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1 UVOD 

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 

Anaerobne bakterije so razširjene kot del normalne flore ĉloveka na vseh sluzniĉnih 

površinah. Sluzniĉna pregrada se lahko prekine z operacijo, rano ali razliĉnimi boleznimi, 

kar pa daje priloţnost, da anaerobne bakterije vdrejo globlje v tkivo, kjer povzroĉijo 

infekcije. Te povzroĉajo obiĉajno skupaj z aerobnimi in fakultativno anaerobnimi 

bakterijami.  

Po kultivaciji vzorcev na gojišĉih in izolaciji se obĉutljivost anaerobnih bakterij za 

antibiotike doloĉa z dilucijsko metodo ali z metodo antibiotiĉnega gradienta. S takšnim 

naĉinom analize je bilo ugotovljeno, da Bacteroides fragilis vedno nosi zapise za 

kromosomsko beta-laktamazo iz razreda C, torej je ta vrsta odporna proti penicilinu in 

nekaterim cefalosporinom. Tudi drugi, Bacteroides spp. in Prevotella spp., imajo pogosto 

ta encim. Pri Clostridium spp. redko opisujejo prisotnost beta-laktamaz, so pa opisali proti 

penicilinu odporne izolate, ki imajo spremenjene tarĉne beljakovine, kamor se veţe 

penicilin. Zadnje ĉase pri teh vrstah bakterij opaţajo pogostejšo pojavnost odpornosti proti 

klindamicinu zaradi modifikacije nekaterih ribosomskih tarĉ.  

Do pred nekaj let so bili vzorci odpornosti precej predvidljivi in stabilni, vendar je velika 

poraba antibiotikov povzroĉila pogostejše pojavljanje odpornosti proti tem uĉinkovinam. 

Obĉutljivost anaerobnih bakterij za antibiotike moramo obvezno spremljati, saj se bodo na 

podlagi teh raziskav zdravniki v bolnišnicah, kjer je stanje bolnikov ponavadi kritiĉno, 

laţje odloĉili za empiriĉno zdravljenje.  

1.2 CILJI RAZISKOVANJA 

V naši nalogi ţelimo doloĉiti katere anaerobne bakterije se v doloĉenih kuţninah 

najpogosteje pojavljajo in kakšna je njihova obĉutljivost za antibiotike. 
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1.3 DELOVNE HIPOTEZE 

Na podlagi predhodnih raziskav menimo, da bomo iz kuţnin iz predela abdomna izolirali 

veĉ anaerobnih bakterij kot iz kuţnin iz ostalih predelov telesa. Prav tako menimo, da 

bomo v kuţninah iz abdomna pogosteje osamili bakterije Bacteroides spp., Clostridium 

spp. in Prevotella spp. V kuţninah iz prsne votline, vratu in glave pa priĉakujemo v veĉjem 

številu anaerobne po Gramu pozitivne koke, saj v teh predelih ţe v normalni flori ĉloveka 

ti mikroorganizmi prevladujejo. Med izolati iz hemokultur bodo po našem mnenju 

prevladovali Bacteroides spp., še posebej B. fragilis. 

Priĉakujemo, da bodo bakterije rodov Bacteroides in Prevotella pogosteje odporne proti 

penicilinu in proti klindamicinu kot druge anaerobne bakterije, saj so v obstojeĉih 

raziskavah ţe opisali naravno prisotne in pridobljene gene za odpornost pri teh dveh 

rodovih. Pogostejši pojav odpornosti proti klindamicinu priĉakujemo tudi pri vrstah rodu 

Clostridium. 

Predvidevamo, da bo med izolati odpornost proti klindamicinu in penicilinu bolj pogosta 

kot odpornost proti amoksicilin/klavulanski kislini, imipenemu in metronidazolu. 

Priĉakujemo, da bo odpornost proti metronidazolu prisotna pri veĉ kot polovici izolatov 

bakterij debla Actinobacteria. Med ostalimi skupinami verjetno ne bomo našli proti 

metronidazolu odpornih izolatov, ĉeprav bi lahko na podlagi predhodnih raziskav 

priĉakovali izolacijo proti metronidazolu odpornega B. fragilis. 

Prav tako predvidevamo, da bomo s filogenetskim drevesom, konstruiranim na podlagi 

16S rRNA zaporedij, ki jih bomo pridobili iz podatkovne baze RDP prikazali sorodnost 

med anaerobnimi bakterijami, ki povzroĉajo okuţbe, istoĉasno pa bomo s pomoĉjo 

filogenetskih dreves prikazali tudi razliko v pojavnosti anaerobnih bakterijskih vrst v 

kuţninah trebušnega predela, kuţninah predela glave in prsnega dela ter v hemokulturah. 
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2 PREGLED OBJAV 

2.1 ANAEROBNE OKUŢBE 

Anaerobne bakterije so prisotne na sluzniĉnih površinah in koţi kot del normalne flore. 

Predele pod sluznicami lahko okuţijo ob prekinitvi sluzniĉne bariere, do katere pride npr. z 

operacijo, travmo ali razliĉnimi bolezenskimi stanji. Odmiranje tkiva in slaba 

prekrvavljenost zmanjšata oksidacijsko-redukcijski potencial in s tem tudi olajšata rast 

anaerobnim bakterijam. Vaskularne bolezni, mraz, šok, travma, operacije, malignost, edem 

in produkcija plinov drugih bakterij podobno lahko vodijo do anaerobne okuţbe (Finegold 

in sod., 1992). Le redko pa pride do anaerobne okuţbe zaradi zunanjega vira, v primeru, da 

se to zgodi so najpogostejši povzroĉitelji nekateri predstavniki Clostridium spp. (Nagy, 

2010). Anaerobne okuţbe so dostikrat tudi polimikrobne okuţbe, kjer je udeleţenih veĉ 

anaerobnih bakterij ali pa celo anaerobnih in aerobnih bakterij (Finegold in sod., 1992).  

Anaerobi, še posebej B. fragilis, povzroĉijo abscese na mestu vstopa, v slabšem primeru pa 

lahko doseţejo krvni obtok in povzroĉijo sepso (Jousimies-Somer in Finegold, 1984; 

Nguyen in sod., 2000). Omenjena anaerobna bakteriemija je ponavadi posledica primarne 

okuţbe v ĉrevesju, ţenskem genitalnem traktu, respiratornem traktu, v ustni votlini ali pa v 

mehkem tkivu.  

V predhodnih raziskavah se je izkazalo, da najveĉji deleţ anaerobnih okuţb predstavljajo 

znotraj trebušne okuţbe (Wybo in sod., 2007). Okuţbe v trebušnem predelu pogosteje 

povzroĉijo po Gramu negativni anaerobni bacili npr. Bacteroides spp. in Prevotella spp., 

po Gramu pozitivni anaerobni koki (GPAC, ang. »Gram-positive anaerobic cocci«), 

Fusobacterium spp. in predstavniki Clostridium spp., ki pa lahko povzroĉijo resne zaplete 

(Nagy, 2010). Anaerobne vaginalne okuţbe ponavadi povzroĉajo Prevotella spp. in 

Peptostreptococcus spp. (Nagy, 2010). 

Resne okuţbe v glavi in vratu so lahko posledica okuţbe z komenzali iz ustne votline kot 

sta Porphyromonas gingivalis in Prevotella melaninogenica (Nagy, 2010), medtem ko 

kroniĉni otitis in sinusitis lahko povzroĉijo predstavniki rodu Bacteroides (Brook, 2008). V 

moţganskih abscesih prevladujejo Bacteroides spp., Fusobacterium spp. in GPAC (Nagy, 



Kokalj T. Obĉutljivost za antibiotike pri anaerobnih bakterijah izoliranih iz kuţnin… na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medodd. štud. mikrobiologije, 2012 

 

4 

2010). Bacteroides spp., Prevotella spp., Fusobacterium spp. in Peptostreptococcus spp., 

pa lahko povzroĉijo respiratorne bolezni kot so aspiracijska pljuĉnica, nekrotizirajoĉa 

pljuĉnica, pljuĉni absces ali gnojenje (Marik, 2001).  

2.1.1 Anaerobne bakterije kot normalna flora 

Metode, ki temeljijo na analizi genskih zaporedij so v zadnjih ĉasih pripomogle k 

poznavanju celotne normalne flore ĉloveka in ne samo mikroorganizmov, ki smo jih 

sposobni kultivirati (Dethlefsen in sod., 2007; Bik in sod., 2006; Aas in sod., 2005; 

Eckburg in sod., 2005: Pei in sod., 2004). Veĉina anaerobnih bakterij v okuţenih tkivih 

izvira iz normalne flore ĉloveka (preglednica 1, slika 1), zato je pri razumevanju 

patogeneze teh mikroorganizmov kljuĉno tudi poznavanje teh, bodisi komenzalov, bodisi 

simbiontov ali pa tudi patogenih mikroorganizmov ĉloveškega tkiva. Mikroorganizmi se 

pri ĉloveku preteţno pojavljajo na koţi, sluzniĉnih površinah in v ĉrevesju, kjer se pri vseh 

ljudeh v istih habitatih pojavljajo tudi bakterije, ki taksonomsko spadajo v ista debla, 

druţine in tudi rodove, razlika pri posameznikih je le v vrstah rodov teh bakterij 

(Dethlefsen in sod., 2007; Eckburg in sod., 2005; Vanhoutte in sod., 2004; Ley in sod., 

2006).  

Preglednica 1: Najpogostejše anaerobne bakterije prisotne v normalni flori ĉloveka (Finegold in sod., 1992; 

Finegold in Jousimies-Somer, 1997). 

Predel človeka Najpogosteje prisotne anaerobne bakterije 

Ustna votlina  in 

zgornji respiratorni 

del 

Pigmentirani predstavniki rodov Bacteroides in Porphyromonas, predstavniki skupine 

Bacteroides oralis, Actinomyces spp., Fusobacterium nucleatum,  vsi predstavniki po 

Gramu pozitivnih kokov. 

Koţa Peptostreptococcus spp., Propionibacterium acnes. 

Debelo ĉrevo Predstavniki skupine B. fragilis, Bilophila wadsworthia, vsi tipi anaerobnih kokov, 

predstavniki rodu Clostridium, Eubacterium in Bifidobacterium, tudi predstavniki 

rodov Prevotella, Porphyromonas in Fusobacterium 

Ţenski genitalni trakt Pigmentirani predstavniki rodu Bacteroides  in Porphyromonas, drugi predstavniki 

rodu Bacteroides, še posebej Bacteroides bivius in Bacteroides disiens, predstavniki 

rodu Peptostreptococcus in Clostridium. 
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V ĉrevesju nad vsemi drugimi debli prevladujeta debli Bacteroidetes in Firmicutes skoraj v 

enakem deleţu. Deblo Firmicutes prevladuje z veĉ kot poloviĉnim deleţem tudi v ustih, 

poţiralniku in vagini, na koţi pa najveĉji deleţ pripada deblu Actinobacteria. V trebuhu 

deblo Firmicutes obsega skoraj polovico, vendar jim sledijo Bacteroidetes in 

Actinobacteria (slika 1, slika 2) (Zoetendal in sod. 2006, Dethlefsen in sod. 2007).  

 

 

Slika 1: Za posamezna mesta specifiĉni deleţi bakterij v normalni flori pri zdravem ĉloveku, glede na debla v 

katera jih taksonomsko uvršĉamo. Izolati so bili identificirani na podlagi analize 16S rRNA (Dethlefsen in 

sod., 2007: 813). 
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Slika 2: Filogenetsko drevo 16S rRNA genskih zaporedij, ki predstavljajo skupine bakterij najpogostejših v 

ĉloveškem ĉrevesju oz. fecesu. Podĉrtani predstavniki predstavljajo najveĉje deleţe izolatov (Zoetendal in 

sod. 2006: 1641).  

2.1.2 Rod Clostridium 

Taksonomsko rod Clostridium uvršĉamo v deblo Firmicutes, razred Clostridia, red 

Clostridiales in druţino Clostridiaceae. So ubikvitarne anaerobne bakterije prisotne v 

zemlji, vodi in kot normalna flora pri ljudeh in ţivalih. Najprej je bil ta rod definiran na 

podlagi štirih lastnosti: prisotnosti endospor, striktno anaerobnemu metabolizmu, 

nesposobnosti redukcije sulfata do sulfita in po Gramu pozitivni celiĉni steni (primer na 

sliki 14). Seveda obstajajo izjeme, ki jih vseeno uvršĉamo v ta rod – npr. pri Clostridium 

perfringens in Clostridium ramosum so spore le redko prisotne, Clostridium histolyticum je 

tudi aerotoleranten, nekateri predstavniki pa se lahko obarvajo po Gramu negativno 



Kokalj T. Obĉutljivost za antibiotike pri anaerobnih bakterijah izoliranih iz kuţnin… na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medodd. štud. mikrobiologije, 2012 

 

7 

(Clostridium clostridioforme, C. ramosum) (Rainey in sod., 2009). Bakterije tega rodu so 

odgovorne tudi za bolezni kot so tetanus, botulizem, plinska gangrena in diareja, ki so 

ogroţale ţivljenja predvsem v preteklosti. V današnjem ĉasu najveĉkrat povzroĉajo okuţbe 

koţe in mehkega tkiva, zastrupitve s hrano, z antibiotiki povezano diarejo in kolitis 

(Murray in sod., 2009). 

2.1.2.1 Clostridium butyricum 

Ta vrsta je tipski sev rodu Clostridium. Velikost celic je 0,5–0,7 x 2,4–7,6 µm. So na 

koncih zaobljene palĉke, peritriho flagelirane, obarvajo pa se po Gramu pozitivno. 

Pojavljajo se posamezno, v parih, obĉasno v veriţicah in redkeje tudi kot dolgi filamenti. 

Spore, ki jih tvorijo, so ovalne oblike, locirane so centralno ali subterminalno, ponavadi ne 

povzroĉijo nabrekanja celic prisotne pa so tako v tekoĉem kot v trdnem gojišĉu. Optimalno 

rastejo pri temperaturah od 30 do 37 °C, rastejo pa tudi pri 10 °C. Fermentabilni ogljikovi 

hidrati spodbudijo rast, prisotnost 6,5 % NaCl pa rast inhibira. Fermentirajo pektin, 

fiksirajo N2, reducirajo resazurin in nevtralno rdeĉe. Opazili so tudi, da imajo 

deoksiribonukleaze (DNAze). Ne razgradijo laktata in treonina. V pepton kvas glukoza 

tekoĉem gojišĉu producirajo butirat, acetat, format, laktat, sukcinat, vĉasih tudi butanol in 

etanol (Rainey in sod., 2009). Redko ta bakterija lahko povzroĉi botulizem (Murray in 

sod., 2009). 

2.1.2.2 Clostridium bifermentas 

Morfološko so celice ravne palĉke, gibljive s peritriho flagelacijo, ki se barvajo po Gramu 

pozitivno. Pojavljajo se posamezno, v parih ali v kratkih verigah. Njihova velikost je 0,6–

1,9 x 1,6–11,0 µm. Spore so ovalne oblike, locirane so centralno ali subterminalno in 

ponavadi ne nabreknejo celice. Sporulirajo tako v tekoĉem kot v trdnem mediju, vendar 

lahko vsebina medija v katerem sporulirajo vpliva na kemiĉno sestavo spore, stopnjo 

germinacije in na odpornost spore proti visoki temperaturi in kemiĉnim agensom. 

Poslediĉno so zasledili 6 razliĉnih tipov spor. Optimalno rastejo pri temperaturi od 30 do 

37 °C, rastejo pa skoraj enako tudi pri 25 °C  ali 45 °C. Prisotnost 6,5 % NaCl in 20 % 

ţolĉa inhibira njihovo rast. Reducirajo nevtralno rdeĉe in variabilno tudi resazurin. 
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Producirajo amoniak in v pepton kvas glukoza tekoĉem gojišĉu producirajo: v velikih 

koliĉinah acetat in format, v manjših koliĉinah pa isobutirat, izovalerat, izokaproat, etil-

alkohol in drugo. Sposobni so izrabe prolina, serina, treonina in aspartata, vendar niso 

sposobni pretvorbe laktata v propionat Veĉina sevov je betahemolitiĉnih in nekateri sevi 

nosijo zapis za DNAzo (Rainey in sod., 2009).  

2.1.2.3 Clostridium perfringens 

Ta vrsta tvori toksiĉne topne produkte, ki lahko povzroĉijo gastroenteritise ali okuţbe 

mehkih tkiv (Murray in sod., 2009). Na podlagi glavnih letalnih toksinov, loĉimo C. 

perfringens v pet podtipov: A, B, C, D, in E. Tip A producira alfa toksin, tip B alfa, beta in 

epsilon toksin, tip C producira alfa in beta toksin, tip D producira alfa in epsilon toksin in 

tip E producira alfa in jota toksin. Teh pet podtipov ne moremo loĉiti na podlagi 

morfologije, biokemijsih lastnosti in tudi rezultatov analize organskih in mašĉobnih kislin s 

plinsko-tekoĉinsko kromatografijo, loĉi se jih lahko le glede na omenjene toksine. So 

negibljive, ravne palĉke s topimi konci, ki se pojavljajo samostojno ali v paru in so 

velikosti 0,6–2,4 x 1,3–19,0 µm. Spore so ovalne, locirane centralno ali subterminalno, 

nabreknejo celico, vendar pa so redko prisotne. V primeru, da C. perfringens izpostavimo 

visoki temperaturi izgubi sposobnost fermentacije nekaterih sladkorjev in sporulacije. 

Optimalna temperatura rasti se razlikuje pri razliĉnih tipih, pri tipih A, D in E  bolje rastejo 

pri 45 °C, medtem ko tipa B in C rasteta enako dobro pri 37 °C ali 45 °C, ti 

mikroorganizmi pa so sicer sposobni preţivetja v temperaturnem obmoĉju od 20 do 50 °C. 

Za razliko od C. bifermentas pri C. perfringens 20 % ţolĉ rasti ne inhibira. Lastnost, ki jih 

pomaga identificirati je tudi redukcija nevtralno rdeĉega in pri nekaterih sevih resazurina. 

Producirajo amoniak, acetil metil karbol in H2S, skoraj vsi sevi fermentirajo sukrozo in 

producirajo lecitinazo, poleg tega pa imajo C. perfringens veliko encimov za razgradnjo 

kot so: DNaza, kisla fosfataza, ribonukleaza, elastaza, hialuronidaza, amilaza, 

neuraminidaza in drugi. Tako kot C. bifermentas in nasprotno od C. butyricum, so C. 

perfringens sposobni pretvorbe treonina v propionat, poleg tega pa producirajo tudi acetat, 

butirat in laktat (Rainey in sod., 2009).  
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Te bakterije so etiološki povzroĉitelji naštetih bolezni: 

- celulitis, kjer nastane neboleĉ edem ali rdeĉi koţni madeţi s plinom v mehkem 

tkivu, 

- gnojni miozitis, kjer pride do akumulacije gnoja na mišiĉni obli, brez nekroze 

mišic ali sistemskih simptomov, 

- mionekroza, ki je boleĉe, hitro uniĉenje mišiĉnega tkiva, ki se razširi sistemsko in 

z visoko smrtnostjo, 

- zastrupitve s hrano, pri ĉemer hitro pride do trebušnih krĉev in vodne diareje, brez 

vroĉine, slabosti in bruhanja, vendar tudi hitro mine, 

- nekrotizirajoĉi enteritis,  ki je akutno, nekrotizirajoĉe odmiranje zgornjega tankega 

ĉrevesa s trebušno boleĉino, bruhanjem, krvavo diarejo in vnetjem potrebušnice 

(Murray in sod., 2009). 

2.1.3 Po Gramu pozitivni anaerobni koki 

Ti mikroorganizmi ponavadi kolonizirajo ustno votlino, gastrointestinalni trakt, 

genitourinarni trakt in koţo, vendar do okuţbe pride šele, ko se s teh mest preselijo na 

primarno sterilna mesta.  Ker so pogosti na vseh predelih telesa jih zelo teţko potrdimo kot 

izvor okuţbe, saj so pogosto lahko le posledica kontaminacije in ne glavni povzroĉitelji 

(Murray in sod., 2009). Najveĉkrat se pojavljajo v okuţbah, kjer je udeleţeno veĉje število 

patogenih mikroorganizmov, torej v polimikrobnih okuţbah (Murdoch, 1998), medtem ko 

pa se predstavnica Finegoldia magna veĉinoma pojavlja kot samostojni povzroĉitelj 

okuţbe (Brazier in sod., 2008). GPAC so oportunistiĉni povzroĉitelji okuţb oralnega in 

respiratornega trakta, znotrajtrebušnih okuţb, okuţb genitourinarnega trakta, vrhnjega in 

mehkega tkiva, bolj redko vendar vseeno se lahko tudi pojavljajo v kardiovaskularnih 

okuţbah in sepsah, okuţbah centralnega ţivĉnega sistema in mišiĉnoskeletnih okuţbah 

(Murdoch, 1998). Vsi GPAC prav tako kot Clostridium spp. taksonomsko spadajo v deblo 

Firmicutes, glede na prisotnost nekaterih encimov, obĉutljivost za natrijev poliatenol 

sulfonat in sposobnost razgradnje glukoze, pa jih lahko loĉimo do posameznih rodov in 

vrst (slika 3). 
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Slika 3: Graf za loĉevanje nekaterih po Gramu pozitivnih anaerobnih kokov na podlagi raziskav izolatov 

(Song in sod., 2007: 515). Oznaĉevanje: 
1
 – na prvi stopnji je loĉitev narejena glede na obĉutljivost bakterij 

za natrijev poliatenolsulfonat (NPS) (R – odporne, S – obĉutljive). 
2
 – na drugi stopnji se bakterije loĉijo 

glede na rezultate komercialnih encimskih testov, kjer so analizirali arilamidazno (AMD) aktivnost sevov 

glede na hidrolizo prolina (ProA), arginina (ArgA), serina (SerA), piroglutamila (PyrA), glede na prisotnost 

β-glukuronidaze (β-GUR), β-galaktozidaze (β-GAL), α-glukozidaze (α-GLU), ureaze, alkalne fosfataze 

(AlkP) in produkcijo glutamil glutamata (GGA).
3
 – na tretji stopnji pa so bakterije razdelili v skupine glede 

na sposobnost fermentacije glukoze.  

2.1.3.1 Peptostreptococcus 

V ta rod spadajo obligatni anaerobi, ki ne sporulirajo, lahko se pojavljajo v parih, 

nepravilnih masah ali v verigah. Celice obsegajo velikosti od 0,3 do 2,0 µm njihova 

optimalna temperatura rasti pa je 37 °C (Ezaki, 2009a). Razgradijo peptone in aminokisline 

do acetata, butirata, izobutirata, kaproata in izokaproata (Holdeman in sod., 1986). Tipski 

sev je Peptostreptococcus anaerobius, ki ima kokobacilarno, pogosto pleomorfno 

morfologijo celic urejenih v verige (Murdoch, 1998; Holdeman  in sod., 1986).  Od drugih 

GPAC se P. anaerobius in ostali peptostreptokoki loĉijo tudi po obĉuljivosti za natrijev 

polianetol sulfonat (Graves in sod., 1974), kot je razvidno na pušĉiĉnem grafu (slika 3).  
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2.1.3.2 Anaerococcus 

Ta rod obsega obligatno anaerobne, negibljive, nesporulirajoĉe koke, ki se pojavljajo v 

parih, tetradah, masah nepravilnih oblik in veriţicah. Razgradijo peptone in aminokisline 

do acetata, butirata in laktata, v manjših koliĉinah lahko tudi do sukcinata ali propionata. 

Nekatere vrste so sposobne razgradnje ogljikovih hidratov, sladkorji, ki jih v glavnem 

fermentirajo, pa so glukoza, fruktoza, laktoza in sukroza. Poleg tega veĉina vrst ni 

sposobna produkcije indola (Ezaki in Ohkusu, 2009). Loĉevanje po vrstah in od drugih 

GPAC je razvidno v pušĉiĉnem grafu (slika 3) (Song in sod., 2007).  

2.1.3.3 Finegoldia 

V ta rod uvršĉamo obligatno anaerobne koke, ki merijo 0.7–1.5 μm.  Pojavljajo se v parih, 

tetradah in lahko tudi v masah nepravilnih oblik. Niso sposobni fermetacije ogljikovih 

hidratov, poleg tega pa ne producirajo indola. Najboljše rastejo pri 37 °C, peptone in 

aminokisline pa razgradijo do acetata (Ezaki, 2009b). 

2.1.3.4 Parvimonas 

So obligatno anaerobni koki, ki so najmanjši med GPAC saj v premeru merijo le 0.3–

0.7 μm.  Pojavljajo se v parih, veriţicah in masah nepravilnih oblik, njihova optimalna 

temperatura rasti je 37 °C. Niso sposobni fermetacije ogljikovih hidratov, ne producirajo 

indola, imajo alkalno fosfatazo, peptone in aminokisline pa razgradijo do acetata (De Vos 

in sod., 2009). 

2.1.3.5 Peptoniphilus 

Tipski sev tega rodu je Peptoniphilus asaccharolyticus. Predstavniki so negibljivi, 

nesporulirajoĉi, obligatni anaerobni koki, ki se pojavljajo v parih, kratkih veriţicah, 

tetradah ali majhnih masah in optimalno rastejo pri 37 °C. Glavni vir energije jim 

predstavljajo peptoni in oligopeptoni, pri razgradnji katerih producirajo butirat, ogljikovih 

hidratov pa niso sposobni razgraditi (Ezaki in Kawamura, 2009).  
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2.1.3.6 Peptococcus 

Sem spadajo nesporulirajoĉi, obligatno anaerobni koki, ki se pojavljajo posamezno, v parih 

in nepravilnih masah. Peptone in aminokisline razgradijo do acetata, butirata in 

izokaproata, poleg tega pa niso saharolitiĉni, tako kot tipski sev Peptococcus niger (Ezaki, 

2009c). 

2.1.4 Po Gramu pozitivni nesporulirajoči anaerobni bacili  

Po Gramu pozitivni nesporulirajoĉi anaerobni bacili (GPNAB) spadajo v deblo 

Actinobacteria in normalno kolonizirajo koţo in sluzniĉne predele ĉloveka. Predstavniki 

rodov Propionibacterium in Actinomyces so pogosti oportunistiĉni patogeni, medtem ko 

predstavniki rodu Bifidobacterium le redko povzroĉijo okuţbe (Murray in sod., 2009). 

2.1.4.1 Actinomyces 

So po Gramu pozitivni bacili, ki so fakultativno ali obligatno anaerobni in tvorijo 

filamentozne mikrokolonije, vendar filamenti se lahko fragmentirajo v korineformne celice 

in so lahko patogeni tako za ljudi kot za ţivali (Madigan in Martinko, 2006). Sposobne so 

razgradnje ogljikovih hidratov (Slack, 1974), ob prisotnosti CO2 producirajo acetat, format 

in sukcinat, laktat pa tudi v odsotnosti CO2 (Buchanan in Pine, 1967). Te bakterije 

povzroĉajo lokalne oralne okuţbe, in aktinomikoze razliĉnih predelov: medeniĉne, 

trebušne, vratne in obrazne ter centralnega ţivĉnega sistema (Murray in sod., 2009). 

2.1.4.2 Propionibacterium 

To so po Gramu pozitivne in negibljive palĉke, ki so sposobne preţiveti pri nizkih 

koncentracijah kisika. Proste mašĉobne kisline in glicerol izrabljajo kot vir ogljikovih 

hidratov in kot vir energije, glavna produkta metabolizma glukoze pa sta acetat in 

propionat (Eady in Ingham, 1994). Producirajo tudi lipaze za razgradnjo mašĉob iz ţlez 

lojnic in proteaze za sprostitev arginina iz koţnih proteinov (Oprica, 2006).  Veĉinoma 

povzroĉajo oportunistiĉne okuţbe, vnetja solznih kanalĉkov ali akne (Murray in sod., 

2009). 
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2.1.4.3 Eggerthella  

Sem sodijo anaerobni, negibljivi, po Gramu pozitivni bacili, ki niso saharolitiĉni, sposobni 

pa so redukcije nitrata in njihova rast je spodbujena z argininom (Mosca in sod., 1997). 

Produkti rasti so acetat, format, sukcinat in laktat, ne razgrajujejo glukoze in ne producirajo 

indola (Kageyama in sod., 1999). Gre za oportunistiĉne patogene, ki se ponavadi pojavljajo 

v polimikrobnih okuţbah skupaj z drugimi anaerobi, vendar so pred kratkim ugotovili, da 

je velikokrat prav Eggerthella odgovorna za bakteriemijo (Lau in sod., 2004a; Lau in sod., 

2004b). 

2.1.4.4 Bifidobacterium 

Predstavniki tega rodu so anaerobni, po Gramu pozitivni bacili, ki nimajo katalaze, niso 

sposobni redukcije nitrata in poleg tega tudi ne producirajo indola (Gavini in sod., 1991). 

Tvorijo acetat in v manjši meri laktat, lahko tudi format. Za ta rod velja, da se pojavljajo v 

orofarinksu, debelem ĉrevesu in vagini, vendar pa imajo predstavniki nizki virulentni 

potencial in so najveĉkrat izolirani iz polimikrobnih okuţb (Murray in sod., 2009).  

2.1.5 Rod Fusobacterium 

Vrste, ki jih uvršĉamo v ta rod so nesporulirajoĉi, obligatno anaerobni, po Gramu negativni 

bacili (primer na sliki 14), ki metabolizirajo peptone ali ogljikove hidrate v pepton kvas 

glukoza tekoĉem gojišĉu do butirata, pogosto tudi acetata in v manjših koliĉinah lahko tudi 

do laktata, propionata, sukcinata in formata (Gharbia in sod., 2010). Predstavniki tega rodu 

ponavadi povzroĉajo okuţbe respiratornega trakta skupaj z drugimi prestavniki po Gramu 

negativnih anaerobov, pojavljajo pa se tudi v polimikrobnih okuţbah moţganskih abscesov 

(Murray in sod., 2009).  

2.1.6 Rod Porphyromonas 

Predstavniki tega rodu so po Gramu negativni, negibljivi, nesporulirajoĉi, obligatni 

anaerobni kokobacili ali bacili, velikosti 0.3– 1 × 0.8– 3.5 µm. Na krvnem agarju tvorijo 

znaĉilne ĉrne ali rjave kolonije. Veĉina vrst ni saharolitiĉnih, glavna produkta fermentacije 
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pa sta n-butirat in acetat. Ogljikovi hidrati na rast ne vplivajo, medtem ko rast poveĉajo 

proteinski hidrolitzati. Dve pomembni lastnosti pri identifikaciji sta tudi nesposobnost 

redukcije nitrata do nitrita in hidrolize eskulina (Summanen in Finegold, 2010). Skupaj z 

drugimi predstavniki po Gramu negativnih anaerobov pozroĉajo okuţbe respiratornega 

trakta in moţganskih abscesov (Murray in sod., 2009) ter abdominalne okuţbe (Finegold in 

Jousimies-Somer, 1997). 

2.1.7 Rod Prevotella 

V ta rod spadajo vrste obligatno anaerobnih, kratkih bacilov, ki ne sporulirajo, so 

negibljivi, po Gramu negativni, poleg tega so lahko tudi saharolitiĉni. Prisotnost 20 % 

ţolĉa inhibira njihovo rast, v pepton kvas glukoza tekoĉem gojišĉu producirajo acetat in 

sukcinat, v manjših koliĉinah pa lahko producirajo tudi kratkoveriţne kisline. Pri njih sta 

prisotni malatna dehidrogenaza in glutamatna dehidrogenaza, medtem ko sta odsotna 

encima glukoza-6-fosfat dehidrogenaza in 6-fosfoglukonat dehidrogenaza. Njihove 

zanimive in tipiĉne lastnosti so produkcija sfingolipidov, produkcija porfirinov pri 

pigmentiranih vrstah in menakinoni kot edini respiratorni kinoni v pri vseh vrstah (Shah in 

sod., 2010). Lahko jih prepoznamo kot povzroĉitelje okuţb respiratornega trakta in 

moţganskih abscesov, seveda skupaj skupaj z drugimi prestavniki po Gramu negativnih 

anaerobov. P. melaninogenica se posamezno pojavlja kot pozroĉiteljica znotraj trebušnih 

okuţb, Prevotella bivia in Prevotella disiens pa lahko povzroĉita vnetje medeniĉne votline, 

abscese, endometritise ali okuţbe kirurških ran v predelu ginekološkega trakta (Murray in 

sod., 2009). 

2.1.8 Rod Bacteroides 

Sem uvršĉamo anaerobne, negibljive bacile z zaobljenimi konci, ki se po Gramu obarvajo 

negativno (primer na sliki 14), celice v preparatu pa so popolnoma enoliĉne, ĉe jih 

vzamemo iz mlade kulture na krvnem agarju. Morfološki izgled kolonij je precej 

prepoznaven: kolonije merijo 1–3 mm v premeru, so gladke, bele do sive in nehemolitiĉne 

na krvnem agarju. Predstavniki so kemoorganotrofi, saharolitiĉni, lahko tudi proteolitiĉni. 

Za razliko od rodu Prevotella predstavniki tega rodu lahko rastejo ob prisotnosti 20 % 



Kokalj T. Obĉutljivost za antibiotike pri anaerobnih bakterijah izoliranih iz kuţnin… na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medodd. štud. mikrobiologije, 2012 

 

15 

ţolĉa. Ponavadi tudi hidrolizirajo eskulin, medtem ko nitrata ne reducirajo do nitrita.  Prav 

tako kot pri vrstah rodu Prevotella, sta tudi tu glavna produkta fermentacije acetat in 

sukcinat. Za rast potrebujejo hemin in vitamin K1 (Song in sod., 2010). Skupaj z drugimi 

predstavniki po Gramu negativnih anaerobov pozroĉajo okuţbe respiratornega trakta. Kot 

samostojna povzroĉitelja se v znotraj trebušnih okuţbah pojavljata Bacteroides 

thetaiotaomicron in B. fragilis. Ta bakterija pa je tudi pogost povzroĉitelj ginekoloških 

okuţb, koţe in mehkega tkiva, redkeje pa lahko povzroĉa tudi gastroenteritise 

(najpogosteje pri otrocih do 5 let starosti) in sepso (Murray in sod., 2009).  

Bacteroides capillosus je sedaj preimenovan v Pseudoflavonifractor capillosus, ki spada v 

druţino Ruminococcaceae, red Clostridiales, razred Clostridia in deblo Firmicutes (Carlier 

in sod., 2010). 

2.1.9 Rod Parabacteroides 

Prav tako kot vrste rodu Bacteroides so ti anaerobni, negibljivi, nesporulirajoĉi bacili, ki se 

po Gramu obarvajo negativno, veliki pa so 0,8–1,6 x 1,2–12 µm. Kolonije merijo 1–2 mm 

v premeru, so gladke, sive oz. bele do sive. Sevi so saharolitiĉni, glavna produkta pa sta 

acetat in sukcinat. Nimajo ureaze, imajo pa katalazo, hidrolizirajo eskulin in ne producirajo 

indola. Sposobni so rasti na gojišĉu z 20 % ţolĉa (Sakamoto in Benno, 2006). 

2.2 ANTIBIOTIKI IN MEHANIZMI ODPORNOSTI NA ANTIBIOTIKE 

Antibiotiki so molekule, ki z razliĉnimi mehanizmi delovanja povzroĉijo smrt mikrobov – 

baktericidni antibiotiki (npr. penicilin) ali pa prepreĉujejo njihovo rast  – bakteriostatski 

antibiotiki (npr. kloramfenikol). Izvor antibiotikov je lahko naraven ali pa so delno ali v 

celoti industrijsko sintetizirani (semisintetiĉni in sintetiĉni antibiotiki). Naravne antibiotike 

producirajo glive in bakterije z namenom naselitve habitata in kompeticije pred drugimi 

mikrobi, za nadzor rasti sosednjih mikrobov ali pa za njihovo odstranitev (Walsh, 2003). 

Zato so tarĉni mikroorganizmi razvili tudi mehanizme odpornosti proti antibiotikom. 

Razumevanje mehanizmov odpornosti proti antibiotikom je kljuĉno pri vzdrţevanju 

uspeha zdravljenja z antibiotiki in drugimi protimikrobnimi sredstvi, ki so trenutno na trgu 
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in za razvoj novih protimikrobnih sredstev (Byarugaba, 2010). V primeru, da je cela vrsta 

odporna proti neki skupini antibiotikov, gre za naravno odpornost. Bakterije so tako lahko 

naravno odporne proti nekaterim antibiotikom zaradi odsotnosti tarĉnih mest na katera 

antibiotiki delujejo kot npr. odsotnost peptidoglikana pri mikoplazmah. Kmalu po tem, ko 

so zaĉeli uporabljati protimikrobna sredstva za zdravljenje okuţb se je razvila tudi 

odpornost proti tem sredstvom kot rezultat izpostavljenosti antibiotikom in horizontalnih 

genskih prenosov – pridobljena odpornost (Guillemot, 1999). Bakterije lahko pridobijo 

gene za odpornost proti antibiotikom, ki nosijo zapis za:  

- spremembo tarĉnega mesta na katerega se veţe protimikrobno sredstvo, tako da 

pride do spremembe ali odstranitve tega mesta,  

- encime, ki inaktivirajo protimikrobna sredstva,  

- spremembo vstopnega mesta protimikrobnega sredstva oz. zmanjšana prepustnost 

za protimikrobno sredstvo,  

- aktivacijo ĉrpalk, ki izĉrpavajo protimikrobno sredstvo iz celice   

- spremembo presnovne poti, na katero deluje antibiotik.  

Obiĉajno na antibiotik obĉutljive populacije bakterij lahko pridobijo odpornost proti 

protimikrobnim sredstvom z mutacijo in selekcijo ali pa od drugih bakterij. Zdravljenje z 

antibiotikom, proti kateremu so bakterije z mutacijo pridobile odpornost jih le selekcionira 

od bakterij, ki so za ta antibiotik obĉutljive. Medtem ko antibiotik obĉutljive bakterije 

pobije, se število odpornih bakterij poveĉa, saj imajo sedaj na razpolago veĉ prostora za 

rast in hranila. Tako npr. med zdravljenjem aerobne okuţbe z aminoglikozidi lahko pride 

do razrasta anaerobne populacije mikroorganizmov, ki je proti tem antibiotikom naravno 

odporna. Ponavadi pri pridobljeni odpornosti ena sama mutacija ni dovolj za razvoj 

odpornosti pri posameznem sevu, vendar zadostuje za osnovno preţivetje, dokler bakterija 

evolucijsko ne pridobi še ostalih dodatnih genov za odpornnost (Tenover, 2006; McManus, 

1997). 

Bolj pomemben naĉin pridobitve zapisa za odpornost proti antibiotikom so horizontalni 

prenosi. Poteka lahko tudi med dvema razliĉnima vrstama ali pa med dvema razliĉnima 

rodovoma bakterij.  Najbolj pomemben mehanizem prenosa informacije za odpornost proti 

antibiotikom je konjugacija. Med tem procesom po Gramu negativna bakterija prenese 
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plazmid z rezistenĉnimi geni v sosednjo bakterijo, ponavadi preko pilusa – proteinske 

strukture, ki predstavlja nekakšen most za horizontalno izmenjavo genskih informacij. 

Konjugacija pri po Gramu pozitivnih bakterijah pa vkljuĉuje tudi paritvene feromone, ki 

spodbudijo zdruţevanje donorja in recipienta preko pilarnih struktur. Redko se rezistenĉni 

geni prenesejo z bakterije na bakterijo tudi preko bakteriofagov (transdukcija) ali pa s 

transformacijo, ko bakterija v svojo DNA vkljuĉi z lizo sprošĉene segmente DNA druge 

bakterije, ki nosijo zapise za odpornost (Tenover, 2006; McManus, 1997). 

K razvoju odpornosti proti antimikrobnim sredstvom je pripomoglo veĉ dejavnikov kot so: 

slaba kvaliteta zdravil na trţišĉu v drţavah v razvoju, neustrezna uporaba antibiotikov s 

strani zdravnika in bolnika ter pritisk s strani bolnika za pridobitev recepta, kar vodi v 

prekomerno uporabo teh spojin. Najveĉkrat so antibiotiki neustrezno predpisani bolnikom 

z virusnimi boleznimi respiratornega trakta, medtem ko se v drţavah v razvoju nepotrebno 

predpisujejo tudi pri otroški diareji (Guillemot, 1999).  

Kliniĉno pomembne in najpogostejše odporne bakterije, ki so se iz okolja bolnišniĉnih 

poslopij razširile tudi v širšo javnost so MRSA (proti meticilinu odporni Staphylococcus 

aureus, ang. »methicillin-resistant S. aureus«), ESBL (bakterije z razširjenim spektrom 

beta-laktamaz, ang. »extended spectrum beta-lactamase), VRE (proti vankomicinu odporni 

enterokoki, ang. »vancomycin-resistant enterococci) in PRSP (proti penicilinu G odporen 

Streptococcus pneumoniae, ang. »penicilin-resistant S. pneumoniae) (Wright, 2003). 

2.2.1 Mehanizmi delovanja antibiotikov 

Antibiotike delimo na skupine glede na tarĉe na katere delujejo. Antibiotiki najpogosteje 

inhibirajo sintezo celiĉne stene, zaviranjo bakterijske ribosomske podenote, sintezo jedrnih 

kislin ali pa slabijo integriteto celiĉne membrane. 

2.2.1.1 Inhibicija sinteze celiĉne stene 

Antibiotiki, ki zavirajo sintezo celiĉne stene so beta-laktami, glikopeptidi in bacitracin. 

Med beta-laktame sodijo penicilini, cefalosporini, karbapenemi, monobaktami in zaviralci 
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beta-laktamaz, med glikopeptide pa sodita vankomicin in teikoplanin. Glavna znaĉilnost 

beta-laktamskih antibiotikov je beta-laktamski obroĉ (slika 4) (Kotnik, 2002). 

 

Slika 4: Beta-laktamski obroĉ (Franklin in Snow, 2005: 34). 

Najbolj razširjena skupina beta-laktamov in antibiotikov na splošno so penicilini (slika 5): 

prvotni, ki so uporabni le za parenteralno uporabo, in polsintetiĉni in sintetiĉni derivati. 

Loĉimo standardne peniciline, kamor spada benzilpenicilin (slika 6), antistafilokokne 

peniciline in širokospektralne peniciline. Ti antibiotiki vstopajo skozi bakterijsko steno in 

se veţejo na penicilin vezoĉe proteine citoplazemske membrane (PBP, ang. »penicillin 

binding proteins«) kot je transpeptidaza. Ta zamenja beta-laktamski antibiotik za svoj 

substrat (prekurzor peptidoglikanske verige) in postane neaktivna. S tem je prepreĉena rast 

bakterijske stene, ĉemur sledi liza celice (Kotnik, 2002). 

 

Slika 5: Jedro kemijske formule penicilina (Franklin in Snow, 2005: 34). 

 

Slika 6: Formula benzilpenicilina (penicilin G) (Franklin in Snow, 2005: 34). 

Obstajajo trije mehanizmi odpornosti proti betalaktamskim antibiotikom, in sicer encimi 

beta-laktamaze, zmanjšanje afinitete za proteine, ki veţejo penicilin in zmanjšanje 
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permeabilnosti za antibiotik (Seme, 2002). Kar 95 % vrst bakterij skupine B. fragilis (B. 

fragilis, Bacteroides caccae, Bacteroides vulgatus, B. thetaiotaomicron, Bacteroides 

ovatus) je naravno odpornih proti penicilinu G zaradi sinteze beta-laktamaz razreda C. 

Med vrstami anaerobov, ki ne spadajo v rod Bacteroides, je pojavnost beta-laktamaz niţja. 

Tako je pri zelo pogostih izolatih abdominalnih okuţb kot je Prevotella spp. deleţ proti 

penicilinu odpornih izolatov v povpreĉju veĉji od 50 % (Goldstein in sod., 2008; 

Jousimies-Somer, 1997). Podobno so tudi Aldridge in sod.  (2001) ugotovili, da je pri 

Porphyromonas spp. deleţ odpornih izolatov v povpreĉju 21 %, pri Fusobacterium spp. 

9 % in pri Peptostreptococcus spp. 6 %.  

 

Slika 7: Kemijska formula imipenema (NCBI, 2005). 

Karbapenemi (imipenem, meropenem, ertapenem) imajo zelo širok spekter delovanja. 

Imipenem (slika 7) je polsintetiĉen, vodotopen, injicira se v ţilo, saj se ne resorbira iz 

prebavil, in se ponavadi tako kot meropenem uporablja v bolnišnici za zdravljenje okuţb z 

proti veĉini antibiotikov odpornimi bakterijami (Kotnik, 2002). Karbapenemski antibiotiki 

so narejeni po modelu naravnega antibiotika tienamicina, ki ga producira Streptomyces 

cattleya, ki se nahaja v prsti (Kahan in sod., 1979). Poslediĉno so se pri mikroorganizmih, 

pogostih v prsti razvile metalo beta-laktamaze zapisane na kromosomu (Kuwabara in 

Abraham, 1967). Kasneje so ugotovili, da so ti encimi lahko zapisani na genski kaseti 

integrona in ko se ti poveţejo s plazmidom ali transpozonom pride do moţnosti prenosa 

genov odpornosti. Prviĉ so prenosljivo odpornost proti imipenemu odkrili pri 

Pseudomonas aeruginosa (Watanabe in sod., 1991) in kasneje pri B. fragilis (Bandoh in 

sod., 1992). 

Mehanizem odpornosti proti imipenemu in ostalim karbapenemom so metalo beta-

laktamaze razreda B, ki hidrolizirajo to skupino antibiotikov. Zaradi širokega spektra 
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delovanja lahko inhibirajo tudi cefalosporine in peniciline, vendar ne aztreonama (Queenan 

in Bush, 2007).  Ti encimi so obĉutljivi za kelatorje ţelezovih ionov (Queenan in Bush, 

2007). Glavni mehanizem njihovega delovanja je odvisen od interakcije med cinkovimi 

ioni teh encimov in betalaktamskimi antibiotiki (Toney in sod., 1998; Wang in sod., 1999). 

Sami zaviralci beta-laktamaz ne delujejo protibakterijsko, vendar v kombinaciji z 

aminopenicilini ojaĉajo njihovo delovanje, saj se veţejo z beta-laktamazami in s tem 

prepreĉijo njihovo vezavo na aminopenicilin. Med zaviralce omenjenih encimov uvršĉamo 

klavulansko kislino, sulbaktam in tazobaktam (Kotnik, 2002).  

 

Slika 8: Kemijska formula klavulanske kisline (Franklin in Snow, 2005: 35). 

Odpornost proti klavulanski kislini ali drugim zaviralcem beta-laktamaz je posledica 

hiperprodukcije  teh encimov zaradi visokega števila kopij plazmida ki nosijo zapise za 

njihovo sintezo ali pa zaradi spremenjenega njihovega aktivnega mesta (Steingrube in sod., 

1991). 

2.2.1.2 Inhibicija sinteze proteinov 

Med zaviralce proteinske sinteze spadajo aminoglikozidi (npr. streptomicin, gentamicin, 

neomicin), tetraciklini, kloramfenikol, makrolidi (npr. eritomicin, azitromicin, 

klaritromicin), linkozamidi (npr. klindamicin) in fucidinska kislina (Kotnik, 2002).  

Aminoglikozidi, kot npr. kanamicin (slika 9), prepreĉijo zaĉetek proteinske sinteze z 

inhibicijo vezave t-RNA na 70S ribosomsko podenoto. Inhibicija poteka tako, da se 

antibiotik veţe na specifiĉen proteinski receptor na 30S ribosomski podenoti. S tem 

prepreĉi vezavo med mRNA formilmetionina in t-RNA (Carter in sod., 2000). Anaerobne 

bakterije so opazno odporne proti aminoglikozidom (Finegold in sod., 1992), saj brez 

kisika kot terminalnega akceptorja elektronov ne pride do prenosa oz. prevzema teh spojin 
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(Brian in sod., 1979). To pa le pripomore k njihovi prisotnosti v okuţbah z aerobnimi 

bakterijami, ki so zdravljene z aminoglikozidi (Finegold in sod., 1992).  

  

Slika 9: Formula kanamicina A (Franklin in Snow, 2005: 95). 

Makrolidi imajo makrocikliĉni laktonski obroĉ z 14 do 16 ĉleni. Eritromicin je makrolid, 

ki se veţe z ribosomskima podenotama 23S in 50S in prepreĉuje translacijo (Ban in sod., 

2000; Schlunzen in sod., 2001). Linkozamidi, kot sta linkomicin in njegova uspešnejša 

razliĉica klindamicin (slika 10), delujejo na ista tarĉna mesta kot makrolidi in ko se razvije 

odpornost proti makrolidom tudi linkozamidi niso uspešni (Schlunzen in sod., 2001; Vester 

in Douthwaite, 2001). Medtem ko se makrolidi veţejo na zaĉetku ribosomskega izhodnega 

tunela in s tem zaprejo pot novonastajajoĉi verigi mRNA skozi ribosom, se linkozamidi 

veţejo na P-mesto in A-mesto ribosomske 50S podenote in s tem ovirajo povezavo obeh t-

RNA molekul in neposredno inhibirajo nastanek peptidnih vezi (Harms in sod., 2003). 

Klindamicin se v telo vnaša peroralno ali pa z vbrizgavanjem. V jetrih se metabolizira, 

vendar antibiotiĉno delujejo tudi njegovi razpadni produkti. Uporabljamo ga pri 

zdravljenju okuţb s po Gramu pozitivnimi bakterijami in anaerobi.  

 

Slika 10: Kemijska formula klindamicina (Franklin in Snow, 2005: 100).  
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Mehanizem odpornosti proti klindamicinu je posredno povezan z makrolid-linkozamid- 

streptogramin tipom 23S RNA metilaze, ki z metilacijo enega od dveh adeninskih 

ostankov prepreĉi vezavo klindamicina na ribosome. To metilazo kodirajo erm geni 

(Roberts in sod., 1999). Zaradi poveĉanja števila proti klindamicinu odpornih bakterij 

vsepovsod po svetu, uporaba klindamicina pri empiriĉnem zdravljenju pri trebušnih 

okuţbah ni priporoĉena (Goldstein in sod., 2008). 

2.2.1.3 Inhibicija sinteze jedrnih kislin 

Sintezo jedrnih kislin zavirajo sulfonamidi, trimetoprim in kinoloni. Sulfonamid in 

trimetoprim inhibirata biosintetsko pot nastanka folne kisline in s tem bakteriji prepreĉita 

pridobitev tetrahidrofolata, medtem ko kinoloni inhibirajo DNA girazo (Franklin in Snow, 

2005).  

2.2.1.4  Poškodbe DNA 

Med bolj uporabne nitroheterocikliĉne antibiotike spadajo metronidazol (slika 11), 

nitrofurantoin, benzonidazol, nitrofurazon in furazolidon.  

Zaradi svojega nizkega redoks potenciala (–480 mV) je metronidazol aktiviran le z  

piruvat-ferodoksin oksido reduktazami in hidrogenazami anaerobnih bakterij, nastali 

bioaktivni produkti redukcije metronidazola pa nato napadejo DNA in na njej povzroĉijo 

bazne mutacije in prelome v enojni ali dvojni vijaĉnici (Franklin in Snow, 2005). 

 

Slika 11: Kemijska formula metronidazola (Franklin in Snow, 2005: 108). 

Metronidazol je uspešen pri zdravljenju okuţb z anaerobi kot sta B. fragilis in Clostridium 

difficile, prav tako se uporablja pri zdravljenju okuţb z Helicobacter pylori in nekaterimi 

paraziti (Franklin in Snow, 2005). 
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Mehanizem odpornosti proti metronidazolu temelji na  šestih nim genih (A–F), ki nosijo 

zapis za nitroimidazolno reduktazo, ki pretvori 4- ali 5-nitroimidazol v 4- ali 5-

aminoimidazol in s tem prepreĉi nastanek toksiĉnih nitrozo skupin, ki so potrebne za 

delovanje metronidazola (Carlier in sod., 1997). Proti metronidazolu so naravno odporni 

skoraj vsi izolati Propionibacterium acnes in Actinomyces spp., pogosto tudi predstavniki 

Peptostreptococcus spp. (Brook, 2009). 

2.2.1.5 Inhibicija delovanja celiĉne membrane 

Antibiotiki, ki zavirajo delovanje celiĉne membrane selektivno zavirajo procese v 

plazemski membrani in tako ovirajo razmnoţevanje bakterij, primer takšnih antibiotikov so 

polimiksini, ki delujejo podobno kot kationski detergenti – razgrajujejo fosfolipidni 

dvosloj (Kotnik, 2002).  

2.3 OBĈUTLJIVOST ANAEROBNIH BAKTERIJ ZA ANTIBIOTIKE 

Odpornost anaerobnih bakterij je v svetu zadnje ĉase vedno bolj pogosta in odraţa veliko 

porabo antibiotikov (Hecht, 2004). Zato je spremljanje odpornosti v laboratorijih, ki 

doloĉajo obĉutljivost anaerobov za antibiotike, pomembno.  

Vse te pogoje za uspešno študijo o odpornosti anaerobnih bakterij proti antibiotikom so 

upoštevali Glupczynski in sod. (2008) v svoji raziskavi v Belgiji, kjer so upoštevali kar 327 

anaerobnih izolatov, da bi pridobili pravo sliko o obĉutljivosti za antibiotike (preglednica 

2), od tega je bilo kar 77 izolatov vrste B. fragilis. Anaerobne bakterije so testirali tudi za 

odpornost proti meropenemu, vendar niso izolirali izolata, ki bi bil proti temu antibiotiku 

odporen.  
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Preglednica 2: Aktivnost penicilina, amoksicilin/klavulanske kisline, meropenema, klindamicina in 

metronidazola proti razliĉnim skupinam anaerobnih bakterij iz dveh belgijskih bolnišnic. Vsi sevi so bili 

testirani proti vsem petim antibiotikom z Etesti. Rezultati, kjer so bile skupine v celoti za antibiotik 

obĉutljive v preglednici niso navedeni. % S – deleţ obĉutljivih sevov, % I – deleţ delno odpornih sevov, % R 

– deleţ odpornih sevov (Glupczynski in sod., 2008: 264). 

Bakterija Protimikrobno sredstvo % S % I % R 

Bacteroides fragilis (77 sevov) 
Penicilin  1 1 98 

 Klindamicin 58 12 30 

Bacteroides fragilis skupina brez B. fragilis (64 

sevov) 
Penicilin  0 0 100 

 Amoksicilin/klavulanska kislina   81  9 9 

 Klindamicin 34 9 56 

Prevotella spp. in drugi po Gramu negativni bacili  

(81 sevov) 
Penicilin  34 5 61 

 Klindamicin 75 2 23 

Fusobacterium spp. (24 sevov) 
Penicilin  88 4 8 

 Klindamicin 92 0 8 

Clostridium spp. (19 sevov) 
Penicilin  69 5 25 

 Klindamicin 58 16 26 

Anaerobni nesporulirajoĉi po Gramu pozitivni 

bacili (15 sevov) 
Klindamicin 87 0 13 

 Metronidazol 53 0 47 

Anaerobni po Gramu pozitivni koki (47 sevov) Penicilin  87 4 9 

 Klindamicin  72 4 23 

2.3.1 Občutljivost Bacteroides spp. za antibiotike 

Skoraj vse vrste znotraj skupine B. fragilis (13 vrst) so zaradi produkcije beta-laktamaz 

odporne proti penicilinu (Hecht, 2004). Odpornost proti amoksicilin/klavulanski kislini in 

drugim betalaktamskim antibiotikom z inhibitorji beta-laktamaz je med vrstami te skupine 

med 2-9 %, proti klindamicinu odporni sevi pa se po svetu vedno bolj pogosto pojavljajo 

(Behra-Miellet in sod., 2003; Goldstein, 2000; Hecht in Osmolski, 2003; Hedberg in Nord, 

2003; Koeth in sod., 2004; Snydman in sod., 1999; Teng in sod., 2002). To je povezano z 

geni ermF, ermS in ermG vrst skupine B. fragilis, ki nosijo zapis za odpornost proti 
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klindamicinu in so zapisani na plazmidu (Goldstein in sod., 2008). Prav tako imajo vrste te 

skupine B. fragilis gene ccrA in cfiA, ki nosijo zapis za mehanizme odpornosti proti 

karbapenemom (imipenemu), ti so prav tako prenosljivi – zapisani na plazmidu (Goldstein 

in sod., 2008). Proti ertapenemu in meropenemu je po trenutnih raziskavah veĉji deleţ 

odpornih sevov B. fragilis skupine (do 5 %) kot proti metronidazolu 0,9 % (Seifert in 

Dalhoff, 2010). Sevi odporni proti imipenemu so zelo redki, vendar pa se tudi pojavljajo 

(Polglajen in sod., 1994; Snydman in sod., 1999; Schaumann in sod., 2000). Odpornost 

proti metronidazolu je na splošno redka med anaerobnimi bakterijami (izjemi sta rod 

Propionibacterium in Actinomyces), vendar pa imajo vrste skupine B. fragilis skupino 

genov nimA-F, ki so zapisani na plazmidu, torej prenosljivi in imajo zapis za mehanizem 

odpornosti proti metronidazolu (Goldstein in sod., 2008; Schapiro in sod., 2004; Seifert in 

Dalhoff, 2010). Medtem, ko je v Ameriki odpornost proti metronidazolu med izolati B. 

fragilis skupine še precej redek pojav, so v nekaterih drţavah  Evrope poroĉali o kar 1 % 

deleţu ali veĉ odpornih izolatov teh vrst (Mory in sod., 1998; Wybo in sod., 2007; 

Papaparaskevas in sod., 2008; Seifert in Dalhoff, 2010). 

Snydman in sod. (2010) so doloĉali odpornost izolatov skupine B. fragilis proti 

antibiotikom (preglednica 3). Odpornost proti metronidazolu je redka in se je glede na 

njihove rezultate v ZDA pojavila šele po letu 2000. 

Preglednica 3: Deleţi odpornosti proti doloĉenim antibiotikom pri izolatih bakterij Bacteroides fragilis 

skupine od leta 1981 do leta 2007 v ZDA (Snydman in sod., 2010: S27). 

Antibiotik 

REZISTENCA (%) 

Leto 1981-1989 

(n=1229) 
Leto 1990-1999 

(n=2080) 
Leto 2000-2007 

(n=3140) 

Klindamicin 5–6 23 31– >35 

Imipenem < 1 < 1 < 1 

Metronidazol 0 0 2 izolata (ni v %) 

2.3.2 Občutljivost Prevotella spp. in Porphyromonas spp. za antibiotike 

Beta-laktamaze so pri Prevotella spp. prisotne v povpreĉju pri 70 % sevov v Evropi 

(Papaparaskevas in sod., 2008; Falagas in Siakavellas, 1999; Wybo in sod., 2007; 

Glupczynski in sod., 2008) in v povpreĉju pri 50 % sevov v svetu (Goldstein in sod., 
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2008). Pri Porphyromonas spp. je deleţ niţji, in sicer do 20 % sevov odpornih proti 

penicilinu (Falagas in Siakavellas, 1999; Pelak in sod., 2002). Tako Prevotella spp. kot 

Porphyromonas spp. sta obĉutljiva za imipenem (Papaparaskevas in sod., 2008), za 

metronidazol in amoksicilin/klavulansko kislino (Wybo in sod., 2007). Deleţ proti 

klindamicinu odpornih sevov pa je vedno veĉji pri vrstah rodu Prevotella, in sicer med 18 

in 31 % v Evropi (Papaparaskevas in sod., 2008; Wybo in sod., 2007; Glupczynski in sod., 

2008), saj imajo na transpozonu zapis gena ermF, ki nosi zapis za mehanizem odpornosti 

proti klindamicinu (Goldstein in sod., 2008) 

2.3.3 Občutljivost Fusobacterium spp. za antibiotike 

Ta rod je veĉinoma obĉutljiv za vse testirane antibiotike. Jacinto in sod. (2008) pa so v 

raziskavi ugotovili, da je bilo 3 % F. nucleatum od tridesetih izolatov odpornih proti 

penicilinu, in 3 % proti klindamicinu, vsi izolati te vrste pa so bili popolnoma obĉutljivi za 

metronidazol in amoksicilin/klavulansko kislino. Prav tako so ugotovili, da je bilo 13 % od 

petnajstih izolatov F. necrophorum odpornih proti penicilinu, 13 % odpornih proti 

klindamicinu in 6 % odpornih proti metronidazolu (Jacinto in sod., 2008). 

2.3.4 Občutljivost Clostridium spp. za antibiotike 

C. perfringens je ponavadi precej obĉutljiv za vse antibiotike, ki se uporabljajo za 

zdravljenje okuţb z anaerobnimi bakterijami (Hecht in Osmolski, 2003). Medtem, ko so 

ostali predstavniki tega rodu, predvsem Clostridium difficile lahko odporni proti penicilinu 

in klindamicinu (Goldstein in sod., 2003). Wybo in sod. (2007) so v študiji med 57 izolati 

rodu Clostridium ugotovili 12 % proti penicilinu odpornih sevov in 23 % proti 

klindamicinu odpornih sevov, vsi sevi so bili obĉutljivi za metronidazol in 

amoksicilin/klavulansko kislino. C. perfringens ima gene ermQ in ermP z zapisom za 

mehanizem odpornosti proti klindamicinu, C. difficile ima gene ermB, ermZ in ermBZ 

zapisane na transpozonu (Goldstein in sod., 2008). 
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2.3.5 Občutljivost po Gramu pozitivnih anaerobnih kokov za antibiotike 

Ponavadi so anaerobni po Gramu pozitivni koki obĉutljivi za penicilin in imipenem, 

amoksicilin/klavulansko kislino in metronidazol, veĉinoma so obĉutljivi za klindamicin, 

kot vse anaerobne bakterije so odporni proti aminoglikozidom (Murray in sod., 2009). 

Brazier in sod. (2008) so raziskovali obĉutljivost GPAC v 10 evropskih drţavah. Najveĉ 

izolatov so zbrali na Švedskem, Finskem in v Veliki Britaniji, med katerimi so številĉno 

prevladovali izolati iz mehkih tkiv in koţe (preglednica 4).  

Preglednica 4: Deleţi posameznih vrst med najpogosteje izoliranimi po Gramu pozitivnimi anaerobnimi koki 

(Brazier in sod., 2008). 

Deleţi izolatov 

Finegoldia magna Parvimonas micra Peptoniphilus harei 
Anaerococcus 

vaginalis 

Peptostreptococcus 

anaerobius 

37,1 % 17,7 % 14,7 % 7 % 6,7 % 

V manjšem številu so izolirali tudi Peptoniphilus asaccharolyticus, Peptoniphilus ivorii, 

Peptoniphilus indolicus, Peptoniphilus lacrimalis, Anaerococcus octavius, Anaerococcus 

prevotii, Anaerococcus tetradius in Anaerococcus lactolyticus.  

Vsi izolati so bili obĉutljivi za imipenem in metronidazol, pri nekaterih pa so zasledili 

odpornost proti penicilinu in klindamicinu. Od 299 izolatov je bilo odpornih proti vsaj 

enemu antibiotiku 21 izolatov oz. 7 %. Trije predstavniki F. magna (preglednica 5) so bili 

istoĉasno odporni proti penicilinu in klindamicinu, prav tako velja za enega predstavnika 

P. indolicus (Brazier in sod., 2008).  

Preglednica 5: Število proti klindamicinu in penicilinu odpornih izolatov posameznih vrst po Gramu 

pozitivnih kokov (Brazier in sod., 2008). 

Antibiotik 

Število izolatov odpornih proti antibiotiku 

Finegoldia 

magna 

Peptostreptococcus 

anaerobius 

Peptoniphilus 

indolicus 

Parvimonas 

micra 

Klindamicin 7 0 2 1 

Penicilin 4 3 2 1 

Bilo je še pet drugih posameznih izolatov odpornih ali proti penicilinu ali proti 

klindamicinu, vendar jih zaradi majhnega števila v študiji niso izpostavili. Mesta okuţb z 
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proti antibiotikom odpornimi sevi so bili v glavnem kri, abscesi in mehka tkiva (Brazier in 

sod., 2008). 

2.3.6 Občutljivost po Gramu pozitivnih nesporulirajočih anaerobnih bacilov za 

antibiotike 

Rodovi Actinomyces, Propionibacterium, Bifidobacterium in Eggerthella so ponavadi 

obĉutljivi za peniciline, karbapeneme in vse kombinacije betalaktam/beta-laktamazni 

inhibitor, veliko vrst znotraj teh rodov pa je odpornih proti metronidazolu. Wybo in sod. 

(2007) pa so med 31 izolati ugotovili 16 % deleţ odpornosti proti penicilinu, 10 % deleţ 

odpornosti proti klindamicinu. Deleţ proti metronidazolu odpornih je bil v njihovi 

raziskavi 65 %.  
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3 MATERIALI IN METODE 

Pri uporabi materialov, pripravi gojišĉ in izvajanju metod smo upoštevali predpise splošnih 

operativnih postopkov (SOP) Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske 

fakultete v Ljubljani, ki sledijo navodilom Inštituta za kliniĉne in laboratorijske standarde 

(CLSI). Analiza vzorcev je potekala od 1. oktobra 2010 do 31. marca 2011. V tem ĉasu je 

bilo v Laboratorij za hemokulture in druge urgentne mikrobiološke preiskave sprejetih 

12340 hemokultur in 4420 drugih kuţnin, ki smo jih pregledali tekom preiskave.   

3.1 MATERIAL 

Pri izvajanju metod smo uporabili številne kemikalije, laboratorijsko opremo, vzorce 

kuţnin, gojišĉa in reagente in identifikacijske sisteme. 

3.1.1 Kemikalije  

Kemikalije, ki smo jih uporabili pri izvedbi metod so naštete v preglednici 6. 

Preglednica 6: Kemikalije in dodatki uporabljeni pri pripravi gojišĉ za kultivacijo in identifikacijo izolatov. 

Proizvajalec Kemikalija 

Becton Dickinson Dehidriran agar: BBL Brucella Agar, dehidrirana osnova za tioglikolatni 

bujon: Difco Fluid Thioglycollate Medium, dehidrirana osnova za tripsin 

bujon: Bacto-Tryptone 

BDH Biochemicals Hemin 

bioMérieux Mešanica hranil za gojišĉa PolyViteX, Barvilo kristalvijoliĉno, Lugol, 

Barvilo sarfranin, Jamesov reagent, FB reagent, NIT1, NIT2 reagenti 

Kefo 96-odstotni etanol  

Roche Konakion (Vitamin K1) 

Merck Dehidrirana osnova za krvni agar: Blood Agar Base, 4-(dimetil-amino)-

benzaldehid, izoamilni alkohol, 37-odstotna klorovodikova kislina, ocetna 

kislina, NaCl, natrijev acetat trihidrat  

se nadaljuje 
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nadaljevanje 
Preglednica 7: Kemikalije in dodatki uporabljeni pri pripravi gojišĉ za kultivacijo in identifikacijo izolatov. 

Proizvajalec Kemikalija 

Sigma Aldrich 

 

3-odstotni vodikov peroksid, 1-odstotna vodna raztopina barvila akridin 

oranţ, aceton alkohol, 100-odstotni metanol za fiksacijo preparatov, 

kanamicin (razt. 100 mg/mL), vankomicin (razt. 7,5 mg/mL) 

Oxoid Hemoglobinski prah, dehidrirana GC osnova za ĉokoladni agar: GC Agar 

Base 

3.1.2 Laboratorijska oprema 

Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili pri izvedbi metod je našteta v preglednici 7. 

Preglednica 8: Laboratorijska oprema uporabljena pri kultivaciji in identifikaciji izolatov. 

Proizvajalec Laboratorijska oprema 

Becton Dickinson Avtomatski inkubator in analizator hemokultur: BACTEC 9120  

 Avtomatski inkubator in analizator hemokultur: BACTEC 9240 

 Merilec optiĉne gostote: CrystalSpec 

 Igle za precepljanje hemokultur 

bioMérieux Avtomatski inkubator in analizator hemokultur: BacT ALERT 3D 

 Merilec optiĉne gostote: Denzimat 

 Merilec optiĉne gostote: Vitek DENSICHEK 

 Avtomatska elektronska pipeta 

 Vreĉke za vzpostavljanje anaerobne atmosfere: GENbox anaer 

 Indikator anaerobne atmosfere z metilenskim modrilom: Anaer Indicator 

 Ampulne stekleniĉke (za izvedbo API testa) 

 Šĉitnik ampulne stekleniĉke (za izvedbo API testa) 

Binder Inkubator nastavljen na 35- 37 °C s 5 % CO2 atmosfero 

BMS International Inokulator petrijevk: JROEPA 

se nadaljuje 
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nadaljevanje 
Preglednica 7: Laboratorijska oprema uporabljena pri kultivaciji in identifikaciji izolatov. 

Proizvajalec Laboratorijska oprema 

Brand Avtomatizirana ĉrpalka: Dispensette® 

 Krovna stekelca 

Iskra PIO Brezprašna varnostna komora 2. stopnje: LFVP9 

OPTON Fluorescentni mikroskop za pregledovanje preparatov barvanih z akridin oranţem: 

Axioplan OPTON 

Labo d.o.o. Grelna plošĉa za sušenje preparatov: TPb 

LTH Termostatska soba nastavljena na  35- 37 °C 

MARIENFELD Objektna stekelca 

Nikon Svetlobni mikroskop za pregledovanje preparatov barvanih po Gramu: Nikon eclipse 

80i 

OXOID Lonec za vzdrţevanje anaerobne atmosfere iz polikarbonata ali polipropilena 

SARSTEDT Sterilne plastiĉne kapalke 

 Plastiĉne sterilne cepilne zanke 

Sartorius stedim Sistem za pridobivanje destilirane vode: avium® proUV  

Tehtnica® Vibracijski mešalnik: Vibromix 10 

3.1.3 Vzorci 

Vzorce (preglednica 8) za preiskave smo pridobili iz razliĉnih oddelkov Kliniĉnega centra 

Ljubljana in nekaterih splošnih bolnišnic. Vkljuĉili smo le kuţnine, kjer so se pojavile 

anaerobne bakterije. Spremljali smo tako anaerobne kot tudi aerobne in fakultativno 

anaerobne bakterije, ki so v nekaterih kuţninah spremljale anaerobe kot mešane okuţbe. 

Preglednica 9: Preiskovani punktati telesnih tekoĉin. 

Področje Punktati 

Glava in prsni del Plevralni, pljuĉni, torakalni, mediastinalni, perikardialni, intraokularni, punktati  

srednjega ušesa in punktati obnosnih votlin 

Trebuh Peritonealni, amnijski, punktati Douglasovega prostora, punktati jajĉnika in punktati 

ledvice  



Kokalj T. Obĉutljivost za antibiotike pri anaerobnih bakterijah izoliranih iz kuţnin… na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medodd. štud. mikrobiologije, 2012 

 

32 

3.1.4 Gojišča in reagenti 

Gojišĉa in reagenti, ki smo jih uporabili pri izvedbi metod so našteti v preglednici 9. 

Preglednica 10: Gojišĉa in reagenti, ki smo jih uporabljali za kultivacijo, izolacijo in identifikacijo bakterij.  

Gojišče/ reagent Sestavine in priprava 

Tioglikolatni bujon (TIO) (1 L) 29,8 g dehidriranega gojišĉa, ki je sestavljeno iz 15 g/L kazeina iz 

trebušne slinavke, 5 g kvasnega ekstrakta, 5,5 g dekstroze, 2,5 g 

natrijevega klorida, 0,5 g L-cisteina, 0,5 g natrijevega tioglikolata, 0,75 g 

Bacto agarja in 0,001 g resazurina. Pred uporabo smo gojišĉe alikvotirali 

v epruvete po 7 mL in avtoklavirali. 

Schaedler gojišĉe (Sch) (1 L) 43 g dehidriranega gojišĉa Brucella agar sestavljenega iz 10 g kazeina iz 

trebušne slinavke, 10 g razgrajenega ţivalskega tkiva, 1 g dekstroze, 2 g 

kvasnega ekstrakta, 5 g natrijevega klorida, 0,1 g natrijevega bisulfita, 

15 g agarja in hemin smo raztopili, avtoklavirali  in ohladili. Z 

aseptiĉnimi tehnikami smo dodali vitamin K in sterilno defibrinirano 

ovĉjo kri in razlili v petrijeve posodice do debeline 3–5 mm. 

Krvni agar (KA) (1 L) Osnova Blood Agar Base iz 20 g srĉnega ekstrakta, 5 g natrijevega 

klorida in 15 g agarja. Po avtoklaviranju, smo ohladili in aseptiĉno dodali 

citrirano govejo kri. Razlili smo v petrijeve posodice do debeline 3–

5 mm. 

Ĉokoladni agar (ĈA) (0,5 L) Dehidrirana GC osnova iz 15 g specialnega peptona, 1 g koruznega 

škroba, 5 g natrijevega klorida, 4 g K2HPO4, 1 g KH2PO4 in 10 g agarja. 

Po avtoklaviranju smo ohladili in aseptiĉno dodali  10 g/L hemoglobina 

in 10 mL oziroma 1 ampulo MelangePolyVitek, razlili smo v petrijeve 

posodice do debeline 3- 5 mm. 

Kanamicin vankomicin agar z 

lakirano krvjo (KVLB) (1 L) 

Dehidrirana osnova Brucella agarja iz 10 g kazeina iz trebušne slinavke, 

10 g razgrajenega ţivalskega tkiva, 1 g dekstroze, 2 g kvasnega ekstrakta, 

5 g natrijevega klorida, 0,1 g natrijevega bisulfita in 15 g agarja. Po 

avtoklaviranju raztopine smo ohladili in z aseptiĉnimi tehnikami dodali 

sterilne dodatke:  50 mL lakirane ovĉje krvi, 1 mL vitamina K2 

(1 mg/mL), 1 mL hemina (5 mg/mL), 1 mL vankomicina (7,5 mg/mL) in 

0,75 mL kanamicina (100 mg/mL). Razlili smo v petrijeve posodice do 

debeline 3–5 mm.  

se nadaljuje 
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nadaljevanje 
Preglednica 9: Laboratorijska oprema uporabljena pri kultivaciji in identifikaciji izolatov. 

Gojišče/reagent Sestavine in priprava 

Tripsin bujon (1 L) 10 g dehidriranega Bacto-Triptona. Odpipetirali smo po 7 mL v epruvete 

in avtoklavirali. 

0,2 M acetatni pufer s pH 4  11,46 mL ocetne kisline smo dodajali destilirano vodo do 1 L skupnega 

volumna. V 250 mL destilirane vode smo raztopili 6,8 g natrijevega 

acetata trihidrata. Tej raztopini smo dolili predhodno pripravljeno ocetno 

kislino do  pH 4. Prefiltrirali smo skozi filter s porami premera 0,2 µm in 

aseptiĉno nalili v sterilno stekleniĉko.  

Barvilo akridin oranţ V merilni valj smo odmerili 5 mL osnovne 1-odstotne raztopine barvila 

akridin oranţ in dodali 45 mL acetatnega pufra s pH 4. Vlili smo v 

zatemnjeno stekleniĉko za barvanje.  

Kovacs-ev reagent 50 g 4-dimetilamino benzaldehida in 750 mL izoamil alkohola smo 

raztopili z uporabo magnetnega mešala, dodali 37-odstotno 

klorovodikovo kislino, dobro premešali in prefiltrirali skozi filter papir v 

steklenico, ki ne prepušĉa svetlobe.   

Vsa gojišĉa smo avtoklavirali 15 min pri 121 °C. 

3.1.5 Identifikacijski sistemi 

Identifikacijski sistemi, ki smo jih uporabili pri izvedbi metod so našteti v preglednici 10. 

Preglednica 11: Identifikacijski sistemi uporabljeni pri identifikaciji izolatov. 

Proizvajalec Identifikacijski testi 

bioMérieux Vitek® 2 ANC 

API® rapid ID 32 A 

 

 



Kokalj T. Obĉutljivost za antibiotike pri anaerobnih bakterijah izoliranih iz kuţnin… na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medodd. štud. mikrobiologije, 2012 

 

34 

3.2 METODE 

Pri identifikaciji anaerobnih bakterij in doloĉanju njihove obĉutljivosti za antibiotike, smo 

uporabili klasiĉne metode in komercialne identifikacijske sisteme. 

3.2.1 Mikrobiološka preiskava tekočin iz normalno sterilnih mest 

Po prejetju vzorca v laboratorij smo s sterilno plastiĉno kapalko aseptiĉno odvzeli kapljico 

punktata in jo razmazali na objektno stekelce. Pripravljen preparat smo posušili, fiksirali z 

metanolom in obarvali po Gramu. Nato smo preparat opazovali z svetlobnim mikroskopom 

pri 1000-kratni poveĉavi, skušali doloĉiti morfologijo in obarvanje po Gramu. S kapalko 

smo nato zopet aseptiĉno odvzeli punktat in ga pribliţno 1 mL inokulirali v tekoĉi 

tioglikolatni bujon, 2 kapljici smo kanili na Schaedler agar (Sch), ĉokoladni agar (ĈA) in 

krvni agar (KA) in razmazali po SOP Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo. Na 

krvnem agarju smo po sredini petrijeve posode potegnili še stafilokokno ĉrto za hitrejšo 

identifikacijo Haemophilus influenzae. Punktate v hemokulturnih stekleniĉkah, smo 

preiskali le v primeru, ko so jih sistemi BacT/ALERT (poglavje 3.2.2.) zaznal kot 

pozitivne. Takrat smo tudi opravili zgoraj omenjen postopek. 

3.2.2 Hemokulture 

Hemokulture smo preiskovali s pomoĉjo sistemov in gojišĉ BACTEC (Becton Dickinson) 

in BacT/ALERT (bioMérieux) za detekcijo mikrobne rasti (preglednica 11). Pri obeh 

sistemih temelji detekcija na podlagi tvorbe CO2 v gojišĉu. Poleg tega pa sistem BACTEC 

spremlja tudi spremembo pH, ki se odraţa kot sprememba flurescence gojišĉa. 

Preglednica 12: Sistemi, gojišĉa in namen pri preiskovanju hemokutur. 

 Sistem BACTEC Sistem BacT/ALERT Detekcija 

Gojišča, kamor 

inokuliramo 

kri 

BACTEC Plus Aerobic F BacT/ALERT  FA Aerobne bakterije 

BACTEC Lytic Anaerobic F BacT/ALERT FN Anaerobne bakterije 

BACTEC Peds Plus F BacT/ALERT PF Anaerobne in aerobne 

bakterije pri otrocih 
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Ob pozitivni rasti v stekleniĉki smo zunanjost le-te sprva razkuţili in preko zamaška z iglo 

odvzeli nekaj tekoĉine za barvanje po Gramu in z akridin oranţem. Na objektna stekelca 

smo nanašali po dve kapljici tekoĉine. Podobno koliĉino smo nanesli tudi na Sch (le za 

detekcijo anaerobov), ĈA in KA ter razmazali po SOP Inštituta za mikrobiologijo in 

imunologijo. 

3.2.3 Inkubacija gojišč za izolacijo anaerobnih bakterij 

Gojišĉa za izolacijo anaerobnih bakterij smo inkubirali v anaerobnih loncih oz. loncih za 

inkubacijo v posebnih atmosferskih pogojih. Anaerobni lonec je plastiĉna ali kovinska 

posoda s pokrovom in je nepropustna za pline. Uporablja se za inkubacijo vzorcev, v 

katerih so lahko bakterije, ki potrebujejo anaerobno atmosfero. To, z deleţi plinov 5 % 

CO2, 10 % H2 in 85 % N2, ustvarimo na kemiĉen naĉin s pomoĉjo ustreznih komercialnih 

reagentov.  

Zasejane petrijeve posode s kulturo in indikator anaerobne atmosfere Anaer Indicator 

(bioMérieux), katerega smo predhodno navlaţili s kapljico destilirane vode, smo vstavili v 

lonec za anaerobno kultivacijo. Indikator ima modro reakcijsko mesto (oksidirano 

metilensko modrilo), ki se v odsotnosti kisika in prisotnosti anaerobne atmosfere razbarva. 

V sistem smo vstavili tudi reagent za vzpostavljanje anaerobnih razmer GENbox anaer 

(bioMérieux). Ustreznost vstavljenih reagentov in indikatorjev smo preverjali s sevom 

Clostridium novyi ATCC 19402. Zaprt lonec smo inkubirali pri 35–37 °C 48 h.  

3.2.4 Identifikacija anaerobnih bakterij 

Pogoj, da smo lahko izvedli identifikacijo anaerobnih bakterij je bila izolacija bakterij v 

ĉisti kulturi. Po inkubaciji primarnih vzorcev oz. nacepljenih punktatov ali hemokultur, 

smo obiĉajno dobili mešane kulture. Vsako razliĉno kolonijo smo nato nanesli na Sch agar 

in inkubirali pri 35–37 °C v anaerobni atmosferi, da bi pridobili ĉisto kulturo z eno 

anaerobno bakterijo. Vzporedno smo to isto kolonijo nanesli še na krvni agar in inkubirali 

v inkubatorju nastavljenem na 35–37 °C s 5 % CO2 atmosfero.  
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3.2.4.1 Klasiĉne metode identifikacije anaerobnih bakterij 

Klasiĉne metode identifikacije anaerobnih bakterij obsegajo rast na Sch in KVLB agarju, 

barvanje po Gramu, barvanje z akridin oranţem, katalazni test in indol test.  

3.2.4.1.1 Rast na Schaedler agarju in agarju s kanamicinom, vankomicinom ter z 

lakirano krvjo 

V primeru, da je bakterija zrasla na Sch agarju in na krvnem agarju v inkubatorju s 5 % 

CO2 atmosfero izolata je nismo uvrstili med anaerobne bakterije. Ĉe se je izolat pojavil le 

na Schaedler agarju smo nadaljevali z identifikacijo s klasiĉnimi metodami in 

komercialnimi testi. Na kanamicin vankomicin agar z lakirano krvjo (KVLB) smo nacepili 

tako primarne kuţnine kot ĉiste izolate, da bi dobili pribliţno informacijo o rodu anaerobne 

bakterije. Za kanamicin in vankomicin obĉutljive bakterije na KVLB agarju niso zrasle. 

3.2.4.1.2 Barvanje po Gramu 

Na stekelce smo razmazali v fiziološki raztopini suspendirano kolonijo ali pa nanesli eno 

do dve kapljici tekoĉine iz hemokulturne stekleniĉke ali punktata. Razmaz smo posušili pri 

60 °C na grelni plošĉi. Preparat smo nato fiksirali s 100 % metanolom. Fiksiranega smo 

barvali s kristalvijoliĉnim barvilom od 30 do 60 s, sprali z vodo in prelili z lugolom. Po 30 

do 60 s smo preparat razbarvali z aceton alkoholom. Po petih s ali ko je postal izpirek 

brezbarven, smo zopet sprali z vodo. Sledilo je 30 s barvanje s safraninom, spiranje barvila 

z vodo in sušenje preparata.  

3.2.4.1.3 Barvanje z akridin oranţem 

Na stekelce smo nanesli eno do dve kapljici tekoĉine iz hemokulturne stekleniĉke. Razmaz 

smo sušili pri 60 °C na grelni plošĉi. Preparat smo nato fiksirali s 100 % metanolom. 

Fiksiranega smo prelili z akridin oranţem in pustili stati 2 min. Po 2 min smo barvilo sprali 

z vodo in preparat posušili. 
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3.2.4.1.4 Katalazni test 

Prisotnost katalaz smo preverjali tako, da smo izolat s plastiĉno cepilno zanko nanesli v 

kapljico 3 % vodikovega peroksida. Pozitivno reakcijo smo potrdili s pojavom mehurĉkov 

v raztopini. 

3.2.4.1.5 Indol test 

Pri tem testu smo analizirali sposobnost bakterije, da cepi triptofan v tripsin bujonu do 

indola, prisotnost katerega pa lahko dokaţemo s Kovacs-evim reagentom. V omenjen 

bujon smo aseptiĉno nacepili ĉisto kulturo in inkubirali 48 ur pri 35–37 °C. Po inkubaciji 

smo dodali še Kovacs-ev reagent. V primeru pojava roţnatega obroĉa je bil rezultat testa 

pozitiven. 

3.2.4.2 Identifikacijski sistem API® rapid ID 32 A 

Ĉisto kulturo, ki je zrasla na Sch agarju smo suspendirali v API® mediju (bioMérieux) v 

2 mL ampulni stekleniĉki do gostote 4 po McFarlandu. Suspenzijo smo nato odpipetirali 

po 55 µL v vsako vdolbinico API® testne plošĉice (bioMérieux). Vdolbinico za test 

prisotnosti ureaze (URE test) smo prekrili še z dvema kapljicama mineralnega olja. Po 

štirih urah inkubacije pri 35–37 °C smo dodali še reagente za test nitratne redukcije – NIT1 

in NIT2 reagente (bioMérieux), Jamesov reagent za test produkcije indola in Fast Blue 

reagent (FB reagent) za detekcijo kanabionoidov, fenolov in podobnih spojin (bioMérieux) 

v vdolbinice po navodilih proizvajalca. Nato smo odĉitali rezultate reakcije z uporabo 

identifikacijske opreme ATB™Expression™. 

3.2.4.3 Identifikacijski sistem VITEK 2 ANC 

Najprej smo v polistirensko epruveto z avtomatsko ĉrpalko dodali 3 mL fiziološke 

raztopine za pripravo inokuluma. Nato smo sterilno odvzeli izolirano kolonijo bakterije in 

v epruveti pripravili bakterijsko suspenzijo gostote 2,7-3,3 po McFarlandu. Epruveto s 

suspenzijo smo nato vstavili v nosilec, namestili kaseto s kartico ANC (bioMérieux) s 

substrati za identifikacijo anaerobnih bakterij na podlagi prisotnosti encimov (levcin 
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arilamidaze, fenilalanin arilamidaza, L-prolin arilamidaza, L-pirolidonil arilamidaza, 

tirozin arilamidaza, alanin-fenilalanin-prolin arilamidaza, beta-D-fukozidaza, alfa-L-

fukozidaza, ureaza, fosfataza, eskulin hidrolaza, indoksil beta-galaktopiranozidaza, alfa-

arabinozidaza in beta-manozidaza) in sposobnosti razgradnje nekaterih substratov (D-

galaktoze, substrat po Ellmanu, D-celobioza, D-glukoza, D-manoza, D-maltoza, 

saharoza/sukroza, arbutin, N-acetil-D-glukozamin, 5-bromo-4-kloro-3-indoksil-beta-

glukozid, 5-bromo-4-kloro-3-indoksil-beta-glukuronid, 5-bromo-4-kloro-3-indoksil-alfa-

galaktozid, arginin GP, piruvat, maltotrioza, 5-bromo-4-kloro-3-indoksil-beta-N-acetil-

glukozamid, 5-bromo-4-kloro-3-indoksil-alfa-manozid, L-arabinoza, D-riboza 2, 

fenilfosfonat, alfa-L-arabinofuranozid in D-ksiloza). 

V raĉunalnik smo vnesli tudi podatke o rezultatih barvanja po Gramu (Gram pozitivni, 

Gram negativni, Gram variabilni), morfologiji (bacili, koki, kokobacili) in aerotoleranci 

(anaerobni, aerobni, fakultativni). Na koncu smo na Sch agar nacepili pripravljeno 

suspenzijo, ki sluţi kot kontrola ĉistosti kulture in suspenzije in anaerobno inkubirali. 

Biokemijski profil se pridobi na podlagi metabolizma substratov. Konĉno ime bakterije je 

rezultat primerjave biokemijskega profila testirane bakterije z biokemijskimi profili 

bakterij, ki so del informacijske baze sistema.  

3.2.5 Testi za določanje občutljivosti bakterij za antibiotike 

Za doloĉanje obĉutljivosti izoliranih in identificiranih bakterij smo uporabili teste 

antibiotiĉnega gradienta – Eteste (bioMérieux). To so plastiĉni trakovi, ki imajo nanešen 

gradient koncentracij antibiotika. Namenjeni so za doloĉanje minimalne inhibitorne 

koncentracije (MIK). Trak z antibiotikom smo poloţili na petrijevo posodico s Sch 

gojišĉem, kjer smo predhodno s sterilnim bombaţnim brisom enakomerno razporedili 

suspenzijo izolata bakterije z gostoto 1 po McFarlandu (CLSI, 2007) V preglednici 12 so 

našteti uporabljeni Etesti in njihove mejne vrednosti minimalne inhibitorne koncentracije. 
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Preglednica 13: Etesti za doloĉanje obĉutljivosti anaerobnih bakterij na antibiotike in mejne vrednosti 

minimalne inhibitorne koncentracije. 

Antibiotik Etest 

Mejne vrednosti MIK (µg/mL) 

S (≤) I (=) R (≥) 

Penicilin PGH 0,5 1 2 

Klindamicin CM 2 4 8 

Amoksicilin/ klavulanska kislina XL 4/ 2 8/ 4 16/ 8 

Metronidazol MZ 8 16 32 

Imipenem IP 4 8 16 

3.2.5.1 Kontrola Etestov 

Da bi ovrednotili veljavnost oz. verodostojnost uporabljenih antibiotiĉnih gradientov, smo 

naredili pozitivno kontrolo vseh petih Etestov. Aseptiĉno smo odmrznili in nacepili sev B. 

fragilis ATCC® 25285 na Sch agar in ga 48 ur inkubirali v anaerobni atmosferi s 5 % CO2, 

10 % H2 in 85 % N2. Po inkubaciji smo kulturo seva suspendirali v fiziološki raztopini do 

gostote 1 po McFarlandu in nato z uporabo inokulatorja v aseptiĉnih pogojih enakomerno 

inokulirali plošĉe Sch agarja. Nanje smo poloţili Eteste tako, da je po inkubaciji enostavno 

razbrati rezultate (CLSI, 2007).  

Preglednica 14: Vrednosti MIK pri sevu Bacteroides fragilis ATCC® 25285 (CLSI, 2007). 

Antibiotik Etest Standardne vrednosti MIK (µg/mL) 

Penicilin PGH 8-32 

Klindamicin CM 0,5-2 

Amoksicilin/ klavulanska kislina XL 0,25/0,125-1/0,5 

Metronidazol MZ 0,25-2 

Imipenem IP 0,03-0,25 

Nato smo plošĉe inkubirali 48 ur v anaerobni atmosferi in po inkubaciji preverili ustreznost 

Etestov s primerjavo dobljenih vrednosti MIK s standardnimi MIK seva B. fragilis 

ATCC® 25285. 
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3.2.6 Filogenetska analiza sorodnosti izoliranih vrst na podlagi primerjave 16S 

rRNA zaporedij pridobljenih iz podatkovne baze RDP 

Pri analizi sorodnosti na podlagi 16S rRNA smo uporabili sosedsko pridruţitveno metodo 

filogenetske analize: NJ (ang. »Neighbor-joining«), za obdelavo zaporedij pa smo 

uporabili Kimurin dvoparametriĉni model nukleotidnih substitucij. Ker smo ţeleli le 

vizualno prikazati raznolikost bakterijskih vrst znotraj posameznih kuţnin (podroĉja telesa: 

trebuh, glava in prsni del, hemokulture) smo nukleotidna zaporedja 16S rRNA pridobili iz 

podatkovne baze RDP (ang. »Ribosomal Database Project«) (Olsen in sod., 1993), sami pa 

nismo izvajali metod za pridobitev teh zaporedij. Poravnavo zaporedij smo naredili s 

programskim orodjem ClustalX2 (Larkin in sod., 2007). Izraĉun razdalj med zaporedji smo 

opravili s programskim orodjem Phylip 3.69 (Baum, 1989). Za vizualizacijo sorodstvenih 

odnosov (v obliki filogenetskega drevesa) smo uporabili programsko orodje TreeView 

(Page, 1996). 
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4 REZULTATI 

4.1 IZOLATI ANAEROBNIH BAKTERIJ 

Iz vseh kuţnin skupaj smo osamili 158 prvih izolatov anaerobnih bakterij. Anaerobne 

bakterije, ki smo jih izolirali iz kuţnin v laboratoriju smo uvrstili v tri veĉje skupine: 

izolate iz trebuha, izolate iz glave s prsnim delom in izolate iz krvi (preglednica 14, slika 

12).  

Preglednica 15: Število in deleţi izolatov anaerobnih bakterij glede na kuţnine iz katere so bili izolirani. 

Kuţnine Skupno število bakterij (%) 

Trebuh 95 ( 60 %) 

Glava in prsni del 27 (17 %) 

Hemokulture 36 (23 %) 

Skupaj 158 (100 %) 

 

 

Slika 12: Deleţi izolatov anaerobnih bakterij glede na vrsto kuţnine, iz katere so bile izolirane. 

Iz 12340 vzorcev hemokultur in 4420 vzorcev drugih kuţnin, ki smo jih pregledali od 

meseca oktobra do meseca marca, smo izolirali 158 izolatov anaerobnih bakterij. Najveĉ 

anaerobnih bakterij smo izolirali iz predela trebuha, najmanj pa iz glave in prsnega dela.  

Med vzorci iz predela trebuha so bili pozitivni brisi in vsebine abdominalnih abscesov, 

brisi in vsebine abdominalnih drenov, punktati analno, punktati trebušne votline, gnoj iz 

medenice, bris abscesa medeniĉnega dna, ascitesi in brisi ascitesov, placenta, košĉek 
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ĉrevesa, vsebina abscesa ob vranici, punktati ledvice, punktat maternice, punktati rane 

presakralno, vsebina trebušne votline, punktati jeter, abscesi ob slepiĉu, peritiflitiĉni 

abscesi in placenta. Med vzorci glave in prsnega dela pa smo anaerobne bakterije izolirali 

iz brisov abscesne votline submandibularno, brisov nosne ciste, punktatov dojke, 

moţganskih abscesov, torakalnih puktatov in plevralnih punktatov. 

Anaerobne bakterije, ki smo jih izolirali, taksonomsko uvršĉamo v štiri debla in sicer 

Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria in Fusobacteria. Zaradi veĉjega števila 

predstavnikov rodu Clostridium, Bacteroides in Prevotella smo znotraj teh štirih debel 

razdelili izolate v manjše skupine. Predstavnike debla Bacteroidetes smo razdelili na 

skupino Bacteroides spp. in Prevotella spp, k slednji smo uvrstili tudi rod Porphyromonas. 

Predstavnike debla Firmicutes smo razdelili na skupino Clostridium spp. in skupino 

GPAC. Skupina Fusobacterium spp. spada v deblo Fusobacteria in GPNAB v deblo 

Actinobacteria.  

Na sliki 13 vidimo deleţe taksonomskih bakterijskih skupin po deblih glede na lokacijo 

izolacije. Pri vseh treh mestih izolacije je najmanjši deleţ predstavnikov debla 

Fusobacteria, drugi najmanjši deleţ predstavljajo izolati iz debla Actinobacteria. Pri 

izolatih iz predela prsi in glave je najveĉ predstavnikov debla Firmicutes. Pri izolatih iz 

hemokultur je deleţ predstavnikov debla Bacteroidetes le za 3 % veĉji od deleţa 

predstavnikov debla Firmicutes. Pri vzorcih iz trebuha deleţ predstavnikov debla 

Firmicutes obsega le 6 % veĉ od debla Actinobacteria, medtem ko deleţ predstavnikov 

debla Bacteroidetes obsega veĉ kot 60 % vseh izolatov iz predela trebuha.  
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Slika 13: Deleţi posameznih bakterijskih skupin glede na lokacijo izolacije. Oznake: 1- glava in prsni del, 2- 

hemokulture, 3- trebuh. 

Kot je razvidno iz preglednice 15 smo v trebušnem delu in iz hemokultur izolirali najveĉ 

predstavnikov rodu Bacteroides, v glavi in prsnem delu so prevladovali GPAC. 

V preglednici 15 smo število in deleţe anaerobnih bakterij navedli z uporabo dveh 

pristopov: glede na kuţnine, iz katerih smo jih izolirali in glede na vrste bakterij oz. 

skupine, v katere smo anaerobne bakterije razdelili. 

Preglednica 16: Število (%) anaerobnih bakterij po skupinah iz razliĉnih kuţnin. 

IZOLATI 

Bacteroides 

spp. 

Prevotella 

spp. 

Clostridium 

spp. 

Po Gramu 

pozitivni 

anaerobni 

koki 

Po Gramu 

pozitivni 

nesporulirajoči 

anaerobni bacili 

Fusobacterium 

spp. Skupaj 

glava in  

prsni del 4 (15 %) 4 (15 %) 0 11 (41 %) 6 (22 %) 2 (7 %) 

27 (100 %) 

hemokulture 14 (39 %) 2 (6 %) 9 (25 %) 5 (14 %) 5 (14 %) 1 (3 %) 36 (100 %) 

trebuh 33 (35 %) 21 (22 %) 14 (15 %) 8 (8 %) 13 (8 %) 6 (6 %) 95 (100 %) 

Skupaj 51 (32 %) 27 (17 %) 23(15 %) 24 (15 %) 24 (15 %) 9 (6 %) 158 (100 %) 
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Primeri mikroskopskih slik izolatov so prikazani na sliki 14. 

 

Slika 14: Mikroskopske slike izolatov vrste Bacteroides fragilis, izolirane iz abdominalnega abscesa (A), 

bakterij Clostridium spp. izoliranih iz hemokultur (B) in Fusobacterium nucleatum izolirane iz plevralnega 

punktata (C). 

Predstavniki Bacteroides spp. in Prevotella spp. so bili najbolj pogosti v trebušnem 

predelu, prav tako tudi predstavniki Clostridium spp. (priloga A). GPAC so bili najbolj 

pogosto izolirani iz predela glave in prsnega dela, GPNAB pa v predelu trebuha. 

Predstavniki Fusobacterium spp. so bili le z manjšim odstopanjem bolj prisotni v trebuhu 

ter glavi in prsnem delu (preglednica 15).  

Najpogostejši izolati predela glave in prsnega dela so pripadali P. acnes, takoj za njimi pa 

F. magna in Peptostreptococcus spp. (priloga A).  
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Kar 25 % vseh izolatov iz hemokultur smo uvrstili v B. fragilis, medtem ko ostale vrste 

anaerobnih bakterij ne izstopajo po pogostosti izolacije (priloga A).  

Iz priloge A je prav tako razvidno, da so bili v trebuhu najpogosteje izolirani predstavniki 

B. fragilis, med deleţi ostalih vrst bakterij pa ni bilo velikih razlik. Raznolikost 

predstavnikov vrst anaerobnih bakterij v trebuhu je bila precej velika, zato kljub temu, da 

prevladujejo predstavniki B. fragilis, zastopajo le 15 %. 

4.2 KONTROLE Etestov 

Rezultati kontrole antibiotiĉnih gradientov Etestov, ki smo jih uporabljali pri doloĉanju 

obĉutljivosti bakterij za antibiotike penicilin, klindamicin, amoksicilin/klavulansko kislino, 

imipenem in metronidazol s sevom B. fragilis ATCC® 25285, so obsegali standardne 

vrednosti inhibitornih koncentracij. Tako smo s sevom B. fragilis ATCC® 25285 

veljavnost Etestov potrdili, kar je vidno iz primerjave rezultatov (preglednica 16) in 

standardnih vrednosti (preglednica 13).  

Preglednica 17: Rezultati kontrole veljavnosti uporabljenih Etestov s sevom Bacteroides fragilis ATCC® 

25285.  

Antibiotik Etest Vrednosti MIK (µg/mL) pri kontroli Etestov 

Penicilin PG 16 

Klindamicin CM 1 

Amoksicilin/ klavulanska kislina XL 0,75 

Metronidazol MZ 0,75 

Imipenem IP 0,064 
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4.3 DELEŢI ANAEROBNIH BAKTERIJ ODPORNIH PROTI ANTIBIOTIKOM 

Deleţi anaerobov odpornih proti razliĉnim antibiotikom so povzeti v preglednici 17, na 

sliki 15 pa je prikazan primer za metronidazol obĉutljivega izolata in primer izolata, ki je 

odporen proti penicilinu in klindamicinu. B. fragilis je naravno odporen proti penicilinu, in 

tudi sevi ostalih vrst Bacteroides so se izkazali kot odporni proti penicilinu. Pridobljeno 

odpornost proti penicilinu smo zasledili pri 56 % izolatov uvršĉenih v rod Prevotella in 

Porphyromonas, medtem ko je bilo proti penicilinu odpornih 17 % predstavnikov rodu 

Clostridium. 

 

 

Slika 15: Za metronidazol obĉutljiv izolat (A). Pušĉica oznaĉuje MIK pri 0,25 µg/mL. Proti klindamicinu in 

penicilinu odporen izolat (B). Pušĉica pri Etestu s penicilinom oznaĉuje MIK pri 4 µg/mL in pušĉica pri 

Etestu s klindamicinom oznaĉuje MIK pri 256 µg/mL. Na slikah se vidijo ihibicijske cone okoli Etestov, s 

pomoĉjo katerih smo doloĉili odpornost proti antibiotikom. 

Med izolati predstavnikov rodu Bacteroides je bilo 18 % odpornih proti klindamicinu, 

medtem ko je bilo 26 % izolatov rodu Prevotella ter 26 % izolatov rodu Clostridium 

odpornih proti klindamicinu. Proti klindamicinu sta bila odporna dva izolata GPAC in en 

izolat GPNAB. 
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Odpornost proti amoksicilin/klavulanski kislini smo zasledili le pri rodovih Bacteroides in 

Prevotella, kjer je bila pojavnost odpornosti pri rodovih Prevotella (11 %) višja kot pri 

rodovih Bacteroides (6 %).  

Preglednica 18: Število (%) anaerobov odpornih proti penicilinu, klindamicinu in amoksicilin/klavulanski 

kislini. V preglednici nismo predstavili odpornosti proti metronidazolu in imipenemu, saj nismo izolirali 

nobenega seva, ki bi bil odporen proti imipenemu. Odporni proti metronidazolu pa so bili le predstavniki 

Actinomyces in Propionibacterium, ki so naravno odporni. 

 IZOLATI 

št. odpornih proti 

penicilinu/ št. vseh (%) 

št. odpornih proti 

klindamicinu/ št. vseh (%) 

št. odpornih proti 

amoksicilin/klavulanski 

kislini/ št. vseh (%) 

Bacteroides spp. 51/51 (100 %) 9/51 (18 %) 3/51 (6 %) 

Prevotella spp. in 

Porphyromonas spp. 15/27 (56 %) 7/27 (26 %) 3/27 (11 %) 

Clostridium spp. 4/23 (17 %) 6/23 (26 %) 0/23 (0 %) 

Fusobacterium spp. 1/9 (11 %) 0/9 (0 %) 0/9 (0 %) 

Po Gramu pozitivni 

anaerobni koki 0/26 (0 %) 2/26 (8 %) 0/26 (0 %) 

Po Gramu pozitivni 

nesporulirajoĉi 

anaerobni bacili 0/25 (0 %) 1/25 (4 %) 0/25 (0 %) 

4.3.1 Občutljivost za penicilin, klindamicin in amoksicilin/klavulansko kislino 

pri izolatih rodu Bacteroides 

Najveĉ proti klindamicinu odpornih izolatov v rodu Bacteroides je bilo iz vrste B. fragilis 

(preglednica 18). Odpornost proti amoksicilin/klavulanski kislini smo zasledili le pri 

izolatih identificiranih kot pripadniki B. fragilis, B. thetaiotaomicron in P. distasonis Izolat 

B. fragilis, ki je bil odporen proti amoksicilin/klavulanski kislini je bil odporen tudi proti 

penicilinu. Izolata B. thetaiotaomicron in P. distasonis sta bila odporna proti trem 

antibiotikom: penicilinu, amoksicilin/klavulanski kislini in še proti klindamicinu.  
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Preglednica 19: Število izolatov znotraj Bacteroides spp., Parabacteroides distasonis in 

Pseudoflavonifractor capillosus odpornih proti klindamicinu in amoksicilin/klavulanski kislini. Slednjo vrsto 

so tekom tega laboratorijskega dela identifikacijski sistemi še vedno uvršĉali med bakterije vrste Bacteroides 

capillosus. 

IZOLATI  

št. odpornih proti 

klindamicinu/ št vseh  

št. odpornih proti 

amoksicilin/klavulanski 

kislini/ št. vseh  

B. fragilis 4/25 1/25 

B. ovatus 1/7  0/7 

B. thetaiotaomicron  1/5  1/5 

B. vulgatus 1/4 0/4 

B. caccae 0/1 0/1 

Bacteroides spp. 0/1 0/1 

P. distasonis 1/2 1/2 

P. capillosus 1/6 0/6 

Skupaj 9/51 (18 %) 3/51 (6 %) 

4.3.2 Občutljivost za penicilin, klindamicin in amoksicilin/klavulansko kislino 

pri izolatih rodu Prevotella in Porphyromonas 

V preglednici 19 so navedeni deleţi odpornosti proti penicilinu, klindamicinu in 

amoksicilin/klavulanski kislini pri posameznih vrstah rodu Prevotella in Porphyromonas. 

 Opazili smo odpornost proti veĉim antibiotikom in sicer: en izolat P. bivia je bil odporen 

proti penicilinu in amoksicilin/klavulanski kislini, en izolat P. disiens je bil odporen proti 

klindamicinu in amoksicilin/klavulanski kislini, en izolat P. buccae pa je pridobil 

odpornost proti trem antibiotikom, penicilinu, klindamicinu in amoksicilin/klavulanski 

kislini.  
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Preglednica 20: Število izolatov znotraj vrst rodu Prevotella in Porphyromonas odpornih proti penicilinu, 

klindamicinu in amoksicilin/klavulanski kislini. 

 IZOLATI 

št. odpornih proti 

penicilinu/ št. vseh 

št. odpornih proti 

klindamicinu/ št. vseh 

št. odpornih proti 

amoksicilin/klavulanski 

kislini/ št. vseh  

Prevotella bivia 2/4 0/4 1/4 

Prevotella buccae 2/4 1/4 1/4 

Prevotella intermedia 2/3 1/3 0/3 

Prevotella disiens 1/3 2/3 1/3 

Prevotella spp. 3/5 2/5 0/5 

Prevotella oralis 2/2 0/2 0/2 

Prevotella buccalis 1/1 0/1 0/1 

Prevotella denticola 1/1 0/1 0/1 

Prevotella melaninogenica 0/1 0/1 0/1 

Prevotella loeshi 0/1 1/1 0/1 

Porphyromonas gingivalis 1/2 0/2 0/2 

Skupaj 15/27 (56 %) 7/27 (26 %) 3/27 (11 %) 

4.3.3 Občutljivost za penicilin, klindamicin in amoksicilin/klavulansko kislino 

pri izolatih rodu Clostridium 

V preglednici 20 je navedeno število izolatov rodu Clostridium, ki so bili odporni proti 

penicilinu, klindamicinu in amoksicilin/klavulanski kislini.  

Izolat, ki ga nismo uspeli identificirati do vrste je bil istoĉasno odporen proti penicilinu in 

klindamicinu, medtem ko so bili štirje izolati odporni le proti penicilinu in pet izolatov le 

proti klindamicinu. 
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Preglednica 21: Število izolatov znotraj vrst rodu Clostridium odpornih proti penicilinu, klindamicinu in 

amoksicilin/klavulanski kislini. 

 IZOLATI 

št. odpornih proti 

penicilinu/ št. vseh  

št. odpornih proti 

klindamicinu/ št. vseh 

št. odpornih proti 

amoksicilin/klavulanski 

kislini/ št. vseh  

Clostridium perfringens 0/5 0/5 0/5 

C. bifermentas 0/3 1/3 0/3 

C. paraputrificium 0/2 1/2 0/2 

C. ramosum 0/2 1/2 0/2 

C. butyricum 1/2 0/2 0/2 

C. clostridioforme 1/2 1/2 0/2 

C. tertium 0/1 1/1 0/1 

C. septicum 1/1 0/1 0/1 

C. sporogenes 0/1 0/1 0/1 

Clostridium spp. 1/4 1/1 0/4 

Skupaj 4/23 (17 %) 6/23 (26 %) 0/23 (0 %) 

4.3.4 Polimikrobne okuţbe 

Iz veĉine kuţnin smo izolirali veĉ kot eno bakterijo (mešane oziroma polimikrobne okuţbe 

z veĉ anaerobnimi bakterijami in tudi aerobnimi bakterijami), kar je razvidno iz 

preglednice 21 in slike 16. 

Preglednica 22: Število izolatov iz mešanih okuţb anaerobnih, fakultativno anaerobnih in aerobnih bakterij. 

Kuţnine 

Število izoliranih 

anaerobnih bakterij 

Prisotnost drugih 

mikrobov Deleţ mešanih okuţb (%) 

Hemokulture 36 12 33,3 % 

Trebuh 95 86 90,5 % 

Glava in prsni del 27 15 55,6 % 

Anaerobni izolati 158 113 71,5 % 
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V preglednici 21 smo prikazali, koliko anaerobnih okuţb je bilo mešanih, torej spremljanih 

še z aerobnimi mikroorganizmi oziroma fakultativno anaerobnimi. Najveĉ mešanih okuţb 

je bilo v predelu trebuha (skoraj vse okuţbe) in najmanj iz hemokultur. 

 

Slika 16: Fotografija mešane kulture brisa abdominalnega abscesa na Schaedler agarju. Vidna sta Bacteroides 

fragilis (belo-sive), Prevotella melaninogenica (ĉrne) in bakterije, ki so se izkazale za aerobne. 

4.4 EVOLUCIJSKA ANALIZA IZOLATOV IZ HEMOKULTUR, GLAVE IN 

PRSNEGA DELA IN TREBUHA 

Z evolucijsko analizo izolatov smo prikazali filogenetske odnose med izoliranimi 

bakterijami in samo raznolikost pojavnosti anaerobnih bakterijskih vrst glede na podroĉje 

izolacije. Rezultate teh analiz vidimo na sliki 17, sliki 18 in sliki 19, kjer je razvidno, da je 

najveĉja razlika v raznolikosti vrst med predelom trebuha in predelom glave s prsnim 

delom. 
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Slika 17: Filogram koreninjen z Escherichia coli, ki prikazuje filogenetske odnose med posameznimi 

bakterijskimi izolati iz trebuha. Evolucijska razdalja 0.1 na sliki pomeni 10 % razlik v sorodstvu. 
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Slika 18: Filogram koreninjen z Escherichia coli, ki prikazuje filogenetske odnose med posameznimi 

bakterijskimi izolati glave in prsnega dela. Evolucijska razdalja 0.1 na sliki pomeni 10 % razlik v sorodstvu. 
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Slika 19: Filogram koreninjen z Escherichia coli, ki prikazuje filogenetske odnose med posameznimi 

bakterijskimi izolati iz hemokultur. Evolucijska razdalja 0.1 na sliki pomeni 10 % razlike v sorodstvu. 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 

5.1 RAZPRAVA 

Spremljanje odpornosti v laboratorijih, ki doloĉajo obĉutljivost anaerobov za antibiotike je 

zelo pomembno, saj odpornost anaerobnih bakterij proti antibiotikom v svetu narašĉa 

(Hecht, 2004). Ker se na podlagi tega spremljanja zdravniki v bolnišnicah odloĉajo za 

empiriĉno zdravljenje, je pomembno, da so te študije redne in natanĉne v vseh 

laboratorijih, ki se sreĉujejo z anaerobnimi bakterijami.  

V našem raziskovalnem delu smo ţeleli doloĉiti, kateri anaerobi se v doloĉenih kuţninah 

najpogosteje pojavljajo in kakšna je njihova obĉutljivost za antibiotike. S tem namenom 

smo šest mesecev (od oktobra 2010 do marca 2011) spremljali vse kuţnine, ki so bile 

sprejete v Laboratorij za hemokulture in druge urgentne mikrobiološke preiskave na 

Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo. Izolate, ki so se tekom kultivacije v anaerobni 

atmosferi in kontrolne kultivacije v 5 % CO2 atmosferi izkazali za anaerobne bakterije, 

smo s pomoĉjo klasiĉnih metod in komercialnih identifikacijskih sistemov Vitek 2 

(bioMérieux) ter API® rapid ID 32 A (bioMérieux) na podlagi metabolnih znaĉilnosti 

uvrstili do vrste ali izjemoma do rodu in jim s pomoĉjo testov antibiotiĉnega gradienta oz. 

Etestov (bioMérieux) doloĉili obĉutljivost za antibiotike. Dodatno smo z evolucijsko 

analizo izolatov prikazali še filogenetske odnose med izoliranimi bakterijami glede na 

podroĉje izolacije.  

Potrdili smo domnevo, da bomo najveĉ anaerobnih bakterij izolirali iz abdominalnega 

predela. Med 158 izolati anaerobnih bakterij smo veĉ kot pol izolatov pridobili iz kuţnin 

omenjenega predela telesa, kar je podobno kot Wybo in sod. (2007), kjer so med izolati 

znanega predela odvzema kuţnine veĉ kot pol izolirali iz predela trebuha  

Ker smo predvidevali, da bomo v kuţninah iz abdomna pogosteje osamili bakterije, ki jih 

uvršĉamo v Bacteroides spp., Clostridium spp. in Prevotella spp., nas ne preseneĉa, da so 

izolati uvršĉeni v Bacteroides spp. predstavljali kar 35 % izolatov trebuha, Prevotella spp. 

pa 22 % izolatov trebuha, medtem ko nas preseneĉa niţji deleţ Clostridium spp., in sicer le 

15 % izolatov trebuha (preglednica 15). Do podobnih rezultatov so prišli Müller-Premru in 
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sod. (2007) pri preuĉevanju kuţnin iz trebuha bolnikov iz Kliniĉnega centra Ljubljana, kjer 

so med anaerobnimi bakterijami izolirali najveĉ predstavnikov Bacteroides spp., tem so 

sledili Clostridium spp. ter manjši deleţ predstavnikov Prevotella spp. in 

Peptostreptococcus spp. Skladnost naših rezultatov s predhodnimi nakazuje, da v Sloveniji 

med anaerobnimi povzroĉitelji v najveĉji meri prevladujejo vrste rodu Bacteroides. 

Pomembno je tudi omeniti, da smo najpogosteje izolirali seve B. fragilis, ki pa so prav tako 

najpogostejši med anaerobnimi izolati hemokultur (priloga A).  

Naši rezultati kot podpora predvidevanjem nakazujejo, da med izolati hemokultur izstopa 

vrsta B. fragilis, medtem ko ostale vrste anaerobnih bakterij ne izstopajo (priloga A). Kljub 

temu, da B. fragilis predstavlja veĉji del vseh izolatov iz hemokultur, pa smo izolirali 

manjše število drugih pripadnikov debla Bacteroidetes, in sicer skupno le nekaj izolatov 

veĉ kot pri deblu Firmicutes (slika 13), kjer so bili Clostridium spp. pogostejši kot GPAC 

(preglednica 15, priloga A). Iz hemokultur smo izolirali le en izolat Fusobacterium spp., in 

sicer F. nucleatum. 

Naše raziskave podpirajo naša predvidevanja, da bomo v glavi in prsih izolirali najveĉ 

GPAC, preseneĉa pa nas, da iz tega predela nismo izolirali niti enega predstavnika 

Clostridium spp. (preglednica 15). Drugi najveĉji deleţ izolatov v tem delu predstavlja 

deblo Bacteroidetes, kjer so bili Bacteroides spp. zastopani v enakem številu kot 

Prevotella spp., sledili pa so jim GPNAB, kjer je poleg enega izolata A. meyeri 

prevladovala vrsta P. acnes. V tem predelu smo izolirali le en izolat F. nucleatum in en 

izolat F. necrophorum. Iz predela glave in prsi smo izolirali najmanj izolatov (slika 12), in 

sicer trikrat manj kot iz trebuha. Ĉe izvzamemo bakterije v krvi, ki jih pri zdravem ĉloveku 

ne najdemo, lahko naše rezultate primerjamo z deleţi bakterij v normalni flori glave, 

prsnega dela in trebuha.  

Dethlefsen in sod. (2007) so ugotovili, da deblo Firmicutes obsega veĉ kot pol vseh 

bakterij normalne flore ust in poţiralnika, kar je zelo podobno našim rezultatom 

povzroĉiteljev okuţb v tem predelu. V ĉrevesju je normalna flora sestavljena pol iz 

Firmicutes in pol iz Bacteroidetes. Debla Actinobacteria in Fusobacteria so redka v 

ĉrevesju. V primerjavi z našimi rezultati, kjer smo v predelu trebuha izolirali veĉ kot pol 

predstavnikov debla Bacteroidetes, se GPAC in Clostridium spp. bolj pogosto pojavljajo v 
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normalni flori kot oportunistiĉni patogeni tega predela. Pri vseh treh skupinah kuţnin 

(hemokulture, glava in prsi, trebuh) so anaerobne bakterije debla Actinobacteria prisotne v 

8 % ali veĉ (slika 13, preglednica 15). Ta rezultat lahko poveţemo z dejstvom, da 

Actinobacteria obsegajo veĉ kot polovico normalne flore koţe pri ĉloveku in se v kliniĉnih 

vzorcih najveĉkrat pojavljajo kot kontaminanti. Predvsem P. acnes je v odvzetih vzorcih 

kuţnin pogosto le posledica nepravilnega in nenatanĉnega odvzema le-te. Opaţanja 

podobnosti rezultatov našega dela z študijami o normalni flori pri ĉloveku potrjujejo 

dejstvo, da so okuţbe z anaerobnimi bakterijami endogene (povzroĉene z bakterijami 

lastne flore). 

Odpornost anaerobnih bakterij proti antibiotikom, ki se uporabljajo pri zdravljenju okuţb s 

temi bakterijami je v preteklih tridesetih letih precej narasla. Pomembno je izpostaviti, da  

je bilo do leta 1975 proti klindamicinu odpornih v povpreĉju le nekaj predstavnikov 

Bacteroides spp., ki niso bili B. fragilis (Sutter in Finegold, 1976), do 1987 se je odpornost 

proti klindamicinu pojavila tudi med B. fragilis (Cornick in sod., 1990), do danes pa je 

narasla do tretjine vseh izolatov, kar smo ugotovili tudi v naši raziskavi. 

Glede na ugotovitve predhodnih raziskav smo priĉakovali visoko odpornost proti 

penicilinu in klindamicinu pri Prevotella spp. in Bacteroides spp. Vsi izolati Bacteroides 

spp. odporni proti penicilinu, kar lahko pojasnimo z dejstvom, da smo izolirali le ĉlane B. 

fragilis skupine, ki so skoraj v celoti naravno odporni proti penicilinu zaradi prisotnosti 

beta-laktamaz C in drugih nepojasnjenih mehanizmov. Veliko študij nakazuje na prisotnost 

beta-laktamaz pri Prevotella spp., kar prikazuje tudi naše delo (preglednica 17), kjer je bilo 

veĉ kot pol odpornih proti penicilinu. Kljub temu, da na podlagi drugih raziskav nismo 

priĉakovali visokega deleţa proti penicilinu odpornih predstavnikov, smo izolirali skoraj 

petino odpornih Clostridium spp.. Med Fusobacterium spp. je bilo v našem delu nekaj 

odpornih izolatov, medtem ko pri GPAC in GPNAB nismo zasledili odpornosti proti 

penicilinu, kar je ravno nasprotno kot pri odpornosti proti klindamicinu.  

Naši rezultati (preglednica 17) ne podpirajo popolnoma naših predvidevanj, da bo deleţ 

proti klindamicinu odpornih izolatov najveĉji pri Bacteroides spp., Prevotella spp. in 

Clostridium spp. Veĉji je bil namreĉ pri Prevotella spp. in Clostridium spp. in manjši pri 

Bacteroides spp., kar je v nasprotju s predhodnimi raziskavami (Glupczynski in sod., 2008; 
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Snydman in sod., 2010), kjer so ugotovili 30–56 % deleţ proti klindamicinu odpornih 

izolatov rodu Bacteroides. Druge Evropske študije prikazujejo 18–31 % deleţ odpornih 

izolatov Prevotella spp. (Papaparaskevas in sod., 2008; Wybo in sod., 2007; Glupczynski 

in sod., 2008) in 23–26 % deleţ odpornih izolatov Clostridium spp. (Wybo in sod., 2007; 

Glupczynski in sod., 2008), kar prikazuje tudi naša. Pri Fusobacterium spp. nismo zasledili 

odpornosti proti klindamicinu, medtem ko smo pri GPAC ter GPNAB izolirali nekaj 

odpornih predstavnikov, kar odstopa od predhodnih raziskav (Glupczynski in sod., 2008), 

kjer so izolirali tudi proti klindamicinu odporne izolate Fusobacterium spp., pri GPAC in 

GPNAB pa je bil deleţ proti klindamicinu odpornih izolatov veĉji od našega. Med GPAC 

je bila F. magna tista, ki je doprinesla k deleţu proti klindamicinu odpornih izolatov, kar je 

podobno kot so ugotovili Brazier in sod. (2008).  

Poleg tega smo izolirali tudi nekaj predstavnikov Bacteroides spp. in Prevotella spp., ki so 

bili odporni proti amoksicilin/klavulanski kislini. Podobno kot v naši raziskavi opisujejo 

odpornost proti amoksicilin/klavulanski kislini tudi v drugih raziskavah. Naše raziskave 

predlagajo, da deleţ proti amoksicilin/klavulanski kislini odpornih izolatov Prevotella spp. 

narašĉa hitreje kot pri Bacteroides spp. (preglednica 17), kar je nasprotno kot pri drugih 

raziskavah (Glupczynski in sod., 2008, Wybo in sod., 2007). Zanimivo pa je, da so vsi 

izolati, ki so bili odporni proti amoksicilin/klavulanski kislini, bili odporni tudi proti 

klindamicinu ali penicilinu. Po en predstavnik P. buccae, B. fragilis in P. distasonis so 

pridobili rezistenco kar proti vsem trem antibiotikom: penicilinu, klindamicinu in 

amoksicilin/klavulanski kislini. Kljub tem trem izolatom pa menimo, da naši rezultati 

nakazujejo na nizko prisotnost odpornosti proti antibiotikom med anaerobnimi bakterijami 

na tem podroĉju Slovenije.  

Medtem, ko so v nekaterih študijah ugotovili tudi odpornost proti metronidazolu in 

imipenemu, naši podatki nakazujejo na odsotnost te rezistence pri izolatih, izoliranih iz 

kuţnin zajetih v našem delu. Ta opaţanja so v neskladju z drugimi avtorji, ki so našli proti 

metronidazolu odporne seve (Mory in sod., 1998; Wybo in sod., 2007; Papaparaskevas in 

sod., 2008; Seifert in Dalhoff, 2010).   

Priĉakovali smo višji odstotek rezistence proti klindamicinu in penicilinu, kot proti 

imipenemu, metronidazolu in amoksicilin/klavulanski kislini, kar naši podatki tudi 



Kokalj T. Obĉutljivost za antibiotike pri anaerobnih bakterijah izoliranih iz kuţnin… na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medodd. štud. mikrobiologije, 2012 

 

59 

potrjujejo (preglednica 17). Naši podatki sicer nakazujejo na visok odstotek proti 

metronidazolu odpornih izolatov znotraj debla Actinobacteria, vendar tega ne moremo 

upoštevati kot odpornost, saj so npr. Propionibacterium acnes in nekatere vrste 

Actinomyces naravno odporne proti temu antibiotiku.  

V našem delu smo prikazali tudi filogenetske odnose med izoliranimi bakterijami glede na 

podroĉje izolacije, kjer je dobro razvidna sorodnost posameznih vrst in rodov izolatov 

(slika 21, 22, 23). Najpogostejša izolata Bacteroides in Prevotella sta tudi filogenetsko 

najbliţje. Glede na to, da sta glede na deleţe med bolj odpornimi predstavniki anaerobnih 

bakterij v našem raziskovalnem delu, lahko predvidevamo, da je prenos genov za 

odpornost povezan s sorodnostjo znotraj debla Bacteroidetes. Drugi najpogostejši izolati so 

GPAC in rod Clostridium, ki so si prav tako filogenetsko najbliţje. Rod Fusobacterium je 

bolj soroden GPAC in Clostridium, medtem ko so po Gramu pozitivni, nesporulirajoĉi 

anaerobni bacili filogenetsko bliţje rodovoma Bacteroides in Prevotella. S primerjavo 

filogenetskih dreves kuţnin iz trebuha, glave s prsnim delom in hemokultur, smo prav tako 

lahko opazili, da je raznolikost vrst bakterij, ki se pojavljajo kot povzroĉitelji anaerobnih 

okuţb najveĉja v predelu trebuha in najmanjša v predelu glave in prsi. 

Predvidevali smo da bomo iz abdomna izolirali veĉ anaerobnih bakterij kot iz ostalih 

predelov, da bomo v kuţninah iz abdomna pogosteje osamili bakterije Bacteroides spp., 

Clostridium spp. in Prevotella spp., v kuţninah iz prsne votline, vratu in glave GPAC in iz 

hemokultur B. fragilis. Naši rezultati potrjujejo ta predvidevanja z veĉ kot pol izolati iz 

abdomna. Prav tako smo izolirali najveĉ Bacteroides spp. in Prevotella spp. v abdomnu in 

malo niţji odtotek Clostridium spp, vendar še vedno dovolj visok, da naša predvidevanja o 

najpogostejših izolatih iz abdomna drţijo. V kuţninah iz glave in prsi so prevladovali 

GPAC in B. fragilis v hemokulturah. Napovedali smo tudi, da bodo Bacteroides in 

Prevotella pogosteje odporni proti penicilinu in proti klindamicinu kot druge anaerobne 

bakterije, kar smo delno potrdili. Opazili smo pogostejši pojav odpornosti proti 

klindamicinu od priĉakovanega tudi pri vrstah Clostridium, kar smo potrdili, poleg tega pa 

smo proti priĉakovanjem ugotovili kar visok deleţ proti penicilinu odpornih izolatov.  

Odpornost proti klindamicinu in penicilinu je bila v naši raziskavi pogostejša od odpornosti 

proti amoksicilin/klavulanski kislini, imipenemu in metronidazolu, kar smo predvidevali. 
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Kljub vedno veĉjemu opisu genov za mehanizme odpornosti proti metronidazolu v tujih 

raziskavah (Mory in sod., 1998; Seifert in Dalhoff, 2010), pa nismo izolirali proti 

metronidazolu odpornega B. fragilis.  

Kljub temu, da je ţe mnogo znanega o genih za odpornost proti antibiotikom, ki se 

uporabljajo za zdravljenje okuţb z anaerobi, pa vedno veĉje število bakterijskih sevov 

odpornih na antibiotike nakazuje na oĉitno preveĉ pomanjkljivo poznavanje le-teh. Z 

veĉjim razumevanjem mehanizmov, ki so odgovorni za prenos rezistence med bakterijami 

in samega delovanja rezistence bi laţje razvili ali prepoznali inhibitorje teh mehanizmov, 

kot so v preteklosti ţe naredili z inhibitorji beta-laktamaz, ki pa niso veĉ popolnoma 

uĉinkoviti.  

V naši raziskavi smo prikazali obĉutljivost anaerobnih bakterij iz kuţnin v obdobju šestih 

mesecev, kjer smo skoraj med vsemi rodovi uspeli pridobiti vsaj 10 izolatov, medtem ko 

smo izolirali kar 51 predstavnikov Bacteroides spp., ki se pogosteje pojavljajo v kuţninah. 

Naši rezultati prikazujejo odpornost anaerobnih bakterij proti antibiotikom, in ne odstopajo 

bistveno od drugih podobnih raziskav. Kljub temu pa bi v daljšem ĉasovnem obdobju in z 

veĉjim številom izolatov, lahko še bolje prikazali stanje obĉutljivosti anaerobnih bakterij v 

Sloveniji, kot so to storili Müller-Premru in sod. (2007). Taka raziskovalna dela so zelo 

pomembna, saj naj bi obĉutljivost spremljali v vseh kliniĉnih laboratorijih v vseh drţavah. 

Le na podlagi zanesljivih podatkov o obĉutljivosti iz rezultatov laboratorija s svojega 

podroĉja se lahko zdravniki v bolnišnicah, kjer je stanje bolnikov ponavadi kritiĉno, laţje 

odloĉijo za empiriĉno zdravljenje bolnika z anaerobno okuţbo. 

5.2 SKLEPI 

 V našem delu smo uspešno izolirali anaerobne bakterije iz kuţnin, jih identificirali 

vsaj do rodu ali do vrste ter jim doloĉili obĉutljivost za antibiotike. 

 Iz abdomna smo izolirali veĉ anaerobnih bakterij kot iz ostalih predelov. 

 V kuţninah iz abdomna so prevladovali Bacteroides spp. in Prevotella spp., pogosti 

pa so bili tudi Clostridium spp. in GPNAB. 

 V kuţninah iz prsne votline, vratu in glave so prevladovali GPAC, drugi 

najpogostejši pa so bili GPNAB. 
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 Med izolati hemokultur je prevladoval B. fragilis. 

 Vrste rodov Bacteroides, Prevotella in Clostridium so bile pogosteje odporne proti 

penicilinu in proti klindamicinu kot druge anaerobne bakterije. 

 Odpornost proti klindamicinu in penicilinu je bila v naši raziskavi pogostejša od 

odpornosti proti amoksicilin/klavulanski, medtem ko noben izolat ni bil odporen 

proti imipenemu in metronidazolu. 

 S pomoĉjo filogenetskega drevesa smo prikazali, da je v kuţninah trebuha 

raznolikost vrst anaerobnih bakterij, ki se pojavljajo veĉja kot v kuţninah glave in 

prsnega dela. 
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6 POVZETEK 

Veĉina kliniĉnih laboratorijev po svetu spremlja obĉutljivost tako aerobnih kot anaerobnih 

bakterij. Na podlagi teh raziskav se zdravniki v bolnišnicah odloĉajo za empiriĉno 

zdravljenje. Do prejšnjega desetletja so bili vzorci odpornosti pri anaerobnih bakterijah 

dokaj predvidljivi in stabilni, vendar je velika poraba antibiotikov povzroĉila pogostejše 

pojavljanje odpornosti proti tem uĉinkovinam. V raziskavah ugotavljajo visok deleţ proti 

klindamicinu in penicilinu odpornih izolatov, še posebej med vrstami rodov Bacteroides in 

Prevotella, v zadnjih letih pa poroĉajo tudi o proti amoksicilin/klavulanski kislini, 

imipenemu in metronidazolu odpornih izolatih, najveĉkrat pri vrstah B. fragilis skupine. 

Za zdravljenje okuţb z anaerobnimi bakterijami se uporabljajo antibiotiki penicilin, 

imipenem, amoksicilin/klavulanska kislina, klindamicin in metronidazol, mehanizmi 

odpornosti bakterij proti omenjenim antibiotikom pa v današnjem ĉasu predstavljajo pereĉ 

problem. Tako so pri anaerobih pogoste beta-laktamaze C, ki inhibirajo delovanje 

penicilinov, pojavljajo pa se tudi metalo beta-laktamaze B, ki inhibirajo delovanje 

karbapenemov (primer je imipenem). Odpornost bakterij proti klavulanski kislini je 

posledica hiperprodukcije encimov beta-laktamaz, ali pa spremenjenega aktivnega mesta 

tega encima. Mehanizem odpornosti proti klindamicinu je posredno povezan z makrolid-

linkozamid-streptogramin tipom 23S RNA metilazo, ki z metilacijo ribosomov prepreĉi 

vezavo klindamicina na te nukleoproteine. Drugaĉen mehanizem odpornosti pa je proti 

metronidazolu, kjer zaradi delovanja encima nitroimidazolne reduktaze ne pride do 

nastanka toksiĉnih skupin potrebnih za delovanje metronidazola.  

Cilj diplomske naloge je bil doloĉiti, kateri anaerobi se v doloĉenih kuţninah najpogosteje 

pojavljajo in kakšna je njihova obĉutljivost za antibiotike. Zato smo po predpisih splošnih 

operativnih postopkov (SOP) Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske 

fakultete v Ljubljani identificirali izolate anaerobnih bakterij in jim doloĉili obĉutljivost. 

Primarno kuţnino smo nacepili na Schaedler agar in druga gojišĉa, inkubirali v anaerobni 

atmosferi in izolirali posamezne kolonije do ĉiste kulture. Te smo barvali po Gramu, 

nacepili na kanamicin vankomicin agar z lakirano krvjo, naredili katalazni test in test 

indola za laţjo odloĉitev o uporabi identifikacijskega sistema. S pomoĉjo identifikacijskih 

sistemov na podlagi metabolnih znaĉilnosti, VITEK 2 in API® rapid ID 32 A smo izolat 
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dokonĉno identificirali vsaj do rodu ali do vrste. V kuţninah iz abdomna so prevladovali 

Bacteroides spp. in Prevotella spp., v kuţninah iz prsne votline, vratu in glave so 

prevladovali po Gramu pozitivni anaerobni koki, v hemokulturah pa vrsta B. fragilis. 

Za doloĉanje obĉutljivosti izoliranih in identificiranih bakterij smo uporabili test 

antibiotiĉnega gradienta. Izolatom smo doloĉali MIK za penicilin, klindamicin, 

metronidazol, imipenem in amoksicilin/klavulansko kislino. Vrste rodov Bacteroides, 

Prevotella in Clostridium so bili pogosteje odporni proti penicilinu in proti klindamicinu 

kot druge anaerobne bakterije. Vrste rodu Bacteroides so bile v celoti odporne proti 

penicilinu, 18 % je bilo odpornih proti klindamicinu in 6 % proti amoksicilin/klavulanski 

kislini. Med predstavniki rodu Prevotella je bilo 56 % izolatov odpornih proti penicilinu, 

26 % proti klindamicinu in 11 % proti amoksicilin klavulanski/kislini. Rod Clostridium se 

je izkazal za enako odpornega proti klindamicinu kot Prevotella, proti penicilinu je bilo 

odpornih 17 % teh izolatov, medtem ko noben izolat tega rodu ni bil odporen proti 

amoksicilin/klavulanski kislini. Med vrstami Fusobacterium je bilo nekaj izolatov 

odpornih proti penicilinu, odpornosti proti drugim antibiotikom pa nismo zasledili. Po po 

Gramu pozitivni anaerobni koki in po Gramu pozitivni nesporulirajoĉi anaerobni bacili so 

bili odporni le proti klindamicinu. Odpornosti proti metronidazolu (z izjemo izolatov vrst 

debla Actinobacteria) in imipenemu nismo zasledili. 

Podobne raziskave kot je naša izvajajo v veĉini kliniĉnih laboratorijev v tujini, saj z njimi 

pridobijo zanesljive podatke za svoje podroĉje. Mi smo pridobili novejše informacije o 

obĉutljivosti za antibiotike pri anaerobnih bakterijah izoliranih iz kuţnin pri nas, kar lahko 

v neki meri pripomore k empiriĉnemu zdravljenju pri nas.  
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PRILOGE 

Priloga A: Število vseh izolatov anaerobnih bakterij razporejenih po vrstah in izvoru kuţnine. 

Kuţnina Izolati in število 

Predel trebuha B. fragilis (14), B. ovatus (6),  P.capillosus (4), B. thetaiotaomicron (3), B. vulgatus 

(2), B. caccae (1), Parabacteroides distasonis (2), Bacteroides spp. (1), Prevotella 

bivia (4), P. intermedia (3), P. buccae (2), P. disiens (2), P. oralis (2), P. 

melaninogenica (1), P. denticola (1), Prevotella spp. (4), Porphyromonas gingivalis 

(2), C. perfringens (3), C. bifermentas (3), C. butyricum (2), . tertium (1), C. septicum 

(1), C. sporogenes (1), C. paraputrificium (1), Clostridium spp. (2), F. nucleatum (6), 

Bifidobacterium spp. (2), Eggerthella lenta (3), Actinomyces naeslundii (1), 

Actinomyces meyeri (1), P. acnes (5)  Propionibacterium spp. (1), Peptostreptococcus 

spp. (5), P. anaerobius (1), P. micra (1), Peptoniphilus asaccharolyticus (1). 

Glava in prsni del F. magna (3), Peptostreptococcus spp. (3), Peptoniphilus asaccharolyticus (2), 

Parvimonas micra (2), Anaerococcus prevotii (1), B. fragilis (2), B. vulgatus (1), P. 

capillosus (1), Prevotella loescheii (1), P. buccae (1), P disiens (1), Prevotella spp. 

(1), F. nucleatum (1), F. necrophorum (1), Actinomyces meyeri (1), P. acnes (5). 

Hemokulture B. fragilis (9), B. thetaiotaomicron (2), B. ovatus (1), B. vulgatus (1), P. capillosus (1), 

P. buccae (1), P. buccalis (1), C. perfringens (2), C. ramosum (2), C. clostridioforme 

(2), C. paraputrificium (1), Clostridium spp. (2), Peptoniphilus asaccharolyticus (2), 

F. magna (1), P. micra (1), Peptococcus spp. (1), Eggerthella lenta (1), Actinomyces 

viscosus (1), Actinomyces meyeri (1), P. acnes (2),  F. nucleatum (1). 

 

 


