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Cisticna fibroza (CF) je dedna bolezen, ki prizadene ve¢ organskih sistemov. Vzrok
bolezni je mutacija gena CFTR, ki kodira zapis za kloridni kanal. V dihalih se
zaradi omenjene mutacije zmanjSa ucinkovitost mukociliarnega cisCenja, kar
omogoca vzpostavitev ugodnih pogojev za razvoj bakterijskih okuzb, ki so glavni
vzrok obolevnosti in umrljivosti bolnikov s CF. Z uvedbo antibioti¢nega
zdravljenja okuzb dihal se je izboljSala kakovost Zivljenja in podaljsala pricakovana
zivljenjska doba bolnikov s CF, obenem pa se je povecalo tveganje za pojav
bakterijskih sevov, odpornih proti razlicnim antibiotikom. V magistrskem delu smo
zeleli ugotoviti, kateri so najpogostejSi povzrocitelji okuzb dihal pri otrocih s CF v
Sloveniji, in analizirati njihovo obcutljivost za antibiotike. V raziskavo smo
vkljucili 83 otrok s CF, ki jih vodijo v Centru za cisticno fibrozo na Pediatri¢ni
kliniki Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana. Retrospektivno smo zajeli vse
bakterijske izolate, ki so bili na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani osamljeni iz vzorcev dihal teh bolnikov
v letih 2009-2014. Najpogostejsi bakterijski izolati so bili Staphylococcus aureus
(30,4 %), Haemophilus influenzae (12,5 %) in Pseudomonas aeruginosa (10,8 %).
Izolate S. aureus, odporne proti meticilinu, smo v Sestletnem obdobju osamili samo
pri enem, izolate P. aeruginosa sluznega fenotipa pa pri 12 otrocih s CF. Zbrali
smo podatke o obCutljivosti najpogostejSih vrst za testirane antibiotike. Ugotovili
smo, da se obcutljivost posameznih bakterijskih izolatov za testirane antibiotike z
leti ni bistveno spremenila, prav tako nismo opazili naras¢anja odpornosti s casom
kolonizacije pri posameznih otrocih s CF. Stopnja odpornosti in delez veckratno
odpornih izolatov sta bila najvisja pri izolatih vrste S. aureus, najnizja pa pri
izolatih vrste H. influenzae. Odpornost izolatov sluznega fenotipa P. aeruginosa je
bila pri otrocih s CF v Sloveniji vi§ja od odpornosti izolatov ne-sluznega fenotipa.
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Cystic fibrosis (CF) is an inherited disease that affects multiple organ systems. It is
caused by a mutation of the CFTR gene, which encodes a chloride channel. Due to
this mutation the effectiveness of the mucociliary clearance in the respiratory
system is reduced, allowing the creation of favourable conditions for the
development of bacterial infections, which are a major cause of morbidity and
mortality in CF patients. Antibiotic treatment of respiratory infections and
specialized CF care led to dramatic improvement in survival and the quality of life.
However, at the same time also the risk for the development of antibiotic resistance
has increased. In the present study we aimed to determine the most frequent
bacterial species which cause respiratory infections in children with CF in Slovenia
and to analyse their antibiotic susceptibility. The study included 83 children with
CF who were treated at the Centre for Cystic Fibrosis, Pediatric Clinic, University
Medical Centre Ljubljana. Retrospectively, we included all bacterial isolates that
were isolated from the respiratory samples of these patients at the Institute for
Microbiology and Immunology, Faculty of Medicine, University of Ljubljana in the
years 2009-2014. The most frequent bacterial isolates were Staphylococcus aureus
(30,4 %), Haemophilus influenzae (12,5 %) and Pseudomonas aeruginosa
(10,8 %). In the 6-year period methicillin-resistant S. aureus was isolated from one
child only, whereas P. aeruginosa mucoid phenotype was isolated from 12
children. We have found that the susceptibility of the individual bacterial isolates to
the tested antibiotics has not significantly changed over the observed period.
Furthermore, we haven't registered an increase of the resistance with colonization
time in individual children with CF. The degree of resistance and the proportion of
multidrug resistant isolates were highest for the isolates of S. aureus and lowest for
the isolates of H. influenzae. The resistance of the isolates of P. aeruginosa mucoid
phenothype in children with CF in Slovenia was higher than the resistance of the
isolates of a non-mucoid phenotype.
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betalaktamaza negativni sevi, odporni proti ampicilinu (angl. Beta-Lactamase
Negative Ampicillin-Resistant)

betalaktamaza pozitivni sevi, odporni proti amoksicilinu in klavulanski kislini
(angl. Beta-Lactamase Positive Amoxicillin-Clavunate- Resistant)

betalaktamaza pozitivni sevi, odporni proti ampicilinu (angl. Beta-Lactamase
Positive Ampicillin-Resistant)

zunajbolni$ni¢ni Staphylococcus aureus, odporen proti meticilinu (angl. Community
Acquired Methycillin-Resistant Staphylococcus aureus)

ceftazidim

klindamicin

cefaklor

cisti¢na fibroza

regulator transmembranske prevodnosti pri cisticni fibrozi (angl. Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator)

ciprofloksacin

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

cefotaksim

cefuroksim (parenteralno)

dihidrofolat reduktaza

dehidropteroat sintetaza

deoksiribonukleinska kislina (angl. Deoxyribonucleic Acid)

eritromicin

betalaktamaze z razSirjenim spektrom delovanja (angl. Extended-Spectrum Beta-
Lactamase)

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

cefepim

forsiran izdihan volumen zraka v prvi sekundi (angl. Forced Expiratory Volume 1)
Staphylococcus aureus, zmerno obcutljiv za glikopeptide (angl. Glycopeptide-
Intermediate Staphylococcus aureus)

gentamicin

Institut za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani
imipenem

veckratno odporen (angl. Multidrug-Resistant)

meropenem

popravljanje neujemanja (angl. Mismatch Repair).

Staphylococcus aureus, odporen proti meticilinu (angl. Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus)

Staphylococcus aureus, obcutljiv za meticilin (angl. Methicillin Susceptible
Staphylococcus aureus)
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moksifloksacin

tobramicin
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penicilin

beljakovina, ki veze penicilin (angl. Penicillin-Binding Protein)

regija za odpornost proti kinolonom (angl. Quinolone Resistance Determining
Region)

zaznavanje celi¢ne gostote (angl. Quorum-Sensing)

odporen (angl. Resistant)

rifampin

ribonukleinska kislina (angl. Ribonucleic Acid)

obcutljiv (angl. Susceptible)

stafilokokna kromosomska kaseta mec (angl. Staphylococcal Cassette Chromosome
mec)

razli¢ice majhnih kolonij (angl. Small-Collony Variants)

Slovenska komisija za ugotavljanje ob¢utljivosti za protimikrobna zdravila
trimetoprim/sulfametoksazol

tetraciklin

teikoplanin

piperacilin/tazobaktam

vankomicin

Staphylococcus aureus, zmerno obdutljiv za vankomicin (angl. Vancomycin-
Intermediate Staphylococcus aureus)

Staphylococcus aureus, odporen proti vankomicinu (angl. Vancomycin-Resistant
Staphylococcus aureus)
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1 UVOD

Cisti¢na fibroza (CF) je najpogostejSa avtosomno recesivna dedna bolezen, ki prizadene
ve¢ organskih sistemov, predvsem dihala, trebusno slinavko, jetra in prebavila. Vzrok
bolezni je mutacija gena CFTR (angl. Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator), ki kodira zapis za kloridni kanal. Zaradi mutacije se spremeni prenos kloridnih,
bikarbonatnih in natrijevih ionov prek epitelijskih celic (Bowen in Hull, 2015). V dihalih
se zaradi omenjene mutacije zmanj$a u¢inkovitost mukociliarnega ¢iS€enja, kar omogoca
vzpostavitev ugodnih pogojev za razvoj bakterijskih okuzb dihal, ki so glavni vzrok
obolevnosti in umrljivosti bolnikov s CF (Khanbabaee in sod., 2012; Ciofu in sod., 2013).

Mikrobne zdruzbe dihal bolnikov s CF predstavljajo kompleksen ekosistem, ki se med
posamezniki razlikuje (Rogers in sod., 2004). Vecina bolnikov ima znacilen vzorec
bakterijskih okuzb, ki se z napredovanjem bolezni in posledi¢no s starostjo bolnikov
spreminja. V zgodnji fazi CF okuzbo dihal najpogosteje povzrocata Staphylococcus aureus
in Haemophilus influenzae, ko bolezen napreduje, je prevladujo¢ vzrok okuzb predvsem
Pseudomonas aeruginosa (Ciofu in sod., 2013; Gaspar in sod., 2013).

CF je bolezen, ki zahteva multidisciplinarni pristop k obravnavi in zdravljenju (Borinc
Beden in sod., 2008; Proesmans in sod., 2008). Za vzdrzevanje dobrega stanja dihal pri
bolnikih s CF je poleg redne respiratorne fizioterapije, inhalacije mukolitikov in osmolitov
ter drugih ukrepov za izboljSevanje vlaznosti dihalnih poti zelo pomembno aktivno iskanje
okuzb dihal ter njihovo hitro, odlo¢no in usmerjeno antibioti¢no zdravljenje (Kotnik Pir§ in
sod., 2014). Z uvedbo antibioticnega zdravljenja okuzb dihal sta se izboljsali kakovost
zivljenja in pri¢akovana zivljenjska doba bolnikov s CF, obenem pa se je zaradi pogostega
jemanja antibiotikov povecalo tveganje, da se pri bolnikih s CF pojavljajo bakterijski sevi,
odporni proti razli¢nim antibiotikom (D&ring in sod., 2012; Sherrard in sod., 2014).

Lokalno poznavanje obcutljivosti povzrociteljev okuzb dihal pri bolnikih s CF je
pomembno za preverjanje ustreznosti empiricnega zdravljenja tovrstnih okuzb, ki ga
priporocajo evropske smernice (DOring in sod., 2012). Trenutno $e nimamo sistemati¢énega
pregleda povzroditeljev okuzb dihal in njihove obcutljivosti za antibiotike pri slovenskih
otrocih s CF.
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1.1 NAMEN DELA

e Ugotoviti, kateri so najpogostejsi bakterijski povzrocitelji okuzb dihal pri otrocih s
CF v Sloveniji.
e Analizirati obcutljivost izolatov bakterij S. aureus, H. influenzae in P. aeruginosa,

ki so bili osamljeni iz dihal slovenskih otrok s CF v Sestletnem obdobju, in
ugotoviti, ali se obcutljivost izolatov za testirane antibiotike s ¢asom spreminja.

e Primerjati ob¢utljivost izolatov P. aeruginosa sluznega in ne-sluznega fenotipa.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Najpogostejsi izolati, osamljeni iz dihal otrok s CF v Sloveniji, so S. aureus, H.
influenzae in P. aeruginosa.

e Stopnja odpornosti in delez veCkratno odpornih izolatov pri otrocih s CF sta v
Sloveniji najvisja pri izolatih vrste P. aeruginosa.

e Delez MRSA med izolati S. aureus, osamljenimi iz dihal otrok s CF v Sloveniji, je
nizjiod 5 %.
e Obcutljivost/odpornost izolatov sluznega fenotipa P. aeruginosa je pri otrocih s CF

v Sloveniji primerljiva z obcutljivostjo/odpornostjo izolatov ne-sluznega fenotipa
P. aeruginosa.

e Odpornost izolatov P. aeruginosa proti nekaterim antibiotikom pri posameznih
otrocih s CF s ¢asom narasca.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 CISTICNA FIBROZA

Cisti¢na fibroza je najpogostejsa avtosomno recesivna dedna bolezen pri belcih (Gaspar in
sod., 2013; Kotnik Pir$ in sod., 2014). Pojavnost bolezni je v razli¢nih delih sveta razli¢na.
Najpogostejsa je v osrednjem in vzhodnem delu Evrope, kjer ima CF priblizno 1 od 3.500
zivorojenih otrok. Najvisja opisana pojavnost je na Irskem 1:1.800, medtem ko na Finskem
zna8a le 1:20.000 (Kotnik Pir§ in sod., 2014). Poleg Evrope je najve¢ primerov bolezni v
Severni Ameriki in Avstraliji (Elborn, 2016). Na osnovi podatkov o otrocih, ki jih vodijo v
Centru za CF na Pediatriéni kliniki v Ljubljani, je pojavnost v Sloveniji 1:4.500
zivorojenih otrok (Kotnik Pir$ in sod., 2014).

2.1.1 Kliniéni znaki

Bolezen prizadene ve¢ organskih sistemov — vpliva na delovanje dihal, trebusne slinavke,
jeter, zlez znojnic, rodil in ¢revesja (Gaspar in sod., 2013; Kotnik Pir§ in sod., 2014).
Glavni vzrok obolevnosti in smrtnosti pri bolnikih s CF je odpoved pljuc, ki je posledica
bakterijske okuzbe dihal, predvsem s sluznim fenotipom P. aeruginosa (Ciofu in sod.,
2013). Plju¢na funkcija (predvsem FEV; — forsiran izdihan volumen zraka v prvi sekundi)
je najpomembnejSi kliniéni napovedni dejavnik pri bolnikih s CF. Kroni¢na okuZzba
prispeva k upadu FEV; priblizno 2 % na leto (Praprotnik in sod., 2015). Poleg spodnjih
dihal so zaradi genetske okvare in posledi¢no bolj suhe sluznice prizadeta tudi zgornja
dihala. Prizadetost nosnega organa (nosne in odnosne votline ter nosno zrelo) se kaze z
otezenim dihanjem skozi nos, poslabSanjem voha, kroni¢nim vnetjem obnosnih votlin,
nosno polipozo in kasljem. Dolgotrajno zdravljenje z aminoglikozidnimi antibiotiki lahko
privede do okvare notranjega usesa (Borinc Beden in sod., 2008). Kar 85-90 % bolnikov s
CF ima okvarjeno eksokrino delovanje trebusne slinavke, katerega posledica je nezadostno
vsrkavanje mascob in vitaminov, topnih v vodi. Zaradi okvarjene absorbcije hranil v
¢revesju imajo bolniki pogosto tezave s podhranjenostjo. Pri priblizno tretjini bolnikov s
CF se razvije bolezen jeter. Pomembna okvara jeter je posledica zapore zol¢nih vodov, ki
lahko vodi v cirozo jeter. V primeru napredovanja bolezni je potrebna presaditev jeter
(Borinc Beden in sod., 2008). Posledica CF je tudi neplodnost. Neplodnih je kar 98 %
moskih s CF, medtem ko imajo Zenske samo zmanjSano plodnost (Bowen in Hull, 2015).
Zaradi podaljSanja Zivljenjske dobe bolnikov so pogostejsi tudi dodatni zapleti bolnikov,
kot sta sladkorna bolezen in zmanjSana kostna gostota ter s tem pove€ano tveganje za
zlome. Sladkorna bolezen, pogojena s CF, se najpogosteje pojavlja med 20. in 30. letom
starosti in velja za resno bolezensko stanje, saj ga pogosto spremlja tudi poslabsanje
pljune simptomatike in bolnikovega sploSnega stanja, kar je lahko tudi vzrok smrti
(Borinc Beden in sod., 2008; Kotnik Pir$ in Borinc Beden, 2009).
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2.1.2 Vzrok bolezni

Vzrok bolezni je mutacija gena CFTR na sedmem kromosomu, ki kodira zapis za
beljakovino CFTR (Gaspar in sod., 2013). Odkritih je Zze ve¢ kot 2.000 razlicnih mutacij
gena CFTR, vendar za vecino Se niso potrdili povezave s CF (CFMD, 2016). V okviru
projekta CFTR2 (angl. The Clinical and Functional TRanslation of CFTR) so Sosnay in
sod. (2013) preiskali 159 mutacij in ugotovili, da med njimi 127 mutacij povzroca bolezen.
Glede na vpliv mutacij na celicnem nivoju lahko mutacije gena CFTR razdelimo v Sest
razredov. Od vrste mutacije je odvisna tudi klini¢na slika bolnika. Mutacije razredov I, II
in III onemogocajo sintezo beljakovine CFTR in posledi¢no imajo bolniki s takimi
mutacijami resnejSo obliko CF, medtem ko je posledica mutacij razredov IV, V in VI
slabse delovanje beljakovine CFTR, zato imajo ti bolniki lazjo obliko bolezni (Elborn,
2016). Najpogostejsa mutacija gena, prisotna kar pri 70 % belcev, je delecija aminokisline
fenilalanin na mestu 508 (Phe508del ali AF508), ki povzroci nastanek spremenjene
beljakovine CFTR, in posledi¢no pride do razgradnje s proteazami. Mutacija AF508 sodi v
razred Il mutacij in je povezana z najtezjo klini¢no sliko (Antoniou in Elston, 2016;
Elborn, 2016). Tudi pri otrocih, ki jih vodijo v Centru za CF na Pediatri¢ni kliniki v
Ljubljani, je mutacija AF508 najpogostejsa in je bila v letu 2014 prisotna kar pri 61 %
otrok (Kotnik Pir§ in sod., 2014).

Membranska beljakovina CFTR tvori kloridni kanal na zunanji povr$ini epitelijskih celic
(Sherrard in sod., 2014) in sodeluje pri prenosu kloridnih in bikarbonatnih ionov prek
dihalnega epitelija (Berkebile in McCray Jr, 2014). Zaradi mutacije gena CFTR se zmanjsa
izlo¢anje kloridnih ionov v sluznico dihal in poveca absorpcija natrijevih ionov, kar vodi v
dehidracijo sluzi dihal in kopienje sputuma, ki je v primerjavi s sputumom zdravih oseb
viskoznejsi, ker vsebuje veéje koli¢ine aktina in deoksiribonukleinske kisline (DNA)
(Gaspar in sod., 2013). Zaradi prekinjenega prenosa bikarbonatnih ionov se zniza pH-
vrednost sluzi na povrsini dihal, kar vpliva na zmanjSano delovanje protimikrobnih snovi,
povecanje deleZza mucinov v sluzi in posledi¢no je oslabljeno tudi odstranjevanje sluzi z
migetalkami, t. i. mukociliarno ¢iS¢enje, ki sicer predstavlja pomemben obrambni
mehanizem pred patogeni. Vsi nasteti dejavniki pomembno prispevajo k nastanku vnetja in
ugodnih razmer za razvoj bakterijskih okuzb (Berkebile in McCray Jr, 2014; Gaspar in
sod., 2013), ki s¢asoma privedejo do nastanka bronhiektazij, zamas$itev dihalnih poti in
nazadnje odpovedi dihal (Antoniou in Elston, 2016).

2.1.3 Diagnoza

Diagnoza cisticne fibroze temelji na znacilnih klini€nih znakih bolezni dihalnih poti
(kroni¢ni produktivni kasSelj, prisotnost nosnih polipov, bronhiektazije, ponavljajoce se
bakterijske okuzbe, atipi¢na astma), prebavil (podhranjenost, pankreatitis, zlatenica,
hepatitis, prolaps rektuma, mekonijski ileus) in urogenitalij pri moskih (Borinc Beden in
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sod., 2008; Farell in sod., 2008). Merilo za postavitev diagnoze je tudi prisotnost CF pri
bliznjem svojcu, zlati standard pa ostaja pilokarpinska iontoforeza, s katero ugotavljamo
povisane vrednosti kloridov v znoju. Test je pozitiven, ¢e koncentracija kloridov presega
60 nmol/l. V primeru mejnih vrednosti testa lahko CF potrdimo tudi z analizo mutacij v
genu CFTR (prisotni morata biti vsaj dve mutaciji) (Farell in sod., 2008).

Zgodnje prepoznavanje bolezni omogoca takojSnjo obravnavo in ¢imprej$nje zdravljenje,
kar pripomore k izboljSanju bolezenskega stanja, daljSi Zivljenjski dobi in kakovosti
zivljenja (Kotnik Pir$ in sod., 2014). V vecini evropskih drzav z visoko prevalenco bolezni
so uvedli presejalno testiranje novorojenckov za CF (Elborn, 2016). Glavni namen je
odkriti otroke s CF pred razvojem simptomov in znakov bolezni (Praprotnik in sod., 2015).
Raziskave kazejo, da so z uvedbo presejalnega testiranja zmanjsali pogostost resnih
zapletov v otroStvu in posledi¢no izboljsali njihovo prezivetje, hkrati pa so znizali stroske
oskrbe bolnikov. Pri testiranju uporabljajo razlicne metode. Osnovni test je doloCanje
imunoreaktivnega tripsinogena v kaplji krvi v kombinaciji z analizo DNA za odkrivanje
mutacij gena CFTR. V primeru pozitivnega presejalnega testa je treba diagnozo potrditi z
znojnim testom (Castellani in sod., 2009). Tudi v Sloveniji pripravljajo uvedbo
presejalnega testa za odkrivanje CF pri novorojenc¢kih (Praprotnik in sod., 2015).

2.1.4 Zdravljenje

Zdravljenje bolnikov s CF zahteva multidisciplinarni pristop, v katerem sodelujejo
zdravniki z ve¢ specialisti¢nih podroc¢ij, medicinske sestre, psihoterapevti, socialni delavci
in dietetiki (Borinc Beden in sod., 2008; Proesmans in sod., 2008). CF je za zdaj Se¢
neozdravljiva bolezen, zato je glavni namen zdravljenja zmanjSati simptome ter upocasniti
napredovanje bolezni in tako podaljsati zivljenjsko dobo bolnikov (Gaspar in sod., 2013).
CF je bila vcasih ve¢inoma bolezen otrok. Leta 1950 je bila pri¢akovana zivljenjska doba
bolnikov s CF v povprecju nekaj mesecev, glavna vzroka smrti pa sta bila podhranjenost
zaradi okvare trebuSne slinavke in mekonijski ileus (Davis, 2006). Leta 1974 je bila
povprecna starost bolnikov s CF ob smrti osem let (Folkesson in sod., 2012). Zaradi
izboljSane obravnave obolelih v dobro organiziranih multidisciplinarnih centrih in uvedbe
intenzivnega zdravljenja z antibiotiki danes v razvitih drzavah bolniki zivijo ve¢ kot 40 let.

Do leta 2025 naj bi se stevilo odraslih s CF v razvitih evropskih drzavah povecalo kar za
70 % (Elborn, 2016).

Zdravljenje bakterijskih okuzb dihal poteka z uporabo razlicnih antibiotikov. V zadnjih
letih se priporoca zdravljenje vseh mikroorganizmov, osamljenih iz kuZznin spodnjih dihal,
ne glede na to, ali so patogeni ali ne, saj v vsakem primeru povzrocajo vnetje in s tem
poskodbo dihalnih poti. Pri otrocih s CF blage akutne okuzbe, ki jih ve¢inoma povzrocata
H. influenzae in S. aureus, zdravimo s peroralnimi antibiotiki dva do tri tedne, ¢e pride do
poslabsanja, pa je potrebno zdravljenje s parenteralnimi antibiotiki skupaj z intenzivno
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respiratorno fizioterapijo. Izrednega pomena je aktivno iskanje prve okuzbe z bakterijo
P. aeruginosa in takojSnje zdravljenje, se preden bakterija preide v sluzni fenotip, ki ga je
zelo tezko, vc€asih tudi nemogoce odstraniti iz plju¢. Pri otrocih, ki Se niso kroni¢no
kolonizirani s P. aeruginosa, zato vsake tri mesece (obdobje, potrebno za razvoj sluznega
fenotipa) izvajamo mikrobiolodko preiskavo kuznin dihal na patogene bakterije. Ce se
razvije kroni¢na okuzba s P. aeruginosa, je treba bolnike dozivljenjsko zdraviti z
inhalacijskimi antibiotiki (tobramicinom, kolistinom ali aztreonamom), s katerimi
doseZzemo visje koncentracije antibiotika na mestu okuzbe, sistemska izpostavitev in
toksi¢nost pa sta pri tem minimalni. Da bi zmanjsali verjetnost razvoja odpornosti in hkrati
spodbudili u¢inkovito sinergisti¢no delovanje, okuzbe s P. aeruginosa zdravimo z dvotirno
antibioti¢no terapijo glede na antibiogram, obi¢ajno S kombinacijo antipsevdomonasnega
penicilina in aminoglikozida (Borinc Beden in sod., 2008; Praprotnik in sod., 2015).

Poleg zdravljenja bakterijskih okuzb je pri bolnikih s CF potrebno tudi zdravljenje vnetja
in izboljSevanje vlaznosti v dihalnih poteh. Vsi otroci s kroni¢no okuzbo s P. aeruginosa
prejemajo protivnetno zdravljenje z azitromicinom. Za izboljSanje mukociliarnega ¢iS¢enja
in s tem funkcije dihal se uporabljajo e bronhodilatatorji, mukolitiki (DNaze), steroidna in
nesteroidna protivnetna zdravila, antioksidanti in osmoliti (fizioloSka raztopina, manitol),
ki izbolj$ajo vlaznost dihalnih poti (Proesmans in sod., 2008). Sestavni del zdravljenja sta
tudi pravilna prehrana (dodajanje visokokalori¢nih prehranskih dopolnil in nadomestnih
encimov trebusne slinavke) in t. i. respiratorna fizioterapija, ki pomaga pri odstranjevanju
bronhialne sluzi (Kotnik Pir§ in sod., 2014). Pri napredovalih oblikah CF je edina moznost,
Ki izboljsa kakovost zivljenja in pomembno podaljSa zivljenjsko dobo bolnikov s CF,

presaditev plju¢ (Praprotnik in sod., 2015).

Odkritje gena CFTR leta 1989 je med znanstvenike prineslo novo upanje za razvoj genske
terapije, ki bi omogocila ozdravitev CF. Zaradi teZav pri izbiri ustreznega vektorja gensko
zdravljenje Zal Se vedno ni na voljo, se pa razvijajo zdravila, imenovana modulatorji
CFTR, ki ciljajo dolo¢ene mutacije gena CFTR in s tem vplivajo na delovanje kanal¢ka.
Prva skupina modulatorjev CFTR (med njimi najbolj znan ivakaftor) je primerna za
zdravljenje bolnikov s CF, pri katerih je prisotna ena od mutacij spreminjanja prehodnosti
kanalckov celiéne membrane (mutacije razreda I1I), saj delujejo tako, da odpirajo Kloridne
kanalcke in s tem povecajo izlocanje kloridnih ionov, medtem ko predstavniki druge
skupine (eden od njih je lumakaftor) vplivajo na sestavljanje in pomikanje beljakovine
CFTR na povrsino celiéne membrane in so zato primerni za zdravljenje bolnikov s CF, ki
imajo mutacije razreda | in Il. Prvo zdravilo, imenovano ivakaftor oz. Kalydeco, so
odobrili za zdravljenje bolnikov s CF z mutacijo gena CFTR G551D leta 2012, v letu 2015
pa je FDA dovolila uporabo zdravila Orkambi (kombinacija zdravil ivakaftor in
lumakaftor) za bolnike s CF, ki imajo mutacijo, imenovano AF508, v obeh kopijah gena
CFTR (Antoniou in Elston, 2016; Bowen in Hull, 2015; Praprotnik in sod., 2015).
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2.2 BAKTERIJSKE OKUZBE DIHAL BOLNIKOV S CISTICNO FIBROZO

Glavni vzrok obolevnosti in smrtnosti pri bolnikih s CF je okvara plju¢, ki nastopi kot
posledica kroni¢nega vnetja in bakterijskih okuzb (Ciofu in sod., 2013). Bolezni dihal
zaradi kroni¢ne bakterijske okuzbe so vzrok za zgodnjo obolevnost in smrtnost pri 85 %
bolnikov s CF (Sherrard in sod., 2014). Bakterijske okuzbe dihal so pri bolnikih s CF
prisotne vse od zgodnjega otroStva. Skozi zivljenje se bolniki zaradi kroni¢nih okuzb in
vnetja dihal soocajo s pljunimi eksacerbacijami, obdobji nenadnega poslabsanja, za katera
so znacilni povecan kaselj in produkcija sluzi, izkaSljevanje krvi, zasoplost, izguba apetita
in posledi¢no izguba teze ter upad plju¢ne funkcije (Gilligan, 2014). Plju¢na poslabSanja
vodijo v posSkodbe pljuénega tkiva in so tako povezana s slabsim izidom bolezni
(Praprotnik in sod., 2015).

Mikrobne zdruzbe dihal bolnikov s CF predstavljajo kompleksen ekosistem, ki se med
posamezniki razlikuje (Rogers in sod., 2004). Vec¢ino bakterij bolniki pridobijo iz okoljskih
rezervoarjev, v nekaterih primerih pa gre za prenos bakterij med bolniki (Harrison, 2007).
Raznolikost mikrobne zdruzbe dihal se s starostjo spreminja — V otrostvu narasca in doseze
vrh pri mladih odraslih, nato se zaradi napredovanja bolezni in postopnega upadanja
delovanja plju¢ s starostjo zmanjSuje. Pri bolnikih s kroni¢no okuzbo plju¢ pogosto
prevladuje ena sama baterijska vrsta (Chmiel in sod., 2014). Na zmanjSanje raznolikosti
bakterijskih vrst vpliva tudi antibioticno zdravljenje (Gaspar in sod., 2013; Cox in sod.,
2010; Klepac-Ceraj in sod., 2010; Chmiel in sod., 2014).

Vecina bolnikov ima znacCilen vzorec bakterijskih okuzb, ki se s starostjo spreminja. Pri
dojenckih in otrocih sta najpogostejSa povzrocitelja okuzb dihal bakteriji S. aureus in
H. influenzae, medtem ko pri odraslih prevladuje predvsem bakterija P. aeruginosa (Ciofu
in sod., 2013), ki povzroca okuzbo pri priblizno 80 % bolnikov, starejsih od 18 let (Slika 1)
(Gaspar in sod., 2013). Poleg P. aeruginosa so pri odraslih bolnikih s CF pomembne
povzrociteljice okuzb dihal tudi druge po Gramu negativne nefermentativne bakterije, kot
so Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans in bakterije kompleksa
Burkholderia cepacia (predvsem Burkholderia cenocepacia). Pogosto so del mikrobioma
dihal pri bolnikih s CF tudi netuberkulozne mikobakterije (predvsem Mycobacterium
abscessus in Mycobacterium avium-intracellulare), ki so zelo odporne proti antibiotikom,
zato je njihovo zdravljenje $e toliko tezavnejSe (Ciofu in sod., 2013; Sherrard in sod.,
2014). Obc¢asno okuzbe povzrocajo tudi bakterije Burkholderia gladioli in vrste rodov
Ralstonia, Cupriavidus in Pandoraea (LiPuma, 2010). 1z skupine enterobakterij je pri
bolnikih s CF najpogostejsa Serratia marcescens (Rutter in sod., 2016). Pri nekaterih
bolnikih k napredovanju bolezni prispevajo tudi okuzbe z anaerobnimi bakterijami iz
rodov Prevotella, Veillonella, Propionibacterium in Actinomyces, vendar njihov klini¢ni
pomen §e ni pojasnjen.
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Poleg tega so iz kuznin dihal bolnikov CF osamili bakterijske vrste, ki sicer redko
povzroc¢ajo okuzbe pri Cloveku, so pa pogoste v naravnih okoljih kot saprofiti ali patogeni
zivali ali rastlin. Med njimi so Bordetella hinzii, Comamonas testosteroni, Moraxella
osloensis, Rhizobium radiobacter kot tudi vrste rodu Acinetobacter, Chryseobacterium,
Herbaspirillum in Xanthomonas. Nedavne raziskave so pokazale, da naj bi bile del
mikrobioma dihal pri bolnikih s CF tudi bakterije skupine Streptococcus malleri (LiPuma,
2010; Gaspar in sod., 2013). Razvoj molekularnih metod je omogo¢il $irSi vpogled v
mikrobiom CF. V zadnjih letih so pri bolnikih s CF odkrili veliko novih vrst
mikroorganizmov, a njihova vloga pri patogenezi ostaja nepotrjena (Ciofu in sod., 2013;
Elborn, 2016).
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Slika 1: Prevalenca respiratornih mikroorganizmov pri bolnikih s CF glede na starostno skupino v letu 2014
(CFF, 2015: 33).

Legenda: MRSA — S. aureus, odporen proti meticilinu, MDR-PA — veckratno odporen P. aeruginosa.

Trend najpogostejsih bakterijskih povzroditeljev okuzb dihal pri bolnikih s CF se z leti
spreminja (Slika 2). Prevalenca bakterij P. aeruginosa se znizuje, kar je delno posledica
terapij za prepreCevanje zaCetne okuzbe z bakterijami in agresivnega eradikacijskega
zdravljenja. Nasprotno delez bakterij S. aureus kot tudi delez S. aureus, odpornih proti
meticilinu (angl. Methicillin-Resistant S. aureus — MRSA) naras¢a, kar je lahko deloma
rezultat natan¢nej$ih metod za odkrivanje in identifikacijo po Gramu pozitivnih bakterij. V
letih 2000-2010 je stevilo bolnikov, koloniziranih z MRSA, naraslo za skoraj petkrat, nato
pa je do leta 2014 ostalo priblizno nespremenjeno, verjetno zaradi povecanega nadzora in
izboljSanih ukrepov za preprecevanja prenosa okuzb (CFF, 2015; Rutter in sod., 2016).
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Slika 2: Prevalenca respiratornih mikroorganizmov pri bolnikih s CF v letih 1988-2014 (CFF, 2015: 33).
Legenda: MRSA — S. aureus, odporen proti meticilinu, MDR-PA — vec¢kratno odporen P. aeruginosa.

2.3 NAJPOGOSTEJSI POVZROCITELJI OKUZB DIHAL PRI OTROCIH S
CISTICNO FIBROZO

2.3.1 Staphylococcus aureus

S. aureus je po Gramu pozitiven, negibljiv in nesporogen fakultativno anaeroben kok
(Goss in Muhlebach, 2011; Seme, 2002b). Bakterije S. aureus sodijo med glavne
povzrocitelje bolezni po vsem svetu (Reygaert, 2013). Povzroc¢ajo tako lokalizirane gnojne
okuzbe koze, opeklin, kirurskih ran, vnetje srednjega usSesa in oCesne veznice kot tudi
septi¢ni artritis, endokarditis, meningitis, osteomielitis in sepso (Seme, 2002b).

Pri patogenezi bakterije S. aureus imajo poglavitno vlogo razli¢ni virulentni dejavniki, ki
jih lahko razdelimo v dve skupini:
e povrsinske beljakovine, ki omogoc¢ajo kolonizacijo:
- kolagen in fibronektin-vezavne beljakovine: omogocajo vezavo,
- beljakovina A: prepreéi opsonizacijo,
- povrsinski polisaharidi: §¢itijo pred fagocitozo;
e beljakovine, ki omogocajo vstop v gostiteljska tkiva in celice:
- toksini: toksin a (hemolizin), toksin B (hidroliza lipidov celicne stene),
toksina y in d (citoliti¢na aktivnost), stafilokokni enterotoksini,
- encimi: koagulaze, deoksiribonukleaze, hialuronidaze, lipaze, stafilokinaze.

Poleg omenjenih virulentnih dejavnikov so pomembni tudi mehanizmi odpornosti proti
antibiotikom ter sposobnost tvorbe biofilmov (Goss in Muhlebach, 2011; Reygaert, 2013).

Vir bakterije S. aureus so bolniki in zdravi klicenosci. Priblizno 30-50 % zdravih oseb je
prehodnih ali kroni¢nih nosilcev te bakterije, najveckrat jo imajo v nosu (Goss in
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Muhlebach, 2011). S. aureus je pogosto prvi in tudi najpogostejsi bakterijski patogen,
osamljen iz respiratornega trakta novorojenckov in otrok s CF (LiPuma, 2010). Poleg tega
je pred uvedbo antibiotikov veljal za glavnega povzrocitelja smrti pri bolnikih s CF (Ciofu
in sod., 2013). Glede na podatke registra bolnikov s CF je z bakterijo S. aureus okuzenih
vec¢ kot 70 % otrok in najstnikov (CFF, 2015).

S. aureus lahko pri bolnikih s CF povzroc¢a kroni¢ne okuzbe, ki trajajo vec let. Posledica
prilagodljivosti S. aureus na okoljsko niso v pljucih je nastanek fenotipskih razlicic SCVs
(angl. Small-Collony Variants) (Hauser in sod., 2011). Znacilnosti SCVs so: pocasnejsa
hitrost rasti in posledi¢no tvorba manjSih, neobarvanih in nehemoliti¢nih kolonij na trdem
gojiscu; odvisnost od timidina, hemina ali menadiona (avksotrofija); zmanj$ana sinteza o-
toksina; sposobnost znotrajceli¢nega prezivetja in vecja odpornost proti antibiotikom (npr.
aminoglikozidom) (Besier in sod., 2007; Goss in Muhlebach, 2011; Masoud-Landgraf in
sod., 2016). Basier in sod. (2007) so opazili, da je nastanek SCVs pri bolnikih s CF
povezan z napredovalo boleznijo plju¢. Ugotovili so tudi, da je v primerjavi z normalnim
fenotipom S. aureus, fenotip SCV pogostejsi pri starejSih bolnikih, pogosto koloniziranih z
bakterijo P. aeruginosa.

V zadnjih desetih letih se je pri bolnikih s CF povecalo Stevilo okuzb z bakterijo S. aureus,
odporno proti meticilinu (MRSA), ki v primerjavi z neodporno bakterijo S. aureus
povzroca $e hitrejsi upad pljucne funkcije in posledi¢no ve¢jo stopnjo umrljivosti (Goss in
Muhlebach, 2011; Hauser in sod., 2011; Harik in sod., 2016). Povecanje pojavnosti okuzb
z MRSA pri bolnikih s CF se ¢asovno ujema s poveCanjem pojavnosti zunajbolni$ni¢nih
sevov MRSA (angl. Community-Acquired MRSA — CA-MRSA), vendar ni povsem jasno,
ali je pojav CA-MRSA vzrok za porast okuzb z MRSA (LiPuma, 2010). Sevi CA-MRSA
imajo poleg omenjenih virulentnih dejavnikov $e zapis za levkocitoliti¢ni toksin, Panton-
Valentine levkocidin in lahko povzroc¢ajo nekrotizirajoco plju¢nico (Goss in Muhlebach,
2011).

2.3.2 Haemophilus influenzae

H. influenzae je majhen po Gramu negativen kokobacil. Bakterije so del normalne flore
zgornjega respiratornega trakta ¢loveka, kjer Zivijo kot komenzali (Gilsdorf, 2015). Za rast
potrebujejo hemin (faktor X) in nikotinamid adenin dinukleotid (faktor V), zato jih v
laboratoriju obi¢ajno gojimo na ¢okoladnem agarju. Glede na prisotnost polisaharidne
kapsule jih delimo v dve skupini: kapsulirane in nekapsulirane. Kapsulirani sevi v ve¢ini
primerov povzroc¢ajo sistemske okuzbe, kot sta meningitis in bakteriemija, medtem ko so
nekapsulirani sevi navadno glavni povzrocitelji vnetja srednjega uSesa (otitis media),
konjunktivitisa, sinusitisa, bronhitisa in plju¢nice (King, 2012; Kostyanev in Sechanova,
2012).
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Okuzbe dihal pri bolnikih s CF povzrocajo nekapsulirani sevi H. influenzae (Gilsdorf,
2015), ki imajo razli¢ne virulentne dejavnike. Najpomembnejsa sta lipooligosaharid, ki
deluje kot endotoksin in hkrati $Citi bakterije pred fagocitozo, in proteaze IgAl, Ki
razkrajajo IgA v sluznici. K patogenosti pomembno prispevajo tudi beljakovine zunanje
membrane, pili in razli¢ne adhezijske beljakovine, ki sodelujejo pri pritrditvi bakterij na
epitelijske celice gostitelja (Kostyanev in Sechanova, 2012; King, 2012). Poleg tega
bakterije H. influenzae lahko tvorijo biofilme (Starner in sod., 2006) in so sposobne
preziveti znotraj makrofagov in epitelijskih celic vsaj 72 ur (Cardines in sod., 2012; King,
2012).

Bakterije H. influenzae so pogostejse pri dojenckih in otrocih (Cardines in sod., 2012).
Prevalenca pri otrocih s CF, mlajsih od enega leta, je priblizno 20 %, medtem ko je
pogostost okuzbe pri odraslih nizja od 10 % (LiPuma, 2010). Pogosta osamitev bakterij pri
otrocih s CF niti ni presenetljiva, saj nekapsuliran tip bakterije H. influenzae kolonizira
zgornji respiratorni trakt zdravih otrok, zato je vloga H. influenzae pri napredovanju CF
vprasljiva. Znano pa je, da je bakterija pogostejSa pri otrocih s CF kot pri otrocih z drugimi
boleznimi (npr. astmo). Na podlagi rezultatov raziskav so ugotovili, da lahko H. influenzae
Vv spodnjih dihalih sprozi vnetje in posledi¢no poskodbo tkiva, ki vodi v upad pljucne
funkcije (Hauser in sod., 2011). Kroni¢na okuzba z bakterijo H. influenzae pri osebah z
boleznijo dihal lahko vodi v kroni¢no obstruktivno plju¢no bolezen in nastanek
bronhiektazij (LiPuma, 2010).

2.3.3 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je po Gramu negativna fakultativno anaerobna pali¢asta bakterija, ki jo
uvrS¢amo v razred Gamma-proteobacteria. Bakterije P. aeruginosa so ubikvitarne —
najdemo jih v naravi (v prsti, v vodi, na rastlinah), pri zivalih in ljudeh kot del mikrobiote
koZe, v bolniSnicah na medicinski opremi, v plavalnih bazenih, umivalnikih in drugje

(Mesquita in sod., 2013).

P. aeruginosa je oportunisti¢na bakterija, ki povzroca okuzbe dihal, secil, koze, mehkih
tkiv, kosti, sklepov in krvi. Odgovorna je tudi za okuZbe pri imunsko oslabljenih osebah z
opeklinami, rakom in aidsom (Kerr in Snelling, 2009). Razlog za sposobnost bakterije, da
povzroca tako Sirok spekter okuzb, so Stevilni virulentni dejavniki, katerih izrazanje
nadzoruje sistem zaznavanja celi¢ne gostote (QS). Vzpostavitev okuzbe ji omogocajo pili,
bicek, lipopolisaharid in ekstracelularna kapsula iz alginata, ki sodelujejo pri vezavi na
epitelijske celice. Po kolonizaciji P. aeruginosa sintetizira in izlo¢a razli¢ne encime in
toksine, s katerimi povzroc¢a poSkodbe gostiteljskih celic, tkiv in organov. Elastazi LasA in
LasB katalizirata razgradnjo elastina, ki je del plju¢nega, zilnega in oCesnega tkiva. Poleg
omenjenih eksotoksinov bakterija sintetizira tudi pioverdin in piocianin, ki sta med drugim
pomembna za vezavo zeleza in uravnavanje izrazanja drugih virulentnih dejavnikov.



Arh M. Analiza bakterijske odpornosti najpogostejsih povzro€iteljev okuzb dihal pri otrocih s CF v Sloveniji. 12
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

P. aeruginosa ima vec¢ sekrecijskih sistemov, med katerimi je najpomembnejsi sekrecijski
sistem tipa III, ki omogoc¢a vnos eksotoksinov iz bakterijske v gostiteljsko celico, kjer
bodisi preprecujejo sintezo beljakovin (eksotoksin A) ali pa vplivajo na tvorbo aktinskega
citoskeleta, kar vodi v apoptozo (eksotoksini S, T, Y in U). Pri okuzbah dihal ima
pomembno vlogo tudi biosurfaktant ramnolipid, ki prekine tesne stike med respiratornimi
epitelijskimi celicami. Poleg vseh omenjenih virulentnih dejavnikov je P. aeruginosa
sposobna tvorbe biofilmov, odpornih proti antibiotikom (Mesquita in sod., 2013).

Pri bolnikih s CF velja P. aeruginosa za najpomembnejsi patogen, tako glede prevalence
kot tudi patogenosti (Gaspar in sod., 2013). Prevalenca se spreminja s starostjo, od
priblizno 25 % pri otrocih, mlajsih od pet let, do 80 % pri odraslih (LiPuma, 2010). Bolniki
s CF se z bakterijo P. aeruginosa okuZzijo v otroStvu, najverjetneje v prvih treh letih
zivljenja (72,5 %) (Burns in sod., 2001). Bakterija lahko kolonizira tako obnosne sinuse
kot tudi pljuca (Folkesson in sod., 2012). Sprva so bolniki okuzeni z ve¢ sevi, s¢asoma pa
zaradi selekcijskega pritiska prevladuje en sev (LiPuma, 2010). Osebe, kolonizirane z
bakterijami P. aeruginosa, imajo slab$o prognozo in pogostejSe akutne eksacerbacije
(Harrison, 2007).

Zacetno okuzbo obi¢ajno povzro¢i planktonski, ne-sluzni fenotip P. aeruginosa, ki lahko
prodre skozi sluz zaradi flagelarne aktivnosti. Ce zadetne okuZbe ne zdravimo, lahko ta
napreduje v kroni¢no obliko (Gaspar in sod., 2013). V pljuéih se vzpostavi selekcijski
pritisk, na katerega se P. aeruginosa odzove z mutacijami nekaterih genov, ki ji omogocajo
vzpostavitev dolgotrajne kroni¢ne okuzbe. Ena izmed posledic izpostavitve antibiotikom je
sprememba fenotipa, ki se odraza kot nastanek morfoloskih razli¢ic kolonij. Fenotipske
razliice bakterije P. aeruginosa so t. i. majhne kolonije (angl. Small Colony Variants —
SCVs) in sluzni sevi, katerih znalilnosti so spremenjen metabolizem, zmanjSana
imunogenost in vi§ja stopnja odpornosti proti antibiotikom, kar prispeva k vecji
patogenosti in perzistenci bakterij (Mesquita in sod., 2013). Sprememba ne-sluznega
fenotipa P. aeruginosa v sluznega je posledica mutacije gena mucA. Sluzni sevi imajo
sposobnost sinteze zunajceliénega alginata, ki omogoca tvorbo biofilma, znotraj katerega
so bakterije zas¢itene pred prostimi radikali, fagocitozo (npr. nevtrofilci tezko prodirajo
skozi sluz) in antibiotiki (Folkesson in sod., 2012; Gaspar in sod., 2013; Gilligan, 2014).
Bakterije P. aeruginosa so se na hipoksi¢ne pogoje znotraj biofilmov prilagodile s
spremembo metabolizma in sicer tako, da lahko pridobivajo energijo z denitrifikacijo
(Ciofu in sod., 2013).

Posledice dolgotrajne okuzbe s sluznim fenotipom so bronhiektazije, emfizem ter postopno
upadanje pljucne funkcije (Ciofu in sod., 2013). Kroni¢na okuzba s sluznim fenotipom
P. aeruginosa je pri bolnikih s CF glavni vzrok smrti. Kasneje kot bolnik pride v stik z
bakterijo, daljSa je njegova pri¢akovana Zivljenjska doba, zato je zelo pomembno zgodnje
odkrivanje okuzbe in njeno izkoreninjenje (Gilligan, 2014; Praprotnik in sod., 2015).
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2.4 ODPORNOST BAKTERIJ PROTI ANTIBIOTIKOM

2.4.1 Antibiotiki

Odkritje antibiotikov pomeni enega najpomembnejsih mejnikov v razvoju medicine v 20.
stoletju. Z uvedbo antibiotikov v klini¢no prakso se je drasticno spremenilo zdravljenje in
izid infekcijskih bolezni (Kotnik, 2002). Antibiotiki so naravno ali polsinteti¢no
pridobljene snovi s protibakterijskim delovanjem, ki jih navadno izdelujejo glive in
bakterije. Protimikrobna sredstva, pridobljena s sinteticno ali kemijsko modifikacijo
naravnega antibiotika, imenujemo kemoterapevtiki (Kotnik, 2002; Beovi¢ in Nadrah,
2014). V magistrskem delu bomo za vsa protibakterijska sredstva uporabljali izraz
antibiotiki, ne glede na nacin sinteze.

Antibiotiki na bakterije delujejo bakteriostaticno (zavrejo razmnoZevanje bakterij) ali
baktericidno (bakterije poSkodujejo tako, da se niso ve¢ zmoZne razmnozevati). Glede na
mehanizem delovanja razlikujemo $tiri vrste antibiotikov: antibiotike, ki preprecujejo
sintezo celi¢ne stene; antibiotike, ki delujejo na sintezo znotrajceli¢nih beljakovin;
antibiotike, ki vplivajo na sintezo nukleinskih kislin in antibiotike, ki ovirajo procese,
povezane s celicno membrano (Kotnik, 2002). V preglednici 1 so prikazane skupine
antibiotikov, Ki se uporabljajo za zdravljenje okuzb dihal pri bolnikih s CF, njihovi glavni
predstavniki in mehanizem delovanja.

Preglednica 1. Skupine antibiotikov in glavni predstavniki glede na mehanizem delovanja (Seme, 2002a;
Beovi¢ in Nadrah, 2014).

Skupina antibiotikov

Mehanizem delovanja

Betalaktami: penicilini (@ampicilin,
amoksicilin, oksacilin, penicilin,
piperacilin), cefalosporini (ceftazidim,
cefepim, cefuroksim), monobaktami
(aztreonam), karbapenemi (imipenem,
meropenem), inhibitorji betalaktamaz
(klavulanska kislina, tazobaktam)

Zavirajo sintezo celi¢ne stene s tem, da se veZejo na
karboksipeptidaze in transpeptidaze (t. i. beljakovine, ki vezejo
penicilin), ki sodelujejo pri razvr§¢anju N-acetilmuraminske
kisline in N-acetilglukozamina v peptidoglikansko verigo.
Poslediéno pride do nakopigenja osnovnih sestavin bakterijske
stene, kar sprozi bakterijski avtoliti¢ni sistem, ki celico
razkroji.

Glikopeptidi (teikoplanin, vankomicin)

Z vezavo na D-alanin-D-alanin muramildipeptida zavirajo
vgradnjo N-acetilmuraminske kisline in N-acetilglukozamina
v peptidoglikan in s tem prepreéijo sintezo celi¢ne stene.

Polimiksini (kolistin)

Povrsinsko delujejo na fosfolipidni dvosloj v celi¢ni
membrani, kar povzroc¢i poSkodbo membrane in posledi¢no
celi¢no smrt.

Aminoglikozidi (amikacin,
gentamicin, tobramicin)

Z vezavo na ribosomsko podenoto 30S preprecijo vezavo
tRNA na ribosomsko podenoto 70S, kar zavira sintezo
beljakovin.

se nadaljuje ...
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Nadaljevanje Preglednice 1: Skupine antibiotikov in glavni predstavniki glede na mehanizem delovanja
(Seme, 2002a; Beovi¢ in Nadrah, 2014).

Skupina antibiotikov Mehanizem delovanja
Makrolidi (azitromicin, eritromicin) Vezejo se z ribosomskima podenotama 23S in 50S in
Linkozamidi (klindamicin) preprecujejo prehod beljakovine skozi ribosom.
Z vezavo na ribosomsko podenoto 30S preprecijo vezavo
Tetraciklini (tetraciklin) amonoacil-tRNA na akceptorsko mesto in tako onemogocijo
sintezo beljakovin.
Fluorokinoloni Delujejo na bakterijske topoizomeraze (topoizomerazo 1V in
(ciprofloksacin, moksifloksacin) DNA-girazo) in s tem zavirajo sintezo nukleinskih kislin.
Sulfonamidi Preprecujejo sintezo tetrahidrofolne kisline, potrebne za sintezo
Trimetoprim purinov in pirimidinov, osnovnih gradnikov nukleinskih kislin.
Rifamicini (rifampicin) Vezejo se z RNA-polimerazo in preprecujejo sintezo mRNA.

2.4.2 Razvoj odpornosti proti antibiotikom

Antibiotikov ne uporabljamo samo v medicini in veterini za prepreCevanje in zdravljenje
okuzb, ampak tudi v poljedelstvu za zasc¢ito in zdravljenje rastlin. Z mnozi¢no uporabo
antibiotikov so se kmalu zaceli pojavljati bakterijski sevi, odporni proti posameznim ali
proti ve¢ razlicnim antibiotikom. Danes predstavlja odpornost proti antibiotikom enega
najpomembnejsih javnozdravstvenih problemov po vsem svetu. Odporne bakterije se ne
pojavljajo ve¢ samo v bolniSnicah, temvec¢ tudi v domaem okolju. Zaradi vse vecje
svetovne trgovine in razmaha potovanj prebivalstva pa se odpornost Siri med drzavami in
celinami. Poleg tega je visja prevalenca odpornih mikroorganizmov tudi posledica
poveéevanja porabe antibiotikov v zdravstvu zaradi staranja prebivalstva in vse veéjega
Stevila imunsko oslabljenih ljudi.

Odpornost proti antibiotikom je naravni odziv bakterij na izpostavitev antibiotikom. Lahko
je naravna (intrinzi¢na) ali pridobljena. Za intrinzicno odpornost je znacilno, da so proti
antibiotiku odporni vsi sevi dolocene bakterijske vrste ali rodu. Geni za odpornost so
prisotni na kromosomu, potrebna je le njihova aktivacija, ki je lahko posledica spontanih
genetskih mutacij. Pridobljena odpornost proti antibiotikom je za razliko od intrinzicne
prisotna samo pri dolocenih sevih bakterijske vrste ali rodu in je posledica mutacij genov
ali pridobitve novih genov za odpornost od drugih bakterij s horizontalnimi genskimi
prenosi (plazmidi, bakteriofagi, prevzem tuje DNA) (Reygaert, 2013; Sherrard in sod.,
2014).
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2.4.3 Mehanizmi bakterijske odpornosti

Bakterije so razvile razlicne mehanizme odpornosti. Poznamo pet osnovnih mehanizmov
bakterijske odpornosti proti antibiotikom: zmanjSana prepustnost celicne membrane za
antibiotik; aktivno iz¢rpavanje antibiotika iz bakterijske celice (izlivne C¢rpalke);
modifikacija ali inaktivacija antibiotika z encimi; sprememba tarénega mesta oz.
prijemali§¢a antibiotika in sprememba presnovne poti, na katero antibiotik deluje
(Reygaert, 2013; Seme, 2002a; Sherrard in sod., 2014). Mehanizmi odpornosti so prikazani
na sliki 3.

. Antiviotic ()
® e
o ®
. O

Zunanja membrana (po Gramu negativne bakterije)

Aktivnio 1izérpavanye
antibiotika

Celiéna stena
)
Notranja membrana

X Antibiotik-
ma.l;:tﬁ acijski
. Q Modifikacija

Genza .
¢ odpormost proti antibiotika
Sprememba antibiotikom "
Tarino mesto|] [Afcnegamesta .
antibiotika Inaktivacyja ?3
antibiotilka

Plazmid
Anfibiotik-
mo djﬁwa]ou

Zmanjsana prepustrnost
celitne membrane

Citoplazma

Slika 3: Mehanizmi odpornosti bakterij proti antibiotikom (Sherrard in sod., 2014: 706).
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2.43.1  Zmanjsana prepustnost celicne membrane

Vse glavne skupine antibiotikov (betalaktami, aminoglikozidi in fluorokinoloni), ki se
uporabljajo za zdravljenje okuzb dihal pri bolnikih s CF, morajo preckati bakterijsko
celi¢no steno, da doseZejo svoje taréno mesto delovanja. Aminoglikozidi vstopajo v celico
tako, da se vezejo na lipopolisaharid zunanje membrane in s tem inducirajo svoj prevzem,
medtem ko majhni hidrofilni antibiotiki (betalaktami in fluorokinoloni) lahko preckajo
zunanjo membrano le z difuzijo skozi vodne kanalcke, sestavljene iz porinov. Mutacije, ki
privedejo do zmanjSanega izrazanja ali spremembe porinov, so torej razlog za niZjo
obcutljivost bakterij za antibiotike (Lambert, 2002).

2.4.3.2  Aktivno iz¢rpavanje antibiotikov iz celice

Za aktivno iz¢rpavanje antibiotikov iz celice so odgovorne izlivne ¢rpalke. Sestavljajo jih
tri beljakovinske komponente: porin v zunanji membrani, energetsko odvisna ¢rpalka v
celicni membrani in povezovalna beljakovina v periplazmi, ki povezuje omenjeni
membranski komponenti (Lambert, 2002). Bakterije imajo pet razliénih druzin izlivnih
¢rpalk, ki iz¢rpavajo antibiotike iz celice (Poole, 2011).

2.4.3.3  Modifikacija ali inaktivacija antibiotikov z encimi

Delovanje antibiotikov lahko zavirajo razli¢ni encimi, med katerimi so najpomembnejSe
betalaktamaze, ki posredujejo odpornost proti betalaktamom, in aminoglikozid-
modificirajo¢i encimi (AME), ki so odgovorni za odpornost proti aminoglikozidom
(Reygaert, 2013). Betalaktamaze so hidroliticni encimi, ki razgradijo amidno vez
betalaktamskega obro¢a in s tem inaktivirajo antibiotik So glavni mehanizem odpornosti
proti betalaktamom pri po Gramu negativnih bakterijah, vklju¢no z bakterijo P. aeruginosa
(Poole, 2011). Poznani so $tirje razredi encimov (A-D). V razredih A, C in D so serinske
betalaktamaze, za katere je znacCilna aminokislina serin v aktivnem mestu encima, s
pomocjo katere cepijo amidno vez, v razred B pa spadajo metalo-betalaktamaze, ki imajo
v aktivnem mestu kot kofaktor kovinski ion, ve¢inoma cink (Poole, 2011). Encimi AME
prenaSajo fosfatne, acetilne in adenilne skupine na amino in hidroksi substituente
antibiotikov, kar zmanjSa afiniteto vezave aminoglikozidov na tar¢no mesto (Lambert,
2002). Glede na nafin modifikacije aminoglikozidov encime delimo v tri skupine:
aminoglikozid fosforiltransferaze, ki fosforilirajo, aminoglikozid adeniltransferaze, Ki
adenilirajo in aminoglikozid acetiltransferaze, ki acetilirajo aminoglikozide (Poole, 2011).
Zapisi za encime AME so na plazmidih in transpozonih, kar omogoc¢a prenos odpornosti
tudi med razlicnimi rodovi bakterij (Seme, 2002a). Za razliko od kromosomskih
betalaktamaz zato spontane mutacije v celici zaradi pritiska antibiotikov ne povecajo
izraZzanja encimov AME (Lambert, 2002).
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2.4.3.4  Sprememba tar¢nega mesta 0z. prijemalis¢a antibiotikov

Glavni mehanizem odpornosti, pri katerem pride do spremembe tarénega mesta delovanja
antibiotikov, je mehanizem odpornosti proti fluorokinolonom (Lambert, 2002).
Fluorokinoloni vplivajo na delovanje topoizomeraz (topoizomeraze IV in DNA-giraze), Ki
so odgovorne za vnos in/ali odstranjevanje supernavojev in katenacijo/dekatenacijo DNA,
ter tako igrajo pomembno vlogo pri podvajanju, prepisovanju, rekombinaciji in
popravljanju DNA (Poole, 2011; Gaspar in sod., 2013). Obe topoizomerazi sta sestavljeni
iz dveh podenot: DNA-giraza iz GyrA in GyrB, topoizomeraza 1V pa iz ParC in ParE. Do
mutacij obicajno pride v regijah QRDR (angl. Quinolone Resistance Determining Region)
na kataliti¢nih podenotah GyrA in/ali ParC (Poole, 2011).

Drugi primer je odpornost proti betalaktamom zaradi spremembe beljakovin, ki vezejo
penicilin (angl. Penicillin-Binding Protein — PBP), na katere se vezejo betalaktami in s tem
zavirajo njihovo delovanje. PBP so encimi, odgovorni za sintezo peptidoglikana, osnovne
sestavine bakterijske celi¢ne stene. Bakterije so s PBP razvile dve razli¢ici odpornosti proti
betalaktamom: razvoj alternativne poti sinteze peptidoglikana z novimi PBP, ki jih
betalaktami ne zavirajo (vzrok za odpornost stafilokokov proti meticilinu) in
preoblikovanje ze obstojecih PBP, kar zmanjSuje afiniteto vezave penicilinov (vzrok za
odpornost H. influenzae proti aminopenicilinom) (Seme, 2002a).

2.4.3.5  Sprememba presnovne poti, na katero antibiotik deluje

Odpornost proti sulfonamidom in trimetoprimu je posledica preprecene sinteze timina v
bakterijski celici (Seme, 2002a). Antibiotika zavirata sintezo folne Kisline, ki je pomemben
kofaktor pri sintezi bakterijskega timidina, osnovnega gradnika nukleinskih Kislin.
Sulfonamidi so kemijsko podobni paraaminobenzojevi kislini in tekmujejo za ista vezavna
mesta na encimu dehidropteroat sintetazi (DHPS), ki je pomemben pri sintezi dihidrofolne
kisline, medtem ko trimetoprim zavira encim dihidrofolat reduktazo (DHFR) in s tem
preprecuje sintezo tetrahidrofolne kisline (Kotnik, 2002). Pridobljena bakterijska odpornost
proti sulfonamidom oz. trimetoprimu je lahko posledica kromosomskih mutacij, kar
povzro¢i zmanjsano afiniteto encimov DHPS oz. DHFR do antibiotikov, ali pridobitve
plazmidnega gena, ki kodira encim DHPS o0z. DHFR, odporen proti omenjenim
antibiotikom (Seme, 2002a).

2.4.3.6 Biofilmi

Bakterije, ki povzrocajo okuzbe dihal pri bolnikih s CF, imajo pogosto sposobnost tvorbe
biofilmov. Biofilmi so agregati bakterij, pritrjeni na povrs$ino in obdani z matriksom iz
polisaharidov, proteinov in DNA (Poole, 2011). Pomembna lastnost vseh biofilmov je
njihova odpornost in posledi¢no je okuzbe, ki jih povzrocajo bakterije, sposobne tvorbe
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biofilmov, zelo tezko izkoreniniti (Lambert, 2002). Bakterije, ki tvorijo biofilm, so bolj
odporne proti antibiotikom v primerjavi z bakterijami, ki rastejo v planktonski obliki.
Pogosto so bakterije znotraj biofilmov veckratno odporne (Poole, 2011).

Za visoko stopnjo odpornosti bakterij znotraj biofilmov je moznih ve¢ razlogov. Biofilmski
matriks deluje kot fizi¢na pregrada, ki onemogoca prehod antibiotikov. Poleg tega se lahko
negativnho nabite komponente v biofilmu veZzejo s pozitivno nabitimi antibiotiki (npr.
aminoglikozidi) in tako preprecijo njihovo difuzijo (Sherrard in sod., 2014). V nekaterih
raziskavah so potrdili, da so bakterije P. aeruginosa znotraj biofilmov metabolno manj
aktivne in rastejo pocasneje v primerjavi z bakterijami na obrobju biofilmov, kar je prav
tako lahko razlog za vecjo odpornost, saj antibiotiki obicajno delujejo na metabolno
aktivne celice. Bakterije P. aeruginosa lahko znotraj biofilmov rastejo anaerobno, veliko
antibiotikov pa je v anaerobnih pogojih manj aktivnih ali pa so celo neaktivni (npr.
aminoglikozidi) (Poole, 2011). Hipoksi¢ni pogoji naj bi pri bakterijah P. aeruginosa
povecali izrazanje aktivnih crpalk, ki posredujejo odpornost proti penicilinom in
cefalosporinom (Sherrard in sod., 2014).

2.4.3.7  Hipermutatorski sevi

Hipermutatorski sevi so sevi, ki imajo visoko stopnjo spontanih mutacij (20-1.000-krat
pogosteje) zaradi sprememb v eni od komponent sistema za popravljanja neujemanja v
DNA (angl. Mismatch Repair — MMR). Najpogosteje je vzrok za hipermutabilnost
mutacija gena mutS (Watson in sod., 2004; Oliver in Mena, 2010; Hauser in sod., 2011).
Sistem MMR je odgovoren za popravljanje nukleotidnih neujemanj med podvajanjem
DNA in predstavlja glavno oviro za medvrstne rekombinacije. Zaradi okvar sistema MMR
se torej poveca frekvenca horizontalnih prenosov genov, kar je pomemben mehanizem
pridobljene odpornosti pri bakterijah (Watson in sod., 2004; Lutz in sod., 2013).

Plju¢a bolnikov s CF so edinstveno okolje za razvoj hipermutatorskih fenotipov bakterij,
predvsem zaradi pogoste izpostavljenosti antibioti¢ni terapiji (Watson in sod., 2004). V
razlicnih raziskavah so potrdili, da je delez hipermutatorskih izolatov pri bolnikih s CF
vi$ji v primerjavi z bolniki, ki nimajo CF: 37-54 % proti 1 % pri izolatih P. aeruginosa
(Hauser in sod., 2011); 14 % proti 1 % pri izolatih S. aureus (Prunier in sod., 2003) in
14,5 % proti 1,4 % pri izolatih H. influenzae (Roman in sod., 2004). Poleg tega so
ugotovili, da imajo hipermutatorski sevi vi§jo stopnjo odpornosti proti antibiotikom, ¢eprav
vzro¢na povezava med hipermutabilnostjo in bakterijsko odpornostjo $e ni povsem
potrjena (Lutz in sod., 2013). Prednost hipermutatorskih sevov je, da se hitro prilagodijo na
spremembe v okolju, kar je v pljucih bolnikov s CF zelo pomembno (Watson in sod.,
2004). Poleg tega naj bi imeli hipermutatorski sevi pomembno vlogo pri virulenci, genskih
adaptacijah, perzistentni kolonizaciji in morda tudi pri upadu plju¢ne funkcije (Oliver in
Mena, 2010).
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2.4.4 Odpornost bakterije S. aureus

Bakterija S. aureus povzroca Sirok spekter bolezni, od blagih okuzb koZe do septikemije.
Uspesnost zdravljenja okuzb z antibiotiki ovira razvoj razlicnih mehanizmov odpornosti
bakterije proti antibiotikom (Howden in sod., 2014). Prvi sevi S. aureus, odporni proti
penicilinu, so se pojavili kmalu po letu 1940 z uvedbo penicilina v klini¢no prakso. Do leta
1960 je bilo Zze 80 % izolatov S. aureus odpornih proti penicilinu. (Lowy, 2003; Goss in
sod., 2011). Odpornost posredujejo betalaktamaze (imenovane tudi penicilinaze), Ki
hidrolizirajo peptidno vez betalaktamskega obroca antibiotika in s tem onemogocijo
vezavo betalaktamov na taréno mesto — beljakovino, ki veze penicilin (PBP) (Reygaert,
2013). Zapis za betalaktamaze kodira gen blaZ, ki ga najdemo na plazmidu poleg drugih
genov za odpornost (npr. za odpornost proti gentamicinu in eritomicinu) (Lowy, 2003).

Glede na stopnjo odpornosti proti vankomicinu, lo¢imo dve skupini sevov: seve S. aureus,
zmerno obcutljive za vankomicin (angl. Vancomycin-Intermediate S. aureus — VISA), in
seve S. aureus, odporne proti vankomicinu (angl. Vancomycin-Resistant S. aureus —
VRSA) (Reygaert, 2013). Zmanjsana obcutljivost sevov VISA je posledica sprememb v
biosintezi peptidoglikana in s tem razvoja debelejSe celicne stene, ki ovira dostop
vankomicina do tarénega mesta v celicni membrani (Gilligan, 2014; Howden in sod., 2014;
Lowy, 2003). Odpornost sevov VRSA pa je posledica pridobitve gena vanA iz
enterokokov, zaradi katerega pride do spremembe tarénega mesta za vankomicin, na
katerega se vankomicin ne more vezati (Reygaert, 2013). Seve VISA so prvic izolirali leta
1997 na Japonskem, v letu 2002 pa so v ZDA odkrili seve VRSA (Howden in sod., 2014).

Odpornost bakterij S. aureus proti aminoglikozidom so opazili ze v 1960. letih. Za
odpornost proti aminoglikozidom (gentamicin, tobramicin) so odgovorni aminoglikozid-
modificirajo¢i encimi, ki kemijsko spremenijo antibiotik in s tem zmanjSajo sposobnost
vezave na taréno mesto (30S ribosomska podenota). Odpornost proti tetraciklinom
posredujeta dva mehanizma: aktivno iz€rpavanje antibiotika z izlivnimi ¢rpalkami (gen
tetK) in kompetitivna vezava ribosom-varovalne beljakovine (gen tetM), na 30S podenoto,
kar onemogoci vezavo antibiotika. Tako odpornost proti aminoglikozidom kot tudi
odpornost proti tetraciklinom je pridobljena s plazmidi (Reygaert, 2013).

Odpornost proti linkozamidom (klindamicinu) in makrolidom (eritromicinu) je posledica
metilacije in s tem konformacijske spremembe 50S ribosomske podenote, kar zmanjSa
sposobnost vezave antibiotikov (Reygaert, 2013). Odpornost proti fluorokinolonom
(ciprofloksacinu) omogocajo spontane mutacije tarcnega mesta antibiotikov, podenote
giraze (gen gyrA) ali podenote topoizomeraze 1V (gen grlA) in izlivne ¢rpalke (gen norA)
(Lowy, 2003).
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Izolati S. aureus so odporni tudi proti trimetoprimu s sulfametoksazolom. Razlog je
mutacija genov, ki sodeluje v biosintezi folata (Lowy, 2003). Poleg tega so proti
trimetoprimu s sulfametoksazolom odporni tudi sevi fenotipa SCVs, saj lahko uporabljajo
timidin iz okolja (Gilligan, 2014).

2.4.4.1  S. aureus, odporen proti meticilinu — MRSA

Kmalu po uvedbi zdravljenja z meticilinom so leta 1961 v Veliki Britaniji odkrili prvi sev
MRSA. Sprva so bili sevi poznani kot bolni$ni¢ni patogeni, v zadnjih letih pa so vse
pogostejsi tudi v domacem okolju (Lowy, 2003). Na nekaterih podrocjih je ve¢ kot 60 %
izolatov S. aureus odpornih proti meticilinu (Reygaert, 2013). Za odpornost sevov MRSA
je odgovoren gen mecA, ki je del genskega elementa, imenovanega stafilokokna
kromosomska kaseta (angl. Staphylococcal Cassette Chromosome mec — SCCmec). Gen
mecA ima zapis za dodatno beljakovino PBP2a z zmanj$ano afiniteto za meticilin in druge
betalaktamske antibiotike, vkljuéno s cefalosporini, ki stafilokokom ob prisotnosti
betalaktamov omogoca prezivetje (Lowy, 2003; Reygaert, 2013). lzvor gena mecA ni
popolnoma znan, vendar predvidevajo, da izhaja iz koagulaza negativnih stafilokokov, saj
med sevi MSSA niso nasli homolognega gena (Lowy, 2003).

Sevi MRSA so poleg meticilina odporni tudi proti vsem drugim betalaktamskim
antibiotikom, vkljuéno s cefalosporini in karbapenemi. Poleg tega lahko sevi MRSA
spontano in povsem neodvisno od enterokoknih genov postopoma razvijejo odpornost proti
glikopeptidom. Sirjenje sevov MRSA, odpornih proti glikopeptidom, je zaskrbljujoce, saj
bi jih z antibiotiki, ki so trenutno na voljo, tezko obvladali (Seme, 2002a). V zadnjih letih
so v razli¢nih evropskih drzavah tako pri ljudeh kot tudi pri zivalih odkrili seve MRSA, pri
katerih je odpornost kodirana z nekoliko druga¢nim genom mec, ki so ga poimenovali
mecC (Paterson in sod., 2014).

2.4.5 Odpornost bakterije H. influenzae

Pri bakteriji H. influenzae je poznanih je ve¢ mehanizmov odpornosti proti antibiotikom
(Kostyanev in Sechanova, 2012). Bakterije so odporne proti razli¢nim antibiotikom, ki se
uporabljajo za zdravljenje okuzb dihal: makrolidom, tetraciklinom, fluorokinolonom in
trimetoprimu s sulfametoksazolom. Najve¢jo tezavo predstavlja naras¢anje pojavnosti
odpornosti proti aminopenicilinom (Kostyanev in Sechanova, 2012). K vi§ji stopnji
odpornosti prispevata tudi sposobnost tvorbe biofilmov in pojav hipermutatorskih sevov
(Starner in sod., 2006; Hauser in sod., 2011).

Najve¢ bakterij H. influenzae je odpornih proti betalaktamskim antibiotikom. Prvi sevi,
odporni proti ampicilinu, so se pojavili ze v 1970. letih. Odpornost izolatov H. influenzae
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proti betalaktamom je v kar 30 % primerov posledica produkcije dveh betalaktamaz TEM-
1 in ROB-1 (Tristram in sod., 2007). Obe betalaktamazi sodita v razred A med serinske
betalaktamaze (Gilsdorf, 2015). Ti sevi se imenujejo betalaktamaza pozitivni sevi, odporni
proti ampicilinu (angl. Beta-Lactamase Positive Ampicillin-Resistant — BLPAR). Drugi
mehanizem odpornosti proti betalaktamom je sprememba (zamenjava aminokislin) tar¢ne
beljakovine na bakteriji, in sicer transpeptidaze PBP3, odgovorne za sintezo
peptidoglikana, kar zmanjSa afiniteto vezave za peniciline kot tudi za nekatere
cefalosporine (npr. cefaklor). Ti sevi se imenujejo betalaktamaza negativni sevi, odporni
proti ampicilinu (angl. Beta-Lactamase Negative Ampicillin-Resistant — BLNAR). Zelo
majhen delez sevov H. influenzae ima oba mehanizma odpornosti, opisana zgoraj. Ti sevi
so betalaktamaza pozitivni sevi, odporni proti amoksicilinu in klavulanski kislini (angl.
Beta-Lactamase Positive Amoxicillin-Clavunate- Resistant — BLPACR) (Tristram in sod.,
2007).

Pridobljena odpornost bakterij proti makrolidom (azitromicinu in eritromicinu) je
posledica aktivnega ¢rpanja makrolidov iz celice (gen mefA, ki kodira izlivno ¢rpalko) ali
spremembe njihovega tar¢nega mesta zaradi metilacije ribosomov (geni erm za encime, Ki
metilirajo adeninske ostanke v podenoti rRNA 23S), mutacije genov L4 in L22, ki kodirajo
ribosomske proteine ali mutacije genov z zapisom za 23S rRNA. Geni za odpornost proti
makrolidom (ermA, ermB, ermC, ermF in mefA) so na mobilnih elementih in zato jih sevi
H. influenzae lahko pridobijo od drugih bakterij s horizontalnimi prenosi (Kostyanev in
Sechanova, 2012; Roberts in sod., 2011; Seme, 2002a). Prav tako je odpornost proti
tetraciklinom posledica aktivnega izCrpavanja antibiotika iz celice s posebnimi Crpalkami,
ki jih kodirajo geni, pridobljeni z genskim prenosom. Zapis za izlivno ¢érpalko pri
bakterijah H. influenzae nosi gen tetB, ki je obi¢ajno na konjugativnem plazmidu
(Kostyanev in Sechanova, 2012; Tristram in sod., 2007).

Pogosta je tudi odpornost proti trimetoprimu s sulfametoksazolom. Odpornost sevov
H. influenzae proti sulfametoksazolu je posledica mutacije gena dhps z zapisom za encim
DHPS, kar zmanjSa vezavo sulfametoksazola na ta encim in hkrati omogo¢i vezavo 4-
aminobenzojske Kisline ter njeno pretvorbo v dihidrofolat, medtem ko je odpornost proti
trimetoprimu  posledica poveCane sinteze mutirane DHFR (katalizira pretvorbo
dihidrofolata v tetrahidrofolat) z zmanjSano afiniteto za trimetoprim (Kostyanev in
Sechanova, 2012; Reygaert, 2013). Odpornost sevov H. influenzae proti fluorokinolonom
je redka. Nastane zaradi mutacij genov z zapisom za DNA-girazo in topoizomerazo 1V
(Kostyanev in Sechanova, 2012).
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2.4.6 Odpornost bakterije P. aeruginosa

Bakterije P. aeruginosa imajo prirojeno in pridobljeno odpornost proti antibiotikom, Ki jim
omogoca, da kljub antibioticnemu zdravljenju in mehanizmom obrambe gostitelja lahko
prezivijo v pljucih bolnikih s CF ve¢ let (Gaspar in sod., 2013). Naravno odpornost
omogocajo kromosomske betalaktamaze in zmanjSana prepustnost celi¢ne membrane,
medtem ko je pridobljena odpornost posledica kromosomskih mutacij ali prenosa genov za
odpornost z drugih bakterij preko plazmidov, transpozonov, integronov in bakteriofagov
(Poole, 2011; Mesquita in sod., 2013). Baterije P. aeruginosa pogosto kot odziv na
antibiotike kombinirajo razlicne mehanizme odpornosti. Kombinacije teh mehanizmov
skupaj s pridobljenimi geni za odpornost vodijo v razvoj veckratno odpornih sevov
(Gaspar in sod., 2013, Mesquita in sod., 2013). Pri bolnikih s CF kroni¢ne okuzbe dihal
povzrocajo sevi P. aeruginosa sluznega fenotipa, ki imajo sposobnost tvorbe biofilmov, za
katere je znacilna visoka stopnja odpornosti (Gaspar in sod., 2013). Pojavljajo se tudi
hipermutatorski sevi, predvsem pri bolnikih s kroni¢no okuzbo (Livermore, 2002; Poole,
2011).

Betalaktami se pogosto uporabljajo za zdravljenje okuzb z bakterijo P. aeruginosa, zato ni
presenetljivo, da odpornost proti tem antibiotikom narasca (Poole, 2011). Odpornost je
posledica razli¢cnih mehanizmov: zmanjSane prepustnosti membrane, aktivnega izCrpavanja
in hidrolize z betalaktamazami (Gaspar in sod., 2013). SlabSa prepustnost zunanje
membrane zaradi izgube porina OprD, ki tvori transmembranski kanalcek, je razlog za
odpornost proti karbapenemom (Livermore, 2002). P. aeruginosa ima 12 izlivnih ¢rpalk,
med katerimi so za 3 tipe (MexAB-OprM, MexCD-OprJ in MexXY-OprM) dokazali, da
aktivno izCrpavajo betalaktame iz celice in tako omogocajo odpornost proti tem
antibiotikom (Poole, 2011).

Bakterije P. aeruginosa so naravno odporne proti nekaterim betalaktamom. Odpornost
posredujeta kromosomski betalaktamazi: cefalosporinaza razreda C (AmpC), ki je
odgovorna za odpornost proti betalaktamom pri klini¢nih izolatih, in oksacilinaza razreda
D (PoxB), za katero so zaenkrat opazili, da je bila izraZzena samo pri laboratorijskih
mutantah ampC (Mesquita in sod., 2013). Nizke koncentracije inducibilne betalaktamaze
AmpC omogocajo naravno odpornost proti ozkospektralnim cefalosporinom in
aminopenicilinom. Mutacije v represorski regiji gena ampC (ampR) in posledi¢no
povecano izrazanje tega encima lahko vodi do odpornosti proti vsem betalaktamskim
antibiotikom razen karbapenemov (Poole, 2011). Poleg endogene betalaktamaze nekateri
sevi P. aeruginosa s horizontalnimi prenosi pridobijo plazmide ali transpozone z zapisi za
betalaktamaze (Gaspar in sod., 2013). Prvotno so pri bakterijah P. aeruginosa nasli
betalaktamaze razreda A z omejenim spektrom aktivnosti, nedavno pa so opisali
pridobljene betalaktamaze z razSirjenim spektrom delovanja (angl. Extended-Spectrum
Beta-Lactamase — ESBL), ki lahko hidrolizirajo tudi monobaktame, Sirokospektralne
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cefalosporine in betalaktame v kombinaciji z inhibitorji (npr. piperacilin s tazobaktamom)
ter karbapenemaze (serinske in metalo-betalaktamaze), ki hidrolizirajo veéino
betalaktamov, vklju¢no s karbapenemi, ne pa aztreonama (Lambert, 2002; Poole, 2011).

Okuzbe dihal z bakterijo P. aeruginosa pri bolnikih s CF pogosto zdravimo z razli¢nimi
aminoglikozidi, kot so tobramicin, gentamicin in amikacin (Poole, 2011). Bakterije se na
veCletno zdravljenje z antibiotiki prilagodijo z razvojem odpornosti, ki je vecinoma
posledica kromosomskih sprememb, redkeje pridobitve genskih elementov (npr.
plazmidov) s horizontalnimi prenosi (Islam in sod., 2009). Odpornost proti
aminoglikozidom je pogosto povezana z zmanjSanim kopicenjem antibiotika. Sprva so
menili, da je vzrok za to zmanjSana prepustnost celicne membrane, zato so jo imenovali
»neprepustnostna odpornost« (angl. impermeability resistance). Kasneje so v razli¢nih
raziskavah potrdili, da je ta odpornost posledica izérpavanja antibiotika s sistemom
MexXY-OprM. Sistem MexXY-OprM kodira operon mexXY, njegovo izrazanje pa je pod
nadzorom represorja MexZ. Mutacije gena mexZ in posledi¢no povecana ekspresija mexXY
je najpogostej§i mehanizem odpornosti proti aminoglikozidom pri klini¢nih izolatih
P. aeruginosa bolnikov s CF (Islam in sod., 2009; Poole, 2011). Poleg aktivnega
iz€rpavanja z izlivnimi ¢rpalkami odpornost omogocajo tudi aminoglikozid-modificirajoci
encimi. Encimi AME se nahajajo na mobilnih genskih elementih, ki nosijo zapise za druge
gene za odpornost (npr. betalaktamaze, kloramfenikol acetiltransferaze), zato so proti
aminoglikozidom odporni izolati obi¢ajno odporni Se proti drugim skupinam antibiotikov.
Nedavno so opisali odpornost, posredovano z metilazami 16S rRNA, ki metilirajo vezavna
mesta aminoglikozidov, ribosomske podenote 30S na 16S rRNA, kar zmanj$a afiniteto
vezave antibiotika (Mesquita in sod., 2013).

Za zdravljenje okuzb z bakterijami P. aeuruginosa se med fluorokinoloni najpogosteje
uporablja ciprofloksacin (Poole, 2011). Odpornost proti tem antibiotikom je v glavnem
posledica mutacije v podenotah DNA-giraze in topoizomeraze IV, pomemben prispevek pa
ima tudi aktivno izCrpavanje antibiotika, pogosto v kombinaciji z mutacijami tar¢nega
mesta (Gaspar in sod., 2013; Mesquita in sod., 2013). Preferen¢na tarc¢a fluorokinolonov
pri P. aeruginosa in drugih po Gramu negativnih bakterijah je DNA-giraza, medtem ko so
pri sevih z visoko odpornostjo opazili tudi dodatne mutacije v topoizomerazi IV. P.
aeruginosa ima stiri sisteme izlivnih ¢rpalk MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN
in MexX-OprM, ki bodisi vplivajo na zmanjSanje obCutljivosti ali pa so odgovorni za
odpornost proti fluorokinolonom (Poole, 2011).
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2.5 DOLOCANJE OBCUTLIIVOSTI ZA ANTIBIOTIKE

Antibiotike uporabljamo za zdravljenje bolezni, ki jih povzrocajo bakterije. Zdravljenje je
lahko izkustveno ali racionalno. Pri racionalnem zdravljenju zdravnik pred uvedbo
antibiotika bolniku z znalilnega mesta odvzame vzorec kuznine in ga poslie v
mikrobioloski laboratorij, kjer dolocijo povzrocitelja in njegovo obcutljivost za antibiotike.
Na ta nacin zdravnik dobi podatek, kateri antibiotik je najucinkovitejsi in vitro, kar je
pomembno za uspeSno zdravljenje (Kotnik, 2002). Poleg zagotovitve obcutljivosti
patogena za izbran antibiotik lahko z metodami za dolocanje obcutljivosti odkrijemo
morebitne odpornosti bakterijskih izolatov proti antibiotikom (Jorgensen in Ferraro, 2009).
Spremljanje odpornosti in racionalno zdravljenje pa sta v danasnjih ¢asih, ko se soo¢amo z
naraS¢anjem odpornosti bakterij, kljutnega pomena za prepreCevanje pojava in $irjenja
odpornih sevov (Seme, 2002a).

Za dolo¢anje obcutljivosti oz. odpornosti bakterij se uporabljajo razline laboratorijske
metode: fenotipske (na ravni lastnosti bakterij) in genotipske (na ravni genov). S
fenotipskimi metodami obcutljivost dolocamo tako, da opazujemo rast bakterij ob
prisotnosti antibiotikov (npr. antibiogram), medtem ko pri genotipskih dolo¢amo prisotnost
genov za odpornost (npr. masna spektrometrija, verizna reakcija s polimerazo). Pri
fenotipskih metodah je potrebna osamitev bakterije iz vzorca kuznine v ¢isti kulturi in
inkubacija, kar pomeni, da lahko mine med 24 in 72 ur, preden dobimo rezultat. Zaradi
omenjene slabosti se v zadnjih letih razvijajo nove genotipske metode za hitro dolo¢anje
odpornosti bakterijskih patogenov, s katerimi bi skrajsali cas empiricnega zdravljenja in
posledi¢no tudi izboljsali izid bolezni. Kljub temu zlati standard v rutinskih medicinskih
mikrobioloskih laboratorijih  ostajajo fenotipske metode: mikrodilucija, metoda
difuzijskega gradienta, difuzijska metoda z diski in razliéni komercialno dostopni
avtomatizirani sistemi (npr. sistem Vitek), ki so izpeljani iz standardnih mikrodilucijskih
metod (Pulido in sod., 2013; Strumbelj in sod., 2016). Glavna prednost omenjenih metod,
poleg visoke obcutljivosti, je njihova standardizacija — enotne mednarodne smernice za
doloc¢anje protimikrobne ob¢utljivosti (Pulido in sod., 2013).

Metode so lahko kvalitativne (npr. difuzijska metoda z diski) ali kvantitativhe (npr.
dilucijske metode, E-test). S kvalitativnimi metodami lahko dolo¢imo le stopnjo
obcutljivosti izolata (obcutljiv, zmerno obcutljiv ali odporen), medtem ko s kvantitativnimi
metodami dolo¢imo minimalno inhibitorno koncentracijo, to je najnizjo koncentracijo
antibiotika, ki Se zavira rast mikroorganizma (Jorgensen in Ferraro, 2009).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 METODE

3.1.1 Zbiranje podatkov

V raziskavo smo vkljucili 83 slovenskih otrok s CF, ki jih vodijo v Centru za cisti¢no
fibrozo na Pediatri¢ni kliniki Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana. S pomocjo
laboratorijskega racunalniSkega programa MBL (Infonet, Kranj) smo retrospektivno zajeli
vse bakterijske izolate, ki so bili na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete Univerze v Ljubljani (IMI MF UL) osamljeni iz vzorcev dihal otrok s CF med 1.
1. 2009 in 31. 12. 2014. Zbrali smo podatke o obcutljivosti najpogostejsih vrst
(H. influenzae, S. aureus in P. aeruginosa) in primerjali deleze ob¢utljivosti po letih.

Pri vseh izolatih je bila obcutljivost za antibiotike dolo¢ena z uporabo difuzijskega
antibiograma z diski. Pri tem so upostevali ameriSka merila InStituta za klini¢ne in
laboratorijske standarde (angl. Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI), od 1.
4. 2014 naprej pa smernice Evropskega odbora za testiranje protimikrobne obcutljivosti
(angl. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST).
Kategorije po CLSI in EUCAST so: obcutljiv (angl. Susceptible— S), zmerno obcutljiv
(angl. Intermediate — 1) in odporen (angl. Resistant — R) (Strumbelj in sod., 2016).

3.1.2 Analiza podatkov

Bakterijske izolate smo analizirali glede na leto osamitve. Pri izraCunih smo upoStevali
samo izolate, osamljene iz vzorcev dihal (sputum, bris nosu, bris Zrela, aspirat Zrela, aspirat
traheje, aspirat nosu) in samo prve izolate posamezne bakterijske vrste pri eni osebi.
Najprej smo ugotovili Stevilo posameznih izolatov in tako dolo¢ili najpogostejse izolate,
osamljene iz dihal otrok s CF. Nato smo lo¢eno analizirali obcutljivost posamezne
bakterijske vrste (H. influenzae, S. aureus in P. aeruginosa) za antibiotike glede na leto
osamitve (2009-2014). V primerih, ko smo imeli v istem vzorcu dva ali ve¢ izolatov ene
bakterijske vrste z razlicnim antibiogramom, smo upoStevali vse izolate z razlicnim
antibiogramom, sicer smo upostevali samo enega. Kategoriji odpornosti I in R smo zdruzili
v kategorijo R. Pri izolatih P. aeruginosa smo primerjali ob¢utljivost med razli¢nima
fenotipoma in pregledali, ali se odpornost proti antibiotikom pri posameznih otrocih s CF
spreminja. Dolocili smo tudi deleZz izolatov MRSA ter stopnjo odpornosti in deleze
vec¢kratno odpornih izolatov.
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3.1.3 Statisti¢na analiza

Razlike v obcutljivosti za doloc¢ene antibiotike med posameznimi skupinami izolatov smo
statistiéno ovrednotili s preizkusom y? na kontingen&nih tabelah.

Pri preizkusu »* na osnovi zbranih podatkov preverjamo domnevo o verjetnostni
porazdelitvi. Mero ujemanja dejanskih in pricakovanih frekvenc imenujemo Pearsonova
y*-statistika:

Fiofi)?
x2=Yk, lf.’l .. (D
2

Ce je ni¢elna domneva pravilna, je Pearsonova y’-statistika (pri stopnji zna&ilnosti a)
porazdeljena priblizno po x?-porazdelitvi s k — 1 stopinjami prostosti (SP). Torej velja:

x* < x& (SP =k — 1) — nitelno domnevo obdrzimo, ... (2

x% > x2 (SP =k — I) — ni¢elno domnevo zavrnemo. ...(3)

Rezultat potrdimo s p-vrednostjo, ki predstavlja verjetnost, da ob predpostavki pravilnosti
ni¢elne domneve za testno statistiko dobimo vrednosti, ki so bolj v korist alternativne
domneve kot izracunane vrednosti testne statistike. Stopnja znacilnosti a je zgornja meja
tveganja (Kosmelj, 2007). p-vrednost izraza, v kolik§ni meri so vzor¢ni podatki v skladu z
nicelno domnevo:

p-vednost < a — podatki so statisti¢no znaéilni,

p-vrednost > a — podatki niso statisti¢no znacilni.

Podatke smo racunalniSko analizirali s programom Excel iz zbirke Microsoft Office 2010.
Za statisti¢no analizo smo uporabili JavaStat. Za stopnjo znacilnosti o. smo si izbrali 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 BOLNIKI S CISTICNO FIBROZO

V raziskavo smo vkljucili 83 otrok (42 deckov in 41 deklic) s CF iz Centra za cisti¢no
fibrozo na Pediatri¢ni kliniki UKC Ljubljana, kjer vodijo vse slovenske otroke s CF. V
celotnem sestletnem obdobju smo spremljali 46 (55,4 %) otrok s CF. V povprecju je bilo
na leto 62 otrok. Leta 2009 jih je bilo 57, leta 2014 pa ze 72.

Letno smo iz dihal otrok s CF na IMI MF UL osamili od 409 do 504 bakterijske izolate oz.
od 153 do 206 prvih bakterijskih izolatov. Podrobnejsi podatki o Stevilu otrok s CF in
njihovih Dbakterijskih izolatih v posameznem letu so prikazani v preglednici 2. Pri
posameznem otroku smo v povpreéju osamili tri prve izolate na leto. Povpreéna starost
otrok ob prvi vkljucitvi v raziskavo je bila med 9,6 in 11,3 leta. Najmlajsi otrok je bil star
manj kot en mesec, najstarejsi pa 22,4 leta.

Preglednica 2: Stevilo otrok s CF, tevilo vseh bakterijskih izolatov, Stevilo prvih bakterijskih izolatov,
povpreéno $tevilo prvih izolatov na otroka s CF na leto in povpreéna starost otrok s CF ob prvi vkljuditvi v
raziskavo za obdobje 2009-2014.

Leto bakterijskih bakterijskih . starost otrok s

sCF izolatov izolatov izolatov/otroka CF (leta)

s CF/leto

2009 57 409 153 2,7 9,8
2010 63 487 197 3,1 9,6
2011 58 472 172 3,0 9,8
2012 60 504 176 2,9 10,7
2013 63 468 169 2,7 11,3
2014 72 496 206 2,9 10,4

2009-2014 373 2836 1073
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4.2 NAJPOGOSTEISI BAKTERIJSKI IZOLATI

Najprej smo izracunali $tevilo in delez prvih izolatov, osamljenih iz dihal otrok s CF, v
celotnem obdobju 2009-2014, nato pa za vsako leto posebej. Pri izraCunu smo upostevali
samo prve izolate posamezne bakterijske vrste, osamljene iz dihal otrok s CF, neodvisno
od vrste kuznine v teko¢em letu.

V letih 2009-2014 smo iz dihal otrok s CF osamili 62 razli¢nih patogenih vrst bakterij.
Najpogostejsi bakterijski izolati so bili S. aureus (326 izolatov), H. influenzae (134
izolatov) in P. aeruginosa (116 izolatov). Poleg teh velja omeniti Se vrsti
Stenotrophomonas maltophilia (75 izolatov) in Streptococcus pneumoniae (57 izolatov).
Delezi ostalih bakterijskih vrst so bili nizji od 5 %. Seznam vseh prvih bakterijskih
izolatov je prikazan v prilogi A.

Delez izolatov S. aureus je bil 30,4 %, kar je skoraj tretjina vseh bakterijskih izolatov.
Delez izolatov H. influenzae je bil 12,5 %, delez izolatov P. aeruginosa pa 10,8 %. V
skupnem so vrste S. aureus, H. influenzae in P. aeruginosa predstavljale ve¢ kot polovico
(53,7 %) vseh bakterijskih izolatov. Podrobnejsi podatki so prikazani v preglednici 3.

Preglednica 3: Stevilo in delez (%) najpogostejsih prvih izolatov, osamljenih iz dihal otrok s CF v letih
2009-2014 na IMI MF UL.

Izolat Stevilo izolatov Delez (%) izolatov
S. aureus 326 30,4
H. influenzae 134 12,5
P. aeruginosa 116 10,8
S. maltophilia 75 7,0
S. pneumoniae 57 53
druge bakterijske vrste 365 34,0

SKUPAJ 1073 100
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V preglednici 4 so zbrani podatki o Stevilu in delezu (%) prvih izolatov glede na leto
osamitve. Na sliki 4 so podatki predstavljeni Se grafi¢no. V vseh letih je bil najvecji delez
izolatov S. aureus in je predstavljal priblizno tretjino vseh bakterijskih izolatov. V letu
2010 je delez izolatov S. aureus upadel (25,4 %) na racun povecCanja deleza drugih
bakterijskih vrst. Deleza izolatov H. influenzae in P. aeruginosa sta bila v celotnem
obdobju podobna (od 9,1 % do 15,0 %). Vsa leta (z izjemo leta 2013) je bil delez izolatov
H. influenzae nekoliko visji kot delez izolatov P. aeruginosa, medtem ko sta bila leta 2010
deleza osamljenih izolatov H. influenzae in P. aeruginosa enaka.

Preglednica 4: Stevilo in deleZ (%) prvih izolatov S. aureus, H. influenzae in P. aeruginosa, osamljenih iz
dihal otrok s CF v letih 2009-2014 na IMI MF UL.

Stevilo in deleZ (%) Stevilo in delez (%) Stevilo in deleZ (%)
Leto . . . . .
izolatov S. aureus izolatov H. influenzae izolatov P. aeruginosa
2009 48 (31,4) 23 (15,0) 18 (11,8)
2010 50 (25,4) 22 (11,2) 22 (11,2)
2011 52 (30,2) 22 (12,8) 17 (9,9)
2012 54 (30,7) 19 (10,8) 16 (9,1)
2013 56 (33,1) 18 (10,7) 23 (13,6)
2014 66 (32,0) 30 (14,6) 20 (9,7)
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Slika 4: Delez (%) prvih izolatov S. aureus, H. influenzae in P. aeruginosa, osamljenih iz dihal otrok s CF v
letih 2009-2014 na IMI MF UL.
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Izolate P. aeruginosa smo lo¢ili glede na fenotip: sluzni in ne-sluzni. Pri nekaterih otrocih
s CF smo v posameznem letu osamili oba fenotipa, medtem ko so bili nekateri kolonizirani
samo s sluznim in drugi samo z ne-sluznim fenotipom P. aeruginosa. V preglednici 5 so
zbrani podatki o Stevilu in delezu (%) prvih izolatov P. aeruginosa obeh fenotipov. Delez
izolatov ne-sluznega fenotipa je med Sestletnima obdobjem nekoliko upadal (z 9,4 % v letu
2009 na 7,3 % leta 2014). Izjema je leto 2013, ko je bil delez izolatov 12,6 %. Podobno je
tudi pri izolatih sluznega fenotipa, kjer se je delez zmanjsal s 6,3 % v letu 2009 na 2,9 % v
letu 2014.

Preglednica 5: Stevilo in delez (%) prvih izolatov P. aeruginosa ne-sluznega in P. aeruginosa sluznega
fenotipa, osamljenih iz dihal otrok s CF v letih 2009-2014 na IMI MF UL.

Leto Stevi_lo in delez (%) izolatov_ Stevilo_ in delez (%) izolato_v
P. aeruginosa ne-sluznega fenotipa P. aeruginosa sluznega fenotipa
2009 15 (9,4) 10 (6,3)
2010 19 (9,4) 8 (4,0)
2011 15 (8,5) 7 (4,0)
2012 14 (7,7) 7 (3,9)
2013 22 (12,6) 7 (4,0)
2014 15 (7,3) 6(2,9)

Izracunali smo tudi povpreéno starost otrok s CF ob prvi osamitvi posamezne bakterijske
vrste v opazovanem obdobju. Podatki so zbrani v preglednici 6. Otroci s CF, pri katerih
smo osamili izolate S. aureus in H. influenzae, so bili v povprecju stari 8,6 leta, medtem ko
je bila povpre¢na starost otrok s CF ob prvi osamitvi izolatov P. aeruginosa ne-sluznega
fenotipa 10,9 leta. NajstarejSi so bili otroci s CF, pri katerih smo osamili izolate
P. aeruginosa sluznega fenotipa, in sicer je povprecna starost znasala 13,3 leta.

Preglednica 6: Povpreéna starost otrok s CF ob prvi osamitvi posamezne bakterijske vrste v letih 2009-2014
na IMI MF UL.

Povpreéna starost otrok s CF ob prvi

Bakterijska vrsta osamitvi bakterije (leta)
S. aureus 8,6
H. influenzae 8,6
P. aeruginosa (oba fenotipa) 10,8
P. aeruginosa (ne-sluzni fenotip) 10,9

P. aeruginosa (sluzni fenotip) 13,3
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4.3 DOLOCANJE OBCUTLJIVOSTI IZOLATOV S. aureus

Bakterijo S. aureus smo v letinh 2009—2014 osamili kar pri 78 (94,0 %) otrocih s CF. V
povpredju smo letno testirali priblizno 57 izolatov S. aureus. Leta 2009 smo imeli 48
izolatov, leta 2014 jih je bilo Ze 66. Podatki o Stevilu testiranih izolatov ter Stevilu in
delezu (%) izolatov S. aureus, obcutljivih za posamezen antibiotik, v letih 2009-2014 so
zbrani v preglednici 7. Graficno so podatki prikazani na sliki 5. V prilogi B so podani
izratuni Pearsonove y2-statistike in p-vrednosti.

Vsi testirani izolati v Sestletnem obdobju so bili obcutljivi za teikoplanin in vankomicin.
Najvec izolatov je bilo odpornih proti penicilinu. V vseh letih je bil delez proti penicilinu
odpornih izolatov vis§ji od 85 %, v letu 2012 celo visji od 94 % (osamili smo samo tri za
penicilin obcutljive izolate). Obcutljivost za oksacilin, rifampin, trimetoprim s
sulfametoksazolom in tetraciklin je bila v celotnem obdobju testiranja visja od 90 %. Med
posameznimi leti ni bilo statisti¢no znacilnih razlik v obcutljivosti.

Delez za ciprofloksacin obcutljivih izolatov je z 91,7 % v letu 2009 v obdobju raziskave
padel na 86,4 % v letu 2014. Obcutljivost za testirane aminoglikozide je bila v povpreéju
84,0 %. Delez za gentamicin obcutljivih izolatov je ostajal konstanten, medtem ko je bil
delez za tobramicin obcutljivih izolatov v letih 2009, 2010 in 2012 priblizno 85 %, leta
2011 se je zmanjsal na 78,6 %, v letu 2014 pa se je delez povecal na 87,9 %. Obcutljivost
izolatov za klindamicin in eritromicin se je z leti spreminjala. Delez za klindamicin
obcutljivih izolatov je iz 91,7 % v letu 2009 narastel na 97,0 % v letu 2014. Delez za
eritromicin ob¢utljivih izolatov je bil nekoliko niZji (v povpreéju 76,1 %). Opazen je rahel
trend nara$¢anja odpornosti. Leta 2009 smo osamili 18,7 % izolatov, odpornih proti
eritromicinu, v letu 2014 pa Ze 25,8 %, vendar razlike v obCutljivosti statisticno niso
pomembne (p > 0,05).
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Preglednica 7: Stevilo in delez (%) za posamezne antibiotike ob¢utljivih izolatov S. aureus glede na leto
osamitve iz dihal otrok s CF na IMI MF UL.

Stevilo in deleZ (%) ob&utljivih izolatov glede na skupno §tevilo
testiranih v posameznih letih

Leto osamitve 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Stevilo testiranih izolatov 48 54 56 56 60 66

Klindamicin 44 (91,7) 48(88,9) 54(96,4) 52(92,9) 53(88,3) 64(97,0)

Ciprofloksacin 44 (91,7) 48(88,9) 50(89,3) 49(87,5) 52(86,7) 57 (86,4)

Eritromicin 39(81,3) 41(759) 45(80,4) 41(73,2) 43(71,7) 49 (74,2)

Gentamicin 41(85/4) 44(815) 48(857) 47(839) 50(833) 57(864)

v Tobramicin 37 (84,1)* 39 (84,8)* 44 (78,6*) 45(84,9)* 49(81,7) 58 (87,9)

g Oksacilin 48 (100) 51 (94,4) 55(98,2) 55(98,2) 59(98,3) 66 (100)

@ Penicilin 5(104) 7(13,00 8(143) 3(54) 8(133) 8(121)

'<z'E Rifampin 47 (97,9) 51(94,4) 56 (100) 54(96,4) 56(93,3) 63 (95,5)
Trimetoprim/

aul fameto?(sazol 48 (100) 50 (92,6) 53(94,6) 54(96,4) 58(96,7) 65 (98,5)

Tetraciklin 46 (95,8) 54 (100) 54 (96,4) 56 (100) 60 (100) 65 (98,5)

Teikoplanin 48 (100) 54 (100) 56 (100) 56 (100) 60 (100) 66 (100)

Vankomicin 48 (100) 54 (100) 56 (100) 56 (100) 60 (100) 66 (100)

*Za antibiotik tobramicin smo leta 2009 testirali 44 izolatov, leta 2010 46, leta 2011 in 2013 pa 53 izolatov.
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Slika 5: Delez (%) za posamezne antibiotike ob¢utljivih izolatov S. aureus, osamljenih iz dihal otrok s CF v
letih 2009-2014 na IMI MF UL.

Legenda: CC — klindamicin, CIP — ciprofloksacin, E — eritromicin, GM — gentamicin, NN — tobramicin, OX
— oksacilin, P — penicilin, RA — rifampin, SXT — trimetoprim/sulfametoksazol, TE — tetraciklin, TEC —
teikoplanin, VA — vankomicin.
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4.3.1 Dolocanje ob¢utljivosti izolatov MRSA

Izolate S. aureus, odporne proti meticilinu, smo osamili samo pri enem otroku s CF. Otrok
je bil v vseh letih koloniziran tako z obcutljivimi (sevi MSSA) kot tudi z odpornimi sevi
S. aureus (sevi MRSA). V Sestletnem obdobju smo iz vzorcev dihal bolnika osamili Sest
prvih izolatov MRSA. Leta 2010 smo osamili tri, v letih 2011-2013 pa po en prvi izolat
MRSA. V letih 2009 in 2014 iz prvega vzorca dihal izolatov MRSA nismo osamili. Vseh
prvih izolatov S. aureus je bilo v letih 2009-2014 340, kar pomeni, da je bil delez izolatov
MRSA 1,8 %.

Vsi prvi izolati MRSA, osamljeni iz bolnika s CF, so bili odporni proti klindamicinu,
ciprofloksacinu, eritromicinu, gentamicinu, tobramicinu, oksacilinu in penicilinu.
Obcutljivost MRSA za rifampin in trimetoprim s sulfametoksazolom se je z leti
spreminjala. MRSA, odporne proti rifampinu, smo osamili leta 2010 (dva izolata) in po en
izolat v letih 2012 in 2013, medtem ko smo MRSA, odporne proti trimetoprimu s
sulfametoksazolom, osamili v letih 2010 in 2011. Obcutljivost MRSA za tetraciklin,
teikoplanin in vankomicin je bila vseh Sest let 100 %.
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4.4 DOLOCANJE OBCUTLJIVOSTI IZOLATOV H. influenzae

Bakterijo H. influenzae smo osamili pri 57 (68,7 %) otrocih s CF. V letih 2009-2013 je
bilo priblizno 20 prvih izolatov H. influenzae letno, leta 2014 pa se je Stevilo povecalo na
30 izolatov. V preglednici 8 so zbrani podatki o Stevilu in delezu (%) za posamezne
antibiotike obcutljivih izolatov H. influenzae. Na sliki 6 so podatki predstavljeni Se
grafi¢no. Razberemo lahko, da so bili vsi izolati v celotnem Sestletnem obdobju obcutljivi
za cefotaksim in moksifloksacin. Prav tako so bili vsi izolati obcutljivi za parenteralni
cefuroksim, z izjemo leta 2014, ko je delez obcutljivih sevov padel na 86,7 %.
H. influenzae je tudi dobro obcutljiv za amoksicilin s klavulansko kislino. V letih 2010
2013 so bili vsi izolati obcutljivi za amoksicilin s klavulansko kislino, medtem ko smo leta
2009 osamili en, v letu 2014 pa tri odporne seve.

Veéji delez izolatov H. influenzae je bil odporen proti ampicilinu, trimetoprimu s
sulfametoksazolom in tetraciklinu, vendar v nobenem primeru delez odpornih izolatov ni
vi$ji od 40 %. V celotnem obdobju smo iz dihal otrok s CF osamili najve¢ proti
trimetoprimu s sulfametoksazolom odpornih izolatov H. influenzae. DeleZ za trimetoprim s
sulfametoksazolom ob¢utljivih izolatov se je z 91,3 % v letu 2009 zmanjsal na 63,2 % v
letu 2012 (p = 0,027), nato pa pocasi naras¢al do leta 2014 (80,0 %). Delezi za ampicilin in
tetraciklin obcutljivih izolatov so bili v vseh letih visji od 80,0 %.

Obcutljivost izolatov H. influenzae za azitromicin je bila v letih 2009-2013 vi§ja od
95,5 %. Proti azitromicinu odporen sev smo osamili samo leta 2010. V letu 2014 pa se je
delez obcutljivih izolatov H. influenzae statisticno pomembno zmanjsal na 26,7 %
(p = 0,000).

Razlike v obcutljivosti izolatov H. influenzae za ostale antibiotike med letoma 2009 in
2014 statisti¢no niso bile pomembne (p-vrednost je bila v vseh primerih ve¢ja od 0,05).
Izraduni Pearsonove y*-statistike in p-vrednosti so podani v prilogi C.
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Preglednica 8: Stevilo in deleZ (%) za posamezne antibiotike ob&utljivih izolatov H. influenzae glede na leto
osamitve iz dihal otrok s CF na IMI MF UL.

Stevilo in deleZ (%) ob&utljivih izolatov glede na skupno $tevilo
testiranih v posameznih letih

Leto osamitve 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Stevilo testiranih izolatov 23 22 22 19 18 30

Ampicilin 19(82,6) 19(86,4) 20(90,9) 18(94,7) 16(88,9) 26 (86,7)
Amoksicilin/klavulanska kislina 22 (95,7) 22 (100) 22 (100) 19(100) 18(100) 27 (90,0)
X Azitromicin/eritromicin 23(100) 21 (9555) 22(100) 19(100) 18(100) 8(26,7)
5 Cefotaksim 23 (100) 22 (100) 22 (100) 19 (100) 18 (100) 30 (100)
E Cefuroksim (parenteralno) 23 (100) 22 (100) 22 (100) 19 (100) 18 (100) 26 (86,7)
<Z,: Moksifloksacin 23 (100) 22 (100) 22 (100) 19 (100) 18 (100) 30 (100)
Trimetoprim/sulfametoksazol 21 (91,3) 18(81,8) 19(86,4) 12(63,2) 13(72,2) 24 (80,0)
Tetraciklin 22 (95,7) 22(100) 20(90,9) 16(84,2) 15(83,3) 29(96,7)
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Slika 6: Delez (%) za posamezne antibiotike ob¢utljivih izolatov H. influenzae, osamljenih iz dihal otrok s
CF v letih 2009-2014 na IMI MF UL.
Legenda: AM — ampicilin; AMC — amoksicilin/klavulanska kislina, AZM — azitromicin, CTX — cefotaksim,
CXMp — cefuroksim (parenteralno), MXF — moksifloksacin, SXT — trimetoprim/sulfametoksazol, TE —

tetraciklin.
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4.5 DOLOCANJE OBCUTLIIVOSTI IZOLATOV P. aeruginosa

Najprej smo analizirali obcutljivost prvih izolatov P. aeruginosa, pri ¢emer izolatov nismo
loc¢ili glede na fenotip, kar pomeni, da je v nekaterih primerih prvi izolat P. aeruginosa
sluznega fenotipa, v drugih primerih pa ne-sluznega. V preglednici 9 so zbrani podatki o
Stevilu testiranih izolatov ter Stevilu in delezu (%) za posamezen antibiotik obcutljivih
izolatov P. aeruginosa. Grafi¢no so delezi obcutljivih izolatov prikazani na sliki 7.

Izolate P. aeruginosa smo Vv letih 2009-2014 vsaj enkrat osamili pri 45 (54,2 %) otrocih s
CF. Skoraj vsi testirani izolati so bili obcutljivi za ceftazidim in piperacilin s
tazobaktamom. V letu 2009 smo osamili en izolat, odporen proti piperacilinu s
tazobaktamom. Proti ceftazidimu odporna izolata smo osamili leta 2009 in 2011. Delez za
amikacin obcutljivih izolatov je bil v letih 20092011 v povprecju 64,7 %, v letu 2012 se
je povisal na 76,2 %, leta 2013 je bilo 78,6 % obcutljivih izolatov, leta 2014 pa ze 85,7 %.
Obcutljivost za ciprofloksacin je z 78,1 % v letu 2009 narasla na 90,3 % v letu 2010, nato
pa je z leti padala do 81,0 % leta 2014. Delez proti cefepimu odpornih izolatov
P. aeruginosa se je med Sestletnim obdobjem zmanjseval. Leta 2009 in 2010 smo osamili
Stiri odporne izolate, naslednje dve leti po dva odporna izolata, medtem ko so bili leta 2013
in 2014 vsi izolati obcutljivi.

Statisticno pomembna razlika v obcutljivosti se je pojavila le pri aztreonamu. Obcutljivost
za aztreonam je bila v prvih petih letih testiranja visja od 83,9 % (leta 2012 in 2013 celo ni
bilo odpornih izolatov), v letu 2014 pa se je zmanjsala na 28,6 %, pri tem je p = 0,000. Pri
ostalih antibiotikih so bile razlike v obcutljivosti med letoma 2009 in 2014 manjSe in
statistiéno niso bile znagilne. Izraduni Pearsonove y*-statistike in p-vrednosti so podani v
prilogi D. Vecji padec v obcutljivosti izolatov P. aeruginosa je v zadnjem letu opazen tudi
pri meropenemu. V obdobju 2009-2013 je bila ob¢utljivost izolatov nad 88,0 % (leta 2012
in 2013 je bila 100 %), v letu 2014 pa se je znizala na 81,0 %.

Odpornost proti gentamicinu in tobramicinu je v prvih letih testiranja nekoliko narasla,
nato pa do leta 2014 zopet padla. V letu 2009 je bila skoraj tretjina izolatov odporna proti
gentamicinu, v letu 2011 pa kar 40,0 %. V naslednjih treh letih se je delez odpornih
izolatov zmanjsal na 19,0 %. Proti tobramicinu je bilo leta 2009 odpornih 15,6 % izolatov,
do leta 2012 se je delez povecal na 23,8 %, v letu 2014 pa je bilo tak$nih izolatov le 4,8 %.
Obcutljivost za imipenem je bila v vseh Sestih letih med 81,0 % in 90,6 %. V zadnjih treh
letih je opazno rahlo naraséanje odpornosti (z 8,5 % Vv letu 2012 na 19,0 % leta 2014),
vendar razlike statisti¢no niso pomembne.
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Preglednica 9: Stevilo in delez (%) za posamezne antibiotike ob&utljivih izolatov P. aeruginosa glede na leto
osamitve iz dihal otrok s CF na IMI MF UL.

Stevilo in deleZ (%) ob&utljivih izolatov glede na skupno $tevilo
testiranih v posameznih letih

Leto osamitve 2009 2010 2011 2012 2013 2014
étevi_lo testiranih 32 31 25 21 28 21
izolatov

Amikacin 20 (62,5) 21(67,7) 16(64,00 16(76,2) 22(78,6) 18(85,7)

Aztreonam 29 (90,6) 26(83,9) 21(84,00 21(100) 28 (100) 6 (28,6)
Ceftazidim 31(96,9) 31(100) 24(96,00 21 (100) 28 (100) 21 (100)

X Ciprofloksacin 25(78,1) 28(90,3) 22(88,0) 18(857) 24(857) 17(810)
5 Cefepim 28 (87,5) 27(87,1) 23(92,0) 19(90,5) 28 (100) 21 (100)
E Gentamicin 22 (68,8) 20(64,5) 15(60,0) 16(76,2) 21(75,0) 17(81,0)
<Zf Imipenem 29 (90,6) 28(90,3) 21(84,00 19(90,5) 24(857) 17(81,0)
Meropenem 30(93,8) 30(96,8) 22(88,0) 21(100) 28 (100) 17 (81,0)
Tobramicin 27 (84,4) 26(83,9) 20(80,00 16(76,2) 26(92,9) 20(952)
Piperacilin/tazobaktam 31 (96,9) 31 (100) 25(100) 21 (100) 28 (100) 21 (100)
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Slika 7: Delez (%) za posamezne antibiotike ob¢utljivih izolatov P. aeruginosa, osamljenih iz dihal otrok s
CF v letih 2009-2014 na IMI MF UL.

Legenda: AN —amikacin, ATM — aztreonam, CAZ — ceftazidim, CIP — ciprofloksacin, FEP — cefepim, GM —
gentamicin, IPM — imipenem, MEM — meropenem, NN — tobramicin, TZP — piperacilin/tazobaktam.
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45.1 Primerjava obcutljivosti med razli¢nima fenotipoma P. aeruginosa

Izolate P. aeruginosa smo loc¢ili glede na fenotip — sluzni in ne-sluzni ter za vsak fenotip
posebej izracunali Stevilo in delez (%) za posamezne antibiotike obcutljivih izolatov.
Zaradi premajhnega Stevila izolatov sluznega fenotipa v posameznem letu, smo zdruzili
vse prve izolate, ki so jih iz dihal bolnikov s CF osamili v letih 2009-2014. Podrobnejsi
podatki so prikazani v preglednici 10, grafi¢no pa na sliki 8. V prilogi E so podani izracuni
Pearsonove y*-statistike in p-vrednosti.

Izolate P. aeruginosa ne-sluznega fenotipa smo osamili pri 42 (50,6 %), izolate sluznega
fenotipa pa pri 12 (14,5 %) slovenskih otrocih s CF. Skupno smo v letih 2009-2014
osamili 117 izolatov ne-sluznega in 54 izolatov sluznega fenotipa P. aeruginosa. Kot je
razvidno s slike 8, so izolati sluznega fenotipa odpornejsi proti vsem testiranim
antibiotikom. Izjema je antibiotik tobramicin, kjer je vec¢ji delez odpornih izolatov ne-
sluznega fenotipa, vendar razlika statisticno ni pomembna (p = 0,171). Najvecja razlika v
obcutljivosti med fenotipoma se pojavi pri amikacinu (p = 0,002) in ciprofloksacinu
(p = 0,004). Za amikacin je bilo obcutljivih 55,6 % izolatov sluznega in 78,6 % izolatov
ne-sluznega fenotipa, za ciprofloksacin pa 74,1 % izolatov sluznega in 90,6 % izolatov ne-
sluznega fenotipa. Statisticno pomembne razlike v ob¢utljivosti med fenotipoma so bile e
pri ceftazidimu (p = 0,036), cefepimu (p = 0,039) in meropenemu (p = 0,046), medtem ko
razlike v obcutljivosti med fenotipoma za aztreonam, gentamicin, imipenem, tobramicin in
piperacilin s tazobaktamom statisti¢éno niso znacilne.

Obcutljivost izolatov ne-sluznega tipa je bila za vse antibiotike, razen za amikacin
(78,6 %) in gentamicin (73,5 %), vi§ja od 80 %. Vsi izolati ne-sluznega fenotipa so bili
obcutljivi za ceftazidim in piperacilin s tazobaktamom. Izolati sluznega fenotipa so bili
najbolj obcutljivi za tazobaktam (98,2 %) in ceftazidim (96,3 %). Ve¢ kot tri Cetrtine
izolatov je bilo obcutljivih tudi za aztreonam (79,6 %), cefepim (86,8 %), imipenem
(81,5 %) in meropenem (88,9 %).



Arh M. Analiza bakterijske odpornosti najpogostejsih povzrociteljev okuzb dihal pri otrocih s CF v Sloveniji. 39
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

Preglednica 10: Stevilo testiranih izolatov ter Stevilo in deleZ (%) za posamezne antibiotike ob&utljivih
izolatov P. aeruginosa sluznega in ne-sluznega fenotipa, osamljenih iz dihal otrok s CF v letih 2009-2014 na
IMI MF UL.

Stevilo in deleZ (%) ob&utljivih izolatov glede na skupno §tevilo

testiranih
Izolat P. aeruginosa ne-sluznega fenotipa  P. aeruginosa sluznega fenotipa
étevi.lo testiranih 117 54
izolatov

Amikacin 92 (78,6) 30 (55,6)

Aztreonam 101 (86,3) 43 (79,6)

Ceftazidim 117 (100) 52 (96,3)

X Ciprofloksacin 106 (90,6) 40 (74,1)
5 Cefepim 112 (95,7) 47 (87,0)
2 Gentamicin 86 (73,5) 33 (61,1)
<Z( Imipenem 106 (90,6) 44 (81,5)
Meropenem 113 (96,6) 48 (88,9)

Tobramicin 97 (82,9) 49 (90,7)
Piperacilin/tazobaktam 117 (100) 53 (98,2)
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Slika 8: Delez (%) za posamezne antibiotike ob¢utljivih izolatov P. aeruginosa ne-sluznega in P. aeruginosa
sluznega fenotipa, osamljenih iz dihal otrok s CF v letih 2009-2014 na IMI MF UL.

Legenda: AN —amikacin, ATM — aztreonam, CAZ — ceftazidim, CIP — ciprofloksacin, FEP — cefepim, GM —
gentamicin, IPM — imipenem, MEM — meropenem, NN — tobramicin, TZP — piperacilin/tazobaktam.
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4.5.2 Pregled odpornosti izolatov P. aeruginosa v odvisnosti od ¢asa kolonizacije

Podrobneje smo analizirali otroke s CF, pri katerih smo osamili izolate P. aeruginosa.
Zeleli smo preveriti, ali se odpornost izolatov proti kateremu izmed testiranih antibiotikov
pri posameznem otroku z leti spreminja. Med vsemi otroki s CF smo izbrali tiste, pri
katerih smo vsaj enkrat v letih 2009—2014 osamili bakterijo P. aeruginosa in smo jih
spremljali vseh Sest let. Celoten seznam 39 otrok, ki so ustrezali izbranim kriterijem, je
prikazan v preglednici 11.

Pri 18 (46,2 %) otrocih s CF smo v letih 2009-2014 osamili izolate P. aeruginosa,
obCutljive za vse testirane antibiotike. Med njimi nihée ni bil koloniziran z bakterijo
P. aeruginosa v celotnem obdobju raziskave. Pri devetih (23,1 %) otrocih s CF smo leta
2014 osamili izolate P. aeruginosa, odporne proti aztreonamu. Vseh Sest let so bili z
vecCkratno odpornimi izolati kolonizirani trije otroci s CF (Preglednica 11, bolniki z
zaporednimi Stevilkami 37, 38 in 39). Najve¢ osamljenih izolatov je bilo odpornih proti
aminoglikozidom in ciprofloksacinu. Pojav izolatov, odpornih proti karbapenemom
(imipenemu in meropenemu), smo pri petih otrocih s CF (Preglednica 11, bolniki z
zaporednimi Stevilkami 29, 30, 34, 35 in 38) opazili Sele po letu 2011.

Preglednica 11: Stopnja obcutljivosti (ob¢utljiv/odporen) izolatov P. aeruginosa, osamljenih iz dihal otrok s
CF v letih 2009-2014 na IMI MF UL.

Zaporedna Bolnik 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Stevilka
1 047457200 s X S s s X
2 052473357 X S s s X X
3 042522262 X X S X s X
4 045328248 X X X X s X
5 042222334 X X X s X X
6 044140412 X X X X s s
7 050238236 X S X X s X
8 049753821 X S X X s X
9 045037173 X X X X S X
10 042123866 X X X S S X
11 044362836 X X X X s s
12 050275999 X X S X X X
13 047414533 X X S X X X
14 041904321 S S X s X X
15 045475911 X S X X X X
16 045009724 X S X X X X

se nadaljuje ...
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Nadaljevanje Preglednice 11: Stopnja obcutljivosti (obcutljiv/odporen) izolatov P. aeruginosa, osamljenih iz
dihal otrok s CF v letih 2009-2014 na IMI MF UL.

Zaporedna

apor Bolnik 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Stevilka
17 044363356 X S X X X X
18 048278295 S X X X S X
19 046868018 s X X X X ATM
20 043844451 X X X X X ATM
21 050163503 X X X X X ATM
22 045148598 S s s s s ATM
23 048153850 X X X X S ATM
24 045319111 S X X S S ATM
25 045421540 X X S X X ATM
26 046004180 X S X X X ATM
27 046725161 X X X X X ATM
ATM.
28 045722119 X X X X X e
29 052462571 X S s S IPM s
30 045484528 X S X X IPM X
31 041505820 s X s s AN, GM X
32 041904335 s ATM s NN s X
AN, ATM.
33 042469960 s CIP, FEP, s X X X
GM, NN
AN.CIP._ANCIP,
34 044936403 s s o N IPM X
ATM,
35 042322621 AN, GM s AN'GAMT 24 s s IPM,
MEM
AN, clp, AN ATM, éEYZAI;rI;\IADY
36 044363615 CIP, M, IPMm, (AER s s ATM. CIP
GM Vi GM, IPM,
MEM, NN
AN, CIP AN, CIP
AN, CIP, AN, GM CIP oM IPM. AN CIP o el
37 042106199 I, GM. oM 1P, o UFLG CIP, oMl P,
GM,NN  IPM, NN N NN GM NN TN
AN, CIP
AN,GM, AN,GM, AN,CIP, AN,CIP, AN,CIP, el
= LRl NN NN GM,NN GM,NN  GM. IPM G'\I\’/'l'E'EAM’
AN ATM. AN, ATM. AN, CIP,
39 045684627  FEP,GM,  GM, FEP, 'gNM FNE,Z' FEP, GM, é’:/l (l:\:PN AN, GM
NN IPM, NN ! NN :

Legenda: AN —amikacin, ATM — aztreonam, CAZ — ceftazidim, CIP — ciprofloksacin, FEP — cefepim, GM —
gentamicin, IPM — imipenem, MEM — meropenem, NN — tobramicin; R — odporen; S — ob¢utljiv; X — v tem
letu pri bolniku nismo osamili bakterije P. aeruginosa.
Modra barva: bolniki, kolonizirani z ob¢utljivimi izolati P. aeruginosa; zelena barva: bolniki, pri katerih smo
samo leta 2014 osamili proti aztreonamu odporne izolate P. aeruginosa; rumena barva: bolniki, pri kateri
smo vsaj enkrat v letih 2009-2014 osamili odporne izolate P. aeruginosa.
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4.6 POGOSTOST VECKRATNO ODPORNIH BAKTERIJ

Kot veckratno odporne (angl. Multidrug-Resistant — MDR) bakterije smo opredelili izolate,
ki so odporni proti najmanj enemu antibiotiku v treh ali ve¢ kategorijah antibiotikov
(Magiorakos in sod., 2012). Za posamezno leto smo izracunali Stevilo in delez (%)
veckratno odpornih izolatov H. influenzae, S. aureus in P. aeruginosa. Podatki so zbrani v
preglednici 12, grafi¢no pa prikazani na sliki 9.

Delez MDR izolatov je bil v letih 2009 in 2010 najvec;ji pri izolatih P. aeruginosa, medtem
ko je bil v letih 2011-2014 najvedji pri izolatih S. aureus. V obdobju 2009-2013 je delez
MDR izolatov S. aureus narasc¢al (od 12,5 % leta 2009 do 23,3 % leta 2013); medtem ko je
delez MDR izolatov P. aeruginosa upadal (od 22,2 % leta 2009 do 4,3 % leta 2013). Leta
2014 sta bila deleza MDR izolatov S. aureus in P. aeruginosa skoraj enaka.

Veckratno odporne izolate H. influenzae smo osamili samo v letu 2014, in sicer pri treh
otrocih s CF. MDR izolate S. aureus smo v obdobju 2009-2014 osamili pri 19 (24,4 %)
otrocih s CF, MDR P. aeruginosa pa pri osmih (17,8 %) otrocih s CF.

Preglednica 12: Stevilo in delez (%) veckratno odpornih izolatov H. influenzae, S. aureus in P. aeruginosa,
osamljenih iz dihal otrok s CF v letih 2009-2014 na IMI MF UL.

Stevilo in deleZ (%) ve¢kratno odpornih izolatov

Leto S. aureus H. influenzae P. aeruginosa
2009 6 (12,5) 0 (0,0 4 (22,2)
2010 8 (14,8) 0 (0,0 4 (18,2)
2011 10 (17,5) 0 (0,0 2 (11,8)
2012 11 (19,6) 0 (0,0 2 (12,5)
2013 14 (23,3) 0 (0,0 1(4,3)
2014 10 (15,2) 3(10,0) 3 (15,0)

20092014 59 (18,1) 3(2,2) 16 (13,8)
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Slika 9: DeleZ (%) veckratno odpornih izolatov S. aureus, H. influenzae in P. aeruginosa, osamljenih iz dihal
otrok s CF v letih 2009-2014 na IMI MF UL.

4.7 DOLOCANIJE STOPNJE ODPORNOSTI IZOLATOV

Za vsako bakterijsko vrsto posebej smo izracunali povprecni ter najmanjsi in najveéji delez
(%) za posamezen antibiotik obc¢utljivih izolatov v celotnem Sestletnem obdobju (2009—
2014). Podatki so zbrani v preglednicah 13, 14 in 15. S slike 10 je razvidno, da je stopnja
odpornosti najnizja pri izolatih H. influenzae, saj je kar pri 6/8 testiranih antibiotikov
povprecni delez obcutljivih izolatov vi§ji od 90 %. Odpornost izolatov S. aureus in
P. aeruginosa je visja. Povpre¢ni delez obcutljivih izolatov S. aureus je bil visji od 90 %
pri 7/12 testiranih antibiotikov, medtem ko so bili izolati P. aeruginosa ve¢ kot 90 %
obcutljivi za 4/10 testiranih antibiotikov. Pri izolatih P. aeruginosa so v primerjavi z izolati
S. aureus vidne vecje razlike v obcutljivosti med posameznimi leti. Pri izolatih
P. aeruginosa je bila razlika med najmanj$im in najve¢jim delezem obcutljivih izolatov
tudi ve¢ kot 70 % pri aztreonamu, medtem ko je bila pri izolatih S. aureus najvecja razlika
10,7 % pri tobramicinu. Stopnja odpornosti S. aureus je visja zaradi visokega deleza proti
penicilinu odpornih izolatov.
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Preglednica 13: Najvedji, povpreéni in najmanjsi delez (%) obcutljivih izolatov S. aureus za posamezen
antibiotik v letih 2009-2014.

Antibiotik CC CIP E GM NN OX P RA SXT TE TEC VA
Maksimum 970 91,7 813 864 879 100 140 100 100 100 100 100
Povpredje 923 882 759 841 834 979 114 9,3 962 985 100 100
Minimum 883 864 717 815 772 944 54 933 926 958 100 100

Legenda: CC — klindamicin, CIP — ciprofloksacin, E — eritromicin, GM — gentamicin, NN — tobramicin, OX
— oksacilin, P — penicilin, RA — rifampin, SXT — trimetoprim/sulfametoksazol, TE — tetraciklin, TEC —
teikoplanin, VA — vankomicin.

Preglednica 14: Najvedji, povpreéni in najmanjsi delez (%) obcutljivih izolatov H. influenzae za posamezen
antibiotik v letih 2009-2014.

Antibiotik AM AMC AZM CTX CXMp MXF SXT TE
Maksimum 94,7 100 100 100 100 100 91,3 100
Povprecje 88,4 97,6 97,4 100 97,8 100 79,2 91,8
Minimum 82,6 90,0 88,9 100 86,7 100 63,2 83,3

Legenda: AM — ampicilin; AMC — amoksicilin/klavulanska kislina, AZM — azitromicin, CTX — cefotaksim,
CXMp - cefuroksim (parenteralno), MXF — moksifloksacin, SXT — trimetoprim/sulfametoksazol, TE —
tetraciklin.

Preglednica 15: Najvedji, povprecni in najmanjsi delez (%) ob¢utljivih izolatov P. aeruginosa za posamezen
antibiotik v letih 2009-2014.

Antibiotik AN ATM CAZ CIP FEP GM IPM  MEM NN TZP
Maksimum 85,7 100 100 90,3 100 81,0 90,6 100 92,9 100
Povpreéje 72,5 81,2 98,8 84,8 92,9 70,9 87,0 93,3 83,8 99,5
Minimum 62,5 28,6 96,0 78,1 87,1 60,0 81,0 81,0 76,2 96,9

Legenda: AN — amikacin, ATM — aztreonam, CAZ — ceftazidim, CIP — ciprofloksacin, FEP — cefepim, GM —
gentamicin, IPM — imipenem, MEM — meropenem, NN — tobramicin, TZP — piperacilin/tazobaktam.
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Slika 10: Najvedji, povpre¢ni in najmanjsi delez (%) obcutljivih izolatov S. aureus, H. influenzae in P. aeruginosa, osamljenih iz dihal otrok s CF v letih 2009-2014 na

IMI MF UL.

Legenda: AM — ampicilin; AMC — amoksicilin/klavulanska kislina, AN — amikacin, ATM — aztreonam, AZM — azitromicin, CAZ — ceftazidim, CC — klindamicin, CIP —
ciprofloksacin, CTX — cefotaksim, CXMp — cefuroksim (parenteralno), E — eritromicin, FEP — cefepim, GM — gentamicin, IPM — imipenem, MEM — meropenem, MXF —
moksifloksacin, NN — tobramicin, OX — oksacilin, P — penicilin, RA — rifampin, SXT — trimetoprim/sulfametoksazol, TE — tetraciklin, TEC — teikoplanin, TZP —
piperacilin/tazobaktam, VA — vankomicin.
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5 RAZPRAVA

Cisti¢na fibroza je veCorganska bolezen, katere izid je odvisen predvsem od okvare pljuc,
ki so prizadeta zaradi kroni¢nega vnetja in kroni¢ne okuzbe (Borinc Beden in sod., 2008).
Zaradi napredka v zdravljenju tako z antibiotiki kot tudi z nadomestki encimov trebusne
slinavke, izboljSanega podpornega prehranskega zdravljenja in tehnik respiratorne
fizioterapije ter multidisciplinarne obravnave v centrih za CF se je pricakovana zivljenjska
doba bolnikov s CF moc¢no podaljsala, a kljub temu bolezen ostaja neozdravljiva
(Praprotnik in sod., 2015).

Zaradi pogostih bakterijskih okuzb dihal bolniki s CF prejemajo vecje koli¢ine antibiotikov
v primerjavi z drugimi bolniki, kar poveca moznosti za razvoj odpornosti (Lambert, 2002;
Ebbing in sod., 2015). Okuzbe z odpornimi bakterijami so povezane s podaljSanim, v¢asih
tudi neuspesnim zdravljenjem, daljSim bivanjem v bolniSnici in pogostejSimi zapleti.
Narascanje deleza odpornih bakterijskih sevov je predvsem posledica mnozi¢ne in
mnogokrat nekritiéne uporabe antibiotikov (Seme, 2002a).

Spremljanje porabe antibiotikov in odpornosti bakterij je klju¢nega pomena za oceno
stanja odpornosti v posamezni drzavi. Sistemati¢ni pregledi o povzrociteljih okuzb dihal in
njihovi odpornosti proti antibiotikom lahko pomembno prispevajo k ustreznejSemu
predpisovanju antibiotikov in posledi¢éno ucinkovitejSemu zdravljenju bolnikov s CF
(Doéring in sod., 2012; Ebbing in sod., 2015). V Sloveniji zaenkrat Se nimamo takega
pregleda, zato smo v nasi raziskavi najprej dolocili najpogostejse bakterijske povzrocitelje
okuzb dihal pri otrocih s CF v Sloveniji, nato pa analizirali njihovo obcutljivost za
antibiotike in primerjali trend odpornosti v Sestletnem obdobju.

5.1 BOLNIKI S CISTICNO FIBROZO IN NAJPOGOSTEJSI BAKTERIJSKI
IZOLATI

V Sloveniji otroke s CF do dopolnjenega 19. leta starosti vodijo in zdravijo v Centru za
cisti¢no fibrozo na Pediatri¢ni kliniki UKC Ljubljana (Kotnik Pir§ in Borinc Beden, 20009;
Ostir, 2009). V skladu s priporocili Evropskega zdruzenja za cistino fibrozo izvajajo
redne preglede otrok s CF vsake tri mesece, pri novoodkritih bolnikih in novorojenckih v
zacetnem obdobju tudi pogosteje. Poleg tega pri vsakem otroku enkrat na leto opravijo
letni pregled, ki obsega pregled vseh organskih sistemov (Ostir, 2009). Ob rednem
pregledu poleg klini¢nega pregleda otroka, meritve teze, viSine, zasi¢enosti hemoglobina s
kisikom in spirometrije opravijo tudi mikrobioloSki pregled kuZnine, odvzete iz dihal
(najveckrat je to sputum ali aspirat zrela) (Borinc Beden in sod., 2008). V sklopu delovanja
Centra za CF Ze od leta 1985 vodijo register novoodkritih bolnikov s CF, od leta 2006 pa je
slovenski register vklju¢en tudi v Evropski register bolnikov s CF. V okviru registra poleg
osnovnih demografskih podatkov spremljajo tudi podatke o genetiki, zdravljenju,
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mikrobioloskem in prehranskem statusu, plju¢ni funkciji ter zapletih, kot so sladkorna

bolezen, nosna polipoza, zmanj$ana kostna gostota in bolezni jeter (Kotnik Pir§ in Borinc
Beden, 2009).

V na$i raziskavi smo retrospektivno zajeli podatke o bakterijskih izolatih, osamljenih iz
dihal 83 otrok s CF v letih 2009—2014. V celotnem obdobju smo osamili 2836 bakterijskih
izolatov 0z. 1073 prvih bakterijskih izolatov (Preglednica 3), kar v povprec¢ju pomeni tri
prve izolate pri posameznem otroku. Starost otrok s CF ob prvi vkljuditvi v raziskavo je
bila v povprecju med 9,6 in 11,3 leta. NajmlajS$i otrok je bil star manj kot en mesec,
najstarejsi pa 22,4 leta.

Dihala bolnikov s CF so zaradi posledic genetske okvare kloridnega kanalCka (gosta in
suha sluz ter s tem okvarjeno mukociliarno CiS¢enje) idealna okoljska nisa za razvoj
kroni¢nih bakterijskih okuzb, ki so glavni vzrok prezgodnje smrti teh bolnikov (Gilligan,
2014). Razsirjenost mikroorganizmov, osamljenih iz dihal bolnikov s CF, so opisali v
razli¢nih raziskavah (Valenza in sod., 2008; Paixdo in sod., 2010; Chibabhai in Lowman,
2016), manj pa je raziskav, ki bi se osredotoCile samo na otroke s CF. V Sestletnem
obdobju smo pri slovenskih otrocih s CF osamili 62 razli¢nih patogenih vrst bakterij
(Priloga A), med katerimi so bili najpogostejsi izolati S. aureus, H. influenzae in
P. aeruginosa, kar je v skladu z naSo hipotezo. Bakterija S. aureus je predstavljala skoraj
tretjino vseh bakterijskih izolatov (30,4 %), medtem ko so skupno vrste S. aureus,
H. influenzae in P. aeruginosa predstavljale ve¢ kot polovico (53,7 %) vseh bakterijskih
izolatov (Preglednica 4). Bakterijo H. influenzae smo osamili pri 12,5 % otrok s CF.
Podobno prevalenco (12,0 %) so odkrili tudi Ebbing in sod. (2015) v obdobju 1998-2012
pri avstralskih otrocih s CF, medtem ko so Cardines in sod. (2012) v letih 2004-2009

izolate H. influenzae osamili pri 20,3 % italijanskih otrok s CF.

Poleg omenjenih treh bakterijskih vrst smo v vecCjem delezu osamili Se bakteriji
S. maltophilia (7,0 %) in S. pneumoniae (5,3 %). Bakterija S. maltophilia pogosto
kolonizira dihala bolnikov s CF, vendar $e vedno ni povsem jasno, ali sodi med prave
patogene (Hansen, 2012). lzolate S. maltophilia smo osamili pri 40 (48,2 %), izolate
S. pneumoniae pa pri 37 (44,6 %) otrocih s CF. Delez bakterij S. pneumoniae ni
presenetljiv, saj so bakterije del normalne flore nosnozrelne sluznice pri priblizno 15 %
otrok, hkrati pa so pomembne povzrociteljice okuzb dihal. Med bakterijskimi plju¢nicami
je kar 60 % pnevmokoknih (Ihan, 2002). Esposito in sod. (2016) so Vv raziskavi, v katero je
bilo vkljuéenih 212 otrok in mladostnikov s CF, pnevmokoke osamili pri 42 (19,8 %). Med
tipine oportunisticne patogene pri bolnikih s CF Stejemo tudi bakterije kompleksa B.
cepacia in A. xylosoxidans (Ciofu in sod., 2013; Sherrard in sod., 2014). V nasi raziskavi
smo v letih 2009-2014 izolate A. xylosoxidans osamili pri sedmih (8,4 %), izolate
Burkholderia multivorans pa pri dveh (2,4 %) otrocih s CF.
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Znano je, da se prevalenca posameznih vrst respiratornih mikroorganizmov pri bolnikih s
CF z leti spreminja (Slika 2). Glede na podatke CFF (2015) se prevalenca bakterij
S. aureus povecuje, medtem ko se prevalenca bakterij P. aeruginosa v zadnjih letih
zmanjSuje. Opazen je tudi rahel trend upadanja izolatov H. influenzae. Pri slovenskih
otrocih s CF se delezi treh najpogostejSih bakterijskih vrst v Sestletnem obdobju niso
pomembno spremenili (Slika 4). V vseh letih smo osamili najve¢ izolatov S. aureus (med
25,4 % in 33,1 %). Delezi izolatov P. aeruginosa in H. influenzae so bili podobni in so
zna$ali 9,1 %-15,0 %.

V letih 2009-2014 smo izolate P. aeruginosa vsaj enkrat osamili pri 45 (54,2 %), izolate
H. influenzae pri 57 (68,7 %), izolate S. aureus pa kar pri 78 (94,0 %) otrocih s CF. Sluzni
fenotip P. aeruginosa smo osamili pri 12 (14,5 %) otrocih s CF, od katerih smo jih v
celotnem obdobju spremljali sedem. Vseh sedem otrok je bilo vsa leta raziskave
koloniziranih tako s sluznim fenotipom P. aeruginosa kot tudi s S. aureus, medtem ko smo
izolate H. influenzae osamili samo pri 1/7 otrok, in sicer samo leta 2009. Iz tega je
razvidno ze znano dejstvo, da bakterije H. influenzae povzroc¢ajo akutne okuzbe dihal v
zaCetnih fazah CF pri mlajsih otrocih, bakterije P. aeruginosa sluznega fenotipa pa se
pojavijo pozneje, ko so plju¢a bolnikov Ze poskodovana zaradi kroni¢nega vnetja (Elborn,
2016).

Prevalenca MRSA pri bolnikih s CF je glede na objave tujih raziskovalcev v zadnjem
desetletju dramati¢no narasla. V. ZDA je delez izolatov MRSA, osamljenih iz dihal
bolnikov s CF, vi§ji od 25 %, medtem ko je razsirjenost v Kanadi in Evropi nizja, in sicer
med 3 in 11 % (Chmiel in sod., 2014). Po podatkih Slovenske komisije za ugotavljanje
obcutljivosti za protimikrobna zdravila (SKUOPZ) je bil delez MRSA v Sloveniji v letih
2011-2014 med 6 in 7 % (Strumbelj in sod., 2012, 2013, 2014, 2016).

Trend naras¢anja prevalence izolatov MRSA je opazen tudi pri otrocih s CF (Harik in sod.,
2016). Miall in sod. (2001) so v svoji raziskavi ugotovili, da je prevalenca MRSA pri
otrocih s CF narasla z 0 % leta 1992 na 2,3 % leta 1998. Podobno so Solis in sod. (2003) v
retrospektivni raziskavi seve MRSA med leti 1988-1998 osamili samo pri posameznih
otrocih s CF, medtem ko je prevalenca v letih 1998 in 1999 narasla na 6,5 %. Trend
naras¢anja prevalence MRSA so opazili tudi v enem od centrov za otroke s CF v ZDA,
kjer je bila prevalenca MRSA leta 1997 1 %, do leta 2001 se je delez povecal na 15 %, v
letu 2009 pa je prevalenca MRSA znasala ze 49 % (Harik in sod., 2016). Razlike v
prevalenci MRSA pri bolnikih s CF bi lahko bile domnevno povezane s splo$no
prevalenco MRSA v posamezni drzavi (Paixdo in sod., 2010). Med slovenskimi otroki s
CF smo v letih 2009-2014 MRSA nasli samo pri enem otroku s CF, kar nakazuje na dobro
izvajanje ukrepov za preprecevanje prenosa mikroorganizmov med bolniki. V Centru za
CF na Pediatri¢ni kliniki skrbijo, da se poti otrok s CF na kriZzajo. Ve€ino dejavnosti
opravijo v enem prostoru, vsi pregledi pa so skrbno nacrtovani. Otroci so hospitalizirani v
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enoposteljnih sobah, ¢e je mozno z lastnimi toaletnimi prostori, da je moznost prenosa
okuzbe ¢im manjsa (Borinc Beden in sod., 2008; Praprotnik in sod., 2015). Delez izolatov
MRSA, osamljenih iz otrok s CF v Sloveniji med letoma 2009 in 2014, znasa torej 1,8 %, S
¢imer smo potrdili naso hipotezo.

Vecina bolnikov s CF ima znadilen vzorec bakterijskih okuzb, Ki se s starostjo spreminja
(Slika 1). Medtem ko pri otrocih najpogosteje povzrocata okuzbe H. influenzae in
S. aureus, pri odraslih prevladuje bakterija P. aeruginosa (Ciofu in sod., 2013; Valenza in
sod., 2008). Tudi v nasi raziskavi smo opazili razliko med povpreéno starostjo otrok s CF,
pri katerih smo osamili izolate P. aeruginosa, in povprecno starostjo otrok s CF, pri katerih
smo osamili izolate S. aureus in H. influenzae (Preglednica 6). V povprecju so bili otroci s
CF ob prvi osamitvi bakterije P. aeruginosa 2,2 leti starejsi od otrok s CF, pri katerih smo
osamili izolate S. aureus in H. influenzae. Po pricakovanjih je bila najvisja povprecna
starost otrok s CF, pri katerih smo osamili izolate P. aeruginosa sluznega fenotipa.

5.2 OBCUTLIIVOST IZOLATOV S. aureus

Vecina bakterij S. aureus je ze odpornih proti penicilinu (Beovi¢ in Nadrah, 2014). Nizka
obcutljivost je posledica betalaktamaz (penicilaz), ki jih ima ve¢ kot 90 % sevov (Lowy,
2003). V skladu s pri¢akovanji smo tudi pri bolnikih s CF v Sloveniji osamili najve¢ proti
penicilinu odpornih izolatov S. aureus. V vseh letih je bila odpornost proti penicilinu visja
od 85 %, v letu 2012 celo visja od 94 %, saj smo osamili samo tri izolate, ki so bili
obcutljivi za penicilin. Zaradi visoke stopnje odpornosti proti penicilinu se za zdravljenje
okuzb uporabljajo protistafilokokni penicilini (npr. flukloksacilin) (Beovi¢ in Nadrah,
2014).

Prisotnost proti glikopeptidom (vankomicinu in teikoplaninu) odpornih izolatov S. aureus
pri bolnikih s CF do sedaj ni bila opisana, pojavljajo pa se sevi z zmanjSano ob¢utljivostjo
(Goss in sod., 2011). Prvi sev VISA so pri bolniku s CF odkrili leta 2002 v Belgiji. V
naslednjih letih so v ve¢ raziskavah porocali o dodatnih primerih sevov z zmerno
obcutljivostjo za glikopeptide (angl. Glycopeptide-Intermediate S. aureus — GISA), kar
nakazuje na naras¢anje pojavnosti sevov z zmanjSano obcutljivostjo za glikopeptide med
bolniki s CF (Denis in sod., 2002; Filleron in sod., 2011). V naSi raziskavi so bili vsi
osamljeni izolati S. aureus obcutljivi tako za vankomicin kot tudi za teikoplanin. Prav tako
smo osamili zelo malo izolatov, odpornih proti rifampinu, tetraciklinu in trimetoprimu s
sulfametoksazolom. Obcutljivost za te antibiotike je bila v vseh letih visja od 90 %, med
posameznimi leti pa ni bilo statisticno pomembnih razlik. Gibanje deleza izolatov
S. aureus, obcutljivih za ciprofloksacin, v opazovanem Sestletnem obdobju kaze na rahel
trend padanja. V letu 2009 je delez znasal 91,7 %, leta 2014 pa 86,4 %.
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Obcutljivost izolatov, osamljenih iz dihal otrok s CF, za aminoglikozide (gentamicin in
tobramicin) je bila v povprecju 84 %, za klindamicin pa kar 92,6 %. Delezi obcutljivih
izolatov se med leti niso bistveno spreminjali. Visji delez izolatov S. aureus je bil odporen
proti makrolidom. V povpre¢ju smo v letih 2009-2014 iz dihal otrok s CF na IMI MF
osamili 23,9 % izolatov S. aureus, odpornih proti eritromicinu. Opazen je rahel trend
naras¢anja odpornosti. V letu 2009 je bil delez odpornih izolatov 18,7 %, leta 2014 pa je
bila odporna ze vec kot Cetrtina izolatov (25,8 %). Naras¢anje odpornosti proti makrolidom
bi lahko bila posledica selekcije odpornih sevov zaradi protivnetnega zdravljenja z
azitromicinom (Samson in sod., 2016).

V primerjavi s podatki SKUOPZ o obcutljivosti S. aureus v Sloveniji so bili izolati
S. aureus, osamljeni iz spodnjih dihal otrok s CF, bolj odporni proti antibiotikom. Najveéja
razlika je opazna pri obcutljivosti za eritromicin in gentamicin. Po podatkih SKUOPZ je
bila obcutljivost izolatov S. aureus v letih 2011-2014 za eritromicin v povprecju 89 %, za
gentamicin pa 95 %, medtem ko je bila obcutljivost nasih izolatov S. aureus v enakem
obdobju v povpre¢ju 75 % za eritromicin in 85 % za gentamicin. Poleg tega smo v nasi
raziskavi pri otrocih s CF osamili vecji delez izolatov, odpornih proti ciprofloksacinu,
trimetoprimu s sulfametoksazolom in rifampinu (Strumbelj in sod., 2012, 2013, 2014,
2016).

Odpornost izolatov S. aureus proti oksacilinu nakazuje na deleZz izolatov MRSA. Med
slovenskimi otroki s CF smo v letih 2009-2014 izolate MRSA osamili samo pri enem
otroku s CF, ki je bil vseh Sest let koloniziran tako z MRSA kot tudi z MSSA.
Spreminjanje deleza obcutljivih izolatov (Slika 5) je posledica dejstva, da so bili nekateri
prvi izolati MRSA, nekateri pa MSSA. Poleg tega smo leta 2010 osamili tri prve izolate
MRSA. Glede na objave drugih raziskovalcev imajo izolati MRSA visjo stopnjo
odpornosti proti antibiotikom kot izolati MSSA (Valenza in sod., 2008), kar smo sicer
samo na osnovi enega seva MRSA potrdili tudi v nasi raziskavi. S primerjavo obc¢utljivosti
MRSA in MSSA, osamljenih iz slovenskega otroka s CF, smo namre¢ opazili, da je bil sev
MRSA vsa leta odporen proti klindamicinu, ciprofloksacinu, eritromicinu, gentamicinu,
tobramicinu, oksacilinu in penicilinu, medtem ko so bili izolati MSSA obcutljivi za vse
testirane antibiotike z izjemo penicilina, rifampina in trimetoprima s sulfametoksazolom.
Tako MRSA kot MSSA pa sta bila v celotnem obdobju obcutljiva za tetraciklin,
teikoplanin in vankomicin.

5.3 OBCUTLIIVOST IZOLATOV H. influenzae

Obcutljivost izolatov H. influenzae, ki smo jih v letih 2009—2014 osamili iz dihal otrok s
CF na IMI MF, je bila za vecino testiranih antibiotikov vi§ja od 80 % (Slika 6). Nekoliko
niZji delez obcutljivosti se pojavlja pri trimetoprimu s sulfametoksazolom. Vsi testirani
izolati so bili po pricakovanju obcutljivi za fluorokinolone (moksifloksacin), saj je
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odpornost H. influenzae proti kinolonom redka (Kostyanev in Sechanova, 2012). Prav tako
so bili vsi izolati obcutljivi za cefalosporine III. (cefotaksim) in II. (parenteralnemu
cefuroksimu) generacije, z izjemo leta 2014, ko smo osamili stiri izolate, odporne proti
parenteralnemu cefuroksimu. Ker so bili vsi odporni izolati osamljeni po 1. aprilu 2014, je
najverjetnej$i razlog za vecji delez odpornih izolatov prehod na evropske smernice
EUCAST, ki imajo pri testiranju za parenteralni cefuroksim strozji kriterij za obcutljivost
(Priloga G).

Obcutljivost bakterij H. influenzae za vse peniciline obi¢ajno dolo¢amo na podlagi
obcutljivosti za ampicilin. Odpornost bakterij H. influenzae proti ampicilinu enakomerno
naraS¢a vse od odkritja prvih odpornih sevov v zacetku sedemdesetih let 20. stoletja
(Tristram in sod., 2007). Glavni mehanizem, odgovoren za odpornost, je izlocanje
betalaktamaz. Stopnja odpornosti se med posameznimi geografskimi obmocji razlikuje, od
3 % v Nemciji do 65 % v Koreji (Bae in sod., 2010). Pri otrocih s CF v Sloveniji smo v
Sestih letih osamili 11,6 % proti ampicilinu odpornih izolatov H. influenzae. Trenda
nara$canja odpornosti med obdobjem testiranja nismo opazili. V prvih §tirih letih je delez
odpornih izolatov celo upadel (s 17,4 % leta 2009 na 5,3 % leta 2012), nato pa je v zadnjih
dveh letih zopet narasel na 13,3 %. Zaradi odpornosti bakterij se danes pri zdravljenju
okuzb dihal aminopenicilini pogosto uporabljajo v kombinaciji z zaviralcem betalaktamaz
(Klavulanska kislina, sulbaktam) (Beovi¢ in Nadrah, 2014). Vi$jo ucinkovitost
amoksicilina s klavulansko Kislino proti bakterijam H. influenzae kazejo tudi nasi rezultati.
Obcutljivost izolatov H. influenzae, osamljenih iz dihal otrok s CF, za amoksicilin s
klavulansko kislino je bila v vseh letih visja od 90 %. Leta 2009 smo osamili en sev,
odporen proti amoksicilinu s klavulansko Kislino, v letu 2014 pa tri. Porast odpornosti proti
ampicilinu in amoksicilinu s klavulansko kislino je podobno kot pri cefuroksimu verjetno
posledica testiranja obcutljivosti po smernicah EUCAST. Metode in interpretacija
rezultatov po smernicah EUCAST mnogo bolje kot smernice CLSI odkrivajo izolate
H. influenzae, odporne proti betalaktamom (Strumbelj in sod., 2016).

Obcutljivost izolatov H. influenzae za tetracikline je bila v povprecju visja od 90 %.
Najve¢ izolatov je bilo odpornih proti trimetoprimu s sulfametoksazolom (v povprecju
20,9 %). Delez obcutljivih izolatov je z 91,3 % v letu 2009 statisti¢cno pomembno upadel
na 63,2 % leta 2012 (p = 0,027), nato pa je v zadnjih dveh letih opazovanega obdobja zopet
narasel na 80,0 %. Razlog za visoko stopnjo odpornosti bi lahko bila povecana raba teh
antibiotikov zaradi pojava izolatov, odpornih proti betalaktamom — antibiotikom prve
izbire pri zdravljenju okuzb dihal.

V zadnjih letih je delez sevov H. influenzae, odpornih proti makrolidom, narasel tudi pri
bolnikih s CF (Roberts in sod., 2011). Prisotnost genov za odpornost proti makrolidom pri
bakterijah H. influenzae so prvi opisali Roberts in sod. (2011). Med izolati, osamljenimi iz
otrok s CF, je bilo 25,5 % izolatov odpornih, 73,6 % izolatov pa zmerno obcutljivih za



Arh M. Analiza bakterijske odpornosti najpogoste;jSih povzro€iteljev okuzb dihal pri otrocih s CF v Sloveniji. 52
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

testirane makrolide (azitromicin, eritromicin), medtem ko so vsaj en gen za odpornost proti
makrolidom (ermA, ermC ali ermF) nasli pri vseh izolatih. V nasi raziskavi smo v letih
2009-2013 osamili samo en sev H. influenzae, odporen proti azitromicinu, medtem ko je v
letu 2014 delez odpornih izolatov statisticno pomembno narasel na 73,3 % (p = 0,000).
Razlika v obcutljivosti med letoma 2013 in 2014 je posledica razlik v smernicah CLSI in
EUCAST. Po smernicah EUCAST namre¢ ni ve¢ kategorije obc¢utljiv, temve¢ sta samo Se
kategoriji odporen in zmerno obcutljiv (EUCAST, 2014). Obcutljivost za makrolide
doloCamo s testiranjem obcutljivosti za eritomicin (rezultat velja tudi za azitromicin in
klaritromicin) (EUCAST, 2014; Strumbelj in sod., 2016).

O odpornosti bakterij H. influenzae proti antibiotikom in njenem ¢asovnem spreminjanju
pri bolnikih s CF je malo znanega (Cardines in sod., 2012; Ebbing in sod., 2015). Cardines
in sod. (2012) so v raziskavi analizirali obcutljivost izolatov H. influenzae, osamljenih iz
kuznin dihal 64 otrok s CF v Rimu. Vsi izolati so bili obcutljivi za cefalosporine
(cefotaksim) in ciprofloksacin, prav tako kot izolati, osamljeni iz slovenskih otrok s CF.
Primerljivi so tudi delezi izolatov, odpornih proti ampicilinu (13,9 % pri italijanskih in
11,6 % pri slovenskih otrocih s CF), medtem ko je bil delez izolatov, odpornih proti
amoksicilinu s klavulansko kislino, pri slovenskih otrocih nizji (2,4 % pri slovenskih in
10,1 % pri italijanskih otrocih s CF). Prvo raziskavo o trendu odpornosti bakterij
H. influenzae pri bolnikih s CF so objavili Ebbing in sod. (2015). Pri analizi odpornosti
izolatov H. influenzae, osamljenih iz dihal otrok s CF med leti 1998 in 2012 v Avstraliji, so
ugotovili, da je bilo najve¢ izolatov odpornih proti ampicilinu (34,4 %), medtem ko je bila
odpornost proti amoksicilinu s klavulansko Kislino in cefotaksimu nizka (1,7 % in 0,2 %).
Pri primerjavi na$ih izolatov H. influenzae, osamljenih iz vzorcev dihal otrok s CF, z
izolati H. influenzae, osamljenimi iz razli¢nih kliniénih vzorcev drugih slovenskih
bolnikov v istem obdobju, nismo opazili ve¢jih razlik v obcutljivosti za testirane
antibiotike (Strumbelj in sod., 2012, 2013, 2014, 2016).

5.4 OBCUTLIIVOST IZOLATOV P. aeruginosa

V razli¢nih raziskavah so potrdili, da so izolati P. aeruginosa, osamljeni iz bolnikov s CF,
pomembno bolj odporni proti antibiotikom v primerjavi z drugimi izolati enake vrste
(Lambert, 2002; Rao in sod., 2012). Prav tako so bili izolati P. aeruginosa, osamljeni iz
slovenskih otrok s CF, pomembno bolj odporni proti testiranim aminoglikozidom v
primerjavi z izolati P. aeruginosa, osamljenimi iz razliénih kliniénih vzorcev slovenskih
bolnikov v enakem ¢asovnem obdobju. Po podatkih SKUOPZ je bila obcutljivost izolatov
P. aeruginosa za amikacin v letih 2011-2014 v povprecju 94 %, za gentamicin pa 90 %,
medtem ko je bila v enakem obdobju obc¢utljivost nasih izolatov za amikacin v povprecju
76 %, za gentamicin pa 73 % (Strumbelj in sod., 2012, 2013, 2014; 2016).
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Med izolati P. aeruginosa, osamljenimi iz dihal otrok s CF v Sloveniji, je bilo v povpre¢ju
najvec izolatov odpornih proti aminoglikozidom (gentamicinu, amikacinu in tobramicinu)
in fluorokinolonom (ciprofloksacinu). Delez izolatov, obcutljivih za vse testirane
aminoglikozide, je bil leta 2014 visji v primerjavi z letom 2009 (Slika 7), vendar razlike
statistiéno niso pomembne. V letu 2009 smo osamili kar 37,5 % izolatov, odpornih proti
amikacinu, leta 2012 23,8 %, v letu 2014 pa je delez padel na 14,3 %. Odpornost proti
gentamicinu in tobramicinu je v prvih letih testiranja nekoliko narasla, nato pa do leta 2014
zopet padla. Leta 2011 je bilo kar 40,0 % izolatov P. aeruginosa odpornih proti
gentamicinu. Velika poraba dolocene vrste antibiotikov je pomemben dejavnik tveganja za
nastanek bakterijske odpornosti proti tem antibiotikom. Okuzbe dihal s P. aeruginosa pri
otrocih s CF na Pediatri¢ni kliniki najpogosteje zdravijo s kombinacijo peroralnega
ciprofloksacina in inhalatornega tobramicina (Kotnik Pir§ in Borinc Beden, 2009), kar bi
lahko bil razlog za visok delez izolatov, odpornih proti tem antibiotikom.

ZaskrbljujoCe je postopno nara$canje deleza izolatov, odpornih proti karbapenemom. V
povpreCju je bila obcutljivost izolatov za imipenem 87,0 %, za meropenem pa 93,3 %.
Delez izolatov, odpornih proti meropenemu, je v letu 2014 narasel. Razlog je lahko
sprememba smernic (Priloga H), zato ne moremo trditi, da se je stopnja odpornosti proti
meropenemu povecala. Opazili smo rahel trend naras€anja odpornosti proti imipenemu (z
8,5 % leta 2012 na 19 % leta 2014). Po podatkih SKOUPZ je bil delez izolatov
P. aeruginosa, odpornih proti imipenemu, v letu 2012 10 %, leta 2014 pa 13 % (Strumbel;j
in sod., 2013, 2016).

Najve¢ izolatov je bilo obcutljivih za piperacilin s tazobaktamom in ceftazidim. V vseh
letih smo osamili samo en sev, odporen proti piperacilinu s tazobaktamom, (leta 2009) in
dva izolata, odporna proti ceftazidimu, (leta 2009 in 2011). Najveéjo obcutljivost izolatov
P. aeruginosa, osamljenih iz dihal bolnikov s CF med letoma 2010 in 2014, za omenjena
antibiotika so v svoji raziskavi opisali tudi Rutter in sod. (2016). Delez izolatov,
obcutljivih za cefepim, je znaSal v povprecju 92,9 %. Opazen je trend narasCanja
obcutljivosti, s 87,5 % v letu 2009 na 100 % leta 2014. Obcutljivost izolatov za
ciprofloksacin je bila v povpre¢ju 84,8 %. Obcutljivost nasih izolatov za cefepim in
ciprofloksacin je primerljiva z obcutljivostjo izolatov P. aeruginosa na nacionalni ravni
(Strumbelj in sod., 2012, 2013, 2014, 2016).

Statisticno pomembna razlika v obcutljivosti med leti se je pojavila le pri aztreonamu.
Medtem ko je bila obcutljivost v prvih petih letih testiranja vi§ja od 83,9 % (leta 2012 in
2013 celo ni bilo odpornih izolatov), je v letu 2014 padla na 28,6 % (p = 0,000). Vsekakor
je tu razlog za povecanja deleza odpornih izolatov sprememba smernic (Priloga H) in s tem
kriterijev za posamezne kategorije obcutljivosti (enako kot pri obcutljivosti izolatov
H. influenzae za azitromicin). Po merilih EUCAST je spodnja meja za ob¢utljivost precej
visje (> 50 mm) kot po merilih CLSI (> 22 mm). Kar 14 (66,7 %) izolatov P. aeruginosa
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smo namre¢ osamili po aprilu 2014 in med njimi so bili vsi zmerno obcutljivi za
aztreonam.

5.4.1 Sluzni in ne-sluzni fenotip P. aeruginosa

P. aeruginosa je zelo prilagodljiv organizem, ki lahko raste na razli¢nih substratih. Na
okoljske spremembe se odzove s spremembo fenotipskih lastnosti (Lambert, 2002). Ena
izmed prilagoditev je sprememba ne-sluznega v sluzni fenotip, ki je odpornejsi proti
antibiotikom in mehanizmom obrambe gostitelja, predvsem zaradi sposobnosti tvorbe
biofilmov (Hector in sod., 2016). Med slovenskimi otroki s CF smo izolate P. aeruginosa
sluznega fenotipa osamili pri 12 (14,5 %) otrocih.

Zaradi majhnega Stevila izolatov sluznega fenotipa nismo doloc¢ali obcutljivosti za
antibiotike v posameznem letu, ampak smo zdruzili vse prve izolate, ki smo jih iz dihal
otrok s CF osamili v Sestih letih. Izolati P. aeruginosa sluznega fenotipa so bili v
primerjavi z izolati ne-sluznega fenotipa bolj odporni proti vsem testiranim antibiotikom,
razen proti tobramcinu (Slika 8). Najve¢jo razliko v obcutljivosti med fenotipoma smo
opazili pri amikacinu (p = 0,002) in ciprofloksacinu (p = 0,004). Statisti¢cno pomembne
razlike pa so se pojavile tudi pri ceftazidimu, cefepimu in meropenemu (Priloga E). Glede
na rezultate lahko le delno potrdimo hipotezo, postavljeno na zacetku, da je
obcutljivost/odpornost izolatov sluznega fenotipa P. aeruginosa pri otrocih s CF
primerljiva z obc¢utljivostjo/odpornostjo izolatov ne-sluznega fenotipa P. aeruginosa.

Paixdo in sod. (2010) so v svoji raziskavi bolnikov s CF v Braziliji (julij—-december 2006)
ugotovili, da so proti testiranim antibiotikom bolj odporni sevi sluznega fenotipa (vecji
delez odpornih sevov proti amikacinu, aztreonamu, ceftazidimu, imipenemu in
tobramicinu). Najvec izolatov obeh fenotipov je bilo odpornih proti gentamicinu (44 % in
45 %), kar je skladno z nasimi rezultati. Nasprotno so Valenza in sod. (2008) v svoji
raziskavi pokazali, da so proti vsem testiranim antibiotikom odporne;jsii izolati ne-sluznega
fenotipa. Ciofu in sod. (2001) so kot moZen razlog za vecjo obcutljivost izolatov sluznega
tipa navedli, da izolati obeh fenotipov Zivijo v simbiozi znotraj biofilmov, pri ¢emer sevi
sluznega fenotipa proizvajajo alginat in tako tvorijo biofilm, medtem ko imajo sevi ne-

sluznega fenotipa vlogo zascite pred antibiotiki.

5.4.2 Odpornost izolatov P. aeruginosa v odvisnosti od ¢asa kolonizacije

P. aeruginosa je najpomembnejs$i bakterijski patogen pri bolnikih s CF tako glede
raz$irjenosti kot tudi patogenosti (Gaspar in sod., 2013), zato je za uspesno zdravljenje
okuzb $e toliko bolj pomembno spremljati razvoj odpornosti izolatov P. aeruginosa pri
posameznem bolniku. Med slovenskimi otroki s CF, ki smo jih spremljali v celotnem
obdobju, smo vsaj enkrat osamili izolate P. aeruginosa pri 39 (47,0 %) otrocih
(Preglednica 11). Kar 18 (46,2 %) otrok s CF je bilo vseh Sest let koloniziranih s sevi



Arh M. Analiza bakterijske odpornosti najpogoste;jSih povzro€iteljev okuzb dihal pri otrocih s CF v Sloveniji. 55
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

P. aeruginosa, obcutljivimi za vse testirane antibiotike, medtem ko smo pri 9 (23,1 %)
otrocih samo v letu 2014 osamili izolate P. aeruginosa, odporne proti aztreonamu (kot ze
omenjeno je razlog za visji delez proti aztreonamu odpornih izolatov prehod na smernice
EUCAST). Trije otroci s CF so bili v celotnem obdobju kolonizirani z veckratno
odpornimi izolati P. aeruginosa sluznega fenotipa, pri ostalih devetih pa smo odporne
izolate osamili samo v posameznih letih. Ugotovili smo, da se odpornost izolatov
P. aeruginosa za posamezne antibiotike pri vecini bolnikov s ¢asom bistveno ne spreminja
in s tem ovrgli na zaCetku postavljeno hipotezo. V Sestih letih spremljanja odpornosti smo
samo pri petih (12,8 %) otrocih s CF zaznali razvoj odpornosti proti karbapenemom, ki je
na zacetku testiranja ni bilo.

5.5 VECKRATNO ODPORNE BAKTERIJE

Obstajajo razli¢ne definicije pojma veckratno odpornih bakterij. V nasi raziskavi smo za
opredelitev  MDR bakterij izbrali standardno mednarodno definicijo, ki veckratno
odpornost definira kot neobcutljivost (I ali R) za vsaj en antibiotik iz treh ali ve¢ skupin
antibiotikov. Okuzbe z MDR bakterijami so zaradi omejenega izbora antibiotikov tezje
ozdravljive in posledi¢no pogosto povezane s slabsim izidom bolnikov (Magiorakos in
sod., 2012). Pri bolnikih s CF veljata za najpogostejSa veckratno odporna patogena
P. aeruginosa in S. aureus (Rutter in sod., 2016), kar smo potrdili tudi v nasi raziskavi.
Med izolati, ki smo jih v Sestlethem obdobju osamili iz dihal otrok s CF, je bilo 59
(18,1 %) MDR izolatov S. aureus in 16 (13,8 %) MDR izolatov P. aeruginosa, od tega jih
je bilo sedem ne-sluznega in devet sluznega fenotipa. Rezultati ne potrjujejo hipoteze,
postavljene na zacetku, saj smo predvidevali, da bo delez MDR izolatov pri slovenskih
otrocih s CF najvecji pri izolatih P. aeruginosa.

V letih 20092013 je delez MDR izolatov S. aureus naraséal (z 12,5 % leta 2009 na
23,3 % leta 2013), medtem ko je delez MDR izolatov P. aeruginosa upadal (z 22,2 % leta
2009 na 4,3 % leta 2013). Leta 2014 sta bila deleza MDR izolatov skoraj enaka (cca.
15 %). ZmanjSevanje deleza MDR izolatov P. aeruginosa bi lahko bilo posledica
izboljSanega dvotirnega zdravljenja prvih okuzb s P. aeruginosa in s tem prepreéitve
razvoja ali odlozitve zacetka kroni¢ne okuzbe s sluznim fenotipom. Vsi osamljeni izolati
MRSA so bili veckratno odporni. MDR izolate H. influenzae smo osamili samo v letu 2014
pri treh otrocih s CF, kar lahko nakazuje na verjetnost pridobitve novih odpornosti in
posledi¢no moznost nara$¢anja prevalence MDR sevov H. influenzae v prihodnjih letih. O
nizkem delezu MDR izolatov H. influenzae porocajo tudi Cardines in sod. (2012).
Kolonizacijo z MDR izolati so v petletnem obdobju opazili samo pri 1/300 otrok s CF
(Cardines in sod., 2012). Z MDR sevi S. aureus je bilo koloniziranih 19 (24,4 %), z MDR
sevi P. aeruginosa pa osem (17,8 %) otrok s CF. Predvidevamo lahko, da bi bil delez
MDR izolatov Se vecji, ¢e bi izolate testirali za vse antibiotike v vseh skupinah
antibiotikov.
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5.6 STOPNJA ODPORNOSTI IZOLATOV

Stopnjo odpornosti treh najpogostejsih izolatov smo dolocili z izraunom povprecnega,
najmanj$ega in najveCjega deleza (%) za posamezen antibiotik obcutljivih izolatov v
celotnem obdobju testiranja. Prav tako kot delez MDR izolatov, je bila tudi stopnja
odpornosti po pricakovanjih najnizja pri izolatih H. influenzae, saj je bil povpre¢ni delez
obcutljivih izolatov v letih 2009-2014 visji od 90 % kar pri 6/8 testiranih antibiotikov.
Odpornost izolatov S. aureus in P. aeruginosa je bila vi§ja. S slike 10 je razvidno, da so
bile razlike med najmanjSim in najve¢jim delezem obcutljivih izolatov pri vrsti
P. aeruginosa vecje, kar je lahko posledica manjSega Stevila osamljenih izolatov. Zaradi
visokega deleza izolatov, odpornih proti penicilinu, bi lahko rekli, da je bila stopnja
odpornosti izolatov S. aureus visja v primerjavi z izolati P. aeruginosa, kar ni v skladu z
naSo hipotezo.
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6 SKLEPI

e Najpogostejsi izolati, osamljeni iz dihal otrok s CF v Sloveniji, so bili S. aureus,
H. influenzae in P. aeruginosa.

e Povpre¢na starost otrok s CF, pri katerih smo v opazovanem obdobju osamili
izolate P. aeruginosa, je bila visja od povprecne starosti otrok s CF, pri katerih smo
osamili izolate S. aureus in H. influenzae.

e Vsiizolati S. aureus so bili ob¢utljivi za teikoplanin in vankomicin. V povprecju je
bila obcutljivost S. aureus za rifampin, trimetoprim s sulfametoksazolom in
tetraciklin v celotnem obdobju visja od 90 %, medtem ko je bil delez sevov
S. aureus, odpornih proti penicilinu, v vseh letih visji od 85 %.

e |zolate MRSA smo osamili samo pri enem otroku s CF. Delez MRSA med izolati
S. aureus, osamljenimi iz dihal otrok s CF v Sloveniji, je bil 1,8 %.

e Vsi izolati H. influenzae so bili obc¢utljivi za cefotaksim in moksifloksacin. Prav
tako je bila obcutljivost H. influenzae za ampicilin s klavulansko kislino v vseh
letih vi§ja od 90 %. V povprecju je bilo najve¢ izolatov odpornih proti trimetoprimu
s sulfametoksazolom (20,9 %), sledijo izolati, odporni proti ampicilinu (11,6 %) in
tetraciklinu (8,2 %).

e Najvi§jo stopnjo odpornosti P. aeruginosa smo opazili proti aminoglikozidom
(amikacinu, gentamicinu, tobramicinu) in ciprofloksacinu, medtem ko je bilo v
povpredju najve¢ izolatov P. aeruginosa obcutljivih za ceftazidim (99,8 %) in
piperacilin s tazobaktamom (99,5 %).

e S sluznim fenotipom P. aeruginosa je bilo koloniziranih 12 (4,5 %) otrok s CF.
Odpornost izolatov sluznega fenotipa P. aeruginosa je bila pri otrocih s CF v
Sloveniji vi§ja od odpornosti izolatov ne-sluznega fenotipa.

e Odpornost izolatov P. aeruginosa proti veéini antibiotikov se pri posameznih
otrocih s CF s ¢asom ni spremenila. Pri petih otrocih s CF smo med raziskavo
opazili pojav proti karbapenemom odpornih izolatov P. aeruginosa.

e Stopnja odpornosti in delez veckratno odpornih izolatov pri slovenskih otrocih s CF
sta bila najvecja pri izolatih vrste S. aureus.
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7 POVZETEK

Cisti¢na fibroza je najpogostejSa avtosomno recesivna dedna bolezen, ki vpliva na
delovanje razli¢nih organskih sistemov, predvsem dihal, prebavil, trebusne slinavke in
jeter. Klini¢ni znaki bolezni so posledica mutacije gena CFTR, ki nosi zapis za Kkloridni
kanal¢ek na zunanji membrani epitelijskih celic. Zaradi mutacije se porusi elektrolitsko
ravnovesje, ki v dihalih povzroc¢i kopicenje in zastajanje sluzi, kar ustvari ugodne pogoje
za razvoj patogenov. Bakterijske okuZzbe dihal so glavni vzrok obolevnosti in umrljivosti
bolnikov s CF. V zacetni fazi bolezni (pri novorojenckih in otrocih) sta najpogostejsa
povzrocitelja okuzb dihal S. aureus in H. influenzae, pozneje v otrostvu, ko bolezen
napreduje, pa pride do kolonizacije dihal z bakterijo P. aeruginosa, ki je v primeru
kroni¢ne okuzbe glavni krivec za postopno upadanje pljuéne funkcije. Poleg omenjenih
bakterijskih vrst med tipine oportunistiéne bakterije pri bolnikih s CF sodijo Se
S. maltophilia, A. xylosoxidans, bakterije kompleksa B. cepacia in netuberkulozne
mikobakterije.

Zdravljenje bolnikov s CF zahteva multidisciplinarni pristop, ki vklju€uje tako zdravnike
in medicinske sestre kot tudi psihologe, dietetike in socialne delavce. Zaradi napredka v
zdravljenju z antibiotiki in nadomestki pankreati¢nih encimov, podpornega prehranskega
zdravljenja in celovite obravnave v centrih za CF sta se v zadnjem desetletju pomembno
izboljsali kvaliteta in pri¢akovana zivljenjska doba bolnikov, a kljub temu CF Se vedno
ostaja neozdravljiva bolezen. Za vzdrZzevanje dobrega stanja dihal je poleg ostalih ukrepov
pomembno aktivno iskanje okuzb in njihovo hitro in usmerjeno antibioti¢no zdravljenje.
Plju¢a bolnikov s CF predstavljajo posebno okolje, na katerega so se bakterije prilagodile s
spremembo genotipskih in posledicno fenotipskih lastnosti. Sposobnost povzroc¢anja
okuzbe jim omogocajo Stevilni virulentni dejavniki, za neovirano rast in razmnozevanje V
prisotnosti antibiotikov pa so razvile razlicne mehanizme odpornosti proti antibiotikom,
kot so zmanjSana prepustnost celicne membrane za antibiotike, aktivno iz¢rpavanje
antibiotikov iz celice, encimska modifikacija in inaktivacija antibiotikov, sprememba
tarnega mesta oz. prijemaliSa antibiotika in sprememba presnovne poti, na katero
antibiotik deluje.

Poznavanje obcutljivosti povzrociteljev okuzb dihal pri bolnikih s CF je pomembno za
preverjanje ustreznosti empiricnega zdravljenja v skladu z evropskimi smernicami. Ker v
Sloveniji zaenkrat $e nimamo sistemati¢nega pregleda povzrociteljev okuzb dihal in
njihove obcutljivosti za antibiotike pri slovenskih otrocih s CF, smo se odlo¢ili, da bomo to
analizirali v naSi magistrski nalogi. V raziskavo smo vkljucili 83 otrok s CF, ki jih vodijo v
Centru za cisticno fibrozo na Pediatrini kliniki Univerzitetnega klini¢nega centra
Ljubljana. Retrospektivno smo zajeli vse bakterijske izolate, ki so bili na IMI MF UL
osamljeni iz vzorcev dihal teh bolnikov v letih 2009-2014.
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V celotnem obdobju smo iz dihal otrok s CF osamili 1073 prvih izolatov, ki so pripadali 62
razlicnim vrstam patogenih bakterij. Najpogostejsi bakterijski izolati so bili S. aureus,
H. influenzae in P. aeruginosa, ki so v skupnem predstavljali ve¢ kot polovico vseh
izolatov. lzolate S. aureus smo osamili kar pri 78 (94,0 %) otrocih s CF. Z bakterijo
H. influenzae je bilo koloniziranih 57 (68,7 %), s P. aeruginosa pa 45 (54,2 %) otrok s CF.
Izolate MRSA smo osamili samo pri enem, izolate P. aeruginosa sluznega fenotipa pa pri
12 otrocih s CF. Ugotovili smo, da so bili otroci s CF ob prvi osamitvi P. aeruginosa v
povprecju starejsi od otrok s CF, pri katerih smo osamili vrsti S. aureus in H. influenzae.

V drugem delu raziskave smo analizirali obcutljivost najpogostejsih bakterijskih vrst za
antibiotike in primerjali deleze obcutljivosti glede na leto osamitve. Pri vseh izolatih je bila
obcutljivost za antibiotike Ze dolo¢ena z metodo difuzijskega antibiograma z diski med
rutinskimi preiskavami. Razlike v obcutljivosti za dolo¢ene antibiotike med posameznimi
skupinami smo statisticno ovrednotili s testom xz na kontingencnih tabelah.

Najve¢ izolatov S. aureus je bilo po pricakovanju odpornih proti penicilinu, in sicer je bil
delez proti penicilinu odpornih izolatov v vseh letih ve¢ji od 85 %. Nasprotno so bili vsi
izolati obcutljivi za teikoplanin in vankomicin, obcutljivost za rifampin, trimetoprim s
sulfametoksazolom in tetraciklin pa je bila v celotnem obdobju raziskave visja od 90 %.
Delez za ciprofloksacin obcutljivih izolatov je z leti upadel, medtem ko smo pri
eritromicinu opazili rahel trend naras¢anja odpornosti. Delezi izolatov S. aureus,
obcutljivih za klindamicin, gentamicin in tobramicin, med leti nihajo, vendar pri tem
razlike niso statisti¢no znacilne. V primerjavi s podatki SKUOPZ o ob¢utljivosti S. aureus
v Sloveniji so bili izolati S. aureus, osamljeni iz otrok s CF, bolj odporni proti ve¢ini
testiranih antibiotikov.

Obcutljivost izolatov H. influenzae, osamljenih iz dihal otrok s CF, je bila za veCino
testiranih antibiotikov vi§ja od 80 %. Vsi izolati so bili obcutljivi za cefotaksim in
moksifloksacin, prav tako smo v vseh Sestih letih osamili samo §tiri izolate, odporne proti
amoksicilinu s klavulansko Kkislino, in stiri izolate, odporne proti parenteralnemu
cefuroksimu. V povpreéju je bilo najve¢ izolatov odpornih proti trimetoprimu s
sulfametoksazolom (20,9 %), sledijo izolati, odporni proti ampicilinu (11,6 %) in
tetraciklinu (8,2 %). Statisticno pomembno zmanj$anje obcutljivosti smo opazili pri
azitromicinu, saj je delez obcutljivih izolatov H. influenzae s 100 % v letih 2011-2013
padel na 26,7 % v letu 2014, kar pa je najverjetneje posledica prehoda s smernic CLSI na
EUCAST. Glede na podatke SKUOPZ je bila obcutljivost nasih izolatov primerljiva z
obcutljivostjo H. influenzae v Sloveniji.

Izolati P. aeruginosa, osamljeni iz otrok s CF, so bili pomembno bolj odporni proti
antibiotikom v primerjavi z izolati P. aeruginosa iz klini¢nih vzorcev drugih bolnikov v
Sloveniji. Najvisjo stopnjo odpornosti P. aeruginosa smo opazili proti aminoglikozidom
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(amikacinu, gentamicinu, tobramicinu) in ciprofloksacinu, medtem ko je bilo v povprecju
najve¢ izolatov obcutljivih za ceftazidim in piperacilin s tazobaktamom (> 99 %).
Obcutljivost izolatov P. aeruginosa je bila za vse testirane aminoglikozide v letu 2014
visja kot leta 2009, vendar razlike niso statisticno znacilne. Statisticno pomembna razlika v
obcutljivosti se je pojavila samo pri aztreonamu v zadnjem letu raziskave, ko je delez
obcutljivih izolatov padel na 28,6 %, vendar je ta posledica spremembe smernic. Rahel
trend naras¢anja obcutljivosti smo opazili tudi pri cefepimu, medtem ko gibanje deleza
izolatov, obcutljivih za meropenem in imipenem, kaze trend padanja. Pri primerjavi
obcutljivosti izolatov P. aeruginosa razli¢nih fenotipov smo opazili, da so izolati sluznega
fenotipa pri otrocih s CF v Sloveniji odpornejsi proti vsem testiranim antibiotikom, z
izjemo tobramicina. Odpornost izolatov P. aeruginosa proti vecini antibiotikov se pri
posameznih otrocih s CF s ¢asom kolonizacije ni bistveno spremenila. Pri petih otrocih s
CF smo med raziskavo opazili pojav izolatov P. aeruginosa, odpornih proti
karbapenemom.

Stopnja odpornosti in delez MDR izolatov sta bila najvi§ja pri izolatih vrste S. aureus, kar
ni v skladu z naso zacetno hipotezo. Predvidevali smo, da bomo pri otrocih s CF osamili
najve¢ MDR izolatov P. aeruginosa. Tako delez MDR izolatov kot tudi stopnja odpornosti
sta bila po pri¢akovanjih najnizja pri izolatih H. influenzae.
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PRILOGE

Priloga A: Stevilo in delez (%) vseh prvih izolatov, osamljenih iz dihal otrok s CF v letih 20092014 na IMI
MF UL.

Izolat Stevilo izolatov DeleZ (%) izolatov
Staphylococcus aureus 326 30,4
Haemophilus influenzae 134 12,5

Pseudomonas aeruginosa 116 10,8
Stenotrophomonas maltophilia 75 7,0
Streptococcus pneumoniae 57 53
Moraxella catarrhalis 47 4.4
Enterobacter cloacae 42 3,9
Streptococcus pyogenes 39 3,6
Escherichia coli 30 2,8
Klebsiella oxytoca 22 2,1
Serratia marcescens 16 1,5
Achromobacter xylosoxidans 12 1,1
Klebsiella pneumoniae ssp. pneumoniae 11 1,0
Enterobacter asburiae 10 0,9
Acinetobacter baumannii 9 0,8
Citrobacter freundii 8 0,7
Achromobacter denitrificans 6 0,6
Burkholderia gladioli 6 0,6
Proteus mirabilis 6 0,6
Streptococcus agalactiae 6 0,6
Citrobacter koseri 5 0,5
Pseudomonas fluorescens 5 0,5
Pseudomonas putida 5 0,5
Rhizobium radiobacter 5 0,5
Beta-hemoliti¢ni streptokok skupine G 5 0,5
Acinetobacter junii 4 0,4
Aeromonas caviae 4 0,4
Burkholderia multivorans 4 0,4
Enterococcus faecalis 4 0,4
Raoultella ornithinolytica 4 0,4
Acinetobacter johnsonii 3 0,3
Acinetobacter Iwoffii 3 0,3
Delftia acidovorans 3 0,3
Neisseria meningitidis 3 0,3
Serratia liquefaciens 3 0,3

se nadaljuje ...
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Nadaljevanje Priloge A: Stevilo in delez (%) vseh prvih izolatov, osamljenih iz dihal otrok s CF v letih 2009—
2014 na IMI MF UL.

Izolat Stevilo izolatov Dele? (%) izolatov
Acinetobacter pittii 2 0,2
Citrobacter youngae 2 0,2
Haemophilus parainfluenzae 2 0,2
Hafnia alvei 2 0,2
Pseudomonas alcaligenes 2 0,2
Streptococcus dysgalactiae 2 0,2
Streptococcus salivarius 2 0,2
Beta-hemoliti¢ni streptokok skupine C 2 0,2
Achromobacter piechaudii 1 0,1
Agrobacterium tumefaciens 1 0,1
Chryseobacterium indologenes 1 0,1
Chryseobacterium meningosepticum 1 0,1
Enterobacter aerogenes 1 0,1
Enterobacter cancerogenus 1 0,1
Enterobacter kobei 1 0,1
Enterobacter ludwigii 1 0,1
Escherichia hermannii 1 0,1
Flavimonas oryzihabitans 1 0,1
Morganella morganii ssp. morganii 1 0,1
Ochrobactrum anthropi 1 0,1
Pseudomonas libanensis 1 0,1
Pseudomonas nitroreducens 1 0,1
Staphylococcus epidermidis 1 0,1
Streptococcus parasanguinis 1 0,1
Streptococcus vestibularis 1 0,1
Veillonella atypica 1 0,1
Veillonella dispar 1 0,1

SKUPAJ 1073 100
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Priloga B: Statisti¢na primerjava delezev za posamezne antibiotike ob¢utljivih izolatov S. aureus, osamljenih
iz dihal otrok s CF v letih 2009 in 2014 na IMI MF UL.

ANTIBIOTIK ¥ 2-statistika p-vrednost
Klindamicin 1,567 0,211
Ciprofloksacin 0,774 0,379
Eritromicin 0,775 0,379
Gentamicin 0,021 0,886
Tobramicin 0,322 0,571
Oksacilin 0,000 1,000
Penicilin 0,080 0,777
Rifampin 0,498 0,481
Trimetoprim/sulfametoksazol 0,734 0,392
Tetraciklin 0,763 0,383
Teikoplanin 0,000 1,000

Vankomicin 0,000 1,000
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Priloga C: Statisti¢na primerjava delezev za posamezne antibiotike obcutljivih izolatov H. influenzae,
osamljenih iz dihal otrok s CF v letih 2009 in 2014 na IMI MF UL.

ANTIBIOTIK ¥ 2-statistika p-vrednost
Ampicilin 0,167 0,683
Amoksicilin/klavulanska kislina 0,596 0,440

Azitromicin 28,837 0,000*

Cefotaksim 0,000 1,000
Cefuroksim (parenteralno) 3,317 0,069
Moksifloksacin 0,000 1,000
Trimetoprim/sulfametoksazol 1,298 0,255
Tetraciklin 0,037 0,848

* statisticno pomembna razlika, p < 0,05.
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Priloga D: Statisti¢na primerjava delezev za posamezne antibiotike obcutljivih izolatov P. aeruginosa,
osamljenih iz dihal otrok s CF v letih 2009 in 2014 na IMI MF UL.

ANTIBIOTIK ¥ 2-statistika p-vrednost

Amikacin 3,367 0,067
Aztreonam 21,769 0,000*

Ceftazidim 0,669 0,413
Ciprofloksacin 0,062 0,804
Cefepim 2,839 0,092
Gentamicin 0,971 0,324
Imipenem 1,007 0,316
Meropenem 2,068 0,150
Tobramicin 1,490 0,222
Piperacilin/tazobaktam 0,669 0,413

* statisticno pomembna razlika, p < 0,05.
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Priloga E: Statisti¢na primerjava deleza obcutljivih izolatov P. aeruginosa sluznega fenotipa in P. aeruginosa
ne-sluznega fenotipa, osamljenih iz dihal otrok s CF v letih 2009-2014 na IMI MF UL.

ANTIBIOTIK ¥ 2-statistika p-vrednost
Amikacin 9,624 0,002*
Aztreonam 1,246 0,264
Ceftazidim 4,385 0,036*
Ciprofloksacin 8,082 0,004*
Cefepim 4,276 0,039*
Gentamicin 2,682 0,102
Imipenem 2,851 0,091
Meropenem 3,971 0,046*
Tobramicin 1,817 0,178
Piperacilin/tazobaktam 2,179 0,140

* statisticno pomembne razlike, p < 0,05.
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Priloga F: Primerjava interpretacijskih kriterijev CLSI (2014) in EUCAST (2014) za dolo¢anje obcutljivosti
izolatov S. aureus.

CLSI, 2014 EUCAST, 2014
Premer cone (mm) Premer cone (mm)
Antibiotik S> R< S> R <
Penicilin 29 28 26 26
Oksacilin I I I I
Ciprofloksacin 21 15 20 20
Gentamicin 15 12 18 18
Tobramicin 15 12 18 18
Teikoplanin 14 10 2 2
Vankomicin & & & &
Eritromicin 23 13 21 18
Klindamicin 21 14 22 19
Tetraciklin 19 14 22 19
Rifampin 20 16 26 23
Trimetoprim/sulfametoksazol 16 10 17 14

Legenda: S — ob¢utljiv; R — Odporen.

Opombe:
'Odpornost proti oksacilinu dolo¢amo z difuzijsko metodo s cefoksitinskim diskom ali z mikrodilucijo.

2 Obutljivost za glikopeptide (teikoplanin, vankomicin) ugotavljamo z metodo mikrodilucije v bujonu, kjer
dolo¢imo minimalno inhibitorno koncentracijo.
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Priloga G: Primerjava interpretacijskih kriterijev CLSI (2014) in EUCAST (2014) za dolo¢anje ob¢utljivosti
izolatov H. influenzae.

CLSI, 2014 EUCAST, 2014
Premer cone (mm) Premer cone (mm)
Antibiotik S> R< S> R <
Ampicilin 22 18 16 16
Amoksicilin/klavulanska kislina 20 19 15 15
Cefaklor 20 16 /2 /2
Cefotaksim 26 I 26 26
Cefuroksim (parenteralno) 20 16 26 25
Ciprofloksacin 21 I 26 26
Moksifloksacin 18 I 25 25
Azitromicin 12 " 50° 10°
Tetraciklin 29 25 25 22
Trimetoprim/sulfametoksazol 16 10 23 20

Legenda: S — ob¢utljiv; R — odporen.

Opombe:

'Kategorija odpornosti ni definirana. Izolate opredelimo kot obcutljive ali neobéutljive (CLSI, 2014).
“Cefaklor je klini¢no neuginkovit, zato ga ne testiramo (Strumbelj in sod., 2015).

*Pri makrolidih je rezultat lahko le zmerno obé&utljiv ali odporen, kategorije ob&utljivosti ni. Testiramo samo
ob&utljivost za eritromicin, rezultat velja tudi za azitromicin in klaritromicin (Strumbelj in sod., 2015).
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Priloga H: Primerjava interpretacijskih kriterijev CLSI (2014) in EUCAST (2014) za dolo¢anje ob¢utljivosti
izolatov P. aeruginosa.

CLSI, 2014 EUCAST, 2014
Premer cone (mm) Premer cone (mm)
Antibiotik S> R< S> R<
Piperacilin/tazobaktam 21 14 18 18
Ceftazidim 18 14 16 16
Cefepim 18 14 19 19
Aztreonam 22 15 50* 16
Imipenem 19 15 20 17
Meropenem 19 15 24 18
Amikacin 17 14 18 15
Gentamicin 15 12 15 15
Tobramicin 15 12 16 16
Ciprofloksacin 21 15 25 22

Legenda: S — ob¢utljiv; R — odporen.

Opombe:
Visoka spodnja meja za ob&utljivost, ker so izolati divjega tipa zmerno ob&utljivi za aztreonam (EUCAST,
2014).



