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“Norec, ki vztraja pri svoji norosti, bo postal moder.”

(William Blake)
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Priloga B: Izmerjeni premeri inhibicijskih con (mm) in pripadajoce stopnje obcutljivosti

(obcutljiv/zmerno obcutljiv/odporen) za 50 izolatov Pseudomonas aeruginosa, osamljenih
iz razli¢nih kuznin bolnikov, hospitaliziranih na Univerzitetni kliniki za plju¢ne bolezni in
alergijo Golnik v obdobju od junija do septembra 2009, doloceni z disk difuzijsko metodo.

Priloga C: Minimalne inhibitorne koncentracije (ug/ml) in pripadajoce stopnje
obcutljivosti (obcutljiv/zmerno obcutljiv/odporen) za 50 izolatov Pseudomonas
aeruginosa, osamljenih iz razli¢nih kuznin bolnikov, hospitaliziranih na Univerzitetni
kliniki za pljucne bolezni in alergijo Golnik v obdobju od junija do septembra 2009,
doloceni z Etesti.

Priloga D: Rezultati testiranja, izrazeni kot stopnje ob¢utljivosti (ob¢utljiv/izmerno
obcutljiv/odporen) za 50 izolatov Pseudomonas aeruginosa, osamljenih iz razli¢nih kuznin
bolnikov, hospitaliziranih na Univerzitetni kliniki za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik v
obdobju od junija do septembra 2009, dolo¢eni z disk difuzijsko metodo in Etesti.

Priloga E: Vrsta kuznine, iz katere je bil osamljen izolat in rezultati testiranja, izrazeni kot
stopnje obcutljivosti za 50 izolatov Pseudomonas aeruginosa, osamljenih iz razli¢nih
kuznin bolnikov, hospitaliziranih na Univerzitetni kliniki za plju¢ne bolezni in alergijo
Golnik v obdobju od junija do septembra 2009, doloceni z disk difuzijsko metodo in Etesti.
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AAC

AAD/ANT

AME
APH
ATCC
CEF

CFU
CIP

CL

CLSI

DDD
ECDC

ESAC-Net

ESAC

ESBL

EUCAST

GM

MBK
MBL

McF

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

aminoglikozid acetiltransferaze (angl. aminoglycoside acetyltransferase)

aminoglikozid adeniltransferaze/nukleotidil transferaze
(angl. aminoglycoside adenyltransferase/nucleotidyl transferase)

aminoglikozid-modificirajo¢i encimi

aminoglikozid fosforiltransferaze (angl. aminoglycoside phosphotransferase)
standardni kontrolni sev (angl. American Type Culture Collection)

cefepim

enote, ki tvorijo kolonije (angl. colony forming units)

ciprofloksacin
kolistin (angl. colistin)

Institut za klini¢ne in laboratorijske standarde (angl. Clinical and Laboratory
Standards Institute)

definirana dnevna doza

Evropski center za prepreCevanje in kontrolo bolezni (angl. European
Centre for Disease Prevention and Control)

Interaktivna baza porabe antibiotikov (angl. antimicrobial consumption
interactive database)

AmpC betalaktamaze z razSirjenim spektrom delovanja (angl. extended-
spectrum AmpC)

betalaktamaze z razSirjenim spektrom delovanja (angl. extended-spectrum
[-lactamases)

Evropski odbor za testiranje protimikrobne obcutljivosti (angl. European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

gentamicin
zmerno obcutljiv ali intermediaren (angl. intermediate)

minimalna baktericidna koncentracija

metalo-betalaktamaze (angl. metallo -lactamases)

McFarland


http://scholar.google.si/scholar_url?hl=sl&q=http://www.cmdr.ubc.ca/trainingprogram/Papers%25202006%25202007/jp_June4b_07.pdf&sa=X&scisig=AAGBfm1ZogxOJ1y4ItEr-4DINKsisS0Heg&oi=scholarr&ei=cPt-U_f4Eemd7QbKrIHYBw&ved=0CCkQgAMoADAA
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MDR veckratno odporni (angl. multidrug-resistant)

MEM meropenem

MH Mueller-Hinton agar

MIK minimalna inhibitorna koncentracija

MIKso najnizja koncentracija antibiotika, ki inhibira rast 50 % izolatov
MIKgo najnizja koncentracija antibiotika, ki inhibira rast 90 % izolatov
PBP penicilin vezoci proteini (angl. penicillin binding proteins)
PDR pan-rezistenten (angl. pandrug-resistant)

TZP piperacilin/tazobaktam

QC kontrola kakovosti (angl. quality control)

QRDR regija kinolonskih odpornostnih determinant (angl. quinolone resistance

determining region)
R neobcutljiv ali odporen (angl. resistant)
S obcutljiv (angl. sensitive)

TSI agar trojni sladkor z zelezom (angl. triple sugar iron)
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1 UvOD

Pseudomonas aeruginosa je ubikvitaren, aeroben, po Gramu negativen, nefermentativen
bacil. Je pomemben humani oportunisti¢ni patogen, ki primarno povzroca infekcije pri
imunokompromitiranih osebah, in je eden od pomembnih povzrociteljev bolnisni¢nih
okuzb (Breidenstein in sod., 2011). Bakterija P. aeruginosa povzroca $irok razpon okuzb,
je ena od glavnih povzrociteljic bolniSni¢nih okuzb dihal, pogosta povzrociteljica okuzb
urinarnega trakta, seps (Golle, 2006) ter okuzb ran in opeklin (Miiller-Premru, 2002). Pri
osebah z neokrnjeno odpornostjo te bakterije redko povzroc¢ajo okuzbe. Izvenbolni$ni¢ne
okuzbe, ki jih povzroc¢a P. aeruginosa, so najpogosteje okuzbe koze in okuzbe povrhnjih
struktur oc¢esa (Golle in sod., 2006).

P. aeruginosa ima izjemno sposobnost prilagajanja okoljskim razmeram, ki je posledica
velikih genetskih zmoznosti tega organizma (Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009). Te bakterije so
nezahtevne glede pogojev rasti, kar jim skupaj z odpornostjo proti fizikalnim in kemi¢nim
vplivom omogoca veliko sposobnost prezivetja (Golle in sod., 2006). Velik problem pri
zdravljenju okuzb, ki jih povzro¢i bakterija P. aeruginosa, je njena odpornost proti
protimikrobnim zdravilom razli¢nih skupin, ki otezi, podaljSa in podrazi zdravljenje. P.
aeruginosa ima visoko naravno odpornost, ki je posledica kombinacije nizke prepustnosti
zunanje membrane in sekundarnih mehanizmov odpornosti, kot sta aktiven efluks in
kromosomske AmpC betalaktamaze (Strateva in Yordanov, 2009). Naravna odpornost tega
organizma proti velikemu Stevilu antibiotikov je omejila izbor u€inkovitih antibiotikov na
protipseudomonasne peniciline, cefalosporine Il1lI. in V. generacije, karbapeneme,
fluorokinolone in aztreonam. Aminoglikozidi se ne priporo¢ajo v monoterapiji, temvec¢ kot
del kombinirane terapije za zdravljenje resnih okuzb (Guzvinec in sod., 2012). Vendar pa
lahko P. aeruginosa zlahka pridobi nove lastnosti in razvije odpornost tudi proti
antibiotikom, ki se uporabljajo za zdravljenje okuzb, ki jih povzrofa ta bakterija
(Breidenstein sod., 2011). Odpornost je lahko trajna ali zacasna, npr. posledica adaptacije
na pogoje v gostitelju ali celo adaptacije na samo antibioti¢no zdravljenje. Pogosto se
odpornost razvije med samim zdravljenjem, kar lahko resno ogrozi zdravljenje teh okuzb
(Poole, 2011). Pridobljena odpornost v tem mikrobu je lahko posledica mutacij (npr.

mutacijskih sprememb, ki vodijo do povecane ekspresije Crpalk s Sirokim spektrom
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substratov, derepresije ali spremembe AmpC betalaktamaze, zmanjSane permeabilnosti
zunanje membrane in spremembe antibioti¢nih tar¢) in/ali pridobitve rezistencnih genov
(npr. genov za sekundarne betalaktamaze, aminoglikozid-modificirajoée encime in 16S
rRNA metilaze) preko horizontalnega genskega prenosa. Nadalje, nagnjenost bakterije P.
aeruginosa, da in vivo raste v obliki proti antibiotikom izredno odpornih biofilmov in
pojav hipermutatorskih sevov Se dodatno ogrozata zdravljenje okuzb, ki jih povzroca ta

mikrob (Poole, 2011).

P. aeruginosa predstavlja fenomen bakterijske odpornosti, saj ima lahko skoraj vse znane
mehanizme protimikrobne odpornosti. Nadalje, ti mehanizmi pogosto obstajajo in delujejo
simultano, zato niti ne preseneca pojav veckratno odpornih sevov (Strateva in Yordanov,
2009). Zaradi vse velje razSirjenosti izolatov P. aeruginosa, odpornih proti veé
antibiotikom iz razli¢nih skupin, in pomanjkanja novih u¢inkovitih antibiotikov se vse bolj
v uporabo vracajo starejSi antibiotiki iz skupine polimiksinov, ki so jih v preteklosti
opuscali zaradi porocil o toksi¢nosti. Tako se v zadnjih letih zaradi vse vecjega pojava
veckratno odpornih sevov P. aeruginosa v uporabo vraca kolistin kot zadnji izbor za
zdravljenje okuzb, ki jih povzrocajo sevi, odporni proti vsem drugim antibiotikom (Poole,
2011).

Za zdravljenje okuzb, ki jih povzroca P. aeruginosa, je klju¢no pravocasno in ustrezno
protimikrobno zdravljenje. Zaradi vse pogostejSega pojavljanja vse bolj odpornih sevov sta
izrednega pomena redno testiranje obcutljivosti izolatov bakterije P. aeruginosa ter
spremljanje pojava in Sirjenja odpornih sevov. Podatki o odpornosti so pomembni za izbor
ustreznega protimikrobnega zdravila za izkustveno in usmerjeno zdravljenje okuzb, kar je
odlo¢ilno za izid zdravljenja, Se posebej pri okuzbah s tezjim potekom. Poleg tega sta
ustrezna in preudarna uporaba antibiotikov ter dober nadzor nad pojavljanjem odpornih

sevov kljucna za upocasnitev Sirjenja odpornosti in razvoja veckratno odpornih sevov.
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1.1 NAMEN DELA

e Z uporabo disk difuzijske metode in metode difuzije koncentracijskega gradienta

(Etest) smo zeleli dolociti obcutljivost 50 izolatov bakterije P. aeruginosa,

osamljenih iz kuznin bolnikov, hospitaliziranih na Univerzitetni kliniki za plju¢ne

bolezni in alergijo Golnik v obdobju od junija do septembra 2009, za izbrane

antibiotike: kolistin, cefepim, gentamicin, meropenem, ciprofloksacin

piperacilin/tazobaktam.

e Zeleli smo preveriti ujemanje rezultatov testiranja ob&utljivosti z disk difuzijsko

metodo z rezultati difuzije koncentracijskega gradienta (Etest).

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Pri¢akovali smo, da bo delez odpornosti proti kolistinu najnizji izmed vseh izbranih

antibiotikov, saj se kolistin uporablja v Sloveniji le izjemoma (kot rezervni antibiotik), ker

za naSe trzi$ée ni registriran. Proti izbranim antibiotikom smo pri¢akovali razli¢no stopnjo

odpornosti kot odraz razlicne pogostnosti uporabe posameznih ué¢inkovin. Obenem nismo

pricakovali velikih odstopanj v rezultatih testiranja obcutljivosti za posamezne antibiotike

z dvema razli¢nima metodama.
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2 PREGLED OBJAV

V tem poglavju bomo povzeli glavne karakteristike bakterije Pseudomonas aeruginosa, se
seznanili z antibiotiki, ki se uporabljajo za zdravljenje okuzb, ki jih povzroca bakterija, ter

izpostavili problematiko odpornosti bakterije P. aeruginosa proti $tevilnim antibiotikom.
2.1 BAKTERIJA Pseudomonas aeruginosa

V tej to¢ki bomo navedli glavne znalilnosti bakterije P. aeruginosa, vklju¢no z

epidemiologijo ter patogenezo in klini¢no sliko okuzb, ki jih povzroca ta bakterija.
2.1.1Znacilnosti

Bakterija Pseudomonas aeruginosa je oportunistiéno patogena, po Gramu negativna,
aerobna, paliasta bakterija, ki jo wuvr§¢amo v rod Pseudomonas, druZzino
Pseudomonadaceae, red Pseudomondales, razred Gamma-proteobacteria, deblo
Proteobacteria in domeno Bacteria (NCBI, 2011). P. aeruginosa so priblizno 1,5-3,0 um
dolgi in 0,5-0,8 um 8iroki nesporogeni bacili, ki se lahko pojavljajo posamezno, v parih ali
v kratkih verigah. Vec¢inoma so gibljivi z enim polarnimi bickom (Iglewski, 1996). Imajo
katalazo in vecinoma tudi oksidazo. So nefermentativni bacili, za katere je znacilno, da so
nezahtevni glede hranil. P. aeruginosa izdeluje in izlo¢a Stevilne v vodi topne pigmente
(Miiller-Premru, 2002), npr. pioverdin (rumenozeleni fluorescentni pigment), piocianin
(modrozeleni pigment) in piorubin (rde¢i pigment) (King in sod., 1954). Pri identifikaciji
pomagata pioverdin in piocianin, ki dajeta kolonijam znacilno svetlo zeleno barvo (Miiller-

Premru, 2002).

Bakterije iz rodu Pseudomonas dokazujemo v razli¢nih kuzninah: brisih ran in opeklin,
1izmecku, aspiratih in punktatih, se€u, krvi, likvorju, tkivu itd. Zadostujejo obic¢ajni nacini
odvzema, prenosa in shranjevanja kuZnin, ki jih zasejemo na obi¢ajna bakterioloSka
gojisca (npr. krvni in MacConkeyjev agar) in povzrocitelja osamimo. Vendar bakterij z
mikroskopskim pregledom ne moremo razlikovati od drugih po Gramu negativnih bacilov.
Zato jih identificiramo po videzu kolonij in z biokemicnimi testi ter jim dolo¢imo
obcutljivost za antibiotike. Redko uporabljamo serolosko diagnostiko (Miiller-Premru,
2002). Znacilne ploscate, neravne kolonije s kovinskim leskom na agarju — trojni sladkor z

zelezom (TSI, angl. triple sugar iron) skupaj z modro-zelenim pigmentom na navadnem
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hranilnem agarju, ter znacilen vonj po medu zadostujejo za domnevno diagnozo, ki jo

potrdimo z biokemic¢nimi testi (specificen vzorec metaboli¢nih lastnosti) (Levinson, 2006).

2.1.2Patogeneza in klini¢na slika

Patogeneza okuzb, ki jih povzro¢a P. aeruginosa, je kompleksna in vkljucuje Stevilne
virulentne dejavnike (Kayser in sod., 2005). Za vzpostavitev okuzbe je najprej potrebna
vezava na epitelijske celice, ki je posredovana z bicki, pili, lipopolisaharidom in alginatom
(Murray in sod., 2009). P. aeruginosa tvori dva eksotoksina — eksotoksin S in eksotoksin
A, ki preprecuje beljakovinsko sintezo (Murray in sod., 2009). P. aeruginosa ima v zunanji
membrani celi¢ne stene lipopolisaharidni endotoksin, ki povzrofa simptome sepse in
septi¢nega Soka (Levinson, 2006). Med ostalimi toksini, ki jih biosintetizira P. aeruginosa,
najdemo piocianin in pioverdin, ki med drugim vezeta Zelezo in regulirata izlo¢anje ostalih
virulentnih faktorjev. P. aeruginosa izloc¢a tudi hidroliticne encime, ki poskodujejo epitelij.
Tukaj imajo pomembno mesto elastazi LasA in LasB, ki katalizirata razgradnjo vezivnega
tkiva, ter fosfolipaza C, ki katalizira hidrolizo lecitina, glavnega fosfolipida evkariontskih
organizmov (Murray in sod., 2009). P. aeruginosa ima tudi ve¢ sekrecijskih sistemov, med
katerimi je pomemben sekrecijski sistem tipa Il (imajo nekateri sevi), ki omogoca
neposreden prenos eksotoksinov iz bakterijske v evkariontsko celico. Sevi s tem sistemom
so bistveno bolj virulentni, okuzbe s takimi sevi pa so povezane s huj$imi oblikami bolezni
(Driscoll in sod. 2007). Nekateri sevi P. aeruginosa izlo¢ajo velike koli¢ine
ekstracelularnih polisaharidov, ki dajejo kolonijam sluzast videz. Viskozen, sluzen
ekstracelularni sloj polisaharidov posreduje adherenco organizma na epitelijske celice,
ovira fagocitozo in difuzijo antibiotikov ter s tem olajsa kolonizacijo in perzistenco
organizma (Kayser in sod., 2005; Levinson, 2006). Ekspresijo vefine teh virulentnih
faktorjev kontrolirata dvokomponentni transkripcijski regulatorni sistem in quorum sensing
sistem, ki sta tako odgovorna za prezivetje in Sirjenje teh bakterij v gostitelju (Ben Haj in
sod., 2011).

Kljub $tevilnim virulentnim dejavnikom so okuzbe s P. aeruginosa pri imunokompetentnih
posameznikih redke (Kayser in sod., 2005). P. aeruginosa je oportunisti¢ni patogen, ki

primarno povzro¢a okuzbe pri imunokompromitiranih osebah, npr. pri bolnikih z
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obseznimi opeklinami ali ranami, pri bolnikih s kroni¢nimi boleznimi dihal, pri
imunosuprimiranih osebah, pri nevtropeni¢nih bolnikih in bolnikih s stalnimi katetri
(Levinson, 2006; Murray in sod., 2009). P. aeruginosa povzroca razli¢ne vrste okuzb in je
ena od glavnih povzrociteljic bolniSni¢nih okuzb, zlasti pri bolnikih, ki se zdravijo na
enotah za intenzivno zdravljenje (Golle in sod., 2006). P. aeruginosa lahko povzroca
okuzbe skoraj povsod v telesu, prevladujejo pa okuzbe ran in opeklin, okuzbe seéil, okuzbe
dihal (predvsem pljucnica pri bolnikih s cisti¢no fibrozo in bolnikih priklju¢enih na
respirator) (Driscoll in sod., 2007; Levinson, 2006) in bakteriemije (Sardeli¢ in Bedenic¢,
2009). Ker je bakterija P. aeruginosa invazivna in toksigena, lahko povzro¢i lokalno
okuzbo, ki se nato razsiri sistemsko. Slednja je pogosta pri bolnikih, ki imajo okvare koze
in sluznic ali so imunsko oslabljeni, npr. bolniki z levkemijo in limfomi, s kroni¢nimi
boleznimi, po transplantacijah, pri nevtropeni¢nih bolnikih ipd. Pri bolnikih s sepso je
pogost endotoksicni Sok. Na kozi bolnikov s sepso pogosto najdemo nekroti¢ne
spremembe, ki so posledica razmnoZzevanja bakterij v zilnih stenah (Miiller-Premru, 2002).
Pri osebah z neokrnjeno odpornostjo redko povzrocajo okuzbe (Golle in sod., 2006). Pri
imunokompetentnih osebah povzroca ve¢inoma lokalne okuZbe koze, kot sta folikulitis in
okuzba v zunanjem sluhovodu, ki nastaneta po kopanju v kopalis¢ih. Pri imunsko
oslabljenih bolnikih, zlasti diabetikih in starej$ih, je lahko okuzba v zunanjem sluhovodu
huda in se razsiri v globlja tkiva, moZganske Zivce in kosti, tudi v meninge, ter povzroci
osteomielitis in meningitis. Na ocesu lahko P. aeruginosa po majhni poskodbi povzroci
razjedo rozenice, posebej pri uporabnikih le¢ (Miiller-Premru, 2002). Povzroca tudi okuzbe
diabeti¢nega stopala pri sladkornih bolnikih (Bowler in sod., 2001) in endokarditis pri
intravenskih uZivalcih drog (Miiller-Premru, 2002). P. aeruginosa je eden od
povzrogiteljev akutnih poslabsanj kroniéne obstruktivne pljuéne bolezni (Skrgat-Kristan in
sod., 2009) in pomemben patogen pri bolnikih s cisti¢no fibrozo, pri katerih mukoidni sevi

P. aeruginosa povzrocajo kroni¢no okuzbo plju¢ (Breidenstein in sod., 2011).
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2.1.3Epidemiologija

P. aeruginosa je ubikvitaren mikroorganizem, razsirjen predvsem v vlaznih okoljih. Ta
bakterija ima izjemno sposobnost prilagajanja na okoljske razmere, ki je posledica velikih
genetskih zmoznosti tega organizma (Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009). Bakterija P. aeruginosa
je nezahtevna glede pogojev rasti, kar ji skupaj z odpornostjo proti fizikalnim in kemi¢nim
vplivom ter odpornostjo proti antibiotikom omogoca veliko sposobnost prezivetja (Golle in
sod., 2006). Najdemo jih skoraj povsod v naravi — v vodi, prsti, na rastlinah, razpadajo¢em
organskem materialu pa tudi v kopelih, bazenih, na cvetli¢nih Sopkih, razkuzilih, teko¢inah
za izpiranje, kapljicah za o¢i, lijakih in strani§¢nih $koljkah, na surovem sadju in zelenjavi
ipd. (Miiller-Premru, 2002; Murray in sod., 2009). Pogosto so s to bakterijo kontaminirane
oprema za anestezijo, naprave za dializo, inhalatorji, respiratorji (Levinson, 2006).
Potencialen vir infekcije so lahko tudi okuzeni ali kolonizirani bolniki (Kayser in sod.,
2005) in medicinsko osebje, ki prenasa organizem z rokami in kontaminiranimi napravami
(Miiller-Premru, 2002). Pri zdravih ljudeh je redko del normalne flore, pri hospitaliziranih
bolnikih pa stopnja kolonizacije s P. aeruginosa pogosto presega 50 %, kolonizacija sama

pa je pogosto predstopnja okuzbe (Golle in sod., 2006).

2.2 ANTIBIOTIKI ZA ZDRAVLIENJE OKUZB, KI JIH POVZROCA BAKTERIJA

Pseudomonas aeruginosa

Antibiotiki so snovi, ki s svojim delovanjem ovirajo razmnoZevanje mikroorganizmov
oziroma prepre¢ujejo njihovo rast. V osnovi so antibiotiki naravne substance in so
proizvod zivih celic (Madigan in Martinko, 2006). Navadno jih izdelujejo glive in bakterije
v tekmovanju za prostor in hranilne snovi, da z njimi preprecijo rast in razmnoZevanje
drugih gliv in bakterij. Antibiotiki so uinkoviti za zdravljenje bakterijskih in glivnih
(antimikotiki) okuZb, niso pa primerni za unifevanje parazitov in virusov. Naravni
antibiotiki navadno ne ustrezajo vsem zahtevam »idealnega« antibiotika. Njihovo biolosko
uporabnost pogosto optimiziramo s farmacevtsko-kemijsko modifikacijo osnovne
molekule ali s sintezo ustreznih farmacevtskih oblik s tehnoloskimi postopki (Walsh,
2003). V novejSem casu se zato vse bolj uveljavljajo sinteticne in polsinteti¢ne razlicice

naravnih antibiotikov, t.i. kemoterapevtiki, z izboljSanimi protimikrobnimi in
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farmakologkimi lastnostmi  (Kotnik, 2002). Ceprav lo¢imo med antibiotiki in
kemoterapevtiki, bomo v diplomski nalogi zaradi boljSe preglednosti za vse ucinkovine

uporabljali izraz antibiotiki.

Na uporabnost antibiotikov vplivajo njihove lastnosti. Znacilnosti dobrega antibiotika so
selektivna toksicnost, dolga razpolovna doba v plazmi, dobro prodiranje v medceli¢nino,
celice in likvor, Sibka vezava z beljakovinami v plazmi in v medceli¢nini, moZznost
peroralnega jemanja, malo stranskih u¢inkov pri zdravljenju in $irok spekter delovanja. Te
lastnosti poveéajo uporabnost, lahko pa se npr. prav zaradi Sirokega spektra delovanja in

pogostejse rabe antibiotika razvije odpornost proti antibiotiku (Kotnik, 2002).

Antibiotike razdelimo v skupine glede na mehanizme delovanja in kemi¢no zgradbo. Po
ucinkih na bakterije so baktericidni in bakteriostati¢ni. Baktericidni antibiotiki poskodujejo
mikroorganizem tako, da se ni ve¢ zmozen razmnozevati oz. povzrocijo smrt bakterijske
celice, medtem ko bakteriostaticni razmnoZevanje samo zavrejo oz. preprecijo rast bakterij

(Kotnik, 2002; Walsh, 2003).

Antibiotiki imajo v bakterijski celici razli¢na taréna mesta. Tarca delovanja antibiotikov so
encimi in metabolni procesi, ki so klju¢ni za normalno delovanje bakterijske celice. Za
selektivno delovanje antibiotikov v ¢loveskem gostitelju je pomembno, da antibiotiki
delujejo na tarCe, ki so prisotne v bakterijah, v gostitelju pa jih ne najdemo, 0z. v primeru,
da se tarCe antibiotikov nahajajo tako v bakteriji kot tudi v gostitelju, morajo med njimi
obstajati zadostne razlike, da je mogoc€a selektivna inhibicija (Walsh, 2003). Glede na tarce
delovanja oziroma glede na mehanizem delovanja razlikujemo stiri vrste antibiotikov, in
sicer takSne, ki prepreCujejo sintezo celi¢ne stene, Ki delujejo na sintezo znotrajceli¢nih
beljakovin, ki vplivajo na sintezo jedrnih kislin in taksne, ki ovirajo dejavnosti, povezane s

citoplazemsko membrano (Kotnik, 2002).

Za zdravljenje okuzb, ki jih povzroca bakterija P. aeruginosa, se obi¢ajno uporabljajo
betalaktami, aminoglikozidi, fluorokinoloni, zaradi vse veéje prevalence veckratno
odpornih izolatov in pomanjkanja novih u¢inkovitih antibiotikov pa se vse bolj v uporabo
vraCajo starejSi antibiotiki iz skupine polimiksinov, predvsem kolistin, ki so jih v

preteklosti opuscali zaradi porocil o toksi¢nosti (Poole, 2011).
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2.2.1Betalaktami

Betalaktamski antibiotiki so najvecja in najpogosteje uporabljena skupina protimikrobnih
sredstev. K betalaktamom pristevamo antibiotike, ki imajo v molekuli betalaktamski obro¢,
potreben za antibakterijsko delovanje (Marolt-Gomiscek, 1992), na katerega so pripete
stranske verige, ki doloCajo protibakterijski spekter delovanja (Beovi¢ in Nadrah, 2010). V
tej skupini so najpomembnejsi penicilini, cefalosporini, karbapenemi, monobaktami in
wzaviralci laktamaz beta« (Marolt-Gomiscek, 1992). Po delovanju so betalaktamski
antibiotiki  baktericidni, ker zavirajo sintezo peptidoglikana o0z. celiCne stene.
Betalaktamski antibiotiki vstopajo skozi bakterijsko celicno steno in se veZejo na encime
transpeptidaze-penicilin vezoci proteini (PBP iz angl. penicillin binding proteins), ki so na
citoplazemski membrani in so potrebni za zamrezenje sestavin bakterijske stene. Z vezavo
na proteine PBP preprecijo njihovo delovanje in tako je postopek zamreZenja celi¢ne stene
(transpeptidacije) prekinjen (Kotnik, 2002). Ker ne pride do transpeptidacije, ki zagotavlja
rigidnost celi¢ne stene, bakterije postanejo zelo obcutljive za lizo. Poleg tega pride do
nakopicenja osnovnih sestavin, kar sprozi avtoliti¢ni sistem, ki celico razkroji (Brooks in
sod., 2010). Betalaktami imajo le zmeren ucinek na evkariontske celice, saj te ne vsebujejo
peptidoglikana v celi¢ni steni, zato peptidoglikan o0z. njegova sinteza predstavlja idealno
tar¢o za delovanje antibiotikov (Madigan in Martinko, 2006). Antibakterijski spekter
betalaktamov je razli¢en. Delujejo predvsem na grampozitivne bakterije, s sinteti¢nimi
nacini pa jih lahko naredimo primerne tudi za ubijanje gramnegativnih bakterij. Ucinek
betalaktamskih antibiotikov lahko prepre¢ijo bakterijski encimi betalaktamaze. Ce
betalaktamaze razgradijo betalaktamski obro¢, antibiotik izgubi antibakterijsko aktivnost
(Kotnik, 2002).

2.2.1.1 Penicilini

Penicilini so najbolj razSirjena skupina antibiotikov. Zanje je znacilen betalaktamski obroc,
na katerega se veze petclenski obroc, ki vsebuje Zveplo, nanj pa so lahko pripeti razli¢ni
radikali, ki dolo¢ajo temeljne farmakoloske lastnosti zdravil (Brooks in sod., 2010). V to
skupino sodi tudi prvi antibiotik penicilin (penicilin G), ki ga je leta 1929 odkril Alexander
Fleming pri plesni Penicillium notatum. Danes obstaja vrsta polsinteti¢nih in sinteti¢nih

izpeljank, ki imajo ugodne farmakokineticne in antibakterijske lastnosti. Posebno
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pomembno je, da so iz prej sorazmerno ozko delujocih penicilinov razvili mnoge
Sirokospektralne derivate in da so izdelali peniciline, ki jih lahko bolniki prejemajo oralno
(Kotnik, 2002). Danes imamo poleg naravnih in protistafilokoknih penicilinov na voljo Se
peniciline s Sirokim spektrom delovanja — aminopeniciline in peniciline z razsirjenim
aktivnosti proti P. aeruginosa imenujemo tudi protipseudomonasni penicilini. Za
zdravljenje okuzb, ki jih povzro¢a P. aeruginosa, se uporabljajo penicilini z razsirjenim
spektrom delovanja, in sicer karboksipenicilini (npr. Kkarbenicilin, tikarcilin) ter
ureidopenicilini (npr. piperacilin, mezlocilin, azlocilin), proti drugim penicilinom je
bakterija P. aeruginosa naravno odporna (Miller, 2010). Medtem ko karboksipenicilini v
Sloveniji niso ve¢ registrirani, se ureidopenicilini zaradi Sirokega protimikrobnega
delovanja (delujejo na vecino grampozitivnih in gramnegativnih aerobnih in anaerobnih
bakterij) pogosto uporabljajo. Za zdravljenje okuzb, ki ji povzroca P. aeruginosa, se
uporablja predvsem piperacilin v kombinaciji s tazobaktamom, zaviralcem betalaktamaz,
ki zavre delovanje razli¢nih betalaktamaz. Piperacilin s tazobaktamom je antibiotik, ki ima
bolnisni¢nih okuzb, Se posebej tistih, pri katerih pri¢akujemo meSano bakterijsko floro
(Beovi¢ in Nadrah, 2010), in bolnis$ni¢nih okuzb, ki jih predvidoma povzrocajo proti vec
antibiotikom odporne gramnegativne aerobne bakterije (Cizman in Beovié, 2007). V
klini¢ni medicini se penicilini Siroko uporabljajo, saj imajo manj neposredne toksi¢nosti
kot ve¢ina drugih protimikrobnih zdravil. Najresnejsi stranski ucinki nastanejo zaradi

preobcutljivosti (Brooks in sod., 2010).

2.2.1.2 Cefalosporini

Cefalosporini so polsinteticni antibiotiki, ki izhajajo iz cefalosporina C, naravnega
antibiotika, izoliranega iz glive Cephalosporium acremonium (Marolt-Gomiséek, 1992).
Zanje je znaCilen betalaktamski obro¢, na katerega se veze Sest¢lenski obro¢, ki vsebuje
zveplo. Naravni cefalosporini imajo nizko antibakterijsko aktivnost, vendar pripenjanje
razliénih stranskih skupin tvori ogromno koli¢ino zdravil z razlicnimi farmakoloSkimi
lastnostmi in antimikrobnim spektrom ter aktivnostjo (Brooks in sod., 2010). Delujejo

podobno kot penicilini, zaradi podobne zgradbe pa imajo tudi podobne lastnosti in slabosti
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(Kotnik, 2002). Cefalosporine najpogosteje uporabljamo kot zamenjavo za penicilinske

antibiotike (npr. pri bolnikih, ki so preob¢utljivi na peniciline) (Beovi¢ in Nadrah, 2010).

Cefalosporinska skupina je v zadnjih letih dozivela velik razvoj. Na trgu so Stevilni
polsinteticni  derivati s specificnimi antibioticnimi uc¢inki ali s spremenjeno
farmakokinetiko (Marolt-Gomiséek, 1992). Cefalosporine lahko glede na protimikrobni
spekter razdelimo v pet generacij (Beovi¢ in Nadrah, 2010). Prva generacija deluje
predvsem na grampozitivne bakterije, medtem ko se spekter delovanja cefalosporinov
vi§jih generacij Siri proti gramnegativnim bakterijam, povecuje se aktivnost proti
anaerobom in odpornim mikrobom, u¢inkovitost proti grampozitivnim mikroorganizmom
spekter delovanja (Beovi¢ in Nadrah, 2010). Bakterija P. aeruginosa je proti
cefalosporinom 1. in Il. generacije naravno odporna. Za zdravljenje okuzb, ki jih povzroc¢a
P. aeruginosa, se uporabljajo nekateri Sirokospektralni cefalosporini III. in IV. generacije.
Cefalosporini tretje generacije (npr. ceftazidim, cefoperazon, cefpiramid, cefotaksim,
ceftriakson) so zelo odporni proti betalaktamazam gramnegativnih bakterij (Marolt-
Gomiséek, 1992) in imajo poudarjeno ucinkovanje proti gramnegativnim bakterijam,
ucinkovitost proti grampozitivnim bakterijam pa je slabSa, zlasti pri predstavnikih tretje
generacije, ki so ucinkoviti proti P. aeruginosa. Cefalosporine tretje generacije
uporabljamo predvsem za zdravljenje hudih zunajbolnis$ni¢nih in bolni$ni¢nih okuzb. Proti
P. aeruginosa delujejo ceftazidim (najboljse delovanje), cefoperazon in cefpiramid. Cetrta
generacija (cefepim, cefpirom) zdruzuje uéinkovitosti vseh generacij, uc¢inkovitost proti
grampozitivnim kokom pa dopolnjuje ucinkovitost proti gramnegativnim bakterijam,
vklju¢no z bakterijo P. aeruginosa. Predstavnike Cetrte generacije cefalosporinov —
protimikrobni spekter in vitro ima peta generacija cefalosporinov. Najpomembnejsa
predstavnika pete generacije cefalosporinov sta ceftobiprol, ki $e ni Vv klini¢ni rabi, in
ceftarolin. Protimikrobni spekter je podoben tretji generaciji cefalosporinov, posebnost pa
je ucinkovitost proti MRSA (Beovi¢ in Nadrah, 2010). Medtem ko ceftarolin kaze omejeno
aktivnost proti P. aeruginosa, ceftobiprol kaze dobro in vitro delovanje proti temu mikrobu

in ga proucujejo kot moznost za zdravljenje febrilne nevtropenije (Leinum in Boaser,
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2011), za zdravljenje bolnikov s pljucnico ter bolnikov z zapletenimi okuzbami koze in

mehkih tkiv (Fritsche in sod., 2008; Stein, 2007).

2.2.1.3 Karbapenemi

Karbapenemi (imipenem, meropenem, doripenem, ertapenem) so polsinteti¢ne bicikli¢ne
betalaktamske spojine, Ki izhajajo iz tienamicina, naravnega antibiotika, izoliranega iz
Streptomyces cattleya. Imajo podobno zgradbo kot penicilini, le da je v petclenskem
obrocu, ki je vezan na betalaktamski obro¢, zveplov atom zamenjan z ogljikom (Khan in
Shakil, 2009). So baktericidni in delujejo na enak nacin kot drugi betalaktami, njihov
2002). Ucinkoviti so proti ve€ini grampozitivnih in gramnegativnih aerobnih in anaerobnih
bakterij. Delujejo proti P. aeruginosa in vecini pripadnikov druzine Enterobacteriaceae,
dobro pa ucinkujejo tudi proti veCkratno odpornim bakterijam (Khan in Shakil, 2009). Na
P. aeruginosa delujejo imipenem, meropenem in doripenem (ima nekoliko nizje vrednosti
minimalnih inhibitornih koncentracij), medtem ko ertapenem ni uéinkovit. Omenjene
antibiotike uporabljamo le za zdravljenje najhujSih bolni$ni¢nih okuzb, predvsem tistih, ki
jih povzrofa meSana bakterijska flora (Beovi¢ in Nadrah, 2010). Karbapenemi so zaradi
svoje strukture zelo odporni proti betalaktamazam, encimom, ki predstavljajo poglavitni
mehanizem odpornosti bakterij proti betalaktamskim antibiotikom, vendar pa so Ze osamili
nekatere bakterije (enterobakterije, P. aeruginosa), odporne proti karbapenemom. Pri teh
bakterijah je prisoten gen za metalobetalaktamazo, ki hidrolizira karbapeneme (Khan in
Shakil, 2009).

2.2.1.4 Monobaktami

Monobaktami so betalaktamski antibiotiki z enim obro¢em v kemicni strukturi —
monocikli¢nim betalaktamskim obro¢em (Brooks in sod., 2010). Sintetizirajo jih bakterije
Chromobacterium violaceum (Kotnik, 2002). Po delovanju so baktericidni in zavirajo
gradnjo bakterijske stene. Odporni so proti Stevilnim batalaktamazam gramnegativnih
bakterij. Antibakterijski spekter delovanja monobaktamov je podoben spektru
aminoglikozidov (Marolt-Gomiscek, 1992; Brooks in sod., 2010). Edini predstavnik

skupine monobaktamov je aztreonam. Deluje le na aerobne, gramnegativne bacile,
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vkljuéno s P. aeruginosa. Primeren je za zdravljenje najrazlicnejSih okuzb, ki jih
povzro¢ajo obcutljivi mikroorganizmi, ve¢inoma pa za zdravljenje zapletenih bolni$ni¢nih
okuzb (Beovi¢ in Nadrah, 2010), vendar le tedaj, ko poznamo povzrocitelja (Marolt-
Gomiscek, 1992; Brooks in sod., 2010). Aztreonam kot monoterapija zaradi ozkega
protimikrobnega spektra navadno ni primeren za izkustveno zdravljenje. Verjetnost
navzkriznih alergijskih reakcij z betalaktami je zelo majhna, zato ga ob alergiji

uporabljamo namesto betalaktamov (Beovi¢ in Nadrah, 2010).

2.2.1.5 Zaviralci betalaktamaz

Zaviralci betalaktamaz (klavulanska kislina, sulbaktam in tazobaktam) so betalaktamske
spojine, ki imajo Sirok antibakterijski spekter delovanja, vendar Sibak protibakterijski
uéinek (Marolt-Gomiséek, 1992). Ker je njihova protibakterijska dejavnost majhna, jih
uporabljamo v razlicnih kombinacijah s penicilini (npr. z amoksicilinom, ampicilinom,
piperacilinom) (Beovi¢ in Nadrah, 2010). Zaviralci betalaktamaz so zelo dobri inhibitorji
Stevilnih betalaktamaz. Delujejo tako, da se ireverzibilno vezejo z mnogimi
betalaktamazami in jim preprecijo, da bi hidrolizirale antibiotik. Antibiotik ostane prost in

normalno deluje na bakterije (Brooks in sod., 2010).
2.2.2(Fluoro)kinoloni

Kinoloni so sinteti¢ne u¢inkovine s Sirokim spektrom delovanja, ki se pogosto uporabljajo
v kliniéni in veterinarski medicini. Leta 1962 je bil odkrit prvi kinolon — nalidiksi¢na
kislina, ki je u¢inkovita le proti gramnegativnim bakterijam (Acar in Goldenstein, 1997) in
jo uporabljamo kot uroantiseptik (Beovi¢ in Nadrah, 2010). Z modifikacijo osnovne
strukture so se sCasoma pojavile nove generacije kinolonov z izboljSano sistemsko
aktivnostjo, odli¢no aktivnostjo proti Stevilnim gramnegativnim aerobom, izbolj$ano
farmakokinetiko, izboljsano aktivnostjo proti grampozitivnim bakterijam in aktivnostjo
proti anaerobom (Bearden in Danziger, 2001). Danes Kkinoloni predstavljajo eno
najpomembnejSih skupin antibiotikov, ki jih pridobivamo sinteticno (Kotnik, 2002). Glede
na njihov protibakterijski spekter jih delimo v Stiri generacije. V sploSnem imajo
predstavniki zgodnejsih generacij 0zji spekter delovanja. Vecina kinolonov, uporabljenih v
kliniéne namene, spada v podskupino fluorokinolonov, za katere je znalilna fluoro

skupina, pritrjena na centralni obro¢ (Bearden in Danziger, 2001).
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Kinoloni delujejo baktericidno tako, da zavirajo delovanje bakterijskih topoizomeraz.
Topoizomeraze so prisotne pri vseh bakterijah, tako pri grampozitivnih kot tudi pri
gramnegativnih bakterijah, zato so to protimikrobne spojine s Sirokim spektrom delovanja
(Madigan in Martinko, 2006). Kinolonski antibiotiki zavirajo delovanje topoizomeraz tipa
I, in sicer sta poglavitni tar¢i za antibakterijsko aktivnost kinolonov DNA-giraza, ki je
pomembna za kontrolo DNA topologije v procesu replikacije, rekombinacije ter
transkripcije, in topoizomeraza IV, ki je prav tako vpletena v DNA replikacijo, pomembna
pa je predvsem za locCitev hcerinskih kromosomov na koncu DNA replikacije (Walsh,
2003). Pri gramnegativnih bakterijah, vkljuéno s P. aeruginosa, je preferencna tarca
fluorokinolonov DNA-giraza, pri grampozitivnih bakterijah pa topoizomeraza IV (Yague
in sod., 2002). Ker sta pri vecini bakterij prisotni tako DNA-giraza kot topoizomeraza IV
(Snyder in Champness, 2003), je pomemben razvoj kinolonov novejsih generacij, Ki S0

zasnovani tako, da delujejo podobno proti obema encimoma (Hooper, 2000).

Kinoloni so znani kot zelo ucinkoviti antibiotiki proti gramnegativnim bakterijam, ki so
odporne proti penicilinom, cefalosporinom in aminoglikozidom (Madigan in Martinko,
2006). Na P. aeruginosa ucinkovito deluje ciprofloksacin, v visokih odmerkih pa je

ucinkovit tudi levofloksacin (Beovi¢ in Nadrah, 2010).
2.2.3 Aminoglikozidi

Aminoglikozidi so skupina antibiotikov, ki imajo v osnovni kemijski zgradbi
aminosladkorje, povezane z glikozidnimi vezmi. So baktericidni antibiotiki s Sirokim
spektrom delovanja (Marolt-Gomiscek, 1992). Aminoglikozidi se vezejo na receptorje na
30S podenoti bakterijskega ribosoma in s tem preprecijo vezavo mRNA na ribosom in
oblikovanje iniciacijskega kompleksa (Bedeni¢, 2009). S tem je prepreCena zacetna
proteinska sinteza (Kotnik, 2002). Nadalje, zaradi vezave aminoglikozidov se sporo¢ilo na
mRNA ne prebere pravilno in posledi¢no se v peptid vgradi napa¢na aminokislina, zato je
protein nefunkcionalen in ne more vrsiti svoje vloge kot encim ali strukturni element
bakterijske celice. Poleg tega pripetju aminoglikozida sledita tudi razpad polisomov in
njihova locitev na monosome, nesposobne proteinske sinteze. Te aktivnosti se pojavljajo
bolj ali manj hkrati, kon¢ni u¢inek je obiajno smrt bakterijske celice (Bedeni¢, 2009;

Brooks in sod., 2010). Hitrost in obseg baktericidnega delovanja aminoglikozidov sta
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odvisna od koncentracije antibiotika; vecja kot je koncentracija, hitreje in v ve¢jem obsegu
nastopi smrt bakterij (Walsh, 2003). Za aminoglikozide je znacilen t.i. poantibioti¢ni
ucinek — u¢inek aminoglikozidov je mogoce izmeriti tudi potem, ko koncentracija zdravila

ni ve¢ zaznavna (Beovi¢ in Nadrah, 2010).

Aminoglikozide, npr. gentamicin, amikacin, tobramicin, netilmicin, uporabljamo za
zdravljenje okuzb, ki jih povzrocajo aerobne gramnegativne bakterije, medtem ko pri
zdravljenju okuzb, ki jih povzro¢ajo grampozitivne bakterije, niso naju¢inkovitejsi (Walsh,
2003). Aminoglikozide uvrs¢amo med najbolj toksi¢na protimikrobna zdravila (Beovi¢ in
Nadrah, 2010). Ker aminoglikozidi povzro¢ajo hude nezelene stranske ucinke
(nefrotoksi¢nost, ototoksi¢nost), jih v terapiji ¢edalje bolj nadomescajo fluorokinoloni in
novi betalaktamski antibiotiki, ¢eprav se je v zadnjem Casu zaradi vse vecje odpornosti
bakterij na Stevilna protimikrobna zdravila povecala predvsem poraba gentamicina (Mrhar
in sod., 2005). Uporaba aminoglikozidov v monoterapiji se ne priporoca, temvec¢ naj bi se
ti uporabljali kot del kombinirane terapije za zdravljenje resnih okuzb (Guzvinec in sod.,
2012), npr. s Sirokospektralnimi betalaktamskimi antibiotiki pri izkustvenem zdravljenju
hudih okuzb, ki jih povzrocajo obcutljive gramnegativne bakterije, vklju¢no s P.
aeruginosa. S kombiniranjem razSirimo protimikrobni spekter in morda doseZzemo
sinergisti¢ni ué¢inek (Beovi¢ in Nadrah, 2010). Ve¢inoma se uporablja gentamicin, medtem
ko se amikacim in tobramicin uporabljata za usmerjeno zdravljenje bolni$ni¢nih okuzb, ki
jih povzrocajo proti gentamicinu odporne gramnegativne aerobne bakterije, 0z. tobramicin

za zdravljenje dokazanih okuzb s P. aeruginosa (Cizman in Beovi¢, 2007).
2.2.4Polimiksini

Polimiksini so kationski cikli¢ni polipeptidi, ki so jih odkrili leta 1947. lIzolirali so jih iz
sporogenih bacilov vrste Bacillus polymyxa. Poznamo ve¢ polimiksinskih antibiotikov, ki
jih oznacujemo z A, B, C, D, E. V klini¢ni uporabi sta polimiksin B in polimiksin E
(kolistin) (Marolt-Gomiscek, 1992). Za kolistin je znacilna pozitivno nabita cilkli¢na
dekapeptidna molekula, vezana na mascobno kislino z a-amidno vezjo (Falagas in
Kasiakou, 2005). Polimiksin B in kolistin se med seboj razlikujeta le v eni aminokislini

(Michalopoulos in Falagas, 2008). Polimiksini so baktericidni antibiotiki. Delujejo
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podobno kot kationski detergenti in razgrajujejo fosfolipidni dvosloj. Uporabni so za

zdravljenje okuzb, ki jih povzroc¢ajo gramnegativni mikroorganizmi (Kotnik, 2002).

Med polimiksini je najbolj znan kolistin. Kolistin je bil prvi¢ izoliran iz bakterije Bacillus
polymyxa subsp. colistinus na Japonskem leta 1949. V petdesetih letih prej$njega stoletja je
bil v klini¢ni uporabi na Japonskem in v Evropi, od leta 1959 pa tudi v ZDA. V zgodnjih
osemdesetih letih so ga v veCini delov sveta zaceli postopoma opuscati zaradi porocil o
visoki incidenci nevro- in nefrotoksi¢nosti ter razvoja drugih, primernejsih, manj toksi¢nih
antibiotikov. Posledi¢no se je njegova uporaba v preteklih dveh desetletjih (1980-2000)
omejila na zdravljenje okuzb dihal, ki jih povzro¢ajo veckratno odporne gramnegativne

bakterije pri bolnikih s cisti¢no fibrozo (Falagas in Kasiakou, 2005; Somily 2010).

Tarca protimikrobne aktivnosti kolistina je bakterijska celicna membrana. Kolistin se veze
na lipopolisaharidne komponente zunanje membrane. Zacetno zdruzenje kolistina z
bakterijsko membrano je posledica elektrostaticnih interakcij med kationsko polipeptidno
(kolistin) in anionsko lipopolisaharidno molekulo v zunanji membrani gramnegativne
bakterije in vodi do preureditve celitne membrane. Kationske molekule Kkolistina
kompetitivno izpodrinejo dvovalentne magnezijeve (Mg®*) in kalcijeve (Ca**) katione, ki
normalno stabilizirajo lipopolisaharidne molekule iz negativno nabitih fosfatnih skupin
membranskih lipidov, kar vodi k lokalnim motnjam oz. poskodbam zunanje membrane.
Rezultat tega procesa so povecana prepustnost celicnega ovoja, razlitje celicne vsebine in
posledi¢no celicna smrt (Falagas in Kasiakou, 2005; Yahav in sod., 2012). Poleg
neposredne antibakterijske aktivnosti ima kolistin tudi mo¢no antiendotoksinsko aktivnost.
Endotoksini gramnegativnih bakterij so lipopolisaharidne molekule oziroma lipidni deli teh
molekul, imenovani lipid A. Ko se kolistin veze na lipid A lipopolisaharidne molekule, jo
hkrati nevtralizira in tako prepreci patofizioloSke efekte. Mehanizem je pomemben za in
vivo protimikrobno delovanje, saj prepreci endotoksinom, da bi inducirali endotoksi¢ni Sok

preko sprostitve citokinov (Falagas in Kasiakou, 2005).

Kolistin kaze dobro baktericidno aktivnost proti Stevilnim gramnegativhim aerobnim
bacilom, vklju¢no proti veckratno odpornim sevom bakterij P. aeruginosa, Acinetobacter
spp., Klebsiella spp. in Enterobacter spp., ni pa aktiven proti gramnegativnim in

grampozitivnim aerobnim kokom, grampozitivnim aerobnim bacilom, vsem anaerobom,
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glivam in parazitom. Poleg kolistina (polimiksin E) je v klini¢ni uporabi le $e polimiksin
B. Polimiksin B ima enak mehanizem delovanja in odpornosti kot kolistin, vendar pa kaze
slabso ucinkovitost proti nekaterim bakterijam, vkljuéno s P. aeruginosa. Je tudi bolj

toksicen od kolistina (Falagas in Kasiakou, 2005).

Do nedavnega je bila uporaba polimiksinov omejena predvsem zaradi nefrotoksi¢nosti in
nevrotoksi¢nosti. Pojav veckratno odpornih sevov gramnegativnih bakterij, odpornih proti
veCini  dostopnih  antibiotikov  (penicilinom,  cefalosporinom,  karbapenemom,
aminoglikozidom in kinolonom), in pomanjkanje antibiotikov, uc¢inkovitih proti tem
bakterijam, pa sta pripeljala do ponovne uporabe polimiksinov, predvsem kolistina. V
klini¢ni praksi se veCinoma uporabljajo kot rezervni antibiotik, primarno za zdravljenje
hudih okuzb, ki jih povzro¢ajo veCkratno odporne gramnegativne bakterije, obcutljive le Se
za ta antibiotik (Michalopoulos in Falagas, 2008; Li in sod., 2006). V Sloveniji kolistin v
zadnjem casu uporabljamo klini¢no predvsem za zdravljenje okuzb z veckratno odpornimi

sevi P. aeruginosa in Acinetobacter spp. (Beovi¢ in Nadrah, 2010).

V zadnjem desetletju so bile opravljene Stevilne raziskave o stranskih ucinkih predvsem
nevro- in nefrotoksicnosti kolistina, ki kazejo, da je incidenca toksi¢nosti oz. pojav hudih
stranskih u¢inkov mnogo manjsi, kot so porocali v preteklosti. Mozno pojasnilo za opazene
razlike med starejSimi in nedavnimi poro€ili so: izboljSano podporno zdravljenje,
monitoring ledviéne funkcije, izogibanje hkratnemu predpisovanju drugih nenefrotoksi¢nih
agensov in nekateri drugi ukrepi (Falagas in Kasiakou, 2005; Li in sod., 2006). Stevilne
Studije porocajo tudi o sinergisticnem delovanju kolistina z drugimi antibiotiki (npr.
piperacilin, aztreonam, ceftazidim, imipenem, ciprofloksacin, amikacin) proti veckratno
odpornim gramnegativnim bakterijam, zlasti veckratno odpornim sevom P. aeruginosa.
Take kombinacije so ucinkovitejSe in/ali zmanjSujejo moznost nastanka odpornosti

(Falagas in Kasiakou, 2005; Linden in sod., 2003).
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2.3 ODPORNOST BAKTERIJE Pseudomonas aeruginosa PROTI ANTIBIOTIKOM

Odkritje antibiotikov pomeni enega od najpomembnej$ih mejnikov v razvoju in napredku
medicine. Vendar njihova uporaba ni samo moc¢no zmanjSala smrtnosti zaradi infekcijskih
bolezni, ampak na zalost tudi postopno razvila vse ve¢ bakterijskih sevov, ki so odporni
(rezistentni) proti posameznim ali celo ve¢ razlicnim antibiotikom (Seme, 2002).
Antibiotiki so bili prisotni v naravi skozi celotno evolucijo mikrobov, zato ni presenetljiv
razvoj mehanizmov odpornosti proti tem spojinam ze pred uporabo antibiotikov v
kliniénem kontekstu. Po uvedbi antibiotikov za zdravljenje infekcijskih bolezni pa so
bakterije dozivele pospeseno evolucijo (Fernandez in sod., 2011). Selekcijo odpornih
bakterijskih sevov namre¢ omogoca predvsem mnozi¢na in mnogokrat nekriticna uporaba

antibiotikov (Seme, 2002).

P. aeruginosa ima izjemno sposobnost prilagajanja na okoljske razmere. Ta nenavadna
sposobnost prilagajanja je deloma posledica velikih genetskih zmoznosti tega organizma.
Genom pseudomonasa je izredno velik (vsebuje 6,3 milijona baznih parov in kodira veé¢
kot 5500 genov) in vsebuje veliko Stevilo regulatornih genov in genov, ki kodirajo sisteme
efluksa (Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009). Velika genetska zmogljivost lahko pojasni njegovo
izredno sposobnost prilagajanja razliénim okoljskim pogojem, vkljuéno s sposobnostjo
razvoja odpornosti ob ekstenzivni uporabi antibiotikov (Lambert, 2002). Velik problem pri
zdravljenju okuzb, ki jih povzroca bakterija P. aeruginosa, je njena odpornost proti
antibiotikom razli¢nih skupin, ki otezi, podaljSa in podrazi zdravljenje. Odpornost bakterije
P. aeruginosa proti antibiotikom je multifaktorialna (Poole, 2005) in je rezultat delovanja
Stevilnth mehanizmov odpornosti, najpogosteje: (1) neprepustnosti o0z. zmanjSane
prepustnosti celicne membrane za antibiotik, (2) aktivnega iz¢rpavanja antibiotika iz
bakterijske celice z aktivnim prenosom, (3) encimske inaktivacije antibiotika (4) in

spremembe tar¢nega mesta oz. prijemaliSca antibiotika (Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009).

P. aeruginosa ima visoko naravno (intrinzi¢no) odpornost proti protimikrobnim sredstvom
(Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009). O naravni odpornosti bakterij proti antibiotikom govorimo,
kadar je vsa bakterijska vrsta (ali rod) odporna proti neki skupini antibiotikov (Seme,
2002). Naravno odpornost pogojujejo genetske, strukturne in fizioloske znacilnost

mikroorganizmov. Razlog za visoko naravno odpornost bakterije P. aeruginosa je
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sinergisticno delovanje kombinacije nizke permeabilnosti zunanje membrane (posledica
neucinkovitih porinskih proteinov v zunanji membrani) in ucinkovitega izCrpavanja
antibioti¢énih molekul (konstitutivno izrazanje razli¢nih efluks sistemov s Sirokim spektrom
substratov, npr. MexAB-OprM in MexXY-OprM), ki omejujeta akumulacijo antibiotikov v
celici ter produkcije encimov (npr. endogena AmpC p-laktamaza), ki hidrolizirajo
antibiotike. Ti intrinzi¢ni mehanizmi so del genotipa P. aeruginosa in vodijo do zelo
visokih izhodiS§¢nih minimalnih inhibitornih koncentracij (MIK), zaradi Cesar je veliko
antibiotikov neucinkovitih proti tej bakteriji (Breidenstein in sod., 2011). P. aeruginosa je
naravno odporen proti Stevilnim protimikrobnim zdravilom iz razli¢nih antibioti¢nih
razredov, proti $tevilnim betalaktamom (proti penicilinu G, antistafilokoknim penicilinom,
aminopenicilinom (vkljuéno v kombinaciji z zaviralci B-laktamaz), cefalosporinom prve in
druge generacije), tetraciklinom, kloramfenikolu, trimetoprim/sulfametoksazolu,

makrolidom (Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009) in vecini kinolonov (Driscoll in sod., 2007).

Poleg tega, da ima P. aeruginosa visoko naravno odpornost, lahko pridobi nove lastnosti in
tako postane Se bolj odporen (Breidenstein in sod., 2011). Pridobljena odpornost bakterij
proti antibiotikom je za razliko od naravne prisotna samo pri posameznih sevih dolocene
bakterijske vrste ali rodu (Seme in Poljak, 2001). Taka odpornost je nepredvidljiva. Lahko
je posledica mutacije kromosomskega ali plazmidnega gena posamezne bakterijske celice
(mutacijska odpornost) ali pridobitve nove genetske informacije z genskim prenosom
(horizontalen genski prenos). Geni z zapisom za odpornost proti antibiotikom se lahko
nahajajo na razliénih mobilnih DNA elementih — plazmidih, transpozonih, integronih,
profagih in rezisten¢nih otokih, ki jih lahko bakterije pridobijo s horizontalnim prenosom v
procesu konjugacije, transformacije ali transdukcije. To lahko privede celo do veckratne
odpornosti zaradi plazmidov, ki lahko vsebujejo multiple rezistencne kasete. Pri P.
aeruginosa horizontalen prenos v glavnem vpliva na aminoglikozidno in B-laktamsko
odpornost, opazen pa je bil tudi pri nekaterih drugih razredih antibiotikov. Druga oblika
pridobljene odpornosti je mutacijska odpornost. Intrinziéni mehanizmi so lahko
stabilizirani ali izboljSani z mutacijami. Frekvenca spontanih mutacij variira med
antibiotiki s frekvencami odpornosti v razponu od 10 ° do 10°° za posamezne antibiotike.
Stopnja mutacij pa lahko Se dodatno naraste pod doloenimi pogoji, npr. v prisotnosti

snovi, ki poskodujejo DNA, ali med rastjo v biofilmu. Mutacijske spremembe, ki vplivajo
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na odpornost in onemogocajo zdravljenje okuzb z dostopnimi antibiotiki, vkljucujejo
mutacije, ki vodijo k povecani ekspresiji efluks ¢rpalk, zmanjSanju privzema antibiotikov,
hiperprodukciji B-laktamaz in spremembam tar¢nih mest antibiotikov (Breidenstein in sod.,

2011).

Poleg dokaj dobro proucenih mehanizmov naravne in pridobljene odpornosti, ki sta
karakterizirani z ireverzibilnim fenotipom in sta neodvisni od okoljskih pogojev, se vse ve¢
govori o t.i. adaptivni odpornosti. Adaptivna odpornost je avtoregulatorni pojav,
karakteriziran z indukcijo odpornosti proti enemu ali ve¢ protimikrobnim u¢inkovinam kot
odziv na prisotnost specificnega signala in preobrata nazaj v obcutljivi tip v njegovi
odsotnosti (Fernandez in sod., 2011). Adaptivna odpornost je inducibilna in odvisna od
prisotnosti induktorja. Ceprav je bila prvi¢ opaZena leta 1966, sprva niso opazili nobene
pomembne povezave med adaptivnho odpornostjo in klini¢nim izidom, zato ji niso
posvecali veliko pozornosti (Breidenstein in sod., 2011). Pozneje so odkrili, da po
predhodni izpostavitvi subinhibitornim koncentracijam antibiotika bakterije postanejo
odpornejse proti nadaljnjim izpostavitvam antibiotiku, v nekaterih primerih pa tudi proti
drugim antibiotikom iz istega ali celo drugih razredov. Prihod genomske dobe je omogocil
SirSe razumevanje kompleksnega pojava adaptivne odpornosti. Danes vemo, da lahko ta tip
odpornosti poleg antibiotikov inducirajo tudi Stevilni drugi sprozitveni dejavniki, vklju¢no
z biocidi, okoljskimi pogoji (npr. pH, anaerobioza, prisotnost kationov, vir ogljika) kot tudi
socialne aktivnosti (npr. formacija biofilma in rojenje). Ti dejavniki uravnavajo ekspresijo
Stevilnih genov, ki vpliva na efluks ¢rpalke, celi¢ni ovoj in encime (Fernandez in sod.,
2011). Sposobnost P. aeruginosa, da se prilagodi razlicnim pogojem v okolju, je skladna z
velikim repertoarjem regulatornin genov (9,4 % vseh genov) v njegovem genomu
(Breidenstein in sod., 2011). Prisotnost inducibilnega faktorja vodi do dolo¢enih sprememb
v vzorcu genske ekspresije in omogoca bakterijam, da vzdrzijo nadaljnjo izpostavitev
letalnim koncentracijam antibiotikov. Ceprav je adaptivna odpornost v osnovi reverzibilen
proces in se po odstranitvi inducirajocega sredstva obcutljivost ve€inoma povrne v prvotno
stanje, v nekaterih primerih prvotna stopnja obcutljivosti ni dosezena. Domnevajo, da je
zmanjSana obcutljivost zaradi ene ali ve¢ adaptivnih sprememb lahko stabilizirana z
mutacijo in da enake vrste genetskih dogodkov vodijo tako do adaptacije (preko

disregulacije enega ali veC rezisten¢nih genov) kot tudi do postopnih (t.i. creeping
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baseline) mutacij. Zaskrbljujoce je, da lahko adaptivno odpornost sprozijo okoljski pogoji
v gostitelju in celo samo antibioticno zdravljenje. Indukcija adaptivne odpornosti je
pomemben Klinicen problem, saj se odporni izolati lahko pojavijo med antibioti¢nim
zdravljenjem, kar je posledi¢no povezano z neuspehom zdravljenja. Vse to lahko pojasni
opazanja, da in vitro u¢inkovitost ne napoveduje in vivo uspesnosti zdravljenja okuzb, Ki
jih povzroc¢a P. aeruginosa. Zaradi prehodne narave je ta tip odpornosti tezko ugotoviti in
v Stevilnih primerih ostane neupostevana (Fernandez in sod., 2011). Tako kljub doseganju
koncentracij antibiotikov med zdravljenjem, ki bi morale biti terapevtsko ucinkovite,
zdravljenje ni uspesno. To Se zlasti drzi, ker se koncentracija antibiotika med zdravljenjem
spreminja in v doloCenih toc¢kah zdravljenja pade v subinhibitorno obmocje. Pojav
adaptivne odpornosti je Se posebej zaskrbljujo¢ v kliniénih ustanovah, kjer P. aeruginosa
raste v biofilmih, npr. pri pacientih s cisti¢no fibrozo, pri okuzbah povezanih s katetri ali

pljucnico pri pacientih prikljucenih na respirator (Breidenstein in sod., 2011).
2.3.10dpornost proti betalaktamom

Odpornost proti B-laktamom je lahko posredovana z razlicnimi mehanizmi, najpogosteje
encimsko razgradnjo antibiotikov z p-laktamazami, iz¢érpavanjem antibiotikov s
kromosomsko kodiranimi efluks mehanizmi in zmanjSanim vnosom antibiotikov zaradi

izgube porinov zunanje membrane (Poole, 2011).

2.3.1.1 B-laktamaze

Najpogostejsi mehanizem odpornosti gramnegativnih bakterij, vkljuéno z bakterijo P.
aeruginosa, proti betalaktamskim antibiotikom je tvorba hidroliti¢nih encimov, -laktamaz
(Poole, 2011). Ti encimi, ki so pri gramnegativnih bakterijah zelo Stevilni in raznoliki,
inaktivirajo betalaktamske antibiotike s hidrolizo betalaktamskega obroca (Seme in Poljak,
2001). Lo¢imo 4 (A-D) molekularne razrede B-laktamaz; v razredih A, C in D so serinske
B-laktamaze, za katere je znacilna aminokislina serin v aktivnem mestu encima, s pomocjo
katere cepijo amidno vez v betalaktamskem obrocu, v razredu B pa se nahajajo t. i. metalo-
betalaktamaze (MBL,; iz angl. metallo B-lactamases), ki za svoje delovanje potrebujejo
kofaktor (vec¢inoma cink) (Bush in Jacoby, 2010; Poole, 2011). P. aeruginosa lahko
producira betalaktamaze iz vseh §tirih glavnih molekularnih razredov (Basak in sod., 2009;

Poole, 2011). Pri gramnegativnih bakterijah se p-laktamaze nahajajo v periplazemskem
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prostoru. Tvorba betalaktamaz je vec¢inoma majhna. Ker je v periplazemskem prostoru
prisotna tudi majhna koli¢ina antibiotika, lahko Ze majhna koli¢ina encima zagotavlja zelo
ucinkovit mehanizem odpornosti proti tistim betalaktamskim antibiotikom, ki jih je
mogoce zlahka in hitro hidrolizirati. Povecana tvorba encima ali oviran vstop antibiotika v
bakterijsko celico zaradi sprememb porinov pa omogocata odpornost tudi proti tistim

betalaktamskim antibiotikom, pri katerih je hidroliza pocasnejsa (Seme in Poljak, 2001).

P. aeruginosa ima kromosomske gene ampC =za inducibilno AmpC p-laktamazo
(cefalosporinaza) iz razreda C, Ki je pogosto povezana z odpornostjo pri klini¢nih izolatih,
nedavno pa je bila odkrita e kromosomska B-laktamaza (oksacilinaza) iz razreda D, PoxB
— njena klinicna vloga je vprasljiva (Poole, 2011). AmpC je B-laktamaza s Sirokim
spektrom delovanja, ki v visokih koncentracijah zlahka hidrolizira in tako zagotovi
odpornost proti ve¢ini protipseudomonasnih betalaktamov. Stopnja in razpon odpornosti
variirata z AmpC ekspresijo (Poole, 2005). Obicajno je ampC gen, ki nosi zapis za AmpC
B-laktamazo pod vplivom represorske regije gena (AmpR regulator in drugi dodatni
proteini) in se skorajda ne izraza (Fernandez in sod., 2011). Encim se tvori v nizkih
koncentracijah in dolo¢a naravno odpornost proti aminopenicilinom in ve¢ini zgodnjih
cefalosporinov (Strateva in Yordanov, 2009). Povecana, visoka stopnja izlo¢anja tega
encima pa lahko vodi do odpornosti proti vsem betalaktamom z izjemo karbapenemov. Do
tvorbe vecje koli¢ine teh encimov pri P. aeruginosa lahko pride na dva nacina, in sicer z
indukcijo gena ampC (adaptivna odpornost — reverzibilen proces) ali mutacijo v
represorski regiji gena ampC, ki ima za posledico stalno derepresijo ampC (konstitutivna
odpornost) (Lister in sod., 2009). Ekspresija kromosomsko kodirane AmpC betalaktamaze
je lahko inducirana s Stevilnimi betalaktamskimi antibiotiki (Fernandez in sod., 2011).
Hidrolizi z encimi AmpC so podvrZeni aminopenicilini (tudi v kombinaciji z zaviralci
betalaktamaz) in ozkospektralni cefalosporini, ki so dobri substrati tega encima in hkrati
moc¢no inducirajo encim ter tako prispevajo k naravni odpornosti, medtem ko so
ureidopenicilini  (npr. piperacilin), monobaktami (aztreonam) in Stevilni novejsi
cefalosporini z razsirjenim spektrom delovanja (npr. ceftriakson, ceftazidim, cefepim) sicer
dobri substrati, vendar praviloma slabi induktorji, zato je odpornost proti tem antibiotikom
odvisna od mutacijske derepresije ampC. Nekateri antibiotiki, kot so karbapenemi (npr.

imipenem, meropenem), so zelo dobri induktorji tega encima, vendar jim njihova hitra
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baktericidna aktivnost in stabilnost na AmpC hidrolizo omogocata u¢inkovito delovanje
proti. AmpC* P. aeruginosa. V vedini primerov je odpornost proti betalaktamom
posredovana s kromosomsko AmpC betalaktamazo, pa tudi betalaktamska odpornost
nasploh pri P. aeruginosa posledica mutacijske derepresije kromosomske betalaktamaze
(Poole, 2011). Spontane mutacije v represorski regiji gena ampC prekinejo zaviralni
ucinek te regije, kar privede do konstitutivne povecane ekspresije AmpC encima in
posledi¢no do povecanja stopnje in razpona odpornosti proti betalaktamom (Strateva in
Yordanov, 2009). Pri derepresiji gena ampC je stopnja ekspresije encima mnogo vecja kot
pri inducibilni razli¢ici in vodi v njegovo hiperprodukcijo (Lambert, 2002; Lister in sod.,
2009). Ta predstavlja Se posebej veliko groznjo Sirokospektralnim cefalosporinom (npr.
ceftazidimu) in penicilinom (npr. tikarcilinu) (Poole, 2005). Karbapenemi kljub derepresiji
praviloma ostanejo ucinkoviti, ker so za te encime slabi substrati, ¢eprav se zdi, da
derepresirane AmpC prispevajo k odpornosti proti karbapenemom v povezavi z drugimi
mehanizmi (npr. izgubo porinskega proteina OprD, povecano produkcijo efluks crpalk
in/ali produkcijo karbapenemaz). Nedavno so pri klini¢nih izolatih P. aeruginosa zasledili
tudi produkcijo AmpC betalaktamaz z razSirjenim spektrom delovanja (ESAC; angl.
extended-spectrum  AmpC), ki imajo izboljSano aktivnost proti cefepimu,
oksiiminocefalosporinom (npr. ceftazidimu) in karbapenemom (vklju¢no proti
imipenemu). Te naj bi prav tako prispevale k odpornosti proti karbapenemom v povezavi z
izgubo OprD (Poole, 2011).

Poleg endogene AmpC f-laktamaze nekateri sevi P. aeruginosa s horizontalnim prenosom
pridobijo plazmide, ki nosijo zapis za nove t. i. sekundarne B-laktamaze (pridobljene B-
laktamaze). Medtem ko so bile prvotne betalaktamaze plazmidno-kodirani encimi z
omejenim spektrom aktivnosti iz razreda A (PSE/CARB), ki hidrolizirajo karboksi- in
ureidopeniciline ter starejSe, ozkospektralne cefalosporine, v zadnjem Casu obstaja vse ve¢
porocil o pridobljenih betalaktamazah z razsirjenim spektrom delovanja (ESBL, iz angl.
extended-spectrum B-lactamases) iz razredov A in D, ki lahko hidrolizirajo Sirok spekter
betalaktamov, vkljucno s Sirokospektralnimi cefalosporini in monobaktami, ter o
karbapenemazah iz razredov A, B in D, ki hidrolizirajo vecino betalaktamov, vklju¢no s
karbapenemi, toda ne aztreonama. Sekundarne betalaktamaze so za zdaj pri P. aeruginosa

redke, vendar pa horizontalen prenos genov za te encime omogoc¢a hitro Sirjenje B-
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laktamaz med bakterijami. ESBL in karbapenemaze so namre¢ obicajno kodirani s
plazmidnimi ali transpozonskimi geni, pogosto na integronih, geneti¢nih elementih,
sposobnih zajemanja in zdruzevanja rezisten¢nih genov (Poole, 2011). Betalaktamaze z
razsirjenim spektrom delovanja iz razreda A obicajno ugotovimo pri izolatih P.
aeruginosa, odpornih proti ceftazidimu. Pri P. aeruginosa prevladuje VEB-tip ESBL
(Poole, 2011), pogoste so variante PER in GES encimov, opisujejo pa tudi CTX-M, BEL
(-1 in -2) in nazadnje identificirane ESBL encime, PME-1 (Guzvinec in sod., 2012).
Hidroliti¢ni profili teh encimov so zelo podobni; poleg penicilinov in ozkospektralnih
cefalosporinov hidrolizirajo tudi cefalosporine z razsirjenim spektrom delovanja (npr.
ceftazidim, cefepim) in aztreonam, nekateri GES encimi (GES-2 in GES-5) pa kaZejo tudi
aktivnost proti karbapenemom (Lee in sod., 2012; Strateva in Yordanov, 2009). OXA
encimi iz razreda D so vefinoma betalaktamaze z ozkim spektrom delovanja, Ki
zagotavljajo odpornost proti penicilinom in ozkospektralnim cefalosporinom, obstajajo pa
tudi $tevilni encimi OXA tipa z razSirjenim spektrom delovanja, ES-OXA (angl. expanded-
spectrum class D B-lactamases) (Guzvinec in sod., 2012). Te SO najpogostejSe prav pri
bakteriji P. aeruginosa (Bush and Jacoby, 2010; Lee in sod., 2012) in zagotavljajo
odpornost proti ceftazidimu ali cefotaksimu, nekatere ES-OXA pa so povezane tudi z

odpornostjo in/ali zmanjSano ob¢utljivostjo za cefepim in/ali aztreonam (Poole, 2011).

Zelo pomembna skupina betalaktamaz so karbapenemaze. Karbapenemaze, ki poleg
Sirokospektralnih cefalosporinov hidrolizirajo vsaj enega od karbapenemov, vkljucujejo
serinske karbapenemaze iz razredov A in D ter metalo-betalaktamaze iz razreda B. Metalo-
betalaktamaze so dale¢ najpomembnejse determinante odpornosti proti karbapenemom,
posredovane z betalaktamazami, in glavni razlog za visoko stopnjo odpornosti proti tem
antibiotikom (Poole, 2011). Ti encimi hidrolizirajo karbapeneme (imipenem in
meropenem), peniciline in cefalosporine, za razliko od serinskih betalaktamaz pa ne
hidrolizirajo monobaktamov (aztreonam) in niso inhibirani z inhibitorji serinskih
betalaktamaz. Te encime inhibirajo kelatorji kovinskih ionov, npr. EDTA, ki sicer nimajo
terapevtske uporabnosti, pomagajo pa pri fenotipski detekciji v laboratoriju (Sardeli¢ in
Bedeni¢, 2009). Pri bakteriji P. aeruginosa je bilo do sedaj opisanih ve¢ tipov pridobljenih
metalo-betalaktamaz, in sicer Stevilne variante VIM in IMP encimov, SPM-1, GIM-1,
AIM-1, NDM-1 in SIM-1 encimi. Prevlada VIM oz. IMP encimov pri bakteriji P.
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aeruginosa se zdi geografsko pogojena; IMP-tip prevladuje v Aziji, VIM-tip encimov pa v
Evropi, Ceprav se oba encima zdaj Sirita po vsem svetu (Poole, 2011). Leta 2001 se je v
Franciji pojavila nova alelska varianta VIM-2, ki je danes najpogosteje opisana in najbolj
raz§irjena tako v Evropi kot v svetu. Geni za metalo-betalaktamaze se obic¢ajno nahajajo v
integronih, ki pogosto nosijo dodatne rezistencne gene, npr. gene za aminoglikozid-
modificirajoe encime, zato so izolati, ki producirajo metalo-betalaktamaze, pogosto
obcutljivi le za aztreonam, fluorokinolone in polimiksine. V primeru, da je v izolatih zaradi
mutacije dodatno $e povecana ekspresija ¢rpalke MexAB-OprM ali ¢e ima izolat mutacije
topoizomeraze ali AmpD (kar vodi do derepresije AmpC), ostajajo edina terapevtska
moznost polimiksini (Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009). Betalaktamaze iz razreda A z aktivnostjo
proti karbapenemom so redke — pri P. aeruginosa so do sedaj opisani samo GES in KPC
encimi. Vsi GES encimi so betalaktamaze z razSirjenim spektrom delovanja, nekateri od
njih pa kazejo tudi aktivnost proti karbapenemom (ve¢inoma proti imipenemu) (Poole,
2011), ki pa je Se vedno veliko manjsa od aktivnosti metalo-betalaktamaz (Strateva in
Yordanov, 2009). Pri P. aeruginosa sta bila do sedaj opisana GES-2 in GES-5 (Poole,
2011). Encimi KPC kaZejo aktivnost proti vefini  betalaktamov:  proti
oksiiminocefalosporinom, monobaktamom in karbapenemom. Ti encimi se za zdaj redko
pojavljajo pri P. aeruginosa, do sedaj sta bila opisana samo KPC-2 in KPC-5, vendar
Stevilo poro¢il o KPC-producirajo¢ih P. aeruginosa naras¢a. Prisotnost encimov KPC pri
proti karbapenemom odpornih izolatih se pogosto pojavlja skupaj z izgubo porina zunanje
membrane OprD, ki je primarna pot vstopa teh antibiotikov (Poole, 2011). Karbapeneme
lahko hidrolizirajo tudi nekatere variante OXA encimov, t. i. CHDL (angl. carbapenem-
hydrolyzing class D [-lactamases), ki pa ne morejo hidrolizirati Sirokospektralnih
cefalosporinov. Te so bile nedavno najdene tudi pri P. aeruginosa (OXA-40 in OXA-198)
(Guzvinec in sod., 2012).

2.3.1.2 Efluks

Dolgo ¢asa so odpornost bakterije P. aeruginosa proti $tevilnim antibiotikom pripisovali
neprepustnosti zunanje membrane, ki deluje kot bariera in omejuje vnos antibiotikov v
celico. Danes vemo, da je ta v veliki meri posledica aktivnega izCrpavanja antibiotikov iz

celice oz. sinergisticnega delovanja obeh mehanizmov. Efluks sistemi so transmembranske
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strukture, sestavljene iz treh proteinskih komponent: energetsko-odvisne ¢rpalke (RND
antiporter) locirane v citoplazemski membrani, porina zunanje membrane in
povezovalnega proteina, lociranega v periplazemskem prostoru, ki povezuje obe omenjeni
membranski komponenti (Sardeli¢ in Bedenié¢, 2009; Strateva in Yordanov, 2009). Te
tripartitne strukture segajo skozi celotno bakterijsko celi¢no steno in formirajo ucinkovit
izloCevalni sistem za Stevilne substrate (antibiotike, biocide, detergente, organska topila),
prisotne v citoplazmi, citoplazemski membrani ali periplazmi (Skiada in sod., 2011). Pri P.
aeruginosa so dale¢ najpomembne;jsi efluks sistemi iz druzine RND (iz angl. Resistance-
Nodulation-Division family). Analiza genomske sekvence je pokazala, da genom P.
aeruginosa kodira 12 efluks sistemov iz druzine RND, najbolj poznani so efluks sistemi
MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ in MexEF-OprN (Poole, 2011).

Za tri tipe efluks érpalk — MexAB-OprM, MexCD-OprJ in MexXY-OprM — je bilo
dokazano, da izlo¢ajo betalaktame in tako zagotavljajo odpornost proti tem antibiotikom.
je najpogosteje povezana z odpornostjo proti betalaktamom pri klini¢nih izolatih (Poole,
2011). MexAB-OprM aktivno izlo¢a peniciline (karbenicilin, piperacilin, tikarcilin),
cefalosporine tretje (cefotaksim, ceftazidim) in cetrte (cefepim, cefpirom) generacije,
monobaktame (aztreonam) in meropenem, izloca pa tudi zaviralce B-laktamaz (Sardeli¢ in
Bedeni¢, 2009; Strateva in Yordanov, 2009). Sistem MexXY-OprM je bil prav tako
povezan z odpornostjo proti betalaktamom pri kliniénih izolatih P. aeruginosa kot eden od
Stevilnih kontributorjev. Ta efluks sistem je najpogosteje povezan s kliniéno odpornostjo
proti cefalosporinu Cetrte generacije, cefepimu. Produkcija MexXY je bila opazena pri
proti tikarcilinu odpornih izolatih P. aeruginosa, klini¢ne Studije pa so pokazale, da je
¢rpalka MexXY-OprM odgovorna tudi za zmanjSano obcutljivost za nov Sirokospektralni
antibiotik ceftobiprol (Poole, 2011). K odpornosti proti B-laktamom prispeva tudi MexCD-
OprlJ, ki prav tako eksportira B-laktame, zlasti cefeme (cefepim in cefpirom) (Strateva in
Yordanov, 2009), vendar pa je ta crpalka redko povezana z odpornostjo proti tem
antibiotikom pri klini¢nih izolatih (Poole, 2011). Vsi trije efluks sistemi, MexAB-OprM,
MexCD-OprJ in MexXY-OprM, izloc¢ajo karbapeneme (z izjemo imipenema), vendar je
MexAB-OprM dale¢ najboljsi eksporter teh antibiotikov (Poole, 2011). MexAB-OprM

dokazano prispeva k zmanjSani obcutljivosti za meropenem pri klini¢nih izolatih, medtem
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ko imipenem ni izloCen s tem efluks sistemom, verjetno zaradi drugac¢ne molekularne
strukture (Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009; Strateva in Yordanov, 2009). Se vedno pa se zdi, da
efluks malo prispeva k odpornosti proti karbapenemom v tem organizmu, in obicajno

deluje v povezavi z drugimi mehanizmi (Poole, 2011).

2.3.1.3 ZmanjSana prepustnost zunanje membrane

Vsi glavni razredi antibiotikov (betalaktami, aminoglikozidi, fluorokinoloni in polipeptidi),
uporabni za zdravljenje okuzb z bakterijo P. aeruginosa, morajo preckati celi¢no steno, da
bi prisli do tar¢nega mesta njihovega delovanja (Lambert, 2002; Sardeli¢ in Bedeni¢,
2009). Medtem ko polikationski antibiotiki inducirajo samospodbujevalni prevzem, lahko
majhni hidrofilni antibiotiki, kakr$ni so betalaktami in fluorokinoloni, preckajo zunanjo
membrano le z difuzijo skozi vodne kanal¢ke, ki jih formirajo porinski proteini
(Breidenstein in sod., 2011; Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009). Tako niti ne preseneca, da
mutacije, ki majo za posledico spremembo ali zmanjSano ekspresijo porinskih proteinov,
vodijo do zmanjSane obcutljivosti za dolo¢ene antibiotike. P. aeruginosa producira vec
razli¢nih porinov. Glavni in najpogosteje prisoten je nespecificen porin OprF, ki ga
najdemo pri vseh sevih, vendar pa ta porin ni poglavitni vzrok antibioticne odpornosti,
verjetno zaradi omejene sposobnosti prevzemanja hidrofilnih nutrientov (Lambert, 2002;
Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009). Antibiotiki lahko prehajajo celicno membrano tudi skozi
specificne porine (npr. OprD, OprB, OprP), vendar le v primeru, da posnemajo naravne
substrate teh kanalov. Na primer, porin OprD je specifi¢en porin, povezan s prevzemanjem
baziénih aminokislin, predstavlja pa tudi mesto prehoda strukturno analognih
karbapenemov; drugi betalaktamski antibiotiki ne prehajajo skozi ta kanal¢ek (Lambert,
2002; Strateva in Yordanov, 2009). Medtem ko ima zmanjSana ekspresija OprF majhen
u¢inek na MIK-e betalaktamov in fluorokinolonov, je izguba nekaterih specifi¢nih porinov
pomemben mutacijski mehanizem (Livermore, 2002). Dale¢ najpogostejSi mehanizem
odpornosti proti karbapenemom (predvsem imipenemu) pri P. aeruginosa je mutacijska
inaktivacija OprD oz. izguba ali sprememba porinskega proteina zunanje membrane OprD,
glavnega vstopnega mesta karbapenemov (Poole, 2011). Inaktivacija OprD je obicajno
posledica razli¢nih mutacij v genu oprD (Ocampo-Sosa in sod., 2012; Riera in sod., 2011).

Ceprav ta mehanizem ne zagotavlja visoke stopnje odpornosti proti karbapenemom,



Fojkar M. Odpornost bakterije Pseudomonas aeruginosa proti izbranim antibiotikom. 28

Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Lj., Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2014

kakr$na je bila opazena pri sevih, ki producirajo metalo-betalaktamaze, je izguba OprD
funkcije glavna determinanta ne-z metalo-betalaktamazami posredovane odpornosti proti
tem antibiotikom (Poole, 2011). Mutacijska inaktivacija OprD porina je v odsotnosti
pridobljenih karbapenemaz glavni mehanizem odpornosti proti imipenemu, ki vodi do
visokih minimalnih inhibitornih koncentracij za ta antibiotik (Bretonniére in sod., 2012;
Riera in sod., 2011). Medtem ko OprD mutante kazejo visoko stopnjo odpornosti (klini¢na
odpornost) proti imipenemu, pa ima izguba OprD porinov manj$i vpliv na odpornost proti
meropenemu (Strateva in Yordanov, 2009) in doripenemu (Riera in sod., 2011).
Inaktivacija oprD sicer poveéa minimalno inhibitorno koncentracijo (intermediarna
obcutljivost) za omenjena antibiotika, vendar sama po sebi ne vodi do klini¢ne odpornosti,
pac pa so za hjeno vzpostavitev potrebni dodatni mehanizmi. Ta tip mutacijske odpornosti
pogosto deluje v povezavi z drugimi mehanizmi, npr. derepresijo/indukcijo ampC ali
derepresijo efluks ¢rpalk (zlasti MexAB-OprM) (Riera in sod., 2011), Hiperprodukcija
AmpC in/ali MexAB povecata minimalno inhibitorno koncentracijo za meropenem in
doripenem ter v kombinaciji z inaktivacijo OprD zagotavlja odpornost proti omenjenima
antibiotikoma (Ocampo-Sosa in sod., 2012; Riera in sod., 2011). Manj pogosto je
zmanj$ana ekspresija OprD posledica mutacij v genu mexT ali mexS pri t. i. nfxC mutantah,
ki imajo povecano ekspresijo efluks ¢rpalke MexEF-OprN (Breidenstein, 2011; Ocampo-
Sosa in sod., 2012). Ekspresija OprD je namre¢ koregulirana z MexEF-OprN, zato imajo
nfxC mutante hkrati povecano izrazanje MexEF-OprN efluks sistema in socasno
zmanjs$ano ekspresijo OprD (Breidenstein, 2011; Livermore, 2002), kar ima za posledico
odpornost tako proti imipenemu kot tudi proti fluorokinolonom ter zmanjSano obcutljivost
za meropenem (navzkrizna odpornost). Ta fenotip je ob&asno selekcioniran s kinoloni in ne

(oz. zelo redko) s karbapenemi (Livermore, 2002; Ocampo-Sosa in sod., 2012).
2.3.20dpornost proti fluorokinolonom

Odpornost pseudomonasa proti fluorokinolonom, zlasti pri visoko odpornih sevih, lahko v
glavnem pripiSemo mutacijam v genih, ki kodirajo encima topoizomerazo Il (DNA-giraza)
in/ali topoizomerazo 1V, glavni taré¢i teh antibiotikov, ¢eprav ima pomemben prispevek k
odpornosti tudi aktivni efluks, pogosto v kombinaciji z mutacijami tarénih mest (Poole
2011).
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2.3.2.1 Sprememba tarénih mest

Fluorokinoloni delujejo na bakterijske topoizomeraze (DNA-girazo in topoizomerazo V),
ki so odgovorne za vnos in/ali odstranjevanje supernavojev, in tudi katenacijo/dekatenacijo
DNA ter tako igrajo pomembno vlogo pri DNA replikaciji, transkripciji, rekombinaciji in
popravilu (Poole, 2011). V primeru, da pride do to¢kovne mutacije v genih gyrA/gyrE oz.
parC/parE za te encime in posledi¢no do zamenjave aminokislin na mestih za vezavo
kinolona, je zaradi spremembe afinitete zmanjSana oz. onemogoc¢ena vezava antibiotika in
s tem prepreceno njegovo delovanje (Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009; Willmott in Maxwell,
1993). Sinteza modificiranih topoizomeraz z nizko vezavno afiniteto za kinolonske
molekule tako vodi do klini¢ne odpornosti proti fluorokinolonom (Sardeli¢ in Bedenic,
2009; Strateva in Yordanov, 2009).

Tako DNA-giraza (GyrA/GyrB) kot tudi topoizomeraza IV (ParC/ParE) sta sestavljeni iz
dveh podenot, ki tvorita heterodimer (A;B; 0z. C,E;) (Pool, 2011). Do mutacij, odgovornih
za odpornost proti fluorokinolonom, obi¢ajno pride v t. i. QRDR (ang. quinolone resistance
determining region) regijah, ki so na povrsini kataliti¢nih podenot GyrA in/ali ParC (Poole,
2011; Willmott in Maxwell, 1993) in predstavljajo aktivno mesto encima (Strateva in
Yordanov, 2009). Ena ali ve¢ zamenjav nukleotidov v regiji QRDR tarénega encima
razlicno zmanjSajo afiniteto vezave kinolona na kompleks encim-DNA (Willmott in
Maxwell, 1993). Minimalna inhibitorna koncentracija za kinolone pri razli¢nih izolatih je
odvisna od mesta, vrste in $tevila zamenjav nukleotidov v genih za topoizomeraze. Bolj ko
je aminokislinsko mesto pomembno za interakcijo s kinolonom, vecja je sprememba

minimalne inhibitorne koncentracije ob zamenjavi (Vila in sod., 1999).

Pri  gramnegativnih bakterijah, vkljuéno s P. aeruginosa, je preferen¢na tarca
fluorokinolonov DNA-giraza (primarna taréa), zato se pri njih mutacije najprej pojavijo v
tem encimu, medtem ko so bile pri visoko odpornih sevih opazene tudi dodatne mutacije v
topoizomerazi IV (sekundarna tarca) (Poole, 2011; Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009). Ko zacetna
mutacija v regiji QRDR podenote GyrA pri gramnegativnih bakterijah povzro¢i odpornost
proti kinolonom, se lahko pojavijo dodatne mutacije v ostalih regijah podenote GyrA ali pa
v podenotah ParC, GyrB in ParE. Te mutacije odpornost proti kinolonom Se povisajo,
vendar pa same po sebi, ob prisotnosti GyrA divjega tipa, ne posredujejo nobene



Fojkar M. Odpornost bakterije Pseudomonas aeruginosa proti izbranim antibiotikom. 30

Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Lj., Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2014

odpornosti (Barnard in Maxwell, 2001). Visoko odporni izolati P. aeruginosa imajo
pogosto multiple mutacije v gyrA in/ali parC, redkeje pa tudi mutacije v gyrB in parE
(Poole, 2005; Poole 2011). Odpornost proti novejsim kinolonom, ki na oba encima
vplivajo enako, se razvije tezje, saj je ob pojavu ugodne mutacije v enem encimu drugi

encim proti kinolonom $e vedno obcutljiv (Deguchi in sod., 1997; Yague in sod., 2002).

2.3.2.2 Efluks

Mutacijska hiperekspresija efluks sistemov s Sirokim spektrom substratov je pomemben
mutacijski mehanizem pri P. aeruginosa, ki prispeva k zmanj$ani obcutljivosti ali pa
zagotavlja odpornost proti Stevilnim antibiotikom. Ta pojav predstavlja Se posebej velik
problem v primeru fluorokinolonov, ki so substrati za vse Stirih glavne — MexAB-OprM,
MexCD-OprJ, MexEF-OprN in MexXY-OprM — efluks sisteme iz druzine RND (Strateva
in Yordanov, 2009). Vse Stiri ¢rpalke so vpletene v kliniéno odpornost proti

fluorokinolonom (Poole, 2011).

Pomemben mutacijski mehanizem, ki se pogosto pojavlja pri klini¢nih izolatih P.
aeruginosa, je derepresija operona mexAmexBoprM, ki vodi do povecane produkcije
MexAB-OprM ¢rpalke (Strateva in Yordanov, 2009). Ekspresija mexAB-oprM je
kontrolirana direktno ali indirektno s tremi represorji MexR, NalD in NalC in mutacije v
genih za te regulatorne proteine vodijo do konstitutivno povecane ekspresije MexAB-
OprM. Povecana transkripcija mexAmexBoprM operona je obi¢ajno posledica mutacije v
kromosomskem regulatornem genu mexR (nalB mutante), ki kodira MexR represorski
protein. nalB mutante imajo poveCane minimalne inhibitorne koncentracije in temu
ustrezno klini¢no odpornost proti fluorokinolonom in ostalim substratom te ¢&rpalke.
Hiperprodukcija MexAB-OprM je bila opazena tudi pri nalC mutantah, ki imajo mutacijo
v genu PA3721 (geni mexR so intaktni), katerega produkt je protein — represor operona, ki
ima za zdaj Se nepojasnjeno funkcijo, a se njegova povecana ekspresija v nalC mutantah
odraza kot povecana ekspresija MexAB-OprM efluks sistema. Nasli so tudi nalD mutante
z mutacijo v PA3574 genu, ki prav tako vodi v povecano ekspresijo MexAB-OprM
(Strateva in Yordanov, 2009).
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Tako kot pri MexAB-OprM lahko tudi pri MexXY proteinih pride do konstitutivno
poveCane produkcije (Strateva in Yordanov, 2009). Ekspresija mexXY operona je
kontrolirana z enim znanim regulatorjem, MexZ represorjem. Laboratorijski izolati, Ki
hiperekspresirajo mexXY, imajo mutacije v genu mexZ. Opisani so bili tudi izolati, odporni
proti fluorokinolonom, ki hiperekspresirajo mexXY in nimajo mutacij v mexZ, vendar pa
mutacije, odgovorne za hiperekspresijo, $e niso bile identificirane. Kljub sposobnosti te
¢rpalke, da izlo¢a fluorokinolone, je ta Crpalka redko povezana z odpornostjo proti

fluorokinolonom pri klini¢nih izolatih (Poole, 2011).

Operon mexC-mexD-oprJ se ne more izrazati konstitutivno, je pa njegova ekspresija
povecana pri mutantih P. aeruginosa, ki imajo mutacije v genu nfxB (nfxB mutante), ki
kodira transkripcijski represor NfxB, edini znani regulator te ¢rpalke (Poole, 2011;
Strateva in Yordanov, 2009). Izolati, ki imajo povecano ekspresijo MexCD-OprJ ¢rpalke,

se redko pojavljajo v klini¢nih ustanovah (Poole, 2011).

Za razliko od ostalih efluks operonov je mexE-mexF-oprN pozitivno reguliran s produktom
gena mexT — MexT proteinom, ki pripada LysR druzini transkripcijskih aktivatorjev.
Ekspresija operona je povecana pri t. i. nfxC P. aeruginosa mutantah, ki imajo mutacijo v
mexT lokusu (Strateva in Yordanov, 2009). Stevilni »wild type« sevi imajo inaktivacijske
mutacije v mexT, do ekspresije MexEF-OprN in odpornosti pa pride ob preobratu teh
mutacij. nfxC mutante se pojavljajo tudi v kliniki in kazejo povecano odpornost proti
fluorokinolonom in nekaterim karbapenemom. Odpornost proti karbapenemom ni
posledica izloCanja antibiotikov z MexEF-OprN, pac pa posledica koordinacije od MexT
odvisne redukcije OprD (Poole, 2011). MexT je pozitivni regulator MexEF-OprN efluks
sistema, hkrati pa negativno regulira oprD gen (Ocampo-Sosa in sod., 2012). Mutante nfxC
imajo tako poveCano ekspresijo MexEF-OprN in hkrati zmanjsano ekspresijo OprD.
Posledi¢no so te mutante odporne proti fluorokinolonom, kazejo pa tudi odpornost proti
karbapenemom (predvsem imipenemu) (Strateva in Yordanov, 2011). Hiperekspresija tega
efluks sistema (in redukcija produkcije OprD) je bila prav tako opazena v laboratorijskih
izolatih z motnjami v genu mexS (blizu operona mexXY-oprN), ki kodira domnevno

oksidoreduktazo z neznano funkcijo (Poole 2011).
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Odkrili so, da so P. aeruginosa mutante, ki ne izrazajo efluks ¢rpalk, obcutljive za vecino
klini¢éno uporabnih antibiotikov (fluorokinolone, betalaktame, aminoglikozide), kar je
spodbudilo raziskave inhibitorjev efluks ¢&rpalk (EPI, angl. Efflux pump inhibitor).
Identificirani so bili Stevilni inhibitorji, med katerimi nekateri inhibirajo Sirok spekter RND
¢rpalk, drugi pa posamezne efluks ¢rpalke. Inhibicija efluks ¢rpalk znatno zmanjsa stopnjo
naravne in pridobljene odpornosti in se kaze kot zmanjSana frekvenca pojava odpornosti
proti substratom efluks ¢érpalk. Inhibicija efluks ¢rpalk je torej pomemben pristop za
izboljSanje efektivnosti antibiotikov, ki so substrati teh ¢rpalk (Kvist in sod., 2008;
Schweizer, 2003).

2.3.30dpornost proti aminoglikozidom

Odpornost proti aminoglikozidom je obi¢ajno posledica pridobitve aminoglikozid-
modificirajo¢ih encimov, RNA-metilaz in delovanja endogenih efluks mehanizmov (Poole
2011).

2.3.3.1 Aminoglikozid-modificirajo¢i encimi (AME)

Odpornost gramnegativnih bakterij proti aminoglikozidom je najpogosteje posledica
modifikacije in posledi¢ne inaktivacije antibiotika z aminoglikozid-modificirajo¢imi
encimi (Sardeli¢ in Bedeni¢, 2009), lociranimi na mobilnih geneti¢nih elementih, ki
omogocajo prenos odpornosti med razlicnimi rodovi bakterij (Breidenstein in sod., 2011).
Ti encimi prenasajo in pritrjajo acetilne, fosfatne ali adenilne skupine na amino in hidroksi
substituente antibioti¢nih molekul, kar vodi do zmanjSane vezavne afinitete modificiranega
antibiotika za 30S ribosomsko podenoto, glavno tar¢o aminoglikozidov. Glede na aktivnost
oz. modifikacije, ki jih povzro¢ajo, delimo aminoglikozid-modificirajoée encime Vv tri
razrede: (1) encime, ki acetilirajo aminoglikozide (aminoglikozid acetiltransferaze [AAC]),
(2) encime, ki fosforilirajo aminoglikozide (aminoglikozid fosforiltransferaze [APH]), in
(3) encime, ki adenilirajo aminoglikozide (aminoglikozid adeniltransferaze [AAD] ali
nukleotidiltransferaze [ANT]) (Strateva in Yordanov, 2009). Glede na to, katero
hidroksilno ali amino skupino modificirajo, delimo encime v vsakem encimskem razredu v
ve¢ druzin (Poole, 2011), v katerih so razli¢ni encimi, ki jih razvr§¢amo v poddruzine
(oznacujemo z rimskimi Stevilkami), od katerih vsak doloca drugacen fenotip odpornosti.

Substrati posameznih encimov so razli¢ni, tako da niti eden izmed njih ne more razgraditi
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vseh aminoglikozidov (Seme in Poljak, 2001). Aminoglikozid-modificirajo¢i encimi SO
pogoste determinante aminoglikozidne odpornosti pri pseudomonasu, razen pri izolatih,
osamljenih iz bolnikov s cisti¢no fibrozo, pri katerih je ta mehanizem odpornosti redek
(Poole, 2011).

Encimi AAC lahko acetilirajo amino skupine aminoglikozidov na mestih 3 [AAC(3)], 2'
[AAC(2)], 6' [AAC(6)] ali 1 [AAC(1)]. Ti encimi lahko modificirajo vse klini¢no
pomembne aminoglikozide, npr. gentamicin, tobramicin in amikacin. Pri bakteriji P.
aeruginosa so najpogostejsi AAC(3) in AAC(6"), ki skupaj z ANT(2") predstavljajo
najpogostejSe encime, ki zagotavljajo aminoglikozidno odpornost v tem organizmu. Iz
druzine AAC(3) je bilo pri P. aeruginosa opisanih pet poddruzin (I, I, III, IV in VI), ki so
pogosta determinanta gentamicinske odpornosti (zlasti AAC(3)-1) v tem organizmu in
manj pogosto prispevajo k odpornosti proti tobramicinu (-1, -111 in -VI) (Poole, 2011),
lahko pa so vpleteni tudi v odpornost proti nekaterim drugim aminoglikozidom, npr.
netilmicinu (-11) in kanamicinu (-III) (Poole, 2005). Iz druzine AAC(6') sta bili pri P.
aeruginosa opisani dve glavni poddruzini (I in II ter Stevilne variante poddruZzine I).
Druzina AAC(6") (zlasti AAC(6')-11), je najpomembnejSa druzina AAC, Ki prispeva k
aminoglikozidni odpornosti pri  P. aeruginosa. Encimi AAC(6") so pomembne
determinante odpornosti proti netilmicinu, kanamicinu, tobramicinu in bodisi amikacinu (I)

ali gentamicinu (11) (Poole, 2011).

Encimi APH, najdeni pri bakteriji P. aeruginosa, so skoraj brez izjeme APH(3') encimi, ki
fosforilirajo 3'OH skupino tarénih aminoglikozidov in v splosnem zagotavljajo odpornost
proti aminoglikozidom (kanamicin, neomicin in streptomicin), ki se obi¢ajno ne
uporabljajo za zdravljenje okuzb, ki jih povzroca ta bakterija. Pri bakteriji P. aeruginosa so
bili opisani $tevilni APH(3'") encimi; v klini¢nih izolatih, odpornih proti kanamicinu (in
neomicinu), prevladujejo APH(3)-11 in APH(3)-1, ceprav je verjetno za splosno
neobcutljivost P. aeruginosa za kanamicin odgovoren kromosomsko aphA-kodiran
APH(3")-11 tip encima APH(3)-11b. Pri P. aeruginosa pa so bili opisani tudi APH encimi,
ki zagotavljajo odpornost proti drugim aminoglikozidom, npr. APH(3)-VI (proti
amikacinu in isepamicinu), APH(3")-1lIb-podobni (Sibka odpornost proti amikacinu) in
APH(2") (proti gentamicinu in tobramicinu) (Poole, 2005; Poole 2011).
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Inaktivacija aminoglikozidov je lahko tudi posledica delovanja nukleotidiltransferaz
(adeniltransferaz). Najpogostejsa adeniltransferaza pri P. aeruginosa je encim ANT(2")-I,
ki skupaj z AAC(6') predstavlja najpogostejSo determinanto encimsko-odvisne
aminoglikozidne odpornosti pri P. aeruginosa. Encim ANT(2)-1 inaktivira gentamicin in
tobramicin (toda ne amikacina) in je pogosto najden pri klini¢nih izolatih, odpornih proti
gentamicinu in tobramicinu. Druge, manj pogoste ACC, povezane z aminoglikozidno
odpornostjo pri P. aeruginosa, so e encim ANT(4)-11, ki zagotavljajo odpornost proti
amikacinu, tobramicinu in izepamicinu, ter ANT(3") encimi, ki ne zagotavljajo odpornosti
proti nobenemu od kliniéno pomembnih protipseudomonasnih aminoglikozidov (Poole
2011).

Aminoglikozid-modificirajo¢i encimi so obifajno kodirani s plazmidnimi ali
transpozonskimi geni, navadno na integronih, sposobnih zdruZevanja razli¢nih genov. Na
integronih se pogosto nahajajo geni za ve¢ razli¢nih aminoglikozid-modificirajo¢ih
encimov oz. geni za aminoglikozid-modificirajoce encime skupaj z drugimi rezisten¢nimi
geni (npr. geni za metalo-betalaktamaze). To naj bi bil glavni razlog za pojav in Sirjenje
gramnegativnih izolatov, odpornih proti ve¢ ali celo vsem aminoglikozidom (Seme in
Poljak, 2001), in razlog, da so izolati, ki nosijo gene za aminoglikozid-modificirajoce

encime, pogosto veckratno odporni (Poole, 2011).

2.3.3.2 Efluks

Aminoglikozidna odpornost, neodvisna od inaktivacijskih encimov, je pri P. aeruginosa
poznana 7ze nekaj Casa. Ker jo oznacuje odpornost proti vsem aminoglikozidom in je
pogosto povezana z zmanj$ano aminoglikozidno akumulacijo, So jo sprva pripisovali
zmanjSanemu privzemu antibiotikov zaradi zmanjSane permeabilnosti in so jo zato
poimenovali »neprepustnostna odpornost« (angl. impermeability resistance). Danes vemo,
da je ta odpornost posledica iz&rpavanja antibiotikov s sistemom MexXY-OprM. Stevilne
Studije so potrdile vpletenost tega sistema v aminoglikozidno odpornost pri kliniénih
izolatih, Se posebej pri izolatih bolnikov s cisti¢no fibrozo, pri katerih je ta mehanizem

odpornosti zelo pogost (Poole, 2011).

Sistem MexXY-OprM je kodiran z mexXY operonom, ki je pod kontrolo MexZ represorja

in oprM genom mexAB-oprM operona. Mutacije v mexZ, ki imajo za posledico povecano
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ekspresijo mexXY, so pogoste v pan-aminoglikozid odpornih izolatih P. aeruginosa, zlasti
pri izolatih bolnikov s cisti¢no fibrozo, pri katerih je mexZ najpogosteje mutiran gen.
Hiperekspresija MexXY je bila opaZzena tudi pri proti aminoglikozidom odpornih izolatih
bolnikov s cisti¢no fibrozo, ki nimajo mutacij v mexZ genu ali mexXY promotorski regiji
(Poole, 2011). Subinhibitorne koncentracije aminoglikozidov lahko privedejo do adaptivne
odpornosti prek indukcije povecane ekspresije mexXY operona - verjetno prek produkta
PA5471 gena, ki naj bi neposredno ali posredno preko inhibicije aktivnosti negativnega
regulatornega proteina MexZ povecal produkcijo MexXY. Nedavno je bil identificiran tudi
nov regulatorni sistem ParRS. Sistem je induciran (neodvisno od mexZ in PA5471) s
polimiksini in drugimi kationskimi peptidi in vpliva na ekspresijo Stevilnih protimikrobnih
rezisten¢nih determinant pri pseudomonasu (npr. OprD, modifikacija lipopolisaharida),
vkljuéno s povecano ekspresijo mexXY, kar ima za posledico indukcijo adaptivne
odpornosti proti aminoglikozidom in drugim substratom te ¢rpalke (npr. fluorokinolonom,
cefepimu) (Skiada in sod., 2011). Nedavna Studija in vitro selekcioniranih proti
aminoglikozidom odpornih mutant, ki izrazajo mexXY, vendar nimajo mutacij v mexZ, je
kot mesto mutacij identificirala gen, parR. Mutacije v parR so prisotne tudi pri nekaterih

klini¢nih izolatih, ki izrazajo mexXY, vendar nimajo mutacij v mexZ (Poole, 2011).

2.3.3.3 Metilaze 16S rRNA

Nedavno je bila opisana tudi odpornost proti aminoglikozidom, posredovana z metilazami
16S rRNA. Ta mehanizem odpornosti temelji na metilaciji ribosoma, ki ima za posledico
zmanjSano afiniteto vezave antibiotika na vezavno mesto na ribosomu, s ¢imer je
preprecen ucinek antibiotikov, ki zavirajo sintezo beljakovin. V tem primeru obicajno
obstaja visoka stopnja odpornosti proti vsem klini¢no pomembnim aminoglikozidom, kot

SO npr. gentamicin, tobramicin in amikacin (Poole, 2011).

Metilaze 16S rRNA metilirajo mesto A ribosomske podenote 16S rRNA 30S (Poole,
2011), taréno mesto aminoglikozidov, in predstavljajo u¢inkovit mehanizem odpornosti
proti aminoglikozidom pri enterobakterijah in pri gramnegativnih nefermentativnih bacilih.
Geni, odgovorni za te encime, so obicajno locirani na transpozonih znotraj prenosljivih
plazmidov, ki jim omogoc¢ajo moznost horizontalnega Sirjenja in lahko delno pojasnijo

raz§irjenost tega novega mehanizma odpornosti po vsem svetu. O prvi metilazi 16S rRNA
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pri pseudomonasu, imenovani RmtA, so prvi¢ porocali pri klini¢nih izolatih P. aeruginosa,
odpornih proti aminoglikozidom, na Japonskem leta 2003 (Strateva in Yordanov, 2009).
Od takrat so bile pri P. aeruginosa opisane Stevilne metilaze 16S rRNA, vkljuéno z RmtA,
RmtB, RmtD in ArmA (Poole, 2011), katerih prisotnost zagotavlja visoko stopnjo
odpornosti proti ve¢ ali celo vsem aminoglikozidom (Strateva in Yordanov, 2009). Ceprav
se metilaze za zdaj $e ne pojavljajo tako pogosto kot aminoglikozid-modificirajo¢i encimi,
zaradi lokacije genov za te encime na mobilnih geneti¢nih elementih narasca zaskrbljenost
glede njihovega Sirjenja med izolati P. aeruginosa in drugimi gramnegativnimi bacili
(Lister in sod., 2009). Glede na to, da se za zdravljenja pogosto uporabljajo kombinacije
aminoglikozidov in betalaktamov, je zaskrbljujoce tudi dejstvo, da je odpornost proti
betalaktamom lahko zagotovljena s sofasno produkcijo metalo-betalaktamaz (Strateva in
Yordanov, 2009). RmtD je pogosto koproducirana s SPM-1 metalo-betalaktamazami,

porocali pa so tudi o koproduciranju ArmA in IMP-1 metalo-betalaktamaz (Poole, 2011).
2.3.40dpornost proti polimiksinom

Ze desetletia je znano, da lahko v §tevilnih organizmih prisotnost subinhibitornih
koncentracij polimiksinov in drugih kationskih peptidov inducira adaptacije, ki vodijo do
povecane odpornosti, vendar so bili mehanizmi, ki so podlaga za adaptivno odpornost
bakterije P. aeruginosa, do nedavnega nejasni (Fernandez in sod., 2011). Ceprav odpornost
proti polimiksinom v Klini¢ni praksi ni pogosta, je bila odpornost proti tej skupini
antibiotikov opisana in obsezno proucevana ze od leta 1970. Podrobnejsi pregled
adaptivnih sevov je pokazal Stevilne spremembe na celi¢ni povrSini. Te vkljucujejo
spremembe v arhitekturi zunanje membrane, zmanjSane stopnje specificnih porinov
zunanje membrane, redukcijo lipopolisaharida, spremembe v lipidni kompoziciji in tudi
redukcijo vsebnosti Mg?* in Ca®*. Zdi se, da spremembe zmanjsajo permeabilnost zunanje

membrane in tako zaSCitijo mesta delovanja polimiksinov na citoplazemski membrani

(Skiada in sod., 2011).

Medtem ko v $tevilnih primerih mehanizmi klini¢ne odpornosti proti polimiksinom niso
poznani, so Stevilne Studije v zadnjih letih dale pomemben vpogled v mehanizme,
odgovorne za adaptivno odpornost proti tem antibiotikom. Najpomembnej$i mehanizem

odpornosti proti polimiksinom je modifikacija lipopolisaharida zunanje membrane, ki se je
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verjetno razvila kot obramba proti naravno pojavljajocim se protimikrobnim peptidom —
polimiksini so namre¢ kationski peptidi in so v tem pogledu podobni Stevilnim ¢loveskim
protimikrobnim peptidom. Osrednjega pomena za ta mehanizem odpornosti je funkcija
dvokomponentnih regulatornih sistemov, ki kontrolirajo ekspresijo lipopolisaharid
modifikacijskega (arnBCADTEF-pmrE) operona. Regulatorni sistemi sestojijo iz
membransko-vezanega senzorskega proteina s histidin kinazno aktivnostjo (histidin kinaza;
PhoQ, PmrB, ParS), ki se odzove na Stevilne okoljske stimulacije (npr. pH, nizke
koncentracije Mg?* ali prisotnost kationskih peptidov), in iz citoplazemskega efektorskega
proteina (odzivni/transkripcijski regulator; PhoP, PmrA, ParR), ki regulira transkripcijo
modifikacijskih genov kot odziv na senzorski protein (Skiada in sod., 2011). Ti sistemi
omogocajo pridobitev adaptivne odpornosti preko indukcije poveCane ekspresije
arnBCADTEF in pmrE genov. Produkti teh genov sodelujejo pri inkorporaciji 4-
aminoarabinoze v lipid A, ki vodi do redukcije negativnega naboja lipopolisaharida in
posledi¢no do zmanjS$anja vezave kationskih antibiotikov, ki je predpogoj za penetracijo in
delovanje teh antibiotikov. Posledica je adaptivha odpornost proti polimiksinom in drugim
protimikrobnim peptidom (npr. gostiteljevim kationskim protimikrobnim peptidom) pa

tudi proti aminoglikozidom (Fernandez in sod., 2010; Skiada in sod., 2011).

Do sedaj so bili pri P. aeruginosa opisani trije dvokomponentni regulatorni sistemi,
vkljuceni v proces adaptivne odpornosti. Ekspresija arnBCADTEF operona in posledi¢na
odpornost proti kationskim antibiotikom sta lahko inducirani z nizkimi koncentracijami
Mg®* prek aktivacije dveh neodvisnih dvokomponentnih sistemov PhoPQ in PmrAB.
PhoPQ poleg arn operona inducira tudi ekspresijo OprH porinskih proteinov zunanje
membrane, ki prav tako prispevajo k odpornosti prek okupacije Mg?* vezavnih mest in
posledi¢ne stabilizacije membrane. Mutacije v sistemu PmrAB so bile povezane s stabilno
odpornostjo proti polimiksinom, verjetno preko konstitutivne aktivacije sistema, ki ima za
posledico permanentno modifikacijo lipida A. Nedavno so pri P. aeruginosa identificirali
nov dvokomponentni regulatorni sistem, imenovan ParRS. Ta sistem je aktiviran s
subinhibitornimi koncentracijami kolistina in nekaterih drugih kationskih peptidov (npr.
evkariontskimi kationskimi peptidi) in zdi se, da je klju¢na komponenta v kaskadi, ki vodi
do modifikacije lipopolisaharida in indukcije adaptivne odpornosti. V nasprotju z drugima

dvema regulatornima sistemoma, ki za svojo aktivacijo potrebujeta nizko koncentracijo
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Mg?*'v okolju, je ParRS aktiviran s kationskimi peptidi neodvisno od koncentracije Mg?*.
Sistem ParRS kot odgovor na subinhibitorne koncentracije kationskih peptidov poveca
ekspresijo lipopolisaharid modifikacijskega (arnBCADTEF) operona neposredno ali
posredno preko aktivacije pmrAB operona. Navajajo tudi, da morda obstaja interakcija med
PhoPQ in ParRS preko PA1797 genskega produkta — proteina z zdaj $e neznano funkcijo
(Skiada in sod., 2011). Nedavne ugotovitve so pokazale, da bi lahko mutacije v ParR ali
ParS prek poveCane regulacije arn operona zagotovile konstitutivno odpornost proti
polikationskim peptidom (Muller in sod., 2011). Mutacije v ParR pri laboratorijskih
izolatih so bile povezane z ArnBCADTEF-posredovano odpornostjo proti polimiksinom.
Mutacije parR (in parS) so bile opazene tudi pri klini¢nih izolatih, ¢eprav ni bilo nobenega
znaka o povecani regulaciji arn operona, odpornost teh izolatov proti polimiksinom pa je

bila minimalna (Poole, 2011).

Odpornost, inducirana preko ParRS in indukcije arn operona, ne vodi samo do odpornosti
proti polimiksinom in drugim kationskim peptidom, ampak tudi do odpornosti proti
aminoglikozidom (npr. tobramicinu in gentamicinu), ki imajo prav tako kationske lastnosti.
Ker se polimiksini in aminoglikozidi uporabljajo za zdravljenje, npr. pacientov s cisti¢no
fibrozo, je Se posebej pomembno, da razumemo regulatorne poti, sprozene z razli¢nimi
peptidi, saj bi pojav adaptivne odpornosti proti kationskim antibiotikom lahko resno
ogrozil zdravljenje bolnikov. Na primer, nekatere modifikacije, obiajno povezane z
adaptivno odpornost proti peptidom (npr. aminoarabinoza v lipidu A), so bile opazene pri
klini¢nih izolatih bolnikov s cisti¢no fibrozo, kar nakazuje na prisotnost inducirajocega
signala znotraj plju¢ bolnikov s cistiéno fibrozo (npr. nizke koncentracije Mg**) oz., kar je
Se bolj zaskrbljujoce, da so verjetno inducirajo¢i signali polimiksini in nekateri drugi
antimikrobni peptidi, ki so sami prav tako lahko sposobni inducirati adaptivno odpornost

preko modifikacije lipopolisaharida (Fernandez in sod., 2011).

Sistem ParRS ne omogoca nastanka adaptivne odpornosti le preko indukcije arn
modifikacijskega operona in posledicne modifikacije lipopolisaharida, pa¢ pa ima
aktivacija tega sistema za posledico npr. tudi povecano ekspresijo MexXY-OprM in
zmanjSano ekspresijo OprD. Vse to vodi do bakterijske adaptacije na vse Stiri antibioti¢ne
razrede (polimiksini, aminoglikozidi, fluorokinoloni in betalaktami), trenutno dostopne za

zdravljenje pseudomonasnih okuzb. Tak multirezistenten fenotip je lahko induciran z
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izpostavitvijo bakterij polikationskim polipeptidom ali pridobljen in stabiliziran z mutacijo
v ParS ali ParR (Muller in sod., 2011).

Rezultati nekaterih $tudij nakazujejo, da je v proces adaptivne odpornosti, inducirane s
peptidi, morda vkljucenih Se ve¢ regulatorjev, saj se zdi, da nekateri peptidi inducirajo
odpornost neodvisno od ParRS in/ali indukcije lipopolisaharid modifikacijskega operona
(Fernandez in sod., 2011). P. aeruginosa ima S§tevilne dvokomponentne regulatorne
sisteme (64 odzivnih regulatorjev, 63 klasi¢nih histidin kinaz in 16 atipi¢nih kinaz), vendar
so0 jih do danes le nekaj povezali s pomembno antibioti¢no odpornostjo v klini¢nih izolatih

(npr. PmrAB, PhoPQ, ParRS) (Fernandez in sod., 2010).

Ker patogene bakterije zlahka pridejo v kontakt s protimikrobnimi peptidi v gostitelju,
bodisi z gostiteljevimi obrambnimi peptidi, ki jih producira imunski sistem, bodisi s
polimiksini, ki so uporabljeni za zdravljenje okuzb z bakterijo P. aeruginosa, in posledi¢no
razvijejo adaptivno odpornost (Fernandez in sod., 2011) preko aktivacije sistema ParRS in
posledi¢ne  indukcije  razlicnih  rezistenénih ~ mehanizmov  (npr.  modifikacija
lipopolisaharida, povecano iz¢rpavanje antibiotikov in zmanjSane ekspresije OprD
porinov) proti vsem trenutno dostopnim razredom antibiotikov (Muller in sod., 2011), je
izjemno pomembno, da razumemo regulatorne poti, ki vodijo do indukcije adaptivne
odpornosti. Identifikacija signalnih molekul in poti, ki vodijo do aktivacije sistema ParRS
in posledi¢ne adaptacije na antibioti¢ni stres, je predpogoj za razvoj inovativnih molekul,

ki bi lahko blokirale razvoj adaptivne odpornosti pri P. aeruginosa (Muller in sod., 2011).
2.3.5Biofilmi

Biofilmi so agregati bakterij (iz ene ali multiplih vrst), pritrjeni na trdne bioti¢ne (npr. na
epitelij) ali nebioti¢ne (npr. medicinske naprave) povrSine (Breidenstein in sod., 2011) in
obdani z za$¢itnim matriksom, ki je sestavljen iz eksopolisaharidnega matriksa (alginatni
polisaharid), DNA in proteinov (Poole, 2011). P. aeruginosa biofilmi so zlasti velik
problem pri bolnikih s cisti¢no fibrozo, pri katerih povzro¢ajo kroni¢no okuzbo pljuc, pa
tudi pri okuzbah secil, povezanih s Katetri (Drenkard, 2003). Pomembna lastnost
bakterijskih biofilmov je njihova visoka odpornost proti antibiotikom in komponentam
gostiteljevega imunskega sistema, so pa izjemno odporni tudi proti Stevilnim drugim

biokemi¢nim in fizikalnim dejavnikom (Hoffman in sod., 2005; Heiby in sod., 2010).
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Biofilmske celice kazejo opazne fenotipske in transkripcijske razlike v primerjavi s
planktonskimi celicami. Obcutljivi fenotip se lahko povrne, ¢e so celice vzete iz biofilma,
kar potrjuje adaptivno naravo tega tipa odpornosti (Fernandez in sod., 2011). Nekateri
mehanizmi biofilmske odpornosti so neposredna posledica strukture biofilma, medtem ko
so drugi del koordinirane adaptacije, vkljucene v biofilmski nacin rasti (Fernandez in sod.,
2011), vsi skupaj pa prispevajo k visoki stopnji odpornosti, opazene v biofilmih (Drenkard,
2003). Osnovni mehanizmi, ki so podlaga za ta tip adaptivhe odpornosti, so: omejena
penetracija antibiotikov prek ekstracelularnega matriksa; encimi (npr. p-laktamaze), ki se
akumulirajo v matriksu in inaktivirajo antibiotike; omejena metabolna aktivnost (manj
aktivne bakterije 0z. heterogenost biofilmske populacije prispevajo k zmanj$anju
obcutljivosti biofilmov za protimikrobne agense) ali anaerobna rast (veliko antibiotikov ni
aktivnih oz. so manj aktivni pod anaerobnimi pogoji) v bazi biofilmov, specifi¢ni s quorum
sensingom regulirani rezistencni mehanizmi za posamezne razrede antibiotikov; prisotnost
velikega deleza visoko odporne subpopulacije perzistentnih celic, ki zlahka vzdrzijo
stresne pogoje, npr. antibioti¢ni pritisk; in splo$ni stresni odzivi. Zaradi teh lastnosti so
biofilmski organizmi perzistentni in jih je zelo teZko izkoreniniti. Posledi¢no so bolezni, ki
vkljucujejo biofilme, obicajno kroni¢ne in jih je tezko zdraviti. Na splosno biofilmi
predstavljajo veliko groznjo v klinicnem okolju, saj so nekak$ni rezervoarji veckratno

odpornih patogenih bakterij.

2.4 DOLOCANIJE OBCUTLIIVOSTI ZA ANTIBIOTIKE

Pri izbiri ustreznega antibiotika za zdravljenje uporabljamo dve metodi: izkustveno in
racionalno (Kotnik, 2002). Zdravljenje bakterijskih okuzb je v prvi fazi vefinoma
izkustveno (empiri¢no), tj. brez predhodne identifikacije organizma in izvedbe
antibiograma. Specifi¢en antibiotik je izbran za pacienta glede na status imunskega
sistema, mesto okuzbe in lokalno opazanje protimikrobne obcutljivosti (Kohler in sod.,
1997). Obcutljivost bakterije P. aeruginosa za antibiotike se razlikuje med regijami,
bolnisnicami in posameznimi oddelki. Spremljanje obcutljivosti te in drugih bakterij je
pomembno za odkrivanje pojavov odpornosti ter za nacrtovanje izkustvenega zdravljenja v

bolnisnicah (Krizan-Hergouth in sod., 2001). Ugotavljanje obcutljivosti je kljuénega
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pomena za izbor najustreznejSe protimikrobne terapije in usmerjeno zdravljenje okuzb
(Torres in sod., 2008). Namen testiranja obcutljivosti je zanesljivo odkrivanje klini¢no
pomembne odpornosti izolatov proti antibiotikom, kar ve¢inoma lahko dosezemo le s
pravilno uporabo standardizirane metode (Storman in Cretnik, 2001). Pri racionalni metodi
zdravljenja zdravnik pred uvedbo antibiotika odvzame z znacilnega mesta vzorec kuznine
in ga poslje v mikrobioloski laboratorij za dolocitev povzrocitelja in ugotovitev
obcutljivosti bakterij za antibiotike. Tak rezultat je dobra opora za nadaljnje zdravljenje,
saj zdravniku pove, kateri antibiotik je naju¢inkovitejsi in vitro. Ceprav je racionalna
odlocitev za dajanje doloCenega antibiotika dolgotrajnejsa in drazja (Kotnik, 2002), se
identifikacija povzroc€itelja in doloCanje obcutljivosti mnogokrat izkazeta kot edina
uc¢inkovita in sta predpogoj za optimalno in uspesno zdravljenje. Spremljanje odpornosti in
racionalno zdravljenje sta kljunega pomena za prepreCevanje nastanka in Sirjenja
odpornih sevov (Storman in Cretnik, 2001), ki je v ¢asu vse pogostejSega pojavljanja

odpornih sevov in pomanjkanja uc¢inkovitih antibiotikov §e kako pomembno.

Na razpolago imamo razli¢ne laboratorijske metode za doloc¢anje obcutljivosti oz.
odpornosti bakterij: (1) fenotipske — na nivoju lastnosti bakterije (npr. antibiogram,
kromogene metode (npr. za dolofanje encimov laktamaz beta), seroloske (npr. za
dolocanje proteinov PBP) ali (2) genotipske — na nivoju genov (npr. molekularne metode -
dokazovanje rezistenénih genov s PCR) (Ribi¢ in Cretnik, 2010). Obéutljivost
posameznega bakterijskega izolata za protimikrobno ucinkovino in vitro se obicajno
dolo¢a z antibiogramom. Metoda je lahko kvalitativnega ali kvantitativnega tipa. S
kvalitativnimi metodami (npr. Kirby-Bauerjeva difuzijska metoda, difuzijska metoda z
luknjicami) lahko dolo¢imo le, za katere protimikrobne ucinkovine je posamezen
bakterijski izolat obcutljiv, medtem ko lahko s kvantitativnimi metodami (npr. makro-,
mikro- in agardilucijski antibiogram, Etest) dolo¢imo tudi, v kolik$ni meri je bakterijski
sev obcutljiv za protimikrobno ufinkovino oziroma v kak$nih koncentracijah
protimikrobna u¢inkovina pokaze ucinek (Jorgensen in Ferraro, 2009). S kvantitativnimi
metodami dolo¢amo minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK), ki je najnizja
koncentracija u€inkovine, ki popolnoma ali skoraj popolnoma ustavi razmnoZzevanje in rast
bakterij, z nekaterimi metodami (npr. makro- in mikrodilucijo) pa lahko dolo¢imo tudi

minimalno baktericidno koncentracijo (MBK), ki je najniZja koncentracija u¢inkovine, ki
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unici vsaj 99,9 % standardiziranega bakterijskega inokuluma (Coates in sod., 2002). Vsaka
od metod ima dolo¢ene prednosti in pomanjkljivosti (Jorgensen in Ferraro, 2009). Medtem
ko so dilucijske metode referencne metode (zlati standard) za dolocanje obcutljivosti
bakterij (CLSI, 2012a; Schwalbe in sod., 2007), se te v rutini ne uporabljajo pogosto, saj so
zamudne, izvedbeno zahtevnejse in drage (Black, 2012). V svetu se vse bolj uveljavljajo
tudi razliéni avtomatizirani sistemi (npr Vitek-2), ki omogocajo enostavno in hitro
dolocanje obcutljivosti, vendar ponujajo malo moznosti za izbor antibiotikov, predvsem pa
so zelo dragi. Vec¢ina mikrobioloskih laboratorijev v Sloveniji za rutinsko doloc¢anje
obcutljivosti bakterij za antibiotike uporablja metodo difuzije v agarju z diski (Kirby-
Bauerjeva difuzijska metoda) po ameriskih standardih, ki jih pripravlja CLSI (angl.
Clinical and Laboratory Standards Institute) (Storman in Cretnik, 2001). Disk difuzijska
metoda je hitra, enostavna in ucinkovita metoda za ugotavljanje obcutljivosti bakterij za
Stevilne antibiotike. Ne zahteva posebne opreme in je tehni¢no enostavna, je prilagodljiva
in standardizirana, ponovljiva, rezultate lahko enostavno odc¢itamo in jih interpretiramo
(Jorgensen in Turnidge, 2007). Njena prednost je tudi nizka cena v primerjavi z drugimi
metodami, slabosti pa, da doloca le kvalitativen rezultat, da je odvisna od inokuluma, da ni
primerna za vse organizme in da ni avtomatizirana (Jorgensen in Ferraro, 2009). Se ena
dobro uveljavljena metoda za doloCanje obcutljivosti bakterij za antibiotike je metoda
difuzije koncentracijskega gradienta (Etest). Etest je kombinacija difuzijskega in
dilucijskega antibiograma (Schwalbe in sod., 2007). Test se izvaja na enak nac¢in kot disk
difuzija, vendar zaradi gradienta antibiotika na Etestu poleg kategorije obcutljivosti na
podlagi rezultatov omogoca tudi dolocitev minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika
(bioMérieux, 2014). Kvantitativni podatki so pogoj za obvladovanje kriti¢nih okuzb, poleg
tega pa spodbujajo racionalno uporabo antibiotikov (bioMérieux, 2009). Prednosti te
metode So Se enostavna izvedba, natan¢nost, ponovljivost in toleranca za inokulum, slabost
pa predvsem visoka cena. Do nedavnega so se antibiogrami v laboratorijih za klini¢no
mikrobiologijo v Sloveniji izvajali v skladu z ameriskimi standardi, ki jih pripravlja CLSI,
po sklepu Slovenske komisije za ugotavljanje obcutljivosti za protimikrobna zdravila,
SKUOPZ, pa so laboratoriji v zacetku aprila 2014 presli z ameriskih standardov CLSI na
evropske smernice EUCAST (angl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) (Strumbel;j in sod., 2014).
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Pri eksperimentalnem delu smo obcutljivost za antibiotike oz. odpornost proti njim
dolocali z dvema metodama, in sicer s Kirby-Bauerjevo difuzijsko metodo in metodo

difuzije koncentracijskega gradienta (Etest), izvedenima v skladu z navodili CLSI.
2.4.1Disk difuzijska metoda ali Kirby-Bauerjeva difuzijska metoda

Disk difuzijska metoda je preprosta in hitra kvalitativna metoda za dolocanje ob¢utljivosti
Stevilnih bakterij za razlicne antibiotike. Primerno gosto suspenzijo Ciste kulture zasejemo
na povrsino trdnega gojis¢a v petrijevki (Cerar in sod., 2010). Na inokulirano plosco
polozimo celulozne diske, impregnirane s standardnimi koncentracijami antibiotikov.
Plos¢o nato inkubiramo. Med inkubacijo se bakterije razmnozujejo (Struthers in sod.,
2003), antibiotiki pa difundirajo v goji$¢e in zavirajo razmnoZevanje obcutljivih bakterij
(Cerar in sod., 2010). Ce je izolat ob&utljiv na testni antibiotik, zaradi difuzije antibiotika v
agar nastane okrog diska zaviralna cona (Struthers in sod., 2003). Po inkubaciji izmerimo
premer (mm) zaviralnega pasu okoli diska (Cerar in sod., 2010). Cona inhibicije je
proporcionalna obcutljivosti organizma za dolocen antibiotik in je merilo za obcutljivost
organizma za testni antibiotik (Struthers in sod., 2003). 1zmerjene vrednosti primerjamo s
standardi, ki so na voljo za posamezni antibiotik in vrsto bakterij. Stopnjo obcutljivosti
bakterijskega seva izrazimo kot obcutljiv (S, angl. sensitive), zmerno obcutljiv ali
intermediaren (I, angl. intermediate) in neobcutljiv ali odporen (R, angl. resistant) proti

protimikrobni u¢inkovini (Cerar in sod., 2010).
2.4.2 Metoda difuzije koncentracijskega gradienta (Etest)

Metoda difuzije koncentracijskega gradienta (Etest) je kvantitativna metoda za dolocanje
obcutljivosti mikroorganizmov, s katero lahko dolo¢imo minimalno inhibitorno
koncentracijo (bioMérieux, 2009). Etesti so posebne, tanke membrane, impregnirane z
rasto¢imi koncentracijami antibiotika (gradient antibiotika) (Miiller-Premru in Seme,
2003). Koncentracije antibiotika v pg/ml so oznacene na skali testnega listi¢a. Eteste
poloZzimo na povrsino trdnega gojis¢a, inokuliranega s primerno gosto suspenzijo Ciste
kulture, in inkubiramo. Med inkubacijo antibiotik difundira iz listi¢a v agar okrog listi¢a, in
sicer je stopnja difuzije antibiotika v agar proporcionalna koncentraciji antibiotika na
doloceni tocki Etesta. Tako se v gojiscu ustvari gradient antibiotika. Kadar je organizem

obcutljiv za antibiotik, je ob Etestu zaradi antibioticnega gradienta vidna zaviralna
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(inhibicijska) cona v obliki elipse. Po koncani inkubaciji na skali Etesta na mestu, kjer
zaviralna elipsa seka trak Etesta, od¢itamo minimalno inhibitorno koncentracijo.
Minimalna inhibitorna koncentracija antibiotika za posamezni izolat je najnizZja
koncentracija antibiotika, ki popolnoma ustavi razmnozevanje in rast bakterij (Struthers in
sod., 2003). Doloc¢ene vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracij lahko primerjamo s
standardi, ki so na voljo za posamezne antibiotike in vrsto bakterij, in dolo¢imo stopnjo
obcutljivosti bakterijskega izolata. Stopnjo obcutljivosti bakterijskega izolata izrazimo kot
obcutljiv (S, angl. sensitive), zmerno obcutljiv ali intermediaren (I, angl. intermediate) in

neobcutljiv ali odporen (R, angl. resistant) proti protimikrobni u¢inkovini.
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3 MATERIALI IN METODE

V poglavju Materiali in metode so navedeni materiali in instrumenti, uporabljeni v

raziskavi, ter opisane raziskovalne metode.

3.1 NACRT POIZKUSA

Na spodnjih slikah sta prikazani shema poizkusa (Slika 1) in shema postopka dolo¢anja
obcutljivosti izolatov P. aeruginosa s Kirby-Bauerjevo difuzijsko metodo in metodo
difuzije koncentracijskega gradienta (Slika 2).

(a) 5 .
DOLOCANIE OBCTUTLJIVOSTI BAKTERITSKTH IZOLATOV ZA ANTIBIOTIKE:

piperacilin/tazobaktam, cefepim, meropenem, ciprofloksacin, gentamicin, koliztin,

BAKTERIISKI IZOLATI:

V raziskavo smo vkljugili 30 nakljeéno izbranih izolatov bakierije Prendomonas aeruginose,
osamljenih iz kufmin (aspirat zgomjih dihal, wrin, bris rane, ismedéek. aspirat traheje,
bromhoalveolarni izpirek, aspiral tubusa) bolnikov hospitaliziranih na Universtetn kliniki za
plivéne bolemi in alergijo Golnik v obdobjn od junija do septembra 200094
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INHIBICLTSKE CONE

PREIMERJAVA REZULTATOV KIRBY-BOUERJEVE IFUZIISKE METODE IN
METODE DIFUZIJE KONCENTRACIISEEGA GRADIENTA

- Primerjava kategory) obéutljivost doloGenih # disk difuzijsko metodo in metodo  difuzije
koncentracijskega gradicnta in ugotavljanje pnsotnost #elo velikih, velikih in majhnih napak

- lzradun stopnje oz, deleia zelo velikih, velikih in majhnih napak za vsak pesamezen antibiotik.

- lzradun skupne stopnje oz delezn zelo velikih, velikih in majhnih napak

= lzradun stopnje oz, deleza ujemanja med metodama za vsak posameren antibiotik.

- lzrpgun skupne stopnje oz deleza ujemanja med metodama

Slika 1: Shema poizkusa. (a) Dolo¢anje obcutljivosti izolatov Pseudomonas aeruginosa s Kirby-
Bauerjevo difuzijsko metodo in metodo difuzije koncentracijskega gradienta. (b) Primerjava
rezultatov Kirby-Bauerjeve difuzijske metode in metode difuzije koncentracijskega gradienta
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Legenda: QC — kontrola kakovosti (angl. quality control); MH agar — Mueller-Hinton agar;
MIK — minimalna inhibitorna koncentracija; S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno ob¢utljiv
(angl. intermediate); R — odporen (angl. resistant); McF — McFarland

Slika 2: Shemati¢en prikaz postopka dolo¢anja ob¢utljivosti izolatov Pseudomonas aeruginosa s
Kirby-Bauerjevo difuzijsko metodo in metodo difuzije koncentracijskega gradienta
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3.2 BAKTERNSKI IZOLATI

V raziskavo smo vklju¢ili 50 nakljucno izbranih izolatov bakterije P. aeruginosa,
osamljenih iz kuznin bolnikov, hospitaliziranih na Univerzitetni Kliniki za plju¢ne bolezni
in alergijo Golnik v obdobju od junija do septembra 2009. Bakterijski izolati so bili
osamljeni iz razli¢nih kuznin, in sicer iz urina, brisa rane, izmecka, aspirata zgornjih dihal,
aspirata traheje, bronhoalveolarnega izpirka in aspirata tubusa. Vrste in Stevilo kuznin, ki
smo jih vkljucili v raziskavo, so povzeti v preglednici 1, natan¢nejsi podatki o kuzninah, iz
katerih so bili osamljeni izolati, pa so navedeni v prilogi A. Pri posameznem bolniku smo v
raziskavi uporabili le en izolat. Vsi izolati so bili shranjeni pri —80 °C.

Preglednica 1: Vrste in $tevilo kuznin, vkljucenih v testiranje obcutljivosti bakterije Pseudomonas
aeruginosa za izbrane antibiotike

Vrsta kuznine
aspirat zgornjih . .| bronhoalveolarni |. . bris | .
dihal aspirat traheje izpirek izmecek | aspirat tubusa rane | Y1 | skUPAJ
n 3 2 1 21 1 9 |13 50

Legenda n — $tevilo kuznin

3.3 GOJISCA

e HRANLIJIVI BUJON (Becton Dickinson, Maryland, ZDA)

e HRANLIJIVI AGAR (BHI agar) (Becton Dickinson, Maryland, ZDA)

e MUELLER HINTON AGAR (MH) (BBL-Becton Dickinson, Maryland, ZDA)
3.4 PRIPRAVA BAKTERNSKIH IZOLATOV IN BAKTERIJSKE SUSPENZIJE
3.4.1Revitalizacija kultur

Posamezne izolate bakterij, ki so bili shranjeni v krioepruvetah (Cryobank, MAST) pri
—80 °C, smo odmrznili, prenesli v hranljivi bujon in inkubirali aerobno 18-24 ur pri
temperaturi 35 °C. Po inkubaciji smo izolate s cepilno zanko asepti¢no prenesli na hranljivi

agar. Petrijeve plos¢e smo inkubirali v aerobnih pogojih 18—24 ur pri temperaturi 35 °C.
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3.4.2Priprava inokuluma

V 2 ml 0,85 % fizioloske raztopine (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francija) smo iz 24-urne
Ciste kulture posameznega testnega izolata pripravili bakterijsko suspenzijo gostote 0,5
McFarlanda (McF), kar pomeni, da je vsebovala priblizno 1-2 x 108 CFU/ml (angl. colony
forming units). Za pripravo bakterijske suspenzije smo s sterilnim bombaznim brisom z
gojis¢a v ampulo s fizioloSko raztopino prenesli kolonije in suspenzijo po vsakem vnosu
kolonij premesali z vrtinénim meSalnikom (vortex), da smo dobili homogeno zmes. Za

merjenje gostote (motnosti) bakterijskih suspenzij smo uporabili denzitometer.
3.5 TESTIRANJE OBCUTLJIVOSTI BAKTERIJSKIH IZOLATOV ZA ANTIBIOTIKE

Obcutljivost 50 izbranih izolatov bakterije P. aeruginosa za antibiotike cefepim, kolistin,
gentamicin, meropenem, ciprofloksacin in piperacilin/tazobaktam smo dolocali z dvema
metodama, in sicer s Kirby-Bauerjevo difuzijsko metodo in metodo difuzije
koncentracijskega gradienta (Etest) v skladu z navodili ameriske laboratorijske zveze CLSI
(CLSI, 2009).

3.5.1Disk difuzijska metoda ali Kirby-Bauerjeva difuzijska metoda

Obcutljivost vseh 50 izolatov P. aeruginosa za izbrane antibiotike smo dolocili s
kvalitativno Kirby-Bauerjevo difuzijsko metodo po navodilih proizvajalca antibioti¢nih
diskov (Becton Dickinson, Maryland, ZDA) in v skladu z navodili ameriske laboratorijske

zveze CLSI (CLSI, 2009).

3.5.1.1 Materiali in oprema

Mueller Hinton agar v 90 mm petrijevih ploscah,

e Dbakterijska suspenzija gostote 0,5 McF,

e testni diski s standardnimi koncentracijami antibiotikov (Becton Dickinson,
Maryland, ZDA),

e drugi materiali in oprema: sterilni bombazni brisi, inokulacijska rotacijska plosca,

dispenzor (aplikator), digitalno pomi¢no (kljunasto) merilo.
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3.5.1.2 lzvedba

Inokulacija plos¢

Bakterijsko suspenzijo gostote 0,5 McF smo asepticno zasejali na plos¢e Mueller Hinton
agarja. Suspenzijo smo na gojis¢e nanesli s sterilnim bombaZznim brisom ob uporabi
inokulacijske rotacijske plosce, ki omogoCa enakomeren nanos. Pred polaganjem
antibioti¢nih diskov smo pocakali nekaj minut (3—5 min), da se je suspenzija absorbirala v

podlago.

Polaganje diskov

Na inokulirane plos¢e smo s pomocjo dispenzorja polozili celulozne diske, impregrirane s
standardnimi koncentracijami izbranih antibiotikov. Na vsako plos¢o smo polozili Sest
antibioti¢nih diskov (premer 6 mm). Testni antibiotiki in njihove koncentracije so navedeni

v preglednici 2.

Pri vsakem novo odprtem zavoj¢ku antibiotiénih diskov smo izvedli tudi kontrolo
kakovosti (QC, angl. quality control) antibioti¢nih diskov. Kontrolo smo izvedli s pomo¢jo
standardnih kontrolnih sevov ATCC (angl. American Type Culture Collection) po enakih
postopkih kot za izolate. Ce so rezultati ob&utljivosti kontrolnih sevov ustrezali
priporo¢enim mejnim vrednostim, postavljenim s strani CLSI (CLSI, 2009), potem so bili
antibioti¢ni diski primerni za uporabo. V ta namen smo uporabili kontrolne seve (P.
aeruginosa ATCC 27853/ E. coli ATCC 25922), ki so predpisani v prilozenih navodilih za
pravilno izvedbo disk difuzijskih testov in v standardu CLSI (CLSI, 2009).

Inkubacija

Plos¢e smo inkubirali aerobno 1618 ur pri temperaturi 35 °C.
Pregled plos¢ in dolo¢anje obcutljivosti

Po inkubaciji smo plosce pregledali in s pomocjo kljunastega merila izmerili premere con
zavrte rasti bakterije (zaviralne cone). Glede na velikost zaviralne cone (mm) smo dolocili
stopnjo obcutljivosti bakterijskega izolata in jo izrazili kot obcutljiv (S, angl. sensitive),
zmerno obcutljiv ali intermediaren (I, angl. intermediate) in neobcutljiv ali odporen (R,

angl. resistant) proti protimikrobni ucinkovini. Za interpretacijo izmerjenih velikosti
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zaviralnih con smo uporabili standarde ameriske laboratorijske zveze CLSI (CLSI, 2009),
Ki so navedeni v preglednici 2.
Preglednica 2: Testni antibiotiki, njihove koncentracije (ng) in kriteriji CLSI za interpretacijo

zaviralnih con (mm) pri testiranju obcutljivosti za antibiotike bakterije Pseudomonas aeruginosa s
Kirby-Bauerjevo disk difuzijsko metodo

Koncentracija Premer inhibicijske cone (mm)

Antibiotik (ng) R I S

Piperacilin/Tazobaktam 100/10 <17 — >18
Cefepim 30 <14 15-17 >18
Meropenem 10 <13 14-15 >16
Gentamicin 10 <12 13-14 >15
Ciprofloksacin 5 <15 16-20 >21
Kolistin 10 <8 9-10 >11

Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno obcutljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl. resistant)
3.5.2Metoda difuzije koncentracijskega gradienta (Etest)

Obcutljivost vseh 50 izolatov za izbrane antibiotike smo dolocili Se s kvantitativno metodo
difuzije koncentracijskega gradienta po navodilih proizvajalca testnih listi¢ev (bioMérieux,

Lyon, France).

3.5.2.1 Materiali in oprema
e Mueller Hinton agar v 90 mm petrijevih ploscah,
e Dbakterijska suspenzija gostote 0,5 McF,
e testni listiCi impregnirani z antibiotiki v rasto¢ih koncentracijah (bioMérieux, Lyon,
France),
e drugi materiali in oprema: sterilni bombazni brisi, inokulacijska rotacijska plosca,

pinceta.

3.5.2.2 lzvedba

Inokulacija plos¢

Bakterijsko suspenzijo gostote 0,5 McF smo s sterilnim bombaznim brisom ob uporabi
inokulacijske rotacijske plos¢e enakomerno nanesli na plos¢e Mueller Hinton agarja. Pred
polaganjem testnih listiC¢ev smo pocakali nekaj minut (3-5 min), da se je suspenzija

absorbirala v podlago.
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Polaganje Etestov

Na inokulirane plos¢e Mueller Hinton agarja smo asepti¢no s sterilno pinceto polozili
tovarniSko pripravljene testne listiCe, impregnirane z naraScajoimi koncentracijami
antibiotikov. Na vsako plo§¢o smo polozili dva testna listica, in sicer v nasprotni smeri, da
ne bi prislo do prekrivanja zaviralnih con. Testni antibiotiki in razponi njihovih

koncentracij so navedeni v preglednici 3.

Pri vsakem novo odprtem zavojcku Etestov smo izvedli tudi kontrolo kakovosti Etestov s
pomodjo standardnih kontrolnih sevov ATTC po enakih postopkih kot za izolate. Ce so
rezultati obcutljivosti kontrolnih sevov ustrezali priporo€enim mejnim vrednostim,
postavljenim s strani CLSI (CLSI, 2009), potem so bili Etesti primerni za uporabo. V ta
namen smo uporabili kontrolne seve (P. aeruginosa ATCC 27853/E. coli ATTC 25922), ki
so predpisani v priloZzenih navodilih za pravilno izvedbo Etestov in v standardu CLSI
(CLSI, 2009).

Inkubacija
Plos¢e smo inkubirali aerobno 16—18 ur pri temperaturi 35 °C.
Pregled plos¢ in doloc¢anje obcutljivosti

Po kon¢ani inkubaciji smo s prostim o¢esom odcitali vrednosti MIK (pug/ml) na mestu, kjer
zaviralna elipsa seka trak Etesta. V primeru, da je minimalna inhibitorna koncentracija
antibiotika vecja od najvisje navedene koncentracije, navedene na testnem listicu, 0z. da
bakterijska kultura preraste plos¢o, minimalno inhibitorno koncentracijo od¢itamo kot
minimalna inhibitorna koncentracija antibiotika > od »najvi§je koncentracije, navedene na
testnem listiCu« (npr. MIK > 256, MIK > 32). Od¢itane minimalne inhibitorne
koncentracije za izbrane bakterijske izolate smo interpretirali s pomo¢jo standardov CLSI
(CLSI, 2009), ki so navedeni v preglednici 3. Dolo¢ili smo stopnjo obcutljivosti izolata za
testiran antibiotik in jo izrazili kot obcutljiv (S, angl. sensitive), zmerno obcutljiv ali
intermediaren (I, angl. intermediate) in neobcutljiv ali odporen (R, angl. resistant) proti
protimikrobni uc¢inkovini. Za vse testirane antibiotike smo izracunali MIKsg in MIKgg ter

dolocili razpon MIK-ov (png/ml).
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Preglednica 3: Testni antibiotiki, njihove koncentracije (ng/ml) in kriteriji CLSI za interpretacijo
zaviralnih con (pg/ml) pri testiranju obcutljivosti za antibiotike bakterije Pseudomonas aeruginosa
z metodo difuzije koncentracijskega gradienta

— Koncentracija MIK (ng/ml)
Antibiotik (pg/ml) R I S
Piperacilin*/Tazobaktam 0,016-256*/ 4 >128 — <64
Cefepim 0,016-256 >32 16 <8
Meropenem 0,002-32 >16 8 <4
Gentamicin 0,016-256 >16 8 <4
Ciprofloksacin 0,002-32 >4 2 <l
Kolistin 0,016-256 >8 4 <2

Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | —zmerno obcutljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl.
resistant); MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

3.5.3Kontrola disk difuzijske metode in metode difuzije koncentracijskega gradienta

Pred zacetkom dolocanja obcutljivosti izbranih bakterijskih izolatov za antibiotike smo
izvedli kontrolo metod. V ta namen smo uporabili kontrolni sev P. aeruginosa ATCC
27853, ki je predpisan v prilozenih navodilih za izvedbo disk difuzijske metode in metode
difuzije koncentracijskega gradienta ter v standardu CLSI (CLSI, 2009). Kontrolo disk
difuzijske metode in metode difuzije koncentracijskega gradienta s kontrolnim sevom P.
aeruginosa ATCC 27853 smo izvedli po enakih postopkih kot za izolate. Mejne vrednosti
za izbrane antibiotike pri disk difuzijski metodi so navedene v preglednici 4, mejne
vrednosti za izbrane antibiotike pri metodi difuzije koncentracijskega gradienta pa v
preglednici 5.
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Preglednica 4: Disk difuzijska metoda; mejne vrednosti premerov con (mm) za testni organizem
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Mejne vrednosti;
Antibiotik premer cone (mm)
Piperacilin/Tazobaktam 25-33
Cefepim 24-30
Meropenem 27-33
Gentamicin 16-21
Ciprofloksacin 25-33
Kolistin 11-17

Preglednica 5: Metoda difuzije koncentracijskega gradienta; mejne vrednosti minimalnih
inhibitornih koncentracij (ng/ml) za testni organizem Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Mejne vrednosti;

Antibiotik WALLS((H )
Piperacilin/Tazobaktam 1-8
Cefepim 1-4
Meropenem 0,25-1
Gentamicin 0,5-2
Ciprofloksacin 0,25-1
Kolistin 05-4

Legenda: MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

3.6 PRIMERJAVA REZULTATOV KIRBY-BAUERJEVE DIFUZIJSKE METODE IN
METODE DIFUZIJE KONCENTRACIJSKEGA GRADIENTA (Etest)

Primerjali smo rezultate obcutljivosti vseh 50 izolatov bakterije P. aeruginosa za
antibiotike  cefepim,  kolistin,  gentamicin, = meropenem,  ciprofloksacin  in
piperacilin/tazobaktam, dobljene s kvalitativno disk difuzijsko metodo in kvantitativno
metodo difuzije koncentracijskega gradienta. Metodi smo izvedli v skladu z navodili
ameriSke laboratorijske zveze CLSI (CLSI, 2009).

Izmerili smo premere con (mm) oz. od¢itali MIK-e (ug/ml) in dolocili stopnje obcutljivosti
(S/I/R) v skladu z navodili CLSI (CLSI, 2009). Etest smo izbrali za »referenéno« metodo.

Rezultate, dobljene z difuzijsko metodo, smo nato primerjali z rezultati, dobljenimi z Etesti.
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Natanc¢nost doloCanja obcutljivosti z disk difuzijsko metodo za izbrane antibiotike je bila

ocenjena v primerjavi z Etestom z uporabo razpolozljivih interpretativnih kriterijev CLSI.

Kategori¢éno ujemanje med metodama smo definirali kot rezultati testov znotraj iste
kategorije obcutljivosti (NCCLS, 2001). Izracunali smo stopnjo oz. delez ujemanja med
metodama za posamezne antibiotike in skupno stopnjo ujemanja po formuli:

% UJEMANJA = ujemanje x 100 (D)

ujemanje+neujemanje

Napake smo definirali kot:

e ZELO VELIKA NAPAKA - lazno obcutljiv test disk difuzije, tj., kadar je
organizem z referen¢no metodo definiran kot odporen, z alternativno metodo pa je
definiran kot obcutljiv.

e VELIKA NAPAKA - lazno odporen test disk difuzije, tj., kadar je organizem z
referenéno metodo kategoriziran kot obcutljiv, z alternativno metodo pa je
karakteriziran kot odporen.

e MAJHNA NAPAKA - kadar je organizem z referenéno metodo kategoriziran kot
obcutljiv ali odporen, z alternativno metodo pa je kategoriziran kot intermediaren
infali kadar je organizem z referen¢no metodo kategoriziran kot intermediaren, z

alternativno metodo pa je karakteriziran kot obcutljiv ali odporen (NCCLS, 2001).

Definicije napak oz. kriteriji za interpretacijo napak so povzeti v preglednici 6.

Preglednica 6: Kriteriji za interpretacijo napak glede na kategorije ob¢utljivosti, dolo¢ene z dvema
metodama

Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno obcutljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl. resistant)
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Izracunali smo stopnjo oz. delez majhnih, velikih in zelo velikih napak za vsak posamezen

antibiotik in skupno stopnjo majhnih, velikih in zelo velikih napak po formulah:

% MAJHNE NAPAKE = ——cmajhnihnapak 100 Q)

skupno $t.testiranih sevov

% VELIKE NAPAKE = ——Lvellidhnapak 100 .. 03)

skupno st.oblutljivih sevov

% ZELO VELIKE NAPAKE = ——czelovelichnapak 44 )

skupno St.odpornih sevov

Po priporo¢ilu dokumenta M23-A2, ki ga je oblikoval CLSI (prej NCCLS) so sprejemljive
stopnje napak pri primerjavi dveh metod <1,5 % za zelo velike napake, <3 % za velike
napake in <10 % za majhne napake. Ta kriterij naj bi omogocil natan¢nejSo 0Ceno
ujemanja med dvema standardnima metodologijama (NCCLS, 2001). Sprejemljive stopnje
napak doloc¢ene s strani CLSI, so povzete v preglednici 7.

Preglednica 7: Sprejemljive stopnje napak po priporo¢ilu dokumenta M23-A2, ki ga je oblikoval
CLSI (NCCLS, 2001)

Sprejemljive stopnje napak
Zelo velike napake Velike napake Majhne napake
<1,5% <3 % <10 %
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4 REZULTATI
4.1 DISK DIFUZIJSKA METODA

Vsem 50 izolatom smo dolocili obcutljivost za izbrane antibiotike z disk difuzijsko
metodo. Izmerili smo premere zaviralnih con (mm). Glede na velikost zaviralne cone smo
na podlagi interpretacijskih kriterijev, ki jih je oblikoval CLSI (Preglednica 2), izolate
opredelili kot obcutljive (S), zmerno obcutljive (I) ali odporne (R) proti antibiotiku.
Rezultati dolo¢anja obcutljivosti 50 izolatov bakterije P. aeruginosa za izbrane antibiotike

z disk difuzijsko metodo so povzeti v preglednici 8 in prikazani na sliki 3.

Dolocanje obcutljivosti z disk difuzijsko metodo je pokazalo, da je obcutljivost izolatov P.
aeruginosa za vse izbrane antibiotike visoka in je, z izjemo obcutljivosti za ciprofloksacin
(84 %), enaka ali visja od 92 %. Vseh 50 (100 %) izolatov P. aeruginosa je bilo glede na
kriterije za opredelitev obcutljivosti obcutljivih za cefepim in kolistin. Najvecji delez
odpornih 5/50 (10 %) in intermediarnih 3/50 (6 %) izolatov smo zasledili pri
ciprofloksacinu.

Preglednica 8: Rezultati dolo¢anja obcutljivosti 50 izolatov bakterije Pseudomonas aeruginosa za
izbrane antibiotike, dobljeni s Kirby-Bauerjevo difuzijsko metodo

Stevilo S [ R
- tgstiranih _Stevilo % Stevilo % Stevilo %

Antibiotiki izolatov | izolatov izolatov izolatov
Piperacilin/Tazobaktam 50 46 92 0 0 4 8
Cefepim 50 50 100 0 0 0 0
Meropenem 50 46 92 2 4 2 4
Gentamicin 50 47 94 0 0 3 6
Ciprofloksacin 50 42 84 3 6 5 10
Kolistin 50 50 100 0 0 0 0

Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno obcutljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl.

resistant)
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Legenda: TZP — piperacilin/tazobaktam; CEF — cefepim; MEM — meropenem; GM — gentamicin;
CIP — ciprofloksacin; CL — kolistin

Slika 3: Delezi (%) odpornih, zmerno obcutljivih in obcutljivih izolatov bakterije Pseudomonas
aeruginosa za antibiotike piperacilin/tazobaktam, cefepim, meropenem, gentamicin, ciprofloksacin
in kloramfenikol, dobljeni z disk difuzijsko metodo

Izvedli smo kontrolo disk difuzijske metode. Rezultati obcutljivosti kontrolnega seva P.
aeruginosa ATCC 27853 so ustrezali priporo¢enim mejnim vrednostim, postavljenim s

strani CLSI (Preglednica 4). Rezultati testiranja kontrolnih sevov so navedeni v prilogi B.

4.2 METODA DIFUZIJE KONCENTRACIISKEGA GRADIENTA (Etest)

Vsem 50 izolatom smo dolocili obcutljivost za izbrane antibiotike z metodo difuzije
koncentracijskega gradienta. MIK (pg/ml) vrednosti smo od¢itali na mestu, Kjer zaviralna
elipsa seka trak Etesta, in glede na vrednosti MIK na podlagi interpretacijskih kriterijev, ki
jih je oblikoval CLSI (Preglednica 3), izolate opredelili kot obcutljive (S), zmerno
obcutljive (I) ali odporne (R) proti protimikrobni ucinkovini. Rezultati dolocanja
obcutljivosti 50 izolatov bakterije P. aeruginosa za izbrane antibiotike z metodo difuzije

koncentracijskega gradienta so povzeti v preglednici 9 in prikazani na sliki 4.
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Pri vseh testiranih antibiotikih smo zasledili pojav intermediarnih in/ali odpornih izolatov,
vendar je bila obcutljivost za izbrane antibiotike na sploSno dobra in je bila, z izjemo
obcutljivosti za ciprofloksacin (80 %), vi§ja od 90 %. Najve¢ji delez odpornih 6/50 (12 %)
in intermediarnih 4/50 (8 %) izolatov smo zasledili pri ciprofloksacinu. Intermediarne

izolate smo zasledili tudi pri testiranju za cefepim 4/50 (8 %) in kolistin 2/50 (4 %).

Izvedli smo kontrolo metode difuzije koncentracijskega gradienta. Rezultati obcutljivosti
kontrolnega seva P. aeruginosa ATCC 27853 so ustrezali priporoenim mejnim
vrednostim, postavljenim s strani CLSI (Preglednica 5). Rezultati testiranja kontrolnih
sevov so navedeni v prilogi C.

Preglednica 9: Rezultati dolo¢anja obcutljivosti 50 izolatov bakterije Pseudomonas aeruginosa za
izbrane antibiotike, dobljeni z metodo difuzije koncentracijskega gradienta

Stevilo S | R

testiranih | Stevilo % Stevilo % Stevilo %
Antibiotiki izolatov | jzolatov izolatov izolatov
Piperacilin/Tazobaktam 50 46 92 0 0 4 8
Cefepim 50 46 92 4 8 0 0
Meropenem 50 46 92 1 2 3 6
Gentamicin 50 45 90 2 4 3 6
Ciprofloksacin 50 40 80 4 8 6 12
Kolistin 50 48 96 2 4 0 0
Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno obcutljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl.

resistant)
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Legenda: TZP — piperacilin/tazobaktam; CEF — cefepim; MEM — meropenem; GM — gentamicin;
CIP — ciprofloksacin; CL — kolistin

Slika 4: Delezi (%) odpornih, zmerno ob¢utljivih in obcutljivih izolatov bakterije Pseudomonas
aeruginosa za antibiotike piperacilin/tazobaktam, cefepim, meropenem, gentamicin, ciprofloksacin
in kloramfenikol, dobljeni z metodo difuzije koncentracijskega gradienta

Za vse testne antibiotike smo dolocili MIKso, MIKgg in razpon MIK-ov (ug/ml). Vrednosti
MIKso, MIKgg in razponi MIK-ov (ng/ml) so navedeni v preglednici 10 in prikazani na
slikah 5 in 6. MIKso in MIKg predstavljata najnizjo koncentracijo antibiotika, Ki inhibira
rast 50 % oz. 90 % izolatov. Medtem ko je bila obcutljivost za vse testirane betalaktamske
antibiotike (piprecilin/tazobaktam, cefepim in meropenem) visoka (92 %), so minimalne
inhibitorne koncentracije med posameznimi betalaktamskimi antibiotiki variirale.
Vrednosti MIKgg (16 pg/ml) in MIKs (4 pg/ml) za piperacilin/tazobaktam sta bili najvisji
med vsemi testiranimi antibiotiki, visoke so bile tudi vrednosti M1Kg, (8 pg/ml ) in MIKsg
(2 pg/ml) za cefepim. Meropenem je pokazal najboljSo aktivnost (MIKgy = 2 pg/ml,
MIKs= 0,25 pg/ml) med betalaktamskimi antibiotiki, vendar so tudi pri meropenemu
vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracij mo¢no variirale. Ceprav je bil deleZ
obcutljivih izolatov v primeru ciprofloksacina najmanjsi med vsemi testiranimi antibiotiki
(80 %), sta bili vrednosti MIKsp (0,125 pg/ml ) in MIKg (4 pg/ml) za ciprofloksacin
relativno nizki. Kolistin je pokazal najboljso aktivnost (MIKso = 0,5 pg/ml in MIKgy = 1

ng/ml) med vsemi testiranimi antibiotiki; zanj je bilo obcutljivih 96 % izolatov.
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Preglednica 10: Minimalna inhibitorna koncentracija (ng/ml), ki inhibira rast 50 % izolatov,
minimalna inhibitorna koncentracija (ng/ml), ki inhibira rast 90 % izolatov, in razpon minimalnih
inhibitornih koncentracij (ug/ml) za posamezne antibiotike ter Stevilo/odstotek za antibiotike
obcutljivih od skupaj 50 izolatov Pseudomonas aeruginosa, testiranih z metodo difuzije
koncentracijskega gradienta.

Razpon MIK-ov MIKsg MIKgg Stevilo S /
Antibiotiki [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] Delez S (%)
Piperacilin/Tazobaktam 0,125-(>256) 4 16 46 (92)
Cefepim 0,5-16 2 8 46 (92)
Meropenem 0,016—(>32) 0,25 2 46 (92)
Gentamicin 0,125-128 2 4 45 (90)
Ciprofloksacin 0,064—(>32) 0,125 4 40 (80)
Kolistin 0,1254 0,5 1 48 (96)

Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); MIK — minimalna inhibitorna koncentracija; MIKs, — vrednost
minimalne inhibitorne koncentracije v pg/ml. Tako ali manj$o vrednost ima 50 % testiranih
izolatov.; MIKgy — vrednost minimalne inhibitorne koncentracije v pg/ml. Tako ali manj$o

vrednost ima 90 % testiranih izolatov.; >256 — minimalna inhibitorna koncentracija
antibiotika je vec¢ja od 256 pg/ml; >32 — minimalna inhibitorna koncentracija antibiotika je ve¢ja
od 32 pg/ml
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Legenda: TZP — piperacilin/tazobaktam; CEF — cefepim; MEM — meropenem; GM — gentamicin;
CIP — ciprofloksacin; CL — kolistin; MIKg, — minimalna inhibitorna koncentracija, ki inhibira rast
50 % izolatov Pseudomonas aeruginosa, izrazena v pg/ml

Slika 5: Minimalna inhibitorna koncentracija, ki inhibira rast 50 % izolatov Pseudomonas
aeruginosa (v ug/ml), za piperacilin/tazobaktam, cefepim, meropenem, gentamicin, ciprofloksacin
in kolistin
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Legenda: TZP - piperacilin/tazobaktam; CEF — cefepim; MEM — meropenem; GM — gentamicin;
CIP — ciprofloksacin; CL — kolistin; MIKg, — minimalna inhibitorna koncentracija, ki inhibira rast
90 % izolatov Pseudomonas aeruginosa, izrazena v pg/ml

Slika 6: Minimalna inhibitorna koncentracija, ki inhibira rast 90 % izolatov Pseudomonas
aeruginosa (v ug/ml), za piperacilin/tazobaktam, cefepim, meropenem, gentamicin, ciprofloksacin
in kolistin

4.3 PRIMERJAVA REZULTATOV KIRBY-BAUERJEVE DIFUZIJSKE METODE IN
METODE DIFUZIJE KONCENTRACIJISKEGA GRADIENTA

Odpornost 50 klini¢nih izolatov P. aeruginosa za antibiotike piperacilin/tazobaktam
(TZP), cefepim (CEF), kolistin (CL), gentamicin (GM), meropenem (MEM) in
ciprofloksacin (CIP) smo dolo¢ili s Kirby-Bauerjevo difuzijsko metodo in metodo difuzije
koncentracijskega gradienta. Na podlagi izmerjenih con inhibicije (mm) oz. od¢itanih
minimalnih inhibitornih koncentracij (ng/ml) smo v skladu z interpretacijskimi kriteriji, ki
jih je oblikoval CLSI, izolatom dolocili stopnje obcutljivosti (S/I/R). Rezultati dolo¢anja
obcutljivosti izolatov P. aeruginosa za izbrane antibiotike, dobljeni z disk difuzijsko
metodo in metodo difuzije koncentracijskega gradienta, so navedeni v prilogi D in povzeti
v preglednicah 11-16.
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Preglednica 11: Stevilo za piprecilin/tazobaktam obéutljivih, za piprecilin/tazobaktam zmerno
obcutljivih ter proti piperacilin/tazobaktamu odpornih izolatov Pseudomonas aeruginosa, dolo¢eno
z metodo disk difuzije in metodo difuzije koncentracijskega gradienta (Etest)

Antibiotik Piperacilin/tazobaktam Etest (§t. izolatov) SKUPAJ
S I R
Piperacilin/tazobaktam 46 0 0 46
disk difuzija (st. 0 0 0 0
izolatov) 0 0 4 4
SKUPAJ 46 0 4 50
Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno ob&utljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl.
resistant)

Preglednica 12: Stevilo za cefepim ob&utljivih, za cefepim zmerno obéutljivih ter proti cefepimu
odpornih izolatov Pseudomonas aeruginosa, dolo¢eno z metodo disk difuzije in metodo difuzije

koncentracijskega gradienta (Etest)

Antibiotik Cefepim Etest (8t. izolatov) SKUPAJ
S [ R
Cefepim disk difuzija 46 4* 0 50
(8t. izolatov) 0 0 0 0
0 0 0 0
SKUPAJ 46 4 0 50
Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno obcutljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl.

resistant); * stopnja obcutljivosti, dolocena z disk difuzijsko metodo, se razlikuje od stopnje
obcutljivosti, dolo¢ene z metodo difuzije koncentracijskega gradienta

Preglednica 13: Stevilo za meropenem obcutljivih, za meropenem zmerno obéutljivih ter proti
meropenemu odpornih izolatov Pseudomonas aeruginosa, dolo¢eno z metodo disk difuzije in
metodo difuzije koncentracijskega gradienta (Etest)

Antibiotik Meropenem Etest (st. izolatov) SKUPAJ
S | R
Meropenem disk 46 0 0 46
difuzija (8t. izolatov) 0 1 1% 2
0 0 2 2
SKUPAJ 46 0 3 50
Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno obcutljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl.

resistant); * stopnja obcutljivosti, dolo¢ena z disk difuzijsko metodo, se razlikuje od stopnje
obcutljivosti, dolo¢ene z metodo difuzije koncentracijskega gradienta
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Preglednica 14: Stevilo za gentamicin obéutljivih, za gentamicin zmerno obéutljivih ter proti
gentamicinu odpornih izolatov Pseudomonas aeruginosa, doloc¢eno z metodo disk difuzije in
metodo difuzije koncentracijskega gradienta (Etest)

Antibiotik Gentamicin Etest (5t. izolatov) SKUPAJ
S [ R
Gentamicin disk 45 2* 0 47
difuzija (8t. izolatov) 0 0 0 0
0 0 3 3
SKUPAJ 45 2 3 50
Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno ob¢utljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl.

resistant); * stopnja obcutljivosti, dolo¢ena z disk ~ difuzijsko metodo, se razlikuje od stopnje
obcutljivosti, dolo¢ene z metodo difuzije koncentracijskega gradienta

Preglednica 15: Stevilo za ciprofloksacin obéutljivih, za ciprofloksacin zmerno ob&utljivih ter proti
ciprofloksacinu odpornih izolatov Pseudomonas aeruginosa, dolo¢eno z metodo disk difuzije in
metodo difuzije koncentracijskega gradienta (Etest)

Antibiotik Ciprofloksacin Etest (8t. izolatov) SKUPAJ
S I R
Ciprofloksacin disk 40 2* 0 42
difuzija (8t. izolatov) 0 2 1* 3
0 0 5 5
SKUPAJ 40 4 6 50
Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno obcutljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl.

resistant); * stopnja obcutljivosti, dolo¢ena z disk difuzijsko metodo, se razlikuje od stopnje
obcutljivosti, dolo¢ene z metodo difuzije koncentracijskega gradienta

Preglednica 16: Stevilo za kolistin ob&utljivih, za kolistin zmerno obgutljivih ter proti kolistinu
odpornih izolatov Pseudomonas aeruginosa, dolo¢eno z metodo disk difuzije in metodo difuzije
koncentracijskega gradienta (Etest)

Antibiotik Kolistin Etest (5t. izolatov) SKUPAJ
S | R
Kolistin disk difuzija 48 2* 0 50
(8t. izolatov) 0 0 0 0
0 0 0 0
SKUPAJ 48 2 0 50
Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno obcutljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl.

resistant); * stopnja obcutljivosti, dolo¢ena z disk  difuzijsko metodo, se razlikuje od stopnje
obcutljivosti, dolo¢ene z metodo difuzije koncentracijskega gradienta
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Rezultate testiranja obcutljivosti za izbrane antibiotike, dobljene z disk difuzijsko metodo,
smo primerjali z rezultati Etestov. Primerjava rezultatov dolocanja ob¢utljivosti med disk
difuzijo in Etesti za izbrane antibiotike je prikazana na slikah 7-12. Primerjali smo
kategorije obcutljivosti, doloCene z omenjenima metodama, in ugotavljali prisotnost zelo
velikih, velikih in majhnih napak. Izracunali smo stopnjo oz. delez napak za posamezne
antibiotike in skupno stopnjo napak. Vecjih odstopanj med rezultati, dobljenimi z Etesti in
disk difuzijsko metodo, nismo zasledili. Primerjava rezultatov ni pokazala zelo velikih in
velikih napak pri nobenem od testiranih antibiotikov, prislo pa je do manjsih diskrepanc v
primeru cefepima, gentamicina, ciprofloksacina, gentamicina in kolistina. Pri primerjavi
rezultatov metod za omenjene antibiotike smo zasledili pojav majhnih napak. Medtem ko
so bili delezi obcutljivih izolatov, doloceni z disk difuzijsko metodo, 100 % za kolistin in
cefepim, 94 % za gentamicin in 84 % za ciprofloksacin (Preglednica 8), so bili delezi
obcutljivih izolatov, doloceni z Etesti, nekoliko nizji (predvsem na racun intermediarnih
izolatov), in sicer 96 % za Kolistin, 92 % za cefepim, 90 % za gentamicin in 80 % za
ciprofloksacin (Preglednica 9). Rezultati nakazujejo na trend lazne obcutljivosti disk
difuzijske metode. Stopnje majhnih napak so bile 8 % v primeru cefepima, 6 % v primeru
ciprofloksacina, 2 % v primeru meropenema, v primeru gentamicina in kolistina pa 4 %
(Preglednica 17). Pri testiranju za piperacilin/tazobaktam napak med metodama nismo
zasledili. Izracunali smo tudi skupno stopnjo napak. Frekvenca zelo velikih in velikih
napak je bila 0 %, frekvenca majhnih napak pa 4 % (Preglednica 18). Stopnje napak niso
presegale sprejemljivih stopenj napak (Preglednica 7), priporoc¢enih v dokumentu M23-A2
oblikovanem s strani CLSI. Stevilo in izrauni delezev zelo velikih, velikih in majhnih
napak za izbrane antibiotike so podani v preglednici 17, skupne stopnje napak pa v

preglednici 18.

IzraCunali smo stopnjo ujemanja med disk difuzijsko metodo in metodo difuzije
koncentracijskega gradienta za vsak posamezen antibiotik in skupno stopnjo ujemanja med
metodama. Na splo$no je bilo kategori¢no ujemanje med metodama dobro. Stopnja
ujemanja med metodo difuzije koncentracijskega gradienta in disk difuzijsko metodo je
bila za vseh Sest izbranih antibiotikov visja od 90 %. Najnizja stopnja ujemanja med
metodama je bila v primeru cefepima, in sicer 92 %. Stopnja ujemanja za

piperacilin/tazobaktam je bila 100 %, za meropenem 98 %, za kolistin in gentamicin 96 %,
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za ciprofloksacin pa 94 %. Visoka (96 %) je bila tudi skupna stopnja ujemanja med metodo
difuzijskega gradienta in disk difuzijsko metodo. Stopnje ujemanja za posamezne
antibiotike so navedene v preglednici 17, celokupna stopnja ujemanja pa v preglednici 18.

Preglednica 17: Napake v kategorijah obcutljivosti (Stevilo/%) in stopnje ujemanja (%) med Kirby-
Bauerjevo difuzijsko metodo in metodo difuzije koncentracijskega gradienta

Napake Stopnja ujemanja
ANTIBIOTIK (3L/%) %)
PIPERACILIN/TAZOBAKTAM 100
Zelo velika napaka 0/0
Velika napaka 0/0
Manj$a napaka 0/0
CEFEPIM 92
Zelo velika napaka 0/0
Velika napaka 0/0
Manjsa napaka 4/8
MEROPENEM 98
Zelo velika napaka 0/0
Velika napaka 0/0
Manjsa napaka 1/2
GENTAMICIN 96
Zelo velika napaka 0/0
Velika napaka 0/0
Manjsa napaka 2/4
CIPROFLOKSACIN 94
Zelo velika napaka 0/0
Velika napaka 0/0
Manjsa napaka 3/6
KOLISTIN 96
Zelo velika napaka 0/0
Velika napaka 0/0
Manjsa napaka 2/4

Preglednica 18: Skupna stopnja napak in kategori¢no ujemanje za vse antibiotike

Etest Napake

ANTIBIOTIK (st. izolatov) (3t./%
S I R > VM | M m CA N
PIPERACILIN/TAZOBAKTAM 46 0 4 50 0/0 | 0/0 | 0/0 50 50
CEFEPIM 46 4 0 50 0/0 | 0/0 | 4/8 46 50
MEROPENEM 46 1 3 50 0/0 | 0/0 | 1/2 49 50
GENTAMICIN 45 2 3 50 0/0 | 0/0 | 2/4 48 50
CIPROFLOKSACIN 40 4 6 50 0/0 | 0/0 | 3/6 47 50
KOLISTIN 48 2 0 50 0/0 | 0/0 | 2/4 48 50
Skupaj 271 13 16 300 0 0 12 288 | 300

Frekvenca [%0] 90,3 4,3 5,3 0 0 4 96

Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno obcutljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl.

resistant); VM — zelo velika napaka (angl. very major error); M — velika napaka (angl. major
error); m — majhna napaka (angl. minor error); CA — kategoriéno ujemanje (angl. categorical
agreement); N — stevilo testiranih izolatov
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Legenda: MIK — minimalna inhibitorna koncentracija (ng/ml)

Slika 7: Primerjava minimalnih inhibitornih koncentracij (ng/ml), dolo¢enih z Etesti, in premerov
inhibicijskih con (mm) 100/10-mikrogramskih diskov za piperacilin/tazobaktam dolo¢enih za 50
kliniénih izolatov Pseudomonas aeruginosa. Crtkane &rte predstavljajo mejne vrednosti
ob¢utljivosti za piperacilin/tazobaktam. Stevilke predstavljajo Stevilo izolatov z doloéeno
minimalno inhibitorno koncentracijo in premerom inhibicijske cone
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Legenda: MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

Slika 8: Primerjava minimalnih inhibitornih koncentracij (ng/ml), dolocenih z Etesti, in premerov
inhibicijskih con (mm) 30-mikrogramskih diskov za cefepim, dolo¢enih za 50 klini¢nih izolatov
Pseudomonas aeruginosa. Crtkane &rte predstavljajo mejne vrednosti ob&utljivosti za cefepim.
Stevilke predstavljajo $tevilo izolatov z dolo&eno minimalno inhibitorno koncentracijo in
premerom inhibicijske cone. Obkrozene Stevilke predstavljajo neskladne izolate
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Slika 9: Primerjava minimalnih inhibitornih koncentracij, dolo¢enih z Etesti (ug/ml), in premerov
inhibicijskin con (mm) 10-mikrogramskih diskov za meropenem, doloc¢enih za 50 klini¢nih
izolatov Pseudomonas aeruginosa. Crtkane &rte predstavljajo mejne vrednosti obéutljivosti za
meropenem. Stevilke predstavljajo $tevilo izolatov z dolo&eno minimalno inhibitorno koncentracijo
in premerom inhibicijske cone. Obkrozene $tevilke predstavljajo neskladne izolate
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Legend: MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

Slika 10: Primerjava minimalnih inhibitornih koncentracij (ug/ml), doloc¢enih z Etesti, in premerov
inhibicijskih con (mm) 10-mikrogramskih diskov za gentamicin, doloc¢enih za 50 klini¢nih izolatov
Pseudomonas aeruginosa. Crtkane ¢rte predstavljajo mejne vrednosti ob&utljivosti za gentamicin.
Stevilke predstavljajo Stevilo izolatov z dolodeno minimalno inhibitorno koncentracijo in
premerom inhibicijske cone. Obkrozene Stevilke predstavljajo neskladne izolate
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Slika 11: Primerjava minimalnih inhibitornih koncentracij (ug/ml), dolo¢enih z Etesti, in premerov
inhibicijskin con (mm) 5-mikrogramskih diskov za ciprofloksacin, dolocenih za 50 klini¢nih
izolatov Pseudomonas aeruginosa. Crtkane &rte predstavljajo mejne vrednosti obéutljivosti za
ciprofloksacin. Stevilke predstavljajo §tevilo izolatov z dologeno minimalno inhibitorno
koncentracijo in premerom inhibicijske cone. Obkrozene Stevilke predstavljajo neskladne izolate
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Legenda: MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

Slika 12: Primerjava minimalnih inhibitornih koncentracij (ug/ml), dolo¢enih z Etesti, in premerov
inhibicijskih con (mm) 10-mikrogramskih diskov za kolistin, dolo¢enih za 50 klini¢nih izolatov
Pseudomonas aeruginosa. Crtkane érte predstavljajo mejne vrednosti obcutljivosti za kolistin.
Stevilke predstavljajo $tevilo izolatov z dolodeno minimalno inhibitorno koncentracijo in
premerom inhibicijske cone. Obkrozene Stevilke predstavljajo neskladne izolate
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

V razpravi bomo komentirali izsledke naSega dela glede na obstojeco literaturo, hipoteze in

cilje dela,v sklepih pa povzeli temeljne ugotovitve.

5.1 RAZPRAVA

V prvi tocki razprave bomo govorili o ob¢utljivosti izolatov P. aeruginosa za antibiotike, v
drugi tocki razprave pa bomo primerjali uporabo kvalitativne Kirby-Bauerjeve difuzijske
metode in kvantitativne metode difuzije koncentracijskega gradienta (Etest) za testiranje

obcutljivosti bakterije P. aeruginosa za antibiotike.
5.1.1Ob¢utljivost izolatov Pseudomonas aeruginosa za izbrane antibiotike

Za zdravljenje okuzb, ki jih povzroc¢a P. aeruginosa, je klju¢na pravo¢asna in ustrezna
antibioti¢na terapija. Naravna odpornost tega organizma proti velikemu $tevilu antibiotikov
je omejila izbor ucinkovitih antibiotikov na protipseudomonasne peniciline (piperacilin,
karbenicilin), cefalosporine Ill. in IV. generacije (ceftazidim, cefoperazon, cefepim),
karbapeneme (imipenem, meropenem, doripenem), monobaktam aztreonam in
fluorokinolone (ciprofloksacin, norfloksacin, levofloksacin). Aminoglikozidi (amikacin,
gentamicin, netilmicin, tobramicin) se ne priporocajo v monoterapiji, temve¢ kot del
kombinirane terapije za zdravljenje resnih okuzb. Zaradi vse vecje razsirjenosti izolatov P.
aeruginosa, odpornih proti ve¢ antibiotikom iz razliénih skupin, in pomanjkanja novih
ucinkovitih antibiotikov pa se vse bolj v uporabo vrafajo starejsi antibiotiki iz skupine
polimiksinov, ki so jih v preteklosti opusScali zaradi porocil o toksi¢nosti. Tako se v zadnjih
letih zaradi vse vecjega pojava veckratno odpornih izolatov P. aeruginosa v uporabo vraca

kolistin kot zadnji izbor za zdravljenje tezkih okuzb (Guzvinec in sod., 2012).

Celotna raba antibiotikov v Sloveniji je bila v letu 2009 1,78 definirane dnevne doze
(DDD) na 1.000 prebivalcev na dan, kar nas uvrs¢a na deseto mesto med 22 drzavami
(Cizman in Beovi¢, 2011). O sami strukturi porabe antibiotikov v Sloveniji na splogno je
tezko govoriti, saj koli¢ina in struktura rabe antibiotikov moc¢no variirata tako med

primarnim in bolnigniénim sektorjem kot tudi med geografskimi obmogji (Cizman, 2010).
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Obstaja povezava med porabo antibiotikov in odpornostjo bakterij. Cim vi§ja je poraba,
tem vedja je odpornost bakterij (Cizman in sod., 2009). Ceprav je vedina antibiotikov
predpisana zunaj bolniS$nic, ostajajo bolniSnice zariSCe nastajanja odpornosti bakterij
(Cizman, 2010). Poraba antibiotikov v bolni§nicah predstavlja le okrog 10 do 20 odstotkov
celotne porabe antibiotikov (Cizman, 2010), vendar pa se ta usmeri na majhno §tevilo oseb.
Zaradi visoke rabe antibiotikov in poveane moznosti prenosa odpornih bakterij so
bolniSnice epicenter nastajanja odpornih bakterij. Na pogostnost izolacije odpornih bakteri]
bistveno vplivajo celotna raba antibiotikov, struktura rabe in prenos odpornih bakterij
(Cizman in Beovi¢, 2011). Obstajajo razlike v koli¢ini in strukturi rabe antibiotikov med
razliénimi bolni$nicami kot tudi med bolnidni¢nimi oddelki (Cizman in sod., 2009).
Posledi¢no se razlikujejo tudi profili odpornosti bakterij. Ker je zdravljenje bakterijskih
okuzb v prvi fazi vefinoma izkustveno, je izrednega pomena lokalno spremljanje
obcutljivosti pomembnih bakterij za namen odkrivanja pojava odpornosti ter za
nacrtovanje izkustvenega zdravljenja v bolniSnicah. V konc¢ni fazi pa je ugotavljanje
obcutljivosti kljunega pomena za izbor najustreznejSe protimikrobne terapije in usmerjeno
zdravljenje okuzb (Torres in sod., 2008). Prav identifikacija povzrocitelja in racionalno
zdravljenje po opravljenem antibiogramu se mnogokrat izkazeta kot edina u¢inkovita in sta
predpogoj za optimalno in uspeSno zdravljenje, hkrati pa racionalno predpisovanje

antibiotikov prispeva k preprecevanju nastanka in Sirjenja odpornih bakterij.

Zaradi pojava vse veCjega Stevila izolatov P. aeruginosa z zmanj$ano obcutljivostjo ali
odpornostjo proti trenutno priporocenim antibiotikom za zdravljenje teh okuzb je nujno
doloCanje obcutljivosti tega organizma za antibiotike. V standardni antibiogram
Univerzitetne Klinike za pljuéne bolezni in alergijo Golnik za dolocanje odpornosti
bakterije P. aeruginosa (1. 2009) je vklju¢enih Sest antibiotikov: piperacilin/tazobaktam,
ceftazidim, cefepim, imipenem, ciprofloksacin in amikacin. Antibiotiki so izbrani glede na
trenutne trende lokalnega pojavljanja odpornosti. V diplomskem delu smo v antibiogram
vkljucili nekoliko drugacen spekter antibiotikov. Testirali smo obcutljivost izolatov
bakterije P. aeruginosa za antibiotike, ki so bolj ali manj del stalne klinicne prakse —
piperacilin/tazobaktam (TZP), cefepim (CEF), meropenem (MEM), gentamicin (GM),
ciprofloksacin (CIP) in kolistin (CL), ki v Sloveniji velja za rezervni antibiotik in se

uporablja le v izjemnih primerih, izklju¢no za usmerjeno bolniSni¢no zdravljenje okuzb z
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gramnegativnimi bakterijami, ki so odporne proti vsem drugim antibiotikom ali ¢e je bilo
zdravljenje z drugimi antibiotiki neucinkovito. Najpogosteje se uporablja za zdravljenje
hudih okuzb (pljucnica, sepsa, okuzbe secil) s P. aeruginosa in Acinetobacter baumanii
kot zadnja moZnost zdravljenja z antibiotiki (Cizman in Beovié, 2007). Po podatkih,
dostopnih v interaktivni bazi ESAC-Net (angl. Antimicrobial consumption interacitive
database) na strani Evropskega centra za prepreCevanje in kontrolo bolezni (ECDC, angl.
European Centre for Disease Prevention and Control), je bila raba polimiksinskih
antibiotikov v Sloveniji prvi¢ zabelezena leta 2005, in sicer 0,0001 DDD na 1000
prebivalcev dnevno. Vse od leta 2005 do leta 2009 se je raba polimiksinov povecevala in v
letu 2009 dosegla porabo 0,0010 DDD na 1000 prebivalcev dnevno (ECDC, 2005-2014 ).
Ker je raba polimiksinskih antibiotikov v Sloveniji nizka, je posledi¢no pric¢akovati nizko

stopnjo odpornosti proti temu agensu.

V diplomskem delu smo Zeleli dolociti ob¢utljivost 50 izolatom bakterije P. aeruginosa,
osamljenih iz kuznin bolnikov, hospitaliziranih na Univerzitetni Kliniki za pljuéne bolezni
in alergijo Golnik v obdobju od junija do septembra 2009, za izbrane antibiotike. V ta
namen smo vseh 50 izolatov P. aeruginosa testirali s Kirby-Bauerjevo disk difuzijsko
metodo in metodo difuzije koncentracijskega gradienta (Etest) po navodilih proizvajalca
antibioti¢nih diskov (Becton Dickinson, Maryland, ZDA) oz. Etestov (bioMérieux, Lyon,
France) in v skladu z navodili CLSI.

Dolocanje obcutljivosti z disk difuzijsko metodo je pokazalo, da je obcutljivost izolatov P.
aeruginosa za izbrane antibiotike na splosno dobra (Preglednica 8). Obcutljivost za vse
izbrane antibiotike je bila visoka in je bila, z izjemo obcutljivosti za ciprofloksacin (84 %),
enaka ali vi§ja od 92 %. Vseh 50 (100 %) izolatov P. aeruginosa je bilo glede na kriterije
za opredelitev obcutljivosti obcutljivih za cefepim in kolistin. Najvecji delez odpornih
(10 %) in intermediarnih (6 %) izolatov smo zasledili pri ciprofloksacinu. Proti
kombinaciji piperacilin/tazobaktam je bilo odpornih 8 % izolatov, proti gentamicinu pa
6 % izolatov. Pri testiranju obcutljivosti za meropenem smo zasledili 4 % odpornih in 4 %
intermediarnih izolatov. Stopnje odpornosti proti izbranim antibiotikom variirajo in
sovpadajo s pogostnostjo uporabe posameznih uc¢inkovin. Zanimalo nas je tudi, kako je z
obcutljivostjo 50 izbranih izolatov za cefalosporinski antibiotik I11. generacije, ceftazidim.

V ta namen smo pregledali podatke standardnega antibiograma Univerzitetne klinike za
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pljucne bolezni in alergijo Golnik, ki med drugim vkljucuje tudi rezultate dolocanja
obcutljivosti za ceftazidim z disk difuzijsko metodo (izvedena v skladu s standardi CLSI).
Po bolnisni¢nih podatkih je proti ceftazidimu odpornih 6 % (3/50) izolatov, preostalih
94 % (47/50) izolatov pa obcutljivih za ceftazidim (Tomi¢, 2014). Stopnja odpornosti proti
ceftazidimu je vi§ja v primerjavi S stopnjo odpornosti proti drugemu cefalosporinskemu

antibiotiku — cefepimu, Kkar je pri¢akovano, saj se slednji za zdravljenje uporablja redkeje.

Vsem 50 izolatom P. aeruginosa smo obcutljivost za izbrane antibiotike 0z. odpornost
proti njim dolocili Se z metodo difuzije koncentracijskega gradienta, ki nam podaja
kvantitativne rezultate. Pri testiranju z Etesti smo pri vseh testiranih antibiotikih zasledili
pojav intermediarnih in/ali odpornih izolatov, vendar je bila obcutljivost za izbrane
antibiotike na splo$no dobra in je bila, z izjemo obcutljivosti za ciprofloksacin (80 %),
visja ali enaka 90 % (Preglednica 9). Tako kot pri testiranju z disk difuzijo smo tudi pri
dolo¢anju obcutljivosti z Etesti najve¢ji delez (20 %) neobcutljivih (1+R) izolatov zasledili
priciprofloksacinu. Delez proti ciprofloksacinu odpornih (12 %) izolatov in delez
intermediarnih (8 %) izolatov sta bila nekoliko visja kot pri dolocanju z disk difuzijsko
metodo. Ceprav je bil delez ob&utljivih izolatov v primeru ciprofloksacina najman;j$i med
vsemi testiranimi antibiotiki (80 %), sta bili minimalni inhibitorni vrednosti za 50 %
(MIKsp = 0,125 pg/ml) in 90 % (MIKgy = 4 pg/ml) izolatov relativno nizki (Preglednica
10). Minimalne inhibitorne koncentracije za ciprofloksacin so sicer zavzemale vrednosti od
0,064 do >32 pg/ml. Vecji delez odpornosti proti ciprofloksacinu je posledica visoke in
zelo razsirjene porabe tega in drugih antibiotikov iz skupine fluorokinolonov. Odpornost
proti ciprofloksacinu je skrb vzbujajoca, saj v primeru odpornosti proti temu antibiotiku za
zdravljenje ni primeren nobeden od antibiotikov iz skupine fluorokinolonov. Betalaktamski
antibiotiki, zlasti penicilini, so najpogosteje uporabljeni antibiotiki tako v primarnem kot
bolni$ni¢nem sektorju. Vendar je to zelo posploSena slika, saj skupina betalaktamskih
antibiotikov zajema zelo Sirok spekter razlicnih antibiotikov z zelo razli€éno uporabnostjo.
Koli¢ina in struktura porabe posameznih betalaktamskih antibiotikov mocno variirata,
posledi¢no tudi stopnje odpornosti proti antibiotikom iz te skupine. V diplomskem delu
smo preverili obcutljivost kliniénih izolatov P. aeruginosa za piperacilin/tazobaktam,
meropenem in cefepim. Pri testiranju obcutljivosti izolatov z Etesti smo zasledili 8 % proti

kombinaciji piperacilin/tazobakatam odpornih izolatov, preostalih 92 % izolatov je bilo
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obcutljivih za piperacilin/tazobaktam (Preglednica 9). Poudariti pa je treba, da sta bili v
primeru  kombinacije piperacilin/tazobaktam visoki tako minimalna inhibitorna
koncentracija za 90 % organizmov (MIKgy = 16 pg/ml) kot tudi minimalna inhibitorna
koncentracija za 50 % organizmov (MIKse = 4 pg/ml) (Preglednica 10). Sirok je bil tudi
razpon MIK-ov, in sicer so vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracij za
piperacilin/tazobaktam obsegale koncentracije od 0,125 do >256 pg/ml. Testiranje z Etesti
je razkrilo 6 % proti meropenemu odpornih izolatov in 2 % intermediarnih izolatov
(Preglednica 9). Meropenem je pokazal dobro aktivnost (MIKso = 0,25 ug/ml, MIKgy =
2 ng/ml) (Preglednica 10), vendar pa so tudi v primeru meropenema vrednosti minimalnih
inhibitornih koncentracij moc¢no variirale — minimalne inhibitorne koncentracije za
meropenem so zavzemale vrednosti od 0,016 do >32 pg/ml (Preglednica 10). Za
meropenem je bilo obcutljivih 92 % izolatov (Preglednica 9). Medtem ko je bilo pri
testiranju z disk difuzijsko metodo vseh 50 (100 %) izolatov obcutljivih za cefepim
(Preglednica 8), smo pri testiranju z Etesti zasledili pojav intermediarnih izolatov
(Preglednica 9). Za cefepim so bili zmerno obcutljivi 4 (8 %) izolati (Preglednica 9) z
dolo¢eno minimalno inhibitorno koncentracijo 16 pg/ml (Priloga C). Proti cefepimu
odpornih izolatov tudi pri testiranju z Etesti nismo zasledili. Ceprav je bila ob&utljivost za
cefepim dobra (92 %), pa sta bili vrednosti MIKso in MIKg relativno visoki, in sicer
2 pg/ml in 8 pg/ml (Preglednica 10). Minimalne inhibitorne vrednosti za cefepim so sicer
variirale od 0,5 do 16 pg/ml (Preglednica 10). Preverili smo tudi obc¢utljivost izolatov za
aminoglikozidni antibiotik gentamicin. Aminoglikozidni antibiotiki se navadno ne
uporabljajo samostojno, pa¢ pa kot del kombinirane terapije, npr. v kombinaciji s
Sirokospektralnimi betalaktamskimi antibiotiki za izkustveno zdravljenje hudih okuzb, ki
jih povzro€ajo gramnegativne bakterije. Pri testiranju z Etesti je bilo za gentamicin
neobcutljivih (I+R) 10 % izolatov, in sicer je bilo 6 % izolatov proti gentamicinu odpornih,
4 % izolatov pa intermediarnih (Preglednica 9). Vrednosti minimalnih inhibitornih
koncentracij za gentamicin so obsegale koncentracije od 0,125 do 128 ug/ml, doloceni
vrednosti MIKsg in MIKg pa sta bili 2 in 4 ug/ml (Preglednica 10). Za gentamicin je bilo
obcutljivih 90 % izolatov (Preglednica 10). Kolistin je med vsemi testiranimi antibiotiki
pokazal najboljSo aktivnost proti izolatom P. aeruginosa. Minimalna inhibitorna
koncentracija kolistina, ki inhibira rast 90 %, je bila nizka (MIKgy = 1 pg/ml), prav tako

tudi minimalna inhibitorna koncentracija, ki inhibira 50 % izolatov (MIKsy = 0,5 pg/ml)
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(Preglednica 10). Medtem ko je bilo pri testiranju z disk difuzijsko metodo vseh 50 (100
%) izolatov obcutljivih za kolistin (Preglednica 8), smo pri testiranju z Etesti zasledili dva
izolata (4 %), zmerno obcutljiva za kolistin (Preglednica 9) s pripadajo¢ima MIK-oma
4 ng/ml (Priloga C). Preostalih 96 % izolatov je bilo obcutljivih za kolistin (Preglednica 9).
Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracij za kolistin so bile nizke — obsegale so
koncentracije od 0,125 pg/ml do 4 pg/ml (Preglednica 10). Proti kolistinu odpornih
izolatov tudi pri testiranju z Etesti nismo zasledili (Preglednica 9), vendar pa se moramo
zavedati, da intermediarni sevi lahko kaj hitro preidejo v odporne. Ker se kolistin uporablja
le v izjemnih primerih, je aktivnost tega antibiotika v splosSnem Se vedno dobra, o ¢emer
porocajo tudi nekatere podobne »nedavne« Studije (Galani in sod., 2008; Somily, 2010).
Zaskrbljujoce pa je dejstvo, da se v svetu Ze pojavljajo izolati, odporni tudi proti temu,
zadnjemu antibiotiku, in zdi se, da so neozdravljive okuzbe s P. aeruginosa v prihodnosti

neizbeZne.

Medtem ko obstajajo Stevilne interpretacije pojma veckratno odpornih bakterij (MDR,
angl. multidrug-resistant), je bakterija P. aeruginosa po standardni definiciji MDR, ki jo je
nedavno predlagala mednarodna skupina znanstvenikov, definirana kot neobcutljiva (I ali
R) za vsaj en antibiotik iz treh ali ve¢ kategorij protipseudomonasnih antibiotikov, pri
¢emer so definirane antibioticne kategorije: protipseudomonasni penicilini + inhibitorji -
laktamaz (tikarcilin/klavulanska kislina, piperacilin/tazobaktam), protipseudomonasni
cefalosporini  (ceftazidim, cefepim), protipseudomonasni karbapenemi (imipenem,
meropenem, doripenem), aminoglikozidi (gentamicin, tobramicin, amikacin, netilmicin),
protipseudomonasni  fluorokinoloni  (ciprofloksacin, levofloksacin), monobaktami
(aztreonam), fosfonske kisline (fosfomicin) in polimiksini (kolistin, polimiksin B)
(Magiorakos in sod., 2011). Da bi zagotovili pravilno uporabo te definicije, bi sicer morali
izolate testirati na vse ali skoraj vse antibiotike znotraj kategorij antibiotikov, vseeno pa
lahko iz priloge E Ze zdaj razberemo prisotnost MDR izolatov P. aeruginosa. Na primer,
testiranje z difuzijsko metodo (Priloga B) je pokazalo veckratno odpornost izolata 4759
(odporen proti kombinaciji piperacilin/tazobaktam, gentamicinu in meropenemu ter
zmerno obcutljiv za ciprofloksacin), medtem ko je testiranje z Etesti (Priloga C) poleg
omenjenega izolata razkrilo tudi veckratno odpornost izolata 4994 (odporen proti

kombinaciji piperacilin/tazobaktam in ciprofloksacinu ter zmerno obcutljiv za cefepim).
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Rezultati Etestov (Priloga C) kaZzejo, da je izolat 4759, ki je bil osamljen iz aspirata traheje
(Priloga E), odporen proti kombinaciji piperacilin/tazobaktam, gentamicinu in
meropenemu, hkrati pa kaze le zmerno obcutljivost za ciprofloksacin, cefepim in kolistin,
kar nakazuje na potencialno moznost razvoja pan-rezistentnih (PDR, angl. pandrug-
resistant) izolatov, neobcutljivih za vse antibiotike v vseh kategorijah protipseudomonasnih
antibiotikov. Predvidevamo lahko, da bi bilo v primeru testiranja obc¢utljivosti izolatov za
vse antibiotike v vseh antibioti¢nih kategorijah Stevilo MDR P. aeruginosa izolatov vecje.
Podatki o incidenci MDR P. aeruginosa so skopi. Razlog za to je verjetno prav
pomanjkanje splosno sprejete definicije. Vsekakor pa je jasno, da se izolati P. aeruginosa,
odporni proti antibiotikom iz ve¢ razlicnih skupin, pojavljajo vse pogosteje in da obstaja
povezava med veckratno odpornimi izolati in podaljSano hospitalizacijo, povecano

mortaliteto ter povecanimi stroski zdravljenja.

Lahko potrdimo na zacetku postavljeni hipotezi. Stopnje odpornosti proti izbranim
antibiotikom variirajo in odrazajo razlicno pogostnost uporabe posameznih ucinkovin.
Kolistin se je izkazal za najucinkovitejsi antibiotik. Proti kolistinu odpornih izolatov nismo
zasledili, delez intermediarnih izolatov pa je bil majhen, kar sovpada z nizko porabo tega
antibiotika. Ceprav nasi rezultati kaZejo razmeroma dobro obgutljivost za izbrane
antibiotike, se moramo zavedati, da Slovenija ni oaza. V Sloveniji vse pogosteje
predpisujemo antibiotike zadnje izbire, kot je npr. kolistin, kar je znak, da se vse pogosteje
sreCujemo z veckratno odpornimi bakterijami, kjer ni moZnosti zdravljenja z drugimi
antibiotiki. Zato je pomembno, da te antibiotike prejemajo le bolniki, ki jih resni¢no
potrebujejo (Cizman in Beovié, 2011). Cizman (2013) v svojem porodilu ob dnevu
antibiotikov 2013 poroCa, da v zadnjem casu raba cefalosporinov 3. generacije in
fluorokinolonov kaze ugodne trende zmanj$evanja porabe, vendar je ta Se vedno previsoka,
kar se kaze v odpornosti gramnegativnih bakterij proti omenjenim antibiotikom. Raba
cefalosporinov 4. generacije se ne zniZuje. Mocno zaskrbljujoCa je naras¢ajoCa raba
karbapenemov, saj bo ta nedvomno povzrocila ve¢jo odpornost gramnegativnih bakterij
(Cizman, 2013). Raba antibiotikov v Sloveniji ni optimalna in $e vedno odstopa v
primerjavi z drzavami, v katerih je predpisovanje antibiotikov racionalnejse. Ker je
odpornost bakterij v velikem delu posledica pretirane in nepravilne rabe antibiotikov, je za

prepreCevanje nastanka in Sirjenja odpornosti nujna optimizacija porabe.
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5.1.2Primerjava rezultatov Kirby-Bauerjeve difuzijske metode in metode difuzije

koncentracijskega gradienta

Danes imamo za dolo¢anje ob¢utljivosti bakterij na razpolago stevilne metode. Medtem ko
so dilucijske metode referencne metode (zlati standard) za dolocanje obcutljivosti bakterij,
se te v rutini ne uporabljajo pogosto, saj so zamudne, izvedbeno zahtevnejse in drage.
Vecina laboratorijev za rutinsko dolo¢anje obcutljivosti bakterij za antibiotike uporablja
Kirby-Bauerjevo difuzijsko metodo. Disk difuzijska metoda je standardizirana in
zanesljiva alternativna metoda dilucijskin metod za doloCanje obcutljivosti Stevilnih
bakterij za razliéne antibiotike (Hudzicki, 2009). Se ena dobro uveljavljena metoda za
dolocanje obcutljivosti bakterij za antibiotike je metoda difuzije koncentracijskega
gradienta (Etest). Etest je kombinacija disk difuzije in agar dilucijskih metod (Schwalbe in
sod., 2007). Test se izvaja na enak nacin kot disk difuzija, vendar zaradi gradienta
antibiotika na Etestu poleg kategorije obcutljivosti na podlagi rezultatov omogoca tudi

dolocitev minimalne inhibitorne koncentracijo (MIK) antibiotika (bioMérieux, 2014).

V diplomskem delu smo primerjali uporabo kvalitativne Kirby-Bauerjeve difuzijske
metode in kvantitativne metode difuzije koncentracijskega gradienta (Etest) za testiranje
obcutljivosti bakterije P. aeruginosa za antibiotike: piperacilin/tazobaktam, cefepim,
meropenem, gentamicin, ciprofloksacin in kolistin. Metodo difuzije koncentracijskega
gradienta smo izbrali za »referen¢no« metodo v smislu, da smatramo, da metoda podaja
natancnejSe podatke o obcutljivosti, Ceprav je treba poudariti, da je dejansko referencna
metoda za dolocanje obcutljivosti bakterije P. aeruginosa mikrodilucijska metoda.
Natanc¢nost dolo¢anja obcutljivosti z disk difuzijsko metodo za izbrane antibiotike je bila
ocenjena v primerjavi z Etestom z uporabo razpoloZljivih interpretativnih kriterijev CLSI.
Primerjali smo kategorije obcutljivosti vseh 50 izolatov bakterije P. aeruginosa za izbrane
antibiotike, dolo¢ene z disk difuzijsko metodo in Etesti. Glede na ujemanje/neujemanje
kategorij obcutljivosti, dolocenih z omenjenima metodama, smo dolocili prisotnost zelo
velikih, velikih in majhnih napak in nato izracunali stopnje oz. deleZze napak ter stopnje

ujemanja med metodama.
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Vecjih odstopanj med rezultati, dobljenimi z Etesti in disk difuzijsko metodo, nismo
zasledili (Preglednica 17 in Preglednica 18). Primerjava rezultatov ni pokazala zelo velikih
in velikih napak pri nobenem od testiranih antibiotikov, prislo pa je do manjsih diskrepanc
v primeru cefepima, meropenema, gentamicina, ciprofloksacina in kolistina (Preglednica
17). Stopnje obcutljivosti za omenjene antibiotike, dolocene z disk difuzijsko metodo, so
bile 100 % za cefepim in kolistin, 92 % za meropenem, 94 % za gentamicin in 84 % za
ciprofloksacin (Preglednica 8), medtem ko so bile stopnje ob¢utljivosti, dolo¢ene z Etesti
(z izjemo stopnje obcutljivosti za meropenem (92 %), nekoliko nizje na racun
intermediarnih rezultatov, in sicer 96 % za kolistin, 92 % za cefepim, 90 % za gentamicin
in 80 % za ciprofloksacin (Preglednica 9). Pri primerjavi rezultatov metod smo zasledili
pojav majhnih napak, ki nakazujejo na trend lazne obcutljivosti disk difuzijske metode.
Stopnje majhnih napak so bile 8 % v primeru cefepima, 6 % v primeru ciprofloksacina, 4
% v primeru gentamicina in Kkolistina, v primeru meropenema pa 2 % (Preglednica 17).
Stopnje napak niso presegale nesprejemljivih stopenj napak (Preglednica 7), priporoc¢enih
v dokumentu M23-A2 oblikovanem s strani CLSI. Kategorije obcutljivosti za
piperacilin/tazobaktam, dolo¢ene z disk difuzijsko metodo, so se popolnoma ujemale s
kategorijami obcutljivosti, doloCenimi z Etesti (Preglednica 11). Stopnje ujemanja med
rezultati disk difuzijske metode in Etesti so bile za vseh Sest izbranih antibiotikov visje od
90 %, in sicer 100 % za piperacilin/tazobaktam, 98 % za meropenem, 96 % za kolistin in
gentamicin, 94 % za ciprofloksacin in 92 % za cefepim (Preglednica 17), kar pri¢a o dobri
primerljivosti metod za doloCanje obcutljivosti izolatov P. aeruginosa za izbrane
antibiotike. To potrjujejo tudi visoka (96 %) skupna stopnja ujemanja med metodama in
nizke skupne stopnje napak — frekvenca zelo velikih in velikih napak je bila 0 %, frekvenca
majhnih napak pa 4 % (Preglednica 18). Glede na rezultate lahko zaklju¢imo, da ni vecjih
odstopanj med rezultati testiranja obeh metod za izbrane antibiotike, s ¢imer potrjujemo na

zaCetku postavljeno hipotezo.

Ceprav je disk difuzijska metoda standardizirana in dobro uveljavljena metoda za
dolo¢anje obcutljivosti Stevilnih bakterij za Stevilne antibiotike, je Se vedno veliko dilem
glede ustrezne metode in kriterijev za dolocanje obcutljivosti bakterije P. aeruginosa in
drugih gramnegativnih bacilov za kolistin. Trenutno obstajajo nasprotujoca si priporocila

glede kriterijev za interpretacijo obcutljivosti za kolistin na podlagi dolo¢enih minimalnih
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inhibitornih koncentracij, kot tudi v zvezi z metodologijo in Kriteriji za interpretacijo
obcutljivosti za kolistin disk difuzijske metode. Natancnost testiranja obcutljivosti za
polimiksine z disk difuzijsko metodo je bila desetletja vprasljiva zaradi slabe difuzije teh
antibiotikov v agar. Stevilne nedavne in stareje $tudije so odkrile zelo velike napake
(lazno obcutljivi rezultati), ki nakazujejo na nezanesljivost disk difuzijske metode. Glede
na rezultate predlagajo, da bi za dolocanje ob¢utljivosti za kolistin morale biti uporabljene
alternativne metode. Mikrodilucija v tekoCem gojis€u in agar dilucija sta standardni,
sprejemljivi metodi za doloCanje obcutljivosti za kolistin, vendar sta zahtevni, ¢asovno
zamudni in dragi. Zaradi neto¢nosti disk difuzijske metode na eni strani ter zahtevnosti in
dolgotrajnosti dilucijskih metod na drugi strani atraktivno alternativo za rutinsko doloCanje
obcutljivosti v klini¢nih laboratorijih predstavljajo Etesti (Landman in sod., 2008), ki glede
na podatke nekaterih $tudij (Heijden in sod., 2007) dejejo rezultate, primerljive z rezultati
referen¢nih dilucijskih metod. V diplomskem delu smo ocenili natan¢nost dolocanja
obcutljivosti za kolistin z disk difuzijsko metodo v primerjavi z Etestom z uporabo
razpoloZljivih interpretativnih kriterijev CLSI. Kot Ze omenjeno, naSi rezultati niso
pokazali zelo velikih in velikih napak pri primerjavi kategorij obcutljivosti za kolistin,
dolo¢enih z omenjenima metodama, frekvenca majhnih napak pa je bila 4 % (Preglednica
17). Galani in sod. (2008) v svoji Studiji prav tako porocajo 0 nizki frekvenci majhnih
napak. Medtem pa nekatere druge Studije (Goldstein in sod., 2007; Somily, 2010) porocajo
o vecji diskrepanci (incidenca velikih napak, ve¢ja frekvenca majhnih napak) med rezultati
omenjenih metod. Avtorji slednjih $tudij so disk difuzijo oznacili kot nezanesljivo metodo
za testiranje obcutljivosti za kolistin in za dolo¢anje obcutljivosti gramnegativnih bacilov
za kolistin priporo¢ajo uporabo Etestov. Studije, ki ocenjujejo natanénost razli¢nih metod
za doloCanje obcutljivosti za kolistin gramnegativnih bakterij, so redke. Poleg tega so
Studije zaradi odstopanj v interpretaciji kriterijev za doloCanje obcutljivosti in razlik v
metodologiji med seboj tezko primerljive. Glede na vse pogostejSe pojavljanje veckratno
odpornih gramnegativnih bakterij in posledi¢no vse vecje rabe polimiksinskih antibiotikov
je potrebno ovrednotiti in standardizirati metode za rutinsko in vitro doloc¢anje obcutljivosti

bakterij v klini¢nih laboratorijih.

Ne glede na izbiro metode za dolocanje obcutljivosti za antibiotike in vitro ucinkovitost ne

napoveduje vedno in vivo uspeSnosti zdravljenja okuzb, ki jih povzro¢a P. aeruginosa.
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Velik problem pri doloc¢anju ob¢utljivosti predstavlja razvoj adaptivne odpornosti, ki je
lahko inducirana z dolo¢enimi okoljskimi pogoji v gostitelju ali s samim antibioti¢nim
zdravljenjem. P. aeruginosa je zmozen tekom zdravljenja razviti odpornost proti vsem
antibiotikom. Tako lahko izolati, ki so prvotno obcutljivi, pridobijo odpornost med
antibioticno terapijo, kar lahko resno ogrozi zdravljenje okuzb, ki jih povzrocajo ti
mikroorganizmi. Adaptivna odpornost kot odgovor na antibioti¢no zdravljenje se obi¢ajno
pojavi v treh do Stirih dneh po zacetku terapije. Zato je priporocljivo izolate iste vrste iz
podobnih mest telesa ponovno testirati za detekcijo odpornosti, ki bi se lahko razvila med
zdravljenjem. Laboratorijske smernice o tem, kdaj izvajati testiranje obcutljivosti
ponovljenih izolatov, bi morale biti dolo¢ene v okviru konzultacij z medicinskim osebjem

(CLSI, 2012b).

Nasi rezultati niso pokazali ve¢jih odstopanj v rezultatih testiranja obcutljivosti za izbrane
antibiotike, dobljenih z disk difuzijsko metodo in Etesti (Preglednica 17 in Preglednica 18),
kar potrjuje naso hipotezo. Opazene rezultate je mogoce razumeti kot poskus potrditve disk
difuzijske metode kot zanesljive in ustrezne metode za dolo¢anje obcutljivosti bakterije P.
aeruginosa 0z. za primerjavo natan¢nosti disk difuzijske metode in Etestov za doloCanje
obcutljivosti bakterije P. aeruginosa za izbrane antibiotike. Ena od omejitev nase studije je
potrditev rezultatov glede na klini¢ni izid zdravljenja. Poleg tega bi bilo potrebno za
natan¢no oceno obeh metod rezultate, dobljene z Etesti in disk difuzijo, primerjati z
rezultati referen¢ne mikrodilucijske metode (zlati standard). Odsotnost velikih napak oz.
majhna diskrepanca med rezultati disk difuzijske metode in Etestov pri doloc¢anju
obcutljivosti izolatov P. aeruginosa za kolistin bi lahko bila posledica odsotnosti proti
kolistinu odpornih izolatov. Da bi natan¢neje ocenili ujemanje med metodama, bi morali v
Studijo vkljuditi izolate, odporne proti kolistinu. Kakorkoli, po nasih podatkih so rezultati
disk difuzijske metode in Etestov primerljivi, vendar pa bi bilo glede na priporocila
nekaterih $tudij vredno razmisliti o Etestith kot o enostavni in zanesljivi alternativi
referen¢nih metod za detekcijo odpornosti proti kolistinu pri gramnegativnih bacilih. Po
podatkih nekaterih Studij Etesti dajejo rezultate, primerljive z referenéno metodo, poleg
tega pa podajajo kvantitativne rezultate (MIK). Kvantitativni podatki so pogoj za
obvladovanje kriticnih okuzb, hkrati pa spodbujajo racionalno uporabo antibiotikov
(bioMérieux, 2009).
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5.2 SKLEPI

» Kolistin je pokazal najboljSo aktivnost proti izolatom P. aeruginosa med vsemi
izbranimi antibiotiki. Pri testiranju z disk difuzijsko metodo je bilo vseh 50 (100 %)
izolatov P. aeruginosa opredeljenih kot obcutljivih za kolistin. Pri testiranju z
Etesti smo zasledili 2 (4 %) za kolistin intermediarna izolata, preostalin 96 %
izolatov je bilo obcutljivih za kolistin. Proti kolistinu odpornih izolatov nismo
zasledili z nobeno od metod, delez intermediarnih izolatov, detektiran z Etesti, pa je
bil majhen, kar sovpada z nizko porabo tega antibiotika. Glede na to, da se kolistin
v Sloveniji uporablja le kot rezervni antibiotik, smo pricakovali in nato potrdili

dobro obcutljivost izolatov za omenjeni antibiotik.

» Obcutljivost izolatov P. aeruginosa za antibiotike piperacilin/tazobaktam, cefepim,
meropenem in gentamicin je bila visoka in je znasala vsaj 90 %. Obcutljivost

izolatov je bila najnizja v primeru ciprofloksacina (80 %).

» Delezi odpornosti proti izbranim antibiotikom so znasali od 0 % do 12 %, odvisno

od antibiotika.

» Zasledili smo izolate zmerno obcutljive oz. odporne proti antibiotikom iz treh ali

ve¢ kategorij protipseudomonasnih antibiotikov.

» Rezultati testiranja obcutljivosti za antibiotike, dobljeni z metodo difuzije
koncentracijskega gradienta in disk difuzijsko metodo, so bili primerljivi, kar

potrjuje na zacetku postavljeno hipotezo.

» Primerjava rezultatov metod ni pokazala zelo velikih in velikih napak pri nobenem
od testiranih antibiotikov, prislo pa je do manjsih odstopanj v primeru cefepima,
gentamicina, ciprofloksacina, kolistina in meropenema. Pri primerjavi rezultatov
dolocanja ob¢utljivosti za omenjene antibiotike smo zasledili pojav majhnih napak,

ki nakazujejo na trend laZne obcutljivosti disk difuzijske metode.
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6 POVZETEK

Zdravljenje okuzb v zadnjem Casu predstavlja vse vecji izziv. To Se posebej drzi v primeru
veckratno odpornih gramnegativnih bakterij v kontekstu bolnisni¢nih okuzb. Ena od resnih
grozenj je prav zagotovo tudi bakterija P. aeruginosa, ki lahko, zahvaljujo¢ neverjetni
sposobnosti  prilagajanja, zelo hitro razvije soasno odpornost proti antibiotikom iz
razli¢nih skupin. VecCkratno odporni izolati P. aeruginosa se v svetu pojavljajo vse
pogosteje in predstavljajo veliko groznjo, saj v mnogih primerih ne puscajo prostora za
ucinkovito protimikrobno terapijo. V uporabo se tako vse bolj vraca kolistin kot zadnji
mozni izbor za zdravljenje okuzb, ki jih povzroc¢ajo gramnegativne bakterije, odporne proti
vsem drugim antibiotikom. Zaskrbljujoce je dejstvo, da se v svetu pojavljajo izolati,

odporni tudi proti temu, zadnjemu antibiotiku.

V diplomskem delu smo z uporabo Kirby-Bauerjeve difuzijske metode in metode difuzije
koncentracijskega gradienta (Etest) dolocCili obcutljivost 50 izolatov bakterije P.
aeruginosa, osamljenih iz kuznin bolnikov, hospitaliziranih na Univerzitetni kliniki za
pljuéne bolezni in alergijo Golnik v obdobju od junija do septembra 2009, za antibiotike, Ki
so bolj ali manj del stalne klini¢ne prakse — piperacilin/tazobaktam, cefepim, meropenem,

gentamicin, ciprofloksacin in za kolistin, ki v Sloveniji velja za rezervni antibiotik.

Z gotovostjo lahko potrdimo na zaetku postavljeni hipotezi. Stopnje odpornosti proti
izbranim antibiotikom variirajo in odrazajo razlicno pogostnost uporabe posameznih
ucinkovin. Obcutljivost izolatov za izbrane antibiotike je bila visoka in je z izjemo
obcutljivosti za CIP (80 %) doloc¢ene z Etesti, znasala vsaj 90 %. Delezi odpornosti proti
izbranim antibiotikom so znaSali od 0 % do 12 %, odvisno od antibiotika. Kolistin se je
izkazal za najucinkovitejsi antibiotik, zanj je bilo obcutljivih 97 % izolatov. Proti kolistinu
odpornih izolatov nismo zasledili, deleZ intermediarnih izolatov pa je bil majhen (4 %), kar
sovpada z nizko porabo tega antibiotika. Ker se kolistin v Sloveniji uporablja le v izjemnih
primerih, kot rezervni antibiotik, je aktivnost tega antibiotika v splosnem Se vedno dobra,
vendar pa se moramo zavedati, da lahko intermediarni sevi kaj hitro preidejo v odporne.
Glede na rezultate lahko zaklju¢imo, da so izolati bakterije P. aeruginosa, osamljeni iz
kuznin bolnikov, hospitaliziranih na Univerzitetni kliniki za plju¢ne bolezni in alergijo

Golnik v obdobju od junija do septembra 2009, zadovoljivo obcutljivi. Vsekakor pa je
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treba poudariti, da je zaradi vse vecjega pojava, vse bolj odpornih izolatov nujno
spremljanje obcutljivosti klini¢nih izolatov, ki je predpogoj za optimalno predpisovanje
antibiotikov in nadalje za uspesno zdravljenje okuzb ter prepreevanje nastanka in Sirjenja

odpornih bakterij.

Zaradi vse veljega pojava izolatov P. aeruginosa z zmanjSano obcutljivostjo za
priporoCene antibiotike oz. odpornostjo proti njim je nujno, da imamo na voljo
standardizirane, zanesljive, ekonomi¢ne, nezahtevne in ponovljive metode za dolocanje
obcutljivosti. V diplomskem delu smo ocenili natancnost doloCanja obcutljivosti za izbrane
antibiotike s Kirby-Bauerjevo difuzijsko metodo v primerjavi z metodo difuzije
koncentracijskega gradienta (Etest). Nasi rezultati kazejo na dobro primerljivost rezultatov
omenjenih metod. V primeru cefepima, gentamicina, ciprofloksacina in kolistina smo sicer
zasledili majhne napake, ki nakazujejo na trend lazne obcutljivosti disk difuzijske metode,
vendar je bilo na sploSno kategoricno ujemanje med metodama dobro, za vseh Sest
preucevanih antibiotikov.Ve¢jih odstopanj v rezultatih testiranja obcutljivosti za
posamezne antibiotike med metodama nismo zasledili, kar potrjuje na zacetku postavljeno
hipotezo. Ker se v uporabo vraca kolistin in Se vedno obstajajo nesoglasja glede dolocanje
obcutljivosti za skupino polimiksinskih antibiotikov, je v prihodnje potrebno ovrednotiti in
standardizirati metode za rutinsko in vitro dolocanje obcutljivosti bakterij v klini¢nih

laboratorijih.
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PRILOGE

Priloga A: Vrste kuzZnin, iz katerih so bil osamljeni izolati.

1zolat Kuznina Izolat KuZnina

3986
3975
4111
4114
4156
4269
4615
4628
4664
4657
4695
4754
4759
4775
4784
4835
4877
4902
4994
5024
5074
5114
5256
5256
5347
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Priloga B: Izmerjeni premeri inhibicijskih con (mm) in pripadajoce stopnje ob¢utljivosti (obé&utljiv/zmerno
obcutljiv/odporen) za 50 izolatov Pseudomonas aeruginosa, osamljenih iz razli¢nih kuznin bolnikov,
hospitaliziranih na Univerzitetni kliniki za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik v obdobju od junija do
septembra 2009, doloceni z disk difuzijsko metodo.

izola nt. | pip/tazo cefepim kolistin gentamicin | meropenem | ciprofloksacin

ATTC P aeruginosa 29 S 29 S 14 |S| 21 S 27 S 33 S
3986 27 S 29 S 15 S| 21 S 30 S 31 S
3975 26 |s| 27 [s| 15 |s| 15 [ s | 28 [ s [CHRRE
4111 29 S 23 S 15 S| 22 S 25 S 23 S
4114 32 S 30 S 15 S| 18 S 30 S 34 S
4156 30 S 29 S 15 S| 22 S 32 S 34 S
4269 33 S 31 S 15 S| 22 S 32 S 35 S
4615 20 S 15 S| 21 S 28 S 36 S
4628 20 S 15 S| 22 S 28 S 35 S
4664 34 [s| 26 [s| 18 [s| 20 [s |3 [ s [N
4657 36 S 31 S 22 S| 27 S 36 S 32 S
4695 36 S 37 S 19 S| 24 S 39 S 40 S
4754 31 S 30 S 14 S S 19 S 36 S
4759 21 [s| 15 |s 20 |
4775 29 S 30 S 15 S S 38 5
4784 28 S 22 S 15 S | R | S
4835 30 S 31 S 15 S| 21 5 32 S 25 5
4877 32 S 32 S 15 S| 22 5 29 S 39 5
4902 29 S 29 S 15 S| 20 5 27 S 33 5
4994 21 [s| 18 |s[ 20 [ s |3 | s | 18 |
5024 32 S 27 S 17 S| 20 5 31 S 25 5
5074 40 S 38 S 18 S| 30 S 47 S 34 5
5114 25 S 26 S 14 S| 21 S 27 S 30 5
5256 31 S 31 S 15 S| 22 S 26 S 36 5
5257 31 S 31 S 16 S| 22 S 26 S 35 5
5347 29 S 30 S 15 S| 19 S 25 S 34 S
5406 30 S 30 S 15 S| 22 S 32 S 33 S
5519 28 S 29 S 15 S| 15 S 29 S 34 S
5549 29 S 30 S 15 S| 22 S 20 S 36 S
5785 29 S 26 S 15 S| 17 S 25 S 30 S
5790 30 S 30 S 14 S| 21 S 29 S 35 S
5797 30 S 31 S 15 S| 22 S 30 S 37 S
5784 29 S 28 S 14 S| 20 S 26 S 35 S
5810 30 S 30 S 14 S| 20 S 30 S 38 S
5822 29 S 30 S 15 S| 21 S 31 S 35 S
5844 30 S 30 S 15 S| 22 S 23 S 36 S
5979 29 S 31 S 15 S| 23 S 23 S 37 S
5995 36 S 38 S 17 S| 19 S 40 S 42 S
6010 32 S 33 S 15 S| 22 S 18 S 38 S
6123 30 S 31 S 15 S| 23 S 33 S 35 S
6135 22 S 20 S 16 S| 21 S 14 |
6259 23 [s| 21 [s| 13 [s|HGHEE 17 | s
6286 33 S 29 S 18 S| 27 S 30 S 32 S
6295 32 S 29 S 15 S| 21 S 32 S 36 S
6355 28 S 29 S 14 S| 20 S 27 S 34 S
6508 29 S 32 S 15 S| 26 S 23 S 35 S
6497 24 S 25 S 15 S| 22 S 19 S 34 S
6502 24 S 26 S 14 S| 20 S 19 |
6515 21 S 23 S 14 S| 19 S 14 | 26 S
7353 30 S 26 S 14 S| 27 S 30 S 23 S
7410 30 S 30 S 15 S| 22 S 31 S 33 S

Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno obcutljiv (angl. intermediate); R - odporen (angl. resistant);

pip/tazo — piperacilin/tazobaktam; ant. — antibiotik
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Priloga C: Minimalne inhibitorne koncentracije (ug/ml) in pripadajoce stopnje ob¢utljivosti
(obéutljiv/zmerno ob¢utljiv/odporen) za 50 izolatov Pseudomonas aeruginosa, osamljenih iz
razliénih kuZnin bolnikov, hospitaliziranih na Univerzitetni kliniki za plju¢ne bolezni in alergijo
Golnik v obdobju od junija do septembra 2009, dologeni z Etesti.

izolal nt. | pip/tazo cefepim kolistin gentamicin | meropenem | ciprofloksacin

ATTC P aeruginosa 4 S 1 S 1 S 2 S| 05 S 0,25 S
3986 4 S 1 S 1 S 2 S| 025 | S| 0125 S
3975 4 [s| 2 [s|os0 [s[ 8 [1]| o025 [s |NENIR
4111 4 S 8 S| 050 |S 1 S 1 S 2 |
4114 0,5 S 1 S| 050 |S 4 S 0,5 S| 0,125 S
4156 2 S 1 S 1 S 1 S| 025 | S| 0,064 S
4269 4 S 1 S 1 S 2 S 0,5 S| 0,125 S
4615 16 | 05 |S 2 S 1 S| 0,125 S
4628 16 | 1 S 2 S 1 S| 0,125 S
4664 4 [s| 4 [s| o5 |s[ 4 [s]| o5 [s |HCNIR
4657 025 |S 2 S| 0,125 | S 1 S| 0016 | S| 0125 S
4695 0,125 | S 0,5 S| 025 |S 1 S| 0032 |S 0,25 S
4754 4 5 2 5 4 | 5 S| 0,125 S
4759 16 | 4 | 2 [
4775 4 5 1 S| 05 |S S| 0,125 S
4784 16 S 8 S 1 S S
4835 4 S 2 S 1 S 2 S| 025 | S S
4877 4 5 1 S| 05 |S 2 S| 025 |S S
4902 4 S 2 S 1 S 2 S 0,5 S S
4994 16 [1[ 025 [s| 4 [s]| o5 [s |ENIRE
5024 0,5 S 4 S| 025 |S 4 S| 0125 | S S
5074 025 |S 0,5 S| 05 |S|] 05 |S| 0064 |S S
5114 16 S 4 S 1 S 2 5 1 5 S
5256 4 S 2 S 1 S 2 S 0,5 S| 0,125 S
5257 4 5 2 5 1 5 2 5 1 S| 0,125 S
5347 4 S 1 S| 05 |S 2 S 2 S| 0,125 S
5406 4 5 2 5 1 5 2 S| 025 | S| 0125 S
5519 8 S 2 S| 05 |S 4 S| 025 | S| 0125 S
5549 2 S 1 S| 05 |S 1 S 0,5 S| 0,125 S
5785 4 S 4 S 1 S 8 1] 025 |S 0,25 S
5790 4 S 2 S 1 S 2 S| 025 | S| 0125 S
5797 4 S 1 S 1 S 1 S|0125 | S| 0,125 S
5784 4 S 2 S 1 S 1 S| 025 | S| 0125 S
5810 4 S 1 S| 05 |S 2 S| 0125 | S| 0,125 S
5822 2 S 1 S| 05 |S 1 S| 0125 | S| 0,125 S
5844 2 S 1 S| 05 |S 1 S 0,5 S| 0,125 S
5979 4 S 1 S| 05 |S 1 S 0,5 S| 0,125 S
5995 025 |S 0,5 S| 025 |S 4 S| 0016 | S| 0,064 S
6010 2 S 1 S| 05 |S 1 S 2 S| 0,125 S
6123 4 S 1 S| 05 |S 1 S| 0125 | S| 0,125 S
6135 16 S 8 S| 05 |S 2 S
6259 32 S 8 S 1 S 2 S
6286 2 S 4 S| 0125 [S| 05 [S] 0016 | S 0,25 S
6295 2 S 1 S| 05 |S 2 S|0125 | S| 0,125 S
6355 4 S 2 S 2 S 2 S| 0125 | S| 0,064 S
6508 2 S 0,5 S 1 S| 05 |S 0,5 S | 0,064 S
6497 16 S 4 S 1 S 1 S 1 S| 0,125 S
6502 16 g 4 g 1 S| 05 |S 2 |
6515 16 S 4 S 1 S 4 S 8 | 1 S
7353 2 g 2 g 1 S| 0125 | S| 0,064 | S 2 |
7410 4 S 1 S| 05 [S|] 05 |S]| 0064 | S| 0064 S

Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno ob¢utljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl. resistant);
pip/tazo — piperacilin/tazobaktam; ant. - antibiotik
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Priloga D: Rezultati testiranja, izraZeni kot stopnje ob¢utljivosti (obCutljiv/zmerno ob¢utljiv/odporen) za 50
izolatov Pseudomonas aeruginosa, osamljenih iz razli¢nih kuznin bolnikov, hospitaliziranih na Univerzitetni
kliniki za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik v obdobju od junija do septembra 2009, doloceni z disk
difuzijsko metodo in Etesti.

ant. TZP CEF CL GM MEM CIP

izolat Etest Etest | DD | Etest Etest | DD | Etest Etest | DD
3986 S S
3975
4111
4114
4156
4269
4615
4628
4664
4657
4695
4754
4759
4775
4784
4835
4877
4902
4994
5024
5074
5114
5256
5257
5347
5406
5519
5549
5785
5790
5797
5784
5810
5822
5844
5979
5995
6010
6123
6135
6259
6286
6295
6355
6508
6497
6502
6515
7353
7410 \ S S

Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno ob¢utljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl. resistant); ant. — antibiotik;

TZP — piperacilin/tazobaktam; CEF — cefepim; MEM — meropenem; GM — gentamicin; CIP — ciprofloksacin; CL — kolistin;

DD - disk difuzijska metoda
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Priloga E: Vrsta kuznine, iz katere je bil osamljen izolat in rezultati testiranja, izrazeni kot stopnje
obcutljivosti za 50 izolatov Pseudomonas aeruginosa, osamljenih iz razli¢nih kuznin bolnikov,
hospitaliziranih na Univerzitetni kliniki za pljuéne bolezni in alergijo Golnik v obdobju od junija do
septembra 2009, doloceni z disk difuzijsko metodo in Etesti.

TZP CEF CL GM MEM CIP
Izolat | KuZnina Etest | DD Etest | DD | Etest | DD | Etest | DD
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Legenda: S — obcutljiv (angl. sensitive); | — zmerno obcutljiv (angl. intermediate); R — odporen (angl. resistant);
TZP — piperacilin/tazobaktam; CEF — cefepim; MEM — meropenem; GM — gentamicin; CIP — ciprofloksacin; CL — kolistin;
DD - disk difuzijska metoda



