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Postovane i uvazene kolegice i kolege,

Komora medicinsko - laboratorijskih
dijagnosticara FBiH formirana je kao prva
maticna Komora diplomiranih inZenjera
medicinsko-laboratorijske dijagnostike jos
davne 2010. godine i danas okuplja preko
200 ¢lanova svih nivoa obrazovanja (od |
ciklusa dipl. ing. MLD do Il ciklusa
Doktora nauka laboratorijske djelatnosti).

Studenti, ¢lanovi Komore, pa i ¢lanovi
drugih komora i udruzenja imaju priliku
pisati, pokazati 1 predociti svoja strucna i
naucno — stru¢na djela. Zbornik obuhvata
teme iz  razli¢itth  laboratorijskih
djelatnosti i to: biohemijsko-
hematoloskih, mikrobioloskih,
imunoloskih, citoloSkih, patohistoloskih,
transfuzioloskih, bromatoloskih,
veterinarskih i drugih djelatnosti.

Danas smo  svjedoci  jacanja 1
promovisanja digitalizacije radi situacije u
kojoj se planeta Zemlja nasla, te ¢e nam
prvi Zbornik iz laboratorijske dijagnostike
biti  poveznica informisanja  svih
inovativnih stru¢nih 1 nauéno-strucnih
zbivanja u zajednici.
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METODE ODREDIVANJA OTPORNOSTI/OSJETLJIVOSTI BAKTERIJA
NA ANTIBIOTIKE

Lejla Tatli¢

Bahceci BIH IVF centar, Sarajevo, BiH

Sazetak

Antibiotici su jedni od najées¢e upotrebljavanih lijekova koji bas zbog te ¢injenice stvaraju veliki
problem u medicini. Njihova uspje$nost u terapiji ugroZena je sve vec¢im brojem bakterija koje
postaju otporne na njihovo djelovanje. Prvi mehanizam rezistencije na antibiotike opisan je za
penicilinazu, odnosno za enzim koji inaktivira penicilin njegovom razgradnjom. Danas je
otkrivena rezistencija na svaki antibiotik, a brzina nastanka te otpornosti ovisi o razli¢itim
faktorima, ali ponajvise o potro$nji antibiotika. Zbog velike i Ceste rezistencije na antibiotike,
prije lijecenja odredenog patogena mora se provesti ispitivanje na antimikrobnu osjetljivost. S
tim u vezi razvile su se metode kojima se provodi i prati Sirenje rezistentnih bakterija.
Antibiogram je izraz za metodu kojom se ispituje osjetljivost bakterija na antibiotike gdje sve
imaju isti cilj predvidjeti da li ¢e bakterija reagirati na primijenjeni antibiotik. Poseban problem u
lijeCenju infekcija stvaraju bakterije otporne na vise antibiotika takozvane MDR (MULTIPLE
DRUG REZISTANCE) bakterije. One mogu biti intenzivno otporne na lijekove (XDR) ili
panrezistentne (PDR). MDR bakterije najéeS¢e nastaju stjecanjem ekstrakromosomkih
elemenata od drugih bakterija u okolini. Za otkrivanje najboljeg nacina lijeCenja bolesti
uzrokovane bakterijom, trebaju se provesti ispitivanja antimikrobne osjetljivosti i utemeljiti koja
vrsta bakterije uzrokuje bolest. Posto nije jedini problem rezistencija bakterija na antibiotike vec¢
i nedovoljan razvitak novih antibiotika kombiniranje informacija s do sada provedenih
istrazivanja moglo bi dovesti do pronalaska novih vrsta antibiotika. S tim dobivenim rezultatima
i sa smjernicama propisanim od raznih organizacija (npr. EUCAST - Europski odbor za
ispitivanje antimikrobne osjetljivosti), odreduje se najbolja opcija lije¢enja.

1.UvOD

Antibiotici  su  jedni od najceSce
upotrebljavanih lijekova koji bas zbog te

Autor za korespodenciju: o ; o
¢injenice stvaraju veliki problem u

Lejla Tatlié, dipl. ing. MLD medicini. Njihova uspjeSnost u terapiji
Bahceci BIH IVF centar, Sarajevo ugrozena je sve veéim brojem bakterija
Hamdije KreSevljakovic, 57 koje postaju otporne na njihovo
71000 Sarajevo djelovanje. Povecanje stope rezistencije na
E-mail: ltatlic@bahceci.com antibiotike dovodi do niza problema kao

Sto su povecanje morbiditeta odnosno
oboljenja, smrtnosti, povecanih troskova
lijecenja, te samim time postaju jednim od
najve¢ih  globalnih  prijetnji  javnhom
zdravlju.




Prema izvjes¢ima World Economic Forum
Global Risks antibiotska  otpornost
predstavljena je kao jedna od najvecih
prijetnji ljudima. Procjenjuje se da u
Europi 25.000 ljudi umire svake godine
kao rezultat bakterija otpornih na lijekove.
Ve¢ sredinom 20. st A. Fleming je najavio
pojavu rezistencije na penicilin kada je
pocetkom 40-ih godina 20. stolje¢a uveo
penicilin u klini¢ku praksu.

Prvi mehanizam rezistencije na antibiotike
opisan je za penicilinazu, odnosno za
enzim Kkoji inaktivira penicilin njegovom
razgradnjom.  Danas je  otkrivena
rezistencija na svaki antibiotik, a brzina
nastanka te otpornosti ovisi o razliitim
faktorima, ali ponajviSe o potro$nji
antibiotika.  Njegovoj  prisutnosti i
aktivnosti prvi su izvijestili Abraham i
Lanac 1940. godine neposredno nakon
njegova otkri¢a. Antibiotici ne razlikuju
patogene  bakterije od nepatogenih
bakterija normalne flore, time dolazi do
nakupljanja odnosno skladiStenja gena
rezistencije u prirodi. Takve rezistentne
bakterije postaje teSko ili nemoguce
lijeciti. Problem je najocitiji u bolnickoj
flori, gdje terapijski postupci pospjesuju
razvoj infekcija, a Siroka upotreba
antibiotika pospjeSuje Sirenje rezistentnih
bakterijskim sojeva. U bolnickoj flori
dominira MRSA, enterobakterije otporne
na Ill. generaciju cefalosporina i
pseudomonasi rezistentni na karbapanem.
MRSA i Escherichia coli ( koja producira
Blaktamaze proSirenoga spektra) uzrokuju
1 1zvanbolnicke infekcije. Postoje dvije
vrste rezistencije koja moze biti urodena ili
primarna (intrinzi¢na), te sekundarna ili
steCena preko mutacija u kromosomskim
genima i prijenosom horizontalnim
genom. Primarna (urodena ili intrinzicna)
rezistencija.
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Primarna  rezistencija na  odredeni
antibiotik je sposobnost bakterije da se na
temelju svojih strukturalnih ili
funkcionalnih  karakteristika ~ odupre
djelovanju antibiotika.

Primarna rezistencija odreduje spektar
djelovanja antibiotika: antibiotici uskog
(uzeg) spektra se prepisuju kada je poznato
koja bakterija je prisutna, jer su djelotvorni
protiv  specificnih  vrsta  bakterija;
antibiotici Sireg (Sirokog) spektra djeluju
na viSe vrsta bakterija stoga se prepisuju
kada se ne zna koja je tocno bakterija
uzrokovala bolest. Sekundarna rezistencija
kada mikroorganizam stekne rezistenciju
na neki odredeni antibiotik koji je prije na
njega djelovao aktivno javlja se tzv.
sekundarna rezistencija (1,2,8,9,13).

2. METODE ISTRAZIVANJA

Zbog velike 1 Ceste rezistencije na
antibiotike, prije lijeCenja odredenog
patogena mora se provesti ispitivanje na
antimikrobnu osjetljivost. S tim u vezi
razvile su se metode kojima se provodi i
prati  Sirenje  rezistentnih  bakterija.
Antibiogram je izraz za metodu kojom se
ispituje osjetljivost bakterija na antibiotike
gdje sve imaju isti cilj predvidjeti da 1i ¢e

bakterija  reagirati na  primijenjeni
antibiotik.
Metode  testiranja  osjetljivosti  na

antibiotike su:
e Metoda razrjedivanja

Disk-difuzijska metoda

E-test

Automatizovana metoda

Testovi specifi¢ni za mehanizam

rezistencije

e Genotipske metode kao $to su
PCR i DNA hibridizacijske
metode (1,2).



Dilucioni metod

Postoje dvije varijante ovog metoda —
agar dilucioni i bujon dilucioni — mada
se drugi primjenjuje ¢eSc¢e. U epruvetama
sa hranljivim bujonom napravi se niz
razblazenja (serijski, tako da svaka
sljede¢a epruveta ima duplo manju
koncentraciju) antibiotika, a zatim se u
njih doda ista koli¢ina ispitivanih
bakterija. Nakon inkubacije vizuelno se
odreduje da li je doslo do inhibicije rasta
mikroorganizama. Koncentracija
antibiotika u prvoj epruveti u kojoj nema
zamucenja (nema prirasta bakterija)
odgovara minimalnoj inhibitornoj
koncentraciji (MIK). Za odredivanje
minimalne baktericidne (mikrobicidne)
koncentracije, vr$i se presijavanje iz
preostalin epruveta bez zamucenja i prve
sa zamucenjem na c¢vrstu hranljivu
podlogu pa nakon inkubacije trazi prirast
kolonija. Prvi izostanak kolonija odgovara
minimalnoj baktericidnoj (mikrobicidnoj)
koncentraciji (MBK ili MMK). Odnos
MBK 1 MIK je znaajan parametar
osetljivosti bakterijskog soja. Visoko
tolerantnim sojevima oznaCavaju se oni
kod kojih je ovaj odnos veci od 32 (1,3,8).

Disk-difuziona metoda isppitivanja
osjetljivosti bakterija na antibiotike

Zasniva se na principu difuzije antibiotika
kroz ¢vrstu hranljivu podlogu (agar)
najces¢e  Mueller-Hinton prethodno
zasijanu ispitivanom bakterijskom
kulturom. Disk metoda (metoda tablete) to
je najéesce primjenjena metoda.
Upotrebljavaju se diskovi ili tablete
oblozeni ta¢no odredenom vrstom i
koncentracijom antibakterijskog lijeka,
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koja je odgovarajuca onoj koja se postize u
organizmu primjenom terapijskih doza tog
lijeka.Sam postupak izvodimo tako Sto

« Iz CCiste bakterijske  kulture
uzimamo- kolonija ezom.

* Pravimo suspenziju
odrdene gustine  od  ispitivane

bakterijske kulture.

* Bris natopimo suspenzijom
bakterija i ocijedimo visak te¢nosti
lakim pritiskom o zidove epruvete.

* Ravnomerno nanosimo
bakterijske suspenzije brisem na
cijelu povrSinu agara (najcesce
Mueller-Hinton) da bise dobio
konfluentan porast.

Poslije nanosenja suspenzije na podlogu
vr$i  se  stavljanje  diskova  sa
odredenim(standardnim) koncentracijama
antibiotika  pincetom. Postoji  tacno
odreden raspored diskova sa antibioticima.
Inkubacija u termostatu je od 16 do 24 h na
temperaturi 37°C .Poslije inkubacije vrsi
se ocCitavanje precnika zone inhibicije
(1,3,11,12,13).

Ako su svi uslovi standardizovani
(pritisak, temperatura, pH, vrijeme
inkubacije) onda je precnik zone inhibicije
proporcionalan koncentraciji datog
antibakterijskog sredstva.

U toku inkubacije dolazi do umnozavanja
bakterija na hranjivoj podlozi. Antibiotik
difunduje kroz hranjivu podlogu.
Koncentracija antibiotika postepeno |
radijalno opada sa udaljavanjem od diska
sve do tacke gdje viSe nije inhibitorna i
gdje se pojavljuje porast bakterija. Nastaje
zona inhibicije rasta. Zona inhibicije
rasta:okrugla zona oko diska sa



antibiotikom u kojoj nema vidljivog
porasta bakterija. Mjerenjem njenog
precnika tumac¢imo dobivene rezultate.
Tumacenje rezultata disk —difuzionog
metoda, Postoje 3 kategorije osjetljivosti:
S/osjetljiv - vjerovatnoca uspjeha terapije
je visoka nakon primjene uobicajenih
doza antibiotika, datih na uobicajen nacin.
I/intermedijarno - (umjereno) - osjetljiv-
moguéi uspjeh terapije ako se antibiotik
da u maksimalnim koncentracijama i
parenteralnim

R/rezistentan - nikada se ne primjenjuje u
terapiji;bez obzira na dozu, terapija je
vjerovatno neuspjesna.

Na zonu inhibicije mogu da uticu sljedeci
faktori:  osobine  podloge, veliCina
inokuluma, faza razmnozavanja u kojoj se
nalazi ispitivana bakterija, stabilnost
antibakterijskog sredstva. Da bi se
otklonio utjecaj ovih faktora za izvodenje
ANTIBIOGRAMA koristi se standardna
Mueller-Hintonova podloga (1,3,12,13).

Epsilon test ili E test

E test je kvantitativni metod za
odredivanjantimikrobne osjetljivosti,
odnosno minimalne inhibitorne
koncentracije MIK-a antibiotika. E test
predstavlja kombinaciju difuzionog i
dilucionog metoda. Pored sli¢nosti sa
difizionom metodom, razlikuje se od nje
po preformiranom i stabilnom
koncentracionom gradijentu antibiotika.
Epsilon test se takode izvodi na cvrstoj
podlozi i zasniva na difuziji antibiotika
kroz medijum. Za izvodenje se koriste
posebne, komercijalno dostupne plasti¢ne
trake  koje  sadrze = neravnomerno
impregniran antibiotik
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¢ijja konentracija eksponencijalno opada
duz trake.Jedna strana trake je kalibrisana
sa MIK skalom u pg/ml i to od 0,002-
1024 ug/ml zavisno od antibiotika. Nakon
inkubacije je uocljiva elipsoidna zona
inhibicije rasta, a minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK) se ocitava sa skale u
presjeku uzeg segmenta zone i same trake.
Vrijednost na traci u presjeku sa zonom
inhibicije rasta odgovara MIK. Rezultat se
takoder ocitava kao S-osjetljiv, I-
intermedijarno osjetljiv i R-rezistentan uz
MIK u pg/m (1,3,4).

Slika 1. Tehnika o¢itavanja E-testa

Automatizovane metode

Osiguravaju pripremljene i oblikovane
plo¢e za mikrodiluciju, instrumentaciju i
automatsko ocitavanje ploca. Vecina
takvih  automatiziranih ~ sistema  za
ispitivanje osjetljivosti na antibiotike

osigurava i automatsku inokulaciju,
¢itanje te tumacenje.

|dentifikacija bakterija se Vrsi
automatskim  sistemom.  Koristi  se
automatizovani sistem npr.VITEK

Compact, koji omogucava identifikaciju
viSe od 330 vrsta mikroorganizama.
Identifikacija se zavr$i vrlo brzo, u toku
pet sati, $to omoguéava pravovremenu
dijagnozu. Uz identifikaciju odreduje se i
osjetljivost na antimikrobna sredstva Sto
sa vrijednostima MIK-a, omogucava



klinicarima  odabira
antibiotskog tretmana
Pri odredjivanju antibiograma na VITEK
Compact aparatu: ocitavanje rezultata
vr§i se automatski uz pomo¢ Expert
sittma za validaciju testa osjetljivosti
postoji moguénost identifikacije
potencijalnin  mehanizama rezistencije,
cak 1 ,emerging“ 1 niskog niva
rezistencije. Takode doprinosi otkrivanju
nozokomijalnih infekcija. Velika im je
prednost ovih metoda Sto su brze, ali
velika je mana §to su skupe.(1,10)

najadekvatnijeg

Testovi specificni za mehanizam
rezistencije
Testovi  specificni za  mehanizam

rezistencije se obavljaju na temelju
otkrivenog prisutnog mehanizma
rezistencije. Kao S$to se detekcija beta
laktamaza moZe provesti upotrebom
kromogenog  testa  cefalosporinaze.
Sposobnost izvjesnih bakterija da stvaraju
enzime Koji inaktiviraju antibiotike sa -
laktamom, tj. peniciline i cefalosporine. U
najc¢eS¢e koriS¢ene klinicke procedure

spadaju jodometrijska metoda,
acidometrijska metoda 1  mnoStvo
razlicitih hromogenih podloga.

Jodometrijski i acidometrijski testovi se
generalno izvode sa penicilinom kao
podlogom pa, iz tog razloga, mogu da
otkriju samo one enzime koji hidrolizuju
penicilin.

Jedan od hromogenih cefalosporina,
PADAC (Calbiochem-Behring), pokazao
se kao efektivan u otkrivanju vecine
poznatih  B-laktamaza osim  nekih
penicilinaza koje stvaraju stafilokoke i
nekih  p-laktamaza  koje  stvaraju
anaerobne bakterije. Jo§ jedan hromogeni
cefalosporin, npr. nitrocefin
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(Glaxo Research), pokazao se kao
efikasan u otkrivanju svih poznatih p-
laktamaza ukljuuju¢i 1 penicilinaze
stafilokoka. U svrhu testa Kkoriste se
Cefinase diskovi natopljeni nitrocefinom.
Kod ovog jedinjenja vidljiva je vrlo brza
promjena zute boje u crvenu prilikom
hidrolize amidne veze u [-laktamskom
prstenu B-laktamazom. Kada bakterija
proizvodi ovaj enzim u znacajnim
koli¢inama, zuti disk pocrveni tamo gdje
je izolat nanesen (1,7).

Genotipske metode

Genotipske metode-podrazumijevaju
utvrdivanje prisustva gena za rezistenciju
na antibiotike.

Ukoliko je MIC vrijednost za neki soj
mikroorganizma  iznad  postavljenih
grani¢nih vrijednosti, neophodno je dalje
ispitivanje prirode rezistencije, kako bi se
utvrdilo da 1i je rezistencija urodena ili
steCena.  Urodena  rezistencija  je
specificnost vrste ili roda 1 tacna
identifikacija taksonomske pripadnosti
ispitivanog soja predstavlja osnovni
preduslov za utvrdivanje genetske baze
rezistencije. Genetska baza rezistencije
utvrduje  se  molekularno-bioloskim
metodama od kojih je najéeSée koris¢ena
PCR tehnika i DNA hibridizacija.

PCR je jedna od najc¢esc¢e upotrebljavanih
molekularnin  tehnika za  detekciju
odredene DNA sekvence. U tu je tehniku
uklju¢eno nekoliko ciklusa denaturacije
uzorka  DNA,vezivanje  specifi¢nih
pocetnica na ciljne sekvence, i
produzivanje tih sekvenci olakSano
termostabilnim polimerazama dovodeci
do replikacije i duplikacije DNA
sekvenci.



PCR je cikli¢na reakcija amplifikacije
specificnog regiona DNK molekula. Ona
omogucava da se od male pocetne
koli¢ine DNK dobije veliki broj kopija
njenog zeljenog fragmenta koje se potom
mogu detektovati. Osim odredivanja
prisustva patogena u uzorku (kvalitativna
analiza) PCR analizom se moze precizno
i pouzdano odrediti i koli¢ina patogena u
uzorku (kvantitativna analiza).
Najpreciznija kvantitativna analiza se
dobija primjenom real-time PCR metode
(qPCR). Za razliku od klasi¢nog PCRa
gde se koli¢ina patogena odreduje na
kraju reakcije (end point analiza) kod
qPCR se koli¢ina patogena odreduje u
realnom vremenu nakon svakog ciklusa
tokom reakcije, primjenom
fluorescentnih  markera (fluorescentnih
boja ili DNK proba sa fluoroforama).

Analiza  qPCR  metodom  pruza
moguénost da se osim detektovanja
prisustva patogena odredivanjem

njegove koli¢ine u uzorku dobiju 1
informacije o stepenu infekcije i
stadijumu bolesti kao i da se prati
odgovor na terapiju.

1st cycle

o Denaturation e Annealing
e
DNA template » N
with sequence A
of interest "' o 4y
5' 3
Dhaaas e AT
PEE bbb !
3 5
try RETYFreeeeey v
# N Primers "
INTP A M 1
y @ wh [T
Polymerase A

-
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DNA hibridizacija je fenomen u kojem
se  jednostruki  polulanci molekula
dezoksiribo-nukleinske kiseline (DNK)

ili  ribonukleinske kiseline (RNK)
razli¢itog porijekla medusobno
ostvaruju komplementarne  veze,

stvaraju¢i kombiniranu DNK ili RNK.
DNK hbridiza-cija op¢enito se odnosi
na molekularno-geneticku tehniku

kojom se mjeri stepen geneticke
slicnosti izmedu kompariranih
fondova DNK sekvenci.  Pritom  se

obi¢no odreduje medusobna geneticka
distanca organizama i/ili populacija.
DNA hibridizacija temelji se na
specificnim  parovima  purina i
pirimidina u DNA. Stoga se lanac
radioaktivno oznaCen S poznatim
slijedom baza mozZe spariti sa
denaturanom DNA iz uzorka. Pojavom
ove hibridizacije lanac se oznaCava sa
signalnim radioaktivnim izotopom ili
enzimom, a ukoliko nema ciljne
sekvence ili izolat ne sadrZi specifi¢ni
gen ne dolazi do otkrivanja signala.
DNK hibridizacije je zlatni standard za
razlikovanje bakterijskih vrsta, kada
vrijednost slicnosti manja od 70%

2nd cycle 3rd cycle

nth cycle
J'" 1
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ukazuje da poredeni sojevi pripadaju
posebnim vrstama. lako je PCR najc¢esce
koris¢ena metoda za dokazivanje gena
rezistencije, ona zahtjeva izolaciju
bakterija i njihove DNK i zavisna je od
kulturelnih tehnika 1 njihovih ogranicenja
pri izolaciji bakterija, zbog Cega se za
ispitivanje rezistencije unapreduju i
razvijaju  najsavremenije,  kulturalno
nezavisne tehnike poput metagenomike i
sekvencioniranja cijelog genoma .Ove
metode omogucuju detekciju i ispitivanje
cjelokupnog  bakterijskog  genoma,
identifikaciju novih genetskih osobina i
identifikaciju  nepoznatih  genetskih
elemenata, S$to upotrebom samog PCR
metoda nije moguce (1,5,6).

3. ZAKLJUCAK

Poseban problem u lijeenju infekcija
stvaraju  bakterije otporne na viSe
antibiotika takozvane MDR
(MULTIPLE DRUG REZISTANCE)
bakterije. One mogu biti intenzivno
otporne  na lijekove (XDR) il
panrezistentne (PDR). MDR bakterije
najcesce nastaju stjecanjem
ekstrakromosomkih elemenata od drugih
bakterija u okolini. Za otkrivanje
najboljeg naCina  lijeCenja  bolesti
uzrokovane bakterijom, trebaju se
provesti ispitivanja antimikrobne
osjetljivosti i utemeljiti koja vrsta
bakterije uzrokuje bolest. PoSto nije
jedini problem rezistencija bakterija na
antibiotike ve¢ 1 nedovoljan razvitak
novih antibiotika kombiniranje
informacija s do sada provedenih
istrazivanja moglo bi dovesti do
pronalaska novih vrsta antibiotika. S tim
dobivenim rezultatima i sa smjernicama
propisanim od raznih organizacija (npr.
EUCAST - Europski odbor za ispitivanje
antimikrobne osjetljivosti), odreduje se
najbolja opcija lijeCenja (1,15).
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METHODS FOR DETERMINING THE RESISTANCE/SUSCEPTIBILITY
OF BACTERIATO ANTIBIOTICS

Tatli¢ L.

ABSTRACT

Antibiotics are one of the most commonly used drugs, which is a major problem in medicine due
to this fact. Their success in therapy is threatened by the growing number of bacteria that are
becoming resistant to their action. The first mechanism of antibiotic resistance is described for
penicillinase, ie the enzyme that inactivates penicillin by its degradation. Today, resistance to
each antibiotic has been discovered, and the rate of onset of this resistance depends on various
factors, but mostly on antibiotic consumption. Due to the high and frequent resistance to
antibiotics, an antimicrobial susceptibility test must be performed before treating a particular
pathogen. In this regard, methods have been developed to implement and monitor the spread of
resistant bacteria. An antibiogram is a term for a method that tests the susceptibility of bacteria to
antibiotics where they all have the same goal of predicting whether the bacteria will react to the
antibiotic applied. A special problem in the treatment of infections is created by bacteria resistant
to several antibiotics, the so-called MDR (MULTIPLE DRUG RESISTANCE) bacteria. They
can be intensive drug resistant (XDR) or panresistant (PDR). MDR bacteria are most often
formed by acquiring extrachromosomal elements from other bacteria in the environment. To
identify the best way to treat a disease caused by a bacterium, antimicrobial susceptibility testing
should be conducted and to establish which type of bacterium is causing the disease. Since the
only problem is not the resistance of bacteria to antibiotics, but also the insufficient development
of new antibiotics, combining information with research conducted so far could lead to the
discovery of new types of antibiotics. With these results and with guidelines prescribed by
various organizations (eg EUCAST - European Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing), the best treatment option is determined.
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MULTIREZISTENTNE BAKTERIJE
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Klini¢ki zavod za klinicku 1 molekularnu mikrobiologiju, KBC Rebro, Medicinski fakultet

Sveucilista u Zagrebu, Hrvatska

Sazetak

U najvaznije multirezistentne bakterije koje predstavljaju terapijski problem ubrajamo
enterobakterije pozitivne na P-laktamaze proSirenog spektra (ESBL), plazmidne AmpC B-
laktamaze i karbapenemaze, karbapenemaza pozitivni Acinetobacter baumannii i Pseudomonas
aeruginosa, meticilin-rezistentan Staphylococcus aureus, penicilin—rezistentni Streptococcus
pneumoniae te vankomicin-rezistentni enterokok. B-laktamaze proSirenog spekta razgraduju
oksimino cefalosporine i aztreonam, najéeS$¢e se pojavljuju u izolatima enterobakterija, a
kodirane su na prenosivim plazmidima koji Cesto sadrzavaju i gene rezistencije na ne-p-
laktamske antibiotike. Plazmidne AmpC [-laktamaze su nastale prijenosom kromosomskog
ampC gena na plazmid enterobakterija. Te B-laktamaze uzrokuju rezistenciju na peniciline,
cefalosporine prve, druge i tre¢e generacije te kombinacije f-laktama i inhibitora 3-laktamaza.
Enterobakterije mogu razviti rezistenciju na karbapeneme uslijed hiperprodukcije B-laktamaza
prosirenog spektra ili plazmidnih AmpC B-laktamaza u kombinaciji s gubitkom porina vanjske
membrane ili zbog produkcije karbapenemaza iz grupe A (KPC, IMI, NMC, SME), B (metalo-§3-
laktamaza iz VIM, IMP i NDM serije) ili D (OXA-48 B-laktamaze). Karbapenemaze koje se
nalaze u Acinetobacter spp. pripadaju molekularnoj klasi A (KPC), B (VIM, IMP, SIM, NDM)
ili D (OXA enzimi). Najc¢e$¢i mehanizam rezistencije na karbapeneme je produkcija OXA-
enzima, ali i drugi mehanizmi su Cesto ukljuceni, poput gubitka porina vanjske membrane ili
pojacane aktivnosti efluks pumpi. Rezistencija na karbapeneme u P. aeruginosa nastaje najcesce
zbog produkcije metalo-p-laktamaza iz VIM, IMP, GIM, SPM i NDM serije, gubitka porina
vanjske membrane ili pojacane aktivnosti MexAB ili MexCD pumpi. U S. aures rezistencija na
meticilin nastaje zbog stjecanja mecA gena koji kodira penicilin vezuéi protein PBP2a.
Ekspresija PBP2a dovodi do rezistencije na sve f-laktame ukljucujuéi cefalosporine (s izuzetkom
ceftarolina ili ceftobiprola) i karbapeneme. Pneumokoki rezistentni na penicilin vrlo su ¢esto
rezistentni i na cefalosporine te antibiotike iz drugih skupina pa predstavljaju terapijski problem
u invazivnim infekcijama. Najvazniji problem u enterokokoka je pojava rezistencije na
vankomicin.
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prenosivim  plazmidima  koji  Cesto
sadrzavaju 1 gene rezistencije na ne-f-
laktamske antibiotike (1). Mutacije
mijenjaju strukturu aktivnog sredista tako
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da velike molekule kao §to su oksimino-
cefalosporini mogu uc¢i u aktivno srediste i
biti hidrolizirani. Nastale su mutacijama
od TEM-1, TEM-2 i SHV-1 B-laktamaze.
Osjetljive su na inhibiciju klavulanskom
kiselinom, sulbaktamom i tazobaktamom
(2).

Prva B-laktamaza proSirenog spektra bila
je SHV-2 B-laktamaza opisana u izolatu K.
oxytoca u Njemackoj 1983. godine. Nakon
toga su se bakterije pozitivne na ESBL
prosirile prvo po Europi, a zatim i po
ostalim kontinentima. NajceS¢e se nalaze
medu hospitalnim izolatima Klebsiella
pneumoniae i Escherichia coli, a u novije
vrijeme 1 u izvabolnic¢kih pacijenata (2).
Dijele se u tri velike porodice: TEM, SHV
i CTX-M. TEM i SHV pB-laktamaze
proSirenog spektra se najceSce javlaju u
hospitalnim izolatima dok su CTX-M f-
laktamaze  ¢eS¢e u  izvanbolni¢koj
populaciji. TEM i SHV p-laktamaze
nastaju od parentalnih TEM-1, TEM-21 i
SHV-1 pB-laktamaza mutacijama koje
mijenjaju konfiguraciju aktivnog sredista i
Sire spektar djelovanja enzima (2). Za
razliku od njih CTX-M pB-laktamaze su
nativne ESBL, a nastale su od
kromosomskih B-laktamaza vrste Kluyvera
ascorbata i Kluyvera georgiana (3). Prva
CTX-M pB-laktamaza bila je CTX-M-1
opisana u Njemacko; 1995. godine
(,,cefotaximase-Munich®). Dijele se u pet
grupa: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8,
CTX-M-9 i CTX-M-25 (4). CTX-M -
laktamaze su dominantan tip ESBL u
mnogim zemljama kao $to su Svicarska,
Austrija, Grc¢ka, Poljska, Japan, Tajvan,
Argentina i Kina (4, 5). Postoje i rjede
vrste B-laktamaza proSirenog spektra kao
sto su PER, VEB i IBC B-laktamaze (6).
Geni koji kodiraju ESBL su locirani na
prenosivim  plazmidima  koji  Cesto
sadrzavaju gene
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rezistencije na ne-beta-laktamske
antibioticke kao S$to su aminoglikozidi,
tetraciklini, fuorokinoloni, sulfonamidi i
trimetoprim. Bakterije producenti ESBL
su Cesti uzro€nici epidemija hospitalnih
infekcija (7-11) koje se tesko kontroliraju
i lijeCe jer su multiplo-rezistentne na
vec¢inu antibiotika osim karbapenema pa
oni predstavljaju terapijski izbor (12).
Plazmidne AmpC B-laktamaze su nastale
prijenosom kromosomskog ampC gena na
plazmid enterobakterija. Te PB-laktamaze
uzrokuju rezistenciju na peniciline,
cefalosporine prve, druge 1 trece
generacije te kombinacije penicilina i
inhibitora pB-laktamaza (13, 14).

Plazmidne AmpC [-laktamaze su nastale
prijenosom kromosomskog ampC gena
bakterija iz roda Enterobacter,
Citrobacter, Serratia, Morganella,
Pseudomonas i Acinetobacter na plazmid
Sto omogucuje daljni prijenos tog gena
izmedu bakterija istih ili razliCitih vrsta.
Te B-laktamaze uzrokuju rezistenciju na
peniciline, cefalosporine prve, druge i
trece generacije te kombinacije penicilina
i inhibitora B-laktamaza. Ne djeluju na
cefalosporine  Cetvrte  generacije i
karbapeneme koji se mogu dati u terapiji i
invazivnih infekcija (14).

Enterobakterije mogu razviti rezistenciju
na karbapeneme uslijed hiperprodukcije -
laktamaza  proSirenog  spektra  ili
plazmidnihn  AmpC  B-laktamaza u
kombinaciji s gubitkom porina vanjske
membrane ili zbog produkcije
karbapenemaza iz grupe A (KPC, IMI,
NMC SME), B (metalo-B-laktamaza iz
VIM, IMP i NDM serije) ili D (OXA-48
pB-laktamaze. Najcesci mehanizam
rezistencije je produkcija karbapenemaza
iz grupe A (KPC) ili klase B (VIM, IMP)



a u novije vrijeme sve vece znacenje ima i
klasa D (OXA-48) (15).

U klasi A se nalaze karbapenemaze koje
su inhibirane klavulanskom kiselinom i
sulbaktamom i  pojavljuju se rijetko.
Pripadaju u grupu 2f po K. Bush.
Kodirane kromosomalno ili plazmidno
Najvaznije karbapenemaze iz grupe A su:
SME-1, SME-2, SME-3 (Serratia
marcescens) (16), IMI-1 (Enterobacter
cloacae) (17), NMC-A (E. cloacae) (18)
KPC-1, KPC-2, KPC-3 (Klebsiella
pneumoniae) (19). Uzrokuju rezistenciju
na: aminopeniciline, ureidopeniciline,
starije cefalosporine (prva i druga gen.),
aztreonam i imipenem (20). Vrlo slabo
hidroliziraju meropenem osim KPC
varijanti tako da ne uzrokuju klinicki
znacajnu rezistenciju a takoder ne djeluju
na cefamicine. KPC varijante su najcesce
u K. pneumoniae ali su takoder opisane u
Enterobacter spp i Salmonella spp. (21).
KPC p-laktamaze za razliku od ostalih
karbapenemaza iz grupe A imaju
potencijal  epidemijskog  Sirenja i
uzrokovanja hospitalnih epidemija buduci

da su kodirane na konjugativnim
plazmidima.

Metalo  B-laktamaze  su  klinicki
najznacajnije karbapenemaze.

Karakterizira ih sposobnost hidrolize svih
karbapenema i otpornost na komercijalno
dostupne inhibitore ali osjetljivost na
kelatore metalnih iona (20).  Njihov
supstratni spektar je vrlo Sirok; osim
karbapenema hidroliziraju  peniciline,
cefalosporine ali ne djeluju na aztreonam
(20). Mehanizam hidrolize ovisi o
interakciji  B-laktama 1 iona cinka u
aktivnom srediStu enzima Sto rezultira u
posebnom svojstu tih enzima da su
osjetljivi na inhibiciju s EDTA,
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kelatorom cinka i ostalih divalentnih
kationa po Cemu se razlikuju od svih
ostalih B-laktamaza (20). Spadaju u vise
porodica a najznacajnije su one iz IMP,
VIM, GIM i SPM serije a geni koji ih
kodiraju se nalaze u integronima gdje su
inkorporirane u genske kasete. One su se
pojavile u citavnom svijetu ali najvise
izvjestaja ima iz Europe, jugoistone Azije
i Japana. Hidroliticka aktivnost je
inhibirana s metalnim kelatorima (EDTA).
(MBL)mogu biti urodene, kromosomske i
steCene odnosno prenosive (22).

Prenosiva rezistencija na imipenem je prvi
puta opisana u izolatu P. aeruginosa u
Japanu 1990. Nazvana je IMP-1 (active on
imipenem) (23). IMP varijante su rijetke u
enterobakterija. IMP-3 varijanta je opisana
u Japanu 2000. godine u izolatu Shigella
flexneri. To je bio prvi opis MBL u
tipicnom izvanbolnickom izolatu (24).
IMP-6 je prvi puta opisan u urinarnom
izolatu Serratia marcescens u Japanu 2001
(25). IMP-8 varijanta je opisana u izolata
Enterobacter cloacae iz Tajvana (26).
Druga ucestala porodica MBL su VIM
enzimi. Hidroliziraju gotovo sve B-laktame
osim aztreonama 1 mogu uzrokovati
epidemije nozokomijalnih infekcija. (27).
Prva VIM MBL (VIM-1) je izolirana iz P.
aeruginosa izolata iz Verone 1997 (27).
Ime dolazi od ,,Verona integron-encoded
metallo-beta-lactamase“. Njen supstratni
profil koji ukljucuje sve -fB-laktame osim
aztreonama. VIM-1 varijanta opisana i u
izolatima E. coli, K. pneumoniae i
Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis,
Providencia stuartii, Morganella morganii
iz Gr¢ke, K. pneumoniae i P. stuartii iz
Francuske te E. coli i



K. pneumoniae iz Spanjolske (15, 28, 29).
VIM-2 -B-laktamaza pronadena je u C.
freundii (Tajvan) (26) i E. cloacae
(Juzna Koreja) (30). Ta alelska varijanta
je proSirena diljem svijeta. VIM-4 -
laktamaza je opisana u K. pneumoniae i
E. cloacae izolatima u Italiji (31). VIM-
12 je pronaden u izolatu K. pneumoniae u
Grékoj (32). Ta varijanta je kasnije
opisana i u E. coli i E. cloacae takoder iz
Grcke. VIM-19 B-laktamaza je opisana u
izolatu K. pneumoniae iz Gréke u 2008.
Soj je bio takoder pozitivan na KPC-2,
CMY-2 i CTX-M-15 B-laktamazu (33).

Soj je Dbio rezistentan na vecinu
antibiotika ukljuuju¢i i kolistin, a
osjetljiv.samo na tigeciklin. Ista

karbapenemaza opisana je u E.coli, K.
pneumoniae i P. stuartii iz Alzira. Do
sada je opisano 38 alelskih varijanti VIM
MBL
http://www.lahey.org/Studies/other.asp#ta
blel.

NDM je nova porodica MBL koje nisu
srodne S ostalim porodicama.
Enterobakterije koje produciraju NDM f-
laktamaze predstavljaju veliki terapijski
problem zbog toga S$to plazmidi koji
sadrzavaju blanpm gen mogu imati i do 14
determinanti rezistencije na antibiotike
koji se mogu prenijeti konjugacijom na
ostale  bakerije = S§to  rezultira u
multirezistentnom ili  panrezistentnom
fenotipu (34). Zasada su NDM enzimi
pronadeni samo u Enterobakterija, P.
aeruginosa i A. baumannii. U pocetku su
NDM pB-laktamaze bile ograni¢ene na
indijski subkontinent. Prvi NDM pozitivni
izolat u Europi bio je opisan u Svedskoj
od bolesnika koji je dobio infekciju
uzrokovanu bakterijom K. neumoniae u
Indiji krajem 2007 (35). Nakon 2008. ima
sve viSe izvjestaja o prijenosu
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NDM-1 pozitivnih enterobakterija iz
Indije u Europu, SAD, Kanadu, Aziju i
Australiju  koji se obicno dogada
putovanjem bolesnika a opisano su i
sluéajevi koji vuku porijeklo iz Balkanske
regije. Mnogi od bolesnika iz Europe,
sjeverne Amerike, Aziji i Australije imaju
u anamnezi put ili boravak u Indiji ili

Pakistanu a vrlo cCesto se radi o
bolesnicima  koji su  tamo  bili
hospitalizirani ili su primali medicinsku

skrb (36, 37). Mnogi bolesnici koji su se
vratili iz Indije su imale crijevnu
kolonizaciju s blaypm-1 produciraju¢im
bakterijama $to upucuje na zakljucak da se
blanpm-pozitivne bakterije nalaze u pitkoj
vodi ili otpadnim vodama u Indiji.

U skupini D u enterobakterija je opisana
OXA-48 Dbeta-laktamaza. OXA-48 -
laktamaza uzrokuje rezistenciju na
karbapeneme u K. pneumoniae a najéesce
se javlja u Turskoj (38, 39) iako postoje
izvjestaji 1 iz Njemacke 1 Belgije (40).
SteCena rezistencija na karbapeneme je
donedavno bila relativno rijetka u
enterobakterija.

U SAD-u dominiraju karbapenemaze iz
grupe A i opisani su izolati S. marcescens
sa smanjenom osjetljivoséu na
karbapeneme (41, 42), E. cloacae
pozitivni na NMC-1 B-laktamazu (16) i K.
pneumoniae pozitivni na KPC -
laktamaze (19), a u Kanadi je opisana
NDM-1 B-laktamaza (36). U Francuskoj
takoder dominiraju karbapenemaze iz
grupe A kao Sto je IMI-1 B-laktamaza
(17) opisana u E. cloacae, te K.
pneumoniae pozitivna na OXA-48 koja
spada u grupu D (43). Za razliku od SAD-
a 1 Francuske u Grckoj dominiraju metalo-
B-laktamaze iz VIM serije u izolatima E.
cloacae i K. pneumoniae (28, 29, 33, 44),
ali je opisana i KPC-2



B-laktamaza u izolatu K. pneumoniae (45)
i Salmonella spp (21). OXA-48 B-
laktamaza je dominantan tip
karbapenemaze u izolatima K.
pneumoniae u Turskoj (38, 39) dok u
Izraelu i Ujedinjenom Kraljevstvu
prevladavaju KPC-2 i KPC-3 tipovi
takoder u K. pneumoniae (46, 47). KPC
pozitivni izolati K. pneumoniae su takoder
opisani i u Austriji (37), Svicarskoj (48),
Njemackoj (49), Belgiji (42) i Italiji (50).
Na Dalekom istoku postoje izvjestaji o
pojavi KPC i NDM pB-laktamaza u
enterobakterija  (51). U  Grekoj,
Njemackoj 1 Kini su opisani sojevi sa
simultanom produkcijom KPC i MBL
(33, 49, 51).

Rezistencija na  fluorokinolone u
enterobakterija nastaje zbog mutacija
kromosomskih gyrA i parC gena kao i
zbog akvizicije plazmidnih gnrA, gnrB,
gnrC i gnrS gena. Qnr geni kodiraju gnr
protein  koji  S§titi  topoizomerazu,
bakterijski enzim neophodan za sintezu
DNA. Qnr geni se Cesto nalaze na
plazmidima koji kodiraju produkciju beta-
laktamaza proSirenog spektra iz CTX-M
porodice i metalo-beta-laktamaze (52).

U prethodnim istraZivanjima je utvrdno da
su domovi za starije i nemoc¢ne vazan
reservoir multirezistentnih bakterija (53,
54). Bolesnici u stacionarima domova su
Cesto prethodno boravili u bolnici gdje
mogu biti kolonizirani multirezistentnim
sojevima ukljucuju¢i 1 takve koji
proizvode karbapenemaze. Oni obi¢no
koloniziraju kroni¢ne bolesnike koji su
prethodno dobivali viSestruke terapije
antibioticima ili su bili podvrgnuti
invazivnim zahvatima u bolnicama.
Infekcije uzrokovane karbapenemaza
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producirajuéim sojevima imaju vecu
stopu mortaliteta, i vezane su uz
produzeni boravak u bolnici 1 vece
troSkove lijeCenja. Za Zohare je utvrdeno
da mogu biti vektor ESBL pozitivnih
sojeva ali ne postoje istrazivanja o Sirenju
karbapenemaza pozitivnih sojeva preko
nozica zohara (55). Gram-negativne
bakterije su ubikvitarne u prirodi i Siroko
su rasprostranjene u zemlji i vodi gdje
mogu prezivjeti dugo vremena. OkoliSne
bakterije takoder mogu akvirirati gene
rezistencije. Nedavna istrazivanja su
utvrdila sporadi¢no pojavljivanje VIM-
MBL i ESBL sojeva u jezerima |
rijekama u Svicarskoj, Kini, Francuskoj,
i SAD (56-59). Jezera i rijeke se smatraju
posebno vaznim kao moguéi reservoiri
multirezistentnih  bakterija jer kupe
povrsinske vode koje sadrzavaju materijal
razli¢itog podrijetla kao Sto su vodene
biljke, industrijske i poljoprivredne
otpadne vode 1 kiSnicu. Prevalencija
ESBL sojeva u jezerima mozZze biti i do
36% posebno u prenapucenim zemljama s
razvijenom poljoprivredom i industrijom
kao §to su Kina, SAD i Francuska (57-
59). ESBL i AmpC sojevi, posebno iz
CTX-M i CMY porodice su pronadeni u
zivotinja na farmama i kuénih ljubimaca
(60-64).

Prva istrazivanja provedena u Hrvatskoj
1z devedesetih godina proslog stolje¢a su
utvrdila dominaciju SHV-2 i SHV-5 beta-
laktamaza  proSirenog  spektra u
hospitalnim izolatima enterobakterija u
Hrvatskoj. lzolati su pokazivali visoki
stupanj rezistencije na ceftazidim i
aztreonam i bili  su  kodirani
samoprenosivim  plazmidima koji  su
sadrzavali gene rezistencije na ne-beta-
laktamske antibiotike (65-68). Kasnija



istrazivanja iz 2000-tih su pokazala sve
veéi porast CTX-M beta-laktamazama u
bolnicama i u izvanbolni¢koj populaciji
(69-71). Za razliku od prethodnih SHV
varijanti pokazivali su visoki stupanj
rezistencije na cefotaksim i ceftriakson
kao 1 na vecinu ne-beta-laktamskih
antibiotika. CTX-M-15 je dominantan tip
ESBL 1 u uzorcima kuénih ljubimaca
(Matanovi¢, neobjavljeni rezultati).
Istrazivanja karbapenemaza su zapocela
od 2011. godine, a prva karbapenemaza
opisana u enterobakterija u Hrvatskoj
bila je KPC-2 koja spada u klasu A (68).
Nakon nje je opisana NDM-1 takoder u
klini¢kom izolatu K. pneumoniae (72).
To je dalo povod multicentricnom
istrazivanju u 2012. godini koje je
provela takoder istraZivacka skupina.
Istrazivanje je pokazalo dominaciju
metalo-beta-laktamaza iz VIM serije.
Nastavak tog istraZivanja proveden u
2013. do 2014. godini je utvrdio takoder
dominaciju metalo-beta-laktamaza iz
VIM serije, ali i pojavu OXA-48 beta-
laktamaze kao nove determinante
rezistencije (73). Ta istraZivanja su
provedena u  sklopu  doktorskih
disertacija ¢€iji je mentor prijavitel]
projekta. Navedena istrazivanja
karbapenemaza su obuhvacala samo
hospitalne izolate. U toku 2013. do 2014.
su provedena istraZivanja mehanizama
rezistencije na karbapeneme u A.
baumannii koji spada u nefermenativne
bakterije u izolatima iz doma za starije i
nemoc¢ne 1 utvrdeno je postojanje dva
klona; jednog pozitivhog na OXA-23 i
drugog na OXA-24/40. OXA-23
pozitivni izolati su takoder producirali
metalo-beta-laktamazu iz VIM Kklase
(74). Istovremeno su prikupljeni izolati
P. mirabilis iz iste ustanove u kojima je
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identificirana CMY-16, plazmidna
AmpC beta-laktamaza koja uzrokuje

visoki stupanj rezistencije  na
cefalosporine  tre¢e  generacije i
cefoksitin ali ne djeluje cefepim i
karbapeneme  (73). U  postupku

objavljivanja je i rad u kojem su
analizirani izolati A. baumannii iz
kanalalizacijske vode doma za starije i
nemoc¢ne. U nastavku istraZivanja
ispitivali bi mehanizme i putove Sirenja
multirezistentnih enterobakterija
izmedu bolnica, domova i1 okolisa te
ulogu insercijskin  sekvenci u
mobilizaciji bla gena. Jedan od ciljeva
bi bio objasniti uzroke promjena u
epidemiologiji multirezistentnih
enterobakterija te prijelaz od SHV
varijanti u devedestima prema CTX-M
beta-laktamazama u 2000-tima te
prijelaz od metalo-beta-laktamaza u
2012-2013 kao dominantnog
mehanizma rezistencije prema OXA-48
koja danas dominira ne samo u
bolnicama nego i u domovima za
starije, a vjerojatno 1 u okoliSu $to joS
nije istrazeno.

2. ZAKLJUCAK

Pojava karbapenem rezistentnih izolata
enterobakterija 1 nefermentativnih
bakterija predstavlja veliki izazov
klinicarima u lijeCenju  infekcija
uzrokovanih multirezistentnim
sojevima. Kolistin koji se smatra
zadnjom terapijskom opcijom, takoder
gubi  djelotvornost zbog pojave
kromosomske i plazmidne rezistencije
uzrokovane Sirenjem plazmidnih mcr
gena. Ceftazidim/avibaktam i
ceftolozan  /tazobaktam su  novi
antibiotici koji iskazuju dobar u¢inak



prema producentima karbapenemaza
klase A i D ali ne djeluju na metalo-beta-
laktamaze.

Osim vrlo limitiranih terapijskih opcija
veliki problem predstavlja i otezana
laboratorijska detekcija nekih
karbapenemaza kao $to je OXA-48 kod
koje MIK-ovi karbapenema mogu biti
varijabilni 1 vrlo cesto je izrazena
rezistencija samo na ertapenem. OXA-48
ne hidrolizira cefalosporine tako da su
sojevi koji ju posjeduju osjetljivi na
cefalosporine proSirenog spektra ako ne
postoji i dodatna ESBL. ESBL takoder
predstavljaju problem u laboratorijskoj
detekciji kod nefermentativnih bakterija
kao $to je P. aeruginosa ili A. baumannii
s obzirom da oni imaju izrazenu
ekspresiju kromosomske AmpC beta-
laktamaze koja antagonizira sinergisticki
ucinak s klavulanskom kiselinom tako da
metoda dvostrukog diska ili metoda
kombiniranih diskova koje uspjesno
detektiraju ESBL kod enterobakterija, u
tih vrsta cesto daju laZno negativan
rezultat.
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MULTIRESISTANT BACTERIA
Bedeni¢ B.

ABSTRACT

The most important multiresistant bacteria causing treatment failures are extended-spectrum f3-
lactamase and/or plasmid-mediated ampC p-lactamase positive Enterobacteriaceae,
carbapenemase producing Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa, methicillin-
resistant Stapylococcus aureus, penicillin-resistant Streptococcus pneumoniae, and vancomycin-
resistant Enterococcus spp. Extended-spectrum p-lactamases-producing hydrolyze oxyimino-
cephalosporins and aztreonam, are mostly produced by Enterobacteriacea, and are encoded on
transferable plasmids which often contain resistance genes to non-p-lactam antibiotics. Plasmid-
mediated AmpC B-lactamases descend from the chromosomal ampC gene transffered to the
plasmid. Those B-lactamases confer resistance to first, second and third generation of
cephalosporins, monobactams, and to B-lactam-B-lactamase inhibitor combinations.
Enterobacteriaceae may develop resistance to carbapenems due to the hyperproduction of ESBLS
or plasmid-mediated AmpC B-lactamases in combination with porin loss or due to the production
of carbapenemases of class A (KPC, IMI, NMC, SME), B (metallo-p-lactamases from VIM, IMP
or NDM series), and D (OXA-48 B-lactamase). Carbapenemases found in Acinetobacter spp.
belong to molecular class A (KPC), B (metallo-p-lactamases of IMP, VIM, NDM or SIM
family) and D (OXA enzymes). The most frequent mechanism of carbapenem resistance in
Acinetobacter spp. is through the production of OXA-enzymes but other various mechanisms
including decreased permeability and efflux pump overexpression could also be involved.
Carbapenem-resistance in P. aeruginosa is usually mediated by the production of metallo-p-
lactamases of IMP, VIM, GIM, SPM or NDM series, loss of OprD outer membrane protein
and/or upregulation of MexAB or MexCD efflux pumps. Methicillin-resistance in S. aureus
occurs as the result of the acquisition of mecA gene that encodes novel PBP2a protein.
Expression of PBP2a renders bacteria resistant to all B-lactams including cephalosporins (with
the exception of ceftaroline and ceftobiprole) and carbapenems. Most strains of penicillin
resistant Streptococcus pneumoniae are often resistant to cephalosporins, and antibiotics from
other classes, presenting a serious problem in treating invasive infections. The most important
therapeutic problem in enterococci is development of resistance to vancomycin
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FENOTIPSKE METODE I NJIHOV ZNACAJ U DETEKCIJI PENICILIN
REZISTENTNOG STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Lejla Osmanovi¢
Klinicki centar univerziteta u Sarajevu

Sazetak

Streptococcus pneumoniae pretezno izaziva infekcije gornjih respiratornih puteva (sinuzitis,
otitis) 1 konjunktivitis. Vode¢i je uzrocnih vanbolnickih pneumonija, bakterijskog meningitisa i
sepse.

Rezistencija na penicilin posredovana je u pneumokoka promjenom ciljnog mjesta. Ciljno mjesto
za penicilin su tzv. penicilin vezu¢i proteini ili prema engleskom "penicilin binding proteins"
(PBP). Pneumokoki posjeduju Sest takvih molekula: 1A, 1B, 2A, 2B, 2X i 3, a rezistentni sojevi
imaju promijenjene PBP molekule koje pokazuju smanjeni afinitet za penicilin. Do promjene
PBP molekula dolazi zbog izrazite sklonosti pneumokoka genetskoj transformaciji tj.
ugradivanju strane DNA iz okoline u svoj genom. Strana DNA potjece od viridans streptokoka s
kojima pneumokoki dijele staniSte na sluznici gornjih di$nih puteva. Cilj ovog rada je bio da
ispita ucestalost izolata Streptococcus pneumoniae rezistentnih na penicilin te prikazu i
kompariraju fenotipske metode detekcije rezistencije na penicilin kod pneumokoka. Istrazivanje
je radeno na osnovu podataka o pacijentima uzetih u periodu od 01.01.2016 do 01.01.2017 u OJ
Klinicka Mikrobiologija UKC Sarajevo. Za odredivanje fenotipova rezistencije na pneumokok su
koristeni disk-difuzioni test, kombinovani difuziono-dilucioni test i automatizovani VITEK 2
sistem. problem u invazivnim infekcijama. Najvazniji problem u enterokokoka je pojava
rezistencije na vankomicin.

1.UvOD
Autor za korespodenciju: Streptococcus pneumoniae ili
pneumococcus je Gram pozitivna bakterija
Lejla Osmanovié, MA dipl. ing. MLD koja pripada rodu Streptococcus, familiji
Streptococcaceae. Jedan je od vodecih
Klinicki centar univerziteta u Sarajevu uzro¢nika invazivnih oboljenja kao §to su

O.J. Klinitka mikrobiologija bakterijska pneumonija, septikemija i

meningitis. Takode uzrokuje neinvazivna,

E-mail: osmanovic_lejla@yahoo.com . . .. "
lejla@y ali vrlo Cesta oboljenja kao S$to su akutna

Tel: 0038761/218-002 upala  srednjeg uha, sinuzitis i
nekomplikovana pneumonija. Invazivne
() ev-ro-ro | pneumokokne infekcije su povezane sa

znacajnim morbiditetom 1 mortalitetom,
narocito u zemljama u razvoju (1). 2000-te
godine  pneumokokne  bolesti  su
uzrokovale oko 826 000 smrtnih ishoda
kod djece uzrasta do 5 godina (2).
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LijeCenje pneumokoknih infekcija je
otezano zbog porasta i Sirenja rezistencije
na antibiotike. Od posebnog je znacaja
pojava ukrStene rezistencije pneumokoka
na beta laktamske antibiotike i antibiotike
iz grupe makrolida. Rezistencija na
penicilin  uvjetovana je  spontanom
genskom promjenom bakterijskih proteina
koji vezu penicilin (eng. PBP-penicillin
binding protein). To su enzimi koji su
ukljuceni u sintezu i modifikaciju stani¢ne
stijenke bakterije. Tako PBP u nekih
sojeva pneumokoka smanjuju sposobnost
stanicne  stijenke = za  vezanje s
antibioticima. Rezistencija se pojavljuje
selekcijom tih sojeva, koji zahtijevaju
visoke  koncentracije  penicilina  za
zasi¢enje svojih specifiéno promijenjenih
proteina. Sojevi pneumokoka rezistentni
na penicilin mnogo se cesS¢e izoliraju iz
respiratornog sistema nego iz primarno
sterilnin materijala, te stoga moZemo
zakljuciti da su rezistentniji oni sojevi koji
se pojavljuju kod kliconostva, odnosno
uzrokuju kolonizaciju ili kontaminaciju

@).
Morfologija

Diplokok je prvi put uocio Pasteur 1880.
godine u salivi Covjeka oboljelog od
rabijesa, a 1910. godine Neufeld je izvrsio
tipizaciju na osnovu bubrenja kapsule.
Streptococcus pneumoniae pripada grupi
Gram-pozitivnih bakterija, ali se od njih
razlikuje po svom obliku. To je bakterija
koja se javlja u paru. Na jednom kraju je
zaSiljena u vidu plamena svijece, a drugi
kraj je ravan 1 Sirok. Mogu biti
pojedinaéne 1 u kra¢im lancima. Neki
sojevi posjeduju 1 kapsulu koja okruzuje
jedan par koka ili viSe parova kada se
nalaze u lancima (4). Celije su dijametra
0,5do 1,2 pm.

25

Osmanovic L. ZKMLDFBIH 2021, 2: 24-49

Morfologija kolonija varira, od kolonija
obavijenih, velikih (dijametra 1 do 3 mm
na krvnom agaru; manjih na ¢okoladnom
agaru), okruglih i mukoidnih, i kolonija
nekapsuliranih sojeva manjih i ravnih. Sve

kolonije podlijezu autolizi vremenom,
srediSnji dio  kolonije se rastvara
ostavljaju¢i  ispupcen  izgled  (5).

Pneumokoki se medusobno razlikuju na
osnovi grade polisaharidne kapsule, i
upravo se na temelju tih razlika mogu
razvrstati u preko 90 razlicitih serotipova.
Polisaharidna  kapsula  osnova je
invazijskog potencijala bakterije, odnosno
omogucava joj da lakSe izazove infekciju
kod covjeka 1 izbjegne odbrambenim
mehanizmima domacdina, osobito
fagocitozu, koja je klju¢na u odbrani od
bakterijskih patogena (3).

Streptococcus
pPneumoniae

Slika 1. Pneumokok — diplokoke,
okruzene kapsulom.

Slika 2. Izgled ¢elija Streptococcus
pneumoniae u direktnom preparatu
likvora, obojenom po Gramu; uocavaju se
izduzene diplokoke, koje mogu formirati
lance



Kulturelne osobine

Streptococcus pneumoniae za svoj rast
treba povecanu koncentraciju CO2, od 5
do 10%. KultivisSe se na temperaturi od
35°C (6). Uzrotnik ima probirljive
nutritivne zahtjeve i raste samo na
oboga¢enim podlogama sa  krvnim
produktima (5). Na krvnom agaru raste
nakon 24 h u sitnim prozirnim kolonijama
sa izrazenom zonom o-hemolize. Kolonije
mogu biti B-hemoliticke u anaerobnim
uvjetima (16). Postoji vise faza razvoja
pneumokoka i kolonije se razlikuju po
izgledu: glatke , sjajne, ravnih ivica (S
kolonije), hrapave, mutne, neravnih ivica
(R kolonije), i mukoidne, izrazito sluzave
pojedinih virulentnih sojeva (tip 3).
Kolonije pneumokoka duzim stajanjem
mijenjaju  svoj izgled: zamute se,
deformiSu i smanjuju, a kupola im se
zaravni. Opisane promjene su posljedica
dejstva sopstvenih metaboli¢kih
produkata koje pneumokok stvara (H202)
I nazivaju ih autolizini. Veoma je
osjetljiv. na promjenu Kkiselosti sredine
tako da je potrebno u odredenim
intervalima u toku kultiviranja kontrolirati
bujonsku kulturu, da bi se dobio obilan

rast (6). Streptococcus pneumoniae
fermentuje  karbohidrate,  stvarajuci
mlije¢nu  kiselinu kao  primarni

metabolicki nusprodukt. Raste slabo u
medijima sa visokim koncentracijama
glukoze, jer mlije¢na kiselina brzo doseze
toksicne razine u takvim medijima (5).
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Slika 3.
pneumoniae na krvnom agaru Gore:
tipicno udubljenje u kolonijama posle 24
casovne inkubacije, koje se javlja kao

Izgled kolonija Streptococcus

posljedica autolize; Dole izgled
mukoidnih kolonija Streptococcus
pneumoniae

Faktori virulencije

Streptococcus  pneumoniae  posjeduje

brojne faktore virulencije koji imaju vaznu
ulogu u patogenezi infekcije. Prema
hemijskom sastavu se faktori virulencije
mogu podijeliti u dvije grupe. Prva grupa u
osnovi ima Secere i predstavljena je
polisaharidnom kapsulom, teihoinskom ili
poteihoinskom kiselinom. Druga grupa
ukljucuje  brojne  povrSinski  vezane
proteine i enzime.



Slika 4. Shematski model ¢elijskog zida i
povrsinskih proteina pneumokoka

Na stani¢nu povrsinu nadovezuje se jasno
razvijena polisaharidna kapsula, koja je
ujedno i glavni faktor virulencije (7).
Polisaharidna kapsula u  potpunosti
okruzuje bakterijsku celiju i predstavlja
glavni faktor virulencije pneumokoka (8).
Kovalentno je vezana fosfodiestarskim
vezama za N-acetilglukozamin
peptidoglikana celijskog zida. Postoje
razlike u sastavu polisaharida kapsule, na
osnovu kojih je do danas identifikovano
94 razlicita serotipa pneumokoka (9, 10).
Kapsula vecine serotipova je kompleksne
grade ,sastavljena od multiplih Secera sa
razgranatim bo¢nim lancima. Kod nekih
tipova, npr. 3 i 37, kapsula ima relativno
jednostavnu strukturu 1 sadrZi samo jedan
ili dva Secera, dok je kod drugih
sastavljena od brojnih ugljenih hidrata.

Uprkos navedenim raznolikostima u
gradi, kapsula svih tipova ima istu
primarnu funkciju, da sprijeci

opsonofagocitozu 1 inhibiSe aktivaciju
komplementa alternativnim putem (11).

Mehanizmi  rezistencije pneumokoka
na penicilin
Rezistentni  sojevi pneumokoka ne

proizvode beta-laktamazu. Rezistencija na
penicilin  uvjetovana je spontanom
genskom promjenom bakterijskih proteina
koji vezu penicilin (eng. PBP-
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penicillin binding protein). To su enzimi
koji su ukljuceni u sintezu i modifikaciju
celijske stijenke bakterije. Tako PBP u
nekih sojeva pneumokoka smanjuju
sposobnost celijske stijenke za vezanje s
antibioticima. Za smanjenu osjetljivost

Streptococcus pneumoniae na
betalaktamske antibiotske lijekove
odgovoran je mehanizam unutarnje

rezistencije - izmjene proteina koji vezuju
penicilin ~ odnosno  ciljnih  mjesta
djelovanja ovih lijekova.

Glikopeptid
Polimer

Polimer
ur NAc
)
// T inhibicija
Dealants [ B-1aktamski antibiotici
id
e

Slika 5. Inhibicija sinteze peptidoglikana
iz Celijskog zida bakterija pomocu [3-
laktamskih antibiotika

Rezistencija se pojavljuje selekcijom tih
sojeva, koji zahtijevaju visoke
koncentracije penicilina za zasienje
svojih specificno promijenjenih proteina.
Po ispitivanju velikog broja izolata,
uoceno je da varijacija u PBP uzorku
predstavlja istinski polimorfizam proteina.
I zaista, izolati koji dijele odredeni
abnormalni, ali jedinstveni uzorak takoder
imaju tendenciju da dijele i ostala
svojstva, poput serotipa, otpornosti na
druge antibiotike i geografsko porijeklo
(12, 13). Na osnovu ovih opazanja
predlozeno je da otporni izolati
pneumokoka predstavljaju



specificnu, odnosno geneticki specificnu
liniju pneumokokalnih klonova (14).

LABORATORIJSKA
DIJAGNOSTIKA STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE

Streptococcus pneumoniae napada
razliCite organe i tkiva. Za pregled se
uzima sputum koji je cesto boje rde
(sadrzi eritrocite) oboljelih od krupozne
pneumonije. Pored sputuma, u ovisnosti
od klinicke slike uzima se likvor, gnoj,
punktati, krv, brisevi gornjih respiratornih

puteva, srednjeg uha, oka i dr.
Bakterioloska dijagnoza postavlja se
ustaljenim  redoslijedom: ispitivanjem

mikroskopskih, kulturelnih, biohemijskih
I antigenskih karakteristika. Za njihovu
diferencijaciju preporucuje se koristenje

sljedecih postupaka:
1. Direktni  mikroskopski  pregled
bolesni¢kog materijala ima veliki

dijagnosticki znacaj. Bojenje po Gramu
uzoraka sputuma je brz nain za
dijagnostiku pneumokokne pneumonije i
meningitisa. U razmazima sputuma,
likvora, pleuralne tecnosti, itd. bojenjem
po Gramu nalaze se tipicne Gram
pozitivne bakterije, oblika plamena
svijece, rasporedene u parove, okruzene
Sirokom kapsulom. Kod starijih kultura
bakterije se mogu odbojiti i pokazati u
preparatu  kao gram negativne (5).
Kapsula se moze bolje vidjeti ako se
razmaz boji nekim od specijalnih bojenja
za kapsulu ili negativnim bojenjem (India
ink). Pored bakterija, u razmazu se uvijek
nalaze i leukociti.

2. Streptococcus pneumoniae za svoj rast
treba povecanu koncentraciju CO2 5 do
10 %. Kultivie se na temperaturi
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od 35°C. Raste na sloZzenim hranjivim
podlogama obogac¢enim nativnim
bjelan¢evinama (krv, serum, ascit).
Streptococcus pneumoniae raste vrlo
dobro na krvnom agaru, koji sadrzi ovc¢ije
eritrocite i mesni ekstrakt, u prisustvu
povecane koncentracije CO2 5 do 10 %.
3. Optohinski test radi se na principu
antibiograma. Izvodi se tako Sto se na
zasijanu kulturu alfa-hemoliti¢kih
streptokoka, za koje se pretpostavlja da bi
mogle bti Streptococcus pneumoniae,
stavi disk optohina i inkubira 24 sata na
37°C. Poslije inkubacije posmatra se rast
(4). Streptococcus pneumoniae je veoma
osjetljiv na male koncentracije optohina,
zbog Cega se oko diska stvara Siroka zona
inhibicije rasta (30mm) (6).

Slika 6. Optohinski test. Lijevo:
Streptococcus pneumoniae, osjetljiv na
optohin; desno: viridans streptokoke —

rezistentne na optohin

4. Preporucuje se test topljivosti u zuci i
zuénim  solima  (povrSinski  aktivne
supstance). Nakon dodavanja povrSinski
aktivnih supstanci kulturi Streptococcus
pneumoniae, dolazi do lize kolonija na
krvnom agaru i razbistravanju bujonske
kulture (6). U roku od dva sata kolonija



pneumokoka lizira, dok alfa hemoliticke
streptokoke ostaju neizmijenjene (17).

Streptococcus
| pneumoniae
| lysed by bile

Slika 7. Test lize zu¢nim solima u
epruveti. Lijevo: viridans streptokoke,
¢ija bujonska kultura ostaje zamuéena

posle dodavanja Zucnih soli, test je

negativan. Desno: Streptococcus
pneumoniae, ¢ija se bujonska kultura
izbistrila posle dodavanja zuc¢nih soli,
test je pozitivan

5. Streptococcus pneumoniae se moze
brzo identificirati seroloskom
tipizacijom.  Uzorcima  bolesni¢kog
materijala u kojima se nalaze tipi¢ni
oblici bakterija, dodaje se tipski
specifian antiserum. Test se izvodi na
predmetnom staklu i odmah se posmatra
pod mikroskopom. Prati se bubrenje
kapsule (Neufeldov test). Do bubrenja
kapsule dolazi u homolognom serumu,
zbog mikroprecipitacije. Na osnovu
razli¢itih antigena kapsule podijeljeni su
u 83 seroloska tipa (6).
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6. Bioloski ogled izvodi se
ubrizgavanjem suspenzije suspektne
kulture u fizioloSkom rastvoru misu.
Ukoliko je ubrizgan pneumokok mi$ ¢e
uginuti od sepse za 24-72 sata. Iz krvi
miSa ¢e se izolovati pneumokok u €istoj
kulturi (17).

Za identifikaciju S.pneumoniae se
koriste i komercijalni kitovi kao $to su
Api Rapid Strept, Rapid ID 32 i VITEK
(bioMerieux, Marcy | Etoile, France).
Seroloskim se testovima mogu dokazati

protutijela na Cetiri pneumokokna
antigena: C-polisaharid stanicne
stijenke,  kapsularne  polisaharide,

fosforilkolin 1 pneumolizin (kljuéni
faktor virulencije) (3).

Serotipizacija izolata moze biti korisna
iz epidemioloskih razloga kako bi se
koreliralo Sirenje specifi¢nih klonova 1
slijedilo razvoj otpornosti na
antibiotike. Antibiogram treba raditi na
izoliranim sojevima (MSD priru¢nik
dijagnostike i terapije).

Zaklju¢no, za pristup bolesniku sa
sumnjom na pneumokoknu bolest i
dalje se treba ravnati uglavnhom prema
nekim klinickim 1 laboratorijskim
podatcima, naro¢ito prema broju
leukocita, CRP-u i opéem stanju djeteta
(15).

2.MATERIJAL | METODE

U retrospektivno-prospektivnoj studiji
ispitivanje je wuradeno na izolatima
pneumokoka koji su izolovani iz
uzoraka respiratornog trakta pacijenata
sa razli¢itth odjela Klini¢ckog centra
univerziteta u Sarajevu koji su
zaprimljeni u oJ Klini¢ka
mikrobiologija. Studija je obuhvatala
period od 01.01.2016 do 01.01.2017.



Podaci o izolatima su ukljucivali sljedece
podatke: laboratorijski identifikacioni
broj, vrstu uzorka, datum uzorkovanja,
uzrast i pol pacijenta, dijagnozu.

Procedura kod izolacije pneumokoka

Po dospije¢u u laboratoriju, uzorak je
zasijan na podlogu krvni agar sa
razrijedenjem. Ploce su pohranjene u
posudu sa CO2 . Da bi se obezbijedili ti
uslovi stavljena je upaljena svijecéa ili BD
Gas Pak EZ, CO2 container system.
Posuda je stavljena u termostat 16-24 h
na 37 ~ C. Nakon 24 h inkubacije
izvr$eno je oCitavanje porasta sa kulture.
Sumnjive kolonije Streptococcus
pneumoniae (pneumokok) su testirane na
krvni sektor sa diskom optohina (6 mm,
5 ung) komercijalno  dostupnim.
Streptococcus pneumoniae je veoma
osjetljiv na male koncentracije optohina,
zbog Cega se oko diska stvara Siroka
zona inhibicije rasta (30 mm). Poslije
inkubacije od 16-24 h se oCitava zona
inhibicije rasta, sa gornje strane otvorene
plo€e, lenijarom. Ukoliko je precnik
zone >14 mm, smatra se da je ispitivani
izolat osjetljiv na optohin. Za svaki novi
lot diskova optohina treba uraditi
pozitivnu i negativnu kontrolu.

Ispitivanje osjetljivosti S. pneumoniae
na antiobiotike

Zbog osjetljivosti  pneumokoka na
vanjsku  sredinu odmah je wuradeno
testiranje osjetljivosti na antibiotike.
Gustina bakterijske suspenzije treba da je
0,5 McFarland ukoliko se, za pravljenje
koristi bakterijska kultura sa krvog agara,
odnosno 1,0 McFarland, ukoliko je
pneumokok kultivisan na ¢okoladnom
agaru. U naSem istrazivanju koriSten je
krvni agar za izolaciju pneumokoka, s
ciljem zasijavanja
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izolovanih i ispitivanih  bakterija.
Sterilnom ezom pikirane su istovjetne
suspektne kolonije Ispitivane

bakterijske vrste i potom suspendirane
u glukozni bujon (McFarland 0.5).
Potom se suspenzija ispitivanog soja
bakterija iz glukoznog bujona sterilnim
Stapi¢em nanijela preko Citave povrSine
hranjive podloge. Prema standardnim
shemama aplicirani su na zasijanu

podlogu,  diskovi  filter  papira
impregnirani antibioticima odredene
koncentracije. Ispitana je osjetljivost na
sljede¢e antibiotike: benzilpenicilin,
oksacilin, eritromicin, azitromicin,
Klaritromicin, tetraciklin,
hloramfenikol, gentamicin,

trimetoprim-sulfametoksazol, cefazolin,
ceftriakson, amoksicilin+klavulonska.
Petri ploge su inkubirane na 35-37°C
unutar 24 h. Bakterije ¢e rasti u okolini
diska ovisno o svojoj osjetljivosti na
antibiotik.  Osjetljivost bakterija je
upravno proporcionalna s promjerom
zone inhibicije koja se ocitava u
milimetrima 1 usporeduje sa veli¢inama
zone inhibicije dobivenim testiranjem
standardnih i poznatih bakterijskih
sojeva. Zone osjetljivosti su
interpretirane prema CLSI standardima.
U naSem istrazivanju rezultat testa
izrazili smo kao R (rezistentan) i S

(senzitivan). Kao kontrolni soj se
koristio  Streptococcus pneumoniae
ATCC 496109.

Slika 8. Antibiogram (disk-difuziona
metoda) Streptococcus pneumoniae



Ispitivanje  osjetljivosti na beta-
laktamske antibiotike
Za ispitivanje osjetljivosti na beta

laktamske antibiotike se upotrebljava
disk oksacilina, 1 pg. Ukoliko je zona
inhibicije rasta >20 mm, moze se
smatrati da je soj osjetljiv na sve beta
laktamske antibiotike. PoSto se za
lijeCenje pneumokoknih bolesti najcesce
koriste penicilin i cefalosporini trece
generacije  (npr.  ceftriakson), oba
standarda (CLSI i EUCAST) upucuju da
se odredi vrijednost MIK ovih
antibiotika, a svake godine oba standarda
daju nove vodiCe sa grani¢nim
vrijednostima za interpretaciju kategorija
osetljivosti. Prilikom procjene
osjetljivosti soja treba voditi racuna da su
i CLSI i EUCAST napravili razliku u
interpretaciji u zavisnosti da li je soj
izaziva¢ meningitisa 1ili neke druge
invazivne ili neinvazivne bolesti.

Osmanovic L. ZKMLDFBIH 2021, 2: 24-49

Grani¢na vrijednost penicilina  je
prvenstveno dizajnirana kako bi se
osigurao uspjeh terapije za
pneumokokni  meningitis. Medutim,
klinicke studije su pokazale da je ishod
pneumokokne upale plu¢a uzrokovan
sojevima sa srednjom osjetljivosti na
penicilin i koja je tretirana
parenteralnim  penicilinom se ne
razlikuje od pacijenata tretiranim sa
drugim agensima. Uzimaju¢i u obzir na
mikrobioloske, farmakokineticke i
farmakodinami¢ne podatke, klinicka
grani¢na vrijednost za benzylpenicillin
za ne-meningitis izolate su revidirani i
trenutne  grani¢ne vrijednosti  su
navedene 1 u tabeli. U slucaju
meningitisa, grani¢ne vrijednosti su
stroZzije.

U slucaju da je ispitivani izolat izazivac
pneumonije, sepse itd., koriste se
drugaciji kriterijumi za interpretaciju,
koji zavise i od doze datog lijeka,
odnosno  koncentracije  koju lijek
dostize u krvi.

Tabela 1. Grani¢ne vrijednosti za oksacilin

Oksacilin Ing Antibiotik
dijametar zone inhibicije

Dalje testiranje/interpretacija

izvijestiti da je soj osjetljiv, bez

220 mm svi beta laktami obzira na klinicke indikacije
benzilpenicilin (meningitis) i
fenoksimetilpenicilin (sve izvijestiti da je soj rezistentan
indikacije)
. - N odrediti MIK i interpretirati
benzilpenicilin (ne-meningitis)
<20 mm

ampicilin, amoksicilin i piperacilin
(sa ili bez inhibitora beta
laktamaza), cefepim, cefotaksim,
ceftriakson

zona >8 mm: izvijestiti da je soj
osjetljiv

zona <8 mm: odrediti MIK za beta
laktame

drugi beta laktami

odrediti MIK i interpretirati
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Tabela 2. Grani¢ne vrijednosti za penicilin
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Standard Antibiotici S | R
penicilin i
CLsI (meningealni) <0,06 0,12-1 >2
penicilin i
EUCAST (meningealni) <0,06 >0,06
Tabela 3. Grani¢ne vrijednosti za penicilin
Standard Antibiotici S | R
penicilin
CLSI (ne-meningealni)* <2 4 28
penicilin i
EUCAST (ne-meningealni)** <0,06 >2
E-test

Vrijednost MIK-a odreden je kod izolata
Streptococcus pneumoniae koristenjem E
testa (BioMerieux). Ovaj test predstavlja
kombinaciju dilucijske i difuzijske
metode. Dizajniran je u vidu tankih,
inertnih plasticnih traka c¢ija je jedna
strana kalibrirana sa MIK skalom u
ug/ml i to od 0,002-1024 ug/ml zavisno
od antibiotika. Kada se E test trake
apliciraju na povrSinu agara, antibiotik
brzo difundira u agar i stvara odredeni
gradijent koncentracije. Ispitivani soj
pneumokoka je inokuliran na krvni agar
kao za disk difuzijski test, zatim su
nanesene E-test trake penicilina sa
odredenim gradijentom koncentracije
antibiotika, koje su preneSene sa trake na
¢vrstu podlogu. Nakon inkubacije od 18
do 24 sata, kada rast bakterija postane
vidljiv, uoCava se simetricna elipsa
inhibicije rasta 1 ocitava se MIK
(minimalna inhibitorna koncentracija) na
osnovu veli¢ine zone inhibicije. Rezultat
se oCitava kao S, I, R i uz to 1 MIK u
ug/ml.
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Slika 9. E- test

Ispitivanje osjetljivosti na antibiotike
automatizovanim sistemom Vitek 2

Ispitivanje osjetljivosti na antibiotike je
izvedeno automatizovanim VITEK 2
sistemom za brzu izradu testa
osjetljivosti (VITEK 2, BioMerieux,
Francuska).

Ispitana je osjetljivost na 19 antibiotika
(benzilpenicilin, amoksicilin,
cefotaksim, ceftriakson, imipenem,
levofloksacin, moksifloksacin,
ofloksacin, sparfloksacin, eritromicin,
telitromicin, pristinamicin, kvinopristin



— dalfopristin, linezolid, vankomicin,
tetraciklin, hloramfenikol, rifampicin,
trimetoprim—sulfametoksazol)
koriStenjem kartica AST-P576 prema
uputstvu  proizvodaca  (BioMerieux,
Francuska). Kao referentni soj u
testovima osetljivosti je koriSten S.
pneumoniae ATCC 49619.

Rezultati osjetljivosti su tumaceni u
skladu sa preporukama CLSI iz 2013.
godine. Grani¢ne vrijednosti penicilina
za MS su: S <0,06 pg/ml, R >2 pg/ml, a
za NMS su: S <2 pg/ml, R >8 ng).
VITEK 2 Compact vrsi adekvatnu
identifikaciju do nivoa speciesa za > 300
klinicki znacajnih bakterija i testiranje
osjetljivosti na veliku paletu antibiotika.
Aparat omogucava nezavisan rad svakog
dijela mikrobioloske laboratorije u
smislu odvojene pripreme uzorka, u
zavisnosti od potreba svake laboratorije,
zahvaljuju¢i tzv. malim pokretnim
¢elijama (kasetama) koje se koriste
odvojeno od aparata. Aparat automatski
osigurava validaciju, a kada su rezultati
spremni daje tacan fenotipski profil
identificiranog mikrorganizma.

higure 2-1 illustrates the location of instrument access doors.

Figure 2-1: VITEK® 2 Compact Instrument

Slika 10. VITEK 2 COMPACT aparat
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Kaseta je glavna komponenta sistema
transporta test kartica. Moze da primi
do 10 test-kartica sa inokuliranim test-
epruvetama.

Figure 2-11: VITEK®™ 2 Compact Cassette

Slika 11. VITEK 2 COMPACT kaseta

Procedura

Sterilno je prebaceno 3.0 mL sterilne
soli ( vodeni rastvor 0,45% do 0,50%
NaCl,ph 45 do 7,00 u providnu
plasti¢énu (polistirensku) test epruvetu
(12mmx75mm). Sterilni Stapi¢ ili
tampon je koriSten za prebacivanje
dovoljnog broja morfoloski slicnih
kolonija pneumokoka u epruvetu sa
rastvorom  soli.  Pripremljena je
suspenzija homogenog  organizma
gustine ekvivalentne McFarland-u broj
0,50 do 0,63 koristeci kalibrisani Vitek
,» Densichek®. Starost suspenzije ne
smije da prelazi 30 minuta prije
stavljanja kartica za inokulaciju.
Epruvete sa suspenzijom su postavljene
u kasetu. Iz svake epruvete kojom se
ispituje biohemijska aktivnost bakterija
mikropipetom je preneSena
odgovarajuca koli¢ina suspenzije u
sljedecu epruvetu koja sluzi za
ispitivanje osjetljivosti. Postavljene su
odgovarajuce kartice u test epruvete.
Pristupljeno je ubacivanju uzoraka u
aparat.
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Figure 21: View and Maintain Isolate Resuits

A Viewand Maintain Tsolate Results

View By: '_Isdote v: LabID: 103 i v ALS Findings:
Flker By: Shon Al v | Jorganism:  |Enerofaeeas J Phenotypes Selected for Review:
- Review Status: To ba reviewed ‘ |
G v 031 Ervaro fascsls ‘
S 5755, Jon 17, 201,604 [l LU o
1D Confidence:
Analysis Status: 10,26 - il -
Analysis Messages: m
bioArt Comment: AST Offne Tests; et lactanase -

¥ bt MO Dte. Y| it M e, Y| Aok MC .
Beta-l axtamase | MG | - Atretomycin HohLev..| SR | R | || (Clindanyein [ORNG!
Benaydpaniclin [ 6 [6 Gentaicn "] Wancomytin 4 5
tnpiclin | 16 |R Cpreflonacin () ()] [etracydine [ORRNY]
bmpiclinfSubactan | [£2) | T Levofhyeach ()T Mtrofurentein sth | 5

[ [ [oacln | | L Moo 0 L6 | [T Chlarobericd | €) [ )

| Cefoxdln | I fioxadn (|t '] Ritarpicin

" [Gentamcn Hoh Level,,,| SIS | § | T Enythvomycn 0 |0

2

Slika 12. Pregled rezultata izolata na VITEK2 Compact sistemu

34



3. REZULTATI

01.01.2016 do
Ispitana 53

U periodu od
01.01.2017  ukupno su
pacijenta. Izolati Streptococcus
pneumoniae su dokazani iz uzoraka
respiratornog trakta sa razliitih odjela
Klinickog centra univerziteta u Sarajevu.

Pregled spola ispitanika

U tabeli 1. prikazana je zastupljenost
muskog 1 zenskog spola ispitanika.
Analizom zastupljenosti dokazano je da
su muskarci bili viSe zastupljeni sa 33 ili
62,3% u odnosu na Zene koje su bile
zastupljene sa 20 ili 37,7% slucajeva.
Analiza putem hi-kvadrat testa za jedan
uzorak pokazuje da ne postoji
signifikantna  razlika u  spolnoj
distribuciji (x2=3,189; p=0,074).

Tabela 3. Prikaz spolne zastupljenosti
ispitanika prema rezultatu analize

Spol
N %
Muski 33 62,3
Zenski 20 37,7
Ukupno 53 100,0

37,7%

.

Muski = Zenski

Grafikon 1. Grafi¢ki prikaz spolne
zastupljenosti ispitanika
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Starosna dob ispitanika

Analizom starosne strukture dokazano
je da je prosjecna starosna dob
ispitanika iznosila 6,5+8,7. Najmladi
ispitanik je imao 1 godinu, a najstariji
42. Analiza putem Studentovog t testa
pokazuje da postoji signifikantno
odstupanje od ocekivane distribucije
(t=5,387; p=0,0001) u smislu vece
zastupljenosti ispitanika mlade Zivotne
dobi (ispod 10 godina zivota).

Tabela 4. Prosjecna starost ispitanika
prema rezultatu analize

Prosjek 6,5000
Std. greSka  1,20660
Std. 8,70091
devijacija
Minimum 1,00
Maksimum 42,00
25
by —
157
Z
e
107
o
I

[ T T T T I T
A000 0 1000 un 0o am 00

Dob

Grafikon 2. Grafi¢ki prikaz prosje¢ne
starosti ispitanika



Prikaz zastupljenosti izolata po
klinikama

Analizom distribucije izolata u odnosu
na klinike dokazano je da najveéi broj
izolata potice sa Pedijatrijske klinike 36
(67,9%), nakon koje slijede Klinika za
infektivne bolesti sa 6 (11,3%), te ORL i
Neuroloska klinika sa 2 (3,8%). Izolati sa
ostalih Kklinika i ustanova su bili
zastupljeni sporadi¢no (tabela 3).

Tabela 5. Prikaz zastupljenosti izolata po
klinikama

Klinika

N %
Ambulanta 1 1,9
C-3 1 19
C-8 1 19
D.Z. Olovo 1 19
Klinika za 1 1,9
hematologiju
Klinika za infektivne 6 11,3
bolesti
Neuroloska klinika 2 3,8
(Int. njega)
ORL 2 3,8
Pedijatrijska klinika 36 67,9
Klinika za pluéne 1 1,9
bolesti
Psihijatrijska klinika 1 1,9
Ukupno 53 100,0
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= Klinika za infektivne bolesti

Neuroloska klinika (Int. njega)
= ORL
= Pedijatrijska klinika
= Ostale klinike

S

3,8%

Grafikon 3. Graficki prikaz
zastupljenosti izolata po klinikama

REZULTATI ISPITIVANJA
OSJETLJIVOSTI/ REZISTENCIJE
IZOLATA NA ANTIBIOTIKE

U datom periodu ukupno su ispitana 53
izolata. Svi izolati su testirani na
sljedece antibiotike: benzilpenicilin,
oksacilin,  eritromicin, azitromicin,
klaritromicin, tetraciklin,
hloramfenikol, gentamicin,
trimetoprimsulfametoksazol, cefazolin,
ceftriakson, amoksicilin+klavulonska
kiselina.

Prikaz osjetljivosti/ rezistencije na
penicilin

Od ukupnog broja izolata (N=53),
analiza je pokazala da je 12 (22,6%)
izolata bilo osjetljivo na penicilin, dok
je rezistencija zabiljezena kod 41
(77,4%) izolata.



Tabela 6. Tabelarni prikaz
rezistencije/osjetljivosti izolata  na
penicilin
N %
S 12 22,6
R 41 774
Ukupno 53  100,0

77,4%

S =R

Grafikon 4. Prikaz
osjetljivosti/rezistencije izolata u odnosu
na rezultat analize

Prikaz osjetljivosti/rezistencije na
ostale antibiotike

Komparacija osjetljivosti/rezistencije
svih antibiotika u odnosu na penicilin (S
— 12; 22,6% R — 41;77,4%) pokazuje
slijedece:

Oksacilin pokazuje isti omjer S i R kao i
penicilin, bez signifikantne razlike
(p>0,05).

Eritromicin, azitromicin i klaritromicin
pokazuju bolji omjer S:R u odnosu na
penicilin  (26:27), uz signifikantnu
razliku (p<0,05).

Tetraciklin pokazuje statisticki znacajno
vecu senzitivnost (34:19) u odnosu na
penicilin (p<0,05).

Gentamicin  pokazuje  signifikantno
manju senzitivnosti (2:51) u odnosu na
penicilin (p<0,05).
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Trimetoprimsulfametoksazol pokazuje
vecu senzitivnost (17:35) u odnosu na
penicilin, bez statisticke
signifikantnosti (p>0,05).

Cefazolin i ceftriakson pokazuju isti
omjer S:R (52:1) u odnosu na penicilin,
uz signifikantnu razliku (p<0,05).

I amoksicilin+klavulonska  kiselina
pokazuje bolju senzitivnost (51:2) u
odnosu na penicilin, uz signifikantnu
razliku (p<0,05).
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Tabela 7. Tabelarni prikaz osjetljivosti/ rezistencije izolata na ostale antibiotike

NAZIV ANTIBIOTIKA

OXACILIN

ERITROMICIN

AZITROMYCIN

CLARITROMYCIN

TETRACYCLINE

HLORAMFENIKOL

GENTAMYCIN

TRIMETOPRIMSULFAMETOKSAZOL

CEFAZOLIN

CEFTRIAXONE

AMOXICILIN/CLAVULANIC ACID

z z Z pd
THOSOSONSTOITOVINITOINITNINITON
> "> > >

N
12
41
26
27
26
27
26
27
34
19

1
53

0

2
51
17
35

1
52

1
52

1
51

1

1

%
22,6
77,4
49,1
50,9
49,1
50,9
49,1
50,9
64,2
35,8

1,9

100,0

0,0

3,8
96,2
32,1
66,0

1,9
98,1

1,9
98,1

1,9
96,2

1,9

1,9

Komparacija u odnosu na P

12=0

p=1
12=8,04
p=0,005
12=8,04
p=0,005
12=8,04
p=0,005

72=8,588
p=0,0001

¥2=16,862
p=0,0001
x2=8,23
p=0,004

v2=1,326
p=0,249

12=13,095
p=0,0001
12=13,095
p=0,0001

¥2=12,234
p=0,0001

Procenat

Antibiotik

ER

Grafikon 5. Prikaz osjetljivosti/rezistencije svih antibiotika

38




Prikaz  osjetljivosti/rezistencije  na
penicilin prema spolu

Komparacija spolne distribucije
prikazana je u tabeli 6. Analiza

senzitivnosti/rezistencije pneumokoka na
penicilin u odnosu na spol pokazuje da
je rezistencija zabiljezena neSto cCeScée
kod muskaraca (81,8%) u odnosu na
zene (70%), ali bez statisticki
signifikantne  razlike (p>0,05), Sto
ukazuje da spol nema znacajnog uticaja
na senzitivnost/rezistenciju.

Tabela 8. Tabelarni prikaz rezistencije
pneumokoka na penicilin prema spolu

Spol
Ukupno
Muski Zenski

N 6 6 12
S

% 18,2 30,0 22,6

N 27 14 41
R

% 81,8 70,0 77,4

N 33 20 53
Ukupno

%  100,0 100,0 100,0
100

81,8

80 70
60
x
40 30

18,2
20
0

Muski mS mR Zenski

Grafikon 6. Prikaz
osjeljivosti/rezistencije pnemokoka
prema spolu
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Prikaz osjetljivosti/rezistencije
pneumokoka na penicilin prema dobi

Komparacija prema dobi pokazuje da je
senzitivnost pneumokoka zabiljezena u
mladoj  prosjecnoj  zivotnoj  dobi
ispitanika od 4,64+3,04 godina u odnosu
na rezistentne izolate koji su poticali od
ispitanika u prosjecnoj dobi od 7+9,64

godina.

Zbog neravnomjerne distribucije analiza
je provedena neparametrijskom
metodama putem medijane i

interkvartilnog raspona uz koristenje
Maan-Whutney testa.
Na osnovu rezultata MW testa mozemo

zaklju€iti da se dob ne razlikuje
statisticki signifikantno (p>0,05) te da
dob nema znacajnog uticaja na
senzitivnost/rezistenciju.
Tabela 9. Tabelarni prikaz
osjetljivosti/rezistencije  pneumokoka na
penicilin prema dobi ispitanika
Dob
Prosjek Std. Media 25 95
greska na perce percentil
ntil
s 4,64 3,04 4,00 2,00 10,00
R 7,00 9,64 4,00 2,00 31,00

7=-0,079; p=0,937

Komparacija rezultata disk difuzione
metode i E testa

Komparacija metoda ispitivanja
prikazana je u tabeli 8. Od ukupno 12
senzitivnih izolata pneumokoka

dokazanih disk difuzionom metodom, E
test je potvrdio rezultat u 10 (83,3%),
dok je u odnosu na 41 rezistentan izolat
dokazan disk difuzionom metodom, E
test potvrdio rezultat u 38 (92,7%)
slucaja. Analiza testa korelacije pokazuje
da je ista statisticki signifikantna
(rho=0,739; p<0,05), te da se rezultati



Tabela 10. Tabelarni prikaz komparacije
rezultata dvije metode

Disk difuziona Ukupn
metoda 0
S R
Etest- S N 10 3 13
P % 833 7,3 24,5
R N 2 38 40
% 16,7 92,7 75,5
Ukupno N 12 41 53
% 100,0 100,0 100,0
%2=28,977; p=0,0001
rho=0,739; p=0,0001
100 92,7
83,3
80
60
x
40
16,7
20 73
O .
Disk - S Disk - R

E-test-S ME-test-R

Grafikon 7. Graficki prikaz komparacije
disk difuzione metode i E testa

Komparacija rezultata disk difuzione i
automatske metode

Komparacija disk difuzione i automatske
metode je dala iste rezultate kao i
komparacija disk difuzione metode i E
testa (tabela 9). Analiza testa korelacije
pokazuje da je ista statisticki signifikatna
(rho=0,739; p<0,05), te da se rezultati
dvije metode podudaraju u 73,9%
slu¢ajeva. Od ukupno 12 senzitivnih
izolata pneumokoka dokazanih  disk
difuzionom metodom, Vitek je potvrdio
rezultat u 10 (83,3%), dok je u odnosu
na 41 rezistentan izolat dokazan disk
difuzionom metodom, Vitek potvrdio
rezultat u 38 (92,7%) slucaja.

40

Osmanovic L. ZKMLDFBIH 2021, 2: 24-49

Tabela 11. Prikaz komparacije rezultata
disk difuzione i automatske metode

Disk difuziona Ukupno
metoda
S R
Vitek S N 10 3 13
e % 833 73 24,5
R N 2 38 40
% 16,7 92,7 75,5
Ukupno N 12 41 53
0  100,0 100,0 100,0
x2=28,977; p=0,0001
rho=0,739; p=0,0001
100 92,7
83,3
80
60
X
40
16,7
20 73
. [
Disk - S Disk - R

Vitek MIC-S M E-test-R

Grafikon 8. Graficki prikaz komparacije
rezultata disk difuzione i automatske metode

Komparacije rezultata E testa i
automatske metode

Komparacijom metoda E testa i
automatske metode, rezultati ispitivanja
su pokazali da je dokazan isti procenat
rezistencije/osjetljivosti pneumokoka
putem E testa i odredivanja MIC putem
automatske metode Vitek (tabelalO).
Rezultat analize korelacije pokazuje da
je ista statisticki signifikatna (rho=1;
p<0,05), te da se rezultati dvije metode
podudaraju u 100 % slucajeva.



Tabela 12. Tabelarni prikaz komparacije
rezultata E testa i automatske metode

E test Ukupno
S R
Vitek S N 13 0 13
MIC % 100,0 0,0 245
zaP R N 0 40 40
% 0,0 100,0 75,5
Ukupno N 13 40 53
% 100,0 100,0 100,0
%2=53,000; p=0,0001
rho=1; p=0,0001
120
100 100
100
80
X 60
40
20
0 0
0
Etest-S E test-R
Vitek MIC - S Vitek MIC - R

Grafikon 9. Graficki prikaz komparacije
rezultata E testa i automatske metode

4. DISKUSIJA

Proslo je vise od 70 godina od pocetka
masovne primjene antibiotika, pa se
razvoj  rezistencije moze  smatrati
ocekivanim procesom evolucije, odnosno
razvojem genetskih modifikacija, tj.
adaptacije bakterija na novonastalu
situaciju u okruzenju. S obzirom na
kratko vrijeme od samo 20 minuta za
koje se broj mnogih bakterija duplira,
postaje  jasno  koliko su  velike
moguénosti za razvoj rezistencije.
Problem rastuce rezistencije bakterija na
propisane antibiotike posebno je izrazen
u ambulantnim i hospitalnim uslovima
(18).
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Povecanje antibiotske rezistencije je
upravo srazmjerno porastu upotrebe
antibiotika u lijeCenju infekcija (19).
Naime, najveéi broj rezistentnih bakterija
je vezan za Dbolnicke infekcije,
vjerovatno zato $to antibiotici spadaju u
najcesée propisivane i koristene lijekove
kod hospitalizovanih bolesnika. Tako se
procenjuje da oko 30-50%
hospitalizovanih  bolesnika  primaju
antibiotike, a da 50% njih nije adekvatno
propisano  (20). Poseban problem
predstavlja njihova neracionalna,
profilakticka upotreba kao i
farmakoterapijski neopravdane
kombinacije dva ili viSe antibiotika
istovremeno koje mogu dovesti do
razvoja rezistencije (21).

Medutim, iako se antibiotici koriste jo§
od 1940. godine multicentricne,
prospektivne, klini¢ke studije pocinju da
se sprovode tek u ranim devedesetim
godinama proSlog vijeka. Jedna od
najranijih  studija pracenja bila je
Aleksandar studija, koja je =zapoceta
1992. godine 1 bila fokusirana isklju¢ivo
na respiratorne infekcije (22). Od tada pa
do danas, sprovode se brojne klinicke
studije pracenja potrosnje antibiotika sa
posebnim osvrtom na antibiotsku
rezistenciju: SMART, EARS-net,
PROTEKT, SENTRY i TEST studija,
koje se Cesto citiraju u struénim i
nau¢nim krugovima (23).

Istrazivanje o fenotipskim metodama 1
njihovom znacaju u detekciji penicilin
rezistentnog Streptococcus pneumoniae
je provedeno u periodu 01.01.2016-
01.01.2017 u KCUS. Ispitana su 53
izolata  pneumokoka sa  ciljem
dokazivanja osjetljivosti/rezistencije na
penicilin.



Analiza spolne distribucije ispitanika je
pokazala da su musSkarci bili vise
zastupljeni sa 33 (62,3%), a Zene sa 20
(37,7%), ali nije dokazana statisticki
znacCajna razlika.

Prema rezultatima sli¢ne studije tokom
2012.-2013. godine kojom su
obuhvaceni svi bolesnici do 18 godina
starosti kojima je izoliran pneumokok iz
primarno sterilnih materijala, od 67
ispitanika, Zenskog spola je bilo 35

(52,24%), dok je 32 (47,76%) bilo
muskog spola (24).
Ispitivanjem ucestalosti izolata

pneumokoka rezistentnih na penicilin u
naSem istrazivanju utvrdeno je da 22,6 %
(12) izolata bilo osjetljivo na penicilin,
dok je kod 77,4 % (41) izolata utvrdena
rezistencija.

Prema slicnoj  studiji  Jovanovi¢ i
saradnici koja je obuhvatala period 2014.
do 2015. godine, rezultati su pokazali da
od 61 ispitanog soja  Streptococcus
pneumoniae na penicilin je bilo osjetljivo
21 (34,4%). Njihova vrijednost je bila
manja od 0,06 pg/ml. Smanjenu
osjetljivost na penicilin pokazalo je 40
(65,6%) sojeva (16).

Devedesetih godina otpornost
pneumokoka na penicilin je na
globalnom nivou dostigla 37%, od cega
je 23% sojeva bilo potpuno rezistentno
(25). Aleksandar projekat je pokazao
porast rezistencije na penicilin u mnogim
dijelovima svieta. U SAD u
desetogodisnjem periodu (1992.-
2001.godine) rezistencija je porasla sa
5,6% na 20,4%, u Spaniji sa 24,9% na
31,2% i u Francuskoj sa 7,7% na 35,8%
(26). Nakon uvodenja konjugovane
pneumokokne vakcine pocetkom 2000.
godine, dolazi do postepenog smanjenja
zastupljenosti rezistencije na penicilin.
Prema podacima PROTEKT US studije
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koja je obuhvatila 39 495 izolata
pneumokoka  od pacijenata  sa
vanbolnickom pneumonijom u SAD u
periodu od 2001.-2004. godine, dolazi do
postepenog pada rezistencije
pneumokoka na penicilin sa 26,3% na
16,5%. Sa druge strane, zapazen je
porast prevalencije  multirezistentnih
sojeva (27).

Prema podacima Spanske referentne
laboratorije, u periodu od 1999.-2008.
Godine zastupljenost PNSP progresivno
opada sa 33,9% na 22,3%. Pad
zastupljenosti  PNSP  je  narocito
zabiljezen u periodu 2005.-2008. godine,
$to je povezano sa uvodenjem PCV7
vakcine za djecu (28).

Podaci ABCs programa (engl. The
Active Bacterial Core Surveillance)
ukazuju da je u SAD 2007. godine
neosjetljivost S.pneumoniae na penicilin
iznosila 25,6%, da bi 2008. godine pala
na 24,8% a ve¢ 2010. godine na 10,6%
(29).

Na  izvjeStavanje o  osjetljivosti
pneumokoka na penicilin su uticale
promjene u graniénim vrijednostima.
Prema starim grani¢nim vrijednostima,
soj pneumokoka se smatrao osjetljivim
ukoliko mu je vrijednost MIK penicilina
iznosila <0,06 pg/ml, bez obzira na vrstu
materijala iz kojeg je soj izolovan i nacin
davanja lijeka. Uprkos  porastu
rezistencije pneumokoka na penicilin u
mnogim djelovima svijeta, zapazen je
nedostatak korelacije izmedu rezistencije
in vitro sa klinickim odgovorom kod ne-
meningealnih  pneumokoknih infekcija
(30). U Evropi je, u periodu od 2008.-
2011. godine primjecen trend znacajnog
opadanja rezistencije na penicilin kod
pneumokoka u Belgiji, Francuskoj i
Spaniji, u kojima je registrovano <1%,
27%, odnosno 22% PNSP. Sa druge



trend
neosjetljivosti  S.
penicilin je zabiljezen u Bugarskoj

strane signifikantnog  porasta

pneumoniae  na

(37%), Irskoj (20%) i Luksemburgu
(19%) (31). U juznoevropskim zemljama
je zabiljezen visi nivo rezistencije nego u
zapadnoevropskim zemljama . U juZnim
I istocnim  zemljama  Mediterana
zastupljenost PNSP je i dalje bila visoka.
U prosjeku je 26% invazivnih izolata
pneumokoka bilo  neosjetljivo  na
penicilin, sa najviSom rezistencijom u
Alziru 44% 1 Libanu 40% (32).

Krajem 2012. godine je, u nekoliko
evropskih zemalja, vodi¢ za ispitivanje
antimikrobne rezistencije prema CLSI
zamijenjen vodicem Koji preporucuje
EUCAST. Prema kriterijumima
EUCAST definisane su stroZije grani¢ne
vrijednosti osjetljivosti pneumokoka na
penicilin. Koristenje kriterijuma
EUCAST se odrazilo na izvjeStavanje o
porastu rezistencije pneumokoka na
penicilin i cefotaksim, a samim tim i na
koristenje povecanih doza antibiotika i
na povecanu upotrebu lijekova druge i
trece linije  u lijecenju infekcija
respiratornog trakta. Naime, oba
koriStena standarda (CLSI 1 EUCAST)
baziraju svoje granicne vrijednosti u
odnosu na dozu lijeka i vrijeme davanja
lijeka (33).

Prema podacima EARS-Neta iz 2012.
godine, zastupljenost invazivnog PNSP u
Evropi iznosi 11,6%. Najvise vrijednosti
su zabiljezene na Malti (38,9%), u
Rumuniji (37,2%) i Bugarskoj (28,6%), a
najnize u Estoniji (0%), Belgiji (1,5%) 1
Holandiji  (1,5%). Trend porasta
rezistencije pneumokoka na penicilin je
tokom 2009-2012. godine zabiljezen u
Belgiji, Danskoj, Finskoj, Norveskoj i
Velikoj Britaniji, dok je znacajan pad
rezistencije zabiljezen u Francuskoj,
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Luksembrugu i Portugalu (34).

Kada analiziramo podatke o rezistenciji
pneumokoka na penicilin iz zemalja u
okruzenju, uo¢avamo da je incidencija
rezistencije invazivnih izolata
pneumokoka u 2015. godini u Sloveniji
iznosila 16,8% i u Hrvatskoj 31% u
2013. godini (35). Studija o osjetljivosti
pneumokoka u Bugarskoj iz 2014.
godine prikazala je 28,1% rezistentnih
izolata (36). U zemljama Mediterana,
gdje su stope rezistencije pneumokoka
na antibiotike bile tradicionalno visoke,
biljezi se pad nakon uvodenja obavezne
pneumokokne vakcine. Prema podacima
iz 2013. godine, one sada iznose 27,6% u
Spaniji, 22,4% u Francuskoj, a 14,6% u
Italiji. Standardno niske stope su
registrovane u zemljama Skandinavije:
Norveskoj (3,3%), Svedskoj (6,8%) i
nesto vece u Finskoj (14,1%) (37).
Rezistencija na penicilin je je Ccesto
povezana sa rezistencijom na druge klase
antibiotika tzv. korezistencija.
Istovremena rezistencija pneumokoka na
makrolide i penicilin se posljednjih
godina sve vise Siri.

U naSem istraZivanju, od ukupnog broja
izolata (N=53), njih 26 (49,1%) je bilo
osjetljivo na eritromicin, dok je
rezistencija zabiljezena kod 27 (50,9%)
izolata.

Prema istrazivanju sprovedenom u Srbiji
u periodu od 2014. do 2015. koje je
obuhvatilo 61 soj  Streptococcus
pnemoniae izolovan iz sadrzaja srednjeg
uha pacijenata mladih od 5 godina,
rezultati su pokazali da je rezistencija na
eritromocin zabiljezena kod cak 40
(65,6%) izolata, dok je 21 (34,4%) soj
bio osjetljiv (16).

Prevalencija takvih sojeva znacajno
varira medu drzavama (22).



U periodu od 2003.-2005. godine u
zemljama Mediterana je zapaZena visoka
prevalencija kombinovane rezistencije na
ova dva antibiotika, sa najviSim
vrijednostima u Tunisu 24%, dok je u
Egiptu iznosila svega 3% (20). U Spaniji
je nivo udruZzene rezistencije medu
pedijatrijskim izolatima varirao izmedu
24% i 35% u periodu od 1997.-2003.
godine. Nakon toga dolazi do znacajnog
1 progresivnog pada  udruzene
rezistencije na 11,5% u 2008. godini
(38).

U naSem istrazivanju je dokazana visoka
rezistencija na makrolide. Rezultati su
pokazali da je od ukupnog broja izolata
(N=53), rezistencija zabiljeZena kod 27
(50,9%) izolata.

Prema poslednjim podacima EARS-
Neta-a iz 2012. godine zastupljenost
udruzene rezistencije na penicilin i
makrolide u Evropi iznosi 8,7%. Krece
od 0% u Estoniji i Litvaniji do preko
30% na Malti (38,9%) i u Rumuniji
(32,5%). Tokom 2009.-2012. godine je
trend znacajnog porasta MRPNSP sojeva
zabiljezen u  Danskoj,  Litvaniji,
Norveskoj, Spaniji, Svedskoj i Velikoj
Britaniji. Medutim, u zemljama poput
Francuske i Portugala uocen je pad (34).
U naSem istraZivanju rezistencija na
hloramfenikol nije zabiljeZena. Od
ukupno izolovanih 53 izolata
pneumokoka, svi su bili osjetljivi na ovaj
antibiotik.

Hloramfenikol se decenijama koristio u
empirijskoj terapiji akutnog bakterijskog
meningitisa. Rezistencija na
hloramfenikol je c¢es¢a medu PNSP
sojevima i 2003. godine u Spaniji je
iznosila 21% (39). U periodu od 2008.-
2012. godine rezistencija invazivnih
sojeva pneumokoka na Tajvanu je
iznosila 26,2% (40), a u nekim zemljama
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je dostigla cak 40% (41). Sa druge
strane, u Brazilu je, tokom 2010. godine
rezistencija pneumokoka na
hloramfenikol iznosila svega 3,3% (42).
U Gr¢koj je rezistencija pneumokoka na
hloramfenikol takode niska ali je
zapazen porast rezistencije sa 0,7%
(2009. godine) na 3,2% (2012. godine)
(43). Porast rezistencije na hloramfenikol
bi mogao da se ocekuje i u drugim
zemljama u kojima se hloramfenikol
intenzivno koristi i gde se ne sprovodi
vakcinacija protiv pneumokoka.

U odnosu na metodologiju ispitivanja
koristenu u naSoj studiji, disk-difuzioni
metod, prvi put opisan 1966. godine je
dobro standardizirana 1 Sirom svijeta
primijenjena  metoda. Uz  manje
modifikacije  prihva¢ena  je  kao
referentna metoda za rutinsku primjenu u
laboratorijama. lako je difuziona metoda
prihvacena kao standard u
mikrobioloSkim laboratorijama, postoje
slucajevi kada su rezultati ove metode
nedovoljni. U teSkim, prolongiranim
infekcijama (npr.endokarditis) potrebno
je kvantitativnom metodom odrediti
preciznu dozu antibiotika (44).

U toku naSeg istraZivanja komparacijom
metoda ispitivanja zabiljeZeno je da je
od ukupno 12 izolata osjetljivih na
penicilin dokazanih disk- difuzionom
metodom, E test potvrdio rezultat u 10
(83,3%), dok je u odnosu na 41
rezistentan izolat potvrdio isti u 38
(92,7%) izolata. Analiza testa korelacije
pokazuje da se rezultati dvije metode
podudaraju u 73,9% slucajeva. Dodatna
analiza ove dvije metode je pokazala
senzitivnost 83,3%, specificnost 92,7%,
PPV(S) 76,9% te NPV(R) 95%.
Komparacijom E testa i automatske
metode, dokazan je isti procenat



rezistencije/osjetljivosti izolata sa obje
primjenjene metode. Za ispitivanje
osjetljivosti  pneumokoka na penicilin
upotrebljava se disk oksacilina kao
skrining metod. Prema smjernicama
EUCAST ukoliko je zona inhibicije rasta
oksacilina manja od 20 mm, upucuje se
na odredivanje vrijednost MIC-a. Nasa
studija je pokazala testom korelacije da
je metod izbora za odredivanje MIC-a
penicilina neka od primjenjenih metoda
ispitivanja i to E test i/ili automatska
metoda ispitivanja. Prema rezultatima
koji se dobiju odredivanjem MIC-a vrsi
se interpretacija osjetljivosti na penicilin
(S, R). Disk-difuziona metoda ostaje
metoda izbora za visoko osjetljive izolate
pneumokoka i Kkoristi se kao rutinska u
vecini laboratorija.

lako nema komercijalnih  testova,
razvijeno je vise protokola za reakcije
PCR pomoc¢u kojih je moguce
identifkovati gene specificne za S.
pneumoniae. Detektuju se lytAgen (za
autolizin), plygen (za pneumolizin),
psaAgen (za pneumokokni povrsni
adhezin). Od gore pomenutih gena,
lytAgen se smatra najspecificnijim za
pneumokok, s obzirom da se ostala dva
relativno Cesto nalaze 1 kod ostalih
streptokoka iz grupe mitis. Za
identifikaciju pneumokoka je, takode,
vrlo specifian PCR za detekciju 16S
Rrna (45). Molekularne metode takoder,
omogucuju pracenje gena rezistencije
kod pneumokoka. Novi RT PCR testovi
mogu  detektovati gene rezistencije
direktno iz klini¢kih uzoraka u par sati.
Pra¢enje otpornosti pneumokoka na
antibiotike je prijeko potrebna polazisna
tatka za sve intervencije usmjerene
prema kontroli razvoja 1 Sirenja
otpornosti. Podaci o otpornosti u vlastitoj
sredini moraju biti osnova za
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osmisljavanje empirijske terapije, kako
bi bila Sto uspjesnija u lijecenju svakoga

pojedinatnoga bolesnika, te ujedno
ucinkovita u sprjeCavanju  Sirenja
otpornih sojeva u zajednici. Uspjeh

pojedinih intervencija usmjerenih prema
smanjenju otpornosti na antibiotike,
moze se myjeriti jedino ako postoje
podaci o razini otpornosti prije
intervencije i poslije nje.

U borbi protiv Sirenja rezistencije
pneumokoka na antibiotike klju¢nu
ulogu imaju 1 znanstvena istrazivanja
kojima se otkrivaju novi mehanizmi
rezistencije 1 mogucénosti  njihove
prevencije i kontrole.
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PHENOTYPIC METHODS AND THEIR IMPORTANCE IN THE
DETECTION OF PENICILIN RESISTANT STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE

Osmanovi¢ L.

ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae is a leading cause of upper respiratory tract infections
(sinusitis, otitis) and conjunctivitis. It is also the most common cause of community-
acquired pneumonia, bacterial meningitis and sepsis. Resistance to penicilin is mediated
in pneumococcus by change of locus. Locus for penicilin is so called penicilin binding
proteins (PBP). Pneumococci have 6 of such molecules:

1A, 1B, 2A, 2B, 2X and 3, and resistant strings have changed PBP molecules which
show lower affinity for penicilin. Change of molecules of PBP comes from great
tendency of pneumococcus to transform genes, that is to build in foreign DNA from the
environment into its own genome. Foreign DNA comes from viridans streptococci with
whom pneumococci share habitat in the mucus of upper respiratory pathways. The aim
of this thesis is to check the frequency of the isolate of Streptococcus pneumoniae
resistant to penicilin,and to show and compare phenotype methods of detection of
pnemococci resistance to penicilin. Research has been done based on the data of patients
in the period from 01.01.2016 to 01.01.2017 in OJ Klini¢cka Mikrobiologija UKC
Sarajevo. Diffusion test, E test and automated VITEK 2 system were used to determine
phenotypes of resistant pneumococci.
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ANTIBIOTSKA REZISTENCIJA KAO RIZIK U PREVENCIJI
INFEKCIJA

Rusmira Hasandi¢-Mehmedagic¢

Sazetak

Antibiotska rezistencija je prirodni fenomen koji predstavlja otpornost bakterija na antibiotike,
odnosno njihova sposobnost rasta u prisustvu antibiotika. Razvoj antibiotske rezistencije primjer
je prirodne selekcije pri ¢emu prisutnost antibiotika predstavlja selektivni pritisak, a samo one
bakterije koje posjeduju gene za otpornost na antibiotik ¢e prezivjeti.

Postoje dva tipa rezistencije: primarna, koja nastaje kao posljedica nepostojanja ciljnog mjesta za
antibiotik u bakteriji, i sekundarna koja nastaje kao posljedica mutacije bakterijskog genoma ili
horizontalnog prijenosa gena (transformacija, transdukcija i konjugacija). Mehanizmi djelovanja
sekundarne rezistencije su enzimatska modifikacija antibiotika, promjena u molekularnoj
strukturi ciljnog mjesta za antibiotik, promjena propusnosti bakterijske vanjske membrane i
ubrzano izbacivanje antibiotika iz stanice.

Bakterije predstavljaju glavne protagoniste ovog fenomena zbog kojih ljudi trpe direktne
negativne posljedice koje dovode do infekcija kao $to su: gonoreja, pneumonija, tuberkuloza itd.,
koje mogu dovesti do komplikacija. Zbog toga je vazno znati zaSto i na koji nacin bakterije
postaju sve otpornije na antibiotike. Cilj ovog rada je ukratko pretstaviti antibotsku rezistenciju, a
potom ukazati na vaznost prepoznavanja istog, sve opasnijeg problema te predloziti neke
strategije pomocu kojih bi se on u buduénosti mogao reducirati. Kako bi se problem antibiotske
rezistencije u buduénosti smanjio, potrebno je poduzeti odredene mjere poput smanjenja
upotrebe antibiotika, edukacije stanovni$tva, poticanja istrazivanja u svrhu boljeg razumijevanja
mehanizama antibiotske rezistencije i razvijanja novih, u¢inkovitijih antibiotika na koje bakterije
nece biti otporne.

1.UVvOD

Antibiotici su spojevi koji mogu potpuno
uniStiti  patogene mikroorganizme ili

Autor za korespodenciju: inhibirati process rasta i razmnoZavanja

bakterija. Osnovna karakteristika
Rusmira Hasandié-Mehmedagié¢  dipl. antibiotika je selektivna toksi¢nost S§to
Ing. MLD znaci da su toksi¢ni za bakterije, a malo ili
Kantonalna bolnica Zenica nikako toksi¢ni za domacina. Selektivna
Sluzba za mikrobiologiju toksi¢nost je obi¢no relativna, a ne
E-mail rusmira.hasandic@hotmail.com apsolutna, $to zna¢i da antibiotik u
Tel: 0038761/ 368-214 koncentracijama koje domaéin tolerise

moze uniStiti bakteriju (1). Antibiotici
mogu biti prirodni (spojevi nekih bakterija
i gljiva), polusintetski (tvari koje su
nastale prirodnim putem, ali su hemijski
djelimi¢no izmijenjene)

(@) ev-ro-ro |
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ili sintetski (tvari koje su sintetizirane
potpuno umjetnim putem) spojevi (2).

Prvi antibiotik otkriven je 1928. godine
kada je Skotski bakteriolog Alexander
Fleming uocio da je Petrijeva zdjelica na
kojoj su bile uzgojene kolonije bakterije
Staphylococcus aureus, kontaminirana
plijesni. U podrucju oko plijesni nisu rasle
bakterijske kolonije stafilokoka S$to je
navodilo na zakljucak da plijesan, koja je
identificirana kao Penicilium notatum, u
medij ispusta odredenu tvar koja inhibira
rast i razvoj bakterija. Ta tvar
antibakterijskog  ucinka nazvana je
penicilin. Sljede¢i vazni koraci bili su
procistiti penicilin, proizvesti ga u velikim
koli¢inima te dokazati njegov potencijal za
klinicku primjenu §to su u konacnici 1
postigli znanstvenici Ernst Boris Chain i
Howard Walter Florey. Godine 1945.
Alexander Fleming, Ernst Boris Chain i
Howard Walter Florey osvojili  su
Nobelovu nagradu za ,,otkric¢e penicilina i
primjenu njegovih ljekovitih svojstava u
razliCitim infektivnim bolestima. Do
razdoblja Drugog svjetskog rata, penicilin
je usao u Siroku upotrebu, a u to vrijeme su
ga nazivali ,,¢udotvornim lijekom®. Nakon
otkri¢a penicilina, u vremenskom periodu
izmedu 1950-ih i 1960-ih, uslijedilo je
»Zlatno razdoblje* antibiotika u kojem je
otkrivena polovica antibiotika koji su
danas u upotrebi (2).

Mehanizmi djelovanja antibiotika na
bakterije

Antibiotici mogu djelovati na razlicite
procese u bakterijskoj stanici i na taj nacin
mogu utjecati na strukturni integritet
bakterijske stanice  (inhibicija sinteze
staniCne stijenke 1 inhibicija funkcije
citoplazmatske membrane) ili  mogu
prekinuti osnovne metabolicke
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aktivnosti (inhibicija sinteze nukleinskih
kiselina, proteina i bitnih metabolita).
Specificna aktivnost antibiotika, kao i
njegov nacin djelovanja, odredeni su
bioloskim svojstvima bakterija (7).

serine Quinolnnu-[;‘i‘p':""“"‘fd Actinomydn , Rifampin
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Protein synthesis
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Slika 1. Mehanizmi djelovanja antibiotika
na bakterijsku stanicu (lzvor:internet)

Inhibicija sinteze stani¢ne stijenke

Stani¢na stijenka je ovojnica koja okruzuje
bakterijsku stanicu te joj osigurava stalan
oblik 1 zaStitu od negativnih vanjskih
utjecaja kao Sto su mehani¢ke ozljede i
promjena  osmotskog  pritiska  (4).
Bakterijska stani¢na stijenka je gradena od
peptidoglikana, odnosno od linearni
polisaharidnih lanaca koji su unakrsno
povezani kratkim peptidima. Na temelju
grade stani¢ne stijenke, bakterije dijelimo
na Gram-pozitivne, one koje se oboje
bojom Kkristal violet i sadrze veéi udio
mureina, i Gram-negativne, one koje se ne
oboje bojom kristal violet 1 sadrze manji
udio mureina u sastavu stanine stijenke.
Neke bakterije, poput mikoplazmi, nemaju
stani¢nu stijenku (11).

Dvije skupine antibiotika koji inhibiraju
sintezu bakterijske stani¢ne stijenke su -
laktamski  antibiotici i glikopeptidni
antibiotici. Beta-laktamski antibiotici se



vezuju na proteine koji vezu penicilin i
na taj nacin, preko  procesa
transpeptidacije, inhibiraju sintezu
stani¢ne stijenke. B-laktamski antibiotici
ukljuCuju  peniciline,  cefalosporine,
monobaktame i  karbapeneme  (5).
Glikopeptidni antibiotici se vezuju na D-
alanil D-alanin u peptidnom lancu
prekursora jedinice peptidoglikana. Jedan
od najpoznatijih glikopeptidnih
antibiotika  je  vankomicin.  Velika
prednost antibiotika koji inhibiraju sintezu
stani¢ne stijenke je to Sto se primjenom
ovih antibiotika postiZze relativno visoka
selektivna toksi¢nost jer eukariotske
stanice ne sadrZze peptidoglikan pa
antibiotici ciljano djeluju na bakterijske
stanice. Upravo se iz tog razloga ova
skupina antibiotika vrlo ¢esto koristi (4).

Inhibicija funkcije stani¢cne membrane
Citoplazma bakterijske stanice okruZena
je stanicnom membranom koja sluZi kao
selektivna permeabilna barijera, vrsi
aktivni transport i regulira unutarnji
sastav bakterijske stanice (5). Antibiotici
ove skupine mogu djelovati na razliite
nacine, a samo neki od brojnih su

naruSavanje funkcionalnog integriteta
stani¢ne membrane, promjena
permeabilnosti  stanicne =~ membrane,

djelovanje antibiotika na spojeve koji su
karakteristicni za gradu bakterijske
staniéne membrane. Najpoznatiji primjer
antibiotika iz ove skupine su polimiksini
koji dovode do povecane propusnosti
stanicne membrane S$to u konacnici moze
rezultirati  oSteCenjem  ili smrcu
bakterijske stanice.  Antibiotici  Koji
inhibiraju funkcije membrane
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bakterijskih  stanica pokazuju  visoku
selektivnu toksi¢nost koja se temelji na
razlici u gradi stanicne membrane

eukariotske i prokariotske stanice (16).

Inhibicija sinteze nukleinskih kiselina

Nukleinske kiseline su bioloske
makromolekule, odnosno polimeri
nukleotida ¢ija je osnovnha funkcija

pohrana geneticke informacije te njezina
ekspresija. U svim stanicama postoje dva
osnovna tipa nukleinskih  kiselina:
deoksiribonukleinska kiselina (DNA) i
ribonukleinska  kiselina  (RNA)  (5).
Kinoloni i rifampicin su najpoznatiji
antibiotici koji djeluju preko inhibicije
sinteze nukleinskih Kiselina.
Fluorokinoloni (fluorirani kinoloni)
inhibiraju bakterijsku topoizomerazu I
(DNA girazu) i topoizomerazu IV.
Inhibicijom topoizomeraze I
onemogucena je relaksacija pozitivno
zavijene DNA S$to je potrebno za
replikaciju i transkripciju, dok se
inhibicijom topoizomeraze IV postiZe
slican, ali sporiji ucinak. Fluorokinoloni
mogu pri  visokim  koncentracijama
inhibitorno djelovati na topoizomeraze u
ljudskim stanicama. Rifampicin inhibira
DNA-ovisnu RNA polimerazu i na taj
nacin sprjecava sintezu RNA te dovodi do
smrti bakterijske stanice (9).

Inhibicija sinteze proteina

Proteini su bioloSke makromolekule,
gradene od aminokiselina ¢iji je slijed u
proteinu odreden slijedom nukleotida u
DNA, koje su vazne za strukturu, funkciju
i regulaciju stanica (15).

Najpoznatiji antibiotici koji djeluju preko
inhibicije sinteze proteina su
aminoglikozidi, tetraciklini, kloramfenikol,

makrolidi, streptogramin i



Linkozamidi

(10).
vezuju na 30S podjedinicu ribosoma i
mogu inhibirati sintezu proteina na vise

Aminoglikozidi se

nacina: sprje¢avanjem nastajanja
inicijacijskog  kompleksa, pogreSnim
¢itanjem genetickog koda Sto u konacnici
rezultira ~ sintezom  nefunkcionalnih
proteina ili nastankom monosoma koji ne
mogu vrsiti sintezu proteina. Tetraciklini
se vezuju na 30S podjedinicu ribosoma i
blokiraju vezanje aminoacil-tRNA te na
taj nacin inhibiraju sintezu proteina.
Kloramfenikol se vezuje na 50S
podjedinicu ribosoma i inhibira sintezu
proteina na nacin da sprjecava peptidil-
transferaznu aktivnost ribosoma.
Makrolidi se vezuju na 50S podjedinicu i
sprjecavaju  translokaciju  aminoacila.
Makrolidi, streptogramini B i linkozamidi
imaju sli¢an mehanizam djelovanja (21).

Inhibicija sinteze vaznih metabolita

Dva najpoznatija primjera antibotika iz
ove skupine su sulfonamidi i trimetoprim.
Oba antibiotika inhibiraju odredene
korake u metabolizmu folne kiseline koja
je vazna za sintezu bakterijskih
nukleinskih Kkiselina (3). Prirodni supstrat
za enzim dihidropteroat sintazu je
paraaminobenzojeva kiselina, koja je dio
metaboli¢kog puta folne kiseline, ali se
sulfonamidi vec¢im afinitetom vezu na
enzim 1 na taj ga nacin kompetitivno

inhibiraju. Trimetoprim inhibira
bakterijsku dihidrofolat reduktazu.
Istodobna  primjena  sulfonamida i

trimetoprima daje sinergisti¢ki ucinak,
odnosno ucinak kombinacije tih dvaju
antibiotika nadmasuje aditivni ucinak
pojedinih komponenti (6).
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Antibiotska rezistencija

Antibiotska rezistencija je otpornost
bakterija na djelovanje antibiotika
odnosno  sposobnost rasta bakterija u
prisutnosti antibiotika. Antibiotska
rezistencij je prvi put zabiljezena 1940.
godine kada su biohemicari Edward
Penley Abraham i Ernst Boris Chain
uocili soj bakterije Escherichia coli koji je
sintetizirao penicilinaze 1 na taj nacin
inaktivirao penicilin. Od tog trenutka
nadalje, otkrivao se sve veéi broj
slu¢ajeva otpornosti na razli¢ite skupine
antibiotika §to je u konacnici dovelo do
toga da je antibiotska rezistencija
smatrana ,,modernim fenomenom* koji se
javio kao rezultat koristenja antibiotika
(18). Znanstvenici su 2011. godine proveli
istrazivanje u kojem su analizirali uzorke
DNA prikupljenih na podru¢ju kanadskog
Yukona- podru¢ja ,,vjeCnog leda“ koji
potjeCe iz razdoblja kasnog pleistocena.
Cilj istrazivanja bio je ispitati podrijetlo
antibiotske rezistencije, odnosno odrediti
je 11 ona doista ,,moderni fenomen* ili je
postojala 1 davno prije samih pocetaka
ljudske upotrebe antibiotika.
Sekvenciranjem  bakterijskih  genoma
utvrdeno je da su bakterije, stare priblizno
30 000 godina, sadrzavale gene za
otpornost na [P-laktame, tetracikline i
glikopeptidne antibiotike. Prema tome, te
su bakterije bile otporne na mnoge
prirodne  antibiotike kao i  na
polusinteti¢ke antibiotike sli¢ne strukture.
Dakle, antibiotska rezistencija nije
,moderni fenomen* ve¢ drevni prirodni
fenomen, a geni za otpornost na
antibiotike su prethodili ljudskoj upotrebi
antibiotika  (3). Razvoj  bakterijske
otpornosti na antibiotike je klasi¢an
primjer prirodne selekcije gdje prisutnost
antibiotika predstavlja selektivni pritisak,



a samo one bakterije koje posjeduju gene
za otpornost na taj antibiotik ¢e prezivjeti.
Prema tome, mozemo definirati
antibioticki rezistom kao zajednicki naziv
za sve gene odgovorne za rezistenciju
koje pronalazimo u okolisu, a za o¢ekivati
je da ¢e se zastupljenost i tip rezistencije
mijenjati ovisno o razli¢itim okoliSima.
Postoje dva tipa rezistencije: primarna
(urodena ili intrinzi¢na) te sekundarna
(steCena).  Primarna  (urodena  ili
intrinziéna) rezistencija je prirodno
nasljedno svojstvo nepostojanja ciljnog
mjesta za antibiotik u mikroorganizmu.
Primjer prirodne rezistencije je otpornost
mikoplazmi na B-laktamske antibiotike.
Mikoplazme su rod bakterija cija je
karakteristika ~ nepostojanje  stani¢ne

stijenke 1 to ih svojstvo ¢ini prirodno
otpornima na [-laktamske antibiotike
(14).

Slika 2. Antibiotska rezistencija (preuzeto sa
https://www.pig333.com/articles/antibiotic-
resistance-frequently-asked-questions-1-of-

2_12497/)
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odredenih
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Prikaz pocetka primjene

antibiotika te identifikacija
bakterija otpornih na odredene antibiotike
(Prilagodeno
https://www.cdc.gov/drugresistance/abou

prema

t.html)

Antibiotik

Penicilin

Vankomicin

Meticilin

Treca
generacija
cefalosporina

Azitromicin

Imipenem

Ciprofloksacin

Daptomicin

Ceftazimid/
avibaktam

Pocetak
primjene
antibiotika

1941.

1958.

1960.

1980.
(cefotaksim)

1980.

1985.

1987.

2003.

2015.

Bakterija
otporna na
antibiotik

Staphylococcus
aureus
Streptococcus
pneumoniae
Neisseria
gonorrhoeae

Enterococcus
faecium
Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
aureus

Escherichia coli

Neisseria
gonorrhoeae

Klebsiella
pneumoniae

Neisseria
gonorrhoeae

Staphylococcus
aureus

Klebsiella
pneumoniae

Identifikacija

bakterije

otporne na
antibiotik

1942. 1967.
1976

1988. 2002.

1960.

1983.

2011.

1996.

2007.

2004.

2015.



Sekundarna rezistencija

Kada bakterija koja je bila osjetljiva na
antibiotic postane otporna javlja se
sekundarna ili steCena rezistencija.
Sekundarna rezistencija se moze razviti
kao posljedica: mutacije bakterijskog
genoma ili horizontalnog prijenosa gena
(transformacija, transdukcija i
konjugacija) (12). lako je transformacija
najjednostavniji mehanizam
horizontalnog prijenosa gena, samo mali
broj klini¢ki znacajnih bakterija moze
ste¢l gene za otpornost na antibiotike
prirodnom transformacijom.
Transformacija je glavni put Sirenja
rezistencije na penicilin u Streptococcus
pneumoniae stvaranjem ,,mozai¢nih gena
za PBP“. ,Mozai¢ni geni za PBP*
kodiraju proteine koji imaju smanjeni
afiniteta vezivanja na [-laktamske
antibiotike. Transdukcija je proces u
kojem bakteriofagi, virusi koji inficiraju
bakterije, prenose gene iz jedne bakterije
u drugu. Budu¢i da se bakteriofagi
vezuju na specificne receptore na
povrsini bakterijske stanice, transdukcija
je visoko specifi¢an proces. Transdukcija
je glavni mehanizam kojim
Staphylococcus aureus prima gene za
rezistenciju. Konjugacija je proces
prijenosa plazmida ili transpozona iz
jedne bakterije u drugu koji zahtijeva
direktan kontakt izmedu dvije stanice.
Istrazivanja pokazuju da je ucestalost
konjugacije u prirodnim uvjetima puno
veca nego ucestalost konjugacije u
laboratorijskim  uvjetima. lako je
konjugacija glavni mehanizam
horizontalnog prijenosa gena, novija
istrazivanja pokazuju da je znacaj
tranformacije i transdukcije, u kontekstu
stjecanja antibiotske rezistencije kod
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bakterija, puno veéi nego Sto se dosad
mislilo (19).

Kako bi se bakterije zastitile od
djelovanja antibiotika, kod njih su
razvijeni brojni mehanizmi rezistencije

koji se dijele u cetiri kategorije:
enzimatska modifikacija antibiotika,
promjena u molekularnoj strukturi
ciljnog mjesta za antibiotik, promjena
propusnosti bakterijske vanjske
membrane te ubrzano izbacivanje
antibiotika iz  stanice (10). U

bakterijskoj stanici moze u isto vrijeme

biti aktivno nekoliko mehanizama
rezistencije §to dovodi do rezistencije
visokog stepena (17).

Enzimatska modifikacija antibiotika
temelji se na sposobnosti bakterija da
sintetiziraju enzime kojima ¢e razgraditi
ili inaktivirati antibiotike (13). Najcesce
biohemijske reakcije koje kataliziraju
antibiotike su: adenilacija, acetilacija ili
fosforilacija  antibiotika  ¢ime se
smanjuje afinitet antibiotika za ciljnu
molekulu. Enzimatska modifikacija
antibiotika je najznaajniji mehanizam
bakterijske rezistencije na B-laktamske
antibiotike, aminoglikozide i
kloramfenikol. ~Rezistencija na f-
laktamske antibiotike nastaje uglavnom
zbog stvaranja B-laktamaza, enzima koji
kidaju amidnu vezu u pB-laktamskom
prstenu 1 na taj nacin inaktiviraju
antibiotike. Staphylococcus aureus je
bakterija kod koje je primjecen ovaj tip
mehanizma rezistencije na penicilin i
cephalosporin (26).

Promjena u molekularnoj strukturi
ciljnog mjesta za antibiotic predstavlja
mehanizam kod kojeg antibiotik ulazi u
stanicu i dolazi do ciljnog mjesta ali ne



moze djelovati na njega zbog promjene

ciljnog mjesta. Ovaj mehanizam
antibiotske rezistencije se javlja za f-
laktamske  antibiotike, tetracikline,

makrolide, linkozamide, streptogramine i
kinolone (22).

Promjena propusnosti  bakterijske
vanjske membrane predstavlja
mehanizam  kojim  gram-negativne

bakterije spre¢avaju ulazak antibiotika u
stanicu. Ovaj mehanizam je
karakteristifan za gram negativne
bakterije jer gram pozitivne bakterije
nemaju vanjsku membranu koja ima
ulogu permeabilne barijere koja sprecava
ulazak velikih hidrofobnih molekula, dok
je ulazak hidrofilnih antibiotika osiguran
postojanjem porina (proteinskih kanala
koji su ispunjeni vodom). Ovaj je
mehanizam izraZen pri rezistenciji gram
negativnih  bakterija na pB-laktamske
antibiotike, aminoglikozide,
kloramfenikol (24).

Copyright € The McGraw-Hil Companies, Inc. Permission requized for reproduction or display
Gram-Positive Grom-Negativo

Upotalcho: acid

Slika 3. Razlika u gradi stani¢ne stijenke
Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija
(Preuzeto sa
https://microbiologyinfo.com/differences-
between-gram-positive-and-gram-negative-
bacteria/)
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Ubrzano izbacivanje antibiotika iz
stanice predstavlja mehanizam koji
omogucava bakterijjama da kroz
transportne crpke aktivno izbacuju
antibiotik iz stanice brze nego $to se on
moze nakupiti u stanici da bi dostigao
djelotvornu koncentraciju. Ovaj tip
mehanizma rezistencije prisutan je kod
bakterija koje su otporne na tetracikline
i makrolide (26).

2. METODE TESTIRANJA

Metode koje se bave ispitivanjem
osjetljivosti bakterija na antibiotike
imaju za cilj predvidjeti da li ce
bakterija reagirati na primijenjeni
antibiotik. Cilj metoda je prikupljene
podatke usmyjeriti ka spreCavanju
Sirenja otpora bakterija na antibiotike i
na taj nacin olakSati lijjecenje raznih
infekcija. Neki  primjeri  metoda
testiranja osjetljivosti antibiotika su:
(18)

a. METODA RAZRJEDENJA

Metoda razrjedivanja bujona ukljucuje
podvrgavanje izolata bakterije nizu
razli¢itih koncentracija antibiotika u
bujonskoj sredini. Dvije su vrste bujon
metode razrjedivanje i kod obje najniza
koncentracija kod koje je izolat
potpuno inhibiran oznafava se kao
minimalna inhibitorska koncentracija ili
MIC (27).
Metoda razrjedivanja agara je slicna
razrjedivanju bujona. Postupak
razrjedivanja agara slijedi princip
uspostavljanja najnize koncentracije
razrijedenog  antibiotika, = odnosno
koncentracije gdje je rast bakterije jo$
uvijek inhibiran (27).



b. DISK-DIFUZIJSKA METODA
Mueller-Hinton agar obi¢no se koristi
kao medij za rast i on se prvo uniformno
zasijava kroz ploCe sa izolatom
razrijedenim u standardnu koncentraciju.
Prethodno impregnirani standardnom
koncentracijom odredenog antibiotika, te
komercijalno pripremljeni diskovi su
rasprSeni 1 lagano utisnuti na povrSinu

agara. Test zapocCinje odmah s
rasprSivanjem od diska, stvaranjem
istovremeno  gradijent  antibiotskih
koncentracija tako da se najvisa
koncentracija nalazi najblize disku.

Nakon nekog vremena promatra se rast
bakterija na pojedinacnim diskovima.
Ako je izolat osjetljiv na antibiotik oko
odredenog diska uoCava se zona bez
rasta koja se naziva zona inhibicije jer
oznacava  minimalnu  koncentraciju
antibiotika dovoljnu da sprije¢i rast
bakterija. Primjer Escherichia coli ima
zonu inhibicije 10.1mm oko ampicilina
(25).

b. E-TEST
Test koji koristi plastinu test traku s
postepeno padaju¢om vrijednosti

koncentracije odredenog antibiotika. Na
traci se nalazi numericka vrijednost
koncentracije antibiotika., te se tako

ovim testom osigurava kvantitativne
rezultate antibioti¢ke rezistencije
klini¢kih izolata (20).

c. AUTOMATIZIRANA
METODA
Osiguravaju pripremljene i oblikovane
ploCe za mikrodiluciju, instrumentaciju 1
automatsko ocitavanje ploca. Vecina
takvih  automatiziranih  sustava za
ispitivanje osjetljivosti na antibiotike
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osigurava i automatsku inokulaciju,
Citanje te tumacenje. Velika im je
prednost Sto su brzi, ali velika je mana
Sto su skupi (28).

e. TESTOVI SPECIFICNI
MEHANIZAM
REZISTENCIJE

Test se obavlja na temelju otkrivenog
prisutnog mehanizma rezistencije. Kao
Sto se detekcija beta laktamaza moze
provesti upotrebom kromogenog testa
cefalosporinaze (29).

ZA

f. GENOTIPSKE METODE KAO
STO SU PCR 1 DNA
HIBRIDIZACIJSKE METODE

Cesto rezistencija ovisi i rezistentnim
genima stoga postoji metoda testiranja
koja koristi takve specifi¢ne gene (29).

Neke od najces¢ih molekularnih tehnika
za otkrivanje otpornosti na antibiotike:
a. PCR je jedna od najcesce
upotrebljavanih molekularnih tehnika
za detekciju odredene DNA sekvence.
U tu je tehniku ukljuceno nekoliko
ciklusa denaturacije uzorka DNA,
zarenje specificnih pocetnica na ciljne
sekvence, 1 produzivanje tih sekvenci
olakSano termostabilnim polimerazama
dovode¢i do replikacije 1 duplikacije
DNA sekvenci (29).

b. DNA hibridizacija temelji se na
specifiécnim  parovima  purina 1
pirimidina u DNA. Stoga se sonda
oznacena s poznatim slijedom baza
moze spariti sa denaturanom DNA iz
uzorka. Pojavom ove hibridizacije
sonda se oznaCava sa signalnim
radioaktivnim izotopom ili enzimom, a
ukoliko nema ciljne sekvence ili izolat
ne sadrzi specificni gen ne dolazi do
otkrivanja signala (29).



3. ZAKLJUCAK

Prije otkri¢a antibiotika mnoga zarazna
oboljenja su bila tesko izljeciva, pa I
neizlje¢iva. Sa pronalaskom antibiotika
mnoga infektivha oboljenja postala su
izljeciva. Medutim, zboog dugotrajnog i
nepravilnog upotrebljavanja antibiotika
doslo je do pojave veoma visokog
procenta  sojeva  razliitth  vrsta
mikroorganizama otpornih na jedan
antibiotic ili na vise antibiotika (2).
Antibiotska rezistencija je prirodni
fenomen koji predstavlja otpornost
bakterija na antibiotike, odnosno njihova
sposobnost rasta u prisustvu antibiotika
(3). Razvoj antibiotske rezistencije
primjer je prirodne selekcije pri ¢emu
prisutnost antibiotika predstavlja
selektivni pritisak, a samo one bakterije
koje posjeduju gene za otpornost na
antibiotik ¢e prezivjett (14). Razvoj
bakterijske otpornosti na antibiotike je
klasi€an primjer prirodne selekcije gdje
prisutnost antibiotika predstavlja
selektivni pritisak, a samo one bakterije
koje posjeduju gene za otpornost na taj
antibiotik ¢e prezivjeti. Prema tome,
mozemo definirati antibioticki rezistom
kao zajednicki naziv za sve gene
odgovorne  za  rezistenciju  koje
pronalazimo u okoliSu, a za ocekivati je
da ¢e se zastupljenost i tip rezistencije
mijenjati ovisno o razli¢itim okoli§ima
(18).

Antimikrobna rezistencija kod
bakterijske patogenosti je svjetski izazov
povezan s visokim morbiditetom i
mortalitetom. Obrasci rezistentnosti na
viSe lijekova kod gram-pozitivnih i -
negativnih  bakterija doveli su do
infekcija koje se teSko lijece ili cak
neizljecive konvencionalnim
antimikrobnim lijekovima. Budu¢i da
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nedostaje rana identifikacija uzro¢nika
mikroorganizama i njihovih obrazaca
osjetljivosti na antimikrobne lijekove
kod pacijenata s bakteremijom i drugih
ozbiljnih infekcija (10). U mnogim
zdravstvenim ustanovama antibiotici
Sirokog spektra se slobodno i uglavnom
nepotrebno  koriste.  Dolazi  do
dramaticnog povecanja otpornosti u
nastajanju i, u kombinaciji sa loSom
praksom kontrole infekcija, rezistentne
bakterije se lako mogu prenijeti na
druge pacijente i okolinu. Dostupnost
azuriranih epidemioloskih podataka o
antimikrobnoj rezistenciji kod
bakterijskih patogena koji se cesto
susrecu bit ¢e korisna ne samo za

donosSenje  odluka o strategijama
lijeenja, ve¢ 1 =za osmiSljavanje
ucinkovitog  programa  upravljanja

antimikrobima u bolnicama. Postoje
izazovi u borbi protiv bakterijskih
infekcija 1 prate¢ih bolesti 1 trenutni
nedostatak ucinkovitih lijekova,
nedostatak uspjeSnih mjera prevencije i
samo nekoliko novih antibiotika u
klinickom procesu zahtijevat ¢e razvoj
novih opcija lijeCenja 1 alternativnih
antimikrobnih terapija (28).
Pronalazenje strategija protiv razvoja
rezistencije na antibiotike glavni je
globalni izazov za zajednicu prirodnih
nauka i za javno zdravlje.
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ANTIBIOTIC RESISTANCE AS A RISK IN INFECTION PREVENTION

Hasandi¢-Mehmedagi¢ R.

ABSTRACT

Antibiotic resistance is a natural phenomenon that represents the resistance of bacteria to
antibiotics, ie their ability to grow in the presence of antibiotics. The development of antibiotic
resistance is an example of natural selection where the presence of antibiotics represents
selective pressure, and only those bacteria that possess antibiotic resistance genes will survive.
There are two types of resistance: primary, which results from the absence of an antibiotic target
site in the bacterium, and secondary, which results from a mutation in the bacterial genome or
horizontal gene transfer (transformation, transduction and conjugation). The mechanisms of
action of secondary resistance are enzymatic modification of the antibiotic, change in the
molecular structure of the target site for the antibiotic, change in the permeability of the bacterial
outer membrane, and accelerated ejection of the antibiotic from the cell.

Bacteria are the main protagonists of this phenomenon due to which people suffer direct negative
consequences that lead to infections such as gonorrhea, pneumonia, tuberculosis, etc. which can
lead to complications. That is why it is important to know why and in what way bacteria are
becoming more and more resistant to antibiotics. The aim of this paper is to briefly present
antibiotic resistance, and then point out the importance of recognizing this increasingly
dangerous problem and suggest some strategies by which it could be reduced in the future. In
order to reduce the problem of antibiotic resistance in the future, certain measures need to be
taken such as reducing antibiotic use, educating the population, encouraging research to better
understand the mechanisms of antibiotic resistance and developing new, more effective
antibiotics that bacteria will not resist.
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ZNACAJ PRACENJA SADRZAJA TESKIH METALA U VODI ZA PICE I
PREHRAMBENIM PROIZVODIMA

Sazetak

Amra Salkié¢
Sluzba za hemijsku dijagnostiku, Institut za zdravlje i sigurnost hrane Zenica

Otkri¢e metala i njihova upotreba predstavljaju prekretnicu u razvoju civilizacije. Zivot u 21.
stoljeCu je gotovo nezamisliv bez njih. Posude, prevozna sredstva, medicinski instrumenti,
elektronski uredaji, te mnogi drugi predmeti koje svakodnevno upotrebljavamo su djelimi¢no ili
u potpunosti izradeni od metala. Neki od njih poput bakra (Cu), zeljeza (Fe), cinka (Zn), selena
(Se), mangana (Mn), hroma (Cr) i nikla (Ni) su, u manjim koncentracijama, ¢ak i neophodni za
normalno funkcionisanje ljudskog organizma. Od 35 metala koji se mogu pronacéi u prirodi, 23 se
svrstavaju u skupinu teskih metala. Termin “teski metali” se u literaturi koristi za metale ¢ija je
relativna gustoéa veéa od p= 5 g/cm3. Medutim u kolokvijalnom govoru, ovaj izraz se uglavnom
upotrebljava za metale za koje je dokazano da djeluju toksi¢no na zivi svijet poput kadmija (Cd),
olova (Pb) i zive (Hg). Arsen (As), iako polumetal, zbog izrazite toksic¢nosti se takoder ubraja u
ovu skupinu. Toksi¢no djelovanje teskih metala je posebno izraZzeno zbog Cinjenice da se oni
prilikom unoSenja u (ljudski) organizam taloZe u jetri, plu¢éima, bubrezima, mozgu i drugim
tkivima, te utjecu na normalno odvijanje fizioloskih procesa.
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1.UVvOD

Sintagma “teSki metali” se u naucnoj
literaturi  upotrebljava za  hemijske
elemente ¢ija je relativna gustoca veca od
p=5 g/cm3. Teski metali se dijele u dvije
skupine, na esencijalne i neesencijalne.
Esencijalni elementi (Cu, Fe, Zn, Se, Mn,
Cr, Ni) koji se jo§ nazivaju i
mikronutrijenti, su neophodni za normalno
funkcionisanje fizioloskih procesa u Zivim
organizmima, stoga njihov nedostatak
moze dovesti do nastanka niza razli¢itih
poremecaja. Medutim, treba naglasiti da
njihova “ljekovitost” ovisi od
koncentracije koja se unese u organizam
tako da unos navedenih elemenata veéi od
preporucene dnevne doze moze dovesti do
akutnog, odnosno hroni¢nog trovanja (1).



Neesencijalni elementi kao $to su Cd, Pb,
Hg 1 As su toksi¢ni za zivi svijet 1 u vrlo
malim  koncentracijama, stoga  ¢e
mehanizam njihovog djelovanja biti
detaljnije opisan u narednim poglavljima.

TeSki metali su prisutni na Zemlji od
njenog postanka. Njihova zastupljenost u
Zemljinoj Kkori iznosi oko 25% gdje se
nalaze uglavnom vezani u vidu hemijskih
spojeva, ve¢inom oksida i sulfida kao 1

karbonata, silikata i sulfata. Uslijed
prirodnin  procesa  doslo je do
rasprostranjivanja  teSkih metala 1 u
atmosferu i hidrosferu. Koncentracije

teskih metala koje su u okoli§ dospijevale
putem navedenih procesa nisu znaajno
utjecale na zivi svijet.

naselia
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Do preokreta dolazi pocetkom
industrijalizacije i intenzivnog razvoja
tehnologije wuslijed cega je povecana
proizvodnja i upotreba teSkih metala u
svakodnevnom Zzivotu. Na naglo povecanje
prirodne koncentracije teskih metala u

okoliSu  su  takoder  utjecale i
nekontrolisana urbanizacija,
poljoprivredna  djelatnost, te razvoj

cestovnog saobracaja (Slika 1) (1, 2).
Primjera radi, prometovanje automobila na
benzinski pogon je pridonijelo
kontaminaciji tla sa Pb, a razlog tome je
upotreba benzina koje je sadrzavalo
tetraetil-olovo radi povecanja oktanskog
broja. Zabrana upotrebe olovnog benzina
je znacajno utjecala na smanjenje emisije
Pb (3).

rudnici

R
<

Slika 1: Izvori teSkih metala u okolisu (2)
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Emisijom iz antropogenih izvora, teski
metali zagaduju zrak koji udiSemo, vodu
koju pijemo i tlo na kojem uzgajamo
hranu. U organizam se unose prilikom
ingestije kontaminirane vode za pice i
prehrambenih proizvoda, ali i udisanjem i
apsorpcijom kroz kozu u zavisnosti od
hemijskog oblika u kojem se nalaze (4).
Kada jednom dospiju u organizam,
gotovo ih je nemoguce ukloniti zbog
njihove sposobnosti da se akumuliraju u
razli¢itim ¢elijama i tkivima, gdje mogu
uzrokovati mutacije vezivajuéi se za
proteine i nukelinske kiseline. Zabiljezena
su ostecenja pluca, jetre, bubrega 1 drugih
vitalnih organa kao posljedica izloZenosti
teSkim metalima, a dugotrajno talozenje u
organizmu moZe postepeno dovesti do
napredovanja degenerativih neuroloski
procesa i promjena u muskulaturi, a koje
su karakteristicne za multipla sklerozu,
miSi¢nu  distrofiju, Alzheimerovu i
Parkinsonovu bolest (5, 6). Takoder, teski
metali imaju sposobnost da oponasaju
djelovanje hormona zbog ¢ega dolazi do
poremecaja u endokrinom i
reproduktivnom sistemu S§to na kraju
moze dovesti do razvoja kancera (4, 6).

IZVORI KONTAMINACIJE TESKIM
METALIMA
Teski metali su sve prisutniji u okoliSu, a

pojavljuju se kao posljedica
neantropogenog i antropogenog
djelovanja. Neantropogena

rasprostranjenost teskih metala javila se
kao posljedica erozije tla, ispiranjem iz
formacija prirodnih stijena, koje se
raspadaju 1 ustinjavaju pod razliCitim
uvjetima, te uslijed erupcije vulkana pri
¢emu se teSki metali emituju u
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atmosferu odakle se taloze na tlo (3). Kao
Sto je ranije naglaSeno, nagli porast
koncentracija teSkih metala u ekosistemu
javio se kao posljedica intenzivnog razvoja
industrije i tehnologije, stoga danas vecina
depozicija teskih metala potice iz
antropogenih izvora (Tabela 1).
Istrazivanje koje je sprovedeno krajem 80-
tih godina proslog stolje¢a pokazalo je dau
ukupnim atmosferskim depozicijama na
globalnom nivou antropogeni udio za Pb
1znosi ¢ak 96%, za Cd 85%, za As 61%, a
za Hg 59%. Istovremeno, u Republici
Hrvatskoj, 42,7% Pb je bilo antropogenog
porijekla (emisija iz proizvodnih procesa);
59,4% As u atmosferi je dospijevalo
prilikom izgaranja u termoenergetskim
postrojenjima, dok je 43,2 % Hg i 39,4%
Cd emitovano u atmosferu u industrijskim
procesima izgaranja. Takoder, ¢ak 28,5%
antropogenog udjela Cd u atmosferi je
poticalo od cestovnog saobracaja (2).

S obzirom da je Bosna i Hercegovina u
posljednjem desetlje¢u bila viSe puta
izlozena poplavama, te da je zbog
klimatskih promjena ocekivano da se taj
trend nastavi, potrebno je spomenuti da do
oneciscenje tla takoder moze doci i tokom
poplava. Razlog tome jeste izlijevanje
vode iz rijecnih korita u koja se ulijevaju
komunalne i industrijske otpadne vode, te
nanosi mulja oneci§¢enog teSkim metalima
iz antropogenih i geogenih izvora nastalih
erozivnim djelovanjem vode. Nakon
velikih poplava koje su pogodile region na
prolje¢e 2014. godine, sprovedeno je
istrazivanje u sklopu kojeg se ispitao
sadrzaj teskih metala na obalnom podrucju
rijeke Drave u Republici Hrvatskoj.
Analize koje su uradene na



uzorcima tla i biljaka sa 7 lokacija su
pokazale da su na pojedinim lokacijama
premasene  maksimalno  dozvoljene
koncentracije (MDK) za Pb i Cd. Razina
Hg je bila u dozvoljenim granicama, dok
je koncentracija As bila ispod limita
detekcije (9).

Tlo predstavlja najugrozeniji prirodni
resurs, jer svi kontaminatni koji se ispuste
u atmosferu 1 hidrosferu, na razliCite
nacine dospijevaju do tla gdje se taloze.
Procesi kontaminacije tla uglavhom teku
sporo; u pocetnim fazama degradacije tlo
ima  sposobnost  samopreciS¢avanja,
medutim ta osobina se gubi sa daljom
kontaminacijom  koja  dovodi  do
djelimi¢nog, odnosno potpunog unistenja
biljnog svijeta. Nazalost, prve posljedice
je moguce primjetiti tek nakon izvjesnog
perioda kada je revitalizacija tla oteZana.
Neophodno je naglasiti  posljedice
kontaminacije tla, te vaznost njegovog
ocuvanja, jer tlo je izvor hrane za ¢ovjeka.
Prehranjujudi se biljkama koje apsorbiraju
1 akumuliraju teSke metale, kontaminacija
se prenosi na Zivotinje, a potom 1 na
C¢ovjeka koji se nalazi na vrhu
hranidbenog lanca (3, 10).

Najugrozenija su ona podrucja koja se
nalaze u blizini industrijskih i urbanih
centara, te velikih saobracajnica, kao Sto
je to u Bosni i Hercegovini podrucje
grada Zenice. Ispitivanjem tla u okolini
zenitke Zeljezare 2010. godine, utvrdeno
je da koncentracije Pb (od 160,4 mg/kg do
340,3 mg/kg) i Cd (od 1,5 mg/kg do 4,5
mg/kg) znafajno prelaze vrijednosti
MDK, koja za Pb iznosi 100 mg/kg, a za
Cd 1 — 2 mg/kg. Izuzev zenicke regije,
istrazivanja su pokazala da je u tlima na
podrucju Tuzle 1 Kaknja takoder prisutan
sadrzaj navedenih teskih metala ve¢i od
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tolerantnih vrijednosti (10, 11). lako su
najvise ugrozena podrucja koja se nalaze u
neposrednoj blizini izvora kontaminacije,
ovisno od reljefa 1 ruze vjetrova,
kontaminacija se moze prosiriti i na do 40
km udaljenosti od samog izvora.

MEHANIZAM DJELOVANJA
TESKIH METALA NA LJUDSKO
ZDRAVLJE

Olovo

Prema urbanom mitu, oko Kkojeg se
naucnici jo$ uvijek spore, vjeruje se da je
razlog pada Rimskog carstva prvenstveno
trovanje olovom uslijed koriStenja soli
olovo acetata za zasladivanje vina 1 za
odrZavanje njegove svjezine. Smatra se da
je dugoro¢na upotreba ove soli izazvala
demenciju kod mnogih rimskih
imperatora. Dodavanje olovo acetata u
vino je bila ilegalna, ali popularna praksa i
u 18. 1 19. stolje¢u. Olovne soli su se u
davnini dodavale u glazuru za keramiku,
odakle su se uz prisustvo voénih kiselina
rastapale i mijeSale sa hranom koja se u
njima pripremala i servirala (12).

Istrazivanja su pokazala da olovo
inhibiranjem porfobilinogen sintaze i
ferohelataze, istovremeno  sprijeCava
stvaranje porfobilinogena i ugradnju

zeljeza u protoporfirin IX, koji sprijecava
sintezu odnosno uzrokuje neefikasnu
sintezu hema $§to kao posljedicu ima
nastanak mikrocitne anemije. Djelujuci
kao analog kalcija, olovo remeti funkciju
ionskih kanala zbog c¢ega dolazi do
promjena u kognitivnim funckijama (12).

Olovo se akumulira u skeletu, odakle se
polahko otpusta u organizam — vrijeme
poluraspada iznosi od 20 do 30 godina.
Anorgansko olovo kod odraslih osoba ne
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Tabela 1. Pregled potencijalnih antropogenih izvora teskih metala (7,8)

Kontaminanti
Potencijalni izvori kontaminacije

Pb Cd Hg
Promentna infrastruktura:
- ceste

X X
- aerodrome
- ventilacioni sistemi u tunelima
Termoelektrane X X
Odlagalista otpada:
- odlagali§ta inertnog i opasnog otpada

X X X
- spaljivanje otpada
- obrada komunalnih otpadnih voda
Vojni poligoni X X X
Proizvodnja mineralnih gnojiva X X
Talionice ruda X X
Naftne i plinske buSotine X X X
Naftovodi i plinovodi X X
Metalna industrija X X
Industrija stakla i staklenih vlakana X X X
Industrija keramike, crijepova i opeke X X X
Tvornica cementa X X
Tvornice boja i lakova X X X
Proizvodnja mikroelektronike X X
Proizvodnja pesticide, herbicida, fungicida X
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moze pro¢i kroz krvno — mozdanu

barijeru, medutim ova barijera kod djece
nije dovoljno razvijena S§to djecu Cini
posebno osjetljivom na oSteCenja mozga
uzrokovana trovanjem olovom. Akutno
trovanje tetrametil i tetraetil olovom Kkoji
imaju sposobnost prolaska kroz krvno-
mozdanu barijeru dovodi do nastanka
encefalopatije mozga (6).

Kadmij

Na spisku koji je izradila Medunarodna
agencija za istrazivanje raka, kadmij i
njegovi spojevi se nalaze u skupini 1 koju
¢ine tvari za koje je dokazano da djeluju
kancerogeno. Kadmij je nemoguce izluciti
iz organizma uslijed njegove reapsorpcije
u bubrezima c¢ime se njegovo Stetno
djelovanje na organizam  dodatno
naglasava. Cak i kratkotrajno udisanje
kadmija moZe wuzrokovati ozbiljna
oStecenja pluca i iritaciju respiratornog
sistema, dok ingestija vece doze dovodi
do iritacije probavnog trakta Sto moze
rezultirati povracanjem i dijarejom (1).
1912. godine u japanskoj prefekturi
Toyama doslo je do masovnog trovanja
lokalnog  stanovniStva  kadmijumom
prilikom ispusStanja otpadnih voda iz
rudnika u rijeku. Stanje koje se razvilo
uslijed trovanja, zbog jakih bolova u
kicmenom stubu i1 zglobovima koje su
osjecali oboljeli, je dobilo naziv “itai-itai”
Sto u prevodu na bosanski jezik znaci
“boli, boli”.

Uslijed dugotrajne izlozenosti izvoru
kontaminacije, razvila su se ozbiljna
ostecenja skeleta (Slika 2). Mehanizam
djelovanja kadmija se odvija u dva
koraka. Kadmij se vezuje za
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metalotionein u krvi i putuje do
glomerula u bubrezima. Kada dospije do
proksimalnih cjevcica, otpusta se i talozi
u bubreznom korteksu. Kada razina
kadmija dosegne toksi¢ni nivo, dolazi do
nastanka poremecaja u metabolizmu
kalcija, Sto za  posljedicu ima
hiperkalciuriju i stvaranje bubreznog
kamenca. Zbog poremecaja u prometu
kalcija, kod osoba pogodenih ovom
bolesti pocinju se javljati
muskuloskeletna  oSte¢enja  koja  se
manifestuju  bolovima,  smanjenjem
gustine kostiju, lomovima, te

osteoporozom (13).

Slika 2: Itai-itai bolest (14)

Dugotrajno izlaganje kadmiju dovodi do
njegovog taloZzenja u plu¢ima. Glavni
izvor unosa kadmija kod pusaca je duhan,
te je zabiljezeno da 50-godiSnji pusaci
imaju dvostruko vecu koli¢inu kadmija u
plu¢ima od vrs$njaka nepusaca.

Ziva

Karakterisitike  trovanja  zivom  se
razlikuju u zavisnosti da li je trovanje
izazvano elementarnom zivom, njenim
anorganskim solima ili metil-zivom, te da
li je rije¢ o akutnom ili hroni¢nom
trovanju.  Elementarna ziva je lahko
isparljiva tako da do trovanja obicno
dolazi njenim udisanjem. Dobro se



apsorbira u plu¢ima, a potom se putem
krvotoka prenosi i talozi u centralnom
nervnom sistemu ili se zadrzava u
eritrocitima. Ingestija elementarne Zzive
ne predstavlja veliku opasnost po
zdravlje, jer se slabo apsorbira u
crijevima (4). Anorganske soli Zzive
mogu izazivati promjene u mozdanoj
funkciji  koja za posljedicu ima
razdraZljivost, pojavu tremora, problema
s pamc¢enjem, te promjene u ¢ulima vida
i sluha.

Metil-Ziva se u organizam pretezito
unosi putem hrane. Topljiva je u
mastima, dobro se apsorbuje iz
gastrointestinalnog trakta, a moze cak
prodrijeti u koZu 1 preko zastitnih lateks
rukavica. To je vrlo otrovan spoj koji ¢ak
i u veoma niskim koncentracijama
uzrokuje degenerativne promjene na
centralnom nervnom sistemu i smrt.
Izlozenost trudnica metil-zivi utjeCe na
normalan razvoj fetusa 1 moZe
uzrokovati radanja djece sa mentalnom
retardacijom 1 teSkim malformacijama
(15). Kod hroni¢ne izloZenosti, Ziva
pocinje djelovati kao endokrini disruptor

ometaju¢i sintezu spolnih  hormona
naruSavaju¢i time musku 1 Zzensku
plodnost (4).

Arsen

lako pripada skupini polumetala, mnogi
naucnici svrstavaju arsen u skupinu
teSkih metala zbog toksi¢nog djelovanja,
ali i zbog njegove metalne, stabilne, sive
alotropske modifikacije.

Trovanje arsenom pokazuje razlidite
karakteristike u zavisnosti od toga da li
je trovanje uzrokovano elementarnim,
trovalentnim ili petovalentnim arsenom,
odnosno  njegovim  organskim ili
anorganskim jedinjenjem. Anorganski
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arsen je mnogo otrovniji  od
elementarnog arsena, dok je trovalentni
arsenit otrovniji od petovalentnog
arsena.

Arsen se talozi u mekanim tkivima
poput jetre, bubrega, pluca i slezene, ali
najdugorocnije skladiSte za arsen Cine
tkiva bogata keratinom kao §to su koza,
kosa 1 nokti, pa se stoga hronicno
trovanje obino manifestira pojavom
keratoza na kozi, promjenama u
pigmentaciji 1 oSteCenjem perifernog
nervnog sistema. Akutno trovanje
arsenom dovodi do oSteCenja krvnih
sudova i tkiva probavnog trakta, te
utjeCe na rad srca i mozdane funkcije
Sto nerijetko moze imati smrtni ishod

(8).

ISPITIVANJE I PRACENJE
SADRZAJA TESKIH
METALA

Za kvantitativno odredivanje teskih
metala primjenjuju se metode atomske
spektroskopije. Spektroskopsko
prouc¢avanje atoma, odnosno jona
elemenata pomoc¢u UV/vis zraCenja se
moze obavljati samo u plinovitoj sredini

u kojoj su joni dobro medusobno
odvojeni. Stoga je prvi korak u
ispitivanju  teSkih  metala  ovom

metodom atomizacija, proces u kojem
se uzorak isparava uz razgradnju i
nastanak atomske pare. Atomizacija je
najkritiéniji  korak u cjelokupnom
procesu ispitivanja, jer od ucinkovitosti
i reproducibilnosti ovog postupka ovise
osjetljivost, preciznost i tacnost metode.
Na osnovu nacina atomizacije uzorka

razlikuju se Cetiri spektroskopske
metode: atomizacija u plamenu
elektrotermicka atomizacija,

atomizacija u indukovanoj kuplovanoj



plazmi i atomizacija u plazmi
istosmjerne struje. Atomske metode se
temelje na pojavi apsorpcije, emisije i
fluorescencije (16). U daljem tekstu ce
biti obradena atomska apsorpciona
spektroskopija, odnosno njene tehnike —
plamena, grafitna i hidridna tehnika.

Plamena tehnika

Plamena tehnika (Slika 3) je brza i
jeftina tehnika Cija se osjetljivost nalazi u
podru¢ju koncentracije izraZzene u ppm
(eng. parts per million — dijelova po
milionu). Shodno tome, ova tehnika se
moze primjenjivati samo za odredivanje
esencijalnih  teSkih metala, te za
odredivanje neesencijalnih teskih metala
u matriksima gdje se ocekuju vise
koncentracije (kao npr. u tlu). Uzorak se
preko kapilare uvodi u nebulizator gdje
se rasprSuje te se kao aerosol mijesa s
gorivom i oksidansom koji ga unose u
plamen. Najées¢e koriStene smjese
plinova su zrak- acetilen i N,O-acetilen,
ovisno od toga koji element se odreduje.

Slika 3: Plamena tehnika atomske
apsorpcijske spektroskopije (17)
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Grafitna tehnika

Zbog vece osjetljivosti grafitna tehnika
(Slika 4) je pogodna za odredivanje
neesencijalnih teSkih metala poput Pb i
Cd u koncentracijama izrazenim u ppb
(eng. parts per billion). Mali volumen
uzorka se uz pomo¢ kapilare, kroz
suzeni otvor ubacuje u grafitnu kivetu
(cijev). Postupak odredivanja se sastoji
od nekoliko koraka: susenje uzorka,
karbonizacija,pepelizacija i atomizacija
koja se odvija pri temperaturama visim
od 2000°C. Atomizirani analit stvara
apsorpcijski signal koji je direktno
proporcionalan  koncentraciji analita
(Lambert-Beerov zakon). Kao gorivo se
koristi argon.

Za odredivanje teskih metala u
prehrambenim proizvodima plamenom
i grafitnom tehnikom, potrebno je
prethodno uraditi razaranje uzorka,
odnosno mokro spaljivanje. Razaranje
uzorka se vrsi u teflonskim kivetama u
mikrovalnoj pe¢i  uz  dodatak
koncentrovane nitratne kiseline, te
koncentrovane hloridne kiseline
ukoliko je potrebno izvrsiti stabilizaciju
odredivanog analita. Uzorke vode za
pi¢e nije potrebno prethodno razarati
ukoliko uzorak nije zamucen niti ima
vidljivo oneciS¢éenje.

Slika 4: Grafitna tehnika atomske
apsorpcijske spektroskopije (18)



Hidridna tehnika

Slika 5: Dodatak za hidridnu tehniku
koji se postavlja na uredaj za plamenu
tehniku (19)

Princip hidridne tehnike se bazira na
reakciji oksianiona metaloida sa NaBH,,
1 HCI pri ¢emu nastaje isparljivi hidrid
elementa koji se odreduje (H,Te, H,Se,
HszAs itd.). Nastala smjesa putem
cjevCice se prenosi do separatora
plin/tecnost gdje dolazi do odvajanja
smjese hidrida i vodika nastalog kao
nusprodukt reakcije. Potom slijedi
precis¢avanje pomocu inertnog plina
visoke Cistoce prije nego se hidrid
prenese u staklenu opticku celiju gdje se
vr$i atomizacija. Veoma je bitno da se
prije pocetka ispitivanja metaloid dovede
u zeljeno oksidaciono stanje. Primjera
radi, kod odredivanja As nakon
pepelizacije, u uzorak se dodaje smjesa
KI i askorbinske kiseline za redukciju
As®" u As*.  Kod hidridne tehnike
koriste se argon i smjesa acetilen-zrak.
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Maksimalna dozvoljena koncentracija,
te nacin monitoringa teSkih metala u
vodi za pi¢e 1 prehrambenim
namirnicama, definisani su slijede¢im
pravilnicima:

- Pravilnik 0 najveéim
dopustenim koli¢inama
odredenih  kontaminanata u
hrani (Sluzbeni glasnik BiH,

68/14)
- Pravilnik 0 zdravstvenoj
ispravnosti  vode za pice

(Sluzbeni glasnik BiH, 40/10,

30/12, 62/17)
Pravilnik o zdravstvenoj ispravnosti
vode za pice definiSe MDK koja za As
iznosi 10 pg/kg, za Cd 5 pg/kg, Pb 10
png/kg i za Hg iznosi 1 pg/kg. U Tabeli
2 i 3 dat je pregled MDK za As, Pb, Cd
1 Hg u razli¢itim vrstama namirnica.
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Tabela 3: Najveéa dopustena koli¢ina Pb, Cd i Hg u hrani

Najveca
dopustena
Hrana kolitina (mg/kg
vlaine mase)
(DK)
5.1.  |Olovo
511 [Svjeze mlijeko ™. toplinski cbradeno mlijeko i mlijeko za proizvednju proizvoda na bazi mlijeka 0.020
512 [Fermule za dojenéad i formule nakon dojenja © © 0,020
5.1.3. |Meso (izuzev iznutrica) goveda, ovaca, svinja 1 peradi © 0.10
3.1.4. |[zoutrice goveda. ovaca, svinja i peradi w 0.50
3.15. [Misiéno meso ribe ™ 030
5.1.6. |Ljuskavei (Crustaceae) % miziéno meso krakova 1 abdomena™> U slucau rakova 1 rakovima shiénih tvrdokozaca (kratkorept morski rakovi— 0.50
|Bracihvura i deseteronoici Anomura) migiéno meso iz krakova 3
3.1.7. |Zivi ikoljkasi ™ 13
3.1.8. |Glavonodci (bez vautamiih organa) e 1.0
5.19. [Mahunarke™", zitarice i zrna mahunarki 0.20
[3.1.10. [Povice, osim glaviastog povréa, lisnatog poviéa, sviezeg ljekovitog bilja, gljiva i morskih algi © . Za krumpir najveéa koli¢ina primjenjuje se na 0.10
oguljene krumpire ’
5.1.11. Glai'iEgg}o povrée, lisnato povrce 1 slijedece glji‘re‘b": Agaricus bisporus (obiéna gljiva), Fleurotus ostreatus (bukovaca), Lentinula edodes (Shiitake 030
sljive)”" -
3.1.12. li"oée. izuzev jagedifastog voda i malog voda &7 0.10
5.1.13. [Tagodicasto voée i malo voée ©7 020
3.1.14. IMasnode i ulja, ukljpéujnd mlijeénn masnodn 0.10
5.1.15. |Voéni sokovi. kencentrirani voém sokovi vrateni u prvotno stanje i voémi nektari i 0.050
3.1.16. [Vine (ukljuénjuci pjenuiavo vino, izuzev liker vina), jabukovaéa, kruikovaéa i voéna vina "’ 020"
[3.1.17. [Aromatizirano vino, aromatizirana pica na bazi vina i aromatizirani kokteli od proizvoda vina 0,20+
51,18 [Dodatci prebrani & 3.0
5.2, [Kadmij
5.2.1. [Meso (izuzev iznutrica) goveda, ovaca. svinja i peradi ™ 0.050
3.2.2. |Konjsko meso, izuzev tznutrical 0.20
3.2.3. |Jetra goveda, ovaca, svinja, peradi iln:nnjam" 0.50
5.2.4. |Bubreg goveda, ovaca, svinja. peradi ilr;c:vx:.i_]'aLojl 1.0
525 [MiSicno meso ribe ®0 ©)_izuzev vrsta navedenihu 326 327 1328 0.050
3.2.6. |Midicno meso sljedecih vrsta 1ihe =T
— bonito (Sarda sarda)
— obifni dvotrakasti arbun (Diplodus vulgaris)
— jezulja (Anguilla anguilla)
— sivi cipol (Mugil labrosus Iabrosus)
— konjska skuéa ili lokarda (Trachurus species) 0.10
— skméa (Scomber species) ’
— tovar (Luvarus imperialis)
— sardina (Sardina pilchardus)
— sardinepe (Sardinops species)
— tuna (Thunnus species, Euthynnus species, Katsuwonus pelamis)
— klinasti list (Dicologoglossa cuneat)
527 [MiSicno meso tune u obliku metka (duxis species) = 020
528, [Misiéno meso sliedecih riba” o)
Srdela (Engraulis species) 0.30
Sabljarka (Xiphias gladius)
5.2.9. |Ljuskavei (Crustaceae) s miZiéno meso krakova i abdomena' . U sluéaju rakova i rakovima shiénih tvrdokoZaca (kratkorepd morski rakovi — 0.50
| Brachyura i deseteronodci Anomura) migicno meso iz krakova }
3.2 10. [Skoljkadi mekudci ©F 1.0
3.2.11. |Glavonoéci (bez unutarnjih n:':rrg,a:a.ajlp'sj 1.0
3.2.12. |Zitarice, osum mekinga. klica, pienice i riZe 0,10
3.2.13. |Mekinje, klice, pSenica iriza 0.20
3.2.14. |Soja 0.20
[3.2.15. |Povrce 1 voce, izuzev lisnatog poveca, sviezeg liekovitog bilja, listovi glaviéastog povrca, gljiva, stabljicastog povrca, korjenastog povrca,
zomoljastog povréa i morskih alg:ie?) 0.050
5.2.16. |Stabljicasto povrée, korjenasto povice i gomoljasto povrce, osim celera “T Za krumpir najvede dopuStene kolidine odnose se na oguljeni krmpir. 0.10
[3.2.17. |Lisnate povrée, svijeze ljiekovito bilje, listovi glaviéastog povida, celer 1 shedede gljive = Agarieus bisporus (obicna gljiva), Plaurotus ostreatus 0.20
(bukovaca), lenfinula edodes (Shiitake gljive) ~
3218 |Gljive. osim navedenih u toéki 3.2.17. % 1,0
3.2.19. |Dodatci prehrani P gsim navedenih u todki 3.2.20. 1.0
[3.2.20. |Dodatci prehrani = koji se sastoje samo ili uglavnom od suSene morske trave ili od proizvoda dobivenih od morske trave 3.0
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33.

[ziva

331

deseteronodici Anomura), tada se odnosi na mificno meso krakova

[Riblji proizvodi ™ i miGiéno meso ribe ©7 . izuzev vrsta koje su navedene u 3.3 2. Najveéa kolifina za ljuskavee (crustaceans) primjenjuje se na
miticno meso keakova i abdomena™) Kada se radi o rakovima i rakovima sliégnim tvrdokodcima (kratlorepi morskd rakovi — Brachyura i

Misicno meso sljedecih vista ribe e
— morski davo (Lophius species)
— atlantski som (dnarhichas lupus)
— bonito (Sarda sarda)
— jegulja (Anguilla species)

— carska riba, muFiéasta vojna riba (Hoplostethus species)
— grenadir (Coryphasnoides rupesivis)

— plovac (Hippoglossus hippoglossis)

— marlin (Makaira speciers)

— megrim (Lepidorhombus species)

— cipol (Mullus species)

— ituka (Esox Iucius)

— obiéni bonito (Oreyropsis unicolor)

— bakalar (Tricopterus minutes)

— portugalska riba pas (Cenfroscymnus coelolepis)

— raZa (Raja species)

— crvena tiba (Sebastes marinus, 5. mentella, 5. viviparus)
— riba jedro (Isfiophorus platypterus)

— riba korica (Lepidopus caudatus, Aphanepus carbs)

— arbun, pandora (Pagellus species)

— morski pas (sve viste)

— zmijska skuéa (Lepidocybium flavebrunneum,

— Ruvettus pretiosus, Gempylus serpens)

— keéiza (Acipenser species)

— sabljarka (Yiphias gladius)

— tuna (Thunnus species, Euthynnus species, Katsuweonus pelamis)
— kinglklip riba (Gemyprerus capensis)

333,

— ruFicasta g’g}z‘ulja (Gemypterus blacodes)
[Dodatei prehrani

0.10
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ZAKLJUCAK

Intenzivni napredak i uspon ljudske
civilizacije u posljednjih 250 godina
doveo je do toga da se u 21.stoljecu
dovodi u pitanje upravo njen opstanak.
Razvoj razliCitih grana industrije i
tehnologije, pretjerana urbanizacija, te
povecanje broja stanovnika c¢ime se
povecala potreba za brzim i efikasnim
uzgojem  hrane  doveo je do
nekontrolisanog iskoriStavanja prirodnih
resursa i1 zagadivanja naseg prirodnog
staniSta. Zahvaljujuéi nama samima,
danas se nalazimo u situaciji da se
moramo zapitati da li je voda koju
pijemo ispravna i da li je hrana koju
stavljamo na trpezu uistinu zdrava?
Antropogeno djelovanje dovelo je do
naglog porasta prirodnih koncentracija
teskih metala u atmosferi, hidrosferi i tlu.
Ugrozili smo na$§ jedini izvor hrane
pritom ugroziv§i naSe zdravlje. S
obzirom na sveprisutnost teSkih metala u
okolisu, osobito onih koji imaju izrazito
Stetan utjecaj na cjelokupan Zivi svijet,
neophodno je da se uvedu rigoroznije
mjere ispitivanja kontaminanata u vodi
za pi¢e 1 u prehrambenim namirnicama.
Poseban akcenat je potrebno staviti na
one proizvode koji dolaze sa podrucja
koja gravitiraju velikim industrijskim
centrima  zbog  postojanja  vece
vjerovatno¢e da su upravo ti proizvodi
kontaminirani olovom, kadmijem, Zivom
ili arsenom.
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IMPORTANCE OF MONITORING HEAVY METAL CONTENT IN
DRINKING WATER AND FOOD PRODUCTS

Salki¢ A.

ABSTRACT

Discovery of first metal and their use represent a turning point in human history. It is impossible to
imagine life in the 21st century without their presence. Cookware, tableware, transport vehicles,
medical instruments, electronic devices, and many other items that we use on a daily basis are
partly or fully made of metal. Some of them, such as copper (Cu), iron (Fe), zinc (Zn), selenium
(Se) and manganese (Mn) are, in smaller concentrations, even essential for the normal functioning
of the human body. Among the 35 metal that naturally occur in the earth crust, 23 of them fall into
the group of heavy metal. In the literature, the term "heavy metal” is used for metal that possess
specific density greater than p = 5 g/ cm®. However, in colloquial language, this term is mainly
used for metal such as cadmium (Cd), lead (Pb) and mercury (Hg) that have been proven to be
toxic to living organisms. Arsenic (As), although it is a semi-metal, due to its extreme toxicity also
falls into this group. Toxicity of heavy metals is emphasized due to the fact that when they enter
the (human) organism they accumulate in the liver, lungs, kidneys, brain and other organs, and
affect physiological processes in respective tissues.

Corresponding author:

Amra Salkié, MA Chemical Engineering
Institute for Health and Food Safety Zenica,
B&H

Department of chemical diagnostics

E-mail: amra.salkic@inz.ba

Tel: +387 61 325 476

75



Uputstvo za autore
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prilozi (po potrebi).

ook~ wWwhE

Naslovna strana je prva strana rada.

Ona treba da pruzi osnovne informacije

o autoru 1 radu, hronoloskim redom

(koristiti Times New Roman, font 12):

e Naziv/naslov rada

e Autor/i (ime i prezime)

e naziv Institucije/a,

e naziv Odjeljenja ili SluZbe (ukoliko
je osoba zaposlena),

e podatke o osobi za korespodenciju
(ime i1 prezime, institucija, adresa,
broj telefona, E-mail).

Sazetak na originalan nacin prezentira
suStinu problema koji se razmatra u
radu, ukazuje na njegov znacaj, razloge
(motive) za njegovu obradu i daje kratak
pregled sadrzaja rada. Obim saZetka je
pozeljno da bude u 300 rije¢i. Sazetak
pisati na jezicima naroda BiH, te na
engleskom jeziku.

Glavni dio (razrada teme) je osmisljen,

temeljan 1 argumentovan  prikaz
teorijske utemeljenosti teme (analiza
literature i prethodnih  srodnih

istrazivanja) 1 praktiénih (ilustrativni
primjeri, po pravilu originalni) rezultata
koji se odnose na zadatu temu,
metodoloskog pristupa istrazivanju i
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rezultata  istrazivanja 1  njihove
interpretacije. On je najvazniji i svakako
najobimniji dio rada (obi¢no Cini
70-80% rada). Njime treba obuhvatiti
sve ono S$to je u sazetku napisano.
Ukoliko je autor koristio prakti¢ni dio i
posjeduje rezultate, onda na pocetku
glavnog dijela navodi sekciju ,,Materijal
i metode”, te na kraju glavnog dijela

sekciju ,,Rezultati®.

Zakljuéak je finalni dio rada. U njemu
se na sistematiCan i1 koncizan nacin
saopStavaju najvaznija saznanja do kojih
se doslo. On proizilazi iz Ccitavog
sadrzaja rada, pa se preporucuje autoru
da podrobno procita sve ono Sto je
prethodno napisao. U zakljucku treba da
se ocijeni, po moguénosti kritic¢ki, tema
koja je bila predmet razrade, procjene
stanja ili situacije, potvrde ili odbace
postavljene hipoteze, iskazu poruke i
doprinos rada, kao 1 da se ukaZe na
probleme i pitanja koja bi trebalo dalje
obraditi 1 prouciti.

Spisak literature je sistematski pregled
svih izvora koji direktno ili indirektno
tretiraju sadrzaj teme rada i Koji su
koriSteni tokom izrade. Postoje razliciti
sistemi navodenja referenci u literaturi.

Molimo pisati radove po vankuverskom
sistemu. Vankuverski sistem navodenja
izvora poznat je i kao numericki sistem,
jer se oslanja na upotrebu brojki pri
navodenju referenci u spisku literature i
to npr (1) ili ako imate slijed vise
referenci (1-5). Navedene brojke koriste
se 1 za objasnjavanje autorstva u



otvorenom tekstu. Ovaj sistem je dobio
ime prema Medunarodnom udruzenju
urednika medicinskih Casopisa
(International Committee of Medical
Journal Editors — ICMJE) koje je
ustanovilo obrazac za naucne radove
koji se podnose medicinskim
casopisima. UdruZenje je poznato i kao
Vankuverska grupa koja je prvi sastanak
odrzala u Vankuveru 1978. godine.
Popis referenci (izvora) u spisku
literature reda se redosljedom kojim se
pojavljuju u tekstu.
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Slike, tabele, grafikoni i sl. mogu se
dati u sklopu teksta, a ako su obimniji
na posebnoj stranici u prilogu. U
podnozju slike pise se redni broj slike i
njen naziv. Ako je slika preuzeta od
drugog autora, onda se ispod naziva
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