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SAZETAK

U razdoblju od 2014. do 2016. godine na prisutnost Mycobacterium sp. bakterioloski
smo pretrazili ukupno 593 uzorka razli¢itih organa i tkiva podrijetlom od 153 Zivotinje iz 14
zupanija i Grada Zagreba. Pripadnike roda Mycobacterium izdvojili smo iz ukupno 80
zivotinja (52%), 1 to 29 (36,2%) domacih i 51 (63,7%) divlje Zivotinje, a izdvojili smo ukupno
84 izolata. U istrazivanje je takoder bio uklju¢en 71 arhivski izolat netuberkuloznih
mikobakterija podrijetlom iz 22 (31%) domace i 49 (69%) divljih Zivotinja iz devet zupanija i
Grada Zagreba. Od ukupno navedenih 155 izolata, 106 (68,4%) smo opisali kao pripadnike
brzorastucih, a 49 (31,6%) kao pripadnike spororastu¢ih mikobakterija.

Pripadnost rodu Mycobacterium izdvojenih izolata dokazali smo metodom lancane
reakcije polimerazom umnozavanjem regije 16S rRNK gena i gena koji kodira 65 kD antigen
prisutnih u svih mikobakterija. Dokazivanje vrsta navedenih izolata nastavili smo metodom
specifi¢ne hibridizacije pomocu testova “Geno Type® Mycobacterium CM 1 AS” kojima smo
uspjesno tipizirali 61 (39,4%) izolat do razine vrste. Sve izdvojene izolate kojima je potvrdena
pripadnost M. avium kompleksu (MAC) podvrgnuli smo amplifikaciji integriranog
insercijskog slijeda 1S901 radi odredivanja podvrste. Kod preostala 94 izdvojena izolata
umnozili smo dijelove DNK sekvenci najkonzerviranijih regija, 16S rRNK, rpoB, hsp65 gena,
te medugenske ITS regije. Medusobnom usporedbom rezultata dobivenih analizom navedena
Cetiri gena, pripadnost vrsti uspje$no smo odredili kod 72,3% (68/94) izolata. Devet izolata
opisali smo kao "Najsli¢nije Mycobacterium + vrsta”, dok kod preostalih 17 izolata vrstu
nismo uspjeli odrediti. Navedenim metodama opisali smo ukupno 20 razli€itih vrsta

Ispitivanje antimikrobne osjetljivosti proveli smo tehnikom mikrodilucije u bujonu
koristenjem VersaTREK kit-a za brzo 1 spororastu¢e mikobakterije. Ispitivanje je obuhvatilo
ukupno 47 izolata pripadnika devet razli¢itih spororastuc¢ih vrsta i jednu "Najsli¢niju”, i to M.
avium spp., M. celatum, M. flavescens i "Najsli¢nije M. flavescens”, M. gordonae, M.
intermedium, M. kansasii, M. kumamotonense, M. nonchromogenicum i M. triviale. Ispitani
sojevi pokazali su najvec¢i postotak otpornosti na flouorokinolone, i to na moksifloksacin
(77,3%) i ciprofloksacin (65,4 %), slijede doksiciklin (77%), trimetoprim — sulfametoksazol
(65,4%), linezolid (61,4%) i amikacin (6,8%). Visoki postotak otpornih sojeva opisan je i na
pripadnika rifamicina rifampin (76,9%), dok je na rifabutin postotak bio znatno nizi (7,7%).
Osjetljivost svih izolata opisana je samo na makrolid klaritromicin. Takoder, ispitali smo

ukupno 91 izolat pripadnika 11 razli¢itih brzorastu¢ih vrsta i Cetiri "Najsli¢nije”, i to M. agri,



M. arupense, M. chitae i "Najsli¢nije M. chitae”, M. elephantis, M. fortuitum, M. necaurum i
"Najsli¢nije M. neoaurum ", M. peregrinum, M. phocaicum, M. porcinum, M. pulveris, M.
vaccae i "Najsli¢nije M. vaccae”, te "Najsli¢nije M. septicum”. Ispitani sojevi pokazali su
najveéi postotak otpornosti na skupinu cefalosporina, i to na cefepim (57,5%) i cefriakson
(47,2%), dok je na cefoksitin taj postotak bio znatno nizi (3,5%). Slijede
amoksicilin/klavulonska kiselina (31%), klaritromicin (23%), imipenem (3,5%), te linezolid
(1,2%) 1 trimetoprim/sulfametoksazol (1,2%). Unutar skupine aminoglikozida postotak
otpornih sojeva na tobramicin je iznosio 14,9%, dok su na amikacin svi bili osjetljivi. Na
tetracikline, tj. na doksiciklin opisano je 10,4% otpornih izolata, te na minociklin 6,9%. Na
skupinu fluorokinolona, opisano je 1,2% otpornih sojeva na ciprofloksacin, dok su na
moksifloksacin svi bili osjetljivi.

Usporedbom osjetljivosti sporo 1 brzorastucih izolata NTM-a uocili smo znacajne
razlike u otpornosti na odredene antibiotike, a otpornost je bila izrazenija kod spororastu¢ih
vrsta. Medu vrstama spororastu¢ih mikobakterija otpornost je bila podjednaka, dok je medu
brzorastu¢im ona bila izrazenija u vrsta M. fortuitum, M. neoaurum, M. vaccae i M. porcinum,
Nismo uocili znacajne razlike u pojavnosti otpornih sojeva izdvojenih iz domacih i divljih
zivotinja, kao niti razlike u razli¢itim godinama promatranja. Takoder, razlike u pojavnosti
otpornih sojeva porijeklom iz razli¢itih zupanija nisu bile statisti¢ki znacajne, a nisu uocene
niti razlike u zastupljenosti opisanih vrsta po zupanijama RH.

Izdvojeni sojevi kako iz domacih tako i divljih Zivotinja pokazali su visoke postotke
otpornosti na vecinu antibiotika koji su preporuceni za lijeCenje u humanoj medicini §to
ukazuje na zoonotski potencijal i mogucée izazove u lijeCenju infekcija uzrokovanih NTM-ama
u ljudi, te indicira na mogucu ulogu zivotinja kao rezervoara viSestruko otpornih sojeva
NTM-a.

Kljuéne rije¢i: Mycobacterium, netuberkulozne mikobakterija, brzorastuce,

spororastuce, antimikrobna otpornost, zoonotski potencijal



ABSTRACT

INTRUDUCTION: The genus Mycobacterium includes more than 190 species that
differ in terms of metabolism, growth rate, epidemiology, pathogenicity, geographical
distribution and antimicrobial susceptibility. In addition to species that cause tuberculosis (M.
tuberculosis, M. caprae, M. bovis, M. africanum), there are also species that act as
opportunistic pathogens capable of causing lymphadenitis and infections of the lungs, skin,
soft tissues, joints, tendons, bones and other organs in both animals and humans, and are
common called non-tuberculous mycobacteria (NTM). NTM species, also called ecological
mycobacteria, have been isolated from water, soil, dust and plants. According to cultural
characteristics, they are divided toward the growth rate on the nutrient medium into fast-
growing species in which colonies are visible within seven days (e.g. M. fortuitum, M.
chelonae, M. abscessus) and slow-growing species (e.g. M. kansasii, M. marinum, M. avium
complex (MAC), M. gordonae) that require a longer incubation time. Growth rate affects
sensitivity to antimicrobial drugs as well as clinical signs and pathological changes of the
affected organism.

The identification of NTM disease is based on bacteriological and biochemical
examination and lasts for several weeks. In the end, it often happens that it is not possible to
determine the species with certainty. By additional application of commercially available
molecular typing Kkits (Hain, Germany) it is possible to identify about 40 species.
Furthermore, NTM are characterized by a very low evolutionary divergence of the genome,
and therefore for identification of a particular species it is recommended to use only
individual most conserved regions and not the entire genome.

One of the characteristics of NTM species is a high level of natural drug resistance, as
well as inducible and mutational resistance acquired during suboptimal exposure and drug
selection. For this reason, their treatment is much more challenging than treatment of classical
tuberculosis, and so far no standardized antimicrobial therapy for NTM has been established.
Different types of NTM have different profiles of antimicrobial susceptibility, but there are
few publication that indicates those differences. There is currently only one standard for
determining antimicrobial resistance for mycobacteria (M24-A2) prescribed by the Clinical
and Laboratory Standards Institute.

In the territory of the Republic of Croatia, no research has been conducted so far in the form
of antimicrobial susceptibility of non-tuberculous mycobacteria isolates in the field of
veterinary medicine, and according to our knowledge and available data from the literature,

such research has not been conducted in the world.



This research is foccused on the determination of different types of NTM present in
domestic and wild animals in the Republic of Croatia using molecular methods, as well as
determination of antimicrobial resistance of NTM from different sources and geographical
units using microdilution method. The results of the research will contribute to the routine
identification of pathogens in both animals and humans, and a validated and standardized
method will be acceptable and beneficial to health system in Croatia.

MATERIAL AND METHODS: In the period from 2012 to 2016, on the presence of
Mycobacterium sp. we bacteriologically examined a total of 593 samples of various organs
and tissues originating from 153 animals from 14 counties and the City of Zagreb. The
research also included a examination of 71 archives isolates of non-tuberculous mycobacteria
originating from 64 animals from nine counties and the City of Zagreb. Archival isolates that
were identified only up to the level of the genus Mycobacterium by gene multiplication.
which encodes a 65 kDa antigen, were stored at a temperature of - 80 °C until the beginning
of the research. The study covered samples originating from cows, pigs, chickens, ducks,
sheep, goats, wild boars and wild deer.

Bacteriological examination began with homogenization and decontamination of the
material, followed by inoculation on three different nutrient media: Léwenstein-Jensen media
supplemented with pyruvate or glycerol and Stonebrink media. The inoculated material were
then incubated at 37°C. After 4-7 days of incubation, we controlled the growth of
mycobacteria for the first time, a further at one-week intervals. The incubation lasted eight
weeks, and if there was no colony growth on the nutrient medium, the incubation was
extended to 12 weeks. In case of growth of the colony was transferred onto new nutrient
media and stained according to Ziehl - Neelsen in order to determine the presence of acid-
resistant rods.

A total of 155 isolates originating from domestic and wild animals were used for
molecular identification. In all isolates, the amplification of 16S rRNA gen region and gen
encoding 65 kDa antigen present in all mycobacteria was performed, which is reliable
evidence that isolates belong to Mycobacterium sp. Further identification of mycobacterial
isolates to the species level was performed by specific hybridization method using "Geno
Type® Mycobacterium CM and AS kit", which allows the identification of about 40 species
within the genus Mycobacterium. All isolates to which affiliation was confirmed as the M.
avium complex, were underwent amplification of the integrated insertion sequence 1S901 for
determination of subspecies. Isolates in which the affiliation of the species could not be

determined by the above mentioned methods, were subjected to sequencing of parts of the



16S rRNA, rpoB, hsp65 genes, and the ITS region. By comparing the resulting sequences
with the data in the available databases we identified the species.

Antimicrobial susceptibility testing of slowly and rapidly-growing isolates
of mycobacterial species was performed by broth microdilution method using
Thermo Scientific ™ Sensititre ™ Myco SLOMYCO and RAPMYCO AST Plate commercial
kit, using drug concentrations which are obtained from serial, double dilutions. When reading
the results, we reported the values of the lowest concentration which interrupts growth
(minimum inhibitory concentration, MIC) and interpretation of results as sensitive (S),
intermediate (I) and resistant (R). During the test procedure and interpretations of the results
we followed the recommendations of the standard published by Clinical and Laboratory
Standards Institute — CLSI. The testing was performed on a total of 138 isolates, of which 47
isolates are members of slowly-growing species and 91 isolates are members of rapidly-
growing species.

The results were processed by the statistical program Stata 13.1. Descriptive data were
presented as values of total number and percentage. Observed differences between the groups
we tested by Hi-square test and the Fisher exact test, and the significance of the differences
we presented with a P-value where we considered a P-value less than 0.05 statistically
significant.

The geographical distribution of the obtained antimicrobial susceptibility results was
presented by a program QGIS 3.10.

RESULTS: Members of the genus Mycobacterium were isolated from a total of 80
animals (52%), namely 29 (36,2%) domestic and 51 (63,7%) wild animals, and we isolated a
total of 84 isolates. As earlier mentioned, the study also included 71 archival isolates of non-
tuberculous mycobacteria originating from 22 (31%) domestic and 49 (69%) wild animals.
Out of a total of 155 isolates, 106 (68,4%) were described as members of rapidly growing and
49 (31,6%) as members of slowly growing mycobacteria.

Affiliation of those 155 isolates to the genus Mycobacterium was proved by
polymerase chain reaction by amplification of the 16S rRNA gene region and the gene
encoding the 65 kD antigen present in all mycobacteria. Demonstration of the species of these
isolates was continued by the method of specific hybridization using tests "Geno Type®
Mycobacterium CM and AS" which successfully typed 61 (39,4%) isolates to the species
level. Using this method we proved the following species: M. avium complex (11,6%), M.
fortuitum (17,4%), M. gordonae (1,9%), M. celatum (5,2%), M. kansasii (1,9%) and M.

intermedium (1,3%). A total of 18 isolates to which affiliation has been confirmed as a M.



avium complex (MAC) were subjected to amplification of the integrated insertion sequence
IS901 to determine the subspecies. Belonging to the subspecies M. avium subsp. hominissuis
were found in 10 isolates and M. avium subsp. avium in eight isolates. In the remaining 94
isolates, we amplified parts of the DNA sequences of the most conserved regions, 16S rRNA,
rpoB, hsp65 genes, and intergenic ITS region. By comparing the results obtained by the
analysis of these four genes, the affiliation of the species was successfully determined in
72,3% (68/94) of isolates. A total of 14 different species were descibed by sequencing: M.
agri, M. arupense, M. chitae, M. elefantis, M. flavescens, M. kumamotonense, M. neoaurum,
M. nonchromogenicum, M. peregrinum, M. phocaicum, M. porcinum, M. pulveris, M. triviale
and M. vaccae. We described nine isolates as "Most similar to Mycobacterium + species”,
while for the remaining 17 isolates we were unable to determine the species. Obtained
percentage of successful identification up to species level using the 16S rRNA gen was 42.3%
(45/94 isolates), hsp65 gen 19.7% (21/94 isolates), rpoB gen 18.9% (20/94 isolates) and ITS
region 2.8% (3/94 isolates). Using these methods, we have described a total of 20 different
species of non-tuberculous mycobacteria (NTM) and six "Most similar" species.
Antimicrobial susceptibility testing was performed by the broth microdilution
technique using the VersaTREK kit for rapidly and slowly growing mycobacteria. The study
included a total of 47 isolates belonging to nine different slowly growing species and one
"Most similar”, namely M. avium spp., M. celatum, M. flavescens and "Maost similar M.
flavescens”, M. gordonae, M. intermedium, M. kansasii, M. kumamotonense, M.
nonchromogenicum and M. triviale. The tested strains showed the highest percentage of
resistance to fluoroquinolones, namely moxifloxacin (77,3%) and ciprofloxacin (65,4%),
followed by doxycycline (77%), trimethoprim - sulfamethoxazole (65,4%), linezolid (61,4%)
and amikacin (6,8%). A high percentage of resistant strains was also described for rifamycin
members rifampin (76,9%), while for rifabutin the percentage was significantly lower (7,7%).
The susceptibility of all isolates has only been described to the macrolide clarithromycin.
Also, we examined a total of 91 isolates belonging to 11 different rapidly growing species and
four "Most similar", namely M. agri, M. arupense, M. chitae and "Most similar M. chitae", M.
elephantis, M. fortuitum, M. neoaurum and "Most similar M. neoaurum®, M. peregrinum, M.
phocaicum, M. porcinum, M. pulveris, M. vaccae and "Most similar to M. vaccae", and "Most
similar to M. septicum™. The tested strains showed the highest percentage of resistance to the
cephalosporin group, namely to cefepime (57,5%) and cefriaxone (47,2%), while to cefoxitin



this percentage was significantly lower (3,5%). Resistance was followed by
amoxicillin/clavulanic acid (31%), clarithromycin (23%), imipenem (3,5%), and linezolid
(1,2%) and trimethoprim/sulfamethoxazole (1,2%). Within the aminoglycoside group, the
percentage of tobramycin resistant strains was 14,9%, while all isolates were sensitive to
amikacin. Among tetracyclines, 10,4% of resistant isolates were described for doxycycline
and 6,9% for minocycline. Among fluoroquinolone group, 1,2% of ciprofloxacin resistant
strains were described, while all isolates were susceptible to moxifloxacin.

CONCLUSION: During the five-year research period, a total of 155 non-tuberculous
mycobacteria isolates originating from domestic and wild animals were collected. From the
used molecular methods for the identification to the species level, by the method of specific
hybridization using tests "Geno Type® Mycobacterium CM and AS" only 39.4% (61/155) of
isolates were described, and by sequencing of the most conserved regions, 16S rRNA, rpoB,
hsp65 genes, and intergenic ITS region we described 72.3% (68/94) of isolates. From this we
conclude that the method of sequencing and comparison of the most conserved regions of the
genome is much more reliable for accurate identification of mycobacterial species.

We have described a total of 20 different species of non-tuberculous mycobacteria
(NTM) and six "Most similar" species, from which we conclude that NTMs are widespread in
both domestic and wild animals, making wild animals possible reservoirs of infection for
domestic animals and humans. The most common species in our study were M. fortuitum
(17.4%), M. neoaurum (16.1%), M. avium ssp. (11.6%) and M. vaccae (9%), as evidenced by
previous studies conducted in the Republic of Croatia describing M. avium ssp. and M.
fortuitum as one of the most common species, from which we conclude and confirm the
largest presence of the most pathogenic mycobacterial species, namely M. fortuitum and M.
avium ssp. in both veterinary and human medicine.

Comparing the susceptibility of slowly and rapidly growing NTM isolates, we
observed significant differences in resistance to certain antibiotics, and resistance was more
pronounced in slowly growers. Among the species of slowly growing mycobacteria, the
resistance was equal, while among the rapidly growers it was more pronounced in the species
M. fortuitum, M. neoaurum, M. vaccae and M. porcinum. We did not observe significant
differences in the incidence of resistant strains isolated from domestic and wild animals, nor
differences in different years of observation. Also, the differences in the occurrence of
resistant strains originating from different counties were not statistically significant, and no
differences in the representation of the described species by counties in the Republic of

Croatia were observed. We also described 26 multi-resistant isolates that have shown



resistance to five or more antibiotics, and in the case of MAC isolates on three of the four
antibiotics tested, of which 15 are members of slow-growing species and 11 are rapidly-
growing species. From the above we conclude that multiple resistance is equally distributed
between slow-growing and rapidly-growing species, and a large number of isolates is a
worrying fact that indicates the need for further research in understanding the emergence of
resistance in the so-called "wild isolates".

Isolated strains from both domestic and wild animals showed high percentages of
resistance to most antibiotics recommended for therapy in human medicine indicating
zoonotic potential with possible challenges in the treatment of NTM infections in humans,
and also indicating the possible role of animals as reservoirs of multi-resistant strains of
NTM. The adopted and validated method of both identification and antimicrobial
susceptibility testing of non-tuberculous mycobacteria will be useful for the health system in

the Republic of Croatia, taken into consideration that these methods have not been used so far.

Key words: Mycobacterium, non-tuberculous mycobacteria, rapidly growing, slowly

growing, antimicrobial resistance, zoonotic potential



1 UVvOD

Rod Mycobacterium obuhvaca vise od 190 vrsta (PARTE, 2018.) koje se razlikuju s
obzirom na metabolizam, brzinu rasta, epidemiologiju, patogenost, geografsku distribuciju i
osjetljivost na antimikrobna sredstva. Osim vrsta koje uzrokuju tuberkulozu (M. tuberculosis,
M. caprae, M. bovis, M.africanum), prisutne su i vrste koje djeluju kao oportunisticki
patogeni sposobni uzrokovati limfadenitis i1 infekcije pluca, koze, mekih tkiva, zglobova,
tetiva, kostiju i drugih organa kako u Zivotinja tako i u ljudi, a zajednicki se nazivaju
netuberkulozne mikobakterije (NTM). NTM vrste, takoder nazvane i ekoloske mikobakterije,
izolirane su iz vode, tla, praSine i1 biljaka (FALKINHAM, 1996.). Prema kulturelnim
osobinama dijele se s obzirom na brzinu rasta na hranjivoj podlozi na brzorastuce vrste kod
kojih su kolonije vidljive unutar sedam dana (npr. M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus) i
spororastuce vrste (npr. M. kansasii, M. marinum, M. avium kompleks (MAC), M. ulcerans,
M. gordonae, M. scrofulaceum) koje zahtjevaju duze vrijeme inkubacije (TORTOLI, 2009.).
Brzina rasta utjeCe na osjetljivost na antimikrobne lijekove kao i na klini¢ke znakove i
patoloske promjene zahvaéenog organizma (TORTOLI, 2003., CLSI, 2018b).

Netuberkulozne mikobakterije predstavljaju  veliku i1 raznoliku populaciju
mikobakterija koje su u velikoj mjeri podcijenjene i nedovoljno dijagnosticirane usprkos
znacajnom utjecaju kako na zdravlje Zivotinja tako i ljudi. Taj utjecaj u veterinarskoj medicini
moze biti izravan uzrokuju¢i manje ili vise znacajne infekcije i gubitak produktivnosti, ili
neizravan ometajuci dijagnozu i kontrolu govede tuberkuloze (HOPE i sur., 2005.). Studija
provedena u Republici Hrvatskoj opisuje 183 izolata NTM-a izoliranih iz limfnih ¢vorova
svinja, od kojih je MAC najées¢i izolat, slijedi M. fortuitum, M. chelonae i M. peregrinum
(CVETNIC i sur., 2007.). Sli¢ne rezultate takoder opisuje studija na svinjama gdje je
izdvojeno 139 izolata od kojih je takoder najces¢i MAC, slijede M. fortuitum i M. peregrinum
(SPICIC i sur., 2010.). Izolati MAC takoder su najée$ce opisani i u divljih svinja, slijede M.
fortuitum i M. gordonae (CVETNIC i sur., 2011.). Takoder je provedeno testiranje hrane i
raznih materijala iz okoliSa na svinjogojskim farmama gdje su opisani izolati MAC, M.
fortuitum, M. chelonae i M. terrae kako u okoliSu tako i svinjama, $to ukazuje kako je
najées¢i izvor infekcije NTM vrstama upravo kontaminirani okoli§ (CVETNIC i sur., 1998.).

Postotak infekcija uzrokovanih NTM-ama u ljudi takoder je u porastu u zadnje
vrijeme, o0sobito medu imunokompromitiranim bolesnicima. Vrste pripadnici MAC-a
odgovorne su za najveci broj infekcija u svijetu, no regionalno se zastupljenost pojedinih vrsta

NTM-a u ljudi znacajno razlikuje (HOEFSLOOT 1 sur., 2013.). Tako je u pacijenata u
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Europskoj Uniji opisano ¢ak 99 razli¢itih vrsta od kojih su M. avium, M. gordonae, M. xenopi,
M. intracellulare i M. fortuitum bile najcesce zastupljene, a gotovo 7% izolata nije bilo
moguce identificirati kao sluzbeno priznate vrste (VAN DER WERF i sur., 2014.). Studija
provedena u hrvatskih gradana na temelju dokazivanja NTM-a izdvojenih iz respiratornih
uzoraka opisuje kako je M. gordonae najée$éi izolat, slijedi M. xenopi, M. fortuitum, M.
terrae i MAC (JANKOVIC i sur., 2013.).

Identifikacija uzro¢nika bolesti uzrokovane NTM-ama nije jednostavna. Postupak
identifikacije izolata zasniva se na bakterioloskoj 1 biokemijskoj pretrazi i traje vise tjedana.
Na kraju se Cesto dogada da nije moguce sa sigurnos¢u utvrditi vrstu. Dodatnom primjenom
komercijalno dostupnih kitova za molekularnu tipizaciju (Hain, Njemacka) moguce je
identificirati svega 40-tak vrsta. Nadalje, za NTM karakteristi¢na je vrlo niska evolucijska
divergencija genoma, te se stoga smatra da je za identifikaciju pojedine vrste potrebno
koristiti samo pojedine najkonzerviranije regije, a ne cijeli genom. Toé¢na i brza identifikacija
vrste uzro¢nika presudno je vazna za pravovremeno lijecenje bolesnika. Ciljanom analizom
DNK sekvenci pojedinih regija, 16S rRNK, rpoB, hsp65 i medugenske ITS regije, mogu se
pojedinac¢no i skupno analizirati te omoguciti najbrzu identifikaciju vrsta NTM-a (TELENTI i
sur., 1993., ROTH i sur., 1998., ADEKAMBI i DRANCOURT, 2004., DEVULDER i sur.,
2005.).

Jedna od znacajki NTM vrsta je visoka razina prirodne otpornosti na lijekove, kao 1
inducibilna 1 mutacijska otpornost stecena tijekom suboptimalne izlozenosti i odabira lijeka
(VAN INGEN i sur., 2012b). Iz tog razloga njihovo lijecenje je mnogo izazovnije od lijeCenja
klasi¢ne tuberkuloze, te do sada nije utvrdena standardizirana antimikrobna terapija NTM-a.
Razlic¢ite vrste NTM-a imaju razliite profile antimikrobne osjetljivosti. Uloga odredivanja
antimikrobne osjetljivosti od velikog je znaaja za odabir odgovaraju¢eg i ucinkovitog
lijeCenja s obzirom na povecanje broja pacijenata, medutim malo je podataka koji nam
ukazuju na razlike u profilima antimikrobne osjetljivosti izmedu NTM vrsta (BROWN-
ELLIOTT 1 sur., 2012.). Trenutno postoji samo jedan standard za odredivanje antimikrobne
rezistencije za brzo i spororastu¢e mikobakterije (M24-A2) koji propisuje ,,Clinical and
Laboratory Standards Institute”, SAD (CLSI, 2018a, CLSI, 2018b). Na podrucju Republike
Hrvatske do sada nisu provedena istrazivanja u vidu odredivanja antimikrobne osjetljivosti
izolata netuberkuloznih mikobakterija u podru¢ju veterinarske medicine, a prema nasim
saznanjima 1 dostupnim podacima iz literature takva istraZivanja nisu provodena niti u svijetu.

Rezultati istraZivanja pridonijeti ¢e rutinskoj identifikaciji uzro¢nika bolesti kako u Zivotinja



tako i u ljudi, a validirana i standardizirana metoda biti ¢e prihvatljiva i korisna za zdravstveni

sustav u Hrvatskoj.



2 PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1 Morfologija i metabolizam mikobakterija

Mikobakterije su acrobne, Stapicaste bakterije, ravnog ili blago zakrivljenog oblika
Siroke izmedu 0,2 1 0,6 um i duge izmedu 1,0 i 10 pm. Grcki predmetak miko- $to znaci
"gljiva", ukazuje na nacin rasta i izgled kolonija mikobakterija na povrSini hranjive podloge
(KERR i BARRETT, 2000.). Obi¢no su nepokretne, osim vrste Mycobacterium marinum za
koju se pokazalo da je pokretna unutar makrofaga. Otporne su na kiseline, te se ne boje po
Gramu, ve¢ metodom po Ziehl-Neelsenu (RYAN i RAY, 2004.). Mikobakterije imaju vanjsku
ovojnicu, posjeduju kapsulu, ali ne tvore endospore (NIEDERWEIS i sur., 2010.).
Prepoznatljiva znacajka svih vrsta mikobakterija je stani¢na stijenka koja je deblja nego u
mnogih drugih bakterija, hidrofobna je, vostana i bogata mikolnom kiselinom. Sastoji se od
hidrofobnog sloja mikolatne kiseline i sloja peptidoglikana koje zajedno drzi polisaharid
arabinogalaktan, a biosintetski putevi upravo tih sastojaka moguca su meta novih lijekova za
tuberkulozu (BHAMIDI, 2009.). Upravo takva grada stani¢ne stijenke ¢ini mikobakterije
otpornima na teSke metale, dezinficijense i antibiotike (JARLIER i NIKAIDO, 1994).

Mnoge vrste roda Mycobacterium lako se prilagodavaju rastu na vrlo jednostavnim
hranjivim podlogama, koriste¢i amonijak ili aminokiseline kao izvor dusika, a glicerol kao
izvor ugljika u prisutnosti mineralnih soli. Optimalne temperature rasta variraju ovisno o
vrstama mikobakterija i krecu se od 25°C do preko 50°C. Vecina vrsta ukljuéujuéi i one
klini¢ki znacajne, moze se uzgojiti na krvnom agaru (LAGIER i sur., 2015.). Medutim, neke
vrste rastu vrlo sporo zbog izuzetno dugih generacijskih ciklusa, te moze proé¢i i vise od 20
dana dok prode kroz jedan ciklus podjele (za usporedbu, kod sojeva E. coli generacijski

ciklusi iznose oko 20 minuta), $to bakteriolosku pretragu ¢ini dugotrajnim postupkom.

2.2 Kilasifikacija mikobakterija

Mikobakterije pripadaju porodici Mycobacteriaceae unutar koje se nalazi samo jedan
rod pod imenom Mycobacterium. Rod Mycobacterium dijeli se u tri glavne skupine: 1.
Mycobacterium tuberculosis kompleks, u koju pripadaju vrste koje uzrokuju tuberkulozu u
sisavaca (M. tuberculosis, M. africanum, M. canettii, M. bovis, M. caprae, M. microti, M.
pinnipedii, M. munghi, M. orygis, M. suricattae); 2. Mycobacterium leprae - uzrokuje lepru u
ljudi; 3. Netuberkulozne mikobakterije (NTM) - skupina koja ukljucuje sve druge vrste (vise

od 160 vrsta), a koje za razliku od prethodno navedenih nisu obligatni patogeni. Takoder
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nazvane 1 ekoloske mikobakterije, izolirane su iz vode, tla, prasine i biljaka, a ve¢ina NTM
vrsta su saprofiti, simbionti i komenzali (FALKINHAM, 1996.). Odreden broj je potencijalno
(oportunisticki) patogen za zivotinje i ljude, sposoban uzrokovati limfadenitis i infekcije
pluca, koze, mekih tkiva, zglobova, tetiva, kostiju i drugih organa, a zaraziti se moze izravnim
dodirom ili aerosolom (VAN INGEN, 2013a).

Ime rodu predlozili su LEHMAN i NEUMANN (1896.), a prvi opis temeljen je na
morfoloskim karakteristikama i posebnosti u tvorbi pigmenta. lako su NTM identificirane
prije viSe od jednog stoljeca njihova uloga kao patogena nije bila shvacena tijekom vecine tog
vremena. Buhler i Pollack su 1953. godine otkrili plu¢nu bolest u ljudi vrlo sli¢nu tuberkulozi,
a bila je uzrokovana M. kansasii (BUHLER i POLLAK, 1953.). Od tada je paznja o
patogenom potencijalu netubekuloznih mikobakterija pojacana. Shvacanje bolesti
uzrokovanih NTM-ama kao subjekta ozbiljnog interesa zapocinje oko 1980. godine nakon
objave dr. Emanuela Wolinskyja, kao prvog opseznog pregleda bolesti o NTM-ama, te
predstavlja jasan prijelomni trenutak u prepoznavanju i uvazavanju NTM bolesti
(WOLINSKY, 1979.). U to vrijeme bilo je prepoznato oko 40 razli¢itih NTM vrsta koje su
identificirane na temelju fenotipskih i biokemijskih karakteristika, uklju¢uju¢i morfologiju
kolonija i obrasce metabolizma hranjivih tvari (RUNYON, 1970., WOLINSKY, 1979.). Na
temelju navedenih znacajki podijeljene su u cCetiri skupine: spororastu¢e (nekromogene,
fotokromogene, skotokromogene) i brzorastu¢e mikobakterije, te su upotrebljavani razli¢iti
nazivi poput "atipi¢ne mikobakterije", "mikobakterije iz okolisa" ili "mikobakterije drugacije
od tuberkuloze". Siroko usvojen rani sustav klasifikacije NTM temeljen na ovom pristupu bila
je istoimeno nazvana Runyon-ova klasifikacija po dr. Ernestu H. Runyonu (RUNYON,
1965.). Takoder sredinom 1980-ih doslo je do velikog porasta bolesti uzrokovanih NTM-a, a
uzrok tome bila je epidemija sindroma stecenog nedostatka imuniteta (AIDS) 1 pojava vrsta
Mycobacterium avium kompleksa (MAC) kao smrtonosnog patogena $to je NTM-e ucinilo jo$
znacajnijim (HAWKINS i sur., 1986.). Brzina i to¢nost identifikacije mikobakterijskih vrsta
poboljsala se primjenom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC), a uskoro
slijedi i uvodenje molekularnih laboratorijskih metoda, uklju¢uju¢i DNK sonde i tehnike
sekvenciranja gena (JOST i sur., 1995., LOURO i sur., 2001., PAULS i sur., 2003., CLOUD i
sur., 2005., GRIFFITH i sur., 2015.). Identifikacija mikobakterijskih vrsta velikom brzinom se
prosirila sekvenciranjem gena 16S rRNK, koji je visoko konzerviran unutar NTM vrsta
(GRIFFITH i sur., 2015.). Uporabom ove i drugih molekularnih metoda broj priznatih NTM
vrsta kontinuirano je rastao i danas iznosi oko 200 (PARTE, 2018.). Rod nije razdijeljen u

podrodove ve¢ u dvije skupine koje se razlikuju po kulturelnim osobinama, tj. brzini rasta na
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hranjivoj podlozi, i to na brzorastuce vrste (engl. rapidly growing mycobacteria - RGM ) kod
kojih su kolonije vidljive unutar sedam dana (npr. M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus) i
spororastu¢e vrste (engl. slowly growing mycobacteria - SGM) (npr. M. kansasii, M.
marinum, M. avium kompleks (MAC), M. ulcerans, M. gordonae, M. scrofulaceum) koje
zahtjevaju duze vrijeme inkubacije (TORTOLI, 2009.). Brzina rasta utjeCe na osjetljivost na
antimikrobne lijekove kao i na klinicke znakove i patoloSke promjene zahvacenog organizma
(TORTOLI, 2003., CLSI, 2018b). Na temelju klini¢ke vaznosti podijeljene su na uvjetno
patogene, oportunisti¢ke mikobakterije i ¢iste saprofite (DAVIDSON, 1989.).

Najnovija istrazivanja temeljena na medusobnim usporedbama genoma dosad poznatih
vrsta mikobakterija i sveobuhvatnim filogenomskim analizama predlazu podjelu roda
Mycobacterium na pet razli¢itth monofiletskih grupa koje su opisane kao ,,Tuberculosis —
Simiae* grupa koja obuhvaca sve najvaznije ljudske patogene vrste, te Cetiri nova roda:
Mycolicibacterium gen. nov., Mycolicibacter gen. nov., Mycolicibacillus gen. nov. i
Mycobacteroides gen. nov. koji odgovara grupama ,Fortuitum - Vaccae“, ,Terrae“,
,»Triviale“ i ,,Abscessus - Chelonae* (GUPTA i sur., 2018.). O novoj predlozenoj klasifikaciji
jos se raspravlja, te znanstvenici i dalje prate podjelu na sporo i brzorastu¢e mikobakterije, $to

je slu¢aj i u nasem istrazivanju.
2.3 Epidemiologija netuberkuloznih mikobakterija

Infekcije uzrokovane netuberkuloznim mikobakterijama (NTM) razlikuju se u
nekoliko toCaka od epidemiologije klasi¢ne tuberkuloze. U prvom redu klasi¢na tuberkuloza
rasirena je Sirom svijeta, dok NTM infekcije karakterizira endemska pojava. Izvor zaraze za
ljude kod klasi¢ne tuberkuloze su bolesne osobe ili zarazene zivotinje, dok su rezervoari
NTM-a prisutni u okolisu. Nadalje, mehanizmi prijenosa infekcije klasi¢ne tuberkuloze su
poznati, a Siri se najcesce izravnim putem preko izvora zaraze, a rijede neizravnim putem
preko kontaminirane hrane. Putevi prijenosa vecine infekcija uzrokovanih NTM-ama nisu u
potpunosti poznati, a njihovi mehanizmi do danas jo$ nisu objasnjeni (PORVAZNIK i sur.,
2017.). Sve je vise dokaza o incidenciji plu¢nih bolesti uzrokovanih NTM-ama u humanoj
medicini 1 posljedicnom povec¢anom hospitalizacijom, a infekcije su uglavnom zastupljene u
podru¢jima s malom prevalencijom klasi¢ne tuberkuloze (WINTHROP i sur., 2010.). U
nekim industrijski razvijenim zemljama novi slucajevi bolesti uzrokovani NTM-ama dostizu
ili cak premasuju one uzrokovane klasicnom tuberkulozom (ISEMAN i MARRAS, 2008.).
Temeljni cimbenici ove promjenjive epidemiologije obuhvacaju porast prevalencije osjetljivih

domacina. Cimbenici ukljuéuju pacijente koji zahtijevaju sistemsku terapiju zbog kroniénih
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bolesti, npr. HIV infekcije i uporaba imunosupresivnih lijekova (WINTHROP i sur., 2009.),
sustavna ili inhalacijska terapija kortikosteroidima (ANDREJCAK i sur., 2013.), vec
postojeca pluc¢na bolest poput cisti¢ne fibroze ili kroni¢ne opstrukcijske pluéne bolesti (VAN
INGEN i sur., 2012c).

U veterinarskoj medicini nalaz NTM-a takoder je u porastu, $to je detaljnije opisano kasnije u
tekstu.

2.4 Otpornost NTM-a na antimikrobne lijekove

Vecina NTM vrsta ima Sirok spektar mehanizama koji im pruzaju prirodnu otpornost i
slabu osjetljivost na uobic¢ajenu primjenu antibiotika u usporedbi s drugim gram-pozitivnim i
gram-negativnim bakterijama, ¢ak i na agense koji se koriste u lijeCenju NTM bolesti.
Nadalje, otpornost u NTM moze biti prirodna i steCena (mutacijska), a obje su vazne
odrednice ishoda lijeCenja (GRIFFITH i sur., 2007.). Malo je dostupnih podataka o
povezanosti rezultata odredivanja osjetljivosti na lijekove i klini¢kih rezultata za ove
mikobakterije (VAN INGEN i sur., 2012b). 1z jo§ nepoznatih razloga, in vitro osjetljivost na
antibiotike za vise NTM vrsta neée predvidjeti uspjeh ili neuspjeh lijecenja sa specifi¢nim
antibiotikom (BROWN-ELLIOTT i sur., 2012., BROWN-ELLIOTT i sur.,, 2013.). Na
primjer, za MAC jedini antimikrobni lijekovi kod kojih in vitro osjetljivost predvida in vivo
odgovor su makrolidi i amikacin (GRIFFITH i sur., 2007., BROWN-ELLIOTT i sur., 2012.).

2.4.1 Urodena otpornost

2.4.1.1 Uloga stani¢ne stijenke

Prirodnu otpornost mikobakterija na antimikrobne lijekove pruzaju razni mehanizmi
koji djeluju na sam unos lijekova, omogucavaju¢i njihovu biotransformaciju u stanici ili
smanjujuc¢i njihovu sklonost prema odredenom cilju djelovanja. Prva fizicka barijera je
mikobakterijska stani¢na stijenka. Prirodna otpornost na lijekove u velikoj je mjeri povezana s
mehanizmima koji utjeCu na gradu, hidrofobnost, a time 1 propusnost stanicne stijenke.
Stani¢na stijenka mikobakterija bogata je lipidima i tvori vaznu prepreku prodiranju
antimikrobnih lijekova (LAMBERT, 2002.). Takoder odredeni geni i mehanizmi koji su
ukljuceni u odrzavanje stani¢ne stijenke odgovorni su za fenotipsko obiljezje viSestruke
otpornosti na antimikrobne lijekove; oni ukljucuju protein kinazu G, fbpA (kodirajuci
takozvani antigen kompleksa 85) i asnB u M. smegmatis, vrste koji sluzi kao model

istrazivanja roda Mycobacterium; mtrAB sustav u M. smegmatis i M. avium, kasB u M.



marinum, te Maa2520 i pksl2 u M. avium. Inaktivacija navedenih gena vodi smanjenju
hidrofobnosti stani¢ne stijenke i povecava osjetljivost na lipofilne antibiotike, ukljucujuci
rifampicin, makrolide, ciprofloksacin, vankomicin i B-laktamske antibiotike, ukljucujuci
imipenem (GAO i sur.,, 2003., PHILALAY i sur.,, 2004., NGUYEN i sur., 2005.,
CANGELOSI i sur., 2006., REN i LIU, 2006., WOLFF i sur., 2009., NGUYEN i sur., 2010.).

2.4.1.2 Prijenos molekula putem porinskih kanala i efluksne pumpe

Prijenos molekula kroz membranu mikobakterijske stanice djelomic¢no je kontroliran
porinima, proteinima koji tvore kanale duz membrane, a mikobakterije ih koriste za
prikupljanje hranjivih sastojaka. Njihov je broj kod mikobakterija znatno manji nego u gram
negativnih bakterija $to pridonosi otpornosti na antimikrobne lijekove (VAN INGEN i sur.,
2012b). Dosad je istrazen samo porin mSpA u M. smegmatis, a njegova aktivnost odreduje
osjetljivost na hidrofilne antibiotike, ukljuc¢ujuéi norfloksacin, kloramfenikol i B-laktamske
antibiotike, te hidrofobne vankomicin, eritromicin i rifampicin (STEPHAN i sur., 2004.,
DANILCHANKA i sur., 2008.). Dok porini ograni¢avaju ulazak molekula u stanicu, efluksne
pumpe izbacuju potencijalno Stetne tvari iz mikobakterijske stanice. U novije vrijeme ulozi
efluksnih pumpi pridana je znacajna paznja kao moguceg cilja za pomoé¢nu terapiju (VAN
INGEN i sur., 2013b). Efluksna pumpa P55 vjerojatno je prisutna u svih vrsta roda
Mycobacterium, a dosad je opisano da je odgovorna za otpornost na tetracikline i
aminoglikozide (SILVA i sur.,, 2001.). Najznacajnije eflukne pumpe u NTM su tap
(RAMOM-GARCIA i sur., 2006.), tetvV (DE ROSSI i sur., 1998.) IfrA (SANDER i sur.,
2000.) i efpA (LI i sur., 2004.), koje su odgovorne za otpornost na tetracikline,
aminoglikozide, B-laktame, fluorokinolone, rifampicin i izoniazid kod M. fortuitum i M.

smegmatis.

2.4.1.3 Biotransformacija unutar mikobakterijske stanice

Biotransformacija antimikrobnih spojeva u mikobakterija opisana je za B-laktame,
kinolone, aminoglikozide i rifampicin. B-laktamski antibiotici, to¢nije imipenem i cefoksitin,
koriste se samo u lijecenju infekcija uzrokovanih brzorastu¢im mikobakterijama, kao §to su
M. abscessus, M. chelonae i M. fortuitum (GRIFFITH i sur., 2007.). Njihova uporaba je
ograniCena zbog mocnih P-laktamaza - uglavnom cefalosporinaze - prisutne u svih
mikobakterija (NASH i sur., 1986., FLORES i sur., 2005.). Na osjetljivost na aminoglikozide
utjeCu enzimi koji su takoder opisani u mikobakterija, i to fosfotransferaza odgovorna za

otpornost na streptomicin u M. fortuitum te M. abscessus (RIPOLL i sur., 2009., RAMIREZ i
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TOLMASKY, 2010.). Nadalje, enzimi N-acetiltransferaze odgovorni su za otpornost na
amikacin i gentamicin, a opisani su u vrsta M. tuberculosis kompleksa, M. kansasii i MAC
(HO i sur., 2000.), kao i u brzorastu¢ih M. fortuitum, M. smegmatis i M. abscessus. Njihova
podudarnost sa sli¢nim enzimima U drugih rodova upucuje na to da su ste¢eni horizontalnim

prijenosom gena (RIPOLL i sur., 2009., RAMIREZ i TOLMASKY, 2010.).

2.4.1.4 Inducibilni mehanizmi otpornosti

Najpoznatiji inducibilni mehanizam otpornosti u mikobakterija je skupina erm (engl.
erythromycin resistance methylase) gena odgovornih za otpornost na makrolide do koje dolazi
metiliranjem 23S ribosomalne RNK §to naruSava vezivanje makrolida za ribosom (NASH i
sur., 2009.). Te metilaze prisutne su u nekoliko, ali ne u svih, klini¢ki vaznih brzorastu¢ih
NTM, i to u M. abscessus i M. fortuitum (NASH i sur., 2009., BROWN-ELLIOTT i sur.,
2015.).

Manje poznati inducibilni mehanizam otpornosti je RNK polimeraza - vezujuci protein
A (RbpA), povecava toleranciju na rifampicin kod M. tuberculosis i M. smegmatis; ovaj se
protein veze na RNK polimerazu, gdje ometa vezivanje rifampicina (DEY i sur., 2010.).

Njegova distribucija i klinicka vaznost u ostalih spororastu¢ih NTM do sada nije poznata.

2.4.2 Stecena otpornost

2.4.2.1 Genske mutacije

Sve veci broj bolesnika lijeCenith od NTM bolesti doveo je do porasta broja izvjestaja koji
opisuju steCenu mutacijsku otpornost prema vecini klju¢nih antimikobakterijskih lijekova.
Budu¢i da makrolidni antibiotici igraju kljuénu ulogu u lije¢enju NTM bolesti, mutacijska
otpornost na ovu skupinu privukla je najviSe pozornosti. Pa se tako mutacijska otpornost na
makrolide u vrsta MAC moze sprijeiti uporabom protokola lijecenja s vise lijekova koji
ukljuéuju rifampicin i etambutol, dok monoterapija makrolidima ili protokol koji ukljucuje
samo kinolone i makrolide povecava rizik za razvoj otpornosti na makrolide kod MAC-a
(GRIFFITH i sur., 2006.). Mutacije u kodonu 2058 ili 2059 23S ribosomalnog RNK gena
(rrl) povezane su s otporno$¢u na makrolide u MAC-u i M. abscessus (MEIER i sur., 1996.,
BASTIAN i sur., 2011.). U bolesnika lije¢enih od infekcije MAC s protokolom koji sadrzi
amikacin opisana je mutacijska otpornost na amikacin temeljena na mutacijama kodona 1408
16S ribosomalnog RNK gena (rrs) (BROWN-ELLIOTT i sur., 2013., OLIVIER i sur., 2017.).

Sli¢cne mutacije odgovorne za otpornost na aminoglikozide opisane su i u M. abscessus i M.
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chelonae (PRAMMANANAN i sur., 1998., OLIVIER i sur., 2017.,). SteCena otpornost na
rifampicin s mutacijama kodona 513, 526 i 531 rpoB gena opazena je kod M. kansasii, a one
su identicne onima koje su opisane u rifampicin otpornim izolatima M. tuberculosis
kompleksa (KLEIN i sur., 2001.).

2.4.2.2 Uloga plazmida

Otpornost na antimikrobne lijekove u NTM nije vezana za dijeljenje plazmida koji
posjeduju razli¢ite gene odgovorne za osjetljivost na antibiotike. NTM sadrze plazmide, a oni
su tipi¢ni za pojedinu vrstu i do sada nema dokaza o prijenosu s jedne vrste na drugu.
Nedavna studija opisuje pet plazmida u izolatima M. chimaera koji se razlikuju medu
izolatima (VAN INGEN i sur.,, 2017.). U M. abscessus opisan je pMABOl plazmid,
odgovoran za otpornost na sulfonamide (MATSUMOTO i sur., 2014.).

2.5 Molekularne metode u dijagnostici netuberkuloznih mikobakterija

2.5.1 Tipizacija izolata komercijalnim testom "Geno Type Mycobacterium
CM/AS"”

Metoda hibridizacije temelji se na otkrivanju slijedova sekvence 23S rRNK gena
karakteristi¢nih za odredenu vrstu. Ovaj sustav koristi dvije vrste hibridizacijskih trakica
(CM, za "zajednicke mikobakterije”, i AS, "za dodatne vrste™) te omogucava razlikovanje
razli¢itih vrsta NTM-a, ukljucujuci uobicajene spororastuée vrste kao §to su M. avium, M.
gordonae, M. interjectum i M. kansasii, dok slijede¢e vrste nije moguée razlikovati: M.
intracellulare/M. chimaera, M. scrofulaceum/M. paraffinicum/M. parascrofulaceum, M.
malmoense/M. haemophilum/M. palustre/M. nebraskense, MTBC/M. xenopi i M. marinum/M.
ulcerans. Vrste dokazane AS testom, ukljucuju¢i M. simiae i M. celatum trebaju se prijaviti
samo ako su uzgojene na ¢vrstim hranjivim podlogama s tipiénom morfologijom i brzinom
rasta kolonije (SIMNER i sur., 2015.). Nedavna studija takoder opisuje da vrsta M.
intracellulare unakrizno hibridizira s nekoliko drugih NTM-a, ukljuc¢uju¢i M. arosiense, M.
chimaera, M. colombiense, M. mantenii i M. saskatchewanense (TORTOLI i sur., 2010.).
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2.5.2 DNK sekvenciranje odredenog gena

2.5.2.1 Djelomi¢no sekvenciranje 16S rRNK gena

Za NTM identifikacija se bazira na dvije vazne hipervarijabilne regije poznate kao
regija A iregija B, koje se nalaze na 5’ kraju 16S rRNK gena. Regiju A posjeduje vecéina vrsta
roda Mycobacterium (TORTOLI, 2003.). Ti fragmenti veli¢ine su oko 500 baznih parova (bp)
te omogucéuju taksonomsku identifikaciju mnogih brzo i spororastu¢ih NTM vrsta. Glavno
ograniCenje metode djelomic¢nog (500 bp) sekvenciranja je nemogucnost razlikovanja vrsta
koje imaju identi¢na hipervarijabilna podrucja A i B ili identi¢an cjeloviti slijed 16S rRNK
gena kao §to je slucaj u spororastu¢ih NTM vrsta: M. marinum/M. ulcerans, M. kansasii/M.
gastri i M. genavense/M. simiae. Takoder je zanimljivo da je kompletna sekvenca, otprilike
veli¢ine 1500 bp, medu brzorastu¢im identi¢na za tri vrste M. abscessus, M. chelonae i M.
franklinii. Nadalje, prilikom uporabe javnih baza podataka treba biti oprezan s obzirom da
cesto mogu sadrZavati pogreSke. Za preciznu identifikaciju vrsta s istim slijedom 16S rRNK
gena primjenom djelomi¢nog sekvenciranja, potrebno je sekvencirati dio regije 16S rRNK
gena izvan prve 500 bp regije, kao npr. za M. chelonae - M. abscessus koje se razlikuju na 3’
kraju ili odabrati drugi dio gena za sekvenciranje. Kako bi se osigurala tocnost, treba
usporediti najmanje 300 bp dobivene sekvence sa onom dostupnom u bazi podataka. 1z tog
razloga, vec¢ina klinickih laboratorija sekvencira slijedove veli¢ine izmedu 450 i1 480 bp.
Prilikom usporedbe sekvenci potrebno je slijediti objavljene smjernice Instituta za klini¢ke i
laboratorijske standarde (CLSI), no one predlazu interpretacijske kriterije za procjenu

identiteta samo za 16S rRNK gen (CLSI, 2008a).

2.5.2.2 Sekvenciranje rpoB gena

Sekvenciranje rpoB gena koji kodira B-podjedinicu RNK polimeraze predloZeno je
kao sekundarna ciljna sekvenca za identifikaciju NTM-a, uklju¢ujuci brzo i spororastuce
NTM (ADEKAMBI i sur., 2003., SALAH i sur., 2008.). Naime ne postoje utvrdene grani¢ne
vrijednosti definirane standardom CLSI, kao niti smjernice za gene koji nisu 16S rRNK gen.
Nekoliko razli¢itih regija rpoB gena predloZeno je za sekvenciranje medu NTM vrstama. KIM
i sur. (1999.) koristili su fragment veli¢ine 306 bp (Regija III), dok su Lee i sur. (LEE i sur.,
2003.) koristili fragment od 360 bp za NTM-e. Suprotno tome, Adékambi i sur. (ADEKAMBI
i sur.,, 2003.) koristili su fragment veli¢ine priblizno 760 bp (Regija V) uglavnom za
identifikaciju brzorastu¢ih mikobakterija, uklju¢ujuci dvije novije vrste M. phocaicum i M.

aubagnense. Takoder je opisano da ako se rpoB gen koristi sam prilikom identifikacije,
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postoji mogucnost pogres$ne identifikacije podvrste M. abscessus uzrokovane horizontalnim
prijenosom gena (MACHERAS i sur., 2011.). Nadalje, slijedeca studija opisuje identifikaciju
mnogih manje ucestalih vrsta NTM-a, te uvelike dokazuje korisnost sekvenciranja rpoB gena
za identifikaciju i brzo i spororastu¢i NTM-a (DE ZWAAN i sur., 2014.).

2.5.2.3 Sekvenciranje hsp65 gena

65 kDA hsp gen (engl. "heat shock protein”) manje je konzerviran medu
mikobakterijskim vrstama i time pokazuje viSe meduvrsnih i unutarvrsnih polimorfizama u
usporedbi sa sekvencama 16S rRNK gena (RINGUET i sur., 1999.). Ova je varijabilnost
iskoriStena za identifikaciju blisko povezanih vrsta NTM-a pomocu fragmenta veli¢ine 441-
bp poznatog kao Telenti-jev fragment (TELENTI i sur., 1993.). Ovim genom moguée je
razlikovati nekoliko vrsta brzorastu¢ih mikobakterija koje se ne mogu razlikovati analizom
16S rRNK gena, a to su M. peregrinum, M. septicum, M. houstonense, M. fortuitum, M.
porcinum i M. senegalense. Takoder za razliku od djelomi¢nog sekvenciranja 16S rRNK
gena, hsp65 genom mogu se lako razlikovati M. chelonae i M. abscessus na temelju razlika u
30 bp fragmenta veli¢ine od 441 bp, kao i tri podvrste M. abscessus. Nadalje, medu
spororastu¢im NTM-ama moguce je razlikovati M. marinum od M. ulcerans, M. kansasii od
M. gastri, a koriste¢i varijabilniju 3’ regiju mogu se takoder razlikovati podvrste MAC-a
ukljuéuju¢i M. avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis i M. avium subsp.
hominissuis (TURENNE i sur., 2006.).

2.5.2.4 Sekvenciranje ITS regije

Ostali ciljni geni, ukljucujuéi regiju 16S-23S rRNK unutarnjeg prepisanog razmaka
(engl. internal transcribed spacer - ITS), predlozeni su za taksonomsku identifikaciju NTM-a
(PARK i sur., 2000.). Medutim, vecina dosadasnjih istrazivanja opisuje da je ove regija
varijabilnija od hsp65 gena, pa se stoga nije Siroko koristila. Takoder nedostaju azurirane i
to¢ne baze podataka za navedenu regiju, a posebno za novije vrste mikobakterija. Trenutno
veéina studija predlaze analizu viSe ciljnih gena za identifikaciju NTM-a koje nisu
identificirane djelomi¢nim sekvenciranjem gena 16S rRNK (MACHERAS i sur., 2009.).
Regija ITS 1 ciljno je podrucje koje razdvaja 16S 1 23S rRNK gene, a opisano je vise dijelova
pogodnih za sekvenciranje (ROTH i sur., 2000.). Navedena regija ima veliku varijabilnost
koja se moze koristiti za diskriminaciju vrsta posebno medu brzorastu¢im, dok se neke

spororastuce vrste poput M. simiae i M. xenopi ne mogu razlikovati pomoc¢u ove metode
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(MOHAMED i sur., 2005.). Medutim, ITS regija moze biti korisna za identifikaciju drugih
spororastucih vrsta, uklju¢uju¢i MAC (FROTHINGHAM i WILSON, 1993.).

2.5.3 Sekvenciranje cijelog genoma

Sekvenciranje cijelog genoma (engl. Whole Genome Sequencing - WGS) dosad se
koristilo u svrhu usporedbe izolata izdvojenih iz pacijenata i izolata iz okolisa u nedavnim
izbojima diseminirane infekcije M. chimaera nakon operacija srca (KOHLER i sur., 2015.).
Iako jo$ nije koristen u ovu svrhu, WGS za dokazivanje in vitro osjetljivosti na lijekove
NTM-a koje su ukljucene u epidemije mogao bi biti potencijalna metoda za uspjesno
lijeCenje. Takoder, u usporedbi s tradicionalnim metodama tipiziranja sojeva kao $to su
VNTR (engl. variable number tandem repeat) i gel elektroforeza u pulsirajuéem polju
(PFGE), moze pruziti vise informacija i dublje znanje o pojedina¢nim sojevima pa time i o
epidemijama (JAGIELSKI i sur., 2016.). Informacije dobivene sekvenciranjem cijelog
genoma trebale bi rasvijetliti aspekte raznolikosti vrsta i svojstava specificnih za soj,
ukljuéuju¢i prezivljavanje u okolisu (NGEOW i sur., 2012a), otpornost na antibiotike i
dezinficijense (CHAN i sur., 2012.), te genetske odrednice povezane s patogenos$c¢u soja/vrste
(NGEQOW i sur., 2012b). Nadalje, u nedavnoj studiji metoda WGS je koriStena kao podrska
razdvajanju podvrsta unutar kompleksa M. abscessus, i to na M. abscessus subsp. abscessus,
M. abscessus subsp. massiliense i M. abscessus subsp. bolletii. Diferencijacija na razini
podvrste pomaze u rjeSavanju kontroverze taksonomskog polozaja ove glavne skupine RGM-
a, isti¢uci tako jo$ jednu primjenu WGS-a (TORTOLI i sur., 2016.).

2.5.4 Ostale molekularne metode

2.5.4.1 Metoda VNTR — MIRU tipizacije

Genom Mycobacterium sadrzi mjesta uzastopnih ponavljanja sljedova nukleotida,
takozvanih VNTR koji se medu izolatima razlikuju u broju ponavljanja, a poznato je da su
Siroko distribuirani medu pripadnicima MTBC kompleksa i NTM-a, ukljuc¢uju¢i MAC, M.
gordonae, M. kansasii, M. marinum, M. szulgai i M. ulcerans. Tipizacija soja pomo¢u VNTR
(engl. Variable Number Tandem Repeat) - MIRU (engl. Mycobacterial Interspersed
Repetitive Units) metode postize se procjenom broja i duljine ponavljajucih sljedova na
svakom odredenom mjestu u genomu svakog izolata. VNTR-MIRU tipizacija se zasniva na
metodi lancane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction - PCR), a rezultati

tipizacije se izrazavaju numericki, lako se usporeduju i primjenjivi su (JAGIELSKI i sur.,
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2016.). Nedavna studija opisuje primjenu navedene metode u svrhu tipiziranja sojeva
pripadnika MAC-a (INAGAKI i sur., 2009.). Primjena VNTR-MIRU tipizacije za druge vrste
ukljucujuéi M. abscessus nedavno je opisana koriste¢i 18 uzastopnih ponavljanja u
genomskom slijedu M. abscessus, sa 100% specificnos¢u, 100% stabilnoséu i 100%
ponovljivoséu (WONG i sur., 2012.).

2.5.4.2 Gel elektroforeza u pulsirajué¢em polju

Najces¢e koriStena metoda opcenito za tipiziranje molekularnih sojeva je gel
elektroforeza u pulsiraju¢em polju (engl. Pulsed-Field Gel Electrophoresis - PFGE). Temelji
se na nacelu da periodicno izmjeni¢no elektricno polje uzrokuje promjenu smjera DNK
fragmenata i omogucuje odvajanje velikih molekula. Pomocu restrikcijskih enzima, mogu se
odvojiti DNK fragmenti > 50 kb. lako metoda nikada nije standardizirana za brzo ili
spororastu¢ce NTM-e, veCina istrazitelja koristi poznate kriterije s nekim izmjenama za
mikobakterijske vrste (TENOVER i sur., 1995., WALLACE i sur., 2002.). Nadalje, opisani su
izmjenjeni postupci provedbe PFGE kako bi se omogudili pouzdaniji rezultati, i to za one
vrste (posebno izolati M. abscessus) koje su izvorno bile pogodene razgradnjom DNK
(ZHANG i sur., 2004.). Primjena metode opisana je kod bolesnika s kronicnom MAC bolesti
pluca gdje je cilj bio utvrditi da li se radi o novoj infekcija ili o remisiji (WALLACE i sur.,
2002., GRIFFITH i sur., 2006.).

2.5.4.3 Tipizacija sekvenciranjem na viSe lokusa

Metodom tipizacije sekvenciranjem na viSe lokusa (engl. Multi-locus Sequence
Typing — MLST) analiziraju se medugenske sekvence koje mogu pokazati visoku
varijabilnost, a na osnovu slijeda nukleotida unutar tzv. "housekeeping” gena mogu se
definirati sojevi. U nedavnoj studiji MLST usporedivan je s PFGE u svrhu tipizacije sojeva 93
izolata M. abscessus kompleksa. U ovoj studiji sekvencirano je vise gena, a svakom izolatu
dodijeljen je alelni profil ili ST (engl. Sequence Type), pa je tako opisano 33 ST i 49
jedinstvenih PFGE profila. Medutim, utvrdeno je da je MLST manje diskriminatorna metoda
od PFGE, posebno za M. abscessus subsp. abscessus, a otkriveni su i neki sojevi s istim
MLST profilom kod pacijenata koji nisu imali epidemiolosku povezanost (MACHADO i sur.,
2014.).
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2.6 Odredivanje antimikrobne osjetljivosti netuberkuloznih mikobakterija

Nakon objavljenog standarda Instituta za klini¢ke i laboratorijske standarde (engl.
Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI) iz 2003. godine s pocetnim preporukama
za laboratorijsko ispitivanje antimikrobne osjetljivosti (engl. antimicrobial susceptibility
testing - AST) (WOODS i sur., 2003.), donesene su smjernice za dijagnostiku i lijeenje
NTM-a u humanoj medicini koje se najbolje primjenjuju na nekoliko vrsta ili kompleksa koji
se Cesto susre¢u, ukljuéuju¢i MAC, M. kansasii, M. marinum i neke brzorastuce
mikobakterije. Nema dostupnih podataka o ostalim manje zastupljenim NTM vrstama
(GRIFFITH i sur., 2007.). U tablici 1. su prikazane preporuke za lijeCenje nekih od najc¢esc¢ih
NTM-a na temelju in vitro rezultata ispitivanja antimikrobne osjetljivosti (BROWN-
ELLIOTT i sur., 2012.). Nadalje, 2011. godine pocetne smjernice su nadopunjene novim
saznanjima te se metoda mikrodilucije u bujonu pocinje smatrati zlatnim standardom za AST
NTM-a (CLSI, 2011.). Primjenom AST pokusava se predvidjeti klinicka ucinkovitost
odredenih antimikrobnih sredstava, te unato¢ njihovoj indikaciji za protokole lijeCenja, za
pojedine antibiotike (izoniazid, rifampin, etambutol, rifabutin i streptomicin) in vitro
osjetljivost ne predvida klini¢ki odgovor kod nekih vrsta kao $to je M. avium kompleks (VAN
INGEN i sur., 2012c). Stovise, takvi rezultati mogu dovesti i do pogresnih protokola lije¢enja
Sto dovodi do nepovratne genetske mutacije, koja bi eliminirala upotrebu specijaliziranih
antimikrobnih sredstava. Stoga se preporuca da se ta sredstva ne prijavljuju kod izolata MAC-
a (GRIFFITH i sur., 2007., CLSI, 2011.). Navedeni CLSI standard do danas je jedini
objavljeni standard koji opisuje postupke i preporuke ispitivanja antimikrobne osjetljivosti
NTM-a.

vvvvv

humanoj medicini (BROWN-ELLIOTT i sur., 2012.)
VRSTA LIJEK IZBORA (na temelju rezultata AST)

M. abscessus ) ) ) o ) o L .
Linezolid, klaritromicin-azitromicin, amikacin, tigeciklin, cefoksitin,
subsp. o
imipenem
abscessus

M. abscessus ) o ) S ) S .
Klaritromicin-azitromicin, linezolid, amikacin, tigeciklin, cefoksitin,
subsp. o
- imipenem
massiliense
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Klaritromicin-azitromicin, linezolid, moksifloksacin, ciprofloksacin,
M. chelonae L o
doksiciklin, tobramicin, linezolid, amikacin, imipenem, tigeciklin
Ciprofloksacin, levofloksacin, moksifloksacin, trimetoprim-
M. fortuitum sulfametoksazol, linezolid, doksiciklin, klaritromicin-azitromicin,
imipenem, tigeciklin, linezolid, amikacin, cefoksitin
Ciprofloksacin, levofloksacin, moksifloksacin, doksiciklin, linezolid,
M. neoaurum trimetoprim-sulfametoksazol, klaritromicin-azitromicin, amikacin,
tobramicin, linezolid, imipenem, tigeciklin, cefoksitin
Klaritromicin-azitromicin, rifampin-rifabutin, ciprofloksacin,
M. marinum trimetoprim-sulfametoksazol, moksifloksacin, linezolid, doksiciklin,
amikacin, linezolid
M. avium Klaritromicin-azitromicin, rifampin-rifabutin, etambutol,
kompleks moksifloksacin, ciprofloksacin, amikacin, streptomicin, linezolid
Klaritromicin-azitromicin, rifampin-rifabutin, trimetoprim-
M. kansasii sulfametoksazol, etambutol, izoniazid, moksifloksacin, ciprofloksacin,
linezolid, amikacin
M. malmoense Klaritromicin-azitromicin, rifabutin, rifampin
Klaritromicin-azitromicin, moksifloksacin, trimetoprim-
M. simiae sulfametoksazol,
amikacin
N Klaritromicin-azitromicin, rifampin-rifabutin, etambutol,
M. xenopii ] ] o o
moksifloksacin, amikacin, streptomicin

2.6.1 Metoda mikrodilucije u bujonu

Metoda mikrodilucije u bujonu jedina je metoda koja se preporucuje za ispitivanje
antimikrobne osjetljivosti kod NTM-a (WOODS i sur., 1999., CLSI, 2011.). Temelji se na

dvostrukom razrjedenju pripremljenom u prilagodenom Mueller Hinton bujonu, a rezultat se
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izrazava kao minimalna inhibicijska koncentracija (engl. minimum inhibitory concentration —
MIC) koja zaustavlja rast mikobakterija. Metoda omogucuje mjerenje to¢nih MIC-a
inokulacijom malih (obi¢no 100 pl) volumena bujona sa standardiziranim inokulumom od 5 x
105 CFU (engl. colony forming units) obi¢no u formatu plo¢e s 96 jazica. lako je MIC
postavljena kao dvostruko razrjedenje, MIC izolata ne predstavlja apsolutnu vrijednost, ve¢ se
nalazi izmedu najnize koncentracije koja inhibira rast (prijavljeni MIC rezultat) i sljedece
najnize koncentracije (CLSI, 2018Db).

2.6.1.1 Odredivanje antimikrobne osjetljivosti spororastuc¢ih netuberkuloznih

mikobakterija

2.6.1.1.1 Mycobacterium avium kompleks

Antimikrobna terapija koja se koristi u humanoj medicini za bolest uzrokovanu
pripadnicima  spororastu¢ih  netuberkuloznih mikobakterija (engl. slowly growing
mycobacteria - SGM), toc¢nije pripadnicima Mycobacterium avium kompleksa (MAC)
ukljucuje rifamicin (ili rifabutin), etambutol i makrolide (klaritromicin ili azitromicin), sa ili
bez injekcijske aplikacije streptomicina ili amikacina. Klaritromicin i amikacin koriste se kao
lijekovi prve linije, dok se u slucaju pojave otpornih sojeva koriste moksifloksacin i linezolid
kao lijekovi druge linije (CLSI, 2018a, CLSI, 2018b). Makrolidi su jedina antimikrobna
sredstva za koja je u kontroliranim klini¢kim ispitivanjima dokazana povezanost izmedu in
vitro testiranja i klinickog odgovora. Nedavni rezultati ispitivanja pokazuju da su vrijednosti
in vitro testiranja amikacina takoder povezani s klinickim odgovorom. Stoga su makrolidi i
amikacin lijekovi prve linije testiranja za MAC izolate (GRIFFITH i sur., 2007., BROWN-
ELLIOTT i sur., 2013.). Najniza koncentracija koja prekida rast (eng. minimum inhibitory
concentration, MIC) za Kklaritromicin dijelom se temelji na pokusu monoterapije s
makrolidima diseminirane MAC bolesti kod ljudi (CHAISSON i sur., 1994.). Izolati divljeg
tipa MAC-a podjednako su osjetljivi na makrolide, ali njihova otpornost se u slucaju
monoterapije razvija unutar nekoliko mjeseci, a moze se takoder razviti i S kombiniranom
terapijom. Molekularna analiza MAC izolata koji su razvili otpornost na makrolide in vitro
pokazala je da je vise od 95% izolata steklo mutacije u VV domeni gena 23S rRNK (MEIER i
sur., 1994., NASH i INDERLIED, 1995., MEIER i sur., 1996.). In vitro ispitivanje AMR ovih
izolata pokazalo je vrijednosti MIC-a za Klaritromicin od 32 pg/mL. Zbog toga su ove
koncentracije odabrane kako bi definirale klini¢ki znacajnu otpornost. Sojevi divljeg tipa

MAC-a koji nisu lijeceni vjerojatno nece pokazati umjerenu osjetljivost ili otpornost na
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makrolide. Potvrdena umjerena osjetljivost moze ukazivati na mijeSanu infekciju vrstama
MAC-a, te je takve slucajeve potrebno pratiti zbog pojave rezistencije (CLSI, 2018b). Steceni
mehanizam mutacijske otpornosti MAC izolata (tj. mutacija gena 23S rRNK) isti je i za
klaritromicin i za azitromicin (PRAMMANANAN i sur., 1998.). Stoga treba testirati samo
jedan makrolid. Zbog tehnickih poteSkoc¢a povezanih s ispitivanjem azitromicina, to¢nije
slabe topljivosti u visokim koncentracijama lijeka koje je potrebno testirati, klaritromicin je
na amikacin kod MAC-a i M. abscessus-a povezana s jednom ili viSe mutacijal6S rRNK (rrs)
gena (BROWN-ELLIOTT i sur., 2013.). Stoga se potvrdivanje rezistencije na amikacin u
ovim NTM vrstama mozZe posti¢i sekvenciranjem gena 16S rRNK kao bi se otkrila mutacija
na poziciji 1408, 1409 ili 1411. Ako se rrs mutacija otkrije, izolat se moze prijaviti kao
rezistentan na amikacin. Medutim, ako jedna od gore spomenutih mutacija nije otkrivena, ne
moze se pretpostaviti da je izolat osjetljiv, jer moZe postojati neki drugi jo$ uvijek neopisani
mehanizam otpornosti. Za MAC izolate kod kojih je potvrdena otpornost na makrolide
potrebno je provesti odredivanje osjetljivosti na antituberkulotike druge linije, i to na
moksifloksacin i linezolid. Medutim, njihova in vivo u¢inkovitost nije dokazana. Budu¢i da su
mogucénosti za lijeCenje infekcija otpornih na makrolide ograni¢ene, pojavljuje se potreba za
lijekovima koji sadrze klofazimin (VAN INGEN i sur., 2012a). Medutim, tocke odredivanja
koje razdvajaju osjetljive od otpornih sojeva za klofazimin nisu odredene. Stoga, ako Se testira
ovaj lijek treba navesti samo vrijednost MIC-a (CLSI, 2018b).

Nadalje, iako su etambutol, rifampin 1 rifabutin klinicki u¢inkoviti, krajnje tocke koje
odreduju da li je soj osjetljiv ili otporan jo$ nisu odredene, a nedavne studije opisuju kako
nema povezanosti izmedu in vitro testiranja i klinickog odgovora kod pacijenata oboljelih od
MAC infekcije (THE RESEARCH COMMITTEE OF THE BRITISH THORACIC
SOCIETY, 2002., KOBASHI i sur., 2006.). Takoder streptomicin se moze koristiti umjesto
amikacina, no do sada nije opisana povezanost MIC vrijednosti 1 klinickog odgovora, te se za
streptomicin (ukoliko je testiran) prijavljuju samo MIC vrijednosti bez tumacenja rezultata
(CLSI, 2018Db).

2.6.1.1.2 M. kansasii

Lijekovi koji su klinicki aktivni i1 koji se mogu koristiti u terapiji infekcija uzrokovanih
vrstom M. kansasii ukljuCuju izoniazid, rifampin i etambutol. Alternativni, tri puta tjedni
protokol lijeCenja s rifampinom, etambutolom i klaritromicinom takoder se pokazao

uc¢inkovitim (GRIFFITH i sur., 2003.). Rifampin i klaritromicin preporuceni su kod testiranja
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antimikrobne osjetljivosti lijekova prve linije. Iako su izoniazid i etambutol uéinkoviti u
lijeCenju infekcije M. kansasii, vrijednosti MIC-ova za ove agense loSe su povezani s
klinickim odgovorom i ne bi se trebali prijavljivati (STEADHAM i sur., 1985.). Rezultati
MIC-ova kod testiranja etambutola metodom mikrodilucije nisu ponovljivi, stoga mogu
dovesti do pogresno usmjerenog lijeCenja nepotrebno eliminiraju¢i ucinkovit lijek iz
protokola lije¢enja. Odredivanje antimikrobne osjetljivosti lijekova druge linije provodi se za
izolate otporne na rifampin i / ili klaritromicin. Predlozeni lijekovi su amikacin,
ciprofloksacin, doksiciklin, linezolid, minociklin, moksifloksacin, rifabutin i trimetoprim-
sulfametoksazol (CLSI, 2018a). Iako se streptomicin koristiti u klini¢koj praksi, do sada jo$
nema objavljenih preporuka za krajnje tocke kod ispitivanja antimikrobne osjetljivosti (CLSI,
2011.).

2.6.1.1.3 M. marinum

Objavljene smjernice preporucuju lije¢enje infekcije koze 1 mekih tkiva uzrokovane
vrstom M. marinum s dva aktivna sredstva od jednog do dva mjeseca nakon $to se simptomi
povuku, ukupno oko tri do cCetiri mjeseca (GRIFFITH i sur., 2007.). Uspjesne kombinacije
antimikrobnih sredstava ukljucuju klaritromicin i rifampin, te klaritromicin i etambutol. U oba
protokola, azitromicin moze zamijeniti klaritromicin. Budu¢i da je steCena mutacijska
otpornost rijetka, a bolest uzrokovana vrstom M. marinum obi¢no lokalizirana s malim brojem
bakterija, terapija s jednim antibiotikom na koji je izolat osjetljiv (npr. klaritromicin, rifampin
ili trimetoprim-sulfametoksazol) moze biti u¢inkovita. Kao i u slu¢aju M. kansasii, etambutol
se ne testira, jer rezultati MIC-a mikrodilucijom nisu ponovljivi i mogu dovesti do pogresno

usmjerenog lijecenja (CLSI, 2018b).

2.6.1.1.4 Druge spororastuce netuberkulozne mikobakterije

Postoje brojne druge SGM koje mogu uzrokovati bolest i za koje su zabiljezeni
rezultati odredivanja antimikrobne osjetljivosti (npr. M. terrae kompleks, M. xenopi
(TORTOLI i SIMONETTI, 1995.), M. malmoense (BANKS i JENKINS, 1987.)). Za te se
vrste trebaju testirati isti lijekovi prvog i drugog reda koji su ranije navedeni za M. kansasii
koriste¢i iste vrijednosti. M. gordonae je rijetko klinicki znacajan, pa je ispitivanje
antimikrobne osjetljivosti rijetko potrebno raditi. Postoje odredene vrste SGM-a koje
zahtjevaju tono odredene uvjete za rast 1 takoder su povezane s klinickom boles¢u, npr. M.
haemophilum za rast na hranjivim podlogama zahtjeva amonijev citrat ili hemin, dok kod M.

genavense inkubacija traje dulje od Sest tjedana (CARLSON i sur., 1998.). O tim vrstama se
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malo zna i malo je objavljenih podataka da bi se mogla preporuciti standardna metoda

odredivanja antimikrobne osjetljivosti (CLSI, 2018b).

2.6.1.2 Odredivanje antimikrobne osjetljivosti brzorastucih netuberkuloznih
mikobakterija

Kod odredivanja  antimikrobne  osjetljivosti  brzorastu¢ih  netuberkuloznih
mikobakterija (engl. rapidly growing mycobacteria - RGM), preporucena su slijedeca
antimikrobna sredstva: amikacin, cefoksitin, ciprofloksacin, klaritromicin,
doksiciklin/minociklin, imipenem/meropenem, linezolid, moksifloksacin, tobramicin i
trimetoprim-sulfametoksazol (CLSI, 2018b). Dodatno se preporucuje testiranje tigeciklina i/ili
klofazimina, posebno ako je bolest uzrokovana M. abscessus subsp. abscessus izolatom.
Medutim, nema dovoljno podataka o tigeciklinu i klofaziminu da se uvidi povezanost in vitro
i klinickog odgovora, §to onemoguéuje odredivanje to¢aka koje odvajaju osjetljive od
otpornih sojeva. Stoga se za tigeciklin i klofazimin trebaju prijaviti samo MIC-e bez
tumacenja rezultata (BROWN i sur., 1996., WOODS i sur., 1999., FERNANDEZ-ROBLAS i
sur., 2008., CLSI, 2018b).

Prilikom odredivanja osjetljivosti na klaritromicin, vrijednosti MIC-a treba ispitati
nakon 72 sata inkubacije, te ukoliko su izolati osjetljivi inkubacija se produljuje do 14 dana
radi utvrdivanja inducibilne rezistencije na makrolide uzrokovane prisutnos¢u ribosomalne
metilaze (eritromicin ribosomalna rezistentna metilaza - erm gen) (CLSI, 2018b). Vecina
izolata M. abscessus subsp. abscessus i M. abscessus subsp. bolletii sadrzi funkcionalni erm
gen (BROWN-ELLIOTT i sur., 2015.). Suprotno tome, RGM bez funkcionalnog erm gena
ukljuéuju M. chelonae, M. mucogenicum kompleks (M. mucogenicum, M. phocaicum, M.
aubagnense), M. immunogenum, M. abscessus subsp. massiliense, M. peregrinum i M.
senegalenca, stoga se za njih ocekuje da su osjetljivi na klaritromicin (NASH i sur., 2006.,
NASH i sur., 2009., BROWN-ELLIOTT i sur., 2015a i b). Za ove vrste i / ili podvrste,
rezultati testa osjetljivosti na klaritromicin (samo tumacenje, bez MIC-a) mogu se prijaviti s
ostalim rezultatima nakon tri do pet dana inkubacije. Za nekoliko drugih vrsta RGM,
ukljuéuju¢i M. fortuitum, M. neworleansense, M. houstonense, M. porcinum, M. goodii, M.
smegmatis, M. mageritense i M. wolinskyi poznato je da posjeduju erm gen i stoga bi trebali
biti otporni na klaritromicin. Medutim, nema dovoljno podataka koji bi opravdali molekularnu
procjenu osjetljivosti na klaritromicin. Stoga je za sve vrste RGM potrebna prosirena (do 14
dana) inkubacija prilikom odredivanja osjetljivosti na klaritromicin, uz izuzetak onih ranije

navedenih vrsta s odsutnim ili nefunkcionalnim erm genom (CLSI, 2018b).
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Analiza sekvenci sve se ¢eSce koristi za identificiranje RGM-a do razine vrste i za
bolje razumijevanje molekularne osnove otpornosti na makrolide. Analiza sekvenci rpoB gena
posebno je korisna za identificiranje utvrdenih vrsta, ukljucuju¢i one koje se ne mogu
razlikovati sekvenciranjem 16S rRNK ili hsp65 gena te za prepoznavanje prethodno
nepoznatih vrsta. Sekvenciranjem erm gena moze se predvidjeti inducibilna rezistencija na
makrolide (HANSON i sur., 2014., BROWN-ELLIOTT i sur., 2015b, NASH i sur., 2006.).
Da bi se genotipski utvrdila inducibilna osjetljivost na Klaritromicin, prvi korak je
identifikacija vrste sekvenciranjem rpoB gena (ADEKAMBI i sur., 2003.). Kako je veé prije
navedeno, za M. abscessus subsp. bolletii je poznato da ima funkcionalni erm gen. Za ovu
podvrstu, rezultat za klaritromicin tumaci se kao rezistentan (samo tumacenje, bez MIC-a), a
prijavljuje se zajedno s ostalim testiranim lijekovima na ploc¢i i to nakon tri do pet dana
inkubacije, neovisno o vrijednostima MIC-a. Ako je izolat identificiran kao M. abscessus
subsp. abscessus analizom sekvence rpoB gena, mora se provesti sekvenciranje erm gena da
bi se precizno procijenila osjetljivost na klaritromicin (CLSI, 2018b). Skupine I, VI i VII
unutar M. abscessus kompleksa, koji ¢ine oko 80% izolata, otporne su na klaritromicin i mogu
se prijaviti kao takvi (samo tumacenje, bez MIC-a) s drugim lijekovima nakon tri do pet dana
inkubacije. Skupina Il (Mab30) ima nefunkcionalni erm gen. Stoga su ovi izolati osjetljivi na
klaritromicin i mogu se prijaviti kao takvi (samo interpretacija, bez MIC-a) s ostatkom ploce.
U novije vrijeme Cesto se javljaju M. abscessus subsp. abscessus izolati sa skra¢enom
sekvencom erm gena. Teoretski, takvi bi izolati trebali biti osjetljivi na klaritromicin, ali do
danas nema dovoljno podataka koji bi potvrdili ovu pretpostavku. Stoga za ove izolate
konacno ocitavanje rezultata za klaritromicin treba biti nakon 14 dana, osim ako vrijednost
MIC-a nije <16 pg/ml ranije. Ako je 14. dana MIC 8ug/ml, ispitivanje treba ponoviti (CLSI,
2018b).

Nadalje, prilikom odredivanja osjetljivosti na imipenem kod pripadnika M. fortuitum
grupe (M. fortuitum, M. peregrinum, M. senegalense, M. setense, M. septicum, M. porcinum,
M. houstonense, M. boenickei, M. brisbanense, M. neworleansense), M. smegmatis grupe (M.
smegmatis, M. goodii) i M. mucogenicum grupe (M. mucogenicum, M. aubagnense, M.
phocaicum) u slucaju da je MIC vrijednost > 8ug/ml testiranje je potrebno ponoviti uz
inkubaciju ne dulje od tri dana. Ako je vrijednost MIC-e ponovljenog testa > 8ug/ml, MIC se
ne prijavljuje zbog nestabilnosti antibiotika. Za sve izolate M. fortuitum, M. smegmatis i M.
mucogenicum grupe smatra se da su osjetljivi na imipenem na temelju opisanog klinickog
odgovora (CLSI, 2018b).
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2.7 Netuberkulozne mikobakterijske infekcije u Zivotinja

Mnoge vrste netuberkuloznih mikobakterija djeluju kao oportunisticki patogeni u
zivotinja te mogu uzrokovati promjene poput limfadenitisa, infekcije pluca, koze, mekih
tkiva, tetiva, zglobova i kostiju (FALKINHAM, 1999.). Poznato je da razliite vrste patogenih
mikobakterija imaju svoje odabrane domacine, ali povremeno mogu izazvati infekciju i u
drugih vrsta (QUINN i sur., 2011.). Infekcije uzrokovane NTM vrstama uglavnom su vezane
za probavni sustav, S§to Se dokazalo izolacijom wuzro¢nika iz crijevnog sadrzaja i
mezenterijalnih limfnih ¢vorova (KANKYA i sur., 2011.). Ostali opisani nacini prijenosa Su
kozni i respiratorni putevi prilikom udisanja praSine tijekom ispase (COURTENAY i sur.,
2006.). Na sjevernoj hemisferi izlozenost zivotinja na paSnjacima postaje ocCita tijekom
sezonske ispase. Naime, tijekom jeseni kvaliteta trave se smanjuje kako biljke ulaze u
razdoblje vegetativne neaktivnosti, te u tom razdoblju dolazi do najrasirenije infekcije
zivotinja mikobakterijama iz tla. Pritom su nespecificni odgovori na kozne testove
tuberkulinizacijom cesti u ranu zimu (BIET i BOSCHIROLI, 2014.). Potencijalni ¢imbenici
koji dovode ne samo do lazno pozitivnih nego i do lazno negativnih odgovora na test
tuberkulinizacije mogu se povezati s NTM infekcijama koje su ¢esto podcijenjene (HOPE i
sur., 2005.).

Pripadnici M. avium kompleksa (MAC) u goveda obi¢no uzrokuju vidljive
neprogresivne lezije. Medutim, ponekad mogu izazvati neznatnu prolaznu hiperplaziju
limfnih ¢évorova, posebno u probavnom traktu (LUCAS i GAYOT, 1967.), a kod pojedinih
zivotinja i tuberkulozne lezije u limfnim ¢vorovima (DVORSKA i sur., 2004.). Povremeno su
opisani i mastitis, metritis, infekcija testisa i upala pluca, kao i sistemske infekcije (THOEN i
sur., 1981., THOREL i sur., 2001., DVORSKA i sur., 2004.). M. avium subsp. hominissuis
Cesto je izdvojen iz svinja s lezijama u limfnim ¢vorovima probavnog sustava (MATLOVA i
sur., 2005.). Takoder je oportunisticki patogen za druge sisavce i ljude s oslabljenim
imunoloskim sustavom, otuda i naziv "hominissuis™ (MIJS i sur., 2002.). Nadalje, M. avium
subsp. hominissuis i subsp. avium ¢esto su izdvojeni iz goveda koji su pokazali nespecificne
reakcije prilikom testa tuberkulinizacije (DVORSKA i sur., 2004.). Vise mikobakterijskih
vrsta moze izazvati tuberkulozu u ptica, a naj¢es¢i uzrok pti¢je tuberkuloze je M. avium
subsp. avium, slijedi M. genavense, te rjede M. intarcellulare, M. scrofulaceum i M. fortuitum
(DHAMA i sur., 2011.).

M. kansasii u goveda je povremeno povezan s lezijama u limfnim ¢vorovima disnog
sustava (WATERS i sur., 2010.), a izdvojen je iz tkiva goveda koja su pokazala pozitivnu

reakciju na test tuberkulinizacije.
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M. fortuitum izdvojen je kod mastitisa (PETERSON, 1965.), a lezije uzrokovane ovim
uzro¢nikom potvrdene su i u svinja (CADMUS i sur., 2010.).

M. nonchromogenicum izdvojen je iz goveda koja su pokazala pozitivnu ili negativnu
reakciju na test tuberkulinizacije, obi¢no bez vidljivih lezija (HUGHES i sur., 2005.,
MCCORRY i sur., 2004.).

Mnoge manje poznate vrste NTM-a do sada su izdvojene iz domacih i divljih
zivotinja, ali njihova uloga u tim domacinima, posebno u nedostatku klini¢kih znakova i

patomorfoloskih promjena, jos$ nije razjasnjena (DHAMA i sur., 2011.).

2.7.1 Zastupljenost netuberkuloznih vrsta mikobakterija u domacéih i divljih

Zivotinja na podrucju Europe

Studija provedena u Republici Hrvatskoj u razdoblju od 2000. do 2004. godine opisuje
183 izolata NTM-a izoliranih iz limfnih ¢vorova svinja, od kojih je MAC najces¢i izolat (175
izolata, 95,7%) i to M. avium subsp. avium (37 izolata, 21.1%) i M. avium subsp. hominissuis
(138 izolata, 78.9%), slijedi M. fortuitum (6 izolata, 3.3%), M. chelonae (1 izolat, 0.5%) i M.
peregrinum (1 izolat, 0.5%) (CVETNIC i sur., 2007.). Sli¢ne rezultate takoder opisuje studija
provedena na svinjama u razdoblju od 2001. do 2006. godine gdje je izdvojeno 139 izolata od
kojih su takoder naj¢es¢ci MAC (124 izolata), a dokazane vrste su M. avium subsp.
hominissuis u vecini izolata (118 izolata) i M. avium subsp. avium (3 izolata), slijede izolati
pripadnici M. tuberculosis kompleksa (7 izolata), zatim M. fortuitum (5 izolata) i M.
peregrinum (1 izolat), dok za dva izolata identifikacija vrste nije uspjela. Ista studija opisuje i
izolate M. avium subsp. hominissuis u divlje svinje (1 izolat), jelena (1 izolat) i ¢ovjeka (3
izolata) (SPICIC i sur., 2010.). U razdoblju od 2001. do 2005. godine opisano je 15 izolata
NTM-a i u divljih svinja od kojih je MAC naj¢eséi izolat (11 izolata, 8,9%) i to M. avium
subsp. hominissuis u svih izolata, slijedi M. fortuitum (2 izolata, 1,6%) i M. gordonae (2
izolata, 1,6%). Kao i u svinja iz intenzivnog uzgoja, M. avium subsp. hominissuis predstavlja
dominantnu vrstu mikobakterija u divljih svinja u Hrvatskoj (CVETNIC i sur., 2011.).
Takoder je provedeno pretrazivanje hrane i raznih materijala iz okolisa na deset svinjogojskih
farmi, gdje su opisani izolati MAC i to M. intracellulare, zatim M. fortuitum, M. chelonae, M.
terrae, M. nonchromogenicum, M. vaccae, M. gordonae, M. phlei i M. triviale. U isto vrijeme
pretrazivane Su i svinje iz istih farmi iz kojih su izdvojeni izolati MAC i to M. intracellulare
kao najcesci izolat (89,29%), zatim M. fortuitum (8,33%), M. chelonae (1,19%) i M. terrae
(1,19%), iz cega se moze zakljuciti kako je najceséi izvor infekcije NTM vrstama upravo

kontaminirani okoli§ (CVETNIC i sur., 1998.).
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Nedavna studija provedena u Francuskoj opisuje 38 razli¢itih vrsta NTM-a izdvojenih
iz goveda od kojih je MAC najcesci izolat (41%) gdje je M. avium subsp. hominissuis
takoder zastupljeniji od M. avium subsp. avium, zatim slijedi M. nonchromogenicum
(26,13%), M. monacense (2,26%), M. vaccae (1,94%), M. terrae (1,29%), M. kansasii
(1,29%) i ostale, dok kod 10,97% izolata identifikacija vrste nije uspjela (BIET i
BOSCHIROLI, 2014.). U Irskoj autori opisuju u goveda najvecu zastupljenost vrste M.
nonchromogenicum, slijedi MAC, M. malmoense i M. kansasii (HUGHES i sur., 2005.).
Studija provedena u Sloveniji opisuje zastupljenost MAC u svinja od 47,3%, od ¢ega 60,9%
pripada M. avium subsp. hominissuis i 33,8% M. avium subsp. avium (PATE i sur., 2004.). M.
celatum opisan je u svinje i jelena u Sloveniji, te je takoder utvrdena infekcija istim
uzroénikom u ¢ovjeka (PATE i sur., 2011.). U Svicarskoj su opisani izolati MAC kao jedini
izdvojeni u domace peradi i to M. avium subsp. avium, dok je M. fortuitum opisan kao
najCes¢i izolat u svinja, slijede M. avium subsp. avium, M. intracellulare, M.
nonchromogenicum, M. terrae, M. xenopi i jedna neidentificirana NTM u svinja. Budu¢i da su
izolati M. avium izdvojeni iz svinja pokazali zajedniCke genetske karakteristike sa M. avium
izdvojenih iz ljudi, smatra se da su svinje potencijalni izvor zaraze za ljude (BONO i sur.,
1995.). Studija provedena u Spanjolskoj opisuje 14 razli¢itih vrsta NTM u divljih svinja, od
kojih je najces¢i M. chelonae (133 izolata, 60,7%), slijedi MAC (24 izolata, 11%), M.
intracellulare (11 izolata, 5%), M. nebraskense (11 izolata, 5%) i ostale (GARCIA-JIMENEZ
i sur., 2015.).

2.8 Netuberkulozne mikobakterijske infekcije u ljudi

Opisano je oko 25 razli€itih vrsta NTM kao uzro¢nika mikobakterioza u ljudi, dok kod
ostalih vrsta (njih > 170) koje su ve¢inom okoli$ni mikroorganizmi do sada nije utvrdeno da
uzrokuju bolest u ljudi (VAN INGEN, 2013a). Netuberkulozne mikobakterijske (NTM)
infekcije u ljudi mogu se svrstati u tri glavne skupine: (i) infekcije koze i mekih tkiva, (ii)
izolirane pluéne mikobakterioze i (iii) ekstrapulmonalne visceralne infekcije/diseminirane
infekcije.

Infekcije koze i mekih tkiva gotovo su uvijek posljedica slucajnih/jatrogenih ozljeda.
Ocituju se tvorbom potkoznih ¢vorica, apscesa, Cireva, a ¢eS¢e su uzrokovane brzorastu¢im
mikobakterijskim vrstama, ukljucuju¢i M. abscessus, M. chelonae, M. mucogenicum i M.
neoaurum (EL HELOU i sur.,, 2013.). M. marinum ili M. fortuitum cesto uzrokuju i
granulomatozne wupale na rukama i nogama. M. marinum smatra se najéeS¢om

netuberkuloznom mikobakterijom koja uzrokuje izvan pluéne infekcije u ljudi, a izvor su
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inficirane ribe i kontaminirana voda (AUBRY i sur., 2017.). Takoder vrste M. ulcerans, M.
haemophilum, te novije vrste poput M. arupense, M. virginiense i M. heraklionense, ¢esto
uzrokuju infekcije koze, mekih tkiva i kostiju (GRIFFITH i sur., 2007., VASIREDDY i sur.,
2016.).

Izolirane pluéne mikobakterioze obi¢no se pojavljuju u pacijenata s ve¢ postojec¢im
pluénim bolestima, najces¢e emfizemom ili bronhiektazijom, a mogu biti i posljedica
genetskih/nasljednih poremecaja koji rezultiraju promjenama u gradi plucéa i/ili poremecajima
imunoloskog sustava (SONNENBERG i sur., 2000.). NajéeS¢e se ocituju kao sporo
progresivne i vrlo teSko izlje¢ive bolesti, a naj¢eSc¢e ih uzrokuju vrste M. avium kompleksa i
M. abscessus. Nedavna istrazivanja takoder dokazuju poveéan rizik od pluéne NTM bolesti
kod primjene imunosupresivnih lijekova (ANDREJAK i sur., 2013.). Ekstrapulmonalne
visceralne infekcije/obi¢no diseminirane infekcije pojavljuju se u imunokompromitiranih
pacijenata koji boluju od sindroma steene imunodeficijencije (AIDS), malignih bolesti i
osoba nakon transplantacije, a najéesc¢e ih uzrokuju vrste M. avium kompleksa i M. simiae
(VAN INGEN i SOOLINGEN, 2011., VAN INGEN, 2013a, ZMAK i sur., 2013.). Ostale
vazne spororastuce vrste uklju¢uju M. kansasii, drugi najces¢i uzrok diseminirane infekcije
NTM-a u bolesnika s AIDS-om (JONES i HAVLIR, 2002.).

Zbog prisutnosti NTM-a u okoli$u (tlo i voda), odredivanje klinickog znacaj izolata
nije uvijek dobro razja$njeno. Klasi¢an primjer je izdvajanje pripadnika M. mucogenicum
skupine (skupina RGM-a koja se ¢esto susrece u vodi iz slavine) iz respiratornog uzorka koji
obi¢no ukazuje na okolisnu kontaminaciju, dok se isti mikroorganizam takoder izdvojio iz
krvnih kultura ili mjesta srediSnjeg venskog katetera Sto ukazuje na sepsu uzrokovanu
mikobakterijama. Nalaz bilo koje NTM vrste na obi¢no sterilnim mjestima u tijelu kao $to su
krv, tkivo, cerebrospinalna tekucina, pleuralna tekucina, mozak itd., gotovo je uvijek klinicki
znacajan. Takoder, izolacija NTM-a u imunoloski oslabljenih domacina, poveéava moguénost
klinickog znacaja organizma ukljucujudéi i tipi¢no nepatogene vrste. Za respiratorne uzorke,
broj pozitivnih kultura 1 broj poraslih kolonija takoder su vazne za odredivanje kliniCke
vaznosti NTM-a. Izolati dobiveni iz vise uzoraka i s velikim brojem kolonija su gotovo uvijek
klini¢ki znacajni, dok oni s malim brojem kolonija u pojedinom uzorku vjerojatno nisu (CLSI,
2008b).
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2.8.1 Zastupljenost netuberkuloznih vrsta mikobakterija u ljudi na podrudju

Europe

Vrste pripadnici MAC-a odgovorne su za najveéi broj infekcija u svijetu, no

regionalno se zastupljenost pojedinih vrsta NTM-a u ljudi znacajno razlikuje. Tako je
otkriveno da M. xenopi dominira u Madarskoj gdje obuhvaca 49% svih NTM-a, M. kansasii
prevladava u Poljskoj i Slovackoj. Brzo rastu¢e mikobakterije obuhvacaju 10-20% svih NTM
izolata Sirom svijeta, ali 50% svih NTM plu¢nih izolata u Tajvanu. Medu vrstama MAC, M.
avium najéeséi je u Sjevernoj i Juzna Americi te Europi, dok je M. intracellulare naj¢eséi u
Juznoj Africi i Australiju (HOEFSLOOT i sur., 2013.).
U pacijenata u Europskoj Uniji opisano je ¢ak 99 razliitih vrsta od kojih su M. avium, M.
gordonae, M. xenopi, M. intracellulare i M. fortuitum najcesce zastupljene, a gotovo 7%
izolata nije bilo moguce identificirati kao sluzbeno priznate vrste (VAN DER WERF i sur.,
2014.). U Engleskoj, Walesu i Sjevernoj Irskoj zabiljezeno je povecanje infekcija
uzrokovanih NTM-a, gdje je najzastupljenija vrsta M. intracellulare, zatim slijedi M.
malmoense i M. kansasii. M. gordonae pokazao je najveéi porast tijekom razdoblja ispitivanja
s porastom od jednog opisanog slu¢aja u 1995. na 153 slu¢aja u 2006. godini (MOORE i sur.,
2014.). Studija provedena u Spanjolskoj opisuje 805 izolata NTM u ljudi, od kojih su
najzastupljenije vrste MAC, slijede M. gordonae, M. fortuitum, M. xenopi, M. chelonae, M.
abscessus i M. kansasii (HOEFSLOOT i sur., 2013.). U Gr¢koj su opisane vrste MAC kao
najzastupljenije, slijedi M. abscessus, M. gordonae, M. fortuitum, M. xenopi, a 17% je ostalo
neidentificirano (PANAGIOTOU i sur., 2014.). U Italiji je opisano 16 razli¢itih vrsta, od
kojih je najzastupljenija M. avium, slijedi M. intracellulare, M. gordonae, M. xenopi, M.
fortuitum, M. kansasii i M. celatum (RINDI i GARZELLI, 2016.). Studija provedena u
Nizozemskoj takoder opisuje MAC kao najzastupljenije, slijede M. kansasii, M. szulgai, M.
xenopi, M. celatum i M. malmoense (VAN INGEN i sur.,, 2009.). U Portugalu kao
najzastupljenije su opisane vrste MAC (M. intracellulare 16% i M. avium 7%), zatim slijedi
M. fortuitum, M. gordonae, M. kansasii, M. chelonae, M. abscessus, M. peregrinum, M.
triplex, M. szulgai, M. mucogenicum, M. lentiflavum i M. simiae (AMORIM i sur., 2010.).

U Republici Hrvatskoj studija provedena u razdoblju od 2006. do 2010. u hrvatskih
gradana na temelju izdvajanja NTM-a izoliranih iz respiratornih uzoraka opisuje kako je M.
gordonae najéesci izolat, slijedi M. xenopi, M. fortuitum, M. terrae, MAC, M. abscessus, M.
intracellulare i M. kansasii (JANKOVIC i sur., 2013.). Nadalje, jo$ jedna studija provedena
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u Republici Hrvatskoj takoder opisuje M. gordonae kao najce$é¢i izolat, zatim slijedi M.

fortuitum, M. nonchromogenicum, M. terrae i M. xenopi (ZLOJTRO i sur., 2015.).

2.9 Netuberkulozne mikobakterije u okoliSu

Ucestalost pluénih infekcija uzrokovanih netuberkuloznim mikobakterijama (NTM)
posljednjih godina raste u cijelom svijetu (ADJEMIAN i sur., 2012., STROLLO i sur., 2015.).
U zapadnim zemljama je dokazano da padom broja infekcija vrstom M. tuberculosis raste
ucestalost infekcija uzrokovanih netuberkuloznim mikobakterijama (HOEFSLOOT i sur.,
2013.). Taj porast posljedica je napretka u dijagnostici i detekciji uzro¢nika, evoluiraju¢ih
faktora domacina poput povecanja broja imunokompetentnih osoba, te porasta izlozenosti
ljudi NTM-ama u okolisu. NTM su sveprisutne u okoliSu i dokazane su u viSe razli¢itih
prirodnih i umjetnih izvora vode i tla. One su saprofiti, simbionti ili komenzali i takoder su
izdvojene i iz domacih i divljih zivotinja, mlijeka i mlije¢nih proizvoda, kao i manje poznatih
izvora poput biofilma, beskraljeznjaka i protozoa. Pri tomu vaznu ulogu imaju grada stani¢ne
stijenke i njihova velika sposobnost prilagodbe (BIET i sur., 2005., FALKINHAM, 2009.,
FARIA i sur., 2015.). Jedna od najvaznijih znacajki mikobakterija je hidrofobna, vanjska
membrana bogata lipidima koja im omoguéuje Sirenje aerosolom, povrSinsko prijanjanje,
stvaranje biofilma i otpornost na dezinficijense i antibiotike. NTM su oligotrofi, imaju
sposobnost rasta pri niskim razinama ugljika, §to ih ¢ini vrlo otpornima u sredinama s niskim

hranjivim tvarima i dezinficiranoj sredini, poput vode (FALKINHAM, 2009.).

2.9.1 Netuberkulozne mikobakterije u zemlji, prasini i vodi

Netuberkulozne mikobakterije (NTM) izdvojene su iz kuéne prasine, kao i iz zemlje u
prirodi ili komercijalno dostupne (ICHIYAMA i sur., 1988., TORVINEN i sur., 2010.).
Budu¢i da se prasina i zemlja lako suspendiraju u zrak, udisanje NTM-a iz ovih izvora
predstavlja znacajan izvor infekcije (DAWSON, 1971.). Nadalje, opisani su identi¢ni
genotipovi izmedu klini¢kih izolata MAC-a i izolata iz tla u pojedinaca koji su se bavili
vrtlarstvom (FUJITA i sur., 2013.). Iz prasine usisavaca izdojeno je 120 sojeva NTM-a,
ukljucujuci 50 sojeva M. intracellulare, od kojih su 44% serotipovi koji mogu uzrokovati
bolest u ljudi (DAWSON, 1971., TORVINEN i sur., 2010.).

NTM izdvojene su iz rije¢nih voda (ICHIYAMA i sur., 1988.), kao i iz komunalnih
vodnih sustava s obzirom da su otporne na vecinu dezinficijensa i sredstava za c¢iS¢enje,

ukljucujuéi klor i kloramin (FALKINHAM i sur., 2008.). Takoder su opisane u obliku
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biofilmova koloniziraju¢i unutarnje povrSine vodovodnih cijevi i slavina (BENDINGER i

sur., 1993., STELMACK i sur., 1999.).

2.9.2 Uloga slobodnozivué¢ih ameba u ekologiji netuberkuloznih mikobakterija

Slobodnozivuée amebe su protozoe sveprisutne u vodenim sustavima. Uglavnom se
hrane bakterijama fagocitozom, a opisano je da fagocitiraju i mikobakterije koje opstanu
unutar amebe dulje vrijeme bez ikakvih Stetnih ucinaka (STRAHL i sur., 2001.). Ameba
predstavlja velik i vazan rezervoar NTM-a u vodenim sustavima, gdje ih NTM Koriste kao
sredstvo zaStite pa Cak i1 za replikaciju (OVRUTSKY i sur., 2013.). U cjelogodisnjem
istrazivanju mreze pitke vode, opisan je visok broj NTM-a u 87,6% izdvojenih kultura ameba
(DELAFONT i sur., 2014.). Pokazalo se da su ciste Acanthamoeba otporne na inaktivaciju
klorom i drugim sredstvima koja se koriste za dezinfekciju pitke vode (COULON i sur.,
2010.). Encistirana ameba tako Stiti NTM od inaktivacije tijekom razli¢itih procesa
dezinfekcije (THOMAS i sur., 2004.). Uvazeno je misljenje da je sposobnost NTM-a da raste
u ljudskim makrofazima posljedica "treninga™ u protozoama i amebama. Nadalje, opisano je

da su se M. avium uzgajane u amebama pokazale virulentnijima (CIRILLO i sur., 1997.).

2.9.3 Utjecaj temperature na netuberkulozne mikobakterije

NTM su relativno otporne na visoke temperature, s optimalnim rastom izmedu 28 i
37°C (FALKINHAM i sur., 2001.). Zbog svoje sklonosti toploj vodi, NTM su opisane u
zraku ili vodi na 72% testirana mjesta s vru¢om kupkom ili bazenom za terapiju (GLAZER i
sur., 2007.). Ova toplinska otpornost NTM u odnosu na ostale mikroorganizme koje nalazimo
u pitkoj vodi doprinosi velikom broju NTM u zgradama ili bolnicama s cirkulacijskim
sustavima tople vode (DU MOULIN i sur., 1988., TICHENOR i sur., 2012.). RazliCite vrste
NTM razli¢ito su osjetljive na vise temperature, pa se tako broj kolonija M. avium smanjuje
na 52-55°C, dok M. chelonae i M. xenopi zahtijevaju temperature vece od 60°C za smanjenje
broja kolonija (SCHULZE-ROBBECKE i BUCHHOLTZ, 1992.). U studiji pasterizacije
mlijeka pokazalo se da su M. avium, M. intracellulare i M. kansasii prezivjele izlozenost
temperaturi od 63°C u trajanju od 30 minuta (GRANT i sur., 1996.). Nadalje, opisano je da
zagrijavanje pri temperaturi od 100°C kroz najmanje pet minuta bilo u kipucoj vodi ili u
pecnici inaktivira mikobakterije (ZWADYK i sur., 1994.).
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2.9.4 Izvori mikobakterija u okoliSu

Razlic¢ite vrste NTM-a mogu imati razli¢ite tendencije za razliite okolisne niSe. Tako
su M. avium i M. chimaera opisane u vodi (WALLACE i sur., 2013., LANDE i sur., 2015.),
dok je M. intracellulare opisana samo u tlu, prasini, zemlji i tresetu (REZNIKOV i sur.,
1971., DE GROOQOTE i sur., 2006., CAYER i sur., 2007.). M. fortuitum, M. chelonae i M.
abscessus Siroko su rasprostranjeni u okolisu u relativno velikom broju. Izolirani su iz
slatkovodnih rijeka i jezera, morske i otpadne vode iz bolnica i korita za pi¢e Zzivotinja
(FALKINHAM, 1996.). Prisutnost M. kansasii opisana je u uzorcima vode (POWELL i
STEADHAM, 1981.), ali i u zemlji i humusu (THOREL i sur., 2004.). Takoder je provedeno
testiranje hrane i raznih materijala iz okolisa na 10 svinjogojskih farmi gdje je izdvojeno vise
vrsta NTM-a (CVETNIC i sur., 1998.). M. chimaera je vrsta odgovorna za nedavno zagadenje
instrumenata koji se koriste za vrijeme operacija sr¢anih bolesti (PERKINS i sur., 2016.).
Nadalje, distribucija NTM vrsta koje su izolirane iz klini¢kih uzoraka razlikuje se po regijama
(HOEFSLOOT i sur., 2013.). Razlozi za to su nejasni, a mogu biti vezani za tendenciju
pojedine vrste na razlicite faktore u okoliSu kao $to su sastav tla, izvor vode, temperatura,
vlaga, aktivnosti i industrije koje rezultiraju stvaranjem aerosola. Druga studija opisuje kako
geografska podrucja visokog rizika za infekciju MAC-om imaju veci udio povrsinskih voda,
vece razine vlage, te veci postotak bakra i natrija, a manji mangana u tlu (ADJEMIAN i sur.,

2012.).
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3 OBRAZLOZENJE TEME

Postotak infekcija uzrokovanih netuberkuloznim mikobakterijama u ljudi u stalnom je
porastu osobito medu imunokompromitiranim bolesnicima, a identifikacija uzro¢nika bolesti
je kompleksna i traje vise tjedana. U veterinarskoj medicini nalaz netuberkuloznih
mikobakterija takoder je u porastu, a rezultati odredivanja antimikrobne otpornosti takvih
izolata dosada nisu opisani u literaturi. Do sada je opisano oko 200-tinjak razli¢itih vrsta
netuberkuloznih mikobakterija od kojih je odredeni broj potencijalno patogen za Zivotinje i
ljude, sposoban uzrokovati limfadenitis i infekcije pluca, koze, mekih tkiva, zglobova, tetiva,
kostiju 1 drugih organa, a zaraziti se moze izravnim dodirom ili aerosolom. NaSim
istrazivanjem obuhvaéeno je pretrazivanje ukupno 593 uzorka razli¢itih organa i tkiva
podrijetlom iz domacih i divljih Zivotinja, koje smo bakterioloski pretrazili na prisutnost
Mycobacterium sp. Uz to dodatno je pretrazivan i 71 arhivski izolat netuberkuloznih
mikobakterija podrijetlom iz domacih i divljih Zivotinja. Pripadnost rodu izdvojenih i
arhivskih izolata odredili smo umnazanjem regije 16S rRNK gena i gena koji kodira 65 kDa
antigen, a identifikaciju do razine vrste metodom hibridizacije komercijalnim testom. lzolate
potvrdene kao podvrstu M. avium podvrgnuli smo amplifikaciji integriranog insercijskog
slijeda 1S901 radi odredivanja podvrste. Kod neidentificiranih izolata sekvencirali smo
slijedece gene: hsp65, rpoB, 16S rRNK i ITS sekvenca, a rezultate usporedili s izolatima iz
baza podataka radi odredivanja vrste. Kod svih izolata ispitali smo osjetljivost na antibiotike
tehnikom mikrodilucije u bujonu, te smo mapirali zone u Republici Hrvatskoj u kojima smo
utvrdili sojeve otporne na testirane antibiotike i time prosudili moguci zoonotski potencijal na
temelju usporedbe izdvojenih vrsta netuberkuloznih mikobakterija iz domacih 1 divljih
zivotinja s izolatima iz ljudi. Statistickom analizom usporedili Smo pojavnost otpornih sojeva
s obzirom na vrstu mikobakterije, vrstu zZivotinje iz koje je izdvojen, te mjesto i godinu
izolacije, kao i razlike u otpornosti na razliite antibiotike izmedu brzo i spororastucih
mikobakterija.

U Republici Hrvatskoj se ovakav nacin identifikacije vrsta netuberkuloznih mikobakterija kao
niti odredivanje antimikrobne otpornosti dosada nije provodilo, te ¢e nasi rezultati pridonijeti
rutinskoj identifikaciji uzrocnika bolesti kako u veterinarskoj tako i u humanoj medicini. Brza
1 to¢na identifikacija do razine vrste neophodna je za kasnije odredivanje antimikrobne
otpornosti i odabir etioloske terapije u lijecenju infekcija netuberkuloznim mikobakterijama u
humanoj i veterinarskoj medicini, ¢emu ¢e nasi rezulati i uvedene metode uvelike pomoéi.

Rasprostranjenost vrsta netuberkuloznih mikobakterija je uvelike geografski specifi¢na te Ce
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uz rezultate istrazivanja antimikrobne otpornosti ukazati na distribuciju, znacaj i razlike u

otpornosti na pojedine antibiotike u divljih i domacih zivotinja na podrucju Republike

Hrvatske. Validirana i standardizirana metoda bila bi prihvatljiva i korisna za na$ zdravstveni

sustav, te ¢e u konacnici dobiveni rezultati omoguciti procjenu zoonotskog potencijala, kao i

dati stvarni uvid u stanje prosirenosti netuberkuloznih mikobakterija i njihove antimikrobne

otpornosti u ekosustavu Republike Hrvatske.

Glavni ciljevi bili su:

identificirati vrste NTM-a izdvojenih iz domacih i divljih zivotinja

utvrditi nove postupke identifikacije vrsta brzo i spororastu¢ih mikobakterija
temeljenih na molekularnim metodama

utvrditi antimikrobnu osjetljivost izdvojenih brzo i1 spororastu¢ih mikobakterija
metodom mikrodilucije u bujonu

odrediti geografsku raSirenost i zastupljenost brzo i1 spororastu¢ih vrsta NTM-a u
domacih 1 divljih Zivotinja na podru¢ju Republike Hrvatske

prosuditi razlike antimikrobne rezistencije pojedinih vrsta mikobakterija prema
zivotinjskoj vrsti

utvrditi geografsku rasprostranjenost pojedinih vrsta NTM-a s obzirom na
antimikrobnu otpornost u Republici Hrvatskoj

prosuditi mogu¢i zoonotski potencijal na temelju usporedbe izdvojenih vrsta NTM-a

iz domacih i divljih Zivotinja s izolatima iz ljudi
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4 MATERIJAL | METODE

4.1 Materijal

4.1.1 Uzorkovanje materijala

U svrhu provodenja istrazivanja Koristili smo arhivske uzorke organa i tkiva za
izdvajanja mikobakterija, te arhivske izolate netuberkuloznih mikobakterija podrijetlom iz
domacih i divljih Zivotinja koji su prikupljeni u Laboratoriju za bakterijske zoonoze i
molekularnu dijagnostiku bakterijskih bolesti (Nacionalni referentni laboratorij za
tuberkulozu), Hrvatskog veterinarskog instituta u Zagrebu u razdoblju od 2012. do 2016.
godine. Uzorke su tijekom navedenog razdoblja dostavljali djelatnici veterinarskih
organizacija, klinika ili zavoda s podrucja 14 Zupanija i Grada Zagreba u Republici Hrvatskoj
u sklopu programa nadziranja bolesti propisanih od strane Ministarstva poljoprivrede
Republike Hrvatske:

e Naredbe o mjerama zaStite zivotinja od zaraznih i nametni¢kih bolesti i njihovom
financiranju u 2012., 2013., 2014. i 2015. godini (NN 17/2012, NN 3/2013, NN
160/2013, NN 3/2015)

e Naredba o mjerama zastite Zivotinja od zaraznih i nametni¢kih bolesti i njihovom
financiranju od 1. sije¢nja do 31. ozujka 2016. godine (NN 141/ 2015)

e Naredba o mjerama zaStite Zivotinja od zaraznih i1 nametnickih bolesti 1 njthovom
financiranju od 1. travnja do 31. prosinca 2016. godine (NN 31/2016)

e Naputci o nacinu provodenja mjera kontrole zdravlja Zivotinja propisanih Naredbama
0 mjerama zaStite Zivotinja od zaraznih 1 nametnickih bolesti 1 njthovom financiranju u
2012., 2013., 2014., 2015. i 2016. godini (NN 30/2012, NN 26/13, NN 18/2014, NN
35/2015, NN 47/2016)

e Naputak o izmjeni naputka o nainu provodenja mjera kontrole zdravlja Zivotinja
propisanih naredbom o mjerama zastite zivotinja od zaraznih i nametnickih bolesti i
njihovom financiranju u 2012. godini (NN 126/2012)

e Pravilnik 0 mjerama za suzbijanje i iskorjenjivanje tuberkuloze goveda (NN 34/13)

e Programi iskorjenjivanja i nadziranja tuberkuloze goveda u Republici Hrvatskoj u
2014., 2015. i 2016. godini (KLASA: 322-02/13-01/191 URBROJ: 525-10/1288-13-1,
KLASA: 322-01/14-01/1898 URBROJ: 525-10/1288-14-1, KLASA: 322-01/15-
01/1078 URBROJ: 525-10/1288-16-1)
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e Programi utvrdivanja prisutnosti uzro¢nika Mycobacterium tuberculosis kompleksa u
divljih Zivotinja 2013., 2014. i 2015. godine (KLASA: 322-02/12-01/114 URBROJ:
525-10/1288-13-1, KLASA: 322-02/13-01/188 URBROJ: 525-10/1288-13-1,
KLASA: 322-01/14-01/1900 URBROJ: 525-10/1288-15-2

U sklopu navedenih programa dostavljani su uzorci podrijetlom od goveda, svinja, divljih
svinja i srna. Sva goveda u kojih su utvrdene pozitivne reakcije na tuberkulin privedene su
klanju, a u slu¢aju nalaza patoanatomskih promjena na liniji klanja koje upuéuju na
tuberkulozu sluzbeni ili ovlaSteni veterinar dostavio je promijenjene limfne cvorove ili
promijenjene parenhimske organe (slezena, pluca, jetra) radi potvrde ili isklju¢ivanja
tuberkuloze u sluZbeni laboratorij. U slu¢aju kada na trupovima nije bilo vidljivih
patoanatomskih promjena, na laboratorijsku pretragu dostavljeni su uzorci sljedec¢ih limfnih
¢vorova/organa: retrofaringealni, bronhijalni, medijastinalni, supramamarni, mandibularni,
mezenterijalni 1 uzorak tkiva jetre. Osim redovitim provodenjem tuberkulinizacije, nadzor
tuberkuloze goveda provodi se i post mortem pregledom govedih trupova na liniji Klanja pri
redovitom klanju zdravih goveda, te uslijed uo€enih promjena dostavljeni su promijenjeni
limfni ¢vorovi ili/i parenhimski organi. Takoder, navedeni materijal je dostavljen i u slucaju
nalaza patoanatomskih promjena u svinja na liniji klanja. Materijal podrijetlom od divljih
svinja 1 srna dostavljen je nakon odstrijela divlja¢i prilikom provodenja gore navedenog
programa. Nadalje, dio uzoraka ukljuc¢enih u naSe istraZivanje podrijetlom od kokosi, pataka,
ovaca i koze vlasni§tvo su Hrvatskog veterinarskog instituta (HVI), a dostavljeni su u
Laboratorij za bakterijske zoonoze i molekularnu dijagnostiku bakterijskih bolesti nakon

provedene razudbe na patologiji HVI-a pod sumnjom na tuberkulozu.

4.1.2 Uzorci materijala za bakterioloSku pretragu

Istrazivanje smo proveli na ukupno 217 Zivotinja i to krava, svinja, kokosi, pataka,
ovaca, koza, divljih svinja i srna, a istrazivanjem je obuhvacéena i pretraga 71 arhivskog
izolata netuberkuloznih mikobakterija podrijetlom iz 64 Zzivotinje tijekom istrazivanog
razdoblja od 2012. do 2013. godine s podrucja devet zupanija i Grada Zagreba (Tablica 2.) te
pretraga 593 arhivskih uzoraka podrijetlom iz 153 Zivotinje tijekom razdoblja od 2014. do
2016. godine s podrucja 14 zupanija i Grada Zagreba (Tablica 3. i 5.).

Arhivske izolate do pocetka pretrage Cuvali smo pri temperaturi — 80°C koriste¢i CryoBank
metodu skladistenja, a arhivke uzorke u zamrzivacu pri temperaturi — 20°C. Arhivski izolati
prije skladiStenja bili su identificirani samo do razine roda Mycobacterium umnazanjem gena

koji kodira 65 kDa antigen.
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Tijekom istrazivanog petogodiSnjeg razdoblja obradili smo 12 arhivskih izolata
podrijetlom od 12 zivotinja (11 izolata iz 11 goveda i 1 izolat iz svinje) iz 2012. godine s
podrucja sedam zupanija; 59 arhivskih izolata podrijetlom od 52 Zivotinje (3 izolata iz 3
goveda, 4 izolata iz 4 svinje, 3 izolata iz 3 kokosi i 49 izolata iz 42 divlje svinje) iz 2013.
godine s podrucja Sest Zupanija; 261 arhivski uzorak podrijetlom od 78 Zivotinja (42 uzorka iz
23 goveda, 12 uzoraka iz 12 svinja, 5 uzoraka iz 3 kokosi, 2 uzorka iz 1 patke i 200 uzoraka iz
39 srna) iz 2014. godine s podrucja 11 zupanija; 117 arhivskih uzoraka podrijetlom od 48
zivotinja (84 uzorka iz 17 goveda, 1 uzorak iz 1 svinje, 2 uzorka iz 1 kokosi, 3 uzorka iz 2
ovce i 117 uzoraka iz 27 srna) iz 2015. godine s podrucja Sest zupanija; te 125 arhivskih
uzoraka podrijetlom od 27 zivotinja (57 uzoraka iz 9 goveda, 1 uzorak iz 1 koze, 2 uzorka iz 2
ovce, 1 uzorak iz 1 patke i 64 uzorka iz 14 srna) iz 2016. godine s podruc¢ja devet Zupanija
(Tablica 4.i5.).

Tablica 2. Broj obradenih zivotinja tijekom istrazivanog razdoblja (od 2012. do 2013.)

VRSTA ZIVOTINJE I GODINA
ZUPANIJA GOVEDA SVINJE KOKOSI DIVLIJE SVINJE
2012. 2013. 2012. 2013. 2012. 2013. 2012. 2013. UKUPNO
Bjelovarsko - 1 ) ) ) ) ) ; ; 1
bilogorska
Brodsko - 1 ) ) ) ) ) ) ) 1
posavska
Grad Zagreb - - - - - 1 - - 1
Licko - senjska - 1 - - - - - - 1
Medimurska - - 1 2 - - - - 3
Osjecko -
baranjska 2 2
Pozesko - 1 1 2
slavonska
Sisacko - 4 1 31 36
moslavacka
Vukovarsko -
. 1 1
srijemska
Zagrebacka 2 - - 1 - 2 - 11 16
Ukupan br. 11 3 1 4 - 3 ; 42 64
Zivotinja
Ukupan br. 11 3 1 4 3 49 7
izolata
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Tablica 3. Broj obradenih zivotinja tijekom istrazivanog razdoblja (od 2014. do 2016. godine)

VRSTA ZIVOTINJE I GODINA

ZUPANIJA GOVEDO SVINJA OSTALE* SRNA
2014. | 2015. | 2016. | 2014. | 2015. | 2016. | 2014. | 2015. | 2016. | 2014. | 2015. | 2016. | UKUPNO
Bjelovarsko | gy : . : 1 1 | 39 | 27 | 14 86
- bilogorska
Brodsko - i i i 1 i i i i i i i i 1
posavska
Grad Zagreb - - - - - - - 2 1 - - - 4
Istarska - - - - - - 1 - - - - - 1
Karlovacka - - - - - - - - 1 - - - 1
Koprivnicko 3 ) ) ) ) i i i i i i i 3
- krizevacka
LIC!(O - 3 ) ) ) ) ) i i i i i i 3
senjska
Medimurska - - - - - - - - 1 - - - 1
Osjecko -
baranjska 6 i ! 1 i i i i i i i i 8
Pozesko - 2 1 1 _ ) i i i i i i i 3
slavonska
Sisacko - 2 10 2 - - - - - - - - - 14
moslavacka
Splitsko -
dalmatinska i 3 ! i i i i i i i i i 4
Vukovarsko
- srijemska
Zadarska 1 - - - - - - - - - - - 1
Zagrebacka 5 2 3 9 1 - 2 - - - - - 22
Ukupanbr. | o5 | 47 | g | 1o | 1 - 4 3 4 | 30 | 27 | 14 153
Zivotinja

*ostale domace zivotinje: ovca, koza, kokos, patka
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Tablica 4. Popis arhivskih izolata prikupljenih tijekom istrazivanog razdoblja (od 2012. do
2013. godine)

Broj

Arhivski broj

Vrsta

oo o Zupanija Godina Dokaz roda
uzorka uzorka Zivotinje
1 16499 govedo Bje_lovarsko i 2012. Mycobacterium sp.
bilogorska
2 51003 govedo Brodsko - 2012. Mycobacterium sp.
posavska
Osjecko - .
3 5081 govedo baranjska 2012. Mycobacterium sp.
Osjecko - .
4 21571 govedo baranjska 2012. Mycobacterium sp.
5 71097 govedo Pozesko - 2012. Mycobacterium sp.
slavonska
6 44635/6-44 govedo SlsaCkOV } 2012. Mycobacterium sp.
moslavacka
7 44635/5-43 govedo SlsaCkov § 2012. Mycobacterium sp.
moslavacka
8 44645 govedo SlsaCkov § 2012. Mycobacterium sp.
moslavacka
9 66845 govedo SlsaCkov' 2012. Mycobacterium sp.
moslavacka
10 4711 govedo Zagrebacka 2012. Mycobacterium sp.
11 47206 govedo Zagrebacka 2012. Mycobacterium sp.
12 50850/1 svinja Medimurska 2012. Mycobacterium sp.
13 63230 govedo Li¢ko - senjska 2013. Mycobacterium sp.
14 40928 govedo Pozesko - 2013. Mycobacterium sp.
slavonska
15 65154 govedo SlsaCkOv } 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka
16 17320 svinja Medimurska 2013. Mycobacterium sp.
17 36252 svinja Medimurska 2013. Mycobacterium sp.
18 21488 svinja Vukovarsko - 2013. Mycobacterium sp.
srijemska
19 2092 svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
20 4529 koko$ Grad Zagreb 2013. Mycobacterium sp.
21 4066 kokos Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
22 7726 koko$ Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
23 54236/21672 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
24 54238/21674 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
25 54239/21675 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
26 54234/21670 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
27 58968/26708 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
28 58968/26709 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
29 54235/21671 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
30 58967/26706 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
31 58970/26711 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
32 58972/26702 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
33 58973/26697 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
34 58973/26697 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.
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35 59154/3320 divlja svinja Zagrebacka 2013. Mycobacterium sp.

36 54545/2335 | divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

37 62198/2371 | divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

38 54541/2344 | divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

39 54541/2344 | divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

40 57536/2219 | divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

4 57536/2219 | divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

42 57539/2223 divlja svinja SlsaCkOv § 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

43 57541/222 divlja svinja SlsaCkOV } 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

44 57543/2220 divlja svinja SlsaCkov § 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

45 57535/2254 divlja svinja SlsaCkov . 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

46 57528/2252 divlja svinja SlsaCkov . 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

47 55933/3184 | divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

48 55933/3184 | divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

49 65250/3187 | divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

50 65250/3187 | divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

51 62019 divlja svinja SlsaCkOV } 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

52 62020 divlja svinja SlsaCkOV § 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

53 62025 divlja svinja SlsaCkOv . 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

54 62027 divlja svinja SlsaCkOv . 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

55 63453 divlja svinja SlsaCkOv . 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

56 63457 divlja svinja SlsaCkOv . 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

57 63457 divlja svinja SlsaCkOv . 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

58 63477 divlja svinja SlsaCkov § 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

59 63480 divlja svinja SlsaCkOv § 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

60 63491 divlja svinja SlsaCkOv § 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

61 63476 divlja svinja SlsaCkOv § 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

62 63476 divlja svinja SlsaCkOv § 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

63 63695 divlja svinja SlsaCkOV § 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

64 63689 divlja svinja SlsaCkOv . 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka
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65 62141 divlja svinja Slsaékov . 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

66 62146 divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

67 62147 divlja svinja SlsaCkOv } 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

68 63587 divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

69 63588 divlja svinja Sisacko - 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

70 63592 divlja svinja SlsaCkOV § 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

71 63590 divlja svinja SlsaCkOV § 2013. Mycobacterium sp.
moslavacka

Tablica 5. Popis arhivskih uzoraka prikupljenih tijekom istrazivanog razdoblja (od 2014. do

2016. godine) po vrstama Zivotinja

Broj Arhivski broj Vrsta 5 .. . Patoloske Koli¢ina
i . . Zupanija Godina Vrsta uzorka .
uzorka uzorka Zivotinje promjene uzoraka
1 851 govedo Bje_zlovarsko ) 2014. 1,2 bez promjena 7
bilogorska
Koprivni¢ko - pluca, .
2 52112 govedo krizevacka 2014. medijastinalni L.¢. bez promjena 2
3 49587 govedo | Koprivmicko- | 55, pluca granulomatozna 1
krizevacka promjena
Koprivni¢ko - . granulomatozna
4 44960 govedo Krizovacka 2014. pluca promjena 1
5 42102 govedo | Licko - senjska 2014. ..plu.ca’ S granu] omatozpa 2
medijastinalni 1.¢. promjena pluca
luca granulomatozna
6 69289 govedo | Litko - senjska | 2014 pued, promjena pluéa, 2
medijastinalni 1.¢. 1 x
povecani L.¢.
7 6920 govedo | Licko - senjska 2014. 1,2 bez promjena 7
8 42643 govedo Osjetko - 2014. pluéa granulomatozna 1
baranjska promjena
9 44601 govedo Osjecko - 2014. pluca granulomatozna 1
baranjska promjena
Osjecko - pluca, . N
10 52113 govedo baranjska 2014. medijastinalni 1.&. krvarenja po L.¢. 2
Osjecko - pluca, -
11 52110 govedo baranjska 2014. medijastinalni 1.&. bez promjena 2
12 51663 govedo Osjecko - 2014. pluéa, granulomatozna 2
baranjska medijastinalni 1.&. promjena pluéa
13 42946 govedo Osjecko - 2014. pluca granulomatozna 1
aranjska promjena
14 42101 govedo Pozesko - 2014. pluca granulomatozna 1
slavonska promjena
Pozesko - , .
15 42100 govedo slavonska 2014. pluca bez promjena 1
16 43529 govedo SlsaCkov - 2014. pluca bez promjena 1
moslavacka
17 43528 govedo Sisacko - 2014, pluca i jetra granulomatozna 2
moslavacka promjena pluca
18 65844 govedo Zadarska 2014. jetra granulomi na jetri 1
19 66325 govedo | Zagrebacka | 2014, pluca granulomatozna 1
promjena
20 64892 govedo | Zagrebacka | 2014, pluéa granulomatozna 1
promjena
21 52111 govedo Zagrebacka 2014. jetra granulomi na jetri 1
22 42984 govedo Zagrebacka 2014. jetra bez promjena 1
23 42203 govedo | Zagrebacka | 2014, pluéa granulomatozna 1
promjena
UKUPNO 23 8 42
24 8640 svinja | Blelovarsko- | og,, mandibularni L.&. granulomi na 1.&. 1
bilogorska
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Brodsko -

granulomatozna

25 44959 svinja 2014. pluca . . 1
posavska promjena pluc¢a
26 50621 svinja gasg;g}‘s‘f(a 2014. mandibularni L.&. granulomi po L& 1
27 4908 svinja Zagrebacka 2014. mandibularni L.¢&. granulomi na 1.¢. 1
28 11974/174 svinja Zagrebacka 2014. mandibularni 1.¢&. granulomi na 1.¢. 1
29 11974/192 svinja Zagrebacka 2014. mandibularni 1.¢. bez promjena 1
30 19270 svinja Zagrebacka 2014. mandibularni 1.¢. granulomi na L.¢. 1
31 21099 svinja Zagrebacka 2014. mandibularni L.¢&. granulomi na 1.¢. 1
32 20632/74 svinja Zagrebacka 2014. mandibularni L.¢&. granulomi na 1.¢. 1
33 20632/158 svinja Zagrebacka 2014. mandibularni 1.¢. granulomi na L.¢. 1
34 19713 svinja Zagrebacka 2014. mandibularni 1.¢. granulomi na L.¢. 1
35 18647 svinja Zagrebacka 2014. mandibularni 1.¢. granulomi na L.¢. 1
UKUPNO 12 4 12
36 68601 koko§ Istarska 2014 jetra, slezena gran“';’enz'eﬂ?‘et“ : 2
37 19239 kokos Zagrebacka 2014. jetra, slezena gra”“';’l';”z'e?]?‘et“ : 2
38 57031 kokos Zagrebacka 2014. jetra granulomi na jetri 1
UKUPNO 3 2 5
39 15323 patka VUK.(.)VHSKO . 2014. jetra, slezena granulomi na jetri | 2
srijemska slezeni
UKUPNO 1 1 2
40 61437/1486 sma Bf)‘f:g‘éggig " 2014 I bez promjena 4
41 64261/1481 srna B{J‘?:g‘éggg T | 2014 [ bez promjena 4
42 64261/1492 srna ij?:g\égﬁig ) 2014. 1 bez promjena 4
43 64501/1493 srna Bf)?:g;ggig ) 2014. 1 bez promjena 4
44 64501/1496 sma Bf)‘f:g‘éggig " 2014 I bez promjena 4
45 65058/1501 srna Bgf:g‘éggtg T | 2014, Il bez promjena 8
46 66529/13589 sra Bi)‘f:ggg‘gﬁ © | 2014, | gri"‘lz'é‘ﬁ;”a 4
47 66868/13587 srna Bé‘f:g‘égﬁtg T | 2014, I bez promjena 4
48 66868/13588 srna Bi)‘::ggggtg T 2014 [ bez promjena 4
49 65418/13726 srna Bfﬁ:g\égﬁg ) 2014. | bez promjena 4
50 65629/13728 srna Bf)?:g\éggig ) 2014. | bez promjena 4
51 65633/13724 srna Bfﬁ:g\égﬁg ) 2014. 1 bez promjena 4
52 65444/641 sma Bjelovarsko - | 5, [ granulomi na 4
bilogorska plu¢ima
53 65455/13672 srna Bfﬁ:g\égﬁg ) 2014. slezena, jetra bez promjena 2
54 66307/13956 sra Bgf:g‘égﬁtg T | 2014, I bez promjena 4
55 66307/13958 srna Béf:g‘égﬁt‘; T 2014, [ bez promjena 4
56 64901/13580 srna Bf)ei:ggggig ) 2014. | bez promjena 4
57 64901/13582 srna Bfﬁ:gggig ) 2014. | bez promjena 4
58 66307/13962 srna Bgf:g‘égﬁtg | 2014 Il bez promjena 8
59 66310/13936 sra Bf)f:g‘égﬁtg T 2014 [ bez promjena 4
60 70052/13941 sma | Bielovarsko- g, I bez promjena 4

bilogorska
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Bjelovarsko -

61 70052/13938 srna bilogorska 2014. | bez promjena 4
62 70052/13939 sma | Blelovarsko- |5y, | submandibulari, bez promjena 2
bilogorska retrofaringealni L.¢.
63 68632/5061 sra Bgﬁ:g‘éﬁit‘; T 2014, [ bez promjena 4
64 70030/13000 srna Béf:g‘égif; T | 2014 [ bez promjena 4
65 69905/12951 srna Biﬁ:g‘égﬁt‘; T | 2014, I bez promjena 4
66 69520/540 sra Biﬁ:g‘éﬁ;ﬁt‘; T 2014, Il bez promjena 8
67 69520/542 sra Bgﬁ:g‘éﬁit‘; T | 2014, I bez promjena 4
68 69523/13748 sma Bjelovarsko - | 557, [ granulomi na 4
bilogorska plu¢ima
69 70074/13749 sra Bgﬁ:g‘éﬁit‘; T 2014, [ bez promjena 4
70 65446/640 sra Bé?:g;?,ﬁtg T 2014, Il bez promjena 8
71 65452/13671 srna Bf)?:g;ggig ) 2014. 1,1 bez promjena 8
72 70349/13443 sma Bf)‘f:g‘éggig " 2014 Il bez promjena 8
73 70338/643 srna Bé‘f:g‘éggig T | 2014, Il bez promjena 8
74 70068/13434 srna ij?:g\égﬁig ) 2014. 1,1 bez promjena 8
75 69903/5072 srna Bf)?:g;ggig ) 2014. 1,1 bez promjena 8
76 69773/13445 sma Bf)‘f:g‘éggig | 2014, 1l bez promjena 8
77 67398/13673 sma Bé‘f:g‘éggtg | 2014, 1l bez promjena 8
78 67319/13583 srna ij?:g\égﬁig ) 2014. 1,1 bez promjena 8
UKUPNO 39 1 200
79 23142 govedo Bf)?:g\égﬁtg ) 2015. 1,2 bez promjena 7
80 36412 govedo Pozesko - 2015. Pluca’ Slez?.na’ Jetrva bez promjena 4
slavonska i mezenterijalni L&.
81 34191 govedo Sisacko - 2015. 1,2 bez promjena 7
moslavacka
82 38560 govedo Sisacko - 2015. 1,2 bez promjena 7
moslavacka
83 38561 govedo SlsaCkov - 2015. 1,2 bez promjena 7
moslavacka
84 57873 govedo Sisacko - 2015. 1.8, jetra krvarenje po 1., 2
moslavacka
85 57872 govedo Sisacko - 2015. 1.8, jetra krvarenje po L&, 2
moslavacka
Sisacko - . N
86 9277 govedo moslavacka 2015. 1,2 promjene po L.&. 7
87 34808 govedo Slsaékov - 2015. 1,2 bez promjena 7
moslavacka
88 34807 govedo SlsaCkov § 2015. 1,2 bez promjena 7
moslavacka
89 34800/1 govedo Sisacko - 2015. 1,2 bez promjena 7
moslavacka
90 3480072 govedo mSo‘SS;CVIZ’Cka 2015, 1,2 bez promjena 7
01 7995 govedo Splitsko - 2015. 1,2 granulomi po svim 7
dalmatinska L.¢&.
Splitsko - L .
92 44243 govedo dalmatinska 2015. L.¢&., jetra bez promjena 2
93 44242 govedo dilpnl:at\iml;a 2015. 1.8, jetra bez promjena 2
sekret vimena
94 11171 govedo Zagrebacka 2015. (govedo s tvrdo vime 1
mastitisom)
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sekret vimena

95 5373 govedo Zagrebacka 2015. (govedo s tvrdo vime 1
mastitisom)
UKUPNO 17 5 84
96 17726 svinja Zagrebacka 2015. mandibularni L.¢&. sa promjenama 1
UKUPNO 1 1 1
97 13422 ovca Grad Zagreb 2015. bronhijalni 1.&. grag‘r’(']?n”;g;‘;zna 1
98 14566 ovca Grad Zagreb 2015. slezena, granulomatozna 2
mezenterijalni 1.¢. promjena
UKUPNO 2 1 3
99 64293 kokos | Bielovarsko- 2015. jetra, slezena granulomatozna 2
bilogorska promjena
UKUPNO 1 1 2
100 1645/13752 srna Béf:g‘égif; “ | 2018 I bez promjena 4
101 1645/13753 srna Biﬁ:ggzﬁg “ | 201s. I bez promjena 4
102 1645/13754 sta | Blelovarsko- oy | granulomi na 4
bilogorska gastriénim L¢.
103 2276/13758 srna Bfﬁ:g\éggﬁ ) 2015. | bez promjena 4
104 1207/12952 sra Bjelovarsko - 2015. mezenterijalni 1.£., bez promjena 3
bilogorska jetra, slezena
Bjelovarsko - mezenterijalni L.¢., .
105 1207/12954 srna bilogorska 2015. jetra, siezena bez promjena 3
106 1207/12955 srna ij?:g\égﬁig ) 2015. | bez promjena 4
Bjelovarsko - gastricni,
107 2753/14005 srna f)ilogorska 2015. mezenterijalni L.¢., bez promjena 3
jetra
Bjelovarsko - retrofaringealni 1.¢., .
108 2753/14006 srna bilogorska 2015. pluca bez promjena 2
109 2337/13038 sma Bjelovarsko - | 5,5 | mezenterijalni L&., bez promjena 3
bilogorska jetra, slezena
110 414/13001 srma Bﬂf.lﬁ;?,ﬁtﬁ - 2015. I bez promjena 4
111 414/13002 srna Bf)?:g\éggtg ) 2015. 1 bez promjena 4
112 414/13005 srna Bfﬁ:g\égﬁg ) 2015. | bez promjena 4
113 3237/14011 sra Bjelovarsko - | 5,5 slezena, jetra, bez promjena 3
bilogorska portalni L&.
114 3625/13009 srna Bi)‘::ggggtg “ | 2018 Il bez promjena 8
115 64422/11588 srna Bf)?:g\éggtg ) 2015. | bez promjena 4
116 62660/20045 srna Bfﬁ:g\égﬁg ) 2015. 1 bez promjena 4
117 62662/20043 sra Bf)‘f:g‘égﬁtg - 2015. I bez promjena 4
Bjelovarsko - granulomatozna
118 63495/10952 srna bilogorska 2015. | promiena pluéa 4
119 772/13750 srna Bf)?:g\éggtg ) 2015. 1 bez promjena 4
120 778/13576 srna Bfﬁ:g\éggig ) 2015. 1,1 bez promjena 8
Bjelovarsko - granulomatozna
121 778/13577 srna bilogorska 2015. | promjena pluéa 4
122 778/13578 sra Béf:g‘éf)ﬁt‘; - 2015. I bez promjena 4
123 854/13006 srna Bf)ei:ggggig ) 2015. | bez promjena 4
124 3625/13009 sra Bf)f:g‘égztg T 2015, Il bez promjena 8
125 1625/13007 sra Biﬁ:g‘égﬁtﬁ - 2015. I bez promjena 8
126 854/13006 sra Béf:g‘égﬁt‘; “ | 205 I bez promjena 4
UKUPNO 27 1 117
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127 8675 govedo Bfﬁ:g‘éggg ) 2016. 1,2 bez promjena 7
128 20792 govedo Osjecko - 2016. 1,2 granulomatozna 7
baranjska promjena pluca
129 22715 govedo Sisacko - 2016. 1,2 bez promjena 7
moslavacka
130 29544 govedo Sisacko - 2016. 1,2 bez promjena 7
moslavacka
Splitsko - .
131 32080 govedo dalmatinska 2016. 1,2 bez promjena 7
132 7114 govedo Zagrebacka 2016. 1,2 bez promjena 7
133 38906 govedo Zagrebacka 2016. 1,2 krvarenje po 1.¢. 7
134 39912 govedo | Zagrebatka 2016. pluca gragfé%”;:;‘;z”a 1
135 40702 govedo Z‘;\Z/ffnks"ka 2016. 12 bez promjena 7
UKUPNO 9 6 57
136 49573 ovca Karlovacka 2016. pluca gra;‘r‘(']%”;:;‘;zna 1
137 12275 ovca | Medimurska | 2016 pluéa grag‘r’(')?nr?::;z”a 1
UKUPNO 2 2 2
138 48680 koza nglovarsko - 2016. pluca granulomatozna 1
bilogorska promjena
UKUPNO 1 1 1
139 39705 patka Grad Zagreb 2016. jetra grar;l;l(l)?nr?::;zna 1
UKUPNO 1 1 1
140 3092/12024 srna B{J‘I’:g‘éggg " | 2016 mezemjf"ertlﬂ:m‘ L&, bez promjena 2
141 2492/10966 sma | Blelovarsko- o, | granulomatozna 4
bilogorska promjena pluc¢a
142 2492/10967 srna Bf)?:gggﬁig ) 2016. | bez promjena 4
143 1627/11051 srna Bfﬁ:g\éggﬁ ) 2016. pluca bez promjena 1
144 1627/11053 sra Bf)‘f:g‘égﬁtg - 2016. pluca bez promjena 1
145 183/10958 srna Bé‘f:g‘égﬁtg " | 2018 Il bez promjena 8
146 183/10960 srna Bi)‘::ggggtg “ | 2018 I bez promjena 4
147 3678/12025 sra Bé?:g‘égﬁtg - 2016. [ bez promjena 4
148 2664/12021 sra Biﬁ:g‘éggg ; 2016. I bez promjena 8
149 2540/10962 srna Bf)?:g\éggig ) 2016. | bez promjena 4
150 2540/10963 srna Bfﬁ:g\égﬁg ) 2016. 1,1 bez promjena 8
Bjelovarsko - granulomatozna
151 1041/4254 sra Dilogorska 2016. [ romiona phuca 4
152 751/11050 sra Biﬁ:g‘égig ; 2016. I bez promjena 4
153 221/10998 sma B{j:ggggi‘; “ | 201 Il bez promjena 8
UKUPNO 14 1 64
Y 593

1.¢. - limfni ¢vor

I (tkivo prsne Supljine, glave i vrata) — submandibularni, retrofaringealni, traheobronhalni 1.¢., kardijalni ili
apikalni rezanj pluénog krila

II (tkivo trbusne Supljine) - gastricni 1.¢., slezena, portalni I.€. zajedno s tkivom jetre, mezenterijalni 1.¢.

1 - retrofaringealni, bronhijalni, madijastinalni i mandibularni 1.¢.

2 - jetra, supramamarni i mezenterijalni L.¢.
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4.1.3 Uzorci izolata za molekularnu identifikaciju i odredivanje antimikrobne

osjetljivosti

Ukupno smo za molekularnu identifikaciju koristili 155 izdvojena izolata podrijetlom
iz domacih i divljih Zivotinja. U svih 155 izolata izvr§eno je umnozavanje regije 16S rRNK
gena i gena koji kodira 65 kDa antigen prisutnih u svih mikobakterija $to je siguran dokaz da
izolati pripadaju Mycobacterium sp. Zatim smo izolate mikobakterija identificirali do razine
vrste metodom specifi¢ne hibridizacije pomocu ,,Geno Type® Mycobacterium CM i AS kita“
koja omogucava identifikaciju 40-tak vrsta unutar roda Mycobacterium. Sve izdvojene izolate
kojima je potvrdena pripadnost M. avium kompleksu prethodno navedenom metodom
podvrgnuli smo amplifikaciji integriranog insercijskog slijeda IS901 radi odredivanja
podvrste. Kod izolata kod kojih pripadnost vrsti nismo mogli odrediti prethodno navedenim
metodama sekvencirali smo dijelove 16S rRNK, rpoB, hsp65 gena i ITS regije, te smo
usporedujuci s podacima u dostupnim bazama podataka identificirali vrstu.

Tijekom istrazivanja ukupno smo identificirali 138 izolata do razine vrste, i to 47 izolata
pripadnika spororastucih vrsta podrijetlom iz goveda (18 izolata), svinja (8 izolata), kokosi (4
izolata), pataka (2 izolata), divljih svinja (9 izolata) i srna (6 izolata), te 91 izolat brzorastu¢ih
vrsta netuberkuloznih mikobakterija podrijetlom iz goveda (12 izolata), svinje (1 izolat), ovce
(1 izolat), kokosi (1 izolat), divljih svinja (34 izolata) i srne (42 izolata), dok kod 17 izolata
podrijetlom iz goveda (1 izolat), svinje (1 izolat), ovce (1 izolat), koze (1 izolat), divljih svinja
(6 izolata) i srna (7 izolata) vrstu nismo uspjeli odrediti niti jednom prethodno navedenom
metodom.

Ispitivanje antimikrobne osjetljivosti uspjeSno smo proveli kod ukupno 44 izolata pripadnika
spororastucih vrsta, i to kod 31 izolata podrijetlom iz domacéih (17 goveda, 8 svinja, 4 kokosi,
2 patke), a 13 iz divljih zivotinja (7 divljih svinja, 6 srna), te kod ukupno 87 izolata pripadnika
brzorastucih vrsta, i to kod 15 izolata podrijetlom iz domac¢ih (12 goveda, 1 svinja, 1 ovca, 1

kokos), a 72 izolata iz divljih zivotinja (32 divlje svinje, 40 srna).
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4.2 Metode

Na slici 1. prikazan je shematski prikaz koji opisuje redoslijed svih metoda koristenih

u nasem istrazivanju.

BAKTERIOLOSKA
MATERIJAL PRETRAGA:
(organi i tkiva - Lowenstein Jensen sa i
+ bez glicerola
arhivski izolati) - Stonebrink

MIKROSKOPSKA PRETRAGA
Ziehel Neelsen (ZN)

DOKAZ RODA MDA e

Mycobacterium: Boe) Syellny Lt T
.. IZOLACIJA «¥ . 4q 7
- regija 16S rRNK gena ODN'CA:J e« o 38 (R Thagy i O
- gen koji kodira 65 kDa PSPl o, DS R
antigen P LT e e 5T
J/ T <—“ﬁ'~‘t S 'Z\(.";‘\
R 5" 09 S ‘S

ANALIZA VRSTE

R I SEKVENCIRANJE
4 = EI: b (b neg integrirani gena 16S rRNK,
IEIEIE IR IS B insercijski slijed rpoB, hsp6s i
E R R “ 18901 (M. avium — 7| medugenske ITS
H '~¢,,l- L— subsp. regije
M T— HEHE hominissuis/avium)
ISIEIS: ]S
guouududy
Geno Type® Mycobacterium Macrogen

: Europa
analiza podataka / (Nizozemska)
OPIS VRSTE: BioNumerics
usporedba / (verzija 7)
sekvenci sa
medunarodnom
bazom podataka ODREDBIVANJE
NCBI \ ANTIMIKROBNE

OSJETLJIVOSTI (Versa TREK
kitovi + CLSI standard)

Slika 1. Shematski prikaz redoslijeda metoda koristenih u istrazivanju
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4.2.1 Bakterioloska pretraga

4.2.1.1 Obrada materijala za izdvajanje mikobakterija

Dostavljeni materijal prvo smo rasporedili u dvije skupine, i to u skupinu | kojoj
pripadaju limfni ¢vorovi (L.¢.) i tkivo prsne Supljine, glave i vrata (submandibularni 1.¢.,
retrofaringealni 1.¢., traheobronhalni 1.¢., granulomatozna promjena plu¢a ako je prisutna, a
ako nije kardijalni ili apikalni reZanj plu¢nog krila), te u skupinu II kojoj pripadaju L.¢. i tkivo
trbuSne Supljine (gastri¢ni 1.C., uzorak tkiva slezene, portalni 1.¢. zajedno s tkivom jetre
(portalni dio), mezenterijalni 1.¢.).

Materijal smo zatim obradili tako da smo oko pet grama uzorka smjestili u plasti¢ne
vrecice, usitnili skarama te dodali 10 ml sterilne fizioloSke otopine nakon ¢ega je slijedila
homogenizacija jednu minutu u homogenizatoru sa stopom. Tekuéi dio homogeniziranog
materijala (oko 3ml) zatim smo prebacili u epruvetu, dodali smo osam ml 5% oksalne kiseline
(C2H204) i uz povremeno mijesanje inkubirali na sobnoj temperaturi 10-20 minuta. Materijal
smo zatim koncentrirali centrifugiranjem pet minuta na 2500 okretaja nakon ¢ega smo
nadtalog neskodljivo uklonili, a sediment otopili s 1,5 ml sterilne fizioloske otopine i
nacijepili po 200 pl na Sest hranjivih podloga (2 Lowenstein - Jensen bez glicerola, 2
Lowenstein - Jensen sa glicerolom i 1 Stonebrink) (KENT i KUBICA, 1985.). Ostatak

sedimenta zamrznuli smo na -20°C u slucaju potrebe za ponovnom pretragom.

Priprema hranjivih podloga provodena je na slijedeci nacin:

e Lowenstein Jensen s glicerolom ili piruvatom
U 600ml destilirane vode otopili smo 37,2 g ,,Léwenstein Medium Base* (Difco, New Jersey,
SAD) te smo kuhali uz neprestano mijeSanje. Dobivenu otopinu sterilizirali smo na 121-
124°C tijekom 15 minuta nakon ¢ega se hladila do temperature 45-60°C, te smo joj dodali 1l
suspenzije svjezih jaja, dobro promijesali i rasto¢ili u sterilne bocice. Koso nagnute bocice s
hranilistem koagulirale su se na 85°C kroz 45 minuta. Podlogama s glicerolom dodali smo 12

ml glicerola, a podlogama s piruvatom 8 g piruvata.

e Stonebrink
Otopinu soli (natrijev piruvat (Merck, Darmstadt, Njemacka) - 5 g, monokalijev fosfat
(Kemika, Ovada, Italija) - 2 g i destilirana voda - 300 ml) mijesali smo dok nije postala bistra,

a zatim smo joj dodali natrijev difosfat sve dok pH vrijednost otopine nije bila 6,5. Dobivenoj
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otopini dodali smo otopinu boja (kristal violet (Kemika, Ovada, Italija) — 0,1 g, malahitno
zelenilo (Kemika, Ovada, Italija) — 0,8 g, destilirana voda — 100 ml) i autoklavirali na 121°C
kroz 20 minuta. Otopinu smo ohladili do sobne temperature i dodali homogeniziranu
suspenziju jaja (800ml). Suspenziju smo zatim izlili u sterilne boc¢ice koje se nakose i

koaguliraju na 85°C kroz 40 minuta.

4.2.1.2 Inkubacija

Bocice s materijalom nacijepljenim na hranjivu podlogu ostavili smo 24 sata na 37°C
u kosom polozaju kako bi se suspenzija upila u podlogu, nakon ¢ega se inkubacija nastavila u
okomitom polozaju. Nakon 4-7 dana po prvi puta smo kontrolirali porast mikobakterija, a
nadalje u jednotjednim razmacima. Inkubacija je trajala osam tjedana, a ako niti tada na
hranjivoj podlozi nije bilo rasta kolonija, inkubacija se produljila do 12 tjedana. U slucaju
rasta kolonije smo precijepili na nove hranjive podloge te ih bojili po Ziehl - Neelsenu ne bi li

utvrdili prisutnost acidorezistentnih Stapica.

4.2.1.3 Analiza kolonija Mycobacterium sp. bojenjem po Ziehl-Neelsen-u

Izrasle kolonije bakterioloSkom usicom razvukli smo po predmetnom stakalcu te smo
preparat u¢vrstili plamenom kojim se zagrije donja strana stakalca. Preparat smo zatim prelili
fenol-fuksinom (karbol-fuksinom) po Ziehl-Neelsen-u, te smo predmetnicu potom s donje
strane grijali nad plamenikom na nacin da boja ne zavrije. Postupak smo ponovili tri puta.
Predmetnicu smo zatim ohladili, a boju odlili bez ispiranja. Postupak odbojavanja 20%-tnom
sumpornom kiselinom ponovili smo po potrebi 2-3 puta u trajanju 1-2 minute do prestanka
otpustanja boje iz preparata. Predmetnicu smo zatim isprali destiliranom vodom, te je prelili
metilenskim modrilom i ostavili pod bojom 20-30 sekundi. Uslijedilo je zadnje ispranje
destiliranom vodom te smo predmetnicu osusili i mikroskopski pregledali. Acidorezistentne
bakterije (Mycobacterium sp.) ovom metodom se oboje crveno, dok se ostale bakterije i tkivo

oboje plavo.

4.2.2 Molekularna analiza Mycobacterium sp.

4.2.2.1 lzdvajanje genomske deoksiribonukleinske kiseline (DNK)
Mycobacterium sp.

Iz dobivenih bakterijskih kultura izdvojili smo DNK potrebnu za molekularne pretrage

na nacin da smo usicu kulture razmutili u 100 pl destilirane vode (AccuGENE®, Lonza,
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Belgija) u Eppendorfovoj epruveti od 2 ml. Suspenziju smo zagrijavali tijekom 20 minuta na
95°C u termomikseru (Thermomixer comfort, Eppendorf, Njemacka) uz tresenje. Epruvete
smo zatim centrifugirali na 14000 g kroz 1 minutu. Nakon hladenja do sobne temperature za
potrebe pretraga koristili smo 2 ili 5 pl nadtaloga. Dobivenu DNK zatim smo pohranila na -20
°C.

Izdvajanje DNK namijenjene za potrebe sekvenciranja proveli smo komercijalno
dostupnim kitom QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Njemacka) prema uputama
proizvodaca. UsSicu bakterijske kulture razmutili smo u 180 ul ALT pufera u Eppendorfovoj
epruveti od 2 ml i dodali 20 pl proteinaze K, nakon ¢ega je uslijedila inkubacija na 56°C/1h u
termomikseru uz tresenje. Nadalje, tako pripremljene i lizirane uzorke obradili smo u uredaju
za automatiziranu izolaciju DNK QIlAcube (QIAGEN, Hilden, Njemacka). Daljni koraci koji
su se proveli u prethodno spomenutom uredaju su kako slijedi. Dobivenoj otopini dodalo se
200 pl AL pufera te se inkubiralo na 70°C/10 min. Tada se dodalo 200 pl etanola (96-100%)
(Ethanol absolute for analysis, Merck, Njemacka) i kratko centrifugiralo. Sadrzaj epruvete
prenio se u epruvetu za filtriranje te centrifugirao pri 6000g/1 min. Zatim se dodalo 500 pl
AW1 pufera i centrifugiralo pri 6000g/1 minutu. Postupak se ponovio i s AW2 puferom uz
centrifugiranje pri punoj brzini 3 minute. Epruveta za filtriranje zatim se prebacila u novu
Cistu epruvetu od 1,5 ml, dodalo se 200 ml AE pufera, inkubiralo 1 minutu pri sobnoj
temperaturi te centrifugiralo pri brzini od 6000g/1 min. Dobio se krajnji volumen od 200 pl

izolirane DNK koji smo nadalje pohranili na -20°C.

4.2.2.2 Dokaz Mycobacterium sp. u izdvojenim izolatima

Kao dokaz pripadnosti rodu Mycobacterium upotrijebili smo specifi¢ne pocetnice pod
nazivom 16SRNAF (5 ACG GTG GGT ACT AGG TGT GGG TTT C 3) i 16SRNAR (5'
TCT GCG ATT ACT AGC GAC TCC GAC TTC A 3') za umnazanje regije 16S rRNK gena,
gdje je velicina dobivenog produkta 543 baznih parova (bp) (HUARD i sur., 2003.) i
pocetnice TB1 (5' GAG ATC GAG CTG GAG GAT CC 3) i TB2 (5 AGC TGC AGC CCA
AAG GTG TT 3') za gen koji kodira 65 kDa antigen, gdje je veli¢ina dobivenog produkta 383
bp (HANCE i sur., 1989.). Navedeni geni zajednicki su za sve mikobakterije.

Reakcijska mjeSavina za svaki uzorak sastojala se od 10 ul otopine Hot Start Master
Mix (QIAGEN, Hilden, Njemacka) ¢iji su osnovni sastojci (2,5 U polimeraze; 1,5 mM Mg;
800 uM dNTP-a) u koncentracijama propisanim od proizvodaca. U ovu otopinu dodali Smo
po 6 pl RNAase i DNAase-slobodne vode (QIAGEN, Hilden, Njemacka), 1 ul svake od
pocetnica (100 pM/ul) te 2 pl istrazivanog DNK izolata. Ukupna koli¢ina reakcijske
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mjesavine tako je iznosila 20 pl. UmnaZanje je provedeno pomocu uredaja Veriti 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, California, SAD) prema programu:
aktivacija polimeraze pri 95°C 15 minuta, 35 ciklusa (razdvajanje lanca pri 94°C 1 minutu,
vezanje pocetnica pri 60°C 1 minutu, produzavanje lanca 72°C 1 minuta), te konacno
produzavanje pri 72°C 10 minuta i zaustavljanje reakcije pri 4°C.

Proizvode umnozavanja analizirali smo kapilarnom elektroforezom na uredaju QIAxcel
(QIAGEN, Hilden, Njemacka) uz biljeg veli¢ine 100 — 3000 bp (QIAGEN, Hilden,
Njemacka).

4.2.2.3 Analiza vrsta Mycobacterium sp. u izdvojenim izolatima (Geno Type®

Mycobacterium)

Nakon utvrdivanja pripadnosti rodu Mycobacterium u izdvojenim izolatima, za daljnju
identifikaciju mikobakterija do razine vrste primijenili smo metodu hibridizacije s Geno
Type® Mycobacterium CM i AS (Hain Lifescience, Nehren, Njemacka) komercijalnim
testovima prema uputi proizvoda¢a. Navedena metoda zasniva se na DNAeSTRIP®
tehnologiji i omogucava identifikaciju 40-tak vrsta unutar roda Mycobacterium.

Izolate smo prvo pretrazili Geno Type® Mycobacterium CM kompletom koji omogucéava
identifikaciju sljedec¢ih vrsta mikobakterija: M. avium ssp., M. chelonae, M. abscessus, M.
fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. interjectum, M. kansasii, M.
malmoense, M. peregrinum, M. marinum/M. ulcerans, M. tuberculosis kompleks i M. xenopi
(Slika 1.).

Sve ostale izdvojene izolate kojima vrstu nije bilo moguce odrediti prethodno navedenom
metodom, pretrazili Smo pomocu Geno Type® Mycobacterium AS kompleta koji omoguéava
identifikaciju sljede¢ih vrsta: M. simiae, M. mucogenicum, M. goodii, M. celatum, M.
smegmatis, M. genavense, M. lentiflavum, M. heckeshornense, M. szulgai/M. intermedium, M.
phlei, M. haemophilum, M. kansasii, M. ulcerans, M. gastri, M. asiaticum i M. shimoidei
(Slika 2.).

Postupak izvodenja pretrage metodom specificne hibridizacije:

Izdvajanje i umnozavanje DNK mikobakterija

Izdvajanje DNK proveli smo na na¢in da smo uSicu kulture razmutila u 100 pl
destilirane vode (AccuGENE®, Lonza, Belgija) u Eppendorfovoj epruveti od 2 ml.

Suspenziju smo zagrijavali tijekom 20 minuta na 95°C u termomikseru (Thermomixer
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comfort, Eppendorf, Hamburg, Njemacka) uz tresenje. Epruvete smo zatim centrifugirali na
14000 g kroz 1 minutu. Nakon hladenja do sobne temperature za potrebe pretraga koristili
smo 5 pl nadtaloga.

Reakcijska mjeSavina za svaki uzorak sastojala se od 35 pul PN mixa (PNM —
mjesavina pocetnica koja je ukljuéena u kit), 5 pl 10x PCR Rxn pufera (Invitrogen, Carlsbad,
California, SAD), 1,5 pl otopine 50 mM MgClI: (Invitrogen, Carlsbad, California, SAD), 0,25
pl Platinum Taq polimeraze (Invitrogen, Carlsbad, California, SAD), 3,5 ul Rnase- i Dnase-
slobodne vode (QIAGEN, Hilden, Njemacka), te 5 pl DNK uzorka. Ukupna koli¢ina
reakcijske mjeSavine tako je iznosila 50 pl.

Konac¢na koncentracija Mg u reakcijskoj mjeSavini mora biti u granicama od 1,5- 2,5 mM.
Kod svake pretrage potrebno je napraviti i negativnu kontrolu u koju se umjesto DNK stavlja
5 ul vode.

Umnazanje je provedeno pomocu uredaja Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, California, SAD) prema programu: prvi ciklus 95°C 5 minute,
sljedec¢ih 10 ciklusa 95°C 30 sekundi i 58°C 2 minute, zatim 20 ciklusa 95°C 25 sekundi, 53°C
40 sekundi i 70°C 40 sekundi te poljednji ciklus 70°C 8 minuta i zaustavljanje reakcije na 4
°C.

Postupak hibidizacije

Ultrazvuénu kupelj zagrijali smo na 45°C (dozvoljeno odstupanje +/- 1°C). Otopine
HYB i STR prije upotrebe zagrijali smo na 37-45°C i promijesali. Ostale reagense ukljucene u
komplet zagrijali smo na sobnu temperaturu uz izuzetak CON-C i SUB-C koje je potrebno
Cuvati u hladnjaku. Koncentrirani konjugat (CON-C) razrijedili smo s CON-D u razrijedenju
1:100 u potrebnoj koli¢ini (10 pl koncentrata u 1 ml pufera), te zagrijali na sobnu
temperaturu. Koncentrirani supstrat (SUB-C) razrijedili smo s SUB-D u razrijedenju 1:100 u
potrebnoj kolic¢ini, te zagrijali na sobnu temperaturu.

U kut svake kadice odpipetirali smo 20 pl otopine za denaturaciju (DEN), te dodali 20
ul uzorka (produkta umnozavanja) u DEN, dobro promijesali i inkubirali 5 minuta na sobnoj
temperaturi. U svaku kadicu zatim smo pazljivo dodali 1 ml prethodno zagrijanog pufera za
hibridizaciju (HYB), promijesali te uronili trakicu. Kadicu smo zatim inkubirali u vodenoj
kupelji na 45°C kroz 30 min. Frekvenciju tresenja vodene kupelji potrebno je namjestiti tako
da se osigura dobro mijeSanje reagenasa. Nakon inkubacije pipetom smo izvukli
hibridizacijski pufer iz kadice, te dodali 1 ml zagrijanog STR pufera u svaku kadicu, i

inkubirali 15 minuta na 45°C u vodenoj kupelji uz tresenje. Od ovog koraka na dalje radili
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smo na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije u potpunosti smo uklonili STR pufer, a kadicu
smo okrenuli naopacke i otresli ostatak pufera na stani¢evinu (radnja se ponavljala na kraju
svakog slijedeceg koraka). Nadalje, svaku trakicu isprali smo s 1 ml RIN otopine kroz 1
minutu uz tresenje, nakon ¢ega smo RIN otopinu izbacili iz kadice. Dodali smo 1 ml
razrijedenog konjugata i inkubirali 30 min uz tresenje. Otopinu smo uklonili a svaku trakicu
isprali 2 puta s 1 ml RIN otopine kroz 1 min i 1 put s 1ml destilirane vode, sve uz tresenje.
Svu vodu uklonili smo iz kadice i dodali 1 ml razrijedenog supstrata po trakici, te inkubirali u
mraku. Vrijeme inkubacije krece se od 3-20 minuta $to ovisi o temperaturi. Zatim smo trakice
isprali 2 puta s destiliranom vodom, te smo ih uz upotrebu pincete izvadili iz kadice i osusili
izmedu dva sloja papira. Interpretacija rezultata odredivanja vrste temelji se na kombinaciji

odsjecaka mikobakterija, a koji su karakteristi¢ni za svaku vrstu mikobakterija (Slika 2. i 3.).
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Slika 2. Prikaz odsjecaka razli¢itih vrsta mikobakterija (Hibridizacijske zone Geno Type®
Mycobacterium CM Kkita).

50



i

1100
-
I
1
I
1
i1
I
§E
|
il

- Kontrolz konjugata
UL Univerzzinz kontroz
C Kontrok roda

probe zz viste

Slika 3. Prikaz odsjecaka razli¢itih vrsta mikobakterija (Hibridizacijske zone Geno Type®
Mycobacterium AS kita).

4.2.2.4 Analiza podvrsta Mycobacterium avium kompleksa u izdvojenim

izolatima

Nakon tipizacije pomocu hibridizacijske metode Geno Type® Mycobacterium CM
kompletom (Hain Lifescience, Nehren, Njemacka), sve izdvojene izolate kojima je potvrdena
pripadnost M. avium kompleksu podvrgnuli smo amplifikaciji integriranog insercijskog
slijeda IS901 radi odredivanja podvrste. Veli¢ina produkta amplifikacije ovisi o prisutnosti ili
odsutnosti insercijskog slijeda 1S901, tako da za M. avium subsp. hominissuis veli¢ina
umnozenog produkta iznosi 300 bp (nema ugradenog IS901) a za M. avium subsp. avium
1742 bp (IS901 se nalazi na tome mjestu). U tu svrhu Kkoristili smo pocetnice P1 FR300 (5'
CAG CCA GCC GAA TGT CAT CC 3) i P2 FR300 (5' CAA CTC GCG ACA CGT TCA
CC 3)). (KUNZE i sur., 1992.).

Reakcijska mjeSavina za svaki uzorak sastojala se od 10 pl otopine Hot Start Master
Mix (QIAGEN, Hilden, Njemacka), 6 ul RNAase i DNAase-slobodne vode (QIAGEN,
Hilden, Njemacka), 1 ul svake od pocetnica (100 uM/ul) te 2 ul istrazivanog DNK izolata.
Ukupna koli¢ina reakcijske mjeSavine tako je iznosila 20 pl. UmnaZanje je provedeno
pomocu uredaja Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) prema programu:
aktivacija polimeraze pri 95 °C 15 minuta, sljedec¢ih 5 ciklusa 94 °C 60 sekundi, 65 °C 60
sekundi i 72 °C 60 sekundi, zatim 27 ciklusa 94 °C 30 sekundi, 63 °C 30 sekundi i 72 °C 30
sekundi te posljednji ciklus 72 °C 5 minuta i zaustavljanje reakcije na 4 °C.
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Proizvode umnozavanja analizirali smo kapilarnom elektroforezom na uredaju
QIAxcel (QIAGEN, Hilden, Njemacka) uz biljeg veli¢ine 100 — 3000 bp (QIAGEN, Hilden,
Njemacka).

4.2.2.5 Analiza vrsta Mycobacterium sp. sekvenciranjem 16S rRNK, rpoB, hsp65
gena i ITS regije

Za NTM vrste karakteristi¢no je vrlo nisko evolucijsko odstupanje genoma te se stoga
smatra da je za identifikaciju pojedine vrste potrebno koristiti samo pojedine regije, a ne cijeli
genom. Ciljanom analizom DNK sekvenci najkonzerviranijih regija, hsp65, rpoB, 16S rRNK
gena, te medugenske ITS regije, mogu se pojedinacno i skupno analizirati te brzo identificirati
vrste NTM-a. Kod izolata kod kojih se pripadnost vrsti nije mogla odrediti prethodno
opisanim metodama umnozili Smo upravo te navedene regije. Od navedenih najcesce je
koristen gen 16S rRNK, a njegovu regiju veli¢ine 564 bp umnozili SMo uporabom pocetnica
16MycF (5' CGT GCT TAA CAC ATG CAAGTC G 3) i 16MycR (5'GTG AGA TTT CAC
GAA CAA CGC 3') (DEVULDER i sur., 2005.). Umnazanje rpoB kromosomskog gena
(velic¢ina produkta 711 bp) s jednom kopijom koja kodira B — podjedinicu bakterijske RNK
polimeraze proveli smo uporabom pocetnica Myco-F (5' GGC AAG GTC ACC CCG AAG
GG 3) i Myco-R (5 AGC GGC TGC TGG GGT GAT CAT C 3) (ADEKAMBI i
DRANCOURT, 2004.). Gen koji kodira hsp65 protein toplinskog Soka (eng. heat shock
protein, HSP) veli¢ine produkta 439 bp umnozili Smo uporabom pocetnica Tb11 (5" ACC
AAC GAT GGT GTG TCC AT 3" i Tbl2 (5' CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT 3)
(TELENTI i sur., 1993., ADEKAMBI i DRANCOURT, 2004.). Medugensku ITS regiju koja
je izvedena iz susjednih 16S rDNK i 23S rDNK regija gena s ocekivanom veli¢inom produkta
480 bp umnozili Smo uporabom pocetnica Ec16S.1390b (5' TTG TAC ACA CCG CCC GTC
3) i Mb23S.44n (5' TCT CGA TGC CAA GGC ATC CAC C 3) (ROTH i sur., 1998.).
Reakcijska mjesavina za sve navedene gene po uzorku se sastojala od 10 pl otopine Hot Start
Master Mix (QIAGEN, Hilden, Njemacka), 7 pl RNAase i DNAase-slobodne vode
(QIAGEN, Hilden, Njemacka), 0,5 ul svake od pocetnica (100 uM/pul) te 2 pl istrazivanog
DNK izolata. Ukupna koli¢ina reakcijske mjesavine tako je iznosila 20 pl.

Umnazanje je provedeno pomocu uredaja Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, California, SAD) prema slijede¢im programima:
16S rRNK gen: aktivacija polimeraze pri 95 °C 15 minuta, sljede¢ih 40 ciklusa 94 °C 25
sekundi, 60 °C 30 sekundi i 72 °C 45 sekundi, te posljednji ciklus 72 °C 10 minuta i
zaustavljanje reakcije na 4 °C.
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rpoB gen: aktivacija polimeraze pri 95 °C 15 minuta, sljedec¢ih 35 ciklusa 94 °C 30 sekundi,
64 °C 30 sekundi i 72 °C 2 minute, te posljednji ciklus 72 °C 5 minuta i zaustavljanje reakcije
na 4 °C.

gen za hsp65 protein: aktivacija polimeraze pri 95 °C 15 minuta, sljedec¢ih 45 ciklusa 94 °C 1

minuta, 60 °C 1 minuta i 72 °C 1 minuta, te posljednji ciklus 72 °C 10 minuta i zaustavljanje
reakcije na 4 °C.

ITS regija: aktivacija polimeraze pri 95 °C 15 minuta, sljede¢ih 38 ciklusa 94 °C 1 minuta, 62
°C 1 minuta i 72 °C 1 minuta, te posljednji ciklus 72 °C 10 minuta i zaustavljanje reakcije na 4
°C.

Kvalitetu i veli¢inu proizvoda umnozavanja utvrdili smo kapilarnom elektroforezom na
uredaju QIAxcel (QIAGEN, Hilden, Njemacka) uz biljeg veli¢ine 100 — 3000 bp (QIAGEN,
Hilden, Njemacka).

Umnozene odsjecke gena zatim smo prodistili koriste¢i ExoSAP-IT® (USB, Cleveland,
Ohio, SAD) kako bi se uklonio visak nukletida i pocetnica koje se nisu vezale u reakciji, i to
na nacin da smo u svaki proizvod umnazanja dodali po 8 pl navedenog reagensa. Postupak je
proveden pomocu uredaja Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City,
California, SAD) prema slijede¢em programu: 1 ciklus pri 37 °C 15 minuta, te 1 ciklus pri 80
°C 15 minuta.

Prociséene proizvode umnazanja poslali smo na sekvenciranje u komercijalnu tvrtku
Macrogen Europe, Amsterdam, Nizozemska, gdje se primijenjuje metoda sekvenciranja po
Sangeru. Dobivene slijedove uredili smo, provjerili i usporedili pomoc¢u program za analizu
podataka BioNumerics (verzija 7.6.3) (Applied Maths, Gent, Belgija). To¢nu vrsta izdvojenih
sojeva odredili smo usporedbom sekvenciranih slijedova s podacima dostupnim u
medunarodnoj bazi podataka GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) koja je i
najcesce koristena javna baza podataka (CLOUD i sur., 2002.). Prilikom usporedbe sekvenci
slijedili smo objavljene smjernice Instituta za klinicke 1 laboratorijske standarde (CLSI), no
one predlazu interpretacijske kriterije za procjenu identiteta samo za 16S rRNK gen kako je
ve¢ ranije opisano. Naime ne postoje utvrdene grani¢ne vrijednosti definirane standardom
CLSI, kao niti smjernice za gene koji nisu 16S rRNK gen. U nasem istrazivanju koristili smo
navedene smjernice prilikom usporedbe svih pretrazenih gena, tj. takoder i za usporedbu
sekvenci rpoB, hsp65 gena i ITS regije. U tablici 6. su prikazane smjernice kojih se potrebno
pridrzavati prilikom usporedbe sekvenci (CLSI, 2008a).
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Tablica 6. Smjernice za usporedbu sekvence 16S rRNK gena?

% SLICNOSTI TUMACENJE PRIMJER
SEKVENCE
100 "Mycobacterium + vrsta” Mycobacterium fortuitum
"Najsli¢nije Mycobacterium + _ _
99-99,9 st Najsli¢nije Mycobacterium fortuitum

"Nije moguca identifikacija
95-98,9 pomocu 16S rRNK gena;
najsli¢nije Mycobacterium sp.”
& preuzeto iz CLSI MM18-A, 2008. (CLSI, 2008a)

Identifikacija nije moguca;

najsli¢nije Mycobacterium sp.

4.2.3 Odredivanje antimikrobne osjetljivosti

U svrhu odredivanja antimikrobne osjetljivosti NTM-a Koristili smo preporuceni
standard za NTM, a to je postupak mikrodilucije u bujonu koriste¢i koncentracije lijekova
koji se dobivaju iz serijskih, dvostrukih razrjedenja indeksiranih na bazu 2 (npr. 1, 2, 4, 8, 16
pg/ml). Prilikom ocitavanja rezultata prijavili smo vrijednosti najnize koncentracije koja
prekida rast (eng. minimum inhibitory concentration, MIC) i tumacenje rezultata u vidu
osjetljivo (S), umjereno osjetljivo (I) i otporno (R). Prilikom postupka izvodenja testa i
tumacenja rezultata pratili smo preporuke standarda objavljenog od strane Instituta za klini¢ke
i laboratorijske standarde (engl. Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI) (CLSI,
2018a i b). MIC dobiven postupkom testa mikrodilucije ukazuje na koncentraciju
antimikrobnog sredstva potrebnu za inhibiranje infektivhog mikroorganizma na mjestu
infekcije. Medutim, MIC ne predstavlja jedinstvenu vrijednost. Pravi MIC se nalazi negdje
izmedu najnize ispitne koncentracije koja inhibira rast mikroorganizma (tj. o¢itanja MIC-a) i
prvog nizeg razrjedenja. Na primjer, ako se upotrijebe dvostruka razrjedenja, a MIC se odredi
kao 16 pg/ml, pravi MIC bi bio izmedu 16 i 8 pg/mL. Cak i pod najbolje kontroliranim
uvjetima, test mikrodilucije ne moze dati istu krajnju tocku svaki put kad se provede.
Opcenito, prihvatljiva obnovljivost testa nalazi se unutar dvostrukog razrjedivanja stvarne
krajnje tocke. Nadalje, odgovarajuci inokulum presudan je za to¢nost interpretacije MIC-ova.
Inokulum prevelike gusto¢e moze rezultirati laznom otpornosti, dok onaj premale gustoce
moze rezultirati laznom osjetljivos¢u ocitanja MIC-e zbog neadekvatnog rasta
mikroorganizama u kulturi bujona (CLSI, 2018b). Malo je dostupnih podataka o povezanosti

rezultata in vitro ispitivanja antimikrobne osjetljivosti i klinickih rezultata za ove
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mikobakterije. Detaljne smjernice date su za MAC, M. kansasii i RGM, jer postoji dovoljno

podataka na kojima se temelje opée preporuke, te su u nastavku teksta i opisane.

4.2.3.1 Odredivanje antimikrobne osjetljivosti spororastu¢ih netuberkuloznih
mikobakterijskih vrsta

Odredivanje  antimikrobne  osjetljivosti  izolata  pripadnika  spororastucih
mikobakterijskih vrsta (SGM) proveli smo postupkom mikrodilucije u bujonu pomocu
Thermo Scientific™ Sensititre™ Myco SLOMYCO AST Plate komercijalnog kompleta
(TREK Diagnostic System, East Grinstead, UK). Sastoji se od mikrotitracijskih plocica sa 96
jazica unutar kojih se nalazi 13 razli¢itih antibiotika, a njihov raspored i koncentracije unutar
plocice su prikazani na slici 4. Sve izolate za koje je prethodno dokazana pripadnost SGM
testirali smo na svih 13 antibiotika, uz dvije iznimke. Naime, prilikom ispitivanja M. kansasii
izolata lijekove izoniazid i1 etambutol nismo testirali iz razloga §to su u humanoj medicini
vrijednosti MIC-a ovih antibiotika lose povezani s klinickim odgovorom te njihove prijava
nije preporuéljiva (STEADHAM i sur., 1985.). Takoder rezultati MIC-a prilikom testiranja
etambutola metodom mikrodilucije nisu ponovljivi. Takoder, prilikom ispitivanja izolata
MAC-a osjetljivost na lijekove etambutol, rifampin i rifabutin nismo testirali iz istog gore
navedenog razloga. Vazno je napomenuti da smo kod MAC izolata odabirali starije, prozirne
fenotip (CLSI, 2018b). Prilikom provodenja navedenog ispitivanja kao pozitivnu kontrolu
koristili smo soj M. avium ATCC 700898 sa poznatim MIC vrijednostima prema preporuci

proizvodaca kita.
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AMI -- Amikacin
CLA CLA CLA CLA CcLA CcLA CcLA CLA cIp STR pox | ETH CIP - Ciprofloksacin
0.06 012 025 05 1 2 4 8 16 64 16 20 . .
CLA -- Klaritromicin
CLA CLA CLA MXF RIF SXT AMI LZD cIp STR DOX ETH DOX -- Doksiciklin
16 32 64 8 8 8/152 64 64 8 32 8 10
EMB -- Etambutol
RFB EMB INH MXF RIF SXT AMI LZD cip STR DOX ETH . .
ETH -- Etionamid
8 16 8 4 4 4176 32 32 4 16 4 5
INH -- Izoniazid
RFB EMB INH MXF RIF SXT AMI LzD cip STR DOX ETH
4 8 4 2 2 238 16 16 2 8 2 25 LZD -- Linezolid
MXF -- Moksifloksacin
RFB EMB INH MXF RIF SXT AMI LzD cip STR DOX ETH
2 4 2 1 1 119 8 8 1 4 1 12 RFB -- Rifabutin
RFB EMB INH MXF RIF SXT | AMI LZD cIP STR DOX ETH RIF  -- Rifampicin
1 2 1 05 05 0595 | 4 4 05 2 05 06 L
STR -- Streptomicin
RFB EMB INH MXF RIF SXT | AmI LZD cIp STR DOX ETH SXT -- Trimetoprim/sulfametazol
05 1 05 0.25 025 |0.25475 2 2 0.25 1 0.25 03
POS -- Pozitivna kontrola
RFB EMB INH MXF RIF SXT | Ami LZD cIp STR DOX ros
025 05 025 0.12 012 |o012238| 1 1 0.12 05 0.12

Slika 4. Raspored i koncentracije antibiotika mikrotitracijske plo¢ice Thermo Scientific™

Sensititre™ Myco SLOMYCO AST kompleta

4.2.3.2 Odredivanje antimikrobne osjetljivosti brzorastucih netuberkulozih
mikobakterijskih vrsta

Ispitivanje antimikrobne osjetljivosti izolata pripadnika brzorastu¢ih netuberkulozih
mikobakterija (RGM) proveli smo postupkom mikrodilucije u bujonu pomocéu Thermo
Scientific™ Sensititre™ Myco RAPMYCO AST Plate komercijalnih kompleta (TREK
Diagnostic System, East Grinstead, UK). Sastoje se od mikrotitracijskih plocica sa 96 jazica
unutar kojih se nalazi 15 razli€itih antibiotika, a njihov raspored i1 koncentracije unutar plocice
su prikazani na slici 5. Budu¢i da se rezultati ispitivanja osjetljivosti za neke od testiranih
lijekova odnose na odredene vrste ili grupe, prije samog testiranja identificirali smo izolate do
razine vrste, te smo ih testirali na svih 15 antibiotika. Prilikom provodenja navedenog
ispitivanja kao pozitivnu kontrolu koristili smo soj M. smegmatis ATCC 19420 sa poznatim

MIC vrijednostima prema preporuci proizvodaca kita.
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AMI -- Amikacin
AUG2 -- Amoksicilin/klavulonska

kiselina
sxT | sxT | sxT | sxT | sxT sxT |zop |tz |z [z |z | o
0.25/475| 0505 | 119 | 238 | 476 8/152 1 2 4 8 16 32 FEP -- Cefepim
cip cip cip cp | cp cip IMI M IMI M M IMI FOX -- Cefoksitin
012 | 025 05 1 2 4 2 4 8 16 32 64 AXO -- Ceftriakson
MXF [ MxF | MxF | MxF | MxF [ MxF | FEP FEP FEP FEP FEP FEP CIP -- Ciprofloksacin
0.25 0.5 1 2 4 8 1 2 4 8 16 32 . .
CLA -- Kilaritromicin
Fox | Fox | Fox |Fox | Fox | Fox | Aue2 | AuG2 | AUG2 | Aucz | AuG2 | AuG2 DOX -- Doksiciklin
4 8 16 32 64 128 n 412 g4 | 168 | 32116 | 6432
IMI -- Imipenem
AMt | Amt | AmE | Ami [ Ami | Aami | AMI | AXO | Axo [ Axo | Axo | AxO . .
1 2 4 8 16 32 64 4 8 16 32 64 LZD -- Linezolid
MIN -- Minociklin
pDox | Dox | Dox |Dox [Dox |Dox |Dox |Dox |MIN [ MN [ MN | MN
012 | 025 05 1 2 4 8 16 1 2 4 8 MXF -- Moksifloksacin
16c | Tec | Tec | Tec | Tec | Tec | Tec | Tec | Tec | ToB | ToB | TOB TGC --Tigeciklin
0015 | 003 | 006 |012 | 025 05 1 2 4 1 2 4 TORE - Telsanis
CLA cA | ca |ca |ca |[ca [ca |ca |oaa | TOB | TOB vos SXT -- Trimetoprim/sulfametoksazol
0.06 012 | 025 0.5 1 2 4 8 16 8 16

POS -- Pozitivna kontrola

Slika 5. Raspored i koncentracije antibiotika mikrotitracijske plo¢ice Thermo Scientific™

Sensititre™ Myco RAPMYCO AST kita

4.2.3.3 Postupak provedbe metode mikrodulucije u bujonu

4.2.3.3.1 Priprema uzoraka za nacjepljivanje i njihovo nanosenje na

mikrotitracijsku plocicu

Da bi se standardizirala gustoca uzoraka za nacjepljivanje prilikom ispitivanja
antimikrobne osjetljivosti, koristi smo standard zamucenosti jednak 0,5 po McFarland
standardu. Nekoliko izraslih kolonija iste morfologije sterilnom bakterioloSkom usSicom
prenijeli smo u 4,5 ml sterilne destilirane vode u koju smo prethodno stavili sterilne staklene
kuglice (7-10 komada kuglica promjera 3 mm) dok se nije postigla zadana gusto¢a. Prilikom
odabira kolonija vodili smo racuna da se uzimaju one koje rastu pojedinacno na podlozi,
pritom zaobilaze¢i spojene kolonije. U slu¢aju MAC kompleksa uzimali smo kolonije koje su
prozirnog izgleda, ukoliko su takve i bile prisutne. Dobivenu suspenziju zatim smo izmijesali
pomocu mjesalice kroz 15-20 sekundi, te je kratko odlozili kako bi se preostali veci dijelovi
spustili na dno. Dobiveni supernatant koristili smo za nacjepljivanje. U slucaju pojave velike
nakupine kolonija ranije smo ih usitniti koriste¢i sterilan $tapi¢ i mikrotubicu. Kona¢nu
koncentraciju za nacjepljivanje (gusto¢a = 5 x 105 CFU/ml) dobili smo prijenosom 50 pl

suspenzije od 0,5 po McFarland standardu u 10 ml kationski prilagoden Mueller-Hinton bujon
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(engl. cation-adjusted Mueller-Hinton broth, CAMHB) (Thermo Scientific, Lenexa, SAD) sa
ili bez dodatka 5% oleinske kiseline-albumin-dekstroza-katalaze (engl. oleic acid—albumin—
dextrose—catalase, OADC) (Sigma — Aldrich, St. Louis, SAD). Prilikom ispitivanja RGM
koristili smo samo CAMHB, dok smo kod SGM koristili CAMHB sa dodatkom OADC-a
tako da smo u 11 ml CAMHB dodali 550 ul OADC-a. Epruvete smo zatim okrenuli 8-10
puta kako bi se sadrzaj temeljito izmijeSao. Dobivenu suspenziju zatim smo ulili u sterilnu
plasti¢nu posudu i koristec¢i viSekanalnu pipetu prenijeli volumen od 100 ul u svaku jazicu
mikrodilucijske plo¢ice s 96 jazica. Plo¢ice smo zatim prekrili ljepljivim pokrovom i
inkubirali na odredenoj temperaturi. Tako smo vrste pripadnike RGM inkubirali na 30 °C + 2
°C. Pripadnike MAC-a i ostale SGM inkubirali smo na 36 °C + 1 °C. Nakon postavljanja u
inkubator, inokulirane plo¢e ne smiju biti sloZzene vise od 3 komada jedna na drugu. Ploce

smo takoder stavili u plasti¢énu vrec¢icu koja se moZze zatvoriti kako bi se sprijecila dehidracija.

4.2.3.3.2 Prosudba, tumacenje i izvjeStavanje rezultata

4.2.3.3.2.1 M. avium kompleks

Za sva antimikrobna sredstva koja se testiraju prilikom ispitivanja pripadnika MAC-a,
MIC je najniZza koncentracija lijeka koja inhibira vidljivi rast (npr. jaZica 4A ako je 1E
kontrola rasta, kao §to je prikazano na slici 6.). Testne ploce na koje smo nacijepili vrste
pripadnike MAC-a prvi puta smo pregledali sedmog dana inkubacije. Ako je rast (koji se
pojavljuje kao zamucenost ili taloZenje stanica na dnu jazice) u jazici za kontrolu rasta
dovoljan (tj. najmanje 2+ na temelju ljestvice prikazane na slici 6.), vrijednosti MIC-a smo
zabiljezili. Drugacije, plou smo nastavili inkubirati 1 o€itavali je 10. dana. Ako rast niti tada
nije bio dovoljan u jaZici za kontrolu rasta, plocu smo ponovno ocitavali 14. dan. Ako je
porast ostao nedovoljan i 14. dana, test smo ponovili. Za sva testirana antimikrobna sredstva
zabiljezili smo vrijednosti MIC-a, a tumacenje rezultata za one antibiotike koji su opisani u
smjernicama od strane CLSI-a kako je prikazano u tablici 7. Kako je ve¢ prije navedeno,

osjetljivost na antibiotike etambutol, rifampin i rifabutin nismo testirali.
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Tablica 7. Antimikrobna sredstva i njihove krajnje tocke osjetljivosti za MAC (CLSI, 2018a)

Antimikrobno

MIC, pg/ml
sredstvo
LIJEK PRVE LINIJE
Klaritromicin <8 16 >32
Amikacin <16 32 >64
LIJEK DRUGE LINIJE
Moksifloksacin <1 2 >4
Linezolid <8 16 >32
Tumacenje
S | R
rezultata

MIC (engl. minimal inhibitory concentration) — najniza koncentracija koja prekida rast

S (engl. susceptible) — osjetljiv, I (engl. intermediate) — umjereno osjetljiv, R (engl. resistant) - otporan

4.2.3.3.2.2 M. kansasii

Za sve osim jednog od antimikrobnih sredstava, MIC je najniza koncentracija lijeka

koja inhibira vidljivi rast. lzuzetak je trimetoprim-sulfametoksazol, za koji je krajnja

koncentracija jaZica koja pokazuje priblizno 80% inhibicije rasta u usporedbi s rastom u

kontrolnoj jazici bez lijeka (npr. jaZica 1B ako je 1E kontrola rasta, kao $to je prikazano na

slici 6.). Testne plo¢e prvi puta smo pregledali sedmog dana inkubacije. Ako je porast bio

nedovoljan, plo¢e smo nastavili inkubirati i ponovno smo ih pregledali nakon 10 do 14 dana.

Za sva testirana antimikrobna sredstva zabiljezili smo vrijednosti MIC-a, a tumacenje

rezultata za one antibiotike koji su opisani u smjernicama od strane CLSI-a kako je prikazano

u tablici 8. Kako je ve¢ prije napomenuto osjetljivost na lijekove izoniazid i etambutol nismo

testirali.
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Tablica 8. Antimikrobna sredstva i njihove krajnje tocke osjetljivosti za M. kansasii (CLSI,
2018a)

Antimikrobno
MIC, pg/ml
sredstvo
LIJEK PRVE LINIJE
Klaritromicin <8 16 >32
Rifampin <1 - >2
LIJEK DRUGE LIJNIJE
Amikacin <16 32 > 64
Ciprofloksacin <l 2 >4
Doksiciklin <1 2-4 >8
Linezolid <8 16 >32
Moksifloksacin <1 2 >
Rifabutin <2 - >4
Trimetoprim -
<2/38 - >4/76
Sulfametoksazol
Tumacenje
S | R
rezultata

MIC (engl. minimal inhibitory concentration) — najniZza koncentracija koja prekida rast

S (engl. susceptible) — osjetljiv, I (engl. intermediate) — umjereno osjetljiv, R (engl. resistant) - otporan

4.2.3.3.2.3 Ostale spororastuce netruberkulozne mikobakterije

Za sve osim jednog od antimikrobnih sredstava, MIC je najniza koncentracija lijeka
koja inhibira vidljivi rast. lzuzetak je trimetoprim-sulfametoksazol, za koji je krajnja
koncentracija jaZica koja pokazuje priblizno 80% inhibicije rasta u usporedbi s rastom u
kontrolnoj jazici bez lijeka kako je ve¢ prije opisano (npr. jazica 1B ako je 1E kontrola rasta,
kao §to je prikazano na slici 6.). Testne ploce pregledavali smo u razdoblju od sedmog do 14.
dana inkubacije. Za sva testirana antimikrobna sredstva takoder smo zabiljezili vrijednosti
MIC-a, a tumacenje rezultata za one antibiotike koji su opisani u smjernicama od strane

CLSI-a kako je prikazano u tablici 9.
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Tablica 9. Antimikrobna sredstva i njihove krajnje tocke osjetljivosti za ostale spororastuce
netuberkulozne mikobakterije osim MAC i M. kansasii (CLSI, 2018a)

Antimikrobno
MIC, pg/ml
Sredstvo
Amikacin <16 32 > 64
Ciprofloksacin <1 2 >4
Klaritromicin <8 16 >32
Doksiciklin <1 2-4 >8
Linezolid <8 16 >32
Moksifloksacin <1 2 >4
Rifabutin <2 -
Rifampin <1 - >2
Trimetoprim -
<2/38 - >4/76
Sulfametoksazol
Tumacenje
S | R
rezultata

MIC (engl. minimal inhibitory concentration) — najniza koncentracija koja prekida rast

S (engl. susceptible) — osjetljiv, | (engl. intermediate) — umjereno osjetljiv, R (engl. resistant) — otporan

4.2.3.3.2.4 Brzorastuée netuberkulozne mikobakterije

Za sve osim jednog od antimikrobnih sredstava, MIC je najniZza koncentracija lijeka
koja zaustavlja vidljivi rast, a izuzetak je trimetoprim-sulfametoksazol za koji se krajnja
koncentracija u jazici prosuduje na priblizno 80% inhibicije, kao $to je opisano i za SGM.
Testne ploce na koje smo nacijepili vrste pripadnike RGM prvi puta smo pregledali nakon 48
sati. Prosudba inhibicije rasta nakon 48 sati posebno je od koristi za M. fortuitum skupinu, M.
mucogenicum skupinu i M. smegmatis skupinu, sto je kasnije detaljnije objasnjeno. Ako je
rast (koji se pojavljuje kao zamuéenost ili taloZenje stanica na dnu jazice) u jazici za kontrolu
rasta bio dovoljan (tj. najmanje 2+ na temelju ljestvice prikazane na slici 6.), vrijednosti MIC-
a smo zabiljezili. Drugacije, plo¢u smo nastavili inkubirati i o€itavali je tre¢i dan inkubacije.
Ako rast niti tada nije bio dovoljan u jazici za kontrolu rasta, plocu smo ponovno ocitavali
cetvrti dan inkubacije. Ako i petoga dana nije bilo moguce zabiljeziti rast, test smo ponovili.
Prilikom ispitivanja pripadnika vrsta M. phocaicum i M. peregrinum rezultate testa

osjetljivosti na klaritromicin (samo tumacenje, bez MIC-a) o¢itavali Smo s ostalim rezultatima
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nakon tri do pet dana inkubacije, poSto je za navedene vrste dokazano da imaju
nefunkcionalni ili odsutni erm gen i stoga se o¢ekuje da su osjetljivi na klaritromicin. Za sve
ostale vrste pripadnike RGM rezultate testa osjetljivosti na klaritromicin oc¢itali smo i 14. dana
inkubacije, u svrhu fenotipske detekcije inducibilne otpornosti na makrolide uzrokovane
prisutno$¢u erm gena, osim ako vrijednost MIC-a nije iznosila >16 pg/ml ranije kada smo
konac¢ni rezultat i ocitali.

Nadalje, prilikom ocitavanja osjetljivosti na imipenem kod pripadnika M. fortuitum grupe (M.
fortuitum, M. peregrinum, M. septicum, M. porcinum) i M. mucogenicum grupe (M.
phocaicum) u slucaju da je MIC vrijednost iznosila > 8ug/ml petoga dana ocitavanja,
testiranje smo ponovili uz inkubaciju ne dulju od tri dana. Ako je vrijednost MIC-a
ponovljenog testa opet iznosila > 8ug/ml, vrijednost MIC-a nismo prijavili zbog nestabilnosti
antibiotika. Nadalje, za tigeciklin smo zabiljezili samo vrijednosti MIC-a bez tumacenja
rezultata, posto do sada nije opisana povezanost izmedu in vitro rezultata i klini¢kog
odgovora, pa time nisu odredene niti krajnje tocke koje razdvajaju osjetljive od otpornih
izolata. Za sva ostala testirana antimikrobna sredstva zabiljezili smo i vrijednosti MIC-a i
tumacenje rezultata, prate¢i smjernice opisane od strane CLSI-a kako je prikazano u tablici
10. Za antibiotike cefepim, cefriakson, amoksicilin — klavulonsku kiselinu i minociklin
smjernice za tumacenje rezultata za brzorastu¢e mikobakterije do sada nisu utvrdene od strane
CLSl-a, te smo rezultate tumacili prema smjernicama CLSI-a za nokardije i ostale

aktinomicete kako je opisano u nedavnom istrazivanju (BRODA i sur., 2013.).
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Tablica 10. Antimikrobna sredstva i njihove krajnje toCke osjetljivosti za brzorastuce

netuberkulozne mikobakterije

Antimikrobno
MIC, pg/ml
Sredstvo
Amikacin! <16 32 > 64
Cefoksitin! <16 | 32-64 | >128
Ciprofloksacin? <1 2 >4
Klaritromicin! <2 4 > 38
Doksiciklin! <1 2-4 >8
Imipenem? <4 8-16 | >32
Linezolid! <8 16 >32
Moksifloksacin® <1 2 >4
Trimetoprim -
<2/38 - >4/76
Sulfametoksazol*
Tigeciklin? - - -
Tobramicin? <2 4 >8
Cefepim?® <8 16 >32
Amoksicilin —
klavulonska
o <84 | 16/8 |>32/16
kiselina
omjer 2:12
Cefriakson? <8 16-32 | >64
Minociklin? <1 2-4 >8
Tumacenje
S | R
rezultata

MIC (engl. minimal inhibitory concentration) — najniza koncentracija koja prekida rast

S (engl. susceptible) — osjetljiv, | (engl. intermediate) — umjereno osjetljiv, R (engl. resistant) — otporan

! Antimikrobna sredstva i njihove krajnje to¢ke osjetljivosti prema preporukama CLSI za RGM (CLSI, 2018a)

2 Antimikrobna sredstva i njihove krajnje tocke osjetljivosti prema preporukama CLSI za nokardije i ostale
aktinomicete (CLSI, 2018a)

3 Antimikrobna sredstva i njihove krajnje tocke osjetljivosti prema preporukama CLSI za nokardije i ostale
aktinomicete (CLSI, 2011.)
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1E Kontrola rasta (4+)

3A | = Malo kolonija, nema zamuéenosti

5C + Malo kolonija, blaga zamucenost

5D 1+ Vidljiva zamuéenost

5E 2+ Vidljiva zamucenost i “nepravilan rast kolonija”

1B 2+ Umjeren rast kolonija, blaga zamucéenost

1D | 3+ Opsezan rast kolonija

4E 3+ Opsezan rast kolonija, zamucenost

1C 4+ Opsezan rast kolonija usporediv sa kontrolom (takoder jazice 2A i 2E su 4+)

Slika 6. Smjernice za tumacenje krajnjih to¢aka minimalne inhibicijske koncentracije (MIC)
metodom mikrodilucije pri testiranju netuberkulozmih mikobakterija (CLSI, 2018b)

+ znak oznacava jednu do pet brojivih kolonija i / ili blagu, ali definitivhu zamucenost.
Poznate negativne jazice treba pazljivo proditati, jer se moze vidjeti blagi talog povezan s
nacijepljivanjem. Rezultati se ¢itaju kao Sto je prikazano u tablici. Jazice 4A, S5A, 2B, 4B, 5B,

2C, 4C, 2D, 3D, 4D i 3E su negativne.

4.2.4 Statisti¢ka obrada rezultata

Rezultate smo obradili statistickim programom Stata 13.1 (Stata Corp. SAD).
Deskriptivne podatke prikazali smo kao vrijednosti ukupnog broja 1 postotka. Opazene razlike
izmedu skupina testirali smo Hi-kvadrat testom i Fisher exact testom, a znacajnost razlika
prikazali smo P-vrijednos¢u pri ¢emu smo P-vrijednost manju od 0.05 smatrali statisticki

znacajnom.
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4.2.5 Prikaz geografske rasprostranjenosti pojedinih vrsta brzo i spororastucih
neuberkuloznih mikobakterija s obzirom na antimikrobnu otpornost u

Republici Hrvatskoj

Geografsku rasprostranjenost dobivenih rezultata antimikrobne osjetljivosti prikazali
smo pomocu rac¢unalnog programa QGIS 3.10 (Open Source Geographic Information System,
https://qgis.org/en/site/). Na mapama smo prikazali izdvojene sojeve brzo i spororastucih
netuberkuloznih mikobakterija koji su pokazali otpornost na pojedine antibiotike, te smo ih

razdvojili prema vrstama mikobakterija.
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5 REZULTATI

5.1 Rezultati bakterioloskih pretraga

Tijekom promatranog razdoblja od 2014. do 2016. godine ukupno smo bakterioloski
pretrazili 593 arhivskih uzoraka organa i tkiva podrijetlom iz 153 Zivotinje iz 14 Zupanija i
Grada Zagreba. Pripadnike roda Mycobacterium izdvojili smo iz ukupno 80 zivotinja (52%), i
to 29 (36,2%) domacih zivotinja (17 goveda, 5 svinja, 2 ovce, 1 koza, 2 kokosi, 2 patke) i 51
(63,7%) divlje zivotinje (51 srna), a izdvojili smo ukupno 84 izolata. Godine 2014.
mikobakterije su izdvojene iz 6 od 23 goveda (26%), 5 od 12 svinja (42%), 2 (kokos i patka)
od 4 ostalih domacih zivotinja (50%) i 28 od 39 srna (72%). Godine 2015. mikobakterije su
izdvojene iz 6 od 17 goveda (35%), 2 (kokos i ovca) od 3 ostale domace Zivotinje i 16 od 27
srna (59%), dok je jedna pretraZzena svinja dala negativan rezultat. Godine 2016.
mikobakterije su izdvojene iz 5 od 9 goveda (56%), 3 (koza, patka i ovca) od 4 ostalih
domacih zivotinja (75%) i 7 od 14 srna (50%). Mikobakterije smo iz goveda izdvojili u
ukupno 8 Zupanija i to u Bjelovarsko — bilogorskoj (1 izolat), Koprivni¢ko — krizevackoj (1
izolat), Li¢ko — senjskoj (1 izolat), Osjecko — baranjskoj (4 izolata), Pozesko — slavonskoj (1
izolat), Sisacko — moslavackoj (5 izolata), Splitsko — dalmatinskoj (2 izolata) i Zagrebackoj
zupaniji (2 izolata). Mikobakterije iz svinja smo izdvojili u ukupno 2 Zupanije i to
Bjelovarsko — bilogorskoj (1 izolat) i Zagrebackoj Zupaniji (4 izolata). Iz ostalih domacih
zivotinja mikobakterije Smo izdvojili u ukupno 5 Zupanija i to Bjelovarsko — bilogorskoj (1
izolat iz kokosi i 1 iz koze), Karlovackoj (1 izolat iz ovce), Vukovarsko — srijemskoj (1 izolat
iz patke), Zagrebackoj zupniji (1 izolat iz kokosi) i Gradu Zagrebu (1 izolat iz ovce i 1 iz
patke). Mikobakterije smo iz divljih zivotinja, tj. srna izdvojili u jednoj Zupaniji i1 to

Bjelovarsko — bilogorskoj (55 izolata) (Tablica 11.).
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Tablica 11. Broj bakterioloski obradenih Zivotinja te broj izdvojenih izolata

VRSTA ZIVOTINJE I GODINA

GOVEDA SVINJE OSTALE* SRNE
ZUPANIJA 2014. | 2015. | 2016. | 2014. | 2015. | 2016. | 2014. | 2015. | 2016. | 2014. | 2015. | 2016. | UKUPNO
Pretrazeno
Pretrazeno/pozitivno Pretrazeno/pozitivno Pretrazeno/pozitivno Pretrazeno/pozitivno o
/pozitivno
Bjelovarsko - 1/1 1/1
. 11 1/- 1/- 11 -/- -/- -/- 39/28 | 27/16 | 1417 86/55
bilogorska koko§ | koza
Brodsko -
-I- -/- -/- 1/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 1/-
posavska
2/1 1/1
Grad Zagreb -I- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 4/2
ovca | patka
1/-
Istarska -I- -/- -/- -/- -/- -/- -I- /- -I- -I- -/- 1/-
kokos
1/1
Karlovacka -I- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -I- -I- -I- -/- 1/1
ovca
Koprivnicko -
31 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -I- /- -I- -I- -/- 311
krizevacka
Li¢ko - senjska | 3/1 -/- -/- -/- -I- -I- -I- -/- -/- -/- -/- -/- 31
1/-
Medimurska -/- -/- -/- -/- -I- -I- -I- -/- -/- -/- -/- 1/-
ovca
Osjecko -
. 6/3 -I- 1/1 1/- -I- -I- -I- -/- -/- -/- -/- -/- 8/4
baranjska
Pozesko -
2/- 1/- 11 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 31
slavonska
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Sisac¢ko -
2/- 10/3 212 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 14/5
moslavacka
Splitsko -
-/- 3/1 1/1 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 4/2
dalmatinska
Vukovarsko - 1/1
B -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 1/1
srijemska patka
Zadarska 1/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 1/-
2/1
Zagrebacka 5/- 212 3/- 9/4 1/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 2217
kokos
UKUPAN
23/6 17/6 9/5 12/5 1/- -/- 4/2 3/2 4/3 | 39/28 | 27/16 | 14/7 153/80
BROJ
%
26 35 56 42 - - 50 67 75 72 59 50 52
POZITIVNIH
BROJ
6 6 5 5 - - 2 2 3 30 18 7 84
IZOLATA

* ostale domace Zivotinje: ovca, koza, kokos, patka
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S obzirom da su arhivski izolati prethodno opisani samo do razine roda, takoder smo
njih ukupno 71 nasadili na hranjive podloge u svrhu daljnje klasifikacije i odredivanja vrste.
Navedeni arhivski izolati podrijetlom su od 22 (31%) domace Zivotinje (14 goveda, 5 svinja i
3 kokosi) 1 49 (69%) divljih zivotinja (49 divljih svinja) iz 9 Zupanija 1 Grada Zagreba kako je
vec ranije opisano.

Tako je dobiven ukupan broj od 155 izolata koji ukljucuje arhivske i izdvojene izolate
podrijetlom od 51 (32,9%) domace (31 govedo, 10 svinja, 2 ovce, 1 koza, 5 kokosi, 2 patke) i
104 (67,1%) divlje (49 divljih svinja i 55 srna) zivotinje (Tablica 12.).

U svrhu provodenja daljnjih pretraga izdvojene izolate smo podijelili s obzirom na brzinu
rasta na hranjivoj podlozi na brzorastu¢e kod kojih su kolonije bile vidljive unutar sedam dana
i spororastuce kod kojih je bilo potrebno dulje vrijeme inkubacije.

Na pojedinim hranjivim podlogama na koje smo nacijepili arhivski materijal/ izolat
podrijetlom od iste divlje zivotinje (srne ili divlje svinje) uocili smo kolonije razli¢itih
morfoloskih obiljezja, te smo ih razdvojili kao zasebne izolate pod pretpostavkom da se radi o
razli¢itim mikobakterijskim vrstama (Slika 7. — 10.). Od ukupno 155 izolata, 71 izolat je
arhivski iz promatranog razdoblja od 2012. do 2013. godine, dok je ostalih 84 izolata
podrijetlom od arhivskih uzoraka iz razdoblja od 2014. do 2016. godine. Od navedenih izolata
106 (68,4%) je pripadnika brzorastu¢ih mikobakterija, a 49 (31,6%) je spororastucih
mikobakterija. U domacih Zivotinja izdvojili smo ukupno 18 (17%) izolata brzorastucih
mikobakterija (13 izolata iz goveda, 1 izolat iz svinje, 2 izolata iz ovaca, 1 izolat iz koze, 1
izolat iz kokosi), dok smo iz divljih Zivotinja izdvojili njih ukupno 88 (83%) (40 izolata iz
divljih svinja, 48 iz srna). Nadalje, iz domacih zivotinja izdvojili smo ukupno 33 (67,3%)
izolata spororastu¢ih mikobakterija (18 izolata iz goveda, 9 izolata iz svinja, 4 izolata iz
kokosi, 2 izolata iz pataka), dok smo iz divljih zivotinja izdvojili njih ukupno 16 (32,7%) (9
izolata iz divljih svinja, 7 izolata iz srna) (Tablica 12.).

Svih navedenih 155 izolata nakon porasta vidljivih kolonija na hranjivim podlogama
mikroskopski smo pretrazili na prisutnost acidorezistentnih Stapi¢a bojenjem po Ziehl -
Neelsenu, te su svi pokazali pozitivan rezultat. Izolate smo oznacili rednim brojevima od 1. do

155., te smo ih dalje u tekstu navodili pod upravo tim brojevima.

69



Tablica 12. Popis ukupnog broja izolata brzo i spororastu¢ih NTM-a ukljuéenih u istraZivanje

: Lo Rast
Redni | Arhivski broj 3 o
. ) N Vrsta . ) L kolonija | Vidljivi
broj izolata ili Zupanija Godina | Klasifikacija
. Zivotinje na rast
izolata uzorka* .
podlozi
Bjelovarsko -
1. 851 govedo ) 2014. brzorastuce S 7. dan
bilogorska
Koprivnic¢ko -
2. 44960 govedo ) 2014. brzorastuce G 5. dan
krizevacka
3. 6920 govedo | Lic¢ko - senjska 2014. brzorastuce S,G 7. dan
Osjecko -
4, 44601 govedo ) 2014, brzorastuce S 7. dan
baranjska
Sisacko -
5. 34191 govedo 2015. brzorastuce G 7. dan
moslavacka
Sisacko -
6. 38560 govedo 2015. brzorastuce G 7. dan
moslavacka
Splitsko -
7. 7995 govedo . 2015. brzorastuce G,P 7. dan
dalmatinska
8. 11111 govedo Zagrebacka 2015. brzorastuce S, P 7. dan
9. 5373 govedo Zagrebacka 2015. brzorastuce S, P 7. dan
10. 7114 govedo Grad Zagreb 2016. brzorastuce G,P 7. dan
Osjecko -
11. 20792 govedo ) 2016. brzorastuce G,P 7. dan
baranjska
Sisacko -
12. 29544 govedo 2016. brzorastuée S,G,P 7. dan
moslavacka
Splitsko -
13. 32080 govedo ) 2016. brzorastuée S,G,P 7. dan
dalmatinska
o Bjelovarsko -
14. 8640 svinja ) 2014. brzorastuce S 14. dan
bilogorska
15. 14566 ovca Grad Zagreb 2015. brzorastuce G 14. dan
16. 49573 ovca Karlovacka 2016. brzorastuce S,G,P 7. dan
Bjelovarsko —
17. 48680 koza ] 2016. brzorastuée S,G,P 7. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
18. 64293 koko$ ) 2015. brzorastuce S,G,P 14. dan
bilogorska
divlja Sisacko -
19. 54545/2335 o 2013. brzorastuce S 7. dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -
20. 54541/2344 o 2013. brzorastuce G 5. dan
svinja moslavacka
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divlja Sisa¢ko -

21. 54541/2344 L 2013. brzorastuce G .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

22. 57536/2219 o 2013. brzorastuce P,G .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

23. 57536/2219 o 2013. brzorastuce S . dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

24, 57539/2223 o 2013. brzorastuce S, P .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

25. 57541/222 o 2013. brzorastuce S, G .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

26. 57543/2220 o 2013. brzorastuce S .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

27. 57535/2254 o 2013. brzorastuce G .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

28. 57528/2252 o 2013. brzorastuce S, P .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

29. 55933/3184 o 2013. brzorastuce S . dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

30. 65250/3187 o 2013. brzorastuce S .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

3L 65250/3187 o 2013. brzorastuce S, G .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

32. 62019/24459 o 2013. brzorastuce G .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

33. 62020/24461 o 2013. brzorastuce S, G . dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

34. 63453/2324 o 2013. brzorastuce G . dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

35. 63457/2322 o 2013. brzorastuce G . dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

36. 63457/2322 o 2013. brzorastuce S,P,G .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

37. 63477/2281 o 2013. brzorastuce P,G . dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

38. 63480/2283 o 2013. brzorastuce S . dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

39. 63476/2282 o 2013. brzorastuce G . dan
svinja moslavacka
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divlja Sisa¢ko -

40. 63476/2282 L 2013. brzorastuce P .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

41. 63695/2325 o 2013. brzorastuce G,P .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

42. 62141/3308 o 2013. brzorastuce J .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

43. 62147 o 2013. brzorastuce S . dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

44, 63587/3319 o 2013. brzorastuce S .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

45, 63588/3296 o 2013. brzorastuce S, G .dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -

46. 63590/3318 o 2013. brzorastuce S . dan
svinja moslavacka
divlja

47. 54236/21672 o Zagrebacka 2013. brzorastuce S .dan
svinja
divlja

48. 54238/21674 o Zagrebacka 2013. brzorastuce S,G . dan
svinja
divlja

49. 54239/21675 o Zagrebacka 2013. brzorastuce S, G,P . dan
svinja
divlja

50. 54234/21670 o Zagrebacka 2013. brzorastuce S,G . dan
svinja
divlja

51. 58968/26708 o Zagrebacka 2013. brzorastuce S, G . dan
svinja
divlja

52. 58968/26708 o Zagrebacka 2013. brzorastuce G . dan
svinja
divlja

53. 54235/21671 o Zagrebacka 2013. brzorastuce S, P . dan
svinja
divlja

54, 58967/26706 o Zagrebacka 2013. brzorastuce G . dan
svinja
divlja

55. 58970/26711 o Zagrebacka 2013. brzorastuce S . dan
svinja
divlja

56. 58972/26702 o Zagrebacka 2013. brzorastuce S . dan
svinja
divlja

57. 58973/26697 o Zagrebacka 2013. brzorastuce S . dan
svinja
divlja

58. 58973/26697 o Zagrebacka 2013. brzorastuce S . dan
svinja
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Bjelovarsko -

59. 61437/1486 srna ) 2014. brzorastuce S,G . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
60. 64261/1481 srna ) 2014. brzorastuce P . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
61. 64261/1492 srna ] 2014. brzorastuce G,P .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
62. 64501/1493 srna ) 2014. brzorastuce G .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
63. 64501/1496 srna ) 2014. brzorastuce G .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
64. 65058/1501 srna ) 2014. brzorastuce S .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
65. 66529/13589 srna ] 2014. brzorastuce S . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
66. 66868/13587 srna ] 2014. brzorastuce S . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
67. 65629/13728 srna ) 2014. brzorastuce P . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
68. 65633/13724 srna ) 2014. brzorastuce S, G .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
69. 65444/641 srna ) 2014. brzorastuce G . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
70. 65455/13672 srna ) 2014. brzorastuce S .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
71. 66307/13956 srna ] 2014. brzorastuce S, G . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
72. 66307/13956 srna ] 2014. brzorastuce S . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
73. 66307/13958 srna ) 2014. brzorastuce S .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
74. 66307/13958 srna ) 2014. brzorastuce S, G .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
75. 66307/13962 srna ) 2014. brzorastuce G .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
76. 66310/13963 srna ] 2014. brzorastuce G . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
77. 70052/13941 srna 2014. brzorastuce G . dan

bilogorska

73



Bjelovarsko -

78. 70052/13938 srna ) 2014. brzorastuce S, G . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
79. 70052/13939 srna ) 2014. brzorastuce S .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
80. 1645/13752 srna ) 2015. brzorastuce S . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
81. 1645/13753 srna ) 2015. brzorastuce S, G .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
82. 1645/13754 srna ) 2015. brzorastuce S .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
83. 70030/13000 srna ) 2014. brzorastuce S .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
84. 1207/12952 srna ) 2015. brzorastuce S .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
85. 1207/12954 srna ] 2015. brzorastuce S . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
86. 1207/12955 srna ) 2015. brzorastuée S,G,P . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
87. 69905/12951 srna ) 2014. brzorastuce G,P .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
88. 69520/540 srna ) 2014. brzorastuce G . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
89. 69520/542 srna ) 2014. brzorastuce G . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
90. 2753/14005 srna ] 2015. brzorastuce S . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
91. 2753/14006 srna ] 2015. brzorastuce P . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
92. 2337/13038 srna ) 2015. brzorastuce S, G .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
93. 414/13005 srna ) 2015. brzorastuce P . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
94. 3237/14011 srna ) 2015. brzorastuce S, G .dan
bilogorska
Bjelovarsko -
95. 3237/14011 srna ] 2015. brzorastuce S . dan
bilogorska
Bjelovarsko -
96. 64422/11588 srna 2015. brzorastuce S . dan

bilogorska
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Bjelovarsko -
97. 64422/11588 srna ) 2015. brzorastuce S, G 5. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
98. 62660/20045 srna ) 2015. brzorastuce P 7. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
99. 62662/20043 srna ) 2015. brzorastuce P,G 7. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
100. 63495/10952 srna ) 2015. brzorastuce G 5. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
101. 70074/13749 srna ) 2014. brzorastuce S, G 7. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
102. 2492/10967 srna ) 2016. brzorastuce P 7. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
103. 1627/11051 srna ] 2016. brzorastuée S, G 7. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
104. 1627/11053 srna ) 2016. brzorastuce G 7. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
105. 183/10958 srna ) 2016. brzorastuce S 7. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
106. 183/10960 srna ) 2016. brzorastuce S 5. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
107. 16499 govedo ) 2012. spororastuce S,G 35.dan
bilogorska
Brodsko -
108. 51003 govedo 2012. spororastuce S, P 21. dan
posavska
Osjecko -
109. 5081 govedo ] 2012. spororastuce S 21. dan
baranjska
Osjecko -
110. 21571 govedo ) 2012. spororastuce S 21. dan
baranjska
Pozesko -
111. 71097 govedo 2012. spororastuce S 21.dan
slavonska
Sisacko -
112. 44635/6-44 govedo 2012. spororastuce G 28.dan
moslavacka
Sisacko -
113. 44635/5-43 govedo 2012. spororastuce S 49. dan
moslavacka
Sisacko -
114. 44645 govedo 2012. spororastuce G 28.dan
moslavacka
Sisacko -
115. 66845 govedo 2012. spororastuce S, G 42.dan
moslavacka
116. 4711 govedo Zagrebacka 2012, spororastuce S, G 21. dan
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117. 47206 govedo Zagrebacka 2012. spororastuce 28.dan
118. 63230 govedo | Lic¢ko - senjska 2013. spororastuce S 35. dan
Pozesko -
119. 40928 govedo 2013. spororastuce G 35. dan
slavonska
Sisacko -
120. 65154 govedo 2013. spororastuce S 56. dan
moslavacka
Osjecko -
121. 42643 govedo ) 2014. spororastuce P 42. dan
baranjska
Osjecko -
122. 52113 govedo ) 2014, spororastuce S, P 21. dan
baranjska
Sisacko -
123. 38561 govedo 2015. spororastuce P 49. dan
moslavacka
Sisacko -
124, 22715 govedo 2016. spororastuce S,G,P 42. dan
moslavacka
125. 50850/1 svinja Medimurska 2012. spororastuce S 21. dan
126. 17320 svinja Medimurska 2013. spororastuce S, P 21. dan
127. 36252 svinja Medimurska 2013. spororastuce S 28.dan
o Vukovarsko -
128. 21488 svinja . 2013. spororastuce S 42. dan
srijemska
129. 2092 svinja Zagrebacka 2013. spororastuce P 39. dan
130. 4908 svinja Zagrebacka 2014. spororastuce S, P 28.dan
131. 11974/174 svinja Zagrebacka 2014. spororastuce S, P 21. dan
132. 11974/192 svinja Zagrebacka 2014. spororastuce P 21. dan
133. 19270 svinja Zagrebacka 2014. spororastuce SP 21. dan
134. 4529 koko$ Grad Zagreb 2013. spororastuce S, P 63. dan
135. 4066 kokos Zagrebacka 2013. spororastuce P 42. dan
136. 7726 kokos Zagrebacka 2013. spororastuce S,P 28. dan
137. 19239 kokos Zagrebacka 2014. spororastuce S 28. dan
Vukovarsko -
138. 15323 patka B 2014. spororastuce S 42. dan
srijemska
139. 39705 patka Grad Zagreb 2016. spororastuce S, P 49. dan
divlja
140. 59154/3320 o Zagrebacka 2013. spororastuce G 28. dan
svinja
divlja Sisacko -
141. 62198/2371 o 2013. spororastuce S 14.dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -
142. 55933/3184 o 2013. spororastuce G,P 21.dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -
143. 62025/24465 o 2013. spororastuce P,G 35. dan
svinja moslavacka
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divlja Sisa¢ko -
144. 62027/24460 o 2013. spororastuce S,P,G 35. dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -
145. 63491/5236 o 2013. spororastuce P 21.dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -
146. 63689/2323 o 2013. spororastuce S 28. dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -
147. 62146/3347 o 2013. spororastuce G,P 35. dan
svinja moslavacka
divlja Sisacko -
148. 63592 o 2013. spororastuce G 35. dan
svinja moslavacka
Bjelovarsko -
149, 66868/13588 srna ) 2014, spororastuce S 28. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
150. 65418/13726 srna ) 2014. spororastuce P 28. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
151. 68632/5061 srna ] 2014. spororastuce P 21. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
152. 2276/13758 srna ) 2015. spororastuce P 28.dan
bilogorska
Bjelovarsko -
153. 69523/13748 srna ) 2014. spororastuce S,G 14. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
154. 3092/12024 srna ) 2016. spororastuce S 21. dan
bilogorska
Bjelovarsko -
155. 2492/10966 srna ) 2016. spororastuce S 35. dan
bilogorska

* arhivski izolati su iz promatranog razdoblja od 2012. do 2013. godine, a arhivski

godine

S - Stonebrink

G - Lowenstein Jensen s glicerolom

P - Léwenstein Jensen s piruvatom

uzorci od 2014. do 2016.
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Slika 7. Prikaz kolonija brzorastu¢ih netuberkuloznih mikobakterija pripadnika vrste M.
neoaurum izdvojenih iz srne pod rednim brojem izolata 86. dobivenih na hranjivoj podlozi

Lowenstein Jensen s piruvatom

‘

Slika 8. Prikaz kolonija brzorastu¢ih netuberkuloznih mikobakterija pripadnika vrste M.

neoaurum izdvojenih iz srne pod rednim brojem izolata 89. dobivenih na hranjivoj podlozi

Léwenstein Jensen s glicerolom
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Slika 9. Prikaz kolonija spororastu¢ih netuberkuloznih mikobakterija pripadnika vrste M.
triviale izdvojenih iz svinje pod rednim brojem izolata 128. dobivenih na hranjivoj podlozi
Stonebrink

Slika 10. Prikaz kolonija spororastu¢ih netuberkuloznih mikobakterija pripadnika vrste M.
gordonae izdvojenih iz goveda pod rednim brojem izolata 113. dobivenih na hranjivoj podlozi
Stonebrink
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5.2 Rezultati molekularne identifikacije i tipizacije

5.2.1 Rezultati dokaza pripadnosti rodu Mycobacterium u izdvojenim izolatima

Postupkom umnazanja regije 16S rRNK gena i gena koji kodira 65 kD antigen,
prisutnih u svih mikobakterija, sigurno dokazujemo pripadnost rodu Mycobacterium. Tijekom
naSeg istrazivanja ukupno su izdvojena 155 izolata podrijetlom iz goveda (31 izolat), svinja
(10 izolata), ovaca (2 izolata), koze (1 izolat), kokosi (5 izolata), pataka (2 izolata), divljih
svinja (49 izolata) i srna (55 izolata). U svih 155 izolata utvrdeni su produkti umnozavanja
veli¢ine 543 baznih parova (bp) i 383 bp Sto je siguran dokaz da izolati pripadaju rodu
Mycobacterium (Slika 11. i 12.).
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Slika 11. Prikaz rezultata utvrdivanja pripadnosti rodu Mycobacterium izolata iz goveda,
svinje, divlje svinje 1 srne na osnovu veli¢ine produkta umnozavanja od 543 bazna para (bp).
Pretrazivani izolati oznaceni su brojevima 1 (govedo — izolat redni broj (r.b.) 110.), 2 (svinja —
izolat r.b. 125.), 3 (divlja svinja — izolat r.b. 141.) i 4 (izolat r.b. 149.). Pozitivna kontrola

oznacena je brojem 5 (M. avium subsp. avium), a negativna kontrola brojem 6.
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Slika 12. Prikaz rezultata utvrdivanja pripadnosti rodu Mycobacterium izolata iz goveda,
svinje, divlje svinje i srne na osnovu veli¢ine produkta umnozavanja od 383 bazna para (bp).
Pretrazivani izolati oznaceni su brojevima 1 (govedo — izolat redni broj (r.b.) 110.), 2 (svinja —
izolat r.b. 125.), 3 (divlja svinja — izolat r.b. 141.) i 4 (izolat r.b. 149.). Pozitivna kontrola

oznac¢ena je brojem 5 (M. avium subsp. avium), a negativna kontrola brojem 6.

5.2.2 Rezultati analize vrsta Mycobacterium sp. u izdvojenim izolatima (Geno

Type® Mycobacterium)

Nakon S$to smo u izdvojenih izolata dokazali pripadnost rodu Mycobacterium,
pristupili smo dokazivanju klinicki znacajnih mikobakterija pomoc¢u testa “Geno Type®
Mycobacterium CM”. Test nam omoguéava identifikaciju sljede¢ih vrsta mikobakterija: M.
avium ssp., M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M.
scrofulaceum, M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense, M. peregrinum, M. marinum/M.
ulcerans, M. tuberculosis kompleks i M. xenopi. Specifi¢cnom hibridizacijom testirali smo svih
155 izolata. Pripadnost vrsti uspjesno smo odredili za 48 izdvojenih izolata. Pripadnost M.
avium ssp. utvrdili smo u 18 (11,6%) izolata u ukupno 8 Zupanija, i to u Bjelovarsko —

bilogorskoj (2 izolata — 2 srne), Licko — senjskoj (1 izolat iz goveda), Medimurskoj (3 izolata
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— 3 svinje), Osje¢ko — baranjskoj (1 izolat iz goveda), Pozesko — slavonskoj (1 izolat iz
goveda), Vukovarsko — srijemska (1 izolat iz patke), Zagrebackoj zupaniji (ukupno 7 izolata —
1 govedo, 3 svinje i 3 kokosi) i Gradu Zagrebu (2 izolata — 1 kokos, 1 patka).

Pripadnost M. fortuitum utvrdili smo u 27 (17,4%) izolata u ukupno 5 Zupanija, i to
Bjelovarsko — bilogorskoj (17 izolata — 1 govedo, 1 svinja, 15 srna), Li¢ko — senjskoj (1 izolat
iz goveda), Osjecko — baranjskoj (1 izolat iz goveda), Sisacko — moslavackoj (4 izolata — 4
divlje svinje) i Zagrebackoj zupaniji (4 izolata — 2 goveda, 2 divlje svinje). Pripadnost M.
gordonae utvrdili smo u 3 (1,9%) izolata u ukupno 2 Zupanije, i to Osje¢ko — baranjskoj (1
izolat iz goveda) i Sisa¢ko — moslavackoj Zupaniji (2 izolata iz goveda) (Tablica 13.).

Ostalim izdvojenim izolatima nije bilo moguce odrediti pripadnost vrsti prethodno
navedenom metodom, pa smo analizu nastavili pomocu testa “Geno Type® Mycobacterium
AS” koji omogucava identifikaciju sljedecih vrsta: M. simiae, M. mucogenicum, M. goodii, M.
celatum, M. smegmatis, M. genavense, M. lentiflavum, M. heckeshornense, M. szulgai/M.
intermedium, M. phlei, M. haemophilum, M. kansasii, M. ulcerans, M. gastri, M. asiaticum i
M. shimoidei.

Specifi¢nom hibridizacijom testirali smo preostalih 107 izolata. Pripadnost vrsti uspjesno smo
odredili kod 13 izolata. Pripadnost M. celatum utvrdili smo u 8 (5,2%) izolata u ukupno 2
zupanije, i to Osjecko — baranjskoj (2 izolata iz goveda) i Sisatko — moslavackoj Zupaniji (6
izolata — 1 iz goveda, 5 iz divljih svinja).

Pripadnost M. kansasii utvrdili smo u 3 (1,9%) izolata u ukupno 2 Zupanije, i to Bjelovarsko —
bilogorskoj (2 izolata iz srna) i Sisacko — moslavackoj zupaniji (1 izolat iz goveda).
Pripadnost M. intermedium utvrdili smo u 2 (1,3%) izolata u ukupno 2 Zupanije, i to U
Bjelovarsko — bilogorskoj (1 izolat iz goveda) i Sisacko — moslavackoj zupaniji (1 izolat iz
divlje svinje). Navedenim testom “Geno Type® Mycobacterium AS” ne mozemo razdvojiti
vrste M. szulgai/M. intermedium, te smo za daljnju identifikaciju upotrijebili test “Geno
Type® Mycobacterium CM*“, kojim se za vrstu M. szulgai javljaju hibridizacijske zone na
polozajima 1, 2, 3, 10 i 11, a za M. intermedium na polozajima 1, 2, 3 i 10 $to je bio slucaj
kod nasih izolata (Tablica 13.).

Navedenim testovima uspjeSno smo tipizirali ukupno 61 (39,4%) izolat do razine

vrste, dok je za preostalih 94 izolata samo potvrdena pripadnost rodu Mycobacterium.
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Tablica 13. Prikaz rezultata analize vrsta specificnom hibridizacijom pomocu testa “Geno

Type® Mycobacterium CM i AS”

Geno Type® Mycobacterium CM Geno Type® Mycobacterium AS
Ukupan
Vrsta .
yivotini broj broj dokazanih izolata Nisu tipizirani
Zvotinje izolata . broj dokazanih izolata/redni broj izolata Isu tipizirani
(redni broj izolata)
. M. M. M. M.
M. avium ssp. . M. celatum . . .
fortuitum gordonae kansasii intermedium
4 5 3 3 1 1
Govedo 31 (110., 111, (1.,3.,8, (113.,115., | (109, 120., 14
(112) (107.)
116.,118.) 9,11) 121.) 122.)
6
. (125., 126, 1
Svinja 10 0 0 0 0 3
127,131, (14)
132, 133)
Ovca 2 0 0 0 0 0 0 2
Koza 1 0 0 0 0 0 0 1
4
Kokos 5 0 0 0 0 0 1
(134.-137.)
2
Patka 2 0 0 0 0 0 0
(138.,139.)
6
Divlja (30., 42., 5 1
o 49 0 0 0 37
svinja 43., 45., (141.-145)) (148.)
49.,57.)
15
(66., 71.,
) 73., 80., 2
Srna 55 82., 83, 0 0 (153., 0 36
(149., 150.)
85., 95., 154.)
98.-102.,
104., 106.)
Ukupno 155 18 27 3 8 3 2 94
% od
ukupnog 11,6 17,4 1,9 5,2 1,9 13 60,6
broja

5.2.3 Rezultati analize podvrsta Mycobacterium avium kompleksa u izdvojenim

izolatima

Nakon S§to smo dokazali pripadnost M. avium spp. pomocu testa "Geno Type®
Mycobacterium CM” sve pripadajuce izolate (18 izolata) podvrgnuli smo amplifikaciji
integriranog insercijskog slijeda IS901 radi odredivanja podvrste. Veli¢ina produkta
amplifikacije ovisi o prisutnosti ili odsutnosti insercijskog slijeda 1S901, tako da za podvrstu
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M. avium subsp. hominissuis veli¢ina umnozenog produkta iznosi 300 bp (nema ugradenog

1S901), a za M. avium subsp. avium iznosi 1742 bp (1S901 se nalazi na tome mjestu) (Slika

13.). Pripadnost M. avium kompleksu dokazali smo u 18 (11,6%) od ukupno 155 izdvojena

izolata. Pripadnost podvrsti M. avium subsp. hominissuis utvrdili smo u 10 izolata izdvojenih

iz svinja (6 izolata — 3 iz Medimurske i 3 iz Zagrebacke Zzupanije), goveda (2 izolata — 1 iz

Osjecko — baranjske i 1 iz PozeSko — slavonske zupanije) i srna (2 izolata iz Bjelovarsko —

bilogorske zupanije). Pripadnost podvrsti M. avium subsp. avium utvrdili smo u 8 izolata

izdvojenih iz goveda (2 izolata — 1 Li¢ko — senjska i 1 Zagrebacka Zupanija), kokosi (4 izolata

— 1 iz Grada Zagreba i 3 iz Zagrebacke zupanije) i pataka (2 izolata — 1 iz Grada Zagreba i 1

iz Vukovarsko — srijemske zupanije ) (Tablica 14.).

Tablica 14. Prikaz izdvojenih podvrsta unutar M. avium kompleksa

M. avium subsp. hominissuis M. avium subsp. avium
Vrsta Zivotinje broj dokazanih izolata broj dokazanih izolata/redni broj
(redni broj izolata) izolata
2 2
Govedo
(110, 111.) (116., 118.)
- 6
Svinja 0
(125.-127.,131.-133)
Ovca 0 0
Koza 0 0
4
Kokos$ 0
(134.-137))
2
Patka 0
(138., 139.)
Divlja svinja 0 0
2
Srna 0
(149., 150.)
Ukupno 10 8
% unutar M. avium
55,5 445
kompleksa
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FR300 1
FR300 2
FR300 3
FR300 4
FR300 PK
FR300 PK
FR300 NK

1 2 3 4 S 6 7 marker
[bp] [bp]
3000 3000
1500 ——— RN, —— 1500
1000 1000
500 500
400 . 400
200 200
100 100
50 —— 50

Slika 13. Prikaz rezultata utvrdivanja podvrsta unutar Mycobacterium avium kompleksa
izolata iz goveda, kokosi, patke i srne na osnovu veli¢ine produkta umnozavanja od 300 i
1742 bazna para (bp). Pretrazivani izolati oznaceni su brojevima 1 (govedo — izolat redni broj
(r.b.) 110.), 2 (kokos$ — izolat r.b. 134.), 3 (patka — r.b. 139.) i 4 (srna — r.b. 149.). Pozitivne
kontrole oznacene su brojevima 5 (M. avium subsp. hominissuis) i 6 (M. avium subsp. avium),

a negativna kontrola brojem 7.

5.2.4 Rezultati analize vrsta Mycobacterium sp. sekvenciranjem 16S rRNK,
rpoB, hsp65 gena i ITS regije

Kod preostala 94 izdvojena izolata kod kojih se pripadnost vrsti nije mogla odrediti
prethodno navedenim metodama umnozili smo dijelove DNK sekvenci najkonzerviranijih
regija, 16S rRNK, rpoB, hsp65 gena, te medugenske ITS regije, ¢ijom se analizom mogu
pojedinacno i skupno analizirati i identificirati vrste NTM-a.

Od navedenih najcesce je koristen gen 16S rRNK, a njegovu regija veli¢ine 564 baznih
parova (bp) umnozili Smo uporabom pocetnica 16MycF i 16MycR. UmnaZzanje rpoB
kromosomskog gena s jednom kopijom koja kodira B — podjedinicu bakterijske RNK
polimeraze, ¢ija veli¢ina produkta iznosi 711 bp, proveli smo uporabom pocetnica Myco-F i
Myco-R. Gen koji kodira hsp65 protein toplinskog Soka (eng. heat shock protein, HSP)
veli¢ine produkta 439 bp umnozili Smo uporabom pocetnica Tb11 i Tb12. Medugensku ITS
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regiju koja je izvedena iz susjednih 16S rDNK i 23S rDNK regija gena s ocekivanom
veli¢inom produkta 480 bp umnozili SMo uporabom pocetnica Ec16S.1390b i Mb23S.44n.

Ispitivani gen 16S rRNK postupkom amplifikacije uspjesno se umnozio u svih 94
izolata, a dobivene sekvence smo analizirali i usporedili s sekvencama dostupnim u
medunarodnoj bazi podataka GenBank. Postotak slicnosti dobivenih sekvenci s onima iz baze
podataka kretao se u rasponu od minimalno 98,18% do maksimalno 100% (srednja vrijednost
99,84%). Postotak slicnosti od 100% odredili smo kod 45 ispitana izolata, dok je kod 49
izolata on bio <100%, te za te izolate nismo sa sigurno$¢u mogli odrediti vrstu na temelju
navedenog gena. Stoga dobiveni postotak uspjesne identifikacije do razine vrste pomocu
odredivanja nukleotidnog slijeda gena 16S rRNK iznosio je 42,3% (45/94 izolata).

Postupkom amplifikacije rpoB gen uspje$no se umnozio u svih 94 izolata, a nakon
usporedbe dobivenih sekvenci s onima dostupnim u medunarodnoj bazi podataka odredili smo
postotak slicnosti sekvenci koji se kretao u rasponu od minimalno 97,53% do maksimalno
100% (srednja vrijednost 99,67%). Postotak sli¢nosti od 100% odredili smo kod 20 ispitanih
izolata, dok je kod 74 izolata postotak bio <100% te za te izolate nismo sa sigurnos¢u mogli
odrediti vrstu na temelju usporedbe samo rpoB gena. Postotak uspjesne identifikacije do
razine vrste dobiven pomocu rpoB gena iznosio je 18,9% (20/94 izolata).

Istrazivani hsp65 gen se postupkom amplifikacije takoder uspjesno umnozio u svih 94
izolata, a nakon usporedbe dobivenih sekvenci s onima dostupnim u medunarodnoj bazi
podataka odredili smo postotak sli¢nosti sekvenci koji se kretao u rasponu od minimalno
95,16% do maksimalno 100% (srednja vrijednost 99,46%). Postotak slicnosti od 100%
odredili smo kod 21 istrazivanog izolata, dok je u 73 izolata postotak bio <100% te za te
izolate nismo sa sigurno$¢u mogli odrediti vrstu na temelju usporedbe samo hsp65 gena.
Postotak uspjesne identifikacije do razine vrste dobiven pomocu hsp65 gena iznosio je 19,7%
(21/94 izolata).

Medugenska ITS regija postupkom amplifikacije uspjeSno se umnozila u 52 testirana
izolata, dok se kod njih 42 nije umnozila niti nakon dvije ponovljene amplifikacije. Nakon
usporedbe dobivenih sekvenci s onima dostupnim u medunarodnoj bazi podataka odredili smo
postotak slicnosti sekvenci koji se kretao u rasponu od minimalno 80,57% do maksimalno
100% (srednja vrijednost 96,81%). Postotak sli¢nosti od 100% odredili smo kod svega 3
ispitana izolata, dok je kod 49 izolata postotak bio <100%, te za njih nismo sa sigurnoscu
mogli odrediti vrstu na temelju navedenog gena. Postotak uspjesne identifikacije do razine

vrste dobiven pomo¢u medugenska ITS regije tako je iznosio 2,8% (3/94 izolata).
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Medusobnom usporedbom rezultata dobivenih analizom navedena Cetiri gena,
pripadnost vrsti uspjesno sSmo odredili kod 68 testirana izolata sto od ukupnog broja na ovaj
naéin pretrazenih izolata (94 izolata) iznosi 72,3%. Kod 27 testiranih izolata opisali smo
postotak slicnosti od 100% samo za ispitivani 16S rRNK gen, dok je postotak sli¢nosti za
druge gene bio <100%. Isto tako, kod 13 izolata opisali smo postotak slicnosti od 100% samo
za ispitivani rpoB gen, a kod 9 izolata samo za hsp65 gen, dok je postotak sli¢nosti drugih
gena bio manji. Nadalje postotak sli¢nosti od 100% istovremeno za 2 gena, tj. za 16S rRNK i
rpoB gen opisali smo kod 6 izolata, za 16S rRNK i hsp65 gen kod 9 izolata, za 16S rRNK gen
i ITS regiju kod 1 izolata, te za hsp65 gen i ITS regiju kod 1 izolata. Istovremeni 100%
postotak sli¢nosti za 3 gena, tj. za 16S rRNK, hsp65 gen i ITS regiju opisali smo kod 1
izolata, te za 16S rRNK, hsp65 i rpoB gen takoder kod 1 izolata. Kod 9 izolata postotak
slicnosti za sva navedena 4 gena bio je <100%, ali barem za jedan od navedenih gena
postotak sli¢nosti se kretao u rasponu 99-99,9%, pa smo te uzorke opisali kao "Najsli¢nije
Mycobacterium + vrsta”. Dobivene postotke slicnosti zajedno s nazivom soja dostupnim u
medunarodnoj bazi podataka NCBI s kojim na$ ispitivani izolat dijeli najvisi postotak
sli¢nosti s odredenim genima prikazali smo u tablici 15. Kod preostalih 17 izolata vrstu nismo
uspjeli odrediti niti nakon ponovljenog sekvenciranja, a svaki pojedini 16S rRNK, hsp65 i
rpoB gen pokazao je odredeni postotak slicnosti u rasponu 98-99,5% za razli¢itu vrstu roda
Mycobacterium, dok se ITS regija nije niti umnozila.

Navedenom metodom opisali smo ukupno 14 razli¢itih vrsta pripadnika roda
Mycobacterium u domacih i divljih zivotinja u ispitivanom razdoblju od 2012. do 2016.
godine, i to Mycobacterium agri (M. agri), M. arupense, M. chitae, M. elefantis, M.
flavescens, M. kumamotonense, M. neoaurum, M. nonchromogenicum, M. peregrinum, M.
phocaicum, M. porcinum, M. pulveris, M. triviale i M. vaccae.

Takoder smo opisali i vrstu "najslicniju M. septicum”, te "najsli¢nije M. chitae, M. flavescens,
M. neoaurum, M. nonchromogenicum i M. vaccae".

Pripadnost vrsti M. agri utvrdili smo u 1 (0,6% od ukupno 155 izolata) izolatu u
Sisacko — moslavackoj Zupaniji (iz divlje svinje), dok smo M. arupense utvrdili u 2 (1,3%)
izolata u Zagrebackoj zupaniji (iz divljih svinja). Pripadnost M. chitae utvrdili smo u 4 (2,6%)
izolata u ukupno 3 Zupanije, i to u Sisackoj — moslavackoj (2 izolata iz goveda), Splitsko —
dalmatinskoj (1 izolat iz goveda) i Gradu Zagrebu (1 izolat iz goveda). Vrstu "najsli¢niju M.
chitae" utvrdili smo u 2 (1,3%) izolata u Bjelovarsko — bilogorskoj zupaniji (2 izolata iz srna).
Pripadnost M. elefantis utvrdili smo u 1 (0,6%) izolatu u Sisacko — moslavackoj Zupaniji (iz

goveda), a vrstu M. flavescens u 2 (1,3%) izolata u ukupno 2 Zupanije, i to u Pozesko —
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slavonskoj (1 izolat iz goveda) i Sisacko — moslavackoj (1 izolat iz divlje svinje). Vrstu
"najsli¢niju M. flavescens” utvrdili smo u 1 (0,6%) izolatu u Zagrebackoj zupaniji (1 izolat iz
divlje svinje). Pripadnost M. kumamotonense utvrdili smo u 1 (0,6%) izolatu u Sisacko —
moslavackoj zupaniji (iz goveda). Nadalje, pripadnost M. neoaurum utvrdili smo u 25
(16,1%) izolata u ukupno 3 Zupanije, i to u Bjelovarsko — bilogorskoj (22 izolata — 1 kokos,
21 srne), Sisacko — moslavackoj (2 izolata iz divljih svinja) i Zagrebackoj zupaniji (1 izolat iz
divlje svinje). Vrstu "najsli¢niju M. neoaurum” utvrdili smo u 2 izolata (1,3%) u Bjelovarsko
— bilogorskoj (1 izolat iz srne) i Gradu Zagrebu (1 izolat iz ovce). Pripadnost M.
nonchromogenicum utvrdili smo u 4 (2,6%) izolata u ukupno 3 Zupanija, i to u Bjelovarsko —
bilogorskoj (1 izolat iz srne), Brodsko — posavskoj (1 izolat iz goveda) i Sisatko —
moslavackoj (2 izolata iz goveda), a pripadnost M. peregrinum u 1 (0,6%) izolatu u
Bjelovarskoj — bilogorskoj zupaniji (iz srne). Vrstu "najsliéniju M. nonchromogenicum”
utvrdili smo u 2 (1,3%) izolata u Sisatko — moslavackoj (1 izolat iz divlje svinje) i
Zagrebackoj zupaniji (1 izolat iz goveda).

Pripadnost M. phocaicum utvrdili smo u 7 (4,5%) izolata u ukupno 2 Zupanije, u Sisacko —
moslavackoj (5 izolata iz divljih svinja) 1 Zagrebackoj zupaniji (2 izolata iz divljih svinja).
Pripadnost M. porcinum utvrdili smo u 2 (1,3%) izolata (iz divljih svinja), dok smo M.
pulveris utvrdili u 1 (0,6%) izolatu (iz divlje svinje), sve u Sisa¢ko — moslavackoj zupaniji.
Vrstu "najslicniju M. septicum” utvrdili smo u 1 (0,6%) izolatu u Bjelovarsko — bilogorskoj
Zupaniji (iz srne). Pripadnost M. triviale utvrdili smo u 3 (1,9%) izolata u ukupno 3 Zupanije, i
to Bjelovarsko — bilogorskoj (1 izolat iz srne), Vukovarsko — srijemskoj (1 izolat iz svinje) i
Zagrebackoj zupaniji (1 izolat iz svinje). I kona¢no, M. vaccae utvrdili smo u 14 (9 %) izolata
u ukupno 5 Zupanija, i to Bjelovarsko — bilogorskoj (1 izolat iz srne), Koprivnicko —
krizevackoj (1 izolat iz goveda), Osje¢ko — baranjskoj (1 izolat iz goveda), Sisatko —
moslavackoj (9 izolata iz divljih svinja) i Zagrebackoj zupaniji (2 izolata iz divljih svinja).
Vrstu "najsliéniju M. vaccae” utvrdili smo u 1 (0,6%) izolatu u Sisacko — moslavackoj
zupaniji (1 izolat iz divlje svinje) (Tablica 15.).

Navedenih 17 izolata (11% od ukupno 155 izolata) kod kojih vrstu nismo uspjeli
odrediti, podrijetlom su od goveda iz Splitsko — dalmatinske (1 izolat pod rednim brojem —
r.b.13.), svinje iz Zagrebacke (1 izolat — r.b.130.), ovce iz Karlovacke (1 izolat — r.b.16.) I
koze iz Bjelovarsko — bilogorske zupanije (1 izolat — r.b.17), te divljih svinja iz Sisacko —
moslavacke (3 izolata — r.b.31., 33. i 36.) i Zagrebacke zupanije (3 izolata —r.b.48., 51. 1 54.) i
srna iz Bjelovarsko — bilogorske Zupanije (7 izolata — r.b.59., 76., 78., 90., 103., 105. i 155.).
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Tablica 15. Rezultati analize vrsta Mycobacterium sp. sekvenciranjem 16S rRNK, rpoB, hsp65 gena i ITS regije

16S rRNK rpoB hsp65 ITS Redni
Vrsta . Dokazana vrsta .
Zupanija . % sli¢nosti % sli¢nosti % sli¢nosti % sli¢nosti broj
Zivotinje izolata o o o o .
(naziv soja*) (naziv soja*) (naziv soja*) (naziv soja*) izolata
divlja Sisacko - . 100 99,.89 99,87
L M. agri / 25.
svinja moslavacka (CIP105391) (DSM44515) (DSM44515)
divlja 99,86 100 99,46 98,64
o Zagrebacka M. arupense 52.
svinja (ATCC BAA-1242) | (ATCC BAA-1242) (ASCW-1,2) (F1-09099)
divlja 100 99,84 98,70
L Zagrebacka M. arupense / 53.
svinja (ATCC BAA-1242) (F1-06239) (FI1-01269)
Splitsko - . 99,22 99,31 100
govedo . M. chitae / 7.
dalmatinska (CIP 105383) (NCTC10485) (NCTC10485)
Sisacko - . 99,60 100 99,52 95,29
govedo M. chitae 5.
moslavacka (FMUNAMG62) (NCTC10485) (NCTC10485) (NCTC10485)
Sisacko - . 100 100 99,25 97,68
govedo M. chitae 6.
moslavacka (NCTC10485) (NCTC10485) (NCTC10485) (NCTC10485)
. 100 99,86 100
govedo Grad Zagreb M. chitae / 10.
(NCTC10485) (NCTC10485) (NCTC10485)
Bjelovarsko - "Najsli¢nije M. 99,98 99,40 98,60 / -
srna .
bilogorska chitae" (NCTC10485) (2505) (NCTC10485)
Bjelovarsko - "Najsli¢nije M. 99,82 99,75 99,15 85,21 67
srna .
bilogorska chitae” (CIP105383) (NCTC10485) (NCTC10485) (NCTC10485)
Sisacko - . 99,81 100 99,69
govedo M. elephantis / 12.
moslavacka (M202) (NTM393) (M202)
Pozesko - 100 99,56 100 96,86
govedo M. flavescens 119.
slavonska (NCTC10271) (NCTC10271) (DSM43991) (DSM43991)
divlja "Najsli¢nije M. 99,93 99,98 99,95 99,38
o Zagrebacka 140.
svinja flavescens” (NCTC10271) (JCM 12274) (NCTC10271) (NCTC10271)
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divlja Sisacko - 100 100 99,93 98,97
o M. flavescens 147.
svinja moslavacka (DSM43991) (DSM43991) (NCTC10271) (NCTC10271)
Sisacko - 99,95 99,35 100 98,62
govedo . kumamotonense 123.
moslavacka (DSM45093) (F1-07065) (DSM45093) (DSM45093)
divlja 99,82 100 99,77 96,47
o Zagrebacka M. neoaurum 55.
svinja (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
divlja Sisacko - 100 99,86 99,35 99,47
L M. neoaurum 22.
svinja moslavacka (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
divlja Sisacko - 100 99,58 100 99,62
o M. neoaurum 41.
svinja moslavacka (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,86 99,54 100
srna ] M. neoaurum 60.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,45 99,30 99,31
srna . M. neoaurum 61.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,45 100 99,83
srna ] M. neoaurum 62.
bilogorska (HGMS?2) (HGMS2) (HGMS?2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 99,42 99,73 100
srna . M. neoaurum / 63.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,86 99,77 99,83
srna ] M. neoaurum 64.
bilogorska (HGMS?2) (HGMS2) (HGMS?2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,86 99,77 99,14
sra . M. neoaurum 65.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,60 100 100
srna ] M. neoaurum 68.
bilogorska (HGMS?2) (HGMS2) (HGMS?2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 98,91 100
srna . M. neoaurum / 69.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,64 100 99,36
srna . M. neoaurum 72.
bilogorska (HGMS2) (VKM AC18155) (HGMS2) (HGMS2)
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Bjelovarsko -

100

99,86

99,10

99,48

srna M. neoaurum 74.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,86 100 99,64
srna . M. neoaurum 75.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,86 100 98,27
srna . M. neoaurum 77.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,86 99,53 98,66
srna . M. neoaurum 79.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 99,92 99,73 100 100
srna ] M. neoaurum 81.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,59 99,77 99,14
srna ] M. neoaurum 84.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,73 99,76
srna . M. neoaurum / 86.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,45 99,54 98,82
srna ] M. neoaurum 87.
bilogorska (HGMS?2) (HGMS2) (HGMS?2) (HGMS2)
Bjelovarsko - "Najsli¢nije M. 99,81 99,45 99,30 / 88
srna .
bilogorska neoaurum" (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,45 99,77 99,15
srna ] M. neoaurum 89.
bilogorska (HGMS?2) (HGMS2) (HGMS?2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 100 99,86 99,53 99,83
srna ) M. neoaurum 91.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 99,94 99,64 100 98,13
srna ] M. neoaurum 92.
bilogorska (HGMS?2) (HGMS2) (HGMS?2) (HGMS2)
Bjelovarsko - 99,73 99,48 100 99,27
sra . M. neoaurum 96.
bilogorska (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)
"Najsli¢nije M. 98,18 99,90 95,16
ovca Grad Zagreb / 15.
neoaurum” (HGMS2) (HGMS2) (HGMS2)

91



Bjelovarsko - 100 99,59 99,54 80,57
kokos ] M. neoaurum 18.
bilogorska (HGMS2) (ATCC25795) (F1672-RJ) (HGMS2)
Sisacko - M. 100 99,14 99,77 96,59
govedo . 114.
moslavacka nonchromogenicum (DSM44164-100) (ATCC19530) (DSM44164-100) (AFP00074)
"Najsli¢nije M. 99,81 99,98 99,76 94,36
govedo Zagrebacka . 117.
nonchromogenicum” (AFP00074) (ATCC19530) (DSM44164-100) (AFP00074)
Brodsko - M. 100 99,81 99,12
govedo . / 108.
posavska nonchromogenicum (DSM44164-100) (ATCC19530) (ATCC19530)
Sisacko - M. 100 100 96,98
govedo ) / 124.
moslavacka nonchromogenicum (DSM44164-100) (FT-10225) (FMUNAM36)
divlja Sisacko - "Najsli¢nije M. 99,79 99,50 96,98 ) 146
svinja moslavacka nonchromogenicum” (AFP00074) (ATCC19530) (ATCC19530) '
Bjelovarsko - M. 100 100 100 92,43 151
srna .
bilogorska nonchromogenicum (DSM44164-100) (QIA-35) (DSM44164-100) (AFP00074)
Bjelovarsko - ) 100 99,51 98,06 93,15
srna . M. peregrinum 93.
bilogorska (JNBP03577) (ATCC14467) (03/423) (DSM43271T)
divlja . 99,89 100 99,93 96,35
L Zagrebacka M. phocaicum 47.
svinja (MYC148) (CIP108542) (CIP108542) (T31)
divlja . 100 100 99,89
o Zagrebacka M. phocaicum / 56.
svinja (CIP108542) (CIP108542) (MYC148)
divlja Sisacko - . 99,74 99,38 100 99,84
L M. phocaicum 19.
svinja moslavacka (MYC148) (T31) (MYC148) (CIP108542)
divlja Sisacko - . 100 98,56 100 96,48
o M. phocaicum 20.
svinja moslavacka (MYC148) (CIP108542) (CIP108542) (T9)
divlja Sisacko - . 99,35 97,53 100
o M. phocaicum / 34.
svinja moslavacka (MYC148) (T31) (CIP108542)
divlja Sisacko - . 100 99,89 98,97 94,32
o M. phocaicum 35.
svinja moslavacka (CIP108542) (T9) (CIP108542) (T9)
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divlja Sisacko - . 100 99,95 99,12 98,84
o M. phocaicum 44,
svinja moslavacka (CIP108542) (MYC148) (MYC148) (T9)
divlja Sisacko - . 100 99,64 93,54
o M. porcinum 99,99 (CIP105392) 40.
svinja moslavacka (ATCC49939) (CIP105392) (MF-3176)
divlja Sisacko - ) 100 99,16 99,85 94,56
o M. porcinum 46.
svinja moslavacka (CIP105392) (CIP105392) (NTM335) (NTM335)
divlja Sisacko - . 100 99,58 99,16
o M. pulveris 99,98 (DSM44222) 32.
svinja moslavacka (ATCC35154) (DSM44222) (DSM44223)
Bjelovarsko - "Najsli¢nije M. 99,16 99,30 98,56 / o
srna .
bilogorska septicum” (ATCC700731T) (R-52752) (R-52604)
. . 99,79 100
svinja Zagrebacka M. triviale 99,32 (DSM44153) / 129.
(TMC1453) (DSM44153)
o Vukovarsko - o 99,86 100 99,12
svinja B M. triviale / 128.
srijemska (ATCC23292) (IP140330001) (IP140330001)
Bjelovarsko - o 98,46 99,38 100 98,55
srna . M. triviale 152.
bilogorska (ATCC23292) (1P140330001) (DSM44153) (TMC1453)
Osjecko - 100 100 99,67 93,38
govedo ) M. vaccae 4.
baranjska (JNBPO3730) (JNBPO3730) (95051) (CIP105934)
Koprivnicko - 100 99,24
govedo M. vaccae 99,84 (JNBPO3730) / 2.
krizevacka (JNBPO3730) (95051)
divlja 99,89 100 99,56 96,47
o Zagrebacka M. vaccae 50.
svinja (95051) (JNBPO3730) (95051) (95051)
divlja 100 100 99,87 94,42
o Zagrebacka M. vaccae 58.
svinja (CIP105934) (JNBPO3730) (JNBPO3730) (CIP105934)
divlja Sisacko - 100 99,24 99,23 91,46
o M. vaccae 21
svinja moslavacka (CIP105934) (95051) (95051) (95051)
divlja Sisacko - 99,89 100 99,21 95,38
o M. vaccae 23.
svinja moslavacka (95051) (JNBPO3730) (95051) (CIP105934)
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divlja Sisacko - 100 99,23 99,19
o M. vaccae / 24.
svinja moslavacka (CIP105934) (95051) (95051)
divlja Sisacko - "Najsli¢nije M. 99,29 99,24
o 99,98 (JNBPO3730) / 26.
svinja moslavacka vaccae” (95051) (95051)
divlja Sisacko - 99,57 100 99,48
o M. vaccae / 27.
svinja moslavacka (95051) (CIP105934) (95051)
divlja Sisacko - 100 99,24 99,96 98,84
L M. vaccae 28.
svinja moslavacka (CIP105934) (95051) (95051) (95051)
divlja Sisacko - 100 99,67 94,69
o M. vaccae 99,98 (JNBPO3730) 29.
svinja moslavacka (95051) (INBPO3730) (95051)
divlja Sisacko - 100 99,86 99,25
o M. vaccae / 37.
svinja moslavacka (CIP105934) (CIP105934) (95051)
divlja Sisacko - 99,74 100 99,69 92,64
L M. vaccae 38.
svinja moslavacka (95051) (JNBPO3730) (95051) (95051)
divlja Sisacko - 99,24 100 99,20
L M. vaccae / 39.
svinja moslavacka (95051) (JNBPO3730) (95051)
Bjelovarsko - 100 99,14 97,63 93,84
srna . M. vaccae 97.
bilogorska (CIP105934) (95051) (95051) (95051)

*naziv soja dostupnog u medunarodnoj bazi podataka NCBI s kojim na$ ispitivani izolat dijeli najveéi postotak sli¢nosti
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5.2.5 Distribucija dokazanih vrsta netuberkuloznih mikobakterija po

Zupanijama Republike Hrvatske

Od ukupno 155 izdvojenih izolata, pripadnost vrsti uspjesno smo dokazali za 138
izolata, dok za njih 17 vrstu nismo uspjeli odrediti ranije navedenim metodama.

Spororastuce vrste netuberkuloznih mikobakterija opisali smo za ukupno 47 izolata, dok smo
njih 91 opisali kao pripadnike brzorastucih vrsta.

Spororastu¢e vrste opisali smo unutar devet zupanija i Gradu Zagrebu, i to u
Bjelovarsko — bilogorskoj, Zagrebackoj, Sisatko — moslavackoj, Medimurskoj, Osjecko —
baranjskoj, Pozesko — slavonskoj, Brodsko — posavskoj, Vukovarsko — srijemskoj i Li¢ko —
senjskoj zupaniji. U Bjelovarsko — bilogorskoj Zzupaniji izdvojili smo ukupno sedam izolata
pripadnika pet razli¢itih vrsta spororastu¢ih mikobakterija, i to MAC (2 izolata iz srna), M.
intermedium (1 izolat iz goveda), M. kansasii (2 izolata iz srna), M. nonchromogenicum (1
izolat iz srne) i M. triviale (1 izolat iz srne). U Zagrebackoj Zupaniji izdvojili smo ukupno 10
izolata pripadnika cetiri razli¢itih vrsta, i to MAC (3 izolata iz koko$i, 3 iz svinja, 1 iz
goveda), M. triviale (1 izolat iz svinje), “Najsli¢nije M. flavescens” (1 izolat iz divlje svinje) i
“Najsli¢nije M. nonchromogenicum” (1 izolat iz goveda). U Gradu Zagrebu izdvojili smo dva
izolata pripadnika MAC-a (1 izolat iz kokosi i 1 iz patke). U Sisatko — moslavackoj Zupaniji
izdvojili smo ukupno 15 izolata pripadnika osam razli¢itih vrsta spororastu¢ih mikobakterija, i
to M. celatum (1 izolat iz goveda, 5 izolata iz divljih svinja), M. gordonae (2 izolata iz
goveda), M. intermedium (1 izolat iz divlje svinje), M. kansasii (1 izolat iz goveda), M.
kumamotonense (1 izolat iz goveda), M. nonchromogenicum (2 izolata iz goveda), M.
flavescens (1 izolat iz divlje svinje) i “Najsli¢nije M. nonchromogenicum” (1 izolat iz divlje
svinje). U Osjec¢ko — baranjskoj Zupaniji izdvojili smo Cetiri izolata pripadnika tri razli¢ite
vrste, i to MAC (1 izolat iz goveda), M. celatum (2 izolata iz goveda) i M. gordonae (1 izolat
iz goveda). U Pozesko — slavonskoj zupaniji izdvojili smo dva izolata pripadnika MAC-a (1
izolat iz goveda) i M. flavescens (1 izolat iz goveda). U Brodsko — posavskoj zupaniji izdvojili
smo jedan izolat M. nonchromogenicum (1 izolat iz goveda), a u Vukovarsko — srijemskoj dva
izolata pripadnika MAC-a (1 izolat iz patke) i M. triviale (1 izolat iz svinje). U Licko —
senjskoj Zupaniji izdvojili smo jedan izolat MAC-a (1 izolat iz goveda), a u Medimurskoj tri
izolata takoder MAC-a (3 izolata iz svinja).

Distribucija izdvojenih vrsta spororastu¢ih NTM-a po zupanijama Republike Hrvatske

prikazana je na slici 14.
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M. avium kompleks
M. celatum
® M fiavescens
® "Najslicnije M. fiavescens'
® . gordonae
M. intermedivm
M. kansasli
@ M kumamotonehse
M. nonchromogenicum
@ "Najslicnije M. nonchromogenicum"
M. triviale

Slika 14. Distribucija izdvojenih spororastu¢ih vrsta netuberkuloznih mikobakterija po

Zupanijama Republike Hrvatske

Brzorastuce vrste opisali smo unutar 7 Zupanija i Gradu Zagrebu, i to u Bjelovarsko —
bilogorskoj, Zagrebackoj, Sisatko — moslavackoj, Koprivnicko - krizevackoj, Osjecko —
baranjskoj, Licko — senjskoj i Splitsko — dalmatinskoj zupaniji.

U Bjelovarsko — bilogorskoj izdvojili smo ukupno 45 izolata pripadnika sedam razli¢itih vrsta
brzorastu¢ih mikobakterija, i to M. neoaurum (1 izolat iz kokoSi, 21 izolat iz srna),
“Najsli¢nije M. neoaurum” (1 izolat iz srne), M. fortuitum (1 izolat iz goveda, 1 izolat iz
svinja, 15 izolata iz srna), M. vaccae (1 izolat iz srne), M. peregrinum (1 izolat iz srne),

“Najsli¢nije M. chitae” (2 izolata iz srna) i “Najsli¢nije M. septicum” (1 izolat iz srne). U
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Zagrebackoj zupaniji izdvojili smo ukupno 11 izolata pripadnika pet razli¢itih vrsta, 1 to M.
neoaurum (1 izolat iz divlje svinje), M. fortuitum (2 izolata iz goveda, 2 iz divljih svinja), M.
vaccae (2 izolata iz divljih svinja), M. phocaicum (2 izolata iz divljih svinja) i M. arupense (2
izolata iz divljih svinja), a u Gradu Zagrebu dva izolata pripadnika M. chitae (1 izolat iz
goveda) i “Najsli¢nije M. neoaurum” (1 izolat iz ovce). U Sisacko — moslavackoj Zupaniji
izdvojili smo ukupno 28 izolata pripadnika 10 razli¢itih vrsta brzorastu¢ih mikobakterija, i to
M. neoaurum (2 izolata iz divljih svinja), M. fortuitum (4 izolata iz divljih svinja), M. chitae
(2 izolata iz goveda), M. vaccae (9 izolata iz divljih svinja), “Najsli¢nije M. vaccae” (1 izolat
iz divlje svinje), M. phocaicum (5 izolata iz divljih svinja), M. porcinum (2 izolata iz divljih
svinja), M. pulveris (1 izolat iz divlje svinje), M. agri (1 izolat iz divlje svinje) i M. elephantis
(1 izolat iz goveda). U Koprivni¢ko — krizevackoj zupaniji izdvojili smo jedan M. vaccae
izolat (1 izolat iz goveda), a u Splitsko — dalmatinskoj Zupaniji jedan M. chitae izolat (1 izolat
iz goveda). U Osjecko — baranjskoj zupaniji izdvojili smo dva izolata pripadnika M. fortuitum
(1 izolat iz goveda) i M. vaccae (1 izolat iz goveda), a u Licko — senjskoj jedan M. fortuitum
izolat (1 izolat iz goveda).

Distribucija izdvojenih vrsta brzorastu¢éth NTM-a po Zupanijama Republike Hrvatske

prikazana je na slici 15.
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® M arupense
@ M chitae
"Najslicnije M. chitag”
® M elephantis
® M fortuitum
® M neoaurum
"Najslicnije M. heoaurun'
M. peregtinum
@ M. phocaicum
@ M. porcinum
M. putveris
® "Najslicnije M. septicum”
M. vaccae
"Najslicnije M. vaccae"

Slika 15. Distribucija izdvojenih brzorastu¢ih vrsta netuberkuloznih mikobakterija po

Zupanijama Republike Hrvatske

5.2.6 Rezultati odredivanja antimikrobne osjetljivosti

5.2.6.1 Rezultati odredivanja antimikrobne osjetljivosti spororastucih

netuberkuloznih mikobakterija

Ispitivanje antimikrobne osjetljivosti pripadnika spororastu¢ih NTM-a proveli smo u

ukupno 47 izolata. Uspjesno smo oditali rezultate 44 ispitana izolata, dok kod tri izolata
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podrijetlom iz jednog goveda (redni broj (r.b.) 117. — "Najsli¢nije M. nonchromogenicum”) i
dvije divlje svinje (r.b. 146. — "Najsli¢nije M. nonchromogenicum”; 147. — M. flavescens) niti
nakon ponovljenog ispitivanja nije bilo vidljivog porasta kolonija unutar mikrotitracijske
plocice na temelju kojeg odredujemo antimikrobnu osjetljivost (Slika 16.). Od ukupno 44
uspjesno testirana izolata, 31 izolat podrijetlom je iz domacih (17 goveda, 8 svinja, 4 kokosi,
2 patke), a 13 iz divljih zivotinja (7 divljih svinja, 6 srna). Ispitivanje smo proveli na ukupno 9
razli¢itih vrsta pripadnika spororastu¢ih NTM-a, i to M. avium spp. kod koje smo dokazali
podvrste M. avium subsp. avium (8 izolata — 2 goveda, 4 kokosi, 2 patke) i M. avium subsp.
hominissuis (10 izolata — 2 goveda, 6 svinja i 2 srne), zatim M. celatum (8 izolata — 3 goveda,
5 divljih svinja), M. flavescens (1 izolat iz goveda), M. gordonae (3 izolati iz goveda), M.
intermedium (2 izolata — 1 govedo, 1 divlja svinja), M. kansasii (3 izolata — 1 govedo, 2 srne),
M. kumamotonense (1 izolat iz goveda), M. nonchromogenicum (4 izolata — 3 goveda, 1 srna),
M. triviale (3 izolata — 2 svinje, 1 srna), te "Najsli¢nije M. flavescens” (1 izolat iz divlje
svinje).

Rezultate za sve ispitane antibiotike ocitali smo 14. dana inkubacije, a prikazani su u
tablici 16. Za sve izolate prilikom ispitivanja osjetljivosti na etambutol (EMB), streptomicin
(STR), etionamid (ETH) i izoniazid (INH) zabiljezili smo samo vrijednosti MIC-a bez
tumacenja rezultata, dok kod vrste M. kansasii ispitivanje osjetljivosti na etambutol (EMB) i
izoniazid (INH) nismo proveli iz razloga §to njihova prijava nije preporucljiva kako je ve¢
ranije navedeno. Takoder, kod izolata MAC-a nismo proveli ispitivanje osjetljivosti na
rifabutin (RFB) i rifampin (RIF), te etambutol (EMB), dok smo za isoniazid (INH),
trimetoprim — sulfametoksazol (SXT), ciprofloksacin (CIP), streptomicin (STR), doksiciklin
(DOX) i etionamid (ETH) zabiljezili samo vrijednosti MIC-a bez tumacenja rezultata.

Prilikom testiranja izolata pripadnika MAC-a, svih 18 izolata od kojih je 16 izdvojeno
iz domacih (4 goveda — r.b. 110., 111., 116., 118.; 6 svinja — r.b. 125. — 127., 131. — 133.; 4
kokosi — r.b. 134. — 137.; 2 patke —r.b. 138., 139.), a 2 iz divljih Zivotinja (2 srne — r.b. 149.,
150.) pokazalo se osjetljivo na klaritromicin (CLA), a otporno na moksifloksacin (MXF). Na
amikacin (AMI), 14 izolata bilo je osjetljivo i to sve iz domacih zivotinja (4 goveda — r.b.
110., 111., 116., 118.; 5 svinja — r.b. 126., 127., 131. — 133.; 4 kokosi — r.b. 134. — 137.; 1
patka — r.b. 138.), tri umjereno osjetljivo; jedan iz domacih (1 svinja — r.b. 125.) i dva iz
divljih Zivotinja (2 srne — r.b. 149., 150.), a jedan izolat iz patke bio je otporan (r.b. 139.).
Nadalje, na linezolid (LZD) gotovo svi izolati su bili otporni, osim tri izolata iz domacih
zivotinja od kojih su dva bila umjereno osjetljiva (1 govedo —r.b. 118.; 1 kokos —r.b. 134.), a
jedan osjetljiv (1 kokos —r.b. 137.).
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Svih osam izolata vrste M. celatum od kojih su tri izdvojena iz domacih (3 goveda —
r.b. 109., 120., 122.), a pet iz divljih zivotinja (5 divljih svinja — r.b. 141. — 145.), bili su
osjetljivi na klaritromicin (CLA), te otporni na pripadnike fluorokinolona moksifloksacin
(MXF) i ciprofloksacin (CIP), kao i na linezolid (LZD) i doksiciklin (DOX). Na antibiotike
skupine rifamicina, rifampin (RIF) takoder su svi izolati bili otporni, dok su na rifabutin
(RFB) gotovo svi izolati bili osjetljivi osim jednog iz goveda koji je bio otporan (r.b. 120).
Takoder, gotovo svi izolati bili su osjetljivi i na amikacin (AMI), osim jednog iz divlje svinje
koji je bio umjereno osjetljiv (r.b. 144.).

Na trimetoprim — sulfametoksazol (SXT) gotovo svi izolati bili su otporni osim jednog iz
goveda Kkoji je bio osjetljiv (r.b. 122.).

Izolati vrste M. flavescens izdvojen iz goveda (r.b. 119.) i "Najsli¢niji M. flavescens”
izdvojen iz divlje svinje (r.b. 140.) pokazali su se osjetljivima na Klaritromicin (CLA),
trimetoprim — sulfametoksazol (SXT), amikacin (AMI) i linezolid (LZD). Na antibiotike
skupine rifamicina, rifabutin (RFB) izolati su bili osjetljivi, dok su na rifampin (RIF) bili
otporni. Otpornost su takoder pokazali na doksiciklin (DOX), kao i na antibiotik skupine
flurorokinolona moksifloksacin (MXF), dok je na ciprofloksacin (CIP) izolat iz goveda bio je
otporan a izolat iz divlje svinje umjereno osjetljiv.

Ukupno tri izolata vrste M. gordonae izdvojenih iz goveda (r.b. 113., 115., 121.) bila
su osjetljiva na klaritromicin (CLA), trimetoprim — sulfametoksazol (SXT) i amikacin (AMI).
Na antibiotike skupine rifamicina, rifabutin (RFB) izolati su bili osjetljivi, dok su na rifampin
(RIF) bili otporni. Dva izolata bila su osjetljiva na fluorokinolone moksifloksacin (MXF) i i
ciprofloksacin (CIP), te na linezolid (LZD) (r.b. 113., 115.), dok je jedan izolat bio umjereno
osjetljiv na moksifloksacin, a otporan na ciprofloksacin i linezolid (r.b. 121.). Na doksiciklin
(DOX) dva izolata pokazala su otpornost (r.b. 115., 121.), a jedan umjerenu osjetljivost (r.b.
113.).

Izolati pripadnici vrste M. intermedium izdvojeni iz goveda (r.b. 107.) i divlje svinje
(r.b. 148.) bili su osjetljivi na klaritromicin (CLA) i rifabutin (RFB). 1zolat izdvojen iz goveda
bio je otporan na rifampin (RIF), fluorokinolone moksifloksacin (MXF) i ciprofloksacin
(CIP), trimetoprim — sulfametoksazol (SXT), linezolid (LZD) i doksiciklin (DOX), a
umjereno osjetljiv na amikacin (AMI). lzolat izdvojen iz divlje svinje bio osjetljiv na sve
navedene antibiotike.

Sva tri izolata vrste M. kansasii od kojih je jedan izdvojen iz goveda (r.b. 114.), a dva
iz srna (r.b. 153., 154.), bila su osjetljiva na klaritromicin (CLA), amikacin (AMI) i linezolid
(LZD), a otporna na trimetoprim — sulfametoksazol (SXT) i doksiciklin (DOX). Na
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antibiotike skupine rifamicina, rifabutin (RFB) svi izolati su bili osjetljivi, dok su na rifampin
(RIF) dva izolata bila osjetljiva (1 govedo —r.b. 114.; 1 srna — r.b. 154.), a jedan otporan (1
srna — r.b. 153.). Na pripadnike fluorokinolona moksifloksacin (MXF) svi izolati su bili
osjetljivi, dok su na ciprofloksacin (CIP) dva izolata bila otporna (1 govedo —r.b. 114.; 1 srna
—r.b. 154.), a jedan osjetljiv (1 srna —r.b. 153.).

Izolat vrste M. kumamotonense izdvojen iz goveda pokazao se osjetljiv na
klaritromicin (CLA), fluorokinolone moksifloksacin (MXF) i ciprofloksacin (CIP), amikacin
(AMI), linezolid (LZD), i doksaciklin (DOX), a otporan na rifabutin (RFB) i rifampin (RIF),
te na trimetoprim — sulfametoksazol (SXT).

Ukupno cetiri izolata vrste M. nonchromogenicum od kojih su tri izdvojena iz domacih
(3 goveda — r.b. 108., 114., 124.), a jedan iz divljih Zivotinja (1 srna — r.b. 151.), bila su
osjetljiva na klaritromicin (CLA). Na antibiotike skupine rifamicina, rifabutin (RFB) svi
izolati su bili osjetljivi, dok su na rifampin (RIF) bili otporni. Na pripadnika fluorokinolona
moksifloksacin (MXF) izolati su takoder bili otporni, dok su na ciprofloksacin (CIP) tri
izolata bila su otporna (2 goveda — r.b. 108., 124.; 1 srna — r.b. 151.), a jedan umjereno
osjetljiv (1 govedo — r.b. 114.). Na trimetoprim — sulfametoksazol (SXT) svi izolati izdvojeni
iz goveda bili su otporni, dok je izolat iz srne bio osjetljiv. Na linezolid (LZD) i doksiciklin
(DOX), dva izolata pokazala su otpornost (1 govedo — r.b. 124.; 1 srna — r.b. 151.), a dva
umjerenu osjetljivost (2 goveda — r.b. 108., 114.). Na amikacin (AMI), dva su izolata bila
otporna (2 goveda — 108., 114.), jedan umjereno osjetljiv (1 govedo — r.b. 124.)) i jedan
osjetljiv (1 srna—r.b. 151.).

Izolati vrste M. triviale od kojih su dva izdvojena iz domacih (2 svinje — r.b. 128.,
129.) i jedan iz divljih zivotinja (1 srna — r.b. 152.), pokazali su osjetljivost na klaritromicin
(CLA), rifamicine rifabutin (RFB) i rifampin (RIF), amikacin (AMI) i linezolid (LZD). Na
trimetoprim — sulfametoksazol (SXT) i doksiciklin (DOX), oba izolata iz svinja su bila
otporna, dok je izolat iz srne bio osjetljiv (r.b. 152.). Nadalje na fluorokinolone,
ciprofloksacin (CIP) jedan izolat iz svinje bio je otporan (r.b. 128.), a drugi umjereno osjetljiv
(r.b. 129.), dok je izolat iz srne bio osjetlljiv (r.b. 152.). Takoder na moksifloksacin (MXF)
jedan izolat iz svinje bio je otporan (r.b. 129.), a drugi umjereno osjetljiv (r.b. 128.), dok je

izolat iz srne bio osjetlljiv (r.b. 152.).
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Slika 16. Prikaz mikrotitracijske plocice 14. dana inkubacije prilikom ocitavanja rezultata
ispitivanja antimikrobne osjetljivosti pripadnika spororastuc¢ih netuberkuloznih mikobakterija.
Izolat pripada vrsti M. flavescens, a izdvojen je iz goveda pod rednim brojem 119. Na slici su
oznaceni antibiotici za koje je dokazana otpornost: MXF — moksifloksacin, RIF — rifampin,
CIP — ciprofloksacin, DOX — doksiciklin

102



Tablica 16. Rezultati odredivanja antimikrobne osjetljivosti izolata spororastu¢ih NTM-a (MIC (engl. minimal inhibitory concentration) — najniza

koncentracija koja prekida rast; S (engl. susceptible) — osjetljiv, I (engl. intermediate) — umjereno osjetljiv, R (engl. resistant) — otporan)

Vrsta MIC (tumadenje rezultata)
zivotinje/ .
T Vrsta izolata
redni broj CLA RFB EMB | INH | MXF RIF SXT AMI LzD CIP STR | DOX ETH
izolata
govedo/ M. avium subsp. 2 4 16 > 64
) / / >8 / 4/76 > 16 > 64 > 16 >20
116. avium (S) (R) (S) (R)
govedo/ M. avium subsp. 2 8 8 16
. / / 8 / 0,5/9,5 > 16 16 16 > 20
118. avium (S) (R) (S) Q)
kokos/ M. avium subsp. 2 >8 16 64
. / / >8 / > 8/152 > 16 > 64 > 16 > 20
135. avium () (R) (S) (R)
kokos/ M. avium subsp. 0,5 >8 4 16
] / / >8 / 2/38 > 16 8 > 16 >20
134. avium () (R) (S) N
kokos/ M. avium subsp. 1 >8 4 32
. / / >8 / 8/152 > 16 16 > 16 >20
136. avium () (R) (S) (R)
kokos/ M. avium subsp. 1 >8 8 2
] / / >8 / 1/19 > 16 32 > 16 >20
137. avium ©) (R) (S) ()
patka/ M. avium subsp. 1 >8 4 32
] / / >8 / 4176 > 16 16 > 16 >20
138. avium ©) (R) (S) (R)
patka/ M. avium subsp. 2 >8 64 32
] / / >8 / 8/152 > 16 > 64 > 16 >20
139. avium ©) (R) (R) (R)
govedo/ ]
M. avium subsp. 2 4 16 64
110. L / / 8 / 8/152 16 32 > 16 > 20
hominissuis (S) (R) (S) (R)
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govedo/ M. avium subsp. 4 4 16 64
/ >8 / 1/19 > 16 64 > 16 >20
111. hominissuis (S) (R) (S) (R)
svinja/ M. avium subsp. 4 4 32 64
L / >8 / 2/38 > 16 64 > 16 >20
125. hominissuis (S) (R) n (R)
svinja/ M. avium subsp. 4 8 16 64
L / >8 / 8/152 > 16 64 > 16 > 20
126. hominissuis (S) (R) (S) (R)
svinja/ M. avium subsp. 2 8 8 64
L / >8 / 4/76 > 16 64 > 16 >20
127. hominissuis (S) (R) S (R)
svinja/ M. avium subsp. 2 8 16 64
L / >8 / 8/152 > 16 64 > 16 >20
131. hominissuis (S) (R) (S) (R)
svinja/ M. avium subsp. 2 8 16 64
L / >8 / 8/152 > 16 64 > 16 >20
132. hominissuis (S) (R) S (R)
svinja/ M. avium subsp. 4 >8 16 64
L / >8 / 8/152 > 16 64 > 16 > 20
133. hominissuis () (R) (S) (R)
srna/ M. avium subsp. 2 >8 32 32
L / >8 / > 8/152 > 16 > 64 > 16 > 20
149. hominissuis () (R) n (R)
srna/ M. avium subsp. 2 4 32 > 64
o / >8 / 23 > 16 > 64 > 16 > 20
150. hominissuis ©) (R) ) (R)
govedo/ 1 0,5 >8 >8 > 8/152 <1 32 16 8
M.celatum >8 32 20
109. ©) (S) (R) (R) (R) (S (R) (R) (R)
govedo/ 1 4 >8 >8 4176 16 64 > 16 > 16
M. celatum >8 32 2,5
120. ©) (R) (R) (R) (R) (S (R) (R) (R)
govedo/ 1 <0,25 >8 >8 1/19 4 32 > 16 > 16
M. celatum >8 32 2,5
122. ) S (R) (R) ) ) (R) (R) (R)
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divlja
. 1 0,5 >8 >8 8/152 16 32 > 16 > 16
svinja/ M. celatum >8 32 20
©) (S (R) (R) (R) S (R) (R) (R)
141.
divlja
1 1 >8 >8 8/152 8 32 > 16 > 16
svinja/ M. celatum >8 16 5
©) (S (R) (R) (R) S (R) (R) (R)
142.
divlja
o 1 0,5 >8 >8 > 8/152 8 32 > 16 8
svinja/ M. celatum >8 4 2,5
() (S (R) (R) (R) (S) (R) (R) (R)
143.
divlja
o 1 1 >8 >8 > 8/152 32 32 > 16 > 16
svinja/ M. celatum >8 64 5
) (S (R) (R) (R) (M (R) (R) (R)
144,
divlja
o 1 1 >8 >8 > 8/152 4 32 > 16 > 16
svinja/ M. celatum >8 > 64 5
©) S (R) (R) (R) S (R) (R) (R)
145.
govedo/ 0,5 2 >8 >8 1/19 8 8 16 > 16
M. flavescens >8 16 >20
119. S) (S (R) (R) (S) (S) () (R) (R)
divlja
o "Najsli¢nije 0,25 1 >8 >8 1/19 4 2 2 > 16
svinja/ >8 16 >20
140 M. flavescens” ©) (S) (R) (R) (S) (S) () ) (R)
divlja
svinja/ M. flavescens / / / / / / / / / / / /
147.
govedo/ 0,25 <0,25 0,25 >8 1/19 4 2 0,5 4
M. gordonae 1 8 1,2
113. ) S ) (R) ) ) ©) ) (M
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govedo/ 0,25 <0,25 <0,12 >8 0,5/9,5 4 4 0,5 8
M. gordonae 8 0,5 16 1,2
115. S S S) (R) S S S S (R)
govedo/ 2 <0,25 2 >8 0,5/9,5 8 32 8 > 16
M. gordonae 4 >8 8 2,5
121. S (S) (N (R) S S (R) (R) (R)
govedo/ ] . 2 0,5 >8 >8 8/152 32 64 > 16 > 16
M. intermedium 8 >8 > 64 > 20
107. S) (S) (R) (R) (R) (M (R) (R) (R)
divlja
. . . <0,06 | <0,25 <0,12 | 0,12 2/38 <1 <1 <0,12 <0,12
svinja/ M. intermedium <0,5 0,5 <0,5 5
(S) (S) (S) (S) (S) (S) (S) (S) (S)
148.
govedo/ B 0,25 <0,25 <0,12 0,5 8/152 8 2 4 16
M. kansasii / / 32 1,2
112. (S) (S (S) (S) (R) (S) (S) (R) (R)
srna/ B 0,12 0,5 <0,12 8 8/152 2 4 0,3 16
M. kansasii / / 4 > 20
153. (S) (S) (S) (R) (R) (S) () (S) (R)
srna/ B 0,25 <0,25 <0,12 0,25 8/152 4 4 4 8
M. kansasii / / 8 <0,3
154. (S) (S) (S) (S) (R) (S) (S) (R) (R)
govedo/ 2 8 <0,12 >8 > 8/152 <1 <1 0,3 1
M. kumamotonense 2 >8 2 >20
123. (S) (R) (S) (R) (R) (S) (S) (S) (S)
govedo/ M. 2 2 >8 >8 >8/152 | >64 16 2 4
<05 | >8 4 <03
114. nonchromogenicum ©) (S) (R) (R) (R) (R) n ) n
"Najslicnije
govedo/
M. / / / / / / / / / / / / /
117.
nonchromogenicum”
govedo/ M. 2 2 >8 >8 >8/152 | >64 16 > 16 4
1 >8 4 <0,3
108. nonchromogenicum (S) (S) (R) (R) (R) (R) N (R) )
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govedo/ M. 1 2 >8 >8 8/152 32 > 64 > 16 > 16
_ <0,5 | >8 > 64 2,5
124, nonchromogenicum (S) (S) (R) (R) (R) n (R) (R) (R)
divlja "Najsli¢nije
svinja/ M. / / / / / / / / / / / / /
146. nonchromogenicum"
srna/ M. 0,5 1 >8 >8 2/38 8 32 > 16 > 16
32 >8 32 > 20
151. nonchromogenicum (S) (S) (R) (R) (S) (S) (R) (R) (R)
svinja/ o 0,12 <0,25 4 0,5 4/76 8 4 2 > 16
M. triviale 4 >8 16 > 20
129. (S) (S (R) (S) (R) (S) (S) (1 (R)
svinja/ o 0,25 <0,25 2 1 4/76 16 4 8 8
M. triviale >16 | >8 16 >20
128. (S) (S () (S) (R) (S) (S) (R) (R)
srna/ o 0,12 <0,25 <0,12 0,5 0,5/9,5 <1 <1 <0,12 0,5
M. triviale 8 >8 2 5
152. (S) (S) (S) (S) (S) (S) () (S) (S)
Pozitivna M. avium ATCC 1 1 8 >8 2 1 0,5/9,5 8 8 4 16 4 1,2
kontrola 700898
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Nadalje, u tablicama 17. i1 18. prikazan je broj sojeva osjetljivih/otpornih na odredeni

istrazivani antibiotik, te broj sojeva otpornih na jedan ili vise antibiotika.

Tablica 17. Broj izdvojenih

sojeva

osjetljivih/otpornih na odredeni antibiotik

Skupina antibiotika Antibiotik S I R | Ukupno
MAKROLIDI CLA 44 0 44
RFB 24 | 0O 2 26
RIFAMICINI

RIF 6 0 | 20 26
MXF 8 2 34 44

FLUOROKINOLONI
CIP 6 3 | 17 26
SXT 9 17 0 26
AMINOGLIKOZIDI AMI 35 6 3 44
OKSAZOLIDINON LzD 13 | 4 | 27 44
TETRACIKLINI DOX 3 3 20 26

S (engl. susceptible) — osjetljiv, I (engl. intermediate) — umjereno osjetljiv, R (engl. resistant) — otporan

spororastu¢ih  netuberkuloznih  mikobakterija

Tablica 18. Broj sojeva spororastuc¢ih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na jedan ili

viSe antibiotika

Otporanna | N | % | Kumulativna frekvencija

0 2 | 455 4.55
1 4 1 9.09 13.64
2 15 | 34.09 47.73
3 8 |18.18 65.91
4 3| 6.82 72.73
5 3 | 6.82 79.55
6 8 |18.18 97.73
7 1| 227 100.00

Ukupno |44 | 100 100
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Opazene razlike u pojavnosti otpornih sojeva spororastu¢ih netuberkuloznih
mikobakterija izdvojenih iz domacih i divljih Zivotinja statisticki su znacajne (P=0.033)

(Tablica 19.).

Tablica 19. Broj sojeva spororastuc¢ih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na jedan ili

viSe antibiotika u divljih i domacih zivotinja

Otporan na | Divlje | Domace | Ukupno
0 2 0 2
1-3 5 22 27
41vise 6 9 15
Ukupno 13 31 44

Opazene razlike u pojavnosti

otpornih sojeva spororastu¢ih netuberkuloznih

mikobakterija izdvojenih u razli¢itim godinama promatranja nisu statisticki znacajne

(P=0.565) (Tablica 20.).

Tablica 20. Broj sojeva spororastuc¢ih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na jedan ili

viSe antibiotika u razli¢itim godinama promatranja

Otporan na | 2012. | 2013. | 2014. | 2015. | 2016. | Ukupno
0 0 1 0 1 0 2
1-3 7 9 8 2 27
41vise 4 7 3 0 1 15
Ukupno 11 17 11 2 3 44

OpaZene razlike u otpornosti prema antibioticima izmedu razli€itih vrsta spororastu¢ih
netuberkuloznih mikobakterija statisticki su znacajne (p<0.001). Sojeva otpornih na tri i
manje antibiotika dvostruko je vise medu pripadnicima M. avium kompleksa. Niti jedan od
analiziranih sojeva otpornih na 4 i viSe antibiotika istovremeno ne pripadaju M. avium

kompleksu nego ostalim vrstama (Tablica 21.).
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Tablica 21. Broj sojeva spororastuc¢ih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na jedan ili

viSe antibiotika u razli¢itih vrsta spororastu¢ih mikobakterija

Otporan na | M. avium kompleks | Ostale vrste | Ukupno
0 0 2 2
1-3 18 9 27
41vise 0 15 15
Ukupno 18 26 44

5.2.6.1.1 Antimikrobna osjetljivost spororastuéih netuberkuloznih

mikobakterija prema Zupaniji porijekla

Navedeno ispitivanje spororastu¢ih NTM-a obuhvatilo je izolate iz ukupno devet
zupanija i Grada Zagreba, i to Bjelovarsko — bilogorske, Zagrebacke, Sisatko — moslavacke,
Osjecko — baranjske, Pozesko — slavonske, Brodsko — posavske, Vukovarsko — srijemske,
Licko — senjske 1 Medimurske zupanije.

Ispitivanje antimikrobne osjetljivosti proveli smo na ukupno sedam izolata pripadnika
pet razli¢itih vrsta spororastu¢ih NTM-a s podru¢ja Bjelovarsko — bilogorskoj Zupanije
(Tablica 22.), i to MAC (2 izolata iz divljih zivotinja), M. intermedium (1 izolat iz domacih
zivotinja), M. kansasii (2 izolata iz divljih Zivotinja), M. nonchromogenicum (1 izolat iz
divljih) i M. triviale (1 izolat iz divljih).

Svi ispitani izolati bili su osjetljivi na klaritromicin (CLA). Na pripadnike skupine
rifamicina, tj. rifabutin (RFB), svi izolati bili su osjetljivi, dok su na rifampin (RIF) otporni
bili izolati M. intermedium, M. nonchromogenicum i jedan M. kansasii izolat, a osjetljivi
jedan M. kansasii i M. triviale izolat. Nadalje, na antibiotike skupine flourokinolona, tj.
moksifloksacin (MXF) i ciprofloksacin (CIP), izolati pripadnici MAC, M. intermedium i i M.
nonchromogenicum bili su otporni, dok su izolati M. kansasii i M. triviale bili osjetljivi. Na
trimetoprim — sulfametoksazol (SXT) izolati vrste M. intermedium i M. kansasii bili su
otporni, dok su M. nonchromogenicum i M. triviale bili osjetljivi. Na aminoglikozide, tj.
amikacin (AMI) izolati vrste M. kansasii, M. nonchromogenicum i M. triviale bili su
osjetljivi, dok su izolati MAC-a i M. intermedium bili umjereno osjetljivi. Na skupinu
oksazolidinona, tj. linezolid (LZD) otpornost su pokazali izolati MAC-a, M. intermedium i M.

nonchromogenicum, dok su M. kansasii i M. triviale bili osjetljivi. Na tetracikline, tj.
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doksiciklin (DOX) izolati M. intermedium, M. kansasii i M. nonchromogenicum bili su
otporni, dok je izolat M. triviale bio osjetljiv.

Kod ispitanih izolata u Bjelovarsko — bilogorskoj Zupaniji, opisali smo najveéu
otpornost na antibiotike skupine fluorokinilona, tj. moksifloksacin (MXF) i ciprofloksacin
(CIP), kao i na pripadnika oksazolidinona linezolid (LZD), a najzastupljenija je bila kod vrsta
pripadnika MAC i M. nonchromogenicum izdvojenih iz divljih, te M. intermedium iz domacih
zivotinja. Kod navedenih vrsta smo takoder opisali otpornost na doksiciklin (DOX) i rifampin
(RIF), kao i kod izolata M. kansasii iz divljih Zivotinja. Na trimetoprim/sulfametoksazol
(SXT) opisali smo otpornost kod izolata vrste M. intermedium i M. kansasii. Nismo uo¢ili
znacajne razlike u antimikrobnoj osjetljivosti izmedu izolata izdvojenih iz domacih i onih iz
divljih zivotinja.

Iz navedene Zupanije izdvojili bi dva izolata izdvojena iz goveda (1 izolat M.
intermedium — r.b. 107.) i srne (1 izolat M. nonchromogenicum — r.b. 151.), kod kojih smo
opisali otpornost na pet i viSe antibiotika, kao i dva izolata izdvojena iz srna koja su bila

osjetljiva samo na jedan antibiotik (2 izolata MAC - r.b. 149, 150.).
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Tablica 22. Rezultati ispitivanja antimikrobne osjetljivosti izolata spororastu¢ih NTM-a

izdvojenih iz Bjelovarsko - bilogorske zupanije (S — osjetljiv, | — umjereno osjetljiv, R — otporan)

Bjelovarsko - bilogorska Zupanija
MAC M. intermedium M. kansasii nonchror';/lc;genicum M. triviale
% Vrsta (n=2) (n=1) (=2 (n=1) (=1
K= divlje ) 2 domace Y 1 divlje Y 2 g divlje Y 1
2 | zivotinje e 2 omate ). ivlie 2 divlje Y 1 ivlje 2
c
< S 1 R S 1 R S 1 R S 1 R S | R
% domace - - - 1 - - - - - - - - - - -
2| 3
|0 divlje 2 - - - - - 2 - - 1 - - 1 - -
<
S % 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
domace - - - 1 - - - - - - - - - - -
m
LL -
S | x divlje - - - - - - 2 - - 1 - - 1 - -
o % - - - 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
=
i domace - - - - - 1 - - - - - - - - -
L =
@ divlje - - - - - - 1 - 1 - - 1 1 - -
% - - - 0 0 100 50 0 50 0 0 100 | 100 O 0
domace - - - - - - - - - - - -
o |
& divlje - - - - - - - - - - - - - ; ;
% - - - - - - - - - - - - - - -
domace - - - - - - - - - - - - - - R
I -
z divlje - - - - - - - - - - - - - - -
% - - - - - - - - - - - - - - -
domace - - - - - 1 - - - - - - - - R
= L
S| 2| divle - -2 - - a2 e - S I I
% % 0 0 100 0 0 100 | 100 0 0 0 0 100 | 100 O 0
X
8 domace - - - - - 1 - - - - - - - - -
o | a
3| © divlje - - - - - - 1 - 1 - - 1 1 - -
[
% - - - 0 0 100 50 0 50 0 0 100 | 100 O 0
domace - - - - - 1 - - - - - - - - -
'>‘<
) divlje - - - - - - - - 2 1 - - 1 - -
% - - - 0 0 100 0 0 100 100 0 0 100 0 0
domace - - - - 1 - - - - - - - - R R
3| = -
RS divlje - 2 - - - - 2 - - 1 - - 1 - -
g % 0 100 0 0 100 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
S, ,
le) domace - - - - - - - - - - - - - - -
zZ
= | x
<§( 5 divlje - - - - - - - - - - - - - - -
% - - - - - - - - - - - - - - -
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OKSAZOLIDINON

LZD

domace

divlje

%

100

100

100

100

TETRACIKLIN

DOX

domace
divlje

%

ETH

domace
divlje

%
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Na podruéju Zagrebacke zupanije i Grada Zagreba (Tablica 23.) ispitivanje smo
proveli na ukupno 11 izolata pripadnika triju razlicitih vrsta spororastu¢ih NTM-ga, i to MAC
(9 izolata iz domacih zivotinja), "Najsli¢nije M. flavescens"” (1 izolat iz divljih Zivotinja) I M.
triviale (1 izolat iz domacih Zivotinja).

Svi ispitani izolati bili su osjetljivi na klaritromicin (CLA). Na pripadnike skupine
rifamicina, tj. rifabutin (RFB), svi izolati bili su osjetljivi, dok je na rifampin (RIF) izolat
"Najsli¢niji M. flavescens" bio otporan, a M. triviale osjetljiv. Nadalje, na antibiotike skupine
flourokinolona, tj. moksifloksacin (MXF) svi ispitani izolati bili su otporni, dok su na
ciprofloksacin (CIP) bili umjereno osjetljivi. Na trimetoprim — sulfametoksazol (SXT) izolat
"Najsli¢niji M. flavescens" bio je osjetljiv, dok je M. triviale bio otporan. Na aminoglikozide,
tj. amikacin (AMI) izolati "Najsli¢niji M. flavescens” 1 M. triviale bili su osjetljivi, dok su
kod MAC-a tri izolata bila osjetljiva, a jedan otporan. Na skupinu oksazolidinona, tj. linezolid
(LZD) otpornost je pokazalo ukupno sedam izolata pripadnika MAC-a, dok je jedan bio
umjereno osjetljiv, a jedan osjetljiv. Izolati "Najsli¢niji M. flavescens" i M. triviale bili su
osjetljivi na navedeni antibiotik. Na tetracikline, tj. doksiciklin (DOX) testirani izolati bili su
otporni.

Kod ispitanih izolata u Zagrebackoj zupaniji 1 Gradu Zagrebu, najvecu otpornost Smo
opisali na moksifloksacin (MXF), antibiotik skupine fluorokinilona, i to kod svih izolata, dok
su na linezolid (LZD), pripadnika skupine oksazolidinona, otporni bili gotovo svi MAC
izolati. Takoder smo opisali izolat iz divljih Zivotinja "Najsli¢niji M. flavescens” otporan na
rifampin (RIF) i doksiciklin (DOX), te izolat iz domacih Zivotnja M. triviale otporan na
trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) i doksiciklin (DOX). Jedan izolat MAC iz domacih
zivotinja bio je otporan i na amikacin (AMI). Uocili smo razlike u antimikrobnoj osjetljivosti
izmedu izolata izdvojenih iz domacih i onih iz divljih Zivotinja, i to za antibiotik rifampin
(RIF) gdje je jedan izolat iz divljih Zivotinja bio otporan, dok je drugi iz domacih bio osjetljiv,
te za trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) gdje je izolat iz domacih bio otporan, a iz divljih
osjetljiv.

Iz navedenih zupanija izdvojili bi jedan izolat izdvojen iz patke (1 izolat MAC — r.b.

139.) koji je bio osjetljiv samo na jedan antibiotik.
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Tablica 23. Rezultati ispitivanja antimikrobne osjetljivosti izolata spororastu¢ih NTM-a

izdvojenih iz Zagrebacke zZupanije i Grada Zagreba (S - osjetljiv, | — umjereno osjetljiv, R — otporan)

Zagrebacka Zupanija Grad Zagreb
"Najsli¢nije o
MAC M. triviale MAC
M. flavescens”
= Vrsta (n=7) (n=1) n=2)
2 (n=1)
= Zivotinje domace 3 7 o domace Y 1 domace Y’ 2
E divlie}' 1
S ‘ I | R S | I | R S | I | R S ‘ I ‘ R
o) domace 7 - - - - - 1 - - 2 - N
3
2 | 3
< © divlje - - - 1 ; ; - ; ; . . ;
= % 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
domace - - - - - - 1 - - - -
m - .
& divlje - - - 1 - - - - - - - -
2 % - - -] 1w o o | 0o 0] - - -
S
=
z domace - - - - - - 1 - - - - N
L - .
o divlje - - - - - 1 - - - - - R
% - - - 0 0 100 100 0 0 - - -
domace - - - - - - - - - -
@ o
& divlje - - - - - - - - - - - -
% - - - - - - - - - - - -
domace - - - - - - - - - - - -
I -
z divlje - - - - - - - - - - R -
% - - - - - - - - - - - -
domace - - 7 - - - - - 1 - - 2
[38
X
s | 2 divije - - - -1 ; N . )
g % 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Z
4
8 domace - - - - - - - 1 - - -
(o]
3
o
* 5] divlje - - - - 1 ; - ) ) - . )
% - - - 0 100 0 0 100 0 - - -
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domace 1 - -
|_ - -
o divlje 1 - _
% 100 0 0 100 - -
domace 7 - - - - - 1 1 - 1
s
- < divije ; ; ; 1 ; ) } ; ) . i
a
8 % 100 0 0 100 0 0 100 0 0 50 0 50
X
3
o domace - - - - - - - - - - -
Z
2 | e
5 divlje - - - - - - - - - - -
% - - - - - - - - - - -
z
2 domace 1 - 6 1 - 1 1
a
2 | N
— -
% divlje - - - 1 - - - - - R R
5 % 14,3 0 85,7 100 0 0 100 0 0 0 50 50
> domace - - - - - - - - 1 R -
<
= x
e Q divlje - - - - - 1 - . . B B
§ la}
'_
(w
% - - - 0 0 100 0 0 100 - -
domace - - - - - - - - - - -
I - -
5 divlje - - - - - - - - - - -
% - - - - - - - - - - -

Ispitivanje antimikrobne osjetljivosti proveli smo na ukupno 13 izolata pripadnika Sest
razli¢itih vrsta spororastu¢ih NTM-a s podrucja Sisacko — moslavacke zupanije (Tablica 24.),
I to M. celatum (6 izolata — 1 iz domacih; 5 iz divljih zivotinja), M. gordonae (2 izolat iz
domacih zivotinja), M. intermedium (1 izolat iz divljih zivotinja), M. kansasii (1 izolat iz
domadih zivotinja), M. kumamotonense (1 izolat iz domacih zivotinja) i M.
nonchromogenicum (2 izolata iz domacih Zivotinja).

Svi ispitani izolati bili su osjetljivi na klaritromicin (CLA). Na pripadnike skupine
rifamicina, tj. rifabutin (RFB), izolati vrste M. gordonae, M. intermedium, M. kansasii i M.

nonchromogenicum bili su osjetljivi, dok je izolat M. kumamotonense bio otporan. Unutar M.
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celatum izolata, pet izolata podrijetlom iz divljih Zivotinja bilo je osjetljivo, dok je izolat iz
domacih zivotinja bio otporan. Na rifampin (RIF) otpornost su pokazali izolati M. celatum, M.
gordonae, M. kumamotonense i M. nonchromogenicum, dok su M. intermedium i M. kansasii
bili osjetljivi. Nadalje, na antibiotike skupine flourokinolona, tj. moksifloksacin (MXF) i
ciprofloksacin (CIP), izolati pripadnici M. gordonae, M. intermedium i M. kumamotonense
bili su osjetljivi, dok su izolati M. celatum bili otporni. M. kansasii pokazao se osjetljivim na
moksifloksacin, a otporan na ciprofloksacin, dok su oba izolata M. nonchromogenicum bila
otporna na moksifloksacin, te jedan umjereno osjetljiv i jedan otporan na ciprofloksacin. Na
trimetoprim — sulfametoksazol (SXT) izolati vrste M. celatum, M. kansasii, M.
kumamotonense i M. nonchromogenicum bili su otporni, dok su M. gordonae i M.
intermedium bili osjetljivi. Na aminoglikozide, tj. amikacin (AMI) izolati vrste M. gordonae,
M. intermedium, M. kansasii i M. kumamotonense bili su osjetljivi, dok je kod M.
nonchromogenicum jedan izolat bio umjereno osjetljiv, a drugi otporan. Unutar M. celatum
izolata, pet ih je bilo otporno, a jedan umjereno osjetljiv na amikacin. Na skupinu
oksazolidinona, tj. linezolid (LZD) osjetljivost su pokazali izolati M. gordonae, M.
intermedium, M. kansasii i M. kumamotonense, dok su svi izolati M. celatum pokazali
otpornost. Otporan je bio i jedan izolat M. nonchromogenicum, dok je drugi bio umjereno
osjetljiv. Otpornost je takoder pokazao jedan izolat vrste M. gordonae i vrste M.
nonchromogenicum, dok je drugi izolat u slucaju obje vrste pokazao umjerenu osjetljivost.
Kod ispitanih izolata u Sisac¢ko - moslavackoj Zupaniji, najvecu otpornost smo opisali
na antibiotik skupine rifamicina rifampin (RIF), i to kod izolata M. celatum izdvojenih
ve¢inom iz divljih Zivotinja, te M. gordonae, M. kumamotonense i M. nonchromogenicum sve
iz domacih zivotinja, dok je na rifabutin (RFB) vecina izolata bila osjetljiva. Takoder visoki
postotak otpornosti opisali smo za trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) kod vrsta M. celatum,
M. kansasii, M. kumamotonense i M. nonchromogenicum, kao i za doksiciklin (DOX) kod
vrsta M. celatum, M. kansasii, te jedan izolat M. gordonae i M. nonchromogenicum.
Otpornost u visokom postotku smo opisali i za skupinu fluorokinolona (moksifloksacin, MXF
i ciprofloksacin, CIP), i to kod vrsta M. celatum, M. kansasii i M. nonchromogenicum. Veéina
izolata M. celatum i jedan M. nonchromogenicum bili su otporni i na amikacin (AMI) i
linezolid (LZD). Od razlika u antimikrobnoj osjetljivosti izmedu izolata izdvojenih iz
domacih i onih iz divljih Zivotinja uocili smo samo kod rifabutina (RFB) gdje je izolat iz

domacih Zivotinja bio otporan, a svi izolati iz divljih su bili osjetljivi.
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Iz navedene Zupanije izdvojili bi ukupno sedam izolata, i to dva iz goveda (1 izolat M.
celatum —r.b. 120.; 1 izolat M. nonchromogenicum —r.b. 124.) i pet iz divljih svinja (5 izolata
M. celatum —r.b. 141. — 145.), kod kojih smo opisali otpornost na pet i vise antibiotika.
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Tablica 24. Rezultati ispitivanja antimikrobne osjetljivosti izolata spororastu¢ih NTM-a izdvojenih iz Sisac¢ko - moslavacke Zupanije

(S — osjetljiv, I — umjereno osjetljiv, R — otporan)

Sisacko - moslavacka Zupanija

M. ce_latum M. gordonae M. intermedium M. kansasii M. kumamotonense M. nonchromogenicum
= (n=6) =2 =1 =1 =1 =2
5 Vrsta domace Y 1 (n - ) (h=1) (h=1) (n = ) (n = )
S | zivotinje divlie 3 5 domace ) 2 divlje > 1 domace ) 1 domace ) 1 domace ) 2
c
< S | R S ‘ | ‘ R S ‘ | ‘ R S ‘ | ‘ R S ‘ | ‘ R S ‘ | I R
5 domace 1 . _ 2 . . - . - 1 - - 1 - - 2 - -
- .
o < divlje 5 . B . B B 1 B . _ . _ . . . _ _ .
9
> % 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 O 0 100 0 0 100 0 0
domace . . 1 2 B B . B ) 1 ) i B, B, 1 2 - -
g lelJe 5 _ _ _ _ _ 1 _ _ _ _ _ _ _ _ - _ _
z
3 % 833 0 167|100 0 0 |[100 0O 0 100 0 o0 0 0 100 100 0
s .
i domace ; ; 1 , . 2 , - - 1 - - - - 1 - -
el divije - - -
= ] - - 5 - - - - - - - - - -
% 0 0O 100 | 0 0 10010 0 0 |10 0 0 | 0 0 100 0 0 100
domace R R R R R R - R - - - - - -
S| divie . . i i i i . . . .. . . . B N .
w
% _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
domace - - R - - - - R - - N - - - - - - -
T -
Z divlje . . _ _ _ _ _ _ _ R - R - - - R R .
% _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
domace i i 1 2 - - - - - 1 - - 1 - - - - 2
— I .-
Z X divlje . - 5 i, _ _ 1 - - - - - - - - - - -
g =
z % 0 0 100 [100 0 0 [100 0O 0 [120 0o 0 |10 0 0 0 0 100
X
% domace - - 1 2 _ _ i, - - - - 1 1 - - - 1 1
= = divlje
T O ! - - 5 - - - 1 - - - ) - ) ) - . . -
% 0 0 100 [100 0 0 [100 © 0 | 0 o 100] 10 0 0 0 50 50
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%

domace _ 1 2 _ _ _ - 1 _ 1 - 2
% divlje . 5 . . . 1 B - . - - -
% 0 100 | 100 0 0 | 100 0 00| 0 100 0 100
domace - 1 2 - - - 1 - 1 - 1 !
g % divije 1 4 e ; -1 ; - -
N
(@]
< % 167 833100 0 0 | 100 100 0 | 100 0 50 50
-
8 domacde R R B _ _ R _ _ R _ - R
S| x| divie
S v _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
5 !
domace - 1 2 . . - 1 - - - 1 1
P divlje ) 5 . . i 1 - - 1 - B )
z
s R
P |
S % 50 50
S
g 0 100 | 100 0 0 | 100 100 0 | 100 0
domace 1 1
s - 1 -1 1 - - 1 - -
2| | diviie . 5 . . . 1 - . 1 - - -
Q (@]
< | A
E % 50 50
F 0 100 | 0 50 50 | 100 0 100 | 100 0
domace _ _ _ _ _ - - _ _ - _ N
£ | divije ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
w




Na podru¢ju Osjecko — baranjske, Pozesko — slavonske, Brodsko — posavske i
Vukovarsko — srijemske zupanije (Tablica 25., Tablica 26.) ispitivanje smo proveli na ukupno
devet izolata sve podrijetlom iz domacih zivotinja, pripadnika Sest razlicitih vrsta
spororastu¢ih NTM-a, i to MAC (3 izolata), M. celatum (2 izolata), M. gordonae (1 izolat), M.
flavescens (1 izolat), M. nonchromogenicum (1 izolat) i M. triviale (1 izolat).

Svi ispitani izolati bili su osjetljivi na klaritromicin (CLA). Na pripadnike skupine
rifamicina, tj. rifabutin (RFB), svi izolati bili su osjetljivi, dok su na rifampin (RIF) svi izolati
bili otporni, osim M. triviale koji je bio osjetljiv. Nadalje, na antibiotik skupine
flourokinolona, tj. moksifloksacin (MXF) veéina testiranih izolata je bila otporna, osim M.
gordonae i M. triviale koji su bili umjereno osjetljivi, dok su na ciprofloksacin (CIP) svi bili
otporni. Na trimetoprim — sulfametoksazol (SXT) izolati vrste M. gordonae i M. flavescens
bili su osjetljivi, dok su M. nonchromogenicum i M. triviale bili otporni. Otpornost je pokazao
i jedan izolat vrste M. celatum, dok je drugi bio osjetljiv.

Na aminoglikozide, tj. amikacin (AMI) izolati pripadnici MAC-a, M. celatum, M. gordonae,
M. flavescens i M. triviale bili su osjetljivi, dok je M. nonchromogenicum bio otporan. Na
skupinu oksazolidinona, tj. linezolid (LZD) otporni su bili izolati MAC-a, M. celatum, M.
gordonae, dok su M. flavescens i M. triviale bili osjetljivi. M. nonchromogenicum bio je
umjerenu osjetljiv na navedeni antibiotik.

Na tetracikline, tj. doksiciklin (DOX) svi ispitani izolati bili su otporni, osim M.
nonchromogenicum koji je bio umjereno osjetljiv.

Kod ispitanih izolata u navedenim Zupanijama, najvec¢u otpornost smo opisali na
antibiotik skupine rifamicina rifampin (RIF) gdje su svi ispitani izolati bili otporni osim
izolata M. triviale koji je bio osjetljiv, kao i na doksiciklin (DOX) gdje je umjereno osjetljiv
bio samo izolat M. nonchromogenicum. Takoder visoki postotak otpornosti opisali smo za
skupinu fluorokinolona, tj. moksifloksacin (MXF) i ciprofloksacin (CIP) gdje su svi izolati
bili otporni osim izolata M. triviale i M. gordonae koji su bili umjereno osjetljivi na
moksifloksacin, te za linezolid (LZD) gdje su otpornost pokazali izolati MAC, M. celatum i
M. gordonea. Na trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) otpornost smo opisali kod jednog M.
celatum izolata, te M. nonchromogenicum i M. triviale. Na amikacin (AMI) je jedan izolat M.
nonchromogenicum takoder bio otporan.

U navedenim Zupanijama svi ispitani izolati bili su podrijetlom iz domacih zivotinja, te nismo
bili u moguénosti raditi usporedbu u antimikrobnoj osjetljivosti izmedu izolata iz domacih 1

divljih zivotinja.
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Iz navedenih zupanija izdvojili bi ukupno tri izolata iz goveda (2 izolat M. celatum —

r.b. 109., 122.; 1 izolat M. nonchromogenicum —r.b. 108.), kod kojih smo opisali otpornost na

pet i vise antibiotika.

Tablica 25. Rezultati ispitivanja antimikrobne osjetljivosti izolata spororastu¢ih NTM-a

izdvojenih iz Osjecko — baranjske i PozeSko - slavonske Zupanije (S — osjetljiv, | — umjereno
osjetljiv, R — otporan)
Osjecko - baranjska Zupanija PoZesko - slavonska Zupanija
MAC M. celatum M. gordonae MAC M. flavescens
X~ (n=1) (n=2) (n=1) (n=1) (n=1)
° Vrsta domace Y 1 domace ) 2 domace Y 1 domace Y 1 domace Y 1
2| zivotinje
é S | R S | R S | R S | R S | R
&) domace 1 - - 2 - - 1 - - 1 - - 1 - -
3| <
c 3 divlje - - - - - - - - - - - - - - -
<
= % 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
domace - - - 2 - - 1 - - - - - 1 - -
m - .
_ e divlje - - - - - - - - - - - - - - -
Z
Q % - - - 100 0 0 100 0 0 - - - 100 0 0
>
i domace - - - - - 2 - - 1 - - - - - 1
@
L - -
x divlje - - - - - - - - - - - - - - -
% - - - 0 0 100 0 0 100 - - - 0 0 100
domace - - - - - - - - - - - - - -
o
= divlje - - - - - - - - - - - - - - -
% - - - - - - - - - - - - - - -
domace - - - - - - - - - - - - - - -
I -
z divlje - - - - - - - - - - - - - - -
% - - - - - - - - - - - - - - -
domace - - 1 - - 2 - 1 - - - 1 - - 1
= LL
S| 2| divie - T e
Z
< % 0 0 100 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0 0 100
o] .
ha domace _ _ _ _ _ _ _ _ B _ _ _
S i ' :
a divlje
2 S ] - - - - - - - - - - - - - - -
. - - - 0 o0 10| 0 0 100| - - -] 0 0 100
domace - - - 1 - 1 1 - - - - - 1 - -
; -
» divlje - - - - - - - - - - - - - - -
% - - - 50 0 50 100 0 0 - - - 100 0 0
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%

domace 1 2 1 1 1

S| 2| divle
@)
é % 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
S .
z domace

o
<§( 5 divlje

%
g domace 1 2 1 1 1
£
a) -
5 ’9‘ divlje
8 4
<
)
X
o % 0 100 0 100 0 100 0 100 | 100 0
Z domace 2 1 1
<
S| 8| divie
&( [a}
(u %
= 0 100 0 100 0 100
domace
I - -
m divlje

Na podru¢ju Licko — senjske Zupanije ispitivanje smo proveli na jednom izolatu

pripadniku vrste MAC-a, a navedeni izolat bio je osjetljiv na klaritromicin (CLA) i amikacin

(AMI), umjereno osjetljiv na linezolid (LZD), a otporan na moksifloksacin (MXF) (Tablica

26.)

U Medimurskoj zupaniji ispitali sSmo ukupno tri izolata pripadnika MAC-a koji su bili

osjetljivi na klaritromicin (CLA), a otporni na moksifloksacin (MXF) i linezolid (LZD). Na

amikacin (AMI), dva izolata su bila osjetljiva, a jedan umjereno osjetljiv (Tablica 26.)
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Tablica 26. Rezultati ispitivanja antimikrobne osjetljivosti izolata spororastu¢ih NTM-a izdvojenih iz Licko — senjske, Medimurske, Brodsko —

posavske i Vukovarsko - srijemske zupanije (S — osjetljiv, | — umjereno osjetljiv, R — otporan)

LICE(O - Sen ska M? dlmu.l:Ska Brodsvko ) pgsavska Vukovarsko - srijemska Zupanija
Zupanija Zupanija Zupanija
MAC MAC M. nonchromogenicum MAC M. triviale
X (n=1) (n=3) (n=1) (n=1) (n=1)
ks Vrsta domace ) 1 domace > 3 domace )’ 1 domace ' 1 domace ' 1
= Zivotinje
< S I R S | R S I R S | R S I R
_ domace 1 - - 3 - - 1 - - 1 - - 1 - -
a divii
2 < ivlje . . - . - . - . - . . . - - -
¢| ©
< %
2 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
domace - - - - 1 - - - - 1 - -
_ @ divlje - - - - - - - - - - - - - - -
z | « .
Q % - - - - - - 100 0 0 - - - | 100 0 0
<§( domace - - - - - - - - 1 - - - 1 - -
LL - -
o LL divlje - - - - - - - - - - - - - - -
4
0,
4l - - - - - - 0 0 100 - - - 100 0 0
domace - - - - - - - - - - -
g divlje . . ) . ) . ) . ) . . . ) ] ]
i
% - - - - - - - - - - - - - - -
domace - - - - - - - - - - - - - - -
T -
z divlje - - - - - - - - - - - - - - -
% - - - - - - - - - - - - - - -
s domace - - 1 - - 3 - - 1 - - 1 - 1 -
v _ -
oz X divlje - - - - - - - - - - - - - - -
2=
Ty 4l 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100 0
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CIP

domace
divlje
%

SXT

domace
divlje
%

AMINOGLIKOZIDI

AMI

domace
divlje
%

66,67

33,33

STR

domace
divlje
%

OKSAZOLIDINON

LZD

domace

divlje

%

100

100

TETRACIKLINI

DOX

domace

divlje

%

ETH

domace
divlje
%
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5.2.6.1.2 Prikaz geografske rasprostranjenosti pojedinih vrsta spororastucih
neuberkuloznih mikobakterija s obzirom na antimikrobnu otpornost u

Republici Hrvatskoj

Svih 44 (100%) ispitanih izolata spororastu¢ih NTM-a bilo je osjetljivo na antibiotik iz
skupine makrolida, klaritromicin (CLA) (17 izolata iz goveda, 8 iz svinja, 4 iz kokosi, 2 iz
pataka, 7 iz divljih svinja, 6 iz srna).

Na aminoglikozide, tj. amikacin (AMI) ukupno je 35 (79,6%) izolata bilo osjetljivo
(13 izolata iz goveda, 7 iz svinja, 4 iz kokosi, 1 iz patke, 6 iz divljih svinja, 4 iz srna), dok je
Sest (13,6%) bilo umjereno osjetljivo (2 iz goveda, 1 iz svinje, 1 iz divlje svinje, 2 iz srna), a
tri (6,8%) su bila otporna (2 iz goveda, 1 iz patke) (Slika 17.).

Na rifabutin (RFB), antibiotik skupine rifamicina, od protumacenih 26 izolata njih 24
(92,3%) je bilo osjetljivo (11 izolata iz goveda, 2 iz svinja, 7 iz divljih svinja, 4 iz srna), a dva
(7,7%) izolata su bila otporna (2 iz goveda). Suprotno, na rifampin (RIF) je veéina izolata,
njih 20 od protumacenih 26 (76,9%) bila otporna (12 izolata iz goveda, 6 iz divljih svinja, 2 iz
srna), dok je Sest (13,6%) bilo osjetljivo (1 iz goveda, 2 iz svinje, 1 iz divlje svinje, 2 iz srne)
(Slika 18.).

Nadalje, visoki postotak otpornosti takoder smo opisali za antibiotike skupine
flourokinolona, tj. moksifloksacin (MXF) na koji su 34 (77,3%) testirana izolata bila otporna
(12 1z goveda, 7 iz svinja, 4 iz kokosi, 2 iz pataka, 6 iz divljih svinja, 3 iz srna ), dok su
umjereno osjetljiva bila dva (4,5%) (1 iz goveda, 1 iz svinje), a osjetljivo osam (18,2%)
izolata (4 iz goveda, 1 iz divlje svinje, 3 iz srna), te je za ovaj antibiotik opisan najveci
postotak otpornosti medu ispitanim spororastu¢im vrstama NTM-a. Takoder, na
ciprofloksacin (CIP) je od protumacenih 26 izolata njih 17 (65,4%) bilo otporno (9 izolata iz
goveda, 1 iz svinja, 5 iz divljih svinja, 2 iz srna), dok su umjerno osjetljiva bila tri (11,5%) (1
1z goveda, 1 1z svinje, 1 iz divlje svinje), a osjetljiva ukupno Sest (23,1%) izolata (3 iz goveda,
1 iz divlje svinje, 2 iz srne) (Slika 19.).

Na tetracikline, tj. doksiciklin (DOX) je od protumacenih 26 izolata njih ukupno 20
(77%) bilo otporno (9 izolata iz goveda, 2 iz svinja, 6 iz divljih svinja, 3 iz srna), tri (11,5%)
umjereno osjetljivo (3 iz goveda) i tri (11,5%) osjetljivo (1 iz goveda, 1 iz divlje svinje, 1 iz
srne) (Slika 20.).

Na skupinu oksazolidinona, tj. linezolid (LZD) ukupno 27 (61,4%) izolata bilo je

otporno (9 izolata iz goveda, 6 iz svinja, 2 iz kokosi, 2 iz pataka, 5 iz divljih svinja, 3 iz srna),
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cetiri (9,1%) umjereno osjetljivo (3 iz goveda, 1 iz kokosi), a 13 (29,5%) osjetljivo (5 iz
goveda, 2 iz svinja, 1 iz kokosi, 2 iz divljih svinja, 3 iz srna) (Slika 21.).

Na trimetoprim — sulfametoksazol (SXT) je od protumacenih 26 izolata njih ukupno
17 (65,4%) bilo otporno (8 izolata iz goveda, 2 iz svinja, 5 iz divljih svinja, 2 iz srna), dok je
ostalih 9 (34,6%) bilo osjetljivo (5 iz goveda, 2 iz divljih svinja, 2 iz srna) (Slika 22.).
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Slika 17. Geografski prikaz sojeva spororastu¢ih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na amikacin (AMI)
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5.2.6.2 Rezultati odredivanja antimikrobne osjetljivosti brzorastuéih

netuberkuloznih mikobakterija

Ispitivanje antimikrobne osjetljivosti pripadnika brzorastu¢ih NTM-a proveli smo u
ukupno 91 izolata. Uspjesno smo ocitali rezultate kod ukupno 87 ispitanih izolata, dok kod
Cetiri izolata podrijetlom iz divljih Zivotinja (2 divlje svinje — redni broj (r.b.) 21. — M. vaccae,
25. — M. agri; 2 srne — r.b. 68., 69. — M. neoaurum) niti nakon ponovljenog ispitivanja nije
bilo vidljivog porasta kolonija unutar mikrotitracijske plocice na temelju kojeg odredujemo
antimikrobnu osjetljivost (Slika 23.). Od ukupno 87 uspjesno ispitanih izolata, 15 izolata
podrijetlom je iz domacih (12 goveda, 1 svinja, 1 ovca, 1 kokoS), a 72 izolata iz divljih
zivotinja (32 divlje svinje, 40 srna). Ispitivanje smo proveli na ukupno 11 razli¢itih vrsta
pripadnika brzorastu¢ih NTM-a, i to M. agri (1 izolati iz divlje svinje), M. arupense (2 izolata
iz divljih svinja), M. chitae (4 izolata iz goveda), M. elephantis (1 izolati iz goveda), M.
fortuitum (27 izolata — 5 goveda, 1 svinja, 6 divljih svinja, 15 srna), M. neoaurum (25 izolata
— 1 kokos, 3 divlje svinje, 21 srne), M. peregrinum (1 izolat iz srne), M. phocaicum (7 izolata
iz divljih svinja), M. porcinum (2 izolata iz divljih svinja), M. pulveris (1 izolat iz divlje
svinje), M. vaccae (14 izolata — 2 goveda, 11 divljih svinja, 1 srna), te "Najsli¢nije M. chitae
(2 izolata iz srna), M. neoaurum (2 izolata — 1 ovca, 1 srna), M. septicum (1 izolat iz srne), M.
vaccae (1 izolat iz divlje svinje)”.

Rezultate za sve ispitane antibiotike ocitali smo 5. dana inkubacije uz nekoliko
iznimaka; za imipenem (IMI) kod vrsta M. fortuitum, M. phocaicum, M. peregrinum, M.
porcinum i M. septicum ako je vrijednost MIC-a 5. dana inkubacije iznosila > 8ug/ml,
testiranje smo ponovili uz inkubaciju ne dulju od tri dana, te u slucaju da je vrijednost MIC-a
ponovljenog testa opet iznosila > 8ug/ml navedene vrijednost nismo prijavili zbog
nestabilnosti antibiotika. Druga iznimka je klaritromicin (CLA), kod kojeg smo rezultate
oCitavali 5. i 14. dana inkubacije, osim kod vrsta M. phocaicum i M. peregrinum kod kojih
smo rezultate zabiljezili 5. dana inkubacije. Nadalje, za sve testirane izolate prilikom
ispitivanja osjetljivosti na tigeciklin (TGC) zabiljezili smo samo vrijednosti MIC-a bez
tumacenja rezultata, i to iz razloga $to do sada u literaturi nije opisana povezanost izmedu in
vitro rezultata i klinickog odgovora, pa time nisu odredene niti krajnje to¢ke koje razdvajaju

osjetljive od otpornih izolata. Dobiveni rezultati su prikazani u tablici 27.

Prilikom ispitivanja izolata vrste M. agri izdvojenog iz divlje svinje (r.b. 25.),
ispitivanje antimikrobne osjetljivosti je bilo bezuspjesno iz razloga Sto niti nakon ponovljenog
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ispitivanja nije bilo vidljivog porasta kolonija unutar mikrotitracijske plocice na temelju kojeg
odredujemo antimikrobnu osjetljivost.

Ispitana dva izolata vrste M. arupense oba izdvojena iz divljih svinja (r.b. 52. i 53.),
pokazala su osjetljivost na pripadnike aminoglikozidnih antibiotika amikacin (AMI) i
tobramicin (TOB), pripadnike flourokinolona ciprofloksacin (CIP) i moksifloksacin (MXF),
pripadnike tetraciklina doksiciklin (DOX) i minociklin (MIN), te na Klaritromicin (CLA),
linezolid (LZD) i trimetoprim/sulfametoksazol (SXT). Unutar skupine cefalosporina, oba
izolata takoder su bila osjetljiva na cefoksitin (FOX), umjereno osjetljiva na cefriakson
(AXO), dok je na cefepim (FEP) izolat r.b. 52. bio umjereno osjetljiv, a izolat r.b. 53.
osjetljiv. Oba izolata pokazala su umjerenu osjetljivost na imipenem (IMI), a izolat r.b. 52.
umjerenu osjetljivost i na amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG), dok je izolat r.b. 53. bio
osjetljiv.

Ukupno c¢etiri izolata vrste M. chitae izdvojenih iz goveda (r.b. 5., 6., 7., 10.) pokazala
su osjetljivost na pripadnike aminoglikozidnih antibiotika amikacin (AMI) i tobramicin
(TOB), pripadnike flourokinolona ciprofloksacin (CIP) i moksifloksacin (MXF), pripadnike
tetraciklina doksiciklin (DOX) i minociklin (MIN), pripadnike cefalosporina cefepim (FEP),
cefoksitin (FOX) i cefriaksin (AXO), te na linezolid (LZD) i trimetoprim/sulfametoksazol
(SXT). Dva izolata bila su osjetljiva (r.b. 5. i 7.), a dva otporna (r.b. 6. i 10.) na
amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG). Prilikom ispitivanja klaritromicina (CLA) svaki je
izolat pokazao drugaciji rezultat, pa je tako jedan izolat bio osjetljiv (r.b. 7) na klaritromicin,
jedan umjereno osjetljiv (r.b. 6.), jedan je bio otporan (r.b. 5.) ve¢ 5. dana inkubacije, a jedan
je 5. dana pokazao umjerenu osjetljivost dok se 14. dana inkubacije pokazao otpornim (r.b.
10.) Sto ukazuje na inducibilnu otpornost na makrolide uzrokovanu prisutno$¢u erm gena.

Dva izolata "Najsli¢nija M. chitae” izdvojena iz srna (r.b. 67. i 70.) pokazala su
osjetljivost na sve ispitane antibiotike, osim na cefepim (FEP) gdje je jedan izolat bio osjetljiv
(r.b. 70.), a drugi otporan (r.b. 67.).

Izolat vrste M. elephantis izdvojen iz goveda (r.b. 12.) pokazao se osjetljivim na
pripadnike flourokinolona ciprofloksacin (CIP) i moksifloksacin (MXF), pripadnike
tetraciklina doksiciklin (DOX) i minociklin (MIN), pripadnike cefalosporina cefepim (FEP),
cefoksitin (FOX) i cefriaksin (AXO), te na Kklaritromicin (CLA), linezolid (LZD) i
trimetoprim/sulfametoksazol (SXT). Unutar skupine aminoglikozidnih antibiotika, izolat je
pokazao osjetljivost na amikacin (AMI), a umjerenu osjetljivost na tobramicin (TOB).
Umjerenu osjetljivost takoder je pokazao na amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG), a

otpornost na imipenem (IMI).
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Svih 27 izolata vrste M. fortuitum od kojih je Sest izdvojeno iz domacih (5 goveda —
rb.1,3,8.,9.,11,; 1svinja—r.b. 14), a 21 iz divljih Zivotinja (6 divljih svinja —r.b. 30., 42.,
43., 45., 49., 57; 15 srna — r.b. 66., 71., 73., 80., 82., 83., 85., 95., 98. — 102., 104., 106.)
pokazali su osjetljivost na trimetoprim/sulfametoksazol (SXT). Takoder na pripadnika
aminoglikozidnih antibiotika amikacin (AMI) svi izolati bili su osjetljivi, dok je na
tobramicina (TOB) ukupno 20 izolata bilo je osjetljivo; Cetiri izolata iz domacih (4 goveda —
r.b. 1,8.,9., 11.)1 16 iz divljih zivotinja (4 divlje svinje —r.b. 43., 45., 49., 57.; 12 srna — r.b.
66., 71., 73., 80., 82., 83,, 85., 95., 98. — 100., 104.), jedan izolat bio je umjereno osjetljiv (1
govedo —r.b. 3.) i Sest izolata bila su otporna; jedan izolat iz domacih (1 svinja —r.b. 14.) i pet
iz divljih zivotinja (2 divlje svinje — r.b. 30., 42.; 3 srne — r.b. 101., 102., 106.). Prilikom
ispitivanja pripadnika fluorokinolona, na moksifloksacin (MXF) svi izolati su bili osjetljivi, a
na ciprofloksacin (CIP) su izolati podrijetlom iz divljih Zivotinja bili osjetljivi, dok su tri
izolata podrijetlom iz domacih Zivotinja bila umjereno osjetljiva (2 goveda — r.b. 1., 3.; 1
svinja — r.b. 14.), te ostala tri osjetljiva (3 goveda — r.b. 8., 9., 11.). Dobivene rezultate za
pripadnike cefalosporina smo u nastavku opisali za svaki antibiotik zasebno, pa su tako na
cefepim (FEP) osjetljiva bila samo dva izolata; jedan iz domacih (1 govedo —r.b. 11.) a jedan
iz divljih zivotinja (1 srna — r.b. 73.), umjereno osjetljiva Cetiri izolata iz divljih Zivotinja (2
divlje svinje — r.b. 57., 42.; 2 srne — r.b. 83., 106.), a ukupno 21 izolat je pokazao otpornost;
pet izolata iz domacih (4 goveda —r.b. 1., 3., 8., 9.; 1 svinja — r.b. 14.) i 16 izolata iz divljih
zivotinja (4 divlje svinje —r.b. 30., 43., 45., 49.; 12 srna —r.b. 66., 71., 80., 82., 85., 95., 98. —
102., 104.). Prilikom ispitivanja cefoksitina (FOX) gotovo svi izolati podrijetlom iz divljih
zivotinja pokazali su osjetljivost, osim tri izolata podrijetlom iz divlje svinje (r.b. 43.) 1 srna
(r.b. 99. 1 106.) koji su pokazali umjerenu osjetljivost. Od pretrazenih izolata podrijetlom iz
domacih zivotinja, jedan izolat je bio osjetljiv (1 goveda — r.b. 11.), Cetiri izolata bila su
umjereno osjetljiva (3 goveda —r.b. 1., 3., 8.; 1 svinja —r.b. 14.), a jedan izolat bio je otporan
na navedeni antibiotik (1 govedo — r.b. 9). Na cefriakson (AXO), ukupno 22 izolata su bila
otporna; Cetiri izolata iz domacih (3 goveda —r.b. 1., 8., 9.; 1 svinja —r.b. 14.) i 18 izolata iz
divljih zivotinja (5 divljih svinja — r.b. 30., 42., 43., 45., 49.; 13 srna — r.b. 66., 80., 82., 83.,
85., 95., 98. — 102., 104., 106.;), dok su umjereno osjetljiva bila dva izolata iz divljih zivotinja
(1 divlja svinja —r.b. 57.; 1 srna —r.b. 71.), a osjetljiva ukupno tri izolata; dva iz domacih (2
goveda — r.b. 3., 11.) i jedan iz divljih Zivotinja (1 srna — r.b. 73.). Nadalje, na pripadnika
skupine tetraciklina, doksiciklin (DOX) osjetljivo je bilo ukupno devet izolata; tri izolata iz
domacih (3 goveda —r.b. 8., 9., 11.) i Sest iz divljih zivotinja (2 divlje svinje —r.b. 43., 57.; 4

srme —r.b. 66., 71., 73., 82.), umjereno osjetljivo ukupno 13 izolata; dva iz domacih (2 goveda
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—r.b. 1., 3.) 1 11 iz divljih Zivotinja (3 divlje svinje — r.b. 30., 45., 49.; 8 srna — r.b. 80., 83,,
85.,95.,98.,101., 102., 104.), a otporno je bilo ukupno pet izolata; jedan iz domacih (1 svinja
—r.b. 14.) i Cetiri iz divljih Zivotinja (1 divlja svinja — r.b. 42.; 3 srne —r.b. 99., 100., 106.). Na
minociklin (MIN), takoder pripadnika tetraciklina, ukupno 13 izolata bilo je osjetljivo; tri
izolata iz domacih (3 goveda —r.b. 8., 9., 11.) i 10 iz divljih Zivotinja (3 divlje svinje — r.b.
49.,57.,43.; 7srma—r.b. 66., 71., 82., 83., 95., 101., 104.), 11 izolata umjereno osjetljivo; dva
izolata iz domacih (2 goveda —r.b. 1., 3.) i devet iz divljih Zivotinja (3 divlje svinje — r.b. 30.,
42., 45.; 6 srna — r.b. 73., 80., 85., 98., 100., 102.), a tri izolata otporno; jedan izolat iz
domacih (1 svinja — r.b. 14.) i dva iz divljih Zivotinja (2 srne — r.b. 99., 106.). Nadalje, na
amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG) ukupno tri izolata su bila osjetljiva; jedan iz domacih
(1 govedo — r.b. 11.) i dva iz divljih zivotinja (1 divlja svinja — r.b. 42., 1 srna — r.b. 71.),
ukupno 6 izolata umjereno osjetljiva; dva iz domacih (2 goveda — r.b. 1., 8.) i ¢etiri iz divljih
zivotinja (1 divlja svinja — r.b. 43., 3 srne — r.b. 73., 85., 95.), a njih ukupno 18 je bilo
otporno; tri iz domacih (2 goveda — r.b. 3., 9.; 1 svinja — r.b. 14.) i 15 iz divljih Zivotinja (4
divlje svinje —r.b. 30., 45., 49., 57.; 11 srna — r.b. 66., 80., 82., 83., 98. — 102., 104., 106.).
Prilikom ispitivanja klaritromicina (CLA) osjetljivo je bilo ukupno 15 izolata; tri izolata iz
domacih (3 goveda —r.b. 1., 3., 11.) i 12 iz divljih Zivotinja (1 divlja svinja — r.b. 45.; 11 srna
—r.b. 66., 71., 73., 80., 82., 83., 85., 98., 100., 101., 104.), umjereno osjetljivo dva izolata iz
divljih Zivotinja (1 divlja svinja — r.b. 57.; 1 srna — r.b 95.), dok je ve¢ 5. dana inkubacije
otporno bilo ukupno pet izolata; dva izolata iz domacih (2 goveda — r.b. 8., 9.) i tri iz divljih
zivotinja (2 divlje svinje — r.b. 30., 43.; 1 srna — r.b. 106.). Umjerenu osjetljivost 5. dana
inkubacije pokazalo je ukupno cetiri izolata, i to jedan izolat iz domacih (1 svinja—r.b. 14.) i
tri izolata iz divljih zivotinja (2 divlje svinje —r.b. 42., 49.; 1 srna —r.b. 99.), dok su 14. dana
bili otporni. Takoder, jedan izolat iz srne 5. dana inkubacije pokazao je osjetljivost, a 14. dana
otpornost na navedeni antibiotik (r.b. 102.). Nadalje, prilikom ocitavanja osjetljivosti na
imipenem (IMI) kod $est izolata vrste M. fortuitum (2 goveda —r.b. 1., 3.; 1 svinje —r.b. 14.; 3
srne — r.b. 82., 99., 106.) vrijednost MIC-a je 5. dana inkubacije iznosila > 8ug/ml, te smo
ispitivanje ponovili uz inkubaciju ne dulju od tri dana. Vrijednosti MIC-a ponovljenog testa
opet su iznosile > 8ug/ml, te navedene vrijednosti nismo prijavili zbog nestabilnosti
antibiotika. Od ostalih ispitanih izolata ukupno 14 ih je bilo osjetljivo; dva izolata iz domacih
(2 goveda —r.b. 9., 11.) i 12 izolata iz divljih Zivotinja (2 divlje svinje — r.b. 42., 45.; 10 srna —
rb. 66., 73., 80., 83., 85, 95., 98., 100., 102., 104.), a sedam umjereno osjetljivo na
imipenem; jedan izolat iz domacih (1 govedo — r.b. 8.) i Sest iz divljih Zivotinja (4 divlje

svinje — r.b. 30., 43., 49., 57.; 2 srne — r.b. 71., 101.). Konacno, svi izolati pokazali su se
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osjetljivima na linezolid (LZD), osim jednoga podrijetlom iz svinje koji je pokazao umjerenu
osjetljivost (r.b. 14.).

Prilikom ispitivanja ukupno 25 izolata pripadnika vrste M. neoaurum od kojih je jedan
izolat izdvojen iz domacih (1 kokos$ — r.b. 18.), a 24 iz divljih zivotinja (3 divlje svinje — r.b.
22.,41.,55.; 21 srne —r.b. 60. — 65., 68., 69., 72., 74., 75., 77., 79., 81., 84., 86., 87., 89., 91.,
92., 97.), kod dva izolata (2 srne — r.b. 68., 69.) ispitivanje antimikrobne osjetljivosti je bilo
bezuspjesno iz razloga $to niti nakon ponovljenog ispitivanja nije bilo vidljivog porasta
kolonija unutar mikrotitracijske plo¢ice na temelju kojeg odredujemo antimikrobnu
osjetljivost. Ostala 23 izolata pokazala su osjetljivost na pripadnike fluorokinolona
ciprofloksacin (CIP) i moksifloksacin (MXF), te pripadnike tetraciklina doksiciklin (DOX) i
minociklin (MIN). Svi izolati takoder su bili osjetljivi na amikacin (AMI), antibiotik skupine
aminoglikozida, dok su na tobramicin (TOB) gotovo svi bili osjetljivi osim dva izolata od
kojih je jedan bio umjereno osjetljiv (1 srna — r.b. 97.), a jedan otporan (1 srna — r.b. 79.).
Prilikom ispitivanja pripadnika cefalosporina, na cefoksitin (FOX) su takoder gotovo svi
izolati bili osjetljivi osim dva izolata koji su bili otporni (2 srne — r.b. 92., 97.). Na cefepim
(FEP), takoder cefalosporin, samo tri izolata su bila osjetljiva i to svi iz divljih Zivotinja (3
srne — r.b. 72., 87., 92.), pet izolata je bilo umjereno osjetljivo; jedan izolat iz domacih (1
koko$ — r.b. 18.) i ¢etiri iz divljih Zivotinja (2 divlje svinje — r.b. 22., 41.; 2 srne — r.b. 77.,
84.), dok je odstalih 15 izolata sve iz divljih Zivotinja bilo otporno (1 divlja svinja — r.b. 55,;
14 srna — r.b. 60. — 65., 74., 75., 79., 81., 86., 89., 91., 97.). Konacno, na pripadnika
cefalosporina cefriakson (AXO), ukupno pet izolata sve ih divljih zivotinja bilo je osjetljivo
(5srna—r.b. 60., 72., 84., 87., 89.), 12 izolata bilo je umjereno osjetljivo; jedan iz domacih (1
kokos — r.b. 18.) i 11 iz divljih zivotinja (1 divlja svinja — r.b. 41.; 10 srna —r.b. 62., 64., 74.,
75.,77., 79., 81., 86., 91., 92.), a Sest izolata sve iz divljih Zivotinja bilo je otporno (2 divlje
svinje — r.b. 22., 55.; 4 srne — r.b. 61., 63., 65., 97.). Nadalje, gotovo svi izolati takoder su
pokazali osjetljivosti na amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG), Klaritromicin (CLA),
linezolid (LZD) i trimetoprim/sulfametoksazol (SXT), osim jednog izolata iz divljih Zivotinja
koji je pokazao otpornost na sve navedene antibiotike (1 srna — r.b. 92.). Na imipenem (IMI)
ukupno 19 izolata je bilo osjetljivo; jedan izolat iz domacih (1 kokos§ —r.b. 18.) i 18 iz divljih
zivotinja (2 divlje svinje —r.b. 55., 41.; 16 srna —r.b. 60., 61., 64., 65., 72., 74., 75., 77., 79.,
81.,84.,87.,89.,91., 92., 97.), dok je Cetiri izolata iz divljih Zivotinja bilo umjereno osjetljivo
(1 divlja svinja—r.b. 22.; 3 srne —r.b. 62., 63., 86.).

Dva izolata "Najsli¢nija M. neoaurum” izdvojena iz ovce (r.b. 15.) i srne (r.b. 88.)

pokazala su se osjetljivima na pripadnike aminoglikozidnih antibiotika amikacin (AMI) i
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tobramicin (TOB), pripadnike flourokinolona ciprofloksacin (CIP) i moksifloksacin (MXF),
pripadnike tetraciklina doksiciklin (DOX) i minociklin (MIN), te na amoksicilin/klavulonsku
kiselinu  (AUG), Kklaritromicin  (CLA), imipenem (IMI), linezolid (LZD) i
trimetoprim/sulfametoksazol (SXT). Unutar skupine cefalosporina, izolati su bili osjetljivi na
cefoksitin (FOX), umjereno osjetljivi na cefriakson (AXO) i otporni na cefepim (FEP).

Izolat vrste M. peregrinum izdvojen iz srne (r.b. 93.) pokazao se osjetljivim na
pripadnike flourokinolona ciprofloksacin (CIP) i moksifloksacin (MXF), te na linezolid
(LZD), trimetoprim/sulfametoksazol (SXT), kao i na klaritromicin (CLA) kod kojeg smo
rezultate oc€itali 5. dana inkubacije iz razloga $to je za navedenu vrstu dokazano da ima
nefunkcionalni ili odsutni erm gen i stoga se o¢ekuje da je osjetljiva na klaritromicin, te smo
zabiljezili samo tumacenje rezultata, bez MIC-vrijednosti. Na pripadnike aminoglikozidnih
antibiotika amikacin (AMI) testirani izolat bio je osjetljiv, dok je na tobramicin (TOB) bio
otporan. Unutar skupine cefalosporina, izolat je bio osjetljivi na cefoksitin (FOX), a otporan
na cefriakson (AXO) i cefepim (FEP). Na pripadnike skupine tetraciklina doksiciklin (DOX) i
minociklin ~ (MIN) navedeni izolat je bio umjereno osjetljiv. Nadalje, na
amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG) bio je otporan. Nadalje, prilikom ocitavanja
osjetljivosti na imipenem (IMI) vrijednost MIC-a je 5. dana inkubacije iznosila > 8ug/ml, te
smo ispitivanje ponovili uz inkubaciju ne dulju od tri dana. Vrijednost MIC-a ponovljenog
testa opet je iznosila > 8ug/ml, te navedenu vrijednost nismo prijavili zbog nestabilnosti
antibiotika.

Ukupno sedam izolata vrste M. phocaicum sve izdvojeno iz divljih svinja (r.b. 19., 20.,
34., 35, 44., 47., 56.), bili su osjetljivi na pripadnike flourokinolona ciprofloksacin (CIP) i
moksifloksacin (MXF), te na linezolid (LZD), trimetoprim/sulfametoksazol (SXT), kao i na
klaritromicin (CLA) kod kojeg smo rezultate ocitali 5. dana inkubacije i to bez MIC
vrijednosti, samo tumacenje rezultata kao $to je opisano za prethodnu vrstu. Na pripadnike
aminoglikozidnih antibiotika amikacin (AMI) testirani izolati bili su osjetljivi, dok je na
tobramicin (TOB) jedan izolat bio otporan (r.b. 44.), a drugi osjetljivi. Unutar skupine
cefalosporina, izolati su bili osjetljivi na cefoksitin (FOX), dok je na cefepim (FEP) i
cefriakson (AXO) pet izolata bilo osjetljivo (FEP —r.b. 19., 35., 44., 47., 56.; AXO —r.b. 20,
35., 44., 47., 56.), jedan izolat umjereno osjetljiv (FEP — r.b. 20; AXO — r.b. 19.), a jedan
otporan (FEP i AXO —r.b. 34.). Na pripadnike skupine tetraciklina doksiciklin (DOX) gotovo
svi izolati su bili osjetljivi, osim jednog koji je bio umjereno osjetljiv (r.b. 44.), dok su na
minociklin (MIN) cetiri izolata bila osjetljiva (r.b. 34., 35., 47., 56.), a tri umjereno osjetljiva
(r.b. 19., 20., 44.). Nadalje, na amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG) tri izolata bila su
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osjetljiva (r.b. 35., 44., 56.), dva umjereno osjetljiva (r.b. 20., 47.), a dva otporna (r.b. 19.,
34.). Prilikom ocitavanja osjetljivosti na imipenem (IMI) kod cetiri izolata vrste M.
phocaicum (r.b. 19., 20., 47., 56.) vrijednost MIC-a je 5. dana inkubacije iznosila > 8ug/ml, te
smo ispitivanje ponovili uz inkubaciju ne dulju od tri dana. Vrijednosti MIC-a ponovljenog
testa opet su iznosile > 8ug/ml, te navedene vrijednosti nismo prijavili zbog nestabilnosti
antibiotika. Ostala tri ispitana izolata bila su osjetljiva na imipenem.

Oba izolata vrste M. porcinum izdvojena iz divljih svinja (r.b. 40., 46.) bila su
osjetljiva na pripadnike flourokinolona ciprofloksacin (CIP) i moksifloksacin (MXF), te na
linezolid (LZD) i trimetoprim/sulfametoksazol (SXT), dok su oba bila otporna na
klaritromicin (CLA). Na pripadnike aminoglikozidnih antibiotika amikacin (AMI) testirani
izolati bili su osjetljivi, dok su na tobramicin (TOB) bili otporni. Unutar skupine
cefalosporina, izolati su bili osjetljivi na cefoksitin (FOX), dok su oba bila otporna na cefepim
(FEP) i cefriakson (AXO). Na pripadnike skupine tetraciklina doksiciklin (DOX) oba izolata
su bila otporna, dok je na minociklin (MIN) jedan izolat je bio otporan (r.b. — 40.), a drugi
umjereno osjetljiv (r.b. — 46.). Nadalje, na amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG) je takoder
jedan izolat je bio otporan (r.b. — 40.) dok je drugi bio umjereno osjetljiv (r.b. — 46.), a na
imipenem (IMI) je jedan bio umjereno osjetljiv (r.b. — 40.) dok je drugi bio osjetljiv (r.b. —
46.).

Izolat vrste M. pulveris izdvojen iz divlje svinje (r.b. 32.) bio je osjetljiv na sve
ispitane antibiotike osim na cefriakson (AXQ) na koji je bio umjereno osjetljiv.

Izolat "Najsli¢niji M. septicum” izdvojen iz srne (r.b. 94.) bio je umjereno osjetljiv na
doksiciklin (DOX) i imipenem (IMI) dok je na ostale ispitane antibiotike bio osjetljiv.

Od ukupno ispitanih 14 izolata pripadnika vrste M. vaccae od kojih su dva izolata
izdvojena iz domacih (2 goveda - r.b. 2., 4.) i 12 iz divljih Zivotinja (11 divljih svinja — r.b.
21., 23., 24., 27. — 29., 37. — 39., 50., 58.; 1 srna — r.b. 96.), ispitivanje antimikrobne
osjetljivosti je bilo bezuspjesno kod jednog izolata (1 divlja svinja —r.b. 21.) iz razloga §to niti
nakon ponovljenog ispitivanja nije bilo vidljivog porasta kolonija unutar mikrotitracijske
plocice. Ostalih 13 izolata bilo je osjetljivo na pripadnike fluorokinolona moksifloksacin
(MXF), dok je na ciprofloksacin (CIP) jedan izolat bio otporan (1 divlja svinja —r.b. 38.), a
ostali osjetljivi. Svi izolati takoder su bili osjetljivi na trimetoprim/sulfametoksazol (SXT).
Nadalje, na pripadnike aminoglikozida amikacin (AMI) jedan je izolat bio umjereno osjetljiv
(1 srna —r.b. 96.), a drugi osjetljivi, dok su na tobramicin (TOB) tri bila umjereno osjetljiva
(r.b. 27., 39., 50.) i jedan otporan (r.b. 58.). Na pripadnike skupine tetraciklina doksiciklin

(DOX) dva izolata iz divljih svinja su bila otporna (r.b. 39., 58.), jedan umjereno osjetljiv (r.b.
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50.) i ostali osjetljivi, dok su na minociklin (MIN) dva bila otporna (2 divlje svinje — r.b. 58.,
39.) i ostali osjetljivi. Unutar skupine cefalosporina, gotovo svi izolati bili su osjetljivi na
cefoksitin (FOX) osim dva izolata koja su bila umjereno osjetljiva (1 divlja svinja—r.b. 58.; 1
srna — r.b. 96.). Prilikom ispitivanja cefepima (FEP), pripadnika cefalosporina, ukupno Sest
izolata pokazalo je osjetljivost i to sve iz divljih Zivotinja (6 divljih svinja —r.b. 23., 24., 27. —
29., 38.), jedan izolat umjerenu osjetljivost (1 divlja svinja — r.b. 39.), dok je Sest izolata
(3 divlje svinje — r.b. 37., 50., 58.; 1 srna — r.b. 96.). Kona¢no na pripadnika cefalosporina
cefriakson (AXO), dva izolata su bila osjetljiva (2 divlje svinje — r.b. 29., 38.), tri umjereno
osjetljiva; jedan izolat iz domacih (1 govedo — r.b. 4.) i dva iz divljih Zivotinja (2 divlje svinje
—r1.b. 24., 37.), dok ih je osam bilo otporno; jedan izolat iz domacih (1 govedo — r.b. 2.) i
sedam iz divljih Zivotinja (6 divljih svinja — r.b. 23., 27., 28., 39., 50., 58.; 1 srna — r.b. 96.).
Nadalje, na linezolid (LZD) gotovo svi izolati su bili osjetljivi, osim jednog koji je bio
umjereno osjetljiv (1 divlja svinja — r.b. 58.). Na amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG)
devet izolata je bilo osjetljivo; jedan izolat iz domacih (1 govedo — r.b. 4.) i osam iz divljih
zivotinja (7 divljih svinja — r.b. 23., 24., 27. — 29., 37., 50.; 1 srna — r.b. 96.), tri umjereno
osjetljivo; jedan izolat iz domacih (1 govedo —r.b. 2.) i dva iz divljih Zivotinja (2 divlje svinje
—r.b. 38., 39.), a jedan izolat bio je otporan (1 divlja svinja—r.b. 58.).

Ukupno devet izolata bilo je osjetljivo na klaritromicin (CLA); dva izolata iz domacih
(2 goveda —r.b. 2., 4.) i sedam iz divljih zivotinja (6 divljih svinja —r.b. 23., 24., 29., 37., 38,
50., ; 1 srna — r.b. 96.), tri izolata bila su otporna (3 divlje svinje — r.b. 26. — 28.) od kojih
jedan ve¢ 5. dana inkubacije (r.b. 28.), dok su dva izolata 5. dana inkubacije bila osjetljiva, a
14. dana otporna (2 divlje svinje — r.b. 39., 58.). Kona¢no, na imipenem (IMI) je ukupno pet
izolata bilo osjetljivo; jedan izolat iz domac¢ih (1 govedo —r.b. 4) i Cetiri iz divljih zivotinja (3
divlje svinje —r.b. 37., 39., 50.; 1 srna —r.b. 96.), sedam umjereno osjetljivo; jedan iz domacih
(1 govedo — r.b. 2.) i Sest iz divljih Zivotinja (6 divljih svinja — r.b. 23., 24., 27. — 29., 38.) i
jedan izolat je bio otporan (1 divlja svinja —r.b. 58.)

Jedan izolat vrste "Najslicnije M. vaccae” izdvojen iz divlje svinje (r.b. 26.) bio je
osjetljiv na pripadnike fluorokinolona moksifloksacin (MXF) i ciprofloksacin (CIP),
pripadnike tetraciklina doksiciklin (DOX) i minociklin (MIN), te na linezolid (LZD) i
trimetoprim/sulfametoksazol (SXT). Na pripadnike aminoglikozida amikacin (AMI) navedeni
izolat bio je osjetljiv, dok je na tobramicin (TOB) bio otporan. Unutar skupine cefalosporina,

izolat je bio umjereno osjetljiv na cefoksitin (FOX) i otporan na cefepim (FEP) i cefriakson
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(AXO0). Na amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG), klaritromicin (CLA) i imipenem (IMI)
testirani izolat bio je otporan.
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Slika 23. Prikaz mikrotitracijske ploCice 5. dana inkubacije prilikom ocitavanja rezultata
ispitivanja antimikrobne osjetljivosti pripadnika brzorastuc¢ih netuberkuloznih mikobakterija.
Izolat pripada vrsti M. fortuitum, a izdvojen je iz goveda pod rednim brojem 9. Na slici su
oznaceni antibiotici za koje je dokazana otpornost: FEP — cefepim, FOX — cefoksitin, AXO —
cefriakson, AUG2 — amoksicilin/klavulonska kiselina, CLA — klaritromicin
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Tablica 27. Rezultati odredivanja antimikrobne osjetljivosti izolata brzorastu¢ih NTM-a (MIC (engl. minimal inhibitory concentration) — najniza
koncentracija koja prekida rast; S (engl. susceptible) — osjetljiv, I (engl. intermediate) — umjereno osjetljiv, R (engl. resistant) — otporan)

Vrsta MIC (tumadenje rezultata)
zivotinje/ Vrsta CLA
redni broj izolata | AM| | AUG2 | FEP | FOX | AXO | CIP | (5dan/ | DOX | IMI | LZD|MIN| MXF | TGC | TOB | SXT
izolata 14.dan)
divlja
svinja/ M. agri / / / / / / / / / / / / / / /
25.
divija 0,12/ <025/
o <1 | 16/8 | 16 | <4 | 32 | <012 <0,12 8 <1 | <1 | <025 <1
v Mareense gl g lole ol o | Mle o lelel o |[¥le]| P
52. (S1S) (S)
divija <0,06/ <025/
o <1 8/4 8 | <4 | 32 | <012 <0,12 16 <1 | <1 | <025 <1
svinja/ M. arupense ©) S) ©) ©) 0 ©) <0,06 ©) 0 ©) ©) ©) 0,1 ) 4,75
53, (S9) (S)
< 0,06/ <025/
govedo/ _ <1 8/4 4 | <4 | <4 | <012 <012 | <2 | <1 | <1 | <025 <1
7 et el e leolelel e X lele lelel e |[*Mel "
' (SIS) (S)
>16 <025/
govedo/ _ 4 42 8 | <4 | <4 | <012 <012 | <2 2 | <1 | <025 <1
M. chitae (5.dan) 0,5 4,75
5. (S) ) ©) (S) (S (S) ©) S) S | (9 ©) S
(R) (S
<025/
govedo/ _ <1 | 3216 | 4 8 <4 | <012 44 | <012 16 <1 | <1 | <025 <1
M. chitae 0,5 4,75
6. (S) (R) ©) (S) (S (S) (1) ©) Q) S | 9 (S S ©)
<025/
govedo/ _ <1 | 6432 | 4 | <4 | <4 | <012 | 416 | <o0,12 4 <1 | <1 | <025 <1
M. chitae 0,3 4,75
10. (S) (R) (S (S) ©) (S) (/R) (S S) S | (9 (S S ©)
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- 0,25/ <0,25/
srna/ "Najsliénije | <1 <2/1 4 8 <4 <0,12 <0,12 <2 <1 <1 <0,25 <1
70 M.chitae” | (S) | (S) | () | () | ©) 025 ) © | © | © o0 ©) 7o
' ' (Ss) (S)
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govedo/ . <1 16/8 >32 32 > 64 2 0,25/1 4 8 2 1 <1 2/38
M. fortuitum / 2
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srna/ . <1 >64/32 > 32 16 > 64 <0,12 4 8 2 <1 <0,25 16 0,5/9,5
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101, Ol ® OO |® 6 | g 0|o|ojle]e R | ©
srna/ . 2 64/32 > 32 16 > 64 <0,12 2/8 4 4 <1 2 <0,25 > 16 0,5/9,5
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102, Sl ® | ®w|leolew| o |[ow| ol o lolo| © R | ©
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< 0,06/

srna/ . <1 32/16 > 32 8 > 64 <0,12 4 4 2 1 <0,25 2 0,5/9,5
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104, eS| ® | ®| 6 | E® ©) ©9) () G | O © S | ©
8/
srna/ . <1 32/16 16 32 > 64 <0,12 16 8 8 <0,25 16 0,5/9,5
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15. e e [ ®e 0o ’ © | © e ] © e e
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41. (SIS) (S)
0,25/ <0,25/
srna/ M. <1 <2/1 32 <4 8 <0,12 <0,12 <2 <1 | <1 | <025 <1
60 S| 6 | ® ] 6 | © (S) 0.25 (S) ©) | ©) | © (S) 03 (S) s
. neoaurum
(S19) (S)
0,12/ <0,25/
srna/ M. <1 4/2 > 32 8 64 <0,12 <0,12 <2 <1 <1 <0,25 <1
61 S| © | ®|© | E® (S) 012 (S) ©) | © | © (S) 03 (S) s
. neoaurum
(S19) S)
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0,12/ <0,25/
srna/ M. <1 4/2 > 32 8 32 <0,12 <0,12 8 <1 <1 <0,25 <1
62 S| © | ® | ©6 | O (S) 012 (S) (1 ©) | © (S) 03 (S) s
. neoaurum
(S/9) S)
0,25/ <0,25/
srna/ M. <1 4/2 32 8 64 <0,12 <0,12 16 <1 <1 <0,25 <1
63 Sl 6 | ®] 6 | ® (S) 0.25 (S) (1 ©) | © (S) 03 (S) s
. neoaurum
(S/S) (S)
0,25/ <0,25/
srna/ M. <1 4/2 > 32 8 32 <0,12 <0,12 4 <1 <1 <0,25 <1
64 S| © | ® ] © | O (S) 0.25 (S) ©) | © | © (S) o (S) s
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(S/S) (S)
0,25/ <0,25/
srna/ M. <1 8/4 > 32 8 64 <0,12 <0,12 4 <1 <1 <0,25 <1
65 Sl 6 | ®] 6 | ® (S) 0.25 (S) S | ©) | © (S) 03 (S) s
. neoaurum
(S/S) (S)
srna/ M.
/ / / / / / / / / / / / / / /
68. neoaurum
srna/ M.
/ / / / / / / / / / / / / / /
69. neoaurum
< 0,06/ <0,25/
srna/ M. <1 <2/1 4 <4 <4 <0,12 <0,12 <2 <1 <1 <0,25 <1
72 © | © ©) | ©) | ) (S) =000 (S) S | ©) | © (S) o (S) s
. neoaurum
(S/S) (S)
0,12/ <0,25/
srna/ M. <1 <2/1 32 <4 32 <0,12 <0,12 <2 <1 <1 <0,25 <1
74 S| © | ® | ©6 | O (S) 012 (S) ©) | © | © (S) 03 (S) s
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(S/9) (S)
<0,06/ <0,25/
srna/ M. <1 <2/1 | >32 8 32 <0,12 <0,12 <2 <1 | <1 <0,25 <1
75 S| © | ® | ©6 | O (S) =000 (S) ©) | ©) | © (S) o (S) s
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(S/S) (S)
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77 © | © M| © | o (S) 0.12 (S) ©) | ©) | © (S) ot (S) s
. neoaurum
(S/S) (S)
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0,12/ <0,25/
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79 S| © | ® | ©6 | O (S) 0.25 (S) ©) | ©) | © (S) o (R) s
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84 ©) | © M| © | © (S) 012 (S) ©) | © | © (S) o (S) s
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(S/S) (S)
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86 S| 6 | ® | ©6 | O (S) 0.25 (S) (1 ©) | © (S) 03 (S) s
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<0,06/
srna/ M. <1 <2/1 <1 8 <4 <0,12 0.06 <0,12 <2 <1 <1 <0,25 03 <1 0,5/9,5
S b 1
87. neoaurum | (S) | (S) | (5) | (5 | () (S) ©5) (S) ©) | ©) | © (S) (S) (S)
"Najsli¢nije 0,12/ <0,25/
srna/ <1 4/2 > 32 <4 32 <0,12 <0,12 4 <1 <1 <0,25 <1
88 M S| © | ® | ©6 | O (S) 012 (S) ©) | ©) | © (S) o3 (S) s
' neoaurum” (S/S) (S)
0,12/ <0,25/
srna/ M. <1 412 32 8 8 <0,12 <0,12 <2 <1 <1 <0,25 <1
89 S| 6 | ® ] 6 | © (S) 0.12 (S) ©) | © | © (S) ot (S) s
. neoaurum
(S/S) (S)
0,12/ <0,25/
srna/ M. <1 <2/1 32 <4 16 <0,12 <0,12 <2 <1l | <1 <0,25 <1
91 S| © | ® | ©6 | O (S) 0.12 (S) ©) | ©) | © (S) ot (S) s
. neoaurum
(S/S) (S)
srna/ M. <1 64/32 4 >128 32 <0,12 16/16 1 <2 > 32 <1 <0,25 05 <1 8/152
92. neoaurum | (S) | (R) | (5) | R) | () (S) (RIR) (S) © | R | ©® (S) ’ © | ®
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<0,06/ <0,25/
srna/ M. 8 <2/1 > 32 128 > 64 0,5 0,25 <2 2 <1 <0,25 4
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svinja/ . / 0,1 4,75
phocaicum | (S) (1 ©) | © | (S) (S) (S) ©) | © (S) (S)
47. ©)
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svinja/ . / 0,5 4,75
phocaicum | (S) | (S) | (S) | (S) | (9 (S) (S) (S) ©) | © (S) (S)
56. ()
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phocaicum | (S) | (R) | () | () | (O (S) (S) (S) © | (S) (S)
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svinja/ ) / 0,5
2 phocaicum | (S) (1 M| © | ©) (S) (S) (S) © | (S) (S) (S)
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i M. <1 | 32/16 | >32 | <4 | >64 | <0,12 | (5.dan) | <0,12 4 <1 | €1 | €025 < <1 2/38
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5 4’ phocaicum | (S) | (R) | (R) | (5) | (R (S) (S) (S) ©) | © | © (S) |0015| (S) )
divlja <0,25/
o M. <1 | <21 8 <4 | <4 | <0112 | (5.dan) | <0,12 <2 <1 | <1 | <025 <1
svinja/ ] 0,1 4,75
. phocaicum | (S) | (S) | (S) | () | (9 (S) (S) (S) ©) | ©) | © (S) (S) ©
divlja 0,5/
o M. <1 | <2/ 4 8 8 0,25 (5.dan) 4 <2 2 2 <025 8
svinja/ . 1 9,5
" phocaicum | (S) | (S) | (S) | (S) | (9 (S) (S) (1 © | © | W (S) (R) ©
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Nadalje, u tablicama 28. i 29. prikazan je broj sojeva osjetljivih/otpornih na odredeni

Istrazivani antibiotik, te broj sojeva otpornih na jedan ili vise antibiotika.

Tablica 28.

Broj izdvojenih sojeva brzorastu¢ih
osjetljivih/otpornih na odredeni antibiotik
Skupina antibiotika Antibiotik S I R
AMI 86 1 0
AMINOGLIKOZIDI
TOB 68 6 13
PENICILINI AUG2 46 | 14 | 27
FEP 25 | 12 | 50
CEFALOSPORINI FOX 74 | 10 3
AXO 23 | 23 | 41
KARBAPENEMI IMI 50 | 23 3
CIP 83 3 1
FLUOROKINOLONI
MXF 87 0 0
MAKROLIDI CLA 64 | 3 20
DOX 61 | 17 9
TETRACIKLINI
MIN 65 | 16 6
OKSAZOLIDINON LZD 84 | 2 1
SXT 86 1 0

S (engl. susceptible) — osjetljiv, I (engl. intermediate) — umjereno osjetljiv, R (engl. resistant) — otporan

netuberkuloznih  mikobakterija

Tablica 29. Broj sojeva brzorastucih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na jedan ili vise

antibiotika

Otporanna | N | % Kumulativna frekvencija
0 20 | 22.99 22.99
1 24 | 27.59 50.57
2 16 | 18.39 68.97
3 10 | 11.49 80.46
4 6 | 6.90 87.36
5 5| 575 93.10
6 3| 345 96.55
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7 2 | 2.30 98.85
8 1| 115 100.00
Ukupno |87 | 100 100

Opazene razlike u pojavnosti

otpornih sojeva brzorastu¢ih netuberkuloznih

mikobakterija izdvojenih iz domacih i divljih Zivotinja nisu statisticki znacajne (P=0.834)

(Tablica 30.).

Tablica 30. Broj sojeva brzorastu¢ih netuberkuloznih mikobakterija izdvojenih iz domacih i

divljih zivotinja otpornih na jedan ili vise antibiotika

Otporan na | Divlje | Domace Ukupno
0 17 3 20
1 19 24
2 12 4 16
3 9 1 10
41vise 15 2 17
Ukupno 72 15 87

Opazene razlike u pojavnosti

otpornih sojeva brzorastu¢ih netuberkuloznih

mikobakterija izdvojenih u razli¢itim godinama promatranja nisu statisticki znacajne

(P=0.324) (Tablica 31.).

Tablica 31. Broj sojeva brzorastuc¢ih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na jedan ili vise

antibiotika u razli¢itim godinama promatranja

Otporan na | 2013. | 2014. | 2015. | 2016. | Ukupno
0 10 5 4 1 20
1 7 10 6 1 24
2 4 8 3 1 16
3 3 1 5 1 10
41vise 8 2 5 2 17
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Najveci postotak viSestruko otpornih sojeva prema koriStenim antibioticima (na 4 1
viSe antibiotika) uocen je u vrste M. fortuitum. Opazene razlike u osjetljivosti prema
antibioticima izmedu razli¢itth vrsta brzorastu¢ih mikobakterija statisticki su znacajne

(p<0.001) (Tablica 32.).

Tablica 32. Broj sojeva brzorastucih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na jedan ili vise

antibiotika u razlicitih vrsta brzorastu¢ih mikobakterija

Otporan na M. fortuitum | M. neoaurum | M. vaccae | Ostali | Ukupno
N 2 6 2 10 20
0 % 7.41 24.00 47.62 14.29 | 22.99
1 N 2 12 4 6 24
% 7.41 48.00 28.57 28.57 | 27.59
N 5 5 5 1 16
? % 18.52 20.00 4.76 35.71 | 18.39
N 8 1 0 1 10
} % 29.63 4.00 4.76 0.00 | 11.49
4 vite N 10 1 3 3 17
% 37.04 4.00 14.29 21.43 | 19.54
Ukupno | N 27 25 14 21 87
% 100 100 100 100 100

5.2.6.2.1 Antimikrobna osjetljivost brzorastuéih netuberkuloznih mikobakterija

prema Zupaniji porijekla

Navedeno ispitivanje brzorastu¢ih NTM-a obuhvatilo je izolate iz ukupno sedam
Zupanija i Grada Zagreba, i to Bjelovarsko — bilogorske, Zagrebacke, Sisatko — moslavacke,
Osjecko — baranjske, Li¢ko — senjske, Koprivnicko — krizevacke i Splitsko — dalmatinske
Zupanije.

Ispitivanje antimikrobne osjetljivosti proveli smo na ukupno 43 izolata pripadnika
sedam razli¢itih vrsta brzorastu¢ih mikobakterija s podru¢ja Bjelovarsko — bilogorske
zupanije (Tablica 33.), i to M. neoaurum (20 izolata — 1 iz domac¢ih; 19 iz divljih zivotinja) i
"Najslicnije M. neoaurum” (1 izolat iz divljih zivotinja), M. fortuitum (17 izolata — 2 iz

domacih; 15 iz divljih Zivotinja), M. vaccae (1 izolat iz divljih Zivotinja), M. peregrinum (1
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izolat iz divljih Zivotinja), "Najsli¢nije M. chitae” (2 izolata iz divljih Zivotinja) i "Najsli¢nije
M. septicum” (1 izolat iz divljih zivotinja).

Na aminoglikozidne antibiotike, tj. amikacin (AMI) svi izolati bili su osjetljivi osim
M. vaccae Kkoji je pokazao umjerenu osjetljivost. Na tobramicin (TOB), izolati vrste M.
vaccae, "Najsli¢niji M. chitae” i "Najslicniji M. septicum” bili su osjetljivi, dok je M.
peregrinum bio otporan. Nadalje, 19 izolata M. neoaurum bilo je osjetljivo na tobramicin (1
izolat iz domacih, 18 iz divljih zivotinja), dok je jedan izolat bio umjereno osjetljiv, a drugi
otporan (oba iz divljih zivotinja). Ukupno 13 izolata M. fortuitum bilo je osjetljivo na
tobramicin (1 iz domacih, 12 iz divljih zivotinja), dok ih je ¢etiri bilo otporno (1 iz domac¢ih, 3
iz divljih zivotinja). Na amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG) osjetljivi su bili izolati M.
vaccae, "Najsli¢niji M. chitae” i "Najsli¢niji M. septicum”, dok je izolat M. peregrinum bio
otporan. Ukupno 20 izolata M. neoaurum bilo je osjetljivo na navedeni antibiotik (1 izolat iz
domacih i 19 iz divljih Zivotinja), dok je jedan bio otporan (izolat iz divljih Zivotinja). Ukupno
11 izolata M. fortuitum bilo je otporno (11 izolata iz divljih zivotinja), dok je njih pet (2 iz
domacih, 3 iz divljih Zivotinja) bilo umjereno osjetljivo, a jedan izolat bio je osjetljiv (iz
divljih zivotinja). Nadalje, na antibiotike skupine cefalosporina, tj. na cefepim (FEP),
cefoksitin (FOX) i cefriakson (AXO) izolati "Najsli¢niji M. septicum” su bili osjetljivi, a
izolati "Najsli¢niji M. chitae” su bili osjetljivi na cefoksitin i cefriakson, dok je na cefepim
jedan izolat bio osjetljiv, a drugi otporan. Izolati M. vaccae i M. peregrinum bili su otporni na
cefepim i cefriakson, dok je na cefoksitin M. vaccae bio umjereno osjetljiv, a M. peregrinum
osjetljiv. Od M. fortuitum izolata, na cefepim ih je 14 bilo otporno (2 iz domacih, 12 iz divljih
zivotinja), dva umjereno osjetljivo i jedan osjetljiv (oba iz divljih Zivotinja). Na cefoksitin, tri
izolata bilo je otporno (1 iz domadéih, 2 iz divljih Zivotinja), jedan umjereno osjetljiv (iz
domacih zivotinja) i 13 osjetljivo (iz divljih Zivotinja), a na cefriakson ih je 15 bilo otporno (2
iz domacih, 13 iz divljih Zivotinja), jedan umjereno osjetljiv i1 jedan osjetljiv (oba iz divljih
zivotinja). Kod izolata M. neoaurum, na cefepim je 14 izolata bilo otporno kao i izolat
"Najsli¢niji M. neoaurum” (iz divljih zivotinja), tri umjereno osjetljivo (1 iz domacih, 2 iz
divljih Zivotinja) i tri osjetljivo (iz divljih Zivotinja); na cefoksitin su bila dva otporna (iz
divljih zivotinja), a 19 osjetljivo (1 iz domacih, 18 iz divljih Zivotinja); te na cefriakson cetiri
je bilo otporno (iz divljih zivotinja), 11 umjereno osjetljivo kao i izolat "Najsli¢niji M.
neoaurum” (1 iz domacih, 11 iz divljih zivotinja), a pet osjetljivo (iz divljih zivotinja).
Na skupinu karbapenema, tj. imipenem (IMI) izolati M. vaccae i "Najsli¢niji M. chitae” bili
su osjetljivi, a izolat "Najsli¢niji M. septicum” umjereno osjetljiv. Od M. fortuitum izolata, 10

ih je bilo osjetljivo, a dva umjerno osjetljivo (sve iz divljih

157



zivotinja), dok rezultate za pet izolata nije bilo moguce ocitati iz ranije navedenih razloga, kao
I za izolat vrste M. peregrinum. Kod M. neoaurum izolata, 18 ih je bilo osjetljivo (1 iz
domacih, 17 iz divljih zivotinja), a tri umjereno osjetljivo (iz divljih zZivotinja). Na skupinu
fluorokinolona, ciprofloksacin (CIP) i moksifloksacin (MXF), izolati M. neoaurum, M.
vaccae, M. peregrinum, "Najsli¢niji M. chitae” i "Najsli¢niji M. septicum” bili su osjetljivi,
dok su dva M. fortuitum izolata iz domacih Zzivotinja bila umjereno osjetljiva, a ostali
osjetljivi. Na makrolidni antibiotik Klaritromicin (CLA), izolati vrsta M. vaccae, M.
peregrinum, "Najsli¢niji M. chitae” i "Najsli¢niji M. septicum” bili su osjetljivi, dok su kod M.
neoaurum jedan izolat (iz divljih Zivotinja), te kod M. fortuitum cetiri bila otporna (1 iz
domacih, 3 iz divljih zivotinja) i jedan umjereno osjetljiv (iz divljih Zivotinja), a ostali
osjetljivi. lzolati M. neoaurum, M. vaccae i "Najsli¢niji M. chitae” bili su osjetljivi na
tetracikline, doksiciklin (DOX) i minociklin (MIN), dok je M. peregrinum bio umjereno
osjetljiv. Izolat "Najsli¢niji M. septicum” bio je umjereno osjetljiv na doksiciklin, a osjetljiv na
minociklin. Od M. fortuitum izolata, na doksiciklin ih je Cetiri bilo otporno (1 iz domacih, 3 iz
divljih Zivotinja), devet umjereno osjetljivo (1 iz domacih, 8 iz divljih Zivotinja) i Cetiri
osjetljivo, a na minociklin dva otporno (iz divljih Zivotinja), 0sam umjereno osjetljivo (2 iz
domacih, 6 iz divljih Zivotinja) i sedam osjetljivo (iz divljih Zivotinja). Na linezolid (LZD),
antibiotik skupine oksazolidinona, svi izolati su bili osjetljivi, osim jednog M. neoaurum (iz
divlje zivotinje) koji je bio otporan i jednog M. fortuitum Kkoji je bio umjereno osjetljiv (iz
domacih Zivotinja). I kona¢no, na trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) svi testirani izolati bili
su osjetljivi osim jednog vrste M. neoaurum koji je bio otporan (iz divlje Zivotinje).

Kod ispitanih izolata u Bjelovarsko — bilogorskoj Zupaniji, opisali smo najvecu
otpornost na antibiotike skupine cefalosporina (cefepim, FEP; cefoksitin, FOX i cefriakson,
AXO), a najzastupljenija je bila kod vrsta M. neoaurum izdvojenih iz divljih Zivotinja, M.
fortuitum izdvojenih iz domacih i divljih zivotinja, M. vaccae i M. peregrinum takoder
izdvojenih iz divljih Zivotinja. Vecina izolata vrste M. fortuitum i izolat M. peregrinum
izdvojenih iz divljih Zivotinja takoder je pokazala otpornost na amoksicilin/klavulonsku
kiselinu (AUG), kao i jedan izolat vrste M. neoaurum. Takoder, pojedini izolati M. fortuitum
izdvojeni iz domacih i divljih Zivotinja pokazali su otpornost na tobramicin (TOB), kao i
izolat M. neoaurum i M. peregrinum iz divljih Zivotinja. Nadalje, pojedini izolati M. fortuitum
iz domacih i divljih zivotinja bili su otporni na klaritromicin (CLA), kao i izolat M. neoaurum
iz divlje zivotinje. Na tetracikline, doksiciklin (DOX) i minociklin (MIN) takoder smo opisali
otporne M. fortuitum izolate. Opisali smo i izolat vrste M. neoaurum iz divlje zivotinje

otporan na linezolid (LZD) i trimetoprim/sulfametoksazol (SXT). Nismo uocili znacajne

158



razlike u antimikrobnoj osjetljivosti izmedu izolata izdvojenih iz domacih i onih iz divljih
zivotinja, dok su najvecu otpornost pokazali izolati vrsta M. neoaurum, M. fortuitum i M.
peregrinum.

Iz navedene Zupanije izdvojili bi jedan izolat izdvojen iz svinje (M. fortuitum — r.b.
14.) i Cetiri izolata izdvojena iz srna (3 izolata M. fortuitum — r.b. 99,, 102., 106.; 1 izolat M.

neoaurum —r.b 92.), kod kojih smo opisali otpornost na pet i vise antibiotika.
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Tablica 33. Rezultati ispitivanja antimikrobne osjetljivosti izolata brzorastu¢ih NTM-a izdvojenih iz Bjelovarsko — bilogorske Zupanije

(S— osjetljiv, I — umjereno osjetljiv, R — otporan)

Bjelovarsko — bilogorska Zupanija

M. neoaurum i
"Najsli¢nije M. M. fortuitum ] "Najsli¢nije "Najsliénije
M. vaccae M. peregrinum ) .
« Vrsta neoaurum” (n=17) (n=1) (n=1) M. chitae” M. septicum”
= n= n=
.2 | Zivotinje (n=21) domace Y’ 2 o o (n=2) (n=1)
=2 o divije Y 1 divlje Y 1 o o
Z domace Y 1 divlje > 15 divlje . 2 divlje > 1
divlje ¥ 20
S I R S | R S | R S | R S I R S I R
domace 1 - - 2 - - - - - - - - - - - - - -
d | S divlje 20 - - | 15 - - - 1 - 1 - - 2 - -1 - -
N <
§ % 100 0 0 100 0 0 0 100 0 100 0 0 00 0 0 | 1200 0 O
-
8 domace 1 - - 1 - 1 - - - - - - - - - - - -
= 0 -
= ) divlje 18 1 1 12 - 3 1 - - - - 1 2 - - 1 - -
< (=
% 904 48 48 | 765 0 235 | 100 0O 0 0 0 100 | 200 0 0 | 100 0 0
domace 1 - - - 2 - - - - - - - - - - - - -
Z
3 % divlje 19 - 1 1 3 11 1 - - - - 1 2 - - 1 - -
)
= <
E % 952 0 48 | 59 294 647 | 100 0 0 0 0 100 | 200 0 0 | 100 0 0
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domace - 1 - - - 2 - - - - - - - - -
& divlje 3 2 15 1 2 12 - - 1 - 1 1 1 1 -
LL
_ % 143 143 714 | 59 118 823 0 0 100 0 100 | 50 50 | 100 0
z
@ domace 1 - - - 1 1 - - - - - - - - -
2
¢ | S| divlie |18 - 2|18 - 2| - 1 -] 1 -2 -l -
| L
< % 905 0 95 | 765 59 176 0 100 0 100 0 100 0| 100 o0
L
O domace - 1 - - - 2 - - - - - - - - -
| divie | 5 12 4|1 1 18] - - 1| - 1] 2 Sl -
<
% 238 571 191 | 59 59 882 0 0 100 0 100 | 100 0 | 100 0
2 domace 1 - - - - - - - - - - - - - -
zZ
i divlje 17 3 - 10 2 - 1 - - - - 2 - - 1
5| 2
95 % 857 143 0 | 589 118 0 100 0 0 0 0 100 0 0 100
domace 1 - - - 2 - - - - - - - - - -
pd a divlje 20 - - 15 - - 1 - - 1 - 2 - 1 -
9 o
2 % 00 0 0 | 82 118 0 100 0 0 100 0 100 0| 100 0
¥4
[ domace 1 - - 2 - - - - - - - - - - -
o LL -
3 X divlje 20 - - 15 - - 1 - - 1 - 2 - 1 -
e =
% 00 0 0 100 0 0 100 O 0 100 0 100 0 | 100 O
domace 1 - - 1 - 1 - - - - - - - - -
S diviie | 19 - 1 | 11 1 3 |1 - - 1 ]2 T
-
o) <
ol -
¥ o
< % 9%52 0 48 | 706 59 235 | 100 0 0 100 0 100 0 | 100 o0
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domace 1 - - - 1 1 - - - - - - - - - - - -
_ | 5| divlie |20 - - | 4 8 3|1 - - A N R T R T
z )
< % 100 0 0 [ 235 53 235|100 0 0 0 100 0 | 100 0 O 0 100 0
@)
g domace 1 - - - 2 - - - - - - - - - - - - -
[
= g divlje 20 - - 7 6 2 1 - - - 1 - 2 - -1 - -
% 100 0 0 |42 47 118|100 0 0 0 100 0 | 100 0 O | 200 0 O
= domace 1 - - 1 1 - - - - - - - - - - - - -
o
= divlje 19 - 1 15 - - 1 - - 1 - - 2 - - 1 - -
[a)
5 )
N
2 -
S % 952 0 48 | 941 59 0 100 0 0 100 0 0 00 0 0 | 1200 0 O
4
(@)
domace 1 - - 2 - - - - - - - - - - - - - -
& diviie | 19 - 1 | 15 - - T - - 1 S 2
wn
% 952 0 48 | 100 0 0 100 o 0 100 0 o0 | 00 0 0] 100 0 O

*za imipenem vrijednost MIC-a i tumadenje rezultata nije bilo moguce prijaviti za dva izolat podrijetlom iz domacih i 3 izolata iz divljih Zivotinja vrste M. fortuitum, te za

jedan izolat iz divljih Zivotinja vrste M. peregrinum
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U Sisacko — moslavackoj zupaniji (Tablica 34., Tablica 35.) ispitivanje smo proveli na
ukupno 26 izolata pripadnika osam razlicitih vrsta brzorastu¢ih mikobakterija, i to M.
neoaurum (2 izolata iz divljih zivotinja), M. fortuitum (4 izolata iz divljih Zivotinja), M. chitae
(2 izolata iz domacih zivotinja), M. phocaicum (5 izolata iz divljih Zivotinja), M. vaccae (8
izolata iz divljih Zivotinja) i "Najsli¢nije M. vaccae” (1 izolat iz divljih Zivotinja), M.
elephantis (1 izolata iz domacih zivotinja), M. porcinum (2 izolata iz divljih Zivotinja) i M.
pulveris (1 izolat iz divljih zivotinja).

Na aminoglikozidne antibiotike, tj. amikacin (AMI) svi izolati bili su osjetljivi. Na
tobramicin (TOB), vrste M. neoaurum, M. chitae i M. pulveris bili su osjetljivi, M. elephantis
bio je umjereno osjetljiv, a M. porcinum otporan. Od M. fortuitum izolata dva su bila
osjetljiva i dva otporna, od M. vaccae izolata Sest ih je bilo osjetljivo i dva umjereno
(AUG) osjetljivi su bili izolati M. neoaurum i M. pulveris, dok je M. elephantis bio umjereno
osjetljiv. Od M. fortuitum izolata, jedan je bio osjetljiv, jedan umjereno osjetljiv, a dva su bila
otporna. Ukupno Sest izolata M. vaccae bila su otporna, a dva umjereno osjetljiva, dok je
izolat "Najsli¢niji M. vaccae” bio otporan. Otpornost su takoder pokazala dva izolata M.
phocaicum, dok su ostala dva bila osjetljiva, a jedan umjereno osjetljiv. Kod izolata M. chitae
jedan je bio otporan a drugi osjetljiv, te kod M. porcinum jedan izolat je bio otporan a drugi
umjereno osjetljiv. Nadalje, na antibiotike skupine cefalosporina, tj. na cefepim (FEP),
cefoksitin (FOX) i cefriakson (AXO) izolati M. chitae i M. elephantis bili su osjetljivi. lzolat
M. pulveris bio je osjetljiv na cefepim i cefoksitin, dok je na cefriakson bio umjereno
osjetljiv. Izolati M. porcinum bili su otporni na cefepim i cefriakson, a osjetljivi na cefoksitin.
M. neoaurum izolati bili su umjereno osjetljivi na cefepim, osjetljivi na cefoksitin, dok je
jedan izolat bio umjereno osjetljiv a drugi otporan na cefriakson. Od M. fortuitum izolata tri
su bila otporna i jedan umjereno osjetljiv na cefepim, tri osjetljiva i jedan umjereno osjetljiv
na cefoksitin, te Cetiri otporna na cefriakson. Ukupno Sest izolata M. vaccae bilo je osjetljivo,
jedan umjereno osjetljiv i jedan otporan na cefepim, dok su na cefoksitin svi bili osjetljivi. Na
cefriakson Cetiri je izolata bilo otporno, dva su bila umjereno osjetljiva, a dva osjetljiva. 1zolat
umjereno osjetljiv. Od M. phocaicum izolata, tri su bila osjetljiva, jedan umjerno osjetljiv i
jedan otporan na cefepim i cefriakson, dok su na cefoksitin bili osjetljivi. Na skupinu
karbapenema, tj. imipenem (IMI) izolati M. pulveris i M. phocaicum bili su osjetljivi, dok je
M. elephantis bio otporan. Kod izolata M. neoaurum, M. chitae i M. porcinum jedan je izolat

je bio osjetljiv, a drugi umjereno osjetljiv na navedeni antibiotik, dok su kod M. fortuitum dva
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izolata bila osjetljiva a dva umjereno osjetljiva. Ukupno sedam izolata M. vaccae je bilo
umjereno osjetljivo a jedan osjetljiv, dok je izolat "Najslicniji M. vaccae” bio otporan.
Rezultate za dva izolata M. phocaicum nije bilo moguce o€itati iz ranije navedenih razloga.
Na skupinu fluorokinolona, ciprofloksacin (CIP) i moksifloksacin (MXF), svi izolati su bili
osjetljivi, osim jednog izolata M. vaccae koji je bio otporan na ciprofloksacin. Na makrolidni
antibiotik klaritromicin (CLA), izolati vrsta M. neoaurum, M. phocaicum, M. elephantis i M.
pulveris bili su osjetljivi, dok su izolati M. porcinum bili otporni. Od M. fortuitum izolata, tri
su bila otporna i jedan osjetljiv, a M. vaccae tri otporna i pet osjetljivih na navedeni antibiotik.
umjereno osjetljiv.

Izolati M. neoaurum, M. chitae, M. elephantis i M. pulveris bili su osjetljivi na tetracikline,
doksiciklin (DOX) i minociklin (MIN), dok su izolati M. porcinum bili otporni na doksiciklin,
a jedan otporan i jedan umjereno osjetljiv na minociklin. Na doksiciklin, jedan M. fortuitum
izolat bio je otporan i jedan osjetljiv, a dva su bila umjereno osjetljiva. Na minociklin, tri su
bila umjereno osjetljiva, dok je jedan bio osjetljiv. Ukupno sedam M. vaccae izolata kao i
otporan na oba. Kod M. phocaicum ¢etiri izolata bilo je osjetljivo, a jedan umjereno osjetljiv
na doksiciklin, dok je na minociklin dva izolata bilo osjetljivo, a tri umjereno osjetljivo. Na
linezolid (LZD), antibiotik skupine oksazolidinona i trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) svi
ispitani izolati bili su osjetljivi.

Kod ispitanih izolata u Sisacko — moslavackoj Zupaniji, opisali smo najvecu otpornost
na antibiotike skupine cefalosporina (cefepim, FEP i cefriakson, AXO), a najzastupljenija je
bila kod vrsta M. fortuitum, M. porcinum, M. vaccae i "Najsli¢nije M. vaccae” izdvojenih iz
divljih Zivotinja, a isto smo opisali i kod jednog izolata vrste M. phocaicum i M. neoaurum
takoder iz divljih zivotinja. Takoder, mnogi izolati M. fortuitum, M. porcinum, M. vaccae i
na klaritromicin (CLA). lIzolati vrste M. fortuitum, M. phocaicum i M. porcinum iz divljih, te
M. chitae iz domacih zivotinja takoder su u visokom postotku pokazali otpornost na
postotak otpornost na tobramicin (TOB) opisali smo kod izolata M. fortuitum, M. porcinum,
izolatu "Najsli¢nije M. vaccae”, kao i kod jednog izolata M. phocaicum sve iz divljih
zivotinja. Nadalje, izolati "Najsli¢niji M. vaccae” iz divljih i M. elephantis iz domacih
zivotinja bili su otporni na imipenem (IMI), dok je samo jedan izolat M. vaccae bio otporan

na ciprofloksacin (CIP). Na tetracikline (doksiciklin, DOX i minociklin, MIN) smo takoder
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opisali otpornost kod jednog izolata vrste M. vaccae i M. fortuitum, kao i kod svih M.
porcinum izolata sve iz divljih zivotinja. Uocili smo razlike u antimikrobnoj osjetljivosti
izmedu izolata izdvojenih iz domacih i onih iz divljih zivotinja, i to kod cefalosporina
(cefepim, FEP i cefriakson, AXO) i tobramicina (TOB), gdje su izolati iz divljih otporni u
visokom postotku, a izolati iz domacih zivotinja osjetljivi. Najvecu otpornost pokazali izolati

Iz navedene Zzupanije izdvojili bi Cetiri izolata izdvojena iz divljih svinja (1 izolat M.
fortuitum — r.b. 30.; 2 izolata M. porcinum — r.b. 40., 46.; "Najsli¢nije M. vaccae”- r.b. 26.),

kod kojih smo opisali otpornost na pet i vise antibiotika.
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Tablica 34. Rezultati ispitivanja antimikrobne osjetljivosti izolata brzorastu¢ih NTM-a izdvojenih iz Sisacko — moslavacke Zupanije

(S— osjetljiv, I — umjereno osjetljiv, R — otporan)

Sisacko — moslavacka Zupanija

M. vaccae i
M. neoaurum M. fortuitum "Najsli¢nije M. M. phocaicum M. chitae
= .Vrs.ta_ (n=2) (n=14) vaccae" (n=5) (n=2)
g |V ey 2 divije Y 4 (n=9) divieYs | domacey 2
< divije 3" 9
S I R S I R S I R S | R S I R
domace - - - - - - - - - - - - - -
5 | = divlje 2 - - 4 - - 9 - - 5 - - - - -
§ < % 100 0 O | 100 0 0 100 0 0 100 0 O 100 O O
§ domace - - - - - - - - - - - - 2 - -
% 5 divie | 2 - - | 2 - 2| 6 2 1 N
% 100 0 O 50 0 50 | 66,7 222 11,1 | 80 0 20100 0 O
_ domace - - - - - - - - - - - - 1 -1
S| Q dvie | 2 - -1 1 2|6 2 1|2 1 2| - - -
% < % 100 O 0 25 25 50 | 66,7 222 111| 40 20 40| 50 0 50




domace - - - - - - - - - - - - 2 - -
@ divlje - 2 - - 1 3 6 1 2 3 1 1 - - -
% 0 100 O 0 25 75 |66,7 111 222 | 60 20 20| 100 O O
% domace - - - - - - - - - - - - 2 - -
L < -
§ o divlje 2 - - 3 1 - 8 1 - 5 - - - - -
E % 100 0 0| 75 25 0 | 889 111 - 100 0 0 100 0 O
° domace - - - - - - - - - - - - 2 - -
% divie | - 1 1| - - 4| 2 2 5 3 1 1] - - -
% 0 50 50| O 0 100|222 222 556| 60 20 20| 100 O O
= domace | - - - - - - - - - - - - 1 1 -
S0 2 | divlie | 1 1 -] 2 2 -1 7 1|3 - | - . .
5| 2
& % 50 50 0| 50 50 0 |111 778 111 | 60 0 0| 5 50 O
X
domace - - - - - - - - - - - - 2 - -
z o divlje 2 - - 4 - - 8 - 1 5 - - - - -
9 O
S % 100 0 0| 100 0 0 |89 0 11,1 100 O 0 | 100 0 O
X :
O domace | - - - - - - - - - - - - 2 - -
] L -
- é divlje 2 - - 4 - - 9 - - 5 - - - -
% 100 0 0 | 100 0 0 | 100 0 0 100 0 0100 0 O
— domace | - - - - - - - - - - - - - 1 1
a
5 -
o 3 divlje 2 - - 1 - 3 5 - 4 5 - - - - -
X O
< %
100 0 0] 25 0 75 | 556 0 4441100 0 O 0 50 50
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domace | - - - - - - - - 2
_ § divlie | 2 1 2 1| 8 1 4 1 -
g % 100 25 50 25 | 88,9 11,1 | 80 20 100
§ domace | - - - - - - - - 2
= g divije | 2 1 3 - | 8 1 2 3 -
% 100 25 75 0 | 889 11,1 | 40 60 100
= domace - - - - - - - - 2
2
£ divlie | 2 4 - - 9 - 5 - -
2 lo ’
Q -
5 % 100 100 0 0 | 100 0 |100 0 100
(@)
domace - - - - - - - - 2
% divlje | 2 4 - - 9 - 5 - -
% 100 100 0 0 | 100 0 | 100 0 100

*za imipenem vrijednost MIC-a i tumacenje rezultata nije bilo moguce prijaviti za dva izolat podrijetlom iz divljih Zivotinja vrste M. phocaicum
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Tablica 35. Ostali rezultati ispitivanja antimikrobne osjetljivosti izolata brzorastu¢ih NTM-a

izdvojenih iz Sisacko — moslavacke Zupanije (S - osjetljiv, | — umjereno osjetljiv, R — otporan)

Sisacko — moslavacka Zupanija

M. elephantis M. porcinum M. pulveris
Vrsta
— S (n=1) (n=2) (n=1)
2 Zivotinje L o
2 domacde ¥ 1 divlje > 2 divlje 3 1
c
< s 1 R s I R | S |
_ domace - - - - - - -
a) = -
N <§( divlje - - - 2 - - 1 -
S % 100 0 0 100 0 0 100 0
3 domad i
o) omace
g 5 divlje . - . - . 2 1 -
< % 0 100 0 0 0 100 | 100 0
domace - 1 - - - - - -
Z|l o ivlj - - - - 1 1 1 -
2| S divlje
o| <
Z % 0 10 o0 0 50 50 | 100 0
wl
[a
domace 1 - - - - - - -
& | divile | - - - - - 2|1 -
LL
> % 100 0 0 0 0 100 | 100 0
@ : 1 - - - - - - -
8 5 domace
8 o divlje - - - 2 - - 1 -
3 % 100 0 0 100 0 0 100 0
LL
3) domace 1 - - - - - - -
% diviie | - - - - -2 - 1
% 100 0 0 0 0 100 0 100
= domace - - 1 - - - - -
P
o = divlje - - - 1 1 - 1 -
T | S .
< =
x %
g 0 0 100 50 50 0 100 0
_ domace 1 - - - - - - -
% o ivlj 2 1
9 S divlje - - - - - -
e % 00 0 0| 00 0 0| 100 0
X :
o domace 1 - - - - - - -
o LL .
S | X divlje - - - 2 - - 1 -
=
m % 100 0 0 100 0 0 100 0
a) domace 1 - - - - - - -
3 -
8 ﬁ divlje - - - - - 2 1 -
v (@]
< % 100 0 0 0 0 100 | 100 0
=
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domace 1
> | 5| divle | - - - - - 2|1
j @)
v % 100 0 0 0 0 100 | 100 0 0
o ,
< domace 1
[
W | £ divlje - - - - 1 1 1
= =
% 100 0 0 0 50 50 100 0 0
z domace 1
S
3 divlje - - - 2 - - 1
5 o
S | N
N
g % 100 0 0 100 0 0 100 0 0
¥
o
domace 1
e divlje - - - 2 - - 1
(9p]
% 100 0 0 100 0 0 100 0 0

U Zagrebackoj zupaniji (Tablica 36.) i Gradu Zagrebu (Tablica 37.) ispitivanje smo
proveli na ukupno 13 izolata pripadnika Sest razli¢itih vrsta brzorastu¢ih mikobakterija, i to
M. neoaurum (1 izolat iz divljih Zivotinja) i "Najsli¢nije M. neoaurum” (1 izolat iz domacih
zivotinja), M. fortuitum (4 izolata — 2 iz domacih, 2 iz divljih Zivotinja), M. vaccae (2 izolata
iz divljih zivotinja), M. phocaicum (2 izolata iz divljih Zivotinja), M. arupense (2 izolata iz
divljih Zivotinja) i M. chitae (1 izolat iz domacih zivotinja).

Na aminoglikozidne antibiotike, tj. amikacin (AMI) i tobramicin (TOB) svi izolati bili
su osjetljivi osim izolata vrste M. vaccae od kojih je jedan bio umjereno osjetljiv, a jedan
otporan na tobramicin. Na amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG) osjetljivi su bili izolati M.
neoaurum i "Najsli¢niji M. neoaurum”, dok je izolat M. chitae bio otporan. Kod izolata M.
phocaicum i M. arupense, jedan izolat je bio osjetljiv, a drugi umjereno osjetljiv. Od M.
fortuitum izolata, jedan iz domacih zivotinja je bio umjereno osjetljiv, a ostala tri su bila
otporna (1 izolat iz domacih, 2 iz divljih zivotinja), dok je kod M. vaccae jedan izolat bio
osjetljiv, a drugi otporan. Nadalje, na antibiotike skupine cefalosporina, tj. na cefepim (FEP),
cefoksitin (FOX) i cefriakson (AXO) izolati M. phocaicum i M. chitae bili su osjetljivi. Izolat
M. neoaurum bio je otporan na cefepim i cefriakson, a osjetljiv na cefoksitin, dok je izolat
na cefoksitin. Od M. fortuitum izolata, tri ih je bio otporno (2 izolata iz domacih, 1 iz divljih
zivotinja) 1 jedan umjereno osjetljiv (iz divljih Zivotinja) na cefepim i cefriakson, dok su na

cefoksitin dva izolata bila osjetljiva (iz divljih Zivotinja), jedan umjereno osjetljiv i jedan
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otporan (iz domacih Zivotinja). Svi testirani M. vaccae izolati bili su otporni na cefepim i
cefriakson, dok je na cefoksitin jedan izolat bio osjetljiv, a drugi umjereno osjetljiv. lzolati
vrste M. arupense bili su osjetljivi na cefoksitin, umjereno osjetljivi na cefriakson, dok je na
cefepim jedan izolat bio osjetljiv, a drugi umjereno osjetljiv.

I M. chitae bili su osjetljivi, dok su M. arupense bili umjereno osjetljivi. Od M. fortuitum
izolata, jedan izolat je bio osjetljiv (iz domacih Zivotinja), dok su tri bila umjereno osjetljiva
(jedan iz domacih, dva iz divljih Zivotinja). Jedan izolat M. vaccae bio je otporan, a drugi
osjetljiv na navedeni antibiotik. Rezultate za dva izolata M. phocaicum nije bilo moguce
oCitati iz ranije navedenih razloga. Na skupinu fluorokinolona, ciprofloksacin (CIP) i
moksifloksacin (MXF), svi izolati su bili osjetljivi.

Na makrolidni antibiotik Kklaritromicin (CLA), izolati vrsta M. neoaurum, "Najsli¢niji M.
neoaurum”, M. phocaicum i M. arupense bili su osjetljivi, dok je izolat M. chitae bio otporan.
Od M. fortuitum izolata jedan izolat (iz divljih Zivotinja) je bio umjereno osjetljiv, dok su tri
izolata bila otporna (dva izolata iz domacih, jedan iz divljih Zivotinja). Jedan izolat M. vaccae
bio je otporan, a drugi osjetljiv na navedeni antibiotik. 1zolati M. neoaurum, "Najsli¢niji M.
neoaurum”, M. phocaicum, M. arupense i M. chitae bili su osjetljivi na tetracikline
(doksiciklin, DOX i minociklin, MIN), dok su svi M. fortuitum izolati bili osjetljivi osim
jednog koji je bio umjereno osjetljiv na doksiciklin. Jedan izolat M. vaccae bio je otporan na
oba antibiotika, dok je drugi bio umjereno osjetljiv na doksiciklin, a osjetljiv na minociklin.
Na linezolid (LZD), antibiotik skupine oksazolidinona i trimetoprim/sulfametoksazol (SXT)
svi ispitani izolati bili su osjetljivi osim jednog vrste M. vaccae koji je bio umjereno osjetljiv
na linezolid.

Kod ispitanih izolata u Zagrebackoj Zupaniji 1 Gradu Zagrebu, opisali smo najvecu
otpornost na antibiotike skupine cefalosporina (cefepim, FEP i cefriakson, AXO) , a
najzastupljenija je bila kod vrsta M. fortuitum izdvojenih iz domacih i divljih zivotinja, M.
vaccae, M. neoaurum iz divljih 1 "Najslicnije M. neoaurum” iz domacih Zivotinja. Takoder su
izolati M. fortuitum iz domacih i divljih, M. chitae iz domacih i M. vaccae iz divljih Zivotinja
u visokom postotku pokazali otpornost na amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG) i
klaritromicin (CLA). Jedan izolat vrste M. vaccae bio je takoder otporan i na tobramycin
(TOB), imipenem (IMI) i oba tetraciklina (doksiciklin, DOX i minociklin, MIN). Uoc¢ili smo
razlike u antimikrobnoj osjetljivosti izmedu M. fortuitum izolata izdvojenih iz domacih i onih
iz divljih zivotinja, i to kod cefalosporina (FEP i AXO) i klaritromicina (CLA) gdje su izolati

iz domacih zivotinja bili otporniji u ve¢em postotku.
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Iz navedene zupanije izdvojili bi dva izolata izdvojena iz goveda (1 izolat M. fortuitum
—r.b. 9.) i divlje svinje (1 izolat M. vaccae — r.b. 58.), kod kojih smo opisali otpornost na pet i

viSe antibiotika.
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Tablica 36. Rezultati ispitivanja antimikrobne osjetljivosti izolata brzorastu¢ih NTM-a izdvojenih iz Zagrebacke Zupanije

(S— osjetljiv, I —umjereno osjetljiv, R — otporan)

Zagrebacka Zupanija

M. fortuitum )
M. neoaurum M. vaccae M. phocaicum (n M. arupense
Vrsta (n=14)
= . (n=1) (n=2) =2) (n=2)
2 | zivotinje o domace Y 2 o o o
2 divlje > 1 o divlje > 2 divlje > 2 divlje > 2
Z divlje > 2
S | R S | R S | R S | R S | R
_ domace - - - - - - - - - - - - -
[a) = -
= <§E divlje 1 - - 2 - - 2 - - 2 - - 2 -
Q % 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0
-
S domace
g D | divije 1 - 2 - - - 1 1 2 - o 2
|_
< % 100 0 0 100 0 0 0 50 50 100 0 0 100 0
domace - - - - 1 1 - - - - - - - -
2| o | divie | T - - - -2 | 1 - 1 101 -1 1
=1 D
e | <
& % 00 0 0 0 25 75 | 50 0 50 50 50 0 | 50 50
domace - - - - - 2 - - - - - - - -
Z |y | divlje | - - 1 - 11| - : 2 2 - |1 1
[ w
o % 0 0 100 0 25 75 0 0 100 100 0 0 50 50
(%]
<9( domace - - - - 1 1 - - - - - - - -
L § divlje 1 - - 2 - - 1 1 - 2 - 2 -
© % 100 0 0 50 25 25 50 50 0 100 0 0 100 0
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domace - - - - 2 - - - - - -
2 | divij - 1 - 11 - - 2 2 -2
< ivlje
< % 0 100 0 25 75 0 0 100 100 0 100
= domace - - 1 1 - - - - - - -
=
w il divlje 1 - - 2 - 1 - 1 - - 2
g | S )
g - % 100 0 25 75 0 50 0 50 0 0 100
< 0
>
_ domace - - 2 - - - - - - - -
% o ivlj 1 2 2 2 2
S S divlje - - - - - -
% % 100 0 100 0 0 100 0 0 100 100 0
X :
Ie) domace - - 2 - - - - - - - -
o LL .
S | X | divle 1 - 2 - - 2 - - 2 2 ]
b
L_IL % 100 0 100 0 0 100 0 0 100 100 0
a domace - - - - 2 - - - - - -
- -
8 3 divlje 1 - - 1 1 1 - 1 2 2 -
vz @)
< % 100 0 0 25 75 50 0 50 100 100 0
=
domace - - 2 - - - - - - - -
> | S| divle | 1 - 1 R 1 1 2 2 -
| (a)]
v % 100 0 75 25 0 0 50 50 100 100 0
o ,
< domace - - 2 - - - - - - - -
o
i Z divlje 1 - 2 - - 1 - 1 2 2 -
= =
% 100 0 100 0 0 50 0 50 100 100 0
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*za imipenem vrijednost MIC-a i tumacenje rezultata nije bilo moguce prijaviti za dva izolat podrijetlom iz divljih Zivotinja vrste M. phocaicum
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Izolati vrsta M. fortuitum i M. vaccae iz Osjecko — baranjske Zupanije (Tablica 37.)

podrijetlom iz domacih Zivotinja bili su osjetljivi na sve ispitane antibiotike, osim na

cefalosporine gdje je M. vaccae izolat bio otporan na cefepim (FEP) i umjereno osjetljiv na

cefriakson (AXO).

Tablica 37. Rezultati ispitivanja antimikrobne osjetljivosti izolata brzorastu¢ih NTM-a

izdvojenih iz Grada Zagreba i Osjecko — baranjske zupanije

(S— osjetljiv, | — umjereno osjetljiv, R — otporan)

Grad Zagreb Osjecko — baranjska Zupanija
"Najslicnije . .
M. chitae M. fortuitum M. vaccae
Vrsta M. neoaurum"
= | . (n=1) (n=1) (n=1)
2 | Zivotinje (n=1)
= domace ) 1 domace ) 1 domace ) 1
c domace ) 1
<
S I R S I R S | S | R
domace - - - - - - -
&) s divlje - - - - - - - - - - -
N <
g % 100 0 0 100 0 0 100 0 100 0 0
|
3 domace 1 - - 1 - - 1 - 1 - -
Z
s 8 divlje - - - - - - - - - - -
< | F
% 100 0 0 100 0 0 100 0 100 0 0
domace 1 - - - - 1 1 - 1 - -
_ divlje - - - - - - - - - - -
z
| O 100 0 0 0 0 100 100 0 100 0 0
O 2
= <
i %
o
domace - - 1 1 - - 1 - - - 1
% divlje - - - - - - - - - - -
% 0 0 100 100 0 0 100 0 0 0 10
— 0
z
@ domace 1 - - 1 - - 1 - 1
o
o - -
% é divlje - - - - - - - - - - -
| g
E % 100 0 0 100 0 0 100 0 100 0 0
L
© domace - 1 - 1 - - 1 - - 1 _
% divlje - - - - - - - - - - -
% 0 100 0 100 0 0 100 0 0 100 0
= domace 1 - - 1 - - 1 - 1 - _
o divlj
= ivlje - - - - - - - - - - -
T | 3 .
g % 100 0 0 100 0 0 100 0 100 0 0
v
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domace 1 - - 1 - - 1 - - 1
= o ivli . - - - - - -
g S divlje
-
S % 100 0 0 100 0 0 100 0 0 00 0 0
¥
o domace 1 - - 1 - - 1 - _ 1
o L -
3| X divlje - - - - - - -
o =
% 100 0 0 - - 0 100 0 0 00 0 0
- domace 1 - - - - 1 1 - - 1
e
| ..
o i divlje
g © % 100 0 0 0 0 100 100 0 0 100 0 0
domace 1 - - 1 - - 1 - - 1
_ | 8| divlie | - - - - - |-
£ 0
g‘ % 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
=}
g domace 1 - - 1 - - 1 - - 1
'—
= P divlje - - - - - - -
=
% 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
z domace 1 - - 1 - - 1 - - 1
P -
= divlje - - - - - - -
= (@]
S | O
% % 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
¥
o
domace 1 - - 1 - - 1 - - 1
— . .
x divlje - - - - - - -
% 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0

Izolat vrste M. fortuitum iz Licko — senjske Zzupanije (Tablica 38.) podrijetlom iz
domacih zivotinja je na aminoglikozide, tj. na amikacin (AMI) je bio osjetljiv, dok je na
tobramicin (TOB) bio umjereno osjetljiv. Osjetljiv je takoder bio na klaritromicin (CLA),
linezolid (LZD) i trimetoprim/sulfametoksazol (SXT), dok je otporan bio na
amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG). Unutar cefalosporina bio je otporan na cefepim
(FEP), umjereno osjetljiv na cefoksitin (FOX) i osjetljiv na cefriakson (AXO). Umjereno
osjetljiv bio je na tetracikline (doksiciklin, DOX i minociklin, MIN), kao i na ciprofloksacin
(CIP) iz skupine fluorokinolona, dok je moksifloksacin (MXF) bio osjetljiv. Rezultate za

imipenem nije bilo moguce prijaviti iz ranije navedenih razloga.

Izolat vrste M. vaccae iz Koprovnicko — krizevacke zupanije (Tablica 38.) bio je

osjetljiv. na aminoglikozide (amikacin, AMI i tobramicin, TOB), fluorokinolone
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(ciprofloksacin, CIP i moksifloksacin, MXF), makrolide (klaritromicin, CLA), tetracikline
(doksiciklin, DOX i minociklin, MIN), oksazolidinon (linezolid, LZD) i
trimetoprim/sulfametoksazol (SXT). Umjereno osjetljiv bio je na amoksicilin/klavulonsku
kiselinu (AUG) i imipenem (IMI). Na cefalosporine cefepim (FEP) i cefriakson (AXO) je bio

otporan, dok je na cefoksitin bio osjetljiv.

Izolat vrste M. chitae iz Splitsko — dalmatinske Zzupanije (Tablica 38.) podrijetlom iz

domacih Zivotinja pokazao se osjetljivim na sve ispitivane antibiotike.

Tablica 38. Rezultati ispitivanja antimikrobne osjetljivosti izolata brzorastu¢ih NTM-a
izdvojenih iz Lic¢ko — senjske, Koprivni¢ko — krizevacke i Splitsko — dalmatinske zupanije

(S— osjetljiv, | — umjereno osjetljiv, R — otporan)

Li¢ko — senjska Koprivni¢ko — Splitsko — dalmatinska
Zupanija kriZevacka Zupanija Zupanija
M. fortuitum M. vaccae M. chitae
Vrsta
= . (n=1) (n=1) (n=1)
.2 | Zivotinje
2 domace > 1 domace Y 1 domace Y 1
c
< S 1 R| s I R | S | R
_ domace 1 - - 1 - - 1 - -
o — -
N <§( divlje - - - - - - - - -
Q 0% 100 0 0 100 0 0 100 0 0
|
0} domacé : 1 - 1 - - 1 - -
% , omace
S |9 divlje - - - - - - - - -
< % 0 100 0 100 0 0 100 0 0
_ domace - - 1 - 1 - 1 - -
£ -
J| O divlje - - - - - - - - -
O 2
= | <
z 9
E_J % 0 0 100 0 100 0 100 0 0
domace - - 1 - - 1 1 - -
] divlje - - - - - - - - -
LL
_ ) 0 0 100 0 0 100 100 0 0
Z
[ : - 1 - 1 - - 1 - -
8 domace
3 S | divije - - - - - - - - -
LL
z:' 0% 0 100 0 100 0 0 100 0 0
L
8 domace 1 - - - - 1 1 - -
% diviie | - - - - - - - - -
0% 100 0 0 0 0 100 100 0 0
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2 domace - - - - 1 - 1 - -
| = | divie
< | =
a = o 0 0 0 0 100 0 100 0 0
< 0
N
_ domace - 1 - 1 - - 1 - -
% a i
9 S divlje - - - - - - - - -
% % 0 100 0 100 0 0 100 0 0
X :
o) domace 1 - - 1 - - 1 - -
o LL ..
S | X divlje - - - - - - - - -
=
0 % 100 0 0 100 0 0 100 0 0
a domace 1 - - 1 - - 1 - -
3 -
@) < divlje - - - - - - - - -
T |05
X
< % 100 0 0 100 0 0 100 0 0
=
domace - 1 - 1 - - 1 - -
| 5| diviie | - - - - - -] - - -
a @)
v % 0 100 0 100 0 0 100 0 0
@)
é domace - 1 - 1 - - 1 - -
| 2| divie - - - - - - - - -
= =
% 0 100 0 100 0 0 100 0 0
z domace 1 - - 1 - - 1 - -
2 divlje - - - - - - - - -
5 )
S | N
N
g % 100 0 0 100 0 0 100 0 0
¥
o
domace 1 - - 1 - - 1 - -
| divije - - - - - - - - -
n
% 100 0 0 100 0 0 100 0 0

*za imipenem vrijednost MIC-a i tumacenje rezultata nije bilo moguée prijaviti za jedan izolat

zivotinja vrste M. fortuitum iz Li¢ko — senjske Zupanije

iz domacih

Konac¢no, opazene razlike u pojavnosti otpornih sojeva brzorastuc¢ih netuberkuloznih

mikobakterija porijeklom iz razli¢itih Zupanija nisu statisticki znacajne (P=0.870) (Tablica

39.)
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Tablica 39. Broj sojeva brzorastucih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na jedan ili vise

antibiotika u razlicitih vrsta brzorastu¢ih mikobakterija prema Zupaniji porijekla

Jupanija Broj sojeva otporno na
0| 1 |2]|3]|4ivise | Ukupno

Bjelovarsko — bilogorska | 8 |12 (9 | 6 8 43
ZagrebackaiGrad Zagreb | 4| 2 |31 3 13
Koprivnicko — krizevacka |0 | 0 (1|0 0 1
Lic¢ko — senjska 0/ 0]1]0 0 1
Osjecko — baranjska 1100 0 2
Sisacko — moslavacka 6|19 (2|3 6 26
Splitsko - dalmatinska | 1| 0 [0| O 0 1

5.2.6.2.2 Prikaz geografske rasprostranjenosti pojedinih vrsta brzorastuéih
neuberkuloznih mikobakterija s obzirom na antimikrobnu otpornost u

Republici Hrvatskoj

Od ukupno 87 uspjesno ispitanih izolata na aminoglikozide, tj. na amikacin (AMI) su
gotovo svi (98,8%) bili osjetljivi (12 izolata iz goveda, 1 iz svinje, 1 iz ovce, 1 iz kokosi, 32 iz
divljih svinja, 39 iz srna), osim jedne srne (1,2%) koja je bila umjereno osjetljiva. Na
tobramicin (TOB) je 68 (78,2%) izolata bilo osjetljivo (10 izolata iz goveda, 1 iz kokosi, 1 iz
ovce, 23 iz divljih svinja, 33 iz srna), sest (6,9%) je bilo umjereno osjetljivo (2 iz goveda, 2 iz
divljih svina, 2 iz srna), a 13 (14,9%) otporno (1 iz svinje, 7 iz divljih svinja, 5 iz srna) (Slika
24.).

Nadalje, gotovo svi izolati bili su osjetljivi na skupinu fluorokinolona, unutar koje su
na moksifloksacin (MXF) bili svi osjetljivi (100%), dok je na ciprofloksacin (CIP) 83 (95,4%)
izolata bilo osjetljivo (10 izolata iz goveda, 1 iz kokosi, 1 iz ovce, 31 iz divljih svinja, 40 iz
srna), tri (3,4%) umjereno osjetljivo (2 iz goveda, 1 iz svinje) i jedan (1,2%) otporan (iz divlje
svinje) (Slika 25.).

Izolati su takoder ve¢inom (98,8%) bili osjetljivi (12 izolata iz goveda, 1 iz svinje, 1 iz
ovce, 1 iz kokosi, 32 iz divljih svinja, 39 iz srna) na trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) gdje
je samo jedan izolat iz srne bio otporan (1,2%), kao i na antibiotik skupine oksazolidinona,
linezolid (LZD) gdje su svega dva izolata bila umjereno osjetljiva (2,3%) (1 izolat iz divlje
svinje, 1 iz svinje), jedan otporan (1,2%) (1 izolat iz srne), a ostali osjetljivi (96,5%) (12

izolata iz goveda, 1 iz ovce, 1 iz kokosi, 31 iz divljih svinja, 39 iz srna) (Slika 25.).
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Na imipenem (IMI), antibiotik skupine karbapenema, ukupno 61 (70,1%) izolat bio je
osjetljiv (8 izolata iz goveda, 1 iz svinje, 1 iz kokosi, 1 iz ovce, 16 iz divljih svinja, 34 iz
srna), 23 (26,4%) umjereno osjetljivo (3 iz goveda, 14 iz divljih svinja, 6 iz srna) i tri (3,5%)
otporno (1 iz goveda, 2 iz divljih svinja) (Slika 25.).

Na tetracikline, tj. na doksiciklin (DOX) ukupno 61 (70,1%) izolat bio je osjetljiv (10
izolata iz goveda, 1 iz ovce, 1 iz kokosi, 22 iz divljih svinja, 27 iz srna), 17 (19,5%) umjereno
osjetljiva (2 iz goveda, 5 iz divljih svinja, 10 iz srna) i 9 (10,4%) otporno (1 iz svinje, 5 iz
divljih svinja, 3 iz srna), dok je na minociklin (MIN) ukupno 65 (74,7%) izolata bilo osjetljivo
(10 iz goveda, 1 iz ovce, 1 iz kokosi, 22 iz divljih svinja, 31 iz srna), 16 (18,4%) umjereno
osjetljivo (2 iz goveda, 7 iz divljih svinja, 7 iz srna) i 6 (6,9%) otporno (2 iz goveda, 6 iz
divljih svinja, 6 iz srna) (Slika 26.).

Na antibiotik skupine makrolida klaritromicin (CLA) ukupno 64 (73,5%) izolata je
bilo osjetljivo (7 izolata iz goveda, 1 iz kokosi, 1 iz ovce, 20 iz divljih svinja, 35 iz srna), tri
(3,5%) umjereno osjetljivo (po 1 izolat iz goveda, divlje svinje i srne) i 20 (23%) otporno (4 iz
goveda, 1 iz svinje, 11 iz divljih svinja, 4 iz srna) (Slika 27.).

Na skupinu penicilina, amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG) ukupno 46 (52,9%)
izolata je bilo osjetljivo (4 izolata iz goveda, 1 iz ovce, 1 iz kokosi, 16 iz divljih svinja, 24 iz
srna), dok je njih 14 (16,1%) bilo umjereno osjetljivo (4 iz goveda, 7 iz divljih svinja, 3 iz
srna), a 27 (31%) otporno (4 iz goveda, 1 iz svinje, 9 iz divljih svinja, 13 iz srna) (Slika 28.).

Najvecu otpornost opisali smo unutar skupine cefalosporina, i to na cefepim (FEP) na
koji je bilo otporno ukupno 50 (57,5%) izolata (6 izolata iz goveda, 1 iz svinje, 1 iz ovce, 12
iz divljih svinja, 30 iz srna ), 12 (13,8%) ih je bilo umjereno osjetljivo (1 iz kokosi, 7 iz divljih
svinja, 4 iz srna), a 25 (28,7%) osjetljivo (6 iz goveda, 13 iz divljih svinja, 6 iz srna) (Slika
29.). Nadalje, ukupno 41 (47,2%) izolat bio je otporan (2 izolata iz goveda, 1 iz svinje, 17 iz
divljih svinja i 21 iz srna) na cefriakson (AXO), 23 (26,4%) je bilo umjereno osjetljivo (1 iz
goveda, 1 iz ovce, 1 iz kokosi, 8 iz divljih svinja, 12 iz srna) 1 23 (26,4%) osjetljivo (9 iz
goveda, 7 iz divljih svinja, 7 iz srna) (Slika 30.). Na cefoksitin (FOX), samo tri (3,5%) izolata
su bila otporna (1 izolat iz goveda, 2 iz srna), dok ih je 10 (11,5%) bilo umjereno osjetljivo (3
iz goveda, 1 iz svinje, 4 iz divljih svinja, 2 iz srna), a 74 (85%) osjetljivo (8 iz goveda, 1 iz

ovce, 1 iz kokosi, 28 iz divljih svinja, 36 iz srna) (Slika 30.).
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Slika 24. Geografski prikaz sojeva brzorastucih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na tobramicin (TOB)
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Slika 25. Geografski prikaz sojeva brzorastu¢ih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na trimetoprim/sulfametoksazol (SXT), linezolid (LZD),
imipenem (IMI1) i ciprofloksacin (CIP)
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Slika 26. Geografski prikaz sojeva brzorastucih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na doksiciklin (DOX) i minociklin (MIN)
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Slika 27. Geografski prikaz sojeva brzorastucih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na klaritromicin (CLA)
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Slika 28. Geografski prikaz sojeva brzorastucih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na amoksicilin/klavulonsku kiselinu (AUG)
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Slika 29. Geografski prikaz sojeva brzorastucih netuberkuloznih mikobakterija otpornih na cefepim (FEP)
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5.2.6.2.3 Usporedba osjetljivosti brzo i spororastu¢ih mikobakterija prema

antimikrobnim tvarima

Ispitivanje antimikrobne osjetljivosti ne obuhvaéa iste antibiotike za sporo i
brzorastu¢e mikobakterije, ali provodi se na sedam istih antibiotika kako je navedeno u tablici
40. Usporedbom osjetljivosti brzo i spororastu¢ih mikobakterija prema tim antimikrobnim
tvarima uocCili smo statisticki znacajne razlike. Svi pretrazeni izolati spororastucih
mikobakterija osjetljivi su na klaritromicin (CLA) dok je medu brzorastu¢im vrstama 20
izolata (23%) otporno. Uocene razlike izmedu brzo i spororastu¢ih mikobakterija u
osjetljivosti prema CLA statisti¢ki su znacajne (p<0.001). Statisticki znacajna razlika uocljiva
je i kada je u pitanju razlika u osjetljivosti prema linezolidu (LZD), doksiciklinu (DOX),
fluorokinolonima moksifloksacinu (MXF) i ciprofloksacinu (CIP),
trimetoprim/sulfametoksazolu (SXT) i amikacinu (AMI), gdje je udio otpornih sojeva prema

svim navedenim antibioticima izrazeniji U spororastu¢ih mikobakterija.

Tablica 40. Usporedba rezultata ispitivanja antimikrobne osjetljivosti prema antimikrobnim

tvarima testiranim za sporo i brzorastu¢e mikobakterije

Antibiotik Brzorastuée | Spororastuce P

S 64 44

CLA R 20 0 <0.001
I 3 0
S 84 13

LZD R 1 27 <0.001
I 2 0
S 61 3

DOX R 9 20 <0.001
I 17 0
S 87 8

MXF R 0 34 <0.001
I
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S 83 6

CIP R 1 17 <0.001
I 3 0
S 86 9

SXT R 1 17 <0.001
I
S 86 35

AMI R 0 3 0.027
I 1 0

S (engl. susceptible) — osjetljiv, I (engl

. intermediate) — umjereno osjetljiv, R (engl. resistant) — otporan
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6 RASPRAVA

U razdoblju od 2014. do 2016. godine na prisutnost Mycobacterium sp. bakterioloski
smo pretrazili ukupno 593 uzorka razli€itih organa i tkiva podrijetlom iz 153 Zivotinje iz 14
zupanija i Grada Zagreba. Pripadnike roda Mycobacterium izdvojili smo iz ukupno 80
zivotinja (52%), i to 29 (36,2%) domacih i 51 (63,7%) divlje zivotinje, a izdvojili smo ukupno
84 izolata. U istrazivanje je takoder bio uklju¢en 71 arhivski izolat netuberkuloznih
mikobakterija podrijetlom iz 22 (31%) domace i 49 (69%) divljih zivotinja iz 9 Zupanija i
Grada Zagreba. Od ukupno navedenih 155 izolata, 106 (68,4%) je pripadnika brzorastu¢ih
mikobakterija, a 49 (31,6%) je spororastu¢ih mikobakterija. Pripadnici brzorastu¢ih
mikobakterija bili su zastupljeniji u divljih Zivotinja iz kojih smo izdvojli 88 (83%) izolata,
dok smo u domacih zivotinja izdvojili ukupno 18 (17%) izolata. Pripadnici spororastucih
mikobakterija bili su pak zastupljeniji u domacih zivotinja kod kojih smo izdvojili ukupno 33
(67,3%) i1zolata, dok smo kod divljih Zivotinja izdvojili njih 16 (32,7%).

Dokazivanje pripadnosti rodu Mycobacterium izdvojenih izolata zapoceli smo
metodom lancane reakcije polimerazom umnozavanjem regije 16S rRNK gena i gena Kkoji
kodira 65 kD antigen prisutnih u svih mikobakterija, a tipi¢ne produkte umnozavanja utvrdili
smo u svih 155 izolata. Nadalje, dokazivanje vrsta navedenih izolata nastavili smo metodom
specificne hibridizacije pomocu testova “Geno Type® Mycobacterium CM 1 AS” (Hain
Lifescience, Nehren, Njemacka). Navedenim testovima uspje$no smo tipizirali 61 (39,4%)
izolat do razine vrste, dok je za preostalih 94 izolata samo potvrdena pripadnost rodu
Mycobacterium. Navedena metoda hibridizacije trenutno je jedina metoda u Republici
Hrvatskoj koja se koristi u svrhu dokazivanja klinicki znacajnih mikobakterija kako u
veterinarskoj tako i u humanoj medicini. lako je specificnost i osjetljivost metode vrlo visoka
(70 - 80 %), a nespecifi¢ne reakcije vrlo rijetke (TORTOLI i sur., 2001., TORTOLI, 2003.),
njome se moze identificirati svega 40-ak vrsta od njih 200-njak dosada opisanih. Brzina rasta
mikobakterijskih vrsta utjeCe na osjetljivost na antimikrobne lijekove kao i na klinicke
znakove i patoloSke promjene zahvac¢enog organizma (TORTOLI, 2003; CLSI, 2018b), te je
to¢na identifikacija do razine vrste neophodna za kasnije odredivanje antimikrobne otpornosti
i odabir terapije u lije¢enju infekcija netuberkuloznim mikobakterijama u humanoj medicini.

Nakon tipizacije prethodno navedenom hibridizacijskom metodom, sve izdvojene
izolate kojima je potvrdena pripadnost M. avium kompleksu podvrgnuli smo amplifikaciji

integriranog insercijskog slijeda 1S901 radi odredivanja podvrste. Pripadnost M. avium
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kompleksu dokazali smo u 18 (11,6%) izolata, od kojih je 10 izolata pripadalo M. avium
subsp. hominissuis, a 8 izolata M. avium subsp. avium.

Kod preostala 94 izdvojena izolata u kojih se pripadnost vrsti nije mogla odrediti
prethodno navedenim metodama umnozili smo dijelove DNK sekvenci najkonzerviranijih
regija, 16S rRNK, rpoB, hsp65 gena, te medugenske ITS regije. Sekvenciranje gena u novije
vrijeme smatra se zlatnim standardom za identifikaciju vrsta roda Mycobacterium (KIM i
SHIN, 2018.). Gen 16S rRNK najcesce je upotrebljavan za identifikaciju bakterijskih vrsta i
prvi je izbor za analizu sekvenci. Medutim, ovaj gen ima vrlo slicne sekvence u razli¢itim
vrstama mikobakterija, te mozda nece razlikovati usko povezane vrste (DOBNER 1 sur.,
1996., ROTH i sur., 1998., TORTOLLI, 2003., CLARRIDGE, 2004.,). Kako bi se prevladala ta
ograni¢enja, u novije vrijeme sve se vise koriste i drugi geni poput hsp65 i rpoB gena za to¢nu
identifikaciju NTM-a. Jedini nedostatak je §to da sada nisu to¢no definirani interpretacijski
kriteriji za navedene gene. U naSem istraZivanju dobivene sekvence smo analizirali i1
usporedili sa sekvencama dostupnim u medunarodnoj bazi podataka GenBank. Prilikom
usporedbe sekvenci slijedili smo objavljene smjernice Instituta za klinicke i1 laboratorijske
standarde (CLSI, 2018b), no one predlazu interpretacijske kriterije za procjenu identiteta
samo za 16S rRNK gen, dok za preostale gene oni do danas nisu utvrdeni kako je ve¢ ranije
navedeno. U naSem istrazivanju navedene smjernice smo takoder koristili prilikom usporedbe
preostalih gena, tj. rpoB, hsp65 gena i ITS regije. Pa se tako dobivena sekvenca mora
preklapati u postotku od 100% sa poznatom sekvencom iz baze podataka kako bi sa

sigurnoS¢u mogli tvrditi da izolat pripada odredenoj vrsti mikobakterije. Ako je dobiveni

.....

vrsti mikobakterije, a sve izolate ¢iji je postotak podudarnosti iznosio 98,9% i manje nismo
uspjeli identificirati. Medusobnom usporedbom rezultata dobivenih analizom navedena Cetiri
gena, pripadnost vrsti uspjesno smo odredili za 68 izolata §to od ukupnog broja pretrazenih
izolata (94 izolata) iznosi 72,3%. Devet izolata opisali smo kao "Najsli¢nije Mycobacterium +
vrsta”, dok za preostalih 17 izolata vrstu nismo uspjeli odrediti, te postoji mogucnost da se
radi o dosada neopisanim vrstama mikobakterija. Dobiveni postotak uspjesne identifikacije do
razine vrste pomocu gena 16S rRNK iznosio je 42,3% (45/94 izolata), hsp65 gena 19,7%
(21/94 izolata), rpoB gena 18,9% (20/94 izolata) i ITS regije 2,8% (3/94 izolata). Iz
navedenih rezultata mozemo vidjeti da kombiniranom usporedbom sekvenci vise gena i to po
najstrozim kriterijima usporedbe, mozemo uspjesno identifikacirati visoki postotak NTM-a.
U nedavnoj studiji autori pak opisuju postotak uspjesne identifikacije do razine vrste pomocu

gena 16S rRNK od 71.13%, hsp65 gena 86.79% i rpoB gena 81.55% (KIM i SHIN, 2018.).
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Tako je postotak uspjesne identifikacije kombiniranom analizom navedena tri gena iznosila
97,25%. Medutim, autori u navedenoj studiji drzali su se slijedec¢ih interpretacijskih kriterija:
za 16S rRNK gen podudarnost sekvenci do 99% smatrali su dovoljnom za identifikaciju do
razine vrste, dok su za hsp65 i rpoB gen podudarnost do 96.0% smatrali dovoljnom za
identifikaciju. KIM i sur. (1999.) navode kako je analizom rpoB gena raznolikost sekvenci
izmedu sojeva unutar iste vrste mikobakterija vrlo malena, od 0 - 1%. Nadalje, ROTH i sur.
(1998.) usporedbom sekvenci ITS regije navode raznolikost sekvenci od 0 - 2% izmedu
sojeva istih vrsta mikobakterija. Drugi autori pak opisuju nemoguénost identifikacije
odredenih vrsta mikobakterija analizom samo hsp65 gena, te opisuju hsp65 gen kao manje
diskriminirajuéi od 16S rRNK gena (LEE i sur., 2004.). RINGUET i sur. (1999.) navode kako
je analizom hsp65 gena raznolikost sekvenci manja od 2% unutar razli¢itih vrsta
mikobakterija, dok JOAQ i sur. (2014.) navode kako je podudarnost sekvenci do 97% za taj
isti gen dovoljna za identifikaciju do razine vrste. Iz ocitih razlika u interpretaciji te
nedostupnih interpretacijskih kriterija za navedene gene, smatrali smo da je potrebna
podudarnost sekvenci od 100% za sve testirane gene kako bi sa sigurnoS¢u mogli identificirati
izolat do razine vrste. Zbog priloZzenih razlika generalno smo suoceni s problemima u
tumacenju rezultata. Stoga je neophodno u buduénosti stvoriti standardiziranu bazu podataka 1
odgovarajuc¢e interpretacijske smjernice za odredene gene kako S$to tocnije mogli
identifikacirati NTM-e.

U naSem istrazivanju dokazali smo 20 razlicitih vrsta netuberkuloznih mikobakterija i
izolata, zatim M. neoaurum dokazana u 25 izolata , M. avium ssp. u 18 izolata i M. vaccae u
14 izolata. Slijede vrste M. celatum dokazana u osam izolata, M. phocaicum u sedam izolata,
M. chitae i M. nonchromogenicum svaka dokazana u Cetiri izolata, M. triviale, M. gordonae i
M. kansasii svaka u tri izolata, M. arupense, M. flavescens, M. intermedium i M. porcinum
svaka u dva izolata, te M. agri, M. elefantis, M. kumamotonense, M. peregrinum i M. pulveris
svaka dokazana u jednom izolatu. Takoder smo dokazali vrste "Najsli¢nije M. chitae”,
"Najsli¢nije M. neoaurum” i "Najsli¢nije M. nonchromogenicum” od kojih je svaka dokazana
u dva izolata, te "Najslicnije M. septicum”, "Najslicnije M. flavescens” i "Najslicnije M.
vaccae” svaka dokaza u jednom izolatu. Studija provedena u Republici Hrvatskoj u domacih
svinja opisuje M. avium ssp. kao naj¢es¢i izolat (M. avium subsp. hominissuis zastupljeniji od
M. avium subsp. avium), slijedi M. fortuitum, M. chelonae i M. peregrinum (CVETNIC i sur.,
2007.). Slicne rezultate takoder opisuje studija provedena u domacih svinja gdje je M. avium

ssp. takoder najcesci izolat (M. avium subsp. hominissuis u vecini izolata), slijede izolati
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pripadnici M. tuberculosis kompleksa, M. fortuitum i M. peregrinum, dok kod 2 izolata
identifikacija vrste nije uspjela. Ista studija opisuje i izolate M. avium subsp. hominissuis u
divlje svinje, jelena i ¢ovjeka (SPICIC i sur., 2010.). Nadalje, studija provedena u divljih
svinja opisuje takoder M. avium subsp. hominissuis kao najée$¢i izolat i to u svih izolata,
slijedi M. fortuitum i M. gordonae, te autori opisuju M. avium subsp. hominissuis kao
najzastupljeniju vrstu mikobakterija kako u domacih svinja tako i u divljih svinja u Hrvatskoj
(CVETNIC i sur., 2011.). Slijedeéa studija pak opisuje izolate M. avium ssp. kao najéesée i to
M. intracellulare, slijede M. fortuitum, M. chelonae i M. terrae (CVETNIC i sur., 1998.). U
nasem istrazivanju u domacih svinja je najzastupljenija vrsta takoder bila M. avium subsp.
hominissuis, slijede vrsta M. triviale koja nije opisana u prethodno navedenim studijama, te
M. fortuitum. U divljih svinja pak nismo dokazali niti jedan M. avium ssp. izolat za razliku od
prethodne studije koja opisuje upravo tu vrstu kao najzastupljeniju (CVETNIC i sur., 2011.).
U nasih izolata podrijetlom iz divljih svinja najzastupljenija je bila vrsta M. vaccae, slijede M.
phocaicum, M. fortuitum, M. celatum, M. neoaurum, M. arupense, M. porcinum, zatim M.
flavescens, M. intermedium, M. agri, M. pulveris, te "Najsli¢nije M. flavescens”, "Najsli¢nije
M. nonchromogenicum” i "Najsli¢nije M. vaccae”. Nadalje, u srna smo opisali M. neoaurum
kao najzastupljeniju vrstu, slijede M. fortuitum, M. avium subsp. hominissuis, M. kansasii,
"Najsli¢nije M. chitae”, te M. nonchromogenicum, M. triviale, M. peregrinum, M. vaccae,
"Najsli¢nije M. neoaurum” i "Najsli¢nije M. septicum”. Na podru¢ju Republike Hrvatske,
kako je ranije navedeno dosada je opisan samo jedan izolat M. avium subsp. hominissuis u
jelena (SPICIC i sur., 2010.). U izolata izdvojenih iz goveda, kao najzastupljeniju vrstu
opisali smo M. fortuitum, slijede M. avium ssp. (M. avium subsp. hominissuis i subsp. avium) i
M. chitae, zatim M. celatum, M. gordonae, M. nonchromogenicum i M. vaccae, te M.
flavescens, M. intermedium, M. kansasii, M. kumamotonense, M. elephantis i "Najsli¢nije M.
nonchromogenicum”. U goveda u Republici Hrvatskoj dosada je opisana vrsta M. terrae kao
najzastupljenija, slijede M. gordonae, M. peregrinum, M. chitae, M. nonchromogenicum, M.
parafortuitum, M. vaccae i M. thermoresistibile (SPICIC i sur., 2011.). Takoder opisali smo
vrstu M. avium subsp. avium kao najzastupljeniju u kokosi i patke, te vrstu M. neoaurum u
kokosi kao 1 izolat "Najslicnije M. neoaurum” u ovce. U ovih vrsta zivotinja do sada
netuberkulozne mikobakterije na podru¢ju Republike Hrvatske nisu opisane. Od ukupno 20
razli¢itih vrsta koje smo opisali u naSem istrazivanju, 10 vrsta izdvojili smo 1 u domacih i
divljih Zivotinja i to vrste M. fortuitum, M. avium subsp. hominissuis, M. triviale, M. celatum,
M. nonchromogenicum, M. vaccae, M. flavescens, M. intermedium, M. kansasii i M.

neoaurum, te "Najslicnije M. nonchromogenicum i M. neoaurum”, §to nam ukazuje na
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mogucu ulogu divljih Zivotinja kao rezervoara netuberkuloznih mikobakterija te prijenos
infekcije na domace zivotinje. Nadalje, navedeni rezultati indikacija su prisutnosti navedenih
vrsta u konkretnim ekosustavima te ih se mora ubrojiti kao potencijalne patogene i za ¢ovjeka.

U studiji provedenoj u hrvatskih gradana na temelju izdvajanja netuberkuloznih
mikobakterija iz respiratornih uzoraka autori opisuju vrstu M. gordonae kao najée$éi izolat,
slijedi M. xenopi, M. fortuitum, M. terrae, M. avium ssp., M. abscessus, M. intracellulare i M.
kansasii (JANKOVIC i sur., 2013.). Nadalje, druga studija takoder provedena u humanoj
medicini opisuje M. gordonae kao najéeS$¢i izolat, zatim slijedi M. fortuitum, M.
nonchromogenicum, M. terrae i M. xenopi (ZLOJTRO i sur., 2015.). Od navedenih vrsta
izdvojenih iz humanih izolata, pet vrsta dokazali smo i1 u nasem istrazivanju i to M. fortuitum,
M. avium spp., M. kansasii, M. gordonae i M. nonchromogenicum, §to nam ukazuje na
zoonotski potencijal, te moguénost prijenosa infekcije sa zivotinja na ljude.

Svih 138 izolata kojima smo uspje$no dokazali vrstu ili "Najsli¢niju” vrstu podvrgnuli
smo ispitivanju osjetljivosti na lijekove, tj. antimikrobnoj otpornosti koju smo proveli
tehnikom mikrodilucije u bujonu koristenjem VersaTREK kit-a (TREK Diagnostic System,
Cleveland, Ohio, SAD) za brzo i1 spororastu¢e mikobakterije. Tumacenje rezultata proveli
smo prema preporukama Instituta za klini¢ke i laboratorijske standarde (CLSI, 2018a i b).
Kod preostalinh 17 izolata kojima nismo uspjeli odrediti vrstu, ispitivanje nismo proveli iz
razloga Sto sa sigurnoS¢u ne mozemo tvrditi da li izolati pripadaju brzo ili spororastu¢im
mikobakterijama, S$to je od izuzetne vaZnosti za provodenje navedenog ispitivanja. Prema
nasim saznanjima u literaturi nisu dostupni podaci o antimikrobnoj osjetljivosti izolata
netuberkuloznih mikobakterija izdvojenih i1z Zivotinja, te smo u nastavku teksta nase izolate 1
sporo 1 brzorastu¢ih mikobakterija usporedili s izolatima izdvojenim iz ljudi na svjetskoj
razini i time uvidjeli na zoonotski potencijal, te ulogu zivotinja kao rezervoara
multirezistentnih sojeva netuberkuloznih mikobakterija.

Ispitali smo ukupno 47 izolata spororastu¢ih mikobakterija, a uspjeSno smo ocitali
rezultate kod 44 ispitana izolata. Ispitivanje osjetljivosti brzorastu¢ih mikobakterija proveli
smo za ukupno 91 izolat, dok smo uspjesno ocitali rezultate za ukupno 87 ispitanih izolata.
Ispitivanje smo proveli na ukupno devet razli¢itih vrsta spororastu¢ih mikobakterija i jednoj
"Najsli¢nijoj”, i to M. avium spp., M. celatum, M. flavescens i "Najsli¢nije M. flavescens”, M.
gordonae, M. intermedium, M. kansasii, M. kumamotonense, M. nonchromogenicum i M.
triviale.

Svih 18 izolata pripadnika M. avium ssp., od kojih je 16 izdvojeno iz domacih (4 iz

goveda, 6 iz svinja, 4 iz kokosi, 2 iz pataka) a dva iz divljih Zivotinja (2 srne), bili su otporni
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na moksifloksacin. Otpornost smo takoder ustanovili u jednog izolata na amikacin, te 15
izolata na linezolid. Linezolid i moksifloksacin su jedni od preporucenih antibiotika koji se
koriste za lijeCenje infekcija uzrokovanih vrstama M. avium ssp. u humanoj medicini
(BROWN-ELLIOTT i sur., 2012.), a koriste se kao lijekovi druge linije u slucaju pojave
otpornih sojeva na koje lijekovi prve linije nisu dali odgovor (CLSI 2018a, CLSI 2018b).
Jedan od lijekova prve linije je i amikacin (CLSI 2018a, CLSI 2018b) , a u nasem istrazivanju
opisali smo izolat izdvojen iz patke koji je pokazao otpornost i na amikacin i oba antibiotika
druge linije, a osjetljivost je pokazao samo na klaritromicin. Takoder je zabrinjavajuca
Cinjenica visokog postotka otpornosti na oba antibiotika druge linije kod izdvojenih izolata u
nasem istrazivanju, §to nam ukazuje na zoonotski potencijal i opasnost od prijenosa
multirezistentnih sojeva na ¢ovjeka. Vrste pripadnici M. avium kompleksa odgovorne su za
najveci broj pluénih bolesti ¢ovjeka uzrokovanih netuberkuloznim mikobakterijama u svijetu
(PREVOTS i MARRAS, 2015., STOUT, 2016.). Noviji makrolidi, poput Klaritromicina i
azitromicina, zajedno sa amikacinom temelji su u antibiotskom lijeCenju MAC pluéne bolesti,
a oni su jedina antimikrobna sredstva za koja je u kontroliranim klini¢kim ispitivanjima
dokazana povezanost izmedu in vitro testiranja i klinickog odgovora (GRIFFITH i sur., 2007.,
BROWN-ELLIOTT i sur., 2013.).

Svih osam izolata vrste M. celatum, od Kkojih su tri izdvojena iz domacih (iz goveda) a
pet iz divljih zivotinja (iz divljih svinja), bili su otporni na pripadnike fluorokinolona
moksifloksacin i ciprofloksacin, kao i na linezolid i doksiciklin. Na antibiotike skupine
rifamicina, rifampin takoder su svi izolati bili otporni, dok je na rifabutin bio otporan samo
jedan izolat. Otpornost je takoder pokazalo sedam izolata na trimetoprim — sulfametoksazol.
Infekcije uzrokovane vrstom M. celatum opisane su u humanoj medicini u vidu pluénih
oboljenja, kod imunokompromitiranih osoba (CHAVARRIA i sur., 2018.). Isti autori opisuju
uspjesno lijecenje te osjetljivost izdvojenog soja M. celatum na Klaritromicin, ciprofloksacin i
etambutol. Druga studija takoder opisuje osjetljivost izdvojenog soja na klaritromicin,
ciprofloksacin i rifabutin, dok je na rifampin bio otporan (PIERSIMONI i sur., 2003.).
Nadalje, JUN i sur. (2010.) takoder opisuju osjetljivost izdvojenog soja na klaritromicin i
ciprofloksacin, a otpornost na rifampin, kao i PATSCHE i sur. (2014.) koji opisuju
osjetljivost soja na amikacin, Kklaritromicin i moksifloksacin, a otpornost na rifampin i
rifabutin. U svim navedenim studijama ciprofloksacin je koriSten u protokolu lije¢enja, a
sojevi M. celatum bili su osjetljivi na navedeni antibiotik. Medutim, u naSem istrazivanju svi
izdvojeni sojevi pokazali su se otpornima na oba testirana fluorokinolona, moksifloksacin i

ciprofloksacin. Takoder, LOCATELLI i sur. (2020.) opisuju uspjesan protokol lijecenja
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koriste¢i klaritromicin, ciprofloksacin i linezolid, dok u naSem istraZivanju svi izolati
pokazuju otpornost na ciprofloksacin i linezolid.

Izolati vrste M. flavescens izdvojen iz domace (iz goveda) i "Najsli¢nije M. flavescens”
izdvojen iz divlje zivotinje (iz divlje svinje) bili su otporni na rifampin, doksiciklin, kao i na
antibiotik skupine flurorokinolona moksifloksacin. lako se smatra da vrsta M. flavescens nije
patogena za ljude (MILLER i sur., 2007.), dosad je opisano nekoliko slucajeva infekcije u
imunokompromitiranih osoba. ALLEN i sur. (1993.) prvi su opisali infekciju uzrokovanu M.
flavescens u vidu oboljenja mekih tkiva, zglobova, kostiju i plu¢a. Takoder, TORTOLI i sur.
(2004.) opisuju M. flavescens u sinovijalnoj tekué¢ini u bolesnika s artritisom, te osjetljivost
izdvojenog izolata na Klaritromicin, ciprofloksacin i etambutol. Drugi autor pak opisuje
osteomijelitis uzrokovan ovom vrstom mikobakterije koja je pokazala otpornost na izoniazid i
etambutol, a osjetljivost na streptomicin i rifampin (MASTROIANNI, 2003.). Nasi izolati
pokazali su otpornost na rifampin, dok rezultate za druge antibiotike navedene u prethodnoj
studiji nismo mogli ocitati.

Sva tri izolata vrste M. gordonae izdvojena iz goveda pokazala su otpornost na
rifampin. Dva izolata bila su otporna na doksiciklin, a jedan izolat na ciprofloksacin i
linezolid. Vrsta M. gordonae je Siroko zastupljena mikobakterija u okolisu i vrlo je Eesto
izdvojena iz vode iz slavine, a njena identifikacija vrlo se Cesto smatra kontaminacijom
(LALANDE i sur., 2001.). Unato¢ ne virulentnoj prirodi, zabiljeZzena su izvjes¢a o klini¢ki
znacajnoj bolesti u ljudi uzrokovanoj M. gordonae u vidu plué¢nih oboljenja, oboljenja mekih
tkiva, oka i diseminirane bolesti (WEINBERGER i sur., 1992.). Osim u
imunokompromitiranih bolesnika opisana je kod djeteta sa mastoiditisom kod kojeg je
lijeCenje uspjeSno provedeno izoniazidom, rifampinom, rifabutinom 1 klaritromicinom
(MOLLOY i sur., 2008.). GRIFFITH i sur. (2007.) navode kako su etambutol, rifamicini,
klaritromicin, linezolid i flourokinoloni najuéinkovitiji antibiotici u lijeCenju infekcija
uzrokovanih M. gordonae, dok su u nasem istrazivanju svi izolati bili otporni upravo na
pripadnika rifamicina rifampin, a jedan izolat na linezolid i pripadnika fluorokinolona
ciprofloksacin. lzdvajanje vrste M. gordonae u humanoj medicini pokazalo je veliki porast
tijekom razdoblja ispitivanja s porastom od jednog opisanog sluc¢aja u 1995. na 153 slucaja u
2006. godini (MOORE i sur., 2014.).

Izolati pripadnici vrste M. intermedium izdvojeni iz domace (iz goveda) i divlje
zivotinje (iz divlje svinje) pokazali su razlike u osjetljivosti. Tako je izolat iz domace Zivotinje
bio otporan na rifampin, fluorokinolone moksifloksacin i ciprofloksacin, trimetoprim —

sulfametoksazol, linezolid i doksiciklin, dok je izolat iz divlje bio osjetljiv na sve navedene

197



antibiotike. ITO i sur. (2005.) opisali su slu¢aj pluéne infekcije u Covjeka uzrokovane M.
intermedium, gdje se protokol lije¢enja koji je ukljucivao rifampin pokazao ucinkovitim, a
izolat je takoder bio osjetljiv i na fluorokinolone i klaritromicin. Medutim, u naSem
istrazivanju jedan izolat bio je otporan upravo na te antibiotike, tj. na rifampin i
fluorokinolone. Nadalje, opisan je 1 sluCaj granulomatoznog dermatitisa u covjeka
uzrokovanog M. intermedium (EDSON i sur., 2006.).

Sva tri izolata vrste M. kansasii, od kojih je jedan izdvojen iz domace (iz goveda) a
dva iz divljih Zivotinja (iz srna), bila su otporna na trimetoprim — sulfametoksazol i
doksiciklin. Na rifampin jedan izolat je bio otporan, dok su na ciprofloksacin dva bila otporna.
Od navedenih lijekova, rifampin, trimetoprim-sulfametoksazol i ciprofloksacin jedni su od
preporucenih antibiotika koji se koriste za lijeCenje infekcija uzrokovanih vrstom M. kansasii
u humanoj medicini (BROWN-ELLIOTT i sur., 2012.). Rifampin je jedan od lijekova prve
linije, dok su trimetoprim — sulfametoksazol, doksiciklin i ciprofloksacin lijekovi druge linije
koji se koriste kod pojave otpornih sojeva na koje lijekovi prve linije nisu dali odgovor, te na
koje smo opisali otpornost kod gotovo svih izolata (CLSI 2018a, CLSI 2018b). Vrsta M.
kansasii jedna je od najceSée izdvojenih netuberkuloznih mikobakterija u Covjeka u
europskim zemljama (MOORE i sur., 2014.). Vrsta je poznata prvenstveno kao pluéni
patogen, ali takoder su opisani slucajevi izvanpluéne i diseminirane bolesti, te vecina autora
smatra da je ovo najpatogenija netuberkulozna mikobakterija (VAN INGEN i sur., 2009.,
WASSILEW i sur., 2016.). U humanoj medicini takoder su opisani rijetki slucajevi rifampin
otpornih sojeva koji predstavljaju izazov u lijecenju iz razloga §to 38% bolesnika ne uspije
dovrsiti terapiju zbog alternativne terapije (GRIFFITH i sur., 2007.). Terapija
fluorokinolonima, tj. ciprofloksacinom i moksifloksacinom smatra se u¢inkovitom premda je
sve viSe opisa 0 pojavi otpornosti na jedan od tih antibiotika (BROWN-ELLIOTT i sur.,
2012.), §to je slu€aj 1 u nasem istrazivanju.

Izolat vrste M. kumamotonense izdvojen iz domace Zivotinje (iz goveda) bio je otporan
na rifabutin i rifampin, te na trimetoprim — sulfametoksazol. Dosada nije objavljeno mnogo
studija o zastupljenosti i patogenosti ove vrste mikobakterija. TORTOLI i sur. (2013.) u
svojem istrazivanju opisuju izolate M. kumamotonense izdvojene iz klini¢kih uzoraka iz ljudi
kao jedne od najéeS¢e izdvojenih. Opisan je jedan slucaj generalne limfadenopatije
uzrokovane ovom vrstom mikobakterija gdje je izolat bio osjetljiv na rifampin
(RODRIGUEZ-ARANDA i sur., 2010.). Nadalje, M. kumamotonense izdvojena je i u
pacijenta s plu¢nim oboljenjem, a izolat je bio osjetljiv na amikacin, klaritromicin, pripadnike

rifamicina rifabutin i rifampin, fluorokinolone ciprofloksacin i moksifloksacin, te linezolid
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(KONTOS i sur., 2016.). Takoder, TORTOLI (2014.) opisuje osjetljivost M. kumamotonense
na amikacin, Klaritromicin, rifampin, te fluorokinolone ciprofloksacin i moksifloksacin. Za
razliku od prethodno navedenih istrazivanja nas izolat je pokazao otpornost na oba pripadnika
rifamicina, tj. i na rifabutin i rifampin.

Izolati vrste M. nonchromogenicum i M. triviale ukljueni u naSe istrazivanje
pripadnici su M. terrae kompleksa. Sva Cetiri izolata vrste M. nonchromogenicum, od kojih su
tri izdvojena iz domacih (iz goveda) a jedan iz divljih zivotinja (iz srne), bila su otporna na
rifampin, kao i na pripadnike fluorokinolona moksifloksacin, dok su na ciprofloksacin tri
izolata bila otporna. Na trimetoprim — sulfametoksazol takoder su tri izolata bila otporna, dok
su dva izolata pokazala otpornost na linezolid, doksiciklin i na amikacin. U humanoj medicini
dosada su opisani artritisi, pluéne bolesti, te meningitis uzrokovan vrstom M.
nonchromogenicum kod imunosuprimiranih bolesnika ali i u ljudi bez kroni¢nih bolesti, a
iskustva u lije¢enju ovih infekcija su vrlo ograni¢ena (SMITH i sur., 2000., LAI i sur., 2008.).
Od izdvojenih izolata vrste M. triviale od kojih su dva iz domacih (iz svinja), a jedan iz divljih
zivotinja (iz srne) pokazali su razlike u osjetljivosti. 1zolat izdvojen iz divlje zivotinje bio je
osjetljiv na sve testirane antibiotike, dok su oba izolata iz domacih bila otporna na
trimetoprim — sulfametoksazol i doksiciklin. Takoder jedan izolat pokazao je otpornost i na
fluorokinolone moksifloksacin i ciprofloksacin. OKABAYASHI i sur. (2017.) opisuju pluénu
infekciju uzrokovanu vrstom M. triviale, a uspjesno lijeCenje provedeno je primjenom
klaritromicina i levofloksacina. SMITH i sur. (2000.) opisuju osteoartritis uzrokovan vrstom
M. terrae kompleksa, te uspjeSno lijeCenje primjenom Kklaritromicina, ciprofloksacina,
etambutola i amikacin. Takoder opisuju granulomatozni tenosinovitis u prstu ruke, a izdvojeni
soj je pokazao osjetljivost na ciprofloksacin, etambutol, klaritromicin i rifampin, no ishod
lijeCenja nije se pokazao uspje$nim. Autori zakljuCuju da je uspjeSan rezim lijeCenja infekcija
uzrokovan vrstama M. terrae kompleksa i dalje nepoznat, ali bi trebao obuhvatiti
klaritromicin sa drugim ucinkovitim antibiotikom, kao 1 primjenu amikacina. U naSem
istrazivanju dva izolata vrste M. nonchromogenicum su pokazala otpornost upravo na
amikacin.

Izolati pripadnici spororastu¢ih netuberkuloznih mikobakterija ukljueni u naSe
istrazivanje pokazali su najvecu otpornost na flouorokinolone, i to na moksifloksacin gdje je
77,3% izolata bilo otporno, a na ciprofloksacin 65,4%. Iz prethodno navedenih studija
vidljivo je da je jedan od fluorokinolona bio ukljuen u gotovo svaki uspjeSan protokol
lijecenja infekcija navedenim vrstama NTM-a u humanoj medicini, a oni pripadaju lijekovima

druge linije koji se koriste kod otpornih sojeva na koje ne djeluju lijekovi prve linije. Nadalje,
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nasi izolati takoder su pokazali visoki postotak otpornosti na doksiciklin (77%), trimetoprim —
sulfametoksazol (65,4%) i linezolid (61,4%). U prethodno navedenim studijama vidljivo je da
je linezolid takoder bio Cesto koristen u protokolu lijecenja navedenih vrsta, a navedeni lijek
zajedno sa trimetoprim — sulfametoksazolom (BROWN-ELLIOTT i sur., 2012.). Zatim, u
nasem istrazivanju opisali smo visoki postotak otpornosti na pripadnika rifamicina rifampin
od 76,9%, dok je na rifabutin postotak otpornosti bio mnogo manje izrazen a iznosio je 7,7%.
Rifamicini su takoder jedni od preporucenih lijekova za najces¢e NTM vrste (BROWN-
ELLIOTT i sur., 2012.), a u prethodno navedenim studijama vidljivo je da je upravo rifampin
¢esce koristen. Takoder, opisali smo otpornost od 6,8% na amikacin, lijek prve linije koji se
koristi u lijeCenju najpatogenijih vrsta NTM-a, dok je 13,6% izolata bilo umjereno osjetljivo.
Osjetljivost svih izolata opisali smo samo na makrolid klaritromicin. Nadalje, u humanoj
medicini etambutol je ukljucen u gotovo svaki protokol lije¢enja infekcija uzrokovanih NTM-
ama, no u nasem istrazivanju prijavili smo samo MIC vrijednosti za navedeni antibiotik jer
grani¢ne vrijednosti na temelju kojih odredujemo osjetljivost izolata do sada nisu odredene
(CLSI 2018a, CLSI 2018b). Kako je ranije opisano u studijama provedenim u humanoj
medicini, infekcije uzrokovane NTM-ama uspjesno se lijee protokolom koji obuhvaéa vise
antibiotika pripadnika razlicitih skupina, dok lijeCenje samo jednim antibiotikom rijetko daje
rezultat. Zabrinjavajuca je Cinjenica Sto su izolati spororastu¢ih NTM-a opisani u nasem
istrazivanju pokazali visoke postotke otpornosti na vecinu antibiotika koji su preporuceni za
terapiju u humanoj medicini, a potpunu osjetljivost samo na jedan testirani antibiotik, §to nam
ukazuje na zoonotski potencijal 1 mogucée izazove u lijeCenju infekcija uzrokovanih
spororastu¢im mikobakterijama u ljudi.

Kod pripadnika brzorastu¢ih mikobakterija ispitivanje smo proveli na ukupno 11
razli¢itih vrsta i Cetiri "Najsli¢nije”, i to M. agri, M. arupense, M. chitae i "Najsli¢nije M.
chitae”, M. elephantis, M. fortuitum, M. neoaurum i "Najsli¢nije M. neoaurum ", M.
peregrinum, M. phocaicum, M. porcinum, M. pulveris, M. vaccae i "Najsli¢nije M. vaccae”, te
"Najsli¢nije M. septicum”.

Odredivanje antimikrobne osjetljivosti jednog izolata vrste M. agri izdvojenog iz
divlje svinje u nasem istrazivanju je bilo bezuspjesno. Prema nasim saznanjima u humanoj
medicini do sada nisu opisani slu¢ajevi infekcije navedenom vrstom.

Ispitana dva izolata vrste M. arupense oba izdvojena iz divljih svinja, u nasem
istrazivanju nisu pokazala otpornost niti na jedan ispitani antibiotik. U humanoj medicini

navedena vrsta je dosada opisana kao uzro¢nik diseminirane bolesti u imunokompromitiranih
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bolesnika (HEIDARIEH i sur., 2013.), osteoartritisa (SEIDL i LINDEQUE, 2014.), plu¢nih
infekcija (NEONAKIS i sur., 2010.), a naj¢escée tenosinovitisa (BEAM i sur., 2014., LOPEZ i
sur., 2016.). BEAM i sur. (2014.) opisuju otpornost sojeva vrste M. arupense na
ciprofloksacin, moksifloksacin, rifampin i doksiciklin, kao i LOPEZ i sur. (2016.) koji opisuju
otpornost na ciprofloksacin, moksifloksacin i kanamicin, te NEONAKIS i sur. (2010.) Kkoji
opisuju otpornost na ciprofloksacin, levofloksacin i trimetoprim-sulfometoksazol.

Od ukupno cetiri izolata vrste M. chitae izdvojenih iz domacih zivotinja (iz goveda), u
naSem istrazivanju dva su bila otporna na amoksicilin/klavulonsku kiselinu 1 klaritromicin od
kojih je jedan izolat bio otporan ve¢ petog dana inkubacije, a drugi 14. dana inkubacije ¢ime
dokazujemo posjedovanje erm gena odgovornog za inducibilnu otpornost na makrolide. Od
dva izolata "Najsli¢nija M. chitae” izdvojenih iz divljih zivotinja (iz srna), jedan je bio otporan
na cefepim. U humanoj medicini je vrlo malo opisa o infekcijama ovom vrstom, a prema
nasim saznanjima dosada su opisane samo pluéne infekcije, dok lijeCenje nije opisano
(MACELLONI MARQUES i sur., 2011.).

Izolat vrste M. elephantis izdvojen iz domace zivotinje (iz goveda) pokazao je
otpornost na imipenem. U humanoj medicini takoder je vrlo malo opisa o infekcijama ovom
vrstom mikobakterije, a opisana je kod diSne infekcije i1 enteritisa gdje je izdvojeni soj bio
osjetljiv na izoniazid, streptomicin, klaritromicin i kanamicin. Premda je vrsta M. elephantis
prvi puta opisana u slona za kojeg se smatralo da je rezervoar (SHOJAEI i sur., 2000.),
pacijent opéenito nije imao kontakata sa zivotinjama (POTTERS i sur., 2003.).

Izolati vrste M. fortuitum kojih je u naSe istrazivanje bilo uklju¢eno ukupno 27, od
kojih je Sest izdvojeno iz domacih (5 iz goveda, 1 iz svinje) a 21 iz divljih Zivotinja (6 iz
divljih svinja, 15 iz srna), najvecu otpornost su pokazali na pripadnike cefalosporina, i to na
cefepim 21 izolat, cefriakson 22 izolata, dok je na cefoksitin samo jedan izolat bio je otporan.
Nadalje, na tobramicin je Sest izolata bilo otporno, na pripadnike tetraciklina doksiciklin pet
izolata i minociklin tri izolata, na amoksicilin/klavulonsku kiselinu 18 izolata, te na
klaritromicin ukupno 10 izolata od kojih je pet izolata bilo otporno ve¢ petog dana inkubacije,
a pet izolata 14. dana inkubacije ¢ime dokazujemo posjedovanje erm gena odgovornog za
inducibilnu otpornost na makrolide. Vrsta M. fortuitum jedna je od najcesce zastupljenih vrsta
NTM-a u humanih pacijenata u Europi, te se smatra jednom od globalno najznacajnijih vrsta
(VAN DER WERF i sur., 2014.). Najces¢e uzrokuje infekcije koze, mekih tkiva i kostiju
(PEREIRA i sur., 2020.), ali opisane su i pluéne infekcije (OKAMORI i sur., 2018.).
Preporuceni antimikrobni lijekovi za lije¢enje infekcija M. fortuitum s postotkom osjetljivosti

sojeva su amikacin (osjetljivost 100%), ciprofloksacin (100%), sulfonamidi (100%),
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cefoksitin (50%), imipenem (100%), klaritromicin (80%) i doksiciklin (50%), ali preporuka je
odrediti antimikrobnu osjetljivost svakog izdvojenog soja (SWENSON i sur., 1985.,
BROWN-ELLIOTT i sur., 2012.). Od navedenih antibiotika, kod pojednih izolata u nasem
istrazivanju dokazali smo otpornost upravo na cefoksitin, doksiciklin i klaritromicin.

Od ukupno 23 uspjes$no ispitana izolata vrste M. neoaurum, od kojih je jedan izolat
izdvojen iz domacih (iz kokosi) a 22 iz divljih zivotinja (3 iz divljih svinja, 19 iz srna), jedan
izolat je bio otporan na tobramicin, dok su najveéu otpornost pokazali na pripadnike
cefalosporina i to na cefepim sa 15 otpornih izolata, cefriakson sa Sest otpornih izolata, te
cefoksitin sa dva otporna izolata. Nadalje, jedan izolat izdvojen iz divlje Zivotinje pokazao je
otpornost i na amoksicilin/klavulonsku  kiselinu,  klaritromicin,  linezolid i
trimetoprim/sulfametoksazol.

Dva izolata "Najsli¢nija M. neoaurum” izdvojena iz domace (iz ovce) i divlje zivotinje
(iz srne) pokazala su otpornost samo na cefepim. Jedni od preporucenih antimikrobnih
lijekova za lijeCenje infekcija uzrokovanih M. neoaurum u humanoj medicini su linezolid,
trimetoprim-sulfametoksazol, klaritromicin, tobramicin i cefoksitin (BROWN-ELLIOTT i
sur., 2012.), a upravo na te antibiotike smo kod pojedinih izolata u nasem istrazivanju opisali
otpornost. BROWN-ELLIOTT i sur. (2010.) opisuju M. neoaurum kao uzro¢nika
bakterijemije uzrokovane kontaminiranim kateterom $to je i najceSca patologija uzrokovana
ovom vrstom, te opisuju otpornost izolata samo na klaritromicin. Takoder su opisani
meningoencefalitis (HECKMAN i sur., 2004.) i kozna infekcija kod imunokompetentnog
pacijenta (MARTIN i sur., 2007.) uzrokovane ovom vrstom mikobakterije, kao i plu¢na
infekcija gdje autori opisuju osjetljivost izolata na sve testirane antibiotike (MORIMOTO i
sur., 2007.).

Izolat vrste M. peregrinum izdvojen iz divlje zivotinje (iz srne) bio je otporan na
tobramicin, amoksicilin/klavulonsku kiselinu, te cefriakson i cefepim. U humanoj medicini
nema mnogo opisa o infekcijama ovom vrstom mikobakterije, a izdvojena je u samo 1-2%
infekcija uzrokovanih brzorastu¢im mikobakterijama (BROWN-ELLIOTT i WALLACE,
2002.). Kao pripadnik M. fortuitum grupe najcesc¢e uzrokuje postoperativne kozne infekcije
gdje autori opisuju izolat otporan na klaritromicin i doksiciklin (NAGAO i sur., 2009.), te
kateterom uzrokovane bakterijemije (BROWN-ELLIOTT i WALLACE, 2002.). Takoder je
opisana kao uzro¢nik tonzilarnog apscesa gdje je izolat bio osjetljiv na amikacin,
ciprofloksacin, imipenem i klaritromicin (SAKAI i sur., 2005.), te kao uzro¢nik pluéne
infekcije gdje je izolat takoder bio osjetljiv na klaritromicin (SAWAHATA i sur., 2010.).
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Od sedam izolata vrste M. phocaicum izdvojenih iz divljih Zivotinja (iz divljih svinja),
jedan je pokazao otpornost na tobramicin, cefriakson i cefepim, dok su dva izolata bila
otporna na amoksicilin/klavulonsku kiselinu. Ova vrsta opisana je kao uzro¢nik pluéne
infekcije te je istovremeno izdvojena iz bazena kojim se pacijent koristio (WETHASINGHE i
sur., 2015.). Takoder je opisana i kateterom uzrokovana bakterijemija (COOKSEY i sur.,
2008.), a autori navode osjetljivost vrste na amikacin, cefoksitin, Klaritromicin, imipenem,
fluorokinolone i minociklin, te otpornost na amoksicilin i trimetoprim-sulfometoksazol
(ADEKAMBI i sur., 2006.).

Oba izolata vrste M. porcinum izdvojena iz divljih Zivotinja (iz divljih svinja) bila su
otporna na klaritromicin ve¢ petog dana inkubacije, tobramicin, cefalosporine cefepim i
cefriakson, tetraciklin doksiciklin, dok je na minociklin jedan izolat bio otporan. Jedan izolat
je takoder bio otporan na amoksicilin/klavulonsku kiselinu. U humanoj medicini infekcije
ovom vrstom sve su ¢e$¢i nalaz (BROWN-ELLIOTT i sur., 2011.). Opisane su infekcije rana,
kateterom uzrokovane bakterijemije i rijetko pluéne infekcije uzrokovane ovom vrstom
mikobakterija, a dokazana je osjetljivost na ciprofloksacin, sulfametoksazol, linezolid kao i
osjetljivost ili umjerena osjetljivost na cefoksitin, klaritromicin, imipenem i amikacin, te
otpornost na doksiciklin (WALLACE i sur., 2004.). Drugi autori takoder opisuju osjetljivost
na sve navedene antibiotike, te umjerenu osjetljivost na doksicklin, dok je kod nasih izolata
otpornost bila znatno izrazenija.

(iz divlje svinje i srne) nisu pokazali otpornost niti na jedan ispitivani antibiotik. Prema nasim
saznanjima dosada nisu opisane infekcije uzrokovane M. pulveris u humanoj medicini.

Od uspjesno istrazenih 13 izolata pripadnika vrste M. vaccae od kojih su dva izolata
izdvojena iz domacih (iz goveda) a 11 iz divljih Zivotinja (10 iz divljih svinja, 1 iz srne),
najvise otpornih izolata je bilo na skupinu cefalosporina, i to osam izolata na cefriakson, te
Sest izolata na cefepim. Nadalje, na klaritromicin ukupno su tri izolata bila otporna, od kojih
jedan ve¢ petog dana inkubacije, a dva 14. dana inkubacije. Na pripadnike skupine
tetraciklina doksiciklin i minociklin dva su izolata bila otporna, a jedan je bio otporan i na
M. vaccae” bio je otporan na tobramicin, cefepim i cefriakson, amoksicilin/klavulonsku
kiselinu, Klaritromicin i imipenem. Vrsta M. vaccae u humanoj medicini dosada je opisivana
kao slabo patogena, a opisane su kozne 1 pluéne infekcije uzrokovane ovom vrstom ¢iji je
uspjeSan protokol lijeCenja obuhvatio antibiotike minociklin, trimetoprim-sulfametoksazol,
doksiciklin i ciprofloksacin (HACHEM i sur., 1996.).
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Izolati pripadnici brzorastu¢ih netuberkuloznih mikobakterija uklju¢eni u nase
istrazivanje pokazali su najveéu otpornost na skupinu cefalosporina, i to na cefepim s 57,5%,
te cefriakson s 47,2% otpornih izolata, dok je na cefoksitin svega 3,5% izolata bilo otporno. 1z
prethodno navedenih studija u humanoj medicini vidljivo je da je cefoksitin jedini od
cefalosporina bio uklju¢en u veéinu rezima lijeCenja navedenih vrsta NTM-a u humanoj
medicini, a lijek je takoder jedan od preporucenih za lijeCenje najces¢ih brzorastu¢ih NTM
vrsta u humanoj medicini (BROWN-ELLIOTT i sur., 2012.). Nadalje, u nasem istrazivanju
takoder smo utvrdili postotak otpornih izolata od 31% na amoksicilin/klavulonsku kiselinu,
23% na klaritromicin, 3,5% na imipenem, te 1,2% na linezolid i trimetoprim/sulfametoksazol.
Unutar skupine aminoglikozida ustanovili smo 14,9% otpornih izolata na tobramicin, dok su
na amikacin svi izolati bili osjetljivi. Na tetracikline, tj. na doksiciklin dokazali smo 10,4%
otpornih izolata, te na minociklin 6,9%. Na skupinu fluorokinolona, ustanovili smo 1,2%
otpornih sojeva na ciprofloksacin, dok su na moksifloksacin svi izolati bili osjetljivi. Od
navedenih, klaritromicin, imipenem, linezolid, trimetoprim/sulfametoksazol, tobramicin,
doksiciklin i ciprofloksacin su takoder jedni od preporucenih za protokol lijecenja najces¢ih
brzorastu¢ih NTM vrsta u humanoj medicini (BROWN-ELLIOTT i sur., 2012.), a prema
prethodno navedenim studijama klaritromicin je prvi lijek odabira u svakom uspjeSnom
rezimu lijecenja.

Izolati brzorastu¢ih NTM-a opisani u naSem istrazivanju pokazali su odredene
postotke otpornosti na vecinu antibiotika koji su preporuceni za terapiju u humanoj medicini,
no taj postotak je vidljivo manji od onoga koji smo opisali kod spororastu¢ih NTM-a. Ne
treba zanemariti ¢injenicu da se infekcije uzrokovane brzorastu¢im NTM vrstama vrlo tesko
lijece, s visokim postotkom pojavnosti recidiva. Lijecenje izvan plu¢nih infekcija obi¢no se
temelji na kirurSkom uklanjanju zaraZzenog limfnog ¢vora ili zaraZenog podrucja s uklju¢enom
antibiotskom terapijom (GRIFFITH i sur., 2007.). Antibiotici su osnova lijeCenja NTM
infekcija, medutim, svaka NTM vrsta 1 svaki pacijent u humanoj medicini zahtijeva razlicite
kombinacije antibiotika, a uporaba in vitro testova osjetljivosti je vrlo ograni¢ena §to dovodi
do poteskoca u lijecenju (HALSTROM i sur., 2015.). Osnova svih trenutno opisanih
protokola lije¢enja NTM infekcija su makrolidi, iz razloga Sto imaju najbolju povezanost
izmedu in vitro rezultata osjetljivosti i klinickog (in vivo) odgovora. Pristup lije¢enju pluénih
NTM infekcija s viSe lijekova ukljucuju sedam osnovnih pravila: (1) protokol lije¢enja
temeljen na makrolidima predlozen je za vecinu spororastucih vrsta NTM-a; (2) etambutol se
obi¢no dodaje protokolu lijecenja s vise antibiotika kao ,,pojacavaju¢i lijek; (3) rifampin ili

rifabutin obi¢no se dodaje kao tre¢i lijek protokola s vise lijekova; (4) kao pomoc¢ni lijek
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ovisno od slu¢aja do slucaja koriste se aminoglikozidi; (5) odluka o svakodnevnom lijecenju
ili 0 lijecenju s prekidima; (6) trajanje lijeCenja najmanje 12 mjeseci nakon bakterioloski
negativnog nalaza ispljuvka; (7) lijeCenje infekcija uzrokavanih brzorastu¢im NTM-ama
sli¢no je onom koje se primjenjuje za pluéne NTM infekcije (GRIFFITH i sur., 2007.).
Usporedujuci osjetljivost sporo i brzorastuc¢ih izolata netuberkuloznih mikobakterija
uocili smo znacajne razlike u otpornosti na odredene antibiotike, a pripadnici spororastu¢ih
vrsta pokazali su se otpornijima na vecinu antibiotika. Odredivanje antimikrobne otpornosti
ne obuhvaca iste antibiotike za sporo i brzorastu¢e mikobakterije, ali provodi se sa sedam istih
antibiotika medu kojim smo uo¢ili znacajne razlike. Pa su tako izolati pripadnici spororastu¢ih
mikobakterija bili otporniji na linezolid, doksiciklin, oba fluorokinolona moksifloksacin i
ciprofloksacin, trimetoprim-sulfametoksazol i amikacin, dok su izolati brzorastu¢ih bili
otporniji samo na klaritromicin. Nadalje, usporedujuci osjetljivost izmedu spororastuéih vrsta
uocili smo da unutar izolata M. avium kompleksa ima najmanje otpornih sojeva na tri i vise
koristenih antibiotika, no ne treba zanemariti ¢injenicu da su interpretacijski kriteriji za ovu
vrstu mikobakterije dostupni za svega Cetiri antibiotika, a gotovo svi nasi izolati pokazali su
otpornost na dva od Cetiri antibiotika. Kod ostalih opisanih vrsta pripadnika spororastucih
mikobakterija u naSem istrazivanju nismo ustanovili statisti¢ki znacajne razlike na temelju
otpornosti na tri i viSe koriStenih antibiotika, tj. otpornost je bila podjednaka medu vrstama.
Usporedujuci osjetljivost izmedu brzorastu¢ih vrsta uocili smo najveéi postotak viSestruko
otpornih izlata (na Cetiri i viSe antibiotika) prema koriStenim antibioticima u vrste M.
fortuitum. Takoder, visoki postotak otpornosti opisali smo i u vrste M. neoaurum, M. vaccae i
M. porcinum, dok su ostale dokazane vrste bile u najvecem postotku osjetljive $to nam
ukazuje na razlike u osjetljivosti prema antibioticima izmedu razli¢itih vrsta brzorastuc¢ih
mikobakterija. Opazene razlike u pojavnosti otpornih sojeva brzorastu¢ih netuberkuloznih
mikobakterija izdvojenih iz domacih i divljih Zivotinja nisu statisticki znacajne. Navedene
razlike statisticki su znacajne kod spororastuc¢ih vrsta a udio viSestruko otpornih sojeva
zastupljeniji je u domacih Zivotinja, no ne treba zanemariti ¢injenicu da je od ukupno 44
ispitana izolata upravo 31 izolat podrijetlom iz domacih Zivotinja te omjer izolata iz domacih 1
divljih zivotinja nije proporcionalan za realnu usporedbu. Nadalje, razlike u pojavnosti
otpornih sojeva kako brzo tako i spororastu¢ih netuberkuloznih mikobakterija izdvojenih iz
domacih i divljih Zivotinja u razli¢itim godinama promatranja nisu statisticki znacajne. Bitno
je napomenuti da smo u naSem istrazivanju opisali ¢ak 26 viSestruko otpornih izolata koji su
pokazali otpornost na pet ili vise antibiotika, a u slu¢aju MAC izolata na tri od Cetiri testirana

antibiotika. Od navedenih izolata 15 ih je pripadnika spororastucih vrsta, i to M. intermedium,
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M. nonchromogenicum, MAC i M. celatum od kojih je sedam izolata izdvojeno iz domacih, a
osam iz divljih zivotinja. Preostalih 11 izolata pripadnici su brzorastu¢ih vrsta, i to M.
fortuitum, M. neoaurum, M. porcinum, M. vaccae i "Najsli¢nije M. vaccae” od kojih su dva
izolata izdvojena iz domacih, a devet iz divljih zivotinja. Zabrinjavajuca je ¢injenica visokog
postotka visestruko otpornih sojeva izdvojenih iz divljih zZivotinja, za koje smatramo da su
divlji izolati koji nisu bili u doticaju sa antibioticima. Iz tog razloga postoji potreba dodatno
istraziti ekoloSke nise kako bi se dodatno razjasnile bolesti uzrokovane NTM-ama. Nadalje,
razlike u pojavnosti otpornih sojeva kako sporo tako i1 brzorastu¢ih netuberkuloznih
mikobakterija porijeklom iz razli¢itih Zupanija nisu bile statisticki znacajne, a nismo uocili
niti razlike u zastupljenosti opisanih vrsta po Zupanijama RH.

Nase istrazivanje pokazuje da netuberkulozne mikobakterije predstavljaju veliku i
raznoliku populaciju mikobakterija koje su u velikoj mjeri podcijenjene i nedovoljno
dijagnosticirane usprkos znacajnom utjecaju kako na zdravlje Zivotinja tako i ljudi. Taj utjecaj
u veterinarskoj medicine moze biti izravan uzrokujué¢i manje ili viSe znacajne infekcije i
gubitak produktivnosti, ili neizravan ometajuc¢i dijagnozu i kontrolu govede tuberkuloze
(HOPE i sur., 2005.). Kako bi se poboljsali programi kontrole govede tuberkuloze, ¢ini se da
je potrebno uzeti u obzir prisutnost i utjecaj NTM-a. Preventivne mjere protiv NTM-a trebale
bi ukljucivati higijenu staja, stambenog prostora, opskrbe vodom, sto¢ne hrane, dodataka
hrani, gnojiva 1 paSnjaka. Analiziraju¢i literaturu o ovoj temi, moguce je ukazati na razlicite
pristranosti koje objasnjavaju zasto su prisutnost i vaznost NTM-a sigurno podcijenjeni.
Zapravo je vecina izolata NTM-a u veterinarskoj medicini izolirana tijekom monitoringa
govede tuberkuloze u potrazi za vrstama M. tuberculosis kompleksa. Uzorci koji se najcesce
analiziraju uglavnom su limfni ¢vorovi diSnog sustava i plu¢a, a oni mozda nisu prikladni za
otkrivanje NTM-a s obzirom da se smatra da su infekcije NTM-ama uglavnom probavne
(KANKYA i sur., 2011.). Dostupne tehnike otkrivanja i identifikacije NTM-a u Republici
Hrvatskoj ne primjenjuju se Siroko. Nadalje, zoonotski rizik od NTM-a nije ograni¢en samo
na genetski osjetljive ili imunokompromitirane pojedince, nego se inficirati mogu i zdrave
osobe kako je ve¢ ranije u tekstu opisano. Medutim, epidemiologiju infekcija uzrokovanih
NTM-ama trebalo bi dodatno istraziti. S pogleda humane medicine, ispitivanje osjetljivosti na
antibiotike ucinile su nas svjesnim visSe razli¢itih ¢imbenika NTM-a koji su povezani s
urodenom ili prirodnom otporno$c¢u na lijekove (BROWN-ELLIOTT i sur., 2012., BROWN-
ELLIOTT i sur., 2013.). Ti faktori urodene otpornosti ne moraju se specifi¢no odrazavati u
MIC vrijednostima odredenog ispitivanog antibiotika, a to je najviSe uznemirujuéa I

kontradiktorna znacajka NTM pluénih bolesti. Vjerojatno najpoznatiji primjer ovog fenomena

206



je inducibilni gen za rezistenciju na makrolide ili erm gen prisutan u M. abscessus i drugim
vrstama poput M. fortuitum (NASH i sur., 2009.). Aktivnost ovog gena moze se otkriti in
vitro samo produljenom inkubacijom organizma u prisutnosti makrolida. Nazalost, rasprava 0
otpornosti NTM-a na antibiotike ne prestaje s urodenom otporno$c¢u na lijekove. Mnogi NTM
patogeni, uklju¢uju¢éi MAC i M. abscessus takoder su podlozni steCenoj mutacijskoj
otpornosti na lijekove. Na primjer, makrolidi moraju biti zastiCeni u¢inkovitim popratnim
lijekovima u rezimu lijeCenja bolesti uzrokovane MAC-om kako bi se izbjeglo stvaranje
otpornosti na makrolide uzrokovano mutacijom 23S rRNK gena. Ova pojava je povezana s
los§im odzivom na lije¢enje i loSim ukupnim ishodom (GRIFFITH i sur., 2006.). Stec¢ena
mutacijska otpornost na lijekove pojavljuje se i u drugih NTM vrsta, osobito rpoB gena i
steCene otpornosti kod vrste M. kansasii na rifamicin. Kona¢no, buducnost lijecenja bolesti
uzrokovanih NTM-ama trebala bi se usredotoCiti na prepoznavanje urodenih mehanizama
otpornosti na antibiotike i otkrivanje nacina za prevladavanje istih. Nadalje, u obzir treba uzeti
i ¢injenicu da se u posljednje vrijeme opisuju mobilni genski elementi, uz koje se veze
antimikrobna otpornost u bakterija, a mikobakterijama se na taj na¢in omogucava trenutna
sposobnost rezistencije. Ova ¢injenica predstavlja ujedno i zna€ajnu evolucijsku prilagodbu,
pogotovo u spororastucih vrsta (REVA i sur., 2015.). Neupitno je da postoje mnoge slabosti i
nedostaci u naSem znanju o bolestima uzrokovanim NTM-a. Kako bi se te stvari razjasnile,
potrebno je bolje razumijevanje ekoloskih niSa 1 bolje razumijevanje mehanizama sticanja

otpornosti organizma iz tih nisa.
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10.

ZAKLJUCCI

Koristenjem dvije metode identifikacije izolata netuberkuloznih mikobakterija
(NTM) do razine vrste dokazano je da je metodom usporedbe najkonzerviranijih
regija genoma moguce identificirati znacajno vec¢i broj vrsta u odnosu na metodu
specifi¢ne hibridizacije.

dokazana velika vrsna raznolikost i Siroka rasprostranjenost mikobakterija u
domacih i divljih Zivotinja, a time potvrdena i visoka kontaminiranost okoliSa te
uloga razli¢itih vrsta zivotinja kao rezervoara NTM-a za zivotinje i ljude na
podrucju RH.

Najzastupljenije vrste dokazane istrazivanjem bile su M. fortuitum, M. neoaurum,
M. avium ssp. i M. vaccae Cime je potvrdena najveCa zastupljenost upravo
najpatogenijih netuberkuloznih mikobakterijskih vrsta.

Nisu ustanovljene razlike u zastupljenosti opisanih vrsta po Zupanijama RH.
Odredivanjem antimikrobne osjetljivosti spororastu¢ih NTM-a, dokazana je
otpornost na razliite antibiotike uz najucestaliju otpornost na flouorokinolone,
dok je osjetljivost svih izolata opisana samo na makrolid klaritromicin.
Odredivanjem antimikrobne osjetljivosti brzorastu¢ih NTM-a dokazana je
otpornost na razli¢ite vrste antibiotika uz najucestaliju otpornost na cefalosporine.
Ucestalost otpornosti na antibiotike je visa u spororastu¢cih NTM-a u odnosu na
brzorastuce, a nije ustanovljena znacajna razlika u izolatima iz domacih 1 divljih
Zivotinja.

Opisano je 26 visestruko otpornih izolata koji su pokazali otpornost na pet ili vise
antibiotika, a u slu¢aju MAC izolata na tri od Cetiri testirana antibiotika s
jednakom ucestalo$¢u u sporo i brzorastucih vrsta NTM-a.

Usporedbom osjetljivosti sporo i brzorastu¢ih izolata NTM-a na pojedinacne
antibiotike, otpornost je izrazenija kod spororastu¢ih vrsta na linezolid,
doksiciklin, oba fluorokinolona, moksifloksacin i ciprofloksacin, te trimetoprim-
sulfametoksazol 1 amikacin, dok su izolati brzorastu¢ih vrsta bili otporniji na
klaritromicin.

Usporedbom antimikrobne osjetljivosti u razli¢itih vrsta brzorastu¢ih NTM-a
dokazana je najucestalija otpornost u vrsta M. fortuitum, M. neoaurum, M. vaccae i

M. porcinum, dok su ostale vrste bile u najve¢em postotku osjetljive.
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11.

12.

13.

14.

Nisu ustanovljene razlike u antimikrobnoj osjetljivosti izolata pojedinih vrsta
NTM-a u odnosu na podrijetlo iz domacih ili divljih Zivotinja kao niti razlike u
razli¢itim godinama promatranja ili razlike u odnosu na zupaniju u kojoj su
izdvojeni.

Sojevi spororastu¢ih NTM-a izdvojeni iz domacih i divljih Zivotinja pokazali su
visoke postotke otpornosti na vecinu antibiotika koji su preporuceni za lijeCenje u
humanoj medicini, §to je potvrdeno u odredenom postotku i za brzorastuce sojeve.
Ustanovljena znacajna ucestalost otpornosti naglasava veliki zoonotski potencijal
cirkuliraju¢ih sojeva NTM-a na podru¢ju RH, te izazove u lijeCenju infekcija
zivotinja i ljudi koji su izrazeniji za infekcije spororastu¢im mikobakterijama.
Usvojene i validirane metode identifikacije i odredivanje antimikrobne osjetljivosti
netuberkuloznih mikobakterija opisane u ovom istrazivanju nisu koristene u
dosada$njim istrazivanjima te predstavljaju smjernicu za unaprjedenje zdravstvene

zaStite zivotinja i ljudi na podru¢ju RH.
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Spi¢i¢, S., K. Laroucau, M. Zdelar-Tuk, S. Duvnjak, Z. Pavlinec, 1. Reil, G. Kompes, B.
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nije dostupan, stru¢na rasprava, stru¢ni)

Cvetni¢, Z., M. Zdelar -Tuk, S. Duvnjak, 1. Reil, B. Habrun, S. Spi¢i¢ (2016): Bruceloza u
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Reil, M. Pilat (2016): Anaplazmoze domacih i divljih Zivotinja te kuénih ljubimaca u

254



Republici Hrvatskoj. Zbornik radova 6. Hrvatskog Veterinarskog Kongresa sa medunarodnim
sudjelovanjem / Harapin, lvica (ur.). Zagreb: Tiskara Zelina d.d., str. 293-298. (predavanje,
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uzoraka podrijetlom iz tri kantona u Federaciji Bosne i Hercegovine. Book of Abstracts; 2nd
International Veterinary Congress of Bosnia and Herzegovina, International Congress "One
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(in extenso), znanstveni)

Struc¢ni radovi u zbornicima skupova

Raci¢, 1., S. Duvnjak, S. Spi¢i¢, M. Zdelar-Tuk, I._Reil, Z. Cvetni¢ (2015): Genotipovi
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(poster, domaca recenzija, sazetak, znanstveni)
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