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1. UVOD

Antimikrobna rezistencija je ve¢ desetlje¢ima globalni zdravstveni problem, kako u
veterinarskoj tako i u humanoj medicini. Uzroci sve veée rezistencije bakterija leZze u opée
raSirenoj pretjeranoj uporabi antibiotika, neadekvatnom lijeCenju virusnih infekcija
antibioticima te koriStenju nekih antibiotika kao promotora rasta u domacih Zivotinja.
Rasirena upotreba antibiotika kod zivotinja koje se koriste za hranu, moze imati velik
utjecaj na pojavu otpornih bakterijskih vrsta i u ljudi. Svinje se Sirom svijeta uzgajaju kao
farmske Zivotinje za prehranu ljudi, no pristup upotrebi antibiotika je razli¢it od zemlje do
zemlje, a posebno ako usporedujemo konvencionalne uzgoje svinja sa organskom
(ekoloskom) proizvodnjom, gdje je upotreba antibiotika zabranjena, osim u iznimnim
slu¢ajevima. Klasi¢no lijecnje u organskim uvjetima potrebno je ograniciti na iznimne
slucajeve uz vodenje evidencije o dijagnozi bolesti, metodama lijeCenja, vrstama i koli¢ini
upotrebljenih lijekova i1 razdoblju lijeCenja. Bolest se lije¢i odmah, kako bi se izbjegla
patnja zivotinje, a kemijski sintetizirani alopatski veterinarski lijekovi, ukljucujuci
antibiotike, mogu se primijeniti u iznimnim sluc¢ajevima kada je to neophodno i pod
strogim uvjetima, kada primjena fitoterapeutskih, homeopatskih i drugih proizvoda nije
dala odgovarajuce rezultate. Tada se utvrduju ogranienja u pogledu tijeka lijecenja i
razdoblja karence. U prevenciji nije dopustena upotreba sulfonamida, hormona, zivih
vakcina koje su rezultat genetskog inzinjeringa, kokcidiostatika, antihelmintika, akaricida,
antioksidanasa, te razliitih drugih kemoterapeutika i1 kemijskih sredstava. U
konvencionalnim uzgojima u Republici Hrvatskoj, dopustena je primjena lijekova koji se
nalaze na popisu veterinarsko-medicinskih proizvoda, a isti je dostupnom na
http://www.veterinarstvo.hr/default.aspx?id=140.

U ovom radu istrazuje se utjecaj antibiotika na razliCite sojeve bakterije

Escherichia coli (E. coli) unutar konvencionalnog i organskog sustava drzanja prasadi.

1.1.Predmet rada

Istrazivanja provedena u Hrvatskoj na velikim konvencionalnim uzgojima svinja,
pokazala su vrlo visoku rezistenciju sojeva bakterije E. coli prema odredenim skupinama
antimikrobnih lijekova. Kao izvor podataka u radu se koristi literatura iz podrucja
stocarske poljoprivredne proizvodnje i veterinarskih znanosti: knjige, znanstveni i stru¢ni
radovi. Rezultati dobiveni usporednim istrazivanjima na organskim i konvencionalnim

uzgojima svinja u nekoliko zemalja EU ukazali su na nizu antimikrobnu rezistenciju



crijevne E. coli izdvojene iz svinja u organskim uzgojima od one u konvencionalnim
uzgojima. No, do sada nije istrazena rezistencija sojeva crijevni E. coli izdvojene iz prasadi

sa manjih farmi u Hrvatskoj, §to ¢e biti predmet ovog rada.

1.2. Cilj rada

U ovom radu pruziti ¢e se sveobuhvatan pregled antimikrobne rezistencije sojeva
bakterije E. coli u svinja. Analizom prikupljenih podataka dobiti ¢e se uvid o rasirenosti
rezistentnih sojeva u manjim konvencionalnim uzgojima te usporediti rezultate ovog
istrazivanja sa dosadasnjim rezultatima istraZzivanja u konvencionalnim i organskim

uzgojima svinja.

1.3. Svrha rada

Svrha rada je usporedba antimikrobne rezistencije sojeva bakterije E. coli
izdvojenih iz prasadi na malim farmama Koprivnicko-krizevacke Zupanije sa rezultatima
dosadasnjih istrazivanja u Hrvatskoj i svijetu. Na temelju rezultata ovog rada moci ¢e se
zakljuciti koje skupine antimikrobnih pripravaka se najceS¢e nepotrebno i prekomjerno

koriste, a rezultati ¢e biti od koristi i uzgajivacima i prakticarima.

1.4. Hipoteza

Organski uzgoji svinja uvelike se razlikuju od konvencionalne proizvodnje, npr. po
strukturi stada, rezimu hranidbe, pristupu vanjskim povr§inama i dostupnom prostoru po
zivotinji, a posebno po upotrebi antibiotika. U konvencionalnim uzgojima svinja
uobicajena je upotreba antibiotika u lijecenju bakterijskih bolesti pa je vjerojatnija pojava
rezistencije bakterija na antimikrobne pripravke. Pretpostavka je da sojevi bakterije E. coli
izdvojeni iz prasadi u uzgojima Koprivnicko-krizevacke Zupanije pokazuju razlicitu
rezistenciju prema odredenim antimikrobnim lijekovima te da izolati iz konvencionalnih

uzgoja pokazuju visu rezistenciju u usporedbi sa izolatima podrijetlom iz organskih farmi.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Sustavi drzanja svinja

Jedan od glavnih preduvjeta za uspjesnu svinjogojsku proizvodnju je odabir sustava
drzanja i odgovarajueg smjestaja svinja. U konvencionalnoj svinjogojskoj proizvodnji
svinje se drze na polu reSetkastom ili reSetkastom podu, u odjeljcima i oborima u kojima
im je ograniceno kretanje. Posljedice takvog drzanja su nedovoljno kretanje svinja i
nedovoljna izloZzenost suncevoj svjetlosti. Nasuprot tome u ekoloskoj proizvodnji daje se
prednost drzanju svinja na otvorenom i na ,,dubokoj* stelji, odnosno na punom podu
(Kamenovi¢ i sur. 2017.). Osim samog smjeStaja vazna je i hranidba, njega, reprodukcija,
selekcija te zdravstveno stanje zivotinja (Lukovi¢, 2014.). Organska proizvodnja svinja u
odnosu na konvencionalnu, razlikuje se po mnogim segmentima §to se tiCe upotrebe
antibiotika, drzanja stada, prehrane te pristupa vanjskim povrSinama i prostoru za svinje
(Osterberg i sur., 2016.). Neke od tih razlika mogu utjecati na mikrobiolosku floru
ukljucujuéi 1 antimikrobnu otpornost, odnosno rezistenciju. Na primjer, profilakti¢na tj.
preventivha upotreba antimikrobnih lijekova 1 hormona rasta je zabranjena, iako
antimikrobni lijekovi mogu biti koriSteni za lijeCenje bolesnih Zivotinja, ali tek kada su sve
druge opcije iscrpljene. Drzanje svinja na otvorenom dobiva sve viSe na vaznosti
posljednjih desetljeca, a kao najvazniji razlozi popularnosti ovog sustava su znatno manji
troSkovi smjestaja, manja potroSnja energije, oCuvanje okoliSa te zahtjevi javnosti za manje
intenzivnim sustavima u stoc¢arskoj proizvodnji (Lukovié, 2014.).

Razlikujemo otvoreni, poluotvoreni i zatvoreni sustav drzanja. Otvoreni sustav
drzanja se smatra prirodnijim nacinom drzanja svinja u kojemu se sve kategorije svinja
slobodno kre¢u. U ovom sustavu drzanja svinje slobodno borave na pasnjacima ili na
Sumskim podru¢jima na kojima se hrane raznim Sumskim plodovima ili kombinacijom
drugih krmiva i koncentrata. Svinje koje su u ekstenzivnom uzgoju, vani provode najveci
dio Zivota te su u mogucnosti slobodno iskazivati svoje urodene instinkte. Tijekom dana se
slobodno kre¢u po Sumama ili paSnjacima, a preko no¢i i tijekom hladnijih dana borave u
malim nastambama. Za svinje koje su u slobodnom uzgoju na otvorenom, mora se
omoguciti minimalno 12m? prostora, gdje neometano mogu lezati i odmarati te gdje se
mogu bez problema kretati. Takoder, sve Zivotinje moraju imati pristup sklonistu, koje ne
smije biti izgradeno na zemljiStu nepropusnom za vodu. Svinje koje se drze na paSnjaku
moraju biti pod nadzorom uzgajivaca. Ekstenzivni sustav djeluje povoljno na zdravlje

svinja 1 osiguravanje ¢imbenika dobrobiti obzirom na to da svinjama omogucava kretanje u



prirodi. Prednost uzgoja na otvorenom je u tome da uz stalno kretanje zivotinje imaju bolji
tek od zivotinja u zatvorenim prostorima. Rovanjem svinje Ciste zemlju od korijenja, glista
i razli¢itih kukaca (Pejakovi¢, 2002.). Otvoreni sustav drzanja svinja ima i pozitivne i
negativne ¢imbenike. Od pozitivnih ¢imbenika valja istaknuti: bolje zdravlje svinja,
mogucnost slobodnog kretanja, rovanja, kaljuzanja, ceSanja, mogucnost vizualnog i
socijalnog kontakta s drugim jedinkama svoje vrste te mogucénost trazenja prirodne hrane i
istrazivanja prostora u kojem borave. Osim §to imaju moguénost izrazavanja prirodnih
oblika ponasanja, ovaj sustav takoder doprinosi i boljoj reprodukciji te pozitivno utjece i na
kakvocu mesa.

Poluotvoreni sustav drzanja podrazumijeva drzanje svinja u zidanim stajama uz
ogradene ispuste. Ispusti se ne upotrebljavaju u najhladnijim dijelu godine. Ispusti su inace
necisti dio nastambe. Upotrebljava se za drzanje krmaca, nerastova i prasadi za rasplod
(Asaj, 2003.).

Kod zatvorenog sustava drzanja svinje zive na malenom prostoru bez moguénosti
kretanja, rovanja, kaljuzanja i sli¢nih prirodnih oblika ponaSanja. Ovakav sustav drzanja
omogucuje maksimalno skra¢ivanje pojedinih faza proizvodnog ciklusa uz Sto vecu
gospodarsku dobit. Za svinje neprirodni uvjeti drzanja ublazavaju se kvalitetnom
hranidbom, raznim tehnoloskim postupcima, uskladivanjem mikroklime i provodenjem
higijenskih zdravstvenih programa preveniranja uvjetnih i tehnopatskih pojava (Asaj,
2003.). U prednosti ovog nacina drzanja se ubrajaju: povecana produktivnost, smanjena

investicija po zivotinji te mogucnost skra¢ivanja svih dijelova proizvodnog ciklusa.

2.2. Dobrobit svinja

Bilo u intenzivnom ili u ekstenzivnom uzgoju, vazna je dobrobit svinja. Mjere
zaStite dobrobiti svinja trebaju osigurati da se zivotinje dobro osjecaju u svom okolisu te da
¢imbenici kao Sto su rast, reprodukcija, bolest, ozljede i postotak uginuca budu unutar
proizvodnih standarda. Osnovni uvjet za osiguranje dobrobiti svinja, u stvari je nacin
drzanja svinja koji se moze posti¢i samo uz pomo¢ educiranog i vjestog osoblja, koji moze
prepoznati i  osigurati osnovne potrebe svinja  (http://www.veterinarstvo.hr/
UserDocsImages/Brosure/zastita_svinja.pdf). Pokazatelji dobrobiti Zivotinja su njihovo
zdravstveno stanje, stupanj proizvodnosti i na¢in ponasanja.

Zdravstveno stanje svinja jedan je od temeljnih i najocitijih znakova dobrobiti pa je
tako i loSe zdravstveno stanje svinja pokazatelj slabije dobrobiti. Glavni uzroci patnji

zivotinja na farmama su bolesti i ozljede, a takve je Zivotinje lako uociti. Pokazatelji
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zdravstvenog stanja koriste se primjerice za ispitivanje dobrobiti svinja kojima je
ograni¢eno kretanje te su u sputanih krmaca cCesti urinarni, lokomotorni i respiratorni
poremecaji. I unato¢ dobrom izgledu, koji ukazuje na dobro zdravstveno stanje, Zivotinja
moze patiti. Proizvodnost svinja moze se iskazati kao koli¢ina proizvedenog proizvoda po
jedinici pojedene hrane ili kao ekonomska vrijednost proizvoda po jedinici uloZzenog rada.
Izrazito visoka proizvodnja u suprotnosti je s dobrobiti Zivotinja. Na¢in ponasanja jedan je
od znakova prepoznavanja dobrobiti ili patnje svinja. Ovisno o zivotnim uvjetima i
sustavima uzgoja mijenjaju se i obrasci ponasanja. Odstupanje ponaSanja od normalnog
upozorava da zivotinja moze biti pod stresom i znak je slabije dobrobiti. Neodgovarajuca
hranidba, ciS¢enje i neobavljanje uobicajenih poslova u stajama za svinje Cesto uzrokuje
pojavu stresa. Cesto puta se svjesno smanjuje dobrobit Zivotinja zbog postizanja boljih
ukupnih rezultata na farmi. Ukljestenje krmace smanjuje dobrobit krmace, ali poboljsava
dobrobit prasadi i njihovo prezivljavanje. Isto tako individualno drzanje krmaca nakon
osjemenjivanja umanjuje dobrobit krmace, ali povecava leglo zbog niZe embrionalne

smrtnosti (Kamenovi¢ i sur., 2017.) .

2.3. Escherichia coli

Escherichia coli je Gram-negativna Stapicasta bakterija zaobljenih krajeva, veli¢ine
0,6-1,5 x 2-3um, koju svrstavamo u porodicu Enterobacteriaceae. Fakultativni je anaerob,
ne tvori spore, pokretna je i ima peritrihne biceve. Kapsula ju stiti od fagocitoze i daje
gladak, sjajan izgled kolonijama na hranjivim podlogama (eng. S-smooth). Osim kolonija u
S-obliku, mogu se javiti i kolonije hrapave povrSine (eng. R-rough) koje su manje i suhe
(Nagli¢ i sur., 2005.). Raste na uobic¢ajenim hranjivim podlogama koje se upotrebljavaju u
laboratorijskoj mikrobioloskoj dijagnostici. Kolonije potpuno narastu unutar 24 sata na
¢vrstim hranjivim podlogama i dostizu veli¢inu dva do nekoliko milimetara. Optimalna
temperatura za rast je 35-37 °C, a raste u rasponu od 7-48 °C i pri pH vrijednostima 4,5-9.
Redoviti je stanovnik debelog crijeva i distalnih dijelova tankih crijeva sisavaca (Quinn i
sur., 2003.). S obzirom na fermentaciju ugljikohidrata, laktoza-pozitivna je
enterobakterija.Vecina sojeva je apatogena te sudjeluje u radu crijevne mikroflore i probavi
hrane. Mnogi sojevi imaju pile ili fimbrije, koje imaju vaznu ulogu u prijenosu genetskog
materijala konjugacijom ili pomocu njih bakterijska stanica prijanja na sluznicu domacina.
Neki sojevi pokazuju sposobnost hemolize (Habrun, 2014a.). Bakterija E. coli ugiba na
temperaturi od 60°C i viSoj, a niske temperature dobro podnosi te moze zivjeti u vodi

(Stamatovi¢, 2001.).



2.4. Seroloska tipizacija bakterije Escherichia coli

Seroloskom tipizacijom odreduju se somatski (O), kapsularni (K), flagelarni (H) 1
fimbrijski (F) antigeni bakterija (Habrun, 2014a.).

Somatski antigeni su lipopolisaharidi smjeSteni na povrSini stani¢ne stjenke.
Njihova specificnost odredena je gradom polisharidnih lanaca. Kapsularni antigeni su
polisaharidne grade, a opisano ih je osamdesetak. Flagelarni (cilijarni) antigeni su
proteinske grade, poznato ih je viSe od pedeset. Oni nisu vazni za virulenciju bakterija, no
bitni su za potpunu serolosku tipizaciju nekog soja. Fimbrijski (pilusni) antigeni su
proteinske grade, a razliciti fimbrijski antigeni omogucéavaju prijanjanje bakterija za
membranu stanica domacina, §to omogucava kolonizaciju sluznice crijeva ili drugih
sluznica. Seroloska tipizacija ima veliko epidemiolosko i dijagnosticno znacenje, jer se

pripadnost pojedinim serovarovima podudara s patogenosc¢u sojeva (Habrun, 2014a.).

2.5. Patogeni sojevi bakterije Escherichia coli

Patogeni sojevi E. coli svrstani su u dvije skupine: uzro¢nike crijevnih infekcija
(intestinalna E. coli) 1 uzroCnike izvancrijevnih infekcija (ekstraintestinalna E. coli). U
mladih zivotinja klinicke infekcije patogenim sojevima bakterije E. coli mogu se oCitovati
kao crijevne infekcije (neonatalna kolibaciloza, entericna kolibaciloza), septikemija
(koliseptikemija, sistemska kolibaciloza) ili toksemija (kolibacilarna toksemija). U
odbijene prasadi moze se pojaviti proljev, obicno tijekom prva dva tjedna nakon odbi¢a
(kolibaciloza odbite prasadi) ili se pojavljuje kao zasebni entitet bolesti poznat pod
nazivom edemska bolest prasadi, najcesce 2-4 tjedna nakon odbica. Uzrok je hrana bogata
proteinima, a oboli najbolja prasad s najve¢im apetitom (Habrun, 2014a.).

S obzirom na patogenost, izrazene Cimbenike virulencije koje posjeduje i oblike
bolesti koje uzrokuje, uobicajena je podjela bakterije Escherichia coli na sljedece
patotipove:

e enterotoksigena (ETEC)

e enteropatogena (EPEC); prijanjajuca i briSu¢a (AEEC)

e vero(cito)toksigena ili shiga toksi¢cna (VTEC, STEC) ili enterohemoragi¢na

(EHEC)
e enteroagregativna (EAEC)
e enteroinvazivna (EIEC)

o ckstraintestinalna (ExPEC, Habrun, 2014a.).



ETEC je najraSireniji pato tip koji kolonizira sluznicu tankih crijeva te tvori
enterotoksine. Proizvodnja enterotoksina uzrokuje pojacano izluivanje tekucine i
elektrolita iz sistemske cirkulacije u lumen crijeva. Posljedice su: proljev, dehidracija,
neravnoteza elektrolita, acidoza, poremeca;j cirkulacije, Sok i smrt (Cvetni¢, 2002.). Tako je
nacin djelovanja svakog enterotoksina drugaciji, zajednic¢ki simptom je hipersekrecijska
dijareja.

EPEC kao ¢imbenike virulencije posjeduje nefimbrijski adhezin intimin i Tir protein
pomocu kojih blisko prijanja uz enterocite, umnaza se i uzrokuje propadanje crijevnih
resica. Klinicki znakovi ocCituju se od blagih promjena do krvavog proljeva u teladi,

prasadi, Stenadi, janjadi i djece (Habrun, 2014a.).

2.6. Antimikrobna osjetljivost bakterije Escherichia coli

Upotreba antimikrobnih lijekova je najucinkovitiji nacin lijeCenja bakterijskih
bolesti Zivotinja, no s godinama je doslo do povecanja steCene otpornosti bakterija.
Selekcijskim pritiskom po aplikaciji antimikrobnog lijeka iz populacije bakterija nestaju
osjetljive bakterije, dok rezistentne opstaju i dalje se razmnozavaju (Habrun, 2014b.).
Escherichia coli je Siroko rasprostranjena bakterija, a veéina sojeva je apatogena te
predstavljaju komenzalnu mikrofloru u probavnom traktu, dok patogeni sojevi u svinja
najces¢e uzrokuju crijevnu kolibacilozu. Komenzalizam je zajednica u kojoj jedan
organizam ima koristi, ali ne nanosi stetu drugome. Antimikrobna rezistencija znacajno se
razlikuje izmedu patogenih i komenzalnih izolata (Boerlin i sur., 2005.). Tadesse i sur.
(2012.) navode da se rezistencija na vise vrsta antimikrobnih pripravaka u E. coli povecala
sa 7,2% u 1950-tim godinama do 63,6% u 2000-tima. Povecanju rezistencije bakterija kroz
godine svakako je doprinijela upotreba antibiotika u ne terapeutske svrhe, npr. kao
promotora rasta, jer svaka upotreba antibiotika selektira rezistentne bakterije (Marshall i
Levy, 2011.).

Rezistencija sojeva E. coli na antimikrobne lijekove danas je veliki problem u
cijelom svijetu, a posebice u sojeva izdvojenih iz zivotinja sa velikih svinjogojskih ili
peradarskih farmi gdje se antibiotici godinama uporabljuju u lijecenju i metafilaksi bolesti
prouzrocenih bakterijom E. coli. Metafilaksa oznacava pojam kada se infekcija lijeci prije
ocitovanja klinicki vidljivih znakova bolesti tj. konkretno davanje antibiotika za
sprje¢avanje bolesti (Seol i sur., 2010.). Rezistencija na ampicilin, sulfonamide i
tetracikline opisana je u cijelom svijetu. Danas se najcesée u terapiji i metafilaksi

uporabljuju sintetski i potencirani penicilini (amoksicilin, amoksicilin sa klavulanskom
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kiselinom), pojedini aminoglikozidi (reomicin, gentamicin), fluorkinoloni (enrofloksacin,
marbofloksacin, ciprofloksacin), zatim cefalosporini, spektinomicin, kolistin te drugi
antimikrobni lijekovi. Prije uporabe bilo kojeg antimikrobnog lijeka valja testirati
osjetljivost izolata vrste E. coli (Habrun, 2014b.), za S$to se uobicCajeno koristi disk
difuzijska metoda ili odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije.

Najces¢i mehanizmi rezistencije bakterija su:

e inaktivacija antimikrobnih lijekova pomocu enzima,

e smanjena propusnost bakterijske stjenke,

e promjena ciljnog mjesta na stanici ili njegova zastita,

zaobilazenje matabolickih procesa,
e smanjenje unutarstanicnog nagomilavanja antimikrobnog lijeka.

Zbog brzog stvaranja rezistencije bakterije E. coli na antimikrobne lijekove koji se
primjenjuju u velikim uzgojima, treba kontinuirano pratiti osjetljivost izolata te bakterije
na antimikrobne lijekove. Ako pojedina farma koristi antimikrobne lijekove u lijecenju ili
metafilaksi, preporucuje se svakih nekoliko mjeseci mijenjati ih (tzv. ciklicna uporaba
antibiotika), jer se time usporava stjecanje rezistencije bakterija (Habrun, 2014b.).

Prema nacinu djelovanja na bakterije, antimikrobni lijekovi su svrstani u Cetiri skupine:
e lijekovi koji inhibiraju sintezu stani¢ne stjenke bakterije,

o lijekovi koji ostecuju citoplazmatsku membranu,
o lijekovi koji sprjecavaju sintezu ili funkcioniranje nukleinskih kiselina,
o lijekovi koji inhibiraju sintezu bakterijskih bjelan¢evina.

U istrazivanju provedenom u organskim i konvencionalnim uzgojima svinja u Cetiri
zemlje EU (Danska, Francuska, Italija i Svedska) istraZena je rezistencija bakterije E. coli
na antimikrobne pripravke. Pretrazeni su uzorci izmeta (fecesa) iz debelog crijeva svinja i
okolisa, podrijetlom sa viSe desetaka farmi. U sve Cetiri zemlje rezistencija sojeva bakterije
E. coli na antimikrobne pripravke bila je znatno niza u organskim uzgojima svinja

(Osterberg i sur., 2016.), a rezultati su prikazani u tablici 1.



Tablica 1. Rezistencija sojeva bakterije E. coli na antimikrobne pripravke u

konvencionalnim i organskim uzgojima svinja prema Osterberg i sur.

% rezistentnih sojeva E. coli
TESTIRANI KONVENCIONALNI UZGOJ ORGANSKI UZGOJ
ANTIMIKROBNI
PRIPRAVAK
DK F I S DK F I S

Ciprofloksacin 0.0 43 12.0 1.4 0.0 1.0 0.8 1.4

Gentamicin 5.8 7.5 6.4 1.4 0.0 6.0 0.8 0.0
Oksitetraciklin 423 74.5 74.4 14.1 13.5 46.0 34.4 9.9

Sulfametoksazol/ NT 40.4 NT NT NT 10.0 NT NT

Trimetoprim

DK — Danska, F — Francuska, I — Italija, S — Svedska, NT — nije testirano

Izvor: Osterberg i sur., 2016.

Znacajna razlika u nivou rezistencije prema tetraciklinima kod E.coli izdvojene iz
organskih i konvencionalnih uzgoja svinja, koja iznosi 37,9% za organske i 57,4% za
konvencionalne uzgoje (Kerouanton i sur.,2013.), sugerira da nacin uzgoja ima utjecaja na
koli¢inu izlucene E. coli i njezinu rezistenciju. Podaci dobiveni u studiji za vise EU
zemalja otkrivaju visoki nivo rezistencije bakterije E. coli prema tetraciklinima,
streptomicinu 1 ampicilinu, medu oboljelim svinjama (Hendriksen i sur., 2008.), dok je
pojava rezistencije niza u izolata iz zdravih svinja. Hariharan i sur. (2004.) istrazili su
osjetljivost ETEC izdvojene iz svinja i teladi, a sojevi izdvojeni iz svinja pokazali su
najnizu rezistenciju na ceftiofur te na neomicin i gentamicin, a rezultati su prikazani u

tablici 2.
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Tablica 2. Rezistencija sojeva bakterije E. coli na antimikrobne pripravke u istraZivanjima

provedenim u razli¢itim godinama, prema Hariharan i sur.

% rezistentnih sojeva E. coli
TESTIRANI ANTIMIKROBNI
PRIPRAVAK 1990 — 1997 1998-2002
Ceftiofur 0.0 2
Gentamicin 11 13
Neomicin 7 27
Oksitetraciklin 82 81
Sulfametoksazol/ trimetoprim 35 32

Izvor: Hariharan i sur., 2004.

Na neomicin 1 gentamicin najnizu rezistenciju pokazali su i izolati E. coli iz

konvencionalnih uzgoja u istrazivanju kojeg su proveli Nulsen i sur. (2008.).

Tablica 3. Rezistencija sojeva bakterije £. coli na antimikrobne pripravke u istraZzivanjima
provedenim u Novom Zelandu prema Nulsen i sur.

LA NN TGO % rezistentnih sojeva E. coli
PRIPRAVAK
Gentamicin 0.7
Neomicin 0.7
Oksitetraciklin 60

Izvor: Nulsen i sur., 2008.

U Hrvatskoj je disk difuzijskom metodom istrazena osjetljivost 256 izolata E. coli
izdvojenih iz dijagnostiCkoga materijala s 8 velikih svinjogojskih farmi. Najvisi stupanj
rezistencije od 98% utvrden je prema oksitetraciklinu, a 87% izolata bilo je rezistentno na
4 1 viSe antimikrobnih lijekova (Habrun 1 sur., 2010.). Drugim istrazivanjem u Hrvatskoj
bilo je obuhvaceno 114 izolata E. coli izdvojenih iz tankih crijeva prasadi po odbicu,
uginule sa znakovima proljeva. E-test metodom (MIC) istrazena je njihova osjetljivost na
deset antimikrobnih lijekova, a rezultati su pokazali najveéu rezistenciju prema
oksitetracilinu (89%), streptomicinu (74%) 1 sulfametoksazolu sa trimetoprimom (50%).
Otporno na cetiri ili viSe antimikrobih lijekova bilo je 68% izolata. Svi sojevi E. coli bili su
osjetljivi na cefotaxime, a osjetljivost od 97% pokazali su i na kolistin (Habrun i sur.,

2011.). Rezultati dobiveni dosadasnjim istrazivanjima u Hrvatskoj prikazani su u tablici 4.
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Tablica 4. Pregled osjetljivosti sojeva E. coli na antimikrobne pripravke u istrazivanjima

provedenim u Hrvatskoj, prema Habrun i sur.

TESTIRANI Habrun i sur., 2010. Habrun i sur., 2011.
ANTIMIKROBNI Osjetljivo Nije osjetljivo Osjetljivo Nije osjetljivo
PRIPRAVAK (%) (%) (%) (%)
Amoksicilin/
klavulanska kiselina 7 29 95 >
Kolistin 94 6 97 3
Oksitetraciklin 2 98 11 89
Gentamicin 47 53 68 32
Enrofloksacin 61 39 79 21
Sulfgmetoksgzol/ 13 87 50 50
Trimetoprim

Izvor: Habrun i sur., 2010./2011.

Valiakos 1 sur. (2016.) takoder su ustanovili visoku rezistenciju na oksitetraciklin,

ampicilin 1 amoksicilin kod sojeva E. coli izdvojenih iz svinja, no §to je posebno

zabrinjavajuce i kod E. coli izdvojene iz fecesa radnika na farmama.

Tablica 5. Pregled osjetljivosti sojeva E. coli na antimikrobne pripravke u istrazivanjima

provedenim iz fecesa i radnika na farmama u Grckoj, prema Valiakos i sur.

% rezistentnih sojeva E. coli
TESTIRANI ANTIMIKROBNI Zarazena Zarazeni radnici
PRIPRAVAK prasad sa farme
Amoksicilin 50.0 45.8
Amplicin 38.9 41.7
Sulfametoksazol/trimetoprim 16.7 8.3
Oksitetraciklin 50.0 37.5
Gentamicin 0.0 4.2

Izvor: Valiakos i sur., 2016.
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3. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

3.1. Prikupljanje podataka

Podaci koji su koriSteni za izradu ovog rada prikupljeni su za vrijeme obavljanja
zavrsne specijalisticke diplomske struéne prakse u Hrvatskom veterinarskom institutu,
podruznici Veterinarski zavod Krizevci. Isti su izdvojeni iz laboratorijskih protokola koji
se odnose na uginulu prasad, dostavljenu na pretrazivanje u Laboratorij za dijagnostiku

Veterinarskog zavoda KriZevci.

3.2. Materijal

Sojevi bakterije Escherichia coli koji su testirani u ovom istrazivanju, izdvojeni su
iz crijeva prasadi, podrijetlom iz 6 uzgoja svinja sa obiteljskih poljoprivrednih
gospodarstava Koprivni¢ko-krizevacke Zupanije u opéinama Krizevci, Sv. Ivan Zabno i
Sv. Petar Orehovec. Na izabranim farmama ukupno je 365 krmaca, razlicitih pasmina,

kako je prikazano u tablici 6, a gospodarstva su oznacena slovima A — F.

Tablica 6. Farme odabrane za istrazivanje

OZNAKA BROJ
ST A KOORDINATE A PASMINSKI SASTAV
A 46°03'06" S 16°23'51" T 50  SLNIL, VI
(krizane u F1 generaciji)
B 46°07'37" S 16°32'17" 1 60 SL, VI, P
C 46°01'04" S 16°37'49" 1 40 NJL, P
D 45°59'51" S 16°26'57" 1 90 NJL x VJ
E 45°58'59" S 16°36'00" I 50 NJL
F 45°57'15" S 16°28'13" 1 75 SL,SLxNJLiSLx VJ
Oznake pasmina na farmama:
SL — SVEDSKI LANDRAS, NJL - NJEMACKI LANDRAS,
VJ - VELIKI JORKSIR, P — PIETREN; x - kriZano

Izvor: Podaci dobiveni od viasnika, 2017.

Odabrana gospodarstva bave se konvencionalnim uzgojem i prakticiraju zatvoreni
sustav drzanja svinja. Osim razli¢itog pasminskog sastava imaju i razli¢ite nacine drZanja

krmaca, provodenje preventivnih mjera zaStite na prasadi te razli¢ito vrijeme odbica

13



prasadi od sise. U vrijeme pocetka uzorkovanja na farmama se nije provodila aktivna
imunizacija krmaca vakcinama protiv E. coli infekcija. Neke farme provode aktivnu
imunizaciju krmaca protiv respiratornih infekcija (Mycoplasma hyopneumoniae) te
metafilaksu protiv protozoa Isospora suis. Neke farme prakticiraju preventivno davanje
antibiotika u prvom tjednu po praSenju, dok neki kao jedini preventivni zahvat koriste
davanje Zeljeza i vitamina. Podaci o drzanju, odbicu i preventivnim mjerama navedeni su u

tablici broj 7.

Tablica 7. Nacin drzanja krmaca, vrijeme odbica prasadi i preventiva na farmama

ODBICE OSTALE
PRASENJE U IMI?JIIEI];IZ\QE?J A PREVENTIVNE
DANIMA ' MIJERE
A v bqks? uklijestene 28 ne 12, v1t'am1m,
pojedina¢no cefquinome
zapoceta tijekom
istrazivanja,
PORCILIS o
grupno u boksu 35 PORCOLI (E. coli — Fe, vitamini
F4ab, F4ac, F5, F6,
LT toxoid)
grupno u boksu 45 ne Fe, vitamini
RESPISURE BAYCOX
grupno uklijestene 30 (Mycoplasma (Isospora suis),
hyopneumoniae) Fe, vitamini
uboksu Gentamicin
E C 1. uklijestene 35 ne dozer,
pojedina¢no .
Fe, vitamini
U boksu BAYCOX
F pojedinacno i uklijestene 30 ne (Isospora suis),
grupno Fe, vitamini

Izvor: Semper, 2018.

Valja napomenuti da osim preventivnih mjera, vlasnici farmi ¢esto sami provode
lijecenje prasadi. Pri pojavi bolesti u prasadi sa vidljivim klini¢kim znakovima, kao $to su
proljev ili otezano disanje, uobiCajena je upotreba na trziStu dostupnih antimikrobnih
lijekova.

Iz prasadi sa navedenih farmi izdvojeno je i na antimikrobnu osjetljivost testirano

ukupno 44 soja bakterije Escherichia coli.
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3.3. Metode

U svrhu izdvajanja sojeva bakterije Escherichia coli iz crijeva prasadi, u
laboratoriju su koriStene uobicajene hranjive podloge. Kao osnovna podloga koristen je
krvni agar sa 5% defibrinirane ov¢je krvi (,,Merck®) kako bi se ustanovile morfoloske
karakteristike i hemoliticke osobine pojedinih sojeva bakterije Escherichia coli. Uzorci su
nacjepljivani i na selektivne krute hranjive podloge, XLD agar i ENDO agar (,,Merck®),
kako bi se razlucili sojevi bakterije Escherichia coli od ostalih enterobakterija. Pri obradi je
koristen iskljucivo sterilni pribor, kako bi se izbjegla kontaminacija organa i tkiva. Kulture
su se inkubirale aerobno na 37°C/24-48 sati.

Svi izdvojeni sojevi pretrazeni su molekularnim metodama (PCR) na gene za
¢imbenike virulencije intestinalne E.coli, kako bi se utvrdila njihova patogenost.

Osjetljivost izdvojenih sojeva prema antimikrobnim lijekovima proveli smo disk
difuzijskom metodom na Mueller-Hinton agaru, direktnom suspenzijom kolonija uz 0,5
McFarland, prema standardu Clinical and Laboratory Standards Institute M02-A12 (CLSI,
2015.), a diskovi koje smo testirali prikazani su u tablici broj 8. Opticka gustoca
pripremljene bakterijske suspenzije izmjerena je pomocu denzitometra (slika 1). Na
Mueller-Hinton agaru dobro raste vecina patogenih bakterija, a sadrzi vrlo male kolicine ili
uopce ne sadrzi tvari koje inhibiraju aktivnost sulfonamida ili trimetoprima (timin i
timidin) 1 tvari koje inhibiraju aktivnost fetraciklina, aminoglikozida i polipetida.

Zone inhibicije za antimikrobne pripravke procijenjene su sukladno dodatku za

antimikrobno testiranje M100-S25 (CLSI, 2015.).

Tablica 8. Testirani antimikrobni pripravci u provedenom istrazivanju

ANTIMIKROBNI LIJEK OZNAKA (ngll\l)g]%l[\?"ll‘lll)isclf?A) PROIZVODPAC
gentamicin GM 10pg OXOID
linkomicin/spektinomicin LS 9/100 pg OXOID
amoksicilin/klavulanska kiselina AMC 20/10 pg BIO-RAD
cefaleksin CFX 30 pg BIO-RAD
oksitetraciklin oTC 30 ug MAST DIAGNOSTICS
enrofloksacin ENF Sug OXOID
flumekvin FLU 30 pg OXOID
sulfametoksazol/trimetoprim SXT 25/75 pg MAST DIAGNOSTICS
florfenikol FFC 30 ug OXOID
kolistin sulfat CO 10pg OXOID

Izvor: Semper, 2018.
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Oprema, pribor i podloge koristeni u istrazivanju te postupak izdvajanja bakterije
Escherichia coli 1 testiranja antimikrobne osjetljivosti (izrada antibiograma) disk-
difuzijskom metodom prikazani su u dijagramu 1 te na slikama 11 2.

Dijagram 1. Laboratorijski postupak izdvajanja E. coli 1 izrada antibiograma
Izvor: Tehnicka dokumentacija Laboratorija K- 1, 5.4/K1/SOPO3, 5.4/K1/SOP0O4, 2011.
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Slika 1. Denzitometar — uredaj za mjerenje opticke gustoce suspenzije prema McFarlandu
Izvor: Semper, 2018.

Slika 2. Laboratorijski pribor i oprema koristeni u istrazivanju

Izvor: Semper, 2018.
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4. REZULTATIISTRAZIVANJA I RASPRAVA
4.1.Rezultati

Na nacijepljenim bakterioloskim podlogama po inkubaciji je ustanovljen rast
bakterijskih kolonija karakteristicnog izgleda za vrstu Escherichia coli. Na slici 3 prikazan
je porast i izgled kulture bakterije Escherichia coli sa svojstvom B-hemolize. Slika 4
prikazuje porast bakterijskih kultura E. coli na koriStenim kromogenim selektivnim
podlogama. Kod 44 testirana soja molekularnim metodama (PCR) dokazano je 1-7
¢imbenika virulencije intestinalne E. coli po soju (rezultati objavljeni drugdje), ¢ime je

potvrdena njihova patogenost te se pristupilo izradi antibiograma (slika 5).

Slika 3. P26 — B-hemoliti¢na kultura bakterije Escherichia coli na krvnom agaru nakon

inkubacije na 37°C/24h. Nacijepljeno iz dijelova crijevnog trakta (jejunum, ileum, kolon).
Izvor: Semper, 2018.

Slika 4. P37 — karakteristiCan porast kolonija bakterije Escherichia coli na XLD agaru
(lijevo) 1 Endo agaru (desno), nakon inkubacije na 37°C/24h. Nacijepljeno iz jejunuma.
Izvor: Semper, 2018.
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Slika 5. Antibiogram — prikaz osjetljivosti testirane bakterijske kulture prema razli¢itim

antimikrobnim pripravcima, sa zonama osjetljivosti na Mueller-Hinton agaru
Izvor: Semper, 2018.

Sojevi bakterije Escherichia coli u istrazivanju testirani su na antimikrobnu
osjetljivost prema ukupno 10 antimikrobnih pripravaka. Od testiranih pripravaka, redovito
su testirani amoksicilin sa klavulanskom kiselinom, florfenikol i enrofloksacin (na 100%
uzoraka), gentamicin na 95,5% uzoraka, linkospektin na 79,5%, kolistin sulfat na 68,2%,
flumekvin na 65,9% sluCajeva, sulfametoksazol sa trimetoprimom na 52,3%, cefaleksin na
40,9% 1 oksitetraciklin na 22,7% uzoraka.

Iz rezultata prikazanih u tablici 9 vidljivo je da je vec€ina testiranih sojeva E. coli
dobro ili umjereno osjetljiva na amoksicilin sa klavulanskom kiselinom (AMC) 90,9%, dok
je osjetljivost prema florfenikolu (FFC) 59,1% te enrofloksacinu (ENF) 50%. Prema
ostalim antimikrobnim pripravcima pokazuju znacajnu rezistenciju, koja se krec¢e od 66,7%
prema gentamicinu (GM) i cefaleksinu (CFX) do 91,4% prema linkospektinu (LS).

Ukupni postotak rezistentnih sojeva prema pojedinim antimikrobnim pripravcima u

ovom istrazivanju, prikazan je i u grafikonu 1.
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Tablica 9. Skupni prikaz rezistencije sojeva E. coli prema prasadi i gospodarstvima

TESTIRANI ANTIMIKROBNI PRIPRAVAK PRASAD
OZNAKA OZNAKA
UZORKA | amc | FFC | ENF | FLU | GM | CFX | co | sxT | Ls | orc | NASIS (S:“;a‘:g:;g GOSPODARSTVA
Pl 1 i S R R NS 21 E
P4 S R s S S S NS 26 D
Ps s R R R R PO 40 D
P7 S R R R I R PO - D
P8 s R R R 1 R PO - D
P11 R S S S R NS 16
P13 S s R R R I PO 28 E
P14 S S s 1 S R PO 45 C
P15 S R R I 1 PO 60 E
P16 S S S I s 1 R NS 38 C
P17 s S R R S 1 R R NS 5 B
P18 S S R R S 1 R R NS 5 B
P19 S R R R S 1 R R PO 37 D
P20 S R R R S S R R R PO . D
P21 S s s R I R R R PO 43 B
P22 S S R R I S S 1 S NS 7 C
P23 S S S S S S S S PO 60 C
P24 S I I R R R R R NS 6 F
P25 S 1 I R R R R R NS 6 F
P26 S 1 I R R R R R NS 6 F
P27 s S S R R R R R R | ns 8 F
P28 S s R R R R R R R | ns 3 F
P29 S s R R R R R R R | ~s 3 F
P31 S R s R R R R R R | ns 2 E
P32 s R s R R R R R R | ns 2 E
P33 s R s R R R R R R | Ns 2 E
P34 s R s S R R R PO 2 D
P35 S S S R R R R NS 9 E
P36 s S S R R R R NS 9 E
P37 S R R R R R R NS 20 D
P38 S R R R R R R NS 20 D
P39 s R s S R R R PO 77 D
P41 S S R R R R R NS 13 E
P42 S s R R R R R NS 13 E
P43 s s R R R R R NS 13 E
P44 1 S R R S R R NS 14 B
P45 1 s R R S R R NS 14 B
P46 R s s R R R R NS 4
P47 R s R R R R R NS 4
P48 S s R R R R R NS 2
P49 S R S R R R R NS 20 A
P50 S R s R R R R NS 20 A
P51 S R I S R 1 PO 55
P55 R R R R R R R PO 35 B

P1 do P55 - Oznake prasadi u istrazivanju kod kojih je izdvojena patogena E. coli ; NS —na sisi ; PO — po odbiéu
S — osjetljivo (susceptible) ; | —umjereno osjetljivo (intermediate) ; R nije osjetljivo (resistant)
Oznake testiranih antimikrobnih pripravaka navedene u tablici 1.

Izvor: Semper, 2018.
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Grafikon 1. Ukupna rezistencija sojeva FE. coli prema testiranim antimikrobnim
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Tablica 10. Testirani antimikrobni pripravci
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Izvor: Semper, 2018.

LS linkospektin

SXT sulfametoksazol/trimetoprim

FLU flumekvin

OTC oksitetraciklin

Cco kolistin sulfat

GM gentamicin

CFX cefaleksin

ENF enrofloksacin

FFC florfenikol
AMC aminoksicilin/klavulanska kiselina

Izvor: Semper, 2018.
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Promatraju¢i dobivene rezultate po gospodarstvima, uocljiva je razlicita osjetljivost
sojeva bakterije Escherichia coli prema testiranim antimikrobnim pripravcima. Tako
osjetljivost prema razliitim antimikrobnim pripravcima po gospodarstvima znacajno
varira.

Na grafikonima koji slijede prikazani su rezultati za gospodarstva D, E i F, s kojih

je testiran najveci broj uzoraka.

Rezultati — gospodarstvo D

Primjerice, na gospodarstvu D vidljiva je osjetljivost svih istrazenih sojeva na AMC
te 100%-tna rezistencijana FFC. Zamjetna je i visoka rezistencija prema ENF i GM koja

iznosi 70% (grafikon 2).

Grafikon 2. Osjetljivost testiranih antimikrobnih pripravaka na gospodarstvu D
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Izvor: Semper, 2018.
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Rezultati — gospodarstvo E

Rezultati za gospodarstvo E pokazuju kako su svi istrazeni sojevi osjetljivi na
AMC, a rezistencija na FFC je na istom gospodarstvu znatno manja od one ustanovljene na
gospodarstvu D te iznosi svega 36% (grafikon 3). Rezistencija je neSto visa kod ENF

(45,5%), a visoka rezistencija uocljiva je kod GM 1 to ¢ak 81%.

Grafikon 3. Osjetljivost testiranih antimikrobnih pripravaka na gospodarstvu E
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Izvor: Semper, 2018.

Rezultati — gospodarstvo F

Sojevi bakterije Escherichia coli izdvojeni iz prasadi na gospodarstvu F pokazali su
vrlo nisku rezistenciju prema FFC, koja iznosi svega 9,1%. Rezistencija na GM je kao i
kod gospodarstva E, visoka i iznosi 81,2%. Za razliku od gospodarstava D i E, gdje je
ustanovljena 100%-tna osjetljivost prema AMC, na gospodarstvu F javlja se umjerena
rezistencija izdvojenih sojeva prema AMC 1 iznosi 27,3%. Gospodarstvo F specifi¢no je u
ovom istrazivanju, jer je jedino gdje je izmedu testiranih antimikrobnih pripravaka
ustanovljena najbolja osjetljivost sojeva bakterije Escherichia coli prema FFC — 90,1%.

Rezultati za gospodarstvo F prikazani su u grafikonu 4.
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Grafikon 4.0Osjetljivost testiranih antimikrobnih pripravakana gospodarstvu F

GOSPODARSTVO "F"
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Izvor: Semper, 2018.

Na gospodarstvima sa manjim brojem testiranih sojeva bakterije Escherichia coli takoder
je vidljiva razlicita osjetljivost prema testiranim antimikrobnim pripravcima.

Tako je na gospodarstvu B vidljiva visoka rezistencija na ENF (83,3%) i niska
rezistencija na ostale najcesce testirane antimikrobne pripravke, koja iznosi 16,6% za FFC
1 AMC te 20% za GM.

Sa gospodarstva C testirano je Cetiri uzorka i svi su pokazali 100%-tnu osjetljivost
prema AMC, FFC i GM te dobru osjetljivost prema ENF od 75%.

Sa gospodarstva A testirano je samo 2 uzorka, koji su pokazali 100% osjetljivost na

AMC i ENF te 100% rezistenciju prema FFC i GM.
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Ako zasebno promatramo rezultate dobivene za prasad ,,na sisi“ i ,,po odbicu® za
redovito testirane antimikrobne pripravke, iz tablice 9 je vidljivo da je veéina sojeva
bakterije Escherichia coli izdvojenih iz prasadi na sisi osjetljiva na AMC (80%), nesto su
slabije osjetljivi na FFC (60%), a da je rezistencija visa na ENF (50%). Veca rezistencija
vidljiva je i kod GM (70%) u odnosu na prasad po odbi¢u gdje iznosi (50%). Rezultati su

prikazani u grafikonu 5.

Grafikon 5. Osjetljivost testiranih antimikrobnih pripravaka kod prasadi na sisi

PRASAD NA SISI
25 T ==y
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Izvor: Semper, 2018.
Kod odbijene prasadi vidljiva je vrlo visoka osjetljivost prema AMC (91%), a

razlika u odnosu na sisaju¢u prasad je u viSoj rezistenciji na FFC (71%) i ENF (57%).

Rezultati osjetljivosti za odbijenu prasad prikazani su u grafikonu 6.
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Grafikon 6. Osjetljivost testiranih antimikrobnih pripravaka prasadi po odbic¢u
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Izvor: Semper, 2018.
4.2. Rasprava

Problem rezistencije bakterija prema antimikrobnim pripravcima prisutan je u
cijelom svijetu i s vremenom postaje sve veci. Unato¢ napretku znanosti i razvijanju novih
lijekova, 1 kod ljudi i kod domacih Zivotinja antimikrobni pripravci se bez obzira na
povecanu svijest 0 moguénosti razvoja rezistencije kod razlicitih vrsta bakterija, jo$ uvijek
pretjerano i Cesto nepotrebno koriste. Uzgoji svinja, kako organski (ekoloski) tako i
konvencionalni, u kojima je bakterija Escherichia coli najces¢i bakterijski patogen, nisu
izuzeti od sve prisutnog problema antimikrobne rezistencije, a iluzorno je ocekivati ¢e se
rezistencija prema antibioticima i kemoterapeuticima pojaviti samo u zemljama, regijama i
uzgojima sa intenzivnom svinjogojskom proizvodnjom i u velikim aglomeracijama, gdje je
upotreba antimikrobnih pripravaka ucestala, kako u preventivi tako i1 u kurativi. Rezultati

dosadasnjih istrazivanja redom ukazuju na prednosti organskih uzgoja koje nisu vezane
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samo uz dobrobit Zivotinja, ve¢ i uz pojavu bakterijske rezistencije, koja je prema brojnim
autorima kod organske proizvodnje manja u odnosu na konvencionalne uzgoje.

Za razliku od otvorenih uzgoja koje opisuju Pejakovi¢ (2002.) i Lukovi¢ (2014.) te
poluotvorenih uzgoja svinja prema Asaju (2003.), uzorci pretrazeni u ovom istrazivanju
podrijetlom su iz zatvorenih uzgoja velic¢ine 40 — 90 krmaca. Na 4 od 6 farmi ukljuc¢enih u
istrazivanje krmace se drze grupno u boksovima, dok su pri prasenju na 4 od 6 farmi
krmace uklijestene. Ti podaci pokazuju da vecina uzgajivaca drzi do dobrobiti krmaca po
osjemenjivanju, dok im je pri prasenju bitnija dobrobit prasadi, kako opisuju Kamenovic i
sur. (2017.). Na 4 od 6 farmi prasad po praSenju dobiva preventivno samo Zeljezo i
vitamine, dok se na dvije farme preventivno daju i antibiotici. S obzirom na nacin drzanja i
preventivu, svi uzgoji ukljuceni u istrazivanje su konvencionalni, jer se uvelike razlikuju
od organskih uzgoja i zahtjeva koje opisuju Lukovi¢ (2014.) i Osterberg i sur. (2016.).
mada ne u broju u kojem su postojale prije 30-tak godina. Zbog izrazene neosjetljivosti
bakterija i Cesto neuspjesnog lijeCenja bakterijskih infekcija 1 velikih gubitaka kod prasadi,
na nekoliko velikih svinjogojskih farmi u Hrvatskoj provedena su istraZivanja
antimikrobne osjetljivosti vise bakterijskih vrsta izdvojenih iz svinja (Habrun i sur., 2010.)
i sojeva bakterije Escherichia coli iz odbite prasadi (Habrun i sur., 2011.), koja su pokazala
razli¢iti stupanj rezistencije prema odredenim skupinama antimikrobnih lijekova. U
Koprivni¢ko-krizevackoj zupaniji postoji velik broj obiteljskih poljoprivrednih
gospodarstava koja se bave svinjogojskom proizvodnjom, a na kojima se javljaju istovjetni
problemi u lijeCenju bakterijskih infekcija kao na velikim farmama pa je bilo potrebno
provesti ovo istrazivanje, kojim smo dobili uvid u raSirenost rezistentnih sojeva bakterije
Escherichia coli medu populacijom svinja sa, uvjetno rec¢eno, manjih farmi.

Ako usporedimo gore spomenute rezultate Habruna i sur. (2010., 2011.) navedene u
tablici 4, sa rezultatima ovog istrazivanja, mozemo uociti odredene sli¢nosti, ali i velike
razlike. U ovom istrazivanju, amoksicilin sa klavulanskom kiselinom je antimikrobni
pripravak prema kojem su izolati bakterije E. coli pokazali najnizu rezistenciju u ukupno
pretrazenoj populaciji (Grafikon 1), kao i u populaciji odbite prasadi (Grafikon 6), Sto se
podudara s rezultatima koje su dobili Habrun i sur. (2011.) u istrazivanju provedenom kod
odbite prasadi. Visoka rezistencija prema sulfametoksazolu s trimetoprimom (91,3%) koju
smo ustanovili kod izolata u ovom istrazivanju, moze se uociti i u rezultatima koje su
dobili Habrun i sur. (2010.). U velikoj mjeri podudaraju se i rezultati rezistencije prema

oksitetraciklinu u ovom istrazivanju (80%) sa rezultatom 89% koji su zabiljezili Habrun i
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sur. (2011.), dok rezultati provedenog istraZivanja pokazuju znatno viSu rezistenciju prema
enrofloksacinu 1 gentamicinu. Najveée uoCene razlike za koje se moze re¢i da su
zabrinjavajuce, odnose se na osjetljivost testiranih sojeva prema kolistinu, za kojeg su
Habrun i sur. (2010., 2011.) ustanovili nisku rezistenciju od 6%, odnosno 3%, a rezultati
provedenog istrazivanja pokazuju vrlo visoku rezistenciju od 73,3%.

Iz tablice 1 uocljiva je otpornost velikog broja sojeva bakterije Escherichia coli
prema vecem broju antimikrobnih lijekova. Testirani rezultati pokazuju da je 34/44 izolata
ili 77,3% otporno na 4 ili viSe antimikrobnih lijekova, a taj podatak je izmedu rezultata ve¢
provedenih istrazivanja od 68% (Habrun i sur., 2011.) i 87% (Habrun i sur., 2010.).

Promatraju¢i rezistenciju sojeva E. coli prema gentamicinu, mozemo uociti vrlo
velike razlike izmedu provedenih rezultata i rezultata dosadaSnjih istrazivanja. Postotak
rezistentnih sojeva izdvojenih iz prasadi u konvencionalnim uzgojima, kre¢e se od 0,0%,
Sto znaci potpunu osjetljivost (Valiakos i sur., 2016.), preko zanemarive rezistencije od
0,7% u istrazivanju Nulsena i sur. (2008.) provedenog na Novom Zelandu, do jo$ uvijek
niske rezistencije koju su u rezultatima prikazali Osterberg i sur. (2016.), a koja je u
Svedskoj, Danskoj, Italiji i Francuskoj, kako slijedi iznosila 1,4%, 5,8%, 6,4%, odnosno
7,5%. Nesto visa rezistencija na gentamicin zabiljezena je u istrazivanjima koje su proveli
Hariharan i sur. (2004.), a kre¢e se od 11-13%, ovisno o razdoblju istrazivanja (tablica 2).
U usporedbi sa navedenim, provedeni podatak o rezistenciji prema gentamicinu od 66,7%
u ukupno pretrazenoj populaciji je porazavajuci.

S druge strane, ako promatramo rezultate koji se odnose na osjetljivost izdvojenih
sojeva bakterije FEscherichia coli prema oksitetraciklinu, gotovo u svim do danas
provedenim istraZivanjima vidljiva je visoka ili vrlo visoka rezistencija. Rezultat od (80%)
gotovo je identican sa rezultatima koje su dobili Hariharan i sur. (2004.), a koji ovisno o
periodu istrazivanja iznose 81%, odnosno 82%. ZnaCajnu rezistenciju u istraZivanju
provedenom u vise zemalja EU, osim u zemljama Skandinavije, ustanovili su Hendriksen i
sur. (2008.). Nulsen i sur. (2008.) navode rezistenciju prema oksitetracilinu od 60%, a
Valiakos i1 sur. (2016.) 50%. Visoka rezistencija zabiljezena je 1 u konvencionalnim
uzgojima u Francuskoj i Italiji, gdje iznosi 74,5%, odnosno 74,4%. Rezultat rezistencije
prema oksitetraciklinu u Danskoj je 42,3%, a prema navedenim rezultatima iz
konvencionalnih uzgoja, moZe se re¢i da je niska rezistencija od 14,1% zabiljeZena jedino
u Svedskoj (Osterberg i sur. 2016.).

Usporeduju¢i podatke o rezistenciji sojeva bakterije FEscherichia coli u

konvencionalnim i organskim uzgojima svinja, lako su uocljive velike razlike i viSestruko
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veci postotak rezistentnih sojeva u konvencionalnim uzgojima. Rezultati rezistencije prema
oksitetraciklinu u organskim uzgojima u Italiji iznose 34,4%, dok je rezultat za
konvencionalne uzgoje 74,4%, §to znaci vise nego dvostruko veci broj rezistentnih sojeva.
U Danskoj je rezistencija na oksitetraciklin u organskim uzgojima svega 13,5%, a to je
Cetverostruko manje od 42,3% zabiljezenih u konvencionalnim uzgojima (Osterberg i sur.
2016.). Razlike u nivou rezistencije izmedu organskih i konvencionalnih uzgoja, mada ne
tako drasti¢ne, navodi i Kerouanton (2013.). Razmjere rezistencije prikazane u rezultatima
ovog istrazivanja pokazuje primjer sulfametoksazola sa trimetoprimom, prema kojem je
ustanovljena rezistencija kod 91,3% sojeva E. coli. Osterberg i sur. (2016.) za
konvencionalne uzgoje u Francuskoj navode rezistenciju prema sulfametoksazolu sa
trimetoprimom od 40,4%, a u organskim uzgojima rezistencija je tek 10,0%, dakle 9 puta
manja nego na naSim gospodarstvima. Jo§ drasti¢nije razlike u rezistenciji vidljive su ako
usporedimo rezultate za gentamicin iz organskh uzgoja u istom istrazivanju (0,0% — 6,0%)
sa naSim rezultatom od 66,7%.

U svijetu je poznata rezistencija sojeva bakterije Escherichia coli prema
oksitetraciklinima 1 sulfonamidima te potenciranim sulfonamidima, no prema
aminoglikozidima  (reomicin,  gentamicin) 1  fluorkinolonima (enrofloksacin,
marbofloksacin, ciprofloksacin) rezistencija je uglavnom niska, $to u istraZivanju
provedenom na uzorcima sa nasih gospodarstava nije slucaj. Usporedba nasih rezultata sa
rezultatima dosadasnjih istrazivanja, ukazuje na visoku rezistenciju sojeva bakterije
Escherichia coli uuzgojima svinja Koprivnicko-krizevacke zupanije. Podatak koji najbolje
ilustrira razmjere problema je zabiljeZena potpuna rezistencija kod 192/318 (60,4%)
testiranih diskova s antimikrobnim pripravcima u ovom istrazivanju. Navedeni podatak i
77,3% pretrazenih sojeva koji su rezistentni na 4 i viSe antimikrobnih lijekova, govore u
prilog tvrdnji o stalnom povecanju rezistencije bakterija (Tadesse i sur., 2012.) i daju nam
razlog za zabrinutost. Moramo spomenuti da farme na kojima se primjenjuje preventivno
davanje antibiotika imaju zabiljezen visok stupanj rezistencije, ali ne odstupaju drasticno
od prosjeka cijelog istrazivanja. Tako je na farmi ,,E*“ zabiljezena ukupna rezistencija
izdvojenih sojeva E. coli kod 65,4% testiranih diskova s antimikrobnim pripravcima, $to je
5% vise od prosjeka. No, istovremeno je rezistencija na 4 i viSe antibiotika 5% niZa u
odnosu na prosjek istrazivanja i iznosi 72,3%.

Iz prikazanih rezultata vidljivo je da sojevi bakterije Escherichia coli izdvojeni iz
prasadi sa obiteljskih poljoprivrednih gospodarstava Koprivnicko-krizevacke zupanije,

pokazuju rezistenciju na 8 od 10 testiranih antimikrobnih lijekova u viSe od 50% slucajeva,
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a tek na jedan od deset testiranih pripravaka osjetljivi su u viSe od 90% slucajeva. S
obzirom na rezultate ovog istrazivanja i trendove u svijetu koji pokazuju sve vecu
rezistenciju bakterija prema antimikrobnim lijekovima, opravdana je bojazan za buduc¢nost
lijecenja bakterijskih infekcija u uzgojima svinja, a posebno medu osjetljivom populacijom

prasadi prije i poslije odbica.
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5. ZAKLJUCAK

Iz prikazanih rezultata i usporedbom istih sa rezultatima dosadaSnjih istrazivanja

provedenih u Hrvatskoj i svijetu, moguce je izvesti sljedece zakljucke:

Antimikrobna rezistencija sojeva bakterije Escherichia coli izdvojene iz prasadi u
konvencionalnim uzgojima svinja Koprivnicko-krizevacke zupanije vrlo je visoka.
Izdvojeni sojevi bakterije Escherichia coli pokazali su rezistenciju viSu od 50% prema 8 od
10 testiranih antimikrobnih pripravaka.

Zabiljezena visoka rezistencija prema aminoglikozidima (gentamicin) i fluorkinolonima
(enrofloksacin) nije uobicajena u svijetu.

Rezultati ukazuju na visi postotak rezistentnih sojeva u usporedbi s dosadasnjim
istrazivanjima u konvencionalnim uzgojima svinja.

Rezistencija sojeva bakterije Escherichia coli u konvencionalnim uzgojima svinja
Koprivnicko-krizevacke Zupanije viSestruko je veéa u odnosu na organske uzgoje u
zemljama EU.

Razlozi koji su doveli do ovako visoke rezistencije prema gotovo svim testiranim
antimikrobnim pripravcima, najvjerojatnije leze u njihovoj dostupnosti uzgajiva¢ima te
nekontroliranoj primjeni bez prethodnog testiranja antimikrobne osjetljivosti (izrade

antibiograma) i savjetovanja sa stru¢njacima.
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POPIS KRATICA

AEEC prijanjujuca i briSuéa Escherichia coli
AMC amoksicilin sa klavulanskom kiselinom
ATB antibiogram

CFX cefaleksin

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
CO kolistin sulfat

EAEC enteroagregativna Escherichia coli

E. coli Escherichia coli

EHEC enterohemoragi¢na Escherichia coli
EIEC enteroinvazivna Escherichia coli
ENF enrofloksacin

EPEC enteropatogena Escherichia coli
ETEC enterotoksigena Escherichia coli

EU europska unija

ExPEC ekstraintestinalna Escherichia coli

F fimbrijski antigeni

FFC florfenikol

GM gentamicin

H flagelarni antigeni

K kapsularni antigeni

LS linkomicin/spektinomicin

MIC minimalna inhibitorna koncentracija
0] somatski antigeni

OTC oksitetraciklin

PCR lan¢ana reakcija polimerazom

STEC Shiga toksi¢na Escherichia coli

SXT sulfametoksazol sa trimetoprimom
FLU Sflumekvin

VTEC vero(cito) toksigena Escherichia coli
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SAZETAK

Antimikrobna rezistencija bakterija opéenito, pa tako i sojeva bakterije Escherichia
coli, rastu¢i je problem u cijelom svijetu do kojeg je doSlo zbog pretjerane i Cesto
nepotrebne upotrebe antibiotika. Uzgoji svinja nisu izuzeti od spomenutog problema, a
rezistentni sojevi bakterije Escherichia coli javljaju se 1 u konvencionalnim i u organskim
uzgojima. U ovom istraZivanju pretrazena su 44 patogena soja crijevne E. coli izdvojeni iz
prasadi na sisi i odbite prasadi, podrijetlom iz konvencionalnih uzgoja sa 6 obiteljskih
poljoprivrednih gospodarstava Koprivnicko-krizevacke zupanije. Kod predmetnih sojeva je
disk difuzijskom metodom istrazena rezistencija prema 10 antimikrobnih pripravaka
dostupnih na trziStu te su rezultati usporedeni sa dosadasnjim istrazivanjima provedenim u
konvencionalnim i organskim uzgojima svinja u Hrvatskoj i svijetu. Rezultati su pokazali
najmanju rezistenciju testiranih sojeva E. coli na amoksicilin sa klavulanskom kiselinom
(9,1%), dok je rezistencija prema florfenikolu 40,9% te enrofloksacinu 50%. Prema ostalim
antimikrobnim pripravcima ustanovljena je znacajna rezistencija, koja se kre¢e od 66,7%
prema gentamicinu 1 cefaleksinu, 73,3% prema kolistinu, 80% prema oksitetraciklinu,
86,2% prema flumekvinu pa sve do 91,3% prema sulfametoksazolu sa trimetoprimom i
91,4% prema linkospektinu. Testirani sojevi rezistentni su na 8 od 10 testiranih
antimikrobnih lijekova u vise od 50% slucajeva, a 77,3% pretrazenih sojeva rezistentno je
na 4 i viSe antimikrobnih lijekova. Rezultati ukazuju na visi postotak rezistentnih sojeva u
usporedbi s dosadaS$njim istrazivanjima u konvencionalnim uzgojima svinja, a visoka
rezistencija zabiljezena je i prema aminoglikozidima (gentamicin) i fluorkinolonima
(enrofloksacin), §to nije uobiCajeno u svijetu. U odnosu na organske uzgoje u zemljama
EU, rezistencija sojeva bakterije Escherichia coli u konvencionalnim uzgojima svinja
Koprivni¢ko-krizevacke zupanije viSestruko je veca. Visoka rezistencija testiranih sojeva
E. coli posljedica je nekontrolirane uporabe antibiotika, bez prethodnog testiranja
osjetljivosti.

Kljuéne rijec€i: Escherichia coli, antimikrobna rezistencija, prasad, konvencionalni uzgoji

svinja, organski uzgoji svinja
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SUMMARY

Antimicrobial resistance of Escherichia coli strains, as well as bacteria in general,is
increasing problem worldwide, that has arisen due to the overuse and often unnecessary
use of antibiotics. Pig production is not excluded from the above mentioned problem, and
resistant strains of Escherichia coli occur both in conventional and in organic breeding. In
this study, 44 strains of intestinal E. Coli isolated from suckling and weaned piglets
originating from 6 conventional breeding farms of Koprivnica-Krizevci County were
studied. For the strains concerned, the disc diffusion method was used to investigate the
resistance to 10 antimicrobial drugs available on the market and the results were compared
with the previous investigations carried out in conventional and organic pig breeding in
Croatia and throughout the world. The results showed the lowest resistance of tested E. coli
strains to amoxicillin with clavulanic acid (9.1%), while resistance to florfenicol was
40.9% and to enrofloxacin 50%. Other antimicrobial drugs showed significant resistance
ranging from 66.7% to gentamicin and cephalexin, 73.3% to colistin, 80% to
oxytetracycline, 86.2% to flumequin and up to 91.3% to sulfamethoxazole trimethoprim
and 91.4% to the lincospectin. The strains were resistant to 8 out of 10 antimicrobial drugs
tested in more than 50% of cases, and 77.3% of the strains tested were resistant to 4 and
more antimicrobial drugs. The results indicate a higher percentage of resistant strains
compared to studies carried out in conventional pig breeding, and high resistance to
aminoglycosides (gentamicin) and fluoroquinolones (enrofloxacin), which is not common
in the world. Compared to organic pig farming in EU countries, the resistance of
Escherichia coli strains from conventional breeding of Koprivnica-Krizevei County is
several times higher. High resistance of tested £. coli strains is the result of uncontrolled

antibiotic use without prior sensitivity testing.

Key words: Escherichia coli, antibiotic resistance, piglets, conventional farming, organic
farming
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