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1. Uvod

1. UvOD

1.1.Rezistencija bakterija na antibiotike

Jedan od vodec¢ih problema u zdravstvu 21. stoljeca jest otpornost bakterija na
antibiotike. Od uvodenja penicilina za lijeCenje bakterijskih infekcija po¢etkom 40-ih godina
proslog stolje¢a, mnoge su se bolesti koje su zavrSavale letalnim ishodom ovim otkricem
smanjile na najmanji moguci postotak. Paralelno otkri¢ima lijekova, razvija se i kirurska i
invazivna grana medicine, pri ¢emu se pacijenti izlazu mogucéem riziku infekcija. Taj je rizik
sveden na minimum zahvaljujuéi profilakti¢noj i terapijskoj primjeni antibiotika. Medutim,
zbog prekomjerne primjene antibiotika, bakterije su stekle mnoge mehanizme otpornosti na
sve skupine antibiotika koje se koriste u klinickoj primjeni (1). Najce$¢i mehanizmi otpornosti
uklju€uju promjenu ciljnoga mjesta, inaktivaciju antibiotika stvaranjem enzima, smanjenu
propustljivost stijenke za ulazenje antibiotika, ili aktivno izbacivanje antibiotika iz stanice (2).

Na samom pocetku primjene antibiotika, tzv. ,antibiotiska era“ (1), lije¢nici su bili
svjesni mogucéeg nastanka problema povezanih s rezistencijom, no vjerovalo se u neprekidan
izvor nastanka novih ciljanih antibiotika. Danas se zna da je vrlo teSko do¢i do neotkrivenih
supstanci za novi lijek, a u prilog tome idu i ¢injenice kako u SAD-u u periodu 1968.-2000.
nije registriran nijedan novi antibiotik koji bi pripadao novoj skupini antibiotika (3). Dakle,
jedna od suvremenih zadaca zdravstva jest primjenu antibiotika smanjiti na najmanju razinu
kako bi se usporilo razvijanje otpornosti bakterija na antibiotike. Zdravstvenog problema
rezistencije bakterija na antibiotike svjesne su i stru¢ne udruge, vlade pojedinih zemlja, te se
on upravo iz tog razloga svrstava medu prioritete Svjetske zdravstvene organizacije s ciljem

suprimiranja rezistencije (4).

1.2. Biofilm — ¢imbenik virulencije

Biofilm predstavlja zajednicu mikroorganizama koji su ireverzibilno povezani s
povrsinom te produciraju ekstracelularne polimerne supstance (EPS) i pri tome pokazuju
promijenjene osobine u usporedbi s pojedinaénim bakterijama. Biofilm je specificna
baterijska organizacija, skup razli¢itih bakterija u jednoj maloj populaciji, koje su udruzene
radi medusobne koristi i veée otpornosti na vanjska djelovanja (5). U zajednicu se naseljavaju

i dijele razli¢ite vrste bakterija, §to nazivamo ,sazrijevanjem* biofilma, odnosno, slojevi
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postaju deblji, a medubakterijska organizacija sve jaca i otpornija na antibiotike, $to ujedno
predstavlja i najvec¢i problem u zdravstvu zbog nemogucénosti djelovanja na navedenu sesilnu

zajednicu.

Strukturu biofilma €ini tradicionalni hidratizirani biofilm, nadogradnja biofilma i suhi
povrsinski biofilm. Biofilm je na svojoj povrsini zasti¢en ovojnicom koja ga ¢ini otpornijim
na vanjska djelovanja (toplina, dezinficijensi...), a unutar mase bakterija postoje sitni kanali¢i
za dotok hranjivih tvari i uklanjanje Stetnih tvari za normalno funkcioniranje sesilne
zajednice. Unutar biofilma postoje razliCite bakterijske vrste koje jedna drugoj rade na korist,
odnosno medusobno si ¢ine simbiozu. Tako, ono Sto je jednoj bakterijskoj vrsti otpadni
produkt, drugoj bude hrana. Takoder, poznat je fenomen ,kolektivne svijesti ili bakterijske
komunikacije. Bakterije imaju odredene ,,signalne* molekule kojima prenose obavijesti i na
taj nac¢in komuniciraju i odrzavaju se medusobno. To je primitivan oblik komunikacije, koji je
vrlo u¢inkovit kada je u pitanju prezivljavanje. Bakterije tako jedna drugoj mogu prenijeti
informaciju kada, npr. zbog promjena u okolini (npr. promjena u vrsti prehrane domacina),
treba provesti prilagodbu metabolizma. Iz svega ovoga vidi se sama razvijenost biofilma i

njegova velika mogucnost prilagodbe na sve uvjete u okolini.

Njihova komunikacija sluzi im kako bi jedna bakterija mogla upozoriti drugu na
djelovanje antibiotika. To je u situacijama kada one bakterije koje su prve u doticaju s
antibiotikom $alju informaciju u dublje dijelove sloja biofilma o kojemu se antibiotiku radi,
tj. koje receptore na membrani stanice treba promijeniti da se taj antibiotik ne veze za
bakterijsku stanicu (5). To je osnovni mehanizam nastanka rezistencije na antibiotik. Zato je
izuzetno vazno antibiotik uzimati samo po lijeCnickom naputku, 1 ne cesto. U slucaju
parodontne terapije antibiotik se smije koristiti samo 1 isklju€ivo paralelno s mehanickom

terapijom, upravo zbog biofilma.

1.3. Acinetobacter baumannii — mikrobioloske karakteristike

Nizozemski mikrobiolog Beijerinck medu prvima je 1911. izolirao organizam iz tla,
koriste¢i minimalni medij obogacen kalcijevim acetatom (6), no sam naziv Acinetobacter
predlozili su 43 godine kasnije Brisou i Prevot (7). U rod Acinetobacter pripadaju gram-
negativne aerobne, katalaza-pozitivne i okisdaza-negativne bakterije, nepokretne bakterije
(grc. akinetos-nepokretan) i nefermentativni kokobacili, sto potvrduje negativna reakcija na

Kligerovu agaru, s posjedovanjem kapsule koja omogucava inhibiciju fagocitoze. Njeno
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staniste je na raznim mjestima u tlu i vodi u obliku slobodno Zivucih saprofita, s klizu¢om i

trzajuéom pokretljivoscéu.

U mikroskopskom preparatu izgledaju kao kratki, zdepasti Stapi¢i koji se teSko
odbojavaju, stoga se mogu zamijeniti za gram-negativne ili gram-pozitivne koke. Laki su za
uzgojiti u laboratorijskim uvjetima na krvnom agaru ili MacConkeyjevu agaru pri temperaturi
od 37 °C i inkubaciji od 18 do 24 sata, a kolonije se opisuju kao okrugle, glatke povrsine,

pravilnih rubova, sivobijele boje, sluzave, nalik kolonijama enterobakterija (8).

A
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Slika 1. Acinetobacter baumannii uzgojen na krvnom agaru (fotografirao Marijan
Orlovi¢, dr.med., Medicinski fakultet Osijek)

Acinetobakteri se definiraju kao oportunisti¢ki patogeni koji najces¢e uzrokuju
infekcije u respiratornom i urinarnom traktu, ranama, a pojavljuju se i nakon operacijskih
zahvata u obliku meningitisa i sepse. A. baumannii najces¢i je uzro¢nik pneumonije povezane
sa strojnom ventilacijom, a takoder se sve ¢eS¢e spominje kao vodeéi uzro¢nik infekcija kod
pacijenata s intravaskularnim kateterima, pri produljenoj hospitalizaciji i provodenju
invazivnih pretraga (8). Osim u hospitalnim infekcijama, znanstveno su dokazane i sporadi¢ne
izvanbolnicke infekcije uzrokovane A. baumannii, ¢ime se potvrduje Cinjenica njegove
izrazite sposobnosti prezivljavanja (9). Uzorci iz kojih se mogu analizirati Acinetobakteri
ovise 0o samom mjestu infekcije. Kao moguci uzorci navode se aspirati iz donjih dijelova

di$nog sustava, bronhoalveolarni lavat (BAL), krv, likvor, mokraca te bris rane.
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A. baumannii se, zajedno s vrstama Enteroccocus faecium, Staphylococcus aureus,
Clostridium difficile, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp. svrstava u posebnu
novonastalu kategoriju ESCAPE patogena, §to znaci da moze izbjeci djelovanje brojnih
antibiotika te stvarati nove probleme u patogenezi, transmisiji i rezistenciji (10), Sto
naposljetku predstavlja globalni javnozdravstveni problem u 21. stolje¢u. U prirodnoj
povrsinskoj vodi pronadeno je nekoliko izolata A. baumannii visestruko rezistentnih na
antibiotike, npr. u rijeci Savi u gradu Zagrebu detektirana su Cetiri izolata u 10 ml vode (11).
Ovakav problem izrazito je znacajan jer zbog njegove prisutnosti i izrazite patogenosti dolazi
do puta prijenosa i zaraze u ljudi i Zivotinja prilikom kupanja ili konzumacije navedene vode
te se vrlo brzo Siri medu navedenim jedinkama, $to predstavlja jedan od ozbiljnijih

zdravstvenih problema.

Kod gram-negativnih nefermentativnin  bakterija (Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii) otpornost na najsnaznije antibiotike imipenem i meropenem vec
biljezimo i u Hrvatskoj, a penje se i preko 90 % (12). Otpornost tih bakterija na karbapeneme
u pojedinim ve¢im bolnicama iznosi 0ko 88 %, za razliku od Enterobakterija, Cija je
rezistencija na karbapeneme u vrlo malom postotku (12). Njihova rezistencija moze biti
uzrokovana hiperprodukcijom AmpC-cefalosporinaza u kombinaciji sa smanjenom
propustljivosti stani¢ne stijenke, smanjenim afinitetom ciljnoga mjesta (PBP molekula) za
karbapeneme, ili produkcijom karbapenemaza (13, 14, 15). Karbapenemi su skupina
antibiotika koja se uspjesno koristila za tretiranje infekcija uzrokovanih s A. baumannii.
Medutim, rezistencija na karbapeneme povecala se od 2008. s 10 % na 86 % u 2017. godini
(CAMS, 2017.).

Rezistencija na karbapeneme u pravilu je povezana s rezistencijom na vise klasa antibiotika.

Nacelno, rezistentne bakterije mozemo razvrstati prema slijede¢im kategorijama:
« senzitivni - osjetljivi na sve antibiotike;

* viSestruko rezistentni (MDR, multidrug-resistant) — neosjetljivi na 1 ili viSe agensa u vise

od 3 antimikrobne kategorije;

* prosireno rezistentni (XDR, extensively drug-resistant) — neosjetljivi na 1 ili vise agensa

u svim, izuzev 2 ili manje antimikrobne kategorije;

» sveopée rezistentni (PDR, pandrug-resistant) — neosjetljivi na sve agense u svim

antimikrobnim kategorijama (16).



1. Uvod

Kontrolu razvoja rezistencije i Sirenja vodi se u nekoliko koraka, a to su: pracenje
otpornosti bakterija na antibiotike u vlastitoj sredini, pracenje potrosnje antibiotika,
racionalno propisivanje antibiotika, kontrola Sirenja infekcija te naposljetku brza
mikrobioloSka dijagnostika koja je klju¢na u smanjenju nepotrebne primjene antibiotika jer

svaka nesigurna i nepotpuna dijagnoza vodi ka nepotrebnom propisivanju lijeka pacijentu (1).

S obzirom na brz i opsezan razvoj rezistencije na antibiotike, u¢injeno je nekoliko
pokusaja razvoja alternativne strategije kontrole infekcija izazvanih s A. baumannii, a neki od

njih su prema dosadasnjim istrazivanjima:

a) Primjena bakteriofaga: Zbog visoke specifi¢nosti faga i njihove sposobnosti brzog
djelovanja, bakteriofagna terapija preispituje se kao alternativni tretman za pomo¢ u
suzbijanju fenomena rezistencije na antibiotike (17). Nedavna studija Yanga i njegova tima
istrazivaca (18) rezultirala je izolacijom i karakterizacijom virulentnog AB1 bakteriofaga za
koji se pokazalo da je ucinkovit protiv A. baumannii i kao takav predstavlja novu terapiju

odredenog potencijala u buduénosti.

b) Radioimunoterapija: lako se radi o eksperimentalnom konceptu i jos nije iskoristen kao
terapijska antimikrobna strategija u klini¢koj primjeni, premisa je da radioimunoterapija moze
ciljati mikroorganizme jednako brzo i u¢inkovito kao i stanice raka u onkoloSkih bolesnika.
Ovaj pristup koristi prednosti specifi¢nosti interakcija antigen-antitijelo za isporuku
radionuklida koji zrae smrtonosne doze citotoksicnog zraCenja izravno u ciljnu stanicu.
Izuzimaju¢i samo prolaznu hematoloSku toksi¢nost u pokusnih Zivotinja, radioimunoterapija
uspjesno je prilagodena za lijeCenje bakterijskih, gljivicnih i virusnih infekcija (19).
Protutijela koja se koriste u terapiji misjeg su porijekla (izotip 1gG1). Na njihov Fc fragment
posebnom je tehnikom pri¢vrscéen izotop. Kada se anti-CD20 monoklonsko protutijelo veze za
CD20 antigen, ono inducira apoptozu stanica pomocu aktivacije o protutijelima i
komplementu ovisne stanicne citotoksi¢nosti. To je princip djelovanja neobiljeZenih

protutijela (20).

1.4. Sposobnost stvaranja biofilma
Iako se vjeruje da nekoliko ¢imbenika moze doprinijeti virulentnom potencijalu A.

baumannii, jedan faktor posebno se isti¢e. Utvrdeno je da OmpA, ¢lan proteina vanjske
membrane (OMPs), znaCajno doprinosi razvoju infekcije (21), time Sto se veze za epitel
stanice domacina 1 mitohondrije. Jednom vezan za mitohondrije, OmpA inducira

mitohondrijsku disfunkciju 1 uzrokuje bubrenje mitohondrija. Nakon toga slijedi oslobadanje

5
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citokroma ¢ i hem proteina, $to dovodi do stvaranja apoptosoma. Sve navedene reakcije

doprinose apoptozi stanice (21).

Sposobnost A. baumannii da stvara biofilm omogucuje joj stalan rast u nepovoljnim
uvjetima i okolini, ¢ime je osigurana za prezivljavanja u svim medijima. Dokazano je da A.
baumannii stvara biofilm na abiotskim povrSinama, poput opreme koja se Kkoristi U
hospitalnim uvjetima, posebice u jedinicama intenzivne njege, te na biotskim povrSinama kao
Sto su epitelne stanice Covjeka (22). Najcesci ¢imbenici koji kontroliraju formiranje biofilma
ukljucuju dostupnost hranjivih tvari, prisutnost proteina pila i vanjskin membrana i
makromolekularnu sekreciju. Proizvodnja pila i proteina povezanih s biofilmom (BAP)
doprinosi iniciranju proizvodnje samog biofilma i sazrijevanja nakon $to se A. baumannii
veze na odredene povrsine. Kada pili dodu u doticaj s abiotickim povr§inama, oni iniciraju
stvaranje mikrokolonija, nakon ¢ega slijedi puni razvoj struktura biofilma. BAP su prisutni na
povrsini bakterijskih stanica i doprinose razvoju i sazrijevanju biofilma stabiliziranjem zrelog

biofilma na abiotskim ili biotskim povr§inama.

Ekoloski signali, kao $to su metalni kationi, takoder igraju ulogu u kontroli formiranja
biofilma, povecavaju¢i sposobnost A. baumannii da prianja na odredene povrSine. Ostali
klju¢ni proteini za koje je dokazano da doprinose virulenciji A. baumannii ukljucuju
fosfolipazu D i C (23). Zajedno s OmpA, fimbrije, takoder eksprimirane na povrsini

bakterijske stanice, doprinose adheziji patogena u epitelu domacina.

1.4.1. Identifikacija biofilma
Acinetobacter baumannii i drugi Acinetobacter spp. formiraju biofilm na abiotskim

povrSinama. Stupanj formiranja biofilma znatno varira ovisno o izolatima. Dok se kultivira,
bakterije imaju afinitet vezanja za abiotske povrSine, a za neke povrSine bolje od drugih.
Dostupne su brojne metode za proucavanje in vitro formiranja bakterijskog biofilma pod
statickim rastom 1 one se u osnovi oslanjaju na kultiviranje bakterija na podlogama, nakon
cega slijedi bojenje bakterijskog rasta vezanog za abioti¢ku povrsinu s prikladnom bojom kao
Sto je kristalno ljubiCasta za vizualizaciju biofilma, potom se boja eluira s prikladnim
otapalom 1 mjeri se opticka gustoca na spektrofotometru kako bi se kvantificirala pridruZzena
bakterijska masa na ispitivanoj povrsini, a potom svrstala u odredenu kategoriju produkcije

biofilma (Tablica 1).

Preciznija detekcija biofilma primjena je molekularnih metoda poput lanc¢ane reakcije

polimeraze (PCR) i fluorescentne in situ hibridizacije (FISH). Novije metode direktne
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vizualizacije trodimenzionalne strukture biofilma su konfokalna laserska skener mikroskopija
koja se temelji na vizualizaciji 16S ribosomne RNA uz FISH metodu (24) te skenirajuca
elektronska mikroskopija (SEM) koja sluzi za proucavanje reljefa povrSine uzoraka koji mogu
biti 1 masivni, za elektrone nepropusni, a njime se moze vrlo dobro oslikati
trodimenzionalnost samog uzorka. Sustavom elektronskih kondenzorskih le¢a elektroni se
fokusiraju u vrlo uzak snop, koji se otklonskim elektronskim leCama usmjerava na povrsinu.
Djelovanje snopa na povrsinu uzrokuje emisiju sekundarnih elektrona, koje je u emisijskom
naCinu rada moguce registrirati kao sliku na zaslonu katodne cijevi. S obzirom na nacin
zapisivanja signala koji nastaju interakcijom elektronskoga snopa i povrSine, razlikuju se
refleksijski, apsorpcijski, transmisijski, rendgenski i katodoluminiscentni nacin rada (25).
Razvijene su naprednije metode molekularne dijagnostike za identifikaciju acinetobaktera na
razini vrste, a to su: amplifikacija 16S rRNA restrikcijskom analizom gena, analiza otiska
prsta visoke rezolucije pomocu pojacanog polimorfizma duljine fragmenta (AFLP) i
ribotipizacija.
1.5. Infekcije uzrokovane s Acinetobacter baumannii

Infekcije A. baumannii javljaju se uglavnom medu pacijentima koji su primljeni u
bolnice, a posebice onima koji se lije¢e u jedinicama intenzivne njege (JIL-a). Infekcije ovim
mikroorganizmom uzrokuju negativne, pa ¢ak i letalne klinicke ishode, kao i1 znacajna
ekonomska opterecenja zbog neracionalnog prepisivanja neuéinkovitih antibiotika. Temeljem
brojnih istrazivanja u posljednjih dvadesetak godina medu gram-negativnim bakterijama,
Acinetobacter spp. zauzeo je 5. mjesto po ucestalosti infekcija (26), i privukao je veliku
pozornost osobito u jedinicama intenzivnog lije¢enja (JIL). U posljednjih nekoliko godina
dodijeljen mu je sinonim "crvena uzbuna", razlog uglavnom proizlazi iz opseznog spektra
otpornosti na antibiotike (27). Jedne od najvaznijih, a ujedno i najproblemati¢nijih
karakteristika navedene bakterije su sposobnost stvaranja biofilma, dugotrajno prezivljavanja
izvan domacina (Covjeka) te njihova velika mogucénost stvaranja rezistencije na glavne klase

antibiotika putem visestrukih mehanizama (28).

Ove bakterije ¢est su uzrok upale pluc¢a povezane s kardiovaskularnim poremecajem
koja se javlja > 5 — 7 dana nakon prijema u bolnicu, a povezana je s povecanom
prevalencijom bakterija otpornih na vise lijekova u posljednjih nekoliko godina, posebice u
jedinicama za intenzivnu njegu (29). Adekvatna empirijska terapija teSkih infekcija
uzrokovanih acinetobakterom klju¢na je u smislu prezivljavanja kako bi se djelomi¢no

zaustavio njen rast i progresija u organizmu pacijenta. No, lijeCenje infekcija uzrokovanih
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navedenom bakterijom predstavlja veliki izazov za lije¢nika. Mnogi sojevi rezistentni su na f3-
laktame Sirokog spektra zbog gubitka proteina vanjske membrane, §to rezultira smanjenjem
propusnosti stijenke za antibiotike. U navedenu skupinu antibiotika ubrajaju se cefalosporini
treCe generacije, karbapenemi i karboksipenicilini, a trajanje lijeCenja infekcija uzrokovanih

acinetobakterom procijenjeno je na 10 do 22 dana (8).

Ovaj mikroorganizam cesto igra ulogu kolonizatora medu pacijentima s
komorbiditetima, izlozenos$¢u antibioticima i nedavnim infekcijama, Sto oteZava razjasnjenje
je li to primarni uzro¢nik odredene infekcije, osobito medu pacijentima s infekcijama poput

pneumonije i infekcija rana na tijelu.

1.6. Antimikrobni testovi
Za ispitivanje osjetljivosti bakterija na odredene antibitiotike u svrhu Sto preciznije

terapije za pacijenta koriste se razli¢ite metode medu kojima su najvaznije: dilucijska metoda
i disk difuzijska metoda. Zbog svoje jednostavnosti u praksi i u istrazivanjima najcesée se
primjenjuje disk difuzijska metoda (30). Karakteristike ove kvalitativne metode daju joj
prednost nad dilucijskom metodom; jeftina je, jednostavna i u kratkom vremenu daje rezultate
(ve¢ kroz 18-24 sata nakon izolacije i identifikacije bakterije), §to je u medicini najbitnije —
dobiti u §to kracéem vremenu, to¢ne 1 pouzdane rezultate testa kako bi se pocela primjenjivati
terapija i djelovanje na ciljanu bakteriju u organizmu pacijenta (31). Na temelju dobivenog
rezultata preporuca se najucinkovitiji antibiotik. No, i pri ovoj metodi nailazimo na
moguénost pogrjeske pri dobivanju rezultata ili je pak produljeno vrijeme do dobivanja

rezultata, a uzrok tome su nedostatak ili neispravnost odgovarajuce laboratorijske opreme.

S druge pak strane, kvantitativna dilucijska metoda temelji se na odredivanju
minimalnih inhibitornih koncentracija antibiotika (MIK). Postoji nekoliko vrsta ove metode.
Jedna je od njih je metoda dilucije u agaru, gdje se odredena koncentracija antibiotika dodaje
U agar, a potom se na njegovu povrsinu nasadi ispitivana bakterija. Rezultati ovakve metode
oCitavaju se na temelju prisustva, odnosno odsustva rasta mikroorganizma poslije prekono¢ne
inkubacije. Kod metode dilucije u bujonu koriste se teku¢e podloge s dodatkom antibiotika u
to¢no odredenoj koncentraciji. Posljednja metoda makrodilucije izvodi se u epruvetama, a
preporuceni volumen bujona u koji se dodaje ispitivani mikroorganizam i antibiotike treba biti
2 ml. Makrodilucijska metoda bila je prva metoda koja se primijenjivala za odredivanje MIK
vrijednosti, ali se danas u praksi viSe ne koristi, ve¢ ju je zamijenila mikrodilucijska metoda,

koja je manje zahtjevna i jeftinija. Mikrodilucijska metoda podrazumijeva Kkoristenje
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mikrotitarskih plo¢ica, pri kojoj ukupan volumen u jazici ne prelazi 500 pl. Standardne
mikrotitarske plo¢ice imaju veli¢inu 8 X 12 jazica pa se na jednoj plo¢i moze ispitivati 8
antibiotika u 12 koncentracija ili 12 antibiotika u 8 koncentracija. Koncentracije antibiotika
obi¢no SuU u nizu dvostrukog razrjedenja. Mikrodilucijske mikrotitarske plocice mogu se
napraviti izravno u laboratoriju, ali su dostupne i najviSe se koriste komercijalne plocice, u
¢ijim se jazicama ve¢ nalazi dehidrirani antibiotik u odredenim koncentracijama. Rezultati
kod navedene metode tumace se na temelju prisustva, odnosno odsustva sedimenta u
mikrotitarskoj jazici. Najmanja koncentracija antibiotika pri kojoj nema stvaranja sedimenta

predstavlja MIK vrijednost za ispitivanu bakteriju (32).

Rezultat, odnosno antibakterijska aktivnost ispitivanog antibiotika, ovisi o0 nekoliko
¢imbenika: temperaturi i vremenu inkubacije, izboru hranjive podloge, pH vrijednosti
podloge, starosti i na¢inu skladistenja antibiotika (33). Kako bi se izbjegli navedeni problemi,
koriste se nacionalni standardi za testiranje osjetljivosti bakterijskih izolata. Prema podatcima
iz literature, pri nizim pH vrijednostima hranjivog medija aminoglikozidi, kinoloni i makrolidi
gube djelotvornost, dok se djelotvornost tetraciklina povecava. Povisenje pH djeluje obrnuto
pa povecava ucinak aminoglikozida, makrolida i kinolona, a smanjuje ucinak tetraciklina.
Sukladno tome, pri izradi antibiograma treba se voditi nacionalnim standardima i protokolima
kako se ne bi dogodile greske i odstupanje rezultata (34). Kontinuirana unutarnja i vanjska
kontrola rada mikrobioloskih laboratorija osigurava to¢nost rezultata testiranja antimikrobne

osjetljivosti (35).
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2. CILJ RADA

Ciljevi su ovog istrazivanja:

1. Ispitati sposobnost stvaranja biofilma kod klinickih izolata Acinetobacter baumannii u
in vitro uvjetima.

2. Ispitati antimikrobnu rezistenciju ispitivanih klini¢ckih izolata A. baumannii
mikrodilucijskom metodom.

3. Ispitati povezanost izmedu osjetljivosti izolata A. baumannii na antibiotike i

sposobnosti stvaranja biofilma.
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3. MATERIJALI | METODE RADA

3.1. Ustroj studije

Ova je studija eksperimentalno in vitro istrazivanje.

3.2. Kulture mikroorganizama i testiranje A. baumannii

U istrazivanju je koristeno 47 klinic¢kih izolata A. baumannii prikupljenih u periodu
2007.-2019. i pohranjenih u Zavodu za javno zdravstvo Osjecko-baranjske Zupanije. Osim
klini¢kih izolata u istrazivanju je koriStena i baza podataka i arhivski podatci Sluzbe za
mikrobiologiju Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske zupanije. Bolesnici, kao ni
njihovi osobni podatci nisu koristeni ni na koji nacin u istrazivanju. Podatci o uzorcima i
rezultatima mikrobioloske pretrage te o rezultatima testiranja osjetljivosti bakterijskih
izolata na antibiotike te dostupni podatci o testiranju sposobnosti stvaranja biofilma
dobiveni su iz elektronske baze podataka Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske
zupanije. Tijekom promatranog razdoblja razli¢iti klini¢ki uzorci obradeni su u laboratoriju
za mikrobiologiju Sluzbe za mikrobiologiju Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske
Zupanije prema uobiCajenom protokolu u skladu s pravilima struke, standardiziranim

metodama izolacije i identifikacije bakterija i ispitivanja osjetljivosti na antibiotike.

Bakterije su uzgajane na krvnom agaru tijekom 24 sata inkubacije u atmosferskim
uvjetima pri 37°C, a potom su kolonije kulture bakterija inokulirane u 3 ml Luria-Bertani
(LB) bujona. Suspenzije su zatim dalje inkubirane u termostatu na 37°C tijekom 24 sata u
istim uvjetima. Nakon inkubacije, epruvete su dobro promijesane na laboratorijskoj
mjesalici te je presadeno 20 pl iz prijasnje suspenzije na nove Luria-Bertani bujone. Ovim
postupkom pripremljene su suspenzije gustoce (5X105) koje su koristene za ispitivanje

sposobnosti stvaranja biofilma koje se izvodilo u triplikatu.

Nakon pripreme suspenzije su nasadene na poliesterske mikrotitarske ploCice s ravnim
dnom, u koje je za kontrolu ispipetirano 100 ul ¢istog LB bujona, a u preostala tri mjesta
(triplikat) po 50 pl Cistog LB bujona i 50 pl pripravljene suspenzije. Potom je slijedila
inkubacija u termostatu tijekom 24 sata pri temperaturi 37°C u ve¢ navedenim uvjetima.

Nakon inkubacije i ispiranja sterilnom destiliranom vodom slijedilo je bojanje s 100 ul
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0.025 % otopine safranina i nakon 2 minute inkubacije na sobnoj temperaturi jaZice
mikrotitar plo¢ica potom SU ponovno isprane 4 puta destiliranom vodom. U sljede¢em

koraku provedena je solubilizacija s 95%-tnim etanolom.

3.3. Kvantifikacija biofilma

Zadnji korak bilo je spektrofotometrijsko o€itavanje na ¢itacu na 492 nm. Dobiveni
rezultati, koji predstavljaju produkciju biofilma u pojedinoj jazici, klasificirani su u sljedece
kategorije: slabi, umjereni i jaki produktori biofilma te sojevi koji ne produciraju biofilm
sukladno ve¢ opisanoj klasifikaciji prema Stepanovic¢ i suradnici, 2000. U Tablici 1 prikazan
je nacin razvrstavanja sukladno rezultatima dobivenog testiranja. Ukratko, dobivene su
vrijednosti izrazene kao njihova srednja vrijednost, odnosno OD (od eng. optical density),
nakon Cega se pomocu formule izra¢unala grani¢na vrijednost produkcije (pri kojoj se
proizvodi bar malo biofilma), ODc (od eng. optical density cut-off value), tako da su se
srednjoj vrijednosti OD-a negativnih kontrola dodale tri standardne devijacije negativnih
kontrola (36). Po zavrSetku ovog dijela, ispitana je antimikrobna rezistencija za sojeve A.
baumannii standardnim postupcima — disk difuzijskom ili mikrodilucijskom metodom ovisno
prema smjernicama Europskog odbora za testiranje antimikrobne osjetljivosti (EUCAST). Na
kraju je ucinjena statistiCka obrada i analiza te je ispitana povezanost sposobnosti stvaranja

biofilma, intenziteta ovog svojstva i odlika antimikrobne rezistencije za navedene izolate.

Tablica 1. Prikaz kriterija za ocjenjivanje produkcije biofilma

OD < 0ODc Neproduktori
ODc<OD <2 x0ODc Slabi produktori
2x0Dc<0D<4x0Dc Umjereni produktori

4 xODc<OD Jaki produktori

OD = srednja vrijednost produkcije biofilma u pojedinoj jazici; ODc = grani¢na vrijednost produkcije

biofilma (pri kojoj se proizvodi bar malo biofilma)

3.4. Testiranje osjetljivosti na antibiotike
Antibiogramom se ispituje osjetljivost mikroorganizma na antibiotik nasadivanjem

standardizirane koncentracije mikroorganizma specificnim koncentracijama antibiotika. Za
neke se mikroorganizme prema osjetljivosti na jedan lijek moze predvidjeti osjetljivost na

slicne lijekove. Zbog toga se ne ispituje osjetljivost bas na sve lijekove koji dolaze u obzir.
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Antibiogram se odreduje in vitro te se u obzir ne uzimaju mnogi faktori koji djeluju in vivo
(npr. farmakodinamika, koncentracije lijeka specifi¢ne za pojedino sijelo bolesti, imunosno
stanje domacina...) i utjeCu na uspjeh lijeCenja. Stoga se na temelju antibiograma ne moze
uvijek predvidjeti ishod lijeCenja. Pretragom se takoder moze odrediti u¢inak kombiniranja

razli¢itih antibiotika, odnosno testiranje sinergije.

U ovom istrazivanju za sve antibiotike vrijednosti MIK-a (minimalna inhibitorna
koncentracija) odredene su mikrodilucijom u jazicama mikrotitar plo¢ice. To je
semikvantitativna metoda kojom se odreduje minimalna koncentracija lijeka koja in vitro
inhibira rast odredenog mikroorganizma. MIK se izrazava kao broj¢ana vrijednost koja se
svrstava u jednu od triju skupina: S (osjetljiv), I (srednje osjetljiv) ili R (otporan). Odredivanje
MIK—a Koristi se ponajprije za bakterije, ukljucuju¢i i mikobakterije i anaerobe.

Odredivanje MIK-a provedeno je metodom mikrodilucije u Mueller-Hinton bujonu
(Bio Rad) i mikrotitar plo¢icama po CLSI-u (Clinical and Laboratory Standards Institute ) za
imipenem, ampicilin u kombinaciji s gentamicinom, amikacinom, ciprofloksacinom i
kolistinom (37). U provjeri to¢nosti provedenog testiranja koristeni su kontrolni ATCC sojevi:
Acinetobacter baumannii 19606 i Pseudomonas aeruginosa 27853. Dobiveni rezultati
interpretirani su prema EUCAST-ovim (European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing) smjernicama (38).

3.5. Statisticke metode
Podatci definirani ciljevima istrazivanja kao i rezultati provedenog ispitivanja

prikazani su graficki i tabli¢no te obradeni deskriptivnom statistikom. Kategorijski podatci
predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike kategorijskih varijabli
testirane su y> testom ili Fisherovim egzaktnim testom. Razina znacajnosti namjesStena je na
a=0.05. Podatci su statisti¢ki analizirani upotrebom informati¢kog programa SPSS (inacica

16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, SAD) i Microsoft Office Excel tabli¢nog kalkulatora.
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4. Rezultati

4.1. Rezultati ispitivanja produkcije biofilma izolata Acinetobacter baumannii

Tablica 2. Rezultati produkcije biofilma kod ispitivanih izolata Acinetobacter baumannii

Neproduktori

Slabi produktori

Umjereni produktori

Jaki produktori

20 (42,5 %)

16 (34,1 %)

11 (23,4 %)

0 (0 %)

U Tablici 2 nalaze se rezultati ispitivanja produkcije biofilma izolata Acinetobacter

baumannii. Uocena je razlika u produkciji biofilma kod ispitivanih izolata (y? test, P < 0.001).

4.2. Razlike u osjetljivosti izolata

Tablica 3. Rezultati ispitivanja osjetljivosti izolata na antibiotike

IMI amp-SULB CIP coL AMI GEN
S 29 (61,7%) | 44 (93,6 %) | 0(0%) | 47 (100%) | 15(31,9%) | 0 (0 %)
R 18(38,3%) | 3(64%) | 47(100%) | 0(0%) | 32(68,1%) | 47 (100 %)

IMI = imipenem, amp-SULB = ampicillin sulbaktam, CIP = ciprofloksacin, COL = kolistin, AMI = amikacin,
GEN = gentamicin, S = osjetljivi izolati, R = rezistentni izolati

broj izolata

Slika 2. Rezultati ispitivanja osjetljivosti izolata na antibiotike
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IMI = imipenem, amp-SULB = ampicillin sulbaktam, CIP = ciprofloksacin, COL = kolistin, AMI = amikacin,

GEN = gentamicin, S = osjetljivi izolati, R = rezistentni izolati
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U Tablici 3 i grafickom prikazu na Slici 2 nalaze se rezultati ispitivanja osjetljivosti

izolata Acinetobacter baumannii na antibiotike. Uocena je razlika u osjetljivosti izolata na

ispitivane antibiotike (y? test, P < 0.001).

4.3. Razlike u produkciji biofilma po kategorijama i antibioticima

Tablica 4. Rezultati produkcije biofilma po kategorijama i antibioticima

IMI amp-SULB CIP coL AMI GEN
NPS [ 13(27,7%) | 19(405%) | 0(0%) |20 (42,6%) | 12(255%) | 0 (0 %)
NPR 7(149%) | 1(21%) |20(42,6%)| 0(0%) 8 (17%) | 20 (42,6 %)
WPS | 11(234%) | 15(31.9%) | 0(0%) | 16(34%) | 2(43%) | 0(0%)
WPR | 5(106%) | 1(21%) | 16(34%) | 0(0%) | 14(29,8%) | 16 (34 %)
MPS 5(10,6%) | 10(21,3%) | 0(0%) |11(234%) | 1(21%) | 0(0%)
MPR 6(128%) | 1(21%) |11(234%)| 0(0%) |10 (21,3%) | 11 (23,4 %)

IMI = imipenem, amp-SULB = ampicillin sulbaktam, CIP = ciprofloksacin, COL = kolistin, AMI = amikacin,

GEN = gentamicin, NPS = osjetljivi neproduktori, NPR = rezistentni neproduktori, WPS = osjetljivi slabi

produktori, WPR = rezistentni slabi produktori, MPS = osjetljivi umjereni produktori, MPR = rezistentni

umjereni produktori

U Tablici 4 izlozeni su dobiveni rezultati produkcije biofilma po kategorijama

(neproduktori, slabi, umjereni i jaki produktori) i antibioticima. Dokazano je da postoji razlika

u osjetljivosti na antibiotike s obzirom na razli¢itu produkciju biofilma s§to upucuje da su

produkcijom biofilma rezistentniji () test, P < 0.001).
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4.4. Osjetljivost na imipenem i produkcija biofilma
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Slika 3. Rezultati ispitivanja osjetljivosti izolata na imipenem

4. Rezultati

IMI S = osjetljivi na imipenem, IMI R = rezistentni na imipenem, NP = neproduktori, WP = slabi produktori.,

MP = umjereni produktori

Graficki prikaz na Slici 3 daje uvid u rezultate ispitivanja osjetljivosti na imipenem.

Dok se osjetljivim pokazalo 13 neproduktora, 11 slabih i 5 umjerenih produktora, rezistentih

je bilo 7 neproduktora, 5 slabih i 6 umjerenih produktora. Ipak, nije uocena statisticki

znacajna osjetljivost na imipenem (2 test, P = 0.4367).

4.5. Osjetljivost na ampicillin sulbaktam i produkcija biofilma

Tablica 5. Rezultati ispitivanja osjetljivosti izolata na ampicilin sulbaktam

NP BP (WP+MP) Ukupno
SAM S 19 (40,5 %) 25 (53,1 %) 44 (93,6 %)
SAM R 1(2,1%) 2 (4,3 %) 3 (6,4 %)
Ukupno 20 (42,6 %) 27 (57,4 %) 47 (100 %)

SAM S = osjetljivi na ampicilin sulbaktam, SAM R = rezistentni na ampicilin sulbaktam, NP = neproduktori, BP

= produktori biofilma (zbroj slabih i umjerenih produktora)
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Slika 4. Rezultati ispitivanja osjetljivosti izolata na ampicilin sulbaktam
SAM S = osjetljivi na ampicilin sulbaktam, SAM R = rezistentni na ampicilin sulbaktam, NP = neproduktori, BP

= produktori biofilma (zbroj slabih i umjerenih produktora)

Tablica 5 i graficki prikaz na Slici 4 prikazuju rezultate ispitivanja osjetljivosti izolata
na ampicilin sulbaktam. Osjetljivih je neproduktora bilo 19, a produktora (zbroj slabih i
umjerenih produktora) 25. Rezistentnim se pokazao samo 1 neproduktor te 2 produktora. Nije
uocena osjetljivost ispitivanih izolata na ampicilin sulbaktam (Fisherov egzaktni test, P >
0.05).

4.6.0sjetljivost na amikacin i produkcija biofilma
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Slika 5. Rezultati ispitivanja osjetljivosti izolata na amikacin
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AM S = osjetljivi na amikacin, AM R = rezistentni na amikacin, NP = neproduktori, WP = slabi produktori, MP

= umjereni produktori

U grafickom prikazu na Slici 5 prikazani su rezultati ispitivanja osjetljivosti izolata na
amikacin koji govore kako je osjetljivih neproduktora bilo 12, slabih produktora 2 te 1
umjereni, a rezistentnih 8 neproduktora te 14 slabih i 10 umjerenih produktora. Uocene su
razlike izmedu sposobnosti produkcije biofilma vezano uz osjetljivost izolata na amikacin:
osjetljvi izolati znaajno slabije produciraju (ne produciraju) biofilm, za razliku od

rezistentnih izolata (* test, P = 0.0018).

4.7. Produkcija biofilma medu izolatima koji su osjetljivi na ispitivane antibiotike

8w
B3 amp-SULB

B coL
[ AMI

broj 1zolata

Biofilm i ATB osjetljivi

Slika 6. Rezultati ispitivanja produkcije biofilma medu izolatima koji su osjetljivi
IMI = imipenem, amp-SULB = ampicillin sulbaktam, COL = kolistin, AMI = amikacin, NPS = osjetljivi

neproduktori, WPS = osjetljivi slabi produktori, MPS = osjetljivi umjereni produktori

U grafickom prikazu na Slici 6 nalaze se podatci o produkciji biofilma kod izolata koji
su se pokazali osjetljivima na antibiotike. Nije uocena statisticki znacajna produkcija biofilma
(4 test, P < 0.2608).
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4.8.Produkcija biofilma medu izolatima koji su rezistentni na ispitivane antibiotike
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Slika 7. Rezultati ispitivanja produkcije biofilma medu izolatima koji su rezistentni

IMI = imipenem, CIP = ciprofloksacin, AMI = amikacin, GEN = gentamicin, NPR = rezistentni neproduktori,

WPR = rezistentni slabi produktori, MPR = rezistentni umjereni produktori

Graficki prikaz na Slici 7 sadrzi podatke o produkciji biofilma kod izolata koji su se

pokazali rezistentnima na antibiotike. 1z navedenog je razvidno kako nije uocena statistéki

znacajna produkcija biofilma medu izolatima koji su se pokazali rezistentnima na antibiotike

takoder nije statisticki znacajna (y2 test, P < 0.6989).
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5. RASPRAVA

Ovo istrazivanje dovodi nas do nekoliko spoznaja o produkciji biofilma kod izolata
Acinetobacter baumannii i njegove povezanosti s pove¢anom bakterijskom rezistencijom na
antibiotike. Kao prvo, ispitivani su izolati A. baumannii uspjesno i statisti¢ki znacajno
producirali biofilm, $to je zasigurno jedan od glavnih uzroka velike bakterijske rezistencije
acinetobaktera. Nadalje, ispitivanjem ukupne antimikrobne rezistencije navedenih izolata
mikrodilucijskom metodom utvrdeno je da postoji statisti¢ki znacajna osjetljivost izolata na
ispitivane antibiotike. Kako se pri pojedina¢nom ispitivanju antimikrobne rezistencije izolata
kod antibiotika imipenema, ampicilin sulbaktama i amikacina pojavio i odreden broj
osjetljivih i odreden broj rezistentnih izolata, njihovi su podatci detaljnije obradeni. Time se
doslo do zakljucaka da osjetljivost ispitivanih izolata na imipenem i ampicilin sulbaktam ipak
nije statisti¢ki znacajna, dok je dokazana statisti¢ki zna¢ajna osjetljivost ispitivanih izolata na
amikacin. Naposljetku, dokazana je i povezanost izmedu osjetljivosti ispitivanih izolata na
antibiotike i stvaranja biofilma tako $to je utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u osjetljivosti
na antibiotike s obzirom na razli¢itu produkciju biofilma. U skladu s pocetnom

pretpostavkom, izolati sa slabijom ili nikakvom produkcijom biofilma pokazali su se

Sve veca rezistencija bakterija na antibiotike u posljednjem je desetlje¢u ovu temu
prometnula u jednu od najvaZznijih izazova moderne medicine. U nepunih sto godina, od
otkri¢a antibiotika, zbog njihove sve cesce, nerijetko 1 nepotrebne primjene i dostupnosti,
bakterije su uspje$no razvile i usavrSile brojne mehanizme obrane te evolutivno stvorile
oblike rezistentne na antibiotike. Dok su u proslosti veéi problem predstavljale akutne
infekcije, pravi su izazov danaSnje mikrobiologije kroni¢ne infekcije. Razlog tomu jest upravo
bakterijska rezistencija, a jedan od glavnih spomenutih bakterijskin mehanizama obrane je

biofilm. Ispitivani acinetobakter tipi¢ni je uzro¢nik s ovim mehanizmom obrane.

Kao $to je ve¢ navedeno u uvodu rada, infekcije uzrokovane Acinetobacter baumannii
teSko je lijeciti kod oboljelih jer su cesto otporne na viSe skupina lijekova i Cesto tvore
biofilmove. U jedom srodnom istraZivanju ispitivala se aktivnost minociklina, polimiksina B,
meropenema i amikacina protiv razli¢itih klinickih izolata A. baumannii s tvorbom biofilma
koji su Klasificirani kao slabi u odnosu na umjerene, odnosno jake. U klini¢kom istrazivanju

dokazano je kako je kod minociklina sprije¢eno stvaranje biofilma za 96 % izolata, dok je ¢ak
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u pola manje, odnosno 54 % za polimiksin B, 29 % za meropenem i 29 % za amikacin.
Minociklin i polimiksin B pokazali su najveéu in vitro aktivnost protiv A. baumannii i
sprijecili stvaranje biofilma za veéinu izolata (39).

Rezultati slicnog istrazivanja, u kojemu su koristeni neki od antibiotika kao u ovom
istrazivanju, takoder pokazuju da subminimalne inhibitorne koncentracije antibiotika imaju
ucinak na sposobnost produkcije biofilma. U ispitivanih izolata koji stvaraju biofilm doslo je
do supresije njegove produkcije za neke od ispitivanih antibiotika. Uocen ucinak statisticki je
znaajan za subminimalne inhibitorne koncentracije imipenema, azitromicina, rifampicina i
kolistina. Uz to, to je istrazivanje doSlo i do zaklju¢ka da je vecina ispitivanih izolata
rezistentna i na baktericidnu aktivnost ljudskog seruma, ali i da subminimalne inhibitorne
koncentracije azitromicina i ampicilin sulbaktama imaju ucinak na osjetljivost takvih serum
rezistentnih izolata (40).

Sljedeca spoznaja do koje su dosla srodna znanstvena istrazivanja jest kako dvostruka
antimikrobna terapija nije bila povezana s pozitivnim ishodima kod infekcija uzrokovanih A.
baumannii medu bolesnicima na mehanickoj ventilaciji u jedinicama intenzivnog lijeCenja,
gdje prije svega takvi pacijenti imaju sami po sebi losiju prognozu bolesti i skloniji su razvoju
bolni¢kih infekcija. Takoder, produljeno antimikrobno lijeCenje nije bilo povezano s
klini¢kim izlje¢enjem od infekcije A. baumannii povezanih s mehani¢kom ventilacijom. Cini
se da su prethodni komorbiditeti i stupanj povezanih organskih ozljeda pacijenta vazniji
¢imbenici u prognozi bolesti uzrokovanih navedenom bakterijom (41).

Infekcija gram-negativnim bakterijama otpornim na vise lijekova sve je veci problem,
posebice u zdravstvenim ustanovama. Kolistin je jedan od krajnjih antibiotika za takve
infekcije, kod kojih su moguénosti lijeCenja vrlo ograni¢ene. Povecana otpornost na kolistin
globalni je javnozdravstveni problem na kojem bi se trebalo raditi 1 pokuSati pronaci rjeSenje.
Klini¢ki i laboratorijski institut za standarde (CLSI) i Europski odbor za ispitivanje
osjetljivosti na antimikrobne pripravke (EUCAST) preporucili su ISO-standardnu metodu
mikrodilucije u bujonu kao referentnu metodu za odredivanje osjetljivosti na kolistin. Buduci
da metoda mikrodilucije u bujonu nije prakticna metoda, rijetko se koristi u rutinskim
klini¢kim mikrobioloSkim laboratorijima, ali jednostavne i to¢ne fenotipske metode detekcije
za odredivanje otpornosti na kolistin u rutinskim laboratorijama za mikrobiologiju nisu tocno
definirane (42).

Jedno znanstveno istrazivanje imalo je za cilj utvrditi mehanizme rezistencije u
izolatima Acinetobacter baumannii s kolistinom MIK vec¢im ili jednakim 4 mg/l i povezati

mehanizme otpornosti s potesko¢ama u otkrivanju. U 13 izolata otkrivene su kategoricke
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pogrjeske; osnovni razlog za 5 izolata bio je spor rast, dok je u preostalih 8 izolata usporeni
rast zajedno s malim udjelom subpopulacija otpornih na kolistin. Da bi se razumio vjerojatni
razlog primije¢enih MIK vrijednosti, provedeno je sekvencioniranje gena povezanih s
otpornos¢u prema kolistinu. Otkrivene su mutacije gena IpxA, IpxC i pmrB i primijeceno je
da izolati koji nose mutacije u IpxC pokazuju spor rast pri ubijanju (43).

Grupa znanstvenika u jo$ jednom srodnom istrazivanju dosla je do spoznaje kako
postoje¢e modificirane metode inaktivacije karbapenema (mCIMs) koje CLSI preporucuje za
otkrivanje proizvodnje karbapenemaze nisu primjenjive za Acinetobacter baumannii.
Procijenili su utjecaj matrica koje se koriste u mCIMs i CIMTris na stabilnost diskova za
otkrivanje proizvodaca karbapenemaze i predlozili optimalne mCIM uvjete za otkrivanje A.
baumannii koji proizvodi karbapenemazu (44). 73 izolata A. baumannii karakterizirana
genima osjetljivosti na antimikrobne lijekove i karbapenemazu testirana su na proizvodnju
karbapenemaze primjenom mCIM 1 CIMTris. Utvrden je i utjecaj matrica (Tryptic soj bujon
[TSB] i Tris-HCI) koristenih u tim metodama na stabilnost diska s meropenemom (MEM).
Uvjeti mCIM-a prilagodeni su pobolj$anju screening osjetljivosti i specificnosti za otkrivanje
A. baumannii koji proizvodi karbapenemazu (44).

Zakljucno, istrazivanja biofilma, njegovih struktura i na¢ina njegova suzbijanja jedne
su od kljuénih tema u suvremenoj mikrobiologiji zbog sve tezeg antimikrobnog lijeCenja
infekcija povezanih s biofilmom. Stoga su ovakva i srodna istrazivanja koja pruzaju uvid u
korelaciju produkcije biofilma i povecane antimkrobne rezistencije mali, ali vaZzan korak k
puno zahtjevnijem izazovu — pronalasku i razvoju ciljane antimikrobne terapije za

sprjeCavanja nastanka i suzbijanja ve¢ nastalog biofilma.
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Iz provedenog istrazivanja i analize obradenih rezultata, zakljucci su sljedeci:

Ispitivani izolati Acinetobacter baumannii uspje$no i statisticki znacajno stvaraju
biofilm. Od ukupnih 47 izolata bilo je 42,6 % neproduktora, 34 % slabih, 23.4 %
umjerenih te niti jedan jaki produktor (Tablica 2).

Izolati A. baumannii pokazali su statisticki znacajnu osjetljivost na ispitivane
antibiotike. Na imipenem se osjetljivim pokazalo 61,7 % izolata, dok je rezistentnih
bilo 38,3 %, na ampicilin sulbaktam 93,6 % osjetljiva, a samo 6,4 % rezistentna
izolata te na amikacin 31,9 % osjetljivih i 68,1 % rezistentna. Na ciprofloksacin i
gentamicin nije bilo osjetljivih, svih 47 bilo je rezistentno, a nasuprot tomu, na kolistin
se svih 47 izolata pokazalo osjetljivima, a O rezistentno.

Pri ispitivanju antimikrobne rezistencije izolata kod antibiotika imipenema, ampicilin
sulbaktama i amikacina, pojavio se i odreden broj osjetljivih i odreden broj
rezistentnih izolata, dok su se kod antibiotika kolistina, gentamicina i ciprofloksacina
pojavili iskljucivo osjetljivi ili rezistentni izolati.

U zasebnoj analizi ispitivanja osjetljivosti izolata na imipenem u odnosu na produkciju
biofilma osjetljivih je bilo 27,7 % neproduktora, 23,4 % slabih i 10,6 % umjerenih
produktora, rezistentih pak 14,9 % neproduktora, 10,6 % slabih i 12,8 % umjerenih
produktora. Osjetljivost ispitivanih izolata na imipenem ipak nije statisticki znacajna.
Posebna analiza ispitivanja osjetljivosti izolata na ampicilin sulbaktam pak ukazuje na
40,5 % osjetljivih neproduktora, 53,1 % osjetljivih produktora (zbroj slabih i
umjerenih produktora) te samo 2,1 % rezistentnih neprodutkora i 4,3 % rezistentna
produktora biofilma. Fisherov egzaktni test statististicke znacajnosti navedene
rezultate za ampicilin sulbaktam ne nalazi statisticki znac¢ajnima.

Zasebna analiza ispitivanja osjetljivosti izolata na amikacin pokazuje 25,5 %
osjetljivin neproduktora, 4,3 % slaba produktora i 2.1 % umjerenih te 17 %
rezistentnih neproduktora, 29,8 % slabih i 21,3 % umjerenih produktora. Iz
pripadajuceg x* testa is¢itava se da postoji statisti¢ki znaGajna osjetljivost ispitivanih
izolata na amikacin.

Podrobnijom analizom navedenih rezultata nalazi se korelacija izmedu
proizvodnje biofilma i osjetljivosti, odnosno rezistencije na antibiotike. U skladu

s pocetnom pretpostavkom, izolati sa slabijom produkcijom biofilma pokazali su
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Cilj istrazivanja: Ciljevi ovog istrazivanja bili su ispitati sposobnost stvaranja biofilma
kod klini¢kih izolata Acinetobacter baumannii u in vitro uvjetima, zatim ispitati njihovu
antimikrobnu rezistenciju mikrodilucijskom metodom te dokazati povezanost izmedu

osjtljivosti izolata A. baumannii na antibiotike i njihove sposobnosti stvaranja biofilma.

Materijali i metode: U ovom istrazivanju koriSteno je 47 klini¢kih izolata A. baumannii
prikupljenih u razdoblju 2007.-2019. i pohranjenih u Zavodu za javno zdravstvo Osjecko-
baranjske zupanije. Ispitivane bakterije inokulirane su u 3 ml Luria-Bertani bujona, na 24
sata u termostatu pri 37°C, nakon cega je presadeno 20 pl na nove LB bujone, a ovim
postupkom pripremljena je i suspenzija gustoce 5x10°. Suspenzije su nasadene na
mikrotitarske plo€ice s ravnim dnom, a biofilm je ocitan nakon spektrofotometrije na
Citacu pri 492 nm. Dobiveni rezultati klasificirani su u Cetirima kategorijama. Posljednji je
korak odredivanje antimikrobne rezistencije mikrodilucijskom metodom na odabrane

antibiotike.

Rezultati: Rezultati pokazuju da ispitivani izolati Acinetobacter baumannii uspjesno i
statisticki znacajno stvaraju biofilm te da je osjetljivost ispitivanih izolata na antibiotike
statistiCki znacajna. Takoder, rezultati ukazuju i na korelaciju izmedu osjetljivosti na
antibiotike i produkcije biofilma pa tako izolati sa slabijom produkcijom biofilma

pokazuju vecu osjetljivost na antibiotike, dok su oni s ve¢om produkcijom rezistentniji.
Zakljucak: Ovakva 1 srodna istraZzivanja koja pruzaju uvid u korelaciju produkcije
biofilma i povecane antimkrobne rezistencije U in vitro uvjetima vode pronalasku i

razvoju ciljane antimikrobne terapije za sprjecavanja nastanka i suzbijanja ve¢ nastalog

biofilma in vivo.

Kljucne rijeci: Acinetobacter baumannii, antimikrobni testovi, biofilm
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ANTIMICROBIAL RESISTANCE AND ABILITY TO FORM BIOFILM IN
CLINICAL ISOLATES OF ACINETOBACTER BAUMANNII

Objectives: The objectives of this study were to examine the ability of biofilm production in
Acinetobacter baumannii clinical isolates under in vitro conditions, to investigate their
antimicrobial resistance by the dilution method, and to demonstrate a correlation between

antibiotic susceptibility of A. baumannii isolates and their biofilm production ability.

Material and methods: This study used 47 clinical isolates of A. baumannii collected from
2007-2019 and stored at the Public Health Institute of Osijek-Baranja County. Tested bacteria
was inoculated into 3 ml of Luria-Bertani broth for 24 hours in a thermostat at 37 °C, after
which 20 pl was transplanted to new LB broths, and 5x10° density suspension was also
prepared by this procedure. The suspensions were mounted on flat bottom microtiter plates,
and the biofilm reading was spectrophotometrically on a reader at 492 nm. Obtained results
were classified into four categories. The final step was to determine the antimicrobial

resistance by the dilution method of the selected antibiotics.

Results: The results show that the tested Acinetobacter baumannii isolates successfully and
statistically significant produce biofilm and that the susceptibility of the tested isolates to
antibiotics is also statistically significant. Furthermore, the results indicate a correlation
between antibiotic susceptibility and biofilm production, so isolates with lower biofilm
production show higher antibiotic susceptibility, while those with higher production are more

resistant.

Conclusion: This and related studies that provide insight into the correlation of biofilm
production and increased antimicrobial resistance under in vitro conditions lead to the
invention and development of targeted antimicrobial therapy for preventing the onset and

suppression of biofilm already formed in vivo.

Keywords: Acinetobacter baumannii, antimicrobial tests, biofilm
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