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Povzetek

Odpornost mikrobov proti protimikrobnim zdravilom predstavlja eno najvedjih grozenj javhemu
zdravju. Spremljanje bakterij, odpornih proti antibiotikom, v odpadni vodi je pomembno orodje za
ocenjevanje njihove prisotnosti in Sirjenja v populaciji. Odpadna voda omogoca vpogled v prisotnost
odpornih bakterij in genov za odpornost proti antibiotikom ter lahko sluzi kot pomemben sistem
zgodnjega opozarjanja pri spremljanju Sirjenja mikrobne odpornosti. V sistematicni pregled literature
smo vkljucili raziskave, ki so obravnavale bakterije, odporne proti karbapenemom, ter bakterije, ki
proizvajajo karbapenemaze in so bile odvzete na vtoku v komunalno &istilno napravo (KCN). Iskanje
literature smo izvedli v podatkovni bazi PubMed. Od skupno 1055 zadetkov je bilo v kvalitativno analizo
vkljucenih 58 raziskav. Raziskave so se razlikovale glede na preucevane bakterijske vrste, fazo vzorca,
metode vzoréenja in laboratorijske pristope. Najpogosteje so bile preucevane enterobakterije, sledili
so Acinetobacter spp. in Pseudomonas spp., pri ¢emer so raziskave najpogosteje uporabljale tekoco
fazo vzorca ali kombinacijo tekoce in trdne faze. Laboratorijski pristopi so vec¢inoma temeljili na
kultivaciji bakterij, pogosto dopolnjeni z molekularnimi metodami, kot so PCR, sekvenciranje celotnega
genoma (WGS) in MALDI-TOF masna spektrometrija. Ugotovitve poudarjajo pomen spremljanja
odpornosti bakterij proti antibiotikom v odpadni vodi v okviru pristopa »Eno zdravje« ter potrebo po
vzpostavitvi rednega sistema spremljanja in izboljSanju postopkov ¢iS¢enja odpadne vode. Namen
dokumenta je pripraviti strokovne podlage za vzpostavitev epidemioloskega spremljanja bakterij,
odpornih proti karbapenemom, v odpadni vodi v Sloveniji ter prispevati k razvoju metodolosko
usklajenega pristopa spremljanja tega podrocja.



Abstract

Antimicrobial resistance represents one of the greatest threats to public health. Monitoring antibiotic-
resistant bacteria in wastewater is an important tool for assessing their presence and spread within
the population. Wastewater provides insight into the occurrence of resistant bacteria and
antimicrobial resistance genes and may serve as an important early warning system for monitoring the
spread of antimicrobial resistance. The systematic literature review included studies investigating
carbapenem-resistant bacteria and carbapenemase-producing bacteria in wastewater samples
collected from the influent of municipal wastewater treatment plants (WWTPs). The literature search
was conducted in the PubMed database. Of the total 1,055 records identified, 58 studies were included
in the qualitative analysis. The studies varied in terms of investigated bacterial species, sample phase,
sampling methods, and laboratory approaches. Enterobacterales were the most frequently
investigated group, followed by Acinetobacter spp. and Pseudomonas spp., while liquid sample phase
or a combination of liquid and solid phases were most commonly used. Laboratory approaches were
predominantly based on bacterial cultivation and were frequently complemented by molecular
methods such as PCR, whole genome sequencing (WGS), and MALDI-TOF mass spectrometry. The
findings highlight the importance of monitoring antibiotic-resistant bacteria in wastewater within the
»0One Health« framework and emphasize the need for establishing regular surveillance systems and
improving wastewater treatment processes. The purpose of this document is to provide professional
groundwork for establishing epidemiological surveillance of carbapenem-resistant bacteria in
wastewater in Slovenia and to contribute to the development of a methodologically harmonized
monitoring approach in this field.
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1. Uvod

Odpornost mikrobov proti protimikrobnim zdravilom predstavlja eno najveéjih grozenj javnemu
zdravju, Svetovna zdravstvena organizacija (SZO) jo uvrs¢a med deset najvecjih grozenj globalnemu
zdravju (SZ0, 2019), saj lahko povzroci, da se okuzbe, ki jih povzroc¢ajo odporni mikrobi, ne odzovejo
na zdravljenje. Odpadna voda se je izkazala kot pomemben vir za spremljanje odpornosti mikrobov, saj
vsebuje Sirok spekter mikroorganizmov iz ¢loveske populacije in omogoca vpogled v prevalenco
odpornosti mikrobov v splo$ni populaciji ter omogoci zgodnje prepoznavanje novih sevov odpornih
mikrobov, ki se lahko Sirijo med ljudmi (Chau et al., 2022).

SZ0 in Priporocilo sveta o krepitvi ukrepov Evropske Unije v boju proti odpornosti mikrobov proti
protimikrobnim zdravilom v okviru pristopa »Eno zdravje« (One Health) (2023/C 220/01) poudarijata,
da je potrebna obravnava tega podrocja z interdisciplinarnim pristopom, hkrati pa naj bi bilo njegovo
obvladovanje med prvimi prioritetami vsake drzave clanice (Gholipour et al., 2024).

Karbapenemi so ena izmed najpomembnejsih skupin antibiotikov, ki se uporabljajo za zdravljenje
hudih in vztrajnih okuzb, povzrocenih z veckratno odpornimi bakterijami. Pojav odpornosti proti tem
antibiotikom ima zelo resne posledice za javno zdravje. Pri klinicno pomembnih Gram-negativnih
bakterijah je odpornost proti karbapenemom predvsem posledica proizvodnje encimov, imenovanih
karbapenemaze, ki razgrajujejo te antibiotike in jih inaktivirajo ali hidrolizirajo (Oliveira et al., 2020).
Med klju¢ne dejavnike, ki vplivajo na razvoj bakterij, odpornih proti antibiotikom sodi njihova pretirana
oziroma nepravilna uporaba, pomanjkljiv razvoj novih antibiotikov, uporaba antibiotikov v veterini in
kmetijstvu ter pomanjkanje ucinkovitih nacionalnih politik in sistemov spremljanja, ki nudijo
poglobljeno osnovo za informirano ukrepanje (Salam et al., 2023).

Pilotno epidemiolosko spremljanje bakterij, odpornih proti karbapenemom, v odpadni vodi v Sloveniji
je ciljani raziskovalni projekt (CRP), katerega cilj je razviti in preizkusiti pristop za spremljanje
odpornosti bakterij v vzorcih iz okolja — odpadni vodi. Projekt temelji na vse bolj prepoznani potrebi po
uvedbi celostnega pristopa »Eno zdravje« pri obvladovanju Sirjenja mikrobne odpornosti, ki vkljuéuje
tako klini¢ne kot okoljske vire (N1JZ, 2024).

V nadaljevanju tega dokumenta sledijo strokovna izhodis¢a in analiza sistemati¢nega pregleda
literature, ki omogoca vpogled v obstojece metodoloske pristope spremljanja bakterij, odpornih proti
karbapenemom v odpadni vodi.



2. Epidemiolosko spremljanje razlicnih parametrov v odpadni vodi

Epidemiolosko spremljanje razliénih parametrov v odpadni vodi je relativno nov, a ucinkovit pristop k
epidemioloskemu spremljanju povzroditeljev nalezljivih bolezni. V odpadni vodi lahko spremljamo
Stevilne zdruzbe mikroorganizmov in parazitov (Galicic et al., 2023). Predstavlja orodje, ki se uporablja
za pridobivanje informacij o zdravstvenem stanju populacije na podlagi izlockov te populacije v
odpadni vodi (O'Keeffe, 2021). Namen vzpostavitve epidemioloskega spremljanja povzrociteljev
nalezljivih bolezni v odpadni vodi v Sloveniji je razvoj epidemiolos$ko in javnozdravsteno utemeljenega
komplementarnega sistema spremljanja, ki bo omogocal rutinsko spremljanje relevantnih
povzrociteljev nalezljivih bolezni in zagotavljal informacije za u€inkovito odzivanje ob tveganjih Sirjenja
teh povzroditeljev (Galicic¢ et al., 2023).

Epidemiolosko spremljanje dolocenega bioloskega ali kemi¢nega parametra v odpadni vodi ocenjuje
prisotnost oziroma koli¢ino tega parametra v vzorcu odpadne vode, odvzetega iz kanalizacijskega
omreZja ali komunalne ¢istilne naprave (KCN), z namenom pridobitve informacij o razli¢nih vidikih
javnega zdravja populacije. Epidemiolosko spremljanje povzrociteljev nalezljivih bolezni v odpadni
vodi, lahko predstavlja prednost pri spremljanju razsirjenosti le- teh v doloceni populaciji, posebe;j pri
povzrociteljih, ki povzrocajo velik delez asimptomatskih okuzb ali kadar je testiranje okuzenih in
zbolelih v populaciji omejeno. Testiranje vzorcev odpadne vode je prav tako manj invazivno in
zagotavlja anonimnost, kot testiranje okuZenih ali zbolelih posameznikov. To lahko odpravi nekatere
ovire pri pridobivanju natancnih podatkov, zaradi strahu pred stigmatizacijo, na katere naletimo pri
obicajnih raziskavah (O'Keeffe, 2021). Sistem premljanja za javno zdravje pomembnih parametrov v
odpadni vodi prinasa Stevilne prednosti v primerjavi s testiranjem posameznikov, med katerimi so
najbolj opazne: 1) nizki stroski testiranja na prebivalca vkljucenega v sistem spremljanja, 2) Siroka
prostorska pokritost sistema, 3) minimalne zahteve glede diagnosticne opreme in 4) moZnost
zgodnjega odkrivanja nevarnosti Se pred pojavom bolezni. Ob tem je pomembno opozoriti na potencial
spremljanja mikrobov v odpadni vodi kot sistema zgodnjega opozarjanja in orodja za podporo
odloc¢anju pri obvladovanju mikrobne odpornosti (Gholipour et al., 2023).

SZO in Priporocilo sveta o krepitvi ukrepov Evropske Unije v boju proti odpornosti mikrobov v okviru
pristopa »Eno zdravje« (2023/C 220/01) poudarjata, da je potrebno mikrobno odpornost obravnavati
z interdisciplinarnim pristopom. Zelo pomembno je tudi spremljanje mikrobne odpornosti zunaj
klinicnega okolja, zlasti spremljanje komunalne odpadne vode. Le- ta vsebuje izlocke in odpadne
produkte, ki izvirajo iz celotne populacije dolo¢enega obmodja (Teban-Man et al., 2022).

Sirjenje mikrobne odpornosti predstavlja veliko groinjo svetovnemu zdravju, saj omejuje moznost
zdravljenja okuzb. Odpadna voda je ena od glavnih virov, po kateri protimikrobna sredstva in odporni
mikroorganizmi pridejo v okolje. Testiranje odpadne vode na prisotnost in raznolikost genov za
odpornost na razlicna zdravila tako lahko poda podatke, o tem kje in v koliksni meri se ti mikrobi
sproscajo v okolje. Visje ravni odpornosti preucevanih mikrobov so bile ugotovljene v odpadni vodi,
kjer so zaznali tudi viSje koncentracije protimikrobnih zdravil (npr. bolnisnicne odpadne vode v
primerjavi s komunalnimi). Z nadaljnjim preuéevanjem in s tem boljSim razumevanjem teh povezav
lahko pridobimo informacije o tem, kam ucinkoviteje usmeriti javnozdravstvene ukrepe (O'Keeffe,
2021).



3. Mikrobna odpornost in bakterije, odporne proti karbapenemom

Mikrobna odpornost predstavlja eno najvecjih groZenj javnemu zdravju, saj lahko povzroci, da se
okuzbe, ki jih povzrocajo mikroorganizmi (bakterije, virusi in glive), ne odzovejo na obicajna
protimikrobna zdravila, kar oteZi zdravljenje. Odpadna voda se izkaze kot pomemben vir za spremljanje
mikrobne odpornosti, saj lahko vklju¢uje Sirok spekter mikroorganizmov iz ¢loveske populacije,
vkljuéno s tistimi pridobljenimi iz bolnisnic. S spremljanjem mikrobne odpornosti v odpadni vodi lahko
pridobimo vpogled v prevalenco odpornosti mikrobov v splosni populaciji in omogocimo zgodnje
prepoznavanje pojavov novih odpornih sevov mikrobov, ki se lahko Sirijo med ljudmi. Pogosto so
rezultati spremljanja mikrobne odpornosti v odpadni vodi skladni z rezultati, pridobljenimi iz ¢loveskih
vzorcev, kar podpira uporabo tega pristopa.

Tehnologije, kot je metagenomika (digitalni PCR, kvantitativni PCR), omogocajo identifikacijo genov
bakterij za odpornost na antibiotike v odpadni vodi, kar presega omejitve, ki jih imajo tradicionalne
laboratorijske metode, osredotocene predvsem na fenotipske teste odpornosti. Tako se lahko hkrati
spremlja odpornost Stevilnih bakterijskih vrst, vklju¢no z organizmi, ki obi¢ajno niso vkljuceni v klini¢ne
preiskave.

Kljub Stevilnim prednostim spremljanja mikrobne odpornosti v odpadni vodi pa se pojavljajo tudi
nekateri izzivi. Med najveéjimi so pomanjkanje enotnih protokolov za vzoréenje in analizo ter
negotovost glede uporabnosti teh podatkov v klini¢nih razmerah. Razli¢ni pristopi vzoréenja, kot so
odvzem vzorcev v razlicnih casovnih intervalih ali na razlicnih lokacijah, pa tudi razlicne metode
zaznavanja odpornosti, lahko vplivajo na interpretacijo rezultatov. Da bi izboljsali natan¢nost in
zanesljivost teh informacij, so potrebne nadaljnje raziskave, ki bodo pripomogle k standardizaciji
metodologij in omogocile bolj dosledno spremljanje mikrobne odpornosti v odpadni vodi (Chau et al.,
2022).

Stevilne $tudije so Ze raziskovale prisotnost odpornih bakterij in genov za odpornost proti antibiotikom
v razliénih vodnih okoljih, kot so reke, kanalizacijski sistemi, KCN ter odpadni mulj in blato (Blaak et al.,
2021; Hendriksen et al., 2019; Karkman et al., 2020; Lee et al., 2020; Prieto Riquelme et al., 2022;
Reinthaler et al., 2013; Zarfel et al., 2013). V globalni raziskavi, ki je spremljala prisotnost in pogostost
genov bakterij za odpornost proti antibiotikom v odpadni vodi iz ve¢ kot 60 drzav, so ugotovili
sistematic¢ne razlike med celinami — regije z nizjimi prihodki (Afrika, Azija, Juzna Amerika) so bolj
pogosto zaznale prisotnost odpornih bakterij proti antibiotikom, kot regije z visjimi prihodki (Oceanija,
Severna Amerika, Evropa) (Hendriksen et al., 2019). Kljub tem ugotovitvam pa obstaja le malo raziskav,
ki bi primerjale pogostost odpornih bakterij v odpadni vodi, s pogostostjo odpornih bakterij
neposredno v populaciji iz prispevnega obmocja za odpadno vodo (Gholipour et al., 2023). Uporaba
»0One Health« pristopa lahko prispeva k zmanjSanju pojava in Sirjenja odpornih bakterij, omeji s tem
povezane ekonomske posledice ter usmerja programe za odgovorno rabo antibiotikov.

Enterobakterije so velika skupina bakterij, ki jih lahko pogosto najdemo v iztrebkih in tvorijo normalno
¢lovesko crevesno floro, v nekaterih primerih pa lahko te bakterije povzrocijo bolezen. V to skupino
spadajo bakterije Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Salmonella, Escherichia, Shigella, Yersinia,
Proteus, Serratia. Enterobakterije, ki so odporne proti karbapenemom, oznacujemo s kratico CRE (angl.
Carbapenem-resistant Enterobacterales).

Bakterije, ki so odporne proti karbapenemom, se s ¢loveka na cloveka najpogosteje prenasajo v
zdravstvenih ustanovah, bolnisnicah in socialno - varstvenih zavodih: preko onesnazenih rok, povrsin,
zdravstvenih pripomockov (najpogosteje intravenskih in urinskih katetrov) ali ob stiku z odprto rano.
Nenamerno jih na bolnike, ki jih neguje, lahko prenese tudi zdravstveno osebje. V zdravstvu zato
izvajajo ukrepe v skladu s priporocili za preprecevanje Sirjenja CRE v zdravstvenih ustanovah. V zadnjih
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letih je opaziti porast pojavljanja CRE v Stevilnih drzavah po svetu, tudi v Sloveniji. Za okuzbo s CRE so
najbolj dovzetne osebe, ki imajo pridruzene kroni¢ne bolezni in osebe, ki potrebujejo zdravljenje v
bolnisnici (NlJZ, 2023).

Karbapenemi so trenutno ena izmed najpomembnejSih skupin antibiotikov, ki se uporabljajo za
zdravljenje hudih in vztrajnih, veckratno odpornih okuzb, ki jih povzroéajo Gram-negativne bakterije
(Oliveira et al., 2020). Pojav rezistence proti tem antibiotikom ima zelo resne posledice za javno
zdravje. Pri klinicno pomembnih Gram-negativnih bakterijah, kot so Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa in Enterobacter cloacae, je odpornost proti
karbapenemom predvsem posledica proizvodnje encimov, imenovanih karbapenemaze, ki razgrajujejo
te antibiotike in jih inaktivirajo ali hidrolizirajo (Oliveira et al., 2020)

Karbapenemaze so B-laktamaze z vsestransko hidrolitsko zmogljivostjo. Lahko hidrolizirajo peniciline,
cefalosporine, monobaktame in karbapeneme. Karbapenemaze spadajo v molekularni razred A, Bin D
B-laktamaz. Encimi razredov A in D imajo hidrolizni mehanizem na osnovi serina, encimi razreda B pa
so metalo-B-laktamaze, ki na aktivhem mestu vsebujejo cink. Skupina karbapenemaz razreda A
vkljucuje ¢lane druzin SME, IMI, NMC, GES in KPC (SME — Serratia marcescens enzyme, IMI —imipenem-
hidrolizirajo¢a 8-laktamaza, NMC — ne-metalo karbapenemaza, GES — Guiana extended-spectrum 8-
laktamaza, KPC — Klebsiella pneumoniae karbapenemaza). Med njimi so najbolj razsirjene
karbapenemaze KPC, ki jih najdemo predvsem na plazmidih pri bakteriji Klebsiella pneumoniae.
Karbapenemaza razreda D je sestavljena iz B-laktamaz tipa OXA, ki jih pogosto odkrijejo pri
Acinetobacter baumannii. Metalo-B-laktamaze spadajo v druZine IMP, VIM, SPM, GIM in SIM (IMP —
active on imipenem, VIM — Verona integron-encoded metallo- 8 -lactamase, SPM — Sdo Paulo metallo-
B-lactamase, GIM — German imipenemase, SIM — Seoul imipenemase) in so bile odkrite predvsem pri
Pseudomonas aeruginosa, vendar je po vsem svetu vse ve¢ porocCil o tej skupini B-laktamaz pri
Enterobacteriaceae (Queenan & Bush, 2007).

Odpornost proti karbapenemom se lahko vzpostavi preko razliénih mehanizmov, med katerimi so
najpomembnejsi: proizvodnja karbapenemaz, zmanjSana prepustnost celicne stene, prekomerna
ekspresija iztocnih C¢rpalk ter spremembe v penicilin-vezujocéih beljakovinah. Najbolj zaskrbljujoc
mehanizem predstavlja proizvodnja karbapenemaz, saj so geni, ki kodirajo te encime (CRG), pogosto
locirani na mobilnih genetskih elementih (MGE), kar omogoca njihovo enostavno horizontalno
prenosljivost med bakterijami. Ti geni so pogosto povezani tudi zodpornostjo na druge antibiotike, kar
vodi v pojav veckratne odpornosti (Teban-Man et al., 2022). Pogostost pojavljanja teh encimov se
povecuje, kar mocno omejuje moznosti zdravljenja. Trenutno ni novih antibiotikov, ki bi bili u¢inkoviti
proti odpornim sevom, kar pomeni, da Sirjenje teh sevov predstavlja veliko groznjo za javno zdravje
(Rodriguez et al., 2020).

Kot pri drugih B-laktamazah, je velina genov, ki kodira karbapenemaze, locirana na konjugativnih
plazmidih, kar omogoca njihovo enostavno prenasanje med bakterijami in spodbuja hitro Sirjenje
(Oliveira et al., 2020). Sprva so bile bakterije s to odpornostjo ve¢inoma omejene na bolnisni¢no okolje,
vendar so Stevilne raziskave pokazale, da so proti karbapenemom odporne bakterije prisotne tudi v
okolju in skupnosti, kar kaze na Sirjenje teh mehanizmov odpornosti izven zdravstvenih ustanov.

Med geni, ki kodirajo karbapenemaze so klinicno posebej problemati¢ne skupine KPC, VIM, IMP, NDM
in OXA-48, saj so pogosto povezane z gram negativnimi bakterijami iz skupine ESKAPE (kratica ESKAPE
zajema bakterije: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa in vrste iz rodu Enterobacter). Te bakterije veljajo za glavne
povzrocitelje bolnisniénih okuzb in so znacilne po visoki stopnji veckratne odpornosti. Njihova
prisotnost v odpadni vodi predstavlja veliko okoljsko in javnozdravstveno tveganje, saj se geni za
odpornost spro¢ajo iz iztokov KCN neposredno v okolje. Raziskave so pokazale, da se bakterije, ki



proizvajajo karbapenemaze, lahko Sirijo iz tekocih vodnih ekosistemov v ¢lovesko populacijo, kar ima
potencialne posledice za javno zdravje.

Kljub tem izzivom trenutno Se ne obstajajo celovite Studije, ki bi v celoti izkoristile potencial komunalne
odpadne vode za spremljanje odpornosti bakterij na antibiotike in primerjavo tako pridobljenih
podatkov s klini¢nimi podatki o odpornosti bakterij (Teban-Man et al., 2022).



4. Mikrobna odpornost in bakterije, odporne proti karbapenemom v Sloveniji

V Sloveniji se je sistematicno laboratorijsko spremljanje CRE v vzorcih bolnikov zacelo v drugi polovici
leta 2010. Do konca leta 2014 so bili odkriti le sporadi¢ni primeri CRE (do 10 bolnikov na leto), izolirani
predvsem iz nadzornih vzorcev. Kolonizacija in/ali okuzba s taksnimi sevi je bila najpogosteje povezana
s predhodno hospitalizacijo v tujini, zlasti v Srbiji. V obdobju 2014-2017 je bilo skupaj opredeljenih 91
bolnikov s CP-Klebsiella pneumoniae, od tega jih je bila skoraj polovica del prvega slovenskega
bolnisni¢nega izbruha ki se je zacel leta 2014 in je trajal do februarja 2016. Pri vecini bolnikov so izolirali
Klebsiello pneumoniae, ki proizvaja OXA-48 in/ali NDM, pri ostalih pa so bili hkrati prisotni CP-Klebsiella
pneumoniae in CP-E. Coli, ki proizvajata OXA-48 in/ali NDM-1, pri dveh pa so odkrili samo E. coli, ki
proizvaja OXA48 (Benulic et al., 2020).

V raziskavi tega bolnisni¢nega izbruha so analizirali razliéne klonske skupine Klebsiella pneumoniae z
odpornostjo proti karbapenemom v Sloveniji. Vsebovale so skoraj identi¢en plazmid, kar kaze na
prenos gena blaOXA-48 preko plazmidov in poudarja pomen celotnega sekvenciranja genoma pri
odkrivanju in obvladovanju izbruhov v bolnisnicah ter nakazuje potrebo po boljSem spremljanju klonov
bakterij z zdravilno odpornostjo (Benuli¢ et al., 2020).

Nacionalni institut za javno zdravje (NIJZ) v okviru mreze EARS-Net (angl. European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network) v sodelovanju z mikrobioloskimi laboratoriji zbira podatke o
povzrociteljih invazivnih bakterijskih okuZzb pri bolnikih v slovenskih bolniSnicah in njihovi odpornosti
proti antibiotikom (ECDC, 2024).

Analiza podatkov o teh okuzbah v Sloveniji v obdobju 2019-2023 razkriva pomembne trende v rasti
incidenc okuzb z bakterijami, odpornih proti antibiotikom. Povecanje incidenc posameznih vrst
bakterij, kot so Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae in Acinetobacter baumannii, nakazuje
narascajoco odpornost teh patogenov proti Sirokemu spektru antibiotikov, kar lahko pomeni nove
izzive v kliniécnem zdravljenju, zlasti pri bolnikih z oslabljenim imunskim sistemom (ECDC, 2024).

Na podlagi analiziranih podatkov za obdobje 2019-2023 so bile v Sloveniji zabelezene pomembne
spremembe v incidenci okuzb krvi z bakterijami, odpornih proti kljuénim skupinam antibiotikov. Pri
Escherichia coli se je skupna pojavnost okuzb z odpornostjo na cefalosporine tretje generacije,
fluorokinolone in aminoglikozide zmanjsala, kar kaZe na stabilizacijo odpornosti, medtem ko se je pri
Klebsiella pneumoniae pojavil izrazit porast v pogostosti okuib s to bakterijo s kombinirano
odpornostjo. Po vecletnem obdobiju, ko je bil delez okuzb pod 1 %, je po letu 2021 zacel naras¢ati in
leta 2023 dosegel 3,8 %. Tudi pri bakteriji Acinetobacter baumannii, znani po odpornosti proti
karbapenemom, se je pogostost okuzb s kombinirano odpornostjo povecala, kar potrjuje pomembnost
te bakterije kot visoko odporne povzrociteljice bolnisni¢nih okuzb. Pri Pseudomonas aeruginosa je sicer
prislo do zniZanja pogostosti okuzb s to bakterijo s kombinirano odpornostjo, a delez okuib s
Pseudomonas aeruginosa z odpornostjo proti posameznim skupinam antibiotikov ostaja visok.
Pogostost okuzb z na meticilin odpornim Staphylococcus aureus (angl. methicillin-resistant
Staphylococcus aureus — MRSA) se je v preucevanem obdobju rahlo znizala, kar lahko kaZe na
ucinkovitost ukrepov preprecevanja Sirjenja bolnisni¢nih okuzb. Skupno gledano podatki za Slovenijo
opozarjajo na nujnost okrepljenega nadzora nad Sirjenjem bakterij z veckratno odpornostjo, hkrati pa
tudi izvajanje ukrepov za zmanjSevanije Sirjenja odpornih bakterij (ECDC, 2024).

Ti podatki zagotavljajo klju¢no osnovo za spremljanje dinamike odpornosti bakterij na antibiotike v
Sloveniji in omogocajo prepoznavanje prednostnih podrocij za ukrepanje, tako na ravni nacionalnega
javnega zdravja kot v okviru evropskih prizadevanj za omejevanje Sirjenja odpornosti (ECDC, 2024).



5. Spremljanje odpornosti bakterij na antibiotike v odpadni vodi

V zadnjih desetletjih se je uporaba protimikrobnih zdravil, predvsem antibiotikov, mo¢no povecala.
Postali so vse bolj prisotni tako v medicini kot tudi na drugih podrogjih, kot so kmetijstvo in Zivinoreja.
Velik del antibiotikov se izlo¢a v odpadne vode, bodisi v svoji izvorni obliki ali pa kot aktivni oziroma
neaktivni presnovki. Posledicno so bakterije v Cistilnih napravah stalno izpostavljene nizkim
koncentracijam antibiotikov. To omogoca, da se razvija odpornost, saj preostale bakterije postanejo
odstranjevanje bakterij, odpornih na antibiotike, so Cistilne naprave postale pomemben rezervoar za
bakterije in nadaljnje tudi vir njihovega Sirjenja v okolje (Teban-Man et al., 2022).

V podporo ciljem projekta Pilotno epidemiolosko spremljanje bakterij, odpornih proti karbapenemom,
v odpadni vodi v Sloveniji smo izvedli analizo sistemati¢nega pregleda literature, ki omogoca vpogled
v obstojece metodoloske pristope spremljanja odpornosti bakterij na antibiotike v odpadni vodi v
razli€nih drzavah. V sistemati¢ni pregled literature smo vkljucili raziskave, ki so obravnavale tako
bakterije, odporne proti karbapenemom, kot tudi bakterije, ki proizvajajo karbapenemaze v odpadni
vodi. Ker prisotnost karbapenemaz ne pomeni nujno tudi izrazene fenotipske odpornosti proti
karbapenemom, je izraz »bakterije, odporne proti karbapenemom« v nadaljevaniju, kjer je to ustrezno,
uporabljen v SirSem pomenu, ki vkljuCuje tudi bakterije, ki proizvajajo karbapenemaze. Metoda dela
priprave sistemati¢nega pregleda literature je predstavljena v Prilogi 1.

5.1 Povzrocitelji in odpornost proti karbapenemom

V raziskavah, ki smo jih vkljucili v sistematicen pregled (n = 58), so v odpadni vodi preucevali razlicne
bakterije, odporne proti karbapenemom. Raziskave so se med seboj razlikovale tako po vrstah kot
Stevilu preucevanih bakterij — nekatere so analizirale zgolj eno vrsto, druge pa vec. V dveh raziskavah
preucevanih bakterij niso natancno opredelili. V vecini raziskav so se osredotocili na enterobakterije,
pri Cemer so najpogosteje preucevali Klebsiella spp. (n = 26) in Escherichia coli (n = 24). Med drugimi
vrstami bakterij so pogosto preucevali Se Acinetobacter spp. (n = 12) in Pseudomonas spp. (n = 8) (Graf
1).

V raziskavah, ki so preucevale odpornost bakterij proti karbapenemom v odpadni vodi, so najpogosteje
dolocali prisotnost genov, povezanih s karbapenemazami, med katerimi so prevladovali blakPC
(vkljuéno z blaKPC-2 in blaKPC-3; n = 30), blaNDM (z razlicicami blaNDM-1, blaNDM-4, blaNDM-5,
blaNDM-6 in blaNDM-9; n = 27), ter razli¢ni geni iz druzine blaOXA (kot so blaOXA-23, blaOXA-48,
blaOXA-244, blaOXA-72, blaOXA-51 in blaOXA-58; n = 27). Pogosto so bili prisotni tudi geni blaVIM (n
= 16) in blaIMP (n = 16), v nekaterih primerih pa tudi blaGES, blaSPM, blalMlI, blaGIM, blaBKC in
blaKHM. Vklju¢ene raziskave so odpornost proti karbapenemom opredeljevale bodisi fenotipsko, z
doloc¢anjem obcutljivosti na antibiotike, bodisi genotipsko, z dokazovanjem genov za karbapenemaze.
Raziskave so poleg molekularnega testiranja za dolocanje prisotnosti genov za odpornost proti
karbapenemom, vkljuevale tudi testiranje obcutljivosti bakterij na nekatere karbapenemske
antibiotike, predvsem imipenem in meropenem (disk difuzija, mikrodilucija).
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Graf 1: Delez raziskav odpadne vode glede na vrsto bakterije pri katerih so preucavali prisotnost karbapenemaz
oziroma odpornost proti karbapenemom (n = 58).

5.2 Kolicina zbranega vzorca za analizo

V raziskavah so za preuéevanje bakterij, odpornih proti karbapenemom, v odpadni vodi na vtoku v KCN
najpogosteje vzordili 1 liter odpadne vode (Graf 2) (n = 21). V manj kot 20 % raziskav so vzorcili 500
mililitrov odpadne vode, v posameznih raziskavah pa so vzorcili tudi 50 mililitrov, 100—-400 mililitrov
ter manj kot 50 mililitrov odpadne vode. V treh raziskavah pa so za preucevanje bakterij odpornih proti
karbapenemom vzorcili ve€ kot 1 liter odpadne vode. Rezultati kazejo na razmeroma enotno uporabo
1-litrske koli¢ine odpadne vode za vzorcenje, ki se pogosto uporablja za spremljanje bakterij odpornih
na antibiotike.
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Graf 2: DeleZ raziskav v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi glede na
koli¢ino odvzetega vzorca odpadne vode (n = 58).



5.3 Drzave

Najvec raziskav kjer so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi je bilo
izvedenih v Evropi (20 drZav; n = 39). Sledijo Azija (6 drzav; n = 12) in Juzna Amerika (2 drzavi; n = 8),
nato Severna Amerika (5 drzav; n = 5), Afrika (1 drzava; n = 2) in Oceanija (1 drzava; n = 1) (Graf 3).
Raziskave, izvedene v Evropi, so zajemale naslednje drZzave: Anglija (n = 2), Avstrija (n = 1), Belgija (n =
2), Cedka (n = 2), Danska (n = 1), Finska (n = 3), Francija (n = 1), Gr¢ija (n = 1), Hrvaska (n = 4), Italija (n
=2), Madzarska (n = 1), Nemcija (n = 3), Norveska (n = 3), Poljska (n = 3), Portugalska (n = 3), Romunija
(n = 1), Slovagka (n = 1), Spanija (n = 2), Svedska (n = 2) in Svica (n = 1).
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Graf 3: Delez raziskav v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi, glede na
drzavo izvedbe raziskave po kontinentih (n = 58).

5.4 Obdobje spremljanja

Pri raziskavah, kjer je vzoréenje odpadne vode potekalo vec let, je bilo za razvrstitev po obdobjih
upostevano leto zakljucka vzorcenja (Graf 4). Najvedji delez raziskav, v katerih so preucevali bakterije
odporne proti karbapenemom v odpadni vodi je bil izveden v obdobju 2015 — 2019, kar kaZe na
povecano raziskovalno dejavnost tega podrocja v navedenem ¢asovnem obdobju. Sledi obdobje 2020
— 2024, kar nakazuje nadaljevanje interesa raziskovalcev za to podrocje, hkrati pa obstaja mozZnost, da
rezultati vseh raziskav, ki zajemajo to obdobje 3e niso bili objavljeni. Manjsi delez raziskav izvedenih v
obdobju 2010 - 2014, nakazuje, da je sistemati¢no spremljanje bakterij odpornih proti karbapenemom
v odpadni vodi postalo bolj aktualno Sele v zadnjem desetletju. Med do zdaj najvecje izvedene projekte
na podrocju spremljanja odpornosti bakterij v odpadni vodi, se uvrS¢a Global Sewage Surveillance
Project, katerega namen je bil preuciti moZnost uporabe odpadne vode za kontinuirano spremljanje
tega podrocja. Omenjen projekt je bil izveden med leti 2016 in 2019, v njem pa je sodelovalo 102 drzav,
med njimi tudi drZave ¢lanice Evropske unije, vkljuéno s Slovenijo (Munk et al., 2022). V obdobju z vecjo
intenzivnostjo raziskav sta potekala Se projekt REPARES (2019-2022), izveden v 20 drzavah (Pokorn3,
2023), in HORIZON 2020 projekt ANSWER (2015-2019), ki je potekal v 9 drzavah (AGES, n.d.) v katerih
so prav tako preucevali odpornost bakterij na antibiotike v odpadni vodi.
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Graf 4: Delez raziskav, v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom glede na obdobje
vzorcenja (n = 58).

Izvedena je bila tudi analiza porazdelitve raziskav glede na obdobje izvedbe vzoréenja in geografsko
razdelitev vkljucenih drzav (Graf 5). Evropske drZave so bile pred letom 2015 intenzivneje vklju¢ene v
raziskave spremljanja bakterij, odpornih proti karbapenemom, v odpadni vodi kot neevropske drzave.
To kaZe na zgodnejSe prepoznavanje pomena proucevanja in spremljanja odpornosti bakterij v odpadni
vodi. Po letu 2015 je zaznati izrazito povecanje raziskovalne dejavnosti v neevropskih drzavah, kar
verjetno odrazZa globalno rast zavedanja o spremljanju odpornosti bakterij v okolju. V obdobju 2020-
2024 se zazna rahel upad delezZa raziskav v obeh regijah, pri cemer evropske drzave Se vedno ohranjajo
nekoliko vecéjo zastopanost. Obstaja moznost, da rezultati vseh raziskav, ki zajemajo to obdobje
spremljanja Se niso bili objavljeni.
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Graf 5: DeleZ raziskav, v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom glede na obdobje
spremljanja v evropskih (n = 30) in neevropskih drzavah (n = 28).
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5.5 Lokacija vzorcéenja

Vkljucitveni kriterij za naso analizo sistemati¢nega pregleda literature, kjer so preucevali odpornost
bakterij proti karbapenemom v odpadni vodi je zajemal raziskave, ki porocajo o podatkih iz lokacije
vzoréenja na vtoku v KCN (Graf 6). Lokacija vzoréenja na vtoku v KCN omogo¢a zajem reprezentativnih
vzorcev in je zato kljuéna za spremljanje Sirjenja odpornosti bakterij v populaciji. V posameznih
raziskavah so, poleg vtoka v KCN uporabili ve¢ razliénih mest vzoréenja. V nekaterih raziskavah so
vzorcili povrsinske vode (npr. reke, jezera, potoki, morje), z namenom da bi preucili Sirjenje bakterij,
odpornih proti karbapenemom, iz odpadne vode v naravne vodne ekosisteme kot posledica
nezadostne ucinkovitost ¢iS¢enja komunalne odpadne vode. V nekaterih raziskavah so preucevali
prisotnost proti karbapenemom odpornih bakterij v odpadni vodi iz bolniSnic in domov za starejse
obcane, saj gre za okolja kjer se pogosto uporabljajo antibiotiki in posledi¢no z vecjim tveganjem za
pojav rezistentnih sevov bakterij. Preucevanje proti karbapenemom odpornih bakterij v kanalizacijskih
vodah ter spremljanje proti karbapenemom odpornih bakterij v odpadnih vodah iz farmacevtskih
podjetij ter univerz oziroma Studentskih domov se v raziskavah pojavlja manj pogosto, kar odraza bolj
specifiéno ali ciljno usmerjeno raziskovalno zanimanje. Raziskave poudarjajo pomen KCN kot kljuénih
mest za odstranjevanje bakterij, odpornih proti karbapenemom, hkrati pa so najpomembnejSe mesto
za spremljanje odpornosti bakterij v odpadni vodi.
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Graf 6: DelezZ raziskav v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi glede na
lokacijo vzoréenja odpadne vode (n = 58).

5.6 Stevilo vzorénih mest

Najvec raziskav, v katerih so preucevali bakterije, odporne proti karbapenemom v odpadni vodi, je bilo
izvedenih na »1 do 5« vzorénih mestih na KCN, sledijo raziskave z »6 do 10« vzorénimi mesti (Graf 7).
Pri manjéem dele?u raziskav, se je vzorcilo na »ve¢ kot 10« vzorénih mestih. Stevilo vzorénih mest je
bilo povezano z raziskovalnim obsegom in cilji Studije.
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Graf 7: Delez raziskav v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi glede na
Stevilo vzorénih mest na KEN (n = 58).

5.7 Pogostost vzoréenja

Za preucevanje bakterij, odpornih proti karbapenemom v odpadni vodi je bila najpogosteje
uporabljena mesecna frekvenca vzorcenja (n = 12) (Graf 8). Pogosto je bilo tudi enkratno vzorcenje,
kar lahko nakazuje na izvajanje pilotnih ali preliminarnih raziskav. V nekaterih raziskavah se je
vzorcenje izvajalo veckrat letno, oziroma v razli¢nih letnih ¢asih, medtem ko se je dnevno, tedensko ali
veckrat tedensko vzorcenje izvajalo pri manjSem delezu raziskav. Pri velikem deleZu raziskav (n = 26),
niso porocali podatka o pogostosti vzorcenja (na grafu oznaceno kot N/A).
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Graf 8: Delez raziskav v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi glede na
pogostost vzorcenja odpadne vode (n = 58).
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5.8 Faza vzorca in metode vzorcenja

Prikazana je razporeditev raziskav po delezih (Graf 9) glede na fazo vzorca odpadne vode, pri éemer se
faza nanasa na fizi¢no stanje vzorca odpadne vode ob odvzemu. V vecini raziskav (n = 45) so odvzemali
vzorce odpadne vode v tekodi fazi, kar pomeni, da je bila odvzeta surova odpadna voda na vtoku ali
preci$€ena odpadna voda na iztoku iz KCN. V ostalih raziskavah pa so jemali vzorce v tekoéi in trdni fazi,
pri ¢emer se trdna faza nanasa na razli¢ne vrste blata, kot so primarni mulj, aktivno blato ali dehidrirano
blato, ki nastajajo znotraj procesa ¢is€enja odpadne vode na KCN. Vegji dele? raziskav je bil usmerjen
v odvzemanje vzorcev v tekodi fazi, vendar pa vklju¢evanje vzorcev v trdni fazi prinasa dodatno
vrednost, saj omogoca razumevanje porazdelitve odpornih bakterij znotraj celotnega procesa ¢is¢enja

odpadne vode na KCN.
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Graf 9: Delez raziskav v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi glede na
fazo vzorca ob odvzemu (n = 58).

Graf prikazuje delez raziskav glede na uporabljeno metodo vzorcenja (Graf 10). Lahko ugotovimo, da
sta metodi grab vzorcenja in 24-urnega kompozitnega vzorcenja v raziskavah zastopani v priblizno
enakem delezu. Grab vzoréenje, ki omogoca zajem vzorca v dolocenem trenutku, je pogosto
uporabljeno zaradi enostavne izvedbe, medtem ko 24-urno kompozitno vzoréenje, izvedeno s pomocjo
avtomatskih vzorcevalnikov, zagotavlja bolj reprezentativen vzorec. Kljub temu pa oblikovanje
zanesljivih zaklju¢kov o razSirjenosti posameznih metod vzoréenja ostaja omejeno, saj v kar 34 %
raziskav niso porocali podatka o uporabljeni metodi vzoréenja (na grafu oznac¢eno kot N/A). Manjsi
delez predstavljajo raziskave, ki so uporabile zgolj metodo kompozitnega vzorca brez casovne
opredelitve ali kombinacijo 24-urnega kompozitnega vzorca in grab vzorca.
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Graf 10: DeleZ raziskav v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi glede na
metode vzoréenja odpadne vode (n = 58).

Graf (Graf 11) prikazuje delez raziskav v katerih so preucevali prisotnost bakterij, odpornih proti
karbapenemom, v odpadni vodi glede na fazo vzorca (tekoca, kombinacija tekoce in trdne, N/A) in
metodo vzorcenja. Med raziskavami, kjer so vzorcili tekoco fazo vzorca (n = 44), prevladuje uporaba
grab vzorcenja in 24-urnega kompozitnega vzorcenja, ki sta bila uporabljena v najve¢jem delezu
raziskav.

Pri raziskavah, ki so vzorcile tekoco in trdno fazo vzorca (n = 13) so pogosteje uporabili kombinacijo
24-urnega kompozitnega vzorca in grab vzorca. Uporabljeni pa sta bili tudi posamezno, kot metoda
grab vzorcenja in 24- urnega kompozitnega vzorcenja.

Stolpec N/A, predstavlja raziskave, kjer faza vzorca, ni bila opredeljena, podani pa so bili podatki o
uporabljeni metodi vzorcenja (n = 1). V tem primeru so za metodo vzorcenja uporabili 24-urni
kompozitni vzorec.

Navedeno kaZe na potrebo po standardizaciji metod vzorcenja za spremljanje bakterij, odpornih proti
karbapenemom, v odpadni vodi in boljSe poro¢anje informacij v raziskavah, kot sta faza analiziranega
vzorca in metoda vzorcenja.
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Graf 11: Delez raziskav v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi glede na
fazo vzorca in metodo vzoréenja odpadne vode (n = 58).

5.9 Izsledki raziskav in predlagani javnozdravstevni ukrepi

Namen in cilji raziskav, vkljucenih v pregled literature so bili zelo raznoliki, zato se med seboj razlikujejo
tudi priporocila in predlagani ukrepi, ki izhajajo iz ugotovitev raziskav. V raziskavah so najpogosteje
poudarjali potrebo po uvedbi rednega spremljanja in nadzora nad razsirjenostjo odpornosti bakterij
proti karbapenemom v odpadni vodi (n = 8) ter potrebo po razvoju bolj uéinkovitih metod ciséenja
odpadne vode (n = 9), saj komunalne (istilne naprave pogosto niso zadostno ucinkovite pri
odstranjevanju bakterij, odpornih proti karbapenemom (n = 10).

V vec raziskavah so poudarili pomen spremljanja odpornosti bakterij proti antibiotikom v odpadni vodi
za razumevanje odpornosti bakterij proti antibiotikom v populaciji (n = 6) ter za izboljSanje nadzora
nad uporabo antibiotikov (n = 7). To je pomembno tudi zato, ker lahko izpust odpornih bakterij v
komunalne sisteme spodbuja prenos genov za odpornost proti antibiotikom med bakterijami, s ¢imer
se problematika odpornosti Se poglablja (n = 5), hkrati pa predstavlja vir Sirjenja bakterij, odpornih
proti antibiotikom (n = 4).

Med predlaganimi javnozdravstvenimi ukrepi so v raziskavah izpostavili tudi pomen ozaveséanja
javnosti o problematiki odpornosti bakterij proti antibiotikom v odpadni vodi (n = 3), razvoj in uvedbo
natancnejsih ter ucinkovitejsih metod za identifikacijo in kvantifikacijo bakterij, odpornih na antibiotike

vvvvv
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5.10 Izvedba kultivacije in metoda detekcije bakterij

Vedina raziskav (n = 50) je poleg molekularnih metod izvedla tudi kultivacijo bakterij (Graf 12), kar
poudarja klju¢no vlogo te metode pri preucevanju odpornih sevov, zlasti tistih, ki proizvajajo
karbapenemaze. Kultivacija omogoca osamitev posameznih sevov, ki jim je mogoce dolociti fenotipski
profil in jih uporabiti v nadaljnjih genetskih ter genomsko usmerjenih analizah. TakSen pristop
omogoca povezovanje fenotipskih in genotipskih znadilnosti odpornih bakterij, kar je bistveno za
razumevanje mehanizmov odpornosti in njihove epidemioloske razsirjenosti v okolju.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

Delez raziskav (%)

30%

20%

10%

0%
DA NE

IZVEDBA KULTIVACIJE

Graf 12: DelezZ raziskav v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi glede na
izvedbo kultivacije bakterij (n = 58).
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V raziskavah, v katerih so preucevali bakterije, odporne proti karbapenemom, so uporabljali razlicne
metode za dolocanje bakterijskih vrst in genov odpornosti (Graf 13).
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Graf 13: DeleZ raziskav v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi glede na
metodo detekcije (n = 58).

Za dolocanje vrst bakterij odpornih proti karbapenemom se najpogosteje uporabljajo molekularne
metode, med katerimi prevladuje PCR (n = 45), ki omogoca hitro in obdutljivo zaznavanje genov
odpornosti. Sledi sekvenciranje celotnega genoma (WGS) (n = 36), ki omogoca celovito analizo
genetskih znacilnosti sevov, vklju¢no z identifikacijo genov odpornosti, virulen¢nih dejavnikov in
mobilnih genetskih elementov. MALDI-TOF masna spektrometrija (n = 32) se uporablja za hitro
identifikacijo bakterij na osnovi njihovih proteinskih profilov. Kvantitativni PCR (QPCR) in 16S rRNA
sekvenciranje se uporabljata bistveno redkeje; prva omogoca kvantifikacijo specifiénih genov
odpornosti, medtem ko druga razkriva taksonomsko sestavo mikrobnih skupnosti.

Pomembno je poudariti, da nekatere od teh metod, kot sta MALDI-TOF in WGS, zahtevajo predhodno
osamitev bakterijskih sevov, saj temeljijo na analizi posameznih bakterijskih kultur, medtem ko je PCR,
zlasti gPCR in 16S rRNA sekvenciranje, mogoce izvesti tudi neposredno iz vzorcev odpadne vode, brez
potrebe po kultivaciji. Ta razlika pomembno vpliva na vrsto pridobljenih podatkov — metode, ki
temeljijo na osamljenih sevih, omogocajo poglobljeno fenotipsko in genotipsko karakterizacijo,
medtem ko neposredne molekularne metode zagotavljajo SirSi vpogled v prisotnost in raznolikost
genov odpornosti v okolju.
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5.11 Metoda koncentriranja

Prikazan je delez raziskav glede na uporabljeno metodo koncentriranja vzorca odpadne vode pri
preucevanju proti karbapenemom odpornih bakterij v odpadni vodi (Graf 14).
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METODA KONCENTRIRANJA

Graf 14: Delez raziskav v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi glede na
metodo koncentriranja (n = 58).

Najpogosteje metoda koncentriranja ni bila uporabljena (n = 26). Uporaba filtracijskih membran z
velikostjo por 0,22 um in 0,45 um je bila pogosta. Redkejsa uporaba ultrafiltracije (Amicon 100 kDa) (n
= 1) in centrifugiranja (n = 1), nakazujeta na omejeno uporabo bolj obcutljivih koncentracijskih metod,
predvsem pa so membranske filtracije enostavnejSe za uporabo in z njimi doseZzemo ustrezen ucinek
koncentriranja. Pri filtraciji na membranah pogosto tudi ni potrebna posebna laboratorijska oprema,
kot so specializirane visoko zmogljive centrifuge (npr. za ultra-centrifugiranje), kar pomeni da je taksSna
metodologija cenejSa. Pomembno je poudariti tudi da za kultivacijo bakterij iz vto¢ne odpadne vode
mnogokrat ni potrebno koncentriranje, saj je v taksSnih vzorcih koncentracija bakterij zadostna da
omogoca uspesno kultivacijo.
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5.12 Meja zaznavnosti (LOD)

V vecini analiziranih raziskav meja zaznavnosti (LOD; limit of detection) ni bila dolo¢ena (n = 50), kar
predstavlja pomembno metodolosko pomanijkljivost pri zagotavljanju kakovosti in primerljivosti
rezultatov (Graf 15).
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Graf 15: DelezZ raziskav v katerih so preucevali bakterije odporne proti karbapenemom v odpadni vodi glede na
mejo zaznavnosti (LOD) (n = 58).

Meja zaznavnosti opredeljuje najnizjo koncentracijo tarénega nukleotidnega zaporedja ali
mikroorganizma, ki jo je mogoce zanesljivo zaznati s posamezno analitsko metodo. Dolocitev LOD je
klju¢na za oceno obcutljivosti metode, saj omogoca razumevanje, do katere mere lahko metoda zazna
prisotnost bakterij ali genov odpornosti v kompleksnih vzorcih, kot je odpadna voda. Le manjse Stevilo
raziskav (n = 7) je jasno opredelilo mejo zaznavnosti, medtem ko je v posameznih primerih uporabljena
tudi standardna krivulja do koncentracij reda 10? kopij, kar omogocda kvantifikacijo tarénih genov
znotraj dolo¢enega obmocja natancnosti. Odsotnost podatkov o LOD omejuje moznost primerjave
med Studijami in zmanjsSuje zanesljivost pri oceni prevalence nizko prisotnih odpornih bakterij ali
genov.

Za vzpostavitev standardiziranega in primerljivega pristopa v prihodnjih raziskavah, zlasti v okviru
mednarodnih programov spremljanja antimikrobne odpornosti v okolju, bo zato nujno vkljuditi
dolocitev meje zaznavnosti za posamezne analitske postopke. To bi omogodilo boljSo oceno
obcutljivosti uporabljenih metod, vecjo ponovljivost rezultatov in bolj zanesljivo interpretacijo trendov
v pojavnosti genov odpornosti v odpadni vodi.
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6. Zakljucek

Spremljanje bakterij, odpornih proti karbapenemom, v odpadni vodi predstavlja pomembno orodje za
zgodnje odkrivanje Sirjenja te vrste mikrobne odpornosti v populaciji. Sistematicni pregled literature je
pokazal, da se preucevanje in spremljanje odpornih bakterij proti karbapenemom v odpadni vodi Ze
izvaja v Stevilnih drzavah, pri ¢emer ima Evropa vodilno vlogo. V vecini raziskav so se osredotocili na
enterobakterije, pri Cemer so najpogosteje preucevali Klebsiella spp. in Escherichia coli, sledila sta jima
Acinetobacter spp. in Pseudomonas spp. ldentificirane so bile tudi razliéne skupine genov, povezanih s
karbapenemazami — najpogosteje blaKPC, blaNDM in blaOXA. V nekatere raziskave so poleg
molekularnega testiranja vkljucili tudi testiranje obcutljivosti preucevanih bakterij na posamezne
karbapenemske antibiotike. Vzoréenje odpadne vode za preucevanje bakterij odpornih proti
karbapenemom se je najpogosteje izvajalo na vtoku v KCN, kar omogoca zajem reprezentativnega
vzorca in boljSe razumevanje dinamike Sirjenja odpornosti bakterij proti karbapenemom na ravni
populacije. Analiza raziskav vklju¢enih v nas sistemati¢en pregled literature, je pokazala razlicne
pristope pri odvzemu vzorcev odpadne vode, od grab do 24-urnega kompozitnega vzorca, ob tem pa
tudi vzorcenje razli¢nih faz vzorca odpadne vode—tekoce in trdne. Ugotovljeno je, da kombinacija obeh
faz ponuja celovitejSi in boljSi vpogled v celoten proces odstranjevanja bakterij, odpornih proti

Vv v

karbapenemom, v sistemih za ¢is¢enje odpadne vode.

Raziskave vkljucene v sistemati¢ni pregled literature poudarjajo pomen rednega sistema spremljanja
bakterij odpornih na antibiotike v odpadni vodi, izboljSanju ucinkovitosti obstojecih postopkov ¢is¢enja
odpadne vode in dopolnjevanju okoljskih podatkov s podatki iz zdravstvenega sistema. Klju¢na je tudi
krepitev ozaves$cenosti o vlogi okolja pri Sirjenju odpornosti bakterij na antibiotike ter spodbujanje
interdisciplinarnega sodelovanja v skladu s pristopom »Eno zdravje«.
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8. Priloge

8.1 Metode dela

Pregledali smo raziskave, ki preucujejo prisotnost bakterij, odpornih proti karbapenemom, v odpadni
vodi, vzor&eni na vtoku v komunalno &istilno napravo (KCN). V pregled literature smo vkljuéili raziskave,
ki so obravnavale bakterije, odporne proti karbapenemom, ter/ali prisotnost karbapenemaz oziroma
genov za karbapenemaze.

Sistematicni pregled literature smo izvedli v podatkovni bazi PubMed. Iskalni niz je bil pripravljen v
anglescini in je vkljuceval klju¢ne besede ter Boolove operaterje: "((wastewater) OR (waste water) OR
(sewer) OR (sewage) OR (treatment plants)) AND ((Klebsiella Pneumoniae) OR (K. pneumoniae) OR
(Carbapenem-resistant Enterobacterales) OR (CRE) OR (carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae) OR (CPE) OR (carbapenem resistance) OR (carbapenemases) OR (beta-lactam
resistance) OR (carbapenem) OR (Carbapenem resistant Acinetobacter) OR (carbapenem resistant
Pseudomonas aeruginosa) OR (CRA) OR (CRPs)) AND ((surveillance) OR (wastewater-based
surveillance) OR (monitoring) OR (outbreak) OR (prevalence) OR (survey) OR (detection)). Iskanje
literature smo izvedli enkrat in je vkljucevalo vse zadetke iz podatkovne baze PubMed do 27. 11. 2024.

Pregled zadetkov izbranega iskalnega niza je bil opravljen v petih korakih in skladno s Prednostnimi
porocili za sistematic¢ne preglede in meta-analizo (Preferred Reporting Items for Systematic review and
Meta-Analysis protocols — PRISMA) (Page et al., 2021).

Izbor literature je bil izveden postopno po korakih s strani avtorjev te Studije. V prvem koraku smo
preverili ustreznost ¢lankov glede na njihov naslov, z upostevanjem vkljucitvenega kriterija, da se
¢lanek nanasa na spremljanje bakterij s karbapenemazami v odpadni vodi. V naslednjem koraku smo
izvedli pregled izvlecka €lanka. Vsak avtor je ¢lanku dodelil oceno »Da« ali »Nex, glede na vkljucitvene
kriterije (Slika 1). To je bilo izvedeno za vsak korak sistematicnega pregleda literature, med
posameznimi koraki pa so se vsi avtorji sestali in razpravljali o svojih odlocitvah, da bi dosegli skupno
soglasje o tem, katere ¢lanke vkljuciti v pregled. Poleg tega smo v zadnjem koraku izvedli pregled
celotne vsebine ¢lankov, da bi preverili njihovo ustreznost.

Iz ¢lankov, ki smo jih vkljucili v koncni izbor smo pridobili podatke o vrsti preucevanih bakterij,
odpornosti proti karbapenemom, drzavi izvajanja raziskave, obdobju spremljanja, lokaciji vzorcenja,
fazi vzorCenja (tekoca, tekoca in trdna), Stevilu vzorénih mest, pogostosti vzorcenja, uporabljenih
metodah vzorcenja, koliCini zbranih vzorcev za analizo, nacinih uporabe rezultatov ter o predlaganih
javnozdravstvenih ukrepih.

V izbor ¢lankov za pregled literature je bilo iz podatkovne baze PubMed vklju¢enih 1055 zadetkov
iskalnega niza, ki so bili objavljeni do 27. 11. 2024. Skupno je bilo v na$ konc¢ni izbor vkljuenih 58
¢lankov z 58 relevantnimi raziskavami (Slika 1).
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Slika 1: Diagram poteka izbora ¢lankov za sistematicni pregled literature.

[ Identifikacija $tudij preko podatkovnih baz ]
E Clanki opredeljeni iz:
% - podatkovne baze PubMed C""_"'(;' izkijuceni pred pregiedom
3 (n = 1055) n=0)
Clanki, vrednoteni za ustreznost IzKljuceni Elanki (n = 812):
glede na naslov ¢lanka - Izkljuéitev Elankov dvojnikov (n = 1)
(n = 1055) - Clanki izkljuéeni iz drugih raziogov
{n=811)
IzkljuCeni lanki (n = 143):
B Clanki, vrednoteni za ustreznost - Clanek ni prouceval vtoka v
2 glede na izviecek Elanka komunalno ¢istilno naprave (n = 107)
& (n =243) - Clanek ni prouceval karbapenemaz
(n=19)
- Clanek ni vkljuéeval nobenega od
vkijucitvenih kriterijev (n= 17)
IzKjuCeni lanki (n = 42):
- Clanek se ni nanasal na vzorenje iz
» i . komunalne ¢istilne naprave (n = 18)
Clank!, vrednoteni za l._lstr{?_znosl - Clanek ni prouéeva| vioka v
glede na celotno vsebino ¢lanka komunalno &stilno napravo
(n=100) (n=11)
- Clanek ni prougeval karbapenemaz
—
(n=12)
- Izkljucitev ¢lankov dvojnikov (n = 1)

Clanki vkljuGeni v analizo
(n =58)




8.2 Analiza podatkov

Za laZjo primerjavo podatkov je bilo Stevilo raziskav pretvorjeno v delezZe. Izbrane raziskave smo
analizirali z namenom pridobitve podatkov o:

- povzrociteljih,

- preucevani rezistenci proti karbapenemom,

- izsledkih in predlaganih javnozdravstvenih ukrepih,

- drzavah izvajanja raziskav,

- obdobju spremljanja,

- lokaciji vzoréenja (npr. komunalna ¢istilna naprava (KCN), povriinske vode, kanalizacijske

vode...)

- fazi vzorcenja (tekoca ali trdna in tekoca),

- Stevilu vzorénih mest,

- pogostosti vzorcenja,

- uporabljenih metodah vzoréenja,

- koli¢ini zbranih vzorcev za analizo (volumen vzorca).

Predstavljeni podatki o spremljanju bakterij, odpornih proti karbapenemom, v odpadni vodi so omejeni
na raziskave, pridobljene z nasim pregledom literature.
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