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POVZETEK

Kolistin spada med cikli¢ne polipeptidne antibiotike- polimiksine, ki so ucinkoviti pri
zdravljenju okuzb povzro¢enih z veéino po Gramu negativnih bakterij. Njegova uporaba v
humani medicini je bila v sedemdesetih letih prejSnjega stoletja zaradi nefro- in nevro-
toksi¢nosti ter boljse uc¢inkovitosti ostalih antibiotikov ve¢inoma opuscena. Danes se poraba
kolistina v humani medicini povecuje, predvsem na racun zdravljenja okuzb z veckratno
odpornimi po Gramu negativnimi bakterijami (VOB-GN). Problemati¢ne so predvsem proti
karbapenemom odporne enterobakterije Escherichia coli in Klebsiella pneumoniae, ter
Pseudomonas aeruginosa in Acinetobacter baumannii, ki sta odporna proti karbapenemom
in drugim betalaktamskim antibiotikom. Terapevtske moznosti za zdravljenje okuzb S
tovrstnimi izolati so omejene, kar je povecalo zanimanje za polimiksine, ki pogosto ostajajo
zadnja moznost antibioti¢nega zdravljenja. S povecano uporabo kolistina opazamo tudi
porast deleza VOB-GN, ki izkazujejo polimiksinsko odpornost. Do pred kratkim so bili edini
znani mehanizmi odpornosti proti kolistinu posledica kromosomskih mutacij, leta 2015 pa
so na Kitajskem odkrili prvi primer plazmidno zapisane odpornosti proti kolistinu, mcr-1
gen. Plazmidno pogojena odpornost je zelo zaskrbljujo¢ pojav, saj se lahko prenasa znotraj
ali med bakterijski vrstami in se lahko razsiri tudi med ¢loveske patogene. Po smernicah
EUCAST velja, da je mikrodilucijska metoda edini primeren na¢in dolo¢anja minimalne
inhibitorne koncentracije (MIK) za kolistin. Nas3 cilj je bil opredeliti obcutljivost VOB-GN
za kolistin, z referenéno metodo mikrodilucije in ugotoviti, ali bi lahko med rutinskim
testiranjem antibioti¢ne obcutljivosti s presejalnim testiranjem izolatov uporabili selektivni
polimiksinski agar, s katerim bi hitro odkrivali izolate, pri katerih je nujna opredelitev MIK.
V raziskavo smo vkljucili 212 izolatov VOB-GN ter glede na smernice EUCAST opredelili
10/212 (4,7 %) izolatov odpornih na kolistin (MIK > 4 ug/mL). Odporne izolate 10/212 (4,7
%) smo testirali na mcr-1 gen s PCR metodo. Vseh 10/212 izolatov je bilo negativnih na
mcr-1 gen, kar kaze na to, da pri izolatih ne gre za plazmidno pogojeno odpornost. V drugem
delu smo ocenili uspesnost presejalnega testiranja s Superpolimiksin agarjem. Rezultati so
pokazali 100% senzitivnost, 99% specifi¢nost, 100% negativno napovedano vrednost ter
77% pozitivno napovedano vrednost. Pokazali smo, da je presejalno testiranje z agarjem
obetavna metoda in da jo lahko uporabljamo med rutinskim testiranjem antibioti¢ne
obcutljivosti ter MIK opredelimo le pri izolatih, ki porastejo na selektivnem agarju. S tem
izlo¢imo del izolatov, pri katerih ocena MIK ni potrebna ter zmanjsamo stroske testiranja in

prispevamo k zgodnjemu odkrivanju VOB-GN, ki imajo zmanj$ano obcutljivost za kolistin.
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ABSTRACT

Colistin belongs to a class of cyclic polypeptide antibiotics-polymyxins, which are effective
against most infections caused by Gram-negative bacteria. In the 1970s their use in human
medicine was abandoned due to toxicity, especially nephro- and neuro-toxicity and better
efficacy of other antibiotics. Recently, the use of colistin in human medicine has been
increasing, mainly as a result of threating infections caused by multidrug resistant gram-
negative bacteria (MDRGNB). Among these are mainly the carbapenem resistant
enterobacteria Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae, as well as Pseudomonas
aeruginosa and Acinetobacter baumannii, resistant to carbapenems and other beta-lactam
antibiotics. Therapeutic options for the treatment of infections with these isolates are limited,
which has increased the interest in polymyxins that often remain the last resort for antibiotic
treatment. With increased use of colistin an increase in the proportion of MDRGNB that
exhibit polymyxin resistance has also been noticed. Until recently, the only known
mechanisms of colistin resistance resulted from chromosomal mutations, but in 2015 the
first example of plasmid-encoded resistance to colistin (mcr-1) was discovered in China.
Plasmid-encoded resistance is a very worrying phenomenon, since it can be transmitted
within or between bacterial species and can also spread to human pathogens. According to
the EUCAST guidelines, the microdilution method is the only suitable way of determining
minimal inhibitory concentration (MIC) for colistin. The goal of our study was to determine
the susceptibility of MDRGNB for colistin, using the reference method of microdilution.
and to determine whether we could screen isolates, using selective agar, during the routine
antimicrobial susceptibility testing, to quickly detect isolates that require the determination
of colistin MIC. The study included 212 MDRGNB isolates. According to EUCAST
guidelines, we identified 10/212 (4,7 %) colistin resistant isolates (MIC > 4 pg/ mL), which
were then tested for mcr-1 gene with the PCR method. All 10/212 (4,7 %) isolates were
negative for the mcr-1 gene, indicating that isolates do not have a plasmid-dependent
resistance. In the second part of our study, we evaluated the effectiveness of screening using
SuperPolymyxin agar. The results showed 100% sensitivity, 99% specificity, 100% negative
and 77% positive predicted value. We have shown that agar screening is a promising method
and can be used during routine susceptibility testing and MIC can be defined only for isolates
that grow on the selective agar. This eliminates a large part of the isolates in which the
definition of MIC is not necessary and significantly reduces the cost of testing these isolates
and contributes to the early detection of MDRGNB with reduced susceptibility to colistin.
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1. UVOD

1.1 POLIMIKSINI

Polimiksini so cikli¢ni kationski polipeptidni antibiotiki, ki delujejo na bakterijsko celicno
membrano (1). Prvi¢ so jih izolirali leta 1947 iz po Gramu pozitivne bakterije Paenibacillus
polymyxa, znane tudi kot Bacillus polymyxa (2). So baktericidni in u¢inkoviti pri zdravljenju
okuzb povzrocenih z nekaterimi po Gramu negativnimi bakterijami. Poznamo 5 wvrst
polimiksinskih antibiotikov (polimiksin A, B, C, D, E). Polimiksin E (kolistin) in polimiksin
B sta glavna predstavnika skupine polimiksinov in tudi edina antibiotika iz te skupine, ki se

uporabljata v humani klini¢ni praksi (1, 3).

1.2 KEMIJSKA STRUKTURA

Osnovno strukturo polimiksinov (Slika 1) predstavlja cikli¢ni heptapeptid s tripeptidno
stransko verigo, na katero je preko amidne vezi vezana mas¢obna kislina na N-terminalnem
delu tripeptida. Tako so polimiksini dejansko po strukturi dekapeptidi sestavljeni iz treh
delov: heptapeptidni obro¢, tripeptidna stranska veriga ter mas¢obna kislina (Slika 1) (4, 5).
Polimiksin E in polimiksin B se med seboj razlikujeta v eni aminokislini na peptidnem
obroc¢u in sicer na poziciji 6 (Slika 1), kjer kolistin vsebuje aminokislino D-levcin,
polimiksin B pa aminokislino D-fenilalanin (6). Kolistin je kationski cikli¢ni dekapeptid, Ki
vsebuje aminokisline D-levcin in L-treonin ter a- y-diaminobutanojsko kislino (Dab), ki je
povezana z masc¢obnima kislinama: 6-metil-oktanojska kislina (Kolistin A) ali 6-metil-
heptanojska kislina (kolistin B) (7).

LEGENDA
Dab: diaminobutiri¢na kislina; Thr: treonin,

L-Dab J;L L-Leu Phe: fenilalanin, Leu: levcin; L levosuéna
5 6 7 spojina; D desnosuéna spojina
Mas¢obna kislina: 6-metil-oktanojska
X
1 2 3 4 kislina za kolistin A in polimiksin B1 ter
L-Dab —Thr— L-Dab - L-Dab 6-metil-heptanojska kislina za kolistin B
ter polimiksin B2
Aminokisline: D-Levcin za kolistin in

':I?r— L-gab y L8-Dab W D-fenilalanin za polimiksin B

@ Razli¢ne skupine: -NH2 skupina za
kolistin in polimiksin B ter -NH-CH2-SO3H

za kolistimetat

Slika 1: Struktura kolistina A in B, kolistimetata A in B in polimiksina B1 in B2 (8)



Polimiksin E (kolistin) poznamo v dveh oblikah kot kolistinijev sulfat (Slika 2) in kot
neaktivno predzdravilo natrijev kolistimetat (NKM). Pojma “kolistin” in “natrijev
kolistimetat” ne smemo enaciti, saj gre za dve razli¢ni obliki kolistina (5). NKM nastane z
reakcijo kolistina, formaldehida in natrijevega bisulfata (Na"HSOz3") (8, 9), ki nato v vodnih
raztopinah ter in vivo, v bioloskih tekoc¢inah hidrolizira v zdravilno ucinkovino kolistin
oziroma kolistinijev sulfat ter druge neaktivne stranske produkte (8, 10). S sulfometiliranjem
prostih amino skupin na kolistinijevem sulfatu (Slika 2) poskusamo zmanjs$ati ali spremeniti
nezelene stranske ucinke, tako da na proste -NH> skupine najprej vezemo formaldehid
(HCHO) in nato v drugi stopnji reakcije Se natrijev bisulfat (Na"HSO3z") in tako dobimo
sulfometilni derivat (9):

R-NHz + HCHO = R-N=CH; + H;0
R-N=CH, +Na*HSOs > R-NH-CH2-SOs'Na* (9)
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Slika 2: kolistinijev sulfat; s pus¢icami so oznacena mesta za sulfometiliranje prostih

amino skupin (11)

1.3 ODNOS MED STRUKTURO IN DELOVANJEM

Polimiksini so po kemijski strukturi najbolj podobni kationskim peptidnim antibiotikom
(12). Polimiksini imajo izjemne strukturne lastnosti: so polikationi (visoko polarne molekule
s pH 7,4) in imajo lipofilne (hidrofobne) in hidrofilne (polarne) lastnosti. Polarnost v
strukturi predstavlja pet diaminobutirnih kislin (Dab), hidrofobnost pa masc¢obna kislina na
N-terminalnem delu strukture ter tudi poziciji 6 in 7 v heptapeptidnem obroc¢u (Slika 1).
Amfifilnost je glavna lastnost skoraj vseh peptidnih antibiotikov in je bistvenega pomena za
antibakterijsko aktivnost polimiksinov. Cikli¢ni heptapeptid in linearni tripeptid polimiksina

zagotavljata optimalno razdaljo med vsako domeno, kar omogoca polimiksinom amfifilnost



(mesanica hidrofilnih in lipofilnih skupin) (13, 14). Danasnje razumevanje odnosa med
strukturo in delovanjem (SAR) polimiksinov temelji na dejstvu, da so za protimikrobno
aktivnost polimiksinov pomembne elektrostatske in hidrofobne interakcije z lipidom A. Za
razvoj novih analogov oziroma za izboljSanje antibakterijske aktivnosti polimiksinov in za
zmanjs$anje njihove toksi¢nosti je v strukturi polimiksinov klju¢nih 5 elementov (15):

¢ hidrofobna N-terminalna mas¢obna veriga

e pozitiven naboj stranskih verig Dab

e linearni tripeptidni segment

e hidrofobne lastnosti na polozajih 6 in 7 v ciklicnem heptapeptidnem obrocu

e cikli¢ni heptapeptid (15)
S pomocjo jedrske magnetne resonance je bilo ugotovljeno, da se kompleks polimiksin—lipid
A stabilizira preko elektrostatskih in hidrofobnih interakcij (13). Pozitivno nabite stranske
verige Dab v strukturi polimiksina tvorijo elektrostatske interakcije z negativno nabitimi
fosfatnimi skupinami lipida A. Modifikacije fosfatnih skupin v lipidu A (npr. dodajanje 4-
amino-4-deoksi arabinoze) pogosto opazimo pri polimiksinsko odpornih izolatih. Te
modifikacije blokirajo elektrostatske interakcije med fosfatnimi skupinami lipida A ter
pozitivho nabitimi molekulami polimiksina (Dab) in tako destabilizirajo kompleks
polimiksin-lipid A. Za razvoj novih polimiksinskih analogov je tako kljuéno poznavanje

SAR polimiksinov oziroma strukturno poznavanje kompleksa polimiksin—lipid A (15).

1.4 MEHANIZEM DELOVANJA

Struktura lipopolisaharida

Za razumevanje mehanizmov polimiksinske antibakterijske aktivnosti moramo poznati tudi
zgradbo zunanje bakterijske celiéne membrane po Gramu negativnih bakterij (Slika 3).
Zunanjo membrano predstavlja asimetrini lipidni dvosloj (zunanji in notranji). Notranji
lipidni sloj je podoben fosfolipidnemu sloju citoplazemske membrane, medtem ko je zunanji
lipidni sloj sestavljen predvsem iz bakterijskega lipopolisaharida (LPS), proteinov in
fosfolipidov (15). LPS oziroma endotoksin je sestavni del zunanje membrane skoraj vseh po
Gramu negativnih bakterij in je obi¢ajno sestavljen iz antigena O, oligosaharidnega jedra
in lipida A (Slika 3). Protimikrobna aktivnost polimiksinov je ve¢inoma vezana na Lipid A
(16). Lipid A predstavlja hidrofobni del LPS in je sestavljen iz bis-fosforiliranega
glukozaminskega disaharida, na katerega so z amidno ali estrsko vezjo vezane Stevilne

mascobne kisline s katerimi je LPS zasidran v bakterijsko membrano. Divalentni kationi



(Mg?* in Ca*) so pomembni za fosfoestrsko funkcijo lipida A in pripomorejo k stabilizaciji
LPS molekul (15). Oligosaharidni sredis¢ni del je neposredno pripet na lipid A in tako
povezuje lipid A z antigenom O. Oligosaharid je obi¢ajno razdeljen na notranje in zunanje
jedro. Notranje jedro je zdruZzeno z lipidom A in je sestavljeno iz L-glicero-D-mano-heptoze
in 3-deoksi-D-mano-okt-2-ulosoni¢ne kisline, znane tudi kot 2-keto-3-deoksi-oktanoat
(Kdo). Zunanje jedro je povezano z antigenom O in je sestavljeno iz obi¢ajnih sladkorjev,
kot so heksoze in heksozamini. Antigen O predstavlja distalni oz. najbolj zunanji del
molekule LPS in je sestavljen iz ponavljajo¢ih se polisaharidnih enot. Znacilno je, da je
antigen O odsoten v Stevilnih po Gramu-negativnih vrstah. Predstavlja hidrofilno in

imunodominantno domeno LPS (16).
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Slika 3: Celi¢na stena po Gramu negativnih bakterij (17) (levo) ter zgradba lipopolisaharida
(desno) (16); GIcNAc: N- acetilglukozamin; Kdo: 3-deoksi-D-mano-okt-2-ulosoni¢na
kislina; Hep: L-glicero-D-mano-heptoza; Glc: D-glukoza; Gal: galaktoza; EtN: etanolamin;
P: fosfatne skupine

Biosinteza lipopolisaharida

Biosinteza lipida A ter oligosaharidnega jedra nastopi v citoplazmi notranje membrane. Prva
reakcija, ki poteCe pri biosintezi lipida A je aciliranje sladkornega nukleotida UDP-N-
acetilglukozamina (angl. uridine diphosphate acetyglucosamine, UDP-GICNAC) z LpxA
(angl. lipidA expression) encimom. Nato sledi deacetiliranje z encimom LpxC in zaporedne
reakcije z acetiltransferazo LpxD, pirofosfataze LpxH in disaharidno sintazo LpxB s
katerimi dobimo lipid IV 0z. B-1-6 disaharidni skelet na katerega so pritrjene Stiri verige
mascobnih kislin (16, 18). Sinteza Kdo o0z. 2-keto-3-deoksi-oktanoata poteka loceno (19) in
je katalizirana z arabinozo 5P izomerazo (KdsD), ki je pogosto tar¢a nacrtovanja novih
antibiotikov. Lipidni del 1Va-Kdo2 nastane s CMP (angl. cytidine monophosphate)-Kdo
transferazo, ki zaporedno doda dva aktivirana CMP-ostanka k lipidu 1V a. Heksa-acilirani



lipidA-Kdo2 se nato sintetizira z delovanjem aciltransferaze LpxL in LpxM (Slika 4).
Sladkorji, ki sestavljajo oligosaharidno jedro, so povezani z lipidom A-Kdo2 prek specifi¢ne
glikoziltransferaze in tako tvorijo strukturo sestavljeno iz oligosaharidnega jedra ter lipida
A. Struktura oligosaharid-lipida A je prek svojih hidrofilnih lastnosti zasidrana v notranjo
membrano. Prek ATP (adenozin-trifosfat) vezavnega transporterja (MsbA) je citoplazma
prek notranje membrane povezana s periplazmo. Ponavljajoe se polisaharidne enote
antigena O so sintetizirane v citoplazmi zunanje membrane preko wyz- ali drugih sinteznih
poti. Biosintezne poti antigena O ter strukture oligosaharid-lipid A se zdruzijo prek verizne
reakcije z ligazo na periplazmi zunanje membrane, ki je je katalizirana z WaaL ligazo s

katero dobimo “zrel” LPS (16).
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Slika 4: Shematska predstavitev konvergentne poti za biosintezo lipida A-Kdo2 (16) Pi:
angl. inorganic phosphate; GIcN: glukozamin; ACP: angl. acyl carrier protein; KdsD:
arabinoza 5P izomeraza;

Mehanizem delovanja polimiksinov

LPS je osnovna tar¢a polimiksinskih antibiotikov, vendar natancen mehanizem delovanja
polimiksinov Se ni povsem pojasnjen in verjetno deluje na ve¢ tarénih mest hkrati (8).
Osnovna tarCa protimikrobne aktivnosti polimiksinov so molekule LPS na zunanji
bakterijski celi¢éni membrani. Gre za elektrostatsko interakcijo med kationskim polipeptidom
(kolistin) oz. pozitivno nabito a-y-diaminobutirno kislino (Dab) in anionskim nabojem LPS
0z. negativnim nabojem fosfatnih skupin lipida A (8). Polimiksini delujejo baktericidno s
tem, ko na podoben nacin kot kationski detergenti razgrajujejo fosfolipidni dvosloj. Kolistin
izpodrine dvovalentne magnezijeve (Mg?*) in kalcijeve (Ca?*) katione, ki stabilizirajo

lipopolisaharidne molekule negativno nabitih fosfatnih skupin membranskih lipidov, kar



povzroc¢i lokalno motnjo na zunanji bakterijski membrani (20). Hidrofobne N-terminalne
mascobne kisline ter poziciji 6 in 7 v heptapeptidu se usidrajo v zunanjo bakterijsko
membrano (15) in s tem pride do destabilizacije LPS (7). Rezultat tega je povecana
prepustnost celiéne membrane, kar vodi do razpada celi¢ne strukture, uhajanja celi¢ne
vsebine in posledi¢no povzro€i celicno smrt (7, 8). Kolistin deluje tudi na endotoksi¢no
aktivnost lipida A, komponento lipopolisaharidnega sloja v celicni steni po Gramu
negativnih bakterij. Toksi¢ni u¢inek LPS je veCinoma vezan na lipid A, ta spodbudi
makrofage k sproscanju vecjih koli¢in vnetnih mediatorjev (citokinov), kar posledi¢no lahko
pripelje do Soka. Kolistin z vezavo na lipopolisaharid nevtralizira tudi lipid A in tako
prepreci spros$canje teh citokinov (8, 21). Poleg zgoraj omenjenih mehanizmov je pri
polimiksinih znana tudi inhibicijatipa 1, NADH-kinon oksidoreduktaza ali NDH-2
(nikotinamid adenin dinukleotid), ki igra osrednjo vlogo pri respiratorni presnovi bakterij
(22). Biokemic¢ne $tudije so tudi pokazale protimikrobno aktivnost polimiksinov zaradi
nastajanja hidroksilnih radikalov prek Fentonove reakcije pri A. baumannii in tudi E. coli
(23).

1.5 SPEKTER DELOVANJA

Polimiksini imajo ozek protibakterijski spekter delovanja. Delujejo na po Gramu negativne
aerobne bakterije, ne delujejo na po Gramu negativne koke (npr. Neisseria spp.), po Gramu
pozitivne bakterije, anaecrobne bakterije, parazite in glive. Aktivni so proti vec¢ini bakterij, ki
spadajo v druzino enterobakterij, vklju¢no z E. coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Citrobacter spp., Salmonella spp. in Shigella spp., niso ucinkoviti proti rodu Proteae
(Proteus spp., Morganella morganii, Providencia spp.). Polimiksini delujejo tudi na
nefermentativne po Gramu negativne bakterije kot so A. baumannii, Pseudomonas
aeruginosa in Stenotrophomonas maltophilia. Poleg rodu Proteae je naravna oziroma
intrinzi¢na odpornost proti polimiksinom opisana tudi pri Burkholderia mallei in B. cepacia,
Chromobacterium spp., Edwardsiella spp., Brucella spp., Legionella spp., Campylobacter

spp. in Vibrio cholerae (7, 8).

1.6 KLINICNA UPORABA, INDIKACIJE V HUMANI MEDICINI
Polimiksin E (kolistin) je odobren za klini¢no uporabo v Evropski uniji in je na voljo v dveh
oblikah in sicer kot kolistinijev sulfat in kot neaktivno predzdravilo NKM (24, 25).

Namenjena sta predvsem za zdravljenje resnih, Zzivljenjsko ogrozujoc¢ih okuzb, ki jih



povzrocajo VOB-GN. Uporabljata se brez starostnih omejitev, vendar so podatki za nekatere
skupine bolnikov pomanjkljivi (bolniki z okvaro ledvic in jeter ter pediatri¢ni bolniki), zato
je zdravljenje s polimiksini strogo omejeno samo za zdravljenje zelo resnih okuzb, s ¢imer
vzdrzujemo ucinkovitost kolistina proti VOB-GN (25).

Kolistinijev sulfat se uporablja peroralno v obliki tablet ali sirupa za dekontaminacijo
¢revesja (nevtropeni¢ni bolniki in bolniki z jetrno encefalopatijo). Topikalno se uporablja
pri raznih bakterijskih okuzbah koze (okuzene rane, opekline idr.), pri vnetju oCesne veznice
in sluhovoda (3, 24). Za zdravljenje sistemsko potekajo¢ih okuzb je potrebna parenteralna
aplikacija, saj se polimiksini po per os aplikaciji skoraj ne resorbirajo iz prebavil (3). Zaradi
visoke ravni toksi¢nosti, ki je povezana s parenteralno uporabo, so za zdravljenje sistemskih
okuzb razvili NKM (25). Natrijev kolistimetat je manj toksi¢no predzdravilo kolistina z manj
nezelenimi ucinki (26) in se uporablja parenteralno, intravensko ali intramuskularno. Pri
intramuskularni aplikaciji je absorbcija variabilna, nezanesljiva in nepredvidljiva, prav tako
lahko povzro¢i hude lokalne bolec€ine, zato je tak$na aplikacija v klini¢ni praksi redka (24).
Inhalacijsko uporabimo NKM za zdravljenje kroni¢nih plju¢nih okuzb, ki jih povzroca P.
aeruginosa, pri bolnikih s cisti¢no fibrozo (25, 26). Polimiksini imajo od koncentracije

odvisen baktericiden u¢inek na obcutljive bakterije (27).

1.7 FARMAKOKINETIKA in FARMAKODINAMIKA

Informacij o farmakokinetiki in farmakodinamiki NKM in kolistina je malo. Za kolistin je
bilo v preteklosti opravljenih le malo klini¢nih Studij. Posledi¢no so obstojeci podatki o
kolistinu pomanjkljivi, nepopolni, stari ali nezanesljivi. Podatki o odmerkih temeljijo na
malostevilnih podatkih, zlasti je malo podatkov o varnosti velikih odmerkov (>6x10°
internacionalnih enot (i.e.) /dan) in o odmerkih za posebne populacije (bolniki z okvaro
ledvic in otroci). Priporoc¢en odmerek NKM za zdravljenje sistemsko potekajocih okuzb pri
odraslih je med 240- 720 mg/dan oz. 3-9 x 10%i.e./dan, v 2 do 3 deljenih odmerkih (24, 25).
Pri dolo¢anju odmerka in trajanju zdravljenja s polimiksini je potrebno upostevati tezo
okuzbe ter splosno stanje bolnika. V nekaterih Studijah je opisano, da je nefrotoksicnost
povezana s kumulativnim odmerkom in ¢asovnim trajanjem zdravljenja, zato je potrebno
pretehtati korist dolgotrajnega zdravljenja glede na moZzno tveganje nefrotoksi¢nosti, ki pa
je lahko posledica prevelikega odmerjanja, socasne uporabe drugih zdravil ali neprimernega
odmerka pri bolnikih z okvaro ledvic in pri otrocih (27). Polimiksini se pri lokalni in
peroralni aplikaciji slabo absorbirajo. Po infundiranju NKM se neaktivno predzdravilo



pretvori v aktivni kolistin (24). Mehanizem pretvorbe natrijevega kolistimetata v kolistin ni
razjasnjen, prav tako ni popolnoma znan mehanizem ocistka kolistina, vklju¢no z
dogajanjem v ledvicah (28). Pri zdravih osebah se v ledvicah pretvori priblizno 30 % NKM
v kolistin, pri bolnikih z zelo slabim delovanjem ledvic (ocistek kreatinina < 30 mL/min) je
pretvorba vecja, tudi 60 do 70 %. Ocistek je odvisen od ocistka kreatinina in z zmanjSanim
delovanjem ledvic, se vecji delez NKM pretvori v kolistin. Koncentracije v krvi so obic¢ajno
nizke, saj se polimiksini vezejo na celicno membrano (6, 27). Po parenteralni uporabi NKM
je glavna pot izlocanja preko ledvic z glomerulno filtracijo in tubulno sekrecijo (26). Pri
zdravih osebah se od 60 do 70 % NKM izlo¢i nespremenjenega Vv urin v 24 urah. Kolistin se
v veliki meri reasorbira v ledvi¢nih tubulih in se lahko odstrani sistemsko (ne-ledvi¢no) ali
se presnovi v ledvicah. Razpolovni €as kolistina je priblizno 3-4 ure, celotni o€istek pa je
priblizno 3 L/uro. Pri kriti¢no bolnih pacientih se razpolovni ¢as podaljsa na priblizno 9 do

18 ur (27). Farmakokineti¢na pot polimiksinov je prikazana na Slika 5.
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Slika 5: Farmakokineti¢na pot polimiksinov (8)

1.8 NEZELENI UCINKI POLIMIKSINOV

Nevrotoksicnost in nefrotoksi¢nost sta glavna nezelena ucinka polimiksinov. Pojavita se
predvsem pri parenteralni aplikaciji. Nevrotoksi¢ni nezeleni u¢inki so parestezija, omotica
(vertigo), motnje vida in govora, Sibkost, zmedenost, ataksija, zaspanost, Zivéno-misi¢na
blokada, respiratorna depresija 0z. apneja. So reverzibilni in so odvisni od odmerka. Pojavijo
se lahko, ko je koncentracija v serumu vi§ja od 1-2 pg/mL. Drugi dejavniki tveganja so
hipoksija, so¢asno uzivanje misi¢nih relaksantov, narkotikov, sedativov in kortikosteroidov
(1, 28). Nevrotoksic¢nost je pogostejsa pri zenskah (28). Nefrotoksi¢nost je najpogostejsi

nezelen ucinek kolistina in se lahko pojavi, ko je koncentracija kolistina v plazmi nad 2,5—



3,0 pg/mL. Dodatni dejavniki tveganja za nefrotoksi¢nost so sofasno jemanje drugih
nefrotoksiénih  ucinkovin  (nesteroidni  antirevmatiki, aminoglikozidni antibiotiki,
vankomicin, diuretiki), starost, hipoalbuminemija, hiperbilirubinemija, bolniki s kroni¢no
ledvi¢no boleznijo. Alergijske reakcije so redke vendar se lahko pri veckratni intravenski
infuziji pojavijo spremembe na kozi in sluznicah (srbez, urtikarija), poviSana telesna

temperatura ter anafilakti¢ni Sok (1, 28).

1.9 OBLIKE IN MEHANIZMI ODPORNOSTI PROTI KOLISTINU

Odpornost proti antibiotikom pomeni, da nekatere populacije bakterij prezivijo kljub temu,
da so izpostavljene protimikrobni u¢inkovini. Poznamo naravno in pridobljeno odpornost
(29). Naravno odpornost najdemo pri skoraj vsaki vrsti oziroma rodu bakterij, medtem ko
pridobljeno najdemo samo pri dolo¢enih sevih znotraj vrste ali rodu. Mehanizmi pridobljene
odpornosti proti kolistinu so §tevilni in so ve¢inoma posledica kromosomskih mutacij (30).
Najpomembnej§i mehanizmi odpornosti proti polimiksinom so pripisani razli¢nim

modifikacijam LPS na zunanji bakterijski celi¢ni membrani (8, 31).

Te modifikacije so lahko:

« dodajanje kationskih skupin [fosfoetanolamin (pEtN angl. phosphoethanolamin) in/
ali 4-amino-4-deoksi -L-arabinoza)] na LPS oz. lipid A, kar zmanjSuje negativni
naboj lipida A in posledi¢no je zmanj$ana vezava polimiksinov na LPS, ki je
predpogoj za penetracijo in delovanje teh antibiotikov (8, 31)

o izguba LPS ter posledi¢no izguba tarénega mesta polimiksinov (modifikacije v
LpxA, LpxC in LpxD genih pri A. baumannii vodijo do inaktivacije biosinteze lipida
A 0z. do izgube LPS) (8, 31)

o prekomerna produkcija anionskih polisaharidnih  kapsul (angl. capsule
polysaccharide CPS), ki zavzamejo vezavha mesta polimiksinov. Osnovni
mehanizem tega delovanja je elektrostatska interakcija med kationskim
polimiksinom in anionskimi kapsulami polisaharidov (8, 32)

e povecano izrazanje proteina zunanje membrane H1, ki se veze na vezavna mesta
Mg?* in Ca?* in s tem inhibira delovanje polimiksinov (32)

e specificne modifikacije OprH (angl. outer membrane protein H) porinskih proteinov
zunanje membrane, ki so odgovorni za stabilizacijo membrane. (8, 33)

e povecano delovanje membranskih izlivnih ¢rpalk (angl. eflux pump) (8, 31, 33)



Modifikacije LPS kontrolirajo Stevilni dvokomponentni regulatorni sistemi TCSs (angl.
two-component system). Regulatorni sistemi so sestavljeni iz transmembransko senzorne
histidin kinaze (npr. PhoQ, PmrB, ParS), ki se odzove na okoljske signale ter iz
citoplazemskega odzivnega/transkripcijskega regulatorja (npr. PhoP, PmrA, ParP), Ki
regulira transkripcijo modifikacijskinh genov, kot odziv na senzorski protein. Znani so
Stevilni dvokomponentni regulatorni sistemi, ki so vklju€eni v pridobljeno polimiksinsko
odpornost. Ti dvokomponentni sistemi so PhoP/PhoQ, PmrA/PmrB, ParR/ParS, ColR/ColS,
CprR/CprS (8, 34). PmrA/PmrB in PhoP/PhoQ sodelujeta pri biosintezi 4-amino-4-deoksi -
L-arabinoza (LAra4N) (8, 32). Do nedavnega so bili zgoraj opisani mehanizmi odpornosti
proti kolistinu posledica kromosomskih mutacij, konec leta 2015 pa so prvic opisali primer
plazmidno zapisane odpornosti proti kolistinu (gen mcr-1), kasneje pa tudi gen mcr-2.
Mecr-1 gen (angl. mobilised colistin resistance), kodira fosfoetanolamin transferazo in se je
sposoben s pomocjo horizontalnega genetska prenosa hitro Siriti med bakterijskimi vrstami.
Mcr gen je bil do danes odkrit pri razli¢nih vrstah enterobakterij, predvsem pri E. coli, K.
pneumoniae in rodu Salmonella na razli¢nih kontinentih, tako pri izolatih ¢loveskega izvora
(okuzbe in kolonizacije), kot tudi iz hrane (mesa in zelenjave), iz kmetijskih in divjih Zivali
ter iz vodnih okolij (34, 35, 36). Pri izolatih A. baumannii in P. aeruginosa ¢loveskega,
Zivalskega ali okoljskega izvora, genov mcr zaenkrat Se niso opisali (34). Mehanizem, s
katerim mcr encimi vodijo v odpornost proti polimiksinom, se v glavhem ne razlikuje od
tistega, ki ga najdemo pri naravno odpornih po Gramu negativnih bakterijah (34). Naravno
odporne po Gramu negativne bakterije, na primer Proteus mirabilis in Burkholderia cepacia,
imajo lipidni fosfat v celoti nadomes¢en z etanolaminom ali aminoarabinozo (27).
Mehanizem naravne odpornosti prav tako temelji na modifikacijah, ki temeljijo na dodajanju
kationskih skupin (fosfoetanolamin) ter L-Ara4N na LPS in so vidne v odpornih sevih E.
coli, K. pneumoniae ali A. baumannii z mutacijami v regulatorih genih (34). Glavni problem
gena mcr je njegova lokacija na prenosljivih plazmidih, kot sta npr. pHNSHP45 in pKP37-
BE, ki se lahko zlahka prenaSata s pomocjo konjugacije in transformacije med bakterijskimi
sevi (34). Zaskrbljujoce je, da ima plazmid pHNSHP45, ki vsebuje gen mcr-1, zelo visoko
stopnjo prenosa med sevi E. coliin se je eksperimentalno sposoben prenesti tudi v
epidemicne vrste enterobakterij, kot sta E. coli ST131 in K. pneumoniae ST11, kot tudi v P.
aeruginosa, kar kaze na to, da se gen mcr-1, lahko hitro Siri tudi med ¢lovesko populacijo
teh bakterij (37).
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1.10 METODE ZA TESTIRANJE OBCUTLJIVOSTI ZA ANTIBIOTIKE
Antibiogram je laboratorijska metoda, s katero in vitro ugotavljamo obcutljivost za oziroma
odpornost doloCenega bakterijskega izolata proti protimikrobni ucinkovini. Rezultate
obcutljivosti za protimikrobno u¢inkovino opredelimo s tremi kategori¢nimi kategorijami:

e obcutljiv (S, angl. susceptible) izolat

e zmerno ali intermediarno ob¢utljiv (I, angl. intermediate) izolat

e odporen (R, angl. resistant) izolat (38)
Poznamo Stevilne metode za dolo¢anje bakterijske ob&utljivosti 0ziroma odpornosti bakterij:
disk difuzijske, dilucijske (makro-, mikro-, agar dilucijske) in gradient difuzijske (39).
Metode delimo na kvalitativne (difuzijska metoda) ali kvantitativne (makro- , mikro- in agar-
dilucijski antibiogrami in gradient difuzijska metoda). S kvalitativnimi metodami lahko
dolo¢imo kategoriéno (S, I ali R) obcutljivost bakterijskih izolatov za dolocene
protimikrobne ucinkovine. S kvantitativnimi metodami pa dolo¢imo tudi v kaksni
koncentraciji je protimikrobna ucinkovina ucinkovita oziroma doloamo minimalno
inhibitorno koncentracijo (MIK), to je najnizja koncentracija ucinkovine, ki popolnoma
prepreci rast in razmnoZevanje bakterij, socasno pa obicajno opredelimo tudi kategoricno
(S, I ali R) obcutljivost za testirani antibiotik (38). Ponovljivost in primerljivost rezultatov
omogocajo mednarodni standardi oziroma smernice, ki jih doloc¢ajo razli¢ne za to odgovorne
organizacije. Med takSne organizacije spadajo CLSI (Institut za klini¢ne in laboratorijske
standarde, angl. Clinical and Laboratory Standards Institute) in EUCAST (Evropska
komisija za testiranje protimikrobne obcutljivosti, angl. European Union Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing) (39).

1.10.1 DILUCIJSKE METODE

Namen uporabe dilucijskih metod je doloCitev MIK antibiotika v pg/mL in izracun
pravilnega odmerka antibiotika za zdravljenje bakterijske okuZzbe. Za izvedbo metode lahko
uporabljamo trda (agar dilucija) ali tekoca (makro- in mikro- dilucija) gojisca z rasto¢imi
koncentracijami protimikrobne uéinkovine, ki so obicajno testirana pri 2-kratni serijski
razredéitvi (log2). Med dilucijske metode spadajo makro in mikro- dilucija v bujonu ter agar
dilucijska metoda. Za izvedbo teh metod vnaprej dolocimo koncentracijsko obmocje, Ki
mora zajeti koncentracije s katerimi lahko dolo¢imo ob¢utljivost, zmerno (intermediarno)
obcutljivost ali odpornost izolata ter dolo¢imo pri¢akovani MIK kontrolnih sevov (40).

Dilucijske metode so referencne metode za in vitro dolo¢anje protimikrobne obcutljivosti in
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se tudi uporabljajo za vzpostavitev in ocenjevanje uspeSnosti drugih metod testiranja
obcutljivosti (41).

1.10.1.1 Mikrodilucija v bujonu

Mikrodilucija v bujonu je ena izmed referencnih metod za dolocanje protimikrobne
obcutljivosti Stevilnih antibiotikov med katerimi je tudi kolistin. Metoda nosi ime
“mikrodilucija”, ker pri tej metodi uporabljamo majhne volumne bujona. Metodo izvajamo
na sterilnih, plasti¢énih mikrotitrskih plos¢icah z ravnim ali okroglim dnom. Po priporocilih
CLSI je pri mikrodiluciji v bujonu priporo¢ena uporaba kationsko prilagojenega Mueller-
Hinton bujona (angl. cation adjusted Mueller-Hinton broth, CAMHB), rasto¢e koncentracije
protimikrobne ucinkovine z 2-kratno serijsko razred¢itvijo in kon¢na koncentracija
bakterijskega inokuluma 5x10° CFU (angl. colony forming units)/mL (42, 43). V luknjice
nanesemo rastoce koncentracije antibiotika, dodamo bakterijsko suspenzijo ter inkubiramo.
Rezultat, ki ga dobimo s to metode je vrednost MIK, najnizja koncentracija protimikrobnega
agensa, ki zavre vidno rast testirane bakterije. Metoda omogoca testiranje veé
protimikrobnih snovi hkrati, prav tako lahko na eni mikrotitrski plosc¢ici spremljamo
odpornost ve¢jega Stevila izolatov (38, 41). Mikrodilucijo obi¢ajno izvajamo v dveh ali treh
ponovitvah in s tem zagotovimo pravilno izvajanje metode, pravilno interpretacijo rezultatov
ter ponovljivost. Med izvedbo lahko pride do Stevilnih napak (napake med pipetiranjem,
priprava antibiotika in inokuluma, kontaminacija, pojav t.i. “skipped well” (med
vdolbinicami z rastjo, je prisotna vdolbinica brez rasti). Za to¢ne rezultate obCutljivosti in
kontrolo kakovosti, moramo za vsako testirano serijo vklju€iti vsaj en kontrolni sev, ki ima
znane MIK vrednosti. Vrednosti MIK pri testiranih kontrolnih sevov morajo biti v ustreznem

obmocju, da se metoda Steje za sprejemljivo (41, 44).

1.10.1.2 Dilucijska metoda v agarju

Metodo izvajamo na hranljivem agarju, ki vkljucuje razli¢ne koncentracije antibiotika.
Pripravimo bakterijski inokulum, ki ustreza standardu 0,5 McFarland (priblizno 108
CFU/mL) in izvedemo 10-kratne razred¢itve. En mikroliter te razredgitve (priblizno 10%
CFU bakterij) nanesemo na hranljiv agar ro¢no ali z avtomatskim sistemom. Po inkubaciji
opazujemo rast bakterijskih kolonij. Prednost dilucijske metode v agarju je moznost
testiranja ve¢ sevov na isti plo$¢i ter polavtomatizacija. Pomanjkljivost metode je predvsem

v tem, da metoda ni avtomatizirana (8, 45).
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1.11 POSEBNOSTI TESTIRANJA OBCUTLJIVOSTI ZA KOLISTIN

Testiranje protimikrobne obcutljivosti za kolistin predstavlja v mikrobioloskih laboratorijih
velik izziv. Problemi, ki nastajajo pri teh velikih, amfifilnih molekulah so $tevilni. Kolistin
zaradi svoje velikosti in kationskih znacilnosti slabo difundira v agar, zaviralna cona je
posledi¢no lahko navidezno manjsa in zato daje nezanesljive rezultate. Dodaten problem
lahko predstavlja razli¢na obcutljivost bakterijskih populacij znotraj seva za Kolistin,
heterorezistenca (8, 46, 47). EUCAST je sicer od prve objave tabel leta 2010 z
interpretacijskimi kriteriji vedno priporocal testiranje ob¢utljivosti za kolistin z opredelitvijo
MIK (48). V rutinski diagnostiki se je za opredelitev MIK za kolistin zaradi svoje priro¢nosti
pogosto uporabljala komercialna gradient difuzijska metoda. Ob vedno pogostejsi uporabi
kolistina v humani medicini so ugotovili, da so nekatere rutinske metode za dolocanje
obcutljivosti za kolistin (gradient difuzijska in disk difuzijska metoda) neprimerne, zato po
skupnih priporo¢ilih CLSI in EUCAST velja, da je edini primeren nacin doloc¢anja MIK z
metodo mikrodilucije (45). Po priporoc¢ilih EUCAST in CLSI je za dolo¢evanje MIK
kolistina z mikrodilucijo priporo¢ena uporaba CAMHB ter Kolistinijevega sulfata in ne
predzdravila NKM. Pri testiranju ne smemo uporabiti dodatkov kot so polisorbat-80 ali
druge povrsinsko aktivne snovi. Mikrotitrske plo$¢ice morajo biti sestavljene iz navadnega
polistirena in se pred uporabo ne smejo obdelati na kakrSen koli nacin. Druge metode, kot
so agar dilucija, disk difuzija in gradient difuzijska metoda po priporoc¢ilih EUCAST in CLSI

niso primerne za dolo¢anje protimikrobne ob¢utljivosti kolistina (43).

1.12 SUPERPOLIMIKSIN AGAR

Superpolimiksin agar (SPA) je selektivno gojiS¢e, ki vsebuje dolofeno koncentracijo
kolistina na katerem lahko zrastejo po Gramu negativne bakterije, pri katerih je MIK za
kolistin vi§ji kot je v gojiScu (torej imajo intrinzi€no ali pridobljeno odpornost proti
kolistinu) (49). Temelji na osnovi selektivno-diferencialnega EMB gojis¢a (angl. Eosin
methylene blue lactose agar). Kombinacija barvil eozin in metilen modro zavira rast po
Gramu pozitivnih bakterij in omogoca rast Stevilnih po Gramu negativnih organizmov. EMB
je tudi diferencialno gojisce, saj vsebuje laktozo, ki jo nekateri mikrobi razkrajajo, drugi pa
ne. Tako lahko lo¢imo med fermentativnimi (obarvane kolonije) in nefermentativnimi
kolonijami (brezbarvne kolonije). Po Gramu negativne bakterije, ki fermentirajo laktozo,
proizvajajo kislino, ki pretvori kolonije v temno vijolicno. Poleg tega nekatere bakterije, ki

fermentirajo laktozo, proizvajajo ravne, temne kolonije z zelenim kovinskim sijajem. Drugi
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laktozni fermentorji proizvajajo vecje, mukoidne kolonije, pogosto vijoli¢ne le v svojem
sredis¢u. V EMB agarju ima vecina sevov E. coli znacilno zeleno barvo. EMB gojiscu sta
dodana daptomicin, ki prepreci rast stafilokokov in streptokokov na EMB gojiscu, ter
amfotericin B, ki prepreci rast gliv. Za iskanje bakterij z zmanjS$ano obc¢utljivostjo za kolistin,
je gojiscu dodan kolistinijev sulfat. Superpolimiksinski agar je bil razvit z namenom hitrega

odkrivanja izolatov, ki so nosilci polimiksinske odpornosti (49).

1.13 PORABA KOLISTINA IN ODPORNOST PROTI KOLISTINU

Delez izolatov VOB-GN narasca, zato se veca tudi poraba kolistina. Trend porabe
polimiksinov (ATC skupina JO1XB) v bolni$ni¢nem sektorju v Sloveniji od leta 1997 do
2015 (Slika 6) je narasel iz 0,0000 na 0,0053 DDD (dnevno definiran odmerek, angl. daily
defined dose)/100 prebivalcev/na dan) (50). Vse vecja potreba po kolistinu je zaskrbljujoca,

saj postaja zdravljenje z VOB-GN vedno bolj omejeno.

Trend porabe polimiksinov (ATC skupina JO1XB) v Sloveniji
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Slika 6: Trend porabe polimiksinov (ATC skupina JO1XB) v bolni$ni¢nem sektorju
v Sloveniji od leta 1997 do 2015 prikazan kot DDD (daily defined dose)/100
prebivalcev/dan (50)

Podatkov o obcutljivosti po Gramu negativnih bakterij za kolistin je malo, pogosto so
testirane predvsem odporne podskupine kot so VOB-GN, uporabljene metode pa se med
Studijami razlikujejo. Na spletni strani EUCAST so zbrani podatki o distribuciji MIK iz ve¢
virov, razlicnih geografskih obmocij in casovnih obdobij (51). Internacionalne MIK
distribucije kolistina za A. baumannii se gibljejo med 0,5-2,0 ug /mL, manjsi del izolatov pa
ima vrednost MIK 16 pg/mL in 32 pg/mL (Slika 7). Vrednosti MIK kolistina za P.
aeruginosa se gibljejo med 0,25- 4 ug/mL, najve¢ izolatov ima MIK kolistina 1 ug/mL ali 2
pug/mL (Slika 8). Za izolate E. coli se vrednosti MIK kolistina gibljejo med 0,12-1 pg/mL,
najve¢ izolatov ima MIK kolistina 0,5 pg/mL (Slika 9). Vrednosti MIK kolistina za K.
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pneumoniae se gibljejo med 0,12-2 ug/mL, najve¢ izolatov ima MIK kolistina 0,5 pg/mL,

majhen odstotek ima vrednosti MIK 16 pg/mL (Slika 10). Internacionalne vrednosti MIK

kolistina za Enterobacter spp se gibljejo med 0,12-2 pg/mL, najve¢ izolatov ima MIK
kolistina 0,5 ug/mL, majhen odstotek ima vrednosti MIK 128 pg/mL (Slika 11 in Slika 12).

% mikroorganizmov

MIK (ug/mL)

Slika 7: EUCAST podatki o internacionalni
distribuciji minimalne inhibitorne koncentracije
kolistina za Acinetobacter baumannii (51)
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Slika 8: EUCAST podatki o internacionalni
distribuciji minimalne inhibitorne koncentracije
kolistina za Pseudomonas aeruginosa (51)
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Slika 9: EUCAST podatki o internacionalni
distribuciji minimalne inhibitorne koncentracije
kolistina za Escherichia coli (51)
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Slika 10: EUCAST podatki o internacionalni
distribuciji minimalne inhibitorne koncentracije
kolistina za Kleibsiella pneumoniae (51)
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Slika 11: EUCAST podatki o internacionalni
distribuciji minimalne inhibitorne koncentracije
kolistina za Enterobacter aerogenes (51)
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Slika 12: EUCAST podatki o internacionalni
distribuciji minimalne inhibitorne koncentracije
kolistina za Enterobacter clocae (51)



2. NAMEN DELA

Namen magistrskega dela je:

1. Z referen¢no metodo mikrodilucije opredeliti obc¢utljivost veckratno odpornih po
Gramu negativnih bacilov (VOB-GN), iz laboratorijske zbirke InStituta za
mikrobiologijo in imunologijo (IMI), za antibiotik kolistin.

2. Ugotoviti, ali bi lahko s presejalnim testiranjem Ze opredeljenih bakterijskih izolatov
z uporabo selektivnega agarja, ki vsebuje doloCeno koncentracijo kolistina
(Superpolimiksin agar, SPA), hitro odkrivali izolate pri katerih je nujno izvesti

opredelitev minimalne inhibitorne koncentracije kolistina.

Hipoteze:

1. Predpostavljamo, da je odpornost veckratno odpornih po Gramu negativnih bacilov

proti kolistinu manjsa kot 5 %.
2. Predpostavljamo, da lahko SPA uporabljamo za presejalno testiranje pri iskanju

bakterij, ki so odporni proti kolistinu, so¢asno z rutinskim testiranjem ob¢utljivosti

za antibiotike.
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3. MATERIALI IN METODE

Za izvedbo izbranih metod ter pri izbiri opreme, pripomockov, topil in sestavin, ki smo jih
uporabili za naSo Studijo, smo upostevali priporo¢ila EUCAST in CLSI. Pri pripravi gojis¢

in raztopin smo se drzali protokolov ter navodil predpisanih s strani proizvajalcev.

3.1 BAKTERIJSKI SEVI

V Studijo smo vkljucili 212 izolatov veckratno odpornih po Gramu negativnih bacilov
(VOB-GN), zamrznjenih na -80 °C iz laboratorijske zbirke na Institutu za mikrobiologijo in
imunologijo (IMI), od tega:
e 41 izolatov A. baumannii, odpornih proti karbapenemom (CRADb) (63,4 % z
encimom OXA-23, 29,3 % z encimom OXA-40 ter 2,4 % z encimom OXA-58, pri
4,9 % ni bilo mozno opredeliti katera karbapenemaza je prisotna),
e 33izolatov P. aeruginosa, odpornih proti karbapenemom in drugim betalaktamskim
antibiotikom (CRPs) (63,6 % CRPs izolatov, ki niso izlocali karbapenemaze ter 36,4
% z encimom VIM),
« 138 izolatov enterobakterij, odpornih proti karbapenemom (CRE) :
e 54 izolatov E. coli (70,4 % CRE brez karbapenemaze, 7,4 % z
encimom NDM, 1,9 % z encimom NDM/OXA-48, 14,8 % z
encimom OXA-48 ter 5,6 % z encimom VIM)
o 45 izolatov K. pneumoniae (57,8 % CRE brez karbapenemaze, 2,2 %
z encimom NDM, 24,4 % z encimom NDM/OXA-48 ter 15,6 % z
encimom OXA-48)
e 39 izolatov Enterobacter spp (71,8 % CRE brez karbapenemaze, 2,6

% z encimom IMI ter 25,6 % z encimom VIM)

Pri vseh 212 izolatih VOB-GN smo testirali obcutljivost za kolistin z referen¢no
mikrodilucijsko metodo ter preverjali rast na SPA. Kot referenéne seve smo uporabili:

e izolat E. coli ATCC 25922,

e izolat P. aeruginosa ATCC 27853 ter

e izolat E. coli NCTC 13846 (mcr-1 pozitiven)
Referenéne seve smo pridobili od organizacij ATCC oziroma NCTC.
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ATCC ali American Type Culture Collection je neprofitna organizacija, ki zagotavlja
zdravstvenim delavcem in znanstvenikom zanesljiv vir za medicinske raziskave.
Organizacija pridobiva, zbira, proizvaja in distribuira standardne referenc¢ne
mikroorganizme, celi¢ne linije in druge materiale pomembne za raziskave in razvoj v
medicini in farmaciji (52).

NCTC ali National Collection of Type Cultures je evropska oz. angleska razlicica ATCC,
ustanovljena leta 1920 in je ena izmed najstarejSih zbirk bakterijskih kultur po vsem svetu.
NCTC podpira akademske, zdravstvene, zivilske in veterinarske ustanove in se uporabljajo
v mikrobioloskih laboratorijih v Stevilnih razli¢nih sektorjih in raziskovalnih ustanovah po
vsem svetu (53).

3.1.1 Tehniéni pripomocki in oprema za kultivacijo sevov
Za kultiviranje bakterijskih sevov smo izbrali obogateno gojis¢e krvni agar, ki ga
pripravimo po standardnem protokolu, ki je predstavljen v Preglednica I. Pri kultivaciji

sevov smo potrebovali Se:

e Sterilne inokulacijske, cepilne zanke (“eze”) iz polistirena (Sarstedt, modre 10 pl)

e Inkubator Termostat 35°C , WTB Binder, Nem¢ija

Preglednica I: Protokol priprave krvnega agarja

Sestava Zahteve

Krvni agar baza BBL 211037 409

Destilirana voda 1000 mL

Dodatek: defibrirana ov¢ja kri 50 mL
Avtoklaviranje 121°C 15 min
Ohlajevanje ohladimo na 42-45 °C

3.1.2 Kultiviranje bakterijskih sevov

Izbrane bakterijske izolate smo odmrznili in jih nacepili na izbrano gojis¢e krvni agar. Za
nacepljanje in inokulacijo smo uporabili sterilno cepilno zanko iz polistirena (Sarstedt,
modre 10 pl), ki je prikazana na Slika 13 (desno). Kadar nacepljamo bakterijske izolate na
trdna gojisc¢a, morajo biti kolonije po inkubaciji dovolj narazen, da lahko dobimo posamezne

kolonije. Posamezne kolonije smo dobili tako, da smo bakterijske izolate razred¢ili po
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povrsini krvnega agarja v petrijevki. Bakterijsko kulturo smo nanesli na majhno povrsino ob
robu gojis€a in nato vsako nadaljnjo potezo cepljenja zaceli s sterilno cepilno zanko. Na
Slika 13 (levo) so z ¢rkami A, B, C, D oznacene poteze redéenja bakterijskih kultur do
posameznih kolonij. 1zolate smo inkubirali v aerobni atmosferi 18-24 h pri 35 + 2 °C. Seve
smo nato Se dvakrat precepili, tako da smo na krvnem agarju izbrali eno kolonijo bakterije,
ter jo s cepilno zanko precepili na svezo plos¢o krvnega agarja s potezami A, B, C, D (Slika
13). 1zolate smo ponovno kultivirali aerobno 18-24 h pri 35 + 2 °C. Tretjo pasazo ozivljenih
sevov smo uporabili za nadaljnjo analizo. Na tak na¢in smo dobili aktivne in Ciste kulture

bakterij (54).

Slika 13: Izolacija ciste kulture s cepilno zanko (levo); ter sterilna cepilna zanka iz
polistirena, modral0 pl (desno), * z A, B, C, D so oznaCene serije potez cepljenja

bakterijskih izolatov do posameznih kolonij (54)
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3.2 MIKRODILUCIJSKA METODA DOLOCANJA MINIMALNIH
INHIBITORNIH KONCENTRACIJ ZA ANTIBIOTIK KOLISTIN

Z referen¢no mikrodilucijsko metodo smo dolocili MIK za antibiotik kolistin in tako in vitro
dolocili obcutljivost izbranih bakterijskih izolatov. Za izvedbo mikrodilucije smo si najpre;j
izdelali delovno shemo. Pri pripravi delovne sheme smo morali biti pozorni tudi na tehni¢no
opremo in materiale, ki jih bomo pri delu s kolistinom uporabili, saj lahko vplivajo na kon¢no

doloéitev MIK.

3.2.1 Pripomocki in oprema za izvedbo mikrodilucijske metode
o Kalibrirane pipete razli¢nih velikosti: 0,5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 ul (Eppendorf
Reaserch plus, Hamburg Nemcija)
o Multipipeta (Eppendorf-Multipipette plus) ter multikanalska pipeta
o Plasti¢ni nastavki za pipete 2-200 pl (Sarstedt, Biosphere filter tips)
o Plasti¢ni nastavki za pipete 0,1- 10 pl
e Sterilne mikrotitrske plos¢ice s 96 vdolbinicami
o Epruvete s 2,5 mL sterilno fiziolosko raztopino
o Steklene, sterilne epruvete z navojem
o Sterilne bombaZne vatirane palcke
o Sterilne hokejke
 Sterilne krio tubice za zamrzovanje pri nizkih temperaturah
e Zamrzovalnik -80 °C
o Nefelometer
e Vorteks mesalo (stresalnik)
e Inkubator Termostat 35 °C , WTB Binder, Nem¢ija
o Cepilne, inokulacijske sterilne zanke “eze”
o Sterilne plasti¢ne petrijevke
« Stojalo z ogledalom
e Temna podlaga

o Stojalo za epruvete
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3.2.2 Priprava raztopin antibiotika kolistin

Najprej smo pripravili raztopino antibiotika in ocenili koliko raztopine bomo dnevno
potrebovali. UpoStevati smo morali, da bomo za vsako koncentracijo antibiotika potrebovali
dve ali tri vzporedne ponovitve ter e naknadne ponovitve zaradi kontaminacij med delom
ali drugih napak. Za testiranje MIK polimiksinov se uporabljata komercialno razpolozljiva
polimiksin B ali polimiksin E v obliki kolistinijevega sulfata. Razmerja med sestavo
zdravilne u¢inkovine se lahko razlikujejo med proizvodnimi serijami in tudi med razli¢nimi
proizvajalci, kar lahko vpliva na rezultate, zato je pomembno, da med raziskavo uporabljamo
isto proizvodno serijo, istega proizvajalca. Predzdravilo NKM se ne uporablja za dolocanje
MIK, saj lahko daje lazno visoke vrednosti MIK (obi¢ajno 3-8 krat vi§je v primerjavi z
kolistinijevim sulfatom) (55). Za izvedbo mikrodilucije je priporo¢ena sveza priprava
antibiotika, vendar je sprejemljiva tudi vnaprejSnja priprava antibiotika, kar je zaradi
zahtevnosti in casovne zamudnosti te metode bolj prakticno in lazje izvedljivo.
Predpostavljamo, da enkratna zamrznitev in odmrznitev antibiotika na -80 °C, ne vpliva na
stabilnost antibiotika, ki se lahko pri temperaturah, ki so nizje od -60 °C, shranjuje 6

mesecev (56).

Uporabljen antibiotik in topila:
- kolistinijev sulfat (kolistinijev sulfat, angl. Colistin sulphate >15000 UN/mg,
Sigma-Aldrich, bel do umazano bel prasek, sol, shranjevanje 2-8 °C, topen v
vodi (50 mg/mL)) (57)
- sterilna destilirana voda
- Mueller Hinton bujon s prilagojeno koncentracijo kationov (CAMHB: Cation
Adjusted Mueller Hinton Bujon)

Koncentracijski interval smo izbrali s pomoc¢jo standardov ucinkovitosti za testiranje
protimikrobne obcutljivosti in glede na delovno shemo o0z. mikrotitrsko ploscico. Interval
smo razdelili na dvanajst koncentracij, ki rastejo s faktorjem 2 in dobili dvanajst osnovnih
antibioti¢nih raztopin. Upostevali smo vsebnost Cistega antibiotika v prasku. Podatek za
kolistinijev sulfat je izraZzen v enotah/mg, zato moramo pri pripravi upostevati naslednji

izraéun:
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Kolistinijev sulfat
Vsebnost ¢istega antibiotika v prasku: 30.000 enot/mg = 30 enot/pg = 0,03333 pg/enot
Izracun za pretvorbo v ug/mg (58):

- aktivnost v enotah/mg pomnozimo s 0,03333 pg/enoto

aktivnost: a; (enot/mg) x 0,03333 pg/enoto = a; (ug/mg)

torej za Kkolistinijev sulfat :15.000 enot/mg x 0,03333 pg/enot = 499,5 ng/mg
ali

- aktivnost v enotah/mg delimo s 30 enot/pg

aktivnost: a (enot/mg)/30 enot/ug = a (ug/mg)

torej za kolistinijev sulfat 15.000 enot/mg /30 enot/ug = 500 pg/mg

Izra¢unan Kkoncentracijski interval, ki smo ga pripravili (dvakratne serijske

razredcine) c; (ug/mL): 64 pg/mL - 0,008 ug/mL

Koncentracijski interval v vdolbinicah mikrotitrske plos¢ice
C2 (ug/mL): 32 pg/mL - 0,016 ug/mL

Pri izracunu za pripravo raztopin kolistina, smo upostevali koncni volumen raztopine v

mikrotitrski plos¢ici (100 pl): 50 pl bakterijskega inokuluma + 50 pl antibioti¢ne raztopine.

Koncentracije antibiotika smo izracunali po enacbi:
ni1=nz

CitXVi=C2X V2

C2= (C1X V1) V2

c1: izhodna koncentracija raztopine antibiotika

C2: kon¢na, zahtevana koncentracija antibiotika po dodatku v inokulum

V1 : volumen raztopine antibiotika (50 pl)

V2. konéni volumen raztopine v mikrotitrski plos¢ici (100 pl) : 50 pl bakterijskega inokuluma

+ 50 pl antibioti¢ne raztopine
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Raztopine antibiotika smo pripravili po navodilu proizvajalca in po standardih u¢inkovitosti
za testiranje protimikrobne obcutljivosti. Za topilo smo uporabili destilirano vodo (topnost

kolistinijevega sulfata v vodi je 50 mg/mL). Nadaljnja red¢enja smo izvajali z CAMHB.

Odlog¢ili smo se, da bomo testirali MIK v razponu 0,016 pg/mL do 32 pg/mL. Za pripravo
zacetne koncentracije smo raztopili 6,4 mg kolistinijevega sulfata v 1 mL destilirane vode,
nato smo 1 mL raztopine s koncentracijo 6,4 pg/mL red¢ili v 99 mL CAMHB in dobili
zacetno koncentracijo 64 pg/mL. Da smo se izognili eksperimentalni napaki zaradi majhnih
volumnov, smo pripravili vecje koli¢ine antibioti¢ne raztopine Kolistina (58). Zacetna
koncentracija kolistina za serijske razred¢ine je bila 64 pug/mL. Redcili smo jo s faktorjem
2, tako da smo dobili Zeljene koncentracije dvanajstih osnovnih serijskih razred¢in, ki so
ustrezale za dvakratno redéenje z bakterijsko kulturo. Vzeli smo 20 mL zacetne raztopine s
koncentracijo 64 ng/mL, dodali 20 mL CAMHB ter dobili koncentracijo 32 pg/mL (Slika
14). Nato smo vzeli 20 mL raztopine s koncentracijo 32 ug /mL, dodali 20 mL CAMHB ter
dobili raztopino s koncentracijo 16 ug/mL. Tako smo nadaljevali do koncentracije 0,008

pg/mL.

.

red¢enje
—_——

Slika 14: Priprava Zeljenih koncentracij kolistina: A: 20 mL raztopine s koncentracijo c1; B:

20 mL kationsko prilagojenega Mueller -Hinton bujona; C: raztopina s koncentracijo c

Pripravljene antibioti¢ne raztopine smo filtrirali skozi sterilne membranske filtre z velikostjo
por 0,2 um, v sterilne steklene erlenmajerice. Nato smo raztopine porazdelili v sterilne 2 mL
krio tubice, jih oznacili z vsebovano koncentracijo ter jih shranili do uporabe v zamrzovalnik

pri temperaturi -80°C (44).
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3.2.3 Izbira bujona

Dvokomponentni sistemi (PhoP/PhoQ in PmrA/PmrB) kontrolirajo Stevilne modifikacije
LPS, ki vodijo k odpornosti proti polimiksinom. Odzivajo se na razli¢ne dejavnike kot sta
pH in Kationi (kalcij, zelezo in magnezij) (8, 31). V Mueller-Hinton bujonu lahko obstaja
velika variabilnost koncentracij kationov, zato je lahko MIK kolistina posledi¢no napacen,
¢e ga testiramo s klasicnim Mueller-Hinton bujonom ali ¢e ga testiramo s strani CLSI in
EUCAST priporo¢enim kationsko prilagojen MH bujonom (44, 45, 58). Upostevati moramo,
da je koncentracija kalcija, ki jo priporo¢a CLSI in EUCAST za dolocanje obcutljivosti
kolistina in vitro, dvakrat visja od koncentracije v in vivo tekocinah (59). Uporaba bujona,
kationsko ali ne-kationsko prilagojenega je tako vprasljiva, zato moramo biti previdni in
uporabiti vedno isti bujon z istimi koncentracijami kationov. Za naSo raziskavo smo izbrali
s strani CLSI in EUCAST priporo¢en CAMHB (44, 45, 58).

3.2.4 I1zbira mikrotitrskih plos¢

Pozorni smo morali biti tudi pri izbiri mikrotitrskih ploséic, saj se polimiksini zaradi svojih
kationskih lastnosti lahko vezejo na negativno nabito povr$ino plasticnih ploséic
(polipropilen, polistiren) (8, 60). Povrsinsko aktivna snov (PAS) P-80 (Polisorbat 80), lahko
prepre¢i ali vsaj zmanjSa moznost vezave lipopolisaharida na plasticne povrSine
mikrotitrskih plos¢ic (8, 44, 58). P-80 lahko deluje sinergisti¢no s polimiksini, kar vodi do
lazno zmanjs$anih vrednosti MIK (61). Pri bakterijskih izolatih P. aeruginosa, prisotnost P-
80 poveca prepustnost bakterijske celice. Polimiksini ze sami po sebi destabilizirajo zunanjo
membrano, zato prisotnost P-80 znatno ne vpliva na izolate, ki so odporni na polimiksine.
Problemi lahko nastanejo pri nizjih koncentracijah polimiksinskih antibiotikov. CLSI od
januarja 2014 priporoca testiranje brez prisotnosti P-80, vendar ¢e se MIK gibljejo okoli
<1ug/mL so rezultati brez prisotnosti P-80, lahko napaéni. Namesto plasti¢nih mikrotitrskih
ploscic, bi lahko uporabili steklene, saj se polimiksini na steklo vezejo relativno manj kot na
plastiko. Steklene plosc¢ice so v primerjavi s plasticnimi drazje ter lazje lomljive (8, 62). Za
naSo raziskavo smo uporabili sterilne, transparentne mikrotitrske ploS¢ice za gojenje celicnih
kultur s 96 vdolbinicami (96-well standard microplates, transparent, U-bottom,
BRANDplates® Microplates for Cell Culture, pure Grade ™).
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3.2.5 IZVEDBA KLASICNE MIKRODILUCIJE ZA KOLISTIN

Mikrodilucijo smo izvajali na prozornih, sterilnih mikrotitrskih plos¢icah s 96 luknjicami, z

dnom v obliki ¢rke U. Ploséice so navpi¢no oznacene s Stevilkami od 1-12, vodoravno pa s

¢rkami od A-H. Mikrotitrski ploscici pripada Se pokrov, s katerim prepre¢imo izhlapevanje

bujona med inkubacijo. Model mikrotitrske plos¢ice je prikazan na Slika 15.
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Slika 15: Model mikrotitrske ploscice

Pred izvedbo mikrodilucije smo izdelali shemo (Slika 16) oziroma naért po katerem smo

metodo izvajali.
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Slika 16: Shema za izvedbo mikrodilucije s koncentracijami kolistina v pg/mL. Prikazane

so koncentracije kolistina, testirani izolati (izolat 1, izolat 2, izolat 3) ter PK+ (pozitivna

kontrola) ter NK- (negativna kontrola)
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VRSTICE:

A-B: izbran bakterijski izolat v dveh ponovitvah/paralelah (50 pl bakterijskega inokuluma)
C-D: izbran bakterijski izolat v dveh ponovitvah/paralelah (50 ul bakterijskega inokuluma)
E-F: izbran bakterijski izolat v dveh ponovitvah/paralelah (50 pul bakterijskega inokuluma)
G: PK + pozitivna kontrola (100 pl bakterijskega inokuluma brez antibiotika)

H: NK - negativna kontrola (50 ul CAMHB +50 pl raztopine antibiotika)

STOLPCI:

: 50 pl raztopine antibiotika s koncentracijo 64 pg/mL (v vrsticah od A-F ter vrstica H)
: 50 ul raztopine antibiotika s koncentracijo 32 ug/mL (v vrsticah od A-F ter vrstica H)
: 50 pl raztopine antibiotika s koncentracijo 16 pg/mL (v vrsticah od A-F ter vrstica H)
: 50 pl raztopine antibiotika s koncentracijo 8 ug/mL (v vrsticah od A-F ter vrstica H)

: 50 ul raztopine antibiotika s koncentracijo 4 pg/mL (v vrsticah od A-F ter vrstica H)

: 50 ul raztopine antibiotika s koncentracijo 2 pg/mL (v vrsticah od A-F ter vrstica H)

: 50 pl raztopine antibiotika s koncentracijo 1 pg/mL (v vrsticah od A-F ter vrstica H)

: 50 pl raztopine antibiotika s koncentracijo 0,5 ug/mL (v vrsticah od A-F ter vrstica H)

© 00 N o o A W N P

: 50 ul raztopine antibiotika s koncentracijo 0,25 ug/mL (v vrsticah od A-F ter vrstica H)

10: 50 pul raztopine antibiotika s koncentracijo 0,125 pg/mL (v vrsticah od A-F ter vrstica H)
11: 50 pl raztopine antibiotika s koncentracijo 0,063 pg/mL (Vv vrsticah od A-F ter vrstica H)
12: 50 pl raztopine antibiotika s koncentracijo 0,031 pg/mL (v vrsticah od A-F ter vrstica H)

3.2.5.1 Nanos raztopin antibiotika na mikrotitrsko plos¢ico

Na miktrotitrsko ploséico (Slika 16) smo najprej nanesli pripravljene raztopine antibiotika.
V stolpec 1 nanesemo 50 pl najvisje koncentracije antibiotika (64 pg/mL). Nanesli smo jo v
vrstice A-F ter v vrstico H. Vrstico G smo pustili prazno za pozitivno kontrolo oziroma
rastno kontrolo. Delo smo si olaj$ali z uporabo multipipete, saj lahko tako nanasamo isto
koncentracijo antibiotika v vse vdolbinice hkrati. Nadaljevali smo v stolpec 2, kamor smo
nanesli 50 ul raztopine antibiotika s koncentracijo 32 pg/mL, v vrstice A-F ter v vrstico H.
Vrstico G smo pustili prazno za pozitivno kontrolo oziroma rastno kontrolo. Tako smo
nadaljevali do najnizje koncentracije antibiotika 0,031 pg/mL, ki je v stolpcu 12. Vsaki¢ smo
zamenjali nastavke za multipipeto, da ni prislo do prenosa visjih koncentracij antibiotika k

nizjim. V vrstico H smo nanesli 50 ul CAMHB. Tako imamo v vrstici H 50 ul CAMHB ter
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50 pl ustrezne koncentracije antibiotika. Pokrijemo s pokrovom, da ne pride do

kontaminacije.

3.2.5.2 Priprava bakterijske suspenzije oziroma inokuluma

S sterilno vatirano pal¢ko smo vzeli priblizno 5 kolonij iz 18-24 urne kulture, ki smo jo
inkubirali pri 35 £ 2 °C na krvnem agarju in jih prenesli v epruveto s 2,5 mL 2 % NaCl. Z
nefelometrom smo pripravili za¢etno bakterijsko suspenzijo, ki ustreza standardu 0,5 po
McFarlandovi lestvici, kar ustreza koncentraciji 1-2x108 CFU/mL. Suspenzijo smo dobro
premesali z vorteks mesalom (15-20 s) in tako zagotovili homogeno suspenzijo,
koncentracijo smo preverili z nefelometrom (o0z. dezitometrom). Kulturo smo po potrebi
redéili s 2 % fiziolosko raztopino, da smo dosegli Zeljeno koncentracijo 0,5 McFarland.

Zacetno bakterijsko suspenzijo je potrebno porabiti v roku 15 minut (44, 56).

Zacetno bakterijsko suspenzijo 0,5 McFarland smo red¢ili v razmerju 1:100 in tako dobili
zeljeno koncentracijo 1x10° CFU/mL. Odpipetirali smo 25 ul zagetne bakterijske
suspenzije 0,5 McFarland v 2500 ul CAMHB in dobro premesali na vorteks mesalu 15-20
sekund. Nova bakterijska suspenzija tako ustreza koncentraciji 1x10° CFU/mL (44, 56).

3.2.5.3 Nanos inokuluma na mikrotitrsko ploscico

S pomoéjo multikanalske pipete, smo odpipetirali 50 ul bakterijske suspenzije 1x10°
CFU/mL, v katerem je inokuliran izbran bakterijski izolat. Delali smo v dveh ponovitvah oz.
paralelah. V vrstice A-B, C-D, E-F smo nanesli 50 ul inokuliranega izolata. Nanasali smo v
smeri iz najnizje do najvisje koncentracije antibiotika (od stolpca 12 do stolpca 1), da ni
prislo do prenosa vecje koncentracije antibiotika v manjSo. Ko je 50 ul inokuluma dodanega
v vdolbinico s 50 pl antibiotika ustrezne koncentracije upoStevamo redcenje 1:2
bakterijskega inokuluma z 1x10% CFU/mL in tako dobimo konéno koncentracijo inokuluma
5x10° CFU/mL oziroma 5x10* CFU na vdolbinico (sprejemljiva je 3-7x10° CFU/mL). Prav

tako upostevamo redéenje 1:2 za koncentracijo antibiotika (se razpolovi) (44).

V vrstico G smo nanesli 100 pl inokuliranega CAMHB (pozitivna, rastna kontrola), ce
delamo dve paraleli nanesemo v polja G1-G4 izolat 1, G5-G8 izolat 2, G8-G12 izolat 3.
Delali smo 2 paralelni ponovitvi za vsak bakterijski izolat, zato smo na vsaki mikrotitrski

plosci preizkusili tri izolate.
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3.2.5.4 Kontrola kakovosti

Za pravilno interpretacijo rezultatov smo naredili kontrolo kakovosti z referen¢nimi sevi E.
coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 ter na kolistin odporen sev E. coli NCTC
13846 in tako zagotovili ponovljivost rezultatov in pravilno izvajanje metode. To pomeni,
da smo vsaki¢ testirali tudi zgoraj omenjene referencne seve. Mejne vrednosti MIK za

antibiotik kolistin so prikazane v spodnji Preglednica 11 (63).

Preglednica I1: Kontrola kakovosti (63)

Referencni sev Taréna MIK (mg/L)
EUCAST Tabela kakovosti v. 7.0,
veljavna od 2017-01-01

Escherichia coli ATCC 25922 05-1

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1-2

Escherichia coli 4

NCTC 13846 (mcr-1 pozitiven) *(izredno, po potrebi je dovoljeno 2 ali 8 mg/L)

3.2.5.5 Inkubacija

Mikrotitrsko plos¢ico smo pokrili s pokrovom, da smo preprecili izgube volumna med
inkubacijo in s tem spremembe koncentracije antibiotika. Inkubirali smo aerobno pri 35+1°C
16-20 h (44).

3.2.5.6 Odcitavanje rezultatov

Rezultate smo odcitali s pomocjo stojala z ogledalom (Slika 17) ali na temni podlagi.
Vsakemu testiranemu izolatu smo opredelili minimalno inhibitorno koncentracijo. MIK je
najnizja koncentracija antibiotika, ki popolnoma prepreci rast bakterij v vdolbinici, to je prva
vdolbinica brez motnosti oziroma rasti. Glede na smernice EUCAST smo opredelili rezultate
obcutljivosti za kolistin (Preglednica I11) (44):

- izolate, ki imajo MIK > 4 pg/mL kot odporne (R)
- izolate, ki imajo MIK < 2 pg/mL kot ob¢utljive (S)
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Preglednica I11: Kriteriji za opredelitev obcutljivosti (44)

Vrsta bakterije MIK pg/mL
S< R>

Acinetobacter baumannii

2 2
Pseudomonas aeruginosa 2 2
Escherichia coli 2 2

2 2

Kleibsiella pneumoniae

Enterobacter spp 2 2

*MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; S: obcutljiv izolat, R: odporen izolat

Slika 17: Stojalo z bralnim zrcalom za mikrotitrsko plosco

Mikrodilucijo smo ponavljali, ¢e ni bilo rasti v vrstici G (pozitivna 0z. rastna kontrola), ¢e
smo opazili t.i. »skipped well« (med vdolbinicami z rastjo, je vdolbinica brez rasti), ¢e smo
opazili rast v negativni kontroli (predstavlja sterilnost CAMHB bujona in antibiotika), ¢e
kontrolni oz. referen¢ni sevi niso bili v obmo¢ju po izraunanih vrednostih s strani EUCAST
(neustrezna kontrola kakovosti) ali v primeru, da nismo dobili enake vrednosti MIK pri obeh

ponovitvah enega izbranega bakterijskega izolata (44).
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3.2.5.7 Kontrola inokuluma
Iz vdolbinice s pozitivno kontrolo (vrstica G) smo po inokulaciji vzeli 0,01 mL in jih prenesli

v 10 mL fizioloSke raztopine (red¢imo 1:1000), vorteksirali ter 0,1 mL red¢itve prenesli na

krvni agar in razmazali s »hokejko«. Po inkubaciji na 35+£1°C, 16-20 h, mora za pravilni
inokulum rasti priblizno 50 kolonij oz. 5x10° CFU/mL (sprejemljivo je 2-8 x 10° CFU/mL)
(44).

3.3 PRESEJALNO TESTIRANJE S SUPERPOLIMIKSIN AGARJEM

Isto¢asno z mikrodilucijsko metodo smo izvajali presejalno testiranje z uporabo
selektivnega SPA agarja, ki vsebuje doloceno koncentracijo kolistina (49), ki smo ga
pripravili po protokolu, ki je predstavljen v Preglednica 1V. Zeleli smo odkriti ali lahko z
uporabo SPA agarja in vitro na cenejsi in bolj preprost nacin odkrivamo izolate, ki so razvili
odpornost proti kolistinu in pri katerih je potrebno opredeliti MIK z mikrodilucijsko metodo.
Mikrodilucijska metoda je Casovno in tehni¢no zelo zahtevna, presejalno testiranje s SPA pa

je preprostejSe za izvedbo in cenejSe od opredelitve MIK.

3.3.1 Tehni¢ni pripomocki in oprema
o Epruvete s 2,5 mL sterilno fiziolosko raztopino
o Stojalo za epruvete
e Sterilne bombazne vatirane palcke
o Nefelometer
e Vorteks meSalo
o Inkubator Termostat 35 °C , WTB Binder, Nemcija
e Cepilne, inokulacijske sterilne zanke “eze” (modre, 10 pl)

o Sterilne plasti¢ne petrijevke

3.3.2 Sestava in priprava Superpolimiksin agarja
Za pripravo Superpolimiksin agarja smo upostevali protokol po Nordmannu, ki je

predstavljen v Preglednica IV.
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Preglednica 1V: Priprava Superpolimiksin agarja po Nordmann in sod. (49)

Izvedba Zahteve Koncéna
koncentracija
Sestava EMB agar v prahu 15¢g 3,75%
Destilirana voda 400mL  /
Dodatki Kaolistinijev sulfat 20 mg/mL v vodi 70 ul 3,5 ng/mL
Daptomicin 20 mg/mL v vodi 0,2mL 10 pg/mL

Amfotericin 20 mg/mL v 10 % D-(+)-glukozi 0,1mL 5 pg/mL

* 400 mL SPA ustreza za cca 20 plos¢ oz. petrijevk

Raztopine kolistinijevega sulfata, daptomicina in amfotericina B smo pripravili po navodilu,
Ki je prikazano v Preglednica V. Tako pripravljene raztopine lahko shranjujemo priblizno
eno leto pri 20°C. Pri pripravi raztopin smo uporabili steklovino, s ¢imer smo se izognili

potencialni vezavi kolistina na plasti¢ne vsebnike (49).

EMB agar v prahu smo raztopili v destilirani vodi (Preglednica 1V) ter raztopino EMB
avtoklavirali pri 121 °C 15 minut. EMB agar smo nato hladili 1 uro pri 56 °C. Ohlajeni
raztopini smo dodali antibioticne raztopine Kkolistinijevega sulfata, daptomicina ter
amfotericina B ter tako pripravljeno raztopino prelili v sterilne plasti¢ne petrijevke. SPA

agar lahko shranjujemo do enega tedna, pri 4°C in zas¢itenega pred svetlobo (49).

3.3.3 lzvedba presejalnega testiranja s Superpolimiksin agarjem

Uporabili smo bakterijsko suspenzijo 0,5 McFarland, pripravljeno iz 18-24 urne bakterijske
kulture, ki smo jo inkubirali pri 35 + 2 °C, na krvnem agarju. Postopek priprave bakterijskega
inokuluma je enak kot pri pripravi zacetne bakterijske suspenzije oz. inokuluma za
mikrodilucijsko metodo. Postopek priprave je opisan v poglavju 3.2.5.2 Priprava
bakterijske suspenzije oziroma inokuluma. Bakterijsko suspenzijo 0,5 McFarland smo
pripravili v sterilni fizioloski raztopini ter jo uporabili v 15 minutah od priprave. Na
pripravljene petrijevke s SPA agarjem smo narisali delovno shemo (Slika 18). Sterilno
plasticno zanko smo pomocili v bakterijski inokulum gostote 0,5 McFarland in z zanko
plasticne eze prenesli 10 pl inokuluma na SPA agar. Na eni plos¢i lahko testiramo vec
1zolatov hkrati, Stevilo testiranih sevov si izberemo poljubno, vendar moramo na vsaki plos¢i

poleg izbranih bakterijskih izolatov testirati tako pozitivno kot negativno kontrolo, ki nam
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zagotavlja pravilno interpretacijo in pravilno izvajanje metode. Referencna seva E. coli
ATCC 25922 in P. aeruginosa ATCC 27853 predstavljata negativno kontrolo, sev E. coli
mcr-1 NCTC 13846 pa predstavlja pozitivno kontrolo.

PK +
Pozitivna kontrola | Negativna kontrola
+ /izolat 1 izolat 2 izolat 3 izolat 4\
Escherichia coli i )
Pseudomonas aeruginosa izolat 5 izolat 6 izolat 7 izolat 8

mcr-1 NCTC 13846 ATCC 27853

izolat 9 izolat 10 | izolat 11 izolat 12

Izolat 1 Izolat 2

T T

izolat 13 izolat 14 { izolat 15 izolat 16 /

\olatﬂ izolat 18 | izolat 19 izolaty

NK -

Slika 18: Razli¢ne variacije delovnih shem na Superpolimiksin agarju; na levi sliki
testiramo dva izolata, na desni sliki testiramo dvajset izolatov; PK: pozitivha kontrola, NK:

negativna kontrola

Po inokulaciji izbranih izolatov smo pokrili petrijevke s pokrovom in jih inkubirali obrnjene
navzgor v aerobni atmosferi 18-24 ur pri 35 £ 2 °C. Po 24 urah smo odc¢itali rezultate.

Kriteriji za interpretacijo Superpolimiksin agarja:

- RAST 1 > kolonije na SPA agarju; izolat opredelimo kot pozitiven oz.
odporen proti kolistinu
- NI RASTI na SPA agarju; izolat opredelimo kot negativen oz. ob¢utljiv na

kolistin
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3.3.4 Analiza podatkov presejalnega testiranja s Superpolimiksin agarjem in

Minimalno inhibitorno koncentracijo kolistina

Za oceno presejalnega testiranja smo izbrali najbolj uporabne parametre za presojo

rezultatov in sicer:

1. Senzitivnost (obcutljivost) = resnicno pozitivni / (resni€no pozitivni + lazno negativni)
2. Specificnost (zanesljivost) = resni¢no negativni / (resni¢no negativni + lazno pozitivni)
3. Pozitivna napovedna vrednost = resni¢no pozitivni / (resni¢no pozitivni + lazno pozitivni)
4. Negativna napovedna vrednost = resni¢no negativni / (resni¢no negativni + lazno

negativni)

Kot osnovo za raunanje senzitivnosti, specifi¢nosti, pozitivne napovedane vrednosti in

negativne napovedane vrednosti uporabimo tabelo 2x2 (Preglednica V) (64).

Preglednica V: Tabela 2x2

ODPOREN OBCUTLJIV

MIK > 4 pg/mL MIK <2 pg/mL
RAST na SPA Resni¢no pozitiven RP LaZno pozitiven LP
NI RASTI na SPA Lazno negativen LN Resni¢no negativen RN

e Senzitivnost (obclutljivost) je verjetnost, da bo rast pozitivna pri izolatih, ki so
odporni na kolistin. Pove, kolikSen deleZ odpornih izolatov ima pozitivno rast.

e Specifi¢nost (zanesljivost) je verjetnost, da bo rast negativna oziroma ne bo prisotne
rasti pri izolatih, ki so ob¢utljivi na kolistin. Pove, kolikSen delez ob¢utljivih izolatov
ima negativno rast.

¢ Negativna napovedna vrednost je verjetnost, da je izolat ob¢utljiv, ko na agarju ni
prisotne rasti.

e Pozitivha napovedna vrednost je verjetnost, da je izolat odporen, ko je na agarju

prisotna rast.

33



3.4 ODKRIVANJE PLAZMIDNO POGOJENE ODPORNOSTI PROTI KOLISTINU
(GEN MCR-1) Z VERIZNO REAKCIJO S POLIMERAZO

Po dolo¢itvi MIK kolistina z mikrodilucijsko metodo smo pri izolatih, ki so bili odporni proti
kolistinu (MIK >4 pg/mL) z metodo verizne reakcije s polimerazo (PCR) (Slika 19) iskali
gen za mcr-1. Namen testiranja je bil ugotoviti ali je odpornost proti kolistinu posledica
plazmidno zapisanega gena mcr-1 ali gre bodisi za drugo vrsto pridobljene odpornosti. V
kolikor je bil PCR za gen mcr-1 negativen, smo sklepali, da gre najverjetneje za
kromosomske prilagoditvene mutacije razli¢nih genov.

PCR predstavlja in vitro metodo sinteze nukleinskih kislin, s katero pomnozimo taréni odsek
deoksiribonukleinske kisline (DNK). Reakcijska zmes je sestavljena iz vzorca DNK, dveh
oligonukleotidov (primerja), deoksinukleozid-trifosfatov (gradniki nove verige DNK), Mg?*
ionov, reakcijskega pufra in termostabilne DNK polimeraze. Reakcija navadno poteka v 20-
40 ciklih, vsak cikel pa je sestavljen iz ve¢ stopenj (65):

e Zacetna denaturacija (iniciacijska stopnja)

« Denaturacijska stopnja

« Stopnja pripenjanja (vezava, nalaganje zacetnih oligonukleotidov)
e Podaljsevalna stopnja (podaljSevanje verige DNK)

e Zaklju¢no podaljSevanje oz. terminacija podaljSevanja

195°C - lo&evanije verig 1.Denaturacija DNA
l 55°C - vezava primerjev 2. Nalaganje zacetnikov
S g

172"0 - sinteza nove verige 3. PodaljSevanje s polimerazo

Slika 19 : Shematski prikaz verizne reakcije s polimerazo (65)
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Odporne izolate (R, MIK > 4 ug/mL) smo testirali na prisotnost gena mcr-1 s PCR in

uporabili naslednja zacetna oligonukleotida 0z. primerja (37):
e Primer CLR5-F (5-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3")

«  Primer CLR5-R (5-CTTGGTCGGTCTGTA GGG-3)

Sestava reakcijske meSanice (25 pl) za en vzorec je sestavljena iz (37):

o Destilirana voda: 10,0 pl,

o HotStarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, Nemcija): 2 x: 12,5 ul,

. Oligonukleotidni zacetnik: 0,25 ul smernega (F) in 0,25 pl protismernega (R),
zalozna koncentracija oligonukleotidnih zacetnikov je 50 uM

o izolirana DNK: 2 pl

V vsako reakcijo je bila vkljucena ena pozitivna in ena negativna kontrola. Pozitivna
kontrola je referen¢ni sev z genom za mcr-1 E. coli NCTC 13846. Negativna kontrola je
destilirana voda. Dobljene produkte PCR prikazemo z gelsko elektroforezo. Pogoji

pomnozevanja PCR reakcije so prikazani v Preglednica VI.

Preglednica VI: Pogoji verizne reakcije s polimerazo za mcr-1 gen (37, 65):

Stevilo ciklov Stopnja T°C Cas Opis

1x Zadetna 95 5min  Denaturacija DNK vzorca
denaturacija

25x Denaturacija 94 30s Prekinitev procesa polimerizacije in
denaturacije dsDNK v ssDNK,
porusijo se vodikove vezi med
baznimi pari komplementarnih DNK
verig; dobimo loc¢eni
komplementarni verigi

Vezava zacetnih 58 30s Optimalna temperature za vezavo
oligonukleotidov zacetnih oligonukleotidov
Podaljsevanje 72 30s Polimeraza sintetizira
verige DNK komplementarni verigi DNK

1x Zakljucno 72 5min  Dokon¢na sinteza zacetnih
podaljsevanje produktov PCR. Encim preveri, ¢e se

je celotna veriga podvojila

1x Terminacija 4 0 Konec PCR
podaljSevanja

*T: temperatura; DNK: deoksiribonukleinska kislina; PCR: Polymerase chain reaction (verizna reakcija s polimerazo);
dsDNK: angl. double-stranded DNK; ssDNK: angl. single-stranded DNK; s: sekund
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4. REZULTATI

Izhajajoc iz prve tocke namena dela, katerega cilj je bil opredeliti obc¢utljivost VOB-GN za
kolistin z mikrodilucijsko metodo, smo testirali 212 izolatov VOB-GN in dobili rezultate, ki
so prikazani v nadaljnjih poglavjih. Rezultate obcutljivosti in minimalno inhibitorno
koncentracijo kolistina smo opredelili glede na EUCAST smernice, ki so prikazani v

Preglednica Ill.

Pri doloc¢evanju MIK za kolistin smo izvajali kontrolo kakovosti s sevi E. coli ATCC 25922
ali P. aeruginosa ATCC 27853, ki sta obc¢utljiva na kolistin. Prav tako smo uporabili sev E.
coli NCTC 13846 (mcr-1 pozitiven), ki je odporen proti kolistinu. Ciljne vrednosti so
prikazane v Preglednica Il.

4.1 OPREDELITEV MINIMALNE INHIBITORNE KONCENTRACIJE
IZBRANIH IZOLATOV ACINETOBACTER BAUMANNII CRAb ZA KOLISTIN

Z referenéno metodo smo na mikrotitrski plo§€ici testirali 41 izolatov A. baumannii CRAD.
Spodnji graf (Slika 20) prikazuje, da smo pri testiranih izolatih dobili: 4/41 (9,8 %) izolatov
z MIK 0,5 pg/mL; 33/41 (80,5 %) izolatov z MIK 1 pg/mL, 3/41 (7,3 %) izolatov z MIK 2
pg/mL, ter 1/41 (2,4 %) izolatov z MIK 32 pg/mL.

Acinetobacter baumannii CRADb

X 100.0
80.5
80.0
60.0
40.0
20.0 9.8
73 2.4
0.0
0.5 1 2 4 8 16 32
MIK pg/mL

Slika 20: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK pg/mL) kolistina za izolate A.
baumannii, ki so odporni proti karbapenemom (CRAb)
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Glede na EUCAST smernice opredelimo 40/41 (97,6 %) testiranih izolatov A. baumannii
CRAD kot obcutljive za kolistin in 1/41 (2,4 %) izolatov opredelimo kot odporne na kolistin,
pri katerih je bil MIK kolistina > 4 pg/mL.

4.2 OPREDELITEV MINIMALNE INHIBITORNE KONCENTRACIJE
IZBRANIH IZOLATOV PSEUDOMONAS AERUGINOSA CRPs ZA KOLISTIN

Z referen¢no metodo mikrodilucije smo na mikrotitrski ploséici testirali 33 izolatov P.
aeruginosa CRPs.. Spodnji graf (Slika 21) prikazuje, da smo pri testiranih izolatih dobili
31/33 (93,9 %) izolatov z MIK 1 pg/mL ter 2/33 (6,1 %) z MIK 2 pg/mL.

Pseudomonas aeruginosa CRPs

® 1000 93.9

80.0
60.0
40.0

20.0
0.0 6.1
0.0

0.5 1 2 4 8 16 32
MIK pg/mL

Slika 21: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK pg/mL) kolistina za izolate P.

aeruginosa, ki so odporni proti karbapenemom (CRPs)

Glede na EUCAST smernice, vseh 33 testiranih izolatov P. aeruginosa CRPs, opredelimo

kot ob¢utljive za kolistin.

4.3 OPREDELITEV MINIMALNE INHIBITORNE KONCENTRACIJE
IZBRANIH IZOLATOV ESCHERICHIA COLI CRE ZA KOLISTIN

Z referencno metodo mikrodilucije smo na mikrotitrski ploscici testirali 54 izolatov E. coli.
Spodnji graf (Slika 22) prikazuje, da smo pri testiranih izolatih dobili 30/54 (55,6 %)
izolatov z MIK 0,5 pg/mL; 23/54 (42,6 %) izolatov z MIK 1 pg/mL ter 1/54 (1,8 %) z MIK
2 ng/mL.
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Escherichia coli CRE
X 100.0

80.0

60.0 55.6
42.6

40.0

20.0
1.8

0.0
0.5 1 2 4 8 16 32

MIK pg/mL

Slika 22: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK pg/mL) kolistina za izolate E. coli, ki

so odporni proti karbapenemom (CRE)

Vseh 54 testiranih izolatov E. coli, opredelimo kot ob¢utljive za kolistin, glede na EUCAST

smernice.

4.4 OPREDELITEV MINIMALNE INHIBITORNE KONCENTRACIJE
IZBRANIH IZOLATOV KLEIBSIELLA PNEUMONIAE CRE ZA KOLISTIN

Z referentno metodo mikrodilucije smo na mikrotitrski plos€ici testirali 45 izolatov K.
pneumonia CRE. Spodnji graf (Slika 23) prikazuje, da smo pri testiranih izolatih dobili 9/45
(20,0 %) izolatov z MIK 0,5 pg/mL, 29/45 (64,4 %) izolatov z MIK 1,0 pg/mL, 3/45 (6,7
%) izolatov z MIK 2 pg/mL; 2/45 (4,4 %) izolatov z MIK 16 pg/mL ter 2/45 (4,4 %) z MIK
32 pg/mL.

= Klebsiella pneumoniae CRE

X 100.0

80.0

60.0

40.0
20,0

20.0 = 6.7 4.4 4.4

0.0 = _— _ —_—
0.5 1 2 4 8 16 32
MIK pg/mL

Slika 23: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK pg/mL) kolistina za izolate K.
pneumoniae, Ki so odporni proti karbapenemom (CRE)
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Glede na smernice EUCAST opredelimo rezultate obcutljivosti za kolistin: 41/45 (91,2 %)
izolatov K. pneumoniae CRE opredelimo kot obcutljive za kolistin in 4/41 (8,8 %) izolatov
opredelimo kot odporne proti kolistinu, pri katerih je bil MIK >4 ug/mL.

4.5 OPREDELITEV MINIMALNE INHIBITORNE KONCENTRACIJE
IZBRANIH IZOLATOV ENTEROBACTER spp. CRE ZA KOLISTIN

Z referen¢no metodo mikrodilucije smo na mikrotitrski plos¢ici testirali 39 izolatov
Enterobacter spp CRE. Spodnji graf (Slika 24) prikazuje, da smo pri testiranih izolatih 15/39
(38,5 %) izolatov z MIK 0,5 pg/mL; 19/39 (48,7 %) z MIK 1 ug/mL ter 5/39 (12,8 %)
izolatov z MIK 32 pg/mL.

Enterobacter spp. CRE

X 100.0
80.0
60.0 38,5 48,7

40.0

200 12,8
0.0

0.5 1 2 4 8 16 32

MIK pg/mL

Slika 24: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK ug/mL) kolistina za izolate

Enterobacter spp., ki so odporni proti karbapenemom (CRE)

Glede na smernice EUCAST opredelimo 34/39 (87,2 %) izolatov Enterobacter spp. CRE
kot obcutljive za kolistin in 5/39 (12,8 %) izolatov opredelimo kot odporne proti kolistinu,
pri katerih je bil MIK kolistina > 4 ng/mL.
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4.6 SKUPNA OBCUTLJIVOST VECKRATNO ODPORNIH PO GRAMU
NEGATIVNIH BACILOV

Skupna odpornost VOB-GN proti kolistinu je 10/212 (4,7 %). Ostalih 202/212 izolatov (95,3
%) je bilo obcutljivih za kolistin, kar se sicer sklada z naso prvo hipotezo, ki pravi, da je
odpornost VOB-GN proti kolistinu manjsa kot 5 %, vendar to velja le za A. baumannii
CRAD, P. aeruginosa CRPs in E. coli CRE. Delez odpornosti proti kolistinu vecji od 5 %,

smo opazali pri K. pneumoniae CRE in Enterobacter spp. CRE.

4.7 DETEKCIJA GENA MCR-1 PRI IZOLATIH VECKRATNO ODPORNIH PO
GRAMU NEGATIVNIH BACILOV, KI SO ODPORNI PROTI KOLISTINU

Izmed vseh 212 testiranih bakterijskih izolatov, smo glede na smernice EUCAST, z
dolocitvijo MIK, opredelili 10 izolatov odpornih za kolistin, kar pomeni, da je bila njihova
MIK >4 pg/mL.

- 1izolat Acinetobacter baumannii CRAb
- 4izolati Klebsiella pneumoniae CRE

- 5izolatov Enterobacter spp CRE

Vse odporne izolate smo nato testirali na prisotnost gena mcr-1 s PCR metodo (Slika 19).
Vsi testirani izolati so bili negativni na mcr-1 gen, kar je predstavljeno na Slika 25. Skrajno
desno na Slika 25 vidimo pozitivno kontrolo (referenéni sev z genom za mcr-1 E. coli NCTC
13846; PK+) ter negativno kontrolo NK- (destilirana voda).

Slika 25: Rezultati pomnozevanja gena mcr-1 s PCR metodo pri izolatih odpornih na
kolistin; NK-: negativna kontrola; PK+: pozitivna kontrola
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4.8 PRESEJALNI TEST SUPERPOLIMIKSIN AGAR
Izhajajoc¢ iz druge tocke namena dela, katerega namen je bil hitro odkrivanje izolatov pri
katerih je nujno izvesti opredelitev MIK, smo na vseh 212 izolatih izvedli tudi presejalno

testiranje s Superpolimiksin agarjem in dobili spodaj predstavljene rezultate.

4.8.1 DOLOCITEV RASTI NA SUPERPOLIMIKSIN AGARJU
Pri vseh izolatih smo izvedli presejalno testiranje s selektivnim agarjem SPA. Rast ve¢ kot
ene kolonije (< 1 CFU/mL) na SPA, smo S$teli kot pozitiven rezultat oziroma smo pri

bakterijskem izolatu postavili sum na zmanj$ano obcutljivost za kolistin.

V Preglednica V11 so predstavljeni rezultati, ki smo jih dobili z uporabo SPA. Prikazano je
Stevilo izolatov, pri katerih nismo zaznali rasti na SPA ali pa smo zaznali rast 1 kolonije (1

CFU/mL). V tabeli so predstavljene tudi MIK izolatov, ki smo jih dolo¢ili z mikrodilucijo.

Preglednica VII: lzolati in njihova minimalna inhibitorna koncentracija (ug/mL) za

kolistin, pri katerih nismo zaznali rasti kolonij (0-1 CFU/mL) na Superpolimiksin agarju

Koncentracija Skupno
kolistina pg/mL. 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 Stevilo
izolatov
A. baumannii 0 4 31 3 0 0 0 0 38
P. aeruginosa 0 0 31 2 0 0 0 0 33
E. coli 0 30 23 1 0 0 0 0 54
K. pneumoniae 0 9 29 3 0 0 0 0 41
Enterobacterspp 0 15 18 0 0 0 0 0 33
SKUPAJ 0 58 132 9 0 0 0 0 199

Zgornja Preglednica VII nam pove, da pri 199/212 testiranih izolatih, nismo zaznali rasti

na SPA. MIK kolistina teh izolatov doloc¢ena z mikrodilucijsko metodo je bila <2 pg/mL.
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Preglednica VIII: Izolati in njihova minimalna inhibitorna koncentracija (pug/mL) za

kolistin, ki so kazale rast vec¢ kot 1 kolonije (< 1 CFU/mL) na Superpolimiksin agarju

Koncentracija Skupno

kolistina pg/mL 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 Stevilo
izolatov

A. baumannii 0 0 2 0 0 0 0 1 3

P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0

E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0

K. pneumoniae 0 0 0 0 0 0 2 2 4

Enterobacter spp 0 0 1 0 0 0 0 5 6

SKUPAJ 0 0 3 0 0 0 2 8 13

Zgornja Preglednica V111 nam pove, da smo pri 13/212 testiranih izolatih zaznali rast, ki je
bila ve¢ kot 1 kolonija (< 1 CFU/mL). Pri desetih (10) izolatih je bil MIK > 4 pg/mL, kar
kaze na ustreznost metode in na resni¢no pozitiven rezultat. Pri treh (3) izolatih pa je bil
MIK < 2 ng/mL, kar kaZe na lazno pozitiven rezultat. Vsem 13/212 bakterijskim izolatom

smo veckrat dolocili MIK in njih ponovno testirali na SPA, ter vedno dobili enake rezultate.

Na Slika 26 so prikazani primeri rasti bakterij na Superpolimiksin agarju, ki smo jih dobili

pri eksperimentalnem delu s SPA.

Slika 26: Superpolimiksin agar in rast bakterij, ki so odporne proti kolistinu; Levo zgoraj
vidimo pozitivno rast kontrolnega seva Escherichia coli NCTC 13846 (mcr-1 pozitiven),
levo spodaj vidimo negativno rast kontrolnega seva Escherichia coli ATCC 25922 ter

desno spodaj vidimo pozitivno rast testiranega izolata K. pneumoniae
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48.2 INTERPRETACIJA PRESEJALNEGA TESTIRANJA IZOLATOV S
SUPERPOLIMIKSIN AGARJEM IN NJIHOVOVE MINIMALNE INHIBITORNE
KONCENTRACIJE

V spodnji Preglednica IX so prikazani rezultati, ki smo jih dobili s SPA. Testirali smo 212

izolatov.

Preglednica IX: Vrednotenje testiranih bakterij z metodo presejalnega testiranja s
Superpolimiksin agarjem

Bakterija LaZno Resni¢no  Resni¢no LaZno Skupno
pozitiven  negativen pozitiven negativen  Stevilo

izolatov

A. baumannii 2 38 1 0 41

P. aeruginosa 0 33 0 0 33

E. coli 0 54 0 0 54

K. pneumoniae 0 41 4 0 45

Enterobacter spp 1 33 5 0 39

Skupaj 3 199 10 0 212

Za oceno presejalnega testa smo uporabili senzitivnost, specifi¢nost, pozitivno in negativno
napovedano vrednost. Rezultati, ki smo jih dobili so prikazani v Preglednica X.
Preglednica X: Rezultati senzitivnosti, specifi¢nosti, pozitivne in negativne napovedane

vrednosti *(RP: resni¢no pozitivni; LN: lazno negativni; RN: resni¢no negativni; LP: lazno
pozitivni)

Pozitivna Negativna
Senzitivnost ~ Specifi¢nost ~Napovedana  napovedana  RP RN LP LN
% % vrednost % vrednost %
Formula RP/(RP+LN) RN/ (RN+LP) RP/(RP+LP) RN/(RN+LN)
VOB-GN 100 99 77 100 10 199 3 0
212 izolatov
A. baumannii 100 95 33 100 1 38 2 0
P. aeruginosa / 100 / 100 0 33 O 0
Enterobakterije 100 99 90 100 9 128 1 0
E. coli,

K. pneumonia,

Enterobacter spp
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5. RAZPRAVA

Pojav hitrega Sirjenja veCkratno odpornih po Gramu negativnih bakterij postaja vedno vecja
svetovna tezava. Moznosti za zdravljenje taksnih okuzb postajajo vedno bolj omejene, zato
se je povecala uporaba polimiksinskega antibiotika kolistina, ki je bil razvit pred ve¢ kot 50
leti in je ve¢inoma ohranil uéinkovitost proti VOB-GN. Uporaba polimiksinov (samih ali
pogosto v kombinaciji z drugimi antibiotiki), zato postaja klju¢na. Vedno pogosteje so
polimiksini tudi prva izbira za zdravljenje z VOB-GN (8). Nedavno odkritje plazmidno
posredovanih mehanizmov odpornosti na polimiksine (gen mcr-1 in gen mcr-2), predstavlja
pomemben nov element v razvoju odpornosti proti polimiksinom (8). Pojavlja se potreba po
ponovnem vrednotenju kljuénih vprasanj v zvezi s polimiksini, potreba po novih
epidemioloskih Studijah, oceni obsega razSirjenosti odpornosti proti polimiksinom v
¢loveski in veterinarski medicini ter predvsem natancno testiranje obcutljivosti, dolo¢anje
optimalnih serumskih koncentracij kolistina in boljSe razumevanje tezav povezanih s
toksicnostjo polimiksinov. Kljuénega pomena so zato nove $tudije polimiksinov, ki bodo
dale boljse farmakokineticne in farmakodinamic¢ne podatke, podale raven njihove
toksi¢nosti in smernice za ustrezno kombinacijo z drugimi zdravili (8). Nenazadnje je treba
spodbuditi hitro odkrivanje izolatov, ki so odporni proti polimiksinom, saj tak$ni izolati
zaradi pomanjkljivih podatkov o polimiksinih in zahtevnega testiranja, v mikrobioloskih

laboratorijih danes predstavljajo precejsen izziv.

V sklopu magistrskega dela smo zeleli opredeliti ob¢utljivost VOB-GN z referenéno metodo
mikrodilucije in tako smo pridobili prve podatke o prevalenci odpornosti proti kolistinu med
VOB-GN v Sloveniji. Hkrati pa smo testirali uporabnost presejalnega SPA agarja, na osnovi
katerega bi lahko hitro in bistveno ceneje odkrivali izolate, pri katerih moramo izvesti
opredelitev MIK za kolistin.

Skupna odpornost vseh 212 izolatov VOB-GN proti kolistinu je bila 10/212 (4,7 %), kar se
sicer sklada z naSo prvo hipotezo, ki pravi, da je odpornost VOB-GN proti kolistinu manjsa
kot 5 %, vendar ne velja za vse testirane vrste. Nizek delez odpornih izolatov (1/41; 2, 4 %),
smo z MIK za kolistin zaznali pri A. baumannii — CRAb (Slika 20) , pri P. aeruginosa —
CRPs (Slika 21) ter E. coli — CRE (Slika 22) pa nismo zaznali odpornih izolatov. Ve¢ kot 5

% odpornost na kolistin pa smo zaznali pri izolatih K. pneumoniae — CRE (Slika 23) (4/45;
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8,8 % izolatov) ter Enterobacter spp — CRE (Slika 24) (5/39; 12,8 % izolatov), pri katerih
je bil MIK kolistina >4 pg/mL. Zdravljenje okuzb s tak$nimi bakterijami je lahko
problemati¢no, saj obstojeci antibiotiki pogosto niso ucinkoviti pri zdravljenju okuzb z
odpornimi bakterijami, novih antibiotikov je malo, njihova uporabnost in u¢inkovitost pa je
omejena. Kolistin v taksnih primerih prestavlja realno moznost za zdravljenje in kaze na to,

da je odpornost proti kolistinu zelo zaskrbljujoca (8).

Podatke o distribuciji MIK lahko primerjamo z bazo podatkov EUCAST, ki vkljucujejo
zbrane podatke MIK distribucij iz ve¢ virov, razli¢nih geografskih obmocij in ¢asovnih
obdobij (51). Distribucije MIK za kolistin pri A. baumannii CRAD, ki smo jo dobili, so
primerljive z bazo podatkov EUCAST (Slika 7) (51). Iz grafa (Slika 7) razberemo, da se
vrednosti MIK gibljejo med 0,5-2,0 pg/mL, nekaj izolatov pa ima vrednost 16 ug/mL in 32
pug/mL. Vrednosti MIK kolistina testiranih izolatov A. baumannii CRAb, ki smo jih dobili z
naso raziskavo, se prav tako gibljejo med 0,5-2,0 pg/mL, 1/41 (2,4 %) izolat pa ima vrednost
MIK 32 pg/mL.

Distribucija MIK za kolistin pri P. aeruginosa CRPs (Slika 21) (31/33 (93,9 %) izolatov z
MIK 1 pg/mL ter 2/33 (6,1 %) z MIK 2 pg/mL) so primerljive z bazo podatkov EUCAST
(Slika 8) (51). Iz Slika 8 razberemo, da se vrednosti MIK kolistina gibljejo med 0,25- 4
pg/mL, najvec izolatov ima MIK kolistina 1 pg/mL ali 2 pg/mL. Vrednosti MIK kolistina
testiranih izolatov P. Aeruginosa CRPs, ki smo jih dobili z naso raziskavo so 1 pg/mL in 2

ug/mL, kar je primerljivo z referen¢no bazo.

Distribucija MIK za kolistin pri E. coli CRE (Slika 22) (30/54 (55,6 %) izolatov z MIK 0,5
pg/mL; 23/54 (42,6 %) izolatov z MIK 1 pg/mL ter 1/54 (1,8 %) z MIK 2 pg/mL) je
primerljiva z bazo podatkov EUCAST (Slika 9) (51). Iz Slika 9 razberemo, da se vrednosti
MIK kolistina gibljejo med 0,12-1 pg/mL, najve¢ izolatov ima MIK kolistina 0,5 pg/mL.
Vrednosti MIK kolistina testiranih izolatov E. Coli CRE, ki smo jih dobili z naso raziskavo

se gibljejo med 0,5-2 ug/mL.

Distribucija MIK za kolistin pri K. pneumoniae CRE (Slika 23) (41/45 (91,2 %) izolatov
obcutljivih za kolistin, 4/45 (8,8 %) izolatov MIK >4 pg/mL) so primerljive z bazo
podatkov EUCAST (Slika 10) (51). Iz Slika 10 razberemo, da se vrednosti MIK kolistina
gibljejo med 0,12-2 ug/mL, najve¢ izolatov ima MIK kolistina 0,5 pg/mL, majhen odstotek
ima vrednosti MIK 16 pg/mL. Vrednosti MIK kolistina testiranih izolatov K. pneumoniae
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CRE, ki smo jih dobili z naso raziskavo se gibljejo med 0,5-2 ug/mL, 8,8 % izolatov je imelo
vrednosti MIK nad 4 pg/mL.

Distribucija MIK za kolistin pri Enterobacter spp CRE (Slika 24) (15/39 (38,5 %) izolatov
z MIK 0,5 pg/mL, 19/39 (48,7 %) z MIK 1 pg/mL ter 5/39 (12,8 %) izolatov z MIK 32
pug/mL). Glede na smernice EUCAST opredelimo 34/39 (87,2 %) izolatov kot S za kolistin
in 5/39 (12,8 %) izolatov opredelimo kot R za kolistin, pri katerih je bil MIK kolistina > 4
ug/mL. MIK distribucije, ki smo jih dobili, so primerljive z bazo podatkov EUCAST (Slika
11 in Slika 12) (51). Iz grafa razberemo, da se vrednosti MIK kolistina gibljejo med 0,12-2
pg/mL, najvec¢ izolatov ima MIK kolistina 0,5 pg/mL. Nekaj odstotkov izolatov ima MIK
kolistina nad 4 pg/mL.

Vse izolate, pri katerih je bil MIK kolistina >4 pg/mL (1/41 (2,4 %) izolat Acinetobacter
baumannii CRAb, 4/45 (8,8 %) izolatov K. pneumoniae CRE, 5/39 (12,8 %) izolatov
Enterobacter spp CRE), smo testirali na mcr-1 gen s PCR metodo. Vsi testirani izolati so
bili negativni na mcr-1 gen (Slika 25), zato lahko sklepamo, da pri teh izolatih ne gre za
plazmidno pogojeno odpornost in da so pri teh izolatih prisotne kromosomske mutacije.
Kasneje je bilo odkritih Se ve¢ mcr genov, tako da bi bilo mozno, da je prisoten tudi kaksen
od novejsih razli¢ic gena mcr, kar je del nadaljnjih studij. Ne glede na to, da pri nasih izolatih
ni Slo za plazmidno pogojeno odpornost (mcr-1), moramo kriticno pristopiti tudi do
kromosomsko pridobljenih mutacij. Ob vedno vecji porabi kolistina se povecuje tudi
potreba po spremljanju pogostnosti pojavov sevov, ki so odpornih proti polimiksinom, ne
glede na njihove mehanizme odpornosti bodisi plazmidno ali kromosomsko kodirane.
Vedno pogosteje se poroca o izolatih K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa, A. baumannii,
ki so odporni proti kolistinu in, ki pri nas in po svetu predstavljajo najvecji epidemioloski
problem (66). Nedavna ugotovitev, da lahko na odpornost kolistina vpliva tudi uporaba
klorheksidina (bisbigvanidinski antiseptik), ponovno dokazuje kompleksnost odpornosti
proti antibiotikom (67). Zato so potrebne usklajene smernice za optimalno uporabo
antibiotikov, kot tudi antiseptikov ter njihovem spremljanju, ne samo na podro¢ju uporabe

na ljudeh, ampak tudi uporabe v veterini, hrani in navsezadnje tudi v okolju (67).
Drugi del magistrskega dela je bil usmerjen v enostavnejse in cenejse odkrivanje izolatov,

Ki so odporni proti polimiksinom, saj je potreba po odkrivanju takih izolatov vedno vecja.

Zeleli smo ugotoviti ali bi lahko s presejalnim testiranjem rutinskih izolatov z uporabo SPA
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agarja, ki vsebuje doloceno koncentracijo kolistina (49), nezahtevno in ceneje odkrivali
izolate, pri katerih moramo izvesti opredelitev minimalne inhibitorne koncentracije

kolistina.

Na podlagi nasih rezultatov (Preglednica V11 in Preglednica V111), smo prisli do zakljucka,
da lahko SPA uporabljamo kot presejalni test za iskanje izolatov odpornih proti kolistinu
tekom rutinskega dolocanja obcutljivosti za antibiotike. Nasa raziskava je za 212 VOB-GN
pokazala 100% senzitivnost, zato lahko s tako visoko obcutljivim testom trdimo, da s SPA
lahko prepoznamo izolate, ki so odporni na kolistin (Preglednica X). Specifi¢nost je bila
99%, kar kaze na to, da lahko s SPA prepoznamo tudi izolate, ki so ob¢utljivi na kolistin (ne
porastejo na agarju). Zelo spodbudno je bilo dejstvo, da nismo opazali lazno negativnih
rezultatov, negativna napovedana vrednost je bila 100% (Preglednica X). Opazali smo lazno
pozitivne rezultate, torej izolate, ki so porasli na SPA gojiscu in so imeli nizek MIK za
kolistin, pozitivna napovedana vrednost je znasala 77% (Preglednica X). Ce je rezultat
presejalnega testiranja s SPA pozitiven, torej ¢e je na SPA prisotna rast, moramo pri tak§nem
izolatu preveriti MIK. Razlogi za nizjo pozitivno napovedane vrednost so lahko razli¢ni:
problem gostote oz. koli¢ine inokuluma na SPA, problem variacije v lotih gojisca, ki je
predvsem posledica tezav pri pripravljanju kolistina; izguba kolistina oziroma vezava
kolistina na plasti¢ne petrijevke, ipd. (8). Za dokonéno opredelitev uporabnosti SPA za
iskanje izolatov, ki so odporni proti kolistinu, soasno z dolo¢anjem obcutljivosti za
antibiotike, je potrebna vecja analiza na splosni populaciji po Gramu negativnih bakterij (ne
samo na VOB-GN), kljub temu pa lahko ocenimo, da je metoda obetavna, saj bi lahko z

nizjimi stroski poiskali izolate, pri katerih je potrebno dolociti MIK za kolistin.
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6. SKLEP

Nasa studija je pokazala, da je skupna odpornost VOB-GN proti kolistinu 10/212 (4,7 %),
kar se sicer sklada z naso prvo hipotezo, Ki pravi, da je odpornost VOB-GN proti kolistinu
manjsa kot 5 %, vendar to ne velja za vse testirane vrste. Manj kot 5 % deleZ proti kolistinu
odpornih izolatov smo zaznali pri A. baumannii — CRAD, P. aeruginosa — CRPs in pri E.
coli — CRE. Ve kot 5 % odpornost proti kolistinu smo opazali pri izolatih K. pneumoniae —
CRE (4/45 (8,8 %)) izolatov ter Enterobacter spp — CRE (5/39 (12,8 %) izolatov), pri katerih
je bil MIK kolistina >4 pg/mL.

V drugem delu nase Studije smo ugotovili, da se Superpolimiksin agar lahko uporablja za
iskanje izolatov, pri katerih obstaja moznost odpornosti proti kolistinu in pri katerih je
potrebno dolo¢iti minimalno inhibitorno koncentracijo za kolistin, med rutinskim
testiranjem obcutljivosti po Gramu negativnih bakterij, ne glede na njihov mehanizem

odpornosti (plazmidno, kromosomsko kodirana ali intrinzi¢na odpornost).

Z raziskavo smo pokazali, da lahko mikrodilucijo in s tem dolocitev MIK kolistina,
izvajamo samo za po Gramu negativne izolate, ki imajo pozitivno rast na Superpolimiksin
agarju. S tem si prihranimo ¢as, ki nam bi ga tehni¢no zahtevna metoda, kot je mikrodilucija,
vzela za testiranje obcutljivosti VOB-GN, poleg tega pa je presejalni test SPA tudi bistveno
cenejsi. Ugotovili smo, da je metoda presejalnega testiranja s SPA visoko senzitivna in
enostavna za uporabo ter pripomore K hitrejSemu odkrivanju kolistinsko odpornih VOB-GN.
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