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LA sl
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AB After the emergence of resistant bacterial isolates, they spread quickly and became one of the main

problems in many hospitals around the world. The most frequent and important of them are
methicillin-resistant S. aureus (MRSA), vancomycin-resistant enterococci (VRE) and
enterobacteria that produce extended spectrum betalactamases (ESBL). Therapy of infections
caused by multidrug resistant bacteria is difficult and therefore the need for development of new
effective antibiotics is constantly growing. Tigecycline is one of recently developed
antimicrobials, which belongs to a novel group of broad-spectrum glycylcyclines. It has not been
used jet in Slovenia but it is in the process to obtain a distribution licence. The main purpose of
our study was to determine susceptibility of the most frequent bacterial pathogens to tigecycline.
200 bacterial isolates were included in the study. They were tested by microdilution method. 134
(99,3 %) out of 135 tested isolates of S. aureus, S. agalactiae, enterococci and enterobacteria
according to the guidelines published by FDA, were susceptible to tigecycline. One of them was
intermediately susceptible. There were no tigecycline resistant isolates. In vitro activity of
tigecycline against S. aureus including MRSA (MIKy, = 0,25 pg/mL), enterococci including VRE
MIKgy = 0,12 pg/mL), S. agalactiae (MIKy, = 0,03 pg/mL), S. pneumoniae (MIKy, =
0,03 pg/mL), H. influenzae (MIKgy = 0,5 pg/mL) and enterobacteria including ESBL positive
isolates was good. However, tigecycline was in vitro less active against A. baumannii (MIKy, =
1 pg/mL ) and P. aeruginosa (MIKg, = 16 pg/mL ). Additionally, tigecycline susceptibility was
tested in 67 MRSA, VRE, ESBL positive E. coli and K. pneumonia and S. maltophilia isolates
using the disc diffusion method and the E-test. It was found out that the E-test is more accurate
and therefore more suitable for testing the susceptibility of tigecycline in the microbiological

laboratory.
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meropenem (MER), levofloksacin (LVX), amikacin (AK), minociklin (MIN) in
tigeciklin (TGC) pri izolatih vrste P. aeruginosa 40
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SEZNAM OKRAJSAV
ATCC ang. The American Type Culture Collection
CLSI ang. Clinical and Laboratory Standards Institute
DNK deoksiribonukleinska kislina
ESBL laktamaze beta z razsirjenim spektrom delovanja
FDA ang. Food and Drug Administration
KA krvni agar
McF McFarland
MH Mueller-Hinton agar
MIK minimalna inhibitorna koncentracija
MRSA proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus
PBP penicilin vezoci protein
RNK ribonukleinska kislina
SCCmec ang. staphylococcal cassette chromosome mec

VRE proti vankomicinu odporni enterokoki
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1 UVOD

Eden izmed pomembnih mejnikov v razvoju in napredku medicine je odkritje
antibiotikov, ki je mocno prispevalo k zmanjSanju zapletov zdravljenja bakterijskih
okuzb in umrljivosti zaradi infekcijskih bolezni. V zadnjem casu pa Stevilne raziskave
kaZejo na povezanost uporabe antibiotikov s pojavom bakterijskih sevov, ki so odporni

proti posameznim antibiotikom (Tenover, 2001).

Do razvoja odpornih bakterijskih izolatov je prislo ze s samim odkritjem protibakterijskih
sredstev, vendar je problem odpornosti po vsem svetu zelo narasel z odkritjem veckratno
odpornih bakterij, ki povzrocajo teZave pri zdravljenju Stevilnih okuzb. Med njimi so
najbolj znani proti meticilinu odporni izolati Staphylococcus aureus (MRSA iz ang.
methicillin-resistant S. aureus), izolati enterobakterij, ki izloCajo laktamaze beta z
razsirjenim spektrom delovanja (ESBL iz ang. extended spectrum betalactamases) in
proti vankomicinu odporni izolati enterokokov (VRE iz ang. vancomycin-resistant

enterococci) (MacDougall in Polk, 2005).

K Sirjenju proti antibiotikom odpornih bakterij prispevajo Stevilni dejavniki okolja, ki
ustvarjajo selekcijski pritisk. Tako Siroka, nepravilna in nekriticna uporaba antibiotikov v
bolni$nicah in zunaj njih poveca selekcijski pritisk in omogoci pojav odpornih bakterij v
tem okolju. Posledi¢no se po vsem svetu povecuje Stevilo bolnikov s tezjimi oblikami
bakterijskih okuzb. Za omejitev Sirjenja okuzb in ucinkovito zmanjSanje bakterijske
odpornosti je zelo pomembno hitro in zgodnje odkrivanje odpornih izolatov. Pomemben
del boja proti bakterijski odpornosti pa predstavlja tudi smotrna uporaba antibiotikov

(Madigan in sod., 2003).

Zaradi pojava bakterijske odpornosti proti dosedaj ucinkovitim zdravilom postaja izbira
antibiotikov za zdravljenje bakterijskih okuzb vedno ozja. Zato je potreba po odkrivanju

novih uc¢inkovitih protimikrobnih sredstev zelo velika.
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Eden zadnjih razvitih Sirokospektralnih antibiotikov je tigeciklin, ki spada v skupino
glicilciklinov in je namenjen predvsem za zdravljenje zapletenih okuzb koze in podkozja

in zapletenih okuzb v trebusni votlini (Zhanel in sod., 2004).

V Sloveniji je bil marca 2008 Sele sprozen postopek za pridobitev dovoljenja za promet s
tigeciklinom (Tygacil) in se ga zaenkrat Se ne uporablja. Zaradi vseh svojih lastnosti bo

verjetno zdravilo v prihodnosti pritegnilo veliko pozornosti strokovne javnosti.



Gabrijel P. Obcutljivost bakterijskih izolatov za novi glicilciklinski antibiotik tigeciklin. 3
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2008

1. NAMEN DELA

V diplomski nalogi smo zeleli ugotoviti, kaks$na je obcutljivost najpogostejSih
povzrociteljev bakterijskih okuzb, osamljenih pri hospitaliziranih bolnikih v Sloveniji za

novi glicilciklinski antibiotik tigeciklin pred zacetkom uporabe v nasi drzavi.

Na osnovi podatkov iz literature smo pri¢akovali, da bo novi glicilciklinski antibiotik
tigeciklin dobro ucinkovit proti enterokokom (vkljuéno z VRE), izolatom S. aureus
(vkljuéno z MRSA) in proti enterobakterijam (vklju¢no z izolati, ki izlo¢ajo ESBL).
Pricakovali smo tudi dobro uc¢inkovitost tigeciklina proti ostalim po Gramu pozitivnim
bakterijam, medtem ko smo domnevali, da je njegova ufinkovitost proti izolatom

Pseudomonas aeruginosa in Acinetobacter spp. slabsa.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 ANTIBIOTIKI

Antibiotiki so kemijske snovi, ki s svojim delovanjem ovirajo razmnoZzevanje
mikroorganizmov  (baktericidni  ucinek) oziroma preprecujejo njihovo  rast
(bakteriostati¢ni ucinek). V osnovi so antibiotiki naravne substance in so produkt zivih
celic, v zadnjem casu pa je veCina izdelanih s sintezo ali kemijsko modifikacijo
naravnega antibiotika. Slednje izboljSa tako njihov protimikrobni ucinek kot tudi

farmakoloske znacilnosti (Madigan in sod., 2000).

Na uporabnost antibiotikov pomembno vplivajo njihove lastnosti. Med ugodne lastnosti
antibiotikov spadajo Sirok spekter delovanja, dobro prodiranje v medceli¢nino oz. celice,
peroralno jemanje antibiotika, malo stranskih ucinkov itd. Te lastnosti povecajo njihovo
uporabnost, lahko pa se prav zaradi Sirokega spektra delovanja in posledicno pogostejSe
uporabe antibiotika razvije odpornost bakterij proti antibiotiku, kar pa ni ugodno za
zdravljenje bakterijskih infekcij. Antibiotiki imajo lahko tudi taksne lastnosti, ki njihovo
uporabnost zmanjSujejo (ozek spekter delovanja, pocasno prodiranje do celic, ni mozno
peroralno jemanje, toksi¢nost ...). Za zdravljenje okuzb bolnikov je zaZeleno, da je na

trzis¢u vedno vec antibiotikov z ugodnim delovanjem (Anzueto in Adams, 2003).

Glede na mehanizem delovanja in kemicno zgradbo razdelimo antibiotike v razlicne
skupine. Prva skupina antibiotikov preprecuje sintezo celicne stene, drugi vplivajo na
sintezo znotrajcelicnih beljakovin, tretja skupina antibiotikov vpliva na sintezo jedrnih
nukleinskih kislin in zadnji zavirajo delovanje citoplazemske membrane (Jenkins in

Valentine, 2003).

2.1.1 Zaviralci sinteze celi¢ne stene

Bakterijska celi¢na stena je sestavljena iz peptidoglikana, kjer se N-acetil-muraminska
kislina povezuje z N-acetil glukozaminom v verigo. Pomembno vlogo pri zamrezenju

imajo penicilin vezo¢i encimi (PBP iz ang. penicillin binding protein). V kolikor se
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inhibitorji celicne stene vezejo nanje, izgubijo funkcijo in pride do kopi¢enja osnovnih

elementov celi¢ne stene in posledicno do avtokataliticnega unicenja celice.

Betalaktamski antibiotiki

V skupino betalaktamov spadajo penicilini, cefalosporini, karbapenemi, monobaktami in
zaviralci laktamaz beta. Njihova znalilnost je betalaktamski obroC. Zavirajo sintezo
celi¢ne stene, in sicer vstopajo skozi bakterijsko celicno steno in se povezejo s proteini
PBP, ki so kot receptorji na citoplazemski membrani. Z vezavo na proteine PBP
preprecijo njihovo delovanje in tako je postopek transpeptidacije prekinjen. Po aktivaciji

specifi¢nih encimov v celi¢ni steni bakterije pride do samounicenja celice.

Penicilini so najbolj razsirjena skupina antibiotikov, ki se v klini¢ni medicini $iroko
uporabljajo. V to skupino spada tudi prvi odkrit antibiotik penicilin, ki ga je leta 1929
odkril Alexander Fleming in je produkt plesni Penicillium notatum, danes pa je vecina
penicilinov polsinteticnih oziroma sinteti¢nih derivatov (Rang in sod., 2001). Poleg
naravnih penicilinov (penicilin G in penicilin V) in proti penicilazam odpornih
penicilinov (meticilin, oksacilin) poznamo $e skupine penicilinov s Sirokim spektrom
delovanja, in sicer aminopeniciline (amoksicilin, ampicilin), karboksipeniciline
(karbenicilin) ter ureidopeniciline (piperacilin). Pri zdravljenju se uporabljajo tudi
kombinacije penicilinov in zaviralcev laktamaz beta, npr. amoksicilin s klavulansko
kislino, ki pa pogosto povzrocajo alergijske reakcije in drazijo centralni ziveni sistem

(Murray in sod., 2002).

Cefalosporini so polsinteti¢ni derivati 7-aminocefalosporanske kisline, izolirane iz plesni
rodu Cephalosporium. Delujejo podobno kot penicilini in jih delimo v Stiri generacije, ki
se razlikujejo predvsem po antibakterijskem spektru delovanja in nacinu dajanja
antibiotika. Od prve do Cetrte generacije se je njihov spekter delovanja Siril proti po
Gramu negativnim bakterijam, povecevala se je aktivnost proti anaerobom in odpornim
mikrobom, medtem ko se je zmanjSevala ucinkovitost proti po Gramu pozitivnim

mikroorganizmom (Murray in sod., 2002).

.....

spekter delovanja med znanimi zaviralci sinteze celicne stene (Brooks in sod., 2004).
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Glikopeptidi

Glikopeptidni antibiotiki preprecujejo sintezo celicne stene. V to skupino uvrS¢amo
vankomicin in teikoplanin. Vankomicin je baktericidni antibiotik, ki ga pridobivajo iz
bakterijske vrste Streptomyces orientalis. Teikoplanin je nov kompleksen glikopeptid.
Delujeta tako, da spremenita pentapeptidne prekurzorske molekule peptidoglikana s
transglikozilacijo, ko prehajajo skozi citoplazemsko membrano, in preprecita vezavo
peptidnih prekurzorjev na nastajajoco verigo peptidoglikana in nadaljno navzkrizno
povezavo (transpeptidacijo). Ucinkovita sta le proti po Gramu pozitivhim

mikroorganizmom (Cetinkaya in sod., 2000).

2.1.2 Zaviralci sinteze znotrajceli¢nih proteinov

Tetraciklini

Tetraciklini so Sirokospektralni antibiotiki, ki so bili odkriti okrog leta 1940. Ker
povzrocajo razmeroma malo stranskih ucinkov, jih pogosto uporabljamo pri zdravljenju
okuzb po Gramu pozitivnih in negativnih bakterij ter atipi¢nih povzrociteljev infekcij
(klamidije, mikoplazme, rikecije, protozoje). Z vezavo na ribosomsko podenoto 30S
prepreci vezavo aminoacil-tRNK molekuli na akceptorsko mesto (A) ribosoma in tako

preprecijo sintezo proteinov (Chopra in Roberts, 2001).

Makrolidi

Makrolidi so antibiotiki s Sirokim spektrom delovanja, ki so v manj$ih koncentracijah
bakteriostaticni, v vecjih pa baktericidni. Eden izmed najbolj znanih makrolidov je
eritromicin, ki s svojo vezavo na ribosomski podenoti 23S in 50S preprecuje translacijo
proteinov. Novejsi makrolidni antibiotik je azitromicin, ki dobro prodira v nevtrofilce in
makrofage in ga uporabljajo za zdravljenje okuzb, katerih povzroditelji so ujeti v

fagocitnih celicah (Murray in sod., 2002).

Piranozidni antibiotiki - linkozamidi
Tako kot makrolidi tudi linkozamidi (klindamicin, linkomicin) zavirajo sintezo proteinov,

saj se vezejo na ribosomsko podenoto 50S, natan¢neje s 23S rRNK molekulo in blokirajo
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podaljSevanje polipeptida. Z njimi zdravimo okuzbe s po Gramu pozitivnimi bakterijami

in anaerobi (Petinaki in sod., 2008).

2.1.3 Zaviralci sinteze nukleinskih kislin

Kinoloni

Kinoloni predstavljajo eno pomembnejsih skupin sinteti¢nih antibiotikov z baktericidnim
delovanjem. Ker zavirajo delovanje DNK-giraze, ki je potrebna pri DNK podvojevanju in
replikaciji, preprecujejo oblikovanje bakterijskega kromosoma. Uporabljamo jih pri
zdravljenju sistemskih okuzb in okuzb secil s po Gramu negativnimi mikroorganizmi ter
atipiénimi povzrocitelji (klamidije, rikecije). Glede na spekter delovanja poznamo tri
generacije, med katerimi je najbolj znan ciprofloksacin, ki spada med kinolone druge

generacije (Murray in sod., 2002).

Sulfonamidi

Sulfonamidi so bakteriostati¢ni antibiotiki, ki jih v klini¢cnem zdravljenju ne uporabljamo
ve¢ pogosto zaradi vse ve€jega pojava odpornosti bakterij proti njim. Njihovo
ucinkovitost povecamo v kombinaciji z drugimi kemoterapevtiki, najpogosteje s
trimetoprimom (sulfometoksazol in trimetoprim). Po kemic¢ni zgradbi so podobni
paraaminobenzojevi kislini, ki tekmujejo za ista vezavna mesta na encimu dihidropteroat
sintetazi. Posledi¢no je prepreCena sinteza tetrahidrofolne kisline in pirimidinov,
osnovnih gradnikov nukleinskih kislin, in s tem je prekinjena sinteza DNK. Prokariontske
celice same sintetizirajo tetrahidrofolno kislino, zato je vgraditev neucinkovitega
ekvivalenta paraaminobenzojeve kisline zanje toksi¢na. Za evkariontske celice pa
sulfonamidi niso toksi¢ni, saj te same ne izdelujejo folne kisline in so odvisne od

zunanjih, ze pripravljenih virov (Brooks in sod., 2004).

Trimetoprim

Je ucinkovit bakteriostatiCen antibiotik, ki zavira delovanje encima dihidrofolne
reduktaze in na ta nacin prepreCuje sintezo tetrahidrofolne kisline. Trimetoprim je bolj
toksi¢en za prokariontske kot za evkariontske celice, saj imajo encimi dihidrofolne

kisline vec¢jo afiniteto vezave za trimetoprim pri prokariontskih celicah. Uporabljamo ga
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v kombinaciji s sulfometoksazolom pri zdravljenju okuzb s po Gramu negativnimi

mikrobi (Barrow in sod., 2007).

2.1.4 Zaviralci delovanja citoplazemske membrane

Zaviralci delovanja celicne membrane selektivno zavirajo procese v citoplazemski
membrani in tako ovirajo razmnozevanje prokariontskih celic. Zaradi razli¢ne strukture
evkariontske in prokariontske citoplazemske membrane, zaviralci ve¢inoma niso toksi¢ni

za evkariontske celice.

Polimiksini

So cikli¢ni baktericidni polipeptidni antibiotiki, ki delujejo podobno kot detergenti in
razgrajujejo fosfolipidni dvosloj. Uporabljamo jih za zdravljenje okuzb s po Gramu
negativnimi mikrobi. Najbolj znana sta kolistin in polimiksin, katerega uporaba je

omejena zaradi nefrotoksi¢nosti (Tsubery in sod., 2005).

2.2 PRIDOBITEV ODPORNOSTI PROTI ANTIBIOTIKOM

Ze od samega zaGetka uporabe antibiotikov za zdravljenje bakterijskih okuZb poznamo
tudi pojav bakterijske odpornosti proti antibiotikom, ki jim omogoca selektivno prednost
v okolju. Posamezne bakterijske vrste ali rodovi so naravno (intrinzi¢no) odporni proti
dolo¢enim antibiotikom zaradi znacilnih fizioloskih, strukturnih ali genetskih lastnosti.
Pri mikroorganizmih, ki nimajo tarénih mest, na katere delujejo antibiotiki, ali pri tistih z
znacilno sestavo celiCne stene je preprecen vdor antibiotikov do mesta njihovega

delovanja.

Posamezni izolati neke bakterijske vrste ali rodu lahko odpornost proti antibiotikom tudi
pridobijo in taka odpornost je nepredvidljiva. Pridobljena odpornost je lahko posledica
mutacije kromosomskega ali plazmidnega gena ali pridobitve nove genetske lastnosti s
horizontalnim genskim prenosom, najpogosteje s konjugacijo ali transformacijo. Geni z

zapisom za odpornost se obicajno nahajajo na plazmidih, integronih, transpozonih, lahko
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pa pridobijo odpornost z rekombinacijo tuje DNK v kromosom ali z mutacijami v

razli¢nih kromosomskih lokusih (Martinez in Baquero, 2000).

Narascanje pojavnosti odpornih bakterijskih izolatov je problem svetovne razseznosti.
Vzroki za nastanek so mnogostevilni. Ne samo narascanje Stevila odpornih bakterij, ki
vstopajo v prehransko verigo, ampak je skrb vzbujajoce tudi dejstvo, da narasca
rezistenca med bakterijami, ki povzrocajo najpogostejSe okuzbe pri ¢loveku v bolniSnicah
in domacem okolju. Zaradi izboljSanja zdravstvenega statusa narasca Stevilo starostnikov
in imunsko oslabljenih ljudi, prav tako nizkocenovni leti povecujejo pogostost potovanj
po vsem svetu. K nevarnemu poveCanju Stevila odpornih mikroorganizmov proti
antibiotikom prispevajo tudi njihova nepravilna in nekriticna uporaba, neupoStevanje
odmerka in Casa jemanja antibiotikov, slabo profesionalno poznavanje delovanja
kemoterapevtikov in posledicno njihova nepravilna uporaba, pa tudi pomanjkljivo

spremljanje gibanja odpornosti med bakterijami (Madigan in sod., 2003).

Poznanih je pet osnovnih mehanizmov bakterijske odpornosti proti antibiotikom, in sicer:
encimska razgradnja antibiotika, sprememba tar¢nega mesta — prijemaliS¢a antibiotika,
sprememba strukture celicne membrane in posledicno zmanjSana prepustnost za
antibiotik, aktivno iz€rpavanje antibiotika iz bakterijske celice in sprememba presnovne

poti, na katero antibiotik deluje (Avison, 2005).

2.3 VECKRATNO ODPORNE BAKTERIJE

2.3.1 Proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus

V bolnisni¢nem okolju lahko resna bolezenska stanja povzroc€ijo proti meticilinu odporni
izolati bakterije S. aureus — MRSA. Vecina sevov MRSA pogosto okuZzijo kozo, mehka
tkiva, kirurSke in druge rane, povzrocajo pa tudi sistemske okuZzbe, kot sta bakteriemija in
sepsa. Odpornost pri MRSA zajema vse betalaktamske antibiotike in je povezana z
vzporedno odpornostjo tudi proti drugim skupinam antibiotikov, vklju¢no s cefalosporini
in karbapenemi. Eden izmed pomembnih mehanizmov bakterijske odpornosti proti

betalaktamskim antibiotikom je sprememba encimov PBP, ki so nujno potrebni pri sintezi
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peptidoglikana. Sirjenje MRSA v bolni$ni¢nih okoljih po vsem svetu je olajsano s
horizontalnim prenosom gena za meticilinsko rezistenco. To onemogoca ucinkovito
zdravljenje okuzb s temi antibiotiki in oza izbor ucinkovitih protimikrobnih sredstev

(Enright in sod., 2002).

Zivljenjsko nevarne bolni$niéne okuZbe so povezane s katetri in drugimi umetnimi
vsadki. Vzrok za odpornost S. aureus proti meticilinu je izdelovanje novega tipa penicilin
vezoCega proteina PBP2a, ki ga kodira kromosomski gen mecA. Je del velikega
mobilnega genetskega elementa SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec).
PBP2a je po svojem delovanju transpeptidaza, ki katalizira nastanek pre¢nih povezav v
peptidoglikanskem delu celi¢ne stene. PBP2a ima nizko afiniteto vezave za betalaktame
in je sposoben ucinkovite sinteze celicne stene tudi takrat, ko so vsi ostali proteini PBP
zavrti. Izolati, razSirjeni v bolnisni¢nem okolju, imajo enega izmed obstojecih zapisov za
gensko kaseto SCCmec tip I, II ali III. Okuzba z MRSA podaljsa bivanje v bolniSnicah,

poveca stroSke zdravljenja in smrtnost bolnikov (Enright in sod., 2002).

Najprej so se sevi MRSA Sirili v bolnisni¢nem okolju, zadnja leta pa se vse pogosteje
nahajajo tudi v domacem okolju, kjer se Siri zapis za gensko kaseto SCCmec tip 1V, ki

resno ogroza majhne otroke in ljudi, ki Zivijo v tesnem stiku (Gupta in sod., 2007).

Zdravljenje okuzb z MRSA je vefinoma omejeno na glikopeptide, vankomicin in
teikoplanin, Ceprav se ze pojavljajo bakterijski izolati, ki so odporni tudi proti

vankomicinu (Tiwari in Sen, 2006).

2.3.2 Beta-laktamaze z razsirjenim spektrom delovanja

Betalaktamski antibiotiki so med najpogosteje predpisanimi protimikrobnimi sredstvi,
zato je pojav odpornosti proti njim moc¢no omejil njihovo uporabo. Za zdravljenje okuzb
z bakterijskimi izolati, ki izdelujejo laktamaze beta in so odporni proti penicilinom in
cefalosporinom prve generacije, uporabljajo encimsko relativno stabilne in

Sirokospektralne  cefalosporinske derivate. Encimi laktamaze beta razgradijo
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betalaktamski obro¢ batalaktamskih antibiotikov. Poznamo Stevilne raznolike encime, ki
jih kodirajo plazmidni ali kromosomski geni in se med seboj razlikujejo po svojih

substratih, fizikalnih in kemic¢nih lastnostih (Seme, 2002).

V zadnjih treh desetletjih so se med po Gramu negativnimi enterobakterijami pojavile
proti slednji skupini antibiotikov odporne mutante, ki proizvajajo laktamaze beta z
razSirjenim spektrom delovanja — ESBL. Bakterije, ki izlocajo ESBL, hidrolizirajo poleg
penicilinov in cefalosporinov prve generacije tudi cefalosporine tretje in Cetrte generacije
ter aztreonam, ne pa tudi karbapenemov, cefamicinov in zaviralcev laktamaz beta (Seme,

2002).

Geni za ESBL se nahajajo na mobilnih genetskih elementih, kar omogoca hitrejse
Sirjenje determinant odpornosti znotraj celotne druzine Enterobacteriaceae. Do sedaj so
identificirali preko 150 razli¢nih tipov ESBL, od katerih vsak tip encima posreduje
drugacen profil odpornosti. Na podlagi aminokislinskega zaporedja jih delimo na 9
strukturnih ali evolucijskih druzin, od katerih sta najpomembne;jsi druzini z encimi TEM

in SHV, ki predstavljajo tudi najvecji delez ESBL (Bradford, 2001).

ESBL izdelujejo predvsem enterobakterije iz vrst Escherichia coli in Klebsiella
pneumoniae ter bakterije iz vrst Pseudomonas aeruginosa. Bolniki z venskimi,
arterijskimi ali urinarnimi katetri, bolniki, ki so ze dlje ¢asa v bolniSni¢ni oskrbi, ter
bolniki, ki prejemajo Sirokospektralne cefalosporine, so najbolj dovzetni za okuzbo z
bakterijskimi izolati, ki izlo¢ajo ESBL. Zdravljenje teh okuzb predstavlja izziv, saj
izrazajo bakterije razlicne nivoje odpornosti proti razlicnim antibiotikom iz skupine
Sirokospektralnih cefalosporinov. Zaenkrat se najbolj uporabljajo karbapenemi, cefotetan

in piperacilin v kombinaciji s tazobaktamom (Paterson in Bonomo, 2005).

2.3.3 Enterokoki, odporni proti glikopeptidom

Leta 1988 so bili odkriti prvi proti vankomicinu odporni enterokoki — VRE. Zaradi

iziemno hitrega Sirjenja in naravne odpornosti enterokokov proti vecini danes
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uporabljanih antibiotikov predstavljajo enega izmed glavnih problemov pri zdravljenju
bolnisni¢nih okuzb tako v Evropi kot ZDA. Za vecino okuzb pri ¢loveku sta odgovorni
dve vrsti, in sicer Enterococcus faecalis in Enterococcus faecium. So del normalne
bakterijske flore prebavil ljudi in zivali, v bolnisni¢nem okolju pa so pomembni patogeni
povzrocitelji okuzb urinarnega trakta, endokarditisa, abdominalnih abscesov in tudi sepse

(Seme, 2002).

Glikopeptidna antibiotika vankomicin in teikoplanin ucinkujeta le proti po Gramu
pozitivnim mikrobom. Oblikujeta kompleks s C-terminalnim koncem prekurzorja
peptidoglikana in s tem preprecita njegovo vkljucitev v celi¢no steno. Pri prehajanju
pentapeptidnih prekurzorskih molekul skozi citoplazemsko membrano jih spremenita in
tako preprecita nastanek verige peptidoglikana in njegovo precno povezovanje oziroma

transpeptidacijo (Arthur in sod., 1996).

V kliniéni mikrobiologiji so znani trije fenotipi odpornosti enterokokov proti
vankomicinu: VanA, VanB in VanC. Enterokoki s fenotipom VanA so visoko odporni
tako proti vankomicinu kot tudi teikoplaninu. Zapisi za proteine, odgovorne za razvoj
odpornosti proti glikopeptidom, se nahajajo na mobilnem transpozonu Tnl1546, ki se
lahko vkljuc¢i v plazmid in se s konjugacijo prenasa v druge seve enterokokov in tako
pride do Sirjenja VRE. Enterokoki fenotipa VanB so odporni proti vankomicinu, vendar
obcutljivi za teikoplanin. Za fenotip VanC pa je znacilna nizka stopnja odpornosti proti
vankomicinu in je znalilna za vrste Enterococcus casseliflavus ter Enterococcus
gallinarum. Vzrok za hitro Sirjenje VRE je sposobnost konjugacije in transpozicije, kjer
pride do prenosa transpozona Tn1546 ali plazmida z vkljuenim transpozonom, ki nosi

gene za razvoj odpornosti (Seme, 2002).

Zdravljenje okuzb z VRE je razmeroma uspe$no. Inficirano tkivo iz rane kirurSko
odstranimo, bakteriemijo lahko zdravimo brez uporabe protimikrobnih sredstev, abscese
spiramo. Okuzbe urinarnega trakta zdravimo s fosfomicinom ali nitrofurantoinom, za
resnejSe okuzbe pa uporabimo linezolid kot izbirni bakteriostati¢ni antibiotik (Kauffman,

2003).
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24 RAZVOJNOVIH ANTIBIOTIKOV

Sirjenje odpornosti proti antibiotikom je predvsem posledica $iroke in neustrezne uporabe
antibiotikov. V praksi se to kaze z vse pogostejSimi neuspehi protimikrobnega zdravljenja
in tako se je potrebno soociti z novimi klinicnimi in ekonomic¢nimi izzivi za zdravljenje
okuzb z odpornimi sevi in izdelavo ¢im boljsih laboratorijskih testov za diagnostiko ter v

dolocenih primerih z zdravljenjem z drazjimi antibiotiki (Tenover, 2001).

Zaradi pojava vse vecjega Stevila veckratno odpornih bakterij prihaja do zapletov pri
zdravljenju resnih okuzb, zato je potreba po razvoju ucinkovitih novih antibiotikov s

Sirokim spektrom delovanja zelo velika.

Oksazolidinoni so nova skupina Sirokospektralnih antibiotikov, ki preprecujejo zacetno
stopnjo sinteze proteinov. Pomemben predstavnik je oksazolidinon linezolid, ki ucinkuje
pri po Gramu pozitivnih patogenih mikroorganizmih, vklju¢no pri MRSA, VRE in proti
penicilinu odpornim izolatom Streptococcus pneumoniae in anaerobnih bakterijah (Gill
in sod., 2007).

V zadnjem casu za zdravljenje okuzb z MRSA in VRE uporabljajo Se cikli¢ni lipopeptid
kvinupristin-dalfopristin, ki ima podoben spekter delovanja kot vankomicin, vendar ze

porocajo o pojavu nekaterih odpornih izolatov (Baddour in sod., 2006).

2.4.1 Tigeciklin

Tigeciklin je prvi antibiotik, ki spada v novo skupino protimikrobnih sredstev
glicilciklinov, ki so po nacinu delovanja podobni tetraciklinom. Je Sirokospektralen
antibiotik z bakteriostaticnim ucinkom in preprecuje sintezo bakterijskih proteinov. Po
kemijski strukturi je 9-tert-butil-glicilamido sinteti¢ni derivat minociklina (slika 1) in je
ucinkovit tudi pri bakterijah, ki so odporne proti tetraciklinom (Frampton in Curran,

2005).
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RESNR HiCay Cl5

Slika 1: Kemijska struktura tigeciklina (Towsend in sod., 2007)

Tigeciklin se veze s 16S rRNK molekulo na 30S podenoti ribosoma in ima 5-krat vecjo
afiniteto vezave kot tetraciklini. To prepre¢i vstop amino-acilnih tRNK molekul do
vstopnega mesta A na ribosomu in prekine vgradnjo aminokislinskih ostankov v
nastajajoCe peptidne verige (slika 2). Ucinek zaviranja sinteze proteinov je 20-krat vecji
kot pri tetraciklinih. V celico vstopa preko bakterijske celicne membrane s pasivno
difuzijo ali z aktivnim transportom, za kar je potrebna energija (Reinert in sod., 2007;

Zhanel in sod., 2004).

Tigeciklin-prekine ygradnjo
aminokislinskih ostankoy ¥
nastajajoco peptidno yerigo

/mR_’\-K
w Aminokislinski ostanek

Ribosom

Vezavmo mesto

Slika 2: Mehanizem delovanja tigeciklina (Tygacil, 2008)

Tigeciklin je bil registriran leta 2005 v ZDA. Zanj je obcutljivih ve€ina po Gramu
pozitivnih aerobnih bakterij in po Gramu negativnih enterobakterij ter nefermentativnih
organizmov kot tudi veckratno odporne bakterije: MRSA, ESBL in VRE. Ucinkovit je
tudi proti veCini po Gramu pozitivhim in negativnim anaerobom in atipicnim

organizmom (Reinert in sod., 2007).
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Namenjen je predvsem za zdravljenje zapletenih okuzb koze in podkozja ter zapletenih
okuzb v trebusni votlini, in sicer z intravenoznim odmerjanjem. Tako kot pri vecini
antibiotikov se tudi pri zdravljenju s tigeciklinom pojavljajo nezeleni ucinki, ki pa se ne
pojavijo pri vseh bolnikih. Najpogostejsi stranski ucinki, o katerih so porocali pri vsaj 1
od 10 bolnikov, ki so prejemali tigeciklin, so: slabost, bruhanje in driska. Med pogostimi
so tudi abscesi, omotica, laboratorijsko dolo¢ena zmanjSana sposobnost strjevanja krvi,
bolecine v trebuhu, izpusc€aji, glavobol, obcasno pa lahko pride tudi do alergijske reakcije
in znizane koncentracije krvnih ploi¢ic. Studije so pokazale, da jemanje tigeciklina lahko
upocasni rast kosti in povzro€i trajno obarvanje zob, zato ga ne priporoc¢ajo nosecnicam

in otrokom do 8. leta starosti (Greer, 2006).

Razpolovni cas tigeciklina je 36 ur in je dalj$i kot pri tetraciklinu in minociklinu.
Primarna pot izlo¢anja nespremenjenega tigeciklina iz telesa je z zol¢em in urinom.
Glukuronidacija in izloCanje nespremenjenega tigeciklina skozi ledvice sta manj
pomembni poti spros€anja iz telesa (Zhanel in sod., 2004). Starost in spol bolnika naj ne
bi imela pomembnega vpliva na absorbcijo, sproscanje, porazdeljevanje med tkivi in

izlo¢anje tigeciklina pri posamezniku (Muralidharan in sod., 2005).

Uporaba tigeciklina lahko vpliva na normalno ustno in ¢revesno bakterijsko floro. V
nekaterih primerih lahko povzroci razras¢anje neobcutljivih organizmov, med katerimi so
najpogostejSe glivice in enterobakterije v Crevesni mikroflori. Lahko pride tudi do

kolonizacije potencialno patogenih mikroorganizmov oziroma do pojava odpornih

bakterijskih vrst (Nord in sod., 2006).

Zaradi Siroke uporabe tetraciklinov za zdravljenje okuzb tako pri ljudeh kot Zivalih so se
pojavili Stevilni odporni mikroorganizmi, kar je omejilo uporabo tetraciklinov za
zdravljenje. Znani so trije mehanizmi odpornosti proti tetraciklinom: iznos tetraciklinov
iz bakterijske celice, konformacijska sprememba ribosoma in ribosomska zasCita. Za
pojav odpornosti so odgovorni geni, ki se nahajajo na mobilnih elementih: plazmidih,
konjugativnih transpozonih in integronih in omogocajo prenos tet genov od vrste/rodu do
druge vrste/rodu. Tet geni nosijo zapis za razlicne proteine, ki se nahajajo v bakterijski

citoplazemski membrani in omogocajo iznos tetraciklinov iz celice. Poleg teh proteinov
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kodirajo tet geni tudi druge proteine, ki sodelujejo pri konformacijski spremembi
ribosoma, kar posledi¢no povzroci disociacijo tetraciklinov z ribosoma ali celo prepreci

njihovo vezavo na ribosom (Zhanel in sod., 2004).

Ti mehanizmi odpornosti pa ne ucinkujejo proti glicilciklinom oziroma tigeciklinu.
Zaradi kemi¢ne zgradbe na tigeciklin ne delujejo Tet ¢rpalke, ki ¢rpajo tetracikline iz
bakterijske celice. Te predstavljajo najpomembnejSi mehanizem odpornosti
enterobakterij, bakterij iz rodu Acinetobacter in deloma stafilokokov proti tetraciklinom.
Tudi na ribosome, ki imajo spremenjeno Tet beljakovino, ki omogoca odpornost
predvsem po Gramu pozitivhim kokom proti tetraciklinom, se tigeciklin neovirano veze.
Podobno kot tetraciklini pa je tudi tigeciklin obcutljiv za kromosomske crpalke, ki
predstavljajo mehanizem odpornosti proti ve¢ antibiotikom in so znalilne za vrsto

Pseudomonas aeruginosa in rod Proteae (Zhanel in sod., 2004).



Gabrijel P. Obcutljivost bakterijskih izolatov za novi glicilciklinski antibiotik tigeciklin. 17
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2008

3 MATERIALI IN METODE
3.1 BAKTERIJSKI IZOLATI

V raziskavo smo vkljucili 267 bakterijskih izolatov. 200 izolatov je bilo osamljenih pri
bolnikih, hospitaliziranih v Univerzitetnem kliniénem centru Ljubljana v obdobju 6
mesecev (avgust 2007 — februar 2008), 67 bakterijskih izolatov pa smo izbrali iz zbirke
izolatov Laboratorija za bakteriolosko diagnostiko respiratornih infekcij InStituta za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. Med po
Gramu pozitivnimi bakterijami smo v raziskavo vkljucili izolate rodov in wvrst:
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus ter Streptococcus
agalactiae, med po Gramu negativnimi bakterijami pa izolate rodov in vrst: Haemophilus
influenzae, Acinetobacter spp., Escherichia coli, Enterobacter spp., Pseudomonas

aeruginosa, Serratia spp., Klebsiella spp. in Stenotrophomonas maltophilia.

Bakterijski izolati so bili osamljeni iz razli¢nih kuznin, in sicer iz: krvi, sputuma, aspirata
traheje, urina (ne ve¢ kot 25 % vseh izolatov), urinskega katetra, brisa rane in abscesa,
punktata abscesa, drena in podobno. Pri posameznem bolniku smo uporabili le enega od
izolatov, tako da ni prihajalo do ponavljanja. Vsi izolati so bili do testiranja shranjeni pri

—-80° C.

3.2 TESTIRANJE OBCUTLJIVOSTI BAKTERIJSKIH IZOLATOV

Obcutljivost 200 izbranih izolatov najpogostejsih povzrociteljev bakterijskih okuzb smo
ugotavljali z mikrodilucijsko metodo in na ta nacin dolocili minimalne inhibitorne
koncentracije razlicnih antibiotikov. Za testiranje smo uporabljali panele MicroScan

(Dade Behring Inc., Sacramento, USA) (slika 3).

Slika 3: Panel MicroScan (Dade Behring Inc.)
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Antibiotiki in razpon njihovih koncentracij, ki smo jih testirali pri po Gramu pozitivnih

bakterijah, so prikazani v preglednici 1.

Preglednica 1: Antibiotiki in njihove koncentracije, ki smo jih testirali pri po Gramu pozitivnih bakterijskih
izolatih

Slika 4 prikazuje razporeditev antibiotikov v panelu MicroScan (Dade Behring Inc.), ki

smo ga uporabljali za testiranje po Gramu pozitivnih bakterij.

0,25 0,5

Slika 4: Razporeditev antibiotikov v panelu MicroScan (Dade Behring Inc.) za testiranje po Gramu
pozitivnih bakterij

Legenda: Aug — amoksicilin s klavulansko kislino, P/T — piperacilin s tazobaktamom, Lvx —
levofloksacin, Cax — ceftriakson, Lzd — linezolid, Min — minociklin, Va — vankomicin, Am — ampicilin, P
— penicilin, Tge — tigeciklin, Mer — meropenem.
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Antibiotiki in razpon njihovih koncentracij, ki smo jih testirali pri po Gramu negativnih

bakterijah, so prikazani v preglednici 2.

Preglednica 2: Antibiotiki in njihove koncentracije, ki smo jih testirali pri po Gramu negativnih bakterijskih
izolatih
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Slika 5 prikazuje razporeditev antibiotikov v panelu MicroScan (Dade Behring Inc.), ki

smo ga uporabljali za testiranje po Gramu negativnih bakterij.
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Slika 5: Razporeditev antibiotikov v panelu MicroScan (Dade Behring Inc.) za testiranje po Gramu
negativnih bakterij

Legenda: Aug — amoksicilin s klavulansko kislino, P/T — piperacilin s tazobaktamom, Lvx —
levofloksacin, Cax — ceftriakson, Cpe — cefepim, Am — ampicilin, Ak — amikacin, Min — minociklin, Caz
— ceftazidim, Tge — tigeciklin, Mer — meropenem.
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3.3 METODE

3.3.1 Priprava uporabljenih gojis¢

3.3.1.1 Krvni agar (KA)

Za pripravo gojis¢a KA smo na 1 L &iste vode dodali 40 g pripravljene mesanice BBL™

Infusion Agar (Blood Agar Base) (BD, Sparks, ZDA). MeSanica vsebuje:

2,0 g sréno-miSi¢nega ekstrakta,

13,0 g pankreazno razgrajenega kazeina,
5,0 g kvasnega ekstrakta,

5,0g NaClin

15,0 g agarja.

Nastalo zmes smo avtoklavirali in nato dodali 5 % sterilno z natrijevim citratom citrirano

govejo kri.

3.3.1.2 Mueller-Hinton agar (MH)

Za pripravo gojis¢a MH smo na 1 L &iste vode dodali 38 g pripravljene mesanice BBL™

Brain Heart Infusion Agar (BD, Sparks, ZDA), ki vsebuje:

2,0 g govejega ekstrakta,

17,5 g kislega hidrolizata kazeina,
1,5 g Skrobain

17,0 g agarja.

3.3.2 Priprava bakterijskih izolatov in bakterijske suspenzije

Zamrznjene izolate smo najprej odmrznili in jih nacepili na osnovno gojisce krvni agar
(KA). Po 24-urni inkubaciji v pri 35 + 1° C, smo jih precepili na KA in nato ponovno

inkubirali za 24 ur pri 35 + 1° C. V 3 mL Inoculum Water (Dade Behring Inc.) smo iz
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Ciste kulture izolata pripravili bakterijsko suspenzijo gostote 0,5 McFarland (McF).
100 pL bakterijske suspenzije smo prenesli v epruveto s 25 mL ustreznega bujona. Za
izolate Enterococcus spp., S. aureus, Acinetobacter spp., E. coli, Enterobacter spp.,
P. aeruginosa, Serratia spp. in Klebsiella spp. smo uporabljali Mueller-Hinton bujon
(Dade Behring Inc.). Za izolate S. pneumoniae in S. agalactiae smo uporabljali Mueller-
Hinton bujon s 3 % lizirano konjsko krvjo (Dade Behring Inc.) in za izolate H. influenzae
Haemophilus Test Medium — HTM (Dade Behring Inc.). Vsebino v epruveti smo nato 8

do 10-krat premesali z obratanjem epruvete.

3.3.3 Inokulacija in rehidracija panelov

V vsako vdolbinico ustreznega panela (Gram-positive Panel — B1020-80W "Test Panel
Pos” ali Gram-negative Panel — B1020-79W "Test Panel Neg”) smo z osemkanalno pipeto
(BIOHIT, Helsinki, Finland) prenesli po 100 pL bakterijske suspenzije v ustreznem
bujonu. Panele smo inkubirali pri 35 = 1 °C. Po 20-24 urni inkubaciji (S. pneumoniae,
S. agalactiae in H. influenzae) oz. 16-20 urni inkubaciji (preostali izolati) smo preverjali
rast bakterijskih izolatov s pojavom motnosti in rezultate od¢itali s pomocjo posebnega
povecevalnega ogledala. Bakterijska rast se kaze kot zamotnitev vsebine vdolbinic
oziroma kot gumbu podobna oblika posedenih bakterijskih celic na dnu vdolbinic (slika
6). MIK antibiotika za posamezen izolat je najnizja koncentracija antibiotika, ki
popolnoma inhibira vidno rast bakterijskega izolata. Ce je bila bakterijska rast opazna pri
vseh testiranih koncentracijah antibiotika, je bil MIK izbranega antibiotika visji od
najvisje testirane koncentracije, ¢e rasti ni bilo pri nobeni koncentraciji antibiotika, je bil
mikrodilucijsko metodo smo preverili s pozitivno kontrolo. V prvo vdolbinico vsakega

panela, kjer ni bilo antibiotika, smo dodali bakterijski izolat in rast je morala biti prisotna.
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Slika 6: Rezultat mikrodilucijske metode v panelu MicroScan (Dade Behring Inc.) pri enterobakterijah

Pri vsakem testiranju smo izvedli tudi kontrolo panelov s pomocjo standardnih kontrolnih
sevov. Kontrolni sevi za Gram pozitivne bakterije so bili S. aureus ATCC 29213,
E. faecalis ATCC 29212 in S. pneumoniae ATCC 49619, za Gram negativne bakterije pa
E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, H. influenzae ATCC 49247 ter
H. influenzae ATCC 49766. Testiranje kontrolnih sevov smo izvedli po enakem postopku
kot izolate. Ce so rezultati ob&utljivosti kontrolnih sevov ustrezali priporoéenim mejnim
vrednostim, postavljenim s strani CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)

(preglednici 3 in 4), potem so bili uporabljeni paneli primerni za uporabo.

Preglednica 3: Priporoene mejne vrednosti obcutljivosti po Gramu pozitivnih kontrolnih sevov,
postavljene s strani CLSI (CLSI, 2008)

S. aureus E. faecalis S. pneumoniae
Kontrolni sev/Antibiotik ATCC 29213 | ATCC 29212 ATCC 49619
[mg/L] [mg/L] [mg/L]
amoksicilin s klavulansko Kislino 0,12-0,5 0,25-1 <0,03-0,12
piperacilin s tazobaktamom <0,25-2 1-4 N/A
levofloksacin <0,06-0,5 0,25-2 0,5-2
ceftriakson 1-8 N/A <0,03-0,12
Linezolid 1-4 1-4 <0,5-2
minociklin <0,25-0,5 1-4 N/A
vankomicin 0,5-2 1-4 <0,12-0,5
ampicilin 0,5-2 0,5-2 <0,06-0,25
penicilin 0,25-2 1-4 0,25-1
tigeciklin 0,03-0,25 0.03-0,12 0.015-0,12
meropenem <0,12 2-8 <0,12

Legenda: N/A — ni podatka



Gabrijel P. Obcutljivost bakterijskih izolatov za novi glicilciklinski antibiotik tigeciklin. 23
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008

Preglednica 4: Priporo¢ene mejne vrednosti obcutljivosti po Gramu negativnih kontrolnih sevov,
postavljene s strani CLSI (CLSI, 2008)

2-8 2-16 N/A
1-4 1-8 <0,06-0,5 N/A
<0,008-0,06 0,5-4 < 0,008-0,03 N/A
<0,06-0,12 8-64 <0,06-0,25 N/A
N/A 1-8 <0,5-2 N/A
2-8 N/A 2-8 N/A
<0,5-4 1-4 N/A N/A
<0,5-1 N/A N/A N/A
N/A N/A N/A N/A
0.03-0,25 N/A 0,06-0,5 N/A
<0,06 0,25-1 N/A <0,06-0,12

Legenda: N/A — ni podatka

Pri po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterijskih izolatih smo testirali enake
koncentracije tigeciklina, in sicer 0'008, 0'015, 0'03, 0'12, 0'25, 0'5, 1, 2, 4, 8 in 16 (v
mg/L). Ker za tigeciklin §e ni CLSI interpretacijskih kriterijev, smo si pri interpretaciji
rezultatov pomagali s kriteriji, ki jih je oblikovala ameriSka organizacija FDA (Food and

Drug Administration) in so prikazani v preglednici 5.

Preglednica 5: Interpretacijski kriteriji za obcutljivost nekaterih patogenih bakterijskih izolatov za
antibiotik tigeciklin

3.3.4 Metoda difuzijskega gradienta

Pri 67 veckratno odpornih bakterijskih izolatih, izbranih iz zbirke bakterijskih izolatov
Laboratorija za bakterioloSko diagnostiko respiratornih infekecij InStituta za

mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani, smo MIK
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tigeciklina dolocili s pomoc¢jo metode difuzijskega gradienta ali s tako imenovano
uporabo E-testov (AB BIODISK, Solna, Svedska). Na ta nadin smo testirali 3 izolate
MRSA, 2 izolata E. coli — ESBL pozitivna, 37 izolatov K. pneumoniae — ESBL pozitivni

in 25 izolatov S. maltophilia.

Po 24 urni inkubaciji pri 35 = 1 °C smo iz Cistih kultur na KA pripravili bakterijsko
suspenzijo gostote 0,5 McF v 0,85 % fizioloSki raztopini (bioMerieux, Marcy I'Etole,
Francija). Tako pripravljeno bakterijsko suspenzijo smo s sterilnim vatiranim brisom
konfluentno nanesli na MH agar. Nato smo nanj polozili s tigeciklinom impregnirano
membrano E-testa v koncentraciji od 0,016 ng/mL do 256 pg/mL. Gojis¢a smo inkubirali
24 ur pri 35 £ 1 °C in nato odcitali rezultate. MIK tigeciklina za izbrane bakterijske
elipse dotikata membrane z antibiotikom) (slika 7). Dobljene rezultate smo interpretirali

na osnovi kriterijev, ki jih je oblikovala organizacija FDA (preglednica 5).

Slika 7: Rezultat metode difuzijskega gradienta za tigeciklin
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4 REZULTATI

4.1 MIKRODILUCIJSKA METODA

V raziskavo smo vkljucili 200 bakterijskih izolatov, ki smo jih testirali z mikrodilucijsko
metodo. Vsi izolati so bili vrstno opredeljeni. 65 jih je pripadalo po Gramu pozitivnim
bakterijam, in sicer 15 vrsti S. pneumoniae, 15 rodu Enterococcus, 25 vrsti S. aureus, 10
vrsti S. agalactiae. Preostalih 135 bakterijskih izolatov je spadalo med po Gramu
negativne bakterije, in sicer jih je 15 pripadalo vrsti H. influenzae, 15 rodu Acinetobacter,
25 vrsti E. coli, 25 rodu Enterobacter, 20 vrsti P. aeruginosa, 10 rodu Serratia in 25 rodu
Klebsiella.

Z mikrodilucijsko metodo smo ugotavljali obcutljivost vseh izolatov in dolo¢ili MIK
razli¢nih antibiotikov. Se posebno so nas zanimale MIK novega glicilciklinskega

antibiotika tigeciklina, ki je tik pred zacetkom uporabe v nasi drzavi.

4.1.1 Obcutljivost bakterijskih izolatov za tigeciklin

Izolate iz vrst S. aureus, S. agalactiae, rodu Enterococcus (ne VRE) in enterobakterij
smo na podlagi interpretacijskih kriterijev, ki jih je oblikovala ameriSka organizacija
FDA (preglednica 5), opredelili kot obcutljive (S), mejno obcutljive — intermediarne (I)
ali odporne (R) (preglednica 6). Za vrste S. pneumoniae, H. influenzae, A. baumannii,
P. aeruginosa in rod Enterococcus — VRE pa zaenkrat ni oblikovanih kriterijev za
opredeljevanje obcutljivosti za tigeciklin, zato smo zanje dolocili MIKyo, ki je najnizja

koncentracija posameznega antibiotika, ki inhibira rast 90 % izolatov posamezne vrste.

Preglednica 6: Obcutljivost 135 bakterijskih izolatov vrst S. aureus, S. agalactiae, rodu Enterococcus in
enterobakterij za antibiotik tigeciklin

Tigeciklin Stevilo izolatov %
S 134 99,3

1 1 0,7

R 0 0
Skupaj 135 100

Legenda: S — obcutljiv, I — mejno obcutljiv, R — odporen
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V preglednici 7 so prikazani rezultati obcutljivosti in MIKgy (v pg/mL) za antibiotik
tigeciklin pri vseh 200 testiranih bakterijskih izolatih razlicnih rodov ali vrst. Velika
vecina (99,3 %) izolatov, za katere so oblikovani kriteriji za opredeljevanje obcutljivosti,
je bilo obcutljivih za tigeciklin. Tudi vrednosti MIKgy so bile nizke. Med vsemi
testiranimi so izstopali le izolati vrste P. aeruginosa, za katere je bil MIKq, v primerjavi

z ostalimi izolati, zelo visok (16 pg/mL).

Preglednica 7: Rezultati obcutljivosti in MIKy [pg/mL] za antibiotik tigeciklin pri izolatih posameznih
rodov/vrst

Legenda: N/A — ni podatka, ker ni oblikovanih kriterijev obcutljivosti za tigeciklin, S — obcutljiv, I —

mejno obcutljiv, R — odporen

MIK tigeciklina po Gramu pozitivnih bakterijskih izolatov so bile v razponu od
0,015 pg/mL do 0,5 pg/mL. Iz slike 8 je razvidno, da je bil najvisji MIKy, tigeciklina med
po Gramu pozitivnimi izolati pri vrsti S. aureus (0,25 ug/mL), najnizjo vrednost MIKyg

tigeciklina pa je imela vrsta S. pneumoniae (0,03 pg/mL).
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Slika 8: Stevilo po Gramu pozitivnih bakterijskih izolatov z dologeno MIK tigeciklina

Pri po Gramu negativnih bakterijskih izolatih so bile MIK tigeciklina v razponu od
0,12 pg/mL do 16 pg/mL. MIKy med po Gramu negativnimi izolati je bil najvi§ji pri
vrsti P. aeruginosa in je znasal 16 ug/mL, medtem ko sta imeli najnizjo vrednost MIKg,

tigeciklina dve vrsti, in sicer H. influenzae ter E. coli (0,5 ug/mL) (slika 9).
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Slika 9: Stevilo po Gramu negativnih bakterijskih izolatov z dolo¢eno MIK tigeciklina

4.1.2 Obcutljivost bakterijskih izolatov vrste S. pneumoniae

Vsi izolati vrste S. pneumoniae so bili obcutljivi za meropenem, ampicilin, amoksicilin s
klavulansko kislino, ceftriakson, levofloksacin in tetraciklinski antibiotik minociklin.
93,3 % testiranih izolatov je bilo obcutljivih za penicilin. Za obcutljivost bakterijskih
izolatov vrste S. pneumoniae za antibiotika tigeciklin in piperacilin s tazobaktamom ni

interpretacijskih kriterijev. Tako smo za tigeciklin dolocili MIKyj, ki je bil 0,03 pg/mL.
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ey

MIKy, sta imela amoksicilin s klavulansko kislino in tigeciklin, najvisjo vrednost MIKy,

pa levofloksacin (1 pg/mL) (slika 10).

Preglednica 8: Stevilo in delez ob¢utljivih bakterijskih izolatov vrste S. pneumoniae za antibiotike:
penicilin, ampicilin, amoksicilin s klavulansko kislino, ceftriakson, piperacilin s tazobaktamom,
meropenem, levofloksacin, minociklin in tigeciklin

14 (93.3)
15 <0,06 15 (100)
15 <0,03 15 (100)
15 0,06 15 (100)
15 <025 N/A
15 <0,12 15 (100)
15 1 15 (100)
15 <025 15 (100)
15 0,03 N/A

Legenda: N/A — ni podatka, ker ni oblikovanih kriterijev obcutljivosti za piperacilin s tazobaktamom in

tigeciklin
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Slika 10: MIKy, za penicilin (P), ampicilin (AM), amoksicilin s klavulansko kislino (AUG), ceftriakson
(CAX)), piperacilin s tazobaktamom (P/T), meropenem (MER), levofloksacin (LVX), minociklin (MIN) in
tigeciklin (TGC) pri izolatih vrste S. pneumoniae
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4.1.3 Obcutljivost bakterijskih izolatov rodu Enterococcus

Iz rodu Enterococcus smo testirali 10 izolatov vrste E. faecalis in 5 izolatov vrste
E. faecium. Eden izmed izolatov je bil odporen proti glikopeptidom. V preglednici 9
lahko vidimo, da je bil tigeciklin najucinkovitejsi antibiotik, saj so bili vsi izolati zanj
ucinkovita pri 93,3 % izolatov. 66,7 % izolatov je bilo obcutljivih za minociklin.
Ampicilin, penicilin, amoksicilin s klavulansko kislino in piperacilin s tazobaktamom so
bili enako ucinkoviti, in sicer pri 60 % izolatov. Za meropenem ni interpretacijskih
kriterijev za opredeljevanje obcutljivosti enterokokov, zato smo dolocili MIKg, ki je
znaSal > 16 pg/mL. Ampicilin in piperacilin s tazobaktamom sta imela enako vrednost

MIKy, kot meropenem (slika 11).

Preglednica 9: Stevilo in delez obéutljivih bakterijskih izolatov rodu Enterococcus za antibiotike: penicilin,
ampicilin, amoksicilin s klavulansko kislino, meropenem, piperacilin s tazobaktamom, vankomicin,
linezolid, minociklin in tigeciklin

9 (60)
15 > 16 9 (60)
15 > 38 9 (60)
15 > 16 N/A
15 > 16 9 (60)
15 2 14 (93.3)
15 2 14 (93,3)
15 > 8 10 (66,7)
15 0,12 15 (100)

Legenda: N/A —ni podatka, ker ni oblikovanih kriterijev obcutljivosti za meropenem
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Slika 11: MIKy, za penicilin (P), ampicilin (AM), amoksicilin s klavulansko kislino (AUG), meropenem
(MER), piperacilin s tazobaktamom (P/T), vankomicin (VA), linezolid (LZD), minociklin (MIN) in
tigeciklin (TGC) pri izolatih rodu Enterococcus

4.1.4 Obcutljivost bakterijskih izolatov vrste S. aureus

Med 25 testiranimi izolati vrste S. aureus, je bilo 6 proti meticilinu odpornih izolatov —
MRSA, kar predstavlja 24 %. Vsi izolati vkljuéno z MRSA so bili obcutljivi za
minociklin, njegov derivat tigeciklin, vankomicin in linezolid (preglednica 10). 76 %
testiranih izolatov je bilo obcutljivih za meropenem, amoksicilin s klavulansko kislino in
piperacilin s tazobaktamom. Na sliki 12 lahko vidimo, da sta bila antibiotika penicilin in
ampicilin najmanj ucinkovita, saj je bilo proti njima odpornih 78 % izolatov in sta imela
tudi relativno visoko vrednost MIKg,. Najvi§jo vrednost MIKy, je imel antibiotik

ceftriakson, in sicer > 64 ng/mL.
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Preglednica 10: Stevilo in delez ob&utljivih bakterijskih izolatov vrste S. aureus za antibiotike: penicilin,
ampicilin, amoksicilin s klavulansko kislino, ceftriakson, piperacilin s tazobaktamom, meropenem,
vankomicin, linezolid, minociklin in tigeciklin

3(12)
25 >16 3(12)
25 >8 19 (76)
25 > 64 19 (76)
25 > 16 19 (76)
25 > 16 19 (76)
25 1 25 (100)
25 2 25 (100)
25 0,5 25 (100)
25 0,25 25 (100)
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Slika 12: MIKy za penicilin (P), ampicilin (AM), amoksicilin s klavulansko kislino (AUG), ceftriakson
(CAX), piperacilin s tazobaktamom (P/T), meropenem (MER), vankomicin (VA), linezolid (LZD),
minociklin (MIN) in tigeciklin (TGC) pri izolatih vrste S. aureus

4.1.5 Obcutljivost bakterijskih izolatov vrste S. agalactiae

Izolati vrste S. agalactiae so bili dobro obcutljivi za vecino testiranih antibiotikov.
Penicilin, ampicilin, tigeciklin, meropenem in vankomicin so bili naju¢inkovitejsi, saj je
bil delez obcutljivih izolatov 100 %. Za ceftriakson in amoksicilin s klavulansko kislino
je bilo obcutljivih 9 od 10 testiranih izolatov (90 %). 80 % izolatov je bilo obcutljivih za
minociklin (preglednica 11). Za piperacilin s tazobaktamom pa ni interpretacijskih

kriterijev obcutljivosti in smo doloc¢ili MIKg,, ki je nizek, in sicer 0,25 pg/mL. Na sliki 13
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lahko vidimo, da je bilo ve€ina antibiotikov in vitro dobro ucinkovitih (nizek MIKyy), le

minociklin je imel visok MIKygy, in sicer > 8 pg/mL.

Preglednica 11: Stevilo in delez oblutljivih bakterijskih izolatov vrste S. agalactiae za antibiotike:
penicilin, ampicilin, amoksicilin s klavulansko kislino, ceftriakson, piperacilin s tazobaktamom,
meropenem, vankomicin, minociklin in tigeciklin

10 (100)
10 0,12 10 (100)
10 0,06 9 (90)
10 0,12 9 (90)
10 <025 N/A
10 <0,12 10 (100)
10 0,5 10 (100)
10 > 8 8 (80)
10 0,03 10 (100)

Legenda: N/A —ni podatka, ker ni oblikovanih kriterijev obcutljivosti za piperacilin s tazobaktamom

MIKy [Hg/mL]

P AM AUG CAX PIT MER VA MIN TGC
antibiotik

Slika 13: MIKy, za penicilin (P), ampicilin (AM), amoksicilin s klavulansko kislino (AUG), ceftriakson
(CAX), piperacilin s tazobaktamom (P/T), meropenem (MER), vankomicin (VA), minociklin (MIN) in
tigeciklin (TGC) pri izolatih vrste S. agalactiae

4.1.6 Obcutljivost bakterijskih izolatov vrste H. influenzae

Vsi izolati vrste H. influenzae so bili obcutljivi za oba antibiotika v kombinaciji z
inhibitorji laktamaz beta, in sicer amoksicilin s klavulansko kislino in piperacilin s

tazobaktamom ter na ceftriakson in Sirokospektralni meropenem (preglednica 12). 14
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izolatov od 15 testiranih (93,3 %) je bilo obcutljivih za ampicilin in minociklin. Ker ni
interpretacijskih kriterijev obcutljivosti za tigeciklin, smo doloc¢ili MIKyy, ki je
0,5 pg/mL.

Preglednica 12: Stevilo in delez ob¢utljivih bakterijskih izolatov vrste H. influenzae za antibiotike:

ampicilin, amoksicilin s klavulansko kislino, ceftriakson, piperacilin s tazobaktamom, meropenem,
minociklin in tigeciklin

14 (93.3)
15 1 15 (100)
15 0,12 15 (100)
15 <0,06 15 (100)
15 0,25 15 (100)
15 2 14 (93.3)
15 0,5 N/A

Legenda: N/A — ni podatka, ker ni oblikovanih kriterijev obCutljivosti za tigeciklin

Kot je razvidno iz slike 14 je bil MIKyy za vse antibiotike relativno nizek. Najnizjo
vrednost MIKy, je imel piperacilin s tazobaktamom (< 0,06 pg/mL). Pod 1 pg/mL je

znaSal MIKyy tudi za ceftriakson, meropenem in tigeciklin. MIKg za minociklin pa je bil

najvisji, in sicer 2 pg/mkL.
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Slika 14: MIKy, za ampicilin (AM), amoksicilin s klavulansko kislino (AUG), ceftriakson (CAX),
piperacilin s tazobaktamom (P/T), meropenem (MER), minociklin (MIN) in tigeciklin (TGC) pri izolatih
vrste H. influenzae
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4.1.7 Obcutljivost bakterijskih izolatov vrste E. coli

Med 25 testiranimi izolati sta 2 izolata izlocala laktamaze beta z razsirjenim spektrom
delovanja — ESBL, kar predstavlja 8 %. Vsi izolati, vklju¢no z ESBL pozitivnimi, so bili
obcutljivi za meropenem, amikacin in tigeciklin in so imeli tudi nizje vrednosti MIKyj
(slika 15). 96 % izolatov je bilo obcutljivih za ceftazidim, 92 % izolatov pa za ceftriakson
in cefepim. Vec kot 80 % izolatov je bilo obcutljivih za piperacilin s tazobaktamom,
medtem ko so bili minociklin (80 % obcutljivih), levofloksacin (76 % obcutljivih)
amoksicilin s klavulansko kislino (72 % ob¢utljivih) in ampicilin (48 % obcutljivih) manj

ucinkoviti antibiotiki (preglednica 13).

Preglednica 13: Stevilo in delez ob&utljivih bakterijskih izolatov vrste E.coli za antibiotike: ampicilin,
amoksicilin s klavulansko kislino, ceftriakson, ceftazidim, cefepim, piperacilin s tazobaktamom,
meropenem, levofloksacin, amikacin, minociklin in tigeciklin

12 (48)
25 16 18 (72)
25 0,25 23 (92)
25 <8 24 (96)
25 1 23 (92)
25 32 22 (88)
25 <0,06 25 (100)
25 >3 19 (76)
25 4 25 (100)
25 8 20 (80)
25 0,5 25 (100)
=
P/IT LVX ‘ AK MIN TGC
antibiotik

Slika 15: MIKg, za ampicilin (AM), amoksicilin s klavulansko kislino (AUG), ceftriakson (CAX),
ceftazidim (CAZ), cefepim (CPE), piperacilin s tazobaktamom (P/T), meropenem (MER), levofloksacin
(LVX), amikacin (AK), minociklin (MIN) in tigeciklin (TGC) pri izolatih vrste E. coli
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4.1.8 Obcutljivost bakterijskih izolatov rodu Enterobacter

Vsi izolati tega rodu so pripadali eni izmed dveh vrst, in sicer 4 izolati vrsti Enterobacter
aerogenes in 21 izolatov vrsti Enterobacter cloacae. Obe vrsti sta bili podobno obcutljivi
na podobne antibiotike (preglednica 14). Meropenem, tigeciklin, cefepim, levofloksacin
in amikacin so bili najucinkovitej$i antibiotiki, saj so bili vsi izolati obc¢utljivi zanje in so
imeli tudi najnizje MIKyy (od 0,25 pg/mL do 4 pg/mL) (slika 16). 92 % izolatov je bilo

obcutljivih za minociklin, 80 % izolatov za piperacilin v kombinaciji s tazobaktamom in

ceftazidim ter 72 % izolatov za ceftriakson.

Preglednica 14: Stevilo in delez obéutljivih bakterijskih izolatov rodu Enterobacter za antibiotike:
ampicilin, amoksicilin s klavulansko kislino, ceftriakson, ceftazidim, cefepim, piperacilin s tazobaktamom,

meropenem, levofloksacin, amikacin, minociklin in tigeciklin

antibiotik

0(0)
25 >32 0(0)
25 64 18 (72)
25 > 32 20 (80)
25 4 25 (100)
25 64 20 (80)
25 0,25 25 (100)
25 0,5 25 (100)
25 4 25 (100)
25 4 23 (92)
25 1 25 (100)
0 P I I |
s 5
| s N e I
MER LV X MIN TGC

Slika 16: MIK, za ampicilin (AM), amoksicilin s klavulansko kislino (AUG), ceftriakson (CAX),

ceftazidim (CAZ), cefepim (CPE), piperacilin s tazobaktamom (P/T), meropenem (MER), levofloksacin

(LVX), amikacin (AK), minociklin (MIN) in tigeciklin (TGC) pri izolatih rodu Enterobacter
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4.1.9 Obcutljivost bakterijskih izolatov rodu Klebsiella

21 testiranih izolatov rodu Klebsiella je pripadalo vrsti Klebsiella pneumoniae, med
katerimi je bilo 6 izolatov (28,6 %), ki so izlocali laktamaze beta z razSirjenim spektrom
delovanja — ESBL. 4 izolati pa so bili identificirani kot vrsta Klebsiella oxytoca. In vitro
najucinkovitejSa antibiotika sta bila meropenem in amikacin, saj so bili vsi izolati
(vkljuéno z ESBL pozitivnimi) obcutljivi zanju. Tudi tigeciklin je bil dobro ucinkovit in
je imel drugo najniZjo vrednost MIKq (2 pg/mL). 88 % izolatov je bilo obcutljivih za
levofloksacin, 84 % izolatov pa za amoksicilin s klavulansko kislino, minociklin in

cefepim (preglednica 15, slika 17).

Preglednica 15: Stevilo in delez ob&utljivih bakterijskih izolatov rodu Klebsiella za antibiotike: ampicilin,
amoksicilin s klavulansko kislino, ceftriakson, ceftazidim, cefepim, piperacilin s tazobaktamom,
meropenem, levofloksacin, amikacin, minociklin in tigeciklin

0 (0)
25 16 21 (84)
25 > 64 20 (80)
25 >32 19 (78)
25 >32 21 (34)
25 4 23(92)
25 <0,06 25 (100)
25 8 22 (88)
25 16 25 (100)
25 8 21 (84)
25 2 24 (96)

AM AUG CAX CAZ CPE P/IT MER LVX AK MIN TGC
antibiotik

Slika 17: MIKy, za ampicilin (AM), amoksicilin s klavulansko kislino (AUG), ceftriakson (CAX),
ceftazidim (CAZ), cefepim (CPE), piperacilin s tazobaktamom (P/T), meropenem (MER), levofloksacin
(LVX), amikacin (AK), minociklin (MIN) in tigeciklin (TGC) pri izolatih rodu Klebsiella
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4.1.10 Obcutljivost bakterijskih izolatov rodu Serratia

Vsi testirani izolati rodu Serratia so pripadali vrsti Serratia marcescens. Najucinkovitejsi
antibiotiki pri izolatih so bili Sirokospektralna antibiotika meropenem in tigeciklin,
ceftazidim, cefepim in amikacin, saj so bili vsi izolati zanje obcutljivi in so imeli tudi
nizje vrednosti MIKgy. Dobro ucinkovita antibiotika sta bila tudi ceftriakson in
levofloksacin, saj je bilo 90 % izolatov obcutljivih zanju. 80 % izolatov je bilo obcutljivih
za piperacilin v kombinaciji s tazobaktamom in 70 % je bilo obcutljivih za minociklin

(preglednica 16, slika 18).

Preglednica 16: Stevilo in delez ob&utljivih bakterijskih izolatov rodu Serratia za antibiotike: ceftriakson,
ceftazidim, cefepim, piperacilin s tazobaktamom, meropenem, levofloksacin, amikacin, minociklin in
tigeciklin

9 (90)
10 <8 10 (100)
10 <05 10 (100)
10 32 8 (80)
10 0,12 10 (100)
10 0,25 9 (90)
10 4 10 (100)
10 8 7(70)
10 2 10 (100)

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

MIkKy, [Mg/mL]

MER LVX AK MIN TGC
antibiotik

Slika 18: MIKy za ceftriakson (CAX), ceftazidim (CAZ), cefepim (CPE), piperacilin s tazobaktamom
(P/T), meropenem (MER), levofloksacin (LVX), amikacin (AK), minociklin (MIN) in tigeciklin (TGC) pri
izolatih rodu Serratia
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4.1.11 Obcutljivost bakterijskih izolatov vrste A. baumannii

Ce ne upostevamo obéutljivosti za minociklin, tigeciklin in meropenem, so bili izolati
A. baumannii kar precej odporni proti testiranim antibiotikom (preglednica 17). Le 6,7 %
izolatov je bilo obcutljivih za cefepim in piperacilin v kombinaciji s tazobaktamom. Ker
ni interpretacijskih kriterijev obcutljivosti za antibiotike amoksicilin s klavulansko kislino
ampicilin in tigeciklin, smo dolo¢ili MIKg, ki je bil za prva dva antibiotika visok, in sicer
> 32 pg/mL, medtem ko je bil za tigeciklin 1 pg/mL. 100 % obcutljivi so bili vsi izolati
A. baumannii za minociklin in je bil naju¢inkovitejsi antibiotik, saj je imel najnizji MIKg

(1 pg/mL) poleg tigeciklina (slika 19).

Preglednica 17: Stevilo in delez obcutljivih bakterijskih izolatov vrste A. baumannii za antibiotike:
ampicilin, amoksicilin s klavulansko kislino, ceftazidim, cefepim, piperacilin s tazobaktamom, meropenem,
levofloksacin, minociklin in tigeciklin

N/A
15 >32 N/A
15 >32 0(0)
15 > 32 1(6,7)
15 > 128 1(6,7)
15 4 14 (93,3)
15 >3 2 (13,3)
15 1 15 (100)
15 1 N/A

Legenda: N/A — ni podatka, ker ni oblikovanih kriterijev obcutljivosti za ampicilin, amoksicilin s
klavulansko kislino in tigeciklin

40

AM AUG CAZ CPE P/IT MER LVX MIN TGC
antibiotik

Slika 19: MIKy, za ampicilin (AM), amoksicilin s klavulansko kislino (AUG), ceftazidim (CAZ), cefepim
(CPE), piperacilin s tazobaktamom (P/T), meropenem (MER), levofloksacin (LVX), minociklin (MIN) in
tigeciklin (TGC) pri izolatih vrste A. baumannii
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4.1.12 Obcutljivost bakterijskih izolatov vrste P. aeruginosa

s =

P ———

Slika 20: Rezultat mikrodilucijske metode pri enem od izolatov vrste P. aeruginosa

Slika 20 prikazuje rezultate mikrodilucijske metode enega izolata iz vrste P. aeruginosa.
MIK za posamezen antibiotik je bila prva vdolbinica, v kateri ni bilo prisotne bakterijske

rasti.

Najucinkovitejsi antibiotik je bil amikacin, saj je bilo 95 % izolatov vrste P. aeruginosa
obcutljivih zanj. Med vsemi testiranimi izolati vrste P. aeruginosa je bilo 85 % izolatov
obcutljivih za piperacilin s tazobaktamom, 80 % za levofloksacin in 75 % za meropenem
in ceftazidim. Minociklin je bil slabo ucinkovit, saj je bilo 90 % izolatov odpornih proti
njemu. Ker za tigeciklin ni kriterijev za opredeljevanje obcutljivosti, smo dolocili MIKyy,
ki je znaSal 16 pg/mL. Najnizjo vrednost MIKqy med testiranimi antibiotiki pa je imel

amikacin, in sicer 8 pg/mL (preglednica 18, slika 21).

Preglednica 18: Stevilo in delez ob&utljivih bakterijskih izolatov vrste P. aeruginosa za antibiotike:
ceftazidim, cefepim, piperacilin s tazobaktamom, meropenem, levofloksacin, amikacin, minociklin in
tigeciklin

15 (75)
20 16 13 (65)
20 128 17 (85)
20 16 15 (75)
20 >8 16 (30)
20 8 19 (95)
20 > 16 2(10)
20 16 N/A

Legenda: N/A —ni podatka, ker ni oblikovanih kriterijev obcutljivosti za tigeciklin
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Slika 21: MIKg, za ceftazidim (CAZ), cefepim (CPE), piperacilin s tazobaktamom (P/T), meropenem
(MER), levofloksacin (LVX), amikacin (AK), minociklin (MIN) in tigeciklin (TGC) pri izolatih vrste
P. aeruginosa

4.2 METODA DIFUZIISKEGA GRADIENTA

Z metodo difuzijskega gradienta smo testirali 67 klinicno pomembnih izolatov, ki smo jih
izbrali iz zbirke izolatov Laboratorija za bakteriolosko diagnostiko respiratornih infekcij
Instituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. Pri
vseh izolatih smo ugotavljali odpornost proti oziroma obcutljivost za izbrani antibiotik
tigeciklin. Vsi izolati so spadali med veckratno odporne bakterije, med katerimi so bili 3
izolati MRSA, 2 izolata E. coli — ESBL pozitivna, 37 izolatov K. pneumoniae — ESBL

pozitivni in 25 izolatov vrste S. maltophilia.

4.2.1 Obcutljivost bakterijskih izolatov MRSA za tigeciklin

V preglednici 19 je prikazana primerjava rezultatov disk difuzijske metode in metode
difuzijskega gradienta 3 bakterijskih izolatov MRSA, pri katerih smo ugotavljali
obcutljivost za tigeciklin. Na podlagi kriterijev obcutljivosti za tigeciklin s strani
ameriske organizacije FDA (preglednica 5) smo posamezne izolate uvrstili v kategorije
obcutljiv (S), mejno obcutljiv — intermediaren (I) ali odporen (R). Kot je razvidno iz

preglednice 19, so bili vsi 3 izolati MRSA z disk difuzijsko metodo opredeljeni kot
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mejno obcutljivi za tigeciklin. Z metodo difuzijskega gradienta pa so bili vsi izolati

MRSA opredeljeni kot obcutljivi za tigeciklin.

Preglednica 19: Primerjava rezultatov disk difuzijske metode in metode difuzijskega gradienta bakterijskih
izolatov MRSA za antibiotik tigeciklin

4.2.2 Obcutljivost ESBL pozitivnih bakterijskih izolatov E. coli za tigeciklin

Kot je razvidno iz preglednice 20, smo oba ESBL pozitivna testirana izolata E. coli, na
podlagi rezultatov disk difuzijske metode, opredelili kot mejno obcutljiva za tigeciklin. Z
metodo difuzijskega gradienta pa sta bila izolata opredeljena kot obcutljiva za tigeciklin

(preglednica 5).

Preglednica 20: Primerjava rezultatov disk difuzijske metode in metode difuzijskega gradienta ESBL
pozitivnih bakterijskih izolatov E. coli za antibiotik tigeciklin

4.2.3 Obcutljivost ESBL pozitivnih bakterijskih izolatov K. pneumoniae za tigeciklin

Z disk difuzijsko metodo je bilo 26 ESBL pozitivnih bakterijskih izolatov vrste K.
pneumoniae opredeljenih kot mejno ob¢utljivi za tigeciklin, 11 izolatov pa kot odporni
proti tigeciklinu. Ce primerjamo rezultate disk difuzijske metode z metodo difuzijskega
gradienta, vidimo kar velike razlike v obcutljivosti posameznih izolatov. 13 izolatov je
bilo glede na MIK obcutljivih, 20 mejno obcutljivih in le 4 izolati so bili odporni proti
tigeciklinu (preglednica 21).
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Preglednica 21: Primerjava rezultatov disk difuzijske metode in metode difuzijskega gradienta ESBL
pozitivnih bakterijskih izolatov K. pneumoniae za antibiotik tigeciklin

Tigeciklin — disk difuzijska metoda Tigeciklin — MIK
S | R S I R
0 26 11 13 20 4

4.2.4 Obcutljivost bakterijskih izolatov S. maltophilia za tigeciklin

V preglednici 23 so predstavljeni rezultati posameznih izolatov vrste S. maltophilia.
Rezultate disk difuzijske metode in metode difuzijskega gradienta smo predstavili za
vsak izolat posebej in jih nismo uvrscali v kategorije obcutljivi, mejno obcutljivi ali
odporni, ker Se ni oblikovanih kriterijev za opredeljevanje obcutljivosti za tigeciklin. Za
posamezne izolate ni bilo rezultatov disk difuzijske metode (N/A). Med 25 izolati je bil
premer inhibicijske cone rasti za tigeciklin v razponu od 16,9 mm do 25,2 mm. MIK
tigeciklina pa je bil v razponu od 0,38 pg/mL (nizka vrednost MIK) do 8 pg/mL. MIKy,

tigeciklina za testirane izolate je znasal 6 pg/mL in je bil relativno visok.
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Preglednica 22: Primerjava rezultatov disk difuzijske metode in metode difuzijskega gradienta bakterijskih
izolatov S. maltophilia za antibiotik tigeciklin

1 18 4
2 172 2
3 N/A 1
4 18,7 1
5 16,9 4
6 19,2 2
7 16,9 1
8 16,9 3
9 22,72 1,5
10 22,9 1
11 252 0,75
12 22.8 1,5
13 N/A 8
14 N/A 8
15 N/A 3
16 N/A 1,5
17 N/A 1
18 N/A 0,38
19 N/A 1
20 N/A 2
21 N/A 6
22 N/A 2
23 N/A 1,5
24 N/A

25 N/A 1

Legenda: N/A — ni podatka
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Zaradi vse pogostejSega pojava bakterijskih izolatov, ki so odporni proti posameznim ali
celo vec razlicnim antibiotikom, je zdravljenje zapletenih bolnisni¢nih okuzb vse tezje in
potreba po razvoju novih ucinkovitih protibakterijskih sredstev vse vecja. Med
najpogostejSe povzrocitelje bolniSni¢nih okuzb spadajo tako po Gramu pozitivne kot po
Gramu negativne bakterije, med katerimi izstopajo veCkratno odporne bakterije kot so

MRSA, VRE in enterobakterije, ki izlo¢ajo ESBL (Tenover, 2001).

V zadnjem casu so raziskave usmerjene predvsem v razvoj novih antibiotikov in eden
izmed njih je tudi tigeciklin. Po svojem delovanju je Sirokospektralni antibiotik, ki spada
v novo skupino glicilciklinskih antibiotikov in s svojim delovanjem, ki je podobno
delovanju tetraciklinov, zavira sintezo beljakovin. Njegov Sirok protimikrobni spekter
omogoca osnovno namembnost, ki je zdravljenje okuzb koze in podkozja s po Gramu
pozitivnimi in po Gramu negativnimi bakterijami ter tezkih okuzb v trebusni votlini

(Greer, 20006).

Izbor antibiotikov je za zdravljenje bakterijskih okuzb klju¢nega pomena in njihova
uporaba usmerja evolucijo medicinsko pomembnih bakterij v razvoj odpornih vrst, kar se
kaze s vse pogostejSimi neuspehi antibioti¢nega zdravljenja. Ugotavljanje razSirjenosti
izolatov odpornih proti pogosto izbranim antibiotikom je zato klju¢nega pomena, saj je v
primeru porasta deleza odpornih izolatov proti posameznemu antibiotiku smiselno
njegovo uporabo omejiti. Tako smo v raziskavi za 200 bakterijskih izolatov ugotavljali
obcutljivost za oz. odpornost proti najpogostje uporabljanim antibiotikom, in sicer
penicilinu, ampicilinu, amoksicilinu s klavulansko kislino, ceftriaksonu, ceftazidimu,
cefepimu, piperacilinu s tazobaktamom, meropenemu, vankomicinu, linezolidu,
levofloksacinu, amikacinu, minociklinu ter proti novemu antibiotiku tigeciklinu, ki v

Sloveniji Se ni bil uporabljen.
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5.1.1 Mikrodilucijska metoda

5.1.1.1 Obcutljivost bakterijskih izolatov za tigeciklin

Ker CLSI oz. ameriska organizacija FDA Se nista oblikovali interpretacijskih kriterijev za
opredeljevanje obcutljivosti za tigeciklin za izolate vrste S. pneumoniae, H. influenzae,
A. baumannii, P. aeruginosa in rodu Enterococcus — VRE, smo za vse izolate dolo¢ili
MIKoy, tigeciklina. Izolate, za katere so oblikovani kriteriji obcutljivosti za tigeciklin, pa
smo opredelili tudi kot obcutljive, mejno obcutljive ali odporne. Tako smo med 135
izolati 99,3 % izolatov opredelili kot obcutljive za tigeciklin, 1 izolat smo opredelili kot
mejno obcutljiv, niti en izolat med testiranimi vrstami, za katere so ze oblikovani kriteriji
za interpretacijo obcutljivosti, ni bil odporen proti tigeciklinu. To nam nakazuje, da je
tigeciklin zaenkrat in vitro dobro uéinkovit proti ve€ini najpogostej$ih bakterijskih

povzrociteljev okuzb.

Po pric¢akovanjih so bili MIKy, tigeciklina za vecino izolatov relativno nizki, in sicer od
0,03 pg/mL do 2 pg/mL, izstopal je le MIKq, izolatov vrste P. aeruginosa, saj je znasal
16 pg/mL. Ti rezultati so podobni rezultatom raziskav v drugih drzavah, kjer je bil MIKy,
tigeciklina za izolate vrste P. aeruginosa > 32 pug/mL, medtem ko je bil MIKy tigeciklina
za vse ostale izolate v razponu od 0,12 pg/mL do 4 pg/mL (Reinert in sod., 2007). 1z
preglednice 7 lahko opazimo, da so bile vrednosti MIKg pri izolatih, ki smo jih vkljucili
v raziskavo, precej nizje za izolate po Gramu pozitivnih bakterij (< 0,25 pg/mL) kot po

Gramu negativnih bakterij (> 0,5 pg/mL).

5.1.1.2 Obcutljivost izolatov vrste S. pneumoniae za antibiotike

Vecina izolatov vrste S. pneumoniae je bila dobro obcutljiva za testirane antibiotike.
Kljub temu, da v zadnjem casu naraSCa delez odpornih izolatov proti penicilinu
(Beekmann in sod., 2005), ki je Se vedno zdravilo prvega izbora, je bil med 15 testiranimi
izolati le eden opredeljen kot mejno obcutljiv za penicilin, vendar pa je bil obcutljiv za
ampicilin, amoksicilin s klavulansko kislino, ceftriakson, meropenem, levofloksacin in

tetraciklinski antibiotik minociklin. Tigeciklin je bil pri¢akovano in vitro dobro u¢inkovit



Gabrijel P. Obcutljivost bakterijskih izolatov za novi glicilciklinski antibiotik tigeciklin. 46
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2008

proti vsem pnevmokokom. Rast testiranih izolatov je bila inhibirana Ze pri nizki
koncentraciji tigeciklina (0,03 pg/mL). Tudi ostali antibiotiki so imeli zelo nizek MIKyy,
kar kaze na dejstvo, da so izolati S. pneumoniae Se vedno dobro obcutljivi za vedino
uporabljanih antibiotikov. Najvi§jo vrednost MIKgy je imel levofloksacin iz skupine

fluorokinolonov, in sicer 1 pg/mL, vendar so bili tudi vsi izolati zanj obcutljivi.

5.1.1.3 Obcutljivost izolatov rodu Enterococcus za antibiotike

Izolati vrste E. faecalis in E. faecium so bili z izjemo tigeciklina slabse obcutljivi za vse
testirane antibiotike. Na sliki 11 lahko vidimo, da je bila vrednost MIKy, tigeciklina med
vsemi antibiotiki najnizja, in sicer je znasala 0,12 ug/mL, pri drugih antibiotikih pa je bila
vrednost MIKgy od 2 pg/mL (vankomicin, linezolid) do > 16 pg/mL (meropenem,
ampicilin, piperacilin s tazobaktamom). Tako je bil tigeciklin in vitro najbolj u¢inkovit
antibiotik, ki smo jih testirali. Vendar pa se bo lahko v prihodnosti obcutljivost izolatov
rodu Enterococcus za tigeciklin ob njegovi nekriti¢ni uporabi zmanjsevala. V Nemciji so
namre¢ v zacetku leta 2007 ze izolirali prvi izolat E. faecalis, ki je bil odporen proti
tigeciklinu. Mehanizem odpornosti tega izolata proti tigeciklinu Se ni pojasnjen (Werner

in sod., 2008).

Eden izmed izolatov vrste E. faecium je bil odporen proti glikopeptidom, in sicer proti
vankomicinu, kar predstavlja 6,7 %. Delez izolatov VRE je bil v na$i raziskavi za
polovico manjsi kot po podatkih raziskave za Evropo, kjer je delez VRE med testiranimi
izolati E. faecium 12 % (Reinert in sod., 2007). MIK tigeciklina pri naSem izolatu VRE je
bil 0,03 pg/mL. Presenetljiva je bila tudi nizka obcutljivost nasih izolatov za ampicilin in
penicilin (40 % odpornih izolatov), saj so bili vsi izolati pri zgoraj omenjeni raziskavi
obcutljivi za ta dva antibiotika. MoZen razlog je lahko v njuni pogostej$i uporabi za
zdravljenje v Sloveniji kot drugje po Evropi. Zanimiv je tudi delez (33,3 %) odpornih

izolatov proti minociklinu, ki je po svoji zgradbi zelo podoben tigeciklinu.
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5.1.1.4 Obcutljivost izolatov vrste S. aureus za antibiotike

Pogostost pojava proti meticilinu odpornih izolatov vrste S. aureus — MRSA kot
bolnisni¢nih patogenov je vse vecja. V nasi raziskavi je bilo med 25 testiranimi izolati S.
aureus 6 izolatov MRSA, kar je predstavljalo 24 %. V Evropi je bil delez MRSA med
izolati S. aureus, pri katerih so ugotavljali obc¢utljivost za tigeciklin, leta 2007 podoben,
in sicer 25,1 % (Reinert in sod., 2007), medtem ko je bil delez MRSA v ZDA leta 2006
precej visji (52,0 %) (Waites in sod., 2006).

In vitro najbolj ucinkoviti antibiotiki tako za meticilin obc¢utljive izolate kot MRSA so
bili tigeciklin, minociklin, vankomicin in linezolid, saj so bili vsi izolati obc¢utljivi zanje.
katerima ni bistvene razlike. V primeru boljse in vitro u¢inkovitosti tigeciklina, bi lahko
bil razlog v prisotnosti gena tet M, za katerega ima zapis vecina izolatov, ki so odporni
proti tetraciklinom. Protein Tet M namre¢ zaS¢iti ribosom pred delovanjem tetraciklinov
in so izolati posledi¢no odporni tudi proti minociklinu (Milatovic in sod., 2003).
Tigeciklin pa se na ribosom veze z veliko afiniteto in je mo¢ vezi med njim in ribosomom
premocna, da bi jo protein Tet M prekinil (Zhanel in sod., 2004). In vitro najman;j
ucinkovita sta bila ampicilin in penicilin, saj je bilo 88 % izolatov odpornih proti njima.
Na podlagi rezultatov torej ta dva antibiotika nista ustrezna za zdravljenje okuzb z izolati

S. aureus.

5.1.1.5 Obcutljivost izolatov vrste S. agalactiae za antibiotike

Tigeciklin je bil pri¢akovano dobro in vitro u¢inkovit za izolate vrste S. agalactiae, saj so
bili vsi izolati zanj obcutljivi. Poleg tigeciklina so bili tudi penicilin, ampicilin,
meropenem in vankomicin dobro in vitro u¢inkoviti. 90 % izolatov je bilo obcutljivih za
amoksicilin s klavulansko kislino in ceftriakson. Na sliki 14 lahko opazimo, da je bil
MIKyj za vse omenjene antibiotike zelo nizek (od 0,03 pg/mL za tigeciklin do 0,5 pg/mL
za vankomicin). Med vsemi testiranimi antibiotiki je bil izjema le minociklin, saj je bilo
20 % izolatov odpornih proti njemu in je imel tudi najvisji MIKy, in sicer > 8 pg/mL.

Vse izolate vrste S. agalactiae, ki imajo MIK > 8 pg/mL, se opredeli kot odporne proti
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minociklinu, pri nas pa je 80 % testiranih izolatov obcutljivih za minociklin. Dolo¢ena
visoka vrednost za MIKy je posledica majhnega $tevila testiranih izolatov (10 izolatov).
Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da so izolati vrste S. agalactiae se

vedno dobro obcutljivi za vecino testiranih antibiotikov, izjema je le minociklin.

5.1.1.6 Obcutljivost izolatov vrste H. influenzae za antibiotike

Vecina testiranih antibiotikov je bilo dobro in vitro ucinkovitih proti izolatom vrste

H. influenzae, saj so bile vse vrednosti MIKgy nizke (pod 2 pg/mL). Vsi izolati so bili

ey

ey

tigeciklin ni oblikovanih kriterijev za opredeljevanje obcutljivosti, lahko na podlagi nizke
vrednosti MIKyg, sklepamo, da je bil dobro in vitro ucinkovit proti izolatom vrste
H. influenzae. Vendar pa sta imela piperacilin s tazobaktamom in ceftriakson 8-krat 0z. 4-
krat nizji MIKy kot tigeciklin, in so dobljeni rezultati podobni rezultatom nizozemske
raziskave za obcutljivost evropskih izolatov za tigeciklin, kjer so testirali 103 izolate
vrste H. influenzae. MIKy, za piperacilin s tazobaktamom in ceftriakson je bil
< 0,06 ng/mL, MIKg, tigeciklina pa 1 pg/mL (Milatovic in sod., 2003).

5.1.1.7 Obcutljivost izolatov vrste E. coli za antibiotike

Pogostost pojava izolatov vrste E. coli, ki so izlo¢ali ESBL, je bila 8 %. Torej je bilo med
25 testiranimi izolati 6 izolatov, ki so v zunanje okolje izlocali encime ESBL. Podatki se
ujemajo z rezultati raziskave za Evropo v letu 2007, kjer je 7,6 % testiranih izolatov
izlo¢alo encime ESBL (Reinert in sod., 2007). In vitro najbolj ucinkoviti antibiotiki za
izolate vrste E. coli, vklju¢no z ESBL pozitivnimi, so bili Sirokospektralni meropenem,
tigeciklin in amikacin, saj so bili vsi izolati obcutljivi zanje. Ceftazidim (96 %
obcutljivih), ceftriakson (92 % obcutljivih) kot predstavnika cefalosporinov 3. generacije
in cefepim (92 % obcutljivih) so bili tudi in vitro dobro ucinkoviti proti izolatom vrste
E. coli. Levofloksacin, minociklin, amoksicilin s klavulansko kislino, piperacilin s

tazobaktamom so bili nekoliko slabse in vitro u¢inkoviti in so imeli tudi visje vrednosti
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MIKyy, in sicer od 4 pg/mL do 32 pg/mL. 52 % izolatov pa je bilo odpornih proti
sirokospektralnemu ampicilinu in je bil tako in vitro najmanj ucinkovit antibiotik.
Tigeciklin je bil dobro in vitro u¢inkovit proti vsem testiranim izolatom vrste E. coli,
vklju¢no z ESBL pozitivnimi, in bo v prihodnosti verjetno pomembno zdravilo za
zdravljenje okuzb tudi z veCkratno odpornimi izolati vrste E. coli. Razlog za njegovo
ucinkovitost je verjetno v neobcutljivosti za proteine Tet A in Tet B, ki so pri nekaterih
po Gramu negativnih bakterijah odgovorni za odpornost proti tetraciklinu in minociklinu,
saj omogocajo njun iznos iz bakterijske celice. Ucinkovitost tigeciklina je lahko prav
zaradi drugacne kemicne zgradbe kot pri tetraciklinu in minociklinu (Zhanel in sod.,

2004).

5.1.1.8 Obcutljivost izolatov rodu Enterobacter za antibiotike

Izolati, ki smo jih testirali, so pripadali vrstama E. cloacae in E. aerogenes. Obcutljivost
izolatov za antibiotike se med vrstama ni bistveno razlikovala. Najbolj ucinkoviti
antibiotiki za izolate rodu Enterobacter so bili pricakovano meropenem, levofloksacin,
cefepim in tigeciklin, sa so bili vsi izolati zanje obcutljivi. Med vsemi testiranimi
amoksicilin s klavulansko kislino (> 32 pg/mL). Vsi izolati so bili namre¢ odporni proti
njemu, kar se ujema z dejstvom, da so bakterije tega rodu naravno odporne proti
amoksicilinu v kombinaciji z zaviralci laktamaz beta (npr. klavulanska kislina). 92 %
izolatov je bilo obcutljivih za minociklin, 80 % za ceftazidim, 72 % pa za ceftriakson, ki
je imel tudi najvi§jo vrednost MIKy, in sicer 64 pg/mL. Tigeciklin je bil torej in vitro
bolj ucinkovit kot minociklin, kar potrjuje, da je tigeciklin neobcutljiv za proteine, ki

iznaSajo antibiotike iz bakterijske celice in pogojujejo odpornost proti minociklinu.

5.1.1.9 Obcutljivost izolatov rodu Klebsiella za antibiotike

84 % izolatov rodu Klebsiella je pripadalo vrsti K. pneumoniae. Med njimi je bilo 28,6 %

izolatov, ki so izlocali ESBL. 16 % izolatov pa je pripadalo vrsti K. oxytoca. Med vsemi

ev oo
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< 0,06 pg/mL) in amikacin, saj so bili vsi izolati, vklju¢no z ESBL pozitivnimi, zanju
obcutljivi. Drugo najnizjo vrednost MIKy, pa je imel tigeciklin, in sicer 2 pg/mL, zanj je
bilo obcutljivih 96 % izolatov. Piperacilin s tazobaktamom, levofloksacin, minociklin,
cefepim, amoksicilin s klavulansko kislino in ceftazidim so in vitro nekoliko manj
ucinkoviti, vendar Se vedno je zanje obcutljivih nad 75 % izolatov tega rodu. Leta 2007
je bil imipenem, ki spada v isto skupino antibiotikov kot meropenem, najucinkovitejsi
antibiotik za izolate tega rodu, vklju¢no za ESBL pozitivne, pa tudi tigeciklin je bil in
vitro dobro ucinkovit za veéino izolatov (Reinert in sod., 2007), kar je v skladu z naSimi

rezultati.

5.1.1.10 Obcutljivost izolatov rodu Serratia za antibiotike

Vse testirane izolate smo wuvrstili v vrsto S. marcescens, pri katerih sta bila
najucinkovitejSa antibiotika ponovno meropenem in tigeciklin, poleg njiju pa tudi
cefepim, ceftazidim in amikacin, saj so bili vsi izolati zanje obcutljivi. Najnizjo vrednost
MIKy (0,12 pg/mL) je imel meropenem, kar kaze na dejstvo, da je kot Sirokospektralni
antibiotik $e vedno in vitro zelo dobro ucinkovit proti izolatom tega rodu. MIKg
tigeciklina je bil 2 pg/mL, in se ujema z rezultati raziskave iz leta 2007 (Reinert in sod.,
2007), medtem ko je nekoliko vi$ji v primerjavi z rezultati reziskave za leto 2006 za
ZDA, kjer znaSa MIKyy 1 pg/mL (Waites in sod., 2006) oz. nekoliko nizji v primerjavi z
rezultati raziskave za Evropo iz leta 2002, kjer je MIKy, tigeciklina 4 pg/mL (Milatovic
in sod., 2003). 90 % izolatov je bilo obcutljivih za ceftriakson in levofloksacin. In vitro
najmanj ucinkovit pa je bil minociklin, saj je bilo kar 30 % izolatov odpornih proti

njemu.

5.1.1.11 Obcutljivost izolatov vrste A. baumannii za antibiotike

Pri izolatih vrste A. baumannii opazimo, da je bila vecina testiranih antibiotikov in vitro
slabo ucinkovitih, ¢e seveda ne upoStevamo rezultat obcutljivosti za minociklin, za
katerega so bili vsi izolati obcutljivi. Ti podatki kaZejo na dejstvo, da so izolati te vrste

precej odporni proti vecini antibiotikov in da je problem zdravljenja okuzb z
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A. baumannii vse ve¢ji. V svetu veljajo karbapenemi kot antibiotiki izbora za zdravljenje
veckratno odpornih izolatov te vrste, saj so pogosto odporni proti aminoglikozidom,
cefalosporinom, betalaktamom, kinolonom in tetraciklinom. 14 od 15 naSih izolatov je
bilo obcutljivih za meropenem. Vendar pa se tudi v naSem okolju pojavljajo izolati, ki
nosijo zapis za encime karbapenemaze, ki so odgovorne za pojav odpornosti izolatov
A. baumannii proti karbapenemom. Zato je v tem primeru kolistin najveckrat antibiotik
zadnjega izbora (Henwood in sod., 2002). Vzrokov za veckratno odpornost izolatov te
vrste je verjetno veC. Prisotnost proteinov Tet A in Tet B, ki omogocajo iznos
antibiotikov iz bakterijske celice, je odgovorna za odpornost proti tetraciklinu in
minociklinu, vendar ne proti tigeciklinu. Tudi zapis za protein Tet M, ki §¢iti ribosom
pred delovanjem tetraciklina, doksiciklina in minociklina, je razlog za odpornost. Za
odpornost proti betalaktamom so odgovorne laktamaze beta, ki jih izolati izloCajo v
okolje, pa tudi sprememba membranskih proteinov, ki zmanjSajo prepustnost zunanje
membrane in prepre¢ijo vstop betalaktamom (Henwood in sod., 2002; Perez in sod.,
2007). Za tigeciklin ni interpretacijskih kriterijev za opredeljevanje obcutljivosti, zato
smo dolocili MIKyy, ki je bil enak kot za minociklin, in sicer 1 pug/mL. Izolati tega rodu
so naravno odporni proti ampicilinu, amoksicilinu ter 1. generaciji cefalosporinov, zato je
razumljivo, da je MIKgy za ampicilin visok (> 32 pg/mL). 93,3 % izolatov je bilo
odpornih proti cefepimu in piperacilinu s tazobaktamom, vsi izolati pa so bili odporni

proti ceftazidimu.

5.1.1.12 Obcutljivost izolatov vrste P. aeruginosa za antibiotike

Rezultati obcutljivosti izolatov vrste P. aeruginosa, vkljucenih v naSo raziskavo, se
popolnoma ujemajo z rezultati raziskave za Evropo za leto 2007 (Reinert in sod., 2007),
saj je bil med vsemi testiranimi antibiotiki naju¢inkovitejsi amikacin, za katerega je bilo
obcutljivih 95 % izolatov vrste in je imel tudi najnizjo vrednost MIKyy (8 pg/mL),
piperacilin s tazobaktamom pa je bil drugi najucinkovitej$i antibiotik (85 % obcutljivih).
Tudi ceftazidim kot anti-pseudomonadni cefalosporin 3. generacije in meropenem sta bila
dobro ucinkovita, saj je bilo zanju obcutljivih 75 % izolatov. Izolati te vrste so podobno
kot izolati vrste A. baumannii naravno odporni proti Stevilnim antibiotikom (ampicilin,

amoksicilin, amoksicilin s klavulansko kislino, 1. in 2. generacija cefalosporinov,
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ceftrikson, cefotaksim) in je potreba po novih ucinkovitih antibiotikih vse vecja (Waites
in sod., 2006). Za zdravljenje okuzb z bakterijami vrste P. aeruginosa pa se tigeciklin kot
nov antibiotik ni izkazal za in vitro uéinkovitega (Reinert in sod., 2007) in tudi njegova

vrednost MIKy je bila visoka (v nasem primeru 16 pg/mL).

5.1.2 Metoda difuzijskega gradienta

V raziskavi smo zeleli s testiranjem 67 klinicno pomembnih izolatov primerjati rezultate
disk difuzijske metode in metode difuzijskega gradienta za dolocanje obcutljivosti za
glicilciklinski antibiotik tigeciklin pri veckratno odpornih izolatih MRSA, E. coli in

K. pneumoniae, ki izlo¢ajo ESBL ter S. maltophilia.

Trije testirani izolati MRSA so bili po disk difuzijski metodi opredeljeni kot mejno
obcutljivi za tigeciklin, medtem ko smo vse 3 z metodo difuzijskega gradienta opredelili
kot obcutljive. Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je disk difuzijska
metoda manj natancna kot metoda difuzijskega gradienta. Z metodo difuzijskega
gradienta (visoka obcutljivost) dolo¢imo tudi MIK, kar je lahko zelo pomembno pri

samem zdravljenju.

Tudi 2 izolata vrste E. coli, ki sta izlo¢ala ESBL, smo po testiranju z metodo difuzijskega
gradienta opredelili kot obcutljiva za tigeciklin, medtem ko sta bila z disk difuzijsko

metodo opredeljena kot mejno obcutljiva.

Obe metodi smo primerjali tudi pri testiranju 37 ESBL pozitivnih bakterijskih izolatov
vrste K. pneumoniae. Med njimi je bilo 26 (70,3 %) izolatov opredeljenih kot mejno
obcutljivih za tigeciklin, 11 (29,7 %) izolatov pa je bilo odpornih proti tigeciklinu.
Metoda difuzijskega gradienta pa je bila pricakovano bolj natanc¢na, in sicer so bili le 4
izolati (10,8 %) odporni proti tigeciklinu, 20 (54,1 %) izolatov smo opredelili kot mejno

obcutljive in 13 (35,1 %) izolatov kot obcutljive za tigeciklin.
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Torej lahko iz dobljenih rezultatov sklepamo, da so ESBL pozitivni izolati vrste E. coli in
K. pneumoniae lahko dobro obcutljivi za tigeciklin in je za rutinsko testiranje
obcutljivosti za tigeciklin v mikrobioloskem laboratoriju primerna metoda, s katero

dolo¢imo MIK antibiotika.

Za opredeljevanje obcutljivosti za tigeciklin za izolate vrste S. maltophilia Se ni
oblikovanih kriterijev, zato smo zanje z metodo difuzijskega gradienta dolocCili samo
MIK. Izolati vrste S. maltophilia so odporni proti Stevilnim antibiotikom, in sicer proti
vecini betalaktamov in aminoglikozidov. Pri 25 testiranih izolatih smo odcitali MIK
tigeciklina, ki je bil v razponu od 0,38 pg/mL do 8 pg/mL. MIKy, tigeciklina za testirane

izolate je znaSal 6 pg/mL in je bil nizji kot pri izolatih vrste P. aeruginosa.

Kot smo pri¢akovali je metoda difuzijskega gradienta natancnejSa kot disk difuzijska
metoda in zato ustreznejSa za testiranje obcutljivosti tigeciklina v mikrobioloSkem

laboratoriju.
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5.2 SKLEPI

e V raziskavi smo z mikrodilucijsko metodo ugotavljali obcutljivost 200
najpogostejSih povzrociteljev bakterijskih okuzb, osamljenih pri hospitaliziranih
bolnikih v Sloveniji, za novi glicilciklinski antibiotik tigeciklin, ki je tik pred

zacetkom uporabe v nasi drzavi.

e Med 135 testiranimi izolati bakterijskih vrst S. aureus, S. agalactiae, rodu
Enterococcus in enterobakterij, za katere so oblikovani kriteriji za opredeljevanje
obcutljivosti za tigeciklin, je bilo 134 (99,3 %) obcutljivih in en izolat mejno

obcutljiv za tigeciklin.

e MIKy, tigeciklina pri po Gramu pozitivnih bakterijah so bili nizji (< 0,25 pg/mL)
kot pri po Gramu negativnih bakterijah (> 0,5 pg/mL).

e Tigeciklin je in vitro dobro uéinkovit proti izolatom S. aureus, vkljuéno z MRSA
(MIKgp = 0,25 pg/mL), enterokokov, vklju¢no z VRE (MIKg, = 0,12 pg/mL),
S. agalactiae (MIKgy = 0,03 pg/mL), S. pneumoniae (MIKyy = 0,03 pg/mL),
H. influenzae (MIKq = 0,5 pg/mL) in enterobakterijam, vklju¢no z izolati, ki
izlo¢ajo ESBL.

e Tigeciklin je in vitro slabse ucinkovit proti izolatom vrst A. baumannii
(MIKgp =1 pg/mL) in P. aeruginosa (MIKgy = 16 pg/mL).

e Metode, s katerimi dolocamo MIK, so natan¢nejse in zato ustreznejSe za rutinsko
testiranje obcutljivosti tigeciklina v mikrobioloskem laboratoriju kot disk

difuzijska metoda.
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6 POVZETEK

Eden od glavnih razlogov, ki je moc¢no prispeval k zmanjSanju zapletov zdravljenja
bakterijskih okuZb in umrljivosti zaradi infekcijskih bolezni, je odkritje antibiotikov. To
je pomemben mejnik v razvoju in napredku medicine. Vendar pa se v naSem okolju
pojavljajo bakterijski izolati, ki so odporni proti posameznim antibiotikom. Stevilne
raziskave kazejo prav na povezanost prekomerne uporabe antibiotikov s pojavom
odpornosti. Z odkritjem veckratno odpornih bakterij je problem zdravljenja bakterijskih
okuzb zelo narasel. Med njimi so najbolj znani proti meticilinu odporni izolati S. aureus —
MRSA, proti vankomicinu odporni izolati enterokokov — VRE in enterobakterije, ki

izlo¢ajo laktamaze beta z razSirjenim spektrom delovanja — ESBL.

Stevilni dejavniki okolja prispevajo k §irjenju proti antibiotikom odpornih bakterij in
ustvarjajo selekcijski pritisk. Pomemben korak za zmanjSanje bakterijske odpornosti in
omejitev Sirjenja okuzb je hitro in zgodnje odkrivanje odpornih izolatov ter smotrna
uporaba antibiotikov. Antibiotiki so zaradi pojava odpornih izolatov manj u¢inkoviti in
zdravljenje bakterijskih okuzb je z njimi vse manj uspesno. Zato je potreba po odkrivanju

novih u¢inkovitih protimikrobnih sredstev velika.

Tigeciklin, ki spada v novo skupino glicilciklinov, je eden izmed zadnjih razvitih
antibiotikov in je namenjen za zdravljenje okuzb koze, podkoZzja in zapletenih okuzb

trebusne votline.

V diplomski nalogi smo z mikrodilucijsko metodo ugotavljali obcutljivost 200 izolatov
najpogostejSih povzrociteljev bakterijskih okuzb, osamljenih pri hospitaliziranih bolnikih,

za tigeciklin, ki je v Sloveniji tik pred zacetkom uporabe.

Od 135 izolatov bakterijskih vrst S. aureus, S. agalactiae, rodu Enterococcus in
enterobakterij, za katere so oblikovani kriteriji za opredeljevanje obcutljivosti za
tigeciklin, smo 134 (99,3 %) izolatov opredelili kot obcutljive in en izolat kot mejno
obcutljiv za tigeciklin. Niti en izolat med testiranimi vrstami, za katere so ze oblikovani

kriteriji obcutljivosti, nismo opredelili kot odporen proti tigeciklinu. To nakazuje, da je
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zaenkrat vecina najpogostejSih povzrociteljev bakterijskih okuzb dobro obcutljiva za

tigeciklin.

Ugotovili smo, da je tigeciklin in vitro bolj ucinkovit proti po Gramu pozitivnim
bakterijskim izolatom, saj so bile MIKqy < 0,25 ng/mL, kot proti po Gramu negativnim
bakterijskim izolatom, za katere so bile MIKgo > 0,5 pg/mL. Poleg tega je bil tigeciklin in
vitro dobro ucinkovit tudi proti veckratno odpornim izolatom MRSA (100 % ob¢utljivih),
VRE (MIKy je znasal 0,03 pg/mL) in proti enterobakterijam, ki v zunanje okolje izlo¢ajo
ESBL, saj je bilo med 8 ESBL pozitivnimi izolati 7 (87,5 %) izolatov opredeljenih kot

obcutljivi in le en izolat kot mejno obcutljiv.

Za izolate vrste A. baumannii in P. aeruginosa je bil tigeciklin in vitro slabse u¢inkovit,

saj sta bili vrednosti MIKyy visoki, in sicer 1 ug/mL oz. 16 pg/mL.

S testiranjem 67 veckratno odpornih bakterijskih izolatov (MRSA, VRE, E. coli in
K. pneumoniae, ki so izloale ESBL ter S. maltophilia) smo Zeleli primerjati rezultate
disk difuzijske metode in metode difuzijskega gradienta za doloCanje obcutljivosti za
tigeciklin. Ugotovili smo, da je metoda difuzijskega gradienta natancnejSa kot disk
difuzijska metoda in posledic¢no ustreznejSa za rutinsko testiranje obcutljivosti tigeciklina

v mikrobioloskem laboratoriju.
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