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1. UVOD

1.1. Prikaz problema

LijeCenje infektivnih bolesti zapoinje 1935. godine otkricem prvih antimikrobnih
kemoterapeutika. Bitan je mehanizam djelovanja antimikrobnih lijekova selektivna toksi¢nost,
¢ija je znacajka Stetno djelovanje na patogen, ali ne i na domacina. Neracionalna uporaba
antibiotika dovodi do otpornosti mikroorganizama na antibiotike te antimikrobna rezistencija

pripada medu najznacajnije zdravstvene izazove danasnjice (1 - 4).

Globalni je teret antimikrobne rezistencije u porastu i povezan je s povecanim morbiditetom i
mortalitetom te ¢ini jedan od najvaznijih klinickih, epidemioloskih i mikrobioloskih problema
danasnjice i stoga zahtijeva multidisciplinaran pristup. Uz nuznu racionalizaciju potro$nje
antibiotika, poboljsanje prevencije 1 kontrolu infekcija, potrebno je temeljito ispitati
mehanizame rezistencije mikroorganizama, ali isto tako treba istraziti nove antimikrobne

lijekove i aktivne supstance, a takoder i terapijske strategije, postupke i protokole (5, 6).

Posljednjih smo 20 godina suoceni sa stalnim padom u otkrivanju i registriranju novih
antibiotika unato¢ mnogostrukoj potpori glavnih svjetskih zdravstvenih institucija 1 vlada koji
poticu otkrivanje novih lijekova. Ameri¢ko druStvo za infektivne bolesti (IDSA), Europski
centar za prevenciju i kontrolu bolesti (ECDC) i Europska medicinska agencija (EMA)

pokrenuli su inicijativu za otkrivanje i stvaranje 10 novih sistemskih antibiotika do 2020. godine

(6).

Svjetska je zdravstvena organizacija rapidno rastucu bakterijsku rezistenciju, osobito vidljivu
u posljednjoj dekadi, svrstala medu jednu od tri najvaznije ozbiljne globalne zdravstvene
prijetnje CovjeCanstvu. Posebnu zabrinutost izazivaju “ESKAPE” patogeni: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, i vrste iz porodice Enterobacteriaceae, koji su izbjegli postupcima
kontrole Sirenja i lijeCenja te su odgovorni za veéinu teskih nozokomijalnih infekcija Sirom

svijeta (6 - 8).
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1.2. Pentadekapeptid BPC 157

Pentadekapeptid BPC 157 je pluripotentan organoprotektivni peptid. Konstitutivno se stvara u
sluznici zeluca i nalazi se u Zelu¢anom soku. Izoliran je iz ljudskog i zivotinjskog Zelucanog
soka prije viSe od 20 godina. Nazvan je BPC 157 (Body Protecting Compound). Molekularna
je masa ovog prirodnog peptida velika i iznosi oko 40 000 £+ 5000 daltona. Struktura mu je
samo djelomi¢no odredena. BPC 157 ima vrlo Siroki spektar bioloskih aktivnosti za koje postoji
moguénost da su posljedica neodredene strukture, nedovoljne Ccistoce ili homogenosti

izoliranog spoja BPC 157 (9 - 11).

BPC 157 koji je dobiven sintezom (Patent Sikiri¢ P i1 sur, EPO 572688) ima bioloSku aktivnost
prirodnog spoja BPC 157, ali sa pove¢anom selektivno$¢u. Aminokiselinski dio je sastavljen
od 15 aminokiselina (Gly, Glu, Pro, Pro, Pro, Gly, Lys, Pro, Ala, Asp, Asp, Ala, Gly, Leu, Val)
i glavni je nositelj njegove aktivnosti (12, 13).

Kemijsko je ime Glycyl-L-glutamyl-L-prolyl-L-prolyl-L-prolyl-glycyl-L-lysyl-L-prolyl-L-
alanyl L-aspartyl-L-aspartyl-L-alanyl-glycyl-L-leucyl-L-valine. Molekularna je formula
Ce2HasN16022 (slobodni peptid), a molekularna tezina 1419, 55 Daltona ( 9).

N,

I oH HC O,
Oy by e e e S
) T

HO® "0

Slika 1. Strukturna formula aminokiselinske sekvence BPC-157 (Patent Sikiri¢)

1.2.1. Sastav i sinteza pentadekapeptida

Sinteza se pentadekapeptida provodi postupkom stupnjevite kondenzacije pomocu “Fmoc”
(fluoren-9-ilmetoksikarbonil) zaSti¢enih aminokiselina. Kondenzacija zapocCinje prvom

aminokiselinom, valinom koja je vezana uz polimerni nosa¢ (benzildrilaminorezin). Vezujuéi
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je reagens diisopropilkarodimid. Svakim stupnjem kondenzacije jedna protektivna “Fmoc”
grupa zamijeni se piperidinom, a jedna se aminokiselina nadoveze. Isti Se postupak primjenjuje
za svaku narednu aminokiselinu sve dok se sinteza ne zavrsi. Razdvajanje se obavlja pomocu
trifluorooctene kiseline/trifluormetansulfonske kiseline/anizola u omjeru 2:17:52. Sirova se
mjesavina pentadekapeptida procisti reverznom fazom HPLC (eng., high pressure liquid
chromatography) pri ¢emu se koristi stupac 5x150 mm napunjen silikagelom RP-18, s gradijent
eluiranjem u sustavu otapanja: 0,1 trifluorooctena kiselina u vodi/acetonitrilu. U svim se

pokusima koristi pentadekapeptid 99-postotne ¢istoce (15).

Od izoliranja do danas nije uoceno postojanje podudarnosti ovog peptida s poznatim crijevnim
peptidima. Prednosti se pentadekapeptida BPC 157 prema drugim peptidima ocituju u tome $to
je stabilan i u uvjetima koji inace dovode do brze razgradnje peptida, te Sto se moze redovito

primjenjivati bez nosaca i $to je netoksic¢an (16 - 24).

Lako je topljiv u vodi i fizioloskoj otopini pri pH 7.0, pentadekapeptid BPC 157 se koristi u

mikrogramskim i nanogramskim terapijskim dozama (25).

Produzeno se citoprotektivno djelovanje ogleda u cijeljenju razli¢itih rana. To je evaluirano u
istrazivanjima pentadekapeptida BPC 157, pa je tako u primjeru gastrointestinalnog sustava
dokazan njegov terapijski u€inak u cijeljenju gastrokutanih 1 kolokutanih fistula te anastomoza

crijeva (ileoilealne, kolokoli¢ne, ileojejunalne) (26 - 33).

U procesu je cijeljenja istrazivan i antiinflamatorni u¢inak ovog peptida. Uoceno je da
primjena BPC-a 157 (pentadekapeptid BPC 157) smanjuje sekreciju upalnih medijatora, $to
znaajno smanjuje eksudaciju polimorfonukleara uz istovremeno pojacanu eksudaciju
mononukleara u podru¢je ozljede, ¢ime je reducirana aktivnost kolagenaza, a povecana
produkcija citokina u mononuklearnim fagocitima bitnih za kvalitetan proces cijeljenja (25 -
34).

Ucinak BPC 157 je dobro opisan u cijeljenju razli€itih ozljeda 1 rana poput: duboke opekotine,
kozne rane, rane u dijabeticara, pseudoartroze, presjecene tetive, presjecene misice, presjecene
zivee, otkidanje tetiva od kostiju, oStecenja roznice, peritonitis, ileoilealne anastomoze,

kolokoli¢ne anastomoze, pluéne lezije (35).

U svim je ovim terapijskim djelovanjima pentadekapeptid efikasan bez obzira je li primijenjen
lokalno ili sistemski. Budu¢i su navedena stanja podlozna infekcijama te su infekcije dio

patofizioloskih procesa u ishodima s komplikacijama, pretpostavljen je i antimikrobni u¢inak

3
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ovog peptida. Antibakterijsko djelovanje pentadekapeptida BPC 157 kao i njegova interakcija
s konvencionalnim antibioticima nedovoljno je poznata i istrazena. Ova spoznaja potice na
daljnja istrazivanja ucinkovitosti pentadekapeptida BPC 157 na antibakterijsku aktivnost, Sto

bi moglo rezultirati novom mogucénosti primjene u terapeutske svrhe (35).

1.3. Antimikrobni peptidi

1.3.1. Rasprostranjenost antimikrobnih peptida

Antimikrobni peptidi (AMP) su Siroko rasprostranjeni u prirodi. Oni ¢ine prvu liniju obrane
protiv patogena domacina i ukljuéeni su u urodenu imunost. Ovisno o njihovoj raspodjeli u

tkivima, osiguravaju ili sistemsku ili lokalnu zastitu organizma od patogena okolisa (36, 37).

1.3.2. Struktura antimikrobnih peptida

Antimikrobni peptidi su oligopeptidi, imaju razli¢it broj aminokiselina, taj je broj najéesc¢e od

pet pa do 50 aminokiselina (2, 3).

Kljuéna je uloga u aktivnosti antimikrobnih peptida amfipati¢énost. Mehanizmi djelovanja na
mikroorganizme ovisni su o razli¢itim fizikalno-kemijskim svojstvima: duzini sekvence,
naboju, hidrofobnosti, strukturi, koncentraciji peptida i sastavu membrane. Klasificiraju se na
temelju sekundarne strukture i sastava (5, 38 - 40).

AMP ribosomalno sintetizirani, koji sadrze samo prirodne aminokiseline, dijele se na
linearne, o-helicne peptide (kao $to su cecropini, magainini 1 mellitini), peptide obiljezene
obogacivanjem u jednoj ili dvije aminokiseline (prolin-arginin bogat PR 39, indolidin ) te

peptide koji sadrze disulfidne veze (npr., Defensini, protegrini) (41 - 43).

Isto tako, postoje peptidi s jakom antimikrobnom aktivno$c¢u koji su sintetizirani ekstra-
ribosomalno ili sadrze znacajne post-translacijske modifikacije poput lipopeptida (polimixin,

dermaseptin) i lantibiotici , koji sadrze ne-nativne aminokiseline (41 - 44).
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1.3.3. Mehanizam djelovanja antimikrobnih peptida

Istrazivanja upucuju na misljenje kako antimikrobni peptidi imaju mehanizam djelovanja u
potpunosti razli¢it od antibiotika koriStenih u klini¢koj praksi, stoga postoji veliki interes za
njihov razvoj $to bi omogucilo lijeenje infekcija uzrokovanih mikroorganizmima rezistentnim
na antibiotike (39, 40, 45).

Selektivnost se antimikrobnih peptida za prokariotske stanice, najvjerojatnije temelji na
prepoznavanju opcih svojstava staniéne membrane. Pojedini AMP ostvaruju odredenu
interakciju sa stanicnom membranom bakterija i na taj nacin ometaju izgradnju unutarnje ili
vanjske bakterijske membrane §to rezultira smrcéu stanice. Za razliku od njih, drugi peptidi
mogu pro¢i kroz stanicnu membranu 1 djeluju na neki cilj unutar stanice. Interakcija ovih
peptida s biolo§kim membranama, osim o gradi peptida, ovisi 1 0 lipidima koje sadrzava sama
staniéna membrana. Sukladno tome, razumijevanje peptidne interakcije membrana izuzetno je

vazan ¢imbenik za poboljSanje dizajna i razvoja AMP antibiotika (5, 38, 46 - 48).

Za peptide sa amfipatskom o -uzvojnicom postoji vise modela koji objasnjavaju nacin na koji
djeluju: model bacvaste pore u kojem amfipatska a -uzvojnica stvara okomite pore kroz

membranu, ili se stvaraju toroidalne pore (49, 50).

Aktivnost je peptida humanog porijekla visestruka, ve¢ina moze inhibirati rast bakterija i to
kako Gram-pozitivnih, tako i Gram-negativnih. | sasvim male varijacije u strukturi peptida
mogu utjecati na njihovu aktivnost (51, 52).

1.4. Antibiotici

Moderna je terapija antimikrobnim lijekovima zapocela otkricem B-laktama 1928. godine kada
je Alexander Fleming objavio svoje istrazivanje o inhibiciji rasta Staphylococcus aureus na
ploci agara kontaminiranoj plijesnima Penicillium notatum. 1z kulture ove plijesni 1940. godine
Chain 1 Florey proizveli su prvu vecu koli¢inu penicilina, a penicilin G je uSao u klinicku

uporabu desetak godina kasnije kada je smatran ,,magi¢nim lijekom* (53 - 55).

Glavno je obiljezje antibakterijskih lijekova selektivna toksi¢nost §to podrazumijeva toksi¢nost

za bakterije, a netoksi¢nost, odnosno prihvatljivu toksi¢nost za ljudski organizam. Mogu biti

5
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prirodni proizvodi nekih bakterija i gljiva, a isto tako mogu biti sinteticki (kemoterapeutici).
Prirodni antibiotici koji se doraduju i/ili modificiraju u laboratoriju ili proizvodnom pogonu,
nazivaju se ,,antibakterijski kemoterapeutici“. Prema mehanizmu djelovanja na bakterijsku

stanicu, dijele se u nekoliko skupina (5).

Betalaktamski antibiotici imaju u svojoj strukturi p-laktamski prsten, na kojemu se temelji
njihovo djelovanje. Oni ometaju sintezu peptidoglikana, a on je najvazniji sastavni dio stijenke
bakterijske stanice, daje joj ¢vrstocu i otpornost na mehanicka i osmotska oStec¢enja i tako ju
Stiti od nepovoljnih utjecaja iz okolisa. B-laktamski prsten u antibiotiku po strukturi je analogan
alanil-alaninu, sastojku N acetilmuraminske kiseline, koja stvara popreéne veze izmedu
peptidnih lanaca i peptidoglikanskog sloja. Na taj nacin koce transpeptidaciju, odnosno, sintezu

stanicne stijenke blokiraju¢i zavr$no ukrSteno povezivanje linearnih glikopeptida u slozeni

peptidoglikan (1, 5, 56).

Poremecena sinteza stijenke onemogucava bakteriji da odrzava osmotski gradijent izmedu
stanice 1 njene okolice, pa stanica bubri i puca. Buduéi da u stanicama sisavaca ne postoji
peptidoglikan, koji je osnova selektivne toksi¢nosti B-laktama, ovi antibiotici unistavaju

bakterije, a pri tome ne djeluju na ljudske stanice (1).

U humanoj se i veterinarskoj medicini u lijeCenju bakterijskih infekcija Cesto koriste B -
laktamski antimikrobni lijekovi zbog snaznog antimikrobnog djelovanja i vrlo niske toksi¢nosti
(57).

Fizikalno kemijska svojstva B-laktama mogu se mijenjati supstitucijom vodika u karboksilnoj
skupini  penicilina, odnosno modifikacijom boc¢nog lanca cefalosporina. Proizvodnjom
polusintetskih B-laktama postignuta su poboljSanja prirodnih inicijalnih molekula penicilina G
1 cefalosporina C te povecana otpornost na djelovanje P-laktamaze i1 proSirenje spektra
djelovanja. Tako je modifikacijom boc¢nog lanca cefamicina C dobiven cefoksitin koji,
zahvaljujuci izrazitoj otpornosti na djelovanje f-laktamaza, pokazuje najsiri spektar aktivnosti
od svih cefalosporina. Penicilini su vazni za antibakterijsku kemoterapiju, 1 ¢esto se koriste u

kombinaciji s drugim antimikrobnim lijekovima (58).
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Inhibicija sinteze stani¢nog zida Inhibicija DNA replikacije
Ampicilin Ciprofloksacin
Ceftazidim
Imipenem
Vankomicin

DNA

Ribosomi

Inhibicija sinteze proteina (30 S ribosomi) Inhibicija sinteze proteina (50 S ribosomi)
Amikacin Eritromicin

Gentamicin

Slika 2. Ciljna mjesta djelovanja testiranih konvencionalnih antibiotika u bakterijskoj stanici
(po uzoru na Bedeni¢, 2009.) (1).
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1.4.1. Ampicilin

Ampicilin je uz amoksicilin glavni predstavnik skupine aminopenicilina. Njihova je

djelotvornost narodito izrazena protiv enterokoka i Haemophilus influenzae (1).

Ampicilin spada u penicilinsku skupinu beta-laktamskih antibiotika. Razlikuje se od penicilina
G, ili benzilpenicilina, samo po amino skupini. Ta amino skupina, prisutna na ampicilinu i
amoksicilinu, pomaze im prodrijeti kroz pore vanjske membrane Gram-negativnih bakterija
(56).

Ampicilin djeluje kao ireverzibilan inhibitor enzima transpeptidaze, koji je potreban
bakterijama za izgradnju stani¢nog zida. On inhibira trecu i posljednju fazu sinteze bakterijskih
stani¢nih stijenki u binarnoj fiziji, $to u kona¢nici dovodi do stani¢ne lize; stoga, ampicilin

obi¢no djeluje bakterioliti¢ki (57).

S _CH,

CHa
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O

Slika 3. Strukturna formula ampicilina (preuzeto iz wikipedia)

1.4.2. Ceftazidim

Ceftazidim pripada trecoj generaciji cefalosporina, koja za razliku od druge ima proSireni

spektar na Gram-negativne bakterijske sojeve (1).

Cefalosporini su ¢esto koristeni za lijeCenje i profilaksu bakterijskih infekcija, uglavnom zbog
Sirokog spektra djelovanja i niskog rizika od toksi¢nosti. Medutim, od njihovog se uvodenja,

javlja rezistencija na [-laktamske antibiotike, odnosno, javlja se sve ce$¢a pojava



uvoD

multiresistentnih bakterijskih sojeva. 1z toga su razloga, klini¢ari napustili rutinsku primjenu

cefalosporina tre¢e generacije (59, 60).

Cefalosporini se obi¢no primjenjuju kao zamjena za peniciline u lijecCenju infekcija uzrokovanih

Gram-negativnim bakterijama te u profilaksi pri kirurskim zahvatima (57).
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Slika 4. Strukturna formula ceftazidima (preuzeto iz wikipedia)

1.4.3. Imipenem

Imipenem pripada skupini karbapenema koja je medu f-laktamskim antibioticima sa najSirim

spektrom djelovanja, efikasni su i protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (61).

Karbapenemi imaju penicilinu-slican petero¢lani prsten, ali je sumpor na C-1 poziciji u
petero¢lanom prstenu zamijenjen s ugljikovim atomom i uvedena je dvostruka veza izmedu C-
2 1 C-3 . Razliciti se karbapenemi razlikuju dominantno u konfiguraciji bo¢nih lanaca na C-2 i
C-6 poziciji (62, 63).

Ovakva struktura omogucava izuzetnu stabilnost u odnosu na vecinu B-laktamaza ukljucujuci
Amp C enzime i B-laktamaze proSirenog spektra. Karbapenemi ulaze u Gram-negativne
bakterije kroz porine, proteine vanjske membrane. Nakon ulaska u periplazmatski prostor
karbapenemi se veZzu za penicilin-vezujuée proteine, enzime koji kataliziraju sintezu
peptidoglikana, centralne strukture bakterijskog stani¢énog zida. Krucijalno je za ucinkovitost
karbapenema S§to se mogu vezati za viSe razli¢itih penicilin-vezujuéih proteina. Slabljenje
peptidoglikana i prskanje bakterijskog zida uslijed osmotskog pritiska posljedica je njihovog

djelovanja (64).
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Karbapenemi se vezu za PBP 1 i PBP 2 molekule Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija
1 uzrokuju elongaciju i lizu stanica. Stabilni su prema veéini plazmidnih i kromosomskih (-
laktamaza, otporni su na hidrolizu p-laktamaza proSirenog spektra, ali su osjetljivi na
karbapenemaze. In vitro djelotvornost je vrlo izrazena zbog dobre penetracije kroz vanjsku
membranu Gram-negativnih bakterija i visokog afiniteta za PBP-molekule. Imipenem ima
dobru djelotvornost protiv. mnogih Gram-negativnih Stapicastih bakterija, ukljucujuéi i

Pseudomonas aeruginosa, ali isto tako i protiv Gram pozitivnih te anaerobnih bakterija (1, 65).

S obzirom na §iroki spektar djelovanja i stabilnost u odnosu na mnoge determinante rezistencije,
karbapenemi predstavljaju rezervne antibiotike, antibiotike druge linije, koji su predvideni za
lijecenje teSkih bakterijskih infekcija. Pokazuju znatno manje nezeljenih djelovanja u odnosu

na druge rezervne antibiotike (61).

Mehanizmi su rezistencije na karbapeneme identi¢ni sa mehanizmima rezistencije na f-

laktamske antibiotike, a to su:

- Produkcija - laktamaza, dominantno karbapenemaza.

- Smanjenje produkcije ili izmjena proteina vanjske membrane kada se ovaj mehanizam
kombinira sa drugim mehanizmima rezistencije poput produkcije B-laktamaza, najéesce
se javljaju rezistentni fenotipovi.

- Efluks pumpe koje mogu eksportirati B-laktame iz stanice kroz vanjsku membranu, isto
tako dovode do snizavanja koncentracije antibiotika u periplazmi.

- Produkciju penicilin-vezuju¢ih proteina niskog afiniteta koji kataliziraju reakciju
transpeptidacije, Sto predstavlja znacajan mehanizam rezistencije nekih Gram-
pozitivnih bakterija. 1zmjena penicilin-vezujucih proteina ima mali znacaj u nastanku
rezistencije na B-laktame kod Gram-negativnih bakterija kao $to su enterobakterije (63,
65).

Rezistencija na karbapeneme kod enterobakterija moze nastati i kao posljedica smanjenog
preuzimanja lijeka zbog gubitka ili izmjene porina zajedno sa prekomjernom ekspresijom Amp

C cefalosporinaza ili B-laktamaza prosirenog spektra (63).
Imipenem je prvi karbapenem uveden u klinicku praksu 1985. godine kao N-formimidoil
derivat tienamicina. Zbog osjetljivosti na deaktivaciju bubreznom dehidropeptidazom

imipenemu je bilo neophodno dodati inhibitor cilastatin. Nakon otkri¢a imipenema doslo je do

10
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otkri¢a drugih, stabilnijih karbapenema Sirega spektra djelovanja (meropenem, biapenem,

ertapenem i doripenem) (66).

H
H,C

Slika 5. Strukturna formula imipenema (preuzeto iz wikipedia)

1.4.4. Vankomicin

Vankomicin je antibiotik koji proizvode Streptococcus orientalis i Amycolatopsis orientalis.
Pripada skupini glikopeptida koji su u klini¢koj uporabi od 60-ih godina proslog stoljec¢a. To je
skupina antibiotika velike molekule. Zbog veli¢ine, molekule ne mogu prolaziti kroz stani¢nu
stijenku Gram-negativnih bakterija. 1z toga je razloga njihov spektar vrlo uzak i djeluju samo
na Gram-pozitivne bakterije. Djeluju tako $to sprjeCavaju stvaranje stani¢ne stijenke na razini
pentapeptida u citoplazmi: vezu se na zavrsetak pentapeptida, na D-alanin-D-alanin te tako

sprijeCavaju njegovu ugradnju u peptidoglikanski lanac (5).

Djelotvoran je samo na Gram-pozitivne bakterije, narodito na stafilokoke uz iznimku
flavobakterija. Njegov je ucinak baktericidan. Stafilokoke relativno sporo ubija i to samo ako
su u fazi dijeljenja. In vitro s gentamicinom i streptomicinom djeluje sinergisticki protiv
Enterococcus faecium i Enterococcus faecalis sojeva koji ne pokazuju visoku rezistenciju na

aminoglikozide (67).

Vankomicin inhibira sintezu stani¢ne stijenke tako §to se ¢vrsto veze na D-alanil-D-alanin
zavrSetak peptidoglikanskog pentapeptida. Na taj nacin inhibira transglikozilazu, odnosno
sprijecava elongaciju peptidoglikana i njihovo ukrizavanje. Ovom je reakcijom oslabljen
peptidoglikan $to ima za posljedicu lizu stanice. Isto je tako oStecena stani¢na membrana, §to

pojacava antibakterijski u¢inak (67, 68).

11
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Slika 6. Strukturna formula vankomicina (preuzeto iz wikipedia)

1.4.5. Gentamicin

Gentamicin je aminoglikozid Sirokog spektra. Ima veoma sli¢no djelovanje tobramicinu, s
razlikom §to gentamicin ima bolje djelovanje na Serratia spp, a tobramicin je uéinkovitiji na
Pseudomonas aeruginosa. Osjetljiv je na modificiraju¢e enzime koji su proizvod rezistentnih

bakterija ( 6-acetiltransferaza, 4-adeniltransferaza) (1).

Prvi je aminoglikozid, streptomicin, otkriven 1943. godine. Aminoglikozidni su antibiotici
dobiveni iz razlicitih vrsta Gram-pozitivnih bakterija roda Streptomyces spp., Micromonospora
spp. i Bacillus spp.. U glavhom djeluju na Gram negativne aerobne bakterije. U skupinu
antibiotika aminoglikozida takoder pripadaju gentamicin, kanamicin, neomicin, tobramicin i
amikacin (69).

Aminoglikozidi se sastoje od aminociklitolskog prstena za koji su vezani amino-Seceri. Oni su

bazicni, izrazito polarni polikationski oligosaharidi koji se u bakterijskoj stanici vezu za 30S

12
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podjedinicu ribosoma. Svi aminoglikozidi koce sintezu proteina u bakterija putem razliitih
mehanizama i remete translokaciju aminokiselina djelujuéi baktericidno, a istodobno ostec¢uju
citoplazminu membranu. Za bazi¢na svojstva aminoglikozida odgovorne su amino-skupine,
dok su hidroksilne skupine na Secerima zasluzne za dobru topljivost u vodi, a slabu u mastima

(tesko prolaze kroz lipoproteinske membrane — aktivni transport) (56).

Inhibicija sinteze proteina je primarni mehanizam djelovanja aminoglikozida. Oni
onemogucuju pravilno kodiranje mRNA (antikodon prepoznaje i veze krivi kodon), dolazi do
ugradnje pogreSnih aminokiselina u rastu¢i polipeptidni lanac 1 posljedi¢ne sinteze
nefunkcionalnih ili toksi¢nih proteina. Drugi mehanizam nastaje kada ribosom za koji se vezao
aminoglikozid ne moze obavljati translaciju mRNA tijekom sinteze proteina, Sto dovodi do
uginuca bakterijske stanice. Na Zalost, brz je pocetak nastanka bakterijske rezistencije doveo
do stalnog pada njihove klinicke uporabe. Sve je veci broj visestruko otpornih sojeva potaknuo

zanimanje za istrazivanje novih spojeva kako bi se onemogucéila rezistencija(1, 69, 70).

Ha
N
o~ "o -

e HO MH

D 2

Y 0
H
OH MHo

Slika 7. Strukturna formula gentamicina (preuzeto iz wikipedia)

1.4.6. Amikacin

Amikacin je polusinteticki derivat kanamicina Upotrebljava se za lijecenje infekcija
uzrokovanih Gram-negativnim bakterijama koje su rezistentne na ostale aminoglikozide (3, 4,
12).

Farmakokinetika amikacina je sli¢na farmakokinetici prirodnog gentamicina i tobramicina.
Koristi se sam ili u kombinaciji s drugim antibioticima za lijeCenje raznih ozbiljnih infekcija
uzrokovanih aerobnim Gram-negativnim bakterijama, kao i mikobakterijama i nokardijama.

Vazan je u lijecenju infekcija nastalih kod novorodencadi. Amikacin pokazuje toksi¢ne ucinke

13
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koji su zajednic¢ki aminoglikozidima, a to su ototoksi¢nost i nefrotoksicnost. Na Zalost, porast

rezistencije na amikacin ogranicava uc¢inkovitost lije¢enja infekcija u novorodencadi (71).

HO OH  HO Q
:'}—o OH
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HaM OH

Slika 8. Strukturna formula amikacina (preuzeto iz wikipedia)

1.4.7. Ciprofloksacin

Ciprofloksacin pripada skupini kinolona. Kinoloni su velika skupina potpuno sintetickih
antibiotika koji djeluju na sintezu nukleinskih kiselina i na bakterijsku girazu te tako ne
dopustaju stvaranje potpune bakterijske DNA, §to rezultira smréu bakterijske stanice. Njihovo

je djelovanje brzo baktericidno (2).

Imaju snazno antibakterijsko djelovanje protiv enterobakterija, P. aeruginosa, Acinetobacter
spp., H. influenzae i gram-negativnih koka, kao §to su N. gonorrhoeae, N. meningitidis i
Moraxella catarrhalis. Isto tako imaju izrazenu aktivnost prema stafilokokima, ukljucujuci i
MRSA, ali je njihovo djelovanje slabije prema streptokokima i enterokokima. Nisu djelotvorni
protiv anaerobnih bakterija, kao §to su B. fragilis i C. difficile. Enteropatogeni Gram-negativni

bacili su osjetljivi prema kinolonima (2).

Ciprofloksacin je najaktivniji od svih kinolona prema P. aeruginosa, dok su B. cepacia i S.
maltophilia rezistentni na kinolone. Djeluju snazno baktericidno na izolate Chlamydia
trachomatis i Mycoplasma hominis, a slabije na Ureaplasma urealyticum. Ciprofloksacin
inhibira izolate Rickettsia conori, Rickettsia rickettsii i Coxiella burneti, a utvrdeno je da djeluju

i na Plasmodium falciparum (2).

14
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Kombinacija ovih antibiotika s B-laktamima ili aminoglikozidima ima aditivno ili sinergisticko
djelovanje. Baktericidni se ucinak kinolona  poniStava u prisustvu rifampicina ili

kloramfenikola (2).

Slika 9. Strukturna formula ciprofloksacina (preuzeto iz wikipedia)

1.4.8. Eritromicin

Eritromicin je prototip makrolidne skupine lijekova. Makrolidi su velike molekule,
karakterizira ih makrociklicki laktonski prsten koji najéesce sadrzi 14 do 16 ugljikovih atoma

na koje su vezani deoksi Seceri (3, 15, 19).

Makrolidi su bakteriostatski antibiotici, koji se pri¢vrste na receptor (23S rRNA) na podskupini
50S bakterijskog ribosoma i sprjeavaju kontakt tRNK na koju je vezana aminokiselina s
mRNK, te na taj na¢in ometaju sintezu bjelancevina.Oni inhibiraju sintezu proteina ometajuci

reakcije translokacije i formiranje inicijacijskih kompleksa (3, 4).

O
H3C ..n\\CHs
HO ~+OH N CH3
HLC™ "CH3 N
H5C2\ //O o) CH3
OCH;
CH
3 CH;
O OH
CHsj

Slika 10. Strukturna formula eritromicina (preuzeto iz wikipedia)
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Eritromicin je dobiven 1952.g. iz Streptomyces erythreus. Sastoji se od dvaju Secera vezanih
na laktonski prsten s 14 ugljikovih atoma. Slabo je topljiv u vodi, ali se dobro otapa u organskim
otapalima. Eritromicin ima antibakterijsku aktivnost koja moze biti inhibicijska ili baktericidna,
narocito pri visim koncentracijama. Alkalni pH pojacava aktivnost. Inhibicija sinteze proteina
dogada se vezanjem na 50 S podjedinicu ribosomske RNA, §to blokira translokaciju aminoacila

I formiranje pocetnog kompleksa (15).

1.5. Bakterijske vrste

1.5.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pripada rodu Staphylococcus, porodici Staphylococcacceae . To je
Gram-pozitivan kok u nepravilnim nakupinama, poput grozdova. Nema sporu niti kapsulu i

nepokretan je. Fakultativni je anaerob (72).

S. aureus je veoma rasprostranjen u prirodi 1 najvazniji je ljudski oportunisticki patogen u
okviru roda Staphylococcus (73). On predstavlja jednog od najzastupnijih mikroorganizama u
covjeka, koji ga mozZe kolonizirati (klicono$tvo), ali isto tako, u odredenim uvjetima, moZze

izazvati vrlo teSke infekcije (74).

S. aureus moze adherirati na razne povrsine; medicinska sredstva i aparate. Zbog sposobnosti
formiranja biofilma, predstavljaju veoma znacajne uzrocnike infekcija u bolnicama, koje se
dovode u vezu sa uporabom medicinskih aparata i instrumenata.Formiranjem biofilma postaju

slabije osetljivi na antibiotike i dezinficijense (75, 76).

Stani¢ni zid stafilokoka sainjen je pretezno od peptidoglikana koji se sastoji od B1,4 N-
acetilglukozamin i N-acetilmuraminske kiseline koji su naizmjeni¢no vezani. Lanci su
acetiliranih glikana poprecno povezani tetrapeptidnim lancima kao i pentaglicinskim mostom

koji je specifican za S. aureus (77).

Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) zauzima znacajno mjesto u modernoj

mikrobiologiji i postupcima kontrole infekcija (3). Broj infekcija, koje uzrokuje MRSA iznosi
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171 200 godisnje, u zemljama Europske unije, Islandu i Norveskoj. Taj broj predstavlja 44%

svih infekcija povezanih sa zdravstvenom skrbi u ve¢ spomenutim zemljama (78).

MRSA kolonizacije 1 infekcije nedavno su prenesene i na druge ekoloske sustave, tako da danas
postoje MRSA izolati u izvanbolnickoj populaciji (CA MRSA) te u uzorcima domacih zivotinja
(LA MRSA) (74).

1.5.2. Enterococcus faecalis

Enterokoki su Gram-pozitivne, katalaze-negativne bakterije. Ne stvaraju spore i fakultativni su
anaerobi. Nastanjuju gastrointestinalni trakt, usnu Supljinu i vaginu ljudi i Zivotinja (79,80).
lako se ranije smatralo da su enterokoki ne-virulentni, danas je poznato da su ¢esti uzro¢nici

nozokomijalnih infekcija (81).

U bolni¢kom okoligu mogu preZivjeti i pri tome mogu kolonizirati pacijente.Cesti su uzroénici
infekcija mokra¢nog sustava, endokarditisa, hepatobilijarne sepse, infekcija kirurskih rana,
bakteremija i neonatalne sepse. Crijevna je kolonizacija enterokokom znacajan ¢imbenik rizika
za enterokoknu bakteremiju, koja je povezana s poveCanom smrtno$¢u, osobito kod

imunokompromitiranih pacijenata (82 - 85).

Prisutan je sve ve¢i broj enterokoka koji produciraju f-laktamazu, a isto tako je prisutna
rezistencija na vankomicin. Promjene u prekursorima peptidoglikana i zadebljanja stani¢ne
stijenke, imaju za posljedicu rezistenciju na vankomicin. Infekcije izazvane vankomicin
rezistentnim enterokokom (VRE) najcesce se javljaju u bolnicama, lako se prenose i sukladno
tome, izazivaju epidemijske infekcije. U Republici Hrvatskoj u 2011. godini na vankomicin je
bilo rezistentno 1% E.faecalis (86 - 88).

1.5.3. Escherichia coli

Escherichia coli je Gram-negativan bacil koji pripada porodici Enterobacteriaceae i predstavlja

najzastupljeniju fakultativno anaerobnu vrstu u gastrointestinalnom traktu covjeka i nekih
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zivotinja. Kao komesal crijevnog trakta zivi u uzajamno korisnoj zajednici sa domacinom i kao
takva rijetko uzrokuje oboljenja. Pored komensalnih Escherichia coli, postoje sojevi koji su
enterovirulentni i uzrokuju razli¢ite vrste dijarealnih sindroma. Neki sojevi Escherichia coli
uzrokuju ekstraintestinalna oboljenja kod osoba kod kojih su prvobitno asimptomatski
kolonizirali crijevni trakt. Takvi sojevi Escherichia coli su filogenetski i epidemioloski udaljeni
u odnosu na komensalne i patogene sojeve. Na osnovu genetskih i klini¢kih kriterija, sojeve
Escherichia coli dijelimo na komensalne, enterovirulentne i ekstraintestinalne patogene
Escherichia coli (89).

Ekstraintestinalne patogene Escherichia coli su znac¢ajan uzro¢nik bolni¢kih i vanbolnic¢kih
infekcija 1 mogu izazvati oboljenja razli¢itih organa. Najées¢e uzrokuju infekcije urinarnog
trakta, izazivajuci 85-95% nekompliciranih cistitisa i pijelonefritisa kod Zena prije menopauze.
Escherichia coli je ¢est uzroénik abdominalnih i pelvi¢nih infekcija, kao jedini uzro¢nik ili u
okviru mijeSanih infekcija. Javlja se kao uzro¢nik infekcija operativnog polja, neonatalnog

meningitisa i septikemije, a moze uzrokovati i pneumoniju (90).

Virulentni potencijal ekstraintestinalne Escherichia coli zavisi od prisustva specijaliziranih
¢imbenika virulencije kao §to su fimbrije, adhezini, toksini, siderofore, kapsula, hemolizini i
invazini. Navedeni ¢imbenici virulencije omogucavaju bakteriji izbjegavanje mehanizama
obrane domacina, kolonizaciju znacajnih anatomskih podru¢ja i1 poticanje inflamatornog

odgovora, §to sve zajedno doprinosi razvoju bolesti (91).

posljedica visoke plasticnosti genoma, stjecanja ili gubitka gena preko horizontalnog genskog

prijenosa (89).

Utjecaj Escherichia coli na mortalitet i morbiditet kod ljudi je sve ve¢i uslijed rastuce
rezistencije Escherichia coli na antimikrobne lijekove. Ista je prisutna diljem svijeta, sa

prisutnim razlikama u odnosu na geografsko podrucje (89, 92).
Jedan od dominantnih ¢imbenika rizika za Sirenje rezistentnih sojeva Escherichia coli i gena

rezistencije jeste selektivni pritisak koji nastaje kao posljedica prekomjerne uporabe

antibakterijskih lijekova u humanoj medicini, veterini i poljoprivredi (93).
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Do 90-tih godina proslog stolje¢a, sojevi Escherichia coli pokazivali su visoku razinu
rezistencije prema penicilinu i trimetoprimu, a nisku u odnosu na tre¢u generaciju cefalosporina
i nitrofurantoin. Od kraja 90-tih godina sve je prisutnija rastuca rezistencija na fluorokinolone
i produkcija B-laktamaza proSirenog spektra multirezistentnih sojeva koja se javlja ne samo

medu bolni¢kim nego i vanbolni¢kim izolatima (94).

Multirezistentni sojevi nisu prisutni samo u bolni¢kom okruzenju veé se javljaju i kod zdrave

populacije (95, 96).

Pojava sojeva sa produkcijom B-laktamaza prosirenog spektra znacajno je smanjila terapijske
mogucnosti. Rezistencija na skoro sve cefalosporine u prvi plan stavlja karbapeneme, lijekove
posljednje linije obrane. Novi problem predstavljaju sojevi Escherichia coli rezistentnih na

karbapeneme koji se za sada javljaju uglavnom medu bolnickim pacijentima (97, 98).

1.5.4. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae je Gram-negativan bacil koji pripada porodici Enterobacteriaceae.
Spada u oportunisti¢ke patogene, prisutna je u crijevnom traktu, ustima i na kozi ljudi, kao 1 na

medicinskim uredajima i u bolnic¢koj sredini (99).

Oportunisticki ~ sojevi  Klebsiella pneumoniae naj¢e$¢e izazivaju oboljenja kod
imunokompromitiranih osoba. Nekada je bila znacajan uzro¢nik teSke vanbolnicke pneumonije,

a danas je ¢est uzrocnik infekcija urotrakta, bilijarnog trakta, osteomijelitisa i septikemije (100).

Postoji najmanje 78 kapsularnih serotipova Klebsiella pneumoniae od kojih narocito K1 i K2
pokazuju hipermukoidi (hiperviruletni) fenotip uslijed povecane produkcije kapsularnog
polisaharida. Kapsularni se polisaharid smatra najznacajnijim ¢imbenikom virulencije.
Hipervirulentni sojevi Klebsiella pneumoniae veoma su invazivni i mogu uzrokovati teska
oboljenja kod prethodno zdravih osoba poput piogenog apscesa jetre, meningitisa,

nekrotizirajuceg fascitisa, endoftalmitisa i teske pneumonije (101).

Epidemiologija infekcija izazvanih Klebsiella pneumoniae, promijenjena je uslijed primjene

antimikrobne terapije, te su danas najces¢e bolnicke infekcije. Neposredno prije pojave
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bolnickih infekcija dolazi do kolonizacije gastrointestinalnog trakta, ali i urinarnog trakta i
respiratornog trakta pacijenta. Isto tako, Klebsiella pneumoniae moze stvarati biofilm na
medicinskim sredstvima kao Sto su endotrahealni tubusi ili kateteri §to omogucava nastanak

infekcije (102, 103).

Bolnicke su infekcije uzrokovane sojevima Klebsiella pneumoniae ¢esto kroni¢ne zbog dva
glavna razloga:biofilm koji Klebsiella spp. stvara, Stiti bakteriju od imunolo$kog sustava
domacina i od djelovanja antibiotika, a i bolni¢ki izolati ¢esto pokazuju multirezistentni fenotip
(104, 105).

Klebsiella pneumoniae je svrstana u takozvanu “ESKAPE” grupu patogena (zajedno sa
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii , Pseudomonas
aeruginosa i Enterobacter spp. koji zajedno predstavljaju najcesée uzrocnike bolnic¢kih
infekcija jer “izbjegavaju” (eng. escape) antibakterijske lijekove zbog razvoja rezistencije na

antimikrobne agense (106).

Sojevi Klebsiella pneumoniae cesto poseduju plazmide razliCite veliCine koji nose gene
rezistencije $to doprinosi rastucoj rezistenciji na veliki broj antimikrobnih agenasa kao §to su

penicilini, cefalosporini, karbapenemi, aminoglikozidi i fluorokinoloni (107).

Medunarodno Sirenje Klebsiella pneumoniae koje produciraju karbapenemaze predstavlja

jedno od najurgentnijih javnozdravstvenih pitanja (108).

1.5.5. Acinetobacter baumanii

Acinetobacter baumanii pripada rodu Acinetobacter i najcesce je izolirana vrsta. To Su aerobni,
Gram-negativni, nepokretni i nefermentativni kokobacili. SlobodnoZzivuéi su saprofiti, prisutni
u tlu i vodi. Cesti su uzroénici infekcija povezanih sa zdravstvenom skrbi, a zna¢ajno je da se
radi o najrezistentnijoj vrsti medu pripadnicima roda. Zbog slabe penetracije kroz membranu i

velikog broja efluks pumpi, prirodno je rezistentan na mnoge antibiotike (109 - 111).

Ne producira difuzibilne toksine i citolizine, posjeduje polisaharidnu kapsulu, fimbrije i pile
pomocu kojih adherira na ljudske epitelne stanice. Zbog stvaranja biofilma, uspjesno izmice
obrambenim imunosnim mehanizmima. Za aktivaciju Zeljeza i acinetobaktina Koristi
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siderofore. Lipopolisaharid sudjeluje u poticanju proinflamatornih citokina , sukladno tome,
smatra se da sudjeluju u patogenezi infekcija (109).

Acinetobacter baumanii je uzro¢nik velikog broja infekcija, na razli¢itim anatomskim mjestima
I sa razli¢itim intenzitetima-od asimptomatskih infekcija do fulminantnih sepsi. Osobito je
vazan patogen u jedinicama intenzivnog lijeCenja i sve je ¢eS¢i uzrocnik pneumonija povezanih
sa strojnom ventilacijom. Uzro¢nik je i infekcija krvne struje povezane s intravaskularnim

kateterima (109).

Lijecenje je infekcija uzrokovanih A. baumanii zahtijevno jer su ovi mikroorganizmi ¢esto

rezistentni na veéinu antibiotika iz prve linije (110).

Poseban problem predstavlja pojava multirezistentnih sojeva ¢ija je znacajka rezistencija u vise
od dvije skupine antibiotika, a narocito izraZen terapijski problem predstavlja rezistencija na
karbapeneme. U Republici Hrvatskoj je u 2011. godini bilo 64% rezistentnih sojeva A.
baumanii na karbapeneme (109).

1.5.6. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je medicinski najznacajnija vrsta unutar roda Pseudomonas.
Bakterije roda Pseudomonas su aerobni, asporogeni, Gram-negativni Stapi¢i. Posjeduju enzim
katalazu i citokrom-oksidazu, pokretne su. Siroko su rasprostranjene u prirodi, a imaju
predilekciju prema vlaznom okoliSu. To su ubikvitarne bakterije koje se mogu prilagoditi na
razli¢ite zivotne uvjete, sukladno tome, mogu se naci u razli¢itim okruzenjima. Optimalna je
temperatura rasta izmedu 30 i 37°C. Pigment koji stvaraju moze biti pioverdin, piocijanin,

piorubin i piomelanin (112) .

Pseudomonas aeruginosa uzrokuje oportunisticke infekcije kod bolesnika s oSte¢enim
imunitetom i mogu biti zahvaceni svi organski sustavi. Jedan je od najces¢ih uzrocnika
hospitalnih infekcija. Mogu uzrokovati bakterijemiju i sepsu, infekcije diSnog sustava, infekcije
sredis$njeg ziv€anog sustava, infektivni endokarditis, infekcije mokraénog sustava, uha, oka,

koze i mekih tkiva (113, 114).

Pseudomonas aeruginosa je po svojoj prirodi vrlo rezistentna bakterija na antimikrobne

kemoterapeutike te posjeduje razli¢ite mehanizme za stjecanje otpornosti na antibiotike.
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Sukladno tome, postoji mogucnost nastanka izrazito rezistentnih sojeva, gotovo na sve klase

antibiotika, naro¢ito u bolni¢kom okruzenju (111, 112).

22



uvoD

2. HIPOTEZA

Stabilni peptidi koji opstaju u nepovoljnim gastrointestinalnim uvjetima, morali bi pripadati
posebnoj fizioloskoj kategoriji od koje ofekujemo zaStitna, antiupalna, antimikrobna i U
cijeljenju promovirajuca, citoprotektivna svojstva. Na temelju dosadasnjih spoznaja o u¢incima

pentadekapeptida BPC 157 na rane, postavljena je radna hipoteza:
1. da ¢e pentadekapeptid u eksperimentima in vitro imati antibakterijsko djelovanje,

2. da ¢e u kombinaciji s antibioticima imati sinergisticko ili aditivno djelovanje.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Na temelju radne hipoteze postavili smo ciljeve istrazivanja:

1. ispitati antimikrobnu aktivnost pentadekapeptida BPC 157 na ATCC sojeve in vitro,

2. ispitati antimikrobnu aktivnost pentadekapeptida BPC 157 na izoliranim bakterijskim
vrstama iz klini¢kih uzoraka,

3. ispitati sinergisticko djelovanje pentadekapeptida BPC 157 sa konvencionalnim
antibioticima na ATCC sojeve in vitro,

4. ispitati sinergisti¢ko djelovanje pentadekapeptida BPC 157 sa konvencionalnim

antibioticima na izolirane bakterijske sojeve iz klinickih uzoraka in vitro.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Bakterijski sojevi

U ispitivanju su koriSteni sojevi iz zbirke Katedre za mikrobiologiju i parazitologiju,
Medicinskog fakulteta Osijek koji su skupljani tijekom razdoblja od 10 godina. Sojevi su
izolirani iz uzoraka bolesnika iz Primarne zdravstvene zastite te hospitaliziranih u Klinickoj
bolnici Osijek, 1 Opcoj bolnici Slavonski Brod, kao dio redovitog rutinskog rada
mikrobiolo§kog laboratorija. Nakon biokemijske identifikacije, sojevi su pohranjeni na
Microbank TM kuglicama, PRO-LAB DIAGNOSTICS, na temperaturi od -80°C.

Ispitivani su sojevi Staphylococcus aureus (n=20) , Enterococcus faecalis (n=20),
Pseudomonas aeurigonsa (n=20), Escherichia coli (n=20), Acinetobacter baumannii (n=20),
Klebsiella pneumoniae (n=20), te ATCC (American Type Culture Collection) sojevi:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 , Pseudomonas
aeurigonsa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Acinetobacter baumannii ATCC
19606, Klebsiella pneumoniae 700803, koji su koristeni kao kontrolni sojevi.

Bakterijski su sojevi, po potrebi, odmrzavani i presadivani na krvni agar te inkubirani 18-24
sata na 37°C. Od poraslih kolonija, priredivane su suspenzije bakterijskog soja u fiziologkoj

otopini.

4.2. BPC 157 i antibiotici

U istrazivanju je koriSten pentadekapeptid BPC 157 99%-tne Cistoce (Diagen d.o.0., Ljubljana,
Slovenija), otopljen u fizioloSkoj otopini i primijenjen u koncentracijama od 512 pg/ml,

sukladno protokolu CLCI standarda (115).

Antibiotici testirani metodom bujonske mikrodilucije glavni su predstavnici skupina beta-
laktamskih, glikopeptidnih, aminoglikozidnih i kinolonskih antibiotika; ampicilin, eritromicin,

gentamicin, vankomicin, amikacin, ceftazidim, ciprofloksacin i imipenem (1).
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Odvagani su, otopljeni i diluirani prema vaze¢im standardima CLSI-a do stok solucije 5120
pg/ml , nakon toga su razrjedivani u Mueller-Hinton (MH) bujonu (Becton Dickinson and Co.,

Cockeysville MD, USA) te primjenjeni u koncentraciji od 512 pg/ml (115).

U odredivanju osjetljivosti bakterijskih sojeva na konvencionalne antibiotike uz dodatak BPC-
a metodom kombiniranog disk-difuzijskog testa, koriSteni su diskovi ampicilina (10 pg) ,
eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg) , vankomicina (30 pg), amikacina (30 pg),
ceftazidima (30 pg), ciprofloksacina (5 pg), imipenema (10pg), (Becton Dickinson and Co.,
Cockeysville MD, USA).

4.3. Odredivanje osjetljivosti izoliranih sojeva iz klini¢kih materijala i ATCC

sojeva na pentadekapeptid BPC 157 mikrodilucijskom metodom u bujonu

Postupak je testiranja mikrodilucijskom metodom u cijelosti izveden prema preporukama CLSI
standarda (115). Stock solucija pentadekapeptida BPC 157 priredena je sa 0,85% NaCl , a
konvencionalnih antibiotika u otapalima, sukladno preporukama CLSI standarda i to u

koncentraciji od 5120 pg/ml (36). Stock solucija je priredena prema formuli;
Volumen (ml) = Masa (mg) * Potentnost (ug/mg)/ Koncentracija (ug/mL) (115).

Pocetna koncentracija od 512 pg/ml , dobivena je razrjedivanjem stock solucije u Mueller-

Hinton bujonu (Becton Dickinson and Co., Cockeysville MD, USA u omjeru 1:10 (115).

Odredivanje osjetljivosti sojeva izoliranih iz klinickih uzoraka kao i kontrolnih sojeva na
pentadekapeptid BPC, kao i na BPC uz dodatak konvencionalnih antibiotika izvedena je u

mikrotitar ploCicama sa U-dnom, 96 jazica (Cartel,lItalija).

Prve su dvije jaZice u redu ostati prazne, a u ostalih je deset stavljeno po 50 ul MH bujona.
Prva je jazica (kontrola rasta) napunjena s 50 ul MH bujona, druga je jazica napunjena s 100
ul BPC-a u koncentraciji od 512 pg/ml. Pomocu mikropipete napravljena su dvostruka
razrjedenja, na nacin da se 50 pl iz druge jaZice prebaci u trecu, nekoliko puta promijesa i

nastavi se prenositi 50 pl do zadnje jazice iz koje se 50 pl izbaci van.
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Pomocu mikropipete napravljena su dvostruka serijska razrjedenja istrazivane supstance te je
za svaki soj ukljucena i pozitivna ( soj u MH bujonu bez dodatka antibakterijske supstance) i

negativna kontrola ( ne nasaden MH bujon) (115).

Za pripremu inokuluma metodom direktne suspenzije, ispitivane su bakterijske kulture
nasadene na krvni agar (5% defibrinirane konjske krvi) i stavljene u aerobni inkubator
(Bodalec, Zagreb, Hrvatska) na temperaturu od 35 + 2 °C tijekom 16 do 20 sati. Nakon toga je
napravljena suspenzija bakterijskog soja gusto¢e od 0.5 McF (McFarlanda Standard) (1-2x 108
CFU/ml) u sterilnoj fizioloSkoj otopini. Ista je odredena turbidimetrom (Densimat, Biomerieux
sa France). Nakon toga, 50 pl tako priredene suspenzije razrijedeno je u 5 ml sterilnog MH

bujona (1-2 x 10 CFU/ml), a po tom je homogenizirano vortexom (techno Kartel TK3S) (115).

Pripremljena suspenzija svakog soja, tj. 50 ul ,dodana je unutar 15 min od pripremanja u svaku
jazicu mikrotitar plo¢ice pripremeljene kako je gore opisano (5 x 10° CFU/ml u svakoj jazici).U
svaku jaZicu osim prve i to u prvih sedam redova, a u osmom redu prve ploce od tre¢e do
dvanaeste jazice. Inkubirano je na 35 + 2 °C tijekom 16 do 20 sati u inkubatoru u aerobnim
uvjetima. Bakterijski sojevi Staphylococcus aureus testiran na vankomicin i Enterococcus

faecalis testiran na vankomicin i gentamicin inkubirani su 24 h (115).

Nakon inkubacije o€itani su rezultati. Antibakterijski su ucinci iskazani minimalnom
inhibitornom aktivnos¢u (MIK) koja je mjerena kvantitativno. MIK je najniza koncentracija
antibiotika koja inhibira vidljivi porast mikroorganizama nakon prekono¢ne inkubacije (115).

U kontroli postupka koristen je ATCC soj Pseudomonas aeurigonsa ATCC 27853.

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1
pg/ml | pug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
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MIK

Slika 11. Prikaz dvostrukog serijskog razrjedivanja antibiotika i odredivanje MIK-a u metodi

dilucije
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4.4. Ispitivanje sinergisticCkog djelovanja pentadekapeptida PBC 157 s

antibioticima mikrodilucijskom metodom

Mikrodilucijskom metodom u bujonu izvrSeno je odredivanje MIK-a konvencionalnih
antibiotika uz dodatak pentadekapeptida BPC-157 a na predvidene bakterijske sojeve iz
klinickih materijala te predvidene ATCC sojeve. Na isti je nacin opisano odredivanje
osjetljivosti izoliranih sojeva iz klinickih materijala i ATCC sojeva na pentadekapeptid BPC
157, u omjeru 1:1 (114).

45. Ispitivanje sinergistickog djelovanja pentadekapeptida BPC 157 s

antibioticima kombiniranim disk-difuzijskim testom

Ispitivan je sinergisticki u¢inak pentadekapeptida BPC 157 sa konvencionalnim antibioticima
glavnih predstavnika skupina B-laktamskih, glikopeptidnih, aminoglikozidnih i kinolonskih

antibiotika.

Odredivanje osjetljivosti izoliranih mikroorganizama na konvencionalne antibiotike (Becton
Dickinson, Sensi-Disc,U.S.) izvedeno je standardnom disk difuzijskom metodom (Kirby-
Bauer) u skladu sa Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI standardima) (114).

Na standardnu podlogu za ispitivanje osjetljivosti brzorastu¢ih aerobnih 1 fakultativno
anaerobnih bakterija, Mteller-Hinton agar (Becton, Dickinson,U.S.), izliven u plasti¢ne ploce
promjera 90 mm (Copan, Zagreb, Hrvatska), debljine 4 mm, nanesena je suspenzija
bakterijskog soja s inokulumom gusto¢e 0,5 Mc Farlanda (108CFU/ml), priredenog u 5 ml
sterilne FO.

Suspenzija je priredena iz svjeze, prekono¢ne kulture porasle na krvnom agaru. Gustoca je
odredena turbidimetrom. U vorteksiranu suspenziju bakterijskog soja, u roku od 15 minuta od
odredivanja gustoce turbidimetrom, uronjen je sterilan bris koji je potom ocijeden od suviska
suspenzije na stijenci epruvete. Suspenzija je brisom ravnomjerno nanesena na priredeno MH

hraniliste, u tri smjera, rotiraju¢i hraniliste za 60°.

Na tako priredeno hraniliste, pomoc¢u BD Sensi-Disc dozatora, postavljeni su diskovi

konvencionalnih antibiotika:
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a) za Gram-pozitivne bakterije ; ampicilin (10 pg) , eritromicin (15 pg), gentamicin (10

ug) , vankomicin (30 pug),

b) za Gram-negativne bakterije; amikacina (30 pg), ceftazidima (30 ug), ciprofloksacina

(5 pg), imipenema (10pg).

Svaki je predvideni bakterijski soj testiran na sve predvidene antibiotike pomocu
konvencionalnih diskova antibiotika Becton, Dickinson, U.S. , te na predvidene antibiotike uz
dodatak 20 pl pentadekapeptida BPC 157 u razli¢itim koncentracijama od 512 pg/ml; 51,2
pg/ml; 5,12 te 0,5 pg/ml. Na konvencionalne je diskove pomoc¢u mikropipete naneseno 20 pl
navedenih koncentracija BPC 157. Svi diskovi imaju promjer 6 mm. Zone su inhibicije
izmjerene ravnalom i izrazene u mm. Razlike su u veli¢ini zona prikazane statistickim

metodama. U kontroli postupka koristen je ATCC soj Pseudomonas aeurigonsa ATCC 27853.

Al = antibiotik + BPC157 512 pug/ml
A2 = antibiotik + BPC157 51,2 pug/ml
A3 = antibiotik + BPC157 512 pg/ml
A4 = antibiotik + BPC157 05 pg/ml
A5 = antibiotik

+

fizioloSka otopina

Slikal0. Odredivanje sinergistickog djelovanja pentadekapeptida BPC 157 s antibioticima

kombiniranim disk-difuzijskim testom
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4.6. Statisticke metode

Dobiveni su rezultati obradeni pomocu programskog paketa za statisticku obradu — SPSS for
Windows (inacical9.0,SPSS Inc.,Chicago,IL,SAD), a u samoj je obradi podataka provedena
provjera normaliteta distribucija, izrac¢un deskriptivnih podataka podrazumijevajuci
frekvencije, postotke, medijan i interkvartilni raspon te McNemarov hi-kvadrat test,
Wilcoxonov test ekvivalentnih parova i Friedmanov test za testiranje znacajnosti razlika izmedu

dvije ili viSe zavisnih skupina.
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S. REZULTATI

Prikaz rezultata osjetljivosti Gram-pozitivnih izolata na razliite antibiotike i na razliite

antibiotike uz dodatak BPC 157 utvrdena metodom bujonske mikrodilucije.

Tablica 5.1. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) (png/ml) razli¢itih antibiotika i
razli¢itih antibiotika uz dodatak pentadekapeptida BPC 157 (BPC 157%)

Bakterijska Oznaka AMt AM+ GMi GM+ VA  VA+ EI E+

Vrsta soja BPC BPC BPC BPC

S.aureus 3291 05 05 >128  >128 025 0,25 0,125 0,125
3335 2 2 025 0,25 025 05 0125 0,125
2820 8 8 0,125 0,125 0,25 0,25 0,125 0,125
3358 8 8 0,25 0,25 025 05 0125 0,125
2169 1 1 0,25 0,25 0,125 0,125 0,062 0,062
4548 8 8 0,5 0,5 0,5 0,5 >64  >64
2313 8 8 0,5 0,5 1 1 0,125 0,125
3257 8 8 0,25 0,25 0,5 0,5 >64  >64
2603 05 05 0,125 0,125 05 05 0125 0,125
2900 8 8 0,25 0,25 0,25 0,25 0,125 0,125

*pentadekapeptid BPC 157; tampicilin; fgentamicin; §vankomicin; |eritromicin
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Tablica 5.2. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) (ug/ml)
razlicitih antibiotika uz dodatak BPC 157*

razli¢itih antibiotika 1

Bakterijska Oznaka AMt AM+ GMi GM+ VA’  VA+ EI E+

Vrsta soja BPC BPC BPC BPC

MRSA 805 8 8 0,125 0,125 0,5 0,5 0,062 0,062
591 05 05 025 0,25 025 025 0,125 0,125
606 1 1 0,25 0,25 0,5 025 0,25 0,25
408 4 4 025 0,25 025 025 0,125 0,125
9540 8 8 4 4 1 1 0,5 0,5
415 1 1 025 0,25 025 025 025 0,25
214 8 8 0,25 0,25 1 1 0,125 0,125
357 8 8 0,25 0,25 0,5 0,5 >64  >64
923 >64 >64 >32 >32 0,25 0,25 =>64 >64
369 05 05 0,25 0,25 0,25 0,25 0,125 0,125

*pentadekapeptid BPC 157; Tampicilin; *gentamicin; ‘vankomicin; leritromicin
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Tablica 5.3. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) (pg/ml) razli¢itih antibiotika i
razli¢itih antibiotika uz dodatak BPC 157*

Bakterijska Oznaka AMt AM+ GMi GM+ VA’  VA+ EI E+

Vrsta soja BPC BPC BPC BPC

E. faccalis 4362 8 8 4 4 1 1 0,5 0,5
5066 4 4 4 4 0,5 0,5 4 4
5135 8 8 8 8 0,5 0,5 2 2
5247 8 8 4 4 1 1 >128 >128
5258 2 2 8 8 1 1 1 1
4304 2 2 8 8 1 1 >128 >128
4541 4 4 16 16 1 1 >128 >128
5384 4 4 16 16 2 2 >128 >128
5452 2 2 2 2 1 1 2 1
4345 2 2 16 16 1 1 2 1

*pentadekapeptid BPC 157; Tampicilin; *gentamicin; ‘vankomicin; leritromicin
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Tablica 5.4. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) (ug/ml)
razlicitih antibiotika uz dodatak BPC 157*

razli¢itih antibiotika 1

Bakterijska Oznaka AMt AM+ GMi GM+ VA’  VA+ EI E+

Vrsta soja BPC BPC BPC BPC

VRE 35890 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =128 =128
3940 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =>128 >128
1861 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =128 =128
2961 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =>128 >128
31728  >128 >128 4 4 >128 >128 =>128 =>128
23656  >128 >128 >128 >128 >128 >128 =>128 >128
10974  >128 >128 >128 >128 >128 >128 =>128 =128
4191 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =128 =>128
13421  >128 >128 >128 >128 >128 >128 =>128 =128
17965 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =128 =128

*pentadekapeptid BPC 157; Tampicilin; *gentamicin; ‘vankomicin; leritromicin
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Prikaz rezultata osjetljivosti Gram-negativnih izolata na razliite antibiotike i na razlicite

antibiotike uz dodatak BPC 157, utvrdena metodom mikrodilucije u bujonu.

Tablica 5.5. Minimalne inhibitorne koncentracije (ug/ml) razlicitih antibiotika i razlicitih

antibiotika uz dodatak BPC 157*

Bakterijska Oznaka CAZ* CAZ CIPf  CIP IPMS IPM ANl AN

Vrsta soja +BPC +BPC +BPC +BPC
Escherichia
4351 1 1 0,031 0,015 1 0,5 2 4
coli — S
4364 1 1 0,031 0,015 1 0,5 2 4
4405 1 1 0,031 0,015 05 0,25 2 2
4347 2 2 0,063 0,031 05 0,5 2 2
4316 2 2 0,031 0,031 1 0,5 2 2
4914 1 1 0,016 0,016 1 0,5 2 1
5151 2 2 0,016 0,007 05 0,25 4 4
4339 4 4 >32 >32 1 0,5 16 16
5152 1 1 0,031 0,031 1 1 2 2
3329 2 2 128 128 0,5 0,25 8 4

*pentadekapeptid BPC157; Tceftazidim; *ciprofloksacin; Simipenem; lamikacin; Yosjetljiv
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Tablica 5.6. Minimalne inhibitorne koncentracije (nug/ml) razlicitih antibiotika i razli¢itih

antibiotika uz dodatak BPC 157*

Bakterijska Oznaka CAZ* CAZ CIP* CIP IPMS  IPM ANl AN

Vrsta soja +BPC +BPC +BPC +BPC

Escherichia

L. 4B9 8 8 >32 232 025 05 4 4

coli—R
4286 8 8 >32  >32 025 05 4 4
4145 4 4 >32  >32 025 025 4 4
4281 32 32 >32  >32 0,5 0,5 8 8
4069 8 8 >32  >32 0,5 0,5 4 4
14961 8 8 >32  >32 0,5 0,5 4 4
3809 8 8 >32  >32 025 025 4 4
2239 8 8 >32  >32 025 025 4 4
3817 8 8 >32  >32 025 025 2 2
3607 4 4 >32  >32 025 025 16 16

*pentadekapeptid BPC157; fceftazidim; *ciprofloksacin; Simipenem; lamikacin; frezistentan
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Tablica 5.7. Minimalne inhibitorne koncentracije (ng/ml) razli¢itih antibiotika i razlicitih

antibiotika uz dodatak BPC 157*

Bakterijska Oznaka CAZ* CAZ CIP* CIP IPM¢  IPM ANl AN
Vrsta soja +BPC +BPC +BPC +BPC
Klebsiella
_ 26130 05 05 0,015 0,015 025 025 05 05
pneumoniae
ST
26281 0,25 0,25 0,015 0,015 1 1 1 1
26385 025 025 0,015 0,015 05 0,5 1 0,5
26488 0,25 0,25 0,015 0,015 05 0,5 1 0,5
26670 025 025 003 003 05 0,5 05 05
27947 025 025 2 2 1 1 2 1
28066 05 05 0,015 0,015 1 1 1 1
28074 025 025 0,015 0015 025 025 1 0,5
25883 05 05 006 006 05 0,5 1 1
25828 05 05 006 006 025 025 1 1

*pentadekapeptid BPC157; Tceftazidim; Simipenem; lamikacin; Tosjetljiv
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Tablica 5.8. Minimalne inhibitorne koncentracije (ug/ml) razlicitih antibiotika i razlicitih
antibiotika uz dodatak BPC 157*

Bakterijska Oznaka CAZ* CAz CIPF CIP  IPMY IPM ANl AN

Vrsta soja +BPC +BPC +BPC +BPC
Klebsiella

~ 5169 >128 >128 >32  >32 16 16 1 1
pneumoniae
R‘H

3773 >128 >128 >32 >32 16 16 1 1

4751 >128 >128 0,5 0,5 2 2 05 05

5238 >128 >128 >32 >32 16 16 2 4

5482 >128 >128 0,25 0,25 1 1 16 16

9548 >128 >128 =32 >32 025 0,25 2 2

11522  >128 =>128 0,031 0,015 0,25 0,5 8 16

9408 >128 >128 32 32 2 2 4 4

11699 >128 >128 1 1 2 2 05 05

12771  >128 =>128 0,031 0,031 0,25 0,25 16 16

*pentadekapeptid BPC157; fceftazidim; *ciprofloksacin; Simipenem; lamikacin;frezistentan
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5.1. Prikaz standardnih vrijednosti ATCC sojeva

Tablica 5.9. Prikaz MIK*-a ATCCt sojeva koriStenih u istrazivanju i normativnih vrijednosti

prema Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) standardima

Metoda dilucije (ng/ml)

ATCC* sojevi Ampicilin ~ Eritromicin  Gentamicin ~ Vankomicin
S.aureus 25923 - - - -
E.faecalis 29212 0,5-2 1-4 4-16 1-4
ATCC* sojevi Amikacin  Ceftazidim Ciprofloksacin  Imipenem
E. coli 25922 0,5-4 0,06-0,5 0,004-0,016 0,06-0,25
K. pneumoniae 700803 - 16-64 - -
P.aeruginosa 27853 1-4 1-4 0,25-1 1-4

A.baumanii 19606 - -

*minimalna inhibitorna koncentracija;

fAmerican Type Culture Collection
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Tablica 5.10. Prikaz veli¢ina zone inhibicije ATCC* sojeva koristenih u istrazivanju i

normativnih vrijednosti prema Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

standardima

Metoda disk difuzije

Dijametar zone inhibicije (mm)

Ampicilin Eritromicin  Gentamicin  Vankomicin
ATCC* sojevi 10 pg 15 ug 10 pg 30 pg
S.aureus 25923 27-35 22-30 19-27 17-21
E.faecalis 29212 15-21 - 12-18 10-16

Amikacin Ceftazidim  Ciprofloksacin  Imipenem

ATCC sojevi 30 pug 30 pug 5ug 10 pg
E. coli 25922 19-26 23-29 30-40 26-32
K. pneumoniae 700803 - 10-18 - -

P.aeruginosa 27853 18-26 22-29 22-30 20-28
A.baumanii 19606 - - - 17-23

*American Type Culture Collection
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Tablica 5.11. Ucestalost za Gram-pozitivne sojeve u metodi dilucije

Gram pozitivni Frekvencija ukupno % ukupno
sojevi

S.aureus 10 25
E.faecealis 10 25
MRSA* 10 25
VREt 10 25

*Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus;

fWankomycin rezistentni Enterococcus faecalis

Tablica 5.12. Ucestalost za Gram-negativne sojeve u metodi dilucije

Gljarr_l negativni  Frekvencija ukupno % ukupno
sojevi

E.coli-S* 10 12,5
E.coli-Rt 10 12,5
Kl.pneumoniae-S* 10 12,5
Kl.pneumoniae-R+ 10 12,5
Acinetobacter-S* 10 12,5
Acinetobacter-Rt 10 12,5
Pseudomonas-S* 10 12,5
Pseudomonas-R+ 10 12,5

*osjetljiv; Tresistentan
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Iz pregleda Tablice 5.11. i Tablice 5.12., moze se vidjeti kako je kod Gram-pozitivnih sojeva
I Gram-negativnih sojeva jednaka zastupljenost svake izolirane bakterijske vrste koristene u
metodi dilucije te njihova pojavnost u postotcima iznosi 25% za Gram-pozitivne sojeve i

12.5% za Gram-negativne sojeve.

Tablica 5.13. Ucestalost Gram-pozitivnih i Gram-negativnih  bakterijskih sojeva

podijeljenih na osjetljive i rezistentne skupine

Gram + Gram -
S _§
Gram + % Gram % Ukupno
S* 2 33,3 4 66,7 6
Rt 2 33,3 4 66,7 6
Ukupno 4 33,3 8 66,7 12

*osjetljivi soj;
Trezistentni soj;
*Gram - pozitivni soj;

SGram - negativni soj

Prema Tablici 5.13. moze se zakljuciti kako je testirano vise Gram-negativnih sojeva
(66,7%), dok je Gram-pozitivnih sojeva testirano 33,3%. Razlika je vidljiva u tome §to je u
istrazivanju koriStena i podjela na osjetljive te rezistentne sojeve, kojih se pojavljuje vise

kod Gram- negativnih sojeva.
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Tablica 5.14. Odredivanje MIK za antibiotike ampicilin i gentamicin, samih i u kombinaciji sa BPC 157 , a na Gram-pozitivnim bakterijskim

sojevima
MIC (mg/L)
Gram + AM Medijan AM+ Medijan GM Medijan GM+ Medijan
bacteria (IQR)* BPC (IQR)* (IQR)* BPC (IQR)*
MSSAT 8 8 0,25 0,25
0,5-8 0,5-8 0,12-128 0,125-128
(n=10) (1-8) (1-8) (0,25-0,5) (0,25-0,5)
MRSA! 6 6 0,25 0,3
0,5-64 0,5-64 0,13-32 0,125-32
(n=10) (1-8) (1-8) (0,25-0,25) (0,25-0,25)
E. faecalis 4 4 4 4
2-8 2-8 2-16 2-16
(n=10) (2-8) (2-8) (2-8) (2-8)
VRES® 128 128 128 128
128-128 128-128 4-128 4-128
(n=10) (128-128) (128-128) (128-128) (128-128)

*granice interkvartilnog raspona;
TMethicillin-sensitiv Staphylococcus aureus;

*Methicillin-resistant Staphylococcus aureus;

YVancomycin-Resistant Enterococcus faecalis
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Tablica 5.15. Odredivanje MIK za antibiotike vankomicin i eritromicin, samih i u kombinaciji sa BPC 157 , a na Gram-pozitivnim bakterijskim

sojevima
MIC (mg/L)
Gram + VA Medijan VA+ Medijan E Medijan E+ Medijan
bacteria (IQR)* BPC (IQR)* (IQR)* BPC (IQR)*
MSSAT 0,5 0,5 0,12 0,125
0,125-1 0,125-1 0,06-64 0,062-64
(n=10) (0,25-0,5) (0,25-0,5) (0,12-0,12) (0,125-0,125)
MRSA* 0,25 0.3 0,25 0,2
0,25-1 0,25-1 0,06-64 0,06-64
(n=10) (0,25-0,5) (0,25-0,5) (0,12-0,5) (0,13-0,5)
E. faecalis 1 1 3 3
0,5-2 0,5-2 0,5-128 0,5-128
(n=10) (1-1) (1-1) (1-128) (1-128)
VRE? 128 128 128 128
128-128 128-128 128-128 128-128
(n=10) (128-128) (128-128) 128 (128-128)

*granice interkvartilnog raspona;
TMethicillin-sensitiv Staphylococcus aureus;
*Methicillin-resistant Staphylococcus aureus;

SVancomycin-Resistant Enterococcus faecalis
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Tablica 5.16. Odredivanje MIK za antibiotike ceftazidim i ciprofloksacin, samih i u kombinaciji sa BPC 157 , a na Gram-negativnim bakterijskim

sojevima
MIC (mg/L)

Gram - CAZ' Medijan CAZ+ Medijan CIP? Medijan CIP+ Medijan
bacteria (IQR)* BPC (IQR)* (IQR)* BPC (IQR)*
E. coli S 1-4 2 1-4 2 0,015-32 0.03 0,007-32 0.031
(n=10) ) (1-2) ) (1-2) e (0,03-32) et (0,015-32)
E.coli R 4-32 8 4-32 8 32-32 32 32-32 32
(n=10) (8-8) (8-8) (32-32) (32-32)
K. pneumoniae S 0,25 0,25 0,01 0,015
(n=10) 0.25-:0.5 (0,25-0,5) 0.25-:0.5 (0,25-0,5) 0.015-2 (0,01-0,06) 0.015-2 (0,015-0,06)
K. pneumoniae R 128 128 16,5 16,5
(n=10) 128-128 (128-128) 128-128 (128-128) 0,031-32 (0,25-32) 0.015-32 (0,25-32)
A. baumanii S 128 128 32 32
(n=10) 0,5-128 (-128) 0,5-128 (-128) 0,015-128 (32.32) 0,03-128 (32.32)
A. baumanii R 128 128 32 32
(n=10) 128-128 (128-128) 128-128 (128-128) 32-32 (32-32) 32-32 (32-32)
P. aeruginosa S 8 6 0,5 0,375
(n=10) 1-128 (4-16) 1-128 (4-16) 0.062-2 (0,125-1) 0.062-2 (0,125-1)
P. aeruginosa R 8 8 0,75 0,75
(1=10) 2-128 (4-16) 2-128 (48) 0,25-2 ©05-1) 0,25-2 0.25-1)

*granice interkvartilnog raspona;

Tceftazidim:

iciprofloksacin
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Tablica 5.17. Odredivanje MIK za antibiotike imipenem i amikacin, samih i u kombinaciji sa BPC 157 , a na Gram-negativnim bakterijskim

sojevima
MIC (mg/L)

Gram - IPMT Medijan IPM+ Medijan AN Medijan AN+ Medijan
bacteria (IQR) BPC (IQR) (IQR) BPC (IQR)
E.coli S 0,5-1 0.75 0,25-1* 0.5 2-16 2 1-16 3
(n=10) (0,5-1) (0,25-0,5) (2-4) (2-4)
E. coliR 0,25-0,5 0,25 0,25-0,5 0,375 2-16 4 2-16 4
(n=10) (0,25-0,5) (0,25-0,5) (4-4) (4-4)
K. pneumoniae S 0,25-1 0,5 0,25-1 0,5 0,5-2 1 0,5-1 0,75
(n=10) (0,25-1) (0,25-1) (1-1) (0,5-1)
K. pneumoniae R 0,25-16 2 0,25-16 2 0,5-16 2 0,5-16 3
(n=10) (0,25-16) (0,5-16) (1-8) (1-16)
A. baumanii S 0,5-128 4 1-128 6 0,5-128 2,5 0,5-128 2,5
(n=10) (4-128) (2-128) (1-128) (1-128)
A. baumanii R 128-128 128 128-128 128 0,5-128 128 0,5-128 128
(n=10) (128-128) (128-128) (4-128) (4-128)
P. aeruginosa S 1-4 4 1-4 2 1-8 2 1-8 2
(n=10) (4-4) (2-4) (2-4) (2-4)
P. aeruginosa R 4-128 24 4-128 24 2-128 64 2-128 48
(n=10) (8-64) (8-64) (32-128) (32-128)

*granice interkvartilnog raspona; fimipenem; *amikacin
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U Tablicama 5.14. i 5.15. su prikazani medijan i poluinterkvartilno rasprSenje odvojeno za
svako sinergisticko djelovanje pojedinog antibiotika s pentadekapeptidom BPC 157 na svaki
izolirani Gram-pozitivni bakterijski soj, a u Tablicama 5.16. i 5.17. na svaki izolirani Gram-

negativni bakterijski soj.

5.2. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti pentadekapeptida BPC 157 na ATCC

sojeve in vitro metodom mikrodilucije u bujonu

Koristenjem McNemarovog hi-kvadrat testa ispitivano je postoji li statisticki znacajna razlika
izmedu prvog i drugog odredivanja antibakterijske aktivnosti na ATCC sojevima metodom
mikrodilucije u bujonu, odnosno, prije i nakon dodavanja pentadekapeptida BPC 157.
Dobivene frekvencije i rezultati testiranja ovih razlika McNemarovim hi-kvadrat testom
vidljive su u Tablici 5.18 i Tablici 5.19.

Tablica 5.18. Prikaz kontingencijske tablice BPC*ATCC s dobivenim frekvencijama u metodi

mikrodilucije u bujonu na ATCC sojeve prije i nakon dodavanja pentadekapeptida BPC 157

ATCC* Ukupno
<256 >256
<256 0 0 0
BPC+
>256 0 6 6
Ukupno 0 6 6

*American Type Culture Collection;
Tpentadekapeptid BPC 157
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Tablica 5.19. Prikaz McNemarovog hi-kvadrat testa za zavisne uzorke pri testiranju zna¢ajnosti
razlika izmedu varijabli ATCC i BPC 157

Vrijednost p
McNemarov test
ATCC*BPC+ > 0,99
N# 6

*pentadekapeptid BPC 157;
TAmerican Type Culture Collection;

“proj sojeva

Iz prilozenih Tablica 5.18. i 5.19. vidljivo je kako nije dobivena statisti¢ki znacajna razlika,
odnosno, nije uocena antibakterijska aktivnost na ATCC sojevima u metodi mikrodilucije u
bujonu nakon dodavanja pentadekapeptida BPC 157 te se moze zakljuciti kako prisustvo

pentadekapeptida BPC 157 nema antibakterijski u¢ink na ispitivanim ATCC sojevima.

5.3. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti pentadekapeptida BPC 157 na

izoliranim bakterijskim vrstama iz klinickih uzoraka

Koristenjem McNemarovog hi-kvadrat testa testiralo se postoji li statisticki znacajna razlika u
antimikrobnom djelovanju na pojedine bakterijske vrste izolirane iz klini¢kih uzoraka prije i
nakon dodavanja pentadekapeptida BPC 157. Dobivene su frekvencije i rezultati testiranja ovih
razlika McNemarovim hi-kvadrat testom vidljive u Tablici 5.20., Tablici 5.21., Tablici 5.22. i
Tablici 5.23..
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Tablica 5.20. Prikaz kontingencijske tablice BPC*Gram+ s dobivenim frekvencijama Gram

pozitivnih izoliranih bakterijskih vrsta prije i nakon dodavanja pentadekapeptida BPC 157

Gram +t Ukupno
<256 >256
<256 0 0 0
BPC*
>256 0 4 4
Ukupno 0 4 4

*pentadekapeptid BPC 157;
TGram-pozitivni sojevi

Tablica 5.21. Prikaz McNemarovog hi-kvadrat testa za zavisne uzorke pri testiranju Gram-
pozitivnih izoliranih bakterijskih vrsta uz dodatak BPC 157*

McNemarov test Vrijednost p Nt
S. aureus >256 > 0,99 10
E. faecalis >256 > 0,99 10
10

MRSA% >256 > 0,99
10

VRES§ >256 > 0,99

*pentadekapeptid BPC 157;
broj sojeva;
*Methicillin-resistant Staphylococcus aureus;

YVancomycin-Resistant Enterococcus faecalis

Pregledom Tablice 5.20. i Tablice 5.21. moze se uociti kako nije dobivena statisti¢ki znacajna
razlika. Dakle, nije doslo do nikakvih promjena, odnosno, do antibakterijskog ucinka na

ispitivanim Gram-pozitivnim bakterijskim vrstama nakon dodavanja pentadekapeptida BPC
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157 te se moze zakljuciti kako pentadekapeptid BPC 157 nema antibakterijski u¢ink na

navedene Gram-pozitivne bakterijske vrste.

Tablica 5.22. Prikaz kontingencijske tablice BPC*Gram- s dobivenim frekvencijama Gram-

negativnih izoliranih bakterijskih vrsta prije i nakon dodavanja pentadekapeptida BPC 157

Gram -t Ukupno
<256 >256
<256 0 0
BPC*
>256 0 8
Ukupno 0 8

*pentadekapeptid BPC 157;

fGram-negativni sojevi

Tablica 5.23. Prikaz McNemarovog hi-kvadrat testa za zavisne uzorke pri testiranju Gram-

negativnih izoliranih bakterijskih vrsta uz dodatak BPC 157*

McNemarov test vrijednost p NS
E. coli-St >256 > 0,99 10

E. coli-R# >256 > 0,99 10

K. pneumoniae- St >256 > 0,99 10
K. pneumoniae- Rt >256 > 0,99 10
A. baumanii- St >256 > 0,99 10
A. baumanii - R >256 > 0,99 10
P. aeruginosa - St >256 > 0,99 10
P. aeruginosa - R# >256 > 0,99 10

*pentadekapeptid BPC 157;
Tosjetljivi soj;
*rezistentni soj;

Sbroj sojeva
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Iz Tablice 5.22. i Tablice 5.23. moze se uociti kako nije dobivena statisti¢ki znacajna razlika,
Sto znaci da nije doslo do nikakvih promjena, odnosno do antibakterijske aktivnosti na testirane
Gram-negativne bakterijske vrste, izolirane iz klinickih uzoraka, nakon dodavanja
pentadekapeptida BPC 157, stoga se moze zakljuciti kako prisustvo pentadekapeptida BPC 157
u ovim koncentracijama nema antibakterijski u¢ink na navedene Gram-negativne bakterijske

vrste.

5.4. Ispitivanje sinergistickog djelovanja pentadekapeptida BPC 157 s

konvencionalnim antibioticima na ATCC sojeve in vitro metodom dilucije

Ispitivanjem sinergistickog djelovanja pentadekapeptida BPC 157 s konvencionalnim
antibioticima na ATCC sojeve in vitro metodom dilucije dobiveni su broj¢ani podatci koji su u
daljnjem tekstu prikazani u Tablici 5.24. S obzirom na vrstu i koli¢inu podataka te zasebnost
svakog sinergistickog djelovanja pojedinog konvencionalnog antibiotika s pentadekapeptidom
BPC 157 na ATCC sojeve, nije opravdano statisticki obradivati dobivene podatke te su kao

,,sirovi‘ podatci prikazani u nize navedenoj Tablici 5.24. i opisno interpretirani.

Tablica 5.24. Prikaz rezultata ocitavanja MIK-a kod ispitivanja djelovanja pentadekapeptida

BPC 157 s konvencionalnim antibioticima na ATCC sojeve in vitro metodom dilucije.

Antibiotik S. aureus 25923 E. faecalis 29212
Ampicilin 1 2
Ampicilin+BPC 1 2
Gentamicin 0,125 8
Gentamicin+BPC 0,125 8
Vankomicin 1 2
Vankomicin+BPC 1 2
Eritromicin 0,5 4
Eritromicin+BPC 0,5 4
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P.aeruginosa E. coli A. baumanii K. pneumoniae
Antibiotik 27853 25922 19606 700803

Ceftazidim 4 0,5 64 128

Ceftazidim+BPC 4 0,5 64 128

Ciprofloksacin 0,5 0,004 0,06 0,06

Ciprofloksacin+BPC 0,5 0,004 0,06 0,06
Imipenem 4 0,25 0,5 1
Imipenem+BPC 4 0,25 0,5 1
Amikacin 4 1 2 1
Amikacin+BPC 4 1 2 1

Pregledom Tablice 5.24. moze se uociti kako nije doslo do promjena u prikazanim rezultatima
pojedinog ATCC soja s obzirom na dodavanje pojedinog antibiotika te istog antibiotika i
pentadekapeptida BPC 157. Nije doslo do sinegristi¢kog djelovanja pentadekapeptida BPC 157
s konvencionalnim antibioticima na ATCC sojeve in vitro metodom dilucije u bujonu.
Dobivene rezultate potrebno je dodatno ispitati u daljnjim istrazivanjima te postojanje i
znacajnost promjene utvrditi statistickom obradom podataka. Za ATCC sojeve S.aureus 25923
i E.faecalis 29212, u kombinaciji s pentadekapeptidom BPC 157, dodavani su antibiotici
eritromicin, vankomicin, ampicilin i gentamicin, dok su za ATCC sojeve E.coli 25922,
K.pneumoniae 700803, A.baumanii 19606 i P. aeruginosa 27853, u kombinaciji s
pentadekapeptidom BPC 157, dodavani antibiotici ciprofloksacin, ceftazidim, imipenem i

amikacin.

5.5. Ispitivanje sinergistickog djelovanja pentadekapeptida BPC 157 s
konvencionalnim antibioticima na ATCC sojeve in vitro metodom disk

difuzije

Mjerenjem sinergistickog djelovanja pentadekapeptida BPC 157 s konvencionalnim
antibioticima na ATCC sojeve in vitro metodom disk difuzije dobiveni su brojcani podatci koji

su u daljnjem tekstu prikazani u Tablici 5.25. S obzirom na vrstu i koli¢inu podataka te

52



REZULTATI

zasebnost svakog sinergistickog djelovanja pojedinog konvencionalnog antibiotika S
pentadekapeptidom BPC 157 na ATCC sojeve, nije opravdano statisticki obradivati dobivene

podatke te su isti kao ,,sirovi‘ podatci prikazani u navedenoj Tablici i opisno interpretirani.

Tablica 5.25. Prikaz veli¢ina zona inhibicije nakon odcitavanja rezultata djelovanja
konvencionalnim antibioticima uz dodatak pentadekapeptida BPC 157*, u razli¢itim

koncentracijama a na ATCC sojeve in vitro metodom disk difuzije

Koncatb  Eritromicin Vankomicin Ampicilin  Gentamicin

+BPC+ +BPC + BPC +BPC +BPC
512 pg/ml 26 19 29 23
51,2 pg/ml 26 19 29 23
S.aureus
5,1 pg/ml 26 19 29 23
25923
0,5 pg/ml 26 19 29 23
FO% 26 19 29 23
Koncatb  Eritromicin+  Vankomicin Ampicilin  Gentamicin
+BPCt BPC + BPC + BPC + BPC
512 pg/ml 21 16 21 18
_ 51,2 ng/ml 21 16 21 18
E.faecalis
5,1 pg/ml 21 16 21 18
29212
0,5 pg/ml 21 16 21 18
FOt 21 16 21 18
Konc atb  Ciprofloksacin  Ceftazidim Imipenem  Amikacin
+BPC+ + BPC +BPC +BPC + BPC
512 pg/ml 32 29 30 23
51,2 pg/ml 32 29 30 23
E.coli
5,1 pg/ml 32 29 30 23
25922
0,5 pg/ml 32 29 30 23
FOt 32 29 30 23
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Konc atb  Ciprofloksacin  Ceftazidim Imipenem  Amikacin
+BPC+ + BPC + BPC + BPC + BPC
512 pg/ml 27 18 28 25
K. 51,2 pg/ml 27 18 28 25
pneumoniae 5,1 pg/ml 27 18 28 25
700803 0,5 pg/ml 27 18 28 25
FOt 27 18 28 25
Konc atb Ciprofloksacin ~ Ceftazidim  Imipenem  Amikacin
+BPCt + BPC + BPC + BPC + BPC
512 pg/ml 21 11 28 20
512 pg/ml 21 11 28 20
A.baumanii
5,1 pg/ml 21 11 28 20
19606
0,5 pg/ml 21 11 28 20
FOt 21 11 28 20
Koncatb  Ciprofloksacin  Ceftazidim Imipenem Amikacin
+BPCt + BPC + BPC + BPC + BPC
512 pg/ml 29 26 25 22
_ 51,2 pg/ml 29 26 25 22
P.aeruginosa
5,1 pg/ml 29 26 25 22
27853
0,5 pg/ml 29 26 25 22
FO# 29 26 25 22

*pentadekapeptid BPC 157;
frazli¢ite koncentracije pojedinog antibiotika i pentadekapeptida BPC 157;

Yfizioloska otopina

Pregledom Tablice 5.25. moze se uociti kako nije doslo do nikakvih promjena u prikazanim
rezultatima pojedinog ATCC soja s obzirom na dodavane koncentracije pentadekapeptida BPC
157. MoZemo zakljuciti kako na ovim ispitivanim ATCC sojevima, i sa ovim koncentracijama
pentadekapeptida BPC 157 nije doSlo do sinergistickog ili aditivnog djelovanja s
konvencionalnim antibioticima u metodi disk difuzije. Dobivene je rezultate potrebno dodatno
ispitati u daljnjim istrazivanjima te postojanje i znacajnost promjene utvrditi statistickom

obradom podataka. Za ATCC sojeve Staphylococcus aureus 25923 i Enterococcus faecalis
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29212, u kombinaciji s pentadekapeptidom BPC 157, dodavani su antibiotici eritromicin,
vankomicin, ampicilin i gentamicin, dok su za ATCC sojeve Escherichia coli 25922, Klebsiella
pneumoniae 700803, Acinetobacter baumanii 19606 i Pesudomonas aeruginosa 27853, u
kombinaciji s pentadekapeptidom BPC 157, dodavani antibiotici ciprofloksacin, ceftazidim,

imipenem i amikacin.

5.6. Ispitivanje sinergistickog djelovanja pentadekapeptida BPC 157 s
konvencionalnim antibioticima na izolirane bakterijske sojeve iz klini¢kih

uzoraka in vitro metodom dilucije

Koristenjem Wilcoxonovog testa ekvivalentnih parova ispitivano je postojanje statisticki
znacajnih razlika izmedu djelovanja samog konvencionalnog antibiotika 1 sinergistickog
djelovanja pojedinih antibiotika s pentadekapeptidom BPC 157 na razli¢ite bakterijske sojeve
izolirane iz klini¢kih materijala. Rezultati su prikazani u Tablicama 5.26. i 5.27. podijeljenim
prema Gram-pozitivnim i Gram-negativnim sojevima, zasebno za svaku bakterijsku vrstu. U
tablicama koje prikazuju Gram-negativne sojeve (Tablica 5.27.) radena je statistiCka obrada
Wilcoxonovim testom ekvivalentnih parova odvojeno za osjetljive i rezistentne sojeve te
takoder obrada koja je podrazumijevala spajanje osjetljivih 1 rezistentnih sojeva za pojedinu

izoliranu bakterijsku vrstu (Tablica 5.28.).
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Tablica 5.26. Prikaz rezultata Wilcoxonovog testa za zavisne uzorke pri testiranju znacajnosti
razlika izmedu djelovanja konvencionalnih antibiotika i djelovanja konvencionalnih antibiotika

uz dodatak pentadekapeptida BPC 157* na Gram-pozitivne osjetljive i rezistentne bakterijske

sojeve
Staphylococcus aureus
Wilcoxonov test Z vrijednost p N'
ampicilin*BPC_ampicilin 0,000 >0,99 10
gentamicin* BPC_gentamicin 0,000 >0,99 10
vankomicin*BPC_vankomicin -1,414 0,16 10
eritromicin*BPC_eritromicin 0,000 >0,99 10
Enterococcus faecalis
Wilcoxonov test Z vrijednost p N
ampicilin*BPC_ampicilin 0,000 > 0,99 10
gentamicin* BPC_gentamicin 0,000 > 0,99 10
vankomicin*BPC_vankomicin 0,000 > 0,99 10
eritromicin*BPC_eritromicin -1,414 0,50 10
MRSA*
Wilcoxonov test Z vrijednost p N
ampicilin*BPC_ampicilin -1,000 >0,99 10
gentamicin* BPC_gentamicin 0,000 > 0,99 10
vankomicin*BPC_vankomicin -1,000 > 0,99 10
eritromicin*BPC_eritromicin 0,000 > 0,99 10
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Wilcoxonov test
ampicilin*BPC_ampicilin
gentamicin* BPC_gentamicin
vankomicin*BPC_vankomicin

eritromicin*BPC_eritromicin

VRE?

Z vrijednost
0,000
0,000
0,000

0,000

>0,99
>0,99
>0,99

>0,99

NT
10
10
10

10

*pentadekapeptid BPC 157;
broj sojeva:

‘Methicillin-resistant Staphylococcus aureus;

SVancomycin-Resistant Enterococci

Pregledom Tablice 5.26. moze se uoditi kako nisu dobivene statisti¢ki znacajne razlike izmedu

djelovanja koristenih konvencionalnih antibiotika (ampicilin, gentamicin, vankomicin,

eritromicin) i djelovanja istih antibiotika uz dodatak pentadekapeptida BPC 157, odnosno, BPC

157 nema utjecaja na antibakterijsku aktivnost konvencionalnih antibiotika na ispitivanim

Gram-pozitivnim bakterijskim sojevima kojima pripadaju S.aureus, E.faecalis, MRSA i VRE.
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Tablica 5.27. Prikaz rezultata Wilcoxonovog testa za zavisne uzorke pri testiranju znacajnosti
razlika izmedu djelovanja konvencionalnih antibiotika i djelovanja konvencionalnih antibiotika
uz dodatak pentadekapeptida BPC 157 na Gram-negativne izolirane bakterijske sojeve, sa

zasebnim rezultatima za osjetljive i rezistentne sojeve

Escherichia coli-S*

Wilcoxonov test Z vrijednost P N*
ceftazidim*BPC _ceftazidim 0,000 > 0,99 10
ciprofloksacin*BPC_ciprofloksacin 0,051 0,96 10
imipenem*BPC_imipenem -1,2428 0,02 10
amikacin*BPC_amikacin -0,535 0,75 10

Escherichia coli-Rf

Wilcoxonov test Z vrijednost P N*
ceftazidim*BPC _ceftazidim 0,000 > 0,99 10
ciprofloksacin*BPC_ciprofloksacin 0,000 > 0,99 10
imipenem*BPC_imipenem -1,414 0,50 10
amikacin*BPC_amikacin 0,000 > 0,99 10

Klebsiella pneumoniae-S*

Wilcoxonov test Z vrijednost P N*
ceftazidim*BPC _ceftazidim 0,000 > 0,99 10
ciprofloksacin*BPC_ciprofloksacin 0,000 > 0,99 10
imipenem*BPC_imipenem 0,000 > 0,99 10
amikacin*BPC_amikacin -1,890 0,13 10
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Klebsiella pneumoniae-R'

Wilcoxonov test Z vrijednost
ceftazidim*BPC_ceftazidim 0,000
ciprofloksacin*BPC_ciprofloksacin -1,000
imipenem*BPC_imipenem -1,000
amikacin*BPC_amikacin -1,342

Acinetobacter baumanii-S*

Wilcoxonov test Z vrijednost
ceftazidim*BPC_ceftazidim 0,000
ciprofloksacin*BPC_ciprofloksacin -1,000
imipenem*BPC_imipenem -0,324
amikacin*BPC_amikacin -1,000

Acinetobacter baumanii-R"

Wilcoxonov test Z vrijednost
ceftazidim*BPC_ceftazidim 0,000
ciprofloksacin*BPC_ciprofloksacin -1,000
imipenem*BPC_imipenem 0,000
amikacin*BPC_amikacin -1,000

Pseudomonas aeruginosa-S*

Wilcoxonov test Z vrijednost
ceftazidim*BPC_ceftazidim -0,535
ciprofloksacin*BPC_ciprofloksacin -1,000
imipenem*BPC_imipenem -2,070
amikacin*BPC_amikacin 0,000

> 0,99
> 0,99
> 0,99

0,50

> 0,99
> 0,99
0,813

> 0,99

> 0,99
> 0,99
> 0,99

> 0,99

0,75
> 0,99
0,06

>0,99

10
10
10

10

10
10
10

10

N
10
10
10

10

N
10
10
10

10
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Pseudomonas aeruginosa-RT

Wilcoxonov test Z vrijednost p N*
ceftazidim*BPC_ceftazidim -1,633 0,25 10
ciprofloksacin*BPC_ciprofloksacin -1,000 > 0,99 10
imipenem*BPC_imipenem 0,000 > 0,99 10
amikacin*BPC_amikacin -1,000 > 0,99 10

*S — osjetljivi soj;
TR — rezistentni soj;

*proj sojeva

Pregledom Tablice 5.27. moze se vidjeti kako je dobivena statisti¢ki znacajna razlika izmedu
koriStenog konvencionalnog antibiotika imipenema 1 djelovanja istog antibiotika s
pentadekapeptidom BPC 157 u nastanku antibakterijske aktivnosti kod izolirane bakterijske
vrste E.coli-S. Dakle, pentadekapeptid BPC 157 je pojacao djelovanje konvencionalnog
antibiotika imipenema na testiranim bakterijskim sojevima E.coli-S (osjetljivi oblik). Dodatnim

testiranjem veli¢ine efekta ove statisticki znacajne razlike dobiven je visoki efekt (r=-0,77).

Nisu dobivene statisticki zna¢ajne razlike za zajednicke rezultate osjetljivih i rezistentnih sojeva
za izolirane bakterijske vrste kojima pripadaju Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii,
i Pseudomonas aeruginosa izmedu koriStenih konvencionalnih antibiotika (ceftazidim,
ciprofloksacin, imipenem, amikacin) i djelovanja istih antibiotika s pentadekapeptidom BPC
157 na istim izoliranim bakterijskim vrstama, odnosno, pokazalo se da nema sinergistickog
djelovanja ovih ispitivanih konvencionalnih antibiotika i pentadekapeptida BPC 157 na

navedenim Gram-negativnim sojevima.
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Tablica 5.28. Prikaz rezultata Wilcoxonovog testa za zavisne uzorke pri testiranju znacajnosti
razlika izmedu djelovanja konvencionalnih antibiotika i djelovanja konvencionalnih
antibioticika sa pentadekapeptidom BPC 157 s na Gram-negativne testirane bakterijske sojeve,

sa zajedniCkim rezultatima za osjetljive i rezistentne sojeve.

Escherichia coli S*+R

Wilcoxonov test Z vrijednost p N*
ceftazidim*BPC_ceftazidim 0,000 > 0,99 20
ciprofloksacin*BPC_ciprofloksacin -0,051 > 0,99 20
imipenem*BPC_imipenem -2,451 0,03* 20
amikacin*BPC_amikacin -0,535 0,75 20

Klebsiella pneumoniae S*+RT

Wilcoxonov test Z vrijednost p N*
ceftazidim*BPC_ceftazidim 0,000 > 0,99 20
ciprofloksacin*BPC_ciprofloksacin -1,000 > 0,99 20
imipenem*BPC_imipenem -1,000 > 0,99 20
amikacin*BPC_amikacin -0,406 0,75 20

Acinetobacter baumanii S*+R

Wilcoxonov test Z vrijednost p N*
ceftazidim*BPC_ceftazidim 0,000 > 0,99 20
ciprofloksacin*BPC_ciprofloksacin -1,342 0,56 20
imipenem*BPC_imipenem -0,324 0,81 20
amikacin*BPC_amikacin -1,342 0,50 20
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Pseudomonas aeruginosa S“+R

Wilcoxonov test Z vrijednost p N*
ceftazidim*BPC_ceftazidim -1,461 0,25 20
ciprofloksacin*BPC_ciprofloksacin -0,447 > 0,99 20
imipenem*BPC_imipenem -2,070 0,06 20
amikacin*BPC_amikacin -1,000 p>0,99 20

*S — osjetljivi soj;
TR — rezistentni soj;

*proj sojeva

Pregledom Tablice 5.28. moze se vidjeti kako je dobivena statisti¢ki znacajna razlika izmedu
koriStenog konvencionalnog antibiotika imipenema i sinergistickog djelovanja istog antibiotika
s pentadekapeptidom BPC 157 u nastanku antibakterijske aktivnosti kod izolirane bakterijske
vrste E.coli. Dakle, sinergisticko je djelovanje antibiotika imipenema s pentadekapeptidom
BPC 157 pokazalo utjecaj na stvaranje antibakterijske aktivnosti kod izolirane bakterijske vrste
E.coli. Ipak, treba uzeti u obzir da su ovdje testirane razlike na zajedni¢kim podatcima za
osjetljivi i rezistenti oblik izolirane bakterijske vrste E.coli te se zapravo statisticki znacajna
razlika pojavljuje samo kod testiranja razlika izmedu sinergistickog djelovanja imipenema i
pentadekapeptida BPC 157 kod E.coli-S (osjetljivog oblika), dok kod E.coli-R (rezistentni
oblik) te razlike nisu dobivene, §to je vidljivo iz Tablice 5.16. Iz istoga razloga, za dobivenu
statisticki znacajnu razliku nije racunata veli¢ina efekta. Nisu dobivene statisticki znacajne
razlike za zajednicke rezultate osjetljivih i rezistentnih sojeva za izolirane bakterijske vrste
kojima pripadaju Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii i Pseudomonas aeruginosa
izmedu koriStenih konvencionalnih antibiotika (ceftazidim, ciprofloksacin, imipenem,
amikacin) i djelovanja istih antibiotika s pentadekapeptidom BPC 157 ovih izoliranih
bakterijskih vrsta, odnosno, pokazalo se da pentadekapeptid BPC 157 nema utjecaj na
djelovanje pojedinog antibiotika u odnosu na pojedini izolirani bakterijski soj za navedene

gram negativne sojeve.
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5.7. Ispitivanje djelovanja konvencionalnih antibiotika sa pentadekapeptidom
BPC 157 na izoliranim bakterijskim sojevima iz klini¢kih uzoraka in

vitro metodom disk difuzije

Koristenjem se Friedmanovog testa za zavisne uzorke ispitivalo postojanje statisticki znacajnih
razlika izmedu razli¢itih koncentracija pentadekapeptida BPC 157 s konvencionalnim
antibioticima (512 pg/ml, 51,2 pg/ml, 5,12 pg/ml, 0,51 pg/ml) i i fizioloske otopine kao
kontrole, te njihovog djelovanja na pojedini izolirani bakterijski soj dobiven iz klini¢kih
uzoraka. Rezultati su prikazani u Tablicama 5.28. i 5.29. podijeljenim prema Gram- pozitivnim
i Gram-negativnim sojevima, zasebno za svaki soj. U tablicama koje prikazuju Gram-negativne
sojeve (Tablica 5.29.) radena je statisticka obrada Friedmanovim testom za zavisne uzorke,
odvojeno za osjetljive i rezistentne sojeve te isto tako obrada koja je podrazumijevala spajanje

osjetljivih i rezistentnih sojeva za pojedinu izoliranu bakterijsku vrstu (Tablica 5.30.).

Tablica 5.29. Prikaz rezultata Friedmanovog testa za zavisne uzorke pri testiranju znacajnosti
razlika izmedu razli¢itih koncentracija konvencionalnih antibiotika i1 pentadekapeptida BPC

157 na izolirani bakterijski soj za Gram-pozitivne sojeve

S. aureus 2 test* Dff p N*
Ampicilin 4,000 4 >0,99 10
Gentamicin 4,000 4 >0,99 10
Vankomicin 7,871 4 > 0,99 10
Eritromicin 0,000 4 >0,99 10
E. faecalis 2 test* Dff P N*
Ampicilin 0,000 4 > 0,99 10
Gentamicin 0,000 4 > 0,99 10
Vankomicin 8,000 4 0,20 10
Eritromicin 0,000 4 >0,99 10
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MRSA? 12 test* Dff P N*
Ampicilin 0,000 4 > 0,99 10
Gentamicin 0,000 4 > 0,99 10
Vankomicin 4,000 4 >0,99 10
Eritromicin 0,000 4 >0,99 10
VRE! 22 test* Dff P N*
Ampicilin 0,000 4 > 0,99 10
Gentamicin 0,000 4 >0,99 10
Vankomicin 0,000 4 >0,99 10
Eritromicin 0,000 4 > 0,99 10

*Friedmanov y° test; stupnjevi slobode; *broj sojeva; *Methicillin-resistant Staphylococcus

aureus; 'Vancomycin-Resistant Enterococcus

Pregledom Tablice 5.29. moze se uoditi kako nisu dobivene statisticki znacajne razlike u
antimikrobnom djelovanju na izolirani bakterijski soj, s obzirom na koristene koncentracije
pojedinih antibiotika (ampicilin, gentamicin, vankomicin, eritromicin) i pentadekapeptida BPC
157 (512pg/ml, 51,2 pg/ml, 5,12 pg/ml, 0,51 pg/ml), uz fizioloSku otopinu kao kontrolu,
odnosno, pokazalo se da razlicite koncentracije pentadekapeptida BPC 157 nemaju utjecaja na
antimikrobnu u¢inkovitost pojedinog antibiotika na pojedini izolirani bakterijski soj za Gram-

pozitivne sojeve koje podrazumijevaju S.aureus, E.faecalis, MRSA i VRE.

Tablica 5.30. Prikaz rezultata Friedmanovog testa za zavisne uzorke pri testiranju znacajnosti
razlika izmedu razlic¢itih koncentracija konvencionalnih antibiotika i pentadekapeptida BPC

157 na izolirani bakterijski soj za Gram-negativne, osjetljive i rezistentne sojeve

E.coli-S* 2 test’ Df P N3
Ceftazidim 0,00 4 > 0,99 10
Ciprofloksacin 0,00 4 > 0,99 10
Imipenem 0,00 4 > 0,99 10
Amikacin 0,00 4 >0,99 10

64



REZULTATI

E.coli-R!
Ceftazidim
Ciprofloksacin
Imipenem

Amikacin

Kl.pneumoniae-S
Ceftazidim
Ciprofloksacin
Imipenem

Amikacin

K.pneumoniae-R!
Ceftazidim
Ciprofloksacin
Imipenem

Amikacin

A.baumanii-S
Ceftazidim
Ciprofloksacin
Imipenem

Amikacin

A .baumanii-Rl!
Ceftazidim
Ciprofloksacin
Imipenem

Amikacin

2 test’
0,00
0,00
0,00
0,00

2 test’
0,00
0,00
0,00
0,00

2 test’
4,00
0,00
0,00
0,00

2 test'
3,33
4,00
4,00
4,00

2 test’

4,00
0,00
0,00
2,86

Dft

~ B B~ OBbd

Df*

~ B B~ Obd

Df

~ B B b

Df

~ B B b

Df

~ B B b

>0,99
>0,99
>0,99
>0,99

>0,99
>0,99
>0,99
>0,99

>0,99
>0,99
>0,99
>0,99

0.90
>0,99
>0,99
>0,99

>0,99

>0,99

>0,99
0.92

N§
10
10
10
10

N§
10
10
10
10

N§
10
10
10
10

N§
10
10
10
10

N$

10
10
10
10
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P.aeruginosa-S 2 test’ Df P N¥
Ceftazidim 4,00 4 > 0,99 10
Ciprofloksacin 0,00 4 > 0,99 10
Imipenem 0,00 4 >0,99 10
Amikacin 0,00 4 >0,99 10
P.aeruginosa-R! 2 test’ Df? p N§
Ceftazidim 0,00 4 > 0,99 10
Ciprofloksacin 0,00 4 > 0,99 10
Imipenem 0,00 4 >0,99 10
Amikacin 0,00 4 >0,99 10

*osjetljivi soj;
"Friedmanov ¥ test;
istupnjevi slobode;
Sbroj sojeva;

Irezistentni soj

Pregledom Tablice 5.30. moze se uoditi kako nisu dobivene statisticki znacajne razlike u
djelovanju na izolirani bakterijski soj, s obzirom na koriStene koncentracije pentadekapeptida
BPC 157 (512pg/ml, 51,2 pg/ml, 5,12 pg/ml, 0,51 pg/ml) u kombinaciji sa pojedinim
antibioticima (ceftazidim, ciprofloksacin, imipenem, amikacin) i uz fiziolosku otopinu kao
kontrolu, odnosno, pokazalo se da razli¢ite koncentracije pentadekapeptida BPC 157 nemaju
utjecaja na antibakterijsko djelovanje pojedinog antibiotika na pojedini izolirani bakterijski soj
za Gram-negativne sojeve koje podrazumijevaju E.coli-S (p>0,5), E.coli-R (p>0,5),
Kl.pneumoniae-S (p>0,5), Kl.pneumoniae-R (p>0,5), Acinetobacter-S (p>0,5), Acinetobacter-

R, Pseudomonas-S i Pseudomonas-R.

Tablica 5.31. Prikaz rezultata Friedmanovog testa za zavisne uzorke pri testiranju znacajnosti
razlika izmedu razli¢itih koncentracija konvencionalnih antibiotika i pentadekapeptida BPC
157 na Gram-negativne izolirane bakterijske sojeve sa zajednickim rezultatima za osjetljive i

rezistentne sojeve
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E. coli S*+R' 22 testt Df p NIl
Ceftazidim 0,00 4 > 0,99 20
Ciprofloksacin 0,00 4 > 0,99 20
Imipenem 0,00 4 >0,99 20
Amikacin 0,00 4 >0,99 20
K.pneumoniae S*+R¥ 2 test! DfS p NL
Ceftazidim 4,00 4 >0,99 20
Ciprofloksacin 0,00 4 > 0,99 20
Imipenem 0,00 4 >0,99 20
Amikacin 0,00 4 >0,99 20
A.baumanii S*+R' o2 testt Df P N[
Ceftazidim 0,00 4 > 0,99 20
Ciprofloksacin 0,00 4 >0,99 20
Imipenem 0,00 4 >0,99 20
Amikacin 0,00 4 > 0,99 20
P.aeruginosa S*+R' 22 testt DfS p NL
Ceftazidim 4,00 4 > 0,99 20
Ciprofloksacin 0,00 4 >0,99 20
Imipenem 0,00 4 > 0,99 20
Amikacin 0,00 4 >0,99 20

*osjetljivi soj;
Trezistentni soj;
*Friedmanov y? test;
Sstupnjevi slobode;

Ibroj sojeva
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Pregledom Tablice 5.31. moze se uociti kako nisu dobivene statisticki znacajne razlike u
nastanku antibakterijske aktivnosti na iz klinickih uzoraka izolirane bakterijske sojeve s
obzirom na koriStene koncentracije pojedinih antibiotika (ceftazidim, -ciprofloksacin,
imipenem, amikacin) i pentadekapeptida BPC 157 (512pg/ml, 51,2 pg/ml, 5,12 pg/ml, 0,51
ng/ml), uz fiziolosku otopinu kao kontrolu, odnosno, pokazalo se da razli¢ite koncentracije
pojedinog antibiotika i pentadekapeptida BPC 157, nemaju utjecaja na antibakterijsku aktivnost
pojedinog izoliranog bakterijskog soja za Gram-negativne sojeve koje podrazumijevaju E.coli,

Kl.pneumoniae, Acinetobacter baumanii i Pseudomonas aeruginosa .
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6. RASPRAVA

Na temelju rezultata in vitro istrazivanja mikrodilucijskom metodom, na 120 bakterijskih
sojeva, izoliranih iz razli¢itih klinickih uzoraka, medu kojima su zastupljeni i Gram-pozitivni i
Gram-negativni bakterijski sojevi i to iz skupina osjetljivih i rezistentnih sojeva, nije dokazana

direktna antimikrobna aktivnost.

Sinergisticki ili aditivni ucinci, izmedu BPC 157 i izabranih antibiotika, ispitivani su pomocu

dvije standardne metode, prema CLSI (115), metode mikrodilucije i disk-difuzijske metode.

Metodom mikrodilucije nisu utvrdeni antimikrobni u¢inci niti za jednu ispitivanu koncentraciju
testiranih konvencionalnih antibiotika uz dodatak BPC 157 ili ispitivanu bakterijsku vrstu s
izuzetkom malog, ali statisticki znac¢ajnog antimikrobnog ucinka u kombinaciji imipenema i
BPC 157 kod osjetljivih sojeva E. coli.

Postoji moguénost da je BPC 157 svojim fizikalno-kemijskim osobinama potpomogao in vitro
djelotvornost imipenema (karbapenem) koja je vrlo izrazena zbog dobre penetracije kroz
vanjsku membranu Gram-negativnih bakterija i visokog afiniteta za PBP (penicilin binding
protein)-molekule $to u konaénici uzrokuje elongaciju i lizu stanica. Za karbapeneme je klju¢no

Sto se mogu vezati za vise razlicitih penicilin-vezujuéih proteina. (116, 64).

Takav ucinak nije primije¢en kod djelovanja ostalih testiranih antibiotika na njihove
mehanizme djelovanja: ampicilin (aminopenicilin) i ceftazidim (cefalosporin), inhibiraju
sintezu peptidoglikaza vezanjem na PBP molekule i inhibiraju aktivnosti transpeptidaza koje
vr$e zavr$nu fazu umrezavanja peptidoglikana. Vankomicin (glikopeptid) inhibira sintezu
peptidoglikana u stani¢noj stijenci bakterije stvaranjem kompleksa s D-alanil-D alaninom, koji
je prekursor stani¢nog zida. Ciprofloksacin (kinolon) inhibira sintezu bakterijske DNK
blokiranjem enzima DNK-giraze. Eritromicin (makrolid) inhibira sintezu proteina vezanjem na
50S podjedinicu ribosoma, a mjesto vezanja je 23S rRNK (ribosomske RNK). Amikacin i
gentamicin (aminoglikozidi) imaju tri mehanizma djelovanja na bakterijsku stanicu: vezu se na
receptore na 30S podjedinici ribosoma 1 sprjeCavaju vezanje glasnicke RNK (mRNK) na
ribosom 1 stvaranje inicijacijskog kompleksa, pogresno ocitavanje genetskog koda §to dovodi
do ugradivanja ,krivih“ aminokiselina u polipeptidni lanac i sinteze nefunkcionalnih

bjelancevina koje ne mogu vrsiti svoju ulogu kao enzimi ili strukturni elementi bakterijske
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stanice, vezanje aminoglikozida dovodi do pucanja polisoma i nastanka monosoma koji ne
mogu vrsiti sintezu bjelancevina.
Od stotina razlicitih B-laktama, karbapenemi posjeduju najsiri spektar aktivnosti i najvecu

potenciju protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (1, 64, 116).

Ta razlika nije utvrdena kombiniranom metodom disk-difuzijskog ispitivanja sinergistickog ili
aditivnog ucinka istih konvencionalnih antibiotika uz dodatak 4 razli¢ite koncentracije BPC

157, na istim ispitivanim bakterijskim sojevima.

Uzmemo li tu ¢injenicu u obzir kao i ¢injenicu da se u testiranju antimikrobne osjetljivosti
mikrodilucijskom metodom prema CLSI (117), moZe dogoditi pomicanje za jedno razrjedenje
naviSe ili nanize pri odredivanju MIK-a, $to je moglo rezultirati pronadenom statistickom
znacajnoscu (p=0,02), namece se zakljucak da je krajnji rezultat kombinirane primjene ovih

ispitivanih konvencionalnih antibiotika i BPC 157 indiferentan u¢inak.

Zarazliku od opazanja u ovom istrazivanju, ve¢ prije su dobro opisani brojni drugi antimikrobni
uc¢inci BPC 157, primijenjeni u razli¢itim modelima (9, 16). Znacajno je napomenuti da je u
ispitivanjima antiviralne aktivnosti BPC 157 in vivo uocen antivirusni u¢inak na herpes viruse,
citomegalovirus, influence tip A virus i virus krpeljnog encefalitisa (9, 16, 17). Primjerice,
primjena BPC 157 u modelu ARBO-virusne infekcije pokusnih Zivotinja (miSeva) omogucila
je potpni izostanak ili odgodenu pojavu simptoma i smrtnog ishoda u ovisnosti o nacinu
primjene BPC 157 - pretretman prije virusnog izlaganja ili primjena BPC 157 istovremeno s
aplikacijom virusa u usporedbi s ne tretiranim miSevima. Jo$ je vaznije opazanje da je primjena
BPC 157 u miSeva s teSkom 1 uznapredovalom bole$¢u dovodila do zan¢ajanog prolongiranja
prezivljenja (9,17). Sli¢an je uc¢inak opazen i primjenom BPC 157 u in vitro modelu HSV
(Herpes simplex virus) infekcije u VERO stani¢noj kulturi gdje je opazena inhibicija virusne

reprodukcije kao i onemogucavanje citopati¢nih u¢inaka virusa (9, 17).

Sukladno ovom podatku, BPC 157 pokazuje osobine antimikrobnog peptida, a Sto potvrduju i
fizikalno kemijska svojstva koja BPC 157 posjeduje. Aminokiselinski je dio sastavljen od 15
aminokiselina (16 - 24 ), topljiv je u vodi i fizioloskoj otopini (15, 118) $to se smatra iznimno
znacajnim za antimikrobne peptide jer im to svojstvo omogucava prolazak kroz lipidne
membrane (119). Za razliku od veéine drugih peptida, djeluje sam, bez nosaéa (15) te se

njegova ucinkovitost odnosi samo na njega (120). Otopljen u vodi ili vodi/alkoholu, ponasa se
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kao kation i netoksican je (9, 121, 122), za razliku od problema toksi¢nosti Koji prati ve¢ prve
otkrivene antimikrobne peptide poput gramicidina, tyrocidina (38).
Ovo je ispitivanje uz postavljenu hipotezu, rezultat potrebe iznalazenja novih antimikrobnih

lijekova.

Pojava prvih antibiotika znacila je revolucionaran preokret u lijeCenju bolesti uzrokovanih
mikroorganizmima, na prvom mjestu bakterijama. Paul Ehrlich je 1904. godine otkrio
salvarzan, a potom su kemicari Klarer i Mietzsch sintetizirali, a Gerhardt Domagk je testirao
sulfonamide koji su i uvedeni u uporabu. Penicilin je otkrio Alexander Fleming 1928. godine,

a njegova je proizvodnja i uporaba pocela 1945. godine (1).

Od 1945. do 1955. godine tijekom razvoja penicilina, streptomicina, kloramfenikola i
tetraciklina, potaknuto je antibiotsko doba. Znacilo je to pravi zadetak razvoja i primjene
antibiotika. Iza ovih su otkri¢a uslijedila brojna otkri¢a antibiotika, naro€ito u periodu od
pedesetih do sedamdesetih godina, stoga se ovaj period naziva ,,zlatnim dobom* u otkrivanju

antibiotika (123).

Ubrzo nakon stavljanja penicilina u uporabu, Fleming je upozorio na potencijalnu mogucnost

razvoja rezistencije na isti (2).

Tijekom ,,zlatnog doba‘“ antibiotika, mogucnost Se razvoja rezistencije bitno povecala uslijed
neracionalne uporabe antibiotskih lijekova u medicinskoj i veterinarskoj praksi, prehrambenoj
industriji te poljoprivredi na globalnoj razini. Taj se problem komplicira uslijed neprimjerenog
marketin§kog  promicanja tih lijekova farmaceutskih tvrtki ¢ime se povecava njihova

dostupnost u javnosti i time njihova neprikladna uporaba (124).

UspjeSna uporaba protumikrobnih lijekova koji se koriste u lijeCenju bakterijskih, gljivicnih,
parazitskih i virusnih infekcija, ugroZena je potencijalnim razvojem otpornosti na te lijekove
od trenutka kada se prvi put koriste. Za to moze biti odgovoran Siroki raspon biokemijskih i

fizioloskih mehanizama (125).
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Uporabu antibiotika prati brza pojava otpornih, prije svega, bakterijskih sojeva. Znanstvenici
upozoravaju na povratak u ,,pred antibiotsko doba®, naime, nedavna baza podataka navodi
postojanje vise od 20.000 potencijalno otpornih gena (r gena) od gotovo 400 razlicitih tipova,

pronadenih u glavnim od raspolozivih sekvenci bakterijskih genoma (126).

Dakle, treba stalno imati na umu da je ,,sustav potencijalno otpornih gena trenutacno stanje
sukladno evolucijskoj stecevini pa treba ocCekivati sve slozenije genske modele i sustave jer
rezultat takvih steCevina potvrduje imperativ odrzavanja zivota kao nepresusnog izvora novih

saznanja.

Povecana antimikrobna rezistencija je uzrok teskih infekcija, produzenog bolnickog lijecenja i
poveéanog mortaliteta. Jedan od bitnih ¢imbenika za rjeSavanje ovoga problema, uz racionalnu
uporabu antibiotika i prevenciju infekcija, postoji ogromna potreba za razvojem novih
terapijskih sredstava (127, 128).

Novi bi antibakterijski lijekovi trebali zadovoljiti nekoliko zahtjeva: da na njih nema razvijene
rezistencije, trebaju biti sirokog spektra djelovanja, ne pokazivati unakriznu nepodudarnost s

drugim lijekovima i pratiti trenutne potrebe ¢ovjeka (129).

Osamdesetih su godina prosloga stoljeCa meta istrazivanja, sa ciljem iznalazenja novih

antimikrobnih lijekova, antimikrobni peptidi (130).

Peptidi za zaStitu domacina nude jedinstvenu alternativu mnogim postoje¢im odobrenim
antibioticima. Djeluju¢i na domacina, a ne na patogen, peptidi nude vise prednosti u odnosu na
tradicionalne tretmane lijekovima, kao §to je sporija sklonost ka razvoju antimikrobne
rezistencije, Siroki spektar aktivnosti i nizi rizik za pacijenate (128).

Brojna su istrazivanja razliCitih antimikrobnih peptida rezultirala posebno obecavajuc¢im
rezultatima za uporabu protiv infekcija uzrokovanih multirezistentnim mikroorganizmima (131
- 133).

Antibakterijski peptidi su medu najbolje istrazenim antimikrobnim peptidima. Vecina su
kationi i njihov je mehanizam djelovanja na lipidni dvosloj bakterijske staniéne membrane
(133, 134). Razaranju bakterijske stanice prethodi narusavanje negativno nabijenog integriteta
staniéne membrane; inhibicija sinteze proteina i nukleinskih kiselina kao i interakcija s

intracelularnim elementima (38).
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Rezultati ovog in vitro istrazivanja antibakterijskog u¢inka BPC 157 ne potvrduju postavljenu
hipotezu koja se zasnivala na predklini¢kim ispitivanjima in vivo u kojima je BPC 157 pokazao

visoku uc¢inkovitost, bez obzira je li primijenjen lokalno ili sistemski (35).

Ucinak BPC 157 je dobro opisan u cijeljenju razli¢itih ozljeda i rana poput: dubokih opekotina,
rana na kozi, rana kod dijabeticara, pseudoartroza, presjecenih tetiva, presjeCenih misica,
presjeCene zivce, otkidanje tetiva od kostiju, oSteCenja roznice, peritonitis, ileoilealne

anastomoze, kolokoli¢ne anastomoze, pluéne lezije (34, 135 - 142).

U svim je ovim terapijskim djelovanjima pentadekapeptid efikasan bez obzira da li je
primijenjen lokalno ili sistemski (34, 35). S obzriom na znacajanu kolonizaciju sluznica
bakterijama u navedenim stanjima te podloznost za nastanak infekcija, postavljena je hipoteza
o antibakterijskom u¢inku BPC. Ipak, in vitro ucinak nije nuzno sukladan s in vivo u¢inkom
antimikrobnih peptida (118). Osim izravnih u¢inaka takoder su opisana svojstva antimikrobnih
peptida koji su poluéili znacajan sinergizam s primjenom antibiotika u in vitro istrazivanju.
Opisano je 13-155 puta smanjenje MIC B-laktamksih antibiotika u testiranju osjetljivosti
Pseudomonas fluorescens na penicilin i ampicilina u kombinaciji s antibakterijsim peptidima u

usporedbi s primjenom antibiotika samostalno (143).

Ovakav je konzistentan u¢inak izostao u testiranju BPC 157 i konvencionalnih antibiotika te se
ne moze zakljuCiti da pentadekapeptid ima sinregisti¢ki ili aditivni ucinak s testiranim

antibioticima i bakterijskim vrstama in vitro.

Literaturni podatci govore da antimikrobni peptidi imaju znac¢ajnu ulogu u imunomodulaciji i
kontroli upale (144-146). Dokazano je da je davanje humanih peptida imalo viSestruko zastitni

u¢inak u in vivo modelu infekcije (147).

Uzmemo li u obzir ¢injenicu da neki antimikrbni peptidi mogu djelovati kao regulatorne
molekule §to dokazuje in vitro studija u kojoj je vidljivo da defenzini imaju sposobnost privuéi
fagocite i limfocite na mjesto infekcije, izazvati proliferaciju fibroblasta te modificirati jonsko
protjecanje u epitelnim stanicama (52), ranije opisani blagotvorni i citoprotektivni ué¢inci BPC

157 mogli bi se pripisati upravo takvom imunomodulatornom djelovanju.
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U zakljucku, antibakterijsko djelovanje BPC 157 in vitro kao i njegova interakcija s
konvencionalnim antibioticima nedovoljno je poznata i istrazena te ne postoje literaturni
podatci. U ovom istrazivanju nije vidljiv izravan antibakterijski u¢inak BPC 157 kao niti

sinergisti¢ki ili aditivni ucinak s izabranim antibioticima na testiranim bakterijskim vrstama.

ZakljuCujuéi, nalaz iz ovoga pokusa ukazuje da se BPC 157 moze sigurno koristiti s
antibioticima koriStenim u ovoj studiji i da ne moze utjecati na ucinke antibiotika jer nisu uoceni
antagonisticki ucinci. S druge strane, budu¢i da nikakva posebna antibiotska aktivnost, za
razliku od redovitih antimikrobnih peptida, prethodno opisani blagotvorni ucinci zasigurno

nece biti povezani s bilo kakvom bakterijskom rezistencijom.
Ogranicenja i daljnje mogucnosti istrazivanja.

Ova je studija tek pocetak ispitivanja antibakterijske aktivnosti BPC 157, provedena je na Sest
bakterijskih vrsta i svakako treba nastaviti daljnjim ispitivanjima, izmedu ostalih ispitivanjima

na anaerobnim bakterijama.

Zahvaljuju¢i tehnoloskom razvoju, sada postoji moguénost multidisciplinarnog pristupa
ispitivanju antimikrobne aktivnosti novosintetiziranih spojeva, uklju¢ujué¢i simulaciju
molekularne dinamike u kombinaciji s biofizikom i mikrobiologijom §to bi pruzilo vrijedne

uvide u interakcije BPC 157 s bakterijskim membranama na molekularnoj razini (148).

Smatram da dinamicki molekularni modeli jamacno jesu prva razina na kojoj nalazimo
odgovore kojih su nacela istaknuta u ovoj raspravi (imunomodulatorni modeli), pa se mogu
oc¢ekivati odgovori na ovdje nedovoljno rasvjetljena pitanja, pa i odgovori na za sada jo$

»hepostavljena“ pitanja.
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7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenih in vitro istrazivanja u okviru ove disertacije moze se zakljuciti:

da pentadekapeptid BPC 157 nema direktnu antibakterijsku aktivnost na ispitivanim

ATCC sojevima i u primjenjenim koncentracijama u ovome istrazivanju,

da pentadekapeptid BPC 157 nema direktnu antibakterijsku aktivnost na ispitivanim
sojevima izoliranim iz klinickih uzoraka i u primjenjenim koncentracijama u ovome

istrazivanju,

da na ispitivanim ATCC sojevima, u kombinaciji s testiranim antibioticima u

navedenim koncentracijama, nije uocen sinergistic¢ki ucinak,

da na ispitivanim sojevima, izoliranim iz klini¢kih uzoraka, u kombinaciji s testiranim
antibioticima u navedenim koncentracijama, nije uocen sinergisti¢ki u¢inak, 0Sim
manjeg, ali statisticki znacajnog ucinka s imipenemom na osjetljivim sojevima

Escherichiae coli.

S obzirom da nije uocena pojava antagonizma izmedu BPC 157 i testiranih antibiotika,
mozZe se zaklju€iti da se isti mogu koristiti zajedno bez bojazni o neZeljenim

posljedicama.
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8. SAZETAK

Cilj: Cilj je ovog istrazivanja bio ispitati efekte pentadekapeptida BPC 157 samoga i u
kombinaciji s uobifajenim antibioticima in vitro mikrodiluacijskom i disk difuzijskom
metodom.

Materijali i metode: Za ispitivanje su antibakterijskih u¢inaka BPC 157 i njegove interakcije
s antibioticima odabrani standardni sojevi i klini¢ki izolati najznacajnijih bakterijskih
infektivnih patogena. Istrazivanje je obuhvatilo ukupno 120 osjetljivih 1 otpornih bakterijskih
sojeva izoliranih iz klinickih uzoraka: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii i Pseudomonas aeruginosa,;
kao i ATCC sojevi: Staphylococcus aureus 25923, Enterococcus faecalis 29212, Pseudomonas
aeruginosa 27853, Escherichia coli 25922, Acinetobacter baumannii 19606, Klebsiella
pneumoniae 700803. Za ispitivanje sinergisti¢kog ili antagonistickog uc¢inka koristeni su za
Gram pozitivne sojeve: ampicilin, eritromicin , gentamicin, vankomicin, dok su amikacin,
ceftazidim, ciprofloksacin i imipenem KkoriSteni za testiranje Gram negativnih bakterijskih
sojeva.

Rezultati: Sinergisti¢ke ili antagonisticke uéinke izmedu BPC 157 i odabranih testiranih
antibiotika metodom difuzne diska nisu otkrivene za bilo koju testiranu koncentraciju i za
ispitane bakterijske sojeve ispitivanjem razrjedivanja osim iz kombinacije imipenema i BPC

157 u osjetljivim sojevima E.coli.

Zakljucak: BPC 157 mozZe se sigurno koristiti s antibiotikom kori§tenim u ovoj studiji i ne
moze ometati ucinke antibiotika. Budu¢i da nije otkrivena nikakva posebna antibiotska
aktivnost, za razliku od redovitih antimikrobnih peptida, prethodno opisani korisni ucinci

zasigurno nece biti povezani s bilo kojom vrstom otpornosti na bakterije.

Kljucne rijeci: BPC 157, antibiotici, antibakterijski u¢inak, sinergisticki antibakterijski u¢inak
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9. SUMMARY

In vitro evaluation of antibacterial activity of pentadecapeptide BPC 157

Aim: The aim of this study was to examine the effects of pentadecapeptide BPC 157
independently and in combination with conventional antibiotics in vitro microdilution and disc-
diffusion sensitivity testing.

Materials and Methods: For testing antibacterial effects of BPC 157 and its interaction with
antibiotics, standard as well as clinical isolates of the most significant bacterial infection
pathogens have been selected. The study included a total of 120 susceptible and resistant
bacterial strains isolated from clinical specimens: Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii and Pseudomonas
aeruginosa; as well as ATCC strains: Staphylococcus aureus 25923, Enterococcus faecalis
29212, Pseudomonas aeruginosa 27853, Escherichia coli 25922, Acinetobacter baumannii
19606, Klebsiella pneumoniae 700803. For testing of synergistic or antagonistic effect the
antibiotics for Gram positive strains were used such as ampicillin, erythromycin, gentamicin,
vancomycin, while amikacin, ceftazidime, ciprofloxacin and imipenem were used for Gram
negative strains.

Results: The synergistic or antagonistic effects between the BPC 157 and the selected tested
antibiotics by the disc diffusion method are not detected for any tested concentration and for
investigated bacterial strains by the dilution test within the exception of the combination of
imipenem and BPC 157 in susceptible strains of E. coli.

Conclusion: BPC 157 could be safely used with the antibiotic used in the present study and it
cannot interfere with the antibiotic effects. Since no particular antibiotic activity was detected,
unlike regular antimicrobial peptides, the beneficial effects previously described would

certainly be unrelated to any kind of bacterial resistance.

Keywords: BPC 157, antibiotics, antibacterial effect, synergistic antibacterial effect
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medunarodnim sudjelovanjem) / Mirjana StupniSek (ur.).Zagreb, Hrvatska :
Hrvatska laboratorijska udruga - HLU, 2014. 17 (predavanje,sazetak).
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Talapko, Jasminka; Drenjancevi¢, Domagoj.Oralna kandidijaza u HIV bolesnika //
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laboratorijska udruga, 2011. 2-2 (pozvano predavanje,domaca recenzija, sazetak,
strucni).
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Marija; Benko, lvan. Ubodni incidenti u KBC Osijek u razdoblju od 2006. do 2009.
godine — prevencija, prijavljivanje i zbrinjavanje profesionalne ekspozicije
zdravstvenih djelatnika infekcijama koje se prenose krvlju /I Knjiga sazetaka
Simpozija povodom obiljezavanja Svjetskog dana borbe protiv AIDS-a S
medunarodnim sudjelovanjem, Osijek 04.12.2009. / StupniSek, Mirjana (ur.).
Zagreb, Hrvatska : Hrvatska laboratorijska udruga - HLU, 2009. 5-7 (pozvano
predavanje,domaca recenzija,sazetak,strucni).

Talapko, Jasminka; Drenjanc¢evi¢, Domagoj. Postupci u slucaju kontaminacije
povrsina i predmeta infektivnim materijalom u laboratoriju // Knjiga sazetaka
Simpozija povodom obiljezavanja Svjetskog dana borbe protiv AIDS-a S
medunarodnim sudjelovanjem, 04. 12. 2009. Osijek / Stupnisek, Mirjana (ur.).

100


https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=731172
https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=731172
https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=731172
https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=729024
https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=729024
https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=729030
https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=729035
https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=729035
https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=729035
https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=729041
https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=729041

ZIVOTOPIS

Zagreb, Hrvatska : Hrvatska laboratorijska udruga - HLU, 2009. 8-9

(predavanje,domaca recenzija,sazetak,strucni).

e) Neobjavljena sudjelovanja na skupovima
1. Tomi¢ Paradzik, Maja; Samardzi¢, Kristian; Janjetovic, Zeljka; Ziviénjak, Tatjana;
Vukovi¢ Arar, Zeljka; Martinkovi¢, Franjo; Drenjanéevié, Domagoj; Talapko,
Jasminka. PRVI SLUCAJ HUMANE OKULARNE TELAZIOZE U HRVATSKOJ:
PRIKAZ BOLESNIKA // 82. ZNANSTVENO-STRUCNI SIMPOZIJ "ZOONOZE", 28.—
30. 05. 2015. Slavonski Brod, Hrvatska.(pozvano predavanje,domacéa recenzija,

neobjavljeni rad)

101


https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=870018
https://bib.irb.hr/prikazi-rad?&rad=870018

