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Fenotipske i genotipske karakteristike sojeva Acinetobacter baumannii izolovanih u
bolnicama sekundarnog i tercijarnog nivoa u Republici Srbiji

SAZETAK

Uvod: Poslednjih godina dolazi do dramati¢nog porasta rezistencije Acinetobacter baumannii na
karbapeneme i klonskog Sirenja karbapenem rezistentnih A. baumannii (CRAB) sojeva Sirom
sveta.

Metod: U ovoj studiji analizirani su klini¢ki uzorci pacijenata hospitalizovanih Sirom Srbije tokom
2018. godine. Kriterijum za uklju¢ivanje sojeva u studiju bila je izolacija nerepetitivnih bakterija
Acb kompleksa iz klinickih uzoraka inficiranih pacijenata. A. baumannii je identifikovan
detekcijom blaOXA-51 gena. Testiranje osetljivosti na antibiotike izvrSeno je disk difuzionom i
bujon mikrodilucionom metodom. CRAB izolati su testirani na prisustvo stecenih
karbapenemaza (OXA-24, OXA-23, OXA-58, OXA-143, IMP, VIM, GIM, SPM, SIM, NDM, GES i
KPC) PCR metodom i Sangerovim sekvenciranjem. Klonska povezanost klinickih izolata ispitana
je PFGE, MLST i WGS metodom.

Rezultati: Od testiranih 280 bakterija Acb kompleksa njih 237 identifikovano je kao A.
baumannii. Prevalencija CRAB izolata iznosila je 93,7%. lako su izolati pokazali visoku osetljivost
na kolistin (95,7%) i tigeciklin (75,1%), deset sojeva je bilo panrezistentno. Detektovani su
slededi geni koji kodiraju stecene karbapenemaze: blaOXA-24 (44,2%), blaOXA-23 (34,5%) i
blaNDM-1(3,2%). PFGE je definisao Sest razliCitih klastera. MLST analizom CRAB izolatima su
dodeljena tri tipa sekvence: ST2, ST492 i ST636. WGS je ukazao na visok stepen geneticke
srodnosti testiranih sojeva koji se grupiSu u ¢etri glavna klastera.

Zakljucak: Ova studija svedoci o visokoj prevalenciji rezistencije A. baumannii na karbapeneme.
Ona je rezultat prisustva blaOXA-72, blaOXA-23 i blaNDM-1 gena medu CRAB izolatima i njihove
klonske propagacije u bolnicama Sirom Srbije.

Klju€ne reci: Acinetobacter baumannii, CRAB, blaOXA-23, blaOXA-72, blaNDM-1, ST492, ST636

Naucna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Molekularna medicina



Phenotypic and genotypic characteristics of Acinetobacter baumannii strains isolated from
secondary and tertiary care hospitals in Serbia

ABSTRACT

Background: The worldwide emergence and clonal spread of carbapenem-resistant
Acinetobacter baumannii (CRAB) is of great concern.

Methods: Non-redundant clinical samples obtained from hospitalized patients throughout
Serbia were included in the multicenter study conducted in 2018. Acb complexes recovered
from clinical samples obtained from inpatients with confirmed bacterial infections were further
evaluated for the presence of A. baumannii. |dentification to the species level was done by the
detection of the b/laOXA-51 gene. Susceptibility testing was done by disk diffusion and broth
microdilution method. CRAB isolates were tested for the presence of acquired carbapenemases
(OXA-24, OXA-23, OXA-58, OXA-143, IMP, VIM, GIM, SPM, SIM, NDM, GES and KPC) by PCR and
Sanger sequencing. Clonal relatedness was assessed by PFGE, MLST and WGS.

Results: Overall, A. baumannii was identified in 237 out of 280 Acb complex (84.6%). CRAB
prevalence was found to be 93.7%. Although susceptibility was high for colistin (95.7%) and
tigecycline (75.1%), ten isolates were classified as pandrug-resistant. The following
carbapenemases-encoding genes were found: blaOXA-24 (44.2%), blaOXA-23 (34.5%) and
blaNDM-1(3.2%). PFGE analysis revealed six different clusters. MLST analysis identified three
STs: ST2, ST492 and ST636. WGS suggested high genetic relatedness among the tested isolates
belonging to the four clusters.

Conclusion: This study revealed extremely high proportions of carbapenem resistance among
A. baumannii clinical isolates due to the emergence of blaOXA-72, blaOXA-23, and blaNDM-1

genes among CRAB isolates in Serbia and their clonal propagation.

Keywords: Acinetobacter baumannii, CRAB, blaOXA-23, blaOXA-72, blaNDM-1, ST492, ST636

Scientific field: Medicine

Scientific subfield: Molecular medicine
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1. Uvod

1.1. Istorijat bakterija roda Acinetobacter

Istorijat roda Acinetobacter vezan je za 1911. godinu, u kojoj Holandski mikrobiolog
Beijerinck na podlozi sa kalcijum-acetatom iz zemljista izoluje bakteriju nazvanu Micrococcus
calcoaceticus (Beijerinck, 1911). U prvoj polovini dvadesetog veka otkrivaju se srodne
bakterijske vrste koje dobijaju razlicite nazive: Bacterium anitratum, Moraxella glucidolytica,
Neisseria winogradskyi, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella lwoffi
(Henriksen, 1973). Naziv roda Acinetobacter (Grcka re¢ akinetos - nepokretan) predlazu Brisou i
Prevot 1954. godine, kako bi se razlikovale nepokretne od pokretnih bakterija roda
Achromobacter (Brisou i Prevot, 1954). Njihov predlog postaje Siroko prihvacen tek 1968.
godine, nakon obimnog istrazivanja koje su sproveli Baumann i saradnici, gde su pokazali da su
sve gorenavedene bakterijske vrste pripadnice istog roda Acinetobacter (Baumann i sar., 1968).
Internacionalni komitet za nomenklaturu bakterija uvrstio je 1971. godine u porodicu
Neisseriaceae, uz rodove Neisseria, Moraxella i Branhamella i rod Acinetobacter sa samo
jednom vrstom Acinetobacter calcoaceticus (Lessel, 1971).

1.2. Taksonomija i klasifikacija bakterija roda Acinetobacter

Danas Acinetobacter spp. taksonomski pripada porodici Moraxellaceae, redu
Pseudomonadales, klasi Gammaproteobacteria i kolu Proteobacteria (Juni E, 2005).

Bakterije roda Acinetobacter su striktno aerobne, asporogene i nepokretne. Gram negativni
bacili u stacionarnoj fazi rasta poprimaju sferi¢ne, kokoidne forme. Rasporeduju se u parovima
ili lancima razli¢ite duzine. Kako se teSko odbojavaju, mogu se pogresno dijagnostikovati kao
Gram pozitivne ili negativne koke. Kultivisu se na standardnim laboratorijskim hranljivim
podlogama. Kolonije su naj¢e$ée glatke i nepigmentovane, a kod inkapsuliranih sojeva se
javljaju mukoidne forme. Nefermentativne su, katalaza pozitivne i oksidaza negativne (Juni E,
2005).

Kako fenotipskim testovima nije bilo moguce precizno diferencirati vrste roda
Acinetobacter, napredak u razvoju molekularnih tehnika, posebno studija hibridizacije
dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) ili DNK-DNK homologije ¢itavih genoma doveo je i do
rasvetljavanja slozene taksonomije Acinetobacter spp. (Visca i sar., 2011). Trenutno se u rodu
Acinetobacter nalazi 65 imenovanih vrsta, kao i 13 novootkrivenih vrsta ¢ija imena jo$ uvek nisu
zvani¢no prihvac¢ena (Www.bacterio.net/acinetobacter.html).

Za Ccetiri genetski blisko povezane vrste: Acinetobacter baumannii, Acinetobacter
calcoaceticus, Acinetobacter pittii i Acinetobacter nosocomialis, zbog poteskoc¢a u diferenciranju
fenotipiskim testovima predlozen je zajednicki naziv A. calcoaceticus - baumannii complex (Acb
kompleks) (Visca i sar., 2011; Peleg i sar., 2008). Nedavno su Acb kompleksu ili grupi dodate
dve nove vrste Acinetobacter seifertii i Acinetobacter dijkshoorniae (Vijayakumar i sar., 2019).
Posto kompleks obuhvata pet uzro¢nika kako bolnickih, tako i vanbolnic¢kih infekcija (A.
baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A. seifertii i A. dijkshoorniae) ali i saprofitnu vrstu A.
calcoaceticus, najcesce izolovanu iz zemljiSta i vode, u klinickom radu se namecée potreba



precizne identifikacije ovih bakterija. Znacajan napredak u identifikaciji klinicki znacajnih vrsta
Acinetobacter spp. nastao je razvojem jednostavnih molekularnih tehnika koje se mogu primeniti
u rutinskom radu klini¢kih laboratorija (Vijayakumar i sar., 2019).

1.3. Identifikacija bakterija roda Acinetobacter

Preliminarna identifikacija do nivoa roda moze se izvrsiti na osnovu slede¢ih osobina:
Gram-negativni, katalaza-pozitivni, oksidaza-negativni, nepokretni, nefermentujuci kokobacili.
Vrste izolovane iz klini¢kih uzoraka pri inkubaciji na 37°C pokazuju dobar rast na standardnim
laboratorijskim podlogama formiraju¢i glatke ili mukoidne krem-bele kolonije promera 1.5- 3
mm, dok vrste koje ne pripadaju Acb kompleksu ne rastu uvek na McConkey agaru ili
formiraju sitnije transparentne kolonije. Za razliku od vrsta koje pripadaju Acb kompleksu,
Acinetobacter haemolyticus, kao i Acinetobacter genovrste 6, 13BJ, 14BJ, 15BJ, 16 i 17 dovode
do hemolize ov¢ijih eritrocita prilikom inkubacije na krvnom agaru (Peleg 1 sar., 2008).

Nema pojedina¢nog metaboli¢kog testa kojim se moze razlikovati Acinetobacter spp. od
ostalih nefermentuju¢ih Gram negativnih bakterija. Jednostavnim fenotipskim testovima koji se
koriste u rutinskoj laboratorijskoj dijagnostici ne mogu se razlikovati ni sve genovrste unutar
roda Acinetobacter. Slozenu identifikacionu paletu od 28 fenotipskih testova predlozili su 1986.
godine Bouvet i Grimont (Bouvet i Grimont, 1986), a 1987. godine su istu pojednostavili na
manji broj testova: sposobnost rasta na 37°, 41° i 44°C, sposobnost fermentacije glukoze,
hidrolize zelatina i asimilacije 14 razlic¢itih izvora ugljenika (Bouvet i Grimont, 1987).
Pojednostavljenom paletom testova identifikovano je 95,6% od 136 Acinetobacter izolata
uzorkovanih sa koze Coveka (Seifert i sar., 1997). Ipak, ovako dizajniranom Semom se tesko
diferenciraju vrste unutar samog Acb kompleksa, kao i novootkrivene genovrste, a sama paleta
testova je zahtevna za izvodenje u rutinskom radu pa se zadrzala samo u pojedinim referentnim
laboratorijama. Dijagnosticke laboratorije se opredeljuju za mnogo brzu fenotipsku identifikaciju
i/ili testiranje osetljivosti izolata na antibiotike u komercijalnim automatizovanim ili
poluautomatizovanim sistemima kao $to su APl 20NE, Vitek 2, Phoenix i MicroScan
WalkAway. Ovakvi sistemi zbog limitirane baze podataka, kao i metabolic¢kih supstrata koji nisu
dizajnirani samo za identifikaciju acinetobaktera takode pokazuju ograni¢enja u identifikaciji
vrsta. Poseban problem je razlikovanje klinicki znacajnih vrsta Acb kompleksa koje se najcesce
identifikuju kao A. baumannii (Peleg i sar., 2008).

Molekularne metode pokazuju mnogo veéu preciznost u razlikovanju vrsta roda
Acinetobacter. Zlatni standard u molekularnoj dijagnostici su decenijama unazad bile metode
DNK-DNK hibridizacije, odnosno homologije ili poredenja c¢itavih bakterijskih genoma,
rezervisane za retke referentne laboratorije. Zbog komplikovanog izvodenja danas se CeSce
koriste metode bazirane na sekvenciranju Citavih genoma, ili pojedinacnih DNK sekvenci, poput
16S subjedinice ribozomalne ribonukleinske kiseline (16S rRNK) ili gena koji kodira B-
subjedinicu RNK polimeraze, rpoB gena. Sekvenciranje 16S rRNK pokazalo se pouzdanim za
identifikaciju roda Acinetobacter, dok je sekvenciranje rpoB gena visoko diskriminativna tehnika
za identifikaciju vrsta acinetobaktera. Za identifikaciju vrste A. baumannii kao pouzdan marker
pokazao se gen koji kodira p-laktamazu - oksacilinazu OXA-51 (engl. s-lactamase - oxacillinase
OXA-51 gene, blaOXA-51), karbapenemazu urodeno prisutnu kod vrste A. baumannii
(Vijayakumar i sar., 2019).



1.4. Rasprostranjenost A. baumannii

1.4.1. A. baumannii u vanbolni¢koj sredini

A. baumannii je ubikvitarna bakterija. Moze kolonizovati kako Zzivu, tako i nezivu
sredinu. Izolovan je iz tla natopljenog naftnim derivatima, zemljiSta u bastama, stajskog dubriva,
sa povrtarskih kultura, iz uzgajalista Skampa i riba, svezeg mesa, mleka i sira, kanalskih otpadnih
voda, sa mobilijara u parkovima (Eveillard i sar., 2013; Hrenovic i sar., 2016; Rafei i sar., 2015).

Kako je A. baumannii jedan od naj¢e$¢ih mikroorganizama izolovanih iz traumatskih
rana osoba koje su prezivele prirodne katastrofe poput zemljotresa ili cunamija, kao i otvorenih
rana vojnika u podru¢jima zahvaéenim ratnim sukobima, postavljene su pretpostavke da je izvor
infekcije bilo zemljiste ili vodena sredina. Vremenom su istrazivanja pokazala da su rane
kontaminirane prilikom pruzanja pomoci na terenu ili u privremenim bolnicama (Dijkshoorn i
sar., 2005; Eveillard i sar., 2013).

A. baumannii retko kolonizuje zdrave osobe u vanbolni¢koj sredini. Studije sprovedene u
Evropi pokazale su nisku prevalenciju kolonizacije koze (0,5% - 3%), dok je procenat nesto visi
u vlaznim tropskim podrucjima, poput Hong Konga (4%) (Berlau i sar., 1999; Chu i sar., 1999.;
Seifert i sar., 1997). Niska prevalencija fekalnog kliconostva A. baumannii (0,9%) zabelezena je
kod zdravih osoba iz Velike Britanije i Holandije (Dijkshoorn i sar., 2005).

Osim humane populacije, A. baumannii kolonizuje i zivotinje. U studiji sprovedenoj u
Skotskoj nadena je niska prevalencija (1,2%) kolonizacije koZe i sluznica zdravih Zivotinja
(krava i svinja) porekla sa razli¢itih farmi, a namenjenih za ishranu ljudi (Hamouda i sar., 2011).
U Libanu je nadena nesto veca prevalencija (8%) kolonizacije oralne i rektalne sluznice razli¢itih
domacih i divljih zivotinja koje nisu imale prethodni kontakt sa veterinarskim klinikama (Rafei i
sar., 2015).

1.4.2. A.baumannii u bolni¢koj sredini

A. baumannii je tipi¢an nozokomijalni patogen ¢ija pojava u bolnici pokazuje endemski
ili epidemijski karakter (Dijkshoorn i sar., 2005). Epidemijski soj u bolnicku sredinu najcesce
dospeva sa kolonizovanim pacijentom, sa koga se dalje $iri na ostale pacijente, osoblje ili nezivu
sredinu (Slika 1).

Put prenosa sa kolonizovanog na ostale pacijente ili bolni¢ku sredinu moze biti direktnim
kontaktom sa infektivnim aerosolom, promenama na kozi ili ekskretima, ali je daleko cesci
prenos rukama zaposlenih u bolnici (Dijkshoorn i sar., 2005).

A. Dbaumannii u znacajnom procentu kolonizuje sluzokoze respiratornog i
gastrointestinalnog trakta hospitalizovanih. Corbella i saradnici pokazali su da prevalencija
fekalnog kliconostva ve¢ u prvoj nedelji boravka pacijenata u jedinicama intenzivne nege dostize
71% (Corbella i sar., 1996). Jednogodisnja Spanska studija pokazala je visok procenat
kolonizacije sluzokoze respiratornog trakta (71%) hospitalizovanih u jedinicama intenzivne nege
(Cisneros i sar., 1996). Visoka prevalencija nosilastva A. baumannii na kozi i sluzokozama
sestara i lekara zabelezena je u hirurskim (30%) i neonatoloskim (28,57%) jedinicama intenzivne
nege (Hershan i sar., 2014).



Neziva sredina moze postati znaCajan sekundarni rezervoar infekcije u bolnici.
Epidemijski sojevi A. baumannii izolovani su sa bolesnickih kreveta, duseka, jastuka, stolova i
stolica, lavaboa, zatim iz ventilacionih sistema, sa tastatura, kao i sa razli¢ite medicinske opreme
(laringoskopi, respiratori, infuzioni sistemi, stetoskopi, skeneri) (van den Broek i sar., 2006).
Dokumentovana je sposobnost A. baumannii da prezivi isuSivanje i opstane na suvim
povrsinama. U nemackoj studiji medijana prezivljavanja na staklu za 39 definisanih epidemijskih
bolnickih sojeva bila je 27,2 dana (Jawad i sar., 1998).

Napredak u otkrivanju i prac¢enju populacione strukture epidemijskih sojeva metodama
molekularne epidemiologije doveo je do zaklju¢ka da su bolni¢ki izolati A. baumannii najéesce
multirezistentni (eng. multidrug resistant, MDR). Zbog uspeS$nog prezivljavanja i efikasne
kolonizacije brojnih povrsSina pod razli¢itim uslovima, rezistencije na pojedine dezinficijense i
antibiotike, A. baumannii se poslednjih godina ubraja u tzv. prete¢e patogene (engl. emerging
pathogen) (Peleg i sar., 2008).
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Slika 1: Transmisija A. baumannii u bolnic¢koj sredini

(preuzeto i modifikovano iz Dijkshoorn i sar., 2005)



1.5. Bolnic¢ke infekcije izazvane bakterijom A. baumannii

A. baumannii je uzro¢nik infekcija koze i mekih tkiva, rana, urinarnih infekcija i
sekundarnog meningitisa, kao i bakterijemije/sepse i pneumonije povezane sa asistiranom
ventilacijom (engl. ventilator-associated pneumonia, VAP) (Dijkshoorn i sar., 2005).

U bolni¢koj sredini, odeljenja sa najveéim rizikom za razvoj infekcija izazvanih
bakterijom A. baumannii su jedinice intenzivne nege. Infekcije su ceS¢e kod pacijenata
oslabljenog imuniteta, sa hroni¢nim bolestima i malignitetima ili kod prevremeno rodene dece. U
riziku su i pacijenati sa znacajnim traumatskim povredama ili opekotinama, 0sobe podvrgnute
hiruskim 1 invazivnim procedurama, sa aplikovanim kateterima ili tubusima. U faktore rizika
spadaju i prethodne hospitalizacije, dugotrajan boravak u bolnici i primena empirijske
antibiotske terapije (Dijkshoorn i sar., 2005; Visca i sar., 2011).

A. baumannii se najcesée izoluje iz respiratornog trakta i uzoraka rana, a zatim slede
uzorci krvi, urina i likvora (Rosales-Reyes i sar., 2017; Wang i sar., 2015).

U jedinicama intenzivne nege naj¢esce klinicke manifestacije su pneumonija povezana sa
asistiranom ventilacijom i sepsa (Dijkshoorn i sar., 2005), koje sa sobom nose visoku stopu
mortaliteta (34-63,3%) (Cisneros i sar., 1996; Ciginskiené¢ i sar., 2019).

Infekcije rana najcesce su povezane sa ozbiljnim opekotinama ili traumom (Visca i sar.,
2011). Takode su opisane infekcije ratnih rana nastale tokom zbrinjavanja na terenu u vojnim
bolnicama (Scott i sar., 2007).

Pacijenti sa plasiranim urinarnim kateterom razvijaju infekcije mokra¢nog sistema, koje
ces¢e prate dugotrajne hospitalizacije pacijenata na odeljenjima van jedinica intenzivne nege,
poput rehabilitacionih centara i najéeSée su benignog toka (Dijkshoorn i sar., 2005).

Karakteristicna klinicka manifestacija kod pacijenata operisanih na odeljenjima
neurohirurgije jeste meningitis povezan sa ugradnjom cerebro-spinalnog Santa (Siegman-Igra i
sar., 1993).

Analiza sedamnaest mecovanih kohortnih 1 studija slucajeva i kontrola pokazala je
znacajan porast atributivnog mortaliteta (7,8-43%) kod pacijenata inficiranih A. baumannii
(Falagas i sar., 2006; Falagas i sar. 2007).

1.6. Patogenost i faktori virulencije A. baumannii

A. baumannii je godinama tretiran kao bakterija sa izrazito niskim patogenim
potencijalom, a njegova izolacija iz kliniCkog materijala je uglavnom tumacena kao
kontaminacija. Ipak, opstanak A. baumannii u bolni¢koj sredini i kolonizacija osetljivih
pacijenata moze dovesti do razvoja infekcija sa nepovoljnom prognozom (Slika 2).
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Slika 2: A. baumannii u bolni¢koj sredini - od kolonizacije do infekcije

(preuzeto i modifikovano iz Dijkshoorn i sar., 2005)



Uz skromne nutritivne zahteve, A. baumannii poseduje brojne faktore virulencije
zahvaljuju¢i kojima uspesno opstaje u bolnickoj sredini i izaziva infekcije kod osetljivog
domacina (Slika 3).
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Slika 3: Faktori virulencije A. baumannii.

(preuzeto i modifikovano iz Ayoub Moubareck i Hammoudi Halat, 2020)



Faktore virulencije A. baumannii mozemo podeliti na strukturne: kapsula, lipopolisaharid
(LPS), proteini spoljasnje membrane, makromolekulski transportni sistemi, pile i sekretorne:
enzimi, signalni molekuli i1 helatori jona metala. Funkcije jednih i drugih se ¢esto preplicu dok
omogucavaju A. baumannii da uspe$no kolonizuje i inficira tkiva domacina.

1.6.1. Proteini spoljaSnje membrane (porini)

Proteini spoljasnje membrane (engl. outer membrane proteins, OMP) su znacajni faktori
virulencije. Medu njima se posebno istice protein A (AbOmpA) od 38kDa koji pored transportne
funkcije porina ima i ulogu u vezivanju bakterije za ¢eliju domacéina i pokretanju apoptoze Celije,
zatim u opstanku bakterija u cirkulaciji i formiranju biofilma (Ayoub Moubareck i Hammoudi
Halat, 2020). AbOmMpA se po vezivanju za ¢eliju domacina translocira u mitohondrije i nukleus i
indukuje apoptozu ¢elije (Choi i sar., 2008). Pored toga AbOmpA ima sposobnost vezivanja H
faktora za povrSinu A. baumannii (H faktor - vazan regulator alternativnhog puta aktivacije
komplementa), ¢ime bakterija izbegava lizu komplementom i opstaje u cirkulaciji pacijenata sa
bakteriemijom (Kim i sar., 2009). Druga dva OMP (OMP 33-36kDa i CarO) povezana su sa
rezistencijom A. baumannii na karbapeneme. OMP 33-36kDa, porin za transport vode, takode
ucestvuje 1 u adheziji za ¢elije domacina, invaziji ¢elije i indukciji apoptoze. CarO smanjuje
proinflamatorni odgovor domacina i omogucava opstanak i proliferaciju A. baumannii (Ayoub
Moubareck i Hammoudi Halat, 2020).

1.6.2. Delovi éelijskog zida - LPS i kapsula

O-polisaharidna komponenta LPS-a zajedno sa pilima ucestvuje u prvom Kkoraku
kolonizacije, odnosno u adheziji za ¢eliju domacina. Lipidna komponenta LPS-a je endotoksin i
snazan imunomodulator. Na animalnom modelu mi§je pneumonije pokazano je da LPS A.
baumannii u organizmu domacina pokre¢e urodeni imunski odgovor vezujuéi se za receptor
slican Toll-u 4 (engl. Toll-like receptor, TLR) na fagocitima i CD14 receptor eksprimiran na
monocitima, makrofagima i granulocitima $to za posledicu ima oslobadanje faktora nekroze
tumora a (engl. tumour necrosis factor alpha, TNF-a) i interleukina 6 (engl. interleukin 6, IL-6) i
influks bronhoalveolarnih makrofaga u tkivo plu¢a. Makrofagi fagocituju bakterijske celije u
tkivu i znatno redukuju njihov broj (Knapp i sar., 2006). Eksperimenti sa humanim monocitima
pokazali su da je LPS klini¢kih izolata A. baumannii jednako potentan endotoksin kao i
endotoksin Escherichiae coli (Erridge i sar., 2006). LPS ima i ulogu u opstanku bakterije u
Hammoudi Halat, 2020).

Osim LPS-a, glavni strukturni faktor virulencije inkapsuliranih sojeva A. baumannii je
kapsula na povrsini bakterijske ¢elije. Pored uloge u adheziji za ¢eliju domacina, kapsularni
polisaharidi vazni su za formiranje biofilma, ali i za zastitu od razli¢itih negativnih uticaja iz
spoljaSnje sredine (isuSivanja, dezinficijenasa, antibiotika), kao i1 za opstanak bakterije u
organizmu ¢oveka tokom infekcije (antifagocitno dejstvo i rezistencija na sistem komplementa
humanog seruma) (Ayoub Moubareck i Hammoudi Halat, 2020; Lee i sar., 2017). Rezistencija na
brojne antibiotike, kao i na odbrambene mehanizme sa koze, sluzokoza i iz seruma



hospitalizovanih pacijenata doprinose opstanku A. baumannii u osetljivom domacinu
(Dijkshoorn i sar., 2005).

1.6.3. Otpornost na dezinficijense i isuSivanje

Otpornost na dezinficijense i isuSivanje doprinosi uspe$noj kolonizaciji i prezivljavanju
na medicinskim aparatima, implantatima, kateterima, tubusima, protezama i razli¢itim
povrsinama (Dijkshoorn i sar., 2005). Kako je otporan na isusivanje A. baumannii moze da
prezivi na suvim nezivim povrSinama i do 100 dana. Ovu sposobnost poseduje zahvaljujuc¢i
kapsularnim polisaharidima, ali i samoj spoljasnjoj membrani. A. baumannii poseduje
hlorheksidin efluksni protein (Ace I) kojim aktivno ispumpava hlorheksidin iz svoje ¢elije i time
mu onemogucava da deluje toksi¢no na membranu bakterijske celije. Zanimljivo je da etanol
pospesuje rast i virulenciju A. baumannii, pa tako njegovo prisustvo u serumu alkoholisanih
pacijenata remeti fagocitozu bakterijskih ¢elija (Ayoub Moubareck i Hammoudi Halat, 2020).

1.6.4. Produkcija biofilma i medubakterijska komunikacija

A. baumannii poseduje sposobnost da adheriSe i formira biofilm na razli¢itim vestackim
podlogama poput plastike i stakla. Produkcija biofilma je posebno izrazena na dodirnim
povrSinama tecnosti i vazduha, poput onih na endotrahealnim tubusima ili intravaskularnim
kateterima. Uronjene u ekstracelularni matriks zajednice bakterijskih celija otporne su na
isuSivanje, antibiotike i celije imunskog sistema domacina. U samoj strukturi biofilma
elektronska i fluorescentna mikroskopija pokazala je prisustvo egzopolisaharida i pila A.
baumannii (Tomaras i sar., 2003). Csu pile, osim uloge u vezivanju bakterije za ¢eliju domacina
ucestvuju 1 u produkciji biofilma. Pile tipa IV su takode nadene u sastavu biofilma. U
nepovoljnim uslovima A. baumannii sintetiSe protein povezan sa produkcijom biofilma (engl.
biofilm-associated protein, Bap) koji ima ulogu u izgradnji i sazrevanju matriksa biofilma. U
istim uslovima A. baumannii sintetiSe i drugu vaznu komponentu biofilma, egzopolisaharid poli-
B-1,6-N-acetilglikozamin (engl. poly-$-1,6-N-acetylglucosamine, PNAG). PNAG osim uloge u
produkciji biofilma ucestvuje i u adheziji bakterijske celije (Ayoub Moubareck i Hammoudi
Halat, 2020).

"Kvorum sensing™ (engl. quorum sensing) ili komunikacija samih bakterijskih celija
unutar biofilma, razli¢itim signalnim molekulima ima regulatornu ulogu u nastanku i odrZavanju
biofilma, sve do njegovog sazrevanja (Gonzélez i sar., 2001). Signalni molekuli su poznati i kao
autoindjuseri (engl. autoinducer). Kod vrste A. baumannii u meducelijskoj komunikaciji unutar
biofilma ucestvuju Abal indjuser koji produkuje signalne molekule, acilhomoserin laktone (engl.
acylhomoserin lactone, AHL) koji se vezuju za receptorni protein AbaR, nakon ¢ega se
mehanizmom pozitivne povratne sprege produkuje jo§ visSe AHL molekula, Sto dovodi do
regulacije formiranja biofilma.
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1.6.5. Pile

Prvi korak u kolonizaciji osetljivog domacina je vezivanje bakterije za ciljne Celije. U in
vitro modelu na humanim bronhijalnim epitelnim ¢elijama ispitivana je adherencija sporadi¢nih i
epidemijskih sojeva A. baumannii, pripadnika Evropskog klona I i 1l (engl. European clone, EC).
Elektronskom mikroskopijom uoceno je da bakterijski sojevi eksprimiraju pilama posredovan
mehanizam adherencije, kao i da ih i same epitelne celije okruzuju svojim protrurzijama; da
nema kvantitativne razlike u adherenciji izmedu sporadi¢nih i epidemijskih sojeva, ali da
pripadnici EC II poseduju veéi kapacitet vezivanja za epitelne ¢elije u odnosu na sojeve iz EC 1
(Lee i sar., 2006). Ve¢ je pomenuto da Csu pile imaju ulogu u adheziji A. baumannii i produkciji
biofilma. A. baumannii nema flagelu i tradicionalno se ubraja u nepokretne bakterije, premda je
opisana posebna vrsta kretanja - kretanje u vidu trzaja (engl. twitching motility) koja je
uslovljena prisustvom pila tipa 1VV. Kombinacijom ekstenzije i retrakcije A. baumannii se krece
po nezivim povrSinama u bolnici, ali i po organizmu domacina. Pile tipa IV ulestvuju i u
formiranju biofilma i u horizontalnom genskom transferu.

1.6.6. Proteinski sekretorni sistemi

A. baumannii poseduje nekoliko sekretornih sistema, mutltiproteinskih kompleksa,
kojima sekretuje proteine iz periplazmatskog u ekstracelularni prostor. Sekretorni sistem tip Il
(engl. type Il secretion system, T2SS) je transporter za: lipaze (LipA i LipH) koje ¢e razgraditi
lipide ¢elija domacina i takode za Zn-zavisne metalopeptidaze (CpaA) koje ¢e razgraditi
fibrinogen i faktor V i poremetiti proces koagulacije u organizmu domacina. Sekretorni sistem
tip VI (engl. type VI secretion system, T6SS) ucestvuje u procesu kolonizacije domacina,
eliminaciji kompetitivnih patogena poput Escherichiae coli i doprinosi horizontalnom transferu
gena rezistencije. Druge bakterijske vrste eliminiSe kontaktno zavisnim mehanizmom, tako §to
proteinske toksine (nukleaze, hidrolaze peptidoglikana, toksine celijskih membrana) direktno
injektira u ciljnu ¢eliju. Klinicki sojevi A. baumannii sa aktivnim T6SS se ¢esce izoluju kod
imunokompromitovanih pacijenata Sto govori o mogucoj eliminaciji kompetitivnih patogena.
Sekretorni sistem tip V - autotransporter Ata (engl. type V system autotransporter Ata) ucestvuje
u adheziji bakterije za komponente ekstracelularnog matriksa poput kolagena i u formiranju
biofilma (Ayoub Moubareck i Hammoudi Halat, 2020; Lee i sar., 2017).

1.6.7. Enzimi

Fosfolipaze su enzimi koji hidrolizuju fosfolipide membrana humanih celjja.
Fosfolipazom C A. baumannii deluje citotoksi¢no razlazu¢i fosfolipide membrane celija
domacina, dok mu fosfolipaza D omogucava opstanak u serumu. Nedavno je opisana i CpaA
proteaza koja inaktivacijom faktora XII remeti proces koagulacije i promoviSe stvaranje
intravaskularnih koaguluma i diseminaciju A. baumannii (Ayoub Moubareck i Hammoudi Halat,
2020). Fosfolipaze zajedno sa proteazama i AbOmpA A. baumannii isporucuje u citoplazmu
¢elija domacina i1 unutar vezikula spolja$nje membrane (engl. outer membrane vesicles, OMV).
Pokazano je da OMV ucestvuju i u horizontalnom transferu gena koji kodiraju rezistenciju na
antibiotike (Lee i sar., 2017).
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1.6.8. Sistemi preuzimanja mikroelemenata

Klini¢ki izolati A. baumannii razvili su sposobnost da preuzmu jone gvozda, cinka i
mangana iz organizma domacina. U procesu preuzimanja gvozda ucestvuju razliciti Fe - zavisni
OMP, kao i brojne siderofore (molekuli helatori gvozda visokog afiniteta), poput acinetobaktina
(engl. acinetobactin) i angvibaktina (engl. anguibactin) koje vezuju jone gvozda formirajuci
stabilne helate (Dorsey i sar., 2003). Acinetobaktin u ve¢oj meri produkuju MDR nego osetljivi
sojevi A. baumannii (Lee i sar., 2017). Sistem za preuzimanje cinka sastoji se od ZnuABC
transportera i ZigA GTP-aze koja metabolise preuzeti cink. Na taj nacin A. baumannii limitira
dejstvo kalprotektina, proteina imunskog sistema koji u kompleksu sa cinkom ili manganom
inhibira rast bakterija (Ayoub Moubareck i Hammoudi Halat, 2020).

1.7. Osetljivost A. baumannii na antibiotike

U poslednje tri decenije zapaza se dramati¢an porast rezistencije A. baumannii na
antibiotike. Ovo je razlog zasto je A. baumannii svrstan medu ESKAPE organizme
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Kilebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter species), klini¢ki vazne patogene sa
znaCajnim potencijalom za razvoj antimikrobne rezistencije (De Rosa i sar.,, 2015).
Acinetobakter je urodeno rezistentan na ampicilin, amoksicilin, amoksicilin-klavulanat,
aztreonam, ertapenem, trimetoprim, hloramfenikol i fosfomicin (CLSI, 2017).

Kako je A. baumannii razvijao steCenu rezistenciju prema [-laktamskim antibioticima
sirokog spektra dejstva, aminoglikozidima i fluorohinolonima, terapijski izbor za lecenje
bolni¢kih infekcija postaju karbapenemi (Maragakis i sar., 2008). Ipak, vrlo brzo se u bolnicama
sirom sveta detektuju karbapenem-rezistentni A. baumannii (engl. carbapenem-resistant A.
baumannii, CRAB) izolati. Terapiju dodatno komplikuje i ¢injenica da CRAB izolati najéesce
ispoljavaju MDR fenotip (Mugnier i sar., 2010; Perez i sar., 2007; Qureshi i sar., 2015). Infekcije
pacijenata hospitalizovanih u jedinicama intenzivne nege MDR A. baumannii sojevima znac¢ajno
povecéavaju stope mortaliteta (Falagas i sar., 2006). U poslednjem izvestaju Centara za kontrolu i
prevenciju bolesti (engl. Centers for Disease Control and Prevention, CDC) CRAB je na listi
pretecih bolnic¢kih patogena u Americi sa 8.500 obolelih i 700 umrlih u bolnicama u 2017. godini
(CDC, 2019).

Godisnji izvestaj Evropske mreze za kontrolu antimikrobne rezistencije (engl. European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network, EARS-Net) pokazao je da u 2018. godini
prevalencija rezistencije Acinetobacter spp. na karbapeneme znacajno raste od severne ka juznoj
Evropi i da je ve¢a od 70% u bar osam zemalja Evrope, ukljucujuci i one u nasoj regiji: Bugarska
(74,5%), Ttalija (79,2%), Rumunija (85,3%), Grcka (92,4%) i Hrvatska (95,5%) (EARS-Net,
2019). Podatke za prevalenciju rezistencije invazivnih izolata Acinetobacter spp. na antibiotike u
Srbiji u 2018. godini nalazimo u izveStaju MreZe za kontrolu antimikrobne rezistencije u
centralnoj Aziji i isto¢noj Evropi (engl. Central Asian and Eastern European Surveillance of
Antimicrobial Resistance, CAESAR). Prevalencija rezistencije kretala se od 91% do 97% za sve
antibiotike obuhvacene monitoringom [karbapenemi (96%), aminoglikozidi (91%) i
fluorohinoloni (97%)]. MDR izolata, rezistentnih na sve tri grupe antibiotika bilo je 92%
(CAESAR, 2019).
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Zabrinjavajuca je ¢injenica da su u svetu opisani slu¢ajevi rezistencije A. baumannii na
lekove poslednje linije, polimiksine i tigeciklin (Apisarnthanarak i sar., 2009; Chuang i sar.,
2009; Peleg i sar., 2007).

1.8. Genska osnova rezistencije A. baumannii na antibiotike

Kod Gram negativnih bakterija, pa i A. baumannii, postoje tri glavna mehanizma
rezistencije na antibiotike. Prvi i najznacajniji je inaktivacija leka dejstvom enzima bakterije,
drugi je nemoguénost leka da u adekvatnoj koncentraciji dospe u bakterijsku ¢eliju (smanjena
propustljivost spoljaSnje membrane zbog gubitka porina ili aktivnog izbacivanja antibiotika iz
¢elije — mehanizam efluksa), a tre¢i je mutacijama uzrokovana promena ciljnog mesta dejstva
leka poput promene strukture penicilin vezuju¢ih proteina (engl. penicillin-binding proteins,
PBPs), enzima, ribozoma, DNK, RNK, struktura uklju¢enih u metabolizam folne kiseline
(Manchada i sar., 2010). Mehanizmi rezistencije A. baumannii na razli¢ite klase antibiotike
prikazani su u Tabeli 11i 2.
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Tabela 1. Mehanizmi rezistencije A. baumannii na g-laktamske antibiotike

Enzim/Ciljna
struktura/Smanjena

Mehanizam rezistencije oropustljivost membrane

Primeri

B-laktamaze klase A

Cefalosporini Sirokog spektra, osim
cefamicina:
CTX-M, PER, VEB, TEM, SHV

Karbapenemi:
GES, KPC

B-laktamaze klase B
B-laktamaze

Karbapenemi:
IMP, VIM, SIM, NDM

B-laktamaze klase C

Cefalosporini Sirokog spektra, osim
cefepima:
Amp C (ADC)

B-laktamaze klase D

Karbapenemi:
OXA-23, OXA-24/40,
OXA-51, OXA-58,
OXA-143, OXA-235

Smanjena propustljivost Izmene porina i proteina
spolja§nje membrane spoljne membrane

CarO, OmpA, 33-36 kDa OMP,
OprB, Omp25, OprC, OprD,
OmpW

Prekomerna aktivnost efluksnih

pumpt RND pumpa

AdeABC

Izmena ciljne strukture
PBP

PBP6b (dacD)

(preuzeto i modifikovano iz Ayoub Moubareck i Hammoudi Halat, 2020; Djahmi i sar., 2014;

Peleg i sar., 2008)
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Tabela 2. Mehanizmi rezistencije A. baumannii na ostale klase antibiotika

Enzim/Ciljna
struktura/Smanjena

Antibiotik Mehanlze_l_m oropustljivost membrane Primeri
rezistencije
- RND pumpa - AdeABC, AdelJK,
- Prekomerna aktivnost AcrAB-TolC
efluksnih pumpi
Tetraciklini - Tet pumpa - TetA i TetB
- Zastita ribozoma
-Disocijacija tetraciklina sa - TetO i TetM
ribozoma
- RND pumpa - AdeABC
- Prekomerna al_<t|vnost - MATE familija - AbeM
efluksnih pumpi
Fluorohinoloni
- Izmena ciljnog mesta DNK giraza - GyrA
- DNK topoizomeraza IV - ParC
- Prekomerna aktivnost - RND pumpa - AdeABC

efluksnih pumpi

- Izmena ciljnog mesta

- Geni za 16sRNK metilazu

-armA, rmtA, rmtB,

Aminoglikozidi rmtC, rmtD
- Enzimska inaktivacija - Enzimi koji modifikuju - AAC(3)-la,
leka aminoglikozide AAC(3')-la,
ANT(2')-1a,
ANT(3”)-la
Makrolidi Prekomerna aktivnost SMR pumpa AbeS
efluksnih pumpi
Izmena ciljnog mesta - Izmena lipida A Pet N - PmrC, MCR-1,
transferazom MCR-4
-Nedostatak sinteze - LpxA, LpxC,
Polimiksini lipida A LpxD

- Smanjena stabilnost
spoljasnje membrane

- Smanjena sinteza biotina

- LpsB, LptD, Vacl

- LpsB

(preuzeto i modifikovano iz Ayoub Moubareck i Hammoudi Halat, 2020; Djahmi i sar., 2014;
Peleg i sar., 2008)



1.9. p-laktamaze identifikovane kod vrste A. baumannii

Gram negativne bakterije produkuju p-laktamaze kojima hidrolizuju p-laktamske
antibiotike (peniciline, cefalosporine, monobaktame, karbapeneme). Na osnovu grade samih
enzima podeljene su po Ambleru u ¢etiri klase: A, B, C, D. Klasi B su za aktivnost neophodni
joni cinka, a ostale tri klase su od serina zavisni enzimi. Geni koji kodiraju sintezu B-laktamaza
nalaze se na hromozomu ili na mobilnim genskim elementima poput plazmida, integrona ili
transpozona. Sve Cetiri klase B-laktamaza identifikovane su kod vrste A. baumannii. Razlog tome
je prisustvo gena za [B-laktamaze (engl. S-lactamase genes, bla genes) na mobilnim genskim
elementima i intenzivan horizontalni genski transfer izmedu bakterija iste ili razlicitih vrsta.

e Kilasa A: B-laktamaze prosirenog spektra (engl. Extended spectrum (- lactamases, ESBL)
- CTX-M, PER, VEB, TEM, SHV i karbapenemaze: KPC i GES

e Klasa B: metalo B-laktamaze (engl. Metallo [-lactamases, MBL) - IMP, VIM, SIM,
NDM

e Kilasa C: Amp C ili ADC (engl. Acinetobacter-derived cephalosporinases, ADC)

e Kilasa D: oksacilinaze (engl. OXA-type f-lactamases) - OXA-51, OXA-23, OXA-24/40,
OXA-58, OXA-143, OXA-235

Samo dve do sada otkrivene B-laktamaze su intrinzi¢ni hromozomski kodirani enzimi
(ADC i OXA-51) urodeno prisutni kod vrste A. baumannii. Svi ostali enzimi su steceni i
najcesce kodirani genima sa mobilnih genskih elemenata.

Iz klase A su kod A. baumannii otkrivene dve grupe enzima (ESBL i karbapenemaze).
ESBL inhibira klavulanska kiselina, uspesno hidrolizuju peniciline i cefalosporine (Jeon i sar.,
2015). Dve karbapenemaze iz klase A, KPC (engl. Klebsiella pneumoniae carbapenemase) i
GES (engl. Guiana extended-spectrum p-lactamase) kod A. baumannii pored penicilina i
cefalosporina hidrolizuju i karbapeneme (Djahmi i sar., 2014).

MBL uspesno razgraduju sve B-laktame osim monobaktama (aztreonama). Snazne su
karbapenemaze. Kod A. baumannii su do sada detektovane VIM (engl. Verona integron-encoded
metallo-g-lactamase), IMP (engl. Imipenemase), NDM (engl. New Delhi metallo-f-lactamase) i
SIM (engl. Seoul imipenemase) karbapenemaze (Lee i sar., 2017).

Urodeno prisutna, ADC nije adekvatno inhibisana klavulanskom kiselinom, ili ostalim
inhibitorima B-laktamaza i odgovorna je za rezistenciju na peniciline, cefalosporine (osim
cefepima) i cefamicine (cefoksitin i cefotetan) (Jeon i sar., 2015). Pokazano je da prisustvo
ISAbal u regiji promotora blaADC gena rezultira visokim nivoima rezistencije na ceftazidim
(Corvec i sar., 2003).

OXA svoj naziv duguju brzoj hidrolizi oksacilina u odnosu na benzilpenicilin. Uz MBL
dominantno su odgovorni za rezistenciju A. baumannii na karbapeneme (Jeon i sar., 2015).

1.10. Genska osnova rezistencije A. baumannii na karbapeneme

Rezistencija na karbapeneme uzrokovana je neenzimskim i enzimskim mehanizmima.
Prvi su manje znacajni kod vrste A. baumannii i odnose se na smanjenu propustljivost spoljasnje
membrane zbog izmene/gubitka porina i proteina membrane (gubitak 29 kDa CarO porina i 33-
36kDa OMP) ili izmene ciljne strukture (PBP6b - dacD) membrane. Pokazano je i da ugradnja
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insercione sekvence ISAbal (engl. Insertion sequence, IS) u gen koji kodira sintezu CarO ili
PBP6b remeti njegovu ekspresiju. Rezistencija na karbapeneme povezana je i sa prekomernom
aktivnos¢u AdeABC efluksne pumpe, koja nastaje usled tackastih mutacija gena koji kodiraju
regulatorni deo pumpe (AdeR) ili zbog ugradnje 1ISAbal u gen koji kodira senzornu kinazu
(AdeS) (Ayoub Moubareck i Hammoudi Halat, 2020).

Najznacajniji mehanizam rezistencije A. baumannii na karbapeneme je enzimska
razgradnja leka karbapenemazama. CRAB izolati naj¢eS¢e produkuju oksacilinaze, zatim
karbapenemaze iz MBL klase i najrede KPC 1 GES karbapenemaze.

1.10.1. Oksacilinaze

Oksacilinaze su najce$¢i karbapenem hidrolizuju¢i enzimi i1 kao takvi vode¢i uzrok
rezistencije A. baumannii na karbapaneme (Manchada i sar., 2010). Ova klasa (klaster) enzima
podeljena je u Sest podklasa: OXA-51 enzimi (intrinzi¢ni hromozomski kodirani enzimi, sa vise
od 70 varijanti, specifi¢ni za vrstu A. baumannii) i steceni enzimi kodirani sa mobilnih genskih
elemenata: OXA-23, OXA-24/40, OXA-58, OXA-143, OXA-235 (Djahmi i sar., 2014). Kod
enzima ste¢enih horizontalnim genskim transferom su takode opisane brojne varijante, pri cemu
se najéesce detektuju ¢lanovi prva tri klastera: OXA-23, OXA-24/40, OXA-58 (Slika 4).

Prva karbapenemaza (OXA-23) otkrivena je u klinickom izolatu A. baumannii 1985.
godine u Edinburgu (Perez i sar., 2007). Od tada se bolni¢ke epidemije ili sporadi¢ne infekcije
izazvane klonskom propagacijom CRAB sojeva koji produkuju OXA enzime beleze Sirom sveta
(Peleg i sar., 2008). CRAB sojevi, pripadnici EC I i EC I, nosioci OXA-23 izolovani su kod
pacijenata sa invazivnim i neinvazivnim infekcijama hospitalizovanim u jedinicama intenzivne
nege u Kini, Brazilu, Belgiji, Bugarskoj, Juznoj Africi, Libiji, Iraku, Avganistanu, Vijetnamu, na
Tajlandu i Tahitiju (Mugnier i sar., 2010). Za zemlje Mediterana do 2009. godine bila je
znacajna klonska propagacija OXA-58. Nakon toga se na Mediteranu (Alzir, Egipat, Tunis,
Francuska, Spanija, Italija, Turska, Gréka, Hrvatska) od svih OXA enzima najéesée detektuje
OXA-23. Razlog ove promene moze biti selektivni pritisak zbog snaznije hidroliticke aktivnosti
ili prenos gena rezistencije horizontalnim genskim transferom i njihova dalja klonska
propagacija (Djahmi i sar., 2014).

Klonska propagacija OXA-24/40 pozitivnih CRAB izolata reda je u odnosu na OXA-23
pozitivne sojeve. OXA-24/40 klaster detektovan je u CRAB izolatima u Americi i Evropi
(Spaniji, Belgiji, Francuskoj, Portugaliji) (Peleg i sar., 2008). U naoj regiji su OXA-24/40
pozitivni CRAB sojevi izolovani kod hospitalizovanih pacijenata u Hrvatskoj i Bugarskoj
(Franoli¢-Kukina i sar., 2011; Strateva i sar., 2018).

OXA-58 pozitivan CRAB prvi put je opisan kao uzrok bolni¢ke epidemije na klinici za
opekotine u Tuluzu 2003. godine (Poirel i Nordmann, 2006). U narednim godinama belezi se
njegova klonska propagacija Sirom sveta, da bi iza 2009. godine bio postepeno zamenjen OXA-
23 ili OXA-24/40 produkuju¢im A. baumannii sojevima (Adams-Haduch i sar. 2011; Djahmi i
sar., 2014; Mugnier i sar., 2010; Rosales-Reyes i sar., 2017; Schleicher i sar., 2013; Tran i sar.,
2017). U nasem okruzenju se takode belezi niska prevalencija OXA-58 pozitivnih CRAB
bolnickih izolata (Franoli¢-Kukina i sar., 2011; Pournaras i sar., 2017; Strateva i sar., 2018).

Urodeno prisutna, kodirana genima sa hromozoma, OXA-51 specifi¢na je za vrstu A.
baumannii i koristi se za njenu identifikaciju (Turton i sar., 2006a). Za hidrolizu karbapenema
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neophodna joj je ISAbal, locirana ushodno od blaOXA-51 gena u regiji promotora, takode
specificna za vrstu A. baumannii (Turton i sar., 2006Db).

OXA-23 Klaster

Rasprostranjenost:
Evropa, Australija, Tahiti, Kina,
Koreja, Singapur, Vijetnam, SAD,
Beazil, Libija, Pakistan

48%

Kodirana sa:
Plazmida ili hromozoma

Pridruzene IS:
ISAbal, ISAbad

OXA-58 Klaster

Rasprostranjenost:
Spanija, Belgija, Francuska, Turska,

OXA-24 Klaster

Rasprostranjenost:

Spanija, Belgija, Francuska, Rumunija, Gréka, Velika Britanija, Italija,
Portugal, SAD Austrija, Argentina, Australija, SAD,

Kuvajt, Pakistan

Kodirana sa:
Plazmida (OXA-40) ili hromozoma

Kodirana sa:
Plazmida ili hromozoma

PridruZene IS:

/

Pridruzene IS:
ISAbal, ISAba2,
ISAba3, 1518

OXA-23 Klaster

Rasprostranjenost:
63% Urodena, specificna za vrstu 59%

A. baumannii (globalna distribucija)

Kodirana sa:
Hromozoma

Pridruzene IS:
ISAbal

Slika 4: Rasprostranjenost i geneticki kontekst oksacilinaza vrste A. baumannii
(Strelice i procenti ukazuju na stepen homologije aminokiselina medu razli¢itim klasterima)

(preuzeto i modifikovano iz Peleg i sar., 2008)
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1.10.2. Karbapenemaze iz MBL klase

Iako se u CRAB izolatima MBL detektuju znatno rede nego OXA, ovi enzimi su 100-
1000 puta snaznije karbapenemaze (Peleg i sar., 2008). Do sada je kod nefermentora i rede kod
enterobakterija opisano Sest grupa MBL (IMP, VIM, SIM, NDM, GIM i SPM), od ¢ega su Cetiri
grupe MBL otkrivene u sojevima A. baumannii: IMP, VIM, SIM i NDM (Djahmi i sar., 2014;
Ellington i sar., 2007). Svaka grupa javlja se u vise varijanti u odnosu na stepen heterogenosti
aminokiselina u lancu.

Prva MBL detektovana u A. baumannii izolatu bila je IMP-2 u Italiji 2000. godine
(Djahmi i sar., 2014). Od tada se IMP, VIM i SIM sporadi¢no javljaju u klini¢kim izolatima A.
baumannii (IMP-1 u Italiji, Japanu, Juznoj Koreji; IMP-2 u Italiji i Japanu; IMP-4 u Hong
Kongu; IMP-5 u Portugalu; IMP-6 u Brazilu; IMP-11 u Japanu; VIM-2 i SIM-1 u Juznoj Koreji)
(Poirel i Nordmann, 2006). U Spaniji, Grékoj, Singapuru i Australiji beleZi se istovremeno
prisustvo OXA i MBL u istim sojevima A. baumannii (Peleg i sar., 2008).

U poslednjoj deceniji klinicki izolati A. baumannii produktori NDM enzima detektuju se
Sirom sveta. NDM-1 pozitivan CRAB postao je prete¢i patogen u bolnicama Evrope, na
srednjem istoku, isto¢noj i jugoisto¢noj Aziji i juznoj Americi (Bonnin i sar., 2012; Chen i sar.,
2011; El-Sayed-Ahmed i sar., 2015; Tran i sar., 2017; Villacis i sar., 2019). Genotipizacijom
metodama molekularne epidemiologije omoguceno je uporedivanje i pracenje kretanja CRAB
bolnic¢kih sojeva. Tako je prva zabeleZena bolni¢ka epidemija uzrokovana NDM-1 pozitivnim
CRAB u Evropi opisana u Francuskoj 2013. godine. Nulti pacijent je primljen u jedinicu
intenzivne nege iz AlZira i potom je inficirao jo§ pet pacijenata. Svi izolati su pripadali istoj
klonskoj liniji i posedovali isti tip sekvence, ST85 (engl. Sequence type, ST) (Decousser i sar.,
2013). Sli¢na situacija opisana je u jedinici intenzivne nege bolnice u Ceskoj Republici 2011.
godine posto je njihov drzavljanin hospitalizovan posle boravka na bolni¢kom lecenju u Egiptu.
Pacijent je razvio VAP, a iz bronhoalveolarnog lavata (BAL) je izolovan NDM-1 pozitivan A.
baumannii. Sest dana kasnije NDM-1 pozitivan A. baumannii izolovan je iz respiratornog uzorka
drugog pacijenta na asistiranoj ventilaciji koji je boravio u istoj sobi. Posle odradene tipizacije
zaklju€eno je da se radi o istom soju, osetljivom samo na kolistin, istog PFGE profila (engl.
pulsed-field gel electrophoresis) i istog MLST (engl. multi-locus sequence typing) profila,
ST1(Hrabék i sar., 2012). NDM-2 varijanta detektovana je u A. baumannii izolatima iz Egipta i
Izraela (Djahmi i sar., 2014).

Za razliku od OXA enzima, koji su kodirani genima sa hromozoma ili plazmida, geni za
MBL se nalaze na integronima, strukturama koje sadrze vise genskih kaseta ¢ime je olakSan
kako transfer gena rezistencije tako 1 njihova ekspresija koriS¢enjem zajednickog promotora.
Najcesce su to integroni klase 1 u kojima se pored gena za MBL nalaze i geni koji kodiraju
enzime koji modifikuju aminoglikozide. A. baumannii sojevi nosioci integrona pokazali su
znatno vedi stepen rezistencije na antibiotike u odnosu na izolate bez integrona u genomu. Kako
sami nisu mobilni genski elementi, horzontalan genski transfer bakterija ostvaruje njihovom
inkorporacijom u plazmid ili transpozon (Peleg i sar., 2008; Poirel i Nordmann, 2006).
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1.10.3. Klasa A karbapenemaza po Ambleru kod vrste A. baumannii

Brojne ESBL (GES, CTX-M, PER, VEB, TEM, SHV, KPC) detektovane su u izolatima
A. baumannii Sirom sveta (Djahmi i sar., 2014; Peleg i sar., 2008). Sposobnost hidrolize
karbapenema do sada je utvrdena samo za dve grupe ovih enzima (KPC i GES) (Djahmi i sar.,
2014).

U studiji sprovedenoj od 2008. - 2009. godine u Sest bolnica u Belgiji izolovano je devet
GES pozitivnih MDR A. baumannii sojeva. Sekvenciranjem DNA blaGES gena identifikovane
su GES-11, GES-12 i GES-14 varijante. Svi indeksni sojevi izolovani su od pacijenata koji su
ranije boravili u bolnicama zemalja srednjeg istoka (Turska, Egipat, Palestina). Sva tri GES alela
bila su deo integrona klase 1 inkorporiranog u plazmid ili hromozom. Tehnikom kloniranja,
transferom blaGES gena u hromozom E. coli doslo se do zakljucka da GES-14 varijanta
najsnaznije hidrolizuje imipenem, a da su GES-11 i GES-12 znatno slabije karbapenemaze
(Bogaerts i sar., 2010). Nakon izolacije A. baumannii iz BAL-a pacijenta hospitalizovanog u
Parizu detektovana je GES-14 ESBL, za koju je takode pokazano da hidrolizuje sve B-laktame
ukljucujuéi i karbapeneme (Bonnin i sar., 2011).

U sedamnaest bolnica Sirom Portorika tokom 2009. godine sprovedeno je istrazivanje
genske osnove rezistencije A. baumannii na p-laktame. Od 274 MDR soja 10 (3.4%) su bili KPC
produktori. Sekvenciranjem blaKPC gena svih 10 izolata nadene su slede¢e varijante: KPC-3
(kod 7 izolata), KPC-4, KPC-2 i KPC-10. Svi KPC pozitivni sojevi bili su rezistentni na -
laktame ukljucujuéi i karbapeneme (Robledo i sar., 2010). Iste godine je nakon sekvenciranja
Citavog genoma (engl. whole-genome sequencing, WGS) predstavljen draft genoma MDR A.
baumannii klinickog izolata iz Portorika. Soj je produkovao KPC i MLST analizom mu je
dodeljen novi ST (ST250) (Martinez i sar., 2015). Na klinici za opekotine u Iranu je 2013.
godine izolovano Sezdeset pet imipenem rezistentnih A. baumannii sojeva. Sest (9.23%) izolata
produkovalo je istovremeno KPC i OXA-23 karbapenemaze (Azimi i sar., 2015).

1.10.4. Molekularna epidemiologija karbapenemaza produkujuc¢ih A. baumannii
bolnickih izolata u Republici Srbiji

Molekularna epidemiologija CRAB bolnickih izolata, kao i njihova klonska povezanost 1
distribucija u Republici Srbiji je jo§ uvek nepoznanica. Ne postoje publikovani podaci iz
multicentri¢nih studija.

Do sada su objavljeni rezultati samo jednog istrazivanja koje je obuhvatilo dvadeset osam
MDR CRAB Kklini¢kih sojeva izolovanih u periodu jun 2012.- februar 2014. godine kod dece
hospitalizovane na Institutu za majku i dete "Dr. Vukan Cupi¢". Veéina izolata (67,68%)
pripadala je ST1, EC Il. Svi su produkovali urodenu OXA-51 karbapenemazu. Od stecenih
oksacilinaza, OXA-23 je detektovana kod 16 izolata (57,14%), OXA-24 kod 23 izolata (82,14%)
i OXA-58 kod 11 izolata (39,29%). Sojevi obuhvaceni analizom nisu produkovali
karbapenemaze iz MBL grupe (NDM, VIM, IMP), kao ni KPC karbapenemazu iz ESBL grupe
(Novovic i sar., 2015).

Takode se pronalaze rezultati evropskih studija o OXA 1 MBL pozitivnim CRAB
sojevima izolovanim u bolnicama zapadne Evrope kod pacijenata prethodno hospitalizovanih u
bolnicama u Srbiji. Tako je u nemackoj bolnici 2007. godine iz trahealnog aspirata, brisa rane i
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brisa grafta izolovan A. baumannii osetljiv samo na kolistin kod pacijenta sa infekcijom
femorokruralnog dakronskog bajpasa. Pacijent je prethodno bolnic¢ki leen u nasSoj zemlji.
Daljom analizom otkriveno je da je A. baumannii soj NDM-1 produktor (Géttig i sar., 2010;
Pfeifer i sar., 2011). Dortet je sa saradnicima analizirao A. baumannii soj izolovan iz urina
pacijenta kome je zbog retencije urina aplikovan kateter u bolnici u Srbiji, a zatim je zbog
urinarne infekcije primljen na urgentno odeljenje francuske bolnice. Izolat je bio rezistentan na
sve antibiotike sem kolistina i tigeciklina. WGS analizom otkriveno je da je A. baumannii nosilac
blaOXA-72 gena (varijante ili alela blaOXA-40 gena), a MLST je pokazao pripadnost ST492 i
EC Il (Dortet i sar., 2016).

Na osnovu gorenavedenih studija moze se pretpostaviti da je naSa zemlja potencijalni
rezervoar CRAB bolnic¢kih sojeva produktora karbapenemaza.

1.11. Molekularna tipizacija i populaciona struktura bolni¢kih izolata A.
baumannii

Tipizacija bakterija je metoda kojom se vrsi karakterizacija sojeva unutar jedne
bakterijske vrste. Tipizacijom bakterija se mogu odrediti izvor infekcije i putevi prenosSenja
uzro¢nika, Sto ima nesumnjiv epidemioloski znacaj. Da bi metoda tipizacije bila uspesSna,
identifikovani tipovi bakterija bi trebalo da budu stabilni, tehnika bi trebalo da ima dovoljnu mo¢
diskriminacije, da bude jednostavna, reproducibilna, a metod standardizovan velikim brojem
ponovljenih testiranja. Klasi¢éne metode tipizacije koje se baziraju na fenotipskim osobinama
(detekcija fenotipova), biohemijskim osobinama (detekcija biotipova), profilima rezistencije
(detekcija rezistotipova) i drugim, sve viSe se zamenjuju metodama molekularne biologije,
odnosno metodama genotipizacije (Dijkshoorn, 2008; Rafei i sar., 2014).

Tipizacija bolni¢kih izolata A. baumannii se vrsi radi pracenja ucestalosti i poredenja
tipova rezistentnih na antibakterijske agense unutar jedne bolnice, izmedu veceg broja bolnica
jedne drzave ili medu razli¢itim drzavama. Poznavanje molekularne epidemiologije je od
kljuénog znacaja u borbi sa epidemijskim Sirenjem infekcija, kako na razlicite kontinente 1
drzave, tako i unutar jedne zemlje. Genotipizacijom dobijamo odgovore na pitanja da li su
bolnicki izolati endemski ili se prvi put javljaju, da li je pojava sporadi¢na ili ima epidemijski
karakter, koliko klonskih linija je zastupljeno, ko je rezervoar infekcije i koji su putevi prenosa
medu pacijentima ili osobljem u bolnici. Rezultati studija koje se bave pracenjem distribucije 1
promena ucestalosti pojedinih tipova u bolni¢koj sredini su od velikog znacaja u Kreiranju
razli¢itih terapijskih protokola, mera prevencije i sistemu nadzora nad infekcijama (Rafei i sar.,
2014). Metode genotipizacije A. baumannii koje se koriste u rutinskom radu mikrobiolo§kih
laboratorija kao i u velikim referentnim centrima navedene su u Tabeli 3 i 4. Kako su jo$ uvek
retke laboratorije kojima je dostupno WGS, zlatni standard za tipizaciju i poredenje sojeva u
definisanom vremenu i prostoru (unutar jedne bolnice, posebno epidemijskih sojeva) je PFGE, a
za poredenje sojeva u razli€itim vremenskim i prostornim okvirima (viSe bolnica u jednoj ili
vecem broju zemalja) je MLST metoda.
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1.11.1. PFGE

PFGE je metoda kojom se DNK fragmenti dobijeni enzimskom restrikcijom
genoma razdvajaju gel-elektroforezom u pulsiraju¢em, odnosno promenljivom elektriénom
polju. Nekoliko parova suprotno pozicioniranih elektroda obezbeduju izmene elektricnog polja.
Ovakva elektroforeza omogucava razdvajanje velikih molekula veli¢ine i do 1000 kilobaza (KB).
Zbog stalnih promena smera elektri¢cnog polja, DNK menja orijentaciju, okrece se u gelu, pa je
na ovaj nacin moguce razdvojiti ¢ak i1 pojedinacne hromozome.

Najpre se bakterijski sojevi kalupe u agarozni gel, a potom inkubiraju sa restrikcionim
enzimom u cilju digestije i dobijanja fragmenata razli¢itih duzina. lzbor restrikcionog enzima je
od vitalne vaznosti za dobijanje kvalitetnih rezultata. Restrikcioni enzimi koji se najcesce koriste
u digestiji sojeva A. baumannii su Smail i Apal.U zavisnosti od mesta i broja restrikcionih
lokusa, u kojima enzim vr$i isecanje (restrikcionih mesta), dobija se razli¢it broj fragmenta,
razlicite duzine. Potom se radi elektroforeza u elektricnom polju sa promenljivim smerom struje.
Nakon bojenja 1 vizualizacije proizvoda, najces¢e se pomocu kompjuterskog softvera
identifikuju PFGE profili. Ovakvi softveri najcesce postavljaju >80% poklapanja fragmenata kao
najnizu (" cut-off ") vrednost, §to govori o pripadnosti istom klasteru. Dakle, na osnovu genskih
razlika unutar bakterijske vrste, odnosno genskih polimorfizama, PFGE metodom se vrsi
identifikacija genotipova. Genske varijacije koje se registruju ovom metodom akumuliraju se u
relativno kratkom vremenskom periodu, te je PFGE vrlo pogodan za kratkoro¢ne epidemijske
studije, posebno za pracenje bolnickih epidemija. U kombinaciji sa nekom od metoda
genotipzacije baziranom na karakterizaciji genskih sekvenci, poput MLST analize, nasao je
primenu kako u nacionalnim, tako u internacionalnim studijama nadzora nad bolnickim
infekcijama uzrokovanim MDR A. baumannii sojevima (Rafei i sar., 2014).

PFGE metoda poseduje 1 nekoliko ograni¢enja: zahteva znacajan utroSak vremena (2-4
dana); komplikovana je za izvodenje pa se radi samo u posebno opremljenim laboratorijama;
nemogucnost tipizacije pojedinih  sojeva; problem interlaboratorijskog poredenja i
reproducibilnosti zbog osetljivosti samog procesa elektroforeze i DNK pripreme (Rafei i sar.,
2014).

1.11.2. MLST

MLST je metoda genotipizacije, koja se bazira na umnoZzavanju i sekvenciranju 7 visoko
konzerviranih, tzv. "housekeeping™ gena, koji se nalaze u svakom bakterijskom hromozomu i
kodiraju sintezu enzima od vitalnog znacaja za bakterijsku ¢eliju. Dobijene sekvence se porede
sa referentnim sekvencama iz MLST internet elektronske baze (http://pubmist.org/abaumannii/).
Trenutno se u MLST bazi nalazi 3.237 ST, kao 1 1.287 deponovanih ¢itavih bakterijskih genoma.
Kombinacija dobijenih alelnih profila za svih 7 "housekeeping™ gena prisutninh u MLST bazi
definiSe jedan ST kao i pripadnost odredenom klonu. Na ovaj nac¢in se moze proucavati klonska
veza medu sojevima koja se moze predstaviti i graficki. Bakterijski klonovi su sojevi koji imaju
zajednickog pretka i imaju iste alele u svakom "housekeeping” lokusu, odnosno imaju isti ST.
Bakterijski sojevi sa filogenetski bliskim ST svrstavaju se u klonske komplekse (engl. clonal
complex, CC) (Rafei i sar., 2014).

U MLST internet bazi se nalaze dve Seme za tipizaciju A. baumannii. Prvu, Oksfordsku
Semu su predlozili Bartual i saradnici i njome se sekvencira slede¢ih 7 gena: gltA, gyrB, gdhB,
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recA, cpn60, gpi, rpoD (Bartual i sar., 2005). Drugom, Pasterovom $emom sekvencira se novi
set gena: cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rplB, rpoB (Diancourt i sar., 2010). Obe Seme su
pokazale dobru korelaciju sa PFGE analizom (Rafei i sar., 2014).

MLST ima brojne prednosti za populacione studije i globalnu epidemiolosku analizu
posto omogucéava dugotrajno evolutivno pra¢enje Sojeva, jer se promene unutar sedam visoko
konzerviranih gena akumuliraju veoma sporo. Prednost je i to §to se za razliku od rezultata
dobijenih metodama zasnovanim na razdvajanju fragmenata DNK u gelu, MLST rezultati
dobijeni u razli¢itim laboratorijama mogu lako porediti, koris¢enjem internet MLST baze, bez
potrebe za poredenjem slika gelova (Rafei i sar., 2014).

1.11.3. Sekvenciranje celog genoma

Sekvenciranje celog genoma ili WGS analiza omogucéila je odredivanje redosleda
nukleotida c¢itavog bakterijskog genoma, njegovog jezgra ili visoko konzerviranog dela
bakterijskog genoma, kao i pridruzenih genskih elemenata. Danas predstavlja zlatni standard
genotipizacije mikroorganizama. Sekvenciranje Citavog genoma pogodno je za proucavanje
bolnickih epidemija ali i za lokalnu i globalnu epidemiolosku analizu kroz filogenetske i
populacione studije.

U slucaju pojave epidemije u bolnici, WGS moze da ukaze na rezervoar i izvor infekcije,
puteve transmisije cirkuliSuc¢ih sojeva komparativnom analizom geneti€¢kog materijala srodnih
bakterijskih izolata, tako Sto detektuje pojedinacne mutacije, rekombinacije ili delecije koje
mogu menjati fenotipske osobine bolnickih izolata. Takode WGS belezi i horizontalni genski
transfer gena rezistencije i/ili virulencije lociranih na mobilnim genskim elementima poput
transpozona, integrona ili plazmida. U populacionim analizama WGS je koristan za svrstavanje
sojeva u IC 1 poredenje kako srodnih, tako i geneticki raznolikih izolata.

Proucavanjem pojedina¢nih sojeva WGS nam daje odgovore o sadrZaju gena rezistencije
na antimikrobne agense kao i gena koji kodiraju faktore virulencije ili pojedine strukturne ili
metabolicke komponente bakterijske celije. Detektuje se 1 precizan raspored gena, na
hromozomu ili pridruzenim genskim elementima - genskim ostrvima, kao i na mobilnim
genskim elementima (Rafei i sar., 2014).

1.11.4. Populaciona struktura bolni¢kih izolata A. baumannii

Kako je u poslednje tri decenije rastao klini¢ki znacaj infekcija izazvanih A. baumannii,
populacionim studijama metodama genotipizacije u bolnicama Sirom Evrope prvobitno su
otkrivena tri dominantna klona, nazvana EC | - Ill. Bakterijski klonovi su bili odgovorni za
pojavu epidemija u bolnicama, a pripadnici EC 11 EC Il su bili MDR izolati A. baumannii. Kako
je ubrzo pojava sva tri klona zabeleZzena u bolnicama Sirom sveta, preimenovani su u
internacionalne klonove (engl. International clone, IC). Danas su CRAB izolati pripadnici sva tri
IC, a zbog niske inicijalne filogenetske raznolikosti A. baumannii brzo se razvijaju i Sire novi IC
(Diancourt i sar., 2010; Peleg i sar., 2008).
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Tabela 3. Metode genotipizacije A. baumannii bazirane na karakterizaciji genomskih

fragmenata

Metoda Ciljna genska stuktura Postupak Upotreba

RAPD Citav genom PCR sa arbitrarnim  Brza i jednostavna metoda,
prajmerima prac¢en zadovoljavajuce diskriminatorne
gel elektroforezom moc¢i, pogodna za epidemioloske

studije na lokalnom nivou.

Rep-PCR Citav genom (posebno PCR sa prajmerima  Brza i jednostavna metoda, visoke
delovi izmedu komplementarnim diskriminatorne moc¢i, za tipizaciju
repetitivnih sekvenci) repetitivnim izolata i svrstavanje u IC. Postoje

sekvencama (repli  manuelne i automatizovane forme.

rep2) pracen gel Pogodna za epidemioloske studije na

elektroforezom lokalnom nivou, kao i za populacione
studije.

PFGE Citav genom DNA restrikcija Metoda visoke diskriminatorne mo¢i,
jednim enzimom predstavljala je zlatni standard za
(Apal), pracena gel tipizaciju i poredenje sojeva u
elektroforezom u definisanom vremenu i prostoru i
pulsnom polju korisna dopuna globalnim

epidemioloskim studijama.
Komplikovana je za izvodenje, radi
se u referentnim centrima.

AFLP Citav genom Simultana DNA Komplikovana i skupa metoda, radi
restrikcija sa 2 se u referentnim centrima. Visoke
enzima (MS‘?I ! diskriminatorne mo¢i i razvijene
Eeﬁglljtliz/’n};gre‘lncena baze podataka. Genotipizacija visoke
amplifikacijom sa rezolucije do razli¢itih nivoa (soja,
Cyc-5ECORI+A i vrste, IC). VaZna za taksonomiju
Msel+C prajmerima  Acinetobacter spp. (identifikaciju do
(A i C selektivni nivoa vrste) i zlatni standard
nukleotidi) i gel molekularne epidemiologije na
elektroforezom lokalnom i globalnom nivou.

MLVA Genski polimorfizmi Amplifikacija Metoda visoke diskriminatorne moéi

unutar VNTR lokusa VNTR lokusa, i razvijene elektronske baze
pracena gel podataka. Brza genotipizacija

elektroforezom

odredenih genskih lokusa. Pogodna
za poredenje bliskih sojeva, ali i za
populacione studije.

AFLP: Amplified fragment length polymorphism;

MLVA: Multiple-locus variable

number of tandem repeat analysis; PFGE: elektroforeza u pulsirajucem elektricnom polju;
RAPD: Random amplified polymorphic DNA; Rep-PCR: Repetitive sequencing-based PCR,;

VNTR: Variable-number tandem repeat

(preuzeto i modifikovano iz Rafei i sar., 2014)
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Tabela 4. Metode genotipizacije A. baumannii bazirane na karakterizaciji genskih
sekvenci/celog genoma

Metoda Ciljna genska stuktura Postupak Upotreba
SLST Polimorfizam jednogod  adeB: analiza unutrasnjeg Brza i jednostavna metoda
slede¢ih genskih lokusa fragmenta gena limitirane diskriminatorne
(adeB, rpoB, recA, rpoB: parcijalno modi, korisna za
blaOXA-51) sekvenciranje preliminarnu tipizaciju
recA: parcijalno izolata i svrstavanje u IC.
sekvenciranje Vazna za taksonomiju
blaOXA-51: sekvenciranje Acinetobacter spp.
itavog gena (identifikaciju do nivoa
vrste): sekvenciranje rpoB
gena ili PCR za detekciju
blaOXA-51 gena
3-LST Polimorfizam tri genska ~ Sekvenciranje sva tri gena ili Brza i jednostavna metoda,
lokusa (ompA, blaOXA-  multiplex PCR sa prajmerima  korisna za preliminarnu
51, csuE) za sva tri gena tipizaciju izolata i
svrstavanje u IC. Postoji
elektronska baze podataka.
MLST Polimorfizam unutar 7 Sekvenciranje i analiza svih 7 Metoda komplikovana za
konzerviranih gena konzerviranih "housekeeping” izvodenje, visoko
y gena reproducibilna, korisha za
1. Oksfordska Sema (gltA, svrstavanje izolata u IC i
gyrB, gdhB, recA, cpn6o0, njihovo interlaboratorijsko
gpi. rpoD) poredenje u populacionim
y studijama na globalnom
2. Pasterova Sema (cpnéo0, nivou. Postoji elektronska
fusA, gltA, pyrG, recA, baza podataka.
rplB, rpoB)
WGS Polimorfizmi ¢itavog Sekvenciranje ¢itavog Skupa metoda, rezervisana

genoma

genoma i hjegova
komparativna analiza

za referentne centre. Brzo i
automatizovano
sekvenciranje korisno za
tipizaciju sojeva,
svrstavanje sojeva u IC,
odredivanje gena
rezistencije, virulencije, za
filogenetske populacione
analize.

SLST: Single-locus sequence-based typing; 3-LST: 3-locus sequence typing; MLST:
Multilocus sequence typing; WGS: Whole-genome sequencing; IC: International clone

(preuzeto i modifikovano iz Rafei i sar., 2014)
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1.12. Terapijske opcije za leCenje infekcija izazvanih CRAB sojevima

Kasnih devedesetih godina zbog razvoja rezistencije na sve do tada KkoriS¢ene
antibakterijske agense lekovi izbora za terapiju veéine bolnickih infekcija izazvanih A.
baumannii postaju karbapenemi. Ubrzo po uvodenju u terapijske protokole u bolnicama Sirom
sveta izoluju se sojevi rezistentni na imipenem (Manchanda i sar., 2010). CRAB bolnicki izolati
njacesce ispoljavaju MDR fenotip $to dodatno komplikuje terapijski pristup (Mugnier i sar.,
2010). Limitiran je broj antibiotika za leCenje infekcija izazvanih MDR A. baumannii. To su
rezervni antibiotici poput minociklina/tigeciklina i polimiksina (kolistin i polimiksin B), kao i
kombinacija ampicilina sa sulbaktamom. Sinergisticki efekat u terapiji CRAB MDR A.
baumannii infekcija pokazale su i kombinacije karbapanema sa nekim od navedenih antibiotika
(karbapenem + ampicilin-sulbaktam; karbapenem + kolistin; karbapenem + kolistin + tigeciklin;
karbapenem + kolistin + rifampicin; karbapenem + polimiksin B) (Lee i sar., 2017).

Zabrinjavajuca je Cinjenica da se u poslednjoj deceniji detektuju A. baumannii sojevi
rezistentni na sve trenutno dostupne antibiotike. U borbi sa infekcijama izazvanim ovakvim
sojevima pribegava se kombinacijama kolistina sa nekim od slede¢ih antibiotika: amikacin,
tigeciklin, rifampicin, minociklin, sulbaktam, tazobaktam, fosfomicin, fuzidinska Kkiselina,
teikoplanin, daptomicin, vankomicin, imipenem, meropenem (Lee 1 sar., 2017). Primecuje se da
je kombinovana terapija MDR izolata vrlo slicna, a u nekim slucajevima i identi¢na
kombinacijama lekova koje se koriste u terapiji panrezistentnih sojeva (engl. pandrug-resistant,
PDR).

Brojna su istrazivanja drugih oblika, neantibiotskog le¢enja MDR A. baumannii infekcija
poput terapije bakteriofagima, virusima koji inficiraju i liziraju bakterijsku ¢eliju. Istrazuje se i
dejstvo bakteriofagom kodiranog endolizina koji razgraduje ¢éelijski zid bakterije, kao i artilizina
sintetisanog genetickim inZenjeringom a sposobnog da na putu do Celijskog zida razgradi i
spoljasnju membranu bakterije. Umereno toksi¢na svetlo crvena boja "rose bengal" inhibira
periplazmatsku translokaciju oksacilinaza pa ispoljava sinergisticki efekat u kombinaciji sa
karbapenemima. Sinergisticki sa karbapenemima deluje i bulgecin A, prirodni derivat
Pseudomonas mesoacidophila. Iste efekte u kombinaciji sa kolistinom imaju [-aminoketon
(MD3) i farnezol koga lu¢i Candida albicans kao jedan od "quorum-sensing” molekula. Ispituju
se 1 razli¢iti biljni proizvodi poput oleinske kiseline, zatim prirodni metali poput galijuma,
peptidi sa antimikrobnim dejstvom, nanocCestice i probiotici (Lee i sar., 2017).

1.13. Vakcine

Istrazivanja na polju razvoja profilakticke vakcine koja bi se Koristila za prevenciju
bolnickih infekcija izazvanih A. baumannii su u toku. Za sada se izvode na animalnim modelima
u dva pravca: dizajnira se celocelijska vakcina i preciS¢ena subjedini¢na proteinska vakcina.

Pokazano je da celocelijska vakcina dovodi do razvoja brzog seroloskog odgovora sa
produkcijom antitela. Redukuje se koli¢ina bakterija u inficiranom tkivu imunizovanih zivotinja,
a takode je smanjen i nivo proinflamatornih citokina (IL-1p, TNF-a i IL-6) u serumu Zivotinja sa
razvijenom sepsom. Uprkos dobrom imunskom odgovoru na celocelijsku vakcinu, istrazivace
zabrinjava njena bezbednost zbog moguénosti nepotpune inaktivacije bakterijske celije kao i
mogucnosti kontaminacije pirogenim endotoksinom (McConnell i Pachdén, 2010). Ovakav
problem u dizajnu celoéelijske vakcine prevaziden je upotrebom A. baumannii soja bez
mogucnosti da sintetiSe LPS usled mutacije jednog od gena uklju¢enog u njegovu sintezu. Vazno
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je da su imunizovane zivotinje razvile zadovoljavaju¢i imunski odgovor koji ih je zastitio od
infekcije ATCC 19606 A. baumannii sojem kao i klinickim izolatom A. baumannii (Garcia-
Quintanilla i sar., 2014).

"Kandidati" za subjedini¢ne proteinske vakcine su brojni: Bap, kompleks spoljasnje
membrane (engl. outer membrane complex, OMC) i OMV. Bap je povrSinski protein A.
baumannii koji ima regulatornu ulogu u sazrevanju biofilma. Subjedini¢na rekombinantna Bap
vakcina dovodi do produkcije imunoglobulina G (IgG) u visokom titru, kao i do kompletne
redukcije bakterija u inficiranom tkivu (Fattahian i sar., 2011). Vakcina sa OMC sacinjenim od
brojnih povrsinskih antigena porekla Celijske membrane A. baumannii testirana je na modelu
misje sepse. Imunizacija je indukovala humoralni i celularni imunski odgovor, smanjenje
koncentracije proinflamatornih citokina u serumu kao i broja bakterija u inficiranom tkivu. Sest
dana posle aplikacije jedne doze vakcine razvijen je protektivni imunski odgovor koji je trajao
dvadest jedan dan. Ova Cinjenica je znacajna u potencijalnoj odbrani u epidemijama izazvanim
MDR A. baumannii bolnickim izolatima. Problem ove vakcine je moguca kontaminacija
endotoksinom (McConnell i sar., 2011). OMV imaju ulogu u bakterijskoj kolonizaciji, razmeni
gena rezistencije i transportu brojnih proteina, enzima, LPS-a i nukleinskih kiselina do ciljnih
¢elija osetljivog domacina. Vakcina sa pre¢is¢enim OMV A. baumannii proucavana je na misjem
modelu diseminovane sepse. Indukovala je snazan humoralni imunski odgovor na viSestruke
bakterijske antigene sa prisustvom IgG i IgM antitela, uz redukciju proinflamatornih citokina
(IL-6 i IL-1P) u serumu i bakterijskih ¢elija u inficiranom tkivu. Vakcinisan mi$ bio je zastiCen
od dejstva ATCC 19606 A. baumannii soja i dva klini¢cka A. baumannii izolata od kojih je jedan
bio panrezistentan (McConnell i sar., 2011).

Napredak na polju iznalaZenja efikasne i bezbedne vakcine se nastavlja. Na modelu misje
sepse testirana je i vakcina sacinjena od dva proteinska antigena (Bap i OMV). Testirana
dvokomponentna vakcina je indukovala protektivan celularni i humoralni imunski odgovor i
kompletnu zastitu protiv A. baumannii ATCC 19606 i MDR A. baumannii soja (Badmasti i sar.,
2015).
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Ciljevi istrazivanja

o Odrediti prevalenciju MDR, XDR i PDR izolata A. baumannii u bolnicama u Srbiji i
uporediti osetljivost izolata A. baumannii izmedu bolnice sekundarnog i tercijarnog
nivoa

o Uporediti fenotipske i genotipske karakteristike sojeva A. baumannii izolovanih iz
primarno sterilnih i kolonizovanih regija

o Odrediti gene koji kodiraju p-laktamaze klase A, B i D i njihovu distribuciju u
bolnicama u Srbiji

o Odrediti MLST profile karbapenem rezistentnih izolata A. baumannii, ispitati
klonsku distribuciju i klonsku povezanost izolata u bolnicama u Srbiji, kao i njihovu
vezu sa internacionalnim klonskim linijama
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3. Materijal i metode

3.1. Poreklo Acinetobacter spp. bolni¢kih izolata

Istrazivanje je obuhvatilo prospektivnu analizu svih nerepetitivnih klini¢kih izolata
Acinetobacter spp., izolovanih u rutinskom radu bolni¢kih mikrobioloskih laboratorija u
bolnicama sekundarnog i tercijarnog nivoa u Republici Srbiji. U postavci ove studije, Republika
Srbija sa blizu sedam miliona stanovnika arbitrarno je podeljena na tri regiona: Beograd (dva
miliona), Juzna Srbija (tri miliona) i Vojvodina (dva miliona). U devet bolnickih mikrobioloskih
laboratorija u sedam gradova Srbije [Opsta bolnica (OB) Subotica, OB Sombor, OB Pancevo,
Institut za pluéne bolesti u Sremskoj Kamenici, Klinicko bolnic¢ki centar (KBC) Bezanijska
Kosa, KBC "Dr DragiSa MiSovi¢", Institut za kardiovaskularne bolesti Dedinje, Klinicki centar
(KC) Kragujevac, KC Ni§] metodom slucajnog izbora analiziran je 2401 klinicki izolat izolovan
iz razli¢itih uzoraka hospitalizovanih pacijenata sa potvrdenim bakterijskim infekcijama tokom
2018. godine (period januar 2018. — januar 2019. godine). Bolni¢ke laboratorije na teritoriji
Vojvodine i juzne Srbije analizirale su po 800 klini¢kih izolata dok je u Beogradu analizom
obuhvacen 801 klini¢ki izolat.

Identifikacija sojeva do nivoa roda ili Acb kompleksa izvrSena je u klini¢kim
mikrobioloskim laboratorijama VITEK®2 sistemom (bioMérieux, Francuska) i metodama
konvencionalne bakteriologije (morfologija kolonija na krvnom i MacConkey agaru, izgled
bakterijskih ¢elija na preparatu bojenom po Gramu, oksidaza testom, testiranjem pokretljivosti i
paletom biohemijskih testova).

Kriterijum za uklju¢ivanje sojeva u studiju bila je izolacija Acb kompleksa iz
nerepetitivnih klini¢kih uzoraka (jedan uzorak po inficiranom pacijentu) obradenih u rutinskom
radu svake laboratorije. Postojanje bakterijske infekcije je dokazano odgovaraju¢im klinickim i
laboratorijskim parametrima. Kriterijum za iskljucivanje izolata iz studije bila je detekcija sojeva
koji nisu pripadnici Acb kompleksa ili izolacija Acb kompleksa kod kolonizovanih pacijenata,
odnosno pacijenata bez ikakvih klini¢kih ili laboratorijskih markera infekcije. Da bi se iskljucila
moguca pristrasnost u postavljanju dijagnoze infekcije, klinicke 1 laboratorijske markere
infekcije je analizirao nezavisni klinicki lekar.

Izolovani sojevi poslati su u mikrobiolosku laboratoriju Instituta za mikrobiologiju i
imunologiju, Medicinskog fakulteta u Beogradu, radi daljeg ispitivanja. 1zolati su transportovani
u transportnim medijumima (Amies gel, Transystem, Copan, Italija), na ¢vrstim hranljivim
podlogama razlivenim u petri Solje [krvni agar, hranljivi agar ili MacConkey agar (HiMedia,
India)] ili u dubokom hranljivom agaru (HiMedia, India).

3.2. Identifikacija A. baumannii i konzervisanje sojeva

Sojevi su identifikovani do nivoa vrste A. baumannii molekularnim tehnikama,
detekcijom blaOXA-51 gena u mikrobioloskoj laboratoriji Instituta za mikrobiologiju i
imunologiju, Medicinskog fakulteta u Beogradu. Svi izolati su subkultivisani na Kolumbija
krvnom agaru (KKA) sa 5% ov¢ije krvi i inkubirani 18-24h, na temperaturi od 36°C, u aerobnim
uslovima. Sveza bakterijska kultura je koris¢ena za izolaciju bakterijske DNK.
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3.2.1. lzolacija bakterijske DNK

Ekstrakcija bakterijske DNK je obavljena termickom metodom. Puna eza sveze
prekonocéne bakterijske kulture je suspendovana u 200ul puferovanog fizioloSkog rastvora (engl.
phosphate-buffered saline, PBS) u sterilnim plasticnima epruvetama, zapremine 1,5 ml
(Eppendorf, Nemacka). Nakon homogenizacije suspenzije u vorteks aparatu (Vortex genius 3,
Ika, Nemacka), dodato je jos 800ul PBS. Posle centrifugiranja u trajanju od 2 minuta na 20.000 g
obrtaja, supernatant je odbacen. Sediment je suspendovan u 200ul sterilne destilovane vode i
homogenozovan. Epruvete su potom zagrevane u peénici na 95-100°C, 10 minuta, nakon ¢ega su
hladene na ledu i centrifugirane na 16.000 g obrtaja, 15 minuta, na 4°C. Supernatant, koji sadrzi
izolovanu DNK je prebacivan u novu sterilnu plasticnu mikroepruvetu, zapremine 1,5 ml.
Izolovana DNK je bila odmah upotrebljena ili je ¢uvana u frizideru na temperaturi +4°C u
periodu do 7 dana ili u zamrzivacu na -80°C u duzem vremenskom periodu.

3.2.2. Merenje prinosa DNK

Merenje prinosa DNK, odnosno DNK kvantitacija je obavljena koriS¢enjem
spektrofotometra (Biophotometer 8,5 Light Center Height, Eppendorf, Nemacka). Koncentracija
izolovane DNK je izra¢unavana na osnovu absorpcije svetlosti odredene talasne duzine (260nm)
prema Lambert Beer zakonu.

3.2.3. Prajmeri koriS¢eni za umnozavanje blaOXA-51 gena koji kodira urodenu
OXA-51karbapenemazu

blaOXA-51 gen detektovan je reakcijom lancanog umnozavanja (engl. polimerase chain
reaction, PCR), kori§¢enjem prajmera, ¢ije su sekvence prethodno publikovane (Tabela 5).

Temperature topljenja (engl. melting temperature, Tm) prajmera su odredene koris¢enjem
PerlPrimer programa, na osnovu duZine sekvenci 1 procentualne zastupljenosti razli¢itih
nukleotida. U zavisnosti od Tm Fw i Rev prajmera, dizajnirana je temperatura vezivanja prajmera
(engl. annealing temperature, Ta), koja je koris¢ena u protokolima za PCR (Ta~Tm-5°C).
Eventualna medusobna komplementarnost prajmera proverena je koriS¢enjem web servera
OligoCalc (http://www.basic.northwestern.edu/ biotools/oligocalc.html). Prajmeri (Invitrogen,
SAD), su rastvoreni u koncentraciji od 100uM i ¢uvani na T=-20°C. Koncentracije radnih
rastvora su bile 20uM i oni su ¢uvani na T=-20°C.
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Tabela 5: Prajmeri koji su kori$¢eni za umnoZavanje blaOXA-51 gena metodom PCR

Prajmer Sekvenca 5’ — 3’ Produkt (bp)  Referenca

blaOXA-51 Fw TAATGCTTTGATCGGCCTTG
blaOXA-51Rev. TGGATTGCACTTCATCTTGG

353 Turton, 2006a

3.2.3.1. Reakcija lan¢anog umnoZavanja blaOXA-51 gena

Za PCR su koriS¢ene sterilne plasticne mikroepruvete, zapremine 0,2ml (Eppendorf,
Nemacka). blaOXA-51 gen je amplifikovan metodom PCR u reakcionoj smesi zapremine 25pul.
U sterilnim, plastiénim mikroepruvetama, zapremine 0,2ml (Eppendorf, Nemacka) pravljena je
reakciona smesa, koju su €inili 12ul Tag PCR MasterMix (Qiagen, Nemacka), po 2l rastvora
prajmera blaOXA-51 Fw i blaOXA-51Rev, koncentracije 20 uM (Invitrogen, SAD), 4ul
dejonizovane vode (Qiagen, Nemacka) i Sul bakterijske DNK. Mikroepruvete sa reakcionim
smeSama su stavljane u termoblok aparata (Mastercycler Gradient, Eppendorf), pod uslovima
opisanim u tabeli 6. Dejonizovana destilovana voda je koriS¢ena kao negativna kontrola, a
blaOXA-51 pozitivni A. baumannii izolati, potvrdeni PCR-om i sekvenciranjem kao pozitivna
kontrola.

Tabela 6: Uslovi izvodenja PCR metode za umnoZavanje blaOXA-51 gena

T (°C) Vreme

1. lInicijalna denaturacija 94 5 min.

2. Denaturacija 94 1 min.

3. Vezivanje prajmera 55 1 min.

4. Ekstenzija 72 1 min.

5. Finalna ekstenzija 72 5 min.
Broj ciklusa (od 2-4) 35

3.2.3.2. Elektroforeza u agaroznom gelu

Elektroforetsko razdvajanje PCR produkata, na osnovu veli¢ine produkta i naelektrisanja,
obavljeno je u 1,5% agaroznom gelu. SmeSa TAE pufera (40mM TRIS, 20mM sircetne kiseline,
ImM EDTA, pH=7,6) i agaroze je viSe puta kuvana do tacke kljucanja radi homogenizacije, do
postizanja bezbojnosti. U teénu agarozu je sipano 2ul 0,01% etidijum bromida, interkalirajuce
boje, radi vizualizacije produkta. SmesSa je zatim razlivana u kalup za gel, u koji je prethodno
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ucvrséen plasticni CeSalj, koji sluzi za formiranje bunarci¢a. Nakon stezanja gela, CeSalj je
izvaden, a ceo sistem je unoSen u kadicu za elektroforezu u koju je sipan TAE pufer do grani¢ne
linije. Bunarci¢i su punjeni meSavinom 8ul PCR produkta i 2ul pufera za punjenje koncentracije
5X (engl. loading buffer), odnosno rastvora bromfenol plavog (Fermentas, SAD). Pored
ispitivanih PCR produkata na gel je nanoSen i DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNA Ladder
plus, Fermentas, SAD), odnosno smesa DNK fragmenata poznatih veli¢ina (engl. ladder) u
zapremini od Sul. Elektroforeza je obavljana pri naponu struje od 100V u trajanju od 60min.

3.2.3.3. Vizualizacija PCR produkta

Vizualizacija je obavljana prosvetljavanjem gelova koris¢enjem UV transiluminatora
(Kodak Gel logic 200 imaging system, SAD). Pojava trake odgovaraju¢eg broja baznih parova
ukazivala je na postojanje datog gena u ispitivanom uzorku, a izostanak trake na njegovo
odsustvo. Sistem za fotodokumentaciju (Kodak, 1D 3.6, SAD) je kori$¢en za slikanje gelova i
skladiStenje dobijenih fotografija.

3.2.4. Konzervisanje A. baumannii sojeva

Svi identifikovani A. baumannii izolati su presejani na hranljivi agar (HiMedia, India)
inkubirani 18-24h, na temperaturi od 36°C, u aerobnim uslovima, a zatim je sveza bakterijska
kultura konzervirana u bujonu sa obranim mlekom (skim milk, HiMedia, Indija) u plasti¢nim
mikro-epruvetama zapremine 2ml na temperaturi od -80°C, do dalje dijagnostike.

3.3. Test osetljivosti na antibiotike

Osetljivost A. baumannii na antibakterijske agense je ispitivana disk difuzionim metodom
antibiograma, kombinovanim difuziono-dilucionim metodom koris¢enjem gradijent traka
(Liofilchem, Italija), kao i bujon mikrodilucionim metodom.

3.3.1. Disk difuzioni metod antibiograma

Disk difuzioni metod antibiograma izveden je na osnovu preporuka Ameri¢kog udruZzenja
za testiranje antimikrobne osetljivosti (engl. Clinical & Laboratory Standards Institute, CLSI)
(CLSI, 2017). Koris¢eni su slede¢i diskovi (Bio-Rad, UK): ampicilin-sulbaktam (AMS) 10/10ug,
piperacilin-tazobaktam (TZP) 100/10ug, ceftazidim (CAZ) 30ug, cefepim (FEP) 30ug,
meropenem (MER) 10pg, imipenem (IMP) 10pg, gentamicin (GEN) 10ug, amikacin (AK) 30ug,
tobramicin (TOB) 10ug, tetraciklin (TET) 30ug, ciprofloksacin (CIP) 5ug, levofloksacin (LEV)
S5ug i trimetoprim-sulfametoksazol (TSX) 1.25/23.75ug.

Pojedina¢ne kolonije A. baumannii, sveze prekonoc¢ne bakterijske kulture na hranljivom
agaru (HiMedia, Indija), suspendovane su u fizioloski rastvor (FR). Gustina inokuluma je bila
ekvivalentna turbiditetu od 0,5 McFarland (McF). Tako pripremljen inokulum je, pomocu
sterilnog brisa, zasejavan na Miler Hinton agar (engl. Mueller Hinton agar, MHA) (HiMedia,
Indija). Nakon aplikacije diskova impregniranih antibiotikom, izvrSena je inkubacija u trajanju
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od 20-24 sata, na temperaturi od 36°C, u aerobnim uslovima. Pre¢nici zona inhibicije rasta su
oCitavani u milimetrima, a kategorije osetljivosti su interpretirane prema preporukama CLSI
standarda (CLSI, 2017). Rezistentni i intermedijarno osetljivi sojevi su tretirani kao izolati sa
smanjenom osetljivos¢éu na antibiotike. Escherichia coli ATCC 25922 i Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 kori$¢eni su kao kontrolni sojevi.

3.3.2. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije

Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) za IMP i MER su odredivane kombinovanim
difuziono-dilucionim metodom antibiograma, koris¢enjem gradijent traka (Liofilchem, Italija).
Od sveze prekonoéne kulture je pravljena bakterijska suspenzija turbiditeta 0,5 McF, koja je
zasejavana brisom na MHA (HiMedia, Indija). Nakon aplikacije traka impregniranih
antibiotikom ploc¢e su inkubirane u trajanju od 20-24 sata na 36°C u aerobnim uslovima, a potom
je ocitavana MIK antibiotika u pg/ml. Rezultati su interpretirani prema preporukama CLSI
(CLSI, 2017).

Osetljivost na kolistin (COL) odredivana je bujon mikrodilucionom metodom,
ComASP™ Colistin testom (Liofilchem, Italija). Pojedina¢ne kolonije A. baumannii, sveze
prekonoéne bakterijske kulture na hranljivom agaru (HiMedia, Indija), suspendovane su u FR.
Gustina inokuluma je bila ekvivalentna turbiditetu od 0,5 McF. Od ovako pripremljenog
inokuluma su u roku od petnaest minuta napravljeni radni rastvori A i B. Rastvor A je ¢inio
razblazenje bakterijskog inokuluma od 0,5 McF u FR u odnosu 1:20. Rastvor B je napravljen
dodavanjem 0.4 ml rastvora A u epruvetu sa Miler Hinton bujonom (engl. Mueller Hinton broth,
MHB) obezbedenim u kitu. U test polje, odnosno bunarci¢ u test panelu pipetirano je 100 pl
rastvora B. Poklopljen panel je zatim inkubiran 16-20 sati na 36°C u aerobnim uslovima, a
potom je ocitavana MIK za COL u pg/ml. Rezultati su interpretirani prema preporukama
proizvodaca, a u skladu sa CLSI smernicama (CLSI, 2017).

Osetljivost na tigeciklin (TYG) odredivana je bujon mikrodilucionom metodom u sveze
pripremljenom MHB (HiMedia, Indija) adekvatne jonske koncentracije, prate¢i CLSI proceduru
(CLSI, 2018). Testirane koncentracije TYG kretale su se od 0,06 do 64 pg/ml. Paneli su
inokulisani manuelno a rezultati oCitavani vizuelno i izrazavani u pug/mL. Kako za vrstu A.
baumannii ni CLSI standard ni Evropski komitet za ispitivanje osetljivosti bakterija na
antibiotike (engl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) jo$
uvek nisu determinisali kategorije osetljivosti za TYG, iste su interpretirane prema preporukama
EUCAST standarda za Enterobacterales (S < 1 pg/mL; R>2ug/mL) (EUCAST, 2018).

3.3.3. Kategorizacija A. baumannii na multirezistentne, ekstenzivno rezistentne i
panrezistentne izolate

Svi testirani A. baumannii sojevi su u skladu sa razvijenom rezistencijom na odredene
antibakterijske agense klasifikovani u sledece kategorije: MDR [soj rezistentan na bar jedan
antibiotik u/iz 3 ili viSe testiranih antimikrobnih klasa], ekstenzivno rezistentan (engl. extensively
drug-resistant, XDR) [soj rezistentan na bar jedan antibiotik u svim osim dve ili jedne
antimikrobne klase] i PDR [soj rezistentan na sve antibiotike iz svih testiranih antimikrobnih
klasa] (Magiorakos i sar., 2012).
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3.4. Fenotipska detekcija produkcije metalo p-laktamaza primenom imipenem-
EDTA kombinovanog disk testa

Kod svih IMP rezistentnih A. baumannii izolata testirana je produkcija MBL imipenem-
EDTA kombinovanim disk testom. Suspenzija turbiditeta 0,5 McF napravljena je od sveze
prekonoc¢ne Ciste bakterijske kulture i brisom zasejana na MHA (HiMedia, Indija). Na MHA su
zatim postavljena dva diska IMP (10 pg) na rastojanju od 20 mm (od centra jednog do centra
drugog diska). Na jedan IMP disk pipetom je naneto 750 ug 0,5 M EDTA. MHA sa postavljenim
testom inkubiran je 16-18 sati na 35°C. Rezultat testa je oCitavan na osnovu precnika zone
inhibicije rasta oko oba diska. Precnik zone inhibicije rasta kod MBL produkujucih sojeva bio je
za 7 mm manji oko diska IMP u odnosu na IMP+EDTA disk (Slika 5) (El-Kazzaz i El-khier,
2015; Yong i sar., 2002).

Rastvor 0,5 M koncentracije EDTA napravljen je rastvaranjem 186,1 g dinatrijum
EDTA-*2H20 u 1000 ml destilovane vode. Dodaju¢i NaOH postignut je pH 8.0. Rastvor je potom
sterilisan u autoklavu. EDTA kao helator metala pojacava dejstvo B-laktamskih antibiotika
inaktivisu¢i jon cinka u aktivnom mestu MBL (Yong i sar., 2002).

Slika 5: Pozitivan imipenem-EDTA kombinovani disk test

(preuzeto i modifikovano iz El-Kazzaz i El-khier, 2015)
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3.5. Detekcija gena koji kodiraju ste¢ene oksacilinaze

3.5.1. Prajmeri kori$¢eni za umnoZavanje gena koji kodiraju ste¢ene oksacilinaze

Svim CRAB izolatima detektovani su blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-58 i blaOXA-
143 geni, koris¢enjem prajmera, ¢ije su sekvence prethodno publikovane (Tabela 7). Tm i Ta, kao
i eventualna medusobna komplementarnost prajmera su odredeni postupkom opisanim u
poglavlju 3.2.3. Prajmeri (Invitrogen, SAD), su rastvoreni u koncentraciji od 100uM i ¢uvani na
T=-20°C. Koncentracije radnih rastvora su bile 20uM i oni su ¢uvani na T=-20°C.

Tabela 7: Prajmeri koji su koriS¢eni za umnoZavanje gena koji kodiraju stecene
oksacilinaze

Prajmer Sekvenca 5’ — 3’ Produkt (bp)  Referenca

blaOXA-23Fw  GATCGGATTGGAGAACCAGA
blaOXA-23 Rev  ATTTCTGACCGCATTTCCAT

blaOXA-24Fw  GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA
blaOXA-24 Rev.  AGTTGAGCGAAAAGGGGATT

blaOXA-58 Fw  AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
blaOXA-58 Rev.  CCCCTCTGCGCTCTACATAC

blaOXA-143 Fw TGGCACTTTCAGCAGTTCCT
blaOXA-143Rev  TAATCTTGAGGGGGCCAACC

501 Woodford, 2006.

246 Woodford, 2006.

599 Woodford, 2006.

149 Higgins, 2010.

3.5.2. Reakcije lan¢anog umnoZavanja za detekciju blaOXA-23, blaOXA-24,
blaOXA-58 1 blaOXA-143 gena

Za PCR su koriS¢ene sterilne plasticne mikroepruvete, zapremine 0,2ml (Eppendorf,
Nemacka). Geni su amplifikovani primenom dva multiplex PCR-a u reakcionoj smesi zapremine
25ul. U sterilnim, plastiénim mikroepruvetama, zapremine 0,2ml (Eppendorf, Nemacka)
pravljena je reakciona smesa, koju su Cinili:

e Multiplex PCR I: 12,5ul Taq PCR MasterMix (Qiagen, Nemacka), po 1ul
rastvora prajmera blaOXA-23 Fw, blaOXA-23 Rev, blaOXA-24 Fw, blaOXA-
24 Rev koncentracije 20uM (Invitrogen, SAD), 3,5ul dejonizovane vode
(Qiagen, Nemacka) 1 Syl bakterijske DNA.

e Multiplex PCR 1I: 12,5ul Taqg PCR MasterMix (Qiagen, Nemacka), po 1ul
rastvora prajmera blaOXA-58 Fw, blaOXA-58 Rev, blaOXA-143 Fw, blaOXA-
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143 Rev koncentracije 20uM (Invitrogen, SAD), 3,5ul dejonizovane vode
(Qiagen, Nemacka) i Syl bakterijske DNA.

Mikroepruvete sa reakcionim smeSama su stavljane u termoblok aparata (Mastercycler
Gradient, Eppendorf), pod uslovima opisanim u tabeli 8.

Tabela 8: Uslovi izvodenja multiplex PCR-a za detekciju blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-
581 blaOXA-143 gena

T (°C) Vreme

1. Inicijalna denaturacija 94 5 min.

2. Denaturacija 94 1 min.

3. Vezivanje prajmera 55 1 min.

4. Ekstenzija 72 1 min.

5. Finalna ekstenzija 72 5 min.
Broj ciklusa (od 2-4) 35

Vizualizacija PCR produkata je vr$ena elektroforetskim razdvajanjem u 1,5% agaroznom
gelu i prosvetljavanjem na UV transiluminatoru, kako je opisano u poglavljima 3.2.3.2. 1 3.2.3.3.

3.6. Detekcija gena koji kodiraju metalo p-laktamaze

3.6.1. Prajmeri koriS¢eni za umnoZavanje gena koji kodiraju steene metalo [-
laktamaze

Svim CRAB izolatima detektovani su blaIMP, blaVIM, blaGIM, blaNDM, blaSPM i
blaSIM geni, koris¢enjem prajmera, ¢ije su sekvence prethodno publikovane (Tabela 9). Tm i Ta,
kao i eventualna medusobna komplementarnost prajmera su odredeni postupkom opisanim u
poglavlju 3.2.3. Prajmeri (Invitrogen, SAD), su rastvoreni u koncentraciji od 100uM i ¢uvani na
T=-20°C. Koncentracije radnih rastvora su bile 20uM i oni su ¢uvani na T=-20°C.
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Tabela 9: Prajmeri koji su kori§¢eni za umnoZavanje gena koji kodiraju ste¢ene metalo [-

laktamaze

Prajmer Sekvenca 5’ — 3’ Produkt (bp)  Referenca
blalMP Fw GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC . Soirel. 2011
blaIMP Rev GGTTTAAYAAAACAACCACC S0
blaVIM Fw GATGGTGTTTGGTCGCATA

Poirel 2011,
blaVIM Rev CGAATGCGCAGCACCAG 390 oirel, 20
blaGIM Fw TCGACACACCTTGGTCTGAA .
blaGIM Rev AACTTCCAACTTTGCCATGC art Poirel, 2011.
blaNDMFw GGTTTGGCGATCTGGTTTTC .
blaNDMRev  CGGAATGGCTCATCACGATC 621 Poirel, 2011.
blaSPM Fw AAAATCTGGGTACGCAAACG . Soirel. 2011
blaSPM Rev ACATTATCCGCTGGAACAGG S92
blaSIM Fw TACAAGGGATTCGGCATCG .
blaSIM Rev TAATGGCCTGTTCCCATGTG 570 Poirel, 2011.

3.6.2. Reakcije lan¢anog umnoZavanja za detekciju blalMP, blaVIM, blaGIM,
blaNDM, blaSPM i blaSIM gena

Za PCR su koriS¢ene sterilne plasticne mikroepruvete, zapremine 0,2ml (Eppendorf,
Nemacka). Geni su amplifikovani primenom dva multiplex PCR-a u reakcionoj smesi zapremine
25ul. U sterilnim, plasticnim mikroepruvetama, zapremine 0,2ml (Eppendorf, Nemacka)
pravljena je reakciona smesa, koju su €inili:

e Multiplex PCR I: 12,5ul Taq PCR MasterMix (Qiagen, Nemacka), po 1ul
rastvora prajmera blaGIM Fw, blaGIM Rev, blaNDM Fw, blaNDM Rev,
blaSPM Fw i blaSPM Rev koncentracije 20uM (Invitrogen, SAD), 1,5ul
dejonizovane vode (Qiagen, Nemacka) i Sul bakterijske DNA.

e Multiplex PCR II: 12,5u1 Taq PCR MasterMix (Qiagen, Nemacka), po 1ul
rastvora prajmera blaIMP Fw, blaIMP Rev, blaSIM Fw, blaSIM Rev, blaVIM
Fw i blaVIM Rev koncentracije 20uM (Invitrogen, SAD), 1,5ul dejonizovane
vode (Qiagen, Nemacka) i Sul bakterijske DNA.

Mikroepruvete sa reakcionim smeSama su stavljane u termoblok aparata (Mastercycler
Gradient, Eppendorf), pod uslovima opisanim u tabeli 10i 11.
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Tabela 10: Uslovi izvodenja multiplex PCR-a za detekciju blaGIM, blaNDM i blaSPM gena

T (°C) Vreme

1. Inicijalna denaturacija 94 5 min.

2. Denaturacija 94 1 min.

3. Vezivanje prajmera 57 1 min.

4. Ekstenzija 72 1 min.

5. Finalna ekstenzija 72 5 min.
Broj ciklusa (od 2-4) 35

Tabela 11: Uslovi izvodenja multiplex PCR-a za detekciju blalMP, blaSIM i blaVIM gena

T (°C) Vreme

1. Inicijalna denaturacija 94 5 min.

2. Denaturacija 94 1 min.

3. Vezivanje prajmera 55 1 min.

4. Ekstenzija 72 1 min.

5. Finalna ekstenzija 72 5 min.
Broj ciklusa (od 2-4) 35

Vizualizacija PCR produkata je vrsena elektroforetskim razdvajanjem u 1,5% agaroznom
gelu i prosvetljavanjem na UV transiluminatoru, kako je opisano u poglavljima 3.2.3.2. 1 3.2.3.3.

3.7. Detekcija gena koji kodiraju p-laktamaze klase A po Ambleru
3.7.1. Prajmeri kori$¢eni za umnoZavanje gena koji kodiraju p-laktamaze klase A
po Ambleru
Svim CRAB izolatima detektovani su blaTEM, blaSHV, blaVEB, blaPER, blaGES,
blakKPC i blaCTX-M geni, koris$¢enjem prajmera, Cije su sekvence prethodno publikovane

(Tabelal2). Tm i Ta kao i eventualna medusobna komplementarnost prajmera su odredeni
postupkom opisanim u poglavlju 3.2.3. Prajmeri (Invitrogen, SAD), su rastvoreni u koncentraciji
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od 100uM i ¢uvani na T=-20°C. Koncentracije radnih rastvora su bile 20uM i oni su ¢uvani na
T=-20°C.

Tabela 12: Prajmeri koji su koriSéeni za umnozavanje gena Koji kodiraju p-laktamaze
klase A po Ambleru

Prajmer Sekvenca 5' — 3’ Produkt (bp)  Referenca
JeTEMRes  GocACCTATCTCAGCoATCT T Pz
jesHV e COACOTTTATGGCGTTACCT 1099 Findiyzui
JeVEBRm  GOACTCTCAAAMATACG O Pz
ePERRe  AATTTGGGCTTAGGGCAGAA 8 Pzl
jectsre  Cratrrorccetocroacs o4z
JekeCRw  CocooCoTTATCACTOTATT 196 Pz
JeCTX MR ACCOTCGOTGACGATTTTAG %9 Fidiyzui

3.7.2. Reakcije lan¢anog umnoZavanja za detekciju blaTEM, blaSHV, blaVEB,
blaPER, blaGES, blaKPC i blaCTX-M gena

Za PCR su koriS¢ene sterilne plasticne mikroepruvete, zapremine 0,2ml (Eppendorf,
Nemacka). Geni su amplifikovani primenom dva multiplex PCR-a u reakcionoj smesi zapremine
25ul. U sterilnim, plasticnim mikroepruvetama, zapremine 0,2ml (Eppendorf, Nemacka)
pravljena je reakciona smesa, koju su €inili:

e Multiplex PCR I: 12,5u1 Tag PCR MasterMix (Qiagen, Nemacka), po 1ul
rastvora prajmera blaTEM Fw, blaTEM Rev, blaVEB Fw, blaVEB Rev, blaGES
Fw i blaGES Rev koncentracije 20uM (Invitrogen, SAD), 1,5ul dejonizovane
vode (Qiagen, Nemacka) i Sul bakterijske DNA.

e Multiplex PCR 1I: 12,5ul Taqg PCR MasterMix (Qiagen, Nemacka), po lul
rastvora prajmera blaCTX-M Fw, blaCTX-M Rev, blaSHV Fw, blaSHV Reyv,
blaKPC Fw i blaKPC Rev koncentracije 20uM (Invitrogen, SAD), 1,5ul
dejonizovane vode (Qiagen, Nemacka) i Sul bakterijske DNA.
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e Uniplex PCR: 12ul Taq PCR MasterMix (Qiagen, Nemacka), po 2ul rastvora
prajmera blaPER Fw i blaPER Rev, koncentracije 20 uM (Invitrogen, SAD), 4ul
dejonizovane vode (Qiagen, Nemacka) i Sul bakterijske DNA.

Mikroepruvete sa reakcionim smeSama su stavljane u termoblok aparata (Mastercycler
Gradient, Eppendorf), pod uslovima opisanim u tabeli 13, 14 i 15.

Tabela 13: Uslovi izvodenja multiplex PCR-a za detekciju blaTEM, blaVEB, blaGES gena

T (°C) Vreme

1. Inicijalna denaturacija 94 5 min.

2. Denaturacija 94 1 min.

3. Vezivanje prajmera 58 1 min.

4. Ekstenzija 72 1 min.

5. Finalna ekstenzija 72 5 min.
Broj ciklusa (od 2-4) 35

Tabela 14: Uslovi izvodenja multiplex PCR-a za detekciju blaCTX-M, blaSHV, blaKPC

gena

T (°C) Vreme
1. lInicijalna denaturacija 94 5 min.
2. Denaturacija 94 1 min.
3. Vezivanje prajmera 56 1 min.
4. Ekstenzija 72 1 min.
5. Finalna ekstenzija 72 5 min.

Broj ciklusa (od 2-4) 35
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Tabela 15: Uslovi izvodenja uniplex PCR-a za detekciju blaPER gena

T (°C) Vreme

1. Inicijalna denaturacija 94 5 min.

2. Denaturacija 94 1 min.

3. Vezivanje prajmera 50 1 min.

4. Ekstenzija 72 1 min.

5. Finalna ekstenzija 72 5 min.
Broj ciklusa (od 2-4) 35

Vizualizacija PCR produkata je vrSena elektroforetskim razdvajanjem u 1,5% agaroznom
gelu i prosvetljavanjem na UV transiluminatoru, kako je opisano u poglavljima 3.2.3.2. 1 3.2.3.3.

3.8. Detekcija insercione sekvence ISAbal

3.8.1. Prajmeri kori$éeni za umnoZavanje I1SAbal

Sekvenca ISAbal detektovana je reakcijom lan¢anog umnozavanja koris¢enjem prajmera,
¢ije su sekvence prethodno publikovane (Tabela 16).

Twm i Ta kao i eventualna medusobna komplementarnost prajmera su odredeni postupkom
opisanim u poglavlju 3.2.3. Prajmeri (Invitrogen, SAD), su rastvoreni u koncentraciji od 100uM
i ¢uvani na T=-20°C. Koncentracije radnih rastvora su bile 20uM i oni su ¢uvani na T=-20°C.

Tabela 16: Prajmeri koji su koriS¢eni za umnozZavanje ISAbalmetodom PCR

Prajmer Sekvenca 5’ — 3’ Produkt (bp)  Referenca
ISAbalFw CACGAATGCAGAAGTTG
ISAbaLRev CGACGAATACTATGACAC >49 Segal, 2005.
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3.8.2. Reakcija lan¢anog umnoZavanja za detekciju ISAbal

Za PCR su koriS¢ene sterilne plasticne mikroepruvete, zapremine 0,2ml (Eppendorf,
Nemacka). ISAbal je amplifikovana metodom PCR u reakcionoj smesi zapremine 25ul. U
sterilnim, plasticnim mikroepruvetama, zapremine 0,2ml (Eppendorf, Nemacka) pravljena je
reakciona smesa, koju su Cinili 12ul Taqg PCR MasterMix (Qiagen, Nemacka), po 2ul rastvora
prajmera ISAbal Fw i ISAbal Rev, koncentracije 20 uM (Invitrogen, SAD), 4ul dejonizovane
vode (Qiagen, Nemacka) i Sul bakterijske DNA. Mikroepruvete sa reakcionim smeSama su
stavljane u termoblok aparata (Mastercycler Gradient, Eppendorf), pod uslovima opisanim u
tabeli 17. Dejonizovana destilovana voda je koris¢ena kao negativna kontrola, a ISAbal pozitivni
A. baumannii izolati, potvrdeni PCR-om i sekvenciranjem kao pozitivna kontrola.

Tabela 17: Uslovi izvodenja PCR metode za umnoZavanje ISAbal

T (°C) Vreme
1. Inicijalna denaturacija 94 5 min.
2. Denaturacija 94 1 min.
3. Vezivanje prajmera 56 1 min.
4. Ekstenzija 72 1 min.
5. Finalna ekstenzija 72 5 min.

Broj ciklusa (od 2-4) 35
3.9. Sekvenciranje blaOXA i blaMBL gena

Metodom slucajnog izbora iz svake od pomenutih bolnica u Srbiji izabran je
reprezentativan broj CRAB sojeva nosilaca blaOXA i blaMBL gena. Geni su amlifikovani PCR
metodama na nacin opisan u poglavljima 3.2.3; 3.5.1; 3.5.2; 3.6.1 i 3.6.2. Potom je izvrSeno
precis¢avanje dobijenog PCR produkta, reakcija ciklicnog sekvenciranja, precipitacija produkta
ciklicnog sekvenciranja, denaturacija i kapilarna elektroforeza. Dobijene blaOXA i blaMBL
genske sekvence su poredene sa bazom genskih sekvenci Nacionalnog centra za biotehnoloske
informacije (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) koriste¢ci BLAST (engl. Basic Local Alignment
Search Tool) 2.7.0 program za pretragu homologije nukleotida.
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3.9.1. Precis¢avanje PCR produkta

Dobijeni OXA i MBL amplikoni su prec¢iséeni komercijalnim setom (QIAquick PCR
purification kit), prema preporuci proizvodaca (Qiagen, Nemacka). U plasticne mikroepruvete,
zapremine 1,5ml je sipano 250ul PB pufera (pufer 1), nakon ¢ega je dodato 50ul PCR produkta
(preporuceni odnos zapremine pufera i uzorka je 5:1). Sadrzaj je zatim prebacivan pipetom u
spin kolone i centrifugiran 1 min na 17900 x g. Filtrat iz kolekcione epruvete je odstranjivan, a
kolona je vracana u istu epruvetu. Zatim je dodavano 750ul PE pufera (pufer 2) 1 sadrzaj je opet
centrifugiran Imin na 17900 x g. Dobijeni filtrat je odstranjen, a kolona vracena u istu epruvetu.
Nakon centrifugiranja u trajanju od Imin, pri brzini od 18000 x g, kolona je stavljena u Cistu
plasti¢nu mikroepruvetu zapremine 1,5ml. Tokom prethodnih postupaka, DNK je adherisala za
silika gel membranu u prisustvu visokih koncentracija soli, uz istovremeno filtriranje drugih
sastojaka PCR produkta. U poslednjoj fazi purifikacije, finalna elucija je postignuta dodavanjem
30ul EB pufera (pufer 3) u centar membrane. Kolone su ostavljane 1 min na sobnoj temperaturi,
a nakon centrifugiranja u trajanju od 1min, kolone su bacane, a pre¢is¢eni PCR produkt iz
plasti¢nih epruvata je ¢uvan u frizideru na +4°C, do 7 dana, ili na -20°C u duzem vremenskom
periodu.

3.9.2. Reakcija cikli¢nog sekvenciranja

U reakciji cikli¢nog sekvenciranja (engl. cycle sequencing) amplifikovan i pre¢is¢en PCR
produkt predstavlja matricu za sintezu jednostrukih DNK lanaca, razli¢itih duzina,
komplementarnih matrici. U odnosu na PCR metodu, u reakciji cikli¢cnog sekvenciranja se pored
deoksiribonukleotida dodaju 1 dideoksiribonukleotidi, nakon ¢ije ugradnje prestaje dalja
elongacija lanca. Cetiri razli¢ita dideoksiribonukleotida su obelezena sa Getiri razlidite
fluorescentne boje. Produkt reakcije ¢ine proizvodi razli¢itih duzina, koji su komplementarni
matrici. Reakciona smeSa zapremine 15ul se sastojala od 1ul komercijalne smeSe Big Dye
Terminator v3.1 CycleSequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, Applied Biosystems,
SAD), 1ul 20uM Fw prajmera za svaki sekvencirani gen, 3ul pufera (Applied Biosystems,
SAD), 9ul dejonizovane vode i lul precis¢enog PCR produkta. Plastiéne mikroepruvete
zapremine 0,2ml (Eppendorf, Nemacka), u kojima su bile reakcione smeSe, postavljane su u
termoblok aparata (Mastercycler Gradient, Eppendorf) pod uslovima opisanim u tabeli 18.
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Tabela 18: Uslovi izvodenja reakcije cikli¢nog sekvenciranja amplifikovanih i preci§éenih
blaOXA i blaMBL gena

T (°C) Vreme

1. Inicijalna denaturacija 96 Imin.

2. Denaturacija 96 10sek.

3. Vezivanje prajmera 50 5sek.

4. Ekstenzija 60 4min.
Broj ciklusa (od 2-4) 40

Dobijeni produkti su ¢uvani na T=+4°C ili na T=-20°C do faze preciS¢avanja.

3.9.3. Precipitacija produkta cikli¢nog sekvenciranja izopropanolom

Zamrznuti produkti ciklicnog sekvenciranja su, neposredno pred precipitaciju,
odmrzavani na sobnoj temperaturi (T=+25°C). U uzorke je dodavano 80ul 75% izopropanola.
Nakon kratkog vorteksiranja uzorci su ostavljani 15min. na sobnoj temperaturi u mraku. Posle
centrifugiranja u trajanju od 45min na 500 x g, mikroepruvete su okretane naopacke i postavljane
na papirnatu vatu u cilju odstranjivanja supernatanta. Zatim su uzorci centrifugirani jo§ 2min., na
300 x g u istom poloZzaju i inkubirani u mraku 15-30min. Precipitirani produkti su denaturisani
odmah ili su cuvani na T=-20°C do sledece faze.

3.9.4. Denaturacija

Nakon precipitacije, u uzorke cikliénog sekvenciranja je dodato 20ul formamida. U
termobloku je vrSena denaturacija na temperaturi od 94°C, u trajanju od 2min. Uzorci su
prebacivani u plasticne stripove (Eppendorf, Nemacka), koji su stavljani u automatizovani
sekvenator (310 Genetic Analyser, Applied Biosystems) u kome se vrsi kapilarna elektroforeza.

3.9.5. Kapilarna elektroforeza

Prethodno pripremljeni produkti reakcije ciklicnog sekvenciranja u procesu elektroforeze
prolaze kroz kapilaru automatizovanog sekvenatora (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer; Applied
Biosystems). Na kraju svakog umnozenog fragmenta nalazi se dideoksinukleotid (DDN), koji je
obelezen fluorescentnom bojom. Pri izlaganju snopu laserskih zraka, obelezeni DDN, biva
ekscitiran, a kamera aparata detektuje svetlost odredene talasne duzine. Dobijeni rezultati se
obraduju softverski (Sequences Analysis 5.1), nakon Cega se konstruiSe elektroferogram,
odnosno skup sinusoidnih krivi, razliCitih boja, ¢iji vrhovi odgovaraju nukleotidima na
odgovaraju¢im mestima. Vrhovi kriva su obeleZeni slovima odgovarajuc¢ih nukleotida (A, T, G,
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C), a njihov redosled odgovara ispitivanoj sekvenci. Sekvence su obradivane i analizirane
BioEdit 7.0.1 i MEGA 5.0 softverima.

3.9.6. Odredivanje genskih varijanti ili alela

Dobijene blaOXA i blaMBL genske sekvence su poredene sa bazom genskih sekvenci
Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) koristeci
BLAST 2.7.0 program za pretragu homologije nukleotida. blaOXA i blaMBL aleli su odredeni
na osnovu visokog stepena homologije (>92%) izmedu sekvence ispitivanih sojeva i sekvenci iz
baze podataka.

3.10. PFGE

Metodom sluéajnog izbora, uzevsi u obzir vrstu materijala iz kog su izolovani kao i
sadrzaj gena koji kodiraju - laktamaze CRAB izolata, iz svake od pomenutih bolnica u Srbiji
izabran je reprezentativan broj sojeva za PFGE analizu, koji je u kona¢nom zbiru ¢inio 60
izolata. PFGE je odraden u 2015 Pulsafor aparatu (LKB Instruments, Broma, Svedska), po
prethodono publikovanom protokolu (Seifert i sar., 2005).

3.10.1. Priprema bakterijskih sojeva i formiranje kalupa

CRAB sojevi su zasejani na hranljivi agar (HiMedia, Indija) i inkubirani preko no¢i u
aerobnim uslovima na 36x£1°C. Puna eza (10 pl) Ciste prekonoéne bakterijske kulture inokulisana
je u 2.5 ml pufera za suspendovanje ¢éelija (100 mM Tris, 100 mM EDTA, pH 8.0) u sterilnoj
staklenoj epruveti. Gustina svake celijske suspenzija je podeSena spektrofotometrom na 109
¢elijau 1 ml (500 pl u puferu suspendovanih bakterijskih ¢elija prebaceno je transfer pipetom u
plasti¢nu epruvetu sa zatvaratem na navoj zapremine 1.5 ml i centrifugirano 1 min. na 13000xg
da bi se mogla izmeriti 1 podesiti gustina ¢elijskog peleta). Zatim je celijski pelet resuspendovan
vorteksiranjem i potom inkubiran 10 min. na 55°C u termomikseru vodenog kupatila. Nakon
inkubacije, u ¢elijsku suspenziju je dodato 25ul proteinaze K (koncentracija radnog rastvora u
sterilnoj dejonizovanoj vodi je bila 20mg/ml) i suspenzija je paZljivo promeSana izvrtanjem
epruvete 2-4 puta. U celijsku suspenziju su potom dodate jednake zapremine 1% agaroze
(SeaKem zlatna agaroza, Biozym Diagnostics, Nemacka) i 1% natrijum dodecil sulfata u TE
puferu (10 mM Tris, ImM EDTA, pH 8.0) nakon Cega je epruveta pazljivo promesana
izvrtanjem 10-12 puta i sadrzaj odmah sipan u bunarcice kalupa za PFGE (Bio-Rad Laboratories,
Nemacka). Kalupi agaroze su ostavljeni na sobnoj temperaturi 5 min., a zatim u frizideru na 4°C
jo§ 5 min. da bi se formirao gel adekvatne konzistencije.
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3.10.2. Liza ¢elija u kalupu i ispiranje gelova

Agarozni kalupi su prebaceni u plasti¢ne epruvete sa zatvaracem na navoj zapremine 50
ml u koje je dodato 5 ml pufera za lizu ¢elija (50 mM Tris, 50 mM EDTA [pH 8,0], 1%
sarkozina) i 25ul proteinaze K (20 mg/ml radnog rastvora). Celije su lizirane tokom 2 sata u
termomikseru (150-200 rpm) vodenog kupatila na 55°C. Nakon lize, pufer je uklonjen a agarozni
kalupi su ispirani 5 puta (15 min. svaki ciklus ispiranja; 2 puta sa 10 ml sterilne dejonizovane
vode i 3 puta sa 10 ml TE pufera) u termomikseru vodenog kupatila na 55°C. Pre svakog ciklusa
ispiranja voda i TE pufer su zagrejani na 50-55°C. Nakon poslednjeg ispiranja u svaku epruvetu
je dodato 10 ml svezeg TE pufera sa ambijentalne temperature. Ako agarozni kalupi nisu
iskoriS¢eni istog dana ili dan kasnije stavljani su u frizeder na 4-8°C za koris¢enje u narednih
nekoliko nedelja.

3.10.3. Digestija restrikcionim enzimom i punjenje gela

Deo svakog agaroznog kalupa (4,0 x 5,5 mm) isecen je skalpelom i prebacen u plasti¢nu
epruvetu sa zatvaraCem na navoj u koju su dodati: restrikcioni pufer (200ul), Apal restrikcioni
enzim (Thermo Scientific, Litvanija) i 100 ug/ml albumina porekla teleCeg seruma. Navedena
smesa je inkubirana 15 minuta na 25°C. Restrikcioni pufer je uklonjen i zamenjen svezim (200
ul) sa 30 U Apal. Smesa u epruvetama je pazljivo promesana i inkubirana 2 sata na 25°C. Pre
izlivanja gela, restrikciona mesavina je uklonjena iz svake epruvete i zamenjena sa 200 ul
0,5XTBE (10xTBE ¢ini 0,89 M Tris, 0,89 M borne kiseline i 20 mM EDTA, pH 8,3). Ako isecci
agaroznog kalupa nisu koris¢eni istog dana ili sutradan ¢uvani su u frizideru na 4-8°C nekoliko
dana. Iseceni delovi agaroznog kalupa stajali su na sobnoj temperaturi najvise 5 min., nakon cega
su punjeni u bunar¢i¢e (1,5mm) 1% agaroznog gela. U prvi bunar¢i¢, odnosno polje broj jedan
unet je iseCak DNK standarda, za odredivanje velicine DNK molekula, takozvani PFGE marker
lambda fagne konkatemere (engl. 1 ladder) (New England Biolabs, SAD) sastavljen od DNK
fragmenata razlicite veli¢ine. Testirani izolati, kao i referentni soj su punjeni u gel po unapred
utvrdenom redosledu.

3.10.4. Gel-elektroforeza u pulsnom polju

Gel-elektroforeza je radena u pulsirajuéem, odnosno promenljivom elektriénom
polju. Nekoliko parova suprotno pozicioniranih elektroda obezbedilo je izmene elektri¢nog polja.
Gelovi su preliveni sa 2.000 ml 0,5xTBE. PFGE je odraden u 2015 Pulsafor aparatu. Radna
temperatura je podeSena na 14°C, ukupno vreme trajanja analize na 19 sati, sa promenama u
smeru elektricnog polja na 5-20 sekundi. Jacina struje je podesena na 6 V/cm ili 200 V. Gelovi
su bojeni 30 min. sa 300 ml 1 ug/ml rastvora etidijum bromida i odbojavani destilovanom vodom
tokom 45 min. uz lagano pomeranje. Vizualizacija je obavljana prosvetljavanjem gelova
koris¢enjem UV transiluminatora (Kodak Gel logic 200 imaging system, SAD). Sistem za
fotodokumentaciju (Kodak, 1D 3.6, SAD) je koris¢en za slikanje gelova i skladistenje dobijenih
fotografija.
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3.10.5. Analiza PFGE profila

Pomoc¢u kompjuterskog softvera (BioNumerics softver, verzija 4.0, Applied Maths,
Belgija) identifikovani su PFGE profili i izvrSena je klaster analiza primenom metode grupisanja
neponderisanih parova sa aritmetickim prosekom (engl. unweighted-pair group method using
average linkages, UPGMA). Sli¢nost PFGE profila je procenjena primenom Dice koeficijenta
sli¢nosti sa tolerancijom od 1,5%. U istom aktu je konstruisan i dendrogram sli¢nosti. Klaster je
definisan kao skup sojeva sa PFGE profilima ¢ija je slicnost >80%, Sto ukazuje na visoku
geneticku povezanost.

3.11. MLST

Selekcija sojeva koji ¢e u¢i u MLST analizu napravljena je na slede¢i nacin: analizirano
je najmanje 50% CRAB izolata iz svakog PFGE klastera i bar jedan soj nosilac razli¢itih
blaOXA gena iz svake od pomenutih bolnica. Ukupno je tipizirano 37 izolata prema
metodologiji Pasterove MLST seme koja obuhvata amplifikaciju, pre¢is¢avanje i sekvenciranje 7
"housekeeping™ gena (fusA, gltA, pyrG, recA, cpn60, rpoB i rpIB) (Diancourt i sar., 2010).

3.11.1. UmnoZavanje sedam visoko konzerviranih gena CRAB izolata metodom
PCR

Prajmeri kori$¢eni u reakciji lancanog umnozavanja su prikazani u tabeli 19. PCR
metodom je amplifikovano 7 visoko konzerviranih gena koji kodiraju: proteinski elongacioni
faktor EF-G (fusA), citrat sintetazu (gltA), CTP sintetazu (pyrG), homologni rekombinantni
faktor (recA), 60-KDa saperonin (cpn60), subjedinicu B RNA polimeraze (rpoB) i 50S
ribozomalni protein L2 (rplB) (tabela 18). PCR metoda je izvodena u sterilnim, plasti¢nim
mikroepruvetama, zapremine 0,2ml (Eppendorf, Nemacka). Reakciona smeSa zapremine 25ul, se
sastojala od 12ul Tag PCR MasterMix (Qiagen, Nemacka), po 2ul 20uM rastvora Fw i Rev
prajmera (Invitrogen, SAD), 4ul dejonizovane vode (Qiagen, Nemacka) i Sul bakterijske DNK,
pod uslovima opisanim u tabeli 20.
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Tabela 19: Prajmeri koji su kori§¢eni za umnozZavanje gena u MLST metodi

Prajmer Sekvenca 5’ — 3’ Produkt (bp)
fusA Fw ATCGGTATTTCTGCKCACATYGAT 633
fusARev  CCAACATACKYTGWACACCTTTGTT
gltA Fw AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC 483
gltARev  GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG
pyrG Fw GGTGTTGTTTCATCACTAGGWAAAGG 297
pyrG Rev  ATAAATGGTAAAGAYTCGATRTCACCMA
recCAFw  CCTGAATCTTCYGGTAAAAC -
recCARev  GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC
cpn60 Fw  ACTGTACTTGCTCAAGC 405
cpn60 Rev  TTCAGCGATGATAAGAAGTGG
rpoBFw  GGCGAAATGGCDGARAACCAC 456
rpoB Rev GARTCYTCGAAGTTGTAACC
rplB Fw GTAGAGCGTATTGAATACGATCCTAACC 330
rpIBRev. CACCACCACCRTGYGGGTGATC

(Diancourt i sar., 2010)

Tabela 20: Uslovi izvodenja PCR metoda za umnoZavanje 7 ,,house-keeping* gena

T (°C) Vreme
1. lInicijalna denaturacija 94 2 min.
2. Denaturacija 94 30 sek.
3. Vezivanje prajmera 50 30 sek.
4. Ekstenzija 72 30 sek.
5. Finalna ekstenzija 72 5 min.
Broj ciklusa (od 2-4) 35

(http://pubmlst.org/abaumannii/)
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3.11.2. Precis¢avanje PCR produkta

PCR produkti su precis¢eni komercijalnim setom za purifikaciju (QIAquick PCR
purification Kkit, Qiagen, Nemacka), prema preporuci proizvodaca, kako je opisano u poglavlju
3.9.1.

3.11.3. Reakcija cikli¢nog sekvenciranja

Reakcija cikli¢nog sekvenciranja (engl. cycle sequencing) je vrSena prema prethodno
objavljenom protokolu (http://pubmlst.org/abaumannii/), sa prajmerima koji su kori$¢eni i u PCR
metodi.

3.11.4. Precipitacija i denaturacija produkta cikli¢énog sekvenciranja izopropanolom

U produkte ciklicnog sekvenciranja je dodavano 80pl 75% izopropanola nakon cega su
obavljane procedure opisane u poglavlju 3.9.3. i denaturacija po metodi opisanoj u poglavlju
3.9.4.

3.11.5. Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza je postupak u kome se prethodno pripremljeni produkti reakcije
ciklicnog sekvenciranja razvrstavaju prema veli¢ini u kapilari automatizovanog sekvenatora i
ekscitiraju laserskim snopom. Detalji postupka su opisani u poglavlju 3.9.5. Rezultat celog
procesa predstavlja redosled nukleotida u umnozenoj sekvenci.

3.11.6. Odredivanje tipa sekvence

Dobijene sekvence 7 ,,housekeeping“ gena A. baumannii su uporedivane sa referentnim
sekvencama baze na internet sajtu http://pubmlst.org/abaumannii/, pri ¢emu je svaka od 7
sekvenci (fusA, gltA, pyrG, recA, cpn60, rpoB i rplB) dobila svoj alelni broj. Dakle, svaki izolat
je definisan kombinacijom 7 brojeva, koji odreduju njegov alelni profil, odnosno ST. Izolati sa
identi¢nim alelnim profilom pripadaju istom ST. Evolutivna srodnost sojeva je analizirana
poredenjem alelnih profila.
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3.12. Sekvenciranje celog genoma

Za izolaciju DNK za WGS koris¢en je QlAampDNA Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden,
Nemacka), a merenje prinosa je izvrSeno na platformi DNK Qubit (Qubit 2.0 Fluorometer,
ThermoFisher, Amerika), koris¢enjem kita istog proizvodaca Qubit™ dsDNA BR Assay Kit
(ThermoFisher, Amerika).

Sekvenciranje celog genoma uradeno je za 16 klinickih izolata A. baumannii. Odradena
je tzv. shotgun tehnika sekvenciranja nove generacije, primenom Thermo Fisher lon S5, prema
uputstvu proizvodaca.

Sirovi rezultati sekvenciranja su spojeni de novo primenom SPAdes Assembler algoritma
(Bankevich i sar., 2012). Kvalitet dobijenih genoma procenjen je primenom Check-M programa
(Parks i sar., 2015).

Anotacija genoma izvedena je koris¢enjem NCBI Prokaryotic Genome Annotation
Pipeline (PGAP) (www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/) i PATRIC baze podataka
(http://www.patricbrc.org) (Wattam i sar., 2014).

Geni koji kodiraju rezistenciju na antibiotike su identifikovani primenom ResFinder v3.0
(https://cge.cbs.dtu.dk//services/ResFinder/) (Zankari i sar., 2012). Faktori virulencije
detektovani su koris¢enjem Virulence Factors Database, VFDB (Chen i sar., 2005).

Sliénost kodiraju¢ih regiona 16 genoma analizirana je izraCunavanjem tzv. Average

Nucleotide Identity (ANI) za svaki par genoma koji je graficki prikazan.
Odradena je komparativna analiza genoma 16 sojeva A. baumannii izolovanih u Srbiji i genoma
A. baumannii dostupnih na Genbank online bazi NCBI (engl. National Centre for Biotechnology
Information). Dendrogrami su konstruisani na osnovu filogenetske analize polimorfizama
pojedinac¢nih nukleotida i odgovarajuce statisticko-informaticke obrade, primenom Harvest i
MUMer programa (Kurtz i sar., 2004; Treangen i sar., 2014).

3.13. Statisticka obrada rezultata

U statistickoj obradi rezultata koriS¢ene su metode deskriptivne statistike, pri ¢emu su
izratunavane ugestalosti fenotipova i genotipova. Za procenu znacajnosti razlike koriséen je x>
test ili FiSerov test tatne verovatnoce. Za nivo znacajnosti izabrana je vrednost od 5%, odnosno
statisti¢ki znaCajnom razlikom je smatrana verovatnoca od P<0,05. U statisti¢koj obradi rezultata
koridéen je SPSS softver, verzija 13.0 (Cikago, SAD).
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4. Rezultati

4.1. Ucestalost izolacije A. baumannii u bolnicama u Republici Srbiji

U periodu obuhva¢enom studijom 2401 klini¢ki izolat je prosao proceduru odabira za
ukljucenje u studiju (Slika 6). Ukupno 280 (11,6%) bakterija Acb kompleksa izolovanih iz
klini¢kih uzoraka ispunilo je kriterijume za ukljucenje u studiju, od Cega je njih 237 (84,6%)
identifikovano kao A. baumannii.

U posmatranom periodu prevalencija infekcija izazvanih A. baumannii bila je sledeca:
sepsa (n = 28/351; 7,9%), infekcije donjih partija respiratornog sistema (n = 89/319; 27,9%),
infekcije koze i mekih tkiva (n = 87/511; 17%), meningitis (n = 1/34; 2,9%), infekcije povezane
sa aplikacijom centralnog venskog katetera (n =14/94; 14,9%) i infekcije urinarnog sistema (n =
18/1092;1,6%).

A. baumannii je najéeS¢e izolovan kod pacijenata hospitalizovanih u jedinicama
intenzivne nege (39,6%). Sto se vrste klini¢kog materijala ti¢e, najéesce je izolovan iz uzoraka
donjih partija respiratornog sistema (37,6%), sadrzaja rana (36,7%) i uzoraka krvi (11,8%).
Veéinu inficiranih pacijenata €inili su stariji muskarci (medijana godista 66; u rangu od 14-87
godina). Najcesc¢i faktori rizika za razvoj infekcije bili su diabetes melitus (23,2%) i hirurske
procedure (46,8%). Detaljne informacije o vrsti uzoraka, odeljenjima na kojima su pacijenti
hospitalizovani, demografskim karakteristikama pacijenata i faktorima rizika navedene su u
tabeli 21.

51



nivoa u Republici Srbiji

Metodom slucajnog izbora studijom je obuhvacen 2401
klinicki izolat izolovan tokom 2018, godine kod pacijenata
hospitalizovanih u devet bolnica sekundarnog i tercijarnog

>

2121 izolat je iskljucen iz studije:
- 1998 izolata koji nisu pripadnici Acb kompleksa
- 123 Acb kompleksa porekla kolonizovanih pacijenata

Bolnicke mikrobioloske laboratorije

Institut za mikrobiologiju i imunologiju

~

Acb kompleks
(n=280)
kriterijumi za ukljucivanje u studiju ispunjeni)

v N
v Acinetobacter baumannii

(n=237)

CRAB
(n=222)

Identifikacija:
Metode konvencionalne
bakteriologije

Identifikacija:
Detekcija blay, 5, gena

Testiranje antimikrobne osetljivosti:
DD i BMD metod

Uradene analize:

- Detekcija IS4bal (n=222)
- PFGE (n=60)
- MLST (n=37)

- Deteketja 1 evaluacija gena koji kodiraju stecene karbapenemaze (n=222)
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Slika 6: Dijagram procesa ukljudivanja izolata Acb kompleksa u studiju i selekcije sojeva
za dalju molekularnu analizu. Kriterijum za uklju¢ivanje sojeva u studiju je bio sledeci:
izolacija nerepetitivnih (jedan po hospitalizovanom pacijentu) Acb kompleksa porekla inficiranih
pacijenata tokom rutinskog rada klinicke mikrobioloske laboratorije. [Acb kompleks -
Acinetobacter calcoaceticus—baumannii complex; A. baumannii - Acinetobacter baumannii;
BMD - Bujon mikrodilucioni metod antibiograma; CRAB - Karbapenem-rezistentan A.
baumannii; DD - Disk difuzioni metod antibiograma; MLST - Tipizacija na osnovu sekvenci
visoko konzerviranih genskih lokusa; PFGE - Elektroforeza u pulsiraju¢em elektricnom polju]




Tabela 21. Demografske i klini¢ke karakteristike pacijenata inficiranih bakterijom
Acinetobacter baumannii

- Pacijenti

Karakteristika Br. (%)
Pol
Muski 148 (62,5)
Zenski 89 (37,5)
Odeljenje hospitalizacije
Jedinica intenzivne nege 94 (39,6)
Grudna hirurgija 10 (4,3)
Ortopedska hirurgija 14 (5,9)
Plasti¢na hirurgija 16 (6,7)
Vaskularna hirurgija 15 (6,4)
Neurohirurgija 9(3,8)
Opsta hirurgija 12 (5,1)
Uroloska hirurgija 7(2,9)
Interno odeljenje 60 (25,3)
Vrsta uzorka
Trahealni aspirat 61 (25,7)
Bronhijalni aspirat 19 (8,1)
Sputum 9(3,8)
Sadrzaj rane 87 (36,7)
Krv 28 (11,8)
Vrh centralnog venskog katetera 14 (5,9)
Urin 18 (7,6)
Likvor 1(0,4)
Komorbiditeti
Diabetes melitus 55 (23,2)
Hipertenzija 53 (22,4)
Sréana insuficijencija 46 (19,4)
Cerebrovaskularna bolest 42 (17,7)
Hroni¢na venska insuficijencija 35 (14,7)
Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a 25 (10,5)
Bubrezna insuficijencija 21 (8,9)
Hroni¢na bolest jetre 1(0,4)
Neuromuskularni poremecaji 0
Psihijatrijske bolesti 0
Maligniteti 19 (8,0)
Imunoloski poremecaji 1(0,4)
Hematoloska oboljenja 0
Politrauma 13 (5,5)
Ozbiljne opekotine 9(3,8)
Invazivne procedure

Bilo koja hirurSka intervencija 111 (46,8)
Asistirana ventilacija 68 (28,7)
Traheotomija 11 (4,6)
Centralni venski kateter 46 (19,4)
Urinarni kateter 68 (28,7)
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4.2. Ucdestalost rezistencije bolni¢kih izolata A. baumannii na antibiotike

Rezistencija svih 237 A. baumannii izolata na testirane antibiotike prikazana je u tabeli
22. Prevalencija CRAB izolata iznosila je 93,7%. Od ukupnog broja CRAB izolata 219 (92,4%)
je bilo rezistentno na IMP i MER, dok su preostala tri razvila rezistenciju samo na MER, a
zadrzala osetljivost prema IMP. Petnaest izolata (6,3%) bilo je osetljivo na oba testirana
karbapenema. MIK testiranih karbapenema kretala se u intervalu od 2-256 pg/mL. Vrednosti
MIK50/MIK90 za IMP i MER bile su 8/> 32 pg/mL i 16/> 32 ug/mL. lako je rezistencija na
karbapeneme u vecem procentu detektovana kod neinvazivnih (94,9%) u odnosu na invazivne
(92,1%) A. baumannii izolate, statisti¢ki znacajne razlike nije bilo (P > 0.05).

Klini¢ki izolati A. baumannii ispoljili su umerene nivoe rezistencije na AMS (59,1%) i
TOB (68,8%). Najvisa osetljivost detektovana je za lekove poslednje linije, COL (95,7%) 1 TYG
(75,1%). Vrednosti MIK za COL kretale su se od < 0,25 do 4 pg/mL sa MIC50/ MIC90
vrednostima < 0,25/1 pg/mL, a za TYG u rasponu od 0,125-16 pg/mL sa MIC50/MIC90
vrednostima 2/8 pg/mL.

Ucestalost rezistencije A. baumannii na sve testirane antibiotike bila je veca za sojeve
izolovane kod pacijenata hospitalizovanih u jedinicama intenzivne nege u odnosu na ostala
odeljenja (Grafik 1), sa statistickom znacajno$¢u za AMS, IMP i MER (P < 0,05). lako je
zabelezena geografska/regionalna razlika u rezistenciji A. baumannii izolata na karbapeneme
(Vojvodina - 91,5%; Beograd - 87,5%; Juzna Srbija - 96,3%), ona nije bila statisti¢ki znacajna (P
> 0,05). Sveukupno, CRAB izolati ispoljili su vece stope rezistencije na sve testirane
antimikrobne agense, poredeno sa karbapenem osetljivim sojevima A. baumannii (Tabela 22), sa
izuzetkom TYG i COL.

Od ukupno testiranih 222 CRAB sojeva, produkcija MBL je fenotipskim testom
detektovana samo kod pet (2,23%) izolata.
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Tabela 22. Rezistencija karbapenem-osetljivih i karbapenem-rezistentnih A. baumannii

izolata na antibiotike

Karbapenem-  Karbapenem-
Ukupna . .

: T rezistencija (n rezistentan osetljiv .

Antibakterijski agens _ A. baumannii  A. baumannii
=237) ~ _ vrednost

Br. (%) (n=222) (n=15)
Br. (%) Br. (%)

Ampicilin-sulbaktam 140 (59,1%) 136 (61,3) 4 (26,7) P =0,008
Piperacilin-tazobaktam 233 (98,3%) 222 (100) 11 (73,3) P <0,001
Ceftazidim 233 (98,3%) 222 (100) 11 (73,3) P <0,001
Cefepim 233 (98,3%) 222 (100) 11 (73,3) P <0,001
Imipenem 219 (92,4%) 219 (98,6) 0 (0) P <0,001
Meropenem 222 (93,7%) 222 (100) 0 (0) P <0,001
Amikacin 217 (91,6%) 209 (94,1) 8 (53,3) P <0,001
Gentamicin 220 (92,8%) 210 (94,6) 10 (66,7) P <0,001
Tobramicin 163 (68,8%) 159 (71,6) 4 (26,7) P =0,000
Ciprofloksacin 231 (97,5%) 221 (99,5) 10 (66,7) P <0,001
Levofloksacin 226 (95,4%) 217 (97,7) 9 (60) P <0,001
Trimetoprim-sulfametoksazol 209 (88,2%) 202 (91) 7 (47) P <0,001
Tetraciklin 222 (93,7%) 214 (96,4) 8 (53,3) P <0,001
Tigeciklin 59 (24,9%) 58 (26,1) 1(6,7) P =0,092
Kolistin 10 (4,3%) 10 (4,5) 0 (0) P =0,401
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Grafik 1: Udestalost rezistencije sojeva A. baumannii izolovanih sa razli¢itih klini¢kih
odeljenja na antibiotike. AMS - ampicilin-sulbaktam; TZP - piperacilin-tazobaktam; CAZ -
ceftazidim; FEP - cefepim; MER - meropenem; IMP - imipenem; GEN - gentamicin; AK -
amikacin; TOB - tobramicin; TET - tetraciklin; CIP - ciprofloksacin; LEV - levofloksacin; TSX -
trimetoprim-sulfametoksazol; COL - kolistin; TYG - tigeciklin; JIN — jedinice intenzivne nege;
*P < 0,05

4.3. Prevalencija multirezistentnih, ekstenzivno rezistentnih i panrezistentnih
izolata A. baumannii u bolnicama sekundarnog i tercijarnog nivoa u Republici
Srbiji

MDR fenotip detektovan je kod 203 (85,6%) A. baumannii izolata, XDR kod 95 (40%),
dok je deset izolata (4,3%) klasifikovano kao PDR. MDR, XDR i PDR sojevi su ¢esce izolovani
kod pacijenata hospitalizovanih u jedinicama intenzivne nege, u odnosu na ostala odeljenja.
MDR i XDR izolati su izolovani i u bolnicana sekundarnog i tercijarnog nivoa, dok su PDR A.
baumannii sojevi izolovani samo u bolnicama tercijarnog nivoa. Ni za jedan od pomenutih
fenotipova rezistencije statisti¢ki zna¢ajne razlike nije bilo (P> 0,05).

A. baumannii sojevi izolovani kod pacijenata hospitalizovanih u bolnicama tercijarnog
nivoa ispoljili su veéu ucestalost rezistencije na sve testirane antibiotike u odnosu na A.
baumannii izolate iz bolnica sekundarnog nivoa (Grafik 2). Ipak, statisticki znac¢ajne razlike nije
bilo ni za jedan testirani antibiotik (P > 0,05).
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Grafik 2: Ucestalost rezistencije sojeva A. baumannii izolovanih u bolnicama sekundarnog i
tercijarnog nivoa na antibiotike. AMS - ampicilin-sulbaktam; TZP - piperacilin-tazobaktam;
CAZ - ceftazidim; FEP - cefepim; MER - meropenem; IMP - imipenem; GEN - gentamicin; AK
- amikacin; TOB - tobramicin; TET - tetraciklin; CIP - ciprofloksacin; LEV - levofloksacin; TSX
- trimetoprim-sulfametoksazol; COL - kolistin; TYG - tigeciklin.
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4.4. Detekcija gena koji kodiraju pB-laktamaze klase A, B i D i njihova
distribucija u bolnicama u Republici Srbiji

Kod svih 237 A. baumannii izolata detektovan je blaOXA-51 gen koji kodira urodeno
prisutnu, odnosno intrinzi¢nu OXA-51 karbapenemazu (Slika 7).
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Slika 7: Elektroforetski gel; PCR metoda detekcije gena koji kodira OXA-51
karbapenemazu

Traka 1 - pozitivna kontrola za blaOXA-51 gen (353 bp)

Traka 2 - negativna kontrola
Trake 3-14 i1 16-26 - pozitivni uzorci za blaOXA-51 gen
Traka 15 - DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNA Ladder plus, Fermentas)

Traka 27 - negativan uzorak za blaOXA-51 gen
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Od ukupno testiranih 222 CRAB sojeva, kod 98 izolata (44,2%) detektovan je blaOXA-
24, a kod 76 izolata (34,5%) blaOXA-23 gen (Slika 8). Kod dva CRAB izolata detektovana su
istovremeno oba gena koja kodiraju steGene oksacilinaze, blaOXA-23 i blaOXA-24. U testiranoj

populaciji sojeva nisu detektovani blaOXA-58 i blaOXA-143 geni.
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Slika 8: Elektroforetski gel; Multiplex PCR metoda detekcije gena koji kodiraju OXA-23 i
OXA-24 karbapenemazu

Traka 1 - pozitivna kontrola za blaOXA-24 gen (246 bp)

Traka 2 - negativna kontrola

Traka 4 - pozitivna kontrola za blaOXA-23 gen (501 bp)

Trake 3, 7-11, 13, 16, 19, 21, 23, 24, 27 - pozitivni uzorci za blaOXA-24 gen
Trake 5, 6, 12, 14, 15, 18, 20, 22, 25, 26 - pozitivni uzorci za blaOXA-23 gen
Traka 17- DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNA Ladder plus, Fermentas)

Traka 28 - negativan uzorak
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Jedini gen koji kodira MBL detektovan u ovoj studiji bio je blaNDM gen, koji je
detektovan kod sedam CRAB izolata (Slika 9). Takode, svi blaNDM pozitivnhi CRAB izolati bili
su u isto vreme i nosioci blaOXA-24 gena. Ni kod jednog CRAB izolata nisu otkriveni blalMP,
blaVIM, blaGIM, blaSPM i blaSIM geni.

Geni koji kodiraju ESBL nisu detektovani medu CRAB izolatima u ovoj studiji.
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Slika 9: Elektroforetski gel; Multiplex PCR metoda detekcije gena koji kodira NDM
metalo B-laktamazu

Trake 1-12 - pozitivni uzorci za gen koji kodira NDM metalo B-laktamazu

Traka 13 - pozitivna kontrola za gen koji kodira NDM metalo p-laktamazu (621bp)
Traka 14 - DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNA Ladder plus, Fermentas)
Traka 15 - negativna kontrola
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Razlika medu regionima obuhvacéenim studijom u proporciji CRAB bolnickih izolata nosilaca
razli¢itih blaOXA gena bila je statisticki znacajna (P < 0,05) samo za region Beograda
[Vojvodina: blaOXA-24 (44,3%) i blaOXA-23 (30,7%); Beograd: blaOXA-24 (47,5%) i
blaOXA-23 (27,8%); Juzna Srbija: blaOXA-24 (37,5%) i blaOXA-23 (41,2%)]. Zanimljivo je
medutim da su blaNDM pozitivni izolati detektovani u bolnicama tercijarnog nivoa u samo dva
grada, Beogradu i Nisu. Distribucija blaOXA i blaNDM gena po bolnicama prikazana je na

grafiku 3.
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Grafik 3: Distribucija blaOXA i blaNDM gena po bolnicama u Republici Srbiji. Opsta
bolnica (OB) Subotica, OB Sombor, OB Pancevo, Institut za plu¢ne bolesti (IPB) u Sremskoj
Kamenici, Klini¢ko bolni¢ki centar (KBC) Bezanijska Kosa, KBC "Dr Dragisa Misovi¢", Institut
za kardiovaskularne bolesti (IKVB) Dedinje, Klini¢ki centar (KC) Kragujevac, KC Nis
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4.5. Detekcija genske sekvence 1ISAbal

Genska sekvenca ISAbal detektovana je kod 161 (71,8%) CRAB izolata (Slika 10).
Istovremeno prisustvo ISAbal i gena za urodene i steCene oksacilinaze detektovano je u
slede¢im  varijantama:  ISAbal/blaOXA-51  (16,5%), ISAbal/blaOXA-24  (28,1%),
ISAbal/blaOXA-23 (26,7%) i ISAbal/blaOXA-23/blaOXA-24 (0,5%) kod testiranih CRAB

izolata.
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Slika 10: Elektroforetski gel; PCR metoda za detekciju ISAbal

Traka 23 - pozitivna kontrola za geneti¢ku determinantu 1SAbal (549 bp)

Traka 22 - negativna kontrola
Trake 1-131 16, 17 - pozitivni uzorci za ISAbal
Traka 21 - DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNA Ladder plus, Fermentas)

Traka 18-20 - negativni uzorci
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4.6. Fenotipske i genotipske karakteristike sojeva A. baumannii izolovanih iz
primarno sterilnih i kolonizovanih regija

Rezistencija A. baumannii izolata iz primarno sterilnih i kolonizovanih regija na
antibiotike prikazana je na grafiku 4. Iako su sojevi iz kolonizovanih regija pokazali veéu
ucestalost rezistencije na sve testirane antibiotike, statisticki znacajna razlika (P < 0,05) nadena
je samo za TZP, CAZ, FEP, LEV i COL.

Kod A. baumannii izolata iz primarno sterilnih regija detektovani su: blaOXA-23
(21,9%) i blaOXA-24 (43,9%). U sojevima iz kolonizovanih regija pored blaOXA-23 (36,7%) i
blaOXA-24 (40,8%) detektovan je i blaNDM gen (3,6%).
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Grafik 4: Ucestalost rezistencije sojeva A. baumannii izolovanih iz primarno sterilnih i
kolonizovanih regija na antibiotike. AMS - ampicilin-sulbaktam; TZP - piperacilin-
tazobaktam; CAZ - ceftazidim; FEP - cefepim; MER - meropenem; IMP - imipenem; GEN -
gentamicin; AK - amikacin; TOB - tobramicin; TET - tetraciklin; CIP - ciprofloksacin; LEV -
levofloksacin; TSX - trimetoprim-sulfametoksazol; COL - kolistin; TYG - tigeciklin; *P < 0,05
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4.7. Molekularna tipizacija CRAB izolata

Rezultati PFGE i MLST analiza testiranin CRAB izolata, uz informaciju o regionalnoj
distribuciji bolnica kao 1 sadrzaju gena koji kodiraju urodenu i steCene karbapenemaze sumirani
su naslici 11.

47.1. PFGE analiza

Klonalna povezanost 60 CRAB izolata porekla svih devet bolnica obuhvacenih studijom
inicijalno je ispitana PFGE analizom. Sli¢nost PFGE profila testiranih CRAB izolata kretala se u
intervalu od 70 do 99%. Kona¢no, PFGE analizom otkriveno je Sest razli€itih klastera (A-F), a tri
izolata nisu svrstana ni u jedan klaster (Slika 11). Tri najveca klastera B, C i D sa po pet (8,3%),
33 (55%) i 12 (20%) sojeva, u svom sastavu imala su CRAB izolate iz VVojvodine, Beograda i
Juzne Srbije. Kod pripadnika klastera B i C detektovane su obe steéene oksacilinaze, OXA-24 i
OXA-23. lzolati iz preostala Cetiri klastera [Klaster A (n = 3; 5%), klaster D (n = 12; 20%),
klaster E (n = 2; 3,3%) i klaster F (n = 2; 3,3%)] su po genskom sastavu bili homogeniji, nose¢i
samo blaOXA-24 gen.

4.7.2. MLST analiza

Na osnovu razli¢ittih PFGE profila, odnosno pripadnosti razli¢itim klasterima, sadrzaja
blaOXA gena i regionalne pripadnosti svake od bolnica, 37 CRAB izolata je obuhvaceno MLST
analizom (Slika 11).

MLST metodom genotipizacije svi testirani CRAB izolati svrstani su u tri ST: ST2 (n =
13), ST492 (n = 14) i ST636 (n = 10) (Tabela 23). Pripadnici ST2 i ST492 (varijanta ST2 -
razlika u jednom genskom lokusu) bili su ¢lanovi ICII. Pripadnici ST 636 (varijanta ST2 - razlika
u tri genska lokusa) nisu svrstani ni u jedan postojeci IC.

CRAB izolati nosioci blaOXA-23 gena su svi svrstani u ST2, dok je blaOXA-24
pozitivnih sojeva bilo u ST492 i ST636, a blaNDM-1 pozitivnih u ST2 i ST492.

Sva tri ST su ravnomerno rasporedena po bolnicama i regionima (Vojvodina, Beograd i
JuZna Srbija).

Tabela 23. Alelni profili i tipovi sekvence sojeva A. baumannii koji su analizirani MLST
metodom

Broj cpn60 fusA gltG pyrG recA rplB rpoB ST
izolata
13 2 2 2 2 2 2 2 ST2
14 2 3 2 2 2 2 2 ST492
10 2 1 2 2 2 1 1 ST636
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4.7.3. Sekvenciranje blaOXA i MBL gena

CRAB izolatima obuhvac¢enim MLST analizom, odradeno je i sekvenciranje blaOXA
gena koji kodiraju urodenu i stecene oksacilinaze.

Sekvenciranjem blaOXA-51 gena kod svih testiranih izolata je otkrivena blaOXA-66
varijanta ili alel. Takode je kod svih testiranih izolata sekvenciranjem blaOXA-24 gena nadena
blaOXA-72 varijanta, a kod blaOXA-23 pozitivnih sojeva blaOXA-23 varijanta (Slika 11).

Sekvenciranjem svih sedam blaNDM gena detektovanih u ovoj studiji otkrivena je
blaNDM-1 varijanta.

Postujuéi klonalnu distribuciju CRAB izolata, zakljucak je da su cirkulisu¢i klonovi u
bolnicama sekundarnog i tercijarnog nivoa u Republici Srbiji sledeéi: blaOXA-66/blaOXA-
23/ST2 (32,4%), blaOXA-66/blaOXA-23/blaOXA-72/ST2 (2,7%), blaOXA-66/blaOXA-
72/ST492 (37,8%) i blaOXA-66/blaOXA-72/ST636 (27,1%).
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Slika 11: Dendrogram PFGE profila CRAB sojeva izolovanih kod hospitalizovanih
pacijenata u devet bolnica u Republici Srbiji. Klasteri (A-F); intrinzi¢na oksacilinaza
(IOXA); stecena oksacilinaza (sOXA); tip sekvence (ST) i pripadajuéi internacionalni klon
(1C); regionalna distribucija bolnica (Vojvodina, Beograd, JuZna Srbija).
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4.8. Sekvenciranje celog genoma

4.8.1. Karakteriste sekvenciranih genoma

Da bi smo stekli uvid u genomske karakteristike A. baumannii, 16 izolata je podvrgnuto
sekvenciranju celog genoma. Karakteristike sekvenciranih genoma su prikazane na slici 12 i u
tabeli 24.

Belgrade_1_lonXpress_009 scaffolds
Belgrade_10_lonXpress_008_scaffolds

Belgrade_11_lonXpress_009_scaffolds

Belgrade 12 lonXpress 010 scaffolds
Belgrade_13_lonXpress_011_scaffolds I
Belgrade 5 lonXpress_013 scaffolds
Belgrade_15_lonXpress_013_scaffolds
Belgrade 16 lonXpress 014 scaffolds
Belgrade_9 lonXpress_007_scaffolds I
Belgrade 3 lonXpress 011 scaffolds
Belgrade_2_lonXpress_010_scaffolds
Belgrade 4 lonXpress 012 scaffolds
Belgrade_6_lonXpress_004_scaffolds

Belgrade_7_lonXpress_005_scaffolds

Belgrade_8 lonXpress_006_scaffolds

Belgrade_14 lonXpress_012_scaffolds

Single-copy Missing Heterogeneity Contamination

T
0 2 3 4 5+ 2 3 4 5+

1

Slika 12: Karakteristike 16 sekvenciranih genoma A. baumannii koji su analizirani WGS
metodom
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Tabela 24. Duzine genoma 16 sojeva A. baumannii koji su analizirani WGS metodom

A. baumannii izolat Duzina genoma (bp)
Belgrade_1 lonXpress_009_scaffolds.fasta 4703584
Belgrade_2_lonXpress_010_scaffolds.fasta 3984112
Belgrade_3_lonXpress_011_ scaffolds.fasta 4034965
Belgrade_4 lonXpress_012_scaffolds.fasta 3974708
Belgrade_5 lonXpress_013_scaffolds.fasta 3878539
Belgrade_6_lonXpress_004_scaffolds.fasta 3964228
Belgrade_7_lonXpress_005_scaffolds.fasta 3938008
Belgrade_8 lonXpress_006_scaffolds.fasta 4075418
Belgrade_9 lonXpress_007_scaffolds.fasta 4047141

Belgrade_10_lonXpress_008_scaffolds.fasta 3954571
Belgrade 11 lonXpress_009_scaffolds.fasta 3820393
Belgrade 12 lonXpress_010_scaffolds.fasta 3821744
Belgrade_13 lonXpress_011 scaffolds.fasta 3952425
Belgrade_14 lonXpress_012_scaffolds.fasta 4120326
Belgrade 15 lonXpress 013 scaffolds.fasta 3894819
Belgrade 16 lonXpress_014 scaffolds.fasta 3818994

Duzine sekvenciranih genoma su se kretale od 3818994 do 4703584 bp, pri ¢emu je
najkrac¢i genom pripadao soju A. baumannii izolovanom iz kolonizovane regije od pacijenta sa
teritorije grada NiSa, dok je najduZi genom zabeleZen kod soja izolovanog sa vrha aspiracionog
katetera od pacijenta koji se lecio u Beogradu u Institutu za kardiovaskularne bolesti Dedinje.
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4.8.2. Geneticka sli¢nost sekvenciranih genoma

Genomi svih 16 analiziranih sojeva A. baumannii koji su izolovani u Srbiji imaju
sli¢nosti >99% (Slika 13A i 13B).

Belgrade_9 lonXpress_007_scaffolds.fasta
Belgrade_8 _lonXpress_006_scaffolds.fasta |
Belgrade_3_lonXpress_011_scaffolds.fasta
Belgrade_1_lonXpress_009_scaffolds.fasta -
Belgrade_6_lonXpress_004_scaffolds.fasta
Belgrade_13_lonXpress_011_scaffolds.fasta
Belgrade_10_lonXpress_008_scaffolds.fasta
Belgrade_16_lonXpress_014 scaffolds.fasta ||
Belgrade_15_lonXpress_013_scaffolds.fasta

Belgrade_12_lonXpress_010_scaffolds.fasta

Belgrade_11_|lonXpress_009_scaffolds.fasta

Belgrade_14_lonXpress_012_scaffolds.fasta —
Belgrade_5 lonXpress_013_scaffolds.fasta

Belgrade_2_lonXpress_010_scaffolds.fasta

Belgrade_7_lonXpress_005_scaffolds.fasta

Belgrade_4 _lonXpress_012_scaffolds.fasta :
100.0 98.0 96.0 94.0 92.0 90.0 88.0 86.0
Average Nucleotide Identity (ANI)

Slika 13A: Sli¢nost kodirajuéih regiona 16 gemoma A. baumannii primenom Pairwise
Average Nucleotide Identity (ANI) analize - Dendrogram konstruisan na osnovu ANI
analize
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Slika 13B: Sli¢nost kodirajué¢ih regiona 16 gemoma A. baumannii primenom Pairwise
Average Nucleotide Identity (ANI) - Graficki prikaz ANI u kojem boja kvadrata ukazuje na
stepen sli¢nosti (najintenzivnija boja odgovara najveéoj genetic¢koj sli¢nosti)
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Graficki prikaz uparenih ANI, ukazuje na postojanje 4 grupe izolata koji su medusobno
geneticki visoko srodni: [ (2,5,417); 11 (3,819); NI (11, 15,121 16)1 IV (10, 13 1 6), pri cemu
su grupe III i IV medusobno geneticki veoma sli¢ne (Slika 13B).

U filogenetskom stablu konstruisanom na osnovu polimorfizama pojedina¢nih nukleotida
(engl. single nucleotide polymorphism, SNP), izolati koji pripadaju grupama Il i IV se grupisu
zajedno (Slika 14). Sojevi A. baumannii koji su geneticki klasterovani zajedno sa ovom grupom
su izolovani u Kini, Juznoj Koreji, Sjedinjenim Americkim Drzavama i Australiji, mahom u
periodu od 2014. godine (Slika 14). lzolati 3, 8 i 9 su grupisani zajedno na dendrogramu, sa
sojevima A. baumannii koji su izolovani iz uzoraka donjeg respiratornog trakta, u Kini i
Maleziji, u periodu od 2011. godine. Soj 14 je geneticki vrlo srodan sa referentnim sojem ATCC
BAA 1790.
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Slika 14: Komparativna analiza 16 izolata A. baumannii izolovanih u Srbiji i izolata ¢iji su
genomi preuzeti sa GenBank NCBI. Filogenetska analiza polimorfizama pojedina¢nih
nukleotida.
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U prikazanim matriksima distance je naveden broj razli¢itih nukleotida u posmatranom paru sekvenciranih genoma sojeva A.
baumannii (Slika 15A, 15B i 15C).
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2538

3132 3213

Acinetobacter_b ii_XH857_GCA_001573105.1 6175 5769
Acinetobacter b ii_2008511-069_GCA_003359255. 4202 3796
Acinetobacter_baumannii_VB958_GCA_005280355.1 2545 985
Acinetobacter_b ii_VB1190_GCA_005280375.1 2538 978
Acinetobacter b i VB23193 GCA 002762545.2 3132 1572
Acinetobacter_baumannii_TYTH-1_TYTH-1_GCA_0003025{ 3213 1653
Acinetobacter_b ii_15A34_GCA_002082685.1 3127 1567
Acinetobacter_baumannii_SSA6_GCA_002082745.1 2657 1097
Acinetobacter_baumannii USA2 GCA 002082725.1 2671 1110
Acinetobacter_b ii_10042_GCA_003522785.1

Acinetobacter_baumannii_AB34299_GCA_002009115.1

ii_AC30_AC30_GCA_000307975.2

Slika 15A: Matriks distance sekvenciranih genoma sojeva 14, 3, 8 i 9 A. baumannii
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Acinetobacter_baumannii_AR_0083_GCA_0( 24179 24171
Acinetobacter_baumannii_A388_GCA_00274 25792 25798 25790
Acinetobacter_baumannii_A1_GCA_0008300 24145 24138

Acinetobacter_baumannii_XH859_GCA_001} 25792 24140
Acinetobacter_baumannii_XH906_GCA_003§ 24179 25798 24145 20 0 22
Acinetobacter_baumannii_TG22627_GCA_0Q 24171 25790 24138 17 22 0
Slika 15B: Matriks distance sekvenciranih genoma sojeva 2, 5, 4, 7 i 1 A. baumannii
F o P 4 ¥ 2 2 5 FApC) g
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> ‘ey & of o > ~ .gr
Py f:;? & f”gf ﬁ"e I v 25w 58

MDR-ZJ06_MDR-]
PB364_GCA_0056]

36 18 2
36 18 2
00 s [ 18 6 30 15 1 32 16 14 0 31 21

7847 _GCA_00351 36 18 o &7 31 16 32 33 17 15 21 32 22

KABOB_GCA. mld 8S 66 67 0 75 62 78 79 63 B1 67 78 69
[Acinetobacter_baumannii_CBA7_GCA 816 8 30 EH 75 0 2% a2 43 27 5 31 a2 2
AF-673_GCA nm’ 801 3 15 16 62 6 0 20 2 5 3 10 20 1

GCA 817 ) ET 2 78 4 20 0 1 21 19 26 6 27

B18 50 32 33 ri] 43 21 1 0 22 20 27 37 28

802 N 16 17 63 27 5 n 2 0 a 11 21 12

800 ) 14 15 61 25 3 19 20 4 [ ] 19 10

806 ) 20 21 67 31 10 6 27 11 ) 0 % 16

-MDR-Ab{ 817 49 N Er) 78 42 20 E 37 21 19 26 [ 10

807 40 21 22 &9 32 11 27 28 12 10 16 10 0

Slika 15C: Matriks distance sekvenciranih genoma sojeva 11, 12, 16, 15, 6, 10 i 13 A. baumannii
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Visoko srodni sojevi A. baumannii 2, 4, 5 i 7 koji se Klasteruju zajedno, su izolovani iz
uzoraka krvi (n=3) i donjeg respiratornog trakta (n=1). Svi su posedovali blaOXA-24 gen. Izolati
3, 8 1 9 su takode poticali iz krvi (n=1) i donjeg respiratornog trakta (n=2), ali su bili nosioci
blaOXA-23 gena. Svi sojevi A. baumanii oznaceni brojevima 11, 12, 15 i 16 su izolovani iz
uzoraka koze i mekih tkiva i imali su blaOXA-24 gen, dok su sojevi 6, 10 i 13 vodili poreklo iz
uzoraka rana (n=2) i donjeg respiratornog trakta (n=1). Kod svih sojeva ovog klastera je
detektovan blaOXA-24 gen.

4.8.3. Geni koji kodiraju rezistenciju na antibiotike

Kod sojeva kojima je uradeno sekvenciranje celog genoma detektovani su geni koji
kodiraju rezistenciju na aminoglikozide (aac(3)-la, aadAl, aadA2, aph(3')-Ic, aph(3')-Via, armA,
strA, strB), tetraciklin (tet(B)), sulfametoksazol (sull), trimetoprim (dfrA12) i B-laktamske
antibiotike, cefalosporine (blaADC-25) i karbapeneme. Nijedan od sekvenciranih izolata nije
imao mcr gen. Detaljan profil genetickih determinanti rezistencije je prikazan na slici 16.

4.8.4. Geni koji kodiraju faktore virulencije

Uvidom u sekvencirani genom, razmatrano je prisustvo gena koji kodiraju sledec¢e faktore
virulencije: faktore adherencije i faktore znacajne za formiranje biofilma (OmpA, fimC, galE),
endotoksin (IpxB), faktore znacajne za intracelularno prezivljavanje A. baumannii (manB), za
preuzimanje gvozda (entE) i toksine (Plc, PlcD). Svi sojevi su imali adhezin OmpA, endotoksin,
fosfolipaze, kao i faktore odgovorne za intracelularno prezivljavanje (Slika 16). Jedini soj A.
baumannii koji je posedovao gen za pile tipa 1 je izolovan iz urina pacijenta sa infekcijom
urinarnog trakta koji je hospitalizovan u Nisu. Jedini soj Koji nije imao gen za preuzimanje
gvozda je poticao iz donjeg respiratornog trakta pacijenta koji se le¢io u Beogradu. Profili
navednih faktora virulencije su graficki prikazani na slici 16.
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Geni rezistencija na antibiotike faktori virulencije

Aminoglikoridil
Tetraciklim
Sulfametoksazol
Trimmetoprine
Beta lalktamski
antibiotici
Adherencija
Endotoksim

IC preFivljavanje
Preuzimanje Fe
Bicfilm/adherencija
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Slika 16: Graficki prikaz gena koji kodiraju rezistenciju na aminoglikozide [aac -
aminoglikozid acetiltransferaze; aph 1 str - aminoglikozid fosfotransferaze; aad -
aminoglikozid adeniltransferaze; arm A - 16S rRNK metilazu ], tetracikline [tet(B)- protein
facilitator efluksne pumpe], sulfonamide [sul 1 - dihidropteroat sintetazu], trimetoprim
[dfrA12 - dihidrofolat reduktazu], p-laktamske antibiotike [bla - p-laktamaze] i faktore
virulencije [ompA - protein spoljaSnje membrane; fim C - pilusni $aperon; IpxB - sintetazu
Lipida A; man B - O antigen; ent E - sintetazu enterobaktina; gal E - UDP-glukozo-4-
epimerazu; plc - fosfolipazu] kod 16 sojeva A. baumannii kojima je uraden WGS. IC -
intracelularno.
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5. Diskusija

U okviru ove studije je po prvi put uradeno sveobuhvatno multicentri¢no ispitivanje
klini¢kih, demografskih 1 epidemioloskih karakteristika pacijenata obolelih od infekcija
izazvanih vrstom A. baumannii u Srbiji. Takode, izvrSena je i fenotipska i genotipska
karakterizacija cirkuliSuc¢ih sojeva A. baumannii i identifikovani su dominantni karbapenem
rezistentni klonovi, njihova geneticka osnova rezistencije i geneticka srodnost.

A. baumannii je u poslednje dve decenije definisan kao tipic¢an bolnic¢ki patogen. Zbog
dramati¢nog porasta rezistencije na antibiotike i sve vece ucestalosti infekcija u bolnicama, A.
baumannii se poslednjih godina ubraja u pretece patogene (Peleg i sar., 2008). Rezultati ove
multicentricne studije koja je obuhvatila razli¢ite bolnice sekundarnog i tercijarnog nivoa Sirom
Republike Srbije pokazali su da je od svih testiranih klinickih izolata Acb kompleksa kao
uzro¢nik infekcije najcesée identifikovan A. baumannii (84,6%), §to je u saglasnosti sa
prethodnim istrazivanjima (Peleg i sar., 2008; Visca i sar., 2011).

Vise od tre¢ine A. baumannii sojeva (37,6%) analiziranih u ovoj studiji izolovano je iz
respiratornog trakta hospitalizovanih pacijenata. Da je respiratorni sistem mesto najéeSce
izolacije bolnickih sojeva A. baumannii potvrduju i rezultati drugih autora. Gupta i saradnici su u
multicentri¢noj studiji koja je obuhvatila period od 2013. do 2017. godine u 411 bolnica Sirom
SAD zabelezili da je sa najveCom ucestalos¢u (45%) A. baumannii izolovan iz respiratornih
uzoraka (Gupta i sar., 2019). Istrazivanje meksickih autora sprovedeno u opstoj bolnici u
Meksiko Sitiju od januara do decembra 2014. godine pokazalo je da je kod pacijenata sa
potvrdenom bolnickom infekcijom A. baumannii najcesce izolovan iz respiratornog trakta (50%)
(Rosales-Reyes i sar., 2017). U kineskoj studiji u univerzitetskoj bolnici tercijarnog nivoa tokom
trogodis$njeg perioda (2010-2013. godina) kod pacijenata hospitalizovanih u jedinicama
intenzivne nege takode je A. baumannii najcesce izolovan iz respiratornih uzoraka (42,6%)
(Wang i sar., 2015). Slican rezultat dobili su autori iz Maroka u univerzitetskoj klinici u Rabatu u
dvogodisnjem periodu, 2012-2014. godine sa 44,67% A. baumannii izolata iz respiratornih
uzoraka kao i istazivac¢i iz Vijetnama u studiji koja je obuhvatila tri bolnice u istom
dvogodis$njem periodu sa 40% A. baumannii sojeva porekla respiratornog trakta (Tuan Anh i sar.,
2017; Uwingabiye i sar., 2016). Nesto vecu ucestalost izolacije A. baumannii iz respiratornih
uzoraka detektovali su u tercijarnoj bolnici u petogodisnjem periodu (2012-2016. godina) autori
iz Indije (52%), kao i libanski istrazivaci (53,1%) u sedmogodisnjem periodu (2007-2014.
godina) u tercijarnoj ustanovi (Banerjee i sar., 2018; Kanafani i sar., 2018).

Drugi uzorak po ucestalosti izolacije A. baumannii je bio sadrzaj rane (36,7%). Slican
rezultat (37,2%) objavili su americ¢ki autori nakon obimnog istrazivanja u 411 bolnica Sirom
SAD (Gupta i sar., 2019). Nesto niza ucestalost izolacije iz uzoraka rana nadena je u
gorenavedenim studijama u Kini (odeljenje za opekotine: 25,2%; odeljenja opste hirurgije:
32,2%), Meksiku (23,2%), Libanu (18,8%) i Indiji (19,7%) (Banerjee i sar., 2018; Kanafani i
sar., 2018; Rosales-Reyes i sar., 2017, Wang i sar., 2015). Neophodno je ista¢i da visoka
ucestalost izolacije A. baumannii iz sadrzaja rana u nasim bolnicama govori o neophodnosti
striktnog sprovodenja mera prevencije bolnickih infekcija, posebno onih koje se odnose na
smanjenje transmisije A. baumannii u bolnickoj sredini.

A. baumannii je u nasoj studiji sa daleko manjom ucestalo$¢u izolovan iz uzoraka krvi
(11,8%) i urina (7,6%). Sli¢ne rezultate prezentovali su i ve¢ pomenuti libanski (krv: 12%; urin:
8%) 1 meksicki (krv: 14,2%; urin: 7,1%) autori (Kanafani i sar., 2018; Rosales-Reyes i sar.,
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2017). U ovoj studiji zabeleZen je jedan slucaj meningitisa izazvanog vrstom A. baumannii, kao
komplikacija prethodne neurohirurSke intervencije, potvrden izolacijom uzro¢nika iz likvora, $to
je u saglasnosti sa ve¢ publikovanim rezultatima (Metan i sar., 2007).

U bolni¢koj sredini, odeljenja sa najve¢im rizikom za razvoj infekcija izazvanih
bakterijom A. baumannii su jedinice intenzivne nege (Visca i sar., 2011), $to potvrduju i rezultati
ove studije sa 39,6% A. baumannii izolata uzorkovanih od pacijenata hospitalizovanih u
jedinicama intenzivne nege. Takode, ostali faktori rizika znacajni za razvoj bolnickih infekcija
izazvanih bakterijom A. baumannii nadeni su i u nasem istrazivanju. Hirur§kim intervencijama
podvrgnuto je 46,8% pacijenata, njih 28,7% je mehanicki ventilirano, plasiran urinarni kateter
imalo je 28,7%, a centralni venski kateter 19,4%. Kao najznacajniji komorbiditet detektovan je
dijabetes melitus kod 23,2% obolelih. Veéinu pacijenata (62,5%) Cinili su odrasli muSkarci
(medijana godina: 66). Brazilski autori su u petnaestomesecnoj studiji (avgust 2009-oktobar
2010. godine) sprovedenoj u tercijarnoj univerzitetskoj bolnici definisali najcesée faktore rizika
za nastanak bolnickih infekcija izazvanih A. baumannii [hospitalizacija na odeljenju intenzivne
nege (34,2%), hirurska intervencija (31,5%), mehanicka ventilacija (61,6%), plasiran centralni
venski kateter (60,3%), komorbiditeti: bubrezna insuficijencija (30,1%), maligniteti (13,7%) i
dijabetes melitus (10,9%), muski pol (67,1%) sa medijanom godista: 57,8] (Prata-Rocha i sar.,
2012). Jedina razlika u odnosu na rezultate iz Brazila je da je u nasem istrazivanju kao
komorbiditet dijabetes melitus (23,2%) ceSce zabelezen u odnosu na bubreznu insuficijenciju
(8,9%) i malignitete (8%). Sli¢ne rezultate dobijene u jednogodisnjoj studiji (2007-2008. godina)
u jedinici intenzivne nege u tercijarnoj univerzitetskoj bolnici prikazali su autori iz Libana
[hirurSka intervencija (26%), mehanicka ventilacija (58,9%), plasiran centralni venski kateter
(9,6%), plasiran urinarni kateter (84,9%), komorbiditeti: bubrezna insuficijencija (43,8%),
maligniteti (28,8%), dijabetes melitus (57,5%) 1 hroni¢na bolest pluc¢a (47,9%), muski pol
(67,1%) sa medijanom godista: 61,7] (Kanafani i sar., 2018).

Rezultati ove studije pokazali su da je prevalencija CRAB bolnickih izolata visa od 90%,
pri ¢emu je IMP ispoljio nesto vecu aktivnost od MER (IMP: 92,4%; MER: 93,7%). Razliku u
osetljivosti A. baumannii izolata na karbapeneme, sa istovremenom osetljivos¢u na IMP i
rezistencijom na MER publikovali su i drugi autori (Jones i sar., 2006; Lesho i sar., 2005).
Zabelezena je i1 visoka ucestalost rezistencije A. baumannii na fluorohinolone (95,4%) i
aminoglikozide, sem tobramicina (AK: 91,6%; GEN: 92,8%; TOB: 68,8%). Razlog nize
ucestalosti rezistencije na TOB u odnosu na AK i GEN moze se objasniti ¢injenicom da je TOB
najmanje zastupljen aminoglikozid u terapijskim protokolima bolnica u Republici Srbiji. Sli¢nu
disproporciju u ucestalosti rezistencije A. baumannii na aminoglikozide (GEN: 69,3%; AK:
38,9%; TOB: 43,1%) objavili su autori multicentricne americke studije sprovedene od 2012 do
2015. godine (Bulens i sar., 2018), kao i istraziva¢i u Nemackoj koji su od 2012-2015. u
univerzitetskoj bolnici u Hajdelbergu registrovali 79% A. baumannii sojeva rezistentnih na GEN,
dok je njih 62% istovremeno bilo rezistentno na TOB (Eigenbrod i sar., 2019). Visoku
prevalenciju rezistencije invazivnih izolata Acinetobacter spp. na antibiotike u Srbiji u 2018.
godini nalazimo i u godisnjem CAESAR izvestaju koji obuhvata klinicke izolate iz bolnica
tercijarnog (37%) i sekundarnog (63%) nivoa Sirom Srbije. Prevalencija rezistencije kretala se od
91% do 97% za sve antibiotike obuhva¢ene monitoringom [karbapenemi (96%), aminoglikozidi
(91%) i fluorohinoloni (97%)]. MDR fenotip imalo je 92% izolata (CAESAR, 2019). Ako
analiziramo Sestogodi$nji period (2013.-2018. godina) ucestalost rezistencije invazivnih izolata
Acinetobacter spp. na antibiotike u Srbiji se postepeno povecava za karbapeneme (93-96%) i
fluorohinolone (91-97%), dok se za aminolikozide beleze oscilacije (od 91-94%) bez jasnog
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trenda porasta tokom godina. Takode je uocen i jasan porast detekcije MDR fenotipa (85-92%)
(CAESAR, 2014; CAESAR, 2016; CAESAR, 2017; CAESAR, 2018; CAESAR, 2019).

U istom vremenskom periodu, tokom 2018. godine, EARS-Net je zabelezio da
prevalencija rezistencije Acinetobacter spp. na karbapeneme znacajno raste od severne ka juznoj
Evropi i da je ve¢a od 70% u bar osam zemalja Evrope, ukljuc¢ujuci i one u nasoj regiji: Bugarska
(74,5%), Italija (79,2%), Rumunija (85,3%), Grcka (92,4%) i Hrvatska (95,5%). Suprotno
ovome, zemlje severne Evrope su adekvatnim programima kontrole bolnickih infekcija uspele da
odrze nisku ucestalost rezistencije na karbapeneme: Finska i Norveska (0%), Irska i Velika
Britanija (1,7%; 1,8%), Svedska i Belgija (3,7%; 3,8%), Nemacka i Austrija (4,4%), Holandija
(4,6%), Danska i Francuska (6,4%;6,5%), Slovenija i Ceska Republika (17,9%, 19,8%). Slicna je
1 geografska distribucija izolata rezistentnih na fluorohinolone, od 0% u Norveskoj, Finskoj,
Irskoj i Luksemburgu do preko 90% u Grc¢koj i Hrvatskoj. Ovome se pridruzuje i regionalna
raspodela rezistencije Acinetobacter spp. na aminoglikozide, koja od nepostoje¢e u Norveskoj i
Luksemburgu, preko jednocifrenih vrednosti u Nemackoj, Irskoj, Velikoj Britaniji, Holandiji,
Svedskoj, Belgiji, Austriji i Francuskoj, dostize znatajno veée procente u nasem okruZenju:
Bugarska (73,6%), Italija (77%), Rumunija (80%), Gr¢ka (81,6%) i Hrvatska (91,5%). (EARS-
Net, 2019).

U petogodisnjem (2013.-2017. godina) istrazivanju koje je obuhvatilo 411 bolnica Sirom
SAD analizirano je 19.325 klini¢kih izolata Acinetobacter spp. Ukupna prevalencija rezistencije
Acinetobacter spp. na karbapeneme bila je 37,48%, dok je MDR fenotip detektovan kod 47,66%
izolata. Tokom svih pet godina procenat rezistencije Acinetobacter spp. na karbapeneme kretao
se u intervalu od 30,7-46,3%, a procenat MDR sojeva u inervalu od 40,1-57,2%. Bitna je
Cinjenica da je tokom posmatranog perioda zahvaljuju¢i programu nadzora nad bolnickim
infekcijama zapazen linearni trend opadanja ucestalosti rezistencije sojeva na karbapeneme
(Gupta i sar., 2019). Uprkos ovakvom rezultatu u poslednjem CDC izvestaju CRAB se nalazi na
listi prete¢ih bolnickih patogena u SAD sa 8.500 obolelih i 700 umrlih u bolnicama u 2017.
godini (CDC, 2019). Cetvorogodisnja (2012- 2015. godina) multicentri¢na studija americkih
autora kojom je analiziran 621 CRAB bolnicki soj izolovan kod pacijenata iz osam gradova u
SAD prikazala je podatke o ucestalosti rezistencije CRAB izolata na aminoglikozide (GEN:
69,3%; AK: 38,9%; TOB: 43,1%) i fluorohinolone (96,5%) (Bulens i sar., 2018).

O ucestalosti rezistencije A. baumannii bolni¢kih izolata na antibiotike na azijskom
kontinentu saznajemo iz multicentri¢ne kineske studije sprovedene u 21 bolnici u sedam regiona
Sirom Narodne Republike Kine. U dvogodi$njem periodu (2015.-2017. godina) prikupljeno je i
analizirano 1.360 klini¢kih izolata A. baumannii. Detektovano je 78,7% CRAB izolata.
Rezistencija na aminoglikozide zabelezena je kod 67%, a na fluorohinolone kod 81,6% sojeva.
MDR fenotip detektovan je kod 80,1% testiranih izolata (Zhang i sar., 2020).

A. baumannii izolati obuhvaceni nasim istrazivanjem ispoljili su umeren nivo rezistencije
na AMS (59,1%). Dobijeni rezultati ukazuju da navedeni antibakterijski agens ima in vitro
dejstvo na CRAB sojeve. Vecina klinickih mikrobioloskih laboratorija u nasoj zemlji usvojila je
EUCAST standard za testiranje osetljivosti bakterijskih izolata na antibiotike. U EUCAST
smernicama ne postoje zone inhibicije za AMS kod Acinetobacter spp., tako da se osetljivost na
AMS ne testira u rutinskom radu $to ga ¢ini manje prisutnim u terapijskim protokolima. Slicne
rezultate nalazimo u nekoliko studija zemalja iz okruzenja. U dvogodi$njem (2014-2016. godina)
istrazivanju bugarskih autora u cCetiri univerzitetske bolnice ucestalost rezistencije 226 CRAB
izolata na AMS bila je 41,6% (Strateva i sar., 2019). U hrvatskoj studiji, testiranjem CRAB
sojeva izolovanih od 2016. do 2018. godine u Klinici za decije bolesti u Zagrebu takode je naden
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umeren nivo rezistencije na AMS (67%). Prema podacima iz poslednjeg publikovanog CDC
izvestaja, 61% CRAB izolata bilo je rezistentno na AMS u SAD 2017. godine (CDC, 2019).
Sli¢ne rezultate objavili su i autori iz Vijetnama u studiji koja je obuhvatila period od septembra
2017. do marta 2018. godine, gde je ucestalost rezistencije klinickih izolata A. baumannii na IMP
bila 84,5%, dok za AMS nije prelazila 60% (Hoang Quoc i sar., 2019).

MDR fenotip detektovali smo kod 203 (85,6%) A. baumannii izolata, XDR kod 95
(40%), dok je deset izolata (4,3%) Klasifikovano kao PDR. Polimiksini i TYG su jedine
terapijske opcije za leCenje pacijenata inficiranih XDR A. baumannii izolatima. U naSoj studiji
ucestalost rezistencije na TYG bila je 24,9%. Slican rezultat prikazali su i autori iz Bugarske u
svojoj multicentri¢noj dvogodis$njoj studiji (2014-2016. godina) sa 22,1% TYG rezistentnih A.
baumannii klini¢kih izolata (Strateva i sar., 2019). Jednogodi$nje istrazivanje ameri¢kih autora
sprovedeno tokom 2016. godine koje je obuhvatilo 888 nerepetitivnih A. baumannii klinickih
izolata razlicitog geografskog porekla pokazalo je da je globalna prevalencija rezistencije na
TYG bila 25,6%, sa najveCom ucestalos¢u u Evropi (31,9%), a zatim slede region Azije i
Pacifika (23,1%), Latinske Amerike (18,3%) i SAD (15,4%) (Pfaller i sar., 2018). Za razliku od
prethodne studije Bulens i saradnici su testirali 621 CRAB bolnicki soj izolovan kod pacijenata
iz osam gradova u SAD, u Cetvorogodi$njem periodu (2012-2015. godina) i detektovali 38,3%
TYG rezistentnih izolata (Bulens i sar., 2018).

U nasoj studiji najvecu aktivnost protiv A. baumannii klinickih izolata pokazao je COL.
Ipak, detekcija deset (4,3%) izolata rezistentnih na COL je zabrinjavajuca. Svih deset izolata
ispoljilo je PDR fenotip. Trenutno su za PDR A. baumannii izolate limitirane terapijske opcije.
U borbi sa infekcijama izazvanim ovakvim sojevima najcesce se koriste kombinacije COL sa
nekim od slede¢ih antibiotika: tigeciklin, rifampicin, fosfomicin, vankomicin, fuzidinska
kiselina, teikoplanin, imipenem, meropenem, amikacin, gentamicin (Lee i sar., 2017; Leite i sar.,
2016). Rezistencija klinickih izolata A. baumannii na COL vise nije nepoznanica pa se ovakvi
slucajevi beleze na ameri¢kom, africkom, evropskom i azijskom kontinentu (Pormohammad i
sar., 2020). Rezultat identi¢an naSem publikovali su kineski autori koji su u dvogodi$njem
periodu (2015-2017. godina) u 21 bolnici u sedam regiona Kine registrovali 4,3% COL
rezistentnih A. baumannii izolata (Zhang i sar., 2020). Istrazivanje koje je obuhvatilo tri bolnice
u Vijetnamu, od 2012. do 2014. godine, belezi 11% A. baumannii izolata rezistentnih na COL
(Tuan Anh i sar., 2017). U SAD prevalencija rezistencije na COL u periodu od 2012. do 2015.
godine iznosila je 6,6% (Bulens i sar., 2018). Slican rezultat (5%) zabelezen je i na teritoriji
Latinske Amerike, u peruanskim bolnicama u dvogodi$njem periodu 2014-2016. godina (Levy-
Blitchtein i sar., 2018). Na tlu Evrope se COL rezistentni A. baumannii sojevi izveStavaju iz
pojedinac¢nih zdravstvenih centara. Tako su nemacki autori od 2012. do 2015. godine u
univerzitetskoj bolnici u Hajdelbergu detektovali 15% COL rezistentnih A. baumannii izolata
(Eigenbrod i sar., 2019). U grckoj petogodi$njoj studiji (2010-2014. godina) u tercijarnoj
ustanovi zapazen je porast COL rezistentnih A. baumannii izolata, od 0% 2010. godine do 7,9%
2014. godine (Maragaki i sar., 2016). U Hrvatskoj je u 2018. godini registrovano 1,15% COL
rezistentnih A. baumannii izolata u univerzitetskoj bolnici u Osjeku, a 0,52% tokom 2017.
godine u opstoj bolnici u Puli (D'Onofrio i sar., 2020).

Kod svih A. baumannii izolata analiziranih ovom studijom detektovan je blaOXA-51 gen
koji kodira urodeno prisutnu, odnosno intrinziénu OXA-51 karbapenemazu. Prvi put su kod vrste
A. baumannii blaOXA-51 gen opisali istrazivaci iz Velike Britanije 2005. godine, analizirajuci
Sest epidemijskih CRAB sojeva izolovanih u petnaestomese¢nom periodu (oktobar 1993. -
novembar 1994. godine) u tri bolnice u Argentini. Zaklju¢ili su i da blaOXA-51 gen kodira
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OXA-51 enzim koji pripada B-laktamazama klase D po Ambleru i da isti slabo hidrolizuje
karbapeneme (Brown i sar., 2005). Godinu dana kasnije Turton i saradnici objavljuju da je OXA-
51 urodeno prisutna, kodirana genima sa hromozoma, specificna za vrstu A. baumannii i da se
moze koristiti za njenu identifikaciju (Turton i sar., 2006a). Za snaznu hidrolizu karbapenema
neophodna joj je ISAbal, locirana ushodno od blaOXA-51 gena u regiji promotora, takode
specifi¢na za vrstu A. baumannii (Turton i sar., 2006b). U nasem istrazivanju, kod 16,5% CRAB
izolata koji su produkovali samo OXA-51 karbapenemazu detektovano je istovremeno prisustvo
ISAbal i blaOXA-51 gena. U meduvremenu su otkrivene brojne varijante ovog enzima (OXA-
64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 75, 76, 77, 83, 84, 86, 87, 88, 89, 91, 92, 94, 95) koje su svrstane u
OXA-51 klaster, a medusobno se razlikuju u sadrzaju pojedinih aminokiselina (Turton i sar.,
2006a). Sekvenciranjem blaOXA-51 gena kod 37 reprezentativnih CRAB izolata u nasoj studiji
otkrivena je blaOXA-66 varijanta ili alel. Molekularna epidemiologija CRAB bolnickih izolata u
Republici Srbiji je do sada bila nepoznanica. Nisu postojali publikovani podaci iz multicentri¢nih
studija. Do sada su objavljeni rezultati samo jednog istrazivanja koje je obuhvatilo 28 MDR
CRAB klini¢kih sojeva izolovanih u periodu od juna 2012. do februara 2014. godine kod dece
hospitalizovane na Institutu za majku i dete "Dr. Vukan Cupi¢". Svi izolati su produkovali
urodenu OXA-51 karbapenemazu, ali njeno sekvenciranje nije radeno (Novovic i sar., 2015).
Dortet je sa saradnicima 2016. godine analizirao A. baumannii soj izolovan iz urina pacijenta
kome je zbog retencije urina aplikovan kateter u bolnici u Srbiji, a zatim je zbog urinarne
infekcije primljen na urgentno odeljenje francuske bolnice. lIzolat je bio rezistentan na sve
antibiotike sem COL i TYG. WGS analizom otkriveno je da je A. baumannii nosilac blaOXA-66
gena (Dortet i sar., 2016). Zemlje u regionu publikovale su sli¢ne rezultate. Autori iz Hrvatske su
u vreme bolnicke epidemije od jula do oktobra 2008. godine u KBC Zagreb izolovali i analizirali
33 CRAB epidemijska soja. Svi sojevi su bili nosioci blaOXA-66 gena koji kodira urodenu
karbapenemazu (Franoli¢-Kukina i sar., 2011). Jo§ jedna hrvatska studija ispitivala je
molekularnu epidemiologiju 185 A. baumannii klinickih izolata sakupljenih u 13 centara severne
Hrvatske i Istre tokom 2009-2010. godine. Kod svih CRAB izolata koji su produkovali samo
OXA-51 karbapenemazu otkrivena je i ISAbal. Sekvenciranjem blaOXA-51 gena 14
reprezentativnin CRAB sojeva detektovali su blaOXA-69 ili blaOXA-107 alel kod izolata koji
su produkovali samo OXA-51 enzim, dok su oni pozitivno testirani na steCene OXA enzime svi
bili nosioci blaOXA-66 varijante (Vrani¢-Ladavac i sar., 2014). Pournaras je sa saradnicima
tokom 2015. godine analizirao 194 CRAB soja izolovana u 11 bolnica tercijarnog nivoa $irom
Grcke. CRAB izolati su dominantno bili nosioci blaOXA-66 gena (80,9%), dok su sa manjom
ucestalosc¢u detektovani blaOXA-69 (18,6%) i blaOXA-90 (0,5%) geni. Takode je kod 22,7%
CRAB sojeva detektovano istovremeno prisustvo ISAbal i blaOXA-51 gena (Pournaras i sar.,
2017). Slicne rezultate publikovali su i istraziva¢i sa Srednjeg istoka i iz Azije. Autori iz
Saudijske Arabije su od 2008. do 2012. godine u sedam bolnica kod 65% testiranih CRAB
izolata pronasli blaOXA-66 varijantu (Al-Sultan i sar., 2015). Libanska studija sprovedena od
2011. do 2013. godine u sedam bolnica u Tripoliju je molekularnom tipizacijom 116
nerepetitvnih A. baumannii izolata blaOXA-66 alel detektovala kod 62,9% sojeva (Rafei i sar.,
2015). Chen i saradnici su analizom 101 A. baumannii soja iz dve univerzitetske bolnice u
Sangaju izolovanih na neurohirurikoj (2011-2013. godina) i ginekolosko-akuserskoj klinici
(2015-2016. godina) kod svih sojeva pronasli blaOXA-66 alel (Chen i sar., 2017). O globalnoj
distibuciji blaOXA-66 gena svedo¢i studija Zandera i saradnika. Ispituju¢i kolekciju od 492
imipenem rezistentna A. baumannii izolata poreklom iz 32 drzave iz SAD, Latinske Amerike,
Evrope, Azije, Juzne Afrike 1 Australije prikupljena u periodu od 2004. do 2010. godine za
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tipizaciju su izabrali 102 izolata. Njihovom analizom je blaOXA-66 gen detektovan u sojevima
iz Evrope (Velika Britanija, Irska, Austrija, Italija, Poljska, Grcka, Portugal), Australije i Juzne
Afrike (Zander i sar., 2012).

Kod 222 CRAB klinicka izolata testirana u naSem istrazivanju od gena koji kodiraju
steene OXA detektovani su blaOXA-24 (44.2%) i blaOXA-23 (34.5%) geni. Kod dva CRAB
izolata detektovana su istovremeno oba gena koja kodiraju ste¢ene oksacilinaze, blaOXA-23 i
blaOXA-24. Nismo pronasli CRAB izolate nosioce blaOXA-58 gena. Prva opisana
karbapenemaza, OXA-23 otkrivena je u klinickom izolatu A. baumannii 1985. godine u
Edinburgu (Perez i sar., 2007). Od tada su CRAB sojevi, nosioci blaOXA-23 gena izolovani iz
invazivnih i neinvazivnih klinickih uzoraka pacijenata hospitalizovanih u jedinicama intenzivne
nege u Kini, Brazilu, Belgiji, Bugarskoj, Juznoj Africi, Libiji, Iraku, Avganistanu, Vijetnamu, na
Tajlandu i Tahitiju (Mugnier i sar., 2010). Za zemlje Mediterana do 2009. godine bila je
znacajna klonska propagacija blaOXA-58 gena. Nakon toga se na Mediteranu (Alzir, Egipat,
Tunis, Francuska, Spanija, Italija, Turska, Gréka, Hrvatska) od svih OXA enzima najée$ée
detektuje OXA-23. Razlog ove promene moze biti selektivni pritisak zbog snaznije hidroliticke
aktivnosti ili zamena gena rezistencije horizontalnim genskim transferom i njihova dalja klonska
propagacija (Djahmi i sar., 2014). Za razliku od urodeno prisutne OXA-51 koja je kodirana
genima sa hromozoma, steCene OXA-23, OXA-24/40 i OXA-58 karbapenemaze mogu biti
kodirane i genima sa plazmida (Peleg i sar., 2008). Svi sekvencirani blaOXA-23 geni u nasoj
studiji detektovani su kao blaOXA-23 varijanta. Klonska propagacija blaOXA-24/40 pozitivnih
CRAB izolata reda je u odnosu na blaOXA-23 pozitivne sojeve (Peleg i sar., 2008). U odnosu na
gorenavedene karbapenemaze sruktura i funkcija OXA-24 enzima je poslednja opisana
(Santillana i sar., 2007). Svi blaOXA-24 geni sekvencirani u nasem istrazivanju identifikovani su
kao blaOXA-72 alel, koji se od izvornog blaOXA-24 gena razlikuje u tome Sto kodira enzim sa
varijacijom jedne aminokiseline. Za razliku od blaOXA-23 pozitivnih CRAB izolata koji se sa
najvecom ucestalos¢u izoluju Sirom sveta (Mugnier i sar., 2010), CRAB sojevi nosioci blaOXA-
72 gena detektovani su u nekoliko zemalja Evrope, Azije i Latinske Amerike (Franoli¢-Kukina i
sar., 2011; Kuoi sar., 2013; Levy-Blitchtein i sar., 2018; Majewski i sar., 2014; Povilonis i
sar., 2013; Vasconcelosi sar., 2015). Rezultati nase studije saglasni su sa ve¢ pomenutim
istrazivanjem iz Beograda, Novovi¢ i saradnika, koji su medu dvadeset osam CRAB sojeva
izolovanih u periodu jun 2012.-februar 2014. godine kod dece hospitalizovane na Institutu za
majku i dete "Dr. Vukan Cupi¢" od gena koji kodiraju steGene oksacilinaze sa najveéom
ucestalos¢u detektovali blaOXA-24 (82,14%) i blaOXA-23 (57,14%) gen. Za razliku od naSeg
istrazivanja u kome blaOXA-58 gen nije detektovan, ova studija je identifikovala 39,3% CRAB
izolata nosilaca blaOXA-58 gena §to govori o potencijalnoj klonskoj propagaciji sojeva u
pedijatrijskoj klinici. Sekvenciranje blaOXA gena nije radeno (Novovic i sar., 2015). Sporadi¢ne
izvestaje o blaOXA i blaMBL pozitivnim CRAB sojevima izolovanim u bolnicama zapadne
Evrope kod pacijenata prethodno hospitalizovanih u bolnicama u Srbiji pronalazimo u
rezultatima evropskih studija. U francuskoj studiji opisan je CRAB soj nosilac blaOXA-72 gena
izolovan iz urina pacijenta koji je prethodno hospitalizovan u Srbiji, a zatim je zbog urinarne
infekcije primljen na urgentno odeljenje francuske bolnice (Dortet i sar., 2016). U zemljama u
okruZenju takode se sa najve¢om ucestalo$¢u detektuju CRAB klinicki izolati nosioci blaOXA-
24 i/ili blaOXA-23 gena. Tako je u Hrvatskoj u vreme bolnicke epidemije od jula do oktobra
2008. godine u KBC Zagreb izolovano i analizirano 33 CRAB sojeva. Svi sojevi su bili nosioci
blaOXA-24 gena koji kodira stecenu OXA-24 karbapenemazu. Njihovim sekvenciranjem je
detektovana blaOXA-72 varijanta (Franoli¢c-Kukina i sar., 2011). Strateva i saradnici su
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analizom 226 CRAB izolata sakupljenih od 2014. do 2016. godine u Cetiri univerzitetske bolnice
u Bugarskoj najcesce detektovali blaOXA-24 (46,7%) i blaOXA-23 (26,1%) gene, dok je
blaOXA-58 gen detektovan samo u jednom izolatu (0,4%) (Strateva i sar., 2019). Gr¢ki autori su
analizirali 194 reprezentativna CRAB soja izolovana u multicentri¢noj studiji koja je obuhvatila
11 bolnica Sirom Grcke tokom 2015. godine. Sa najve¢om ucestalo$¢u je identifikovan blaOXA-
23 gen kod 188 izolata (96,9%), dok je tri izolata bilo pozitivno na blaOXA-23 i blaOXA-58 gen
(1,5%), kod dva izolata je detektovan samo blaOXA-58 gen (1,0%) i kod jednog blaOXA-24
gen (0,5%) (Pournaras i sar., 2017). U italijanskoj multicentri¢noj studiji u kojoj je ucestvovalo
25 klinickih mikrobioloskih laboratorija iz 23 grada Sirom Italije tokom 2011. godine izolovano
je 246 CRAB klini¢kih izolata. Kod 81,7% sojeva detektovan je blaOXA-23, a kod 4,5%
blaOXA-58 gen (Principe i sar., 2014). OXA-58 pozitivan CRAB prvi put je opisan kao uzrok
bolnic¢ke epidemije na klinici za opekotine u Tuluzu 2003. godine (Poirel i Nordmann, 2006). U
narednim godinama belezi se njegova klonska propagacija Sirom sveta, da bi od 2009. godine bio
postepeno zamenjen OXA-23 ili OXA-24 produkuju¢im A. baumannii sojevima (Djahmi i sar.,
2014; Mugnier i sar., 2010). Rezultati gorenavedenih studija iz nase regije u saglasnosti su sa
istrazivanjima iz drugih geografskih podrucja koja svedo¢e o internacionalnoj klonskoj zameni
CRAB klini¢kih izolata nosilaca blaOXA-58 gena CRAB sojevima pozitivnim na blaOXA-24 ili
blaOXA-23 gene. U SAD Adams-Haduch i saradnici su analizirali 65 reprezentativnin CRAB
sojeva izolovanih tokom 2009. godine u bolnicama u Njujorku, Pensilvaniji, Misuriju, Nevadi,
Kaliforniji i Floridi. Najveci broj CRAB izolata, njih 27 (42%) bio je pozitivno na blaOXA-23
gen, dok je kod devet izolata (14%) detektovan blaOXA-24 gen. Ni jedan CRAB soj nije bio
nosilac blaOXA-58 gena. Nakon sekvenciranja kod svih blaOXA-23 pozitivnih izolata je
detektovan blaOXA-23 alel, dok je kod sedam blaOXA-24 pozitivnih izolata detektovana
blaOXA-72 varijanta, a dva izolata su zadrzala izvorni blaOXA-24 gen (Adams-Haduch i sar.
2011). U meksickoj studiji izolovano je u opstoj bolnici 112 A. baumannii bolnic¢kih sojeva
tokom 2014. godine. Kao jedini gen koji kodira ste¢ene OXA detektovan je blaOXA-72 alel kod
95% izolata (Rosales-Reyes i sar., 2017). Autori iz Perua su analizom 80 A. baumannii sojeva
izolovanih od februara 2014. do aprila 2016. godine u dve tercijarne bolnice kod 80,1% izolata
detektovali blaOXA-72, a kod 12,5% blaOXA-23 alel (Levy-Blitchtein i sar., 2018). U
brazilskoj multicentricnoj studiji koja je obuhvatila devet tercijarnih bolnica Sirom Brazila
analizirani su uzrocnici bolni¢kih infekcija izolovani od aprila do avgusta 2014. godine.
Identifikovano je 46 A. baumannii nerepetitivnih sojeva, medu kojima je 69,6% bilo pozitivno na
blaOXA-23, a 21,7% na blaOXA-72 alel (Vasconcelos i sar., 2015). Ni u jednoj od prethodno
navedenih studija iz Severne i Latinske Amerike nisu detektovani A. baumannii klinic¢ki izolati
nosioci blaOXA-58 gena. Autori iz Azije publikuju sliéne podatke. Tako su Kuo i saradnici
analizom 142 IMP rezistentna A. baumannii soja izolovana od juna do septembra 2007. u deset
univerzitetskih bolnica na Tajvanu kod 27 (19%) izolata detektovali blaOXA-72 alel lociran na
plazmidu. Ni jedan soj nije bio nosilac blaOXA-23 ili blaOXA-58 gena (Kuo i sar., 2013). U
vijetnamskoj studiji testirano je 582 CRAB Kklini¢kih izolata sakupljenih u tri bolnice u
Vijetnamu u periodu od avgusta 2010. do decembra 2014. godine. Kod 550 (98,4%) sojeva
detektovan je blaOXA-23, a samo kod dva izolata (0,35%) blaOXA-58 gen (Tran i sar., 2017).
Autori iz Kine su analizom 101 A. baumannii soja izolovanog od 2011. do 2016. godine u dve
bolnice u Sangaju kod 61 (60,4%) pronasli blaOXA-23 gen, dok blaOXA-58 i blaOXA-24 geni
nisu otkriveni (Chen i sar., 2017).

Jedini gen koji kodira MBL detektovan u ovoj studiji bio je blaNDM gen, koji je
otkriven kod sedam CRAB izolata (3,2%). Svi blaNDM pozitivni CRAB sojevi izolovani su u
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dve tercijarne ustanove u Beogradu (KBC Bezanijska Kosa) i Nisu (KC Nis). Sekvenciranjem je
kod svih sedam blaNDM gena nadena blaNDM-1 varijanta. Takode, svi blaNDM pozitivni
CRAB izolati bili su u isto vreme i nosioci blaOXA-24 gena. Ni kod jednog CRAB izolata nisu
otkriveni blalMP, blaVIM, blaGIM, blaSPM i blaSIM geni. Poznato je ve¢ da se
karbapenemaze iz MBL klase kod A. baumannii detektuju znatno rede nego OXA enzimi (Peleg
I sar., 2008). Prva MBL detektovana u A. baumannii izolatu bila je IMP-2 u Italiji 2000. godine
(Djahmi i sar., 2014). Od tada se IMP, VIM i SIM Kkarbapenemaze sporadi¢no javljaju u
klinickim izolatima A. baumannii (IMP-1 u Italiji, Japanu, Juznoj Koreji; IMP-2 u Italiji i
Japanu; IMP-4 u Hong Kongu; IMP-5 u Portugalu; IMP-6 u Brazilu; IMP-11 u Japanu; VIM-2 i
SIM-1 u Juznoj Koreji) (Poirel i Nordmann, 2006). U Spaniji, Grékoj, Singapuru i Australiji
belezi se istovremeno prisustvo blaOXA i blaMBL gena u istim sojevima A. baumannii (Peleg i
sar., 2008). Prva zabelezena bolni¢ka epidemija uzrokovana blaNDM-1 pozitivnim CRAB u
Evropi opisana u Francuskoj 2013. godine. Nulti pacijent je primljen u jedinicu intenzivne nege
iz Alzira i potom je inficirao jo§ pet pacijenata. Svi izolati su pripadali istoj klonskoj liniji 1
posedovali isti tip sekvence, ST85 (Decousser i sar., 2013). Sli¢na situacija opisana je u jedinici
intenzivne nege bolnice u Ceskoj Republici 2011. godine posto je njihov drzavljanin
hospitalizovan posle boravka na bolnickom le¢enju u Egiptu. Pacijent je razvio VAP, a iz BAL-a
je izolovan blaNDM-1 pozitivan A. baumannii. Sest dana kasnije blaNDM-1 pozitivan A.
baumannii izolovan je iz respiratornog uzorka drugog pacijenta na asistiranoj ventilaciji koji je
boravio u istoj sobi. Posle odradene tipizacije zakljuceno je da se radi o istom soju, osetljivom
samo na kolistin, istog PFGE profila i istog MLST profila, ST1 (Hrabak i sar., 2012). U
poslednjoj deceniji klini¢ki izolati A. baumannii produktori NDM enzima detektuju se Sirom
sveta. CRAB nosioc blaNDM-1 gena postao je prete¢i patogen u bolnicama Evrope, Azije,
Srednjeg istoka, Severne Afrike i Latinske Amerike (Adams i sar., 2020; Bonnin i sar., 2012;
Chen i sar., 2011; El-Sayed-Ahmed i sar., 2015; Rafei i sar., 2015; Tran i sar., 2017). Suprotno
naSem istraZivanju, u prethodnoj studiji iz Republike Srbije koja se bavila molekularnom
analizom 28 CRAB bolni¢kih sojeva izolovanih od juna 2012. do februara 2014. godine u
pedijatrijskoj bolnici u Beogradu, ni jedan CRAB izolat nije bio nosilac blaNDM-1 gena
(Novovic i sar., 2015). Takode, nisu detektovani ni blalMP i blaVIM geni (Novovic i sar., 2015).
U saglasnosti sa nasom studijom su i publikacije autora iz Evrope, koje govore o tome da bi nasa
zemlja mogla biti endemsko podru¢je za CRAB klini¢ke izolate nosioce blaNDM-1 gena. U
nemackoj bolnici 2007. godine iz trahealnog aspirata, brisa rane i brisa grafta izolovan je A.
baumannii osetljiv samo na kolistin kod pacijenta sa infekcijom femorokruralnog dakronskog
bajpasa. Pacijent je prethodno bolni¢ki lecen u nasoj zemlji. Daljom analizom otkriveno je da je
A. baumannii soj NDM-1 produktor (Gottig i sar., 2010; Pfeifer i sar., 2011). Takode je u
Svajcarskoj bolnici 2010. godine izolovan A. baumannii soj nosilac blaNDM-1 gena iz rektalnog
brisa pacijenta iz Srbije (Bonnin i sar.,, 2012). U studijama autora iz regiona takode nisu
detektovani CRAB izolati nosioci blaMBL gena. Analizom 33 CRAB soja izolovana u toku
bolnicke epidemije od jula do oktobra 2008. godine u KBC Zagreb ni kod jednog od njih nije
detektovan blaIMP, blaVIM, blaGIM, blaSPM i blaSIM gen (Franoli¢-Kukina i sar., 2011).
Podatke o nosilastvu blaNDM gena nemamo posto on nije bio obuhvacen gorenavedenim
ispitivanjem. Ni u drugoj hrvatskoj studiji koja je ispitivala molekularnu epidemiologiju 185 A.
baumannii klinic¢kih izolata sakupljenih u 13 centara severne Hrvatske i Istre tokom 2009-2010.
godine nisu detektovani CRAB sojevi nosioci blalMP, blaVIM, blaSIM i blaNDM gena
(Vrani¢-Ladavac i sar., 2014). D'Onofrio i saradnici su radili WGS analizu sedam COL
rezistentnih A. baumannii sojeva izolovanih tokom 2018. godine u univerzitetskoj bolnici u
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Osjeku i jednog koji je izolovan tokom 2017. godine u opstoj bolnici u Puli. Ni kod jednog nije
detektovan blalMP, blaVIM i blaNDM gen (D'Onofrio i sar., 2020). Bugarski autori analizom
226 CRAB izolata sakupljenih od 2014. do 2016. godine u getiri univerzitetske bolnice u
Bugarskoj nisu otkrili prisustvo blalMP, blaVIM i blaNDM gena (Strateva i sar., 2019). Ni grcki
autori koji su analizirali 194 reprezentativna CRAB soja izolovana u multicentri¢noj studiji koja
je obuhvatila 11 bolnica Sirom Grcke tokom 2015. godine nisu medu izolatima otkrili prisustvo
blaIMP, blaVIM i blaNDM gena (Pournaras i sar., 2017). Isti je i rezultat italijanske
multicentricne studije sprovedene u 25 klini¢kih mikrobioloskih laboratorija iz 23 grada Sirom
Italije tokom 2011. godine kada ni jedan od 246 CRAB klinickih izolata nije bio nosilac blalMP,
blaVIM, blaGIM, blaNDM i blaSIM gena (Principe i sar., 2014). Endemska podru¢ja CRAB
klinickh izolata nosilaca blaNDM gena su zemlje Azije, Srednjeg istoka, Severne Afrike i
Latinske Amerike (Adams i sar., 2020; Benamrouche i sar., 2020; Chen i sar., 2011; El-Sayed-
Ahmed i sar., 2015; Karthikeyan i sar., 2010; Rafei i sar., 2015; Tran i sar., 2017 ). U velikoj
kineskoj studiji koja je obuhvatila 57 bolnica u 18 provincija od januara 2009. do septembra
2010. godine sakupljeno je i analizirano 2109 A. baumannii izolata. Samo ¢éetiri CRAB izolata su
bila pozitivna na blaNDM-1 gen. Ni jedan nije bio nosilac blaOXA gena koji kodiraju stecene
oksacilinaze. Zanimljivo je da su sva Cetiri soja izolovana u razli¢itim provincijama i da su imala
razli¢ite PFGE profile (Chen i sar., 2011). Autori iz Vijetnama analizirali su 582 CRAB izolata
sakupljena u tri bolnice u Vijethamu u periodu od avgusta 2010. do decembra 2014. godine. Kod
23 (4%) soja detektovan je blaNDM-1 gen. CRAB izolati produktori NDM-1 enzima bili su
rasporedeni u sve tri bolnice. Takode je 18 izolata imalo kombinaciju blaNDM-1 i blaOXA gena
[sedam izolata: blaNDM-1/blaIMP-1/blaOXA-58; jedan izolat: blaNDM-1/OXA-23/blaOXA-
58; osam izolata: blaNDM-1/blaOXA-58; dva izolata: blaNDM-1/blaOXA-23] (Tran i sar.,
2017). Indijski autori publikovali su podatke o tri blaNDM-1 pozitivha CRAB soja izolovana
aprila 2010. godine kod pacijenata hospitalizovanih u jednici intenzivne nege u tercijarnoj
bolnici u Indiji. Kod sva tri izolata je istovremeno detektovan i blaOXA-23 gen (Karthikeyan i
sar., 2010). Libanska studija sprovedena od 2011. do 2013. godine u sedam bolnica u Tripoliju je
analizom 70 CRAB izolata kod njih pet (7,1%) detektovala blaNDM-1 gen. Ovi sojevi nisu bili
pozitivni na blaOXA gene koji kodiraju stedene oksacilinaze. Cetiri soja su izolovana kod
hospitalizovanih migranata iz Sirije, a jedan kod pacijenta iz Libana (Rafei i sar., 2015). Autori
iz Egipta su analizom 150 nerepetitivnih A. baumannii sojeva izolovanih od jula 2012. do
septembra 2013. u tri egipatske bolnice (jedna u Aleksandriji i dve u Kairu) kod 59 (39,3%)
izolata detektovali blaNDM-1 gen. Kod 53 (35,3%) njih otkrivena je kombinacija blaNDM-1 i
blaOXA-23 gena (El-Sayed-Ahmed i sar., 2015). U multicentri¢noj studiji sprovedenoj u devet
bolnica u AlZiru od januara 2012. do decembra 2016. godine sakupljeno je i analizirano 92 A.
baumannii klini¢ka izolata. Kod njih 5 (5,4%) detektovan je blaNDM-1 gen (Benamrouche i
sar., 2020). Nacionalna referentna laboratorija iz Argentine je od 2010. do 2015. godine radeci
skrining nad CRAB klinickim sojevima izolovanim u 19 bolnica rasporedenih u devet gradova 1
sedam provincija Argentine blaNDM-1 gen detektovala kod 33 CRAB izolata (Adams i sar.,
2020). Za razliku od gorenavedenih regija koje su endemska podru¢ja za CRAB klinicke izolate
nosioce blaNDM-1 gena, autori iz Evrope u svojim studijama izveStavaju o pojedinacnim
slu¢ajevima importovanim iz endemskih podrué¢ja. Tako su Bonnin i saradnici sekvenciranjem
blaNDM gena detektovanih kod CRAB sojeva izolovanih u nekoliko evropskih bolnica
(Svajcarska, Slovenija, Nemacka i Francuska) pronasli blaNDM-1 varijantu. CRAB soj iz
Svajcarske izolovan je 2010. godine iz rektalnog brisa pacijenta iz Srbije. U bolnici u Nemag&koj
je 2007. CRAB izolovan iz respiratornog uzorka i sa koze pacijenta koji je takode prethodno
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hospitalizovan u Srbiji. U bolnici u Sloveniji je 2008. izolovan CRAB iz respiratornog uzorka. U
Francuskoj je 2011. izolovan CRAB iz rektalnog brisa pacijenta iz Alzira (Bonnin et al., 2012).
Bogaerts 1 saradnici su prikazali slucaj pacijenta koji je zbog politraume hospitalizovan 2011.
godine u Alziru a zatim je zbog neuspesnog lecenja prebacen u jedinicu intenzivne nege
belgijske bolnice. Pri redovnom skriningu iz uzorka rektalnog brisa izolovan je CRAB za koji se
daljom analizom utvrdilo da je nosilac blaNDM-1 gena (Bogaerts i sar., 2012). Boulanger i
saradnici opisuju slucaj pacijenta koji je 2011. godine zbog kranijalne traume nakon boravka u
jedinici intenzivne nege u Alziru prebacen na dalje leenje u francusku bolnicu. Na prijemu mu
je iz rektalnog brisa i CVK izolovan CRAB nosilac blaNDM-1 gena (Boulanger i sar., 2012).
Slican prikaz slucaja deteta iz Nemacke koje je na odmoru u Egiptu hospitalizovano zbog
kraniocerebralne povrede u jedinicama intenzivne nege dve bolnice u Kairu i neuspeha lecenja
prebaceno u nemacku bolnicu objavili su i nemacki autori. Iz CVK plasiranog u egipatskoj
bolnici izolovan je CRAB nosilac blaNDM gena. Sekvenciranjem blaNDM gena zakljuceno je
da u odnosu na blaNDM-1 varijantu postoji razlika u jednoj aminokiselini (supstitucija prolina
alaninom), pa je isti nazvan blaNDM-2 varijantom (Kaase i sar., 2011).

Kako je u poslednje tri decenije rastao klini¢ki znacaj infekcija izazvanih A. baumannii,
populacionim studijama metodama genotipizacije u bolnicama Sirom Evrope prvobitno su
otkrivena tri dominantna klona, nazvana EC I-111. Bakterijski klonovi su bili odgovorni za pojavu
epidemija u bolnicama, a pripadnici EC | i EC Il su bili MDR izolati A. baumannii. Kako je
ubrzo pojava sva tri klona zabelezena u bolnicama Sirom sveta, preimenovani su u IC. Danas su
CRAB izolati pripadnici sva tri IC, a zbog niske inicijalne filogenetske raznolikosti A. baumannii
brzo se razvijaju i Sire novi IC (Diancourt i sar., 2010; Peleg i sar., 2008).

NaSom studijom dobijena je dobra korelacija izmedu MLST rezultata 1 PFGE
klasterovanja reprezentativnih CRAB izolata porekla svih devet bolnica obuhvacenih studijom.
U prilog verovatnoj transmisiji CRAB klonova medu razli¢itim bolnicama sekundarnog i
tercijarnog nivoa u Republici Srbiji govori €injenica da je vecina PFGE profila ravnomerno
distribuirana Sirom zemlje, u bolnicama u Vojvodini, Beogradu i Juznoj Srbiji. Sli¢nost PFGE
profila testiranin CRAB izolata kretala se u intervalu od 70 do 99%. Takode, rezultati dobijeni
genotipizacijom Pasterovom MLST analizom svedoce o tome da nekoliko genotipova cirkuliSe u
nasim bolnicama: ST636, jo§ uvek klonski neopredeljen, zajedno sa pripadnicima IC Il (ST2 i
ST492). Sva tri ST su ravnomerno rasporedena po bolnicama i regionima (Vojvodina, Beograd i
Juzna Srbija). Na osnovu identifikovanih genetickih determinanti i filogenetske analize CRAB
izolata, zakljucak je da su cirkuliSu¢i klonovi u bolnicama sekundarnog i tercijarnog nivoa u
Republici  Srbiji slede¢i: blaOXA-66/blaOXA-23/ST2 (32,4%), blaOXA-66/blaOXA-
23/blaOXA-72/ST2 (2,7%), blaOXA-66/blaOXA-72/ST492 (37,8%) i blaOXA-66/blaOXA-
72/ST636 (27,1%).

U saglasnosti sa nasim istrazivanjem su i rezultati drugih autora koji svedoce o globalnoj
distribuciji I1C 11, posebno u regiji Mediterana (Karah i sar., 2012; Zarrilli i sar., 2013). Takode,
brojne studije izvestavaju o izolaciji CRAB bolnickih sojeva pripadnika ST2/IC Il nosioca
blaOXA-23 gena u bolnicama Evrope, SAD i Severne Afrike. U naSem okruzenju sli¢ne
rezultate publikovali su autori iz Grcke i Italije. Pournaras i saradnici su analizirali 194
reprezentativna CRAB soja izolovana u multicentri¢noj studiji koja je obuhvatila 11 bolnica
sirom Grcke tokom 2015. godine. Sa najve¢om ucestaloscu je identifikovan blaOXA-23 gen kod
188 izolata (96,9%). CRAB izolata pripadnika ST2/IC Il nosioca blaOXA-23 gena bilo je 157
(80,9%), dok je c¢lanova STI1/IC I bilo 36 (18,6%), a jedan izolat sa ST78 bio je klonski
neopredeljen (Pournaras i sar., 2017). U italijanskoj multicentri¢noj studiji u kojoj je uéestvovalo
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25 klinickih mikrobioloskih laboratorija iz 23 grada Sirom Italije tokom 2011. godine izolovano
je 246 CRAB klinickih izolata. Kod 81,7% sojeva detektovan je blaOXA-23 gen. MLST
analizom nadena je dominantna klonska linija ST2/IC Il nosilaca blaOXA-23 gena. Samo tri
izolata su imala ST78 i bila klonski neopredeljena (Principe i sar., 2014). Sli¢an rezultat
publikovali su i litvanski autori. Analizom 34 invazivha CRAB izolata sakupljena od maja 2008.
do decembra 2009. godine u pet bolnica u Litvaniji zakljucili su da su svi sojevi bili nosioci
blaOXA-23 gena i pripadnici ST2/IC Il (Saule i sar., 2013). Autori iz Tunisa su analizom 25
CRAB sojeva izolovanih od februara 2013. do marta 2016. godine na tunizanskoj ortopedskoj
klinici 14 (56%) sojeva genotpizacijom svrstali u blaOXA-23/ST2 cirkuliSuéi klon, ¢lan IC II
(Mathlouthi i sar., 2018). U SAD Adams-Haduch i saradnici su analizirali 65 reprezentativnih
CRAB sojeva izolovanih tokom 2009. godine u bolnicama u Sest saveznih drzava. Najveci broj
CRAB izolata, njih 27 (42%) bio je pozitivno na blaOXA-23 gen. Sa najve¢om ucestalos¢u
detektovani su CRAB sojevi nosioci blaOXA-23 gena, pripadnici ST2/IC Il (Adams-Haduch i
sar. 2011). Suprotno gorenavedenom cirkuliSu¢em klonu, klonski nedeterminisani ST636 CRAB
klini¢ki izolati nosioci blaOXA-72 gena izolovani su sporadi¢no kod pacijenata u Svedskoj,
Nemackoj i Libanu. Karah i saradnici su WGS analizom CRAB soja izolovanog novembra 2013.
godine iz bronhijalnog sekreta pacijenta hospitalizovanog u Stokholmu detektovali blaOXA-66 i
blaOXA-72 alel. MLST analizom je izolatu dodeljen ST636, koji nije pripadnik ni jednog do
sada definisanog IC (Karah i sar., 2016). Al Atrouni i saradnici su u svom istrazivanju opisali
CRAB soj izolovan 2015. iz sadrzaja rane pacijenta hospitalizovanog u bolnici u Libanu. CRAB
izolat je bio nosilac blaOXA-24 gena i dodeljen mu je ST636 (Al Atrouni i sar., 2016). Nemacki
autori su WGS analizom CRAB soja izolovanog 2015. godine kod ruskog pacijenta na
bolni¢kom lecenju u Nemackoj detektovali blaOXA-66 i blaOXA-24 gene. MLST analizom mu
je dodeljen ST636 (Eigenbrod i sar., 2019).

Na kraju, rezultati ove studije svedoce o tome da je nasa zemlja potencijalni rezervoar
CRAB bolni¢kih sojeva nosilaca blaOXA-72 i blaNDM-1 gena, pripadnika ST492/IClI
cirkuliSuce klonske linije. Osim naseg istraZzivanja CRAB izolat pomenutih karakteristika opisan
je samo u jo§ jednom prikazu slucaja. Dortet je sa saradnicima analizirao A. baumannii soj
izolovan iz urina pacijenta kome je zbog retencije urina aplikovan kateter u bolnici u Srbiji, a
zatim je zbog urinarne infekcije primljen na urgentno odeljenje francuske bolnice. Izolat je bio
rezistentan na sve antibiotike sem COL i TYG. WGS analizom otkriveno je da je A. baumannii
nosilac blaOXA-72 gena, a MLST je pokazao pripadnost ST492 i EC Il (Dortet i sar., 2016).

Nase istrazivanje predstavlja prvu nacionalnu multicentriénu studiju koja se bavila
molekularnom epidemiologijom CRAB izolata u bolnicama u Republici Srbiji. Dobijeni rezultati
predstavljaju epidemioloSku bazu podataka, na osnovu kojih bi se dalje mogle pratiti promene
ucestalosti rezistencije A. baumannii na antibiotike, kao i promene u klonskoj strukturi CRAB
klini¢kih sojeva u nasoj zemlji.

Epidemioloski nadzor nad infekcijama izazvanim vrstom A. baumannii sprovodi se
kontinuirano u razvijenim zemljama. Nadzor obuhvata pracenje nekoliko epidemioloskih
markera A. baumannii ukljuc¢ujuéi pracenje incidencije i prevalencije obolevanja, pracenje
cirkulacije rezistentnih klonova, detekciju mehanizama rezistencije na antibiotike i odredivanje
distribucije gena koji determiniSu rezistenciju na antibakterijske agense.

lako u Srbiji ne postoji kontinuirano pracenje bolnickih infekcija izazvanih A. baumannii,
nas$i rezultati ukazuju da je ucestalost rezistencije klinickih izolata A. baumannii na
karbapeneme, aminoglikozide i fluorohinolone sli¢na onoj koju izveStavaju zemlje u regionu.
Ipak, za unapredenje mera prevencije, dijagnostickih procedura i terapijskih opcija neophodno je
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uvodenje aktivnog nadzora nad A. baumannii infekcijama. O neophodnosti aktivnog nadzora nad
bolnickim infekcijama i uvodenju redovnog skrininga novoprimljenih pacijenata govore podaci
naSeg istrazivanja o verovatnoj transmisiji CRAB klonova medu razli¢itim bolnicama
sekundarnog i tercijarnog nivoa u Republici Srbiji. Ve¢ina PFGE profila i MLST genotipova
ravnomerno je distribuirana Sirom zemlje, u bolnicama u VVojvodini, Beogradu i Juznoj Srbiji.

Rezultati ove studije mogu posluziti kao osnov za buduca istrazivanja promene trendova
rezistencije A. baumannii na lekove kao i molekularne epidemiologije bolni¢kih izolata. Visoka
prevalencija rezistencije A. baumannii na antibiotike i njegova klonska propagacija govore o
neophodnosti striktnog sprovodenja mera prevencije bolnickih infekcija, posebno onih koje se
odnose na smanjenje transmisije A. baumannii u bolni¢koj sredini.
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6. Zakljuéci

Na osnovu dobijenih rezultata, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

©)

Od svih testiranih klini¢kih izolata Acb kompleksa kao uzro¢nik infekcije najéesce je
identifikovan A. baumannii (84,6%)

A. baumannii je najéeS¢e izolovan kod pacijenata hospitalizovanih u jedinicama
intenzivne nege (39,6%). Sto se vrste klinickog materijala tice, najéescée je izolovan iz
uzoraka donjih partija respiratornog sistema (37,6%), sadrzaja rana (36,7%) i uzoraka
krvi (11,8%). Najces¢i faktori rizika za razvoj infekcije bili su diabetes melitus (23,2%) i
hiruske procedure (46,8%).

Prevalencija CRAB izolata iznosila je 93,7%. Klinicki izolati A. baumannii ispoljili su
umerene nivoe rezistencije na AMS (59,1%) i TOB (68,8%). Najvisi nivo rezistencije
detektovan je za lekove poslednje linije, COL (4,3%) i TYG (24,9%).

Ucestalost rezistencije A. baumannii na sve testirane antibiotike bila je veca za sojeve
izolovane kod pacijenata hospitalizovanih u jedinicama intenzivne nege u odnosu na
ostala odeljenja, sa statistickom znacajnos¢u za AMS, IMP i MER (P < 0,05). lako je
zabelezena geografska/regionalna razlika u rezistenciji A. baumannii izolata na
karbapeneme (Vojvodina - 91,5%; Beograd - 87,5%; Juzna Srbija - 96,3%), ona nije bila
statisticki znacajna (P > 0,05).

MDR fenotip detektovan je kod 203 (85,6%) A. baumannii izolata, XDR kod 95 (40%),
dok je deset izolata (4,3%) klasifikovano kao PDR. MDR, XDR i PDR sojevi su ¢eSce
izolovani kod pacijenata hospitalizovanih u jedinicama intenzivne nege, u odnosu na
ostala odeljenja. MDR i XDR izolati su izolovani i u bolnicana sekundarnog i tercijarnog
nivoa, dok su PDR A. baumannii sojevi izolovani samo u bolnicama tercijarnog nivoa.

Kod svih 237 A. baumannii izolata detektovan je blaOXA-51 gen koji kodira urodeno
prisutnu, odnosno intrinzi¢cnu OXA-51 karbapenemazu.

Od ukupno testiranih 222 CRAB sojeva, kod 98 izolata (44,2%) detektovan je blaOXA-
24, a kod 76 izolata (34,5%) blaOXA-23 gen. Kod dva CRAB izolata detektovana su
istovremeno oba gena koja kodiraju steCene oksacilinaze, blaOXA-23 i blaOXA-24.

Jedini gen koji kodira MBL detektovan u ovoj studiji bio je blaNDM-1 gen, koji je
detektovan kod sedam CRAB izolata, u Beogradu i Nisu. Takode, svi blaNDM pozitivni
CRAB izolati bili su u isto vreme i nosioci blaOXA-24 gena.

Cirkulisu¢i klonovi u bolnicama sekundarnog i tercijarnog nivoa u Republici Srbiji su
slede¢i: blaOXA-66/blaOXA-23/ST2 (32,4%), blaOXA-66/blaOXA-23/blaOXA-72/ST2
(2,7%), blaOXA-66/blaOXA-72/ST492 (37,8%) i blaOXA-66/blaOXA-72/ST636
(27,1%).
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Spisak skraéenica

A. baumannii: Acinetobacter baumannii

A. calcoaceticus: Acinetobacter calcoaceticus

Acb kompleks: A. calcoaceticus - A. baumannii complex

ADC: cefalosporinaze koje produkuje Acinetobacter (engl. Acinetobacter-derived
cephalosporinases, ADC)

AK: amikacin

AMS: ampicilin-sulbaktam

A. nosocomialis: Acinetobacter nosocomialis

A. pittii: Acinetobacter pittii

ATCC: americka kolekcija kultura sojeva (engl. American type culture collection)
bla: geni koji kodiraju -laktamaze (engl. p-lactamase genes, bla)

blaOXA-51: gen koji kodira -laktamazu OXA-51

BAL: bronhoalveolarni lavat (engl. bronchoalveolar lavage, BAL)

Bap: protein povezan sa sintezom biofilma (engl. biofilm-associated protein, Bap)
BLAST: program za pretragu homologije nukleotida (engl. Basic Local Alignment Search Tool)
BMD: bujon mikrodilucioni metod antibiogrma (engl. broth microdilution method)
bp: bazni parovi

CAESAR: mreza za kontrolu antimikrobne rezistencije u centralnoj Aziji 1 istocnoj Evropi (engl.
Central Asian and Eastern European Surveillance of Antimicrobial Resistance, CAESAR)

CAZ: ceftazidim
CC.: klonski kompleks (engl. clonal complex, CC)

CDC: Centri za kontrolu i prevenciju bolesti (engl. Centers for Disease Control and Prevention,
CDC)

CIP: ciprofloksacin



CLSI: americ¢ko udruzenje za testiranje antimikrobne osetljivosti (engl. Clinical & Laboratory
Standards Institute)

COL.: kolistin

CRAB: karbapenem-rezistentan A. baumannii (engl. carbapenem-resistant A. baumannii, CRAB)
DD: disk difuzioni metod antibiograma (engl. disk diffusion method)

DNK: dezoksiribonukleinska kiselina

EARS-Net: Evropska mreza za kontrolu antimikrobne rezistencije (engl. European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network, EARS-Net)

EC: evropski klon (engl. European clone, EC)
EDTA: etilen diamin tetra siréetna kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)
ESBL: B-laktamaze Sirokog spektra (engl. Extended spectrum [5- lactamases, ESBL)

EUCAST: evropsko udruzenje za testiranje antimikrobne osetljivosti (engl. the european
committee on antimicrobial susceptibility testing)

Fe: gvozde

FEP: cefepim

FR: fizioloski rastvor

GEN: gentamicin

IC: internacionalni klon (engl. international clone, 1C)
IgG: imunoglobulin G

IL: interleukin

IMP: imipenem

IS: inserciona sekvenca (engl. insertion sequence, 1S)
JIN: jedinica intenzivne nege

KB: kilobaza (KB)



KBC: klini¢ko bolnicki centar

KC: klinicki centar

KKA: kolumbija krvni agar

LEV: levofloksacin

LPS: lipopolisaharid

MBL: metalo B-laktamaze (engl. Metallo p-lactamases, MBL)
McF: McFarland

MDR: multirezistentan (engl. multidrug resistant, MDR), bakterijski soj rezistentan na bar jedan
antibiotik u/iz 3 ili vise testiranih antimikrobnih klasa

MER: meropenem

MIK: minimalna inhibitorna koncentracija

MHA: Miler Hinton agar (engl. Mueller Hinton agar)
MHB: Miler Hinton bujon (engl. Mueller Hinton broth)
pg: mikrogram

MLST: tipizacija na osnovu sekvenci visoko konzerviranih genskih lokusa (engl. multi-locus
sequence typing, MLST)

um: mikrometar

OB: opsta bolnica

OMC: kompleks spoljasnje membrane (engl. outer membrane complex, OMC)
OMP: proteini spoljasnje membrane (engl. outer membrane proteins, OMP)
OMV: vezikule spoljasnje membrane (engl. outer membrane vesicles, OMV).
OXAs: oksacilinaze (engl. OXA-type p-lactamases)

PBPs: penicilin vezujuci proteini (engl. penicillin-binding proteins, PBPs)

PBS: fosforilisani fizioloski rastvor (engl. phosphated buffer saline)



PCR: reakcijom lan¢anog umnoZzavanja (engl. polimerase chain reaction, PCR)

PDR: panrezistentan (engl. pandrug-resistant, PDR), bakterijski soj rezistentan na sve
antibiotike iz svih testiranih antimikrobnih klasa

PFGE: elektroforeza u pulsirajuéem elektricnom polju (engl. pulsed-field gel electrophoresis,
PFGE)

rRNK: ribozomalna ribonukleinska kiselina
rpoB: gen koji kodira B-subjedinicu RNK polimeraze
SAD: Sjedinjene Americke Drzave

SLST: tipizacija na osnovu sekvence jednog genskog lokusa (engl. single-locus sequence-based
typing, SLST)

ST: tip sekvence (engl. sequence type, ST)
Ta: temperatura vezivanja prajmera (engl. annealing temperature, Ta)
TAE pufer: rastvor pufera koji sadrzi Tris baze, siréetnu kiselinu i EDTA

Taq polimeraza: termostabilna DNA polimeraza izolovana iz termofilne bakterije Thermus
aquaticus

TET: tetraciklin

TLR: receptor slican Toll-u (engl. Toll-like receptor, TLR)

Twm: temperatura topljenja prajmera (engl. melting temparature, Tw)

TNF-a : faktor nekroze tumora a (engl. tumour necrosis factor alpha, TNF-a)
TOB: tobramicin

TSX: trimetoprim-sulfametoksazol

TZP: piperacilin-tazobaktam

UK: Ujedinjeno kraljevstvo (engl. United kingdom)

V: volt

WGS: sekvenciranje ¢itavog genoma (engl. whole-genome sequencing, WGS)



XDR: ekstenzivnorezistentan (engl. extensively drug-resistant, XDR), soj rezistentan na bar
jedan antibiotik u svim osim dve ili jedne testirane antimikrobne klase

Zn: cink
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