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1.UVvOD

1. UvOD

Jedno je od najvaznijih otkriéca moderne medicine otkri¢e antibiotika, no tijekom
godina bakterije su se prilagodavale uvjetima okoliSa u kojemu je uporaba antibiotika
postajala sve raSirenija i s viemenom su i gram-pozitivne i gram-negativne bakterije razvile
rezistenciju. Ovaj tijek dogadaja predstavlja rastuci i uznemiruju¢i problem za globalno

javno zdravstvo (1).

1.1 Antibiotici i antibiotska rezistencija

Antibiotici su antibakterijski lijekovi selektivne toksi¢nosti: netoksi¢ni za organizam
¢ovjeka, ali toksi¢ni za bakterije. Ove lijekove dijelimo na prirodne (proizvodi nekih gljiva
i bakterija) i sintetiC¢ke. Djelovanje antibiotika primjenjujemo na zaustavljanje rasta i
razmnozavanja bakterija (bakteriostatsko djelovanje) i na ,ubijanje” bakterije, tzv.
baktericidno djelovanje. Opcéenito, antibiotici mogu djelovati na razne procese u
bakterijskoj stanici: na bakterijsku stani¢nu stijenku, na sintezu prekursora peptidoglikana
ili formiranje peptidoglikanskog sloja, a s obzirom da ljudske stanice ne posjeduju
peptidoglikan, moze se posti¢i velika selektivna toksi¢nost; na citoplazmatsku opnu
ometajuci funkcionalnost membrane; sprjecavanjem sinteze proteina na ribosomima te
sprjeCavanjem sinteze nukleinskih kiselina. Osjetljivost bakterije na antibiotik
okarakterizirana je izradivanjem testa osjetljivosti ili antibiograma, uz definiciju minimalne
inhibitorne koncentracije i minimalne baktericidne koncentracije. Osjetljivost je opisana
djelovanjem antibiotika na bakterijski soj uz stvaranje podrucja bez bakterijskoga rasta uz
prisutnost antibiotika. Antibiotska rezistencija, poteskoce provodenja terapije i lijeCenja
bakterijskih infekcija uzrokovanih multirezistentnim bakterijama predstavlja jedan od
najvaznijih klinickih, epidemioloskih i mikrobioloskih problema danasnjice. Rezistencija
bakterija na antibiotike karakterizira koncentracije antibiotika koje se mogu posti¢i u
ljudskom organizmu, a da ne djeluju na bakteriju. Rezistencija moze biti primarna
(intrinzi¢na, urodena) i sekundarna (ste¢ena). Intrinzi¢na je rezistencija kada bakterija nema
ciljno mjesto djelovanja antibiotika te takva rezistencija odreduje spektar djelovanja
antibiotika, prema tome razlikujemo antibiotike Sirokoga i uskoga spektra. SteCena je
rezistencija posljedica procesa prirodnih mutacija genoma bakterija, slu¢ajnog nastanka
gena rezistencije ili horizontalnog Sirenja gena rezistencije. Razlikujemo mehanizme

sekundarne rezistencije: produkcija enzima koji modificiraju ili razgraduju antibiotik,
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smanjena propusnost stani¢ne stijenke, pojacano izbacivanje antibiotika iz stanice i
promjena ciljnog mjesta djelovanja, ali i stvaranje biofilma. Antibiotska je rezistencija
izrazito problemati¢na u okviru nozokomijalnih infekcija uzrokovanim gram-negativnim
bakterijama, vezana uz uporabu katetera, respiratora, instrumenata pri kirur§kim zahvatima,
ali i pretjeranom uporabom i prepisivanjem antibiotika, neodgovaraju¢om uporabom i

nestandardnim lijekovima (1,2).

1.2. Nitroxolin (5-nitro-8-hydroxyquinolin)

Nitroxolin (molekularna forma CgHsN203) je antibakterijski lijek koji aktivno djeluje
na osjetljive gram-pozitivne i gram-negativne bakterije koje uzrokuju infekcije urinarnog
trakta. Osim antibakterijskog djelovanja posjeduje i antifugalno te se smatra da ovaj lijek
ima i antitumorsko djelovanje inhibicijom proteina metionina aminopeptidaze koji je
ukljucen u angiogenezu. Koristio se od 1962. godine u lijecenju urinarnih infekcija, osobito
onih uzrokovanih gram-negativnim bacilima poput E. coli. lako je godinama poznat,
posebno u Njemackoj, nije primjenjivan u drugim zemljama te je ocekivano da ce
rezistencija biti manje zastupljena. Ono, $to je ponovno zaintrigiralo stru¢nu javnost,

aktivnost je nitroxolina na gljive, Mycoplasmu i Ureaplasmu urealyticum te Trichomonas
@).

Nitroxolin se moze rabiti kao terapija i profilaksa za nekomplicirane urinarne infekcije
jer ima antiadherentno djelovanje na tkivo mjehura te dovodi do deficita bakterijskih pila
stvaranjem kelatnih kompleksa. Stvaranjem kelatnih kompleksa s magnezijem, akumuliraju
se i dovode do poremecaja metabolizma proteina i energije bakterijske stanice (4). Cesce se
primjenjuje u populaciji izvanbolnickih infekcija te nije dovoljno poznat njegov ucinak na
rezistentne bakterije osobito onih sojeva koji cirkuliraju na podruc¢jima gdje nije postojao

selekcijski pritisak njegove primjene.

Na podrucju Njemacke, nitroxolin je licencirani antibiotik u lijeCenju akutnih urinarnih
infekcija i1 profilaksa rekuretnih infekcija. Istrazivanjem in vitro metodom, difuzijskom
metodom na agaru, pokazalo se da nitroxolin djeluje na veliki broj uropatogenih bakterija i
to posebno protiv sojeva E.coli. Smatra se da je mehanizam djelovanja nitroxolina kelacija
dva dvovalenta kationa bakterijske RNA polimeraze koji dovode do bakteriostati¢ne
aktivnosti u veéini slucajeva. Standardna je doza, koja se primjenjuje, 250 mg svakih 8 sati.

Metabolizira se u konjugirane i nekonjugirane metabolite koji se ve¢inom izluc¢uju urinom.

2
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Pri subinhibitornim koncetracijama, antibiotik inhibira adheziju uropatogene E. coli na
uroepitelne stanice i urinarne katetere. lako je prisutan na njemackom trzistu desetlje¢ima,

rezistencija na nitroxolin pronalazi se vrlo rijetko (5).

Wagenlegner i suradnici proveli su istrazivanje o antibakterijskoj aktivnosti 250 mg
nitroxolina prema 200 mg trimetoprima protiv uropatogena u zdravih volontera te su
uglavnom pokazali bakteriostati¢no djelovanje nitroxolina u urinu. Kroz daljnje istrazivanje
pokazano je da se nitroxolin moze preporuciti kao lijek u nekompliciranom cistitisu.

Nitroxolin je pokazao veéu baktericidnost u kiselijim urinima (6).

Otkako je otkriveno da kationi reguliraju stvaranje biofilma, istrazeno je da je sinteza
biofilma bila reducirana za viSe od 80% na minimalnoj inhibicijskoj koncentraciji u P.
aeruginosa koristenjem nitroxolina (4). Biofilm je opisan kao sesilna zajednica
mikroorganizama, viSestani¢na struktura koja $titi bakteriju od vanjskih utjecaja, takoder
stvara 1 rezistenciju na antibiotike te tako omogucava perzistenciju bakterijama na
podru¢jima u kojima bakterija ne bi trebalo biti (7, 8). Samo je stvaranje biofilma jos uvijek
jedna od brojnih tema istrazivanja s obzirom na opseg problema koji stvara u zdravstvu.
Ono, §to ga Cini problemati¢nim, otpornost je na dezificijense pa ga je nemoguce ukloniti s
povrsina, takoder ukoliko ga bakterije posjeduju, mogu se rairiti u okolna tkiva i

cirkulaciju, dovode¢i tako do nastanka brojnih akutnih bolesti u organizmu (9).

In vitro istrazivanje efikasnosti nitroxolina (10) pokazalo je kako nitroxolin obuhvaca
Siroki spektar antimikrobnog djelovanja s inhibicijskom zonom i minimalnim inhibitornim
koncentracijama znatno ispod EUCAST raspodjele za E.coli kod vecine organizama i tako

uputilo da bi se mogao iskoristiti kao terapija u nekompliciranim urinarnim infekcijama.
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1.3. Multirezistentne gram-negativne bakterije iz grupe ESCAPE

Multirezistentnim gram-negativnim bakterijama iz ESCAPE grupe pripadaju vrste K.
pneumonia, E. coli i P. aeruginosa. Naziv je ove skupine akronim nastao od imena
multirezistentnih bakterija: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Clostridium
difficile, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacteriaceae (13). Ove
su bakterije prepoznate kao vodeéi svjetski uzro¢nici multirezistentnih bakterijskih
infekcija. Tri bakterije od interesa ¢esto uzrokuju infekcije mokraénih puteva, osobito u
nozokomijalnih pacijenata iako je sve raSirenija pojavnost izvanbolnickih infekcija ovim
patogenima. Nozokomijalne infekcije mogu biti endogene ili egzogene i prenesene su
direktno ili indirektno kontaktom izmedu pacijenata, zdravstvenih radnika, kontaminiranih
objekata, osoba u posjetu ili raznim okolisnim ¢imbenicima. ESBL producirajuée E.coli i
Klebsiella sp. biljeze porast u frekvenciji i jac¢ini. Neka od novijih istrazivanja pokazala su
neovisan prediktor mortaliteta, prolongirano zadrzavanje u cirkulaciji, odgadanje

djelovanja odgovarajuce antimikrobne terapije te povecanje bolnickih troskova (14,15).

Urinarne su infekcije heterogena skupina bolesti i klini¢kih sindroma. Klasifikacija
infekcija urinarnog trakta iznimno je slozena i razlikuje se po epidemiologiji, etiologiji,
lokalizaciji, tezini, simptomima, recidiviranju, pojavi komplikacija, dijagnozi,
antimikrobnom lije¢enju 1 ishodu. Bakterije su najc¢eS¢i uzro€nici infekcija urinarnog
sustava. Normalno su one dio crijevne flore koja je kontaminirala mokraéni trakt. Cesto
zahvaéa upravo mokraéni mjehur te se kao posljedica javlja cistitis. Zene su izloZenije
bakterijskom cistitisu nasuprot muskarcima uslijed kratkoce uretre pa se infekcija moze
lakse prosiriti iz podruéja perineuma. Najces¢i uzrocnici su E. coli, Proteus, Klebsiella i

Enterobacter (11,12,13).

1.3.1 Klebsiella pnemonia

Rod Klebsiella pripada oportunistickim enterobakterijama iako postoje i kao komenzali
I primarni patogeni. Pripada gram-negativnim bakterijama. Znacajka roda Klebsiella u
posjedovanju je dobro razvijene kapsule, njenog ¢imbenika virulencije. Ove su bakterije
nepokretne, jednostavnih zahtjeva za rast, jednostavno se izoliraju iz klinickih uzoraka te

posjeduju endotoksin. Vrsta Klebsiella pneumoniae ima tri podvrste K. pneumoniae subsp.
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pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozenae i K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis.
Najc¢esce u humanim infekcijama pronalazimo K. pneumoniae subsp. pneumoniae koja se

prakti¢no naziva samo K. pneumoniae.

Ukoliko je primarni patogen, uzrokuje nekrotizirajuéu pneumoniju (alkoholi¢ari) i
infekcije urinarnog sustava. Mozemo ju pronaci kao komenzala probavnog sustava ljudi,
ali 1 u prirodi. Oportunisti¢ke infekcije uzrokuje u sluc¢ajevima oslabljene imunosti Covjeka
uslijed neke druge bolesti te su infekcije ve¢inom povezane sa zdravstvenom skrbi
(postoperativne infekcije, sepsa i meningitis u novorodencadi). U nozokomijalnim uvjetima
K. pneumoniae se moze prevenirati pravilnom higijenom ruku, primjenom antisepse i
asepse U radu s pacijentima. Poznato je da je K. pneumoniae prirodno rezistentna na
ampicilin. S obzirom da su njezini nozokomijalni sojevi stekli otpornost na p-laktamske
antibiotike i aminoglikozide, pri lije¢enju infekcija uvijek je potrebno izraditi test

osjetljivosti na antibiotike (1, 16).

1.3.2 Escherichia coli

Escherichia coli pripada rodu Escherichia te je dio normalne flore crijeva, no moze biti
povezana s infekcijom bilo kojeg organa i tkiva. Njezina je fiziologija i struktura tipi¢na za
enterobakterije: gram-negativni Stapi¢. Vecina ih je pokretna, neki sojevi imaju fimbrije, a
neki jasno razvijenu kapsulu. Metabolizira laktozu. Osjetljiva je na dezificijense, a lako se
razmnozava u hrani te ju pronalazimo u vodi, tlu i na razli¢itim predmetima bioloskog

materijala. (1)

U okviru urinarnih infekcija E. coli se naziva uropatogenom E. coli (UPEC) koja
uzrokuje gotovo 90% urinarnih infekcija kod osoba bez funkcionalnih i anatomskih
oste¢enja urinarnog sustava, tzv. nekomplicirane infekcije urinarnog trakta.  Sojevi
uropatogene E.coli normalna su flora kolona, perineja, donjih dijelova uretre, no mogu
migrirati do mokra¢noga mjehura, uretre i pijelona te ¢ak i prostate i uzrokovati infekciju.
Kod Zena je rasirenija pojava infekcije E. coli uslijed kratkoce uretre i blizine analnog
otvora. E. coli pripada grupi ESBL izolatima, odnosno onima kod kojih se pojavljuje
rezistencija zbog produkcije P-laktamaza proSirenog spektra(extended spectrum -

lactamase) (1, 17, 18).
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1.3.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je asporogeni, aerobni gram-negativni Stapi¢. Neki sojevi
posjeduju polisaharidnu kapsulu. Karakterizira je miris lipe, opisan kao slatkast i vocan.
Pseudomonas posjeduje citokrom-oksidazu, katalazu i oksidazu koja ga razlikuje od
enterobakterija. Laktoza je negativna bakterija $to ju takoder razlikuje od enterobakterija te
nonfermentor u reakciji na Kliglerovom agaru. Dehidrolizira arginin, koristi citrat i raste pri
42°C. Striktnog su respiratornog sustava s kisikom koji im je terminalni akceptor elektrona.
Pokretne su bakterije s jednim ili viSe biceva, Siroko rasprostranjene u prirodi, tlu, vodi,
biljkama, Zivotinjama s velikom predilekcijom vlaznom okoliSu. Razni metabolickim
putevima Koristi se jednostavnim i slozenim ugljikohidratima, alkoholom, aminokiselinama
(izvor ugljika) te utilizira otopljene plinovite supstrate u destiliranoj vodi i1 tako se
razmnozava. Vecina ih je mezofilna s optimalnom temperaturom rasta i razvoja pri 30°C i

37°C. Jedna je od karakteristika stvaranje vodotopljivih pigmenata (1).

Infekcije, koje P. aeruginosa uzrokuje, primarno su oportunisticke u bolesnika s
oslabljenom imuno$¢éu jer Pseudomonas izmic¢e obrambenim mehanizmima i ima
sposobnost izazivanja raznih bolesti. Uzrokuje infekciju kolonizacijom koze i sluznica,
adherencijom pomocu flagela, potom invadira tkiva i organe te dovodi do diseminarnih
bolesti i sepse. Cimbenici patogenosti strukturni su (flagele, pili, fimbrije) i sekrecijski (tri
tipa sekrecijskih sustava), no glavni je ¢imbenik patogenosti lipopolisaharid vanjske
membrane (endotoksin) i egzotoksin A koji je produkt klini¢kih izolata, a djeluje
inhibiraju¢i sintezu proteina i rezultat je stani¢na smrt. Uzrokuje Siroki spektar infekcija, no
one su najcesce udruzene sa zdravstvenom skrbi, hospitalizacijom (duZzom od tjedan dana),
kompromitiranom imunos$c¢u pacijenta (AIDS, maligne bolesti, cisti¢na fibroza) te mogu
zavr$iti smrtnim ishodom. Pronaéi ju mozemo i u ovlazivac¢ima zraka, umivaonicama,
kadama, hidroterapijskim bazenima, sanitarnim odvodima, u bolnicama na kremama,

dezificijensima, sapunima, teku¢inama za ispiranje, opremi za dijalizu, respiratorima.

U infekcijama mokra¢nog sustava udruzena je s kateterizacijom (npr. gdje stvara
biofilm na unutrasnjim stijenkama katetera) $sto moze dovesti do kroni¢nih infekcija kod
takvih pacijenata instrumentalizacijom te kirurskim zahvatima i opstrukcijom urinarnog

sustava. P. aeruginosa producira enzime rezistencije ESBL spektra, karbapenemaze, stoga

6



1.UVvOD

pronalazimo rezistenciju na karbapeneme, antibiotike -laktamskog spektra djelovanja iako
stjeCe 1 rezistenciju genskim mutacijama u mehanizmima slabe propusnosti stani¢ne
stijenke (intrizi¢na rezistencija), promjenom ciljnog mjesta djelovanja, aktivnim efluksnim
mehanizmom i stvaranjem stani¢nih kromosomalnih 1 plazmidnih p-laktamaza,

cefalosporinaza i aminoglikozidaza (1, 19, 20).



2. CILJ RADA

2. CILJEVI RADA

Ciljevi su ovog istrazivanja testirati:

1. osjetljivost klini¢kih izolata multirezistentnih bakterija E. coli ESBL soj, Klebsiella
pneumonia ESBL soj i Pseudomonas aeruginosa na 5-nitro-8-hydroxyquinolin disk

difuzijskom metodom

2. interpretirati rezultate testiranja osjetljivosti i o¢itati antibiogram

3. usporediti osjetljivost izmedu bakterijskih vrsta.



3. MATERUJALI | MOTODE RADA

3. MATERIJALI | METODE RADA

3.1 Ustroj studije

Ova je studija temeljno fundamentalno in vitro presjecno istrazivanje.

3.2 Kulture mikroorganizama

Istrazivanje je napravljeno na ukupno 50 izabranih uzoraka gram-negativnih izolata tri
bakterijske vrste, od kojih je 23 (46 %) Escherichia coli, 12 (24 %) uzoraka je Klebsiella
pneumoniae, a 15 (30 %) uzoraka je Pseudomonas aeruginosa, dobivenih iz klini¢kih uzoraka
urinaiz rutine i iz zbirke bakterijskih sojeva Katedre za mikrobiologiju, parazitologiju i klini¢ko

laboratorijsku dijagnostiku Medicinskog fakulteta u Osijeku.

Istrazivanje je obavljeno tijekom srpnja i kolovoza 2018. godine u laboratoriju za

dijagnostiku urinarnih infekcija Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske Zupanije.

3.3 Izrada antibiograma — disk difuzijska metoda odredivanja osjetljivosti bakterija

na antibiotike

Nakon S$to su sterilni agari u Petrijevim zdjelicama oznaceni nazivima bakterija
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i Pseudomonas aeruginosa, sterilnom je ezom
uzorkovan dio svake pojedinac¢ne kolonije kulture bakterija koje su potom inokulirane na

krvni agar tako $to su razmazane u 3 smjera, svaki put ostavljajuci negativnu kontrolu.

Nakon inkubacije u termostatu tijekom 24 sata na 37°C, sa svakog ispitivanog uzorka
uzela se mala koli¢ina bakterijskoga soja sterilnom ezom te se na stijenci bocice fizioloske
otopine u¢inila suspenzija bakterija opti¢ke gustoée 0,5 McFarlanda (1,5x10% cfu/ml),

strojno izmjerena na turbidimetru (Densimat, BioMérieux, Francuska). Ukoliko je bilo
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potrebno, ponavljao se postupak inokulacije i mjerenja do postignuéa zahtijevane opticke

gustoce.

Slika 1. a) Izrada suspenzije zahtijevane opticke gustoce, b) Turbidimetar za mjerenje

opti¢ke gustoce medija (fotografirala Vlatka Stojaci¢, Medicinski fakultet Osijek)

Sterilnim brisom ocijedenim o stijenke bocice, svaka je suspenzija nanesena preko
cijele ploce Mueller Hinton agara u tri smjera, a svaki prijelaz razmazivanja pomice se

za 60°.
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Slika 2. NanoSenje suspenzije na Mueller Hinton agar (fotografirala dr. Maja Bogdan,

ZZ7J7Z Osjecko-baranjske zupanije, Medicinski fakultet Osijek)

Po zavrSetku nanoSenja medija na agar, iz stupca antibiotika pincetom, koja je
prethodno sterilizirana plamenom, izvadi se disk antibiotika, prenese na sredinu agara
te se lagano utisne. U nanoSenju antibiotika, primjenjujemo pravilo 15 minuta, odnosno,
15 minuta potrebno je ostaviti da se bakterijski soj upije na podlogu i potom staviti disk

antibiotika.

Slika 3. Stupci antibiotika nitroxolina (fotografirala Vlatka Stojaci¢, Medicinski fakultet
Osijek)

11
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Naposljetku, agar se inkubirao aerobno 18-24h na 37°C u inkubatoru (Binder
GmbH, Tuttlingen, Njemacka).

Slika 4. Svjeze pripremljeni antibiogram (fotografirala Vlatka Stojaci¢, Medicinski fakultet
Osijek)

3.4 Oc¢itavanje zone inhibicije

Nakon obavljene inkubacije, testiranje osjetljivosti ovih klini¢kih izolata obavit ¢e se
disk difuzijskom metodom, standardnom metodom rutinskog testiranja osjetljivosti na
antibiotike u klinickom mikrobioloskom laboratoriju. U testiranju se koristi Mueller-
Hintonov agar kalibriran prema EUCAST standardu (European Committee on Antimicrobal

Susceptibility Testing). Metoda je semikvantitativna.

Zona inhibicije mjeri se ravnalom u milimetrima, a pojavljuje se ukoliko antibiotik ima
aktivnost prema testiranom izolatu te nema uzgoja kolonija oko diska antibiotika. Ukoliko
ima rasta bakterijskog izolata oko antibiotika, u ovisnosti 0 izmjerenoj zoni inhibicije
sukladno veli¢ini zone, interpretacijom se razvrstava u tri kategorije: senzitivan (S),
intermedijarno senzitivan (1) i rezistentan (R). Veli¢ina zona usporeduje se sa standardnim
zonama inhibicije koje koreliraju s minimalnim inihibitornim koncentracijama koje

antibiotik postiZze na mjestu djelovanja in vivo i dio su EUCAST standarda (21) za rutinsko

12
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testiranje osjetljivosti bakterija na antibiotike. U tablici 1. prikazane su zone inhibicije
prema kojima je odredeno jesu li testirani bakterijski sojevi rezistentni ili osjetljivi na
nitroxolin. Koristene su zone inhibicije za rod Enterobacteriaceae, vrste Escherichia coli i
Klebsiella pneumoniae, ali i za Pseudomonas aeruginosa (Pseudomonas spp.) koja jos

uvijek nema definirane zone inhibicije za nitroxolin prema EUCAST standardima (22).

Tablica 1. Zone inhibicije ispitivanih vrsta

Svojstvo djelovanja nitroxolina Zona inhibicije u milimetrima (mm)
Rezistentnost <15
Osjetljivost >15

Slika 5. Mjerenje zone inhibicije Klebsiella pnemoniae (fotografirala Vlatka Stojacié,
Medicinski fakultet Osijek)

13
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Slika 6. a) Antibiogram Pseudomonas aeruginosa, b) Antibiogram Escherichia coli.

(fotografirala Vlatka Stojaci¢, Medicinski fakultet Osijek)

14
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Slika 7. Ravnalo za o¢itavanje zone inhibicije na antibiogramu K. pnemoniae (fotografirala

Vlatka Stojaci¢, Medicinski fakultet Osijek)

3.5. Statisticke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim frekvencijama. Numericki su podatci
opisani medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike kategorijskih varijabli
testirane su Hi-kvadrat testom. Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-
Wilkovim testom. Razlike numeri¢kih varijabli izmedu tri skupine testirane su Kruskal
Wallisovim testom. Sve su P vrijednosti dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na
Alpha=0,05. Za statisticku analizu koristio se statisti¢ki program MedCalc Statistical Software

version 18.2.1 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org; 2018).
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4. REZULTATI

Istrazivanje je napravljeno na ukupno 50 izabranih uzoraka gram-negativnih izolata tri
bakterijske vrste, od kojih je 23 (46 %) Escherichia coli, 12 (24 %) uzoraka Klebsiella

pneumoniae i 15 (30 %) uzoraka Pseudomonas aeruginosa.

Ocitavanjem zona inhibicije, rezultate se o¢itavalo prema EUCAST standardima (European
Committee on Antimicrobal Susceptibility Testing) u kojima je djelovanje nitroxolina na
enterobakterije opisano na sljedeci nacin: osjetljivo (S) vece od 15 mm zone inhibicije (>15

mm) dok je rezistentno (R) pri manje od 15 mm zone inhibicije (<15 mm).

Znacajno vecu zonu inhibicije (koju iskazujemo u milimetrima) disk nitroxolina na
antibiogramu ima u slucaju E. coli ESBL, sredi$nje vrijednosti (medijan) 20 mm
(interkvartilnog raspona od 18 mm do 23 mm), a znacajno najmanju pronalazimo kod P.
aeruginosa medijana 7 mm (interkvartilnog raspona od 6 mm do 8 mm) (Kruskal Wallis test,
P <0,001) (Tablica 2).

Tablica 2. Vrijednosti zone inhibicije (mm).

Medijan
Minimum — -
(interkvartilni raspon) maksimum
zone nitroxolina
E. coli ESBL (mm) 20 (18 — 23) 14 — 26
K. pneumoniae EBSL (mm) 17 (10,5 - 18,75) 622 < 0,001
P. aeruginosa (mm) 7(6-28) 617

*Kruskal Wallis test

Ukupno je 29 (58 %) osjetljivih uzoraka od kojih je znacajno vise 20 (87 %) na E. coli
dok su rezistentni uzorci znacajno ¢e$¢i kod P. aeruginosa, no treba obratiti pozornost da su
koristeni podaci EUCAST standarda za enterobakterije u ovome radu u nedostatku standarda
za nitroxolin i Pseudomonas spp. (Hi-kvadrat test, P < 0,001) (Tablica 3).
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Tablica 3. Raspodjela prema vrsti uzoraka i uzro¢niku u odnosu na primjenu nitroxolina.

Broj (%) uzoraka

S obzirom na

nitoxolin E. coli ESBL K. pneumoniae P_' Ukupno
aeruginosa

Osjetljivi uzorci 20 (87) 8/12 1/15 29 (58)

Rezistentni uzorci 3(13) 4112 14115 21 (42) <0,001

Ukupno 23 (100) 12/12 15/15 50 (100)

*Hi-kvadrat test

0
18 19 20 22 23 24 25 26

14 16

w

Broj izolata
o]

Promjer zone kod E.coli ESBL (mm)

Slika 8. Distribucija inhibicijskih zona E. coli (N=23) testiranih na nitroxolin disk difuzijskom
metodom
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Broj izolata
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Promjer zone kod K. pneumoniae EBSL (mm)

Slika 9. Distribucija inhibicijskih zona Klebsiella pneumoniae (N=12) testiranih na nitroxolin

disk difuzijskom metodom
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Slika 10. Distribucija inhibicijskih zona Pseudomonas aeruginosa (N=15) testiranih na

nitroxolin disk difuzijskom metodom
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Interpretiraju¢i dobivene rezultate dolazimo do spoznaje da na ukupno 50 uzoraka tri
bakterijske vrste Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i Pseudomonas aeruginosa, najvecu
osjetljivost na antibiogramu nitroxolina znacajno pokazuje E. coli, a prati ju K. pneumoniae

dok je P. aeruginosa rezistentna.

Ovo istrazivanje mozemo usporediti s istrazivanjem u Hrvatskoj gdje se ispitivala
osjetljivost nekoliko multirezistentnih nozokomijalnih bakterijskih izolata na fosfomicin i
nekoliko drugih antibiotika. Spomenutim istrazivanjem dokazano je da su E. coli i K.
pneumoniae ESBL soja pokazale veliku osjetljivost na fosfomicin s razlikom S§to je u tom
istrazivanju vece zone minimalne inhibitorne koncentracije imala Klebisella pneumoniae dok

je u ovom istrazivanju iste parametre imala E. coli (23).

Jos§ jedno hrvatsko istrazivanje odnosilo se upravo na ispitivanje osjetljivosti E. coli na
nitroxolin kao opciju lije¢enja nekompliciranih urinarnih infekcija. Prema podacima dobivenim
testiranjem izolata E. coli, svi su pokazali potpunu osjetljivost na nitroxolin, ali i na druge
antibiotike poput imipenema, meropenema, amikacina i fosfomicina. Kontrolom kvalitete E.
coli ATCC 25922 potvrdene su preporucene inhibicijske zone nitroxolina prema EUCAST-u
(18 — 24 mm). Takoder su testirani izolati pokazali normalnu distribuciju vrijednosti od 16 mm
do 21 mm. Usporedujuci ove podatke s podacima koje smo dobili u nasem istrazivanju, izolati
E. coli ESBL soja nalikuju navedenim vrijednostima distribucije obuhvacajuci zone od 18 mm
do 26 mm, sa svega nekoliko rezistentnih izolata — od 23 izolata E. coli. Ukupno 3 (13%) izolata
pokazala su rezistenciju na nitroxolin dok je 20 (87%) izolata E. coli osjetljivo na nitroxolin
(24).

Zbog potvrde veceg postotka rezistencije kod P. aeruginosa, moze se pretpostaviti da
se nastavlja ve¢ dovoljno komplicirani problem lije€enja ove nozokomijalne, multiplo
rezistentne bakterije. Naime, lijecenje iziskuje kombinirane terapije, no izbor antibiotika je
ogranic¢en. Ukoliko je bakterija rezistentna na ciprofloksacin, ne mozemo uporabiti niti jedan
florokinolon, a ukoliko su zahvaceni svi B-laktamski antibiotici, florokinoloni, aminoglikozidi,
pa cak i polimiksin kolistin na koji se polako, ali sve ¢esce javlja rezistencija, izbor temeljem

rezultata testiranja znacajno reduciran ili potpuno izostaje (25).
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U ovom istrazivanju Klebsiella pneumoniae pokazuje veéi postotak osjetljivih uzoraka
u odnosu na rezistentne, no u odnosu na E. coli i K. pneumoniae primjecujemo znacajno veci
broj rezistentnih izolata P. aeruginosa sto su potvrdila i prethodna istrazivanja, poput onog S
fosfomicinom gdje su se testirale takoder ove tri vrste bakterija, a E. coli i K. pneumoniae ESBL

soja su pokazale dobru osjetljivost na fosfomicin (26).

Takoder, nitroxolin mozemo razmatrati kao potencijalni agens u sprjecavanju Sirenja
rezistencije na karbapeneme. Naime, u sve viSe slucajeva pojavljuje se K. pneumoniae koja
izlucuje karbapenemaze te na takav nacin Siri rezistenciju §to moze i potvrditi istrazivanje gdje
su infekcije mokraénih puteva nakon transplatacije bubrega bila uzrokovane karbapenem
rezistentnom gram-negativnhom bakterijom, odnosno bakterijom multirezistentnom na

antibiotike, kakva upravo moze biti Klebsiella pneumoniae (27).

Sukladno navedenim podacima do sada, mozemo razmatrati klinicku vaznost
nitroxolina. Gledaju¢i podatke o osjetljivosti izolata E. coli, uo¢avamo najveéi broj dokazano
osjetljivih izolata na nitroxolin u ovom istrazivanju, ali i u ostalim navedenim istazivanjima.
Takoder, primjecujemo i da su zone inhibicije najveceg raspona upravo kod E. coli ESBL soja.
Takav zakljuCak nam daje moguénost koriStenja nitroxolina u svrhu lije¢enja infekcija
urinarnog sustava s E. coli kao najces¢ega uzro¢nika, ali i K. pnemoniae, s obzirom na sve veci
broj osoba koje pokazuju znaajne rezistencije na uobiCajeno koriStene antibiotike poput

ampicilina, cefalosporina i kinolona.
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6. ZAKLJUCAK
Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata slijede zakljucci.

e Ukupno je bilo 29 (58%) osjetljvih uzoraka, a 21 (42%) rezistentnih uzoraka na
testiranih 50.

e Najvise osjetljivih uzoraka primijeceno je kod E .coli, od 23 uzorka 20 (87%) bilo je
osjetljivih, a 3 (13%) rezistentna.

e K. pneumoniae se u 8 (66,67%) testiranih izolata pokazala osjetljiva od ukupnih 12 dok
se u 4 (33,33%) pokazala rezistencija.

e P.aeruginosase ul (7%) pokazala kao osjetljivi izolat, no u 14 (93%) uzoraka pokazala
je rezistentnost na ukupnih 15 uzoraka.

e U istrazivanju je vidjivo da nitroxolin ima sposobnost antibakterijskog djelovanja na
testirane izolata, posebno na E. coli, dok na P. aeruginosa pokazuje znacajno nizu
sposobnost djelovanja.

e Osjetljivost je na nitroxolin skoro potpuna za E. coli ESBL soja kao i na fosfomicin $to
je dokazano u drugim istrazivanjima.

e U vrijeme sve vece rezistencije na karbapeneme nitroxolin postaje sredstvo sprje¢avanja
Sirenja rezistencije na karbapeneme.

e Rezultati pokazuju potencijal nitroxolina koji moze doprinijeti boljem razumijevanju
djelovanja i mogucénosti koriStenja u svrhe lijecenja nekompliciranih infekcija urinarnih

puteva.
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7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Svrha ovoga istrazivanja bila je testirati osjetljivost klini¢kih rezultata
multirezistentnih bakterija: Escherichia coli ESBL soj, Klebsiella pneumonia ESBL soj i
Pseudomonas aeruginosa na 5-nitro-8-hydroxyquinolin disk-difuzijskom metodom,

interpretirati rezultate osjetljivosti 1 usporediti osjetljivost izmedu bakterijskih vrsta.

Materijali i metode: U istrazivanju je koristeno 50 gram-negativnih izolata tri bakterijske
vrste: E. coli, K. pneumoniae i P. aeruginosa dobivenih iz klinickih rezultata. Nakon
uzgoja, pripreme i inkubacije na Mueller-Hintonovom agaru, o¢itane su zone inhibicija za
svaki nasadeni soj. Mjereno je ravnalom u milimetrima i klasificirano sukladno veli¢ini

zone u tri kategorije: senzitivan (S), intermedijarno senzitivan (1) i rezistentan (R).

Rezultati: Rezultati su pokazali da nitroxolin uspjesno i statisti¢ki znac¢ajno (Hi-kvadrat
test, P < 0,001) pokazuje antibakterijsko djelovanje na sve tri bakterijske vrste. Ukupno je
29 (58%) osjetljivin uzoraka od ukupno 50 testiranih izolata. Znacajno je vise 20 (87%) E.
coli, potom K. pneumoniae 8 (66,77%), najmanje P. aeruginosa (7%) . Rezistentni su
uzorci znacajno ¢e$ci kod P. aeruginosa (93%), no treba obratiti pozornost da su koristeni
podaci EUCAST standarda (European Committee on Antimicrobal Susceptibility Testing)

za enterobakterije u ovom radu u nedostatku standarda za nitroxolin i Pseudomonas spp.

Zakljucak: Rezultati ovoga istrazivanja upucuju na poznate spoznaje 0 osjetljivosti
navedenih bakterijskih vrsta na nitroxolin te mogu doprinijeti boljem razumijevanju
djelovanja i mogucénosti koriStenja antibiotika u svrhe lije¢enja nekompliciranih urinarnih

infekcija.

Kljuéne rije¢i: E. coli, K. pneumonia, nitroxolin, osjetljivost, P. aeruginosa, rezistencija
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8. SUMMARY

8. SUMMARY

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF 5-NITRO-8-HYDROXYQUINOLINE AGAINST
MULTIDRUG RESISTANT GRAM-NEGATIVE BACTERIA

Objectives: The aim of this research is to examine the sensitivity of the clinical results of
multi-resistant bacteria: Escherichia coli ESBL strain, Klebsiella pneumonia ESBL strain
and Pseudomonas aeruginosa to the 5-nitro-8-hydroxyquinoline disc-diffusion method, as

well as to interpret and compare this sensitivity with a variety of other bacterial species.

Matherial and method: 50 gram negativne isolates of three bacterial species obtainted
from clinical specimens were used for this research. After breeding, preparing and
incubation at Mueller-Hinton agar, inhibition zones for each strain were read and measured
by the ruler in millimeters. The final results were classified into 3 categories: sensitive (S),

intermediate sensitive (1) and resistant (R).

Results: Results showed that nitroxolin, successfully (Hi-quadrat test, P <0.001) exhibits
statistically significant antibacterial activity on all three bacterial species. There were 29
(58%) susceptible samples from a total of 50 tested isolates, featuring significantly more E.
coli 20 (87%), then follows K. pneumoniae 8 samples (66.77%) whereas P. aeruginosa
was least represented with 7%. Resistant samples were more frequent with P. aeruginosa
(93%), but it should be taken ino account that the standards used were those for

enterobacteria in the absence of standards for nitroxolin and Pseudomonas spp.

Conclusion: The results of this study refer to known facts of the sensitivity of these bacterial
species to nitroxolin and can contribute to a better understanding of the effects and the
options for the use of antibiotics in the treatment of uncomplicated urinary infections.

Keywords: E. coli, K. pneumoniae, nitroxolin, P. aeruginosa, resistance, sensitivity
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