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Popis kratica

ESBL - 3-laktamaza proSirenog spektra

PBP - penicilin veZudéi protein

MBL - metalo-B-laktamaza

EDTA - etilen diamin tetraoctena kiselina

MIK - minimalna inhibicijska koncentracija

PCR - lancana reakcija polimeraze

RAPD - nasumi¢no umnoZena polimorfna DNA
RFLP - polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata
MLST - tipizacija na osnovi multilokusnih sekvenci
MLEE - enzimatska elektroforeza multi-lokusa

PFGE - elektroforeza u pulziraju¢em polju
SDS-PAGE - elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrij-dodecil sulfata
CS - konzervirani segment

IR - obrnuta ponavljanja

IS - umetnuta sekvenca

OREF - otvoreni okvir Citanja

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

bp - parovi baza

Tn - transposon
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1 UVOD

1.1 ZNAéA’J IZOLACIJE PSEUDOMONAS AERUGINOSA 1z
KLINICKIH UZORAKA

Pseudomonas aeruginosa je ubikvitarni, slobodno-zivu¢i Gram negativan aeroban bacil koji
¢esto uzrokuje infekcije u hospitaliziranih bolesnika, posebice onih u jedinicama intenzivne
njege.'” Rijetko je dio fiziologke flore, ali u bolni¢kom okruzenju vrlo brzo kolonizira kozu i
sluznice bolesnika te se moze izolirati i iz hrane, umivaonika, slavina, sredstava za ¢is¢enje,
dezinficijensa te uredaja za umjetnu respiraciju.”” Siri se od bolesnika do bolesnika preko ruku
osoblja, kontaminiranim predmetima, ovlazivac¢ima zraka u bolesnika na umjetnoj ventilaciji te
rjede ingestijom kontaminirane vode ili hrane.”® Moze uzrokovati infekcije gotovo svakog
tkiva.”'® Lokalizirane infekcije kirurske rane ili opekotine &esto imaju za posljedicu visoko-
smrtnu bakterijemiju. Infekcije urinarnog trakta povezane su naj¢esc¢e s uporabom katetera ili
sredstava za ispiranje mokra¢nog mjehura. Bolesnici s cisticnom fibrozom redovito su
kolonizirani ovom bakterijom, a najéeS¢e i umiru od lokalizirane pseudomonasne infekcije
plu¢a. Nozokomijalne pseudomonasne infekcije respiratornog sustava javljaju se u intubiranih
bolesnika na kontaminiranim respiratorima. Nakon ozljede ili kirurgije oka, moze do¢i do
teskog pseudomonasnog keratitisa. U Cistoj kulturi moze se naci u djece s upalom srednjeg, au
odraslih s upalom vanjskog uha. Rijedak je uzro¢nik meningitisa nakon lumbalne punkcije ili

endokarditisa nakon operacija na srcu. Od ukupnog broja bakterijemija, Pseudomonas



aeruginosa uzrokuje 3-7%. Infekcije mogu ostati lokalizirane ili diseminirati, najéesée u
bolesnika s neutropenijom, iatrogenom imunosupresijom ili onih teskog opceg stanja, zbog
. . , . 11 . . . Ceuq .
oslabljenog imunog odgovora domacina. Pseudomonas aeruginosa je pravi oportunisticki
patogen, Sto znaci da koristi naruSen sustav imune obrane domacina kako bi zapoceo
. e 11-1 . . . . . . ..
infekciju.'™" Po literaturnim podacima, Pseudomonas aeruginosa uzrokuje oko 4 infekcije na

1000 otpusta, a 10% svih nozokomijalnih infekcija. >'*

Visoka smrtnost povezana s infekcijama
koje uzrokuje, a koja se kre¢e od 10-60% posljedica je kombinacije oslabljenog imunog
odgovora domacina, virulencijskih ¢initelja bakterije, poglavito vanstani¢nih enzima i toksina

. ISP 1,12,14-16
te otpornosti na antibiotike.

U pristupu bolesnika s pseudomonasnom infekcijom
odlucujuca je rana i primjerena antimikrobna terapija. Studije su pokazale izravnu korelaciju
izmedu otpornosti Pseudomonas aeruginosa na antibiotike koji se koriste u emprijskoj terapiji i

ETIE 17-19
lose klinicke prognoze.

1.2 LIJECENJE INFEKCIJA UZROKOVANIH PSEUDOMONAS
AERUGINOSA

Broj antibiotika koji se mogu dati za Pseudomonas aeruginosa infekciju ogranicen je na
antipseudomonasne  peniciline  (ureido-penicilini 1  a-karboksipenicilini:  piperacilin,
karbenicilin), cefalosporine III. i IV. generacije (ceftazidim, cefoperazon i cefepim),
monobaktame (aztreonam), fluorokinolone (norfloksacin, ciprofloksacin, levofloksacin) te

karbapeneme (imipenem, meropenem, doripenem).'”'®*

Aminoglikozidi (gentamicin,
tobramicin, netilmicin, amikacin) se ne preporucuju u monoterapiji ve¢ kao dio kombinirane

terapije u lije¢enju teskih pseudomonasnih infekcija.””*' Polimiksini (polimiksin B, E) su

povijesno povezani s dobrim uéinkom na pseudomonase, ali su se zbog toksi¢nosti i brzog
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razvoja rezistencije povukli iz klinicke primjene no posljednjih godina ponovo se koriste

ey . .. . . . . . 222
upravo u lije¢enju infekcija uzrokovanih multiplo-rezistentnim Pseudomonas aeruginosa.”>

1.3 MEHANIZMI OTPORNOSTI PSEUDOMONAS AERUGINOSA
NA ANTIBIOTIKE

Da bi antibiotik bio djelotvoran, on mora do¢i do ciljnog mjesta svojeg djelovanja, stupiti u
interakciju s tim ciljnim mjestom i uspjesno inhibirati funkciju tog ciljnog mjesta. Primjerice,
rezistencija na P-laktame u P. aeruginosa posljedica je nekoliko razli¢itih mehanizama uz
pomoé kojeg se bakterija uspjesno suprotstavlja uéinku antibiotika.** Meduigra ovih
mehanizama moze bakteriju uciniti potpuno rezistentnom na sve B-laktame, kao $to prikazuje

slika 1.

1.3.1 URODENA OTPORNOST

Urodena otpornost obi¢no je izrazena u svih sojeva Pseudomonas aeruginosa koji su zbog nje
manje osjetljivi na antibiotike u usporedbi s enterobakterijama. Ona je posljedica prisutnosti
kromosomske AmpC p-laktamaze, nepropusnosti staniéne membrane te efluksa.”>?’ Zbog
navedenog Pseudomonas aeruginosa je prirodno otporan na kristalni penicilin, ampicilin,
amoksicilin, koamoksiklav, prvu i drugu generaciju cefalosporina, nalidiksnu kiselinu,

makrolide, kloramfenikol, tetracikline i trime‘[oprim.28
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Slika 1. Shematski prikaz stanicne stijenke Pseudomonas aeruginosa i razlic¢itih mehanizama

registencije na f-laktame.

Antibiotik ulazi u bakterijsku stanicu preko specificnih porina (a) ili pasivnom difuzijom (b) i inaktivira svoj cilj
(c). Rezistencija moze biti rezultat promjena unutar vanjske membrane - smanjenim stvaranjem porina (d) ili
pojacanim radom efluksne crpke (e), stvaranjem inaktivirajucih enzima (f) odnosno modifikacijom ciljnog mjesta

(g) ili meduigrom vise nabrojenih mehanizama.

Urodenu B-laktamsku rezistenciju Pseudomonas aeruginosa posreduje kromosomska [3-
laktamaza koja pripada klasi C po Ambleru, odnosno grupi 1 po Bushovoj.**" Osim
kromosomske AmpC B-laktamaze P. aeruginosa posjeduje i kromosomska B-laktamazu iz
klase D, OXA-50, iako ova posljednja malo pridonosi rezistenciji.”’ Hidrolizi enzimom AmpC
podlozni su ampicilin i cefalosporini uskog spektra budu¢i da oni jako induciraju enzim, dok su

ureidopenicilini i cefalosporini proSirenog spektra slabi induktori, ali aktivni na inducibilne
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sojeve te inaktivni na dereprimirane. Karbapenemi, iako dobri induktori su ili grani¢no labilni
(imipenem) ili u¢inkovito stabilni (meropenem) pa ostaju djelotvorni bez obzira na nacin
ekspresije f-laktamaze. U nedostatku induktora, aktivnost AmpC B-laktamaze poprima bazalne
vrijednosti. U sluaju mutacije regulatornih gena, i to najées¢e ampD, B-laktamaza AmpC
postaje dereprimirana bilo parcijalno, §to je ceSce, ili trajno, s posljedicnom stabilnom
rezistencijom na oksiiminocefalosporine.

Male hidrofilne molekule poput B-laktama i fluoriranih kinolona prolaze vanjsku membranu
pseudomonasa kroz vodene kanale koje okruzuju porinski proteini. Vecina porina oblikuju
trimere koji se protezu preko cijele Sirine vanjske membrane. lako je porin oprF najcesce
prisutan, mutante bez ovog porina ne pokazuju rezistenciju na antibiotike, dok medutim oprD,
porin povezan s preuzimanjem pozitivno nabijenih aminokiselina, predstavlja i mjesto prolaza
imipenema pa mutante bez oprD proteina pokazuju rezistenciju na imipenem s povecanjem

26,27,32 . .- .
62732 Ovaj kanal ne koristi meropenem pri prolasku

MIK-a za imipenem na 8-32 pg/ml.
vanjske membrane. Veliki broj gena u pseudomonasa ukljucen je u sisteme aktivnog efluksa,
odnosno izbacivanja antibiotika te niza drugih kemijskih tvari (biocidi, boje, detergenti,
organska otapala) iz bakterijske stanice.”>”* Ovaj mehanizam rezistencije uvelike objagnjava
prirodnu otpornost pseudomonasa na niz antibiotika. Za sada se ¢ini da genom kodira 10-12
efluksnih sustava od koji su najpoznatiji MexAB-oprM, MexXY-oprM, MexCD-oprJ, MexEF-
oprN i MexJK-oprM.>***

Radi se o transmembranskim sustavima s tri proteina od kojih je jedan lociran u citoplazmi i
djeluje na principu o energiji ovisne crpke (Mex), drugi koji se nalazi na vanjskoj membrani -
odnosno porin (Opr) 1 protein koji povezuje opisana dva. lako su geni koji kodiraju ove

proteine prisutni u genomu pseudomonasa, mutacijom regulatornih gena moze do¢i do pojacane
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ekspresije i pojacanog rada crpki s aktivnim izbacivanjem niza antibiotika, ovisno o supstratima
pojedine crpke. Najpoznatija crpka - MexAB sustav izbacuje aktivno B-laktame (karbenicilin,
piperacilin, ceftazidim, cefepim, aztreonam, meropenem; dakle samo je imipenem posteden), 3-
laktamaza inhibitore, fluorokinolone, kloramfenikol, makrolide, trimetoprim, tetracikline.
Imipenem nije zahvacen ovim efluksnim sustavom vjerojatno zbog hidrofobnog postrani¢nog
lanca kojeg ima meropenem, a koji nedostaje imipenemu. Mutacije koje dovode do pojacanog
rada crpke mogu nastati tijekom terapije fluorokinolonima i cefalosporinima.”> MexCD
eksportira B-laktame (posebice cefepim i cefpirom), fluorokinolone, kloramfenikol, tetracikline,
makrolide; MexEF fluorokinolone, kloramfenikol, trimetoprim - ova crpka pri mutaciji (tzv.
nfxC mexT lokusa) posreduju rezistenciju i na imipenem buducéi da je povezana sa smanjenom
ekspresijom oprD proteina. MexXY crpka izbacuje aktivno fluorokinolone, aminoglikozide,
tetracikline 1 makrolide te usko povezana s oprM pridonosi takoder intrinzi¢noj rezistenciji
pseudomonasa.

Promjena ciljne molekule, odnosno PBP-a nije mehanizam rezistencije tipi¢an za
pseudomonasa i B-laktame; postoje medutim izvjeSca o promjenama PBP-5 koje se povezuju s
intrinzickom rezistencijom na B-laktame, kao i steCene rezistencije na imipenem povezane s

ekspresijom PBP-4 sa smanjenim afinitetom na imipenem.’®>’

1.3.2 STECENA OTPORNOST

1.3.2.1 STECENE B-LAKTAMAZE

Stecene B-laktamaze su u P. aeruginosa rijetke. Primjerice u studiji u Velikoj Britaniji

provedenoj na gotovo dvije tisuce izolata, u¢estalost sekundarnih B-laktamaza bila je 0,7%.>*



14

Iz molekularne klase A po Ambleru, u pseudomonasa su predominantne PSE-1 (CARB-2) i
PSE-4 (CARB-1) P-laktamaze, iako se opisuju i CARB-3 i CARB-4.*’ Hidroliziraju
karboksipeniciline i ureidopeniciline. U istoj klasi u P. aeruginosa opisane su P-laktamaze
prosirenog spektra ¢ija je aktivnost in vitro inhibirana klavulanskom kiselinom i tazobaktamom.
Po preporuci nove terminologije u P. aeruginosa ovi se enzimi svrstavaju u klasu ESBL,4, od
kojih su nesto ¢es¢i enzimi tipa TEM (4, 21, 24, 42), SHV (2a, 5, 12), PER-1 1 VEB (1, 1a, 1b),
dok su GES/IBC (1, 2, 5, 8, 9) te BEL-1 nesto rjede.***' Hidroliti¢ki profil im je vrlo sli¢an
bududéi da su im supstrat osim penicilina uskog spektra, cefalosporini prosirenog spektra (3. i 4.
generacija) i aztreonam.*™** Iznimka je GES-2, p-laktamaza nastala to¢kastom mutacijom gena
za GES-1 s proirenim spektrom djelovanja koji ukljuduje i imipenem.* U rutinskom
laboratorijskom radu tesko se detektiraju fenomenima sinergije dvostrukog diska zbog
istovremene prisutnosti AmpC B-laktamaze.

U molekularnoj klasi D nalaze se oksacilinaze, i to klasi¢ne oksacilinaze (OXA-1, -2 i -10) koje
posreduju rezistenciju na karboksipeniciline i ureidopeniciline.*® Ceftazidim, cefepim, cefpirom
i aztreonam supstrati su oksacilinaza proSirenog spektra, koje se po preporuci za novu
terminologiju nazivaju "mijeSane ESBL" odnosno ESBL)y;, dok se oznaka molekularne klase D
dodaje oznaci "M" pa su ESBL koje pripadaju molekularnoj klasi D nazvane ESBLy.p."
Uobicajeno se oksacilinaze u pseudomonasa svrstavaju u 5 razli¢itih grupa (I-V).*” U grupi I
nalazi se OXA-5, -7 1 -10 s ESBL derivatima OXA-11, -14, -16, -17 te OXA-13 s ESBL
derivatima OXA-19 i OXA-28. Vecina ih hidrolizira ceftazidim bolje od cefepima. Druga
grupa uklju¢uje OXA-2, -3, -15 (varijanta OXA-2 koja je ESBL) i -20. Grupa III ukljucuje

OXA-1 1 derivate (-4, -301-31), grupa IV OXA-9 te grupa V LCR-1.
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Osim derivata OXA-2, ve¢ina ESBL OXA enzima derivati su oksacilinaze OXA-10. Izolirano
se jos$ opisuju oksacilinaze prosirenog spektra OXA-18 i OXA-45, takoder iz multirezistentnih
sojeva Pseudomonas aeruginosa od kojih je OXA-18 inhibirana klavulanskom kiselinom, dok
ostale oksacilinaze nisu inhibirane klavulanatom ni tazobaktamom S§to otezava njihovu

identifikaciju u rutinskom laboratorijskom radu.*®

1.4 OTPORNOST PSEUDOMONAS AERUGINOSA NA KARBA-
PENEMSKE ANTIBIOTIKE POSREDOVANA
METALO-B-LAKTAMAZAMA (MBL)

Od 90-ih godina proslog stoljeca intenzivnije se pojavljuju izvjesca o pojavi nove vrste stecene
B-laktamaze medu klinickim izolatima Pseudomonas aeruginosa koja moze hidrolizirati i
karbapeneme, tzv. metalo-B-laktamaze.**°

MBL su klinicki najznacajnije karbapenemaze, a pripadaju grupi 3 B-laktamaza po originalnoj
shemi Bushove iz 1989. godine s obzirom na supstratni profil, osjetljivosti na inhibiciju
divalentnim ionskim kelatorima, poput EDTA te neucinkovitost serinskih inhibitora -
laktamaza (klavulanske kiseline, tazobaktama).**~'>® Osnovne znaajke metalo-B-laktamaza
naspram ostalim serinskim B-laktamazama prikazuje Tablica 1.

Metalo-B-laktamaze, kao i sve B-laktamaze, mogu se podijeliti u one koje su kromosomski
kodirane i posreduju intrinzicku rezistenciju na karbapeneme, kao npr. one u Bacillus cereusu
ili Stenotrophomonas maltophilia, koje se nalaze u svim trima podklasama - B1, B2 i B3, ali i
one stecene, odnosno prenosive uz pomo¢ plazmida, integrona ili transposona, kakve se javljaju

u Pseudomonas aeruginosa i drugih bakterija, koje se najée$é¢e nalaze u podklasi B1.7°
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Tablica 2 donosi pregled najces¢ih metalo-p-laktamaza, njihovih kratica, mikroorganizama

domacina i osnovnih karakteristika.

Tablica 1. Usporedba serinskih i metalo-f-laktamaza.

Karakteristike Serinske-B-laktamaze Metalo--laktamaze
Strukturna klasifikacija “ KlasaA,CiD Klasa B
Funkcijska klasifikacija” Grupal,21i4 Grupa 3
Metalni kofaktor NE DA
Osjetljivostna EDTA NE DA
Hidroliza karbapenema NE° DA
Osjetljivost na inhibitore ser. -
DA’ NE
laktamaza
Reakcijski meduproizvod acil-enzim nepoznat’

2 po Ambleru, 19807

® po Bush i sur. 1995°

€ uglavnom tocno. Nedavno su opisane rijetke karbapenemaze (npr. GES)”, u kojih su karbapenemi samo prosireni supstratni
profil. Kataliticka ucCinkovitost im je uvijek niZza od one u MBL.

? klasa C enzima slabo su inaktivirani inhibitorima.

€ jos uvijek nema eksperimentalnih dokaza o meduproduktu.

Na molekularnoj razini metalo-pB-laktamaze Pseudomonas aeruginosa nalaze se u Amblerovoj
podklasi B1, a pripadaju joj MBL tipa IMP, VIM, GIM i SPM.”**' Nedavno je opisana i nova
MBL, nazvana AIM-1 u P. aeruginosa iz Australije®, za sada je nukleotidni slijed prijavljen

PubMed bazi podataka pod brojem AM998375. Ove se podklase mogu razlikovati i po tzv.
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BBL brojevnoj shemi koja je nedavno revidirana,” a koja se temelji na strukturnim svojstvima
ukljucujuéi i organizaciju mjesta vezanja metalnog iona. Naime, sveukupna geometrija tog
dijela poprilicno je konzervirana, ali se upravo razlikuje priroda rezidua koje sudjeluju u
organizaciji mjesta vezanja cinkovog iona. Tako u podklasi B1 imamo na poziciji 116 histidin
(uz poziciju 118, 196 i 263), dok je u podklasi B2 na tom mjestu asparagin, odnosno u B3
glutamin, dok primjerice u podklasi B3 nedostaje na mjestu 221 cistein, a nadomjesta ga
histidin na poziciji 121. Razlike redoslijeda aminokiselina izmedu pojedinih podgrupa prikazuje

Slika 2.

1.4.1 SUPSTRATNI PROFIL I UCINKOVITOST STECENIH MBL

MBL tipa IMP, VIM, GIM i SPM imaju vrlo Sirok profil supstrata, koji ukljucuje sve B-
laktame, pa tako i karbapeneme (zato se i nazivaju karbapenemaze). lako im je struktura
aktivnog mjesta i uzvojnica vrlo sli¢na, njihova sposobnost vezanja i hidrolize B-laktama
izrazito varira, ¢ak i unutar iste vrste enzima. Najocitiji primjer je razlika enzima VIM-1 i VIM-
2 koji se razlikuju u nekih 25 aminokiselina, ali im je enzimska kinetika potpuno razli¢ita. K,
oznacCava afinitet enzima za supstrat, K., je katalitiCka sposobnost enzima dok je odnos te dvije
jedinice mjerilo sveukupne enzimske kataliticke ucinkovitosti. VIM-1 ucinkovitije hidrolizira
ve¢inu P-laktama (piperacilin, azlocilin, tikarcilin, cefotaksim, ceftazidim, cepirom i
meropenem) od VIM-2 s izuzetkom imipenema gdje VIM-1 i VIM-2 imaju K.y vrijednosti od
0,2 uM/s odnosno 34 uM/s, vjerojatno zbog razlika u aminokiselinskom sastavu u blizini

aktivnog mjesta.*



Tablica 2. Geni za metalo-f-laktamaze

. o . 1
mikroorganizmima.’ *

razli¢itih podvrsta i njihova
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distribucija medu

Pod- Kratica Klini€ki IPM® MIK
Varijante Bakterija domacin Porijeklo Inducibilna
razred enzima znacaj’ (Hg/mL)
B1 BC-II >6 Bacillus cereus - Prirodena NE np.?
Bla2 >1 Bacillus anthracis + Prirodena NE n.p.
Bece 170 >1 Alkalophylic Bacillus spp. +/- Prirodena n.p. n.p.
BlaB >11 Elisabethkingia meningoseptica ++ Prirodena NE 32
ccrA (CfiA) >10 Bacteroides fragilis ++ Prirodena/Ste¢ena NE >8
CGB-1 >1 Chryseobacterium gleum - Prirodena NE 2
EBR-1 >1 Empedobacter brevis + Prirodena NE 8
GIM-1 >1 Pseudomonas aeruginosa SteCena NE >8
IMP >18 Gram-negativni fermentori i nonfermentori Stecena NE 2 - 256
IND >5 Chryseobacterium indologenes + Prirodena NE 32
JOHN-1 >1 Flavobacterium johnsoniae - Prirodena n.p. 2
MUS-1 >1 Myroides odoratimimus + Prirodena NE 8
SPM-1 >1 Pseudomonas aeruginosa SteCena NE 256 ?
TUS-1 >1 Myroides odoratus + Prirodena NE 4
VIM >11 Gram-negativni fermentori i nonfermentori Stecena NE 2 - 256
B2 AsbM1 >1 Aeromonas veronii ++ Prirodena DA n.p.
CphA (ImiS) >3 Aeromonas hydrophilia (veronii) ++ Prirodena DA 4->128
Vi >1 Chromobacterium violaceum - Prirodena n.p. n.p.
Sth-1 >1 Serratia fonticola - Prirodena n.p. 32
B3 CAU-1 (MbI1B) >2 CGaulobacter crescentus - Prirodena NE 4
FEZ-1 >1 Legionella gormanii ++ Prirodena NE n.p.
GOB >8 Elisabethkingia meningoseptica ++ Prirodena NE 32
L1 >11 Stenotrophomonas maltophilia ++ Prirodena/Ste¢ena DA 64 - >256
NEV >1 Novosphingobium aromaticivorans - Prirodena n.p. n.p.
THIN-B >1 Janthinobacter lividum - Prirodena n.p. n.p.

*Nisu navedene sve MBL. *- klinicki neznacajne bakterijske vrste; + bakterijske vrste rijeko prisutne u bolnickom

okruzenju, ++ bakterijske vste nesto cesce prisutne u bolnickom okruzenju, +++ glavni oportunisticki patogeni,

prisutni u preko 50% izolata “IPM - imipenem “n.p. nije poznato
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Slika 2. Heterogenost aminokiselinskog slijeda razli¢itih MBL-a i BBL brojevna shema.”

Predstavnici za svaku podgrupu su navedeni u usporedbi. Sekvence su nazvane po vrstama MBL-a: BCII, B.
cereus, IMP-1, P. aeruginosa, CcrA, B. fragilis;, VIM-2, P. aeruginosa;, BlaB, E. meningoseptica;, CphA,
Aeromonas hydrophila; L1, S. maltophilia; FEZ-1, L. gormanii. BBL brojevna shema je takoder navedena.
Konzervirani dijelovi sekundarnih struktura navedeni su kraticama iznad sekvencija. S - lanac, H - uzvojnica, L -
petlja. Aminokiselinske insercije u novootkrivenih enzima prikazane su malim slovima. Ligandi cinka obiljezeni su:
Z - konzervirani dijelovi u sve tri podgrupe, ® -konzervirani dijelovi u Bl i neki u B3; + - konzervirani dijelovi u
grupi B3, §, konzervirani dijelovi u podgrupi Bl i B2. L2 i L4 su vrlo varijabilne regije. Istaknuti su dijelovi

strukturno konzerviranih redoslijeda.
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SPM-1 hidrolizira vecinu terapijskih B-laktama dobro i opcéenito je ucinkovitiji od IMP-1 i
GIM-1. Izuzetak su ampicilin, imipenem i moksalaktam za IMP-1. SPM-1 takoder veze dobro i
cefalosporine, posebice cefoksitin, ¢ak jace nego peniciline i karbapeneme. GIM-1 funkcionira
poglavito kao penicilinaza s umjerenom aktivnosti prema cefalosporinima uskog spektra i
karbapenemima, pa osim imipenema, cefepima i moksalaktama, vrlo slabo veze veéinu f-
laktama.®*¢’

Ni jedan od ovih enzima ne hidrolizira aztreonam, te je logi¢na sugestija bila koristiti
aztreonam kao terapijski izbor u infekcijama uzrokovanim bakterijama koje luce MBL.
medutim, eksperimentalne studije na zivotinjama pokazale su da u lijeCenju pneumonija

uzrokovanih Pseudomonas aeruginosa koji lu¢i VIM-2, nije bilo moguce eradicirati

mikroorganizam ni uz primjenu visokih doza ovog lijeka.®®

1.4.2 ZEMLJOPISNA PROSIRENOST STECENIH MBL

Dva tipa steCenih metalo-p-laktamaza prevladavaju danas u Gram-negativnim bakterijama:
IMP- i VIM- s brojnim alelskim varijantama (IMP 1-24, VIM 1-23) (dostupne na:
www.lahey.org/Studies/).

Enzimi IMP ("imipenemase") tipa prvi su puta otkriveni u Japanu u izolatu iz 1988. godine,”
dok su oni VIM ("Veronese imipenemase") tipa prvi puta otkriveni u Italiji 1997. godine.™
Nakon inicijalnog otkri¢a blapp gena u Pseudomonas aeruginosa, uslijedila su i Japanska
izvjesca o prosirenosti metalo-B-laktamaze ovog tipa medu sojevima i nekih enterobakterija (S.

marcescens, K. pneumoniae, E. coli, Proteus vulgaris, Providentia rettgeri) 1 drugih
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nefermentativnih bakterija (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas putida, Pseudomonas
fluorescens, Achromobacter xylosoxidans, Alcaligenes faecalis) uz otkrice novih alelskih
varijanti (IMP 3, 6, 10).°"%° Japanska pri¢a prekinuta je izvje$¢ima iz Europe, i to Italije’ i
Portugala’', otkri¢em novih IMP varijanti u Acinetobacter baumannii. Uslijedili su radovi s
opisima metalo-f-laktamaza-pozitivnih sojeva postoje¢ih i novih alelskih IMP varijanti u
Pseudomonas aeruginosa, drugih nefermentativnih bakterija i enterobakterija iz Europe,
Kanade, Kine, Australije i Juzne Amerike.’"’*7® Posljednja opisana alelska varijanta, IMP-22
otkrivena je u Pseudomonas aeruginosa nozokomijalnog izolata u Italiji, ali 1 u P. fluorescens
okolisnog izolata $to jos jednom potvrduje hipotezu o okoliSnim bakterijama kao izvoru gena za
rezistenciju.”’

MBL iz porodice VIM prvi puta je opisana u izolatu iz 1997. godine (rad je publiciran dvije
godine kasnije) u Italiji.”® Gen blaym. otkriven je inicijalno u Pseudomonas aeruginosa, a

zatim u Achromobacter xylosoxidans te Pseudomonas putida.™®'

Uslijedila su potom izvjesca
o njegovom otkriéu i u enterobakterija (u Grekoj: E. coli, K. pneumoniae, Francuska: E. coli).”'
Francuska opisuje pojavu nove alelske varijante VIM-2 u Pseudomonas aeruginosa koja je do
danas najcesce opisana i najvise prosirena u Europi i svijetu.”® U Europi su osim Italije, Gréke i
Francuske, pojavu VIM-2 enzima u izolatima P. aeruginosa zabiljezile i Portugal, Spanjolska,
Poljska, Belgija, Njemacka, Svedska, Norveska, Hrvatska, Madarska, a nedavno i Srbijel.6]’79’80
Clanci ukazuju i na prosirenost u Aziji i Juznoj Americi uz opise novih varijanti - VIM-3 u
Tajvanu, VIM-5 u Turskoj, VIM-7 u Texasu, SAD.*"*!* Alelske varijante VIM-7 do 11-aib
opisane su u Pseudomonas aeruginosa izoliranih iz Engleske, Juzne Amerike i Italije pri cemu

je dio rezultata publiciran, dok su neke aleleske varijante samo prijavljene genskoj bazi

podataka.*®** Skupina autora iz Gréke opisala je u izolatima K. pneumoniae novu varijantu
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metalo-B-laktamaze VIM tipa nazvanu VIM-12 koja nalikuje na hibrid VIM-1/VIM-2.% U
Spanjolskoj je opisana varijanta VIM-13%, U Bugarskoj VIM-15*") Njemac¢koj VIM-16*,
VIM-17 u Grékoj™ te VIM-18 u Indiji.*’ U Europi i Aziji su geni za metalo-B-laktamaze tipa
VIM-2 do VIM-5 otkriveni i u enterobakterijama (Serratia marcescens, Citrobacter freundii,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae) te u nizu nefermentativnih bakterija
(Acinetobacter baumannii, Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
stutzeri).*"**°! Filogenetsku srodnost dijela MBL iz porodice VIM (od VIM-1 do VIM-11)

prikazuje slika 3.°"

VIM-3
VIM-6
VIM-11B
VIM-8
VIM-9
L VIM-2
VIM-10

VIM-1

': VIM11A
E VIM-4

VIM-5

18 16 4 12 10 8 [ 4 2 o]

Slika 3. Filogenetsko stablo metalo-p-laktamaza VIM-tipa.”

Nisu prikazane sve varijante. Sekvence su usporedene i filogenetsko stablo dobiveno je metodom Clustal W

(PAM?250 matrix; DNA Star) uz "neighbor-joining".
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Treéi tip metalo-f-laktamaze, SPM-1 iz Pseudomonas aeruginosa opisan je u Brazilu 1997.

%) . . . 94
%29 sasvim skoro i u Europi,”* dok se

godine, a zatim i u drugim zemljama Juzne Amerike,
cetvrti, GIM-1, opisan 2002. godine u Pseudomonas aeruginosa nije jo§ prosirio izvan zemlje

porijekla, Njemacke.®® Tablica 3 prikazuje zemljopisnu distribuciju i osnovne znaGajke

naj¢es¢ih metalo-f-laktamaza u svijetu.

Tablica 3. Distribucija IMP-, GIM-, SPM- i VIM-tip metalo-f-laktamaza gena.”

MBL MBL Zemlja
Bakterija i domacin Genski smjestaj Lokacija® IPM MIK (pug/ml)®
tip varijanta porijekla®
GIM GIM-1 Pseudomonas aeruginosa Njemacka Klasa 1 integrona plazmid >32
IMP IMP-1 Achromobacter xylosoxydans  Japan Klasa 1 integrona n.n. n.n.
Adinetobacter baumannii Engleska n.n. n.n. 64
Italija Klasa 1 integrona kromosom >128
Japan Klasa 1 integrona n.n. 8->32
Koreja n.n. n.n. n.n.
Acinetobacter spp. Brazil n.n. n.n. n.n.
Engleska n.n. n.n. >4
Japan n.n. n.n. 8->32
Alcaligenes xylosoxydans Japan Klasa 1 i 3 integrona n.n. n.n.
Burkholderia cepacia Japan Klasa 1 i 3 integrona n.n. n.n.
Citrobacter freundii Japan Klasa 1 i 3 integrona n.n. 1->32
Enterobacter aerogenes Japan Klasa 1 i 3 integrona n.n. n.n.
Escherichia coli Japan Klasa 1 i 3 integrona n.n. n.n.
Klebsiella pneumoniae Japan Klasa 1 integrona konjugativni plazmid 64->128
Singapur n.n. konjugativni plazmid 128
Morganella morganii Japan n.n. n.n. 1->32
Proteus vulgaris Japan Klasa 1 integrona n.n. n.n.
Providencia rettgeri Japan Klasa 1 integrona n.n. 1->32
Pseudomonas aeruginosa Brazil Klasa 1 integrona n.n. n.n.
Japan Klasa 1 i 3 integrona konjugativni plazmid 1->128
Singapur n.n. n.n. n.n.
Pseudomonas fluorescens Brazil n.n. n.a n.n.
Japan Klasa 1 i 3 integrona n.a n.n.
Koreja n.n. n.n. n.n.

Singapur Klasa 1 integrona plazmid >32




IMP-2

IMP-3

IMP-4

IMP-5

IMP-6

IMP-7

IMP-8

IMP-9

IMP-10

IMP-11

IMP-12

IMP-13

IMP-14

IMP-15

IMP-16

IMP-17

IMP-18

IMP-19

IMP-20

Pseudomonas putida

Pseudomonas stutzeri

Serratia marcescens

Adinetobacter baumannii

Adinetobacter Iwofii
Pseudomonas aeruginosa
Shigella flexneri
Adinetobacter baumannii
Citrobacter youngae

Pseudomonas aeruginosa

Adinetobacter baumannii
Adinetobacter baumannii
Serratia marcescens

Pseudomonas aeruginosa

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Alcaligenes xylosoxydans
Adinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas putida

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
n.n.

Pseudomonas aeruginosa
Adinetobacter baumannii
Alcaligenes xylosoxydans
Enterobacter cloacae
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas putida

Pseudomonas aeruginosa

Japan

Singapur
Japan

Japan

Italija
Japan
Japan
Japan
Japan
Hong Kong
Kina

Kina
Australija
Portugal
Brazil
Japan
Kanada
Malezija
Singapur
Tajvan
Tajvan
Kina
Japan
Japan
Japan
Japan
Italija

Italija

Tajland
Tajland
Brazil
n.n.
SAD
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan

Japan

Klasa 1 i 3 integrona

Klasa 1 integrona

Klasa 1 i 3 integrona

Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona

n.n.

Klasa 1 integrona

Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
n.n.

n.n.

Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona,
Tn5051

n.n.

n.n.

Klasa 1 integrona
n.n.

n.n.

n.n.

n.n.

n.n.

n.n.

n.n.

n.n.

konjugativni
plazmid/n.n.
plazmid

kromosom
konjugativni
plazmid/n.n.
kromosom

plazmid

n.n.

n.n.

konjugativni plazmid
kromosom

plazmid

n.n.

n.n.

kromosom

n.n.

konjugativni plazmid
n.n.

n.n.

n.n.

konjugativni plazmid
konjugativni plazmid
(prenosiva))
kromosom/plazmid
plazmid

plazmid

n.n.

plazmid

kromosom/plazmid

n.n.
n.n.
kromosom
n.n.
n.n.
n.n.
n.n.
n.n.
n.n.
n.n.

n.n.

8->128

0,5
1-32

2->128

>64
8->32
n.n.
>32
3.1¢
0,5->32
3

n.n.
>32¢
>32
>32

32

>512
n.n.
n.n.
0,5->128
0,5-8
n.n.
>128

>128

n.n.

32

n.n.
>16

n.n.
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SIM

SPM

IMP-21

IMP-22

SIM-1

SPM-1

VIM-1

VIM-2

VIM-3

VIM-4

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Adinetobacter baumannii

Pseudomonas aeruginosa

Achromobacter xylosoxydans
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas putida
Ahromobacter xylosoxydans
Adinetobacter baumannii
Acinetobacter genomosp. 3
Citrobacter freundii

Enterobacter cloacae

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida

Pseudomonas stutzeri
Serratia marcescens
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter cloacae

Klebsiella pneumoniae

Japan
Italija
Koreja

Brazil

Italija
Greka
Greka
France
Italija
Italija
Japan
Koreja
Koreja
Tajvan
Koreja
Japan
Hrvatska
Francuska
Njemacka
Greka
Italija

Poljska

Portugal
Spanjolska
Svedska
Japan
Koreja
Argentina
Cile
Venezuela
SAD

Cile

Japan
Japan
Koreja
Tajvan
Koreja
Tajvan
Italija

Italja

n.n.
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona

IS, “mobilni genomski
otok”

Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona

Klasa 1 integrona

Klasa 1 integrona

Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona,
Tn5051

Klasa 1 integrona
n.n.

Klasa 1 integrona

Klasa 1 integrona

n.n.

Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 integrona
Klasa 1 i 3 integrona
Klasa 1 integrona
n.n.

n.n.

Klasa 1 integrona
n.n.

Klasa 1 integrona

Klasa 1 integrona

n.n.
plazmid
kromosom

kromosom/plazmid

plazmid
konjugativni plazmid
konjugativni plazmid
konjugativni plazmid
kromosom

plazmid

n.n.

n.n.

n.n.

konjugativni plazmid
n.n.

n.n.

kromosom
kromosom/plazmid
kromosom

n.n.

plazmid

kromosom

n.n.
plazmid

kromosom

n.n.
kromosom/plazmid
n.n.

kromosom
Kromosom

n.n.

kromosom

n.n.

n.n.
kromosom/plazmid
kromosom

n.n.

kromosom
konjugativni plazmid

konjugativni plazmid

n.n.

32

8-16

>128

>128

48

4-32

>128

>32

32

32

1->32

>128

32-64

128

>8

>128

>256

>32

256

>128

1->128

8->128

n.n.

>128

>128

n.n.

>128

n.n.

n.n.

16->128

>32

64

16-32
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Pseudomonas aeruginosa Gr¢ka Klasa 1 integrona kromosom >32
Madarska Klasa 1 integrona plazmid/kromosom 64->128
Poljska Klasa 1 integrona kromosom >128
Svedska Klasa 1 integrona kromosom >128
VIM-5 Klebsiella pneumoniae Turska Klasa 1 integrona n.n. n.n.
Pseudomonas aeruginosa Turska Klasa 1 integrona n.n. >128
VIM-6 Pseudomonas putida Singapur n.n. plazmid >32
VIM-7 Pseudomonas aeruginosa SAD Klasa 1 integrona plazmid >128
VIM-8 Pseudomonas aeruginosa Kolumbija n.n. n.n. 32->256
VIM-9 Pseudomonas aeruginosa UK n.n. n.n. n.n.
VIM-10 Pseudomonas aeruginosa UK n.n. n.n. n.n.
VIM-11a Pseudomonas aeruginosa Argentina Klasa 1 integrona n.n. 512
VIM-11b Pseudomonas aeruginosa Italija n.n. n.n. n.n.
VIM-12 Klebsiella pneumoniae Greka n.n. n.n. n.n.
VIM-13 Pseudomonas aeruginosa §panjolska Klasa 1 integrona kromosom n.n.
VIM-14 Pseudomonas aeruginosa §panjolska n.n. n.n. n.n.
VIM-15 Pseudomonas aeruginosa Bugarska Klasa 1 integrona kromosom >128
VIM-16 Pseudomonas aeruginosa Njemacka Klasa 1 integrona kromosom >128
VIM-17 Pseudomonas aeruginosa Gréka Klasa 1 i ntegrona kromosom >128
VIM-18 Pseudomonas aeruginosa Indija Klasa 1 integrona kromosom >128

2 Modificirano i nadopunjeno prema®’”"%%>

b n.n., podaci nisu navedeni

¢ odredeno E-testom

1.5 OTPORNOST PSEUDOMONAS AERUGINOSA NA KARBA-
PENEMSKE ANTIBIOTIKE KOJA NIJE POSREDOVANA MBL

1.5.1 KARBAPENEMAZE KOJE NISU MBL

Vrlo rijetko, otpornost na karbapeneme moze biti posljedica djelovanja stecenih karbapenemaza
iz ostalih Amblerovih klasa, poput ve¢ spomenute GES-2 (klasa A) karbapenemaze koja je
mutacijska varijanta B-laktamaze proSirenog spektra GES-1, iz Pseudomonas aeruginosa

izolata iz Juzne Afrike.””® Cini se da klini¢ku znadajnost dobija u vrstama koje mogu jos
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jednim dodatnim mehanizmom, poput smanjene propustljivosti i/ili efluksa utjecati na
smanjenje aktivnosti karbapenema. U Amblerovoj klasi D, u izolatima Pseudomonas
aeruginosa opisana je oksacilinaza s karbapenem-hidroliziraju¢im svojstvima OXA-50, koja je
poput AmpC cefalosporinaze konstitutivno prisutna, a moze posredovati blagu rezistenciju na
karbapeneme s neznatnim poveéanjem MIK-ova do 8 pg/ml.”**' Recentna istraZivanja navode i
varijante AmpC cefalosporinaze, koje mogu posredovati rezistenciju na oksiiminocefalosporine

i karbapeneme, a inhibirane su kloksacilinom.”

1.5.2 PROMJENE VANJSKE MEMBRANE

Osim ucinka hidroliziraju¢ih enzima, vazan Cinitelj rezistencije i selekcije multiplo-rezistentnih
sojeva u Pseudomonas aeruginosa je 1 zajedniCka igra smanjene propusnosti stani¢ne
membrane mutacijama koje dovode do neaktivnosti propusnih porina te pojacane aktivnosti
efluksa, odnosno crpki koje neselektivo izbacuju niz antibiotika iz bakterije, kao $to je detaljno
opisano u poglavlju o urodenoj otpornosti.***® Tablica 4 prikazuje utjecaj najée$éih

mehanizama rezistencije u pseudomonasa na osjetljivost prema B-laktamskim antibioticima.

1.6 SMJESTAJ I NACIN PRIJENOSA GENA KOJI KODIRAJU MBL

Gotovo svi do sada opisani geni koji kodiraju IMP- i VIM metalo-B-laktamaze nalaze se na
genskim kazetama klase 1 integrona (iznimno je IMP opisan i u klasi 3 integrona), bilo na
kromosomu ili na plazmidu.’’ Integroni su prirodan sustav genskog kloniranja koji ima

elemente neophodne za mjesto-specificnu rekombinaciju (integraciju i eksciziju) te ekspresiju
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strane DNA.”** Klasa 1 integrona posjeduje tri regije: dvije konzervirane (5'CS i 3'CS) te jednu

varijabilnu.

Tablica 4. Najce§¢éi mehanizmi rezistencije i utjecaj na f-laktame u P. aeruginosa.

Karbapenemi

Mehanizam Ureidopenicilini Cefalosporini (imipenem)
Derepresija AmpC R /R 1/S
Hiperekspresija R R S

MexAB-OprM
Gubitak oprD S S R
Hiperekspresija R R R

MexAB-OprM 1

gubitak OprD

Konzervirana regija locirana na 5' kraju naziva se i 5' konzervirani segment (5'-CS) koji
obiljezavaju cetiri osnovne odrednice: 25-bp sekvencija obrnutih ponavljanja (IRi) koja se
prepoznaje u blok-transpoziciji integrona (integroni se prenose aktivnim ili defektivnim
trensposonima), gen integraze (intl) koji kodira Intl mjesto-specificnu rekombinazu koja je

odgovorna za integraciju ili eksciziju kazete, rekombinacijsko mjesto (a#¢I) u blizini infl gena,
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koje je ciljno mjesto za integraciju nove kazete, i promotor Pc za ekspresiju nizvodnih kazeta

. 100-102
lociran u Infl genu.'®"°

- 5-CS 3'-CS I

podrucje genskih kazeta

—— )

Slika 4. Strukturna organizacija integrona.

Integroni zavrSavaju obrnuto-ponavljaju¢im dijelovima ("inverted repeats"-IR), te na oba kraja imaju dva
konzervirana dijela (5'-CS i 3'-CS) koji zatvaraju varijabilnu regiju genskih kazeta. Pojedine genske kazete
predstavljene su strelicama, a a#fl rekombinacijsko mjesto kvadrati¢em. intl gen je inverzno orijentiran. Pc je

promotor gena genske kazete.

Klasa integrona je definirana prirodom intl gena u 5°-CS, koji je povezan sa specificnom attl
sekvencijom. Konzervirana regija na 3' kraju (3'-CS) moze biti varijabilna. Uobi¢ajeno se
sastoji od niza ancestralnih kazeta, poput gacEAIl, sull, ORF5, ORF6, (od kojih su neke
parcijalno aktivne ili potpuno izbrisane) koje su izgubile svoju mobilnost. Ove kazete slijedi

ancestralni tni modul sa setom transpozicijskih gena (miA, -B, and -Q), resolvazom (iR) i res
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mjestom koje se moze promijenti insercijskom sekvencom (IS). Na 3' kraju nalazi se takoder
sekvencija od 25-bp obrnutih ponavljanja (IRt) koja se prepoznaje u blok transpoziciji.'”
Varijabilna regija integrona obi¢no ima nekoliko genskih kazeta (u nekih Vibrio spp. moze ih
biti do stotinu) koji sadrzavaju gene koji posreduju rezistenciju na antibiotike i dezinficijense,
iako ponekad i gene koji kodiraju proteine nepoznate funkcije.'™

U integronima koji kodiraju MBL, naj¢es¢e su geni koji kodiraju rezistenciju na
aminoglikozide (aacA, aadA, aphA), trimetoprim (dfr varijante), kloramfenikol (carB, cmlA),
druge B-laktame (blapxa, blapse varijante) ili proteine nepoznate funkcije (orfD, orfE, orfX,
others). Klinicki znacaj razli¢itih genskih kazeta u sustavu integrona je $to uporabom jednog
antibiotika koji inducira rezistenciju dobijemo koselekciju svih rezistencija u pratnji.' %’
Integroni se danas nazivaju po genskim kazetama. Genska kazeta je mobilna jedinica koja se
sastoji od DNK fragmenta s jednim ORF, koji slijedi kratka sekvenca koja se zove attC mjesto
ili 59-bp element (59-be) koji predstavlja sekundarno mjesto za specificnu rekombinaciju s
integrazom na atfl, kao $to prikazuje slika 5.'%'%1%

Struktura a#C razlikuje se od attl. Al ima dva jednostavna mjesta ("simple site") odvojena s
preko 10 bp, od kojih je svako sastavljeno od para inverzno orijentiranih /nfl vezujuéih
domena. Unutar attC, odnosno 59-be nalazi se inverzno srediSnje mjesto ("inverse core site";
1L) i srediSnje mjesto ("core site"; 1R) koji su savrSeni palindromi i vazni su u integracijskom
procesu (Slika 6). Iako redoslijed baza unutar srediSnjeg mjesta moze malo varirati obi¢no

odgovara redoslijedu GTTRRRY (R: A/G: Y:T/C).
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cirkularna genska
kazeta

5'-CS varijabilni 3’-CS

IRi IRt

infl | att genske kazete
P prethodno integrirane
c
IntI-posredovana IntI-posredovana
integracija ekscizija
) Pe attC .
R it o/ N ‘
5'-CS ubacena nova | 3'-CS
kazeta

Slika 5. Cirkularni model insercije gena."”

Rekombinacija izmedu a#f i atC mjesta dogada se izmedu G i TT mjesta u jednostavnom mjestu a#l i srediSnjeg
mjesta u a#C. Na taj nacin u linearno postavljenoj kazeti, dio a#tC mjesta ostaje uzvodno (1R ili srediSnje mjesto),

a dio atC mjesta nizvodno (ostatak 59-be dijela gena).

Mobilne kazete nalaze se u dva oblika: cirkularnoj intermedijarnoj ili mobilnoj formi te
integriranoj ili funkcijskoj formi.'”® Kada su u cirkularnom obliku, nalaze se samostalne unutar

stanice te kao takve ne mogu dugo perzistirati tijekom dijeljenja stanice. Kada su unutar
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integrona, onda su u linearnoj, odnosno integriranoj formi. Genske kazete obi¢no nemaju
promotorski gen. S obzirom da je a#fl rekombinacijsko mjesto jedinstveno i locirano uzvodno
od podruc¢ja genskih kazeta, posljednja kazeta koja ¢e se integrirati biti ¢e uz Pc, odnosno

glavni promotor.

genska kazeta

A

attl mjesto

-60 -50 -40 -30 -20 -10 +10

[ | 2 |

QEI /// TGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGtLtagatgcacta
a

— — -
3 2 1
| ] | ]
slao vezujuée mjesto jako vezujuce mjesto jednostavno
DR2 DR1 mjesto

B
aadB gen
aadB 59-be

-60 -50 -40 -30 20 -10 +10

| | | | | | \ |
TATGCGGCCTAACAATTCGTCCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAACTCAGGTGttaggecgcatgg
ATACGCCGGATTGTTAAGCAGGTTCGGCTGCGGCGAAGCGCCGCGCCGAATTGAGTCCACaateeggcgtace

—_ —_ =
1 LH konsensus | L RH konsensus |
1L 2L 2R 1R

LH mjesto RH mjeso

Slika 6. Struktura attl i attC (59-be) mjesta.

A: Redoslijed baza u attl s prikazom jednostavnog mjesta unutar kojeg je vertikalnom strelicom oznaceno mjesto
rekombinacije (izmedu baza G i TT; baze oznacene malim slovima pripadaju integriranoj genskoj kaseti).

B: Redoslijed baza attC (59 be) cirkularnog intermedijara s aadB genom. Puna linija predstavija 59-be definiran
konsenzusom. Sredisnja mjesta sa sedam baza (IR, 1L, 2R i 2L) oznacena su istaknutim slovima. Unutar IR
sredisnjeg mjesta vertikalna strelica prikazuje mjesto rekombinacije kao i u A dijelu slike. Horizontalne strelice

prikazuju orijentaciju.
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Kazete koje su najblize promotoru biti ¢e najuspjesnije prepisane.'” Ovi su promotori upravo u
pseudomonasa vrlo aktivni (visoki MIK-ovi za imipenem), a slabo u enterobakterijama (niski
MIK-ovi) zbog ¢ega se dobijaju razliciti fenotipovi rezistencije.

Geni u integronima mogu se slobodno kretati iz jednog integrona u drugi, ali im za horizontalni
prijelaz iz jednog mikroorganizma u drugi treba pomo¢ drugih genetskih elemenata kao Sto su
plazmidi i transposoni. Integroni, s izuzetkom Tn402 (ili In16), nisu u moguénosti napraviti
transpoziciju s obzirom da im nedostaje i modul na 3' kraju te se ne mogu sami mobilizirati.
Stoga se integroni nalaze u sklopu vech mobilnih elemenata kao $to su najcesce, klasa 11 II
transposona koji mogu u sastavu konjugativnih plazmida, konjugativnih transposona ili

oy . . O . . 11
mobilnih genomskih otoka prije¢i iz stanice u stanicu.'"

U P. aeruginosa integroni koji
sadrzavaju MBL locirani su u kromosomu te diseminacija integrona ili transposona izmedu
epidemioloski nesrodnih sojeva ostaje predmet nagadanja. Moguce su u pitanju konjugativni
transposoni, integrirani plazmidi ili genomski otoci.” Tako ove strukture nisu mobilne, buduéi

da imaju niz mobilnih elemenata u sebi, mogu predstavljati ciljno mjesto za inserciju

egzogenih, ali mobilnih struktura.

1.7 KLINICKO-EPIDEMIOLOSKI ZNACAJ MBL

Op¢i koncept epidemiologije temelji se u kontroli zdravlja i bolesti u definiranoj populaciji: to
je nauka o Cciniteljima koji utjeCu na zdravlje ili pojavu bolesti, njihovoj raznolikosti,
ucestalosti, raspodjeli i rezervoaru.''' Udestalost neke pojave pa tako i bolesti moze biti
sporadi¢na (povremeno javljanje), endemicna (pravilno ili kontinuirano javljanje), epidemijska

(znacajno veca ucestalost) ili pandemijska (epidemijska ucestalost u razli¢itim zemljama).
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Epidemioloske studije omogucavaju nam spoznaju Cinitelja koji su vazni za pojavu neke bolesti
i njene ucCestalosti kako bi se mogle poduzeti primjerene mjere za sprjeCavanje Sirenja i
ponovne pojave iste.

Epidemiologija steCenih metalo-B-laktamaza u odredenoj populaciji bakterija zahtijevati ¢e
uporabu niza fenotipskih i molekularnih metoda kako bi se odredilo njihovo prisustvo i ¢initelji
koji utjecu na njihovu pojavu, raznolikost, raspodjelu te otkrili eventualni rezervoari takvih
mikroorganizama. Konacan klini¢ki znacaj izolata Pseudomonas aeruginosa koji posjeduje
metalo-B-laktamazu ocituje se u in vivo rezistenciji na P-laktamske antibiotike, odnosno
klinickom neuspjehu terapije s f-laktamskim antibiotikom, ukljucujuéi i karbapeneme, a vrlo
Cesto 1 predstavnikom iz ostalih klasa antipseudomonasnih antibiotika.

Sto se epidemioloskog potencijala ti¢e, do sada su sojevi koji posjeduju stedene gene za
proizvodnju metalo-B-laktamaza uglavnom opisivani kao sporadi¢ne pojave ili uzro¢nici manjih

.. . . .. 105.112
nozokomijalnih epidemija.”*'*>

No medutim postoje i literaturna izvjes¢a o vecim
epidemijama u zemljama Juzne Europe, Azije i Juzne Amerike (nozokomijalne epidemije
opisane su u Italiji, Gr¢koj i Francuskoj, u Koreji 11% imipenem rezistentnih izolata posjeduje
MBL, dok 20% imipenem-rezistentnih izolata u Brazilu posjeduje SPM-1)."*'"*!> U novijim
izvjeS¢ima zabrinjavaju podaci o Sirenju gena za metalo-fB-laktamaze s Pseudomonas
aeruginosa na enterobakterije, odnosno ponavljanje klinickog scenarija koji uvelike podsijeca
na globalno §irenje p-laktamaza prosirenog spektra.''°

Ako dode do Sirenja gena koji kodiraju metalo-p-laktamaze medu nozokomijalnim sojevima
Pseudomonas aeruginosa i drugih Gram-negativnih bakterija, uz spoznaju da ovi enzimi

hidroliziraju svaki B-laktam te da smo godinama daleko od uvodenja terapijskog inhibitora,

mozemo oc¢ekivati novu klini¢ku katastrofu.
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1.8 LABORATORIJSKE METODE DETEKCIJE MBL I TIPIZACIJE
IZOLATA

Standardne tehnike za detekciju MBL temelje se na fenotipskim testovima i molekularnom
probiru.®’ Sve fenotipske metode proucavaju kombinaciju supstrata (imipenem, meropenem) i
inhibitora (EDTA ili 2-merkaptopropionska kiselina, fenantrolin).'"” Ove metode imaju
razli¢itu osjetljivost i dobre su kada se radi probir na velikom broju izolata. Metode bazirane na
PCR-u, budu¢i da ne zahtijevaju puno vremena, obi¢no su metoda izbora kako bi se rezultat
dobio §to prije.

Tehnike fenotipske tipizacije ukljucuju serotipizaciju, biotipizaciju 1 rezistotipizaciju.
Genotipizacija se obi¢no temelji na PCR tehnikama (specificni PCR, RAPD, ribotipizacija),
tehnikama koje se koriste restrikcijskim enzimima (makrorestrikcija genoma, RFLP) ili
sekvenciranju (tipizacija alela, MLST).""®*!" Ove brojne tehnike ne daju uvijek iste vrste
podataka, a i pouzdanost im je jako varijabilna. Glavni problem koji je proizasao iz ovako
velikog broja tehnika je nemoguénost usporedbe epidemioloskih rezultata koje su dobile
razliCite istrazivacke grupe. Ovaj ¢e se problem u buduénosti rijesiti vjerojatno koriStenjem
standardizirane sheme za tipiziranje multilokusa u P. aeruginosa, koja ¢e omoguciti
pohranjivanje i laku usporedbu redoslijeda sedam specificnih alela u on-line bazi podataka.
Tehnika ostaje za sada, zbog skupoce, nedostupna veéini manjih istrazivagkih laboratorija.'”

Tablice 5 i 6 prikazuju sadagnje metode detekcije MBL i metode tipizacije izolata.””



Tablica 5. Nacini detekcije metalo-f-laktamaza u P. aeruginosa.
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Test Supstrat-inhibitor Prednost Nedostatci
Fenotipske tehnike
Disk difuzija Imipenem i EDTA Laka izvedba Nije standardizirana
Laka interpretacija MBL-pozitivne bakterije mogu
biti imipenem osjetljive
Mikrodilucijski test Imipenem i EDTA te Laka izvedba Dugo traje
1,10-fenantrolin Laka interpretacija Zahtjevna

E-test (trakica) Imipenem i EDTA

Hidroliza Meropenem, imipenem

karbapenema i EDTA

Laka izvedba
Laka interpretacija

Visoka osjetljivost

MBL-pozitivne bakterije mogu
biti imipenem osjetljive
MBL-pozitivne bakterije mogu
biti imipenem osjetljive

Dugo traje

Zahtjevna

Interpretacija zahtjevna

Molekularne tehnike

Specifi¢ni PCR

Hibridizacija/DNA
probe

Kloniranje i

sekvenciranje

Laka izvedbaa

Veliki broj uzoraka odjednom
Losa pouzdanost

Moze se povezati s RFLP i
sekvenciranjem

Dobra detekcija, pouzdana
Veliki broj uzoraka testira se
odjednom (colony-blot)

Pouzdane

Lazno pozitivno, lazno
negativno

Detekcija novih varijanata

Dugotrajna (ekspozicija)
Detekcija novih varijanata
Skupe

Teske za izvodenje




Tablica 6. Metode tipizacije izolata P. aeruginosa.
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Metoda Princip Prednost Nedostatak
Fenotipske tehnike
Serotipizacija Reakcija s razli¢itim Brza Skupa, slabo diskriminatorna
protuserumima P. aeruginosa moze biti
poliaglutinabilan
10% izolata ostaje
neserotipabilno
Biotipizacija Razlicite metabolicke Obic¢no lako automatizirana Ponekad pogresna identifikacija
(ukljucujuéi sposobnosti stanice (osim MLEE) vrste
MLEE) MLEE skupa i dugotrajna
Rezistotipizacija Reakcija s razli¢itim Laka izvedba Dugotrajno o€itavanje
antibioticima Lazno pozitivni rezultati
Molekularne tehnike
Specifi¢ni PCR Detekcija gena, mapa Laka izvedba Lazno pozitivna, lazno negativna
Veliki broj uzoraka odjednom LoS8a pouzdanost
Moze se povezati s RFLP i
sekvenciranjem
RAPD PCR-bazirana metoda uz Veliki broj uzoraka odjednom  Skupa, pitanje reproducibilnosti
uporabu jedne pocetnice Nemoguénost internacionalne
koja slucajno amplificira usporedbe
pojedine dijelove genoma
Ribotipizacija PCR-bazirana metoda s Pouzdana Losa diskriminacija
amplifikacijom Nemogu¢énost internacionalne
ribosomske DNA uz RFLP usporedbe
RFLP Restrikcijska analiza uz Pouzdana, razlikuje varijante ~ Skupa
razli¢ite enzime gena
Makrorestrikcija Analiza genoma Standardna metoda tipizacije =~ Dugotrajna
(PFGE) restrikcijom i separacijom Skupa
u pulziraju¢em polju Naporna

Nemoguénost internacionalne

usporedbe
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MLST Parcijalno sekvenciranje Precizna Skupa
sedam alela PCR-om Internacionalna usporedba Na pocetku dugotrajna i naporna
podataka
Hibridizacija/DNA  Detekcija i lokacija gena Dobra detekcija, pouzdana Dugotrajna (ekspozicija)
probe uporabom specificnih Veliki broj uzoraka odjednom Detekcija varijanata
proba (colony-blot) Skupa

MLEE (multilocus enzyme electrophoresis) multilokusna enzimska elektroforeza;, PCR (polymerase chain
reaction), lancana reakcija polimeraze; RAPD (random amplified DNA polymorphism) polimorfizam nasumicno
umnozene DNA; RFLP (restriction fragment lenght polymorphysm) polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata;
PFGE (pulsed field gel electrophoresis) elektroforeza u pulziraju¢em polju; MLST (multilocus sequence typing)

tipizacija multilokusnih sekvenci.

1.9 NEODGOVORENA PITANJA U DOSADASNJIM
ISTRAZIVANJIMA

Prvi multiplorezistentni sojevi Pseudomonas aeruginosa koji posjeduju gene za proizvodnju

metalo-f-laktamaza i to VIM-2 tipa u Hrvatskoj pojavili su se 2000. godine u Klini¢koj bolnici

120 121

Split.*” Nedavno su sli¢ni izolati opisani i iz Klinickog bolnickog centra Zagreb.
Po posljednjem godisnjem izvjes¢u Nacionalnog odbora za pracenje rezistencije bakterija na
antibiotike za 2008. godinu, u Republici Hrvatskoj, otpornost Pseudomonas aeruginosa na
karbapeneme, ovisno o pojedinom centru, kretala se u rasponu od 0-25 %.'** Za sada nemamo
znanstvenih podataka o mehanizmima otpomosti izolata P. aeruginosa na karbapeneme.
Nadalje, po literaturnim pokazateljima, Cini se da za Pseudomonas aeruginosa podatci o

otpornosti na antibiotike (posebice P-laktamske) proizasli obradom rezultata testiranja disk

difuzijskom metodom (naj¢es¢om rutinskom metodom), nisu sasvim tocni zbog poteskoca
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detekcije stvarne rezistencije i Cestog proglasavanja osjetljivog soja umjereno osjetljivim
odnosno rezistentnim. Ovo se posebice odnosi na karbapeneme pa klini¢ari mogu dobiti
pogresne podatke o osjetljivosti izoliranih sojeva.'?"'** Stoga je opravdano istraziti kolika je
podudarnost postojece rutinske, disk difuzijske metode s mikrodilucijom u bujonu, upravo u
sojeva Pseudomonas aeruginosa. sa smanjenom osjetljivos¢u na karbapenemske antibiotike.

Nadalje, do sada nije istrazivano kolika je zastupljenost MBL gena u sojeva Pseudomonas
aeruginosa izoliranih iz klinickih uzoraka u ovoj regiji Europe, kao ni da li se geni koji kodiraju
MBL s obzirom na drugacije nozokomijalno, odnosno okoli$no okruzenje razlikuju od do sada
opisanih. Nadalje, nije poznato koji su nacini Sirenja ovih gena medu nozokomijalnim izolatima
kao ni s kojim su genima koji kodiraju druge mehanizme otpornosti povezani geni koji kodiraju
metalo-PB-laktamaze u naSoj sredini. Ostaje neistrazeno koliko su genetski sli¢ni izolati P.
aeruginosa otporni na karbapeneme, s kojim su klini¢ko-epidemioloskim obiljezjima bolesnika
povezani takovi izolati i koja su obiljezja hospitalizacije bolesnika u kojih se izoliraju sojevi
Pseudomonas aeruginosa s otpornoséu prema karbapenemima po duzini lijeCenja, cijeni

kostanja i kona¢nom ishodu.
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2 CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1 OPCI CIL] ISTRAZIVANIA

Utvrditi klinicko-epidemioloski znacaj sojeva Pseudomonas aeruginosa u kojih je otpornost na

karbapenemske antibiotike posredovano metalo-B-laktamazama.

2.2 SPECIFICNI CILJEVI ISTRAZIVANJA

A Utvrditi postojanje 1 karakteristike metalo-f-laktamaza u klinickih izolata Pseudomonas
aeruginosa otpornih na karbapenemske antibiotike.

B U sojeva koji ne posjeduju metalo-p-laktamaze odrediti vjerojatni mehanizam rezistencije na
karbapenemske antibiotike.

C Genotipizirati izolate i utvrditi njihovu srodnost, prosirenost te odnos prema serotipovima i
rezistotipovima.

D Utvrditi pouzdanost dostupnih laboratorijskih metoda u testiranju osjetljivosti Pseudomonas
aeruginosa s otpornosc¢u na karbapenemske antibiotike.

E Procijeniti klini¢ki znacaj izolacije soja Pseudomonas aeruginosa otpornog na
karbapenemske antibiotike s obzirom na moguci utjecaj na duljinu hospitalizacije i konacan

ishod bolesnika.
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3 HIPOTEZA

Pretpostavka je da se alelske varijante gena za proizvodnju metalo-f-laktamaza kao i
integronske mobilne jedinice koje ih prenose u sojeva Pseudomonas aeruginosa razlikuju od do
sada opisanih zbog bakterijske prilagodbe drugacijem okruzenju.

Pretpostavka je da ¢e genotipizacija sojeva ukazati na prosirenost i klonsku srodnost metalo-f3-

laktamaza pozitivnih izolata.

4 MATERIJAL

4.1 IZOLATI PSEUDOMONAS AERUGINOSA

U radu je koriStena zbirka prikupljenih izolata Pseudomonas aeruginosa, iz svih klini¢kih
uzoraka bolesnika lije¢enih u svim odjelima Klini¢kog bolnickog centra Split, koji su pokazali
u rutinskom laboratorijskom radu smanjenu osjetljivost na karbapeneme (zona inhibicije za
imipenem i/ili meropenem < 13 mm i/ili minimalna inhibicijska koncentracija za imipenem i/ili
meropenem > 16 pg/ml) u razdoblju od 2001. do 2007. godine. Od 2003. do 2007. godine
izolati su prikupljani uzastopno, a prikljuceni su im i nasumce prikupljeni izolati iz 2001. i
2002. godine. Sojevi duplikati (isti soj od istog bolesnika s istim antibiogramom izoliran
tijekom 30 dana) nisu bili ukljuceni u zbirku. Zbirka je ukupno obuhvatila 169 sojeva.

Dva inicijalna Pseudomonas aeruginosa izolata u kojih je po prvi puta otkrivena MBL iz 2000.
godine nazvani su indeks izolati (indeks 1 i indeks 2) i koriSteni su samo u usporedbama

genotipova i analizi MBL pozitivnih sojeva.



Kontrolne sojeve koji su koriSteni u ovom radu prikazuje Tablica 7.

Tablica 7. Kontrolni sojevi koristeni u ovom radu.
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Bakterijski soj Karakteristika soja Literaturni izvor

P. aeruginosa ATCC 27853  Kontrolni soj u testu CLSI, 2006."”
osjetljivosti

P. aeruginosa PAO1 "Divlji so0j", pozitivna Stover i sur.'*°
kontrola u detekciji gena
oprD, ecfX

P. aeruginosa VR-143/97 VIM-1 pozitivan, pozitivna Lauretti sur.”

. aeruginosa VA-182/00

. baumannii AC54/97

. aeruginosa 463/98

. aeruginosa TNP065

kontrola u metodama
detekcije blayiv gena
VIM-2 pozitivan, pozitivha
kontrola u metodama
detekcije blayiv gena
/integrona

IMP-2 pozitivan, pozitivna
kontrola u detekciji blapp
gena

PER-1 pozitivan, pozitivna
kontrola u detekciji blapgr

gena

Negativna kontrola u detekciji

oprD gena i proteina

s 64
Docquier 1 sur.

. . . ]27
Riccio 1 sur.

e 2
Riccio i sur.”

8

. 12
Pagani 1 sur.

. 12
Yoneyama i sur.

9
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4.2 KLINICKI PODATCI BOLESNIKA

Svakom bolesniku kojem su pripadali izolati Pseudomonas aeruginosa otporni na
karbapenemske antibiotike istrazeni u ovom radu retrospektivno je iz povijesti bolesti popunjen
upitnik (Prilog 1) iz kojeg su se analizirali sljede¢i podatci: spol, dob, odjel hospitalizacije,
ukupna duljina hospitalizacije, osnovna dijagnoza bolesnika, dijagnoza vezana za mikrobioloski
uzorak iz kojeg je izoliran P. aeruginosa, vrsta antibiotske terapije prije izolacije soja (koja je
trajala >48 sati), vrsta antibiotske terapije nakon izolacije soja, prethodni operacijski (invazivni)
zahvati, prisustvo CVK, mehanicka ventilacija, trajni urinski kateter, prisustvo drugog
biomaterijala, konacan ishod bolesnika (prezivljavanje - otpust pobolj$an ili nepromijenjen,

odnosno smrt u razdoblju od 30 dana od izolacije soja).

5 METODE ISTRAZIVANJA

5.1 IDENTIFIKACIJA IZOLATA

Pseudomonas aeruginosa identificirani su prisustvom pigmenta, pozitivne reakcije oksidaze,
pokretljivosc¢u i oksidativnom razgradnjom glukoze, a oksidaza pozitivni sojevi bez pigmenta
identificirani su uporabom API NE (bioMerieux, Marcy-1'Etoile, Francuska) identifikacijskog
kita, odnosno GN kalorimetrijske identifikacijske kartice VITEK 2 automatiziranog sustava

(bioMerieux, Marcy-1'Etoile, Francuska).
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5.2 MEDIJI UZGOJA

Tijekom laboratorijskog dijela rada koriSteni su sljede¢i mediji: agar (agar baza Blood agar
base, BioRad) s dodatkom 5% ov¢je krvi (Veterinarski zavod Split), Mueller Hinton Medium
(BD, Njemacka), Mueller Hinton II Broth (BD, Njemacka), Luria Bertoni bujon (10g/1 tripton,
5g/l ekstrakta kvasaca, 10g/1 NaCl, pH 7,5) (Difco Luria Broth Base, Miller, BD, Francuska) i
sr¢ano-mozdani bujon (Brain Heart Infusion, BioRad). Kulture su inkubirane aerobno na 35 °C,

a bujonske uz dodatnu agitaciju od 230 rpm.

5.3 SEROTIPIZACIJA

Serotip P. aeruginosa izolata odreden je na svjezim (24-satnim) kulturama s krvnog agara
metodom aglutinacije na predmetnom staklu uz pomo¢ komercijalno dostupnih antiseruma
podijeljenih u Cetiri polivalentna seruma koji svaki ukljucuje Cetiri monovalentna seruma -
PMA (P1, P3, P4, P6); PME (P2, P5, P15, P16); PMC (P9, P10, P13, P14) i PMF (P11, P12,
P7, P8) proizvodaca BioRad, Francuska. Serotipizacija seronetipabilnih sojeva pokusSana je i na
prokuhanim stanicama (20 minuta na 100 °C) s prekono¢nim bujonskim kulurama, po

preporukama proizvodaca.
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5.4 ISPITIVANJE OSJETLJIVOSTI NA ANTIBIOTIKE

5.4.1 ISPITIVANJE OSJETLIIVOSTI NA ANTIBIOTIKE DISK DIFUZIJSKOM
METODOM
Disk difuzijskom metodom na kation uskladenom Mueller-Hinton agaru (BD) s bakterijskim
inokulumom 0,5 McFarlanda (10 /ml) odredena je antimikrobna aktivnost piperacilina (100
ug), piperacilina s tazobaktamom (100/10pg), ceftazidima (30 pg), cefepima (30 pg),
aztreonama (30 pg), imipenema (10 pg), meropenema (10 pg), ciprofloksacina (5 pg),
gentamicina (10 pg), tobramicina (10 pg), netilmicina (30 pg), amikacina (30 pg) te kolistina
(10 pg). Svi diskovi imali su promjer 6 mm, proizvodaca Bio-Rad. KoriSteni su standardi

izvodenja i interpretacije disk difuzijske metode po CLSI-u (NCCLS).'*

5.4.2 ISPITIVANJE OSJETLIIVOSTI NA ANTIBIOTIKE DILUCIJSKOM
METODOM

5.4.2.1 METODA MIKRODILUCIJE U BUJONU

Odredena je minimalna inhibicijska koncentracija u kation uskladenom Mueller-Hinton bujonu
(BD) s bakterijskim inokulumom od 5 x 10* za antibiotike: piperacilin (Sigma), piperacilin s
tazobaktamom (Wyeth), karbenicilin (Fluka), cefotaksim (USP Rockville, SAD), ceftazidim
(Sigma), cefoperazon (Pfizer), cefepim, aztreonam (USP Rockville, SAD), imipenem (MSD),
meropenem (Astra Zeneca), ciprofloksacin (USP Rockville, SAD), gentamicin (Sigma),
tobramicin (Sigma), netilmicin (Schering Plough), amikacin (USP Rockville, SAD) te kolistin

(Sigma).
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Raspon koncentracija svih antibiotika bio je od 0,125 do 128 pg/ml, izuzev karbenicilina gdje
je raspon koncentracija bio od 1 do 1024 pg/ml. MIK-ovi su interpretirani po standardima

CLSI-a.'®

5.4.2.2 METODA E-TESTA

Odredena je minimalna inhibicijska koncentracija za imipenem (raspon koncentracija 0,1-32
pg/ml) i meropenem (raspon koncentracija 0,1-32 pg/ml) (proizvoda¢ AB BIODISK, Solna,
Svedska) na Mueller-Hintonovom kation-uskladenom agaru prema uputama proizvodaca. MIK-

ov su interpretirani po CLSI standardu.

5.5 REZISTOTIPIZACIJA

Sojevi su radi daljnih usporedbi prema fenotipu rezistencije kojeg smo nazvali rezistotip
podijeljeni u devet skupina oznacenih rimskim brojevima I-IX. Rezistotip I imali su oni izolati
koji su pokazali smanjenju osjetljivost na antibiotike iz skupine ureidopenicilina, cefalosporina
(odnosi se na ceftazidim i cefepim za sve skupine), karbapenema, aminoglikozida te
fluorokinolona. Rezistotip II imali su izolati koji su pokazivali smanjenu osjetjivost na
antibiotike iz skupine ureidopenicilina, cefalosporina, karbapenema i fluorokinolona, a
osjetljivost na aminoglikozide. Rezistotip III imali su izolati koji su bili osjetljivi na fluorirane
kinolone te otporni na antibiotike iz preostalih skupina. Rezistotip IV oznacavao je izolate
osjetljive na piperacilin i/ili piperacilin s tazobaktamom, izolati rezistotipa V bli su osjetljivi na
cefalosporine i to ceftazidim i cefepim, izolati rezistotipa VI bili su osjetljivi na aminoglikozide

1 fluorokinolone, oni rezistotipa VII na ureidopeniciline i cefalosporine; izolati rezistotipa VIII
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bili su osjetljivi na ureidopeniciline, cefalosporine i aminoglikozide, a oni rezistotipa IX jos$ i na

fluorokinolone, kako prikazuje Tablica 8.

Tablica 8 . Karakteristike fenotipova rezistencije ispitivanih sojeva - rezistotipovi.

Antibiotik/  Ureidopenicilini Cefalosporini Karbapenemi- Aminoglikozidi Fluorokinoloni
Rezistotip Imipenem
(meropenem)
I R R R R (svi ili samo TiliR
AN®S)
I R lili R R S liliR
I R R R R (sviili samo S
AN S)
v S liliR R (Tili S) IiliR liliR
\% R S R R (svi ili samo TiliR
AN S)
VI R lili R R (Iili S) S S
vl S S R R (sviili samo R
AN S)
VIII S S R S R
IX S S R S S

*amikacin
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5.6 METODE FENOTIPSKE DETEKCIJE MBL
5.6.1 EPI (EDTA-PHENANTROLIN-IMIPENEM) MIKRODILUCIJSKA METODA

EPI mikrodilucijska tehnika uradena je po ranije opisanoj metodi."”* Ukratko, MIK je odreden
standardnom mikrodilucijskom metodom u bujonu s bakterijskim inokulumom od 5x10* CFU
po jazici. Koncentracija imipenema kretala se od 0,125 do 128 pug/ml. MIK je odreden u
prisustvu ili odsustvu mjesavine 0,4 mM EDTA i 0,04 mM 1,10-fenantrolina u konacnoj
koncentraciji. Kontrolni soj bio je P. aeruginosa ATCC 27853 (negativna kontrola), odnosno
VR-143/97 (pozitivna kontrola). Rezultati su ocitani nakon inkubacije od 18 sati. Smanjenje
MIK-a za >4X u prisustvu inhibitora (EDTA) u mikrodilucijskoj metodi ukazivalo je na

mogucu prisutnost metalo--laktamaza.

5.6.2 E-TEST MBL

E-test za detekciju MBL napravljen je s komercijalno dostupnim trakicama koje na jednoj strani
sadrzavaju imipenem u rasponu koncentracija 4-256 pg/ml, a na drugoj imipenem s EDTA u
rasponu koncentracija 4-64 pg/ml (AB Biodisk, Solna, Svedska), prema uputama proizvodaga.

Na moguce prisustvo MBL enzima ukazivalo je smanjenje MIK-a za imipenem >3 log, dilucije
(odnosno za >8X) u prisustvu EDTA, odnosno pojava fantomske zone ili deformacije

.. . 131,132
imipenemske elipse.
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5.7 METODE FENOTIPSKE DETEKCIJE OSTALIH B-LAKTAMAZA

5.7.1 DISK DIFUZIISKA METODA UZ UPORABU INHIBITORA -
FENILBORONICNE KISELINE I KLAVULANSKE KISELINE

5.7.1.1 INHIBICIJA B-LAKTAMAZE UPORABOM FENILBORONICNE KISELINE

U disk difuzijskoj metodi na Mueller-Hinton agaru postavljeni su na udaljenosti od 2 cm
(centar od centra) diskovi ceftazidima, odnosno imipenema pri ¢emu je na jedan naneseno 20 pl
fenilboroni¢ne kiseline koncentracije 15 mg/ml. Inhibicija se ocCitovala povecanjem zone
inhibicije oko diska za vise ili jednako 5 mm, odnosno zonom inhibicije porasta izmedu oba

. 1
diska.'?

5.7.1.2 INHIBICIJA B-LAKTAMAZE UPORABOM KLAVULANTA

Nakon inokulacije soja na dvije ploce Mueller-Hintonovog agara postavljen je na sredini svake
ploce disk amoksicilina s klavulanskom kiselinom te na udaljenosti 2 cm (centar od centra) od
njega diskovi ceftazidima, cefepima i aztreonama.'”® Na jednoj plo¢i naneseno je na svaki disk
20 pl fenilboroniéne kiseline koncentracije 15 mg/ml.'>> Za negativnu kontrolu koristen je soj
P. aeruginosa ATCC 27853, a kao pozitivna kontrola P. aeruginosa 463/98 (PER-1 pozitivan).
Pozitivnim je proglasena pojava fantomske zone (zona inhibicije rasta) izmedu dva diska

odnosno deformacija zone inhibicije prema disku klavulanske kiseline.
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5.7.2 MIKRODILUCIISKA METODA UZ UPORABU INHIBITORA -
FENILBORONICNE KISELINE I KLAVULANSKE KISELINE

Odredena je minimalna inhibicijska koncentracija na ceftazidim u rasponu koncentracija od
0,125-128 pg/ml u prisustvu fenilboroniéne kiseline konaéne koncentracije 300 pg/ml."*’
Indikativno za inhibiciju bilo je smanjenje MIK-a u prisustvu inhibitora >4X u odnosu na MIK
bez inhibitora. Za sojeve sa znacajnim smanjenjem MIK-a u prisustvu fenilboroni¢ne kiseline
odreden je MIK imipenema pod istim uvjetima. Takoder su odredeni MIK-ovi na ceftazidim u
prisustvu klavulanata u kona¢noj koncentraciji od 2 pg/ml.'**"** Kao kontrolni sojevi koristeni

su P. aeruginosa ATCC 27853 (negativna kontrola) te P. aeruginosa 463/98 (PER-1 pozitivan,

pozitivna kontrola)

5.8 FENOTIPSKE METODE DETEKCIJE POJACANOG RADA
EFLUKSNIH CRPKI

S obzirom da je karbenicilin izvrstan supstrat za tripartitnu proteinsku pumpu OprM-MexAB,
za izolate koji su imali odnos MIK za karbenicilin>MIK cefotaksima>MIK piperacilina>MIK
ceftazidima zakljucili smo neizravno da je moguc¢i mehanizam rezistencije na karbapeneme
efluks, bez obzira na inhibiciju boroni¢nom kiselinom. Za izolate kojima je odnos minimalnih
inhibicijskih koncentracija bio MIK cefotaksima>MIK karbencilina>MIK ceftazidima iskljucili

. - . .. 263334
smo efluks kao mogué¢i mehanizam rezistencije.
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5.9 ENZIMATSKI ESEJI 1Z STANICNIH EKSTRAKATA
- AKTIVNOST MBL

Za ispitivanje aktivnosti metalo-fB-laktamaze pripremljeni su stani¢ni enzimatski ekstrakti i to
kako slijedi. Stanice su inkubirane u Mueller-Hintonovom bujona aerobno na 35 °C uz vrtnju
od oko 120 o/min do kasne eksponencijalne faze (oko 4 sata) te istalozene centrifugiranjem na
4500 o/min 10 min na 4 °C. Talog je resuspendiran u 1 ml HEPES pufera, a stanice razbijane
sonifikacijom na ledu tri puta tijekom 20 sekundi uz 50 W. Supernatant nakon centrifugiranja
na 15,000 o/min tijekom 2 min predstavljao je stani¢nio-proteinski ekstrakt. Supstrat
(imipenem, MSD) otopljen je u HEPES puferu do konacne koncentracije od 150 uM. U
reakcijskoj mjesavini od 500 pl otopine imipenema i 20 ul proteinskog ekstrakta, hidroliza je
zabiljezena kao konstantan pad vrijednosti absorbance s karakteristicnim nagibom konacne
krivulje (obi¢no -0,05/min). Inhibicija hidrolize imipenema s EDTA mjerena je rezidualnom
aktivnosc¢u karbapenemaze nakon inkubacije proteinskog ekstrakta tijekom 20 minuta na 25 °C

u prisutvu 10 mM EDTA. Kontrola bez EDTA sluZila je kao negativna kontrola.”

5.10 DETEKCIJA OprD PROTEINA VANJSKE MEMBRANE

Izolati su inkubirani u Luria Bertoni bujonu preko noci, a ujutro je izmjerena opticka gustoca
(OD) porasle kulture spektrofotometrom (Spectrophotometer Lambda BIO40, Perkin Elmer) uz
program UV WinLab pri 640 nm valne duljine svjetlosti, koja se u uzorcima kretala izmedu 1 i
1,4. Kultura je dvaput koncentrirana centrifugiranjem i isprana resuspendiranjem u puferu

HEPES (Sigma)/PMSF (Sigma); pH 7,5. Bakterijske stanice lizirane su ultrazvu¢nom sondom
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(Bandelin Sono pulss UW2200, sonda MS 72, Berlin, Njemacka) 3-4 puta u trajanju od 15
sekundi s pauzama od 1 minute na ledu. Nakon uklanjanja neliziranih stanica, proteini stani¢nih
membrana koncentrrani su centrifugiranjem i resuspendirani u puferu HEPES/PMSF. Nakon
inkubacije s 20% otopinom detergenta sarkozila (Sigma) i centrifugiranja, talog je
resuspendiran u puferu za lizu HEPES/SDS s merkaptoetanolom. Nakon denaturacije proteina
kratkim kuhanjem proteini membrana naneseni su u jazice gela debljine 0,75 mm dimenzije 7x
7 cm. Koristen je 4% gel za sabijanje u sastavu akril 0,67 ml, 1,25 M Tris 6,8 3,75 ml, SDS
10% 50 pl, H,O 3 ml, TEMED 15 pl, 10% APS (amonij persulfat) 25 ul te 11% gel za
odvajanje u sastavu akril 5,5 ml, 1,5 M Tris 8,8 3,75 ml, SDS 10% 150 pl, H,O 5,53 ml,
TEMED 7,5 ul, 10% APS 75 pl. Elektroforeza je uradena na apartu Mightly Small II (Hoefer
Pharmacia Biotech Inc, San Francisco, USA) pri jacini istosmjerne struje 40 mA, u trajanju od
60 min. Istovremeno je nanesena u rubne jazice kolicina od 5 pl proteinskog markera
Molecular Weight Standard Mixture Recombinant (SIGMA M0671), koji jasno razdvaja vrpce
veli¢ine 15, 25, 35, 50, 75, 100 i 150 kD na gelu. Nakon elektroforeze gel za separaciju obojan
je otopinom 0,025% Comassie Blue R-250 (Sigma) s 40% metanola i 7% octene kiseline te
nakon odbojavanja fotografiran kamerom u sklopu konfiguracije GelDoc XR Documentation
System (Bio Rad) i obraden programom Quantity One 1-D Analysis Software (Bio Rad).
Ocekivana veli¢ina proteina vanjske membrane OprD je 46 kD. Kao kontrolni sojevi koristeni

su soj PAO1 (pozitivna kontrola) i TNP065 (negativna kontrola).””'’
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5.11 METODE DETEKCIJE GENA ZA MBL

5.11.1 EKSTRAKCIJA DNK

Genomska DNK koristena u PCR reakcijama za detekciju blaviv, blampe, blaper te OprD gena
ekstrahirana je metodom lize: kolonije s MH agara resuspendirane su u 500 pul destilirane vode i
suspenzija je prokuhana tijekom 10 minuta na 95 C.

U PCR reakcijama za amplifikaciju integrona koristena je genomska DNK dobijena uporabom
InstaGene matrix kita (Bio-Rad) po uputama proizvodaca.

Cijela stanicna DNK (kromosomska i ekstrakromosomska DNK) koriStena u Southern blot
analizi ekstrahirana je fenol-kloroformskom ekstrakcijom i precipitacijom s ledenim apsolutnim
etanolom."*” Kvaliteta DNK procijenjena je elektroforezom na 0,75% agaroznom gelu. Cuvana
je u destiliranoj vodi na 4 °C.

Ekstrakcija plazmidne DNK iz MBL pozitivnih sojeva uradena je uporabom Plasmid Midi kita

(Q1iagen).

5.11.2 PROBIRNE PCR REAKCIJE

Parovi pocetnica koji su koriSteni u ovom radu prikazuje Tablica 9. PCR reakcije za detekciju
gena veli¢ine <1500 bp provedene su u konacnom volumenu od 50 pl koji je sadrzavao 20 pl
PCR vode (Roche), 25 ul PCR Master Mix-a (Roche), po 1 ul pocetnice F i R (koncentracije 10
pmol/ul) te 3 ul bakterijske DNK (lizata). KoriSten je sljede¢i program amplifikacije: inicijalna
denaturacija na 94 °C tijekom 1-3 minute; 30-32 ciklusa denaturacije na 94 °C tijekom 40

sekundi, vezanje pocetnica na odgovaraju¢oj Tm tijekom 40 sekundi i produljenje lanca na 70-
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72 °C tijekom 40 sekundi; konacno produljenje lanca na 72 °C tijekom 10 minuta, koje je
slijedilo hladenje i ¢uvanje na 4 °C.>*"° PCR reakcije izvedene su u uredaju Applied Biosystem
Gene Amp PCR system 9700.

PCR produkti naneseni su u koli¢ini od 5 pl u 1% agarozni gel i razdvojeni elektroforezom pri
jacini struje od 100 V, uz marker molekularne velicine DNK od 100 parova baza (MWM XIV,

Roche).

5.11.3 AMPLIFIKACIJA INTEGRONA

Za PCR reakcije amplifikacije integrona PCR mjesavina sadrzavala je 2,5 U polimeraze iz
Expand High-Fidelity"""® PCR system (Roche) u reakcijskom puferu takoder definiranom od
proizvodaca koji je sadrzavao 1,5 mM MgCl,, 200 uM deoksinukleozid trifosfata, te 50 pmol
svake pocetnice. Za amplifikaciju integrona koristena je bakterijska DNK u koli¢ini od 20 pl
supernatanta ekstrakta priredenog InstaGene matrix kitom. Reakcijski parametri bili su:
inicijalna denaturacija na 94 °C tijekom 3 minute, 10 ciklusa denaturacije na 94 °C tijekom 25
sekundi, vezanja pocetnica na 52 °C tijekom 30 sekundi te produljenja lanca na 68 °C tijekom 3
minute i 30 sekundi; potom 25 ciklusa s istim parametrima, s razlikom da se u svakom ciklusu
vrijeme produljenja lanca produljivalo 5 sekundi; na kraju konac¢na ekstenzija na 68 °C tijekom
10 minuta te hladenje i Guvanje na 4 °C.*° PCR reakcije izvedene su na uredaju Applied
Biosystem Gene Amp PCR system 9700.

PCR amplikoni detektirani su elektroforezom u agaroznom gelu koncentracije 0,8% pri jacini

struje 85 V uz marker molekularne veli¢ine DNK od 100 parova baza.
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Tablica 9 . Parovi pocetnica koristeni u PCR reakcijama u ovom radu.

Parovi

pocetnica Cilj

Duljina
produkta (bp)

Redoslijed baza (5’to 3°)

U amplifikaciji specifi¢nih gena

[-laktamaza kodirajuci geni
IMP-DIA/f  blapp gen"®

IMP-DIA/r

VIM-DIA/f  blayn gen’®

VIM-DIA/r
PER/f blapgg gen"’
PER/r

OprD gen vanjske membrane
D1/ OprD gen™®
D2/

Ecfx gen P. aeruginosa
Ecfl ecfX gen'”
Ecf2

U amplifikaciji  genskog
integrona]40,]4],]42

INT/5°CS Gen integraze tipa I (infl1)

INT/3°CS qacEAl gen

Oxa-10 spec Gen oksacilinaze (oxa-10

F grupa)
Oxa5/10 R

aacA4-ORFF  Gen za aminoglikozid
modificirajuéi enzim

aacA4-ORF R

361

523

966

1416

528

Varijabilno
Varijabilno

Varijabilno

Varijabilno

GAA-GGY-GTT-TAT-GTT-CAT-AC (Y=C ili
T)

GTA-MGT-TTC-AAG-AGT-GAT-GC
(M=AiliC)

CAGATTGCCGATGGTGTTTGG
AGGTGGGCCATTCAGCCAGA
GGGACARTCSKATGAATGTCA

GGGYSGCTTAGATAGTGCTGAT

CGCGGATCCATGCGACATGCGTCATGC

CGCGGATCCTTACAGGATCGACAGCGG

ATGGATGAGCGCTTCCGTG

TCATCCTTCGCCTCCCTG

CTTCTAGAAAACCGAGGATGC
TACTTCGCCAACTATTGCG
GGAACAAAGAGTTCTCTGCC
TTAGCCACCAATGATGCCYTC
ATGACTGAGCATGACCTTCG

TTAGGCATCACTGCGTGTGTTC
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5.12 GENOTIPIZACIJA IZOLATA

5.12.1 ELEKTROFOREZA U PULZIRAJUCEM POLJU

Agarozni blokovi DNK bakterijskih sojeva pripremljeni su po ranije opisanoj metodi'* i

cijepani s Xbal enzimom (Fermentas) u koli¢ini od 20 U u 200 pl kona¢nog volumena
restrikcijske mjesavine. DNK je cijepana restrikcijskom endonukleazom na 37 °C tijekom 3
sata.

Pocijepana DNK razdvojena je elektroforetski u 1,2% agarozi na CHEF-DR III (BioRad)
uredaju pri temperaturi od 12 °C uz standard lambda konkatamer (bakteriofag lambda, BioRad)
pri sljede¢im uvjetima; kut 120 stupnjeva; pulzacije 1. faze 0,5-20 sek. pri voltazi 6V/cm,
trajanje 1. faze 19 sati te pulzacije 2. faze 5 do 50 sek. u trajanju od 4 sata'**.

Gel se po zavrSetku elektroforeze bojao etidijevim bromidom u koncentraciji 0,5 pg/ml i
fotografirao Polaroid 667 filmom na UV transiluminatoru pri 254 nm.

DNK profili analizirani su nakon skeniranja fotografija agaroznih gelova kompjuterskim
programom GELComparTM (Applied Maths, Koortrijk, Belgija) koji izracunava Diceov
koeficijent sli¢nosti izmedu analiziranih izolata. Na bazi ovog koeficijenta se metodom
UPGMA ("unweighted pair group method using arithmetic averages") izradio dendrogram
kojim se prikazala srodnost sojeva. Koristena je pozicijska tolerancija od 2%. U slucaju da je
sli¢nost bila >80% izolati su se smatrali genetski srodni pa se klonski tip definirao kao skupina

izolata s Diceovim koeficijentom sli¢nosti >80%, §to bi odgovaralo definiciji "vjerojatno

srodni" ("possibly related") po kriterijima Tenovera i suradnika (odnosno razlika od tri do pet
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vrpci) 1 sukladno tome klonski podtip skupina izolata s razlikom od jedne do dvije vrpce na
agaroznom gelu, ili koeficijentom sli¢nosti >90%. Genetski istovjetni bili su izolati bez razlika
u vrpcama DNK, a genetski nesrodni smatrali su se oni ¢iji je koeficijent sli¢nosti bio <80%,
odnosno razlika od Sest i viSe vrpci nakon cijepanja s enzimom Xbal na skeniranom agaroznom
gelu.l45’l46

MBL sojevi pocijepani su i za Pseudomonas aeruginosa specifi¢nijim restrikcijskim enzimom
Spel (Invitrogen) u koli¢ini od 10 U u konatnom volumenu od 300 ul. Restrikcijska
endonukleazom Spel cijepana je mikrobna DNK tijekom inkubacije na 37 °C ftri sata.
Pocijepana DNK razdvojena je elektroforetski u 1% agarozi na CHEF-DR III (BioRad) uredaju
pri temperaturi od 12 °C uz standard lambda konkatamer (bakteriofag lambda, BioRad) pri
sljede¢im uvjetima; kut 120 stupnjeva; pulzacije 1. faze 5-20 sek. pri voltazi 5V/cm, trajanje 1.
faze 10 sati te pulzacije 2. faze 5 do 60 sek. u trajanju od 14 sati. Gel se po zavrSetku

elektroforeze bojao etidijevim bromidom u koncentraciji 0,5 pg/ml i fotografirao Polaroid 667

filmom na UV transiluminatoru pri 254 nm.

5.12.2 RAPD - POLIMORFIZAM NASUMCE UMNOZENE DNK

Metoda RAPD (random amplified polimorphic DNA), opisana izvorno od strane

"7 te Campbell i suradnika'®, uz pomoé¢ pocetnica 208 (5°-

Mabhenthiralingam i suradnika
ACGGCCGACC) i 272 (5’-AGCGGGCCAA), prilagodenih P. aeruginosa koristena je za

dodatnu tipizaciju MBL pozitivnih izolata. RAPD profil usporeden je vizualno te interpretiran

po kriterijima Tenovera i suradnika.
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5.13 DETEKCIJA SMJESTAJA GENA ZA MBL

5.13.1 ODREDIVANJIE LOKALIZACIJE blay;y GENA

5.13.1.1 IZOLACIJA PLAZMIDNE DNK

Ekstrakcija plazmidne DNK uradena je uz pomo¢ komercijalno dostupnog Qiagen Midi kita, po
uputama proizvodaca te nakon toga analizirana elektroforetski u 0,8% agarozi u TBE puferu.
Nakon bojanja s etidij bromidom, vizualizirana je DNK UV svjetlom. Kao pozitivna kontrola
koristen je soj NTCC 50192 E. coli poznate molekularne veli¢ine plazmida od 148, 64,3617

kb.149

5.13.1.2 SOUTHERN BLOTTING

Ekstrahirana DNK nanesena je na gel u razli¢itim koncentracijama — 1 mmol/ul, 100 pmol/ul i
10 pmol/ul) i1 analizirana elektroforetski u 0,75% agarozi tijekom 4 sata pri 40 V. Nakon
bojanja etidij bromidom, gel je stavljen u denaturiraju¢u otopinu te nakon neutralizacije
poloZen na Whatmannov filter papir i vakumom osusen tijekom 60 min na 60 °C.'*

SasuSeni gel je hibridiziran s VIM PCR-amplikonom koji je sadrzavao cijeli blayiv kodirajuéi
dio P. aeruginosa VR-143/97.° Amplikon je obiljezen Redivue **P dCTP po slu¢ajnom
principu komercijalnim kitom (Rediprime II Random Prime Labelling System Protocol,
Amersham Biosciences Freiburg, Njemacka). Hibridizacija se odvijala preko noci na 60 °C, a

detekcija na rendgenskom filmu tijekom 12-16 sati na -70 °C."**"°
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5.14 SEKVENCIRANJE

PCR produkti prociséeni su kitom za purifikaciju (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen,
Njemacka), a slijed nukleotida u PCR produktima odreden je u DNK servisu Instituta Ruder
Boskovic¢ na ¢etverokapilarnom ABI 3100 DNK sekvenatoru.

Kompjuterska analiza redoslijeda sekvenciranih nukleotida (baza) provedena je uz pomoc
programa BioEdit verzija 7.0.9. (Ibis Biosciences) i dostupnih nukleotidnih online baza

podataka (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

5.15 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

U analizi podudamosti metoda odredivanja osjetljivosti bakterija koristio se Wilcoxonov test
uskladenih parova za zavisne uzorke, a za korelaciju rezultata razlicitth metoda Pearsonov
koeficijent korelacije. U testiranju razlike ucestalosti pojedinih varijabli kod odredenih skupina
bolesnika koristio se hi-kvadrat test te za analizu utjecaja pojedinih varijabli na ucestalost
odredenog rezistotipa, odnosno utjecaja izolacije odredenog rezistotipa i drugih varijabli na
konacan ishod ili duljinu lijjecenja hi-kvadrat i Mann-Whitneyev test. Analiza je uradena uz
pomo¢ racunalnog programa STATISTICA 6, PC Software (StatSoft, Tulsa, OK). Rezultati su

interpretirani na razini znacajnosti p<0,05.
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6 REZULTATI

6.1 ZBIRKA IZOLATA PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Ukupno je za istrazivanje prikupljeno 169 izolata. Najveéi broj sojeva prikupljen je 2005.
godine - njih 58, odnosno 34%, zatim 2006. godine 35, odnosno 21%. Slijedile su zatim po
broju prikupljenih izolata 2003. i 2004. godina s po 23 (14%), odnosno 27 (16%) sojeva. U
2007. godini prikupljeno je 19 (11%) izolata P. aeruginosa otpornih na karbapeneme te je
zbirci prikljuceno jo§ 7 izolata prikupljenih u 2001. i 2002. godini. Raspodjelu izolata po

godinama prikazuje slika 7.

3;2%

4;2%

23;14% W 2001.

35:21% ™ 2002.
2003.
W 2004.
m 2005.
2006.

W 2007.

Slika 7. Raspodjela prikupljenih izolata Pseudomonas aeruginosa po godinama pracenja.
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6.2 OPCE KARAKTERISTIKE BOLESNIKA KOJIMA SU PRIPADALI
IZOLATI PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Izolati Pseudomonas aeruginosa koji su analizirani u ovom radu na prisustvo metalo-f3-
laktamaza pripadali su ukupno 145 bolesnika, od kojih je njih devetnaest bilo hospitalizirano u
Klinici za djecje bolesti, a 126 u ostalim Klinikama i Odjelima, kao §to prikazuje slika 8.
Jedinice intenzivnog lije¢enja (JIL) ukljucivale su JIL na lokaciji Firule i lokaciji Krizine,
kirurski JIL, neurokirurski JIL i psihijatrijski JIL. Pedijatrijski JIL prikazan je pod Pedijatrija.

Ostali odjeli ukljucivali su ORL, neuroloski i onkoloski odjel.

7, 5%

@JIL

®PLUCNI ODJEL
ONEUROKIRURGIJA
BINTERNO

B ZARAZNO
OKIRURGIJA

m PEDIJATRIJA
OOSTALI

14: 10%

4: 3%

eee

Slika 8. Raspodjela bolesnika iz Cijih su uzoraka analizirani izolati Pseudomonas aeruginosa

po odjelima i klinikama.
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Medijan dobi svih bolesnika bio je 59 godina (8 dana - 85 godina). Prosjecna dob pedijatrijskih
bolesnika bila je 3,6+1,2 godine (medijan 6 mjeseci; raspon 8 dana do 18 godina), pri ¢emu je
osam bolesnika (42,1%) bilo Zenskog, a jedanaest (57,9%) muskog spola. Od 126 odraslih
bolesnika, njih 80 (63,5%) bilo je muskog, a 46 (26,5%) zZenskog spola.

Medijan dobi odraslih bolesnika bio je 65 godina (18-85). Medijan dobi muskih bolesnika bio
je 65 godina (19-84), a zenskih takoder 65 godina (18-85).

Vedina uzoraka iz kojih su izolirani sojevi pseudomonasa otporni na karbapeneme bila je iz
disnih putova, njih 95 od 169 (56,2%), a ukljucivala je aspirate traheje, aspirate bronha,
sputume 1 briseve kanile, kao Sto prikazuje slika 9. Drugi po ucestalosti bili su uzorci briseva
rana koji su sacinjavali 16% sveukupnih uzoraka, a zatim su slijedili uzorci urina (17; 10%),
gnojevi s 13 uzoraka (8%) koji su ukljucivali punktate i aspirate rana, te drenazne sadrzaje iz
prsista ili abdomena, uzorci krvi (11; 7%) te mali broj ostalih uzoraka (koje su sacinjavali
pojedinacni brisevi iz gornjih di$nih putova).

Pedijatrijski bolesnici ve¢inom su kao osnovnu dijagnozu imali kroni¢nu bolest organskog
sustava (njih 17 od 19; uglavnom se radilo o encefalopatiji s retardacijom u 13 bolesnika, ostali
su imali kroni¢nu bolest gastrointestinalnog sustava, a dvoje djece bilo je nedozrelo). Akutna
upala pluca i akutna uroinfekcija zabiljezeni su u preostala dva djeteta. U trenutku slanja uzroka
za mikrobiolosku analizu iz kojeg je izoliran soj pseudomonasa otporan na karbapeneme njih
13 imalo je osnovnu dijagnozu akutne upale pluca, Cetiri sepse, a dvoje djece imalo je akutnu

postoperativnu komplikaciju.
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6: 4%
13: 8% 27:16% mBRIS RANE
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Slika 9. Uzorci bolesnika iz kojih su izolirani sojevi Pseudomonas aeruginosa analizirani u

ovom radu.

U odraslih bolesnika gotovo je polovica njih imala kao osnovnu dijagnozu kroni¢nu bolest (60
od 126), a 66 akutno stanje. Od kroni¢nih dijagnoza najces¢e se radilo o malignoj bolesti
(36,6%), kroni¢noj opstrukcijskoj pluénoj bolesti (26,7%) te kardiovaskularnoj i neuroloskoj
bolesti (16,7%). Ostalo su bile dijagnoze vezane za kroni¢ne bolesti gastrointestinalnog i
urogenitalnog sustava. Najces¢a dijagnoza akutnog stanja bila je traumatska povreda kostanog
sustava, potom su po ucestalosti slijedili akutni vaskularni incidenti, akutna upala pluca te
akutna intraabdominalna upala.

Dijagnoze bolesnika povezane s uzorcima, tj. osnovne dijagnoze zbog kojih su slani uzorci

odraslih bolesnika na mikrobioloSku pretragu, prikazuje slika 10. Najveci broj uzoraka koji su
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poslani na mikrobiolosku obradu bio je vezan uz infekcije diSnog sustava (60; 48%) iza cega su

bile infekcije koze tj. kirurSkog mjesta (IKM).

5; 4%

BIKM

0O UROINFEKCIJE
@ PNEUMONIJA
BSEPSA
mOSTALO

Slika 10. Dijagnoze vezane za uzorak iz kojeg je izoliran Pseudomonas aeruginosa u odraslih

bolesnika.

6.3 SEROTIPIZACIJA PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Od ukupno 169 sojeva, za njih 151, odnosno 89,4% pouzdano je odreden serotip, dok to nije
bilo moguce za preostalih 18 izolata (10,65%). Najveci broj izolata, njih 99 (58,6% od ukupnog
broja izolata, odnosno 65,6% od ukupnog broja tipabilnih izolata), imalo je serotip O12 te

potom serotip O11 (29 izolata; 17,1% od ukupnog broja te 19,2% od ukupnog broja tipabilnih
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sojeva). Po ucestalosti su zatim bili zastupljeni serotipovi O1 (7; 4,1%), O3 (4; 2,4%) te O5 (3;
1,8%). Serotipovi 06, O8 1 O10 bili su sporadi¢no prisutni, dok serotipovi O2, O7, 09 1 O15
nisu bili prisutni u analiziranim izolatima, kao $to prikazuje Tablica 10. Dva indeks metalo-f3-

laktamaza pozitivna soja P. aeruginosa, indeks soj 1 i indeks soj 2 bili su seronetipabilni.

Tablica 10. Distribucija izolata P. aeruginosa po serotipovima.

Serotip Broj %
01 7 4,1
03 4 2,4
04 2 1,2
05 3 1,8
06 1 0,6
08 1 0,6
0o10 1 0,6
O11 29 17,1
012 99 58,6
013 1 0,6
014 1 0,6
O16 2 1,2
UKUPNO TIPABILNI 151 89,4
NETIPABILNI 18 10,6

SVEUKUPNO 169 100
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6.4 OSJETLIIVOST PSEUDOMONAS AERUGINOSA NA
ANTIBIOTIKE

Osjetljivost na antibiotike izolata P. aeruginosa ispitana je disk difuzijskom metodom,
metodom mikrodilucije u bujonu te za karbapenemske antibiotike i metodom E-testa. Prema
medijanima vrijednosti zone inhibicije u disk difuzijskoj metodi, najucinkovitiji antibiotici
prema izolatima iz studije bili su aztreonam (22 mm), amikacin (18 mm) i kolistin (15 mm).
Medijani zona inhibicije za ceftazidim, cefepim i ciprofloksacin nalazili su se u rasponu
umjereno osjetljivih, dok su za piperacilin, piperacilin s tazobaktamom, cefoperazon,
gentamicin, tobramicin i netilmicin bili u rasponu rezistentnih.

Po postotku osjetljivih izolata najucinkovitiji antibiotici prema testiranim izolatima i disk
difuzijskoj metodi bili su kolistin (95,7% osjetljivih), amikacin (62,1%) i aztreonam (57,4%), a
slijedili su ih ceftazidim i cefepim s oko 46% osjetljivih izolata. U mikrodilucijskoj metodi
medijani vrijednosti minimalnih inhibicijskih koncentracija bili su u rasponu osjetljivih
koncentracija samo za amikacin (4 pg/ml) i ciprofloksacin (4 pg/ml). Za iste antibiotike MICsg
odgovarao je interpretaciji osjetljiv. U podrucju koncentracija koje se interpretiraju kao
umjereno osjetljive nalazili su se MIK-ovi ceftazidima, cefepima i kolistina, kao $to detaljno
prikazuje Tablica 11. Po postotku osjetljivih izolata, najucinkovitiji antibiotik bio je u

mikrodilucijskoj metodi amikacin (82,8%), zatim kolistin (50,8%) i1 ceftazidim (30,8%).
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Tablica 11. Usporedba ucinkovitosti i potencije testiranih antibiotika prema izolatima

Pseudomonas aeruginosa u disk difuzijskoj i mikrodilucijskoj metodi.

Antibiotik Raspon % Raspon % MIK5 MIKyg
zona osjetljivih MIK-ova osjetljivih
(medijan) izolata (medijan) izolata

PIPERACILIN 0-30 (0) 25,0 2->128 28,4 >128 >128
(>128)

PIP/TAZOBAKTAM 0-30 (14) 33,1 2->128 28,4 128 >128
(128)

CEFTAZIDIM 0-30 (17) 46,1 2->128 30,8 16 64
(16)

CEFOPERAZON 0-30 (10) 183 8->128 59 >128 >128
(>128)

CEFEPIM 0-30 (17) 46,7 2->128 248 16 128
(16)

AZTREONAM 0-30(22) 574 4->128 254 16 64
(16)

IMIPENEM 0-16 (10) 54 16->128 0 16 32
(16)

MEROPENEM 0-24 (10) 9.6 4->128 42 32 32
(32)

AMIKACIN 0-30 (18) 62,1 0,5->128 82,8 4 32
4)

NETILMICIN 0-24 (0) 18,4 1->128 17,3 >128 >128
(>128)

TOBRAMICIN 0-30 (0) 18,3 0,5->128 18,9 64 128
(64)

GENTAMICIN 0-25 (0) 16,6 0,25->128 16,0 64 >128
(64)

CIPROFLOKSACIN 0-30(18) 36,6 0,125-64 26,8 4 32
4)

KOLISTIN 0-22 (15) 95,7 0,5-64 50,8 4 8
“4)

Karbenicilin® 16->1028 89 >1024  >1024
(>1028)

karbenicilin je testiran radi interpretacije mehanizama rezistencije
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6.5 USPOREDBA REZULTATA TESTIRANJA OSJETLIIVOSTI
PSEUDOMONAS AERUGINOSA RAZLICITIM LABORA-
TORIJSKIM METODAMA

6.5.1 KORELACIJA DISK DIFUZIJSKE I MIKRODILUCIJSKE METODE

S obzirom na razlicitost rezultata dobivenih disk difuzijskom i dilucijskim metodama, statisti¢ki
su obradeni podatci dobiveni uporabom ovih metoda. Korelacijom veli¢ine zone inhibicije u
mm i minimalne inhibicijske koncentracije u pg/ml za svaki pojedini antibiotik na razini
statisticke znacajnosti p<0,05 moze se zakljuCiti da rezultati dobijeni disk difuzijskom
metodom znacajno koreliraju s rezultatima dobijenim mikrodilucijskom metodom za sve
antibiotike osim imipenema, bilo da se radi o standardnoj mikrodiluciji u bujonu ili agar
diluciji, odnosno E-testu, kao $to prikazuje Tablica 12.

Prihvatljivo visoki Pearsonov koeficijent korelacije (>0,7 ili <-0,7) moZe se uoCiti samo za
nekoliko antibiotika i to: iz skupine B-laktama samo za piperacilin, iz skupine aminoglikozida
za netilmicin te jedino testirani od fluoriranih kinolona, ciprofloksacin.

Nadalje, buduc¢i da je osjetljivost na karbapeneme testirana trima metodama, korelirani su
rezultati upotrebljenih metoda u testiranju osjetljivosti P. aeruginosa na imipenem i
meropenem. Kao $to se vidi iz Tablice 13, na razini znacajnosti p<0,05 moze se utvrditi da za
imipenem ne postoji statisticki znacajna korelacija medu rezultatima testiranja osjetljivosti
Pseudomonas aeruginosa disk difuzijskom metodom u odnosu na mikrodilucijsku metodu i E-
test.

Pri testiranju meropenema rezultati dobijeni disk difuzijskom metodom znacajno koreliraju s

rezultatima dobijenima mikrodilucijskom metodom i E-testom.
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Rezultati mikrodilucijske metode u bujonu i E-testa znaCajno koreliraju za oba testirana

karbapenemska antibiotka.

Tablica 12. Korelacija rezultata testiranja osjetljivosti na antibiotike Pseudomonas
aeruginosa disk difuzijskom metodom (veli¢ina zone inhibicije u mm) prema mikrodilucijskoj

metodi (minimalna inhibicijska koncentracija u ug/ml).

Antibiotik Pearsonov koeficijent p
korelacije

PIPERACILIN -0,878 <0,001
PIPERACILIN+TAZOBAKTAM -0,559 <0,001
CEFTAZIDIM -0,359 <0,001
CEFOPERAZON -0,662 <0,001
CEFEPIM 0,191 0,013
AZTREONAM -0,479 <0,001
IMIPENEM -0,109 0,163
IMIPENEM (E-test) -0,139 0,075
MEROPENEM 0,196 0,011
MEROPENEM (E-test) -0,448 <0,001
GENTAMICIN -0,478 <0,001
TOBRAMICIN -0,466 <0,001
NETILMICIN -0,759 <0,001
AMIKACIN -0,397 <0,001
CIPROFLOKSACIN -0,744 <0,001

KOLISTIN -0,496 <0,001
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Tablica 13. Korelacija rezultata tri metode u testiranju osjetljivosti Pseudomonas aeruginosa

na imipenem i meropenem.

Vrijednosti su izrazene Pearsonovim koeficijentom korelacije.

Antibiotik/ Disk difuzija p Bujon p E-test p
Metoda (mm) mikrodilucija (MIK)

(MIK)
Imipenem
Disk difuzija 1 -0,109 0,163  -0,139 0,07
(mm)
E-test (MIK) -0,139 0,08 0,190 0,01 1
‘Meropenem
Disk difuzija 1 -0,196 0,01 -0,448 <0,001
(mm)
E-test (MIK) -0,448 <0,001 0,269 <0,001 1

6.5.2 PODUDARNOST DISK DIFUZIJSKE I MIKRODILUCIJSKE METODE

Wilcoxonovim testom uskladenih parova analizirana je podudarnost interpretacijskih kategorija
u disk difuzijskoj 1 dilucijskim metodama, dakle kategorije osjetljiv, umjereno osjetljiv 1
otporan. Utvrdeno je da postoji statistiCki znaCajna razlika u interpretaciji rezultata disk
difuzijske metode u odnosu na mikrodilucijsku metodu i to za vecinu testiranih antibiotika:
cefoperazon, ceftazidim, cefepim, aztreonam, imipenem, amikacin, ciprofloksacin i kolistin,
kao §to prikazuje Tablica 14. Statisticki nije bilo znacajne razlike u podudarnosti interpretacija
za piperacilin, piperacilin s tazobaktamom, meropenem, gentamicin, tobramicin i netilmicin.

Najve¢i broj "vrlo velikih gresaka" (>5%) zabiljezen je kod ceftazidima, cefoperazona,
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imipenema, meropenema i kolistina (soj se proglasio osjetljivim u disk difuzijskoj metodi, a u
stvari je otporan). "Velika greska" zabiljezena je najcesce u testiranju ceftazidima, piperacilina,
piperacilina s tazobaktamom te amikacina (soj se proglasio otporan, a u stvari je osjetljiv).
Najveca podudarnost bila je u interpretaciji obiju metoda za tobramicin.

Najmanji broj podudarnih interpretacija dobijen je pri testiranju cefepima, aztreonama i

kolistina i to uglavnom zbog velikog broja "malih greSaka".

6.6 REZISTOTIPIZACIJA PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Od ukupno 169 sojeva ispitanih za prisustvo MBL, njih 84, odnosno 49,7% 1imalo je rezistotip
I, odnosno bilo je otporno na najmanje jedan iz pet skupina testiranih antibiotika tj.
ureidopenicilina, cefalosporina, karbapenema, aminoglikozida i fluorokinolona.

Drugi po ucestalosti bio je rezistotip V, odnosno 22 izolata bilo je osjetljivo samo na
cefalosporine (13%). Sljedeca po ucestalosti bila je grupa sojeva s izoliranom rezistencijom na

karbapeneme (16; 9,5%). Raspodjelu izoliranih sojeva po rezistotipu prikazuje Tablica 15.



Tablica 14. Podudarnost interpretacije rezultata disk difuzijske metode

i

72

metode

mikrodilucije u bujonu u testiranju osjetljivosti Pseudomonas aeruginosa na antibiotike (za

karbapeneme usporedeni su rezulati i E-testa).

Antibiotik Podudarne Vrlo velika Velika Mala

interpretacije greSka greska greSka Z p

N (%) N (%) N (%) N (%)
PIPERACILIN 155 (91,7) 4(2,3) 10(5,9) / 1,9 0,059
PIPERACILIN+ 150 (88.,8) 8 (4,7) 11(6,5) / 0,7 0,470
TAZOBAKTAM
CEFTAZIDIM 97 (57,4) 19 (11,2) 10(5,9) 43(254) 2,9 0,004
CEFOPERAZON 134 (79,2) 16 (9,5) / 19 (11,2) 52 <0,001
CEFEPIM 76 (44.9) 15(8,9) 4(24) 74 (43,8) 3.4 <0,001
AZTREONAM 84 (49,7) 2(1,2) 16 (9,5) 67(39,6) 6,4 <0,001
IMIPENEM 110 (65) 9(5,4) / 50(29,6) 3,2 0,001
IMIPENEM E-test 119 (70,3) 9(5.4) / 41 (24,3) 4,9 <0,001
MEROPENEM 133 (78.,6) 9(5,4) 2(1,2) 25(14,8) 1,8 0,072
MEROPENEM E- 132 (78,1) 3(1,8) 1(0,6) 33(19,5) 1,1 0,266
EIS;NTAMICHQ 152 (89,9) 4(2,4) 4(24) 9(5,3) 0,6 0,542
TOBRAMICIN 163 (96.4) 2(1,2) 2(1,2) 2(1,2) 0,3 0,746
NETILMICIN 154 (91,1) 6 (3,6) 3(1,8) 6 (3,5) 0,9 0,380
AMIKACIN 113 (66,9) 1 (0,6) 22 (13,0) 33(19,5) 6,1 <0,001
CIPROFLOKSACIN 105 (62,2) 8 (4,7) 2(1,2) 49 (31,9) 4,7 <0,001
KOLISTIN 82 (50,0) 22 (13,4) 2(1,2) 63 (37,3) 7,1 <0,001




73

Tablica 15. Raspodjela rezistotipova u testiranih izolata.

Rezistotip Broj sojeva %
I 84 49,7
1I 11 6,5
111 9 5,3
v 12 7,1
v 22 13,0
VI 2 12
\aii 2 12
VIII 11 6,5
IX 16 9,5
Ukupno 169 100

Multiplorezistentni sojevi, tj. oni sojevi koji pokazuju rezistenciju na bilo koji antibiotik iz 3 i
viSe skupine antibiotika od sljede¢ih skupina: ureidopenicilini, cefalosporini, aminoglikozidi,
karbapenemi 1 fluorirani kinoloni pripadali su skupinama od I-V, a bilo ih je ukupno 138
(81,7%).

S obzirom na tako veliki broj multiplorezistentnih sojeva, u osnovnim usporedbama
komparirani su sojevi koji su imali rezistotip I u odnosu na sojeve drugog rezistotipa.

Vecina sojeva rezistotipa I pripadala je serotipu O12, njih 64 (42,4% svih tipiziranih sojeva,

odnosno 64,6% svih O12 izolata). Drugi po ucestalosti medu serotipovima, serotip Ol11,
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takoder su pretezito sacinjavali sojevi rezistotipa I (16 od 29; 55,2%), ali su gotovo podjednako

bili zastupljeni i drugi rezistotipovi. Raspodjelu serotipova u odnosu na rezistotipove pokazuje

tablica 16.

Tablica 16. Raspodjela rezistotipova po serotipovima.

Rezistotip/ I 11 m 1Iv Vv vi vl vl IX Ukupno
Broj
Serotip (%)
01 1 1 5 7 (4,6)
03 1 2 1 4 (2,6)
04 1 1 2(1,3)
05 1 1 1 3(2,0)
06 1 1 (0,7)
08 1 1 (0,7)
010 1 1 (0,7)
O11 12 1 4 3 2 7 29
(19,2)
012 64 5 8 3 4 1 1 7 6 99
(65,6)
013 1 1 (0,7)
014 1 1 (0,7)
016 1 1 2(1,3)
Ukupno 151
serotipizirani (100)
Neserotipizirani 2 4 0 3 5 1 0 1 18
Sveukupno 84 11 9 12 22 2 2 11 14 169

izolata
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6.7 FENOTIPSKA DETEKCIJA MBL

6.7.1 EPI MIKRODILUCIJSKA METODA

Dodatak EDTA i fenantrolina imipenemu u mikrodilucijskoj metodi rezultirao je smanjenjem
MIK-a na imipenem u rasponu od 1X (bez promjene MIK-a) do 64X (medijan 2X). Medijan
minimalnih inhibicijskih koncentracija na imipenem s EDTA i fenantrolinom bio je 8 pg/ml
(medijan minimalnih inhibicijskih koncentracija za sami imipenem bio je 16 ug/ml). U 12
izolata izolata doslo je do znacajnog smanjenja MIK-a imipenema u prisustvu inhibitora (>4X),
pri ¢emu su izolati pod rednim brojevima 3, 4, 5, 6, 43 i 178 pokazali izrazito smanjenje
minimalne inhibicijske koncentracije na imipenem u prisustvu EDTA za >16X, kao Sto

prikazuje Tablica 17.

6.7.2 E-test MBL

Za izolate koji su u mikrodilucijskoj metodi pokazali znacajno smanjenje MIK-a na imipenem u
prisustvu EDTA od >4X napravljen je i MBL E-test. U MBL E-testu samo je Sest izolata
(sojevi 3,4, 5, 6,43 1 178) pokazalo smanjenje MIK-a imipenema u prisustvu EDTA za >8X,
odnosno poveéanje zone inhibicije na strani trakice E-testa na kojoj je imipenemu dodana

EDTA, kao $to prikazuje slika 11.



Tablica 17. Minimalne inhibicijske koncentracije za imipenem

fenantrolina za izolate s najjacim ucinkom inhibitora.
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u prisustvu EDTA i

Izolat MIK imipenem MIK imipenem + Smanjenje MIK-a u

EDTA + fenantrolin  prisustvu inhibitora
X)

3 128 8 16

4 >128 4 >32

5 >128 4 >32

6 >128 4 >32

43 128 4 32

178 128 8 16

Indeks soj 1 >128 0,125 >1024

Indeks soj 2 >128 0,125 >1024
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Slika 11. E-test MBL za dokaz metalo fp-laktamaza.

Vidljivo je izrazito smanjenje MIK-a za imipenem uz dodatak EDTA (IPI) u odnosu na MIK za imipenem (IP),
odnosno povecanje zone inhibicije na trakici E-testa na strani imipenema s inhibitorom.

(Slika lijevo VIM-2 pozitivni indeks soj 2, MIK za imipenem >256 ug/ml, MIK za imipenem+EDTA <I ug/ml;
slika desno soj 3, MIK za imipenem 128 ug/ml, MIK za imipenem+EDTA 8 ug/ml)

6.8 FENOTIPSKA DETEKCIJA OSTALIH B-LAKTAMAZA

6.8.1 DISK DIFUZIJSKA METODA UZ UPORABU INHIBITORA -
FENILBORONICNE KISELINE I KLAVULANSKE KISELINE

6.8.1.1 INHIBICIJA FENILBORONICNOM KISELINOM

Dodatkom fenilboroni¢ne kiseline (FBK) disku ceftazidima dos$lo je u 104 soja (59,7%) do

znacajnog povecanja zone inhibicije oko diska ceftazidima, kao Sto prikazuje slika 12.
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Slika 12. Usporedba zona inhibicije oko diska ceftazdima (CAZ; 6 mm) i diska ceftazdima s

dodatkom fenilboronicne kiseline (CAZ+FBK; 24 mm) .

Vidljiva je i fantomska zona izmedu diskova zbog difuzije fenilboronicne kiseline prema disku ceftazidima.

Slican ucinak fenilboroni¢ne kiseline u ovih je spojeva opazen i u metodi dvostrukog diska

koriste¢i disk imipenema, kao $to prikazuje slika 13.
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Slika 13. Ucinak fenilboronicne kiseline na veli¢inu zone inhibicije oko diska imipenema za

izolat br. 106.

Lijevo je disk imipenema, zona oko diska je 12 mm, a desno disk imipenema na koji je nakapana fenilboronicna

kiselina; zona oko diska je 28 mm.

6.8.1.2 INHIBICIJA KLAVULANSKOM KISELINOM

U disk difuzijskoj metodi ni za jedan soj nije opazeno poveéanje zone inhibicije ili deformacije
iste, odnosno pojava fantomske zone u prisustvu diska s klavulanskom kiselinom, bez obzira na
uporabu fenilboroni¢ne kiseline. Samo se pri testiranju pozitivne kontrole, tj soja P. aeruginosa
PER-1 463/98 mogla opaziti deformacija zone inhibicije prema disku s klavulanskom kiselinom
i to oko diskova ceftazidima, cefepima i aztreonama, a nakon dodatka fenilboroni¢ne kiseline,

kao Sto prikazuje Slika 14.
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Slika 14. Metoda sinergije dvostrukog diska u detekciji p-laktamaza inhibiranih

klavulanskom kiselinom uporabom fenilboronicne kiseline nakapane na svaki disk.

Deformacija zone inhibicije za cefepim (FEP), aztreonam (ATM) i ceftazidim (CAZ) prema disku amoksicilina s

klavulanskom kiselinom (AMC) u sredini (Soj 463/98, PER-1 pozitivan soj, pozitivna kontrola)
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6.8.2 MIKRODILUCIJSKA METODA UZ UPORABU INHIBITORA -
FENILBORONICNE I KLAVULANSKE KISELINE

Od ukupno 169 testiranih sojeva, u 104 soja (59,7%) dodatak fenilboroni¢ne kiseline imao je

znacajan ucinak na smanjenje MIK-ova ceftazidima i imipenema pa su medijani MIK-ova za

ove antibiotike u prisustvu inhibitora interpretirani kao osjetljivi, kako prikazuje Tablica 18.

S druge strane, dodatak klavulanske kiseline nije imao znacajan ufinak na minimalnu

inhibicijsku koncentraciju ceftazidima. Medijan MIK-ova bio je dvostruko veéi kada je

ceftazidimu bila dodana klavulanska kiselina.

Od ukupno 84 izolata koji su imali rezistotip I, njih 71 (84,5%) pokazivalo je znacajno

smanjenje MIK-a ceftazidima pri dodatku boroni¢ne kiseline, u odnosu na 13 sojeva (15,5%) u

kojih nismo dokazali znaCajan ucinak fenilboroni¢ne kiseline na MIK ceftazidima. Od 85

izolata s ostalim rezistotipovima (II-IX) njih 52, odnosno 61,2% nije pokazalo znacajan uc¢inak

boroni¢ne kiseline na MIK ceftazidima. Ova razlika u odnosu na prethodnu skupinu bila je

statisticki znagajna (y° 24,5; p<0,001).

6.9 FENOTIPSKA DETEKCIJA POJACANOG RADA EFLUKSNIH
CRPKI

Od ukupno 169 testiranih sojeva, njih 143 (84,6%) imalo je odnos minimalnih inhibicijskih
koncentracija za karbenicilin, cefotaksim, ceftazidim i piperacilin koji je govorio u prilog
efuksa kao moguéeg mehanizma rezistencije, kao $to prikazuje Tablica 19. Od tih 143 izolata,
njih 91 (63,6%) pokazivalo je i znacajan ucinak boroni¢ne kiseline na minimalnu inhibicijsku

koncentraciju ceftazidima. U 26 izolata odnos minimalnih inhibicijskih koncentracija nije
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govorio u prilog efluksa kao moguceg mehanizma rezistencije. Medu tim izolatima njih 7

pokazivalo je znaCajno smanjenje MIK-a ceftazidima u prisustvu fenilboroni¢ne kiseline.

Tablica 18. Uéinak inhibitora na vrijednosti MIK-ova ceftazidima i imipenema.

Antibiotik (i inhibitor) Raspon MIK-ova Medijan
MIK-ova

CEFTAZIDIM 2->128 16

CEFTAZIDIM S BORONICNOM 0,5->128 4

KISELINOM

CEFTAZIDIM S KLAVULANSKOM 4-128 32

KISELINOM

IMIPENEM 16->128 16

IMIPENEM S BORONICNOM KISELINOM  4->128 4

S obzirom da efluksne pumpe pseudomonasa ¢esto imaju fluorirane kinolone i aminoglikozide
medu supstratima, odredili smo koliko je izolata bilo pored opisanih u¢inaka fenilboroni¢ne
kiseline i efluksa rezistentno na fluorokinolone i aminoglikozide.

Vecéina izolata u kojih su odnosi minimalnih inhibicijskih koncentracija za karbenicilin,
cefotaksim, ceftazidim i piperacilin govorili u prilog efluksa bili su ujedno otpomi i na

ciprofloksacin (ukupno 110 od 143 izolata, odnosno 76,9%), kao Sto prikazuje Tablica 20.
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Tablica 19. Odnos broja izolata s fenotipski detektiranim pojacanim radom efluksnih crpki i

onih sa znacajnim ucinkom fenilboronicne kiseline.

U¢inak Broj izolata (% od ukupnog broja)
Ucinak fenilboronicne kiseline ukupno 98 (57.,9)
Ucinak efluksa ukupno 143 (84,6)

“Utinak efluksa i fenilboroniéne kiseline 91 (539
Samo ucinak efluksa 52 (30,8)
Samo ucinak fenilboroni¢ne kiseline 7 (4,1)

Bez ucinka efluksa i bez ucinka fenilboroni¢ne kiseline 19 (11,2)

Vedina izolata otpornih na ciprofloksacin bila je otporna i na aminoglikozide tj. 108 od ukupno

110 izolata otpornih na ciprofloksacin, kako prikazuje tablica 20.

Tablica 20. Ucestalost izolata otpornih na fluorokinolone i aminoglikozide medu izolatima s

fenotipski detektiranim pojacanim radom efluksnih crpki.

Grupa izolata Broj (%) Broj (%) izolata Broj (%) izolata Ostali Ukupno
izolata rezistentnih na  osjetljivih na
rezistentnih na ciprofloksacini  ciprofloksacin i
ciprofloksacin aminoglikozide  aminoglikozide

Samo uginak 35 (67,3) 35 (67.3) 5(9,6) 12 52

efluksa



Efluks i 75 (82,4) 73 (80,2)

inhibicija

fenilboroni¢nom

kiselinom

Ukupno 110 108
(76,9) (75,5)

3(3,3) 13 91
8 25 143
(5,6) (17,5) (100)

84

6.10 ENZIMATSKI ESEJI IZ STANICNIH EKSTRAKATA

6.10.1 ISPITIVANJE AKTIVNOSTI MBL (HIDROLIZA IMIPENEMA)

Svim izolatima koji su u EPI testu pokazivali smanjenje MIK-a imipenema za >4X uradeni su

ekstrakti stani¢nih kultura i ispitana spektrofotometrijski mogucéa hidroliticka aktivnost prema

imipenemu. Samo su sojevi 3, 4, 5, 6, 43 i 178 pokazali znacajnu hidroliticku aktivnost u

prisustvu supstrata (imipenema), kao $to prikazuje programski zapis - slika 15. Ista aktivnost

bila je vise od 90% inhibirana nakon inkubacije izolata u prisustvu 5 mM EDTA, odnosno

ponovno uspostavljena dodatkom cinkovih iona. Negativna kontrola imala je specificnu

hidroliticku aktivnost <10 nmol/min/g proteina.

Enzimatska aktivnost stani¢nih ekstrakata u prisustvu imipenema izraCunata je na temelju

brzine smanjenja apsorbancije, a kretala se od 120 do 160 nmol/min/mg proteina, kao Sto

prikazuje Tablica 21.
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Slika 15. Programski zapis spektrofotometrijski mjerene hidrolize imipenema u MBL
pozitivnog soja (br. 43).

Hidroliza se vidi kao pad vrijednosti absorbancije, odnosno smanjenje koncentracije supstrata.
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Tablica 21. Jacina hidroliticke aktivnosti stani¢nih ekstrakata u prisustvu imipenemskog
supstrata.

Izolat Enzimatska aktivnost u prisustvu imipenema
3 160 nmol/min/g proteina

4 140 nmol/min/g proteina

5 160 nmol/min/g proteina

6 120 nmol/min/g proteina

43 160 nmol/min/g proteina

178 140 nmol/min/g proteina

Indeks soj 1 (poz. kontrola) >170 nmol/min/g proteina

6.11 DETEKCIJA OprD PROTEINA VANJSKE MEMBRANE

SDS-PAGE elektroforeza ekstrakata stanicnih membrana pokazala je u samo 22 izolata,
odnosno 13,1% od ukupnog broja izolata postojanje OprD proteina vanjske membrane (Slika
16). U vecine izolata tj. u preostalih 147 izolata (86,9%) nije se uspjelo dokazati prisustvo oprD
proteina na vanjskoj membrani, bez obzira o kojem se pretpostavljenom mehanizmu
rezistencije radilo, kao §to prikazuje Tablica 22. Medu izolatima koji su pokazivali znacajan
ucinak fenilboroni¢ne kiseline i odnose MIK-ova koji su govorili u prilog pojacane ekspresije
efluksnih crpki u nesto manje od petine izolata dokazano je prisustvo OprD proteina. Ni u
jednog izolata u grupi onih koji su pokazivali samo ucinak fenilboroni¢ne kiseline, a bez

dodatnog efluksnog mehanizma rezistencije nije dokazano prisustvo oprD. Takoder je u veéine
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izolata u kojih se nije mogao dokazati u¢inak fenilboroni¢ne kiseline ve¢ samo efluksnog

mehanizma, izostao protein D vanjske membrane u vertikalnoj elektroforezi proteina stani¢nih

membrana, odnosno dokazan je u samo cetiri (7,7%) od ukupno 52 takva izolata (Tablica 23).

Medu izolatima u kojima nismo dokazali ni uc¢inak boroni¢ne kiseline na ekspresiju

cefalosporinaze, ni vjerojatni efluksni mehanizam, nismo dokazali ni prisustvo proteina oprD

na vanjskoj membrani.

Tablica 22. Detekcija oprD proteina SDS-PAGE elektroforezom ekstrakata stanicnih

membrana, a s obzirom na mogudi mehanizam rezistencije na f-laktame.

Mehanizam

rezistencije

Broj izolata

Broj izolata s oprD

proteinom (%)

Broj izolata bez OprD

proteina (%)

Efluks i u¢inak
fenilboronic¢ne
kiseline

Samo ucinak
fenilboronic¢ne
kiseline

Samo efluks

Bez efluksa, bez
uc¢inka
fenilboronicne

kiseline

91

52

18 (17,6)

0(0)

4(7,7)

0 (0)

73 (80.2)

7 (100,0)

48 (92.3)

19 (100,0)

Ukupno

169

22 (13,1)

147 (86,9)




88

Slika 16. SDS-PAGE elektroforeza proteina vanjske membrane P. aeruginosa.

Linije 1 i 10 marker mol. tezZine proteina. Linija 2 poz. kontrola (PAOI). Linija 7 i § izolirani protein molekulske
tezine 47 kD (alkalna fosfataza), koristen radi lakSe interpretacije. Izolat u liniji 4 i 5 imaju oprD protein, ostali

izolati nemaju. Izolat u liniji 7 nema dovoljnu koncentraciju bjelancevina. Strelica lijevo pokazuje polozaj oprD
46 kD).

U skupini izolata u kojih je dokazan ucinak fenilboroni¢ne kiseline, efluksa i koji nisu imali
protein vanjske membrane D1 najveéi broj sojeva imao je rezistotip I - 48 od 73 izolata
(65,7%), dok je od preostalih 25 izolata njih 23 imalo rezistotip II, IIl i IV, dakle takoder
multirezistentni fenotip (Tablica 23). Samo su dva izolata u ovoj skupini imala rezistotip VIII.
U skupini izolata u kojih je dokazana pojaCana aktivnost AmpC i efluks, ali i prisustvo proteina
D1 (18 izolata) svi su izolati imali rezistotip I, odnosno bili su rezistentni na predstavnike svih

testiranih skupina antipseudomonasnih antibiotika.
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Druga skupina po ucestalosti pojavljivanja u ukupnom uzorku bila je skupina izolata u kojih se
nije dokazao znacajan u¢inak fenilboroni¢ne kiseline na smanjenje MIK-a ceftazidima, odnosno
hiperekspresija AmpC cefalosporinaze, ali se fenotipski utvrdilo postojanje pojacanog rada
efluksnih crpki i gubitak porina D1. U ovoj skupini izolati su bili rasporedeni u gotovo svim
rezistotipovima s neSto vecom ucestalosti rezistotipa I (15 od 48; 31,2%), rezistotipa IX
(izolirana rezistencija na karbapeneme - 12 od 48; 25%) i rezistotipa V (osjetljivost na
cefalosporine - 8 od 48; 16,7%).

Tre¢a skupina po broju izolata bila je ona u kojoj nismo dokazali ni hiperekspresiju AmpC ni
pojacan ucinak efluksnih crpki ve¢ samo nepostojanje proteina D1 na vanjskoj membrani. U
ovoj skupini nesto vise od polovice izolata pripadalo je rezistotipu V, odnosno bilo je osjetljivo
samo na cefalosporine (10 od 19 izolata, odnosno 52,6%).

Moze se dakle zakljuCiti da je rezistotip I odnosno rezistenciju na predstavnike
antipseudomonasnih antibiotika iz skupine ureidopenicilina, cefalosporina, karbapenema,
aminoglikozida i fluorokinola bio posljedica u najvecem broju slucajeva hiperekspresije AmpC,
efluksa i gubitka porina vanjske membrane D1.

Rezistotip II, odnosno rezistencija na sve antipseudomonasne antibiotike s izuzetkom
aminoglikozida, rezistotip III, s izuzetkom fluorokinolona i rezistotip IV, s izuzetkom
ureidopenicilina, zabiljeZena je ve¢inom u izolata s gubitkom porina i hiperekspresijom AmpC i
efluksnih crpki.

Rezistotip V, odnosno izoliranu osjetljivost na cefalosporine imali su izolati sa ili bez
pojacanog rada efluksnih crpki, ali uz gubitak porina D1.

Rezistotip VI imala su dva izolata osjetljiva na aminoglikozide i fluorokinolone u kojih se nije

dokazao porin D1, ali ni utjecaj efluksa, odnosno hiperekspesija AmpC.
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Tablica 23. UCcestalost pojedinih rezistotipova, a s obzirom na vjerojatni mehanizam

registencije na karbapeneme.

Rezistotip/ I

Mehanizam rezistencije

IVv. v VI vII vIll IX

Ukupno

Uc¢inak AmpC, efluksa i gubitka porina 48
D1
Uc¢inak AmpC i efluksa uz porin D1 18

73

18

48

19

Ucinak AmpC i gubitka porina D1 1
Ucinak efluksa i gubitka porina D1 15
U¢inak efluksa uz porin D1 2
Samo gubitak porina D1

Ukupno 84

169

Rezistotip VII, osjetljivost na cefalosporine i ureidopeniciline zabiljeZzen je u dva izolata bez

hiperekspresije AmpC, ali s gubitkom D1 proteina i pojacnim efluksom.

Rezistotip VIII - rezistencija samo na karbapeneme i fluorokinolone zabiljezena je u 11 izolata

u kojih je ve¢ina imala pojacan rad efluksnih crpki i gubitak porina D1.

Naposljetku, rezistotip IX, odnosno izoliranu rezistenciju na karbapeneme imalo je 16 izolata

od kojih je vecina (12 od 16; 75%) imala gubitak proteina vanjske membrane i pojacan rad

efluksnih crpki.
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6.12 MOLEKULARNE METODE

6.12.1 AMPLIFIKACIJA GENA ZA MBL (VIM, IMP)

Lancana reakcija polimeraze s pocetnicama koje amplificiraju gene blayiv 1 blapp uradena je
za sve izolate. Dokazano je prisustvo amplikona VIM-gena u izolatima 3, 4, 5, 6,43 1 178, kao
Sto prikazuje slika 17.

Amplifikacija IMP gena nije dala pozitivan rezultat ni za jedan testirani soj. Amplificirala se

samo IMP pozitivna kontrola, kao Sto prikazuje slika 18.

500 bp

Slika 17. Amplifikacija gena blayy.

Fotografija agaroznog gela s prikazom amplikona gena blayy, za izolate 3-6.

Linija 1 MWM 100 bp. Linije 2-5: izolati 3, 4, 5 i 6. Linija 13 poz. kontrola (VA-182).
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300 bp
—

Slika 18. Amplifikacija gena blayp.
Linija 1 DNK marker 100 bp, linije 2 i 3 pozitivna kontrola (361 bp). Linije 4-10, izolati bez amplifikacije Zeljenog

gena.

6.12.2 AMPLIFIKACIJA GENA ZA PROTEIN VANJSKE MEMBRANE OPRD

Lancana reakcija polimeraze s pocetnicama koje amplificiraju gen OprD uradena je za sve
izolate. U nesto vise od polovine izolata, odnosno u 93 od ukupno 169 (55%) izolata
amplificirao se dio gena Zeljene veliCine, tj.1416 bp koji kodira protein vanjske membrane D1,
odnosno OprD (Slika 19). Izolati kojima je u SDS-PAGE elektroforezi dokazano prisustvo
proteina vanjske membrane OprD imali su i amplikon Zeljene veliine za odgovarajuc¢i gen. U

skupini od preostalih 71 izolata kojima se amplificirao OprD gen, nismo uspjeli dokazati
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prisustvo odgovaraju¢eg membranskog proteina. U preostalih 76 izolata nije se mogao

amplificirati OprD gen ni dokazati membranski protein OprD.

Slika 19. Amplifikacija gena OprD.

Linija 1 marker molekulske tezine 100 bp, linija 2 pozitivha kontrola (PAOI). Linija 3 izolat 3, linija 4 izolat 4,
linija 5 negativna kontrola. Vidi se amplikon velicine oko 1400 bp. Strelica pokazuje polozaj za molekulsku

velicinu DNK od 1000 bp.

6.12.3 AMPLIFIKACIJA GENA ZA B-LAKTAMAZU PROSIRENOG SPEKTRA
PER-1

Iako u testu dvostrukog diska za detekciju B-laktamaza inhibiranih klavulanskom kiselinom ni

jedan izolat nije pokazao mogucu inhibiciju B-laktamske aktivnosti klavulanatom, kao ni u
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mikrodilucijskoj metodi, svim izolatima kojima je MIK na ceftazidim i/ili cefepim bio >32
png/ml uradena je PCR reakcija s pocetnicama koje amplificiraju blaper gen. Samo je pozitivna

kontrola dala amplikon Zeljene veli¢ine tj. oko 900 parova baza, kao Sto se vidi na Slici 20.

Slika 20. Amplifikacija gena blapgg.;.

Linije 1 i 10 marker molekulske tezine 100 bp. Linija 2 negativna kontrola, linija 3 i 4 pozitivna kontrola (soj Pa

463/98). Linije 5-9 izolati P. aeruginosa u kojih se nije amplificirao blapgg gen.

6.12.4 AMPLIFIKACIJA INTEGRONA ZA VIM-POZITIVNE IZOLATE

Koriste¢i pocetnice za amplifikaciju konzerviranog dijela integrona i pocetnice za amplifikaciju
blayiy gena, uradene su za svaki VIM pozitivan izolat po dvije PCR reakcije i to jednom s

kombinacijom pocetnica koje amplificiraju 5' dio konzerviranog segmenta integrona i reverznu
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pocetnicu za amplifikaciju VIM gena (5' CS i VIM DIA R) te drugi puta s kombinacijom
forward pocetnice koja amplificira VIM gen i reverzne pocetnice za 3' konzervirani segment
integrona (VIM DIA F i 3' CS). Slika 21 prikazuje shemu koristenih pocetnica s obzirom na
polozaj VIM gena u integronu. Ovaj nacin amplifikacije integrona uraden je s obzirom na
nepredvidljivu veli¢inu integrona koji bi se mogao amplificirati, a za koji smo ocekivali da je

vec¢i od 2000 parova baza.

5'CS VIM DIA F VIM DIA R 3'CS

Slika 21. Shematski prikaz koriStenih pocetnica u odnosu na poloZaj VIM gena u integronu

u PCR reakcijama za amplifikaciju integrona.

6.12.4.1 PRVA REAKCIJA AMPLIFIKACIJE INTEGRONA -

AMPLIFIKACIJA 5' KRAJA S KONZERVIRANIM SEGMENTOM

Zaizolate 3, 4, 5, 6, 43 1 178 koji su u PCR reakciji amplifikacije blayiy gena dali amplikon, u
PCR reakcijama amplifikacije dijelova integrona dobili smo amplikone i to jednake veli¢ine za

sve izolate. Naime u prvoj PCR reakciji kojom smo Zeljeli amplificirati dio integrona od 5'
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dijela konzerviranog segmenta do VIM gena, ukljuc¢ujuci i cijeli VIM gen, dobili smo amplikon
veli¢ine oko 1300 parova baza, kao $to prikazuje Slika 22.

U PCR reakciji kojom smo amplificirali VIM gen dobili smo amplikon od oko 500 parova
baza, koji je predstavljao dio VIM gena. U ovoj reakciji amplifikacije integrona uspjeli smo
amplificirati cijeli konzervirani segment na 5' kraju integrona i s obzirom na veli¢inu dobivenog
amplikona, pretpostavili smo da se amplificirala cijela prva genska kazeta, koju sacinjava VIM

gen, a Sto ¢emo naknadno pokusati potvrditi sekvenciranjem.

6.12.4.2 DRUGA REAKCIJA AMPLIFIKACIJE INTEGRONA -

AMPLIFIKACIJA 3' KRAJA S KONZERVIRANIM SEGMENTOM

U drugoj reakciji amplifikacije integrona, koristili smo pocetnicu koja amplificira integron od 3'
konzerviranog segmenta i pocetnicu koja amlificira VIM-gen, kao Sto prikazuje Slika 21.

U ovoj reakciji ocekivali smo da ¢e se ponovo amplificirati cijeli gen za VIM metalo-f3-
laktamazu, odnosno, genska kazeta koja sadrzava ovaj gen te sve genske kazete koje se nalaze u
integronu "nizvodno" odnosno prema 3' konzerviranom kraju.

Broj genskih kazeta koje se nalaze unutar pojedinog integrona ne moze se predvidjeti, a buduci
da su integroni koji su do sada publicirani, a koji su sadrzavali gene za metalo-p-laktamaze bili
varijabilne veli¢ine, od oko 2000 pa do preko 4000 parova baza, veli¢ina amplikona ovisila je o
broju genskih kazeta koje ¢e se amplificirati do 3' kraja integrona.

U ovoj amplifikacijskoj reakciji za izolate 3-6, 43 i 178 dobijen je amplikon veli¢ine oko 2000

parova baza, kao Sto prikazuje Slika 23. Za pozitivnu kontrolu VA 182/00 amplikon je bio
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nesto veci (ocekivana veli¢ina 2500 bp), a za indeks soj-2, drugu koriStenu pozitivnu kontrolu

amplikon je u ovoj reakciji bio iste velic¢ine kao i novootkrivenim VIM-pozitivnim izolatima.

Slika 22. Agarozni gel s produktima PCR reakcije amplifikacije integrona VIM pozitivnih
sojeva s pocetnicama 1. reakcije (5'CS, VIM-DIA-R).

Linija 1 MWM, linija 2 neg. kontrola, linija 3 pozitivna kontrola (izolat VA-182), linija 4 index soj 1, linija 5

izolat 3, linija 6 soj 4 , linija 7 izolat 5, linija 8 izolat 6, linija 9 izolat 43, linija 10 izolat 178. Strelica pokazuje

1000 bp.
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Slika 23. Agarozni gel s produktima PCR reakcije amplifikacije integrona VIM pozitivnih

sojeva s pocetnicama 2. reakcije (3'CS, VIM-DIA-F).

Linija 1 i 11 MWM, linija 2 neg. kontrola, linija 3 izolat 3, linija 4 izolat 4, linija 5 izolat 5, linija 6 izolat 6, linija
7 izolat 43, linijja 8 izolat 178, linija 9 pozitivna kontrola (VA 182/00), linija 10 indeks soj 2. Strelica pokazuje

2000 bp.
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6.13 GENOTIPIZACIJA IZOLATA

6.13.1 GENOTIPIZACIJA ELEKTROFOREZOM U PULZIRAJUCEM POLIU

Racunalnom obradom skeniranih fotografija agaroznih gelova nakon elektroforeze u
pulzirajuéem polju pocijepane genomske DNK svih 169 izolata Pseudomonas aeruginosa s
ukljuc¢enim indeks sojevima 1 i 2 (sveukupno 171) uz pozicijsku toleranciju 2% dobiven je
dendrogram, kao Sto prikazuje Slika 24. Na slici se uocava, uz Dice-ov koeficijent slicnosti od
80% koji je uzet kao prijelomna vrijednost za srodnost izolata (a odgovarao bi kriteriju
"vjerojatno srodni" Tenovera i sur.), da je najveci broj izolata (77; 45%) pripadao klonskom
tipu koji je, kao dominantan, nazvan A (s 12 podtipova; podtipovi Al-A12); sljede¢i po
ucestalosti bio je klonski tip B unutar kojeg se nalazio 61 (35,7%) izolat. Unutar ovog klonskog
tipa izolati su se raspodjelili u 15 podtipova (B1-B15). Preostalim klonskim tipovima pripadalo
je sveukupno 33 (19,3%) izolata raspodijeljenih u 7 podtipova (C-I). Klonski nesrodni svim
ostalim izolatima (odnosno ¢iji je koeficijent slicnosti bio manji od 80% u odnosu na sve ostale
izolate) bili su sojevi 50, 184, 162, 3, 48 i 169, kao §to prikazuje Tablica 24.

MBL pozitivni sojevi unutar ove komparacije pripadali su ve¢inom klonskom tipu B - tu su
izolati rednog broja 4, 5, 6 1 178. Izolat 43 pripadao je klonskom tipu A. Indeks sojevi oznaceni

rednim brojevima 1 i 2 pripadali su klonskom tipu H, odnosno D, dok izolat 3 nije bio klonski

srodan ni jednom klonskom tipu.
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Slika 24. Dendrogram svih izolata analiziranih u ovom radu.
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Prikazani su dijelovi skeniranih fotografija agaroznih gelova s vipcama migracije pocijepane DNK, redni brojevi
izolata, odjeli iz kojih su izolati potekli, uzorci iz kojih su izolirani pseudomonasi, datumi izolacije i serotipovi.

Indeks sojevi oznaceni su rednim brojem 1 i 2. Zeleno su osjenceni MBL pozitivni izolati.

Tablica 24. Genotipizacija izolata PFGE metodom. Izolati su svrstani u klonske tipove i
klonske podtipove.

Klonski tip (broj izolata) Klonski podtip: izolati

£3

A(77) Al: 437; 40; A2: 49; A3: 23; A4: 10, 42, 114, 143, 142, 148, 137,
99, 145, 98, 107, 140, 45, 111, 34, 141, 19,9, 120, 30, 112, 12, 101,
100, 13, 144,76, 131, 35, 151, 96, 163, 29, 139, 158, 82, 81, 84, 92,
83, 88, 90. 89, 57, 86, 91, 33, 63, 53, 147, 47; AS: 27, 26, 28; A6:
67, 69, 60; A7:74, 73,75, 71, 78, 77; A8: 165; A9: 87; A10: 122,
121, 130, 136; A11: 62, 58, 65; A12: 109

B (61) B1: 55, 105, 16, 152, 149, 146, 31, 154, 14, 18, 102, 94, 170, 179,
22,93, 176; B2: 54, 118, 17, 51; B3: 175, 174, 157, 173, 182, 126,
153; B4: 24,72, 115, 79; BS: , 168,177, 172; B6: 6, 156, B7: 5,
; B8: 155, 167, 8; B9: 11, 56, 39, 36; B10: 20, 25, 129, 21; B11:
127,97; B12: 61, 132; B13: 64, 106, 117; B14: 95, 110; B15: 150

Cc©O C1: 183,164,104, 171; C2: 181; C3: 38, 138; C4: 134,133
D(4) ,37,15,41

E (4) 161, 160, 135, 159

F @) 52,70,32,119

G() 66, 116

H(2) , 46

1[(2) 59, 44

Klonski nesrodni (6) 50,184,162, 3,48, 169

*zelenom bojom oznaceni su MBL pozitivni izolati (i izolati 1 i 2 - tzv. indeks sojevi)
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Iz dendrograma se takoder moze vidjeti da su izolati serotipa O12 koji su bili predominantni u
testiranom uzorku (99 od 169 sojeva odnosno 58,6%) pripadali ve¢inski klonskom tipu A (njih
69 od 99, odnosno 69,7%), dok je drugi po ucestalosti javljanja, klonski tip B imalo samo 13
izolata (13%) serotipa O12. S druge strane, drugi serotip po ucestalosti - serotip O11 kojeg je
sveukupno imalo 29 izolata, genetski je pripadao cesce klonskom tipu B (24 od 29, odnosno
82,8%) te sporadi¢no klonskom tipu A (3 od 29 izolata 10,3%), kao Sto prikazuje Tablica 25.
Ova razlika u ucestalosti pojavljivanja serotipova 11 i 12 s obzirom na PFGE klonski tip A i B
bila je statisti¢ki znacajna (y’=54,4; p<0,001).

S druge strane, ako se PFGE profili analiziraju u odnosu na rezistotipove, jasno se uocava da
rezistotipovi I pripadaju uglavnom PFGE klonskom tipu A (ukupno 51 od 77; 66,2% a 26,
odnosno 33,8% imalo je rezistotip II-IX), dok PFGE klonskom tipu B pripadaju izolati koji nisu
imali rezistotip I (ukupno 41 od 61; 67,2% imalo je rezistotip II-IX, a 20, odnosno 32,8% imalo
je rezistotip I ). Ova razlika je bila statisti¢ki znacajna (y°=13.9; p<0,01). Medu izolatima PEGE
klonskog tipa A koji nisu imali rezistotip I, naj¢es¢i je bio rezistotip VIII (9 od 26; 34,6%),
potom rezistotip IX 1 rezistotip III s po 5 izolata (19,2%). Samo dva izolata imala su rezistotip
V, a jedan rezistotip IV. Medu izolatima koji su pripadali klonskom tipu B, a nisu bili
rezistotipa I, najveéi broj izolata (13 od 61; 21,3%) imao je rezistotip V, potom rezistotip IX (9
od 61; 14,8%) te rezistotip IV (7 od 61; 11,5%). Statisti¢ka znaCajnost razlike na razini p<0,05
Fisherovim-exact testom dobivena je osim za rezistotip I 1 za ucestalost rezistotipa VIII (es¢i u
klonskom tipu A), V (¢es¢i u klonskom tipu B) i rezistotipa IV (¢e$¢i u klonskom tipu B), kao

Sto prikazuje slika 25.



Tablica 25. Usporedba serotipova i genotipova (po PFGE-Xbal).
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PFGE klonski tip/ Klonski Ukupno
Serotip A B C D E F G H I nesrodni

1 1 3 1 1 1 7

3 3 1 4

4 2 2

5 I 1 1 3

6 1 1

8 1 1

10 1 1

11 3 241 1 29
12 69 13 6 1 3 2 2 3 99
13 1 1

14 1 1

16 2 2
Seronetipizirani 2 10 1T 1 1 I 1 1 18
Sveukupno 77 61 9 3 4 4 2 1 2 6 169

Budu¢i da su izolirani pseudomonasi dijelom pripadali i uzorcima pedijatrijskih bolesnika,

analizirani su genotipovi izolata s Klinike za djecje bolesti, ukljuc¢ujuéi i jedinicu intenzivnoj

lijecenja djece (Pedijatrijski JIL).



106

Na slici 26 moze se vidjeti da je 26 izolata od 19 pedijatrijskih bolesnika bilo unutar 5 osnovnih

klonskih tipova (Ap-Ep).

Broj izolata

PFGE tip B

Rezistotip PFGE tip A

Vil

Slika 25. Graficki prikaz ucestalosti pojedinih rezistotipova u odnosu na klonski tip definiran
nakon PFGE, koristeéi Xbal restrikcijski enzim.

S izuzetkom znacajne razlike u broju izolata rezistotipa I s obzirom na klonski tip, uocava se razlika u broju
izolata rezistotipa IV i V koji ¢ine znacajan postotak u klonskom tipu B, te u broju izolata rezistotipa VIII koji cine
vecinu izolata klonskog tipa A koji ne pripadaju rezistotipu 1. Uclestalosti za koji postoji statisticki znacajna razlika

izmedu klonskih tipova A i B prikazane su masnim podcrtanim brojevima.
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Klonski tip Ap imao je 3 podtipa (Ap1-Ap4) i ukljucivao je sojeve 177, 172, 72, 139 (Ap1), 45,

92 (Ap2), 81155 (Ap3). Klonskom tipu Bp s tri podtipa pripadali su izolati 109, 130 (Bpl) 62,

58, 65, 121 (Bp2), i 136 (Bp3). Klonski tip Cp imao je dva podtipa, a Cinili su ga izolati 56, 61

(Cpl) te 70 (Cp2). Klonski tip Dp imali su sojevi 51 i 159, a klonski tip Ep izolati 59 i 44.

Genotipski nesrodni svim ostalim sojevima bili su izolati 66, 46, 71 1 48.
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Slika 26. Dendrogram izolata P. aeruginosa s Klinike za djecje bolesti.
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Posebno su obradeni izolati s jedinica intenzivnog lije¢enja koje se u KBC Split nalaze na dvije
lokacije te bolesnici migriraju unutar obje lokacije zbog ¢ega smo ocekivali veéu genetsku
srodnost medu izolatima. Dendrogram izolata porijeklom iz jedinica intenzivnog lijeCenja
prikazuje Slika 27.

Ukupno je iz uzoraka s jedinica intenzivnog lijeCenja obje lokacije izolirano 66 sojeva koji su
se mogli svrstati unutar ukupno 5 klonskih tipova s dominantna dva kojima je pripadalo ukupno
56 izolata, odnosno 84,8% (A s 36 odnosno 54,5% izolata i B s 20 odnosno 30,3% izolata).
Predominantnom klonskom tipu Ajil s 8 podtipova (Ajil1-Ajil8) pripadali su izolati 86, 163, 33,
104, 96 (Ajill), 98,114, 111, 145,29, 112, 81, 19, 30, 120, 83, 141, 137, 12, 10, 13 (Ajil2), 26,
35 (Ajil3), 78, 77, 47 (Ajil4), 122 (AjilS), 20, 25, 129, 88, 32 (Ajil6), 28 (Ajil7) te 60, 91 i 69
(Ajil8).

Drugom po zastupljenosti, genskom tipu Bjil sa Sest podtipova pripadali su izolati 6, 55, 5, 153,
156 (Bjill), 24, 170, 22, 17, 118 (Bjil2),16, 149, 146, 31, 14, 102 (Bjil3), 106, 174 (Bjil4), 181
(Bjil5) te 110 (Bjil6).

Klonskom tipu Cjil pripadali su izolati 183, 164 i 133, tipu Djil 15 i 41, te Ejil 161 i 160.
Pojedinacni izolati nesrodni ostalima bili u 162, 127 1 184.

Izolati u kojih je dokazano prisustvo amplikona VIM gena posebno su obradeni i usporedeni
genotipski s indeks sojevima 1 i 2 odnosno izolatima u kojih je po prvi puta dokazano prisustvo

metalo-fB-laktamaza u sljede¢em poglavlju.
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Slika 27. Dendrogram izolata P. aeruginosa iz jedinica

lokacijama Firule i KriZine.
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6.14 DETEKCIJA SMJESTAJA GENA ZA MBL

6.14.1 IZOLACIJA PLAZMIDNE DNK

Ekstrakcija plazmidne DNK s Qiagen Midi kitom uz pozitivnu kontrolu, soj NTCC 50192 E.
coli poznate molekularne veli¢ine plazmida od 148, 64, 36 i 7 kb nije pokazala prisustvo

plazmidne DNK ni u jednom od VIM pozitivnih izolata.

6.14.2 SOUTHERN BLOTING

Ekstrahirana DNK VIM-pozitivnih izolata nanesena je na gel u razli¢itim koncentracijama
(odredenim spektrofotometrijski): nerazrijedena, odnosno u koncentraciji 1 mmol/ul, te
razrijedena u koncentracijama 100 pmol/ul i 10 pmol/ul te zatim hibridizirana s VIM PCR-
amplikonom koji je bio obiljezen Redivue **P dCTP po sluajnom principu komercijalnim
kitom (Rediprime II Random Prime Labelling System Protocol, Amersham Biosciences
Freiburg, Njemacka). Izgled rendgenskog filma za izolat 43 nakon prekono¢ne hibridizacije na

-70 °C pokazuje slika 28.
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1 2 3 4

Slika 28. Southern blothing za MBL pozitivne izolate.

Prikazan je izolat 43. Slika lijevo fotografija agaroznog gela s genomskom DNK. Linija 1 koncentrirana DNK,
linija 2 razrijedena DNK 1: 10, linija 3 razrijedena DNK 1: 100, linija 4 lambda marker Hind IIl (BioLabs)
Strelica pokazuje 10.000 bp. Izgled rendgenskog filma nakon hibridizacije prenesenog gela s pozitivnom VIM-
DNK probom obiljezenom **P dCTP (fotografija je zaokrenuta u lijevo). Radioaktivni signal vidi se samo na
polozaju kromosomske DNK (signal plazmidne DNK nalazio bi se u podrucju manjih molekulskih velicina).
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6.15 SEKVENCIRANJE

6.15.1 SEKVENCIRANJE AMPLIKONA PCR REAKCIJE ZA GEN BLAyim

Reakcije odredivanja slijeda nukleotida DNK u amplikonima PCR reakcija za amplifikaciju
gena blaVIM uradene su pomocu kita ABI PRISM BigDye Terminator v3.1. ready Reaction
cycle Sequencing Kit. Slijed nukleotida iz svake reakcije obraden je programom Bioedit te
usporeden s bazom nukleotidnih slijedova dostupnih na internetskoj adresi http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov /Blast.cgi.

Sekvenciranje amplikona PCR reakcije za gen blayiv dobijenih za izolate pod brojevima 3, 4,
5, 6,43 1178 pokazalo je da se radi o VIM-2 genu za proizvodnju metalo-p-laktamaze. Slika 29
prikazuje usporedbu redoslijeda nukleotidnih baza amplikona VIM gena nakon sekvenciranja s
pocetnicom VIM DIA-F za izolat 4 (Query) i jedne od prijavljenih sekvenci u PubMed
nukleotidnoj bazi podataka (Sbjct). U prijavljenoj sekvenci VIM-2 gen nalazi se u integronu
klase 1, nazvanom In100. Njegov djelomicni redoslijed nukleotidnih baza prijavljen je bazi
podataka pod pristupnim brojem AY560837. Iz usporedbe je vidljivo da je redoslijed PCR

produkta potpuno odgovarao redoslijedu nukleotidnih baza za gen blavim-2 €iji je produkt VIM-

2 metalo-p-laktamaza.

Pseudomonas aeruginosa class 1 integron Inl00, partial sequence
Length=4003
Identities = 502/502 (100%), Gaps = 0/502 (0%)
Strand=Plus/Plus
/gene="blaVIM-2"/product="VIM-2 metallo-p-lactamase"
527..1327



Query
60

Sbjct
744

Query
120

Sbjct
804

Query
180

Sbjct
864

Query
240

Sbjct
924

Query
300

Sbjct
984

Query
360

Sbjct
1044

Query
420

Sbjct
1104

Query
480

Sbjct
1164

Query

Sbjct

685

61

745

121

805

181

865

241

925

301

985

361

1045

421

1105

481

1165

113

TTGGTCGCATATCGCAACGCAGTCGTTTGATGGCGCAGTCTACCCGTCCAATGGTCTCAT

Errrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
TTGGTCGCATATCGCAACGCAGTCGTTTGATGGCGCAGTCTACCCGTCCAATGGTCTCAT

TGTCCGTGATGGTGATGAGTTGCTTTTGATTGATACAGCGTGGGGTGCGAAAAACACAGC

LEEErrrrrrrrrrrrr e e e et e e e e e e e e e e e
TGTCCGTGATGGTGATGAGTTGCTTTTGATTGATACAGCGTGGGGT GCGAAARACACAGC

GGCACTTCTCGCGGAGATTGAGAAGCAAATTGGACTTCCTGTAACGCGTGCAGTCTCCAC

PR rrrr et r e e e e e e e e e e e e e e e e
GGCACTTCTCGCGGAGATTGAGAAGCAAATTGGACTTCCTGTAACGCGTGCAGTCTCCAC

GCACTTTCATGACGACCGCGTCGGCGGCGTTGATGTCCTTCGGGCGGCTGGGGTGGCAAC

CEEEErrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GCACTTTCATGACGACCGCGTCGGCGGCGTTGATGTCCTTCGGGCGGCTGGGGTGGCAAC

GTACGCATCACCGTCGACACGCCGGCTAGCCGAGGTAGAGGGGAACGAGATTCCCACGCA

CEEEErrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GTACGCATCACCGTCGACACGCCGGCTAGCCGAGGTAGAGGGGAACGAGATTCCCACGCA

CTCTCTAGAAGGACTCTCATCGAGCGGGGACGCAGTGCGCTTCGGTCCAGTAGAACTCTT

CEEEErrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTCTCTAGAAGGACTCTCATCGAGCGGGGACGCAGTIGCGCTTCGGTCCAGTAGAACTCTT

CTATCCTGGTGCTGCGCATTCGACCGACAACTTAGTTGTGTACGTCCCGTCTGCGAGTGT

CEEEEErrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTATCCTGGTGCTGCGCATTCGACCGACAACTTAGITGTGTACGTCCCGTCTGCGAGTGT

GCTCTATGGTGGTTGTGCGATTTATGAGTTGTCACGCACGTCTGCGGGGAACGTGGCCGA

CEEEErrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GCTCTATGGTGGTTGTGCGATTTATGAGTTGTCACGCACGTCTGCGGGGAACGTGGCCGA

TGCCGATCTGGCTGAATGGCCC 502

EEEETEErr ey
TGCCGATCTGGCTGAATGGCCC 1186
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Slika 29. Usporedba prijavijene sekvence produkta PCR reakcije za gen blayyy za izolat 4 i
postojece sekvence (AY560837) u PubMed banci gena ("GenBank'). Redoslijed

nukleotidnih baza odgovara sa 100% podudarnosti genu blayy,.;.

6.15.2 SEKVENCIRANJE AMPLIKONA PCR REAKCIJA ZA INTEGRON UNUTAR
KOJEG JE GEN BLAvim

S obzirom na dijelom poznati slijed gena unutar integrona prisutnog u indeks sojevima 1 12, za
sekvenciranje produkta obje PCR reakcije koriStene u amplifikaciji integrona, za svaki VIM
pozitivan izolat koristili smo pocetnice navedene u poglavlju METODE, odnosno njihove
kombinacije kako bi dobili sto potpuniji redoslijed nukleotidnih baza. Ovaj na¢in mapiranja
integrona joS se naziva i "primer walking strategy" odnosno koriStenje niza pocetnica za
sekvenciranje dijela po dijela integrona uz niz preklapanja u slijedovima. Dio integrona od
konzerviranog segmenta na 5' kraju i dijela VIM gena dobili smo koriste¢i kombinacije
pocetnica upotrebljenih i u reakciji amplifikacije konzerviranog segmenta na 5' kraju. Za
sekvenciranje preostalog dijela VIM gena, odnosno genske kazete koje se nalaze do
konzerviranog segmenta integrona na 3' kraju koristili smo pocetnice koje osim amplifikcije
VIM gena i 3' CS segmenta integrona amplificiraju oxa-10 i slicne gene (5/10) te aacA4 gen,
buducéi da da su njihove varijante bile prisutne u prvootkrivenim metalo-f-laktamaza pozitivnim
sojevima. Niz sekvencijskih reakcija unutar segmenta VIM-3'CS te kombinacija plus i minus
lanca dobivenih uporabom kombinacija forward i reverse pocetnica omogudila je da za sve
VIM pozitivhe sojeve dobijemo potpuni slijed nukleotida od 3277 parova baza unutar

integrona. Ovaj se slijed pokazao istim u svih VIM-pozitivnih izolata. Potpuni slijed



nukleotidnih baza u integronu koji

sljedeci:

1 tntntagnaa aaccgaanga

61
121
181
241
301
361
421
481

gccgcgaccg
ttgcncgtag
gcgctecgtte
gtgacgcaca
tggtaagctg
acgcagcggt
acagtctatg

gcngaggtct
aagaacagca
gccagccagg
ccgtggaaac
taatgcaagt
ggtaacggcg
cctcgggcat

sadrzava gen za proizvodnju metalo-p-laktamaze VIM-2 je

tgcgaancac ttcatccggg gtcancaccg acgggcaagn

tncgatctcc
aggccgncaa
acagaaatgc
ggangaaggc
agcgtatgcg
cagtggcggt
ccaagcagca

tgaanccagg
tncctgacga
ctcgacttcg
acgaacccag
ctcacgcaac
tttcatggct
agcgcgttac

gcanatccgt
tgcgtggaga
ctgctgccca
tggacataag
tggtccagaa
tgttatgact

gccgtgggtce

gcaggcag

atgaagtt gcagccgacc atcactccgc tgcgctccgt tctggcgget

acc aagaaggtgc [@

tccctgeggt

cgctggacag

2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

gcctgceccecect

agcaacgatt
tggctaaatc
gctgacgtac
attgcaatgc
ggggacggat
gcgaatgcat
ttgctgttca
cgagcgatcc
gatggtccag
cct
caaag]

3181
3241

ttttattatt
ggcttcatga

tagctccaac

ccgtcacact
gatctcatat
aggaacagta
tgaatggaga
ggtgggaaga
cacaactggg
atgatcccga
gatgctacga
ccgtgtacat
tccatcgagg

gcgcctcatg
cgtcgagtgg
cttgccaagc
gccgattggg
agaaaccgat
caaaggcttg
ggtcaccaag
gaaagcgggg
ggttcaaaca
gggacgtcca

actgagcatg
tggggcggag
gttttagcgce
tatgcccagt
ccaggagtac
ggaaccaagc
atccaaacgg
tttgagaggc
cgccaggcat
agggctggceg

gcacagcacc
cngaaacctt
aggttgccgg
cctgttcggt
ccttgaccga
gtttttttgt
gatgtttgat

atgcg]
gaacttcggc

tcaaggtcgce

agtacagcat
accttgcgat
aagaagcacg
aagagtccgt
cgtacgttgc
gcggaataga
tggttcgagc
acccgtecgece
aaggtaccgt
tcgagcgaac
cccttggcecg

cgccgcctgt

cgtgaccaac
gctctatgag
cccgacactt
cactccatac
tcttggaagc
ccagtcactg
tctggttgag
gagcaacttg
aaccacccca
acgcagtgtt
cccctcatgt

gcactaag
tttaagcgtg
ttgccgatgg

cacataattg
cataataagc
ntttgatntg

ctcacagcca
cctacacaaa
tattccc

aactatcagg
ttgggagata

(3277)

tcaagtctgce
tatcatgaaa
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Po ovom slijedu nukleotida i prijavljenim slijedovima nukleotidnih baza unutar genske baze
PubMed-a zakljucili smo da se unutar integrona klase 1 nalaze gen-integraza, gen VIM-2
(metalo-B-laktamaza), gen oxa-10 (oksacilinaza), parcijalni gen qacF (rezistencija na kvarterne
amnijeve spojeve), gen aac6'-Ib i gen qacEdeltal (rezistencija na kvarterne amonijeve spojeve).
Isti redoslijed moze se detaljno prikazati kako slijedi: na pocetku reda je redni broj nukleotidne
baze iz gore navedenog slijeda s kojim zapocinje pojedini gen ili dio integrona te redni broj
baze s kojom zavrSava pojedini gen, odnosno genska kazeta ili mjesto. Prva genska kazeta
zapocCinje s attl rekombinacijskim mjestom i zavrSava inverznim sredi$njim mjestom, a svaka
sljede¢a pocinje tzv. srediSnjim mjestom, odnosno "core site" te zavrSava inverznim sredi$njim
mjestom ("inverse core site"), kao dijelom tzv. 59-be, odnosno a##C mjesta (u slijedu gore

podcrtano).

1..532 5' konzervirani dio

1..396 gen intl/funkcija: ,,integraza-rekombinaza“
282..311 promotor Pc
282..287 -35 signal Pc
306..311 -10 signal Pc
401..406 -35 signal P2
420..426 -10 signal P2

533 ..539 sredisnje mjesto

1376..1382 inverzno srediSnje mjesto
1376..1440 VIM-2 59 be
1441..1447 srediSnje mjesto

2257..2263 inverzno srediSnje mjesto
2257..2360 OXA-10 59 be
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2361..2367 sredisnje mjesto [N

2362..2487 genska kazeta s genom qacF/funkcija: rezistencija na kvarterne amonijeve spojeve
2487..2493 sredisnje mjesto
2488..3126 genska kazeta aacA4

2548..3066 gen aacA4/funkcija: aminoglikozid-modificirajuéi enzim aac6'-Ib
3061..3067 inverzno srediSnje mjesto
3061..3126 aacA4 59 be

3127..3133 sredisnje mjesto ([N

3127..3277 3' konzervirani dio
3235..3277 gen qacEdeltal/funkcija: rezistencija na kvarterne amonijeve spojeve

Slijed je prijavljen nukleotidnoj bazi podataka EMBL/GenBank pod brojem AM392427.
Buduc¢i da se radi o do sada neprijavljenom redoslijedu genskih baza unutar integrona, integron
je potpuno novi i nazvan InCRO.

Dobijeni integron klase 1 s genskim kazetama VIM-2, OXA-10, qacF, aacA4 prikazuje

shematski Slika 30.

6.16 USPOREDBA MBL POZITIVNIH IZOLATA

Svi MBL pozitivni izolati imali su serotip O11 s izuzetkom izolata rednog broja 43 koji je imao
serotip O12. Dva indeks izolata 1 i 2 nisu se mogli tipizirati komercijalno dostupnim serumima.
Iako su svi sojevi koji su sadrzavali gen za enzim metalo-f-laktamazu bili multiplorezistentni,
postojale su razlike u osjetljivosti, kako na B-laktame, tako i na antipseudomonasne antibiotike
iz ostalih skupina. Svi MBL pozitivni izolati bili su otporni na ceftazidim, cefepim, imipenem,
meropenem, gentamicin, tobramicin (podatci nisu prikazani), netilmicin i amikacin kao §to

prikazuje Tablica 26.
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Integron InCRO
3277 bp
ICS ICS ICS
CS CSCS CS

R 1 bl | | | blagaeas | qacEdeltal
_ VIM-2 “’F aacA4 3'CS
genska kazeta genska kazeta P-8-K-genska kazeta

Slika 30. Shematski prikaz integrona koji sadriava VIM-2 gensku kazetu.

U gornjem redu su geni;, smjer strelica u gornjem redu oznacava smjer prepisivanja gena. U donjem redu su
prikazani osnovni dijelovi integrona - konzervirani 5'i 3' kraj te izmedu njih varijabilni dio s genskim kazetama:
integron je klase 1 i ima 4 genske kazete; iza polozaja integraze-rekombinaze attl nalazi se prva genska kazeta s
genom za proizvodnju metalo-f-laktamaze VIM-2. Slijedi genska kazeta s genom za proizvodnju f-laktamaze OXA-
10, potom parcijalna genska kazeta s dijelom gena qacF ciji bi protein posredovao rezistenciju na kvarterne
amonijeve dezinficijense, slijedi genska kazeta s genom aacA4 koji proizvodi aminoglikozid-modificirajuci enzim
aac6'-1b. Posljednji gen je qacEdeltal unutar 3' konzerviranog kraja ciji produkt takoder posreduje rezistenciju na

dezinficijense. Pristupni broj integrona u EMBL/GenBank je AM392427.

Izolati 3, 4, 5 1 6 bili su osjetljivi na piperacilin i piperacilin s tazobaktamom te umjereno
osjetljivi na aztreonam (izolat 5 bio je otporan). Ovi izolati bili su otpomni i na sve
aminoglikozide te osjetljivi na kolistin. Dakle izolati 3-6 pripadali su rezistotipu 4. Izolat 43 bio

je osjetljiv na piperacilin s tazobaktamom i umjereno osjetljiv na aztreonam te osjetljiv na
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kolistin. Svrstan je takoder u rezistotip 4. Izolat 178 bio je osjetljiv na aztreonam pa je pripadao
178.

Takoder treba napomenuti da su minimalne inhibicijske koncentracije interpretirane po CLSI
standardima pa primjerice za piperacilin MIK od 64 pg/ml znaci da je izolat osjetljiv, a vec
sljede¢a koncentracija od 128 pg/ml oznaava otporan (uz dopusteno odstupanje u
mikrodilucijskoj metodi od jednog razrijedenja). Isti takav odnos postoji i za piperacilin s
tazobaktamom.

Svi MBL pozitivni izolati imali su odnos minimalnih inhibicijskih koncentracija prema
karbenicilinu, cefotaksimu, ceftazidimu i piperacilinu koji je govorio u prilog efluksa, i svi su, s
izuzetkom izolata 178 pokazivali smanjenje MIK-a ceftazidima u prisustvu fenilboroni¢ne
kiseline za viSe od 4X (izolat 178 pokazivao je dvostruko smanjenje). Ni jedan od MBL
pozitivnih sojeva nije imao OprD u vanjskoj membrani.

Svi MBL izolati bili su rezistentni na fluorokinolone i aminoglikozide.

Na temelju PFGE analize MBL pozitivnih sojeva rac¢unalnim programom GelCompar dobijen
je dendrogram istih, kao $to prikazuje Slika 31.

Moze se uoc€iti da se medu MBL izolatima nalaze dva osnovna klonska tipa - tip Ambl u koji
spadaju izolati 5, 4, 6 1 3, pri ¢emu su izolati 4 i 5 podtipa Ambl1 (sli¢ni 95%), izolat 6 podtipa
Ambl2, a izolat 3 podtipa AmbI3. Drugi klonski tip Bmbl ¢ine izolati 1 i 43 (slicni 82%), dok
izolati 178 1 2 nisu genetski srodni preostalima.

Naime, izolat 178 nesto je srodniji klonskom tipu Ambl, kojem nalikuje 75%, dok je izolat 2

srodniji klonskom tipu Bmbl uz koeficijent sli¢nosti od 75%.
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Tablica 26. Osjetljivost MBL pozitivnih izolata Pseudomonas aeruginosa na antibiotike (MIK

u ug/ml).

Izolat PIP TZP CAZ FEP ATM IPM MEM GN NET AN COL CIP

3 32 32 128 32 >128 >128 >128 >128 128 2 32

4 64 64 128 32 >128 >128 >128 >128 64 2 32

5 32 64 128 32 32 >128 >128 >128 >128 128 2 64

6 32 64 128 32 >128 >128 >128 >128 128 2 32

43 >128 64 32 32 >128 >128 >128 >128 32 2 32

178 128 >128 64 32 8 128 128 >128 >128 32 2 32

* Plavim fontom oznacena je vrijednost osjetljiv, narancastim umjereno osjetljiv, ostalo je otporan.

Dice (Opt0.50%) (Tol 2.0%-20%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE01 PFGEO1
LELELRLRL
JIL Krizine krv 12/08/2002  F/11 MBL+
Neurokirurgijia ~urin 03/11/2001 ;/12 MBL+
JIL Krizine aspirat traheje  06/08/2002 /11 MBL+
Kirurgija bris rane 09/11/2001  F/I11 MBL+
Interno Krizine  bris rane 17/08/2007  F/11 MBL+
N 1 Neurologija urin 27/10/2000  NETIP.  MBL+index 1
_: [ ) A urin 07/02/2004  FM1  MBL+
m; m jt 2 Ginekologija urin 28/10/2000  NETIP.  MBL+index 2

Slika 31. Dendrogram MBL pozitivnih izolata s ukljucenim indeks sojevima 1 i 2 (Xbal

enzim).

Uz koeficijent slicnosti >80% izolati 3-6 pripadaju jednom klonskom tipu, a izolati 1 i 43 drugom.

Izolati 178 i 2 nisu klonski srodni preostalima.
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S obzirom na znacaj pravilne interpretacije MBL pozitivnih sojeva, a vezano za njihovo
genetsko podrijetlo i genetsku srodnost, genotipizacija ovih sojeva uradena je dodatno PFGE
metodom koristeci specificniji restrikcijski enzim Spel. Na Slici 32 prikazani su dobiveni PFGE
profili MBL pozitivnih sojeva s ukljucenim indeks sojevima i PAO kontrolnim sojem. Iz
analize vrpci moze se zakljuciti da izolati 1 i 2 pripadaju jednom klonskom tipu (A), dok izolati
3-6 1 178 pripadaju drugom klonskom tipu (B), pri ¢emu izolati 3-5 i 178 pripadaju podtipu B1,

izolat 6 podtipu B2. Izolat 43 predstavlja tre¢i genetski tip C.

Slika 32. PFGE profili MBL pozitivnih izolata cijepanih Spel restrikcijskom endonukleazom

Reakcija amplifikacije polimorfne DNK provedena je s pocetnicama 208 (5' ACGGCCGACC)

1272 (5" AGCGGGCCAA) u reakcijskoj otopini s Taq polimerazom (Invitrogen). Indeks sojevi
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1 i 2 pripadali su RAPD tipu A, sojevi 3-6, i 178 RAPD tipu B, a soj 43 RAPD profilu C bez
obzira koje su pocetnice upotrebljene.

Stoga se, usporedujuci podatke dobivene PFGE uz restrikcijsku endonukleazu Xbal, PFGE s
restrikcijskom endonukleazom Spel te RAPD s pocetnicama 208 i 272 moze reci da izolati 112
koji su indeks MBL pozitivni sojevi predstavljaju klonski kompleks jednog genetskog
porijekla, a izolati 3, 4, 5, 6 1 178 klonski kompleks drugog genetskog porijekla. Izolat 43 nije

srodan preostalima. Ove se usporedbe lakse uocavaju prikazom u Tablici 27.

R — 3

T

— —
el . L
== -

Slika 33. RAPD - profili MBL pozitivnih sojeva s pocetnicama 208 (lijevo) i 217 (desno).
Linija 1- MWM, linija 2 indeks soj 1, linija 3 indeks soj 3, linija 4 soj 3, linjja 5 soj 4, linija 6 soj 3, linija 7 soj 6,
linija 8 soj 43, linija 9 soj 178, linija 10-MWM.
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Tablica 27. Profili MBL pozitivnih sojeva dobijeni razli¢itim metodama genotipizacije.

Metoda PFGE Xbal PFGE Spel RAPD 208 RAPD 272

Izolat
1

2

3

43

178

6.17 PROVIJERA IDENTIFIKACIJE VRSTE ZA MBL POZITIVNE
IZOLATE

Budu¢i da indeks sojevi nisu pripadali istom klonu po PFGE metodi, a serotipizacijom nisu
aglutinirali sa specificnim serumima za P. aeruginosa, odlucili smo provjeriti identifikaciju
indeks sojeva VITEK 2 automatiziranim sustavom te dodatno molekularnom metodom dokaza
visoko specificnog gena ecfX koji kodira ECF, odnosno ekstracitoplazmatski funkcijski sigma
faktor koji je specifican za P. aeruginosa.

Testiranjem na VITEK 2 automatiziranom sustavu indeks izolati su identificirani kao
Pseudomonas putida s 99% vjerojatnosti.

Amplifikacija ecfX gena nije dala amplikon za indeks sojeve 1 i 2, dok se svim ostalim

izolatima dokazao gen ecfX, kao i pozitivnoj kontroli, odnosno izolatu PAOL1.
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6.18 STATISTICKA OBRADA PODATAKA O BOLESNICIMA S
ANKETNOG LISTICA S OBZIROM NA DULJIINU
HOSPITALIZACIJE I ISHOD

Medijan duljine hospitalizacije svih bolesnika bio je 39 dana (1-365 dana), pri ¢emu je medijan
hospitalizacije za muske bolesnike (N=80) bio 42 dana (1-365), a za zenske (N=46) 30 dana (1-
365). Djeca muskog spola (N=8) prosjecno su hospitalizirana 124 dana (17-365), a Zenskog
(N=11) 67,5 dana (31-365). Djecja populacija bolesnika imala je ve¢inom dijagnozu kroni¢ne
bolesti organskog sustava te nisu razmatrani u statistickoj obradi utjecaja varijabli na duljinu
hospitalizacije i ishod bolesnika.

Razlika u duljini hospitalizacije, a s obzirom na varijable koje su se mogle pratiti iz anketnog
listica (Prilog 1), testirana je Mann-Whitneyevim testom i prikazana u Tablici 28. Testiran je
utjecaj spola, primanja fluorokinolona, cefalosporina ili karbapenema prije izolacije
pseudomonasa analiziranog u ovom radu, terapije dane poslije izolacije pseudomonasa, boravak
u jedinici intenzivnog lijeCenja, osnovne dijagnoze te serotipa i rezistotipa na duljinu lije¢enja
(a time neizravno i na cijenu kosStanja lijecenja).

Iz Tablice je vidljivo da su muskarci bili dulje hospitalizirani od zenskih bolesnika, pri ¢emu je
razlika u duljini hospitalizacije s obzirom na spol na granici statistiCke znacajnosti (z=1,96;
p=0,05). Bolesnici koji su primali fluorokinolone prije izolacije otpornog pseudomonasa nesto
su dulje bili hospitalizirani u odnosu na one koji nisu; i ova je razlika bila na granici statisticke
znacajnosti (z=1,86; p=0,06). Cefalosporinska terapija prije izolacije pseudomonasa otpornog

na karbapeneme nije statisticki znacajno utjecala na duljinu hospitalizacije, kao ni terapija



125

karbapenemima. Terapija koja je bila djelotvorna, odnosno po antibiogramu djelovala na
izoliranog pseudomonasa nije imala statisticki znaCajan utjecaj na duljinu hospitalizacije
bolesnika. Boravak u jedinici intenzivnog lijeCenja znaCajno je utjecao na duljinu
hospitalizacije bolesnika pa su znacajno krac¢e bili hospitalizirani oni bolesnici koji nisu dio
hospitalizacije proveli u JIL-u (z=1,38; p=0,04). Serotip 11 i serotip 12, koji su predstavljali
dva najcesce izolirana serotipa pseudomonasa nisu znacajno utjecali na duljinu hospitalizacije,
kao ni izolacija naj¢esceg rezistotipa, odnosno rezistotipa 1, iako je hospitalizacija bila dulja u
bolesnika koji su u uzorcima imali P. aeruginosa rezistotipa I, odnosno serotipa 12, u odnosu
na ostale rezistotipove i serotipove. Kao $to je i o¢ekivano bolesnici s kronicnom dijagnozom
bili su dulje hospitalizirani od onih s akutnom, ali statisticki bez znacajne razlike (z=0,93;
p=0,35).

Analiziran je i1 utjecaj niza varijabli na konacan ishod hospitalizacije odraslih bolesnika
prikazan kao prezivljavanje i smrt (Tablica 29). U varijanti prezivljavanje prikazani su bolesnici
koji su otpusteni u stanju poboljsano ili nepromijenjeno.

Medijan dobi odraslih bolesnika koji su prezivjeli bio je 58 godina (18-85), a umrlih 66 godina
(21-83). Statisticki gledano razlika je bila na granici znacajnosti (z=1,87; p=0,06). Statisticki
nije bilo znacajne razlike u duljini hospitalizacije odraslih bolesnika, a s obzirom na ishod.
Naime, medijan duljine hospitalizacije prezivjelih bolesnika bio je 33 dana (1-221), a umrlih 39
dana (1-104). S obzirom na velike raspone, razlika ovih medijana nije bila statisti¢ki znacajna

(z=0,005; p=0,99)
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Tablica 28 . Prikaz medijana te minimalnih i maksimalnih vrijednosti duljine hospitalizacije
(u danima) odraslih bolesnika, a s obzirom na razliCite varijable. Istaknute su statisticki

znacajne razlike.

Varijabla DA NE z p
Spol M 39,5 (1-221) 24 (1-134) 1,96 0,05
Karbapenemi u 44 (1-221) 32,5 (1-134) 1,48 0,13
terapiji

Cefalosporini u 35,5 (7-123) 36 (1-221) 0,17 0,87
terapiji

Fluorokinoloni u 24 (1-123) 40,5 (2-221) 1,86 0,06
terapiji

Terapija prema 37 (12-134) 34 (1-203) 0,82 041
antibiogramu

Boravak u JIL- 37 (6-134) 24 (1-203) 1,38 0,04
u

Serotip 11 29 (1-203) 36 (5-134) 0,23 0,86
Serotip 12 38,5 (5-134) 28 (1-203) 0,90 0,37
Rezistotip I 40 (1-123) 30,5 (1-221) 0,87 0,39
Dijagnoza akutna 31 (2-134) 41,5 (1-221) 0,93 0,35

* Mann-Whitneyev test

Spol bolesnika nije imao znacajan utjecaj na njihovo prezivljavanje, iako je u skupini umrlih
bolesnika bilo ¢es¢e onih muskog spola Terapija fluoriranim kinolonima imala je u konac¢nici

utjecaj na duzu hospitalizaciju odraslih bolesnika, medutim, prisustvo karbapenema,
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cefalosporina i fluorokinolona u terapiji prije izolacije karbapenem-otpornog pseudomonasa
nije imalo znacajan utjecaj na ishod bolesnika.

S druge strane, prisustvo centralnog venskog katetera (CVK) imalo je znacajan utjecaj na vecu
smrtnost (y2=4,57; p<0,05), Sto nije vrijedilo za prisustvo urinskog katetera (UK), mehanicke
ventilacije (MV) ili drugih biomaterijala. Boravak u JIL-u takoder nije imao statisticki znacajan
utjecaj na ishod bolesnika, kao ni operacijski zahvat tijekom hospitalizacije u kojoj je izoliran
prikupljeni soj. Akutna ili kroni¢na dijagnoza bolesnika nisu imali znacajan utjecaj na
prezivljavanje kao ni rezistotip, odnosno serotip izoliranog soja pseudomonasa. Zanimljivo je
da terapija prema antibiogramu ("ciljana") za izolirani soj pseudomonasa nije imala statisticki

znacajan utjecaj na konacan ishod bolesnika.

Tablica 29. Utjecaj razli¢itih varijabli (izraZen kao broj i postotak od ukupnog broja odraslih

bolesnika za koje smo imali podatke) na konacan ishod bolesnika.

Varijabla Prezivljavanje = Smrt %2 p
Spol - M (N=86) 49 (65,3) 37 (72,5) 0,73 0,39
__________ -Z(N=40) 26(347)  14Q75)
Karbapenemi u 18 (30,0) 13 (32,5) 0,07 0,79
terapiji - DA
(N=31)
- NE 42 (70,0) 27 (67,5)
N0
Cefalosporini u 16 (25.4) 9(22,5) 0,11 0,74
terapiji - DA
(N=25)
- NE 47 (74,6) 31 (77.,5)
NS
Fluorokinoloni u 12 (21,4) 11 (24,4) 0,13 0,71
terapiji - DA

(N=23)
_ NE 44(78,6) 34 (75,6)
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Ciljana terapija
- DA (N=33)

18°(33.3)

36 (66,7)

15 (41,7)

21 (58.3)

Boravak u JIL-u
-DA (N=87)

36(69,2))

16 (30,8)

25 (49,0)
45,7 (51,0)

UK - DA (N=59)
- NE (N=67)

31(41,0)
44 (59,0)

28'(54.9)
23 (45,1)

biomaterijali
-DA (N=31)

18 (24,7)

55(75.3)

13(25.5)

38 (74,5)

Operacijski
zahvat - DA
(N=60)

40 (54,1)

34 (45,9)

20(39,2)

31 (60,8)

Serotip 11
(N=21)

Ostali serotipovi

13 (19.4)

54 (80,6)

8 (17.4)

38 (82,6)

Serotip 12
(N=75)

Ostali serotipovi

44(65,7)

23 (34,3)

31 (67.4)

15 (32,6)

Rezistotip 1
(N=67)

Ostali
rezistotipovi

39 (51.3)

37 (48,7)

28°(56,0)

22 (44,0)

Dijagnoza
akutna (N=67)
Dijagnoza
kroni¢na (N=59)

42°(55,3)

34 (44,7)

25 (50,0)

25 (50,0)
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7 RASPRAVA

Stvaranje f-laktamaza najces¢i je mehanizam rezistencije u Gram-negativnih bakterija. Ste¢ene
karbapenemaze, ukljucuju¢i metalo-p-laktamaze od izuzetne su klinicko-epidemioloskog
znacaja s obzirom na Siroki supstratni profil (koji ukljucuje cefalosporine prosSirenog spektra
djelovanja te karbapeneme) i neosjetljivost na trziSno raspolozive serinske inhibitore [3-
laktamaza. Pseudomonas aeruginosa je medu Gram-negativnim patogenima bakterija koja
najcesce stjeCe metalo-f-laktamaze kao jo§ jedan odgovor na meduigru s okoliSem koji je
okruzuje, odnosno sve vec¢om prisutnos¢u karbapenema u terapiji rezistentnih bolnic¢kih

T2 0d 1991. godine, kada je Japan® prvi izvijestio o metalo-p-laktamazi u

patogena.
Pseudomonas aeruginosa za koju se kasnije utvrdilo da je rije¢ o IMP enzimu, vecina
europskih zemalja izvijestila je o prisustvu uglavnom VIM-1 i VIM-2 metalo-p-laktamaze u
ovog patogena >*'”®. Hrvatska se priklju¢ila popisu europskih zemalja s VIM-2 tipom MBL
2003. godine.'”® Opisana su tada dva klonski srodna izolata P. aeruginosa iz KBC Split
detektirana 2000. godine, a rezistentna na sve f-laktamske antibiotike s izuzetkom aztreonama.
Za izolate je utvrdeno da posjeduju kromosomsku, integronom kodiranu MBL VIM-2 tipa. Jo$
Cetiri P. aeruginosa izolata s dokazanom VIM-2 MBL opisana su 2006. godine iz KBC
Zagreb."?! Istrazivanje je tada obuhvatilo 100 izolata sa smanjenom osjetljivo§éu na imipenem
ili meropenem iz razdoblja od 2002. do 2005. godine prikupljenih iz KBC Zagreb i Sveucilisne
bolnice Merkur, Zagreb. Genetska osnova detektiranih MBL enzima nije opisana, a izolati nisu
bili klonski srodni.

U ovoj disertaciji istrazeno je 169 bolnic¢kih izolata Pseudomonas aeruginosa otpornih na

karbapeneme koji su prikupljeni u rutinskom laboratorijskom radu u KBC Split u razdoblju od
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2001. do 2007. godine s ciljem utvrdivanja klini¢ko-epidemioloskog znacaja onih izolata koji
lu¢e metalo-B-laktamaze.

Zbirka od ukupno 169 izolata pripadala je 145 bolesnika. I u ovoj studiji se potvrdila ¢injenica
133.13¢ Tako je ukupno 126 bolesnika imalo po jedan izolat, 15 bolesnika imalo je po dva izolata,
troje bolesnika po tri izolata i jedan bolesnik imao je Cetiri razli¢ita izolata pseudomonasa. lako
su se izolati razlikovali po antibiogramu (budu¢i da u zbriku po definiciji nisu ulazili sojevi
duplikati od istog bolesnika - dakle oni s istim antibiogramom izolirani u razdoblju unutar 30
dana), kasnije se ispostavilo da su razli€iti i po genotipu pa su analizirani kao razli¢iti. Od
ukupno 19 bolesnika s multiplim izolatima petero su bila djeca. Ve¢ su raniji radovi pokazali
uCestalo nalazenje izolata P. aeruginosa s razliitim anibiogramom, u djece s kroni¢nim
respiratornim bolestima.'” Veéina bolesnika (63:42%) bila je hospitalizirana u jedinicama
intenzivnog lijeenja, bilo opéim, bilo kirurS§kim. Ovaj podatak je ocekivan bududi da je
poznato da P. aeruginosa spada u najeS¢e Gram-negativne bacile izolirane iz uzoraka
bolesnika u jedinicama intenzivnog lije¢enja.””*">" Drugi po zastupljenosti medu odraslim
bolesnicima (19;13%) bili su oni s Klinike za pluéne bolesti $to je u skladu s poznatom
¢injenicom da se P. aeruginosa najcesCe izolira upravo iz respiratornog trakta, a posebice u
bolesnika s kroniénim pluénim bolestima.”™® Owvu tvrdnju potvrduje i raspodjela izolata po
uzorcima, s obzirom da je 95 od 169 (56,2%) sojeva potjecalo iz uzoraka donjeg dijela
respiratornog sustava (sputum, brisevi kanile, aspirati traheje i bronha). U europskoj studiji
prevalencije patogena u jedinicama intenzivnog lijeCenja (EPIC), P. aeruginosa bio je
predominantan Gram-negativan patogen izoliran iz bronhopulmonalnih uzoraka bolesnika iz

1417 jedinica intenzivnog lije¢enja 17 zemalja Zapadne Europe."” Drugi po udestalosti u ovoj
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disertaciji bili su izolati pseudomonasa iz obrisaka rana (27 izolata; 16%), potvrdujuci dobro
poznatu ¢injenicu o ulozi P. aeruginosa u infekcijama koze i1 potkoznog tkiva, bilo da se radi o
postoperativnim infekcijama kirursSkih rana, infekcijama opecene koze ili kroni¢nim koznim
promjenama.'®*'%* Sljedeéi po uéestalosti bili su uzorci urina $to je takoder o&ekivano buduéi
da je P aeruginosa znacajan uzro¢nik nozokomijalnih urinarnih infekcija, posebice onih
povezanih s uporabom urinskih katetera. Ove infekcije ¢ine oko 40% svih nozokomijalnih
infekcija i vrlo su &esto izvor Gram-negativne bakterijemije u hospitaliziranih bolesnika.'®

Medijan dobi odraslih bolesnika bio je 65 godina, a vecina bolesnika bolovala je od kroni¢nih
bolesti §to smo i1 ocekivali budu¢i da su ekstremi dobi - dakle najmlada i najstarija dob
zdravih osoba.'®*'® Shodno raspodjeli uzoraka, razlog slanja uzoraka na mikrobiolosku obradu
bile su ve¢inom dijagnoze vezane za respiratorni sustav (u 54 - 47% odraslih bolesnika) te
infekcije kirurSkog mjesta (u 36 - 31% odraslih bolesnika). Iako je sasvim upitno da li izolacija
pseudomonasa iz ekspektoriranog sputuma ili trahealnog aspirata indicira njegova uzrocnu vezu
u infekcijama respiratornog sustava, brojne su studije u selekcioniranim populacijama bolesnika
1 analizirajuéi izolate bronhoalveolarnih lavata i zaSti¢enih uzoraka cetkice iz donjih
respiratornih putova, dokazale upravo da je P. aeruginosa vode¢i Gram-negativan patogen u
nozokomijalnim pneumonijama, posebice u ventiliranih bolesnika.'®®'®” Sto se infekcija
kirur§kog mjesta ti¢e, u literaturi se najcesce citiraju podaci Americke studije o pracenju
nozokomijalnih infekcija u kojoj je P. aeruginosa na Cetvrtom mjestu medu uzroCnicima
kirurske rane.'® Infekcije su nesto ¢edée u kardiokirurikih bolesnika, a izvor infekcije osim
bolesnika samog moze biti i u operacijskoj sali, poput pumpe za sukciju, monitoringa

arterijskog tlaka, otopine dezinficijensa i sli¢no.'"’
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Najveci broj izolata, njih 99, odnosno 58,6% od ukupnog broja te 65,6% od ukupnog broja
tipabilnih izolata, imalo je serotip O12. Drugi po ucestalosti bio je serotip O11 (29 izolata;
17,1% od ukupnog broja te 19,2% od ukupnog broja tipabilnih sojeva). Slijedili su ih po
zastupljenosti serotipovi O1 (7; 4,1%), O3 (4; 2,4%) te O5 (3; 1,8%). Serotipovi 06, O8 i O10
bili su sporadi¢no prisutni, dok serotipovi O2, O7, O9 i O15 nisu uopce bili prisutni u zbirci
izolata ove studije. Pred gotovo 20 godina serotip O12 Pseudomonas aeruginosa bio je
dominantan izolat u Europi uz prevladavajuéu PSE-1 B-laktamazu.'®® Danas se serotip 012
povezuje uglavnom s multiplorezistentnim pa tako i VIM-pozitivnim izolatima.'*'" U
istrazivanju provedenom 2001. godine u Hrvatskoj, serotip O11 P. aeruginosa, koji je u ovoj
disertaciji bio odmabh iza serotipa O12, bio je najucestaliji, a slijedio ga je serotip 06, koji se u
zbirci analiziranoj u ovoj disertaciji samo sporadi¢no pojavljivao.'” Moguée da razlike u
prevalenciji serotipova potje¢u od razlika u antimikrobnoj osjetljivosti buduci je ova disertacija
obuhvatila samo imipenem-rezistentne izolate, a u studiji Vrane$ i sur.'”' nema podataka o
antimikrobnoj osjetljivosti. U nedavno objavljenoj studiji u Sloveniji najces$¢i serotipovi
takoder su bili O11 i 06, pri emu je oko 10% izolata bilo rezistentno na imipenem.'” U
nacionalnoj studiji u Spanjolskoj, najuéestaliji serotipovi P. aeruginosa bili su O1, 04 i 011."”
Serotip O1 koji prevladava u Spanjolskoj nalazi se medu analiziranim izolatima u ovom radu na
treCcem mjestu po ucestalosti. Da opisana raspodjela po serotipovima nije samo karakteristika
europskih izolata P. aeruginosa, pokazala je i studija u SAD-u koja je analizirala 200-ak izolata
P. aeruginosa regionalne bolnice u jednogodisnjem razdoblju u kojoj je vecina izolata imala
serotip O11, izolati serotipa O12 uopée nisu opisani, a 15% izolata bilo je netipabilno.'™

Rezultati ove disertacije slazu se i s rezultatima osmogodisnje studija u Francuskoj koja je

utvrdila da su multiplorezistentni izolati P. aeruginosa bili upravo O11 i O12 serotipa, kao i
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nedavno istrazivanje u Grckoj koje je obuhvatilo multiplorezistentne izolate P. aeruginosa koji
su veéinom bili serotipa O11, a zatim 012. '">'”7 Netipabilnih izolata u ovoj je disertaciji bilo
18 tj. 10,6% Sto se slaze s literaturnim podatcima za pseudomonasa, s obzirom da je od ranije
poznato da pseudomonas &esto nema ispoljen lipopolisaharid vanjske membrane.'”'”’

Najpotentniji antibiotici u ovoj disertaciji bili su amikacin (62,1% osjetljivih izolata u disk
difuzijskoj metodi, 82,8% osjetljivih izolata u mikrodilucijskoj metodi) i kolistin (95,7%
osjetljivih izolata u disk difuzijskoj metodi, 50% osjetljivih izolata u mikrodilucijskoj metodi),
a slijedili su ih ceftazidim, piperacilin s tazobaktamom i ciprofloksacin. Minimalna inhibicijska
koncentracija potrebna za inhibiciju 90% izolata P. aeruginosa (MIKy) bila je za amikacin 32
pg/ml, a za kolistin 8 pg/ml. U studiji Higgins i sur."®” koja je obuhvatila 86 imipenem-
rezistentnih izolata P. aeruginosa, najpotentniji antibiotik bio je takoder amikacin s oko 70%
osjetljivih izolata (MICyy >64 pg/ml), a slijedio ga je ceftazidim s 40% osjetljivih izolata
(MICyy >64 pg/ml). Najmanje ucinkovit antibiotik u studiji Higgins i sur. bio je piperacilin sa
76% rezistentnih izolata te gentamicin sa 72% rezistentnih izolata, dok je u ovoj disertaciji
najveci broj rezistentnih izolata zabiljeZen takoder za gentamicin (84% u mikrodilucijskoj
metodi)."™ Zbog ucinkovitosti prema multiplorezistentnim izolatima, naglaiava se upravo
uloga amikacina u empirijskoj terapiji imipenem-rezistentnih izolata P. aeruginosa, $to se moze
zakljuciti i iz rezultata ove disertacije. Amikacin se ¢esto daje i u kombiniranoj terapiji infekcija
uzrokovanih Pseudomonas aeruginosa. Radovi govore uglavnom u prilog sinergizma
amikacina, kao i ucinkovitosti kombinacijske terapije in vivo bez obzira na umjerenu
osjetljivost na B-laktame in vitro.'"®"'®* S druge strane, ne moZe se sa sigurnoséu tvrditi da
kombinacijska terapija i s lijekovima aktivnim in vitro ima utjecaj na kona¢no prezivljavanje

bolesnika u P. aeruginosa bakterijemiji.'> Na Zalost nema prospektivnih studija koje bi
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pokazale ili osporile ucinkovitost kombinacijske nad monoterapijom u neutropeni¢nih
bolesnika, ili bolesnika u JIL-u, odnosno onih s bakterijemijom, sepsom ili pneumonijom
povezanom s mehani¢kom ventilacijom.'®*

U studiji Higgins i sur. nije testiran kolistin, dok se u ovoj disertaciji kolistin pokazao kao vrlo
potentan antibiotik. U¢inkovitost kolistina ne iznenaduje, s obzirom na ¢injenicu da je veéina
izolata Pseudomonas aeruginosa u ovoj studiji bila multirezistentna, a kolistin pokazuje dobar
u¢inak prema ovakvim izolatima.'® Tako je kolistin antibiotik star oko 50 godina, sve opseznija
istrazivanja farmakokinetike i farmakodinamike, omogucila su optimizirano koristenje ovog
antibiotika, s maksimalnim pojacanjem antibakterijske aktivnosti, a smanjenjem toksi¢nosti i
moguénosti razvoja rezistencije.'™ Otprilike jednak postotak osjetljivih izolata zabiljeZen je u
mikrodilucijskoj metodi za ceftazidim (30,8%) i piperacilin s tazobaktamom (28,4%). U studiji
Higgins 1 sur. 40,7% imipenem-rezistentnih izolata bilo je osjetljivo na ceftazidim. Ova
ucinkovitost ceftazidima dijelom je razumljiva budu¢i da osim metalo-B-laktamaza (i dijelom
dereprimirane AmpC [-laktamaze), ostalim B-laktamazama, cefalosporini IIl. generacije i
karbapenemi nisu zajednicki supstrat.”* Izuzetak je membranska crpka MexAB-OprM koja u
stanju hiperaktivacije moze iz stanice eksportirati sve f-laktame, ukljucuju¢i meropenem, ali se
rezistencija i na imipenem obic¢no javlja u kombinaciji s gubitkom proteina vanjske membrane
OprD.'"*" Sto se cefepima tice, i u ovoj se disertaciji potvrdila Ginjenica da cefepim, iako
pripada Cetvrtoj generaciji cefalosporina nesto slabije djeluje in vitro na pseudomonasa od
ceftazidima.'™ Za napomenuti je svakako da je cefepim upravo supstrat MexXY-OprM
efluksnog sustava, a ne ceftazidim Sto moze biti razlogom slabije djelotvornosti u odnosu na
ceftazidim, posebice ako se ovakvi sojevi klonski progire.'® U studiji Cerbara i sur', koja je

analizirala osjetljivost 160 imipenem-rezistentnih izolata P. aeruginosa, cefepim se pokazao
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potentnijim od ceftazidima, dok je u studiji Voutsinas i sur.'”’ bio komparativno jednak
cefepimu (cefepim 74% osjetljivih, ceftazidim 77% osjetljivih). Ipak je za naglasiti veci
sveukupni mortalitet koji se pripisuje terapiji cefepimom u odnosu na ostale -laktame (odnos
rizika-1,26)."”> Postotak ciprofloksacin osjetljivih izolata medu karbapenem-rezistentnim
izolatima P. aeruginosa vrlo je slican postotku u studiji Higgins i sur. U toj je studiji 31,4%
imipenem-rezistentnih izolata P. aeruginosa bilo osjetljivo na ciprofloksacin, a u ovoj
disertaciji 26,8%, pri cemu je MIKgy bio 32 pg/ml. Krizna rezistencija na fluorirane kinolone i
meropenem moze biti posljedica pojacanog rada efluksnih crpki MexAB-OprM, MexCD-Opr] i
MexXY-OprN."*” Ipak, za rezistenciju i na imipenem potreban je dodatan mehanizam, poput
smanjenja propusnosti vanjske membrane.” Iako ima izvjei¢a o uspje$noj primjeni
ciprofloksacina u monoterapiji multiplorezistentnih izolata P. aeruginosa, ve€ina je studija
potvrdila u¢inkovitost kombinacije ciprofloksacina s B-laktamskim antibiotikom, ako je izolat

19 U studiji Landman i sur.' testirano je 196 imipenem-

bio osjetljiv na taj B-laktam.
rezistentnih izolata medu kojima je osjetljivost na amikacin, piperacilin-tazobaktam, ceftazidim,
cefepim i ciprofloxacin bila 87%, 61%, 60%, 42% i1 28%, dakle najucinkovitiji je bio amikacin
te podjednako ucinkoviti piperacilin-tazobaktam 1 ceftazidim te ciprofloksacin, sli¢no
rezultatima u ovoj disertaciji, iako su postotci osjetljivosti u studiji Landama i sur. visi.

Prilikom testiranja osjetljivosti izolata P. aeruginosa uocena je razlika u podudarnosti rezultata
metoda koje su koristene, odnosno disk difuzijske, mikrodilucijske metode u bujonu i E-testa.
Statisticki znacajna razlika u podudarnosti rezultata disk difuzijske metode i mikrodilucijske
metode u bujonu u ovom je istrazivanju zabiljezena za cefepim, cefoperazon, aztreonam,
imipenem, amikacin, ciprofloksacin i kolistin pri ¢emu je u pravilu statisticki znacajna

nepodudarnost proizlazila iz velikog broja tzv. minor pogreSaka (proglasavanja umjereno
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osjetljivog soja otpornim ili osjetljivim i obrnuto). Najveci postotak vrlo velikih gresaka,
odnosno ucestalo proglasavanje otpornog soja osjetljivim u disk difuzijskoj metodi zabiljezeno
je ponajvise za cefalosporine - ceftazidim, cefoperazon i cefepim te za kolistin dok su se izolati
testirani na aztreonam i amikacin u disk difuzijskoj metodi ¢es¢e proglasavali otpornima nego
Sto se to pokazalo u mikrodilucijskoj metodi. Slicne rezultate neprihvatljivo ucestalih (>10%)
malih gresaka zabiljezeno je i u studiji u kojoj se testirala mikrodilucijska metoda u usporedbi s
automatiziranim sustavima testiranja osjetljivosti upravo za ceftazidim, cefepim, imipenem i
aztreonam dok se nekoliko puta veca ucestalost od prihvatljive (<1,5%) za vrlo velike pogreske
uotila za piperacilin-tazobaktam i imipenem.'” I studija u kojoj su analizirani samo
automatizirani sustavi odredivanja antimikrobne osjetljivosti (BD Phoenix, MicroScan
WalkAway, Vitek i Vitek 2) takoder je pokazala da ovi sustavi, kada je u pitanju P. aeruginosa,
ne daju potpuno pouzdane podatke te da laboratoriji moraju pribjegavati dodatnim
rjeSenjima.””® Primjerice prevalencija vrlo velikih greSaka za imipenem bila je koristenjem
VITEK 2 sustava oko 8%. U studiji provedenoj 1999. godine u UK, ispitana je to¢nost disk
disfuzijske metode za antipseudomonasne antibiotike (metoda je usporedena sa standardom,
odnosno mikrodilucijskom metodom u bujonu). lako su rezultati bili bolji od onih zabiljezenih
1993. godine, najlosiji rezultati bili su za meropenem, gdje je ¢ak 49% izolata proglaseno
otpornima, a pokazalo se retestiranjem u mikrodilucijskoj metodi osjetljivima (major greska).
Sliéno je bilo za ceftazidim (34%), gentamicin (25%) i ciprofloksacin (7%)."”" U studiji
Livermore i Chen-a iz 1999. godine®™, problem u podudarosti kategorija nije postojao za
osjetljive izolate. Medutim, posebice kada su u pitanju bili B-laktami i amikacin, izolati s
visokim MIK-ovima jednakom su ucestalos¢u proglasavani i osjetljivima i rezistentnima.

Autori zakljuCuju da je odredeni postotak neslaganja neizbjezan, ali da je neprihvatljivo velik
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broj rezistentnih izolata proglaSen osjetljivim te naglaSavaju potrebu bolje standardizacije
rutinskih metoda testiranja osjetljivosti.**® Dakle, u rutinskom laboratorijskom radu moramo
biti svjesni Cinjenice da ni disk difuzijska metoda ni automatizirani sustavi odredivanja
osjetljivosti nisu potpuno pouzdani kada je u pitanju P. aeruginosa i da ¢e vjerojatno jo$ biti
rasprave o nacinima pouzdanog testiranja posebice B-laktamskih antibiotika ovog vrlo Cestog
hospitalnog patogena. Sto se kolistina ti¢e, ono §to je neophodno naglasiti je da disk difuzijska
metoda u agaru nije primjerena buduci da su polipeptidi velike molekule koje slabo difundiraju
u agar, rezultiraju¢i relativno malom zonom inhibicije. Posljedica je slaba kategorijska
diferencijacija osjetljivih i rezistentnih sojeva. Drugo $to je vazno je da se za laboratorijsko
testiranje kolistina ne koristi kolistin metanesulfonat-kolistimetat, odnosno pripravak za
intravensku uporabu ve¢ kolistin sulfat (koji rade kemijske tvrtke poput Sigma i sl.). Naime,
kolistimetat ¢e u prekono¢noj inkubaciji hidrolizirati u niz intermedijata pri cemu e se
karakteristike suspenzije s antibiotikom mijenjati Sto moze utjecati na konacni rezultat. U
svakom slucaju preporuka koje bi se trebalo drzati je da se za izolate sa zonom inhibicije od 12-
13 mm odredi MIK E-testom ili dilucijom u bujonu.”*' % Unatoé prijedlogu za modificirane
kriterije za disk difuzijsku metodu, odnosno da se umjesto promjera zone inhibicije >11 mm za
interpretaciju soja osjetljivim, postavi promjer >14 mm, te MIK umjesto dosadasnjih <2 - <4
pug/ml, postotak lazno osjetljivih sojeva odnosno very major gresaka i dalje je prema Gales i
sur. oko 5% te je preporuka da klinic¢ki laboratoriji moraju koristiti isklju¢ivo MIK u slu¢aju
terapijske aplikacije kolistina ili polimiksina B dok se ne publiciraju modifikacije
interpretativnih kriterija od strane CLSI-a (op. aut. — EUCAST 2010 trenutno modificira

kriterije za kolistin).”*
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Vecina izoliranih pseudomonasa, njih 84 (gotovo 50%), bila je otporna na predstavnike iz svih
skupina antipseudomonasnih antibiotika - ureidopenicilina, cefalosporina, karbapenema,
aminoglikozida i fluorokinolona, odnosno imala je multiplorezistentni fenotip. U slucaju da se
multipla rezistencija definira po literaturnim podacima kao rezistencija na predstavnike iz
najmanje tri od pet skupina antipseudomonasnih antibiotika (ureidopenicilina, cefalosporina,
karbapenema, aminoglikozida i fluorokinolona), takvih bi izolata bilo 138, odnosno
82%.219%2% gestalost multiplorezistenih izolata Pseudomonas aeruginosa (MDRPA) varira
od zemlje do zemlje, ali i od institucije do institucije. Velike studije poput SENTRY (razdoblje
od 1997.-1999.) biljeze ucestalost MDRPA izolata u Europi od 4,7%, Latinskoj Americi 8,2%,
SAD-u 1,2%."® U pojedinim institucijama uGestalost je jo§ visa pa tako Gréka™ primjerice,
navodi udestalost od 24,3%, Francuska®”’ 24%, Italija 17%® te Kina®® 24%. Veéina sojeva
rezistotipa I, kako su nazvani izolati rezistentni na barem jednog predstavnika svih pet skupina
antipseudomonasnih antibiotika, pripadala je serotipu O12, njih 64 (42,4% svih tipiziranih
sojeva, odnosno 64,6% svih O12 izolata). Drugi po ucestalosti medu serotipovima, serotip O11,
takoder su pretezito sacinjavali sojevi rezistotipa I (16 od 29; 552%), iako su gotovo
podjednako bili zastupljeni i drugi rezistotipovi. Ovi se serotipovi i u literaturi najcesce
povezuju s multiplom rezistencijom na antibiotike, a postoje i pretpostavke da europski
multirezistentni O12 izolati P. aeruginosa imaju zajednicko porijeklo.'”**'® Ugestalost MBL
pozitivnih izolata bila je u ovom istrazivanju relativno mala, odnosno od ukupno 169
imipenem-rezistentnih izolata P. aeruginosa njih 6 (3,6%) bilo je MBL pozitivno. U velikim
studijama koje su obuhvatile reprezentativan broj izolata, poput studije Rossolinija i sur. koja je
obuhvatila oko 14.000 izolata, medu kojima 2.500 onih nefermentativnih bakterija iz 12

talijanskih gradova s 222 izolata P. aeruginosa, prevalencija metalo-p-laktamaza pozitivnih
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sojeva bila je 1,3%, uz dominaciju P. aeruginosa koji je sacinjavao 28 od ukupno 30 MBL
pozitivnih izolata®'!, popriliéno sli¢no prevalenciji u Grékoj*'> od 0,8% te neto vise od one od
0,1% u Spanjolskoj,*"? ali poput one iz Japana** od 1,3%. U nekim podru¢jima epidemioloski
znacaj izolata koji stvaraju metalo-B-laktamaze poprilicno je velik - npr. u studiji koja je
analizirala ne$to vi$e od 500 imipenem rezistentnih izolata u Kanadi*", ¢ak je 30% izolata
imalo MBL ili 89% od pedesetak imipenem-rezistentnih izolata u Grékoj. >

MBL pozitivni izolati ponajprije su detektirani fenotipski, dakle odredivanjem redukcije
minimalne inhibicijske koncentracije za imipenem u prisustvu 0,04 mM EDTA i 0,4 mM 1,10
fenantrolina, kelatora cinkovih iona, metodom mikrodilucije u bujonu (EPI) i E-testom. Ovo su
relativno jednostavne metode koje se mogu primijeniti u rutinskom laboratorijskom radu. Ako
se npr. za redukciju minimalne inhibicijske koncentracije uzme minimalna vrijednost od 4 puta
kao pozitivna, EPI ¢e u pravilu imati 100% osjetljivost, te nesto slabiju specifi¢nost - biti ¢e
naime oko 3% laZno negativnih rezultata.”° Ovom metodom samo je $est izolata u disertaciji
okarakterizirano kao pozitivno pri ¢emu se smanjenje MIK-ova na imipenem u prisustvu
inhibitora metalo-p-laktamaza kretalo od 16 do >32 puta. Bili su to izolati: rednog broja 3 iz
brisa rane bolesnika s Kirurske klinike iz 2001. godine, izolat rednog broja 4 iz urina bolesnika
s Odjela neurokirurgije iz 2001. godine, izolati rednog broja 5 i 6 iz krvi, odnosno aspirata
traheje dvojice bolesnika iz JIL-a lokacije Krizine iz 2002. godine, izolat rednog broja 43 iz
urina bolesnika iz kirur§kog JIL-a lokacije Firule iz 2004. godine te izolat rednog broja 178 iz
brisa rane bolesnika s Interne klinike iz 2007. godine. Sto se fenotipske detekcije ostalih -
laktamaza tice, ono $to je zabiljezeno u najveéem broju izolata, bilo je smanjenje minimalne
inhibicijske koncentracije za prosjecno 4 puta za ceftazidim i1 imipenem u prisustvu

fenilboroni¢ne kiseline, Sto smo dokazali u 104 od ukupno 169 testiranih izolata (59,7% od
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ukupnog broja). Isti fenomen bio je vidljiv i u metodi dvostrukog diska pri ¢emu se zna¢ajnom
razlikom smatralo povecanje zone inhibicije u prisustvu fenilboroni¢ne kiseline za vise od 5
mm.'* Fenilboroni¢na kiselina je dobar inhibitor AmpC B-laktamaze koja je intrinzi¢ki prisutna
u izolata P. aeruginosa i koja u stanju pojaCane ekspresije ili derepresije, posredovane
mutacijom regulatornih gena dovodi do rezistencije na cefalosporine tre¢e generacije, ponekad i

. oy . . v . 151
cefepim, pri ¢emu su karbapenemi u pravilu postedeni.”

U ovoj disertaciji, medutim,
fenilboronicna kiselina smanjila je medijan MIK-ova za ceftazidim za 4 puta, a isto se potvdilo
1 s imipenemom pa se €ini da je rezistencija na imipenem dijelom rezultat aktivnosti upravo ove
cefalosporinaze. U studiji Rodrigez i suradnika”, od 32 izolata P. aeruginosa koji su bili ili
intermedijarno osjetljivi ili rezistentni na ceftazidim i imipenem, 29 ih je pokazivalo
hiperekspresiju AmpC. U analizi aminokiselinskog sastava njihovog AmpC enzima opisano je
cak 10 razlicitih varijanti. No, u izolatima u kojima je pronadena mutacija koja je rezultirala
aminokiselinom alaninom na polozaju 105 enzima, izolati su bili rezistentni na ceftazidim,
cefepim i1 imipenem, §to je ukazivalo na moguce novi mehanizam za imipenemsku rezistenciju.
U studiji Juan i sur.?'” inaktivacija ampD gena koji kodira amidazu koja hidrolizira murapeptide
promjene ampE gena koji s ampD ¢ini ampDE operon koji kodira citoplazmatsku senzornu
molekulu, te drugih jo§ nepoznatih gena koji sudjeluju u regulaciji produkcije AmpC.
Boroni¢na kiselina djeluje stvarajuéi kovalentnu vezu sa serinskim reziduama u B-laktamazama
i bolji je inhibitor AmpC PB-laktamaza od kloksacilina za P. aeruginosa.*'®*"

Klavulanska kiselina, inhibitor serinskih B-laktamaza iz klase A po Ambleru, nije dovela do

smanjenja MIK-ova na ceftazidim - naprotiv, medijan MIK-ova za ceftazidim bio je dva puta

veci u prisustvu klavulanske kiseline, Sto je posljedica oCekivane indukcije cefalosporinaze od
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strane klavulanata.”® Ni u metodi sinergije dva diska, koriste¢i disk amoksicilina s
klavulanskom kiselinom te diskove cefepima, ceftazidima i aztreonama na udaljenosti od 2 cm
od sredista diska s klavulanskom kiselinom, nismo dokazali moguce prisustvo PB-laktamaza
prosirenog spektra (ESBL) koje bi bile inhibirane klavulanskom kiselinom. S obzirom na
mogucu indukcija AmpC cefalosporinaze koja bi prikrila detekciju ESBL, isto smo pokusali uz
nakapavanje fenilboroni¢ne kiseline na diskove, ali bez uc¢inka. Iako smo zbog blizine Italije, u

e . . . . . . 128.137.221
kojoj je u izolatima P. aeruginosa ponavljano opisan enzim PER-1, 8137,

oc¢ekivali prisustvo
ove B-laktamaze proSirenog spektra, nismo uspjeli istu dokazati ni fenotipski ni molekularno.
Postoji mogucnost da su izolati P. aeruginosa posjedovali druge tipove ESBL, poput
spomenutih TEM (4, 21, 24, 42) ili SHV (2a, 5, 12), kao i ESBL varijante oksacilinaza poput
derivata OXA-10, ali bi molekularna detekcija ovih oksacilinaza prelazila okvire ove radnje.
Takoder je moguce da se potvrdila ¢injenica da se enzimi iz ove klase opisuju u P. aeruginosa
relativno rijetko i to u ograni¢enim geografskim podruc¢jima te da pojedine f-laktamaze zapravo
imaju svoja ekoloska okruZenja.”> Ovaj zakljuak podupiru rezultati studije u Turskoj u kojoj
je ¢ak 11% izolata P. aeruginosa posjedovalo PER-1 dok je ucestalost medu acinetobakterima
bila jo§ visa.””

Budu¢i da nismo bili u moguénosti zbog tehnickih razloga izvesti izoelektricno fokusiranje, za
predmnijevaju¢i mehanizam rezistencije na B-laktame, osim kromosomske cefalosporinaze,
usporedili smo minimalne inhibicijske koncentracije na karbenicilin, cefotaksim, ceftazidim i
piperacilin. Naime s obzirom da je karbenicilin reporter lijek za pojaanu ekspresiju MexAB-
OprM crpke, u pravilu je kod ovakvih izolata (Sto se Cesto smatra i intrinziCkom rezistencijom)

MIK karbenicilina>MIK-a cefotaksima>MIK-a ceftazidima>MIK-a piperacilina. U slucaju da

je MIK cefotaksima ve¢i od MIK-a karbenicilina, koji moze biti osjetljiv, obi¢no je u pitanju
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derepresija sinteze kromosomske AmpC p-laktamaze.”* Izolirana rezistencija na karbenicilin
moze biti posljedica i aktivnosti PSE-B-laktamaze, medutim u tom su slucaju cefemi
djelotvorni. Ukupno 143 izolata pokazivalo je izrazitu rezistenciju na karbenicilin, koja je bila
povezana s rezistencijom na cefotaksim i najcéeS¢e ceftazidim. Od tih 143 izolata, njih 91
(63,6%) pokazivalo je znacajno smanjenje MIK-ova na ceftazidim u prisustvu fenilboroni¢ne
kiseline. Od 26 izolata koji po odnosu minimalnih inhibicijskih koncentracija nisu pripadali
skupini s vjerojatnim pojacanim radom efluksnih crpki, sedam je imalo znacajnu inhibiciju s
fenilboronicnom kiselinom. U pseudomonasa je opisano 12 efluksnih tripartitnih crpki iz
porodice RND ("resistance nodulation division"), medu kojima MexAB-OprM i MexXY-OprM
najvise pridonose intrinzickoj, uz jo§ dvije MexCD-Opr] i MexEF-OprN koje pridonose
steGenoj rezistenciji pseudomonsa kao posljedica mutacijske hiperekspresije efluksnih gena.”
Osim antibiotika, ove crpke ekportiraju brojne boje, detergente, dezinficijense te laktone vezane
za "quorum sensing", odnosno medusobnu komunikaciju bakterijskih stanica.’* Pojatana
ekspresija membranskih crpki javlja se kao posljedica izlaganja antibioticima - bilo in vivo ili in
vitro i to najées¢e zbog mutacija koje zahvacdaju regulatorne proteine.””® Osim B-laktama
fluorokinoloni su vrlo Cesto supstrat efluksnih crpki, poput MexAB-OprM. Tako je medu 143
izolata za koje smo predmnijevali da imaju pojacan rad efluksnih crpki, njih 110 (76,9%) bilo
rezistentno i na ciprofloksacin, a od njih 110, ¢ak 108 bilo je otporno i na aminoglikozide.
Gotovo sve opisane crpke u pseudomonasa koriste fluorokinolone kao supstrat, dok jedino
crpka MexXY koja koristi oprM, i jedina ima za supstrat fluorirane kinolone i aminoglikozide,
moze biti inducirana aminoglikozidima 1 predstavlja primjer adaptivne aminoglikozidne
rezistencije u P. aeruginosa - naime izlozenost bilo kojem aminoglikozidu dovodi do pan-

aminoglikozidne rezistencije sa smanjenjenim nakupljanjem lijeka, koja se brzo gubi
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prestankom izloZenosti.”>” Moze se dakle zaklju¢iti da bi s obzirom na $iroku supstratni profil
inhibitori ovih efluksnih crpki bile dobar terapijski izbor kako bi se smanjila intrinzicka i
steGena rezistencija u P. aeruginosa.”*® Isti inhibitori mogu se koristiti i u dijagnosti¢ke crpke i
svakako bi bili korisni da su upotrebljeni i u ovom radu, ali na Zalost nisu bili raspoloZivi.
Svakako da treba uzeti u obzir ¢injenicu da se pouzdana analiza ekspresije gena ukljucenih u
regulaciju rada efluksnih crpki moze provesti samo kvantitativnim PCR reakcijama, Sto takoder
nije bilo tehni¢ki izvedivo u ovoj disertaciji.”*’ Naposljetku, SDS-PAGE elektroforeza proteina
vanjske membrane pokazala je u samo 17 izolata (13,1%) postojanje proteina OprD. Vecina
ovih izolata, njih 15, pokazivala je znacajan u€inak fenilboroni¢ne kiseline na smanjenje MIK-a
ceftazidima, odnosno hiperekspresiju AmpC, kao i odnose MIK-ova prema karbenicilinu,
cefotaksimu i ceftazidimu koji su govorili i za poja¢anu aktivnost efluksnih crpki. Preostala dva
izolata bila su u skupini sojeva koji su imali samo hiperekspresiju AmpC kromosomske
cefalosporinaze. Dakle, fenotipski detektirajuci rezistenciju mogli smo sveukupno utvrditi da
izolati rezistotipa I koji su po definiciji bili rezistentni na predstavnike svih pet skupina
antipseudomonasnih antibiotika, imaju ve¢inom izrazena sva tri mehanizma rezistencije -
hiperekspresiju ili derepresiju AmpC, pojacan rad efluksnih crpki i gubitak porina OprD. Izolati
rezistotipa II - dakle izolati koji su bili osjetljivi samo na aminoglikozide veé¢inom su imali
mehanizme kao i prethodna skupina, slicno kao i izolati rezistotipa III (osjetljivi samo na
fluorokinolone) i IV (osjetljivi samo na ureidopeniciline). Za izolate rezistotipa III efluks se ne
¢ini vjerojatno objasnjenje rezistencije pa je moguce da su u pitanju i drugi mehanizmi,
vjerojatno prisustvo B-laktamaza. Izolati rezistotipa V (osjetljivi na cefalosporine) uglavnom su
bili bez porina vanjske membrane uz pojacan rad efluksnih crpki. Rezistotip VIII, odnosno

rezistencija na karbapeneme i fluorokinolone zabiljeZena je u 11 izolata s pojacanim efluksom i
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bez OprD, slicno kao i izolati rezistotipa IX (izolirana rezistencija na karbapeneme).
Rezistotipovi VI i VII sporadi¢no su se pojavljivali. Dakle ono §to se moze zakljuciti je da u P.
aeruginosa vrlo rijetko sudjeluje jedan mehanizam rezistencije ve¢ se najcesce radi o meduigri
cefalosporinaze AmpC, induciranog efuksa i gubitka OprD.”° Od ukupno 169 izolata,
lan¢anom reakcijom polimeraze, amplificirala se ciljna DNK gena OprD u samo 93 (55%) soja.
Od tih 93 izolata, njih 22 imalo je ekspresiju gena, odnosno prisustvo proteina OprD u vanjskoj
membrani. Skupina od preostalih 71 izolat nije imala ekspresiju gena koji kodira OprD, dok se
u 76 izolata nije mogao amplificirati gen, ni dokazati membranski protein. Mozemo dakle
zakljuciti da je razlog nepostojanja proteina OprD na vanjskoj membrani pseudomonasa
dijelom posljedica transkripcijskih, a dijelom translacijskih zbivanja. Na nivou samog gena,
Cesto se insercijskom sekvencijom inaktivira sam gen, ili se delecijama, odnosno tranzicijama
baza stvaraju prematurni stop kodoni koji dovode do ranog prekida prepisivanja.”' U tzv. nfxC
mutanata moze do¢i do represije transkripcije OprD uz pojacan rad efluksne crpke MexEF-
OprN te krizne rezistencije na fluorokinolone i karbapeneme, poput izolata rezistotipa VIII u
ovoj disertaciji.**>*** Gubitak porina vanjske membrane moZe se javiti vrlo rano tijekom
karbapenemske terapije pa ve¢ nakon tjedan dana lijecenja s karbapenemima 50% izolata gubi
OprD.** I u slugaju proteina vanjske membrane kvantitativni PCR mogao bi pruZiti pouzdane
informacije o stupnju translacije gena. Tako se ¢ini da izolati s MIK-ovima za imipenem ve¢im
od 32 pg/ml obi¢no imaju vrlo malu koli¢inu mRNA za OprD, oni s MIK-ovima od 8-12 pg/ml
svega 0,1 do 0,6 od koli¢ine u PAO1 izolata, pa neki autori pribjegavaju objasnjenju gubitka
oprD proteina putem tzv. "downregulacije", nego potpunog gubitka porina.”* SDS-PAGE
elektroforeza koristena u ovom radu mjeri sveukupnu koli¢inu proteina i nije metoda izbora za

detekciju smanjenih koli¢ina proteina nastalih zbog translacijskih poremeéaja. =**
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lako je gubitak proteina vanjske membrane prevladavao u analiziranih izolata P. aeruginosa
studije ukazuju da sam gubitak porina vanjske membrane nije dovoljan za posljedicnu
rezistenciju na karbapeneme te da mora biti jo$ najmanje jedan dodatni mehanizam u igri, $to se
pokazalo i u ovom radu, budu¢i da je vecina izolata imala i hiperekspresiju kromosomske
cefalosporinaze ili pojacani rad efluksnih crpki.”

Molekularnim metodama dokazali smo prisustvo VIM-2 metalo-B-laktamaze u izolatima koji
su pokazivali pozitivan EPI test, odnosno znac¢ajno smanjenje MIK-a za imipenem u prisustvu
inhbitora metalo-B-laktamaza - EDTA (i fenantrolina). VIM-2 metalo-B-laktamaza izvorno je
opisana u P. aeruginosa izolata iz uzorka krvi neutropeni¢nog bolesnika iz Marseilla.” Ovaj je
enzim bio vrlo sli¢an ranije opisanom VIM-1, izoliranom iz Verone™, s 90% jednakim
aminokiselinskim sastavom. Izvorno je gen blayiv opisan kao dio jedine genske kazete na
integronu In56, locirane na 45 kb plazmidu. U kasnijim radovima pseudomonasi s VIM-1 i
VIM-2 karbapenemazama opisivani su kao uzro¢nici ozbiljnih nozokomijalnih epidemija u
Ttaliji i Grekoj.'"****" Brojne europske zemlje opisuju upravo VIM-2 enzime u klini¢kim
izolatima P. aeruginosa poput Spanjolske, Njemacke, Portugala, Poljske, Rusije, Irske,
Madarske, Turske, Svedske, Srbije i dr. ali i zemlje na ostala tri kontinenta - Venezuela, Japan,
Koreja, Kina, Saudijska Arabija, Indija, USA i Kanada.®”” Mozemo u stvari re¢i da je u P.
aeruginosa VIM-2 danas najrasirenija metalo-p-laktamaza u svijetu. Od ukupno Sest MBL
pozitivnih izolata, u njih pet P. aeruginosa je imao serotip O11, dok je jedan izolat bio O12
serotipa, ¢ime sumo potvrdili povezanost serotipova O12 1 O11 s VIM B-laktamazom, S$to
potvrduju i izvje$¢a o bolni¢kim epidemijama u Grékoj, Italiji ili Koreji.>****° U Grékoj je tako
tri godine perzistirala bolnicka epidemija s izolatom P. aeruginosa serotipa O12 koji je stvarao

VIM B-laktamazu, pri éemu je izolirano vise od 200 izolata s takvim rezistotipom.''* Indeks
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sojevi opisani 2003. godine (a izolirani 2000. godine) nisu aglutinirali ni s jednim
komercijalnim antiserumom za P. aeruginosa.

Enzimatska aktivnost strani¢nih ekstrakata VIM-2 pozitivnih sojeva kretala se od 120 do >170
nmol/min/g proteina $to je slicno aktivnosti zabiljezenoj u ostalim europskim izolatima VIM-
pozitivnih P. aeruginosa.”** MBL pozitivni izolati samo su dijelom pripadali istom klonu - po
genotipizaciji PFGE metodom uz Xba restrikcijsku endonukleazu izolati rednog broja 3, 4,516
pripadali su istom klonu, dok izolati 43 i 178 nisu bili klonski srodni preostalima. Genotipovi
MBL pozitivnih izolata usporedeni PFGE metodom uz Spe restrikcijsku endonukleazu te
RAPD s pocetnicama 208 i 272 govorili su u prilog klonske srodnosti izolata 3, 4, 5, 6 1 178.
Izolat 43 nije bio klonski srodan preostalima i bio je jedini serotipa O12, dok su ostali bili
serotipa O11, kako je veé¢ spomenuto. U studiji Giske i sur.””’, gdje je MLST metodom
usporedena klonska srodnost europskih VIM-pozitivnih izolata, autori ponovo potvrduju
hipotezu kako upravo serotipovi O11 i O12 igraju ulogu u pojavi i diseminaciji VIM gena te da
VIM pozitivni europski izolati moguce potjecu od jednog ancestralnog klona koji je potekao iz
mediteranskih zemalja. Sto se ti¢e osjetljivosti na antibiotike, izolati rednog broja 3, 4, 5,1 6
pripadali su rezistotipu IV, odnosno bili su osjetljivi na ureidopeniciline (te aztreonam i
kolistin), izolat rednog broja 43 bio je osjetljiv na piperacilin s tazobaktamom (i azteonam i
kolistin), a izolat rednog broja 178 samo na aztreonam. lako se u pravilu svi B-laktami s
izuzetkom aztreonama navode kao supstrati metalo-f-laktamaze, ni po literaturnim podacima to
nije uvijek sluéaj, bilo da se radi o IMP-**" ili VIM- karbapenemazi*******, Ono 3to je
zanimljivo, jest Cinjenica da se upravo piperacilin sam ili u kombinaciji s tazobaktamom
pojavljuje, poslije aztreonama kao lijek koji je najmanje zahvacen hidrolitickom aktivno$céu

ovog enzima. Svakako je za napomenuti i da su minimalne inhibicijske koncentracije za
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ureidopeniciline bile u svih metalo-B-laktamaza pozitivnih sojeva vece od 16 pg/ml, §to prema
interpretaciji EUCAST-a odgovara kategoriji rezistentno (EUCAST: Breakpoint tables for
interpretation of MICs and zone diameters. Version 1.0 December 2009; dostupno na
WWWw.eucast.org).

Vedina izolata P. aeruginosa analiziranih u ovoj disertaciji pripadala je dvama klonskim
skupinama - predominantnoj A u koji je uz prijelomnu tocku od >80% genetske sli¢nosti
pripadalo 77 izolata (45%) izoliranih u petogodisSnjem razdoblju od 2003. do 2007. godine.
Druga klonska skupina, koju je safinjavao 61 izolat (35,7%), perzistirala je u SestogodiSnjem
razdoblju od 2001. do 2007. godine i unutar ove skupine nalazio se najvec¢i broj metalo-f3-
laktamaza pozitivnih izolata. Dakle oko 80% izolata pripadalo je dvjema dominantnim
klonskim tipovima. Istovremeno, najveci broj izolata klonskog tipa A imao je serotip O12 (69
od ukupno 77; 89,6%) i rezistotip 1 (66,2%), a viSe od tre¢ine izolata klonskog tipa B imala je
serotip O11 (24 od 61; 39,3%) te rezistotip IV ili V (32,7%). Dakle, rezultati genotipizacije i
serotipizacije ne koreliraju u potpunosti pa izolati iste genetske strukture mogu imati razliciti
serotip i naravno, obrnuto, $to je bilo i za ocCekivati. Stoga se moze zakljuCiti da iako
serotipizacija predstavlja, nakon antibiograma, prvu liniju tipizacije klinickih izolata nije
potpuno pouzdan epidemiologki pokazatelj.'’* Rezultati ovog rada ukazuju i na istovremenu
ekspanziju multirezistentnog klona O12 koji je u radu nasih autora iz 2001. godine bio izrazito
rijedak (<4% analiziranih izolata), ali su u skladu sa sveop¢im trendom u Europi.'” U svakoj
od osnovnih klonskih skupina imamo nekoliko klonskih podtipova, a ono §to je posebice
zanimljivo je da unutar jednog klonskog podtipa, nalazimo genetski potpuno jednake jedinke,
od kojih primjerice jedna ima gen za metalo-p-laktamazu, a druga nema, $to se u literaturi cesto

spominje.**! To nas upucuje na zakljuak da sojevi stjetu VIM determinante vijerojatno iz
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endemski prisutnih drugih sojeva, i ponekad imaju potencijal za klonsku ekspanziju, $to €ini se
nije slu¢aj u nasem ekoloSkom okruzenju. Dakle, moze se zakljuciti da genotipizacija
karbapenem-rezistentnih izolata P. aeruginosa ukazuje i u ovom radu na prisustvo jedinstvenih
genetskih jedinki izmijeSanih s nekoliko znacajnih klonskih kompleksa. Izolati unutar istog
klona u razli¢itim klinickim odjelima upucuju na prijenos istog soja medu bolesnicima, ili
neovisno stjecanje istog soja iz razli¢itih izvora. Najvecéa skupina genetski potpuno jednakih
izolata (koeficijent sli¢nosti 100%) koju u dendrogramu sacinjavaju izolati od rednog broja 10 -
148, bila je primjerice prisutna od 2003. do 2006. godine, sojevi su bili prisutni u sekretima
donjih disnih putova, urinu, sadrzaju prsista, svi su bili serotipa O12, a bolesnici su se nalazili
na dvije razli¢ite lokacije bolnice. Dugo zadrzavanje klonski srodnih izolata pa i nekoliko
godina u bolnickom okruzenju veéinom je karakteristika upravo multirezistentnih izolata. U
studiji Tsukayama i suradnika ribotipovi P. aeruginosa s ispoljenom fenotipskom
rezistencijom dulje su prezivljavali u bolnickoj sredini, bez obzira na rotaciju antibiotika pa se
¢ini da kod pseudomonosa rotacija antibiotika kao dio strategije za smanjenje ucestalosti

242

multirezistentnih izolata ba$ i nema smisla.”” Medutim, studije ¢esto ukazuju na genetsku

nesrodnost imipenem-rezistentnih izolata pseudomonasa Sto ukazuje na ponavljanu selekciju

7% Vise od 80% izolata rezistentih P.

rezistencije. Tako je u studiji Jamasbi i suradnika
aeruginosa  bilo genetski razli¢ito. Cini se da je P. aeruginosa &esto neklonalan s
epidemijskom populacijskom strukturom te moguénoséu horizontalnog prijenosa, prerespodjele
i rekombinacije. Pirnay i suradnici’” zakljuuju da se pseudomonas najée$ée ponasa sa
superficijalnom klonskom strukturom koja je podlozna ¢estim rekombinacijama medu kojima

ponekad izade vrlo uspjeSan epidemijski klon. Metalo-B-laktamaza pozitivni izolati imali su

relativno razli¢itu gensku strukturu buduci da su izolati rednog broja 3, 4, 5, 6 te vjerojatno 178
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pripadali jednom klonu, a izolat 43 drugom, ali im je svima integron koji je sadrzavao gensku
kazetu s blayn genom bio lociran na kromosomu, i bio potpuno jednak, $to dodatno ukazuje na
horizontalan prijenos genetskog materijala i medu genetski razliitim jedinkama. lako se
genske kazete mogu slobodno kretati iz jednog integrona u drugi, za prijenos cijelog integrona
potrebna je pomo¢ drugih genetskih elemenata poput plazmida i transposona.”® Veéina opisanih
MBL gena nalazi se na plazmidima veli¢ine od 120 do 180 kb.** U izolata u kojih nije
dokazano prisustvo plazmida, MBL geni i njihovi integroni uglavnom su, poput izolata iz Italije
i Poljske, unutar Tn505/-tipa transposona koji je odgovoran za diseminaciju ovih gena medu
geneticki razli¢itim jedinkama.®' Pretpostavljamo da je u MBL pozitivnim izolatima iz ove
disertacije doslo do prijenosa integrona putem transposona s obzirom da plazmidi unutar ovih
izolata nisu dokazani. Jedinstveni genetski kontekst MBL opisan je kao dio mobilnog otoka
patogenosti ("mobile pathogenicity island") lociranog na 180 kb plazmidu u brazilskim
izolatima P. aeruginosa sa SPM-1 metalo-p-laktamazom.”

Osnovna struktura integrona koji je bio prisutan u svim izoliranim MBL pozitivnim sojevima
P. aeruginosa tipicna je za klini¢ki integron klase 1. Na 5' i 3' kraju ima konstantna obiljezja,
dok je zanimljivost u varijabilnoj regiji koja se jo$ naziva i podru¢jem genskih kazeta unutar
kojeg je geneticki materijal poredan u istoj orijentaciji. Konzervirana regija 5' kraja koja se jo$
naziva i 5'-konzervirani segment ima uobicajena Cetiri obiljezja integrona. To su: terminalna
obrnuto ponavljaju¢a regija ("terminal inverted repeat") od 25-bp koja je vazna prilikom blok
transpozicije integrona, gen integraza (intl) koji kodira Infl integrazu, odnosno mjesto-
specificnu rekombinazu, a#fl - ciljno mjesto za integraciju nove genske kazete i promotor o
kojem ovisi ekspresija genskih kazeta nizvodno, a koji se nalazi unutar intl gena. Redoslijed

baza u ovom dijelu integrona vrlo je konzerviran, odnosno postoje vrlo male razlike unutar
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klase 1 integrona pa se Cini da su integroni klase 1 potekli od zajednickog pretka te da je taj
dogadaj relativno recentan.”* Integroni koji se nalaze u ljudskim patogenima i komenzalima
nazivaju se 1 klini¢ki integroni, a vrlo sliéni nadeni su u okoliSnim bakterijama reda
Betaproteobacteria. lako ovi integroni ne sadrzavaju gene za rezistenciju na antibiotike ¢ini se
da predstavljaju veliki rezervoar integrona koji su endemicni u okolisu koji nas okruzuje. Po
prirodi gena intl definirana je klasa integrona. Iako je do danas definirano Cetiri klase integrona,
geni za metalo-p-laktamaze najceS¢e se nalaze u integronima klase I, kao Sto je to i slucaj s
izolatima analiziranima u ovom radu.

Unutar intl gena nalazi se glavni promotor P, koji po redoslijedu baza u ovom integronu
odgovara slabom promotoru i ¢ija je transkripcijska aktivnost slaba, a nizvodno od njega nalazi
se drugi promotor P, unutar kojeg je mogucée da integracijom tripleta GGG u 14 bp "spacer"
dode do promjene broja baza izmedu -35 i -10 heksamera promotora Sto bi dovelo do moguce
boljeg prepisivanja prvog gena koji se nalazi nizvodno, odnosno VIM-2 gena. Promotori su u
pseudomonasa vrlo aktivni, §to objasnjava i visoke MIK-ove na imipenem, za razliku od slabe
aktivnosti u enterobakterija. Prvu gensku kazetu - VIM-2 povezuje s 5' krajem integrona attl
mjesto Ciji redoslijed baza odgovara do sada opisanima. Rekombinacijsko mjesto posjeduje
sredi$nje mjesto koje se naziva jednostavnim mjestom te lijevo od toga nalaze se mjesta jakog i
slabog vezivanja Intl. Gen za proizvodnju metalo-p-laktamaze VIM-2 nalazi se u InCRO
integronu unutar DNK fragmenta koji se naziva genska kazeta - ona je omedena sa strane 5'
kraja attl mjestom te srediSnjim mjestom ("core site") 59-be elementa (a##C mjesta) koji je
sekundarno mjesto integrazom posredovane specifi¢ne rekombinacije.”"'**'"" Integraza koju
kodira gen Intl posreduje rekombinaciju koja se dogada izmedu jednostavnog mjesta unutar azt/

gena i jedinstvenog mjesta unutar "core site" srediSnjeg mjesta (attC) koji slijedi konsensus
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GTTRRRY (R-A ili G; Y- T ili C). Ostatak 59-be nakon integracije genske kazete ostaje na 3'
kraju gena, a zapo€inje savrSenim palindromom "core site" mjesta zbog Cega se naziva "inverse
core site". Cinjenica da je ova genska kazeta najbliza genu integraze znaci da je posljednja
steCena unutar integrona, ali da se i naju¢inkovitije prepisuje. Smatra se da je polozaj genske
kazete unutar integrona na 1. mjestu u stvari posljedica intenzivne uporabe karbapenema u
posljednje vrijeme te se stoga smatra da su integroni koji unutar sebe imaju gen za proizvodnju
metalo-B-laktamaze na prvom mjestu recentan dogadaj.**® Redoslijed nukleotida u VIM-2 genu
u potpunosti odgovara opisanima u integronima In58 i In59 u Europi (Francuska)”, ali i
primjerice integronu In76 iz Latinske Amerike.**’

Ni jedan od opisanih integrona do sada nema ni sastav ni poredak genskih kazeta kao u
integronu InCRO. Slika 34 prikazuje usporedbu integrona InCRO s nekima od integrona
opisanima u Europi u ¢ijem se sastavu nalazi genska kazeta s genom za produkciju VIM
metalo-B-laktamaze. Ono $to se moze uociti na slici je da se uz gene za produkciju MBL
naj¢es¢e unutar integrona nalaze geni za produkciju aminoglikozid-modificiraju¢ih enzima,
poput aadA, aacC, aacA i drugih. Druge p-laktamaze opisuje se sporadi¢no - In100 ima PSE-1,
dok In77 (uz GIM) ima OXA-2, a In80 (uz VIM-1) OXA-46. Ni jedan od najces¢e opisivanih
integrona nema unutar integrona kazetu gacF.

Nakon genske kazete s genom blayy, slijedi genska kazeta koja sadrzava gen za proizvodnju
enzima OXA-10. Slijed nukleotidnih baza potpuno odgovara izvorno opisanom, inace se ova
oksacilinaza pojavljuje jo§ pod nazivom PSE-2.*" Ovo je prva specifi¢nost novog integrona
InCRO. Naime,vrlo se rijetko u istom integronu, jedna do druge, nalaze genske kazete s
genima za produkciju dvije razliCite p-laktamaze. Prvo takvo izvjesce pojavljuje se u opisu

integrona P. aeruginosa In100, gdje se uz karbapenemazu VIM-2 pojavljuje genska kazeta s
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genom PSE- 1/CARB-2.** U izolatima P. aeruginosa koji su u integronu klase 1 posjedovali
SPM metalo p-laktamazu, opisana je oksacilinaza OXA-56 kao sastavni dio integrona In163."

Posljednji opis sli¢nog integrona dolazi iz Japana, ali se radi o izolatu P. putida s VIM-6 MBL

te OXA-10 enzimom.>>

In100%¢ — > NZZZZZZ 7777777 o, P 2e1uginosa (Portugal)
3.cs  FFPS2/2004

5-CS blaymz aacA4 P1b aacdA2
In77% P. aeruginosa (Njemacka)
5-CS blag aacA4 aadA1 1S1394 blaoxaz 3-CS
In5878 ) e D P. aeruginosa (Francuska)
5-CS aacA7 blaypz aacC1 aacA4 3-CS RON-1/2000
In5978 P. aeruginosa (Francuska)
5-CS  aacA29a blayw aacA2% 3-Cs RON-2/2000
240 > N > P. aeruginosa (ltalija)
In70 ) £ g BT S SIS IS VR143/1997: 011
5-CS blayp1 aacA7 aph15 aadA1 3-CS !
In80%* P. aeruginosa (ltalija)
= PPV97/1997;012
5-CS blayp1 aacA4 oxa-46 3-CS
23
In118 ——m— P. aeruginosa (Gréka)

5-CS blavms aadA6 3-CS PS100/2002;011

INCRO ) 7777 I M. P aeruginosa (Hivatska)
5-Cs blavi oxa-10 AqacF aacA4 3-CS 2000-2007;011, 012

Slika 34. Shematski prikaz integrona koji sadriavaju gene za produkciju metalo-f-laktamaza
VIM-tipa u izolata P. aeruginosa opisanih u nekim europskim zemljama u usporedbi s

integronom InCRO.

Smjer prepisivanja gena odreden je smjerom strelica. Razlicitim bojama prikazane su varijante gena za produkciju
VIM metalo-f-laktamacze.

U ovom integronu obje su P-laktamaze kodirana genima genskih kazeta na rednom mjestu
jedan i dva, kao iu InCRO integronu (vidi dalje). Integroni koji su opisani u VIM-4 pozitivnhim

izolatima iz Madarske (imali su u svom sastavu OXA-2 B-laktamazu na polozaju 3 ili 4 u
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odnosu na 5' CS segment).”> Izolati su bili 012 i O11 serotipa pri ¢emu su oni O11 serotipa
pokazivali vec¢u klonsku srodnost od onih O12 serotipa. Ovo klonsko Sirenje O11 izolata imalo
je Madarskoj 2005. godine za posljedicu visoku ucestalost MBL pozitivnih izolata od oko 6,5%

.. . . . 253
medu imipenem-rezistentnim P. aeruginosa.

PSE/OXA su najcesce steCene P-laktamaze u
pseudomonasa.”’” Oksacilinaza OXA-10 koja se nalazi u sastavu InCRO integrona (Eesto se
naziva proSirenog spektra) ne utjeCe bitho na minimalne inhibicijske koncentracija B-
laktamskih antibiotika s izuzetkom karbenicilina i oksacilina. Moze do¢i do umjerenog
povecanja minimalne inhibicijske koncentracije na piperacilin koja se obi¢no krece oko 64
ng/ml (po kriterijima CLSI-a odgovara interpretaciji osjetljiv) i cefoperazon.’® Njezini derivati,
medutim, poput enzima OXA-11, -13, -14, -15,-16, -17 i -19 pravi su predstavnici f-laktamaza
iz molekularne klase D progirenog spektra djelovanja.*"*® Ove mutante nastale totkastim
mutacijama gena te promjenom odgovaraju¢ih aminokiselina unutar enzima hidroliziraju
ucinkovito sve B-laktame izuzev karbapenema. ESBL varijante OXA-2 i OXA-10 enzima
jedinstvene su u P. aeruginosa te se uglavnom opisuju u izolatima iz Turske i Francuske."”' Za
OXA-10 mutante je takoder karakteristicno da sve, s izuzetkom OXA-18 imaju sadrzaj G+C
baza koji visSe odgovara onom u enterobakterija, Sto podupire hipotezu o mogucoj ekspresiji
gena razli¢itih bakterijskih vrsta putem integrona.™* I u InCRO integronu oksacilinaza je
povezana s genom za modifikaciju aminoglikozida; ova asocijacija iz do sada neobjas$njenog

1.”° U integronu In77% iz Njemacke nalazi se OXA-2

razloga vrlo je Cesta u integronima klase
B-laktamaza (ali iza insercijske sekvence koja sprjeCava prepisivanje gena nizvodno), a u
integronu In80%’ iz Italije OXA-46 koja je takoder B-laktamaza iz linije OXA-2 s kojom

posjeduje oko 78% slicnosti i obje su uskog spektra djelovanja (penicilini, cefalosporini uskog

spektra).
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Iza genske kazete OXA nalazi se genska kazeta s parcijalnim genom gacF ("quarterny

> 4 ovom je

ammonium compounds"). Od oko 340 baza, koliko se nalazi u potpunom genu,’
integronu prisutna parcijalna varijanta unutar koje je tijekom prepisivanja doslo do delecije
veceg dijela gena s ostatnih oko stotinu baza. Ova je genska kazeta nepokretna s obzirom da joj
nedostaje potpuni 59 be, odnosno attC mjesto, nuzno za rekombinaciju.”’ Vjerojatno je tijekom
rekombinacije doslo do nepotpune insercije qacF gena, §to nije neuobicajeno prilikom ekcizija i
insercija genskih kazeta u integronima. Vjerojatnije je da se ovaj dogadaj zbio tijekom
razmjene genetskog materijala medu integronima nego tijekom transpozicije integrona.'” Gen

gacF pokazuje 75% sli¢nosti s genom gacEdeltal *°

Gen gacEdeltal takoder je postdelecijska
verzija gena gacE 1 redovito se nalazi na 3' kraju integrona i u moguénosti je sintetizirati samo
atenuirani eksporter.'” Oba gena naime, kodiraju proteine koji pripadaju obitelji malih
proteinskih eksportera sa samo 4 transmembranske domene koji su u moguénosti aktivno
eksportirati u zamjenu za protone niz boja (etidij bromid, kristal violet) i antiseptika (kvarterni
amonijevi spojevi, bigvanidi, klorheksidin) pa dakle posreduju rezistenciju na te kemijske tvari.
Iza parcijalne genske kazete s genom gacF u integronu InCRO nalazi se genska kazeta s genom
za acetilaciju aminoglikozida aacA4. Genske kazete koje sadrzavaju gene za enzimatsku
modifikaciju aminoglikozida zapravo su naj¢es¢e genske kazete unutar integrona $to objasnjava
fenotip rezistencije takvih klinickih izolata koji osim [-laktama redovito ukljucuje i

aminoglikozide.*®%*472>

Najcesc¢i gen za modifikaciju aminoglikozida koji se nalazi u
integronima je aadA2 moguce zbog rane raspolozivosti streptomicina i selektivnog pritiska koji

je uslijedio puno prije od onog P-laktama i ostalih aminoglikozida.” Gen aacA4 kodira

aminoglikozid modificirajuci enzim 6'-N-acetiltransferazu koja uz pomo¢ koenzima A acetilira

-----
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aminoglikozid-modificiraju¢i  enzim.****"'

6'-N-acetiltransferaza  (aac6'-Ib)  posreduje
rezistenciju na sve aminoglikozide, odnosno tzv. aac6-I fenotip pri cemu modifikacija jedne
aminokiseline (leucin-serin na 119 mjestu) mijenja i fenotip rezistencije,”*> uz moguénost da
sojevi budu osjetljivi samo na amikacin ili rezistentni na sve aminoglikozide kao $to je to slucaj
u opisanim izolatima u ovom radu. Na konacan fenotip rezistencije na amnioglikozide,
posredovan modificiraju¢im enzima mogu utjecati 1 vise njih istovremeno, pa su u integronima
vrlo Cesto prisutna dva i vise aminoglikozid modificiraju¢a enzima, a Cesto nastaju i novi
fuzirani geni s dva enzima, koji ukazuje na moguéi potencijal koji rekombinacije genskih
kazeta unutar integrona mogu predstavljati.**> U opisanom integronu enzim aac6"-Ib" fuzirao se
s enzimom aac(3)-Ib u jedinstvenu gensku kazetu ¢iji produkt fuziranog gena daje kombinirani
fenotip rezistencije.

Konzervirani segment na 3' kraju sastoji se od ancestralne genske kazete - gacEA1 koja se

o s . o 264,265
najcesce opisuje u ovom dijelu integrona.

QAC geni za rezistenciju pripadaju dvjema
obiteljima; qac A/B geni nalaze se u stafilokokima na multirezistentnim plazmidima, qacF,
QacEdeltal te qacE 1 qacG identificirani su u integronima i pripadaju obitelji malih
multirezistentnih gena.’®® Biocidi su duZe u upotrebi nego antibiotici, a qac ("quaternary
ammonium compounds" - kvarterni amonijevi spojevi) geni, ili njihovi ostaci, su normalna
osobina klasa 1 integrona iz klini¢kih izolata.**® Shodno tome, moguée je da su pocetne
selektivne prednosti bile otpornost na biocide, posredovane gac-genom. Qac genske kasete su
dominantna znaCajka kazeta okolisnih klasa 1 integrona, a ne klini¢kih, gdje se pojavljuje
neovisno o kazetama s genima koji posreduju rezistenciju na antibiotike. Oni su prisutni i

njihovo obilje ¢ini ih vjerojatno kandidatima za sudjelovanje u originalno umetanje u

Tn402.2%7 Stovise, poveéavajuéi uporabu kvarternih amonijevih spojeva i drugih biocida u
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sadasnjem trenutku izgleda da se potice fiksacija novih genskih elemenata, s nepredvidljivim
posljedicama za ljudsko zdravlje i poljoprivredu.**’

Konzervirani segment na 3' kraju ima jedan je od tri poznata oblika kostura - prvi koji se sastoji
od Tn402 (In/6)-slicnog modula s tri transpozicijska gena i genom resolvaze; drugi tzv. InS
koji ima gacEA1, sull, orf5, orf6 i parcijalni tni modul, tid, s dva transpozicijska gena te treci
In4 koji ima samo gacEAI, sull, orf5 i orf6.>°*** Tni moduli omoguéuju samo-transpoziciju,
iako vjerojatno i In4 te In5 mogu biti pokretni. 3' konzervirani segment s parcijalnim qacE
genom koji se naziva qacE4 u ovom radu pripada kosturima In4 ili In5 s obzirom da se nije
radio PCR ciljano za potpuno sekvencu 3' kraja. I gen qacEdeltal zapravo je dozivio deleciju
od izvornog gena gacE i upravo se kao takav naj¢es¢e pojavljuje unutar 3' konzerviranog kraja
integrona; delecija je dijelom uzrokovana insercijom segmenta sull i ORF5. Ovaj gen kodira
protein koji je manje funkcionalan od izvornoga, ali se medu Gram-negativnim bakterijama
pojavljuje &efée od gena qacE.”® Sekvenciranje DNK, filogenetske studije i mapiranje
sugeriraju da je klasa 1 integrona nastala kada je jedan ¢lan iz okoliSnih integrona postao
ugraden u Tn402 transposon. Medutim, vrijeme ovog dogadaja i selektivne snage koje su
fiksirale ovaj element u bakterijske linije jo§ je uvijek nepoznato.**> S obzirom da se u
kontekstu genske sli¢nosti genskih kazeta s do sada opisanima, uvijek usporeduje i njihov 59-
be, odnosno attC mjesto, analizirana su attC mjesta svih genskih kazeta. Prilikom insercije
genske kazete koja iz cirkularnog oblika prelazi u integrirani linearni oblik, attC mjesto
zauzima polozaj ispred i iza gena unutar genske kazete na nacin da srediSnje mjesto ("core
site") ostaje ispred gena, dok preostali dio attC-a dolazi na 3' kraju, odnosno nizvodno od gena.
Izvorno je ovo mjesto nazvano 59-be buduéi da je sadrzavalo 59 baza.'’® Uobi¢ajeno je da se

danas koristi termin attC rekombinacijsko mjesto.”® Ovo podrugje iza genske kazete obi¢no je
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dugacko od 54 do 141 bp. Na oba kraja ima sredi$nja mjesta sa sedam baza (1L, 1R), koji su
savrSeni palindromi; unutar njih nalaze se dva dodatna mjesta (2L i 2R) i njihova uloga nije
potpuno jasna. U usporedbi s opisanim redoslijedima baza unutar 59 be za gene VIM-2, OXA-
10 i aacA4 moze se uociti mala razlika u duljini srediSnjeg dijela koje je s lijeve i desne strane
omedeno 2L, 1L, odnosno 2R i IR palindromima.>* U usporedbi s opisanim 59 be VIM-2
gena, srediSnje mjesto nesto je krace, s 19 umjesto 23 baze. Ako se pogleda 59 be aacA4 gena
tu se redoslijed razlikuje za samo jednu bazu u korist InCRO integrona. Kod OXA-10 gena
nema razlike u 59 be od veé¢ opisanog. Sto se ti¢e genske kazete s parcijalnim genom gacF,
ovoj genskoj kazeti nedostaje ve¢i dio 59-be, odnosno ostao je samo strogo konzervirani
sredi$nji dio na pocetku genske kazete, uz deleciju Citavog inverznog srediSnjeg mjesta i
preostalog dijela 59-be.

Rekonstruiraju¢i njihovu strukturu moze se zakljuciti da se 59-be gena blayps,, blaoxs.io 1
aacA4 gotovo ne razlikuju od onih opisanih u literaturi, kao Sto prikazuje slika 35.

Jednak slijed genskih kazeta unutar MBL-pozitivnih izolata, odnosno prisustvo istog integrona
upucuje na horizontalno §irenje integrona, moguce unutar izolata P. aeruginosa, ali vjerojatno i
izmedu razli¢itih bakterijskih vrsta, $to je hipoteza proizasla nalazom istog integrona u indeks

MBL izolatima za koje je naknadno utvrdeno da se u stvari radi o Pseudomonas putida.



VIM-2
GGCAGATGCGGCATAACATGAAGTTGCAGCCGACC 23
TTCTGGCGGCTGAACTTCGGCGTTATGCCGCACTCACC
VIM-2 InCRO
GGCAGATGCGGCATAACATGAAGTTGCAGCCGACC 19
TTCTGGCGGCTGAACTTCGGC @ cccacTcace
OXA-10
CATCATTGGTGGCTAACAAGTCGCTCAAGGTCGCTCCCT
TGCCTGCCCCTTAGCTCCAACGTTAGCCACCAAGAAGG
OXA-10 InCRO

ATTGGTGGCTAACAAGTCGCTCAAGGTCGCTCCCT
TGCCTGCCCCTTAGC TCCAAC N~ CcCAAGAAGG
aacA4
ACGCAGGTTTGCCTAACCCTTCCATCGAGGGGGACGTCC
TTGGCCGCCCTCATGTCAAACGTTAGGCATCACAAAGT
aacA4 InCRO

GCCTAACCCTTCCATCGAGGGGGACGTCC

TTGGCCGCCCCTCATGTCAAACHNEEE~ TCACARAGT

54

54

13

14
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Slika 35. Usporedba redoslijeda nukleotidnih baza u 59-be (attC) dijelu genskih kazeta za

gene blaypy.;, 0XA-10 i aacA4 unutar integrona InCRO s opisanima u literaturi.”>* U izvornoj

strukturi 1L i 1R mjesta sa sedam baza su otisnuta masnim slovima, a 2L i 2R mjesta su podcrtana. U strukturi

integrona InCRO zuto je oznaceno inverzno sredisnje mjesto (1L), crveno- sredisnje mjesto (IR), a mjesta 2L i 2R

su podcrtana.
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Osim uz pomo¢ automatiziranog sustava VITEK 2 (bioMerieux, Francuska), indeks izolati
identificirani su uporabom pocetnica koje u PCR reakeiji amplificiraju ecfX gen koji kodira
ekstracitoplazmatski sigma faktor koji je specifican i ogranicen samo na P. aeruginosa i koji
vjerojatno igra ulohu u preuzimanju hema i virulenciji. Specifi¢nost i osjetljivost ecfX PCR-a je
visoka i ne amplificira DNK iz bilo koje druge Pseudomonas vrste."* Buduéi da je klini¢ki
znacaj izolacije Pseudomonas putida puno manji od izolacije Pseudomonas aeruginosa jos se
jednom namece zaklju¢ak da upravo okoliSne bakterije mogu predstavljati izvrstan rezervoar
integrona, odnosno gena za rezistenciju kako na antiseptike, tako i na antibiotike.*****"

S druge strane prisustvo VIM-2 gena, kao i ostalih gena koji su opisani u integronu InCRO
potvrduje hipotezu da su genske kazete s VIM-2 genom proSirene po cijelom svijetu, ali
ponekad ¢ine¢i dio specifi¢nog, do tada u literaturi neopisanog integrona.

Sto se tice statisticke obrade podataka o bolesnicima, a u svezi s moguéim utjecajem na duljinu
hospitalizacije i ishod lijecenja, uglavnom nije bilo statisticki znacajne razlike bez obzira na
varijable koje smo usporedivali, vjerojatno iz razloga §to su bolesnici s imipenem-rezistentnim
izolatima P. aeruginosa bili medusobno vrlo sli¢ni, a namjera rada nije bila usporedivati takve
bolesnike s kontrolnom skupinom, buduci da bolesnici s osjetljvim izolatima nisu obradivani.
Uglavnom, muski bolesnici su bili dulje hospitalizirani od zenskih, pri ¢emu je razlika u duljini
hospitalizacije s obzirom na spol bila na granici statisticke znacajnosti. Bolesnici koji su primali
fluorokinolone prije izolacije otpornog pseudomonasa neSto su bili dulje hospitalizirani u
odnosu na one koji nisu; i ova je razlika bila na granici statisticke znacajnosti. Fluorokinoloni
naime, Cesto se opisuju kao lijekovi koji imaju utjecaj na razvoj multirezistentnog fenotipa P.
aeruginosa (u studiji Tacconelli i sur. OR bio je 3,21) pa time indirektno mogu utjecati i na

dulju hospitalizaciju.’’!  Osim fluorokinolona, na pojavu karbapenem-rezistentnog
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pseudomonasa najvise utjeCe upravo potrosnja imipenema, a imipenem rezistentni izolati Cetiri
puta su CeS¢e rezistentni 1 na ceftazidim te dva puta CeS€e rezistentni na piperacilin s
tazobaktamom.”’>?”* Stoga se &ini opravdano u okviru strategije propisivanja antibiotika kojoj
su osnovni ciljevi smanjiti ucestalost rezistentnih bakterija, smanjiti cijenu koStanja
antibiotskog lijeCenja, a istovremeno poboljsati kvalitetu skrbi bolesnika, ograniciti
propisivanje upravo fluoriranih kinolona i imipenema. U studiji Ben Ali i sur. u petogodisnjem
razdoblju pracenja rezistencije P. aeruginosa na B-laktame, ciprofloksacin i amikacin, uz
istovremeno provodenje strategije individualnog pristupa odabiru antimikrobne terapije uz
krevet bolesnika od strane multidiscipliranog tima (mikrobiolog, infektolog, ljekarnik), nakon
pet godina smanjena je potrosnja B-laktama za 15%, fluorokinolona za 40%, a broj rezistentnih
markera P. aeruginosa u invazivnim infekcijama za 50%.>*

Djelotvorna terapija, odnosno ona koja je po antibiogramu djelovala na izoliranog
pseudomonasa nije imala statisticki znacajan utjecaj na duljinu hospitalizacije bolesnika.
Boravak u jedinici intenzivnog lijeCenja znaCajno je utjecao na duljinu hospitalizacije
bolesnika pa su znacajno krace bili hospitalizirani oni bolesnici koji nisu dio hospitalizacije
proveli u JIL-u. Serotip 11 i serotip 12, koji su predstavljali dva najceSc¢e izolirana serotipa
pseudomonasa nisu znacajno utjecali na duljinu hospitalizacije, kao ni izolacija najcesceg
rezistotipa, odnosno rezistotipa 1, iako je hospitalizacija bila dulja u bolesnika koji su u
uzorcima imali P. aeruginosa rezistotipa I, odnosno serotipa 12, u odnosu na ostale
rezistotipove 1 serotipove. U literaturi se uglavnom nalazi podatak da izolacija multi-
rezistentnog P. aeruginosa prosjecno produljuje hospitalizaciju za najmanje 6 dana te
povecava cijenu kosStanja hospitalizacije za nekoliko tisu¢a dolara u usporedbi s bolesnicima s

. e . . . 1 . . . . . .. Y
osjetljivim izolatima pseudomonasa.'”® Kao §to je i ocekivano bolesnici s kroni¢nom
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dijagnozom bili su dulje hospitalizirani od onih s akutnom, ali statisticki bez znacajne razlike.
Naime, iz literatumih podataka moze se zakljuciti da komorbiditet, ukljucujuéi i
imunosupresivna stanja utjeCe na prolongiranu hospitalizaciju i ve¢i mortalitet bolesnika s
pseudomonasnom infekcijom.'®’

Medijan dobi odraslih bolesnika koji su prezivjeli bio je 58 godina, a umrlih 66 godina.
Statisticki gledano razlika je bila na granici znacajnosti §to govori u prilog poznatoj ¢injenici da
je starija zivotna dob rizicni Cinitelj veée smrtnosti i kad se radi o infekcijama
pseudomonasima.'®”'*® Spol bolesnika nije imao znadajan utjecaj na njihovo prezivljavanije,
iako je u skupini umrlih bolesnika bilo ¢eS¢e onih muskog spola §to se u literaturi Cesto
navodi.””>*"® Prisustvo centralnog venskog katetera (CVK) imalo je znacajan utjecaj na veéu
smrtnost S$to je uskladu s rezultatima iz literature gdje se intravaskularni kateter smatra
Giniteljem rizika za bakterijemiju, sepsu i ve¢i mortalitet.””*”® Tako mehanitka ventilacija
dokazano pogorava prognozu bolesnika s pseudomonasnim infekcijama®” mortalitet bolesnika
na mehanickoj ventilaciji nije bio ve¢i od mortaliteta bolesnika koji nisu bili na mehanickoj
ventilaciji.

Boravak u JIL-u takoder nije imao statisticki znaCajan utjecaj na konacan ishod bolesnika, kao
ni operacijski zahvat tijekom hospitalizacije u kojoj je izoliran prikupljeni soj Sto nije u skladu s
literaturnim podacima buduci da je boravak u jedinici intenzivnog lije¢enja, kao i kirurski
zahvat najée$¢e povezan s veéim mortalitetom bolesnika s pseudomonasnom infekcijom.'*2*
Zanimljivo je da terapija prema antibiogramu (tzv. "definitivna" ili "ciljana") za izolirani soj
pseudomonasa nije imala statistiCki znaCajan utjecaj na konacan ishod bolesnika. U studiji

Kang i sur.'® neodgovarajuéa terapija pogorsala je prognozu bolesnika, posebice ako se radilo o

JIL-u pa je mortalitet bolesnika s infekcijom krvnozilnog sustava uzorkovanoj s P. aeruginosa s
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odgovaraju¢om terapijom bio 27,7%, a s neodgovaraju¢om terapijom 43,3%. S druge strane u
studiji Endimiani i sur.®®' adekvatna terapija nije utjecala na konadan ishod bolesnika s PER-1
pozitivnim izolatom P. aeruginosa.

Medijan lezanja bolesnika s imipenem-rezistentnim izolatima P. aeruginosa bio je 39 dana. U
jedinicama intenzivnog lije¢enja medijan lezanja bio je 37 dana, a u ostalim odjelima 24 dana.
U razdoblju od 2001. do 2007. godine prosjecno trajanje lije¢enja u cijeloj bolnici bilo je 9,4
dana, a u jedinicama intenzivnog lije¢enja 6,7 dana.**> Ovim radom potvrdila se &injenica da je
cijena kostanja lijeCenja bolesnika s rezistentnim izolatima P. aeruginosa i nekoliko puta veca
od prosje¢ne cijene hospitalizacije. Tako su u studiji Carmeli i sur.*’> utvrdili su da je
statisticki znacajno veca cijena hospitalizacije s obzirom na duljinu lijecenja u bolesnika u kojih
se tijekom hospitalizacije pojavio rezistentni izolat, te da je u toj grupi i mortalitet veci.
Mortalitet bolesnika u ovoj disertaciji bio je 40,5% dok su Carmeli i sur. zabiljezili u bolesnika
s rezistentnim izolatima pseudomonasa mortalitet od 27%, a Furtado i sur.”® iznose mortalitet
medu 63 bolesnika s imipenem rezistentnim izolatima od 49%, Sto je slicno mortalitetu
zabiljezenom u ovom radu. Primjerice u Hrvatskoj, najces¢i razlog hospitalizacije -
kardiovaskularne bolesti, imale su 2002. godine prosjecno vrijeme hospitalizacije od 11,6 dana,
a od ukupno 39.658 hospitaliziranih zbog kardiovaskularnih bolesti (akutnih i kroni¢nih), umrlo
je 11.979, odnosno 30%.2*

Mozemo dakle zakljuciti da kolonizacija ili infekcija izolatom P. aeruginosa otpornim na
karbapeneme produljuje hospitalizaciju i cijenu lijjecenja nekoliko puta, uz izrazito vecu
smrtnost bolesnika.

Zbog svega navedenog ¢ini se opravdano ponovo preispitati sve kljuéne komponente

antibiotske strategije unutar KBC-a - od multidiscipliranog tima, pisanih smjernica za



163

antibiotsku terapiju, formulara i obrazaca narucivanja antibiotika, edukacije svih uklju¢enih u
skb bolesnika, kontinuiranog pracenja potroSnje antibiotika, rezistencije bakterija, detekcije
svakog bolesnika s multirezistentnim izolatom, i svakako mjera kontrole bolnickih infekcija.
Ograni¢enje propisivanja karbapenema - posebice imipenema i fluorokinolona imalo bi
zasigurno ucinak na smanjenje broja multirezistentnih izolata P. aeruginosa, te indirektno
smanjilo duljinu hospitalizacije i cijenu koStanja lijecenja takvih bolesnika. Pravovremena
detekcija bolesnika s multirezistentnim izolatom P. aeruginosa od strane tima za kontrolu
bolnickih infekcija i pridrzavanje bazi¢nim mjerama kontrole (poput pranja ruku prije i poslije

kontakta s bolesnikom) zasigurno bi pridonijeli kontroli Sirenja rezistentih izolata.
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8 ZAKLJUCCI

Ucestalost izolata P. aerugnosa koji posjeduju metalo-p-laktamaze u nasem je ekoloskom
okruzenju niska i iznosi medu karbapenem-otpornim izolatima oko 3%.

Unato¢ niskoj prevalenciji, izolati P. aeruginosa koji luce metalo-p-laktamaze klini¢ki su od
izuzetne vaznosti zbog neucinkovitosti gotovo svih raspolozivih terapijskih moguc¢nosti.

U sedmogodisnjem razdoblju pracenja nije doslo do klonske ekspanzije izolata P. aeruginosa
koji luce metalo-B-laktamaze, ali je istovremeo doslo do inter- i intra-specijes prijenosa
integrona s genom koji lu¢i metalo-B-laktamaze, ukazujué¢i na velik epidemioloski potencijal
opisanih izolata.

Vrsta metalo-B-laktamaze koja je nadena u izolatima P. aeruginosa je enzim VIM-2, koji je
naj¢es¢e prisutna metalo-Bf-laktamaza u europskim, posebice mediteranskim izolatima P.
aeruginosa.

Enzim VIM-2 kodiran je genom blaviv- koji je lociran unutar prve genske kazete u integronu
nazvanom InCRO.

InCRO nalazi se u sastavu svih metalo-B-laktamaza pozitivnih sojeva P. aeruginosa.

Integron InCRO za sada je jedinstveni opisani integron u ovom dijelu Europe veli¢ine 3277
baznih parova.

InCRO integron sadrzava genske kazete VIM-2, OXA-10, parcijalnu QAC-F, AACA4 i QAC-
E-DELTAI i lociran je na kromosomu svih MBL pozitivnih izolata.

Isti integron opisan je i u indeks izolatima Pseudomonas putida koji su prvi opisani kao

nositelji gena VIM-2.
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Integron unutar genetski razli¢itih metalo-pf-laktamaza pozitivnih izolata pseudomonasa
ukazuje na horizontalni prijenos genetskog materijala unutar i izmedu vrsta Sto predmnijeva
mogucnost prijenosa istog genetskog materijala i na druge vrste gram-negativnih bacila, poput
enterobakterija.

Izolati P. aeruginosa koji ne posjeduju metalo-B-laktamaze posreduju rezistenciju na
karbapeneme hiperekspresijom cefalosporinaze AmpC, nedostatnom ekspresijom porina D na
vanjskoj membrani i poja¢anom aktivnoscu efluksnih crpki.

Genotipizacija izolata ukazuje na dominantno postojanje dva klona i niza genetski jedinstvenih
izolata P. aeruginosa.

Predominacija klonski srodnih izolata P. aeruginosa posebice je izrazena u jedinici intenzivnog
lijecenja.

Serotipizacija 1 genotipizacija ukazuju na ekspanziju multirezistentnog serotipa O12 koji ima
potencijal epidemijskog klona.

Laboratorijske metode utvrdivanja osjetljivosti P. aeruginosa na antibiotike nisu pouzdane i
podlozne su varijabilnosti, bez obzira radi li se o disk difuzijskoj metodi ili automatiziranim
sustavima odredivanja osjetljivosti.

Bolesnici kolonizirani ili inficirani karbapenem-rezistentnim izolatima P. aeruginosa dulje se
hospitaliziraju od prosjeka i imaju ve¢i mortalitet, na $to znacajno utjece boravak u jedinici

intenzivnog lijeenja i prisustvo centralnog venskog katetera.
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9 SAZETAK

Posljednih 20-ak godina u Pseudomonas aeruginosa sve ¢esce se opisuju steCene p-laktamaze
tzv. metalo-B-laktamaze koje mogu biti VIM, IMP, GIM, SPM i AIM tipa, a hidroliziraju sve
poznate B-laktame s izuzetkom aztreonama.

Cilj ovog rada bio klinicko-epidemiolosko znacenje izolata P. aeruginosa koji posjeduju
metalo-f-laktamaze, njihovu genetsku srodnost i prosirenost, odnos serotipova i rezistotipova te
provjeriti pouzdanost laboratorijskih metoda u testiranju osjetljivosti P. aeruginosa na
antibiotike.

U razdoblju od 2001. do 2007. godine prikupljeno je ukupno 169 izolata P. aeruginosa sa
smanjenom osjetljivos¢u na karbapeneme s klinickih odjela jedne regionalne bolnice. Svim
izolatima odredena je osjetljivost prema antipseudomonasnim antibioticima disk difuzijskom i
mikrodilucijskom metodom (za ceftazidim i s dodatkom klavulanske i boronicke kiseline; za
imipenem s dodatkom EDTA i fenantrolina), odreden im je O-serotip te genetska srodnost
usporedena elektroforezom u pulziraju¢em polju. Odnosom MIK-ova antibiotika procijenjena
je aktivnost efluksnih crpki. Proteini vanjske membrane detektirani su SDS-PAGE
elektroforezom. Geni koji kodiraju metalo-B-laktamaze blay;, 1 blajyp istrazeni su lan¢anom
reakcijom polimeraze. Nizom parova pocetnica amplificiran je i1 sekvenciran integron koji
sadrzava gen za metalo-f-laktamazu. Statisticki su obradeni klinic¢ki podatci bolesnika dobiveni
retroaktivno iz anketnog listica koji je pratio svaki izolat pseudomonasa.

U Sest izolata dokazano je prisustvo VIM-2 metalo-p-laktamaze. Gen se nalazio u sastavu prve

genske kazete u do sada neopisanom integronu lociranom na kromosomu nazvanom InCRO,
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ukupne veli¢ine 3277 parova baza. MBL pozitivni izolati pripadali su dvama klonovima i
serotipovima O11 1 O12. Otpornost na karbapeneme ostalih izolata P. aeruginosa posljedica je
hiperekspresije AmpC B-laktamaze, nepostojanja proteina vanjske membrane OprD i pojacanog
rada efluksnih crpki. Usporedba genotipova P. aeruginosa ukazala je na dominaciju dva klona,
multirezistentnog klona P. aeruginosa O12 i drugog, u kojem prevladava serotip O11.
Bolesnici s multirezistentnim izolatima pseudomonasa dulje su hospitalizirani i imaju veci
mortalitet u odnosu na bolesnike koji nemaju multirezistentne izolate. Laboratorijske metode

testiranja osjetljivosti P. aeruginosa na antibiotike nepouzdane su i podlozne varijacijama.
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10 SUMMARY

METALLO-B-LACTAMASES IN CARBAPENEM-RESISTANT
CLINICAL ISOLATES OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA

In the last two decades, metalo-f-lactamases of type VIM, IMP, GIM, SPM, and recently AIM
are frequently described in Pseudomonas aeruginosa. Those enzymes hydrolyse all known [3-
lactams except aztreonam.

The aim of this study was to determine clinical and epidemiological significance of P.
Aeruginosa strains producing metallo-f-lactamases, their genetic similarity and distribution,
relationship between serotypes and resistotypes and to check the reliability of laboratory
methods in testing sensitivity of pseudomonas to antibiotics.

In the period from 2001 to 2007, a total of 169 P. aeruginosa isolates with reduced
susceptibility to carbapenems were collected from all clinical departments of a regional
hospital. The sensitivity to antipseudomonal antibiotics was determined by disk diffusion and
microdilution methods (for ceftazidime alone and with addition of clavulanic and boronic acid;
for imipenem alone and with EDTA and phenantrolin). O-serotypes, resistotypes and PFGE-
genotypes were determined for each strain and compared. Comparison of MICs to several
antibiotics was used in estimation of efflux pumps' activity. Outer membrane proteins were
detected by SDS-PAGE. Genes encoding metallo-B-lactamases - blayy, and blapp were
detected by PCR. By using several primers' pairs the whole integron containing MBL gene was
amplified and sequenced. Clinical data obtained retrospectively from the patients survey sheet

accompanying every isolate were statistically analyzed.
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In six isolates the presence of VIM-2 MBL was proved. Gene encoding the enzyme was located
within the first gene cassette in so far undescribed integron called InCRO with 3277 bp. MBL-
positive isolates belonged to two clones and were of serotype O11 and O12. Most of the MBL-
negative P. aeruginosa isolates had derepressed AmpC, loss of OprD and increased activity of
efflux pumps. Genotyping showed the dominance of two clones - one harboring multiresistant
O12 P. aeruginosa, and other with prevailing Ol1 serotype. Patients with multiresistant
pseudomonas isolates were hospitalized longer and had higher mortality compared to patients
who had imipenem-reistant but not multiresistant isolates. Laboratory methods of testing the
sensitivity of carbapenem-resistant P. aeruginosa to antibiotic are unreliable and subject to

variations.
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Od 1998. do 2006. godine radila sam kao asistent na Katedri za medicinsku mikrobiologiju i
parazitologiju Medicinskog fakulteta u Splitu.

Od studijskih putovanja isticem jednomjesecni boravak u Marseilles-u, Francuska, u
referentnom centru SZO za istrazivanje rikecija (kod prof. D. Raoulta) te tromjesecni boravak u
Sieni, Italija, 2005. godine (kao dobitnica stipendije Americkog drustva za mikrobiologiju) u
Odjelu za molekularnu mikrobiologiju Poliklinike "Le Scotte" (kod prof. G.M. Rossolinia).
Objavila sam 29 znanstvenih i stru¢nih radova (od toga 11 indeksiranih u CC-u), koautor sam
36 sazetaka s kongresa i simpozija, kourednica jedne knjige, autor nekoliko poglavlja u

knjigama.
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Clanica sam Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora, Hrvatske lije¢ni¢ke komore, Hrvatskog druitva za
medicinsku mikrobiologiju i Europskog drustva za klinicku mikrobiologiju i zarazne bolesti.

Udana sam, majka dvije prekrasne kéeri.



Prilog 1

OBRAZAC ZA RETROSPEKTIVNO PRIKUPLJANJE PODATAKA O
BOLESNICIMA U KOJIH JE IZOLIRAN Pseudomonas aeruginosa OTPORAN NA

KARBAPENEME

Broj protokola/godina: Redni broj soja:
Ime i prezime bolesnika Spol: Dob:

Odjel:

Dijagnoza osnovnog stanja/bolesti:
Dijagnoza vezana za uzorak:

Datum uzorka iz kojeg je izoliran soj:
Vrsta uzorka:

Antibiotik do izolacije soja: (vrsta, doza, duzina trajanja terapije):

Antibiotik nakon izolacije soja: (vrsta, doza, duzina trajanja terapije)

Prijasnji mikrobioloski uzorci/izolati:

Bolesnik na mehanickoj ventilaciji: DA NE
Urinski kateter: DA NE
Centralni venski kateter: DA NE

Drugi biomaterijali:

Kirurski zahvat: DA NE

Ukupna duljina hospitalizacije:

Konacan ishod bolesnika:
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