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Al Bakterija Staphylococcus aureus je pogosta povzrociteljica resnih bolni$ni¢nih in

zunajbolni$ni¢no pridobljenih okuzb. Zaradi visoke pojavnosti, obolevnosti in odpornosti proti
antibiotikom je zdravljenje teh okuzb vedno vecji problem. Bakterija Streptococcus pneumoniae
(pnevmokok) povzroca razli¢ne invazivne in neinvazivne okuZzbe in je kljub novim razpoloZljivim
antibiotikom in cepivom za zdravljenje in preprecevanje pnevmokoknih okuzb Se vedno vodilna
povzrociteljica obolevnosti in umrljivosti po vsem svetu. Obifajno so laboratorijski podatki
testiranja obcutljivosti bakterij za antibiotike prvo opozorilo, da se delez odpornih bakterijskih
sevov zviSuje, zato je izredno pomembno redno testiranje izolatov ter spremljanje novega
pojavljanja in Sirjenja odpornih sevov. Namen naSe raziskave je bil ugotoviti, ali so rezultati
testiranja obcutljivosti bakterij S. aureus in S. pneumoniae za antibiotike s standardiziranim disk
difuzijskim testom po navodilih CLSI (angl. Clinical and Laboratory Standards Institute)
primerljivi z rezultati disk difuzijskega testa, ki smo ga modificirali tako, da smo spremenili
gostoto bakterijskih suspenzij in ¢as inkubacije. Testirali smo obcutljivost 32 klini¢nih izolatov
bakterije S. pneumoniae za oksacilin, eritromicin, klindamicin, moksifloksacin in TMP-SMX in
obcutljivost 31 klini¢nih izolatov bakterije S. aureus za cefoksitin, eritromicin, klindamicin,
linezolid, ciprofloksacin ter TMP-SMX. Na podlagi dobljenih rezultatov menimo, da so pri
testiranju obc¢utljivosti klini¢nih izolatov bakterije S. aureus za klindamicin, linezolid in TMP-
SMX rezultati modificiranega disk difuzijskega testa (gostota bakterijske suspenzije 2,0 McF, 4,0
MCcF, ¢as inkubacije 6 h in 7 h) primerljivi s standardiziranim disk difuzijskim testom, saj je bilo
ujemanje med njima 100 %. Prav tako menimo, da so rezultati primerljivi tudi za tiste antibiotike,
razen za cefoksitin, ki pri dolo¢enih parametrih presegajo 90 % ujemanje. Pri testiranju
testirane antibiotike med 75 % in 80 %, pri gostotah bakterijskih suspenzij 2,0 McF, 4,0 McF in 7-
urni inkubaciji. Zaradi nizjega deleza ujemanja menimo, da so rezultati med obema testoma le
pogojno primerljivi.
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AB  Staphylococcus aureus frequently causes severe nosocomial and community —

acquired infections. Because of high incidence, morbidity and antimicrobial resistance

those infections are difficult to treat. Streptococcus pneumoniae causes different invasive

and noninvasive infections. Although there are new available antibiotics and vaccines for

treatment of pneumococcal infections S. pneumoniae is still a leading cause of morbidity

and mortality worldwide. Laboratory bacterial susceptibility testing results are usually the

first sign that percentages of resistant strains are rising, that is why it is highly important to

regulary test the isolates and monitor new emergence and spreading of resistant strains. In

this study, we tested the influence of different bacterial suspension densities and incubation

times on antimicrobial susceptibility testing results of S. aureus and S. pneumoniae. We

used standard disk diffusion test and disk diffusion test in which we modified bacterial

suspension densities and incubation times. We tested susceptibility of 32 clinical isolates

of S. pneumoniae to oxacillin, erythromycin, clindamycin, moxifloxacin and trimethoprim-

sulfamethoxazole and the susceptibility of 31 clinical isolates of S. aureus to cefoxitin,

erythromycin, clindamycin, linezolid, ciprofloxacin and trimethoprim-sulfamethoxazol

with both tests. Based on the results obtained we believe that the modified (density of

bacterial suspension 2.0 McF, 4.0 McF, time of incubation 6 h and 7 h) susceptibility

testing results of S. aureus to clindamycin, linezolid and trimethoprim-sulfamethoxazole,

are comparable with standard disk diffusion test results as the matching between them was

100 %. We also believe that the results are comparable for those antibiotics, except for

cefoxitin where certain parameters exceed 90 % of the match. For the susceptibility testing

results of S. pneumoniae the highest percentage of matching for all antibiotics tested were

between 75 and 80 % at density of bacterial suspension of 2.0 McF, 4.0 McF and 7 h

incubation. Due to lower percentage of matching we believe that the results between those

two tests are only conditionally comparable.
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1 uvoD

Bakterija Staphylococcus aureus se nahaja v razlicnih okoljih, najpogosteje na kozi in
sluznicah sesalcev. Povzroca okuzbe koze, mehkega tkiva, kosti, sklepov, pljuc,
centralnega Zivénega sistema (CZS), kolonizira proteze in katetre ter poslabsuje zapletena
zdravstvena stanja kot je endokarditis (Bomberberg in Boyd, 2005). Kljub temu je ve¢ kot
20 odstotkov odrasle populacije ljudi zdravih prenaSalcev te bakterije (Cole in sod., 2001).
Okuzbe z bakterijo S. aureus so po odkritju penicilina uspesno zdravili, vendar pa so ze
leto dni kasneje pri bolniku Albertu Alexandru osamili sev bakterije S. aureus odporen
proti temu zdravilu. Okuzbe, ki jih je povzrocala bakterija S. aureus odporna proti
penicilinu, so se sprva prenaSale le med hospitaliziranimi bolniki, s ¢asom pa so se sploSno
razsirile. Izvor problema pri obvladovanju okuzb, ki jih povzroca bakterija S. aureus in je
kasneje dobil globalne razseznosti, sega v zacetek 60. let dvajsetega stoletja, ko je bila
identificirana proti meticilinu odporna bakterija S. aureus (angl. Methicillin—resistant S.
aureus, MRSA) (Deresinski, 2005). Pri hospitaliziranih bolnikih okuZenih z MRSA je
bolnisni¢na umrljivost 5-krat visja kot pri hospitaliziranih bolnikih, ki z njim niso okuzeni.
Dodatno skrb pa povzroca Sirjenje MRSA v zunajbolnisni¢cnem okolju (angl. community—
acquired MRSA, CA-MRSA). Danes zaradi visoke pojavnosti, obolevnosti in odpornosti
proti antibiotikom predstavlja zdravljenje okuzb, ki jih povzro¢a bakterija S. aureus, vedno
ve¢ji problem, zato je potrebno previdno in preudarno predpisovanje antibiotikov.
Zdravljenje okuzb z MRSA mora biti podkrepljeno z rezultati testiranja obcutljivosti

bakterije za antibiotike (Bomberger in Boyd, 2005).

Podobna usoda je doletela zdravljenje okuzb z bakterijo Streptococcus pneumoniae
(pnevmokok), ki je od odkritja prvega seva konec 19. stoletja in vse do danes vodilna
povzrociteljica obolevnosti in umrljivosti po vsem svetu. Sprva obcutljiva za penicilin je v
60. in 70. letih dvajsetega stoletja, ko so odkrili prve izolate neobcutljive za penicilin,
postala problem za javno zdravstvo po vsem svetu (Jacobs, 1999). Danes odpornost
pnevmokokov proti antibiotikom Se vedno narasca, predvsem proti betalaktamom in
makrolidom (Reinert, 2009). Bakterija S. pneumoniae je najpogostejSa povzrociteljica

zunajbolni$ni¢nih okuzb dihal, ki pa se veCinoma zdravijo izkustveno. Za tak$en nacin



Klep D. Vpliv razli¢nih gostot bakterijskih suspenzij in razli¢nih ¢asov inkubacije ... pri bakterijah S. pneumoniae in S. aureus.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medodd. Studija mikrobiologije, 2014

zdravljenja je potrebna velika mera razsodnosti, saj lahko v nasprotnem primeru pripomore
k Sirjenju odpornosti proti antibiotikom (Appelbaum, 2000). Obicajno so laboratorijski
podatki testiranja obcutljivosti bakterij za antibiotike prvo opozorilo, da se delez odpornih
bakterijskih sevov zviSuje, zato je izredno pomembno redno testiranje izolatov ter

spremljanje novega pojavljanja in Sirjenja odpornih sevov (Tenover, 2010).

1.1 NAMEN IN CILJI DIPLOMSKEGA DELA

Raziskavo v sklopu diplomskega dela smo izvedli z namenom, da bi ugotoviti ali so
rezultati modificiranega testiranja obcutljivosti bakterij S. aureus in S. pneumoniae za
antibiotike primerljivi z rezultati standardiziranega disk difuzijskega testa po priporocilih
ameriSkega Instituta za laboratorijske standarde (angl. Clinical Laboratory Standard
Institute — CLSI). Disk difuzijski test smo modificirali tako, da smo spremenili gostoto
bakterijskih suspenzij in ¢as inkubacije. Testirali Smo obcutljivost bakterije S. pneumoniae
za antibiotike oksacilin, eritromocin, klindamicin, moksifloksacin in trimetoprim-
sulfametoksazol in obcutljivost bakterije S. aureus za antibiotike cefoksitin, eritromicin,
klindamicin, linezolid, ciprofloksacin ter trimetoprim-sulfometoksazol. Zeleli smo
ugotoviti, kakSen vpliv imajo razlicne gostote bakterijskih suspenzij in razlicni Casi
inkubacije na rezultate testiranja obcutljivosti za antibiotike pri bakterijah S. pneumoniae

in S. aureus.

Predvidevali smo, da bomo pri vi§ji gostoti bakterijske suspenzije in krajSem ¢asu

inkubacije dobili rezultate primerljive z rezultati standardiziranega disk difuzijskega testa.
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2 PREGLED OBJAV

2.1  ANTIBIOTIKI

Antibiotiki so presnovni produkti bakterij, gliv, liSajev ali visjih rastlin, ki zavirajo rast
(bakteriostati¢en ucinek) in preprecujejo razmnozZevanje (baktericiden ucinek)
mikroorganizmov. Najpogosteje zastopane bakterije, ki proizvajajo naravne antibiotike, so
iz rodu Streptomyces. Naravni antibiotiki pa niso edine protimikrobne uc¢inkovine, ki se
uporabljajo za zdravljenje bakterijskih okuzb. Danes vse pogosteje najdemo na trziScu
sinteticne in polsintetine protimikrobne ucinkovine. Slednje so proizvedene s kemijsko
modifikacijo naravnega antibiotika, ki jim z izboljSanjem protimikrobnih in farmakoloskih
lastnosti povec¢amo ucinkovitost. Sinteticne protimikrobne ucinkovine niso naravnega
izvora in po principu selektivne toksi¢nosti unicujejo patogene mikroorganizme ter ob tem
niso Skodljive za gostitelja. Taksne protimikrobne uc¢inkovine imenujemo kemoterapevtiki

(v nadaljevanju antibiotiki) (Madigan in sod., 2003).

Ena izmed pomembnih lastnosti antibiotikov je spekter delovanja, ki nam pove, za katere
vrste mikrooganizmov je njihovo delovanje baktericidno oz. bakteriostati¢éno. Tako lo¢imo
antibiotike ozkega spektra, kar pomeni, da delujejo na manjSe Stevilo vrst bakterij in
antibiotike Sirokega spektra, ki delujejo na ve¢ razliénih vrst bakterij. Delovanje
posameznih antibiotikov vrednotimo z minimalno zaviralno koncentracijo (MIK), ki nam
pove, katera je najmanjSa koncentracija (mg/ml) posameznega antibiotika potrebna za
zaviranje rasti mikroorgamizma. Antibiotiki se odlikujejo tudi po selektivni toksi¢nosti, kar
pomeni, da zaviralno delujejo na bakterijske zivljensko pomembne procese, hkrati pa ne
poskodujejo gostiteljskih celic. Na bakterijske Zivljenjsko pomembne procese delujejo
tako, da zavirajo sintezo celi¢ne stene, citoplazemske membrane in beljakovin ter motijo

sintezo jedrnih kislin (Ryan in Drew, 2010).
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2.1.1 Betalaktamski antibiotiki

Peniciline in cefalosporine uvrs¢amo med klasi¢ne betalaktamske antibiotike, ki zavirajo
sintezo bakterijske celi€ne stene. Zanje je znacilen kemijsko reaktiven betalaktamski
obro¢, ki je strukturni analog dipeptida D-alanil-D-alanin (D-ala-D-ala) in ga encim D-
alanin-transpeptidaza prepozna kot substrat. D-alanin-transpeptidazo uvr§¢amo v skupino
penicilin  vezo¢ih beljakovin (angl. Penicillin-binding proteins, PBP). Naloga
transpeptidaze je uvrscanje N-acetil muraminske kisline in N-acetil glukozamina v

peptidoglikansko verigo (Chambers in Deck, 2009).

Sinteza bakterijske celi¢ne stene poteka v treh stopnjah. Pri bakteriji S. aureus se v prvi
stopnji v citoplazmi sintetizirajo nukleotidni prekurzorji (UDP-acetilmuramil pentapeptid
in UDP-N-acetilglukozamin) (Scheffers in Pinho, 2005). Reakcije v tej stopnji zavira
antibiotik cikloserin (Wang in Walsh, 1978). V drugi stopnji se poveZzeta UDP-
acetilmuramil pentapeptid in UDP-N-acetilglukozamin, pri ¢emer nastane linearni
peptidoglikan, ki se nato prenese na zunanjo stran citoplazemske membrane (Scheffers in
Pinho, 2005). Reakcije v tej stopnji sinteze celi¢ne stene zavira antibiotik vankomicin
(Johnston in Neuhous, 1975). V tretji stopnji poteka prehod novo sintetiziranih
glikopeptidov v celi¢no steno in pre¢no povezovanje z obstojeCim peptidoglikanom
(transpeptidacija) (Scheffers in Pinho, 2005). Reakcijo transpeptidacije zavirajo penicilini
in cefalosporini. Ti antibiotiki zavzamejo D-ala-D-ala substratno mesto transpeptidaze in
se tako nepovratno vezejo na encim ter onemogocijo nadaljnjo sintezo peptidoglikana, kar
posledi¢no pripelje do lize bakterijske celice (Tipper in Strominger, 1965). Betalaktamski
antibiotiki delujejo baktericidno, vendar Se vedno ni popolnoma pojasnjeno, kako oz.

zaradi Cesa celica lizira (Bayles, 2000).
2.1.1.1 Mehanizmi odpornosti proti betalaktamskim antibiotikom
Odpornost proti betalaktamskim antibiotikom je v prvi vrsti posledica encimske razgradnje

antibiotika. Odporne bakterije sintetizirajo beta-laktamaze. Genski zapis zanje lezi na

kromosomu (vrstno specifiéne beta-laktamaze) ali na plazmidu. Genski zapis za sintezo
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beta-laktamaz, ki lezi na plazmidu, se lahko s transdukcijo prenese na bakterije, ki le-teh
ne sintetizirajo, zaradi ¢esar se poveca Stevilo odpornih bakterijskih sevov. Pri po Gramu
pozitivnih bakterijah so beta-laktamaze vezane na citoplazemsko membrano ali se izlo¢ijo
v okolico, pri po Gramu negativnih bakterijah pa se izlocajo v periplazemski prostor. Pri
slednjih so zastopane v vecjem Stevilu. Beta-laktamaze hidrolizirajo ciklicne amidne vezi
betalaktamskega obroca in ker je nedotaknjen betalaktamski obro¢ antibiotika nujen za
vezavo na PBP, je zaradi tega protimikrobno delovanje onemogoc¢eno (Pitout in sod.,
1997). Beta-laktamaze delimo glede na strukturo in funkcijo v ve¢ skupin. Najbolj
funkcionalno shemo za Klasifikacijo beta-laktamaz, ki se neprestano dopolnjuje, je
oblikoval Bush (1989). V molekulsko skupino A uvr§¢amo klinicno pomembne
najenostavnejSe beta-laktamaze kot sta penicilinaza in cefalosporinaza ter beta-laktamaze z
razSirjenim delovanjem (angl. extended spectrum beta-lactamases, ESBL). Te beta-
laktamaze so razli¢nih tipov (TEM, SHV) in hidrolizirajo vecino penicilinov ter vse
cefalosporine razen cefamicina (Miller in sod., 2001). Obstajajo naravni in sinteti¢ni
zaviralci beta-laktamaze. Prva med njimi je bila klavulanska kislina, ki ima Sibko
protimikrobno delovanje, ucinkovito pa zavira beta-laktamaze (Brown in sod., 1976). In
vitro s penicilini in cefalosporini delujejo sinergisti¢no proti izolatom bakterije S. aureus,
ki sintetizirajo beta-laktamaze in proti po Gramu negativnim bakterijam (Wise in sod.,
1978). Beta-laktamaze zavirata tudi tazobaktam in sulbaktam. Kombinacija piperacilin-
tazobaktam ima SirSi spekter protimikrobnega delovanja kot kombinacija amoksicilin-
klavulanska Kislina (Tzouvelekis in sod., 1996). Novejsi zaviralci beta-laktamaze so 6-
alkiliden-substituirani penemi in penicilin sulfoni, BAL29880 monobaktam ter bicikli¢ni

N-hidroksi-O-sulfate ester (NXL104) (Llarrull in sod., 2010).

Odpornost proti betalaktamskim antibiotikom posredujeta Se dva mehanizma. Pri po
Gramu negativnih bakterijah sta to zmanjSana prepustnost celicne membrane in
sprememba tarénega mesta za antibiotik. Slednji mehanizem se pojavlja tudi pri po Gramu
pozitivnih bakterijah. Spremembe v PBP so dobro raziskane pri po Gramu negativnih
bakterijah: Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae in pri po Gramu pozitivnih
bakterijah:  Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, viridans streptokokih in enterokokih (Spratt, 1994). Sprememba tarénega

mesta je posledica mutacij v kromosomskih genih, ki nosijo zapis za sintezo PBP ali
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pridobitve tujih genov, ki nosijo zapis za sintezo novih PBP (Georgopapadakou, 1993).
Odpornost proti betalaktamskim antibiotikom se je pri pnevmokokih razvila zaradi
medvrstnega prenosa genov pbp s homologno rekombinacijo (Reichmann in sod., 1997).
Pnevmokoki imajo 5 PBP z visoko molekulsko tezo (1A, 1B, 2A, 2B in 2X) in enega z
nizko molekulsko tezo (PBP3) (Spratt, 1994). Zapis za sintezo PBP pri odpornih izolatih
nosijo mozaicni geni, katerih zaporedja se razlikujejo od zaporedij genov pri obcutljivih
sevih. (Reichmann in sod., 1997). Primarno je za odpornost odgovoren spremenjen
PBP2X. Pri visoko odpornih sevih sta spremenjena Se PBP2B in PBP1A. MRSA je Se en
primer, pri katerem se pojavlja mehanizem odpornosti proti antibiotikom s spremembo
tarénega mesta. MRSA sintetizira nov PBP, ki se imenuje PBP2a (uporablja se tudi
poimenovanje PBP2") (Song in sod., 1987). ZmoZnost enega PBP, da prevzame vlogo
ostalih treh nespremenjenih PBP pri stafilokoku, je presenetljiva, saj naj bi bilo za
normalno rast in morfogenezo bakterije potrebnih ve¢ PBP (Spratt in Cromie, 1988).
PBP2a ima zelo nizko afiniteto do skoraj vseh betalaktamskih antibiotikov. Zapis za
sintezo PBP2a nosi gen mecA, ki je del transpozona in ni prisoten pri obc¢utljivih sevih
bakterije S. aureus (Song in sod., 1987). Ito in sod., (1999) so s sekveniranjem
specificnega kromosomskega obmocja seva N315 MRSA potrdili, da zapis za gen mecA
nosi nov geneti¢ni element, ki so ga poimenovali stafilokokna kromosomska kaseta mec
(angl. staphylococcal cassette chromosome mec, SCCmec). Gen mecA se med

stafilokoknimi vrstami prenaSa s transdukcijo (Cohen in Sweeney, 1970).

Pri po Gramu negativnih bakterijah prehajajo antibiotiki zunanjo membrano skozi porine.
Spremembe Vv sestavi porinov zmanj$ajo prepustnost za antibiotike in tako ne povzrocijo
odpornosti le proti betalaktamskim antibiotikom, temve¢ tudi proti ve¢ razli¢nim
antibiotikom, saj po vecini vstopajo v celico skozi iste porine. Spremenjeni porini in beta-

laktamaze delujejo sinergisticno (Nikaido, 2000).
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Slika 1: Shemati¢ni prikaz beljakovin, ki posredujejo odpornost proti betalaktamskim antibiotikom.
Beljakovine, ki so odgovorne za odpornost proti antibiotikom so razdeljene v tri skupine: izlivne ¢rpalke,
PBP (penicilin vezode beljakovine) in beta-laktamaze. BlaR receptor; Blal in MexR represorja
odpornostnega operon;, blaR, blal in bla Z, mexR, mexA, mexB in oprM represorski geni;CTXM9 in CphA
serin in metalo beta-laktamaze; PBP1b, PBP2x, PBP2a penicilin vezoce beljakovine; H proton; MexAB-
OprM izlivna érpalka; NM — notranja membrana; PG — peptidoglikan; ZM — zunanja membrana; gm+/-
Gram pozitivno/negativno (Wilke in sod., 2005).

2.1.1.2 Oksacilin

Oksacilin  (izoksazolilpenicilin) uvrs¢éamo med antistafilokokne peniciline.  Pri
intravenoznem vnosu se bolje absorbira kot pri peroralnem. Dobro prehaja v kosti, ostala
tkiva in telesne teko¢ine (Kadurina in sod., 2003). Ob prisotnosti probenecida prehaja tudi
v likvor (Dacey in Sande, 1974). Oksacilin se aktivno izloc¢a skozi ledvice s tubularno
sekrecijo in glomerulno filtracijo (Kadurina in sod., 2003). Oksacilin se uporablja namesto
meticilina pri standardnem testiranju obcutljivosti za antibiotike za odkrivanje odpornih
stafilokokov (CLSI, 2008). Broekema in sod. (2009) so ugotovili, da je disk difuzijski test
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s cefoksitinom primernejsa in boljsa izbira kot disk difuzijski test z oksacilinom pri
odkrivanju odpornih stafilokokov, zaradi boljse obcutljivosti in laZje interpretacije
rezultatov. MRSA je odporen proti oksacilinu, vendar pa obstajajo izolati, ki vsebujejo gen
mecA, a so vseeno obcutljivi za oksacilin (Ikonomidis in sod., 2008). Med oksacilinom in
ostalimi betalaktamskimi antibiotiki obstaja navzkrizna odpornost (James in Gurk-Turner,
2001).

2.1.1.3 Cefoksitin

Cefoksitin je polsinteticni derivat cefamicina C in ga uvr§¢amo v II. generacijo
cefalosporinov. Studija in vitro je pokazala, da je cefoksitin manj u¢inkovit proti po Gramu
pozitivnim bakterijam kot cefalotin, ima pa razSirjeno delovanje proti po Gramu
negativnim bakterijam, kot so Escherichia coli, Proteus mirabillis, Klebsiella pneumoniae
ter bakterijam iz rodov Enterobacter in Citrobacter. Proti bakteriji Pseudomonas
aeruginosa pa je neucinkovit (Neu, 1974). Cefoksitin je odporen proti vecini beta-
laktamaz, ki jih izdelujejo po Gramu negativne bakterije (Richmond in Wotton, 1976).
Tally in sod. (1975) so v in vitro Studiji ugotovili, da ima cefoksitin razSirjeno delovanje
proti bakteriji Bacteroides fragilis in drugim anaerobnim baketrijam. Cefoksitin se izloca z
glomerularno filtracijo in tubularno sekrecijo. Vecina antibiotika se izlo¢i v nespremenjeno
obliki z urinom. Ob sofasnem vnosu probenecida in cefoksitina, se nivo slednjega v krvi
povisa, ker probenecid zavira izloCanje cefoksitina s tubularno sekrecijo (Vlasses in sod.,
1980). Cefoksitin je u€inkovit pri zdravljenju pooperativne trebusSne sepse, okuzb secil,
meningitisa, ki ga povzroc¢ajo po Gramu negativne bakterije in septiCega artritisa ter
trebusnih in plju¢nih abcesov, ki so posledica okuzbe z meSano bakterijsko floro, predvsem
anaerobnimi po Gramu negativnimi bakterijami. (Nair in Cherubin, 1978). CLSI (2008)
priporoc¢a uporabo cefoksitina namesto oksacilina pri ugotavljanju MRSA z disk difuzijsko
metodo. Broekema in sod. (2009) so ugotovili, da je disk difuzijski test s cefoksitinom
primernejSa in boljsa izbira kot disk difuzijski test z oksacilinom pri odkrivanju odpornih

stafilokokov, zaradi boljse obcutljivosti in lazje interpretacije rezultatov.
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2.1.2 Makrolidni antibiotiki

Za makrolidne antibiotike je znacilen makrocikli¢en 14-, 15- ali 16-¢lenski laktonski obro¢
(Tenson in sod., 2003). Zavirajo sintezo bakterijskih beljakovin. Selektivno in povratno se
vezejo na 50S ribosomsko podenoto, natanéneje v domeno V 23S rRNA, pri ¢emer
preprecijo nastanek peptidne vezi (Hansen in sod., 1999). Makrolidi, linkozamidi in
streptogramin B imajo kljub razli¢ni kemijski sestavi enak nacin delovanja, zato jih lahko
obravnavamo kot skupino (angl. Macrolide, lincosamide and streptogramine B, MLSg).
MLSg med translokacijo povzroc¢ijo disociacijo peptidil-tRNA iz ribosoma in s tem
blokirajo pot, prek katere iz ribosoma izstopa nastajajoCa peptidna veriga. MLSg torej

zavirajo podaljSevanje (elongacijo) polipeptidne verige (Tenson in sod., 2003).

2.1.2.1 Mehanizni odpornosti proti makrolidnim antibiotikom

Za odpornost proti makrolidom so odgovorni trije mehanizmi: sprememba tar¢nega mesta,
aktivno Crpanje antibiotika iz celice in encimska razgradnja antibiotika. Veliko klini¢nih
izolatov, ki so odporni proti MLSg, ima encime, ki posttranskripcijsko modificirajo 23S
rRNA. Ti encimi so metiltransferaze, za katere zapis nosijo geni erm. Metiltransferaza
modificira adenin na mestu 2058 v domeni V 23S rRNA (Stevilski sistem E.coli) in s tem
preprec¢i vezavo MLSg na ribosom (Skinner in sod., 1983; Weisblum, 1995). Makrolidi
inducirajo translacijsko-atenuacijski mehanizem, ki nato aktivira sintezo metilaze
(Horinouchi in Weisblum, 1980). Mehanizem opornosti s spremembo tarénega mesta se pri
stafilokokih izraza konstitutivno (navzkrizna odpornost proti vsem MSLg — MSLg-fenotip)
ali inducibilno (odpornost le proti 14- in 15-¢lenskim makrolidom — M-fenotip), odvisno
od zaporedja regulatornega obmocja, ki lezi navzgor od zaporedja, Ki nosi zapis za
metilazo. Gen, ki nosi zapis za metilazo, lahko lezi na plazmidu ali kromosomu
(Horinouchi in Weisblum, 1980). MLSg-fenotip se izraza tudi pri bakteriji S. pneumoniae
in je odgovoren za visoko stopnjo odpornosti (Hyde in sod., 2001). Drugi mehanizem
odpornosti proti MLSg je aktivno érpanje antibiotika iz celic. za kar so odgovorne
beljakovinske izlivne ¢rpalke. Pri bakteriji S. aureus izlivne ¢rpalke aktivno ¢rpajo le 14-

in 15-¢lenske makrolide in stretogramin B (MS-fenotip), S¢ vedno pa so obcutljivi za 16-
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Clenske makrolide in linkozamide. Zapis za izlivno ¢rpalko nosi gen msrA, ki lezi na
plazmidu (Hassan in sod., 2007). Tudi pri bakteriji S. pneumoniae poteka aktivno ¢rpanje
antibiotika iz celice, le da je za odpornost proti 14- in 15-Clenskim makrolidom (M-
fenotip) odgovoren gen mefE (Ambrose in sod., 2005). Encimska razgradnja antibiotika je
Se en mehanizem odpornosti, ki se pojavlja pri makrolidih. Eritromicin esteraze
(Barthélémy in sod., 1984) ali makrolid 2'-fosfotransferaze (O'Hara in sod., 1989)
inaktivirajo laktonski obro¢ 14-Clenskim makrolidom. Bakterije, ki imajo te encime, so
naravno odporne proti makrolidom. Ta mehanizem odpornosti (inaktivacija z eritromicin
esterazo), ki so ga odkrili pri nekaterih bakterijskih vrstah iz druzine Enterobacteriaceae,
posreduje visoko stopnjo odpornosti proti eritromicinu (Arthur in sod., 1987). Prav tako se
pri njih pojavlja sinergisticno delovanje med eritromicin esterazo in metilazo (Arthur in
Courvalin, 1986).

2.1.2.2 Eritromicin

Eritromicin je najstarejSi 14-Clenski makrolidni antibiotik. V kislem okolju je neobstojen.
Temu se izognemo na dva nacina: Z ovojem, ki onemogo¢i interakcijo antibiotika s kislino
v zelodcu in z modifikacijo molekule eritromicina, ki prepre¢i oz. zmanj$a interakcijo s
kislino (tvorba soli (stearat) (Kirst in Sides, 1989a), estra (etilsukcinat) ali estolata
(propionat ester), pri ¢emer je estolat uspesnejsi v boju z Zelodéno kislino kot ester
(Croteau in sod., 1988)). Dobro prehaja v tkiva in telesne tekocine, presnavlja se v jetrih
ter izloa z zol¢em (Kirst in Sides, 1989b). Dostopen je v obliki za peroralno in
parenteralno uporabo. Intravenozno vneSen eritromicin v obliki laktobionatne ali
glukoheptatne soli topne v vodi, dosega v plazmi visjo koncentracijo, kot ¢e je vneSen
peroralno (Austin in sod., 1980). Skozi kalcijeve kanale vstopa v makrofage in
polimorfonuklearne levkocite, kar pa ni pokazatelj dejanske ucinkovitosti proti
znotrajcelicnim bakterijam (Mtairag in sod., 1995). Ucinkovit je proti po Gramu
pozitivnim  bakterijam  (Streptococcus  pneumoniae,  Staphylococcus  aureus,
Corynebacterium diphteriae) in je alternativna izbira za zdravljenje pri  bolnikih
alergi¢nih na penicilin ali okuznih s sevi, ki so na penicilin odporni. Je zdravilo izbire za
okuzbe z bakterijami Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae in Legionella

pneumophila. Proti bakteriji H. influenzae je slabo ucinkovit, kar predstavlja oviro pri
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zdravljenju okuzb dihal. Deluje lahko baktericidno ali bakteriostati¢no, odvisno od
bakterijske vrste, stopnje rasti, velikosti inokuluma in koncentracije samega antibiotika
(Klein, 1997). Pri uporabi se lahko pojavi holestatska zlatenica, ki jo povzroca eritromicin
propionat. Pri ostalih modificiranih oblikah eritromicina se hipersenzitivnost in

hepatotoksi¢nost ne pojavljata (Braun, 1969).

2.1.3 Linkozamidi

Linkozamidi imajo enak mehanizem delovanja kot makrolidi (Tenson in sod., 2003).
Vezejo se na 50S ribosomsko podenoto in povzroCijo disociacijo peptidil-tRNA iz
ribosoma, kar posledicno zavre sintezo bakterijskih beljakovin (Menninger in Coleman,
1993). Pri normalnih koncentracijah delujejo bakteriostati¢no, pri Vvisjih, ki jih lahko
dosezemo in vivo, pa celo baktericidno (Spizek in Rezanka, 2004). Odpornost proti
linkozamidom je posledica spremembe tar¢nega mesta z encimom metilazo, ki prepreci
vezavo antibiotika na ribosom (Skinner in sod., 1983). Odpornost proti ostalim
predstavnikom skupine MLSg je posledica enakega mehanizma odpornosti in se pri
stafilokokih pojavi, ¢e je izraZzena konstitutivno (MLSg-fenotip) (Horinouchi in Weisblum,
1980). Encimska razgradnja antibiotika je mehanizem odpornosti, ki se prav tako pojavlja
v primeru odpornosti proti linkozamidom. Za inaktivacijo linkozamidov so odgovorni geni
linA/linA', ki nosijo zapis za transferazo in se v vecini primerov pojavljajo v kombinaciji z
geni erm ter pogosteje pri KNS kot pri bakteriji S. aureus, kar so v svoji raziskavi ugotovili
Lina in sod. (1999).

2.1.3.1 Klindamicin

Klindamicin je polsinteticni 7-kloro-7-deoksi derivat linkomicina, ki dobro prehaja v tkiva,
telesne tekocine, kosti in sklepe. V likvor ne prehaja, tudi ¢e so moZganske ovojnice vnete
(Kasten, 1999). Prehaja v makrofage in nevtrofilce, kjer oslabi delovanje znotrajceli¢nih
bakterij (Easmon in Crane, 1984). Pri peroralnem vnosu se dobro absorbira. Presnavlja se v
jetrih, pri ¢emer nastajajo produkti, ki delujejo protimikrobno. Izlo¢a se z urinom in

zol¢em (Kasten, 1999). Deluje na po Gramu pozitivne bakterije, razen na enterokoke in
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veéino anaerobnih bakterij, ne pa tudi na po Gramu negativne aerobne bakterije. Uporablja
se za zdravljenje okuzb, ki jih povzrocajo stafilokoki (okuzbe kosti in sklepov, koze in
mehkih tkiv), okuZzb spodnjih dihal z anaerobnimi bakterijami in v kombinaciji z
antibiotikom, ki deluje na aerobne po Gramu negativne bacile (npr. aminoglikozidi) za
zdravljenje mesanih okuzb. Prav tako se uporablja kot alternativni antibiotik za zdravljenje
okuzb pri pacientih, ki so alergi¢ni na penicilin (Spizek in Rezanka, 2004). Klindamicin je
uc¢inkovit proti CA-MRSA (Popovich in Hota, 2008), proti MRSA pa ne, saj je le ta
pogosto proti njemu odporen (Martinez-Aguilar in sod., 2003). Pri predpisovanju
klindamicina je potrebna previdnost zaradi pojavljanja inducirane odpornosti, ki lahko
nastopi tudi tekom zdravljenja (Lewis in Jorgensen, 2005). Fiebelkorn in sod. (2003) so
opisali, da lahko s postavitvijo eritromicinskega in klindamicinskega diska na razdalji od
15 do 26 mm pri disk difuzijskem testiranju stafilokokov ugotovimo prisotnost inducibilne
odpornosti proti klindamicinu (klindamicinska difuzijska cona se na strani, ki meji na

eritromicinski disk splos¢i tako, da nastane cona v obliki ¢rke D).
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Slika 2: Kemijska struktura klindamicina
(Kasten, 1999).

Pri zdravljenju s klindamicinom lahko pride do psevdomembranoznega kolitisa, ki ga
povzroca toksin bakterije Clostridium difficile in lahko predstavlja problem pri uporabi
klindamicina (Manabe in sod., 1995).
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2.1.4 Oksazolidinoni

Oksazolidinoni so sinteti¢ne veccikli¢ne spojine, ki so jih sprva sintetizirali za unic¢evanje
rastlinskih patogenov, kasneje pa so razvili morfolinski (linezolid) in piperazinski derivat
(eperezolid), ki sta primerna za zdravljenje bakterijskih okuzb pri ljudeh (Brickner in sod.,
1996). Imajo veliko primernih mest za vezavo substituent, ki vplivajo na strukturno
odvisno aktivnost in toksi¢nost (Stratton, 1998b). Oksazolidinoni delujejo bakteriostati¢no
(Slee in sod., 1987; Zurenko in sod., 1996). Sintezo beljakovin (slika 3) zavirajo po
edinstvenem mehanizmu, saj za razliko od ostalih kliniéno uporabnih antibiotikov, ki
zavirajo sintezo beljakovin, ne zavirajo podaljSevanja (elongacije) (Slee in sod., 1987;
Shinabarger in sod., 1997). Oksazolidinoni se vezejo na 50S ribosomsko podenoto
(Burghardt in sod., 1998; Lin in sod., 1997) in zavirajo nastanek zacetnega (iniciacijskega)
kompleksa, ki je sestavljen iz 30S ribosomske podenote, N-formilmetionin tRNA (angl. N-
Formylmethionine tRNA, fMet-tRNA), mRNA, gvanozin-trifosfata (angl. guanosine 3-
phosphate, GTP) in zaetnega dejavnika 1 (angl. initiation factor 1, IF1l), zacetnega
dejavnika 2 (angl. initiation factor 2, IF2) ter zacetnega dejavnika 3 (angl. initiation factor
3, IF3). Vezava oksazolidinona na 50S ribosomsko podenoto prepre¢i nastanek 70S

ribosoma in posledi¢no se zaustavi sinteza beljakovin (Swaney in sod., 1998).

Oksazolidinone odlikuje edinstven mehanizem delovanja, nizka pogostnost pojavljanja
odpornosti in navzkrizne odpornosti z drugimi antibiotiki, u¢inkovitost pri zdravljenju
okuzb, ki jih povzro¢ajo proti drugim antibiotikom odporni sevi ter visoka absolutna

bioloSka uporabnost (Corti in sod., 2000).
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Slika 3: Prikaz sinteze bakterijskih beljakovin in mesta delovanja oksazolidinonov. IF1-3, iniciacijski faktor
1-3, 30S - ribosomska podenota, fMet — f metionin, AUG - kodon, 50S - ribosomska podenota, P —
peptidilno mesto, A — aminokislinsko mesto, EF-G — elongacijski faktor G, OXA - oksazolidinon (Bozdogan
in Appelbaum, 2004).

2.1.4.1 Linezolid

Linezolid je antibiotik z bakteriostaticnim delovanjem. Pri nekaterih pnevmokoknih sevih
se pojavlja tudi vrstno specificna, od koncentracije odvisna baktericidna aktivnost
(Zurenko in sod., 1996). Pri peroralnem in parenteralnem vnosu se hitro in popolnoma
resorbira (Slatter in sod., 2001). Dobro prehaja v tkiva, kosti, sinovialno tekoc¢ino in misice
(Gee in sod., 2001; Rana in sod., 2001). Ker prodira tudi v likvor, je uporaben za
zdravljenje meningitisa (Gill in sod., 2002). Hrana ne vpliva na njegovo absorpcijo
(Welshman in sod., 2001). Linezolid se reabsorbira skozi ledvice. Priblizno 94 %
antibiotika se izlo¢i z urinom in blatom, od tega priblizno 35 % v nespremenjeni obliki,
priblizno 40 % kot metabolit PNU-142586 in priblizno 10 % kot metabolit PNU-142300 z
urinom in priblizno 10 % v obliki obeh metabolitov z blatom (Slatter in sod., 2001).

Linezolid ni substrat in tudi ne inhibitor citokrom P-450 sistema (Wynalda in sod., 2000).
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Odpornost proti linezolidu ni razsirjena zaradi: nove strukture in edinstvenega mehanizma
delovanja, ki onemogoca nastanek navzkrizne odpornosti z drugimi antibiotiki, vklju¢no s
tistimi, ki se veZejo na 50S ribosomsko podenoto (Fines in Leclercq, 2000); popolnoma
sintetiCnega izvora, zaradi Cesar ne more obstajati predhodna naravna odpornost
(Moellering, 1999) in zaradi prisotnosti ve¢ kopij genov, ki nosijo zapis za domeno V 23S
rRNA (linezolidna tar¢a) (Klappenbach in sod., 2001). Odpornost proti linezolidu je
posledica spremembe tarénega mesta, natan¢neje enojnih nukleotidnih zamenjav v velikem
Stevilu kopij genov, ki nosijo zapis za 23S rRNA. Prvi zapis o pridobljeni odpornosti
poroca, da ima laboratorijsko izzvana odpornost proti linezolidu ali eperezolidu pri
bakterijah Enterococcus faecalis (enterokoki) in S. aureus enojno G—U mutacijo na mestu
2447 ali 2576 (Stevilski sistem E. coli) v centralni zanki domene V 23S rRNA (Meka in
Gold, 2004).

Linezolid je ucinkovit proti po Gramu pozitivnim bakterijam, proti po Gramu negativnim
bakterijam pa ima omejeno aktivnost (Diekema in Jones, 2001). Bakterija S. aureus, Ki
povzroca bolni$ni¢no pridobljene okuzbe, je obcutljiva za linezolid, tako MRSA kot tudi
za meticilinu obcutljiva bakterija S. aureus (angl. Methicillin-susceptible S. aureus,
MSSA) (Cercenado in sod., 2001) in vankomicin zmerno odporna bakterija S. aureus ter
proti vankomicinu odporna bakterija S. aureus (angl. Vancomycin-resistant S. aureus,
VRSA) (Bozdogan in sod., 2003). Veckratno odporni bakteriji Enterococcus faecium in E.
faecalis ter proti vankomicinu odporni enterokoki (angl. Vancomycin-resistant enterococci,
VRE) so obcutljivi za linezolid. U¢inkovit je tudi proti bakteriji S. pneumoniae (Cercenado
in sod., 2001). Tudi po Gramu pozitivne anaerobne bakterije so obcutljive za linezolid
(Behra-Miellet in sod., 2003). Ker je zmerno ucinkovit proti bakterijama H. influenzae in
Moraxella catarrhalis, ne pokriva vseh povzrociteljev zunajbolnisnicnih okuzb dihal
(Hamel in sod., 2000). Uporablja se tudi za zdravljenje okuzb kosti in sklepov, bolni$ni¢no
pridobljene plju¢nice (Rubinstein in sod., 2001), zunajbolni$ni¢ne pljucnice in socasne
bakteriemije z zunajbolni$ni¢no plju¢nico, ki jo povzroc¢a bakterija S. pneumoniae
(Plouffe, 2000), meningitisa, endokarditisa, osteomielitisa ter okuzb znotraj trebuha
(Diekema in Jones, 2001).
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2.1.5 Kinoloni

Kinoloni so sinteticni analogi nalidiksi¢ne kisline. Nalidiksi¢na kislina povzroca
nenormalno kopicenje prekurzorjev enoverizne deoksiribonukleinske kisline (angl. single-
stranded deoxyribonucleic acid, ssDNA) in s tem cepljenje kromosoma (Crumplin in
Smith, 1976). Pri prokariontih druzino DNA topoizomeraz tvorita dve skupini: DNA
topoizomeraze | in DNA topoizomeraze Il. Skupini oznacujemo glede na reakcije, ki
sodelujejo pri zacasni prekinitvi ssDNA ali dvoverizne DNA (angl. double-stranded DNA,
dsDNA). DNA topoizomeraze so specificni encimi, ki sodelujejo pri spreminjanju
topoloskega stanja molekule DNA in posledi¢no vplivajo na podvojevanje, prepisovanje in
rekombinacijo bakterijske DNA (Gellert, 1981). V skupino DNA topoizomeraz Il sodi
DNA-giraza, ki nadzoruje koli¢ino dodatnega zvitja bakterijske DNA (Gellert in sod.,
1976). DNA-giraza pretvori spro$¢eno krozno DNA v dodatno negativno zvito obliko, ki je
odlo¢ilnega pomena za podvojevanje DNA. DNA-giraza se veze na molekulo DNA in pri
tem ustvari dodaten pozitiven zavoj, ga stabilizira in razcepi obe verigi molekule DNA. Za
cepitev je odgovorna podenota GyrA. Zapis zanjo nosi gen gyrA. Podenota GyrB s
pomocjo energije, ki se sprosti ob hidrolizi adenozin-trifosfata (angl. adenozin 3-phosfate,
ATP), prenese DNA odsek skozi zarezo. Zapis za podenoto B nosi gen gyrB. Podenota
GryA nato zlepi obe razcepljeni verigi molekule DNA in tako nastane dodaten negativen
zavoj (Cozzarelli, 1980). Nalidiksi¢na kislina in njeni sinteti¢ni analogi se tesno vezejo na
podenoto GryA in tako preprec¢ijo tvorbo dodatnih negativnih zavojev (Gellert in sod.,
1977; Sugino in sod., 1977). Posledicno se =zaustavita vitalna bioloSka procesa
podvojevanje in prepisovanje molekule DNA. Sledi razgradnja molekule DNA in celi¢na
smrt (Cozzarelli, 1980). V skupino DNA topoizomeraz II uvr§s¢amo tudi topoizomerazo
IV, ki pa za razliko od DNA-giraze ne more dodatno zavijati molekule DNA. Funkcija
topoizomeraze IV Se ni popolnoma pojasnjena, znano pa je, da ob prisotnosti magnezijevih
ionov in ATP sprosc¢a dodatne negativne in pozitivne zavoje molekule DNA ter razpleta
(dekatenacija) héerinske verige DNA na koncu podvojitve kromosoma. Tako kot DNA-
giraza je tudi topoizomeraza IV tetramer, ki je pri bakteriji E. coli sestavljena iz dveh

parnih podenot: ParC in ParE. ParC se specifi¢no veZe z notranjo membrano, zaradi Cesar
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pripisujejo topoizomerazi IV tudi funkcijo sidranja kromosomske DNA na celi¢no

membrano (Kato in sod., 1992).

Kljub splosnemu sprejetju, da kinoloni zavirajo DNA-girazo in topoizomerazo 1V, ni
popolnoma pojasnjeno, kako se kinoloni vezejo na DNA topoizomeraze tipa Il oz. kako
zaviranje teh encimov povzro¢i celicno smrt. Kljub uveljavljenemu mnenju, da se
kinolonska molekula veZze neposredno na ssDNA, ki jo ustvari DNA-giraza med tvorbo
cepitvenega kompleksa (Shen in Pernet, 1985), naj bi se fluorokinoloni ucinkovito vezali le
na kompleks, ki ga tvorita DNA-giraza in molekula DNA (Willmott in Maxwell, 1996).
Ker interakcija med fluorokinolonom in DNA-girazo stabilizira cepitveni kompleks (Drlica
in Zhao, 1997) domnevajo, da je smrtonosen ucinek posledica stabilizacije kovalentne vezi
med DNA-girazo in molekulo DNA, kar naj bi vodilo v cepitev DNA verige, zamrznitev
podvojevalnih vilic ali celo obojega (Chen in sod., 1996). Kinoloni nepovratno stabilizirajo
tudi topoizomeraza IV — DNA kompleks, ki ob trku z aktivnimi podvojevalnimi vilicami
spremeni obliko in ustavi njihovo napredovanje, vendar ne razcepi molekule DNA. Sinteza
DNA se na ta nacin zaustavi pod pogojem, da ima topoizomeraza IV ohranjeno funkcijo
rezanja molekule DNA (Hiasa in sod., 1996). Zaustavitev sinteze DNA poteka hitro, ¢e se
kinolon veze z DNA-girazo, ¢e pa se veze s topoizomerazo IV pa do zaustavitve pride z
zamikom. Do te razlike prihaja zaradi lege DNA-giraze in topoizomeraze IV na
bakterijskem kromosomu. DNA-giraza lezi pred podvojevalnimi vilicami, tako da do trka
pride kmalu po nastanku kinolon-DNA-giraza-DNA kompleksa. Topoizomeraza IV pa lezi
za podvojevalnimi vilicami, zato do trka pride Sele pri naslednjem ciklu podvojevanja
DNA (Huang in sod., 1998).

Kinoloni delujejo baktericidno (Drlica in Zhao, 1997), dobro prehajajo v tkiva, telesne
tekocine in vstopajo v fagocitne celice (Gerding in Hitt, 1989). Vecina kinolonov se
primarno izlo¢a z glomerularno filtracijo in tubularno sekrecijo skozi ledvice, nekaj pa tudi
skozi jetra (Stein, 1996). Zaradi Sirokega spektra delovanja, odli¢ne absorpcije pri
peroralnem vnosu, dobrega prehajanja v tkiva in relativno nizke pojavnosti stranskih
ucinkov, so fluorokinoloni Siroko uporabni za zdravljenje bakterijskih okuzb (Zhanel in

Noreddini, 2001).
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Glede na protimikrobno ucinkovitost delimo kinolone v 4 generacije. Kinoloni 1.
generacije so u¢inkoviti proti aerobnim po Gramu negativnim bakterijam, ne pa tudi oz. so
slabo ucinkoviti proti po Gramu pozitivnim bakterijam in anaerobnim bakterijam. Drugo
generacijo odlikuje dodatek fluora na mesto C-6 in cikli¢nega diamin piperazina na mesto
C-7, kar je omogocilo ucinkovitost proti po Gramu pozitivnim bakterijam in izboljSalo
uc¢inkovitost proti po Gramu negativnim bakterijam v primerjavi s kinoloni 1. generacije.
Se vedno pa niso udinkoviti proti anaerobnim bakterijam. Predstavnik te generacije je
norfloksacin, ki velja tudi za prvega predstavnika fluorokinolonov (dodaten fluor na mestu
C-6). Kinoloni 3. generacije imajo v primerjavi s kinoloni 2. generacije izrazito povec¢ano
ucinkovitost proti po Gramu pozitivnim bakterijam, Se posebej proti pnevmokokom
(Andriole, 2005). Ob obstoje¢i ucinkovitosti proti po Gramu negativnim bakterijam, so
ucinkoviti tudi proti ve¢ znotrajcelicnim bakterijam in nekateri predstavniki tudi ze proti
anaerobnim bakterijam (Appelbaum, 1999). Cetrta generacija kinolonov pa je v primerjavi
z ostalimi generacijami najbolj ucinkovita proti anaerobnim bakterijam in hkrati u¢inkuje

proti po Gramu pozitivnim in proti po Gramu negativnim bakterijam (Andriole, 2005).

5.1.5.1 Mehanizmi odpornosti proti kinolonom

Bakterije imajo ve¢ mehanizmov odpornosti proti kinolonom. Dobro poznan mehanizem
odpornosti je sprememba tarénega mesta, natanéneje mutacije v genih, ki nosijo zapis za
encima DNA-girazo in topoizomerazo IV. Primarna tar¢a kinolonov je pri po Gramu
negativnih bakterijah kot sta E. coli in N. gonorrhoeae DNA-giraza, pri po Gramu
pozitivnih bakterijah kot sta S. pneumoniae in S. aureus pa topoizomerata IV (Hoshino in
sod., 1994; Khodursky in sod., 1995). Pri bakteriji S. aureus je prvotno nastala mutacija v
genu parC, ki posreduje nizko stopnjo odpornosti. Kot druga pa mutacija v genu gyrA, pri
¢emer se lahko oblikuje dvojna mutanta gyrA parC, ki posreduje visoko stopnjo
odpornosti. Do razlike v kinolonskih taréah prihaja zato, ker je DNA-giraza pri po Gramu
pozitivnih bakterijah manj ob¢utljiva za kinolone kot DNA-giraza pri po Gramu negativnih
bakterijah. Na izbiro tar¢e naj bi vplivala struktura kinolona, kar lepo prikaze primer
bakterije S. pneumoniae, pri kateri je primarna tar¢a ciprofloksacina topoizomeraza IV,
sparfloksacina in klinafloksacina, ki imata na mestu C-8 dodatno fluoridno skupino, pa
DNA-giraza (Pan in Fisher, 1997).
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Fluorokinoloni morajo preckati citoplazemsko membrano in pri po Gramu negativnih
bakterijah Se celi¢no steno, da dosezejo svoje tarce, ki lezijo v citoplazmi. Zaradi svoje
majhnosti in ustreznega naboja lahko zunanjo membrano preckajo skozi porine,
citoplazemsko membrano pa z difuzijo (Hooper, 2001). Pri bakteriji S. aureus je za aktivno
¢rpanje kinolonov iz celice odgovoren polipeptid NorA, ki zaradi svoje hidrofilne sestave
aktivno ¢rpa le hidrofilne kinolone (Yoshida in sod., 1990). NorA je beljakovinska izlivna
Crpalka, ki izkoriS€a energijo iz transmembranskega protonskega gradienta za aktivno
¢rpanje kinolonov ter ostalih strukturno nesorodnih antibiotikov iz bakterijske celice
(Neyfakh in sod., 1993). Ve¢ avtorjev je opisalo proti ve¢ snovem odporne (angl. multi-
drug resistant, MDR) sisteme ¢rpanja, ki so zmozZni odstraniti kinolone iz bakterijske
celice. Taksni sistemi so Siroko razSirjeni in po vsej verjetnosti bistvenega pomena v
bakterijski fiziologiji. Vecina bakterij ima ve¢ razliénih MDR sistemov ¢rpanja, za katere
zapis lezi na kromosomu in ob aktivaciji gena sintetizirajo fenotipe odporne proti
kinolonom (Paulsen in sod., 1996). MDR fenotip se lahko izrazi tudi ob stiku z drugimi
snovmi kot so: barvila, detergenti, antiseptiki in drugi, zaradi Cesar lahko dolo¢ene

bakterije kazejo nizko stopnjo odpornosti proti kinolonom (Martinez in sod., 1998).

5.1.5.2 Ciprofloksacin

Ciprofloksacin je antibiotik Sirokega spektra z baktricidnim delovanjem. U¢inkovit je proti
bakterijam, ki povzroc¢ajo okuzbe secil (E. coli, K. pneumoniae, E. faecalis), koze in
mehkih tkiv (S. aureus, Streptococcus pyogenes, P. aeruginosa, E. coli), kosti in sklepov
ter proti bakteriji Salmonella typhi, ki povzroca infektivno drisko in tifoidno vrocico.
Uporablja se za zdravljenje okuzb dihal, ki jih povzrocajo bakterije H. influenzae, M.
catarrhalis, P. aeruginosa, K. pneumoniae in L. pneumophila (Emmerson in Jones, 2003).
Je odli¢na izbira za zdravljenje okuzb s po Gramu negativnimi bacili, vklju¢no z bakterijo
P. aeruginosa (Bauernfeind, 1997). Dobro prehaja v tkiva, telesne tekocine in fagocitne
celice, zato je primeren tudi za zdravljenje tezko potekajo¢ih okuzb. Dostopen je tako v
peroralni kot tudi v parenteralni obliki (Emmerson in Jones, 2003). Ciprofloksacin je znan

kot zmeren zaviralec encimov citokrom P-450 sistema, zato je potrebna previdnost pri
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so¢asnemu jemanju zdravil, ki se presnavljajo po isti encimski poti, npr. teofilin in kofein
(Bertino in Fish., 2000).

5.1.5.3 Moksifloksacin

Moksifloksacin je antibiotik s Sirokim spektrom delovanja in baktericidno ucinkuje na
bakterije, ki primarno povzroc¢ajo okuzbe dihal (S. pneumoniae, H. influenzae in M.
catarrhalis). Ucinkovit je tudi proti netipi¢nim povzroCiteljem okuzb dihal (C.
pneumoniae, M. pneumoniae in L. pneumophila) (Emmerson in Jones, 2003). Uporablja se
lahko za zdravljenje okuzb koze in mehkih tkiv, ki jih povzro¢ata MSSA in MRSA
(Woodcock in sod., 1997). Kot vsi fluorokinoloni je tudi moksifloksacin u¢inkovit proti po
Gramu negativnim bakterijam (Woodcock in sod., 1997), proti bakteriji P. aeruginosa pa
je manj ucinkovit kot ciprofloksacin oz. neucinkovit (Bauernfeind, 1997). U¢inkovit je tudi
proti anaerobnim bakterijam (Noel in sod., 2005). Moksifloksacin se absorbira iz prebavil
in ni podvrZen predhodni sistemski biotransformaciji z encimi citokrom P-450 sistema.
Dostopen je v peroralni in parenteralni obliki. Pri slednji je absolutna bioloska uporabnost
90 %. Moksifloksacin dobro prehaja v tkiva, telesne tekoCine in fagocitne celice, izlo¢a pa
se z urinom in Zol¢em ali blatom v nespremenjeni obliki in tudi metaboliziran do N-
sulfonata (M1) in acilglukuronida (M2), ki sta oba farmakoloSko neaktivna (Stass in
Kubitza, 1999).
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2.1.6 Sulfonamidi in trimetoprim

Sulfonamidi so sinteti¢ni antibiotiki, ki so bili tekom razvoja podvrzeni Stevilnim
modifikacijam (Woods, 1962). Med drugim so jih tudi kombinirali z drugimi antibiotiki in
tako je nastala kombinacija trimetoprim-sulfametoksazol (angl. trimethoprim-

sulfamethoxazole, TMP-SMX) s sinergisti¢énim delovanjem (Darrell in sod., 1968).

2.1.6.1 Sulfonamidi — mehanizem delovanja

Sulfametoksazol je sulfonamidni antibiotik, ki zavira bakterijsko sintezo folne kisline. Je
strukturni analog para-aminobenzojeve kisline (angl. para-aminobenzoic acid, PABA), s
katero tekmuje za vezavo na encim dihidropteroat sintetazo (angl. dihydropteroate
synthetase, DHPS). S tem, ko kompetitivno zavira DHPS, posredno onemogoca nastanek
dihidrofolne kisline in njeno nadaljnjo redukcijo v tetrahidrofolno kislino (Brown, 1962).
Tetrahidrofolna kislina je derivat folne kisline in nujno potrebna za rast bakterijske celice,
saj je s prenasanjem spojine z enim ogljikovim atomom bistvenega pomena pri sintezi
timidina, purinov in aminokislin. Selektivna toksi¢nost sulfonamidov temelji na dejstvu, da
bakterijske celice sintetizirajo folno kislino v celoti, sesalske celice pa ne, saj jo pridobijo
iz okolja (Woods, 1962).

2.1.6.2 Trimetoprim — mehanizem delovanja

Antibiotik trimetoprim je strukturni analog pteridinskega dela dihidrofolne Kkisline.
Kompetitivno zavira encim dihidrofolat reduktazo (angl. dihydrofolate reductase, DHFR),
ki s pomocjo nikotinamid adenozin dinukleotid fosfata (angl. nicotinamide adenin
dinucleotide phosphate, NADPH) reducira dihidrofolno kislino v tetrahidrofolno kislino. V
primerjavi s sulfonamidi trimetoprim hitreje zavira rast bakterijske celice, saj deluje
neposredno pri pretvorbi dihidrofolne kisline v tetrahidrofolno kislino, pri sulfonamidih pa
se rast bakterijske celice zaustavi, ko se porabijo zaloge folne Kisline. Trimetoprim
mocneje zavira delovanje bakterijske kot sesalske dihidrofolat reduktaze (Darrell in sod.,

1968). Koch in Burchall (1971) sta v svoji raziskavi ugotavljala vpliv koncentracije
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.....

tem ugotovila, da ob odsotnosti produktov metabolizma spojin z enim ogljikovim atomom
trimetoprim deluje bakteriostati¢no. Ce so vsi produkti metabolizma spojin z enim
ogljikovim atomom razen timidina prisotni, pa trimetoprim deluje baktericidno. Enak
ucinek se pojavi tudi pri uporabi sulfonamidov, kar sta v raziskavi potrdila Then in
Angehrn (1973). Slednja raziskava je pokazala tudi, da lahko sulfonamidi v krvi in urinu

delujejo baktericidno, saj te tekocine ne vsebujejo timidina ali pa je le-ta v sledeh.

2.1.6.3 Mehanizmi odpornosti proti sulfonamidom in trimetoprimu

Sprememba tarcnega mesta je mehanizem odpornosti proti trimetoprimu, ki je posledica
tockovni mutaciji (substitucija ene aminokisline) v genu dhfr, ki nosi zapis za encim
DHFR in sinteze nove spremenjene DHFR. Zapis zanjo lezi na kromosomu (Huovinen,
2001). TakSen mehanizem odpornosti proti trimetoprimu najdemo tako pri bakteriji S.
aureus (Dale in sod., 1997) kot tudi pri bakteriji S. pneumoniae (Pikis in sod., 1998). Pri
bakteriji S. aureus, ki ima s plazmidi posredovano odpornost, najdemo enak mehanizem
(Dale in sod., 1997). Odkritih je ze vec¢ kot 20 taksnih plazmidnih genov, med katerimi sta
najbolj razSirjena gena dhfrl in dhfrll, ki ju najpogosteje najdemo pri po Gramu negativnih
Crevesnih bakterijah (Huovinen in sod., 1995). Drugi mehanizem odpornosti proti
trimetoprimu, ki so ga odkrili pri bakteriji E. coli, je prekomerna sinteza DHFR (Flensburg
in Skold, 1987). Bakterija P. aeruginosa ima beljakovinske izlivne Crpalke, Ki so
odgovorne za odpornost proti trimetoprimu in sulfametoksazolu (Kéhler in sod. 1996).
Sprememba tar¢nega mesta je mehanizem odpornosti tudi proti sulfonamidom. Spremembe
nastanejo zaradi enojne mutacije v genu dhps, ki nosi zapisa za encim DHPS. Tak3en
mehanizem odpornosti proti sulfonamidom se pojavlja pri klini¢cno pomembnih bakterijah
E. coli, S. aureus, Staphylococcus haemolyticus, Campylobacter jejuni in Helicobacter
pylori (Huovinen, 2001). Padayachee in Klugman (1999) sta v svoji raziskavi odkrila, da
odpornost proti sulfonamidom pri bakteriji S. pneumoniae temelji na podvojitvi dveh
aminokislin v genu dhps, zaradi ¢esar se spremeni terciarna struktura encima. Hampele in
sod. (1997) so sekvencirali 9 klini¢nih izolatov bakterije S. aureus odpornih proti
sulfonamidom iz razli¢nih geografskih obmocij in odkrili, da vsi izolati vsebujejo mutacije

v kromosomskem genu dhps, in posledi¢no sintetizirajo spremenjen encim DHPS. Za
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horizontalen prenos odpornosti proti sulfonamidom sta odgovorna le dva gena in sicer sull

in sulll, ki ju najdemo pri po Gramu negativnih ¢revesnih bakterijah (Skold, 2001).

2.1.6.4 Trimetoprim-sulfametoksazol

Kombinacija TMP-SMX deluje sinergisticno in onemogoc¢a bakterijsko celicno rast.
Sinergizem je ucinkovit, ker antibiotika delujeta na razli¢nih mestih v isti biosintetski poti.
Trimetoprim zavira redukcijo dihidrofolne kisline v tetrahidrofolno kislino. Akumulacija
dihidrofolne kisline, kot rezultat timidilat sintetaze in sinteze nove dihidrofolne kisline,
negativno vpliva na ucinkovitost trimetoprima. Ker pa sulfametokazol zavira sintezo nove
dihidrofolne kisline, je s tem na voljo manj substrata za tekmovanje s trimetoprimom in
tako dosezeno sinergisti¢no delovanje (Hitchings, 1973). Kombinacija TMP-SMX deluje
baktericidno, ima SirSi spekter delovanja in je manj dovzetna za razvoj odpornosti kot
vsaka komponenta zase (Darrell in sod., 1968).

Kombinacija TMP-SMX je uc¢inkovita proti velikemu Stevilu po Gramu pozitivnih in po
Gramu negativnih bakterij (Bushby, 1973). Uporablja se za zdravljenje kroni¢nega
bronhitisa, akutnega vnetja srednjega usesa ter okuzb secil. U¢inkovitost proti bakterijam
iz rodu Shigella, ki povzro¢ajo enterokolitis in potovalno drisko kot tudi enterotoksigenim
sevom bakterije E. coli, pa upada zaradi vedno vecje odpornosti proti kombinaciji TMP-
SMX (Huovinen, 2001). Trimetoprim in sulfametoksazol sta lahko v hkratni stalni
kombinaciji, ker imata zelo podobni serumski bioloski razpolovni dobi. Optimalno
sinergisticno protimikrobno delovanje trimetoprima in sulfametoksazola je in vitro
dosezeno pri razmerju 1:20. Ena tableta vsebuje 80 mg TMP in 400 mg SMX ter pomozne
snovi. Kljub temu, da je razmerje v stalni kombinaciji 1:5, je zaradi farmakokineti¢nih
lastnosti obeh antibiotikov v serumu dosezeno priblizno optimalno, v tkivih pa nekoliko
manjSe razmerje. Kombinacija TMP-SMX je dostopna v obliki tablet ali suspenzije za
peroralno uporabo in kot sterilna raztopina za intravenski vnos. Oba antibiotika dobro
prehajata v tkiva in telesne tekoc¢ine. Oba se presnavljata v jetrih in izlo¢ata preko ledvic z

urinom (Kaplan in sod., 1973).
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2.2 ZNACILNOSTI TESTIRANIH BAKTERIJ

2.2.1 Stafilokoki

Stafilokoki so po Gramu pozitivni koki (0,5-1,5 um), ki so urejeni v grozdu podobne
skupke, lahko pa jih najdemo tudi kot posamezne celice, v parih ali celo v kratkih
veriZicah. So negibljivi in ne tvorijo spor. Proizvajajo encim katalazo. Uvr§¢amo jih med
fakultativne anaerobe. Najbolje rastejo v aerobnem okolju ob prisotnosti 10 % natrijevega
klorida (NaCl) in pri tempeaturi 18-40 °C. Celi¢na stena je sestavljena iz peptidoglikana in
teihoi¢ne kisline (Peacock, 2005).

Stafilokoki so velika skupina bakterij, ki jih najpogosteje najdemo na koZi in sluznicah
sesalcev. Najbolj razsirjen predstavnik stafilokokov, ki ga najdemo na ¢loveski kozi, je
bakterija Staphylococcus epidermidis (Cogen in sod., 2008). Najbolj virulenten predstavnik
je bakterija S. aureus, ki se najpogosteje nahaja v nosu. Priblizno 20 % odrasle populacije

ljudi so zdravi nosilci te bakterije (Kluytmans in sod., 1997; Cole in sod, 2001).

2.2.1.1 Staphylococcus aureus

Bakterija S. aureus je pogosta povzrociteljica resnih bolni$ni¢nih in zunajbolni$ni¢no
pridobljenih okuzb. Ima veliko razli¢nih virulentnih dejavnikov, ki ji omogocajo
koloniziranje, izogibanje obrambnim mehanizmom gostitelja in Sirjenje okuzbe. Adhezini,
Ki so izraZzeni na bakterijski celi¢ni steni ali nanjo preneSeni iz celice, omogocajo
kolonizacijo gostitelja. Med njimi so najbolj proucene: beljakovina A (Spa), ki ovira
gostiteljeve imunske celice, kolagen vezavna beljakovina (Cna), fibrinogen vezavna
beljakovina (CIfA in CIfB) in fibronektin vezavni beljakovini (FnBPA in FnBPB) (Ferry in
sod., 2005). Na zunanji strani celi¢ne stene polisaharidi tvorijo kapsulo, ki bakterijo $¢iti
pred fagocitozo. Iz monosaharidov, beljakovin in majhnih peptidov nastaja sluz, ki pritrdi
bakterijske celice na povrsino in tvori biofilm. Biofilm §¢iti bakterijo pred obrambnimi
mehanizmi gostitelja in delovanjem antibiotikov (Peacock, 2005). Najve¢ja skupina

virulentnih dejavnikov bakterije S. aureus so zunajceli¢ne beljakovine, ki delujejo kot
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toksini, encimi ali encimski aktivatorji. Toksini unicujejo ali regulirajo gostiteljske celicne
komponente in tako omogocijo nemoteno rast in razmnozevanje bakterij ter Sirjenje
okuzbe. Taksni toksini so: toksini, ki uni¢ujejo celiéne membrane (hemolizini in Panton-
Valentinov levkocidin), pirogeni toksini (enterotoksini SA in toksin sindroma toksi¢nega
Soka) ter epidermoliticni toksini (eksfoliatin A in B), ki delujejo kot superantigeni
(Peacock, 2005).

Stafilokoagulaza je encim, ki v odsotnosti Ca®* koagulira plazmo s tem, ko pretvarja
fibrinogen v fibrin. Stafilokinaza pa pretvarja plazminogen v fibrinoliti¢en encim plazmin.
Bakterija S. aureus sintetizira tudi bakterioliticna encima endo-B-N-acetilglukozaminidazo
in lizostafin endopeptidazo, s katerima se ucinkovito brani pred drugimi bakterijami ter
hidrolitiéne encime (lipaze, ureaze, hialuronidazo in proteaze), ki razgrajujejo razli¢ne

komponente gostiteljske celice (Ferry in sod., 2005; Peacock, 2005).

Virulentni dejavniki se izrazajo usklajeno in v dolo¢enem zaporedju, ki je odvisno od
celicne gostote. Tako se adhezini izrazajo v zgodnji eksponentni stopnji rasti, toksini in
encimi pa konec eksponentne stopnje oz. v stacionarni stopnji rasti. lzrazanje virulentnih
dejavnikov uravnavata regulatorna sistema Agr (angl. accessory global regulator) in Sar

(angl. staphylococcal accessory regulator) (Pragman in Schlievert, 2004).

2.2.1.2 Mehanizmi odpornosti bakterije S. aureus proti antibiotikom

Bakterija S. aureus ima ve¢ mehanizmov odpornosti proti antibiotikom. Odpornost proti
betalaktamskim antibiotikom je posledica sinteze zunajceli¢nega encima penicilinaze, Ki
hidrolizira betalaktamski obro¢ antibiotika (Pentosti in sod., 2007). Gen blaZ, ki nosi zapis
za ta encim, se nahaja na plazmidu in se lahko s transdukcijo prenasa med bakterijami
(McCallum in sod., 2010). Drugi mehanizem odpornosti proti betalaktamskim
antibiotikom je sinteza dodatnega PBP (PBP2a) pri MRSA. PBP2a ima zmanjSano
afiniteto za betalaktamske antibiotike, zato lahko nadaljuje s sintezo peptidoglikana. Zapis
za sintezo PBP2a nosi gen mecA. Skupaj z regulatornima genoma mecl in mecR1 sestavlja
mec kompleks, ki je del (SSC)mec. (SSC)mec se nahaja na bakterijskem kromosomu in

lahko vkljucuje dodatne mobilne elemente in gene, ki nosijo zapis za odpornost proti
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drugim antibiotikom (Pentosi in sod., 2007). Shemati¢ni prikaz beljakovin, ki posredujejo

odpornost proti betalaktamskim antibiotikom, je na sliki 1.

Odpornost proti makrolidom in linkozamidom pri bakteriji S. aureus posredujejo trije
mehanizmi. Prvi je sprememba tarénega mesta za antibiotik z encimom metiltransferazo.
Zapis zanje nosi gen erm. Erm metiltransferaze metilirajo 23S rRNA in s tem preprecijo
vezavo antibiotika na 50S ribosomsko podenoto. Pri tem prihaja do navzkrizne odpornosti
med makrolidi, linkozamidi in streptograminom B (McCallum in sod., 2010). Znanih je Ze
ve¢ kot 40 genov erm, ki nosijo zapis za metilaze in se nahajajo na plazmidih in
transpozonih. Razporejeni so v 21 razredov, izmed katerih se razredi erm(A), erm(B),
erm(C) in erm(F) pojavljajo pri patogenih bakterijah. Razreda erm(A) in erm(C) sta tipi¢na
razreda, ki se pojavljata pri stafilokokih (Leclercq, 2002). Cfr metiltransferaze prav tako
metilirajo 23S rRNA in razSirijo spekter odpornosti bakterije S. aureus proti fenikolom,
oksazolidinonom, pleuromutilinom in streptograminu A. Spremembo tar¢nega mesta za
makrolide povzrocijo tudi mutacije v rrl operonu molekule 23S rRNA in ribosomakih
beljakovinah L4 in L22 (McCallum in sod., 2010). Drugi mehanizem odpornosti proti
makrolidom je aktivno ¢rpanje antibiotika iz celice. Pri stafilokokih so za pridobljeno
odpornost proti makrolidom odgovorne izlivne ¢rpalke iz druzine ABC prenasalcev. Zapis
zanje nosijo geni msr(A), ki lezijo na plazmidu. Zraven genov msr(A) so potrebni Se drugi
kromosomski geni, ki skupaj tvorijo aktivno izlivno ¢érpalko, ki ¢rpa 14- in 15-Clenske
makrolide in streptogamin B iz bakterijske celice. Ta mehanizem ne zagotavlja odpornosti
proti linkozamidom, saj le-ti niso substrat za te izlivne ¢rpalke. Encimska razgradnja
antibiotika je tretji mehanizem odpornosti, ki pa posreduje odpornost le proti
linkozamidom. Pri stafilokokih zapis za linkozamid nukleotidiltransferaze nosijo geni
Inu(A) (prejsnje poimenovanje linA) in Inu(B) (predhodno linB). Ta mehanizem odpornosti
se pogosteje pojavlja pri koagulaza negativnih stafilokokih (KNS) kot pri bakteriji S.
aureus (Leclercq, 2002).

Odpornost proti linezolidu (oksazolidinoni) pri bakteriji S. aureus se kaze s spremembo
tarénega mesta za antibiotik. Spremembe povzroc¢ijo mutacije v 23S rRNA, natancneje
enojna nukleotidna zamenjava v domeni V na 23S rRNA. Ker ima bakterija S. aureus 5 do

6 rRNA operonov, se odpornost proti linezolidu izrazi Sele, ko mutira ve¢ rRNA genov.
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TakSna odpornost naj bi se prenaSala s homologno rekombinacijo (Pentosti in sod., 2007).
Pri MRSA so odkrili, da metilacija 23S rRNA z encimom Cfr metiltransferazo prav tako
spremeni tar¢no mesto za linezolid. Cfr metiltransferaza metilira nukleotid A2503 23S
rRNA. Klini¢ni sev MRSA, v katerem so odkrili prvi cfr gen, so izolirali leta 2005. Gen cfr
lezi skupaj z genom ermB na kromosomu, natan¢neje na prenosljivem genetskem elementu
(Long in Vester, 2012). Akitvno ¢rpanje antibiotika iz celice je mehanizem odpornosti
proti linezolidu prav tako prisoten pri baktreriji S. aureus. Zanj je odgovorna LmrS izlivna

¢rpalka iz druzine MFS prenaSalcev (Floyd in sod., 2010).

Bakterija S. aureus ima proti fluorokinolonom dva mehanizma odpornosti. Prvi je
sprememba tarénega mesta, Kjer mutacije v genih, ki nosijo zapis za sintezo DNA-giraze
(gyrA in gyrB ) in topoizomeraze IV (parC in parE), onemogocajo vezavo fluorokinolonov
na te encime, ki so kljuénega pomena pri podvojevanju DNA. Drugi mehanizem
odpornosti je aktivno ¢rpanje fluorokinolonov iz bakterijske celice. Zapis za izlivno
¢rpalko nosi gen norA, ki lezi na bakterijskem kromosomu. lzlivno ¢rpalko NorA
uvrs¢amo v druzino MSF prenaSalcev. Uvrs¢amo jo tudi v MDR sisteme ¢rpanja, saj poleg
fluorokinolonov iz bakterijske celice ¢rpa tudi druge strukturno nesorodne antibiotike

(McCallum in sod., 2010).

Odpornost proti sulfonamidom in trimetoprimu pri bakteriji S. aureus povzro¢ajo mutacije
v genih, ki nosijo zapis za encime, ki posredno sodelujejo pri sintezi jedernih Kislin.
Razvoj alternativne presnovne poti za sintezo folne kisline omogoca bakteriji odpornost
proti kombinaciji TMP-SMX. Odpornost proti sulfonamidni komponenti je posledica
mutacije ene aminokisline v genu dhps, ki nosi zapis za encim DHPS in lezi na
kromosomu. Odpornost proti trimetoprimu pa je posledica enojne aminokislinske
substitucije v genu dhfr, ki nosi zapis za encim DHFR in prav tako lezi na kromosomu
(Huovinen, 2001).
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Pregled mehanizmov odpornosti bakterije S. aureus proti antibiotikom se nahaja v

preglednici 1.

Preglednica 1: Mehanizmi odpornosti bakterije S. aureus proti testiranim antibiotikom (Reinert, 2009;
Jacobs, 2004; Ambrose in sod., 2005; Leclercq, 2002; Pentosti in sod., 2007; Billal in sod., 2011; Huovinen,

2001; Boncoeur in sod., 2012; Eliopoulus, 2004).

Skupina Antibiotik Mehanizem odpornosti
antibiotikov (S. aureus)
Betalaktamski Oksacilin encimska razgradnja antibiotika (penicilinaza,
antibiotiki cefalosporinaza)
Cefoksitin
sprememba tarénega mesta (sinteza PBP2a pri MRSA)
Makrolidi Eritromicin sprememba tarénega mesta (metilacija 23S rRNA,
mutacije v 23S rRNA in ribosomskih beljakovinah L4
in L22)
aktivno ¢rpanje antibiotika iz celice (gen msr(A))
Linkozamidi Klindamicin sprememba tarénega mesta (metilacija 23S rRNA,
mutacije v 23S rRNA in ribosomskih beljakovinah L4
in L22)
encimska razgradnja antibiotika (gena InuA in InuB)
Oksazolidinoni Linezolid sprememba tarénega mesta (mutacije v 23S rRNA,

Kinoloni

Sulfonamidi in
Trimetoprim

Ciprofloksacin

Moksifloksacin

TMP-SMX

metilacija 23S rRNA)
aktivno ¢rpanje antibiotika iz celice (gen ImrS)

sprememba tarénega mesta (mutacije v genih, ki nosijo
zapis za sintezo encimov DNA-giraze in/ali
topoizomeraze 1V)

aktivno ¢rpanje antibiotika iz celice (gen norA)

sprememba tarénega mesta (mutacije v genih, ki nosi
zapis za encim DHFR (pri trimetoprimu) in encim
DHPS (pri sulfametoksazolu))

PBP — penicilin vezoce beljakovine, MRSA — proti meticilinu odporna bakterija S. aureus, TMP-SMX
— trimetoprim-sulfametoksazol; DHFR — dihidrofolat reduktaza, DHPS — dihidropteroat sintaza
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2.2.2 Streptokoki

Streptokoki so po Gramu pozitivni koki, ki se urejajo v kratke verizice ali pare. So
negibljivi, nesporgeni, alfa hemoliti¢ni, beta hemoliticni ali nehemoliti¢ni in katalaza
negativni. Uvrs¢amo jih med fakultativne anaerobe. Vecina streptokokov raste v aerobnem

okolju, nekateri pa potrebujejo za rast dodatek ogljikovega dioksida (CO;) (Kilian, 2005).

Streptokoki so del komenzalne mikroflore sluznic zgornjih dihal ljudi in vecine Zzivali.
Kolonizirajo lahko tudi povrSine zob, c¢revesje in spolovila. Vecina streptokokov ne
povzroca okuzb, razen v primeru, da zaidejo v primarno sterilno okolje, nekateri
predstavniki pa so visoko patogeni in se Sirijo med populacijo ter povzrocajo okuzbe
(Kilian, 2005).

2.2.2.1 Streptococcus pneumoniae

Bakterija S. pneumoniae povzroca bronhitis, pljucnico, vnetje srednjega uSesa, sinusitis in
meningitis (Jacobs, 2004). Ima Stevilne virulentne dejavnike, ki povzroc¢ajo okuZbe.
Pomemben virulentni dejavnik je polisaharidna kapsula, ki bakterijo $¢iti pred fagocitozo.
Trenutno je znanih 93 serotipov polisaharidnih kapsul (Domenech in sod., 2011).
Poznavanje serotipov polisaharidnih kapsul je omogocilo izdelavo cepiva, ki preprecuje
okuzbo z bakterijo S. pneumoniae (Jedrzejas, 2001). Pomembno vlogo pri zasc¢iti pred
gostiteljevimi obrambnimi mehanizmi imajo tudi cink metaloproteinaze, med katerimi je
najbolj proucena IgA1 proteaza, ki odcepi Fab podenoto protitelesa A (imunoglobulina A).
S Fab podenoto se prekrije hidrofilna narava kapsule in bakterija se tako lahko pritrdi na
gostiteljeve epitelne celice (Weiser in sod., 2003). Pnevmokoki sintetizirajo znotrajceli¢ni
toksin hemolizin (pnevmolizin), ki se ob avtolizi bakterijske celice sprosti v okolje.
Pnevmolizin zavira fagocitozo, proliferacijo limfocitov in sintezo protiteles. Virulentni
dejavniki so tudi dolo¢ene druge streptokokne beljakovine, ki omogocajo kolonizacijo,
Sirjenje okuzbe in $¢itijo pred gostiteljevimi obrambnimi mehanizmi. Te beljakovine so:
hialuronat liaza (Hyl), neuraminidaze (NanA in NanB), avtolizin (LytA), holin vezavna

beljakovina A (CbpA), pnevmokokni povrsinski antigen A (PsaA) in pnevmokokna
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povrSinska beljakovina A (PspA). Vse te beljakovine so tudi potencialni kandidati za

izdelavo antigensko neodvisnih cepiv (Jedrzejas, 2001).

2.2.2.2 Mehanizmi odpornosti bakterije S. pneumoniae proti antibiotikom

Bakterija S. pneumoniae se ucinkovito zas¢iti pred betalaktamskimi antibiotiki s
spremembo tar¢nega mesta. Tak mehanizem odpornosti je posledica spremembe v genih,
Ki nosijo zapis za PBP2b, PBP2x in PBPla (Reinert, 2009). Ti geni se horizontalno
prenaSajo tako znotraj vrste kot tudi znotraj rodu Streptococcus. Tako spremenjenim
genom pravimo mozai¢ni geni, saj poleg spremenjenega nukleotidnega zaporedja
vsebujejo Se odseke nespremenjenega nukleotidnega zaporedja za antibiotike obcutljivih
genov pbp. Zaradi sposobnosti naravne kompetence bakterije S. pneumoniae so tudi geni,

ki posredujejo odpornost proti kinolonom in tetraciklinom mozai¢ni geni (Berger-Bachi,
2002).

Makrolidi in linkozamidi so Se ena skupina antibiotikov, proti katerim ima bakterija S.
pneumoniae razvitih ve¢ mehanizmov odpornosti. Prvi je sprememba tar¢nega mesta z
metilacijo 23S rRNA. Gen erm(B) nosi zapis za encim metilazo, ki posredno onemogoca
vezavo makrolidov, linkozamidov in streptogramina B (MLSg fenotip) na ribosom. Ta
mehanizem posreduje visoko stopnjo odpornosti proti antibiotikom (Jacobs, 2004).
Pojavljajo se tudi mutacije v 23S rRNA in ribosomskih beljakovinah L4 in L22 (Reinert,
2009). Drugi mehanizem odpornosti je aktivno ¢rpanje antibiotika iz celice. Ta mehanizem
zagotavlja odpornost le proti makrolidom (M-fenotip). Zapis za beljakovinske izlivne
Crpalke nosita gena mef(A) in mef(E). Gen mef(E) je del genetskega sestava za Crpanje
makrolidov (angl. macrolide efflux gene assembly, MEGA), gen mef(A) pa je del vecjega
genetskega elementa Tn1207.1, katerega del je MEGA ali tesno sorodni homologi. Oba
gena sta del MEGA operona, ki vklju¢uje gen mel. Izlivno ¢rpalko Mef uvr§¢ano v druzino
MFS prenaSalcev, pri katerih so gonilna sila protoni. Izlivno ¢rpalko Mel pa uvrs¢amo v
druzino ABC prenasalcev, ki pridobivajo energijo za ¢rpanje antibiotika iz molekul ATP.
Pri bakteriji S. pneumoniae beljakovini Mef E in Mel delujeta kot dvojna izlivna ¢rpalka
(Ambrose in sod., 2005).
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Pri bakteriji S. pneumoniae sta za odpornost proti oksazolidinonom odgovorna dva
mehanizma. Prvi je sprememba tarénega mesta z mutacijami v domeni V na 23S rRNA
(Billal in sod., 2010), drugi pa je aktivno ¢rpanje antibiotika iz celice z izlivno ¢rpalko iz
druzine ABC prenaSalcev (Feng in sod., 2009). Feng in sod. (2009) so sekvencirali genome
proti linezolidu odpornih sevov bakterije S. pneumoniae (in vitro izbrane mutante) ter
ugotovili, da so za aktivno ¢rpanje antibiotika iz celice odgovorne motnje v genih, ki nosijo
zapis za izlivne ¢rpalke iz druzine ABC prenaSalcev 0z. natanéneje, motnje v genih patA in
patB, ki se pri proti linezolidu odpornih mutantah pove€ano izrazata. Zaradi mutacij v
primerni tar¢i (23S rRNA) se v celici nakopici prosti linezolid. Posledicno se poveca
izrazanje genov patA in patB in ¢rpanje linezolida iz bakterijske celice (Feng in sod.,
2009).

Povecano izrazanje genov patA in patB se pojavlja tudi pri celicah, ki so izpostavljene
fluorokinolonom, kar dokazuje, da so ti geni povezani z MDR sistemi ¢rpanja (Boncoeur
in sod., 2012). Ta mehanizem odpornosti bakterije S. pneumoniae je odgovoren tako za
odpornost proti linezolidu kot tudi za odpornost proti fluorokinolonom. Primarni
mehanizem odpornosti proti fluorokinolonom pa je Se vedno sprememba tar¢nega mesta,
natan¢neje mutacije v genih, ki nosijo zapis za encima topoizomerazo IV (primarno v genu
parC) in DNA-girazo (primarno v genu gyrA). Mutacije nastancjo v to¢no dolocenih
regijah, ki dolo¢ajo odpornost proti kinolonom (angl. quinolone resistance-determining
regions, QRDR) (Eliopoulus, 2004).

Odpornost proti kombinaciji TMP-SMX pri bakteriji S. pneumoniae je posledica
spremembe tar¢nega mesta. Mehanizem odpornost proti trimetoprimu je enak kot pri
bakteriji S. aureus. Odpornost proti sulfonamidni komponenti pa je posledica podvojitve
dveh aminokislin v genu folP (gen dhps), ki nosi zapis za encim DHPS (Huovinen, 2001).
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Pregled mehanizmov odpornosti bakterije S. pneumoniae proti antibiotikom je podan v
preglednici 2.

Preglednica 2: Mehanizmi odpornosti bakterije S. pneumoniae proti testiranim antibiotikom (Reinert, 2009;
Jacobs, 2004; Ambrose in sod., 2005; Leclercq, 2002; Pentosti in sod., 2007; Billal in sod., 2011; Huovinen,
2001; Boncoeur in sod., 2012; Eliopoulus, 2004).

Skupina Antibiotik Mehanizem odpornosti
antibiotikov (S. pneumoniae)
Betalaktamski Oksacilin sprememba tarénega mesta (spremembe v zgradbi PBP (2b, 2x
antibiotiki in 1a))
Cefoksitin
Makrolidi Eritromicin sprememba tarénega mesta (metilacija 23S rRNA, mutacije v

23S rRNA in ribosomskih beljakovinah L4 in L22)

aktivno ¢rpanje antibiotika iz celice (geni mef(A), mef(E) in mel)

Linkozamidi Klindamicin Sprememba tar¢nega mesta (metilacija 23S rRNA)

Oksazolidinoni Linezolid sprememba tarénega mesta ( mutacija 23S rRNA)

aktivno ¢rpanje antibiotika iz celice (gena patA in patB)

Kinoloni Ciprofloksacin sprememba tarénega mesta ( mutacije v genih, ki nosijo zapis za

encima DNA-girazo in/ali topoizomerazo 1V)
Moksifloksacin

aktivno ¢rpanje antibiotika iz celice (gena patA in patB)

Sulfonamidi in TMP-SMX sprememba tarénega mesta (mutacije v genih, ki nosi zapis za
Trimetoprim DHFR (pri trimetoprimu) in DHPS (pri sulfametoksazolu))

PBP - penicilin vezocée beljakovine, TMP-SMX, trimetoprim-sulfametoksazol; DHFR - dihidrofolat
reduktaza, DHPS - dihidropteroat sintetaza
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2.2.3 Razsirjenost odpornosti proti antibiotikom pri bakterijah S. aureus in S.

pneumoniae v Evropi v letu 2011

Bakteriji S. aureus in S. pneumoniae sta povzroditeljici razli¢nih okuzb in pri obeh se
pojavlja odpornost proti ve¢ razlicnim antibiotikom, kar predstavlja resno groznjo za
zdravljenje teh okuzb. Bakterija S. aureus kolonizira koZzo in v veini primerov ne
povzroca okuzb. Problem predstavljajo izolati MRSA, ki je eden najpogostejsi povzrocitelj
bolnisni¢no pridobljenih okuzb po vsem svetu. V letnem porocilu Evropske mreze za
nadzor protimikrobne odpornosti (angl. European Antimicrobial Resistance Survillance
Network — EARS-Net) iz leta 2011 je, med drugim, objavljen tudi deleZ proti dolo¢enim
antibiotikom odpornih invazivnih izolatov bakterije S. aureus izoliranih iz hemokultur za
posamezne evropske drzave in ostale drzave, ki so vklju¢ene v to zdruzenje. Testiranje
obcutljivosti za betalaktamske antibiotike je zajelo 34099 izolatov iz 28 drzav, med
katerimi je bilo 5703 (16,7 %) izolatov MRSA. DeleZ izolatov MRSA je bil v obmocju
med 0,03 % (Norveska) in 54,6 % (Portugalska). Slovenija je zabelezila 7,1 % izolatov
MRSA pri 464 testiranih izolatih. Testiranje obcutljivosti za rifampicin je zajelo 24587
izolatov iz 27 drZzav, med katerimi je bilo 262 (1,1 %) izolatov odpornih proti rifampicinu.
DelezZ izolatov odpornih proti rifampicinu, ki je niZji od 1 %, so zabeleZili v 18 drzavah
(Slovenija — 0,5 % odpornih izolatov pri 443 testiranih izolatih), 1-5 % v Sestih drzavah,
5-10 % (Romunija), 10-25 % (Bolgarija) in nad 25 % na Poljskem. Delez proti
betalaktamskim antibiotikom in rifampicinu odpornih izolatov za posamezne drzave je
prikazan v preglednici 3. Testiranje obcutljivosti za vsaj en fluorokinolon je zajelo 23336
izolatov iz 26 drzav, med katerimi je bilo 4854 (20,8 %) neobcutljivih za fluorokinolone.
Petinosemdeset odstotkov izolatov MRSA (3637/4265) je bilo odpornih proti
fluorokinolonom. Podatki za Slovenijo niso bili podani. Testiranje obcutljivosti za
linezolid je zajelo 22653 izolatov bakterije S. aureus med katerimi je bilo 14 (0,06 %)
zmerno odpornih in odpornih za linezolid. Podatki za Slovenijo niso bili podani. Delez
MRSA v vecini evropskih drzav upada (tudi v Sloveniji) ali ostaja stabilen, kar pa ne
pomeni, da ve¢ ne ogroza javnega zdravja, saj v osmih evropskih drzavah delez bakterije
MRSA ostaja nad 25 odstotki (EARS-Net, 2012).
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Preglednica 3: Stevilo testiranih in odstotek invazivnih izolatov bakterije S. aureus odpornih proti meticilinu
in rifampicinu za posamezne drzave, upo$tevajo¢ 95 % interval zaupanja (EARS-Net, 2012: 55).

St. izolatov

St. izolatov

% odpornih

. S % MRSA S roti
DeZava testlra}n_lh na (95 % 12) tes_tlranl_h_na i faﬁwpicinu
maticilin rifampicin (95 % 12)
Auvstrija 1966 7,4 (6-9) 1850 0,3 (0-1)
Belgija 1744 17,4 (16-19) 1014 0,6 (0-1)
Bulgarija 214 22,4 (17-29) 162 14,2 (9-21)
Ciper 113 41,6 (32-51) 113 0,0 (0-3)
Ceska 1555 14,5 (13-16) 782 1,8 (1-3)
Danska 1452 1,2 (1-2) 1452 0,1 (0-0)
Estonija 116 1,7 (0-6) 3 0,0 (0-71)
Francija 4716 20,1 (19-21) 4278 1,0 (2-1)
Nemcija 2388 16,1 (15-18) 1656 0,7 (0-1)
Greija 784 39,2 (36-43) 0 0
MadZzarska 1156 26,2 (24-29) 570 0,4 (0-1)
Islandija 71 2,8 (0-10) 3 0,0 (0-71)
Irska 1057 23,7 (21-26) 835 1,0 (0-2)
Italija 1261 38,2 (36-41) 970 4,3 (3-6)
Latvija 192 9,9 (6-15) 186 0,5 (0-3)
Litva 278 5,4 (3-9) 158 0,6 (0-2)
Liksemburg 127 20,5 (14-29) 90 0,0 (0-4)
Malta 130 49,2 (41-59) 130 0,8 (0-4)
Nizozemska 1801 1,4 (1-2) 1581 0,4 (0-1)
Norveska 1223 0,3 (0-1) 446 0,0 (0-1)
Poljska 860 24,3 (21-27) 135 27,4 (20-36)
Portugalska 1307 54,6 (52-57) 1092 1,7 (1-3)
Romunija 107 50,5 (41-60) 101 7,9 (3-15)
Slovaska 560 25,9 (22-30) 478 1,3 (0-3)
Slovenija 464 7,1 (5-10) 443 0,5 (0-2)
Spanija 1950 22,5 (21-24) 1826 0,5 (0-1)
Svedska 3099 0,8 (1-1) 2456 0,2 (0-1)
Anglija 3408 13,6 (13-15) 1777 0,6 (0-1)

MRSA — proti meticilinu odporna bakterija S.aureus, 1Z — interval zaupanja

Bakterija S. pneumoniae je najpogostejSa povzrociteljica zunajbolni$ni¢no pridobljene
pljucnice po vsem svetu. Letno naj bi za posledicami pnevmokoknih okuzb umrlo
priblizno 3 milijone ljudi (EARS-Net, 2012). V letnem porocilu EARS-Net iz leta 2011 je
objavljen delez proti dolocenim antibiotikom odpornih invazivnih izolatov bakterije S.
pneumoniae, izoliranih iz hemokultur in likvorja za posamezne evropske drZzave in ostale
drzave, ki so vkljucene v to zdruzenje. Testiranje obcutljivosti za penicilin je zajelo 11788
izolatov iz 27 drzav, med katerimi je bilo skupaj 1039 (8,8 %) izolatov zmerno odpornih in
odpornih proti penicilinu. Delez proti penicilinu odpornih izolatov, ki je bil nizji od 1 % so
zabelezili v Belgiji, 1-5 % v osmih drZavah, 5-10 % v petih drzavah, 10-25 % v devetih
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drzavah (Slovenija — pri 252 testiranih izolatih je bilo 12,3 % izolatov zmerno odpornih in
odpornih proti penicilinu), 25-50 % v treh drzavah in nad 50 % v Romuniji. Testiranje
obcutljivosti za makrolide je zajelo 11739 izolatov iz 27 drZav, med katerimi je bilo 1713
(14,6 %) izolatov zmerno odpornih in odpornih proti makrolidom. Delezi odpornih
izolatov so bili v obmo¢ju od ni¢ (Latvija) do 44,4 % (Romunija). Slovenija je pri 251
testiranih izolatih zabeleZila 24,3 % izolatov zmerno odpornih in odpornih proti
makrolidom. V primerjavi s podatki iz leta 2008, 2009 in 2010, ko se je delez odpornih
izolatov proti makrolidom gibal okrog 16 %, je opaziti skokovit porast Stevila izolatov
odpornih proti makrolidom. Testiranje obcutljivosti za penicilin in makrolide je zajelo
11184 izolatov iz 27 drzav, med katerimi je bilo 625 (5,8 %) izolatov zmerno odpornih in
odpornih proti penicilinu in makrolidom hkrati. Delezi odpornih izolatov proti penicilinu
in makrolidom hkrati so bili v obmoc¢ju od ni¢ (Estonija, Nem¢ija in Latvija) do 44,4 %
(Romunija). Slovenija je med 251 testiranimi izolati zabelezila 6,0 % izolatov zmerno
odpornih in odpornih proti penicilinu in makrolidom hkrati. Delezi proti penicilinu in
makrolidom odpornih izolatov ter obema hkrati za posamezne drzave so prikazani v
preglednici 4. Testiranje obcutljivosti za fluorokinolone je zajelo 7275 (58 % vseh izolatov
S. pneumoniae) izolatov iz 24 drzav, med katerimi je bilo 4,8 % izolatov odpornih proti
fluorokinolonom. Stirideset izmed teh je bilo zmerno odpornih ali odpornih tudi za
penicilin. Povprecen delez odpornosti bakterije S. pneumoniae proti antibiotikom, ki so v
splosni rabi, v zadnjih letih v Evropi ostaja stabilen (EARS-Net, 2012).
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Preglednica 4: Stevilo invazivnih izolatov bakterije S. pneumoniae testiranih na ob¢utljivost za penicilin in
makrolide in deleZi odpornih in zmerno odpornih izolatov skupaj proti posameznemu antibiotiku in za oba
hkrati za posamezne drzave upostevajoé 95 % interval zaupanja (EARS—Net, 2012: 47).

% zmerno % zmerno % % ood/opérpr?irhnion
St. izolatov odpornlh in % . odpornlh in odpornih odpornih odpornih
s R odpornih odpornih odpornih P . P . po .
Drzava testiranih na . - - - . samo proti ~ samo proti  skupaj proti
PEN/MACRoboje  SKuPal proti  proti PEN — skupaj proti PEN MACR PEN in
PEN (95%12) MACR 95%1Z2)  (95% 1Z) MACR
(95 % 12) (95 % 1Z2) (95 % 12)
Avstrija 405/373/355 3,0 (2-5) 1,7 (1-4) 11,5 (8-15) 08 (0-2) 9,6 (7-13) 2,3 (1-4)
Belgija 1829/1829/1829 0,8 (0-1) 0,8 (0-1) 26,0 (24-28) 0,2 (0-1) 25,4 (23-27) 0,6 (0-1)
Bulgarija 33/30/30 21,2 (9-39) 21,2 (9-39) 13,3 (4-31)  10,0(2-27) 0,0 (0-12) 13,3 (4-31)
Ciper 12/12/12 25,0 (5-57) 25,0 (5-57) 25,0 (5-57) 8,3 (0-38) 8,3 (0-38) 16,7 (2-48)
Cetka 316/316/316 3,8 (2-7) 0,0 (0-1) 3,5 (2-6) 1,9 (1-4) 1,6 (1-4) 1,9 (1-4)
Danska 896/896/896 4,8 (3-6) 0,2 (0-1) 5,1 (4-7) 1,8 (1-3) 2,1 (1-3) 3,0 (2-4)
Estonija 51/45/42 2,0 (0-10) 2,0 (0-10) 2,2 (0-12) 2,4 (0-13) 2,4 (0-13) 0,0 (0-8)
Franciija 1413/1413/1413 23,8 (22-26) 0,1 (0-1) 26,0 (24-28) 5,1 (4-6) 7,3 (6-9) 18,8 (17-21)
Nemdija 347/353/343 1,7 (1-4) 0,3 (0-2) 7,9 (5-11) 1,2 (0-3) 8,2 (5-12) 0,0 (0-1)
MadZarska 139/129/129 11,5 (7-18) 5,8 (3-11) 14,7 (9-22) 3,9 (1-9) 6,2 (3-12) 8,5 (4-15)
Islandija 32/32/32 9,4 (2-25) 6,3 (1-21) 21,9 (9-40) 0,0 (0-11) 12,5 (4-29) 9,4 (2-25)
Irska 324/310/310 19,4 (15-24) 6,2 (4-9) 18,4 (14-23) 5,5 (3-9) 4,8 (3-8) 13,5 (10-18)
Italija 174/266/162 6,9 (4-12) 6,3 (3-11) 27,4 (22-33) 2,5 (1-6) 24,7 (18-32) 4,3 (2-9)
Latvija 40/46/38 12,5 (4-27) 10,0 (3-24) 0,0 (0-8) 13,2 (4-28) 0,0 (0-9) 0,0 (0-9)
Litva 48/41/41 18,8 (9-33) 2,1 (0-11) 26,8 (14-43) 4,9 (1-17) 9,8 (3-23) 17,1 (7-32)
Luksembur 50/52/50 8,0 (2-19) 2,0 (0-11) 15,4 (7-28) 2,0 (0-11) 10,0 (3-22) 6,0 (1-17)
Malta 8/10/8 50,0 (25-73) 10,0 (2-71) 12,5 (0-53) 0,0 (0-71) 0,0 (0-71) 12,5 (0-53)
Nizozemska 1067/1200/978 1,1(1-2) 0,3 (0-1) 4,5 (3-6) 0,7 (0-1) 4,2 (3-6) 0,3 (0-1)
Norveska 619/570/567 3,4 (2-5) 0,0 (0-1) 4,2 (3-6) 1,9 (1-3) 2,6 (1-4) 1,4 (1-3)
Poljska 165/135/134 18,2 (13-25) 4,2 (2-9) 26,7 (19-35) 3,7 (1-8) 11,9 (7-19) 14,9 (9-22)
Portugalska 439/417/402 10,5 (8-14) 8,4 (6-11) 14,9 (12-19) 5,5 (3-8) 9,2 (7-12) 5,2 (3-8)
Romunija 36/18/18 61,1 (43-77) 61,1 (43-77) 44,4 (22-69) 16,7 (4-41) 0,0 (0-19) 44,4 (22-69)
Slovaska 26/25/25 7,7 (1-25) 3,8 (0-20) 12,0 (3-31) 4,0 (0-20) 8,0 (1-26) 4,0 (0-20)
Slovenija 252/251/251 12,3 (9-17) 0,8 (0-3) 24,3 (19-30) 6,4 (4-10) 18,3 (14-24) 6,0 (3-10)
Spanija 736/746/720 30,2 (27-34) 9,8 (8-12) 24,8 (22-28)  13,2(1116) 8,3 (6-11) 16,9 (14-20)
Svedska 1013/963/963 3,5 (2-5) 3,2 (2-4) 5,2 (4-7) 1,7 (1-3) 3,2 (2-5) 2,0 (1-3)
Anglija 1324/1263/1126 5,4 (4-7) 0,8 (0-1) 5,9 (5-7) 2,7 (2-4) 2,5 (2-4) 3,6 (3-5)

PEN - penicilin, MACR - makrolidi, I1Z — interval zaupanja,

2.3  METODE ZA DOLOCANJE OBCUTLIIVOSTI BAKTERIJ ZA ANTIBOTIKE

Dolocanje obcutljivosti bakterij za antibiotike je pomembno za izbiro naustreznejSega
antibiotika za zdravljenje okuzbe in za spremljanje gibanja odpornosti proti antibiotikom
pri posameznih bakterijskih vrstah. Splosno uporabljene metode za dolo¢anje ob¢utljivosti
za antibiotike so: bujon dilucijski test, metoda difuzijskega gradienta (E test), disk
difuzijski test in avtomatizirani sistemi za doloCanje obcutljivosti za antibiotike
(MicroScan WalkAway, BD Phoenix Automated Microbiology System, Vitek 1, Vitek 2,
Sensitire ARIS 2X) (Jorgensen in Ferraro, 2009).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Bakterijski izolati

V raziskavi smo testirali skupno 63 klini¢nih izolatov in 2 referencna seva iz zbirke ATCC
(angl. American Type Culture Collection) za kontrolo pravilnega izvajanja disk
difuzijskega testa. Obcutljivost za cefoksitin, eritromicin, klindamicin, linezolid
ciprofloksacin in trimetoprim-sulfametoksazol smo testirali pri 31 klini¢nih izolatih ter 1
referenénem sevu bakterije S. aureus ATTC 25923. Obcutljivost za oksacilin, eritromicin,
klindamicin, moksifloksacin in trimetoprim-sulfametoksazol smo testirali pri 32 klini¢nih
izolatih ter 1 referenénem sevu bakterije S. pneumoniae ATTC 49619. Klini¢ni izolati
bakterij S. aureus in S. pneumoniae so bili v letu 2009 osamljeni iz kuznin bolnikov

hospitaliziranih na Univerzitetni kliniki za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik.

Bakterijski izolati so bili osamljeni iz razlicnih kuznin: krvi, punktatov, kuznin iz dihal,
brisov nosu, koZze, ran in katetrov. V raziskavi smo od posameznega bolnika uporabili le en

izolat.

V okviru rednega dela v Laboratoriju za respiratorno mikrobiologijo na Univerzitetni
Kliniki za pljuéne bolezni in alergijo Golnik so s pomoc¢jo klasi¢nih mikrobioloskih metod

identificirali vse izolate ter jih shranili pri temperaturi -70 °C.

3.1.2 Gojisca, raztopine in reagenti

e hranilni agar (HA) (Becton-Dickinson, ZDA)
e krvni agar (KA) (Becton-Dickinson, ZDA)
e Mueller-Hinton agar (MHA) (Becton-Dickinson, ZDA)
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e MHA z dodatkom 5 % defibrinirane ov¢je krvi (Becton-Dickinson, ZDA)
e 0,85-odstotna fizioloSka raztopina NaCl (bioMeérieux, Francija)
e standardizirani diski z antibiotiki (Becton-Dickinson, ZDA) — njihove koli¢ine in

bakterije pri katerih smo testirali ob¢utljivost nanje, so prikazani v preglednici 5

Preglednica 5: Koncentracije standardiziranih diskov z antibiotiki testiranih pri izolatih bakterij S. aureus in
S. pneumoniae (CLSI, 2008).

Antiblotiic Kolitina antiblotika obéutlj-!-i(ifsot;:? bakterije obéutlji-l;fissttlirﬁg_{ierije s,
S. aureus pneumoniae
Oksacilin 1pg NE DA
Cefoksitin 30 ug DA NE
Eritromicin 15 ug DA DA
Klindamicin 2 ug DA DA
Linezolid 30 ug DA NE
Ciprofloksacin 5ug DA NE
Moksifloksacin 5 ug DA DA
TMP-SMX 1,25/23,75 ug DA DA

TMP-SMX — trimetoprim-sulfametoksazol

3.1.3 Laboratorijski pribor in oprema

e steriliziran laboratorijski pribor in potrosni material: plasti¢éna stojala, cepilne
zanke, epruvete, petrijeve plosc¢e in bombazni brisi

e zaSCitna oprema: laboratorijska halja, rokavice

e oprema in aparature: hladilnik (4 °C — 8 °C) (LTH, Slovenija), zamrzovalnik (-14
°C) (LTH, Slovenija), zamrzovalna omara (-70 °C) (Sanyo, Japonska), ventilacijski
suSilec (35 °C) (LTH, Slovenija), zas¢itna mikrobioloska komora (Iskra PIO,
Slovenija), merilec opticne gostote (denzitometer) (bioMérieux, Francija),
inokulator (Becton-Dickinson, ZDA), inkubator (35 °C) (Kambi¢, Slovenija),
inkubator (35 °C, 5 % CO;) (Kambié¢, Slovenija), kljunasto merilo, namizna

svetilka
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3.2 METODE

3.2.1 Disk difuzijski test

Za dolocanje obcutljivosti klini¢nih izolatov bakterij S. aureus in S. pneumoniae za izbrane
antibiotike smo uporabili disk difuzijski test, ki smo ga izvedli v skladu z navodili CLSI,
hkrati pa smo metodo modificirali tako, da smo preverili vpliv dolo¢enih gostot

bakterijskih suspenzij in ¢asov inkubacije na rezultate testiranja za antibiotike.

3.2.1.1 Priprava bakterijskih izolatov in bakterijske inokulacijske suspenzije

Delo je potekalo v zascitni mikrobioloski komori, pri ¢emer smo uporabljali zas¢itne
rokavice in asepti¢no tehniko dela, da smo preprecili morebitno kontaminacijo vzorcev ter

moznost okuzbe med delom.

Bakterijske izolate smo odmrznili in izolate bakterije S. aureus nacepili na osnovno gojisce
hranilni agar (HA), izolate bakterije S. pneumoniae pa na osnovno gojis¢e krvni agar (KA).
Petrijeve plos¢e z nacepljenimi izolati smo obrnjene na glavo (kondenzat ne kaplja na
gojisce) inkubirali 24 ur v aerobnih pogojih pri temperaturi 35 °C. lIzolate bakterije S.
pneumoniae smo inkubirali pri enakih pogoji, vendar v atmosferi z dodanih 5 % CO,. Po
24-urni inkubaciji smo izolate ponovno precepili na enaka gojis¢a in inkubirali pri enakih

pogojih.

Po 24-urni inkubaciji smo s sterilnim bombaznim brisom prenesli kolonije ¢iste kulture
bakterije S. aureus z gojis¢a v 3 ml 0,85 % fizioloSke raztopino (kolonije Ciste kulture
bakterije S. pneumoniae v 1,5 ml 0,85 % fizioloSke raztopine) in s pomocjo merilca

opticne gostote umerili gostoto bakterijske suspenzije na 0,5 McF.

Na tem mestu smo standardizirano metodo prvi¢ modificirali, in sicer tako, da smo vsem

izolatom umerili gostoto bakterijske suspenzije Se na 1,0 McF, 2,0 McF in 4,0 McF.
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Nato smo v manj kot 15 minutah z bombaznim brisom ob pomoci inokulatorja, ki omogoci
enakomeren nanos suspenzije, nacepili suspenzije razlicnih gostot bakterije S. aureus na
MHA, suspenzije razli¢nih gostot bakterije S. pneumoniae pa na MHA z dodatkom 5 %
defibrinirane ov¢je krvi. Petrijeve plos¢e smo pred polaganjem standardiziranih diskov z

antibiotiki pustili priprte, vendar ne ve¢ kot 15 minut.

3.2.1.2 Polaganje standardiziranih diskov z antibiotiki in inkubacija

Standardizirane diske z antibiotiki smo 1 uro pred uporabo iz hladilnika prenesli na sobno
temperaturo, da smo minimizirali nastanek kondenzata na diskih. Nato smo jih s pomo¢jo
avtomatskega polagalca (dispenzer) nanesli na nacepljena gojis¢a. Antibiograme
nacepljene z izolati bakterije S. pneumoniae smo v manj kot 15 minutah od nanosa diskov
obrnjene na glavo prenesli v inkubator in jih po standardnih navodilin CLSI inkubirali 24
ur pri temperaturi 35 °C in atmosferi z dodanih 5 % CO, Antibiograme nacepljene z izolati
bakterije S. aureus smo po standardnih navodilih CLSI inkubirali 16 - 18 ur v aerobnih

pogojih pri temperaturi 35 °C.

Na tem mestu smo standardizirano metodo drugi¢ modificirali tako, da smo spremenili cas
inkubacije pred odcitavanjem rezultatov. Antibiograme nacepljene z izolati bakterije S.
aureus smo od¢itavali po 5-, 6- in 7-urni inkubaciji. Antibiograme nacepljene z izolati

bakterije S. pneumoniae pa smo odc¢itavali po 6- in 7-urni inkubaciji.

3.2.1.3 Odcitavanje in interpretacija rezultatov

Pri izvedbi standardizirenega disk difuzijskega testa so po 16 - 24-urni inkubaciji okrog
diskov z antibiotiki vidne zaviralne cone, kar pomeni, da je antibiotik difundiral v gojisce

in v dolocCeni razdalji okrog diskov onemogoc¢il razmnozevanje obcutljivih bakterij.

Premer zaviralne cone smo do milimetra natan¢no izmerili s pomocjo umerjenega
kljunastega merila in na podlagi kriterijev, ki jih dolo¢a CLSI (2008), interpretirali testiran
bakterijski izolat kot obcutljiv (angl. sensitive, S), zmerno odporen (angl. intermediate, 1)

ali odporen (angl. resistant, R) proti testiranemu antibiotiku. Zaviralne cone pri izolatih
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bakterije S. aureus smo merili tako, da smo petrijevo plosc¢o drzali nad temno povrsino in
jo presevali s svetlobo namizne svetilke ter s kljunastim merilom izmerili premer zaviralne
cone. Pri izolatih bakterije S. pneumoniae smo zaradi v gojis¢u prisotne Krvi zaviralne cone
izmerili s kljunastim merilom na zgornji povrSini odkrite petrijeve plosce presevane s
svetlobo namizne svetilke. Pri slednjih smo bili pozorni, da smo izmerili zaviralno cono in
ne cono hemolize. Rezultate smo od¢itali po 5-, 6-, 7-, in 18-urni inkubaciji za vse izolate
bakterije S. aureus in po 6-, 7- ter 24-urni inkubaciji za vse izolate bakterije S.
pneumoniae, iz katerih smo pripravili dolo¢eno gostoto bakterijske suspenzije in pripravili
antibiogram. Posebaj pazljivi smo bili pri merjenju in interpretaciji rezultatov testiranja
obcutljivosti izolatov za kombinacijoTMP-SMX, saj kljub temu da ima gojis¢e MHA zelo
nizko vsebnost timidina (antagonist TMP-SMX), le-ta lahko omogo¢i rahlo rast, zato smo

zanemarili dovoljeno 20 ali manj odstotno rast ter izmerili najbol;j o¢itno cono.
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4 REZULTATI

41 IDENTIFIKACIJA BAKTERIJ IN PREGLED REZULTATOV TESTIRANJA
OBCUTLIIVOSTI ZA 1IZBRANE ANTIBIOTIKE

V raziskavo smo vkljucili 31 klini¢nih izolatov bakterije S. aureus in 32 klini¢nih izolatov
bakterije S. pneumoniae, ki so jih leta 2009 v okviru rednega dela s klasi¢nimi
mikrobioloSkimi metodami identificirali v Laboratoriju za respiratorno mikrobiologijo na
Univerzitetni kliniki za pljucne bolezni in alergijo Golnik. Pregled rezultatov (premeri
zaviralnih con) testiranja obcutljivosti klini¢nih izolatov bakterij S. aureus in S.
pneumoniae s standardizirano in modificirano disk difuzijsko metodo ter pripadajoce

oznake sevov se nahajajo v Prilogi A in Prilogi B.

4.2  REZULTATI TESTIRANJA OBCUTLJIVOSTI REFERENCNIH SEVOV ZA
IZBRANE ANTIBIOTIKE

Rezultati standardiziranega disk difuzijskega testa obcutljivosti referen¢nih sevov bakterij
S. aureus ATTC 25923 in S. pneumoniae ATTC 49619 za izbrane antibiotike in razpon
zaviralnih con, ki po navodilih CLSI prikazujejo natan¢nost meritev disk difuzijskega testa

so predstavljeni v preglednici 6.
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Preglednica 6: Rezultati standardiziranega disk difuzijskega testa obcutljivosti sevov bakterij S. aureus
ATTC 25923 in S. pneumoniae ATTC 49619 za izbrane antibiotike in razpon zaviralnih con.

Referencni sev S. aureus Referencni sev S. pneumoniae

ATTC 25923 ATTC 49619

Izmerjen Izmerjen

zg\r/?rmafr:e Razpon zaviralnih zg\r/?rmafr:e Razpon zaviralnih

Antibiotik cone con (mm) Antibiotik cone con (mm)
(CLSI, 2008) (CLSI, 2008)
(mm) (mm)

Cefoksitin 26 23-29 Oksacilin 11 <12
Eritromicin 25 22-30 Eritromicin 28 25-30
Klindamicin 25 24-30 Klindamicin 25 19-25
Linezolid 29 25-32 Moksifloksacin 30 25-31
Ciprofloksacin 27 22-30 TMP-SMX 24 20-28
TMP-SMX 27 24-32 / / /

TMP-SMX - trimetoprim-sulfametoksazol

V preglednici 7 so predstavljeni rezultati standardiziranega in modificiranega disk
difuzijskega testa obcutljivosti referencnega seva bakterije S. pneumoniae ATTC 49619 za
izbrane antibiotike. Po 24-urni inkubaciji pri vseh razli¢icah gostote bakterijskih suspezij,
meritve ustrezajo doloCenemu razponu zaviralnih con, ki so podane v CLSI (2008). Prav
tako meritve ustrezajo dolo¢enemu razponu zaviralnih con po 18-urni inkubaciji in vseh
razli¢icah gostote bakterijskih suspenzij pri standardiziranem in modificiranem disk
difuzijskem testu obcutljivosti referenénega seva bakterije S. aureus ATTC 25923, kar je
razvidno iz preglednice 8. Namen tega testiranja je pozitivna kontrola oz. ugotavljanje
ustreznosti izvedbe disk difuzijskega testa.
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Preglednica 7: Rezultati (premeri zaviralnih con v mm) standardiziranega in modificiranega disk difuzijskega
testa obcutljivosti (gostota bakterijske suspenzije 0,5 McF, 1,0 McF, 2,0 McF in 4,0 McF ter po 6-, 7- in 24-
urni inkubaciji) referenénega seva bakterije S.pneumoniae ATTC 49619 za izbrane antibiotike.

ATTC Oksacilin Eritromicin Klindamicin Moksifloksacin | TMP-SMX
49619 6h |7h [24h[6h |[7h [24h[6h [7h [24h[6h [7h |[24h|6h |7h | 24h
0,5 McF 2 1 h 26 28 25 25 h 23 25 h 20 22
1,0 McF 11 14 11 |26 28 28 |25 25 25 |24 24 30 |20 21 24
2,0 McF 14 14 11 |26 26 28 |25 23 25 |25 23 30 |24 20 24
4,0 McF 11 14 11 |28 28 28 |24 23 25 |26 22 30 |23 20 24

TMP-SMX —trimetoprim-sulfametoksazol, zelena — rezultati standardiziranega disk difuzijskega testa,
rumena — rezultati modificiranega disk difuzijskega testa

Preglednica 8: Rezultati (premeri zaviralnih con v mm) standardiziranega in modificiranega disk difuzijskega
testa obcutljivost (gostota bakterijske suspenzije 0,5 McF, 1,0 McF, 2,0 McF in 4,0 McF ter po 5-, 6-, 7-in
18-urni inkubaciji) referenénega seva bakterije S.aureus ATTC 25923 za izbrane antibiotike.

ATTC Cefoksitin Eritromicin Klindamicin Linezolid Ciprofloksacin TMP-SMX
25923 Bheh [7h [18h [5h 6h [th [18h [5h l6h [7h [18h [5h J6h [7h [18h [5h |6h [7h [18h [5h [6h [7h [18h
I\%c5F 18 20 20. x 20 23. 20 22 22. x 21 23. x 18 19. X 21 22
I\%,(?F 19 19 21 26| 21 21 23 25| 21 21 21 25| 22 23 24 29| 18 18 19 27| 20 22 22 27
'3"(?': 22 21 22 25| 21 23 23 25| 22 21 22 25| 22 24 24 29| 18 19 19 27| 22 23 23 27
l\j'(?F 22 22 22 25| 21 22 23 25| 22 22 22 25| 23 24 23 29| 19 19 21 27| 23 23 23 27

TMP-SMX —trimetoprim-sulfametoksazol, zelena — rezultati standardiziranega disk difuzijskega testa, rumena — rezultati

modificiranega disk difuzijskega testa

43  REZULTATI TESTIRANJA OBCUTLJIVOSTI KLINICNIH IZOLATOV
BAKTERIE S. aureus ZA IZBRANE ANTIBIOTIKE

V preglednici 9 so predstavljeni rezultati modificiranega disk difuzijskega testa
obcutljivost kliniénih izolatov bakterije S. aureus za izbrane antibiotike. (razli¢ne gostote
bakterijskih suspenzij in razli¢ni ¢asi inkubacije). Tako je iz preglednice 9 razvidno, da je
bilo pri gostoti bakterijske suspenzije 0,5 McF in 5-urni inkubaciji 9 (29,1 %) izolatov
odpornih proti cefoksitinu, pri 21 (67,7 %) izolatih rasti Se nismo zaznali. Nismo zaznali
odpornih sevov proti eritromicinu, klindamicinu, linezolidu, ciprofloksacinu in TMP-SMX.
Pri 21 (67,7 %) izolatih Se nismo zaznali rasti ob diskih eritromicina, klindamicina in
ciprofloksacina. Ob diskih TMP-SMX in linezolida nismo zaznali rasti pri 19 izolatih (61,3
%).
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Po 6-urni inkubaciji je bilo 17 (54,8 %) izolatov odpornih proti cefoksitinu, pri 10 (32,3 %)
izolatih rasti Se nismo zaznali. Proti eritromicinu, klindamicinu, linezolidu in TMP-SMX
nismo zaznali odpornih izolatov. Pri 9-12 (29,1-38,7 %) izolatih rasti Se nismo zaznali.

Proti ciprofloksacinu je bil 1 (3,2 %) izolat odporen.

Po 7-urni inkubaciji je bilo 21 (67,7 %) izolatov odpornih proti cefoksitinu, pri 3 (9,7 %)
izolatih rasti Se nismo zaznali. Proti eritromicinu sta bila odporna 2 (6,4 %) izolata, proti
klindamicinu in ciprofloksacinu po 1 (3,1 %). Proti linezolidu in TMP-SMX nismo zaznali

odpornih sevov. Rasti Se nismo zaznali pri 1-4 izolatih (3,2-12,9 %).

V preglednici 9 so prikazani tudi rezultati standardiziranega disk difuzijskega testa
obcutljivosti 31 bakterijskih izolatov S. aureus za izbrane antibiotike (gostota bakterijske
suspenzije 0,5 McF in 18-urna inkubacija. Izmed 31 izolatov so bili 3 (9,7 %) odporni proti
cefoksitinu, 3 (9,7 %) odporni proti eritromicinu, 1 (3,3 %) odporen proti klindamicimu in
4 (12,9 %) odporni proti ciprofloksacinu. Vseh 31 (100 %) izolatov je bilo obcutljivih za
linezolid in TMP-SMX.
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Preglednica 9: Stevilo in deleZi bakterije S. aureus ob¢utljivih, zmerno odpornih in odpornih proti izbranim
antibiotikom. Rezultati modificiranega disk difuzijskega testa z gostoto bakterijske suspenzije 0,5 McF po 5-
, 6- In 7-urni inkubaciji ter standardiziranega disk difuzijskega testa z gostoto bakterijske suspenzije 0,5 McF
po 18-urni inkubaciji.

Gas Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo
inkubacije Antibiotik testiranih (%) (%) (%) (%)
izolatov S | R N

5h
Cefoksitin 31 1(3,2) 0 (0) 9(29,1) 21 (67,7)
Eritromicin 31 1(3,2) 9(29,1) 0 (0) 21 (67,7)
Klindamicin 31 3(9,7) 7 (22,6) 0(0) 21 (67,7)
Linezolid 31 12 (38,7) 0 (0) 0(0) 19 (61,3)
Ciprofloksacin 31 0 (0) 10 (32,3) 0 (0) 21 (67,7)
TMP-SMX 31 12 (38,7) 0(0) 0 (0) 19 (61,3)

6h
Cefoksitin 31 4 (12,9) 0(0) 17 (54,8) 10 (32,3)
Eritromicin 31 7 (22,6) 12 (38,7) 0 (0) 12 (38,7)
Klindamicin 31 17 (54,8) 3(9,7) 0(0) 11 (35,5)
Linezolid 31 22 (70,9) 0(0) 0(0) 9(29,1)
Ciprofloksacin 31 3(9,7) 16 (51,6) 1(3,2) 11 (35,5)
TMP-SMX 31 21 (67,7) 0(0) 0(0) 10 (32,3)

7h
Cefoksitin 31 7 (22,6) 0(0) 21 (67,7) 3(9,7)
Eritromicin 31 16 (51,6) 9(29,1) 2(6,4) 4(12,9)
Klindamicin 31 26 (83,9) 1(3,2) 1(3,2) 3(9,7)
Linezolid 31 30 (96,8) 0(0) 0(0) 1(3,2)
Ciprofloksacin 31 12 (38,7) 14 (45,2) 1(3,2) 4(14,9)
TMP-SMX 31 29 (93,6) 0 (0) 0 (0) 2 (6,4)

TMP-SMX - trimetoprim-sulfametoksazol, S — ob¢utljiv, I — zmerno odporen, R — odporen,N — ni zaznane
rasti, zelena - rezultati standardiziranega disk difuzijskega testa

Iz preglednice 10 je razvidno, da je bilo pri gostoti bakterijske suspenzije 1,0 McF in 5-
urni inkubaciji 12 (38,7 %) izolatov odpornih proti cefoksitinu, pri 18 (58,1 %) izolatih
rasti Se nismo zaznali. Proti eritromicinu je bil 1 (3,2 %) izolat odporen, pri 17 (54,8%)
izolatih prav tako Se nismo zaznali rasti. Proti klindamicinu, linezolidu, ciprofloksacinu in
TMP-SMX nismo zaznali odpornih izolatov. Rasti nismo zaznali pri 17-20 izolatih (54,8-
64,5%).
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Po 6-urni inkubaciji je bilo 19 (61,3 %) izolatov odpornih proti cefoksitinu, pri 5 (12,1 %)
izolatih rasti Se nismo zaznali. Proti eritromicinu in ciprofloksacinu sta bila odporna po 2
(6,4%) izolata, proti klindamicinu pa 1 (3,2%). Proti linezolidu in TMP-SMX nismo

zaznali odpornih izolatov. Rasti nismo zaznali pri 4-6 izolatih (12,9-19,4%).

Po 7-urni inkubaciji je bilo proti cefoksitinu 20 (64,5 %) izolatov odpornih, pri 1 (3,2 %)
izolatu rasti Se nismo zaznali. Proti eritromicinu sta bila odporna 2 izolata (6,4 %), proti
klindamicinu 1 (3,2 %), proti ciprofloksacinu 3 (9,7 %). Odpornih izolatov nismo zaznali
proti linezolidu in TMP-SMX. Rasti nismo zaznali pri 1-2 izolatih (3,2-6,4%).

Po 18-urni inkubaciji in gostoti bakterjske suspenzije 1,0 McF smo dobili enake rezultate
testiranja obcutljivosti 31 bakterijskih izolatov S. aureus za izbrane antibiotike kot pri

standardiziranem disk difuzijskem testu.
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Preglednica 10: Stevilo in delezi bakterije S. aureus ob¢utljivih, zmerno odpornih in odpornih proti izbranim
antibiotikom. Rezultati modificiranega disk difuzijskega testa z gostoto bakterijske suspenzije 1,0 McF po 5-
, 6-, 7- in 18-urni inkubaciji.

Cas Antibiotik Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo
inkubacije testiranih (%) (%) (%) (%)
izolatov S I R N
5h
Cefoksitin 31 1(3,2) 0(0) 1(38,7) 18 (58,1)
Eritromicin 31 2 (6,5) 11 (35,5) 1(3,2) 17 (54,8)
Klindamicin 31 12 (38,7) 2 (6,5) 0 (0) 17 (54,8)
Linezolid 31 14 (45,2) 0 (0) 0 (0) 17 (54,8)
Ciprofloksacin 31 1(3,2) 10 (32,3) 0 (0) 20 (64,5)
TMP-SMX 31 14 (45,2) 0(0) 0(0) 17 (54,8)
6 h
Cefoksitin 31 7 (22,6) 0(0) 19(61,3) 5(12,1)
Eritromicin 31 11 (35,5) 14 (45,2) 2 (6,4) 4(12,9)
Klindamicin 31 22 (71) 4(12,9) 1(3,2) 4(12,9)
Linezolid 31 27 (87,1) 0(0) 0(0) 4(12,9)
Ciprofloksacin 31 4(12,9) 19 (61,3) 2 (6,4) 6 (19,4)
TMP-SMX 31 27 (87,1) 0 (0) 0 (0) 4(12,9)
7h
Cefoksitin 31 10 (32,3) 0 (0) 20 (64,5) 1(3,2)
Eritromicin 31 21 (76,7) 7(22,7) 2 (6,4) 1(3,2)
Klindamicin 31 28 (90,4) 1(3,2) 1(3,2) 1(3,2)
Linezolid 31 30 (96,8) 0 (0) 0 (0) 1(3,2)
Ciprofloksacin 31 12 (38,7) 14 (45,2) 3(9,7) 2 (6,4)
TMP-SMX 31 30 (96,8) 0 (0) 0 (0) 1(3,2)
18 h
Cefoksitin 31 28 (90,3) 0(0) 3(9,7) 0 (0)
Eritromicin 31 28 (90,3) 0(0) 3(9,7) 0 (0)
Klindamicin 31 30 (96,7) 0(0) 1(3,3) 0 (0)
Linezolid 31 31 (100) 0(0) 0(0) 0 (0)
Ciprofloksacin 31 25 (80,6) 2 (6,5) 4(12,9) 0 (0)
TMP-SMX 31 31 (100) 0(0) 0 (0) 0 (0)

TMP-SMX - trimetoprim-sulfametoksazol, S — ob¢utljiv, I — zmerno odporen, R — odporen, N — ni zaznane
rasti

Iz preglednice 11 je razvidno, da je bilo pri gostoti bakterijske suspenzije 2,0 McF in 5-
urni inkubaciji 20 (64,5 %) izolatov odpornih proti cefoksitinu, pri 10 (32,2 %) izolatih
rasti Se nismo zaznali. Proti eritromicinu sta bila odporna 2 izolata (6,4 %), proti
klindamicinu 1 (3,2 %), proti ciprofloksacinu 2 (6,4 %). Nismo zaznali odpornih sevov
proti linezolidu in TMP-SMX. Rasti nismo zaznali pri 9-11 izolatih (29,1-35,5%).

Po 6-urni inkubaciji je bilo 26 (83,9 %) izolatov odpornih proti cefoksitinu. Proti

eritromicinu sta bila odporna 2 izolata (6,4 %), proti klindamicinu 1 (3,2 %), proti
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ciprofloksacinu 4 (12,9 %). Za linezolid in TMP-SMX je bilo vseh 31 (100 %) izolatov
obcutljivih.

Po 7-urni inkubaciji je bilo 18 (58,1 %) izolatov odpornih proti cefoksitinu. Proti
eritromicinu sta bila odporna 2 izolata (6,4 %), proti klindamicinu 1 (3,2 %) ter proti
ciprofloksacinu 4 (12,9 %). Za linezolid in TMP-SMX je bilo vseh 31 (100 %) izolatov
ob¢utljivih.

Po 18-urni inkubaciji in gostoti bakterjske suspenzije 2,0 McF smo dobili enake rezultate
testiranja obcutljivosti 31 bakterijskih izolatov S. aureus za izbrane antibiotike kot pri

standardiziranem disk difuzijskem testu.
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Preglednica 11: Stevilo in delezi bakterije S. aureus ob¢utljivih, zmerno odpornih in odpornih proti izbranim
antibiotikom. Rezultati modificiranega disk difuzijskega testa z gostoto bakterijske suspenzije 2,0 McF po 5-
, 6-, 7- in 18-urni inkubaciji.

Cas Antibiotik Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo
inkubacije testiranih (%) (%) (%) (%)
izolatov S [ R N
5h
Cefoksitin 31 1(3,2) 0 (0) 20 (64,5) 10 (32,3)
Eritromicin 31 3(9,7) 17 (54,8) 2 (6,4) 9 (29,1)
Klindamicin 31 15 (48,4) 4(12,9) 1(3,2) 11 (35,5)
Linezolid 31 21 (67,7) 0 (0) 0 (0) 10 (32,3)
Ciprofloksacin 31 1(3,2) 17 (54,9) 2 (6,4) 11 (35,5)
TMP-SMX 31 21 (67,7) 0(0) 0(0) 10 (32,3)
6 h
Cefoksitin 31 5 (16,1) 0 (0) 26 (83,9) 0 (0)
Eritromicin 31 12 (38,7) 17 (54,9) 2 (6,4) 0 (0)
Klindamicin 31 27 (87,1) 3(9,7) 1(3,2) 0 (0)
Linezolid 31 31 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Ciprofloksacin 31 5 (16,1) 22 (71) 4(12,9) 0 (0)
TMP-SMX 31 31 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
7h
Cefoksitin 31 13 (41,9) 0 (0) 18 (58,1) 0 (0)
Eritromicin 31 20 (64,5) 9 (29,1) 2 (6,4) 0 (0)
Klindamicin 31 30 (96,8) 0 (0) 1(3,2) 0 (0)
Linezolid 31 31 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Ciprofloksacin 31 17 (54,9) 10 (32,3) 4(12,9) 0 (0)
TMP-SMX 31 31 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
18 h
Cefoksitin 31 28 (90,3) 0 (0) 3(9,7) 0 (0)
Eritromicin 31 28 (90,3) 0 (0) 3(9,7) 0 (0)
Klindamicin 31 30 (96,7) 0 (0) 1(3,3) 0 (0)
Linezolid 31 31 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Ciprofloksacin 31 25 (80,6) 2 (6,5) 4(12,9) 0 (0)
TMP-SMX 31 31 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

TMP-SMX - trimetoprim-sulfametoksazol, S — ob¢utljiv, I — zmerno odporen, R — odporen, N — ni zaznane
rasti

Iz preglednice 12 je razvidno, da je pri gostoti bakterijske suspenzije 4,0 McF in 5-urni
inkubaciji bilo 29 (93,6 %) izolatov odpornih proti cefoksitinu, pri 2 (6,4 %) izolatih rasti
Se nismo zaznali. Proti eritromicinu sta bila odporna 2 izolata (6,4 %), proti klindamicinu 1
(3,2 %), proti ciprofloksacinu 3 (9,7 %). Proti linezolidu in TMP-SMX nismo zaznali

odpornih sevov. Rasti nismo zaznali pri 2-4 izolatih (6,4-12,9%).

Po 6-urni inkubaciji je bilo 28 (90,3 %) izolatov odpornih proti cefoksitinu. Proti

eritromicinu sta bila odporna 2 (6,4 %) izolata. Proti klindamicinu je bil odporen 1 izolat
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(3,2 %), proti ciprofloksacinu 4 (12,9 %). Za linezolid in TMP-SMX je bilo vseh 31 (100

%) izolatov obcutljivih.

Po 7-urni inkubaciji je bilo 15 (48,4 %) izolatov odpornih proti cefoksitinu. Proti
eritromicinu so bili odporni 3 izolati (9,7 %), proti klindamicinu 1 (3,2 %), proti
ciprofloksacinu 4 (12,9 %). Za linezolid in TMP-SMX je bilo vseh 31 (100 %) izolatov
obcutljivih.

Po 18-urni inkubaciji in gostoti bakterjske suspenzije 4,0 McF smo dobili enake rezultate
testiranja obcutljivosti 31 bakterijskih izolatov S. aureus za izbrane antibiotike kot pri

standardiziranem disk difuzijskem testu.
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Preglednica 12: Stevilo in delezi bakterije S. aureus ob¢utljivih, zmerno odpornih in odpornih proti izbranim
antibiotikom. Rezultati modificiranega disk difuzijskega testa z gostoto bakterijske suspenzije 4,0 McF po 5-
, 6-, 7- in 18-urni inkubaciji.

Cas Antibiotik Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo
inkubacije testiranih (%) (%) (%) (%)
izolatov S I R N
5h
Cefoksitin 31 0 (0) 0 (0) 29 (93,6) 2 (6,4)
Eritromicin 31 7 (22,6) 20 (64,5) 2(6,4) 2 (6,4)
Klindamicin 31 18 (58,1) 9 (29) 1(3,2) 3(9,7)
Linezolid 31 28 (90,3) 0 (0) 0 (0) 3(9,7)
Ciprofloksacin 31 1(3,2) 23 (74,2) 3(9,7) 4 (12,9)
TMP-SMX 31 28 (90,3) 0 (0) 0 (0) 3(9,7)
6 h
Cefoksitin 31 3(9,7) 0 (0) 28 (90,3) 0 (0)
Eritromicin 31 21 (76,8) 8 (25,8) 2 (6,4) 0(0)
Klindamicin 31 30 (96,8) 0 (0) 1(3,2) 0 (0)
Linezolid 31 31 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Ciprofloksacin 31 4(12,9) 23 (74,2) 4(12,9) 0(0)
TMP-SMX 31 31 (100) 0 (0) 0 (0) 0(0)
7h
Cefoksitin 31 16 (51,6) 0 (0) 15 (48,4) 0 (0)
Eritromicin 31 27 (87,1) 1(3,2) 3(9,7) 0(0)
Klindamicin 31 30 (96,8) 0 (0) 1(3,2) 0(0)
Linezolid 31 31 (100) 0 (0) 0 (0) 0(0)
Ciprofloksacin 31 22 (71) 5 (16,1) 4(12,9) 0(0)
TMP-SMX 31 31 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
18 h
Cefoksitin 31 28 (90,3) 0 (0) 3(9,7) 0(0)
Eritromicin 31 28 (90,3) 0 (0) 3(9,7) 0(0)
Klindamicin 31 30 (96,7) 0 (0) 1(3,3) 0 (0)
Linezolid 31 31 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Ciprofloksacin 31 25 (80,6) 2 (6,5) 4(12,9) 0(0)
TMP-SMX 31 31 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

TMP-SMX - trimetoprim-sulfametoksazol, S — obcutljiv, I — zmerno odporen, R — odporen, N — ni zaznane
rasti

44  REZULTATI TESTIRANJA OBCUTLJIVOSTI KLINICNIH IZOLATOV
BAKTERIE S. pneumoniae ZA IZBRANE ANTIBIOTIKE

V preglednici 13 so predstavljeni rezultati standardiziranega in modificiranega disk
difuzijskega testa obcutljivosti (razlicne gostote bakterijske suspenzije in razli¢ni Casi

inkubacije) klini¢nih izolatov bakterije S. pneumoniae za izbrane antibiotike.

Iz preglednice 13 je razvidno, da pri gostoti bakterijske suspenzije 0,5 McF in 6-urni

inkubaciji nismo zaznali odpornih izolatov proti oksacilinu, pri 24 (75 %) izolatih rasti Se
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nismo zaznali. Proti eritromicinu je bil odporen 1 izolat (3,1 %), proti TMP-SMX pa 2 (6,3
%). Proti klindamicinu in moksifloksacinu nismo zaznali odpornih sevov. Rasti nismo

zaznali pri 24 izolatih (75 %) pri vseh antibiotikih.

Po 7-urni inkubaciji je bilo 5 (15,6 %) izolatov odpornih proti oksacilinu, pri 14 (43,8 %)
izolatih rasti Se nismo zaznali. Proti eritromicinu je bilo odpornih 6 izolatov (18,7 %), proti
klindamicinu 5 (15,6 %), proti TMP-SMX 5 (15,6 %). Proti moksifloksacinu nismo zaznali
odpornih izolatov. Rasti nismo zaznali pri 14-15 izolatih (43,8-46,9 %) pri vseh
antibiotikih.

Iz preglednice 13 je prav tako razvidno, da je bilo pri testiranju obcutljivosti 32
bakterijskih izolatov S. pneumoniae za izbrane antibiotike s standardiziranim disk
difuzijskim testom (bakterijska suspenzija 0,5 McF in 24-urna inkubacija) 9 (28,1 %)
izolatov odpornih proti oksacilinu. Proti eritromicinu je bilo odpornih 7 (21,9 %) izolatov.
Proti klindamicinu je bilo odpornih 5 (15,6 %) izolatov. Za moksifloksacin je bilo vseh 31
(100 %) izolatov ob¢utljivih. Proti TMP-SMX je bilo odpornih 7 (21,9 %) izolatov.
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Preglednica 13: Stevilo in delezi bakterije S. pneumoniae obé&utljivih, zmerno odpornih in odpornih proti
izbranim antibiotikom. Rezultati modificiranega disk difuzijskega test z gostoto bakterijske suspenzije 0,5
McF po 6- in 7-urni inkubaciji ter standardiziranega disk difuzijskega test z gostoto bakterijske suspenzije
0,5 McF po 24-urni inkubaciji.

Gas - Ste_zvilq Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo
inkubacije Antibiotik tfestlranlh (%) (%) (%) (%)
izolatov S | R N
6h
Oksacilin 32 8 (25) 0(0) 0 (0) 24 (75)
Eritromicin 32 7(21,9) 0 (0) 1(3,1) 24 (75)
Klindamicin 32 8 (25) 0(0) 0(0) 24 (75)
Moksifloksacin 32 8 (25) 0 (0) 0(0) 24 (75)
TMP-SMX 32 5 (15,6) 1(3,1) 2 (6,3) 24 (75)
7h
Oksacilin 32 13 (40,6) 0 (0) 5 (15,6) 14 (43,8)
Eritromicin 32 12 (37,5) 0 (0) 6 (18,7) 14 (43,8)
Klindamicin 32 13 (40,6) 0 (0) 5 (15,6) 14 (43,8)
Moksifloksacin 32 18 (56,3) 0 (0) 0 (0) 14 (43,8)
TMP-SMX 32 11 (34,4) 1(3,1) 5 (15,6) 15 (46,9)

TMP-SMX, trimetoprim-sulfametoksazol, S — ob¢utljiv, I — zmerno odporen, R — odporen, N — ni zaznane
rasti, zelena rezultati standardiziranega disk difuzijskega testa

Iz preglednice 14 je razvidno, da je bil pri gostoti bakterijske suspenzije 1,0 McF in 6-urni
inkubaciji 1 (3,1 %) izolat odporen proti oksacilinu, pri 21 (65,6 %) izolatih rasti Se nismo
zaznali. Proti eritromicinu je bil odporen 1 izolat (3,1 %), proti TMP-SMX 3 (9,4 %). Proti
klindamicinu in moksifloksacinu nismo zaznali odpornih izolatov. Rasti nismo zaznali pri
21 izolatih (65,6 %) pri vseh antibiotikih.

Po 7-urni inkubaciji je bilo 6 (18,7 %) izolatov odpornih proti oksacilinu, pri 11 (34,4 %)
izolatih rasti Se nismo zaznali. Proti eritromicinu je bilo odpornih 6 izolatov (18,7 %), proti
klindamicinu 5 (15,6 %), proti TMP-SMX 6 (18,7 %). Proti moksifloksacinu nismo zaznali

odpornih izolatov. Pri 11 (34,4 %) izolatih Se nismo zaznali rasti pri vseh antibiotikih.

Po 24-urni inkubaciji in gostoti bakterijske suspenzije 1,0 McF smo dobili enake rezultate
testiranja obcutljivosti 32 bakterijskih izolatov S. pneumoniae za izbrane antibiotike kot pri

standardiziranem disk difuzijskem testu.
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Preglednica 14: Stevilo in delezi bakterije S. pneumoniae ob&utljivih, zmerno odpornih in odpornih proti
izbranim antibiotikom. Rezultati modificiranega disk difuzijskega test z gostoto bakterijske suspenzije 1,0
McF po 6-,7- in 24-urni inkubaciji.

Cas Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo
inkubacije Antibiotik testiranih (%) (%) (%) (%)
izolatov S [ R N
6h
Oksacilin 32 10 (31,3) 0(0) 1(3,1) 21 (65,6)
Eritromicin 32 10 (31.3) 0 (0) 1(3,1) 21 (65,6)
Klindamicin 32 11 (34,4) 0 (0) 0 (0) 21 (65,6)
Moksifloksacin 32 11 (34,4) 0 (0) 0(0) 21 (65,6)
TMP-SMX 32 8 (25) 0(0) 3(9,4) 21 (65,6)
7h
Oksacilin 32 15 (46,9) 0(0) 6 (18,7) 11 (34,4)
Eritromicin 32 15 (46,9) 0(0) 6 (18,7) 11 (34,4)
Klindamicin 32 16 (50) 0(0) 5 (15,6) 11 (34,4)
Moksifloksacin 32 21 (65,6) 0(0) 0(0) 11 (34,4)
TMP-SMX 32 14 (43,8) 1(3,1) 6 (18,7) 11 (34,4)
24 h
Oksacilin 32 23(71,9) 0(0) 9(28,1) 0 (0)
Eritromicin 32 25 (78,1) 0(0) 7(21,9) 0 (0)
Klindamicin 32 27 (84,4) 0 (0) 5 (15,6) 0 (0)
Moksifloksacin 32 32 (100) 0(0) 0(0) 0 (0)
TMP-SMX 32 24 (75) 1(3,1) 7 (21,9) 0 (0)

TMP-SMX, trimetoprim-sulfametoksazol, S — obcutljiv, I — zmerno odporen, R — odporen, N — ni zaznane
rasti

Iz preglednice 15 je razvidno, da so pri gostoti bakterijske suspenzije 2,0 McF in 6-urni
inkubaciji 4 (12,5 %) izolati odporni proti oksacilinu, pri 16 (50 %) izolatih rasti Se nismo
zaznali. Proti eritromicinu je bilo odpornih 5 izolatov (15,6 %), proti klindamicinu 4 (12,5
%)in proti TMP-SMX 5 (15,6%). Proti moksifloksacinu nismo zaznali odpornih sevov.Pri

16 (50 %) izolatih tudi Se nismo zaznali rasti pri vseh antibiotikih.

Po 7-urni inkubaciji je bilo 6 (18,7 %) izolatov odpornih proti oksacilinu, pri 8 (25 %)
izolatih rasti Se nismo zaznali. Proti eritromicinu je bilo odpornih 6 izolatov (18,7 %), proti
klindamicinu 5 (15,6 %), proti TMP-SMX 6 (18,7 %). Proti moksifloksacinu nismo zaznali

odpornih izolatov. Pri 8 izolatih (25 %) tudi Se nismo zaznali rasti pri vseh antibiotikih.

Po 24-urni inkubaciji in gostoti bakterijske suspenzije 2,0 McF smo dobili enake rezultate
testiranja obcutljivosti 32 bakterijskih izolatov S. pneumoniae za izbrane antibiotike kot pri

standardiziranem disk difuzijskem testu.
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Preglednica 15: Stevilo in delezi bakterije S. pneumoniae ob&utljivih, zmerno odpornih in odpornih proti
izbranim antibiotikom. Rezultati modificiranega disk difuzijskega test z gostoto bakterijske suspenzije 2,0
McF po 6-,7- in 24-urni inkubaciji.

Cas Stevilo Stevilo (%) Stevilo Stevilo Stevilo
. . Antibiotik testiranih (%) (%) (%)
inkubacije - S
izolatov [ R N
6h
Oksacilin 32 12 (37,5) 0(0) 4 (12,5) 16 (50)
Eritromicin 32 11 (34,4) 0 (0) 5 (15,6) 16 (50)
Klindamicin 32 12 (37,5) 0 (0) 4 (12,5) 16 (50)
Moksifloksacin 32 16 (50) 0(0) 0 (0) 16 (50)
TMP-SMX 32 10 (31,3) 1(3,1) 5 (15,6) 16 (50)
7h
Oksacilin 32 18 (56,3) 0 (0) 6 (18,7) 8 (25)
Eritromicin 32 18 (56,3) 0(0) 6 (18,7) 8 (25)
Klindamicin 32 19 (59,4) 0 (0) 5 (15,6) 8 (25)
Moksifloksacin 32 24 (75) 0(0) 0(0) 8 (25)
TMP-SMX 32 17 (53,2) 1(3,1) 6 (18,7) 8 (25)
24 h
Oksacilin 32 23(71,9) 0(0) 9(28,1) 0 (0)
Eritromicin 32 25 (78,1) 0(0) 7(21,9) 0 (0)
Klindamicin 32 27 (84,4) 0(0) 5 (15,6) 0 (0)
Moksifloksacin 32 32 (100) 0(0) 0(0) 0 (0)
TMP-SMX 32 24 (75) 1(3,1) 7 (21,9) 0 (0)

TMP-SMX, trimetoprim-sulfametoksazol, S — ob¢utljiv, I — zmerno odporen, R — odporen, N — ni zaznane
rasti

Iz preglednice 16 je razvidno, da je bilo pri gostoti bakterijske suspenzije 4,0 McF in 6-
urni inkubaciji 5 (15,6 %) izolatov odpornih proti oksacilinu, pri 15 (46,9 %) izolatih rasti
Se nismo zaznali. Proti eritromicinu je bilo odpornih 6 izolatov (18,7 %), proti
klindamicinu 5 (15,6 %) in proti TMP-SMX 5 (15,6 %). Proti moksifloksacinu nismo
zaznali odpornih izolatov. Pri 15 izolatih (46,9 %) tudi Se nismo zaznali rasti pri vseh
antibiotikih.

Po 7-urni inkubaciji je bilo 6 (18,7 %) izolatov odpornih proti oksacilinu, pri 7 (21,9 %)
izolatih rasti Se nismo zaznali. Proti eritromicinu je bilo odpornih 6 izolatov (18,7 %), proti
klindamicinu 5 (15,6 %) in proti TMP-SMX 6 (18,7 %). Proti moksifloksacinu nismo
zaznali odpornih izolatov. Pri 7 (21,9 %) izolatih tudi Se nismo zaznali rasti.

Po 24-urni inkubaciji in gostoti bakterijske suspenzije 4,0 McF smo dobili enake rezultate
testiranja obcutljivosti 32 bakterijskih izolatov S. pneumoniae za izbrane antibiotike kot pri

standardiziranem disk difuzijskem testu.
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Preglednica 16: Stevilo in delezi bakterije S. pneumoniae ob&utljivih, zmerno odpornih in odpornih proti
izbranim antibiotikom. Rezultati modificiranega disk difuzijskega test z gostoto bakterijske suspenzije 4,0
McF po 6-,7- in 24-urni inkubaciji.

Gas Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo Stevilo
inkubacije Antibiotik testiranih (%) (%) (%) (%)
izolatov S [ R N
6h
Oksacilin 32 12 (37,5) 0 (0) 5 (15,6) 15 (46,9)
Eritromicin 32 11 (34,4) 0(0) 6 (18,7) 15 (46,9)
Klindamicin 32 12 (37,5) 0(0) 5 (15,6) 15 (46,9)
Moksifloksacin 32 17 (53,1) 0 (0) 0(0) 15 (46,9)
TMP-SMX 32 11 (34,4) 1(3,1) 5 (15,6) 15 (46,9)
7h
Oksacilin 32 19 (59,4) 0(0) 6 (18,7) 7(21,9)
Eritromicin 32 19 (59,4) 0(0) 6 (18,7) 7(21,9)
Klindamicin 32 20 (62,5) 0(0) 5 (15,6) 7(21,9)
Moksifloksacin 32 25 (78,1) 0(0) 0(0) 7(21,9)
TMP-SMX 32 18 (56,3) 1(3,1) 6 (18,7) 7(21,9)
24 h
Oksacilin 32 23 (71,9) 0(0) 9(28,1) 0(0)
Eritromicin 32 25 (78,1) 0(0) 7(21,9) 0 (0)
Klindamicin 32 27 (84,4) 0(0) 5 (15,6) 0(0)
Moksifloksacin 32 32 (100) 0(0) 0(0) 0 (0)
TMP-SMX 32 24 (75) 1(3,1) 7(21,9) 0 (0)

TMP-SMX, trimetoprim-sulfametoksazol, S — ob¢utljiv, I — zmerno odporen, R — odporen, N — ni zaznane
rasti

45 PRIMERJAVA REZULTATOV MODIFICIRANEGA DISK DIFUZIJISKEGA
TESTA OBCUTLJIVOSTI KLINICNIH IZOLATOV BAKTERIJE S. aureus S
STANDARDIZIRANIM TESTOM

Obcutljivost klini¢nih izolatov bakterije S. aureus smo testirali s standardiziranim disk
difuzijskim testom (gostota bakterijskih suspenzij 0,5 McF po 18 — urni inkubaciji) in z
modificiranim disk difuzijskim testom, pri katerem smo spreminjali gostote bakterijskih
suspenzij (0,5 McF, 1,0 McF, 2,0 McF in 4,0 McF) ter ¢as inkubacije (5 h, 6 h in 7 h).

Dobljene rezultate smo primerjali med seboj.

Primerjava rezultatov standardiziranega disk difuzijskega testa in modificiranega disk
difuzijskega testa z gostoto bakterijske suspenzije 0,5 McF po 5-urni inkubaciji
(preglednica 17) je pokazala najniZje ujemanje obcutljivosti za eritromicin (3,2 %) in
najvisje ujemanje za linezolid (38,7 %) ter TMP-SMX (38,7 %). Po 6-urni inkubaciji je

bilo najnizje ujemanje rezultatov obcutljivosti za cefoksitin (22,6 %) in eritromicin (22,6
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%) ter najvisje za linezolid (70,9 %). Po 7-urni inkubaciji je bilo najnizje ujemanje

rezultatov obcutljivosti za cefoksitin (32,3 %) in najviSje za linezolid (96,8 %).

Preglednica 17: Ujemanje rezultatov modificiranega disk difuzijskega testa obcutljivosti bakterije S. aureus
(gostota bakterijske suspenzije 0,5 McF po 5-, 6- in 7-urni inkubaciji) s standardiziranim testom.

Stevilo izolatov (% od vseh) Stevilo
_ Cas B Antibiotik Testirano z S I R ujemajocih
inkubacije obema (pri obeh (pri obeh (pri obeh rezultatov
testoma testih) testih) testih) (%)
5h
Cefoksitin 31 (100) 1(3,2) 0(0) 3(9,7) 4 (12,9)
Eritromicin 31 (100) 1(3,2) 0(0) 0(0) 1(3,2)
Klindamicin 31 (100) 3(9,7) 0(0) 0(0) 3(9,7)
Linezolid 31 (100) 12 (38,7) 0(0) 0(0) 12 (38,7)
Ciprofloksacin 31 (100) 0 (0) 2 (6,5) 0(0) 2 (6,5)
TMP-SMX 31 (100) 12 (38,7) 0(0) 0(0) 12 (38,7)
6h
Cefoksitin 31 (100) 4(12,9) 0(0) 3(9,7) 7(22,6)
Eritromicin 31 (100) 7(22,6) 0(0) 0(0) 7(22,6)
Klindamicin 31 (100) 17 (54,8) 0(0) 0(0) 17 (54,8)
Linezolid 31 (100) 22 (70,9) 0(0) 0(0) 22 (70,9)
Ciprofloksacin 31 (100) 3(9,7) 2 (6,5) 13,2 3(9,7)
TMP-SMX 31 (100) 21 (67,1) 0(0) 0(0) 21 (67,1)
7h
Cefoksitin 31 (100) 7(22,6) 0(0) 3(9,7) 10 (32,3)
Eritromicin 31 (100) 16 (51,6) 0(0) 2 (6,5) 17 (54,8)
Klindamicin 31 (100) 26 (83,9) 0(0) 1(3,2) 27 (87,1)
Linezolid 31 (100) 30 (96,8) 0(0) 0(0) 30 (96,8)
Ciprofloksacin 31 (100) 12 (38,7) 2 (6,5) 1(3,2) 15 (48,4)
TMP-SMX 31 (100) 29 (93,3 0(0) 0(0) 29 (93,3

TMP-SMX, trimetoprim-sulfametoksazol, S — obcutljiv, I — zmerno odporen, R - odporen

Primerjava rezultatov standardiziranega disk difuzijskega testa in modificiranega disk
difuzijskega testa z gostoto bakterijske suspenzije 1,0 McF po 5-urni inkubaciji
(preglednica 18) je pokazala najnizje ujemanje obcutljivosti za eritromicin (9,7 %) in
ciprofloksacin (9,7 %) ter najvisje ujemanje za linezolid (45,2 %) in TMP-SMX (45,2 %).
Po 6-urni inkubaciji je bilo najnizje ujemanje razultatov obcutljivosti za cefoksitin (32,3
%) in najvisje za linezolid (87,1 %) ter TMP-SMX (87,1 %). Po 7-urni inkubaciji je bilo
najnizje ujemanje rezultatov obcutljivosti za cefoksitin (41,9 %) in najviSje za linezolid
(96,8 %) ter TMP-SMX (96,8 %).
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Preglednica 18: Ujemanje rezultatov modificiranega disk difuzijskega testa obcutljivosti bakterije S. aureus
(gostota bakterijske suspenzije 1,0 McF po 5-, 6- in 7-urni inkubaciji) s standardiziranim testom.

] Stevilo izolatov (% od vseh) Stevilo
Cas I Testirano z S I R ujemajocih
inkubacije Antibiotik obema (pri obeh (pri obeh (pri obeh rezultatov
testoma testih) testih) testih) (%)
5h
Cefoksitin 31 (100) 1(3,2) 0(0) 3(9,7) 4(12,9)
Eritromicin 31 (100) 2 (6,5) 0(0) 1(3,2) 3(9,7)
Klindamicin 31 (100) 12 (38,7) 0(0) 0(0) 12 (38,7)
Linezolid 31 (100) 14 (45,2) 0(0) 0(0) 14 (45,2)
Ciprofloksacin 31 (100) 1(3,2) 2 (6,5) 0(0) 3(9,7)
TMP-SMX 31 (100) 14 (45,2) 0(0) 0(0) 14 (45,2)
6h
Cefoksitin 31 (100) 7 (22,6) 0(0) 3(9,7) 10 (32,3)
Eritromicin 31 (100) 11 (35,5) 0(0) 2 (6,5) 13 (41,9)
Klindamicin 31 (100) 22 (71) 0(0) 1(3,3) 23 (74,2)
Linezolid 31 (100) 27 (87,1) 0(0) 0(0) 27 (87,1)
Ciprofloksacin 31 (100) 4(12,9) 2 (6,5) 2 (6,5) 8 (25,8)
TMP-SMX 31 (100) 27 (87,1) 0(0) 0(0) 27 (87,1)
7h
Cefoksitin 31 (100) 10 (32,3) 0(0) 3(9,7) 13 (41,9)
Eritromicin 31 (100) 21 (76,7) 0(0) 2 (6,5) 23 (74,2)
Klindamicin 31 (100) 28 (90,4) 0(0) 1(3,3) 29 (93,5)
Linezolid 31 (100) 30 (96,8) 0(0) 0(0) 30 (96,8)
Ciprofloksacin 31 (100) 12 (38,7) 2 (6,5) 2 (6,5) 14 (45,2)
TMP-SMX 31 (100) 30 (96,8) 0(0) 0(0) 30 (96,8)

TMP-SMX, trimetoprim-sulfametoksazol, S — obcutljiv, I — zmerno odporen, R - odporen

Primerjava rezultatov standardiziranega disk difuzijskega testa in modificiranega disk
difuzijskega testa z gostoto bakterijske suspenzije 2,0 McF po 5-urni inkubaciji
(preglednica 19) je pokazala najnizje ujemanje obcutljivosti za cefoksitin (12,9 %) in
najvisje za linezolid (67,7 %) ter TMP-SMX (67,7 %). Po 6-urni inkubaciji je bilo najnizje
ujemanje rezultatov obcutljivosti za cefoksitin (25,8 %) in 100 % ujemanje za linezolid in
TMP-SMX. Po 7-urni inkubaciji je bilo najnizje ujemanje rezultatov obcutljivosti za
cefoksitin (51,6 %) in 100 % ujemanje za linezolid in TMP-SMX.
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Preglednica 19: Ujemanje rezultatov modificiranega disk difuzijskega testa obcutljivosti bakterije S. aureus
(gostota bakterijske suspenzije 2,0 McF po 5-, 6- in 7-urni inkubaciji) s standardiziranim testom.

] Stevilo izolatov (% od vseh) Stevilo
Cas o Testirano z S I R ujemajocih
inkubacije Antibiotik obema (pri obeh (pri obeh (pri obeh rezultatov
testoma testih) testih) testih) (%)

5h
Cefoksitin 31 (100) 1(3,2) 0(0) 3(9,7) 4(12,9)
Eritromicin 31 (100) 3(9,7) 0(0) 3(9,7) 6 (19,4)
Klindamicin 31 (100) 15 (48,4) 0(0) 1(3,3) 16 (51,6)
Linezolid 31 (100) 21(67,7) 0(0) 0(0) 21 (67,7)
Ciprofloksacin 31 (100) 1(3,2) 2 (6,5) 2 (6,5) 5(16,1)
TMP-SMX 31 (100) 21 (67,7) 0(0) 0(0) 21 (67,7)

6h
Cefoksitin 31 (100) 5(16,1) 0(0) 3(9,7) 8 (25,8)
Eritromicin 31 (100) 12 (38,7) 0(0) 2 (6,4) 14 (45,2)
Klindamicin 31 (100) 27 (87,1) 0(0) 1(3,2) 28 (90,3)
Linezolid 31 (100) 31 (100) 0(0) 0(0) 31 (100)
Ciprofloksacin 31 (100) 5(16,1) 2 (6,5) 4 (12,9) 11 (35,5)
TMP-SMX 31 (100) 31 (100) 0 (0) 0 (0) 31 (100)

7h
Cefoksitin 31 (100) 13 (41,9) 0(0) 3(9,7) 16 (51,6)
Eritromicin 31 (100) 20 (64,5) 0(0) 2 (6,4) 22 (71)
Klindamicin 31 (100) 30 (96,8) 0(0) 1(3,2) 31 (100)
Linezolid 31 (100) 31 (100) 0(0) 0(0) 31 (100)
Ciprofloksacin 31 (100) 17 (54,9) 2 (6,5) 4 (12,9) 21 (67,7)
TMP-SMX 31 (100) 31 (100) 0 (0) 0 (0) 31 (100)

TMP-SMX — trimetoprim-sulfametoksazol, S — ob¢utljiv, I — zmerno odporen, R - odporen

Primerjava rezultatov standardiziranega disk difuzijskega testa in modificiranega disk
difuzijskega testa z gostoto bakterijske suspenzije 4,0 McF po 5-urni inkubaciji
(preglednica 20) je pokazala najnizje ujemanje obcutljivosti za cefoksitin (9,7 %) in
najvisje za linezolid (90,3 %) ter TMP-SMX (90,3 %). Po 6-urni inkubaciji je bilo najnizje
ujemanje rezultatov obcutljivosti za cefoksitin (19,4 %) in 100 % za linezolid ter TMP-
SMX. Po 7-urni inkubaciji je bilo najnizje ujemanje rezultatov obcutljivosti za cefoksitin
(61,3 %) in 100 % za linezolid ter TMP-SMX.




61

Klep D. Vpliv razliénih gostot bakterijskih suspenzij in razliénih ¢asov inkubacije ... pri bakterijah S. pneumoniae in S. aureus.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medodd. Studija mikrobiologije, 2014

Preglednica 20: Ujemanje rezultatov modificiranega disk difuzijskega testa obcutljivosti bakterije S. aureus
(gostota bakterijske suspenzije 4,0 McF po 5-, 6- in 7-urni inkubaciji) s standardiziranim testom.

] Stevilo izolatov (% od vseh) Stevilo
Cas I Testirano z S I R ujemajocih
inkubacije Antibiotik obema (pri obeh (pri obeh (pri obeh rezultatov
testoma testih) testih) testih) (%)
5h
Cefoksitin 31 (100) 0(0) 0(0) 3(9,7) 3(9,7)
Eritromicin 31 (100) 7 (22,6) 0(0) 2 (6,4) 9 (29)
Klindamicin 31 (100) 18 (58,1) 0(0) 1(3,2) 19 (61,3)
Linezolid 31 (100) 28 (90,3) 0(0) 0(0) 28 (90,3)
Ciprofloksacin 31 (100) 1(3,2) 2 (6,5) 3(9,7) 6 (19,4)
TMP-SMX 31 (100) 28 (90,3) 0(0) 0(0) 28 (90.3)
6h
Cefoksitin 31 (100) 3(9,7) 0(0) 3(9,7) 6 (19,4)
Eritromicin 31 (100) 21 (76,8) 0(0) 2 (6,4) 23 (74,2)
Klindamicin 31 (100) 30 (96,8) 0(0) 1(3,2) 31 (100)
Linezolid 31 (100) 31 (100) 0(0) 0(0) 31 (100)
Ciprofloksacin 31 (100) 4(12,9) 2 (6,5) 4(12,9) 10 (32,3)
TMP-SMX 31 (100) 31 (100) 0(0) 0(0) 31 (100)
7h
Cefoksitin 31 (100) 16 (51,6) 0(0) 3(9,7) 19 (61,3)
Eritromicin 31 (100) 27 (87,1) 0(0) 3(9,7) 30 (96,8)
Klindamicin 31 (100) 30 (96,8) 0(0) 1(3,2) 31 (100)
Linezolid 31 (100) 31 (100) 0(0) 0(0) 31 (100)
Ciprofloksacin 31 (100) 22 (71) 2 (6,5) 4(12,9) 28 (90,3)
TMP-SMX 31 (100) 31 (100) 0(0) 0(0) 31 (100)

TMP-SMX - trimetoprim-sulfametoksazol, S — obcutljiv, I — zmerno odporen, R - odporen

46  PRIMERJAVA REZULTATOV MODIFICIRANEGA DISK DIFUZIJISKEGA
TESTA OBCUTLJIVOSTI KLINICNIH IZOLATOV BAKTERIJE S. pneumoniae S
STANDARDIZIRANIM TESTOM

Obcutljivost klini¢nih izolatov bakterije S. pneumoniae smo testirali s standardiziranim
disk difuzijskim tastom (gostota bakterijskih suspenzij 0,5 McF po 24-urni inkubaciji) in z
modificiranim disk difuzijskim testom, pri katerem smo spreminjali gostote bakterijskih
suspenzij (0,5 McF,1,0 McF, 2,0 McF in 4,0 McF) ter ¢as inkubacije (6 h in 7 h). Dobljene

rezultate smo primerjali med sabo.

Primerjava rezultatov standardiziranega disk difuzijskega testa in modificiranega disk
difuzijskega testa z gostoto bakterijske suspenzije 0,5 McF po 6-urni inkubaciji

(preglednica 21) je pokazala 25 % ujemanje pri vseh antibiotikih. Po 7-urni inkubaciji je
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bilo najnizje ujemanje rezultatov obcutljivosti za TMP-SMX (53,1 %) in 56,3 % za

oksacilin, eritromicin, klindamicin in moksifloksacin.

Preglednica 21: Ujemanje rezultatov modificiranega disk difuzijskega testa obcutljivosti bakterije S.
pneumoniae (gostota bakterijske suspenzije 0,5 McF po 6- in 7-urni inkubaciji) s standardiziranim testom.

Stevilo izolatov (% od vseh) Stevilo
Cas - Antibiotik Testirano z S I R ujemajocih
inkubacije obema (pri obeh (pri obeh (pri obeh rezultatov
testoma testih) testih) testih) (%)
6h
Oksacilin 32 (100) 8 (25) 0(0) 0(0) 8 (25)
Eritromicin 32 (100) 7(21,9) 0(0) 1(3,1) 8 (25)
Klindamicin 32 (100) 8 (25) 0(0) 0(0) 8 (25)
Moksifloksacin 32 (100) 8 (25) 0(0) 0(0) 8 (25)
TMP-SMX 32 (100) 5 (15,6) 1(3,1) 2(6,3) 8 (25)
7h
Oksacilin 32 (100) 13 (40,6) 0(0) 5 (15,6) 18 (56,3)
Eritromicin 32 (100) 12 (37,5) 0(0) 6 (18,7) 18 (56,3)
Klindamicin 32 (100) 13 (40,6) 0(0) 5 (15,6) 18 (56,3)
Moksifloksacin 32 (100) 18 (56,3) 0(0) 0(0) 18 (56,3)
TMP-SMX 32 (100) 11 (34,4) 1(3,1) 5 (15,6) 17 (53,1)

TMP-SMX - trimetoprim-sulfametoksazol, S — obcutljiv, I — zmerno odporen, R - odporen

Primerjava rezultatov standardiziranega disk difuzijskega testa in modificiranega disk

difuzijskega testa z gostoto bakterijske suspenzije 1,0 McF po 6-urni inkubaciji

(preglednica 22) je pokazala 34,4 % za vse testirane antibiotike. Po 7-urni inkubaciji je bilo

ujemanje rezultatov obcutljivosti 65,6 % za vse testirane antibiotike.
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Preglednica 22: Ujemanje rezultatov modificiranega disk difuzijskega testa obcutljivosti bakterije S.
pneumoniae (gostota bakterijske suspenzije 1,0 McF po 6- in 7-urni inkubaciji) s standardiziranim testom.

Stevilo izolatov (% od vseh) Stevilo
Cas I Testirano z S I R ujemajocih
inkubacije Antibiotik obema (pri obeh (pri obeh (pri obeh rezultatov
testoma testih) testih) testih) (%)
6h
Oksacilin 32 (100) 10 (31,3) 0(0) 1(3,1) 11 (34,4)
Eritromicin 32 (100) 10 (31.3) 0(0) 1(3,1) 11 (34,4)
Klindamicin 32 (100) 11 (34,4) 0(0) 0(0) 11 (34,4)
Moksifloksacin 32 (100) 11 (34,4) 0(0) 0(0) 11 (34,4)
TMP-SMX 32 (100) 8 (25) 0(0) 3(9,4) 11 (34,4)
7h
Oksacilin 32 (100) 15 (46,9) 0(0) 6 (18,7) 21 (65,6)
Eritromicin 32 (100) 15 (46,9) 0(0) 6 (18,7) 21 (65,6)
Klindamicin 32 (100) 16 (50) 0(0) 5 (15,6) 21 (65,6)
Moksifloksacin 32 (100) 21 (65,6) 0(0) 0(0) 21 (65,6)
TMP-SMX 32 (100) 14 (43,8) 1(3,1) 6(18,7)  21(65,6)

TMP-SMX - trimetoprim-sulfametoksazol, S — obcutljiv, I — zmerno odporen, R - odporen

Primerjava rezultatv standardiziranega disk difuzijskega testa in modificiranega disk

difuzijskega testa z gostoto bakterijske suspenzije 2,0 McF po 6-urni inkubaciji

(preglednica 23) je pokazala enako ujemanje (50 %) za vse testirane antibiotike. Po 7-urni

inkubaciji je bilo ujemanje rezultatov obcutljivosti 75 % za vse testirane antibiotike.
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Preglednica 23: Ujemanje rezultatov modificiranega disk difuzijskega testa obcutljivosti bakterije S.
pneumoniae (gostota bakterijske suspenzije 2,0 McF po 6- in 7-urni inkubaciji) s standardiziranim testom.

Stevilo izolatov (% od vseh) Stevilo
Cas I Testirano z S I R ujemajocih
inkubacije Antibiotik obema (pri obeh (pri obeh (pri obeh rezultatov
testoma testih) testih) testih) (%)
6h
Oksacilin 32 (100) 12 (37,5) 0(0) 4 (12,5) 16 (50)
Eritromicin 32 (100) 11 (34,4) 0(0) 5 (15,6) 16 (50)
Klindamicin 32 (100) 12 (37,5) 0(0) 4 (12,5) 16 (50)
Moksifloksacin 32 (100) 16 (50) 0(0) 0(0) 16 (50)
TMP-SMX 32 (100) 10 (31,3) 1(3,1) 5 (15,6) 16 (50)
7h
Oksacilin 32 (100) 18 (56,3) 0(0) 6 (18,7) 24 (75)
Eritromicin 32 (100) 18 (56,3) 0(0) 6 (18,7) 24 (75)
Klindamicin 32 (100) 19 (59,4) 0(0) 5 (15,6) 24 (75)
Moksifloksacin 32 (100) 24 (75) 0(0) 0(0) 24 (75)
TMP-SMX 32 (100) 17 (53,2) 1(3,1) 6(18,7) 24 (75)

TMP-SMX - trimetoprim-sulfametoksazol, S — obcutljiv, I — zmerno odporen, R - odporen

Primerjava rezultatov standardiziranega disk difuzijskega testa in modificiranega disk

difuzijskega testa z gostota bakterijske suspenzije 4,0 McF po 6-urni inkubaciji

(preglednica 24) je pokazala 53,1 % ujemanje za vse testirane antibiotike. Po 7-urni

inkubaciji je bilo ujemane rezultatov obcutljivosti 78,1 % za vse testirane antibiotike.

Preglednica 24: Ujemanje rezultatov modificiranega disk difuzijskega testa obcutljivosti bakterije S.
pneumoniae (gostota bakterijske suspenzije 4,0 McF po 6- in 7-urni inkubaciji) s standardiziranim testom.

Stevilo izolatov (% od vseh) Stevilo
Cas I Testirano z S I R ujemajocih
inkubacije Antibiotik obema (pri obeh (pri obeh (pri obeh rezultatov
testoma testih) testih) testih) (%)
6h
Oksacilin 32 (100) 12 (37,5) 0(0) 5 (15,6) 17 (53,1)
Eritromicin 32 (100) 11 (34,4) 0(0) 6 (18,7) 17 (53,1)
Klindamicin 32 (100) 12 (37,5) 0(0) 5 (15,6) 17 (53,1)
Moksifloksacin 32 (100) 17 (53,1) 0(0) 0 (0) 17 (53,1)
TMP-SMX 32 (100) 11 (34,4) 1(3,1) 5 (15,6) 17 (53,1)
7h
Oksacilin 32 (100) 19 (59,4) 0(0) 6 (18,7) 25 (78,1)
Eritromicin 32 (100) 19 (59,4) 0(0) 6 (18,7) 25 (78,1)
Klindamicin 32 (100) 20 (62,5) 0(0) 5 (15,6) 25 (78,1)
Moksifloksacin 32 (100) 25 (78,1) 0(0) 0 (0) 25 (78,1)
TMP-SMX 32 (100) 18 (56,3) 1(3,1) 6 (18,7) 25 (78,1)

TMP-SMX - trimetoprim-sulfametoksazol, S — obcutljiv, I — zmerno odporen, R - odporen
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5 RAZPRAVA

5.1 RAZPRAVA

Bakterija S. aureus povzroéa okuZbe koze, mehkega tkiva, kosti, sklepov, plju¢, CZS in
kolonizira proteze ter katetre. Danes zaradi visoke pojavnosti, obolevnosti in odpornosti
proti antibiotikom predstavlja zdravljenje teh okuzb vedno ve¢ji problem (Bomberberg in
Boyd, 2005).

Bakterija S. pneumoniae je najpogostejSa povzroditeljica zunajbolni$ni¢no pridobljenih
okuzb dihal, ki se ve¢inoma zdravijo izkustveno ter vodilna povzrociteljica obolevnosti in

umrljivosti po vsem svetu (Appelbaum, 2000).

Laboratorijski podatki testiranja obcutljivosti bakterij za antibiotike so obifajno prvo
opozorilo, da se delez odpornih bakterijskih sevov zvisSuje, zato je izredno pomembno
redno testiranje izolatov ter spremljanje novega pojavljanja in Sirjenja odpornih sevov
(Tenover, 2010).

V nasi raziskavi smo ugotovili, da se delez ujemanja rezultatov testiranja obcutljivosti
klini¢nih izolatov bakterije S. aureus med standardiziranim disk difuzijskim testom in
modificiranim disk difuzijskim testom z viSanjem gostote bakterijske suspenzije za izbrane
ujemanja rezultatov pri testiranju obcutljivosti med standardiziranim in modificiranim disk
difuzijskim testom z gostoto bakterijske suspenzije 0,5 McF je bil po 7-urni inkubaciji za
klindamicin 87,1 %, linezolid 96,8 % in TMP-SMX 93,3 %. Pri teh pogojih je bila
bakterijska rast dovolj moc¢na, da smo lahko dolocili rob zaviralne cone in rezultati
obcutljivosti za linezolid in TMP-SMX so primerljivi s standardizirano disk difuzijsko
metodo. Podobne rezultate so dobili tudi Coyle in sod. (1984), ki so izvedli hitro testiranje
obcutljivosti baketrij iz krvnih kultur za antibiotike, pri ¢emer so vzorec iz pozitivnih
krvnih kultur brez predhodnega dolocanja gostote bakterijske suspenzije neposredno
inokulirali in rezultate disk difuzijskega testa od¢itali po 4- in 6-urni inkubaciji. Rezultate

so primerjali s standardiziranim disk difuzijskim testom, ki so ga izvedli po navodilih
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Nacionalnega komiteja za klini¢ne laboratorijske standarde (angl. National Committee for
Clinical Laboratory Standards — NCCLS), zdaj CLSI. Njihova Studija je tako kot naSa
pokazala, da se je z daljSanjem inkubacijskega Casa vecalo ujemanje rezultatov
obcutljivosti med obema metodama. Po 6-urni inkubaciji je bilo v njihovi Studiji ujemanje
rezultatov obcutljivosti med obema metodama za klindamicin 97,2 % in eritromicin 88,7
%. V nasi Studiji smo podobne rezultate (klindamicin 100 %, eritromicin 74,2 %) dobili po
enakem Casu inkubacije in pri gostoti bakterijske suspenzije 4.0 McF. Klugova (1975)
Studija je prav tako pokazala, da se lahko po 4-urni inkubaciji pri 8-60 % izolatov zazna
rast in da je po 6- in 8- urni inkubaciji 89-98 % ujemanje rezultatov obcutljivosti s

standardizirano metodo.

Kljub temu da so rezultati obcutljivosti pri kraj§ih ¢asih inkubacije primerljivi s
standardizirano metodo, hitro testiranje obcutljivosti bakterijskih izolatov za antibiotike v
praksi ni zazivelo. Vzrok temu je dinamika dela v laboratoriju, saj v veini primerov,
razen, ¢e so plosce inokulirane v zacetku delovnega Casa, ni mozno pridobiti rezultatov v
zadovoljivem ¢asu, da bi bili uporabni Se v istem dnevu. Lahko pa se modificirana metoda

uporabi kot dopolnilo k standardni metodi (Turnidge in Bell, 2005).

e

obcutljivosti po 7-urni inkubaciji za klindamicin 93,5 %, linezolid 96,8 % in TMP-SMX
96,8 %. Visja gostota bakterijske suspenzije je omogocila mocnejSo bakterijsko rast in tako
vi§ji delez ujemanja rezultatov obcutljivosti za klindamicin in TMP-SMX ter s tem vecjo
primerljivost s standardizirano disk difuzijsko metodo. Za linezolid je deleZz ujemanja
rezultatov obcutljivosti ostal nespremenjen, kar pomeni, da poviSanje bakterijske
suspenzije na 1 McF ni vplivalo na povecanje ujemanja rezultatov. Acar in Goldstein
(1996) navajata, da so potrebni dodatni pogoji za dobro ujemanje s standardizirano
metodo, in sicer petrijevke predhodno segrete na 37 ° C, gostota bakterijske suspenzije 1,0
MCcF, kar se ujema z naSimi rezultati in dodatek 5 % defibrinirane ovc¢je krvi v MHA za vse

po Gramu pozitivne koke.

Pri gostoti bakterijske suspenzije 2,0 McF je bil visok delez ujemanja rezultatov dosezen
Ze po 6-urni inkubaciji za klindamicin (90,3 %) in linezolid (100 %) ter TMP-SMX (100
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%). 1z teh rezultatov lahko razberemo, da je bila dovolj moc¢na bakterijska rast dosezena ze
pri krajSem ¢asu inkubacije (6 h), vendar pri visji gostoti bakterijske suspenzije (2,0 McF).
Za linezolid in TMP-SMX je ujemanje rezultatov obcutljivosti 100 %, kar pomeni, da sta
metodi primerljivi. Po 7-urni inkubaciji je bilo ujemanje rezultatov obcutljivosti 100 % za
klindamicin, linezolid in TMP-SMX. Pri teh pogojih je bila bakterijska rast dovolj mo¢na,
da smo lahko z gotovostjo dolocili rob zaviralne cone. Rezultati obcutljivosti za te
antibiotike so pod omenjenimi pogoji primerljivi z rezultati standardizirane disk difuzijske

metode.

Pri gostoti bakterijske suspenzije 4,0 McF je bil visok delez ujemanja rezultatov
obcutljivosti dosezen Ze po 5-urni inkubaciji za linezolid (90,3 %) in TMP-SMX (90,3 %).
Ujemanje rezultatov govori v prid primerljivosti z rezultati standardiziranega disk
difuzijskega testa. Po 6-urni inkubaciji je bilo ujemanje rezultatov 100 % za klindamicin,
linezolid ter TMP-SMX. Po 7-urni inkubaciji je bilo visoko ujemanje rezultatov dosezeno
za eritromicin 96,8 % in ciprofloksacin 90,3 % ter 100 % ujemanje za klindamicin,
linezolid, TMP-SMX. Po 6- in 7-urni inkubaciji in gostoti bakterijske suspenzije 4,0 McF
je bila bakterijska rast dovolj moc¢na, da smo lahko z gotovostjo dolo¢ili rob zaviralne cone
za klindamicin, linezolid in TMP-SMX. Ker so se rezultati obcutljivosti 100 % ujemali,
lahko trdimo, da sta metodi primerljivi. Po 7-urni inkubaciji so se bakterije primerno
namnozile tudi pri testiranju obcutljivosti za eritromicin in ciprofloksacin, da smo lahko
dolocili rob zaviralne cone. Rezultati so pokazali, da so rezultati ujemanja za eritromicin in
ciprofloksacin primerljivi s standardizirano disk difuzijsko metodo. ViSja gostota
bakterijske populacije omogo¢i, da se kritiéna meja bakterijske populacije dosez prej kot
pri niZji gostoti bakterijske populacije v enakem ¢asu (Turnidge in Bell, 2005). To smo

pokazali tudi v nasi Studiji.

Pri testiranju obcutljivosti za cefoksitin se je delez ujemanja prav tako z daljSanjem c¢asa
inkubacije in viSjo gostoto bakterijske suspenzije visal, vendar niti po 7-urni inkubaciji in
gostoti bakterijske suspenzije 4,0 McF ni presegel 61,3 % ujemanja z rezultatom
standardiziranega disk difuzijskega testa, zato menimo, da za cefoksitin rezultati niso
primerljivi. Razlog takSnemu neujemanju rezultatov obcutljivosti za cefoksitin bi lahko

bila Sibka rast, zaradi ¢esar ni moc¢ z gotovostjo dolociti roba zaviralne cone.
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Z obema metodama smo testirali tudi referencni sev bakterije S. aureus ATTC 25923, pri
katerem smo ugotovili, da meritve ustrezajo doloCenemu razponu zaviralnih con, ki so

podane v CLSI (2008), zato lahko re¢emo, da smo pravilno izvedli test.

V nasi raziskavi smo prav tako ugotovili, da se delez ujemanja rezultatov testiranja
obcutljivosti klini¢nih izolatov bakterije S. pneumoniae med standardiziranim disk
difuzijskim testom in modificiranim disk difuzijskim testom z viSanjem gostote bakterijske
suspenzije za izbrane antibiotike z daljSanjem Casa inkubacije visa (preglednice 21, 22, 23,
modificiranim disk difuzijskim testom z gostoto bakterijske suspenzije 0,5 McF po 7-urni
inkubaciji je za vse testirane antibiotike enak (56,3 %), razen za TMP-SMX (53,1 %). Pri
gostoti bakterijske suspenzije 1,0 McF je bil pri 7-urni inkubaciji deleZ ujemanja za vse
izbrane antibiotike enak (65,6 %). Pri gostoti bakterijske suspenzije 2,0 McF je bil pri 7-
urni inkubaciji delez ujemanja za vse izbrane antibiotike enak (75 %). Pri gostoti
bakterijske suspenzije 4,0 McF je bil pri 7-urni inkubaciji prav tako delez ujemanja za vse
izbrane antibiotike enak (78,1 %).

Delezi ujemanja rezultatov testiranja obcutljivosti klini¢nih izolatov bakterije S.
pneumoniae med standardiziranim in modificiranim disk difuzijskim testom za izbrane
antibiotike se z viSanjem gostote bakterijske suspenzije in daljSanjem cCasa inkubacije
viSajo, vendar niti pri 7-urni inkubaciji in gostoti bakterijske suspenzije 4,0 McF ne
presezejo 78,1 % ujemanja, zato menimo, da so rezultati obeh testov le pogojno
primerljivi. Taks$ni rezultati so bili pricakovani, saj je bakterija S.pneumoniae zahtevnejsa
za gojenje. Za pridobitev zanesljivejSih rezultatov testiranja obcutljivosti za antibiotike
poterbuje obogateno gojisce, atmosfero z dodanih 5 % CO, in daljsi ¢as inkubacije (18-24
ur), za razliko od hitro rastocih bakterij pri katerih lahko rezultate od¢itamo ze po 16-urni
inkubaciji (Jorgensen in Ferraro, 2000). Zaradi pocasnejSe rasti bakterija potrebuje vec
Casa, da doseze dovolj mocno rast. Prav zaradi tega pa ni mogoce z gotovostjo dolociti
roba zaviralne cone. Za pravilno interpretacijo rezultatov potrebujemo enakomerno rast, ki
omogoca nastanek pravilnih robov zaviralnih con, kar pa je bilo v naSem primeru dosezeno

sy

(4,0 McF).
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Z obema metodama smo testirali tudi referencni sev bakterije S. pneumoniae ATTC 49619,
pri katerem smo ugotovili, da meritve ustrezajo dolo¢enemu razponu zaviralnih con, ki so

podane v CLSI (2008). Ustreznost meritev nam pove, da smo pravilno izvedli test.
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5.2  SKLEPI

e Delezi ujemanja rezultatov testiranja obcutljivosti klini¢nih izolatov bakterij S.
aureus in S. pneumoniae med standardiziranim disk difuzijskim testom in
modificiranim disk difuzijskim testom (gostote bakterijskih suspenzij 0,5 McF, 1,0
McF, 2,0 McF, 4,0 McF in casi inkubacije 5 h, 6 h, 7 h) za izbrane antibiotike se z

viSanjem gostote bakterijske suspenzije in daljSanjem ¢asa inkubacije viSajo.

e Menimo, da je testiranje obcutljivosti za bakterijo S. aureus z modificiranim disk
difuzijskim testom (gostota bakterijske suspenzije 4,0 McF, ¢as inkubacije 7 h)
primeljivo s standardnim disk difuzijskim testom za vse izbrane antibiotike, razen za

cefoxitin, saj se rezultati ujemajo s standardizirano metodo od 90 % do 100 %.

e Delezi ujemanja rezultatov testiranja obcutljivosti 32 klini¢nih izolatov bakterije S.
pneumoniae med standardiziranim in modificiranim disk difuzijskim testom so pri
gostotah bakterijskih suspenzije 4,0 McF ter 7-urni inkubaciji za vse testirane

antibiotike od 75 % do 80 %, zato je modificirana metoda le pogojno primerljiva.

e Vse druge modificirane metode (niZje gostote od 4,0 McF, krajsi ¢asi inkubacije od
7 h) testiranja obcutljivosti za antibiotike za bakterijo S. pneumoniae niso primerljive s

standardizirano metodo in so zato neustrezne za rutinsko uporabo.
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6 POVZETEK

Bakterija S. aureus je pogosta povzrociteljica resnih bolni$ni¢nih in zunajbolni$ni¢no
pridobljenih okuzb. Ima veliko razli¢nih virulentnih dejavnikov, ki ji omogocajo
koloniziranje, izogibanje obrambnim mehanizmom gostitelja in Sirjenje okuzbe. Prav tako
ima ve¢ mehanizmov odpornosti proti antibiotikom, ki zraven visoke pojavnosti in
obolevnosti otezujejo zdravljenje teh okuzb. Bakterija S. pneumoniae (pnevmokok) je
povzrociteljica razli¢nih invazivnih in neinvazivnih okuzb. Povzroca bronhitis, plju¢nico,
vnetje srednjega usesa, sinusitis in meningitis. Stevilni virulentni dejavniki omogo¢ajo
nastanek in Sirjenje okuzb. Mehanizmi odpornosti proti antibiotikom pa oteZujejo
zdravljenje. Kljub novim razpolozljivim antibiotikom in cepivom za zdravljenje in
prepreCevanje pnevmokoknih okuzb je bakterija S. pneumoniae Se vedno vodilna
povzrociteljica obolevnosti in umrljivosti po vsem svetu. V veliko pomo¢ pri zdravljenju
bakterijskih okuzb z antibiotiki so rezultati testiranja obcutljivosti bakterij za antibiotike.
Obicajno so laboratorijski podatki testiranja obcutljivosti bakterij za antibiotike prvo
opozorilo, da se delez odpornih bakterijskih sevov zvisSuje, zato je izredno pomembno

redno testiranje izolatov ter spremljanje novega pojavljanja in Sirjenja odpornih sevov.

Namen dela je bil ugotoviti ali so rezultati testiranja obcutljivosti bakterij S. aureus in S.
pneumoniae za antibiotike s standardiziranim disk difuzijskim testom po navodilih CLSI
primerljivi z rezultati disk difuzijskega testa, ki smo ga modificirali tako, da smo
spremenili gostoto bakterijskih suspenzij in ¢as inkubacije. S standardiziranim disk
difuzijskim testom smo testirali obcutljivost 32 klini¢nih izolatov bakterije S. pneumoniae
za antibiotike oksacilin, eritromocin, klindamicin, moksifloksacin in TMP-SMX ter
obcutljivost 31 klini¢nih izolatov bakterije S. aureus za antibiotike cefoksitin, eritromicin,
klindamicin, linezolid, ciprofloksacin in TMP-SMX ter dobljene rezultate primerjali z
rezultati modificiranega disk difuzijskega testa. Zeleli smo ugotoviti kaksen vpliv imajo
razliéne gostote bakterijskih suspenzij in razli¢ni ¢asi inkubacije na rezultate testiranja
obcutljivosti za antibiotike pri bakterijah S. pneumoniae in S. aureus. Pri¢akovali smo, da
bodo pri visji gostoti bakterijske suspenzije in krajSem ¢asu inkubacije rezultati primerljivi
z rezultati standardiziranega disk difuzijskega testa. Rezultate obeh testov smo primerjali

in ugotavljali delez ujemanja med njima. Delezi ujemanja rezultatov testiranja obcutljivosti
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klini¢nih izolatov bakterije S. aureus in S. pneumoniae med standardiziranim disk
difuzijskim testom in modificiranim disk difuzijskim testom za izbrane antibiotike so se z
viSanjem bakterijske suspenzije ter daljSanjem c¢asa inkubacije viSali. Pri testiranju
obcutljivosti klini¢nih izolatov bakterije S. aureus smo 100 % ujemanje zabelezili za
klindamicin, linezolid in TMP-SMX pri gostoti bakterijske suspenzije 2,0 McF in 7-urni
inkubaciji ter gostoti bakterijske suspenzije 4,0 McF pri 6- in 7-urni inkubaciji. Za slednje
antibiotike smo ve¢ kot 90 % ujemanje zabelezili ze pri niZjih gostotah bakterijskih
suspenzij in krajSih Casih inkubacije. Za eritromicin in ciprofloksacin smo zabelezili vec
delez ujemanja za cefoksitin (61,3 %) smo zabelezili pri gostoti bakterijske suspenzije 4,0
McF in 7-urni inkubaciji. Pri testiranju obcutljivosti klini¢nih izolatov bakterije S.
pneumoniae smo zabeleZili najvisje deleZe ujemanja, ki so bili za vse testirane antibiotike
od 75 % do 80 %, pri gostotah bakterijskih suspenzije 2,0 McF in 4,0 McF ter 7-urni
inkubaciji. Menimo, da so pri testiranju obcutljivosti klini¢nih izolatov bakterije S. aureus
za klindamicin, linezolid in TMP-SMX rezultati modificiranega disk difuzijskega testa
(gostota bakterijske suspenzije 2,0 McF in 4,0 McF, ¢as inkubacije 6 h in 7 h) primeljivi s
standardiziranim disk difuzijskim testom, saj je bilo ujemanje med njima 100 %. Menimo,
da so rezultati primerljivi tudi za tiste antibiotike, razen za cefoksitin, ki pri dolo¢enih
parametrih presegajo 90 % ujemanje. Pri testiranju obcutljivosti klini¢nih izolatov bakterije
%, pri gostotah bakterijskih suspenzij 2,0 McF, 4,0 McF in 7-urni inkubaciji. Zaradi
nizjega deleza ujemanja menimo, da so rezultati med obema testoma le pogojno

primerljivi.

V raziskavo bi bilo smiselno vkljuciti ve¢ proti antibiotikom odpornih klini¢nih izolatov,
saj bi bili taksni rezultati modificiranega disk difuzijskea testa bolj koristni za primerjavo s

standardiziranim disk difuzijskim testom in primernejSi za podporo pri rutinski uporabi.
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