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V diplomskem delu smo primerjali minimalne inhibitorne koncentracije
(MIK) za bakterije, izolirane iz kuznin bolnikov z navadnih in intenzivnih
oddelkov. Skupno smo testirali 219 izolatov klini¢no najpogostejsih bakterij:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae in Enterococcus faecalis. Za E. coli in S. aureus smo
obcutljivost dolo¢ili Se v letu 2014, kar nam je omogocilo primerjavo MIK
med leti 2006 in 2014. Bakterije smo izolirali iz razli¢nih kuznin, kot so: kri,
likvor, punktat idr.. lzolate smo gojili na krvnem agarju, nato pa z
avtomatiziranim sistemom VITEK 2 izvedli identifikacijo in dolocitev
obcutljivosti za razliéne antibiotike. Za vsako bakterijsko vrsto smo
primerjali §tevilo odpornih izolatov, razpon MIK, razlike v vrednostih MIKsg
in MIKgo za navadne in intenzivne oddelke, ponekod pa smo primerjali tudi
pojav veckratne odpornosti. Rezultati so bili v skladu z nasimi pricakovanji.
Prevalenca odpornosti je bila pri vedini bakterij vi§ja na intenzivnih oddelkih,
poleg tega so bile visje tudi razlike v MIKso in MIKg ter veckratna
odpornost. E. coli z intenzivnih enot je bila leta 2006 bolj odporna proti
ciprofloksacinu, gentamicinu in amikacinu, v letu 2014 pa je predvsem
zaskrbljujo¢ pojav odpornost proti cefotaksimu (ESBL). Pri S. aureus je bilo
leta 2006 ve¢ proti meticilinu odpornih izolatov (MRSA) na intenzivnih
oddelkih kot na navadnih, v letu 2014 pa ne. Pri K. pneumoniae in
P. aeruginosa so bili izolati z intenzivnih oddelkov bolj odporni proti vecini
testiranih antibiotikov, pri P. aeruginosa so imeli tudi vecji razpon MIK in
vi§je vrednosti MIKogo. Pri E. faecalis ni bilo razlik. Potrdili smo hipotezo, da
je poraba vecine antibiotikov visja na intenzivnih oddelkih in da imajo
bakterije, izolirane z intenzivnih oddelkov, za nekatere antibiotike visje MIK
kot tiste z navadnih oddelkov.
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In the graduation thesis we compared minimal inhibitory concentrations
(MIC) of bacteria isolated from general wards and intensive care units.
A total of 219 isolates of clinically important bacteria such as Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, and Enterococcus faecalis were included in the study. For E. coli
and S. aureus we repeated the susceptibility testing in 2014 which gave us
the opportunity to compare the resistance between 2006 and 2014. Isolates
were cultured on blood agar and incubated for 18-24 hours. Identification and
susceptibility testing via automated system VITEK 2 followed. For every
bacterial species mentioned above, we compared the resistance of isolates
from general wards and intensive care units, determined and compared MIC
ranges, MICso and MICgo values and in some cases we even compared the
prevalence of multiple resistant isolates. We found that isolates of most
species from intensive care units had higher prevalence of resistance
compared to general wards for the majority of tested antibiotics. In E.coli
resistance to ciprofloxacin, gentamicin, amikacin was higher in intensive care
units (2006) and resistance to cefotaxime (ESBL) appeared in 2014. Isolates
of S. aureus from intensive care units compared to general wards were more
resistant to oxacillin (MRSA) in 2006, fortunately resistance decreased in
2014. In K. pneumoniae and P. aeruginosa isolates from intensive care units
were more resistant and P. aeruginosa isolates from intensive care units had
also wider MIC ranges and higher MICgo values for the majority of tested
antibiotics. There were no differences in E. faecalis. Overall, we managed to
confirm our hypothesis that consumption of the majority of antibiotics is
higher in intensive care units and that some bacterial isolates from intensive
care units have higher MICs compared to the isolates from general wards.
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1UvOoD

Odkritje antibiotikov predstavlja enega najve¢jih mejnikov v medicini. Bolezni, ki so
neko¢ veljale za smrtonosne, so skorajda ¢ez no¢ postale ozdravljive. V desetletjih od
odkritja prvega antibiotika, penicilina, so znanstveniki odkrili ze na stotine antibiotikov,
mnoge med njimi so tudi umetno sintetizirali ali preoblikovali, ter s tem izrazito izboljsali
njihove protimikrobne in farmakoloske lastnosti. Pa vendar so na prav vsak nov antibiotik

bakterije odgovorile s pojavom odpornih sevov.

Bakterije so lahko proti antibiotikom zaradi normalnih genetskih, strukturnih ali fizioloskih
znacilnosti naravno odporne, odpornost pa lahko tudi pridobijo z mutacijo kromosomskega
ali plazmidnega dela ali s prevzemom nove genetske informacije z genetskim prenosom.
Selekcijo odpornih sevov povzro¢a mnozi¢na in nekriti¢éna poraba antibiotikov, predvsem
tistih s Sirokim spektrom delovanja. Zato je povsem razumljivo, da so najvecja zarisca
nastanka in Sirjenja odpornosti prav bolniSnice, Se posebej intenzivne enote, kjer je poraba

antibiotikov praviloma vi§ja kot na navadnih oddelkih.

Pri zdravljenju bakterijskih okuzb je tako bistvenega pomena pravilna in hitra diagnostika
ter doloCanje obcutljivosti za antibiotike. Za pravilno izbiro protimikrobne terapije
moramo seveda poznati morebitne mehanizme odpornosti. Poznamo ve¢ metod za
dolocanje obcutljivosti mikroorganizmov za antibiotike, v zadnjih letih pa se v rutinski
laboratorijski diagnostiki uporablja tudi avtomatizirani sistem VITEK 2, ki omogoca
dolocanje minimalnih inhibitornih koncentracij (MIK) antibiotikov, ki zavrejo rast nekega
mikroorganizma. Na podlagi smernic kot so Evropske smernice za dolocanje obcutljivosti
bakterij za antibiotike (EUCAST), lahko nato tovrstne kvantitativne rezultate
interpretiramo kot obcutljiv (S), zmerno ob¢utljiv ali intermediaren (I) ali odporen (R), kar

Klinikom precej olajsa izbiro ustrezne protimikrobne terapije.
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1.1 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je bil primerjati minimalne inhibitorne koncentracije (MIK)
antibiotikov pri bakterijah izoliranih iz kuznin bolnikov iz intenzivnih enot in z navadnih
oddelkov. V ta namen smo primerjali rezultate 219 izolatov najpogostejsih povzroditeljev
bakterijskih okuzb: E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa in E. faecalis.
Obcutljivost bakterij smo dolocali z avtomatiziranim sistemom VITEK 2. Glede na trend

porabe antibiotikov in porast bakterijske odpornosti smo pri¢akovali razlike v MIK.

Primerjali smo MIK izolatov med navadnimi in intenzivnimi oddelki, pri izolatih E. coli in

S. aureus pa smo naredili $e primerjavo MIK med leti 2006 in 2014.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KLINICNO POMEMBNE BAKTERIJE

Escherichia coli

Spada v druzino Enterobacteriace in je tipi¢na predstavnica enterobakterij. Je po Gramu
negativen, fakultativno aeroben bacil, ki ima katalazo, a nima oksidaze. Veliko stevilo teh
bakterij lahko najdemo kot predstavnike mikrobiote prebavil, tako pri ljudeh kakor tudi pri
zivalih (Andlovic, 2002a). E. coli je torej komenzal, ki povzro¢a predvsem oportunisti¢ne
okuzbe pri bolnikih z oslabljenim imunskim odzivom. Poseduje Sirok spekter specifi¢nih
virulentnih dejavnikov (eksotoksini, adhezini), ki ji omogocajo povzrocitev Stevilnih
bolezni kot so: sepsa, meningitis, gastroenteritis (Murray in sod., 2002). Velja za
najpogostejsi po Gramu negativen bacil, izoliran iz vzorcev bolnikov s sepso. Odgovoren
je za kar 80 % okuzb secil domacega okolja, velik del bolni$ni¢nih okuzb ter je pomemben

povzrocitelj gastroenteritisa v drzavah v razvoju (Murray in sod., 2002).

Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae spada med enterobakterije in je temu primerno po Gramu negativen
aeroben oziroma fakultativno anaeroben bacil. Bakterije rodu Klebsiella so obdane s
kapsulo, kar daje njihovim kolonijam znacilen sluzast izgled (Murray in sod., 2002).
Najdemo jo v mikrobioti prebavil, vendar le v majhnem $tevilu. Predstavlja veliko tezavo
pri bolnikih na intenzivnih oddelkih, katerim antibioti¢na terapija poruSi ravnovesje
normalne mikrobiote, kar bakterijam iz rodu Klebsiella omogoca naselitev v prebavilih in
zgornjih dihalih. Pri alkoholikih in bolnikih z osnovno plju¢no boleznijo povzroc¢i zelo
trdovratne pljucnice (Murray in sod., 2002; Andlovic, 2002c). Poleg plju¢nic lahko
povzroca tudi okuzbe ran, mehkih tkiv in secil (Murray in sod., 2002). S prevzemom

plazmidov zelo hitro razvije odpornost proti antibiotikom (Andlovic, 2002c).
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Staphylococcus aureus

S. aureus je po Gramu pozitiven, katalaza in koagulaza pozitiven, fakultativno anaeroben,
nesporogen kok, ki se ureja v grozdu podobne skupke. Povzrofa gnojne okuzbe koze,
kirurskih ran in opeklin, ki so lahko lokalizirane ali posledica hematogenega Sirjenja
bakterije. Vir bakterije so navadno bolniki in pa zdravi klicenosci. Pri 20-30 % populacije
najdemo S. aureus kot del mikrobiote koze in sluznic (Seme, 2002a). Obolenja povzroca
bodisi preko sinteze toksinov, bodisi kot rezultat neposredne invazije in unienja tkiva
(Murray in sod., 2002)

Enterococcus faecalis

Enterokoki so po Gramu pozitivni koki, tipi¢no urejeni v pare ali kratke verige (Murray in
sod., 2002). So katalaza in oksidaza negativni fakultativni anaerobi, ki jih najdemo kot del
mikrobiote v ¢revesju in noznici. Imajo omejen potencial za povzrocitev bolezni, kljub
temu pa lahko povzrocijo zelo resne okuzbe, kadar ob invazivnih posegih prodrejo v
primarno sterilna obmoc¢ja (Seme, 2002c). Zaradi prirojene (oksacilin, cefalosporini) ali
pogosto tudi  pridobljene odpornosti (aminoglikozidi, vankomicin) proti Stevilnim
antibiotikom predstavljajo veliko tezavo pri bolni$ni¢nih okuzbah, predvsem pri bolnikih z
dolgotrajno hospitalizacijo, ki so podvrzeni terapiji z antibiotiki s Sirokim spektrom

delovanja (Murray in sod., 2002).

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je majhen po Gramu negativen, nefermentativen, striktno aeroben bacil
(Murray in sod., 2002). V naravi ga je mo¢ najti na rastlinah in v zemlji ter vodi
(Miiller Premru, 2002). Zanj so znacilni $tevilni virulentni dejavniki kot so: polisaharidna
kapsula, pilusi, eksotoksina A in B ter Stevilni encimi. Povzroca okuzbe plju¢, koze,
opeklin, ran, seCil, o¢i in uSes. Prehodno lahko kolonizira dihala in prebavila
hospitaliziranih bolnikov, predvsem tistih, ki prejemajo antibiotike s Sirokim spektrom
delovanja, so prikljuceni na dihalne aparate ali pa so hospitalizirani dlje ¢asa (Murray in
sod., 2002). Zaradi svoje prilagodljivosti in odpornosti proti antibiotikom ter razkuzilom

P. aeruginosa predstavlja velik izziv v bolni$ni¢nem okolju. Prirojeno ima odpornost proti
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razlicnim antibiotikom, podvrzena pa je tudi mnogim mutacijam. Veliko tezavo
predstavljajo predvsem mutacije porinskih proteinov, ki so zadolzeni za vnos molekul
skozi zunanjo membrano. Sprememba le-teh lahko onemogoc¢i dostop antibiotikov v celico

in posledi¢no botruje pojavu odpornosti (Murray in sod., 2002).

2.2 ANTIBIOTIKI

Antibiotiki so kemijsko zelo raznolika skupina kemijskih spojin, ki ovirajo razmnozevanje
mikroorganizmov in so bodisi produkt zivih celic, npr. gliv ali bakterij bodisi so
sintetizirani umetno (kemoterapevtiki). Predstavljajo enega najve¢jih mejnikov v medicini,
saj je njihova uporaba mo¢no zmanjsalo smrtnost. Do njihovega odkritja je prislo leta 1928
in to Cisto po naklju¢ju. Od takrat so znanstveniki odkrili Ze na stotine antibiotikov, mnoge
med njimi so tudi umetno sintetizirali ali preoblikovali in s tem izrazito izboljsali njihove
antimikrobne in farmakoloske lastnosti. UspeSnost antibiotikov je odvisna predvsem od
njihove selektivnosti, spektra delovanja, razpolovne dobe, zmoznosti prodiranja v
medceli¢nino in likvor, vezave z beljakovinami v plazmi, nacina jemanja in nenazadnje od

prisotnosti 0z. odsotnosti nezelenih uc¢inkov (Kotnik, 2002).

Do danes je bilo odkritih Ze ogromno antibiotikov, a le 1 % jih ima prakti¢no veljavo tudi v
medicini. Lo¢imo antibiotike Sirokega in ozkega spektra delovanja. Prvi delujejo tako na
po Gramu negativne kakor tudi na po Gramu pozitivne bakterije, medtem ko so antibiotiki
ozkega spektra delovanja Skodljivi samo za dolo€ene skupine organizmov in so prav zaradi
tega zelo pomembni pri nadzoru mikroorganizmov, ki so nedovzetni za ucinke preostalih
antibiotikov (Madigan in sod., 2000). Protimikrobna sredstva delujejo selektivno na vitalne

funkcije mikrobov, pri ¢emer ne interferirajo s funkcijami gostitelja.

Delimo jih na podlagi mehanizma delovanja, kemi¢ne zgradbe in u¢inka. U¢inek je lahko
bodisi  baktericiden ali  bakteriostaticen.  Baktericidni  antibiotiki  poskodujejo
mikroorganizem do te mere, da se ni ve¢ zmozen uspeSno razmnoZevati, medtem ko

bakteriostati¢ni antibiotiki razmnoZzevanje zgolj zavrejo (Kotnik, 2002).
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Glede na mehanizem delovanja oziroma na mesto delovanja lahko protimikrobna sredstva

razdelimo v stiri skupine: zaviralce sinteze celi¢ne stene, zaviralce sinteze znotrajceli¢nih

beljakovin, zaviralce sinteze jedrnih kislin in na tiste, ki ovirajo dejavnosti, povezane s

citoplazemsko membrano (Kotnik, 2002). Bolj nazorna porazdelitev skupin z najbolj

pomembnimi predstavniki je razvidna iz preglednice

pogosta mesta delovanja antibiotikov.

1, na sliki 1 pa so prikazana najbolj

Preglednica 1: Razdelitev antibiotikov glede na mehanizem delovanja, kemi¢no zgradbo in uéinek

Mehanizem delovanja Skupina antibiotikov Predstavniki

Betalaktami
Glikopeptidi
Polipeptidi

penicilini, cefalosporini, karbapenemi, monobaktami
vankomicin, teikoplanin
bacitracin

Kloramfenikoli
Makrolidi
Linkozamidi
Aminoglikozidi
Tetraciklini
Oksazolidinoni

Vezejo na 50S ribosomsko podenoto

Vezejo na 30s ribosomsko podenoto

kloramfenikol

eritromicin

klindamicin

streptomicin, kanamicin, gentamicin neomicin
tetraciklin

linezolid

Zavirajo sintezo DNA Fluorokinoloni

ciprofloksacin

Zavirajo sintezo RNA Rifampin
Sulfonamidi
Analogi folne kisline
* Vpliv na strukturo celitne membrane .|
Polimiksin kolistin
Daptomicin

sinteza celiéne stene
Betalaktami

sinteza DNA

Kineloni

Vankomicin .
Izoniazid Metronidazol
Etambutol
Cikloserin
Bacitracin
Polimiksini sinteza RNA
Etionamid Rifampin
Rifabutin
. . sinteza proteinov
Antimetaboliti (505 podencta)
?u.lfonam@ . . Kloramfenikol
rimetoprim sinteza proteinov Makrolidi
(305 podenota) Klindamicin -
Aminoglikezidi Streptogramini
Tetraciklini

Oksazolidinoni

Slika 1: Mesta delovanja posameznih antibiotikov (Murray in sod., 2002)
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2.2.1 Zaviralci sinteze celiéne stene

Najbolj razsirjen mehanizem delovanja antibiotikov je zaviranje sinteze bakterijske celi¢ne
stene. V tej skupini antibiotikov so najbolj pomembni betalaktami, glikopeptidi in

polipeptidni antibiotiki.

Betalaktami

Betalaktami so zgodovinsko in medicinsko najbolj pomembna skupina antibiotikov. Sem
pristevamo peniciline, cefalosporine, cefamicine, karbapeneme, monobaktame in zaviralce
betalaktamaz, vse medicinsko zelo pomembne protimikrobne agense. Ime so dobili po
znacilni strukturi, katere osrednja komponenta je betalaktamski obro¢. Ucinkoviti so
predvsem proti po Gramu pozitivnim bakterijam, ki imajo izrazit peptidoglikanski sloj.
Betalaktami delujejo baktericidno. Celi¢no smrt povzrocijo tako, da se vezejo na PBP
(ang. Penicillin Binding Protein) ter inaktivirajo transpeptidaze, s ¢imer preprecijo obnovo

in rast celi¢ne stene (Kotnik, 2002).

Glikopeptidi

Najbolj znana predstavnika te skupine antibiotikov sta vankomicin in teikoplanin, ki sta
zelo ucinkovita proti po Gramu pozitivnim bakterijam. Vankomicin je v medicini uporaben
predvsem v boju proti meticilinu odpornim stafilokokom in drugim po Gramu pozitivnim
bakterijam, ki so odporne proti betalaktamom. Protimikrobna aktivnost glikopeptidov
izhaja iz transglikozilacije sestavin celi¢ne stene. Omenjena antibiotika se namre¢ vezeta
na D-alanin-D-alanin konce pentapeptidnih stranskih verig peptidoglikana ali prekurzorjev
in s tem preprecujeta mrezenje peptidoglikanskih verig. Glikopeptidi so uc¢inkoviti samo
proti po Gramu pozitivnim bakterijam. Bakterije, ki imajo D-alanin-D-laktat konce so
naravno odporne proti vankomicinu, odpornost pa lahko pridobijo tudi s plazmidi, ki nosijo

gene za spremembe pentapeptidnih koncev (Murray in sod., 2002).
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Polipeptidi

Bacitracin, najbolj razsirjen polipeptidni antibiotik, zavira sintezo celi¢ne stene s tem, ko
moti defosforilacijo in reciklazo lipidnega prenaSalca, zadolZzenega za prenos
peptidoglikanskega prekurzorja skozi citoplazemsko membrano do celi¢ne stene. Glede na
to, da deluje na peptidoglikanski sloj, je ucinkovit zgolj proti po Gramu pozitivnim
bakterijam. Zaradi toksi¢nosti ga uporabljamo le za lokalno zdravljenje (Murray in sod.,
2002).

2.2.2 Zaviralci sinteze proteinov

Aminoglikozidi

Aminoglikozidi vsebujejo amino sladkorje z glikozidno vezjo, vezane na aminociklitolni
obro¢, od koder tudi izhaja njihovo ime. Klini¢no najbolj pomembni aminoglikozidi so:
streptomicin, kanamicin, gentamicin in neomicin. Ucinkoviti so proti po Gramu
negativnim in nekaterim po Gramu pozitivnim bakterijam (stafilokokom). Dandanes se te
antibiotike uporablja manj, saj so jih zamenjali semisinteti¢ni penicilini in Kinoloni. V
vecini primerov sluzijo kot rezerva, ¢e vsem ostalim antibiotikom spodleti v boju z
dolo¢enim mikroorganizmom. Po vstopu v bakterijsko celico se aminoglikozidi
ireverzibilno vezejo na 30S ribosomsko podenoto, s ¢imer se sprozi sinteza napacnih
proteinov zaradi napak pri prebiranju ali pa prekinitev sinteze proteina in predcasna
sprostitev ribosoma z mRNA. Prehod antibiotika skozi citoplazemsko membrano je
aeroben in energijsko zahteven proces, zato so vsi anaerobi naravno odporni proti tej
skupini antibiotikov. Odpornost proti aminoglikozidom se razvije na tri nadine: mutacija
ribosomskega tarénega mesta, zmanj$an vnos antibiotika v celico, encimatska sprememba

antibiotika (Madigan in sod., 2000).
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Tetraciklini

Sodijo med prve antibiotike s Sirokim spektrom delovanja, saj s tem, ko se veZzejo na 30S
ribosomsko podenoto in preprecijo vezavo aminoacil t-RNA na akceptorsko (A) mesto,
zavirajo rast ve¢ine po Gramu negativnih in pozitivnih bakterij. U¢inkoviti so tudi proti
atipiénim bakterijam, kot so klamidije, rikecije in mikoplazme. Odpornost je navadno
posledica bodisi zmanjSanega vnosa antibiotika v celico, bodisi aktivnega iz¢rpavanja tega
agensa, seveda pa lahko odpornosti botrujeta tudi sprememba ribosomskega tarénega
mesta ali encimska razgradnja antibiotika (Murray in sod., 2002). Najbolj znana
predstavnika te skupine antibiotikov sta tetraciklin in doksicilin.

Oksazolidinoni

Oksazolidinoni so antibiotiki ozkega spektra delovanja. Z vezavo na 30S ribosomsko
podenoto preprecijo nastanek iniciacijskega kompleksa in s tem sintezo celotnega proteina.
Najbolj znan predstavnik je linezolid, ki je zelo ucinkovit proti stafilokokom,
streptokokom in enterokokom. Zaradi prav posebnega mehanizma delovanja je zelo malo
moznosti za navzkrizno delovanje, zato je antibiotik izbora pri zdravljenju okuzb, ki jih

povzrocajo veckratno odporni enterokoki (Murray in sod., 2002).

Kloramfenikol

Ima podoben S$irok spekter delovanja kot je znalilen za tetracikline, vendar ga ne
uporabljamo vec. Vzrok ti¢i v tem, da poleg tega, da zavira sintezo bakterijskih proteinov,
zavira tudi sintezo celic ¢loveskega kostnega mozga, kar lahko vodi do aplasti¢ne anemije.
Bakteriostaticno delovanje je posledica reverzibilne vezave antibiotika na peptidil
transferazo 50S ribosomske podenote, kar preprecCi elongacijo proteina. Mehanizmi
odpornosti proti kloramfenikolu se prenasajo na plazmidih, lahko pa pride tudi do
kromosomske mutacije porinov zunanje membrane, kar privede do zmanjsanega oziroma

preprecenega vnosa antibiotika v bakterijsko celico (Murray in sod., 2002).
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Makrolidi

Osnovno strukturo te skupine antibiotikov predstavlja makrocikli¢ni laktonski obroc.
Najbolj znan predstavnik je eritromicin, ki ga pridobivamo iz bakterije
Streptomyces erythreus in ga uporabljamo predvsem za zdravljenje bolnikov, ki so
alergi¢ni na penicilin ali kateri drug betalaktamski antibiotik (Madigan in sod., 2000).
Makrolidi delujejo bakteriostaticno, v ve¢jih koncentracijah pa so lahko tudi baktericidni.
Reverzibilno se vezejo na 50S ribosomsko podenoto in prepreijo elongacijo proteina
(Murray in sod., 2002). Eritromicin deluje proti po Gramu pozitivnim kokom in atipi¢nim
bakterijam. Z modifikacijo makrolidne strukture sta lu¢ sveta ugledala $e dva makrolidna
antibiotika, azitromicin in Klaritromicin. Prvi je izredno ucinkovit v boju proti

povzroditeljem, ki so zajeti v nevtrofilcih in makrofagih (Kotnik, 2002).

Linkozamidi

Klindamicin, najbolj znan predstavnik linkozamidov, tako kot makrolidi in kloramfenikol z
vezavno na 50S ribosomsko podenoto zavira elongacijo novonastajajoega proteina.
Uc¢inkovito unicuje predvsem stafilokoke in po Gramu negativne anaerobne bacile (Murray
in sod., 2002).

2.2.3 Zaviralci sinteze jedrnih Kislin

Kinoloni

Nalidiksi¢no kislino, prvo predstavnico kinolonov, so dandanes zamenjali novi in bolj
uc¢inkoviti kinoloni kot so: ciprofloksacin, levofloksacin in gatifloksacin. Fluorokinoloni,
kot krajse re¢emo novejsim predstavnikom, nastanejo z modifikacijo obroc¢ev kinolonskega
nukleusa. Z zamenjavo enega atoma fluora na Sesti poziciji kinolonskega obroca drasti¢no
izboljSamo njihovo ucinkovitost proti po Gramu negativnim in pozitivnim bakterijam.

Njihovo delovanje je baktericidno, saj zavirajo delovanje nekaterih topoizomeraznih
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encimov (giraze, topoizomeraze 1V), ki skrbijo za topologijo dvojne vijaénice DNK
(Murray in sod., 2002).

Rifampin

Rifampin, semisinteti¢en derivat rifampicina B, ki ga proizvaja Streptomyces mediterranei,
se veze na RNK polimerazo in zavira sintezo m-RNK. Bakterije lahko dokaj hitro razvijejo
odpornost proti rifampinu, zato ga vedno predpiSemo v kombinaciji z drugimi

antituberkulotiki (izoniazid, pirazinamid, etambutol idr.) (Kotnik, 2002).

Sulfonamidi

So antimetaboliti, ki tekmujejo s p-aminobenzojevo kislino za veziséa na encimu
pteroatsintetazi, s ¢imer zavirajo sintezo folne kisline in pirimidinov, ki so osnovni
gradniki jedrnih Kislin. Sesalci niso sposobni sami proizvajati folne Kisline, zato
sulfonamidi ne vplivajo na njihov celi¢ni metabolizem. Sulfonamidi $kodujejo Sirokemu
naboru po Gramu negativnih in pozitivnih organizmov. Samih sulfonamidov skorajda ne
uporabljamo ve¢, saj so bakterije Ze razvile odpornost proti njim. Uporabljamo jih le Se v

kombinaciji s trimetoprimom kot trimetoprim/sulfametoksazol (Kotnik, 2002).

Trimetoprim

Trimetoprim je antifolat, analog dihidrofolne kisline, klju¢ne komponente pri sintezi
aminokislin in nukleotidov. Zavira metabolizem folne kisline s tem, ko zavira delovanje
dihidrofolat reduktaze, ki je klju¢na komponenta pri sintezi timidina, nekaterih purinov,
metionina in glicina. Pogosto ga predpisemo v kombinaciji s sulfametoksazolom. Gre za
sinergisti¢no reakcijo, ki metabolizem folne kisline prekine na dveh razli¢nih stopnjah in je

potemtakem taks$no zdravljenje veliko bolj u¢inkovito (Murray in sod., 2002).
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2.2.4 Zaviralci delovanja celicne membrane

Polimiksini
Delujejo baktericidno s tem, ko na podoben nacin kot kationski detergenti razgrajujejo
fosfolipidni dvosloj. Najbolj znan predstavnik je kolistin, ki ga uporabljamo predvsem za

peroralno razkuzevanje Crevesja pred operacijo, drugace pa so polimiksini zelo uporabni

pri zdravljenju okuzb s po Gramu negativnimi bakterijami (Kotnik, 2002).

2.2.5 Skupine antibiotikov, ki jih testiramo

Odvisno od bakterijske vrste v klini¢nih mikrobioloskih laboratorijih testiramo obcutljivost

bakterij za naslednje antibiotike:

o Betalaktamski antibiotiki (benzilpenicilin, ampicilin, oksacilin, cefuroksim,
cefotaksim, ceftazidim, piperacilin, imipenem, meropenem idr.)

e Betalaktamski antibiotiki z inhibitorji laktamaz (piperacilin/tazobaktam,
amoksicilin/klavulanska kisina)

e Aminoglikozidi (gentamicin, amikacin idr.)

e Kinoloni (ciprofloksacin, norfloksacin)

e Kloramfenikol

e Glikopeptidni antibiotiki (vankomicin, teikoplanin)

e Monobaktami (aztreonam)

e Trimetoprim/sulfametoksazol

e Makrolidi in linkozamidi (klindamicin, eritromicin idr.)

2.3 ODPORNOST BAKTERIJ PROTI ANTIBIOTIKOM

Z vedno vecjo porabo antibiotikov raste tudi razSirjenost in kompleksnost mehanizmov
odpornosti proti le tem. Bakterije so do sedaj na prav vsak nov antibiotik odgovorile s

pojavom odpornih sevov, katerih selekcijo omogoca predvsem mnozi¢na in mnogokrat
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nekriticna poraba antibiotikov (Kotnik, 2002). Z uporabo antibiotikov izvajamo selektivni
pritisk in nehote pripomoremo k pojavu neobcutljivih sevov. Mikroorganizmi so na Zemlji
ze vec kot 3,8 milijard let in k tako dolgemu obstanku je zagotovo zelo pripomogla njihova
metabolna in genetska raznolikost, ki jim omogoca zoperstaviti se selektivnemu pritisku
okolja (Byarugaba in sod., 2010). Nasa obramba proti patogenom tako slabi, mikrobi pa so

vedno bolj odporni na naso protimikrobno artilerijo.

Vsi antibiotiki niso $kodljivi za vse bakterije. Odpornost bakterij proti antibiotikom je
lahko bodisi naravna bodisi pridobljena. O naravni odpornosti govorimo, ko je proti
nekemu antibiotiku odporen celoten bakterijski rod ali vrsta. Pogojujejo jo normalne
genetske, strukturne in fizioloSke znacilnosti bakterije. Bakterijske vrste so naravno
odporne proti dolo¢enemu antibiotiku, ¢e ne posedujejo tarénih mest, na katera antibiotik
deluje ali pa imajo naravno nizko prepustnost membrane, ki onemogoca vstop
protimikrobnih sredstev v samo celico. Tako so na primer enterobakterije odporne proti
makrolidom in glikopeptidom, saj njihova sestava celicne stene prvim preprecuje vstop v
celico in drugim ucinkovanje, bakterije rodu Mycoplasma proti penicilinom, ker ne
posedujejo celi¢ne stene ter vse bakterije, ki pridobivajo folno kislino iz okolja in je ne
sintetizirajo same proti sulfonamidom (Seme, 2002b).

Bakterije so sposobne odpornost tudi razviti oziroma pridobiti. Pridobljeno odpornost,
sposobnost, da se uprejo oziroma izognejo uCinkom agensa, na katerega so drugace
obcutljivi, imajo le posamezni sevi doloCene bakterijske vrste ali rodu. Navadno je
posledica mutacije kromosomskega ali plazmidnega dela, najbolj pogosto pa do nje pride
zaradi pridobitve nove genetske informacije z genskim prenosom iz druge bakterijske
celice s konjugacijo ali transformacijo (Seme in Poljak, 2002). Bakterije lahko pridobijo
odpornost na razli¢ne nacine in sicer lahko pridobijo gene za doloCen encim, ki inaktivira
antibiotik, lahko pridobijo zapis za alternativni encim, ki prevzame nalogo encima,
katerega je antibiotik inaktiviral, pride lahko do mutacije gena za tar¢no mesto, s ¢imer se
prepreCi vezava antibiotika ter do hiperprodukcije tar¢nih mest, odpornost je lahko
posledica zmanjSane prepustnosti za antibiotik ali aktivnega c¢rpanja protimikrobnih

sredstev iz celice preden le-ta lahko dosezejo tar¢na mesta (Byarugaba in sod., 2010).
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2.3.1 Mehanizmi odpornosti bakterij proti antibiotikom

Pri bakterijah na¢eloma poznamo pet mehanizmov odpornosti (slika 2) proti antibiotikom
(Seme, 2002b):

e Sprememba tarnega mesta oz. prijemaliSCa na katerega se veze antibiotik

e Neprepustnost 0z. zmanjSana prepustnost celiéne membrane za dolocen antibiotik
e Encimska razgradnja antibiotika

e Sprememba presnovne poti, na katero deluje antibiotik

e Aktivno iz¢rpavanje antibiotika iz bakterijske celice z aktivnim transportom
bakterijska celica

® antibiotik o /
k. celicna stena

encim, kiinaktivira

2 ® ‘@
aktivno izloanje ]
antibictika
kromosom
oo X ¥ '
o0

sprememba taréne molekule antibiotika
spremenjen protein @ ®
celiéne stene
inhibicija prevzema
antibiotika plazmid

antibictik

dtoplazma

spremenjena taréna
molekula antibictika

Pumpa za
izérpavanje

Slika 2: Mehanizmi bakterijske odpornosti (Enciklopedija Britannica, 2009)

Velika vecina genov za odpornost se izmenja predvsem med gensko izmenjavo z mikrobi,
ki proizvajajo antibiotike. Ti mikroorganizmi so razvili mehanizme za$¢ite in so zmoZzni
antibiotik uniciti ali nevtralizirati. Odpornost je lahko zapisana na bakterijskem
kromosomu, pogosto pa se zapis za gene odpornosti nahaja na plazmidu, R faktorju. V
primeru, ko gre za kromosomski izvor odpornosti, gre navadno za gene, ki nosijo zapis za
spremembo tar¢nega mesta za antibiotik. Na plazmidu pa so navadno zapisana navodila za
sintezo novih encimov, ki inaktivirajo zdravilo ali geni, ki nosijo zapis za porine, ki skrbijo

za zmanjS$ano prepustnost membrane ali za aktivno iz€rpavanje antibiotika. Plazmidi lahko
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nosijo tudi zapise za veckratno odpornost. V primerih, ko se geni za odpornost prenasajo
vezano, lahko pride do odpornosti proti ve¢ skupinam antibiotikov (Seme in Poljak, 2002).
Med veckratno odpornimi bakterijami so najbolj pomembne S. aureus, ki so odporne proti
meticilinu (MRSA) in drugim betalaktamskim antibiotikom, ter pogosto posedujejo tudi
genski zapis za odpornost proti makrolidom, linkozamidom, aminoglikozidom in
kinolonom. Seveda ne smemo zanemariti tudi proti vankomicinu odpornih enterokokov
VRE (angl. vancomycin-resistant enterococci), ki so poleg vankomicina pogosto odporni
tudi proti teikoplaninu, ter po Gramu negativnih bakteriji z betalaktamazami razsirjenega
spektra (ESBL) in karbapenemazami. Povzro¢ajo okuzbe z visoko stopnjo smrtnosti, kar je
posledica veckratnih mutacij, ki botrujejo visoki stopnji odpornosti teh organizmov proti

antibiotikom, ki so navadno zdravilo izbora (Davies J. in Davies D., 2010).

Najvec¢ja zariS€a nastanka odpornosti proti antibiotikom so bolnisnice (Kotnik, 2009).
Temu botruje napacna in nekriticna uporaba antibiotikov v medicini. Predvsem gre tukaj
za napacne odmerke, antibiotike in trajanje antibioti¢nega zdravljenja. Premajhni odmerki
in pred¢asno prenehanje z zdravljenjem lahko privedejo do tega, da so bakterije
izpostavljene le subletalnim dozam, ki jih ne pokoncajo, ampak le povzroCijo selekcijo

tistih, ki so proti antibiotiku odporne (Burges, 1999).

2.3.2 Odpornost proti razli¢cnim skupinam antibiotikov

Odpornost proti betalaktamskim antibiotikom

Bakterije razvijejo odpornost proti betalaktamom na tri najbolj pogoste nacine: hidroliza
antibiotika z betalaktamazami, sprememba obstojecih PBP in sinteza novih PBP.
Odpornost je najpogosteje posledica delovanja betalaktamaz, encimov, ki razgradijo
betalaktamski obro¢ betalaktamskih antibiotikov. Poznamo ve¢ kot 200 betalaktamaz,
kodirajo jih tako kromosomski kakor tudi plazmidni geni. Pri po Gramu pozitivnih
bakterijah gre navadno za betalakatamaze, ki delujejo le proti penicilinu, zapis za njih pa se
nahaja na plazmidu. Za po Gramu negativne bakterije pa je znacilno, da imajo

kromosomski gen z zapisom za inducibilno betalaktamazo, ki je praviloma ucinkovitejsa
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proti cefalosporinom. Poleg omenjenega kromosomskega gena najdemo pri po Gramu
negativnih bakterijah tudi Stevilne plazmidne gene za betalaktamaze. Najbolj pogoste so iz
skupine TEM in SHV, katere pogosto najdemo pri E. coli in K. pneumoniae in hidrolizirajo
peniciline ter ozkospektralne cefalosporine, vendar so neucinkovite proti cefalosporinom
tretje generacije, karbapenemom in monobaktamom. V kolikor pride do mutacije genov za
te vrste betalaktamaz, pride do pojava betalaktamaz z razsirjenim spektrom delovanja
(angl. Extended-spectrum beta-lactamases — ESBL), ki so sposobne poleg penicilinov in
cefalosporinov prve generacije hidrolizirati tudi cefalosporine tretje in Cetrte generacije
(Seme in Poljak, 2001).

Odpornost proti penicilinu lahko izhaja tudi iz spremembe PBP. Bakterije imajo navadno v
celicni steni 4-6 razlicnih PBP. Bakterije so razvile dve razli¢ici odpornosti proti
betalaktamskim antibiotikom preko PBP. Prva temelji na vzpostavitvi alternativne poti za
sintezo peptidoglikana z geni, ki kodirajo nastanek novih PBP. Idealen primer tovrstne
odpornosti je proti meticilinu odporen S. aureus (MRSA), ki izraza gen mecA, pri ¢emer
nastane poseben PBP z zmanjSano afiniteto za peniciline, tako da se sinteza peptidoglikana
lahko kljub prisotnosti betalaktamov nadaljuje. V drugem primeru pa gre za odpornost, ki
je posledica spremembe obstojecih PBP, s ¢imer pride do zmanjSane afinitete do penicilina
(Miiller Premru, 2001). Pri po Gramu negativnih bakterijah lahko kot posledica razli¢nih
mutacij pride tudi do sprememb beljakovin, ki sestavljajo kanale v celi¢ni steni (porinov), s
¢imer se zmanj$a prehod betalaktamskih antibiotikov skozi steno in prepreci dostop le-teh

do tar¢nega mesta delovanja (Seme, 2002b).

Odpornost proti aminoglikozidom

Zaradi motenega prodiranja antibiotika v celico so nekatere po Gramu pozitivne bakterije
naravno odporne proti aminoglikozidom (Miiller Premru, 2001). Pri po Gramu negativnih
bakterijah lahko nastane pridobljena odpornost, ki je najveckrat posledica delovanja
razliénih encimov, ki spremenijo aminoglikozide tako, da niso ve¢ sposobni vezave na
ribosome in prepreciti sinteze beljakovin. Zapisi za te encime (acetiltransferaze,

adeniltransferaze, fosfotransferaze) se nahajajo na gibljivih genskih elementih kot so
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plazmidi, transpozoni in integroni (Seme in sod., 1998). Redko je odpornost posledica

kromosomskih mutacij, ki povzrocijo modifikacijo ribosomske tarce.

Odpornost proti glikopeptidom

Najbolj znana predstavnika glikopeptidov sta antibiotika vankomicin in teikoplanin. Po
Gramu negativne bakterije so naravno odporne proti vankomicinu, saj so molekule
prevelike za prehod skozi zunanjo membrano (Murray in sod., 2002). Poznamo ve¢ tipov
pridobljene odpornosti med katerimi sta nabolj pomembna VanA in VanB. Enterokoki s
fenotipom VanA so visoko odporni proti vankomicinu in teikoplaninu, medtem ko so
VanB odporni le proti vankomicinu. Geni za visoko odpornost proti vankomicinu se lahko
z enterokokov prenasajo tudi na druge bakterijske vrste, medtem ko lahko proti meticilinu
odporni stafilokoki povsem neodvisno postopno razvijajo odpornost proti glikopeptidom
(Seme, 2002b). Vankomicin je zdravilo izbora pri okuzbah s proti meticilinu odpornim
S. aureus in ostalimi po Gramu pozitivnimi bakterijami, odpornimi proti betalaktamom.
Njegova protimikrobna aktivnost izhaja iz transglikozilacije sestavin celi¢ne stene. Veze se
na D-alanin-D-alanin konce pentapeptidnih stranskih verig peptidoglikana ali prekurzorjev,
s Cimer prepre¢i mrezenje peptidoglikanskih verig. Bakterije, ki imajo D-alanin-D-laktat
konce, so naravno odporne proti vankomicinu, odpornost pa lahko pridobijo tudi s

plazmidi, ki nosijo gene za spremembe pentapeptidnih koncev (Murray, 2002).

Odpornost proti makrolidom

Odpornost proti makrolidom je navadno posledica spremembe prijemalis¢a teh
antibiotikov. Geni erm kodirajo encime, ki metilirajo adeninske ostanke v 23S podenoti
rRNK. Sledi konformacijska sprememba ribosoma, ki povzro¢i zmanjSano afiniteto do
makrolidov, linkozamidov in streptograminov. Dva druga mehanizma odpornosti proti
makrolidom sta tudi uni¢enje laktonskega obroca s pomocjo eritromicin esteraze in aktiven
izmet antibiotika iz celice. Enterobakterije so zaradi slabe prepustnosti zunanje membrane

naravno odporne proti makrolidom (Seme, 2002b).
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Odpornost proti tetraciklinom

Odpornost proti tetraciklinu se lahko, tako pri po Gramu pozitivnih kakor tudi po Gramu
negativnih bakterijah, razvije kot posledica aktivnega iz¢rpavanja antibiotika iz celice s
posebnimi beljakovinami Tet. Poznan je tudi mehanizem, ki temelji na genih, ki kodirajo
beljakovine za za$¢ito ribosoma pred delovanjem tetraciklinov in pa sistem, ki je
opredeljen kot fenotip MAR (angl. Multiple Antibiotic Resistance) in je posledica
zmanjSane prepustnosti in aktivnega C¢rpanja antibiotikov. Pri po Gramu negativnih
bakterijah lahko pride tudi do kromosomske mutacije, ki spremeni prepustnost celi¢ne
stene (Seme in Poljak, 2002)

Odpornost proti kloramfenikolu

Pridobljena odpornost je navadno posledica tvorbe encimov (kloramfenikol transferaz), ki
inaktivirajo antibiotik. Zapisi se nahajajo na plazmidih ali transpozonih. Kromosomske
mutacije genov za porine lahko pri po Gramu negativnih bakterijah privedejo do

zmanjSane prepustnosti membrane (Seme in Poljak, 2002).

Odpornost proti kinolonom

Odpornost je navadno posledica mutacij genov, ki nosijo zapis za encime pomembne pri
podvojevanju DNK (giraza, topoizomeraza). Kinoloni zavirajo delovanje teh dveh
encimov in kakrSne koli spremembe podenot encimov privedejo do odpornosti. Pri po
Gramu negativnih bakterijah je lahko odpornost proti kinolonom tudi znacilnost fenotipa

odpornosti MAR, ki je opisan Ze pri odpornosti proti tetraciklinu (Seme in Poljak, 2001).

Odpornost proti sulfonamidom in trimetoprimu

Pridobljena bakterijska odpornost je, tako pri po Gramu negativnih kakor tudi po Gramu

pozitivnih bakterijah, posledica kromosomskih mutacij, ki povzro¢ijo zmanjSano afiniteto
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encima dihidropteorat sintetaze za sulfonamide. S tem se prepreci delovanje sulfonamidov,
Ki zavirajo delovanje omenjenega encima in s tem prepreCujejo sintezo folne kisline in

posledi¢no tudi sintezo bakterijske DNK (Miiller Premru, 2001).

2.3.3 VVzroki za pojav odpornosti bakterij proti antibiotikom

Antibiotiki so od leta 1950, ko so preplavili svet, revolucionirali medicino in resili nesteta
Zivljenja. Po drugi strani pa so Zal omogoc¢ili tudi zelo hiter pojav odpornih sevov. Odporne
bakterije so bile prisotne Ze pred mnozi¢no uporabo antibiotikov, vendar je uporaba le teh
povzrocila velik evolucijski pritisk, ki je botroval razvoju in Sirjenju odpornosti med
mikroorganizmi. Do danes so skoraj vsi patogeni mikroorganizmi razvili/pridobili
odpornost proti kateremu od kemoterapevtikov. Seveda antibiotiki niso stalnica samo v
zdravstvu, mo¢no so prisotni tudi v vsakdanjem Zivljenju ter veterini in Zzivinoreji

(Davies J. in Davies D., 2010).

Najpomembnejsi vzroki za narasCanje Stevila odpornih bakterij so velika in mnogokrat
nekritiCna uporaba antibiotikov, uporaba antibiotikov Sirokega spektra, nepravilni odmerki,
pomanjkljiva bolni$ni¢na higiena in odsotnost ukrepov za omejevanje porabe antibiotikov
(Miller Premru, 2002). Nesmotrna raba antibiotikov je tako glavni vzrok nastanka
odpornih bakterij, slaba higiena in slab nadzor nad bolniSni¢nimi okuzbami pa za njihovo

Sirjenje (Cizman, 2012).

2.4 PORABA ANTIBIOTIKOV V ZDRAVSTVU

Dandanes so antibiotiki stalnica v zdravstvu in zdravljenju na domu. Nekatere Studije
ocenjujejo, da antibiotike vsak dan prejema 1-3,9 % prebivalcev in da je na taksni ali
drugacni protimikrobni terapiji od 14-67 % bolnikov v bolnidnicah (Cizman, 2012). 10-
20 % antibiotikov je predpisanih v okviru zdravljenja v bolnisnicah, kar 80-90 % pa v
ambulantah. Od tega je nekje 20-50 % predpisanih antibiotikov nepotrebnih
(Cizman, 2013).
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Poraba in struktura porabe antibiotikov sta v direktni povezavi z odpornostjo bakterij in
nizka odpornost je pokazatelj kakovostnega, kritiénega, pravilnega predpisovanja teh
zdravil, medtem ko visoka odpornost nakazuje ravno nasprotno. Porabo protimikrobnih
zdravil izrazamo v definiranih dnevnih dozah na 100 bolnisni¢nooskrbnih dni (DDD/100
BOD) ali v DDD na tiso¢ prebivalcev na dan (DDD/1000 prebivalcev na dan).

2.5 Z ZDRAVSTVOM POVEZANE OKUZBE

Bolni$ni¢ne okuzbe predstavljajo veliko tezavo pri pojavu odpornih patogenov. Gre za
okuzbe, ki praviloma nastopijo 48 ali ve¢ ur po sprejetju v zdravstveno ustanovo in so
povezane z diagnostiko ter zdravljenjem in rehabilitacijo v neki zdravstveni ustanovi ali
ustanovi, ki izvaja zdravstveno dejavnost (Zakon o nalezljivih boleznih, 2006). Na
nastanek bolni§niénih okuzb lahko vpliva ve¢ dejavnikov kot so: bolnikovi dejavniki,
diagnosti¢ni dejavniki, terapevtski in negovalni postopki, dejavniki mikroorganizmov.
Prizadenejo 1 od 10 bolnikov. Najvisja prevalenca t.i. bolni$ni¢nih okuzb je na intenzivnih
enotah. Bolnisnice, e posebej intenzivne enote, so tako zelo pomemben ¢len pri razvoju in
Sirjenju proti antibiotikom odpornih bakterij. Temu botrujejo visoka poraba antibiotikov,
gostota populacije in pogosti stiki med bolnisni¢nim osebjem in bolniki, kar lahko privede
do navzkriznih okuzb (Struelens, 1998).

Glede na izvor poznamo endogene in eksogene bolni$ni¢ne okuzbe. Pri endogenih okuzbah
je povzrocitelj del naravne mikrobiote bolnika, pri eksogenih pa do okuzbe pride preko
kontaminiranih predmetov ali rok zdravstvenega osebja. Najpogostejsi povzrocitelji
bolnisni¢nih okuzb so po Gramu pozitivne bakterije, med katerimi so najbolj problemati¢ni
S. aureus (MRSA) in proti vankomicinu odporni enterokoki, ter veckratno odporni po

Gramu negativni bacili (Inweregbu, 2005; Flaherty in Weinstein, 1996).

Odpornost patogenov proti antibiotikom moc¢no povisa obolevnost in smrtnost zaradi
infekcijskih bolezni. S tem so povezani tudi ogromni dodatni stroski, ki so potrebni za

podaljsano zdravljenje in alternativno ter navadno tudi drazjo profilakso (Struelens, 1998).
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Vzroki za povecan pojav odpornih sevov (Struelens, 1998):
e Selekcija odpornih bakterijskih sevov s pomoc¢jo mutacij in prenosom rezisten¢nih
genov kot rezultat prekomerne in nepravilne uporabe antibiotikov
e Prenos odpornih bakterij znotraj bolnisni¢nega okolja z navzkrizno kolonizacijo
pacientov preko rok zdravstvenih delavcev in med bolnisnicami preko transferja

koloniziranih pacientov

K povisanju incidence bolnisni¢nih okuzb, ki jih povzro¢ajo odporni patogeni, najbolj
pripomore selekcija mutiranih sevov znotraj bolnikove lastne mikrobne flore, do Cesar
pride med antibioticnim zdravljenjem ali je rezultat prenosa genetske determinante za
odpornost (plazmid, transpozon). K temu velikokrat pripomore tudi uporaba antibiotikov
Sirokega spektra, ki je v¢asih vsekakor potrebna, predvsem kadar laboratorijskih izvidov ni
mo¢ dobiti pravocasno. Le po opravljeni ustrezni diagnostiki, se lahko uvede ustrezno
zdravljenje z antibiotiki ozkega spektra (Goossens in sod., 2005) zato sta mikrobioloska
diagnoza in standardizirano testiranje obcutljivosti bistvenega pomena za pravilno izbiro

protimikrobnega zdravljenja.

2.6 DOLOCANJE OBCUTLJIVOSTI ZA ANTIBIOTIKE

Pravilno doloc¢anje obcutljivosti mikroorganizmov za antibiotike je odlo¢ilnega pomena za
pravilno zdravljenje pacientov, ter nadzor pojava odpornosti. V okviru dolocanja
obcutljivosti organizmov za antibiotike dolo¢amo razlicne parametre. “Zlati standard”
tovrstnih meritev predstavlja minimalna inhibitorna koncentracija (MIK). Gre za najnizjo

koncentracijo nekega antibiotika, ki zavre rast bakterij (Jorgensen in Ferraro, 2009).

Organizacije kot so EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) in CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) na podlagi
farmakokineti¢nih/farmakodinami¢nih ter klini¢nih Studij objavljajo interpretacije mejnih
vrednosti MIK, ki omogocajo interpretacijo rezultatov testov obcutljivosti na kvalitativen
nacin z oznakami S, I in R (S-obcutljiv, I-zmerno obcutljiv, R-odporen). V primeru, da je

MIK enak ali nizji od mejne vrednosti za neko bakterijo velja, da je obcutljiva za
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antibiotik. Zmerno obcutljive in odporne bakterije imajo MIK visjo od mejne vrednosti

(Jorgensen in Ferraro, 2009).

V klini¢nem smislu velja, da pri okuzbah z ob¢utljivimi bakterijami pricakujemo uspe$nost
zdravljenja, pri zmerno obcutljivih je uinek zdravljenja negotov, pri odpornih pa je

verjetnost neuspesnega zdravljenja zelo velika (Strumbelj in sod., 2015):

e S (angl. susceptible) — obcutljiv: Organizem bi se moral odzvati na priporo¢eno
zdravljenje in verjetnost uspesnega zdravljenja je zelo velika.

e | (angl: intermediate) — zmerno obcutljiv: MIK se pribliZzuje ali presega priporo¢en
odmerek antibiotika za dolo¢eno mesto okuzbe in vrsto organizma, zato je ucinek
zdravljenja negotov.

e R (angl: resistant) — odporen: Z obi¢ajnim odmerkom antibiotika pacientov patogen

ne bo inhibiran, zatorej je verjetnost neuspes$nega zdravljenja zelo velika.

2.6.1 Metode za dolo¢anje obcutljivosti

Ena izmed najbolj pomembnih nalog vsakega klini¢nega laboratorija je izvajanje testov za
dolocanje obcutljivosti bakterijskih izolatov za antibiotike. Namen tovrstnih testiranj je
odkriti morebitne mehanizme odpornosti bakterij in s tem pomagati pri izboru ustrezne
antibioti¢ne terapije. V ta namen se uporabljajo razlicne metode, kot so: disk difuzija,
metoda difuzijskega gradienta, mikrodilucijska metoda, avtomatizirani sistemi (VITEK 2).
Vse metode imajo seveda doloCene prednosti in slabosti ter dajo verodostojne rezultate le
pri dolocenem naboru mikroorganizmov. Nekatere metode podajo kvantitativne rezultate
(MIK), spet druge zgolj kvalitativne ocene: obcutljiv, zmerno obcutljiv, odporen

(Jorgensen in Ferraro, 2009).

Disk difuzija

Ta metoda za dolocanje obcutljivosti bakterij za antibiotike je ena izmed najbolj
enostavnih, prakticnih in standardiziranih. Pri tej metodi pripravimo suspenzijo

preiskovanih bakterij gostote 1-2x10% CFU (angl. colony-forming units) kar je 0,5 McF
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(McFarland) in jo z brisom nanesemo na ustrezno agarsko plos¢o. Na plos¢o nato lahko
polozimo komercialno pripravljene papirnate diske s to¢no dolo¢enimi koncentracijami
razli¢nih antibiotikov. Stevilo diskov je odvisno od velikosti plosée. Plos¢e nato
inkubiramo pri pogojih, ki so odvisni od vrste ali skupine bakterij in Sele nato od¢itamo
rezultate. Merimo premere con inhibicije rasti okoli diskov, ki so odvisni od obcutljivosti
izolata na antibiotik in od hitrosti difuzije skozi agarski medij. Cone inhibicije
interpretiramo na podlagi izbranih smernic. Rezultati so kvalitativne narave in nam ne
podajo nobenih informacij o minimalnih inhibitornih koncentracijah. Prednost metode lezi
v tem, da je zelo preprosta in cenovno ugodna. Prav tako omogoca veliko fleksibilnost pri

izbiri antibiotikov, ki jih Zelimo testirati (Jorgensen in Ferraro, 2009).

Dilucijska metoda

Dilucijska metoda za dolo¢anje obcutljivosti za antibiotike je ena prvih metod za dolo¢anje
obcutljivosti nasploh. Vkljuéuje pripravo razli¢nih razred¢in antibiotikov v tekocem ali v
agarskem mediju. Epruvete z gojis¢em in razliénimi koncentracijami antibiotikov nato
inokuliramo s standardizirano suspenzijo bakterij 0,5 McF. Po inkubaciji od¢itamo
rezultate, ki so kvanitativne narave in nam podajo informacijo o minimalni inhibitorni
koncentraciji. Slabosti metode so predvsem: zamudna priprava, moznost napak pri pripravi
raztopin antibiotikov, bakterijske suspenzije in potratnost glede reagentov ter prostora za

izvedbo le te (Jorgensen in Ferraro, 2009).

Metoda difuzijskega gradienta v agarju za dolo¢anje minimalne inhibitorne

koncentracije

E-test oziroma Epsilometer test omogoca direktno kvantifikacijo obcutljivosti
mikroorganizmov za dolo¢ene antibiotike (Nachnani in sod., 1992). Test temelji na testnih
trakovih z eksponentno naraS¢ajo¢imi gradienti koncentracij antibiotika. Suspenzijo
bakterij predhodno nanesemo na celotno povrSino agarja. Nato previdno in v asepti¢nih

pogojih s pinceto na agar polozimo E-test trak za doloc¢en antibiotik. Po 48 urah inkubacije
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opazimo cono inhibicije v obliki elipse, ki se stika s trakom na mestu, ki predstavlja MIK

(Jorgensen in Ferraro, 2009).

Avtomatiziran sistem VITEK 2

VITEK 2 (bioMérieux, Francija) je avtomatiziran sistem za identifikacijo ve¢ kot 300
razli¢nih bakterijskih vrst in dolocanje obc¢utljivosti za ve¢ kot 78 razli¢nih antibiotikov.
Poznamo tri razli¢ice sistema, ki se razlikujejo po kapaciteti in stopnji avtomatiziranosti
(Pincus, 2006). Sistem uposteva smernice EUCAST (EUCAST, 2011) ter nam poleg
identifikacije mikroorganizmov omogoca dolo¢itev minimalne inhibitorne koncentracije
antibiotikov in interpretacije (S, I, R). Za odporne bakterije nam poda tudi mehanizme

odpornosti (bioMérieux, 2016a).

Za izvedbo meritev iz 24-urne bakterijske kulture pripravimo suspenzijo v 0,45 %
raztopini NaCl, katere gostoto prilagodimo na 0,5 McF (Pincus, 2006). Epruveto s
suspenzijo nato namestimo na nosilec, kaseto. S pomocjo ra¢unalniske enote SCS (angl.
Smart Carrier Station) vnesemo identifikacijsko Stevilko vzorca in jo elektronsko
povezemo s ¢rtno kodo, ki se nahaja na plos¢icah. Vse vnesene informacije se nato
prenesejo v sistem preko Cipa vgrajenega v kaseti. Inokulacija Kartic, pipetiranje in
priprava raztopin za merjenje obc¢utljivosti nato potekajo avtomatizirano. S tem, ko so vsi
nadaljnji postopki avtomatizirani, standardizirani in kontrolirani, se moc¢no zmanjsa

moznost napak in morebitnih kontaminacij (Ling in sod., 2001).

Sistem za identifikacijo bakterij temelji na fluorescenci, obcutljivost za antibiotike pa se
doloca z dilucijsko metodo. Testne ploséice so sestavljene iz 64 vdolbinic, ki v primeru
identifikacije vsebujejo razli¢ne substrate, pri doloanju obcutljivosti pa razlicne

koncentracije relevantnih antibiotikov (Pincus, 2006).

Aparat med inkubacijo izvaja meritve v rednih c¢asovnih intervalih (15 min). S
ksenonskimi Zarnicami meri fluorescenco biokemicnih produktov metabolnih aktivnosti,

kot so: acidifikacija, alkalinizacija, hidroliza encimov in rast v prisotnosti inhibitornih
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substanc. Opti¢no zaznava tudi motnost v vdolbinicah z razli¢nimi koncentracijami
antibiotikov in nam poda podatke o tem, katera je najmanjSa koncentracija antibiotika

(MIK), ki $¢ zavre rast testiranega mikroorganizma (Livermore in sod., 2002).

Sistem ima kar nekaj prednosti, med katerimi je hitrost posredovanja rezultatov seveda na
prvem mestu. Sistem namre¢ omogoca, da rezultate identifikacije dobimo v manj kot
sedmih urah, podatke o obcutljivosti za antibiotike pa prejmemo najkasneje v 12 urah. S
klasiénimi metodami moramo na rezultate ¢akati vsaj 18 ur. Hitreje, ko dobimo rezultate
nekih testiranj, hitreje lahko ustrezno ukrepamo. Na podlagi rezultatov lahko zdravniki
predpisejo ustrezno antibioticno zdravljenje. Prednost sistema VITEK 2 je tudi ta, da nam
poleg kvantitativnih rezultatov (MIK) o obcutljivosti bakterij pri odpornih bakterijah poda
tudi mehanizme odpornosti (Barry in sod., 2003). Vgrajen ima namre¢ AES (Advanced
Expert System), sistem za interpretacijo rezultatov, ki je na podlagi podatkov o ve¢ kot
2.000 fenotipih in 20.000 minimalnih inhibitornih koncentracijah, sposoben prepoznati
vzorce obcutljivosti in ne zgolj obcutljivost za posamezne antibiotike (Thomas in Rector,
2007). AES poda poro¢ilo z izmerjenimi MIK in interpretiranimi MIK glede na
mehanizem odpornosti bakterij.

VITEK 2 plosc¢ice so za enkratno uporabo. Na trzis¢u je kar nekaj razlic¢ic. Plos¢ice za
identifikacijo po Gramu negativnih bakterij (GN) in Gramu pozitivnih bakterij (GP)

vsebujejo po 46 razli¢nih kemié¢nih substratov.

Ploscice za identifikacijo so naslednje (bioMérieux, 2016b):
e GN — ploscice za identifikacijo po Gramu negativnih bakterij
e GP —ploscice za indentifikacijo po Gramu pozitivnih bakterij
e YST —ploscice za identifikacijo kvasovk
e NH —ploscice za identifikacijo bakterij iz rodu Neisseria in Haemophilus

e ANC - ploscice za identifikacijo anaerobnih in korineformnih bakterij
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Na trzis¢u so plos¢ice, ki omogocajo doloCanje obcutljivosti za razline organizme:
enterobakterije, nefermentativne bacile, stafilokoke, enterokoke, streptokoke (vkljuéno s

S. pneumoniae, S. viridans in beta-hemoliti¢ne streptokoke) ter kvasovke.

Sistem VITEK 2 je sestavljen iz naslednjih komponent (slika 3):

Lokalna racunalniSka postaja SCS: sluzi za namestitev epruvete z inokulumom na nosilec

za epruvete, vnos podatkov o bolniku in elektronsko povezavo le teh s karticami za

identifikacijo in dolocanje obcutljivosti.

Glavni inkubator in analizator: sem vstavimo nosilec z epruvetami, ki vsebujejo inokulume

ter ploscice. Nosilec preko vgrajenega Cipa prenese vse vnesene informacije in omogoca

sledljivost.

Racunalnik, kjer se nam po inkubaciji izpiSejo rezultati.

zaslon

opticni
¢italec kod

glavni
analizatorin
inkubator

merilec gostote

lokalna

reza za vstavljanje nosilec za epruvete z raEun_aIniika
novih izolatov inokulumom in plos¢ice postaja (SCS)

Slika 3: Avtomatiziran sistem VITEK 2
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3 MATERIAL IN METODE DELA

3.1 BAKTERIJSKI IZOLATI

V sklopu diplomske naloge smo testirali 219 kliniénih bakterijskih izolatov
(preglednica 2), izoliranih iz kuznin bolnikov iz razli¢nih oddelkov Univerzitetnega
Klinicnega centra Ljubljana (UKCLJ). Za posamezno bakterijsko vrsto smo upostevali le
prvi izolat pri bolniku. Doloc¢ali smo obcutljivost bakterij za razli¢ne antibiotike.
Osredotocili smo se na 5 bakterijskih vrst, ki imajo poglavitno vlogo pri bolni$ni¢nih
okuzbah: E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa in E. faecalis. Zbiranje izolatov
je potekalo v dveh sklopih in sicer od 1.12.2005 do 31.12.2007 (sklop 1) ter od 1.12.2013
do 1.6.2014 (sklop II). Klini¢ne vzorce bolnikov z intenzivnih in navadnih oddelkov smo
kultivirali s standardnimi mikrobioloskimi metodami. Izolirane bakterije smo nato S
pomoc¢jo avtomatiziranega Sistema VITEK 2 Se enkrat identificirali, istocasno pa smo

ugotavljali tudi njihovo obcutljivost za razli¢ne antibiotike.

Preglednica 2: Pregled vrste in Stevila izolatov

Bakterija/leto Sklop | Sklop 11

Escherichia coli 34 31
Staphylococcus aureus 36 20
Klebsiella pneumoniae 30 /
Pseudomonas aeruginosa 29 /
Enterococcus faecalis 39 /

Legenda: (/) Za to bakterijsko vrsto v sklopu 11 (2014) nismo dolocali obcutljivosti

Porazdelitev intenzivnih in navadnih oddelkov je razvidna iz preglednice 3. Skupno smo
testirali 135 izolatov z navadnih in 84 izolatov z intenzivnih oddelkov.

Preglednica 3: Navadni in intenzivni oddelki
Kirurska klinika (KO za abdominalno kirurgijo) Oddelek za intenzivno terapijo (CIT)
Interna Klinika Klini¢ni oddelek za intenzivno interno medicino (CIIM)

Infekcijska klinika (ostali oddelki) Infekcijska klinika (Intenzivna terapija)



Goli¢nik S. Primerjava MIK antibiotikov pri bakterijah, izoliranih iz kuznin bolnikov iz intenzivnih enot in z oddelkov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. studija mikrobiologije, 2016 28

Podatke o porabi antibiotikov nam je posredoval Univerzitetni klini¢ni Center Ljubljana.
Povpre¢na poraba antibiotikov na navadnih in intenzivnih oddelkih je navedena v

preglednici 4.

Preglednica 4: Povpreéna poraba antibiotikov na navadnih in intenzivnih oddelkih v sklopu 2006 in 2014

(DDD/100BOD)
odd. 2006 odd. 2006 odd. 2014 odd. 2014

Tetraciklini tetraciklin 0,15 0,51
Sirokospektralni penicilini ampicilin 2,01 3, 73 1,34 3, 51
Penicilini, ob¢utljivi na betalaktamaze benzilpenicilin 1,18 1,66 1,52 4,67
Proti laktamazam beta odporni penicilini oksacilin 1,52 21,09 2,1 11,07
Kombinacije penicilinov z zaviralci amoksicilin/klavulanska kislina,

betalaktamaz piperacilin/tazobaktam 12,36 29,53 18,55 43,54
Cefalosporini cefotaksim, ceftazidim... 5,89 50,7 3,89 55,75
Karbapenemski antibiotiki imipenem, meropenem 1,43 10,91 7,48 16,19
Kombinacija sulfonamidov in trimetoprima trimetoprim/sulfametoksazol 1,52 2,23 1,89 6,68
Makrolidni antibiotiki eritromicin 3,73 5,57 2,84 14,9
Piranozidni antibiotiki (linkozamidi) klindamicin 2,91 10,21 0,96 2,65
Aminoglikozidni antibiotiki amikacin, gentamicin 7,28 11,3 5,97 11,98
Fluorokinoloni ciprofloksacin... 16,52 10,6 11,95 17,4
Glikopeptidi teikoplanin, vankomicin 1,74 9,33 2,31 10,91

Legenda: (/) Ni podatka o porabi. Razporeditev oddelkov je enaka kot v preglednici 3, le da Infekcijske
klinike pri izraCunu povprecne porabe antibiotikov nismo upostevali, saj nam ni uspelo pridobiti locene
porabe antibiotikov za Infekcijsko kliniko (ostali oddelki) in Infekcijsko kliniko (intenzivna terapija).

Zanimalo nas je, ¢e se odpornost bakterij med navadnimi in intenzivnimi oddelki kaj
razlikuje, ¢e upostevamo, da je na intenzivnih oddelkih poraba antibiotikov visja kot na
navadnih oddelkih.

3.1.1 Gojitev in inkubacija

Vse izolate smo gojili na krvnem agarju in jih inkubirali aerobno pri 35 °C. Krvni agar je s
krvjo obogateno osnovno gojisce, ki se v diagnosti¢nih laboratorijih uporablja za
kultivacijo patogenih bakterij. Obogateno gojis¢e pripravimo tako, da hranilnemu agarju
pri temperaturi 45-50 °C dodamo 5 % defibrinirane krvi (preglednica 5). Najpogosteje

uporabljamo ov¢jo kri, lahko tudi govejo ali konjsko.

Preglednica 5: Sestava krvnega agarja (BBL™ Blood agar base; BBL, Becton Dickinson & co., ZDA)

Koliina (@) Kol 2D

Osnova 40,0 NaCl
Goveje sréno tkivo 2,0 Agar 15,0
Kazein 13,0 Sterilna goveja kri — 5 %

Kvasni ekstrakt 50
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3.2 DOLOCANJE OBCUTLJIVOSTI BAKTERIJ ZA ANTIBIOTIKE

3.2.1 Avtomatizirana metoda VITEK 2

VITEK 2 je avtomatiziran sistem za identifikacijo bakterij in dolo¢anje obcutljivosti le teh

za razliéne antibiotike.

Priprava in dolo¢anje obcutljivosti bakterij z uporabo VITEK 2 sistema

Za izvedbo testov s pomocjo sistema VITEK 2 v epruveti pripravimo suspenzijo bakterij,
katero nato sistem uporabi tako za identifikacijo bakterij, kakor tudi za dolocanje

obcutljivosti.

Priprava inokuluma za identifikacijo in dolo¢anje obcutljivosti

- Inokulum smo pripravili tako, da smo epruveto (bioMérieux) napolnili s fiziolosko
raztopino (3 ml). S sterilnim brisom smo nato z agarske plosce pobrali kolonije 24-
urne bakterijske kulture in jih suspendirali v fizioloski raztopini.

- Vse skupaj smo dobro premesali in gostoto prilagodili na od 0,5 do 0,63 po McF, za
kar smo uporabili poseben merilec (ATB 1550, bioMérieux). Epruveto smo vstavili v
odprtino, rotirali za 360° in Sele nato izmerili gostoto inokuluma.

- Pripravljeno suspenzijo smo postavili na nosilec SCS ter vnesli podatke o izolatu.

- Odcitali smo kartico za identifikacijo in jo vstavili v epruveto.

- Na nosilec smo pristavili prazno epruveto, v katero smo vstavili kartico za dolo¢anje

obcutljivosti. Postopek smo ponovili za vsak izolat posebe;j.
Vstavljanje nosilcav VITEK 2
- Po vnosu vseh pomembnih podatkov glede izolatov in kodiranju ustreznih kartic s

pomocjo SCS enote Smo nosilec s plos¢icami in suspenzijami bakterij vstavili v rezo

za vstavljanje novih izolatov.
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- Pocakali smo priblizno 60 sekund, da je aparat opravil branje plos¢ic. Po opravljenem
branju nam je zvoc¢ni signal sporocil, da se je postopek pricel.

- Vse nadaljnje operacije opravi sistem VITEK 2 avtomatsko.

- Sledila je avtomatska inokulacija kartic s suspenzijami bakterij, nato je aparat prazne
epruvete vrnil na mesto vstavljanja. Dvignili smo pokrov in nosilec z epruvetami
odstranili.

- Po koncani identifikaciji in dolo¢anju obc¢utljivosti je aparat ploscice odvrgel v kosaro
za odpad in izpisal izvide testiranj. V kolikor je bakterija kazala znake odpornosti se je
vklopil sistem AES in nas povprasal, ¢e zelimo upostevati mehanizem odpornosti in

spremembo rezultatov.

Plos¢ice z biokemi¢nimi substrati za identifikacijo bakterij s sistemom VITEK 2

PlosCice z biokemi¢nimi substrati so razlicne. PloS¢ice za identifikacijo po Gramu
negativnih bakterij in po Gramu pozitivnih bakterij vsebujejo 46 razlicnih kemi¢nih

substratov.

Ploscice z antibiotiki za testiranje obcutljivosti bakterij za antibiotike s sistemom

VITEK 2

Plos¢ice z antibiotiki vsebujejo razli¢ne antibiotike v razliénih koncentracijah. Ker
vsebujejo le nekaj koncentracij, dobimo v nekaterih primerih toc¢ne, v drugih pa le
priblizne MIK (Jorgensen in Turnidge, 2007). Koncentracije, ki so vkljucene, so izbrane
tako da zajamejo vse mejne koncentracije za posamezen antibiotik in bakterijsko vrsto, kar
omogoca interpretacijo obcutljivosti oz. odpornosti izolata. V preglednici 6 so prikazani
antibiotiki in njihove koncentracije v plosc¢icah za doloCanje obcutljivosti s sistemom

VITEK 2. Koncentracije so zapisane v oklepajih in izraZzene v pg/ml.
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Preglednica 6: Antibiotiki in njihove koncentracije (ug/ml) v plos¢icah za doloCanje obcutljivosti z
VITEK 2

AST-N020 AST- P536 AST —N022 AST - P534 AST — N204 AST - P633

Amikacin Benzilpenicilin Amikacin Ampicilin Amikacin Benzilpenicilin
(8, 16, 64) (0.125, 0.25, 1) (8, 16, 64) (0.5, 4, 8,32) (8, 16, 64) (0.125, 0.25, 1)
AMC* Ciprofloksacin Aztreonam Ampicilin/Sulbaktam AMC* Kloramfenikol
(4/2, 16/8, 32/16) (1,2,4) (2,8,32) (4/2, 8/4, 16/8, (4/2, 16/8, 32/16) (2, 8,16)
64/32)
Ampicilin Klindamicin Cefepim Benzilpenicilin Ampicilin Ciprofloksacin
(4,8,32) (0.5, 1, 2) (2, 8, 16, 32) (0.125, 0.25, 1, 2, 8, = (4,8,32) (1,2,4)
Cefalotin Eritromicin Cefpirom Cefuroksim Cefepim Klindamicin
(2,8,32) (0.25,0.5, 2) (2, 8, 64) (1, 4, 16) (2, 8,16, 32) (0.06, 0.25, 1)
Cefepim Fosfomicin Ceftazidim Ciprofloksacin Cefotaksim Eritromicin
(2, 8, 16, 32) (8,32) (1,28, 32) (1,2,4) (1, 4, 16, 32) (1,2,4,8)
Cefotaksim Fucidinska kislina Ciprofloksacin Klindamicin Ceftazidim Fosfomicin
(1, 4, 16, 32) (0.5,1,4) (0.5, 2, 4) (0.5,1,2) (1,2,8,32) (8,32)
Cefpodoksim Gentamicin Kolistin Eritromicin Ciprofloksacin Fucidinska kislina
(0.5, 2, 4) (8, 16, 64) (4, 16, 32) (0.25,0.5, 2) (0.5, 2, 4) (0.5,1,4)
Ceftazidim Levofloksacin Gentamicin Gentamicin Ertapenem Gentamicin
(1,2,8,32) (0.25, 2, 8) (4, 16, 32) (500) (0.5, 1, 6) (8, 16, 64)
Cefuroksim Linezolid Imipenem Imipenem Fosfomicin Tobramicin
(2,8,32) (0.5,1, 2) (2, 4, 16) (2,4,8) (8, 16, 32) (16, 32, 64)
Ciprofloksacin Moksifloksacin Isepamicin Kanamycin Gentamicin Kanamicin
(0.5, 2, 4) (0.25, 2, 8) (4,8,32) (200) (4, 16, 32) (32, 64, 128)
Gentamicin Nitrofurantoin Meropenem Levofloksacin Imipenem Linezolid
(4, 16, 32) (16, 32, 64) (0.5, 4, 16) (0.25, 2, 8) (1,2,6,12 (0.5,1,2)
Meropenem Norfloksacin Netilmicin Linezolid Meropenem Mupirocin
(0.5, 4, 16) (0.5,1, 4) (4, 16, 32) (0.5,1,2) (0.5, 2, 6,12) (2,4)
Nitrofurantoin Oksacilin Pefloksacin Moksifloksacin Nitrofurantoin Oksacilin
(16, 32, 64) (0.5,1,2) (0.5, 2, 8) (0.25, 2, 8) (16, 32, 64) (0.5,1,2)
Norfloksacin Rifampicin Piperacilin Nitrofurantoin Norfloksacin Rifampicin
(1,8,32) (0.25,0.5, 2) (4, 16, 64) (16, 32, 64) (1,8,32) (0.015, 0.03, 0.125,
0.5)
Ofloksacin Kvinupristin/Dalfopristin TZP* Norfloksacin TZP* Teikoplanin
(0.5,1, 4) (0.25,0.5, 2) (4/4, 16/4, 128/4) (0.5,1, 4) (2/4, 8/4, 24/4, 32/4, (1, 4,8, 16)
32/8, 48/8)
Piperacilin Teikoplanin Tikarcilin Streptomicin SXT* Tetraciklin
(4, 16, 64) (1, 4,8,16) (16, 32, 64) (1000) (1/19, 4/76/16/304) 05,1,2)
TZP* Tetraciklin Tikarcilin/Klavulanska Kvinupristin/Dalfopris ESBL Inducibilna
(4/4, 16/4, 128/4) (0.5,1,2) kislina tin FEP 1, CTX 0.5, CAZ  odpornost proti
(8/2,32/2, 64/2) (0.25,0.5,2) 0.5, FEP/CA 1/10, klindamicinu
CTX/CA 0.5/4, CAZ/CA  (CM 0.5, CM/E
0.5/4 0.25/0.5)
Tobramicin Tobramicin Tobramicin Teikoplanin SXT*
(8, 16, 64) (16, 32, 64) (8, 16, 64) (1, 4,8,16) (2/38, 8/152,
16/304)
SXT* SXT* SXT* SXT* Vankomicin
(0.5/9.5, 2/38, (8/152,16/304, 2/608) (0.5/9.5, 2/38, (8/152,16/304, (1,2,4,8,16)
16/304) 16/304) 32/608)
Vankomicin Tetraciklin
(2,4,6) (0.5,1,2)
Vankomicin
(2,4,6)

Legenda: AMC* — amoksicilin/klavulanska kislina, SXT* — trimetoprim/sulfametoksazol, TZP* —
piperacillin/tazobaktam



Goli¢nik S. Primerjava MIK antibiotikov pri bakterijah, izoliranih iz kuznin bolnikov iz intenzivnih enot in z oddelkov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2016 32

Za dolocCanje obcutljivosti bakterij za antibiotike z avtomatiziranim sistemom VITEK 2
smo v okviru nase diplomske naloge uporabili naslednje plos¢ice: AST — NO020
(E. coli/K. pneumoniae), AST — P536 (S. aureus), AST — N022 (P. aeruginosa), AST —
P534 (E. faecalis), AST — N204 (E. coli 2014) in AST — P633 (S. aureus 2014). Seznam
antibiotikov, ki smo jih upostevali in njihove interpretacije po smernicah EUCAST pa so

navedene v preglednici 7.

Preglednica 7: Seznam antibiotikov, ki smo jih upostevali v nalogi in interpretacije po smernicah EUCAST
za posamezne bakterijske vrste ali skupine

R > S <
8 4 8
2
2
0
Klindamicin 0,25 0,5
| Eriromicin [ E | 1 2
| Benzilpenicilin | p | 012 012
2 2 2 2
1 2
4 4
1 2

L 4 8 4 8

| Meropenem | MEM | 2 8
2 2 4 4

*Dandanes se namesto ob¢utljivosti za oksacilin dologa ob¢utljivost za cefoksitin, na izvidu pa se to prevede v obgutljivost za oksacilin.
**Rezultati, ki so vecji od S in manjsi kot R, pomenijo zmerno obcutljivost (I).
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3.2.2 Kontrolni sevi

Za kontrolo kvalitete dolo¢anja obcutljivosti smo uporabili naslednje standardne seve:
E. coli ATTC 35218, S. aureus ATTC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis
ATCC 29212. Standardne seve smo hranili v posebni raztopini pri -80 °C. Pred testiranjem
smo jih dvakrat precepili na krvni agar in jih inkubirali 18-24 ur pri temperaturi 35 °C.
Nato smo naredili obi¢ajen antibiogram s sistemom VITEK 2 ter dobljene MIK primerjali
z EUCAST (EUCAST, 2011).
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4 REZULTATI

Delo je potekalo v Laboratoriju za hemokulture na Institutu za mikrobiologijo in
imunologijo Medicinske fakultete, Univerze v Ljubljani. V nalogo smo vkljucili 219
izolatov iz razli¢nih kuznin bolnikov, ki so bili v tem casu na zdravljenju v UKCLJ
(preglednica 8). V prvem sklopu (2006) smo v nalogo vkljuéili 34 izolatov E. coli,
36 izolatov S. aureus, 30 izolatov K. pneumoniae, 29 izolatov P. aeruginosa in 39 izolatov
E. faecalis. V drugem sklopu (2014) pa smo vkljuéili $¢ 31 izolatov E. coli in 20 izolatov
S. aureus. Primerjali smo MIK izolatov posameznih bakterijskih vrst z navadnih (135) in
intenzivnih oddelkov (84). Pri izolatih E. coli in S. aureus smo naredili $e primerjavo MIK
med leti 2006 in 2014. Bakterijske izolate smo osamili iz razli¢nih kuznin in sicer: likvorja,

abscesov, katetrov, punktatov, drenov, tkiva, krvi idr.

Preglednica 8: Stevilo izolatov za posamezne bakterijske vrste

E. coli S. aureus K. pneumoniae | P. aeruginosa E. faecalis

2006 2014 2006 2014 2006 2006 2006

Stevilo vseh izolatov 34 31 36 20 30 29 39
Navadni oddelki 20 20 20 15 20 20 20
Intenzivni oddelki 14 11 16 5 10 9 19

Minimalne inhibitorne koncentracije izolatov smo dolocali z avtomatiziranim sistemom
VITEK 2, za interpretacijo rezultatov pa smo uporabili Evropske smernice za dolocanje
obcutljivosti bakterij za antibiotike EUCAST (EUCAST, 2011).

4.1 IDENTIFIKACIJA BAKTERIJ

Pri vseh izolatih smo izvedli identifikacijo in test obcutljivosti s pomoc¢jo VITEK 2
avtomatiziranega diagnosti¢nega sistema. Identifikacijo smo izvedli zgolj zato, da smo

potrdili rezultate, ki smo jih prejeli preko rutinske laboratorijske diagnostike.
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4.2 DOLOCANJE OBCUTLJIVOSTI BAKTERIJ ZA ANTIBIOTIKE

4.2.1 Obcutljivost izolatov E. coli

Doloc¢ili smo obcutljivost za antibiotike 65 izolatov bakterije E. coli. V prvem sklopu
(2006) smo testirali 20 izolatov z navadnih in 14 z intenzivnih oddelkov, v drugem sklopu
(2014) pa 20 z navadnih in 11 z intenzivnih oddelkov. Osnovni podatki za leto 2006 in
2014 se nahajajo v prilogi (priloga A in B), zbrani podatki pa so v preglednici 9.

Preglednica 9: Delez odpornih izolatov E. coli z navadnih in intenzivnih oddelkov

Navadni oddelki Intenzivni oddelki Skupaj

Antibiotik 2006 | 2014 | 2006 | 2014 | 2006 | 2014
(N=20) | (N=20) | (N=14) | (N=11) | (N=34) | (N=31)

Ampicilin (AM) 45,0 70,0 28,6 36,4 38,2 58,1
Trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) 25,0 40,0 14,3 91 20,6 29,0
Gentamicin (GN) 5,0 10,0 21,4 0 11,8 6,5
Ciprofloksacin (CIP) 25,0 15,0 28,6 91 26,5 12,9
Cefotaksim (CTX) 0 5,0 0 9,1 0 6,5
Amoksicilin/klavulanska k. (AMC) 25,0 20,0 21,4 18,2 235 19,4
Ceftazidim (CAZ) 0 0 0 0 0 0
Amikacin (AN) 0 0 71 0 2,9 0
Pipercilini/tazobaktam (TZP) 5,0 0 0 0 2,9 0

V letu 2006 so razlike med odpornostjo bakterij E. coli, izoliranih pri bolnikih,
hospitaliziranih na navadnih in intenzivnih oddelkih, najbolj ocitne pri ampicilinu,
gentamicinu in amikacinu (slika 4). 1z rezultatov je razvidno, da so proti ampicilinu,
trimetoprim/sulfametoksazolu, amoksicilin/klavulanski Kislini in piperacilin/tazobaktamu
najbolj odporni izolati z navadnih oddelkov, na intenzivnih oddelkih pa so izolati E. coli,
bolj kot na navadnih oddelkih, odporni proti gentamicinu, ciprofloksacinu in amikacinu. V
letu 2014 so bili izolati z intenzivnih oddelkov v primerjavi s tistimi z navadnih bolj
odporni le proti cefotaksimu. Te odpornosti proti cefotaksimu, ki se je pojavila predvsem

na intenzivnih oddelkih, v letu 2006 Se ni bilo zaznati.
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Slika 4: Delez ob¢utljivih, zmerno obcutljivih in odpornih izolatov E. coli, izoliranih z navadnih in

intenzivnih oddelkov v letu 2006 in 2014 (R-odporen, I-zmerno obcutljiv, S-ob¢utljiv, N1-navadni oddelki
2006, N2 — navadni oddelki 2014, 11 —intenzivni oddelki 2006, 12 — intenzivni oddelki 2014)

Preglednica 10: Razpon MIK, MIKsy in MIKg izolatov E. coli z navadnih in intenzivnih oddelkov za
nekatere testirane antibiotike

Sklop 1 (2006) Sklop 11 (2014)

Razpon MIK MIKso MIKgo Razpon MIK MIKso MIKgo
(pg/ml) (plg/ml) (plg/ml) (ug/ml) (p.tg/ml) (ug/ml)

CIP <025->4 | <025->4 <025 <025 >4 >4  <025->4  <025->4 <025 <025 <025
GN <1->16 <1->16 <1 <1 2 >16 <1->16 <1 <1 <1 <1 <1
AMC <2->32 <2->32 4 <2 16 16 <2-216 | <2-232 4 <2 16 16
CTX <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1->64 <1->4 <1 <1 <1 <1

Legenda: AB — antibiotik, CIP — ciprofloksacin, GN — gentamicin, AMC — amoksicilin/klavulanska kislina,
CTX — cefotaksim

Za nekatere kljuéne antibiotike smo primerjali tudi vrednosti MIKso (MIK, ki zavre rast
50 % testiranih izolatov) in MIKg (MIK, ki zavre rast 90 % testiranih izolatov), ki so
navedene v preglednici 10. V letu 2006 so bile vrednosti MIKsg izolatov z intenzivnih in
navadnih oddelkov enake pri ciprofloksacinu, gentamicinu in cefotaksimu. Pri
amoksicilin/klavulanski kislini je bil MIKso z navadnih oddelkov (4 pg/ml) malenkost visji
kot MIKsg z intenzivnih oddelkov (<2ug/ml). Vrednosti MIKgo med navadnimi in
intenzivnimi oddelki so se v letu 2006 razlikovale zgolj pri gentamicinu. Na navadnih
oddelkih je rast 90 % izolatov zavrla ze MIK v viSini 2 pg/ml, na intenzivnih oddelkih pa
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je bila za podoben ucinek potrebna koncentracija gentamicina v visini > 16 pg/ml. Leta
2014 so bile vrednosti MIKsg, podobno kot leta 2006, za intenzivne in navadne oddelke
enake pri ciprofloksacinu, gentamicinu in cefotaksimu, medtem ko so bile vrednosti M1Kso
za amoksicilin/klavulansko kislino zopet visje na navadnih oddelkih. Izolati z obeh tipov
oddelkov so imeli podobne MIKago. Do razlik je prislo le pri ciprofloksacinu, pri katerem so

imeli izolati z intenzivnih nizji MIKgeo Kot izolati z navadnih oddelkov.

Vrednosti MIKso se za posamezne antibiotike med leti 2006 in 2014 niso razlikovale,
medtem ko so bile vrednosti MIKgo za gentamicin izolatov z navadnih in intenzivnih
oddelkov leta 2014 nizje, pri izolatih z intenzivnih oddelkov pa smo zaznali nizji MIKgo za

ciprofloksacin kot leta 2006.

Pri nekaterih izolatih se je pokazala odpornost proti ve¢ antibiotikom hkrati (slika 5).
Predvsem proti kinolonom in aminoglikozidom. Veckratno odpornost proti trem ali vec¢
antibiotikom smo v letu 2006 zasledili pri 8 (4 z navadnih, 4 z intenzivnih), v letu 2014 pa

pri 6 izolatih (5 z navadnih in 1 z intenzivnih oddelkov).
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Slika 5: Delez izolatov E. coli, odpornih proti trem ali ve¢ antibiotikom hkrati (R > 3)
(R — odporen, N 2006 — navadni oddelki 2006, N 2014 — navadni oddelki 2014, | 2006 — intenzivni oddelki
2006, | 2014 — intenzivni oddelki 2014)
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4.2.2 Obcutljivost izolatov S. aureus

Dolocili smo ob¢utljivost za antibiotike 56 izolatov S. aureus. V letu 2006 smo testirali 36
izolatov (20 z navadnih oddelkov in 16 z intenzivnih), v letu 2014 pa smo obcutljivost za
antibiotike dolocili 20 izolatom (15 z navadnih in 5 z intenzivnih oddelkov). Osnovne
preglednice z rezultati testov obcutljivosti se nahajajo v prilogi B in C, zbrani podatki pa v
preglednici 11.

Preglednica 11: Delez odpornih izolatov S. aureus z navadnih in intenzivnih oddelkov

Navadni oddelki Intenzivni oddelki Skupaj

Antibiotik 2006 | 2014 | 2006 | 2014 | 2006 | 2014
(N=20) | (N=15) | (N=16) | (N=5) | (N=36) | (N=20)

Benzilpenicilin (P) 75,0 86,7 93,7 100,0 83,3 90,0
Ciprofloksacin (CIP) 15,0 20,0 56,3 20,0 333 20,0
Klindamicin (CC) 15,0 20,0 56,3 20,0 333 20,0
Eritromicin (E) 15,0 20,0 56,3 20,0 333 20,0
Oksacilin (OX) 15,0 13,3 56,3 20,0 333 15,0
Teikoplanin (TEC) 0 0 0 0 0 0
Tetraciklin (TET) 5,0 6,7 0 0 2,8 5,0
Trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) 0 0 0 0 0 0
Vankomicin (VAN) 0 0 0 0 0 0

Razlike v odpornosti med izolati z navadnih in tistih z intenzivnih oddelkov so bile v letu
2006 veliko bolj izrazite kot leta 2014. Leta 2006 so izolati S.aureus z intenzivnih
oddelkov izkazali visoko stopnjo odpornosti proti oksacilinu (56,3 % vseh izolatov je bilo
MRSA), ciprofloksacinu, klindamicinu in eritromicinu, vsi izolati pa so bili povsem

obcutljivi za teikoplanin, trimetoprim/sulfametoksazol in vankomicin (slika 6).

Pri izolatih z intenzivnih oddelkov opazamo, da je bila prevalenca odpornosti izolatov proti
oksacilinu leta 2014 v povprecju za 36 % nizja kot 8 let poprej. V letu 2014 je bila
prevalenca odpornih izolatov z navadnih in intenzivnih oddelkov priblizno enaka, razen pri
oksacilinu Kjer je bila se vedno nekoliko vi§ja na intenzivnih odddelkih. Vsi izolati pa so

bili obcutljivi za teikoplanin, trimetoprim/sulfametoksazol in vankomicin.
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Slika 6: DeleZz obcutljivih, zmerno ob¢utljivih in odpornih izolatov S. aureus, izoliranih iz navadnih in
intenzivnih oddelkov v letu 2006 in 2014 (R-odporen, I-zmerno obcutljiv, S-ob¢utljiv, N1-navadni oddelki
2006, N2-navadni oddelki 2014, I11-intenzivni oddelki 2006, 12-intenzivni oddelki 2014)

Preglednica 12: Razpon MIK, MIKs in MIKg izolatov S. aureus z navadnih in intenzivnih oddelkov za
nekatere testirane antibiotike

Sklop | (2006) Sklop 11 (2014)

e Chamy | G
(pg/ml) (n (png/ml) (png/ml) (pg/ml) (ng/ml)
AL _--II-II_- PN

<025-24  <025->4 <025->4  <025->4 <025 05 =4 >4
VAN <1 <1 <1 <1 <1 <1 <05-1 <05-1 1 1 1 1
Legenda: N — navadni oddelki, | — intenzivni oddelki, OX — oksacilin, VAN - vankomicin

Razpon vrednosti MIK za oksacilin in vankomicin je bil leta 2006 in 2014 pri izolatih z
navadnih in intenzivnih oddelkov enak (preglednica 12). Tako v letu 2006 kakor tudi v letu
2014 so imeli izolati z intenzivnih oddelkov visji MIKso za oksacilin, medtem ko so imeli
izolati z navadnih in intenzivnih oddelkov enak MIKg (> 4pg/ml). Vrednosti MIKso in
MIKgo za vankomicin sta se leta 2006 in 2014 gibali okoli 1 pg/ml.

V letu 2006 je bilo veckratno odpornih 15 % izolatov z navadnih in 56,3 % izolatov z
intenzivnih oddelkov (slika 7). Pri 12 izolatih (3 z navadnih, 9 z intenzivnih oddelkov) smo

opazili odpornost proti ve¢ antibiotikom hkrati. Najbolj pogosta je bila hkratna odpornost
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proti oksacilinu (MRSA), benzilpenicilinu, ciprofloksacinu, eritromicinu in klindamicinu.
Leta 2014 smo odpornost proti trem ali ve¢ antibiotikom opazili pri 4 izolatih (3 z
navadnih, 1 z intenzivnih oddelkov). Podobno kot leta 2006 je najveckrat §lo za hkratno
odpornost proti oksacilinu (MRSA), benzilpenicilinu, ciprofloksacinu, klindamicinu,

eritromicinu.
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Slika 7: Delez izolatov S. aureus, odpornih proti trem ali ve¢ antibiotikom hkrati (R > 3)
(R — odporen, N 2006 — navadni oddelki 2006, N 2014 — navadni oddelki 2014, 1 2006 — intenzivni oddelki
2006, | 2014 — intenzivni oddelki 2014)
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4.2.3 Obcutljivost izolatov K. pneumoniae

Bakterije vrste K. pneumoniae so ene izmed najbolj pogostih povzroditeljic bolnis$ni¢nih
okuzb, zato smo izolate le-teh vkljuéili v naso raziskavo. Dolo¢ili smo obcutljivost za
antibiotike 20 izolatov z navadnih in 10 z intenzivnih oddelkov, skupaj torej 30. Osnovni
podatki testov obcutljivosti se nahajajo v prilogi E, v preglednici 13 pa so navedeni skupni

rezultati.

Preglednica 13: Delez odpornih izolatov K. pneumoniae z navadnih in intenzivnih oddelkov

Antibiotik Navadni odd. Intenzivni odd. Skupaj
(N=20) (N=10) (N=30)

Ampicilin (AM) 100,0 100,0 100,0
Trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) 20,0 60,0 33,3
Gentamicin (GM) 30,0 60,0 40,0
Ciprofloksacin (CIP) 40,0 40,0 40,0
Cefotaksim (CTX) 40,0 70,0 50,0
Amoksicilin/klavulanska k. (AMC) 30,0 20,0 26,7
Ceftazidim (CAZ) 40,0 70,0 50,0
Amikacin (AN) 20,0 30,0 23,3
Piperacilin/tazobaktam (TZP) 25,0 10,0 20,0

Legenda: Poudarjeni so vi§ji delezi odpornih izolatov za dolo¢en antibiotik.

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

%

40%
30%
20%
10%

0%

AM SXT GN CIP CTX AMC CAZ AN TZP
Antibiotiki

Slika 8: Delez obcutljivih, zmerno ob¢utljivih in odpornih izolatov K. pneumoniae, izoliranih z navadnih in
intenzivnih oddelkov (N-navadni oddelki, I-intenzivni oddelki, R-odporen, I-zmerno obgutljiv, S-ob¢utljiv)
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V primerjavi z izolati z navadnih oddelkov so bili izolati z intenzivnih oddelkov bolj
odporni proti naslednjim antibiotikom: trimetoprim/sulfametoksazol (60 %), gentamicin
(60 %), cefotaksim (70 %), ceftazidim (70 %), amikacin (30 %). Odpornost proti
piperacilin/tazobaktamu in amoksicilin/klavulanski kislini pa je bila vi§ja pri izolatih z
navadnih oddelkov. Na intenzivnih oddelkih smo zasledili kar nekaj izolatov, ki so bili za
nekatere antibiotike zmerno obcutljivi (ciprofloksacin, gentamicin); na navadnih oddelkih

smo taksne izolate zasledili le pri amikacinu (slika 8).

Za izbrane antibiotike smo dolo¢ili tudi vrednosti MIKso in MIKgo (preglednica 14). Pri
vseh Stirih antibiotikih so bile vrednosti MIKsp vi§je pri izolatih z intenzivnih oddelkov.
Vrednosti MIKg za gentamicin, ciprofloksacin in cefotaksim so bile pri izolatih z
navadnih in intenzivnih oddelkov enake. Pri amoksicilin/klavulanski kislini so imeli izolati

z navadnih oddelkov visji MIKgo (16 pg/ml) kot izolati z intenzivnih (8 pg/ml).

Preglednica 14: Razpon MIK, MIKsp in MIKg izolatov K. pneumoniae z navadnih in intenzivnih oddelkov

za nekatere testirane antibiotike
Razpon MIK (pg/ml) MIKsp (pg/ml) MIKgo (pg/ml)

(Andbiok 1 N1 N | N | I
Gentamicin <1->16 <1->16 <1 >16 >16 >16
Ciprofloksacin <0,25->4 <025->4 <0,25 1 >4 >4
Cefotaksim <l->64 <l->64 <1 4 > 64 >64
Amoksicilin/klavulanska kislina <2->32 <2->16 <2 8 16 8

Legenda: N — navadni oddelki, | — intenzivni oddelki

Pri 15 izolatih smo opazili odpornost proti trem ali ve¢ antibiotikom hkrati. Veckratno
odpornih je bilo 40 % izolatov z navadnih in kar 70 % izolatov z intenzivnih oddelkov
(slika 9), med slednjimi so bili vsi odporni kar proti 5 ali ve¢ antibiotikom hkrati, vklju¢no

s cefalosporini 3. generacije (ESBL).
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Slika 9: Delez izolatov K. pneumoniae, odpornih proti trem ali ve¢ antibiotikom hkrati (R > 3)
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4.2.4 Obcutljivost izolatov P. aeruginosa

Dolocili smo obcutljivost 29 izolatov P. aeruginosa, 20 iz kuznin bolnikov z navadnih

oddelkov in 9 iz kuznin bolnikov z intenzivnih oddelkov (priloga F).

Preglednica 15: : Delez odpornih izolatov P. aeruginosa z navadnih in intenzivnih oddelkov

Antibiotik Navadni odd. Intenzivni odd. Skupaj
(N=20) (N=9) (N=29)
0 7,1

Amikacin (AN) 25,0

Ceftazidim (CAZ) 5,0 33,3 13,8
Ciprofloksacin (CIP) 0 22,2 6,9
Imipenem (IPM) 15,0 22,2 17,2
Meropenem (MEM) 0 11,1 3,4
Piperacilin/tazobaktam (TZP) 5,0 33,3 13,8

Legenda: Poudarjeni so vi§ji delezi odpornih izolatov za dolo¢en antibiotik.

Iz preglednice 15 je razvidno, da so bili izolati na navadnih oddelkih odporni proti
ceftazidimu (5 %), imipenemu (15 %) in piperacilin/tazobaktamu (5 %). Prav noben izolat
ni bil odporen proti amikacinu, ciprofloksacinu in meropenemu, so pa nekateri izolati za
slednjega izrazali zmerno obcutljivost. lzolati z intenzivnih oddelkov so bili odporni proti:
amikacinu (25 %), ceftazidimu (33,3 %), ciprofloksacinu (22,2 %), imipenemu (22,2 %),
meropenemu (11,1 %) in piperacilin/tazobaktamu (33,3 %). Izolati z intenzivnih oddelkov
so bili bolj odporni proti vsem testiranim antibiotikom (slika 10).
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Slika 10: Delez ob¢utljivih, zmerno ob¢utljivih in odpornih izolatov P. aeruginosa, izoliranih iz navadnih in
intenzivnih oddelkov (N-navadni oddelki, I-intenzivni oddelki, R-odporen, I-zmerno ob¢utljiv, S-obcutljiv)
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Preglednica 16: Razpon MIK, MIKsg in MIKg izolatov P. aeruginosa z navadnih in intenzivnih oddelkov za

nekatere testirane antibiotike
Razpon MIK (pg/ml) MIKs (pg/ml) MIKgo (pg/ml)
Antibiotii O

Amikacin (AN) <2-16 2

Ceftazidim (CAZ) 2-16 2 >6 4 4 4 16

Ciprofloksacin (CIP) <0,25 <0,25-> 4 <0,25 <0,25 <0,25 >4

Imipenem (IPM) <1->16 <1->16 <1 4 >16 >16

Meropenem (MEM) <0,25-8 <0,25->16 0,5 1 4 8

Piperacilin/tazobaktam (TZP) <4-64 <4->128 <4 8 8 64
Legenda: N — navadni oddelki, I — intenzivni oddelki

Razlike v razponu MIK so med izolati z navadnih in intenzivnih oddelkih zelo ocitne
(preglednica 16). Pri amikacinu, ceftazidimu in ciprofloksacinu so bile vrednosti MIKsg
izolatov z navadnih in intenzivnih oddelkov enake. Pri imipenemu, meropenemu in
piperacilin/tazobaktamu pa so imeli izolati z intenzivnih oddelkov visje MIKso vrednosti
kot izolati z navadnih oddelkov. Z izjemo imipenema so bile vrednosti MIKgo vi§je pri

izolatih z intenzivnih oddelkov.

Isto¢asno odpornost proti trem ali ve¢ antibiotikom smo zaznali pri 4 izolatih, od tega je bil
1 izolat z navadnih oddelkov in 3 z intenzivnih (slika 11). Pri izolatih, odpornih proti trem

ali ve¢ antibiotikom, se je v kombinaciji najveckrat pojavila odpornost proti ceftazidimu.
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Slika 11: : Delez izolatov P. aeruginosa, odpornih proti trem ali ve¢ antibiotikom hkrati (R > 3)
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4.2.5 Obcutljivost izolatov E. faecalis

V okviru diplomske naloge smo 39 izolatom (20 z navadnih in 19 z intenzivnih oddelkov)
E. faecalis dolocili obc¢utljivost za pet razlicnih antibiotikov. Rezultati testov ob¢utljivosti
z avtomatiziranim sistemom VITEK 2 so prikazani v prilogi G. Primerjava MIK med
izolati, izoliranimi na navadnih oddelkih in intenzivnih oddelkih pa je vidna v

preglednici 17.

Preglednica 17: Delez odpornih izolatov E. faecalis z navadnih in intenzivnih oddelkov

Antibiotik Navadni odd. Intenzivni odd. Skupaj
(N=20) (N=19) (N=39)
0

Ampicilin (AM) 0 0
Gentamicin (GN) 65,0 68,4 66,7
Vankomicin (VAN) 0 0 0
Imipenem (IPM)* 0 0 0
Teikoplanin (TEC)** 0 0 0

Legenda: Poudarjeni so viji delezi odpornih izolatov za dolo¢en antibiotik.

*za IPM smo upostevali le 16 izolatov z navadnih in 13 izolatov z intenzivnih oddelkov. Pri ostalih izolatih nismo dobili podatka od
MIK za IPM.

**Pri TEC je bilo Stevilo izolatov na navadnih oddelkih 19, saj za en izolat nismo dobili podatka o MIK.

Vsi izolati bakterije E. faecalis, vklju¢eni v naso nalogo, so bili ob¢utljivi za ampicilin,
vankomicin, imipenem in teikoplanin. Izolati so bili odporni le proti gentamicinu in delez
odpornih izolatov je bil malenkost vi$ji na intenzivnih oddelkih. Za vse ostale antibiotike
so bili tako izolati z navadnih kakor tudi z intenzivnih oddelkov ob¢utljivi (slika 12).
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Slika 12: Delez ob¢utljivih, zmerno ob¢utljivih in odpornih izolatov bakterij E. faecalis, izoliranih iz
navadnih in intenzivnih oddelkov (N-navadni oddelki, I-intenzivni oddelki, R-odporen, I-zmerno ob¢utljiv,
S-obcutljiv)
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Preglednica 18: Razpon MIK, MIKso in MIKg izolatov E. faecalis z navadnih in intenzivnih oddelkov za
nekatere testirane antibiotike

Razpon MIK (pg/ml) MIKso (ng/ml) MIKgo (pg/ml)

. S S
Vankomicin (VAN) <1-2 <1-2
Imipenem (IPM) <1-4 <1-8 51 2 2 2
Teikoplanin (TEC) <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
Legenda: N — navadni oddelki, | — intenzivni oddelki

Iz preglednice 14 je razvidno, da je bil razpon vrednosti MIK za vse tri antibiotike tako pri
izolatih z intenzivnih kakor tudi z navadnih oddelkov priblizno enak. Vrednosti MIKso in
MIKgo so bile prav tako zelo podobne. Pri vankomicinu je 2 pug/ml tista minimalna
inhibitorna koncentracija, ki je zavrla rast 50 % in tudi 90 % vseh izolatov na navadnih in
intenzivnih oddelkih. Na navadnih oddelkih je bila za prenehanje rasti 50 % izolatov
zadostna koncentracija imipenema v visini < 1pg/ml, na intenzivnih oddelkih pa je za enak
u¢inek bila potrebna koncentracija v visini 2ug/ml. MIKgo za imipenem izolatov z
navadnih in intenzivnih oddelkov je bila 2 ng/ml. MIK vseh izolatov za teikoplanin je

znasala < 0,5ug/ml.
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5 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo primerjali MIK antibiotikov in ob¢utljivost za antibiotike pri
bakterijah, izoliranih z navadnih in intenzivnih oddelkov. Obcutljivost smo doloc¢ali s
pomocjo avtomatiziranega sistema VITEK 2. Primerjavo odpornosti smo naredili za 219
izolatov petih kliniéno najbolj pomembnih bakterijskih wvrst: E. coli, S. aureus,
K. pneumoniae, P. aeruginosa in E. faecalis. Rezultati bi bili $e bolj reprezentativni, ¢e bi

v nalogo vkljucili vec izolatov za posamezno bakterijsko vrsto.

Pri E. coli so bili izolati z navadnih oddelkov v letu 2006 bolj odporni proti ampicilinu,
trimetoprim/sulfametoksazolu in amoksicilin/klavulanski Kislini kot izolati z intenzivnih
oddelkov. Pri slednjem je bil razpon MIK pri izolatih z intenzivnih in navadnih oddelkov
enak (< 2 - > 32), medtem ko je bila vrednost MIKsp vi§ja pri izolatih z navadnih
oddelkov, pri MIKgo pa razlik ni bilo. lIzolati z intenzivnih oddelkov so bili bolj odporni
proti ciprofloksacinu, gentamicinu in amikacinu. Pri gentamicinu so imeli izolati z
intenzivnih oddelkov tudi obcutno visjo vrednost MIKgo. Leta 2014 so bili izolati z
intenzivnih oddelkov bolj odporni le proti cefotaksimu. Pojav odpornosti proti cefotaksimu
je precej zaskrbljujo¢, saj je v letu 2006 Se ni bilo zaznati niti na navadnih niti na
intenzivnih oddelkih, leta 2014 pa je bila na navadnih oddelkih 5 %, na intenzivnih pa
9,1 %. Porasle so tudi vrednosti MIK, saj smo leta 2014 zaznali vecji razpon MIK kot leta
2006. Veckratno odpornih izolatov je bilo leta 2006 ve¢ na intenzivnih oddelkih, leta 2014

pa temu ni bilo tako. Vecinoma gre za izolate E. coli, ki izlo¢ajo ESBL.

Prevalenca odpornosti S. aureus proti meticilinu (MRSA) je bila v letu 2006 visja na
intenzivnih oddelkih. Tudi za vecino preostalih testiranih antibiotikov je bila prevalenca
odpornih izolatov S. aureus v letu 2006 visja na intenzivnih oddelkih. Proti meticilinu
odpornih je bilo 33,3 % vseh izolatov: 15 % vseh izolatov z navadnih in kar 56,3 %
izolatov z intenzivnih oddelkov. MRSA navadno poleg odpornosti proti meticilinu nosijo
Se mehanizme z zapisom odpornosti proti ve€ini preostalih antibiotikov, zato je povsem
pricakovano prevalenca odpornosti proti vecini testiranih antibiotikov (ciprofloksacinu,

klindamicinu, eritromicinu) v letu 2006 visja pri izolatih z intenzivnih oddelkov. Vsi izolati
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pa so bili obcutljivi za vankomicin in teikoplanin. V letu 2014 je bilo stanje malce
drugacno. Delez odpornih izolatov z navadnih in intenzivnih oddelkov je bil pri vecini
antibiotikov skoraj enak, le delez proti oksacilinu odpornih izolatov je bil visji na
intenzivnih oddelkih. Pri izolatih z navadnih oddelkov med leti 2006 in 2014 ni bilo ve¢jih
razlik, pri izolatih z intenzivnih oddelkov pa je prislo do velikega upada odpornosti in tudi
MRSA, Kkar je verjetno posledica izvajanja ukrepov za prepreCevanje prenosa teh bakterij
med bolniki. O upadu odpornosti proti oksacilinu pri¢ajo tudi oblutno nizje vrednosti
MIKso pri izolatih z navadnih in $e posebej z intenzivnih oddelkov. Vrednosti MIKsg in
MIKGgo za vankomicin pa so bile leta 2006 in 2014 priblizno enake. Veckratne odpornosti je
bilo v letu 2006 ve¢ na intenzivnih oddelkih kot na navadnih, v letu 2014 pa ne. Zal smo za
bolj natan¢no dolocitev razlik v odpornosti med navadnimi in intenzivnimi oddelki ter

razliko v odpornosti med leti 2006 in 2014 imeli na voljo ob¢utno premalo izolatov.

Proti ve€ini testiranih antibiotikov so bili bolj odporni izolati K. pneumoniae z intenzivnih
oddelkov (visje so bile tudi vrednosti MIKso), le proti piperacilin/tazobaktamu in
amoksicilin/klavulanski kislini so bili bolj odporni izolati z navadnih oddelkov. Pri¢akovali
bi, da bo tudi proti tem antibiotikom odpornost na intenzivnih oddelkih vi§ja kot na
navadnih, vendar je prav mogoce, da smo zajeli ravno taksne izolate, ki so bili obcutljivi,
poleg tega pa smo imeli z intenzivnih oddelkov 10 izolatov manj, zaradi ¢esar morda
rezultati niso tako reprezentativni. Kar 40 % izolatov z navadnih in 70 % izolatov z
intenzivnih oddelkov je bilo veckratno odpornih, med slednjimi so bili vsi odporni proti 5

ali ve€ antibiotikom hkrati, vkljuéno s cefalosporini 3. generacije (ESBL).

Razlike v MIK smo zaznali tudi pri P. aeruginosa. Prevalenca odpornosti za prav vse
testirane antibiotike je bila vi$ja pri izolatih z intenzivnih oddelkov. Izolati z intenzivnih
oddelkov so imeli tudi ve¢ji razpon MIK in vi§je vrednosti MIKso in MIKgo za vecino
testiranih antibiotikov. Tudi veckratno odpornih izolatov je bilo ve¢ na intenzivnih
oddelkih (33,3 %). Predvidevamo, da bi se delez veckratno odpornih izolatov v primeru, da
bi nam uspelo pridobiti vseh 20 izolatov z intenzivnih oddelkov, $e povisal. P. aeruginosa
je znan po tem, da lahko zelo hitro razvije odpornost proti razlicnim skupinam
antibiotikov, Se posebej zaskrbljujoce pa je dejstvo, da do razvoja odpornosti lahko pride

ze med samim zdravljenjem okuzbe (Lister in sod., 2009).
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Pri E. faecalis smo se osredotocili na 5 antibiotikov. Izolati so bili iz nabora antibiotikov
odporni le proti gentamicinu, delez odpornih izolatov pa je bil malenkost visji pri izolatih z
intenzivnih oddelkov. Pri imipenemu smo pri izolatih z intenzivnih oddelkov zaznali vecji
razpon vrednosti MIK kot pri tistih z navadnih oddelkov, medtem ko je MIK za
teikoplanin vseh izolatov znasala < 0,5 pg/ml. Razpon MIK ter vrednosti MIKsg in MIKgo
za vankomicin so bile pri izolatih z navadnih in intenzivnih oddelkov zelo podobne, kar
pomeni, da vecja poraba vankomicina na intenzivnih oddelkih ni imela ve¢jega vpliva na
vrednosti MIK. Proti vankomicinu odpornih enterokokov (angl. Vancomycin-Resistant

Enterococci - VRE) nismo zasledili.

Potrdili smo hipotezo, da je poraba vecine antibiotikov vi§ja na intenzivnih oddelkih in da
imajo bakterije z intenzivnih oddelkov za nekatere antibiotike visje MIK kot bakterije,
izolirane z navadnih oddelkov. Visja prevalenca odpornih izolatov na intenzivnih oddelkih
je posledica velike porabe antibiotikov, $e posebej antibiotikov Sirokega spektra, ki
omogocajo selekcijo ter Sirjenje odpornih sevov. Poraba antibiotikov, z izjemo kinolonov,
katerih poraba je bila v letu 2006 visja na navadnih oddelkih, je bila tako v letu 2006 kakor
tudi v letu 2014 visja na intenzivnih oddelkih. Na intenzivnih oddelkih se je predpisalo 2x
ve¢ penicilinov, 10x ve¢ cefalosporinov, 2-6x ve¢ karbapenemov, 2-5x ve¢ makrolidov, 2x
ve¢ aminoglikozidov in 5x ve¢ glikopeptidov kot na navadnih oddelkih. Kljub velikim
razlikam v porabi glikopeptidov med navadnimi in intenzivnimi oddelki se to v nasi nalogi
ni odrazilo v pojavu odpornosti S. aureus in E. faecalis proti glikopeptidom. Vrednosti
MIK za te antibiotike se namre¢ med izolati z navadnih in intenzivnih oddelkov niso kaj
dosti razlikovale. Poraba penicilinov z zaviralci betalaktamaz se je na navadnih in
intenzivnih oddelkih razlikovala, vendar vecjih razlik v prevalenci odpornosti med izolati s
teh oddelkov ni bilo zaznati. V letu 2006 je bila poraba kinolonov visja na navadnih
oddelkih, med tem ko je bila prevalenca proti kinolonom odpornih izolatov pri vecini
bakterijskih vrst Se vedno vi$ja na intenzivnih oddelkih. Velika poraba cefalosporinov na
intenzivnih oddelkih je verjetno vzrok za pojav E.coli in K. pneumoniae z betalaktamazami
razsirjenega spektra (ESBL). Bolnike, ki imajo okuzbo s temi bakterijami, lahko namre¢
zdravimo le Se s karbapenemi, ker pa so ti sevi sposobni zelo hitro pridobiti tudi gene za
karbapenemaze, je potrebno prepreciti Sirjenje teh sevov. Do pojava odpornosti, Se posebej

v bolnisni¢nem okolju, Kjer je zaradi visoke porabe antibiotikov ogromen selektivni pritisk,
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lahko pride na dva nacina. V prvem primeru gre za vnos in Sirjenje odpornih klonov, v
drugem pa za postopen razvoj odpornosti, pri katerem lahko mutacije kromosomskega ali
plazmidnega dela, ter morebiten prevzem nove genetske informacije s konjugacijo ali
transformacijo povzroc¢ijo povisanje MIK za nek antibiotik (Struelens, 1998; Seme in
Poljak, 2001; Martinez in Baquero, 2000). V vecini primerov je tezko ugotoviti ali je prislo
do razvoja odpornosti v okviru populacije klonov znotraj bolni$nice ali za vnos novih in
bolj odpornih klonov. Ce bi Zeleli spremljati pojav postopnega zvisevanja MIK, bi morali v
raziskavo vkljuciti ob¢utno vecje Stevilo izolatov, ter meritve ponavljati ve¢ let zapored.
Glede na rezultate vseeno sklepamo, da je v vecini primerov §lo za vnos odpornih klonov
iz drugih, morda tudi tujih bolniSnic, zato so izolacijski in drugi ukrepi za prepreCevanje

prenosa in Sirjenja odpornih bakterij Se kako pomembni.
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5.1 SKLEPI

» Poraba vecine antibiotikov je bila vi§ja na intenzivnih oddelkih in bakterije,
izolirane z intenzivnih oddelkov so imele za nekatere antibiotike visje vrednosti

MIK kot bakterije, izolirane z navadnih oddelkov.

» Poraba antibiotikov je bila, z izjemo kinolonov leta 2006, v obeh sklopih (2006 in
2014) visja na intenzivnih oddelkih.

» 'V letu 2006 so bili izolati E. coli z intenzivnih oddelkov, v primerjavi z izolati z
navadnih oddelkov, bolj odporni proti ciprofloksacinu, gentamicinu in amikacinu.

V letu 2014 smo opazili tudi pojav proti cefotaksimu odpornih izolatov.

» Pri S. aureus je bilo v letu 2006 ve¢ MRSA na intenzivnih oddelkih kot na
navadnih. V letu 2014 smo povsod zasledili manj MRSA kot v letu 2006.

» Odpornost izolatov P. aeruginosa z intenzivnih oddelkov je bila proti vsem

testiranim antibiotikom ve¢ja kot pri izolatih z navadnih oddelkov.

» lzolati K. pneumoniae z intenzivnih oddelkov so bili v primerjavi z izolati z
navadnih oddelkov bolj odporni proti ve€ini testiranih antibiotikov. Nekaj ve¢ kot
dve tretjini izolatov z navadnih oddelkov je bilo odpornih proti cefalosporinom

3. generacije.
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6 POVZETEK

Odkritje antibiotikov je mo¢no pripomoglo k napredku medicine in drasticno zmanjsalo
umrljivost zaradi okuZb. Zal pa so se kaj hitro priceli pojavljati primeri odpornosti in
Cudezno zdravilo dandanes pocasi izgublja bitko z genetsko pestrimi in izredno
prilagodljivimi mikroorganizmi. Znanstveniki se na vse pretege trudijo odkrivati nove
antibiotike ali pa spreminjati lastnosti obstojecih v Zelji, da bi ostali korak pred patogeni.
Do danes so mikroorganizmi na prav vsak antibiotik odgovorili s pojavom odpornosti, Ki je
lahko naravna ali pridobljena. K selekciji odpornih sevov mocno pripomore predvsem
velika in mnogokrat nekriticna poraba antibiotikov v bolniSnicah, doma¢em okolju in
vedno bolj tudi v veterini in zivinoreji. V medicini predstavljajo veliko tezavo predvsem
bolnis$ni¢ne okuzbe ter proti meticilinu odporni S. aureus, proti vankomicinu odporni
enterokoki, enterobakterije z betalaktamazami razSirjenega spektra (ESBL) in

P. aeruginosa.

V diplomskem delu smo predstavili rezultate primerjave obcutljivosti za antibiotike med
bakterijami, izoliranimi z navadnih in intenzivnih oddelkov UKCLJ. Skupno smo testirali
219 1izolatov klinicno pomembnih bakterij. 84 izolatov je bilo iz kuZnin bolnikov z
intenzivnih in 135 z navadnih oddelkov. Obcutljivost smo doloc¢ali s pomocjo
avtomatiziranega sistema VITEK 2, ki omogoca kvantitativno dolo¢anje obcutljivosti in

nam poda mehanizme odpornosti.

Domnevali smo, da se bodo MIK antibiotikov pri izolatih z navadnih in intenzivnih
oddelkov razlikovale in da bodo izolati z intenzivnih oddelkov izkazovali vi§jo stopnjo
odpornosti. To domnevo smo tudi potrdili. Razpon MIK, MIKsy, MIKgo, prevalenca
odpornosti in pojav veckratne odpornosti so se med navadnimi in intenzivnimi oddelki
precej razlikovali pri vecini bakterijskih vrst in pri veliki vecini antibiotikov. E. coli iz
intenzivnih enot je bila leta 2006 tako bolj odporna proti ciprofloksacinu, gentamicinu in
amikacinu, leta 2014 pa proti cefotaksimu. V letu 2014 se je pojavila odpornost proti
cefotaksimu (ESBL), ki je v letu 2006 ni bilo. Pri S. aureus je bilo leta 2006 ve¢ MRSA,
tako na intenzivnih oddelkih kot na navadnih oddelkih, kot v letu 2014, kar prica o
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uspesnih ukrepih za prepreCevanje Sirjenja odpornih sevov. Pri K. pneumoniae in
P. aeruginosa so bili izolati z intenzivnih oddelkov bolj odporni proti vecini antibiotikov,
pri P. aeruginosa so imeli tudi ve¢ji razpon MIK in vi§je vrednosti MIKgo za skoraj vse
testirane antibiotike. Pri E. faecalis razlik nismo zasledili. Torej, v ve¢ini primerov je bila
odpornost izolatov z intenzivnih oddelkov vi§ja kot odpornost izolatov z navadnih
oddelkov. To vsekakor ni ni¢ presenetljivega, saj je na intenzivnih oddelkih poraba veéine
skupin antibiotikov precej visja kot na navadnih oddelkih, s ¢imer se mo¢no poveca

moznosti za selekcijo in Sirjenje odpornih sevov.

V zadnjih letih je bilo sicer storjenega ze veliko v Zelji, da bi zajezili pojav odpornosti pri
bakterijah. Hitrejsa mikrobioloska diagnostika omogoca klinikom hitrejSo izbiro
ustreznega zdravljenja, uvedba razli¢nih higienskih ukrepov in ukrepov za omejevanje
porabe antibiotikov Ze kaze prve spodbudne rezultate. Kljub temu opazamo, da je poraba
antibiotikov, predvsem cefalosporinov, e vedno previsoka in bi jo bilo potrebno zmanjsati,

prav tako bi bilo potrebno Se poostriti ukrepe bolni$ni¢ne higiene.
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PRILOGE

Priloga A: Prikaz vrednosti MIK za antibiotike izolatov E. coli (2006) iz razli¢nih kuznin in oddelkov

AM
| NAVADNIODDELKI | |

ECO1 (439) R R | =20 | s | =1 | s | <025 s s s s s | =4 | s |
EC02 (271) > 32 R 2320 R S 1 R <0.25 S < s R s < 2 s s s
EC03 (1313) 8 s <20 s <1 s 24 R < 1 S 4 3 1 s <2 s <4 s
EC04 (1049) 4 s <20 s <1 s <0.25 s <1 s <2 S 1 s <2 s <4 s
ECO5 (822) 232 R 2320 R <1 S >4 R <1 S 4 s 1 s <2 s <4 s
ECO6 (1766) 232 R <20 3 <1 S <0.25 3 <1 S 16 R <1 s <2 s <4 s
ECO7 (1977) 232 R <20 s <1 s <0.25 s <1 s 4 s 1 s <2 s <4 s
ECOS (844) <2 s <20 3 < S <0.25 3 < S <2 3 1 s <2 s <4 s
ECO9 (2103) <2 s <20 s < s <0.25 s < s <2 S 1 s <2 s <4 s
EC10 (1176) <2 s <20 3 < S <0.25 3 < S <2 3 1 s <2 s <4 s
EC11 (4371) 232 R <20 s <1 s 24 R <1 S 8 s 1 s <2 s <4 s
EC12 (4436) 8 s <20 s < s <0.25 s <1 S 4 s <1 s <2 s <4 s
EC13 (320) 232 R <20 3 2 S <0.25 3 <1 S 16 R 1 s 4 s 8 s
EC14 (4657) 4 s 2320 R 2 s 24 R <1 s <2 S 1 s 4 s <4 s
EC15 (4635) 232 R 2320 R <1 S >4 R <1 S 232 R 1 s <2 s 2128 R
EC16 (7368) 232 R >320 R <1 s 0.5 S <1 s 16 R 1 s <2 s <4 s
EC17 (2025) <2 s <20 3 <1 s <0.25 3 <1 S <2 s <1 s 4 s <4 s
EC18 (7738) <2 s <20 3 <1 S <0.25 3 <1 S <2 3 1 s <2 s <4 s
EC19 (4927) <2 s <20 s <1 s <0.25 s <1 s <2 S 1 s <2 s <4 s
EC20 (4752) <2 3 <20 S <1 S <0.25 3 <1 S <2 s <1 s 4 s <4 S
[ INTENZVNIODDEWKI| | | | |
ECI2 (843) 4 S <20 s 8 R >4 R <1 S <2 s <1 s >64 R <4 s
ECI3 (1065) >32 R 2320 R 216 R 24 R <1 s 16 R <1 s <2 s 8 s
ECI5 (6722) 4 S <20 s 2 s <0.25 s <1 s <2 s <1 s 4 s <4 s
ECI6 (18343) 8 S <20 3 <1 S <0.25 3 <1 s 4 s <1 s 4 s <4 s
ECI8 (7529) >32 R <20 s <1 s 1 < s 4 S <1 s <2 s <4 s
ECI9 (392) <2 s <20 3 <1 S <0.25 3 <1 S <2 3 <1 s <2 s <4 s
ECI10 (1089) 4 S <20 s < s <0.25 S <1 s <2 s <1 s 4 s <4 s
ECI12 (2059) <2 s <20 s <1 S <0.25 s < s <2 s < s 4 s <4 s
ECI13 (1083) 8 s 2320 R 216 R 24 R <1 s 4 s <1 s 4 s <4 s
ECI14 (1206) >32 R <20 s <1 s 1 <1 s >32 R <1 s 4 s <4 s
ECI16 (3614) <2 s <20 s <1 S <0.25 s <1 S <2 3 <1 s 4 s <4 s
ECI17 (1459-1) <2 s <20 s <1 s <0.25 s <1 s <2 s <1 s 4 s <4 s
ECI18 (1426) <2 s <20 s <1 s <0.25 s <1 s <2 s <1 s 4 s <4 s
ECI19 (1379) >32 R <20 s <1 s 24 R <1 S 16 R <1 s 4 s <4 s

Legenda: AM —ampicillin, SXT — trimetoprim/sulfametoksazol, GN — gentamicin, CIP — ciprofloksacin, CTX — cefotaksim, AMC amoksicilin/klavulanksa kislina, CAZ — ceftazidim, AN — amikacin,
TZP — piperacillin/tazobaktam, S-obéutljiv, R-odporen, I-zmerno obdutljiv. Zaradi bolj$e preglednosti so ob&utljivi izolati zapisani s ¢rno, zmerno obgutljivi z rumeno in odporni z rde€o barv
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Priloga B: Prikaz vrednosti MIK za antibiotike izolatov E. coli (2014) iz razli¢nih kuznin in oddelkov.

| Rist | 6N | Rism | cip | Rist | ctx | Ris | amc | Rist | cAz | Ris | AN | Rist | Tzp | RISt
--_---_---_-------
<1 <1

E14N1(26290) >32 R >320 R <1 S <0,25 S S S S <2 S <

E14N2 (26179) 232 R 2320 R <1 S <0,25 S S 16 R S 2 S 16

E14N3 (26289) < S <20 S <1 S <0,25 S S <2 S S 2 S <4 S
E14N4 (26519) >32 R >320 R <1 S <0,25 S S 4 S S 2 S <4 S
E14N5 (26616) >32 R <20 S >16 R <0,25 S S 16 R S 2 S 16

E14N6 (26668) S <20 S <1 S <0,25 S S <2 S S 2 S <4 S
E14N7 (7438) S <20 S S <0,25 S S 4 S S 2 S S
E14N8 (7439) < S <20 S S <0,25 S S <2 S S 2 S S
E14N9 (7448) >32 R >320 R S <0,25 S S 8 S S 2 S S
E14N10 (139) 232 R 2320 R S >4 R S 8 S S 2 S S
E14N11 (64) 232 R <20 S S <0,25 S S 8 S S 2 S S
E14N12 (317) >32 R <20 S S <0,25 S S 8 S S 2 S S
E14N13 (180) >32 R <20 S S <0,25 S S 16 R S 2 S S
E14N14 (736) 232 R <20 S S <0,25 S S 4 S S <2 S < S
E14N15 (729) 232 R >320 R S >4 R > R 16 R S 16 S S
E14N16 (206) S <20 S S <0,25 S S 2 S S 4 S S
E14N17 (951) S <20 S S <0,25 S S < S S <2 S S
E14N18 (1147) >32 R <20 S S <0,25 S S S S S S
E14N19 (863) >32 R >320 R < S <0,25 S S 4 S S S S
E14N20 (100352) R >320 R R R S S S S S

--_---_---_-------

E1411 (506786) S <20 S S <0,25 S S S S S S
E1412 (27090) >32 R 2320 R S <0,25 S S S S S <4 S
E1413 (27245) >32 R <20 S S <0,25 S S S S S <4 S
E1414 (2787) S <20 S S <0,25 S < S S < S S 4 S
E14I5 (451) S <20 S < S <0,25 S S S S S <4 S
E1416 (626) S <20 S <1 S <0,25 S < S < S <1 S < S <4 S
E1417 (3914) >32 R <20 S <1 S >4 R R >32 R <1 S 16 8 S
E1419 (5736) >32 R <20 S <1 S <0,25 S <1 S 16 R <1 S <2 S 8 S
E14110 (2513) S <20 S <1 S <0,25 S <1 S 4 S <1 S <2 S <4 S
E14111 (9450) <2 S} <20 S <1 S <0,25 S <1 S <2 S <1 S <2 S <4 S
E14112 (3040) <2 S| <20 S <1 S <0,25 S <1 S <2 S <1 S <2 S <4 S

Legenda: AM — ampicillin, SXT — trimetoprim/sulfametoksazol, GN — gentamicin, CIP — ciprofloksacin, CTX — cefotaksim, AMC amoksicilin/klavulanksa kislina, CAZ — ceftazidim, AN — amikacin,
TZP — piperacillin/tazobaktam, S-ob¢utljiv, R-odporen, I-zmerno ob¢utljiv. Zaradi boljse preglednosti so ob¢utljivi izolati zapisani s érno, zmerno ob¢utljivi z rumeno in odporni z rde¢o barvo.
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Priloga C: Prikaz vrednosti MIK za antibiotike izolatov S. aureus (2006) iz razli¢nih kuznin in oddelkov.

[stveorca | P [ RS [ CP [RS [ CcC [RS [ E [Rs [ Ox [ RS [ TEC [ RS [ TET | RIS* [ SXT [ R/S* [ VAN [ R/S* |
501 (14974) 205 R <05 s <0.25 s <0.25 s 0.5 s <05 s <1 s <10 s <1 s
502 (367) 205 R 1 s <0.25 s <0.25 s <0.25 s <05 s <1 s <10 s <1 s
SO3 (2585) 20.5 R <0.5 S <0.25 S <0.25 S <0.25 S <0.5 S =216 R <10 S <1 S
504 (1440) 0.12 s <05 s <0.25 s <0.25 s 05 s <05 s <1 s <10 s <1 s
SO5 (2008) 0.12 S <0.5 S <0.25 S <0.25 S <0.25 S <0.5 S <1 S <10 S <1 S
506 (5795) 205 R 28 R 28 R 28 R 24 R <05 s <1 s <10 s <1 s
SO7 (4849) 205 R <0.5 S <0.25 S <0.25 S 0.5 S <05 S <1 S <10 S <1 S
SO8 (6111) 20.5 R <0.5 S <0.25 S <0.25 S <0.5 S <0.5 S <1 S <10 S <1 S
509 (7248) 205 R <05 s <0.25 s <0.25 s 05 s <05 s <1 s <10 s <1 s
S010 (7037) 0.06 S <0.5 S <0.25 S <0.25 S <0.25 S <0.5 S <1 S <10 S <1 S
5011 (7120) 205 R <05 s <0.25 s <0.25 s <0.25 s <05 s <1 s <10 s <1 s
$012 (7638) 205 R 28 R 28 R 28 R 24 R <05 s <1 s <10 s <1 s
5013 (3145) 205 R <05 s <0.25 s <0.25 s 05 s <05 s <1 s <10 s <1 s
5014 (8091) 205 R <05 s <0.25 s <0.25 s 05 s <05 s <1 s <10 s <1 s
SO15 (8078) 0.12 S <0.5 S <0.25 S <0.25 S <0.25 S <0.5 S <1 S <10 S <1 S
5016 (330) 205 R <05 s <0.25 s <0.25 s 05 s <05 s <1 s <10 s <1 s
5017 (12412) 205 R <05 s £0.25 s £0.25 s 05 s <05 s <1 s | <10 s <1 s
5018 (12720) 0.06 s <05 s <0.25 s <0.25 s <0.25 s <05 s <1 s <10 s <1 s
$019 (13636) 205 R 28 R 28 R 28 R 24 R $05 s <1 s <10 s <1 s
S020 (1302) 20.5 R <0.5 S <0.25 S <0.25 S 0.5 S <0.5 S <1 S <10 S <1 S
$12 (2990) 205 R 28 R 28 R 28 R 24 R 1 s <1 s <10 s <1 s
SIS (464) 205 R 28 R 28 R 28 R 24 R 505 s <1 s <10 s <1 s
$16 (6013) 205 R <05 s <0.25 s £0.25 s 0.5 s <05 s <1 s <10 s < s
$17 (727) 205 R 28 R 28 R 28 R 24 R <05 s <1 s <10 s < s
si8 (1781) 205 R <05 s <0.25 s <0.25 s 05 s <05 s <1 s <10 s <1 s
s19 (7444) 205 R >8 R >8 R >8 R 24 R $05 s <1 s <10 s < s
5110 (5200) 205 R <05 s <0.25 s <0.25 s 05 s <05 s < s <10 s < s
$111 (5240) 205 R 28 R >8 R >8 R 24 R <05 s < s <10 s < s
$112 (15550) 0.12 s <05 s <0.25 s <0.25 s <0.25 s <05 s < s <10 s < s
$113 (1634) 205 R 28 R >8 R >8 R 24 R s05 s <1 s <10 s <1 s
SI15 (4323) 205 R <05 s £0.25 s £0.25 s 0.5 s <05 s <1 s <10 s <1 s
SI16 (1818) 205 R <05 s <0.25 s <0.25 s <0.25 s <05 s <1 s <10 s <1 s
si17 (6271) 205 R 28 R 28 R 28 R 24 R <05 s <1 s <10 s <1 s
5118 (6012) 205 R 28 R 28 R 28 R 24 R <05 s <1 s <10 s <1 s
5119 (1757) 205 R 28 R 28 R 28 R 24 R 2 s <1 s <10 s <1 s
5120 (6952) 205 R <05 s £0.25 s £0.25 s 05 s <05 s <1 s <10 s <1 s

Legenda: P — penicillin, CIP — ciprofloksacin, CC — klindamicin, E — eritromicin, OX — oksacilin, TEC — teikoplanin, TET — tetraciklin, STX — trimetoprim/sulfametoksazol, VAN — vankomicin,
S-obéutljiv, R-odporen, I-izmerno ob¢utljiv. Zaradi bolj$e preglednosti so ob&utljivi izolati zapisani s ¢rno, zmerno ob¢utljivi z rumeno in odporni z rde¢o barvo.
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Priloga D: Prikaz vrednosti MIK za antibiotike izolatov S. aureus (2014) iz razli¢nih kuznin in oddelkov.
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(Stvorca | _p | Rs | cop | R [ cc [ Rs | E | RS | ox | Rs | TEC

| NavaDNIODDEK | . | |
S14N1 (311) 20,5 R 1 S 0,25 S 1 s 0,5 S <0,5
S14N2 (1967) 20,5 R <0,5 S 0,25 S 1 s <0,25 S <0,5
S14N3 (721) 20,5 R >8 R >4 R >8 R <0,25 S <0,5
S14N4 (2631) 0,25 R <0,5 S 0,25 S 0,5 S <0,25 S <0,5
S14N5 (2749) 0,06 S <0,5 S 0,25 S 0,5 S 0,5 S <0,5
S14N6 (821) 20,5 R <0,5 S 0,25 S 1 s <0,25 S <0,5
S14N7 (4041) <0,03 S <0,5 S 0,25 S 0,5 S <0,25 S <0,5
S14N8 (4587) 20,5 R <0,5 S 0,25 S 1 s <0,25 S <0,5
S14N9 (5293) 0,25 R <0,5 S 0.25 S 0,5 S <0,25 S <0,5
S14N10 (5310) 20,5 R >8 R >4 R >8 R >4 R <0,5
S14N11 (1655) 20,5 R 28 R >4 R 28 R >4 R <0,5
S14N12 (6029) 20,5 R <0,5 S 0.25 S 0,5 S <0,25 S <0,5
S14N13 (6237) 20,5 R <0,5 S 0.25 S 0,5 S <0,25 S <0,5
S14N14 (1980) 0,25 R <0,5 S 0.25 S 1 s <0,25 S <0,5
S14N15 (1940) >0,5 R <0,5 S 0,25 S s <0,25 S <0,5

_---_-_-_---------
S1411 (27003) 20,5 R 0,5 S 0,25 S 8 S <0,5
S1412 (2548) 20,5 R b S <0,12 S <0,25 S 2 S <0,5
S1413 (1394) 20,5 R <0, S 0.25 S 0,5 S <0,25 S <0,5
S1414 (05466) 20,5 R > R 24 R 28 R >4 R <0,5
$1417 (1918) 20,5 R <0,5 S 0.25 S 1 s 0,5 S <0,5

Legenda: P — penicillin, CIP — ciprofloksacin, CC — klindamicin, E — eritromicin, OX — oksacilin, TEC — teikoplanin, TET — tetraciklin, STX — trimetoprim/sulfametoksazol, VAN — vankomicin,

S-obcutljiv, R-odporen, I-zmerno obéutljiv. Zaradi boljse preglednosti so ob¢utljivi izolati zapisani s ¢rno, zmerno obgutljivi z rumeno in odporni z rde¢o barvo.
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Priloga E: Prikaz vrednosti MIK za antibiotike izolatov K. pneumoniae iz razli¢nih kuznin in oddelkov.
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[Stvioca | AM | Ris* [ sxT [ RISt Rs* | cp | rRs~ [ cTx | Rs* | AvC | Ris*

--_---_---_--
KO1 (15630) 16 R <20 S 1 s <0.25 S <1 S <2 S
K02 (35) 16 R <20 S 1 s <0.25 S 1 S <2 S
KO3 (271) =32 R <20 S <1 S <0.25 S 1 S <2 S
KO4 (624) 16 R <20 S <1 S <0.25 S 1 S <2 S
KOS5 (725) >32 R <20 s <1 s <0.25 S < S <2 S <
KO6 (1250) >32 R <20 s 216 R 24 R 8 R >32 R > 64
KO7 (2041) >32 R <20 S <1 S 24 R > 64 R 16 R >64
KO8 (966) 16 R >320 R S <0.25 S <1 S <2 S <1
K09 (751) >32 R <20 s R 24 R > 64 R 4 S >64
KI2 (1664) >32 R <20 s > R 4 R > 64 R 16 R >64
KI1 (15711) >32 R >320 R R >4 R 4 R 16 R >64
KO12 (1862) =32 R <20 S 16 R 24 R > 64 R 8 S > 64
K013 (2008) >32 R <20 s 1 S <0.25 S <1 S <2 S <1
K014 (2742) >32 R <20 s s <0.25 S <1 S <2 S <
KI3 (7164) >32 R <20 S S <0.25 S <1 s 2 S <
K016 (15246) >32 R <20 S S <0.25 S <1 s <2 S <1
K017 (15350) >32 R 2320 R s 24 R >64 R 16 R >64
KI8 (15358) >32 R <20 s s <0.25 S <1 S <2 S <1
K019 (6474) 16 R <20 S < S 0. 5 S < 1 S 8 S <1
K020 (15809) R >320 R R R R R

--_---_---_-----_-
Kl4 (3390) >32 R 2320 R R 4 R S > 64
KI5 (12743) >32 R >320 R > R > 4 R >64 R 8 S >64
KI6 (1999) >32 R <20 S < S <0.25 S <1 S <2 S <1
KI7 (6283) 16 R <20 s s <0.25 S <1 S <2 S <1
KI9 (16056 >32 R 2320 R R >4 R > 64 R 16 R 16
KI10 (6993) >32 R >320 R > R >4 R >64 R 16 R >64
KI11 (7308) >32 R <20 S 1 4 R 8 s >64
KI12 (391) >32 R <20 s <1 s <0.25 s <1 S 4 S <1
KI13 (2851) >32 R >320 R >16 R 1 16 R 8 S > 64
KI15 (1666) >32 R 2320 R >16 R >4 R 8 R 8 S >64
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Legenda: AM —ampicilin, SXT — trimetoprim/sulfametoksazol, GN — gentamicin, CIP — ciprofloksacin, CTX — cefotaksim, AMC — amoksicilin/klavulanska kislina, CAZ — ceftazidim, AN — amikacin,
TZP — piperacillin/tazobaktam, S-ob¢utljiv, R-odporen, I-zmerno ob¢utljiv. Zaradi boljse preglednosti so ob&utljivi izolati zapisani s &rno, zmerno ob¢utljivi z rumeno in odporni z rdeco barvo.
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Priloga F: Prikaz vrednosti MIK za antibiotike izolatov P. aeruginosa iz razli¢nih kuznin in oddelkov.
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Legenda: AN — amikacin, CAZ — ceftazidim, CIP — ciprofloksacin, IPM — imipenem, MEM — meropenem, TZP — piperacilin/tazobaktam, S-ob¢utljiv, R-odporen, I-zmerno obdutljiv, oznaka (/) pomeni, da
ni podatka 0 MIK. Zaradi boljse preglednosti so ob¢utljivi izolati zapisani s ¢rno, zmerno ob¢utljivi z rumeno in odporni z rde¢o barvo.



Goli¢nik S. Primerjava MIK antibiotikov pri bakterijah, izoliranih iz kuznin bolnikov iz intenzivnih enot in z oddelkov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnika fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2016

Priloga G: Prikaz vrednosti MIK za antibiotike izolatov E. faecalis iz razli¢nih kuznin in oddelkov.

NAVADNI ODDELKI

EO1(2832) <2 S <0.,5 S syn-S S <1 S <1 S
EO2 (7216) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S <1 S
EO3 (5163) <2 S <0.5 S syn-S S <1 S <1 S
EO4 (13716) <2 S <0.5 S syn-R R <1 S 4 S
EO6 (1952) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S <1 S
EO7 (5785) <2 S <0.,5 S syn-R R 2 S 2 S
EO8 (5767) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S <1 S
EO9 (2958) <2 S <0.,5 S syn-R R 2 S 2 S
E010 (2794) <2 S <0.,5 S syn-R R 2 S <1 S
EO11 (2884) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S 2 S
E012 (5869) <2 S <0.5 S syn-S S <1 S <1 S
EO13 (7379) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S / /
EO014 (88) <2 S <0.,5 S syn-R R 2 S / /
EO15 (830) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S / /
EO16 (1462) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S / /
EO017 (3469) <2 S <0.5 S syn-S S <1 S <1 S
EO18 (3272) <2 S / / syn-S S / / <1 S
E019 (5768) <2 S <0.,5 S syn-R R 2 S 2 S
EI19 (489) <2 S <0.,5 S syn-S S <1 S <1 S
EO20 (5732) <2 S <0.,5 S syn-S S <1 S <1 S
INTENZIVNI ODDELKI

El1(48) <2 S <0.,5 S syn-R R 2 S / /
EI2 (1372) <2 S <0.5 S syn-S S <1 S / /
EI3 (155) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S / /
El4 (145) <2 S <0.5 S syn-S S <1 S / /
EI5 (269) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S / /
EI6 (1634) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S / /
EI7 (3096) <2 S <0.,5 S syn-R R 2 S 2 S
EI8 (3359) <2 S <0.,5 S syn-R R 2 S 2 S
EI9 (8000) <2 S <0.5 S syn-S S <1 S <1 S
EI10 (3474) <2 S <0.5 S syn-S S <1 S <1 S
El11 (2133) <2 S <0.,5 S syn-R R 2 S 2 S
El12 (6062) <2 S <0.5 S syn-S S <1 S <1 S
E113(5862) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S 2 S
El14 (7529) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S 2 S
EI15 (17288) <2 S <0.5 S syn-R R <1 S 2 S
EI16 (87) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S 2 S
EI17 (7326) <2 S <0.5 S syn-S S <1 S <1 S
E118 (7388) <2 S <0.5 S syn-R R 2 S 2 S
EI20 (607) 4 S <0.5 S syn-R R <1 S 8 |

Legenda: AM - ampicilin, GN — gentamicin, VAN — vankomicin, IPM — imipenem, TEC — teikoplanin, S-ob¢utljiv, R-odporen, I-zmerno obéutljiv; Oznaka (/) pomeni, da ni podatka o MIK. Zaradi boljse
preglednosti so ob¢utljivi izolati zapisani s ¢rno, zmerno obdutljivi z rumeno in odporni z rdeco barvo.



