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REZIME RADA

Naslov doktorske disertacije: Fenotipske karakteristike klini¢kih izolata Pseudomonas
aeruginosa

Rezime: Uvod. Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) je jedna od najées¢ih bakterija
koja kolonizuje bolnicku sredinu. Velika geneticka raznovrsnost, fleksibilna fiziologija,
adaptibilnost, metaboli¢ki potencijal, produkcija Siroke kapsule i biofilma, kontrola
permeabilnosti spoljne membrane i rezistencija na antibiotike i dezinficijense omoguéavaju
bacilu da bude Siroko rasprostranjen. P. aeruginosa je ¢est uzro¢nik inlamacija, ako postoji
oStec¢enje imunskog sistema iz bilo kog razloga: maligne bolesti, hemoterapija, neutropenija,
diabetes mellitus, kardiovaskularne bolesti, alkoholizam, pusenje i debljina. Ciljevi rada.
Ciljevi rada su analiza prisustva P. aeruginosa u bolesnickim materijalima hospitalizovanih i
ambulantnih bolesnika, serotipizacija izolata, ispitivanje produkcije fluorescina i piocijanina,
adhezivnih sposobnosti, formiranja biofilma, trzaju¢ih pokreta, rojenja, otpornosti na
oksidativni stres, osetljivosti na imipenem, meropenem, piperacilin-tazobaktam, kolistin,
aztreonam, ceftazidim, cefepim, amikacin, gentamicin, netilmicin, tobramicin, ofloksacin i
ciprofloksacin, odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) za piperacilin-
tazobaktam, ciprofloksacin i amikacin, produkcije B laktamaza prosirenog spektra (ESBL),
karbapenamaza i metalo B laktamaza (MBL). Metode. U ispitivanje je uklju¢eno 100 izolata
P. aeruginosa, 50 iz materijala hospitalizovanih bolesnika i 50 iz materijala ambulantnih
bolesnika. Serotipizacija je vrSena reakcijom aglutinacije, po uputstvu proizvodaca seruma
(Bio-Rad, Francuska). Produkcija pigmenata je oCitavana sa specijalizovanih podloga za
podukciju pigmenata: Pseudomonas podloge za produkciju fluorescina i Pseudomonas
podloge za produkciju piocijanina (HiMedia, Indija). Ispitivanje adhezivnih sposobnosti
vr$eno je u mikrotitar plocama u Lauril Bertoni bujonu (Liofilchem, Italija), nakon inkubacije
od 60 min. Intenzitet boje je ¢itan na 610 nm (BioKit, Microwell EL 301, USA). Ispitivanje
produkcije biofilma vrSeno je u mikrotitar plocama u Lauril Bertoni bujonu nakon inkubacije
od 24 casa, a intenzitet boje je Citan na 610 nm. (BioKit, Microwell EL 301, USA).
Ispitivanje trzajucih pokreta je vrSeno na 1% Lauril Bertoni agaru, a rojenja na 0,5% Lauril
Bertoni agaru. Osetljivost na oskidativni stres je ispitivana na 2% triptikaza soja agaru sa
sterilnim diskom filter papira pre¢nika 7 mm, na koji je nakapavano 10 pl 30% H20:.
Osetljivost na antibiotike proveravana je disk difuzionom metodom po CLSI standardu
(2013. godina, M-100-S-21). MIK za piperacilin-tazobaktam, amikacin i ciprofloksacin su

odredivane po uputstvu proizodaca traka sa antibiotikom (Liofilchem, Italija). Produkcija
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ESBL je ispitivanja koris¢enjem diskova cefotaksima, cefotaksima sa klavulonskom
kiselinom, amoksicilina sa klavulonskom kiselinom, ceftazidima i ceftazidima sa
klavulonskom kiselinom. Produkcija karbapenemaza je izvodena, tako Sto je na povr$inu
Mueller-Hintovog agara zasejavana kultura referentnog soja E.coli ATCC 2522. U sredinu
ploce je stavljan disk meropenema, a zatim je povlacena crta ispitivane kulture P. aeruginosa
do diska. Produkcija MBL je odredivana Hodge testom. Rezultat. P. aeruginosa je najcesce
kultivisan iz briseva rana (54%) i urina (21%), dok su drugi bolesni¢ki materijali manje
zastupljeni. Seroloski su identifikovani sledeci serotipovi: P1, P3, P4, P5, P6, P10, P11 i P12.
Najcesce identifikovani serotipovi su P11 (20%), P6 (16%) i P1 (12%), a 29% izolata je
netipibilno. P. aeruginosa produkuje ¢esc¢e fluorescin (86%) nego piocijanin (67%). Vecina
nasih izolata (93%) je imala sposobnost adherencije na polivinil-hlorid nakon inkubacije od
60 min. Skoro svi izolati (99%) su imali sposobnost formiranja biofilma. Svi izolati su imali
sposobnost trzaju¢ih pokreta i rojenja. Znatan broj izolata je imao apsolutnu rezistenciju na
toksicno dejtvo 30% H20:. lzolati su pokazali najveci stepen osetljivosti na kolistin i
aztreonam (100%), meropenem (92% izolata hospitalnog porekla i 88% ambulantnog),
imipenem (86%) i piperacilin-tazobaktam (84% izolata bolnickog porekla i 74%
ambulantnog). Najveci broj izolata je imao MIK vrednost za piperacilin-tazobaktam 12 pg/ml
(37,5%), za ciprofloksacin 0,125 pg/ml (43,75%). 24,19% je imao MIK vrednost 8ug/ml za
amikacin. Samo jedan izolat je produkovao ESBL, 7% karbapenemaze i 10% MBL.
Zakljucak. P. aeruginosa je najceSc¢e kultivisan iz briseva rana i urina, a znatno manje iz
drugih materijala. Najprisutniji su serotipovi P11, P6 i P1. Bacil viSe produkuje fluorescin
nego piocijanin. Vecina izolata ima sposobnost adhezije i formiranja biofilma, rojenja,
trzaju¢ih pokreta i otporna je na oksidativni stres. Svi izolati su osetljivi na kolistin i
aztreonam, a po osetljivosti slede meropenem, imipenem i piperacilin-tazobaktam.

Kljuéne reéi: Pseudomonas aeruginosa, serotipovi, pigment, biofilm, rojenje, trzajuci

pokreti, antibiotici

Naucéna oblast: Medicinske nauke
UZa naucna oblast: Mikrobiolgija
UDK 616-02
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APSTRACT

Title of doctoral thesis: Phenotyping characteristics of Pseudomonas aeruginosa clinical
isolates

Apstract: Introduction. Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is one of the most
common bacteria colonizing the hospital environment. High genetic variability, flexible
physiology, adaptability, metabolic potential, production of broad capsules, biofilm forming,
control of external membrane permeability and resistance to antibiotics and disinfectants
allow the bacillus to be widely dispersed. P. aeruginosa is a common cause of inflammation,
if there is a disruption of the body's defense forces for any reason: malignant disease,
chemotherapy, neutropenia, diabetes mellitus, cardiovascular diseases, alcoholism, smoking
and obesity. The aim. The goals of testing are the analysis of the presence of P. aeruginosa
in hospitalized patients' and outpatients” materials, isolates serotyping, testing of fluorescin
and pyocyanin production, adhesive ability, biofilm formation, twitching motility, swarming,
resistance to oxidative stress, susceptibility testing to imipenem, meropenem, piperacillin-
tazobactam, colistin, aztreonam, ceftazidime, cefepime, amikacin, gentamicin, netilmicin,
tobramycin, ofloxacin and ciprofloxacin, determination of the minimum inhibitory
concentrations (MICs) of the piperacillin-tazobactam, ciprofloxacin and amikacin, and testing
of the of extended spectrum beta lactamases (ESBL), carbapenemases and mettalo beta-
lactamases (MBL) productions. Methods. The study included 100 isolates of P. aeruginosa,
50 from inpatients and 50 outpatients materials. Serotyping of isolates was performed by
agglutination reaction per the manufacturer's instructions serum (Bio-Rad, France).
Production of pigments was read on specialized substrates for pigments production:
Pseudomonas basis for differentiation of fluorescein and Pseudomonas basis for
differentiation of piocyanin (HiMedia, India). Testing of adhesive ability was performed in
microtiter plates in Lauryl Bertoni broth (Liofilchem, Italy), after incubation of 60 min. The
color intensity was read at 610 nm (Biokit, Microwell EL 301, USA). Investigation of biofilm
production was performed in microtiter plates in Lauryl Bertoni broth after incubation for 24
hours, and the color intensity was read at 610 nm (Bio-kit, Microwell EL 301, USA). Testing
of the twitching movements was performed on 1% Lauryl Bertoni agar, a swarming at 0.5%
Lauryl Bertoni agar. The sensitivity to oxidative stress was studied on 2% trypticase soy agar
with a sterile filter paper disk diameter of 7 mm, on which there was poured 10 pl of 30%
H:0:. The sensitivity to antibiotics was evaluated by disk diffusion method according to CLSI

standards (2013, M-100-S-21). MICs of piperacillin-tazobactam, amikacin and ciprofloxacin
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were determined according to the manufacturers tapes with an antibiotic instructions
(Liofilchem, Italy). ESBL production of P. aeruginosa was performed by using cefotaxime,
cefotaxime with clavulanic acid, amoxicillin with clavulanic acid, ceftazidime, and
ceftazidime with clavulanic acid discs. Production carbapenemases is performed so that the
surface of Mueller-Hintovog agar is inoculated culture reference strain E. coli ATCC 2522.
In the middle of the board was placed meropenem disk, and lines of tested culture of P.
aeruginosa were dragged to disk. MBL production was determined by Hodge test. Results.
P. aeruginosa was the most commonly cultured from wound swabs (54%) and urine (21%),
while the other patient materials underrepresented. Following serotypes of P. aeruginosa
were serologicaly identified: P1, P3, P4, P5, P6, P10, P11, and P12. The most common
serotypes were: P11 (20%), P6 (16%) and P1 (12%), and 29% of the isolates were untypibile.
P. aeruginosa produces more fluorescein (86%) than pyocyanin (67%). Most of our isolates
(93%) had the ability of adherence to polyvinyl chloride, after incubation of 60 min. Almost
all isolates of P. aeruginosa (99%) had the ability to form biofilm. All isolates had the
abilities of twicing movement and swarming. A significant number of isolates had absolute
resistance to toxic effect of 30% H.O: solution. The isolates showed the greatest degree of
susceptibility to colistin and aztreonam (100%), meropenem (92% of isolates of hospital
origin and 88% of outpatient), imipenem (86%) and piperacillin-tazobactam (84% of
nosocomial isolates and 74% of outpatient). The largest number of isolates had an MIC value
for piperacillin-tazobactam 12 mg/ml (37.5%), ciprofloxacin 0.125 mg/ml (43.75%). For
amikacin 24.19% of isolates had MIC value of 8 pug/ml. Only one isolate produced a ESBL,
7% carbapenemase and 10% MBL. Conclusion. P. aeruginosa is the most commonly
cultured from wound swabs and urine, and much less from other materials. The most
serotypes were P11, P6 and P1. Bacillus produces fluorescein more than pyocyanin. Most of
isolates have the abilities adhesion and biofilm formation, gliding movement, swarming, and
resistance to oxidative stress. All isolates were most susceptible to colistin and aztreonam,
followed by meropenem, imipenem and piperacillin-tazobactam.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, serotypes, pigment, biofilm, twiching motility
swarming, antibiotics

Scientific field: Medical science

Specific science fieldt:  Mikrobiology

UDK 616-02
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G+C- guanin +citozin

AIDS- immunodeficiency associated infective diesase
rRNK- ribozomalna ribonukleinska Kiselina

Oprf- protein F

LPS- lipopolisaharid

EDTA- etilendiaminotetrasiréetna kiselina

EDRF- endotelijum oslobadaju¢i faktor

CGMP- cikli¢ni guanin monofosfat

PML- polimorfonuklearni leukociti

CF- cisti¢na fibroza

UV- ultravioletna

TLR5- tall like receptor

SDS- PAGE-elektoforeza u poliakrilamidnom polju u prisustvu natrijum
dodecil sulfata

aSGM- asijalogangliozidi

SGM- sijalogangliozidi

ADP- adenozin difosfat

RT- respiratorni trakt

TNF- tumor necrosis factor

QS- quorum sensing

DNK- dezoksiribonukleinska kiselina

DT- digestivni trakt

RAPD- nasumi¢no umnozena polimorfna DNK
RFLP- polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata
MLST- tipizacija na osnovu multilokularnih sekvenci
MLEE- enzimska elektroforeza multi lokusa

PFGE- elektroforeza u pulsiraju¢em polju

PBP- penicilin vezujuéi protein

ESBL- B laktamaza proSirenog spektra
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MBL- metalo 3 laktamaza
CLSI- Clinical Laboratory Standard Insitute
NADPH- nikotinamid dinukleotid fosfat vodonik

MIK- minimalna inhibitorna koncentracija
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1. UVOD

Za pseudomonade, kao i mnoge bakterije, postoje dokazi da su zivele stotinama
miliona godina ranije. Ipak, Schroeter je 1872. godine prvi opisao Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) i nasBao ra Bacterium aeruginosum. Imena P. aeruginosa su se zatim
menjala: Micrococcus pyocyaneus (Zopf 1884. godine), Bacillus aeruginosus (Schroeter
1872. godine, Trevisan 1885. godine), Bacillus pyocyaneus (Zopf 1884. godine, Fliigge 1886.
godine), Pseudomonas pyocyanea (Zopf 1884. godine, Migula 1895. godine) i Bacterium
pyocyaneum (Zopf 1884. godine). Vremenom su mnoge vrste uklju¢ivane i isklju¢ivane iz
roda Pseudomonas. Danas, rod Pseudomonas ukljucuje vrste koje su ranije pripadale
rodovima Chryseomonas i Flavimonas. Neke vrste Pseudomonas sp. su, medutim, prebacene
u rodove Burkholderia i Ralstonia’.

Gessard je 1882. godine opisao dva pigmenta koje luci ova bakterija. Wasserman je
diferencirao antitela protiv egzotoksina P. aeruginosa i baktericidna antitela. Achard je 1902.
godine opisao aglutinaciju P. aeruginosa serumom bolesnika koji je bio inficiran bacilom.
Eisenberg je 1903. godine pokusao da upotrebi antiserum za diferenciranje Bacillus
fuorescens od P. aeruginosa®>.

Najnovija ispitivanja vezana za P. aeruginosa se uglavnom odnose na analizu
genetiCkog materijala. Kompletna ispitivanja 16S rRNK sekvenci su zavrsena 2000. godine,
prvo kod P. aeruginosa P1. Genom P. aeruginosa je veli¢ine izmedu 6 i 7 Mbp i sadrzi oko

5570 parova baza” (Slika 1.).
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1. UvOD

Slika 1. Genom Pseudmonas aeruginosa (Centar za bioloska istrazivanja USA,
http://www.pseudomonas.com/)

Koli¢ina genetickog materijala se razlikuje kod razli¢itih serotipova. Znacajan deo
genetickog materijala je vezan za regulatorne procese. Veliki genom i kompleksnost gena
omogucavaju prezivljavanje u razli¢itim okruzenjima 1 produkciju brojnih faktora
patogenosti. Karakteristike genoma, procenat G+C, procenat kodiranja i broj gena pojedinih

vrsta Pseudomonas sp. su prikazani u tabeli 1.*°.

Tabela 1.
Karakteristike genoma, procenat G+C, procenat kodiranja i broj gena pojedinih

vrsta Pseudomonas sp.

Bakterija Velicina G +C Procenat Broj

genoma kodiranja gena
P. aeruginosa 2192 6826253  66.2 85 5546
P. aeruginosa C3719 6146988  66.5 86 5065
P. aeruginosa LES 6601757 66.3 80 5326
P. aeruginosa PA7 6663529 66.4 84 5309
P. aeruginosa PACS2 6492423 66.3 86 5317
P. aeruginosa PAO1 6264404  66.6 89 5568
P. aeruginosa UCBPP/PA14 6537648  66.3 89 5592
P. aeruginosa L48 5888780 64.2 88 5134
P. aeruginosa Pf-5 7074893  63.3 88 6137
P. aeruginosa PfO-1 6438405 60.5 89 5892
P. aeruginosa ymp 5072807 64.7 89 4594
P. putida F1 5925059 61.9 88 4735
P. putida GB-1 6053195 62.0 90 5494
P. putida KT2440 6181863 61.5 86 5350
P. putida W619 5748550 61.5 89 4624
P. putida A1501 4567418 63.9 89 4624
P. syringae pv.phaseolicola 5928787 57.9 84 4984
P. syringae pv.suringe B728a 6093698 59.2 85 5089
P. syringae pv. tomato str DC3000 6397126  58.3 85 5470
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1. UvOD

Osnovne karakteristike P. aeruginosa su da:
1. produkuje karakteristicne pigmente,
2. moze da prezivi na temperaturi od 42°C

3. bacil je katalaza i oksidaza pozitivan.

Vrste Pseudomonas sp. su ubikvitarni bacili koji opstaju u vazuhu, vodi i zemlji.
Kolonizuju biljke, Zivotinje i ljude. Bacili, najées¢e P. syringae grupe, ali i drugih grupa, su
patogeni biljaka. P. syringae grupa ima preko 50 biovara, a mnogi od njih pokazuju visok
stepen vrsne specificnosti pri izazivanju oboljenja biljaka. Najces¢i patogeni zivotinja su P.
aeruginosa, P. oryzihabitans i P. plecoglossicida’.

Pseudomonas sp. ima vrlo vaznu ulogu u metabolizmu zagadivaca u prirodi. Ta
njihova sposobnost se moze iskoristiti u bioremedijaciji. P. alcaligenes moze razgraditi
policikli¢ne aromati¢ne ugljene hidrate, a P. mendocina i P. putida toluene. Vrste P. stutzeri
grupe mogu vrsiti degradaciju ugljen tetrahlorida. P. pseudoalcaligenes koristi cijanide kao
izvore azota'.

P. aeruginosa spada u najrasprostranjenije i za humanu patologiju najvaznije
mikroorganizme. To je oportunisti¢ki patogena bakterija. MoZe izazvati oboljenja kod svih
domacina koje kolonizuje. Veoma je rezistentan na najeS¢e koriS¢ena dezinfekciona
sredstva. Cesto je prisutan u bolni¢koj sredini. Uglavnom izaziva oboljenja kod
imunokompromitovanih bolesnika®. Dovodi do infekcija rana, opekotina i urina, ali moZe
izazavati inflamaciju svih organskih sistema. Cesti su hroni¢ne infekcije i doZivotno
klicono$tvo. Vremenom P. aeruginosa je evoluirao u multirezistentnu bakteriju, ¢ija terapija
je skupa i teSka i za drzave sa veoma razvijenim zdravstvenim sistemom. Bez preterivanja se

moze re¢i da ovaj bacil spada medu najvaznije u humanoj patologiji.
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2.1. KARAKTERISTIKE VRSTE

2.1.1. MORFOLOGIJA BACILA

P. aeruginosa su Gram negativni, aerobni, asporogeni i pokretni bacili (Slike 2. i 3.).
Bacili su pravi ili malo savijeni, tanki i produkuju kapsulu. Dimenzija su 0,5 umdo 1,0 pm i
1,5 pm do 5,0 pm. Mogu biti i kraci i zadebljani. Razmesteni su pojedinac¢no, u parovima ili
u kratkim lancima. Slika je obi¢no uniformna, polimorfizam bacila se retko sreée’. Imaju

jednu ili viSe subpolarnih, retko lateralnih flagela. Rezultati nekih ispitivanja pokazuju da

moze da ima 3 do 6 flagela®.

Slika 3. Bakterijske ¢elije P. aeruginosa (elektronska mikroskopija)

(globalmedicaldiscovery.com)

Fenotipske karakteristike klinickih izolata Pseudomonas aeruginosa.
NataSa Stankovi¢ Nedeljkovi¢. Doktorska disertacija



2. OPSTI DEO

2.1.2. TAKSONOMSKE KARAKTERISTIKE
Taksomonske karakteristike P. aeruginosa po Breneru su sledeé¢e® (Tabela 2.).

Tabela 2.

Taksonomske karakteristike P. aeruginosa po Breneru

Carstvo Bacteria

Razdeo Proteobacteria

Klasa  Gamma Proteobacteria
Red Pseudomonadales
Familija Pseudomonadaceae
Rod Pseudomonas

Vrsta  Pseudomonas aeruginosa

Po Bergey Klasifikaciji red Pseudomonales svrstan je u IV grupu u kojoj su Gram-
negativni aerobni ili mikroaerofilni bacili i koke®. Porodica Pseudomonaceae ima 171 vrstu®.
Vrste koje pripadaju familiji Pseudomonaceae dele se u tri grupe: fluorescentnu grupu,
Pseudomallei grupu i ostale pseudomonade’. Najve¢i medicinski znagaj imaju fluorescentna

grupa i vrsta P. aeruginosa koja je jedina patogena za ljude.

2.2. RASPROSTRANJENOST P. AERUGINOSA

P. aeriginosa se sre¢e svuda u naSem okruzenju: vodi, vazduhu, zemlji i predmetima
opste upotrebe. Bacil je ubikvitarna bakterija koja kolonizuje ljude, Zivotinje 1 biljke. Veoma
je otporan na faktore spoljne sredine, mnogo otporniji nego druge bakterije. Mesecima moze
ziveti u vodi. Danima moZe opstati na suvim povrSinama, ako se nalazi u bioloSkim
ekskretima. Izolovan je iz Cesto koriS¢enih dezinfekcionih sredstava’. Nau&nici Rensselaer

Polytechnic Institute, koji saraduje sa NASA, su izvestili da je za vreme svemirskog leta u
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International Space Station, uoceno prilagodavanje gravitaciji i formiranje biofilma kakav
nije uo&en na povriini Zemlje™.

P. aeriginosa je izolovan iz benzina, kerozina, farmaceutskih proizvoda, deterdZzenata
i sapuna. Formiranje biofilma omoguéava opstanak u vodama i sistemima za njenu
distribuciju. Bacil je izolovan skoro iz svih voda: flasirane, mineralne i destilovane vode i
vode iz bazena, osim morske’.

Velika geneticka raznovrsnost, fleksibilna fiziologija, sposobnost produkcije biofilma
i Siroke kapsule, kontrole permeabilnosti spoljne membrane, adherencije na razlicite
povrsine, adaptibilnost i metaboli¢ki potencijal omogucavaju P. aeriginosa da bude Siroko

rasprostranjena bakterija'®*? .

2.3. ZNACAJ VRSTE U HUMANOJ PATOLOGIJI

Kod ljudi P. aeruginosa se nalazi na kozi, ¢eS¢e na delovima koji su vlazni, u
brisevima grla i nosa i stolici kao normalni stanovnik. Kolonizacija ovom bakterijom je
ucestalija tokom i nakon hospitalizacije. P. aeruginosa je oportunisticki patogena bakterija®.
Kod osoba sa o¢uvanim imunitetom uglavnom ne izaziva oboljenja. Ako iz bilo kog razloga
niz infektivnih oboljenja koja se jednim imenom zovu pseudomonijaze'®. Spada medu
naj¢esc¢e uzrocnike infekcija opekotina, rana, urinarnog i respiratornog trakta. Kod bolesnika
sa opekotinama, malignim bolestima i AIDS uzrokuje oko 50% letalnih ishoda®®.

Decenijama unazad se smatra jednim od naj¢es¢ih uzroc¢nika bolnic¢kih infekcija. P.
aeruginosa izaziva oko 10% nozokomijanih infekcija, kod kojih je smrtnost 10-60%.
|zaziva oko 3-7% od ukupnog broja bakterijemija’’. Smatra se da je uzro¢nik oko 1,5 miliona

bolnigkih infekcija godisnje®.
2.4. GRADA P. AERUGINOSA
P. aeruginosa ima tipi¢nu gradu Gram negativnih bacila. Citoplazmatska membrana

pokriva citoplazmu, u srediSnjem sloju celijskog zida je peptidoglikan, a na povrsini je

spoljna membrana. Spoljnu membranu &ine fosfolipidi, proteini i lipopolisaharidi (LPS)’.
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Najcesci proteini spoljne membrane su srodni. Spoljna membrana sadrzi protein F (OprF).
OprF funkcionise kao porin, dozvoljavaju¢i samo izvesnim molekulima i jonima da udu u
bakterijsku celiju. Porin ograni¢ava ulazak u ¢eliju molekula mase do 500 Da, Sto snizava
propustljivost spoljne membrane, pa antibiotici teze prodiru u ¢eliju. Neki sojevi su obavijeni

sluzavom ovojnicom®’.

2.4.1. POLISAHARIDI CELIJSKOG ZIDA P. AERUGINOSA

Polisaharidi P. aeruginosa su lokalizovani u spoljnoj membrani, a kod sojeva koji
nemaju kapsulu na povrsini ¢elije. LPS su najvazniji polisaharidi. LPS P. aeruginosa je
opisan 1937. godine, ali je i dalje predmet brojnih ispitivanja.

LPS je glikolipid sa€injen od 3 glavna dela: hidrofobnog lipida A, hidrofilnog
polisaharidnog lanca jezgra i hidrofilnog bo¢nog polisaharidnog lanca (Slika 4.). Lipid A,
koji je odgovoran za toksi¢nost molekula i proksimalni region jezgra su relativno stabilne
strukture, dok je bo¢ni lanac varijabilne strukture?. LPS je prili¢no stabilan prema povisenoj

temperaturi, kiselinama, alkalijama i agensima koji izazivaju denaturaciju proteina’.

Slika 4. Grada LPS P. aeruginosa (Jones, 1979.)

Jezgro LPS P. aeruginosa, kao i kod ostalih Gram negativnih bakterija, ima spoljasni
1 unutras$nji deo. Polisaharid jezgra je bogat monosaharidima i fosfatnim ostacima. SrediSnji
deo jezgra sadrzi L-glicero-D-mano-heptozu i 3-deoksi-D-mano-oktulosoni¢nu kiselinu.
Spoljasni region jezgra oligosaharida sadrzi D-glukozu, L-ramnozu, D-galaktozamin i L-
alanin. ldentifikovani su i 2amino-2-deoksiglukoza, 2-amino-2-deoksigalaktoza, 2-amino-
2,6-dideoksiglukoza, 2-amino-2,6-dideoksigalaktoza, 2-amino-2-deoksigalakturonska
kiselina i 2,3-2,3dideoksimanuronska kiselina” .
Chester sa saradnicima je ispitivao LPS 15 sojeva P. aeruginosa i dosao do podataka

da svi sadrze glukozu, ramnozu, glukozamin, galaktozamin, 2-keto-3-deoksioktoni¢nu
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kiselinu i alanin. Mnogi sojevi su sadrzali dodatne Secere i amino komponentne. Na osnovu
hemijskih karakteristika i produkata metabolizma LPS je klasifikovan u dvanaest grupa, od
kojih devet ima jednu serogrupu, a tri dve serogrupe. Svi LPS su imali istu masnu kiselinu 3-
OH 10:0, 2-OH 12:0, 3-OH 12:0 i svi su aglutinisali sa homolognim antiserumom?.

LPS se sintetiSe van Celijskog zida, tako Sto se polimerizovani polisaharid veze za
lipid preko 2-ketodeoksioktanata. LPS je osnova za sintetisanje O antigena, koji je somatski
antigen P. aeruginosa. Visoka antigenska specificnost je uzrokovana redosledom
monosaharida. Seceri, njihove sekvence i na¢in vezivanja odreduju serolosku O specifiénost
soja. Sojevi koji imaju O antigen su tipibilni. Oni obrazuju glatke kolonije’.

O antigen moze varirati u tezini. Molekularna masa nije najvaznija, moze biti od
1000Da do 4000 Da. U ¢istijoj formi, u prisustvu povrsinski aktivnih agenasa i odsustvu
dvovalentnih katjona, bakterijski endotoksin se sastoji od makromolekula mase 10 kDa do
20kDa. U odsustvu povrSinski aktivnih agenasa 1 prisustvu dvovalentno sekvencioniranih
agenasa kao Sto je etilendiaminotetrasiréetna kiselina (EDTA), LPS se prestruktuira u
strukture molekularne tezine oko 1000 kDa. Ovo se deSava molekulima LPS bakterija u
te¢noj sredini. U prisustvu dvovalentnih katjona, kao sto su Mg ili Ca, formiraju se strukture
koje mogu da prolaze kroz membrane veli¢ine 0,2 um, a ne prolaze kroz pore veli¢ine
0,025um’.

Osnovne razlike u strukturi LPS P. aeruginosa i drugih Gram negativnih bakterija
ukljucuju gradu masnih kiselina i visok nivo fosforilacija. Neobicno visok sadrzaj fosfata u
LPS je delom objasnjen prisustvom relativno visokog procenta R forme molekula, kojima
nedostaje O specificni lanac. Dok LPS enterobakterija sadrzi 4 fosfatna ostatka u regionu
jezgra i dodatna 2 ili 3 u lipidu A, LPS P. aeruginosa moze sadrzati 10 ili vise fosfatnih

ostataka po molekulu’.

24.2. ULOGA LPS U FIZIOLOGIJI | INFEKCIJAMA IZAZVAZNIM P.
AERUGINOSA

LPS ¢éelijskog zida P. aeruginosa znacajno uti¢e na nacin zivota bakterije. Doprinosi
integritetu spoljasne membrane 1 Stiti od Zuci 1 lipofilnih antibiotika. Osim S§to je zaStitna
barijera, on je medijator u odnosu bakterije i ¢elija domacina, jer uti¢e na vezivanje bakterije

Za razli¢ite povrSine.
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Uloga koju LPS ima u nastanku i odrzavanju patoloskog procesa u tkivu domacina je
visestruka (Slika 5.). Lipid A je neophodan za ¢elijski rast. Polisaharidi jezgra su vazni u
specavanju prodora antibiotika u bakterijsku ¢eliju. Vazni su faktori virulencije. Polisaharidi

spoljasnog jezgra ucestvuju u adherenciji bakterije.

Essential for
cell adhesion

-

O amntiggen amncd
ouableTrT Core

Esscntial for
wirulbence arnd
antibiotic
PESiS IAnm oo

Inmer core

%% Liprich A

Slika 5. Prikaz pojednih delova LPS kao faktora virulencije P. aeruginosa
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Lipid A je toksican 1 naziva se endotoksin, jer ostaje u bakterijskoj ¢eliji, a oslobada
se samo razaranjem celije. Endotoksini su slabiji antigeni u odnosu na egzotoksine.
Endotoksin za razliku od egzotoksina ne pokazuje afinitet prema pojedinim vrstama tkiva
domacina, pa zbog toga i ne izaziva specifi¢ne klinitke manifestacije’.

LPS P. aeruginosa je manje toksican nego kod bacila iz porodice
Enterobacteriacea®. LPS moZe da izazove su sledeée simptome bolesti: povecanje telesne
temperature, leukocitozu, trombocitopeniju, diseminovanu vaskularnu koagulaciju, povecanje
permeabilnosti kapilara, §to dovodi do hipotenzije, krvarenje u plu¢ima, crevima i drugim
trbusnim organima, prostraciju, dijareju, kongestiju, edem, S0k i smrt’. Endotoksin je veoma
vazan u izazivanju sepse.

Hipotenzija, koja vodi u septicni Sok, Cesto prati bakterijemiju izazvanu P.
aeruginosa. Vaskularna intima krvnih sudova obolelih oslobada endotelijum oslobadajuci
faktor (EDRF), Sto izaziva vazodilataciju vaskularnih glatkih miSi¢a. Aktivna komponenta
EDRF su radikali azot oksida (NO)*. Evora sa saradnicima je dokazao dejstvo LPS na
endotelijum zavisnu relaksaciju femoralne, renalne, mezentericne, hepati¢ne 1 epikardijalne
arterije pasa. Izlaganje endotoksinima stimuli$e ekspresiju inducibilne forme NO sintetiuceg
enzima i dejstvo na glatke miSi¢ne celije periferne vaskulature. Posledica je tako veliko
povecanje produkcije NO da se vazodilatacija ne moze neutralisati primenom
vazokonstriktivnih sredstava. Glikokortikoidi, koji inhibiSu ekspresiju inducibilne forme NO,

izazivaju kasnije opadanje vaskularnog tonusa i hipotenziju. LPS deluje na perifernu
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vaskulaturu tako sSto stimuliSe endotelne ¢elije da produkuju NO iz L-arginina. U ranim
fazama sepse, vaskularni glatki misi¢i ne doprinose NO sintezi i reaguju na dejstvo
vazokonstriktora. Medutim, u kasnijim fazama, hipotenzija moze biti ireverzibilna. NO deluje
na krvne sudove preko cGMP zavisnog mehanizma, tako da ne reaguju na vazokonstriktorne
supstance®.

Kao glavni antigen, LPS je ukljucen u razlicite reakcije domacina i bakterije. Serotip
specifiéni imunski odgovor nakon infekcije je usmeren prema LPS?. LPS &titi Gram
negativne bakterije od fagocitoze i lize. PomazZe bacilu u izbegavanju imunskog odgovora.
Endotoksin snazno uti¢e na funkciju leukocita. Vezuje se za polimorfonuklearne neutrofilne
leukocite (PML) i utice na njihovu adherenciju, agregaciju, hemotaksu, izaziva oksidativne
poremeéaje i oslobadanje lizozomalnih enzima. Kharazmi® je ispitivao efekat LPS P.
aeruginosa, izolovanih kod cisti¢ne fibroze (CF) na PML i monocite. Dokazano je da LPS
povecéava adherenciju i agregaciju leukocita i deluje inhibitorno na hemotaksu i pokretljivost
leukocita.

Antitela prema O polisaharidima su efikasnija nego antitela prema drugim
komponentama LPS. U eksperimentima koje je izvodio Terashima sa saradnicima®,
koriS¢ena su IgM antitela za koja se smatra da prepoznaju region spoljaSnog jezgra, narocito
neredukujuci kraj ostatka L-ramnoze. Antitela su reagovala kao opsonini i efektivno su Stitila
eksperimentalne zivotinje od bakterijemije. Sva antitela su se vezivala za epitope na LPS i
bila su aktivna jedino protiv specifi¢nih serotipova. Dokazano je da IgM antitela reaguju
protektivno protiv dva ili viSe Fisherovih imunotipova. Antitela su delovala protektivno
protiv A, F, G, H i K, a ne protiv M serotipa. Pokazano je da ista antitela deluju protektivno u
odnosu na infekcije izazvane E. coli.

Nivo IgG antitela protiv P. aeruginosa je visi kod bolesnika sa hroni¢nom infekcijom
nego kod onih koji nisu inficirani ili su intermitentno inficirani. Zbog poloZaja na povrSini
bakterijske éelije i antigenih karakteristika, LPS se &esto ispituje zbog pravljenja vakcina®’.

Predhodna vakcinacija primenom partikula LPS uti¢e na adherenciju P. aeruginosa na
kornealne epitelne celije. Flecher?® je ispitivala ulogu LPS u vezivanju P. aeruginosa za
korneu i kontaktna soc¢iva. P. aeruginosa izaziva progresivnu ulceraciju kornee koja moze da
dovede do gubitka vida. Prva faza bolesti je inokulacija bakterije u oko. Rezultati pokazuju
da bacili iz kolonija u S formi bolje adheriSu na kontaktna so¢iva i na korneu pacova, nego iz

R forme.
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Polisaharidi ¢ine osnovu biofilma. Egzopolisaharidalginat je linearni kopolimer -1,4
D-manuroni¢ne kiseline i L-glukuronske kiseline?. Odnos kiselina u biofilmu varira i
odreduje viskoznost biofilma. Egzopolisaharidi se obilnije stvaraju na podlogama sa
glicerinom i u prisustvu vodonik peroksida. Pel i psl su genski lokusi odgovorni za
formiranje egzopolisaharida. Visokomolekularni polisaharidi sa O specificnos¢u su
identifikovani iz biofilma sojeva izolovanih iz nezive prirode, imunokompromitovanih
bolesnika i kod CF.

P. aeruginosa produkuje 2 razli¢ite vrste LPS, oznafene kao A i B. O antigen tipa A
sadrzi kraée lance, a saginjen je od homopolimernih ponovljenih lanaca D-ramnoze®. B tip
LPS je visokomolekularan, sacinjen od heteropolimera, ponovljenih jedinica od di do
pentasaharida, sa¢injenih od razli¢itih monosaharida®'. Na osnovu razlike u gradi B antigena
P. aeruginosa se deli u 20 razli¢itih serotipova, $to je definisano u International Antigenic
Typing Schemi®®32,

Genetska ispitivanja i definisanje gena vezanih za produkciju LPS omogucavaju bolje
razumevanje sinteze A lanca polisaharida. Curiae®® je definisao gca gen koji uéestvuje u
sintezi LPS. Bélanger sa saradnicima® je ispitivala organizaciju wbp gena i karakteristike
genskih klastera koji u¢estvuju u sintezi LPS serotipa P6 P. aeruginosa. Klasteri sadrze wzx
gene (koji kodiraju O antigen, lipaze/translokaze) i wzz gene (koji moduliraju duzinu lanca)
zavisne od wzy gena. Komplet wzy gena nije naden u klasteru, a nadena su 4 sinteticka gena:
wbpO, wbpP, wbpV i wbpM i 4 putativna glikoziltransferazna gena: wbpR, wbpT, wbpU i
wbpL. Da bi se dokazala njihova uloga u biosintezi LPS generisane su nulte mutante wbpO,
wbpP, wbpV, wbpL i wbpM. Mutacije u svakom od ovih gena su imale za posledicu
poremecaj u biosintezi B tipa LPS. WhpL mutantni sojevi su imali poremecaj u produkciji A i
B tipa LPS. WbpLos je bifuncionalni gen koji ucestvuje u genezi A i B tipa LPS. WbpV je
homologan sa wbpK Klasterima za P5 serotip.

Rahim?! je ispitivao gene koji udestvuju u produkciji L-ramnoze. L-ramnoza je
komponenta jezgra LPS, nekoliko antigena polisaharida 1 surfanktanta celijskog zida.
Klonirana su i ispitivana cetiri gena odgovorna za biosintezu L-ramnoze (rmIBDAC). RmIC
mutante su ugradene u LPS P5 i P6 serotipova. LPS je ekstrahovan i ispitivan SDS-PAGE
Western imunoblot analizom. Rezultati ispitivanja pokazuju da je L-ramnoza receptor na

jezgru LPS za vezu sa O polisaharidom.

13

Fenotipske karakteristike klini¢kih izolata Pseudomonas aeruginosa.
NataSa Stankovi¢ Nedeljkovi¢. Doktorska disertacija



2. OPSTI DEO

Ako se divlji sojevi bakterija izloze dejstvu UV svetlosti ili se izloZze mutagenim
supstancama dolazi do mutacije gena. Mutacije koje nisu letalne dovode do formiranja
hrapavih kolonija, koje se ne nalaze u prirodi®°.

Geni koji kodiraju formiranje LPS mogu biti promenjeni, pa ¢e LPS biti sa kra¢im
lancima. Nastaju mutante koje su oznacene kao Ra, Rb, Rc i Re. Ra i Re su mutante sa
najduzim i najkra¢im lancem. Najekstremnije mutante su Re, koje daju LPS sacinjen od

lipida A i 2-keto-3-deoksioktanata, kao jedine komponente jezgra®.
2.4.3. LIPID A CELIJSKOG ZIDA P. AERUGINOSA

Uprkos razlikama u detaljima, osnova lipida A LPS P. aeruginosa je sli¢na lipidima
LPS enterobakterija. Lipid A je graden od serije disaharidnih jedinica glukozamina
esterifikovanih dugim lancima masnih kiselina. Lanci masnih kiselina su medusobno
povezani pirofosfornim vezama. Razlikuju se od lipida drugih Gram negativnih bakterija, po
tome §to 4-amino-4-deoksiarabinoza nije nadena kod LPS P. aeruginosa®.

LPS P. aeruginosa, kao vecina LPS, sadrzi hidroksilne i nehidroksilne masne
kiseline. Struktura masnih kiselina je vrsno specificna 1 relativno sli¢na drugim
pseudomonadama. Kvantitativne varijacije nisu od fundametalnog znacaja. Zajednicko sa
hidroksilnim kiselinama LPS drugih bakterija je da 3-hidroksi kiseline P. aeruginosa
pripadaju D seriji, dok 2-hidroksidodekani¢na kiselina ima L konfiguraciju. Struktura masnih
kiselina je sli¢na onima kod Azomonas agilis, Chromobacterium violaceum, Rodomicrobium
vannielli, ali se razlikuje od enterobakterija. Enterobakterije sadrze malo ili ne sadrze 2-
hidroksilne kiseline i samo jednu 3-hidroksilnu kiselinu®.

Odvajanjem hidrolizom polisaharidnog lanca iz LPS oslobada se lipid A u
citotoksicnoj difosforilnoj formi ili manje u toksicnoj monofosforilnoj formi. Duzi
polisaharidni lanac ima relativno nizi sadrzaj lipida A koji se mora precistiti iz velike koli¢ine
produkata hidrolize. LPS sa kra¢im lancima iz mutantnih sojeva se koristi za sintezu
produkata lipida A. Odvajanje lipidnog dela iz lipida A rezultira u detoksikaciji LPS sa

nivoom endotoksina 10000 puta nizim nego kod po&etnog LPS®.
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2.4.4. FLAGELE

Flagele P. aeruginosa imaju tri dela: bazalno telo, zakrivljeni deo i filament (Slika 6.).
Bazalno telo je ugradeno u bakterijsku ¢eliju i ima tri prstena. Zakrivljeni deo je fleksibilan.
Filament ¢ine polimerizovani monomeri flagelina. Pokriveni su flagelarnom kapom, koja je
sadinjena od mucina adhezina (FIiD)®. Postoje a i b tipovi flagela u zavisnosti FIiC
flagelarnog gena®. Tipovi se razlikuju po strukturi glikosijalina i molekularnoj teZini. U
okviru tipa a postoje subtipovi Al i A2***!. Neki sekvencionirani genomi serotipova P1 i P14

imaju tip b flagelina®'. Vecina klini¢kih izolata ima tip a flagelina.
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Slika 6. A. Prikaz flagela i fimbija koje su oznacene strelicom pod elektronskim
mikroskopom. B. Shematski prikaz strukture flagela P. aeruginosa, koji pokazuje

flagelarne proteine i njihovu lokaciju ( Jyot, 2008.)

Flagele su vazne u ranim fazama bolesti zbog pri¢vr§¢ivanja bacila na ciljna tkiva i
prodora u tkivo domacina. Ako se eksperimentalno na modelu misa dodaju pasivno anititela
prema flagelama, ona §tite od infekcije izazavane P. aeruginosa®. Gubitak flagela kod
bakterija dovodi do gubitka virulentnosti*®. Ako se hemijski izazovu mutacije, uo&ena je
manja virulencija mutantnih nego divljih sojeva na modelu opekotine kod misa. Nepokretni
sojevi proliferiSu na opekotini, ali se ne javlja bakterijemija. Divlji sojevi izazivaju
karakteristicnu sistemsku infekciju misa. Ako se izazove pneumonija kod neonatusa miSeva
inflamacija je manje izraZena, ako su izroc¢nici mutantni sojevi. FliC mutante izazivaju

fokalne inflamatorne lezije, ali se bakterija ne §iri kroz plu¢a kao kod divljih sojeva®.
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Flagele deluju visestruko u patogenezi inflamacija izazvanih P. aeruginosa. U
provodnim putevima pluca flagelin se veze za tall like receptor (TLR5). Posledica je
produkcija i oslobadanje proinflamatornih citokina, koji privlace PML u inflamirano tkivo.
Proces se 0znacava i kao hiperinflamatorni zbog velikog broja neutrofilnih leukocita, koji se
akumuliraju i izazivanju ote¢enje pluca®. Flagelin se vezuje za sluz u respiratornom traktu,
S§to olakSava eliminaciju bacila iz respiratornog trakta. Sluzi i kao ligand za makrofage.
Flagelin utice na produkciju IL-8, pa je produkcija ovog interleukina manja za 50% kod
mutantnih sojeva u odnosu na divlje. Sli¢ni podaci su dobijeni u ispitivanju Ramphal®.
Pracena je patogenost mutantih sojeva bez flagela, sojeva sa paralizovanim flagelama i sojeva
sa flagelama bez glikosijalina. Nepokretne mutante su bile manje patogene i najéesce Su
izazivale fokalne infekcije.

Formiranje flagela je genetski odredeno i strogo regulisano. U mukopurulentnom
mukusu, kod obolelih od CF i bronhiektazija bacil smanjuje produkciju flagelina*’. Ova
reakcija bacila iskljuCuje potencijalni imunski odgovor posredovan reakcijom flagelina i
TLRS5. U obolelim plu¢ima flagele, ako su prisutne u manjoj koli¢ini, stimuliSu imunski
sistem. Ako ih ima vise, mogu da dovedu do letalnog ishoda. Elastin osloboden iz PML
deluje proteoliticki na flagelin, pa se oslobadaju vece koli¢ine FlgM, koji se akumulira i
dovodi do supresije stvaranja flagelina. Posledica je akumulacija PML na mestu infekcije.
Cikli¢ne egzarcerbacije kod CF se mogu povezati sa pove¢anom produkcijom ili represijom
produkcije flagelina®.

Monoklonalna antitela miSa prema tipu a i b flagela P. aeruginosa pruzaju specifi¢nu
profilakti¢ku i terapijsku zatitu mi$u u modelu opekotina i sepse®*°. N-terminalni domen
flagelina nosi vazan bioaktivni domen za vezivanje antitela, Sto se moze iskorisiti u terapiji
infekcija izazvanih P. aeruginosa®®. Imunoterapijom sa antiflagelarnim antitelima prema N-
terminalnom kraju flagelina se smanjuju morbiditet i mortalitit u modelu opekotina kod
misa. Terapijski efekat je bolji, ako se u terapiji koriste karbapenemi i aminoglikozidi sa
antiflagelarnim anitelima®.

Flagele nose flagelarni, termolabilni antigen (H), koji se koristi u tipizaciji flagelarnog

antigena.
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2.4.5. PILI

P. aeruginosa ima dve vrste pila. Svi sojevi imaju duge i tanke pile koji su uglavnom
smesteni unipolarno, tacnije subpolarno. Lateralne pile imaju samo neki sojevi. Oni su deblji
i obi¢no nose plazmide. Pili P. aeruginosa su fleksibilni filamenti, polimeri pojedina¢nih
genskih produkata zvanih pilini (PilA) &ija funkcija zahteva produkte najmanje 30 gena™.
Pilin ima hidrofobni aminoterminalni kraj i hidrofilni spolja$ni protein, sa varijabilnim

domenom, adaptiranim za razli¢ite funkcije®*>° (Slika 7.)

Slika 7. Prikaz flagela i pila P. aeruginosa (elektronska mikroskopija),

(kronos.com)

2.45.1. STRUKTURA PILA

Pili P. aeruginosa su na prvi pogled jednostavne grade. Izgradeni su od asimetri¢énog

linearnog vlakna heliksne strukture, sa¢injenog od strukturalnog proteina PilA (Slika 8.).

R R
)’::‘5,-?.'.{,’;?-,&4 XK ;:

Slika 8. Struktura pila (http://cronodon.com/BioTech/Bacteria_pili.html)
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Posle decenija ispitivanja prihvaéen je levo zaokrenut, tri puta zavijen model pilarne
strukture. Pili imaju tri receptor vezujuca proteina, kao tri izolovana filamenta, koja se
zavrSavaju u vrhu pila i asijalo-GM1. Ranije se smatralo da se N-terminalni a-heliks nalazi na
bazi pilusa, a sada se predpostavlja, da je N-terminalni a-heliks na vrhu pila. Dokazano je da
pilin receptor domen sadrzi 128-144 rezidua amino kiselina. PilA domen je neophodan i

dovoljan za vezivanje za epitelne ¢elije®® (Slika 9.).

Slika 9. Levi tri puta zavijeni model PAK proteina nanotuba (Craig, 2004.)

Parge je predpostavio da je centralna zona pilusnog vlakna sa¢injena od vezanih N-
terminalnih a-heliksa, koji posreduju u spajanju vlakana, dijametra oko 10 A. Odsecanje
inicijalnih 28 aminokiselinskih rezidua strukturalnih proteina pilina dovodi do odsecanja
monomernog pilina. Uloga N-terminalnih a-heliksa je da u€estvuju u transportu subjedinica
pilina. 1zlaganje monomera PilA alkil tiolu dovodi do konformacionih promena u
monomerima pilina, §to pove¢ava duZinu pilina za stotine mikrometara™.

Pili su ¢vrste, ali dinami¢ne strukture, koje imaju sposobnost retrakcije i1 ekstenzije. X
zraci pokazuju Suplje cilindre sa spoljnim dijametrom 52 A, unutra$njim 12 A i grubim
prstenom preénika 31 A% Cilindri su od hidrofobnih rezidua, saginjenih od 5 subjedinica u

980 Kreéu se *’brzinom’ oko 0,5 ps™ sa tenzionom

nizu®, pakovanih u heliksnu strukturu
silom oko 10 pN bez opterecenja, koja fizicki vuce ¢eliju preko ¢vrste povsine. Pojedina¢nom
retrakcijom pilus moze proizvesti silu oko 100 pN i izdrzati pritisak oko 120 pN po pilusu,
pre nego $to pukne. Pili imaju sposobnost da kontroliSu snagu retrakcije i ekstenzije
senzorima snage koji limitiraju prekomernu silu. Ovaj senzor je uklju¢en u proces hemotakse.

Cvrstinu omogudéavaju hidrofobne, jonske veze medu subjedinicama. Brzina retrakcije i
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esktenzije pila je neuobicajeno velika, oko 1000 pilin strukturalnih subjedinica se pomera sa
baze pilusnog vlakna u s™. Ovo ukazuje da se svaki od tri pilusna filamenata retrahuje ili
izduzi sa oko 333 monomera u sV,

Na osnovu aminokiselinskih sekvenci postoji pet filogenetskih grupa pilina oznac¢enih
od | do V. Pili tipa IV se na osnovu tezine i aminokiselinskog niza dele na subklase 1Va i
I\Vb. Pili tipa IVa se sre¢u kod veéeg broja Gram negativnih bakterija®’. Pili tipa IV ucestvuju

u prosecu adherencije, olakSavaju kretanje bacila i omogucavaju rojenje.
2.4.5.2. ULOGA PILA U BIOLOGIJI P. AERUGINOSA

Pili poboljSavaju adherenciju na mukozne povrSine, epitelne celije, ali 1 neZive
povriine™. Vezuju se za tip specifine receptore epitelnih éelija sisara®%. Ucestvuju u
adherenciji za polarizovane i nepolarizovane epitelne ¢elije vezivanjem za glikosfingolipide
rasporedene u celijskoj membrani epitelnih celija. Ovi glikolipidi sluze kao receptori
adhezina na humanim tkivima pluc¢a. P. aeruginosa se veze za asijalogangliozide aGM1 i
aGM2, ali ne za sijaloidnu formu GM1 i GM2. Bacil adheriSe za bronhijalne epitelne Celije,
tako Sto pili prepoznaju disaharide (GalNAcpl-4Gal) na aGM1 i aGM2 (Slika 10.).
Vezivanje je prva stepenica u razvoju inflamatornog procesa. Deluje kao okida¢ za
produkciju proinflamatornih enzima u epitelnim éelijama. Pili su stabilni i rezistentni na
depolimerizaciju 1 razgradnju in vitro. Sinteza, transport i razgradnja pila tipa IV je

kompeksna 1 ukljucuje veliki broj izolovanih, strogo kontrolisanih genskih produkata.

Slika 10. Struktura receptora GalNAcB1-Gal (p-d-N-acetil-galaktozamin (1-4)-p-
d-galaktoza (Seth, 2012.)

Pili su trovalentni pri vezivanju za receptore. Ispitivano je vezivanje K122-4 pila,

monomenih pila 1 nanotuba na humane epitelne ¢elije u razli¢itim koncentracijama. Pili su se

vezivali mnogo efektivnije od monomernih pila i nanotuba. Koncentracija PilA u pilima je

mnogo manja nego kod monomernih pilina, ali je aviditet vi$i. Valenca pila 1 nano tuba je
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sli¢na, ali nije ista. Vezivanje monomera i nano tuba je bilo isto, iako je valenca nanotuba
visa. Rezultati ukazuju da se funkcija vezuju¢eg domena pila razlikuje od domena monomera
pila i nanotuba. Vezuju¢i domeni su trovalentni, pa se postavlja pitanje, kako se simultano
vezuju za tri razli¢ita receptora, a da a-heliks ne prodre u membranu domacina. Struktura
ukazuje da vezivanje pocinje na uglu od jednog, pa drugog vezujuéeg domena, a postoji
moguénost inicijalnog simultanog angaZovanja odvojenih receptora®,

Pili osiguravaju ¢vrsto vezivanje za povrsinu ¢elija domacina, tako da uobicajeni
protok te¢nosti ne skida kolonije sa povrsine. Trzaju¢i pokreti po ¢vrstim povr§inama in Situ
su obi¢no “’brzine’” 2 mm/h. Energetski su zahtevni, prilicno kontrolisani i omoguéavaju
hemotakti¢nu aktivnost. Pri tome pilus mora da se veze za povrSinu i inicira retrakciju. Drugi
pilus se ispravlja, veze za povSinu dalje od prvog i sakuplja se. Prvi pilus se zatim odvaja od
povsine, za koju je bio vezan 1 omogucava sledece pokrete. Odvajanje od povsine je isto tako
vazan proces kao i vezivanje®. Mutante koje su deficijentne u YpilU mogu se vezati za
metalnu povrSinu, ali se ne mogu odvojiti. Odvajanje je takode fizioloski regulisano i
kontrolisano®.

Kolonije koje formiraju sojevi P. aeruginosa, koji imaju pile, su sa neravnim ivicama
zbog trzaju¢ih pokreta. Obrnuto, kolonije mutanti bez pila imaju glatke ivice, jer nema
trzajuéih pokreta®™. Mutacije pojednih gena za pile onemoguéavaju bacilu fenomen rojenja.
Pili funkcioni$u kao receptori za vezivanje i prodor bakteriofaga. Vaznost pila tipa IV u
biologiji P. aeruginosa se smatra toliko bitnom, da postoje pokusaji pravljenja vakcina protiv

tog dela bakterijske celije.

2.4.5.3. POKRETLJIVOST

Pseudomonas ima sposobnost da se kre¢e na tri razli¢ita nacina: da pliva, krec¢e se
rojenjem i trzajuéom ¢im pokretima®. Plivanje omoguéavaju flagele, rojenje flagele i pili®, a
trzajuée pokrete pili®. Bacili plivaju u te¢noj sredini, roje u vlaznoj i na &vrstim povriinama,
a trzaju¢im pokretima se pomeraju na ¢vrstoj podlozi.

Bakterije plivaju kad postoji te¢na, dovoljno debela prevlaka. Pokreti u te¢noj sredini,
plivanjem ili duz zidova, mogu se podeliti u nekoliko tipova. Divlji tipovi Pseudomonasa se

obi¢no krecu plivanjem sa povremenim premetima. Vecina bakterija se kre¢e ’brzinom’’ od
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20 ps™ do 50 ps™. Na polugvrstim podlogama (0,2 do 0,4% agar) bacili plivaju kroz vodom
ispunjene kanale, pa formiraju hemotakti¢ne prstenoveGS.

Rojenje se ¢esce srece na ¢vrséim povrSinama. Ako je teCna prevlaka relativno tanka
bakterije se izduzuju, formiraju vise flagela, kre¢u se koordinisanije i nastaje rojenje.
Pseudomonas sp., koji ima moguénost rojenja, moze imati vise flagela ili nemati ni jednu.
Fenomen rojenja koji bacil pokazuje je veoma vazan u formiranju biofilma i patogenezi
bolesti. PilT i1 PilU su proteini, koji su vazni u rojenju i imaju ulogu u citotoksi¢nim
reakcijama sa epitelnim c’elijamaeS.

Brza kolonizacija povrSina, U uslovima kad ima dovoljno hranljivin materija, se
odvija procesima koji se opisuju kao trzajuci pokreti. Trzajuci pokreti su vrsta translokacije
na suvoj, évrstoj povsini, kod koje je mikromorfoloski obrazac organizovan®. Omoguéavaju
P. aeruginosa da se kre¢e brze i dalje preko ¢vrste povrsine, nego Sto bakterije plivaju u
slabije viskoznoj sredini. Osnova trzaju¢ih pokreta je da se pili ¢vrsto vezuju za povrsinu. Ovi
pokreti su vazni pri kolonizaciji domacina, formiranju biofilma, patogenezi bolesti i opstanku
bacila uopste®’. Formiraju se ravne, Siroke kolonije grubog izgleda sa malim perifernim
izdancima, koji se sastoje od tankog sloja ¢elija’.

Adherencija P. aeruginosa za nezive, a naroCito metalne povrSine i njihova
kolonizacija su od presudnog znacaja za rasprostranjenost bacila u nezivoj prirodi 1 Sto je
vazno u humanoj patologiju, u bolni¢koj sredini. Sli¢ni procesi se desavaju i pri kolonizaciji
sistema za vodosnabdevanije.

Osnova pokreta P. aeruginosa je detekcija razlike u nivou koncentracija hemijskih
supstanci u okruzenju bacila. P. aeruginosa se krece se u pravcu ili suprotno od detektovane
materije. Podsticaj pokreta kod P. aeruginosa, kao i kod drugih bakterija, su hemijski
nadrazaji, pre svega pozitivna hemotaksa® . Pravac kretanja zavisi od toga da li je neka
supstanca za njih hemoatraktant ili repelent. Neka istrazivanja pokazuju da hemoatraktilnost
moze povecati gustinu populacije u istom okruzenju, dok nasumicna pokretljivost smanjuje
gustinu mikroorganizama u nekoj populaciji.

Pokretljivost omoguc¢ava optimalnu kolonizaciju, prebacivanje u povoljniju sredinu i
izbegavanje toksi¢nih supstanci. Razli¢ite vrste pokretljivosti omogucavaju bakterijama da
stvore simbiotic¢ke i patogene asocijacije sa biljkama i zivotinjama. Sinteza i kontrola pokreta

kroz hemotakticki signalni transdukcioni sistem za kretanje je viSestruka. UtroSak energije pri
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pokretljivosti je znacajan zbog sinteze razli¢itih komponenti flagela i pila. P. aeruginosa ima
kompleksan sistem hemotakse, koju omoguéavaju nekoliko setova che i MPC gena®®.

U aerobnim i anaerobnim uslovima nitrati i nitriti su snazni hemoatraktanti za P.
aeruginosa. Amino kiseline, neorganski fosfati i etilen takode deluju hemotakti¢no na bacil.
Hemotakti¢ni odgovor se stimuli$e redukcijom fosfata. P. aeruginosa ima dva hemotakti¢na
proteina za fosfate koji reaguju na razli¢itim koncentracijama fosfora. CtpL sluzi kao glavni
hemoatraktant kada je koncentracija fosfata niska. CtpH reaguje kada je koncentracija fosfata
visoka. Hemotakti¢ni mehanizmi za fosfor su komplikovani. Kiseonik ima na P. aeruginosa
snazno aeroatraktantno dejstvo’.

Hloroetilen je repelent kod divljih sojeva bacila. Kod mutanti kojima nedostaju geni
za tri glavna hemosenzorna proteina, trinloroetilen je atraktant. Ista supstanca moze podsticati

bacil da se kreée u suprotnim pravcima, u zavisnosti od koncentracije’ .

2.5.KULTURELNE KARAKTERISTIKE

P. aeruginosa je nefermentativna aerobna bakterija, koja energiju dobija oksidacijom,
ed¢e nego fermentacijom ugljenih hidrata*. Bacil moZe da opstane i u sredinama sa niskim
koncentacijama kiseonika ili bez njega, pa ga mnogi smatraju mikroaerofilnim
mikroorganizmom. Bakterija je hemoheterotrofna sa respiratornim tipom metabolizma, kod
koga je kiseonik krajnji akceptor elektrona. Moze koristiti kao akceptore oko 75 razli¢itih
organskih jedinjenja'®. Opstaje bez kiseonika, ako se u njegovom okruZenju nalaze nitrati i
arginin, kao akceptori elektrona’. Zahvaljujuéi toj sposobnosti preZivljava u mnogim tkivima
u ljudskom organizmu sa malo ili bez kiseonika. Ako nema dovoljno kiseonika sintetise
superoksid-dismutazu i katalazu.

Optimalna temperatura za razvoj P. aeruginosa je 37°C. Medutim, moze se kultivisati
na 42°C, ali ne moZe opstati na temperaturama 4°C ili 44°C'*. Ova osobina se moze koristiti
u njegovoj identifikaciji.

Bacil ima minimalne nutritine zahteve, pa moZe opstati u okruzenju sa vrlo malo
hranljivih sastojaka. Raste na skoro svim podlogama: hranljivom agaru, krvnim i ¢okoladnim
agar plo¢ama, Endo agaru, MacConcey agaru, SS agaru, glukoznom i tioglikolatnom bujonu
(Slikall.). Postoje brojne specijalizovane podloge za P. aeruginosa: Cetrimid agar, King A i
King B podloga, Pseudomonas izolacioni agar, Malahit zeleno, Pseudomonas agar baza i
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podloge koje omogucéavaju identifikaciju pigmenta. Na skoro svim podlogama je uocljiva
produkcija pigmenta, a na podlogama sa krvlju beta hemoliza. U glukoznom i tioglikolatnom
bujonu uocava se uglavnom zelekasta prebojenost. Produkcija piocijanina ispituje se na King
A podlozi koja sadrzi kalijum i magnezijum. Ovi joni suprimiraju stvaranje fluorescina. Na
King A podlozi i Pseudomonas chororaphis produkuje zeleni pigment hlororafin™.
Produkcija pioverdina se ispituje na King B podlozi.
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EF. |
Slika 11. Kolonije P.aeruginosa na A. Krvnoj agar plo¢i, B. SS agaru, C. Cetrimid
agaru. D.Pseudomonas agar bazi, E. Endo agaru. F. Asparagin prolin bujonu,
gukoznom bujonu i tioglikolatnm bujonu (Stankovi¢ Nedeljkovié, 2015.)
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Selektivnost podlogama obezbeduju i antibiotici: nitrofurantoin, cikloheksimid i
nalidiksna kiselina".

Polimorfizam kolonija je tipi¢an za P. aeruginosa. Bacil formira 3 vrste kolonija.
Bacili izolovani iz vazduha, vode 1 nezive prirode formiraju krupne i hrapave kolonije. Sojevi
kultivisani iz zivih organizama daju sjajne, krupne i glatke kolonije. Bacili iz urinarnog i
digestivnog trakta, koji prate hroni¢ne procese, daju izrazito mukoidne kolonije?®"*. Ako se
sojevi iz sputuma ispitanika sa CF subkultiviSu na hranljivom agaru gube sposobnost
produkcije alginata, pa su kolonije manje sluzave. Isti soj moze formirati vise vrsta kolonija,
naroCito, nakon subkultivacije. P. aeruginosa formira najtipi¢nije kolonije na hranljivom
agaru: nepravilno okrugle, razlivene, neke mutne, a druge sjajnije, slivaju se ili pokazuju
fenomen rojenja. Kolonije imaju miris lipe koji neki autori opisuju i kao sladunjav, a potice

od aminoacetofenona’™.

2.6.BIOHEMIJSKE OSOBINE

P. aeruginosa ne fermentuje Secere osim glukoze koju razlaze oksidativnim putem.
Pri tome produkuje male koli¢ine kiseline, a ne oslobada se gas. P. aeruginosa ne razlaze
skrob. Moze koristiti citrate kao jedine izvore ugljenika, razlaze Zelatin i produkuje lipaze.
Bacil ima pozitivne testove oksidaze, katalaze i superoksidativni test. Indol i Hz2S ne stvara.

Metil-red i Voges Proskauer reakcija su negativne. Bacil redukuje nitrate u nitrite’ (Slika 12.).

Slika 12. A. Biohemijske osobine P. aeruginosa. B. Pozitivan test oksidaze. C. Negativan

test razgradnje skroba. (Stankovi¢ Nedeljkovi¢, 2015.)
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2.1.FAKTORI PATOGENOSTI

Faktori patogenosti P. aeruginosa su brojni i raznovrsni po hemijskoj gradi i

mehanizmu dejstva (Slika 13.).

Filus

{att=chment) Alginate

Flagelilum (cystic fibrosis isolates)
Cmotility) antiphagoocytic

\

Endotoxin
(shock)

- - - Toxin &
- = - - Hemolysin
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Slika 13.Struktura i patogeni mehanizmi P. aeruginosa (Van Delden, 2008.)

Infekcije izazvane P. aeruginosa imaju 3 stadijuma: bakterijske adhezije i
kolonizacije, lokalne infekcije i diseminovane sistemske infekcije'*. Adheziju omoguéavaju:
pili, fimbrije, protein spoljne membrane nazvan protein F, povrSinski lektini, polisaharidi
kapsule (glikokaliks) i egzopolisaharidi biofilma. U nastanku inflamacije vazni su produkcija
egzotoksina i enzima, koji oStecuju tkiva, rezistencija na fagocitozu i druge komponente
imunskog sistema, ali i odbrambene karakteristike fizioloske barijere domaéina™.

Invazini su elastaza (ekstracelularna zink-proteaza), alkalna proteaza, metalo-
proteaza, hemolizini (fosfolipaze i lecitinaze), citotoksin (leukocidin) i piocijanin®. Elastaza
razara imunoglobuline i serumske alfa proteine. Antifagocitna svojstva imaju kapsula, LPS i
biofilm. Odbranu bacila protiv serumske baktericidne aktivnosti omogucavaju naslage sluzi,

14,7

biofilm, kapsula, LPS, egzopolisaharid i proteazna aktivnost™'. Produkcija vanéelijskih

faktora patogenosti je regulisana quorum sensing signalima.

2.7.1. TOKSINI

P. aeruginosa sadrzi i luci toksine, enzime i bioloski aktivne supstance koje su vazan

faktor patogenosti: endotoksin, egzotoksin A, egzoenzim S, egzoenzim T, egzoenzim U,
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fosfolipaze, proteaze i faktor vaskularnog permeabiliteta’. Oko 90% sojeva P. aeruginosa
produkuje egzotoksine™* ™"

Egzotoksin A je po hemijskoj gradi termolabilni enzim. Izlucuju ga svi sojevi P.
aeruginosa, koji luce proteinaze. Egzotoksin A je dobar antigen. U celijama eukariota
inhibise elongacioni faktor 2, bez koga je sinteza proteina nemoguca, pa dovodi do smrti
¢elije. Slicno dejstvo ima i egzotoksin Corynebacterium dyphteariae (C. dyphteariae).
Toksini P. aeruginosa i C. dyphteariae se medutim, vezu za razli¢ite receptore. Egzotoksin se
luc¢i kod lokalnih 1 sistemskih infekcija. Toksin izaziva nekrozu na mestu kolonizacije. Sojevi
koji luge toksin izazivaju patogenije pneumonije, od onih koji ga ne luge™*"".

Egzoenzim S je ekstracelularni toksicni protein. Po hemijskom sastavu je ADP
ribozil-transferaza®. Deluje na ADP eukariotskih éelija. Egzoenzim S je adhezin za
glikolipide epitelnih celija respiratornog trakta (RT). Ima tipi¢nu subjedini¢nu strukturu A
komponentne bakterijskih toksina. InhibiSe sintezu proteina, ali drugadijim mehanizmima
nego egzotoksin A. Egzoenzim je dobar antigen. Produkuje se u inficiranim opekotinama i
njegovo prisustvo u krvi se moze detektovati pre same bakterije. Pretpostavlja da enzim
deluje na imunski sistem i tkiva, tako da predhodi kolonizaciji bakterije’.

Ekstacelularna sluz, koja ¢ini osnovu biofilma, je glikolipopolisaharid. Deluje letalno
na miSeve. Glavni je faktor patogenosti sluzavih sojeva.

Elastaze LasA, LasB i alkalne proteaze su vazni egzoenzimi'®. Elastin je glavna
komponenta tkiva humanih pluc¢a i odgovoran je za ekspanziju i kontrakciju plu¢a. Takode,
ima ga i u krvnim sudovima. Elastinoliticka aktivnost P. aeruginosa razara elastin pluca i
izaziva hemoragije. Neke elastaze cepaju elastin oka i creva. Elastaze uti¢u na kolagen, 1gG,
IgA, lizozim, komplement, bazalne membrane ¢elija i mucin. Takode inaktivisu TNF i vy-
interferon. LasA je serin-proteaza, koja deluje sinergisticki sa LasB u razgradnji elastina.
LasA ostecuje elastin, pa postaje osetljiv na degradaciju drugim enzimima: LasB elastazu,
alkalnu fosfatazu i neutrofilnu elastazu®®. LasB je zink-metaloproteinaza koja razlaze dosta
proteina. Obe elastaze su nadene u plu¢ima bolesnika sa CF za vreme egzarcerbacije. Uloga
LasB elastaze u destukciji tkiva za vreme hroni¢ne faze CF je manje jasna. Elastaza razlaze i
fibrin, kolagen, fibronektin na epitelu i omogucava adherenciju bacila. Ogranizam se brani od
elastaza inhibitorom proteaza. Prisutna antitela neutralisu LasA elastaze®!. Alkalne fosfataze

razlazu fibrin®.
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P. aeruginosa produkuje vise vrsta hemolizina. Sojevi izolovani iz RT produkuju
raznovrsnije hemolizine nego sojevi iz nezive prirode. Hemolizini mogu biti termostabilni i
termolabilni. Ove supstance citotoksi¢nim efektom pomazu u invaziji tkiva. Zajedno razlazu
lipide i lecitin’.

Najvise ima podataka o sastavu i funkciji fosfolipaza, narocito o fosfolipazi C, koja je
termolabilni toksin i lecitinazi (ramnolipid). Sve fosfolipaze imaju antigena svojstva.
Fosfolipazu C produkuju skoro svi sojevi P. aeruginosa. Mehanizam dejstva je sli¢an dejstvu
toksina Clostridium perfrigens. Hidrolizuje lecitin, pri ¢emu se produkuje acetil-holin, a ima i
hemoliti¢ko dejstvo. Fosfolipaza razara fosfolipide koji sadrze kvateralne amonijumske
grupe. Fosfatidil holin je sastojak plu¢nih surfaktanata i1 osetljiv je na dejstvo ovog enzima.
Osim toga, fosfolipaza lizira leukocite i ima ciliostatski efekat. Kod eksperimentalnih
Zivotinja izaziva edem, eritem i hemoragi¢nu koznu inflamaciju®**.

Lecitinaza ima strukturu slicnu deterdZzentima. Inhibira mukocilijarni transport i
cilijarnu funkciju humanog respiratornog epitela. Rastvara fosfolipide plu¢nih surfanktanata
¢ineéi ih podloznijim za dejstvo fosfolipaze C. Gubitak surfanktanta moze biti odgovoran za
atelektati¢ne promene koje prate hronicne ili akutne infekcije84.

Termostabilni  hemolizin se sastoji od 2 molekula: L-ramnoze i 1b-
hidroksidecenioni¢ne kiseline.

Hamish je ekstracelularne proteine P.aeruginosa P1 u stacionarnoj fazi analizirao
dvodimenzionalnom gel elektroforezom i Western blot testom®®. Koris¢eni su serumi 4
hroni¢no inficirana bolesnika. U serumu sva 4 bolesnika je detektovao ekstracelularne
proteine. Produkcija najmanje 4 proteina, azurina i 3 proteaze: elastase, PrpL i PasP je
koordinisana quorum sensing signalima (QS). Prisustvo etilen-diamina omogucava detekciju
dodatnih proteina. Poredenje sa ekstracelularnim proteinima drugih serotipova pokazuje da su
mnogi prepoznati proteini zajednicki za vise serotipova, a da su neki tip specifiéni.

Glikolipidi su toksi¢ni za alvelarne makrofage, pa ovo ukazuje na njihovu ulogu u
nastanku infekcija pluca.

Smatra se da isti faktori koji ucestvuju u lokalnoj degradaciji tkiva, ucestvuju i u

nastanku sistemskih lezija.
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2.8. ADHERENCIJA

Bakterijska adherencija podrazumeva reakciju vezivanja bakterijske ¢elije za receptor
na povrdini ¢elija domaéina, ali i za bilo kakvu Zivu ili neZivu povriinu®®. Proces bakterijske
adherencije se razlikuje od jednostavnih procesa interakcije. Interakcije se desavaju Cesto i
posledica su formiranja kompleksa izmedu dve ili viSe interaktivnih povrsSina. Interakcija
bakterija sa supstratom uklju¢uje specifi¢ne i nespecifi¢ne reakcije.

Adherencija zavisi od specificnih komponenti na povrsini bakterije, nazvanih
adhezini, koji reaguju sa supstratom ili receptorima. Pri adherenciji afinitet bakterija za
vezivanje je visi u poredenju sa nespecificnim vezivanjem. Za interakciju su potrebni visa
koncentracija bakterija 1li viSa ekspresija receptora. Merenje specificne bakterijske
adherencije za pojedine receptore zahteva kori$éenje najmanje koncentracije bakterija koje se
mogu registrovati. Broj bakterija, koje reaguju sa receptorima, je znaCajno viSi pri
adherenciji, nego pri nespecificnom vezivanju pri istim eksperimentalnim uslovima.

P. aeruginosa koristi razli¢ite adhezine koji posreduju u vezivanju za Zive i nezive
povriine: pile, alginat kapsule®’, flagele i proteine spoljne membrane®. Postojanje veceg
broja alternativnih adhezina ukazuje da je adherencija kriticna ili u najmanju ruku veoma
vazna za bakteriju. Nepilusne adhezin-receptor interakcije su nizeg afiniteta i one ¢ine manje
od 10% ukupnih reakcija vezivanja®®. Pre¢iséeni pili i cele bakterijske ¢elije su u konkurenciji
za adherenciju za bukalne ¢elije™®. Ove reakcije se ne javljaju u pocetnim fazama infekcije,
kad je nivo bakterijske koncentracije nizak.

P. aeruginosa se vezuje za epitelne ¢elije vrhom pila. Purifikovani pili se ne mogu
povezivati medusobno ili sa éelijama domacéina™. Pili specifi¢no prepoznaju disaharid B-D-
N-acetil-galaktozamin(1—4)-3-D-galaktoza (GalNac-Gal) receptora na povrSini c¢elija
domaéina®®. Kad se vezu za GalNac-Gal ili unakrsno reagujuca antitela struktura peptida se
ne menja. Interakcija zavisi od hidrofobne povrsine receptora. Adherencija je intenzivnija pri
poveéanju hidrofobnosti Cs alkil veze sintetickih analoga disaharida®. Strukturalna osnova,
zbog koje postoji poviSen afinitet pila prema hidrofobnim analozima receptora, nije do kraja
razjaSnjena. Dokazano je da i1 druge, brojne mukozalne povrSinske komponente mogu da
funkcionisu kao povsinski receptori®®. Pili se vezuju i za brojne povrsinske komponente koje

imaju sli¢nu strukturu GalNac-Gal, kao $to su razli¢iti glikokonjugati.
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Pili, koji udestvuju u vezivanju za receptore, mogu imati razli¢iti broj domena®.
Domeni pila, koji ucestvuju U vezivanju za receptore, variraju u broju amino kiselinskih
sekvenci. Kinetika vezivanja pila zna¢ajno varira kod razligitih sojeva®. Postoji kompeticija
za vezivanje za receptore na respiratornim epitelnim ¢elijama. Vezivanje P. aeruginosa za
humane cilijarne trahealne ¢elije se menja kad je bolesnik manje ili vise osetljiv za razvoj
pneumonije®. Postoji korelacija adherencije sa nivoom ekspresije asijalo-GM1 u plu¢ima. Sa
povecanom sklono$¢u ka pneumoniji se ne povecava broj receptora, ali se povecava afinitet
vezivanja. Tripsinizacija respiratornih ¢elija dovodi do povecanog vezivanja za njih%.

Kapsularna komponenta, alginat, kod izvesnih sojeva ucestvuje u adherenciji. Alginati
kapsule ucestuju u reakciji vezivanja za humane mukozne éelijew. Vezuju se sa povrSinskim
lektinom domacina. Ako se formiraju mikrokolonije, polimer alginata omogucava vezivanje
cele mikrokolonije. Postoje alginati koji se ne vezu za respiratorne epitelne celije. Alginat
medutim nema visok afinitet vezivanja®’.

Interakcija flagela sa epitelom domacina je od velikog znac¢aja za adherenciju. Flagele
se vezuju specifi¢no sa povr§inom epitela preko proteina flagelina FIiC i FIiD% za mucin® i
asijalo-GM1%°. Interakcija flagela sa epitelom sluzokoze dovodi do promene éelijskog
signalnog sistema domacina i sekrecije brojnih proinflamatornih citokina. Flagele reaguju sa

TLR, naro¢ito sa TLR-5, §to dovodi do inflamatornog odgovora'®

. Uti¢u na Celijske kanalice
za natrijum i menjaju transport natrijuma’®*. FIiC i PilA su sli¢ne i obe se vezuju za asijalo-

GM: %2,
2.9. PRODUKCIJA BIOFILMA

Ranije je vecina teorija o mikroorganizmima polazila od pretpostavke da bakterije
zive kao slobodno suspendovani mikroorganizmi. Sada se smatra da je biofilm, koji je
pri¢vscen za Cvrstu podlogu ili suspedovan u te¢nosti, jedan od osnovnih na¢ina organizacije
Zivota bakterija. Biofilm mogu ¢initi bakterije iste ili razli¢itih vrsta. To je uglavnom sesilni,
bioloski aktivan kompleks, veoma komplikovane strukture, koga ¢ine bakterijske Celije i
ekstracelularni produkti. U biofilmu se uspostavljaju mnogobrojne pozitivne i negativne veze
koje zavise od brojnih fiziko-hemijskih, fiziologkih i geneti¢kih faktora'®. Za formiranje
biofilma neophodan je QS. Bakterije su povezane polisaharidima medusobno i za povr§inu na

kojoj se biofilm formira. Biofilm omogu¢ava bacilu opstanak u razli¢itim okruzenjima'®,
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2.9.1. FAZE U FORMIRANJU BIOFILMA

U in vitro ispitivanjima je dokazano da formiranje biofilma ima nekoliko faza (Slika
14.) 10

e pocetno, reverzibilno vezivanje bakterija,

ireverziblno vezivanja bakterija,

formiranja mikrokolonija,

sazrevanje i diferencijacija biofilma,

odvajanja bakterijskih ¢elija sa povrSine biofilma.

V4 immi .
) Free-swimming N
&
Jl Cell Death and Q
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Slika 14. Ciklus formiranja biofilma: faza priblizavanja, ireverzibilog vezivanja,

sazrevanja biofilma i éelijske smrti i diperzije (McDougald, 2008.)

Prva faza u formiraju biofilma podrazumeva priblizavanje 1 vezivanje bakterijskih
¢elija za povrSinu. Postoje tri mehanizma kojima se bakterije priblizavaju povrsini: Braunovo
kretanje, pokretljivost koju omogucavaju flagele i1 fiziCko-hemijska privlacnost. Najcesce
bakterije dopiru do povSine difuzijom, dok pokretljivost dodatno olakSava formiranje
biofilma. Nepokretni sojevi sporije i teZze formiraju biofilm. Bakterije se mogu vezivati za
zive (plu¢a kod CF) i nezive povrSine (kateteri, kontaktna so¢iva, povSine implantanta i
sistemi za vodosnabdevanje)'®.

U vezivanju bakterija za povrSinu bitne su privlacne elektostati¢ne i hidrofilne veze.
Adhezija bakterija moze biti pasivna i aktivna. Ulogu pasivne adhezije vrse flagele i pili, a
aktivne egzopolisaharidi koje lu¢e bakterije. Neki autori smatraju da su flagele odgovorne za

prevazilazenje odbojnih sila izmedu ¢Evrste povrSine i tecnosti i doprinose primarnom

vezivanju specificnim interakcijama. Flagelarni protein FliD reaguje sa mucinom, Koji je
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uobicajen kod CF. Postoje i drugacija misljenja. Pri prelasku reverzibilne u ireverzibilnu
adherenciju, citoplazmatski protein SadB se aktivira i delimi¢no smanjuje celijsku
pokretljivost'®.

Za vreme sazrevanja biofilma formira se pecurkasta formacija sa sistemom
medusobno povezivanih kanalica koji omoguéavaju dopremanje hranljivih supstanci, a

odvodenje tetnih'®’ (Slika 15.).

Slika 15. Pe¢urkasta formacija biofilma P. aeruginosa (McDougald, 2008.)

U zrelom biofilmu ima viSe vrsta ¢éelija: nepokretnih subtipova, koji ¢ine osnovu
biofilma i pokretnih subtipova, kod kojih postoji tip 1V pila i ¢ine spoljasni sloj. Jo$ nije
dokazano kako dolazi do migracije subpopulacija, koje imaju tip IV pila, tako da formiraju
formaciju, koja 1i¢i na kapu pecurke. Produkcija surfanktanta ramnolipida i ekstracelularne
DNK je vezana za nepokretnu subpopulaciju. Subpopulacija na povsini pokazuje povecanu
rezistenciju na antibiotike.

Uslovi koji dovode do disperzije zrelog biofilma nisu do kraja razjasnjeni. Proces
pocinje kad se jedan deo mase odvoji 1 disperguje, a zatim na drugom mestu pocinje
formiranje novog biofilma. Okidaci disperzije mogu biti promene u okruZenju, nutritivne
promene, naroc€ito u snabdevanu ugljenikom, koli¢ini gvoZzda i kiseonika. Smanjenje koli¢ine
kiseonika u pojedinim delovima biofilma dovodi do stvaranja mikroaerofilnih, pa i anaerobih
uslova. Akceptori elektrona postaju nitrati, nitriti i azot dioksid. Posledica je produkcija azot
dioksida koji ima snaznu sposobnost da pokrene disperziju biofilma. Natrijum nitro prusid

kao izvor azot dioksida moZe u malim koli¢inama da smanji masu biofilma za 80% 1 promeni
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pokretljivost bacila. U anaerobnim uslovima azot dioksid inhibise gene koji utiCu na
adherenciju, pa dolazi do disperzije biofilma'®.

Opisan je i fenomen suspendovanog biofilma. U te¢noj sredini P. aeruginosa formira
éelijske agregate veliGine 40x10°°- 400x10° m. Oni fukcionisu sli¢no kao biofilm. Ako bacil
nema dovoljno hranljivih materija, kiseonik, ugljenik ili azot, ¢elijski agregati se raspadaju,
dolazi do lize ¢elije, poveéanja koli¢ine DNK u medijumu, a na éelijskom nivou, smanjuje se

koli¢ina cikli¢ne diGMP®,

2.9.2. STRUKTURA BIOFILMA

Formirani biofilm karakteriSe trodimenzionalna strukturna i prostorna heterogenost.
Hranljive materije se zadrZavaju na povrSini 1 u unutrasnjosti biofilma, dok se odpadne
materije eliminiSu iz biofilma. Vodeni kanali omogucavaju protok vode. Sojevi koji gube
sposobnost produkcije pila se razmnoZzavaju, ali ne ulaze u sastav biofilma. Sposobnost
menjanja adhezivnosti u uslovima koji su nepovoljni za bacil je genetski odredena™*%.
Unutar biofilma, zbog pokretljivosti bakterija, dolazi do stvaranja praznih haloa, ali se ti
procesi razlikuju od disperzije ili pasivnog osipanja zbog strujanja tecnosti. Stvaranje haloa
ukljucuje ekstracelularne enzime koji razaraju ekstracelularni polisaharidni matriks. Enzimi
se nalaze u matriksu nakon smrti éelije i oslobadaju se u ekstracelularni prostor**.

Formiranje 1 ocCuvanje bakterijske zajednice zavisi od prisustva supstance koja
povezuje Celije. Ekstracelularni matriks biofilma povezuje ¢elije 1 oznaCava se kao mreza u
biofilmu. Sastoji se od polisaharida, alginata, proteina, teihoinske kiseline, ramnolipida i
DNK?14 "y sastav polisaharidnih molekula ulaze celuloza i poli-1,6-N-acetilglukozamin.
Dokazano je da nakon vezivanja bakterija dolazi do aktivacije gena algC, algD, algU i lacZ

115

koji su potrebni u biosintezi ekstracelularnih polisaharida™. Vezivanje samo po sebi inicira

sintezu ekstracelularnih polisaharida 1 ukazuje da bakterije mogu imati neki *’osecaj za
dodir’’.

Proteni spoljne membrane, flagele, fimbrije i pili imaju sposobnost povezivanja ¢elija
i deo su biofilma. Pojedina¢na ¢elija moze produkovati vise komponenti biofilma u razli¢itim
okruzenjima. Mogu¢nost Celije da produkuje razlic¢ite komponente biofilma omogacava
prezivljavanje u razli¢itim okruzenjima. P. aeruginosa, u zavisnosti od soja i uslova sredine,

moze produkovati 3 egzopolisaharida: alginat i heteropolisaharide, PEL i PSL. Glavni
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polimer PEL je glukoza, a PSL trehaloza. Egzopolisaharidi ¢ine biofilm trodimenzionalnim i
stabilizuju ga. Mukoidna forma P. aeruginosa, koja se cesto sre¢e kod CF, produkuje alginat
koji sadrzi manuronsku i glukuronsku kiselinu. Kod nemukoidnih sojeva PEL 1 PSL ¢ine
kriticnu masu polisaharida. Povisena ekspresija PEL i PSL ima za posledicu naborane
kolonije. Postoje dokazi da je PSL bitan u prvim fazama formiranja biofilma, a PEL u
kasnijim fazama. Produkcija ekstracelularnih komponenti biofilma je pod kontrolom QS**®.
DNK je vazan sastojak ekstacelularnog matriksa kod mukoidnih sojeva. P.
aeruginosa produkuje ekstracelularnu DNK koja funkcionise kao meducelijska komponenta

matriksa biofilma®’

. Ova DNK je slicna DNK genoma. Oslobadanje DNK je maksimalno u
kasnijoj logaritamskoj fazi koja korelira sa maksimalnim nivoom QS*#!*° Mutantni sojevi
sa promenama u pgsA oslobadaju manje kolicine DNK 1 njihov biofilm sadrzi manje koli¢ine
DNK nego biofilm, koji formiraju divlji sojevi'®.

Murakawa je analizirao hemijski sastav sluzave supstance biofilma kod 20 serotipova
i dokazao da kod 8 sojeva sadrzi DNK, a kod 2 poliuronsku kiselinu. Bazalni nivo DNK u
prvim fazama nije povezan sa QS, dok je velika koli¢ina DNK u kasnijim fazama u vezi sa
QS. Vece kolicine DNK su posledica lize nekih ¢elijskih subpopulacija i odvajanja Celija iz
biofilma. DNK se u biofilmu pojavljuje po specificnom obrascu. U cetiri dana starom
biofilmu pecurkaste strukture, DNK je primarno lokalizovana u centralnom stubicastom delu
sa najve¢om koncentracijom u spoljnom stubic¢astom delu’®.

Produkcija biofilma je vezana za nivo gvozda. Subinhibitorne koncentracije
laktoferina, koje su prisutne u mukusu, otezavaju produkciju biofilma. U sredinama
siromasnim gvozdem pioverdin je neophodan za sazrevanje biofilma. Egzogeni nosioci

gvozda, ferihlorid, fericitrat i feroksamin mogu zameniti pioverdin i pomo¢i u formiranju

biofilma'??.
2.9.3. ULOGA BIOFILMA U FIZIOLOGIJI P. AERUGINOSA

Kao i sva ziva bi¢a P. aeruginosa nutritivno zavisi od hranljivih supstanci u svom
okruzenju. Bakterija se kre¢e haoti¢no, ali ako se nade u mikroekosistemu koji je nutritivno
bogat razmnoZava se i formira organizovanu zajednicu. Zajednica ima ve¢u mogucénost
organizacije, prilagodavanja, menjanja okruZenja i pruza moguc¢nost boljeg iskoriS¢avanja
nutritivnih potencijala mikroekosistema, nego §to to pojedinacne ¢elije mogu'?®. U formiranju
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zajednice vazan je trenutak u kome se celija menja od inividue u dispergovanom
mikroekosistemu do jedinke koja funkcioniSe sa drugima. Bakterija ulaze deo svojih resursa i
menja mikroekosistem. Koncept zajednistva, kao nacCin opstanka bakterija, poceo je da se
prihvata 1960. godine ispitivanjem Myxococcus xanthus, pa Streptomyces gryseus,
Streptococcus pneumonae i morskih vrsta vibriona'?*. Dokazano je da postoje sistemi koji
reguli$u multicelualarni opstanak zajednice uz pomo¢ malih signalih molekula®?.

Bakterije u biofilmu imaju sposobnost komunikacije i saradnje u nizu radnji, koje su
vazne za sve jedinke. Komunikacija je bitna u razvoju, virulenciji i opstanku P. aeruginosa.
Poslednjih godina mnogi autori se bave ispitivanjem nacina prenosenja informacija medu
bacilima u formiranju biofilma. Dokazano je da se informacije o fomiranju biofilma i
njegovom okruZenju mogu prenositi bakteriofagima'?.

Biofilm sadrzi razli¢ite mikroekosisteme. Postoji stroga selekcija koju mogu da
prezive samo pojedini subtipovi. U inicijalnoj fazi kolonizacije postoji velika raznovrsnost
fenotipova. Raznolikost se vremenom smanjuje. Nutritivha kompeticija medu bakterijama
omogucava opstanak samo onima koje mogu da prezive u uslovima nutritivnih oganicenja.
mutacije 1 rekombinacije najceS¢e imaju za posledicu znatnu genetiCku raznovrsnost unutar
biofilma. Ove promene su najuocljivije kod CF. Nivo mutacija se povecava, ako je biofilm
izlozen dejstvu stresa. Cesto su sojevi u biofilmu kod CF geneti¢ki razli¢iti od poéetnih
sojeva.

Formiranje biofilma se javlja i kao odgovor na subletalne koncentracije
aminoglikozida i iznenadne promene u prisustvu hranljivin materija, nedostatka ugljenika,
fosfora i azot dioksida. QS mutante i divlji sojevi formiraju drugaciji biofilm, ako se glukoza
koristi kao jedini izvor ugljenika, nego kada su citrati izvori ugljenika. Ako se kao izvor
ugljenika koriste glutamati dobija se isti biofilm, ali ako se koriste sukcinati formiraju se
mikrokolonije, ili se uopite ne formira biofilm, uz smanjenu pokretljivost'?°. Metabolizam
azota reguliSe formiranje QS, pa time posredno deluje na nastanak biofilma.

U pojedinim delovima biofilma su razli¢ite koncentracije kiseonika, a razlike se lakse
uocavaju na mestu preklapanja dve sredine. Produkcija proteina je visa u delovima gde ima

127 Azot dioksid, koji se nagomilava unutar anaerobnih

viSe kiseonika nego u anaerobnim
delova, dovodi do ¢elijske lize. Koncentracija ramnolipida i DNK se takode razlikuju u

pojednim delovima biofilma.
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Biofilm titi bacile od dejstva antibitika'?®

I drugih hemijskih agenasa. Klasi¢na
biocidna sredstva su ponekad nemoéna u eradikaciji infekcija izazvanih P. aeruginosa, koji
produkuje biofilm. Postoji nekoliko objasnjenja za tu pojavu, ukljucuju¢i nesposobnost
antibiotika da prodru u dzepove biofilma. Pri dejstvu antibiotika mikroekosistem se menja
hemijski, a éelije se transformisu u >’spora like formu’’ koja im omoguéava da prezive'?*.

U laboratoriji se na ¢vrstim podlogama moze vizelizirati izgled kolonija iz biofilma.
Kolonije se najcesce opisuju kao karakteristiCne, spororastuc¢e, male i naborane. Bakterijske
¢elije pokazuju autoagregativni fenomen, §to ima za posledicu povecanu adherenciju cCelija.
Ove celije imaju dosta pila, defekte u pokretljivosti, mogucnosti rojenja, hemotakse 1
produkcije pigmenata. Celije imaju redukovanu aktivnost transportnog lanca elektrona, §to
usporava metabolizam Secera 1 smanjenu produkciju ATP. Neke ¢elije vrSe autoagregaciju u
te¢noj sredini 1 imaju sposobnost adherencije na ¢vrste podlogem.

Potrebne su nove strategije u terapiji infekcija izazvanih P. aeruginosa. Zato se
ispituju alternativne metode dejstva na biofilm. U terapiji infekcija po¢inju da se koriste
ultrazvuk, inhibitori QS, bakteriofagi”® i razli¢iti enzimi i antibiotici™®'. Ponekad je
svrsishodnija promena sredine u kojoj se bacili razvijaju nego upotreba antibiotika. QS je
predmet brojnih ispitivanja, jer utiCe na produkciju biofilma. QS mutante pokazuju vecu

osetljivost na antibiotike®.

2.9.4. QUORUM SENSING

P. aeruginosa prati celijsku gustinu u svom okruZenju i odrzava meducelijsku
komunikaciju cell-to-cell sistemom koji je oznacen kao QS. QS integriSe odgovore bakterije
na razlicite signale iz spoljasne sredine (Celijska gustina, temperatura, pH, osmolarnost i

oksidativni stres) da bi se razvila prava strategija opstanka bakterije'***>*

. QS se moze
definisati kao mehanizam kojim bakterije utiCu na ciljne gene. QS sistem ¢ine signalni
molekuli (autoinduceri), transkripcioni regulatorni protein (protein R) koji sluzi kao signalni

receptor i transkripcioni regulator (Slika 16.).
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Slika 16. Mehanizam funkcionisanja QS sistema (blackwell.chem.wisc.edu)

Autoinducer i protein R se produkuju na bazalnom nivou kada je gustina ¢elija niska,

pa difunduju u okolinu celije, gde se rastvaraju. Ako se poveca gustina, molekuli

autoinducera se akumuliraju. Nakon trostrukog uvecanja koncentracije,

autoinduceri

formiraju komlpeks sa R proteinom. Sam R protein nije aktivan bez komunikacije sa

autoinducerom. Kompleks ima sposobnost da regulie ciljne gene. Kompleks R protein-

autoinducer se veze sa specificnim sekvencama DNK 1 izaziva transkripciju ciljnih gena

(Slika 17.). Ekspresija gena se poviSava do hiljadu puta
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Slika 17. Funkcionisanje QS sistema na bazalnom i poviSenom nivou

(www.bmglabtech.com)

QS kod Gram negativnih i Gram pozitivnih bakterija su sli¢ni, ali se i razlikuju

(Slika 18.).
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Gene Gene
Regulation Regulation

Slika 18. QS kod Gram negativnih (A) i Gram pozitivnih bakterija (B)
(http://www.mdpi.com/1424-8220/13/5/6217/htm)

2.9.4.1. QUORUM SENSING SIGNALNI SISTEMI

Kod P. aeruginosa najvazniji su povezani acil-homoserin lakton (AHL) QS signalni
sistemi. To su LasR-Lasl, RhIR-Rhll, QscR i Pseudomonas quinolon signalni sistemi
(PQS)*®. Ovi sistemi su glavni regulatori genske ekspresije. Povezani su medusobno i
koordinisano funkcionisu'®®. N-acil-homoserin lakton (AHL) zavisni QS je prvi opisan kod
Vibrio fisheri (V. fisheri) i do 1992. godine se vezivao samo za V. fisheri. Kod Gram
negativnih bakterija osim AHL, postoje i drugi QS signalni sistemi: 2-alkil-4-hinoloni,
furanoni i neke masne kiseline. Gram pozitivne bakterije produkuju dodatne supstance koje
poti¢u od vy butirolaktona i feromone.

Las i rhl su najvazniji i najpoznatiji signalni sistemi. Las sistem ukljucuje Lasl i LasR
proteine, a rhl RhIl i RhIR. Lasl kataliSe produkciju signalnog molekula N-(3-
oksododekanoil)-L-homoserin laktona (30-Ci2-HSL) koji se veZe za transkripcioni regulator
protein LasR. Las sistem je vaZzan u sekretornim procesima i produkciji biofilma. Regulise

ARl protein oznaden kao IuxR

produkciju elastaze, LasA proteaze i endotoksina
ucestvuje u sintezi 30-Ce-AHL, kao inducera u AHL zavisnom QS. Kada se koncentracija
30-C6-AHL utrostruci on se vezuje za transkripcioni regulator luxI. Rezultat je aktivacija
luxIDCABC promotera*.

RhIR je otkiven kasnije i regulise produkciju ramnolipida'*®

. RhlI kataliSe sintezu
inducera N-butanoil-L-homoserin laktona (Cs-HSL), koji se veze za RhIR protein™****,

Analiza sekvenci amino kiselina LasR i1 RhIR ukazuje da oba proteina imaju vezuju¢a mesta
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za autoinducere u amino terminalnim delovima 1 DNK vezujuée domene u
karboksiterminalnim domenima®®’. LasR i RhIR se vezuju sa visokom specifi¢noi¢u sa
svojim autoinducerima.

Las i rhl sistemi ne funkcioniSu nezavisno jedan od drugog™*® (Slika 19.). Las sistem
delimi¢no kontrolise rhl sistem. Celije P. aeruginosa nisu slobodno permeabilne za molekule
30-C12-HSL. Efluksini sistem aktivno pumpa ovu supstancu van ¢elije. Koncentracija 30Ci2-
HSL je tri puta visa u ¢eliji nego van nje. Nasuprot tome C4-HSL slobodno difunduje u ¢éeliju

i koncentracije u ¢éeliji i van nje se izjednatavaju za 30 sekundi'*®**°,

—{JasR —— fasl —
| { " Lasl
0 OdDHL

) H 8
N
oy Ty e
0 O

—{ThIR | ——— bl —

| } “Rnll

virulence factor RhiR 3 i H k!
and biofilm ) 55 ’ e
production = RhIR*® 5 \ﬂ/\’
o EBHL
Slika 19. Funkcionalna veza Las i RhIR sistema (pubs.rsc.org)

QscR  sistem!*%%

vr§i represiju sinteze piocijanina 1 vodonik cijanida, pa je
produkcija piocijanina drasti¢éno poviSena kod gscR mutanti. VqsR je homolog IuxR 1 vrsi
modulaciju brojnih QS kontrolnih gena'®?. Odsustvo vgsR dovodi do gubitka AHL i
vancelijske produkcije. Menja se produkcija lasl mRNK, a ne lasR, ukazujuci da se pozitivan
efekat vgsR na QS odvija preko lasl.

P. aeruginosa koristi i HSL nezavisni QS sistem, preko 2-heptil-3-hidroksi-4-

hinolona, ozna&en i kao Pseudomonas ginolon signalni sistem (PQS)*

. Ovaj sistem deluje
na lasB ekspresiju.

Mutantni sojevi, koji imaju poremecéaj QS regulatora lasR, se ¢esto sre¢u kod CF.
Ispitivana su 135 soja izolovana od 8 ispitanika. Kod istog ispitanika je bilo prisutno 9 do 20
izolata. Vecina je imala meSavinu sojeva, koji su imali defekt u produkciji QS i sojeve, koji

su produkovali QS™*.
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Drugi Gram negativni bacili uklju¢ujué¢i Serratia marcescens, S. liquefaciens,
Aeromonas hydrophila, Vibrio cholerae, V. parahaemoliticus, Yersinia enterocolitica,
Enterobacter agglomerans, Hafnia alvei i Rahnella aquatis produkuju homoserin laktonske

autoinducere®®*

. Ove bakterije imaju cell-to-cell signalne sisteme analogne las i rhl sistemima.
29.4.2. ULOGA QUORUM SENSING SIGNALNIH SISTEMA U
FIZIOLOGIJI P. AERUGINOSA

Veliki broj gena sa mnogo regulatornih mehanizama, ukljucujuéi 1 QS, omogucava
veliku adaptibilnost P. aeruginosa. QS se aktivira u eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi rasta.
Svrha aktivacije QS sistema je neutralisanje razli¢itih mehanizama imunskog sistema
domacina i opstanak u invadiranom organizmu. Pojedina¢ne bakterijske ¢elije ne mogu da
produkuju dovoljno faktora patogenosti da inaktiviSu mehanizme imunskog sistema.
Koordinisana ekspresija gena faktora virulencije, koju podrzava QS sistem, omogucéava
produkciju faktora patogenosti, onda kada je to potrebno i u nivou koji je neophodan, da se
prevazide imunski sistem domacina, opstanak P. aeruginosa i kao posledica izazive

inflamacija™>>

(Slika 20.). Ciljni geni QS su odgovorni za simbiozu, kompeticiju, konjugaciju,
kretanje i sporulaciju bacila'®’. Ipak uloga QS u razvoju humane infekcije nije jos uvek do

kraja rasvetljena.

Hierarchical Guorum Sensing Cascade

Elastass
Exoboxrin &
Las A protease
Exoenzvimes =
HHeurarminicase
Hasmaoksin

Allkaline protease
Elastase
Hasmok=sin
Pyocyanin
Cywanicke

Saphwlokbic acktivits
Lectins
Chitinase 30-

Slika 20. Veze medu pojedinim AHL zavisnim sistemima i njihova uloga u

produkciji faktora patogenosti (www.Bio.cmu.edu)
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C12-HSL snazno deluje na imunski sistem preko citokina. AHL deluje na
kardiovaskularni sistem domacina, time Sto remeti vazokonstrikciju koronarnih i pluénih
krvnih sudova kod svinja. U eksperimentima kod pacova AHL je okida¢ bradikardijalnih
poremeéaja™®. Vazodilatacija poveéava moguénost snabdevanja hranljivim materijama koje
su potrebne bakteriji i inhibiSe dejstvo imunskog sistema. QS sistem ima mogucnost
snaznijeg dejstva na imunski sistem preko inhibicije T éelijske proliferacije™. Ako se
humani PML izloze dejstvu supernatanta QS kompetentnih P. aeruginosa in vitro i in vivo
dolazi do njihove brze nekroze'*®, Ramnolipid dovodi do oste¢enja PML. Kad se interferon y
veze za protein spoljne memrbane Oprf P. aeruginosa produkuje se LecA lektin, ¢ija je
produkcija povezana sa QS™.

Akutne infekcije uzorkovane P. aeruginosa izazivaju slobodne bakterijske ¢elije. Kod
hroni¢nih 1 perzistentnih infekcija bacil je organizovan u biofilm koji ga stiti od antibiotika,

dezinfekcionih sredstava i imunskog sistema doma¢ina®®®1®!

. Kod pojedina¢nih bakterijskih
¢elija detektovane su vece koli¢ine 30-C12-HSL, dok su u biofilmu u sputumu bolesnika sa
hroni¢nom infekcijom prisutne veée koli¢ine C4-HSL. Jedan od najreprezentativnijih dokaza
o uces¢u QS u patogenezi inflamacije je prisustvo transkripta mRNK za lasR i lasl u sputumu
bolesnika'®**®*. Eksperimenti sa QS mutantnim sojevima pokazuju da se u toku infekcije
razvija mnogo manje ostecenje tkiva'®>%,

QS moze da poveze dve razliCite bakterijske vrste koje koegzisitiraju u istom
biofilmu. Patogene bakterije koordiniraju aktivnosti medu sobom posredstvom QS. P.
aeruginosa na takav na¢in funkcioniSe sa Bacillus cepacea i S. aureus'®. QS signali
omogucavaju bakterijama da komuniciraju i sa eukariotskim ¢elijama.

Broj gena koji ucestvuju u virulenciji P.aeruginoase je regulisan las QS sistemom,
rhil sistemom ili/i jednim i drugim®?®. Rhll QS je pod regulatornom kontrolom las sistema na
transkripcionom i posttranskripcionom nivou. QS uti¢e na produkciju elastaze, ramnolipida i
piocijanina. ReguliSe mnoge intracelularne metabolicke funkcije. Neke od njih sluze da
omoguce regeneraciju AHL, prekursora metionina i S-adenozil-metionina. In vitro LasR
mutante imaju veéu sposobnost da izbegnu lizu u stacionarnoj fazi pod alkalnim uslovima®®’.

Uloga QS u nastanku biofilma je prvi put opisana 1998. godine. QS viSestruko utice
na produkciju biofilma. Lasl mutante, koje ne mogu da produkuju 30-C12-HSL, formiraju
biofilm sa nepravilnom strukturom i osetljivije su na dejstvo biocida. Biofilm koji formiraju

divlji sojevi P. aeruginosa je rezistentan na dejstvo natrijum dodecilsulfata, dok se biofilm
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koji formira lasl mutanta lako dezintegriSe. Nasuprot tome, rhll mutante produkuju biofilm
produkciju biofilma'®,

QS regulise produkciju lektina LecA i LecB koji vezuju Secere i vazni su u formiranju
biofilma. LecA i lecB mutante produkuju biofilm izmenjene strukture. Dodatak egzogenog
QS rastucoj kulturi menja razvoj biofilma verovatno povecanjem uticaja na produkciju lektin
Al18

QS regulisSe produkciju surfanktanta ramnolipida koji je neophodan za odrzavanje
meducelijskog prostora u biofilmu™®®, Ramnolipid ucestvuje u formiranju zrele pecurkaste

formacije®

. QS direktno reguliSe ekspresiju pel operona koji je odgovoran za sintezu,
glukozom bogate, egzopolisaharidne komponente matriksa biofilma*™.

O’Tool'® je u eksperimentima koristio mutantne kolonije, gajene u mikrotitar
plo¢ama, koje nisu mogle da formiraju biofilm. Doslo se do zakljucka da je flagelarna
pokretljivost neophodna u primaroj adheziji, a da su pili tipa 1V neophodni u koagregaciji.
Glessner'™ je dokazao da su las i rhl QS signali potrebni za pilus IV zavisnu pokretljivost.
C4-HSL utice na produkciju pila tipa IV, dok 30-C12-HSL utice na funkionisanje u cell to
cell prostoru i trzaju¢e pokrete.

Schwarzer sa saradnicima'’® je ispitivao efekat N-(3-oksododekanoil)-l-homoserin
laktona na epitelne ¢elije disajnih puteva kod CF. Dokazano je da efekat na ¢elije pocinje vec
posle 5 minuta, a potpuno dejstvo se ispolji posle 1-2 ¢asa. C12 iz biofilma deluje na epitelne
¢elije posredstvom vise mehanizama, a posledica je apoptoza epitelnih celija. QS signal u
epitelnim c¢elijama dovodi do depolarizacije membrane mitohondrija, oslobadanja citohroma
C u citozol i redukcije redox sistema. Deluje na endoplazmatski retikulum i dovodi do
oslobadanja jona kalcijuma. Sli¢an efekat se javlja kod razli¢itih ¢elija.

Bosgelmez-Tinaz sa saradnicima'’® je u vitro ispitivanjima analizirao 50
laboratorijskih i patogenih sojeva. lzolati 1-457, 1-458, 1-459 i 1-461 nisu imali sposobnost
produkcije C4-HSL signalnih molecula i faktora virulencije: elastaze, proteaze, piocijanina i
ramnolipida. Analize genskih sekvenci lasR, lasl, rhIR i rhll su pokazale da su dva od ¢etiri
izolata imala mutacije na rhIR i rhll genima, dok su druga dva izolata imala samo mutacije
rhll gena. Kombinacija rhIR 1 rhll mutacija ili samo rhll mutacija objaSnjava poremecaj u
funkciji QS. Doslo se do zaklju¢ka da QS deficijentni sojevi ipak mogu izazvati infekciju.

Smatra se da u tome ucestvuju faktori virulencije koji do sada nisu do kraja opisani.
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Cinjenica da je QS veoma vazan u virulenciji P. aeruginosa pruza nove terapijske
mogucénosti. Ako bi se neutralisala komunikacija medu pojedinacnim bakterijskim ¢elijama,
patogeni efekat bacila bi bio znatno oslabljen'™. Humane epitelne éelije imaju moguénost

inaktivacije 30-C12-HSL otvaranjem homoserinskog laktonskog prstena'’

. AHL signali se
inaktivisu u alkalnoj sredini, dejstvom pH zavisne laktonolize, hidrolizom prstena. Bacillus
sp. 240B1 produkuije laktanaze®”®. Ekspresija aiiA gena smanjuje nivo AHL molekula.

Slede¢i nacin inaktivacije AHL je acilazna aktivnost, kod koje dolazi do cepanja
amidne veze”’. Furanoni su prirodni antagonisti AHL, pa bakterija u prisustvu furanona gubi
sposobnost produkcije biofilma'’®*"°. Furanon ima sposobnost represije velikog broja gena
potrebnih za funkcionisanje QS, uklju¢ujuéi gene za mnoge faktore patogenosti. Primena ove
supstance na modelu miSa smanjuje drasticno infekcije pluéalso. Beli luk ima specifi¢no
dejstvo protiv QS'**. Novija istrazivanja i borba protiv P. aeruginosa podrazumevaju i
pokusaj izrade vakcine sa 30-C12-AHL reagujué¢im proteinima. Kod miSeva ova vakcina §titi
od letalnog dejstva kod infekcije pluca. Specifiéna antitela protiv 30-C12-AHL imaju
protektivnu ulogu kod akutnih infekcija, modifikuju¢i imunski odgovor, tako da ne nastaje
oStecenje pluca.

Favre-Bonté!®

sa saradnicima je analizirao QS kao ciljno mesto eventualnog
preventivnog i terapijskog dejstva na P. aeruginosa. Analizirani su sojevi koji su izolovani iz
aparata za intubaciju osam bolesnika. Produkcija 30-C12-HSL je detektovana kod osam
bolesnika, a C4-HSL kod Sest. Detektovana su tri QS zavisna fenotipa. Produkcija 30-C12-
HSL je bila vec¢a kod izolata sa aparata za intubaciju, a produkcija C4-HSL visa kod izolata iz
aspirata. Izolati iz aspirata produkuju vece koliCine elastaze, a manje koliCine biofilma i
imaju redukovanije adhezione sposobnosti. Nivo produkcije 3-0kso-C12-HSL i elastaze
koreliraju statisti¢ki znacajnije kod trahealnih izolata. Produkcija 3-0kso-C12-HS i adheziona
sposobnost slabije koreliraju medu sojevima iz tubusa.

Poslednjih godina ima mnogo ispitivanja koja se bave uticajem antibiotika, pre svega
makrolida, na biofilm P. aeruginosa. Skindersoe'® je pratio efekat antibiotika na QS.
Analiziran je uticaj azitromicina, ceftazidima i ciprofloksacina na QS, a time i posredno na
faktore virulencije P. aeruginosa. Svi ispitivani antibiotici su inhibisali funkciju ovog
regulatornog sistema. Ali, rezultati klini¢ke studije Nick sa autorima'®® su suprotni ovim

tvrdnjama. Oni su Koristili azitromicin u kombinaciji sa inhalatorno primenjenim
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tobramicinom kod bolesnika sa cisticnom fbrozom, ali nije dokazana opravdanost korisé¢enja

azitromicina u terapiji.

2.10.PATOGENOST P. AERUGINOSA ZA LJUDE

P. aeruginosa je za ljude uslovno patogena bakterija. Ima dovoljno patogenog
potencijala da izazove inflamacije svih tkiva i organskih sistema (Slika 21.).

CTNS infections

LLocalized infections

Bacteremia

Endocarditis

Acute pne
other pa

Urinary tract
infoctions

Slika 21. Najcesce lokalizacije infekcija izazvanih P. aeruginosa na ljudskom telu
(intranet.tdmu.edu.te.ua)

Osobe sa naruSenim imunskim odgovorom ces¢e oboljevaju i imaju ozbiljnije oblike
bolesti'®*. Pocetak bolesti uglavnom podrazumeva oStenjenje prve linije odbrane organizma.
Infekcija se nadovezuje na oStenjenje koze ili sluzokoze ili zaobilazenje barijere koju oni
predstavljaju (trauma, hirurske intervencije, ozbiljne operacije). OSteCenje normalne
mukozalne flore antibioticima Sirokog spektra olaksava infekcije. Veéina infekcija izazvanih
P. aeruginosa je invazivna i toksikogena. Infekcije mogu da budu akutne i hroni¢ne. Akutne
infekcije, kao $to su infekcije opekotina, se karakteriSu brzim bakterijskim rastom, sepsom i
ako se ne leCe, visokom smrtno$¢u bolesnika. Hroni¢ne infekcije, kao $to je na primer
inflamacije plu¢a kod CF i infekcije rana, mogu da traju godinama.

Veéina sojeva P. aeruginosa je otporna na dejstvo samog seruma, ali ako se dodaju
PML bacil bude uniSten. Fagocitoza je vazna, ali opsonizujuca antitela imaju najvazniju
ulogu u eliminaciji P. aeruginosa. Unistenje bacila je efikasnije u prisustvu tip-specifi¢nih
antitela usmerenih primarno prema LPS. Ako dode do razvoja inflamacije u najvisem titru se

formiraju IgM, 1gG2a i 1gG3 antitela. Antitoksini su vazni u kontroli ve¢ razvijene bolesti.

44

Fenotipske karakteristike klini¢kih izolata Pseudomonas aeruginosa.
NataSa Stankovi¢ Nedeljkovi¢. Doktorska disertacija



2. OPSTI DEO

CF je izuzetak. Vecina bolesnika sa CF ima visok nivo cirkuliSu¢ih antitela na bakterijske

antigene, ali ona nisu sposobna da eradiciraju P. aeruginosa?’*%.

2.10.1. RESPIRATORNE INFEKCIJE

Respiratorne infekcije izazvane P. aeruginosa ¢esto se javljaju, ako su pluca oStecena
ili imunski sistem bolesnika oslabljen. Sre¢u se kod bolesnika na vestackoj ventilaciji,
malignih bolesti, intravenskih narkomana i hroni¢nih bolesti. P. aeruginosa je uzro¢nik 7%

pneumonija, od kojih se 28% zavrSava letalno %

. Oboljevanje 1 smtrnost su mnogo veci kod
bolesnika sa AITS-om. Primarna pneumonija se javlja kod hroni¢nih bolesti pluéa ili sréanog

zastoja. Nekad pneumonija moze biti nekroti¢na (Slika 22).

Slika 22. Kolonije P. aeruginosa iz sputuma na krvnoj agar ploci (Stankovi¢
Nedeljkovi¢, 2015.)
2.10.1.1. CISTICNA FIBROZA

Cisti¢na fibroza je nasledni autozomalni recesivni geneticki poremecaj, Koji prati
mutaciju sedmog hromozoma'*. U plu¢ima se ne mogu adekvatno transportovati hlor,
natrijum i voda. Posledica je produkcija i nagomilavanje gustog mukusa koji je idealna
podloga za mnoge patogene mikroorganizme™®’.

Cisti¢na fibroza se karakteriSe hroni¢nom polimikrobnom infekcijom i inflamacijom

188,189

disajnih puteva . Infekcija plu¢a P. aeruginosa kod obolelih od CF je glavni uzrok

mortaliteta kod ove bolesti*?®

. Obi¢no kolonizacija pluca nastaje u toku prve tri godine Zivota.
Do desete godine oko 38% dece se kolonizuje P. aeruginosa®’. P. aeruginosa je kod oko 80%

bolesnika predominantno izolovan mikroorganizam'®. Sojevi koji prvobitno kolonizuju
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pluca su saprofiti, pokretni su i i formiraju nemukoidne kolonije. Imaju ekspresiju tipa 1V
fimbrija, koje se vezuju za mucin ili epitelne ¢éelije, razvijen QS signalni sistem i produkuju
brojne faktore patogenosti (toksine, proteaze i piocijanin). Mikroorganizmi vremenom
oste¢uju tkiva i ubrzavaju kolonizaciju, agregaciju i formiranje mikrokolonija. Prve infekcije
izazvaju bacili osetljivi na antibiotike, pa se mogu eradicirati efikasnim antibioticima.
Kasnije predominiraju bacili, koji daju mukoidnu formu kolonija. U bakterijskoj zajednici
ima puno egzopolisaharida, dolazi do gubitka fimbrija® i flagela tipa IV kod pojedina¢nih
bakterijskih celija. Formiraju se velike bakterijske zajednice 1 biofilm, koji se ne mogu
eradicirati ni velikim dozama antibiotika. Sojevi koji imaju ve¢u sposobnost adaptacije mogu
decenijama opstati®. Odnos domaéina i bacila je dinamian i zavisi od odnosa snaga, ali ne
treba zanemariti i kompeticiju medu razli¢itim sojevima'®’. Bitku sa P. aeruginosa bolesnici
sa CF Cesto gube zbog ostecenja pluca koje izaziva ovaj bacil .

U respiratornom delu pluéa normalno vladaju aerobni uslovi. Ako dode do
nagomilavanja mukusa uslovi postaju mikroaerofilni, a u formiranom apscesu anaerobni. U
anaerobnim uslovima krajni akceptori elektrona su nitrati. VVremenom, klonovi imaju sve
manju sposobnost produkcije biofilma i smanjuje im se pokretljivost. Kod mukoidnih sojeva
se smanjuje produkcija faktora patogenosti, QS molekula i klonovi postaju hipermutabilni.

Organizam obolelog definiSe imunski odgovor posredovan alveolarnim makrofagima,
antigen prezentuju¢im ¢elijama i PML u odnosu na alginate. Zahvacene alveole su okruzene
PML, dok ih unutar tog prostora zbog dejstva alginata ima malo ili nema uopste. U pokusaju
PML da fagocituju bakterije oslobadaju se visoko reaktivni kiseoni¢ni radikali. Radikali
dovode do ostecenja tkiva i uniStavanja bakterije ili izazivaju mutacije gena. Odgovor
organizma prema takvim alveolama dovodi do oStecenja tkiva i remecenja funkcije pluca.
Ovakva fokalna infekcija zahvata nova podrucja pluca i respiratorna funkcija opada uprkos
antibiotskoj terapiji. Neretko se izoluju dva ili viSe razli¢ita serotipa kod jednog bolesnika.
Sojevi izolovani iz plu¢a nemaju bo¢ne lance, pa je njihova serotipizacija teska ili nemoguca.
Ovi sojevi su veoma osetljivi na proteine plazme, pa retko uzrokuju bakterijemiju. Sojevi se
obilnije raznozavaju, ako su u njihovom okruzenju nalaze veée koli¢ine metionina, ornitina,
arginina i lecitina. Kod obolelih bacil se prenosi direktno, iako su uzro¢nici bolesti sojevi koji
se nalaze u okruzenju™.

Danski autori su pratili populaciju P. aeruginosa i dinamiku infekcije. Identifikovana

su 2 razli¢ita dominantna klona koja su u¢estvovala u inflamaciji. VaZna osobina tih sojeva je
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sposobnost transmisije medu obolelima od CF. Druge osobine, kao Sto su transformacija u
mukoidnu formu i produkcija faktora patogenosti, igraju manje vaznu ulogu u nastanku i
odrzavanju inflamacija*®%.

Stopa mutacije P. aeruginosa je i do sto puta veéa u odnosu na sojeve iz drugih
klini¢kih uzoraka'®®. Smatra se da kod oboleleih od CF ima 54% mutantnih sojeva. Prvih pet
godina oboljevanja skoro da ih nema. Transformacija bacila iz senizitivnog u rezistentni
regulisana je proteinom PvrR. Uticaj na ekspresiju tog proteina bi mogao biti vazan u terapiji
CF128.

2.10.2. INFEKCIJE URINARNOG TRAKTA

P. aeruginosa veoma cesto izaziva infekcije urinarnog trakta (UT). Infekcije
urinarnog trakta su skoro uvek bolnickog porekla. Povezane su sa operacijama, skopijama,
kateterizacijom, urodenim anatomskim malformacijama, povredama ki¢me i primenom
irigacionih postupaka. Ipak, nosenje katetera je najéesci faktor rizika. Bakterija ima veliku
sposobnost adherencije za sluzokozu mokraéne beSike. P. aeruginosa je tre¢i uzroénik
hospitalnih infekija UT i izaziva oko 12% svih infekcija. Infekcija moze nastati ascendentno
ili descedentno™. 1z UT P. aeruginosa moze prodreti u krv i &¢ini 40% bakterijemija izazvanih

ovom bakterijom®®*.

2.10.3. INFEKCIJE KOZE

P. aeruginosa Cesto izaziva razli¢ite infekcije koze, podkoznog tkiva i rana i pratec¢ih

tkiva (Slika 24.).

Slika 24. Izgled o$tecene nokatne ploce izazvane P. aeruginosa (Www.dandem-
pvd.is.kkh.dk)
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Uglavnom, bacil izaziva infekcije, ako dode do naruSavanja integriteta koze,

izazvanog povredama, dermatitisom i opekotinama (Slika 25).

Slika 25. Opekotina na $aci i podlaktici inficirana P. aeruginosa (Stankovi¢ Nedeljkovié,
2015.)

Do infekcije dolazi nakon kolonizacije rane bakterijama iz susednih delova tela i iz
spoljne sredine. Zarastanje rana je dinamican i kompleksan proces koji po¢inje odmah po
oStec¢enju koze. Bakterije usporavaju taj proces. Ako se zarastanje prolongira nastaje hroni¢na
rana. Hroni¢ne rane se uglavnom sre¢u kao dijabeti¢ne ulceracije i ulcus cruris (Slika 25.).
Sre¢u se u oko 1-2% svetske populacije, a oko 1% ljudi boluje od ulceracija zbog

varikoziteta'®

. Nastaju zbog poremecaja venske cirkulacije i poremecaja pritiska.
P. aeruginosa je najce$¢i izro¢nik infekcija opekotina. Opekotine inficirane P.
aeruginosa se mnogo teze i duze leCe. Na povrSini rana ili opekotina se moze uociti

flurescentni pigment u kome se nalazi produkt hemoglobina, verdoglobin** (Slika 26.).
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Slika 26. Ulcus cruris inficiran P. aeruginosa (Stankovi¢ Nedeljkovié, 2015.)

PoviSena vlaznost koZe je faktor rizika za infekcije uva i koze plivaca, stopala
sportista i vojnika, perianalnog predela ili delova tela ispod pelena. P. aeruginosa je

b

predominantni uzro¢nik infekcija spoljnog uSnog kanala, a najpoznatiji je sindrom ’’uva
plivaca’’. Opisane su i infekcije nakon pirsinga. Izaziva acne vulgaris, foliculitis i ecthymu
ganrenosum. Hemoragi¢na nekroza koze, ecthyma gangrenosum se javlja kod sepse. Kod

dijabeti¢ara infekcije proti¢u mnogo teze™.

2.10.4.INFEKCIJE OCLJU

P. aeruginosa je jedan od najcesc¢ih uzroénika bakterijskog keratitisa, neonatalne
oftalmije i infekcija soCiva. Bakterija kolonizuje epitel vezujuci se za receptore. Ako je
imunski sistem kompromitovan, zbog dejstva proteolitickih enzima, izaziva razarajucu

infekciju oka koja moze dovesti do gubitka oka.

2.10.5.INFEKCIJE KOSTIJU | POTPORNOG SISTEMA

Infekcije kostiju i1 potpornih tkiva nastaju direktnim prodorom bacila, nakon

mehanickih oSte¢enja ili hematogeno sa mesta primarne infekcije. Hematogena diseminacija

aeruginosa ima tropizam za spojeve fibroznog tkiva i hrskavice. 1zaziva kontagiozni hroni¢ni

osteomijelitis i1 najéesc¢i je uzrocnik osteohondritisa kod ubodnih rana stopala.

2.10.6.INFEKCIJE CENTRALNOG NERVNOG SISTEMA

P. aeruginosa prodire u centralni nervni sistem (CNS): iz unutraSnjeg uva,

paranazalnih sinusa, direktno povredom glave, hirurski, posle lumbalne punkcije, preko
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invazivnih dijagnosti¢kih procedura ili hematogeno. Najcesce bacil izaziva meningitis i

apsces mozga.

2.10.7.0STALE INFEKCIJE

Bacil izaziva bakterijemiju, primarno kod imunikompromitovanih bolesnika, dece i
starijih. Predisponiraju¢i faktori su hematoloske maligne bolesti, AIDS, neutropenija,
diabetes melitus i ozbiljne opekotine. Vecina bakterijemija se javlja u bolnicama. Mortalitet
kod bakterijemija je visok.

P. aeruginosa moze izazvati oboljene bilo kod dela digestivnog trakta (DT) od usne
duplje do rektuma. Moze ucestvovati u dijarejama dece, perirektalnim infekcijama, tipi¢nim
gastoeteritisima i nekrotiénim enterokolitisima. Cesto bacili prodiru u organizam preko
digestivnog trakta.

Bacil izaziva inflamacije sréanih valvula kod intravenskih narkomana. Endokard

invadira direktno iz krvi.

2.11. TIPIZACIJA P. AERUGINOSA

Tipizacija izolata P. aeruginosa je vazna pre svega zbog epidemioloskih ispitivanja,
jer pomaze da se lakSe lociraju izvori infekcija, prati kretanje pojedinih sojeva i rezistencija
bacila. Nemaju svi serotipovi jednaki klini¢ki znacaj. Razli¢iti serotipovi su predominantni u
pojedinim regionima i imaju razli¢iti klinicki i epidemioloski znacaj.

U tipizaciji P. aeruginosa moze se koristiti vise fenotipskih i molekularnih metoda®®

(Tabela 3.). ESGEM grupa u okviru ESCMID grupe se bavi standardizacijom tipizacionih

metoda®.
Tabela 3.
Metode tipizacije P. aeruginosa
Fenotipske tehnike Molekularne tehnike
Serotipizacija Specifi¢ni PSR
Biotipizacija RAPD
Rezistotipizacija Ribotipizacija
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Piocin tipizacija RFLP
Makrorestrikcija (PFGE)
Hibridizacija-DNK probe
MLST
Bakteriofag tipizacija

Ispitivanja plazmida

Svaka od metoda tipizacije ima prednosti i nedostatke.

Karakteristike fenotipskih metoda su sledec¢e™”:

Serotipizacija P. aeruginosa je reproducibilna, jednostavna, brzo se izvodi i osetljiva
je. Princip je reakcija aglutinacije sa specifi¢nim antiserumima. Jedan od nedostatka
je da moze da moze biti lazno pozitivna. Ipak, serotipizacija je adekvatna tipizaciona
metoda za epidemioloska ispitivanja.

Biotipizacijom se ispituju razli¢ite metabolicke karakteristike bacila. Prednost ove
metode je laka automatizacija.

Rezistotipizacija je jednostavna za izvodenje, jeftina, ali je nesvrsishodna kod
multirezistentih izolata.

Bacteriocin tipizacija nije reproducibilna. Kod svih metoda problem mozZe da bude

pogresna identifikacija.

Specifi¢nosti molekularnih metoda su sledeée™”.

Specifiénom polymerase chain reakcijom (PSR) vrsi se detekcija pojedina¢nih gena
ili pravljenje mape gena. Lako se izvodi i moze se analizirati viSe gena odjednom.
RAPD (hasumi¢no umnozena polimorfna DNK) je PSR bazirana metoda, pri kojoj
se koristi pocetna sekvenca koja amplificira pojedine delove genoma. Prednost
metode je $to se moze analizirati veliki broj uzoraka odjednom. Nedostaci su visoka
cena i nemogucnost poredenja rezultata sa drugim rezultatima.

Ribotipizacija je PSR bazirana metoda sa amplifikacijom ribozomalne DNK uz
restrikcijsku analizu uz razli¢ite enzime. Metoda je pozdana. Nedostatak je losa

diskriminacija i nemogucnost poredenja rezultata sa drugim rezultatima.
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e  RFLP (polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata) je restrikcijska analiza uz
razli¢ite enzime. Metoda je pouzdana, razlikuje viSe varijanti gena, ali je skupa.

e  Elektroforeza u pulsirajuéem polju (PFGE) se zasniva na analizi genoma
restrikcijom i separacijom u pulsiraju¢em polju. Ovo je standardna metoda
tipizacije. Nedostaci ove metode su visoka cena, dugotrajna je i nema poredenja
rezultata sa drugim rezultatima.

o Nedostaci bakteriofag tipizacije su slabija reproducibilnost i povremeno nedovoljna
dostupnost bakteriofaga.

J Analiza plazmidskih ispitivanja daje brze rezultate, ali ta metoda moze biti
nedovoljno osetljiva.

o MLST (tipizacija na osnovu multilokusnih sekvenci) podrazumeva parcijalno
sekvencioniranje sedam alela PSR-om. Ovo je precizna metoda koja omogucava
poredenje podataka. Ali metoda je skupa i dugotrajna.

. Hibridizacija DNK se zasniva na detekciji 1 lokaciji gena poredenjem specifi¢nim
probama. Prednost je dobra detekcija i pouzdanost. MoZe se analizirati veliki broj

uzoraka odjednom. Nedostaci su dugotrajnost i cena izvodenja.

Molekularne metode vecini klini¢kih laboratorija nisu dostupne. Ispitivanja su skupa i
zahtevaju dodatnu opremu. Najpotpuniji rezultati dobijaju se kombinacijom viSe metoda.
Neophodna je koordinacija metodoloskih postipaka, koji se izvode u razli¢itim delovima

sveta.

2.11.1.SEROTIPIZACIJA P. AERUGINOSA

Po Medunarodnoj tipizacionoj Semi (IATS) P. aeruginosa ima 20 serotipova, ali se ne
koristi ista Sema u svim delovima sveta. Odnos izmedu serotipova razli¢itih klasifikacionih

v . . - 198
Sema je prikazan na tabeli 4.

52

Fenotipske karakteristike klini¢kih izolata Pseudomonas aeruginosa.
NataSa Stankovi¢ Nedeljkovi¢. Doktorska disertacija



2. OPSTI DEO

Tabela 4.

Odnos izmedu pojedinih serogrupa u razlic¢itim klasifikacionim semama

Serogrupe u Semama

IATS Habs Sandvik Veron Verder- Lanyi Homma isher Meitert Lanyi-
(11) (31) (35) Evans a7 (12) 9) (24) Bergan
(34) (18)
1 1 Vi 1 v 6 10 4 9 1
2 2 2 | 3 2 2 2a,2¢C
3 3 Il 3 Vi 1 1 5 3
4 4 v 4 11 6 8 4a,4c
5 5 5 X 7 6 2a,2d
6 6 \% 6 I 4 8 1 6a
7 7 7 7a,7b,7c
8 8 VI 8 VI 5 3 6 6 7a,7b,7d
9 9 9 IX 9,10 4 9a
10 10 10 2 5 8 10a,10b
11 11 Vi 11 Il 7 7 11a,11b
12 12 Vil 13 12
13 1 13 12 13a,13b
14 \% 13a,13c
15 11 11 15
16 13 13 2a,2b
17 10 14

U serotipizaciji se primenjuje slide aglutinaciona tehnika sa antiserumima kunica.
Reakcija nastaje izmedu antiseruma i B LPS P.aeriuginosa. Jedno od ogranicenja je da su
neki sojevi neaglutibilni, poliaglutibilni ili autoaglutibilni. U razli¢itim ispitivanjima procenat
netipibilnih sojeva moze biti 10% do skoro 40%'%%%,

U anaerobnim uslovima i kod hroni¢nih infekcija se smanjuje koli¢ina B LPS.
Sojevi izolovani kod hroni¢nih bolesti, naro¢ito kod CF, zbog smanjene koli¢ine LPS,
preciznije zbog manjka D-glukoze i L-ramnoze, ne mogu dati pozitivnu reakciju aglutinacije
(Slika 27.). Mogu¢nost aglutinacije se povecava, ako se u glukozni bujon sa kulturom
P.aeriuginosa doda amikacin u koli¢ini od 1/6 minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) za
taj izolat. Kod serotipa P12 D-glukoza i L-ramnoza nisu prisutni, pa su ovi sojevi uvek

tipibilni?®,
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A. Non-CF infections B. Early CF infections C. Advance! d CF infections

i RN
T I

Palmitate ~ Aminoarabinose Hydroxydecanoate

Slika 27. Karakteristike grade LPS P.aeruginosa kod akutnih i hroni¢nih

infekcija na primeru CF (gopixpic.com)

Serotizacija moZe biti otezana kod sojeva koji su kultivisani na krvnim agar plo€ama
ili nakon subkultivacije. Ovi sojevi mogu biti poliaglutibilni. Za kultivaciju sojeva koji se
aglutiniSu treba koristiti triptikaza soja agar. Kod neuspeSne aglutinacije preporucuje se
zagrevanje soja u Lauril bujonu 10 minuta na 120° C. Nakon hladenja ponovlja se izvodenje
reakcije aglutinacije’®’. Veéina netipibilnih sojeva ima grube kolonije**. Ako izolat ne
aglutiniSe ni sa jednim od koriS¢enih seruma, postoji moguc¢nost da je ima novi antigen.
Postoji 1 moguénost neadekvatne identifikacije bacila, jer i druge vrste Pseudomonas sp.
mogu da produkuju pigmente. U tom slucaju se preporucuje da se izolat inkubiSe na
temperaturi od 41° C, proveri moguénost fermentacije D-glukoze i redukcija nitrata u nitrite .

Serotipovi P2, P5, P16, P18 i P20, koji ¢ine 2 serogrupu, pokazuju imunohemijski
ukrSenu reaktivnost kad se aglutiniSu polivalentnim ze¢jim antiserumom. Hemijski se
razlikuju medu sobom na osnovu tipa glikozidne veze ili izomera monosaharida i po
prisustvu ili odsustvu acetil supstituenta u Se¢erima antigena®®.

Unakrsna reakcija aglutinacije izmedu pojedinih sojeva nastaje zbog razli¢itih,
uglavnom manjih koli¢ina termolabilnih antigena. Antigeni poti¢u od flagela, pila i razli¢itih
povrsnih struktura. Prepoznavanje i klasifikacija tih termolabilnih antigena je mnogo

komplikovanija i teza nego klasifikacija termostabilnih antigena.
2.12. PRODUKCIJA PIGMENATA

P. aeruginosa produkuje vise vrste pigmenata:

1. zuto-zeleni fluorescin (pioverdin ili pseudobaktin),
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2. plavo-zeleni piocijanin,
3. crveni piorubin,
4. crni pionegrin.

Neki sojevi luge samo jedan pigment, a neki vise vrsta pigmenata®®.

2.12.1. PIOVERDIN

Karakteristicna fluorescencija P. aeruginosa se javlja zbog Zuto-zelenog
fluorescentnog pigmenta, pioverdina. Postoje 3 tipa pioverdina, a oznaceni su kao I, 11 i Ill.
Pioverdin se rastvara u vodi’®*,

Strukturalno pioverdini se sastoje od tri dela: dihidroksiquinoline hromatofore, kratkih
prikljucenih tip-specifi¢énih peptida (6 do 12 amino kiselina) 1 karboksilne kiseline ili

amida®* (Slika 28.).
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Slika 28. Hemijski sastav pioverdina
(http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fcimb.2013.00075/full)

Amino kiseline u sastavu pioverdina su Cesto neproteinske i obezbeduju specifi¢nost
vezivanja za poznate receptore. Peptidni deo molekula je isti kod svih sojeva, a postoji razlika
u acil-grupi. Hromatofore omoguc¢avaju vezivanje dva molekula gvozda i daju karakteristi¢nu
fluorescenciju i pigentaciju pioverdinima Pseudomonada. Fluorescencija se smanjuje
helacijom gvozda®®.

Pioverdin ostvaruje citotoksi¢ni efekat zbog svoje sposobnosti da stimulise produkciju

reaktivnog kiseonika i definisan je kao esencijalna komponenta u produkciji biofilma®®.
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2.12.2. BIOSINTEZA | REGULACIJA FENAZINSKIH PRODUKATA P.
AERUGINOSA

Piocijanin je fenazinski derivat. Fenazini su velika grupa nisko-molekularnih
heterocikli¢nih jedinjenja koja sadrze azot. Rastvorljivi su u vodi. Razlikuju se po hemijskim
i fizickim karakteristikama, zavisno od tipa i poloZaja funkcionalne grupe?®. U prirodi je
identifikovano vise od 100 razli¢itih fenazinskih derivata, a sintetisano je preko 6000
jedinjenja koja sadrze fenazinsko jezgo. Imaju Sirok spektar bioloskih aktivnosti. Fenazini se
ubrajaju u takozvane sekundarne metabolite. Za razliku od kofaktora ili intermedijalnih
jedinjena, koji su esencijalni za sintezu celijskih struktura, sekundarni metaboliti nisu
esencijalni za rast ili reproduktivni metabolizam. Fenazini su specifi¢ni produkti odredene
grupe organizama, ponekad Cak pojedinog soja. Zahtevaju specificne uslove da bi inicirali
svoju sintezu, odredenu temperaturu i pH vrednost. NajviSe se lue u stacionarnoj fazi
razvoja bakterijske populacije?®. Ne pokazuju o¢igledni uticaj na rast bakterijskih éelija, ali
je nedavno otkriveno da imaju vaznu ulogu kao biokontrolni agensi, transkripcioni
modulatori 1 u redukciji minerala. Neke od tih funkcija uticu na opstanak bacila. Zato se
oznaCavanje fenazina kao sekudarnih metabolita poslednjih godina ispituje. Fenazini se
ispituju duze od bilo kojih sekundarnih metabolita.

Pseudomonas sp. produkuje proste fenazine, a fenzine aldehide, estre i tioestre drugi
produktori. Fenazini koje produkuju Pseudomonas sp. su: fenazin-L-karboksilna kiselina
(PCA), fenazin-L-karboksiamid (PCN), 2-hidroksifenazin-L-karboksilna kiselina (2-OH-
PCA), 2-hidroksifenazin (20H-PSZ), 1-hidroksifenazin (10H-PHZ) i piocijanin, koji je 5-N-
metil-L-hidroksifenazin?®*,

Po hemijskom sastavu fenazini pripadaju alkalnoj klasi jedinjenja, jer sadrze bazi¢nu
amino grupu u svojoj strukturi. Imaju karakteristi¢an apsorcioni spektar koji ukljucuje dva
pika u UV spektru, izmedu 250 nm i 290 nm i izmedu 350 nm i 400 nm i jedan u vidljivoj
oblasti, pa se uocavaju izmedu 400 nm i 600 nm. Pik u vidljivoj oblasti varira. Zavisi od
strukture fenazinskog jezgra i daje rast u rasponu boje, od svetlo plave koju daje piocijanin,
limun Zute koju daje PCA, do narandzaste koju daje 2-OHPCA. Pokazuju fenomen koji se
oznacava i kao “’kameleon’’, kod koga kultura menja boju, zavisno od pH vrednosti i aeracije

i reflektuje promene u redoks statusu piocijanina®®® (Slika 29.).
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2-OHPCA PCA 1-OHPHZ PYO

L

Slika 29. Prikaz pojedinih vrsta pigmenata P. aeruginosa (Britton, 1983.)

Sposobnost producije fenazina je dokazana kod 4 vrste Pseudomonas sp.: P.
aeruginosa, P. fuorescens, P. aureofaciens i P. chlororaphis. Sve pseudomonade osim P.
fluorescensa, koji produkuje samo PCA, imaju sposobnost produkcije razli¢itih fenazinskih
derivata. P. chlororaphis produkuje PCN i 20H-PCA. Vecina sojeva P. aeruginosa
produkuje piocijanin, PCA, PCN, 10H-PHZ i aeroginuzine A i B. Produkcija fenazina kod
svih sojeva P. aeruginosa se javlja u stacionarnoj fazi rasta i pod uticajem QS?**.

P. aeruginosa reguliSe produkciju piocijanina visestrukim regulatornim sistemima.
LasR/Lasl i RhIR/RhII QS sistemi ucestvuju u aktivaciji produkcije piocijanina. 2-heptil-3-
hidroksil-4-quinolin je deo regulatornog sistema®”**%, P. aeruginosa ima mviR gen, koji je
uklju¢en u regulaciju MexGHI-opmD operona, za koga se veruje, da je odgovoran za
sekreciju QS signala®®. Nasuprot tome QS sistem i njegovi analozi nisu identifikovani kod P.
chlororaphis i P. fluorescens. Kod P. aeruginosa ekspresija phzM ne zavisi od temperature,
za razliku od nekih drugih vrsta. Dosta se zna o regulaciji gena za biosintezu fenazina, ali se
malo zna o finoj regulaciji vremena ekspresije i relativne koli¢ine produkovanog fenazina.
Fina regulacija kod P. aeruginosa je pod kontrolom QS signala®®*°. Gubitak QS signala
dovodi od nemogucénosti produkcije piocijanina.

Fenazini imaju viSestruki bioloski efekat na celiju koja ih produkuje i njeno
okruzenje. Modifikuju Celijski redoks sistem, funkcioniSu kao ¢elijski signali koji regulisu
gensku ekspresiju. Fenazini uc¢estvuju u izradnji biofilma. Imaju toksi¢an efekat na mnoga
kohabituju¢a Ziva bi¢a ili domacina bakterije. U uslovima kada je koli¢ina kiseonika

ograni¢ena, kod zrelog biofilma, fenazini pomazu bakterijama da generiSu energiju kao
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akceptori elektrona za reoksidaciju NADH. Sinteti¢ki fenazini se mogu koristiti kao izvori
energije. Koristi se njihov ometaju¢i efekat na DNK. Ispituje se antiproliferativni i
antitumorozni efekat 5,4-fenazina i fenazin-5,10-dioksida”®,

P. fluorescens, P. chlororaphis i P. aerofaciens, koji se ¢esto nalaze u korenu biljaka,
produkuju PCA, PCN i OH-PCA. Ove supstance inhibisu gljivice u korenu biljaka i bakterije
koje izazivaju oboljenja korena biljke domacina. P. aeruginosa 7NSK2 koji produkuje
piocijanin, izaziva kod pasulja, paradajza, duvana i pirin¢a sistemsku rezistenciju prema
gljivama. U zemlji, fenazini P. aeruginosa stimuliSu mineralnu redukciju i omoguéavaju
bakterijama koris¢enje gvozda i nekih hranljivih jedinjenja, fosfata i organskih jedinjenja®.

Fenazinska produkcija u nekoj sredini ukazuje na funkcionalnu raznovrsnost
bakterijske zajednice. U produkciji in situ piocijanin omoguc¢ava P. aeruginosa opstanak sa S.
aureus., Candida albicans i Aspergilus fumingatus za vreme kolonizacije plu¢a kod CF. Ako
je prisutno ulje u njegovom okruZenju, P. aeruginosa smanjuje bakterijsku raznovrsnost
okruzenja. Fenazini mogu negativno da uti¢u na biljke, konkretno na koren pSenice i1 neke
korovske biljke. PCA i 2-OH-PCA se koriste kao herbicidi i u industriji prerade vode kao
algicidne supstance. Fenazini su detektovani u koli¢ini od 10™ M u sputumu bolesnika sa
CF?!. Piocijanin deficijentne mutante su manje virulentne i kompetitivne nego divlji sojevi

kod modela pneumonije kod miga®****,

Nasuprot tome, fenazini koje produkuje
Streptomyces sp. nemaju toksi¢no dejstvo na ¢elije eukariota 1 imaju antikancerozno dejstvo.
Piocijanin je toksic¢an za respiratorni epitel, a deluje na strukturu ¢elije i funkciju pila.
Umanjuje funkciju nazalnih epitelnih celija i utice na leukocite. Sluzi kao ¢elijski transmiter
koji uestvuje u regulaciji ekspresije gena. Salicilna kiselina inhibiSe stvaranje piocijanina.
Derivat piocijanina, piohelin je slabo rastvorljiv u vodi. Piohelin je siderofor koji se
nalazi van bacila, a produkuju ga P. aeruginosa i P. fluoresens. Ima slabiji afinitet prema
molekulima gvozda, ali mu je afinitet viS§i u tecnoj sredini. Nevezan za gvozde, pod
ultravioletnim zracima pokazuje zuto-zelenu fluorescenciju. Nestabilan je kada je osvetljen.
Kada se veze za molekul gvozda postaje stabilniji, ali onda vise nije fluorescentan. Piohelin

ima nespecificnu strukturu za siderofor. Ima dva izomerna oblika, ali samo jedan moZze

vezivati gvozde. Geni potrebi za sintezu piohelina su organizovani u dva operona: pchDCBA

i pPcChEFGHI?*,
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2.13. REAKCIJA P. AERUGINOSA NA OKSIDATIVNI STRES

P. aeruginosa deluje negativno na druge organizme, izmedu ostalog, izazivanjem

oksidativnog stresa®™

. Fenazini mogu da primaju i otpustaju elektrone u zavisnosti od svog
redoks stanja®®. U in vitro ispitivanjima, P. aeruginosa pomoé¢u NADH vrsi redukciju
supstrata i formira se nestabilni radikal. Radikal reaguje sa molekulom kiseonika i stvaraju se
toksi¢ni vodonik peroksid i superoksid. Ove supstance oksidiSu glutation i reaguju sa
transferinom i piohelinom, pa se formira visoko specifi¢ni vodoni¢ni radikal. Ove reakcije se
oznacavaju kao osidativni stres. Reakcija aktivira proinflamatorne procese, sto dovodi do
oStecenja humanih epitelnih celija. Ovi procesi su tipicni za inflamacije pluc¢a, kod kojih su
medijatori PML?"°.

E. coli ima dva redoks sistema SoxR i OxyR koji kontrolisu odgovor na superoksid i

vodonik peroksid?!®

150

i Stite se od oksidativnog stresa. P. aeruginosa poseduje oba regulatorna

. Generalno OxyR ima zastitnu ulogu®"’. Funkcija SoxR je redukovana na kontolu
218

sistema
male grupe gena indukovane piocijaninom®® ili redoks aktivne komponente?*®. Piocijanin
najsnaznije indukuje gene za putativne monooksigenaze i komponente za protonsku pumpu,
mexGHI-OmpD, koji mogu biti ukljudeni u aktivan efluks piocijanina®®.

Promene redoks stanja su odrednica stvaranja biomase. Heterotrofni organizmi
kataliziraju oksigenaciju izvora organskih kiselina u ¢elijski gradivni materijal, pa formiraju
prekursore za inkorporaciju u ¢elijsku gradu. Ovaj potencijal redukcije se moze osloboditi u
fermentuju¢im produktima ili trasformacijom u eksterno transportovan oksidant preko
respiratornog lanca. Razmena clektrona izmedu intra i ekstracelularne sredine dozvoljava
organizmu da saCuva intracelularni redoks sistem, uslov za stabilnost i funkcionisanje
bioloskih makromolekula. U klasi¢nim laboratorijskim uslovima donori i akceptori elektrona
su ¢esto u visku, dozvoljavaju¢i mikroorganizmima da kontrolisu ulogu intracelulearnog
redoks sistema. P. aeruginosa, kao i vec¢ina heterotrofnih bakterija, oksigenizuje izvore
organskog ugljenika preko aktivnosti u Entner-Doudoroff ciklusu i ciklusu limunske Kiseline.
Nekoliko oskudativnih koraka su povezani sa redukcijom NAD" u NADH. NADH se
reoksidira da bi se nastavio proces i generisali anaerobni prekursori®®.

Kod Pseudomonas sp. proces se odrzava kroz redukciju jedne od NADPH
dehidrogenaza na pocetku respiratornog lanca. Pseudomonade akumiliraju NADH, kad

koli¢ine terminalnih akceptora elektrona postanu ograni¢ene®?’. Redoks sistem NADH/NAD*
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igra glavnu ulogu u metabolizmu, nivo redukcija iz oksidisanog oblika predstavlja
intracelularno redoks stanje. Odnos NADH/NAD" se razlikuje kod P. aeruginosa i bakterija
koje se opisuju kao oportunisticki patogeni mikroorganizmi u odnosu na Clostridium welchii,
Klebsiella aerogenes, E. coli i S. albus, kao retkin vrsta kod kojih je odnos
NADH/NADstabilan i ve¢i od 174,

Kod P. aeruginosa transfer elektrona do fenazina predstavlja adaptaciju koja bakteriji
omogucava da menja intracelularno redoks stanje®?%. Biosinteza fenazina, pa i piocijanina je
regulisana tako, da se produkuju kada je veca ¢elijska gustina i ograni¢ena koli¢ina akceptora
elektrona?®. Fenzini oksidisu glavne reduktante i redukuju ekstracelularne oksidante,
funkcioni$u¢i kao redoks medijatori?®®. Redoks potencijali piocijanina i fenazin-1-
karboksilne kiseline, glavnih fenazina koje produkuje P. aeruginosa P14 su =34 mV i —116
mV?® . Ovi potencijali su dovoljno visoki da omoguée redukciju NADH (Eo'=—320 mV) i
glutationa (Eo'=—240 mV). Potencijali su i dovoljno niski da omoguce prenos elektrona do
vaznih oksidanata, ukljucujuci kiseonik, nitrate 1 gvozde. Transport elektrona preko fenazina
moze biti mehanizam, kojim pseudomonade mogu Koristiti akceptore elektrona koji u niskoj
koncentraciji mogu biti nedostupni preko konvencionalnih biohemijskih i enzimskih
puteva®®®. Uloga ovakvog prenosa elektrona kod metabolizma P. aeruginosa je dokazana kod
Shewanella oneidensis MR-1, ukazuju¢i da fenazini kao i sliéno struktuisani mali molekuli,

ubrzavaju redukciju nerastvorljivog feri oksihidroksida i stimulisu rast®*’.

2.14. REZISTENCIJA P. AERUGINOSA NA ANTIBIOTIKE

Divlji fenotipovi P. aeruginosa su osetljivi na karboksipeniciline (karbenicilin,
tikarcilin), ureidopeniciline (azlocilin, piperacilin), cefalosporine trece generacije (ceftazidim
i cefoperazon), cefalosporine cetvrte generacije (cefepim i cefpirom), monobaktame
(aztreonam), karbapeneme (imipenem, meropenem i doripenem), fluorohinolone,
aminoglikozide (gentamicin, tobramicin, netilmicin, amikacin) i polimiksine?®. Medutim
rezistencija izolata iz bolesni¢kih materijala, narocito bolni¢kog porekla, je uglavnhom mnogo
visa.

Da bi antibiotik bio efikasan, on mora da dode do ciljnog mesta delovanja, stupi u

interakciju s ciljnim mestom i uspesno mu inhibira funkciju .
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B-laktamski antibiotici svoje dejstvo pocinju odlaskom do transpeptidaze
peptidoglikana. Osnovni mehanizam delovanja -laktamaskih antibiotika (penicilina,
cefalosporina, karbapenema i monobaktama) je inaktivacija penicilin vezuju¢ih proteina
(PBP) koji su neophodni u sintezi peptidoglikana bakterijskog ¢elijskog zida. Inhibicija
sinteze peptidoglikana dovodi do oslobadanja autoliti¢kih hidrolaza i lize bakterijske éelije.
Rezistencija na B-laktame P. aeruginosa posledica je nekoliko razli¢itih mehanizama Koji
bakteriju mogu uciniti potpuno rezistentnom na sve -laktame. Naj¢es¢i mehanizam nastanka
rezistencije na -laktamske antibiotike je produkcija p-laktamaza.

Aminoglikozidi i polimiksini se vezu za LPS spoljne membrane naruSavajuéi njenu
propustljivost i dolaze do citoplazmatske membrane, gde se aminoglikozidi aktivnim

prenosom unose u citoplazmu??®

. Aminoglikozidi dalje odlaze do 30S podjedinica ribozoma,
gde ostvaruju svoj efekat. Fluorohinoloni deluju na podjedinice giraze, a polipeptidi odlaze
do fosfolipida citoplazmatske membrane. Molekuli B-laktamskih antibiotika i fluorohinolona
prolaze spoljnu membranu kroz vodene kanale koje okruzuju porinski proteini. Porini
oblikuju trimere koji se protezu preko cele Sirine spoljne membrane. lako je porin oprF
najCeS¢e prisutan, mutante bez ovog porina ne pokazuju rezistenciju na antibiotike. OprD
predstavlja mesto prolaza imipenema, pa mutante bez oprD proteina pokazuju rezistenciju na

imipenem??

. Meropenem ne koristi ovaj put pri ulasku u bakterijsku ¢eliju. Polimiksini
takode utiCu na strukturu citoplazmatske membrane.

Mehanizami nastanka rezistencije P. aeruginosa su raznovrsni. Neki mehanizmi
sprecavaju prodor antibiotika u bakterijsku ¢eliju ili inaktiviraju antibiotik ili omogucavaju
izbacivanje antibiotika iz bacila efluksom i nastaju promene ciljnih mesta za antibiotike.
Bacil moze da produkuje B-laktamaze, ima sposobnost inaktivcije ili modifikacije enzimske
produkcije, menja LPS i modifikuje DNK giraze i proteine. Mehanizmi rezistencije na
antibiotike se mogu podeliti na urodene i stecene.

Promena ciljnih molekula i PBP nije mehanizam rezistencije tipican za Pseudomonas
sp. Moze do¢i do promena PBP-5 koje se povezuju s intrinziCkom rezistencijom na [-

laktame, kao i stecene rezistencije na imipenem povezane s ekspresijom PBP-4, sa

smanjenim afinitetom na imipenem?%°.
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2.14.1. PRIRODNA REZISTENCIJA P. AERUGINOSA NA ANTIBIOTIKE

P. aeruginosa je prirodno rezistentan na kristalni penicilin, ampicilin, amoksiklav,
koamoksiklav, prvu i drugu generaciju cefalosporina, nalidiksnu kiselinu, makrolide,
hloramfenikol, tetracikline i trimetoprim. Prirodnu otpornost omogucéavaju hromozomske
AmpC pB-laktamaze, hromozomska OXA 10 B-laktamaza, nepropustljivost ¢elijske membrane
i efluks antibiotika®?®.

AmpC B-laktamaze imaju sposobnost hidrolize penicilina, cefalosporina druge i trece
generacije, cefamicina, a kada dode do pojacane produkcije i cefepima®®. Bakterije koje
produkuju B-laktamaze proSirenog spektra dejstva (ESBL) i AmpC B-laktamaze predstavljaju
veliki i1zazov 1 mikrobiolozima 1 kliniCarima. U kombinaciji sa gubitkom porina,
mikroorganizmi koji posjeduju AmpC [-laktamaze rezistentni su i na karbapeneme. Geni
ve¢ine AmpC p-laktamaza nalaze se na hromozomima. Bez kontakta sa antibiotikom
ekspresija hromozomskih AmpC p-laktamaza je niskog stepena. Dva mehanizma mogu
dovesti do povecane produkcije hromosomskih AmpC B-laktamaza. Jedan nacin je indukcija
u prisustvu odredenih B-laktamskih antibiotika. Snazni induktori ovih B-laktamaza su
ampicilin, cefalosporini uskog spektra. Svi cefalosporini, klavulanska kiselina i imipenem
mogu indukovati do odredenog stepena njegovu produkciju AmpC B-laktamaza. lako je
induktor, imipenem je stabilan u prisustvu povisene produkcije AmpC B-laktamaza, po ¢emu
se razlikuje od ostalih B-laktamskih antibiotika. Meropenem ima manji indukcijski potencijal
za AmpC B-laktamaze nego imipenem. Ureidopenicilini i cefalosporini prosirenog spektra su
slabi induktori, aktivni su u odnosu na inducibilne enzime, ali inaktivni na dereprimirane®".

Drugi mehanizam za ekspresiju konstitutivnih AmpC B-laktamaza je selekcija mutanti
sa mutacijom ampD gena, koji kodira enzimski represor AmpC. Ove mutante imaju visoku
produkciju AmpC B-laktamaza. Boroni¢na kiselina deluje stvaraju¢i kovalentnu vezu sa
serinskim reziduama u [-laktamazama. Bolji je inhibitor AmpC p-laktamaza od
kloksacilina®*,

U sluc¢aju mutacije regulatornih gena i to najées¢e AmpD, AmpC B-laktamaza postaje
deprimirana parcijalno ili trajno, a posledica je rezistencija na oksiiminopeniciline. Ova
mutacija je reda nego kod Enterobacter sp., kod kojih dolazi do pojave potpuno

dereprimiranih mutanti sa frekvencijom od 10®° do 107. Kod Pseudomonas sp. potpuno
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dereprimirane mutante nastaju s udestaloi¢u od oko 10”°. Selekcija mutanti nastaje najesce
tokom primene slabih induktora (ureidopenicilina i cefalosporina progirenog spectra) %',

Za razliku od hromosomski kodiranih, AmpC B-laktamaze kodirane plazmidima nisu
inducibilne.

Osim P. aeruginosa AmpC produkuju i Enterobacter clocae, E. aerogenes,
Citrobacter freundii, Serratia marscensens i Morganella morganii. AmpC p-laktamaze
prenosive plazmidima se oznacavaju obi¢no kao AmpC-p. Moguénost kodiranja AmpC -
laktamaza na mobilnim genetickim elementima moze dovesti do diseminacije rezistencije na
antibiotike na razli¢ite sojeve mikroorganizama, Sto je potvrdeno njthovim pronalaskom u
mikroorganizme, koji nemaju konstitutivni, hromozomski AmpC gen: Salmonella sp.,
Klebsiella sp., E. coli i P. mirabilis.

[-laktamski antibiotici i fluorohinoloni prolaze kroz spoljnu membranu P. aeruginosa
kroz vodene kanale koje okruzuju porinski proteini. Najces¢i je porin OprF, ali mutante bez
ovog porina ne pokazuju veliku rezistenciju na antibiotike. OprD predstavlja mesto prolaza
imipenema, s povecanjem MIK za impenem za 8 pug/ml do 32 pg/ml. Merepenem ne Kkoristi
ovaj put pri prolasku kroz spoljnu membranu®*.

Efluks pumpa za antibiotike, koja se naziva ABC pumpa, izbacuje antibiotike iz
bakterijske ¢elije pre nego $to stignu da ispolje svoj patogeni efekat. Karakteristika genoma
P. aeruginosa su osim veli¢ine i veliki broj regulatornih gena i gena koji kodiraju sisteme

efluksa’™®

. Aktivni efluks objasnjava otpornost na veliki broj antibiotika: ceftazidim, cefepin,
piperacilin i aztreonam.

Do sada je opisao 12 efluksnih sistema od kojih su najpoznatiji: MexAB-oprM,
MexXY-oprM, MehCD-oprJ, MehEF-oprN i MexJK-oprM?**?®  Efluksni sistem je
transmembranski kompleks sa tri proteina. Jedan je lociran u citoplazmi i deluje na principu
energetski zavisne pumpe. Porin se nalazi na spoljnoj membrani, dok ih tre¢i protein
povezuje. Mutacija gena koji kodiraju ove proteine dovodi do pojacane aktivnosti pumpe i
rezistencije na antibiotike. Najpoznatija pumpa MexAB aktivno izbacuje p-laktamske
antibiotike, B-laktamske inhibitore, tetracikline, hloramfenikol, makrolide, fluorohinolone i
trimetoprim. Mutacije koje dovode do pojaanog rada pumpe se javljaju za vreme terapije
cefalosporinima ili fluorohinolonima. MexCD izbacuje p-laktamske antibiotike, tetracikline,
hloramfenikol, makrolide i fluorohinolone. Mex EF posreduje u izbacivanju iz bakterijske

¢elije hloramfenikola, fluorohinolona i trimetoprima. Posledica mutacije je rezistencija i na
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imipenem. MexXY aktivno izbacuje tetracikline, makrolide, aminoglikozide i

fluorohinolone®3%3,

2.14.2. BETA-LAKTAMAZE

Postoji vise klasifikacija PB-laktamaza. Najée$ée se koriste podele po Ambler

(molekularna klasifikacija) i Bush-Jacoby-Medeiros (funkcionalna podela) %*°.

Po Ambler B-laktamaze se dele u 4 glavne klase : A, B, C i D (Tabela 5.). Ova
klasifikacija se temelji na homologiji proteina (slicnosti aminokiselina). B-laktamaze klase A,

C i D su serinske B-laktamaze, a u B klasi su metalo p-laktamaze (MBL)%®.

Tabela 5.
Kilasifikacija p-laktamaza po Ambler
Klasa  Grupa Vrsta
Klasa A Penicilinaze TEM, SHV, PC1, CTX-M, SME-1,KPC-1
KlasaB Metalo p-laktamaze IMP-1,VIM-1, CcrA
Klasa C Cefalosporinaze AmpC, CMY-1, ACT-1
KlasaD Oksacilinaze OXA-1

Po Bush-Jacoby-Medeiros Kklasifikacionom sistemu, p-laktamaze su grupisane prema
slicnosti supstrata na koje deluju. Ovaj klasifikacioni sistem se sastoji od 4 glavne grupe i

vise podgrupa (Tabela 6.) Opisano je oko 500 razli¢itih tipova B-laktamaza iz klini¢kih
236

izolata®™®. S obzirom na genetsko poreklo, p-laktamaze se dele na hromozomske i
plazmidske.
Tabela 6.
Klasifikacija p-laktamaza po Bush-Jacoby-Medeiros
Grupa 1. B-laktamaze koje hidrolizuju cefalosporine prosirenog spektra,
rezistentne na klavulonsku kiselinu
Cefalosporinaze AmpC,CMY-1, ACT-1
Grupa 2. B-laktamaza osetljive na klavulonsku kiselinu
2a Penicilinaze PCI (S.aureus)
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2b Penicilinaze Sirokog spektra TEM-1, TEM-2, SHV

2be ESBL SHV-2, TEM-10, CTX-M,
OXA

2br Rezistentne na inhibitor TEM; TEM-30, TEM-31, IRT

2c Hidrolizuju karbencilin PSE-1

2d Hidrolizuju oksacilin OXA-1, OXA-10

2e Cefalosporinaze inhibisane klav. kis.  FEC-1

2f Karbapenemaze KPC-1, SME-1

Grupa 3. MBL IMP-1, VIM-1, CcrA

Grupa 4. Razne

Grupa 2b B-laktamaza hidrolizuje penicilin i ampicilin, a u manjoj meri karbenicilin i
cefalotin®®. Hemijski, vec¢ina penicilinaza su derivati TEM ili SHV?*'. TEM-1 je prvi put
opisana 1965. godine u izolatu E. coli bolesnika iz Gréke, Temoneire, po kome je enzim
dobio ime?’. TEM-1 i TEM-2 su povezane s visokim stepenom rezistencije na peniciline, ali
ne na izoksazoil peniciline i starije cefalosporine. SHV su hromozomske B-laktamaze koje se
prenose i plazmidima. Ve¢ina Klebsiella pneumoniae proizvodi SHV-1%%'.

Oksacilinaze P. aeruginosa se dele u pet grupa oznacenih od I do V. U grupi I su
OXA-5, OXA-7 i OXA-10 sa ESBL derivatima OXA-11, OXA-1, OXA-16, OXA-17, OXA-
13 sa ESBL derivatima OXA-19 i OXA-28. U 1l grupi su OXA-2, OXA-3, OXA-15 i OXA-
20. Tre¢a grupa obuhvata OXA-1 derivate grupa -4, -30 i -31, ¢etvrta OXA-9, a grupa V
LCR-17,

Ve¢ina ESBL su derivati oksacilinaze OXA-10. Kod multirezistentnih sojeva
izolovane se jo§ i oksacilinaze proSirenog spektra OXA-18 i OXA-45 koje se inhibisu
klavulonskom kiselinom i tazobaktamom.

OXA-10 slabo hidrolizuje cefotaksim, ceftriakson i aztreonam. OXA-11, -14, -16, -
17, -19, -15, -18, -28, -31, -32, -35 i —45 omogucavaju rezistenciju na cefotaksim i ponekad
na ceftazidim i aztreonam. Istovremena produkcija karbapenem-hidroliziraju¢ih MBL i
aztreonam hidroliziraju¢ih OXA laktamaza dovodi do rezistencije na sve [-laktamske
antibiotike. Evolucija ESBL OXA tipova p-laktamaza od pocetnih enzima sa uzim spektrom
ima sli¢nosti sa evolucijom SHV i TEM-tipa ESBL?*°.
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Najcesce PB-laktamaze koje produkuje P. aeruginsa su PSE-1 (CARB-2) i PSE-4
(CARB-1), dok su rede CARB-3 i CARB-4%*°,
Sekundarne B-laktamaze kod P. aeruginosa su rede. U studiji u Velikoj Britaniji koja

je obuhvatila oko dve hiljade izolata, ugestalost sekundarnih B-laktamaza bila je 0,7 % 2**.

2.14.2.1. ESBL B-LAKTAMAZE

ESBL su prema Bush-Jacoby-Medeiros klasifikaciji u grupi 2be**?. Kod Gram
negativnih bacila ESBL [-laktamaze spadaju medu najrasprostranjenije i klinicki i
epidemioloski najvaznije. P. aeruginosa produkuje ESBL nesto rede nego Gram negativni
bacilli, ali su podaci o ucestalosti dosta razli¢iti na pojednim kontinentima.

ESBL hidrolizuju peniciline, cefalosporine prve, druge i treCe generacije i aztreonam.
ESBL nisu aktivne protiv cefamicina. Neki sojevi koji podukuju ESBL su osetljivi na
cefoxitin i cefotetan ili mogu postati rezistentni na cefamicine zbog gubitka porina spoljne
membrane. Klavulonska kiselina ih inhibise. Po tome se razlikuju od AmpC B-laktamaza. U
rutinskom laboratorijskom radu, zbog istovremene produkcije AmpC B-laktamaze moze biti
problema pri detekciji ESBL.

B-laktamaze proSirenog spektra se dele se u tri grupe: derivate SHV, derivate TEM i
one koje ne vuku poreklo iz TEM ili SHV laktamaza. U ESBL se svrstavaju: TEM (4, 21, 24,
42), SHV (2a, 5, 12), PER-1, VEB (1, 1a, 1b) i BEL-1***?*®. Mutacija SHV ili TEM enzima
menja konfiguraciju aktivnog mesta, pa imaju iri spektar aktivnosti**’2*°. Mikroorganizmi
koji nose gen za SHV-2 su nadeni u svim delovima sveta ukazujué¢i da je nastanak ove [3-
laktamaze bio posledica selekcijskog pritiska primene tre¢e generacije cefalosporina®®. Prva
TEM B-laktamaza s ESBL fenotipom opisana je kod K. pneumoniae 1988. godine u
Francuskoj?>.

CTX laktamaze hidrolizuju cefotaksim. CTX-M ukljucuje vise od 80 razli¢itih
laktamaza koje su podeljene u 6 grupa i ukljuéuju CTX-M -1, -2, -8, -9, -25 i 45%°% CTX-M
hidrolizuju i cefepim, a MIK za cefepim je visi od registrovanih kod bakterija koje produkuju
druge tipove p-laktamaza®™'. Tazobaktam gotovo 10 puta efikasnije inhibira CTX-M tip B-
laktamaza u odnosu na klavulansku kiselinu®2. Toho-1 i Toho-2 su strukturno sli¢ne CTX-
M-tipu B-laktamaza. Ove laktamaze intenzivnije hidrolizuju cefotaksim u odnosu na
ceftazidim®:. PER-tip ESBL ima oko 25-27% homologije sa poznatim TEM i SHV tipovima
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ESBL?*. Najrasprostranjenije su u Turskoj*

, & izolovane su i u Italiji, Francuskoj i Belgiji.
U Italiji je izolovan P. aeruginosa koji produkuje PER-1 i karbapenemaze VIM. Ova
kombinacija enzima donosi bakteriji rezistenciju na sve p-laktamske antibiotike. Do sada je
naden samo u JuZnoj Americi kod bakterija iz porodice Enterobacteriacea®®*. VEB-1 nosi
rezistenciju visokog stepena na ceftazidim, cefotaksim i aztreonam. BES, TLA, SFO i IBC su
drugi primeri non-TEM, non-SHV ESBL, a otkriveni su §irom sveta®°.

Ceftazidim, cefepim, cefpirom i1 aztreonam su supstrati oksacilinaza prosirenog
spektra koje se nazivaju mesane ESBL, odnosno ESBLw, dok se oznaka molekularne klase D
dodaje oznaci "M", pa su ESBL koje pripadaju molekularnoj klasi D nazvane ESBLwm-.
Osim derivata OXA-2, ve¢ina ESBL OXA laktamaza su derivati oksacilinaze OXA-10.
Izolovano se opisuju i oksacilinaze prosirenog spektra OXA-18 i OXA-45. Problem je §to je
samo OXA-18 inhibisana klavulanskom kiselinom, dok ostale oksacilinaze nisu inhibisane
klavulanatom ni tazobaktamom, §to otezava njihovu identifikaciju u rutinskom
laboratorijskom radu®*.

Diseminacija ESBL gena i mutacije su posledica selekcijskog pritiska primene

256

antibiotika®”. Produkcija ESBL nije vazna samo za bolnicke nego i za ambulantne

infekcije®’.
2.14.2.2. KARBAPENEMAZE

Karabapenemaze su B-laktamaze koje imaju sposobnost da hidrolizuju peniciline,
cefalosporine, monobaktame i karbapeneme. Prvobitno su bile opisane kao ‘’karbapenem
hidroliziraju¢i enzimi’’, pa je taj termin promenjen u karbapenemaze da bi se oznacilo da su
karbapenemi samo jedan od njihovih supstrata. Karbapenemaze se dele u tri molekularne
klase A, B i D**® (Tabela 7.).
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Tabela 7.
Molekularna i funcionalna podela karbapenemaza i njihovi supstrati
Hidrolitic¢ki profil Inhibicioni profil
Molekular Funkcion. . Cefalosporini
Enzim
klasa grupa Rani prosirenog- Klavulanska

Penicilini cefalosporini spektra Aztreonam Karbapenemi EDTA  kiselina

NMC + + + + + - +
IMI + + + + + - +
A 2f SME + + * + + - +
KPC + + + + + - +
GES + + + - t - +
IMP + + + - + + -
VIM + + + - + + -
B1 3
GIM + + + - + + -
SPM + + + - + + -
D 2d OXA + + + - * - *

Laktamaze iz klasa A i D imaju serin na aktivhom mestu, a iz klase B cink. Klasa A
karbapenemaza obuhvata: SME, IMI, NMC, GES i KPC grupe. KPC su najrasprostranjenije.
Klasa D karbapenemaza obuhvata OXA tip karbapenemaza. MBL obuhvataju veliku grupu:
IMP, VIM, SPM, GIM i SIM. MBL su tipi¢ne za P. aeruginosa®®?®,

Klasi A pripadaju NMC/IMI, SME, KPC i GES. Omogucavaju rezistenciju na
karbapenemaze, peniciline, cefalosporine prve generacije i aztreonam?®’. P. aeruginosa koji
produkuje karbapenemaze klase A moze biti osetljiv na cefalosporine Sirokog spektra. SME-1
je prvo opisana u Engleskoj 1982. godine. SME-1, SME-2 i SME-3 se sporadi¢no opisuju u

USA, a razlikuju se od izolata iz ostatka sveta®®>**

. IMI su retko prisutne u klinickim
izolatima u USA, Francuskoj i Argentini®. Ali nedavno su geni za IMI-2 nadeni na
plazmidima Enterobacter asburiae u USA i E. cloacae u Kini*®.

KPC i GES se razlikuju od drugih karbapenemaza. Njihova hidroliti¢ka aktivnost
obuhvata laktame svih klasa: nitrocefin, benzilpenicilin, ampicilin, piperacilin, cefalotin,
cefaloridin i cefotaksim. KPC je najcesce nalaze kod K. pneumoniae, ali su nadene i kod P.
aeruginosa, Enterobacter sp. i Salmonella sp.?®®. KPC su opisane prvi put 1996. godine u

USA®". Terapija infekcija izazvanih sojevima koji produkuju ove enzime je veoma teska”®.
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GES/IBC familija se rede srece. IBC-1 je opisana prvi put 2000. godine iz izolata E.
cloacae u Grekoi®®. GES-1 je opisana i kod K. pneumoniae, a izolovana je u Francuskoj
Gvajani?’®. Opisano je 9 varijanti GES. GES-9 je opisana kod P. aeruginosa u Francuskoj.
Ovi enzimi se razlikuju u samo dve amino kiseline. Po aminokiselinskom sastavu su
identi¢ne 36% sa KPC-2, 35% sa SME-1 i 31% sa NMC-A?"!. Brzina hidrolize koju vrsi
GES-4 je &etiri puta veéa nego GES-2%"2
OXA p-laktamaze su jedna od najrasprostranjenijih familija. Uglavnom su

identifikovane kod P. aeruginosa i Enterobacteriaceae””

. Opisano je da hidrolizuju oksacilin
i kloksacilin. Uglavnom ih slabo inhibisu klavulonska kiselina i EDTA. ESBL varijante
OXA-11, OXA-15, OXA-18 i OXA-45 imaju visok nivo hidrolize ceftazidima u poredenju sa
hidrolizom penicilina, ali hidroliza impenema nije detektovana. Do sada su opisane 102
varijante, od kojih je 9 ESBL i najmanje 37 karbapenemaze®’.

Prvu OXA laktamazu sa karbapenemaznom aktivnoscu je opisao Paton 1993.godine
kod izolata A. baumannii u Skotskoj?”®. Laktamaza je bila slabo inhibisana klavulonskom
kiselinom i EDTA. OXA-23 predstavlja novu grupu OXA familije sa najve¢om sli¢nos$¢u
amino kiselina sa OXA-5 i OXA-10 (36%)?"*. Najvec¢a raznovrsnost OXA karbapenemaza je
otkrivena kod Acinetobacter baumannii. 1zolati Acinetobacter sp. koji produkuju OXA-23 su
nadeni u Brazilu i Engleskoj*™®.

Danas postoji 9 podgrupa OXA karbapenemaza u zavisnosti od amino Kiselinske

homologije (Tabela 8.).

Tabela 8.
Podgrupa karbapenemaza OXA familije p-laktamaza
Podgrupa
Klaster  enzima Ostali ¢lanovi
1 OXA-23 OXA-27, OXA-49
(ARI-1)
2 OXA-24 OXA-25, OXA-26, OXA-40, OXA-72
3 OXA-51  OXA-64 to OXA-71, OXA-75 to OXA-78, OXA-83, OXA-84,
OXA-86 to OXA-89, OXA-91, OXA-92, OXA-94, OXA-95
4 OXA-58 -
5 OXA-55 OXA-SHE
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Podgrupa
Klaster  enzima Ostali ¢lanovi
6 OXA-48 OXA-54, OXA-SAR2
7 OXA-50 OXA-50ato OXA-50d, PoxB
8 OXA-60 OXA-60ato OXA-60d
9 OXA-62 -

Podgrupe 1, 2 i 3 su zasnovane na gradi OXA-23, OXA-24 i OXA-51. Enzimi sli¢ni
OXA-51 su bili prisutni kod svih testiranih A. baumannii?’’. OXA-58 je manje od 50%
identi¢an sa ostalim ¢lanovima OXA familije i on je u podgrupi ¢etiri. Naden je u Francuskoj,
Grekoj, Italiji, Rumuniji, Turskoj, Argentini i Kuvajtu?’®, OXA-55 i OXA-SHE iz
Shewanella algae &ine petu grupu, a OXA-48 Sestu?”’. OXA-50-like enzimi P. aeruginosa
¢ine sedmu grupu i ukljucuju set enzima koji se opisuju kao poxB enzimi. PoxB oksacilinaze
su Cesto prisutne u hromozomima P. aeruginosa. Podgrupu devet c¢ini OXA-62,
identifikovana kao deo genoma Pandoraea pnomenusa®®’.

OXA laktamaze imaju veoma §irok spektar amino kiselinskih sekvenci. Kod onih koje
hidrolizuju karbapenem, postoji 40% do 70% sli¢nosti medu grupama. Unutar jedne grupe

postoji homologija od 92% navise®®.

2.14.2.2.1.METALO B-LAKTAMAZE

MBL su klini¢ki najznacajnije p-laktamaze. Medu Gram negativnim bakterijama P.
aeruginosa najcesce produkuje MBL. Pripadaju klasi B po Ambleru, podklasi B1 i grupi 3 po
Semi Bush®*?. Osnovna razlika MBL u odnosu na serinske B-laktamaze je da imaju metalni
kofaktor, za razliku od serinskih i osetljive su na EDTA. MBL nisu osetljive na inhibitore

serinskih p-laktamaza®®’ (Tabela 9.).

Tabela 9.
Karakteristike serinskih p-laktamaza i MBL
Karakteristika Serinske B-laktamaze MBL
Grupa po Ambler Klasa A, C, D Klasa B
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Grupa po Bush-Jacoby- 1,2,4 3
Medeiros

Metalni kofaktor NE DA
Osetljivost na EDTA NE DA
Osetljivost na inhibitore NE DA

serinskih B-laktamaza
Hidroliza karbapenema NE* DA

NE* (uglavnom), GES karbapenemaze mogu da razgraduju karbapeneme, ali im je aktivnost

niza nego MBL

MBL se kao i sve B-laktamaze dele u hromozomski kodirane i ste¢ene®®. Opisano je
vise MBL: IMP, VIM, GIM, SPM i AIM-1. Danas je dokazano da MBL lu¢e mnoge Gram
negativne 1 nefermentativne bakterije na svim kontinentima ukljucujuci 1 divlje sojeve.

Kod Gram negativnih bakterija preovladavaju dva tipa MBL: VIM i IMP sa brojnim
alelskim varijantama (IMP 1-24, VIM 1-23). Enzimi IMP tipa prvi put su otkriveni u Japanu
1988. godine?®®?®, Nakon inicijalnog otkri¢a blalIMP gena kod P. aeruginosa, usledili su
podaci 0 progirenosti MBL ovog tipa medu sojevima i nekih enterobakterija?®*. Postojeée i
nove alelske IMP varijante kod P. aeruginosa, drugih nefermentativnih bakterija i
enterobakterija su prisutne u celom svetu. Kod P. aeruginosa iz Europe opisane su varijante
IMP-1 i IMP-16"®. Poslednja opisana alelska varijanta, IMP-22, otkrivena je kod
nozokomijalnog izolata P. aeruginosa u Italiji, ali i divljih izolata P. fluorescens®.

VIM tip prvi put je otkriven u Italiji 1997. godine. Gen blaVIM-1 otkriven je
inicijalno kod P. aeruginosa, a zatim kod Achromobacter xylosoxidans, P. putida?®*?®® j
enterobakterija®®. P. aeruginosa koji produkuje VIM-2 je identifikovan u Portugaliji, Spaniji,
Poljskoj, Belgiji, Nema&koj, Svedskoj, Norveskoj, Hrvatskoj, Madarskoj i Srhiji?**202%,

MBL imaju vrlo Sirok profil supstrata koji ukljucuje sve B-laktamske antibiotike i
karbapeneme. VIM-1 i VIM-2 se razlikuju u 25 aminokiselina, ali im je Kkinetika potpuno
razli¢ita. VIM-1 bolje hidrolizira vec¢inu pB-laktama (piperacilin, azlocilin, tikarcilin,
cefotaksim, ceftazidim, cefpirom i meropenem) od VIM-2, s izuzetkom imipenema. SPM-1
dobro hidrolizira vecinu terapijskih p-laktama i efikasniji je od IMP-1 i GIM-1. SPM-1
takode dobro veze i cefalosporine, naroCito cefoksitin, jate nego peniciline i karbapeneme.
GIM-1 funkcionise kao penicilinaza s umerenom aktivnos¢u prema cefalosporinima uskog
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spektra i karbapenemima, pa osim imipenema i cefepima vrlo slabo veze veéinu [3-
laktama®®*?*°. Ni jedan od ovih enzima ne hidrolizira aztreonam, pa se aztreonam moze
koristiti u terapiji kod infekcija uzrokovanim bakterijama koje lu¢e MBL.

Identifikacija SPM-1 MBL je definisala novu familiju sa oko 35,5% sli¢nosti sa IMP-
1. SPM-1 je prvo opisana u Sao Paolu. GIM-1 su opisane 2002. godine u Nemackoj**"%,
GIM imaju oko 30% homologije sa VIM, 43% homologije sa IMP i 29% sa SMP. GIM-1 se
nalazi u klasi 1 integrona na plazmidima. SIM-1 je poslednja opisana familija MBL. SIM-1 je
najblizi po strukturi IMP familiji (64% do 69%)> .

Geni koji kodiraju IMP, VIM, GIM i SIM se nalaze na genskim kasetama klase 1
integrona na hromozomu ili na plazmidu®*. U integronima koji kodiraju MBL su najcesce
geni koji kodiraju rezistenciju na aminoglikozide (aacA, aadA, aphA), trimetoprim (dfr
varijante), hloramfenikol (catB, cmlA) i druge B-laktame. Integroni se danas nazivaju i
genskim kasetama®*,

SPM, GIM 1 SIM se nisu proSirili izvan zemalja u kojima su opisani. VIM I IMP su

nastavile da se Sire. Postoji tendencija da prelaze sa P. aeruginosa na Enterobacteriaceae.

72

Fenotipske karakteristike klini¢kih izolata Pseudomonas aeruginosa.
NataSa Stankovi¢ Nedeljkovi¢. Doktorska disertacija



3. CILJEVI RADA

Nakon sagledavanja mnogobrojnih problema vezanih za infekcije izazvane P. aeruginosa

koji su posledica fleksibilne fiziologije bacila, rasprostranjenosti, brojnih faktora patogenosti

i rezistencije na antibiotike 1 podataka iz strucne literature postavljeni su sledeci ciljevi:

Analiza prisustva P. aeruginosa u bolesni¢ckim materijalima hospitalizovanih i
ambulantnih bolesnika;

Serotipizacija kultivisanih izolata P. aeruginosa i analiza prisustva pojedinih
serotipova kod bolesnickih materijala hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika;
Ispitivanje produkcije fluorescina i piocijanina kod pojedinih serotipova i bolesnickih
materijala hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika ;

Ispitivanje adhezivnih sposobnosti kod pojedinih serotipova i bolesni¢kih materijala
hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika ;

Ispitivanje sposobnosti produkcije biofilma kod pojedinih serotipova i1 bolesnickih
materija hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika;

Ispitivanje sposobnosti trzaju¢ih pokreta kod pojedinih serotipova i bolesnickih
materijala hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika;

Ispitivanje sposobnosti rojenja izolata kod pojednih serotipova i bolesnickih
materijala hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika;

Ipitivanje otpornosti na oksidativni stres kod pojedinih serotipova i bolesnic¢kih
materijala hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika;

Ispitivanje osetljivosti izolata P. aeruginosa iz bolesni¢kih materijala hospitalizovanih
i ambulantnih ispitanika na antimikrobna sredstva (imipenem, meropenem,
piperacilin-tazobaktam, kolistin, aztreonam, ceftazidim, cefepim, amikacin,
gentamicin, netilmicin, tobramicin, ofloksacin i ciprofloksacin);

Odredivanje MIK za piperacilin-tazobaktam, amikacin i ciprofloksacin;

Ispitivanje sposobnosti produkcije ESBL;

Ispitivanje sposobnosti produkcije karbapenamaza;

Ispitivanje produkcije MBL.
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4.1. KULTIVACIJA | IDENTIFIKACIJA P. AERUGINOSA

U ispitivanje je uklju¢eno 100 izolata P. aeruginosa, 50 iz materijala hospitalizovanih
bolesnika i 50 iz materijala ambulantnih bolesnika, kultivisanih u Odseku mikrobioloske
dijagnostike ZC ’’Aleksinac’’ u Aleksincu, tokom 2011. godine i 2012. godine. Bolesni¢ki
materijali hospitalizovanih bolesnika su uzorkovani u Sektoru hirurgije, u okviru koga su
Hirurska sluzba, Odsek ortopedije i Kabinet urologije, Sluzbi internistickih disciplina,
Ginekolosko-akuserskoj sluzbi i Pedijatrijskom odeljenju ZC ’’Aleksinac’’. lzolati su
kultivisani iz slede¢ih bolesnickih materijala: urina, sputuma, vaginalnih sekreta i briseva:
rana, zdrela, uva, noseva, oc¢iju i desni. Od svih bolesnika od kojih su uzimani bolesnicki
materijali ambulantno uzimani su anamnesticki podaci. U zavisnosti od bolesnickog
materijala trazen je podatak da li je bilo kontakata sa bolnickom sredinom, terapijskog ili
dijagnostickog postupka pri kome bi bacil mogao biti preneSen na bolesnika. Podaci
hospitalizovanih bolesnika su uzimani iz elektronske baze podataka.

Izolacija P. aeruginosa vrsena je standardnim bakterioloskim metodama. Primarno,
urini su zasejavani na krvne (Torlak, Srbija) i MacConkey agar ploc¢e (Torlak, Srbija), a
sputumi i vaginalni sekreti i cervikalni brisevi na krvne i ¢okoladne agar ploce. Brisevi rana i
o¢iju zasejavani su na krvne i MacConkey agar ploc¢e, glukozni bujon i tioglikolatni bujon
(Torlak, Srbija). Brisevi uva kultivisani su na krvne, ¢okoladne i MacConkey agar ploce i u
glukozni i tioglikolatni bujon sa dekstrozom. Glukozni i tioglikolatni bujon, presejavani su
posle 24 ¢asa na krvne agar plo¢e i MacConkey agar ploc¢e. Brisevi zdrela i nosa zasejavani
su na Columbia agar ploce sa 5% ovéje krvi*®® (HiMedia, Indija).

U identifikaciji P. aeruginosa koristiS¢ene su standardne mikrobioloske metode.
Identifikacija izolovanih sojeva obavljena je na osnovu njihovih mikroskopskih, kulturelnih i
fiziolosko-biohemijskih osobina. lzolati P. aruginosa presejavani su na podloge
specijalizovane za P. aeruginosa: Pseudomonas izolacioni agar (HiMedia, Indija),
Pseudomonas agar bazu (HiMedia, Indija), Acetamidni agar (HiMedia, Indija), Asparagin
prolin bujon (HiMedia, Indija), Pseudomonas asparagin bujon (HiMedia, Indija), Bushnnell-
Haasov agar (HiMedia, Indija), Cetrimid agar bazu (HiMedia, Indija), Pseudomonas podlogu
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za produkciju piocijanina (HiMedia, Indija), Pseudomonas podlogu za produkciju fluorescina
(HiMedia, Indija) i mozdano-sr¢ano infuzioni agar (HiMedia, Indija). Zasejane podloge su
inkubisane 24 ¢asa aerobno. U aglutinaciji su koriSceni izolati P. aeruginosa sa triptikaza
soja agara (HiMedia, Indija).

Sposobnost koriS¢enja citrata, kao jedinog izvora ugljenika, je ispitivana na kosoj
Simons-citratnoj podlozi (Torlak, Srbija). Test razgradnje skroba je izvoden na podlozi koja
je sadrzala 10% skroba i hranljivi agar (Torlak, Srbija). Posle 48h inkubacije podloga je
prelivana Lugolovim rastvorom. P. aeruginosa ne fermentuje skrob, pa se podloga prebojava
u plavo zbog reakcije joda i skroba. Ispitivanje produkcije katalaze vrseno je tako $to je na
kolonije kultivisane na hranljivom agaru dodavan 3% H202. Kod pozitivne reakcije, na
povsini su se pojavljivali mehuri¢i od nastalog kiseonika®®”.

Oksidaza test je vrSen tako Sto je na traku sa impregiranim oksidaza reagensom
(Torlak, Srbija) stavljana kultura P. aeruginosa. Kod pozitivne reakcije dolazilo je nakon 10
min do promene boje kulture i papira iz bele u crnu. Test produkcije Zelatina vrSen je na
podlozi sa 10% zelatina (Torlak, Srbija) koja je zasejavana ubodnom ezom. Nakon 48 sati
inkubacije podloga je stavljana 60 min u frizider. Ako je podloga ostajala te¢na nakon

hladenja, test je smatran pozitivnim®”.

4.2. SEROTIPIZACIJA

Serotipizacija P. aeruginosa vrsena je reakcijom aglutinacije na plo¢ici, po uputstvu
proizvodaca seruma. U aglutinaciji izolata P. aeruginosa su koriS¢eni polivalentni i
monovalentni serumi (Bio-Rad, Francuska). Set za aglutinaciju sadrzi 4 polivalentna i 16
monovalentna seruma. Polivalentni serumi su PMA, PMF, PME i PMC. PMA grupa
obuhvata sledece serotipove: P1, P3, P4 i P6, a PME P2, P5, P15 i P16. PMC grupa obuhvata
P9, P10, P13 i P14 i PMF P11, P12, PO7 i P8.

Aglutinisani su izolati kultivisani na triptikaza soja agaru, nakon inkubacije od 24
asa®. Na staklenu plo&icu stavljana je jedna kap seruma, pa ispitivana kultura. Plogica je
rukom rotirana do 2 minuta, a reakcija je zatim ocitavana. Aglutinacija je opisivana kao
pozitivna samo ako je doslo do jasne aglutinacije u roku od dva minuta. Neki izolati su bili

poliaglutibilni, a drugi nisu aglutinisali ni jedan serum. Svi takvi izolati su oznacavani kao
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netipibilni. Pojedini izolati su aglutinisali samo polivalentne serume, a ne pojedinac¢ne. Takvi

podaci su posebno notirani.

4.3. PRODUKCIJA PIGMENATA

Pigmenti P. aeruginosa su uoc¢ljivi na veéini podloga, ali posto neki sojevi luce vise
vrsta pigmenata, produkcija pigmenata je oc¢itavana sa specijalizovanih podloga za podukciju
pigmenata: Pseudomonas podloge za diferencijaciju fluorescina (HiMedia, Indija) i
Pseudomonas podloge za diferencijaciju piocijanina (HiMedia, Indija). Produkcija
flourescina je oCitavana kao pozitivna, ako je dolazilo do produkcije zelenih fluorescetnih
kolonija na Pseudomonas podlozi za diferencijaciju fluorescina. Produkcija piocijanina je
ocitavana kao pozitivna, ako je dolazilo do produkcije plavog pigmenta na Pseudomonas
podlozi za produkciju piocijanina. Na toj podlozi je o¢itavana i produkcija piorubina. Neki

sojevi su produkovali piocijanin, neki fluorescin, a neki oba pigmenta.

4.4.1SPITIVANJE ADHEZIVNIH SPOSOBNOSTI

Ispitivanje adhezivnih sposobnosti vrSeno je mikrotitar plocama u Lauril Bertoni
bujonu (Liofilchem, Italija). U komore mikrotitar ploc¢e sipano je po 100 ul 24 ¢asa stare
kulture P. aeruginosa u Lauril Bertoni bujonu. Plo¢e su inkubirane 60 min u vodenom
kupatilu na 37°C. Zatim su otvori mikrotitar ploca ispirani PBS puferom tri puta (pH 7.4).
Formirane kolonije su zatim osusene i fiksirane 10 min sa 100 pl metanola. Otvori su ispirani
tri puta destilovanom vodom, a zatim su ploCe osusene. Za bojenje kolonija koris¢eno je
100ul 0,4% kristal violeta. Boja je odlivana nakon 20 min i otvori su ispirani vodovodskom
vodom do pojave bistre vode. Plo¢e su susene 3 sata na 44°C. Zatim je u otvore mikrotitap
ploca spirano 100 ul 33% glacijalne siréetne kiselina™. Nakon 20 min &itan je intenzitet boje
na 610 nm (BioKit, Microwell EL 301, USA). Negativna kontrola je vrednost ekstincije

sterilnog Lauril Bertoni bujona.
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4.5. PRODUKCIJA BIOFILMA

Ispitivanje produkcije biofilma vrseno je modifikovanom metodom po Stepanovicu u
Lauril Bertoni bujonu u mikrotitar plocama®*®. U komore mikrotitar ploca sipano je po 100 pl
24 Casa stare kulture P. aeruginosa u Lauril Bertoni bujonu. Plo¢e su inkubirane 24 ¢asa u
vodenom kupatilu na 37°C. Nakon inkubacije otvori mikrotitar plo¢a su ispirani PBS
puferom tri puta (pH 7,4). Formirane kolonije su zatim osusene i fiksirane 10 min sa 100 pl
metanola. Potom su otvori ispirani destilovanom vodom tri puta, a zatim su ploce osusene. Za
bojenje kolonija koris¢eno je 100 ul 0,4% kristal violeta. Boja je odlivana nakon 20 min i
otvori su ispirani vodovodskom vodom do pojave bistre vode. Plo¢e su suSene 3 sata na
44°C. Zatim je u otvore mikrotitap ploca sipano 100 ul 33% glacijalne sir¢etne kiselina.
Nakon 20 min. &itan je intenzitet boje na 610 nm (BioKit, Microwell EL 301, USA)™?%,
Negativna kontrola je vrednost ekstincije sterilnog Lauril Bertoni bujona.

Na osnovu izmerene ekstincije i negativne kontrole, izolati su klasifikovani u vise
kategorija. Ako je izmerena vrednost oko vrednosti negativne kontrole, izolat ne produkuje
biofilm. lzolati slabo produkuju biofilma, ako je izmerena vrednost do dva puta visa od
vrednosti negativne kontrole. Izolati koji umereno produkuju biofilm imaju vrednosti
ekstincije od dva do cetiri puta vece od negativne kontrole, a izolati snazno produkuju

biofilm, ako je vrednost visa od &etiri puta od negativne kontrole??®3%,

4.6. ISPITIVANJE TRZAJUCIH POKRETA

Ispitivanje trzaju¢ih pokreta P. aeruginosa vrseno je na 1% Lauri Bertoni agaru
(Liofilchem, Italija). Podloga je zasejavana ubodnom ezom do dna Petrijeve Solja. Posle
inkubacije od 48 h na 37°C posmatrana je zamucena zona rasta izmedu agara i polistirenske
povrSine. Agar je pomeran i destilovanom vodom su ispirane nevezane ¢elije. Vezane Celije

su bojene prelivanjem Petri $olje 5 min sa 1% rastvorom kristal violeta'*%*%*

. Ploca je
ispirana ponovo destilovanom vodom do pojave bistre vode. Nakon suSenja meren je pre¢nik
kolonije. Ako je kolonija rasla u vise pravaca, merena je duzina svakog kraka i izraGunavana

je srednja vrednost.
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4.7. ISPITIVANJE ROJENJA

Ispitivanje rojenja P. aeruginosa vrseno je na 0,5% Lauril Bertoni agaru. Podloga je
zasejavana ubodnom ezom do dna Petrijeve Solje. Posle inkubacije od 48h na 37°C meren je
pre¢nik kolonija. Ako je kolonija rasla u viSe pravaca, merena je duzina svakog kraka i

. v . . 1 1
izratunavana je srednja vrednost™*=".

4.8. REAKCIJA NA OKSIDATIVNI STRES

Test je izvoden sa kulturama P. aeruginosa nakon inkubacije od 24 ¢asa u glukoznom
bujonu. Kultura je presejavana na 2% triptikaza soja agar. Na svaku plocu su stavljani sterilni
diskovi filter papira pre¢nika 7 mm, na koje je nakapavano 10 pl 30% H20:2. Dijametar zone

inhibicije rasta je meren nakon inkubacije od 24h na 37°C*3%%%,

4.9. OSETLJIVOST NA ANTIBIOTIKE

Osetljivost P. aeruginosa na antibiotike proveravana je disk difuzionom metodom po
CLSI standardu (2013. godina M-100-S-21)%. Suspenzija bakterija u glukoznom bujonu,
gustine 0.5 McFarlanda, je sipana na povrSinu Mueller-Hintonovog agara (Torlak, Srbija).
Podloga je prosusena 30 min. Nakon toga su na povr§inu agara stavljani komercijalni diskovi:
piperacilin-tazobaktam (100/10 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), kolistin (10 pg),
ceftazidim (30 ug), cefepim (30 pg), aztreonam (10 pg), amikacin (30 pg), gentamicin (10
KQ), netilmicin (30 pg), tobramicin (10 pg), ofloksacin (5 ug) i ciprofloksacin (5 pg) (Rosco,
Danska). Osetljivost na antibiotike je o¢itavana nakon 24h, na osnovu zone inibicije porasta
oko diska i oznacavana je kao senzitivna, intermedijarna i rezistentna.

Na osnovu rezistencije na aminoglikozide izolati su deljeni u cCetiri grupe. U prvoj
grupi su izolati koji su osetljivi ili intermedijarno osetljivi na amikacin, a rezistentni na
gentamicin, netilmicin i tobramicin. U drugoj grupi su izolati koji su osetljivi ili
intermedijarno osetljivi na amikacin, netilmicin i tobramicin, a rezistentni na gentamicin. U
trecoj grupi su izolati osetljivi ili intermedijarno osetljivi na amikacin i netilmicin, a

rezistentni na gentamicin i tobramicin. U Cetvrtoj grupi su izolati, Koji su rezistentni na
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rezistentni na sve aminoglikozide, a u petoj osetljivi ili intermerijarno osetljivi na sve

aminglikozide.

4.9.1.ODREDPIVANJE MINIMALNE INHIBITORNE KONCENTRACIJE ZA
ANTIBIOTIKE

MIK za piperacilin-tazobaktam, amikacin i ciprofloksacin je odredivan kod izolata
proizodac¢a traka sa antibiotikom koje su koris¢ene (Liofilchem, Italija). Bakterijska
suspenzija, opticke gustine 0,5 McFarland je sipana na povrsinu Mueller Hinton agara
(Torlak, Srbija). Nakon 30 min na prosusene ploce stavljane su trake sa fabricki nanetim
antibiotikom. Nakon 24h ocitavana je vrednost MIK, po uputstvu proizvodaca traka.

MIK vrednosti su tumacene po standardu CLSI sistema (2013. godina M-100-S-
21)*2 1zolati koji su imali MIK za piperacilin-tazobaktam do 16 pg/ml su oznacavani kao
senzitivni, od 16 pg/ml do 32 pg/ml kao intermedijarno osetljivi, a od 64 pg/ml, iako je disk
difuzionom metodom utvdeno drugacije, rezistentni. lzolati koji su imali MIK do 16 pg/ml za
amikacin su oznacavani kao senzitivni, od 16 pg/ml do 32 pg/ml kao intermedijarni, a od 64
ug/ml naviSe kao rezistenti. lzolati sa vrednostima MIK za ciprofloksacin do 1 ug/ml su
oznaCavani kao senzitivni, do 2 ug/ml intermedijarno osetljivi, a iznad 4 pg/ml kao

rezistentni.

4.9.2. PRODUKCIJA ESBL

Produkcija ESBL P. aeruginosa je ispitivanja koris¢enjem diskova cefotaksima
(30ug), cefotaksima i klavulonske kiseline (30 pg + 10 pg), amoksicilina sa klavulonskom
kiselinom (30 pg + 10 pg), ceftazidima (30 pg + 10 pg) i ceftazidima sa klavulonskom
kiselinom (30 pg + 10 pg) (Rosco, Danska). Oznacavano je se da neki izolat produkuje
ESBL u slucaju deformisanja zone inhibicije izmedu ceftazidima i amoksicilina sa
klavulonske kiseline ili cefotaksima i amoksicilina sa klavulonske kiseline ili ako je zona
inhibicije porasta oko diska veca za 6 mm oko diska ceftazidima sa klavulonskom kiselinom

nego oko diska ceftazidima. Ove metode nisu konfirmativni testovi za P. aeruginosa.
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U rutinskom laboratorijskom radu ni disk difuziona metoda ni automatizirani sistemi
ispitivanja osetljivosti nisu potpuno pouzdani, kada je u pitanju izrada rezistencije P.
aeruginosa na anbiotike. Jo$ uvek ima suprotstavljenih miSljenja o na¢inima pouzdanog

testiranja, posebno produkcije B-laktamskih antibiotika.

4.9.3. ISPITIVANJE PRODUKCIJE KARBAPENEMAZA

Na povrSinu Mueller-Hintovog agara je zasejavana kultura referentnog soja E.coli
ATCC 2522%". U sredinu plo¢e je stavljan disk meropenema (10 pg). Zatim je povlagena crta
ispitivane kulture P. aeruginosa do diska. Ako dode do prosirenja zone inhibicije porasta niz
ispitivanu kulturu na mestu spajanja zone inhibicije porasta E.coli i zone inhibicije oko

meropenema smatra se, da ispitivani soj produkuje karbapenemaze.

4.9.4. ISPITIVANJE PRODUKCIJE MBL

Produkcija MBL je odredivana Hodge testom>*. Test se izvodio tako §to je suspenzija
bakterija u glukoznom bujonu, gustine 0,5 McFarland, sipana na povrSinu Mueller-Hinton
agara (Torlak, Srbija). Zatim su podloge prosusene 30 min. Nakon toga su na povrSinu agara
stavljani komercijalni diskovi: imipenema (10 ug) i imipenema (10 pg) sa EDTA. Razlika u
zoni inibicije porasta oko diskova ve¢a od 6 mm je potvrda da ispitivani izolat produkuje
MBL.

4.10.STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Datoteka je formirana u raCunaru PS 586 u programskom paketu SPSS 12,0 i pomoc¢u
njega je vrSena analiza podataka. Za analizu dobijenih rezultata primenjeni su y2 kvadrat test i

test parametrijskih i neparametrijskih velikih uzoraka®®.
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5.1. DEMOGRAFSKE KARAKTERISTIKE ISPITIVANE GRUPE

U ispitivanoj grupi je bilo 59 (59%) muskaraca i 41 (41%) zena. Ispitanici su starosti
od 3 meseca do 89 godina. Prosecna starost ispitanika kod kojih je izolovan P. aeruginosa je
57,78 godina + 16,04 godina, a medijana (Me) je 68 godina. Prosecna starost muskaraca je
61,27 godina £ 24,27 godina (Me 76 godina). Prose¢na starost Zena je 52,17 godina + 24,22
godine (Me 61 godina).

Najve¢i broj bolesnickih materijala bolnickog porekla iz kojih je kultivisan P.
aeruginosa je uzorkovan u Sektoru hirurgije (88%), a znaCajno manji u Pedijatrijskom
odeljenju (6%), Ginekolosko-akusSerskoj sluzbi (4%) i Sluzbi internisti¢kih disciplina (2%)
(Grafikon 1.).

BOSektor hirurgije @ Ginekoloska sluzba OSluzba internisti¢kih discplina OPedijatijsko odeljenj

Grafikon 1. Odeljenja ZC’’ Aleksinac’’ u kojima su uzorkovani bolesnicki

materijali

U grupi hospitalizovanih bolesnika kod kojih je izolovan P. aeruginosa prose¢na
starost je 65,08 godina + 16,04 godina (Me 69 godina). U ovoj grupi je bilo 30 (60%)

muskaraca i 20 (40%) Zena. Prose¢na starost muskaraca je 67,07 godina + 16,13 godina (Me
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71 godina), a zena 62,76 godina + 16,04 godina (Me 61godina). Na grafikonu 2. prikazana je
polna i starosna distribucija hospitalizovanih ispitanika, iz ¢ijih uzoraka je kultivisan P.

aeruginosa.
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Grafikon 2. Demografske karakteristike hospitalizovanih bolesnika iz ¢ijih

bolesni¢kih materijala je kultivisan P. aeruginosa

Prosec¢na starost ambulantnih bolesnika iz ¢ijih materijala je izolovan P. aeruginosa je
50,48 godina + 28,62 godina (Me 61 godina). U grupi je bilo 29 (58%) muskaraca i 21 (42%)
zena. Prosecna starost muskaraca je 55,27 godina + 28,78 godina (Me 67 godina). Prose¢na
starost Zena je 43,85 godina = 28,55 godina, (Me 53 godine). Na grafikonu 3. je prikazna

starosna i polna distribucija ambulantnih ispitanika.
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Grafikon 3. Demografske karakteristike ambulantnih bolesnika iz ¢ijih

bolesni¢kih materijala je kultivisan P. aeruginosa
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5.2.VRSTE BOLESNICKIH MATERIJALA 1Z KOJIH JE KULTIVISAN
P. AERUGINOSA

P. aeruginosa je najc¢esce izolovan iz briseva rana (54%) i urina (21%), 75%. Znatno
manje je kultivisan iz sputuma, briseva grla, uva, nosa, oka, desni i vaginalnih briseva
(Tabela 10.). Prose¢na starost ispitanika kod kojih je P. aeruginosa izolovan iz briseva rana
je 67,32 godine + 24,22 godine (Me 67 godina). Kod muskaraca, iz ¢ijih briseva rana je
izolovan P. aeruginosa, prosecna starost je 66,65 godina + 24,22 godine (Me 70 godina).
Kod Zena prosecna starost je 67,95 godina + 24,35 godina (Me 69 godina). Prosecna starost
ispitanika kod kojih je P. aeruginosa izolovan iz urina je 65,19 godina + 24,15 godina (Me
72 godine). Kod muskaraca prosecna starost ispitanika je 66,72 godine + 24,15 godine (Me
72 godine). Kod Zena prosecna starost je 56 godina = 22,94 godine (Me 52 godine).

Tabela 10.
Vrste uzoraka i pol ispitanika iz ¢ijih bolesni¢kih materijala je kultivisan P. aeruginosa
Vrsta Muskarci Zene Ukupno
uzorka N % N % N %
Bris rane 31 31 23 23 54 54
Urin 18 18 3 3 21 21
Bris zdrela 4 4 3 3 7 7
Sputum 2 2 3 3 5 5
Vaginalni - - 5 5 5 5
bris
Bris uva 2 2 1 1 3 3
Bris oka 1 1 1 1 2 2
Bris nosa - - 2 2 2 2
Bris desni 1 1 - - 1 1
Ukupno 59 59 41 41 100 100

Kod ispitanika koji su hospitalizovani, P. aeruginosa je najc¢esce kultivisan iz briseva

rana i urina (90%) (Tabela 11.). U manjem procentu bio je prisutan u sputumu, brisevima grla
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I vaginalnim brisevima. Prosecna starost ispitanika iz ¢ijih briseva rana je izolovan P.
aeruginosa je 67,23 godine + 16,11 godina (Me 69 godina). Prose¢na starost muskaraca je
67,81 godina £ 5,85 godine (Me je 69 godina). Prosecna starost Zena je 67,06 godina + 16,04
godine (Me 70 godina). Slede¢i materijal po ucestalosti izolacije P. aeruginosa je urin.
Prosec¢na starost muskaraca iz ¢ijih urina je izolovan bacil je 71,33 godine + 16.13 godine, Me
75 godina, a zena 30 godina + 22,24 godine.

Tabela 11.
Bolesnicki materijali i pol hospitalizovanih bolesnika iz ¢ijih bolesnickih materijala je

kultivisan P. aeruginosa

Vrsta uzorka Muskarci Zene Ukupno

N % N % N %
Bris rane 19 38 15 30 34 68
Urin 9 18 2 4 11 22
Sputum 1 2 1 2 2 4
Vaginalni bris - - 2 4 2 4
Bris zdrela 1 2 - - 1 2
Ukupno 30 60 20 40 50 100

Ako analiziramo bolesni¢ke materijale ambulantnih bolesnika, P. aeruginosa je
naj¢esc¢e bio izolovan iz briseva rana i urina (60%) (Tabela 12.).U manjem procentu bio je
kultivisan iz sputuma, briseva grla, uva, nosa, oka, desni i vaginalnih briseva. Prose¢na
starost ispitanika iz ¢ijih briseva rana je izolovan P. aeruginosa je 66,7 godina + 28,2 godine
(Me 71 godina). Prose¢na starost muSkaraca je 64,58 godina + 28,26 godina (Me 62 godine).
Zene su proseéno starije. Proseéna starost je 71,3 godine = 25,14 godina (Me je 71 godina).
Urini su sledeéi po ucestalosti izolacije. Ispitanici iz ¢ijih urina je kultivisan bacil su imali u
proseku je 70,5 godina + 28,4 godine, (Me 74 godine). Muskarci iz ¢ijih urina je izolovan

imali su u proseku 69,77 godina + 28,4 godine (Me je 72 godine).
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Tabela 12.

Vrste bolesnickih materijala i pol ambulantnih bolesnika kod kojih je izolovan P.

aeruginosa
Muskarci Zene Ukupno
Vrsta uzorka N % N % N %
Bris rane 12 24 8 16 20 40
Urinokultura 9 18 1 2 10 20
Sputum 1 2 2 4 3 6
Vaginalni bris - - 3 6 3 6
Bris zdrela 3 6 3 6 6 12
Bris nosa - - 2 4 2 4
Bris oka 1 2 1 2 2 4
Bris uva 2 4 1 2 3 6
Bris desni 1 2 - 1 2
Ukupno 29 58 21 42 50 100

5.3. SEROTIPOVI P. AERUGINOSA

Identifikovani serotipovi P. aeruginosa su pripadali svim polivaletnim serogrupama:
PMA, PME, PMF i PMC. Najve¢i broj izolata pripadao je PMA (31%) i PMF (21.%)

polivalentnim serogrupama. Jedan broj izolata je aglutinisao samo sa polivalentnim

serumima, ali ne i pojedina¢nim (Tabela 13.).

Tabela 13.
Grupna seroloska pripadnost izolata P. aeruginosa
Polivalentna Bolnicki izolati Ambulantni izolati Ukupno
serogrupa N % N % N %
PMA 15 30 18 36 33 33
PME 8 16 5 10 13 13
PMC 2 4 1 2 3 3
PMF 11 22 11 22 22 22
NT 14 28 15 30 29 29
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UKUPNO 50 100 50 100 100 100

Reakcijom aglutinacije identifikovani su sledeci serotipovi P. aeruginosa: P1, P3, P4,
P5, P6, P10, P11 i P12. Najcesce su identifikvani serotipovi P11, P6 i P1, a ostali su bili
prisutni u manjem procentu (Tabela 14.). U tabeli su prikazani i izolati koji su aglutinisali

samo sa polivalentnim serumima i netipibilni izolati.

Tabela 14.
Identifikovani serotipovi P. aeruginosa u izolatima bolni¢keg i ambulantnog
porekla

Serotip Bolni¢ki izolati Ambulantni izolati Ukupno

N % N % N %
NT 14 28 15 30 29 29
P11 10 20 10 20 20 20
P6 7 14 9 18 16 16
P1 5 10 7 14 12 12
P10 2 4 1 2 3 3
P4 1 2 2 4 3 3
P3 1 2 - - 1 1
P5 1 2 - - 1 1
PME 7 14 5 10 12 12
PMF 1 2 1 2 2 2
PMA 1 2 - - 1 1
Ukupno 50 100 50 100 100 100

Prisustvo pojedinih serotipova kod razli¢itih bolesni¢kih materijala prikazano je u
tabeli 15. U tabeli su prikazani i izolati koji su aglutinisali samo sa polivalentnim serumima i

netipibilni izolati.
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Tabela 15.

Identifikovani serotipovi P. aeruginosa kod pojedinih bolesnic¢kih materijala

Vrsta Serotipovi Polivalentne serogrupe

uzorka PL P3 P4 P5 P6 P10 P11 PMA PMF PMC PME NT Ukupno
Bris rane 7 1 2 - 8 2 13 1 1 - 4 15 54
Urin 3 - 1 1 - - 5 - - - 4 7 21
Sputum - - - -1 - 1 - - - 2 1 5
Vaginalni 1 - - - 1 - - - 1 - 1 1 5
bris

Bris zdrela - - - - 4 1 - - - - - 2 7
Bris uva - - - - 2 - - - - - - 1 3
Bris oka - - - - - - 1 - - - 1 - 2
Bris nosa r - - - - - - - - - - 1 2
Bris desni - - - - - - - - - - - 1 1
UKUPNO 12 1 3 1 16 3 20 1 2 - 12 29 100

Identifikovani serotipovi iz materijala hospitalizovanih bolesnika su u tabeli 16.

Tabela 16.
Serotipovi P. aeruginosa i vrste bolesni¢kih materijala hospitalizovanih bolesnika

kod kojih je izolovan P. aeruginosa

Serotipovi Polivalentne serogrupe
Vrsta P P P P P P1L PL PMA PMF PMC PME NT UKupno

uzorka 1 3 4 5 6 0 1

Brisrane 4 1 - - 5 2 6 1 1 - 3 11 34
Urin - -1 1 - - 4 - - - 3 2 11
Sputum - - - - 1 - - - - - - 1 2

Vaginalni 1 - - - - - - - - - 1 - 2

bris

Bris - - - - 1 - - - - - - - 1

zdrela

UKUPNO 5 1 1 1 7 2 10 1 1 - 7 14 50
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Serotipovi koji su bili prisutni u bolesnickim materijalima ambulantnih bolesnika su

prikazani u tabeli 17.

Tabela 17.
Identifikovani serotipovi P. aeruginosa i vrste bolesni¢kih materijala

ambulantnih bolesnika

Serotipovi Polivalentne serogrupe
Vrsta PL P3 P4 P5 P6 P10 P11 PMA PMF PMC PME NT Ukupno
uzorka
Brisrane 3 - 2 - 3 - 7 - - - 1 4 20
Urin 3 - - - - - 1 - - - 1 5 10
Sputum - - - - - - 1 - - - 2 - 3
Vaginaln - - - - 1 - - - 1 - - 1 3
i bris
Bris - - - - 3 1 - - - - - 2 6
zdrela
Brisuva - - - - 2 - - - - - - 1 3
Brisoka - - - - - - 1 - - - 1 - 2
Brisnosa 1 - - - - - - - - - - 1 2
Bris e - - - - - 1 1
desni
UKUPNO 7 2 - 9 1 10 - 1 - 5 15 50

5.4. PRODUKCIJA PIGMENATA

Najveci broj izolata P. aeruginosa je produkovao fluorescin 84%, piocijanin 67%, a

1% piorubin (% 10,54, p= 0,001, OD 3,04). Izgled pojedinih vrsta pigmenata je na slici 30.
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Slika 30 . Kolonije P.aeruginosa na King A podlozi i King B podlozi (Stankovié¢
Nedeljkovi¢, 2015.)

Oba pigmenta je produkovalo 51% izolata, samo fluorescin (33%), a samo piocijanin
15%. (Grafikon 4.).

1% .

® Fluorescin |
piocianin

® Fluorescin

® Piocianin

Grafikon 4. Produkcija pigmenata izolata P. aeruginosa

Veci broj izolata P. aeruginosa iz bolesnickih materijala hospitalizovanih bolesnika je

produkovao fluorescin (80%), a manji piocijanin (70%). Oba pigmenta je produkovalo 52%
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izolata, samo fluorescin 28%, a samo piocijanin 18%, dok je samo jedan izolat je produkovao
piorubin (2%) (Grafikon5.).

2%

® Fluorescin |
piocianin
H Fliorescin

® Piocianin

Grafikon 5. Produkcija pigmenata izolata P. aeruginosa iz materijala
hospitalizovanih bolesnika

P. aeruginosa kultivisan iz materijala ambulantnih bolesnika je produkovao
fluorescin 88%, a piocijanin 64% (2 7,89, p= 0,004, OR 4,13). Fluorescin i piocijanin
je produkovalo 52% izolata, samo fluorescin 36%, a samo piocijanin 12%.

Na grafikonu 6. je prikazana produkcija pigmenata izolata P. aeruginosa iz
ambulantnih uzoraka.

B Fluorescin |
piocianin
B Fluorescin

Grafikon 6. Produkcija pigmenata izolata P. aeruginosa iz materijala

hospitalizovanih bolesnika
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Ako uporedimo produkciju fluorescina kod izolata ambulantnog i bolnickog porekla
¥* je 1,19 (p=0,183), OR 1,83. Pri poredenju produkcije piocijanina kod izolata ambulantnog
i bolnickog porekla ¥? je 15,99, p= 0.00006, OR 2,18.

Vrsta pigmenata koju produkuju izolati P. aeruginosa, izolovani iz pojedinih vrsta
bolesnickih materijala ambulantnih i hospitalizovanih bolesnika je prikazana u tabeli 18.
Izolati iz briseva rana produkuju najée$¢e oba pigmenta (31), nesto manje fluorescin (15) i
najmanje piocijanin (8). lzolati iz urina, sledeceg bolesnickog mateijala po ucestalosti, pak,
najvisSe produkuju samo fluorescin (8), a sa slicnom ucestalos¢u fluorescin (7) i piocijanin

(6).

Tabela 18.
Produkcija pigmenata kod izolata P. aeruginosa iz razli¢itih vrsta materijala

hospitalizovanih i ambulantnih bolesnika

Bolesnicki Vrsta pigmenta

materijal  Poreklo Fluorescini Fluorescin  Piocijanin  Piorubin
materijala piocijanin

Brisrane  Bolnicko 19 10 5 -
Ambulantno 12 5 3 -
Ukupno 31 15 8 -

Urin Bolnicko 5 3 3 -
Ambulantno 2 5 3 -
Ukupno 7 8 6 -

Sputum Bolnicko 1 - - 1
Ambulantno 1 2 - -
Ukupno 2 2 - 1

Vaginalni  Bolnicko 1 - 1 -

bris Ambulantno 2 1 - -
Ukupno 3 1 1 -

Bris zdrela Bolni¢ko - 1 - -
Ambulantno 3 3 - -
Ukupno 3 4 - -

Bris uva Bolni¢ko - - - -
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Bris oka

Bris nosa

Bris desni

Ambulantno
Ukupno
Bolnic¢ko
Ambulantno
Ukupno
Bolnic¢ko
Ambulantno
Ukupno
Bolnic¢ko
Ambulantno
Ukupno

Produkcija pigmenta kod pojedinih serotipova P. aeruginosa je u tabeli 19.

Netipibilni izolati produkuju uglavnom fluorescin i piocijanin (15), ne$to manje fluorescin

(10) i najmanje piocijanin (3). Izolati najzastupljenijeg serotipa P11 produkuje najvise oba

pigmenta, neSto manje fluorescin i najrede piocijanin.

Tabela 19.
Produkcija pigmenata kod pojedinih serotipova P. aeruginosa
Serotip Vrsta pigmenta
Poreklo Fluorescini Fluorescin  Piocijanin  Piorubin
materijala piocijanin
P1 Bolni¢ko 3 1 1
Ambulantno 4 2 1
Ukupno 7 3 2
P3 Bolni¢ko - 1 -
Ambulantno - - -
Ukupno - 1 -
P4 Bolni¢ko - 1 -
Ambulantno - 1 1
Ukupno - 2 1
P5 Bolni¢ko 1 -
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5.5. ADHEZIVNA SPOSOBNOST

Vecina izolata (81%) je adherisala na polivinil-hlorid nakon inkubacije od 60 min.

Dva izolata bolni¢kog porekla koja su kultivisana iz briseva rana nisu adherisala. Sest izolata

(pet iz briseva rana i jedan iz urina) imalo je minimalno povecanu vrednost ekstincije, pa se

ne moze sa sigurno$cu reci da li je minimalna adhezija ili je varijacija u Citanju ekstincije. Pet

izolata ambulantnog porekla nisu adherisala, dok su vrednosti povecanja ekstincije

minimalne bile jo§ kod $est izolata minimalne (Grafikon 7.).
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Grafikon 7. Adherencija izolata P. aeruginosa bolni¢kog i ambulantnog porekla

Vrednost ekstincije negativne kontrole nakon inkubacije P. aeruginosa u Lauril

Bertoni bujonu u mikrotitar plo¢a u vodenom kupatilu na temperaturi od 37°C u trajanju od

60 min. je -0,188 (Slika 31.).

S ) = - =) =Y
Tl il Eaml R

JEUI0)

Slika 31. Mikrotitar plo¢e u kojima je odredivana adhezivnost P. aeruginosa
(Stankovi¢ Nedeljkovi¢, 2015.)
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Prosecna ekstincija je -0,015 + 0,129, a Me -0,03. Prosec¢na ekstincija izolata iz
bolesnickih materijala bolnickog porekla je -0,033 + 0,107, Me -0,41. Kod izolata
ambulantnog porekla prosecna ekstincija je 0,002 £ 0,116 i Me -0,003.

Kod izolata iz briseva rana prose¢na ekstincija je 0,030 = 0,111, a Me -0.05. Kod
izolata iz rana bolni¢kog porekla vrednost prose¢ne ekstincije je 0,033 £ 0,097, Me je 0,062,
a iz rana ambulantnog porekla 0,031 + 0,133, dok je Me -0,023. Izolati iz urina su imali
prose¢nu ekstinciju 0,015 + 0,081, a Me 0,081. Prosecna ekstincija izolata iz urina bolnickog
porekla je 0,038 + 0,065 i Me -0,143. Izolati iz urina ambulantnog porekla su imali prose¢nu
ekstinciju 0,014 + 0,094, dok je Me 0,009.

Najveéu sposobnost adherencije su imali izolati serotipa P1, sa prosecnom
ekstincijom 0,039 + 0,106, pa P11 (0,013 £ 0,165) i P6 (0,003 + 0,105). Netipibilni izolati

nisu imali sposobnost adherencije nakon 60min.

5.6. PRODUKCIJA BIOFILMA

Skoro svi izolati P. aeruginosa (99%) imali su sposobnost formiranja biofilma (Slika
32.). Samo izolat kultivisan iz vaginalnog brisa bolesnice koja je dosla ambulantno nije imao

sposobnost formiranja biofilma.

Slika 32. Mikrotitar plo¢e u kojima je odredivana produkcija biofilma

P. aeruginosa (Stankovi¢ Nedeljkovi¢, 2015)
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Vrednost ekstincije negativne kontrole nakon inkubacije P. aeruginosa u Lauril
Bertoni bujonu u mikrotitar plo¢ama u vodenom kupatilu na temperaturi od 37°C u trajanju
od 24 casa je -0,194. Prosecna ekstincija je 0,154 mm + 0,154 mm, a Me 0,11mm. Kod
izolata bolnickog porekla prosecna ekstincija je 0,092 mm + 0,127 mm, Me 0,089mm.
Prosecna ekstincija izolata iz materijala ambulantnog porekla je 0,216 mm + 0,155mm, Me
0,024 mm.

Izolati iz briseva rana su imali manju sposobnost produkcije biofilma nego ostali
izolati (0,129 + 0,193). Pri tome su izolati iz rana ambulantnog porekla imali vecu sposobnost
produkcije biofilma (0,203 = 0,127), nego izolati iz rana ambulantnog porekla (0,083 *
0,111). Izolati iz urina su imali viSu sposobnost produkcije biofilma nego ostali izolati (0,156
+ 0,155). Oni koji su poticali iz urina ambulantnog porekla (0,234 + 0,210) su formirali
biofilm vece biomase nego bolnicki izolati (0,114 + 0,152). Ako analiziramo sposobnost
pojedinih serotipova da produkuju biofilm, dolazi se do podatka da su netipibilni izolati
formirali biofilm najvece biomase (0,161 + 0,182), pa serotip P1 (0,146 £+ 0,141), P11 (0,145
+0,164) i P6 (0,127 £ 0,134).

Analizom nivoa uvecanja ekstincije U odnosu na negativnu kontrolu, doslo se do
zakljucka, da je veéina izolata imala umerenu sposobnost formiranja biofilma (87%). lzolati
bolni¢kog porekla su takode uglavnom imali umerenu sposobnost formiranja biofilma (78%),
a manje slabu sposobnost formiranja biofilma (22%). lzolati ambulatnog porekla su imali
viSe izrazenu sposobnost formiranja biofilma, 96% je imalo sposobnost umerenog formiranja,
a samo 4% slabiju sposobnost formiranja biofilma. Ako uporedimo sposobnost umerene
produkcije biofilma kod izolata bolni¢kog i ambulantnog porekla y* je 14,32, p= 0.001, OD
0,15, a slabije produkcije ¥* je 18,94, p= 0,001, OD 13,82.

5.7. SPOSOBNOST TRZAJUCIH POKRETA

Svi na$i izolati nakon kultivacije od 48h na 1% Lauril-Betoni agaru su imali

sposobnost trzaju¢ih pokreta. (Slika 33.).
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Slika 33. Trzajuc¢ipokreti P. aeruginosa na 1% Lauril-Betoni agaru (Stankovi¢
Nedeljkovi¢, 2015.)

Prosecna vrednost pre¢nika formiranih kolonija je 7,75 mm £ 2,36 mm, a Me 6 mm.
Prose¢na vrednost prec¢nika kolonija kod izolata kultivisanih iz materijala hospitalizovanih
bolesnika je 7,31 mm £ 4,05mm, a Me 6,2 mm. Prose¢na vrednost prec¢nika kolonija
kultivisanih iz materijala ambulantnih bolesnika je 8,19 mm + 5,86 mm, Me 6 mm. Prose¢ni
pre¢nik kolonija P. aeruginosa kultvisanih iz briseva rana je 8,33 mm + 5,06 mm, a Me 6,5
mm. lzolati iz briseva rana hospitalizovanih bolesnika su formirali kolonije prose¢nog
pre¢nika 8,12 mm + 4,09 mm. i Me 5mm. Prosecna vrednost kolonija izolata iz rana
ambulantnih ispitanika je 8,67 mm % 5,97 mm, Me 6mm. Prose¢na vrednost pre¢nika
kolonija P. aeruginosa izolovnih iz urina je 5,29 mm + 506 mm, Me 4mm., kod
hospitalizovanih bolesnika 5,95 mm = 4,09 mm, a ambulantnih 4,63 mm = 5,92mm, Me
4mm.

Vrednost prosecnog preénika kolonija kod netipibilnih izolata je 7,93 mm + 5,1mm,
Me 7 mm, a kolonija serotipa P11 8,22 mm % 5,16 mm, Me 6mm. Kolonije serotipa P6 su
prose¢nog prec¢nka 8,18 mm % 5,25 mm, Me 6 mm. Srednja vrednost prec¢nika kolonija

izolata, koji su serotip P1 je 7,7 mm = 5,29 mm, Me 5 mm.
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5.8. SPOSOBNOST ROJENJA

Svi izolati P. aeruginosa nakon inkubacije od 48 h na 0,5% Lauril-Bertoni agaru su
imali sposobnost rojenja. (Slika 34.)

Slika 34. Rojenje P. aeruginosa na 0,5% Lauril-Bertoni agaru (Stankovi¢
Nedeljkovi¢, 2015.)

Prose¢na vrednost pre¢nika kolonija P. aeruginosa je 39,98 mm + 19,25mm, a Me 40
mm. Ako se analiziraju samo izolati iz materijala hospitalizovanih bolesnika prosec¢na
vrednost prec¢nika kolonija je 41,92 mm + 20,74 mm, Me 40 mm. Prose¢na vrednost pre¢nika
kolonija izolovanih iz materijala ambulantnih bolesnika je 38,05 mm + 20,74 mm i Me
39mm.
Prosec¢ni preénik kolonija P. aeruginosa kultivisanog iz briseva rana je 42,99 mm +
19,08 mm, Me 35 mm. Izolati iz briseva rana hospitalizovanih bolesnika formirali su kolonije
prose¢nog prec¢nika 45,01 mm + 20,34 mm, Me 45,18 mm. Prose¢na vrednost precnika
kolonija iz briseva rana ambulantnih ispitanika je 39,65 mm £ 17,944 mm, Me 37 mm. Izolati
iz urina formirali su kolonije prose¢nog pre¢nika 34,63 mm + 19,27 mm, a Me 34mm, a
izolati iz urina hospitalizovanih bolesnika 22,91 mm + 21,28 mm, Me 37mm. lzolati urina
koji su uzorkovani ambulantno su imali prose¢an preénik 48,7 mm + 17,11 mm, Me 20 mm.
Ako pratimo vrednost prosecnog pre¢nika kolonija kod naj¢e$cih serotipova, najvece
vrednosti pre¢nika kolonija su kod netipibilnih izolata 42,89 mm + 19,29 mm, Me 15mm, pa
kod serotipa P11 40,55 mm + 19,44 mm, Me 35mm. lIzolati serotipa P6 su formirali kolonije
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prose¢nog prec¢nika 42,75 mm £ 19,37 mm, Me 40 mm. Srednja vrednost prec¢nika kolonija

izolata serotipa P1 je najmanja 36,08 mm + 18,09 mm, Me 33 mm.

5.9. OSETLJIVOST NA OKSIDATIVNI STRES

Nakon inkubacije od 24h na mozdano sréano infuzionom agaru sa diskom od filter
papira na koji je nakapan 30% H:0., 55% izolata (22 izolata bolnickog porekla i 33
ambulantnog) je raslo su uz sam disk filter papira, bez ikakve zone inhibicije (Slika 35.). To

su izolati, koji su imali apsolutnu rezistenciju na toksi¢no dejstvo H20...

Slika 35. Ispitivanje reakcije P. aeruginosa na oksidativni stres na mozdano-

sréano infuzionom agaru (Stankovi¢ Nedeljkovi¢, 2015.)

Prosecna vrednost inhibicije porasta P. aeruginosa oko diska filter papira je 2,4 mm +
3,78 mm. Kolonije izolovane iz materijala hospitalizovanih bolesnika imale su u proseku
zonu inhibicije 3,88 mm + 3,55 mm, a kolonije iz materijala ambulantnih bolesnika 0,92 mm
+1,92 mm.

Prosecna zona inhibicije porasta izolata iz briseva rana je 3,25 mm + 3,78mm. Kod
izolata koji potiCu iz rana hospitalizovanih bolesnika prose¢na zona inhibicije je 4,74 mm *
4,55 mm, Me 3mm. Prose¢na zona inhibicije porasta kod izolata iz rana ambulantnih
bolesnika je 0,76 mm + 3,78 mm. Prosecna inhibicija porasta izolata iz urina je 2,59 mm *

3,79 mm. Izolati iz urina hospitalizovanih bolesnika imali su prose¢nu zonu inhibicije porasta
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4,25 mm £ 4,6mm, Me 2mm. Kolonije iz urina ambulantnih bolesnika su imale prose¢nu
zonu inhibicije 0,26 mm +1,94 mm.

Izolati serotipa P11 su imali prosecnu zonu inhibicije porasta oko diska filter papira
1,63 mm £ 3,87 mm, a serotip P1 2,84 mm + 3,2 mm. Izolati serotipa P6 3,18 mm + 3,91mm,
a netipibilni 1,65 mm % 3,82 mm.

5.10. REZISTENCIJA NA ANTIBIOTIKE

Svi izolati P. aeruginosa iz materijala hospitalizovanih bolesnika su osetljivi na
kolistin i aztreonam. Po osetljivosti slede meropenem (88%) imipenem (86%) i piperacilin-
tazobatam (84%). Osetljivost na ostale antibiotike varira (Grafikon 8.).
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Grafikon 8. Osetljivost izolata P. aeruginosa iz materijala hospitalizovanih
bolesnika na antibiotike odredena disk-difuzionom metodom
Svi izolati ambulantnog porekla su osetljivi na aztreonam i kolistin. 88% izolata je
osetljivo na meropenem, 86% na imipenem, na ceftazidim 80%, a na piperacilin-tazobaktam
74% (Grafikon 9.). Osetljivost na ostale antibiotike je bila niza.
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Grafikon 9. Osetljivost izolata P. aeruginosa iz materijala ambulantnih bolesnika
na antibiotike odredena disk-difuzionom metodom
Statisticki parametri odnosa osetljivosti na antibiotike, izolata iz materijala bolnickog

i ambulantnog porekla su u tabeli 20.
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Tabela 20.

Statisticki parametri odnosa osetljivosti izolata bolnickog i ambulantnog porekla

na antibiotike

Antibiotik Ve p OR
Piperacilin-tazobaktam 1.51 0.219 1.84
Meropenem 0.44 0.504 1.57
Ceftazidim 0.51 0.475 1.71
Cefepim 13.31 0.0002 0.15
Gentamicin 0.05 0.831 0.91
Netilmicin 0.64 0.423 0.73
Tobramicin 1.0 0.317 1.49
Ciprofloksacin 1.49 0.839 1.6
Ofloksacin 0.04 0.839 0.92

U tabeli 21. je podela izolata u grupe na osnovu rezistencije na aminoglikozide.

Grupe izolata P. aeruginosa na osnovu rezistencije na aminoglikozide

Tabela 21.

Grupa Izolati bolni¢kog Izolati ambulantnog e P OR
porekla porekla

I 2 6 - - -

1 4 0 - - -
i 0 1 - - -
v 1 0 - - -
\% 13 12 0.05 0.817 1.11
VI 21 26 1.00 0.316 0.67

Najveci broj izolata je bio osetljiv na sve aminoglikozide (47%), dok je na sve

aminoglikozide je bilo rezistentno 25% izolata. Manji broj izolata je pripadao drugim

grupama. Ali 18% izolata bolnickog porekla i 10% ambulantnog nije moglo da se svrsta ni u

jednu grupu.
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5.10.1. MINIMALNA INHIBITORNA KONCENTRACIJA

Distribucija pojedinih vrednosti MIK izolata P. aeruginosa bolni¢kog i ambulantnog
porekla za piperacilin-tazobaktam je prikazana u tabeli 22.

Tabela 22.
Distribucija vrednosti MIK za piperacilin-tazobazobaktam izolata P. aeruginosa

bolnickog i ambulantnog porekla

Izolati Izolati
bolni¢kog ambulantnog
porekla porekla
Redni broj  MIK (ugr/ml) Broj izolata Broj izolata

1. 64 1 2
2. 48 1 -
3. 32 - 2
4. 24 4 3
S. 16 7 7
6 12 16 14
7. 10 - 1
7. 8 7 5
9 6 1 1
10 4 4 4
11. 3 1 -

U tabeli 23. je prikazana distribucija ucestalosti pojedinih vrednosti MIK za

piperacilin-tazobaktam izolata P. aeruginosa bolni¢kog i ambulantnog porekla.
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Tabela 23.

Distribucija vrednosti MIK za amikacin izolata P. aeruginosa bolni¢kog i

ambulantnog porekla

Izolati Izolati

bolni¢kog ambulantnog

porekla porekla
Redni broj  MIK (ugr/ml) Broj izolata Broj izolata
1. 48 - 1
2. 24 - 1
3. 16 3 4
4, 12 1 3
5. 8 9 6
6. 6 7 4
7. 4 4 8
8. 3 4 6
9 1 1 1

U tabeli 24. je distribucija prikazana ucestalost pojedinih vrednosti MIK za

ciprofloksacin.

Tabela 24.

Distribucija vrednosti MIK za ciprofloksacin izolata P. aeruginosa bolni¢kog i

ambulantnog porekla

Redni broj  MIK (ugr/ml)

Izolati Izolati
bolni¢kog ambulantnog
porekla porekla
Broj izolata Broj izolata

1.

2
3.
S.
7

1.0
0.38
0.32
0.25
0.19

- 1
- 3
2 -
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10.
11.
12.
13.
14.

0.125 13
0.094 2
0.032 2
0.023 1
0.05 1

Ako uporedimo rezultate ispitivanja osetljivosti disk-difuzionom metodom i

odredivanja MIK, rezultati se donekle razlikuju. Sedam izolata bolnickog porekla i Sest

ambulantnog koja su disk-difuzionom metodom bila osetljiva na piperacilin-tazobaktam su

ispitivanjem E testom intermedijarno osetljiva. Sasvim mala neslaganja su se javila u

odredivanju osetljivosti na amikacin. Po jedan izolat ambulantnog porekla, koji su disk-

difuzionom metodom bili osetljivi,

intermedijarni i rezistentni.

su odredivanjem MIK vrednosti oznaceni kao

Nakon sumiranja rezultata ispitivanja osetljivosti, odredene disk-difuzionm metodom

i odredvanja MIK vrednosti za piperacilin-tazobaktam, amikacin, ciprofloksacin, odnos

osetljivosti na anitbiotike kod izolata hospitalnog i ambulantnog porekla je prikazan na

grafikonu 10.
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Grafikon 10. Odnos osetljivosti na antibiotike izolata P. aeruginosa hospitalnog i

ambulantnog porekla
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5.10.2.PRODUKCIJA ESBL BETA LAKTAMAZA

Samo jedan izolat P. aeruginosa je produkovao ESBL.

5.10.3. PRODUKCIJA KABAPENEMAZA

U ispitivanoj grupi izolata bolnickog porekla kod 2 izolata je registrovana produkcija

karbapenemaza, a u grupi izolata ambulantnog porekla 5 izolata je produkovalo
karbapenemaze (Slika 36.).

Slika 36. Produkcija karbapenemaza (Stankovi¢ Nedeljkovié¢, 2015.)

Osnovni podaci o izolatima bolnickog porekla i ambulantnih bolesnika koji su

produkovali karbapenemaze su u tabeli 25.
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Tabela 25.
Vrste bolesnickih materijala, serotip i osetljivost na antibiotike izolata bolni¢kog
porekla koji produkuju karbapenemaze
RB BM SE Antibiotici
PT I M AZ K CEF CP A G NM T OF CC
1. B.R. P6 S R R S S R R S S S S § S
2. SP NT S R R S S R R S R S S S R

RB-redni broj, BM-bolesnic¢ki materijal, SE-serotip, PT-piperacilin-tazobaktam, I-imipenem,
M-meropenem, AZ-aztreonam, K-kolistin, CEF-ceftazidim, CP-cefepim, A-amikacin, G-
gentamicin, NM-netilmicin, T-tobramicin, OF-ofloksacin, CC-ciprofloksacin,S-senzitivno,

R-rezistentno, B.R-rana, SP-sputum, NT-netipibilno

Poreklo, serotip i osetljivost na antibiotike ambulanitnih izolata koji produkuju
karbapenemaze su u tabeli 26.

Tabela 26.
Vrste bolesni¢kih materijala, serotip i osetljivost na antibiotike izolata ambulantnog

porekla koji produkuju karbapenemaze

RB BM ST Antibiotici

PT I M AZ K CAZ CP A G NM T OF CC
1. UK PME S R R S S S R S R R R R R
2. BG. PIO S R R S S S S §S S S S S S
3. UK P1 S R S S S S S S R R R S R
4. V.S. NT S R S S S S S §$ S S S S S
5. B.R. NT R R S S S S R S S S S S S

RB-redni broj, BM-bolesnic¢ki materijal, SE-serotip, PT-piperacilin-tazobaktam, I-imipenem,
M-meropenem, AZ-aztreonam, K-kolistin, CEF-ceftazidim, CP-cefepim, A-amikacin, G-
gentamicin, NM-netilmicin, T-tobramicin, OF-ofloksacin, CC-ciprofloksacin, S-senzitivno,
R-rezistentno, UK-urinokultura, B.G.-bris grla,V.S.-vaginalni sekret, B.R-rana, SP-sputum,
NT-netipibilno
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5.10.4. PRODUKCIJA MBL

MBL je produkovalo po 5 izolata (10%) P. aeruginosa iz bolesni¢kih materijala

hospitalizovanih i ambulantnih bolesnika (Slika 37.).

Slika 37. Pozitivan test produkcije MBL (Stankovié¢ Nedeljkovi¢ 2015.)

U tabeli 27. su fenotipske karakteristike P. aeruginosa koji je izolovan iz uzoraka
hospitalizovanih bolesnika. Izolati poti¢u uglavnom iz urina i briseva rana. lzolati koji su
produkovali MBL su uglavnom serotip P11.

Tabela 27.
Fenotipske karaktersitike izolata iz materijala hospitalizovanih bolesnika koji
produkuju MBL

Redni Vrsta Serotip  Produk.  Adheziv.  Biofilm Zona Preénik Preénik
broj materijala pigment inhibicije  kolonije kolonije

porasta na 1% na 0.5%

oko agaru agaru
diska sa (mm.) (mm.)
H202
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1. UK 011 P 0.025 -0.055 0 5 15
2. UK 011 F -0.050 0.382 0 13 80
3. UK 011 F 0.054 -0.026 14 6.5 46
4, B.R. PME P -0.001 0.091 0 6 35
5. B.R. NT P 0.120 -0.059 0 14 80
UK-urinokultura, NT-netipibilno, B.R.-rana, P-piocijanin, F-fluorescin
U tabeli 28. su fenotipske karakteristike izolata ambulantnog porekla koji produkuju
MBL.
Tabela 28.
Fenotipske karakteristike izolata iz materijala ambulantnih bolesnika koji produkuju
MBL
Redni Vrsta Serotip  Produk.  Adheziv.  Biofilm Zona Pretnik  Prenik
broj  materijala pigment inhibicije  kolonije  kolonije
porasta  nal%  na05%
oko diska agaru agaru
sa (mm) (mm)
H202(mm)
1. B.rane NT F -0.177  0.046 0 10 60
2. UK P1 P 0.267 0.351 0 5 55
3. UK NT F 0.069  0.449 0 4 20
4. B.rane P11 F+P  -0.182 0.233 1 5 7
5. B.rane P11 F+P  -0.244 0.240 1 3 15

UK-urinokultura, NT-netipibilno, BR-rana, P-piocijanin, F-fluorescin

S-senzitivno, R-rezistentno, UK-urinokultura, NT-netipibilno, BR-rana

Bolesnicki materijali, serotipovi i osetljivost na antibiotike izolata bolnickog porekla

koji produkuju MBL su prikazani u tabeli 29.
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Tabela 29.
Osetljivost na antibiotike, serotipovi i vrste bolesni¢kih materijala iz kojih je kultivisan
P. aeruginosa bolni¢kog porekla koji produkuje MBL
ANTIBIOTICI

RB BM SE PT I M A K CEF CP A G NM T OF CC
Z

1. UK P11 S R S S S R R R R R R R R

2. UK 011 R R R S S R R R R R R R R

3. UK PI1 S R R S S R R R R R R R R

4. BR PME S R R S S S R R R R R R R

5 BR NT S R S S S S R S R R S § S

RB-redni broj, BM- bolesni¢ki materijal, SE-serotip, PT-piperacilin-tazobaktam, I-imipenem,
M-meropenem, AZ-aztreonam, K-kolistin, CEF-ceftazidim, CP-cefepim, A-amikacin, G-
gentamicin, NM-netilmicin, T-tobramicin, OF-ofloksacin, CC-ciprofloksacin
S-senzitivno, R-rezsitentno, UK-urinokultura, NT-netipibilno, BR-rana

Bolesnic¢ki materijali iz kojih poticu izolati, serotipovi i osetljivost na antibiotike

izolata ambulantnog porekla koji produkuju MBL su u tabeli 30.

Tabela 30.
Osetljivost izolata P. aeruginosa ambulatnog porekla koji produkuju MBL na
antibiotike
ANTIBIOTICI
RB BM SE PT I M AZ K CEF CP A G NM T OF CC
1. BR P11 R R R S S R R R R R R R R
2. BR P11 R R R S S R R R R R R R R
3. UK NT S R R S S R R R R R R R R
4. UK PL S R R S S R R R R R R R R

5> BR NT R R R § S R R R R R R R R

RB-redni broj, BM-bolesnic¢ki materijal, SE-serotip, PT-piperacilin-tazobaktam, I-imipenem,
M-meropenem, AZ-aztreonam, K-kolistin, CEF-ceftazidim, CP-cefepim, A-amikacin, G-
gentamicin, NM-netilmicin, T-tobramicin, OF-floksacin, CC-ciprofloksacin, S-senzitivno, R-
rezistentno, UK-urinokultura, NT-netipibilno, BR-rane
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P. aeruginosa spada medu najc¢esce uzro¢nike infekcija, naro¢ito bolnickih. Infekcije
nastaju kao posledica komplikovanih, dugotrajnih, obimnih, dijagnostickih i terapeutskih
intervencija i operacija. lzolovan je iz briseva uzetih sa medicinske opreme: inhalatora,
opreme za respiraciju, kateterizaciju, narkozu i dijalizu, pa se P. aeruginosa javlja nakon
inhalacije, kateterizacije, hirurskih intervencija i dijalize. U ispitivanjima njegovog prisustva
u bolni¢koj sredini, kultivisan je iz briseva sudopera, slavina, toaleta, kabina za tuSiranje i
metli. Prenosi se preko infuzionih rastvora, krvnih produkata i nekih dezinficijenasa.
Bolesnici ga mogu uneti ingestijom kontaminisane vode i hrane. Cesto bolni¢ko osoblje
prenosi bacil rukama. Bacil se prenosi medu bolesnicima, a i posetioci uéestvuju u njegovom
prenosu.

P. aeruginosa i u najbogatijim zemljama, sa razvijenim zdravstvenim sistemima,
izaziva bolnic¢ke infekcije. Od psudomonijaza uglavnom oboljevaju bolesnici kojima je iz
bilo kog razloga oslabljen imunitet. NajugroZeniji su oboleli od hroni¢nih bolesti, d.mellutus,
agranulocitoze, alkoholi¢ari, splenektomisane osobe, bolesnici koji primaju imunosupresivnu
terapiju i citostatike, deca, stariji bolesnici i rekonvalescenati. Terapija infekcija izazvanih P.
aeruginosa zahteva duzu primenu skupih antibiotika. Cesto i pored primenjenih mera protiv
infekcije, one prelaze u hroni¢ne, pa i dozivotne. Hroni¢ne infekcije drasi¢no smanjuju
kvalitet zivota obolelih.

Moze se rec¢i da su problemi koje P. aeruginosa izaziva u humanoj i veterinarskoj
medicini, agronomiji i vodosnabdevanju globalni.

U Evropskoj studiji prevalence patogena u jedinicama intenzivne nege P. aeruginosa
je najvazniji Gram negativni bacil. Izolovan je u 1417 jedinica intenzivne nege u 17 zemalja
Zapadne Evrope®®. Prevalencija infekcija krvi je oko 0,5%. U Velikoj Britanji broj infekcija
izazvanih Pseudomonas sp. je izmedu 3700 do 4000 godi$nje, a najveéi broj infekcija se javi
u Londonu. Devet od deset infekcija izaziva P. aeruginosa®®®. Od decembra 2011. godine do
januara 2012. godine, 4 bebe su umrle posle porodaja u Altnagelvin Hospital u Londonderry i
Belfast's Royal Jubilee Maternity Hospital u Irskoj. P. aeruginosa je izolovan iz vode iz
bolnica u Daisy Hill u Newry, Craigavon Area Hospital i Erne Hospital u Enniskillen. U

oktobru 2012. godine mediji su izvestili 0 jos jednoj smrti novodorodenceta u Southmead
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Hospital u Bristolu. Nakon kontrole briseva ostalin beba u porodilistu, P. aeruginosa je
izolovan iz briseva koze jo§ 12 beba, od kojih je samo jedna imala laksu infekciju. Ponovo je
P. aeruginosa izolovan iz vode®®.

U Srbiji, po podacima iz Il nacionalne studije prevalencije bolnickih infekcija iz
oktobra 2011. godine, P. aeruginosa je izaziva 13,3% bolni¢kih infekcija. Slede¢i po
ucestalosti su Klebsiella pneumoniae i Acinetobacer sp. Infekcije mokraénih puteva su imale
prevalencu od 1,37% i ¢inile su 29,5% svih infekcija. P. aeruginosa je dokazan kao uzro¢nik
8% infekcija, dok su najcesci uzrocnici infekcija mokraénih puteva E. coli i Enterococus sp.
(21%). Procenat bolesnika muskog i Zenskog pola se ne razlikuje, a bolesnici imaju u proseku
54,3 godine. Naglasava se da su najvazniji faktori rizika plasiran kateter, kateter plasiran
poslednjih 7 dana i boravak u jedinici intenzivne nege. Po podacima iz ove studije,
prevalencija je manja nego u ltaliji (4,5%), Kanadi (3,4%) i Turskoj (1,75%). Prevalencija
hospitalnih pneumonija izazvanih P. aeruginosa je 0,55%, dok je u Norveskoj 1,7%, u Italiji
1,6% i u Holandiji 1,1%. Najcesc¢i faktori rizika za nastanak pneumonija su mehanicka

ventilacija, nazogastriéna sonda, boravak u jedinici intenzivne nege duze od 1 dana i

~~~~~

uzro¢nik pnemonija bio Acinetobacter sp. (36%)°"".

Po podacima iz Il nacionalne studije, prevalencija infekcija operativhog mesta je
4,5%. Uces¢e u 40% infekcija kod operisanih bolesnika u ukupnom broju registrovanih
infekcija u studiji, upucuje na hirurgiju kao odeljenje sa povecanim rizikom za pojavu
bolnic¢kih infekcija 1 zahteva dalja ciljana istrazivanja i sprovodenje odgovaraju¢ih mera
prevencije. Faktori rizika za nastanak infekcija operativnog polja su losiji fizikalni status
bolesnika, masivnija mikrobna kontaminacija operativnog polja i trajanje operacije duze od 2

sata®”’.

6.1. DEMOGRAFSKE  KARAKTERISTIKE ISPITIVANE
POPULACIJE

U naSem ispitivanju nije uocena statisticki znacajna razlika u prisustvu P. aeruginosa
U bolesnickim materijalima muskaraca (60%) i zena (40%). ProseCana starost bolesnika je

57,78 godina. Prosecna starost muskaraca (61,27 godina) je visa nego prose¢na starost zena
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(52,17 godina). Kod hospitalizovanih bolesnika prosec¢na starost je 65,08 godina. Muskarci su
prosecno (67,07 godina) stariji nego Zene (62,76 godina). Ambulantni bolesnici su bili
prose¢no stari 50,48 godina, muskarci 55,27 godina, a Zene 43,85 godina. Hospitalizovani
bolesnici su bili stariji nego ambulantni. Ovo se ne razlikuje mnogo od podataka iz
Nacionalne studije gde je prosecCna starost obolelih od hospitalnih infekcija izazvanih P.

aeruginosa 54,3 godine®”’

. Prose¢na starost i starosna distribucija ispitanika Se poklapaju sa
literaturnim podacima iz sveta, da je P. aeruginosa bakterija koja najces¢e izaziva oboljenja
kod imunokompromitovanih, starijih osoba i dece, a da se rede sre¢e kod osoba srednjeg
zivotnog doba sa ocuvanim imunskim sistemom.

Uocena je znacajna razlika u kultivaciji P. aeruginosa kod razli¢itih starosnih grupa.
P. aeruginosa je mnogo ¢esce izolovan kod starijih ispitanika od 50 godina, nego kod mladih.
Izolovan je iz 68% bolesni¢kih materijala kod ispitanika starosti 50 godina do 80 godina i
27% ispitanika.

U grupi bolesnika koji su bili hospitalizovani, ispitanici starosti od 50 godina do 80
godina ¢inili su 82% populacije, a starosti od 60 godina do 80 godina 64%. Najcesce, bacil je
izolovan kod ispitanika u osmoj deceniji (42%). Kod ambulantnih ispitanika, bolesnici

starosti od 50 godina do 80 godina ¢inili su 64% populacije. P. aeruginosa je bio najpristaniji

.....

6.2. VRSTE BOLESNICKIH MATERIJALA IZ KOJIH JE
IZOLOVAN P. AERUGINOSA

P. aeruginosa je najcesce izolovan iz briseva rana (54%) i urina (21%), tako da te dve
vrste bolesnickih materijala ¢ine veé¢inu bolnickih materijala iz kojih je bacil izolovan (75%).
Bacil je manje kultivisan iz sputuma i vaginalnih briseva (5%), a jo§ rede iz drugih
bolesnickih materijala. Kod najzastupljenjih bolesni¢kih materijala briseva rana, bacil je bio
prisutniji kod muskaraca (32%) nego kod Zena (22%). U uzorcima urina, P. aeruginosa je
Cesc¢e izolovan kod muskaraca (18%), nego kod Zena (3%). Skoro da ne postoji razlika u
uzrastu muskaraca i zena kod kojih je P. aeruginosa izolovan iz briseva rana. Muskarci iz

¢ijih urina je izolovon bacil su stariji od Zena. Prosecna starost bolesnika kod kojih je P.
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aeruginosa izolovan iz briseva rana je visa od starosti bolesnika kod kojih je bio prisutan u
urinima. U ostalim bolesnickim materijalima P. aeruginosa je sa slicnom ucestalos¢u
izolovan kod muskaraca i Zena, sa naravno, izuzetkom vaginalnih briseva.

Kod ispitanika koji su hospitalizovani, P. aeruginosa je sa jo§ ve¢om ucestalos¢u
kultivisan iz briseva rana (68%) i urina (22%). Cesée je izolovan iz briseva rana (38% i 30%)
i urina (18% i 4%) muskaraca nego zena. Ostali uzorci su mnogo manje zastupljeni. Takode,
u grupi ambulantnih ispitanika P. aeruginosa je bio najcesce kultivisan iz briseva rana (24%)
i urina (18%). Cesce je izolovan iz briseva rana (24% i 16%) i urina (18% i 2%) muskaraca
nego Zena. U manjem procentu bio je prisutan u sputumu, vaginalnim brisevima i brisevima
grla, uva, nosa, oka i desni. Svi muskarci kod kojih je P. aeruginosa izolovan iz urina su
nosili kateter ili su imali neki operativni zahvat vezan za urinarni trakt.

Vrsta bolesnic¢kih materijala iz kojih je P. aeruginosa izolovan, donekle je posledica
specificne organizacije Zdravstvenog centra >’Aleksinac’’. U okviru ustanove postoje Decje,
Interno, Ginekolosko i Hirursko-ortopedsko odeljenje u okviru koga se leCe uroloski
bolesnici. Materijali hospitalizovanih bolesnika poti¢u iz tih odeljenja. Vec¢ina bolesnika
kojima su uzimani uzorci bolni¢ki bila je hospitalizovana na HirurSko-ortopedskom
odeljenju. Ispitanici su uglavnom imali dijagnoze vezane za infekcije hirurSkog mesta, pa
infekcije urinarnog i respiratornog trakta.

Anamnestic¢ki smo dosli do podatka da su svi ispitanici, osim jedne devojcice, kod
kojih je P. aeruginosa izolovan ambulatno u poslednja tri meseca imali kontakt sa bolni¢kom
sredinom. Ispitanici kod kojih je izolovan iz briseva rana su odlazili na previjanje u hirur§ku
ambulantu. Ispitanici kod kojih je izolovan iz uzoraka respiratornog trakta su odlazili na
inhalacije. Ovakvi podaci ukazuju na veliku vaznost bolni¢ke sredine kao izvora P.
aeruginosa i odgovornost za $irenje bakterije van bolnice prebacuju na zdravstvene ustanove.

Generalno, nasi podaci se slazu sa literaturnim podacima. P. aeruginosa je vodec¢i
uzro¢nik infekcija opekotina, rana i uopste ledirane koze i urinarnog trakta. Po podacima
americke studije o prac¢enju nozokomijalnih infekcija, P .aeruginosa je na Cetvrtom mestu

398 Faktori patogenosti kojima uéestvuje u

. . .. v .. .. . -309,310
izazivanju i odrzavanju inflamcije rana su brojni .

medu uzro¢nicima inflamacija hirurskih rana

Zarastanje rana je dinami¢an i kompleksan proces koji po¢inje odmah po osteéenju
koze. Ako se zarastanje prolongira, nastaje hroni¢na rana koja ne zarasta. Hroni¢ne rane se

uglavnom sre¢u na podkolenicama kao dijabeti¢ne ulceracije i ulcus cruris. Hroni¢ne rane se
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srecu u oko 1-2% svetske populacije. Oko 1% ljudi boluje od ulceracija zbog varikoziteta.
Gjodsbol i saradnici®*** su u Svedskoj 2006. godine dosli do podatka, da je 52,2% ulceroznih
rana, povezano sa varikozitetima, inficirano P. aeruginosa. Postoji tendencija povecanja ovog
broja. U ispitivanjima indijskog autora Shivaswamy>'2, od 310 briseva rana bolesnika sa food
diabeticum P. aeruginosa je izolovan iz 54 brisa. Muskarci su u njihovoj ispitivanoj grupi
Sest puta bili zastupljeniji nego Zene. Ispitanici su imali u proseku 49 godina + 16,8 godina, a
naj¢esce su imali izmedu 50 godina i 60 godina. Imali su d.mellitus 16 godina = 10,2 godine
unazad, a 63% je koristilo oralne antidijabetike.

Zbog brojih faktora patogenosti P. aeruginosa, iako oportunisti¢ka bakterija, postaje
vazan uzrok inflamacija kod termicki o$teéenih tkiva®'®. Opekotine inficirane P. aeruginosa
se mnogo teze i duze lece. Na povrSini rana ili opekotina moZe se uociti flurescentni pigment
u kome se nalazi produkt hemoglobina, verdoglobin. Po podacima iz Irana P. aeruginosa
izaziva infekcije 73,9% opekotina i glavni je uzro¢nik infekcija opekotina®.

Adediran®* je ispitivao promene u imunskom sistemu koje nastaju posle nastanka
opekotina na modelu misa. Praéene su promene u broju i funkciji PML prvog i Cetvrtog dana
od nastanka lezije. MiSevima s opekotinama i zdravim zivotinjama je inokulisan P.
aeruginosa. Pet sati nakon nastanka lezije nisu uo¢ene promene u broju i funkciji PML, ¢ak
postoji i laka depresija njihove funkcije. Ali, ve¢ posle 24¢asa, mnoge komponente imunskog
sistema se menjaju i takvo stanje se naziva *’sindrom sistemskog inflamatornog odgovora’’.
Ve¢ prvog dana nakon nastanka lezije zbog opekotine broj PML se udvostrucio, a njihova
funkcija promenila. Ucestalija je apoptoza, a broj T-limfocita se smanjio. Lucila se veca
koli¢ina citokina: TNF-a, IL-1 i IL-6. Ostecenja tkiva izazivaju promene vaskularnog
endotela, intersticijalni edem, poremecaj koagulacije, produkciju kiseoni¢nih i slobodnih
radikala. Kod bolesnika nastaje kombinacija poremecaja vezanih za oSte¢enje tkiva,
inflamatorni odgovor i poremecaj imunskog sistema, $to ga ¢ini podloznim za infekciju.
Kompletan proinflamatorni fenotip nastaje 7 dana od nastanka termickog ostecenja.

P. aeruginosa je znaCajan uzro¢nik nozokomijalnih urinarnih infekcija, posebno
povezanih s noSenjem katetera. Ove infekcije ¢ine oko 40% svih nozokomijalnih infekcija i
vrlo Cesto su izvor Gram negativne bakterijemije kod hospitalizovanih bolesnika. U
ispitivanju uzro¢nika infekcija urinarnog trakta sprovedenom u Federaciji Bosni i
Hercegovini*'®, P. aeruginosa je bio uzroénik 4% urinarnih infekcija. Registrovano je 87,5%

izolata rezistentnih na ceftriakson, na ciprofloksacin i gentamicin 75%, na norfloksacin i

117

Fenotipske karakteristike klini¢kih izolata Pseudomonas aeruginosa.
NataSa Stankovi¢ Nedeljkovi¢. Doktorska disertacija



6. DISKUSIJA

amikacin 62,5%, na piperacilin 25,9%, meropenem 12,5%, dok nije bilo rezistentnih izolata
na imipenem.

Kod nasih ispitanika P. aeruginosa je rede izolovan iz uzoraka respiratorog trakta i to
uglavnom dece koja su odlazila na inhalaciju. Samo jedan bolesnik je imao CF i kod njega je
bacil izolovan iz sputuma, §to se poklapa sa opste poznatim podacima da je P. aeruginosa
skoro obavezni pratioc CF. Sposobnost formiranja biofilma, prezivljavanja u mikroaerofilnim
i anaerobnim uslovima i uslovima oksidativnog stresa, ¢ine bacil vaznim uzro¢nikom
infekcija respiratornog trakta.

U ispitivanju sprovedenom u Svajcarskoj®*’ koje je obuhvatilo 6997 ispitanika, 386
bolesnika je bilo kolonizovano P. aeruginosa. 112 ispitanika je imalo sa hroni¢nu
opstruktivnu bolest pluca i bilo kolonizovano P. aeruginosa, a veéina je bila hospitalizovana.
Znatan procenat bolesnika (41,1%) je bio hroni¢no kolonizovan. Najveci broj ispitanika kod
kojih je bio prisutan P. aeruginosa je imalo najtezi stepen bolesti. Proveravana je osetljivost
na slede¢e grupe antibiotika: peniciline proSirenog spektra, monobaktame i cefalosporine,
karbapeneme, aminoglikozide i hinolone. Kod ispitanika sa hroni¢nom kolonizacijom 41,3%
izolata je bilo osetljivo na sve testirane antbiotike, 26,1% je bilo rezistentno na jednu grupu
antibiotika, 10,9% na dve grupe, 17,4% na tri grupe i 4,3% na Cetiri grupe. Rezistenti izolati
su najcesce bili rezistenti na cefalosporine (37,4%), na aminoglikozide 21,6%, a najniza
rezistencija je registrovana kod fluorohinolona. Ovo je mnogo niza rezistencija na antibiotike,
nego $to je to u naSem ispitivanju.

U nasem okruzenju, u ispitivanju koje sprovela Sardeli¢ u Splitu, a obuhvatilo je 169
izolata, vecina bolesnika (63,42%) je bila hospitalizirana u jedinicama intenzivne nege,
opstim ili hirur§kim. P. aeruginosa je najceS¢e izolovan iz uzoraka respiratornog trakta

(56,2%). Sledeéi po udestalosti bili su izolati briseva rana (16%), pa uzorci urina*®.

6.3.SEROTIPIZACIJA P. AERUGINOSA

Naucnici Klasifikuju P. aeruginosa u razliite serotipove skoro 100 godina unazad.
Prvi je Aoki 1926. godine aglutinacionom metodom klasifikovao 50 klinicka izolata u 18
serotipova. Kanzaki je 1934. godine izmenio prvobitnu Klasifikaciju. Klasifikovao 102 soja u
34 serotipa. Tokom Sestdesetih godina, autori u razliCitim zemljama su koristili svoje

serotipizacione Seme. Koristile su se razli¢ite podele, koje su za osnovu imale Kklasifikaciju
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Habsa iz 1957. godine, koja se zasniva na O antigenu. Wron je 1961. godine uspostavio
podelu koja je imala 13 serotipa, koji su podeljeni u 3 grupe: A (tipovi 1, 3, 4, 6, 10), B
(tipovi 2, 5, 7, 8) i C (tipovi 9, 11, 12, 13). U Japanu, Homma je 1976. godine slide
aglutinacionom metodom klasifikovao 13 serotipa P. aeruginosa. Terada je 1977. godine
predloZio grupisanje 17 serotipova u 13 grupa, oznacenih od A do M. Kao dodatak tome,
grupu N su predlozili Terada i Sugiyama 1982. godine®.

Liu**® je 1983. godine postavio klasifikacionu §emu, oznagenu i prihvaéenu kao deo
Internacionalnog antigen tipiziraju¢eg sistema (IATS). Na osnovnu podelu Hobsa, na osnovu
termostabilnih antigena, uvedena su 3 nova serotipa. Tokom 1990. godine uvedena su jo$ 3
serotipa: 18,19 i 20198,

U Japanu mnogi autori koriste i dalje Homma tipizacionu semu. Ovaj sistem se smatra
pogodnim, jer tipizacioni setovi osim antiseruma sadrZze i monoklonalna antitela. Postoji
slaganje izmedu dve tipizacione Seme, osim serOtipa M po Homma Semi, koji se ne poklapa
sa IATS. Poliaglutibilni i neaglutibilni sojevi u TIATS koji daju hrapave kolonije i ¢esto se
izoluju kod obolelih od CF, mogu da se klasifikuju kao M serotip. Daljim istazivanjima je
pokazano da M serotip ima male koli¢ine ili nema uopste O polisaharidni lanac. Zato se
pretpostavlja da M antiserum reaguje direktno sa jezgrom LPS. M antitela specificno
prepoznaju Opr G. Specifi¢ni zeéiji antiserum M ima najvisi titar za Opr F i H2, ali i za Opr
G i I. Medutim anti M antiserum nema poviSen titar protiv ¢estih epitopa LPS. Anti LPS titar
je povisen za specifiéne strukture koje ima samo nekoliko P. aeruginosa sojeva. Rezultati
sugeriSu da ciljno mesto za M serotip nije specifican pojedina¢ni molekul. Oprs F i H2 su
Cesto prisutni kod svih IATS sojeva. Serum bolesnika sa CF ima sli¢nosti sa anti-M
antiserumom™®®,

Autori iz Japana su koriste¢i razli¢ite seroloske Seme uporedivali 196 izolata P.
aeruginosa. Koriséeni su serumi prozvodata Seika Kaicha i Denka Seiken'®®. Sojevi su
pripadali grupama A, C, E, F, G,H, I, J i K. Rezultati dobijeni primenom razli¢itih seruma i
tipizacionih Sema su sli¢ni i koreliraju od 89,6 do 96,5%.

Nasi izolati su naj¢esce pripadali PMA polivalentnoj serogrupi (31%), pa PMF (21%),
PME (13%) i PMC (3%). Procenat zastupljenosti polivalentnih serogrupa je sli¢an kod
izolata hospitalnog i ambulantnog porekla. Najcesce identifikovani serotipovi P11 (20%), P6

(16%) i P1 (11%) su cinili 45% svih serotipova. Bili su najprisutniji u materijalima bolnickog
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I ambulantnog porekla, s tim $to je serotip P1 bio nesto prisutniji u materijalima ambulantnog
porekla.

Ako analiziramo pojedina¢no najces¢e uzorke, u brisevima rana bio je najprisutniji
serotip P11 (12%), P6 (8%), pa P1 (6%). Netipibilno je bilo 15% izolata. U brisevima rana
bolni¢kog porekla najcesc¢i je bio serotip P6 (12%), pa P4 (8%) i P1 (6%). Kod rana
ambulantnog porekla bio je najprisutniji serotip P11 (16%), pa P1 (6%), a podjednako su bili
prisutni serotipovi P4 i P6 (4%).

U urinima su najcesce kultivisani serotipovi P11 i P1. Netipibilno je bilo 6% izolata.
P11 serotip je bio najzastupljeniji kod urina bolnickog porekla, dok su ostali serotipovi bili
skoro podjednako zastupljeni. Netipibilno je bilo 11 izolata. U uzorcima ambulantnih
bolesnika P1 je bio najprisutniji, a 50% izolata je bilo netipibilno.

Procenat netipibilnih izolata je visok (29%). Ovo ukazuje da su infekcije koje je
izazvao P. aeruginosa hroni¢ne. Pri tome je procenat netipibilnih izolata bio nesto visi kod
ambulantnih uzoraka. Izolati koji su aglutinisali samo sa polivalentnim, ali ne i sa
monovalentnim serumima, &inili su 15%. Cinili su 9% izolata bolni¢kog porekla i 6%
ambulantnog. Najveci broj izolata je algutinisao PME polivalentni antiserum (12%), pa PMF
(2%) i PMA (1%).

U skoro svim ispitivanjima P. aeruginosa koja obuhvataju serotipizaciju, izvestan
procenat izolata je netipibilan. Procenat netipibilnih izolata se kreée od 10%'®® do cak
67%"%, ali je najesce izmedu 20% i 30%. Veéina netipibnih izolata ima hrapave kolonije.
Neki netipibilni sojevi poseduju nove antigene koji nisu zastupljeni u klasi¢nim
aglutinacionim setovima. Tipizacija netipibilnih sojeva se poboljsava, tako Sto se 24 Casova
stara kultura u glukoznom bujonu zagreva na temperaturi od 100°C 20 min ili autoklavira, pa
centrifugira 10 min na 3000 obrtaja. Zatim se sediment resuspenduje u 1ml glukoznog bujona
i ponovi se aglutinacija. Neki autori predlazu autoklaviranje kulture P. aeruginosa u
glukoznom bujonu 30min, pa centrifugiranje i ponovljenu aglutinaciju®®®.

Soler sa saradnicima se bavila serotipizacijom netipibilnih sojeva P. aeruginosa.
Aglutinisano je 108 izolata iz 14 razli¢itih bolnica. Medu netipibilnim izolatima P1 i P13 su
bili najzastupljeniji*®.

Lam je analizirao LPS P. aeruginosa kod obolelih od CF. Antitela protiv A tipa LPS
nisu aglutinisala ni jedan serotip po IATS. Western immunoblot analizama je otkriveno da je

11 od 17 analiziranih serotipova imalo A tip polisaharida. U grupi od 250 izolata obolelih od
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CF, 68% je imalo A tip LPS. Dodatnim analizama je otkriveno da su koli¢ine B tipa
polisaharida male. Za vreme infekcije jedan broj tipibilnih sojeva postaje netipibilan, a tip A
LPS zamenjuje tip B. Ovo ukazuje da je kod netipibilnih sojeva tip A glavni tip LPS%.

U razli¢itim delovima sveta je razli¢ita distribucija pojedinih serotipova. Nije do kraja
razja$njeno zasto pojedini serotipovi dominiraju u pojednim regionima. Pre 20 godina je bio
predominantan serotip P12, koji je produkovao PSE-1 B-laktamazu, uz izvesne geografske
varijacije’®. Danas se serotip P12 povezuje s multirezistentim i VIM pozitivnim izolatima.
Smatra se da je distribucija serotipova verovatno povezana sa osetljivos¢u na antibiotike®%.

Nasi podaci su sli¢ni rezultatima ispitivanja koje je obavila Tomanovi¢ sa saradnicima
1991. godine. Ispitivana je i produkcija piocijanina i vrSena je piocin tipizacija.
Serotipizacijom izolata P. aruginosa doslo se do novih saznanja o hospitalnim infekcijama.
Analizirana su 235 izolata od 131 ispitanika. Najcesce su identifikovani P11 (21%), P6 (18%)
i P12 (16%) serotipovi. Prisustvo serotipa P12 je u nagem ispitivanju nesto nize®?.

U ispitivanju koje je Sardeli¢ sprovela u Hrvatskoj 2009. godine, serotip P12 bio je
predominantan. Prisustvo serotipa P8, koji je ranije bio &est, je sada samo sporadi¢no®®’.
Ispitivanje u Ljubljani je obuhvatilo 208 klini¢ka izolata P. aeruginosa, kod kojih su vrsena
serotipizacija i ispitivana osetljivost na antibiotike. Kod 16 izolata vrSena su i geneticka
ispitivanja. Najzastupljeniji je bio serotip P11 (36%), pa P6 (14,4%), dok je 20,2% izolata
bilo poliaglutibilno. 26% ispitivanih izolata je bilo rezistentno na piperacilin, 9,1% na
ceftazidim, 9,6% na imipenem, 45,7% na ciprofloksacin, 39,9% na amikacin, 51 % na
gentamicin, 48,6% na netilmicin i 45,2% na tobramicin. Rezistencija na antibiotike je bila
najveéa kod P11 serotipa'®®.

U nacionalnoj studiji u Spaniji najuéestaliji su serotipovi P1, P4 i P11. U studiji koja
je sprovedena u SAD i obuhvatila je 200 izolata P. aeruginosa, vec¢ina izolata su bili serotip
P11. Serotip P12 nije bio prisutan, dok je 15% bilo netipibilno®*.

Kobayashi®*?® je pratio uticaj antibiotika in vitro i in vivo na promenu 42 serotipa P.
aeruginosa po Homma Klasifikaciji. Sojevi P. aeruginosa su inkubisani u Mueller-Hinton
bujonu sa dodatkom antibiotka u vrednosti od ¥ do 2MIC vrednosti za pojedine antibiotike.
U ispitivanje su ukljuceni piperacilin, cefsulodin, ceftazidim, gentamicin i norfloksacin.
Analizirano je i vreme koje je potrebno da nastane promena serotipa. Prve promene serotipa
registrovane su posle inkubacije od 6 h. U eksperimentu in vivo, javile su se takode promene

serotipa. Posle inkubacije sa antibioticima 33,3% izolata je promenilo serotip u neki drugi ili
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je postalo netipibilno. Najve¢i broj promena serotipa (19%) je nastao u prisustvu
norfloksacina, pa neSto manje u prisustvu gentamicina (14,3%). Predpostavlja se da je razlog
promene serotipa infekcija bakteriofagom. Osim promene serotipa, inkubacija u prisustvu
antibiotika sa razli¢itim MIK vrednostima, osim kod gentamicina, dovela je do poviSenja
MIK vrednosti kod svih antibiotika. Najveca vrednost MIK je uocena kod ceftazidima.
Dolazilo je i do promene modela izazivanja infekcije kod misSeva kojima su ubrizgavani
antibiotici, istovremeno sa razli¢itim sojevima P. aeruginosa.

Ovo ispitivanje je ukazalo 1 na problem razli¢itih morfoloskih karakteristka kolonija
istog serotipa ili postojanje koegzistencije dva serotipa kod istog bolesnika. Ovo je cest
problem kod bolesnika sa CF, ali i drugih hroni¢nih infekcija. Kod infekcija koje izaziva vise
razli¢itih sojeva P. aeruginosa, nije uvek lako utvrditi da li je doslo do infekcije sa vise
razli¢itih serotipova ili se radi o heterogenoj populaciji jednog serotipa.

Faure sa saradnicima®* je ispitivao povezanost serotipova i produkcije egzoenzima
kod 108 izolata P. aeruginosa iz uzoraka RT. Identifikovana su 4 egzoenzima: ExoS, ExoT,
ExoU i Exo Y. Egzoenzim S i egzoenzim T imaju ADP ribozil-transferaznu aktivnost i uticu
na pokretljivost makrofaga. EgzoenzimY ima adenil-ciklaznu aktivnost i uti¢e na celijsku
morfologiju. ExoU je citotoksin i1 uti¢e na oSte¢enje pluca i sepsu. Ispitivanje je pokazalo da
skoro svi sojevi imaju gene za pojedine toksine, ali ne nose svi gene za sva 4 toksina. Serotip
P1 je negativan za ExoU, a serotip P3 za ExoS. Kod sojeva izolovanih iz hroni¢nih procesa
ne postoji ekspresija TTSS toksina. Sojevi koji imaju espresiju TTSS toksina izazivaju
bakterijemiju i Sest puta veéu smrtnost. Fenotipske karakteristike u produkciji toksina
omogucavaju bolju prognozu procesa kod bolesnika. Virulentnost sojeva se mnogo lakse
odreduje, ako se zna profil produkcije TTSS. Seroloski je identifikovano 62,6% uzoraka, dok
37,4% sojeva nije bilo tipibilno. Serotip P6 je bio najprisutniji (14,1%), pa P1, P11 i P4.
Serotipovi P12 i P17 nisu identifikovani. Svi identifikovani P11 serotipovi su bili prisutni kod
akutnih inflamacija. Nasuprot tome, netipibilni sojevi su bili ¢es¢e izolovani kod hroni¢nih
infekcija. Sa mortalitetom bolesnika najc¢esce je povezan P4 serotip. Ni jedan serotip P1 nije
sekretovao ExoU. Serotip P11 je najée$ce sekretovao ExoU. Najveéi broj netipibilnih izolata
nije sekretovao ni jedan enzim. Serotip P11 je pokazao najvisu rezistenciju na antibiotike.
Najveéi broj sojeva izolovan kod CF nije tipibilan. Produkuje minimalne koli¢ine

egzoprodukta, ukljuc¢ujudi elastaze, proteaze i fosfolipaze.
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Osim u epidemioloskim ispitivanjima, rezultati serotipizacije se koriste u
imunoloskim, genetickim i biohemijskim ispitivanjima P. aeruginosa. Decenijama unazad

traZi se zajednicki antigen koji bi omoguéio pravljenje efikasne vakcine za P. aeruginosa®®.

6.4. PRODUKCIJA PIGMENATA

Nasi izolati su viSe produkovali fluorescin (84%) nego piocijanin (66%), s tim §to je
veliki broj izolata produkovao oba pigmenta (Slika 38.). Najveéi broj izolata je produkovao
oba pigmenta (51%), manji broj samo fluorescin (33%) i samo piocijanin (15%). Takode,
izolati bolnickog porekla produkuju vise fluorescin (80%) nego piocijanin (70%). Oba
pigmenta produkuje najveci broj izolata (52%), a manji samo fluorescin (30%). Samo
piocijanin produkuje 18% izolata. Slican odnos postoji i kod izolata ambulantnog porekla
(88% i 64%). Oba pigmenta je produkovalo 52%, samo fluorescin 36%, a 12% samo
piocijanin. Jedan izolat bolni¢kog je produkovao piorubin uz fluorescin. Skoro da ne postoji
razlika u produkciji pigmenata kod izolata hospitalnog i ambulantnog porekla.

Izolati kultivisani iz briseva rana bolnickog i ambulantnog porekla produkuju vise
fluorescin nego piocijanin. Najveéi broj izolata produkuje oba pigmenta, manji samo
fluorescin, a piocijanin najmanji broj. Produkcija pigmenata kod izolata iz urina se donekle
razlikuje u odnosu na druge bolesnicke materijale. Tu skoro podjednak broj izolata produkuje
fluoresin i piocijanin, pre ¢emu su sa skoro identicnom ucestalo$¢u prisutni izolati, koji
produkuju oba pigmenta, samo fluorescin i piocijanin.

Izolati najzastupljenijih serotipova P11, P6, P1 i netibilni izolati su uglavnom
produkovali viSe fluorescin nego piocijanin. Najveéi broj izolata je produkovao oba

pigmenta, manji samo fluorescin, a najmanji samo piocijanin.
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Slika 38. Pigmenti P. aeruginosa na hranljivom agaru (Stankovi¢ Nedeljkovic,
2015.)

Ovi rezultati se razlikuju od podataka koji su dobijeni u ZC ’’Aleksinac ** 2009.
godine. U ispitivanju koje je obuhvatilo 233 izolata P. aeruginosae, najveci broj izolata je
produkovao samo fluorescin (58,54%), manji broj piocioanin (22,94%), a 21,21% izolata oba
pigmenta®®.

U ispitivanju koje je sprovedeno u Portugaliji, Fonseca sa saradnicima®*° je analizirao
produkciju piocijanina i fluorescina. Ispitivanje je obuhvatilo 88 klinicka izolata. Produkcija
pioverdina je ocitavana sa King B podloge, a produkcija piocijanina sa King A podloge,
nakon inkubacije od 18 do 24 h. Na osnovu produkcije pigmenata podelio je izolate P.
aeruginosa u Cetiri biotipa. Biotip 1 su ¢inili izolati koji su produkovali oba pigmenta, biotip
2 oni koji nisu produkovali ni jedan pigment. Biotipu 3 su pripadali izolati koji su
produkovali piocijaninin, a biotipu 4 izolati koji su produkovali fluorescin. Ispitivana je
osetljivost na imipenem, tikarcilin- tazobaktam, ceftazidim, aztreonam, amikacin, gentamicin
i ciprofloksacin.

Najveci broj izolata je bio iz bronhijalnog sekreta (58%), 18% sa katetera, 16% iz
urina i 11% iz eksudata. Pigmente je produkovalo 95% epidemijskih izolata i 87%
neepidemijskih. Najprisutniji su bili izolati koji su produkovali samo piocijanin (49%).
Produkcija pioverdina (biotipovi 1 i 3) je registrovana kod 37 izolata, a piocijanina (biotipovi
1 4) kod 75. Inace 35% epidemijskih izolata je bilo rezistentno na sve antibiotike ili sa
izuzetkom amikacina. Osim kod amikacina ili imipenema uocena je statisticki znacajna

razlika u osetljivosti na antibiotike. Genetskim ispitivanjima se doslo do podatka da je 51%
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bolesnika bilo kolonizovano izolatima sa istim genotipom. To se poklapalo sa podacima o
prostornom prisustvu bolesnika i vremenu kolonizacije od 27 dana.

Autori sa Jamajke®?’

su ispitivali kolonizaciju povréa P. aeruginosa iz maloprodajnih
objekata i megamarketa. Pratili su produkciju pigmenata i rezistenciju na antibiotike. Ispitano
je 95 uzoraka povréa: po 15 zelene salate, belog kupusa, Sargapere, paradajza i krastavca, 3
crvenog kupusa i 2 salate od meSanog povréa iz maloprodajnih objekata i megamarketa.
Produkcija piocijanina i fluorescina je pracena na King A i King B podlogama.

Povrée iz maloprodajnih objekata je bilo ceS¢e kontaminisano nego ono iz
megamarketa. U 88 uzoraka bio je prisutan P. aeruginosa. Sargarepa je bila najéeice
kontaminisana, a paradajz najmanje. lzolati P. aeruginosa su produkovali fluorescin,
piocijanin, piorubin i pionegrin. Fluorescin je produkovalo 42% izolata, a 68% pioverdin. 24
izolata nije produkovalo ni jedan pigment, davali su sluzave kolonije i uo¢eni su u svim
regionima, kod svih vrsta povréa327.

Ispitivanja produkcije pigmenata P. aeruginosa, koji su i veoma vazni faktori
patogenosti bakterije, su uglavnom vezana za patogeni efekat koji piocijanin i pioverdin
imaju u obolelim tkivima. Brojni su neposredni i posredni mehanizmi kojima pigmenti deluju
na kohabitujuca Ziva bica.

Piocijanin je imunomodulator. Inhibira pokrete cilija, produkciju azot oksida
makrofaga i epitelnih ¢elija, produkciju prostaciklina epitelnih ¢elija i oksidaciju leukotriena
B4 PML. Piocijanin menja produkciju superoksida, povisava nivo apoptoze kod PML i
inaktivaciju al inhibitora proteaze. Stimulise oslobadanje IL-8 i inhibise ekspresiju IL-2 i
njegovih receptora. U animalnom modelu stimulise efluks PML, bronhokonstrikciju i
smanjenje brzine pokreta trahealnog mukusa®®*#. Produkcija piocijanina omoguéava rast,
opstanak i prednost u mesanim kulturama. Biosinteza piocijanina se pove¢ava za vreme rasta
P. aeruginosa u biofilmu in vitro, a regulisana je QS.

Caldwell'®” je dokazao da piocijanin u hroni¢noj infekciji respiratornih puteva kod
misa sinhronizuje adaptivni imunski odgovor koji izaziva oSteCenje plu¢a. U in vivo
eksperimentima posle ekspozicije ¢éelija piocijaninom dolazilo je do ¢elijske hiperplazije i
metaplazije, fibroze provodnih puteva i destrukcije alveola. Posle izloZenosti od 12 nedelja
¢elije plu¢a misa su imale smanjenu ekspresiju T helper (Th) leukocita tipa 1. Postojala je

polarizacija u pravcu Th2 odgovora. Hroni¢na izloZenost piocijaninu povecava

nagomilavanje makrofaga, CD4" T ¢elija i PML, odgovornih za sekreciju tih citokina.
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Lau sa saradnicima®* je u eksperimentima in vivo na misevima ispitivao patogeni
efekat piocijanina na tkiva pluca. Piocijanin deficijentne mutante mvfR-phnAB i phzB
izazivaju sepsu sa manjom smrtnoséu nego divlji izolati P14. U in vitro ispitivanjima
piocijanin je pokazao visestruki Stetni efekat na Celije sisara: inhibiciju ¢elijske respiracije i
cilijarne funkcije, razvoj epidermalnih ¢elija, oslobadanje prostaciklina, poremecaj
homeostaze kalcijuma i inaktivaciju katalaze. Inaktivise vakuolarne ATP-aze pluc¢nih
epitelnih c¢elija. Lau je ispitivao patoloske efekte koje u pluéima izaziva direktno unet
piocijanin P. aeruginosa PA14. Promene su merene nakon 3, 6, 12, 16 i 24 h. Pracene Su u
preparatima pluc¢a obojenim hematoksilinom. Negativna kontrola su bile promene izazvane
sterilnom destilovanom vodom.

Piocijanin je indukovao bronhopneumoniju i priliv PML ve¢ 3 ¢asa posle prestanka
ekspozicije, izazivaju¢i kongestiju manjih provodnih bronhija. Efluks PML perzistira do 24
Casa posle prestanka ekspozicije. Plu¢a u koja je aplikovana destilovana voda ili produkti
piocijanina deficijentnih muntanti nisu imala promene u provodnom sistemu. U plu¢ima
obolelih od CF, izmerena je koli¢ina piocijanina od 27 ug/ml. Rezultati potvduju da je
piocijanin proinflamatorna supstanca u nastanku pneumonije.

Autori iz Indije su ispitivali 19 izolata P. aeruginosa koji su izazivali urinarne
infekcije. Osim serotipizacije merili su nivo enzima koje luci bacil, a koji su vazni faktori
patogenosti: proteaze, elastaze, alginata, hemolizina, piohelina, pioverdina i fosfolipaze C.
Model nastanka pijelonefritisa je prac¢en na modelu zenki misa. Serotipizacijom je najcesce
identifikovan serotip P11. Svi sojevi su lu¢ili ispitivane enzime i njihova produkcija je
opisivana kao niska i visoka. Uoc¢ena je najveca podudarnost izmedu produkcije hemolizina i
patogenog efekta bakterije. To se objasnjava vezivanjem gvozda iz eritrocita, toksicnim
efektom na leukocite i direktnim toksi¢nim dejstvom na epitel**,

Winstanley sa saradnicima®? je vrsio fenotipska i genotipska ispitivanja sojeva koji
su izazvali ulcerozni keratitis. Ispitivana su 63 soja P. aeruginosa izolovana iz 6 bolnica:
Londona, Birminghama, Newcastla, Bristola, Manchestera i Liverpoola. PSR je koris¢en da
se odredi distribucija TTS gena za toksine: exoT, exoY, exoS i exoU, tip pioverdin receptora i
tip flagelina (a ili b). Svi sojevi su izazivali beta hemolizu i produkovali siderofore na Azurol
S agaru. U ispitivanje su ukljuceni i referentni P. aeruginosa P1 i P. aeruginosa P14 sojevi.
Serotipizacija je obavljana komercijalnim Bio-Rad kitom. Serotipizacija je omogucila

identifikaciju 59 od 63 sojeva. Preostala 4 soja su aglutinisala polivalentni PME serum, ali ne
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monovalentne serume. Najveci broj sojeva (61%) je pripadalo serotipovima P1 i P11. PSR
reakcijama se doslo do podataka da je 37 (59%) imalo gen exoU, 24 (38%) exoS, 51 (81%)
exoY i 63 (100%) exoT. Uocena je signifikantna udruzenost (P<0,001) izmedu serotipa P11 i
prisustva exoU. Kod serotipa P1 exoS i exoU su ravnomernije zastupljni. 63 soja P.
aeruginosa su fliC tip (48 isolata, 76 %) ili fliC tip b (15 izolata, 24%). Uoc¢ena je povezanost
izmedu nekih serotipova i tipova flagelina. Dominantni serotipovi P1 i P11 su bili povezani
sa tipom a flagelina.

U uslovima kada postoji kompeticija bakterija u istom mikroekosistemu, P.
aeruginosa produkuje piocine, koji ubijaju bakterije iste vrste. Piocini se dele u dve grupe.
Nerastvorljive su R i F vrste, a S vrsta je rastvorljiva. R i F vrsta ubijaju bakterije
depolarizacijom citoplazmatske membrane. S piocin se razlikuje po na¢inu dejstva na ciljne
¢elije. MozZe delovati preko DN-aze, tRN-aze**,

Kada je koli¢ina gvozda ograniCena, P. aeruginosa produkuje pioverdin. Jedna od
najvaznijih uloga pioverdina i piohelina u fizologiji P. aeruginosa je da sluze kao siderofori
sa snaznim afinitetom vezivanja gvoida334. Svaki od tri tipa pioverdina se vezuje za razliCite
receptore spoljasne membrane FpvA L, II ili III***. Sekvence sva tri gena za fpvA su poznate.

Piocini se vezuju za iste receptore kao i pioverdini. Celije koje imaju receptore za
pioverdin su osetljive na dejstvo piocina. S3 piocini se vezu za FpvA Il receptor i ubijaju
osetljive sojeve P. aeruginosa. S2 piocini koriste tip | FpvA receptore za vezivanje. U
genomu P. aeruginosa PA P1 postoje tri lokusa za piocine S-tipa: PA1150-1151 (piocin S2),
piocin S4 (PA3866) i PA0984-0985 (piocin S5)*. Celije koje produkuju piocine moraju da se
zaStite od dejstva sopstvenog piocina. Slobodni piocini u citoplazmi mogu da ubiju ¢eliju
koja ih produkuje. P. aeruginosa proizvodi specifi¢ni zastitini protein koji prepoznaje toksine
direktnom interakcijom. Geni za produkciju zaStitnih proteina su obi¢no blizu gena za
piocina. P. aeruginosa PA P1 ne produkuje zastitini protein za piocin S4°%,

Elfarash sa saradnicima®® je ispitivao 43 izolata iz reke Woluwe u Belgiji da bi
ispitao koji receptor sluzi kao ulazna tacka za S4 i odredi koji gen za receptore feripioverdina
(fpvAl, 11 ili 1) je prisutan u njihovom genomu. Rezulati su pokazali da su svi S4 osetljivi
izolati imali gene za receptor fpvAl. 19 izolata koja su imala druga dva tipa receptora bila su
rezistentna na S4. Veliki broj izolata, (18 od 43) koji je bio rezistentan na S4, bio je pozitivan
za fpvAl gen. Takvi izolati su ispitivani PSR-om i nadeno je da svi imaju S4 zastitini gen, a

osetljivi sojevi su bili negativni za S4 imm gen. Zakljucci istrazivanja su i da P. aeruginosa
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P1 ima gen za zastitne proteine za S4. Produkuje tri S-tipa piocina: S2, S4 i S5. Piocini S2 i
S4 imaju najvecu aktivnost, ako osetljiva ¢elija nema dovoljno gvozda. Tada koristi

feripioverdin receptor FpvA, za koji se vezuju piocini S2 i S4, za ulazak u ¢eliju.

6.5. ADHEZIVNA SPOSOBNOST

Adhezija je pocetna i osnovna faza u formiranju biofilma i zbog toga je vazan ¢inilac
u patogenezi infekcija izazvanih P. aeruginosa. Vecina nasih izolata je imala sposobnost
adherencije na polivinil-hlorid nakon inkubacije od 60 min (81%). Minimalno povecanje
ekstincije je detekovano kod 11 izolata. Rezulatati ispitivanja adhezivnih sposobnosti kod
nasih izolata su pokazali veliku disperziju dobijenih vrednosti ekstincije.

Prose¢na ekstincija izolata iz ambulantnih izolata (0,002) i medijana su vis$i nego kod
bolni¢kih izolata (-0,033). Ekstincija kod izolata iz briseva rana (0,032) je visa nego kod
celokupne grupe (-0,015) i pri tome je visa kod izolata bolnickog porekla (0,033) nego kod
ambulantnih izolata (0,031), ali je razlika minimalna. 1zolati iz urina su imali vi$u ekstinciju
(0,015) nego sto je prosek u celoj grupi, ali nizu nego iz briseva rana. Prosek je bio visi kod
urina bolni¢kog porekla (0,038), nego ambulantnog (0,014). Serotip P1 je imao najvecu
sposobnost adherencije (ekstincija 0,039), pa serotip P11 (0,013) i P6 (0,003).

Mnogi radovi se bave aderencijom P. aeruginosa, kao prvom fazom u formiranju
biofilma. O’Toole'® je koristio divlje sojeve i mutante bez sposobnosti formiranja flagela
(flgK) i pila (pilB, pilC i pilY1) da ispita faze u formiranju biofilma. Smatra se je PilBCD
operon kodira biogenezu pila tipa 1V. Mali komadi¢i od polivinilhlorida (PVC) dimenzija
3mm X 6 mm su inkubisani do 24 ¢asa u mikrotitar plocama koje su inokulisane u
koncentarciji od <10° cfu/ml u M63 podlozi i inkubisane. Posle svakih 30 min plasti¢ni
umetak je posmatran fazno-kontrasnim mikroskopom. Ve¢ 30 min nakon pocetka inkubacije
divlji sojevi su formirali jedan sloj ¢elija koji se pricvrstio na povrSinu. Broj ¢elija koje su se
nalazile na povrsini biofilma je vremenom rastao.

Rezultati su potvrdili predpostavku da su za formiranje zrelog i kompletno
difenciranog biofilma neophodni i flagele i pili. Divlji soj je pokazao adheziju za PVC
povrsinu i zatim povecanje broja adherisanih celija. Mutante koje nisu imale sposobnost
formiranja pila su adherisale samo u jednom sloju i tu je prestalo formiranje biofilma. Prva tri

Casa razlika izmedu mutanti i divljih sojeva skoro da nije postojala. Posle 8 ¢asova formirale
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su se prve mikrokolonije divljeg soja, ali se to nije desilo kod mutantni. Na kraju su ¢elije
divljeg soja skoro potpuno prekrile povSinu PVC, tanjim slojem celija, $to se nije desilo
mutantama bez mogucnosti formiranja pila. Mutante bez formiranja flagela nisu imale
mogucnost skoro nikakve adherencije, pa je skoro beznacajan broj bakterijskih ¢elija koje su

adherisale.

6.6. PRODUKCIJA BIOFILMA

Biofilm kao nacin organizacije opstanka bakterija je mnogo efikasniji u odnosu na
planktonski nagin Zivota'®3¥’. U biofilmu su bakterijske ¢elije zastiéene od mehanigkih i
hidromehanickih sila, komponenti celularnog i humoralnog imuniteta i dejstva antibiotika i
dezinficijenasa. Bakterijske ¢elije u sastavu biofilma ¢ine rezervoar za perzistentnu infekciju.
Kada nema dovoljno kiseonika i hranljivih materija bakterije lakse prezivljavaju®®. Bakterije
u biofilmu lakse adherisu na epitel plu¢a. U RT bifilm je otporniji na pokrete cilija epitelnih
¢elija.

Bakterije u sastavu biofilma su mnogo rezistentnije na dejstvo antbiotika u odnosu na
planktonsku formu, pa je i eradikacija bakterija unutar biofilma komplikovanija. Jedan od
pretpostavljenih mehanizama rezistencije je nemoguénost prodora antibiotika u biofilm.
Antibiotici koriste razli¢ite mehanizme da prodiru u biofilm. Polimeri koji ¢ine matriks
biofilma otezavaju difuziju unutar biofilma. Neki antibiotici se inaktiviSu u spoljnim
delovima biofilma. Postoji horizontalni transfer rezistencije unutar biofilma. Biofilm moze
sadrzati viSe bakterijskih vrsta sa razliCitom rezistencijom na antibiotike. Jedno od
objasnjenja je da neke bakterijske celije u okviru zajednice nemaju dovoljno hrane i ne
razmnozavaju se sve podjednakom brzinom. Bakterije koje se sporije razmnozavaju su manje
osetljive na antibiotike. Slican je mehanizam rezistencije biofilma na oksidante kao $to su
hipohlorit ili vodonik peroksid**.

Skoro svi nasi izolati P. aeruginosa (99%) su imali sposobnost formiranja biofilma.
Analizom nivoa uvecéanja ekstincije u odnosu na negativnu kontrolu doslo se do zakljucka da
je vecina izolata imala umerenu sposobnost formiranja biofilma (87%). Izolati bolnickog
porekla su takode uglavnom imali umerenu sposobnost formiranja biofilma (78%), a manje
slabu sposobnost formiranja biofilma (22%). Izolati ambulatnog porekla su imali vise

izrazenu sposobnost formiranja biofilma, nego izolati bolnickog porekla. Najveci broj izolata
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(96%) je imao umerenu sposobnost formiranja, a samo 2% slabiju sposobnost formiranja
biofilma.

Prose¢na ekstincija pri odredivanju sposobnosti produkcije biofilma je 0,154. Izolati
iz briseva rana su imali slabiju sposobnost produkcije biofilma u odnosu celu grupu (0,129).
Izolati iz briseva rana ambulantnog porekla (prose¢na ekstincija 0,203) su imali izrazeniju
sposobnost produkcije biofilma u odnosu na bolnicke (0,093). Izolati (prose¢na ekstincija je
0,156) iz urina su imali viSu sposobnost produkcije biofilma u odnosu na one iz briseva rana.
Izolati iz urina ambulantnih bolesnika su formirali biofilm intenzivnijeg biovolumena
(ekstincija 0,234) nego izolati bolnickog porekla (0,114). Netipibilni izolati su formirali
biofilm najvece biomase (prose¢na ekstincija je 0,161). Slede¢i po vrednosti proseéne
ekstincije su izolati serotipa P1 (0,146), pa P11 (0,145) i P6 (0,127).

Woo sa saradnicima®*® je potvrdio pretpostavku da se u biofilmu razvija vise faktora
patogenosti nego kod pojedinaénih ¢elija. Uporedivani su adhezivnost, produkcija biofilma,
proteaza i elastaza, QS i funkcionalna ispitivanja pluca dispergovanih izolata P. aeruginosa iz
biofilma pluca obolelog od CF i referentni soj P. aeruginosa P1. Klini¢ki izolati su pokazali
vecu heterogenost i znacajno visi nivo elastazne aktivnosti i QS. Svi klinicki izolati su imali
3-4 puta visi nivo frekvencija mutanti, $to je vazno u adaptaciji P. aeruginosa.

Seth sa autorima®® je pratio produkciju biofilma kod istovremenog prisustva P.
aeruginosa P1 i S. aureusa na modelu misa in vivo. Pretpostavka je da su infekcije rana
uglavnom izazvane sa viSe mikroorganizama. Vremenom je P. aeruginosa postao
predominatan. Biofilm koji je formiran imao je viSe pokazatelja patogenosti nego biofilm koji
su formirale bakterije pojedinacno. Parametri inflamacije su bili izraZeniji 1 povisena
ekspresija IL-1PB i TNF-a. Biofilm koji su formirali mutantni sojevi P. aeruginosa je izazivao
nizu ekspresiju citokina.

Toyofuku” je ispitivao opstanak P. aeruginosa pod anaerobnim usloima, kakvi se
Cesto srecu u biofilmu. U nedostatku kiseonika energija se moze dobijati iz azot oksida,
denitrifikacijom. U plu¢ima kod CF vladaju mikroaerofilni do anaerobni uslovi. U prisustvu
azot oksida, dolazi do ekspresije gena koji ucestvuju u procesu denitrifikacije. Eskspresija je
regulisana sofisticiranom mrezom signalnih molekula. Glavni regulatorni protein koji prati
koncentraciju kiseonika je ARN protein. Aktivna forma proteina sadrzi [4Fe-4S]2+ klaster
koji se razara u prisustvu kiseonika. ANR indukuje gene koji su ukljuceni u produkciju

energije u mikroaerofilnim i anaerobnim uslovima.
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Ispitivana je sposobnost P. aeruginosa P1 izolovanog kod CF da formira biofilm u
aerobnim i anaerobnim uslovima pomocu laktoferina. Moguénost bacila da produkuje biofilm
je smanjena ako nema dovoljno gvozda u aerobnim uslovima, dok je u anaerobnim uslovima
formiranje biofilma veoma oskudno. Ako se soj preseje na podlogu sa dovoljno gvozda
ponovo ima sposobnost da formira biofilm. Ta osobina bacila se moze upotrebiti za
suprimiranje stvaranja biofilma u hipooksi¢nim sredinama, kao $to su pluéa kod CF*. Sli¢ne
rezultate dobio je i Borcherding sa saradnicima®®,

U ispitivanju koje je sproveo Shrout®?

pracen je uticaj nutritivnih karakteristika
sredine i pokretljivost P. aeruginosa na QS i razvoj biofilma. Koris¢eni su mutanti sojevi
laslrhll i lasRrhIR i divlji sojevi u sredini sa nedovoljno ugljenika. Divlji sojevi i mutante
kultivisani su u komorama u kojima su bili strogo dozirani sukcinati, glutamati i glukoza.
Rojenje takode uti¢e na rane faze formiranja biofilma. Intenzitet rojenja zavisi od koli¢ine

ugljenika. Mutanti sojevi su imali izrazen defekt u ranoj fazi produkcije biofilma (Slika 39.).
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Slika 39. Model nutritivnog uticaja i pokretljivosti P. aeruginosa na ranu fazu u
formiranju biofilma (Shrout , 2006.)

Posle 48h divlji soj je pokazao drugaciju strukturu biofilma u zavisnosti od izvora
ugljenika. Biofilm koji je kultivisan u komorama sa glutamatima i sukcinatima je gladak i
uniforman. Nasuprot tome, biofilm u sredini sa glukozom je bio sa¢injen od krupnih ¢elijskih
agregata.

Rezultati ovog ispitivanja ukazuju na slede¢i model formiranja biofilma. Sojevi koji
imaju moguénost rojenja pokazuju znacajnu povrSinsku pokretljivost i formiraju glatki
uniformni biofilm. U uslovima kada je ograni¢ena pokretljivost formira se biofilm sa
¢elijskim agregatima. Intenzitet trzaju¢ih pokreta i rojenja se ne menjaju kada soj raste u
okruzenju razli¢itih izvora ugljenika. Ako dode do poremecaja rojenja, Sto se deSava divljim
sojevima ako u njihovom okruzenju ima glukoze, produkuje se biofilm sa celijskim
agregatima (Slika 40.).
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U okruzenju sa sukcinatom mutanti sojevi su formirali razli¢it biofilm u odnosu na
divlje sojeve. Dodatak signalnih butiril homoserina je uticao na promenu strukture biofilma
kod mutanti. Kod biofilma koji formiraju mutantni sojevi samo su povr$ne bakterije u
mogucnosti da koriste hranljive supstance iz svog okruzenja i pokretne su. Samo povrsne

¢elije imaju moguénost deobe.

wild-type

laslrhl

Slika 40. Prikaz biofilma divljeg soja P. aeruginosa i lasl/rhll mutanti u uslovima kada

su im dostupni glutamati, sukcinati i glukoza kao izvori ugljenika (Shrout , 2006.)

Uocene su znacajne razlike u precniku rojenja izmedu ispitivanih sojeva u zavisnosti
od izvora ugljenika. Divlji sojevi roje intenzivnije kad rastu u okruzenju sa sukcinatima i
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glutamatima, a siromasnije kad rastu u sredini sa glukozom®®. Mutantni sojevi su takode

pokazali zavisnost rojenja od nutritivnih karakteristika sredine.

Kad rastu u okruzenju sa sukcinatom mutante pokazuju defekt u rojenju. Dodatak
signalnih molekula laslrhll poboljsava moguénost rojenja mutanti, ali ne i dodatak lasRrhlIR.
Mutante roje slicno divljim sojevima u sredini sa glukozom i sukcinatima, a pokazuju
oskudno rojenje sa glutamatom. Merena je kolicina signalnih molekula kod divljih sojeva i
mutanti. Divlji sojevi produkuju ramnolipid pod svim uslovima, a mutantni ne produkuju
detektabilne vrednosti ramnolipida. Sojevi koji imaju moguénost rojenja pokazuju znacajnu
povrsinsku pokretljivost i formiraju glatki uniformni biofilm, a u uslovima kada je ograni¢ena
pokretljivost formiraju biofilm sa Celijskim agregatima. Intenzitet trzaju¢ih pokreta i rojenja

se ne menjaju kada soj raste sa razli¢itim izvorima ugljenika.
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Klausen®*** je takode ispitivao vrstu pokreta i biofilm divljeg soja P. aeruginosa P1 i
mutanti bez mogucnosti formiranja pila fliM, pilA i fliMpilA u zavisnosti od vrste hranljivih
materija u ulovima protoka tec¢nosti. Biofilm koji su formirao P. aeruginosa P1 u prisustvu
minimalne koncentracije glukoze je pecurkastog izgleda. Razlikovao se od biofilma koji je
formiran u prisustvu minimalnih koli¢ina citrata i amino kiselina. Taj biofilm je bio gladak i
gust. Divlji tip i mutante su jednako adherisale na staklenu povrSinu u stati¢kim i proto¢nim
komorama. Mutante fliM i pilAfliM su formirale biofilm sa veCcom biomasom nego PilA i
divlji soj. Mutantni sojevi su bili deficijentni u formiranju biofilma u uslovima sa
minimumom hranljivih materija. Ali u uslovima kada su bili prisutni citrati i divlji soj i
mutante su formirale biofilm. Struktura biofilma se razlikovala. Divlji soj je formiralo biofilm
kao prekrivaé, a fliM mutante neravan biofilm. PilA i pilAfliM su formirali ispupcen i neravan
biofilm. Razli¢ite vrste biofilma koji produkuje neki soj P. aeruginosa su bitne zbog razi¢itih
vrsta inflamacije koje izazivaju.

Predhodni radovi su ukazivali da su pili tipa IV mozda klju¢ni za trzajuce pokrete i
formiranje biofilma'®. Formiranje peturkaste formacije je proces u kome se mobilne
subpopulacije u starijem biofilmu kre¢u preko povrSine i akumuliSu na nepokretnoj
subpopulaciji bacila. Imobilna subpopulacija je agregat celija i oznacava se i kao stalak.

Haydorn345 je medutim doSao do podataka da mutantni i divlji sojevi formiraju glatke
kolonije i da se struktura biofilma ne razlikuje kod divljih sojeva i mutanti.

Uloga koju ima QS u nastanku biofilma je i predmet mnogih ispitivanja. QS
reguliSsu¢i ramnolipidi su potrebni za rojenje u okruzenju sa sukcinatima, ali ne sa

344

glutamatima. IstraZivanje Shrout™" je specifi¢no jer ukazuje na ulogu QS u ranoj fazi razvoja

biofilma, za razliku od drugih ispitivanja, koja ukazuju na znac¢aj QS u kasnijim fazama.
Ispitivanja poslednjih godina ukazuju na alternativne metode terapije P. aeruginosa
posredstvom uticaja na biofilm, jer se doslo do zakljucka, da je to osnovni oblik organizacije

ivota bakterije®*’. Koriséeni su bakteriofage, dezinficijensi, IL-1p, TNF-y**°, S-fenil-L-

d346 111

cistein sulfoksid, 4-nitropiridine-N-oksid®, pa i ekstrakti belog luka ™, tobramicin,

347,55

azitromicin i druge bakterije®*°.

Ispitivanje Piresa i saradnika®*°

je obuhvatilo biofilm koji je formiralo 35 soja P.
aeruginosa i kontrolni soj P. aeruginosa ATCC 10145. Pracen je uticaj faga na formiranje
biofilma. Nije bilo razlike u biomasi kontrolnog soja i P. aeruginosa P1, nakon 24h i 48h.

Biofilm P. aeruginosa P1 nakon 24h je bio znacajnije metabolicki aktivniji nego nakon 48h.
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Vrednosti biomase biofilma koji je produkovao kontrolni soj su sliéne nakon 24h i 48h.
Nakon 24h broj bakterijskih ¢elija u biofilmu je kod kontrolnog soja bio statisticki znacajnije
vis$i, nego nakon nakon 48h. Sposobnost bakterijskih ¢elija P. aeruginosa P1 da prezive
nakon 24h je bila visa, dok ta razlika nije uo¢ena nakon 48h. Infekcija kultura bakteriofagom
philBB-PAA2 ve¢ posle 2h je smanjila broj vitalnih bakterijskih ¢elija, ali je P. aeruginosa
P1 bio rezistentniji na dejstvo bakteriofaga.

KneZevi¢™ je u svom ispitivanju pratio uticaj bakteriofaga na formiranje biofilma kod
21 izolata P. aeruginosa iz klinickih materijala i voda, pri razli¢itoj koncentraciji bakterijskih
¢elija. Ispitivani bakteriofagi P-1, P-2, P-3, 001A i & su pokazali inhibitorni efekat na
formiranje biofilma. Inhibicija porasta biofilma od 50% je dobijena primenom P-1, P-2 i P-3
faga kada je broj bakterija bio 1X102 1X10° CFU. Pri podetnom broju bakterija od 1x10°
uocena je inhibicija formiranja vise od 50% kod P-2, a P-1 i P-3 su bili manje efikasni.
Smanjenje biomase kod ve¢ formiranog biofilma je manje izrazeno. Pri maloj brojnosti
bakterija (1 x 102 i 1 x 10%) smanjenja biomase je bilo najveée kod & faga.

Sli¢ne rezultate, vezane za inhibitorni efekat faga na produkciju biofilma, dobili su i
drugi autori. U studiji koju je sproveo Cerca®® prvi put je primenjena metoda inhibicije
formiranja biofilma primenom bakteriofaga. Bakteriofagi 6 i | se vezuju za egzopolisaharide,
a ostali bakteriofagi za povrSinske proteine. Unutar formiranog biofilma zbog malih
dimenzija fagi se lako kre¢u kroz vodene kanali¢e. Utiu na smanjenje mase biofilma
razlaganjem egzopolisaharida. Cak i kad ne mogu da se vezuju za receptore, mogu da razore
egzopolisaharid i smanje masu biofilma. Neki fagi u sastavu viriona imaju polisaharid
depolimerazu.

Zhang sa saradnicima®* je ispitivao dejstvo RNK bakteriofaga i hlora na formirani
biofilm. Baktreriofagi, u koncentraciji od 400 PFU/mL i 4 x 10’ PFU/mL, inhibiraju
formiranje biofilma 45 + 15%. U koncentraciji 6000 PFU/mL i 6 x 10’PFU/mL,
bakteriofage redukuju biofilm 45 + 9%. Hlor u koncentraciji od 210 mg/L redukuje porast
biofilma 86 + 3%. Kombinacija 3 x 10’ PFU/mL i hlora smanjuje biomasu 94 + 2% i
ukloni 88+6%. U proto¢nim sistemima, gde postoji konstantno formiranje biofilma,
kombinacija faga u koncentraciji od 1.9 x 108 PFU/mL sa hlorom smanji biomasu za 97 =+
1%. Ve¢ formirani biofilm kombinacija faga nizih koncentracija i hlora smanjuje za 96 + 1%

za manje od 2 dana.
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Seth®? je pokazao da je zarastanje rane lakse, ako se u terapiji primenjuju sredstva
koja deluju inhibitorno na biofilm. Pratio je produkciju biofilma in vivo u rani inficiranoj P.

aeruginosa i S. aureus. Produkcija biofilma je drasti¢no menjala nivo IL-1f 1 TNF- c.

6.7.TRZAJUCI POKRETI

Trzajuci pokreti P. aeruginosa su prototip ovakvog tipa kretanja bakterija. Trzajuce
pokrete omogucavaju pili tipa IV. Pili tipa IV uCestvuju u pokretima svih vrsta kod P.
aeruginosa. Burrows™ je ispitivala detaljniju strukturu i podelila razli¢ite vrste pila tipa IV u
razlicite vrste: IVa, IVb i Tad. Trzaju¢i pokreti su identifikovani i kod drugih bakterija:
Acinetobacter calcoaceticus, Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis, Moraxella bovis i
Pasteurella multocida®?***. Enteropatogena E. coli moze da se kreée trzaju¢im pokretima.
Kod E. coli hemotaksi¢ni proteini su neophodni za kordinisane pokrete vezane za hemijske
gradijente, ukazujuéi da su trzaju¢i pokreti hemijski regulisani®>*,

Trzaju¢i pokreti su neophodni u procesu formiranja bifilma. Kod trzaju¢ih pokreta
bakterije se krecu linerno duz duze osovine i kre¢u se u velikim grupama. Mutante bez pila
ne mogu da se kre¢u ovom vrstom pokreta. Posmatrane mikroskopski ivice kolonija koje se
kre¢u trzaju¢im pokretima su nepravilne. Mutante sa defektnim pilima tipa 1V formiraju
glatke kolonije'®.

Da bi se bolje definisala uloga trzaju¢ih pokreta, koja vode do formiranja biofilma,
koriS¢en je fazno-kontrasni mikroskop. Posmatrano je formiranje biofilma 56 min i pravljene
su slike svakih 15 sekundi. Posle 360 min do 416 min, slike su pravljene svakih 7 min i
praceno je kretanje nekoliko kolonija preko PVC povrsine. Vecina kolonija se vremenom
povecavala, a neke su se delile. Formiranje mikrokolonija nastaje uglavnom agregacijom
susednih ¢elija na dispergovani prvi sloj ¢elija, a ne samo rastom bakterijskih ¢elija.

Konkretna uloga pila u trzaju¢im pokretima i formiranju biofilma je da stabilizuju
interakciju izmedu nezive povrSine (koja moze biti inicirana i flagelama) i/ili meducelijski
kontakt. Pili su vazni u trzaju¢im pokretima koji su neophodni u kretanju preko povrsine i
formiranju celijskih agregacija. Mutante bez pila se ne mogu kretati trzaju¢im pokretima.
Kolonije koje formira divlji soj P. aeruginosa P14 podsecaju na agregate koje daje

355

Myxococcus, za koje je neophodno prisusto pila®™°. Svi ovi procesi su u direktnoj ili

indirektnoj vezi sa homoserin laktonom koji regulise ekspresiju pila i trzajuce pokrete. S
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obzirom da i mutante mogu da adheriSu na nezive povrsine, to ukazuje da tu postoje i drugi
mehanizmi adherencije i trzaju¢ih pokreta. Osim pokreta na nezivim povrSinama pili su vazni
i uin vivo reakcijama sa invadiranim tkivima.

Postoje 1 suprotni podaci. Neki autori tvrde da je ponekad moguce formiranje biofilma
i bez pila tipa V. Heydorn®** je ispitivao trzaju¢e pokrete i formiranje biofilma P. aeruginosa
P1 u proto¢nim uslovima. Po podacima iz te studije divlji sojevi P. aeruginosa P1 su
formirali uniforman glatki biofilm bez mikrokolonija. Mutantni izolati bez moguénosti
trzajuc¢ih pokreta su mogli da formiraju biofilm, ali bez mikrokolonija. Kontradiktorni podaci
se objaSnjavaju povezano$¢u formiranja biofilma sa pojedinim serotipovima, nutritivnim
uslovima i primenjenom metodologijom.

P. aeruginosa P1 u genomu ima 4 kompletna signalna prenosna sistema za
hemotaksu, §to ukazuje na kompleksnost kretanja kod P. aeruginosa'®. Jedan od sistema
kontrolide hemotaksu kod plivanja®. Pil system je osnovni kod trzaju¢ih pokreta®™®. Druga
dva sistema su nedavno opisana i nije do kraja razjaSnjena njihova uloga. Tre¢i sistem je
slican sistemu koji je naden kod Rhodobacter sphaeroides, a reaguje hemokineticki sli¢no P.

%7 Cetvrti sistem je slican frz sistemu kod Myxococcus xanthus koji kontrolise

aeruginosa
specificne pokrete ove bakterijelO5.

P. aeruginosa ne moze da koristi zasicene masne kiseline kao izvor energije. P1
serotip moze da opstane u okruzenju zasicenih kiselina dugih lanaca, iako ne postoje trzajuci
pokreti**®, U metabolizmu dugolan¢anih masnih kiselina vaZan je njihov prelaz preko spoljne
membrane posredovan transporterima. Kod E. coli transporter je FadL. Kod P. aeruginosa tri
gena kodiraju homolog FadL. Delecija tri gena ne suptimira trzajuée pokrete prema
fosfatidiletanolamin (PE) ili nezasi¢enim masnim Kiselinama. Ovo ukazuje da postoji neki
drugi put kojim ovi atraktanti prelaze spoljnu membranu.

Kearns sa saradnicima®* je ispitivao intenzitet trzaju¢ih pokreta kod divljih sojeva P.
aeruginosa i pilJ mutante na TPM agaru u prisustvu masnih Kiselina fosfatidiletanolamin
(PE), dilauroil PE i dioleoil PE (Slika 42.). Inace, lipidi su idealni signali za kretanje bakterija
po povrSinama koje podrazumeva adherenciju i sporo kretanje. Smatra se da PE iz membrane
P. aeruginosa funkcioniSe kao endogeni autoatraktant i agregacioni signal. PE je prva
opisana lipidna supstanca hemoatraktant za P. aeruginosa. Ranije se znalo da je
hemoatraktant za neke celije (PML) i mrave. Pozitivan efekat na trzajuce pokrete ima i

fosfatidilholin. Za ekspresiju fosfatidilholin i PC potrebna je ekspresija PlcB koji je jedan od
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tri ekstracelularne fosofolipaze C. Moguce je da P. aeruginosa odreduje pravac kretanja uz
pomo¢ PE. PilJ mutante nemaju mogucnost trzajuc¢ih pokreta u prisustvu fosfatidiletanolamin
(PE), ali mogu da se krecu plivanjem. PE deluje podsticajno na trzajuée pokrete P.
aeruginosa P1 na vise nacina. EP je lumbrikant i pasivno deluje podsticajno na pokretljivost.
Drugo moguée objasnjenje je da je EP u vezi sa percepcionim sistemom koji reguliSe
motorne pokrete. Dilauroil PE i dioleoil PE indukuju pokretljivost.

Bakterije imaju moguc¢nost da promene pravac kretanja u grupi u zavisnosti od
hemotakti¢nih reakcija. U toku procesa hemotakse deSava se ekscitacija senzornog sistema
koji suprimira kretanje unazad, pa je produzeno kretanje prema hemoatraktantu. Kretanje se
nastavlja, dok god je koncentracija hemoatraktanata visa, jer adaptivni odgovor konstantno
desenzibiliSe senzorni sistem. PE povecava brzinu trzajuc¢ih pokreta i usmerava kretanje
prema produktima hemokineze.

Kod nedostatka gvozda (pvdA, fpvA i tonB) regulatorni geni i geni koji su ukljuéeni u
sintezu pioverdina imaju povisenu ekspresiju. Otkriveni su geni za Cetiri ekstracelularne
fosfolipaze C koje mogu da hidrolizuju PC i PE. Ti geni nisu suprimirani pri trzaju¢im
pokretima. Ekstracelularne lipaze P. aeruginosa doprinose njegovoj migraciji prema PE.
AlipA mutante se kre¢u bez odredenog pravca. AestA se uopste ne kre¢u. AlipC pokazuju
kretanje bez odredenog pravca, krec¢u se u obliku mehuri¢a prema PE. Gen koji kodira lipazu
EstA pokazuje znacajno povisenu funkcijugsg.

Miller®® je ispitivala transkipciju gena koji su udruzeni sa metabolizmom masti i
vezani su za trzajuce pokrete bez eksterno dodatih fosfolipida. Analizirano je da li su lipid
modifikuju¢i ili metabolicki enzimi uklju¢eni u trzaju¢e pokrete P. aeruginosa sa i bez
fosfolipida. U jednom sluc¢aju P. aeruginosa se kretao direktno ka PE (Slika 41.). U odsustvu
PE Ccelije su se kretale trzaju¢im pokretima, ali bez odredenog pravca. Podaci potvduju
hipotezu da se PE dalje razgraduje i da se polovina dugih lanaca masnih kiselina kompletno
metaboliSe. P. aeruginosa ima pozitivnu hemotaksu prema dugim lancima nezasi¢enih
masnih Kiselinama (oleinska kiselina), ali ne prema zasi¢enim (stearinska kiselina). Dokazano
je da pri trzaju¢im pokretima dolazi do represije gena koji su ukljuéeni u metabolizam
glukoze i koris¢enje glukonata i Klastera gena koji je uklju¢en u produkciju alkalne fosfataze.
Geni ukljuceni u produkciju alginata su u stanju represije pri trzaju¢im pokretima ka PE.
Nasuprot tome, postoji znac¢ajno povisenje ekspresije gena koji kodiraju razgradnju lipida,
transportni sistem za masne Kiseline dugih lanaca i enzima koji su ukljuéeni u razgradnju
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produkata PE. Ovakav raspored genske ekspresije ukazuje na vaznost degradacije PE pri
trzaju¢im pokretima, pri ¢emu je neophodna energija dobijena metabolizmom masnih

kiselina dugih lanaca neophodna.

Slika 41. Prikaz trzajué¢ih pokreta P. aeruginosa prema nezasi¢enim masnim

kiselinama i odsustvo pokreta prema zasicenim kiselinama (Miller, 2008)

P. aeruginosa produkuje enzime koji deluju na masne Kiseline, nazvane
lipohidrogenaze, aktivne prema oleinskoj, arahidonskoj i linolenskoj kiselini®**. Ovi enzimi
sintetiSu iste derivate iz arahidonske kiseline kao humani enzimi. Tako modifikovane
nezasi¢ene masne kiseline mogu delovati kao signalni molekuli ili hemoatraktanti. Derivati
arahidonske kiseline, koje produkuju celije domacina, ukljuuju¢i prostagladine,
tromboksane, leukotriene, hidroksi i epoksi masne kiseline, lipoksine i izoprostane mogu biti
hemoatraktanti za P. aeruginosa. Lipohidrogenaze mogu produkovati proinflamatorne i
antiinflamatorne derivate, od kojih su neki hemoatraktani za PML i makrofage®®?.

Prose¢na vrednost pre¢nika nash kolonija P. aeruginosa, posle kultivacije od 24h na
0,5% Lauril-Betoni agaru, je 7,75 mm =£ 2,36 mm, a Me je 6 mm. Izolati iz bolesnickih
materijala hospitalizovanih bolesnika su imali manju sposobnost trzaju¢ih pokreta (prosecna
vrednost kolonija je 7,31 mm) nego izolati ambulantnog porekla (prosec¢an pre¢nik kolonija
8,19 mm). Izolati iz briseva rana su formirali u proseku vece kolonije nego izolati iz ostalih
materijala (8,33 mm). lzolati iz briseva rana bolnikog porekla su imali manju sposobnost
trzajucih pokreta (prose¢na vrednost pre¢nika kolonije 8,12 mm.), nego izolati ambulantnog
porekla (prosecan pre¢nik kolonija 8,67 mm.). Izolati iz urina su imali manju sposobnost

trzaju¢ih pokreta (5,29 mm.) nego preostali izolati. Najvecu sposobnost trzaju¢ih pokreta su
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imali izolati serotipa P11 (8,22 mm.), pa P6 (8,18 mm.) i P1 (7,7 mm.). Netipibilni izolati su
imali prose¢ni precnik kolonija 7,93 mm.

O’Toole sa saradnicima’® je ispitivao produkciju biofilma kod divljih sojeva P.
aeruginosa i mutante, koje nemaju flagelarnu pokretljivost i/ili mutante, koje nemaju pile tipa
IV. Praden je razvoj biofilma koris¢enjem fazno-kantrasnog mikroskopa na nezivim
povrs§inama, tokom 8 ¢asova. U poredenju sa divljim sojevima, Sojevi sa mutantnim pilima su
formirali samo jedan sloj na polivinilhlorid (PVC) komadi¢ima dimenzija 3 mm X 6 mm, ali
ne biofilm. Manji broj mutantnih sojeva sa izmenjenim flagelama se vezao nakon 8 ¢asova za
PVC povrsinu. Od 2400 mutanti P. aeruginosa P14, koje su nastale primenom transpozoma
Tn5-B30 (Tcr), 15 (0,5%) nije moglo da formira biofilm. Od tih 15, 13 je imalo normalan
rast, ali nije formiralo biofilm. Pokretljivost divljih sojeva i 13 mutanti je ispitivana na 0,3%
agaru. Divlji sojevi i mutante sa nemoguénosc¢u stvaranja pila (pil B i pilC) bile su pokretne.

Tri mutantna izolata su bila nepokretna (sad-36, sad-42 i flgK).

6.8. ROJENJE

Henrichsen je prvi opisao fenomen rojenja®*®. Rojenje je najbrzi poznati nacin
kretanja bakterija po ¢vrstoj povrSini. Omogucava brzu kolonizaciju sredine u kojoj se
bakterija nalazi i tkiva domacina. Rojenje je kompleksan proces koji zahteva integraciju
hemijskih 1 fizickih signala, pri kome nastaje fizioloska i morfoloska diferencijacija bakterija.
Genetski mehanizmi koji reguliSu rojenje su komplikovani. Kod nekih vrsta za proces rojenja
neophodan je surfanktant. Sinteza surfanktanta je pod kontrolom QS. Biosurfankantni
molekuli snizavaju povrSinski napon, Sto omogucava bakterijama da se krecu preko povrsine.
QS kontolise rojenje preko RhIR koji izaziva ekspresiju rhlAB gena. Sposobnost rojenja
imaju slede¢e bakterije: P. aeruginosa, Proteus sp., Serratia sp., Yersinia enterocolitica,
Klebsiella pneumoniae, Vibrio cholerae, Salmonella typhi murium i S. dublin®**.

Na proces rojenja uticu heterogenost supstrata, povrsinski aktivne sile, karakteristike
signalnih molekula, viskozitet, koncentracija bakterija i njihov efekat na hidrodinamiku
filma. Kod velike koncentracije bakterija, moze se pojaviti viSe vrsta pokreta bakterija. 1z
inokulacione tacke bakterije migriraju koordinisano kao definisana grupa. QS reguliSe ve¢inu
pokreta. P. aeruginosa produkuje ekstracelularne faktore koji moduliraju pokrete. Geneticka

ispitivanja su pokazala da modulacija pokreta zavisi od ramnolipida.
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Polifosfat kinaza (PPK) koju kodira ppk gen je jedan od najosnovnijih enzima kod
mnogih bakterija u sintezi organskih polifosfata iz ATP***. Naden je kod Gram pozitivnih i
Gram negativnih bakterija: P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Vibrio cholerae,
Salmonella typhi murium, S. dublin i Helicobacter pylori. Ako dode do inaktivacije ppk gena,
dolazi do gubitka PPK aktivnosti i smanjenja koli¢ine polifosfata. Mutanta sa izmenjenim
ppk genom P. aeruginosa P1 nema flagelarnu pokretljivost. 1zmenjeni sojevi kod CF nemaju
mogucnost formiranja obilnog i diferenciranog biofilma. Javlja se poremecaj funkionisanja
QS i produkcije ramnolipida i elastaze. Mutante imaju deficit pila tipa 1V, pa imaju
poremecaje trzajué¢ih pokreta i rojenja. Kod kultura koje roje, bakterije sa polarnim
monotrihama se diferenciraju u izduZene, polarne, multitrihe, udruZene u multicelulurne
strukture koje upravljaju kretanjem preko povrSine ¢vrstih podloga. Pokazano je ¢ak da su
¢elije u roju rezistentnije na antibiotike. Prisustvo plazmida koji nosi ppk gen u potpunosti
nadoknaduje defekt ppk gena.

Posto je pokretljivost veoma znaCajna U opstanku bacila u prirodi i izazivanju
inflamacija, zavisnost kretanja od ppk gena ukazuje na vazan uticaj poli-fosfata u pocesima
kao sto su formiranje biofilma, simbioza i virulencija. Neorganski fosfat je linearni lanac od
10 ili vise stotina fosfatnih ostataka spojenih za visoko energetske fosfoanhidridne veze. Poli-
fosfati imaju razli¢ite i brojne bioloSke funkcije u zavisnosti od toga gde se se nalaze i kad je
to potrebno. Medu tim funkcijama je supstitucija za ATP u reakcijama kinaze. Uti¢u na
detoksikaciju dvovalentnih metala i sluze kao rezervoar fosfata. Poli-fosfati su omotaci
bakterija, imaju regulatornu ulogu u rastu, razvoju i vazni su kod stresnih stanja. Odusutvo
PPK kod ecukariota Cini ovaj enzim eventualnim ciljnim mestom za dejstvo na P.
aeruginosa®®.

Rashids sa saradnicima je u svom ispitivanju sa divljim i ppk defektnim sojevima P.
aeruginosa proveravo sposobnost plivaju¢ih pokreta, rojenja i trzaju¢ih pokreta. Rezultati su
potvrdili pretpostavku da je ppk gen neophodan za pokretljivost i formiranje biofilma P.
aeruginosa®®.

Glutamat, aspartat, histidin ili prolin, kao izvori azota P. aeruginosa, indukuju
rojenje® (Slika 42.). Arginin, asparagin i glutamin ne podstiu rojenje. Analiziran je uticaj tih
amino kiselina, u razli¢itim koncentracijama, na pokretljivost P. aeruginosa, na agaru
razli¢ite koncentracije. Aspartati i glutamati u koncentaciji od 0,01% i 0,1%. su imali

najpodsticajniji u¢inak na rojenje. Kada je amonijum hlorid koriS¢en kao izvor azota u
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koncentraciji od > 5 mM, rojenje nije uoceno. Pri koncentraciji od <I mM posle produzene
inkubacije uoceno je rojenje. Celije sa ivice kolonija koje roje su dva puta duZe od ¢elija iz

centra®’.

Slika 42. Uticaj razli¢itih amino kiselina kao izvora ugljenika i koncentracija

agara na rojenje P. aeruginosa (Kohler, 2000.)

Proces rojenja zavisi i od izvora ugljenika. Dok je aspartat sluzio kao izvor ugljenika,
glukoza je omogucavala optimalan rast. Glicerol nije bio dovoljan za proces rojenja, dok
sukcinati nisu omogucavali rojenje. Kada su aspartati ili glutamati sluzili kao izvor ugljenika
rojenje nije uoceno.

FIiC mutanta P. aeruginosa pokazuje blago smanjenje rojenja, dok pilR i pilA
mutante nemaju nikakvu mogucnost takvih pokreta. las mutante su imale blage promene u
procesu rojenja. Bakterije sa defektom rhl sistema su kompletno nesposobne za proces
rojenja (Slika 43.).

PT454 rhil PT462 rhiR

PT466 las] PT498 lasR

Slika 43. Rojenje rhl i lasl mutanti P. aeruginosa (Kohler, 2000.)
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Zbog znafaja koju pokretljivost ima u patofiziologiji infekcija izazvanih P.
aeruginosa, naucnici su pokusavali da je suprimiraju. Kori§¢eni su proanticianidini, tanini iz
brusnice i drugih biljaka koje imaju tanine. Tanini kompletno blokiraju rojenje, ali ne
blokiraju plivanje i trzaju¢e pokrete. Ekstrakt zelenog ¢aja blokira rojenje. Eksperimenti su
pokazali da tanini nisu uticali na rast P. aeruginosa. Ako su u podloge stavljani sufranktanti
sposobnost rojenja se delimi¢no obnavljala. Ovo sugeriSe da tanini delimi¢no deluju
sistemom, Kkoji je povezan sa ramnolipidima. Agar postaje manje hidrofilan, ako je okruzen
tanin produkuju¢im bakterij ama’*.

Svi na$i izolati su imali sposobnost rojenja. Prose¢na vrednost kolonija P. aeruginosa
nakon inkubacije na 1% Lauril Bertoni bujonu je 39,98 mm. Izolati bolni¢kog porekla
(prosecni preénik kolonija je 41,92 mm) imali su veéu sposobnost rojenja, nego izolati
ambulantnog porekla (proseéna vrednost pre¢nika kolonija 38,05 mm). Izolati iz briseva rana
su imali ve¢u sposobnost rojenja (prosecni preé¢nik kolonija 42,99 mm) nego preostali izolati.
Izolati bolni¢kog porekla (45,01 mm) imali su veéu sposobnost rojenja neko ambulantnog
(39,65 mm). lzolati iz urina su imali manju vrednost proseka kolonija u odnosu na ostale
izolate (34,63 mm). Izolati bolni¢kog porekla su imali prose¢ni pre¢nik 22,91 mm. lzolati
ambulantnog porekla su imali mnogo vecu sposobnost rojenja (prose¢ni prec¢nik kolonije
48,7mm). Najveci prosecni pre¢nik kolonije imaju netipibilni izolati (42,89 mm). Sledeci po
sposobnosti rojenja je serotip P6 (prose¢ni pre¢nik kolonije 42,75 mm), pa P11 40,55 mm i
P1 36,08 mm.

Ogino sa saradnicima®* je ispitivao efekat makrolida (eritromicina i roksitromicina)
na sposobnost rojenja i antistafilokoknu aktivnost klinickih izolata P. aeruginosa i kontrolnog
soja P. aeruginosa ATCC27854. Koris¢ena je agar diluciona metoda. Negativan uticaj nije
uocen do koncetracije 12,5 pgr/ml eritromicina i roksitromicina. Dokazano je da makrolidi
deluju inhibitorno na faktore virulencije P. aeruginosa, kao §to su produkcija proteaza,
elastaze i piocijanina. Farmakoloski inhibitorni efekat makrolida na P. aeruginosa nije do
kraja razjaSnjen, ali je predmet mnogih ispitivanja.

Tremblay® je ispitivao genetske karakteristike bakterijskih éelija u centru i prstolikim
nastavcima kolonija koje roje. Celije na vrhu prstolikih nastavaka su aktivnije, §to je
dokazano poviSenom ekspresijom gena ukljuenih u respiratorni transport elektrona i

produkciju ATP. Ekspresija gena vezanih za faktore patogenosti je snizena. Celije u centru
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kolonije pokazuju intenzivan odgovor na oksidativni stres. One produkuju veée koli¢ine
transkripta mnogih sekretornih faktora koji su udruzeni sa virulencijom i vezivanjem gvozda.
Koris¢enje gvozda i hranljivih supstanci su centalni aspekt transkripcionih analiza.

Fauvart>®®

je ispitivao i uporedivao tipove rojenja kod P. aeruginosa i Rhizobium etl.
Uocena je povezanost produkcije biofilma od podloge. Nelinearno difuzioni model, kod koga
rojenje li¢i na grananje, nastaje zbog senzitivnosti na lokalne neravnomernosti podloge. Ovaj
pristup objasnjava model na podlozi, ali nije do kraja razjasnjena kinetika rasta. Paralelno
kretanje se odvija Sirenjem viskozne kapi pod uticajem surfanktantnih sila, $to vodi do
formiranja sli¢nih Sara. Ako se pode od Cinjenice da su esencijalni molekuli u rojenju snazni
sufanktanti, pretpostavlja se da postoji moguénost kretanja pomocéu uticaja povrSinske
napetosti. Marangoni pokreti takode mogu dovesti do formiranja prstolike $are. P. aeruginosa
pokazuje prstoliki tip rojenja na poluévrstoj polozi, dok se rojenje Rhizobium etl opisuje kao
rojenje tipa latica cveta. Za Rhizobium etl formiranje roja i brzina Sirenja su povezani sa

povrSinskim pritiskom, debljinom kolonije 1 viskozitetom.

6.9. OKSIDATIVNI STRES

Humane ¢elije imaju viSe mehanizama kojima neutraliSu toksi¢no dejstvo kiseoni¢nih
radikala u slucaju oksidativnog stresa (ROS). PoviSenje nivoa kiseoni¢nih radikala dovodi do
respiratornog oksidativnog stresa (ROS). Povisen nivo antioksidantnih enzima igra glavnu
ulogu u =zastiti celija od oksidativnog stresa i odrzanju zivotnih funkcija Celija i
funkcionisanju pod stresom. Najvazniji enzimi koji ¢elije luce u slucaju oksidativnog stresa
su mangan superoksid dismutaze (MnSOD), bakar zink superoksid dismutaze (CuZnSOD) i
katalaza. Na aktivnom mestu kod MnSOD je mangan i on se nalazi u mitohondrijama. Kod
CuzZnSOD mangan je zamenjen bakrom i cinkom i nalazi se u citozolu. Prisustvo CuZnSOD
je detektovano i u peroksizomima i na mestima u ¢eliji, gde je prisutna katalaza. Katalaze
sisara vezuju 4 razli¢ita NADPH molekula pomaZuéi odrzavanje enzimskog sistema®®.

P. aeruginosa pri oksidativnom stresu deluje visestruko negativno na ¢elije domacina.
Jedan od patogenih efekata kojima piocijanin deluje na humane ¢elije je produkcija vodonik
peroksida i superoksida, a istovremeno uti¢e na nivo antioksidativnih enzima. Piocijanin

direktno oksidise NADPH produkujuci superoksid. Redoks ciklus piocijanina se odvija blizu
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mitohondrija. Verovatno je da povisen nivo superoksid dismutaze prevenira oslobadanje
superoksida iz mitohondrija i njegovu subsekventnu interakciju®®..

ROS se deSava i kao posledica reakcija u redoks ciklusu piocijanina. Piocijanin se
produkuje u provodnim putevima kod CF u koli¢ini od oko 100 pmolV/L?*!. ROS koji izaziva
piocijanin inhibira aktivnost Kkatalaza, iscrpljuje rezerve glutationa i povecava oksidaciju
redukovanog glutationa. Konstantna produkcija oksidativnih radikala i inhibicija
antioksidantnih mehanizama prevazilaze antioksidativni kapacitet plu¢a i dolazi do oStecenja
tkiva???*3. Ostecéenja pluca, tatnije provodnih puteva koja P. aeruginosa izaziva kod CF,
nastaju zbog disbalansa izmedu oksidantnih i antioksidantnih reakcija i izmedu proteazne i
antiproteazne aktivnosti. U zdravim provodnim putevima antioksidantni kapacitet prevazilazi
oksidantni®®’. Antioksidantno dejstvo imaju enzimi, vitamini, helatori metala i tioli. Kod
infekcija izazvanih P. aeruginosa postoji masivan inflamatorni odgovor posredovan PML
koji stimuliSu 1 domacin 1 bakterija. Promene imunskog sistema izazivaju povisenje nivoa
citotoksi¢nih reaktivnih derivata kiseonika koje produkuju leukociti.

O'Malley**® je u ispitivanjima otecenja, koja piocijanin nanosi humanim alveolarnim
¢elijama i bronhijalnim epitelnim ¢elijama tipa A549 oksidativnim stresom, analizirao uticaj
razli¢itih koncentracija piocijanina na nivo CuZnSOD i katalaze. Negativnu kontrolu ¢inile su
éelije koje su tretirane destilovanom vodom. Celije su izlagane dejstvu razli¢itih
koncentracija piocijanina u trajanju od 2 Casa, 6 Casa, 12 Casa i 24 Casa. Posle 24 casa
piocijanin smanjuje celijsku katalaznu aktivnost, ekspresiju katalaza, ali ne superoksid
dismutazu. U koncenraciji od > 2,5 uM piocijanin je smanjio katalaznu aktivnost u odnosu na
negativnu kontrolu (P < 0,05, P < 0,001). Ako je ¢elijska linija tretirana piocijaninom u
koncentraciji od 50 uM u trajanju od 2 ¢asa, 6 Casa, 12 Casa i 24 ¢asa, Smanjivana je aktivnost
katalaza samo za 24c¢asa. Kad su umesto celijske linije A549 u eksperimentu koriS¢ene
normalne humane bronhijalne epitelne celije (NHBE), takode je dolazilo do sniZenja
aktivnosti katalaze u poredenju sa negativnom kontrolom. Ako su NHBE izlagane ekspoziciji
50 uM piocijanina iznad 12 ¢asova, smanjivao se nivo katalaza. Smanjenje se javlja 2 ¢asa od
ekspozicije c¢elija piocijaninom. U daljem ispitivanju A549 celijskoj liniji su dodavani
MnSOD i CuzZnSOD. Dodavanje MnSOD prevenira gubitak A549 katalaznog enzima, ali ne
katalazne aktivnosti. Primena piocijanina u koncentraciji od 100 uM nema efekat na
katalaznu aktivnost u hiperekspresiji A549 celija. Zakljucak je da izlaganje piocijaninu

dovodi do smanjenja katalazne aktivnosti.
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Provodne ¢elije pluca, kod CF, su stalno izlozene dejstvu piocijanina. Kod infekcije
izazavane P. aeruginosa ¢ak i odlozeno izlaganje, posle inicijalne ekspozicije piocijaninu, je
vazno. Koncentracija katalaze je Cesto regulisana na transkripcionom nivou. Northern blot
analizom je dokazano da izlaganje piocijaninu dovodi do smanjenja nivoa mRNK katalaze.
Tretiranje A549 celijske linije MnSOD, ali ne CuZnSOD, inhibira mogu¢nost piocijanina da
smanji nivo celijske ekspresije katalaze. Povisena ekspresija MnSOD prevenira promene
transkripcionih faktora koji regulisu ekspresiju ¢elijske katalaze izazvano piocijaninom.

Regulacija gena humane katalaze nije do kraja razjasnjena. Piocijanin ima mogucnost
da inhibira katalaznu aktivnost nezavisno od efekta na ekspresiju proteina katalaze. Povisena
ekspresija MnSOD prevenira gubitak katalaznog proteina kod c¢elija tipa A549 koje su
izlozene piocijaninu. Dokazano je da inkubacija procis¢ene katalaze goveda sa piocijaninom
vodi do znaajnog smanjenja aktivnosti tog enzima. Ovakva promena nije uocena pri
koris¢enju katalaze Aspergillus niger, koja ne vezuje NADPH. S obzirom na ¢injenicu da je
piocijanin sposoban da prihvati elektrone direktno od NADPH, smatra se da piocijanin
inibira katalaznu aktivnost delom kroz potroSnju katalaze udruzene NADPH, §to ima za
posledicu produkciju superoksida i/ili H,O,. Citotoksi¢ni efekat piocijanina se vezuje za
njegovu sposobnost da indukuje formiranje ROS u ciljnim ¢elijama.

Whelan sa saradnicima®® je ispitivao fizioloske posledice redukcije piocijanina,
testiranjem intracelularne koncentracije NADH i NAD" kod divljih tipova i mutanti defektnih
pri produkciji fenazina. Mutantni sojevi vise akumuliraju NADH u stacionarnoj fazi nego
divlji tipovi. Ova poviSena akumulacija korelira sa smanjenom koncentracijom Kiseonika.
Dodavanje piocijanina fenazinskoj nultoj mutanti snizava nivo NADH ukazujué¢i, da
redukcija piocijanina ubrzava uspostavljanje balansa u odsustvu drugog akceptora elektrona.

Kultura P. aeruginosa PA14 u Lauril-Bertoni bujonu u stacionarnoj fazi menja plavo-
zelenu boju zbog produkcije piocijanina, naroito za vreme faze rasta. P. aeruginosa
katalizira redukciju piocijanina (Slika 44.). Proces se lako uocava, kad se kultura iz
stacionarne faze nade u uslovima niske koncentracije Kiseonka. Piocijanin se menja iz plave
forme (oksigenisana) u bezbojnu (redukovanu). Na mestu gde se sre¢u vazduh i bujon,
piocijanin ostaje oksidisan ili postaje reoksidisan reakcijom sa Kkiseonikom. Respiracija
bakterije formira bezbojan sloj nekoliko mm ispod mesta spajanja, zbog pada koli¢ine
kiseonika. Ako se centrifugira kultura u stacionarnoj fazi, pa se ostavi u sobnoj temperature 5

min, posle mesanja na vorteksu unutrasnjost bujona povrati pocetnu plavu boju. Ako se
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izmeri spektar apsorcije supernatanta iz ove suspenzije u uslovima kada je koli¢ina kiseonika
stabilna, pa se kultura prebaci u anaerobne uslove i izmeri spektar apsorcije supernatanta,

uzorak pokazuje smanjenje apsorcije, ukazuju¢i da je piocijanin redukovan®.
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Slika 44. Produkcija piocijanina P. aeruginosa P14 u stacionarnoj fazi u

razli¢itim uslovima i na razli¢itoj temperaturi supernatanta (Whelan, 2007.)

Nivo redukcije piocijanina je visi u stacionarnoj fazi. Ispitivane su kulture P.
aeruginosa u razli¢itim fazama razvoja da bi se kvantifikovao nivo redukcije piocijanina.
Uocen je pad apsorbance piocijanina u oksidisanom stanju i povisenje redukcije piocijanina,
posle pojave piocijanina u stacionarnoj fazi. Kod divljih sojeva P. aeruginosa P14 pojava
piocijanina korelira sa ulaskom u stacionarnu fazu, sa platoom u kasnoj stacionarnoj fazi,
dostizu¢i koncentracije od ~100 do 300 puM, zavisno od uslova rasta®®.

Nivo intracelularnog nivoa NADH/NAD™ zavisi od dostupnosti donora i akceptora
elektrona. Nitrati smanjuju nivo NADH/NAD" §to govori da je nivo kiseonika bio limitiran
za vreme stacionarne faze. Ako se divljem tipu doda 50 mM glukoze i ispituje koncetracija
piocijanina pri dodatku NAD(H), dolazi do poveé¢anja nivoa NADH/NAD" pri ulasku u
stacionarnu fazu. Ovo potvduje da piocijanin moze da funkcioniSe kao alternativni oksidant,
kada je koli¢ina terminalnih akceptora elektrona ogranicena. P. aeruginosa PA14 produkuje,
a u kasnoj stacionarnoj fazi koristi, piruvate. Za fermentativne organizme, kao $to su E. coli i
Propionibacterium freudenreichii, dodatak sinteticke redoks komponente, fericianida,
poviSava razmenu kroz centralni metaboli¢ki put®***”°. Fericainid funkcionise kao prenosilac
elektrona, od glavnih skladista reduktanata u ¢eliji, do mesta gde se smanjuje potreba za

371

formiranjem redukovanijih produkata®’". Ekskrecija piruvata je uocena u kulturama drugih

32 Mehanizam regulacije nije do

bakterija, Aerobacter aerogenes i Photobacterium fischer
kraja razjaSnjen.
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P. aeruginosa fermentuje sukcinate u uslovima nedostatka energetskih supstaci.
Transformise ih u laktate, acetate i/ili sukcinate. Produkcija laktata ili piruvata zahteva
NADH. Transformacija piruvata u acetate zahteva acetil-CoA NAD". Nivo NADH/NAD"
kod divljeg tipa favorizuje produkciju acetata. Kod mutanti, koje ne mogu da produkuju
fenazine, favorizuje se produkcija laktata i sukcinata. Kod divljeg soja, u kasnijoj
stacionarnoj fazi (oko 30h posle inokulacije), posle porasta u podlozi sa 50 mM glukoze,
koncentracija piruvata je bila 6mM, ali nije detektovana u defektnih mutanti. Dodavanje
piruvata mutantama pri ulasku u stacionarnu fazu izaziva kod njih pojavu fenitipova koji
ekskretuju piruvat, ali produkuju samo oko polovine koli¢ine koju produkuju divlji
serotipovi. Citrati, laktati i acetati su detektovani kod divljih i mutantnih sojeva. Tokom
inkubacije od 42h, svaka 4h je odredivan nivo piruvata da bi se detaljnije odredilo vreme
produkcije piruvata.

Piruvat je bio detektovan 22h do 26h posle inokulacije, sa pove¢anjem do ~5 mM do
38h. Posle 42h koli¢ina piruvata se smanjivala kod divljeg i mutantnog soja do koncentracije
~0.05 mM. Fermentacija piruvata olaksava opstanak P. aeruginosa P14 u uslovima kada
nema dovoljno energentskih izvora. Predpostavljalo se da je piruvat kompletno oksidisan
kori§¢enjem malih koli¢ina kiseonika koji je bio dostupan ¢elijama®".

U ovom ispitivanju doslo se do podataka da se reduktivne aktivnosti povecavaju u
stacionarnoj fazi rasta. Ali, ne moZe se re¢i da do toga dolazi samo zbog poviSenja
koncentracije donora elektrona. Piocijanin indukuje ekspresiju gena koji kodiraju efluks
pumpe za viSe antibiotika i oksidoreduktaza, koje mogu biti ukljuene u redoks sistem*"*.

Redukcija piocijanina NADH je termodinamicki favorizovana reakcija. Postoji
inverzan odnos izmedu intracelularnog nivoa NADH i produkcije piocijanina.

Razumevanje mehanizma oksigenacije piruvata kod pseudomonada omogucava
razumevanje potencijalnog mehanizma kojim ova reakcija moze biti inhibirana. Konverzija
piruvata u koenzim A je katalizirana piruvat dehidrogenazom, velikim multienzimskim
kompleksom, koji je prisutan za vreme aerobne kultivacije kod bakterija i eukariota®”*. Bez
obzira Sto ekskrecija piruvata divljeg soja P. aeruginosa rezultira toksi¢nom reakcijom, ona
moze biti korisna u uslovima produkcije piocijanina. Ekskrecija piruvata, koja preostaje,
moze potencijalno Koristiti u uslovima ekstremnih energetskih nedostataka. Ovakva reakcija
je malo verovatna u zemlji, ali je vazna kod obolelih od CF. Oboleli sa hroni¢nom infekcijom

375

obi¢no imaju kolonizaciju sa koncentracijom oko 10" CFU/g u sputumu®”®. Moguénost da se
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saCuvaju resursi akceptora elektrona i zalihe supstrata ili njegov transfer u energetski
siromasna podrudja je povezana sa opstankom populacije P. aeruginosa®’®.

Prose¢na vrednost inhibicije porasta P. aeruginosa oko diska filter papira sa 30%
H20:, nakon inkubacije od 24h na mozdano sr¢ano infutzionom agaru je 2,4 mm. Kolonije
56% izolata rasle su uz sami disk filter papira, bez ikakve zone inhibicije. Ti izolati su imali
apsolutnu rezistencju na toksi¢no dejstvo H202 Prose¢na zona inhibicije oko diska je Sira kod
izolata bolnickih izolata (3,88 mm.) u odnosu na ambulantne izolate (0,92 mm), sto ukazuje
na vecu osetljivost na toksi¢no dejstvo ROS.

Prose¢na inhibicija porasta izolata iz briseva rana ukazuje da su oni otporniji na

toksi¢no dejstvo ROS (0,59 mm) u odnosu na ostale izolate. Izolati iz rana bolni¢kog porekla

(0,26mm).

Najotporniji na dejstvo kiseoni¢nih radikala su izolati koji su bili serotip P11. Oni su
imali proseénu zonu inhibicije porasta oko diska filter papira 1,63 mm, pa serotip P1
(2,84mm) i izolati serotipa P6 3,181 mm. Netipibilni izolati su imali prose¢nu zonu inhibicije

porasta 1,65 mm.

6.10.REZISTENCIJA NA ANTIBIOTIKE

Rezistencija P. aeruginosa iz prirodnih sredina na antibiotike nije se drasti¢no
promenila poslednjih godina. Medutim, rezistencija sojeva iz bolesnickih materijala je mnogo
viSa. Ovo naroCito vazi za nerazvijene zemlje i zemlje u razvoju Juzne Amerike, Afrike,
Azije i podru¢ja Jugoistocne Evrope i Isto¢ne Evrope. Brojni su ¢inioci koji podsticu
selekciju rezistentnih sojeva P. aeruginosa. Produzena primena antibiotika koji su dostupni
bez obzira §to njihova primena nije medicinska opravdana, smestaj teskih bolesnika u
relativno malom prostoru, smanjenje broja medicinskih sestara i pomocénog 0soblja,
nedostatak sredstava za odzavanje higijene i dezinficijenasa i povecan broj bolesnika koji
zahtevaju produzenu hospitalizaciju, doprinose razvoju rezistencije.

Bogatije sredine opet, imaju svoje probleme i razloge za nastanak rezistencije. U USA

se godiSnje registruje preko 2 milona bolni¢kih infekcija, a 50-60% je izazvano bakterijama
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rezistentnim na antibiotike®"*"®. U bolnicama se oko 50% antibiotika propise bez adekvatnih
indikacija®"®.

Kod P. aeruginosa se retko srece samo jedan mehanizam nastanka rezistencije na
antbiotike. Najces¢e se radi o produkciji cefalosporinaze AmpC, indukovanog efuksa
antibiotika i gubitka OprD®”. Produkcija p-laktamaza je jedan od najées¢ih mehanizama
rezistencije kod Gram-negativnih bakterija.

U naSem ispitivanju 2 izolata bolnickog porekla i 12 ambulantnog su bila osetljiva na
sve testirane antibiotike. 1z grupe bolnickih izolata jo§ 4, a iz grupe ambulantnih 6 je bilo
osetljivo na sve antibiotike osim cefepima. Dva izolata iz ambulantno uzorkovanih materijala
su bila rezistentna na sve testirane antibiotike, osim na kolistin i aztreonam. To su izolati koji
su produkovali MBL.

Svi nasi izolati hospitalnog i ambulantnog porekla su bili osetljivi na kolistin i
aztreonam. lako je kolistin antibiotik star oko 50 godina, sve opseznija istrazivanja
farmakokinetike i farmakodinamike omogucila su optimalno koriStenje ovog antibiotika.
Maksimalno je pojacana antibakterijska aktivnosti, a smanjena toksi¢nost i moguénoscéu
razvoja rezistencije. Disk difuziona metoda u agaru nije metoda izbora izrade antibiograma,
jer su polipeptidi veliki molekuli koji slabo difunduju u agar i daju malu zonu inhibicije.
Posledica je slaba diferencijacija osetljivih i rezistentnih sojeva. Za laboratorijsko testiranje
kolistina se ne koristi kolistin metanesulfonat-kolistimetat koji se primenjuje intravenski nego
kolistin sulfat. Kolistimetat se u toku inkubacije hidrolizira u niz intermedijarnih jedinjenja,
pri ¢emu se karakteristike suspenzije s antibiotikom menjaju, $to moze da uti¢e na kona¢ni
rezultat. U svakom slu¢aju postoji preporuka da se za izolate sa zonom inhibicije od 12 mm -
13 mm odredi MIK E-testom ili dilucija u bujonu. Postoje i preporuke da se uvek pri
kori§éenju kolistina i polimiksina B odredi MIK®*°. Mada retko, postoje izvedtaji i 0
rezistenciji na polimiksin B**.

Ispitivanja osetljivosti na aztreonam potvrduju teorijsku preporuku da se ovaj
antibiotik koristi kao lek izbora kod infekcija najrezistentnijim izolatima koji produkuju
MBL. Ovaj antibiotik nije koris¢en u ovoj sredini i to je sigurno doprinelo apsolutnoj
osetljivosti na ovaj antibiotik. Ovi rezultati su medutim drugaciji od rezultata ispitivanja koje

je sprovedeno u zemljama u okruZenju, gde je osetljivost na aztreonam niza*® .
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Osetljivost nasih izolata na piperacilin-tazobaktam je bila visoka, visa kod izolata
bolnickog porekla (84%) nego kod izolata ambulantnog porekla (74%). Samo jedan izolat je
bio rezistentan na imipenem-tazobaktam, a osetljiv na druge antibiotike.

Rezultati naseg ispitivanja ukazuju na karbapeneme kao vazne antibiotike koji se
mogu koristiti u terapiji infekcija izazvanim P. aeruginosa. lzolati hospitalnog porekla bili su
92% osetljivi na meropenem, a ambulantnog 88%. Na imipenem su izolati ambulantnog i
bolni¢kog porekla bili su osetljivi 86%.

Karbapenemi in vitro imaju najstabilniju aktivnost prema mikroorganizama Koji
produkuju ESBL, pa se smatraju antibioticima izbora za ozbiljne infekcije izazvane
mikroorganizmima koji produkuju ESBL. Karbapenemi uklju¢ujuéi imipenem, meropenem,
doripenem i ertapenem su lekovi prvog izbora za ozbiljnije infekcije uzrokovane ESBL
produkuju¢im enterobakterijama. Ovi lekovi su vrlo stabilni na hidrolizu ESBL, postizu
dobre koncentracije u telesnim tkivima i ne pokazuju ,,u¢inak inokuluma’***2. Potencijalno
negativni aspekti leGenja su visoka cena terapije, parenteralna primena i potencijalna selekcija
rezistentnih sojeva. Postoje kontradiktorna msljenja o tome da li je kombinacija karbapenema
i antibiotika drugih grupa svrsishodnija od koristenja samo karbapenema. Studije ukazuju da
sam gubitak proteina spoljne membrane nije dovoljan za rezistenciju na karbapeneme. Za
rezistenciju na imipenem potreban je dodatni mehanizam, obi¢no smanjena propustljivost
spoljne membrane®®®. Imipenem rezistentni izolati Cetiri puta su Gesée rezistentni i na
ceftazidim i dva puta esce rezistentni na piperacilin-tazobaktam?®®.

Nasi izolati su pokazali dosta visok stepen osetljivosti na ceftazidim, 76% izolata
hospitalnog porekla, a 80% ambulantnog porekla, iako se dosta koristi u terapiji. Suprotno
oc¢ekivanjima, bila je visa osetljivost izolata hospitalnog porekla u odnosu na ambulantne,
ilako razlika nije statisticki znacajna. Visoka osetljivost na ceftazidim se objaSnjava
¢injenicom, da osim MBL i delimi¢no deprimiranoj AmpC p-laktamazi, ostalim f-
laktamazama, cefalosporini 111 generacije i karbapenemi nisu zajednicki supstrat®*. 1zuzetak
je membranska MexAB-OprM pumpa, koja u stanju hiperaktivacije, moze izbaciti iz ¢elije
sve B-laktame, ukljuéujuéi meropenem®®.

Cefepim, iako pripada Cetvrtoj generaciji cefalosporina, slabije deluje in vitro na P.
aeruginosa od ceftazidima. Rezistencija izolata hospitalnog porekla je (86%) je visa od
rezistencije izolata ambulantnog porekla (58%). Cefepim je supstrat MexXY-OprM

efluksnog sistema, dok ceftazidim nije, sto moze biti razlog slabijeg efekta u odnosu na
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ceftazidim, naroCito ako se ovakvi sojevi klonski prosire. Podaci kazu da je sveukupni
mortalitet, koji se pripisuje terapiji cefepimom u odnosu na ostale 3-laktame nesto visi (odnos
rizika-1,26)®.

Akhabue®®’ je u svojoj studiji dobio rezultate koji su pokazali visu osetljivost na
cefepim. Studija je ukljucila 2529 hospitalizovanih bolesnika, a 213 (8,4%) bolesnika je
imalo infekciju izazvanu P. aeruginosa koji je bio rezistentan na cefepim. Faktor rizika za
infekciju je bila predhodna upotreba cefalosporina Sirokog spektra (p < 0,001), penicilina
Sirokog spektra (p < 0,005) i hinolonskih preparata (p < 0,001). Smrtnost je bila veéa kod
onih bolesnika koji su bili inficirani P. aeruginosa rezistentnim na cefepim, nego kod onih
koji su bili inficirani sojem koji je bio osetljiv za nivo p=0,007.

U naSem ispitivanju najefikasniji aminoglikozid je bio amikacin, 64% izolata
hospitalnog porekla i 70% ambulantnog je bilo osetljivo na taj antibiotik. Zbog efekta na
multirezistentne izolate, naglasava se uloga amikacina u empirijskoj terapiji imipenem
rezistentnih izolata P. aeruginosa. Amikacin se Cesto daje i u kombinovanoj terapiji infekcija
uzrokovanih P. aeruginosa. Podaci govore uglavnom u prilog sinergizma amikacina, kao i
pozitivnog efekta kombinovane terapije in vivo, bez obzira na umerenu osetljivost na -
laktame in vitro®®. Gentamicin je medutim bio efikasniji u suzbijanju infekcija hospitalnog
porekla (52% izolata je bilo rezistentno) nego ambulantnog porekla.

Postoji viSe mehanizama nastanka rezistencije na aminglikozide. Nemogucénost
postizanja dovoljne koncentracije aminoglikozida u citoplazmi moze biti posledica
nedovoljnog prodora aminoglikozida u bakterijsku celiju, $to je opisano najcesc¢e kod izolata
bolesnika s CF, ali i pojacanog efluksa kao posledica hiperekspresije MexXY proteina i
OprM. Rezistencija na aminoglikozide ipak je najcesce posledica delovanja inaktivirajuéih
enzima koji se dele u tri grupe: aminoglikozid fosforiltransferaze (APH), adeniltransferaze
(AAD ili ANT) i acetiltransferaze (AAC). Najcese se opisuju AAC(6")-1l (rezistencija na
gentamicin, netilmicin, tobramicin, osetljivost na amikacin), AAC(3)-1 (rezistencija samo na
gentamicin), AAC(6)-1 (rezistencija na tobramicin, netilmicin, amikacin, osetljivost na
gentamicin) i ANT(2")-1 (rezistencija na gentamicin i tobramicin, osetljivost na amikacin i
netilmicin). U novije vrijeme opisana je i rezistencija posredovana metilazama 16S rRNK. U
tom sluGaju obi¢no postoji rezistencija na sve aminoglikozide®”.

Oko polovine nasih izolata 47%, 42% izolata bolnickog porekla i 52% ambulantnog

je bilo osetljivo na sve aminoglikozide. 26% izolata je bilo rezistentno na sve
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aminoglikozide, 9% je osetljivo samo na amikacin, a ne na druge aminoglikozide. Najveci
broj rezistentnih izolata je bio rezistentan na sve aminoglikozide, a predpostavlja se da ti
izolati produkuju metilaze 16S rRNK. Manji broj produkuje AAC(6')-11, (16%), 8% AAC(3)-
|, AAC(6")-1 i ANT(2)-1 2%.

Sto se tige rezistencije na fluorohinolone nasi izolati bolnickog porekla su bili
podjednako osetljivi na ciprofloksacin i ofloksacin (56%). Izolati iz materijala ambulantnog
bio rezistentno na oba preparata.

Aktivni efluks igra vaznu ulogu u rezistenciji P. aeruginosa na fluorohinolone koji su
supstrat svim opisanim efluks sistemima. S druge strane, modifikacija ciljnog enzima, bilo
primarnog cilja (giraze ili topoizomeraze Il) ili sekundarnog (topoizomeraza 1V) moze
mutacijom gena za ove enzime promeniti aminokiselinski sastav ciljnog enzima i smanjiti
afinitet prema fluorohinolonu. Noviji hinoloni vrlo Cesto selekcionisu mutante nfxB s
pojacanom ekspresijom mexCD-oprJ operona i tripartitne pumpe koja izbacuje cefeme
prosirenog spektra (cefepim, cefpirom) i fluorohinolone®®.

Ciprofloksacin je dobar antipseudomonasni lek koji se moze uzimati i oralno. Moze
se koristi po modelu monoterapije. Moguénost nastanka rezistencije je medutim u tom
sluaju veca. lako ima podataka o uspesnoj primeni ciprofloksacina u monoterapiji
multiplorezistentnih izolata P. aeruginosa, vecina studija je potvrdila efikasnost kombinacije
ciprofloksacina i p-laktamskih antibiotika, ako je izolat bio osetljiv na p-laktamske
antibiotike®*.

Vrsena je prospektivna studija o dejstvu ciprofloksacina na P. aeruginosa kod 20
bolesnika sa osteomijelitisom*®!. Terapija oseomijelitisa je obi¢no duZa, pa omoguéava razvoj
rezistencije na koriS¢ene antibiotike. Bolesnici su uzimali 750 mg ciprofloksacina oralno dva
puta dnevno do Cetiri meseca, a praceni su trinaest meseci. Prose¢no su uzimali terapiju 2,87
meseci. Kod 19 bolesnika bolest je izleCena i 27 meseci posle terapije nije doslo do
egzarcerbacije. Bolesnici koji su izleCeni su imali akutni oblik bolesti, a jedino kod bolesnika
sa hroni¢nim oblikom bolesti nije doslo do izleCenja. P. aeuginosa je izolovan kod svih
bolesnika iz uzoraka kostiju i tri kod kojih je bacil bio prisutan u uzorcima kostiju i krvi.

U ispitivanju koje je sprovela Sardeli¢*® 26,8% izolata je osetljivo na hinolonske

preparate i karbapenem, a u studiji Higgins i saradnika 31,4%°%. Rezistencija na
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fluorohinolone i meropenem moze biti posledica pojacanog rada efluksnih pumpi MexAB-
OprM, MexCD-OprJ i MexXY-OprN.

Multirezistentni sojevi su oni koji su rezistentni na vise od tri grupe antibiotika.
Ucestalost multirezistenih izolata P. aeruginosa je razli¢ita u pojedinim regionima. Rezultati
ispitivanja SENTRY studije ukazuju na ucestalost®® multirezistentnih izolata u Europi od
4,7%, Latinskoj Americi 8,2%, SAD-u 1,2% 3%, U Gré&koj ucestalost multirezistenih izolata
je jo§ visa (24,3%), u Francuskoj (24%)%* i Italiji (17%)°*®. U Kini je 24% izolata
multirezistentno®.

Ako kod nasih izolata iz materijala bolnickog i ambulantnog porekla, uporedimo
statistiCke parametre odnosa rezistencije na antbiotike nije uocena statisticki znacajna
rezistencija kod izolata hospitalnog porekla. Neki izolati ambulantnog porekla su ¢ak i
rezistentniji na pojedine anbiotike.

Postoje podaci da terapija P. aeruginosa makrolidima, koji primarno nemaju
antipseudomonasni efekat, ima pozitivan efekat. Mogu se Koristiti u koncentraciji koja je
pedeseti deo MIK. Predpostavlja se da suprimiraju sintezu elastaza, fosfolipaze i egzotoksina,
pa se posredno smanjuje inflamacija plu¢a’. U ispitivanju koje je sproveo Wosniak doslo se
do podatka da korid¢enje klaritromicina u koli¢ini subMIK inhibiSe trzajuée pokrete™.
Inkubacija P. aeruginosa sa klaritomicinom menja strukturu i arhitekturu biofilma.
Ispitivanja pokazuju, da koris¢enje klaritromicina dovodi do efikasnije terapije pluénih
infekcija kod bolesnika sa CF i difuznim panbronhiolitisom. Wozniak sa saradnicima je
inkubirao P. aeruginosa u razli¢itim vremenskim intervalima u prisustvu ili odsustvu sub-
MIK koli¢ina klaritromicina. Zatim je kvantifikovan formirani biofilm. U tim
koncentracijama Klaritromicin je inhibisao formiranje biofilma. Ako se P. aeruginosa
inkubira 24h u prisustvu ili odsustvu klaritromicina otkriveno je da 0,06 MIK vrednosti
menja strukturu u Kasnijim fazama. Bakterijske celije su izduzene i imaju redukovanu
koli¢inu matriksne materije koja okruzuje biofilm. U ispitivanjima, koja su obuhvatala
dejstvo ciprofloksacina na formiranje biofilma u prisustvu ili odsustvu Klaritromicina,
dokazano je bolje dejstvo ciprofloksacina na P. aeruginosa u prisustvu klaritromicina®®’.

U rutinskom laboratorijskom radu najéesc¢e se uoc¢ava nekoliko fenotipova rezistencije
na B-laktame, od koji su samo neki posredovani enzima. Prvi podrazumeva rezistenciju na
vec¢inu B-laktama (4-8 puta ve¢i MIK) uz osetljivost na imipenem. Ovaj tip rezistencije

najéesce ukljucuje i rezistenciju na fluorohinolone i posledica je slabe permeabilnosti i
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pojacane ekspresije efluksnog sistema. Lako se detekuje porastom MIK-a na karbencilin i
naziva se "intrinzicka rezistencija na karbenicilin”. Drugi tip je rezistencija na vecinu [-
laktama izuzev cefepima i karbapenema. Ovaj tip rezistencije je najcesée posledica
derepresije AmpC B-laktamaze. Treci tip je rezistencija na peniciline, odnosno piperacilin ili
tikarcilin, dok cefalosporini i karbapenemi nisu obuhvacéeni. Obi¢no se radi 0 OXA-enzimima
(ali ne ESBL varijantama). Cetvrti tip je izolovana rezistencija na karbapeneme. Obi¢no je
posledica smanjenog prisustva oprD porina. Ostali fenotipovi rezistencije posledica su
najcesce delovanja steCenih ili sekundarnih B-laktamaza, poput onih prosirenog spektra iz
razligitih molekularnih klasa®®,

U ispitivanju koje je sproveo Knezevi¢™, a koje je obuhvatilo 33 izolata proveravana
je osetljivost na ceftriakson, amikacin, gentamicin, ceftazidim, norfloksacin i piperacilin sa
imipenem, na koji su samo tri izolata pokazala umerenu osetljivost. Najniza je bila osetljivost
na ceftriakson (56%), gentamicin (50%) i ciprofloksacin (40%). Nesto je bila niza rezistencija
na piperacilin-tazobaktam (75%), ceftazidim (88,1%) i norfloksacin (87,5%).

Prema podacima Odbora za praéenje rezistencije na antibiotike pri Akademiji
medicinskih znanosti Hrvatske, rezistencija za P. aeruginosa, od 1997. godine do danas,
najvise je smanjena na gentamicin. Tokom 2008. godine 30% izolata je bilo otporno na ovaj
antibiotik. Gotovo da je prati rezistencija na netilmicin koja je 2008. godine iznosila 26%,
dok je iste godine samo 13% P. aeruginosa bilo rezistentno na amikacin. Poslednjih godina
nije se znacajno promenio procenat izolata rezistentnih na ciprofloksacin, a 2008. godine
iznosio je 24%. Od ukupnog broja izolata 2008. godine 8% bilo je rezistentno na ceftazidim,
a 10 % na piperacilin- tazobaktam. Rezistencija na karbapeneme (imipenem i meropenem)
takode se nije znacajno promenila poslednjih 5 godina, kre¢e od 9-11 %, iako je u nekim
klini¢kim bolni¢kim centrima visa (npr. 2008. godine Rijeka i Zagreb 17 %, Split 12 %)**. U
ispitivanju rezistencije P. aeruginosa na antibiotike dilucionom i difuzionom metodom,
sprovedenom u Splitu, koje je obuhvatilo 169 izolata rezistentna na imipenem, najefikasniji
antibiotici su bili kolistin (95,7%), amikacin (62,1%) i aztreonam (57,4%). 46% izolata je
bilo osetljivo na ceftazidim i cefepim.

Jamasbi sa saradnicima®* je vrsio serotipizaciju 167 izolata P. aeruginosa, dobijenih
iz Ohajo bolnice, zajedno sa ispitivanjem osetljivosti i genetskim ispitivanjima PSR.
Serotipizacija je vrSena slide aglutinacionom tehnikom. Od 167 sojeva 25 nije bilo tipibilno.
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Serotip P11 je bio najzastupljeniji, dok serotipovi P8, P12, P13 i P17 nisu detektovani.
Pedeset pet sojeva je bilo rezistentno na aztreonam, 35 na ciprofloksacin, 33 na gentamicin,
20 na tobramicin, 18 na ceftazidim, 14 na piperacilin, a 5 na amikacin. Multirzistentni sojevi
su uoc¢eni medu P15, P4, P2 i P11 serotipovima.

U ispitivanju Allydice-Francis®*’, koje je obuhvatilo izolate sa povréa, ispitivana je
osetljivost na ampicilin, aztreonam, ceftazidim, hloramfenikol, ciprofloksacin, gentamicin,
(100%), gentamicin (97%), ciprofloksacin (93%) i ceftazidim (79%). Svi izolati su bili
rezistentni na ampicilin, a 84% i 83% je bilo rezistentno na hloramfenikol i sulfometoksazol-
trimetoprim. Smanjena osetljivost je uocena i kod aztreonama (41%). Od 20 do 35% izolata
iz razli¢itih regiona je bilo multirezistentno na antibiotike.

Najnoviji podaci ispitivanja iz 2015. godine iz Pakisana’®, koja su se bavila
multirezistentnim izolatima, su potvdili nazalost da je procenat multirezistentnih sve visi.
Ispitivana su 204 izolata, od Cega je 17,2% kultivisano iz uzoraka dece. Najveca rezistencija
je uocena na ofloksacin 61,3%, pa cefepim 57,3%, ceftazidim 53,9% i amikacin 53%.

P. aeruginosa se Cesto izoluje iz materijala koji primarno nisu sterilni: briseva zdrela,
sputuma i koze, a da ne izaziva nikakvu inflamaciju i tada antibiotska terapija nije potrebna.
Kada se izoluje iz uzoraka koji su primarno sterilni, potrebno je mnogo kritickije ispitati
njegovu izolaciju.

Kod ozbiljnih infekcija izazavanih P. aeruginos, adekvatan izbor antibiotika koji ¢e se
primeniti u terapiji je od velike vaznosti. Nivo mortaliteta je znacajno visi kod neadekvatne
terapije. Empirijski izbor antibiotika koji ¢e se koristiti u terapiji se komplikuje povec¢anim
nivom rezistencije na antibiotike. Cak i kod primarno osetljivih sojeva, osetljivost na
antibiotike se brzo razvija®®'.

Iako se klini¢ki tok infekcija rezistentnim patogenima jo§ proucava, u mnogim
ispitivanjima rezistencija uzro¢nika je u direktnoj vezi sa nepovoljnim ishodima za
bolesnika*®*. Povezanost potrosnje antimikrobnih lekova sa selekcijom rezistentnih bakterija
potvrdena je mnogim studijama. Medutim jo§ uvek nedostaju direktni dokazi o stepenu te
povezanosti i o razli¢itom potencijalu pojedinih antimikrobnih lekova ili grupa za selekciju
rezistentnih bakterija*®®. Podaci o rezistenciji prate se u mnogim sredinama i potrebno ih je

uporediti sa primenom antimikrobnih lijekova. Ovaka ispitivanja je lakse realizovati u
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zatvorenim bolnickim sredinama, gde je potrosnja antimikrobnih lekova znacajna i
raznovrsna i lakse se prati nego izvan zdravstvenih ustanova.

Vise je predloZenih postupaka u svrhu prevencije selekcije rezistentnih sojeva. Mere
obuhvataju prac¢enje kolonizacije bolesnika multirezistentnim izolatima izradom koprokultura
I brisevima anusa hospitalizovanih bolesnika. Preporucuje se: izolacija nosioca, posebne mere
pri previjanju bolesnika, medicinsku sestru koja bi se bavila samo tim bolesnicima, posebne
mantile koji bi se nosili samo u izolacionim sobama, strogo postovanje mera li¢ne higijene i
koriS¢enje dezinfekcionih sedstava.

Veoma su vazne mere vezane uz propisivanje antimikrobnih lekova kao §to su:
racionalno propisivanje antimikrobnih lijekova, kontrola, izuzeée ili restrikcija propisivanja
pojedinih antimikrobnih lekova, koristenje antimikrobnih lekova u kombinaciji, rotacija i
ciklitko propisivanje pojedinih antimikrobnih lekova®®. U te mere definitivno treba da se
ukljuci celo drustvo, edukacijom stanovnistva o opasnosti koje za buduca pokoljenja nosi
neopravdana upotreba antibiotika.

Paradoks siroma$nih sredina, pa i naSe, u koris¢enju antibiotika je velika,
neopravdana i neadekvtna primena antibitoika. Bolesnici imaju svest da ako ne dobiju
antibiotik, nisu adekvatno zdrastveno zbrinuti. Lekari klini¢ari su pod velikim svakodnevnim
pritiskom bolesnika da ¢esto neopravdano propisuju antibiotike.

Mnoge su studije pokazale da su promene u rezimu propisivanja antibiotika, kao $to
su restrikcija pojedinih antibiotika ili ciklicka promena empirijske antimikrobne terapije
prvog izbora u odredenoj dijagnozi, povezane sa smanjenjem rezistencije na antimikrobne
lijekove. Do smanjenja rezistencije dolazi zbog smanjene selekcije rezistentnih sojeva
uklanjanjem odredenih antibiotika ili grupa antibiotika iz primene. U¢inak primene pojedinih
antimikrobnih lekova, tzv. prve linije, na selekciju patogenih uzro¢nika narocito je vidljiv u
jedinicama intenzivne nege, u kojima upravo tako selekcionisane bakterije postaju znacajan
uzrok infekcija. U vecini studija zabelezena je veca prevalencija antimikrobne rezistencije u
odnosu na ostala bolni¢ka odeljenja, $to svaljuje veliku odgovornost na te zdravstene
ustanove. Distribucija antibiotika i prodaja u apotekama treba da budu najstroze kontolisani, a
nepravilnosti najstoze sankcionisane.

U terapiji treba koristiti antibiotike samo na osnovu rezultata ispitivanja osetljivosti

bacila, najkrac¢e moguce.
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6.10.1.MINIMALNE INIBITORNE KONCENTRACIJE

MIK je odredivan za piperacilin-tazobaktam, amikacin i ciprofloksacin, jer se ti
antibiotici naj¢eSc¢e koriste u klinickoj praksi u terapiji infekcija izazvanih P. aeruginosa u
7ZC’’ AleksinaC”’.

Piperacilin-tazobaktam spada su antibiotike koji se primarno koriste u terapiji
infekcija izazvanih P. aeruginosa. Vrednosti MIK za piperacilin-tazobaktam nasih izolata su
u rasponu od 3 ug/ml do 64 pg/ml. Najveéi broj izolata je imao MIK vrednost od 12 ug/ml.
(37,5%). Ako analiziramo pojedinacno samo grupu bolnickih izolata, MIK 12 pg/ml. je imalo
38,09%, a u grupi ambulantnih izolata 36,84%. MIK vrednosti u opsegu osetljivosti do
16pg/ml je imalo 83,57% izolata. Ako analiziramo samo grupu bolnickih izolata, 85,71%
izolata je bilo u opsegu osetljivog. U grupi ambulantnih izolata MIK do 16 pg/ml je imalo
73,8% izolata, a 16,45% izolata je pokazalo intermedijarnu rezistenciju.

U ispitivanju Sardeli¢, koje je obuhvatilo Sest izolata P. aeruginosa, koji produkuju
MBL, cetiri izolata je imalo MIK za piperacilin-tazobaktam 64 pg/ml i po jedan 32 pg/ml i
126 pg/mi'®’.

Ispitivanje sprovedno u Hjustonu je analiziralo smrtnost bolesnika koji su imali
bakterijemiju izazvanu P. aeruginosa, a koristili u terapiji piperacilin-tazobaktam®®?. Prvu
grupu ispitanika su ¢inili bolesnici kod kojih su bili izolati sa vrednostima MIK za
piperacilin-tazobaktam 32 pg/ml do 64 pg/ml. U drugoj grupi su ispitanici kod kojih je
izolovan P. aeruginosa sa nizim vrednostima MIK od 32 ug/ml. Od 349 izolata 54 je imalo
MIK 32 pg/ml do 64 pg/ml, a 49 nizi MIK. Kod ispitanika koji su imali izolate sa
vrednostima MIK 32 pg/ml do 64 pg/ml, smrtnost nakon 30 dana je bila 85,7%, a u drugoj
grupi znacajno niza 22,2%

Tamma*® je uporeduju¢i smrtnost 170 dece sa bakterijemijom izazvanom P.
aeruginosa i MIK vrednosti za piperacilin-tazobaktam u studiji, koja je trajala od 2001.
godine do 2010. godine, dobila slicne podatke. Prvu analiziranu grupu c¢inila su 124 deteta,
¢iji su izolati imali MIK < 16 pg/mL, a drugu 46 deteta sa vrednostima MIK 32-64 pg/mL.
Smrtnost dece je bila u prvoj grupi bila 9%, a u drugoj 24%.

Mattoes sa saradnicima’® je ispitivao farmakokinetiku piperacilin-tazobaktama
uporeduju¢i dozu leka, kinetiku aplikacije i MIK. Kod 20 zdravih dobrovoljaca aplikovan je

piperacilin-tazobaktam u dozi od 4,5 g na 6h umesto 3,375 g na 4h, koliko protokol nalaze.
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Dokazano je da se isti efekat koncentracije leka u krvi postize aplikacijom vece doze leka,
koja se daje u vecem vremenskom intervalu i pri vi$oj vrednosti MIK (16 i 32 pg/ml).

Burgess*® je ispitivao eventualni sinergisticki efekat koriséenja piperacilin-
tazobaktama, amikacina, ciprofloksacina ili trovafloksacina kod cetiri klinicka izolata P.
aeruginosa. Svaki lek je koris¢en sam i u kombinaciji u koncentracijama: 2 1 1/4, 1/412 i 1/4
I 1/4xMIK piperacilin-tazobaktam i amikacin, ciprofloksacin ili trovafloksacin. Efekat
kombinacije je opisivan kao sinergisticki, indiferentan ili antagonisticki. Vrednosti MIK su
rangirane od 4/4-512/4, 0.5-4, 0.125-4 i 0.5-8 pg/ml. Kod 58% kombinacija koncentracija ¥
x MIK piperacilin-tazobaktama i 2 x MIC amikacina, ciprofloksacina i trovafloxacina ili 2 x
MIK piperacilin-tazobaktama i ¥ x MIK amikacina, ciprofloksacina i trovafloksacina je
reagovala sinergisticki. Sinergizam je uocen CeS¢e pri primeni piperacilin-tazobaktama i
amikacina (42%), nego pri primeni kombinacije piperacilin-tazobaktama i trovafloksacina
(33%) i piperacilin-tazobaktama i ciprofloksacin (8%). Antagonisticko dejstvo medu
antibioticima nije uoc¢eno.

Autori iz Greke*® su analizirali heterorezistentni fenotip P. aeruginosa 7171
kultivisan iz urina. Kao kontrola koris¢en je P. aeruginosa ATCC 27853. Osetljivost na
antibiotike je proveravana primenom Vitek 2 sistema (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France),
disk-difuzionom, agar dilucionom metodom i E testom. Rezultati pri primeni Vitek 2 aparata
su pokazali rezistenciju na amikacin, aztreonam, cefepim, ciprofloksacin i meropenem, a
osetljivost na ceftazidim, piperacilin-tazobaktam, imipenem i Kkolistin. Primenom agar
dilucione metode dobijeni su ne$to drugaciji rezultati. 1zolat je bio rezistentan na amikacin
(MIC > 256 mg/L), cefepim (64 mg/L), ceftazidim (32 mg/L), ciprofloksacin (>256 mg/L),
meropenem (32 mg/L) i aztreonam (16 mg/L), a osetljiv na imipenem (2 mg/L) i piperacilin-
tazobaktam (16 mg/L). Unutar zone inhibicije oko diska piperacilin-tazobaktama formirale su
se odvojene kolonije, Sto ukazuje na prisustvo heterorezistentih subpopulacija. I1zolat je zatim
inkubisan sa koncentracijom od 1xMIK piperacilin-tazobaktama i pracena je kinetika
uginucéa. Isti izolat je zatim presejavan na podloge bez prisustva antibiotika. Nakon
presejavanja imao je iste fenotipske karakteristike kao pre inkubacije sa piperacilin-
tazobaktam. Na taj nalin se diferenciraju heterorezistentni izolati od mutantnih
subpopulacija.

Vrednosti MIK za amikacin nasih izolata su bile u rasponu od 1 pg/ml do 48 pg/ml.
Najveci broj izolata (24,19%) je imao MIK vrednost 8 pg/ml. Vrednost MIK od 3pg/ml do 8
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ug/ml je imalo 74% izolata. Ako uporedimo rezultate sa standardima CLSI sistema, 60
izolata je bilo osetljivo (96,77%), a po jedan izolat (1,61%) je bio intermedijarno osetljiv
(MIK 24 pg/ml) i rezistentan (MIK 48 pg/ml). U grupi izolata bolnickog porekla najveéi broj
izolata je imao MIK 8ug/ml, a 88,88% izolata je imalo MIK od 3ug/ml do 8ug/ml. U grupi
izolata ambulantnog porekla najveci broj izolata je imao MIK 4ug/ml (34,78%), a 78,26%
izolata je imalo MIK od 3ug/ml do 8ug/ml.

Amikacin spada u antibiotike koji se najcesce koriste u terapiji infekcija izazvanih P.
aeruginosa, samostalno ili u kombinaciji sa drugim antibioticima. Nakamura sa
saradnicima®®’ je ispitivao efekat kombinovane terapije meropenema, amikacina, netilmicina
i arbekacina kod infekcija izazvanih P. aeruginosa. MIK vrednosti su odredivanje
dilucionom metodom. MIKgo za meropenem u svim kombinacijama sa aminoglikozidima je
bio < 1,56 mg/L, dok je MIKgo za aminglikozide < 6,25 mg/l. Pravljene su serije dvostruke
koncentracije od 0,05 mg/l do 25 mg/L za meropenem i 0,1 mg/L do 100 mg/L za arbekacin,
amikacin i netilmicin. Kombinacija meropenema i aminglikozida bila je efikasna protiv skoro
svih izolata, $to ukljucuje 1 meropenem rezistentne izolate. Sinergisticki efekat je postignut u
klini€ki prihvatljivim dozama. Ni jedna od kombinacija nije imala antagonisticki efekat.

U ispitivanju Bozkurt-Guzel*®® je analiziran efekat dejstva kolistin metansulfata i
amikacina na kinetiku uginuca izolata P. aeruginosa i postantibiotski efekat u zavisnosti od
vrednosti MIK. Efekat na kinetiku uginuca je ispitivan pri koris¢enju koncentracija od 0,5 X,
Ix 1 5x MIK. U ispitivanju postantibakterijskog efekta kultura je bila izlozena 1h dejstvu
antibiotika u koncentraciji od 1x ili 20x MIK, pojednina¢nih antibiotika i kombinacije. Kod
nekih izolata sinergisticki efekat je uocen pri koncentraciji IXMIK ve¢ za 12h. Kolistin
metansulfonat i amikacin su pokazali postantibaktrijski efekat 1,16 h £ 0,10 h do 2,25 h +
0,16 hi0,96 h +0,15 h do 2,69 h £ 0,32 h. Antagonizam nije uocen. Kolistin metansulfonat i
amikacin su pokazali baktericidnu aktivnost zavisnu od koncentracije, 5% MIK baktericidna
aktivnost se vidi ve¢ posle 2 h. Nakon 24 h kombinacija antibiotika je pokazala baktericidnu
aktivnost prema svim izolatima.

Cardoso sa saradnicima*® je ispitivao osetljivost P. aeruginosa i Acinetobacter
baumani na amikacin i tobramicin. Ispitivanje je obuhvatilo 237 izolata, 164 izolata iz
hemokultura, 66 iz uzoraka RT, 8 iz urina i 1 iz peritonealne te¢nosti. Osetljivost na

antibiotike je ispitivana disk-difuzionom metodom. Izolati su bili 89% osetljivi na amikacin,
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a 84% na tobramicin. Odredivanjem MIK vrednosti osetljivost je snizena. lzolati sa MIK <
4 ug/ml za amikacin i MIK < 2 pg/ml za tobramicin su ¢inili 57%, odnosno 76% izolata.

Layeux sa saradnicima®® je opisao dva slutaja uspesne terapije teskih infekcija
izazvanim panrezistentim P. aeruginosa kod bolesnika sa sepsom, visokim dozama
amikacina. Bolesnicima je aplikovan amikacin u dozi od 25 mg/kg do 50 mg/kg da bi se
postigla MIK vrednost od 16 ug/ml. Preporucuje se koris¢enje amikacina sa [3-laktamskim
antibioticima u viSim dozama, kao efikasnije u odnosu na monoterapiju amikacinom.
Aplikacija amikacina po modelu monotrapije, treba da bude u dozama koje su u skladu sa
vrednos$¢u MIK.

Vrednosti MIK za ciprofloksacin su od 0,05 pug/ml do 1,0 ug/ml i svi su u opsegu
osetljivosti. Najveéi broj izolata je imao MIK 0,125 pg/ml (43,75%). Ako analiziramo
osetljivost samo u okviru grupe bolni¢kih izolata, najveéi broj izolata je imao MIK
0,125pug/ml (61,9%), vrednost od 0,032 ug/ml do 0,125 ug/ml je imalo 80,95% izolata. U
okviru grupe izolata amulantnog porekla, vrednosti MIK su bile vise. Najveci broj izolata je
imao MIK 0,19 pg/ml. (33,33%). Vrednost MIK od 0,125 pg/ml do 0,25 ug/ml je imalo
81,48% izolata.

Ciprofloksacin se koristi u terapiji infekcija izazvanih P. aeruginosa sam ili u
kombinaciji sa drugim antibioticima, kao alternativa kod rezistencije na antibiotike, koji se
primarno Kkoriste u terapiji ili alergije. Pankuch sa saradnicima®® je ispitivao sinergisticki
efekat meropenema i ciprofloksacina i meropenema i kolistina u subinhibitornim
koncentracijama na 51 izolat P. aeruginosa. Kori$¢ene su koncentracije MIK za meropenem
od 0,12 pg/ml do 256 pg/ml, za ciprofloksacin od 0,06 pug/ml do 64 pg/ml, kolistin od
0,25ug/ml do 4 pg/ml. Nakon 3h registrovan je sinergicki efekat u odnosu na 7 izolata u
subinhibitornim koncentracijama meropenema od 0,03 pg/ml do 4 pg/ml i ciproflokscina od
0,03 pg/ml do 0,25 pg/ml. Nakon 6h uocen je sinergisticki efekat na 15 izolata sa
subinhibitornim koncentracijama za meropenem od 0,03 pg/ml do 8 pg/ml i ciprofloksacin od
0,03 pg/ml do 2 pg/ml. Nakon 12h postojao je sinergizam u dejstvu na 38 izolata u
koncentracijama od 0,06 pg/ml do 128 pg/ml za meropenem i 0,03 pg/ml do 32 pg/ml za
ciprofloksacin. Nakon 24h postojalo je sinergistiCko dejstvo u odnosu na 34 izolata, sa
koncentracijama od 0,06 pg/ml do 128 pg/ml za meropenem i 0,03 pg/ml do 32 pg/ml za

amikacin. Sinergisticko dejstvo meropenema i kolistina je bilo jo§ izraZenije.
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Su sa saradnicima®'? je ispitivala faze u nastanku rezistencije na ciprofloksacin pri
primeni koli¢ina od 0,5 x do 8 x MIK. U prvoj fazi osetljive ¢elije masovno budu ubijene
nakon ekspozicije antibiotikom. U drugoj fazi male populacije koje su prezivele dejstvo
antibiotika sporo se razmnozavaju ili se uopste ne razmnoZzavaju, ne pokazuju vise vrednosti
MIK. U trecoj fazi izlaganje 0.5 x do 4 x MIK dovodi do rekonstrukcije populacije i te ¢elije
pokazuju poviSenu rezistenciju na antibiotike i do 50 puta u odnosu na pocetnu populaciju. U
toj fazi nastaju promene u regulatornim procesima, §to dovodi do povisene fosforilacije dva
proteina sukcinat-semialdehid dehidrogenaze i metilmalonat-semialfehid dehidrogenaze, kao
i nekih proteina nepoznate funkcije.

U bakterijskoj ¢eliji na fluorohinolone deluju enzimi DNK giraza i topizomeraza
IV*3, Visoka primena fluorohinolona vodi u poveéanu rezistenciju kod P. aeruginosa.
Opisane su brojne mutacije koje dovode do pojaCane osetljivosti ili pojaCane rezistencije
(mutacija gena za izomeraze ili pojaana ckspresija efluks pupme). Subinhibitorne
kocentracije fluorohinolona igraju vaznu ulogu u razvoju rezistencije. Pretpostavlja se da
antibiotici retko imaju jednostavne mehanizme dejstva. Dovode do promene stotina gena,
kada se koriste u subinhibitronim koncentracijama. Neki od tih gena deluju na ciljna mesta ili
enzime, drugi na reakciju bakterijske celije na stres, a neki na odbrambene mehanizme

bakterijske ¢elije u odnosu na antibiotik. U ispitivanju Breidenstein i saradnika®"

, praceno je
prisustvo mutanti koje pokazuju poviSenu ili snizenu rezistenciju na ciproflosacin, pri
razli¢itim koncentracijama ciprofloksacina. Koris¢en je Mueller-Hinton agar sa 0,025 ug/ml.
(polovina MIK vrednosti), da bi se pratila poviSena osetljivost na ciprofloksacin.
Koncentracija od 0,2 ug/ml je koriS¢ena, da bi se analizirala smanjena osetljivost. Pri
koncentraciji od 0,025 pg/ml porast 62 izolata je inhibisan. Potrvdeno je da su od toga 28
mutante sa pove¢anom osetljivos¢u. Kod jo§ 7 mutanti su nadene mutacije u istom operonu.
Kod vecine mutanti su uoéene dva puta vise promene u osetljivosti, dok promene ftsK dovode
do osam puta viSe osetljivosti. Kod mutanti sa povis§enom osetljivos¢u su ucene brojne
mutacije vezane za DNK replikaciju. Uocene su velike promene efflux pumpe mexAB-oprM i
gena, tig, clpP i clpX koji su u istom operonu. Ovi geni kodiraju ATP-zavisnu proteazu. Sss,
xerD, ftsK i ruvA mutante sporije rastu nego divlji sojevi. Nakon 48 h sve mutante su

pokazivale mnogo visu osetljivost, dok nekoliko nije viSe bilo osetljivo na ciprofloksacin,

ukazujuci da sporiji rast nije uzrok povisene osetljivosti.
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Brazas sa saradnicima*** je ispitivala reakciju P. aeruginosa na dejstvo
ciprofloksacina. Oko 941 gena je pokazao statisticki znacajniju promenu ekspresije, kao
odgovor na dejstvo ciprofloksacina u koncentraciji od 0,3 x MIK. 554 gena je funkcionisalo
na viSem nivou, a 387 na nizem. NajviSe promena je uoceno izmedu regiona PA0613 i
PA0648 koji kodira bakteriofag-like R2/F2 pioocin. Mutacije u ovom regionu pokazuju
osmostruko poviSenje rezistencije na ciprofloksacin i druge fluorohinolone, §to ga Cini
vaznim regionom u regulisanju osetljivosti.

415

Zhane
subinhibitorninh (1/8 x, 1/4 x i 1/2 x MIC) i inhibitronih doza ciprofloksacina protiv

je ispitivao postantibiotiski efekat i1 Kinetiku uginuéa bakterije kod

mukoidnih i nemukoidnih izolata P. aeruginosa iz urina. Subinhibitorne koncentracije su
proizvodile postantibiotiski efekat, ali nije uo¢ena razlika izmedu mukoidnih i nemukoidnih
kolonija. Nemukoidni izolati sa nizim MIK (< 1,0 mg/L) su imali duzi postantibiotski efekat
nego oni sa visSim MIK. Kriva uginu¢a pokazuje da subinhibitorne koncentracije izazivaju
nakon nekoliko sati stazu porasta. Samo koli¢ina od 1 x MIK je bila baktericidna.
Subinhibitorne koncentracije su pokazale izraZeniji inibitorni efekat na nemukoidne u odnosu
na mukoidne kolonije.

Guillot sa saradnicima*® je ispitivala efekat ciprofloksacina na infekciju kod 120
deteta sa CF, iako se on rutinski ne koristi kod dece. Zaklju¢ak ove studije je da se
ciprofloksacin kod dece obolele od CF koristi u suboptimalnim dozama, da bi se objasnila
smanjena osetljiivost na ciprofloksacin.

Autori iz Japana*’ u najnovijim ispitivanjima su ispitivali P. aeruginosa P7 koji je
rezistentan na fluorohinolone, aminoglikozide, veéinu beta laktamskih antibiotika, ali ne na
imipenem. Dokazano je da je rezistencija na fluorohinolone posredovana povisenom
ekspresijom mexEF-oprN i mexXY-oprA. Ovakvi klini¢ki izolati su retki, jer MexEF-OprN
mutante imaju poviSenu osetljivost na aminoglikozide. Mutantu P7 nedostaju tri operona za
(mexAB-oprM, mexEF-oprN i mexXY-oprA) i bili su osetljivi na sve tesirane antiibotike.
Ovo su prvi geneticki dokazi da MexS varijanta izaziva poremecéaj regulacije mexEF-oprN*®,

Buyck sa koautorima*® je ispitivao efikasnost primene kombinovane antibiotske
terapije (ciprofloksacin, meropenem, tobramicin i kolistin) na ekstra i intracelularne
bakterijske ¢elije. Kori§¢eni su referentni P. aeruginosa P1 i dva klini¢ka izolata. Doslo se do

zakljucka da ekstracelularno dolazi do aditivnog dejstva, pri kobinovanoj primeni antibiotika.
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Intracelularno, dolazilo je pojacanog dejstva antibiotika, ali ne do eradikacije bacila.
Kombinacija koja je uklju¢ivala ciprofloksacin je bila najaktivnija.

Najnovija ispitivanja se bave rezistencijom na antibiotike i odnosom sa produkcijom
faktora patogenosti. Sun sa saradnicima®® je ispitivao uticaj ekspresije PrtR gena na
produkciju piocijanina i bakteriocina i rezistencije na ciprofloksacin. PrtR je potreban za
ekspresiju tipa Il sekretornog sistema, znacajnog faktora patogenosti. Dokazano je da
mutacija PrtR ima za posledicu redukovanu bakterijsku kolonizaciju na modelu pneumonije
misa. PML izaziva ROS. Primena vodonik peroksida ili ciprofloksacina, indukuju produkciju
piocina, a posledica je poviSen nivo PrtR mRNA 1.

Zanimljivi su podaci do kojih su dosli Hocquet i Bertrand*® da primena
metronidazola povisava nivo rezistencije na ciprofloksacin i amikacin u uslovima
oksidoredukovanog statusa. Rezultati Jensen** i saradnika ukazuju na uticaj
oksidoredukovanog statusa na dejstsvo ciprofloksacina na DNK mutacije bakterija u biofilmu

i nastanak multirezistentnih izolata.

6.10.2.PRODUKCIJA ESBL

Samo jedan na$ izolat je produkovao ESBL (serotip P1). To je izolat iz urina
ambulantnog bolesnika, muskarca starog 52 godine. Produkovao je fluorescin i piocijanin.
Kolonija ovog izolata je imala pre¢nik na 1% Lauril Bertoni bujonu 9 mm, a na 0,5% 33mm.
Inhibicija zone porasta oko diska filter papira sa 30% H202 je 2 mm. lzolat nije imao
sposobnost adhezije i produkcije biofilma. Bio je osetljiv na kolistin, aztreonam, imipenem,
meropenem, netilmicin, piperacilin-tazobaktam, amkacin, gentamicin, rezistentan na
ceftazidim, cefepim, tobramicin, ciprofloksacin i ofloksacin.

Fenotipska detekcija produkcije ESBL kod P. aeruginosa moze biti kompleksna iz
vise razloga*. I pored potvrdnog fenotipskog testa na ESBL, mogu se javiti lazno pozitivni i
laZzno negativni rezultati. Opisan je tzv. ’u¢inak inokuluma’ koji se sastoji u povecanju
MIK, u zavisnosti od povecanja inokuluma. Zbog inokuluma u donjem rasponu standarda
prema CLSI, kod E.coli i K.pneumoniae sa TEM, SHV i CTX-M zabelezeni su lazno
negativni rezultati. Lazno negativni rezulatati se mogu javiti zbog hromozomski kodiranih -
laktamaza, kao §to je AmpC. Istovremena produkcija MBL 1 karbapenemaza, takode, oteZava
detekciju. Kod tih sojeva, AmpC beta-laktamaze ponistavaju inhibiciju ESBL klavulanskom
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kiselinom i maskira se produkcija ESBL?**. Kombinovani mehanizmi rezistencije kao §to su
nepropustljivost i efluks mogu komplikovati detekciju ESBL.

Nivo produkcije ESBL kod P. aeruginosa je razli¢it u pojedinim delovima sveta, a
razlika je ponekad drasticna. U zemljama Zapadne Evrope ESBL produkujuéi serotipovi su
veoma retki, udestalost je niza od 1%'®". Medutim u laboratorijama drugih kontinetata se
registruje mnogo vece prisustvo takvih izolata.

Autori iz Irana*?® su ispitivali rezistenciju 76 izolata P. aeruginosa na antibiotike.
Najvisi stepen rezistencije je postojao prema piperacilinu, imipenemu, cefotaksimu,
ceftriaksonu, gentamicinu, ceftazidimu, aztreonamu i ciprofloksacinu. Vise od 30% izolata je
bilo rezistentno na najmanje tri klase antibiotika, 13% na sve ispitivane klase, a od toga 9,2%
izolata je bilo rezistentno na svaki ispitivani antibiotik. Samo 6,6% izolata je bilo osetljivo na
sve ispitivane antibiotike. Sedam izolata (9,2%) je produkovalo ESBL.

U istrazivanju iz Turske**

opisan je izolat P. aeruginosa, kultivisan iz aspirata i krvi
dvogodisnjeg deteta sa pneumonijom, koja u osnovi ima CF. P. aeruginosa je bio rezistentan
na sve antibiotike osim na ciprofloksacin i kolistin. MIK za imipenem i meropenem je bio
128 mg/L a za ceftazidim, cefepim, aztreonam i piperacilin/tazobactam > 256 mg/L. MIK
vrednosti za hloramfenikol, tetraciclin, gentamicin, amikacin, sulfonamide i rifampicin je bio
> 32 mg/L. Osim ESBL izolat je produkovao i MBL. Primenom PSR tehnike bla ;v gen je
identifikovan kao prva genska kaseta u In60 klasi 1 integrona, a lociran na aacA4 kaseti koja
kodira i AAC(6')-Ib aminoglikozid acetiltransferazu. lzolat je nosio i bla pgrs ESBL-
encoding gen unutar Tn1213 transpozona.

Rezultati ispitivanja iz Kine ukazuju na viSu produkciju ESBL P. aeruginosa®>. U
detekciji ESBL, primanjivano je vise testova: nitrocefinski test, konvencionalni kombinovani
disk test, konvencionalni double-disk synergy test (DDST) i isti testovi sa dodatkom
kloksacilina (200 pg/ml) i Fe-Arg B-naftilamid dihidrohlorida, $to je povecalo senzitivnost
testova. Produkcija ESBL je ispitivana kod 75 klinicka izolata P. aeruginosa. Od 36
multirezistenta izolata, 34 je produkovalo ESBL.

Autori iz Saudijske Arabije*®® su pratili u¢estalost produkcije ESBL P. aeruginosa,
poreklo izolata i njihovu rezistenciju na antibiotike. Ispitivana su 187 izolata primenom testa
duble disk sinergije. Od toga 25,13% izolata je produkovalo ESBL. Najveé¢i broj izolata
potice iz sputuma (41,67%), pa iz gnoja (28,36%), cerebrospinalne te¢nosti (21,74%), urina
(20,45%) i hemokultura (13,79%). Ispitivani izolati su pokazali visok stepen rezistencije na
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antibiotike. Nije postojala rezistencija na imipenem i meropenem, a izolati su pokazali
najveéi stepen osetljiosti na gentamicin (95,47%), ceftazidim (91,49%) i amikacin (85,11%).
Najvecéi stepen rezistencije je uocen kod aztreonama (59,57%) 1 piperacilina (61,7%). Ovakav
stepen rezistencije se drasti¢no razlikuje od nasih podataka. Autori preporucuju imipenem i
meropenem kao lekove izbora.

Ispitivanje iz Indije**’ u kojim su se analizirali produkcija ESBL P. aeruginosa, MBL
I AmpC laktamaza kod Gram negativnih bacila iz opekotina je takode pokazalo na visu
produkciju ESBL, nego u naSem ispitivanju. P. aeruginosa je predominantno produkovao
ESBL i AmpC laktamaze, a Acinetobacter sp. MBL.

U Poljskoj*®® je ispitivana osetljivost na antibiotike 132 izolata P. aeruginosa
bolnickog porekla. Osetljivost je ispitivana disk-difuzionom 1 dilucionom metodom. Vecina
izolata je bila osetljiva na ceftazidim (91,7%), piperacilin-tazobaktam (85,6%), amikacin
(80,3%), meropenem i imipenem (81,8%). Dosta izolata je bilo rezistentno na cefotaksim
(73,5%), tikarcilin (53%) i ciprofloksacin (48,5%). Ni jedan od ispitivanih izolata nije
produkovao ESBL.

U ispitivanju Sardeli¢'®” u Hrvatskoj nisu detektovani izolati koji produkuju ESBL.

U poslednje vreme je porastu prevalencija CTX-M. Do sada su otkriveni na svim
kontinenima. Najprisutniji je u Juznoj Americi, na Dalekom Istoku i Isto¢noj Europi. U
Zapadnoj Europi, Severnoj Americi, CTX-M-tip B-laktamaza su do nedavno bile retke. Zbog
visoke prevalencije CTX-M u Kini i Indiji, moze se rec¢i da se radi o najrasprostranjenijem
tipu ESBL na svetu. Odnos izmedu potros$nje antibiotika i pojave CTX-M-tipa B-laktamaza
nije dovoljno proucen, iako se poveéana prevalencija CTX-M u izolatima kod bolesnika sa
dijarejom u op$0j populaciji, povezuje sa ve¢om potrosnjom cefalosporina van bolnica.
Identi¢ne B-laktamaze su otkrivene u udaljenim podrué¢jima, Sto ukazuje na nezavishu

evoluciju ovih enzima*®

. Trenutno najsire rasprostranjen enzim CTX-M u svetu je CTX-M
15, koji je otkriven kod E.coli u Indiji 2001. godine. Multirezistentna E. coli koja proizvodi
CTX-M-15 javlja se Sirom Sveta uzrokujuci bolni¢ke i vanbolnicke infekcije u zemljama

Europe, Azije, Afrike, Severne i Juzne Amerike i Australije’®

. Prevalencija specifi¢nih
tipova ili grupa CTX-M zadobila je endemijske razmere u mnogim zemljama, Sto ukljucuje
CTX-M u ltaliji, CTX-M-9 i CTX-M-14 u Spaniji, CTX-M-3 u Poljskoj i CTX-M-15 u
Velikoj Britaniji*®®. E. coli koja proizvodi CTX-M-15 je najées¢i tip ESBL u Europi i sve je
viSe opisa ovih izolata izvan bolnice.
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U periodu od 1998. godine do 2004 godine, 8,9% E. coli i 20,3% K. pneumoniae iz
SENTRY Asia-Pacific studije su bile ESBL pozitivne na inicijalnom testiranju, ali negativne
pri kasnijem testiranju. U ovom istrazivanju nadene su na plazmidima kodirane AmpC f-
laktamaze kod 62% izolata E .coli i 75% K. pneumoniae. Lazno negativni rezultati mogu da
dovedu do primene pogresnog antibiotika u lecenju infekcije. Jedinice intenzivne nege cesto
su rezervoar uzro¢nika Koji produkuju ESBL. Opisano je da je vise od 40% svih bolnickih
mikroorganizama koji produkuju ESBL poti¢e od bolesnika iz jedinica intenzivne nege?.

Istrazivanja koja su se bavila povezano$¢u primene antibiotika sa selekcijom ESBL
sojeva Cesto daju protivurecne rezultate. Odnos primene antibiotika i kolonizacije ili infekcije
rezistentnim sojem ne mora biti linearan. Ekspozicija antibioticima ne donosi rizik samo za

235

bolesnika, nego se povecava mogucnost kolonizacije ili infekcije drugih bolesnika“”. Vecina

istrazivanja su ukazala da su cefalosporini prosirenog spektra najsnaznije povezani sa ESBL

produkcijom**°

. Uvodenje tre¢e generacije cefalosporina u klinicku praksu ranih 1980-tih
smatrano je velikim uspehom u borbi protiv B-laktamaza uzrokovane rezistencije bakterija na
antibiotike. Ti cefalosporini su razvijeni kao odgovor na poveéanu prevalenciju
mikroorganizama koji produkuju p-laktamaze i zbog Sirenja gena za B-laktamaze u nove
domacine. Zbog produkcije ESBL poslednjih godina sve viSe se u terapiji primenjuju
fluorohinoloni. Problem dodatno pogorsava ¢injenica da su ESBL sojevi ¢esto nosioci gena
rezistencije na druge antibiotike: fluorohinolone, trimetoprim/sulfametoksazol i

aminoglikozide***

. Koris¢enje karbapenema u leCenju infekcija ovim sojevima je u porastu,
jer su jedina grupa antibiotika na koje su bakterija koje produkuje ESBL osetljive®*.
PreSiroko empirijsko leCenje kod sumnje na infekciju ESBL sojevima dovodi do porasta

rezistencije na karbapeneme.

6.10.3.PRODUKCIJA KARBAPENEMAZA

Kod 7 nasih izolata je detektovana produkcija karbapenemaza (2 bolnickog porekla i
5 ambulantnog porekla). Nije uo¢eno da su se takvi izolati sretali ¢esée kod pojedinih
bolesnickih materijala i serotipova. Ne postoji odreden rezistotip Koji bi bio prisutan kod
vecine izolata.

Enterobacteriaceae su i do 98% osetljive na karbapeneme, a Acinetobacter sp. nesto

manje. Osetljivost P. aeruginosa je jo$ niza. Nasi rezulatati su pokazali viSu osetljivost nego

166

Fenotipske karakteristike klini¢kih izolata Pseudomonas aeruginosa.
NataSa Stankovi¢ Nedeljkovi¢. Doktorska disertacija



6. DISKUSIJA

Sto je to u literaturnim podacima. Produkcija karbapenemaza je vazan faktor rezistencije P.
aeruginosa na karbapeneme. Stalno se otkrivaju novi enzimi, klasifikacija se menja, pa je to
veoma dinamican proces. Osim produkcije laktamaza, ¢est mehanizam nastanka rezistencije
na karbapeneme je gubitak OprD porina i aktivna efluks pumpa.

lako su retke, prisutvo GES je detektovano Sirom sveta: u Grckoj, Francuskoj,
Portugaliji, Juznoj Africi, Francuskoj Gvajani, Brazilu, Argentini, Koreji i Japanu. Uglavhom
izazivaju sporadi¢ne infekcije. Opisane su i male epidemije koje je izazvao P. aeruginosa
koji produkuje GES-2.

Autori iz Juzne Afrike*®

su prikazali izolat P. aeruginosa koji je produkovao GES-2
iz krvi 38 godina starog muSkarca sa nozokomijalnom pneumonijom. lzolat je bio
intermedijarno osetljiv na imipenem. lzolat je bio rezistentan na cefalosporine Sirokog
spektra, kanamicin, gentamicin, netilmicin, fluorohinolone, sulfonamide i tetracikline. Izolat
je nosio 100-kb plasmid. blages-2 gen je izolovan iz genoma P aeruginosa GW-1.

P. aeruginosa koji produkuje GES-1 je izolovan iz rektalnog brisa bolesnika
hospitalizovanog u bolnici Bicétr (Francuska). Nikad ranije nije hospitalizovan i nije putovao
van zemlje. P. aeruginosa je bio rezistentan na sve p-laktame, osim na imipenem, piperacilin,
kolistin i fosfomicin. PCR testovima je dokazano prisustvo blages-type gena**.

U Brazilu**® je opisan izolat P. aeruginosa koji produkuje GES-1 iz hemokulture Zene
stare 63 godine nakon operacije. Izolat je bio rezistentan na imipenem (MIC > 8 pg/ml),
meropenem (MIC > 8 pg/ml), ceftazidim (MIC > 16 pg/ml), cefepim (MIC > 16 pg/ml),
piperacilin-tazobaktam (MIC > 64 pg/ml), aminglikozide i fluorohinolone. Genetskim
ispitivanjima je dokazano prisustvo blaces1. Gen je deo genske kasete prenosive klasom 1
integrona, a koja sadrzi i aminoglikozid acetiltransferazni gen.

U kasnijem ispitivanju**® u Brazilu analizirana je produkcija p laktamaza 56 izolata P.
aeruginosa, rezistentnih na imipenem, i/ili meropenem, ceftazidim. Analizirano je nosilastvo
gena bla crx-m-2, blaces-1, blagess, blaywp 1 bla spv1 P. aeruginosa je kultivisan iz uzoraka
UT, RT, krvi i mekih tkiva. 80,3% (45/56) je bilo rezistentno na piperacilin/tazobaktam.
62,5% (35/56) na aztreonam, 78,6% (44/56) na ceftazidim, 96,4% (54/56) na cefepim, 96,4%
(54/56) na imipenem, 75,0% (42/56) na meropenem, 51,8% (29/56) na amikacin, 82,1%
(46/56) na gentamicin, 78,6% (44/56) na ciprofloksacin i 85,7% (48/56) na levofloksacin. Svi
izolati su bili osetljivi na polimiksin. 30,3% izolata je nosilo gene za MBL je bila od ¢ega je

17,8% nosilo blaspm-1, @ blaywp-1 12,5%. Detektovani su i blaspm-1 i blajme-1. blawe-1 gen je
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detektovan kod kod tri izolata koji nisu pokazali fenotipski MBL. Tri izolata su nosila blacrx-
m-2, dok blayim nije detektovan. 23,2% izolata je produkovalo ESBL od ¢ega je blactx-m-2 bio
prisutan kod 19,6%, a blagess kod jednog ispitanika. Istovremeno prisustvo blacrx-m-2 sa
blajuvp-1 je uoceno kod tri izolata, a blages.1 sa blajve-1 kod jednog ispitivanog izolata. blatem
i blasy nisu detektovani. U ovoj studiji produkcija MBL nije definisana kao glavni
mehanizam rezistencije na karbapeneme ukazuju¢i da prisustvo efluks pumpa, redukcija
porinskih kanala i drugih beta laktamaza uti¢u na rezistenciju.

Autori iz Kine**'su 2005.god. opisali P. aeruginosa PK1278 izolovan u Pekingu, iz
krvi 35 godina starog bolesnika, koji je imao opekotine i infekciju. I1zolat je bio rezistentan na
ceftazidim (MIC > 256 mg/L), ceftriakson (MIC > 256 mg/L), cefepim (MIC > 64 mg/L),
cefoperazon/sulbaktam (MIC > 64mg/L), piperacilin/tazobaktam (MIC > 128mg/L),
ciprofloksacin (MIC > 2mg/L) i amikacin (MIC 256 mg/L), a intermedijarno rezistentan na
imipenem (MIC > 8 mg/L) i meropenem (MIC > 8 mg/L). PSR je utvrdeno prisustvo blacess.
Ovo je prvi put opisan GES-5 u svetu.

U Turskoj*® je opisan izolat P. aeruginosa, koji produkuje OXA-11, kultivisan iz
krvi bolesnika sa opekotinama. Izolat je bio rezistentan na cefalosporine, narocito ceftazidim
(MIC 512 mg/L), peniciline, aztreonam i meropenem, ali ne i imipenem. Genetskim
ispitivanjima je dokazano prisustvo OXA-1.

El Garch sa saradnicima®®® je ispitivao produkciju OXA-198 kod karbapenem
rezistentnih izolata koji su izazivali infekcije donjih delova RT, kod bolesnika na
respiratorima. OXA-198 ima malo genetskih sli¢nosti sa ostalim D OXA B laktamazama,
samo 45% genske homologije. Ekspresija kod E.coli i Pseudomonasa P1 ima za posledicu
visu rezistenciju na tikarcilin, karbapeneme i cefepim. blapxa-19s gen nosi integron klase 1, a
u vezi je 46kb netipibilnim plazmidom.

KPC detekovane u USA, Francuskoj, Skotskoj, Izraelu, Kolumbiji i Kini*®*. U Indiji
je dokazana produkcija OXA-1, OXA-2, OXA-10, OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-51 i
OXA-54*%,
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6.10.4.PRODUKCIJA MBL

MBL su opisane prvi put 1988. godine u Japanu. Prve MBL su opisane kod bakterija
iz prirode: Bacillus cereus, Aeromonas sp. i Stenotrophomonas maltophilia. MBL koji
produkuje Bacillus cereus je godinama bila prototip MBL.

Nasi izolati produkovali su 10% MBL, sa identicnom ucestalos¢u u grupi ambulantnih
I hospitalizovanih bolesnika. Izolati koji su produkovali MBL su izolovani iz urina i briseva
rane. U grupi bolnickih izolata, MBL su ¢esce bile prisutne kod izolata iz urina, a u grupi
ambulantnih iz briseva rana. Najéesce su bili serotip P11 (50%), tri izolata su bila netipibilna,
jedan P1, a jedan izolat je reagovao samo sa grupnim PME serumom. Pet izolata su bila sa
izuzetkom aztreoanam i kolistina, rezistentna na sve antibiotike, a Cetiri izolata su osim na
aztreonam i kolistin bila osetljiva na piperacilin—tazobaktam. Jedan izolat je bio rezistentan
na imipenem, a osetljiv na meropenem.

U Srbiji nema ni priblizno dovoljno podataka o zastupljenosti P. aeruginosa, Koji
produkuju MBL. Jedno od opseznijih ispitivanja u Institutu za majku i dete >>Vukan Cupi¢’’
u Beogradu obuhvatilo je 526 izolata P. aeruginosa®®’. Kod 163 (31%) postojala je
rezistencija na imipenem, a kod 148 (90,8%) smanjena osetljivost na meropenem. lzolati
rezistentni na karbapeneme su najc¢e$ce izolovani u pedijatrijskim i hirur§kim jedinicama
intenzivne nege (51,5%) i pulmoloskim jedinicama (23,9%, uglavnom oboleli od CF). Izolati
su uglavnom iz uzoraka respiratornog (76,6%) i urinanog trakta (6,1%), a ostali uzorci Cinili
su samo 4%. Najveca osetljivost na antibiotike je registrovana na kolistin i polimiksin B
(100%), levofloksacin (61,3%) i ciprofloksacin (49,7%). Skoro tre¢ina izolata (29,4%) je bila
panrezistenta, sa izuzetkom polimiksina i kolistina. PCR ispitivanjem kod 3,1% izolata je
detektovano prisutvo blayim gena. VIM-2 su spadali u tri razliite genotip grupe, $to je
odredeno PFGE ispitivanjem. Ovo ukazuje na moguénost horizontalnog transfera gena i
klonalne diseminacije.

U periodu od 2004. godine do 2007. godine u izolatima P. aeruginosa sa
Vojnomedicinske akademije, samo kod jednog je registrovano prisustvo MBL tipa klase 1
integrona sa blayv-2-like kasetama na prvoj poziciji. 1zolat je bio serotip P11 i panrezistentan
na sve antibiotike**,

Tokom 2011. godine publikovani su prvi podaci o prisutvu New Delhi (NDM-1)

MBL kod izolata na Vojnomedicinskoj akademiji u Beogradu***. To su prvi identifikovani
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izolati na Balkanu. Kultivisani su iz bolesni¢kih materijala 2 Zzene koje su imale opsezne
hirurske intervencije. Epidemioloski nisu imale nikakve medusobne veze i nisu putovale van
zemlje. Testom pulsed-field gel elektroforeze odredeno je da pripadaju dvema razlicitim
klonalnim grupama MMA&83 ili MMAb533. Do tada su Enterobacteriaceae, koje nose blanpm-
1 nadene u Indiji, Pakistanu, Bangladesu, Singapuru, USA, Kanadi, Australiji i 13 evropskih
zemalja. Vecina evropskih nosioca MBL daje anamnesticki podatak o boravu u Indiji ili
balkanskim zemljama. U Evropi su do tada opisana 55 izolata P. aeruginosa, od kojih je 6
imao veze sa Balkanom: uzom Srbijom, Kosovom, Crnom Gorom i Bosnom i Hercegovinom.
Posto su izolati bili dva odvojena klona, pretpostavlja se da poti¢u iz razli¢itih izvora.
Sposobnost NDM-1 da se $iri medu Enterobacteriaceae, ali i duge bakterije, ukazuje na
mogucnost novih slucajeva prisustva NDM-1. Restrikcijskim analizama i hibridizacijom je
dokazano da postoje dve kopije blaNDM-1 gena u genomu svih testiranih izolata. Povisena
koncentracija imipenema nije imala uticaja na broj kopija gena u genomu P. aeruginosa
MMA83*2,

U Hrvatskoj*®’ prve MBL VIM-2 tipa su izolovane 2000. godine u Splitu. Sada se
otpornost kreée u rasponu od 0-25%. U ispitivaju Sardeli¢*®’ je pokazano da 3% izolata P.
aeruginosa iz jedinice Intenzivne nege produkuje MBL ito VIM-2. MBL pozitivni izolati su
bili serotip P11, s izuzetkom jednog izolata, koji bio serotip P12. Dva izolata nisu mogla da
se tipiziraju komercijalno dostupnim serumima. lako su svi sojevi koji su imali gen za MBL
multiplorezistentni, postojale su razlike u osetljivosti, kako na [-laktame, tako i na
antipseudomonasne antibiotike iz ostalih grupa. Svi MBL pozitivni izolati bili su otporni na
ceftazidim, cefepim, imipenem, meropenem, gentamicin, tobramicin, netilmicin i amikacin.

Ispitivanje Sardeli¢*®’ je obuvatilo i ispitivanja gena za MBL. Pretpostavljeno je da
dolazi do prenosa integrona putem transposona, s obzirom da plazmidi unutar ispitivanih
izolata P. aeruginosa nisu dokazani. Genske kasete mogu slobodno da se kre¢u iz jednog
integrona u drugi, za prenos celog integrona potrebna je pomoé plazmida i transposona®®.
Veéina opisanih MBL gena nalazi se na plazmidima veli¢ine od 120 kb do 180 kb**“. Kod
izolata kod kojih nije dokazano prisustvo plazmida, MBL geni i njihovi integroni uglavhom
su unutar Tn5051-tipa transposona koji je odgovoran za diseminaciju ovih gena medu
geneticki razli¢itim jedinkama®®. Integroni koji se nalaze u ljudskim patogenima i
komenzalima nazivaju se i klinicki integroni, a vrlo sli¢ni nadeni su kod bakterija iz prirode

reda Betaproteobacteria. lako ovi integroni ne sadrze gene za rezistenciju na antibiotike
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rezervoar su integrona, koji su endemicni u prirodi. Po prirodi gena intl definisana je klasa
integrona. lako su do danas definisane cetiri klase integrona, geni za MBL naj¢esce se nalaze
u integronima klase I.

U Grekoj*® ispitivana je ucestalost izolata koji produkuju VIM. U ovoj zemlji VIM
su identifikovane prvi put 2000. godine. Ispitivanje je obuhvatilo 584 hospitalizovana
bolesnika. Rezistencija na karbapeneme je veoma visoka i iznosi 50%. Kod karbapenem
rezistentnih izolata kod 28% su bili prisutni biayim geni. Predpostavlja se da su kod drugih
rezistentnih izolata bili prisutni drugi mehanizmi rezistencije. Inace, svi izolati koji su
produkovali VIM su bili multirezistenti. Bili su rezistentni na ticarcilin/klavulanat (MIC >
128 mg/L) i piperacilin/tazobaktam (MIC > 128 mg/L), intermedijarni ili rezistentni na
ceftazidim (MIC od 16 do > 64 mg/L). Svi izolati koji su produkovali VIM su bili osetljivi na
kolistin. Od pozitivnih 80 izolata, 48 je produkovalo VIM-2, 31 VIM-4, a 1 VIM-17. Najveci
broj pozitivnih izolata poti€e iz urina, pa krvi 1 bronhijalnih sekreta.

U studiji Giske i saradnika®*®, MLST metodom je uporedivana klonska srodnost
evropskih VIM-pozitivnih izolata. Autori su potvrdili hipotezu da serotipovi P11 i P12 igraju
ulogu u pojavi i diseminaciji VIM gena. Moguce je da VIM pozitivni evropski izolati poti¢u
od jednog klona koji je potekao iz mediteranskih zemalja.

U vecini evropskih zemalja su prisutne VIM-1 i VIM-2 MBL. P. aeruginosa koji
produkuje VIM-2 je izolovan u Portugaliji, Spaniji, Poljskoj, Belgiji, Nemackoj, Svedskoj,
Norveskoj, Hrvatskoj, Madarskoj, Grekoj i Srhiji?®®294%, VIM produkuju izolati iz Azije i
Juzne Amerike, uz opise novih varijanti - VIM-3 u Tajvanu, VIM-5 u Turskoj, VIM-7 u
SAD#>442443  Alelske varijante VIM-7 do 11-a i b opisane su kod P. aeruginosa izolovanih
iz Engleske, Juzne Amerike i Italije. VIM-12 je prisutan u Grékoj. U Spaniji je opisana
varijanta VIM-13**®, u Bugarskoj VIM-15, Nemackoj VIM-16 %*°, VIM-17 u Grekoj*® i
VIM-18 u Indiji***. U Europi i Aziji su geni VIM-2 do VIM-5 otkriveni i u enterobakterijama
(Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae) i
nizu nefermentativnih bakterija (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas putida, P.
fluorescens, P. stutzeri)?®>*%#2%® Treéi tip MBL, SPM-1 opisan je u Brazilu 1997. godine
262443 j Evropi*®. GIM-1 je opisan 2002. godine u Nemag&koj i nije zabeleZeno da se prosirio
izvan zemlje*®. Poslednja opisana MBL je AIM-1 iz izolata P. aeruginosa iz Australije?".

Do sada je opisano 14 enzima VIM grupe.
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U velikoj studiji u Italiji*® koja je obuhvatila 14000 izolata, 1,3% izolata je
produkovalo MBL. Publikovano je da u Spaniji 0,1% sojeva produkuje MBL*". U Japanu
1,3% sojeva produkuje MBL. Ispitivanje koje je sprovedeno u Kanadi®* je pokazalo da je
30% sojeva produkovalo enzim.

Rezultati ispitivanja indijskih autora koji su analizirali produkciju MBL kod 54 soja
P. aeruginosa izolovana iz briseva rana i kod 310 bolesnika sa food diabetic pokazuju ve¢u
produkciju MBL, nego to je to kod nas*?. 20,3% izolata P. aeruginosa je bilo rezistentno na
karbapenem, a od toga 81,8% rezistencija je bilo posredovano produkcijom MBL. Infekcije
multirezistenim sojevima P. aeruginosa su ceste kod ulceracija na nogama dijabeti¢ne
etiologije. Sli¢no ispitivanje u Indiji je pokazalo da 8,3% P. aeruginosa produkcije MBL i
22,22% produkcije ESBL**. Medutim ima podataka iz Indije da je 84% izolata proukovalo
MBL, od &ega je 13% nosilo blavim.2 gen*™.

Pirnay i saradnici*® su zakljucili da Pseudomonas sp. najées¢e ima superficijalnu
klonsku strukturu koja je podlozna ¢estim rekombinacijama medu kojima ponekad izade vrlo
uspesan epidemijski klon. MBL pozitivni izolati imali su relativno razli¢itu gensku strukturu.

Podaci SENTRY studije ukazuju da je procenat rezistencije na karbapeneme u
porastu. U zemljama Juzne Amerike je izmedu 30% i 40%. U Juznoj Africi iznosi izmedu
42% i 45% *°,

Multirezisentni izolati P. aeruginosa imaju veliki klinicki znadaj. Sto se
epidemioloskog potencijala tie, do sada su sojevi sa genima za proizvodnju MBL uglavnom

283 Opisane su

opisivani kao sporadi¢ne pojave ili uzro¢nici manjih nozokomijalnih epidemija
vece epidemije u zemljama Juzne Europe, Azije i Juzne Amerike. Nozokomijalne epidemije
opisane su u Italiji, Gr¢koj i Francuskoj. U Koreji 11% imipenem rezistentnih izolata
produkuje MBL, dok 20% imipenem-rezistentnih izolata u Brazilu produkuje SPM-1. Ako
dode do Sirenja gena koji kodiraju MBL medu nozokomijalnim sojevima P. aeruginosa i
drugih Gram-negativnih bakterija, uz ¢injenicu da ovi enzimi hidroliziraju svaki B-laktamski
antibiotik i da smo godinama daleko od uvodenja terapijskog inhibitora, moZzemo ocekivati
velike probleme u terapiji infekcija.

Zanimljivo je ispitivanje koje je obuhvatilo izolate P. aeruginosa iz zemlje,
provedeno 2014. godine u Indiji. Obuhvatilo je 30 izolata, kod kojih je proveravana
osetljivost na antibiotike i produkcija MBL. 90% lzolata je bilo osetljivo na imipenem, 50%

na piperacilin, 30% na amikcin i 20% na ceftazidim. 56,66% izolata je produkovalo MBL*
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Na osnovu rezultata ispitivanja fenotipskih karakteristika izolata P. aeruginosa, iz
bolesnickih materijala hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika, a u skladu sa realizacijom
postavljenih ciljeva rada, mozemo zakljuciti sledece:

-P. aeruginosa je cesce izolovan iz bolesnickih materijala muskaraca (59%), nego
zena (41%). ProseCana starost bolesnika je 57,78 godina. Prosecna starost muskaraca (61,27
godina) je visa nego prose¢na starost Zena (52,17 godina). Sa vecom statistickom znacajnos$cu
P. aeruginosa je izolovan kod ispitanika starijih od 50 godina, nego kod mladih. Izolovan je
iz 68% bolesnickih materijala kod ispitanika starosti 50 godina do 80 godina. Muskarci u
hospitalizovani, ispitanici starosti od 50 godina do 80 godina ¢inili su 82% populacije, a bacil
je najcesce izolovan kod ispitanika u osmoj deceniji (42%). Kod ambulantnih ispitanika,
bolesnici starosti od 50 godina do 80 godina ¢inili su 64% populacije. P. aeruginosa je bio

-P. aeruginosa je najéesce kultivisan iz briseva rana i urina (75%), dok su sputum,
brisevi grla, nosa, uva, oka i vaginalni brisevi bili manje zastupljeni. Kod muskaraca P.
aeruginosa je ¢esce iz izolovan iz briseva rana i urina, nego kod Zena.

-Seroloski su identifikovani sledeéi serotipovi P. aeruginosa: P1, P3, P4, P5, P6, P10,
P11 i P12. Najc¢esce identifikovani serotipovi su P11 (20%), P6 (16%) i P1 (12%). Najveci
broj izolata, koji je je aglutinisao smo polivaletne serume je reagovao sa PME polivalentnim
serumom (12%), pa PMF (2%) i PMA (1%). Procenat netipibilnih izolata je visok (29%). U
brisevima rana, bili su najprisutniji serotipovi P11, P6 i P1. Netipibilno je bilo 15% izolata,
pri Cemu je procenat netipibilnih izolata bio nesto visi kod ambulantnih uzoraka. U brisevima
rana bolni¢kog porekla najéesci je bio serotip P6 (12%), pa P4 (8%) i P1 (6%). U urinima su
najces¢e kultivisani serotipovi P11 i P1, dok su ostali serotipovi bili skoro pojednako
zastupljeni. U urinima hospitalnog porekla bio je najprisutniji P11, a ambulantnog P1.

-P. aeruginosa produkuje fluorescin (86%) statisticki znacajnije nego piocijanin
(67%). Oba pigmenta produkovalo je 52% izolata. Samo fluorescin je produkovalo 33%
izolata, a samo piocijanin 15%. Produkcija pigmenata se nije znacajnije razlikovala kod

izolata iz materijala hospitalozovanih i ambulantnih bolesnika.
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-Vecina naSih izolata je imala sposobnost adherencije na polivinil-hlorid nakon
inkubacije od 60 min (93%). Prosecna ekstincija izolata iz ambulantnih izolata (0,002) i
medijana su vis$i nego kod bolnickih izolata (-0,033). Ekstincija kod izolata iz briseva rana i
urina je visa nego kod ostalih uzolata. Serotip P1 je imao najveéu sposobnost adherencije, pa
serotipovi P11 i P6.

-Skoro svi izolati P. aeruginosa (99%) su imali sposobnost formiranja biofilma.
Vecina izolata je imala umerenu sposobnost formiranja biofilma (87%). Izolati ambulatnog
porekla su imali viSe izraZenu sposobnost formiranja biofilma, nego izolati bolnickog
porekla. 1zolati iz briseva rana su imali slabiju sposobnost produkcije biofilma u odnosu na
ostale izolate, a oni iz urina su imali izrazeniju Sposobnost produkcije biofilma u odnosu na
one iz briseva rana. Netipilni izolati su formirali biofilm najvece biomase (prose¢na ekstincija
je 0,161). Slede¢i po vrednosti prose¢ne ekstincije su izolati serotipa P1 (0,146), pa P11
(0,245) 1 P6 (0,127).

-Svi izolati su imali sposobnost trzaju¢ih pokreta. Izolati ambulantnog porekla su
imali izrazeniju sposobnost takvog kretanja (prose¢ni precik kolonija 8,19 mm), nego izolati
ambulantnog porekla (7.75 mm = 2.36 mm). lzolati iz briseva rana su imali manju
sposobnost trzaju¢ih pokreta u odnosu na ostale izolate. lzolati iz urina su imali manju
sposobnost trzajucih pokreta, nego preostali izolati. Najvecu sposobnost trzajucih pokreta su
imali izolati serotipa P11 (8,22 mm), pa P6 (8,18 mm) i P1 (7,7 mm). Netipibilni izolati su
imali prosec¢ni preénik kolonija 7,93 mm.

-Svi na$i izolati su imali sposobnost rojenja. Izolati bolnickog porekla (prosecni
pre¢nik kolonija je 41,92 mm) imali su vec¢u sposobnost rojenja, nego izolati ambulantnog
porekla (prosec¢na vrednost precnika kolonija 38,05 mm). Izolati iz briseva rana su imali vecu
sposobnost rojenja nego preostali izolati, a izolati iz urina su imali manju vrednost proseka
kolonija u odnosu na druge. Najveci prosecni pre¢nik kolonije imaju netipibilni izolati (42,89
mm). Sledeé¢i po sposobnosti rojenja je serotip P6 (proseéni preénik kolonije 42,75 mm), pa
P11 (40,55 mm) i P1 (36,08 mm).

-Znatan broj izolata je imao apsolutnu rezistenciju na toksi¢no dejtvo 30% H20;,
nakon inkubacije od 24h. Prose¢na zona inhibicije porasta oko diska je Sira kod izolata
bolnic¢kih izolata (3,88 mm) u odnosu na ambulantne izolate (0,92 mm,) §to ukazuje na vecu
osetljivost na toksi¢no dejstvo ROS. Prosecna inhibicija porasta izolata iz briseva rana
(0,59mm) i urina ukazuje da su oni otporniji na toksi¢no dejstvo ROS u odnosu na ostale
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izolate (0,37 mm). Najotporniji na dejstvo kiseoni¢nih radikala su izolati koji su bili serotip
P11 (1,63 mm), pa serotip P1 (2,84 mm) i P6 (3,181 mm). Netipibilni izolati su imali
prose¢nu zonu inhibicije porasta 1,65 mm.

-Nasi izolati pokazali su najveéi stepen osetljivosti na kolistin i aztreonam (100%
izolata hospitalnog i ambulantnog porekla), meropenem (92% izolata hospitalnog porekla i
88% ambulantnog), imipenem (86%), piperacilin-tazobaktam (84% izolata bolnickog porekla
i 74% ambulantnog) i ceftazidim (76% izolata bolnickog porekla i 80% ambulantnog).
Amikacin je bio najefikasniji aminoglikozid. 64% izolata iz bolni¢ki uzorkovanih materijala
je bilo osetljivo, a 70% ambulantnih. Rezistencija na ostale antibiotike je varirala. U grupi
bolnickih 2 izolata, a iz grupe ambulantnih 12 su bila osetljiva na sve testirane antibiotike. 1z
grupe bolni¢kih izolata jo§ 4, a iz grupe ambulantnih 6 je bilo osetljivo na sve antibiotike
osim cefepima. Izolati su bili najrezistentniji na cefepim. Dva izolata ambulantnog porekla su
rezistentna na sve antibiotike, osim na kolistin i aztreonam. Nije uocena znacajna razlika u
osetljivosti izmedu izmedu izolata hospitalnog i ambulantnog porekla. To se moze objasniti
specificnom organizacijom rada hirurskih sluzbi u ZC’’ Aleksinac’’.

-Vrednosti MIK za piperacilin-tazobaktam nasih izolata su u rasponu od 3 pg/ml do
64 ug/ml. Najveci broj izolata je imao MIK vrednost od 12 pg/ml (37,5%). MIK vrednosti u
opsegu osetljivosti do 16 pg/ml je imalo 83,57% izolata. Vrednosti MIK za amikacin na$ih
izolata su bile u rasponu od 1 pug/ml do 48 pg/ml. Najveéi broj izolata (24,19%) je imao MIK
vrednost 8 pg/ml. Vrednost MIK od 3 pg/ml do 8 pg/ml je imalo 74% izolata. Ako
uporedimo rezultate sa standardima CLSI sistema, 60 izolata je bilo osetljivo (96,77%), a po
jedan izolat (1,61%) je bio intermedijarno osetljiv (MIK 24 ug/ml) i rezistentan (MIK
48ug/ml). Vrednosti MIK za ciprofloksacin su od 0,05 pg/ml do 1,0 ug/ml. Najveci broj
izolata je imao MIK 0,125 pg/ml (43,75%). Ako analiziramo osetljivost samo u okviru grupe
bolni¢kih izolata, najveéi broj izolata je imao MIK 0,125 pg/ml (61,90%), vrednost od
0,032ug/ml do 0,125 pg/ml je imalo 80,95% izolata.

-Samo jedan izolat je produkovao ESBL.

-Sedam izolata ambulantnog porekla i dva bolni¢kog su produkovala karbapenemaze.
Nije uoceno da ti izolati poticu iz odredenih materijala, da su odredenog serotipa niti da imaju
specificki serotip.

-10% izolata je produkovalo MBL, sa identi¢cnom ucestalo$¢u u grupi ambulantnih i

hospitalizovanih bolesnika. Kod izolata iz bolnickih uzoraka, MBL su ¢es¢e kultivisane iz
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urina, a kod izolata iz ambulantnih materijala cesce iz briseva rana. Najéesce su pripadali P11
serogrupi (50%), tri izolata su bila netipibilna, jedan P1 serogrupi, a jedan izolat je reagovao
sa grupnim PME serumom. Pet izolata su bila sa izuzetkom aztreonama i kolistina,

rezistentna na sve antibiotike, a Cetiri izolata su osim na aztreonam i Kolistin bila osetljiva na

piperacilin—tazobaktam.
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