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1. UVOD

Rod Pseudomonas sadrzi viSe od 190 poznatih vrsta. Zbog raSirene prisutnosti
pseudomonasa u vodi, tlu, na biljkama i sl. pripadnici ovog roda izolirani su iz okolisa
krajem 19.stoljeCa. Vrsta P. aeruginosa je najucestaliji kliniCki izolat pseudomonasa,
a prvi put ga je iz plavkastog gnoja rane ozlijedenog vojnika izolirao vojni kirurg
Sedillot. Ljekarnik Gessard 1882. godine uzroCnika naziva Bacillus pyocyaneus, a
botani€ar Migula 1894. god. naziv mijenja u Pseudomonas aeruginosa (gr¢. pseudo i
monas — lazna podjedinica, lat. aeruginosa — pun bakrene hrde, zelen) Sto do
danasnjeg dana ostaje naziv za najznalajnijeg predstavnika cijelog roda. P.
aeruginosa je ubikvitarna gram-negativna, aerobna S$tapicasta bakterija koja ne
stvara spore. Oportunisticki je patogen koji vrlo rijetko izaziva bolest u zdravih
pojedinaca.Kateterizirani bolesnici, bolesnici na umjetnoj ventilaciji, bolesnici s
cisticnom fibrozom i imunolo$ki oslabljeni bolesnici su pod velikim rizikom za razvoj
infekcija kao $to su infekcije kozZe i opeklina, infekcije diSnog i mokraénog sustava i
dr. Za razvoj teskih infekcija i sepse, koje imaju visoku stopu smrtnosti, odgovorna je
kombinacija oslabljene obrane domacina, Cinitelji virulencije bakterije, sposobnost
stvaranja biofilmai izrazita otpornost bakterije na antibiotike $to znatno otezava
lijeCenje pseudomonasnih infekcija (1-4).Kako bi potaknula znanstvenike na
pronalazak novih antibiotika, Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) je 2017. god.
objavila popis bakterija koje predstavljaju ozbiljnu prijetnju javhom zdravlju zbog
otpornosti na vecinu antibiotika. Karbapenem rezistentni P. aeruginosa se nalazi pri
samom vrhu ove liste, u grupi kriticnih bakterija za koju postoji prioritet za razvoj

novih lijekova.



2. SVRHA RADA

Svrha rada je uz pomoc literature na zadanu temu opisati €imbenike virulencije,
epidemiologiju, kliniCke manifestacije, laboratorijsku dijagnostiku, lijec¢enje, prevenciju
i kontrolu infekcija uzrokovanih bakterijom P.aeruginosa s naglaskom na antibiotsku

rezistenciju, te prikazati pregled suvremenih spoznaja o toj bakteriji.



3. CIMBENICI VIRULENCIJE

Patogenost bakterije P. aeruginosa pripisuje se proizvodnijirazli€itih ¢imbenika
virulencije od kojih su neki povezani s bakterijskom stanicom (strukturni) dok se drugi
izluduju izvan nje (sekrecijski). Cinitelji virulencije ukljudeni su u razliite faze
patogeneze bolesti - adheziju, vezanje Zeljeza, invaziju, izbjegavanje imunoloSkog

odgovora i dr.

3.1. CIMBENICI VIRULENCIJE POVEZANI S BAKTERIJSKOM STANICOM
Prvi korak u patogenezi infekcija uzrokovanim P.aeruginosa je kolonizacija

epitelnih povrsina €iju inicijaciju omoguéuju specificni adhezini.

3.1.1. Cimbenici virulencije odgovorni za adheziju
3.1.1.1.Prianjanje na epitelne stanice

P.aeruginosa kolonizira sluznicu orofarinksa do 6% zdravih osoba dok se stopa
kolonizacije u hospitaliziranih osoba priblizava 50% zbog oste¢enja prirodne zastite -
mukocilijarnog aparata i fibronektina koji inace prekriva epitelne stanice i sprjeCava
adheziju bakterija. Osobe s cisticnom fibrozom (CF) imaju visoku stopu kolonizacije
plu¢a koja zapocne jo$ u djetinjstvu. Sputum bolesnika s CF sadrzi visoke razine
proteaza koje su vjerojatno zasluzne za razgradnju fibronektinskog sloja i pojacanu
adheziju bakterija.Nakon §to kolonizira plu¢éa CF bolesnika, bakterija se nikada ne
moze potpuno eliminirati antibioticima zbog nastanka biofilma. OStecenja epitela
uzrokovana endotrahealnom intubacijom ili virusnim infekcijama kao sto je influenca
pospjeSuju adherenciju i kolonizaciju diSnih putova. Prilikom ozlijeda epitela
komponente izvanstanicnog matriksa, kao sto su laminin i kolagen tipa |, postaju

izloZeniji i omogudéuju vezanje bakterije. Prianjanje pseudomonasa na epitelne



stanice uglavhom je posredovano pilima tipa IV kojima se pripisuje 90%
adherencijskog kapaciteta (1,5). Specificne molekule na povrsini pila, kao Sto su
manoza vezuci lektinili galaktoza, su ligandi koji reagiraju s komplementarnim
sekvencama na stanicama domacina kao $to je ugljikohidratni dio glikosfingolipida ili
povrsinski proteini epitela. Osim galaktoza i manoza vezuceg lektina, enzim s ADP-
ribozilacijskom aktivnoS¢u - egzoenzim S ima sposobnost vezanja za

glikosfingolipide matriksa.

3.1.1.2. Prianjanje na mucin

Tijekom kolonizacije sluznice diSnih putova P. aeruginosa nije samo u interakciji
s epitelom vec¢ i s mucinom, glavhom komponentom sluzi koja tvori viskozni sloj na
cilijarnom epitelu disnih putova. Normalna je funkcija mucina hvatanje i odstranjivanje
udahnutih Cestica. Bakterijski receptor za mucin, u stanjima smanjene mukocilijarne
pokretljivosti kao $to je u bolesnika s CF, poveéava vezanje za mucin $to moze
olak$ati kolonizaciju diSnih putova, no u tom slu€aju ulogu ima i promijenjen sastav
sluzi. Medu raznim bakterijskin adhezinima najveci znacaj ima flagelarni protein

flagelin koji se veze za ugljikohidratne dijelove mucina.

3.1.1.3. Prianjanje na neZive povrsine

Istrazivanja su pokazala da bakterijski bicevi (flagele) i pili (fimbrije) sudjeluju u
prianjanju bakterije na nezive povrSine. Bakterijske mutante defektne u formiranju
flagelaslabije se vezu na plasti¢ne polivinil-klorid (PVC) povrSine (5). Mutante za pile
tipa IV ne mogu formirati prave mikrokolonijena povrsini PVC-a, stvaraju samo tanki

povrsinski sloj stanica.



3.1.2. Endotoksin

Lipopolisaharid (LPS) je endotoksin gram-negativnih bakterija koji se sastoji od
hidrofobne lipidne A regije, srediSnje oligosaharidne regije i ponavljajueg
polisaharidnog O-antigena. Varijaciie u imunogenom O-antigenu temelj su
antigen sastoji od mnogo dugih lanaca su znatno virulentniji od serotipova s kra¢im
polisaharidnim lancima. Sto se ti¢e lipida A pseudomonasa, on je manje toksi¢an u
usporedbi s lipidom A crijevnih enterobakterija Sto se objasnjava veéom
zastupljenoSc¢u pentaacilnih nego heksaacilnih lanaca. SpecifiCne strukture lipida A
koje sadrze palmitat i amino arabinozu povezane su s otpornoS¢u ove bakterije na
kationske antimikrobne peptide i poja¢anim upalnim odgovorom. Lipid A sudjeluje u
medusobnom vezanju bakterijskih stanica i vezanju za inertne povrSine, a
istrazivanja pokazuju da LPS takoder djeluje kao ligandza ulazak u eukariotske
stanice. Nedavno je otkriveno da promjena strukture LPS-a dovodi do promjena u
procesu luCenja LasB elastaza i lipaza pa je izgledno da LPS ima ulogu u odrzavanju

stabilnosti bakterijskog sustava izlu€ivanja tipa Il (3-5).

3.2. IZVANSTANICNI CIMBENICI VIRULENCIJE

P.aeruginosa proizvodi nekoliko izvanstani¢nih produkata koji mogu uzrokovati
oSteCenja tkiva, omogucitiulazak bakterije u krvotok i diseminaciju po tkivima.
Poznato je da pseudomonas posjeduje pet razliCitih sustava izluCivanja proteina
(sekrecijski sustavi | do V)od kojihsustavi tip Il i tip lll luCe vecinu poznatih toksina

(5).Bakterijski sustavi izlu€ivanja proteina neophodni su zarast i prezivljavanje te



ihbakterije koriste u nizu procesakoji im omogucavaju razmnozavanje i opstanak u
odredenoj ekoloSkoj niSi. Neki sustavi izlu€ivanja nalaze se u gotovo svim
bakterijama i lu¢e mnogo razlicitih proteina, dok su drugi identificirani u manjem broju
bakterijskih vrsta i izluCuju samo jedan ili nekoliko proteina. Bakterije koriste sustave
izlu€ivanja kako bi izluCile odredene proteine koje koriste prilikom invazije domacina,
prilagodbe novom okolisu ili kompeticije s drugim mikroorganizmima. Postoji nekoliko
razliitih tipova sustava za izlu€ivanje, a njihova se struktura, smjestaj na membrani i
aktivnosti razlikuju. Zbog njihove uloge u konjugaciji i prijenosu gena rezistencije,
razvijaju se i alternativni antimikrobni lijekovi koji djeluju inhibitorno na neke od

sustava izlu€ivanja (6).

U daljnjem tekstu saZeto su prikazani bioloski ucinci najée$¢e proucavanih
Cimbenika virulencije koji su povezanis uspostavom infekcije, lokalnim oste¢enjem

tkiva i diseminacijom bakterija. Razvrstani su prema nacinu izlu€ivanja.

3.2.1.Cimbenici virulencije koji se izlu€uju putem sustava izlugivanja tipa |

Sekrecijski sustav tipa | sastoji se od tri membranska proteina: AprD, AprE i
AprF. Sustavom tipa | P.aeruginosa luéi: alkalne proteaze, pioverdin, piocijanin,
HasAp i AprX. Uloga HasAp-a i AprX-a kao Cimbenika virulencije nije dovoljno
ispitana. Alkalna proteaza je metaloproteaza Ciju ekspresiju kontrolira medustani¢na
komunikacija. Alkalna proteaza razgraduje komponente komplementa, interferon
gama (IFN-y) i tumorski ¢imbenik nekroze alfa (engl. tumor necrosisfactoralpha, TNF-
a) te hidrolizirafibrin i fibrinogen, sojevi koji ne lu¢e alkalnu proteazu manje su

virulentni (1,3,5).



3.2.2 Cimbenici virulencije koji se izluduju putem sustava izlugivanja tipa Il

Vedi broj ¢imbenika virulencije se izluCuje putem sekrecijskog sustava tipa Il
Proteini koji koriste ovaj put se sintetiziraju kao prekursori s N-terminalnim signalnim
peptidom koji se cijepa tijekom transporta. Putem sustava izlu€ivanja tipa llizluCuje se
egzotoksin A, elastazeLasA i LasB, proteaza tipa IV, fosfolipaza i lipoliticki enzimi (6).
Poznati su i drugi bakterijski produkti kao $to su alkalna ceramidaza, aminopeptidaze

i hitin vezudéi protein Ciju ulogu u patogenezi bolesti tek treba utvrditi.

3.2.2.1.Egzotoksin A (ETA)

Egzotoksin A, protein kodiran toxA genom, proizvodi vecina klini¢kih izolata
P.aeruginosa. ETA je izvanstaniCni protein koji ulazi u eukariotske stanice
endocitozom, a kada dospije u citoplazmu katalizira ADP-ribozilaciju i inaktivaciju

C¢imbenika elongacije 2 sto dovodi do inhibicije sinteze proteina i smrti stanice.

3.2.2.2. Elastaze LasB i LasA

Sposobnost P. aeruginosa da unisti elastin smatra se glavhom determinantom
virulencije tijekom akutne infekcije. Protein elastin €ini znaCajan dio tkiva pluca,
odgovoran je za pluénu pokretljivost i vazna je komponenta stijenke krvnih Zila.
Smatra se da je elastolitiCka aktivhost pseudomonasau plu¢nom tkivu odgovorna za
krvarenja i uspostavu invazivne infekcije. LasA i LasB elastaze su cink
metaloproteaze koje djeluju na niz proteina domacina, ukljuCuju¢i elastin na koji
djeluju sinergistiCki. Uz elastin LasB elastaza razgraduje i druge komponente kao sto
su fibrin i kolagen. Ova elastaza moze inaktivirati imunoglobuline G i A, lizozim,

komponente komplementa i druge tvari ukljuCene u zastitu respiratornog sustava od



proteaza. IstraZivanja su pokazala da LasBelastaza moze razgraditi surfaktant i
naruSiti cijelienje rana. LasB elastaza, osim navedenog, ometa obrambene
mehanizme domacina imunomodulacijskim djelovanjem - aktivacijom izvanstani¢nog
signalnog regulatora ERK kinazeu epitelnim stanicama i regulacijom ekspresije IL-8

(5,6).

3.2.2.3.Fosfolipaza C

P. aeruginosa proizvodi hemoliticku i nehemoliticku fosfolipazu C. Dok za
nehemoliticki oblik nije dokazana nikakva patogena aktivnost, za hemolitiCku
fosfolipazu C je u animalnim modelima dokazana indukcija vaskularne propusnosti,
ostecenje organa i smrt. Procis¢ena hemoliticka fosfolipaza C inducira oslobadanje
upalnih medijatora, potiskuje oksidativhu aktivnost neutrofila interferiraju¢i sa
signalnim putom specifi¢ne protein kinaze C te smanjuje proizvodnju IL-8 iz monocita

(2,5).

3.2.2.4.Proteaza IV

Ova serinska proteaza razgraduje komponente komplementa C1q i C3,
imunoglobulin G, fibrinogen, plazmin i plazminogen. Proteaza IV ima znacajnu
aktivnost tijekom infekcije roznice. Otkrivena je i endoproteazakoja je nazvana PrpL,
Ciji je N-terminalni kraj identiCan proteazi IV. PrpL cijepa proteine koji vezu Zeljezo-

laktoferin, transferin, kazein, elastin i dekorinte se pretpostavlja da bi PrpL mogao

doprinijeti patogenezi kroni¢nih infekcija plu¢a uzrokovanih pseudomonasom (4,5).

3.2.2.5.Lipaze



P. aeruginosa proizvodi dvije lipaze LipA i LipC. Lipaze bi mogle imati ulogu u
patogenezi infekcije plu¢a razgradnjom glavnog cimbenika pluc¢nog surfaktanta
dipalmitoilfosfatidilkolina. ProCiS¢ena lipaza takoder pojaCava indukciju upalnih

medijatora te moze biti Stetha za domacina izazivanjem znacajne upale.
3.2.3.Cimbenici virulencije koji se izluduju putem sustava izlugivanja tipa Il

Sustav izlu€ivanja tipa Il se sastoji od 30 razli€itih proteina te je jedan od
najsloZenijin sustava izlu€ivanja, a translokacija se odvija putem konformacijske
promjene u kompleksu s molekularnim pratiteliem - chaperonom. Nakon bliskog
kontakta bakterije sa stanicom domacina efektorski se proteini (egzoenzim S,
egzoenzim T, egzotoksin U i egzoenzim Y) ubrizgavaju izravno u citoplazmu ciljnih
stanica. Studije sugeriraju da su bakterijski izolati koji izluCuju proteine ovisne o
sustavu izlu€ivanja tip Il (osobito ExoU) povezani s teSkim infekcijama (1,5). Geni
koji kodiraju sekreciju (pse i per), translokaciju (popD i popB) i regulatorni aparat
(exs) sustava grupirani su na kromosomskom lokusu nazvanom egzoenzim S

regulon (6).

3.2.3.1.Egzoenzim S

Egzoenzim S (ExoS) je sastavljen od dva proteina, jednog koji posjeduje
aktivnost ADP-riboziltransferaze nazvanog ExoS i drugog sa slabijom intrinzi€cnom
aktivno$¢éu ADP-riboziltransferaze nazvanog egzoenzim T (ExoT). Animalni modeli
akutne i kroni¢ne infekcije sugeriraju da ExoS ne doprinosi pocetnoj kolonizaciji i
uspostavi infekcije ali je zato odgovoran za osteéenje tkiva i Sirenje bakterija (5).
Unutarstani¢na aktivnost amino kraja ExoS u eukariotskim stanicama ometa aktinske

filamente Sto uklju€uje Rho ovisne GTP-aze. Karboksilni kraj ExoS sadrzi domenu
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ADP-riboziltransferaze koja je citotoksi¢na i ukljuCuje ribozilaciju proteina koji vezu
GTP kao sto je Ras28. Ras i Rho doprinose regeneraciji tkiva i cijeljenju rana. Ujedno
ADP-ribozilacijska aktivnost ExoS potencijalno inducira apoptozu. Osim niske ADP-
ribolizacijske aktivnosti, ExoT je GTPaza aktiviraju¢i protein za Rho signalni put.
Stoga se pretpostavlja da ExoT moze ometati organizaciju aktina, egzocitozu,

napredovanje stani¢nog ciklusa i fagocitozu (5,6).

3.2.3.2. Egzotoksin U (ExolU)

Egzotoksin U (ExoU) je treéi egzoprotein koji se izluCuje putem sustava
izlu€ivanja tipa lll. Gen exodJ dijeli s genima exoS i exoT sli€ne promotore i identicno
vezno mijesto za transkripcijski aktivator ExsA. Toksin ExoU se eksprimirau vedini
kliniCkih izolatakoji uzrokuju infekciju roznice, dok je prisutan u samo 40% sojeva
izoliranih iz akutnih infekcija respiratornog trakta (5). Utvrdeno je da rekombinantni
ExoU ima aktivnost lipaze in vitro, ali samo u prisutnosti ekstrakta kvasca. Navedeno
sugerira da ExoU lipaza zahtijeva aktivaciju ili modifikaciju eukariotskim ¢imbenicima
kako bi unistila eukariotsku membranu dovodec¢i do smrti stanice, povecCane

propusnosti i brze diseminaciji sojeva koji ju izlu€uju.

3.2.3.3.Egzoenzim Y (Exo Y)

Egzoenzim Y (Exo Y) je Cetvrti efektorski protein bakterije ovisan o
ExoSregulonu. Ovaj enzim je adenilatciklaza koja se translocira u ciljne stanice
putem aparata za izluCivanje tipa Il sto dovodi do nakupljanja cAMP unutarstanice

(4,5). Uloga Exo Y u patogenezi P. aeruginosa infekcija nije do kraja razjasnjena.
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Sekrecijski sustav tipa IV odgovoran je za konjugaciju, luCenje mukoidnog
egzopolisaharida alginata i signalnih molekula za bakterijsku medustanicnu

komunikaciju (6).
3.2.4. Ostali ¢imbenici izvanstani¢ne virulencije
3.2.4.1.Ramnolipidi

P. aeruginosa proizvodi dva citotoksiCha hemolizina: fosfolipazu C i
ramnolipide, za koje se pretpostavlja da djeluju sinergisticki u razgradniji lipida i
lecitina. Cini se da ramnolipidi otapaju fosfolipide pluénog surfaktanta &ineéi ih
pristupacnijim za cijepanje fosfolipazi C. Gubitak pluénog surfaktanta moZze biti
odgovoran za nastanak atelektaza u akutnoj i kroni¢noj infekciji plu¢a. Pokazalo se
da ramnolipidi inhibiraju mukocilijarni aparat. Istrazivanja biofilma pokazuju da su
mutante koje ne proizvode ramnolipidne nesposobne za aktivho odrzavanje

otvorenih kanala kojima prolaze nutrijenti i kisik unutar slozene strukture biofilma (5).

3.2.4.2.Piocijanin

Piocijanin je plavi redoks aktivni pigment koji se reducira NAD(P)H-om, a zatim
reagira s kisikom stvaraju¢i superoksid i vodikov peroksid i uzrokujuéi oksidativni
stres. Piocijanin modificira imunoloski odgovor domacina inhibicijom stvaranja
neutrofilne superoksidaze, limfocitne proliferacije i pove¢anjem proizvodnje IL-8 od

strane epitelnih stanica diSnih putova. Piocijanin inducira apoptozu neutrofila (1,5).

3.2.4.3.Siderofore
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U uvjetima niske koncentracije Zeljeza P. aeruginosa Iu€i dva siderofora-
pioverdin i piohelin koji se natjeCu s transferinomplazme za vezanje Zeljeza. Vezano
se Zeljezo zatim oslobada radi ugradnje u bakterijske proteine. Osim uloge kelatora
Zeljeza, pioverdin regulira proizvodnju drugih ¢imbenika virulencije — endoproteaze i

egzotoksina A (4,5).

3.2.4.4. Cijanovodik

Cijanovodik je snazan otrov koji blokira citokrom-oksidazu Sto dovodi do
inhibicije stani€nog disanja. Sudjeluje u razaranju tkiva i doprinosi toksi¢nosti

bakterije (5).

3.3. Biofilm

Biofilm je izrazito ra8iren nacin oblika zivota mikroorganizama u okoliSu.
P. aeruginosa stvara guste i postojane biofiimove na biotiCkim i abiotiCkim
povrSinamakoji mu omogucuju prezivljavanje unato€ promjeni zivotnih uvjeta
(varijacije temperature i dostupnost hranjivin tvari).Biofilm stvara 40-100%
izolatapseudomonasa,a postoji znaCajna korelacija izmedu formacije biofilma i
antibiotske rezistencije (7,8). Biofilm je sloZeni agregat bakterija smjestenih u
samonastalommatriksuizvanstani¢nih polimera (polisaharidni polimeri €ine viSe od
90% biomase biofilma). Bakterije unutar biofilma mogu medusobno komunicirati,
izbje¢i imunoloski odgovor domacina i oduprijeti se antibioticima do tisucu puta bolje
nego samostalne bakterije. Biofilm pruza zajednicizalihu tvari kao $to su esencijalne
hranjive tvari, enzimi i proteini. P. aeruginosa Cesto sukolonizira s drugim bakterijama

kao Sto su S.aureus, Burkholderia cenocepacia i S. parasanguinis.
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3.3.1. Grada biofilma

Biofilmovi P. aeruginosa sastoje se od polisaharida, izvanstaniéne DNA,
proteina i lipida. Tri polisaharida - Psl, Pel i alginatodgovorni su za prianjanje na
povrsine, formiranje i stabilnost arhitekture biofilma. Polisaharid Psl je neophodan
za adheziju na povrsine, interakciju izmedu stanica tijekom stvaranja biofilma i zastitu
od antimikrobnih sredstava i fagocitozeneutrofila. Polisaharid Pel je vazna
komponenta biofilma ukljuéena u ranu fazu adhezije i odrZzavanja integriteta biofilma
(5,7). Sinteza Psl i Pel je specificna za soj, no moze se mijenjati ovisno o odgovoru
na vanjske uvjete. Pel je odgovoran za toleranciju bakterija na aminoglikozide, za
rezistenciju na kolistin i smanjenu osjetljivost na ubijanje posredovano neutrofilima.

Alginat preteZno proizvode mukoidni sojevi pseudomonasa zbog mutacije u
alelu mucA22 (7). Takvi su klonovi pretezno prisutni u klini€kim uzorcima osoba
oboljelih od CF.Alginat je polimer koji se sastoji od manuronske i guluronske kiseline
Ciji omjer odreduje viskoznost biofilma. Dokumentiran je Sirok raspon funkcija alginata
ukljuCujuéi sazrijevanje biofilma, zastitu od fagocitoze i opsonizacije te smanjenje
difuzije antibiotika kroz biofilm.

lzvanstanicna DNA (engl. extracellular, eDNA) je jedan od kljuénih
sastojakaizvanstani€énogmatriksa. Nakon lize stanica oslobada se u okolis i kao
eDNApostaje izvor hranjivih tvari bakterijama u biofilmu te podrzava stani¢nu
organizaciju. eDNAkelirakatione (Mg?* i Ca?") na vanjskoj membrani, dovodi do
izlu€ivanja Cimbenika virulencije i snizavapH Sto dodatno ograniCava prodor
antimikrobnih sredstava. Biopolimer polihidroksialkanoat (PHA) sluzi kao skladiste
ugljika i energije, a takoder je uklju€en u toleranciju bakterijena stres i pricvrséivanje

za nezive povrsine (7,8).
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3.3.2. Ciklus nastanka biofilma P. aeruginosa

Ciklus zapoCinje vezanjem bakterije za povrSinu i proizvodnjom
izvanstani€nogmatriksa (Slika 1). Zatim dolazi do diobe stanice i prijelaza reverzibilne
povezanosti u ireverzibilnu. Sljedeéi korak je stvaranje mikrokolonija i daljnji razvoj
mikrokolonija u gljivolike strukture. MedustaniCna interakcija i proizvodnja ¢imbenika
virulencije imaju vaznu ulogu u sazrijevanje biofilma. Autolizomstanica u sredistu
mikrokolonijenastaje Supljina koja omogucava oslobadanje rasprsenih jedinki iz
matriksa zrelog biofilma. Potrebno im je otprilike dva sata za prijelaz u planktonski

nacin Zivota(7).

(A) Pseudomonas aeruginosa attacking respiratory epthelial cells

Psaudomonas Type IV Pili
h

/. - aeruginosa

Flagellum N\

Type Ill Secretion System

Secreted Virulence Factors:
*ExoS ExoU
* ExoT ExoY
*PemA PemB

[ 4
Respiratory
epithelial cells e/0 00000

F. aeruginosa breaking free
(B) Pseudomonas aeruginosa biofilm formation from biofilm to infect further

’ areas of lung
Biofilm — a ’
______ - b~

\ - )
Extrapolysacchiride matrix

L, Damaged

Respiratory
Epithelial Cells

Slika 1.Cinitelji virulencije i nastanak biofilma u P. aeruginosainfekciji

(Izvor: Reynolds i sur. 2021) (9)
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3.3.3. Komunikacija unutar biofilma

Regulacija razli€itinh procesa vaznih za prilagodbu i opstanak bakterija u okolisu,
kao Sto je stvaranje biofilma,kontrolirana je medustanichom komunikacijom (engl.
quorumsensing, QS). QS se temeljina reguliranju ekspresije razlicitih gena kao
odgovor na autoinduktore, maledifuzibilne signalne molekule.QS ukljuéuje
proizvodnju, izlu€ivanje i akumulaciju signalnih molekula Ciju specifiCnost i
koncentraciju registriraju transkripcijski regulatori $to za posljedicu ima ekspresiju
specificnih gena na razini cijele populacije. Dakle, medustani¢na se komunikacija
zashiva na tri principa:

- Proizvodniji autoinduktora

-Detekciji autoinduktora receptorima u citoplazmi ili na membrani stanica

- Aktivaciji genske ekspresije
QS omogucava bakterijama da komuniciraju i orkestriraju kolektivno pona$anje
vazno za prilagodbu i opstanak cijele zajednice. Osim za razvoj biofilma, QS je
odgovoran za regulaciju fizioloSkih procesa ukljuCujuci proizvodnju ¢&imbenika
virulencije, toleranciju na stres, metaboliCku prilagodbu i interakciju s domacinom.

P. aeruginosa posjeduje nekoliko vaznih i hijerarhijski organiziranih QS
putevakoji koriste razliCite signalne molekule — IQS sustav (eng. Integrated Quorum
Sensing System), PQS sustav (eng. P.aeruginosa Quinolone Signal), Rhl i Las
sustav. Las i Rhl sustavi se pokre¢u povecanjem gustoce stanica u ranoj fazi rasta,
dok se PQS i IQS sustavi aktiviraju u kasnoj fazi rasta, posebno u uvjetima niskih
koncentracija Zeljeza i fosfata. Sustavi Las, Rhl i PQS u QS komunikacijskoj mrezi P.
aeruginosaimaju vaznu ulogu u proizvodnji funkcionalnih elemenata koji utjeCu na

biofilm §to uklju€uje ramnolipid, pioverdin, piocijanin, Pel polisaharide i lektine (7).
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4. EPIDEMIOLOGIJA

Vrste roda Pseudomonas nalaze se posvuda u prirodi, na biljkama, tlu i
vodama. P. aeruginosa je proSiren i u bolnickom okruzeniju te je je jedan od najc¢esSc¢ih
uzrocnika bolni¢kih infekcija. Bakterija mozZe rasti u dezinficijensima, kremama,
sapunu, kapima za o€i, opremi za dijalizu, ovlazivaCima zraka, sanitarnim odvodima,
umivaonicima, hidroterapijskim bazenimasSto ga C€ini ubikvitarnim bolnickim
patogenom(1,10). Nedavnim preispitivanjem njegove prisutnosti u okoliSu
ustanovljeno je kako se P. aeruginosa opcenito rijetko otkriva u nekontaminiranom
tlu i vodi. Znatno je ¢eSée otkriven u okruZenjima pod ljudskim utjecajem $to sugerira
da je prisutnost P. aeruginosa usko povezana s ¢ovjekovim djelovanjem, a ljudski i
zivotinjski izmet se smatraju prirodnim rezervoarom bakterija (11). lzolacija
pseudomonasa iz okolia, kao $to je npr. bolnicki sudoper ili pod, nije od klinickog
znaCaja osim ako kontaminirano mjesto nije rezervoar bolniCke infekcije. Izolacija
pseudomonasa iz kliniCkog uzorka hospitaliziranog bolesnika moze predstavijati
kolonizaciju (naj¢eSc¢e probavnog sustava, nazalne sluznice i pregiba koze). Dodatan
dijagnosticki problem predstavla moguénost kontaminacije uzorka ovom
ubikvitarnom bakterijom, do koje moze doci tijekom sakupljanja i obrade klinickih

uzoraka.

Bolesnici s visokim rizikom za razvoj infekcija su neutropenicne ili
imunokompromitirane osobe, oboljeli od CF, bolesnici s opeklinama, bolesnici koji
primaju antibiotike Sirokog spektra te bolesnici na umjetnoj ventilaciji. U takvih
bolesnika pseudomonas moze kolonizirati i donje dijelove respiratornog sustava

(10,11).
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5.KLINICKE MANIFESTACIJE

Infekcije pseudomonasom mogu zahvatiti bilo koji organski sustav.
Pseudomonas je Cest uzro€nik bolniC¢kih infekcija koje se manifestiraju kao upala
plu¢a, infekcija mjesta kirurSkog zahvata, infekcija mokracnog sustava ili sepsa.

Rizi¢ni Cimbenici za stjecanje infekcije navedeni su u Tablici 1.

Tablica 1.Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak P. aeruginosa infekcije

Prethodna kolonizacijaP. Aeruginosa

Strukturne bolesti pluéa (cisti¢na fibroza, bronhiektazije)
HematoloSke bolesti/ neutropenija

Transplantacije

Opekline

Prethodna antimikrobna terapija unutar 90 dana
Prisutnost katetera (vaskularnih i/ ili urinarnih)
Produljena hospitalizacija

Mehanicka ventilacija

(Izvor: Reynolds i sur. 2021)(9)

5.1.Infekcije respiratornog sustava

Infekcije diSnih puteva uzrokovane pseudomonasom mogu imati klini¢ku sliku u
rasponu od asimptomatske kolonizacije preko traheobronhitisa do tesSke
nekrotiziraju¢e bronhopneumonije (9). Pneumonija se obi¢no razvija u bolesnika na
mehanic¢koj ventilaciji, imunokompromitiranih bolesnika i u osoba s kronicnom
pluénom boleS¢u. Pseudomonas je Cest uzroCnik bolnickih pneumonija, osobito u

bolesnika smjestenih u jedinicama intenzivne skrbi. Upala plu¢a moze biti primarna,
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nakon aspiracije organizma iz gornjih diSnih puteva, osobito u bolesnika na
mehanickoj ventilaciji ili se moze pojaviti kao posljedica bakterijemijskog Sirenja. To
se Cesto opaza u bolesnika nakon neutropenije izazvane kemoterapijom ili u oboljelih
od sindroma steCene imunodeficijencije (engl. Acquired immunodeficiency syndrome,
AIDS) (12). Simptomi u bolesnika s cistichom fibrozom variraju od Cestih infekcija
gornjih diSnih puteva i trajnog kaslja do ponavljaju¢ih pneumonija. Vecina bolesnika
razvija kroni¢ni produktivni kasalj, slabijeg su apetita, gube na tezZini i smanjene su
tielesne aktivnosti. Ostali simptomi uklju€uju tahipneju i razdraZljivost. Niska tjelesna
temperatura Cesto prati egzacerbacije bolesti dok je visoka neuobi¢ajena. Dokazi

sugeriraju da kroni¢na infekcija plu¢a ima ulogu u razvoju bronhiektazija (13).

5.1.1.Pseudomonas i bronhiektazije

P. aeruginosa je medu najceSc¢im patogenima izoliranim iz iskasljaja bolesnika s
bronhiektazijama, a njegova je izolacija jedan od kriterija za procjenu tezZine
bronhiektazija. Mnoga istrazivanja biljeze povezanost kolonizacije P. aeruginosa s
jaCinom upale, veéim ostecenjem pluéne funkcije, s viSe egzacerbacija bolesti,
pogorSanjem kvalitete Zivota bolesnika s bronhiektazijamate vecom stopom
smrtnosti. U kroni¢noj infekciji u izoliranih uzro€nika su uoCene promjene genske
regulacije. Dolazi do gubitka pokretljivosti, smanjenje produkcije Cimbenika virulencije
i povecanja rezistencije na antibiotike. IstraZivanja su pokazala razliCitefenotipove
kao i genotipove sojeva ovisno o vrsti bolesti - CF ili bronhiektazijama. Kod
bronhiektazija moguca je i spontana eradikacija bakterija, sto se rijetko dogada kod

CF. Eradikacija bakterije korelira s boljom prognozom bolesti (14).
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5.1.2. Pseudomonas i COVID-19

Metaanaliza iz 2020. god. kojom je obuhvaceno 30 razli€itih studija, pokazala je
da oko 7% hospitaliziranih COVID-19 bolesnika imabakterijsku koinfekciju (15).
Postotak je rastao do 14% sluCajeva koinfekcije u studijama koje su obuhvatile
iskljuCivo bolesnike smijeStene u jedinicama intenzivne njege. Ipak, istrazivanja
pokazuju da su bakterijske koinfekcije manje zastupljene u bolesnika s COVID-19
nego u bolesnika s gripom.Bakterije koje najéeSée uzrokuju superinfekciju u
bolesnika oboljelih od gripe su one koje obi¢no koloniziraju nazofarinks, kao $to su
S. pneumoniae, S. aureus i S. pyogenes, dok su najc¢esSc¢i bakterijski patogeni izolirani
u COVID-19 bolesnika Mycoplasma pneumoniae, P. aeruginosa, H. influenzae i

K. pneumoniae (15).

5.2.Bakterijemija i sepsa

Vecéina pseudomonasnih bakterijemija potje€e od infekcije donjih disnih puteva,
mokracnog sustava, te koze i mekih tkiva. KliniCki simptomi bakterijemije i sepse su
groznica, tahipneja i tahikardija, a mogu se razviti zutica, hipotenzija i Sok
(12).Povecan rizik za razvoj pseudomonasne bakterijemije i sepse imaju osobe
oslablijenog imuniteta (ukljuCujuéi novorodencad), osobe koje su dugo vremena

hospitalizirane, koje su dugotrajno primale antibiotike ili imaju trajne katetere (13).

5.3. Endokarditis

P. aeruginosa moze inficirati prirodne i umjetne sréane zaliske. Pojavnost je

¢eS¢a u intravenskih ovisnika. Naj¢eS¢i nespecifitni simptomi infekcije ukljuuju
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vrucicu i groznicu. Specificni simptomi ovise o strani srca koja je zahvacena pa Ce se
tako npr. lijevostrani endokarditis manifestirati simptomima kongestivhog zatajenja
srca i septickom embolijom. MoZe se razviti novi sr€ani Sum ili promijeniti karakter
postojeceg, iako Sum nuzno ne prati endokarditis. Klinicki znakovi uklju€uju pojavu
Rothovih mrlja, Janewayeve lezija, Oslerovih ¢vori¢a, petehijalna krvarenja i

splenomegaliju (12,13).

5.4.Infekcije sredidnjeg Zivéanog sustava (SZS)

Veéina infekcija SZS ima za izvoriste okolne strukture, kao $to su uho,
mastoidni nastavci i paranazalni sinusi. U nekih bolesnika zahvaéenost SZS-a je
posljedica hematogenog Sirenja mikroorganizama iz inficiranih sréanih zalistaka,
koloniziranih disnih putova ili urinarnog trakta. Bolesnici mogu razviti meningitis ili
mozdani apsces, a prezentiraju se groznicom, fotofobijom, kocenjem $ije, letargijom,
dezorijentacijom, komom, ataksijom, glavoboljom i smetenosS¢u. PoCetak moze biti
fulminantan ili subakutan, Sto je Cesto ovisno o imunoloSkom statusu bolesnika.
Znakovi infekcija SZS-a u novorodendadi éesto su nespecifiéni i suptilni kao $to su
groznica, hipotermija, letargija, napadaiji, razdraZljivost, ispupena fontanela,

respiratorni distres, netolerancija na hranjenje, povrac¢anje (12,13).

5.5.Infekcijeuha

Pseudomonas uzrokujeupalu vanjskog zvukovoda (lat. otitisexterna) koja se
manifestira bolovima, svrbezom i iscjetkom iz uha. Bol se pogorSava pritiskom na

tragus. Nekrotizirajuéi vanjski otitis (lat. otitisexterna maligna) je invazivna infekcija
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koja se opaza u bolesnika s nekontroliranim dijabetesom ili AIDS-om. ViSe od 95%
sluCajeva malignog vanjskog otitisa uzrokuje P. aeruginosa. Infekcija pocCinje kao
obi¢na upala vanjskog zvukovoda koja ne reagira na terapiju antibioticima. Simptomi
su trajna bol, edem i osjetljivost mekih tkiva uha s gnojnim iscjetkom, a bubnji¢ moze
rupturirati. Moguca je lokalna limfadenopatija. ProSirenje infekcije na temporalnu kost
moZze dovesti do osteomijelitisa baze lubanje i osteomijelitisa temporomandibularnog
zgloba, daljnje proSirenje moze dovesti do paralize kranijalnih Zivaca i infekcije
srediSnjeg ziv€anog sustava. Djeca s malignim vanjskim otitisom imaju vecu
uCestalost facijalne paralize zbog nerazvijenosti mastoidnog nastavka te bliZzeg
polozaja facijalnog Zivca zvukovodu. Od kranijalnih Zivaca mogu biti zahvaceni
glosofaringeus, vagus, akcesorius i hipoglosus, rijede trigeminalni Zivac, a

zabiljeZzena je i zahvacenost vidnog Zivca (12,13).

5.6.Infekcije oka

Ozljeda oka te ulazak pseudomonasa (naj¢eS¢e preko kontaminirane vode) u
roznicu, ocnu vodicu i staklasto tijelo dovodi do progresivne i destruktivne lezije oka
za Sto su odgovorni mnogobrojni enzimi bakterije. P. aeruginosaje Cest uzrok
keratitisa, skleralnog apscesa i endoftalmitisa u odraslih te oftalmije u novorodencadi.
Pseudomonasnikeratitisje brzo razvijajuci, nekroti¢an, sivkasti stromalni infiltrat.

Progresija bolesti moZze biti brza i zahvatiti cijelu roZnicu unutar 48 hi dovesti do
perforacije. Pseudomonasni ulkusi roznice mogu dovesti do brzog gubitka vida i
smatraju se hitnim medicinskim stanjem. Lezije roznice mogu napredovati u
endoftalmitis i orbitalni celulitis. Pseudomonasni endoftalmitis napreduje brze od

drugih bakterijskih infekcija. KliniCke znacajke mogu ukljucivati bol, hiperemiju
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konjunktive, kemozu, edem kapaka, smanjenu vidnu ostrinu, hipopion ili tesSki prednji
uveitis sa zahvaéenoSc¢u staklastog tijela i panoftalmitisom. Predisponirajuci uvjeti za
zahvacenost roznice su trauma, koriStenje kontaktnih leca, izlozenost okruzZenju

intenzivnog lijeCenja i AIDS (12,13).

5.7.Infekcije kostiju i zglobova

NajCeSCe zahvacena mjesta skeleta su kraljeSci, zdjelica i sternoklavikularni
zglobovi. Infekcija se moze prenositi krvlju ili nastati lokalno kao posljedica traume ili
kirurSkog zahvata. U rizi€ne skupine spadaju bolesnici s perifernom vaskularnom
boleS¢u, intravenski ovisnici ili oboljeli od Secerne bolesti. Vertebralni osteomijelitis
moze zahvatiti vratnu kraljeznicu, a bolesnici imaju bolove u vratu ili ledima koji traju
tiednima. Fizi¢ki znakovi u bolesnika s vertebralnim osteomijelitisom ukljuuju lokalnu
osjetljivost i smanjen raspon pokreta kraljeznice. Prisutni neuroloski deficiti upuéuju
na zahvadenost ledne mozdine, a obi¢no su blagi i javljaju se u otprilike 15%

slu¢ajeva (12,13). Cest je osteohondritis kod penetrantnih ozljeda stopala (9).

5.8.Infekcije probavnog sustava

lako je pseudomonas rijetko dio normalne mikrobiote crijeva, u hospitaliziranih
bolesnika kolonizacija crijeva iznosi do 20%. Pseudomonasne infekcije mogu
zahvatiti svaki dio probavnogsustava, a javljaju se u djeces hipogamaglobulinemijomi
odraslih odoba s hematoloskim malignomima i neutropenijom. Kolonizacija
gastrointestinalnog sustava prethodi diseminaciji bakterije u krvotok i nastanku
sepse. SimptomiSangajske groznice,infektivnog sindroma koji ukljuuje groznicu,

proljev i sepsu,mogu varirati od vrlo blagih do teSkog nekrotizirajuc¢eg stanja (11).
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5.9. Infekcije mokracnog sustava

Pseudomonasne urinarne infekcije obicno se stjeCutijekom hospitalizacije, a
naj¢eS¢e su povezane s kateterizacijom, dijagnostiCkim ili operativnim zahvatom.
Infekcije mogu zahvatiti urinarni trakt i Siriti se uzlazno, a Cest su izvor bakterijemije.
Nema posebnih karakteristika koje razlikuju ovu vrstu infekcije od drugih urinarnih
infekcija. Rijetka iznimka je razvoj ulceroznih lezija sluznice mokracnog mjehura,
uretera i bubrezne nakapnice, dok je druga, takoder vrlo rijetka karakteristika razvoj

viSestrukih infarkta bubrega (13).

5.10. Infekcije koze

Pseudomonasznatno lakSe kolonizira vlaznu koZzunego suhu. Sindrom zelenih
noktiju je paronihija koja se moze razviti kod osoba Cije su ruke Cesto uronjene u
vodu. Sekundarne infekcije rana javljaju se u bolesnika s dekubitisom, ekcemom i
tineom. Ove infekcije mogu imati karakteristiCan modro-zeleni eksudat sa slatkastim
voc¢nim mirisom. Pseudomonas je Cest uzrok folikulitisa koji se javlja nakon kupanja u
kadi ili bazenu. Bolesnici imaju pruriticne folikularne, makulopapulozne, vezikularne ili

pustularne lezije na dijelu tijela koji je bio uronjen u vodu.

Pseudomonasna bakterijemija u bolesnika s neutropenijom pracena je
karakteristicnim lezijama kozZe poznatim kao ecthyma gangrenosum. Eritematozne
promjene su hemoragicne, nekrotiChe i ulcerirane, obiCno se nalaze aksilarno,
ingvinalno ili perianalno, ali mogu zahvatiti bilo koji dio tijela (12). Mikroskopski
pregled bioptata lezije pokazuje mnogo bakterija i vaskularnu destrukciju, Sto
objasnjava hemoragi¢nu prirodu lezija uz odsutnost neutrofila Sto je i za o€ekivati u

neutropeniji (10). Mogu se pojaviti i potkozni Cvoriéi, duboki apscesi, celulitis i

23



fasciitis. Pseudomonas je znacCajan uzroCnik sepse podrijetla opeklinskih rana.
Inficirane rane obicno imaju crnu ili ljubicastu diskoloraciju. Sustavne manifestacije
sepse u bolesnika s opeklinama mogu ukljucivati pojavu groznice ili hipotermije,

dezorijentaciju, hipotenziju, oliguriju, ileus i leukopeniju (12).
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6. LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA

Odabir klinickog uzorka za mikrobioloSku dijagnostiku predodreden je mjestom
infekcije. Buduci da pseudomonas uzrokuje infekcije razli€itih tkiva i organa klinicki
uzorci mogu biti obrisci koze ili rane, urin, krv, likvor, iskasljaj, aspirat traheje, bronho-
alveolarni lavat i drugi. Bakterija je jednostavna za uzgoj, raste na uobi¢ajenim krutim
hranjivim podlogama kao $to su krvni agar ili na selektivnim podlogama za uzgoj
enterobakterija. Neki sojevi hemoliziraju krv. Bez nitrata u podlozi neophodna im je
aerobna atmosfera za uzgoj. U tekucoj hranjivoj podlozi vidljiv je rast na granici sa
zrakom zbog viSih koncentracija kisika (1). P. aeruginosa tvori glatke, plosnate i
okrugle kolonije fluorescentne zelenkaste boje i metalnog odsjaja, mirisa sli€nog lipi.
Cesto proizvodi nefluorescentni plavkasti pigment piocijanin, koji difundira u agar.
Mnogi sojevi P. aeruginosa takoder proizvode fluorescentni pigment pioverdin koji
daje zuto-zelenkastu boju agaru. Neki sojevi proizvode tamnocrveni pigment piorubin
ili crni pigment piomelanin. Pigmente je najlakSe uoditi na bezbojnim podlogama kao
Sto su obi¢ni hranjivi agar ili Muller-Hintonov agar. P.aeruginosa uzgojen na krutom
hraniliStu moze proizvesti razliCite kolonije koje mogu imati razliCitu biokemijsku i
enzimsku aktivnost te osjetljivost na antibiotike. Kulture izolirane iz klinickih uzoraka
pacijenata s cistichom fibrozom &esto stvaraju mukoidne kolonije zbog prekomjerne
proizvodnje alginata. Bakterija raste aerobno pri temperaturi 37-42°C. Biokemijska
karakteristika koja razlikuje pseudomonas od enterobakterija je izostanak
fermentacije Secera te pozitivha reakcija oksidaze. lako pseudomonas ne fermentira
ugljikohidrate, mnogi sojevi oksidativho razgraduju glukozu (4). Dodatne, preciznije
metode identifikacije ovog uzroCnika su serotipizacija poraslih kolonija metodom
aglutinacije primjenom komercijalnin seruma €ime se moze razlikovati oko 20

serotipova. Ipak, najtoCnije razlikovanje sojeva dobiva se molekularnim metodama
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kao Sto je cijepanje genoma restrikcijskim enzimima i elektroforezau gelu u

pulsiraju¢em polju (1).

Manualnim ili automatiziranim biokemijskim metodama identifikacije Cesto
nedostaje osjetljivost i specifiCnost, a vrijeme koje je potrebno za izdavanje nalaza
(24h-48h) Cesto rezultira kasnjenjem s uvodenjem antibiotske terapije. Stoga se u
novije vrijeme u laboratorijskoj praksi biokemijske metode identifikacije sve viSe
zamjenjuju analizom proteina bakterija masenom spektrometrijom (engl, matrix-
assisted laser desorptionionization time-of-flightmassspectrometry, MALDI-TOF MS)
.lako je MALDI-TOF metoda brza i pouzdana, visoka cijena uredaja usporava njezino

uvodenje u klinicke mikrobioloSke laboratorije u Republici Hrvatskoj (RH).

Molekularne metode omogucavaju postavljanje dijagnoze unutar dva sata, a u
klinickim mikrobioloSkim laboratorijima sve se viSe primjenjuje lanCana reakcija
polimeraze u realnom vremenu (eng. real-time polymerase chain reaction, RT-PCR).
Sindromsko testiranje tzv. Multipleks RT-PCR panelima omogucava istovremenu
detekciju veceg broja razli€itih patogena koji uzrokuju istu klini¢ku sliku (sindrom).
Pseudomonas je tako uklju€en u pneumonija panel i sepsa panel buduci da je jedan

od C¢eSc¢ih uzrocnika ovih sindroma u hospitaliziranih bolesnika.

Ipak, vazno je imati na umu da molekularne metode daju podatak o prisutnosti
genetskog materijala, a ne i o prisutnosti/broju vijabilnih bakterijskih stanica $to moze
znaciti i kolonizaciju (npr. diSnih putova ili rane) te je stoga vazno provoditi

molekularno testiranje samo ako postoji Cvrsta klinicka indikacija.
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7. ANTIMIKROBNA TERAPIJA | REZISTENCIJA NA ANTIBIOTIKE

7.1. Prevencija i kontrola P. aeruginosa infekcija

Jedan od najvaznijih aspekata kontrole infekcija P. aeruginosa je prevencija.
Postoji niz preporuka i smjernica za sprjeCavanje Sirenja rezistentnih sojeva
P. aeruginosa i drugih gram-negativnih bacila, koje uklju€uju i standardne mjere kao
Sto su higijena ruku i oprez pri kontaktu s bolesnikom (9). Smjernice za zdravstveno
osoblje sadrze preporuke o indikacijama za higijenu ruku, tehniku higijene ruku,
kirurSku pripremu ruku, odabir sredstava za higijenu ruku, njegu koZe, nokitiju,
upotrebu rukavica, higijenu ruku bolesnika i posjetitelja, ulogu edukacije, ulogu
zdravstvene ustanove i drzavne uprave. Pristup ,Pet trenutaka za higijenu ruku®
definira kritiCne trenutke kada zdravstveni djelatnici trebaju provoditi higijenu ruku
(16).

Druge relevantne mjere koje mogu smanijiti uCestalost i Sirenje viSestruko
rezistentnih sojeva P. aeruginosa uklju€uju antimikrobne programe, CiScenje okolia i
postupke dekolonizacije. Prevencija pneumonija moze se posti¢i izbjegavanjem
intubacije bolesnika kada je to moguce, dnevhom procjenom za ekstubaciju,
minimaliziranjem sedacije i podizanjem uzglavlja bolesniCkog kreveta. Prevencija
infekcija povezanih sa zdravstvenom skrbi odnosi se na infekcije povezane s
kateterizacijom mokracnog mijehura ili centralnih vena, kao i na infekcije mjesta
kirurSkih rana, a postize se aseptiCkim uvjetima rada, ¢estim ponovnim procjenama
za potrebom centralnog venskog i urinarnog katetera te njihovim uklanjanjem.
Najucinkovitija kombinacija mjera za sprjeCavanje razvoja viSestruko rezistentnih
gram negativnih infekcija u JIL-u obuhvaca standardne mjere (higijenu ruku i mjere
opreza pri kontaktu), programe upravljanja antimikrobnom terapijom, ciS¢enje
okolisa i kontrolu izvora zaraze (9).
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Program upravljanja antimikrobnom terapijom sustavno je nastojanje da se
educiraju osobe koje propisuju antibiotike te da slijede propisivanje utemeljeno na
dokazima kako bi se sprijeCila prekomjerna upotreba i razvoj rezistencije. Koncept
rezervnih  antibiotika (cefalosporini Il generacije, karbapenemi, novije
kombinacije B-laktama s inhibitorima B-laktamaza i dr.) se primjenjuje u mnogim
bolni¢kim ustanovama, a podrazumijeva primjenu rezervnog antibiotika samo u
slu€aju rezistencije uzro¢nika na prvu liniju lijekova ili neuspjeha prethodne terapije.
Prevenciji razvoja i Sirenja otpornih sojeva bakterija u bolni¢koj sredini doprinosi i
rotacija antibiotika u upotrebi. Ovaj se pristup zasniva na unaprijed napravljenom
rasporedu, a podrazumijeva koriStenje odredenog antibiotika kao prve linije lijeCenja
u odredenom razdoblju nakon ¢ega se mijenja antibiotikom druge klase, slicnog

spektra djelovanja. Ovi se ciklusi izmjenjuju u jednakim vremenskim periodima (9).

7.2. Antibiotsko lijeCenje P. aeruginosa infekcija

Infekcije koje ova bakterija uzrokuje tesko je izlije€iti zbog izrazite prirodene i
steCene rezistencije na antibiotike. P. aeruginosa jedna je od “ESKAPE” bakterija uz
Enterococcus faecium,  Staphylococcus aureus, Klebsiella  pneumoniae,
Acinetobacter baumannii i Enterobacter vrste. Akronim obuhvaca Sest viSestruko
otpornih bakterija, naj¢esc¢ih uzro€nika bolnickih infekcija. P. aeruginosa nalazi se i
na prioritethom SZO popisu bakterija za koje je potreban hitni razvoj novih antibiotika.
P. aeruginosa je bakterija intrinzicno otporna na Sirok spektar antibiotika, a ima

naglasenu sposobnost prilagodbe na nepovoljne uvjete okolisa.

Nekoliko skupina antibiotika koristi se za lijeCenje infekcija koje uzrokuje

P. aeruginosa: aminoglikozidi (gentamicin, amikacin, netilmicin, tobramicin),

28



karbapenemi (imipenem, meropenem, doripenem), karbapenemi s inhibitorimaf-
laktamaza(imipenem s relabaktamom), cefalosporini (ceftazidim, cefepim,
cefiderokol), cefalosporini s inhibitorima [(-laktamaza (ceftazidim-avibaktam,
ceftolozan-tazobaktam), fluorokinoloni, penicilini s inhibitorima B-laktamaze (tikarcilin-
klavulanska kiselina, piperacilin-tazobaktam), monobaktami (aztreonam) i polimiksini
(kolistin) (17). Karbapenemi, cefalosporini, aminoglikozidi i fluorokinoloni opc¢enito se
koriste kao empirijska - prva linija lije€enja (2). Aminoglikozidi se obi¢no koriste u
kombinaciji s B-laktamimate se ne bi trebali koristiti kao monoterapija osim za
ljeCenje nekompliciranih urinarnih infekcija. Aminoglikozid tobramicin ima izrazenu
antipseudomonasnu aktivnosti te se u obliku inhalacija koristi za lijeCenje kroni¢nih
infekcija plu¢éa u oboljelih od CF. Fluorokinoloni su jedina skupina antibiotika Cija
oralna formulacija ima djelovanje protiv pseudomonasa. Karbapenemi, osobito
imipenem, primijenjeni u monoterapiji imaju sposobnost indukcije rezistencije za
vrijeme trajanja terapije. Stoga empirijsko lijeCenje pseudomonasnih infekcija Cesto
ukljuCuje kombiniranu terapiju s dva lijeka s razli¢itim mehanizmima djelovanja,
obi¢no B-laktam i aminoglikozid (9). Primjena novijih antibiotika ograniCena je na
bolnicke ustanove i lijeCenje infekcija uzrokovanih visestruko rezistentnim sojevima.
Visestruko rezistentne bakterije su definirane kao bakterije koje su stekle rezistenciju
na barem jednog predstavnika iz tri ili viSe razli€itih skupina antibiotika (10). Novi
antibiotik cefiderokol te kombinacije kao Sto su cefalosporin ili karbapenem s
inhibitorima B-laktamaza (ceftolozan-tazobaktam i ceftazidim-avibaktam, imipenem-
relebaktam) sve se CeSée koriste za lijeCenje infekcija uzrokovanih viSestruko
rezistentnim izolatima, dok je primjena starog polimiksinskog antibiotika kolistina

sverjedazbog znacajnih nuspojava (10). Kolistin jerezerviran za lijeCenje teSkih
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infekcija uzrokovanih rezistentnim sojevima kada se obi¢no daje s drugim

antibioticima i to obi€no u visSim inicijalnim dozama od standardnih.

Antibiotici koji se koriste za lijeCenje pseudomonasnih infekcija prikazani su u

Tablici 2.Doze se odnose na primjenu u bolesnika s normalnom bubreZznom

funkcijom. U bolesnika s oslablienom bubreznom funkcijom doze je potrebno

prilagoditi.

Tablica 2. Antibiotici koji se koriste za lije€enje pseudomonasnih infekcija

Skupina

Lijek

Doza

Penicilin s inhibitorom
B laktamaze
Cefalosporini

Monobaktami

Fluorokinoloni

Karbapenemi

Nove kombinacije
B-laktama s inhibitorima
B-laktamaza

Aminoglikozidi

Polimiksini

Piperacilin-tazobaktam

Ceftazidim
Cefepim
Cefiderokol
Aztreonam

Ciprofloksacin
Levofloksacin

Meropenem

Imipenem
Ceftazidim-avibaktam
Ceftolozan-tazobaktam

Imipenem-cilastatin-
relebaktam
Tobramicin

Gentamicin
Amikacin

Kolistin

4591V svakih 6 h

2 g1V svakih 8 h

2 gIVsvakih 8ili12 h
2 g IV svakih 6-8 h

2 g IV svakih 8 hi

IV ili PO 400 mg svakih 8-
12 h

750 mg IV ili jednom
dnevno PO

1 g IV svakih 8 h

500 mg IV svakih 6 h
2.5g 1V svakih 8 h
1.5-3g IV svakih 8 h
1.25 g IV svakih 6 h

IV 7 mg/kg dnevno
IV 7 mg/kg dnevno
IV 20 mg/kg dnevno

IV 25 - 5 mg/kg dnevno
podijeljeno u 2-4 doze

Kratice:IV=intravenski, PO=peroralno (Izvor: Reynolds i sur. 2021) (9)
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7.3. Mehanizmi rezistencije P. aeruginosa na antibiotike

U nastanku antibiotske rezistencije bitnu ulogu ima horizontalni prijenos gena,
no spontana mutacija je glavni pokretaC procesa. P. aeruginosa moze razviti
otpornost na Sirok spektar antibiotika, uglavhom zbog kombinacije intrinzicne i
steCene i/ili adaptivne rezistencije. Glavna intrinziCnha znaCajka P. aeruginosa je slaba
propusnost vanjske membrane koja je u usporedbi s E. coli propusna svega 10%.
Slaba propusnost bakterijske membrane, zajedno s proizvodnjom AmpC enzima te
MexAB-OprM efluksne pumpe koje izbacuju antibiotike izvan bakterijske stanice

doprinose intrinzi€no niskoj osjetljivosti P. aeruginosa na antibiotike (17).

Prilagodljivost genoma P. aeruginosa zasnovana na repertoaru regulatornih gena koji
Cine viSe od 8% njegovog genoma kljuéna je zna€ajka u sposobnosti ovog patogena
da kroni¢no perzistira u domacinu i izbjegne lijeCenje antibioticima (18). Kao i ostale
ESKAPE bakterije, pseudomonas moze razviti rezistenciju na vise ili ¢ak na sve
antibiotike nekim od poznatih mehanizama: inaktivacijom antibiotika, modifikacijom
cilinog mjesta, pojacanim efluksom, a metaboliCki inaktivhe stanice u biofilmu su

dodatno zasticene od djelovanja antibiotika (Slika 2).
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Slika 2.Mehanizmi rezistencije ESKAPE patogena. Enzimska inaktivacija
antibiotika, postojanost biofilma, modifikacija ciljnog mjesta, smanjeno nakupljanje

antibiotika (promjene porina i efluks) (Izvor: De Oliveira i sur. 2020) (19)

7.3.1. Enzimima posredovana rezistencija

AmpC B-laktamaze su klini¢ki znacajne cefalosporinaze kodirane genima koji se
nalaze na bakterijskom kromosomu. Posreduju razvoj otpornosti na cefazolin,
cefoksitin, vecinu penicilina i kombinacije B-laktama s inhibitorima B-laktamaza.
Enzimi AmpC su inducibilni, a mutacija dovodi do pojacane ekspresije. Prekomjerna
ekspresija enzima rezultira rezistencijom na cefalosporine Sirokog spektra, uklju€ujuéi
cefotaksim, ceftazidim i ceftriakson i predstavlja terapijski problem posebno kada je
izolat u poCetku osjetljiv, a razvija rezistenciju tijekom terapije. Plazmidi koji sadrze
gene za AmpC enzime se mogu pojaviti u bakterijama koje nemaju ili slabo
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eksprimiraju kromosomski blaampc gen. Karbapenemi se obi¢no mogu koristiti za
lijeCenje infekcija uzrokovanih bakterijama koje proizvode AmpC B-laktamaze (20).
IzloZenost antibioticima ali i Cimbenici okoliSa mogu biti poticaj za pojacanu
ekspresiju ampC gena i efluks pumpi. Osim AmpC enzima, P. aeruginosa ima druge
dvije

B-laktamaze kodirane kromosomima koje utje€u na bazalnu razinu osjetljivosti na
B-laktame: B-laktamazu OXA-50 klase D i brojne metalobetalaktamaze (MBL) klase B
(IMP, VIM, GIM, FIM, AIM, NDM). MBL su karbapenemaze koje mogu biti smjeStene
na integronima, plazmidima, transpozonima ili kromosomu te prenosive na druge
bakterije. Nadalje, valja spomenuti FosA enzime pseudomonasa koji su odgovorni za
prirodenu rezistenciju bakterije na fosfomicin kao i specificne mutacije u genima
gyrA, gyrB, parC i parE koji kodiraju DNA girazu i topoizomerazu IV, enzime Cije

luenje rezultira razvojem rezistencije na fluorokinolone (20,21).

7.3.2. Efluksne pumpe

Mutacije na regulatornim genima efluksne pumpe, kao §to su nalC i nfxB, mogu
rezultirati