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1.1 Antimikrobna otpornost 

Otkri�e i uvo�enje antibiotika u klini
ku praksu tijekom dvadesetog stolje�a predstavlja 

jedno od najva~nijih postignu�a u medicini. Rezultiralo je izlje
enjem dotada neizlje
ivih 

infekcija, produljenjem o
ekivanog ~ivotnog vijeka i otvorilo je vrata mnogim medicinskim 

intervencijama (1). Na~alost, neprikladno i prekomjerno koribtenje antibiotika potaklo je razvoj 

bakterijske otpornosti na antibiotike, a dugogodibnja posljedica toga je globalni problem 

antimikrobne otpornosti (engl. antimicrobial resistance, AMR) (1-3). Antimikrobna otpornost 

predstavlja jedan od dominantnih globalnih javnozdravstvenih problema sadabnjice (4-6). 

Posljedice su terapijska neu
inkovitost antimikrobnih lijekova sa pove�anim morbiditetom i 

mortalitetom te negativnim utjecajem na okolib (2, 3, 6). Procjenjuje se da je AMR uzrokovala 

1,27 milijuna smrti te da je doprinijela u 4,95 milijuna smrti u 2019. godini (7).  

Osim toga, AMR ima zna
ajne nepovoljne ekonomske utjecaje zbog pove�anja trobkova 

lije
enja unutar zdravstvenog sustava, smanjenja raspolo~ivosti radne snage i ometanja 

me�unarodne trgovine. Predvi�a se da �e do 2050. godine AMR smanjiti globalni bruto doma�i 

proizvod za barem 1,1 posto, a oporavak od ekonomske btete odvijat �e se sporo i trajat �e 

desetlje�ima. Ovi podatci su usporedivi sa financijskom krizom 2008-2009. godine, ali za 

razliku od nje, dr~ave u razvoju bit �e te~e pogo�ene u odnosu na razvijene dr~ave te �e 

oporavak trajati desetlje�ima (8).  

1.2 Mehanizmi otpornosti na antibiotike 

Antimikrobna otpornost mo~e se pojaviti u obliku ste
ene otpornosti ili kao priro�ena 

otpornost na antibiotike. Priro�ena otpornost je kodirana u bakterijskom kromosomu, a ste
ena 

se ostvaruje mutacijama i stjecanjem novog genetskog materijala u obliku plazmida ili 

fragmenata DNA (9, 10). 

Mehanizmi kojima bakterije stvaraju otpornost na antibiotike su: 

1. Enzimska razgradnja ili modifikacija antibiotika; 

2. Mijenjanje ciljne molekule na koju antibiotik djeluje; 

3. Smanjenje propusnosti membrane 
ime se ote~ava ili onemogu�ava antibiotiku da 

prodre u stanicu; 

4. Izbacivanje antibiotika iz stanice (9, 10). 

Prekomjerna i neracionalna uporaba antibiotika izazvala je evolucijski pritisak na 

bakterije da ubrzano razvijaju mehanizme otpornosti omogu�avaju�i im da pre~ive. Osjetljive 

bakterije odumiru u prisutnosti antibiotika dok otporne bakterije imaju ve�u vjerojatnost 
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pre~ivljenja i daljnjeg razmno~avanja. Ovim na
inom gube se osjetljive bakterije iz okoliba, a 

prevladavaju i napreduju one koje su otporne (3, 10). Zdravstveni i prehrambeni sektor koriste 

ogromne koli
ine antibiotika zbog 
ega najvibe pridonose razvoju antimikrobne otpornosti, a 

osim toga zaga�uju vodu antibioticima bto pove�ava broj otpornih sojeva u okolibu bto 

posljedi
no pridonosi problemu AMR (3). 

1.2.1 Beta laktamaze 

Beta laktamaze su enzimi koji omogu�uju bakterijama da razgra�uju beta laktamske 

antibiotike i time ostvaruju otpornost na njih (11). Beta laktamski antibiotici su naj
eb�i 

pripisivani antibiotici (12). Dijelimo ih na peniciline, cefalosporime, karbapeneme i 

monobaktame, a svima im je zajedni
ka prisutnost beta laktamskog prstena u kemijskoj 

strukturi (12-15). Svoj u
inak ostvaruju ometanjem gradnje stani
ne stijenke (12, 14, 16, 17).  

Beta laktamaze svoj u
inak ostvaruju hidrolizacijom beta laktamskog prstena bto 

rezultira inaktivacijom antibiotika (14, 16). Mogu se klasificirati prema Ambleru ili prema 

Bush-Jacobysustavu klasifikacije. Bush-Jacoby sustav klasificira ih prema skupini antibiotika 

koje u
inkovito razgra�uju i prema interakciji sa inhibitorima beta laktamaza (16). Ambler 

sustav ih klasificira prema kemijskoj strukturi u kategorije A, B, C i D (14, 16). Klase A, C i D 

koriste aminokiselinu serin za acilaciju i posljedi
nu hidrolizaciju beta laktamskog prestena 

zbog 
ega se nazivaju i serinskim beta laktamazama (14, 16, 18). 

Klasa B sastoji se od metalo-beta-laktamaza koje koriste ione cinka za unibtavanje beta 

laktamskog prstena (11, 14, 16, 18). Budu�i da ovise o ionima cinka za ostvarenje svog u
inka 

osjetljive su na kelatore divalentnih kationa kao bto je etilen-diamin-tetraoctena kiselina (engl. 

ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA). Vezanjem divalentih kationa, EDTA inhibira ovu 

skupinu beta laktamaza (11, 16). Bakterije konjugacijom mogu prenostiti gene koji kodiraju 

metalo-beta-laktamaze zbog 
ega je ovaj tip otpornosti probiren po cijelom svijetu (19). 

1.2.2 Karbapenemaze 

Karbapenemaze su beta laktamaze sa najbirim spektrom djelovanja. U
inkovito 

hidroliziraju beta laktamski prsten penicilina, cefalosporina, karbapenema i monobaktama. 

Karbapenemaze dijelimo u klase A, B, C i D. Enterobakterije stvaraju otpornost na 

karbapeneme proizvodnjom karbapenemaza iz klase A ili OXA-48 beta laktamaze koja pripada 

klasi D (19). 

Klasa A uklju
uje razne porodice karbapenemaza kao bto su SME, IMI, NMC-A, GES 

i KPC (19). KPC su klini
ki najzna
ajnije karbapenemaze i probirene su po cijelom svijetu (14). 
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Prvi put se pojavljuju 1996. godine u Sjedinjenim Ameri
kim Dr~avama (SAD) me�u sojevima 

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae). Uzrokuju otpornost na birok spektar antibiotika 

uklju
uju�i cefalosporine tre�e i 
etvrte generacije, aztreonam, imipenem i meropenem (19). 

Mnogi inhibitori beta laktamaza ne pokazuju u
inkovitu inhibiciju KPC karbapenemaza, ali su 

osjetljive na inhibitorni u
inak avibaktama (14). 

Klasa D sastoji se od oksacilinaza nazvanim po svojoj sposobnosti da hidroliziraju 

oksacilin (20). Ova klasa uklju
uje karbapenemazu OXA-48 koja se prvi put pojavila 2007. 

godine u Turskoj me�u sojevima K. pneumoniae (16, 19). Danas je probirena na vibe 

kontinenata, a mo~e se biriti konjugacijom budu�i je kodirana na plazmidima (14, 16). Osim 

karbapenema u
inkovito razgra�uje i ostale beta laktamske antibiotike od kojih su od posebne 

va~nosti cefalosporini tre�e i 
etvrte generacije (19). 

Prije se smatralo da klasa C beta laktamaza ne sadr~ava karbapenemaze, odnosno da 

enzimi u toj skupini posjeduju jako malu aktivnost razgradnje karbapenema (13). Me�utim, 

2006. godine je izolirana karbapenemaza klase C kodirana na plazmidu koja u
inkovito 

razgra�uje imipenem (21). 

1.3 Enterobakterije 

Enterobacteriaceae su porodica gram negativnih fermentativnih bakterija koja 

uklju
uje va~ne patogene kao bto su Escherichia coli (E. coli) i Klebsiella pneumoniae. Klini
ki 

su zna
ajne jer spadaju me�u 
este uzro
nike nozokomijalnih infekcija i znatno pridonose 

globalnom morbiditetu i mortalitetu (22).  

Enterobakterije ostvaruju otpornost na beta laktamske antibiotike proizvodnjom beta 

laktamaza, izbacivanjem antibiotika kroz crpke na stani
noj membrani i promjenom mjesta 

vezanja beta laktamskih antibiotika. Pove�ana ekspresija gena koji kodiraju beta laktamaze i 

produkcija beta laktamaza probirenog spektra (eng. extended spectrum beta-lactamase, ESBL) 

omogu�ila im je probirenje rezistencije na cefalosporine tre�e generacije (20).  

Rastu�a otpornost na peniciline i cefalosporine potakla je sve u
estalije koribtenje 

karbapenema kao terapijskog izbora za lije
enje infekcija uzrokovanih enterobakterijama. 

Posljedica toga je ve�a probirenost enterobakterija otpornih na karbapeneme uvjetovanog ve� 

prije spomenutim mehanizmom evolucijskog pritiska. (23, 24). Proizvodnja karbapenemaza 

omogu�ila je enterobakterijama razgradnju karbapenema, beta laktamskih antiobiotika sa 

najbirim spektrom (19). 
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1.4 Enterobakterije kao prijetnja ljudskom zdravlju 

Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) je 2017. godine objavila listu prioritetnih 

patogena za koje je potrebno razvijanje i otkrivanje novih antibiotika. Na toj listi 

Enterobacteriaceae otporne na karbapeneme i Enterobacteriaceae koje proizvode beta 

laktamazu probirenog spektra navedene su kao kriti
no prioritetna skupina (25). Dvije godine 

kasnije Centar za kontrolu i prevenciju bolesti (engl. Centers for Disease Control and 

Prevention, CDC) navodi Enterobacteriaceae otporne na karbapeneme kao hitnu prijetnju 

ljudskom zdravlju (6). 

E. coli otporna na cefalosporine tre�e generacije i K. pneumoniae otporna na 

karbapeneme spadaju me�u tri najva~nija uzro
nika infekcija koji optere�uju zdravstveni 

sustav u podru
ju Europe (5). 

Enterobakterije su va~ni uzro
nici nozokomijalnih infekcija i sklone su vibestrukoj 

otpornosti. Vibestruka otpornost (engl. multidrug-resistant, MDR) definira se kao neosjetljivost 

na barem jednu antimikrobnu tvar iz tri ili vibe skupina antimikrobnih tvari. Ekstenzivna 

otpornost (engl. extensively drug-resistant, XDR) definira se kao neosjetljivost na barem jednu 

antimikrobnu tvar u svim osim dvije ili manje skupina antimikrobnih tvari. Otpornost na sve 

dostupne antibiotike (engl. pandrug-resistant, PDR) definira se kao neosjetljivost na sve 

antimikrobne tvari iz svih skupina antimikrobnih tvari. Neosjetljivost na antimikrobnu tvar 

podrazumijeva rezultat otpornosti ili umjerene osjetljivosti u in vitro ispitivanju antimikrobne 

osjetljivosti bakterijskih sojeva (26). 

1.4.1 K. pneumoniae 

Europa bilje~i porast otpornosti K. pneumoniae na karbapeneme, a gotovo uvijek su ti 

sojevi otporni i na druge skupine antibiotika ograni
avaju�i terapijske opcije (5). Smatra se da 

su sojevi Klebsiella spp. otporne na karbapeneme zaslu~ne za preko 
etiri tisu�e smrti u 

Europskoj Uniji u 2020. godini (27, 28). Otkriveni su i novi sojevi hipervirulentne K. 

pneumoniae koja posjeduje gene za karbapenemazu. Ovi sojevi predstavljaju ozbiljnu prijetnju 

ljudskom zdravlju ukoliko se ne otkriju na vrijeme i ako se ne sprije
i njihovo birenje (5).  

Me�u dr~avama Europske Unije Hrvatska bilje~i zna
ajan porast otpornosti na 

karbapeneme. (5, 29). Hrvatska u razdoblju od 2017. do 2021. godine bilje~i porast otpornosti 

Klebsiella pneumoniae na cefalosporine tre�e generacije, karbapeneme, fluorokinolone, 

aminoglikozide i vibestruku otpornost na 3 antibiotske skupine (cefalosporini tre�e generacije, 

fluorokinoloni i aminoglikozidi). Prema podatcima Odbora za pra�enje rezistencije bakterija na 
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antibiotike u Republici Hrvatskoj u 2015. godini otpornost K. pneumoniae na imipenem i 

meropenem bila je 1% za oba karbapenemska antibiotika (30). Otpornost K. pneumoniae u 

2022. godini na imipenem bila je 9%, a otpornost na meropenem 13% bto ukazuje na porast i 

birenje otpornosti (31). 

 

Slika 1. Postotak otpornosti K. pneumoniae na karbapeneme u Europskim dr~avama, 2015. 

Preuzeto i prilago�eno iz: European Centre for Disease Prevention and Control. Antimicrobial 

resistance surveillance in Europe 2015. Annual Report of the European Antimicrobial 

Resistance Surveillance Network (EARS-Net). Stockholm: Europski centar za spre
avanje i 

kontrolu bolesti; 2017. 

Prema podacima SZO i CDC-a u Hrvatskoj je 2015. godine otpornost K. pneumoniae 

na karbapeneme iznosila od 1 do 5%, a 2021. godine taj broj je porastao na 25 do 50% (Slika 

1, Slika 2).  
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Slika 2. Postotak otpornosti K. pneumoniae na karbapeneme u Europskim dr~avama, 2021. 

Preuzeto i prilago�eno uz dopubtenje SZO iz: Antimicrobial resistance surveillance in Europe 

2023 - 2021 data. Stockholm: Europski centar za spre
avanje i kontrolu bolesti i Svjetska 

Zdravstvena Organizacija; 2023. 

U Hrvatskoj je otkriven niz karbapenemaza uklju
uju�i karbapenemaze klasa A (KPC), 

B (VIM, NDM) i D (OXA) (32-35). Na sjeverozapadnom podru
ju Hrvatske probirio se ST258 

klon K. pneumoniae koja proizvodi KPC karbapenemazu dok se na jugu probirio klon ST101 

koji je povezan sa nepovoljnim terapijskim ishodima posebice u pacijenata na jedinici 

intenzivnog lije
enja (35, 36). Sojevi K. pneumoniae koji proizvode OXA-48 izolirani su iz 

bolni
kih centara diljem Hrvatske uklju
uju�i i u Splitu, ali po
eli su se javljati i u manjim 

bolnicama (34). U Klini
kom bolni
kom centru u Splitu (KBC Split) su otkriveni sojevi K. 

pneumoniae koji su, osim otpornosti na karbapeneme, razvili otpornost na kolistin koji je jedan 

od antibiotika koji se koristi za lije
enje bakterija otpornih na karbapeneme (36). Tako�er je 

provedena studija koja je uzorkovala i analizirala otpadne vode podru
ja Splita i okolice koje 

se ispubtaju u Bra
ki i Splitski kanal. Izolirano je petnaest izolata enterobakterija od kojih je 

devet pripadalo E. coli i 
etiri K. pneumoniae. Svi osim jednog izolata su bili otporni na barem 

jedan karbapenem i proizvodili su KPC enzim. Genskom analizom izolata E. coli i K. 

pneumoniae na plazmidima su otkriveni geni za KPC-2 i OXA-48 karbapenemaze (37). 
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1.4.2 E. coli 

Europa bilje~i porast otpornosti E. coli na cefalosporine tre�e generacije job od 2002. 

godine. Smanjena potrobnja cefalosporina u problom desetlje�u je usporila trend porasta 

otpornosti (38). Sojevi E. coli otporni na karbapeneme su rijetki, ali pojava sojeva koji 

proizvode beta laktamazu OXA-244 mo~e pridonijeti ve�oj otpornosti na karbapeneme ukoliko 

se ti sojevi probire po Europi (5).  

Najraniji podatci Odbora za pra�enje rezistencije bakterija na antibiotike u Republici 

Hrvatskoj o otpornosti E. coli su iz 2008. godine. Tada je otpornost E. coli iznosila 3% za sva 


etiri testirana cefalosporina tre�e generacije: ceftazidim, ceftriakson, cefiksim i ceftibuten 

(39). Do 2015. godine ta se otpornost pove�ala na 6% za ceftazidim, 7% za ceftriakson, 8% za 

cefiksim i 4% za ceftibuten (30). U 2022. godini otpornost na cefalosporine tre�e generacije 

iznosila je od 9% do 10% (9% za ceftazidim i ceftriakson, 10% za cefiksim) (31). Otpornost E. 

coli na karbapeneme u 2022. godini je manja od 1% dok je otpornost na ciprofloksacin 18%, a 

otpornost na trimetoprim-sulfametaksazol 26%. Zbog male stope otpornosti, lijekovi izbora za 

lije
enje nekompliciranih infekcija mokra�nog sustava (IMS) su nitrofurantoin (otpornost 3%), 

fosfomicin (otpornost 1%) i nitroksolin (otpornost manja od 1%) (31). U Hrvatskoj je 2018. 

godine opisan prvi slu
aj E. coli koja proizvodi OXA-48 karbapenemazu, a gen za tu 

karbapenemazu je dobila od K. pneumoniae (40). Ispitivanjem sojeva izoliranih iz klini
kih 

centara u Hrvatskoj, dokazana je sposobnost prenobenja gena za KPC karbapenemazu sa sojeva 

K. pneumoniae na sojeve E. coli (33).  

Obzirom na sve navedeno od iznimne je va~nosti istra~ivati nove terapijske opcije. 

Jedna od mogu�nosti le~i u istra~ivanju starih antibiotika koji desetlje�ima nisu bili u birokoj 

uporabi zbog 
ega se nije razvila otpornost na njih (41, 42). Me�u ovim antibioticima nalazi se 

i nitroksolin (42). Dosada su provedena istra~ivanja o u
inkovitosti nitroksolina na sojevima 

prikupljenim iz ambulantnih bolesnika, ali u nedovoljnom broju. Posebice postoji manjak 

istra~ivanja usmjerenih na nekomplicirane IMS u ambulantnih bolesnika uzrokovanih E. coli 

koje stvaraju ESBL i K. pneumoniae koje stvaraju karbapenemaze (42). U Hrvatskoj je 

provedeno istra~ivanje o osjetljivosti E. coli na nitroksolin (43), ali prema nabim saznanjima u 

Hrvatskoj dosada nije provedeno istra~ivanje o antimikrobnoj u
inkovitosti nitroksolina na 

sojevima K. pneumoniae koje proizvode karbapenemaze. 

1.5 Nitroksolin 

Nitroksolin je stari antibiotik koji je prvi put opisan sredinom problog stolje�a, a 

primjenjuje se od 1962. godine u lije
enju IMS uzrokovanih E. coli (42-44). Zbog tadabnjeg 
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slabog poznavanja njegovih farmakokinetskih i farmakodinamskih svojstava, mehanizma 

aktivnosti te spektra djelovanja, bilo je tebko odrediti pravilnu primjenu nitroksolina koja bi 

osigurala zadovoljavaju�i terapijski u
inak. Zbog toga je njegova bira primjena napubtena, dok 

se nastavio primjenjivati kao lijek protiv E. coli u isto
noj Europi i odre�enim gradovima u 

Njema
koj (42). 

1.5.1 Mehanizam djelovanja 

Mehanizam djelovanja nije u potpunosti objabnjen, ali smatra se da antimikrobnu 

aktivnost ostvaruje kelacijom divalentnih kationa koji su potrebni za pravilan rad metaloenzima 

(45). Uo
eno je da analog nitroksolina (8-hidroksikinolin) inhibira RNA polimerazu kvasnica 

i bakterija kelacijom iona mangana i magnezija. Time ih uklanja iz okolnog okru~enja i ometa 

funkciju polimeraze (46). Cherdtrakulkiat i surdanici testirali su in vitro antimikrobnu aktivnost 

8-hidroksikinolina i nitroksolina uz dodatak razli
itih koncentracija iona. Dokazali su da 

pove�ana prisutnost iona mangana, cinka, bakra i ~eljeza ometa funkciju 8-hidroksikinolina. 

Ipak, uo
ili su da se in vitro aktivnost nitroksolina ne smanjuje dodatkom iona mangana i 

magnezija, ali se smanjuje dodatkom iona bakra i ~eljeza (47).  

 

Slika 3. Kemijska struktura nitroksolina. Pruzeto sa stranice PubChem [preuzeto 18. lipnja 

2024.]. Dostupno na:  https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Nitroxoline 

Nitroksolin svoju u
inkovitost u infekcijama mokra�nog sustava ostvaruje i inhibicijom 

adhezija bakterija za uroepitel i urinarne katetere (45, 48, 49). 

Budu�i da su divalentni kationi ~eljeza i cinka va~ni u stvaranju i odr~avanju biofilma, 

nitroksolin pokazuje aktivnost razgradnje biofilma kelacijom kationa. Dokazano je da reducira 
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odr~ivost biofilma koji stvaraju Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, E. coli, 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis i Acinetobacter baumanii (49-51). 

1.5.2 Farmakokinetika i farmakodinamika 

Primjena nitroksolina dostupna je jedino u oralnom obliku zbog 
ega je pogodan za 

lije
enje ambulantnih bolesnika (52, 53). Apsorbirani lijek se brzo metabolizira u jetri u 

konjugirani oblik koji se izlu
uje bubrezima u urin. Manji dio (oko 1 posto) izlu
uje se putem 

urina u nekonjugiranom obliku (53).  

Europski odbor za testiranje antimikrobne osjetljivosti (engl. European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) definirao je prijelomnu to
ku od 16 mg/L kao 

minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIK) za osjetljivost E. coli u lije
enju nekompliciranih 

infekcija mokra�nog sustava (54) bto zna
i da se izolati E. coli kojima je utvr�en MIK manji ili 

jednak 16mg/L smatraju osjetljivim na nitroksolin. Ova koncentracija posti~e se u urinu nakon 

primjene jedne kapsule nitroksolina od 250 mg (55). In vivo studije potvrdile su u
inkovitost 

nitroksolina u lije
enju nekompliciranih infekcija mokra�nog sustava (55, 56), ali prijavljen je 

terapijski neuspjeh u gerijatrijskoj populaciji (57). Izgleda da antimikrobna u
inkovitost 

nitroksolina ovisi o pH vrijednosti urina pri 
emu pokazuje poja
anu aktivnost pri ni~im pH 

vrijednostima (45, 55).  

1.5.3 Antifungalna, antiviralna i antiparazitarna aktivnost 

Nitroksolin se pokazao kao obe�avaju�i antifungik za lije
enje kandidurije budu�i da 

pokazuje dobru in vitro aktivnost protiv Candida spp., a posebice Candida auris. Imao je ni~e 

minimalne inhibitorne koncentracije od flukonazola koji je naj
eb�i primjenjivani lijek u 

terapiji kandidurije. Osim toga, u
inkovitost nitroksolina bila je visoka i protiv sojeva koji su 

otporni na azole (58).  

Kao potencijalni antivirusni lijek, inhibirao je replikaciju virusa majmunskih boginja 

(59) i virusa japanskog encefalitisa (60). Tako�er, nitroksolin je pokazao antimikrobnu 

aktivnost protiv bakterija koje 
esto prate infekciju mpox virusom zbog 
ega mo~e biti koristan 

u sprje
avanju bakterijskih superinfekcija (59). 

Dokazana je i u
inkovitost protiv amebe Balamuthia mandrillaris. To je ameba koja 

uzrokuje smrtonosnu infekciju sredibnjeg ~iv
anog sustava. Nitroksolin se pokazao kao sna~an 

i u
inkovit lijek protiv amebe inhibicijom trofozoita u in vitro uvjetima (61). Opisan je slu
aj u 

Kaliforniji 2023. godine u kojem je uvo�enjem nitroksolina u terapijski re~im uo
eno 

smanjenje mo~danih lezija nakon tjedan dana od po
etka primjene (62).  
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2.1 Cilj istra~ivanja 

Cilj ovog istra~ivanja je ispitati antimikrobnu aktivnost nitroksolina prema sojevima E. 

coli koje stvaraju ESBL i prema sojevima K. pneumoniae koje stvaraju ESBL i karbapenemaze, 

a koji su izolirani iz uzoraka urina ambulantnih bolesnika u Splitsko-dalmatinskoj ~upaniji. 

2.2 Hipoteze 

1. Nitroksolin pokazuje dobru in vitro u
inkovitost prema ESBL sojevima E. coli; 

2. Nitroksolin pokazuje dobru in vitro u
inkovitost prema ESBL sojevima K. pneumoniae 

i prema sojevima K. pneumoniae koji stvaraju karbapenemaze. 
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3. MATERIJALI I METODE 
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U ovom istra~ivanju su prikupljeni bakterijski izolati ESBL E. coli i sojevi K. 

pneumoniae koji stvaraju ESBL ili karbapenemaze, odnosno pokazuju otpornost na tri ili vibe 

skupina antibiotika. Izolati su prikupljeni od 1.11.2023. godine do 1.5.2024. godine na Odjelu 

za dijagnostiku infekcija urinarnog sustava Slu~be za klini
ku mikrobiologiju Nastavnog 

zavoda za javno zdravstvo Splitsko-dalmatinske ~upanije (NZJZ SD}) i pohranjeni na duboki 

agar. 

Svi izolati su izolirani standardnim postupkom izolacije iz uzoraka urina ambulantnih 

bolesnika. Pri tome je iz uzoraka prvog jutarnjeg urina, uzetog tehnikom srednjeg mlaza nakon 

toalete spolovila bolesnika, mikrokalibriranom ezom nasijano 10 mikrolitara (µL) urina na 

selektivnu bakterijsku podlogu UTI agar (Oxoid Limited, Basingstoke, UK) i inkubirano na 

37°C tijekom 24 sata. Kolonije koje su morfologijom odgovarale E. coli (roze na UTI agaru) 

odnosno K. pneumoniae (plave na UTI agaru) su identificirane biokemijskim nizom (63). 

Potom je za svaki izolat ra�eno testiranje osjetljivosti metodom disk difuzije po Kirby-Baueru. 

Rad je odobren odlukom Eti
kog povjerenstva NZJZ SD}.  

3.1.Disk-difuzija (Kirby-Bauer metoda) 

 Disk-difuzija je jedna od naj
eb�e primjenjivanih metoda u testiranju antimikrobne 

osjetljivosti. Prikladna je za testiranje ve�ine patogenih bakterija. Za izvo�enje testa potrebno 

je pripremiti inokulum bakterijskog izolata koji ~elimo testirati. Sterilnom ezom ili brisom 

dotaknemo vrh kolonija izolata kojeg ~elimo testirati i pomijebamo ih u epruveti koja sadr~i 

sterilnu fiziolobku otopinu. Gusto�u dobivene suspenzije prilagodimo na 0,5 McFarlanda 

fotometrijskom metodom. Suspenziju bi trebalo iskoristiti unutar sat vremena, ali idealno 

unutar petnaest minuta. Sterilni bris se uroni u suspenziju i, u slu
aju gram negativnih bakterija, 

ocijedi pritiskom na stijenku epruvete. Suspenziju nanesemo ravnomjerno preko povrbine 

Mueller Hinton agara (MHA) koji je prethodno bio petnaest minuta na sobnoj temperaturi. 

Zatim se, unutar petnaest minuta, na povrbinu podloge nanose diskovi natopljeni antimikrobnim 

tvarima koji su prethodno ugrijani na sobnu temperaturu. Antimikrobne tvari brzo difundiraju 

iz diskova u podlogu. Unutar petnaest minuta podloge bi trebalo okrenuti i inkubirati na 37°C 

tijekom 24 sata u aerobnim uvjetima. Antimikrobna tvar koja je difundirala u podlogu, ukoliko 

je djelotvorna, �e inhibirati rast bakterija. Porast bakterija bit �e vidljiv na udaljenosti od diska 

u koju je difundirala premala koncentracija antimikrobne tvari. Izostanak rasta oko diska zove 

se zona inhibicije.  
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Da bi odredili osjetljivost izolata izmjerimo promjer zone inhibicije izra~en u 

milimetrima. Ovisno o izmjerenoj veli
ini zone inhibicije interpretiraju se kategorije 

osjetljivosti prema EUCAST kriterijima. Kategorije osjetljivosti su: osjetljiv (S), umjereno 

osjetljiv (I) ili otporan (R) soj. Potrebno je koristiti standardizirani soj kao kontrolu kvalitete. 

Standardizirani sojevi za kontrolu su komercijalno dostupni (64). 

3.1.1 ESBL test 

 Metoda dvostrukog diska koristi se za utvr�ivanje stvaranja ESBL. Test se izvodi 

koriste�i dva diska cefalosporina bez prisutnosti klavulanske kiseline izme�u kojih se postavlja 

amoksicilin s klavulanskom kiselinom kao inhibitorom beta laktamaza. Institut za klini
ke i 

laboratorijske standarde (engl. Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) preporu
a 

da se test izvodi na MHA (65). U slu
aju da testirani soj stvara ESBL uo
it �e se sinergizam 

izme�u diska cefalosporina i amoksicilina u kombinaciji sa klavulanskom kiselinom. O
ituje 

se kao pove�anje zone inhibicije izme�u cefalosporina i amoksicilina s klavulanskom 

kiselinom, u obliku tzv. „zone duha< (66, 67). 

3.1.2 Detekcija karbapenemaza 

Coris Resist-5 O.K.N.V.I je komercijalni imunokromatografski test lateralnog toka koji 

slu~i za detekciju karbapenemaza enterobakterija. Pogodan je za brzu detekciju OXA-48, KPC, 

NDM, VIM i IMP karbapenemaza. Za izvo�enje testa prvo je potrebno ukapati dvanaest kapi 

prilo~enog pufera u epruvetu. Zatim se sterilnom ezom pokupi jedna kolonija soja kojeg ~elimo 

testirati sa hranjive plo
e i uroni u epruvetu. Sadr~aj epruvete se prvo promijeba ezom, a zatim 

se zatvori prilo~enom kapaljkom i izmijeba na vorteksu. Nakon toga potrebno je ukapati 3 kapi 

uzorka u jastu
i� za uzorak. Rezultati testa o
itavaju se 15 minuta od ukapavanja uzorka. Ako 

je na testnoj traci prisutna samo jedna crvenkasta linija pored slova C koje ozna
ava mjesto 

kontrolne linije, test se o
itava kao negativan. Ako je prisutna crvena linija pored slova C i 

pored nekog drugog slova (O, K, N, V i I) koje ozna
ava testnu liniju za karbapenemaze, test 

se o
itava kao pozitivan. U slu
aju da je crvena linija prisutna pored slova O, soj proizvodi 

OXA-48 karbapenemazu, pored slova K soj proizvodi KPC, pored slova N soj proizvodi NDM, 

pored slova V soj proizvodi VIM, a pored slova I soj proizvodi IMP karbapenemazu. Mogu�e 

je vibe pozitivnih testnih linija u slu
aju da soj proizvodi vibe razli
itih karbapenemaza. 

Neispravni test se prepoznaje po tome da izostaje crvenkasta linija pored slova C (68). 

Budu�i da testiranje osjetljivosti izolata K. pneumoniae na nitroksolin nije opisano u 

EUCAST smjernicama, za to testiranje smo se koristili uputama za metodu mikrodilucije u 

bujonu koja je opisana u CLSI smjernicama te u radu Cherdtrakulkiat i suradnika (47, 69). 
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3.2 Metoda mikrodilucije u bujonu 

 Za testiranje antibiotske osjetljivosti sojeva enterobakterija, izuzev E. coli 
iju smo 

osjetljivost testirali disk difuzijskom metodom, koristili smo metodu koja se naziva 

„mikrodilucijom< jer koristi male volumene bujona s antibiotikom stavljenih u sterilne, 

plasti
ne mikrotitarske plo
ice koje sadr~e ja~ice sa okruglim ili sto~astim dnom.  

 

Slika 4. Priprema razrje�enja antimikrobne tvari. Slikano u mikrobiolobkom laboratoriju 

Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Splitsko-dalmatinske ~upanije. 

3.2.1 Priprema i skladibtenje razrijeđene antimikrobne tvari 
Za pripremu mikrotitarske plo
ice pripremili smo volumetrijska razrje�enja 

antimikrobne tvari (nitroksolina) u Mueller Hinton bujonu (MHB) koje smo dobili metodom 

dvostrukog razrje�enja temeljne otopine po
etne koncentracije 1024 μg /mL sa Mueller Hinton 

bujonom (MHB) (Slika 3). Temeljnu otopinu dobili smo otapanjem nitroksolina u dimetil 

sulfoksidu (DMSO) u koncentraciji od 1024 μg/mL. Pri tome smo u nizu epruveta mijebali 3 

mL MHB sa 3 mL otopine antibiotika idu�i od vibih prema ni~im koncentracijama (512, 256, 

128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 μg /mL) (Slika 3). Pri tom smo koristili jednu pipetu za mjerenje svih 

otapala i za dodavanje temeljne antimikrobne otopine u prvu epruvetu, a zatim novi nastavak 

za pipetu u svakom idu�em koraku procesa razrje�enja (69). 
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Iz epruveta smo u svaku ja~icu na mikrotitarskoj plo
i stavili 50 μL otopine nitroksolina 

koncentracija u rasponu od 2 – 256 μg/mL koje smo dobili metodom dvostrukog razrje�enja sa 

MHB. Svaka plo
ica je sadr~avala i ja~icu za kontrolu rasta pripremljenu dodavanjem 50 μL 

same bakterijske suspenzije (pozitivna kontrola) te jednu ja~icu u koju je dodan samo MHB 

(negativna kontrola) (47). 

Napunjene plo
ice smo zatvorili poklopcem i odmah smjestili u zamrziva
 na f−20°C 

dok ne budu potrebne. Odmrznute antimikrobne otopine ne smiju se ponovno zamrznuti jer 

opetovano zamrzavanje i odmrzavanje ubrzaje degradaciju nekih antimikrobnih tvari (69). 

3.2.2 Priprema inokuluma i inokulacija 

 Metoda izravne suspenzije kolonije je najpogodnija metoda za pripremu inokuluma. 

Mo~e se koristiti za ve�inu mikroorganizama (69). Pripremili smo inokulum izradom 

suspenzije u 5 mL MHB sa izoliranim kolonijama koje su odabrane sa neselektivne podloge 

krvni agar (KA) nakon 18 do 24-satne inkubacije na 37 °C i prilagodili gusto�u suspenzije 

ekvivalentnu standardu od 0,5 McFarlanda pri 
emu smo koristili fotometrijski ure�aj. 

U svaku ja~icu s prethodno pripremljenim razrje�enjima antibiotika smo dodali 50 μL 

bakterijske suspenzije ispitivanih bakterijskih sojeva MDR enterobakterija gusto�e 0,5 

McFarlanda (1,5 x 108) (47). 

3.2.3 Inkubacija 

Inokulirane mikrotitarske plo
ice su inkubirane na 35±2°C tijekom 16 do 20 sati u 

inkubatoru u aerobnim uvjetima unutar 15 minuta od dodavanja inokuluma. Da bismo odr~ali 

sve kulture na istoj temperaturi, slagali smo najvibe 
etiri plo
ice jednu na drugoj. Da bismo 

sprije
ili subenje, prije inkubacije smo zatvorili svaku plo
icu plasti
nim poklopcem. 

3.2.4 Određivanje krajnjih to�aka minimalne inhibitorne koncentracije 

Usporedili smo koli
inu rasta u ja~icama koje sadr~e antimikrobnu tvar sa koli
inom 

rasta u ja~icama koje slu~e za kontrolu rasta na svakoj mikrotitarskoj plo
ici (pozitivna 

kontrola). Da bi se test smatrao va~e�im, prihvatljivi rast (g2 mm taloga ili definitivno 

zamu�enje) se morao vidjeti i u ja~icama za kontrolu rasta. Minimalna inhibitorna koncentracija 

(MIK) je odre�ena kao najmanja koncentracija testirane tvari koja je inhibirala vidljivi rast 

bakterija (69). 
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Slika 5. Mikrotitarska plo
ica s antibiotskim razrje�enjima nitroksolina i inokuliranim 

bakterijskim sojevima. Slikano u mikrobiolobkom laboratoriju Nastavnog zavoda za javno 

zdravstvo Splitsko-dalmatinske ~upanije. 

U slu
aju da se pojavila jedna presko
na ja~ica u mikrodilucijskom testu, o
itali smo 

najvibi dobiveni MIK. Ako bi se za odre�eni soj pojavilo vibe od jedne presko
ne ja~ice, 

ponavljali smo testiranje za taj bakterijski soj. 

3.2.5 Mueller Hinton bujon 

 Za testiranje osjetljivosti 
esto izoliranih i brzorastu�ih aerobnih ili fakultativnih 

organizama preporu
a se koristiti MHB zato bto: 

1. Pokazuje prihvatljivu reproducibilnost izme�u serija za testiranje osjetljivosti; 

2. Sadr~i malo inhibitora koji utje
u na rezultate testiranja osjetljivosti na sulfonamide, 

trimetoprim i tetraciklin; 

3. Podr~ava zadovoljavaju�i rast ve�ine patogena; 

4. Prikupljena je velika koli
ina podataka i iskustava o testovima koji su koristili ovaj 

medij (69). 

Za kontrolu kvalitete je koribten ATTC soj E. coli. Za svaku seriju MHB provjerena je 

pH vrijednost te je ura�ena kontrola kvalitete koribtenjem ATTC soja E. coli. 
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3.3. Statisti�ke metode 

U radu su koribtene metode opisne i inferencijalne statistike. Statisti
ki zna
ajnom se 

smatrala razlika manja od 0,05. Za izra
une su koribteni ra
unalni program CalculatorSoup 

(Furey Edward, SAD. Dostupno na: https://www.calculatorsoup.com/), program Microsoft 

Excel (Microsoft Corporation, SAD. Dostupno na: https://www.microsoft.com/en-

us/microsoft-365/excel) i VassarStats (Richard Lowry, SAD. Dostupno na: 

http://www.vassarstats.net/).  
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4. REZULTATI 
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4.1 Obilje~ja prikupljenih sojeva 

U razdoblju od 1.11.2023. godine do 1.5.2024. godine prikupljena su sveukupno 63 soja 

vibestruko otpornih enterobakterija iz uzoraka urina ambulantnih bolesnika na Nastavnom 

zavodu za javno zdravstvo Splitsko-dalmatinske ~upanije, a svi bolesnici su imali prebivalibte 

u Splitsko-dalmatinskoj ~upaniji. Od ukupnog broja prikupljenih sojeva, izolirano je 27 (43%) 

izolata E. coli od kojih svi produciraju ESBL, 26 (41%) izolata K. pneumoniae koje produciraju 

OXA-48 karbapenemazu, 8 (13%) izolata K. pneumoniae koje produciraju ESBL te 2 (3%) 

izolata K. pneumoniae koje produciraju KPC karbapenemazu (Slika 6.).  

 

Slika 6. Raspodjela izoliranih vibestruko otpornih enterobakterija 

4.2 Demografska obilje~ja ambulantnih bolesnika 

Analizom demografskih obilje~ja ambulantnih bolesnika iz 
ijih su uzoraka urina 

izolirane vibestruko otporne enterobakterije u NZJZ SD}, ustanovljeno je da su 29 (46%) 

izolata vibestruko otpornih enterobakterija izolirana u mubkaraca, a 34 (54%) u ~ena (Slika 7.). 

Nije bilo statisti
ki zna
ajne razlike u raspodjeli bolesnika prema spolu (χ2 = 0,79; P > 0,05).
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Slika 7. Raspodjela bolesnika prema spolu 

Najmla�a dob bolesnika je iznosila 19 godina, dok je najstarija dob bolesnika bila 97 

godina bto nam daje raspon godina u iznosu od 78. Medijan dobi iznosio je 76 uz interkvartilni 

raspon (IQR) od 19, tj. 64-83. 

Na slici 8. prikazana je dobna raspodjela ambulantnih bolesnika iz 
ijih uzoraka urina 

su izolirane vibestruko otporne enterobakterije. Analizom je utvr�eno da je najve�i broj izolata 

izoliran iz uzoraka bolesnika dobne skupine iznad 65 godina, njih 46, bto predstavlja 73% 

sveukupnih izolata, a zatim iz dobne skupine od 45 do 64 godina, njih 11, bto predstavlja 17% 

sveukupnih izolata. Slijedi dobna skupina od 25 do 44 godina sa izoliranih 5 izolata bto 

predstavlja 8% sveukupnih izolata, a samo jedan izolat izoliran je iz dobne skupine od 15 do 

24 godina. Broj bolesnika starijih od 65 godina bio je satisti
ki zna
ajno ve�i od broja bolesnika 

u svim ostalim dobnim skupinama zajedno (χ2 =26,7; P < 0,05). 

 

Slika 8. Raspodjela bolesnika prema dobi 
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4.3 Otpornost izolata na antibiotike 

Metodom disk difuzije rutinski je testirana osjetljivost prikupljenih sojeva u 

dijagnosti
ke i terapijske svrhe. U sljede�im odjeljcima izrazit �emo rezultate osjetljivosti 

prikupljenih sojeva na sljede�e antibiotike: amoksicilin (AMO), amoksicilin-klavulanat 

(AMC), cefaleksin (CLE), cefiksim (CIX), cefuroksim (CUR), ceftriakson (CTR), ceftazidim 

(CTZ), ceftazidim u kombinaciji s avibaktamom (CTV), ertapenem (ERT), imipenem (IMI), 

meropenem (MER), gentamicin (GEN), amikacin (AMI), norfloksacin (NOR), ciprofloksacin 

(CIP), trimetoprim-sulfametaksazol (TRS), fosfomicin (FOS), nitrofurantoin (NIT) i 

nitroksolin (NTX).  

4.3.1 E. coli 

Metodom disk difuzije testirana je osjetljivost svih 27 prikupljenih sojeva ESBL E. coli 

na amoksicilin, amoksicilin-klavulanat, cefaleksin, cefiksim, cefuroksim, ceftriakson, 

ceftazidim, gentamicin, norfloksacin, ciprofloksacin, trimetoprim-sulfametaksazol, fosfomicin 

i nitrofurantoin. Na slici 9. prikazana je osjetljivost izolata E. coli na navedene antibiotike. 

Analizom utvr�ujemo da niti jedan izolat (0%) nije osjetljiv na amoksicilin, cefaleksin, 

cefiksim, cefuroksim, ceftriakson, ceftazidim, norfloksacin i ciprofloksacin, dok je 22,2% 

izolata osjetljivo na trimetoprim-sulfametaksazol. Malo vibe od polovice izolata je osjetljivo na 

amoksicilin-klavulanat (55,6%) dok je osjetljivost na gentamicin nebto viba (63%). 

Izolati su u visokom postotku osjetljivi na fosfomicin i nitrofurantoin pri 
emu je 26 

(96,3%) izolata osjetljivo na fosfomicin, a 25 (92,6%) izolata osjetljivo na nitrofurantoin. 
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Slika 9. Osjetljivost izolata ESBL E. coli na antibiotike (n=27) 

4.3.2 K. pneumoniae 

Osjetljivost svih 36 prikupljenih sojeva ESBL i karbapenemaza produciraju�ih K. 

pneumoniae testirana je disk difuzijskom metodom na amoksicilin, amoksicilin-klavulanat, 

cefaleksin, cefiksim, cefuroksim, ceftriakson, ceftazidim, gentamicin, norfloksacin, 

ciprofloksacin i trimetoprim-sulfametaksazol. Osjetljivost 28 (77,8%) sojeva testirana je na 

ceftazidim-avibaktam, a osjetljivost 25 (69,4%) sojeva na amikacin. Na slici 10. prikazana je 

osjetljivost izolata K. pneumoniae na navedene antibiotike. Analizom utvr�ujemo da niti jedan 

izolat (0%) nije osjetljiv na amoksicilin, cefaleksin, cefiksim, cefuroksim, ceftriakson, 

ceftazidim, norfloksacin i ciprofloksacin. Stopa osjetljivosti bila je iznimno niska za 

amoksicilin-klavulanat (5,6%), gentamicin (2,8%) i trimetoprim-sulfametaksazol (2,8%), a 
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nebto viba za amikacin (32%). Osjetljivost na ceftazidim-avibaktam bila je visoka pri 
emu je 

27 (96,4%) izolata osjetljivo.  

 

Slika 10. Osjetljivost izolata ESBL i karbapenemaza produciraju�ih K. pneumoniae na 

antibiotike. 

Osjetljivost prikupljenih ESBL i karbapenemaza produciraju�ih sojeva K. pneumoniae 

testirana je i na karbapeneme, a rezultati osjetljivosti prikazani su na slici 11. Analizom 

utvr�ujemo da je osjetljivost na karbapeneme niska. Sveukupno je 33 (91,7%) sojeva testirano 

na ertapenem pri 
emu su 2 (6,1%) osjetljiva, 28 (77,8%) sojeva testirano je na imipenem pri 


emu su 4 (14,3%) osjetljiva te je 31 (86,1%) soj testiran na meropenem pri 
emu je 5 (16,1%) 

osjetljivih. 
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Slika 11. Osjetljivost izolata ESBL i karbapenemaza produciraju�ih K. pneumoniae na 

karbapeneme 

4.4 Rezultati antimikrobne aktivnosti nitroksolina 

4.4.1 E. coli 

 Metodom disk difuzije testirana je osjetljivost 26 (92,85%) sojeva ESBL E. coli na 

nitroksolin. Svi osim jednog testiranog izolata bili su osjetljivi na nitroksolin bto nam daje 

visoku osjetljivost testiranih sojeva u iznosu od 96,2% (Slika 12.). 

 

Slika 12. Osjetljivost izolata ESBL E. coli na nitroksolin (n=26) 
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4.4.2 K. pneumoniae 

 Sveukupno su testirana 33 (91,7%) od 36 prikupljenih izolata budu�i da su 3 izolata (1 

KPC i 2 OXA-38 produciraju�a soja) imala neuspjebnu subkultivaciju s dubokog agara 
ine�i 

ih neupotrebljivim za testiranje aktivnosti nitroksolina. Preostala 33 soja su testirana na 

nitroksolin metodom mikrodilucije. Na slici 13. prikazani su rezultati o
itanih vrijednosti 

minimalne inhibitorne koncentracije izra~ene u mg/L. Najni~i MIK iznosio je 16 mg/L dok je 

najvibi iznosio 128 mg/L bto nam daje raspon od 112 mg/L. Medijan MIK-a iznosio je 32 mg/L, 

a prosje
na vrijednost MIK-a iznosila je 48,97 mg/L ukazuju�i na visoke vrijednosti MIK-a. 

 

Slika 13. Minimalna inhibitorna koncentracija nitroksolina prema izolatima K. pneumoniae 

podijeljenim prema beta laktamazama koje produciraju  
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 Antimikrobna otpornost postala je jedan od vode�ih svjetskih javnozdravstvenih 

problema, a MDR enterobakterije igraju klju
nu ulogu u njenom razvoju (4-6). Osim 

zdravstvenih, AMR ima i goleme financijske posljedice (8). Razvoj i otkri�e novih terapijskih 

opcija jedno je od najja
ih alata koje imamo u borbi protiv AMR zbog 
ega se pojavljuje sve 

ve�i interes za dodatno istra~ivanje i ponovno uvo�enje starih antibiotika u klini
ku praksu. 

Me�u tim antibioticima nalazi se i nitroksolin koji se upotrebljava za lije
enje nekompliciranih 

IMS uzrokovanih E. coli (41, 42). 

 E. coli i K. pneumoniae, bakterije koje spadaju u porodicu enterobakterija, 
esti su 

uzro
nici infekcija mokra�nog sustava od kojih je cistitis vode�a dijagnoza za propisivanje 

antibiotika u ambulantnih bolesnika (31). Njihova otpornost je u stalnom porastu uvelike 

zahvaljuju�i proizvodnji sve sofisticiranijih beta laktamaza koje razaraju beta laktamske 

antibiotike, a oni se ubrajaju me�u naj
eb�e propisivane antibiotike (12, 20, 23).  

 Cilj ove studije bio je utvrditi antimikrobnu aktivnost nitroksolina prema MDR sojevima 

E. coli i K. pneumoniae. Preciznije, aktivnost nitroksolina prema E. coli i K. pneumoniae koje 

produciraju ESBL te K. pneumoniae koje produciraju karbapenemaze (OXA-48 i KPC). 

Nadalje, naba studija je istra~ila osjetljivost ovih sojeva prema ostalim antibioticima uklju
uju�i 

beta laktamske antibiotike te nitrofurantoin i fosfomicin kao terapijske izbore za 

nekomplicirane IMS (70).  

 Stopa osjetljivosti izolata E. coli na nitrofurantoin i fosfomicin je visoka te zajedno sa 

visokom stopom osjetljivosti izolata K. pneumoniae na ceftazidim-avibaktam u skladu je s 

izvjeb�em Odbora za pra�enje rezistencije bakterija na antibiotike u Republici Hrvatskoj iz 

2022. godine (31). Visoka razina osjetljivosti je o
ekivana budu�i da su nitrofurantoin i 

fosfomicin antibiotici prve linije za lije
enje nekompliciranih IMS (70).  

 Svi prikupljeni izolati E. coli otporni su na amoksicilin, cefaleksin, cefiksim, 

cefuroksim, ceftriakson i norfloksacin, a gotovo svi izolati su otporni na ceftazidim i 

ciprofloksacin. Sli
no tome, svi prikupljeni izolati K. pneumoniae otporni su na amoksicilin, 

cefaleksin, cefiksim, cefuroksim, ceftriakson, norfloksacin i ciprofloksacin, a gotovi svi izolati 

su otporni na amoksicilin-klavulanat, ceftazidim, gentamicin i trimetoprim-sulfametaksazol. 

Nabi izolati tako�er pokazuju visoku razinu otpornosti na karbapeneme bto je o
ekivani rezultat 

budu�i da smo prikupili 28 izolata K. pneumoniae koje produciraju karbapenemaze. Postotak 

otpornosti za sve antibiotike, osim za ceftazidim-avibaktam, nitrofurantoin i fosfomicin, je 

znatno ve�i od rezultata u izvjeb�u Odbora za pra�enje rezistencije bakterija na antibiotike u 
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Republici Hrvatskoj iz 2022. godine bto je vjerojatno posljedica toga bto smo mi testirali 

isklju
ivo vibestruko otporne bakterije (31). Studija provedena 2023. godine na sojevima K. 

pneumoniae koje produciraju karbapenemaze izoliranih u KBC Split prijavljuje stope 

otpornosti sukladne nabim (71).  

Nitroksolin pokazuje odli
nu aktivnost prema ispitivanim sojevima ESBL E. coli pri 


emu je 96,2% testiranih izolata osjetljivo. Ovaj nalaz je u skladu s izvjeb�em Odbora za 

pra�enje rezistencije bakterija na antibiotike u Republici Hrvatskoj iz 2022. godine koji navodi 

iznimno nisku otpornost E. coli na nitroksolin u iznosu manjem od 1% (31). Studija Marekovi� 

i suradnika provedena na zagreba
kom podru
ju 2018. tako�er ukazuje na dobru osjetljivost E. 

coli na nitroksolin, uklju
uju�i i ESBL sojeve (43). Ostale studije provedene na podru
ju 

Hrvatske na uzorcima MDR E. coli izoliranih iz ambulantnih bolesnika tako�er ukazuju na vrlo 

visoku osjetljivost ESBL E. coli na nitroksolin (72, 73). 

Njema
ka studija provedena na 143 MDR E. coli izoliranih iz urina ambulantnih 

bolesnika utvrdila je stopostotnu aktivnost nitroksolina protiv svih testiranih izolata (74). 

Uzimaju�i u obzir izvrsnu aktivnost koju pokazuje u in vitro uvjetima, nitroksolin se predstavlja 

kao potencijalni lijek prvog izbora ili alternativa za lije
enje nekompliciranih IMS uzrokovanih 

E. coli, uklju
uju�i i ESBL sojeve E.coli.  

 Metodom mikrodilucije testirana je aktivnost nitroksolina prema MDR K. pneumoniae. 

Dobivene vrijednosti MIK-a visoke su neovisno o tipu beta laktamaze koju producira soj. 

Raspon MIK-a iznosio je od 16 mg/L do 128 mg/L, medijan je iznosio 32 mg/L. Prema nabim 

saznanjima ovaj tip istra~ivanja dosada nije proveden na podru
ju Republike Hrvatske. Nab 

rezultat nije u skladu sa sli
nim studijama provedenim izvan Hrvatske na reprezentativnom 

uzorku MDR K. pneumoniae. Fuchs i Hamprecht su na uzorku od 46 K. pneumoniae koje 

produciraju karbapenemaze dobili raspon MIK-a od 2 mg/L do 32 mg/L pri 
emu je medijan 

bio znatno ni~i od nabeg (75). Plambeck i suradnici su dobili znatno ni~e vrijednosti MIK-a za 

izolate koji produciraju karbapenemaze, ali testirani broj izolata je bio zamjetno manji od nabeg 

(52).  

 Interpretacijske to
ke MIK-a za osjetljivost K. pneumoniae na nitroksolin job nisu 

definirane zbog 
ega ne mo~emo odrediti osjetljivost testiranih izolata. Budu�i da je prijelomna 

to
ka definirana samo za E. coli neke studije su je primjenjivale za predvi�anje osjetljivosti 

ostalih izolata (75, 76). EUCAST je odredio MIK od 16 mg/L kao prijelomnu to
ku za E. coli 

pri 
emu MIK jednak ili manji od prijelomne to
ke ozna
ava osjetljivi soj (54). Primjenjuju�i 
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tu prijelomnu to
ku nabi sojevi su svi neosjetljivi s izuzetkom jednog izolata ESBL K. 

pneumoniae. Ova stopa osjetljivosti nije u skladu s drugim istra~ivanjima koji bi imali znatno 

ve�u stopu osjetljivosti budu�i da su dobili ni~e vrijednosti MIK-a. Mi ne mo~emo sa 

sigurnob�u re�i da su nabi izolati K. pneumoniae ve�inom otporni na nitroksolin budu�i da 

interpretacijske to
ke nisu definirane, ali mo~emo to pretpostaviti na temelju dobivenih visokih 

vrijednosti MIK-ova. Prema tome nitroksolin se nije pokazao kao obe�avaju�i lijek izbora za 

IMS uzrokovanih MDR K. pneumoniae. Dodatno, do sada je prijavljen terapijski neuspjeh 

nitroksolina u lije
enju IMS u gerijatrijskoj populaciji (57) bto je posebice zna
ajno budu�i da 

je najve�i broj nabih izolata prikupljen iz uzoraka ambulantnih bolesnika iznad 65 godina. Visok 

broj otpornih izolata u starijoj dobi kakav je dobiven u ovom istra~ivanju je o
ekivan s obzirom 

da su broj hospitalizacija, infekcija i potrobnja antibiotika najvibi u tim dobnim skupinama (31, 

77). 

 Ograni
enje ove studije je nemogu�nost precizne interpretacije MIK-ova budu�i da nisu 

objavljeni kriteriji potrebni za o
itavanje osjetljivosti K. pneumoniae na nitroksolin. Osim toga, 

za pouzdanije rezultate potrebno je istra~ivanje na ve�em broju uzoraka koji bi bili prikupljeni 

iz vibe centara diljem Hrvatske naspram nabeg manjeg uzorka prikupljenog u jednom centru. 

Zaklju
no, uzimaju�i u obzir izvrsnu aktivnost koju pokazuje u in vitro uvjetima, 

nitroksolin se pokazuje kao potencijalni lijek izbora za lije
enje nekompliciranih IMS koje 

uzrokuje ESBL E. coli. Me�utim, visoke vrijednosti MIK-ova ukazuju na nisku aktivnost 

nitroksolina prema testiranim izolatima MDR K. pneumoniae, odnosno nitroksolin se nije 

pokazao kao obe�avaju�i lijek izbora za IMS uzrokovanih MDR K. pneumoniae. 
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1. Budu�i da izolati pokazuju visoku razinu osjetljivosti na nitroksolin, on se pokazuje kao 

potencijalni lijek izbora za lije
enje nekompliciranih IMS koje uzrokuje ESBL E. coli. 

2. Visoke vrijednosti MIK-ova ukazuju na nisku aktivnost nitroksolina prema testiranim 

izolatima MDR K. pneumoniae, odnosno nitroksolin se nije pokazao kao obe�avaju�i 

lijek izbora za IMS uzrokovanih MDR K. pneumoniae. 

3. Prikupljeni izolati MDR enterobakterija pokazuju nisku razinu osjetljivosti na gotovo 

sve antibiotike koji se rutinski testiraju u dijagnosti
ke i terapijske svrhe, uklju
uju�i 

cefalosporine tre�e generacije i kinolone. 

4. Prikupljeni izolati E. coli pokazuju visoku razinu osjetljivosti na nitrofurantoin i 

fosfomicin bto je u skladu s njihovim statusom kao antibioticima prve linije za lije
enje 

nekompliciranih IMS. 

5. Prikupljeni izolati K. pneumoniae pokazuju visoku razinu osjetljivosti isklju
ivo na 

ceftazidim-avibaktam. 
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Ciljevi: Antimikrobna otpornost postala je jedan od glavnih globalnih javnozdravstvenih 

problema sa ozbiljnim posljedicama za zdravstvo i globalnu ekonomiju. Razvoj i otkri�e novih 

terapijskih opcija jedno je od najja
ih alata koje imamo u borbi protiv rasta antimikrobne 

otpornosti. Svjetska Zdravstvena Organizacija navodi Enterobacteriaceae otporne na 

karbapeneme i Enterobacteriaceae koje proizvode ESBL kao kriti
nu prioritetnu skupinu za 

istra~ivanje novih terapijskih opcija. Cilj ove studije bio je utvrditi antimikrobnu aktivnost 

nitroksolina prema vibestruko otpornim sojevima E. coli i K. pneumoniae. Preciznije, odrediti 

aktivnost nitroksolina prema E. coli i K. pneumoniae koje produciraju ESBL te prema izolatima 

K. pneumoniae koje produciraju karbapenemaze (OXA-48 i KPC). 

Materijali i metode: Metodom mikrodilucije testirana je aktivnost nitroksolina prema 33 

izolata K. pneumoniae te je izra~ena u obliku minimalnih inhibitornih koncentracija. Metodom 

disk difuzije testirana je osjetljivost 26 izolata E. coli na nitroksolin.  

Rezultati: Raspon MIK-a iznosio je od 16 mg/L do 128 mg/L. Medijan MIK-a iznosio je 32 

mg/L ukazuju�i na visoke vrijednosti MIK-a. Izolati E. coli pokazuju izvrsnu osjetljivost prema 

nitroksolinu pri 
emu ih je 25 (96,2%) osjetljivo. Prikupljeni izolati pokazuju nisku razinu 

osjetljivosti na gotovo sve antibiotike pri rutinskom testiranju osjetljivosti. Visoku razinu 

osjetljivosti pokazuju nitrofurantoin, fosfomicin i nitroksolin za izolate E. coli i ceftazidim-

avibaktam za izolate K. pneumoniae. 

Zaklju�ci: Uzimaju�i u obzir izvrsnu aktivnost koju pokazuje u in vitro uvjetima, nitroksolin 

se pokazuje kao potencijalni lijek izbora za lije
enje nekompliciranih IMS uzrokovanih ESBL 

E. coli.  Zbog dobivenih visokih minimalnih inhibitornih koncentracija nitroksolin se nije 

pokazao kao obe�avaju�i lijek izbora za IMS uzrokovanih MDR K. pneumoniae. 
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9. SUMMARY 
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Diploma thesis title: In vitro activity of nitroxoline against multidrug resistant 

Enterobacteriaceae 

Objectives: Antimicrobial resistance has become one of the major global public health 

concerns with serious consequences for healthcare and the global economy. Developing and 

discovering new therapeutic options is one of the strongest tools we have in offsetting the rise 

of antimicrobial resistance. The World Health Organization lists carbapenem-resistant 

Enterobacteriaceae and ESBL producing Enterobacteriaceae as a critical priority group for the 

research and development of new antibiotics. The aim of this study was to determine the 

antimicrobial activity of nitroxoline against multidrug resistant E. coli and K. pneumoniae. 

Specifically, to determine the activity of nitroxolin against ESBL producing E. coli and K. 

pneumoniae as well as carbapenemase (OXA-48 and KPC) producing K. pneumoniae. 

Materials and methods: The activity of nitroxoline against 33 K. pneumoniae isolates was 

assessed using the microdilution method and expressed as minimal inhibitory concentrations. 

The sensitivity of 26 E. coli isolates to nitroxoline was assessed using the disk diffusion method. 

Results: The range of MICs was 16 mg/L to 128 mg/L with the median being 32 mg/L 

indicating high MIC values. ESBL E. coli isolates show excellent sensitivity to nitroxoline, 

with 25 (96,2%) isolates being sensitive. Isolates exhibit low susceptibility to almost every 

routinely tested antibiotic. High susceptibility can be seen in E. coli isolates for nitrofurantoin, 

fosfomycin and nitroxoline and in K. pneumoniae isolates for ceftazidime-avibactam.  

Conclusions: Considering the excellent in vitro activity of nitroxoline against ESBL E. coli 

isolates, it presents as a potential drug of choice for the treatment of uncomplicated UTIs caused 

by ESBL E. coli. The obtained MIC values are high indicating low activity of nitroxoline 

against the tested MDR K. pneumoniae isolates. 


