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POPIS KRATICA
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1. UVOD



1.1. Rod Campylobacter - osnovne mikrobioloSke znacajke

Rod Campylobacter obuhvaca gram-negativne, nesporogene bakterije iz obitelji
Campylobacteraceae, koje pripadaju skupini epsilon-proteobakterija (1). Do danas je opisano vise
od 30 vrsta 1 nekoliko podvrsta, ukljucujuc¢i dobro poznate patogene koji se prenose hranom i
kontaktom sa Zivotinjama, ali i nedavno identificirane vrste (1-3). Razvoj i primjena molekularnih
metoda istrazivanja i genomskih analiza nalazu potrebu standardizacije i uvodenja nove

klasifikacije (1,2).

Morfoloske 1 strukturne karakteristike bakterija roda Campylobacter povezane su s
njihovom sposobno§¢u prilagodbe 1 prezivljavanja u razli¢itim uvjetima. Ove bakterije imaju
karakteristi¢an spiralni ili zakrivljeni oblik Stapic¢a 0,2 - 0,8 um Sirine i 0,5 - 5 um duljine, Cesto
opisan kao ,,galebova krila®, Sto je prikazano na slici 1. (4,5). Helikalni oblik stanice odrzavaju
enzimi koji modificiraju peptidoglikan, a promjene u njihovoj ekspresiji omogucéuju varijacije
oblika, ukljucujuéi spiralne, Stapicaste 1 okrugle forme (4,6,7). Ovakva morfoloSka fleksibilnost
omogucuje prilagodbu razli¢itim okoliSnim uvjetima i doprinosi prezivljavanju izvan domacina

(4.5).

Specifi¢ni uvjeti rasta 1 zahtjevi za kultivaciju vazni su za razumijevanje biologije ovih
mikroorganizama. Campylobacter vrste su mikroaerofilni i kapnofilni organizmi koji zahtijevaju
smanjenu koncentraciju kisika i poviSenu koncentraciju ugljikova dioksida za optimalan rast (8).
Najbolje rastu pri temperaturama izmedu 37 1 42 °C, pri ¢emu termotolerantne vrste poput
Campylobacter jejuni 1 Campylobacter coli preferiraju viSu temperaturu (9). Rast je spor, a
kolonije se obi¢no razvijaju nakon 48 do 72 sata inkubacije na selektivnim podlogama (9). Unatoc¢
zahtjevnim uvjetima rasta, ove bakterije mogu prezivjeti u okoliSu stvaranjem biofilma i vezanjem

za povrSine, Sto ima vaznu ulogu u njihovoj perzistenciji 1 prijenosu kroz hranidbeni lanac (10).

Osobitost genoma roda Campylobacter je visoka razina genetske prilagodljivosti i
varijabilnosti. Referentni genom Campylobacter jejuni (C. jejuni) sastoji se od relativno malog
kruznog kromosoma s niskim udjelom gvanin+citozin parova i ograni¢enim brojem repetitivnih
sekvenci (11,12). Jedna od klju¢nih znacajki genoma je prisutnost hipervarijabilnih regija s
homopolimernim nizovima nukleotida, koji omogucuju faznu varijaciju putem mehanizma

pogresnog sparivanja tijekom replikacije deoksinukleinske kiseline (DNK) (11,13). Ovaj



mehanizam omogucuje brze promjene u ekspresiji gena, osobito onih povezanih s povrSinskim

strukturama, $to doprinosi prilagodbi bakterije 1 izbjegavanju imunoloskog odgovora (11,14).

Slika 1. Animacija bakterije Campylobacter spp (izradeno u BioRender, Luka Kati¢, 2026)
https://BioRender.com/6h4lsik )



https://biorender.com/6h4lsik

1.2. Patogeneza i virulencija

Patogeneza kampilobakterioza odvija se kroz nekoliko medusobno povezanih faza:
adherencija, invazija, stanicno oSte¢enje, upala i1 imunomodulacija (slika 2.). Ukratko,
pokretljivost olakSava bakteriji prolazak kroz mukusni sloj, nakon ¢ega slijedi ¢vrsto vezanje za
receptore epitelnih stanica. Invazija ukljucuje ulazak bakterije u stanice domacina i intracelularni
opstanak, dok citotoksi¢nost dovodi do osteenja epitela i razvoja upalne reakcije. Zavr$nu fazu
¢ini imunomodulacija, kojom bakterija izbjegava imunoloski odgovor domacina i potencijalno
inducira molekularnu mimikriju (15).
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Slika 2. Animacija patogeneze kampilobakterioze (izradeno u BioRender, Luka Kati¢, 2026)

https://BioRender.com/skpu9zo )

1.2.1 Pokretljivost

Pokretljivost je vazan ¢imbenik virulencije kampilobaktera koji omogucava pocetak
kolonizacije gastrointestinalne sluznice te razvoja bolesti u ljudi i zivotinja. Ostvaruje se putem
flagela, bicastih organela smjestenih na oba pola bakterijske stanice, duZine oko 3,5 um (16—-19).
Dvije suprotno postavljene flagele omoguc¢avaju kampilobakteru izuzetno brzu pokretljivost (>100
um/s na 42°C) kroz viskoznu sluznicu gastrointestinalnog trakta vrtloznim mehanizmom (slika 3.)
(19,20). Struktura flagela je kompleksan molekularni aparat ¢ija je sinteza kodirana visoko

konzerviranim strukturnim genima nuznim za izgradnju bazalnog tijela, pasivne osovine


https://biorender.com/skpu9zo

flageluma (kuke) 1 aktivnog flagelnog filamenta, te varijabilnim pomo¢nim genima ukljucenim u
glikozilaciju 1 posttranslacijske modifikacije flagelina. Flagelarni filament kampilobaktera sastoji
se od dva homologna flagelinska proteina (FlaA i1 FlaB) koji su opsezno glikozilirani

pseudaminskom kiselinom (Pse) i legionaminskom kiselinom. (18,21,22).

Flagelarni aparat organiziran je kroz hijerarhijsku transkripcijsku regulaciju koja ukljucuje
rane, srednje (RpoN/o54-ovisne) 1 kasne (FliA/c28-ovisne) gene (22-24). Kod C. jejuni prisutan
je opsezan konzervirani skup gena koji kodira bazalno tijelo (fIiF; fliG, fliM, fliN, fliY), kukastu
strukturu (fIgB, flgC, flgD, fIgE, figG, flgG2, flgH, flgl, flgJ, figK, flgL), motorni kompleks (motA,
motB), sekretorni sustav tipa III i izvozni aparat (fIhA, flhB, fliP, fliR, flil), te regulatorne proteine

(/1gS, fIgR, rpoN, flid, fIhE fIhG, fIgM, fgQ). (22,24-26)

Kampilobakteri imaju sposobnost kemotaksije tj. usmjerenog gibanja prema ili od nekog
kemijskog podrazaja, Sto je bitno za uspjeSnu kolonizaciju gastrointestinalne sluznice
domacdina. Ovaj proces im omogucéava izuzetno precizno regulirano kretanje prema nutrijentima
te izbjegavanje toksi¢nih molekula (17). Kemotaksija je posredovana visoko konzerviranim
genima cheA, cheW, cheY 1 cheV, koji ¢ine osnovu signalnog prijenosnog sustava potrebnog za
kolonizaciju domacina, a inaktivacija bilo koje komponente signalne kaskade dramati¢no smanjuje
tu sposobnost (17,27). C. coli, kao i C. jejuni, posjeduje konzervirane flagelarne gene (fIgB, flgC,
fIgE, flgJ, flgK, flgL, flgM, fliD, fliM, fl1iS, cheA), a razlike izmedu ove dvije vrste se ocituju vise u

regulaciji 1 glikozilaciji flagelina nego u sastavu gena motiliteta (28-30).

Glavni strukturni proteini flagelarnog filamenta u obje vrste kodirani su genima flaA4 1 flaB
(30). Protein flaA je dominantna komponenta filamenta C. jejuni, dok flaB ima pomo¢nu ulogu
(24). Kod C. coli oba proteina mogu formirati filament, te je njihova kombinacija potrebna za
optimalnu pokretljivost (31). Gen flaG regulira duljinu filamenta, dok flaC kodira protein koji

sudjeluje u invaziji stanica (32,33).

Varijabilni geni pokretljivosti primarno sudjeluju u glikozilaciji flagelina 1
posttranslacijskim modifikacijama. Biosinteza pseudaminske kiseline, vazne za funkcionalnost
flageluma, ukljucuje gene psed, pseB, pseC, pseF, pseG, pseH 1 psel (34). Ovaj put omogucuje
dodavanje specificnih Se¢ernih modifikacija na flagelin, Sto je nuZzno za pravilno sastavljanje 1
funkciju flageluma (21). Dodatno, geni pseD/maf2, pseE/maf5 i maf4 pripadaju obitelji pomo¢nih

¢imbenika pokretljivosti (engl. motility accessory factor) 1 podlozni su faznoj varijaciji, ¢ime



doprinose fenotipskoj raznolikosti (34—36). Posttranslacijske modifikacije dodatno ukljucuju gene
ptmA 1 ptmB, koji kodiraju enzime potrebne za sintezu CMP-pseudaminske kiseline i drugih
derivata, te eptC koji sudjeluje u fosfoetanolaminskim modifikacijama (37,38). C. coli ima vecu
raznolikost glikozilacijskih puteva, ukljucujuéi sintezu legionaminske kiseline (LegSAm7Ac i
LegSAmNMe7Ac) putem ptmA-F genske skupine (39). Takoder, C. coli koristi odvojene
biosintetske puteve za acetamidino-derivate pseudaminske kiseline, za razliku od C. jejuni, Sto

predstavlja jo$ jednu razliku izmedu ove dvije vrste (28,29).

Varijabilnost se oCituje i u genima poput fIhG, fliAd, fliY i fliN, koji nisu uniformno prisutni
u svim sojevima, osobito u izolatima C. coli (40). Ove razlike odraZavaju evolucijske procese,
ukljucujué¢i horizontalni prijenos gena i rekombinaciju, koji su posebno izrazeni u C. coli

(26,41,42).

Funkcionalno, glikozilacija flagelina od presudne je vaznosti za pokretljivost,
autoaglutinaciju, formiranje biofilma, adherenciju i1 invaziju epitelnih stanica te kolonizaciju
domacdina. Mutacije u genima ukljucenim u glikozilaciju dovode do gubitka pokretljivosti ili
smanjene virulencije. Strukturna raznolikost ugljikohidratnih modifikacija doprinosi

serospecificnosti i antigenoj varijaciji, omogucujuci izbjegavanje imunoloskog odgovora (18,43).

Kod C. jejuni, bipolarni raspored flageluma reguliran je proteinima FIhF i FlhG, koji
kontroliraju broj 1 poloZaj flageluma, dok snazni motorni sustav omogucuje kretanje kroz viskozni
mukus putem specificnog mehanizma (engl. ,, wrapped-mode ) (slika 3.) (15,20,44). lako su ovi

mehanizmi manje istrazeni u C. coli, osnovna funkcionalna nacela ostaju ocuvana (19,41).

Razlika izmedu konzerviranih 1 varijabilnih gena odraZava selekcijske pritiske: dok su
strukturni 1 regulatorni geni pod jakom purifikacijskom selekcijom radi ocuvanja funkcije, geni

ukljuceni u glikozilaciju 1 modifikaciju podlijezu diverzificirajucoj selekciji (41).
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Slika 3. Animacija pokretljivosti Campylobacter spp (izradeno u BioRender, Luka Kati¢, 2026)
https://BioRender.com/8gz3huo

1.2.2. Adherencija, invazija i produkcija toksina

Za razliku od varijabilnog repertoara gena uklju€enih u pokretljivost, geni odgovorni za
adherenciju, invaziju i produkciju toksina predstavljaju visoko konzervirani temeljni skup gena
virulencije C. jejuni, koji je u velikoj mjeri oCuvan medu razli¢itim sojevima (45—47). Ovi geni
upravljaju interakcijom patogena i domacina, ukljucujuéi poc€etno prianjanje na epitelne stanice,
invaziju u tkiva te citotoksi¢no oStec¢enje (15). Njihova visoka ucestalost 1 o€uvanost naglasavaju
esencijalnu ulogu u patogenezi i €ine ih srediSnjim elementom molekularnih mehanizama infekcije

(26,48).

Adherencija na epitelne stanice domacina predstavlja prvi korak patogeneze, a
posredovana je skupinom povrsinskih proteina, adhezina (15). Medu njima se posebno istice CadF,
vanjskomembranski protein odgovoran za vezanje na fibronektin u izvanstanicnom matriksu
(49,50). CadF je prisutan gotovo u svim sojevima te pokrece signalne putove u stanici domacina,
ukljucujuéi fosforilaciju proteina paksilina 1 reorganizaciju citoskeleta, Sto rezultira formiranjem

adhezijskih zariSta i membranskih nabora (51,52). Dodatni adhezini ukljucuju JlpA, lipoprotein
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uklju€en u vezanje na stanice domacina, te periplazmatski vezni protein PebA, koji osim u
transportu, sudjeluje u adherenciji na intestinalne stanice (15,53,54). Gen porA kodira glavnu
vanjskomebransku porinsku komponentu, koja sudjeluje u transportu, adherenciji i kolonizaciji
(53,55). Takoder, gen Cjl279c, kodira protein s fibronektinskim domenama koji dodatno pojacava
adherenciju 1 kolonizacijski potencijal (53). Sinergisti¢ko djelovanje viSe adhezina, ukljucujuci
FlaA, CadF, PebA i FlpA, povezano je s povecanom sposobnoS¢u vezanja bakterije na stanice

domacina (53,54).

Nakon adherencije slijedi invazija epitelnih stanica, koja je posredovana sekrecijom
invazijskih antigena (Cia proteina) putem flagelarnog sekrecijskog sustava tipa III (15,56). Gen
ciaB kodira invazijski protein koji se transportira u citosol stanice domacina te inducira
reorganizaciju citoskeleta i stvaranje membranskih protruzija (57). Sli¢no tome, protein CiaC
sudjeluje u remodeliranju citoskeleta i olakSava ulazak bakterije u stanicu (56). Ovi proteini
zahtijevaju funkcionalan flagelarni aparat i1 direktan kontakt bakterije 1 stanice domacina za svoju
sekreciju i djelovanje (56). Visoka prevalencija gena ciaB u razli¢itim izolatima potvrduje njihovu
vaznost u invazivnom potencijalu (46). Dodatno, invazija je pojacana koordiniranim djelovanjem
viSe gena, ukljucujuéi iamA i tlp1, koji zajedno doprinose maksimalnoj sposobnosti penetracije u

stanice domacina (54).

Produkcija toksina predstavlja zavr$nu fazu patogeneze, pri ¢emu bitnu ulogu ima
citoletalni toksin (engl. cytolethal distending toxin, CDT), kodiran operonom cdtA, cdtB 1 cdtC
(58,59). Ovaj trokomponentni toksin djeluje kao AB toksin, pri ¢emu CdtB predstavlja kataliticku
podjedinicu s DNaza aktivno$c¢u koja uzrokuje dvostruke lomove DNK u jezgri stanice domacina
(58,60). Posljedicno dolazi do aktivacije mehanizama popravka DNK, zastoja u stani¢nom ciklusu
u G2/M fazi te apoptotske smrti stanica (58—60). CdtA 1 CdtC omogucuju vezanje toksina za
stani¢nu membranu 1 ulazak CdtB u stanicu putem endocitoze (61). Takoder, CDT ima vaznu ulogu
u modulaciji imunoloskog odgovora, inducirajué¢i apoptozu imunoloskih stanica i nekrozu
epitelnih stanica, Sto rezultira produljenim tijekom bolesti i sporijim cijeljenjem tkiva (62). Operon
cdtABC pokazuje gotovo univerzalnu prisutnost medu sojevima C. jejuni, a potpuna prisutnost
svih triju gena povezana je s vecom citotoksi¢noS¢u 1 ja¢im upalnim odgovorom, ukljucujuci

povecanu ekspresiju interleukina 8 (IL-8) u epitelnim stanicama (46,48,54,59).



Za razliku od visoko konzerviranih gena za adherenciju, invaziju i produkciju toksina,
odredeni geni povezani s dodatnim virulencijskim svojstvima pokazuju varijabilnost medu
sojevima. Primjeri takvih gena su cstll 1 cstlll, koji kodiraju sijaliltransferaze ukljucene u
biosintezu sijaliliranog lipooligosaharida (LOS) (45,63—67). Prisutnost gena cstll i cstlll povezana
je s tezim klinickim oblicima bolesti, a njihova distribucija varira medu razli¢itim linijjama C.
jejuni (63—65,68). Ovi geni doprinose molekularnoj mimikriji i potencijalno sudjeluju u razvoju

postinfektivnih komplikacija (64,65).

Ukupno gledano, geni za adherenciju (cadF, jlpA, pebA, porA, flpA), invaziju (ciaB) i
produkciju toksina (cdtA4, cdtB, cdtC) Cine temeljne, gotovo univerzalno ocuvane skupine gena
virulencije C. jejuni (47,48,53). Njihova visoka konzerviranost ukazuje na snazan purifikacijski
selekcijski pritisak, s ciljem ocCuvanja funkcija nuznih za uspjeSnu kolonizaciju i infekciju
domacina (47). Istovremeno, ograni¢ena varijabilnost pojedinih dodatnih gena omoguéuje finu

prilagodbu razli¢itim domacinima i klinickim manifestacijama bolesti (26,48).

1.2.3. Imunomodulacija

Imunomodulacija predstavlja osobit aspekt patogeneze C. jejuni, omogucujuci bakteriji
izbjegavanje imunoloskog odgovora domacina, uspostavu perzistentne kolonizacije te u
odredenim slucajevima poticanje postinfektivnih autoimunih komplikacija poput Guillain-Barré
sindroma (GBS) (15,69). Imunomodulatorni kapacitet C. jejuni primarno je posredovan dvama
glavnim povrsSinskim glikokonjugatima: lipooligosaharidom 1 kapsularnim polisaharidom (engl.
capsular polysaccharide, CPS), koji su kodirani opseznim genskim klasterima sastavljenima od
visoko konzerviranih jezgrenih gena i varijabilnih pomo¢nih gena (70—72). Razumijevanje njihove
distribucije 1 oCuvanosti vazno je za objasnjenje mehanizama imunoloSkog izbjegavanja,

interakcije patogena 1 domacina te razvoja autoimunih posljedica (63).

Lipooligosaharid je sastavni dio vanjske membrane C. jejuni, graden od lipida A i
oligosaharidne jezgre, koja ima unutarnji i vanjski dio (73). Geni ukljuceni u biosintezu unutarnje
jezgre LOS-a visoko su konzervirani medu sojevima te kodiraju enzime nuzne za sintezu heptozne
okosnice (73). Geni 4ldD i hldE klju¢ni su za sastavljanje unutarnje jezgre LOS-a, pri cemu hldE
ima dodatnu ulogu u stvaranju ADP-heptoze, snazne proinflamatorne molekule koja aktivira
signalni put ALPKI-NF-kB u epitelnim stanicama crijeva (74,75). Gen htrB sudjeluje u biosintezi

lipida A, dok waaC 1 waaF kodiraju heptoziltransferaze koje ugraduju heptozne ostatke u



unutarnju jezgru, a waal sudjeluje u formiranju vanjske jezgre (73,76). Inaktivacija gena poput
hldE, hldD ili waaC dovodi do skra¢enja LOS strukture, povecane osjetljivosti na zu¢ne kiseline i

smanjene sposobnosti kolonizacije (77).

Za razliku od konzervirane unutarnje jezgre, geni odgovorni za sintezu vanjske jezgre
LOS-a pokazuju izrazitu varijabilnost, pa se LOS lokusi klasificiraju u vise genetskih klasa (78).
Ova genska varijabilnost je klinicki znaCajna jer odredene strukture LOS-a oponaSaju ljudske
gangliozide, §to moZe potaknuti stvaranje krizno reaktivnih protutijela i razvoj GBS (79). Gen
wlaN kodira sintezu -1,3-galaktoziltransferaze nuzne za sintezu sijaliranih LOS struktura koje
oponasaju ljudski GM1 gangliozid. Prisutan je u sojevima koji se povezuju s nastankom GBS, a

fazna varijacija ovog gena dodatno doprinosi antigenskoj raznolikosti (80).

Kapsularni polisaharid je dodatni faktor virulencije, a prema Pennerovoj klasifikaciji
postoji vise od 60 razli¢itih serotipova (81). Modulira imunoloski odgovor domacina, doprinosi
otpornosti na serum i nuzan je za uc¢inkovitu kolonizaciju crijeva (82). Geni za njegovu biosintezu
organizirani su u hipervarijabilnoj regiji genoma, koja pokazuje visoku razinu genetske

raznolikosti uslijed horizontalnog prijenosa gena, duplikacija, delecija i faznih varijacija (81,82).

Konzervirani geni ukljuceni u transport i sastavljanje kapsularnog polisaharida ukljucuju
kpsC, kpsF 1 kpsM, koji kodiraju komponente ABC (engl. ATP-binding cassette) transportnog
sustava odgovornog za izlu€ivanje kapsule kroz stani¢nu ovojnicu (81,83). Geni kpsC 1 kpsS

sudjeluju u sintezi poveznice koja spaja kapsularnu strukturu s lipidnim sidrom (84).

Varijabilni geni smjeSteni izmedu kpsM 1 kpsC odreduju strukturu ponavljajucih jedinica
kapsule specificnih za pojedini serotip (81). Gen kpsM kodira permeazu transportnog sustava, a
njegovi mutanti pokazuju smanjenu sposobnost kolonizacije 1 pojac¢anu imunoloSku aktivaciju
(85). Gen kpsF sudjeluje u biosintezi prekursora CPS-a, dok geni Cji416¢, Cjl417¢c, Cjl418c,
Cjl419c, Cjl420c 1 Cjl427c kodiraju glikoziltransferaze 1 enzime za modifikaciju Secera koji
odreduju strukturu kapsule (81,86—88).

Posebno vazna modifikacija CPS-a je metil-fosforamidat, koji dodatno modulira
imunoloski odgovor domacina. Gubitak ove modifikacije povezan je sa smanjenom sposobnoscu
izbjegavanja imunoloskog odgovora i pove¢anom osjetljivos¢u bakterije (85). Kapsula i njezine
modifikacije takoder utjecu na aktivaciju receptora urodenog imuniteta, ukljucuju¢i TLR (engl.

Toll-like receptor) - TLR2 1 TLR4, ¢ime reguliraju intenzitet imunolo$kog odgovora (85).
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Povrsinski glikokonjugati C. jejuni aktiviraju vise signalnih puteva urodenog imuniteta.
LOS aktivira TLR4 signalizaciju, dok flagelin modificiran pseudaminskom kiselinom moze
reagirati s receptorima poput Siglec-10, poticuéi antiinflamatorni odgovor. ADP-heptoza i srodni
metaboliti aktiviraju ALPK1 (engl. alpha-protein kinase 1) put, §to dovodi do aktivacije NF-«xB
(engl. nuclear factor kappa B) 1 ekspresije proinflamatornih citokina (75,89,90). Takoder, moze
aktivirati NLRP3 (engl. NLR family pyrin domain containing 3) inflamasom u makrofazima,
rezultiraju¢i lu¢enjem interleukina 1 beta (IL-1B) (91). Kapsularni polisaharid modulira ove
odgovore, pri ¢emu kapsulirani sojevi pokazuju smanjenu aktivaciju receptora i izmijenjen

citokinski profil (85).

Geni uklju€eni u imunomodulaciju C. jejuni pokazuju karakteristican obrazac: visoko
konzervirani geni poput gmhA, gmhB, hddA, hddC, hldD, hldE, htrB, kpsD, kpsE, kpsS, kpsT,
waaC, waaF 1 waaV kodiraju osnovne enzime potrebne za biosintezu LOS-a i transport CPS-a,
dok varijabilni geni poput gmhA2, kpsC, kpsF, kpsM, Cjli35, Cjl416c-Cji420c, Cjl427c,
Cjl1442c, cysC i wlaN odreduju strukturu kapsule i specificne imunomodulatorne karakteristike
(73,78,81,82,85). Posebno je vazna prisutnost gena wlaN zbog njegove povezanosti s

molekularnom mimikrijom i razvojem GBS (80).

1.2.4. Odnos virulencije i antimikrobne otpornosti

Virulencijski geni Cesto su smjeSteni na mobilnim genetskim elementima 1 podlozni su
horizontalnom prijenosu putem plazmida i transpozona, §to upucuje na potencijalnu povezanost
virulencije 1 antimikrobne rezistencije (AMR) (92). Opc¢enito, genske mutacije koje su uzrokovale
AMR mogu stvoriti i strukturalne promjene na bakterijskoj stanici koje negativno utje€u na njenu
funkcionalnost 1 virulenciju. To se osobito dogada u slu¢ajevima kada je funkcija proteina koji
predstavlja ciljno mjesto djelovanja antibiotika djelomicno ili u potpunosti narusena (93).
Primjerice, rezistencija na fluorokinolone uzrokovana mutacijom nfxB gena u Pseudomonas spp.
povezana je sa smanjenom pokretljivoséu bakterije, $to predstavlja jasan nezeljeni ucinak na
vijabilnost 1 patogenost (94). Tijekom dugotrajnije evolucijske prilagodbe taj se sekundarni u¢inak
moze djelomi¢no ili u potpunosti kompenzirati naknadnim mutacijama (95). U Salmonella
enterica serovar Typhimurium, mutacije gena rpsL dovode do rezistencije na streptomicin, ali
istodobno uzrokuju sporiji rast u stani¢nim 1 misjim modelima; pritom je dokazano da je potpuni

oporavak funkcionalnosti moguc¢ iskljuc¢ivo reverznom mutacijom ciljnog mjesta, dok izvanciljne
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mutacije omogucuju tek djelomic¢nu kompenzaciju rasta (96). Sli¢ni obrasci zabiljezeni su i kod
drugih bakterijskih vrsta. U uvjetima slobodnog rasta, selektivhu prednost imaju sojevi
izolata Mycobacterium tuberculosis 1 Staphylococcus aureus (92,95). Nasuprot tome, postoje 1
primjeri rezistencijskih mehanizama koji ne nose mjerljiv negativni u¢inak na vijabilnost, ve¢
bakterija zadrzava punu funkcionalnost, $to je jasno demonstrirano kod vankomicin-rezistentnih
enterokoka (97). Ovi podaci naglasavaju da je odnos izmedu antimikrobne rezistencije i bioloske
prilagodbe kompleksan te ovisi o specificnom mehanizmu rezistencije, zahvaéenoj stani¢noj

funkeciji 1 ekoloSkom kontekstu u kojem se bakterija razvija.

Sto se ti¢e kampilobaktera, klini¢kim istraZivanjima te in vivo studijama nije uoGena razlika
u sastavu gena virulencije sojeva izoliranih iz uzoraka pacijenata sa razli¢itom tezinom klinicke
slike (pacijenti sa proljevom i pacijenati s izoliranom abdominalnom boli) (98). Nasuprot tome,
zabiljezene su razlike u sojeva C. jejuni izoliranim iz peradi. Sojevi koji su osjetljivi na antibiotike
imali su viSe gena odgovorih za invazivnost bakterije, dok su mutacije 23S rRNA povezane s
makrolidnom rezistencijom smanjile sposobnost kolonizacije (99,100). In vitro modeli pokazali su
da gyr4 mutacije u C. coli povecavaju sposobnost stvaranja biofilma, dok u C. jejuni dovode do
vece invazije i citotoksi¢nosti, uz istodobno smanjenu pokretljivost (101,102). Iako rezistencija
moze povecati invazivnost ili potencijal stvaranja biofilma, ¢esto nosi evolucijsku cijenu u obliku
smanjene kolonizacije, pri ¢emu individualna osjetljivost domacina vjerojatno ima presudnu ulogu

u klinickom ishodu bolesti (98).
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1.3. Kampilobakterioze - klinicki znacaj

Infekcija u ljudi najceSée nastaje fekalno-oralnim putem, pri ¢emu je konzumacija
kontaminirane hrane, osobito sirovog ili nedovoljno termicki obradenog pileCeg mesa, najvazniji
izvor zaraze (103,104). Nakon unosa, bakterije koloniziraju sluznicu distalnog ileuma i kolona te
prolaze kroz epitelnu barijeru i Sire se u okolno tkivo (16,103). Infekcija dovodi do aktivacije
upalnih signalnih putova i osteCenja crijevne barijere, $to rezultira pojavom proljeva i drugih

gastrointestinalnih simptoma (16,103).

Klinicka slika kampilobakterioze varira od blagih do tezih oblika bolesti. Najcesce se
ocituje kao akutni gastroenteritis s proljevom, povisenom temperaturom, bolovima u trbuhu i
gréevima, a u nekim slucajevima moze se razviti i krvavi proljev (103,105). Veéina infekcija je
samoograni¢avaju¢a i prolazi unutar nekoliko dana, bez potrebe za antibiotskim lijeCenjem
(103,105). Tezi oblici bolesti mogu zahtijevati hospitalizaciju, osobito u male djece, starijih osoba
i osoba s kroni¢nim bolestima (106,107). Razlike izmedu najces¢ih vrsta, C. jejuni i C. coli,
odrazavaju se u njihovoj ucestalosti i kliniCkom znacaju. Oko 90% infekcija u ljudi uzrokuje C.
jejuni, dok C. coli sudjeluje u manjem udjelu slucajeva (103). Iako dijele mnoge bioloske
karakteristike, C. jejuni se opCenito smatra virulentnijim i ¢e$¢e je povezan s tezim klinickim

oblicima bolesti (108,109).

Postinfektivne komplikacije predstavljaju vazan klinic¢ki aspekt kampilobakterioze. lako
su relativno rijetke, mogu imati znacajne posljedice. GBS najvaznija je postinfektivna
komplikacija i povezan je s molekularnom mimikrijom izmedu bakterijskih struktura i komponenti
perifernih zivaca (79). Osim toga, moze se javiti reaktivni artritis te druge komplikacije poput

sindroma iritabilnog crijeva i upalnih bolesti crijeva (103).

Osim spomenutih, i druge vrste roda Campylobacter mogu biti klinicki znacajne.
Campylobacter fetus ¢ini manji udio infekcija, ali je izrazito patogen i1 Cesto uzrokuje
bakterijemiju, osobito u starijih ljudi i imunokompromitiranih bolesnika. Campylobacter lari
najcesce uzrokuje gastroenteritis, dok Campylobacter upsaliensis obi¢no dovodi do blazih oblika
enteritisa. Sve veca paZnja posvecuje se i nedavno otkrivenim vrstama poput Campylobacter
concisus 1 Campylobacter ureolyticus, koje mogu biti povezane s gastrointestinalnim upalnim

bolestima (104).
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1.4. Epidemiologija

1.4.1. Javnozdravstveni znacaj kampilobakterioza

Kampilobakterioze predstavljaju znacajan globalni javnozdravstveni problem sa trendom
porasta incidencije i prevalencije posljednjih desetljecja, kako u razvijenim, tako i u nerazvijenim
zemljama svijeta (104). Prema procjenama Svjetske zdravstvene organizacije (SZO),
kampilobakteri spadaju u najéeS¢e patogene koji se prenose hranom i uzrokuju priblizno 96
milijuna infekcija godi$nje (110). Ukupno globalno opterecenje bolesti koje se prenose hranom
procjenjuje se na oko 33 milijuna godina zivota prilagodenih invaliditetu (engl. disability-adjusted
life years, DALY), §to je mjera koja objedinjuje vrijeme Zivota provedeno s bolescu ili
invaliditetom i godine izgubljene zbog prerane smrti. Djeca mlada od pet godina nose priblizno

40% ukupnog opterecenja. (111).

Ekonomsko opterecenje kampilobakterioza znaajno je u svim regijama svijeta. U
Njemackoj je ukupni godi$nji ekonomski teret kampilobakterioznog enteritisa i njegovih
komplikacija procijenjen na 263,5 milijuna eura, pri ¢emu najveéi dio proizlazi iz postinfektivnih
komplikacija, ukljuc¢ujuci GBS, upalne bolesti crijeva i sindrom iritabilnog crijeva (112). Znacajne
financijske posljedice zabiljeZene su i u Nizozemskoj, gdje se opterecenje povezano s termofilnim
vrstama roda Campylobacter procjenjuje na oko 76 milijuna eura godiSnje (113), kao i u
Ujedinjenom Kraljevstvu, gdje ukupni izdaci za bolesnike 1 zdravstveni sustav dosezu priblizno
50 milijuna funti (114). U Sjedinjenim Americkim DrZzavama (SAD) ekonomski u¢inak infekcija
uzrokovanih bakterijama Campylobacter spp. procjenjuje se na 11,3 milijarde americkih dolara,
¢ime se ovaj uzroCnik ubraja medu vodece uzroke financijskog optere¢enja medu bolestima

prenosivima hranom, odmah nakon netifusne salmonele (115).

Kampilobakterioza je najcesc¢e prijavljivana gastrointestinalna infekcija u Europskoj uniji
(EU) od 2005. godine, s vise od 200 000 prijavljenih sluc¢ajeva godiSnje. Medutim, procjenjuje se
da je stvarni broj slucajeva oko 9 milijuna godiSnje, Sto ukazuje na znatno nizZi broj prijavljenih
slucajeva u odnosu na stvarnu ucestalost bolesti - samo 1 od 47 slucajeva (95% CI 14-117) se
prijavljuje u EU (100-102). Incidencija znacajno varira medu europskim zemljama, pri ¢emu je u
Ceskoj Republici zabiljezena jedna od najvisih stopa u svijetu. Incidencija u EU je iznosila oko 71

slu¢aj na 100 000 stanovnika 2014. godine, pri cemu su pileCe meso i svjeze peradarsko meso
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identificirani kao glavni izvori infekcije (116,119,120). Posljednjih godina biljezi se oko 230 000
prijavljenih slucajeva godisnje u Europi, dok je u SAD-u, Australiji i Novom Zelandu

kampilobakterioza najcescée prijavljena bolest prenosiva hranom (104,119,121).

Sezonski obrasci kampilobakterioze u Europi pokazuju regionalne razlike. U nordijskim
zemljama, vrhunac incidencije je izrazen tijekom sredine i kasnog ljeta, dok u vecini ostalih
europskih zemalja (Irska, Madarska 1 Slovacka) te u Ujedinjenom Kraljevstvu nastupa ranije i
manje je izrazen (116). Incidencija bolesti pozitivno korelira s temperaturom, pri ¢emu
kolonizacija raste s porastom temperature (116,122). Tijekom pandemije COVID-19 zabiljezen je
pad prijavljenih slu¢ajeva u vecini zemalja, vjerojatno zbog promjena u prehrambenim navikama

1 obrascima traZenja zdravstvene skrbi (119).

Infekcija je ¢es¢a u musSkaraca nego u zena u svim dobnim skupinama, a u razvijenim
zemljama incidencija pokazuje dva vrhunca, u dojenackoj dobi i u ranoj odrasloj dobi
(104,123,124). U nekim populacijama, poput Irske, slucajevi u djece mlade od pet godina cesce
su povezani s ruralnim podrucjima, dok su slucajevi u starijim dobnim skupinama ¢eSée povezani

s urbanim nacinom zivota (125).

Epidemioloski podaci iz Hrvatske i jugoistocne Europe ukazuju na visoku incidenciju
kampilobaktera u Zivotinja 1 ljudi. U Hrvatskoj je prevalencija termotolerantnih vrsta
kampilobaktera u svjeZem pile€em mesu na maloprodajnoj razini iznosila 73,86%. Analizom 241
uzorka svjezeg pileCeg mesa prikupljenog u maloprodaji tijekom 2016. godine utvrdeno je da su
C. jejuni 1 C. coli bili prisutni u 53,53% odnosno 15,35% uzoraka (126). Povijesni podaci s
podrucja Hrvatske iz 1985. godine ukazuju da su kampilobakteri izolirani iz 16,3% (338/2080)
bolesnika s akutnim proljevom koji su se javili u Kliniku za infektivne bolesti u Zagrebu.
Incidencija je bila visa u ruralnim nego u urbanim podru¢jima te je iznosila 99 na 100 000
stanovnika godi$nje u ruralnim, u usporedbi sa 71 na 100 000 stanovnika godi$nje u urbanim
sredinama. Ova razlika mogla se djelomi¢no objasniti ve¢om izloZenoS¢u poljoprivrednom
okoliSu, slabijom dostupnoscu zdravstveno ispravne vodovodne vode, neadekvatnim sustavima
odvodnje otpadnih voda te losijim higijenskim uvjetima (127). Nasuprot tome, novija istraZivanja
1z Splitsko-dalmatinske Zupanije pokazala su obrnut obrazac incidencije, pri ¢emu je u razdoblju
od 2007. do 2012. godine incidencija u urbanim podruc¢jima iznosila 130 na 100 000 stanovnika,

dok je u ruralnim podrucjima bila oko 60 na 100 000 stanovnika (128).
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1.4.2. Genotipska raznolikost i geografska rasprostranjenost

Za epidemioloSka istrazivanja, osobito pracenje Sirenja patogena (epidemijska i
pandemijska izbijanja), razvijena je molekularna metoda tipizacije sojeva primjenom viselokusnog
sekvenciranja gena (engl. Multilocus Sequence Typing; MLST). Ova metoda analizira sedam
konzerviranih gena domacina (engl. housekeeping genes): aspA, ginA, gltA, glyA, pgm, tkt 1 uncA,
koji su nuzni za osnovno funkcioniranje bakterije (129,130). Trenutno je u bazi podataka
pubMLST (engl. Public databases for molecular typing and microbial genome diversity)
evidentirano preko 5.500 razlic¢itih kombinacija varijanti, tj. alela konzerviranih gena,
rasporedenih u grupe slicnih klonalnih kompleksa (engl. clonal complexes, CC) koji dijele
najmanje 5 od 7 alela (129). Oni cesto koreliraju sa specificnim fenotipom, ukljucujuci
preferenciju domacina, sli¢nu ili identi¢nu antimikrobnu rezistenciju, virulenciju i patogenost te
klini¢ki ishod (131). Za C. jejuni opisano je Cetrdesetak klonalnih kompleksa, od kojih dominira
sekvencijski tip ST-21, dok C. coli pokazuje manju raznolikost klonova, medu kojima prevladava

ST-828 (129).

Analiza geografske distribucije klonalnih kompleksa C. jejuni ukazuje na izrazene
regionalne razlike, ali 1 na postojanje dominantnih, medunarodno rasprostranjenih linija. Podaci iz
Hrvatske su ograniceni, a studija radena na 42 izolata ukazuju na poliklonalnu genetsku pozadinu
s predominacijom ST-51, ST-49 1 ST-22 (132). U susjednim zemljama, Sloveniji i Austriji,
dominantan je CC-21, dok talijanske studije najceSc¢e identificiraju CC-353, CC-443, CC-206 te
CC-21, pri cemu je jasno dokazana povezanost CC-206 1 CC-21 s humanim infekcijama, a perad
je bila glavni rezervoar u priblizno 70% slucajeva (133). U ostatku Europe takoder prevladavaju
stabilni 1 dobro opisani klonalni kompleksi, ukljucuju¢i CC-21 i CC-206, ali i CC-45 te CC-48
(134). Najces¢i medunarodno rasireni klonalni kompleksi su CC-21 1 CC-353, a slijede ih CC-45,
CC-48, CC-257 1 CC-206 (134). Nasuprot tome, pojedini klonalni kompleksi imaju ograni¢enu
lokalnu distribuciju i ekoloSku povezanost, poput CC-1275 koji se povezuje s divljim pticama

(135).

Dodatno, opisana je 1 sezonska varijabilnost, pri cemu u Ujedinjenom Kraljevstvu tijekom
ljetnih mjeseci prevladavaju CC-45, CC-283 1 CC-42, dok tijekom zimskih mjeseci dominiraju
CC-353 1 CC-403, a slican obrazac zabiljezen je 1 u Novom Zelandu, gdje je CC-45 najcesce
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izoliran ljeti (136,137). Opcenito, povezanost temperature i1 incidencije Campylobacter infekcija
je kompleksna 1 vjerojatno indirektna. Porastom temperature raste i incidencija, pri cemu se oStar
porast kampilobakterioza biljezi u rasponu temperature od 5 do 12 °C, uz dodatno blago povecanje

incidencije na temperaturama do 28 °C (138).

Za razliku od C. jejuni, C. coli pokazuje znatno manju genetsku raznolikost, pri cemu je
klonalni kompleks CC-828 daleko najces¢i i dominantan je u Europi, Aziji, Novom Zelandu 1
SAD-u (129,139). CC-828 je predominantno povezan s infektivnim bolestima ljudi, ali istodobno
predstavlja i dominantni klonalni kompleks u stocarstvu i peradarstvu (140). Nasuprot toj
globalnoj homogenosti, opisani su i endemijski klonalni kompleksi, osobito u Kini, gdje su

identificirani CC-1034 1 CC-1287, koji do sada nisu zabiljeZeni u drugim azijskim zemljama (141).

Brojna istrazivanja ukazuju na povezanost odredenih MLST klonalnih kompleksa,
obrazaca antimikrobne rezistencije i profila virulencijskih gena u vrstama roda Campylobacter.
Kod C. jejuni pojedini klonalni kompleksi pokazuju izrazito visoku razinu antimikrobne
rezistencije, pri ¢emu kompleks CC-353/464 u nadzornim studijama iz Ujedinjenog Kraljevstva 1
SAD-a biljezi vise od 95% rezistencije na kinolone; unutar tog kompleksa ST-5136 (CC-464)
identificiran je kao najc¢esci viSestruko-otporni klon, koji pokazuje rezistenciju na tetracikline,
ampicilin, fluorokinolone i aminoglikozide (142,143). Vrsta C. coli, osobito klonalni kompleks
CC-828, konzistentno pokazuje visu stopu visestruko-otpornih izolata u usporedbi s C. jejuni, kako
u azijskim, tako 1 u europskim 1 americkim istrazivanjima (144). S aspekta virulencije, temeljni
virulencijski geni ukljuceni u adheziju (cadF, jlpA, porA, pebA), invaziju (ciaB, pldA, flaC) te
produkciju citoletalnog toksina (cdtABC) prisutni su u vecini klonalnih kompleksa, neovisno o
izvoru izolata (98). S druge strane, izolati divljih ptica, ponajprije CC-1275, ¢esto imaju nepotpun
cdt genski klaster, za razliku od humanih 1 peradarskih izolata (npr. CC-21, CC-45, CC-48, CC-

354), sto ukazuje na ulogu CDT varijanti u specifi¢nosti kolonizacije domacina (135).
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1.5. LijeCenje i mehanizmi otpornosti na antibiotike

1.5.1. Lijecenje kampilobakterioza

Kampilobakterioze se u vecini slucajeva lijece simptomatski, jer je infekcija najcesce blaga
1 samoogranic¢avajuca. Rehidracija predstavlja osnovu terapije, dok antibiotici u prosjeku skracuju
trajanje bolesti za oko 1,3 dana (145,146). Primjena antibiotika indicirana je kod teskih oblika
bolesti, ukljucujuci krvavi proljev, visoku temperaturu, ekstraintestinalne infekcije, progresiju ili
relaps simptoma te trajanje simptoma dulje od jednog tjedna, kao i kod bolesnika visokog rizika
poput trudnica, imunokompromitiranih osoba 1 osoba starijih od 70 godina (145). Azitromicin se
smatra terapijom prvog izbora, dok je ucinkovitost fluorokinolona kao alternativne terapijske
opcije ograni¢ena zbog sve ucestalije antimikrobne otpornosti (145,146). U slucajevima
multirezistentnih sojeva indicirana je intravenska primjena karbapenema. Campylobacter spp. je

intrinzi¢no rezistentan na trimetoprim 1 ve¢inu beta-laktamskih antibiotika (131-133).

Sto se ti¢e doziranja i trajanja terapije makrolidima u lije¢enju kampilobakterijskog
gastroenteritisa, provedeno je nekoliko randomiziranih klinickih studija koje su ispitivale
optimalan terapijski pristup. U studiji provedenoj 2007. godine na Tajlandu, koja je obuhvacala
bolesnike s putnickim proljevom, pri ¢emu je u 65% sluc¢ajeva uzro¢nik bio Campylobacter spp.,
pokazano je da je jednokratna doza azitromicina od 1 g dovela do rezolucije simptoma unutar 72
sata u 96% bolesnika, dok je trodnevna terapija azitromicinom u dozi od 500 mg dnevno rezultirala
rezolucijom simptoma u 85% slucajeva (150). Medutim, muc¢nina kao nuspojava bila je ceS¢a u
skupini koja je primila jednokratnu dozu (14%) u usporedbi s manje od 6% bolesnika lijecenih
trodnevnom terapijom (150). Ovi su nalazi dodatno potvrdeni randomiziranom studijom
provedenom u Hrvatskoj 2010. godine u pedijatrijskoj populaciji, u kojoj je usporedena
jednokratna doza azitromicina od 30 mg/kg s petodnevnom terapijom eritromicina u dozi od 50
mg/kg, pri cemu je jednokratna doza azitromicina pokazala superiornost u brzem klinickom
oporavku (151). Unato¢ navedenim rezultatima, Americko druStvo za infektivne bolesti (engl.
Infectious Diseases Society of America, IDSA) u svojim smjernicama preporucuje primjenu
azitromicina u dozi od 500 mg tijekom pet dana, uz obrazlozenje da takav rezim, iako skracuje
trajanje simptoma u prosjeku za jedan dan, nosi manji rizik razvoja rezistencije na makrolide (145).
S druge strane, Americko drustvo gastroenterologa (engl. American College of Gastroenterology,

ACQG) u svojim smjernicama dopusta primjenu jednokratne doze azitromicina, s mogucéno$céu
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produljenja terapije do tri dana, osobito u bolesnika s povisenom tjelesnom temperaturom ili
krvavim proljevom (146). U skladu s navedenim, klinicka praksa u Hrvatskoj najcesce
podrazumijeva primjenu jednokratne doze azitromicina u bolesnika sa srednje teSkom klinickom

slikom gastroenteritisa.

Prema vaze¢im klinickim smjernicama, ne postoje dokazi da standardna antimikrobna
terapija kod infekcija uzrokovanih Campylobacter spp. produljuje kliconostvo ili potice klinicke
relapse, dok se rizik povezan s primjenom lijecenja smatra relativno malim (145). U bolesnika s
teSkom klinickom slikom ili u imunokompromitiranih osoba, osobito u slucaju rekurentnih
infekcija, produljenje trajanja antimikrobne terapije na razdoblje od dva do Sest tjedana moze biti
razumno 1 klini¢ki opravdano (145). Nasuprot tome, Americko drustvo za infektivne bolesti ne
preporucuje primjenu kronic¢ne supresivne antimikrobne terapije kod bolesnika s prvom epizodom
infekcije, naglasavajuci potrebu za individualiziranim pristupom temeljenim na klini¢koj tezini

bolesti 1 imunoloskom statusu bolesnika (145).

1.5.2. Mehanizmi i ucestalost steCene antimikrobne otpornosti

Rezistencija Campylobacter spp. na fluorokinolone u stalnom je porastu te prelazi 80% u
jugoisto¢noj Aziji, iznosi oko 61,2% u EU 1 20-27% u SAD-u, a snazno je povezana s
veterinarskom uporabom antibiotika (152—155). Rezistencija na tetracikline iznosi oko 44% u EU
1 Cesto se javlja u kombinaciji s fluorokinolonskom rezistencijom (153,156). Sli¢ni rezistencijski
profili humanih izolata 1 sojeva izoliranih iz peradi predstavljaju snazan dokaz prehrambenog
prijenosa (144). Makrolidna rezistencija ostaje relativno niska, ispod 5% u veéini zemalja, uz
sporadi¢na regionalna povecanja (152). U Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji, detaljnija analiza izolata
C. jejuni 1z 2012./2013. godine zabiljezila je rezistenciju na ciprofloksacin od 60%, tetraciklin od

24% 1 eritromicin ispod 1%, dok su 2021. godine te vrijednosti iznosile 75%, 19% 1 1% (157,158).

Prva cijelogenomska analiza izolata C. jejuni objavljena je 2000. godine (11). Rezistencija
na fluorokinolone naj¢eSce je posljedica mutacije gyr4 (T86I), dok se tetraciklinska rezistencija
razvija plazmidskim prijenosom gena tet(O) koji blokira vezanje antibiotika na 30S ribosomsku
podjedinicu (159,160). Makrolidna rezistencija povezana je s mutacijom 2075A>G gena za 23S
rRNA te s genom erm(N) koji kodira metiltransferazu veznog mjesta za eritromicin (100). Analiza

cijelog genoma 42 izolata iz Hrvatske pokazala je 71% rezistencije na ciprofloksacin uz prisutnost
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gvrA mutacije T86I, 20% rezistencije na tetraciklin i prisutnost gena tet(O/32/0), dok su svi izolati
bili potpuno osjetljivi na makrolide (132).

Za razliku od podataka dostupnih za C. jejuni, ne postoje istrazivanja molekularne osnove
rezistencije izolata C. coli iz Hrvatske, a ograniceni su i molekularni podaci iz susjednih drzava.
Medutim, dostupni su fenotipski podaci rezistencije iz okolnih regija, koji omogucuju regionalnu
usporedbu obrazaca antimikrobne rezistencije. Tako je u Sloveniji zabiljezena vrlo visoka
fenotipska rezistencija na fluorokinolone (>90% na ciprofloksacin), umjerena rezistencija na
tetracikline (oko 65%) te niska rezistencija na eritromicin (4,4%) (153). Nisu radene sustavne
cijelogenomske analize klinic¢kih izolata, dok u studiji izolata iz otpadnih voda nije dokazana
antimikrobna rezistencija (161). U Austriji je prijavljena rezistencija na ciprofloksacin i
tetracikline u priblizno 60% izolata, bez dokaza rezistencije na makrolide, dok je cijelogenomska
studija iz 2016. godine bila fokusirana ponajprije na tipizaciju klonalnih kompleksa, bez detaljnije
analize mehanizama rezistencije (153,162). Suprotno tome, u Italiji su zabiljeZene zabrinjavajuce
visoke stope rezistencije, s viSe od 90% izolata rezistentnih na ciprofloksacin i tetracikline te cak
13% na eritromicin. Cijelogenomska analiza iz 2023. godine pokazala je da je 12% izolata C. coli
bilo visestruko-otporno na antimikrobne lijekove (engl. multidrug resistance, MDR), s niskom
razinom rezistencije na makrolide (153,163). Prema zajednickoj inicijativi Europskog centra za
prevenciju i kontrolu bolesti (engl. European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC)
1 Centara za kontrolu i prevenciju bolesti (engl. Centers for Disease Control and Prevention, CDC)
iz 2012. godine, koja je uspostavila standardiziranu medunarodnu terminologiju za opisivanje
profila stecene rezistencije, MDR se definira kao stecena neosjetljivost bakterije na najmanje jedan
antimikrobni agens u tri ili viSe kategorija antimikrobnih lijekova. (164) AMR sojeva iz Italije je
¢esto ukljucivala otpornost na antibiotike 1z klase fluorokinolona, tetraciklina, aminoglikozida 1
makrolida. (163) Vazno je istaknuti da je u slucajevima otpornosti na makrolide erm(N) bio
smjeSten na kromosomu, a ne na plazmidu, ¢ime je smanjen potencijal horizontalnog prijenosa,
iako je on i dalje mogu¢ putem CRISPR/Cas (engl. clustered regularly interspaced short
palindromic repeats / CRISPR-associated proteins) sustava. Taj je sustav kod C. coli prisutan u
oko 10% izolata, znatno rjede nego kod C. jejuni gdje prelazi 90%, Sto ima vazne implikacije za

Sirenje rezistencije (163).

Dostupna literatura sve viSe upucuje na to da je C. coli skloniji razvoju MDR u odnosu na

C. jejuni (163,165). lako tocan mehanizam koji objasnjava ovu razliku jo$ nije razrijesSen, jedna
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makrolidne rezistencije na bakterijsku vijabilnost (tzv. “fitness cijena” eritromicinske rezistencije).
Prema hipotezi, eritromicin-rezistentni (E-R) C. coli mogu zadrzati sposobnost ucinkovite
kolonizacije zivotinjskih rezervoara, dok C. jejuni s istim fenotipom pokazuje smanjenu
kolonizacijsku moguénost, $to bi moglo ogranicavati Sirenje E-R i posljedicno MDR varijanti C.
jejuni (100). Ova teorija je dodatno podrzana i klini¢kim istrazivanjem ljudskih izolata iz Italije
(2023.) gdje je 17% C. coli izoliranih sojeva bilo viSestruko-otporno, za razliku od C. jejuni koji

nije imao nijedan viSestruko-otporni soj (163).

U klini¢koj praksi empirijska terapija sepse ¢esto ukljucuje cefalosporine trece ili vise
generacije (npr. ceftriakson ili cefepim) zbog njihova Sirokog spektra djelovanja protiv gram-
negativnih bakterija; medutim, njihova ucinkovitost protiv Campylobacter spp. je ograni¢ena
(166). Dostupni podaci pokazuju da je rezistencija Campylobacter spp. na cefalosporine trece
generacije relativno visoka, priblizno 40%, pri ¢emu taj fenotip nije posljedica prisutnosti
plazmidno kodiranih beta-laktamaza proSirenog spektra (engl. extended-spectrum beta-
lactamases, ESBL) ili AmpC B-laktamaza, ve¢ prvenstveno pojac¢anim izbacivanjem antibiotika iz
bakterijske stanice (djelovanjem CmeABC multidrug efflux pumpe) u kombinaciji s intrinzicnim
B-laktamazama (166,167). Izostanak ESBL 1 AmpC plazmidnih gena u Campylobacter spp. moze
se objasniti temeljnim bioloskim razlikama u mehanizmima horizontalnog prijenosa gena, buduci
da Campylobacter nema intrinzicnu molekularnu masSineriju potrebnu za prihvat 1 stabilno
odrzavanje plazmida tipi¢nih za obitelj Enterobacterales (uklju¢ujuéi Escherichia coli, Salmonella
spp. 1 Shigella spp.) (167). Nasuprot tome, dokazana je prisutnost istith gena antimikrobne
rezistencije (ermB) u gram-pozitivnim bakterijama (Streptococcus suis, Enterococcus faecium i
Lactobacillus plantarum) 1 kampilobakterima, Sto ukazuje na zajednicko porijeklo 1 horizontalni

prijenos gena makrolidne rezistencije (100,168).
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
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2.1. Ciljevi istrazivanja

Glavni ciljevi:

1.

Odrediti ucestalost Campylobacter jejuni 1 Campylobacter coli koji su otporni na
antibiotike te ispitati postojanje visestruko-otpornih izolata u Klinickom bolni¢kom centru

Split u razdoblju od sijecnja do prosinca 2023. godine.

Analizirati molekularnu osnovu antimikrobne otpornosti izolata metodom sekvenciranja
cijelog genoma i identificiranjem gena i genetskih mutacija povezanih s antimikrobnom

otpornoScu.

Ispitati postojanje gena virulencije C. jejuni 1 C. coli metodom sekvenciranja cijelog

genoma.

Istraziti genetsku srodnost izolata C. jejuni i C. coli odredivanjem sljedova nukleotida na

viSe genskih lokusa.

Sekundarni ciljevi:

1.

Usporediti dobivene rezultate s rezultatima istraZzivanja provedenim u drugim europskim

zemljama, Aziji 1 SAD-u.

Istraziti postoji 1i fenotipska i1 genotipska razlika osjetljivosti na antibiotike izmedu

Campylobacter jejuni 1 Campylobacter coli.

Istraziti postoji li razlika u prevalenciji 1 distribuciji gena virulencije izolata Campylobacter

Jjejuni i Campylobacter coli
Analizirati ulogu dokazanih gena virulencije C. jejuni i C. coli u nastanku bolesti.

Ispitati genetsku srodnost izolata C. jejuni 1 C. coli sa izolatima iz razli¢itih geografskih

podrucja koji su dostupni u genskoj bazi.
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2.2. Hipoteze istrazivanja

1. Sojevi Campylobacter jejuni i1 Campylobacter coli iz klinickih uzoraka posjeduju visoku
otpornost na fluorokinolone i tetracikline te pripadaju razli¢itim MLST klonovima prisutnim u

Europi i svijetu.

2. Postoji fenotipska i1 genotipska razlika otpornosti na antibiotike te razlika u ucestalosti 1

distribuciji gena virulencije izolata Campylobacter jejuni i Campylobacter coli.
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3. METODE I MATERIJALI
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3.1. Izolati

Svi uzorci proljevaste stolice bolni¢kih i izvanbolni¢nih pacijenata s klinickom slikom
gastroenteritisa, koji su zaprimljeni od sije¢nja do prosinca 2023. u Klinickom zavodu za
mikrobiologiju i parazitologiju KBC-a Split, sa zahtjevom za bakterioloSku dijagnostiku, sustavno su

obuhvaceni pretragom na Campylobacter spp.

Kriterij ukljucenja: svi primoizolati C. jejuni i C. coli izolirani iz proljevastih stolica
pacijenata oba spola i svih dobnih skupina, u razdoblju istrazivanja. Prikupljanje uzastopnih izolata
uobicajeno je u mikrobioloskim istrazivanjima antimikrobne otpornosti i molekularnoj genotipizaciji

(67).

Kriterij iskljucenja: ponavljajuci izolati iz viSe razli€itih uzoraka stolice istog pacijenta (tkz.

copy sojevi).

Primoizolat je bakterijski izolat koji je u periodu istraZivanja dokazan prvi puta iz razli¢itih
uzorka istog pacijenta. Svi ostali izolati iste vrste, sa istim obrascem antimikrobne otpornosti, u periodu

od 14 dana, su ponavljajuci (copy) sojevi.

Izracun veli¢ine uzorka: sustavnom analizom svakog uzorka proljevaste stolice koji je
pristigao u Klinicki zavod za mikrobiologiju 1 parazitologiju sa sumnjom na infektivni
gastroenterokolitis bakterijske etiologije osigurano je prikupljanje cijele populacije Campylobacter
Jjejuni i Campylobacter coli koji su uzrokovali kampilobakteriozu u jednogodiSnjem razdoblju. Dakle,

istrazivanje nije provedeno na uzorku vec¢ cijeloj populaciji klinickih izolata C. jejuni i C. coli.

Kako je primarni ishod istrazivanja bio odredivanje strukture te populacije, pod pretpostavkom
konacne populacije od 50 izolata, studija je imala dovoljno snage (>80%) da utvrdi prevalenciju

odredene antimikrobne otpornosti od 5% + 1% gdje je 1% predstavljalo zeljenu preciznost studije.

Do provodenja istraZivanja, izolati su bili pohranjeni u teku¢oj podlozi Mueller Hinton bujonu

(Biolife, Italija) s dodatkom 20% glicerola (Merck, Njemacka) na -80°C.
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3.2. MikrobioloSke i molekularne metode

1. Izolacija Campylobacter spp. iz proljevastih uzoraka stolice standardnim mikrobioloskim

postupcima kultivacije na selektivnim bakterioloskim hranili§tima.

2. Identifikacija vrste masenom spektrometrijom vremena leta uz laserski potpomognutu desorpciju
/ ionizaciju s matricom (engl. Matrix Assisted Laser Desorption / lonization - Time of Flight Mass

Spectrometry, MALDI-TOF MS).

3. Ispitivanje osjetljivosti izoliranih sojeva C. jejuni 1 C. coli na antibiotike (ciprofloksacin,
eritromicin i tetraciklin) Kirby-Bauer metodom disk difuzije, prema smjernicama Europskog
odbora za ispitivanje antimikrobne osjetljivosti (engl. European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, EUCAST).

4. Sekvenciranje cijelog genoma (engl. Whole genome sequencing, WGS)

5. Genotipizacija izolata odredivanjem MLST

6. Filogenetska analiza genotipova i usporedba sa izolatima pohranjenima u bazi PubMLST
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3.2.1. Izolacija Campylobacter spp. standardnim mikrobioloskim metodama

Izolacija Campylobacter spp. iz dijarejalnih uzoraka stolice pacijenata provedena je
kultivacijom na selektivnom hranilistu Karmali agar (Biolife, Italija) u mikroaerofilnoj atmosferi (6%

02, 13% CO») koja je postignuta tvornicki pripremljenim Genbox vre¢icama (bioMerieux, Francuska).

Inokulirane mikrobioloske podloge su inkubirane u termostatu na 42°C tijekom 48 sati.

3.2.2. Identifikacija vrste masenom spektrometrijom vremena leta uz laserski potpomognutu
desorpciju / ionizaciju s matricom (engl. Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time of
Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS)

Identifikacija vrste je napravljena metodom MALDI-TOF MS, brze i specificne tehnike

identifikacije pomocu analize proteinskog otiska.

Ukratko, Cista bakterijska kultura je stavljena na metalnu ploCicu (nosac) uredaja i prekrivena
tvornickim matriksom. Nakon susSenja, pripremljeni uzorak je stavljen u uredaj, a nakon postizanja
vakuma, uporabom lasera, bakterijski proteini su se ionizirali 1 razdvojili putujuéi u vakumu razli¢itim
brzinama, §to je stvorilo karakteristicni matematicki obrazac. Na koncu, dobiveni rezultati su se
usporedili s bazom otisaka za specificne bakterijske vrste koji su pohranjeni u bazi podataka uredaja

(microflex® LRF, Bruker, Njemacka).

Ova metoda se zasniva na ¢injenici da su bakterijski ribosomski proteini dovoljno jedinstveni

za identifikaciju izolata na razini vrste (169).
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3.2.3. Ispitivanje osjetljivosti izoliranih sojeva C. jejuni i C. coli na antibiotike metodom disk
difuzije prema EUCAST protokolu

Za metodu testiranja osjetljivosti na antibiotike odabrana je Kirby-Bauer disk difuzijska
metoda, a kvantitativno dobiveni rezultati (mjerenjem zona inhibicije bakterijskog rasta u mm) su
interpretirani kvalitativno kao S (engl. susceptible; osjetljiv na antibiotik primjenjen u standardnoj
dozi), I (engl. intermediate susceptible; osjetljiv na antibiotik primijenjen u povecanoj dozi) i R (engl.
resistant; otporan na antibiotik). Za testiranje su odabrani antibiotici: eritromicin, ciprofloksacin i

tetraciklin.
Kcriteriji odabira antibiotika:

e preporuka Europskog odbora za ispitivanje osjetljivosti na antibiotike (engl. European Committee

on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) (170)

e ispitivanje in vitro djelotvornosti antibiotika koji se koriste u lijeCenju humane kampilobakterioze

te rano otkrivanje 1 pracenje ucestalosti i distribucije mehanizama stecene otpornosti
Postupak testiranja metodom disk difuzije

Bakterijska suspenzija opticke gusto¢e 0,5 prema McFarlandu (mjereno denzitometrom
Densimat, bioMerieux, Francuska) je nanesena na Mueller Hinton agar (Biolife, Italija) s dodatkom
5% defibrinizirane ov¢je krvi (BioSap, Biognost, Hrvatska) i 20 mg/L B-NAD (engl. Mueller-Hinton
fastidious agar, MH-F). Na povrsinu agara su postavljeni antimikrobni diskovi (Liofilchem, Italija)
sterilnom pincetom. Antibiogrami su inkubirani u termostatu 24 sata pri temperaturi od 42 °C u

mikroaerofilnim uvjetima (171).
Interpretacija rezultata ispitivanja osjetljivosti na antibiotike

Prema nastaloj zoni inhibicije rasta oko antibiotskih diskova (izmjerenoj u mm), osjetljivost je

interpretirana kvalitativno (S, I 1 R) prema EUCAST kriterijima navedenima u tablici 1.

Visestruka antibiotska rezistencija je bila definirana kao steCena otpornost na barem jedan

antibiotik iz tri ili viSe klasa antibiotika (164).

Za kontrolu kvalitete kultivacije 1 testiranja antimikrobne osjetljivosti koriSten je C. jejuni ATTC

33560 soj.
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Tablica 1. Referentne vrijednosti za interpretaciju antibiotske osjetljivosti C. jejuni i C. coli prema

*EUCAST standardima
Sadrzaj diska Granicne vrijednosti promjera zone (mm)
Fluorokinoloni
(ng) S> R<
ciprofloksacin 5 50 26
Sadrzaj diska Granicne vrijednosti promjera zone (mm)
Makrolidi
(ng) S> R<
. .. moze se pretpostavitina moze se pretpostaviti na
azitromicin . . . . . . .
temelju eritromicina temelju eritromicina
Klaritromicin moze se p?etpos.ta.vm na moze se .pretp.os.tavm na
temelju eritromicina temelju eritromicina
eritromicin
15 20 20
C. jejuni
eritromicin
15 24 24
C. coli
o Sadriaj diska Grani¢ne vrijednosti promjera zone (mm)
Tetraciklini
(ng) S> R <
doksiciklin 5 moze se pretp'ost‘awtl na moze se prej[pqstawtl na
temelju tetraciklina temelju tetraciklina
tetraciklini 30 30 30

*EUCAST (engl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (170)
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3.2.4. Sekvenciranje cijelog genoma (engl. Whole genome sequencing, WGS)

Reprezentativni broj izolata (10%) C. jejuni i C. coli, koji su pokazali fenotipsku otpornost
na dva ili viSe antibiotika je odabrana za sekvenciranje cijelog genoma u suradnoj ustanovi

(Hrvatski zavod za javno zdravstvo, HZJZ, Zagreb).

DNK odabranih bakterijskih izolata je izdvojena uporabom NucleoSpin Tissue kita
(Macherey-Nagel, Njemacka), prema uputama proizvodaca, uz trosatnu digestiju proteinazom K
na 56 °C. Ekstrahirana DNK je kvantificirana na osnovu fluorescencije mjerene uredajem Qubit 4
Fluorometer i uporabom Qubit dsDNA HS Assay kita (Invitrogen, SAD). DNK je normalizirana
na 3,3 ng/uL uporabom Myra tekuceg sustava (BMS, Australija).

Za pripremu biblioteke (engl. library preparation) koristio se Illumina DNA Prep kit, a
sekvenciranje se provelo na [llumina NextSeq 550 platformi (Illumina, SAD) u formatu 2 x 150
baznih parova. Kontrola kvalitete provela se FastQC v0.12.1 softverom (172) nakon cega je
uslijedilo podrezivanje (engl. trimming) pomocu Fastp v0.23.4 (173). De novo sastavljanje
genoma u vise kontinuiranih fragmenata obavilo se koristenjem SPAdes v3.10.1 softvera (174), a
tako sastavljeni genomi su provjereni prema kvaliteti i sadrzaju gvanintcitozin (G + C) baza
pomocu Quast (N50 >50kb, coverage >30%) v5.2.0 (175). Uzorci koji nisu zadovoljili kriterije
kontrole kvalitete, poput guanin + citozin (G+C) sadrzZaja koji odstupa viSe od 4% od ocekivanog
za tu bakterijsku vrstu ili ukupne duljine kontiga koja se znacajno razlikuje od poznate veli¢ine

genoma, nisu bili uklju€eni u daljnju analizu.

Za detekciju prisutnosti C. jejuni / C. coli i potvrdu vrste svih izolata, koristila se Kraken2
v2.1.2 s minikraken2 v2 8GB_201904_UPDATE baza podataka (176). Iako je Kraken2 predvidio
C. jejuni/ C. coli, provela se dodatna analiza radi preciznijeg razlu¢ivanja vrsta. Mash v2.3 koristio
se za usporedbu de novo sastavljenih genoma s prilagodenom bazom koja sadrzava referentne
genome za C. coli 1 C. jejuni, $to je omogucilo to¢niju diferencijaciju vrsta i vecu pouzdanost
rezultata (177). Sli¢nost izmedu sojeva odredila se pomocu dRep v3.4.5 softvera za usporedbu i
grupiranje genoma. Ova je analiza izraCunala kljune pokazatelje srodnosti genoma: MASH
udaljenosti 1 prosjecnu nukleotidnu identi¢nost (engl. average nucleotide identity, ANI). Stupanj
genetske slicnosti (DNK-DNK hibridizacija, DDH) izracunala se pomoc¢u Genome-to-Genome

Distance Calculator v3.0 alata (178).

31



3.2.5. Genotipizacija izolata odredivanjem sljedova nukleotida na vise genskih lokusa (engl.
Multi Locus Sequence Typing, MLST)

Nakon sekvenciranja, nukleotidni sljedovi sedam odrzavateljskih gena (engl. housekeeping

genes) su uneseni u bazu podataka PubMLST (dostupno na https://pubmlst.org/) radi odredivanja

tipa sekvencije (engl. Sequence Type, ST) i njegova svrstavanja u klonske komplekse (engl. Clonal

Complex, CC) (179).

Sekvence su registrirane u https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRIEB64612

Mehanizmi genetske otpornosti na antibiotike identificirani su koriStenjem RGI v6.0.3
alata uz pretrazivanje CARD (engl. Comprehensive Antibiotic Resistance Database) baze
podataka v3.3.0 (180). Analiza se provela tako da su odabrani rezultati bili oznaceni kao ,,perfect”,
,Strict” i ,,loose”, pri ¢emu su ,,loose” rezultati prihvaéeni samo ako imaju >95% podudarnosti
sa ,,strict” rezultatima, ¢ime je osigurana pouzdana detekcija 1 potvrda prisutnosti ili odsutnosti

gena otpornosti.

3.2.6. Filogenetska analiza izolata Campylobacter spp.

Filogenetski odnosi medu analiziranim sojevima C. jejuni i C. coli rekonstruirani su
metodom maksimalne vjerojatnosti (engl. maximum likelihood, ML). U analizu su, uz vlastite
izolate, ukljuceni 1 genomi Campylobacter spp. preuzeti iz javno dostupne baze podataka
(GenBank, NCBI (engl. National Center for Biotechnology Information)), kako bi se omogucila
Sira filogenetska usporedba. Uvrstene su sekvence izolata iz iste kalendarske godine (2023.) koje

potjecu iz Hrvatske, susjednih europskih drzava, Azije i SAD-a.

Genomi su najprije anotirani pomocu alata Prokka vi.14.6 (181). Na temelju dobivenih
anotacija konstruiran je pangenom koriStenjem programa Panaroo v1.5.2 uz MAFFT algoritam
poravnanja i prag slicnosti od 90% , pri ¢emu su izdvojeni i poravnati konzervirani (jezgreni) geni
(182). Rekombinantne regije uklonjene su primjenom alata Gubbins v3.4, ¢ime su u daljnju analizu
ukljuceni iskljucivo jednonukleotidni polimorfizmi (engl. single nucleotide polymorphism, SNP)

koji odrazavaju vertikalno nasljedivanje (183).
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Na temelju tako dobivenog poravnanja konstruirano je filogenetsko stablo metodom
maksimalne vjerojatnosti koriste¢i program /Q-TREE2 v2.3.6, dok je vizualizacija provedena u

programu i7OL v.7 (184,185). Referentni genomi koriSteni su kao vanjska grupa.

Filogenetska analiza temeljila se na matrici genetskih udaljenosti izraCunatoj isklju¢ivo na
konzerviranim dijelovima genoma, pri ¢emu su iskljuc¢ene varijabilne i rekombinantne regije (npr.
insercijske sekvence, transpozoni i plazmidi), kako bi se analizirale samo promjene nastale

vertikalnim prijenosom.

Duljina grana u stablu predstavlja ocekivani broj supstitucija po nukleotidnoj poziciji,
odnosno evolucijsku udaljenost medu sojevima, pri ¢emu su radi bolje preglednosti prikazane
numericke vrijednosti supstitucija umjesto proporcionalnih duljina grana. U kontekstu
epidemioloskog povezivanja, mali broj SNP-ova (<5-10) u jezgrenom genomu odgovara vrlo
kratkim ML duljinama grana, najces¢e <0,001 supstitucija po bazi, dok vrijednosti >0,002-0,003
upucuju na udaljenije filogenetske odnose koji vjerojatno ne odrazavaju nedavnu transmisiju

(186).

3.3. Statisticki postupci

Statisticka analiza ukljucuje kvantitativnu evaluaciju podataka o antimikrobnoj
osjetljivosti 1 prisutnosti gena rezistencije 1 virulencije. Analiza je provedena koriste¢i IBM SPSS
Statistics for Windows version 30 paket za statistiCku analizu (IBM Corp., Armonk, NY, SAD) s ciljem
odredivanja ucestalosti i distribucije gena otpornosti i virulencije medu sojevima C. jejuni i C. coli.
Primijenjena je deskriptivna statistika za sazetak podataka. Usporedba frekvencija gena otpornosti
1 virulencije medu C. jejuni i C. coli sojevima provela se koriStenjem hi-kvadrat () testa ili
Fisherovog egzaktnog testa, ovisno o veli¢ini uzorka. P-vrijednost manja od 0,05 smatra se

statisticki znac¢ajnom.
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3.4. Eticka nacela

Za izradu ove disertacije su koristeni ve¢ prikupljeni klini¢ki izolati kampilobaktera koji
su identificirani iz uzoraka stolice pacijenata tijekom rutinskog rada Klinickog zavoda za
mikrobiologiju 1 parazitologiju KBC-a Split. Svi uzorci i1 podatci koji su koriSteni su bili
anonimizirani, tj ne mogu se ni na koji nacin povezati s identitetom pacijenata (zajamcena je tajnost
osobnih podataka) i koriste se u skladu s opc¢e prihvacenim etickim smjernicama i zakonskim
regulativama vaznim za zaStitu privatnosti ispitanika i eti¢nost istrazivackog rada. Istrazivanje ne

ukljucuje intervenciju niti eksperimente na pacijentima i Zivotinjama.

IstraZivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra Split (klasa: 520-
03/25-01/42; ur.broj: 2181-147/01-06/LJ.Z.-25-02) u skladu s odredbama o zastiti prava i osobnih
podataka ispitanika iz Zakona o zastiti prava pacijenata (NN169/04, 37/08) i Zakona o provedbi
Opce uredbe o zastiti podataka (NN/18) te odredbama Kodeksa lije¢nicke etike i deontologije
(NN55/08, 139/15) i pravilima Helsinske deklaracije WMA 1964-2013 na koje upucuje Kodeks.

3.5. Ustroj istraZivanja

Provedeno je presjecno (engl. Cross-sectional), temeljno (engl. basic science), opazajno
istrazivanje, zasnovano na podacima dobivenih analizom stolica pacijenata s
gastroenterokolitisom u Klinickom zavodu za mikrobiologiju i parazitologiju KBC-a Split. Svaki
uzorak stolice stacionarnith ili ambulantnih pacijenata KBC-a Split upuéen na rutinsku
bakteriolosku pretragu obuhvaca izolaciju 1 identifikaciju vrste patogena. Svim C. jejuni i C. coli
izolatima je ispitana antimikrobna osjetljivost, a dio izolata je odabran za analizu cijelog genoma. U
istrazivanje su ukljuceni svi sojevi koji su izolirani prvi puta (svaki sljede¢i izolat dokazan u

visestrukim uzorcima stolice istog pacijenta je bio iskljucen iz istrazivanja).

34



4. REZULTATI
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4.1. Osjetljivost izolata C. jejuni i C. coli na testirane antibiotike

U periodu istrazivanja, ukupno su identificirana 172 primoizolata kampilobaktera te je svima
ispitana osjetljivost na antibiotike. Vecina izolata je identificirana kao C. jejuni (146/172, 85%), dok je
preostalih 26 izolata identificirano kao C. coli (15%) (Hi-kvadrat test; P<0,01). Rezultati ispitivanja

antimikrobne osjetljivosti su prikazani u tablici 2.

Rezistencija na ciprofloksacin zabiljezena je u 69% izolata C. coli te u 80% izolata C. jejuni,
dok je rezistencija na tetracikline utvrdena u 62% izolata C. coli i 48% izolata C. jejuni. Rezistencija
na eritromicin bila je niska; dokazana je u jednom izolatu C. coli, dok su svi izolati C. jejuni bili

osjetljivi na makrolide.

Unato¢ uocenim razlikama u ucestalosti rezistencije izmedu vrsta, statisticka analiza nije
pokazala znacajnu razliku ni za jedan od ispitivanih antibiotika (Fisherov egzaktni test; ciprofloksacin

P = 0,2; tetraciklin P = 0,2; eritromicin P = 0,16).

Medu izolatima koji su klasificirani kao osjetljivi na ispitivane antibiotike dodatno je
analizirana kvalitativna raspodjela osjetljivosti, odnosno razlikovanje izmedu izolata potpuno
osjetljivih na standardnu dozu antibiotika i izolata osjetljivih pri povecanoj izlozenosti antibiotiku. Svi
izolati osjetljivi na ciprofloksacin, pripadali su kategoriji osjetljivosti pri povecanoj izlozenosti
antibiotiku. Nasuprot tomu, svi izolati C. coli i C. jejuni koji su bili osjetljivi na tetraciklin i eritromicin

bili su potpuno osjetljivi pri standardnoj referentnoj dozi antibiotika.
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Tablica 2. Distribucija rezistentnih izolata C. coli i C. jejuni

Antimikrobna rezistencija

Izolat
(N; %)
Ciprofloksacin Tetraciklin Eritromicin
(N5 %) (N; %) (N5 %)
C. coli Rezistentan Rezistentan Rezistentan
(26; 15%) (18; 69%) (16; 62%) (1; 4%)
C. jejuni Rezistentan Rezistentan Rezistentan
(146; 85%) (117; 80%) (70; 48%) (0; 0%)
*P<0,01 **P=0.2 **P=0.2 **P=0.16

*Hi-kvadrat test; **Fisherov egzaktni test

4.2. Analiza molekularne osnove antimikrobne otpornosti

Analiza raspodjele gena antimikrobne rezistencije (prikazana u tablici 4.) 1 njihove
povezanosti s fenotipskom rezistencijom (prikazano u tablici 5.) pokazala je visoku ucestalost

molekularnih determinanti rezistencije, osobito u izolata C. jejuni.

Mutacija gyrA4 (p.T861), povezana s rezistencijom na fluorokinolone, bila je prisutna u svim
rezistentnim izolatima C. jejuni (100%) te u vecini rezistentnih izolata C. coli (66,7%). Geni
rezistencije na tetraciklin, prvenstveno tet(O/32/0), detektirani su u gotovo svim izolatima obje
vrste (100% C. coli; 91,7% C. jejuni), dok je dodatni gen fet(O) bio prisutan iskljucivo u dijelu
izolata C. jejuni (36,4%).

Rezistencija na eritromicin je niska i uocena je fenotipski isklju¢ivo u jednom izolatu C.
coli (1/26; 33,3%) §to je potvrdeno genotipizacijom i dokazom mutacije 23S rRNA (2075A>QG).
Svi izolati C. jejuni su bili fenotipski osjetljivi na makrolide, Sto je i potvrdeno cijelogenomskim

sekvenciranjem.

Geni rezistencije na aminoglikozide pokazali su varijabilnu raspodjelu, pri ¢emu je ant(6)-

la bio prisutan u 50% izolata C. jejuni, dok je aph(3')-11I detektiran samo u jednom izolatu C. coli.
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Svi izolati nosili su gene za produkciju beta-laktamaza iz obitelji blaoxa, uz izrazenu alelnu
raznolikost 1 vecu prevalenciju pojedinih varijanti u C. jejuni (npr. blaoxa-193, blaoxa-4s0, blaoxa-

452).

Unato¢ uocenim razlikama u distribuciji pojedinih gena izmedu vrsta, statistiCka analiza
nije pokazala znacajne razlike izmedu ispitivanih determinanti rezistencije (p > 0,05), $to upucuje
na sli¢ne obrasce genetske podloge rezistencije izmedu C. coli i C. jejuni, uz kvantitativne, ali ne

1 statisticki potvrdene razlike.
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Tablica 4. Raspodjela gena antimikrobne rezistencije u sojevima roda Campylobacter detektiranih

metodom sekvenciranja cijelog genoma.

Geni rezistencije na odabrane antibiotike

[zolat MLST ce Ciprofloksacin Tetraciklin Eritromicin Aminoglikozidi Beta .
laktami
C. jejuni ST- .
(erocil) 6461 353 gyrA: T861 tet(0/32/0) - ant(6)-1a blaoxa-193
fc' T el :f; gyrd: T861 101(0/32/0) ; ant(6)-Ia blaoxa-193
blaoxa-193
C. jejuni ST- . tet(0/32/0) ) blaoxa-4so
(croci3) 0¥l 353 gyrd: 1861 1et(0) ant(6)-la blaoxa-sst
blaoxa-452
blaoxa-s61
C. jejuni ST- . tet(0/32/0) } ~ blaoxa-193
(crocj4) 6461 353 gyrd: 1861 tet(0) ant(6)-1a blaoxa-4s0
blaoxa-4s2
L blaox-a193
C. jejuni ST- . tet(0/32/0)
(erocis) 6461 353 gyrA: T861 tet(0) - ant(6)-Ia blaoxa-aso0
blaoxa-4s2
fc' r’fﬁ J?‘gl)’ 6461 ?52 gyrA: T861 tet(0/32/0) - ant(6)-Ia blaoxa-ss2
fc- rfoeg‘;l)’ 50  ST21 gyrd: T861 1et(0/32/0) - - blaoxa-193
C. jejuni ST- . ) ) blaoxa-193
(croci8) 122 206 gyrA: T861 tet(0/32/0) Bblaoxaiso
L blaoxa-193
fc' rjoe{: Ju9n)l 122 2S 3; gyrA: T861 - - - blaoxa-aso
blaoxa-4s2
C. jejuni ST- . 1et(0/32/0)
(croci10) 367 257 gyrA: T861 te(0) - - blaoxa-461
C ieiuni ST blaoxa-193
(c}{) Cf iy 464 64 gyrA: T861 tet(0/32/0) - - blaoxa-1so
) blaoxa-ss2
(S 'r{) ‘fol";’) 9897 / gyrA: T861 tet(0/32/0) - - blaoxa-ss2
C. coli ST-
(crocel) 855 828 - tet(0/32/0) - - blaoxa-as9
C. coli ST- . blaoxa-193
(croce2) 8195 228 gyrA: T861 tet(0/32/0) - - blaox s
(go‘;(ég) 3020 Ssz gyrd: T861 1(0/32/0)  23Sr.g.20754>G aph(3)-I1  blaoxa1os
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Tablica 5. Odnos gena antimikrobne rezistencije 1 fenotipski dokazane rezistencije u izolatima C.

coliiC. jejuni.

Geni rezistencije na odabrane antibiotike

Izolat
N) -
. . R . .. Ostali
Ciprofloksacin Tetraciklin Eritromicin Aminoglikozidi Beta laktami
tet(0/32/0)
: 23S rRNA. blaoxa-193 (2;66.7%
g(g?“gﬁﬁif} 3 ; 1;8;%) 2075A>G ant(6)-la bziiﬁiiif (©; 0%)0)
C. coli P (O‘eo%) (15 33.3%) (0:0%) blaoxa-as1 (0; 0%)
3 ’ , blaoxass2 (1;33.3%
®) Rezistentan Rezistentan Rezistentan aph(3)-111 bc;?zzijsjm( (0; 0% )0)
fenotip fenotip fenotip (15 33.3%) blaoxass _(1. 33 3% )
(2; 66.7%) (3; 100%) (1; 33.3%) ] T
tet(0/32/0)
23S blaoxa-193 (9; 75%
gyrA .T8o61 (11; 91.7%) RNA2075ASG ant(6);]a 5 lagiizz E 65 0(;3
C. jejuni (12; 100%) ( 4,’362(403/) (0; 0%) (6;50%) blaoxaasi (1;8.3%)
5 20.47 . o
(12) Rezistentan Rezistentan Rezistentan aph(3)-111 Z;ZOXA'“Z 8’?2?;’ g
fenotip fenotip fenotip (0; 0%) bl OXA-461 ©: ’00/') °
(11; 91.76%) (10; 83.3%) (0; 0%) OXA-489 15 70
tet(0/32/0) ant(6)-Ia A 12 i‘)’i’jﬁfm
*P 0 2 I 0 ) 0'23 blaOXA.451 0.229
tet(0) aph(3)-11 a2 0,365
0.505 0.2 OXA6

blaoxa-ag0 0.2

*Fisherov egzaktni test
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4.3. Distribucija genotipova identificirana odredivanjem sljedova
nukleotida na viSe genskih lokusa (MLST analiza)

MLST analizom je uocena razlika u genetskoj strukturi izolata C. jejuni i C. coli, a rezultati

istrazivanja su prikazani u tablici 3.

Unutar vrste C. jejuni identificiran je dominantni sekvencijski tip ST-6461, koji pripada
klonalnom kompleksu CC-353 i obuhvaca Sest izolata (oznaCenih kao crocjl, crocj2, crocj3,
crocj4, crocj5 i crocj6) s identi¢nim alelnim profilom, §to upucéuje na moguci zajednicki izvor ili

klonalno Sirenje.

Ostali izolati C. jejuni pokazali su veéu genetsku raznolikost, ukljuc¢ujuéi ST-50 (CC-21),
ST-122 (CC-206), ST-367 (CC-257), ST-464 (CC-464) te jedan izolat (ST-9897) koji nije bio

pridruZen nijednom poznatom klonalnom kompleksu.

Za razliku od heterogene distribucije genotipova C. jejuni, svi analizirani izolati C. coli
pripadaju istom klonalnom kompleksu CC-828, ali razli¢itim sekvencijskim tipovima (ST-855,

ST-8195 1 ST-3020).

Ovi rezultati ukazuju na vecu genetsku homogenost izolata C. coli u usporedbi s izolatima
C. jejuni, uz istodobnu dominaciju jednog klonalnog kompleksa, dok C. jejuni pokazuje $iri raspon

klonalnih linija i ve¢u genetsku raznolikost.
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Tablica 3. Distribucija sekvencijskih tipova i klonalnih kompleksa C. jejuni i C. coli

ab Lo MLST  MLST
#%QT ***CC  aspA ginA gltA glydA pgm  tht  uncA
crocil ¢ jeumi 6461 353 2 175 2 10 59 6
o2 Cjejuni 6461 353 2 17 s 2 10 9 6
roCi3 Cjeumi 6461 353 2 175 2 10 59 6
crocid Ceumi 6461 353 2 17 s 2 10 59 6
CrOCIS ¢ jejuni 6461 353 2 17 s 2 10 59 6
Croci6 ¢ eumi 6461 353 2 17 s 2 10 59 6
crocj7 C. jejuni 50 21 2 1 12 3 2 1 5
rociS ¢ jeuni 122 206 6 4 5 2 2 1 5
crocj9 C. jejuni 122 206 6 4 5 2 2 1 5
erocil0 ¢ jeuni 367 257 2 2 4 &2 4 5 6
crocill o 464 464 2 2 2 2 10 3 1
erocil2 o iomi 9897 / 2 21 12 6 11 67 6
crocel o coli 855 828 33 039 30 79 104 35 17
CrocC2  Cocoli 8195 828 33 039 30 677 104 206 17
croced ool 3020 828 3 176 30 79 113 43 17

*ID - laboratorijska oznaka izolata; **ST - sekvencijski tip (engl. Sequence Type); ***CC -

klonalni kompleks (engl. Clonal Complex); konzervirani geni: aspA, ginA, gltA, pgm, tkt 1 uncA
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4.4. Analiza gena virulencije

4.4.1. Analiza gena pokretljivosti

U tablici 6. su prikazani identificirani geni za bakterijsku pokretljivost, a njihova detaljna
analiza je pokazala ocCuvanu jezgru flagelarnog sustava uz istodobno izraZzenu varijabilnost
dodatnih, sojno-specificnih gena, osobito u izolata C. jejuni. Svi analizirani izolati C. jejuni
posjedovali su kompletan skup od 50 konzerviranih gena pokretljivosti, dok se broj dodatnih
(individualnih) gena kretao od 2 (4%) do 16 (24%), pri ¢emu su najces¢e detektirani geni
ukljucivali flaAd, flaB, flaG, flgA, flgP, fliS te gene ukljucene u glikozilaciju flagelina (pseA,
pseD/maf2, pseE/maf5, pseG, pseH, psel, ptmA, ptmB, maf4).

Unutar dominantne klonalne linije ST-353 (izolati crocjl, crocj2, crocj3, crocj4, crocjs i
crocj6) uocena je relativno homogena raspodjela ovih gena, uz manje varijacije izmedu izolata,
dok su ostali C. jejuni izolati pokazali vecu heterogenost, ukljucujuci i izolat s minimalnim brojem

dodatnih gena (npr. crocj10).

Nasuprot tome, izolati C. coli posjedovali su manji skup od 16 konzerviranih gena
pokretljivosti, uz varijabilan broj dodatnih gena (3-10; 16-38%), pri ¢emu su dominantno
zastupljeni geni povezani s glikozilacijom i strukturom flageluma (pse 1 ptm geni), dok su pojedini

izolati sadrzavali 1 regulatorne gene (flhG, fliA, fliY).

Ovi rezultati ukazuju na ve¢u kompleksnost 1 genetsku raznolikost sustava pokretljivosti u
C. jejuni u odnosu na C. coli, osobito u segmentu dodatnih gena povezanih s posttranslacijskim

modifikacijama flagelina 1 potencijalnom prilagodbom na razlicite okoliSne uvjete 1 domacine.
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Tablica 6. Raspodjela konzerviranih i varijabilnih gena pokretljivosti u izolatima C. jejuni i C. coli

Geni pokretljivosti
Konzervirani Individualni
C. jejuni C. jejuni C. jejuni C. jejuni C. jejuni C. jejuni
(crocjl) (crocj2) (crocj3) (crocj4) (crocj5) (crocj6)
MLST MLST MLST MLST MLST MLST
6461 6461 6461 6461 6461 6461
16 (24%) 15 (23%) 15 (23%) 11 (18%) 11 (18%) 16 (24%)
flgA, flaG,
flaA, flaB, flaA, flaB,  flaA, flaB, 114G, flag,  flaG, flag, 11iS, flgP
flaG, flgA, flaG, flag,  flaG, flgA, ! ; '
. . . FigP, fIiS, FlgP, fliS, flaA, flaB,
FligP, fliS, FigP, fliS,  FigP, fliS, '
pseA, pseA, pseA, pseG,
maf4, pseA, maf4, pseA, maf4, pseA,
pseE/maf5, pseE/maf5, pseH, psel,
pseD/maf2, pseD/maf2, pseD/maf2,
pseG, pseG, maf4,
pseE/maf5, pseE/maf5,  pseE/maf5,
pseH, psel, pseH, psel, pseD/maf2,
pseG, pseH, pseq, pseG,
ptmA, ptmA, pseE/maf3,
50 gena psel, ptmA, pseH, psel, pseH, psel, pimB pimB pimA,
ptmB, flab ptmA, ptmB  ptmA, ptmB pimB, fl
C. jejuni C. jejuni C. jejuni C. jejuni C. jejuni C. jejuni
(crocj7) (crocj8) (crocj9) (crocj10) (crocj11) (crocj12)
MLST MLST MLST MLST MLST MLST
50 122 122 367 464 9897
12 (19%) 14 (22%) 12 (19%) 2 (4%) 9 (15%) 13 (21%)
flad, flaB flaA, flaB,  flaG, FigP, flgP, flgA,
fla G’ Flgl; flaG, flag,  fliS, maf4, flaG, FligP,  fliS, flag,
o ’ FigP, fliS, pseA, fliS, maf4,  flaA, flaB,
fi fEfnjzlqu maf4, psed, pseD/maf2, 1laG, FigP psed, pseG,
p <eG. pse H pseE/maf5,  pseE/maf5, 18 pseE/maf5, pseH, pseE,
P sel)ptm A) pseG, pseG, psel, ptmA, psel,
p t IZ B ’ pseH, psel,  pseH, psel, ptmB pseE/maf3,
P ptmA, ptmB  ptmA, ptmB ptmA, ptmB
C. coli C. coli C. coli
(croccl) (crocc?2) (crocc3)
MLST MLST MLST
855 8195 3020
16 gena 6 (27%) 3(16%) 10 (38%)
flaA, flaB, pseH, pseA,
pseA, pseE/maf5, pseH, psel, 1hG, flid, fliY psel, ptmB, ptmA,

pseD/maf2, maf4,
pseE/mafs

ptmA, ptmB

*C. jejuni konzervirani geni pokretljivosti (50) Cj0371, Cj0883c, figB, figC, figD, fIgE, figG, flgG2, figH, flgl, flgJ,

J1gK., gL, f1gM, g0, fIgR, fIgS, fIhA, fIhB, fIRE fIhG, flid, fliD, fLE, fiF; fliG, fliHd, flil, fliK, fliL, fliM, fliN, fliP (flip),
fliQ, fliR, fliW, fliY, motA, motB, pflA, pseB, pseC, pseF, rpoN, cheA, cheV, cheW, cheY, eptC, flaC

** (. coli konzervirani geni pokretljivosti (16) cheA, flaG, flgB, flgC, fIgE, flgJ, figK, flgL, flgM, fliD, fliM, f1iS, pseB,
pseC, pseF, pseG
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4.4.2. Analiza gena imunomodulacije

Geni odgovorni za imunomodulacijski uéinak su prikazani u tablici 7. Njihova analiza je
pokazala visoko oCuvanu jezgru od 14 gena ukljucenih u biosintezu lipooligosaharida i kapsularnih
polisaharida u svim analiziranim izolatima C. jejuni, uz istodobno izraZzenu varijabilnost dodatnih

(individualnih) gena.

Broj individualnih gena kretao se od 2 (13%) do 13 (48%), pri ¢emu su najzastupljeniji bili
geni povezani s kapsularnim sustavom (kpsC, kpsF, kpsM) te varijabilni lokusi poput ¢j/416¢-
cjl1420c 1 c¢jl427c, koji sudjeluju u modifikacijama povrSinskih struktura i interakciji s

imunoloskim sustavom domacina.

Unutar dominantne klonalne linije ST-353 (sljedbeno izolati od crocjl do crocj6) uocena
je relativno ujednacena raspodjela individualnih gena (10-11; 42-44%), Sto upucuje na stabilan

genetski obrazac unutar ove linije.

Nasuprot tome, ostali C. jejuni izolati pokazali su vecu heterogenost, ukljucujuci izolat s
vrlo reduciranim repertoarom imunomodulatornih gena (crocj12), ali 1 izolat s proSirenim skupom

gena (crocjl1).

Dodatno, prisutnost gena wlaN u pojedinim izolatima ukazuje na potencijalnu sposobnost

molekularne mimikrije i povezanost s razvojem autoimunih komplikacija.

S druge strane, geni imunomodulacije nisu detektirani u C. coli sojevima pretragama

koriStenim u nasem istrazivanju.

Ovi rezultati ukazuju na ocuvanu osnovnu strukturu imunomodulatornih mehanizama C.
Jjejuni uz znacajnu varijabilnost dodatnih gena koja moze doprinositi razlikama u virulenciji i

prilagodbi domacinu.
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Tablica 7. Raspodjela konzerviranih 1 varijabilnih gena imunomodulacije u izolatima C. jejuni.

Geni Imunomodulacije

Konzervirani Individualni
C. jejuni C. jejuni  C. jejuni  C. jejuni  C. jejuni  C. jejuni
(crocjl) (crocj2) (crocj3) (crocj4) (crocj5) (crocj6)
MLST MLST MLST MLST MLST MLST
6461 6461 6461 6461 6461 6461
11 (44%) 11 (44%) 10 (42%) 10 (42%) 10 (42%) 11 (44%)
Cjl1442c, Cjl1442c,
Cjl1442¢ gmhA2, gz’?}'ﬁﬁf’ g/l;?sz’ gl};i/él gmhA2,
’ kpsC, , ; ; kpsC,
gmhA?2 : kpsC, kpsF, 'kpsE .kpsE ‘kpsF, kpsE,
kpsF, cj1416c¢, ¢j1416¢ ¢j1416c, cjl416c, ¢j1416c, cysC
cfl4l7c, G141 76’ C]:1417C, Cj:]4] 7c, C]:1417C, Cj]4](%0
c]'1418c, 1418, c].14]80, c].]4]80, c].]4]80, Cil417c
14 gena c‘]'I4190, G1419¢ C]‘14196’, Cj.]4]96, C]‘14190, Cil418c
' cj1420c, ¢j1420c, c].14200, c].]4200, c].]4200, Cil419%,
gmhA, cjl427c, cysC G1427¢ cjl427c, cjl427c, cjl427c, Cj1420¢
%ZZ (B;, Z;ﬁ;{g’ cysC cysC cysC cysC Cjl427¢
hld E hir B,’ C. jejuni C. jejuni  C.jejuni C.jejuni C.jejuni  C. jejuni
kpsD, kpsE. (crocj7) (crocj8) (crocj9)  (crocjl0) (crocjll) (crocjl2)
kps S’ kpsT, MLST MLST MLST MLST MLST MLST
waaC, waa’F 50 122 122 367 464 9897
wc,zaV ' 12 (46%) 12 (46%) 11 (44%) 526%) 13 (48%) 2 (13%)
Gl4d2e, a2 s,
gmhA2, kpsC, gmhA2, gkpsC ’ gkpsC ’
kpsE, }cpsM ’ kpsC, kpsF, kpsF,
. ’ kpsE, ’ ’
C.]] 135, kpsM. {cpsM gmhA?2, kpsM
c‘]'1416c, cl1416c, 01'14160, kpsC, CJ1135, Gjll35,
cjl417c, cildl7e cjl417c, kpsF, cjl1416c, s M
1418, ol Gl418c  kpsM,  Gl4lTc, P
cjl419c, cJ']4]9c, ¢jl1419c, cll35 ¢jl1418c,
cj1420c, c]']4200’ cj1420c, cjl1419c,
cysC, wlaN c]' 142 7c, cjl427c, ¢j1420c,
]c <C ’ cysC cjl427c,
3 cysC

46



4.4.3. Analiza gena adherencije, invazije i produkcije toksina

Geni zaduzeni za adherenciju, invaziju i produkciju toksina prikazani su u tablici 8. Uocen
je visoko konzerviran obrazac prisutnosti gena u svim analiziranim izolatima C. jejuni, neovisno
o MLST tipu. Svi izolati sadrzavali su klju¢ne gene adherencije (cadF, jlpA, pebA, porA, Cj1279),
koji omogucuju vezanje za epitelne stanice domacina. Geni invazije (ciaB, ciaC) bili su prisutni u
svim izolatima, §to ukazuje na oCuvanu sposobnost intracelularne invazije i patogeneze. Takoder,
svi analizirani izolati nosili su kompletan cdtABC operon, odgovoran za produkciju CDT, $to

potvrduje uniformnu prisutnost ovog znacajnog virulentnog faktora.

Dodatno, gen cstlll, ukljucen u sintezu lipooligosaharida i povezan s molekularnom
mimikrijom, detektiran je u jednom izolatu (crocj7), Sto moze imati implikacije za

imunopatogenezu. Isti izolat (crocj7), koji pripada MLST 50, sadrzi gene cstlll i wlaN.

S druge strane, slicno genima imunomodulacije, geni za adherenciju, invaziju i produkciju

toksina nisu detektirani u C. coli izolatima pretragama koriStenim u nasem istrazivanju.

Tablica 8. Raspodjela gena adherencije, invazije i toksina u izolatima C. jejuni.

Izolat MLST Geni adherencije Geni invazije Geni toksina
Ccijfcﬁ’ 6461 Cj1279, cadF, jlpA, pebA, pord ciaC, ciaB cdtA, cdtB, cdiC
C. jejuni . . . .
cro0ci? 6461 Cj1279, cadF, jlpA, pebA,porA, ciaC, ciaB cdtA, cdtB, cdtC
Cgi{fg‘;l 6461 Cj1279, cadF, jlpA, pebA, orA, ciaC, ciaB cdtA, cdtB, cdtC
Cgi{fg‘f 6461 Cj1279, cadF, jlpA, pebA,porA, ciaC, ciaB cdtA, cdtB, cdtC
Cgi{fg‘;l 6461 Cj1279, cadF, jlpA, pebA, pord ciaC, ciaB cdtA, cdtB, cdtC
(’;ijfcyg ! 6461 1279, cadF, jlpA pebA,pord, ciaC, ciaB cdtA, cdtB, cdtC
C.je unt 50 1279, cadF, jlp, pebA,pord, ciaC, ciaB cdtA, cdtB, cdtC

crocj7 cstll]
i;{ffcj‘g’ 122 Gj1279, cadF, jIpA, pebA,porA, ciaC, ciaB cdiA, cdiB, cdiC
C;Zoe{;g ! 122 Cjl1279, cadF, jlpA, pebA,porA, ciaC, ciaB cdtA, cdtB, cdtC
C.je w 367 Cj1279, cadF, jlpA, pebA,porA, ciaC, ciaB cdtA, cdtB, cdtC
crocj10
C. jejuni . . . .

Crocjll 464 Cjl1279, cadF, jlpA, pebA,porA, ciaC, ciaB cdtA, cdtB, cdtC
i}{; Z”]”;’ 9897 Cj1279, cadF, jlpA pebA, porA ciaC, ciaB cdiA, cdiB, cdiC
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4.5. Filogenetska analiza i usporedba s izolatima pohranjenim u
genskoj bazi

Rezultati filogenetske analize izolata C. jejuni te usporedba s nacionalnim i medunarodnim
izolatima, prikazani su filogenetskim stablom na slici 4. Duljina grana u stablu predstavlja
ocekivani broj supstitucija po nukleotidnoj poziciji, odnosno evolucijsku udaljenost medu
sojevima, pri ¢emu su radi bolje preglednosti prikazane numericke vrijednosti supstitucija umjesto

proporcionalnih duljina grana.

U epidemioloskom kontekstu gledano, prvih Sest sojeva C. jejuni (sljedbeno od crocjl do
crocj6) imaju visoku genetsku srodnost (0,0001), Sto govori o njihovoj epidemioloSkoj
povezanosti 1 vjerojatnoj pripadnosti istom epidemijskom izbivanju. Unutar ove grupe, medusobno

su najslicniji crocj2 i crocj6 te crocjl i crocj4.

Takoder, izolati crocj8 i crocj9 su evolucijski gledano izuzetno bliski (0,0004) sto ukazuje
na zajednicki izvor 1 transmisiju. Uocena je njihova visoka srodnost (0,0002) sa talijanskim
izolatom koji je u bazi pohranjem pod oznakom GCA 051259675. Zanimljivo je da je crocj8 ¢ak
srodniji s talijanskim GCA 051259675, nego hrvatskim crocj9 izolatom, iako su te razlike

minimalne u epidemioloSkom kontekstu.

Izolat crocj7 je genetski vrlo srodan (0,0005) HRCamp04 soju koji je izoliran iz klinickog
uzorka pacijenta iz Klinike za infektivne bolesti ,,dr. Fran Mihaljevi¢” u Zagrebu. Ova dva izolata
su genetski blisko povezana s izolatima GCA 037415145 iz Spanjolske i GCF 964274555 iz

Slovacke.

Izolat crocj10 pokazuje blisku genetsku povezanost s izolatom oznaenim kao HRCamp34,
a izoliran je iz klini¢kog izolata pacijenta iz Sibensko-kninske Zupanije (0,0015), dok je izolat
croj11 genetski najbliZi izolatu HRCamp19 iz Zavoda za javno zdravstvo Vukovarsko-srijemske

zupanije, ali njihova udaljenost (0,0137) ne ukazuje na nedavnu zajednicku transmisiju.

Na koncu, dokazana je visoka srodnost izolata crocjl2 i izolata GCA047052115 iz
Ujedinjenog Kraljevstva (0,002) $to govori u prilog epidemijskog Sirenja izvan granica Europske

Unije.
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Nasuprot tome, nije dokazana bliska genetska srodnost s izolatima iz SAD-a, Japana 1

drugih europskih drzava (duljina grana >0,002).

L GCF DD000S085 ref cj
| AREE Gea 035950115 SAD
LRI GOCA 053896145 lapan
nuces GCA 053896125 Japan
BT GOA MTOS20TS LK
DOt u.nms.m HRCampl4 Zagreb

fqrd

AL GOA 037415145 Spanjolska
Lio@! GCF DB4274555 Slovadka
i HRCamphs Karowvac
GCF 064232425 Francuska
erocil

— a0 3oa 051250675 Italija
AL GCA (ATOS2005 LK

— ooom |
SR GOA ASH50005 SAD

GCA 051258715 Halija
LT A 037415115 Spanjolska
- e - HRCamp83 Zadar

Laoon. ep, 051259595 Italija
Lot GCA 053896165 Japan
g0 GCA 053896105 Japan
- s MR GCA 47052115 UK
Loone I:J'Dt-jiﬂ
— e GCF 964232255 Francuska
ans . Lt GOA 035625845 SAD
| s | e [P GCA 037415135 Spanjolska
LA HRCamp2aT Kopriviica
o ) GCA 035950135 SAD
S GEA 035550075 SAD
LR GOF 984232675 Franouska
i A HRCamp206 Split
LA HRCampd1 Zagreb
e e GOA 051250615 ltalija
el S il GCA 051259635 Italija

. GCA 051250555 italija
P e L]
Laml. HRCampad Sibenik

FAEEL GCF 964274565 Skovatka

e LAmIT. HRCamp109 Zagreb
D007 _— ROIAT .;m.q“
L HRCamp19 Vukovar
— a0 GCA 035650155 SAD
L0 GCA 051 259655 Italija

T | SN

La.ooo1 | —L— crocj3

Slika 4. Filogenetsko stablo C. jejuni izolata konstruirano metodom maksimalne vjerojatnosti

koriste¢i program /Q-TREE?2 v2.3.6. Brojevi na granama stabla prikazuju broj supstitucija po bazi.
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Rezultati filogenetske analize C. coli izolata prikazani su u obliku filogenetskog stabla na
slici 5. Epidemioloski su blisko povezani izolat crocc2 i izolat GCF051259575 porijeklom iz Italije
(0,0015). Ovi izolati su blisko povezani s izolatom GCF 049064045 (0,0013) iz Spanjolske, §to
govori o zajednickoj transmisiji u mediteranskoj regiji.

Preostali izolati nisu pokazali blisku evolucijsku srodnost s analiziranim sekvencama

pohranjenima u genskoj bazi. Ipak, prema rezultatima analize, izolat croccl je filogenetski najblizi

Rijeke (0,019).

Rezultati prikazane analize ukazuju na udaljenije filogenetske odnose izolata iz ovog
istrazivanja 1 izolata iz SAD-a, Japana, Kine, Perua, UK-a i ostalih europskih zemalja (Slovacka,

Belgija, i Francuska).
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Slika 5. Filogenetsko stablo C. coli izolata konstruirano metodom maksimalne vjerojatnosti

koriste¢i program /Q-TREE?2 v2.3.6. Brojevi na granama stabla prikazuju broj supstitucija po bazi.
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5. RASPRAVA
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Kampilobakterioze su najces¢e bakterijske infekcije koje se prenose hranom i vodom u
razvijenim zemljama, a rastuca rezistencija kampilobaktera otezava njihovo lijecenje (100). U
ovom istrazivanju dominantna vrsta je C. jejuni (85%) u odnosu na C. coli (15%), $to je u skladu
s ve¢inom epidemioloskih studija koje navode da je C. jejuni odgovoran za vecinu humanih
infekcija. Uocena visoka rezistencija na ciprofloksacin (80% kod C. jejuni i1 69% kod C. coli)
uklapa se u globalni trend porasta fluorokinolonske rezistencije, koja na razini Europe iznosi oko
61,2%, dok u nekim regijama prelazi 80% (136-139). Nasi rezultati ispitivanja osjetljivosti izolata
C. jejuni usporedivi su s dosadasnjim podacima iz Hrvatske, i prate uzlaznu krivulju rezistencije
na ciprofloksacin, s 60% u 2012. 1 2013. godini, 75% u 2021. te 71% rezistentnih izolata u 2022.
godini (128,132,158).

Rezistencija na tetracikline u ovom istrazivanju iznosila je 48% za C. jejuni 1 62% za C.
coli. U prijasnjim istrazivanja, rezistencija C. jejuni na tetracikline u Hrvatskoj je bila 24% u 2012.,
19% u 2021. te 20% u 2022. godini, dok u istim istraZivanjima nije ispitivana antimikrobna
osjetljivost C. coli izolata (128,132,158). Rezultati ovog istraZivanja ukazuju na znatno povecanje
tetraciklinske rezistencije u Hrvatskoj, koji su trenutno usporedivi s europskim prosjekom od oko
44%, ali 1 s regionalnim podacima iz Slovenije i Austrije, gdje se biljeze vrijednosti od priblizno
60-65% (153,156,162). Ova koegzistencija rezistencije na fluorokinolone i tetracikline dodatno
podupire hipotezu o zajednickom selekcijskom pritisku, ponajprije povezanom s veterinarskom

uporabom antibiotika i zoonotskim prijenosom putem hrane (144).

Makrolidna rezistencija ostala je niska, s 4% u C. coli 1 potpunom osjetljivos¢u svih
izoliranih 1 testiranih sojeva C. jejuni, §to je u skladu s literaturom koja navodi prevalenciju ispod
5% u vecini zemalja (152). Ovakav nalaz takoder odgovara prethodnim podacima iz Hrvatske,
gdje je rezistencija na eritromicin kontinuirano niska ili nije uopce bila detektirana u istrazivanjima
(128,132,158). Medutim, prisutnost eritromicin-rezistentnih C. coli izolata u nasem uzorku, iako
niska, podudara se s regionalnim i medunarodnim podacima (npr. u Sloveniji iznosi 4,4%, a u
Italiji do 13%), Sto moze ukazivati na vecu sklonost ove vrste razvoju makrolidne rezistencije

(153,163).

lako razlike u ucestalosti antimikrobne rezistencije izmedu C. jejuni i C. coli u ovom
istrazivanju nisu bile statisticki znacajne, uocen je trend viSe tetraciklinske i makrolidne

rezistencije u C. coli, §to je u skladu s literaturom koja sugerira vecu sklonost ove vrste razvoju
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viSestruke antimikrobne otpornosti (163,165). Posebno je zanimljiva uloga makrolidne rezistencije
kao potencijalnog “okidaca” MDR fenotipa u C. coli, §to je uoceno u studijama koje pokazuju da
eritromicin-rezistentni sojevi C. coli zadrzavaju kolonizacijsku sposobnost, za razliku od C. jejuni

(100).

Rezultati MLST analize u ovom istrazivanju jasno potvrduju izrazenu razliku u genetskoj
strukturi izmedu C. jejuni 1 C. coli, §to je u skladu s postoje¢im spoznajama o vecoj genetskoj
raznolikosti C. jejuni i relativnoj homogenosti C. coli (41,129,139). Dominacija sekvencijskog tipa
ST-6461 unutar klonalnog kompleksa CC-353 kod C. jejuni, uz prisutnost vise izolata s identicnim
alelnim profilom, upuéuje na moguci zajednicki izvor ili lokalno klonalno Sirenje, Sto je u skladu
s ulogom MLST-a kao alata za detekciju epidemioloSki povezanih slu€ajeva 1 izbijanja (187).
Istodobno, prisutnost vise razli¢itih sekvencijskih tipova i klonalnih kompleksa (CC-21, CC-206,
CC-257, CC-464) potvrduje visoku genetsku heterogenost C. jejuni, $to je takoder u skladu s
literaturom koja opisuje postojanje Cetrdesetak klonalnih kompleksa i Siroku distribuciju
medunarodnih linija (134). Rezultati istraZivanja takoder su kompatibilni s regionalnim podacima
iz Hrvatske 1 Europe, gdje se medu dominantnim kompleksima ¢esto navode CC-21, CC-206 i

CC-353, uz izrazene geografske varijacije (132,133,188).

Nasuprot tome, svi analizirani izolati C. coli pripadaju klonalnom kompleksu CC-828,
unato¢ odredenim razlikama u sekvencijskim tipovima, Sto potvrduje izrazitu genetsku
homogenost ove vrste 1 dominantnu ulogu CC-828 u globalnoj epidemiologiji (41,140). Ovakav
nalaz u potpunosti je u skladu s literaturom, koja CC-828 opisuje kao predominantni klonalni
kompleks prisutan u Europi, Aziji i SAD-u, povezan s humanim infekcijama, ali i s rezervoarima

u stocarstvu i peradarstvu, Sto upucuje na vaznu ulogu zoonotskog prijenosa (139,140).

Dodatno, identificirani klonalni kompleksi C. jejuni, osobito CC-353 1 CC-464, u literaturi
su povezani s visokim razinama antimikrobne rezistencije, ukljucuju¢i kinolone, Sto moze
djelomicno objasniti i visoku ucestalost rezistencije u nasem istrazivanju (142,143). Takoder,
kompleksi poput CC-21 i CC-206 poznati su po Sirokoj ekoloSkoj distribuciji 1 sposobnosti
kolonizacije razli¢itth domacina, $to dodatno podupire njihovu prisutnost u klinickim izolatima
(136,144). Suprotno tome, homogenost C. coli unutar CC-828, uz istodobno vecu sklonost razvoju
multidrug-rezistencije, dodatno naglasava razlike u evolucijskoj dinamici i1 adaptacijskim

strategijama izmedu ove dvije vrste (144).
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Rezultati ovog istrazivanja potvrduju dominantnu ulogu mutacije gyr4 T86I kao kljucnog
molekularnog mehanizma rezistencije na fluorokinolone, s potpunom prisutnoséu u C. jejuni te
visokom ucestalosé¢u u C. coli. Ovakav nalaz nadovezuje se na ranije hrvatske WGS studije, u
kojima su svi ciprofloksacin-rezistentni izolati C. jejuni nosili istu mutaciju, iako molekularna
karakterizacija rezistoma C. coli u Hrvatskoj do sada nije bila analizirana (132). Usporedivi obrasci
zabiljezeni su 1 u srednjoeuropskim zemljama, gdje je dokazana visoka genetska srodnost izolata
s mutacijom T86I, $to upucuje na Sirenje dominantnih rezistentnih klonova, a sli¢ni rezultati
potvrdeni su 1 u talijanskim WGS analizama (163,188). Druge mutacije povezane s
fluorokinolonskom rezistencijom, poput Thr-86-Ala ili supstitucija na poziciji 90, pojavljuju se
znatno rjede 1 imaju manji epidemioloski znacaj (189,190). Iako su u razvoju novi inhibitori
bakterijskih topoizomeraza, koji zadrzavaju aktivnost i u prisutnosti T861 mutacije, kao
Gepotidacin (odobren za terapiju urinarnih infekata) i Zoliflodacin (odobren za terapiju gonoreje),
njihova primjena u kontekstu Campylobacter infekcija zasad je ograni¢ena, dijelom zbog utjecaja
efluks sustava poput CmeABC, ali i zbog €injenice da je klinicki tijek bolesti u vecini slucajeva

samoograni¢avajuéi, Sto smanjuje interes za razvoj ciljane antimikrobne terapije (191).

Nadalje, rezultati istrazivanja ukazuju na izrazitu dominaciju mozaik gena tet(O/32/0) kao
glavnog mehanizma rezistencije na tetracikline, pri ¢emu je detektiran u svim izolatima C. coli te
u velikoj ve¢ini izolata C. jejuni, dok je klasi¢ni gen te#(O) prisutan samo u manjem udjelu izolata
C. jejuni. Ovakav obrazac predstavlja specificnost naseg skupa podataka 1 odstupa od vecine
europskih studija, u kojima se tet(O) opisuje kao dominantni determinant rezistencije (192,193).
Zanimljivo, prethodna hrvatska WGS analiza C. jejuni izolata takoder je pokazala gotovo potpun
izostanak gena tet(O), Sto sugerira mogucénost postojanja regionalno specifi¢nih genetskih
obrazaca ili nedovoljno prepoznatih varijanti gena (132). U tom kontekstu, treba uzeti u obzir
metodoloska ogranicenja, buduci da je pokazano kako bioinformati¢ke analize temeljene na short-
read sekvenciranju mogu propustiti detekciju gena poput tet(O) 1 aadE kada su prisutni u obliku
duplikata ili homolognih/mosaik varijanti (194). Studije iz Italije 1 Njemacke dosljedno

identificiraju fet(O) kao dominantni gen rezistencije na tetracikline (192,193).

Takoder, rezultati ovog istrazivanja potvrduju da je mutacija A2075G u genu 23S rRNA
kljuéni molekularni mehanizam rezistencije na makrolide, pri ¢emu je detektirana isklju¢ivo u C.
coli, dok u C. jejuni nije zabiljeZena, Sto jasno ukazuje na izrazenu vrstno-specifi¢nu distribuciju.

Ovakav nalaz u potpunosti je u skladu s globalnim podacima, koji dosljedno pokazuju vecu
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sklonost C. coli razvoju i odrzavanju makrolidne rezistencije. Francuski longitudinalni nadzor
dodatno potvrduje dominantnu ulogu mutacija u 23S rDNK, prvenstveno A2075G, kao glavnog
uzroka rezistencije, ali i ukazuje na pojavu novih mehanizama putem horizontalno prenosivih gena
za sintezu metiltransferaza (poput erm gena), ¢ija ucestalost raste tijekom vremena (168). S druge
strane, talijanske studije potvrduju A2075G kao primarni mehanizam rezistencije, osobito u C. coli
povezanom s multidrug-rezistentnim obrascem (163). Razlike izmedu vrsta najvjerojatnije su
posljedica bioloskih ograni¢enja, budu¢i da mutacije u 23S rRNA kod C. jejuni nose znacajan
fitness trosak koji smanjuje sposobnost kolonizacije i dugoro¢nog opstanka, dok takav negativan

ucinak nije uo€en kod C. coli (100).

Sto se tide rezistencije na P-laktamske antibiotike, rezultati pokazuju univerzalnu
prisutnost blaoxs gena u svim analiziranim izolatima, uz izrazenu alelnu raznolikost, ukljucujuéi
varijante blaoxa-193, blaoxa-4501 blaoxa-452, s veCom ucestalo$éu pojedinih alelau C. jejuni. Ovakav
obrazac u skladu je s velikim genomskim istrazivanjima, koji potvrduju da su geni rezistencije na
B-laktame najceS¢i geni rezistencije u Campylobacter vrstama, pri ¢emu postoje znacajne
geografske razlike u distribuciji pojedinih alela (195). Medutim, prisutnost blaoxa gena sama po
sebi nije dostatna za fenotipsku rezistenciju, ve¢ klju¢nu ulogu ima razina njihove ekspresije, §to
potvrduju studije koje pokazuju da inaktivacija blaoxa-61 gena dovodi do povecane osjetljivosti na
peniciline, bez znacajnog ucinka na cefalosporine i karbapeneme (196). Klinicki podaci, medutim,
ostaju heterogeni. Dok jedna velika pedijatrijska studija pokazuje visoku osjetljivost na
amoksicilin-klavulansku kiselinu, sugeriraju¢i njegovu potencijalnu terapijsku ucinkovitost,
eksperimentalni i1 veterinarski podaci ukazuju na suprotan trend, gdje visoka razina ekspresije -
laktamaza dovodi do znacajne rezistencije ¢ak i na kombinacije s inhibitorima (197,198). Ovi
rezultati sugeriraju da Campylobacter spp. posjeduje dinamican i regulacijski ovisan mehanizam
B-laktamske rezistencije, pri ¢emu pocetna osjetljivost moze biti prolazna, uz moguénost brze

selekcije rezistentnih sojeva putem povecane ekspresije intrinzi¢nih blaoxa gena.

Osim analiziranih gena antimikrobne rezistencije, u ovom istrazivanju je ispitan genetski
potencijal virulencije kampilobaktera koji uzrokuju gastroenteritise u ljudi. Dobiveni rezultati
potvrduju temeljne postavke iz literature prema kojima je flagelarni sustav Campylobacter vrsta
organiziran kao kombinacija visoko konzervirane jezgre i varijabilnih pomo¢nih gena ukljuc¢enih
u posttranslacijske modifikacije. U svim analiziranim izolatima C. jejuni zabiljeZena je potpuna

ocuvanost klju¢nih strukturnih i regulatornih gena pokretljivosti, §to je u skladu s opisanim
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kompleksnim 1 hijerarhijski reguliranim flagelarnim aparatom, dok istodobno varijabilnost
dodatnih gena, osobito onih ukljuc¢enih u glikozilaciju flagelina (pse, maf i ptm geni), odrazava
diverzificirajuéu selekciju 1 adaptaciju na razli¢ite domacine 1 okoliSne uvjete
(21,22,24,35,199,200). Posebno je znacajno da su upravo geni povezani s biosintezom
pseudaminske kiseline i njezinim derivatima najvarijabilniji dio genoma pokretljivosti, §to je u
skladu s njihovom ulogom u antigenoj varijaciji, izbjegavanju imunoloskog odgovora 1 modulaciji

virulencije (29).

S druge strane, reducirani skup konzerviranih gena u C. coli potvrduje postojanje
minimalnog funkcionalnog flagelarnog aparata, kako je prethodno opisano u genomskim
analizama, pri ¢emu ve¢i relativni udio varijabilnih gena, ukljucujuéi regulatorne elemente poput
fIhG, fliAd 1 fliY, ukazuje na drugaciji evolucijski model temeljen na otvorenom pan-genomu i
intenzivnijoj rekombinaciji (26,41,42,187). Ovakva organizacija sugerira da C. jejuni odrzava

stabilniju 1 kompleksniju jezgru pokretljivosti, dok C. coli pokazuje vecu genetsku fleksibilnost.

Dobiveni rezultati jasno potvrduju temeljni koncept iz literature prema kojem su geni
ukljuceni u imunomodulaciju organizirani kao kombinacija visoko konzervirane jezgre i
varijabilnih pomo¢nih lokusa. U svim analiziranim izolatima C. jejuni zabiljezena je potpuna
oCuvanost najznacajnijih gena uklju¢enih u biosintezu LOS-a i1 kapsularnog polisaharida, §to je u
skladu s njthovom esencijalnom ulogom u odrzavanju strukture bakterijske ovojnice 1 interakciji s
imunoloSkim sustavom domacina (70,73,85). Istodobno, zna€ajna varijabilnost dodatnih gena,
osobito onih unutar CPS lokusa (kpsC, kpsF, kpsM) te varijabilnih regija poput ¢j/416c-cj1420c 1
¢j1427¢c, odrazava diverzificirajuéu selekciju usmjerenu na modifikaciju povrSinskih struktura i
prilagodbu imunoloskom pritisku (82,201). Uocen relativno stabilan obrazac unutar klonalne linije
ST-353 sugerira postojanje dobro prilagodenog i evolucijski stabilnog imunomodulatornog profila,
dok veca heterogenost ostalih izolata upucuje na kontinuiranu rekombinaciju 1 prilagodbu.
Posebno je znacajna detekcija gena wilaN, koji je u literaturi povezan sa sintezom sijaliliranog
LOS-a i molekularnom mimikrijom gangliozida, ¢ime se objasnjava potencijalna povezanost

odredenih sojeva s razvojem postinfektivnih autoimunih komplikacija poput GBS (65,80).

S druge strane, analiza gena adherencije, invazije i toksina pokazuje izrazitu konzerviranost
medu svim izolatima, neovisno o MLST tipu, §to je u skladu s literaturom koja ove gene definira

kao temeljni, gotovo univerzalno o¢uvan genom virulencije C. jejuni (15,26,98). Univerzalna
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prisutnost gena za sintezu esencijalnih adhezina (cadF, jlpA, pebA, porA, flpA) potvrduje njihovu
bitnu ulogu u inicijalnoj adherenciji 1 kolonizaciji epitelnih stanica, dok konzerviranost invazijskih
gena (ciaB, ciaC) odrazava ocuvanu sposobnost intracelularne invazije posredovane flagelarnim
sekrecijskim sustavom (49,53,56). Takoder, potpuna prisutnost cdtABC operona dodatno potvrduje
vaznu ulogu citoletalnog distendiraju¢eg toksina u patogenezi, ukljucujuc¢i oStecenje DNK i
modulaciju imunoloskog odgovora (58,59). OgraniCena varijabilnost dodatnih gena, poput cst/I]
koji je detektiran samo u pojedinim izolatima, u skladu je s njegovom poznatom ulogom u
molekularnoj mimikriji i potencijalnom razvoju tezih klinickih manifestacija (63,68). Interesantno
je za primjetiti da je isti analizirani soj (crocj7), koji pripada MLST 50, imao 1 cst/I] 1 wlaN gen,
dok literatura sugerira da se geni povezani s GBS-om (wlaN, cgtB, cst-II) obi¢no ne prenose
zajedno jer imaju djelomic¢no preklapajucu funkciju (63). S druge strane, opisana je sposobnost
rijetkih sojeva da proizvode heterogene LOS strukture jer wiaN, cst (cst-11 ili cst-11) 1 cj1144-45
mogu biti fazno varijabilni (on/off status) (202). MLST 50 pripada u 10 naj¢es¢ih tipova globalno,
dok je genomska analiza ovog MLST tipa pokazala da w/aN nije ravnomjerno distribuiran te je
pronaden u rijetkim iznimkama (203). Stoga, analizirani soj (crocc7), koji pripada MLST 50, s
wlaN 1 cst-11I, predstavlja rijedak genotip koji moze nastati mozaicnom rekombinacijom LOS
lokusa kod kojeg oba gena zajedno mogu pojacati neuropatogeni potencijal kroz proizvodnju

sijaliziranih LOS struktura koje oponasSaju gangliozide.

Na koncu, potrebno je istaknuti odredena ogranicenja ovog istraZivanja. Sekvenciranje
cijelog genoma provedeno je na reprezentativnom uzorku od 10% izolata odabranih na temelju
fenotipske rezistencije na dva ili viSe antibiotika, Sto moZe rezultirati pristranosti prema
rezistentnijim sojevima i podcjenjivanjem genetske raznolikosti u ukupnoj populaciji. Nadalje,
analiza je ograni¢ena na jednogodis$nje razdoblje 1 jednu zdravstvenu ustanovu, $to onemogucuje
procjenu vremenskih trendova 1 geografske varijabilnosti unutar Hrvatske. Takoder, izostanak
klini¢kih podataka o teZini bolesti i ishodima lije¢enja onemogucuje izravnu korelaciju genotipskih

nalaza s klinickom prezentacijom.
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6. ZAKLJUCAK
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Ucestalost antimikrobne rezistencije Campylobacter spp. je visoka. Veéina izolata C. jejuni
(80%) 1 C. coli (69% ) je rezistentna na ciprofloksacin, dok je 48% izolata C. jejuni te 62% izolata
C. coli rezistentno na tetracikline. Rezistencija na makrolide je dokazana samo u C. coli (4%) ¢ime

je potvrdena hipoteza o obrascima antimikrobne otpornosti specificnima za pojedinu vrstu.

Mutacija gyrA (T86]) prisutna je u svim sekvencioniranim C. jejuni izolatima te u 66,7%
C. coli izolata. Dokazana je dominacija mozaik gena tet(0/32/0) za tetraciklinsku rezistenciju, $to
predstavlja regionalnu specificnost koja odstupa od vecine europskih studija gdje prevladava

klasi¢ni tet(O).

Mutacija 23S rRNA (A2075G) koja je temeljni mehanizam makrolidne rezistencije, prvi

je put molekularno potvrdena u izolatu kampilobaktera iz Hrvatske.

Svi C. jejuni izolati posjeduju osnovne gene virulencije, dok C. coli ima manju koli¢inu i
bioraznolikost gena virulencije. Dokazana je prisutnost konzerviranih i jedinstvenih gena za
adherenciju (cadF, jlpA, pebA, porA, flpA), invaziju (ciaB, ciaC) 1 produkciju toksina (cdtABC), s

prvim opisom GBS-povezanih gena wiaN 1 cstll] u Hrvatskoj.

Identificirani su klonalni kompleksi CC-353, CC-21, CC-206, CC-257, CC-464 (C. jejuni)
1 CC-828 (C. coli), s dominacijom CC-353 (ST-6461) Cime je potvrdena hipoteza o pripadnosti
naj¢es$¢im europskim i svjetskih klonalnim linjjama (CC-353, CC-21, CC-828).
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Uvod: Campylobacter  jejuni i Campylobacter  colivode¢i su uzroCnici  bakterijskog
gastroenteritisa u svijetu. Porast antimikrobne rezistencije, osobito na fluorokinolone i tetracikline,
predstavlja rastuéi javnozdravstveni problem. Sekvenciranje cijelog genoma (WGS) omoguéuje

detaljnu analizu molekularnih mehanizama rezistencije i virulencije.

Ciljevi: Odrediti ucestalost 1 molekularnu osnovu antimikrobne rezistencije te analizirati
virulencijske gene 1 genetsku srodnost izolata C. jejunii C. coli iz ljudskih uzoraka Klinickog

bolnickog centra Split.

Metode: Presjecno istrazivanje obuhvatilo je sve primoizolate Campylobacter spp. iz proljevastih
stolica prikupljenih tijekom 2023. godine. Identifikacija vrste provedena je MALDI-TOF MS, a
osjetljivost na antibiotike (ciprofloksacin, tetraciklin, eritromicin) disk-difuzijskom metodom
prema EUCAST smjernicama. Reprezentativni uzorak (10%) analiziran je WGS metodom na
platformi Illumina NextSeq 550. Provedena je MLST tipizacija, analiza gena rezistencije (CARD

baza) te filogenetska analiza metodom maksimalne vjerojatnosti.

Rezultati: Od 172 izolata, 146 (85%) pripadalo je vrsti C. jejuni, a 26 (15%) vrsti C. coli.
Rezistencija na ciprofloksacin zabiljezena je u 80% izolata C. jejuni 1 69% C. coli, na tetraciklin u
48% odnosno 62%, dok je rezistencija na eritromicin bila rijetka (0% C. jejuni; 4% C. coli). WGS
analiza potvrdila je mutaciju gyrA (p.T86I) u 100% izolata C. jejuni i 66,7% C. coli. Mozaik gen
tet(0/32/0) detektiran je u gotovo svim izolatima (91,7-100%), dok je mutacija 23S rRNA
(A2075G) identificirana samo u jednom izolatu C. coli, §to predstavlja prvu mutaciju rezistencije
na eritromicin opisanu u Hrvatskoj u Campylobacter spp. MLST analiza pokazala je dominaciju
CC-353 (ST-6461) kod C. jejuni te isklju€ivu pripadnost CC-828 kod C. coli. Svi sekvencionirani
izolati nosili su konzervirane gene adherencije (cadF, jlpA, pebA, porA, flpA), invazije (ciaB, ciaC)
1 toksina (cdtABC), uz varijabilnu distribuciju gena imunomodulacije, ukljuc¢ujuci prvi opis wlaN

1 estlll gena u Hrvatskoj, direktno odgovornih za rizik razvoja GBS.

Zakljucak: IstraZivanje potvrduje visoku ucestalost fluorokinolonske 1 tetraciklinske rezistencije
uz oCuvanu osjetljivost na makrolide. Dominacija mozaik gena tet(O/32/0) predstavlja regionalnu
specificnost. Rezultati podupiru postoje¢e terapijske smjernice 1 naglasSavaju potrebu

kontinuiranog genomskog nadzora.
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Kampilobakterioza je najces¢a bakterijska crijevna infekcija u Europi 1 Hrvatskoj. Uzrokuju je
bakterije Campylobacter jejuni i Campylobacter coli, koje se prenose konzumacijom nedovoljno
termicki obradenog pile¢eg mesa ili kontaminirane hrane. Bolest se o€ituje proljevom, bolovima
u trbuhu i povisenom temperaturom. Vecina slucajeva prolazi spontano, ali kod tezih oblika ili

osjetljivih bolesnika potrebna je antibiotska terapija.

Posljednjih desetljeca biljezi se zabrinjavajuéi porast otpornosti ovih bakterija na antibiotike, §to
otezava lijeCenje 1 predstavlja ozbiljan javnozdravstveni problem. Razumijevanje genetske osnove

otpornosti klju¢no je za odabir uCinkovite terapije i sprjecavanje Sirenja rezistentnih sojeva.

U ovom istrazivanju analizirani su svi izolati Campylobacter bakterija iz uzoraka stolice bolesnika
s proljevom obradenith u KBC Split tijekom 2023. godine. Prikupljeno je 172 izolata (85% C.
Jjejuni, 15% C. coli). Dio uzoraka podvrgnut je sekvenciranju cijelog genoma, koje omogucuje

otkrivanje to¢nih genetskih promjena.

Rezultati pokazuju da je vecina izolata otporna na ciprofloksacin i tetraciklin, dok je otpornost na
eritromicin rijetka. Genetska analiza potvrdila je da otpornost na ciprofloksacin uzrokuje
specifina mutacija u genu gyr4, a otpornost na tetraciklin povezana je s posebnim regionalnim
genom. Makrolidi, poput azitromicina, ostaju ucinkoviti u lijeCenju, ali se 1 na njih pojavila

genetska rezistencija.

Sve ispitane bakterije posjeduju gene virulencije potrebne za prianjanje na crijevnu sluznicu,
prodiranje u stanice 1 proizvodnju toksina, S§to potvrduje njihov visok patogeni potencijal te dio

testiranih bakterija ima rizicne gene za razvoj autoimune bolesti Guillain-Barré sindroma.

Genetska tipizacija pokazala je da izolati iz Splita pripadaju skupinama koje cirkuliraju u ostatku

Europe, $to ukazuje na zajednicke izvore zaraze povezane s medunarodnim prometom hrane.

Zakljucak: Azitromicin ostaje lijek izbora za lijecenje kampilobakterioze, dok fluorokinoloni vise

nisu pouzdana opcija. Ovi podaci vazni su za javnozdravstvene mjere i prac¢enje otpornih sojeva.
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Title: ANTIBIOTIC RESISTANCE AND VIRULENCE OF CAMPYLOBACTER COLI AND
CAMPYLOBACTER JEJUNI STRAINS ISOLATED FROM CLINICAL SAMPLES AT
THE UNIVERSITY HOSPITAL CENTRE SPLIT: A WHOLE GENOME SEQUENCING
ANALYSIS

Introduction: Campylobacter jejuni and Campylobacter coli are leading causes of bacterial
gastroenteritis worldwide. The increasing antimicrobial resistance, particularly to
fluoroquinolones and tetracyclines, is becoming a growing public health issue. Whole-genome
sequencing (WGS) enables detailed analysis of the molecular mechanisms of resistance and

virulence.

Objectives: This study aimed to analyze the prevalence and molecular basis of antimicrobial
resistance, along with virulence genes and genetic relatedness of C. jejuni and C. coli isolates from

human samples at the University Hospital Center Split.

Methods: This cross-sectional study included all primary Campylobacter spp. isolates from
diarrheal stool samples collected during 2023. Species identification was performed using
MALDI-TOF MS, and antibiotic susceptibility testing (ciprofloxacin, tetracycline, erythromycin)
was done using the disk diffusion method according to EUCAST guidelines. A representative
sample (10%) was analyzed using WGS on the Illumina NextSeq 550 platform. MLST typing,
resistance gene analysis (CARD database), and phylogenetic analysis using the maximum

likelihood method were performed.

Results: Of 172 isolates, 146 (85%) were C. jejuni and 26 (15%) were C. coli. Resistance to
ciprofloxacin was observed in 80% of C. jejuni and 69% of C. coli isolates, tetracycline resistance
in 48% and 62%, respectively, while erythromycin resistance was rare (0% in C. jejuni; 4% in C.
coli). WGS analysis confirmed the gyrA4 (p.T861) mutation in 100% of C. jejuni and 66.7% of C.
coli isolates. The mosaic tet(O/32/0) gene was detected in nearly all isolates (91.7-100%), while
the 23S rRNA mutation (A2075G) was identified in only one C. coli isolate, representing the first
reported erythromycin resistance mutation in Campylobacter spp. in Croatia. MLST analysis
showed dominance of CC-353 (ST-6461) in C. jejuni and CC-828 in C. coli. All sequenced isolates
carried conserved adhesion genes (cadF, jlpA, pebA, porA, flpA), invasion genes (ciaB, ciaC), and

toxin genes (cdtABC), with variable distribution of immunomodulatory genes, including the first
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description of w/aN and cstlll genes in Croatia, directly associated with the risk of Guillain-Barré

syndrome (GBS).

Conclusion: The study shows a high prevalence of fluoroquinolone and tetracycline resistance,
while susceptibility to macrolides remains intact. The dominance of the mosaic tet(0/32/0) gene
represents a regional specificity. These findings support current treatment guidelines and highlight

the need for continuous genomic surveillance.
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Campylobacteriosis is the most common bacterial intestinal infection in Europe and Croatia. It is
caused by the bacteria Campylobacter jejuni and Campylobacter coli, which are transmitted
through the consumption of undercooked poultry or contaminated food. The disease presents with
diarrhea, abdominal pain, and fever. Most cases resolve spontaneously, but in more severe cases

or in vulnerable patients, antibiotic therapy is required.

In recent decades, there has been a concerning increase in antibiotic resistance among these
bacteria, complicating treatment and representing a serious public health problem. Understanding
the genetic basis of resistance is essential for selecting effective therapy and preventing the spread

of resistant strains.

In this study, all Campylobacter isolates from stool samples of patients with diarrhea processed at
the University Hospital Centre Split during 2023 were analyzed. A total of 172 isolates were
collected (85% C. jejuni, 15% C. coli). A subset of samples was subjected to whole genome

sequencing, which enables the identification of specific genetic changes.

The results show that most isolates are resistant to ciprofloxacin and tetracycline, while resistance
to erythromycin is rare. Genetic analysis confirmed that resistance to ciprofloxacin is caused by a
specific mutation in the gyr4 gene, while tetracycline resistance is associated with a specific
regional gene. Macrolides, such as azithromycin, remain effective in treatment; however, genetic

resistance to this class has also emerged.

All examined bacteria possess virulence genes required for adhesion to the intestinal mucosa,
invasion of host cells, and toxin production, confirming their high pathogenic potential.
Additionally, some isolates harbor genes associated with an increased risk of developing the

autoimmune Guillain—Barré syndrome.

Genetic typing showed that isolates from Split belong to lineages circulating across the rest of

Europe, indicating common sources of infection linked to the international food supply.

Conclusion: Azithromycin remains the treatment of choice for campylobacteriosis, while
fluoroquinolones are no longer a reliable option. These findings are important for guiding public

health measures and monitoring the spread of resistant strains.
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