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Pseudomonas aeruginosa kao bolnicki

patogen

Pseudomonas aeruginosa je jedan od najéescée izoli-
ranih bolnickih patogena koji uzrokuje brojne infekcije
povezane s visokom stopom smrtnosti. [znimna metabo-
licka mnogostranost ovoj bakteriji omogucuje prezivlja-
vanje u razli¢itim okruzenjima, a posjeduje i sposobnost
stvaranja biofilmova. Zbog navedenih svojstava u bolni-
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Pregledni ¢lanak

brojne infekcije povezane s visokom stopom smrtnosti. Posjeduje urodenu
rezistenciju na mnoge antibiotike, a u bolni¢kim sredinama razvija i viSestruku
rezistenciju na antipseudomonasne antibiotike. Mehanizmi rezistencije u P,
aeruginosa su brojni i ukljucuju smanjenu stani¢nu propusnost, aktivno izbaci-
vanje antibiotika iz stanice (efluks), promjene ciljnog mjesta djelovanja te pro-
dukciju enzima koji razgraduju antibiotik. U pojedinim se sojevima akumulira-
jurazli¢iti mehanizmi rezistencije §to dovodi do pojave multiplo- i panrezisten-
tnih sojeva. Ucestalost infekcija uzrokovanih takvim sojevima raste te ozbiljno
kompromitira izbor u¢inkovite terapije. Malobrojna istraZivanja pokazuju da je
za razvoj multiple rezistencije kod klini¢kih izolata P. aeruginosa uglavnom
odgovorno nakupljanje mutacija koje zahvacaju efluks, stani¢nu propusnost i
ekspresiju kromosomske B-laktamaze AmpC, dok steCene p-laktamaze imaju
tek sporednu ulogu. Takoder, novija epidemioloska istrazivanja pokazuju da su
za veliki udio multiple rezistencije unutar vrste P, aeruginosa odgovorni tek po-
jedini Siroko rasprostranjeni bolnicki klonovi.

Antimicrobial resistance in Pseudomonas aeruginosa
Review article

Pseudomonas aeruginosa is one of the leading causes of nosocomial infections,
mostly in intensive care unit patients. In addition to being intrinsically resistant
to many antibiotics, in hospital setting it often develops resistance also to an-
tipseudomonal drugs. Mechanisms of resistance in P. aeruginosa include efflux,
decreased permeability, target site alterations and production of antibiotic-hy-
drolyzing enzymes. Some strains accumulate different resistance mechanisms,
thus becoming multiresistant or even panresistant, and growing prevalence of
such strains is severely compromising the choice of effective therapy. Studies
suggest that multiresistance most often results from accumulation of mutations
affecting efflux, cell permeability and expression of chromosomally encoded f3-
lactamase AmpC, while acquired B-lactamases are only sporadically found.
Recent epidemiological studies also show that most of multiresistant clinical
strains belong to only a few widely spread nosocomial P. aeruginosa clones.

cama kontaminira tekucine za dijalizu, kapi za o¢i, sapune
i neka dezinfekcijska sredstva te kolonizira povrSine me-
dicinskih instrumenata kao §to su bronhoskopi, respiratori
i kateteri [1, 2].

Do kolonizacije kod hospitaliziranih pacijenata naj-
¢esce dolazi u respiratornom traktu te urinarnom traktu
pacijenata s dugotrajnom kateterizacijom, a kod nekih
pacijenata zabiljezena je i kolonizacija gastrointesti-
nalnog trakta. Osobe s normalnim imunoloskim odgovo-
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rom ne posjeduju rizik od razvijanja ozbiljnih infekcija s
P. aeruginosa, dok su pacijenti s neutropenijom podlozni
odredenim invazivnim infekcijama. Riziku su takoder iz-
loZene osobe s termalnim opeklinama te pacijenti na me-
hanickoj ventilaciji [1, 3].

P aeruginosa pretezno uzrokuje akutne infekcije u
pacijenata smjestenih u jedinicama intenzivne njege te je
glavni uzro¢nik kroni¢nih infekcija pluéa i diSnih puteva u
oboljelih od cisti¢ne fibroze i drugih kroni¢nih respira-
tornih bolesti [1, 3—5]. Vode¢i je uzrocnik pneumonije
povezane s mehanickom ventilacijom (engl. ventilator as-
sociated pneumonia, VAP), glavnog uzroka morbiditeta i
mortaliteta u jedinicama intenzivne njege: smrtnost pove-
zana s ovom bolesti krece se oko 40 %. Takoder je vazan
uzro¢nik pneumonije povezane s medicinskom njegom
(engl. healthcare-associated pneumonia, HCAP). Paci-
jenti oboljeli od HCAP na neki su nacin povezani s medi-
cinskom njegom (hospitalizacija unutar zadnjih 12 mjese-
ci, imunokompromitirano stanje, boravak u starackom do-
mu, ustanovi za rehabilitaciju i slicno). P. aeruginosa
uzrokuje i 3—7 % bakterijemija u jedinicama intenzivne
njege. Visokom riziku za razvoj te vrste bakterijemije
narocito su izlozeni pacijenti s neutropenijom, a moze se
razviti i kod pacijenata s lokaliziranim infekcijama kirur-
Skih rana ili opeklina, kod pacijenata s VAP-om te kolo-
nizacijom gastrointestinalnog ili urinarnog trakta. P.
aeruginosa rjede uzrokuje meningitis nakon lumbalne
punkcije ili neurokirur§kog zahvata te endokarditis nakon
operacije na srcu, a klasi¢an je uzro¢nik invazivne upale
vanjskog uha kod bolesnika s dijabetesom [1, 3, 6]. Visoka
stopa smrtnosti (10-60 %) koja prati infekcije uzrokovane
s P. aeruginosa posljedica je kombinacije oslabljenog
imunoloskog odgovora domacina, Cinitelja virulencije
bakterije te njezine urodene i steCene otpornosti na antibi-
otike [3, 7-9].

Lijecenje infekcija uzrokovanih s
P, aeruginosa

U lijecenju infekcija uzrokovanih vrstom P. aerugi-
nosa kljuéna je pravovremena i odgovaraju¢a antimikrob-
na terapija. Medutim, prirodna rezistencija P. aeruginosa
na veliki broj antibiotika ogranicila je izbor uc¢inkovitih li-
jekova na antipseudomonasne peniciline (piperacilin, kar-
benicilin), cefalosporine III. i IV. generacije (ceftazidim,
cefoperazon, cefepim), karbapeneme imipenem, merope-
nem i doripenem, monobaktam aztreonam i florokinolone
(ciprofloksacin, norfloksacin, levofloksacin) [1, 10, 11].
Koristenje aminoglikozida (amikacin, gentamicin, netil-
micin, tobramicin) ne preporucuje se u monoterapiji ve¢
kao dio kombinirane terapije u lijeenju ozbiljnih infekci-
ja [12]. Posljednjih godina, zbog pojave sve veceg broja
multiplo rezistentnih sojeva P. aeruginosa, vracen je u
upotrebu i kolistin (polimiksin E) kao zadnji izbor u
lijecenju teskih infekcija [13]. Nazalost optimalni rezim
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doziranja kolistina nije sasvim definiran s obzirom da far-
makokinetika ovog lijeka nije do kraja proucena [14].

Mehanizmi rezistencije na antibiotike kod
P. aeruginosa

P. aeruginosa posjeduje brojne mehanizme obrane od
antibiotika, ukljucujuc¢i smanjenje koncentracije antibioti-
ka u stanici (uslijed otezanog ulaska ili aktivnog izbaci-
vanja antibiotika iz stanice), promjenu ciljnog mjesta
djelovanja antibiotika te inaktivaciju antibiotika prirod-
nim ili steCenim bakterijskim enzimima. U pojedinim so-
jevima dolazi do nakupljanja razli¢itih mehanizama rezis-
tencije Sto dovodi do pojave multiplo rezistentnih sojeva P.
aeruginosa.

Smanjena propusnost vanjske membrane

Vanjska membrana gram-negativnih bakterija pred-
stavlja polupropusnu prepreku koja usporava ulazak an-
tibiotika u stanicu. Propusnost vanjske membrane P.
aeruginosa vrlo je mala i primjerice iznosi samo 8 % pro-
pusnosti vanjske membrane Escherichia coli [15]. Male
hidrofilne molekule antibiotika poput B-laktama i floroki-
nolona ulaze u stanicu P. aeruginosa preko porinskih
kanala [16]. U rezistenciji na antibiotike najvazniju ulogu
ima porin OprD koji omogucuje ulazak karbapenema u
stanicu P. aeruginosa. Gubitak proteina OprD iz vanjske
membrane znacajno smanjuje osjetljivost vrste P. aerugi-
nosa na karbapeneme, pogotovo imipenem [17-19].
Sojevi P. aeruginosa sa smanjenom ekspresijom proteina
OprD pokazuju umjerenu rezistenciju na imipenem, dok
gubitak OprD u kombinaciji s pojacanom ekspresijom
transportera za aktivno izbacivanje antibiotika (zvanih i
efluks pumpe) dovodi do visoke rezistencije na imipenem,
meropenem i doripenem [20, 21]. Gledano samo prema
promjenama minimalnih inhibitornih koncentracija, gu-
bitak OprD ¢ini se vise utjee na osjetljivost na merope-
nem nego na imipenem. Medutim, klinicki uéinak je zna-
¢ajniji za imipenem s obzirom da ovaj mehanizam rezis-
tencije ¢esto uzrokuje povec¢anje MIK-a imipenema preko
granic¢ne vrijednosti za rezistenciju. Meropenem je in-
trinzi¢no Cetiri puta u¢inkovitiji od imipenema pa su ¢esto
potrebni dodatni mehanizmi (pojacani rad efluks pumpi
i/ili produkcija karbapenemaza) kako bi se razvila rezis-
tencija na meropenem [19, 22].

Efluks

Pojam "efluks" podrazumijeva aktivno izbacivanje
tvari iz stanice [23]. Do danas je opisano pet obitelji bak-
terijskih efluks sustava, od kojih je obitelj RND (engl.
Resistance-Nodulation-Division) kod P. aeruginosa naj-
bolje opisana i od klinickog je znacaja [24]. Osim antibi-
otika, ove pumpe izbacuju biocide, boje, deterdzente, me-
taboli¢ke inhibitore, organska otapala te molekule uklju-
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¢ene u komunikaciju izmedu bakterijskih stanica [25].
Pumpe iz obitelji RND su kompleksni transmembranski
sustavi koji se sastoje od tri dijela: transportni protein
smjesten u stani¢noj membrani, porin smjesten u vanjskoj
membrani i protein smjesten u periplazmatskom prostoru
koji povezuje porin i transportni protein. Ovakav trodjelni
sustav tvori kanal koji se pruza kroz Citavu stijenku bakte-
rijske stanice te omogucuje izbacivanje lipofilnih i amfi-
patskih lijekova iz periplazmatskog prostora i citoplazme
u izvanstanicni prostor. Uslijed pojacane aktivnosti efluks
pumpi dolazi do smanjenja stani¢ne koncentracije antibi-
otika ispod minimalnih inhibitornih razina, a rezultat je
obicno istovremena rezistencija na razlicite (nesrodne)
grupe antibiotika i pojava multiplo rezistentnih sojeva
[24].

Za cetiri sustava RND pokazano je da znacajno dopri-
nose rezistenciji na antibiotike kod P. aeruginosa. Efluks
pumpa MexAB-OprM zbog konstitutivne ekspresije u div-
ljem tipu stanica sudjeluje u prirodnoj rezistenciji P.
aeruginosa na veliki broj antibiotika [24]. Ova pumpa
moze izbacivati antibiotike iz viSe razli€itih skupina
ukljucujuci florokinolone, tetracikline, kloramfenikol, -
-laktame i inhibitore -laktamaza, makrolide, trimetoprim
i sulfonamide. Od poznatih RND efluks sustava, MexAB-
-OprM ima najsiri spektar B-laktamskih supstrata koji
ukljucuje karboksipeniciline, aztreonam, cefalosporine
prosirenog spektra (npr. ceftazidim, cefotaksim) i kar-
bapenem meropenem (ne i imipenem) [19]. Do promjena
koje uzrokuju pojac¢anu aktivnost ove pumpe moze doéi ti-
jekom terapije florokinolonima i cefalosporinima [26].
Efluks pumpa MexCD-OprJ takoder moze izbacivati veli-
ki broj antibiotika iz stanice, ukljucujuci florokinolone, [3-
-laktame, tetracikline, kloramfenikol, makrolide i trimeto-
prim [19]. Za razliku od MexAB-OprM, ova pumpa
pokazuje najveci afinitet za B-laktamske supstrate iz grupe
cefalosporina i to naro€ito cefalosporina Cetvrte generacije
(npr. cefepim). Vrlo niska razina transkripcije operona
mexCD-oprJ postoji u divljem tipu stanica, no smatra se da
efluks pumpa MexCD-OprJ ne doprinosi prirodnoj rezis-
tenciji na antibiotike [27, 28]. Supstrati efluks pumpe
MexEF-OprN ukljuéuju florokinolone, kloramfenikol i
trimetoprim, dok za B-laktamske antibiotike ova pumpa ne
pokazuje afinitet. MexEF-OprN ne sudjeluje u prirodnoj
rezistenciji P. aeruginosa na antibiotike, a niska razina ek-
spresije postoji samo kod dijela sojeva divljeg tipa [19].
Supstrati za efluks pumpu MexXY-OprM su floroki-
noloni, odredeni B-laktami (cefepim), aminoglikozidi,
tetraciklin, kloramfenikol i eritromicin [25]. Kompleks
MexXY sudjeluje u prirodnoj rezistenciji P. aeruginosa na
tetraciklin, eritromicin i gentamicin, antibiotike koji ujed-
no i induciraju ekspresiju ove pumpe [29].

Promjena ciljnog mjesta djelovanja antibiotika

Glavnu ulogu u razvoju rezistencije na florokinolone
kod klini¢kih izolata P. aeruginosa imaju promjene u
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DNA girazi i topoizomerazi IV uzrokovane mutacijama u
tzv. regijama QRDR ovih enzima (engl. quinolone-resis-
tance-determining regions). Pokazalo se da promjene triju
aminokiselina unutar podjedinica GyrA i ParC najvise pri-
donose rezistenciji kod klini¢kih izolata. Radi se o dvjema
promjenama unutar podjedinice GyrA (Thr-83—Ile i Asp-
87—Asn, Gly ili Tyr) i jednoj promjeni unutar podjedinice
ParC (Ser87—Leu ili Trp). Prvi korak u nastanku rezisten-
cije na florokinolone je promjena u podjedinici GyrA na
poziciji 83, dok promjena u ParC nastaje nakon toga i
dovodi do pojacane rezistencije [30].

Metilaze 16S rRNA

Relativno nedavno otkriven mehanizam rezistencije na
aminoglikozide ukljucuje metilaciju 16S rRNA na A-
-mjestu unutar ribosomske podjedinice 30S, ¢ime se
ometa vezanje aminoglikozida na njihovo ciljno mjesto.
Rezultat je visoka rezistencija na klini¢ki znacajne ami-
noglikozide kao §to su gentamicin, tobramicin i amikacin.
Veliki broj metilaza 16S rRNA opisan je kod bakterije P.
aeruginosa, ukljuéujuci proteine RmtA, RmtB, RmtD i
ArmA. Enzim RmtD se Cesto prenosi zajedno s metalo-f3-
-laktamazom SPM-1 koja je rasirena kod sojeva P. aerugi-
nosa u Brazilu, dok je enzim RmtA naden zajedno s meta-
lo-B-laktamazom IMP-1 u izolatima iz Koreje [31].

Inaktivacija antibiotika bakterijskim enzimima

B-laktamaze

Najmanje 120 razlicitih B-laktamaza iz sve Cetiri
molekularne klase dosad je opisano kod vrste P. aerugi-
nosa. U poCetku su steene -laktamaze kod P, aeruginosa
ukljuéivale enzime klase A ograni¢enog spektra supstrata
koji je ukljucivao samo peniciline i starije cefalosporine
uzeg spektra djelovanja, no s vremenom je opisan veliki
broj novih enzima koji ukljucuju B-laktamaze prosirenog
spektra (engl. extended-spectrum B-lactamases, ESBL;
enzimi klase A i D) koje hidroliziraju veci broj p-laktama
ukljuéujuci cefalosporine Sirokog spektra i monobaktame,
te karbapenemaze (enzimi klase A, B i D) koje hidrolizira-
ju vecinu B-laktama ukljucujuéi i karbapeneme, no ne i
monobaktame [32, 33].

Stecene B-laktamaze molekularne klase A

Klasa A predstavlja najraznovrsniju i najrasprostranje-
niju grupu B-laktamaza. Opéenito ovi enzimi hidroliziraju
peniciline i klasi¢ne cefalosporine, a veéina se moze
ucinkovito inhibirati klavulanskom kiselinom [34]. U kla-
su A spada medutim najveéi dio enzima ESBL. Najcesce
su to varijante enzima SHV i TEM, koje su u sojeva P.
aeruginosa rijetke [35]. Mnogo ¢esce kod P. aeruginosa
nalazimo PER-1 i varijante enzima VEB (-1, -1a, -1b) i
GES (-1,-2,-5,-8,-9),aopisani sui CTX-M, BEL (-11-2)
te najnoviji identificirani enzim ESBL, PME-1. Ovi enzi-
mi imaju slican hidroliticki profil: osim penicilina uskog
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spektra, supstrat su im i cefalosporini I11. 1 IV. generacije te
aztreonam, dok iznimno enzimi GES-2 i GES-5 pokazuju
prosireni spektar djelovanja koji ukljucuje i karbapeneme
[35-38]. KPC je B-laktamaza klase A koja hidrolizira kar-
bapeneme i zadnjih godina predstavlja veliki problem u
svijetu zbog brzog Sirenja medu enterobakterijama, a vari-
jante KPC-2 1 KPC-5 opisane su i kod P. aeruginosa [39].

Stecene B-laktamaze molekularne klase B (metalo-f-
-laktamaze)

Metalo-f3-laktamaze (MBL) predstavljaju jednu od kli-
nicki najvaznijih skupina 3-laktamaza u gram-negativnih
Stapica, dijelom zbog smjestaja na mobilnim genetickim
elementima koji ¢esto nose i druge gene rezistencije, ali i
zbog Cinjenice da hidroliziraju sve B-laktame osim mo-
nobaktama i ne mogu se inaktivirati inhibitorima serinskih
B-laktamaza. Za razliku od ostalih B-laktamaza, enzimi
MBL u aktivnom mjestu sadrze cink te se iz vitro mogu in-
hibirati metalnim kelatorima kao §to je EDTA. Ovaj in-
hibitor nema terapijsku primjenu, ali se koristi u fenotip-
skoj detekciji metalo-B-laktamaza u laboratorijskom radu
[40]. Infekcije uzrokovane izolatima P. aeruginosa koji
produciraju enzime MBL povezane su s vi§im stopama
smrtnosti i s veCom ucestalo$¢u invazivnih bolesti od in-
fekcija uzrokovanih s MBL-negativnim sojevima P.
aeruginosa [41, 42]. Opisane metalo-B-laktamaze kod P.
aeruginosa ukljucuju grupe VIM, IMP i NDM te enzime
SPM-1, GIM-11AIM-1 [33, 40, 41].

VIM i IMP su daleko najces¢e metalo-B-laktamaze
nadene kod sojeva P. aeruginosa rezistentnih na karbape-
neme, i obje su grupe Siroko globalno rasprostranjene. Do
danas je opisano 37 varijanti enzima IMP i 34 varijante en-
zima VIM (http://www.lahey.org/Studies/other.asp#
tablel). VIM-2 je najucestalija metalo-f-laktamaza u
Europiisvijetuijedina dosad opisana u sojevima P, aerug-
inosa izoliranim u Hrvatskoj [40, 43—45]. Najrasprostra-
njeniji enzim grupe NDM, NDM-1, posljednjih se godina
brzo §iri medu enterobakterijama, a prvi slucaj NDM-1
kod vrste P. aeruginosa opisan je 2011. u Srbiji [46].

B-laktamaza AmpC

AmpC je serinska p-laktamaza klase C kodirana na
kromosomu bakterije P. aeruginosa. Sinteza ovog enzima
u bazalnim uvjetima je niska, no pojacana ekspresija moze
se inducirati odredenim p-laktamima i inhibitorima -lak-
tamaza (cefoksitin, imipenem, klavulanska kiselina).
Znacajno povecana produkcija proteina AmpC dovodi do
rezistencije na sve B-laktame osim karbapenema [19, 47].
Penicilini i cefalosporini, iako supstrati za hidrolizu enzi-
mom AmpC, pokazuju antibakterijska u¢inkovitost protiv
P aeruginosa zbog vrlo slabe indukcije ekspresije te 3-
-laktamaze [48]. Upravo zbog navedenog, tijekom terapije
[-laktamima ¢esto dolazi do probira mutanata koji konsti-
tutivno proizvode vrlo visoke koli¢ine proteina AmpC, §to
rezultira klini¢ki zna¢ajnom rezistencijom na -laktame i
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uzrokuje neuspjeh u terapiji [49]. Do razvoja rezistencije u
tijeku terapije dolazi najcesc¢e prilikom lijecenja infekcija
izvan urinarnog trakta i kod pacijenata s cisti¢cnom fibro-
zom ili neutropenijom kao osnovnom bolesti [19].

Nedavno su u klinickim izolatima P. aeruginosa
opisane varijante AmpC s poja¢anom aktivno$céu na cef-
tazidim, cefepim i karbapeneme, nazvane AmpC-prosi-
renog spektra (engl. extended-spectrum AmpC, ESAC).
Cini se da i ovi enzimi doprinose rezistenciji na karbape-
neme kod vrste P. aeruginosa, zajedno s gubitkom porina
OprD [50].

B-laktamaze molekularne klase D

Klasu D B-laktamaza ¢ine oksacilinaze (enzimi OXA)
koji uglavnom posreduju rezistenciju na karboksipenici-
line, aminopeniciline i cefalosporine uskog spektra te nisu
podlozni inhibiciji klasi¢nim inhibitorima p-laktamaza
(klavulanska kiselina i tazobaktam) [51]. B-laktamaze
OXA ¢ine jako raznoliku grupu enzima, koja ukljucuje
243 do danas opisane varijante (http://www.lahey.org/
Studies/other.asp#tablel). Iako vecina ovih enzima ima
uzak spektar djelovanja, neke varijante hidroliziraju cefo-
taksim, ceftazidim, cefepim i/ili aztreonam i ubrajamo ihu
enzime ESBL (engl. expanded-spectrum class D B-lacta-
mases, ES-OXA), a vecina je opisana kod vrste P. aerugi-
nosa. Postoje dvije skupine enzima ES-OXA: derivati en-
zima OXA uskog spektra nastali to¢kastim mutacijama
najcesce iz proteina OXA-2 i OXA-10 (npr. OXA-11, -14,
-15, -16, -17 1 -32) te potpuno razliciti enzimi koji nisu
strukturno povezani s enzimima OXA uskog spektra (npr.
OXA-1810XA-45) [51].

Neke varijante enzima OXA mogu hidrolizirati kar-
bapeneme (engl. carbapenem-hydrolyzing class D [-lac-
tamases, CHDL), no ni jedan od ovih enzima ne hidrolizira
znacajno cefalosporine prosirenog spektra. Ve¢ina enzima
CHDL nadena je kod vrsta roda Acinetobacter, a nedavno
su opisane i varijante nadene kod P. aeruginosa (OXA-40 1
OXA-198) [51-53].

Aminoglikozid-modificirajuci enzimi

Aminoglikozid-modificiraju¢i enzimi posreduju fos-
forilaciju, acetilaciju i adenilaciju aminoglikozidnih an-
tibiotika $to dovodi do njihove inaktivacije. Rezistencija
na aminoglikozide kod bakterije P. aeruginosa Cesto je
posredovana ovim enzimima, a geni koji kodiraju amino-
glikozid-modificiraju¢e enzime uglavnom se nalaze na in-
tegronima zajedno s drugim genima rezistencije, pa su
takvi izolati Cesto multiplo rezistentni na antibiotike [33,
54].

Mehanizmi multiple rezistencije kod P. aeruginosa

Iako se u medicinskoj literaturi koristi veliki broj raz-
licitih definicija, multipla rezistencija na antibiotike (engl.
multidrug-resistance, MDR) naj¢es$¢e se definira kao
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neosjetljivost na barem jedan antibiotik iz tri ili viSe grupa
antipseudomonasnih antibiotika. Ova je definicija ne-
davno predlozena kao privremena standardna definicija od
strane medunarodne grupe stru¢njaka [55].

Niti jedna pojedinacna mutacija ne dovodi do rezisten-
cije na sve antipseudomonasne antibiotike. Medutim,
nakupljanjem vise razli¢itih mutacija i/ili horizontalnim
stjecanjem gena rezistencije moze se razviti rezistencijana
razli¢ite grupe antibiotika ili ¢ak na sve antibiotike koji se
koriste u lijecenju infekcija uzrokovanih sa P. aeruginosa
(tzv. panrezistentni sojevi, engl. pandrug-resistant, PDR).
Razli¢ite kombinacije pojedinih mehanizama rezistencije
mogu biti u podlozi jednakih fenotipova multiple rezisten-
cije. Primjerice, pojacani efluks moze istovremeno kom-
promitirati florokinolone i ve¢inu B-laktama tako da kao
izbor za ucinkovito terapijsko lijeCenje ostaju samo
aminoglikozidi i imipenem. Ako se mehanizmu efluksa
pridoda gubitak porina OprD i smanjena propusnost
stanicne stijenke za aminoglikozide, kao jedini u¢inkoviti
antibiotik protiv takvih sojeva ostaje kolistin. Prisutnost
metalo-B-laktamaza u teoriji sama po sebi moze biti
odgovorna za multiplo rezistentni fenotip, budu¢i da ovi
enzimi hidroliziraju sve $-laktame osim aztreonama. Zbog
¢injenice da su geni koji kodiraju enzime MBL, neke en-
zime ESBL te enzime koji modificiraju aminoglikozide
pretezno smjesteni na istim pokretnim genetickim elemen-
tima, sojevi rezistentni na B-laktame su ¢esto istovremeno
rezistentni i na aminoglikozide [40]. Ako u takvom soju
dodatno dode i do mutacije koja uzrokuje pojacani efluks,
ili ako se razviju mutacije u genima gyrA4 i parC, ponovo
od ucinkovitih antibiotika ostaje samo kolistin.

Istrazivanja, iako malobrojna, pokazuju da je za razvoj
multiple rezistencije kod klinickih izolata P. aeruginosa
uglavnom odgovorno nakupljanje mutacija koje zah-
vacaju efluks, stani¢nu propusnost i ekspresiju kromo-
somske B-laktamaze AmpC, dok stecene B-laktamaze tek
sporadi¢no doprinose tom fenomenu [18, 56]. Medutim,
jednom kad se pojavi rezistencija posredovana razli¢itim
steCenim genima rezistencije koji se svi nalaze na istom
pokretnom genetickom elementu, takva rezistencija se on-
da moze Siriti ne samo prijenosom bakterije domacina
medu pacijentima ve¢ i horizontalnim prijenosom gena
rezistencije medu bakterijskim sojevima [18].

Klinic¢ki znacaj i ucestalost multiple rezisten-
cije kod P. aeruginosa

Iako je objavljen veliki broj istrazivanja koja se bave
osjetljivoscu na razlicite antibiotike kod sojeva P. aerugi-
nosa, vrlo se malo radova bavi uéestalos¢u multiplo rezis-
tentnih sojeva. Moguce je da razlog tome lezi u vec
spomenutom nepostojanju medunarodnog dogovora oko
definicije multiple rezistencije. U studiji koja je definirala
multiplu rezistenciju kao neosjetljivost na tri ili vise an-
tibiotika analizirani su izolati pacijenata smjestenih u je-
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dinicama intenzivne njege iz 33 europske zemlje. Udio
multiplo rezistentnih izolata znacajno se razlikovao medu
zemljama, od 50 % u Turskoj do < 3 % u Spanjolskoj, UK,
Njemackoj, Bugarskoj i Malti [57]. Podaci o ucestalosti
multiple rezistencije kod klinickih izolata P. aeruginosa u
Hrvatskoj nazalost ne postoje.

Za infekcije uzrokovane multiplo rezistentnim sojevi-
ma P. aeruginosa izbor terapije je zabrinjavajuce ogra-
nicen, pogotovo jer se za ozbiljne infekcije uglavnom ko-
risti kombinirana terapija. Niti jedan florokinolon ne moze
se koristiti za izolate rezistentne na ciprofloksacin. U
slucaju efluksom posredovane rezistencije na peniciline,
cefalosporine i meropenem cesto je moguce koristiti
imipenem, dok izolati koji produciraju enzime ESBL
zadrZavaju osjetljivost na karbapeneme. U slu¢ajevima
kada su multiplom rezistencijom zahvaceni svi 3-laktami,
florokinoloni i aminoglikozidi kao zadnji izbor za terapiju
ostaje kolistin, no nazalost u klini¢kih izolata P. aerugi-
nosa polako se javlja rezistencija i na ovaj antibiotik [18].

Zbog razlicitih definicija multiple rezistencije kod P,
aeruginosa tesko je usporedivati podatke o klinickom i
ekonomskom utjecaju takvih izolata. U Sest studija u koji-
ma je multipla rezistencija definirana kao rezistencija na 4
ili viSe antibiotika pokazano je da su takve infekcije
povezane s povecanim mortalitetom dok jedna studija
povezuje multiplu rezistenciju s produljenom hospita-
lizacijom pacijenata. Spomenute tri studije koje pokazuju
utjecaj multiplo rezistentnih sojeva P. aeruginosa na mor-
talitet ukljucivale su i izolate koji produciraju metalo-f3-
-laktamaze pa nije iskljuceno da su, osim multiplo rezis-
tentnog fenotipa, i neke osobine tih izolata imale utjecaj na
mortalitet [8, 9].

Sirenje multiplo rezistentnih sojeva

Kako najuspjesniji bakterijski klonovi imaju najvecu
vjerojatnost stjecanja osobina MDR, samim time lakSe
dolazi i do njihove selekcije pod antibiotskim pritiskom te
do njihovog Sirenja u zdravstvenim ustanovama. U skladu
s time, studije pokazuju da su za veliki udio multiple rezis-
tencije unutar vrste P. aeruginosa odgovorni tek pojedini
Siroko rasprostranjeni bolnicki klonovi [56, 58—60].

U bakterijskoj populaciji klon se definira kao grupa
geneticki nerazluc¢ivih izolata koji su potekli od zajed-
nickog pretka [61]. Metoda molekularne tipizacije MLST
(engl. multilocus sequence typing) daje nam uvid u klonal-
nu povezanost sojeva odredene vrste te se trenutno koristi
kao standardna metoda za istrazivanje bakterijske popu-
lacijske strukture. Klonovi utvrdeni metodom MLST ima-
juoznaku ST (engl. sequence type) [56, 62].

Nekoliko studija proteklih godina pokazalo je da bak-
terija P. aeruginosa ima ne-klonalnu populacijsku struktu-
ru s izuzetkom nekoliko vrlo uspjesnih multiplo rezistent-
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Slika 1. Rasprostranjenost epidemijskih klonova P. aeruginosa u zemljama Europe. U zagradama su naznacene (-laktamaze

pronadene kod pojedinih klonova [56]

Figure 1. Distribution of epidemic P. aeruginosa clones in Europe. B-lactamase production indicated in brackets [56]

nih bolnic¢kih klonova (Slika 1) [62, 63]. Medutim, MLST
podaci o MDR bolnic¢kim izolatima P. aeruginosa jos su
uvijek oskudni i pretezno se odnose na izolate koji pro-
izvode steCene -laktamaze na koje je usmjerena velika
vecina istrazivanja (http://pubmlst.org/paeruginosa/).
Istrazivanje provedeno u Ceskoj na izolatima P. aerugi-
nosa iz krvi pokazalo je da veliku veéinu izolata MDR
(82 %) ¢ine samo tri klona, ST235, ST1751ST132, dok su
osjetljivi izolati predstavljali geneti¢ki vrlo raznoliku popu-
laciju [58]. Studija koja je provedena na izolatima MDR iz
francuskih bolnica takoder pokazuje da vecina tih izolata
spada u nekoliko klonova: ST235, ST1111ST175 [56].

Najcesce detektirani klon medu MDR izolatima P.
aeruginosa je ST235, koji se smatra ishodisSnim klonom
medunarodnog klonalnog kompleksa CC235 (prethodno
nazivan i CC11/BG11). CC235 je dosad opisan u Grékoj,
Italiji, Madarskoj, Poljskoj, Ceskoj, Svedskoj, Norveskoj,
Belgiji, Turskoj, Spanjolskoj, Francuskoj, Rusiji, Srbiji,
Hrvatskoj, SAD-u, Brazilu, Japanu i Singapuru, a odgovo-
ran je i za Sirenje enzima ESBL 1 MBL: PER, OXA, GES,
VIM i IMP [37, 41, 45, 56, 60, 62]; (http://pubmlst.org/
paeruginosa/). Dokazana je i povezanost klona ST235 s raz-
licitim horizontalno ste¢enim genetickim elementima (in-
tegroni, transpozoni i plazmidi) [37, 45, 62]. ST111 je
takoder vrlo ¢est klon medu MDR sojevima P. aeruginosa.
Ishodisni je klon klonalnog kompleksa CC111 (prijasnji
CC4/BG4) koji se pokazao odgovornim za §irenje enzima
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MBL, a opisan je u Madarskoj, Italiji, Austriji, Poljskoj,
Ceskoj, Francuskoj, UK, Norveskoj, Svedskoj, Australiji i
Hrvatskoj (nosilac enzima VIM-2) [41, 45, 56, 64]. Sa
znacajnom ucestalo$¢u opisan je i klon ST175, i to u
Francuskoj, Ceskoj, Madarskoj, UK i Poljskoj [56, 58,
65]; (http://pubmlst.org/paeruginosa/).

U Hrvatskoj, medu MDR izolatima P. aeruginosa
takoder prevladavaju dva najceséa epidemijska klona,
ST235 1 ST111, koji zajedno obuhvacaju vise od polovice
MDR izolata iz nasih zdravstvenih ustanova [45, 66].
Pojedini izolati, pripadnici ova dva klona, posjeduju i gene
za enzime ESBL i MBL. Zanimljivo je takoder spomenuti
da su medu klinickim izolatima iz Hrvatske dosad pro-
nadena tri nova klonska tipa, ST966, ST1074 i ST1075
(http://pubmlst.org/paeruginosa/) [45, 66].

Rezistencija P. aeruginosa na antibiotike u
Hrvatskoj

Pracenje rezistencije bakterija na antibiotike u Hrvat-
skoj ima dugu tradiciju i zapoc€inje osnutkom Odbora za
pracenje rezistencije bakterija na antibiotike pri Akademiji
medicinskih znanosti Hrvatske (AMZH) 1996.g. Odbor je
tada prikupljao podatke iz 17 mikrobioloskih laboratorija,
a danas u radu Odbora sudjeluje vise od 30 mikrobioloskih
laboratorija prateci rezistenciju 16 bakterija medu kojima
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Slika 2. Rezistencija na antibiotike P. aeruginosa u Hrvatskoj u razdoblju 2004.-2011. [67-74]

Figure 2. Antimicrobial resistance of P. aeruginosa in Croatia from 2004-2011 [67-74]

je i P. aeruginosa. U ovom radu smo izdvojili rezultate
Odbora i Referentnog centra za rezistenciju P. aeruginosa
na antipseudomonasne lijekove najcescée primjenjivane u
klini¢koj praksi (ceftazidim, piperacilin/tazobaktam,
imipenem i meropenem) u razdoblju od 2004. do 2011. g.
(Slika 2). Primje¢ujemo postupni pad u rezistenciji P.
aeruginosa na ceftazidim i piperacilin/tazobaktam od
2004. (12 % za ceftazidim, 11 % za piperacilin/tazobak-
tam) do 2010. g. (6 % za ceftazidim, 7 % za piperacilin/
tazobaktam) [67—73]. U 2011. g. biljezimo porast rezisten-
cije za oba antibiotika (11 % za ceftazidim, 12 % za pipera-
cilin/tazobaktam) [74]. Povecanje rezistencije na pipera-
cilin/tazobaktam se dijelom moze objasniti prelaskom na
nove standarde European Committee for Antibiotic
Sensitivity Testing (EUCAST) koji imaju stroze grani¢ne
vrijednosti za piperacilin/tazobaktam. Ono $to zabrinjava
je postupni, ali kontinuirani porast rezistencije P. aerugi-
nosa na karbapeneme, imipenem i meropenem. U 2004. g.
biljezimo 9 % rezistencije na oba antibiotika, dok u 2011.
g. biljezimo 14 % rezistentnih na imipenem i 13 % na
meropenem (Slika 2).

Zakljucak

U novije doba lijecenje infektivnih bolesti predstavlja
sve veci izazov, a pogotovo je to slucaj s bolni¢kim infek-
cijama uzrokovanima bakterijom Pseudomonas aerugi-
nosa koja, zahvaljujuci svojoj nevjerojatnoj sposobnosti
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prilagodbe, moze vrlo brzo razviti istovremenu rezistenci-
juna vise razli¢itih grupa antibiotika. Multipla rezistencija
na antibiotike kod P. aeruginosa diljem svijeta je u stal-
nom porastu i predstavlja veliku prijetnju jer u mnogim
slu¢ajevima ne ostavlja prostor za u¢inkovitu antimikrob-
nu terapiju [7]. Problem porasta multiple rezistencije jos je
izrazeniji ako se uzme u obzir ¢injenica da farmaceutske
tvrtke razvijaju vrlo mali broj novih antibiotika [S5, 75].

Istrazivanja klonalne povezanosti od velike su vazno-
sti za razumijevanje i pracenje Sirenja rezistentnih izolata
bakterijske vrste. Najucestaliji europski klonovi multi-
plorezistentnih P. aeruginosa prisutni su i u Hrvatskoj, no
u okviru studije o klonalnoj rasprostranjenosti ovih sojeva
u Hrvatskoj otkriven je i do sada neopisani klonski tip.
Koliko ¢e ovaj novi klon biti uspjesan u daljnjem Sirenju
vidjet ¢e se u buducnosti. Istrazivanja koja se bave ucesta-
los¢u, karakteristikama i Sirenjem klinickih multiplo rezis-
tentnih izolata P, aeruginosa u hrvatskim zdravstvenim us-
tanovama u buduc¢nosti bi mogla uvelike doprinijeti po-
boljsanju postojecih strategija epidemioloskih prevencija i
intervencija.
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