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1. UVOD

1.1 Acinetobacter baumannii — mikrobiologija i taksonomija

1.1.1 Mikrobiologija mikroorganizma

Acinetobacter baumannii je aerobni gram-negativni kokobacil koji posljednjih godina
postaje znacajan uzrocnik teSkih bolnic¢kih infekcija kao §to su bakterijemije, pneumonije,
meningitisi, endokarditisi te urinarne infekcije i1 infekcije rana u hospitaliziranih bolesnika
(1). Pripadnici roda Acinetobacter dugi su od 1,5 do 2,5 pm, Siroki od 1 do 1,5 pum, dok u
stacionarnoj fazi razmnozavanja mogu poprimiti kokoidni oblik. Sve vrste unutar roda
posjeduju enzim katalazu, a nemaju enzim citokrom-oksidazu (1). Svi mikroorganizmi
unutar roda dobro rastu na uobicajenim hraniliStima, te stvaraju bijele ili krem sjajne
kolonije promjera oko jedan milimetar na krvnom agaru. Neki sojevi posjeduju sposobnost
hemolize krvnog agara (4. haemolyticus) (1).

U sastavu stani¢ne stijenke gram-negativnhog mikroorganizma nalazi se citoplazmatska
membrana, periplazmatski prostor s tankim slojem peptidoglikana, vanjska membrana te
polisaharidna kapsula. Citoplazmatska membrana konacno je mjesto djelovanja f-
laktamskih antibiotika vezivanjem za penicilin vezne proteine (engl. PBP- penicillin
binding protein PBP) (slikal.l). Peptidoglikan je sastavljen od muraminske kiseline,

glukozamina, alanina, glutaminske kiseline i diaminopimelinske kiseline, dok vanjska



membrana sadrzi porinske kanale i izlazne dijelove mehanizma za izbacivanje antibiotika
(engl. efflux) (1, 2). Prisustvo polisaharidne kapsule sastavljene od ramnoze, glukoze,
glukuronske kiseline i manoze znacajan je Cinitelj virulencije unutar roda Acinetobacter
(1). Novija istrazivanja navode i sposobnost stvaranja endotoksina i luenje enzima koji
dovode do oste¢enja tkiva, kao znacajne Cinitelje virulencije u klinickoj slici bakterijemije

(1, 3).
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TRENDS in Microtrology
Slika 1.1 Presjek kroz stani¢nu stijenku gram-negativnog mikroorganizma. Ciljno mjesto
djelovanja B-laktamskih antibiotika je PBP (crveno) u citoplazmatskoj membrani. U
vanjskoj membrani nalaze se porinski kanali (plavo) i izlazna vrata za mehanizam
izbacivanja (svijetlo plavo). U periplazmi se nalaze tanki sloj peptidoglikana (crno), -

laktamaze (ljubi¢asto) te vezni proteini za mehanizam izbacivanja (svijetlo plavo)

(Trends in Microbiology, 2006.) (2).

Pripadnici roda Acinetobacter su nefermentativni mikroorganizmi, zbog izostanka reakcije
na dvostrukom Seceru te negativnih biokemijskih promjena u dekarboksilaciji lizina,

ornitina, arginina i deaminaciji fenilalanina (3).



U svakodnevnom radu u mikrobioloSkim laboratorijima, pripadnici roda Acinetobacter
dijele se u tri glavna kompleksa koja se biokemijskom reakcijom razgradnje glukoze i
prisustvom ili odsustvom hemolize na krvnom agaru dijele u Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii kompleks (razgraduje glukozu, ne stvara hemolizu na krvnom agaru),
Acinetobacter Iwoffii (ne razgraduje glukozu, ne stvara hemolizu na krvnom agaru), te
Acinetobacter haemolyticus (na krvnom agaru stvara hemolizu) (1, 3). 4. Iwoffii, za razliku
od drugih vrsta, ne raste na MacConkey agaru (1). Acinetobacter baumannii-calcoaceticus
je kompleks odgovoran za veéinu acinetobakterom uzrokovanih infekcija, 1 predstavlja
75% acinetobaktera izoliranih iz klini¢kih uzoraka u bolesnika (1, 4). Osim A. baumannii,
unutar kompleksa nalaze se A. calcoaceticus i neimenovane genomske vrste 3 i 13 sensu

Tjenberg i Ursing (13TU) (1).

1. 1. 2. Taksonomija mikroorganizma

Prvi opisi roda Acinetobacter vjerojatno potjecu iz 1896. godine, a opisao ih je lijecnik
Morax rade¢i na Pasteurovom institutu (5). Godinu dana kasnije Theodor Axenfeld,
neovisno o Moraxovim zabiljeskama, opisuje slicne bakterije, pa mikroorganizam postaje
poznat pod nazivom Morax-Axenfeldov bacil (5). Tijekom proteklog stolje¢a rod
Acinetobacter dozivio je brojne taksonomske promjene, te je najmanje 15 razli¢itih
‘generickih’ imena koriSteno kao naziv ovog mikroorganizma, medu kojima se najcesce
spominju Bacterium anitratum, Herellea vaginicola, Mima polymorpha, Achromobacter,
Alcaligenes, BSW, Micrococcus calcoaceticus, Moraxella glucidolytica 1 Moraxella Iwoffi
(1). U rod Acinetobacter su danas svrstani gram-negativni aerobni, nepokretni, katalaza

pozitivni, oksidaza negativni kokobacili s DNA C+G koli¢inom 39 do 47 mol%, (1, 3).
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Bakterija Acinetobacter spp. se nalazi u koljenu Proteobacteria 1 redu Pseudomonadales
(3). Rod Acinetobacter je prema starijoj klasifikaciji, Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology, bio svrstan u porodicu Neisseriaceae, koja je obuhvacala jednu vrstu,
Acinetobacter calcoaceticus (1). Ova je vrsta u literaturi Cesto dijeljena u dvije podvrste:
podvrstu anitratus (prije Herellea vaginicola) 1 podvrstu Iwoffii (prije Mima polymorpha).
Novija taksonomska istrazivanja zasnovana na analizi 16S rRNA premjestila su rod
Acinetobacter u novu porodicu Moraxellaceae, koja ukljuuje rodove Acinetobacter,
Moraxellla 1 Psychrobacter (1). Modernom molekularnom taksonomskom metodom DNA-
DNA hibridizacijom dokazano je postojanje 33 razli¢ite genomske grupe, od kojih 18
posjeduje ime vrste (6). Dodatna istrazivanja, zasnovana na molekularnoj taksonomiji,
potvrdila su da, za sada, 28 genomskih grupa sadrzi multiple izolate, uz do danas otkrivena

barem 21 negrupirana pojedinacna izolata (7).

1.2. A. baumannii — rasprostranjenost

Pripadnici roda Acinetobacter su saprofiti Siroko rasprostranjeni u prirodi. Pojedine vrste
roda Acinetobacter mogu se naci u hrani, vodi, povréu i zemlji (1), a danas se zna da i do
25% zdravih osoba moze biti kolonizirano s Acinetobacter spp., poglavito na dijelovima
koze i usne Supljine (8). Istrazivanje koje su proveli Berlau i suradnici na 192 zdrava
dragovoljca otkrilo je da 40% ispitanika nosi na kozi odredenu vrstu Acinetobacter spp. (u
60% ispitanika to je bio Acinetobacter Iwoffii) (9). U hospitaliziranih bolesnika koji imaju
traheostomu prisutna je kolonizacija koze do 45% (10). Opisana je i kolonizacija

probavnog sustava kao vazno spremiste i ishodiSte infekcija uzrokovanih rezistentnim
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uzro¢nikom (11). Najnovija istrazivanja ukazuju na mogucnost prijenosa bolnickom
hranom (povrée, voce), koja predstavlja potencijalni izvor za kolonizaciju probavnog
sustava (12). Ovaj mikroorganizam posjeduje sposobnost prezivljavanja na suhim
povrSinama i prasini do 10 dana (prosjek za Staphylococcus aureus je sedam dana), dok
inkapsulirani sojevi mogu prezivjeti do Cetiri mjeseca na plasticnim PVC povrSinama,
keramici, gumenim povrSinama i Celiku (7), Sto je posljedica minimalnih prehrambenih
zahtjeva potrebnih za rast Acinetobacter spp., kao i njegove sposobnosti da raste na
razli¢itim temperaturama i1 pH vrijednostima. Opisano je 1 prezivljavanje ovog
mikroorganizma nakon izlaganja dezinficijensima na bazi fenola, glukonata i klorheksidina
(7), te prezivljavanje nakon izlaganja radijaciji (13). Danas ga moZemo smatrati
ubikvitarnim hospitalnim patogenom, te je zasigurno medu naj¢es¢im gram-negativnim
mikroorganizamima izoliranim s ruku bolnickog osoblja (14). Izoliran je kao uzro¢nik
hospitalnih infekcija koje su ishodiste imale u bolni¢kim jastucima (15) i mobilnim
telefonima (16). Pored svega navedenog, 2004. godine u Francuskoj je 4. baumannii
izoliran iz usi prikupljene s beskuénika u Marseilleu, $to ukazuje na mogucénost pojave
epidemijskih A. baumannii infekcija posredovanih ovim nametnikom (17). Danas je
dokazano da nema razlike u prezivljavanju epidemijskih 1 sporadiénih sojeva
Acinetobacter spp. (18). Acinetobacter Iwoffii (uz A. johnsonii i A. radioresistens) moze se
na¢i na kozi ljudi i Zivotinja te nekim prehrambenim proizvodima, i predstavlja dobro
osjetljivu skupinu acinetobaktera. A. calcoaceticus prisutan je u zemlji, otpadnim vodama i
okolisu, 1 uglavnom je osjetljiv na vecinu antibiotika, a dolaskom u bolni¢ku sredinu moze,
uz A. baumannii, postati znaCajan bolnicki patogen. Najznacajniji uzro¢nik bolnickih
infekcija uzrokovanih ovim rodom je vrsta A. baumannii, koja posjeduje posebne

sposobnosti prilagodbe bolnickoj sredini, dok se rijetko opisuju vrste 3 i 13TU (4).
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1.3. Ucestalost i klinicka vaznost infekcija uzrokovanih s A. baumannii

1.3.1.  Ucestalost infekcija uzrokovanih s 4. baumannii

Posljednjih godina S§ira medicinska javnost upoznata je s brojnim infekcijama
uzrokovanim multiplorezistentnim A. baumannii, nastalim nakon ozljeda u velikim
prirodnim katastrofama kao §to je potres u Marmari na sjeveru Turske (19), te infekcijama
rana americkih vojnika koji su se borili u Kuvajtu, Afganistanu i Iraku (20, 21, 22).
Acinetobacter baumannii je postao vazan uzroc¢nik bolnickih infekcija prvenstveno zbog
narocCite sposobnosti prezivljavanja i Sirenja u bolnickom okruzenju, te brzog razvoja
rezistencije na brojna antimikrobna sredstva. Njegova sposobnost izmjene (engl. switch)
genomske strukture u kombinaciji s promjenjivom ekspresijom gena, za posljedicu ima
razvoj rezistencije nakon izlaganja antimikrobnim sredstvima (7). Pojavu epidemije
uzrokovane ovim mikroorganizmom tesko je nadzirati.

Multiplo rezistentni izolati 4. baumannii sve su ucestaliji u jedinicama intenzivne njege
svih europskih drzava osim Svedske i Svicarske, i ozbiljan su problem klini¢arima koji
lijece bolesnike. U Tajvanu su opisani 1 izolati A. baumannii otporni na sve antibiotike koje
je moguce primijeniti u lijjeenju infekcija uzrokovanih ovim mikroorganizmom (engl.
pandrag) (23).

Ucestalost hospitalnih infekcija uzrokovanih A. baumannii u jedinicama intenzivnog
lijecenja u europskim zemljama krece se od 2% do 10% svih infekcija uzrokovanih gram-

negativnim mikroorganizmima, dok u Americi taj postotak iznosi 2,5% (24, 25).
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1.3.2. Klinicka vaznost infekcija uzrokovanih s 4. baumannii

Klini¢ku vaznost infekcija uzrokovanih 4. baumannii mozda najbolje opisuje naziv koji se
posljednjih godina spominje u literaturi kao sinonim za ovaj mikroorganizam, a to je
gram-negativni MRSA (MRSA — meticilin rezistentni Staphylococcus aureus).

Zasto se Acinetobacter baumannii danas smatra gram-negativnim MRSA?

U literaturi, Rello 1999. prvi put povezuje multiplo rezistentne klinicke izolate A.
baumannii s nazivom gram-negativni MRSA, a kasnije se taj naziv spominje sporadi¢no
(26, 27). Dio bakterija ima kokoidnu formu u teku¢em mediju, osobito tijekom rane faze
rasta, 1 zadrzava kristal-violet pri bojenju po Gramu te slabije odbojava 95% -tnim
alkoholom. Prilikom mikroskopiranja moze se, poglavito na rubnim dijelovima preparata,
obojiti ljubiCasto, podsje¢aju¢i na stafilokokne nakupine. Infekcije uzrokovane ovim
uzro¢nikom, kao i infekcije koje uzrokuje meticilin rezistentni Staphylococcus aureus-
MRSA, ucestalije su u jedinicama intenzivnog lijeCenja, a prethodi im kolonizacija
bolesnika koji tamo leze (26, 28).

Postoji razlika u nacinu prijenosa infekcija uzrokovanih meticilin rezistentnim
stafilokokom koji uglavnom kolonizira nosnice i kozu hospitaliziranih bolesnika, te se
prenosi od osobe do osobe kontaktom, dok se nefermentativni gram-negativni
mikroorganizmi, osim kontaktom, prenose i uporabom respiratora i ovlazivaa zraka
(aerosolom), te koloniziraju probavni i respiratorni sustav, kozu i urogenitalne dijelove

tijela (26, 29). Kolonizirana su mjesta ishodista kasnijih infekcija te je, prema istrazivanju,
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omjer koloniziranih 1 inficiranih bolesnika u jedinicama intenzivne njege 10:1 (26).
Istrazivanje koje je objavila skupina Spanjolskih istrazivaca prije desetak godina, otkrilo je
kolonizaciju bolesnika u jedinici intenzivnog lijecenja u 41 % (77/189), 71%
hospitaliziranih bolesnika koloniziralo se tijekom prvog tjedna boravka u jedinici
intenzivnog lijecenja, a 26% je razvilo klini¢ki znacajnu infekciju (12).

Istrazivanje belgijske skupine autora otkrilo je, tijekom jednogodi$njeg pracenja, da je
71,4% bolesnika kolonizirano ili inficirano multiplorezistentnim Acinetobacter baumannii
za vrijeme boravka na jedinici intenzivnog lije¢enja (30). U ovoj studiji prikazano je
klonalno Sirenje izolata porijeklom iz Grcke, koji posjeduje OXA-58 oksacilinazu, a koji se
prosirio po belgijskoj sveucilisSnoj bolnici nakon premjestaja bolesnika s ozljedom

zadobivenom u prometnoj nesreci u Grekoj.

1.4. Karbapenemi— mehanizam djelovanja i razvoj rezistencije u

klini¢kih izolata A. baumannii

1.4.1. Karbapenemi — mehanizam djelovanja

Pripadnici karbapenemske skupine antibiotika u sastavu B-laktamskog prstena imaju
hidroksietilni postrani¢ni lanac na poziciji 6 i nedostaju im atomi sumpora i kisika unutar
jezgre. Ova jedinstvena grada, uz potporu hidroksietilnog postranicnog lanca, nosi
stabilnost prema P-laktamazama, enzimima koje luc¢i veéina gram-pozitivnih i gram-
negativnih mikroorganizama. Mehanizam djelovanja karbapenema zasniva se na vezivanju

za PBP 1 i PBP 2 (engl. PBP- penicillin binding protein) gram-pozitivnih i gram-
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negativnih mikroorganizama, S$to uzrokuje elongaciju 1 lizu stanice. Karbapenemi su
izrazito otporni na veéinu plazmidskih i kromosomskih [B-laktamaza, osim onih koje
stvaraju Stenotrophomonas maltophilia 1 neki sojevi Bacteroides fragilis. Karbapenemi
(imipenem, meropenem), kao B-laktamski antibiotici s naj$irim spektrom djelovanja, dugo
vremena su predstavljali terapijsko rjeSenje za gram-negativne nefermentativne uzro¢nike
(7). Bakterijska rezistencija nastaje kao posljedica stvaranja enzima karbapenemaza koji
hidroliziraju karbapenemsku jezgru, a promjene u porinskim kanalima bakterijskog
stani¢nog zida imaju za posljedicu smanjenje permeabilnosti lijeka u bakterijskoj stanici.
(6, 27). Imipenem je dugo prisutan kao antibiotik rezervne liste (od 1996. godine), te je u
klini¢koj primjeni s dodatkom cilastatina koji ga $titi od bubrezne dihidropeptidaze-I koja
hidrolizira imipenem (31). Meropenem je parenteralni antibiotik s odlicnom baktericidnom
aktivnoS¢u in vitro, stabilan prema bubreznoj dihidropeptidazi, te je kao drugi
karbapenemski antibiotik prisutan u KBC Split od 2000. godine. Meropenem ima
antibakterijsku Sirinu sli¢nu imipenemu, s nesto slabijom djelotvornoséu na stafilokoke i
enterokoke, ali i boljom djelotvornos¢u na Pseudomonas aeruginosa, enterobakterije i

Haemophilus influenzae (32).

1.4.2. Rezistencija na karbapeneme u klinickih izolata A. baumannii

uzrokovana f3- laktamazama

Razvoj rezistencije na [-laktamske antibiotike gram-negativnih bakterija najcesce je
posljedica stvaranja p-laktamaza, enzima koji ih razaraju. Do danas je opisano
dvjestotinjak B-laktamaza, a od 1960-ih godina postoje pokusaji klasificiranja sve veceg

broja P-laktamaza. Dugo se upotrebljavala Richmond & Sykes klasifikacija iz 1973.
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godine, koja je P-laktamaze gram-negativnih bakterija dijelila u pet grupa oznacenih
rimskim brojkama od I do V. Ova klasifikacija razlikuje osam razli¢itih tipova -laktamaza
u enterobakterija, te nema prakti¢nu primjenu u klasifikaciji enzima koji imaju sposobnost
hidrolize karbapenema. Danas se primjenjuju dvije klasifikacije: funkcionalna, prema
Bush-Jacoby-Medeiros, te molekularna klasifikacija, prema Ambler (33, 34, 35).

Osim posredstvom karbapenemaza i oksacilinaza koje hidroliziraju karbapeneme,
otpornost na karbapeneme moze biti uzrokovana i smanjenom propusnos¢u vanjske
membrane uslijed gubitka ili promjene porina (engl. OMP- outer membrane protein) i
proteina (engl. PBP- penicillin-binding protein), pojacanim izbacivanjem (engl. efflux)
karbapenema iz stanice ili kombinacijom ovih mehanizama (6). Smatra se da su ovi
mehanizmi rezistencije manje znacajni u ekspresiji rezistencije na karbapeneme u klinickih
izolata A. baumannii, u odnosu na karbapenemaze i oksacilinaze koje hidroliziraju
karbapeneme (36). Quale sa suradnicima opisao je karbapenem rezistentne izolate A.
baumannii sa smanjenom ekspresijom 47, 44 1 37 kDa OMP, te poveéanom ekspresijom
AmpC bez drugih, do sada opisanih, mehanizama rezistencije na karbapeneme (37). Medu
izolatima A. baumannii iz Madrida opisan je gubitak 22 kDa i1 33 kDa OMP u kombinaciji
s OXA-24 enzimom (38). Porini opisani kod A. baumannii manji su po veli¢ini u odnosu
na porine opisane kod P. aeruginosa (39).

Mehanizam rezistencije posredovan izbacivanjem antibiotika pomocu AdeABC pumpe
opisan je medu izolatima A. baumannii 1 prvenstveno je povezan s rezistencijom na

aminoglikozide, tetraciklin, eritromicin, kloramfenikol, trimetoprim i florokinolone (6).
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1.4.2.1. Podjela p-laktamaza prema K. Bush

Od 1990-ih na snazi je Bush-Jacoby-Medeiros funkcionalna klasifikacija koja B-laktamaze

dijeli u grupe 1, 2, 3 14 (33). Ova se klasifikacija temelji na sljede¢im kriterijima: genskoj
podlozi proizvodnje enzima (kromosomska ili plazmidska); supstratnom profilu kojim se
usporeduju brzine hidrolize razli¢itih penicilina, cefalosporina, monobaktama 1
karbapenema; osjetljivosti na inhibitore kao Sto su klavulanska kiselina, sulbaktam, te
aztreonam 1 kloksacilin; osjetljivosti na inhibiciju s p-kloromerkuribenzoatom ili s EDTA
(etilen diamin tetraoctena kiselina); molekularnoj tezini odredivanoj metodom gel filtracije
te izoelektricnom tockom (33).

Skupina 1 B-laktamaza obuhvaca cefalosporinaze kromosomskog podrijetla, koje slabo
inhibiraju klavulanska kiselina i sulbaktam, a dobro aztreonam i kloksacilin. Molekularna
tezina im je veca od 30 000 daltona.

Skupina 2 B-laktamaza obuhvaca veci broj podskupina razli¢itih supstratnih profila. Ti
enzimi imaju visok afinitet za klavulansku kiselinu, a nizak za aztreonam. Grupa 2 ima pet
podskupina (2a, 2b, 2c, 2d i 2e). U podskupini 2d nalaze se B-laktamaze koje hidroliziraju
kloksacilin brze od benzilpenicilina i koje su inhibirane klavulanskom kiselinom. Tu
spadaju OXA enzimi koji se odlikuju brzom hidrolizom cefaloridina i cefalotina. Dobro ih
inhibira 100 mM natrijev klorid. Izoelektri¢ne to¢ke im se nalaze izmedu 6,1 1 7,7.
Skupina 3 B-laktamaza obuhvaca enzime koji se mogu inhibirati s EDTA, a aktivnost im
se obnavlja dodatkom cinka. Nisu osjetljivi na inhibiciju klavulanskom kiselinom i nemaju
serin u aktivnom sredistu. U ovu grupu spadaju (-laktamaze koje brzo hidroliziraju

imipenem, a lu€e ih Bacillus cereus i Flavobacterium spp.
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Skupina 4 B-laktamaza sadrzi penicilinaze koje nisu inhibirane klavulanskom kiselinom.
Neki od tih enzima hidroliziraju dobro karbenicilin i kloksacilin. Oni nisu svrstani ni u

jednu skupinu na temelju molekularne strukture (33).

1. 4. 2. 2. Podjela beta-laktamaza prema Ambleru

Paralelno s funkcionalnom klasifikacijom Bush-Jacoby-Medeiros razvijala se 1
molekularna klasifikacija koja, prema Ambleru, B-laktamaze dijeli u klase A, B, C 1 D (34,
35). Ova se klasifikacija zasniva na sekvenciji aminokiselina; klase A, C i D obuhvacaju

evolucijski razliCite grupe serinskih esteraza, dok enzimi klase B sadrze cink kao kofaktor.

1.4.2.2.1. Klasa A prema Ambleru

Klasa A obuhvaca enzime molekularne mase ili tezine od 30 000 daltona koji su
najaktivniji prema penicilinima. U ovoj se klasi nalaze penicilinaze gram-pozitivnih
bakterija kao §to je Staphylococcus aureus 1 plazmidne B-laktamaze Sirokog spektra (TEM-
1 1 TEM-2, SHV-1) i prosirenog spektra (TEM, SHV, CTX-M) gram-negativnih bakterija.
Aktivno im srediste sadrzi serin (40).

Amblerova klasa A obuhvaca i PER-1 B-laktamazu prosirenog spektra opisanu prvi put u
izolatima A. baumannii iz Turske, a kasnije i u izolatima iz Francuske (VEB 1) i Belgije
(41, 42, 43). PER je kratica od engl. Pseudomonas extended resistant, a ujedno 1 sadrzi

prva slova istrazitelja koji su je prvi opisali (Patrice, Esthel i Roger) (44). Ove B-laktamaze
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osjetljive su na karbapeneme, za razliku od nedavno otkrivene MOS-1 u izolatu A.
baumannii iz sputuma bolesnika hospitaliziranog u Moskvi, osjetljive samo na kolistin i
rifampicin (45). Svi enzimi iz molekularne skupine A pripadaju skupini 2 B-laktamaza,

prema K. Bush.

1.4.2.2.2. Klasa B prema Ambleru

Klasa B sadrzi enzime s molekularnom tezinom od 23000 daltona, koji su primarno
cefalosporinaze i enzimi koji zahtijevaju cink kao kofaktor (metaloenzimi).

Do danas je u klinickim izolatima A. baumannii opisano vise metalo B-laktamaza koje
mogu hidrolizirati karbapeneme (Amblerova klasa B) iz grupe IMP, VIM i SIM
karbapenemaza, poglavito u Aziji i zapadnoj Europi. IMP je kratica od engl. active on
imipenem, VIM od engl. Verona integron-encoded metallo-f-lactamase, a SIM od engl.
Seoul imipenemase (44). To su o cinku ovisne metalo-p-laktamaze kodirane plazmidom ili
integronom, koje mogu hidrolizirati sve p-laktame osim monobaktama, i nisu osjetljive na
inhibitore B-laktamaza: klavulanat, tazobaktam i sulbaktam (46, 47). Njihovu enzimsku
aktivnost inhibira EDTA. Metalo B-laktamaze IMP-1 grupe opisane su u Italiji (48), Japanu
(49), Koreji (50), Velikoj Britaniji (51), IMP-2 u Italiji (52) i Japanu (53), IMP-4 u Hong
Kongu (54) i Singapuru (55), IMP-5 u Portugalu (56), IMP-6 u Brazilu (57), te IMP-11 u
Japanu (58). IMP-4 otkrivena je u klini¢kim izolatima vrste Acinetobacter junii u Australiji
(59). VIM metalo B-laktamaze rjede su zastupljene nego IMP karbapenemaze, a do sada su
opisane dvije vrste: VIM-1 u izolatima A. baumannii u Grckoj (60), te VIM-2
karbapenemaza u izolatima iz Juzne Koreje (50). Na istim zemljopisnim prostorima

takoder je otkrivena i jedina karbapenemaza SIM grupe, oznacena kao SIM-1 (61).
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Prisustvo IMP 1 VIM karbapenemaza povezano je s visokom razinom rezistencije na
karbapeneme, te podrazumijeva i rezistenciju bakterijskog izolata na sve B-laktame osim
aztreonama (47). Svi enzimi iz molekularne skupine B pripadaju skupini 3 B-laktamaza

prema K. Bush.

1.4.2.2.3. Klasa C prema Ambleru

Klasa C p-laktamaza kodirana je kromosomom gram-negativnih bakterija 1 prisutna u
malim koli¢inama vecine gram-negativnih bakterija (46). Ove urodene [-laktamaze
osobina su pojedine bakterijske vrste pa je kod A. baumannii prisutna AmpC B-laktamaza,
kromosomska cefalosporinaza koja ima vaznu ulogu u ekspresiji rezistencije na [3-
laktamske antibiotike, prvenstveno ceftazidim (62). AmpC enzimi odgovorni su i za
pojavu rezistencije na amino i ureidopeniciline, cefalosporine uskog spektra djelovanja, i
cefamicine (46).

Karbapenemi su otporni na djelovanje spomenutih -laktamaza molekularne klase A i C, a
imipenem i meropenem, s odlicnom ucinkovito$¢u i na nefermentativne bakterije, imaju
najSiri  spektar djelovanja medu p-laktamima (47). Prema K. Bush, svi enzimi iz

molekularne skupine C pripadaju skupini 1 f-laktamaza.
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1.4.2.2.4. Klasa D prema Ambleru

Prvi izolat A. baumannii rezistentan na karbapenem otkriven je 1985. u Edinburgu,
Velikoj Britaniji, te je oznacen kao ARI-1, §to je kratica od engl. Acinetobacter resistant to
imipenem (63). Znacajno je napomenuti da je izolat otkriven prije nego je zapocela
primjena karbapenema u engleskim bolnicama, te je kasnijim analizama svrstan u
oksacilinaze klase D koje hidroliziraju karbapenem.

Daleko najvece klinicko znacenje danas imaju karbapenemaze koje po molekularnoj
Amblerovoj klasifikaciji pripadaju klasi D, a poznate su i pod nazivom oksacilinaze (engl.
OXA- active on oxacillin). Po Bushovoj funkcionalnoj klasifikacijskoj shemi, ova grupa
oksacilinaza pripada grupi 2d (33). To je velika i brojna skupina B-laktamaza koje obi¢no
hidroliziraju oksacilin, meticilin i kloksacilin bolje nego benzilpenicilin, te se njihova
aktivnost moze inhibirati s NaCl (64). Porijeklo OXA enzima za sada je dvojbeno;
¢injenica je da neki geni za OXA enzime imaju kromosomski smjestaj, dok su drugi
dokazani na plazmidu ili integronu. Svi geni za OXA enzime imaju razmjere C+G 34 do
39% , Sto je karakteristicno za genom Acinetobactera u cijelosti (64, 65). OXA enzimi sa
sposobnosc¢u hidrolize karbapenema razvrstani su u osam razliCitih grana ili grupa, a
sli¢nost sekvencija aminokiselinskog slijeda unutar svake grupe je > 92.5% (66). Prva
grupa OXA enzima predstavljena je kromosomski kodiranom OXA-55 u Shewanella algae
(67). U drugu grupu je smjestena plazmidom kodirana OXA-48 u Klebsiella pneumoniae 1
kromosomski kodirana OXA-54 u Shewanella oneidensis (68, 67). Tre¢a i1 Cetvrta grupa
predstavljene su s OXA-50 enzimom u P. aeruginosa i OXA-60 enzimom u Ralstonia
pickettii (69, 70). Preostale Cetiri grupe specificne su za klinicke izolate 4. baumannii i

klini¢ki su najznacajnije unutar klase D oksacilinaza (66, 71). U prvu skupinu spada
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oksacilinaza otkrivena 1985. u Velikoj Britaniji, prvobitno poznata pod nazivom ARI-1
(akronim od Acinetobacter rezistentan na imipenem), a kasnije preimenovana u OXA-23
(72), te njoj vrlo sli¢na (razlikuju se u samo dvije aminokiseline) OXA-27 otkrivena u
Singapuru i OXA-49 otkrivena u Kini (73). Plazmidski kodirana OXA-23 prosirila se
tijekom 2003. i 2004. godine na vecéinu bolnica u Velikoj Britaniji, kao 1 u juznoj
Francuskoj, Rumunjskoj, Brazilu, Juznoj Koreji i Polineziji (74, 75). Najnoviji publicirani
podatci otkrivaju prisustvo OXA-23 oksacilinaze u pet izolata A. baumannii iz
Ujedinjenih Arapskih Emirata (76). Najces¢e koriSteni naziv za ovu skupinu enzima je
OXA-23-like skupina. Drugu skupinu oksacilinaza ¢ine OXA-24 i OXA-25 otkrivene u
Spanjolskoj, OXA-26 otkrivena u Belgiji, i OXA-40 otkrivena u Francuskoj kod bolesnika
koji se lijecio u Portugalu (77, 73, 78). Nedavno su toj grupi pridodane OXA 33 i OXA 72
(usmeno priopéenje, K. Towner, Nottinghaim, UK). Neki autori koriste skupni naziv
OXA-24-like enzimi, dok novija literatura navodi OXA-40-like kao naziv ove grupe
enzima (64). Prva i druga grupa oksacilinaza dijele 63% sli¢nosti u aminokiselinskom
slijedu, te 60% sli¢nosti s tre¢om, najve¢om i najzastupljenijom grupom oksacilinaza, koje
su poznate kao prirodno kromosomski kodirane oksacilinaze (79).

U trecu skupinu spadaju OXA-51-like enzimi, najbrojnija i ubikvitarno zastupljena
skupina oksacilinaza koja, prema podatcima iz 2008. godine, broji 39 enzima (http://

www.lahey.org/studies/webt.asp), medu kojima postoje razlike u strukturi od jedne do

Sesnaest aminokiselina. Po prvi put su OXA-51 beta-laktamaze otkrivene u izolatima A.
baumannii u Argentini 2004. godine (80). Stariji enzimi unutar ove skupine su OXA-64,
OXA-65, OXA-66, OXA-68, OXA-69, OXA-70 i OXA-71 (64, 71, 75). Tijekom 2007.
godine ovoj skupini je pridodano 11 novih OXA-51-like enzima pronadenih u klinickim

izolatima A. baumannii, oznacenih kao OXA-79, OXA-80, OXA-82, OXA-104 i OXA-
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106 — OXA-112 (81). Unutar ove skupine nalazi se, 2007. godine po prvi put opisana,
OXA-107 oksacilinaza (81). Poznato je da ova skupina karbapenemaza ima slabu
sposobnost hidrolize karbapenema, ali je i dokazano da moze biti povezana sa znacajnim
smanjenjem osjetljivosti na karbapeneme, kao $to je opisano u izolatima iz KBC Split (82).
U ovoj ekspresiji karbapenemske rezistencije izgleda da vaznu ulogu ima i prisustvo
insercijske sekvencije ISAbal (engl. insertion sequence of A. baumannii) smjeStene
neposredno vz bla oxss: ke gen, koja djeluje kao promotor i predstavlja mehanizam
rezistencije ili smanjene osjetljivosti na karbapeneme (83).

Cetvrtu skupinu predstavlja plazmidski kodirana OXA-58, prvi put opisana na
karbapenem rezistentnim izolatima A. baumannii iz Toulousea, Francuske (84). OXA-58
dijeli 59% sli¢nosti u aminokiselinskom slijedu sa skupinom OXA-51 like enzima i manje
od 50% s ostalim oksacilinazama koje hidroliziraju karbapenem. Do danas je OXA-58
otkrivena u Spanjolskoj, Turskoj, Rumunskoj, Gr&koj, Austriji, Velikoj Britaniji,
Argentini, Kuvajtu, Italiji, a izolirana je i u americkih vojnika koji su se borili u Iraku (22).
Ovoj skupini nedavno je priklju¢ena i OXA-96, otkrivena u klinickim izolatima u
Singapuru (55), te OXA-97, takoder plazmidski kodirana oksacilinaza, prvi put opisana u
karbapenem rezistentnim izolatima A. baumannii podrijetlom iz Tunisa (85). OXA-97
razlikuje se od OXA-58 supstitucijom jedne aminokiseline u slijedu. Prva i cetvrta skupina
oksacilinaza (OXA-23 i OXA-58) dijele 48 % sli¢nosti u aminokiselinskom slijedu (71).
Dendrogramski prikaz podrijetla i sli¢nosti OXA enzimskih skupina prema Heritieru i sur.
prikazan je na slici 1.2 (64).

Nova dendrogramska mapa OXA-51-like enzima objavljena pocetkom 2008. godine

prikazana je na slici 1.3 i otvara novi pogled na evoluciju enzima OXA skupine (86).
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Slika 1.2. Dendrogramski prikaz podrijetla 1 sli¢nosti OXA enzima prema Heritieru i sur.
(Antimicrob Agents Chemother, 2005.) (64). Brojevi u zagradama pokazuju postotak

aminokiselinske sli¢nosti s OXA-69 B-laktamazom.
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Slika 1.3. Dendrogramski prikaz OXA enzima koji podrijetlo prikazuje s obzirom na
aminokiselinske zamjene u odnosu na enzim OXA-65 (Evans i sur, Clin Microbiol Infect,

2008.) (86). Unutar kruga nalazi se enzim OXA-107, otkriven u izolatima iz KBC Split.
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1.5. Dosadasnje spoznaje o rezistenciji na karbapeneme u izolata A.

baumannii u Hrvatskoj

Rezistencija bakterija na antibiotike u Republici Hrvatskoj kontinuirano se istrazuje
posljednih deset godina pri Akademije medicinskih znanosti Hrvatske, u ¢ijem sastavu
djeluje 1 Odbor za pracenje rezistencije bakterija na antibiotike (87, 88). U Hrvatskoj se
izolati A. baumannii rezistentni na karbapenem pocinju javljati 1999. godine, kada je
rezistencija na imipenem iznosila izmedu 0% do 8% u 22 hrvatska mikrobioloska
laboratorija koja su bila ukljuena u rad Odbora za pracenje rezistencije u Republici
Hrvatskoj (87).

Zabrinjavajuci porast rezistencije na karbapeneme, poglavito meropenem, zabiljezen je
posljednjih godina medu izolatima 4. baumannii u velikim bolni¢kim ustanovama u
Hrvatskoj (KBC Split, KBC Zagreb) te, prema podacima Odbora za pracenje rezistencije
bakterija na antibiotike u 2006. godini, doseZe 1 do 41% (88).

Prvi na karbapeneme rezistentni izolati A. baumannii unutar KBC Split uoceni su 2002.
godine u bolesnika u Jedinici intenzivnog lijecenja Firule (CIT-Firule). Prema arhivskim
podatcima Odjela za klinicku mikrobiologiju KBC Split, smanjena osjetljivost A.
baumannii na karbapeneme tijekom 2002. godine iznosila je 3,2% na imipenem 1 10,3 %
na meropenem. Prije 2002. godine nije zabiljeZen niti jedan klinicki izolat 4. baumannii
rezistentan na karbapeneme, premda su karbapenemi ve¢ godinama bili u upotrebi unutar
KBC Split, 1 to poglavito imipenem s cilastatinom (prisutan od 1996.). Od 2000. godine na
trziSte 1 u uporabu je usao i drugi karbapenem, meropenem. Tijekom 2000. 1 2001. godine,

ukupan broj klinickih izolata 4. baumannii bio je nizak (11 izolata 2000., 35 izolata 2001.

27



godine), 1 oni nisu predstavljali terapijski problem jer su bili osjetljivi na
piperacilin/tazobaktam, ciprofloksacin, amikacin i karbapeneme. Tijekom 2002. godine
raste ucestalost klini¢kih izolata A. baumannii (2002. ukupno 126), a sljede¢ih se godina
rast nastavlja. Tijekom 2007. godine izolirano je 267 klinicki znacajnih izolata vrste 4.
baumannii. Usporedno s porastom broja izolata 4. baumannii sve je ucestalija smanjena
osjetljivost na karbapeneme, koja 2007. godine doseze 8,6% na imipenem i 57% na
meropenem. Ovaj razvoj rezistencije na karbapeneme prati veca potrosnja karbapenemskih
antibiotika, poglavito meropenema.

Prvi objavljeni podatci o molekularnoj osnovi rezistencije na karbapeneme kod klinickih
izolata A. baumannii u Hrvatskoj su rezultati vlastite pilot studije na izolatima iz KBC
Split (82). U radu je prikazano dvanaest izolata koji potjeCu iz tri razli¢ite jedinice
intenzivnog lijeCenja, a molekularnu osnovu predstavlja prisustvo OXA-51 i OXA-69
enzima koji se nalaze u osnovi smanjene osjetljivosti na karbapeneme. U trenutku
publiciranja rezultata pilot studije nismo raspolagali rezultatima sekvencioniranja izolata iz
nase ustanove, koje je radeno u suradnji s engleskim ekspertima i suradnicima na ARPAC
(Antibiotic Resistance Prevention And Control) projektu. Sekvencioniranjem PCR
produkta izolata iz KBC Split, ukljuenog i u pilot studiju, otkrivena je OXA-107

oksacilinaza (86).
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1.6. HIPOTEZE RADA

1. Medu klinickim izolatima Acinetobacter baumannii postoje izolati koji su slabije
osjetljivi na karbapeneme. Rezistencija acinetobaktera nije jednaka, ve¢ postoji razlika u

osjetljivosti sojeva na imipenem i meropenem.

2. Razlika u osjetljivosti na karbapeneme posljedica je razlike u potro$nji karbapenemskih

antibiotika imipenema i meropenema na pojedinim odjelima unutar KBC Split.

3. Povecana potrosnja samo jednog karbapenema na nekim odjelima KBC Split dovela je

do pojave odredene vrste rezistencije na karbapeneme na tom odjelu.

4. Za rezistenciju na karbapeneme odgovorno je stvaranje enzima koji hidroliziraju

karbapeneme. Dodatni utjecaj na ekspresiju rezistencije ima 1 prisustvo insercijske

sekvencije IS4bal.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Prikupiti dovoljan broj klinickih izolata Acinetobacter baumannii koji pokazuju
smanjenu osjetljivost na karbapeneme u KBC Split (n=100 ili vise).

2. Odrediti minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) metodom mikrodilucije u bujonu za
sve sojeve koji pokazu smanjenu osjetljivost na karbapeneme u rutinskom testiranju disk -
difuzijskom metodom.

3. Odrediti ucestalost rezistencije na karbapeneme u klinickim izolatima Acinetobacter
baumannii te utvrditi raspodjelu tih izolata po odjelima i vrsti bioloskog uzorka.

4. Odrediti postojanje razlike u osjetljivosti 1 smanjenoj osjetljivosti na koriStene
karbapeneme klinickih izolata Acinetobacter baumannii.

5. Odrediti fenotip rezistencije (korezistencije) klini¢kih izolata Acinetobacter baumannii.
6. Utvrditi povezanost izmedu potroSnje antibiotika (imipenem, meropenem) 1 vrste
rezistencije na karbapeneme na pojedinim odjelima.

7. Genotipizacijom izolata s razli€itih odjela utvrditi da 1i postoji epidemioloska srodnost
metodom elektroforeze u pulsirajuéem polju.

8. Odrediti prisustvo insercijske sekvencije ISAbal u klinickim izolatima A. baumannii.

9. Odrediti prisustvo kodirajucih gena za klasu D oksacilinaza tehnikom PCR.

10. Odrediti sekvencije nukleotida novootkrivene oksacilinaze, ukoliko bude otkrivena.

11. Dobivene rezultate usporediti s podatcima iz literature.
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3. MATERIJAL Il METODE

3.1. Izolati A. baumannii

Kao uzorak za izradu ove doktorske disertacije koriSteni su klini¢ki izolati vrste
Acinetobacter baumannii koji pokazuju smanjenu osjetljivost na jedan 1ili oba
karbapenema, a prospektivno su prikupljani od 2002. do 2007. godine. Ukupno je
prikupljeno 106 izolata A. baumannii. Kopije sojeva nisu ukljuene u izradu ove
disertacije. Izolati su identificirani klasi¢nim biokemijskim testovima (nefermentativni
dvostruki Secer, oksidacija glukoze, odsustvo hemolize na krvnom agaru, nedostatak
enzima citokrom oksidaza) i komercijalnim setom za identifikaciju nefermentativnih
bakterija API 20NE (bioMerieux, Marcy-I’Etoile, Francuska), te pohranjeni u dubokom
agaru do trenutka istraZivanja za izradu disertacije (3).

Za 16 izolata koji su uklju¢eni u ARPAC studiju napravljen je tRNA potvrdni otisak (engl.
spacer fingerprinting) kao potvrda identifikacije 4. baumannii (89).

Pohranjeni izolati razvrstani su prema odjelima s kojih su izolirani i prema vrsti bioloskog
uzorka iz kojega su izolirani, za §to su koriSteni arhivski podatci s Odjela za klinicku

mikrobiologiju KBC Split.

3.2. Testiranje izolata A. baumannii disk-difuzijskom metodom

Prikupljeni izolati 4. baumannii testirani su disk - difuzijskom metodom po Kirby-Baueru

na Mueller-Hinton agaru s diskovima (BioRad, Francuska) za sljede¢e antibiotike:

ceftriakson (30 pg), ceftazidim (30 pg), cefepim (30 pg), cefotaksim (30pg), gentamicin
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(10 pg), amikacin (30 pg), ampicilin/sulbaktam (10/10 pg), meropenem (10 pg), imipenem
(10 pg) i piperacilin/ tazobaktam (100/10 pg).

Disk - difuzijska metoda uobicajena je metoda ispitivanja bakterijske osjetljivosti na
antibiotike koja se svakodnevno koristi u svim mikrobioloskim laboratorijima u Hrvatskoj.
Prilikom izvodenja testiranja ovom metodom, suspenzija testiranog soja se nanosi pomocu
brisa na povr§inu Mueller-Hinton agara, na koji se zatim nanose diskovi s antibioticima
pomocu dispenzera ili pincete. Suspenziju soja pripremamo tako da bakterioloskom
uSicom pokupimo 3 do 5 kolonija s povrSine krute hranjive podloge, stavimo ih u
fiziolosku otopinu (5ml) i rotiramo uz pomo¢ elektricne treskalice da se dobije homogena
suspenzija. Gustou suspenzije podeSavamo prema standardnoj suspenziji 0,5
MacFarlanda. Suspenziju u tri sloja nanosimo na povrsinu krutog Mueller-Hinton agara, na
koju stavljamo diskove s odredenim antibioticima. Antibiotik iz diska Siri se po povrSini
agara tako da se stvara gradijent koncentracija i na odredenoj udaljenosti od ruba diska,
ovisno o osjetljivosti, soj prestaje rasti. Nakon 24 sata mjerimo promjer inhibicijske zone
ravnalom i izrazavamo ga u mm. Na osnovi §irine inhibicijske zone odreduje se je li
ispitivani soj osjetljiv, umjereno osjetljiv ili rezistentan. Ovaj nacin ispitivanja bakterijske
osjetljivosti je standardiziran prema pravilima za rad u mikrobioloskim laboratorijima, a
rezultati se interpretiraju prema opéeprihvac¢enim CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute, ranije NCCLS) kriterijima (90). Disk- difuzijskom metodom u rutinskom radu
tijekom nekoliko godina probrani su izolati A. baumannii sa smanjenom osjetljivos¢u na
jedan ili oba karbapenema, te je prikupljenim izolatima odredena minimalna inhibitorna

koncentracija.
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3.3. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) izolatima A.

baumannii

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) je najniza koncentracija antibiotika koja
sprjeava umnozavanje testiranog soja, a moze se odredivati bujonskom dilucijskom
metodom ili agar - dilucijskim testom. Pri izradi ove disertacije koriStena je metoda

dilucije antibiotika u bujonu (90).

Raspon koncentracija antibiotika za odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije
ovisi o vrsti antibiotika, testiranom mikroorganizmu i mjestu infekcije. Raspon mora
obuhvacati koncentracije antibiotika za tri razrjedenja vise i tri razrjedenja nize od zadanih
CLSI prijelomnih tocaka kako bi se organizam mogao interpretirati kao osjetljiv, umjereno
osjetljiv ili rezistentan (90). Dilucijska se metoda izvodi u standardiziranoj podlozi, tj.
Mueller-Hintonovu bujonu. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) odredili smo
metodom mikrodilucije u mikrotitarskim plo¢icama s dvostrukim razrjedenjima antibiotika
( od 0,008 do 128 mg/l ) u Mueller-Hintonovu bujonu na sljedece antibiotike: ceftriakson
(Hoffmann-La Roche AG), ceftazidim (Pliva), cefepim (Bristol-Myers Squibb), cefotaksim
(Aventis), gentamicin (Pliva), amikacin (Bristol-Myers Squibb), imipenem (Merck,
Sharp&Dohme), meropenem (Astra Zeneca) 1 piperacilin/tazobaktam (Wyeth
Laboratories) (90). Ciste suspenzije antibiotika za navedeno istraZivanje dobivene su
suradnjom na MYSTIC istrazivanju (MYSTIC- Meropenem Yearly Susceptibility Test

Information Collection) (91).
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Pocetne otopine antibiotika su pripremljene u sterilnoj destiliranoj vodi u koncentraciji od
5120 pg/ml i zatim razrijedene u omjeru 1:10. Dvostruka serijska razrjedenja pripremljena
su u Mueller-Hintonovu bujonu te ukapana mikropipetom u koli¢ini od 50 pl u jazice
mikrotitar plogica. Bakterijski inokulum je dodavan u koncentraciji od 5x10° CFU/ml u
koli¢ini od 50 pl. Plocice su inkubirane 18 h na 37°C te je nakon inkubacije o¢itan MIK
pomocu ogledala. MIK odgovara najnizoj koncentraciji antibiotika u kojoj nije doslo do
umnazanja soja. U provjeri to¢nosti testiranja koristeni su prema CLSI preporuceni
standardni kontrolni sojevi: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 osjetljiv na
karbapeneme, 1 Escherichia coli ATCC 25922 osjetljiva na karbapeneme (90). Prema
vazeéim kriterijima CLSI za interpretaciju osjetljivosti na karbapenem u klini¢kih izolata
A. baumannii, u kategoriju osjetljivo (S) pripadaju izolati s MIKom < 4 mg/l, dok u
kategoriju rezistentnih (R) pripadaju izolati s MIKom > 16 mg/l (90). Odredivanje
minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) obavljeno je u Odjelu za klinicku
mikrobiologiju KBC Split. Sojevi Acinetobacter baumannii sa smanjenom osjetljivosti na
karbapeneme (MIK > 4 mg/I na imipenem i/ili meropenem) po gore navedenim testovima,

molekularno su karakterizirani.

3.4. Odredivanje prisustva i vrste oksacilinaze metodom lanc¢ane reakcije

polimeraze (PCR)

Za Kklinicke izolate Acinetobacter baumannii koji su bili smanjeno osjetljivi na
karbapeneme napravljena je lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction;
PCR) s poCetnicama za bla oxa gene (64, 79).

Uporabljene su Cetiri skupine grupnih pocetnica, i to za odredivanje OXA-23, OXA-24,

OXA-58 1 OXA-51 skupine enzima (Tib Molbiol, Njemacka). To¢an redoslijed sekvencija
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aminokiselina u navedenim pocetnicama dobiven je ljubaznoS¢u dr. Susan Brown i
prikazan u tablici 3.1 (75). Za odredivanje insercijske sekvencije ISAbal koriStene su
posebne pocetnice (5° CACGAATGCAGAAGTTG 3’ i 55CGACGAATACTATGACAC
3’) metodom PCR (83). Prisustvo PCR produkata s gore navedenim pocetnicama
potvrdeno je elektroforezom u 1% agaroznom gelu nakon bojanja s etidijum-bromidom.
Testiranje metodom lancane reakcije polimeraze napravljeno je u Klinickom zavodu za
klini¢ku i molekularnu mikrobiologiju Klinickog bolnickog centra Zagreb.

Za odredivanje smjestaja insercijske sekvencije ISAbal neposredno uz OXA-51 gen
korisStena je tehnika amplifikacije pomocu pocetnica IS4bal F i OXA-51 R, ¢ime je

amplificiran produkt veli¢ine ~1400 bp (83, 92).

Uzorci za lancanu reakciju polimeraze pripremaju se na sljede¢i nacin: sterilnim vrhom
bakterioloske uSice se dotakne svjeza kolonija bakterije s obi¢ne krute hranjive podloge
(pepton, mesni ekstrakt, ekstrakt kvasca, natrijev klorid, agar; Bio-Rad, Francuska) te se
suspendira u 0.5 ml sterilne destilirane vode. Stanice se liziraju grijanjem na 95°C tijekom
15 minuta. Reakcijska smjesa za lancanu reakciju polimeraze sadrzava sljedece
komponente: 25u1 PCR Master Mix (Roche, Svicarska) (25 U Taq DNA polymerase u 20
mM Tris-HCI, 100mM KCI, 3 mM MgCl,, 0.01%, dNTP mix -dATP, dCTP, dGTP, dTTP
svaki 0.4 mM, kona¢ni pH 8.3), 20ul vode, 3 pl uzorka izolata, 1pl+1Ipul (30 pmol/ul)
pocetnice, te je ukupnog volumena 50 pl. Reakcijska smjesa se promijesa, kratko
centrifugira a zatim stavlja u termalni reaktor Biometra (Applied Biosystems, Warrington,
Velika Britanija). Reakcija za OXA-23 grupu enzima se izvodi pod sljede¢im uvjetima:
94°C pet minuta, 30 ciklusa na: 94°C 25 sekunda, 52°C 40 sekunda, 72°C 50 sekunda, te
zavr$no Sest minuta na 72°C. Reakcija za OXA-24 grupu enzima se izvodi pod sljede¢im

uvjetima: 94°C ¢etiri minute, 30 ciklusa na: 94°C jednu minutu, 50°C jednu minutu, 72°C

37



dvije minute, te zavr$no deset minuta na 72°C. Reakcija za OXA-58 grupu enzima se
izvodi pod sljede¢im uvjetima: 94°C Cetiri minute, 30 ciklusa na: 94°C jednu minutu, 50°C
jednu minutu, 72°C dvije minutu, te zavr$no sedam minuta na 72°C. Reakcija za OXA-51
grupu enzima se izvodi pod sljede¢im uvjetima: 94°C cetiri minute, 30 ciklusa na: 94°C
jednu minutu, 55°C jednu minutu, 72°C jednu minutu, te zavrSno sedam minuta na 72°C.
Reakcija za ISAbal insercijsku sekvenciju se izvodi pod sljede¢im uvjetima: 94°C pet
minuta, 30 ciklusa na: 94°C jednu minutu, 54°C jednu minutu, 72°C jednu minutu, te
zavr$sno 10 minuta na 72°C. Unutar OXA-51 grupe enzima napravljena je reakcija za
OXA-69 like enzim s pocCetnicama 5° CTAATAATTGATCTACTCAAG 3’ i
5’CCAGTGGATGGATGGATAGATTATC 3’ i pod sljede¢im uvjetima: 94°C pet minuta,
30 ciklusa na 94°C tijekom 25 sekunda, 52°C tijekom 40 sekunda, i 72°C tijekom 50
sekunda, te zavrSna elongacija 6 minuta na 72°C (64, 92). Reakcija za dokazivanje
smjestaja insercijske sekvencije ISAbal neposredno uz OXA-51 gen napravljena je
pomocu posebnog PCR kita za velike produkte (Expand high fidelity plus PCR system;
Roche, Svicarska), te je za landanu reakciju polimeraze koristen sljedeéi protokol: podetna
denaturacija na 94°C u trajanju 2 minute, 10 ciklusa na 94°C tijekom 20 sekunda, 58°C
tijekom 30 sekunda, 70°C tijekom 4 minute, te zavrSna elongacija na 70°C tijekom 7
minuta (83). Po 10 ul svakog PCR produkta podvrgnuto je elektroforezi u 2% agaroza gelu
u trajanju od 90 minuta. Veli¢ina PCR produkta odredena je prema markeru MassRuler
DNA Ladder (Fermentas, Njemacka), te se za OXA-23 grupu enzima ocekuje veli¢ina
produkta od 1058 bp, za OXA-24 grupu enzima 1023 bp, za OXA-58 grupu enzima 972
bp, te za OXA-51 grupu enzima 353 bp. Za OXA-69 enzim ocekivana veli¢ina PCR

produkta je 975 bp, a za smjeStaj insercijske sekvencije ISAbal neposredno (engl.
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upstream) uz blaox,.s; gen produkt veli¢ine ~1400 bp (83, 92). Prikaz pocetnica 1 protokola

za navedene PCR reakcije prikazan je u tablici 3.1.

Tablica 3.1. Prikaz pocetnica, protokola reakcije i ocekivane veli¢ine produkta koristenih

u odredivanju prisustva i vrste oksacilinaze metodom lancane reakcije polimeraze (PCR)

Pocetnica redoslijed sekvencija temperature PCR veli¢ina
reakcije produkta

OXA-23F 5-GATGTGTCATAGTATTCGTCG-3’ 94°C — 5 min 1,058 bp
OXA-23R 5-TCACAACAACTAAAAGCACTG-3’ 94°C — 25 sec

52°C — 40 sec

72°C — 50 sec 30 ciklusa

72°C — 6 min

OXA-24F 5 -GTACTAATCAAAGTTGTGAA-3’ 94°C — 4 min 1,023 bp
OXA-24R  5-TTCCCCTAACATGAATTTGT-3’ 94°C — 1 min
50°C — 1 min 30 ciklusa
72°C — 2 min
72°C — 10 min

OXA-51F 5-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3’ 94°C — 4 min 353 bp
OXA-51R 5 -TGGATTGCACTTCATCTTGG-3’ 94°C — 1 min
55°C — 1 min 30 ciklusa
72°C — 1 min
72°C — 7 min

OXA-58F 5-CGATCAGAATGTTCAAGCGC-3’ 94°C — 4 min 972 bp
OXA-58R 5’-ACGATTCTCCCCTCTGCGC-3’ 94°C — 1 min

50°C — 1 min 35 ciklusa

72°C — 2 min

72°C — 7 min

ISAbal F 5’-CACGAATGCAGAAGTTG-3’ 94°C — 5 min 900 bp
ISAbal R 5°-CGACGAATACTATGACAC-3’ 94°C — 1 min
54°C — 1 min 35 ciklusa
72°C — 2 min
72°C — 10 min
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3.5 Odredivanje supstratnog profila

Metoda odredivanja supstratnog profila UV spektrofotometrijskom metodom napravljena
je radi karakterizacije enzima koji imaju sposobnost hidrolize karbapenema. Supstratni
profil je naziv kojim oznacavamo hidroliticku aktivnost enzima prema odredenom -
laktamskom antibiotiku. To je parametar koji obiljezava spektar aktivnosti odredenog
enzima, a koristi se za klasifikaciju -laktamaza, ukljucujuci i karbapenemaze (93).

Sojevi se inokuliraju u 300 ml Lurian-Bentonijeva bujona i inkubiraju 18-20 sati na 37 °C.
Nakon inkubacije bujonska se kultura centrifugira 15 minuta na 10000 G, talog se ispere u
fosfatnom puferu i ponovno suspendira u 10 ml istog pufera. Enzim se ekstrahira
sonifikacijom pomocu ultrazvu¢nog disruptora, a supernatant se koristi kao neprociséeni
enzim (93). Hidroliticku aktivnost enzima prema imipenemu i meropenemu odredili smo
pomocu UV spektrofotometrijske metode na UV spektrofotometru na 25°C u 0,1 M
fosfatnom puferu pri valnoj duzini od 295 nm za imipenem i meropenem. Odredivanje
supstratnog profila napravljeno je u Klinickom zavodu za klini¢ku 1 molekularnu
mikrobiologiju Klinickog bolnickog centra Zagreb i potvrdeno u suradnji s francuskim

kolegama s Hospital de Bicetre u Parizu, u Francuskoj.
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3.6. Sekvencioniranje PCR produkta

Medu izolatima iz KBC Split, koji su uklju¢eni u medunarodni ARPAC projekt 2004.
godine, otkrivena je i opisana nova oksacilinaza (OXA-107), pa smo rezultate PCR
produkta s pocetnicama za OXA-51 i OXA-69 gene podvrgnuli sekvencioniranju radi
potvrde postojece ili otkrivanja sasvim nove oksacilinaze (86). Na temelju rezultata
genotipizacije izdvojeni su izolati s promjenom u tri ili viSe segmenata dendrogramskog
prikaza; PCR produkti tih sojeva proc¢is¢eni su na kolonama pomocéu Quiagen
purifikacijskog kita (Roche, Svicarska). Za izabrane sojeve koji su pokazali odredene
razlike u genotipskom profilu napravljeno je sekvencioniranje dobivenih PCR produkata
(94). Uz usporedbu slijeda nukleotida napravljena je i usporedba slijeda aminokiselina.
Sekvencioniranje je obavljeno na ABI Prism 310 genetskom analizatoru (Applied
Biosystems, Warrington, Velika Britanija) na Institutu Rudera Boskovic¢a u Zagrebu, te je
redoslijed sekvencija analiziran pomo¢u BLAST (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) i
MultiAlin  (http:/bioinfo.genopole-toulouse  prd.fr/multalin)  softverskog programa.
Rezultati sekvencioniranja usporedeni su s rezultatima sekvencioniranja unutar ARPAC

projekta i grupirani unutar Europskog klona 1 Acinetobacter baumannii.

3.7. Genotipizacija izolata A. baumannii

Za genotipizaciju (utvrdivanje klonske pripadnosti) sojeva koji pripadaju razliitim
rezistotipovima napravljeno je odredivanje makrorestrikcijskog profila kromosomske DNA
(engl. pulsotyping) pocetnicom Apa I metodom elektroforeze u pulziraju¢em polju (od

engl. pulsed field gel elektrophoresis; PFGE) po Galesu (95). PFGE je metoda analize
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kromosomske DNA ispitivane bakterije elektroforezom u agaroznom gelu djelovanjem
izmjeni¢ne elektri¢ne struje (96, 97, 98). Bakterijske stanice se liziraju centrifugiranjem u
puferu 1 cijela kromosomska DNA se cijepa u dijelove restrikcijskim enzimima
(endonukleazama) specificnima za vrstu. Tako nastali fragmenti se razdvajaju po veli€ini
elektroforezom u 1 % agaroznom gelu na aparatu za elektroforezu u pulzirajuéem polju
tijekom 18-24 sata. Dobiveni specifi¢ni ulomci DNA se nakon bojenja etidij bromidom
vizualiziraju pod UV lampom. Kao kontrole koriste se sojevi poznatih veli¢ina fragmenata.
Kao kontrolni soj koristen je RUH 2034, koji je preporuceni standardni kontrolni soj u
medunarodnom ARPAC projektu (98). Testiranje je napravljeno u Klinickom zavodu za

klini¢ku i molekularnu mikrobiologiju Klinickog bolnickog centra Zagreb.

3.7.1. Izolacija i uzgoj bakterijskog soja

Elektroforezu u pulsiraju¢em polju prvi su opisali Schwartz i Cantor 1984. godine (99).
Od tada pa do danas, posebno u posljednjih desetak godina, objavljen je niz radova iz
podru¢ja genotipizacije mikroorganizama koji uzrokuju bolni¢ke infekcije. U izradi
doktorske disertacije koristen je protokol iz medunarodnog ARPAC projekta (http:// www.
Abdn. Ac.uk/arpac/) koji se zasniva na metodi koju je Bannerman opisao 1995. godine.
(98). Nakon postupka uzgoja i identifikacije bakterijski soj se inokulira na svjeze priredenu
plocu krvnog agara i inkubira 18-24 sata. Nekoliko kolonija (dvije do tri) prenesu se u 5 ml
teku¢eg hranjivog medija s ekstraktom mozga i srca (BH bujon). Kultura se inkubira preko
no¢i uz mijesanje na optimalnoj temperaturi (35-37 °C) na rotacijskoj platformi do kasne

logaritamske faze, odnosno do koncentracije stanica 4 MacFarlanda (10° CEFU/ml).
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Po 0,7 ml prekono¢ne stani¢ne bujonske kulture se centrifugira (2 minute pri 10.000
okretaja u kivetama od 1,5 ml), a istaloZzene bakterijske stanice isperu se s 1 ml pufera TEN
(0,IM TrisCl, 0,IM EDTA, 0,1M NaCl; pH 8,0). Nakon dodatka pufera stanice se
ponovno suspendiraju vorteksiranjem, centrifugiraju se i cijeli se postupak ponavlja jos

jednom.

3.7.2. Uklapanje stanica u agarozu

IstaloZene bakterijske stanice ponovno se suspendiraju elektricnom mjesalicom u 300 pl
pufera EC (6mM TrisCl, 1M NaCl, 0,1M EDTA, 0,5M Brij-58, 0,2% natrijev deoksikolat,
0,5% natrijev laurilsarkozin; pH 8,0). U EC-stani¢nu suspenziju doda se 10 pl otopine
lizozima i 300 pul 2,0 % agaroze LMP (engl. low melting point) uravnotezene na 55°C. Po
100 pl dobivene stani¢no-agarozne suspenzije brzo se otpipetira u kalupe za formiranje
blokova agaroze 1 ostavi 10 minuta na sobnoj temperaturi da se agaroza ucvrsti i zapocne
djelovanje lizozima. Poslije u¢vrs¢ivanja geli¢i se istisnu i prenesu u test ploce koje sadrze
2 ml pufera EC, te se inkubiraju 1 sat na 37° C. Blokovi agaroze prenesu se u 300 pl ESP
pufera (0,5M EDTA, 1% natrijev laurilsarkozin, 1mg proteinaze K/ml) 1 inkubiraju
minimalno 2 sata na 55°C. Nakon toga blokovi agaroze se inkubiraju na sobnoj temperaturi
u 2 ml pufera PMSF (1 mM TE pufera) 30 minuta. Blokovi agaroze ispiru se 3 do 5 puta u
5 ml pufera TE (10mM TrisCl, 5mM EDTA; pH 8,0) po 30 minuta pri +4 °C. Zavr$no se
ispiru tri puta u 5 ml destilirane vode (po 30 minuta pri +4 °C). Ako se istoga dana ne
nastavlja s postupkom restrikcije bakterijske DNA, blokovi se mogu pohraniti nekoliko

mjeseci na +4 °C uz ispiranje svakih nekoliko dana u TE puferu.
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3.7.3. Cijepanje kromosomske DNA pomocu restrikcijskih endonukleaza koje “rijetko”

cijepaju

Kao preporuceni enzim za cijepanje kromosomske DNA A. baumannii koristen je Apa |
(Sigma, USA) (98). Neposredno prije cijepanja s odgovaraju¢om restrikcijskom
endonukeazom, blokovi agaroze isperu se od TE pufera 4 puta u destiliranoj vodi. Blokovi
agaroze s uklopljenom kromosomskom DNA uravnoteze se u 300 ul odgovarajuceg pufera
za restrikcijski enzim. Intaktna kromosomska DNA u bloku agaroze cijepa se s
odgovaraju¢om restrikcijskom endonukleazom za pojedini soj u mikrokiveti kona¢nog
volumena 200 pl u kojem se nalazi:

- 2 ul enzima Apa I (10 jedinica enzima /1 pl)

- 20 ul odgovarajuceg pufera (10x) za restrikcijski enzim

- 178 ul vode.

Blokovi agaroze se inkubiraju na temperaturi propisanoj od proizvodaca (30°C) za
odgovaraju¢i enzim (4pa I), uz vrlo lagano mijeSanje (15 o/min.). Nakon zavrSetka
inkubacije blokovi agaroze se prenesu u 2 ml prethodno ohladenog TE pufera (+4° C) i

postavljaju u jazice gela 1,2% agaroze za elektroforezu, te zaliju s 0,7% LMP agarozom.
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3.7.4. Elektroforeza u pulsiraju¢em polju

Elektroforeza u pulsiraju¢em polju za svaki je soj izvedena zbog genotipizacije klinickih
izolata A. baumannii (96). 1zvodenje elektroforeze odvija se pod zajednickim i posebnim
uvjetima za pojedine izolate.

Zajednicki uvjeti za izvodenje elektroforeze: Za postavljanje elektroforeze potrebno je 150
ml 1%-tnog gela agaroze (PFGE agaroza) u TBE puferu (89 mM TrisCl, 89 mM borna
kiselina, 2mM EDTA; pH 8,0). U jazice gela smjesteni su blokovi agaroze koji sadrze
pocijepanu kromosomsku DNA te blokovi agaroze koji sadrze molekularni standard
(lambda konkatamer, Fermentas, Njemacka). Blokovi su uévrséeni s 0,6% agarozom (50°
C). U pufer TBE dodana je Tiourea (50 mmol dm™). Gel s uévriéenim blokovima agaroze
postavljen je u pufer i uravnotezen na sobnoj temperaturi 5 minuta prije pocetka
elektroforeze.

Posebni uvjeti za izvodenje elektroforeze: Za svaki izolat postavljeni su i posebni uvjeti:
Acinetobacter baumannii (enzim Apa I; vrijeme pulsiranja: inicijalno 5 sekunda, a kona¢no
13 sekunda; ja¢ina elektri¢nog polja: 6,0 V/cm; kut pulsiranja: 120°; trajanje elektroforeze
20 sati; temperatura 14°C) (98).

Po zavrsetku elektroforeze gel je standardno obojen otopinom etidij bromida (1 pg/ml, 30
minuta), te odbojen u destiliranoj vodi (tri izmjene vode po 20 minuta uz lagano
mijesanje). Gel s obojenim DNA vrpcama se fotografira Polaroid 667 filmom uz
osvjetljenje na UV transiluminatoru (254 nm). Koristec¢i racunalni program GelComparTM
(Applied Maths, Belgium), pomoc¢u dendrograma je odreden postotak sli¢nosti izmedu
pojedinih bakterijskih sojeva. PFGE genotipovi (podtipovi) su odredeni prema sli¢nosti

odijeljenih profila DNA izmedu istih bakterijskih vrsta.
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3.7.5. Interpretacija rezultata genotipizacije prema Tenoveru

Rezultati se interpretiraju po Tenoverovim kriterijima, prema kojima se smatra da su sojevi
genotipski identi¢ni ako se razlikuju u manje od tri ulomka DNA (100). Osnovu analize
predstavlja odredivanje broja razlika u ulomcima (vrpcama) izmedu pojedinih uzoraka,
odnosno sojeva. Prema prisutnosti ili odsutnosti DNA ulomaka (odijeljeni pocijepani
dijelovi DNA) u pojedinom uzorku, mikroorganizmi se svrstavaju u Cetiri kategorije

sli¢nosti (srodnosti) po Tenoveru (100).

1. Istovjetni sojevi — nema razlike u ulomcima DNA izmedu testiranih izolata

2. Vrlo sli¢ni sojevi — razlika u 1 do 2 ulomka

3. Eventualno sli¢ni sojevi — razlika u 3 do 5 ulomaka

4. Razliciti sojevi —razlika u 6 ili vise ulomaka.

S obzirom na veliki broj sojeva, DNA sli¢nost analizirana je kompjutorskim programom
GelComparTM kojim se izracunava Diceov koeficijent slicnosti izmedu testiranih sojeva.
Na temelju ovog koeficijenta, metodom grupiranja parova uzoraka bez statisticke obrade s
aritmetickom sredinomUPGMA (engl. unweighted pair group method using arithmetic

averages) izraden je dendrogram kojim se prikazuje srodnost sojeva.
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3.8. Potrosnja antibiotika u KBC Split

Podatci o potrosnji karbapenemskih antibiotika unutar KBC Split, kao i na odjelima s
kojih potjece vecina klini¢kih izolata 4. baumannii, potjecu iz arhive Odjela za lijekove 1
sanitetski materijal KBC Split. Podatci o potro$nji karbapenemskih antibiotika izrazeni u
definiranim dnevnim dozama (DDD) na 100 bolesnickih dana izradeni su pomocu
racunalnog programa ABC kalkulator 3,0. Navedeni ra¢unalni program prihvacen je od
strane Akademije medicinskih znanosti Hrvatske i Odbora za pracenje rezistencije
bakterija na antibiotike u Republici Hrvatskoj, kao jedinstveni nain praenja potrosnje
antibiotika u zdravstvenim ustanovama u Hrvatskoj (88). Podatci o potrosnji

karbapenemskih antibiotika po odjelima dostupni su od 2003. godine.

3.9. Statisticke metode

Statistickom obradom rezultata istrazili smo postojanje razlike medu proporcijama
pomocu paketa Statistica 6.0. U statistickoj analizi podataka potroSnje karbapenemskih
antibiotika koriSten je jednosmjerni y2 test. Rezultati statisticke analize interpretirani su na

razini znacajnosti P<0,001.
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4. REZULTATI

Tijekom proteklih godina primijeceno je znacajno povecanje broja klinickih izolata A.
baumannii unutar KBC Split. Odjeli s kojih su najcesce izolirani ovi izolati su Jedinica
intenzivnog lijeCenja Krizine (CIT Krizine), Jedinica intenzivnog lijecenja Firule (CIT
Firule), Neurokirurska intenzivna jedinica (NKI) i Jedinica za kirursko lijecenje (KI), a
sporadi¢no i ostali odjeli unutar KBC Split. Ukupan broj klinickih izolata A. baumannii
izoliranih u razdoblju od 2000. do 2007. godine unutar KBC Split prikazan je u tablici 4.1.
Usporedo s porastom broja klinic¢kih izolata A. baumannii raste i broj izolata sa smanjenom
osjetljivos¢u na jedan i/ili oba karbapenema s MIK-om > 4mg/l na imipenem i/ili
meropenem. Tijekom 2002. i 2003. godine dolazi do znacajnog porasta broja klinickih
izolata A. baumannii, §to se podudara sa sve vecom potroSnjom karbapenemskih
antibiotika, kao §to je i prikazano u tablici 4.2. Potros$nja karbapenema izrazito raste 2002.
godine, a svoj vrhunac doseze 2003. godine. Tijekom 2001. godine potroSnja oba
karbapenema (imipenem, meropenem) bila je podjednaka, da bi tijekom razdoblja prac¢enja
dominantna bila potroSnja meropenema. Statisticka analiza jednosmjernim y2 testom
potvrdila je postojanje razlike na razini znacajnosti P<0,001 izmedu potros$nje imipenema i
meropenema tijekom 2002.-2007. godine, kao Sto je prikazano u tablici 4.2. Graficki

prikaz potrosnje karbapenema po godinama prikazan je na slici 4.1
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Tablica 4.1. Raspodjela klini¢kih izolata A. baumannii sa smanjenom osjetljivosti (N)

na karbapeneme u KBC Split po godinama

Smanjena osjetljivost na

Imipenem Meropenem

Godina Ukupan broj izolata N N (%) N (%)
2000. 11 0 0

2001. 35 0 0

2002. 126 4 (3,2) 13 (10,3)
2003. 136 10 (7,4) 40 (29,4)
2004. 307 4(1,3) 40 (13,0)
2005. 310 9(2,9) 80 (25,8)
2006. 204 8(3,9) 78 (38,2)
2007. 268 23 (8,6) 153 (57,1)

Podatci prikazani u tablici 4.1 ukazuju na postojanje razlike u osjetljivosti na imipenem 1

meropenem u klini¢kih izolata A. baumannii. Tijekom 2000. 1 2001. svi izolati su bili

osjetljivi na karbapeneme. Tijekom 2007. godine svega 42,9 % izolata je osjetljivo na

meropenem, dok je 91,4 % Acinetobacter baumannii osjetljivo na imipenem.

U razdoblju od 2002. do 2007. godine raste broj klinic¢kih izolata A. baumannii, pa 2007.
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godine imamo dvostruko veci broj klinic¢kih izolata u odnosu na 2002. godinu. Najveci broj
izolata zabiljezen je 2004. 1 2005. godine, kada ukupan broj godisnjih izolata prelazi 300.
Usporedo s ve¢im brojem klinickih izolata A. baumannii raste i broj izolata sa smanjenom

osjetljivos¢u na jedan i/ili oba karbapenema.

Tablica 4.2. Ukupna potros$nja karbapenema po godinama izrazena u definiranim dnevnim

dozama (DDD) na 100 bolesnic¢kih dana u KBC Split

Godina Potros$nja imipenema (DDD)  Potrosnja meropenema (DDD) p
2001. 758 774 0,683
2002. 473 2200 <0,001*
2003. 219 4471 <0,001*
2004. 301 2910 <0,001*
2005. 609 2634 <0,001*
2006. 800 2055 <0,001*
2007. 1595 2906 <0,001*

¥ test, * statisticki zna¢ajno

Podatci prikazani u tablici 4.2 ukazuju na statisticki znacajno povecanje potrosnje
karbapenemskih antibiotika, prvenstveno meropenema od 2002. godine, koje je prisutno
sve do kraja istrazivanja 2007. godine. Prema prikupljenim podatcima s pocetka
istrazivanja, 2001. godine oba karbapenema su bila podjednako zastupljena. Najveca

potros$nja meropenema zabiljezena je 2003. godine kada se, u odnosu na imipenem,
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meropenema tros$ilo i do 20 puta viSe. Godine 2007. meropenema se troSilo dva puta vise u

odnosu na imipenem.
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Slika 4.1. Grafi¢ki prikaz potrosnje imipenema (isprekidana crta, romb) i meropenema

(puna crta, kvadrati¢) u definiranim dnevnim dozama po godinama unutar KBC

Split.

Na slici 4.1 vidljiva kontinuirano visoka potro$nja meropenema od 2002. do 2007. godine.

Potro$nja imipenema gotovo je uravnotezena do 2006. godine, dok tijekom 2007. dolazi do

dvostrukog povecanja potroSnje imipenema u odnosu na 2006. godinu, ali ipak gotovo

dvostruko manje od potroSnje meropenema.
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Slika 4.2 Usporedba potrosnje imipenema 1 meropenema u DDD u dva CIT-a (Firule i
Krizine) KBC Split tijekom 2003.-2004. godine.

IMI — imipenem; MEM - meropenem

Usporedba potrosnje karbapenemskih antibiotika u dvije centralne intenzivne jedinice
prikazana je na slici 4.2. Podatci o potro$nji karbapenemskih antibiotika unutar pojedinih
odjela dostupni su od 2003. godine. Tijekom 2003. i 2004. godine nije bilo moguce
razluditi potro$nju unutar Jedinice intenzivnog lijeCenja Firule i Krizine, pa su podatci
prikazani skupno. Iz slikovnog prikaza je vidljivo da su oba odjela znacajno vise trosila
meropenem u odnosu na imipenem. Potro$nja meropenema znacajno je visa 2003. godine,

Sto se podudara i s ukupnom potroSnjom meropenema navedene godine, kao §to je
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prikazano u tablici 4.2. Iste godine raste i broj klinickih izolata 4. baumannii sa

smanjenom osjetljivos¢u na karbapeneme (tablica 4.1).
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Slika 4.3. Usporedba potro$nje imipenema i meropenema u DDD u CIT Firule (F) i
CIT Krizine (K) po godinama tijekom 2005.-2007.

IMI — imipenem; MEM - meropenem

Usporedba potrosnje karbapenema unutar Jedinice intenzivnog lijecenja Firule (CIT F) 1
Jedinice intenzivnog lijeCenja Krizine (CIT K) prikazan je na slici 4.3. CIT Firule ima veci
broj kreveta (12) u odnosu na CIT Krizine (8), te vecu potrosnju karbapenemskih
antibiotika, kao $to je vidljivo na slici 4.3. Tijekom trogodisnjeg razdoblja (2005., 2006. i
2007.) usporedena je potrosnja imipenema i meropenema za obje jedincie intenzivne njege.
Tijekom trogodiSnjeg razdoblja raste potrosnja imipenema u CIT Firule, za razliku od

potro$nje meropenema u promatranom razdoblju. U CIT-u Krizine biljezi se blagi porast
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potrosnje imipenema od 2005. do 2007. godine, dok je potroSnja meropenema veca u

odnosu na potro$nju imipenema u promatranom razdoblju.
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Slika 4.4. Prikaz potroS$nje imipenema i meropenema u DDD u Neurokirurskoj
intenzivnoj jedinici po godinama tijekom 2003.-2007.
IMI — imipenem; MEM - meropenem
Neurokirurska intenzivna jedinica (NKI), kao samostalna jedinica intenzivne njege
osnovana je 1998. godine i ima 9 kreveta. Prikaz potro$nje karbapenema unutar NKI
prikazan je na slici 4.4. Ukupna potro$nja karbapenemskih antibiotika u NKI tijekom
2003.-2004. godine veca je u odnosu na potrosnju tijekom 2005.-2007. godine. Tijekom
2003. 1 2004. godine dominantna je potro$nja meropenema, dok tijekom 2007. godine

imamo gotovo podjednaku potro$nju oba karbapenemska antibiotika. Ukupna potro$nja

55



karbapenemskih antibiotika u NKI znacajno je smanjena tijekom 2005. i 2006. godine,

dok se tijekom 2007. godine biljeZi porast potros$nje oba karbapenema.
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Slika 4.5. Prikaz potroSnje imipenema i meropenema u DDD u KirurSkoj intenzivnoj
jedinici po godinama tijekom 2003.-2007.

IMI — imipenem; MEM - meropenem

Kirurska intenzivna jedinica (KI), kao samostalna jedinica intenzivnog lijeCenja osnovana
je 1995. godine i ima 10 kreveta. Prikaz potrosnje karbapenema unutar KI prikazan je na
slici 4.5. Uocljiva je velika potro$nja meropenema tijekom 2003. i 2004. godine, kada

se meropenem davao i u profilaksi kirurskih operacija. Tijekom 2005. godine znacajno

je smanjena uporaba meropenema, a nakon 2005. opada broj klinickih izolata 4.
baumannii rezistentih na karbapeneme podrijetlom iz kirurSkog Soka. Tijekom 2007.

godine s ovoga je odjela izoliran samo jedan izolat A. baumannii rezistentan na
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karbapeneme. Znacajno je naglasiti da je potroS$nja imipenema tijekom petogodi$njeg

razdoblja istrazivanja gotovo jednaka.

Rezultati testiranja osjetljivosti disk-difuzijskom metodom posluzili su za probir medu
klinickim izolatima A. baumannii koji imaju smanjenu osjetljivost na meropenem i/ili
imipenem. Medu izolatima koji imaju smanjenu osjetljivost na karbapeneme uocena je
velika fenotipska slicnost. Gotovo svi izolati su multiplo rezistentni na vecinu testiranih
antibiotika, ukljucujuéi ceftazidim, ceftriakson, cefotaksim, ciprofloksacin, gentamicin,
amikacin te piperacilin/tazobaktam. Svi su izolati osjetljivi na kombinaciju
ampicilin/sulbaktam u kojoj sulbaktam moze imati djelotvornost na klinicke izolate 4.
baumannii. Smanjena osjetljivost na karbapeneme uocena disk - difuzijskom metodom
testiranja potvrdena je odredivanjem minimalne inhibitorne koncentracije metodom
mikrodilucije u bujonu. Raspon minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) za imipenem
iznosio je od 2 mg/l do 64 mg/l, dok je za meropenem taj raspon iznosio od 8 mg/l do 128
mg /l. Kumulativni postotci inhibicije karbapenemima prikupljenih i testiranih klinickih

izolata A. baumannii prikazani su u tablici 4.3.
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Tablica 4.3 Kumulativni postotci izolata A. baumannii (n=106) inhibirani imipenemom i

meropenemom u KBC Split

Koncentracija antibiotika (mg/1)

Antibiotik <0.5 1 2 4 8 16 32 64 128
Imipenem 18 71 85 96 98 100
Meropenem 52 79 87 99 100

Podatci prikazani u tablici 4.3 ukazuju na postojanje razlike u osjetljivosti klini¢kih izolata
A. baumannii na karbapeneme. Usporedujué¢i kumulativne postotke, vise od polovice
izolata (71%) ima MIK za imipenem 4 mg/l, §to po kriterijima CLSI spada u kategoriju
osjetljivih. Usporeduju¢i MIK za meropenem, 52% izolata ima MIK 8 mg/l, §to po
kriterijima spada u kategoriju umjereno osjetljivih izolata. Ukupan broj testiranih izolata
inhibiran je imipenemom u koncentraciji 64 mg/l, dok je za isti broj inhibitorna
koncentracija za meropenem 128 mg/I.

Svi prikupljeni izolati A baumannii mogu se nazvati multiplorezistentnim ili
multirezistentnim izolatima, zbog postojece korezistencije na aminoglikozide, kinolone i
beta-laktamske antibiotike. Iznimku predstavlja osjetljivost izolata na ampicilin/sulbaktam,
gdje djelatnu komponentu predstavlja i sulbaktam koji ima antibakterijski ufinak na
Acinetobakter spp. Raspon minimalnih inhibitornih koncentracija na pojedine antibiotike

kao 1 vrijednost MIKs, i MIKy, prikazani su u tablici 4.4.
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Tablica 4.4. Prikaz vrijednosti raspona MIK-a, te MIKs, i MIKg za prikupljene izolate 4.

baumannii
Antibiotik Raspon MIK (mg/1) MIK 5 MIK g
Imipenem 2-64 4 8
Meropenem 8—128 8 32
Ceftazidim 128 - >128 128 >128
Cefotaksim 32->128 64 128
Ceftriakson 64 - >128 128 >128
Cefepim 32->128 64 128
Ciprofloksacin 4-64 16 32
Amikacin 32 ->128 64 128
Gentamicin 8->128 128 >128
Piperacilin/tazobaktam 64 ->128 128 >128

Podatci prikazani u tablici 4.4 ukazuju da se vrijednosti MIKs, i MIKg razlikuju za jedno
dvostruko serijsko razrjedenje za sve testirane antibiotike osim za meropenem. Raspon
MIK za imipenem kreée se od 2 mg/l, Sto bi po interpretaciji CLSI pripadalo u kategoriju
osjetljivih izolata do 64 mg/l, Sto se tumaci kao rezistentan. Raspon MIK za meropenem

kre¢e se od 8 mg/l, Sto odgovara umjereno osjetljivom, do 128 mg/l, Sto se tumaci kao
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rezistentan. Za sve ostale testirane antibiotike navedene u tablici 4.4, MIKso 1 MIKg, nalaze
se u kategoriji rezistentnih izolata. S obzirom na navedene vrijednosti MIK u tablici 4.4,
mozemo zakljuciti da se radi o multiplo rezistentnim izolatima A. baumannii.

Multiplorezistentni klinicki izolati 4. baumannii prikupljeni za izradu ove disertacije
iskazuju korezistenciju i na vecinu ostalih skupina antibiotika (tablica 4.5). Svi izolati su
rezistentni na treCu 1 Cetvrtu generaciju cefalosporina, aminoglikozide te

piperacilin/tazobaktam.

Tablica 4.5. Prikaz korezistencije odabranih klini¢kih izolata A. baumannii s pojedinih

intenzivnih njega i odjela unutar KBC Split

Odjeli Izolat IMI MEM GN AN CIP TZP CAZ FEP
CITF 1 I R R R R R R R
CITK 3 S I R R R R R R
NKI 6 S R R R I R R R
KI 78 R R R R R R R R
JILD 7 R R R R I R R R
Interna klinika 11 I R R R R R R R
Pluéna klinika 73 I R R R R R R R
Oc¢na klinika 99 S R R R R R R R

S — osjetljiv, I — umjereno osjetljiv, R - rezistentan
IMI — imipenem, MEM — meropenem, GN — gentamicin, AN — amikacin,
CIP — ciprofloksacin, TZP — piperacilin/tazobaktam, CAZ — ceftazidim, FEP - cefepim
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Usporedba odabranih klinickih izolata A. baumannii s pojedinih odjela KBC Split
prikazana u tablici 4.5 potvrduje da su multiplo rezistentni izolati proSireni u svim
navedenim jedinicama intenzivnog lijecenja, a sporadi¢no 1 na pojedinim odjelima.

Jedini izolat s Jedinice intenzivnog lijecenja djece umjereno je osjetljiv na kinolon, za

razliku od drugih izolata prikupljenih tijekom viSegodi$njeg razdoblja istrazivanja.
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Slika 4.6. Raspodjela prikupljenih klini¢kih izolata A. baumannii po odjelima tijekom
2003.-2007.godine unutar KBC Split. CIT F — Jedinica intenzivnog lijecenja
Firule; CIT K — Jedinica intenzivnog lijecenja Krizine; NKI — Neurokirurska

intenzivna Jedinica; KI — KirurSka intenzivna jedinica

Rezultati raspodjele klinickih izolata A. baumannii po odjelima s kojih potjecu, prikazani
su na slici 4.6. CIT Firule je najveca jedinica intenzivnog lije¢enja unutar KBC Split, a kao
1 CIT Krizine ima godi$nju popunjenost od preko 90 %. Medu izolatima A. baumannii sa
smanjenom osjetljivos¢u na karbapeneme, u razdoblju od 2002. do 2007. godine unutar

KBC Split najvise je klinickih izolata prikupljeno u CIT Firule (47 %). Drugi po redu po

61



broju prikupljenih klinickih izolata je CIT Krizine, a zatim slijede NKI 1 KI. Malen broj
izolata prikupljen je s Pluénoga, O¢noga i Internoga odjela, po jedan izolat s Jedinice
intenzivnog lije¢enja djece, Odjela za uho, grlo i nos, te s vanjskog pacijenta koji je imao
nekoliko hospitalizacija u anamnezi.

Prospektivno prikupljani klini¢ki izolati 4. baumannii sa smanjenom osjetljivos¢u na
karbapeneme analizirani su i prikazani u odnosu na vrstu bioloskog uzorka iz kojega su

izolirani (slika 4.7).
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Slika 4.7. Raspodjela prikupljenih klini¢kih izolata 4. baumannii prema vrsti biolo§kog

uzorka. HK — hemokultura.
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Najvise izolata prikupljeno je iz aspirata pluca (42,9 %) hospitaliziranih bolesnika, iz
hemokulture izolirano je 15,8 % klini¢ki znacajnih izolata, a 16,8 % iz urina bolesnika.
Znacajan postotak (13 %) izoliran je iz brisa rane, dok su rjede zastupljeni izolati iz vrha

katetera, brisa oka, likvora, brisa zdrijela i gnoja.

Popis svih izolata 4. baumannii ukljucenih u izradu ove studije prikazan je u tablici 4.6.
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Tablica 4.6. Prikaz svih izolata A. baumannii ukljucenih u izradu ove studije

Broj Odjel’ Uzorak™ M;j / God MIK Imi MIK Mem  ISAbal/OXA 51 Lab br
PFGE

1 CITF hk 9/03 8 32 + Hk 4246
2 CITF hk 3/02 4 16 + Hk 166

3 CITK as 2/04 4 8 + Dg 1391
4 KIR br 9/03 2 8 + Dg 7502
5 CITF ur 9/03 16 64 + Ur 10038
6 NKI ur 10/03 8 32 + Ur 11123
7 JILD bz 9/03 16 64 + Dg 8008
8 CITK as 9/03 2 8 + Dg 8037
9 NKI ur 10/03 16 64 + Ur 11204
10 NKI li 11/03 16 64 + L314

11 INT hk 4/04 8 16 + Hk 2040
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Tablica 4.6. (nastavak)

Broj OdjelT Uzorak™ M;j / God MIK Imi MIK Mem  IS4bal/OXA 51 Lab br
PFGE

12 NKI ur 11/03 2 8 + Ur 12795
13 NKI ur 11/03 16 64 + Ur 12961
14 CITK ur 12/03 2 8 - Ur 13570
15 CITK as 12/03 16 64 + Dg 10379
16 CITF as 12/03 4 8 + Dg 10700
17 ORL br 11/03 2 8 - Dg 9089
18 CITF as 2/04 2 8 - Dg 1884
19 CITF as 11/03 2 8 + Dg 9462
20 NKI ur 3/04 4 8 + Ur 3151
21 CITF kt 3/04 2 8 + Dg 2339
22 CITF hk 1/04 2 8 + Hk 503
23 CITF as 7/04 4 16 + Dg 5989
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Tablica 4.6. (nastavak)

Broj Odjel’ Uzorak™ M;j / God MIK Imi MIK Mem  ISA4bal/OXA 51 Lab br
PFGE

24 CITF as 6/04 4 16 + Dg 5440
25 CITF as 3/04 4 16 + Dg 3070
26 CITK hk 9/04 4 8 + Hk 4837
27 KI as 9/04 2 8 + Dg 7710
28 CITK as 8/04 16 64 + Dg 7340
29 CITF ur 9/04 2 8 + Ur 9772
30 KI as 11/04 4 8 + Dg 9361
31 NKI as 10/04 4 32 + Dg 8824
32 NKI as 10/04 4 16 + Dg 9008
33 CITF as 11/04 4 16 + Dg 9226
34 NKI br 10/04 4 8 + Dg 8821
35 NKI as 12/04 4 8 - Dg 10246
36 CITF as 11/04 4 16 + Dg 9567
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Tablica 4.6. (nastavak)

Broj Odjel’ Uzorak™ M;j / God MIK Imi MIK Mem  ISA4bal/OXA 51 Lab br
PFGE

37 NKI as 12/04 4 8 - Dg 10220
38 KI br 3/05 4 8 + Dg 2299
39 CITK as 1/04 2 8 + Dg 289
40 KI br 4/05 4 8 + Dg 3528
41 CITF as 3/05 4 16 + Dg 3130
42 NKI li 4/05 4 16 + Li72

43 CITF pus 4/05 4 8 + Dg 3545
44 CITF hk 5/05 4 16 + Hk 2301
45 KI br 4/05 4 16 + Dg 3806
46 CITF as 6/05 8 8 + Dg 6012
47 CITF as 6/05 16 32 + Dg 6018
48 KI hk 5/05 64 64 + Hk 2592
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Tablica 4.6. (nastavak)

Broj Odjel’ Uzorak™ M;j / God MIK Imi MIK Mem  ISA4bal/OXA 51 Lab br
PFGE

49 CITF br 5/05 4 8 + Dg 4966
50 CITF as 6/05 16 64 + Dg 5823
51 CITF br 6/05 4 8 + Dg 6043
52 CITF hk 8/05 2 8 + Hk 4621
53 CITF ur 8/05 4 8 + Ur 8549
54 CITF kt 8/05 4 8 + Dg 7464
55 KIR br 8/05 4 8 + Dg 7410
56 VP br 8/05 8 8 + Dg 4711
57 CITF hk 7/05 4 8 + Hk 3906
58 CITF hk 8/05 8 8 + Hk 4555
59 INT ur 7/05 8 8 + Ur 7917
60 CITK as 7/05 4 8 + Dg 6928
61 CITF as 7/05 4 8 + Dg 6752
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Tablica 4.6. (nastavak)

Broj Odjel Uzorak™ M;j / God MIK Mem  ISAbal/OXA 51 Lab br
PFGE

62 CITF ur 7/05 8 Ur 7739
63 KIR br 7/05 8 Dg 6770
64 NKI as 7/05 8 Dg 6880
65 CITF as 7/05 8 Dg 6869
66 CITF ur 7/05 8 Ur 7845
67 CITF as 7/05 8 Dg 6808
68 CITF vk 7/05 8 Dg 6916
69 CITF as 7/05 8 Dg 7002
70 CITF br 5/05 16 Dg 5005
71 CITF ur 9/05 8 Ur 9139
72 CITF ur 9/05 8 Ur 9373
73 PL as 8/05 16 Dg 7715



Tablica 4.6. (nastavak)

Broj OdjelT Uzorak™ M;j / God MIK Imi MIK Mem  IS4bal/OXA 51 Lab br
PFGE

74 INT as 9/05 4 8 + Dg 7913
75 KIR br 9/05 64 128 + Dg 7861
76 NKI as 8/05 4 8 + Dg 7718
77 CITF as 7/05 32 32 + Dg 6404
78 KIR br 7/05 2 8 - Dg 6320
79 CITF ur 6/05 4 8 + Ur 6903
80 CITF hk 9/05 8 8 + Hk 5307
81 KI hk 9/05 2 16 + Hk 5463
82 CITF as 1/06 4 8 + Dg 514
83 CITF as 10/05 2 8 + Dg 8656
84 CITF ur 7/05 2 16 + Ur 7715
85 CITF ur 9/05 2 8 + Ur 9922
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Tablica 4.6. (nastavak)

Broj OdjelT Uzorak™ M;j / God MIK Imi MIK Mem  IS4bal/OXA 51 Lab br
PFGE

86 CITF ur 9/05 2 8 + Ur 9883
87 CITK hk 10/05 2 8 + Hk 5897
88 PL as 10/07 4 16 + Dg 8846
89 CITF as 10/07 4 32 + Dg 8521
90 CITK br 9/07 32 64 + Dg 8002
91 CITK hk 10/07 8 16 + Hk 5537
92 CITK kt 9/07 4 16 + Dg 7904
93 CITK as 9/07 4 16 + Dg 7615
94 CITK hk 9/07 16 32 + Hk 5412
95 CITF as 11/07 8 16 + Dg 9591
96 CITF as 11/07 4 16 + Dg 9211
97 NKI as 11/07 4 16 + Dg 9071
98 OCNO bo 7/07 4 16 + Dg 5696
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Tablica 4.6. (nastavak)

Broj Odjel’ Uzorak™ M;j / God MIK Imi MIK Mem  ISA4bal/OXA 51 Lab br
PFGE

99 OCNO bo 7/07 4 16 + Dg 5694
100 CITK hk 9/07 16 32 + Hk 5413
101 CITK hk 9/07 4 16 + Hk 5080
102 CITF as 11/07 4 16 + Dg 8980
103 PL as 11/07 4 16 + Dg 9042
104 CITF as 11/07 4 16 + Dg 9182
105 CITF as 12/07 4 32 + Dg 9932
106 CITF as 11/07 4 16 + Dg 9590
107 RUH ARPAC project 0.25 0.125 -

"Hk — hemokultura; as — aspirat bronha; br — bris rane; ur — urin; kt — vrh katetera; i —
likvor; pus — gnoj; bo — bris spojnice oka; bz — bris zdrijela

K1 — Jedinica za kirursko lijeenje; KIR — Kirurgija odjel; PL — Klinika za pluéne bolesti; VP — vanjski pacijent, prethodna hospitalizacija, vise odjela; CIT K —
Jedinica intenzivnog lijecenja Krizine; CIT F — Jedinica intenzivnog lije¢enja Firule; NKI — Neurokirurska intenzivna
jedinica; JILD — Jedinica intenzivnog lijecenja djece; INT — Interna klinika; ORL — Odjel za uho, grlo, nos; OCNO — Klinika za o¢ne bolesti
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U tablici 4.6 prikazani su svi izolati ukljuceni u izradu ove disertacije. Podatci prikazani u
tablici navode odjel s kojeg izolat potjece, bolesnic¢ki uzorak, mjesec i godinu izolacije,
MIK imipenema, MIK meropenema, prisustvo insercijske sekvence IS4bal uz bla OXA
gen, te laboratorijski broj izolata.

Najstariji izolat (broj 2) koji je ukljucen u izradu ove disertacije potjece iz 2002. godine, a
izoliran je iz hemokulture bolesnika hospitaliziranog na Jedinici intenzivnog lije¢enja
Firule (CIT F). Iste godine zabiljeZena je smanjena osjetljivost na karbapeneme, kao i
porast potrosnje karbapenemskih antibiotika, $to je prikazano u tablici 4.1 i1 4.2. Do 2002.
godine, ukupan broj izolata 4. baumannii bio je malen i nije zabiljezena smanjena
osjetljivost na karbapeneme. Sto od 106 prikupljenih izolata (94,3 %) imalo je insercijsku
sekvenciju smjeStenu neposredno uz OXA-51-like gen. Izolati kojima nismo dokazali
smjestaj insercijske sekvencije ISAbal neposredno uz blapxs gen (broj 14, 17, 18, 35, 37,
78), bili su osjetljivi na imipenem (MIK 2-4 mg/l) i umjereno osjetljivi na meropenem
(MIK 8 mg/l). Po jedan izolat prikupljen je tijekom 2003. godine s ORL odjela, te tijekom
2005. godine od bolesnika koji je imao nekoliko hospitalizacija u KBC Split. Tijekom
2007. godine prikupili smo po dva izolata s Klinike za pluéne bolesti 1 Klinike za o¢ne
bolesti, pa ih mozemo smatrati sporadi¢nim izolatima.

Rezultati genotipizacije sakupljenih izolata 4. baumannii pokazali su veliku sli¢nost koja
se najbolje uocava dendrogramskim prikazom svih 106 izolata (slika 4.9). Da je rije¢ o
klonski sli¢énim izolatima prikupljenim tijekom SestogodiSnjeg razdoblja unutar raznih
odjela i jedinica intenzivne njege u KBC Split, uocava se i na slikovnim prikazima (slika
4.7 1 4.8), gdje smo usporedili izolate s pocetka istrazivanja (2002., 2003., 2004. godina) s

izolatima prikupljenim tijekom 2007. godine (kraj istrazivanja). Uocava se sli¢nost izmedu
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izolata, kao 1 podudarnost s kontrolnim Europskim klonom I (RUH). Na slici 4.7 vidljiv je
rezultat PFGE analize za jedanaest izolata s razli¢itih intenzivnih njega i odjela ( CIT F,
CIT K, NKI, JILD, KI, Interna klinika). Na slici je vidljiva podudarnost DNA ulomaka za
izolate 1-6 i 8-11 u veli¢ini 50, 100, 150, 200, 250 i 300 kilobaza (kb). Izolat broj 7
predstavlja jedini izolat s Jedinice intenzivnog lijeCenja djece tijekom razdoblja
istrazivanja i ima razli¢ite DNA ulomke veli¢ine 150-300 kb. Na slici 4.8 prikazan je
rezultat PFGE analize za deset izolata prikupljenih tijekom 2007. godine, te za kontrolni
soj RUH 2034 za Europski klon 1. Prikazani izolati pod rednim brojevima 97-106 potjecu s
razli¢itih intenzivnih njega i odjela (CIT F, NKI, CIT K, Klinika za plu¢ne bolesti, Klinika
za o¢ne bolesti). Na slici je vidljiva podudarnost DNA ulomaka za sve izolate ukljuc¢ujuéi i
kontrolni soj u veli¢ini molekularnog markera 50, 100, 150, 200, 250 i 300 kb.

Genotipizacija prikupljenih izolata 4. baumanni tijekom visegodisnjeg razdoblja ukazala je
na proSirenost klonski sli¢nih izolata unutar razlicitih intenzivnih njega i odjela unutar
KBC Split. Rezultati genotipizacije potvrduju prisustvo klona koji je sli¢an s Europskim

klonom I (sekvencijska grupa 2 ).
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Slika 4.7. Slika 1,2 % agaroza gela s DNA ulomcima za jedanaest izolata prikupljenih
tijekom 2002., 2003. i 2004. godine. Stupac S na lijevoj i desnoj strani su
markeri molekularne veli¢ine (S) u kb. Izolati 1-11 nalaze se redom u stupcima

izmedu markera molekularne veli¢ine.

Na slici 4.7 nalazi se fotografski prikaz DNA ulomaka u svrhu genotipizacije jedanaest
izolata prikupljenih tijekom prve tri godine istrazivanja. U stupcu 2 nalazi se izolat 1
(hemokultura, CIT F, 2003. godina); slijedi izolat 2 (hemokultura, CIT F, 2002. godina);
iduci stupac je izolat 3 (aspirat bronha, CIT K, 2004. godina); slijedi izolat 4 (bris rane,
KIR, 2003. godina); izolat 5 (urin, CIT F, 2003. godina); izolat 6 (urin, NKI, 2003.
godina); izolat 7 (bris zdrijela, JILD, 2003. godina); izolat 8 (aspirat bronha, CIT K, 2003.
godina); izolat 9 (urin, NKI, 2003. godina); izolat 10 (likvor, NKI, 2003. godina) i izolat
11 (hemokultura, Interni odjel, 2004. godina). Svi izolati osim sedmog podudaraju se u
svim ulomcima DNA. Izolat 7 jedini je izolat s Jedinice intenzivnog lijeenja djece tijekom

viSegodiS$njeg istrazivanja.
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Slika 4.8. Slika 1,2 % agaroza gela s DNA ulomcima za jedanaest izolata prikupljenih
tijekom 2007. godine. S su markeri molekularne veli¢ine (S). K- kontrolni
soj RUH 2034, predstavnik Europskog klona 1. Izolati 97 do 106 nalaze se

redom u stupcima izmedu markera molekularne velicine.

Na slici 4.8 se nalazi fotografski prikaz DNA ulomaka deset izolata prikupljenih tijekom
2007. godine 1 kontrolni soj RUH 2034. U stupcu 2 nalazi se izolat 97 (aspirat bronha,
NKI); slijede izolati 98 1 99 (O¢ni odjel, bris oka); izolat 100 (hemokultura, CIT K); izolat
101 (hemokultura, CIT K); zatim slijedi kontrolni soj RUH 2034, predstavnik Europskog
klona 1; izolat 102 (aspirat bronha , CIT F); izolat 103 (aspirat bronha, Plu¢ni odjel); izolat
104 (aspirat bronha, CIT F); izolat 105 ( aspirat bronha, CIT F), te posljedni izolat 106
(aspirat bronha, CIT F). Na slici se uocava podudarnost DNA ulomaka medu svim

izolatima prikupljenim tijekom 2007. godine s razli¢itih odjela, te slicnost s kontrolnim

sojem.
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Na slici 4.9 prikazan je dendrogram svih 106 izolata ukljucenih u ovo istrazivanje i prikaz
kontrolnog soja RUH 2034. Uz dendrogramski prikaz navedeni su i redni broj izolata, vrsta
bioloskog uzorka iz kojeg izolat potjece, odjel s kojega je izoliran, MIK meropenema, MIK
imipenema, te godina i mjesec kada su izolirani. Na ovom velikom broju uzoraka uoceni su
klonski sli¢ni izolati na razini vrijednosti od 80 %, Sto bi ukazivalo na prisustvo jednog
klona s nekoliko genotipova unutar KBC Split. KorisStenjem restrikcijskog enzima Apa 1 u
genotipizaciji izolata dobili smo veliki broj ulomaka (14-18 vrpci po izolatu), Sto je
omogucilo potvrdu prisustva klonski sli¢nih izolata u razdoblju od 2000. do 2007. godine.

Jo$ bolji uvid u prosirenost klonski sli¢nih izolata pruza nam dendrogramski prikaz po
odjelima. Na slici 4.10 je dendrogramski prikaz izolata iz Jedinice intenzivnog lije¢enja
Firule (CIT F), na kojem se uoc¢avaju tri genotipa (A, B, C). Genotipu A pripada najveci
broj izolata, genotipu B izolati od 72 do 67, dok bi se u genotip C mogla svrstati posljednja
dva izolata (16 1 77). Unutar genotipa A zabiljezeno je nekoliko epidemijskih pojava, i to
tijekom 2003. (rujan; izolati 5, 1, ), 2007. (studeni-prosinac; izolati 95, 104, 106, 96, 102 )
12005. (lipanj - rujan; izolati 54, 53, 52, 51, 50, 47, 46, 66, 65, 62, 61, 57, 58 ). Sojevi koji
pripadaju genotipu B pojavljuju se tijekom 2005. (lipanj — rujan) te imaju epidemijski tijek
Sirenja unutar CIT Firule. Genotip C ukljucuje dva izolata, 16 i 77 i obzirom na sporadi¢no

pojavljivanje ovog genotipa, do sada nije zabiljeZzen njegov epidemijski tijek.
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Slika 4.10. Dendrogramski prikaz klini¢kih izolata s Jedinice intenzivnog lije¢enja Firule

(CIT F) tijekom 2002.- 2007. godine
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Slika 4.11. Dendrogramski prikaz klini¢kih izolata s Jedinice intenzivnog lijeenja KriZine

(CIT K) tijekom 2003.-2007. godine.

Na dendrogramskom prikazu izolata s Jedinice intenzivnog lije€enja na KriZzinama (CIT K)

tijekom razdoblja pra¢enja uocava se vrlo velika sli¢nost medu izolatima grupiranima u

dva genotipa (A 1 B). Genotip A sporadi¢no se pojavljuje tijekom 2003., 2004. i 2005.

godine (izolati 8, 3, 87), a pravi epidemijski potencijal iskazuje tijekom rujna i listopada

2007. godine kada je Jedinica intenzivnog lije€enja na KriZinama predstavljala i mjesto

lijeenja teskih opeklina (izolati 94, 91, 90, 93, 92, 101, 100). Genotip B ima manji

epidemijski potencijal, a zabiljezen je tijekom 2003.-2005. godine na manjem broju izolata

(39, 26, 28, 14, 60, 15) unutar ove jedinice intenzivne njege.
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Slika 4.12. Dendrogramski prikaz klini¢kih izolata iz Jedinice za kirursko lijecenje.

Od bolesnika iz Jedinice za kirursko lije¢enje (“kirurski Sok™) izolirano je sedam sojeva 4.

baumannii koji su svi bili medusobno srodni (slika 4.12) i pripadali su genotipu A.

Sli¢nost izolata ukazuje na klonalno Sirenje tijekom 2004 1 2005. godine.
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Slika 4.13. Dendrogramski prikaz klini¢kih izolata s Neurokirurske intenzivne jedinice

tijekom 2003. — 2007. godine.

Na slici 4.13 prikazani su izolati od bolesnika iz Neurokirurske intenzivne jedinice (NKI).
Dominantno prisutan genotip A ima epidemijski karakter pojavljivanja tijekom listopada 1
studenog 2003. (izolati 6, 9, 10, 12, 13), te listopada i prosinca 2004. godine (izolati 31, 32,
34, 35, 37). Izolat broj 6 ukljucen je u projekt genotipizacije unutar medunarodne ARPAC

studije (Europski klon I ili sekvencijska grupa 2). Samo je izolat broj 76 pripadao genotipu

B i izoliran je tijekom ljeta 2005. godine.
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Lanc¢anom reakcijom polimeraze dokazano je prisustvo blapxa-s1 gena u svim prikupljenim
izolatima. Nisu pronadene OXA-23 i OXA-24 B-laktamaze, kao ni plazmidski smjesten
blapxa-ss gen. Kao podvrsta unutar kromosomski smjestenog blapxa-s1 gena, lancanom
reakcijom polimeraze dokazali smo blaoxa-¢o gen kod vecine prikupljenih izolata. Na
temelju rezultata genotipizacije izdvojeni su izolati s promjenom u tri ili viSe segmenata
dendrogramskog prikaza te su PCR produkti tih sojeva prociséeni i sekvencionirani na ABI
PRISM 377 Genetic Analyser (Applied Biosystems, SAD). Rezultati sekvencioniranja Sest
izdvojenih PCR produkata (izolati oznaceni brojevima 8, 83, 10, 17, 68 i 16) otkrili su
veliku podudarnost u pet izolata s novootkrivenim OXA-107 enzimom kao podvrstom
OXA-69 enzima (slika 4.18). Sesti izolat (br. 16) ima tri promjene u odnosu na referentnu
sekvenciju, i to su mutacije u sredini sekvencije vidljive i na kromatogramu (G-A; G-A; i
A-G) (slika 4.18). Za prikaz rezultata sekvencioniranja odabrali smo sekvencije dobivene
pomocu OXA-51 skupnih pocetnica. PCR produkti OXA-51 enzima manji su po veli¢ini i
pruzaju bolje rezultate u analizi sekvencija. Lan¢anom reakcijom polimeraze utvrdeno je

da je ISAbal insercijska sekvencija smjestena neposredno uz blapxa.s; gen.
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Slika 4.14. Slika 1% agaroza gela s produktima PCR reakcije s pocetnicama za gen koji
kodira OXA-51 skupinu enzima. PCR produkti veli¢ine oko 353 bp prisutni su
kod svih izolata unutar ove studije. Stupac 1- molekularni marker veliine
produkta u bp; u stupcima 2-14 su PCR produkti 12 izolata ukljuc¢enih u izradu
studije; u stupcu 14 je pozitivna kontrola (kontrolni soj RUH 2034).

Na slici 4.14 s lijeve strane (stupac 1) nalazi se molekularni marker (MM) kojim
odredujemo veli¢inu PCR produkta u bp. U stupcu 2 nalazi se izolat 1 (hemokultura, CIT
F, 2003. godina); iduci stupac je izolat 3 (aspirat bronha, CIT K, 2004. godina); slijedi
izolat 4 (bris rane, KIR, 2003. godina); izolat 6 (urin, NKI, 2003. godine); izolat 7 (bris
zdrijela, JILD, 2003. godina); izolat 11 (hemokultura, Interni odjel, 2004. godina); izolat

17 (bris rane, ORL, 2003. godina); izolat 56 (bris rane, vanjski pacijent, 2005. godina);
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izolat 76 (aspirat bronha, NKI, 2005. godina); izolat 98 (bris oka, O¢ni odjel, 2007.
godina); izolat 102 (aspirat bronha, CIT F, 2007. godina); izolat 103 (aspirat bronha,
Pluéni odjel, 2007. godina), a posljednji stupac, broj 14, je pozitivna kontrola (RUH). Kod
svih izolata ukljuc¢enih u izradu disertacije dokazano je prisustvo 353 bp PCR produkta

pocetnicama za gen koji kodira OXA-51 skupinu enzima.

OXA 23 OXA 58 ISAba1

MM MM

Slika 4.15. Slika 1% agaroza gela s produktima PCR reakcije s pocetnicama za OXA-23,
OXA-5811SA4bal na izolatima broj 68, 73 1 88. Stupac 1 i 14 — molekularni
marker (MM) veli¢ine PCR produkta u bp. Stupac 5, 9 1 13 — PCR produkti
pozitivnih kontrola (stupac 5- OXA-23; stupac 9- OXA-58; stupac 13 —
[SA4bal). U stupcima 2-4 su rezultati PCR reakcije s pocetnicama za OXA-23
na izolatima 68, 73 1 88. U stupcima 6-8 su rezultati PCR reakcije s pocetnicama
za OXA-58 na izolatima 68, 73 1 88. U stupcima 10-12 su rezultati PCR

reakcije s pocetnicama za IS4bal na izolatima 68, 73 i 88.
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U istrazivanim izolatima nisu dokazani geni za enzime OXA-23 skupine (slika 4.15).
Takoder nismo otkrili prisustvo enzima OXA-24 1 OXA-58 skupine. PCR reakcijom
dokazali smo prisustvo insercijske sekvencije ISAbal kod svih izolata sa smanjenom

osjetljivos¢u na jedan ili oba karbapenema.

MM MM

Slika 4.16. Slika 1% agaroza gela s produktima PCR reakcije s pocetnicama za ISAbal F i
OXA-51 R. Stupac 1 i1 14 — molekularni marker veli¢ine PCR produkta u bp.
U stupcima 2-12 su PCR produkti 11 izolata (1, 6, 14, 22, 71, 93, 99, 101,

103, 104, 17) ukljucenih u izradu studije; u stupcu 13 je negativna kontrola.
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U izolatima broj 1, 6, 22, 71, 93, 99, 101, 103 i 104 dokazani su produkti PCR reakcije s
ISAbal F 1 OXA-51 R pocetnicama veliCine 1441 bp (slika 4.16). I1zolati broj 14 1 17
(stupci 4 1 12) nemaju PCR produkt, kao ni kontrolni soj RUH (stupac 13) koji predstavlja
negativnu kontrolu. Izolat br 6 predstavlja pozitivhu kontolu potvrdenu u ARPAC
projektu. PCR reakcijom s IS4bal F 1 OXA-51 R pocetnicama dokazali smo da je
insercijska sekvencija ISAbal smjeStena neposredno uz  blapxasi gen kod vecine
(100/106) izolata. Prisustvo insercijske sekvencije IS4bal potvrdeno je u svim izolatima
prikupljenima za izradu ove disertacije. Prisustvo insercijske sekvencije dokazano je
lancanom reakcijom polimeraze, kojom prilikom smo amplificirali PCR produkt veli¢ine ~
900 bp. Prikaz PCR produkta ISAbal dokumentiran je na slici 4.15. Potvrdu smjestaja
insercijske sekvencije neposredno uz gen blapxa.si dokazali smo posebnim protokolom
lancane reakcije polimeraze pomocu Expand High Fidelity PCR Systema (Roche) koji
omogucava amplifikaciju produkta velic¢ine 1 do 3 kb. Pocetnice koriStene u ovoj reakciji
su ISAbal F (engl. forward) i OXA-51 R (engl. reverse), pri ¢emu smo amplificirali PCR
produkt veli¢ine 1440 bp u vecéine (100/106; 94,3 %) prikupljenih izolata. Prikaz PCR
produkta dobivenog amplifikacijom ISAbalF/OXA-51R za 12 izolata dokumentiran je i na

slici1 4.17.
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Stupac 1 2 13 14
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MM MM

Slika 4.17. Slika 1% agaroza gela s produktima PCR reakcije s pocetnicama za ISAbal F i
OXA-51 R. Stupac 1 i1 14 — molekularni marker veli¢ine PCR produkta u bp.
U stupcima 2-13 su PCR produkti 12 izolata (11, 19, 28, 36, 40, 44, 73, 84, 94,
98, 102 i 104) veli¢ine 1441 bp.
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Odredivanja supstratnog profila OXA-51 enzima dokazano je da izolati A. baumannii
stvaraju oksacilinaze sa slabom sposobnosc¢u hidrolize karbapenema. Prisustvo insercijske
sekvencije unutar kromosomskog genoma 4. baumannii smjeStene neposredno uz blaoxa-si
gen djeluje kao promotor za lu¢enje ovih enzima.

Na slici 4.18 prikazani su rezultati sekvencioniranja odabranih izolata 4. baumannii
ukljucenih u izradu ove studije. Ukupno je sekvencionirano Sest PCR produkata OXA-51
skupine enzima koji prema rezultatima genotipizacije odgovaraju razli¢itim genotipovima.
Na lijevoj strani slike su brojevi izolata studije unutar koje su sekvencionirani, te referentni
soj s enzimom OXA-107 (izolat 6) s kojim su sekvencije usporedene. Brojevi na lijevoj
strani odgovaraju sljede¢im rednim brojevima prikupljenih izolata: 22 = 8, 248 = 83, 27 =
10, 67 = 17, 238 = 68, 66 = 16. Prema rezultatima genotipizacije, izolati broj 8, 83 1 10
svrstavaju se u genotip A, izolat broj 68 u genotip B, a izolat broj 16 u genotip C. Rezultati
sekvencioniranja 5 PCR produkata OXA-51 skupine enzima dokazali su identi¢nost parova
baza i1 aminokiselinskog slijeda s OXA-107 enzimom. Novootkrivena OXA-107 ima
ishodiste u enzimu OXA-69 s kojim dijeli 99% sli¢nosti u aminokiselinskom slijedu, a
promjena jednog para baza na poziciji 499 (zamjena citozina s gvaninom) ima za
posljedicu promjenu u aminokiselinskom slijedu i zamjenu leucina s valinom na poziciji
167 (slika 1.3).

Izolat broj 16 (oznaka 66 na slici 4.18) jedinstven je izolat unutar ove studije. Za razliku od
ostalih izolata, ovaj izolat ima nekoliko promjena u odnosu na referentnu sekvenciju, a to
su mutacije u sredini sekvencije (pozicja 426, 438, 447, 451 1 454) vidljive 1 na
kromatogramu (G-A; G-T; G-A; G-A; G-A). Ovaj izolat ukljucen je u dodatna istrazivanja

1 postoji oguénost da se radi o joS jednoj, sasvim novoj oksacilinazi.
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248 CTOCTCAGCARGAGGCACAGTTTRCTTACARGCTRGCTAAT ARAACECTTCCAT TTAGCCARRRRGTCCAAGRTGAAG== GCAATCCA
27 CTCCTCRGCAAGAGGCACAGTTTGCTTACARGCTAGCTAATRARACGCTTCCATTTAGCCARRRRGTCCAAGATGAAG== TCRATCCA
67 CTCCTCAGCARGAGGCACAGTTTGCTTACARGCTAGCTAATRARACGCTTCCAT TTAGCCARARRRGTCCARGAT GAAG=~ TECRATCCA
¢38 CTCCTCAGCARGAGGCACAGTTTRCTTACARGCTAGCTART ARARCECTTCCAT TTAGCCARARRGTCCAAGRTGARG== GCAATCCA
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R CCARGATGAAG==TGCAATCCA
F
Consensus  checteagcaspappcacagtttocttacaagetapctant asaacgcttecatttagecaaaaaptooaagat saag, Lcaatoca

Slika 4.18. Rezultati sekvencioniranja PCR produkata OXA-51-like enzima u BLAST

programu.
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5.  RASPRAVA

Prvi soj A. baumannii rezistentan na karbapeneme izoliran je iz hemokulture bolesnika
hospitaliziranog 1985. godine u Kraljevskoj bolnici u Edinburgu 1 oznacen je kao ARI-1
(Acinetobacter Resistant to Imipenem, kasnije preimenovan u OXA-23) (63). Unato¢
¢injenici da je ARI-1 predstavljao sporadican izolat, najavio je i nadolaze¢i problem
rezistencije na karbapeneme prisutan posljednjih godina u gotovo svim zemljama Europe 1
svijeta (62). Vazno je pripomenuti da je ova oksacilinaza otkrivena prije nego Sto su se
karbapenemi poceli primjenjivati u engleskim bolnicama (63).

U Hrvatskoj se izolati 4. baumannii rezistentni na karbapeneme pocinju javljati 1999.
godine, kada je, prema podatcima iz 22 hrvatska mikrobioloska laboratorija koja su bila
uklju¢ena u rad Odbora za pracenje rezistencije bakterija na antibiotike u Republici
Hrvatskoj pri Akademiji medicinskih znanosti Hrvatske, rezistencija na imipenem iznosila
izmedu 0% do 8% (87, 88). Ranijih godina nije zabiljezen niti jedan klini¢ki izolat A.
baumannii rezistentan na karbapeneme, iako su karbapenemi godinama bili u uporabi, i to
poglavito imipenem s cilastatinom (prisutan od 1996.), a od 2000. godine na trziste i u
uporabu dolazi i drugi karbapenem, meropenem.

Prvi izolati A. baumannii rezistentni na karbapeneme u KBC Split uoc¢eni su 2002. godine

na jedinici intenzivnog lijecenja (CIT-Firule) i jedinici neurokirurSke intenzivne njege
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(NKI). Prema arhivskim podatcima Odjela za klinicku mikrobiologiju KBC Split,
rezistencija na karbapeneme u klini¢kih izolata Acinetobacter baumannii tijekom 2002.
godine iznosila je 3,2% na imipenem i 10,3 % na meropenem. Tijekom 2000. i 2001.
godine, ukupan broj klini¢kih izolata A. baumannii bio je malen (11 izolata tijekom 2000.
godine, 35 izolata tijekom 2001. godine), i oni nisu predstavljali problem u terapijskom
smislu jer su bili osjetljivi na piperacilin/tazobaktam, ciprofloksacin, amikacin i
karbapeneme. Tijekom 2002. godine raste broj klinickih izolata A. baumannii (2002.
godine ukupno 126), a porast se nastavlja i sljede¢ih godina. Tijekom 2007. godine
izolirano je 267 klini¢ki znacajnih izolata vrste 4. baumannii. Usporedo s porastom broja
izolata A. baumannii sve CeS¢e se propisuju karbapenemi, osobito meropenem, a raste i
njihova otpornost na karbapeneme koja tijekom 2007. iznosi 8,6% na imipenem i 57% na
meropenem.

Nema sumnje da karbapenemski antibiotici, kao antibiotici rezerve, imaju svoju poziciju u
lijeCenju teskih infekcija uzrokovanih bolnickim sojevima koji lu¢e p-laktamaze
proSirenog spektra (engl. extended-spectrum p-lactamase; ESBL) poput E. coli, K.
pneumoniae 1 P. mirabilis, te gram-negativnih nefermentativnih uzro¢nika poput P.
aeruginosa 1 A. baumannii. Prema podatcima iz 2001. i 2002. godine, prevalencija ESBL
pozitivnih izolata E. coli iznosila je 4,7%, dok je prevalencija K. pneumoniae ESBL
pozitivnih izolata iznosila 36,8% u KBC Split, i od tada je u porastu (101). Porast ESBL
pozitivnih izolata povla¢i za sobom opravdanu potro$nju karbapenama kao antibiotika s
rezervne liste unutar KBC Split, jer su takvi izolati u pravilu osjetljivi na karbapeneme.
Potro$nja karbapenemskih antibiotika viSestruko je porasla unutar posljednjih sedam
godina, pri ¢emu se porast potroSnje prvenstveno odnosi na meropenem. Prvi na

karbapenem rezistentni izolati 4. baumannii uoceni su tijekom 2002. godine, kada je
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potroSnja meropenema iznosila 2200 DDD, dok 2003. godine potroSnja meropenema
doseze svoj vrhunac i iznosi 4471 DDD godiSnje. Potros$nja karbapenemskih antibiotika
najveéa je na jedinicama intenzivnog lijeCenja, gdje je empirijska terapija svih
hospitaliziranih bolesnika sadrzavala meropenem. Primjena meropenema u profilaksi
kirursSkih operacija zabiljeZena je na Kirurskoj intenzivnoj jedinici. Tijekom 2002. godine
uoceni su na karbapenem rezistentni izolati sa znacajno visim MIK-om na meropenem u
odnosu na imipenem, pa su prikupljeni izolati ukljuceni i u medunarodni ARPAC projekt,
gdje su PCR produkti OXA-69 skupine sekvencionirani. ARPAC projekt pokrenut je 2003.
godine, a jedan od ciljeva mu je utvrditi postoji li na karbapenem specifi¢no rezistentan
klon (klonovi) prosiren unutar europskih bolnica. U projekt je ukljuc¢eno 169 bolnica iz 32
zemlje, a KBC Split je bila jedina hrvatska bolnica uklju¢ena u ovaj medunarodni projekt.
Medu nasim izolatima (ukupno je 16 izolata uklju¢eno u ARPAC projekt) otkrivena je
oksacilinaza OXA-107 koja hidrolizira karbapenem (81, 86). Novootkriveni OXA-107
ishodiste ima u enzimu OXA-69, s kojim dijeli 99% sli¢nosti u aminokiselinskom slijedu,
a promjena jednog para baza na poziciji 499 (zamjena citozina s gvaninom) ima za
posljedicu promjenu u aminokiselinskom slijedu i zamjenu leucina s valinom na poziciji
167. OXA-107 otkriven u klini¢kim izolatima A. baumannii sa smanjenom osjetljivos¢u na
karbapeneme iz KBC Split, povezan je s viSom minimalnom inhibitornom koncentracijom
na meropenem (MIK>16 pug/ml) i insercijskom sekvencijom smjeStenom neposredno uz
blapxa-s1 gen. Istrazivac¢i na ARPAC projektu nalaze povezanost OXA-107 oksacilinaze s
vis§im MIK-om na meropenem znacajnim i vrlo rijetkim nalazom (86). Budu¢i da izolat iz
Hrvatske s enzimom OXA-107 nosi u medunarodnoj ARPAC studiji oznaku A424, a
potjece iz urina bolesnice hospitalizirane na NKI 2003. godine, zasigurno mozemo reé¢i da

predstavlja prvu dokazanu oksacilinazu ovog tipa u klini¢kim izolatima 4. baumannii ne
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samo u Hrvatskoj (86). OXA-107 do sada je opisana u klinickim izolatima 4. baumannii
podrijetlom iz Poljske, Slovenije i Hrvatske, a kod svih izolata prisutan je visi MIK (8-16
ng/ml) na meropenem nego na imipenem (2-4 pg/ml) (86). Na temelju nasih istrazivanja o
prosirenosti OXA-107 enzima medu klini¢ckim izolatima 4 baumannii, smatramo da ovaj
enzim predstavlja evolucijski odgovor na neopravdano veliku uporabu meropenema
tijekom visegodisnjeg razdoblja u KBC Split.

Dosadasnja istrazivanja potvrduju da skupina enzima OXA, za razliku od karbapenemaza
klase A i B, ima slabu sposobnost hidrolize karbapenema, $to pokazuju i rezultati
spektrofotometrijskog istrazivanja. Istrazivanje engleskih autora pojasnjava mehanizam
djelovanja enzima OXA skupine unutar bakterijske periplazme sposobnos¢u prelaska
enzima iz monomera (manje aktivan oblik) u dimer (aktivniji oblik) (64). Enzimi OXA u
formi dimera nakupljaju se u ve¢oj koncentraciji u periplazmi bakterijske stanice, ¢ime se
pojacava ucinak ovih enzima “in vivo” (2). Skupina francuskih istrazivac¢a opisala je
biokemijske osobine enzima OXA-69 molekularne mase 27 i 55 kDa, koji bi odgovarali
monomernom i dimernom obliku enzima OXA-69 (64). OXA-69 ima sposobnost hidrolize
imipenema i meropenema, slicno urodenim oksacilinazama kao $to su OXA-50 u P.
aeruginosa, OXA-54 u Shewanella oneidensis, OXA-55 u Schewanella algae 1 OXA-60 u
R. pickettii (64, 69, 67). Sposobnost hidrolize karbapenema od urodene OXA-69 opisuje
se kao vrlo slaba, s niskim afinitetom za imipenem i meropenem.

Razlika u osjetljivosti unutar karbapenemske skupine antibiotika tek je nedavno
dokumentirana u literaturi. Prvi dostupni bibliografski podatci Spanjolske grupe autora
ukazuju na postojanje razlike u osjetljivosti klinickih izolata Acinetobacter calcoaceticus-
A. baumannii kompleksa na imipenem i meropenem, te navode slabiju osjetljivost na

meropenem u odnosu na imipenem (102). U ovom radu, objavljenom 2004. godine, autori

95



nisu istrazili genetsku osnovu smanjene osjetljivosti acinetobaktera unutar karbapenemske
skupine antibiotika. Dvije godine kasnije, rad australskih istrazivaca navodi znacajan
porast rezistencije na meropenem (64% rezistentnih izolata) u klinickim izolatima iz
hemokultura bolesnika hospitaliziranih u bolnici za produzenu njegu u Melbournu tijekom
trogodiSnjeg istrazivanja (103). Od karbapenemskih antibiotika u ovoj ustanovi za
tercijalnu produzenu njegu dominantna je uporaba meropenema od 2002. godine. Rezultati
nasih istrazivanja sukladni su s navedenim istrazivanjem Spanjolskih i australskih
istrazivaca 1 potvrduju postojanje razlike u osjetljivosti acinetobaktera unutar
karbapenemske skupine antibiotika. Suprotno nasSim nalazima, skupina grckih autora,
tijekom cetverogodisnjeg (2001.-2005.) razdoblja istrazivanja na 320 klini¢kih izolata 4.
baumannii iz razli¢itih grc¢kih bolnica, pronalazi meropenem znacajno djelotvornijim u
odnosu na imipenem (59% osjetljivih na meropenem te 32% osjetljivih na imipenem)
(104). Vecina europskih zemalja ima duzu tradiciju u primjeni imipenema kao
predstavnika karbapenemske skupine antibiotika (poput Velike Britanije), pa i prvi izolat
A. baumannii rezistentan na imipenem iz 1985. godine nosi oznaku ARI (63). Vecina
europskih zemalja danas koristi oba karbapenema, s izuzetkom Francuske koja trosi samo
imipenem (62). Najnovija istrazivanja u sklopu ARPAC studije nalaze povezanost
rezistencije na meropenem, kao rijetkog oblika fenotipske rezistencije, s prisustvom OXA-
107 oksacilinaze, opisane medu izolatima iz Poljske, Slovenije i Hrvatske (86). Bilo bi
interesantno imati podatke o potros$nji karbapenemskih antibiotika u dvije spomenute
zemlje te ih usporediti s podatcima iz Hrvatske!

Prisustvo i zna¢aj mobilnog elementa kao §to je insercijska sekvencija IS4bal, prvi put je
opisala grupa francuskih autora 2006. godine, uoc¢ivsi povezanost insercijske sekvencije s

pojacanom ekspresijom blasmpc gena u klinickih izolata A. baumannii rezistentnih na
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ceftazidim, dok je odsustvo insercijske sekvencije povezano s kliniCkim izolatima A.
baumannii osjetljivim na ceftazidim (105). Iste godine grupa engleskih autora dovodi u
vezu prisustvo ISAbal insercijske sekvencije s ekspresijom blaoxa-si-ike gENa 1 stvaranjem
OXA enzima (83). Insercijska sekvencija IS4bal pripada porodici IS4 i djeluje kao
promotor pojacavajuci ekspresiju gena za prirodne cefalosporinaze AmpC i oksacilinaze
OXA-51 skupine A. baumannii. Najnovija istrazivanja francuske skupine autora
predvodenih Nordmannom i Poirelom, prikazana na 18. European Congress of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID) u Barceloni 2008. godine, dokazuju da
je ISAbal mobilni element u genomu E coli (106). U literaturi se opisuju dva nacina
odredivanja prisustva insercijske sekvencije ISAbal smjeStene neposredno uz blapxa gen.
Prvi nacin odredivanja opisuje engleska grupa autora predvodena Jane Turton koja je
amplificirala zajednicki 1SAbal i OXA-51 like produkt veli¢ine ~1400 bp ukoliko se
nalaze neposredno jedan uz drugoga (83). Ovaj nacin odredivanja smjestaja insercijske
sekvencije koriSten je u nasem radu. Druga skupina engleskih autora opisuje amplifikaciju
pomocu posebno sastavljenih vanjskih pocetnica (engl. external primers) koja omogucava
istodobnu identifikaciju ISAbal smjesStene neposredno uz blaoxa-siiike gen, €ime se
amplificira produkt veli¢ine 1790 bp. PCR produkti dalje se sekvencioniraju i identificiraju
pomocu BLAST i MultAlin softverskog programa (107). Sposobnost pomicanja insercijske
sekvencije uzduz genoma A. baumannii i smjeStaj uzvodno od blapxa-siiike gena,
predstavlja moguénost prosle ili buduce mobilizacije rezistencije. Dio istrazivanja u sklopu
medunarodnog ARPAC projekta ogranicio se na 60 karbapenem rezistentnih izolata A.
baumannii razli¢itog zemljopisnog podrijetla (25 bolnica, 17 europskih zemalja), medu
kojima se nalazi izolat A424 podrijetlom iz Hrvatske, iz KBC Split. Izolati su identificirani

unutar 4. baumannii kompleksa pomoc¢u tRNA fingerprintingom (108). Unutar ove velike i
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raznovrsne skupine nadeno je prisustvo insercijske sekvencije ISAbal medu samo deset
izolata A. baumannii, ukljucuju¢i 1 izolat iz Hrvatske (86). Prema dostupnim
bibliografskim podatcima, skupina engleskih autora ustanovila je povezanost insercijske
sekvencije IS4bal smjestene neposredno uzvodno od blapxa-siike gena i ekspresije
karbapenemske rezistencije na trideset klinickih izolata iz razlicitih britanskih bolnica (83).
Rezultati naSih istrazivanja potvrduju povezanost prisustva insercijske sekvencije s
ekspresijom rezistencije na karbapeneme, poglavito na meropenem, i sukladni su
rezultatima engleske skupine autora (83). Na velikom broju klini¢kih izolata 4. baumannii,
nasa su istrazivanja potvrdila da svi izolati s MIK-om > 8 pg/ml na meropenem imaju
insercijsku sekvenciju smjesStenu neposredno uz blaoxa-si gen. To smo dokazali PCR
produktom dobivenim amplifikacijom IS4bal F pocetnice i OXA-51-like R pocetnice,
¢ime smo dobili produkt veli¢ine ~1400 bp. Nas izolat iz 2002. godine (izolat br. 2) ima
insercijsku sekvenciju smjeStenu neposredno uz blaoxa-si like g€n, pa smatramo da iste
godine dolazi do pomaka mobilnog elementa IS4bal, koji se inace nalazi unutar genoma
A. baumannii, neposredno uz blapxa-s1 gen. Smjestajem insercijske sekvencije neposredno
uz blaoxa-si ke gen dolazi do pojacanog djelovanja OXA-107 enzima, koji u osnovi
pripada skupini urodenih oksacilinaza, i ekspresiji karbapenemske rezistencije.

Rezultati ove disertacije potvrduju ulogu insercijske sekvencije ISAbalu ekspresiji
karbapenemske rezistencije medu izolatima 4. baumannii. Nalaz dobiva na vaznosti jer se
radi o mobilnom genetskom elementu, pa ukazuje na moguénost mobilizacije rezistencije
medu razli¢itim rodovima, pa ¢ak 1 vrstama mikroorganizama.

Izolati A. baumannii rezistentni na karbapeneme iz Klinickog bolni¢kog centra Split
tipizirani su metodom PFGE, a dodatnim analizama sekvencija tri gena unutar klastera

(blaoxa-si1-iike, ompA 1 csuE) utvrdeno je da pripadaju Europskom klonu I, kojem pripadaju i
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izolati iz Bugarske, Njemacke, Grcke, Nizozemske, Norveske, Poljske 1 Slovenije (89). U
Europski klon II pripadaju izolati podrijetlom iz Ceske, Njemacke, Greke, Italije,
Spanjolske, te izolati iz Poljske, Argentine i Tajvana koji se nalaze i u klonu I i klonu II.
Europski klon III izolata A. baumannii koji su rezistentni na karbapenem predstavljaju
izolati podrijetlom iz Francuske, te ponovo iz Njemacke, Nizozemske i Spanjolske (7,
109). U sklopu ARPAC projekta genotipizirano je 16 klinickih izolata 4. baumannii sa
smanjenom osjetljivos¢u na jedan ili oba karbapenema koji su prikupljeni tijekom 2003. —
2004. godine unutar razli¢itih jedinica intenzivnog lijeCenja KBC Split. Rezultati
genotipizacije sojeva unutar ovog europskog projekta pokazali su da, u pravilu, brojni
izolati iz jedne bolnice pripadaju istom PFGE tipu, kao §to je potvrdeno i1 na najbrojnijoj
skupini izolata podrijetlom iz KBC Split. Svi testirani izolati iz nase ustanove pripadaju
PFGE tipu V, dok je unutar 96 klinickih izolata razliCitog geografskog podrijetla
genotipiziranih metodama PFGE i RAPD (engl. randomly amplified polymorphic DNA)
utvrdeno ukupno 17 genotipova. Rezultati genotipizacije izolata A. baumannii potvrduju
veliku sli¢nost svih klinickih izolata iz nase ustanove prikupljenih tijekom Sest godina.
Rezultati genotipizacije pomocu 85 % razine podudarnosti u visokom postotku potvrduju
sli¢nost nasih izolata prikupljenih tijekom Sestogodi$njeg razdoblja. U ovom radu je
dokazana prosirenost jednog klona s tri genotipa medu razli¢itim jedinicama intenzivnog
lijecenja koje su smjestene na razli¢itim lokacijama (Firule i Krizine) udaljenim 1,5 km.
Misljenja smo da je do prijenosa ovog klona moglo do¢i na nekoliko nacina. Jedan od
nacina prijenosa je kolonizacijom bolni¢kog osoblja koje radi na obje lokacije jer je
izoliranim s ruku bolni¢kog osoblja (14). Drugi nacin prijenosa zasigurno je premjestajem

koloniziranih bolesnika s jednog lokaliteta na drugi, i smjesStajem takvog bolesnika na
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drugi odjel ili jedinicu intenzivnog lijecenja. Kao tre¢i moguci nacin opisan je prijenos
karbapenem rezistentnih izolata A. baumannii koriStenjem zajednickih aparata za
mehanicku potpornu ventilaciju bolesnika (28, 29), a upravo takvi prijenosni respiratori
postoje i u jedinicama intenzivnog lije¢enja na lokacijama Firule i Krizine.

Posebnost koja se wuoCava genotipizacijom naSih izolata prikupljenim tijekom
viSegodiS$njeg istrazivanja jest prisustvo tri genotipa (A, B, C), koji se razlikuju u 3-5
ulomaka unutar jednog klona koji obitava u KBC Split. Svi genotipovi prisutni su unutar
najvecée Jedinice intenzivnog lije¢enja Firule (CIT F), ali genotip A zasigurno ima najveci
epidemijski potencijal i proSiren je i na druge jedinice intenzivnog lijeCenja. Vecina
europskih zemalja opisuje prosirenost jednog klona unutar iste ustanove te medu susjednim
bolnicama na uzem geografskom podruc¢ju (110, 109). Rijetke ustanove, poput sveucilisne
bolnice u Chicagu i medicinske akademije u Sofiji, zabiljezile su prisustvo nekoliko
genotipova unutar iste ustanove tijekom visegodisnjeg prac¢enja karbapenem rezistentnih
izolata A. baumannii, od kojih jedan dominira kroz nekoliko godina pracenja i zadrzava
epidemijski potencijal (111, 112).

Najnovija istrazivanja engleske skupine autora daju novi pogled na podrijetlo OXA enzima
kodiranih blagxa.si-ike genom. Rezultati njihovih istrazivanja upuéuju na OXA-65 ili neki
vrlo sli¢an gen (za sada neotkriven) kao ishodi$ni gen za sve blapxa.si enzime (86).
Podrijetlo ovih enzima do sada nije otkriveno, premda se prisustvo OXA-51 enzima danas
koristi i kao potvrda identifikacije kompleksa A. baumannii, te postoje navodi u literaturi
koji ukazuju da se identifikacija vrste moze zasnivati na otkrivanju jednog OXA-51-like
enzima (113). Prisustvo bla,yx,-s1-iike geNa, Uz ompA gen (gen koji kodira porine proteina A

vanjske membrane) te csuE gen (kodiraju¢i gen za pilus chaperon sekrecijski sistem),

100



predstavlja temelj analize sekvencija pomocu multipleks PCR 1 sasvim novu tehniku
tipizacije sojeva unutar klona identificiranih pomo¢u PFGE metode (114).

Rezultati engleskih istrazivanja objavljeni pocetkom 2008. godine navode da su tri vrste
OXA enzima prisutne u pojedinim klasterima ili klonovima unutar Europe, kao $to se vidi
na slici 1.3 (86, 107). Najveci broj izolata unutar Europskog klona II sadrzi enzim OXA-66
i pripada sekvencijskoj grupi 1 (SG1). Druga po veli¢ini skupina pripada Europskom klonu
I 1 sadrzi enzim OXA-69, a pripada sekvencijskoj grupi 2 (SG2). Treéa skupina prisutna na
ovom geografskom podru¢ju Europe pripada u Europski klon III, sekvencijsku grupu 3
(SG3) i1 sadrzi enzim OXA-71 (86). Izolati A. baumannii iz KBC Split sadrze OXA-107
enzim koji ima osnovu u OXA-69 enzimu, te se sukladno istrazivanju engleske skupine
autora uklapaju i po vrsti enzima u Europski klon 1.

Zabrinjavajuéi porast rezistencije na karbapeneme, poglavito meropenem, zabiljeZen je
posljednjih godina medu izolatima A. baumannii u velikim bolni¢kim ustanovama u
Hrvatskoj (KBC Split, KBC Zagreb). Stoga je pred nama tesko pitanje empirijske primjene
karbapenema, poglavito meropenema, u jedinicama intenzivnog lijeCenja pri sumnji na
infekciju uzrokovanu s A. baumannii. U lijeCenju infekcije uzrokovane izolatom koji
pokazuje otpornost na oba karbapenema (imipenem i meropenem), terapijsku nadu moze
pruziti kombinacija ampicilin/sulbaktama u kojoj djelatnu komponentu predstavlja
sulbaktam, koji nije dosupan u samostalnom obliku i stoga je tesko terapijski primjenjiv.
Ampicilin/sulbaktam se nije koristio kao terapijski izbor u KBC Split sve do rujna 2007.
godine, prvenstveno zbog otezane nabave i prestanka proizvodnje u Sloveniji. LijeCenje
teskih infekcija ampicilin/sulbaktamom tijekom listopada 2007. godine imalo je terapijski
uspjeh kod bolesnika hospitaliziranog na Jedinici intenzivnog lije¢enja Krizine (CIT K).

Koristenje polimiksina E (kolistin sulfat) kao djelotvornog, ali i toksi¢nog, antibiotika u
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lijecenju infekcija uzrokovanih multiplorezistentnim A. baumannii ima ograni¢enu
primjenu (115, 116, 117, 118). Intravenska primjena kolistina moguca je u lijeCenju
sistemskih infekcija, ali ne i u sluaju pneumonije uzrokovane multiplorezistentnim
izolatom Acinetobactera, zbog slabog prodora u pluéni parenhim (118). Nema preciznih
podataka primjene rifampicina u kombinaciji s kolistinom, $to bi moglo predstavljati
terapijski izbor u lije¢enju na karbapenem rezistentnih izolata A. baumannii, te usporiti brzi
razvoj rezistencije na rifampicin u monoterapiji (119).

Rezultati ove disertacije otvaraju vrata za nastavak istrazivanja problema smanjene
osjetljivosti na karbapeneme klinickih izolata vrste A. baumannii unutar nekoliko bolnica u
Hrvatskoj koje imaju zabiljezenu rezistenciju na karbapeneme, te pokretanje multicentri¢ne
studije u koju ¢e biti ukljueni izolati iz drugih ustanova. Rezultati dosadasnje
medunarodne suradnje namecéu potrebu pracenja i kontrole Sirenja ovog, sve ucestalijeg
bolnickog patogena. Buduca bi istrazivanja trebala obuhvatiti karbapenem rezistentne
izolate iz visSe hrvatskih bolnica te ih genotipizirati da se dobije uvid u proSirenost klona
otkrivenog unutar KBC Split (Europski klon 1) na druge ustanove. Posebice bi bilo
zanimljivo, utvrditi prevalenciju enzima OXA-107 (ili nekih drugih) medu drugim
bolni¢kim sredinama na ovom geografskom podrucju.

Rezultati ove disertacije nedvojbeno potvrduju prisutnost klona s epidemijskim
potencijalom koji obitava unutar KBC Split tijekom trajanja ove studije. Europske zemlje
koje prate problem multiplo rezistentnih bolnickih patogena poput MRSA, vankomicin
rezistentnog enterokoka (VRE) i ESBL izolata enterobakterija, posljednji godina rade
probir (engl. screening) na najcesce uzro¢nike bolnickih infekcija. Najnovija medicinska
literatura navodi potrebu probira na karbapenem rezistentnih izolata A. baumannii u

Velikoj Britaniji (120).
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Racionalnija primjena karbapenemskih antibiotika u odnosu na prethodne godine, kao 1
uvodenje probira na karbapenem rezistentnih izolata A. baumannii unutar jedinica
intenzivne njege, zasigurno bi pridonijeli ograni¢avanju Sirenja ovog multiplorezistentnog

patogena i manjem broju bolnickih infekcija.
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6. ZAKLJUCCI
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6. ZAKLJUCCI

1. U istraZivanim izolatima Acinetobacter baumannii dokazana je smanjena osjetljivost na
karbapeneme.

2. Postoji razlika u osjetljivosti unutar karbapenemske skupine antibiotika.

3. Ucestalost izolata rezistentnih na meropenem je vi$a nego na imipenem, $to je posljedica
znacajne razlike u potros$nji odredenog karbapenema, poglavito tijekom 2002.-2007.
godine.

4. Povecana potroSnja meropenema dovela je do pojave enzima oksacilinaze koji
hidrolizira karbapeneme.

5. Dokazali smo postojanje novog OXA-107 enzima koji ima visi MIK za meropenem 1
predstavlja evolucijski odgovor OXA-69 enzima na selektivni pritisak meropenema.

6. Osim oksacilinaze, dokazano je prisustvo insercijske sekvencije ISAbal smjeStene
neposredno uz bla oxa gen u 100 od 106 (94,3 %) izoliranih acinetobaktera, kao
dodatni utjecaj na ekspresiju rezistencije.

7. Racionalnija primjena karbapenemskih antibiotika u odnosu na prethodne godine, kao 1
uvodenje probira na izolate A. baumannii rezistentne na karbapeneme u jedinicama
intenzivne njege, zasigurno bi pridonijeli ograni¢avanju Sirenja ovog multiplo
rezistentnog patogena i manjem broju bolnickih infekcija.

8. Buduca bi istrazivanja trebala biti usmjerena na pronalazenje i primjenu ucinkovitih
mjera sprjeCavanja Sirenja multiplo rezistentnog Acinetobacter spp. unutar bolnic¢kih

sredina, jedinica intenzivnog lijecenja i koloniziranih bolesnika.
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7. SAZETAK
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7. SAZETAK

Tijekom SestogodiSnjeg razdoblja istrazivanja (2002.-2007.) prikupljeno je 106 izolata A.
baumannii sa smanjenom osjetljivos¢u na jedan ili oba karbapenema s razli¢itih odjela 1
jedinica intenzivnog lije¢enja unutar KBC Split. Osjetljivost na antibiotike odredena je
disk-difuzijskom metodom i potvrdena mikrodilucijom u bujonu prema standardima CLSI.
Kod svih izolata 4. baumannii nadena je osjetljivost ili rezistencija na imipenem (MIK 2-
32 pg/ml), te umjerena osjetljivost ili rezistencija na meropenem (MIK 8-128 pg/ml) s
visim vrijednostima MIK-a za meropenem. Svi izolati ukljuceni u izradu disertacije bili su
rezistentni i1li umjereno osjetljivi na sve druge skupine antibiotika osim
ampicilin/sulbaktam. Prisustvo blapxa gena istrazeno je lan¢anom reakcijom polimeraze
(PCR). Genotipizacijom izolata metodom elektroforeze u pulziraju¢em polju (PFGE)
istrazena je sli¢nost medu izolatima. PCR produkti blapxa-si 1ike gena sekvencionirani su za
Sest odabranih reprezentativnih izolata.

Lancanom reakcijom polimeraze dokazano je prisustvo blapxa.si enzima u svim
prikupljenim izolatima. Nisu pronadene OXA-23 1 OXA-24 [-laktamaze, kao ni na
plazmidu smjesSteni blapxa-ss gen. Rezultati sekvencioniranja potvrdili su prisustvo novog
enzima OXA-107 u Sest reprezentativnih izolata s razliCitih odjela KBC Split.

Kod vecine izolata (100/106) sa smanjenom osjetljivos¢u na jedan ili oba karbapenema

otkrivena je insercijska sekvencija ISAbal smjeStena neposredno uz blapxa-si gen.
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Rezultati genotipizacije potvrdili su klonsku slicnost na razini 80 % medu svim
prikupljenim izolatima, te tri genotipa (A, B, C) unutar KBC Split. Genotip A je
najzastupljeniji, proSiren je unutar razliitih odjela i jedinica intenzivne njege u KBC Split,
te posjeduje najveéi epidemijski potencijal.

Racionalnija primjena karbapenemskih antibiotika u odnosu na prethodne godine i
uvodenje probira na karbapenem rezistentne izolate A. baumannii, zasigurno bi pridonijeli
ograni¢avanju Sirenja ovog multiplo rezistentnog patogena i manjem broju bolnickih

infekcija.

108



8. SUMMARY

109



8. SUMMARY

In total, 106 carbapenem resistant isolates of Acinetobacter baumannii were obtained from
different intensive care units inside University Hospital of Split, Croatia, during six years
(2002-2007) study period. The susceptibility to a wide range of antibiotics was determined
by disc-diffusion and broth microdilution method according to CLSI. All isolates of A.
baumannii displayed susceptible or resistant profile to imipenem (MICs 2-32 mg/L) and
intermediate or resistant profile to meropenem (MICs 8-128 mg/L) with higher MICs
values to meropenem. Susceptibility testing found all isolates to be resistant to all tested
antibiotics except of ampicillin/sulbactam. Blapxa genes were detected by PCR using
conditions and protocols as described previously. Genetic relatedness of the isolates was
determined by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Amplicons of the selected
representative strains were subjected to sequencing of blapxa-genes.

In present study we found OXA-51 group of oxacillinases in all tested isolates by PCR.
No other class D oxacillinases (OXA-23-like, OXA-24-like or OXA-58-like) were
detected by PCR. Sequencing data confirmed presence of new OXA-107 enzyme in six
representative strains. The most of isolates with carbapenem resistance profile (100/106)
were found to possess ISAbal insertion sequence located upstream of blapxa-si gene.
According to PFGE all isolates were clonally related with similarity cut-off value of 80%

and were assigned into three PFGE clusters (A, B, C). Cluster A was representative with
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the largest epidemic potential and distended inside different departments and intensive care
units in Split University Hospital.

Changes in antibiotic policy are recommended to reduce selection pressure which favors
spread of carbapenem resistant 4. baumanii isolates in the hospital environment.
Furthermore, the factors responsible for dissemination of such strains need to be identified,

controlled and prevented to avoid major outbreaks.
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