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1. Uvod

1.1. Infekcije mokraénoga sustava

Akutne nekomplicirane infekcije mokracnoga sustava ubrajaju se medu
najceSce neepidemijske bakterijske infekcije kod ljudi, a bakterija Escherichia
coli je njihov glavni uzrocnik [1, 2, 3, 4]. Smatra se da se na svijetu godiSnje
pojavi oko 150 milijuna infekcija mokraénoga sustava [5]. Uzrokovane su
bakterijama prisutnima u crijevnoj flori ljudi. Kod Zena naj¢eSée nastaju
uzlaznim putem kroz uretru, Cemu prethodi dugotrajna periuretralna i vaginalna
kolonizacija, a kao uzroCnike neki autori navode i bakterije koje koloniziraju
spolne partnere [6, 7, 8, 9, 10, 11]. Urin predstavlja dobar medij za rast
bakterija, poglavito za rast bakterije E. coli [4]. UvrijeZeni laboratorijski kriterij
koji govori u prilog infekcile mokraénoga sustava je prisutnost 10° ili viSe
bakterija u 1 mililitru mokrace. [12].

NovorodencCad, djevojCice predsSkolske dobi, spolno aktivne Zene te stariji
muskarci i zZene predstavljaju skupine kod kojih se infekcije mokrac¢noga
sustava najcesce javljaju [13]. Infekcije mokracnoga sustava se mogu kretati u
rasponu od asimptomatske bakteriurije, koja je karakterizirana prisutnos¢u
bakterija u mokraéi uz izostanak simptoma, cistitisa kod kojega je infekcija
ograniCena na mokraéni mjehur, te pijelonefritisa kod kojega dolazi do
zahvacanja bubrega. UobiCajeno je da cistitis prolazi bez posljedica, dok
pijelonefritis moze ostaviti trajne posljedice, pa €ak dovesti i do smrtnog ishoda
[14]. KliniCki se infekcije gornjeg mokraénog sustava mogu prepoznati po
povisenoj tjelesnoj temperaturi i poviSenom broju leukocita u krvi bolesnika [12].

Visoki rizik za nastanak infekcija mokraénoga sustava imaju bolesnici s



anatomskim promjenama i opstrukcijama mokraénog sustava, kao i oni s
kompromitiranim imunoloSkim sustavom, te bolesnici s urinarnim kateterima
[15, 16]. Kod ovakvih se bolesnika infekcije nazivaju kompliciranima [14]. Kod
kompliciranih infekcija takoder su znatno €eSc¢i uzroCnici koji imaju fimbrijalne
adhezine na svojoj povrsini [17]. Komplicirane infekcije mokraénoga sustava
zahtijevaju drugaciji pristup i trajanje antimikrobnoga lijeCenja, kao i kasniju
dodatnu dijagnosticku obradu mokraénoga sustava [8]. Kod muSkaraca se,
opcenito, sve infekcije smatraju kompliciranima. [8]

Asimptomatska bakteriurija se smatra infekcijom bakterijama niske virulencije,
koje ne dovode do aktiviranja domacinove obrane, te ne dolazi do pojave
simptoma [18].

U dobi od 20 do 40 godina je 25 do 30% zena bilo lijeCeno od infekcije
mokracnoga sustava. Prevalencija asimptomatske bakteriurije je oko 3,5% u
opcoj populaciji i povecava se sa zZivotnom dobi bolesnika, tako da oko 10%
Zena nakon 70 godina ima bakteriuriju [19]. GodiSnje 40 do 50% Zena dozZivi
barem jednu infekciju mokracnoga sustava [20].

Asimptomatska bakteriurija i leukociturija su prisutne u trecCine bolesnika kod
kojih se provodi hemodijaliza. Asimptomatsku bakteriuriju nije potrebno lijeciti
osim tijekom trudnoce, jer tada dilatacija mokracnog sustava pogoduje Sirenju
bakterija prema bubrezima. Polimikrobne infekcije su izuzetno rijetke, osim kod
bolesnika s neurogenim mjehurom, litjazom, kroni€nim bubreznim apscesom,
te kod dugotrajno kateteriziranih bolesnika. [12].

U literaturi su opisane i dvije izvanbolniCke epidemije infekcija mokra¢noga
sustava, koje su prepoznate metodama molekularne epidemiologije zbog

jedinstvenog fenotipa i genotipa uzro€nika [11].



Patogenetski, infekcije mokracnoga sustava predstavljaju interakciju izmedu
patogena i domacina [19].

Mokracni sustav Covjeka je u normalnim uvjetima sterilan, zasticen od Stetnih
mikroorganizama stalnim protokom mokrace, izluCenim protubakterijskim
C¢imbenicima, kao i baktericidnom aktivnoS¢u efektorskih imunih stanica [21].
Nespecificni mehanizmi obrane domacina uklju€uju stalni protok mokrace,
ljuStenje epitelnih stanica, prisutnost sekretornih IgA protutijela, izlucivanje
Tamm-Horsfalove bjelan€evine i kemokina.

Dok se na crijevnom i diShom epitelu nalazi sluz koja prekriva epitel i sprjeCava
adheziju patogena na glikoproteine i glikolipide koji se nalaze na epitelu, u
mokracnom sustavu ne postoji takva sluz, veé¢ zastitu predstavija topivi
glikoprotein, po autorima nazvan Tamm-Horsfall-ov protein. Ova bjelancevina
sadrzi glikane s visokim udjelom manoze, tako da na sebe vezuje bakteriju E.
coli koja ima fimbrije tipa 1, te tako sprjeCava njihovo vezivanje za epitelne
stanice mokracnoga sustava [2]. Ovaj se protein naziva jo$ i uromodulin zbog
jake imunosupresivne aktivnosti Sto se ocCituje kao inhibicija proliferacije T
limfocita inducirane antigenom i inhibicija citotoksi¢nosti monocita in vitro [22,
23]. Tamm-Horsfall-ov protein, kada je prisutan u visokim koncentracijama,
smanjuje bakterijsku fagocitozu od strane miSjih peritonealnih makrofaga u
pokusu in vitro [24].

Kemokini, kakav je primjerice interleukin-8 dovodi do nakupljanja neutrofila u
apikalni dio sluznice, dok se kod zZena s bakteriurijom u urinu moze otkriti
poviSena razina interleukina-6 [12, 25]. Ove interleukine izlu€uju leukociti i

stanice uroepitela [12].



Kod nekompliciranih infekcija mokracnoga sustava, zahvaljuju¢i navedenim
mehanizmima obrane, infekcija obi¢no prolazi kroz nekoliko dana [25].

Cinitelji domaéina, u koje se ubrajaju navike i ponasanje pojedinca, mogu imati
utjecaja na pojavu infekcija mokraénoga sustava. Tako je opazeno da spolna
aktivnost povecava ucCestalost infekcija kod Zena, dok uporaba spermicidnih
krema dovodi do poremecaja ekosustava rodnice Sto olakSava umnozavanje
bakterije E. coli i povecava rizik nastanka infekcije [8]. Prethodno lijeCenje
antibioticima koji uniStavaju vaginalnu anaerobnu floru, kakav je npr. B —
laktamski antibiotik amoksicilin, takoder povecava rizik od infekcije [8]. Povecani
rizik nastanka infekcija mokraénoga sustava usljed nedostatka estrogena, koji
se javlja u menopauzi, moze se smanjiti lokalnom primjenom estrogena koji
normalizira vaginalnu floru [8]. Nasljedni Cinitelji takoder imaju ulogu u nastanku
infekcija mokrac¢nog sustava, jer je obiteljska anamneza (majka s Cestim
infekcijama), takoder povezana s vecom ucestalo$¢u nastanka infekcija [8, 26].
Dob manja od 15 godina kod prve infekcije mokraénog sustava predstavlja
povecani rizik za nastanak rekurentnih infekcija mokra¢nog sustava [26].
Ucestalost mokrenja i nacini odrzavanje osobne higijene nisu pokazali zna¢ajnu
razliku kao Cinitelji rizika u nastanku uroinfekcija [19, 27]. Anatomski odnosi,
odnosno mala udaljenost od anusa do uretre kod Zena, takoder predstavlja
Cinitelj rizika jer bliski kontakt crijevnog sadrzaja i uretre moZe pogodovati
nastanku infekcije mokra¢nog sustava [19].

Sok brusnice (lat. Vaccinium macrocarpon) sadrZi tvar koja sprjeCava vezivanje
sojeva E. coli s P—fimbrijama za eukariotske stanice, dok fruktoza iz soka ima
djelovanje na sojeve E. coli s fimbrijama tipa 1 [28]. Aktivnhe tvar iz soka

brusnice su proantocijanidini, tanini, stabilni spojevi fenola, te fruktoza i



hipuri¢na kiselina [19, 29, 30]. Laboratorijski je pokazano da sojevi E. coli koiji
se uzgajaju u prisutnosti 10% soka brusnice pokazuju smanjenu ekspresiju P-
fimbrija na svojoj povrSini [31]. Sok brusnice smanjuje pH urina te takoder
znacajno smanjuje stvaranje biofilma [32]. Sok brusnice predstavlja dobar izbor
kao pomoc¢no sredstvo u prevenciji uroinfekcija jer je jeftin i na njega bakterije

ne stvaraju otpornost [29].

1.2. Uropatogena Escherichia coli

Dosadasnje spoznaje izdvajaju kao uzroCnike infekcija mokraénoga sustava
sojeve E. coli s posebnim, ,uropatogenim® svojstvima, §to uklju€uje sposobnost
adherencije, otpornost na liticko djelovanje komplementa odnosno otpornost na
baktericidno djelovanje seruma, prisustvo siderofora (aerobaktin i enterobaktin)
te prisutnost citotoksina kakav je npr. hemolizin [6, 19, 27, 33, 34, 35].

E. coli izolirana kod bolesnika s akutnim pijelonefritisom Cesto ima prisutnu
kombinaciju svih Cinitelja virulencije, Sto nije sluCaj kod izolata iz stolice
odnosno kod izolata tijekom cistitisa [36, 37, 38]. Do slicnog su zakljucka dosli i
autori koji su proucavali sojeve E. coli kod pasa, kod kojih sojevi uzrocnici
uroinfekcija imaju Cinitelje virulencije, za razliku od rektalnih sojeva kojma
ginitelji virulencije nedostaju [39]. Cinitelji bakterijske virulencije su kljuéni za
savladavanje normalne obrane domacina, Sto je bitho kod nastanka
nekompliciranih infekcija mokraénog sustava, dok su za nastanak kompliciranih
infekcija mokracnoga sustava bitniji Cinitelji domacina, odnosno izostanak nekih

mehanizama obrane [19, 27].



1.2.1. Adhezini E. coli

Prvi i najbitniji korak u nastanku infekcije mokraénoga sustava je adherencija
uropatogene E. coli na stanice epitela mokra¢nog sustava. To je nadzirano s tri
elementa: adhezinima E. coli, receptorima na stanicama domacina te
mehanizmima obrane domacina [2].

Adhezini uropatogene E. coli mogu postojati kao nitaste organele — fimbije ili
pili, te kao nefilamentozne bjelanevine vanjske membrane. Adhezini povezani
s fimbrijama su po kemijskom sastavu lecitini [18].

PocCetak infekcije mokra¢noga sustava predstavlja povezivanje bakterijskih
fimbrija sa ugljikohidratnim sekvencama koje nose glikoproteini i glikolipidi na
povrSini stanica epitela mokraénoga sustava. Fimbrije se svrstavaju po svojoj
specificnosti za pojedine SeCere. Tako fimbrije tipa 1 imaju afinitet za glikane s
visokim udjelom manoze, sekretorni IgA i fibronektin, P fimbrije za Gala1,4Galf
disahardni zavrSetak glikolipida, a S fimbrije NeuAca2,3Gal sekvencu koja
pokriva sijalinske glikane [18, 40, 41]. UoCeno je da postojanje kapsule
,zaklanja“ i smanjuje funkciju ovih bakterijskih adhezina [42].

NajcesSc¢i adhezini su fimbrije tip 1. Smatra se da ih posjeduje 70-80% od svih
izolata E. coli [43, 44]. Bakterija moze imati 200 do 500 peritrihijalno poredanih
fimbrija tipa 1 na svojoj povrSini [45]. Ove fimbrije aglutiniraju eritirocite
zamorci¢a, a aglutinacija se moZze sprijeCiti s D-manozom, pa se zbog toga ove
fimbrije nazivaju jo$ i ,manoza-osjetljive fimbrije“ [18]. Fimbrije tipa 1 su Siroke 7
nm i duge priblizno 1 do 3 ym i imaju oblik Stapa [45, 46]. Veéi dio fimbrije
predstavlja polimer proteinske komponente FimA, na vrhu se nalaze

podjedinice FimH koje imaju ulogu receptora, dok su komponente FimF i FimG



one koje povezuju podjedinice FimH s ostatkom fimbrije [45]. Fimbrije tipa 1
imaju znacCajnu ulogu u ranoj fazi infekcije, tijekom kolonizacije mokra¢nog
mjehura, a imaju ulogu i kod invazije u epitelne stanice [25, 36]. Njihova
ekspresija je prisutna u pocCetnim fazama infekcije, dok je u kasnijim fazama
zamijenjena ekspresijom P fimbrija, koje su bitnije u kasnijim fazama bolesti
[47]. Vazne su i zbog vezanja na epitel probavnog sustava, Sto s povezuje s
prijenosom s Covjeka na Covjeka [48]. Fimbrije tipa 1 imaju ulogu u invaziji
bakterije E. coli u epitelne stanice mokraénog mjehura, sto je dokazano
pokusima in vitro, dok takvu ulogu nemaju npr. P fimbrije [46]. Na miSjem
modelu je pokazano da cjepljenje s FimH kao i izlaganje sluznice polipeptidu
FimH sprjeCava urogenitalne infekcije s bakterijom E. coli [49]. Sojevi koji imaju
fimbrije tipa 1 dovode do veceg izluCivanja interleukina (IL-6 i IL-8) od sojeva
koji nemaju takve fimbrije [18, 50]. U novije vrijeme je otkrivena i njihova uloga u
stvaranju biofilma na medicinskim implantatima i kateterima [25, 36]. Potvrdeno
je da se fimbrije tip 1, odnosno njihov adhezin FimH specificno vezuje za CD48
receptore mastocita, stanica koje se nalaze u sluznici mokraénog mjehura. To
dovodi do oslobadanja medijatora upale, kao $to su ¢imbenik nekroze tumora -
a (engl. Tumor necrosos factor - a, TNF - a), leukotrien B4 te histamin. Smatra
se da su ovi medijatori upale odgovorni za simtome cistitisa, u€estalo mokrenje,
noc¢no mokrenje te bol na kraju mokrenja [51].

P fimbrije dovode do vezivanja E. coli s antigenima krvne grupe P koji se nalaze
na uroepitelnim stanicama. Uz pospjeSivanje kolonizacije mokracnog mjehura P
fimbrije takoder povecéavaju imuni odgovor na bakterije [14]. P fimbrije imaju
ulogu kao okidacCi za upalu sluznice i CeSCe se nalaze u sojeva E. coli koje

uzrokuju infekcije gornjeg dijela mokraénog sustava kao $to je to pijelonefritis



[12, 18, 25, 52, 53]. Prisutne su na izolatima E. coli kod 80 % bolesnika s
pijelonefritisom, kod 40-50% bolesnika s cistitisom te kod 20% bolesnika s
asimptomatskom bakteriurijom odnosno u fekalnoj flori zdravih nositelja [18].
Gotovo svi sojevi E. coli uzro€nici urosepse imaju P fimbrije [18]. Regulatorna
bjelanCevina PapB vezana za ekspresiju P fimbrija moZe inhibirati ekspresiju
fim gena, odnosno iskljuciti prisustvo fimbrija tipa 1 u istoj stanici [54]. To se
tumaci Cuvanjem energije i ekspresijom samo jedne vrste fimbrija koja je u tom
trenutku potrebna za interakciju sa stanicama domacina [54].

Dr fimbrije imaju ulogu u invaziji na epitelne stanice, a receptor im je
GalNAcB(1-4)GalB nastavak gangliotriaozilceramida (GgOsCer), Sto u stvari
predstavlja antigen krvne grupe Dr, koji je Siroko rasprostranjen po cijelom
mokracnom sustavu [14, 25]. Receptori za Dr fimbrije nalaze se na bazalnim
membranama tubula i Bowmanove kapsule, te zbog toga Dr fimbrije imaju
znacajnu ulogu u intersticijskom tropizmu E. coli i bitne su za nastanak
kronicnog pijelonefritisa i glomeruloskleroze [55, 56]. Eksperimentalno je
utvrdeno da cijepljenje miSeva s fimbrijalnim Dr antigenom bakterije E. coli
smanjuje mortalitet kod eksperimentalne infekcije s bakterijama koje nose taj
antigen [57].

S fimbrije se vezuju za sijalil-galaktozide [14]. One se rijetko javljaju kod
uropatogenih sojeva, a receptori za ovaj tip fimbrija se, slicno kao kod P
fimbrija, nalaze na epitelu mokracnog mjehura, ureterima, te distalnim i
proksimalnim tubulima bubrega [41, 53]

Rjede prisutni adhezini koje imaju uropatogene E. coli uklju€uju fimbrije tipa
F1C, nefimbrijski adhezin 075X kao i bjelanCevinu AufA [41, 58]. Fimbrije tipa

F1C ne dovode do hemaglutinacije, za razliku od P i S fimbrija te fimbrija tipa 1



[59]. One se specificno vezuju za distalni bubrezni epitel i dovode se u vezu sa
E. coli koja uzrokuje pijelonefritis [41,53]. Ovo vezivanje dovodi do izluCivanja
interleukina-8 [47]. Adhezin 075X omogucava vezanje za bazalnu membranu i
epitel, no ne dovodi se u vezu s vecom ucestaloSCu pojave infekcije

mokracnoga sustava. Receptori za ovaj adhezin nisu jasno odredeni. [41, 53]

1.2.2. Siderofori i toksini E. coli

Rast u uvjetima sniZzene razine Zeljeza dovodi do natjecanja bakterija s
domacinom za ione Zeljeza. Bakterije izluCuju siderofore, bjelanCevine male
molekulske mase, kakve su npr. aerobaktin, enterobaktin i jersiniabaktin.
Siderofori se vezu za ione Zzeljeza, a tako vezane siderofore s zeljezom
prihvaca bakterija na receptore na svojoj vanjskoj membrani [60].

Uz adhezine i siderofore, sojevi uropatogene E. coli proizvode i toksine.
Citotoksicni nekrotiziraju¢i Cimbenik tipa 1 (engl. CNF 1) je citotoksin sastavljen
od 1014 aminokiselina, izluCuje ga tre¢ina uropatogenih sojeva E. coli i prisutan
je kod 70% hemoliticnih sojeva E. coli, dok se rijetko javlja kod nehemolitiCnih
sojeva [21, 61, 62, 63]. Gen koji kodira ovaj toksin (cnf1) nalazi se na
kromosomskom otoku patogenosti zajedno s genima koji kodiraju a-hemolizin
(hly) i P fimbrije (pap) [64]. In vitro pokusom pokazano je da je oporavak
eksperimentalne rane usporen ukoliko je izlozena citotoksichom
nekrotizirajuéem Cimbeniku tipa 1 [62]. Uloga citotoksi¢nog nekrotizirajuceg
Cimbenika tipa 1 u nastanku infekcije mokracnoga sustava je dvojbena, te se
pretpostavlja da ima ulogu u dugoronom uniStavanju stanica mokra¢nog

mjehura, za razliku od hemolizina, koji ima trenuta¢no djelovanje [61].



E. coli proizvodi nekoliko vrsta hemolizina: a hemolizin je bjelancevina koju
bakterija izlu€uje u okolinu, pri ¢emu znacajnu ulogu ima bjelan€evina TolC,
koja ga prenosi kroz vanjsku membranu stani¢ne stijenke E. coli,  hemolizin
koji je vezan za bakterijsku stanicu i y hemolizin kojega izluCuju mutante
otporne na nalidiksi¢nu kiselinu [65]. Hemolizini se medusobno razlikuju po
tome Sto y hemolizin ne moze hemolizirati ljudske i kuniCje eritrocite, za razliku
od a i B hemolizina koji to mogu [60, 66]. Priblizno polovina sojeva E. coli
izoliranih kod bolesnika s cistitisom i pijelonefritisom izlu€uje hemolizin [61].
Zanimljivo je da je ta Cinjenica prvi put uoCena i objavljena joS daleke 1920.
godine, a takoder u istoj studiji postoji podatak da sposobnost hemolize
pokazuje samo 13% sojeva E.coli izoliranih iz stolice [67]. Hemolizini su
citotoksi¢ni za razliCite vrste stanica, eritrocite, fibroblaste, granulocite i ostale
vrste ljudskih leukocita, te takoder za stanice proksimalnih tubula ljudskog
bubrega, Sto ima ulogu u patogenezi pijelonefritisa [68]. O djelotvornosti ovoga
toksina E. coli govori Cinjenica da je za hemolizu jednog eritrocita na
temperaturi 37°C dovoljno samo stotinjak molekula hemolizina [69].

U novije vrileme je identificiran jo$ jedan cimbenik virulencije: sekretorni
autotransportni toksin — serin acetiltransferaza (SAT), heksamerna molekula
koja se povratno inaktivira na temperaturi od 0°C i koja pokazuje serinsku
proteoliticku aktivnost, kao i citopatski u€inak na VERO bubrezZne stanice, te na
stanice mokracnoga mjehura [25, 60, 70, 71, 72, 73, 74]. Istom razredu
serinskih proteolitickih autotransportera kod E. coli (engl. SPATE) pripadaju i
bjelancevine Pic i Tsh koji se ¢eSc¢e javljaju kod uropatogenih sojeva E. coli
nego kod crijevnih izolata iste bakterije. ToCna uloga ovih bjelancevina u

virulenciji uropatogene E. coli nije do kraja razjasnjena [73,75].
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1.2.3. Otoci patogenosti

Uropatogena E. coli se razlikuje od ostalih sojeva prisutnoScu gena virulencije.
Geni koji su povezani s Ciniteljima virulencije: aerobaktin (aer i iucC), receptor
za sidrofore (iroN), kapsula grupe Il (kpsMT), kapsula grupe Il (caplll),
citotoksi¢ni nekrotiziraju¢i ¢imbenik (cnf?), Dr-grupa adhezina (drb), hemolizin
(hly), jersinijabaktin (fyu), povezanost s otpornos¢éu na serum (traT), T
bjelanCevina vanjske membrane (ompT), obitelj P-fimbrija (pap), fimbrijski
adhezin S i F1C (sfa/foc), sekretorni autotransportni toksin (sat), marker otoka
patogenosti (malX) i fimbrije tipa 1 (fim) [9, 76, 77, 78].

Mnogi geni virulencije se mogu Siriti horizontalno, jer su smjeSteni na mobilnim
genskim elementima, otocima patogenosti (engl. pathogenicity islands — PAI)
[25, 79, 80, 81, 82]. Neki geni su karakteristiCni za pojedine otoke patogenosti i
mogu se koristi kao njihovi genetski biljezi. Tako su geni hly i cnf1 karakteristi¢ni

za PAI-1, hly i pap za PAI-Il, sfa za PAI-Ill i fyu za PAI-IV [83, 84]

1.3. Lije€enje infekcija mokra¢noga sustava

Antimikrobni lijekovi se koriste za lije€enje infekcija mokraénoga sustava joS od
otkri¢a sulfonamida 1932. godine [85, 86].

Cimbenici koji se moraju uzeti u obzir kod izbora antibiotika za lijeéenje infekcije
mokracnoga sustava su njegov spektar aktivnosti, vrsta bakterije uzro¢nika,
prevalencija otpornosti u zajednici, trajanje lije¢enja, moguée nuspojave lijeka,
farmakokinetika, kao i ekoloSke i ekonomske posljedice lijeCenja. Idealni
antimikrobni lijek morao bi imati primarni put izlu€ivanja preko mokra¢nog

sustava kako bi postigao visoku koncentraciju u mokraci. Antibiotici koji postizu
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visoku koncentraciju u vaginalnom sekretu, poput trimetoprima ili fluorokinolona,
mogu biti efikasniji u djevanju na E. coli od lijekova kao $to su nitrofurantoin i 3-
laktami, koji ne eradiciraju uropatogene bakterije iz rodnice [1, 85, 87, 88, 89].
Zbog stalne evolucije otpornosti bakterija na antibiotike, neophodno je trajno
pradenje otpornosti da bi se poboljSale smjernice za iskustveno antibiotsko
lijeCenje [88].

Sedamdesetih godina proslog stoljeca izbor antimikrobnih lijekova za lijeCenje
infekcija mokra¢noga sustava ukljucivao je nitrofurantoin, nalidiksicnu kiselinu,
cefaleksin, kombinaciju sulfametoksazola i trimetoprima, te amoksicilin.

U najnovije vrijeme u lijeCenje infekcija mokracnoga sustava ukljueni su
fosfomicin, fluorokinoloni, kao i peroralni cefalosporini cefuroksim aksetil i
cefiksim. Dugi niz godina se kao lijek ,prve linije“ Kkoristila kombinacija

sulfametoksazola i trimetoprima [85].

1.3.1. B-laktamski antibiotici

Amoksicilin i ostali B-laktamski antibiotici indicirani su za upotrebu tijekom
trudno¢e ukoliko su infekcije mokracnog sustava uzrokovane osjetljivim
bakterijama, kao i za lijeCenje infekcija uzrokovanih gram pozitivnim
bakterijama, npr. streptokokima grupe B. Kako je stopa otpornosti bakterije E.
coli na amoksicilin u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji 41,40%, to ograniCava
njegovu upotrebu kod iskustvenog lijeCenja infekcija mokracnoga sustava [85,
90]. Mecilinam, B-laktamski antibiotik koji je u kliniCku upotrebu u SAD i Kanadi
uveden 1985. godine, pokazuje znacfajnu aktivnost prema gram-negativnim
uzroCnicima infekcija mokracnoga sustava. Primjenjuje se u lijeCenju u obliku

predlijeka pivmecilinama i efikasan je antibiotik za lijeCenje nekompliciranih
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infekcija u izvanbolnickoj populaciji [91]. Kombinacije aminopenicilina s
inhibitorima B — laktamaza Cesto moze dovesti do selekcije bakterija roda
Klebsiella [28].

Peroralni cefalosporini, kao $to su cefaleksin, cefuroksim aksetil, cefiksim i
ceftibuten, moraju se primjenjivati u lijeCenju infekcija mokracnoga sustava u
trajanju od najmanje 7 dana [92]. Moguce ih je primjenjivati i tijekom trudnoce.
Siroki spektar njihovog djelovanja moze dovesti do poveéane udestalosti
vulvovaginalne kandidijaze [85]. LijeCenje cefalosporinima se dovodi u vezu s
pojavom infekcija uzrokovanih enterokokima koji su otporni na glikopeptide,
vjerojatno zbog selekcije, jer su enterokoki prirodno otporni na cefalosporine
[93, 94]. Cefalosporini treCe generacije su ucinkoviti protiv enterobakterija, no
njihova ucinkovitost je nedovoljna kod stafilokoka [28]. Njihova uporaba moze
dovesti do kolonizacije odnosno infekcije uzrokovane bakterijama koje
proizvode betalaktamaze proSirenog spektra djelovanja (engl. ESBL) [94]. Niti
jedan predstavnik cefalosporina se ne smatra antibiotikom izbora za lijeCenje

infekcija mokraénog sustava [85].

1.3.2. Nitrofurantoin

Nitrofurantoin se koristi u lijeCenju infekcija mokracnoga sustava preko 50
godina [5]. Njegova upotreba se smanjila uvodenjem novijih lijekova kao Sto su
sulfonamidi i kinoloni, no prisutno je postepeno ponovno vracanje u uporabu
zbog trajno niskih stopa otpornosti kod uobiCajenih uropatogena. MoZe ga se
koristiti u trudno¢i, kod djece, te u dugotrajnoj primjeni za sprjeCavanje
rekurentnih infekcija mokracnoga sustava. Kako ne postize visoke koncentracije

u serumu, ne preporuCuje se za lijeCenje akutnog pijelonefritisa, a
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kontraindiciran je i kod bolesnika s zatajenjem bubrega [85]. U nekim drzavama
(npr. Nizozemska) nitrofurantoin je preporuc¢en kao prvi lijek izbora za

empirijsko lije€enje infekcija mokra¢noga sustava [95]

1.3.3. Sulfametoksazol / trimetoprim

Trimetoprim je prvi put upotrebljen za lije€enje infekcija kod ljudi 1962. godine,
dok se u kombinaciji sa sulfametoksazolom se koristi od 1968. godine [86].
Trimetoprim, sam ili u kombinaciji s sulfametoksazolom, predstavljao je glavni
ljek za lijeCenje infekcija mokracnoga sustava u posljednjih 20 godina.
Samostalna primjena trimetoprima je indicirana kod bolesnika s alergijom na
sulfonamide i takvo se lijeCenje pokazalo jednako efikasno s manje nuspojava
od lijeCenja kombinacijom sulfametoksazola i trimetoprima. Provedene studije
pokazuju bolju ucinkovitost kombinacije sulfametoksazola i trimetoprima od
ampicilina, jer bolje uklanja fekalnu, vaginalnu i periuretralnu kolonizaciju [28]. U
posljednje vrijeme je =zabiljezen znaCajan porast stope otpornosti na
kombinaciju sulfametoksazola i trimetoprima kod cistitisa uzrokovanog
bakterijom E coli [85, 90, 96]. Ukoliko lokalne stope otpornosti na kombinaciju
sulfametoksazola i trimetoprima porastu preko 10-20%, da se taj lijek vise ne
moze koristiti u iskustvenom lije€enju infekcija mokracnoga sustava, vecC se u
lijeCenju koriste fluorokinoloni [97, 98]. Iskustveno lije€enje kombinacijom
sulfametoksazola i trimetoprima je jeftinije od trodnevnog lijeCenja kinolonima
kod nekompliciranih infekcija mokracnoga sustava, osim ako stopa otpornosti

za kombinaciju sulfametoksazola i trimetoprima u zajednici ne prelazi 22% [99].
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1.4. Kinoloni — mehanizam djelovanja

Fluorokinoloni se zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava i zbog spektra
djelovanja smatraju jednom od najdjelotvornijih skupina antimikrobnih lijekova
koriStenih u klini¢koj i veterinarskoj medicini u danasnje vrijeme [100]. Kinoloni,
lijekovi koji pripadaju nafthidrinskoj skupini, dostupni su od Sezdesetih godina
proslog stolje¢a, a otkriveni su u procesu sinteze i purifikacije klorokina [101].
Nalidiksi¢na kiselina je prvi predstavnik kinolona, u klini¢koj je uporabi od 1962.
godine i koriStena je iskljuCivo za lijeCenje infekcija mokracnoga sustava [102].
Osamdesetih godina su uvedeni noviji, snazniji fluorirani kinoloni sa Sirim
spektrom djelovanja, koji se mogu primijeniti kod infekcija kosti, zglobova, za
lijeCenje sustavnih infekcija, te za lije€enje infekcija spolnog, probavnog i diSnog
sustava. Tu se ubrajaju norfloksacin, koji je uveden 1986. godine, te
ciprofloksacin, koji se koristi od 1987. godine [103, 104].

Kinoloni su prikladni za lije€enje infekcija mokraénoga sustava jer postizu
visoku koncentraciju u mokraci i imaju Siroki spektar djelovanja [105].

Po svom antimikrobnom djelovanju kinoloni se mogu svrstati u Cetiri generacije.
Kinoloni prve generacije (nalidiksicna kiselina, pipemidinska kiselina i
cinoksacin), koji se u danasnje vrijeme rijetko koriste, imaju umjereno djelovanje
na gram negativne bakterije i minimalnu sistemsku distribuciju. Kinoloni druge
generacije (norfloksacin, ofloksacin i ciprofloksacin) imaju proSireno djelovanje
na gram negativne bakterije i djeluju na unutarstani¢ne, ,atipi¢ne” patogene, uz
ograni¢eno djelovanje na gram pozitivne bakterije. Najsnaznije im je djelovanje
na aerobne gram negativne bakterije. Ciprofloksacin je i dalje najaktivniji
kinolonski antibiotik za bakteriju Pseudomonas aeruginosa. Kinoloni treée

generacije (levofloksacin, sparfloksacin, gatifloksacin) zadrzavaju prosireno
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djelovanje na gram negativne i ,atipicne” unutarstanicne patogene, uz
poboljSano djelovanje na gram pozitivnhe bakterije. Konacno, kinoloni Cetvrte
generacije (trovafloksacin, moksifloksacin) djeluju na anaerobe, bolje pokrivaju
gram pozitivne bakterije, uz zadrzavanje djelovanja na gram negativne bakterije
[102, 106].

Fluorokinoloni imaju malo utjecaja na anaerobne bakterije crijevne flore, dok
znacajno utjeCu na gram negativne bakterije (prolazno eliminiraju bakterije roda
Enterobacteriaceae). Cak i nakon parentralnog davanja ciprofloksacina
zapazeno je znaCajno smanjenje broja bakterija roda Enterobacteriaceae u
crijevnoj flori dobrovoljaca, dok broj ostalih bakterijskih vrsta nije bio promijenjen
[107, 108].

Fluorokinoloni djeluju tako da inhibiraju bakterijske enzime topoizomeraze [101,
109]. Topoizomeraze su enzimi koji odrzavaju DNK u replikacijskim i
nereplikacijskim  podruc¢jima  bakterijskog kromosoma. Postoje Cetiri
topoizomeraze: topoizomeraza |, topoizomeraza Il (poznata i kao DNK giraza),
topoizomeraza lll i topoizomeraza IV.

Kinoloni djeluju inhibicijski na topoizomerazu Il (DNK girazu) i topoizomerazu
IV, dok ne djeluju na topoizomerazu | i lll. [110, 111]

DNK giraza je tetramer sastavljen od dvije GyrA i dvije GyrB podjedinice i
kodirana je genima gyrA and gyrB. Topoizomeraza IV ima sli€nu strukturu i
sastavljena je od dvije ParC i dvije ParE podjedinice, a kodirana je genima parC
i parE. Podjedinica ParC je homologna s podjedinicom GyrA, dok je podjedinica
ParE homologna s podjedinicom GyrB. [101, 109, 110]. Djelovanje kinolona na
pojedine vrste topoizomeraza se vezuje s vrstom bakterija. Tako je kod gram

pozitivnih bakterija viSe zahvaéena topoizomeraza |V, dok je kod gram-
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negativnih vise zahvacena DNK giraza [102, 110, 112, 113, 114, 115]. Kod E.
coli primarno ciljno mjesto za kinolone je DNK giraza, i to njezina podjedinica
GyrA [116]. Mutacije gena gyrB takoder dovode do otpornosti na kinolone, no
uCestalost ovih mutacija je znatno rjeda od mutacija na genu gyrA [117].
Topoizomeraza Il, poznatija kao DNK giraza, je enzim koji uvija prstenastu
bakterijsku DNK na tisuéu puta manju duljinu da bi se mogla smijestiti u
bakteriju. Superuzvojnica DNK se pomoc¢u DNK giraze takoder prevodi u
relaksirani oblik, odnosno provodi se negativho superuvijanje odnosno
rasplitanje dvostruke uzvojnice DNK pred replikacijskim ra$ljama, Sto je vazno u
pocCetnoj fazi umnozavanja DNK. Bez djelovanja ovog enzima se jako uvijena
bakterijska DNK ne bi mogla umnozavati. [100, 109, 110, 114, 118]. Ovaj
proces ukljuCuje prekidanje dvolan€ane DNK, dovodenje segmenta DNK koji se
razmata preko mjesta prekida, te reakcija zavrSava ponovnim povezivanjem
prekinutih lanaca [89, 115, 116]. Fluorokinoloni djeluju tako da stabiliziraju
kompleks izmedu DNK giraze i DNK, odnosno stvaraju nepovratno povezane
spojeve Sto dovodi do prekida umnozZavanja DNK [102, 110, 112, 113, 114,
115, 119, 120]. Trenutni prekid umnozavanja DNK zbog djelovanja kinolona
moze se potumaciti stvaranjem kovalentnih spojeva pred replikacijskim rasljama
[114]. Srazom ovog kompleksa s replikacijskim rasljama zapocCinje niz
dogadaja, koji ukljuCuju aktivaciju SOS sustava, koji u konacnici dovode do
smrti stanice [101, 121].

lako se DNK giraza smatra dominantnim ciljem kinolonskih antibiotika,
topoizomeraza IV predstavlja takoder znaCajno mjesto njihovog djelovanja
[112]. Nakon zavrSenog umnozavanja DNK topoizomeraza IV odjeljuje DNK

lance koji nastaju tijekom umnozavanja, Sto olakSava njihovu podjelu u stanice

17



nakon diobe [102, 109, 110, 112, 113, 114, 115]. Fluorokinoloni djeluju na
topoizomerazu IV i blokiraju razdvajanje novonastalih lanaca DNK, te tako
inhibiraju umnozavanje DNK. [102, 112, 114, 115, 119]. Taj je proces spor jer
topiozomeraza IV ima primarnu ulogu iza replikacijskih raslji, pa tako stanicnim
mehanizmima preostaje viSe vremena za popravak lezie DNK [114].
Eksperimentalno je dokazano da je potrebna od 3 do 30 puta veca
koncentracija konolona za inhibiciju topiozomeraze IV nego za inhibiciju DNK
giraze kod E. coli, odnosno da topoizomeraza IV predstavlja sekundarni cilj za
konolone [117].

Fluorokinoloni inhibiraju enzime stabiliziraju¢i kompleks DNK — DNK giraza,
odnosno kompleks DNK — topoizomeraza |IV. Stabilizirani kompleks DNK — DNK
giraza stvara fiziCku prepreku pomicanju replikacijskih raslji, te tako sprjeCava
umnoZzavanje DNK [109, 115].

Sisavci posjeduju enzim koji djeluje na DNK slicno kao DNK giraza [100].
Eukariotska topoizomeraza |l ima djelomic¢nu homologiju u slijedu aminokiselina
s bakterijskom DNK girazom, pa stoga ljudski enzim moze biti potencijalni cilj za
Stetno djelovanje kinolona kod ljudi. Koncentracija kinolona koja je potrebna da
inhibira timusnu topoizomerazu Il je preko 100 puta vea od one koja je
potrebna da inhibira bakterijsku DNK girazu, odnosno od 50 do 100 puta je
veca od koncentracije kinolona koja se postize u ljudskim tekuc¢inama i tkivima
(s izuzetkom mokrace i stolice). Stoga je djelovanje kinolona na ljudsku
topoizomerazu Il vrlo rijetka pojava [89]. Eukariotska topoizomeraza Il se
takoder moze blokirati tvarima kao Sto je etopozid, no takve tvari ne mogu biti
koriStene kao antibiotici jer ne mogu dospjeti u bakterijsku stanicu zbog

efikasne bakterijske efluksne pumpe [122]. Postojanje tvari koje blokiraju
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eukariotsku topoizomerazu Il zna€ajno je zbog istrazivanja novih lijekova koji bi

mogli biti djelotvorni kod bakterija otpornih na kinolone [122].

1.5. Otpornost bakterija na kinolone

1.5.1. Epidemiolo$ki podaci

Prije 1990. godine se otpornost E. coli na kinolone rijetko zapazala [123]. U
godinama kada su kinoloni bili uvodeni na trziSte smatralo se da ¢e otpornost
na njih biti rijetka zato Sto oni spadaju u ksenobiotike, odnosno, ne nalaze se
prirodno u tijelu Covjeka [104]. Pretjerana i nekontrolirana uporaba kinolona u
klinickoj i veterinarskoj medicini dovodi do sve vece otpornosti bakterija te
smanjuje ucinkovitost kinolona za buduc€u primjenu [124]. Taj dugotrajni
selektivni antimikrobni pritisak povezuje se s otpornoSc¢u bakterija na antibiotike
[98, 125, 126].

Pretjerana uporaba jednog predstavnika kinolona dovodi do razvoja otpornosti
na cijelu kinolonsku skupinu antibiotika [89, 102]. Tako, primjerice, kinoloni koji
se dodaju u zivotinjsku hranu selektiraju sojeve E. coli koji su otporni na
kinolone koriStene za lijeCenje ljudi [116, 119]. U veterinarskoj medicini u
primjeni je veliki broj kinolonskih antibiotika: danofloksacin, difloksacin,
enrofloksacin, ibafloksacin, marbofloksacin, orbifloksacin te sarafloksacin [127].
U literaturi je objavljen podatak da se u drzavama Europske unije u veterinarske
svrhe potroSi 3494 tone antimikrobnih tvari godiSnje, od Cega je 43 tone
fluorokinolona [128]. U Cileu se zbog primjene u akvakulturi godignje trosi preko
100 tona kinolonskog antibiotika flumekina, dok je godiSnja potroSnja kinolona u

humanoj medicini 10 do 12 tona [129]. Veliki broj uzoraka pileCeg mesa sa
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trznica na Tajvanu je kontaminiran E. coli smanjene osjetljivosti na kinolone
[130, 131]. Spanjolska i Portugal spadaju medu drzave s najveéom potro$njom
antibiotika, te takoder medu drzave s najviSim stopama otpornosti na kinolone
[132, 133]. Tako jedna Spanjolska studija pokazuje da su 45% svinja i 90%
pilica bili nosioci sojeva E. coli otpornih na kinolone, $to predstavlja najve¢u do
sada opisanu prevalenciju takve otpornosti u svijetu [134].

U Pekingu je koncem proslog stolje¢a 50% izvanboniCkih sojeva E. coli bilo
otporno na ciprofloksacin, a od tog broja je 80% sojeva imalo MIK za
ciprofloksacin veci ili jednak 32 ug/ml [135]. Studija iz Nizozemske potvrduje da
povecano propisivanje fluorokinolona dovodi do povecCanja otpornosti na
fluorokinolone kod E. coli u izvanbolni€kih bolesnika [136], a tu cCinjenicu
potvrduju i studije provedene u Sloveniji, SAD-u, kao i multicentricna studija
provedena u 14 europskih drzava [137, 138, 139].

Istrazivanje provedeno u jednom staraCkom domu pokazalo je da prethodna
uporaba fluorokinolona predstavlja jedini neovisni Cinitelj rizika za crijevno
nosilastvo sojeva E. coli otpornih na fluorokinolone [140], a taj Cinitelj rizika
potvrduju i druge, na sliCan nacin provedene, studije [141, 142, 143].

Studija provedena u Njemackoj pokazuje da je otpornost E. coli na
fluorokinolone ¢es¢a u bolnici u kojoj je vecCa potrosnja, a slicna korelacija ne
postoji izmedu potroSnje kinolona i stopa otpornosti za stafilokoke i
Pseudomonas aeruginosa [144]. Indonezijska studija pokazuje da je stopa
otpornosti na florokinolone u fekalnoj flori kod bolesnika na prijemu u bolnicu
bila 6%, dok je stopa otpornosti na istu skupinu antibiotika prilikom otpusta iz

bolnice bila ¢ak 23% [145]
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Stopa otpornosti na fluorokinolone moze i opadati, ovisno o0 smanjenju
potrosnje u populaciji, $to je uo€eno u Sloveniji i Slovackoj [146]

LijeCnici obiteljske medicine Cesto dozivljavaju otpornost na antibiotike kao
problem na nacionalnoj razini, na kojeg nema utjecaja njihovo propisivanje
antibiotika [147].

Otpornost izolata E. coli na fluorokinolone je Cesta u Europi, posebno kod
bolesnika s infekcijom mokra¢noga sustava i kod bolesnika od karcinoma koji
zbog neutropenije profilakti¢ki primaju fluorokinolone [148, 149]. Cesto su za
ove bolesnike izvor bakterijemije kronicne uroinfekcije, povezane s
kateterizacijom i lijeCenje fluorokinolonima [123]. Niske doze kinolona pogoduju
selekcioniranju otpornih sojeva, S$to nije zapaZeno kod davanja kinolona u
terapijskim dozama [115, 150, 151]. Tako je ¢ak uoCeno da izlu€ivanje kinolona
znojem dovodi do selekcije stafilokoka otpornih na kinolone u flori koze [152].
Zbog zapazanja da niske doze kinolona pogoduju nastanku mutacija, uveo se
pojam ,koncentracije koja sprjeCava mutacije“ (engl. mutation preventing
concentracion — MPC), kao koncentracije lijeka u serumu koja se mora postici
da se ne bi potaknule mutacije i nastanak otpornih sojeva [104]. Cak i kod
kratkotrajnog  trodnevnog ljeCenja  infekcije = mokraénog  sustava
ciprofloksacinom dolazi do selekcije i pojave sojeva E. coli otpornih
ciprofloksacin u crijevima [153].

Nosilastvo otpornih sojeva kod djece, kod kojih se fluorokinoloni vrlo rijetko
primjenjuju, kao i kod odraslih koji nisu prethodno lije€eni kinolonima, sugerira
neke druge nacine izlaganja kinolonima u populaciji [115]. Utvrdeno je da se u
razli€itim onkoloskim centrima javljaju medusobno razliiti sojevi E. coli otporni

na fluorokinolone, dok se unutar jednog onkoloSkog centra naj¢esce javljaju isti
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otporni sojevi E. coli, $to govori za horizontalni prijenos otpornih sojeva medu
bolesnicima [154].

UcCestalost mutanti E. coli nakon izlaganja rastu¢cim koncentracijama
ciprofloksacina u laboratorijskim uvjetima bila je od 10® do 10°. Niska
uCestalost mutacija objasSnjava zbog Cega je za razvoj klinickih izolata E. coli
otpornih na kinolone trebalo proteéi nekoliko godina njihove kliniCke primjene

[123].

1.5.2. Mehanizmi otpornosti na kinolone

Otpornost bakterija na kinolone nastaje raznolikim mehanizmima i ima znacajan
kliniCki utjecaj. Mehanizmi otpornosti ukljuCuju promjenu ciljne molekule za lijek,
pojacanu aktivnost efluksne pumpe i promjenu propusnosti stanichne membrane
zbog smanjene aktivnosti porina. Nisu opisani bakterijski enzimi koji mijenjaju ili
razgraduju kinolone, oni su prisutni jedino kod nekih vrsta gljiva [101, 115, 119].
Mnogi su autori uoCili da prisustvo kinolona djeluje na smanjenje adhezije E.
coli na uroepitelne stanice. To se dogada zbog inhibicije sinteze ili ekspresije
adhezina, te zbog smanjene proizvodnje fimbrija (5to se posebno odnosi na P
fimbrije) [105]. Objavljeno je klinicko opazanje da se kao uzrocCnici invazivnih
infekcija mokra¢noga sustava (prostatitis i pijelonefritis) CeS¢e javljaju sojevi E.
coli osjetljivi na kinolone, za razliku od sojeva otpornih na kinolone koji su ¢eSci
uzroCnici cistitisa i asimptomatske bakteriurije [155]. Takoder je uoCeno da
subinhibitorne koncentracije norfloksacina koje profilakticki primaju bolesnici od

ciroze umanjuju bakterijsku adherenciju sojeva E. coli na epitelne stanice [156].

22



1.5.2.1. Kromosomske mutacije

NajviSe su prouCavane promjene u ciljnoj molekuli, enzimu topoizomerazi. Ove

promjene mogu nastati zbog spontanih mutacija gena koji kodiraju enzimske

podjedinice i takve mutacije nastaju rijetko, kod jedne od 10°-10° stanica u

bakterijskoj populaciji. Kod GyrA i ParC podjedinica otpornih bakterija, promjene

aminokiselina se nalaze na N-zavrSetku koji sadrzi tirozin, koji se kovalentno

vezuje za prekinute lance DNK tijekom djelovanja enzima.

U dijelovima GyrA i ParC postoje regije koje su povezane s otpornoséu na

kinolone (eng. quinolone resistance determining regions - QRDR). Zamjene

aminokiselina u ovom podrucju dovode do porasta otpornosti na kinolone jer

mutacije mijenjaju cilina mjesta na koja se kinoloni vezuju i smanjuju afinitet

kinolona na enzim (slika 1) [116, 119, 157].

Asp®” Ser®

Tyri2

Slika 1. Regija povezana s otpornos¢u na kinolone (QRDR) bjelancevine GyrA.

Preuzeto iz Barnard i Maxwell [157]
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Cetiri najéesée tockaste mutacije koje dovode do otpornosti na fluorokinolone
su mutacija na genu gyrA na poziciji 248 koja dovodi do zamjene serina (83),
dok ona na poziciji 249/250 dovodi do zamjene asparaginske kiseline (87), te
mutacije na genu parC na poziciji 238/239 koja dovodi do zamjene serina (80) i
na poziciji 250/251 koja dovodi do zamjene glu (84) [158, 159]. U novije vrijeme
su zapazene i neke rjede mutacije na genu gyrA koje takoder dovode do
povecanja otpornosti na kinolone. Takva je mutacija koja dovodi do zamjene
aminokiseline alanina na poziciji 51 s valinom [160]. Mutacija koja dovodi do
zamjene serina na poziciji 83 s leucinom ili triptofanom manifestira se kao visoki
stupanj otpornosti na kinolone, dok zamjena s alaninom dovodi do niskog
stupnja otpornosti na kinolone [122]. Kod bakterije E. coli mutacije nastupaju u
viSe faza, pri Eemu je uobi€ajeno da mutacija gena gyrA nastupa kao prvi korak,
nakon ¢ega slijedi mutacija na genu parC [119, 161].

Kod GyrB i ParE podjedinica otpornih bakterija promjene aminokiselina su
smjeStene u srediSnjem dijelu, na domeni uklju¢enoj u medudjelovanje s
komplementarnom podjedinicom (GyrA i ParC) [115]. Kod gyrB mutacije
najteS¢e nastaju na pozicijama 426 (zamjena asparaginske kiseline s
asparaginom) i 447 (zamjena lizina s glutaminskom kiselinom) [162].

O broju toCkastih mutacija na genima gyrA i parC ovisi da li ¢e otpornost na
konolone biti vrlo niska - MIK od 0,125 do 0,5mg/L (jedna mutacija), umjerena —
MIK 1 - 4 mg/L (dvije mutacije), visokog stupnja — MIK 8 - 64 mg/L (tri toCkaste
mutacije), odnosno najviseg stupnja — MIK > 128 mg/L (Cetiri toCkaste mutacije)
[117, 158, 163, 135, 131, 164]. Minimalna inhibitorna koncentracija od 8 do 64
mg/L sugerira da se radi o najmanje dvije zamijenjene aminokiseline na

bjelancevini GyrA [123].
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Mutacije se mogu javiti brzo tijekom lijeCenja kinolonima i mogu biti zna€ajan

¢imbenik koji ograni¢ava uporabu ovih antibiotika [102].

1.5.2.2. Smanjena aktivnost porina

Da bi dosegli svoje cilino mjesto u bakterijskoj citoplazmi, enzim DNK girazu,
fluorokinoloni moraju pro¢i kroz citoplazmatsku membranu, a kod gram
negativnih bakterija joS i kroz vanjsku membranu stanicne stijenke .

Ulaz u stanicu se odvija kroz porine [100, 115]. Porini su kanali kroz koje
molekule prolaze kroz stanichu membranu. Smanjena aktivnost porina bitan je
mehanizam otpornosti antibiotika kod gram negativnih bakterija. Kod E. coli
smanjena ekspresija bjelancevina vanjske membrane OmpF i OmpC djeluje na

ulaz fluorokinolona u bakterijsku stanicu [119].

1.5.2.3. Ekspresija efluksne pumpe

Vazan prirodni mehanizam otpornosti bakterija na fluorokinolone je ekspresija
efluksne pumpe, koja je ovisna o energiji i koja moze aktivno ukloniti kinolone iz
stanice [104, 109]. Sve je veci broj izvjeStaja koji pokazuju da je efluks glavni
mehanizam u otpornosti na antibiotike [165]. Kod gram-negativnih bakterija,
ovakav sustav ima tri komponente: efluksnu pumpu smjeStenu u
citoplazmatskoj membrani, bjelanCevinu vanjske membrane, te membransku
fuzijsku bjelanCevinu koja povezuje dvije navedene komponente. Za proces
izbacivanja lijeka iz citoplazme potrebna je energija. Pumpe ovakvog tipa
takoder postoje i kod gram pozitivnih bakterija. Poveéana koli¢ina ovakvih
pumpi je povezana s niskom razinom otpornosti na fluorokinolone. Ovakvi

efluksni sustavi omogucavaju otpornost bakterija na razliite tvari koje imaju
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razliCite strukture (eng. multidrug resistance pump), te tako nastaje otpornost na
vise vrsta antibiotika kao i tolerancija na razliCite kemijske tvari kao $to je
heksan [166, 167, 168]. Komponente takve pumpe kod E. coli su efluksna
pumpa AcrB, membranska fuzijska bjelanCevina AcrA i bjelanCevina vanjske
memmbrane TolC, dok su regulacijski geni za tu efluksnu pumpu acrR, marA,
robA i soxS [115]. AcrAB je ¢lan RND (eng. resistance nodulation division)
obitelji pumpi. AcrAB/TolC efluksni sustav ima Siroki spektar supstrata Sto
ukljuCuje kinolone, tetracikline, kloramfenikol, ampicilin, rifampicin, puromicin,
organska otapala, etericna ulja, boje, dezinfekcijska sredstva i deterdzente.
Bjelan€evina AcrAB se uobi€ajeno proizvodi u malim koli€inama, no proizvodnja
moze biti de-reprimirana brojnim regulacijskim sustavima (marA, marR, soxS,
rob) kao i mutacijama represora acrAB i acrR [169]. De-represija acrAB ne
dovodi do otpornosti visokog stupnja na kinolone, nego ¢eSce do otpornosti
niskog stupnja na viSe razliCitih antibiotika [116], odnosno moze povecati
otpornost na kinolone za Cetiri do Sest puta [135, 170]

Otpornost visokog stupnja na kinolone opisana je kao posljedica kombinacije
kromosomske mutacije na gyrA i parC genima s mutacijama na genima
povezanima s efluksnom pumpom i propusno$c¢u vanjske membrane [116, 135,

171].

1.5.2.4. Plazmidska otpornost na kinolone

Kod bakterije Klebsiella pneumoniae je 1998. godine otkriven plazmid pMG252
koji nosi gen otpornost na kinolone qgnr (po novoj nomenklaturi qnrA).
Bjelanevina Qnr (sada QnrA), pentapeptid koji je kodiran genom qgnr, vezuje se

za DNK girazu (takoder i topoizomerazu V), te sprjeCava vezanje kinolona
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[101, 172, 173, 174]. Ovaj je pentapeptid srodan kromosomski kodiranom
pentapeptidu MfpA kod bakterije Mycobacterium smegmatis, a koji je takoder
odgovoran za otpornost na kinolone [104]. Plazmid pMG252 se konjugacijom
moze prenijeti u Citav niz bakterijskih vrsta kao Sto su K. pneumoniae, E. coli,
Citrobacter freundii, Salmonella Typhimurium i Pseudomonas aeruginosa.
Zanimljiva je Cinjenica da plazmid pMG252 uz gen qnr nosi joS Citav niz gena
vezanih za otpornost bakterija, kakvi su npr. geni ampR, ampC i sul1, a kao
posljedica toga je potvrdena je povezanost otpornosti na kinolone i 3-laktamske
antibiotike [5, 101, 175, 176]. AmeriCka studija provedena u periodu od 1999 do
2004 pokazala je da medu sojevima E. coli otpornim na ceftazidim njih 4%
posjeduje gen qnr [177]. Studije pokazuju da je medu izolatima E. coli otpornim
na ciprofloksacin prisustvo gena qnrA rijetko, ispod 2%, s izuzetkom studije u
Sangaju, gdje je 7,7% sojeva E. coli otpornih na ciprofloksacin imalo taj gen
[173, 178]. U novije doba su otkriveni novi plazmidni geni odgovorni za
otpornost na kinolone, gnrB otkriven u SAD-u i Indiji 2004. godine, te qnrS,
otkriven u Japanu 2005 godine [179]. Ovi novootkriveni geni takoder kodiraju
pentapeptide i slicnost u slijedu aminokiselina s bjelanc¢evinom QnrA iznosi 40%
[180]. Plazmidi, odnosno geni porodice qnr odgovorni su za kinolonsku
otpornost niskog stupnja, no klinicki su znacajni jer mogu pojacati ostale oblike
otpornosti, nastale zbog kromosomskih mutacija, pojaCane aktivnosti efluksne
pumpe, te zbog smanjene aktivnosti porina [175]. Istrazivanja pokazuju da se
moguci prirodni rezervoar gena qnr nalazi u bakteriji Shewanella algae, koja se
nalazi u morskoj i slatkoj vodi, Sto povezuje uporabu kinolona u akvakulturi sa
selekcijom otpornih sojeva ove bakterija te prijenosom gena na ostale bakterije

iz porodice Enterobacteriaceae [129, 181].
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2. Cilj istrazivanja

Otpornost na kinolone nastaje ili zbog kromosomske mutacije na genima koji
kodiraju enzim topoizomerazu ili zbog mutacija na genima povezanima s
efluksnom pumpom i propusno$c¢u vanjske membrane. Otpornost na kinolone
takodjer moze nastati i zbog prisutnosti plazmida koji nosi gen otpornosti gnr.
Pretpostavka je da Ce sojevi E. coli koji su otporni na kinolone zbog prisutnih
mutacija na genima imati takoder i veCu ucCestalost mutacija gena koji su
povezani s Cciniteljima virulencije (hemolizin, P fimbrije, fimbrije tipa 1,
citotoksi¢ni nekrotiziraju¢i Cimbenik 1), te ¢e zbog toga takvi otporni sojevi imati
i promijenjenu ekspresiju navedenih Cinitelja virulencije.

Takoder je pretpostavka da Ce sojevi E. coli koji su otpornost na kinolone stekli
genetskim mutacijama imati i CeS¢e mutacije na genima odgovornim za
otpornost na ostale antibiotike koji se naj¢eSée koriste za lije€enje infekcija
mokrac¢noga sustava (ampicilin, cefalosporini prve, druge i treCe generacije), te
Ce zbog toga imati i povecanu otpornost na takve antibiotike.

Pretpostavka je da ¢e kod sojeva E. coli osjetljivih na kinolone, kod kojih se u
laboratorijskim uvjetima inducira otpornost na tu skupinu antibiotika, ujedno doci
i do promjena Cinitelja virulencije, odnosno da ¢e oni postati slini sojevima E.
coli otpornima na kinolone koji su uzrokovali infekcije mokra¢nog sustava, a kod
kojih su manje izrazeni Cinitelji virulencije.

Opéi cilj ovog istrazivanja je ste¢i uvid u karakteristike sojeva uropatogene E.
coli otporne na kinolone s obzirom na molekularne mehanizme otpornosti,
prisutnost Cinitelja virulencije i otpornost na ostale antibiotike koji se koriste za
lijeCenje infekcija mokraénoga sustava te utvrditi razliku u odnosu na

karakteristike sojeva koji su osjetljivi na kinolone.
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Specificni cilj istrazivanja je utvrditi koliko laboratorijski inducirana otpornost na
kinolone kod prethodno osjetljivih sojeva mijenja ostale karakteristike sojeva
(prisutnost Cinitelja virulencije te otpornost na ostale antibiotike koji se najceSce

koriste za lijeCenje infekcija mokra¢noga sustava).
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3. Ispitanici, uzorci i metode istrazivanja

3.1. Ispitanici i uzorci

Tijekom jednogodiSnjeg razdoblja su se iz uzoraka urina, dobivenih od
izvanbolni¢kih bolesnika sa simptomima infekcije mokraénog sustava sa
podrucja Splitsko-dalmatinske Zupanije izolirali svi sojevi E. coli otporni na
kinolone, koji su bili uzroCnici infekcije.

Identifikacija sojeva do razine vrste obavljena je standardnim postupkom (kratki
biokemijski niz), dok je probir sojeva otpornih na kinolone (ciprofloksacin)
napravljen disk-difuzijskom metodom po vazeéim standardima americkoga
Instituta za klinicki i laboratorijski standard (Clinical and Laboratory Standard
Institute — CLSI) [182, 183, 184].

Kontrolna skupina se formirala tako da se za svaki soj otporan na kinolone uzeo
slijedeci izolirani bolesnicki soj E. coli koji nije bio otporan na kinolone.

U radu nisu bili testirani niti prikazani sojevi kopije.

Demografski pokazatelji, kao $to su dob i spol bolesnika, prikupljeni su uz svaki

bakterijski soj uklju€en u istrazivanje.

3.2. Odredivanje broja leukocita u sedimentu urina

U sedimenta urina iz kojeg je izolirana E. coli odreden je broj leukocita
mikroskopskim promatranjem sedimenta urina na vidnom polju velikog

povecanja (400x).
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3.3. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika

Za sojeve E. coli otporne na kinolone, kao i za sojeve kontrolne skupine,
odredena je minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) za ciprofloksacin To je
najmanja koncentracija ciprofloksacina koja inhibira vidljivi rast bakterija in vitro.
Minimalna inhibitorna koncentracija je odredena mikrodilucijskom metodom po
standardu CLSI-a na Muller-Hinton-ovom bujonu [183, 185]. Istom metodom su
odredene i minimalne inhibitorne koncentracije za ampicilin kao i za
cefalosporine prve, druge i treCe generacije, kako bi se mogla uociti povezanost
otpornosti na te antibiotike s otpornoS¢u na kinolone. Raspon koncentracija
antibiotika iznosio je od 0,06 do 128 mg/L. Antibiotik je razrjedivan dvostruko
serijski u nizu epruveta i tako razrjedena otopina je u koliini od 100 pL
ukapana u jazice na mikrotitarskoj plocici. Kultura testiranog soja razrjedivana je
tako da se dobila koncentracija inokuluma od 5x10° CFU/mL, nakon ¢ega je u
koli€ini od 100 pyL ukapana u jaZice na mikrotitarskoj plocCici i pomijeSana s
otopinom antibiotika. PloCice su inkubirane preko noci na 37°C i slijedeéi dan su
oCitane minimalne inhibitorne koncentracije.

lzraCunat je MIKsy, kao koncentracija antibiotika potrebna da inhibira 50%
testiranih sojeva i MIKq, kao koncentracija antibiotika potrebna da inhibira 90%
testiranih sojeva.

Kao kontrola koristen je soj E. coli ATCC 25922.
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3.4. Odredivanje proizvodnje B-laktamaza prosirenog spektra

Metodom dvostrukog diska je ispitano da li ispitivani sojevi E. coli proizvode [3-
laktamaze proSirenog spektra djelovanja (engl. extended spectrum
betalactamases - ESBL) [183]. Bakterijska suspenzija gusto¢e 0,5 McFarland-a
je nanesena na povrSinu Muller-Hinton-ovog agara, nakon Cega je u sredinu
postavljen disk koji sadrzi 20 ug amoksicilina i 10 ug klavulanske kiseline. Oko
njega su postavljeni diskovi koji su sadrzavali ceftazidim, cefotaksim,
ceftriakson i aztreonam, na udaljenosti 30 mm od sredidnjeg diska. Test se
smatrao pozitivnim ukoliko je doSlo do povecanja zone inhibicije u blizini

sredisSnjeg diska.

3.5. Analiza mutacija na genu gyrA kod sojeva E.coli otpornih na

kinolone

Genski pokazatelji otpornosti na kinolone, mutacije na genu gyrA, odredila se
metodom pracenja polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata nakon lancane
reakcije polimerazom za sve sojeve koji su bili otporni na kinolone (engl.
restriction fragment lenght polymorphism polymerase chain reaction - RFLP-
PCR). U tom postupku se najprije umnozila DNK gena gyrA, nakon Cega se
dobivena DNK cijepala restrikcijskim enzimom Hinf |. Dobiveni fragmenti su se
razdvojili elektroforezom u agaroznom gelu. Kako ta metoda daje rezultate za

ograniCeni broj genskih lokusa, dodatno se za reprezentativni broj izolata
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napravilo i sekvencioniranje gena da bi se odredili polozaj toCkastih mutacija
unutar gena gyrA odnosno njegove regije QRDR [163, 186, 187, 188, 189]

Kao kontrola koriSten je soj E. coli ATCC 25922.

3.5.1. RFLP-PCR

Izolacija DNA izvedena je kuhanjem suspenzije testiranih sojeva 10 minuta na
95°C.
Zacetnici za lan€anu reakciju polimeraze isporuceni su liofilizirani (Sigma). U
sterilnom kabinetu se otopila koli€ina liofiliziranog zaCetnika u 1 mL vode, te su
se napravila razrjedenja do Zeljene koncentracije zaCetnika od 50 pmol/L.
U istraZivanju su koristeni slijedeci zacetnici [188, 190]:
EC-GYRA-A
(5-CGCGTACTTTACGCCATGAACGTA-3)
EC-GYRA-Hinfl
(5-ATATAACGCAGCGAGAATGGCTGCGCCATGCGGACAATCGAG-3)
U sterilnu epruvetu je otpipetirano 25 yL PCR mjeSavine (PCR Master, Roche),
20 uL sterilne destilirane vode i 3 pL uzorka, te po 1 pL otopine svakog
zacetnika.
U uredaju Perkin-Elmer 9600 je obavljeno umnazanje (amplifikacija).
Termalni ciklusi za gen gyrA bili su:

inicijalna denaturacija 94°C 3 minute
nakon Cega slijedi 40 ciklusa:

denaturacija 94°C 60 sekundi

sljepljivanje 53°C 50 sekundi
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ekstenzija 72°C 50 sekundi
Nakon posljednjeg ciklusa slijedi inkubacija od 10 minuta na 72°C.
Produkt PCR reakcije je nakon toga precipitiran u prisutnosti Na acetata i
izopropilnog alkohola na -20°C, te je nakon centrifugiranja resuspendiran u 70%
etilnom alkoholu. Nakon centrifugiranja, odlijevanja alkohola i susenja, produkt
je resuspendiran u 10 pL sterilne destilirane vode.
Digestija s restrikcijskim enzimom Hinf | provedena je u otopini koja je
sadrzavala 8 pL produkta PCR reakcije, 1 pL Hinf I (Roche) i 1 pyL 10x
digestijskog pufera (Roche) na temperaturi od 37°C u trajanju od jednog sata.
Produkti restrikcije su detektirani elektroforezom u gelu. Pripremljeni agarozni
gel (2% agaroze u 1x TAE puferu) stavljen je u kadu za elektroforezu nakon
Cega je dodano toliko 1x TAE pufera da pokrije gornju povrSinu gela. U prvu
jazicu gela je dodan molekularni marker (DirectLoad wide range DNA marker,
Sigma), dok su u ostale jazice ukapani uzorci. Elektroforeza u gelu se odvijala
na sobnoj temperaturi u trajanju od oko jednog sata pri naponu od 100 V.
Nakon toga se gel obojao otopinom etidijeva bromida i osvjetlio na
transluminatoru, te snimio kamerom. Interpretacija je napravljena po rasporedu i

veli€ini dobivenih fragmenata [188].

3.5.2. Sekvencioniranje gena gyrA

Uzorak za sekvencioniranje je pripremljen lananom reakcijom polimeraze koja
je provedena u dvije faze (engl. nested PCR).
Za prvi korak su koristeni zacetnici:

gyrA QRDR F:  5-TACACCGGTCAACATTGAGG
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gyrA_QRDR_R:  5-TTAATGATTGCCGCCTCGG
Termalni ciklusi u prvom koraku su bili:
inicijalna denaturacija 94°C 5 minuta
nakon ¢ega slijedi 35 ciklusa:
denaturacija 94°C 45 sekundi
sljepljivanje 65°C 45 sekundi
ekstenzija 72°C 40 sekundi
Nakon posljednjeg ciklusa slijedi inkubacija od 10 minuta na 72°C, i hladenje na
4°C.
Produkt priblizne veli¢ine 650 bp bio je proCis¢en u gelu (Qiagen Gel Extraction
Kit) te koriSten u drugom koraku lancane reakcije polimeraze.
U drugom koraku su koriSteni ovi zaCetnici:
gyrA_QRDR2_F: 5-CCGTCCCGTACTTTACGC
gyrA_QRDR2_R: 5-CCGTATAACGCATTGCCGC
Termalni ciklusi u drugom koraku su bili:
inicijalna denaturacija 94°C 5 minuta
nakon ¢ega slijedi 35 ciklusa:
denaturacija 94°C 45 sekundi
sljepljivanje 55°C 45 sekundi
ekstenzija 72°C 60 sekundi
Nakon posljednjeg ciklusa slijedi inkubacija od 10 minuta na 72°C, i hladenje na
4°C. Konacni produkt priblizne veliine 200 bp je sekvencioniran uz koristenje
gyrA_QRDR2_F kao  zaCetnika reakcije sekvencioniranja [191].

Sekvencioniranje je provedeno na uredaju ABI Prism 377 Genetic Analyser
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(Applied Biosystems), a dobiveni podaci su analizirani kompjuterskim

programom Bioedit [192]

3.6. Analiza prisutnosti plazmidnih gena qnrA, qnrB i gnrS

Prisutnost plazmida koji nosi gene qnrA, qnrB i qnrS, a Kkoji su povezani s
otpornosSc¢u na kinolone odredivala se metodom lanCane reakcije polimeraze za
sve sojeve koji su bili otporni na kinolone [193, 194, 195].

Kao kontrola koristen je soj E. coli J53 Azir koji ima prisutan gen gnr [196].
Izolacija DNA izvedena je kuhanjem suspenzije testiranih sojeva 10 minuta na
95°C.

Zacetnici za lan€anu reakciju polimeraze isporuceni su liofilizirani (Sigma). U
sterilnom kabinetu se otopila koli¢ina liofiliziranog zaCetnika u 1 mL vode, te su
se napravila razrjedenja do Zeljene koncentracije zacetnika od 50 pmol/L.

U istrazivanju su koristeni slijedeci zacetnici [197]:

qnrA

5 -ATTTCTCACGCCAGGATTTG

5 -GATCGGCAAAGGTTAGGTCA

qnrB

5_-GATCGTGAAAGCCAGAAAGG

5 -ACGATGCCTGGTAGTTGTCC

qnrS

5 -ACGACATTCGTCAACTGCAA

5_-TAAATTGGCACCCTGTAGGC
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U sterilnu epruvetu je otpipetirano 25 yL PCR mjeSavine (PCR Master, Roche),
20 uL sterilne destilirane vode i 3 pyL uzorka, te po 1 pL otopine svakog
zacetnika.
U uredaju Perkin-Elmer 9600 je obavljeno umnazanje (amplifikacija).
Termalni ciklusi za gene qnrA, qnrB i gnrS bili su:

inicijalna denaturacija 94°C 3 minute
nakon cCega je slijedilo 32 ciklusa:

denaturacija 94°C 45 sekundi

sljepljivanje 53°C 45 sekundi

ekstenzija 72°C 60 sekundi
Nakon posljednjeg ciklusa slijedila je inkubacija od 10 minuta na 72°C.
Pripremljeni agarozni gel (2% agaroze u 1x TAE puferu) stavljen je u kadu za
elektroforezu nakon Cega je dodano toliko 1x TAE pufera da pokrije gornju
povrSinu gela. U prvu jazicu gela je dodan molekularni marker (DirectLoad wide
range DNA marker, Sigma), dok su u ostale jazice ukapani uzorci. Elektroforeza
u gelu se odvijala na sobnoj temperaturi u trajanju od oko jednog sata pri
naponu od 100 V. Nakon toga se gel obojao otopinom etidijeva bromida i
osvjetlio na transluminatoru, te snimio kamerom. Interpretacija je napravljena po

rasporedu i veli€ini dobivenih fragmenata [197].

3.7. Odredivanje prisutnosti ¢initelja virulencije

Cinitelji virulencije su za sojeve E. coli odredeni fenotipskim postupcima ili
postupcima molekularne mikrobiologije.

Kao kontrola koristen je soj E. coli ATCC 25922.
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Proizvodnja hemolizina kod sojeva E. coli odredena je fenotipskom metodom,
promatranjem prisutnosti hemolize ovcjih eritrocita u blizini kolonija testiranog
soja na krvnom agaru [66, 198]. Provedene studije su pokazale da fenotipska
metoda daje jednake rezultate kao i odredivanje prisutnosti gena odgovornog
za hemolizu [17].

Prisutnost gena pap, fim i cnf1 u ispitivanim sojevima odredena je metodom
lanCane reakcije polimeraze i na taj naCin je dokazana prisutnost Cinitelja
patogenosti P fimbrija, fimbrija tipa 1, kao i prisutnost citotoksicnog
nekrotizirajuéeg ¢imbenika 1 [198, 199, 200].

Izolacija DNA izvedena je kuhanjem suspenzije testiranih sojeva 10 minuta na
95°C.

ZacCetnici za lan€anu reakciju polimeraze isporucCeni su liofilizirani (Sigma). U
sterilnom kabinetu se otopila koli€ina liofiliziranog zaCetnika u 1 mL vode, te su
se napravila razrjedenja do Zeljene koncentracije zaCetnika od 50 pmol/L.

U istrazivanju su koristeni slijedeci zaCetnici:

Za gen papC: [201, 202]

papC1 (5-GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG-3)

papC2 (5'- ATATCCTTTCTGCAGGGAT GCAATA-3")

Za gen fimH: [202]

fimH1 (5'-TGCAGAACGGATAAGCCGTGG-3")

fimH2 (6'-GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA-3")

Za gen cnf1: [201]

CNF1-A (5'-GAACTTATTAAGGATAGT-3')

CNF1-B (5'-CATTATTTATAACGCTG-3')
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U sterilnu epruvetu je otpipetirano 25 yL PCR mjeSavine (PCR Master, Roche),

20 uL sterilne destilirane vode i 3 pyL uzorka, te po 1 pL otopine svakog

zacCetnika.

U uredaju Perkin-Elmer 9600 je obavljeno umnazanje (amplifikacija).

Termalni ciklusi za gen papC bili su:
inicijalna denaturacija 94°C 3 minute
nakon ¢ega slijedi 25 ciklusa:
denaturacija 94°C 60 sekundi
sljepljivanje 65°C 60 sekundi

ekstenzija 72°C 60 sekundi

Nakon posljednjeg ciklusa slijedi inkubacija od 10 minuta na 72°C.

Termalni ciklusi za gen fimH bili su:
inicijalna denaturacija 94°C 3 minute
nakon ¢ega slijedi 25 ciklusa:
denaturacija 94°C 60 sekundi
sljepljivanje 55°C 60 sekundi

ekstenzija 72°C 60 sekundi

Nakon posljednjeg ciklusa slijedi inkubacija od 10 minuta na 72°C.

Termalni ciklusi za gen cnf1 bili su:

inicijalna denaturacija 94°C 2 minute
nakon ¢ega slijedi 33 ciklusa:

denaturacija 94°C 60 sekundi

sljepljivanje 55°C 60 sekundi
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ekstenzija 72°C 60 sekundi

Nakon posljednjeg ciklusa slijedi inkubacija od 10 minuta na 72°C.

Pripremljeni agarozni gel (2% agaroze u 1x TAE puferu) stavljen je u kadu za
elektroforezu nakon Cega je dodano toliko 1x TAE pufera da pokrije gornju
povrSinu gela. U prvu jazicu gela je dodan molekularni marker (DirectLoad wide
range DNA marker, Sigma), dok su u ostale jazice ukapani uzorci. Elektroforeza
u gelu se odvijala na sobnoj temperaturi u trajanju od oko jednog sata pri
naponu od 100 V. Nakon toga se gel obojao otopinom etidijeva bromida i
osvjetlio na transluminatoru, te snimio kamerom. Interpretacija je napravljena po

rasporedu i veli€ini dobivenih fragmenata [201, 202].

3.8. Indukcija otpornosti na kinolone

U laboratorijskim uvjetima se za reprezentatvni broj sojeva E. coli iz kontrolne
skupine, koji su osjetljivi na kinolone, izvela indukcija otpornosti na kinolone
izlaganjem sojeva sve veéim koncentracijama antibiotika ciprofloksacina.
Pocetna koncentracija ciprofloksacina kojom su bakterije bile izloZzene bila je
polovina minimalne inhibitorne koncentracije, nakon Cega se koncentracija
ciprofloksacina udvostru¢avala sve dok se nije uoCio prestanak vidljivog rasta
bakterija [83, 66, 121, 203, 204]. Kod sojeva kod kojih je na taj naCin inducirana
otpornost na kinolone pratio se utjecaj novostvorene otpornosti na kinolone na
promjene gena odgovornih za otpornost na kinolone (mutacije na genu gyrA i

eventualno pojavljivanje plazmidnih gena qnr), te na promjene prisutnosti
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Cinitelja virulencije (hemolizin, P fimbrije, fimbrije tipa 1, citotoksi¢ni

nekrotiziraju¢i Cimbenik 1), prethodno opisanim metodama.

3.9. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza dobivenih podataka provedena je na raCunalu koristenjem
programa PAST [205]. Provedena je deskriptivna analiza podataka, kod
kontinuiranih varijabli prikazani su medijan i centili, dok su kategoricke varijable
prikazane kao broj opazanja u tablicama frekvencija. Usporedba medu
promatranim skupinama s obzirom na dob i spol bolesnika, prisutnost leukocita
u nalazu sedimenta urina, osjetljivost na druge antibiotike koji se koriste za
lijeCenje infekcija mokraénoga sustava, te prisustvo Cinitelja virulencije
provedena je parametrijskim i neparametrijskim statistickim metodama.
Neparametrijske statistiCke metode, kakav je Mann-Whitney-ev U test, koriStene
su za usporedbu izmedu grupa prilikom analize kvantitativnin podataka, dok su
za analizu kvalitativnih varijabli koriSteni statistiCki postupci za analizu tablica
kontigencije, kao $to su ¥ test, te Fischer-ov egzaktni test.

Rezultati su se interpretirali na razini znaCajnosti p < 0,05.
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4. Rezultati istraZivanja

Zbirni prikaz rezultata ovog istrazivanja po bakterijskim sojevima je prikazan u

tablici 1, dok je detaljni prikaz rezultata naveden u slijede¢im odlomcima.

BR | DOB (SPOL | SED |AMX |CF CXM (GM |CAZ (CTX |CRO |(CIP |FEP |pap|Fim|cnf |HEM
2 64 z R 8 32 8 11 0,06 0,5| 0,06 16 1 o0fo |0
3 52 z D 128 16 8 1 0,25 0,5| 0,008 4] 025/ 00 |0
4 75 z Mn 128 16 8| 0,25 0,5 0,25| 0,008 8| 0,125| 0f0 |0
10 67 z N 128 16 8| 128| 0,25 1| 0,008 32| 0,125 0|0 |0
11 80 z R 128 16 8 32| 0,25 0,5| 0,008 32| 0,006/ o0Of0o |0
15 76 z N 128 8 8 64( 0,12 0,125 0,03 16 0,06 O0f0 [0
19 74 Z D 128 128 8 1 2 1 0,5 8 2l 110 |0
21 61 z N 128 32 8| 0,25 16 1 0,25 32 0,5 ofo |0
23 74 z N 128 8 8 0,5| 0,25| 0,125/ 0,03 2| 025/ 0|0 |0
25 83 z N 128 32 8 0,5 4( 0,25 0,25 32 1 0|1 |0
26 58 z R 128 16 8 1 2 05| 0,25 128| 0,25 0|0 |0
27 82 M N 128 8 8 0,5 0,5 0,125| 0,008 4] 0,125 0|0 |0
29 79 z N 128 8 8 0,5 0,5 0,06| 0,008 32| 025 111 |0
31 74 Z R 128 16 16 0,5 2| 0,25 0,25 32| 025/ 0|0 |0
34 72 z R 128 16 8 11 0,25/ 0,06| 0,008 2| 0,06 0j0 |0
35 76 z N 128 32 16| 128 1 0,125 0,12 32| 0,125 o0f0 (O H
36 79 z N 128 16 8 64( 0,008 0,5| 0,25 32 1 o0fo [O
37 84 z N 128 16 16 1| 0,008 1 1 16 1 ofo [o
38 79 z D 128 128| 128 1 4 8 16 64 128 1[0 [0
39 72 M N 128 128 128| 128| 0,008 16 16 64 128 o0f0 (O
40 52 z N 128 64 128 64( 0,008 16 16 32 2l 00 1
43 64 M N 128 64 8 1| 0,008 1 0,12 32 1 of1 |0
47 81 z D 128 128 32 0,5 0,12 16 8 8| 128 1|0 |0
48 68 M Mn 128 32 8 2| 0,008 0,25 0,12 8| 025 0|0 |0
51 67 z D 128 16 16| 128 1 0,5 0,5 64 0,25 O0f0 (O
55 23 z R 128 8 8 32 1 0,06 0,008 16 0,06 O0f0 [0
58 81 z N 128 8 8| 0,25 0,5 0,12] 0,06 16| 0,06 0j0 |0
60 68 M Mn 128 8 8 0,5 0,5 0,008| 0,06 32| 0,06 10 |0
64 72 z N 128 8 8| 0,25 0,5 0,03] 0,06 4] 0,125 0|1 |0
65 49 z D 128 8 8| 0,25 0,5 0,03 0,06 16 0,06 O0f0 [0
67 76 M N 128 16 8 11 0,25 0,03 0,12 64( 0,125 0f0 (O
69 79 z D 128 8 8 0,5| 0,25 0,12 0,06 32| 0,125 1|0 |0
74 59 z N 128 8 8| 0,25 0,25| 0,25 0,06 4] 0,125 0|0 |0
78 79 z N 4 16 8 0,5 2| 0,06] 0,12 8 0,5/ 1[0 |0
79 66 M N 128 8 8 0,5| 0,25/ 0,12 0,06 8| 0,06| 0Of1 |0
84 73 M R 128 16 8 64 0,25 0,25 0,12 8| 0,06 o0f0 |0
86 78 M R 128 8 8 0,5 4 0,12 0,12 4] 0,125 0|0 |0
88 83 Z N 8 4 16 0,5 0,5 0,5| 0,12 32 0,25 o0fo (O
95 36 M M 128 16 8 16 0,5 0,12| 0,06 32 2| 0j0 |0
96 78 z D 128 2 8 0,5| 0,12| 0,06/ 0,015 8| 0,015] 1|0 |0
97 76 z D 128 16 8 0,5 16 8 0,5 8 4 10 |0
98 1" z N 128 16 8 0,5 16 8 0,5 8 4 10 |0
100 82 z Mn 128 16 8 1 0,5 0,5/ 0,06 128 0,2 0|0 |0
101 80 M D 128 16 32 4 1 2 0,5 64 1 ofo [o
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BR | DOB (SPOL | SED |AMX |CF CXM (GM |CAZ |(CTX |CRO |(CIP |FEP |pap|Fim|cnf |HEM
104 71 z D 128 4 8 0,5| 0,12 0,25/ 0,06 4 05 1[0 |0

110 85 Z N 128 8 8| 0,25/ 0,06/ 0,06 0,06 8| 0,06 0Of1 |0

118 62 z Mn 128 8 8 2| 0,25/ 0,06/ 0,06 64( 0,125 1[0 (O

119 73 z R 128 16 16 0,5 0,5 0,06/ 0,06 16 0,125 1[0 [0 H
124 35 z N 128 4] 0,25 4] 0,06 0,06/ 0,06 16 0,06 Of 1 O

125 26 z Mn 128 8| 0,06/ 0,25 0,06/ 0,06] 0,06 321 0125 O 1] O

130 79 z R 128 8 8 16 0,06 0,06 0,06 64 05 O 1 O

131 85 z N 128 8 8 8 0,5 0,06/ 0,06 16( 0,125 Of Of O

134 28 z R 128 8 4 11 0,06/ 0,06/ 0,06 64 0,125( Of 1 O

135 84 z N 128 4 4 0,25 0,25/ 0,06] 0,06 64 0,125 Of Of O

137 75 M D 128 32 32 0,5 0,5 0,25| 0,125 4 1 1 1 O

138 65 z N 128 16 16 2| 0,06| 0,06/ 0,06 64( 0,125 1 Y

140 66 z D 128 4 2| 0,25] 0,25 0,06] 0,06 4 006 0 O O

144 78 z R 128 8 4 128| 0,125/ 0,06 0,06 321 0,125 O] O O

149 59 z R 128 32 16 1 0,5 0,06/ 0,06 32| 025 Of 0 O

150 83 z N 128 8 4 11 0,25/ 0,06/ 0,06 16 0,06 Of Of O

155 26 Z N 128 16 8 2| 0,25/ 0,06/ 0,06 16| 0,125( 0] Of O

160 74 z R 128 8 16 0,5 0,5 0,06/ 0,06 64 0,125( 1 Of O

162 30 Z R 128 8 16 1 0,5 0,06| 0,06 128] 025 1 1 O

166 58 z N 128 4 4 1 0,25/ 0,06 0,06 16| 0,06 0] Of O

167 82 M D 128 16 32 1 0,5 0,125| 0,125 128] 0,25/ O] O] O

171 79 M R 128 128 8| 128] 0,25| 0,06| 0,125 32| 006/ Of 0 O

178 71 M Mn 128 16 16| 0,25 0,25 0,125( 0,125 32 11 Of of O

179 77 Z R 128 16 4 128| 0,25/ 0,06 0,06 32 025 0] Of O

185 75 z N 128 64 64 0,5 2| 0,06] 0,06/ 128/ 025/ O] O] O

198 60 M D 128 4 2 0,5| 0,06/ 0,06/ 0,06 4 006 Of 1 O

203 81 z N 128 8 8| 0,25 0,5 0,06/ 0,06 8/ 025/ 0] O] O

204 44 z N 128 2 4 0,25| 0,125/ 0,06 0,06 32| 0,06 O] Of O

209 79 z R 128 8 8| 128] 0,25| 0,06] 0,06 8/ 0,06 O] O] O

210 26 z N 128 8 8 16 0,25 0,06/ 0,06 16 025 Of oOf O

211 48 z R 128 8 8 11 0,125 0,06 0,06 16 0,06 1 Of O

212 84 M D 128 8 2 11 0,125 0,06 0,06 8/ 0,06 O] O] O

213 30 z N 128 0,06 4( 0,06/ 0,06/ 0,06| 0,06 8/ 0,06 O] O] O

214 69 z D 128 16 8 64( 0,25 0,06 0,06 8/ 0,06 O] O] O

216 62 z R 128 128 4 64 8| 0,06 0,25 321 0,125 O] O] O

224 82 M N 128 128 8| 128 1| 0,06 0,5 64 0,125 Of 1 O

225 56 z N 128 16 16 128 4 4 0,5 64 0,5 ofo |0

227 68 z R 128 8| 128 32| 0,25 0,06] 0,125 16 0,5 ofo |0

233 71 M N 128 128 32 0,5 8 0,5 0,5 32| 0,25/ 0|1 |0

235 77 z R 128 128 16 1 1 1 1 16 0,5 of1t |0

236 80 Z N 128 32 16 64 4 2| 0,25 64 0,06 O0f1 (O

237 78 z R 128 16 128 128 8 2| 0,125 32| 0,125 0|0 |0

239 81 z Mn 128 128| 128 128 16| 128 128 16 0,125 o0Of1 |0

269 1 M D 128 32| 128 1 1 64 4] 025 128/ 0|1 |0 H
270 1" z D 128 32 4 2 1 1 0,5 0,25 0,5 of1t |0

271 9 z N 16 16 2 2 1 11 0,25 0,06/ 0,25/ 0|1 |0 H
272 78 z R 8 32 2 2 2 2 1| 0,06 8 0|1 |0 H
274 69 Z R 8 8 2 2 1{ 0,125 0,5 0,25 0,25/ 0|0 |0 H
276 74 z N 128 32 2 2 1{ 0,125 2 0,5 8| 01 1

286 66 z D 128 128 2 2 1{ 0,125 1| 0,06 8l 111 |0 H
287 84 z D 4 8 2 8 1{ 0,125 11 0,25 8l 0|1 |0

288 51 z N 4 8 2 1 0,5 0,06| 0,06 0,06/ 006/ 11 |0 H
292 1 M N 128 32| 128 8 8 16 8| 0,06 128 1|11 |0

294 83 z Mn 4 8 2 8 1 0,125 0,25 05| 0,06/ 1|1 |0 H
295 50 z R 8 8 4 1 2 1 0,5 0,06 0,06 111 |0 H
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BR [ DOB [SPOL| SED [AMX [CF [cxM [GM [CAZ [CTX [CRO |[CIP |FEP |pap|Fim|cnf [HEM
298 5 Z R 128 4 4 1 1] 0,06] 0,25/ 0,06] 006 1[1 |1

299 | 22 Z R 128 8 2 2 2 1 1] 0,25 8] o[1 |o

300 | 57 Z D 4 16 2 2 4 1 11 0,25 gl 11 |1 H
304 | 61 Z D 128 16 2 2 4 1 1] 0,06 8] o[1 |o

312 2 Z R 128] 128 4 8 2 1 2| 0,06 8l 11 o H
313 | 69 z R 128 128 32 8 16 4 8] 05 8] o[t o H
320 | 45 7 D 128 32 2 8 1] 0,06 05 05 8l 1[1 o H
323 | 73 Z R 128 32 2 1 2 1 1] 0,06 8l 1[1 o

329 | 82 7 Mn 128 32 2 2 8 2 1] 0,06 8l o[1 o

330 2 M N 128] 128 16 1 2 1 1] 0,06 8l o[1 |o

331 | 30 Z N 128] 128 16 2 2 1 11 05 8] ofo |o

337 | 58 M Mn 4 32 4 2 2 1 11 05 8l 1[0 o H
338 | 40 7 D 128 64 4 8] 05 11 0,125] 0,5/ 0,06 1[1 |0 H
343 | 74 7 R 4 8 2 8] 05 11 0,25] 0,06/ 0,06] 1[1 o H
351 | 49 Z R 128 128] 128 8 2 64 16| 025 128] 1[1 |0 H
356 | 35 7 R 128 32 4 8 2 1 1] 0,06 gl 11 |1 H
358 [ 79 Z R 128 16 4 1 2 2 1] 0,06 8] o[1 o

359 9 Z R 8 32 4 8 8 4 2| 0,06 8l o[1 o H
360 | 80 Z N 8 8 8 8 1] 0,06] 0,125] 0,06] 0,06] 1[1 o0

362 | 90 7 D 128 8 4 8 8 2 11 0,25 11 11 o

369 | 64 M N 128 32 2 1 1 1 11 05| 008 11 |o H
381 | 23 Z D 128 32 2 1 2 1 2| 0,25 AEIRE H
383 | 38 z N 8 8 4 1 1| 0,06] 0,125] 0,06] 0,06] 1[1 [0 H
386 3 Z R 4 8 4 1 2] 0,125 0.25] 0,5 0,06] o1 |o

390 4 Z R 4 8 2 1 2| 025/ 0,06 006 0,06 11 |0 H
395 [ 36 z N 4 8 2 2 4 1 2| o5 8l 11 |o

396 | 46 Z N 128 64 8 2| 05| 0,06] 0,125] 0,06 11 o[1 o H
308 | 15 Z N 8 8 4 2| 05| 0,125 0,06 0,25/ 006] 0[]t o

400 | 73 Z N 128 64| 128 8 8 16 2| 05| 128 1[1 o

402 | 49 z D 128 64 4 1 2 1 o,06] 0,08] 05[] 11 Jo

403 | 34 Z R 4 8 2 8 2 11 0,06 0,125 11 o[t o

410 | 86 Z Mn 128 32 8| 0,06 1] 0,06] 0,06] 0,06] 006 1[1 o

411 | 65 7 R 128 128] 128 1 32 16 32| 0,06 8l o[1 |o

413 | 53 Z R 128 64 8 8 2 1 1] 0,06 2l o[1 o

415 | 76 Z D 128 32 2 8] 05| 006 0,25 006] 025 1[1 |0 H
417 | 58 Z D 128 32 4 1 1] 0,125] 0,25 0,06 11 1o o H
439 5 7 N 8 32 4 1 4 1 1] 0,06 8l o[1 |o

448 | 32 Z R 2 4 2 1 8 1 1] 0,06 8] of 1 o

451 | 20 Z D 16 32 4 1 2 1 1| 0,06 8] of 1 1] H
452 | 79 7 R 4 8 4 8 2 1 11 0,25 8| of 1 of H
456 | 70 Z R 128 32 4 8 1] 0,08] 0,25] 006] 006] of 1] o] H
459 | 35 Z R 128] 128 16 8 4 2 2| 0,06 16| of 1 1

462 | 83 z R 128 32 4 8 2 1 1] 0,06 11 o] 1] ol H
465 | 72 7 N 128 64| 128 2 1 16 2| o5| 128] 1] 1] o] H
468 | 37 M Mn 16 8 4 2 1 1 0,08] 0,25 006 of 1] o0
474 | 26 Z R 4 32 4 1 4 1 1| 0,06 11 1] 1] o]l H
479 | 43 z R 4 32 2 2 1] 0,25/ 0,25] 006 006] of 1 of H
483 | 99 Z Mn 4 8 2 2 8 1 11 05 8] of 1] o
484 | 79 Z Mn 128 8 2 11 05] 025 11 0,5 0,08] of 1 o
490 | 52 Z D 8 8 8 1 8 1 11 o5 8] o] of of H
491 | 44 Z D 128] 128 8 1 8 1 2| 05 gl 1] 1 o
492 | 37 Z R 8 8 4 2 2 1 1 05[] 0125] 1] 1] o] H
493 | 76 Z N 8 8 4 1 16 2 2| 05 8| of of o
499 | 78 z N 8 8 2 1 2 1 11 05 8] of 1 o
502 | 76 Z N 8 8 2 2 4 1 11 05 8| 1] 1] o
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BR | DOB (SPOL | SED |AMX |CF CXM (GM |CAZ |(CTX |CRO |(CIP |FEP |pap|Fim|cnf |HEM
503 34 z N 8 8 4 2 4 2 2 0,5 8 0 1 O H
507 50 Z N 8 8 8 2 8 2 2| 0,06 8l 0O 1 O

511 49 z R 128 64 4 2 1 1 0,5 0,06 05 O 1 O H
515 36 z R 4 8 4 2 0,5 1 0,5 0,06 0,5 1 1 O

516 24 z D 128 64 4 1 1 0,06 0,25 0,5 1 1 11 Of H
517 1 M R 128 64 4 2 8 2 2| 0,25 8l 1 11 Of H
519 13 z N 4 8 2 1 4 1 1| 0,06 8l 0 1 O H
521 80 M D 16 8 2 1 2 1 1 1 8l 1 11 Of H
522 54 M R 128 32 2 1 2 1 1 0,06 0,06 1 Y

523 27 M R 4 2 1 4 1 2| 0,06 1 1 11 Of H
524 2 M D 4 4 1 8 2 2| 0,06 8 1 0 O H
525 9 z R 128 64 8 1 8 4 8| 0,06 8 0 1 1 H
526 26 z R 16 8 4 1 1 0,06 0,25 0,5 0,125 1 1 0

527 56 z R 128 128 8 1 4 1 1| 0,06 8l 1 1 1

528 74 z D 128 64 4 1 1 0,125 0,06( 0,06 1 ofo [0 H
529 22 z R 8 8 4 2 8 2 2| 0,06 8l 111 |0

530 77 Z R 128 128 4 1 1 0,06 0,25 0,06 0,06 10 |1 H
531 58 z R 128 128 4 1 8 2 2| 0,06 8l 111 |0 H
532 62 Z R 16 8 2 1 1 1 0,5 0,06/ 0,06 0|1 1

536 76 z N 128 32 16 2 8 4 8 0,5 8| 0t |0

Tablica 1. Zbirni prikaz rezultata po testiranim sojevima (BR

~

= redni broj soja,

M = muski spol, Z = Zenski spol, SED = nalaz sedimenta, R = do 10 leukocita

po vidnom polju, N = 10 - 25 leukocita po vidnom polju, D = 25 - 50 leukocita po

vidnom polju, Mn = preko 50 leukocita po vidnom polju, AMX = amoksicilin, CF
ceftazidim, CTX =

= cefazolin, CXM = cefuroksim, GM = gentamicin, CAZ

cefotaksim, CRO = ceftriakson, CIP = ciprofloksacin, FEP

papC, fim

cefipim, pap = gen

= gen fimH, cnf = gen cnf1i, HEM = pojava hemolize na krvhom

agaru, 0 = gen prisutan, 1= gen odsutan
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4.1. Usporedba nalaza kod skupine bolesnika s izoliranom E.coli

otpornom na kinolone s onima kontrolne skupine

4.1.1. Dob i spol bolesnika

Usporedujuci podatke o dobi i spolu bolesnika, Zeljelo se uociti da li postoje
razlike medu skupinama.

Kod skupine bolesnika kod koje je izolirana E. coli otporna na kinolone, od
ukupno 87 bolesnika bilo je 19 muskaraca i 68 zena, dok je u kontrolnoj skupini
od 87 bolesnika bilo 11 muskaraca i 76 Zena. Nije prisutna statistCki znaCajna
razlika u spolu bolesnika medu ispitivanim skupinama (x?= 2,57778; p = 0,1084;
Fischer-ov egzaktni test p = 0,1567).

U skupini bolesnika kod koje je izolirana E. coli otporna na kinolone, uoCena je
slijede¢a dobna raspodjela: minimalna zZivotna dob je 11 godina, maksimalna
Zivotna dob je 85 godina, dok je medijan 74 godine. U kontrolnoj skupini je
minimalna zivotna dob 1 godina, maksimalna je Zivotna dob 99 godina, a
medijan je 50 godina. Mann-Whitney-evim testom je pokazano da postoji
statistiCki znacajna razlika u zivotnoj dobi medu promatranim skupinama (Mann
—Whitney U = 2153; z = -4,912; p < 0.0001). Na slici 2 je, pomocu dijagrama s
pravokutnikom, prikazana razlika u Zivotnoj dobi medu bolesnicima kod kojih je

izolirana E. coli otporna na kinolone i bolesnicima kontrolne skupine.
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Slika 2. Dijagramom s pravokutnikom (engl. box - plot) prikazan je minimum,
dvadesetpeti percentil, medijan, sedamdesetpeti percentil te maksimum za
Zivotnu dob kod skupine bolesnika kod koje je izolirana E. coli otporna na
kinolone (KIN-R), kao i za kontrolnu skupinu (KIN-S)

4.1.2. Nalaz leukocita u sedimentu urina

Prisustvo leukocita u sedimentu urina predstavlja znaCajan pokazatelj
imunoloSkog odgovora na infekciju mokra¢noga sustava. Razlika izmedu
skupine bolesnika kod koje je izolirana E. coli otporna na kinolone i kontrolne
skupine prikazana je u tablici 2. Hi kvadratnim testom utvrdena je statisticki
znadajna razlika izmedu dvije promatrane skupine (x? = 8,4484; p = 0,037598;

df. = 3).
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KIN-R | KIN-S

do 10 leukocita
_ _ 23 38

po vidnom polju

10 - 25 leukocita
38 22

po vidnom polju

25 - 50 leukocita
17 20

po vidnom polju

preko 50
leukocita po 9 7
vidnom polju

x*= 8,4484; p = 0,037598; d.f. = 3

Tablica 2. Raspodjela bolesnika po broju leukocita na vidnom polju (400x) u
sedimentu kod skupine bolesnika kod koje je izolirana E. coli otporna na
kinolone (KIN-R) i kod kontrolne skupine (KIN-S)
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4.1.3. Osjetljivost na druge antibiotike

4.1.3.1. Amoksicilin

Usporedba osjetljivosti na amoksicilin izmedu skupine bolesnika kod koje je
izolirana E. coli otporna na kinolone i kontrolne skupine prikazana je na slici 3.

Kod skupine sojeva E. coli otpornih na kinolone MIKs, je bio 128 mg/L, a MIKg
128 mg/L , dok je kod kontrolne skupine MIKs, bio 128 mg/L, a MIKg, 128 mg/L .
Mann—-Whitney-evim testom je pokazano da postoji statistiCki znacajna razlika u
osjetljivosti na amoksicilin medu promatranim skupinama (Mann-Whitney U =

2129; z = -6,538; p < 0.0001).

12841 1284
112 :i: M2+
80- 80 -
= 64 = 64l
48+ 48—"?
324 32—:.:”
16 16—:.;..
0 ————r——r——r— 0+ —F——F——F——F
0 102030405060 708090 0 102030405060 708090
Percentili Percentili

Slika 3. Raspodjela po percentilima MIK-ova na amoksicilin za skupinu sojeva

E. coli otpornih na kinolone (lijevo), kao i za kontrolnu skupinu (desno)
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4.1.3.2. Cefazolin

Na slici 4 prikazana je usporedba osjetljivosti na cefazolin izmedu promatranih
skupina, koja je dobivena odredivanjem minimalnih inhibitornih koncentracija.
Kod skupine sojeva E. coli otpornih na kinolone MIKs je bio 16 mg/L, a MIKg
128 mg/L , dok je kod kontrolne skupine MIKs, bio 32 mg/L, a MIKg 128 mg/L.
Postoji statistiCki znaCajna razlika u osjetljivosti na cefazolin medu promatranim

skupinama (Mann-Whitney U = 3019; z = -2,379; p = 0,01736).

MIK
MIK

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 102030405060 708090 0 102030405060 708090
Percentili Percentili

Slika 4. Raspodjela po percentilima MIK-ova na cefazolin za skupinu sojeva E.

coli otpornih na kinolone (lijevo), kao i za kontrolnu skupinu (desno)
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4.1.3.3. Cefuroksim

Slika 5 prikazuje usporedbu osjetljivosti na antibiotik cefuroksim izmedu skupine
bolesnika kod koje je izolirana E. coli otporna na kinolone i kontrolne skupine.
Kod skupine sojeva E. coli otpornih na kinolone MIKs, je bio 8 mg/L, a MIKg, 32
mg/L, dok je kod kontrolne skupine MIKs, bio 4 mg/L, a MIKg 16 mg/L.
Mann—-Whitney-evim testom je pokazano da postoji statistiCki znacajna razlika u
osjetljivosti na antibiotik cefuroksim medu promatranim skupinama (Mann-—

Whitney U = 1636; z = -6,667; p < 0.0001).

128
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Percentili Percentili

Slika 5. Raspodjela po percentilima MIK-ova na cefuroksim za skupinu sojeva

E. coli otpornih na kinolone (lijevo), kao i za kontrolnu skupinu (desno)
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4.1.3.4. Gentamicin

Usporedba osjetljivosti na gentamicin izmedu skupine bolesnika kod koje je
izolirana E. coli otporna na kinolone i kontrolne skupine prikazana je na slici 6.
Kod skupine sojeva E. coli otpornih na kinolone MIKs, je bio 1 mg/L, a MIKg
128 mg/L , dok je kod kontrolne skupine MIKs, bio 2 mg/L, a MIKg 8 mg/L.
Mann—-Whitney-evim testom je pokazano da postoji statistiCki znacajna razlika u
osjetljivosti na gentamicin medu promatranim skupinama (Mann-Whitney U =

2998; z =-2,422; p = 0,01545).

1284 1" 1284 .
112—..2.. : 1124 ..
96 " 96"
80 -.:- 80
X X
S 644 . S 644
484 i+ 48
324 . 32
164" 16 : i
L PR B
O T T T T T T T T T 0 1 1 1 1 T T T T T
0 1020 30405060708090 0 102030405060708090
Percentili Percentili

Slika 6. Raspodjela po percentilima minimalnih inhibitornih koncentracija za
gentamicin za skupinu sojeva E. coli otpornih na kinolone (lijevo), kao i za

kontrolnu skupinu (desno)
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4.1.3.5. Ceftazidim

Na slici 7 prikazana je usporedba osjetljivosti na ceftazidim izmedu promatranih

skupina, koja je dobivena odredivanjem MIKova.

Kod skupine sojeva E. coli otpornih na kinolone MIKs, je bio 0,25 mg/L, a MIKg

4 mg/L , dok je kod kontrolne skupine MIKs, bio 2 mg/L, a MIKg 8 mg/L.

Medu promatranim skupinama postoji statistiCki znaCajna razlika u osjetljivosti

na ceftazidim (Mann-Whitney U = 1301; z = -7,554; p <0.0001).
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Slika 7. Raspodjela po percentilima MIK-ova na ceftazidim za skupinu sojeva

E. coli otpornih na kinolone (lijevo), kao i za kontrolnu skupinu (desno)
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4.1.3.6. Cefotaksim

Usporedba osjetljivosti na cefotaksim izmedu skupine bolesnika kod koje je
izolirana E. coli otporna na kinolone i kontrolne skupine prikazana je na slici 8.
Kod skupine sojeva E. coli otpornih na kinolone MIKs, je bio 0,12 mg/L, a MIKg
2 mg/L, dok je kod kontrolne skupine MIKs, bio 1 mg/L, a MIKg 4 mg/L.
Mann—-Whitney-evim testom je pokazano da postoji statistiCki znacajna razlika u
osjetljivosti na cefotaksim medu promatranim skupinama (Mann-Whitney U =

1921; z = -5,739; p <0.0001).
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Slika 8. Raspodjela po percentilima MIK-ova na cefotaksim za skupinu sojeva

E. coli otpornih na kinolone (lijevo), kao i za kontrolnu skupinu (desno)
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4.1.3.7. Cefriakson

Na slici 9 prikazana je usporedba osjetljivosti na ceftriakson izmedu
promatranih skupina, koja je dobivena odredivanjem minimalnih inhibitornih
koncentracija.

Kod skupine sojeva E. coli otpornih na kinolone MIKs, je bio 0,06 mg/L, a MIKg
0,5 mg/L , dok je kod kontrolne skupine MIKs, bio 1 mg/L, a MIKg 2 mg/L.

Medu promatranim skupinama postoji statisticki znaCajna razlika u osjetljivosti

na ceftazidim (Mann-Whitney U = 1151; z = -8,055; p <0.0001).
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Slika 9. Raspodjela po percentilima MIK-ova na cefotaksim za skupinu sojeva

E. coli otpornih na kinolone (lijevo), kao i za kontrolnu skupinu (desno)
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4.1.3.8. Cefipim

Usporedba osjetljivosti na cefipim izmedu skupine bolesnika kod koje je
izolirana E. coli otporna na kinolone i kontrolne skupine prikazana je na slici 10.
Kod skupine sojeva E. coli otpornih na kinolone MIKs, je bio 0,125 mg/L, a
MIKg 1 mg/L , dok je kod kontrolne skupine MIKs, bio 8 mg/L, a MIKg 8 mg/L.

Mann—-Whitney-evim testom je pokazano da postoji statistiCki znacajna razlika u
osjetljivosti na cefipim medu promatranim skupinama (Mann-Whitney U = 2007;

z=-544; p <0.0001).
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Slika 10. Raspodjela po percentilima MIK-ova na cefipim za skupinu sojeva E.

coli otpornih na kinolone (lijevo), kao i za kontrolnu skupinu (desno)
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4.1.3.9. Nitrofurantoin

Kod skupine bolesnika kod koje je izolirana E. coli otporna na kinolone, od
ukupno 87 bolesnika bilo je 12 bolesnika s izoliranom E. coli otpornom na
nitrofurantoin i 75 bolesnika s izoliranom E. coli osjetlivom na nitrofurantoin,
dok je u kontrolnoj skupini od 87 bolesnika bilo 3 bolesnika s izoliranom E. coli
otpornom na nitrofurantoin i 84 bolesnika s izoliranom E. coli osjetljivom na
nitrofurantoin. Medu promatranim skupinama postoji statistCki znaCajna razlika
po osjetljivosti na nitrofurantoin (x?= 5,9094; p = 0,01506; Fischer-ov egzaktni

test p = 0,02774).

4.1.3.10. Sulfametoksazol/trimetoprim

Kod skupine bolesnika kod koje je izolirana E. coli otporna na kinolone, od
ukupnog broja od 87 bolesnika bilo je 59 bolesnika s izoliranom E. coli
otpornom na kombinaciju sulfametoksazola s trimetoprimom i 28 bolesnika s
izoliranom E. coli osjetljivom na kombinaciju sulfametoksazola s trimetoprimom,
dok je u kontrolnoj skupini od 87 bolesnika bilo 25 bolesnika s izoliranom E. coli
otpornom na kombinaciju sulfametoksazola s trimetoprimom i 62 bolesnika s
izoliranom E. coli osjetljivom na kombinaciju sulfametoksazola s trimetoprimom.
Medu promatranim skupinama postoji statistCki znacajna razlika po osjetljivosti
na kombinaciju sulfametoksazola s trimetoprimom (x*> = 26,606; p <0,0001;

Fischer-ov egzaktni test p <0,0001).
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4.1.3.11. Izlucivanje p-laktamaza proSirenog spektra djelovanja
Medu izolatima E. coli otpornima na kinolone, kao i u kontrolnoj skupini u kojoj
su bili izolati E. coli osjetljivi na kinolone, nije bilo sojeva koji su proizvodili -

laktamaze proSirenog spektra djelovanja.

4.1.4. Cinitelji virulencije

4.1.4.1. Proizvodnja hemolizina

Izlu€ivanje hemolizina promatramo je fenotipski, odnosno po tome da i
ispitivani soj stvara hemolizu ov¢jih eritrocita na krvnom agaru. Razlika izmedu
skupine sojeva E. coli otpornih na kinolone i kontrolne skupine prikazana je u
tablici 3. Hi kvadratnim testom utvrdena je statistiCki znaCajna razlika izmedu

dvije promatrane skupine (x*= 55,698; p <0,0001; d.f. = 1).

KIN-R | KIN-S
HEM + 2 46
HEM - 85 41

x2= 55,698; p <0,0001; d.f. = 1

Tablica 3. lzluCivanje hemolizina kod skupine sojeva E. coli otpornih na
kinolone (KIN-R) i kod kontrolne skupine (KIN-S)
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4.1.4.2. Prisutnost gena papC

Prisutnost gena pap odredena je lananom reakcijom polimeraze, i to za
skupinu sojeva E. coli koji su bili otporni na kinolone, kao i za kontrolnu skupinu
koju su Cinili sojevi E. coli osjetljivi na kinolone. LanCanom reakcijom polimeraze
dobiven je produkt veli€ine 328 bp (slika 11). Razlika izmedu skupina prikazana
je na tablici 4. Hi kvadratnim testom utvrdena je statistiCki znacCajna razlika

izmedu dvije promatrane skupine (x*= 16,939; p <0,0001; d.f. = 1).

1 2 M

1000 bp

500 bp

Slika 11. Fotografija agaroznog gela obojenog etidijevim bromidom. Negativna
(stupac 1) i pozitivna (stupac 2) lan¢ana reakcije polimeraze za gen pap (M =

molekularni marker).
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KIN-R | KIN-S
pap + 18 44
pap - 69 43

¥2 = 16,939; p <0,0001; d.f. = 1

Tablica 4. Prisutnost gena pap kod skupine sojeva E. coli otpornih na kinolone
(KIN-R) i kod kontrolne skupine (KIN-S)

4.1.4.3. Prisutnost gena fimH

Prisutnost gena fim odredena je lanCanom reakcijom polimeraze, i to za skupinu
sojeva E. coli koji su bili otporni na kinolone, kao iza kontrolnu skupinu koju su
Cinili sojevi E. coli osjetljivi na kinolone. Lananom reakcijom polimeraze
dobiven je produkt veli€ine 508 bp (slika 12). Razlika izmedu skupina prikazana
je na tablici 5. Hi kvadratnim testom utvrdena je statistiCki znaCajna razlika

izmedu dvije promatrane skupine (x*= 84,103; p <0,0001; d.f. = 1).

M 1 2

1000 bp

500 bp

Slika 12. Fotografija agaroznog gela obojenog etidijevim bromidom. Pozitivhe

(stupci 11 2) lanCane reakcije polimeraze za gen fim (M = molekularni marker).

KIN-R

KIN-S

fim +

19

79
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| fim- | 68 | 8 |
x2= 84,103; p <0,0001; d.f. = 1

Tablica 5. Prisutnost gena fim kod skupine sojeva E. coli otpornih na kinolone
(KIN-R) i kod kontrolne skupine (KIN-S)

4.1.4.4. Prisutnost gena cnfl

Prisutnost gena cnff odredena je lananom reakcijom polimeraze, i to za
skupinu sojeva E. coli koji su bili otporni na kinolone, kao iza kontrolnu skupinu
koju su Cinili sojevi E. coli osjetljivi na kinolone. Lan¢anom reakcijom polimeraze
dobiven je produkt veli€ine 498 bp (slika 13). Razlika izmedu skupina prikazana
je na tablici 6. Hi kvadratnim testom utvrdena je statistiCki znacCajna razlika

izmedu dvije promatrane skupine (x*= 8,9506; p = 0,0027738; d.f. = 1).

M 1 2 3 4

1000 bp

500 bp

Slika 13. Fotografija agaroznog gela obojenog etidijevim bromidom. Negativna
(stupac 1) i pozitivhe (stupci 2, 3 i 4) lanCane reakcije polimeraze za gen cnf1

(M = molekularni marker).
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KIN-R | KIN-S
cnf1 + 1 11
cnf1 - 86 76

x?= 8,9506; p = 0,0027738; d.f. = 1

Tablica 6. Prisutnost gena cnf1 kod skupine sojeva E. coli otpornih na kinolone
(KIN-R) i kod kontrolne skupine (KIN-S)

4.1.5. Prisutnost plazmidnih gena otpornosti na kinolone qnrA, gnrB i qnrS

Medu izolatima E. coli koji su bili otporni na kinolone, nije bilo sojeva koji su

posjedovali plazmidne gene otpornosti na kinolone gnrA, qnrB i gnrS.

4.2. Prisutnost mutacija na gyrA genu kod sojeva E.coli koje su

otporne na kinolone

Prisutnost mutacija na na genu gyrA odredena je metodom pracéenja
polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata nakon lanCane reakcije
polimerazom (RFLP-PCR). Mutacije su pronadene kod 79 od 87 testiranih
sojeva (90,80%), a po veli€ini PCR produkta (164 bp) moze se zakljuciti da se
kod svih 79 sojeva radilo o dvije toCkaste mutacije na genu gyrA, i to zamjena
serina na polozaju 83 s leucinom, te zamjena asparaginske kiseline na polozaju

87 s asparaginom (slika 14) [188].

62



500 bp

300 bp

Slika 14. Fotografija agaroznog gela obojenog etidijevim bromidom. Metoda
prac¢enja polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata nakon lanane reakcije
polimerazom lancane reakcije polimeraze. U stupcima 1, 2 i 3 vidljiv produkt
veliCine 164 bp, Sto znaci da su prisutne dvije toCkaste mutacije na genu gyrA

na polozajima 83 i 87 (M = molekularni marker).

Kako metoda RFLP-PCR moze detektirati samo mutacije na polozaju 83 i 87,
da bi se bolje razjasnila prisutnost mutacija kod otpornih sojeva izvrSeno je
sekvencioniranje gena gyrA, sto je napravljeno za reprezentativni broj otpornih
izolata. Rezultati sekvencioniranja za pojedine sojeve, zajedno s pripadajucim
minimalnim inhibitornim koncentracijama za ciprofloksacin, prikazani su na

tablici 7.
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MIK za 83 87 106
Soj br. | ciprofloksacin serin asparaginska | dglicin
kiselina

11 32

26 128 leucin asparagin

124 16 leucin asparagin

125 32 leucin asparagin

135 64 leucin

137 4 leucin

138 64 leucin asparagin

162 128 leucin asparagin

167 128 leucin asparagin

178 32 leucin asparagin arginin

198 4 leucin asparagin

203 8 leucin

209 8

211 16 leucin asparagin

Tablica 7. Zamijenjene aminokiseline na polozajima 83, 87 i 106 za 14 sojeva
na kojima je provedeno sekvencioniranje gena gyrA, te pripadajuc¢e minimalne

inhibitorne koncentracije za ciprofloksacin.

4.3. Karakteristike sojeva E.coli kojima je inducirana otpornost na

kinolone

4.3.1. Osjetljivost na druge antibiotike

Sojevima E. coli kojima je inducirana otpornost na kinolone testirana je
osjetljivost na druge antibiotike, te su dobiveni rezultati usporedeni s rezultatima
osjetljivosti istih sojeva prije indukcije otpornosti na kinolone.

Rezultati su prikazani na tablici 8 za soj E. coli 452, te na tablici 9 za soj E. coli

519.
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antibiotik

AMX

CF

CXM

GM

CAZ

CTX

CRO

FEP

TZP

MIK prije
indukcije
(g/ml)

MIK
nakon
indukcije
(g/ml)

256

16

32

Tablica 8. Promjene u minimalnim inhibitornim koncentracijama kod soja E. coli

452 prije i nakon indukcije otpornosti na kinolone (AMX amoksicilin, CF

cefazolin, CXM cefuroksim, GM gentamicin, CAZ ceftazidim, CTX cefotaksim,

CRO ceftriakson, FEP cefipim, TZP piperacilin/tazobaktam).

antibiotik

AMX

CF

CXM

GM

CAZ

CTX

CRO

FEP

TZP

MIK prije
indukcije
(mg/ml)

MIK
nakon
indukcije
(mg/ml)

32

256

128

64

32

Tablica 9. Promjene u minimalnim inhibitornim koncentracijama kod soja E. coli

519 prije i nakon indukcije otpornosti na kinolone (AMX amoksicilin, CF

cefazolin, CXM cefuroksim, GM gentamicin, CAZ ceftazidim, CTX cefotaksim,

CRO ceftriakson, FEP cefipim, TZP piperacilin/tazobaktam).
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4.3.2. Prisutnost Cinitelja virulencije

Sojevima E. coli kojima je inducirana otpornost na kinolone odredena je
prisutnost Cinitelja virulencije (proizvodnja hemolizina, te prisutnost gena pap,
fim i cnf1), te su rezultati usporedeni sa prisutnos¢u Cinitelja virulencije kod istih
sojeva prije indukcije otpornosti na kinolone.

Rezultati za soj E. coli 452 su prikazani na tablici 10, a za soj E. coli 519 na

tablici 11.

Siniteli hemolizi
. ) pap fim | cnf1
virulencije n
prije ) i
indukcije * ¥
nakon
indukcije ¥ s

Tablica 10. Promjene u prisutnosti Cinitelja virulencije kod soja E. coli 452 prije i

nakon indukcije otpornosti na kinolone.

Sinitelii hemolizi
: I pap fim cnf1
virulencije N
prije ] ]
indukcije * *
nakon
indukcije * - ¥ -

Tablica 11. Promjene u prisutnosti Cinitelja virulencije kod soja E. coli 519 prije i

nakon indukcije otpornosti na kinolone.
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Soj 452 E. coli pokazao je manju ekspresiju gena fim nakon indukcije otpornosti

na kinolone, sto je vidljivo na slici 14.

1000 bp

500 bp

Slika 15. Fotografija agaroznog gela obojenog etidijevim bromidom. U stupcu 1
je soj 452 prije, a u stupcu 2 nakon indukcije otpornosti na kinolone. M je

molekularni marker. Vidljivo je smanjenje ekspresije gena fim.

4.3.3. Promjene na genu gyrA

Indukcija otpornosti na kinolone uspjela je kod dva soja (E. coli 452 i E. coli
519). Oba soja s indukcijom otpornosti na kinolone imali su prisutne dvije
toCkaste mutacije na genu gyrA kod koje je serin na poloZzaju 83 zamjenjen s
leucinom te mutaciju polozaju 87 kod koje je asparaginska kiselina na polozaju

87 zamijenjena s asparaginom.
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5. Rasprava

Uporaba kinolona je u stalnom porastu, jo§ od vremena njihovog uvodenja u
klinicku praksu Sezdesetih godina prosloga stoljeca, a narocito nakon 1986. i
1987. godine, kada su sintetizirani snazniji fluorokinoloni norfloksacin i
ciprofloksacin [101, 103, 104]. Uz uporabu kinolona u medicini, znacajan je
porast njihove primjene u veterinarskoj medicini, kao i u akvakulturi [127, 128,
129].

Prije 1990. godine se otpornost E. coli na kinolone rijetko zapazala, nakon Cega
su sve CeS¢i izvjestaji o porastu otpornosti na tu skupinu antibiotika [123]. Tako
je istrazivanje provedeno u Spltsko-dalmatinskoj Zupaniji pokazalo da je u
petogodiSnjem razdoblju (od 1999. do 2004. godine) stopa otpornosti E. coli na
ciprofloksacin porasla sa 2,48% na 7,28%, dakle gotovo trostruko [90]. Do
slicnih reultata dosli su i kineski istrazivaCi, koji su prona8li da je u
CetverogodiSnjem razdoblju od 1998. do 2002. godine stopa otpornosti E. coli

na ciprofloksacin porasla sa 46,6% na 59,4% [206].

5.1. Odnos otpornosti na kinolone te dobi i spola bolesnika

Infekcije mokraénoga sustava se javljaju kod ljudi svake Zivotne dobi i kod oba
spola, no znatno su ¢esce kod Zena [207]. Odnos otpornosti na kinolone i spola
bolesnika je istrazivana u Spanjolskoj studiji, te je utvrdeno da stopa otpornosti
E. coli na ciprofloksacin kod muskaraca i Zzena pokazuje statistiCki znacajnu
razliku, te kod muskaraca iznosi 28,9%, a kod Zena 19% [208]. U istraZivanju

provedenom u okviru ovog doktorata pronadeno je da u skupini bolesnika kod
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koje je izolirana E. coli otporna na kinolone bilo 21,84% muskaraca i 78,16%
Zena, dok je u kontrolnoj skupini bilo 12,64% musSkaraca i 87,36% zena, dakle u
skupini kod koje su izolirani sojevi E. coli otporni na kinolone bilo je viSe
muskaraca nego u kontrolnoj skupini, no ta se razlika medu ispitivanim
skupinama po spolu bolesnika nije pokazala statisti¢ki znacajna (x*= 2,57778; p
= 0,1084; Fischer-ov egzaktni test p = 0,1567).

Dob od preko 51 godine Zivota kineski su autori povezali s ¢eS¢om pojavom
otpornosti na ciprofloksacin, Sto se podudara s rezultatima ovog istraZivanja,
kod kojega je medu bolesnicima s izoliranim sojevima E. coli koji su bili otporni
na ciprofloksacin bilo prisutno ¢ak 85,06% starijih od 51 godine [209]. Ovakav
pomak prema starijoj zivotnoj dobi uoCen je i u Spanjolskoj studiji, u kojoj je
stopa otpornosti E. coli na ciprofloksacin bila sve veca s poveCanjem Zivotne
dobi bolesnika [208]. Da bi se bolje razumjela ova pojava, potrebno je
napomenuti da se kinoloni ne koriste za lije€enje osoba mladih od 18 godina, te
to predstavlja glavni razlog zbog Cega se rijetko izoliraju bakterije otporne na
kinolone kod mlade populacije. Takoder, nakon klinicke primjene kinolona
potreban je duzi vremenski period da se stvore otporne mutante i na taj se
nacin tumaci zbog €ega je pojava otpornosti na kinolone CeSce prisutna kod

starijih dobnih skupina [123, 153].

5.2. Odnos otpornosti na kinolone i prisutnosti leukocita u
sedimentu urina

U dostupnoj literaturi nije bilo moguce pronaci studije koje povezuju otpornost
na kinolone sa prisutnos¢u leukocita u sedimentu urina. U ovom istrazivanju

utvrdeno je da postoji statistiCki znacajna razlika (p = 0,037598) medu
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skupinama, no za ispravno tumacenje ove pojave bilo bi potrebno provodenje
dodatnih testiranja koji prelaze okvire ovog rada, a takoder bi bilo potrebno imati
podatke o vrsti infekcije mokracnoga sustava koja je prisutna kod bolesnika
(asimptomatska bakteriurija, cistitis ili pijelonefritis), Sto zbog nedostatnih
podataka o bolesnicima i njihovoj dijagnozi na uputnicama za mikrobioloSki

laboratorij nije bilo moguce.

5.3. Odnos otpornosti na kinolone i otpornosti na druge antibiotike

Mnoga istrazivanja su imala za cilj utvrditi povezanost otpornosti na kinolone s
otpornos¢éu na druge antibiotike. Tako je studija provedena u Hong Kongu je
pronasla da je medu sojevima E. coli, uzro€nicima cistitisa koji su bili otporni na
ciprofloksacin, 94,3% bilo otporno na amoksicilin te 68,6% na kotrimoksazol
[209]. Grcka je studija pokazala da su 84% sojeva E. coli otpornih na kinolone
istovremeno bili otporni i na ampicilin, dok je 68% bilo otporno na kotrimoksazol,
za razliku od osjetljivih sojeva kod kojih je stopa otpornosti na ampicilin bila
25% a za kotrimoksazol 2.6% [210]. Takoder je u istoj studiji pronadena
statistiCki zna€ajna razlika u otpornosti na gentamicin, koja je u skupini otpornoj
na kinolone iznosila 28% za razliku od skupine osjetljive na kinolone kod koje je
stopa otpornosti na gentamicin bila 0.7% [210]. Navedeni rezultati se potpuno
podudaraju s rezultatima istrazivanja koje je provedeno prilikom izrade ovoga
doktorata. Naime, u ovom istrazivanju pokazano je da je medu sojevima
otpornima na kinolone stopa otpornosti na amoksicilin bila 96,55%, na
kotrimoksazol 67,82%, na gentamicin 29,89%, te na ceftazidim 0%, dok je

medu osjetljivim sojevima kontrolne skupine stopa otpornosti na amoksicilin bila
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54,02%, na kotrimoksazol 28,74%, na gentamicin 24,14%, te na ceftazidim
1,15%. Nizozemska studija, koja je obuhvacala sojeve E. coli otporne na
ciprofloksacin dobivene iz bolni¢kih nadzornih kultura, pokazala je da je stopa
otpornosti na ceftazidim bila 8%, na kotrimoksazol 86%, te na gentamicin 44%,
Sto predstavlja neSto vecu otpornost od rezultata ovog istraZivanja, Sto je
posljedica Cinjenice da su nizozemski istrazivaci analizirali bolniCke sojeve dok

su u ovom istrazivanju analizirani isklju€ivo izvanbolni¢ki sojevi. [211].

5.4. Odnos otpornosti na kinolone i prisutnosti €initelja virulencije

Prisutnost Cinitelja virulencije kod sojeva E. coli koji uzrokuju infekcije
mokra¢noga sustava bila je predmetom mnogih istrazivanja u razliCitim
dijelovima svijeta. Naime, ve¢ dosta dugo postoje klinicCka zapaZanja da su
sojevi E. coli otporni na kinolone manje virulentni, te da su ¢eS¢e prisutni medu
uzroCnicima cistitisa i asimptomatske bakteriurije i da se rjede javljaju medu
uzroCnicima invazivnih infekcija mokracnoga sustava kao Sto su pijelonefritis,
prostatitis i febrilna infekcija mokracnoga sustava [212, 213]. Medutim, u
dostupnoj literaturi su rijetka istraZivanja koja razluCuju prisutnost Cinitelja
virulencije kod sojeva koji su otporni na kinolone od njihove prisutnosti kod
osjetljivin sojeva, dok dominiraju istrazivanja vezana za prisutnost Cinitelja
virulencije i vrste infekcije mokracnoga sustava.

U ovoj studiji, koja je provedena medu sojevima E. coli koja uzrokuje infekcije
mokracnoga sustava na podrucju Splitsko-dalmatinske Zupanije, pronadeno je
da medu sojevima osjetljivim na kinolone uCestalost gena fim bila 90,80%, gena

pap 50,57% i gena cnfl 12,64%, dok je sojeva s hemolizom bilo 52,87%.
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Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem su usporedivi s rezultatima istrazivanja
provedenima u razliCitim podrucjima svijeta.

Tako je u studiji provedenoj u SAD (Michigan) usporedivana ucestalost
pojedinih Cinitelja virulencije kod izolata E. coli kod razli€itih skupina bolesnika:
kod djece s pijelonefritisom, kod mladih Zena sa cistitisom i rekurirajuéom
infekcijom, kod starijih Zena s cistitisom, kao i kod fekalnih izolata. Kod svih
skupina je ucCestalost gena fim bila jako visoka (99,3-100%), uCestalost gena
pap bila je od 34,2% kod fekalnih sojeva do 82,4% kod uzroc€nika pijelonefritisa,
gen cnf1 bio je prisutan od 10% (fekalni sojevi) pa do 40,7% (sojevi uzro€nici
rekurirajucih infekcija), dok se hemolizinski gen hly nalazio u rasponu od 14,9%
kod fekalnih uzoraka do 48,2% kod uzroc€nika rekurirajucih infekcija [76].

U Svedskoj studiji je usporedivana prisutnost Cinitelja virulencije kod sojeva
E.coli izoliranih kod muskaraca s febrilnom infekcijom mokra¢noga sustava s
rektalnim sojevima iste bakterije. Utvrdeno je da je prevalencija Cinitelja
virulencije veca kod izolata iz urina (pap 72%, hly 75%, cnf1 62%) od one kod
rektalnih izolata (pap 33%, hly 21%, cnf1 12%), osim kod gena fimH koji je
podjednako prisutan u obje skupine izolata (98%:97%) [166, 214].

Slicne rezultate donosi i Spanjolska studija koja usporeduje prisutnost Cinitelja
virulencije kod sojeva E.coli izoliranih kod cistitisa i pijelonefritisa. Gen za
fimbrije tipa 1 (fim) bio je prisutan kod 90% izolata uzro€nika cistitisa i 94%
izolata uzroCnika pijelonefritisa, geni za hemolizin i citotoksicni nekrotizirajuci
¢imbenik 1 (hly i cnf1) su bili prisutni kod 37% izolata kod cistitisa i 52% izolata
kod pijelonefritisa, dok je gen pap znatno ¢eS¢e pronaden kod izolata uzro¢nika

pijelonefritisa (52%) nego kod izolata koji su uzrokovali cistitis (11%) [70].
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Kineska studija je proucCavala Ccinitelje virulencije kod izolata E. coli koja
uzrokuje infekcije gornjega dijela mokra¢noga sustava. Kod 94% izolata bio je
prisutan gen pap, kod 92% izolata bio je prisutan gen fimH, gen za hemolizin je
pronaden kod 45% izolata, dok je gen za citotoksiCni nekrotizirajuci ¢imbenik 1
pronaden kod 41% izolata [215].

Studija provedena na izolatima E. coli od Spanjolskih bolesnika od cistitisa
pokazuje da je gen papC pronaden kod 35% izolata kao i kod 76% izolata kod
pijelonefritisa, gen fimH kod 100% izolata, gen hlyD (odgovoran za hemolizin)
kod 43% izolata, te gen cnf1 kod 39% izolata.

Studija provedena u Rumunjskoj je pronas$la gen fimH kod 86% izolata E. coli
izoliranih kod infekcija mokracnoga sustava, gen pap kod 36% izolata, gen hly
kod 23% izolata, te gen cnf kod 13% izolata. U studiji su razdvojeni nalazi
izolata kod bolnickih i ambulantnih sojeva, pa je pokazano da je ucCestalost
pojave gena fimH ista kod ambulantnih i bolni¢kih sojeva, dok su geni pap, hly i
cnf znatno Cesc¢i kod bolni¢kih sojeva [216].

Studija provedena u rehabilitacijskom centru za ozljede kraljeznice u SAD-u
pokazala je da se gen pap javlja kod 32% bolesnika sa infekcijom mokraénoga
sustava i kod 27% bolesnika s asimptomatskom bakteriurijom, dok se gen hly
javlja kod 36% bolesnika sa infekcijom mokraénoga sustava i kod 21%
bolesnika s asimptomatskom bakteriurijom [217].

Studija provedena na urinarnim izolatima E. coli s prisutnom a — hemolizom
pokazala je da takvi izolati imaju visoku ucestalost gena pap (89%) i cnf1 (80%)

[198].
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UCestalost izolata E. coli od bolesnika s infekcijom mokracnoga sustava s
prisutnom hemolizom se, ovisno o provedenim studijama Sirom svijeta, krec¢e od
26% do 49% [67].

Podaci iz multicentricne studije francuskih autora pokazuju slijedeéu ucestalost
gena virulencije kod uropatogenih sojeva E.coli: pap 58%, hly 21%, cnf1 19%
[218].

Sojeve E. coli uzro¢nike urosepse proucavali su autori americke studije iz 1999.
godine. Pronadeno je da svi sojevi posjeduju gen fimH, gen papC posjeduje
77% sojeva, hlyA 41%, dok je gen cnf1 pronaden kod 16% sojeva. Isti su autori
pronasli da je prisutnost gena skupine pap povezana sa smanjenom otpornosc¢u
na antibiotike [219].

Brazilski autori su proucavali prisutnost Cinitelja virulencije kod sojeva E. coli
koja uzrokuje cistitis. Oni su pronasli visoku ucestalost pojave gena fimH
(97,5% sojeva), dok se gen papC javljao kod 32,7% sojeva, gen hlyA kod
25,3% sojeva, a gen cnf1 kod 18,5% sojeva [220].

U istraZivanju provedenom u okviru ovog doktorata medu sojevima otpornim na
kinolone pronadena je uCestalost gena fim od 21,84%, gena pap 20,69% i gena
cnf1 1,15%, dok je sojeva s hemolizom je bilo 2,30%. Rezultati su usporedivi s
rezultatima Spanjolske i kanadske studije [66, 221].

U studiji provedenoj u Spanjolskoj takoder se promatrala povezanost pojave
hemolize kod sojeva E. coli s otpornos¢éu na ciprofloksacin. Utvrdeno je da je
medu hemoliticnim sojevima znatno manja stopa otpornosti na ciprofloksacin
(5,3%) nego medu nehemoliticnim sojevima (51,3%) [66]. U istoj studiji je

promatrana promjena hemolize kod mutanti s induciranom otpornoséu na
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ciprofloksacin, te je utvrdeno da prethodno hemolitiéni sojevi zadrzavaju to
svojstvo nakon indukcije otpornosti [66]

Kanadska studija je utvrdila postojanje statistiCki znaCajne razlike medu
urinarnim sojevima E. coli otpornim na ciprofloksacin i onim osjetljivim na taj
antibiotik po hemolizi (4% medu otpornima i 76% medu osjetljivima) i po
prisutnosti gena pap (26% medu otpornima i 70% medu osjetljivima) [221].
Studija provedena s izolatima E. coli kod urosepse (izolati iz krvi) pokazala je da
se gen hly nalazi kod 20% izolata otpornih na kinolone i kod 36% izolata
osjetljivih na kinolone, dok se gen papC nalazi kod 60% izolata otpornih na

kinolone i kod 81% izolata osjetljivin na kinolone [222].

5.5. Prisutnost plazmidnih gena otpornosti na kinolone qnrA, qnrB i
qnrS

U ovom istrazivanju medu izolatima E. coli koji su bili otporni na kinolone, nije
bilo sojeva koji su posjedovali plazmidne gene otpornosti na kinolone gnrA,
qgnrB i qnrS. Rezultate sli¢ne ovima, vrlo rijetku prisutnost plazmidnih gena kod
sojeva E. coli koji uzrokuju infekcije mokra¢noga sustava, prikazali su i drugi
istrazivaci.

Francuska studija provedena 2005. godine na kolekciji od 185 sojeva
enterobakterija koji su bili otporni na kinolone pokazala je da medu 117
prikupljenih sojeva E. coli otpornih na kinolone nije bilo prisutnosti gena qnrA,
kao ni gena gnrS. Navedeni geni su medutim pronadeni kod 6 sojeva Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae i Serratia marcescens iz njihove kolekcije

[223].
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U Brazilu je na slican nacCin provedena studija medu 257 sojeva entrobakterija
koje su bile otporne na kinolone. Od testirana 194 soja E. coli otpornih na
kinolone nisu bili pronadeni sojevi s genima qnrA i qnrS, dok bila su prisutna 3
soja s genom qgnrB. Medu ostalim enterobakterijama otpornim na kinolone
pronaden je jedino gen qnrB, i to kod dva soja K. pneumoniae i kod jednog soja
Citrobacter freundii [224]

U Grckoj medu 113 sojeva E. coli otpornih na ciprofloksacin pronadeno je 11
sojeva s genom qnrS1, a nisu pronadeni geni gnrA i gnrB. Svih 11 sojeva s
genom qgnrS1 ujedno su imali i mutacije na genima gyrA i parC, a minimalna
inhibitorna koncentracija za ciprofloksacin im se kretala u rasponu od 16 do 128
pg/ml [225].

U Koreji je na prisustvo gena qnr testirano 260 sojeva E. coli, medu kojima su
bili sojevi osjetljivi i otporni na ciprofloksacin. Gen qnr je pronaden kod samo
dva soja, koji su imali minimalnu inhibitornu koncentraciju za ciprofloksacin 1
pg/ml i 8 pg/ml. Soj koji je imao minimalnu inhibitornu koncentraciju 8 ug/ml
ujedno je imao i jednu toCkastu mutaciju na genu gyrA, dok soj s minimalnom
inhibitornom koncentracijom od 1 pyg/ml nije imao kromosomskih mutacija koje

bi dovodile do otpornosti na kinolone [226].

5.6. Prisustvo mutacija na genu gyrA kod sojeva E. coli koji su
otporni na kinolone

U ovom istrazivanju su mutacije na na genu gyrA prouCavane na dva nacina,
kod svih sojeva E. coli otpornih na kinolone mutacije su odredene metodom
pra¢enja polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata nakon lanane reakcije

polimerazom (RFLP-PCR) i tako je pronadeno da su mutacije prisutne kod 79
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sojeva E.coli (90,80%). Potpunije razjasnjenje prisutnosti mutacija kod otpornih
sojeva dobiveno je sekvencioniranjem kojim se odredio polozaj tockastih
mutacija unutar gena gyrA na viSe lokusa, $to je napravljeno za reprezentativni
broj otpornih izolata.

Sekvencioniranje gena gyrA je u ovom istraZivanju provedeno na ukupno 14
sojeva E. coli otpornih na kinolone, koji su imali minimalne inhibitorne
koncentracije za ciprofloksacin u rasponu od 4 do 128 mg/L. Od tog broja, njih
tri je imalo samo jednu toCkastu mutaciju na poloZzaju 83 gdje je serin
zamijenjen leucinom (raspon minimalne inhibitorne koncentracije za
ciprofloksacin kod tih sojeva bio je od 4 — 64 mg/L), osam sojeva je imalo dvije
toCkaste mutacije (zamjena serina na poloZaju 83 s leucinom, te zamjena
asparaginske kiseline na poloZaju 87 s asparaginom), dok je jedan soj imao tri
toCkaste mutacije (zamjena serina na polozaju 83 s leucinom, zamjena
asparaginske kiseline na polozaju 87 s asparaginom i zamjena glicina s
argininom na polozaju 106). Soj s tri toCkaste mutacije imao je minimalnu
inhibitornu koncentraciju za ciprofloksacin 32 mg/L.

Mutacija na polozaju 106 (zamjena glicina s argininom) je izuzetno rijetka i dugo
se smatralo da kod bakterije E. coli moZe nastati jedino nakon eksperimentalne
indukcije otpornosti na kinolone [227, 228]. Ovakva mutacija je 2009. godine
opisana u Kuvajtu kod bakterije Salmonella enterica serovar Typhi, koja je
izolirana kod dva bolesnika od trbusnoga tifusa [229]. Osim ove neuobiCajene i
rijetke mutacije, rezultati ovog istrazivanja su usporedivi s rezultatima slicnih
istraZivanja provedenih diliem svijeta, uz ogranicenje da se u ovom istrazivanju

nisu analizirale mutacije na genima gyrB i parC, niti prisutnost ostalih
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mehanizama otpornosti na kinolone (pojacana aktivnost efluksne pumpe,
smanjena aktivnost porina).

Tako je analiza 526 tajvanskih izolata E. coli pokazala je da 85% sojeva
otpornih na kinolone (minimalna inhibitorna koncentracija za ciprofloksacin bila
je od 6 do preko 32 mg/L) ima mutacije na genu gyrA (serin na polozaju 83
zamijenjen je leucinom, a asparaginska kiselina na poloZaju 87 zamjenjena je s
asparaginom), te istovremeno i na genu parC (na polozaju 80 serin je
zamijenjen s izoleucinom) [230].

Spanjolski istrazivadi su proucavali 62 soja E. coli s MIK-om za ciprofloksacin u
rasponu 0,03-4 mg/L, i svi su imali zamjenu jedne aminokiseline na bjelancevini
GyrA, u gotovo 90% sluCajeva se radilo o zamijeni serina na polozaju 83 s
leucinom, a bilo je i sojeva kod kojih je serin bio zamijenjen valinom ili alaninom.
Kod nekih sojeva asparaginska kiselina na poloZaju 87 bila je zamjenjena s
asparaginom, tirozinom ili glicinom. Kod sojeva s MIK-om za ciprofloksacin od
4-64 mg/l otkrivene su dvije zamijenjene aminokiseline, kod svih je serin na
polozZaju 83 zamijenjen s leucinom, a druga zamjena je bila na polozaju 87 gdje
je asparaginska kiselina bila zamjenjena s asparaginom (kod vecine sojeva),
tirozinom ili histidinom [163].

Japanski autori su u svojoj studiji otkrili da medu 182 testirana soja E. coli
otporna na kinolone samo njih 18,1% ima mutacije na genu gyrA, medu njima je
10,4% imalo promjenu na polozaju serina 83, 4,4% na poloZaju asparaginske
kiseline 87, dok je 3,3% sojeva imalo promjenu i na polozaju serina 83 i na
poloZaju asparaginske kiseline 87 [188].

Njemacka studija provedena na 30 bolni¢kih sojeva E. coli otpornih na

ciprofloksacin pokazala je da se kod velike vecine (27 sojeva) radilo o
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dvostrukoj mutaciji (serin 83 — leucin i asparaginska kiselina 87 — asparagin)
[231].

Studija koju su Everett i suradnici proveli na argentinskim i Spanjolskim
sojevima E. coli otpornima na ciprofloksacin (36 sojeva) pokazala je da svi
imaju zamijenu serina na polozaju 83 s leucinom, a 26 sojeva ima i dodatno
zamijenjenu asparaginsku kiselinu na polozaju 87, naj¢eS¢e s asparaginom, no
na tom su poloZaju kod nekih sojeva pronadeni tirozin, glicin ili histidin [232].
Grcka je studija, izvedena na 170 izolata E. coli otpornih na kinolone, pokazala
da su mutacije na gyrA genu pronadene kod 25 izolata (14,71%), dok su
dodatne mutacije na parC genu pronadene kod 15 izolata (8,82%). NajceSce
zapazene mutacije su bile zamjena serina na polozaju 83 s leucinom, te
zamjena asparaginske kiseline na polozaju 87 s asparaginom zbog mutacija na
genu gyrA, te zamjena serina na polozaju 80 s izoleucinom zbog mutacija na
genu parC [210].

Studija koju su Jimenez Gomez i suradnici proveli na izolatima E. coli otpornima
na kinolone, uzro€nicima septikemije kod divljih ptica, pokazala je da svi izolati
imaju mutaciju na genu gyrA, koja je dovela do zamjena serina na polozZaju 83 s
leucinom. Svih devet testiranih izolata imalo je MIK za ciprofloksacin 1-2 mg/L,
a nisu zapazene dodatne toCkaste mutacije na genu gyrA, kao ni mutacije
ostalih gena odgovornih za nastanak otpornosti na kinolone (gyrB, parC i parE)
[233].

Urinarni izolati E. coli otporni na kinolone su analizirani u Spanjolskoj studiji iz
1994. godine. Studija je pokazala da izolati s MIK-om za ciprofloksacin od 0,25-
4 mg/L imaju jednu mutaciju na gyrA genu koja dovodi do zamjena serina na

poloZaju 83 s leucinom, a ukoliko je MIK za ciprofloksacin od 8-128 mg/L uz

79



zamjenu serina na polozaju 83 postoji joS i zamjena asparaginske kiseline na
poloZaju 87 s tirozinom odnosno s asparaginom [234].

Do ponesto razliCitih rezultata su doSli brazilski istrazivaci. Njihova studija je
pokazala da izolati E. coli s MIK-om za ciprofloksacin od 0,12-0,25 mg/L imaju
jednu mutaciju na gyrA genu (zamjena serina na polozaju 83 s leucinom), dok
ukoliko je MIK za ciprofloksacin bio u rasponu od 4-64 mg/L, uz zamjenu serina
na polozaju 83 postojala je joS i zamjena asparaginske kiseline na polozaju 87 s
asparaginom. Sojevi s MIK-om od 4-64 mg/L imali su jo$ i jednu mutaciju na
genu parC (zamjena serina na polozZaju 80 s izoleucinom) [119].

Od 56 izolata E. coli, uzro€nika pti¢je kokobaciloze, koji su imali MIK za
ciprofloksacin od 0,12 do 8 mg/L, velika vecina (njih 40) je imala jednu toCkastu
mutaciju na genu gyrA (serin 83 — leucin na polozaju 83), dok su ostali sojevi
imali po jednu mutaciju na genu gyrA polozZaju 87 te dodatnu to¢kastu mutaciju
na genima gyrB i parC. Posebnost ove studije je u tome $to su vecina sojeva,
bez obzira na prisutnu mutaciju, zadrzali osjetljivost na ciprofloksacin, jer je
samo 5% od 56 sojeva s mutacijom bilo otporno na taj antibiotik [235].

Korejski autori su proucavali kokosSje izolate E. coli i medu 72 izolata otporna na
ciprofloksacin pronasli su da svi oni posjeduju dvije mutacije na genu gyrA, sa

zamjenama na poziciji 83 i na poziciji 87 [236].

5.7. Karakteristike sojeva E.coli kojima je inducirana otpornost na
kinolone

U ovom istrazivanju je indukcija otpornosti na kinolone uspjela na dva soja E.
coli koja uzrokuju infekcije mokraénoga sustava. Zbog malog broja induciranih

sojeva tesko je donositi opCe zakljuCke, no sliChe su rezultate imali i autori
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ostalih istrazivanja kod kojih je radena indukcija otpornosti na kinolone. Svim
dostupnim objavljenim radovima je zajednicko da je indukcija bila uspjeSna kod
vrlo malog postotka testiranih sojeva. Oba soja iz ovog istraZivanja proizvodila
su hemolizin prije indukcije, te su to svojstvo zadrzali i nakon induciranja
otpornosti na kinolone. Gen pap nije bio prisutan ni kod jednog soja prije
indukcije, a to se zadrzalo i nakon indukcije otpornosti na kinolone. Isto je bilo s
genom cnf1 koji nije bio prisutan prije indukcije otpornosti i to se nije promijenilo
nakon indukcije otpornosti. Gen fim je bio prisutan kod oba soja prije indukcije i
kod jednog soja je ostao prisutan nakon indukcije otpornosti na kinolone, dok je
kod drugog soja njegova ekspresija bila smanjena. U pogledu osjetljivosti na
ostale antibiotike prije i poslije indukcije otpornosti na kinolone, u ovom
istrazivanju je otkriveno da su oba soja s induciranom otpornoSc¢u na kinolone
stekla povecCanu otpornost na cefalosporine treCe generacije ceftazidim,
cefotaksim i ceftriakson, te antibiotik gentamicin. Jedan od dva inducirana soja
stekao je otpornost i na antibiotik cefipim. Oba soja s indukcijom otpornosti na
kinolone imali su prisutne dvije toCkaste mutacije na genu gyrA kod kojih je
serin na polozaju 83 zamjenjen s leucinom, a asparaginska kiselina na polozZaju
87 s asparaginom.

Navedeni rezultati su usporedivi s rezultatima istrazivanja provedenima Sirom
svijeta.

Tako su Tavio i suradnici na ograni¢enom broju sojeva E. coli proveli indukciju
otpornosti na kinolone i nakon toga promatrali karakteristike dobivenih sojeva
kao i otpornost na ostale antibiotike. Od 18 testiranih sojeva svi su stekli
mutaciju na genu gyrA, kod 14 sojeva je serin na polozaju 83 zamjenjen s

leucinom, kod jednoga soja je zamijenjen s valinom, a kod jednog s leucinom.
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Kod dva soja je asparaginska kiselina na polozaju 87 zamjenjena s
asparaginom. Jedan soj je imao i drugu toCkastu mutaciju, i to na genu parC,
gdje je na polozaju 80 serin zamijenjen s argininom. Uz mutacije koje utjeCu na
DNA girazu, svi inducirani sojevi imali su i smanjen unos kinolona u stanicu, bilo
zbog smanjene aktivnosti porina, bilo zbog pojac¢ane aktivnosti efluksne pumpe.
Svi sojevi kojima je inducirana otpornost na kinolone pokazali su istovremeno i
povecani stupanj otpornosti na cefalotin i tetracikline [159].

Americki su autori jo§ 1986. godine utvdili da indukcija otpornosti na
norfloksacin dovodi do povecéanja otpornosti putem dva mehanizma, jedan je
toCkasta mutacija u genu gyrA, dok je drugi mehanizam vezan za smanjenje
aktivnosti porina te je uz kinolone povecCana stopa otpornosti i na tetracikline,
kloramfenikol i cefoksitin [237].

Soto i suradnici su inducirali otpornost na kinolone samo tri soja E. coli njihovim
izlaganjem subinhibitornim koncentracijama ciprofloksacina. Sva tri soja su
nakon indukcije izgubili gene hlyA i cnf1, dok je jedan soj izgubio josS i gen sat1,
gen odgovoran za nastanak autotransporterskog toksina [83].

Na referentnim sojevima E. coli, kao i izraelskim sojevima E. coli koji su izolirani
kod bolesnika s cistitisom inducirana je otpornost na kinolone, i to nalidiksicnom
kiselinom pa zatim ciprofloksacinom. Analiza Cinitelja virulencije prije i nakon
indukcije otpornosti pokazala je da je samo kod jednog soja (izraelskog soja
uzroCnika cistitisa) doslo do gubitka jednog Cinitelja virulencije i to gena ompT,
odgovornog za sintezu proteaze T vanjske membrane E. coli. Ostali testirani
Cinitelji virulencije, njih 40, medu kojima su bili i geni cnf1, fimH, hly, papG, nisu
nestali prigodom induciranog prelaska sojeva osjetljivih na kinolone u otporne

sojeve [238]
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Dva hemoliticna soja E. coli osjetliva na ciprofloksacin su koriStena u
Spanjolskoj studiji i njima je inducirana otpornost na ciprofloksacin. Nakon
indukcije se svojstvo hemolize nije izgubilo, iako je u istoj studiji utvdeno da je
stopa otpornosti na ciprofloksacin kod nehemolitiénih sojeva bila znatno veca

(51,3%) od stope otpornosti kod hemoliticnih sojeva (5,3%) [66].
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6. Zakljucci

Temeljem rezultata istrazivanja, mogu se donijeti slijedeci zakljucci:

1. Porast otpornosti bakterije E. coli na kinolonske antibiotike predstavlja
sve veci javnozdravstveni problem, kako u svijetu, tako i kod nas.

2. Medu bolesnicima s infekcijom mokraénoga sustava kod kojih su izolirani
sojevi E. coli otporni na kinolone bilo je nesto viSe musSkaraca nego u
kontrolnoj skupini (21,84%:12,64%), no ta se razlika nije pokazala
statisticki znacajna

3. Stopa otpornosti E. coli na ciprofloksacin raste s poveéanjem Zivotne
dobi bolesnika. Medu bolesnicima s izoliranim sojevima E. coli otpornim
na ciprofloksacin bilo je 85,06% starijih od 51 godine.

4. Sojevi otporni na kinolone pokazuju vecu otpornost na ostale antibiotike.
Tako je medu sojevima otpornima na kinolone stopa otpornosti na
amoksicilin bila 96,55%, na kotrimoksazol 67,82%, te na gentamicin
29,89%, za razliku od osjetljivih sojeva kontrolne skupine medu kojima je
stopa otpornosti na amoksicilin bila 54,02%, na kotrimoksazol 28,74%, te
na gentamicin 24,14%.

5. Cinitelji virulencije su znagajno rjede pronadeni kod sojeva otpornih na
kinolone (gen fim 21,84%, gen pap 20,69%, gen cnf1 1,15%, hemoliza
2,30%) nego medu sojevima osjetljivima na kinolone (gen fim 90,80%,

gen pap 50,57%, gen cnf1 12,64%, hemoliza 52,87%).
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6.

10.

11.

Medu izolatima E. coli otpornima na kinolone, kao i u kontrolnoj skupini
izolata E. coli osjetljivih na kinolone, nije bilo sojeva koji su posjedovali
plazmidne gene otpornosti na kinolone (qnrA, qnrB i qnrS).

Mutacije na gyrA genu na pozicijama 83 i 87 bile su prisutne kod 90,80%
sojeva E. coli otpornih na kinolone

Sekvencioniranjem gena gyrA kod sojeva E. coli otpornih na kinolone
odredeno je da su naj¢eS¢e mutacije na polozaju 83 (serin — leucin) i na
polozaju 87 (asparaginska kiselina — asparagin). Kod jednog testiranog
soja otkrivena je izuzetno rijetka mutacija na polozaju 106 (glicin —
arginin), za koju se dugo smatralo da moze nastati jedino nakon
indukcije otpornosti na kinolone u eksperimentalnim uvjetima.

Indukcija otpornosti na kinolone uspjela je na dva soja E. coli. Sojevi su
nakon indukcije zadrzali svojstvo izlu€ivanja hemolizina, kod jednog soja
je gen fim ostao prisutan i nakon indukcije, dok je kod drugog soja je
njegova ekspresija bila smanjena. Sojevi nisu posjedovali gene pap i
cnf1 ni prije, a ni nakon indukcije otpornosti na kinolone.

Sojevi s induciranom otpornoS¢u na kinolone stekli su povecanu
otpornost na cefalosporine tre¢e generacije ceftazidim, cefotaksim i
ceftriakson, te antibiotik gentamicin. Jedan od dva inducirana soja stekao
je otpornost i na antibiotik cefipim.

Oba soja kojima je inducirana otpornost na kinolone stekli su dvije
toCkaste mutaciju na genu gyrA (zamjena serina na poloZzaju 83 s
leucinom i zamjena asparaginske Kkiseline na polozaju 87 s

asparaginom).
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7. Sazetak

Infekcije mokracnoga sustava se ubrajaju medu najceSce infekcije kod ljudi, a
bakterija Escherichia coli je njihov glavni uzroCnik. Pretjerana i nekontrolirana
uporaba kinolona dovodi do sve vece otpornosti bakterija na tu skupinu
antibiotika. Mehanizmi otpornosti bakterija na kinolone uklju€uju promjenu ciljne
molekule za lijek, pojaCanu aktivnost efluksne pumpe i promjenu propusnosti
stani€ne membrane zbog smanjene aktivnosti porina.

Cilj istrazivanja je bilo steCi uvid u karakteristike sojeva uropatogene E. coli
otporne na kinolone s obzirom na molekularne mehanizme otpornosti,
prisutnost Cinitelja virulencije i otpornost na ostale antibiotike, te utvrditi razliku u
odnosu na karakteristike sojeva koji su osjetljivi na kinolone. Takoder je bio cil]
utvrditi koliko laboratorijski inducirana otpornost na kinolone kod prethodno
osjetljivih sojeva mijenja ostale karakteristike sojeva.

Tijekom jednogodiSnjeg razdoblja su se iz uzoraka urina, dobivenih od
izvanbolniCkih bolesnika sa simptomima infekcije mokraénog sustava sa
podrucja Splitsko-dalmatinske Zupanije, izolirali svi sojevi E. coli otporni na
kinolone. Kontrolna se skupina formirala tako da se za svaki soj otporan na
kinolone uzeo slijedeci izolirani bolesniCki soj E. coli koji je bio osjetljiv na
kinolone.

U skupini kod koje su izolirani sojevi E. coli otporni na kinolone bilo je viSe
muskaraca nego u kontrolnoj skupini, no ta se razlika nije pokazala statistiCki
znaCajnom. Zapazeno je da stopa otpornosti E. coli na ciprofloksacin raste s
povecanjem zivotne dobi bolesnika, pa su tako otporni sojevi ¢eSce izolirani kod

starijih bolesnika. Sojevi otporni na kinolone pokazuju vecu otpornost na ostale
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antibiotike. Tako je medu sojevima otpornima na kinolone stopa otpornosti na
amoksicilin bila 96,55%, na kotrimoksazol 67,82%, te na gentamicin 29,89%, za
razliku od osjetljivih sojeva kod kojih je stopa otpornosti na amoksicilin bila
54,02%, na kotrimoksazol 28,74%, te na gentamicin 24,14%. Cinitelji virulencije
su znatno rjede pronadeni kod sojeva otpornih na kinolone (gen fim 21,84%,
gen pap 20,69%, gen cnf1 1,15%, hemoliza 2,30%) nego kod sojeva osjetljivih
na kinolone (gen fim 90,80%, gen pap 50,57%, gen cnf1 12,64%, hemoliza
52,87%). Medu izolatima E. coli otpornima na kinolone nije bilo sojeva koji su
posjedovali plazmidne gene otpornosti na kinolone (qnrA, gnrB i qnrS). Mutacije
na genu gyrA na pozicijama 83 i 87 bile su prisutne kod 90,80% sojeva E. coli
otpornih na kinolone. Sekvencioniranjem gena gyrA kod sojeva E. coli otpornih
na kinolone odredeno je da su naj¢eS¢e mutacije na polozaju 83 (serin —
leucin) i na polozaju 87 (asparaginska kiselina — asparagin). Kod jednog
testiranog soja otkrivena je izuzetno rijetka mutacija na polozaju 106 (glicin —
arginin), za koju se dugo smatralo da moze nastati jedino nakon indukcije
otpornosti na kinolone u eksperimentalnim uvjetima.

Indukcija otpornosti na kinolone uspjela na dva soja E. coli. Sojevi su nakon
indukcije zadrzali svojstvo izluCivanja hemolizina, kod jednog soja je gen fim
ostao prisutan i nakon indukcije, dok je kod drugoga njegova ekspresija bila
smanjena. Sojevi nisu posjedovali gene pap i cnf1 ni prije, a ni nakon indukcije
otpornosti na kinolone. Sojevi s induciranom otpornoScu na kinolone stekli su
povecanu otpornost na cefalosporine treCe generacije ceftazidim, cefotaksim i
ceftriakson, te na antibiotik gentamicin, a jedan je soj stekao otpornost i na

antibiotik cefipim. Oba soja kojima je inducirana otpornost na kinolone stekli su
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dvije toCkaste mutacije na genu gyrA (zamjena serina na polozaju 83 s

leucinom i zamjena asparaginske kiseline na polozaju 87 s asparaginom).

88



8. Summary

Urinary tract infecions are among most frequent human infections and
Escherichia coli is their main cause. Uncontrolled use of quinolones leads to
resistance to this group of antibiotic. Quinolone-resistance mechanisms include
modification of drug target molecule, increased activity of the eflux pump and
changing of cell membrane permeability due to decreased activity of porins.

Aim of this study was to get an insight of characteristics of quinolone-resistant
E. coli, taking into cosnsideration the molecular mechanisms of resistance,
presence of virulence factors and resistance to other antibiotics, as well as to a
determine difference in characteristics of strains that are quinolone-susceptible.
Another aim was to determine how much the laboratory-induced quinolone-
resistance in previously susceptible strains was changing the other strain
characteristics.

During one year period all quinolone-resistant E. coli strains were isolated from
urine samples obtained from out-patients with symptoms of urinary tract
infections in the Split and Dalmatia County. Control group was formed by taking
the next isolated quinolone-susceptible strain of E. coli for each quinolone-
resistant strain.

In the group where the strains of quinolone resistant E. coli were isolated, there
wasa higher percentageof males than in control group, but this difference was
not significant. It was observed that resistance rate of E. coli to ciprofloxacin
increases with age of patients and resistant strains were more frequently
isolated in elder patients. Strains resistant to quinolones show higher resistance

to other antibiotics. Among the quinolone-resistant strains the resistance rate to
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amoxicillin was 96.55%, to cotrimoxazole 67.82%, and to gentamicin 29.89%, in
contrast to sensitive strains where the resistance rate to amoxicillin was
54.02%, to cotrimoxazole 28.74% and to gentamicin 24.14%. Virulence factors
were found significantly less frequently in quinolone-resistant strains (fim gene
in 21.84%, pap gene in 20.69%, cnf1 gene in 1.15% and hemolysis in 2.30%)
than in quinolone-sensitive strains (fim gene in 90,80%, pap gene in 50.57%,
cnf1 gene in 12.64% and hemolysis in 52.87%). Among quinolone-resistant E.
coli isolates, there were no strains with plasmid quinolone-resistance genes
(gnrA, qnrB and gnrS). Mutations in the gyrA gene at positions 83 and 87 were
present in 90.80% strains of quinolones resistant E. coli. Sequencing of gyrA
gen in quinolones resistant E. coli strains showed that the most common
mutation were at position 83 (serine — leucine) and at position 87 (aspartic acid
— asparagine). In one tested strain extremely rare mutation at position 106
(glycine — arginine) was detected, which has long been thought to be formed
only after the induction of quinolone-resistance in experimental conditions.

Induction of quinolone-resistance was successful in two E. coli strains. After the
induction, strains kept the secretion of hemolysin. In one strain, the fim gene
remained present after induction, while in the other its expression was reduced.
The strains have no pap and cnf1 genes neither before nor after the induction of
quinolone-resistance. Strains with induced resistance to quinolones have
gained increased resistance to third generation cephalosporins ceftazidime,
cefotaxime and ceftriaxone, as well as to gentamicin, while one strain acquired
resistance to cefipime. Both strains with induced quinolone-resistance have

gained two points mutation in the gyrA gene (replacement of serine at position
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83 with leucine and replacement of aspartic acid at position 87 with

asparagine).
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