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Sazetak

Karakterizacija oksacilin-hidroliziraju¢ih karbapenemaza u izolatima Acinetobacter

baumannii iz Bosne i Hercegovine, Domagoj Slacanac

Ovim su diplomskim radom prikazane oksacilinaze prisutne u vrsti Acinetobacter
baumannii iz klini€kih izolata u Bosni i Hercegovini. Cilj je rada bio utvrditi fenotip rezistencije
na antibiotike, tipove karbapenemaza i genotipove izolata A.baumannii prikupljenih iz
Univerzitetske klinike u Mostaru. Nacini na koji vrste roda Acinetobacter najceSce stjecu
rezistenciju na karbapeneme su produkcija B-laktamaza (enzima koji razgraduju beta
laktamski prsten), smanjena permeabilnost ili alteracija u proteinima koji vezu peniciline.
Oksacilinaze su enzimi koji hidroliziraju p-laktamske antibiotike. Po Amblerovoj molekularnoj
klasifikaciji koja B-laktamaze dijeli u Cetiri skupine, oksacilinaze pripadaju grupi D. U
testiranim izolatima utvrdene oksacilinaze uzrokuju rezistenciju acinetobactera na
karbapeneme i uobiajeno se oznacuju kraticom CHDL. Oksacilinaze roda Acinetobacter se
dijele u 5 filogenetskih grupa i oznaéuju kraticom OXA: intrinzi¢ni enzimi nalik na OXA-51 i
steceni enzimi OXA-23, OXA-24/40, OXA-58, OXA-143, OXA-235. Enzimi iz grupe OXA-51
B-laktamaza su normalno prisutni u vrsti A.baumannii no kada se insercijska sekvenca
ISAbaT nalazi ispred gena dolazi do povecane ekspresije gena za navedenu grupu enzima.
Prisutne oksacilinaze su bile intrinzicna OXA-51 te plazmidne OXA-23 i OXA-24/40
oksacilinaze. Bosna i Hercegovina je regija sa znac¢ajnim geografskim i populacijskim
varijacijama te je znacajna molekularna karakterizacija i tipiziranje izolata. Time se
identificiraju izvorii nacini prijenosa sojeva te planiraju buduce strategije kontrole infekcija Sto
je od epidemioloskog znacaja. Utvrdeno je da su izolati pozitivni na OXA-24/40 bili klonski

srodni.

Klju€ne rijeci: Acinetobacter, karbapenemaze, oksacilinaze, rezistencija



Summary

Characterization of carbapenem-hydrolyzing oxacillinases in Acinetobacter baumannii from

Bosnia and Herzegovina, Domagoj Slacanac

Oxacillinases from clinical isolates of Acinetobacter baumannii from Bosnia and
Herzegovina are presented in this study. The aim of the study was to determine the
resistance phenotype mechanisms of carbapenem resistance and genotypes of A.baumannii
isolates from the University Clinic in Mostar. Species from the genus Acinetobacter are
known as causative agents of nosocomial infections among immunocompromised patients
as well as among those with severe underlying diseases. Their growing resistance to
antibiotics is of great concern. Modes of acquiring resistance to -lactam antibiotics are
impaired permeability, alteration in penicillin-binding proteins, and B-lactamase mediated
resistance, the most common mechanism. Carbapenem-hydrolysing oxacillinases (CHDL)
hydrolyse carbapenems and render them inactive. They belong to class D according to
Ambler. Oxacillinases of the genus Acinetobacter are classified into five phylogenetic groups,
the intrinsic OXA-51-like and the acquired enzymes: OXA-23-like , OXA-24/40-like, OXA-58-
like, OXA-143-like, and OXA-235-like. The study revealed oxacillinases (the chromosomally
and plasmid-encoded OXA-51 and both OXA-23 and OXA-40, respectively) capable of
hydrolysing carbapenems, beta-lactam antibiotics that before the advent of treatment with
collistin often proved as a last resort in treating infections with this pathogen. Molecular
characterization and strain typing are of great epidemiological value because of the
importance of tracing the source of resistant strains as well as the possibility to develop

targeted infection-control strategies. Isolates producing OXA-24/40 were clonally related.

Key words: Acinetobacter, carbapenemases, oxacillinases, resistance



1. UVOD

1.1. Mikrobioloske karakteristike A. baumannii

Danasnja taksonomija po 16S rRNA svrstava bakteriju Acinetobacter baumannii iz
roda Acinetobacter, zajedno sa rodom Moraxella i rodom Psychrobacter porodici
Moraxellaceae, redu Pseudomonadales, razredu Gammaproteobacteriae i koljenu
Proteobacteriae.(1). Radi se o gram-negativnom bacilu koji u stacionarnoj fazi rasta poprima
oblik kokobacila, ponekad i kao diplokok, no u literaturi se uglavnom opisuje kao kokobacil.
Nefermentirajuca je bakterija i striktni aerob katalaza pozitivan i bez moguénosti reduciranja
nitrata, oksidaza negativan.

Obzirom na temu ovog rada, potrebno je spomenuti morfoloSke karakteristike
stani¢ne stijenke, koja je ciljno mjesto djelovanja B-laktamskih antibiotika, te suvremenu
sustavnu klasifikaciju beta-laktamaza (koja ukljuéuje oksacilinaze) koji takoder djeluju u
miljeu stanine stijenke, a klju¢ni su za hidrolizu B-laktamskog prstena.

Stani¢na stijenka gram-negativnih bakterija gradena je od dviju strukturnih jedinica.
Na citoplazmatsku membranu se nadovezuje sloj peptidoglikana, a na taj sloj se nadovezuje
membrana gradena od dvosloja fosfolipida i brojnih proteina koji uglavnom premoséuju cijelu
debljinu membrane, a zasluzni su za mehanizme rezistencije vezane uz otezan ulazak
antibiotika u periplazmatski prostor ili uz proteine koji djeluju kao kanali za influks antibiotika
(CarO, OprD-like porin, Omp)(2,3,4). Osim smanjene propusnosti vanjske membrane i
pojacana aktivnost efluks pumpi moze dovesti do smanjene osjetljivosti na karbapeneme.
Efluks pumpe se nalaze na citoplazmatskoj membrani i vezane su linker proteinom na porin
vanjske membrane. Izbacivanje antibiotika se odvija protiv gradijenta koncentracije i
zahtijeva utro8ak ATP-a bakterijske stanice (3). Ovi mehanizmi rezistencije nece biti
razmatrani u ovom radu.

Ciljno mjesto beta-laktamskih antibiotika je PBP, odnosno penicilin binding protein koji je
vezan na transpeptidaze koje sudjeluju u premostavaniju oligopeptidnih izdanaka

aminoSecernih lanaca u peptidoglikanskom sloju transpeptidaza. Inaktivacijom PBP-a dolazi



do dezintegracije stani¢ne stijenke, a time i smrti bakterijske stanice. Pod djelovanjem beta-
laktamskih antibiotika nastaju oblici bakterija bez stijenke i nazivaju se protoplasti u Gram-
pozitivnih vrsta i sferoplasti u Gram-negativnih vrsta. Ukoliko bakterija posjeduje vlastite
kromosomske ili plazmidno akvirirane enzime koji hidroliziraju beta-laktamski prsten, razvija
se rezistencija na beta-laktamske antibiotike. (1,5).

1.2, Klasifikacija i svojstva beta-laktamaza
U proslosti je postojalo nekoliko podjela enzima u nastojanju da se $to sustavnije prikazu
beta-laktamaze kao enzimi koji razgraduju iznimno veliku i rastu¢u grupu antibiotika, ali i
grupa enzima Cije sastavnice se otkrivaju iz dana u dan. Kao primjer mozZe posluZziti
funkcionalna podjela enzima po K. Bush koja se temelji na supstratnom profilu ili osjetljivosti
na inhibitore B-laktamaza.(6,7). Obzirom da se radi o enzimima u dinami¢nim sustavima kao
§to su bakterijske stanice te time Cesto podlijezu promjenama strukture mutacijama, vidljiv je
nedostatak klasifikacija poput ove. Najobjektivniji nain za sistematizaciju enzima uveo je
Ambler, a temelji se na primarnoj strukturi proteina (aminokiselinski slijed) i predstavlja
osnovu danasnje klasifikacije.(8,9). Pojedine se mutacije mogu nadovezati na ve¢ otkrivene
enzime obzirom na strukturno naocigled beznacajne promjene, ali koje fenotipski ponekad
utjeCu na aktivno mjesto mijenjajuci osjetljivost ¢ak i na antibiotike zadnje linije terapije
(karbapenemi) (10). Ovakav nacin strukturiranja enzima ima i epidemioloske implikacije jer
se podrijetlo pojedinih enzima katkada moze i geografski procijeniti, te postaviti odredene
hipoteze o0 moguéim razlozima za pojavu odredenog oblika rezistencije. Ponajprije je to
znacajno za vrste roda Acinetobacter koje su sveprisutne u okolisu (vidi pogl.1.3.) (11). U
nastavku je prikazana molekularna karakterizacija beta-laktamaza po Ambleru koja
obuhvaca skupine oznacene slovima od A do D (A,C i D serinske proteaze i grupa B metalo-
B-laktamaza) s posebnim naglaskom na klasu D koja obuhvaéa oksacilinaze.

1.2.1. Klasa A

U A. baumannii se radi o plazmidno smjeStenim B-laktamazama Sirokog spektra (TEM-1,

TEM-2) koje se karakteriziraju kao penicilinaze (brza hidroliza benzilpenicilina od

cefaloridina) i o beta-laktamazama prosirenog spektra — ESBL (PER-1,PER-2,CTX-M,



GES, VEB, SHYV, itd.) s hidrolizom cefalosporina trece generacije, a inhibirane su
klavulanskom kiselinom (12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19). Od karbapenemaza je iz klase A
u Acinetobacter-a nedavno opisana KPC beta-laktamaza (20).

1.2.2. Klasa B

Ovi enzimi, kada su prisutni, hidroliziraju sve B-laktamske antibiotike osim monobaktama
aztreonama (IMP, VIM, SIM, NDM). Sadrze cink kao kofaktor koji je bitan za proces
katalize. Inhibirane su metalnim kelatorima kao $to su EDTA, merkaptopropionskom i
merkaptosumpornom kiselinom koji veZu cink u aktivnom sredistu (21, 22, 23, 24, 25).
1.2.3. KlasaC

Kod vrste A.baumannii se radi o urodenoj kromosomskoj AmpC cefalosporinazi (enzim s
brzom hidrolizom cefaloridina od benzilpenicilina). Smanjena se osjetljivost na
karbapeneme moze razviti zbog hiperprodukcije kromosomske AmpC beta-laktamaze
(26, 27).

1.2.4. KlasaD

Radi se o najbrojnijoj skupini serinskih proteaza s preko 400 opisanih molekula (28).
Oznacavaju se jo$ i kraticom OXA jer su prvi opisani enzimi imali ve¢u mo¢ hidrolize
oksacilina od benzilpenicilina. Inhibirane su NaCl-om (29, 30, 31).Otkriéem je novijih
enzima taj naziv tek od povijesnog znacaja. Po supstratnom profilu ovi enzimi
obuhvacaju one od uskog spektra (hidroliza penicilina i prve generacije cefalosporina)
preko onih koji su stekli moguénost hidrolize cefalosporina viSih generacija (proSirenog
spektra) pa sve do onih koji su stekli moguénost hidrolize karbapenema (karbapenem
hidroliziraju¢e oksacilinaze ili CHDL). CHDL imaju varijabilan stupanj hidrolize
karbapenema, a manifestna rezistencija ¢esto nastaje uz uklju€ivanje drugih
mehanizama kao $to je gubitak porina ili efluks. Prva opisana karbapenem hidroliziraju¢a
B-laktamaza medu OXA grupom je OXA-23 (poznata prije i kao ARI-1, Acinetobacter
rezistentan na imipenem), a do tada se zbog supstratnog profila ova grupa enzima nije
smatrala klini¢ki znacajnom (32). Dosad je poznato Sest podrazreda oksacilinaza koje

hidroliziraju karbapeneme u A.baumannii — intrinzicna OXA-51 i transferabilne OXA-23,



OXA-24/40 (u (ovom podrazredu i OXA-72, 33,34), OXA-58, OXA-143 i OXA-235 (35, 36,
37, , 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45), koje su eksprimirane u maloj koli€ini, ali ukoliko se
ispred gena nalazi insercijska sekvenca (IS) tada djeluje promotorski na snaznu
ekspresiju OXA-51 i OXA-23 enzima (46). OXA-23 i OXA-58 su plazmidno kodirane i
aminokiselinskim slijedom vrlo sli¢ne dok je OXA-24/40 kromosomska (47, 48). Izolati
pozitivni na OXA-23 i OXA-24/40 grupu imaju visok stupanj rezistencije na karbapeneme
(38).

1.2.4.1. Kataliticki mehanizam

Klasa D beta-laktamaza, kao i klase A i C, spada u ve¢ spomenute serinske proteaze
(49). Serin u aktivnom mjestu enzima sluzi kao nukleofil u enzimskoj katalizi. Dodaje se
na karbonilni dio u B-laktamskom prstenu. Intermedijarni adicijski spoj se brzo raspada i
tvori acil-enzimski intermedijar (50), a duSikov atom privlaci elektrone te se prsten
rastvara. Odvajanje enzimskog intermedijara se vrsi aktivacijom molekule vode kao
nukleofila koja se dodaje na karbonilni atom acil-enzimskog intermedijara te dolazi do
oslobadanja serina i hidroliziranog beta-laktamskog antibiotika. Za mnoge inhibitore -
laktamaza (klavulanat, tazobaktam, avibaktam) kljuéna je moguénost stvaranja acil-
enzimskog intermedijara koji je kasnije rezistentan na kataliticku hidrolizu.

Razlikovna je kategorija ove tri vrste serinskih proteaza aktivno mjesto enzima
odnosno nacin na koji se serinski ostatak aktivira kao nukleofil za acilaciju, a voda za
deacilaciju.Za klasu je D B-laktamaza klju¢an karbamatni anion koji nastaje
posttranslacijskom modifikacijom u kojem ugljikov(IV)oksid reagira s f-aminom lizina u
aktivnom mjestu. Tako formirani karbamatni anion djeluje kao Schiffova baza koja prima
proton od serina za acilaciju kao i u naknadnoj reakciji deacetilacije kada prima proton od
molekule vode. Kod druge dvije klase enzima, u aktivnom mjestu se kao aktivatori
serinskog ostatka kod klase A 3-laktamaza glutaminsko-lizinski par aminokiselina, a za

klasu C B-laktamaza lizinsko-tirozinski par aminokiselina (38,51,52,53,54,98,99,100,101).



1.3. Epidemiologija A. baumannii
Metode se molekularne epidemiologije, kao sto su PFGE (elektroforeza u
pulsiraju¢em elektricnom polju), MLST (tipiziranje multilokusnih sekvencija), repPCR
koriste u pracenju Sirenja pojedinih klonova A.baumannii. Pratenje se odvija
medubolni¢ki, regionalno ali i medu drzavama i kontinentima ovisno o konzistentnosti
rezultata pojedine metode. Metode su detaljnije opisane u poglavlju materijali i

metode (55,56,57).

2. HIPOTEZA
Pretpostavka je da Ce izolati Acinetobacter baumannii s prisutnim ste¢enim
okscilinazama imati poveéanu rezistenciju na karbapeneme u odnosu na izolate bez steCenih

oksacilinaza i da ¢e izolati s istim tipom CHDL biti klonski srodni.

3. CILJEVI RADA

1. ldentificirati sojeve kao A. baumannii

2. Odrediti fenotip rezistencije na karbapeneme u izolata Acinetobacter baumannii iz
Bosne i Hercegovine.

3. Odrediti genetsko podrijetlo gena rezistencije, odnosno kromosomsku ili
plazmidnu lokaciju gena

4. Odrediti tipove karbapenemaza u izolatima koji pokazuju smanjenu osjetljivost na
karbapeneme

5. Odrediti utjecaj hiperprodukcije kromosomske AmpC beta-laktamaze na
osjetljivost prema karbapenemima

6. Odrediti genotipove PFGE i MLST metodom



4. MATERIJAL | METODE

41. Izolati A.Baumannii

12 je izolata MDR-AB prikuplieno u Sveuéili$noj klini¢koj bolnici Mostar. Cetiri su
pojedinac¢na uzorka sakupljena u razdoblju od srpnja 2011. do studenog 2011. godine.
Preostalih su osam uzoraka sakupljeni u razdoblju od studenog 2015. do sije¢nja 2016.
godine. Osam je izolata uzeto od pacijenata sa znakovima infekcije po standardnoj definiciji
infekcije (58), a Cetiri uzorka od koloniziranih pacijenata. O podrijetlu uzoraka vidjeti i tablicu
1. Obrada je sojeva ucinjena u Klinickom zavodu za klini¢ku i molekularnu biologiju Klinickog
bolni¢kog centra Zagreb, KBC Zagreb

4.2, Testiranje osjetljivosti na antibiotike
Osjetljivost je na antibiotike ispitana mikrodilucijom u bujonu i disk-difuzijskom metodom. U
kontroli kvalitete koriSten je soj Acinetobacter baumannii 19606 kao preporu¢eni kontrolni soj
po CLSI (59).

4.2.1. Mikrodilucija u bujonu

Metodom dilucije u bujonu ili agar dilucijskim testom kvantitativho odredujemo onu

najmanju koncentraciju antibiotika koja inhibira rast ispitivanog bakterijskog soja (MIK).

Agar je dilucijska metoda detaljnije opisana u poglavlju 4.3..

4.2.1.1. Bujonska dilucijska metoda

4.2.1.1.1. Priprema razrjedenja antibiotika

Dilucijska metoda se izvodi u standardiziranoj podlozi tj. Muller-Hinton bujonu. Dilucija u
bujonu obuhvaéa makrodiluciju pri ¢emu se koriste volumeni bujona veéi od 1 ml (obi¢no 2
ml) otpipetiranih u epruvete, te mikrodiluciju koja koristi volumene manje od 0.1 ml, a
sadrZzani su u bunari¢ima mikrotitracijskih ploCica. Stock solucije antibiotika se obi¢no
prireduju u koncentraciji od 5120 pg/ml. Antibiotik se uvijek razrijeduje 1:9 (1 ml antibiotika i 9
ml Mueller-Hinton bujona ili nekog drugog bujona). Na taj se nacin dobiva pocetna
koncentracija od 512 ug/ml. Od te se koncentracije pocCinje sa serijskim razrijedenjima. Ako

se testiraju rezistentne bakterije kod kojih se oCekuju visoki MIK-ovi razrijedenje se moze



prilagoditi tako da se dobije visa poCetna koncentracija npr. 1024 ili 2048 pg/ml. Potrebno je

pripremiti 12 sterilnih epruveta. U prvu se epruvetu pipetira 1 ml bujona i 1 ml antibiotika. U

drugu epruvetu pipetiramo 2 ml bujona i 1 ml antibiotika. U tre¢u epruvetu stavljamo 7 ml

bujona i 1 ml antibiotika.

9.

epruveta
epruveta
epruveta
epruveta
epruveta
epruveta
epruveta
epruveta

epruveta

10. epruveta

11. epruveta

: 1 mlMH + 1ml atb 256 pg/ml
:3mlMH + 1ml atb 128 pg/ml
: 7 mlMH + 1 ml atb 64 pg/ml

:1mlMH + 1 mliz 3. epruvete
:3mlMH + 1 mliz 3. epruvete
:7mlMH + 1 mliz 3. epruvete
:1mlMH + 1 mliz6. epruvete
:3mIMH + 1 mliz 6. epruvete
:7mlMH + 1 mliz 6. epruvete
:1mlMH+ 1 mliz9. epruvete

:3mIMH + 1 mliz 9. epruvete

32 ug/ml
16 pg/mi
8 ug/ml
4 pug/mi
2 pg/ml
1 pug/mi
0.5 pg/ml

0.25 pg/ml

Razrijedenja antibiotika se ukapavaju pomocu viSekanalne mikropipete u okomite stupce u

mikrotitar ploCicama u koli€ini od 50 pl u svaku jazZicu. U zasebnu se epruvetu stavlja samo

bujon bez antibiotika radi kontrole rasta soja. U prvi je stupac na mikrotitarskoj plocici

stavljena najniza koncentracija antibiotika.

4.2.1.1.2.Priprema inokuluma:

Testirani soj se zasijava u 3 ml Mueller-Hinton bujona i inkubira preko noc¢i na 35 do

37°C. Prekono¢na kultura obiéno sadrzava 10° do 10" CFU/ml. Ona se zatim razrijeduje

tako da se prenasa 100 pl kulture u 9.9 ml fizioloSke otopine pa se dobije razrijedenje od

108 CFU/ml koja bi trebalo odgovarati Mc Farland suspenziji 0.5. Od tog razrijedenja se

uzima 100 pl i prenasa u 9.9 ml Mueller-Hinton bujona tako da se dobije veliCina

inokuluma od 10® CFU/ml. 50 pl takvog razrijedenja se zatim nanosi pomoc¢u stepera u



jazice u mikrotitar ploCicama u kojima se ve¢ nalazi 50 pl razrijedenja antibiotika tako da
se dobije konaéna veligina inokuluma od 5 x 10° CFU /ml. Budu¢i da u svakoj jaZici na 50
Ml antibiotika dolazi 50 ul soja, ukapane koncentracije antibiotika se razrijeduju jo$ na
pola. Time se dobivaju konacne koncentracije antibiotika 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5,
0.2510.12 pg/ml. Mikrotitar ploCice se zatim inkubiraju 18 do 24 h na 35do 37°C u
termostatu. Mikrodilucijske ploc€ice treba inokulirati unutar 30 min od pripreme inokuluma.
Uzorak soja razrijedenog za kapanje treba dodatno razrijediti 1:100i 1:1000 i 100 pl od
svakog razrijedenja treba zasijati na krutu podlogu radi provjere veli¢ine inokuluma.
JaZica s inokulumom bez antibiotika se supkultivira radi provjere rasta i Cisto¢e kulture.
Nakon inokulacije svaka se ploCica zatvara sterilnim poklopcem ili samoljepljivom trakom
da bi se sprijeCilo suSenje tokom inkubacije. PloCice se inkubiraju na 35°C 18 do 20 sati
uz odgovarajucu vlaznost termostata. Ukoliko je doslo do zamuéenja bujona u jazicama
to znadi da koncentracija antibiotika nije bila dovoljno visoka da sprije¢i umnozZavanje
bakterija, $to znadi da je ispod MIK-a. Ako je bujon ostao bistar to znaci da je
koncentracija antibiotika dovoljno visoka da sprijeCi umnozavanje bakterija u jaZicama.
Da bi odredili MIK testiranog soja moramo pronaci prvu jaZicu u nizu u kojoj je bujon
ostao bistar. Koncentracija antibiotika u toj jazici odgovara MIK-u testiranog soja.
Rezultati su o€itavani konkavnim zrcalom koje povecava sliku.

4.2.2. Disk-difuzijska metoda

Suspenzija se testiranog soja nanosi pomocu brisa na povrSinu Muller-Hinton agara na
koji se zatim nanose diskovi s antibioticima pomoéu dispenzera ili pincete. Suspenziju
soja pripremamo tako da pokupimo bakterioloSkom usicom 3 do 5 kolonija s povrSine
krute hranjive podloge, razmutimo ih u fizioloskoj otopini ( 5ml) i mu¢kamo uz pomoé
vortexa da dobijemo homogenu suspenziju. Gusto¢u suspenzije podeSavamo prema
standardnoj Mc Farland suspenziji 0.5 §to odgovara veli¢ini inokuluma od 10® CFU/ml.
Antibiotik iz diska difundira po povrsini agara tako da se stvara gradijent koncentracija i
na odredenoj udaljenosti od ruba diska ovisno o osjetljivosti soja on prestaje rasti.

Promijer inhibicijske zone mjerimo ravnalom i izrazavamo ga u milimetrima.



4.3. Testovi detekcije beta-laktamaza

4.3.1. Bujonska dilucijska metoda s NaCl ili kloksacilinom
Ova je metoda koriStena za odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija
imipenema i meropenema. Ovoj metodi se pristupilo zbog mogucnosti dodatka
kloksacilina (200mg/L) za odredivanje aktivnosti kromosomske AmpC-B-laktamaze
kao i dodatka NaCl-a za odredivanje prisutnosti OXA-58. Obje supstance uzrokuju
inhibiciju gore navedenih enzima. Razrjedenja antibiotika se pripreme u nizu epruveta
kao i kod dilucijskog testa za osjetljivost bakterija na antibiotike u omjeru 1:9.
Postupak je nanosenja antibiotika ili NaCl kao i nanoSenje ispitivanog soja kao i kod
opisa testiranja osjetljivosti na antibiotike bujonskom dilucijskom metodom.
Mikrotitarske plocice se zatim inkubiraju na 35 do 37°C u termostatu i sliedeci se dan
promatra je li doSlo do zamucenja jaZica na plo€ama s odredenom koncentracijom
antibiotika ili NaCl-a. Najniza koncentracija antibiotika koja je sprijeCila porast kolonija
na ploCi se smatra MIK-om testiranog soja za doti¢ni antibiotik.
4.3.2. Testovi detekcije beta-laktamaza prosirenog spektra
4.3.2.1. Dvostruki disk sinergisticki test
Za testiranje je produkcije beta-laktamaza proSirenog spektra kod A.baumannii
nuzan dodatak kloksacilina u MH hranjive podloge u koncentraciji od 200 mg/L. Time se
inhibira efekt AmpC beta-laktamaze koja antagonizira efekt klavulanata jer njime nije
inhibirana.. Sam test provodimo tako da testirani soj suspendiramo u fiziolodkoj otopini na
jednaki nacin kao za antibiogram i sterilnim brisom ga nanesemo na povrsinu Miller-
Hinton agara. U sredinu se stavlja disk koji sadrzava amoksicilin kombiniran s
klavulanskom kiselinom, a na udaljenost se od 2 do 3 cm stavljaju diskovi ceftazidima
(30uQ) i cefepima (30ug). PloCe se inkubiraju 18 do 24 h na 37°C i zatim se ocCitava
rezultat. Deformacija inhibicijske zone u smjeru prema centralnom disku oznacava
pozitivan rezultat testa.

4.3.2.2. Metoda kombiniranih diskova



Na plo¢u MH agara stavljamo diskove ceftazidima, cefotaksima, ceftriaksona i
cefepima s i bez dodatka klavulanske kiseline (10mg/ml). Uveéanje inhibicijske zone
uz dodatak klavulanske kiseline za najmanje 5 mm u odnosu na kontrolni disk bez
klavulanske kiseline oznacava pozitivan rezultat testa i upucuje na produkciju ESBL.

4.3.3. Modificirani Hodge test

Provodi se za otkrivanje produkcije karbapenemaza. Prekonoéna se kultura referentnog
soja E.coli ATCC25922 razrjeduje tako da se postigne opticka gusto¢a koja odgovara Mc
Farland standardu 0.5 $to odgovara 10® CFU/ml. To se razrijedenje zasijava na MH agar
te se stavljaju diskovi imipenema ili meropenema. Okomito se na disk povuce testirani soj
u obliku crte. Plo¢a se inkubira preko no¢i na 37°C. Uvrtanje inhibicijske zone oko diska

karbapenema tamo gdje se nalazi crta testiranog soja u obliku lista djeteline upucuje na

produkciju karbapenemaze (60).

Slika 1. Modificirani Hodge test

4.3.3.1. Kombinirani disk test za detekciju KPC i MBL
Za ovaj je test potrebno na zasijani MH agar postaviti diskove imipenema i
meropenema, po Cetiri diska na svaku plocu, bez i sa dodatkom 3-

aminofenilboroni¢ne kiseline za detekciju produkcije KPC te isto ponoviti za detekciju



MBL, ali umjesto kapanja 3-aminofenilboroni¢ne kiseline treba nakapati EDTA. Za
detekciju je oba enzima potrebno nakapati EDTA i 3-aminofenilboroni¢nu kiselinu na
drugi par diskova gore navedenih antibiotika (61).
4.4, Molekularna detekcija gena rezistencije na B-laktamske antibiotike
Za odredivanje je gena koji su odgovorni za produkciju odredene beta-laktamaze
koristena metoda PCR-a (lan¢ana reakcija polimerazom, engl. polymerase chain reaction).
Odredivanju je gena rezistencije pristupljeno koridtenjem pocetnica (primera) u daljnjem
tekstu navedenih enzima. Testirana je produkcija B-laktamaza Sirokog i proSirenog spekira
(blatem, blasny, blactx, blaces, blaper) (62, 63,64,65,66) kao i grupe A B-laktamaza
(blakpc)(67), grupe B metalo-B-laktamaza (blayiv, blawe,blanpm)(68) te geni za karbapenem
hidroliziraju¢e beta-laktamaze iz grupe D — CHDL (blaoxa-51-ike, blaoxa-23-ike; Plaoxa-40-ike,
blaoxa-ss.ikes Plaoxa-143.ike)(69). Dodatno je u€injen i PCR-mapping kako bi se otkrila
eventualna prisutnost insercijske sekvencije ISAba1 koja je odgovorna za jacu ekspresiju
blaoxas1iike g€na. U metodi PCR mapping za odredivanje poloZaja insercijske sekvence
koristili smo poCetnice za ISAba1 u kombinaciji s forward i reverse poCetnicama za blapxas
gen i za blaoxazs gen (70).
Pri izvodenju PCR-a koridreni su referentni sojevi pozitivni na SHV-1, SHV-2, TEM-1,
CTX-M-15, IMP-1, VIM-1, KPC-2,0XA-23, OXA-40, OXA-58 i OXA-143 B-laktamaze.
4.41. Provedba PCR-a
Master mix za PCR je pripreman u volumenu od 50 ul (25ul master mix-(Roche), 20ul
vode, 1ul svake pocetnice i 3 ul DNA uzorka. Uvjeti su amplifikacije ovisili o

koriStenim pocetnicama (71, 72, 73).

4.5. Detekcija plazmida
Za otkrivanje prenosivosti gena rezistencije na karbapeneme upotrijebljena je metoda
konjugacije u bujonu s E.coli J65 rezistentnom na natrijev azid (74). Transkonjuganti su

selekcionirani na podlozi koja sadrzava imipenem (10mg/L) i natrijev azid (100mg/L). S



obzirom da konjugacija teSko uspijeva u nefermentativnih bakterija prijenos rezistencije na
imipenem je testiran i metodom transformacije. U slucaju pozitivnosti testa plazmidi su
ekstrahirani Quiagen mini kit-om po uputama proizvodaca te potom podvrgnuti poku$aju
transformacije referentnim sojem A.baumannii ATCC 19606 (75). Metoda je PCR tipiziranja
replikona (PBRT) odabrana za tipiziranje plazmida koji nose gene rezistencije na
karbapeneme kod A.baumannii (76). U pododlomku je 4.5.1. detaljno opisan postupak testa
konjugacije.

4.5.1. Test konjugacije
Pri provedbi se testa prvi dan zasijava donor i recipijent soj, svaki posebno u 5 ml tripton soja
ili Brain-Heart infuzijskog bujona i inkubira preko noc¢i na 37°C uz tresenje. Drugi se danu 5
ml bujona zasijava 100 pl soja recipijenta i 50 pl donorskog soja u istu epruvetu i inkubira
stacionarno na 37°C. Hranjive se podloge pripremaju jedan dan prije pokusa i drze se na
+4°C. Hranjive su podloge koristene u testu Mc Conkey agar s dodatkom meropenema
(10mg/L), Mc Conkey agar s dodatkom natrijevog azida - 100 mg/L, Kombinirana plo¢a-
meropenem (10mg/L) i Na azid (128 mg/L). Meropenem treba pustiti da se sam otopi bez
dodavanja natrijeve luZine.Na azid se otapa u vodi. Tre¢i se dan razrjeduje soj donor do 107
(100 pl prekonoéne kulture+ 9.99 ml fiziologke otopine, to je 10?) od toga 100 pl razrijedenja
+ 9.9 ml fiziologke otopine, to je 10, itd do 10®. Na isti se nadin razrjeduje i mating mixture
(donor+ recipijent) do 10™* Donor se zasijava u razrijedenju 10° i 10°® na podlogu s
ceftazidimom i nerazrijedena kultura na podlogu s natrijevim azidom. Mating se mixture
(mjeSavina donora i recipijenta) zasijava kao nerazrijedena prekonoc¢na kultura te
razrijedenja 102 i 10 na podlogu meropenem + Na azid. Razrijedenje se od 10 zasijava
posebno na podlogu s meropenemom i na podlogu s natrijevim azidom da se utvrdi jesu i se
donor i recipijent dobro umnozili. Recipijent se zasijava u razrijedenju od 10°i 10® na
podlogu s natrijevim azidom i kao nerazrijedena kultura na podlogu s meropenemom. Donor
ne bi smio porasti na podlozi s Na azidom, a recipijent na podlozi s meropenemom. Zatim se

broje kolonije. Frekvencija se konjugacije racuna tako da se broj stanica traskonjuganta koji



je porastao na kombiniranoj ploci dijeli sa brojem stanica donora na plo¢i s meropenemom.
Transkonjugantima se testira osjetljivost na ne B-laktamske antibiotike (tetraciklin,
kloramfenikol, gentamicin, kotrimoksazol). Recipijent je laktoza pozitivan i rezistentan na
natrijev azid. Transkonjugant mozZe pokupiti gen za razgradnju laktoze od donora i biti
laktoza pozitivan tako da se provodi biokemijska potvrda soja. Transkonugant je E. coli pa
mora biti indol pozitivan za razliku od donora.
4.5.2. Test transformacije
Za pokus je transformacije ekstrahiran plazmid pomoéu Qiagen mini kit-a. Plazmid je
prenesen u suspenziju A.baumannii 16909 soja koji je prethodno tretiran kalcijevim
kloridom kako bi mogao primiti plazmid. Transformanti su selekcionirani na podlozi

koja sadrzava imipenem(10mg/L)(77).

4.6. Genotipizacija sojeva
Za genotipizaciju su sojeva u ovom radu koristene metode rep-PCR (PCR s
ponavljajuéim palindromskim sekvencama) za 10 izolata (1, 2, 4, 5, 17, 41, 42, 43,
44, 45) i PFGE (elektroforeza u pulsnom elektri€cnom polju) za 11 izolata (1, 2, 4, 5,
11,17, 41, 42, 43, 44 i 45). Sekvencijske su grupe A.baumannii (SG 1-3) odredene
metodom po Turtonu et.al. i oznacene kao medunarodne klonalne linije (ICL I-
[1).(68). Sedam je izolata (1, 2, 41, 42, 43, 44 i 45) tipizirano i MLST metodom po
protokolu dostupnom na internetskoj stranici Pasteurovog instituta (78).

4.6.1. Metoda PFGE
Elektroforezom u pulsnom elektri€nom polju se primjenom izmjeni¢ne struje
elektroforezom u agaroznom gelu razdvaja bakterijska DNA. Znacajno je za ovu
metodu precizno razdvajanje bakterijske DNA po veliini koja je prethodno pocijepana
restrikcijskim enzimima specifi¢nim za vrstu, nakon §to je stanica lizirana i DNA
izolirana. Naknadno se fragmenti boje etidijevim bromidom i vizualiziraju pod UV
lampom. Kao kontrole se koriste DNA ladderi poznatih veli¢ina fragmenata. U

nastavku je prikazana izvedba genotipizacije sojeva PFGE-om (79, 80, 81).



4.6.1.1. lzdvajanje kromosomske DNA iz pripremljnih bakterijskih sojeva: Od
prekonoc¢ne se kulture A.baumannii na krvnom agaru mikrobioloSkom usSicom
pokupi 2-3 kolonije te razmuti u 5mL BH ekstrakta. Zatim se vrsi inkubacija u
vodenoj kupelji pri 37°C do kasne logaritamske faze rasta (10° na 9 CFU/mL). 0,7
mL se prekonoc¢ne suspenzije stanica centrifugira na 10000 okretaja u 1,5mL
kivetama. Time se stanice peletiraju,a supernatant se odbaci te se ispeletirane
stanice isperu s 1 mL pufera (0,1 M TrisClI; 0,1 M NaCl; 0,1 M EDTA pH 8).
Postupak se ponavlja za svaki soj.
4.6.1.2. Uklapanje u agarozu
Pripremljene isprane stanice iz prethodnog odlomka se resuspendiraju u 300 uL EC pufera.
Pripremljena suspenzija se zagrijava na 45°C te se dodaje 10 pL lizozima. Kratko se izmijeSa
vibromikserom i doda 300 uL 1,7 % LGP agaroze (low gelling agarose, agaroza koja
skrutnjava pri niskim temp.) u EC puferu na 56°C. Kratko se homogenizira i uklopi u kalupe
za formiranje agaroznih blokova zapremnine 100 yL. Nakon Sto se skrutnu blokovi se
inkubiraju 1 sat na 37° C potpuno uronjeni u 3 mL ESP pufera (sadrzi EDTA, Na
laurilsarkozin i proteinazu K) da se stani¢ne stijenke liziraju. Zatim se ista koli¢na pufera
zamijeni TE puferom te se blokovi drze jo$ 1 sat na 55°C. Pri zavrSetku se inkubacije
agarozni blokovi tri puta ispiru u 3 mL svjeZe priredenog TE pufera. Zavrdno se ispiru tri puta
s 5mL destilirane vode po 30 minuta na 4°C. Cuvaju se na 4° C do cijepanja restrikcijskim
endonukleazama (do nekoliko mjeseci uz u€estalo ispiranje u TE puferu).
4.6.1.3. Cijepanje restrikcijskom endonukleazom Xbal
Prije postupka cijepanja DNA restrikcijskim enzimom potrebno je agarozne blokove s
kromosomskom DNA jo$ dva puta isprati u TE puferu, a zatim se 4 puta ispiru u destiliranoj
vodi pri temperaturi od 4°C, 30 minuta po svakom ispiranju. Nakon toga se blokovi tijekom 30
minuta uravnotezZe u 300 pL restrikcijskog pufera. Intaktna se kromosomska DNA cijepa u
mikrokiveti volumena 200r uL restrikcijskim enzimom Apa-I (enzimi restrikcijske
endonukleaze koje ,rijetko” cijepaju, Sigma,St. Louis USA ). Smjesa za cijepanje sadrzi 2 pyL

(10 jed.enzima na 1 pL) enzima Apa-l, 20 uL pufera i restrikcijske enzime, 178 L vode.



Inkubacija traje tri sata uz lagano mijeSanje od 15 okretaja u minuti i temperaturi od 25° C.
Nakon toga se blokovi, koji sadrze pocijepanu DNA, uloZe u jazice gela 1 % - tne agaroze za
elektroforezu u pulsnom el. polju i preliju s 0,7 % LGP agarozom.
4.6.1.4. Elektroforeza fragmenata DNA u pulsnom el.polju
Elektroforeza je u gelu pod utjecajem izmjeni¢nog elektricnog polja izvedena u aparatu
CHEFF- Dr Il system (Bio-Rad, Hercules, California, USA).
1 %-tni agarozni gel u TBE puferu (s dodatkom tiouree 50 mmol/dm?®) sluZio je kao
podloga za razdvajanje kromosomskih DNA fragmenata. U jazicama su gela smjesteni
blokovi kromosomske DNA i blokovi s molekularnim standardom (lambda konkatameri).
Blokovi su impregnirani 0,6% agarozom na 50°C. Gel je s impregniranim blokovima
agaroze postavljen u pufer i uravnotezen na sobnu temperaturu 5 min prije po¢etka
elektroforeze. Trajanje je elektroforeze A.baumannii 21 sat, u pocetku je vriieme
pulsiranja 1 sekunda, zavrsno 20 sekundi, jakost el. polja 6 V/cm, kut pulsiranja 120°C,
temperatura 14°C. Pri zavrSetku se pristupi bojenju gelova u otopini etidijevog bromida
konc. 1ug/mL 30 minuta s 20min intervalima odbojavanja u destiliranoj vodi. Vizualizirani
su pod UV svjetlom od 256 nm uz narancCasti filtar te fotografirani, a fotografije su
pohranjene komp. programom GelCompar (Applied Maths, Ghent, Belgija). Istim su
raCunalnim programom izradeni dendrogrami testiranih sojeva (vidjeti u pogl. rezultati)
(82, 83).
4.6.2. Metoda rep-PCR
Molekularno se tipiziranje metodom rep-PCR provodi izolacijom DNA Ultra-Clean
microbial DNA isolation kit-om (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA, USA) po uputama
proizvodaca. Koncentracija se DNA drZi izmedu 25 i 30 ng/L, a amplifikacija DNA Bacterial
fingerprinting kit-om (Bacterial barcodes, bioMerieux, Athens,GA, USA) takoder po uputama
proizvodaca. Podatci su obradeni DiversiLab softverskim paketom. Kao klon se definiraju
sojevi s grani¢nom vrijednosti podudarnosti od 97% (84).

4.6.3. Metoda MLST



Metoda se bazira na amplifikaciji DNA sekvenci kromosomskih (housekeeping) gena. Ti
geni kodiraju proteine koji imaju vitalnu funkciju za bakterijsku stanicu te su nuzno prisutni u
svakoj bakterijskoj stanici odredene vrste. Svaki genetski fragment posjeduje razli¢ite
sekvence za razliCite alele i time se definira sekvencijski tip. Sekvencira se sedam genskih
lokusa, ukoliko je sekvenca razlicita smatra se drugim alelom. Buduéi da se radi o metodi
sekvenciranja medu fragmentima nema razlike u elektroforetskoj pokretljivosti. Odli¢na je
metoda za komparaciju izmedu laboratorija (identifikacija preko MLST web stranice)(78, 85,

86)

5. REZULTATI

5.1. Osjetljivost na antibiotike

Rezultati su testiranja osjetljivosti sojeva prikazani u tablici 1. po MIK 50 prijelomnim
to¢kama po CLSI (59). Svi su sojevi osim sojeva 11 i 45 rezistentni na tre¢u generaciju
cefalosporina (CTX, CAZ, CRO), cefepim, kombinaciju piperacilina i tazobaktama, imipenem,
meropenem, gentamicin i ciprofloksacin te su osjetljivi na kolistin. Samo je jedan soj bio
osjetljiv na tigeciklin (tablica 1). Time su svi sojevi osim sojeva 11 i 45 opisani kao multiplo
rezistentni sojevi (87).

5.2. Detekcija B-laktamaza

Bujonska dilucijska metoda s dodatkom NaCl i kloksacilina nije dovela do spustanja
vrijednosti MIK-a na imipenem i meropenem ni kod jednog ispitivanog soja. Ovaj rezultat
ukazuje kako nema prisutnosti kromosomske OXA-58 niti hiperprodukcije kromosomske
amp-C beta-laktamaze.

Rezultat dvostrukog disk sinergistickog testa s klavulanskom kiselinom nije ni kod jednog
soja bio pozitivan. Takav rezultat testa ukazuje kako nema produkcije B-laktamaza
proSirenog spektra u navedenim izolatima.

Kombinirani je disk test s EDTA bio pozitivan kod svih sojeva. Time je postavljena

sumnja na produkciju klase B metalo-B-laktamaza.



5.3. Molekularna detekcija gena rezistencije

Koristenjem metode lan€ane reakcije polimeraze za blaoxa gene, utvrdeno je daje u
svim ispitanim sojevima prisutan blaoxasi-ike 9€N, $to je konzistentno s ve¢ spomenutom
Cinjenicom kako je taj gen intrinzi€no prisutan u vrsti A. baumannii. Kod sojeva je 1145
potvrdena prisutnost insercijske sekvence ISAba1 neposredno prije OXA-51 gena §to se
smatra razlogom njihove povecane rezistencije na karbapeneme (68).

Detaljan je prikaz ostalih CHDL-a prikazan u tablici 1. Od ostalih je CHDL-a
potvrdena prisutnost blapxazs.ike gena kod sojeva 1i 5. 11 je sojeva bilo pozitivnho na
blaoxa4oike g€N. Kod soja 41 je sekvenciranjem blapxa.ao produkta utvrden blapxa.72.ike g€N
koji je alelska varijanta blapxa.40 gena.

Geni za metalo-B-laktamaze (sojevi s pozitivhim kombiniranim disk testom s EDTA) i

geni za beta-laktamaze proSirenog spektra (sojevi s pozitivnim dvostrukim disk sinergisti¢kim

testom) nisu bili potvrdeni u testiranim sojevima (58).

5.4. Detekcija plazmida
Test konjugacije ni kod jednog pokusaja nije doveo do transfera rezistencije na imipenem
donorskom soju E.coli kao ni testom transformacije s A.baumannii ATCC 19606. PBRT
metoda za tipiziranje plazmida se pokazala pozitivnhom samo kod soja 41 s produkcijom
OXA-23 beta-laktamaze, a plazmid odgovara grupi 6 s genom za aci6 replikazu koja se

inace nalazi na pACICU2 plazmidu (75).

5.5. Genotipizacija
Metodama su PFGE i rep-PCR-a opisana dva klastera s OXA-40 pozitivnim izolatima,
jedan iz 2011. godine s izolatima 1, 2, 4 i 5; a drugi s kraja 2015. Godine s izolatima
42,43 i 44 (slike 2.a i 3). Izolat 17 iz 2015. pokazuje jedinstveni rep-PCR profil (slika
2.a). Po PFGE-u Cetiri su izolata (sojevi 11, 17, 41, 45) izdvojena kao genomski

distinktna.



Svi izolati pripadaju IC | klonu (sekvencijske grupe 2). Medunarodni se klon |
povezuje s prisutno$céu blapxa.72 gena te su rezultati usporedeni s izolatima iz studije s
epidemijom s dokazanim OXA-72-pozitivhim sojevima A.baumannii u Zagrebu. (88).
Usporedba je pokazala 97%-tnu slicnost sojeva u ovom radu sa sojevima iz 2011. g.
(slika 2.b).

Metodom je MLST-a odredena pripadnost sojeva 1i2 iz 2011. godine
sekvencijskom tipu ST642 te pet sojeva iz 2015. godine (sojevi 41, 42, 43, 44 i 45)

sekvencijskom tipu ST636.



Tablica 1. Osjetljivost na na antibiotike, vrste prisutnih 3-laktamaza i genotipovi sojeva.

Brajsaja | Datum Dijzgnoza Bolnicki Uzorak | TZP CAZ | CTX CRO | FEP | IR MEM [ AR | GM | AMNI | CIP COL | THG | Prisutne Rep-
izolacije odjel bets- PCR,
uzratnika lzktamaz= | PFGE

cluster,
5T

1 12.07.2011. | Palitrauma KirurskaJIL | Likwor | 8 »128 | =128 | =128 | 32 | 16 64 16 32 4 54 0,251 O A-40, LA

[492948) 154bal- ST 642

OxA-51
2 01.07.2011. | Palitrauma KirurskaJIL | Bris =128 | =128 | =128 | =128 | 64 | =128 | &4 32 128 | 64 54 0,251 OiAa-40, LA
|[485559) noss I54bgl- | ST 642
OxA-51
4 10.11.2011. | Cerebrovaskulami | Meurologijg | Urin 64 =128 | =128 | =128 | 32 | 32 64 B 32 54 54 05 |2 O A-40, LA
[571785) inzult 154bgl-
OxA-51
5 04.08.2011. | Karcinom Urologija Urin &4 »128 | =128 | »12B | 22 | 15 128 | 4 54 32 =128 (0,25 | 1 OA-40, LA
[506609) mokratnog 154bal-
mjehura OxA-E1

11 10.11.2015. | ND lzvanbolnigk | Urin 32 »128 | =128 | »12B | 22 | & B 4 =128 | B =128 (05 |1 154001- HNDL &

[735411) Oxa-5l

17 19.11.2015. | ND lzvanbolnigk | Urin »128 | =128 | »12B [ =128 | 32 | 32 128 | 8 32 4 54 0,25 | 0,5 | OX¥A-40, 3, 9

[796920) 154601-

OEA-51
2B 24.11.2015. | Heematoma JiL Tubus | 32 =128 | =128 | =128 | 32 | 32 &4 4 4 g 32 1 0,5 | OXAa40, NT
[805201) intracersbri 154bgl-
OxA-51
41 24.12.2015. | paolitrauma KirurskaJIL | Urin =128 | =128 | =128 [ =128 | 15 | 32 16 B =128 | 64 =128 (0,25 | 1 15Ab=1- 1
[Bz7E23) Oxa-z3, | 8T636
1540a-
Oxa-5l

4z 23.12.2015. | Karcinom UraloskalIL | Urin »128 | =128 | =128 | =128 | 64 | 32 32 32 =128 | 64 =128 | 0,12 | 0,25 | OXA-40, I E,

[B2E134) mokraénog IS4bgl- | 8T636

mjehura OxA-E1

43 07.01.2016. | Karcinom Urologija Urin »128 | =128 | »128 | =128 | 64 | =12B| =128 | 16 =128 | 64 =128 (0,25 | 2 O A-40, 1L B,

[B2E524) prostate Is4bgl- | 8T636

OxA-51

44 31.12.2015. | Koma, JiL Bris »128| =128 | =128 [ =128 | 16 | »12B| =128 16 >128| »128( =128 | 0,12 | 4 O A-40, IILE,

[B33838) pnaumaonia lat. nosa 154bgl- 5Ta36

dex. OxXA-51

45 29.12.2015. | Comacerebri, JiL Bris 32 »128 | =128 [ =128 | 16 | 0,5 1 4 4 5 =128 (0,25 | 1 154bal- II.E,

833828 insuf. renalis nosa O¥A-E1 5Ta36




Diversilab v3.6
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. Key Sample ID Class 1 Source Date Collecte...
1 Acb.#4 nasal swab ICU 2015-12-31
2 Acb43 urine urology 2016-01-07
3 Acb.42 urine urology ICU 2015-12-23
~ 4 Acb.as nasal swab ICU 2015-12-29
-5 Acba urine surgury ICU 2015-12-24
- 6 Acb. 4 urine neurolgy 2011-11-10
L 7 Acb. 2 nasal swab medical ICU 2011-07-01
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L 10 Acb. 17 urine outpatient 2015-11-19
slo sls io 915 nin
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6 Acb. 2 nasal swab Mostar 2011-07-01
) 7 Acb. 5 urine Mostar 2011-08-04
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L— 9 Acb. 17 urine Mostar 2015-11-19
10 ab13 tracheal aspira... Zayreb 2013-03-06
1 Acb.43 urine Mostar 2016-01-07
12 Acb.44 nasal swab Mostar 2015-12-31
13 Acb.42 urine Mostar 2015-12-23
14 Acb.4 urine Mostar 2015-12-24
15 Ac.b.45 nasal swab Mostar 2015-12-29

A
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% Similarity

Slika 2.a. rep-PCR dendrogram deset reprezentativnih izolata. Prikazane su vrste

uzoraka, bolnicki odjel i datum prikupljanja. Grani¢na je vrijednost od 97% sli¢nosti

medu izolatima uzeta kao definicija klona. Vidljiva je prisutnost dva klastera. 2.b.
Usporedba rep-PCR profila izolata iz Mostara s onima iz Zagreba (88)
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Slika 3. PFGE dendrogram 11 A.baumannii izolata iz dva vremenska razdoblja.
Vrijednost je od 80% sli¢nosti uzeta kao definicija klona. Prikazani su datumi prikupljanja,

bolni¢ki odjeli i vrste uzoraka. Vidljiva je prisutnost dva klastera.

6. RASPRAVA

Rezistencija se A.baumannii na karbapeneme dosada povezivala na pojacanu
ekspresiju intrinzicne OXA-51 B-laktamaze postojanjem insercijske sekvencije ISAba1
ispred spomenutog gena.(89,68). U ovom je radu osim spomenutog mehanizma
rezistencije utvrdena prisutnost karbapenem hidroliziraju¢e klase D B-laktamaza
(CHDL). Radi se o OXA-23 te 0 OXA-72 (alelska varijanta OXA-40 grupe enzima) B-
laktamazama (33,34,47,48).

OXA-23 nadena je u samo 1 izolatu. U svijetu je prvi put opisana 1993. godine
u Ujedinjenom Kraljevstvu (90). Grupa je prethodno opisana u u susjednoj Republici
Hrvatskoj multicentri¢nom studijom 2009-2010.(91) te u studiji prevalencije
karbapenem rezistentnih A.baumannii u staraCkom domu u Zagrebu (88).

Nadena OXA-72 beta-laktamaza pokazuje visok stupanj aktivnosti prema
karbapenemima. Isti je tip enzima naden i u izolatima gore spomenute studije
prevalencije karbapenem rezistentnih A.baumannii u staratkom domu u Zagrebu te u
dvije klinicke bolnice u Hrvatskoj (88,92,93).

Utvrdeno je da jedini izolat s plazmidno smjestenim blaoxa.o3 genom pokazuje

slabiju rezistenciju na karbapeneme u usporedbi sa sojevima s blapgxa-4o.ike g€NIMA.



Genotipskim je analizama utvrdeno postojanje dviju klonalnih grupa OXA-40-
like pozitivnih izolata. Jedna su grupa izolati iz 2011. Godine, a druga oni iz 2015. i
2016. Godine. Objasnjenje ovakve genetske slicnosti se moze naci u kratkom
vremenskom razdoblju prikupljanja uzoraka gdje je moglo doc¢i do ukrizene
infekcije/kolonizacije. Nadalje, izolati s prisutnos¢u OXA-72 beta-laktamaze
prikupljeni 2011. godine pokazuju genotipsko grupiranje sa sojevima u starackim
domu u Zagrebu prikupljenima 2012. godine (88). Uspjeh prosirenosti ovog klona nije
jasan, kao ni mogudéi transfer izmedu pacijenata. Takoder nije razjasSnjena moguénost
okoliSnog izvora sojeva obzirom na veliku otpornost A.baumannii na okoliSne
¢imbenike. Obzirom na nedostatak epidemiolo$kih podataka, mogu¢ je i neovisan
nastanak klonova iz 2011. godine.

Zlatnim se standardom za genotipizaciju A.baumannii smatra metoda PFGE.
Primjer su bolje diferencijacije sojeva PFGE-om u odnosu na rep-PCR sojevi 41( s
potvrdenim inc.6 plazmidom po PBRT) i 45, koji su PFGE metodom razvrstani kao
zasebni sojevi. Metoda rep-PCR sparuje navedene sojeve te je u tom pogledu manje
diskriminatorna. Rezultati se metode PFGE s druge strane ne mogu dobro
usporedivati obzirom na tehnicku izvedbu. Bez obzira na spomenute nedostatke obje
su metode pokazale dobru korelaciju rezultata tipizacije s genima za karbapenemaze.
Metoda je rep-PCR kao i metoda MLST bolje primjenjiva u istrazivanju
medunarodnog Sirenja klonova kao i za interlaboratorijsku usporedbu, a metoda je
PFGR idealna za praéenje epidemija svakog pojedinaénog centra.

Nadalje, obzirom na pripadnost medunarodnim klonovima svi su sojevi pripali
klasi IC | (94,95).

Sto se ti¢e sevencijskih tipova, tipu ST642 odredeni su sojevi 1 i 2 iz 2011.
godine s prisutno$¢u OXA-40 B-laktamaze. Svi izolati iz 2015. godine pripadaju tipu
ST636 $to upuéuje na prisustvo nove klonalne linije. Cak su i sojevi pozitivni na OXA-
40 B-laktamazu pripadali drugom sekvencijskom tipu $to ukazuje na pripadnost drugoj

populacijskoj skupini bakterija bez obzira na genski profil rezistencije.



Iz perspektive podrijetla uzoraka multiplo rezistentnih A.baumannii uoéljivo je
kako vecina uzoraka potjeCe s bolni¢kh odjela te ocekivano vise onih vezanih uz
invazivnije terapijske zahvate (tablica 1). Znacajan je i potencijalno zabrinjavajuc
podatak o izvanbolnickom podrijetlu MDR-A.baumannii (96).

Ispitivanjem metalo-B-laktamaza dvostrukim disk testom s EDTA doSlo je do
laZno pozitivnih rezultata. Buduci da niti kod jednog soja nije pronadena B-laktamaza
klase B pozitivnost testova se objasnjava inaktivacijom oksacilinaza EDTA-om i time
proSirivanjem inhibicijske zone oko diskova (97).

Uzorci iz Bosne i Hercegovine, epidemiolo$ki znacajnog podrudja s velikim
protokom i mijeSanjem populacije, zanimljivi su za prou€avanje multirezistentnih
bakterijskih sojeva. Kao mjere koje bi pomogle sprie€avanju daljnjeg Sirenja
A.baumannii, iznimno vaznog bolni¢kog patogena, smatraju se bolja organizacija i
primjena bolni¢ke higijene te programi pracenja antibiotske rezistencije kao i

restriktivnije koriStenje antibiotika (102).



7. ZAKLJUCCI

1.

Utvrdena je pojava OXA-23 i OXA-40 karbapenem hidroliziraju¢ih oksacilinaza,
prvi puta u izolatima iz Bosne i Hercegovine

Multiplo rezistentni sojevi u ovom radu se povezuju s posjedovanjem gena za
OXA-23 ili OXA-40-like beta-laktamaze.

Sojevi koji su imali samo kromosomski genom za OXA-51 beta-laktamazu i
insercijsku sekvencu ISAba1 ispred gena nisu pokazali fenotip multiplo
rezistentnog A.baumannii.

OXA-40 pozitivni izolati su bili genetski srodni, a takoder su pokazivali srodnost i s

OXA-40 pozitivnim izolatima iz Hrvatske.
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