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1ZVLECEK

Pseudomonas aeruginosa je oportunisti¢na vseprisotna bakterija, ki se nahaja v vlaznem okolju
v zdravstvenih ustanovah in okolju. Obcasno jo osamimo kot del normalne cloveske
mikrobiote. Pri bolnikih z dejavniki tveganja lahko povzroca hujse okuzbe povezane z
zdravljenjem. Bakterija je intrinzi¢no odporna proti Stevilnim antibiotikom. Karbapenemi so
med malostevilnimi zdravili, ki so na voljo za zdravljenje psevdomonasnih okuzb, vendar tudi
odpornost proti karbapenemom narasca.

P. aeruginosa iz bolnisnic lahko prehaja v komunalni sistem odpadnih vod in od tam v vode
Cistilnih naprav. V nasi nalogi smo primerjali kliniéno pomembne proti karbapenemom odporne
P. aeruginosa (CRPA) in CRPA, ki smo jih osamili iz vod ¢istilnih naprav, in ugotavljali
prekrivanje genotipov ter morebitne razlike v prisotnosti genov za odpornost in virulenco.
Zbrali smo seve CRPA iz ve¢ zdravstvenih ustanov, ki smo jih osamili iz urina in dihal v
obdobju od 1.1.2014 do 31.12.2014. V istem obdobu smo prav tako mese¢no vzor¢ili vodo iz
iztoka Cistilnih naprav in na selektivnem gojiS¢u osamili seve CRPA. Obcutljivost za
ceftazidim, cefepim, piperacilin/tazobaktam, imipenem, meropenem, ciprofloksacin,
tobramicin, gentamicin, amikacin in netilmicin smo dolocali z disk difuzijsko metodo po
EUCASTu (http://www.eucast.org/ast_of bacteria/disk_diffusion_methodology/). Vse seve
smo tipizirali s pulzno gelsko elektroforezo. Za vsak pulzotip smo izbrali enega do devet
predstavnikov, katerim smo nato doloc¢ili sekvenco celotnega genoma (WGS). Na osnovi le-

tega smo izvedli in silico tipizacijo MLST (https://pubmilst.org/paeruginosa/) in analizo

rezistenénih ter virulen¢nih determinant (https://card.mcmaster.ca/ in

www.genomicepidemiology.orq).

Skupaj smo osamili 213 CRPA sevov (65 pulzotipov), od tega je bilo 130 sevov iz klini¢nih
vzorcev (38 pulzotipov) in 83 sevov iz okoljskih vzorcev (31 pulzotipov). NajpogostejSemu
klinicnemu pulzotipu (Pt1) je pripadalo 57 sevov (45,6 %), nasli pa smo ga samo v ve¢ji uéni
bolnisnici. Samo dva pulzotipa (Pt17 in Pt63) sta bila prisotna tako v vec¢ji uéni bolniSnici kot
tudi v manjsih zdravstvenih organizacijah. Med okoljskimi sevi smo 26 pulzotipov osamili iz
vecje Cistilne naprave, medtem ko smo 11 pulzotipov osamili iz manjSe Cistilne naprave.
Podobno kot med klini¢nimi sevi je tudi med sevi iz Cistilnih naprav prevladoval posamicni
pulzotip (Pt10 — 21,7 %). Z MLST smo med 112 analiziranimi sevi dolo¢ili 49 ST. Le 10 ST
smo osamili tako iz klini¢nih kot iz okoljskih vzorcev, med njimi tudi po vsem svetu razsirjena

tipa ST111 in ST235.


https://pubmlst.org/paeruginosa/
https://card.mcmaster.ca/
http://www.genomicepidemiology.org/

Prekrivanje med pulzotipi in MLST tipi CRPA, ki smo jih osamili iz kuznin bolnikov oz. iz
vzorcev okolja, je bilo nizko. Le devet pulzotipov se je pojavljalo na ve¢ kot eni lokaciji
(zdravstveni ustanovi/Cistilni napravi).

Klini¢ni in okoljski sevi CRPA so se razlikovali glede odpornosti proti protimikrobnim
zdravilom. Najvecji delez klini¢nih izolatov je bil odporen proti piperacilinu s tazobaktamom
(52,3 %) in ceftazidimu (42,3 %). Najvecji delez okoljskih izolatov je bil odporen proti
ceftazidimu in (37,1 %) in ciprofloksacinu (35,5 %). Vecina izolatov je bila odporna samo proti
imipenemu in/ali meropenemu. Pri sevih, ki so bili dodatno odporni proti Se drugim
protimikrobnim zdravilom, smo opisali devet razli¢nih vzorcev odpornosti. Pri klini¢nih sevih
smo opazali vse vzorce odpornosti, medtem ko smo pri okoljskih sevih opazali le dodatne 4
vzorce odpornosti.

Z analizo rezistoma smo potrdili prisotnost razli¢nih genov, ki nosijo zapise za intrinzi¢ne
mehanizme odpornosti. Razen tega smo v genomih nasli gene povezane s horizontalnim
genskim prenosom, kot so geni za karbapenemaze (16 % sevov) in razlicne encime, ki
modificirajo aminoglikozide. Prav tako smo potrdili prisotnost mutacij v girazi (33 % sevov).
Vsi sevi, ki so imeli gene za karbapenemaze, so bili odporni proti 3 ali ve¢ razredom
antibiotikov.

S sekvenciranjem celotnega genoma smo dolo¢ili tudi prisotnost virulen¢nih genov med
analiziranimi sevi. Sevi iz okolja in klini¢ni sevi se med seboj vecinoma niso razlikovali v
prisotnosti genov za dejavnike virulence. Izjemo so predstavljali geni za eksotoksine Y, U, T
in S, ki se izloc¢ajo s sekrecijskim sistemom tipa III. Vec¢ina Sevov je imela gene za eksotoksina
Y in T, medtem ko so bili geni za eksotoksina U in S prisotni le pri 14 oz. 36 sekven¢nih tipih.
Geni za eksotoksin S in U so bili bolj pogosti pri klini¢nih sevih, medtem ko so bili geni za
eksotoksin T bolj pogosti med okoljskimi sevi.

Nizka stopnja prekrivanja med klini¢nimi in okoljskimi CRPA sevi, ki smo jo dokazali v nasi
nalogi kaZe, da gre za dva medsebojno neodvisna rezervoarja. Ugotavljamo tudi, da imajo sevi
CRPA iz bolnisni¢nega okolja nekoliko drugaen set virulenénih determinant in bolj raznolike

vzorce odpornosti.

Kljuc¢ne besede: Pseudomonas aeruginosa, okuzbe, Cistilne naprave, protimikrobna odpornost,

virulenca, karbapenemi, betalaktamaze, Cistilne naprave.
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PSEUDOMONAS AERUGINOSA ISOLATED FROM PATIENTS AND THE
ENVIRONMENT

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic bacterium and is ubiquitous in humid
environments inside and outside of hospitals and is occasionally detected as a part of human
microbiota. In predisposed patients P. aeruginosa causes severe hospital acquired infections. It
is intrinsically resistant to many antibiotics. Carbapenems are among the few available options
for treatment of P. aeruginosa infections, but the carbapenem resistance is increasing
worldwide. As P. aeruginosa from hospitals could potentially be transmitted to the wastewater
systems the aim of our study was to compare clinically relevant carbapenem resistant P.
aeruginosa (CRPA) with CRPA isolates from two wastewater treatment plants (WWTP) and
to detect possible overlap in genotypes, resistance determinants and virulence genes.

During the twelve-month period (1.1.2014 — 31.12.2014) CRPA cultivated from urine and
respiratory diagnostic samples in the laboratory serving several health care facilities were
collected. Two WWTPs were sampled monthly and CRPA were isolated on selective media.
Susceptibility for ceftazidime, cefepime, piperacilin/tazobactam, imipenem, meropenem,
ciprofloxacin, tobramycin, gentamycin, amikacin and netilmicin was determined by disk
diffusion method according to EUCAST standards
(http://www.eucast.org/ast_of bacteria/disk_diffusion_methodology/). All strains were PFGE
typed. For each pulsotype from one to nine representatives were selected and subjected to whole

genome sequencing (WGS). Sequences were used for MLST (https://pubmlst.org/paeruginosa/)

and for analysis of resistance and virulence determinants (https://card.mcmaster.ca/ and

http://www.genomicepidemiology.org/).

Altogether 213 CRPA strains (65 pulsotypes) were collected, of which 130 were from clinical
samples (38 pulsotypes) and 83 were from environmental samples (31 pulsotypes).

The most common clinical pulsotype (Ptl) was encountered in 57 strains (45,6 %), but was
present only in larger teaching hospital. Only two pulsotypes (Pt17 and Pt63) were found in
larger teaching hospital as well as in smaller health care institutions.

Among environmental CRPA strains 26 pulsotypes have been found in a larger WWTP and 11
pulsotypes in smaller WWTP. Similar as among clinical strains also here a single pulsotype
was prevalent (Pt10 — 21,7 %). With MLST typing we distributed 112 analysed strains into 49
STs. Only 10 STs overlapped between environment and patients, among them the worldwide


https://pubmlst.org/paeruginosa/
https://card.mcmaster.ca/
http://www.genomicepidemiology.org/

spread types ST111 and ST235. Overlap between CRPA genotypes from patients and WWTP
according to PFGE and MLST typing was low. Only 9 pulsotypes were shared between two or
more settings (hospitals or WWTP).

Clinical and environmental CRPA strains differed in antibiotic resistance. The highest
proportion of clinical isolates was resistant to piperacillin/tazobactam (52.3 %) and ceftazidime
(42.3 %). The highest proportion of environmental isolates was resistant to ceftazidime (37.1
%) and ciprofloxacin (35.5 %). The majority of isolates was resistant only to imipenem and/or
meropenem. Strains were distributed into ten different patterns. All of them included clinically
relevant strains, while environmental strains showed only four resistance patterns in addition to
carbapenem resistance only.

Resistome analysis demonstrated variety of intrinsic resistance mechanisms, but also genes
associated with horizontal gene transfer (HGT) such as genes for carbapenemases from VIM
family (16 % of strains), mutations in gyrase (33 % of strains), and genes for different
aminoglycoside modifying enzymes. All strains with carbapenemases were resistant to 3 or
more classes of antibiotics.

Virulence genes assessed from WGS were mostly uniformly distributed across the analysed
strains. Exemptions were genes for type 111 secretion systems associated exotoxins Y, U, T and
S. Genes for exotoxins Y and T were present in the majority of isolates, while genes for
exotoxins U and S were present only in 14 and 36 ST, respectively. Genes associated with
exotoxins S and U were somewhat more frequent in clinical strains, while genes associated with
exotoxin T were more frequent in environmental strains.

In summary, we have shown a low overlap between clinically relevant and environmental
CRPA genotypes, indicating that these two reservoirs are independent. CRPA in hospital
environment have slightly different set of virulence determinants and higher variety of

resistance patterns.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, infections, antimicrobial resistance, virulence,

carbapenems, beta-lactamases, wastewater treatment plants.
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SEZNAM OKRAJSAV

AME — aminoglikozide inaktivirajo¢i encimi

CRPA — proti karbapenemom odporni Pseudomonas aeruginosa

HGT — horizontalni genski prenos

MALDI-TOF - masnha spektrometrija z metodo ionizacije v matriksu z desorpcijo z laserjem
(MALDI) in masnim analizatorjem na Cas preleta ionov

MBL- metalo-betalaktamaza

MGE — mobilni genetski elementi

MLST - tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij

NGS - sekvenciranje naslednje generacije

ORF — odprti bralni okvir

PDC — psevdomonasne cefalosporinaze

PFGE — gelska elektroforeza v pulzirajo¢em elektricnem

RE-restrikcijski encim

SNP — polimorfizem posameznega nukleotida

ST — sekvencni tip

T3SS — sekrecijski sistem tipa 3

VIM — metalo-betalaktamaza iz skupine VIM

WGS — tipizacija na osnovi dolocanja nukleotidnega zaporedja celotnega genoma



1. UVOD

Pseudomonas aeruginosa je v okolju vseprisotna oportunisti¢na patogena bakterija.
Redko povzroca okuzbe pri sicer zdravih osebah, kadar pa je obrambna sposobnost organizma
lokalno ali v celoti okrnjena, lahko povzroc¢a hude okuzbe. Te zlasti povzroca v povezavi z
zdravstvom (1, 2).

Bakterija P. aeruginosa je Ze po po naravi (tj. intrinzi¢éno) odporna proti Stevilnim
protimikrobnim zdravilom. Zato je za zdravljenje okuzb, ki jih povzrocajo divji tipi P.
aeruginosa, na voljo le omejen izbor zdravil. 1zbor protimikrobnega zdravila pa zaplete tudi
pogosta pridobljena odpornost, ki se lahko pojavi tudi tekom zdravljenja (2, 3, 4, 5).
Karbapenemi, ki sodijo v skupino betalaktamskih protimikrobnih zdravil s Sirokim spektrom
delovanja, med njimi zlasti imipenem in meropenem, so zdravila izbora za zdravljenje okuzb,
ki jih povzroca P. aeruginosa odporen proti ostalim protipsevdomonasnim ucinkovinam.
Vendar se tudi pri P. aeruginosa proti karbapenemom pojavlja odpornost, ki postaja vse veéji
problem tudi v nasem okolju.

Vir bolnis$ni¢nih okuzb s P. aeruginosa v strokovni literaturi pogosto povezujejo z odtoki
vodovodnih napeljav (6, 7, 8, 9, 10). 1z vodovodnega sistema bolnisnic P. aeruginosa lahko
prehaja v komunalni sistem odpadnih vod in od tam v vode istilnih naprav (11, 12).

V raziskavi bomo ugotavljali ali proti karbapenemom odporne seve P. aeruginosa, ki smo jih
osamili pri bolnikih, lahko zaznamo tudi v okolju.

Cilji naSe raziskave so:

e ugotavljanje pogostnosti proti karbapenemom odpornih sevov pri bolnikih v SV
Sloveniji in ugotavljanje prisotnosti proti karbapenemom odpornih sevov P.
aeruginosa v izvenbolni$ni¢nem okolju

e molekularna opredelitev sevov iz kuZnin in vzorcev Cistilnih naprav ter ugotavljanje
podobnosti med kli¢nimi in okoljskimi sevi

e sekvenciranje celotnega genoma pri izbranih predstavnikih

e molekularna dolocitev prenosljivih mehanizmov odpornosti proti karbapenemom
pri okoljskih in klini¢nih sevih — potrditev in dolocitev tipov in podtipov

karbapenemaz
e pogostnost in doloCanje genetskih determinant nekaterih virulencnih dejavnikov

e ugotavljanje  soasne  odpornosti  proti  karbapenemom in  drugim

protipsevdomonasnim zdravilom pri klini¢nih in okoljskih sevih



1.1 Hipoteze

Postavili smo naslednje hipoteze:

proti karbapenemom odporni sevi izolirani iz iztoka Cistilnih naprav bodo le deloma
podobni proti karbapenemom odpornim sevom iz kuznin (tako po mehanizmih

odpornosti proti karbapenemom kot po naboru virulen¢nih dejavnikov)

le manjs$i delez odpornosti proti karbapenemom bo posredovan z izloCanjem
karbapenemaz in te se bodo kot mehanizem odpornosti pojavljale pri veckratno

odpornih sevih

pojavljale se bodo predvsem karbapenemaze iz skupine VIM, ki jih sicer opisujejo

tudi v bliznjih drzavah

10



2 PREGLED OBJAV

2.1 Bakterija P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je po Gramu negativna, v naravi vseprisotna bakterija. Glede pogojev
rasti je nezahtevna auksotrofna bakterija (13), ki kot vir oglika lahko uporablja razlicne
substrate. Je prvenstveno aerobna bakterija, vendar lahko raste tudi v anaerobnih pogojih, kjer
kot kon¢ni akceptor elektronov namesto kisika sluzi duSik (denitrifikacija). Uspeva v
temperaturnem obmocju od 4 do 42 °C, pri pH od 4 do 8 (14, 15).

Velik in raznolik genom bakteriji P. aeruginosa omogoca, da se prilagaja tako spremembam v
okolju (razli¢na hranila, odpornost na zunanje vplive) kot tudi razli¢nim gostiteljem (3, 16, 17).
Spekter gostiteljev, ki jih P. aeruginosa lahko kolonizira oz. okuzi, sega od enoceli¢nih
organizmov, preko rastlin in Zivali do ¢loveka (18). Zaradi njene vseprisotnosti v okolju z
bakterijo P. aeruginosa pogosto pridemo v stik, vendar zdravega gostitelja le redko kolonizira.
Pogosteje pride do gastrointestinalne kolonizacije pri hospitaliziranih bolnikih, Kjer ta znasa od
2-24 % (19). Pogosto kolonizira tudi dihala pri kroni¢no bolnih (cisti¢na fibroza, kroni¢na
obstruktivna plju¢na bolezen - KOPB).

S klini¢nega stalis¢a je zelo pomembna prirojena in pridobljena odpornost P. aeruginosa proti
Stevilnim antibiotikom, kar otezuje zdravljenje okuzb (3). Odpornost proti zdravilom in
razkuzilom omogoca P. aeruginosa, da je eden najpogostejsih povzrociteljev okuzb povezanih

z zdravstvom (20).

2. 2 Klini¢ni pomen bakterije P. aeruginosa

Bakterija P. aeruginosa je najpogostejsi oportunisti¢ni patogen, ki zelo redko povzroca okuzbe
zdravih tkiv. Vecina hujsih okuzb, ki jih povzroca P. aeruginosa je povezana z zdravljenjem in
potekajo kot akutne in kroni¢ne okuzbe dihal, secil in sistemske okuzbe (21, 22, 23).
NajpogostejSe skupine bolnikov pri katerih se razvijejo okuzbe s P. aeruginosa so:
nevtropeni¢ni bolniki, bolniki s huj$imi opeklinami, bolniki s cisti¢no fibrozo, bolniki na enotah
intenzivnega zdravljenja, novorojenci in ostareli (1, 24). Sistemske okuzbe s P. aeruginosa
spremlja visoka smrtnost, 17—44 % (25, 26, 27). Najpogostejse okuzbe in njihove povezave z

dejavniki tveganja prikazuje tabela 2.1.
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Tabela 2.1. NajpogostejSe okuzbe, ki jih povzroca bakterija P. aeruginosa in njihova povezanost z dejavniki
tveganja (povzeto po referenci (28)).

Mesto okuzbe

Klini¢na slika

Pogostnost

Najpomembnejsi
dejavniki tveganja

Dihala akutna pljuénica zelo pogosto hospitalizacija;
intenzivne enote; umetno
predihavanje;
nevtropeniéni bolniki;
imunosupresivno
zdravljenje

kroni¢ne okuzbe spodnjih | zelo pogosto cisticna fibroza
dihal KOPB; bronhiektazije

Kri bakteriemija; sepsa zelo pogosto dolgotrajna  bolni$ni¢na
oskrba; katetri;
Sirokospektralni
antibiotiki; nevtropeni¢ni
bolniki;

AIDS; sladkorna bolezen;
opekline

Secila akutne in  kroni¢ne | zelo pogosto prisotnost tujkov; Katetri;

okuzbe operativni posegi;
obstrukcije

Uho vnetje zunanjega | zelo pogosto plavanje

sluhovoda;

maligno vnetje zunanjega
sluhovoda; kroni¢no
gnojno vnetje srednjega
usesa

sladkorna bolezen

Koza in mehka tkiva

dermatitis

okuzbe ran

okuzbe opeklinskih ran

pyoderma, folliculitis

Echtyma gangrenosa

relativno pogosto

kopali§ca

poskodba

opeklinske rane

nevtropeni¢ni bolniki

enterokolitis
perirektalne okuzbe

Oko keratitis pogosto zaplet po  poskodbi;
kontaktne lece
oftalmija pri | redko starost
novorojenckih
Osrednje zivcevje meningitis, mozganski | redko poskodbe glave,
absces nevrokirur§ki posegi
Okuzbe kosti in sklepov | osteomielitis redko travma
Sréno zilni sistem endokarditis redko i.v. narkomani
Prebavila nekrotizirajoc¢i redko nedonosencki

(+parenteralna prehrana);
nevtropenija

2.3 Mehanizmi odpornosti pri bakteriji P. aeruginosa

Zdravljenje okuzb, ki jih povzroca P. aeruginosa je tezavno, saj je bakterija ze intrinzi¢no

odporna proti Stevilnim protimikrobnim zdravilom. To je predvsem posledica slabe

prepustnosti zunanje celi¢cne membrane (3). Intrinzi¢na odpornost prizadene protimikrobna

zdravila iz razli¢nih antibioti¢nih razredov. Tako je P. aeruginosa odporen proti Stevilnim

betalaktamskim

antibiotikom,

kloramfenikolu,

kombinaciji

trimetroprima s
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sulfometaksazolom, tetraciklinom, makrolidom in ve¢ini kinolonov (3, 29). Intrinzi¢nim
dejavnikom odpornosti se lahko pridruZzijo Se adaptivni in pridobljeni dejavniki odpornosti, kot
so povecano Crpanje protimikrobnega zdravila iz bakterijske celice in encimatska razgradnja ali
sprememba zdravila (1, 3, 30) (Tabela 2.2). Zato je za zdravljenje na voljo le omejen nabor
zdravil, med njimi so: protipsevdomonasni  penicilini  (ureidopenicilini  in
alfakarboksipenicilini), protipsevdomonasni penicilini z inhibitorji betalaktamaz (piperacilin s
tazobaktamom), protipsevdomonasni cefalosporini I1l. (ceftazidim, cefoperazon) in
cefalosporini V. generacije (cefepim), protivsevdomonasni cefalosporini z inhibitorji
betalaktamaz (ceftolozan s tazobaktamom, ceftazidim z avibaktamom), karbapenemi
(imipenem, meropenem, doripenem), fluorokinoloni (ciprofloksacin, levofloksacin),
aminoglikozidi v kombiniranem zdravljenju, ter polimiksini (polimiksin B, kolistin) (25, 27,
28).

2.3.1 Odpornost proti karbapenemom pri bakteriji P. aeruginosa

Karbapenemi sodijo v skupino betalaktamskih protimikrobnih zdravil s Sirokim spektrom
delovanja. Nekriti¢na uporaba karbapenemov pospesuje pojav proti njim odpornih sevov P.
aeruginosa (31).

Odpornost P. aeruginosa proti karbapenemom je lahko posredovana na ve¢ nacinov. Lahko je
posledica socasnega delovanja ve¢ih mehanizmov, tako npr. aktivnosti psevdomonasnih
cefalosporinaz — PDC (angl. Pseudomonas-derived cephalosporinases - PDC) ob istocasni
aktivnosti izlivnih ¢rpalk, ki izlo¢ajo karbapeneme iz celice (32). Pogosto je vzrok izguba
porina OprD v zunanji membrani in posledi¢no pojav odpornosti proti imipenemu (33). Za to
vrsto odpornosti je znacilno, da je ohranjena obcutljivost za druge betalaktamske antibiotike, Ki
so sicer ucinkoviti proti P. aeruginosa (31).

Vse pogosteje opazamo odpornost proti karbapenemom, ki jo posredujejo encimi iz
molekularnega razreda skupine B, tako imenovane metalo-betalaktamaze — MBL (angl.:
metallo-beta-lactamase — MBL) (34). Za te je znacilno, da ucinkovito razgradijo vse
betalaktame, razen monobaktamov (aztreonam) (35). Geni, ki nosijo zapis zanje, so name$¢eni
kot kasete v integronih, kar jim omogoca ucinkovito izraZanje in Sirjenje (36, 37). Med po
Gramu negativnimi bacili je znanih ve¢ tipov MBL, pri P. aeruginosa sta najpogostejsa tipa
IMP (angl.: imipenemase — IMP) in VIM (angl.: Verona integron-encoded metallo-p-lactamase
—VIM), pojavljajo se pa Se drugi, kot npr. GIM (angl.: Germany imipenemase — GIM) in SPM
(angl.: Sao Paulo metallo-B-lactamase — SPM) (36, 38, 39).
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2.3.2 Odpornost proti drugim betalaktamom pri bakteriji P. aeruginosa

Poleg zmanjsane prepustnosti igrajo pomembno vlogo pri odpornosti proti betalaktamom
(razen karbapenemom) razlicne PDC, med njimi tudi AmpC, ki je podobna kromosomalni
obliki AmpC pri nekaterih enterobakterijah (40). Divji tipi P. aeruginosa izlocajo nizke bazalne
nivoje AmpC, zato so obcutljivi za protipsevdomonasne peniciline, za kombinacije le-teh z
inhibitorji betalaktamaz, za cefalosporine in za karbapeneme. Ce se tvorba AmpC poveda, pa
se pojavi odpornost proti vsem betalaktamom, razen karbapenemom. Cezmerna tvorba AmpC
sama ne vpliva na obcutljivost za karbapeneme, domnevajo pa, da lahko prispeva svoj delez ob

hkrati prisotnih drugih dejavnikih odpornosti (40).

Tabela 2.2: Mehanizmi odpornosti na protimikrobna zdravila pri bakteriji P. aeruginosa

Vrsta odpornosti Mehanizem Primeri

izlivne ¢rpalke MexAB-OprM; MexCD-OprJ; MexEF-OprN;
MexXY-OprM (izlocajo cefalosporine,
karbapeneme, aminoglikozide, kinolone,
ureidopeniciline)

Intrinzi¢na odpornost prepustnost zunanje | OprF, OprD, OprB (zmanjSana prepustnost za
membrane karbapeneme, aminoglikozide, kinolone)
inducibilne AmpC — (penicilini, nekateri cefalosporini); izlo¢anje
kromosomalne inducibilno

betalaktamaze
spremembe v membrani | Spremembe lipida A (aminoglikozidi, polimiksini)
Adaptivna odpornost povecano izlo¢anje | Povecana sinteza AmpC in stalno izlo¢anje
intrinzi¢nih betalaktamaz
mutacija na nivoju tarée | DNA-giraza, Dna-topoizomeraza (kinoloni)
ali regulatornih proteinov | MexZ (kinoloni, aminoglikozidi)
Pridobljena odpornost intrinzi¢ne odpornosti
sprememba antibiotika — | ESBL; MBL,; (penicilini, cefalosporini, karbapenemi)
beta laktamaze
(prirejeno po referencah: 1, 3); ESBL = betalaktamaze z razSirjenim spektrom delovanja (angl.: extended spectrum
beta-lactamase — ESBL), MBL= metalo-betalaktamaze (angl.: metallo beta-lactamase — MBL).

Delez odpornih izolatov med sevi P. aeruginosa se na splosno visa (41). V Sloveniji sicer
opazamo, da se je odpornost P. aeruginosa proti karbapenemom od leta 2014 do 2016 celo
nekoliko znizala. Leta 2014 je znaSal delez sevov P. aeruginosa, ki so bili neobcutljivi za
imipenem ali meropenem 12 0z. 17 % (42), leta 2016 pa se je delez neobcutljivih sevov znizal
za imipenem na 11,5 % oz. za meropenem na 11,3 % (43). Leta 2014 so v Evropi med
invazivnimi sevi ugotovili prisotnost proti karbapenemom odpornih sevov P. aeruginosa v
delezu od 4,4 (Nizozemska) do 58,5 % (Romunija). V Sloveniji je delez proti karbapenemom
odpornih sevov P. aeruginosa med invazivnimi sevi leta 2014 znasal 31,3 % (44), leta 2017 pa

se je le-ta znizal in je znaSal 17,4 %. (45).
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2.4. Virulen¢ni dejavniki pri bakteriji P. aeruginosa

P. aeruginosa ima kot oportunisti¢ni patogen Stevilne lastnosti, ki omogocajo kolonizacijo in
okuzbo dovzetnega gostitelja (Slika 2.1). Poenostavljeno jih lahko razdelimo na dejavnike
pomembne za kolonizacijo, in dejavnike, ki $kodljivo delujejo na tkiva gostitelja. Pogosto pa

se u€inki teh dejavnikov prepletajo (Tabela 2.3).

Flagella pili Alginate ~g /\

HSL, PQS // T35S
Exotoxm A

Alkaline protease Phospholipase Pyoverdlne

/ Elastase /—\ ‘ m— _,E\
=

ROS
ey . Glutathione
EF2 NADPH

Slika 2.1.: Virulenéni dejavniki pri bakteriji P. aeruginosa. P. aeruginosa izlo¢a Stevilne
dejavnike virulence. Bicek (flagellum) in pilusi tipa IV (pili type IV) so poglavitni adhezini, Ki
se vezejo na gangliozide gostiteljskih celic (asialo GM1 in asialo GM2). Ti adhezini skupaj z
lipopolisaharidom (LPS) povzro¢ajo izlo¢anje vnetnih mediatorjev. Ko se med P. aeruginosa
in gostiteljsko celico vzpostavi stik, se aktivira sekrecijski sistem tipa 3 — T3SS (angl.: Type
[11 secretion system - T3SS), s pomocjo katerega se citotoksini vbrizgajo neposredno v citosol
gostiteljske celice. Razli¢ni virulen¢ni dejavniki, Ki jih izlo¢a P. aeruginosa, u¢inkujejo na
celice in tkiva gostitelja. Tako razli¢ne proteaze razgrajujejo komponente komplementa, mucin,
razkrajajo tesne stike med epitelijskimi celicami (na sliki angl.: tight junction — tesni stiki) in
na tak nacin prispevajo k Sirjenju v gostitelju. Lipaze in fosfolipaze razkrajajo lipide v celi¢nih
membranah gostiteljskih celic in lipide, ki so sestavni del surfaktanta (snovi, ki zmanjSuje
povrsinsko napetost v pljuénih mesickih). Piocianin vpliva na elektronski transport in tvorbo
reaktivnih kisikovih intermediatov. Pioverdin omogoca bakteriji, da si prisvoji Fe ione iz zalog
gostitelja.(Povzeto po referenci: 1)
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Tabela 2.3: Virulen¢ni dejavniki bakterije P. aeruginosa

Dejavniki pomembni za kolonizacijo

Ucinek na celice in tkiva

adhezin

zasCita
pred odg.
gostitelja

gibljivost/k
emotaksija

izlo¢anje
vnetnih
mediatorjev

nacin
izloCanj

toksin

drugo

Strukturne
znacilnosti

Alginat

++

+++

biofilm

LPS

++

+++

+++

endotoksin

Pilusi tipa IV

+++

+++

mikrokolonije

Bicek

++

+++

+++

Sekrecijski sist.

izloCanje
encimov/toksi
nov

Pigmenti

Piocianin

++

++

PD

oksidativni
stres;
apoptoza
nevtrofilnih
leukocitov in
makrofagov

Pioverdin

PD

siderofor;
regulacija
tvorbe
eksotoksina A
in
endoproteaze

Encimi/toksini

Alkalna
proteaza

++

T1SS

razgradnja
komplementa
in
dibronektina

Proteaza IV

razgradnja tkiv
in beljakovin

Elastaza

++

+++

T2SS

razgradnja
komplementa,
tkiv in
beljakovin;
biofilm

Eksotoksin A

+++

T2SS

eksotoksin
ADRPT

Fosfolipaze

+++

+++

T2SS

razgradnja cel.
membran,
tkiv;
pridobivanje
fosfata

ExoS

+++

+++

T3SS

bifunkcionalni
eksotoksin

aktivacija
GTP-az

ExoT

+++

+++

T3SS

bifunkcionalni
eksotoksin

razgradnja cel.
membran,
tkiv;

ExoU

+++

+++

T3SS

fosfolipaza A2

apoptoza;
razgradnja
epitelija

ExoY

adenilat
ciklaza

Crpalke

MDR
izloGevalni
sistemi

odpornost
proti
antibiotikom

Regulatorni
mehanizmi

Qurum sensing

aktivacija
genov
pomembnih za
virulenco

PD = pasivna difuzija; T1SS = sekrecijski sistem tipa | (angl.: Type I secretion system —T1SS) ; T2SS = sekrecijski

sistem tipa Il (angl.: Type Il secretion system — T2SS); T3SS = sekrecijski sistem tipa 111 (Type Il secretion
system — T3SS).
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Alginat

Alginat je eksopolisaharid, ki obdaja celice P. aeruginosa in se izlo¢a predvsem pri kroni¢no
potekajocih okuzbah (mukoidni sevi), ki so povezane s cisti¢no fibrozo ali KOPB. Domnevajo,
da sodeluje pri tvorbi biofilma in $¢iti bakterijske celice pred obrambnimi mehanizmi gostitelja,

ter u¢inkovanjem protimikrobnih zdravil (1).

Lipopolisaharid

Lipopolisaharid (LPS) je kompleksni glikolipid, ki je strukturna komponenta celi¢ne stene po
Gramu negativnih bakterij. Sestavljajo ga lipid A, osrednji oligosaharid in O-antigen. Na osnovi
O-antigena seve P. aeruginosa razdelimo v 20 serotipov (46). LPS se veze na receptorje
gostiteljskih celic in je pomemben kot adhezin. Podobno kot pri drugih po Gramu negativnih
bakterijah z vezavo na imunske celice sprozi izlocanje vnetnih citokinov, ki lahko privedejo do

septi¢nega Soka (1).
Pilusi tipa IV

Najpomembne;jsi adhezin bakterije P. aeruginosa so polarno namesceni pilusi tipa IV. To so
proteinske strukture s pomocjo katerih se bakterija pritrjuje na celice in tudi na nezive povrsine
(1). Poleg tega omogocajo P. aeruginosa ciljano gibanje na trdih in poltrdnih povrSinah -
"trzajoca" gibljivost (angl.: twitching motility) proti okolju, ki vsebuje hranila (47). Skupaj z
bickom so pomembni za gibljivost v teko¢em okolju, za tvorbo biofilma in za tvorbo

mikrokolonij (1).
Bicki (Flagele)

Celica P. aeruginosa ima posamicen bicek, ki je nameS¢en polarno. S pomocjo bicka se
bakterija giblje skozi tekoce okolje — rojece gibanje (angl.: swarming motility). Bi¢ek ima tudi
funkcijo adhezina, veZe se na glikolipide epitelijskih celic in stimulira izlocanje vnetnih

mediatorjev (1).

Poleg zgoraj navedenih virulen¢nih dejavnikov, ki so pritrjeni na bakterijske celice so za
patogenezo psevdomonasnih okuzb pomembni tudi virulenc¢ni dejavniki, ki jih bakterija izloca.
Nekateri, kot sta pigmenta piocianin in pioverdin, prehajajo v okolico celice s pasivno difuzijo,

druge virulen¢ne dejavnike pa bakterija aktivno izlo¢a preko sekrecijskih sistemov tipa I, II in
II.

Piocianin
Piocianin je fenazinski pigment, ki znacilno obarva kolonije P. aeruginosa na nekaterih
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gostiteljskih celicah, tako da reagira s kisikom in pospeSuje nastajanje superoksida ter
vodikovega peroksida. Zavira tudi elektronski transport v mitohondrijih (1, 48). Tako povzroca
apoptozo nevtrofilcev in inhibira delovanje makrofagov, ter zavira rast drugih bakterijskih celic
(49). Pri okuzbah dihal poskoduje tkivo tako, da vpliva na transport ionov, moti izlo¢anje sluzi

in zmanjSuje delovanje migetal¢nih celic (48).
Pioverdin

Poleg piocianina P. aeruginosa izlo¢a $e druge pigmente, od teh je najpomembnejsi pioverdin,
ki deluje kot siderofor — iz okolice veze Zelezo, ki ga pridobi iz zalog gostitelja. Poleg tega
deluje tudi kot signalna molekula in vpliva na regulacijo tvorbe eksotoksina A in endoproteaze
(50).

Sekrecijski sistemi

Po Gramu negativne bakterije uporabljajo za aktivno izloCanje beljakovin ve¢ razli¢nih

sekrecijskih sistemov, ki jih razdelimo v dvostopenjske in enostopenjske (Slika 2.2).

Pri dvostopenjskih sekrecijskih sistemih se v prvi stopnji beljakovine prenesejo skozi notranjo
celicno membrano v periplazmatski prostor in nato v drugi stopnji skozi zunanjo celi¢no
membrano. Med dvostopenjske sekrecijske sisteme uvrséamo T2SS in T5SS (angl.: Type V
secretion system — T5SS). Na tak nacin se pri P. aeruginosa prenasajo iz celice elastaze,
eksotoksin A in ve€ina lipaz in fosfolipaz. Druga skupina sistemov za izlo¢anje proteinov pa
zdruzuje enostopenjske sisteme: T1SS, T3SS, T4SS in T6SS (angl.: Type VI secretion system
- T6SS). (51, 52). Pri P. aeruginosa se s T1SS izloca alkalna proteaza v okolje bakterijske
celice, s T3SS pa se izlo¢ajo virulenéne beljakovine ExoS, ExoU, ExoT in ExoY neposredno v

citoplazmo gostiteljskih celic.
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Slika 2.2: Transportni sistemi pri po Gramu negativnih bakterijah. T1SS (angl.: Type | secretion system —
T1SS), T3SS (angl.:Type Il secretion system — T3SS), T4SS (angl.:Type 1V secretion system — T4SS) in T6SS
(angl.:Type VI secretion system — T6SS) so enostopenjski sekrecijski sistemi. Vsi navedeni, razen T1SS,
transportirajo efektorske beljakovine neposredno v gostiteljsko celico. T2SS (angl.:Type Il secretion system —
T2SS) in T5SS (angl.: Type V secretion system — T5SS) sta dvostopenjska sekrecijska sistema.

HM=membrana gostiteljske celice; OM=zunanja membrana po gramu negativnih bakterij; IM=notranja membrana
po Gramu negativnih bakterij; OMP=beljakovine zunanje membrane; ATP-aze in Saperoni SO obarvani rumeno;
(Prirejeno po referenci: 52)

Sekrecijski sistem tipa 3 (T3SS) in efektorske beljakovine

T3SS najdemo izklju¢no pri po Gramu negativnih bakterijah, povezan je z virulenco in
omogoca enostopenjski transport proteinov skozi notranjo in zunanjo celicno membrano

neposredno v citoplazmo celice gostitelja. Pogosto sluZi za izlo¢anje dejavnikov virulence (51).

T3SS pri P. aeruginosa prikazuje slika 2.3. Funkcionalno ga razdelimo v 5 komponent: igelni
kompleks (angl.: injectisome), aparat za translokacijo, regulatorni proteini, efektorski proteini
in saperoni. Vseh 5 komponent nadzorovano sodeluje, rezultat je vbrizganje efektorskih
proteinov v gostiteljsko celico (53, 54). Igelni kompleks, ki ga sestavlja 20 ali ve¢ beljakovin,

po strukturi spominja na bicke in deluje kot translokacijski kanal.

Za uspesno vbrizgavanje efektorjev je potreben proteinski translokacijski aparat. Komponente
tega aparata se prenesejo po translokacijskem kanalu in po stiku z membrano gostiteljske celice
tvorijo v njej poro premera 2,8-6 nm (53). Ze sam nastanek pore lahko povzroéi smrt

gostiteljske celice.
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Slika 2.3: Sekrecijski sistem tipa 11l pri P. aeruginosa (53). Prikazana je citoplazemska membrana (angl.:
cytoplasmic membrane), peptidoglikanska plast (angl.: peptidoglycan layer), zunanja membrana (angl.: outer
membrane), plazmalema (angl.: plasma membrane), igelni kompleks (angl.: needle complex) in translokacijska
enota (angl.: translocation unit).

Uravnavanje delovanja T3SS poteka na dveh medsebojno prepletenih nivojih — na nivoju

prepisovanja T3SS genov in na nivoju pricetka sekrecijskega procesa. UdeleZeni so regulatorni

proteini ExsA, ExD, ExC in ExS.

Za delovanje T3SS je potreben stik z gostiteljsko celico (55). Stik aktivira sekrecijski sistem in
ta zaCne i1z bakterijske celice izloc¢ati beljakovino ExsE. Zaloge te beljakovine so relativno
skromne, kar hitro privede do sprostitve ExsC, ta pa se zdaj veze na ExsD, kar sprosti EXSA, Ki
aktivira prepisovanje genov za T3SS. Pri regulaciji preko ExsA sodelujejo Se drugi regulatorni

sistemi (cAMP, regulatorni sistem Gac), mehanizem le teh Se ni povsem jasen (53).

Poznamo 4 efektorske beljakovine, ki se izlo¢ajo preko T3SS. To so eksotoksini ExoS, ExoT,

ExoU in ExoY. Med transportom stabilnost toksinov vzdrzujejo nanje vezani Saperoni.

ExoS

ExoS je beljakovina z dvojno aktivnostjo. Aktivira GTPaze in adenozil-difosfat-ribozil
transferazo — ADPRT (angl.: ADP-ribosyltransferases — ADPRT), ki katalizira prenos ADP-
riboze na gostiteljske beljakovine. Preko aktivacije GTP-az vpliva na sintezo aktina in porusi
arhitekturo citoskeleta (53). Kot ADPRT toksin vpliva na faze celi¢nega cikla, inhibira sintezo
DNK, moti metabolizem beljakovin, zavira endocitozo in sprozi apoptozo celice. (53). Zaradi

porusenja citoskletene strukture pride do zaokroZenja celic, stiki med njimi se razrahljajo, kar
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omogoc¢i bakteriji lazje prodiranje v tkivo. Zavira delovanje celic imunskega odziva, kar
omogoca boljse prezivetje P. aeruginosa. ExoS bi naj bil najpomembnejsi citotoksin, ki

sodeluje pri kolonizaciji, invazivnosti in razsoju okuzbe (56, 57).
ExoT

ExoT ima podobno aktivnost kot ExoS, s katerim ima 76% homologno aminokislinsko
zaporedje. Razlika je v tem, da ExoT ADPRT aktivnost ribozira manjse Stevilo drugih

gostiteljskih beljakovin kot ExoS.

ExoT pomembno inhibira fagocitozo in vpliva na razgradnjo epitelija, kar omogoca razsoj

okuzbe (53).
ExoU

ExoU je fosfolipaza A: s Sirokim spektrom substratov, ki vkljucuje fosfolipide, lizofosfolipide

in nevtralne lipide. Povzroca hitro celi¢no smrt, u¢inkuje na fagocite in epitelij.
ExoY

ExoY je adenilatna ciklaza, povzroca zviSanje znotrajcelicnega nivoja ciklicnega AMP in preko
tega izrazanje Stevilnih genov. Pride do sprememb v strukturi citoskeleta, zaviranja fagocitoze

in povecane prepustnosti endotela (53).

Exotoksini, ki se izlo¢ajo preko T3SS, so razli¢no prisotni pri razliénih sevih. To je lahko
posledica razli¢nega izrazanja genov, ki nosijo zapis zanje, ali pa tudi odsotnosti genov za
dolo¢eno efektorsko beljakovino. Tako ugotavljajo, da bi naj bili sevi, ki izlo¢ajo ExoU

predvsem citoliti¢ni, tisti, ki izrazajo ExoS pa predvsem invazivni (58).

Proteaze

P. aeruginosa izlo¢a vec razli¢nih vrst proteaz, ki so pomembne za patogenezo, ker razgrajujejo

fibrin, tesne stike med celicami in imunoglobuline ter druge proteine (1).

Najbolj raziskana je alkalna proteaza, ki je s cinkom povezana metaloproteaza. Je edini
virulenéni dejavnik, ki ga P. aeruginosa izlo¢a s pomoc¢jo T1SS. K virulenci prispeva z

razgradnjo komponent komplementa in fibronektina (59).
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Elastaze

P. aeruginosa tvori dve elastazi (A in B). Njuno izlo¢anje, ki poteka preko sekrecijskega
sistema tipa Il, je uravnavano z Lasl quorum sensing — QS (angl.: quorum sensing — QS)
sistemom. Vecino aktivnosti prispeva elastaza B - najmoc¢nejsi proteoliti¢ni encim, ki ga izlo¢a
P. aeruginosa. Deluje invazivno, tako da razgrajuje tkiva, in imunomodulatorno, tako da
razgrajuje pomembne molekule udelezene v imunskem odgovoru, kot so komponente
komplementa, protitelesa, inhibitor proteinaze alfa 1, kolagen, fibrin in elastin (60, 61).

Sodeluje tudi v zacetnih stopnjah nastajanja biofilma (61).

Proteaza IV

je serinski proteolitini encim, ki razgrajuje komponente komplementa, fibrinogen in

imunoglobuline, izlo¢anje poteka verjetno preko sekrecijskega sistema tip 2 (62).
Eksotoksin A

Eksotoksin A uvrs¢amo med AB toksine, ki so sestavljeni iz dveh podenot, podenota A je
pomembna za encimsko aktivnost toksina, podenota B pa za vezavo na specifi¢cne membranske
receptorje na celici. Aktivirana podenota A je ribozil transferaza (ADPRT). Po vstopu v celico
katalizira prenos riboze iz ADP na elongacijski dejavnik-2 (angl.: elongation factor-2 — EF-2)
in na tak nacin inhibira sintezo beljakovin. Podoben nacin delovanja, vendar razli¢ne tarce

imajo tudi AB toksini drugih bakterij, npr.: S. aureus, C. diphteriae, C. botulinum (63, 64).
Fosfolipaze

Fosfolipaze so encimi, ki katalizirajo hidrolizo fosfolipidov. Glede na mesto razgradnje
fosfolipida jih razdelimo v skupine A do D (65). Razgrajujejo celiéne membrane in tkiva in so
pomembne za pridobivanje fosfata. Kot virulen¢ni dejavnik se pojavljajo pri razli¢nih vrstah

bakterij, med njimi Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, P. aeruginosa (66).

Med pomembnejsimi fosfolipazami, ki jih tvori P. aeruginosa so fosfolipaze C (hemoliti¢na in

nehemoliti¢na) in fosfolipaza A2.

Od fosfolipaz C je pomemben virulen¢ni dejavnik hemoliti¢na fosfolipaza C (66). Razgradni
produkti fosfolipazne aktivnosti aktivirajo tvorbo leukotrienov, prostaglandinov in
tromboksanov, ki stimulirajo vnetni odgovor (67). Povezujejo jo tudi z adherenco na epitelijske

celice in citotoksi¢nostjo (66).
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Fosfolipazo 2A poznamo tudi pod imenom eksotoksin U (ExoU). Za razliko od fosfolipaz C,
ki se izlocata z T2SS, se ExoU izlo¢a z T3SS in je bila opisana v enem od prej$njih

odstavkov/razdelkov.

Quorum sensing in tvorba biofilma

Ouorum sensing (QS) je mehanizem, ki omogoca koordinirano adaptacijo bakterijske
populacije na spremembe v okolju. Adaptacijo posredujejo majhne difuzibilne molekule, ki jih
imenujemo signalne molekule (avtoinducerji). Te konstitutivno tvorijo vse bakterijske celice v
populaciji. Koncentracija avtoinducerja v okolju je sorazmerna s koli¢ino bakterij. Ko gostota
bakterijske populacije doseze kriti¢no vrednost (t.i. quorum), je koncentracija avtoinducerja
dosegla prag in sprozi aktivacijo genov, ki se izrazi kot koordinirani odgovor v celotni
bakterijski populaciji (1). Pri P. aeruginosa so znani 3 QS sistemi — to so sistem las, sistem rhi
in kinolonski QS sistem (68, 69). Urejeni so hierarhi¢no in so vpleteni v nadzor dejavnikov

virulence, prezivetja celice in tvorbe biofilma.

Biofilmi so visoko organizirane bakterijske zdruZzbe, pri katerih so bakterije pritrjene na
povrSino in med seboj ter vkljuene v izvenceli¢no polimerno substanco - matriks, ki ga
sestavljajo polisaharidi, nukleinske Kisline, lipidi in beljakovine. Matriks predstavlja 50-90%
volumna biofilma in nudi bakterijski zdruzbi fizikalno in kemicno zascito (70, 71). Tvorba
biofilma Se dodatno otezi zdravljenje okuzb, ki jih povzroca P. aeruginosa. Za nastanek
biofilma in prehajanje bakterij nazaj v planktonsko obliko je poleg QS potrebno sodelovanje se

drugih regulacijskih sistemov (1).

2. 5 Bakterija P. aeruginosa v izvenbolnisni¢nem in bolnisni¢énem okolju

V naravi bakterijo P. aeruginosa najdemo v razli¢nih, zlasti vlaznih okoljih, bodisi prosto
zivec€o ali povezano z nekaterimi vrstami ameb (72). Osamili so jo iz sladke, morske in bazenske
vode, iz vodovodnih sistemov in odpadnih vod, iz odplak, prsti, iz gnijo¢ih materialov in iz
drugih okoljskih vzorcev (18, 73).

Odpornost proti razkuZzilom, antiseptikom, protimikrobnim zdravilom in sposobnost tvorbe
biofilma bakteriji P. aeruginosa omogoca uspevanje v bolni$ni¢nem okolju. Tu jo osamimo v
povezavi z vodnimi viri (vodovodna napeljava, odtoki), pa tudi iz razkuzil, opreme za umetno

predihavanje, blazin, endoskopov, instrumentov za aspiracijo (74).
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Stevilni strokovni &lanki kaZejo na povezavo okuzb, ki jih povzroga P. aeruginosa z zunanjimi
viri v bolni$ni¢nem okolju. Okuzbe se lahko Sirijo posredno ali neposredno s kontaminirano
vodo. Tako so jih opisali v povezavi s kontaminiranimi vodnimi pipami, pitno vodo,
vodovodnimi odtoki, ustekleni¢eno vodo, steklenickami za hranjenje, vodnimi kopelmi,
raztopinami antiseptikov, z vlazilci zraka ob umetnem predihavanju, medicinskim priborom in
kontaminiranimi predmeti, ter tudi preko rok medicinskega osebja (12, 13, 24, 74, 75, 76, 77,
78, 79).

Tudi v Sloveniji smo v strokovni literaturi opisali dva izbruha, ki jih je povzrocil proti
karbapenemom odporen P. aeruginosa, in sicer v letih 2011 do 2013 v UKC Ljubljana (80) in
v letih 20122013 v UKC Maribor. V drugem primeru smo dokazali povezavo med okuzenimi

bolniki in kontaminiranimi vodnimi odtoki (81).

2.6 Metode tipizacije bakterije P. aeruginosa

2.6.1 Pregled molekularnih tipizacijskih metod

Tipizacija je postopek s katerim ugotavljamo podobnost, sorodnost oz. povezanost med
bakterijskimi izolati znotraj doloCene vrste (82). S tipizacijami lahko dokazujemo izvor in
prenos okuzbe, opredelimo seve, ki imajo ve¢jo moZznost prenosa oz. vecjo sposobnost
povzroCanja okuzbe, ter preucujemo strukturo in dinamiko mikrobne populacije (83).
Tipizacijske metode v osnovi razdelimo na starejSe fenotipske tipizacijske metode in novejse
molekularne tipizacijske metode.

Molekularne tipizacijske metode v primerjavi s klasi¢nimi tipizacijskimi metodami odlikuje
zlasti ve¢ja razlikovalna mo¢ in univerzalnost, omogocajo bolj natancno opredelitev
povezanosti izolatov in z njimi lahko tipiziramo SirSi spekter bakterijskih vrst. V primerjavi s
klasi¢nimi tipizacijskimi metodami so obicajno tudi hitrejse (84).

Pri izbiri ustrezne tipizacijske metode moramo upostevati njene znacilnosti. Dobre tipizacijske
metode imajo visoko razlikovalno mo¢ in ponovljivost, so univerzalne — omogocajo tipizacijo
Sirokega nabora razli¢nih bakterijskih vrst, enostavne za uporabo, hitre in cenovno dostopne
(82, 83). Na izbor tipizacijske metode vpliva tudi problematika, ki jo Zelimo s tipizacijo
razreSiti. Z molekularnimi tipizacijskimi metodami lahko npr. Zelimo dokazati genetsko
povezanost med izolati skozi daljsi ¢as — dolgoroc¢ne epidemioloske Studije ali pa skozi krajse

¢asovno obdobje ob izbruhih oz. epidemijah (85).
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Metode, ki jih uporabljamo za molekularno tipizacijo lahko razdelimo v tri skupine (86, 87):
1.) metode, ki temeljijo na prikazu fragmentov DNK (Tabela 2.4),

2.) metode, ki temeljijo na hibridizaciji in

3.) metode, ki temeljijo na dolo¢anju nukleotidnega zaporedja.

2.6.1.1 Metode, ki temeljijo prikazu fragmentov DNK

Pri teh metodah povezanost med izolati dolo¢amo na osnovi velikosti fragmentov DNK z
gelsko ali kapilarno elektroforezo. Fragmente DNK dobimo tako da: a) DNK bodisi razreZzemo
z ustreznimi restrikcijskimi encimi, b) pomnozujemo odseke genomske DNK ali c) s
kombinacijo teh dveh pristopov. S pomnozevanjem DNK dobimo veliko Stevilo kopij
fragmentov, kar poveca obcutljivost in hitrost metode (87). Metode primerjalno prikazuje
Tabela 2.4. V na$i raziskavi smo uporabili elektroforezo v pulzirajo¢em elektriénem polju, ki

jo v besedilu podrobneje obravhavamo.

Tabela 2.4: Primerjava med metodami, ki temeljijo na prikazu fragmentov DNK (Prirejeno po Li, Raoult in
Fournier, 2009).

Metoda Pogostnost rezanja | Uporaba Velikost DNK | Na¢in prikaza
DNK z RE amplifikacije fragmentov
PFGE redko ne veliki (>20 kb) PFGE (gel)
RFLP pogosto ne srednja (okoli 10 | GE in hibridizacija
kb)
Ribotipizacija pogosto ne srednja (okoli 10 | GE in hibridizacija
kb)
PCR-RFLP pogosto da GE
AFLP dva RE da zelo mala (<1 kb) GE ali CE
Rep-PCR ni stopnje | da mala (<5 kb) GE ali CE
restrikcije
RAPD ni stopnje | da mala (<5 kb) GE ali CE
restrikcije
MLVA ni stopnje | da zelo mala (<1 kb) GE ali CE
restrikcije

Legenda: PFGE = gelska elektroforeza v pulzirajoc¢em elektri¢nem polju (angl.: Pulsed-field gel electrophoresis),
RFLP = polimorfizem dolZin restrikcijskih fragmentov (angl.: Restriction fragment length polymorphism), AFLP
= polimorfizem dolzin pomnozenih delov (angl.: Amplified fragment length polymorphism) RAPD =
polimorfizem nakljuéno pomnozenih fragmentov (angl.: Random amplification of polymorphic DNA), Rep-PCR
= in vitro pomnoZevanje repetitivnih zaporedij (angl.: Repetitive element palindromic PCR), PCR-RFLP =
razli¢ica RFLP, ki ji predhodi pomnozevanje, MLV A= analiza vecjega Stevila lokusov z variabilnim Stevilom
tandemskih ponovitev (angl.: Multiple-locus variable number tandem repeat analysis), CE=kapilarna
elektroforeza (angl.: Capillary electrophoresis); RE=restrikcijski encim; GE=gelska elektroforeza,

Gelska elektroforeza v pulzirajo¢em elektri¢cnem polju

Zlati standard med tipizacijskimi metodami za bakterije je gelska elektroforeza v pulzirajo¢em
elektricnem polju PFGE (angl.: Pulsed-field gel electrophoresis - PFGE). Namenjena je

loCevanju relativno velikih fragmentov DNK (10 kb do 10 Mb), kar nam omogoci uporaba
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pulzirajo¢ega elektri¢nega polja (88) (slika 2.4). Za izvedbo metode potrebujemo izolirano in
oc¢is¢eno DNK, ki jo razrezemo z encimi — restrikcijskimi endonukleazami, ki imajo
prepoznavna mesta dolga 6 ali ve¢ baznih parov. Uporabljamo encime, ki prepoznajo redka
restrikcijska mesta, npr. restrikcijska endonukleaza Spel (89). Izbira ustreznega restrikcijskega
encima je pomemben dejavnik, ki vpliva na razlikovalno mo¢ metode (87). Razrezano DNK
prenesemo Vv gel in izvedemo elektroforezo v pulzirajocem elektricnem polju. Dobljene
restrikcijske fragmente, ki se medsebojno locijo na osnovi velikosti, prikazemo z uporabo
etidijevega bromida. Dobimo za izolate znacilne restrikcijske vzorce, ki jih lahko medsebojno
primerjamo. Razlike v restrikcijskih vzorcih med posamic¢nimi izolati so posledica zamenjave,

vstavitve ali delecije nukleotidov in izrazajo polimorfizem DNK med restrikcijskimi mesti (85).

|osamitev bakterijske DNK |

pulzotip St A BIBI A BIB2Cl A C D D D

|bakterio|iza v gelu |

R

-

Irazgradnja z RE (reZejo redko) | -

‘ 145.5 bt

97 -

-

|Ioéitev fragmentov s PFGE | 485

St.seva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

Slika 2.4: Prikaz PFGE: postopek in prikaz restrikcijskih fragmentov (prirejeno po referenci:
90).

Povezanost med posami¢nimi izolati na osnovi makrorestrikcijskih vzorcev ugotavljamo na
osnovi kriterijev, ki jih je objavil Tenover s sodelavci (82) (Tabela 2.5). Na ta nacin lahko

izolate razporedimo v 4 skupine — nivoje.

Tabela 2.5: Tenoverjevi kriteriji za interpretacijo makrorestrikcijskih vzorcev, ki jih dobimo s
PFGE.

Interpretacija — genetska | Stevilo genetskih sprememb | Stevilo razliénih fragmentov
povezanost med izolati

Genetsko nelocljivi 0 0

Genetsko tesno povezani 1 2-3

Genetsko verjetno povezani | 2 4-6

Genetsko nepovezani 3ali veé 7 ali ve¢

PFGE je najpogosteje uporabljana metoda ob razjasnjevanju izbruhov (85, 91). Rezultat

moramo vedno vrednotiti v sklopu Sirse slike, ki vkljucuje tudi epidemioloske podatke (87).
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Metoda ima dobro razlikovalno moc, s pomocjo standardiziranih protokolov lahko dosezemo
razmeroma dobro ponovljivost med laboratoriji. VV primerih dobro standardiziranih PFGE
metod obstajajo tudi podatkovne baze, ki so na voljo online. Najve¢ja od njih — PulseNet —
spremlja 4 bakterijske vrste, ki povzro¢ajo okuzbe, ki se prenasajo s hrano: E. coli O157:H7,

netifoidne vrste salmonel, Sigele in L. monocytogenes (http://www.pulsenetinternational.org/).

Izvedba PFGE je relativno zahtevna in dolgotrajna (3—4 ali ve¢ dni) (92, 93). Prenosljivost
dobljenih podatkov je slabSa kot v primeru metod, ki temeljijo na dolo¢anju nukleotidnega
zaporedja (94). lzvajanje same metode je cenovno ugodno, relativno visoki pa so zagonski
stroSki (85).

2.6.1.2 Metode, ki temeljijo na hibridizaciji

Tipizacijske metode temeljece na hibridizaciji DNK uporabljajo makro ali mikromreze, ki
imajo na plasticnem, steklenem ali kovinskem nosilcu natan¢no razporejene DNK lovke
(sonde) z znanim nukleotidnim zaporedjem (87). Lovke hibridizirajo z geni, ki oznacujejo (so
markerji) doloCene bakterijske seve, 0z. zaznajo vse alelne variante dolo¢enega gena, ki je
prisoten pri vseh izolatih preiskovane bakterije. V mrezo je lahko vklju¢eno od nekaj sto
(makromreze) do nekaj tiso¢ in ve¢ lovk (mikromreze) (85). Z vecanjem dostopnosti metod, ki

temeljijo na dolo¢anju genomskih sekvenc le-te vse bolj nadomescajo hibridizacijske metode.

2.6.1.3 Metode, ki temeljijo na dolo¢anju nukleotidnega zaporedja

Za metode, ki temeljijo na doloc¢anju nukleotidnega zaporedja — sekvenciranju, v osnovi
uporabljamo dve tehniki, klasi¢no Sangerjevo tehniko sekvenciranja (95), ki je pocasna,
relativno draga in z njo pridobimo dolge od¢itke nukleotidnega zaporedja, ter sekvenciranje
naslednje generacije (angl.: next generation sequencing — NGS), ki je veliko hitrejse, vendar
pridobimo kraj$e od¢itke DNK. Pri tretji tehniki, sistemih za sekvenciranje 111. generacije, so
rezultati ze v obliki daljSih od¢itkov, njihova slabost je v tem, da imajo precejSnjo bralno

napako. (96, 97, 98). Ti sistemi so tudi relativno dragi.

Z doloc¢anjem zaporedja nukleotidov v DNK lahko neposredno lo¢ujemo med bakterijskimi
sevi in sklepamo na njihovo sorodnost. Poglavitna prednost metod, ki temeljijo na dolo¢anju
nukleotidnega zaporedja v primerjavi z metodami, ki temeljijo na prikazu fragmentov DNK je
v dobljenih podatkih. Pri dolo¢anju nukleotidnega zaporedja so ti nedvoumni in primerljivi med
razlicnimi laboratoriji (87). Z dolo¢anjem nukleotidnega zaporedja lahko izvedemo tipizacijo
na osnovi enega lokusa — SLST (angl.: single locus sequence typing, SLST), tipizacijo na

osnovi multilokusnih zaporedij — MLST (angl.: multilocus sequence typing, MLST) ali na
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osnovi dolo¢anja nukleotidnega zaporedja celotnega genoma — WGS (angl.: whole genome
sequencing, WGS) (85, 87, 99).

2.6.1.3.1 Tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij — MLST (angl.: multilocus
sequence typing)

Med dobro standardizirane metode z odlicno ponovljivostjo in dobro prenosljivimi rezultati
sodi tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij — MLST. Z metodo ugotavljamo genetske
variacije v nukleotidnem zapisu za vzdrzevalne (angl.: house-keeping) gene, ki se zaradi svoje
pomembne funkcije v ¢asu le malo spreminjajo (100). Metoda temelji na verizni reakciji s
polimerazo, ki pomnozi odseke izbranih vzdrzevalnih genov (obi¢ajno 7), tem pa nato dolo¢imo
nukleotidno zaporedje. Po dolocitvi nukleotidnega zaporedja dobimo alelni profil izolata, ta
predstavlja kombinacijo alelnih razli¢ic sekvenciranega gena. Iz alelnega profila dolo¢imo

sekven¢ni tip izolata — ST (angl.: sequence type — ST ) (Slika 2.5.).

—@l—ai G G G G @

7 vzdrzevalnih genov
izolat A

€@ . @) €D €D @D -

1 1 1 1 1 1 1

izolat B
€@ €@ € &€ T e
( = CCAG G T c AG ¢ G AGA
2 2 2 1 2 1 2
izolat C
€@ e ) €@ @D € @
G ACTA G T T cr GA A TGT

1 3 2 2 1 3 3

Slika 2.5: dolocitev ST izolata z metodo MLST; (prirejeno po http://www.applied-

maths.com/applications/mlst).

Sheme MLST $tevilnih organizmov so dostopne na spletnem naslovu http://www.mlst.net.

Prednost MLST pred drugimi tipizacijskimi metodami je v tem, da so rezultati enoznacni,
upostevajo mednarodno standardizirano nomenklaturo, so ponovljivi in jih doseZemo v kratkem
Casu. (85, 101). Je dobro standardizirana, vrstno specificna metoda uporabna za tipizacijo
Stevilnih bakterijskih vrst (102, 103). Razmerje med izolati dolo¢imo s primerjavo alelnih

profilov, sorodni izolati imajo enake oz. podobne ST, nesorodni pa razlicne ST. S pomocjo
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raCunalniskih algoritmov si lahko povezavo med izolati na osnovi MLST tipizacije prikazemo

v obliki minimalno vpetega drevesa (99) (Slika 2.6.).

Cases with sequence type 398
Other cases
Controls

Slika 2.6: Minimalno vpeto drevo (angl.: minimum spanning tree) s katerim si lahko, s
pomocjo racunalniSkih algoritmov, prikazemo povezavo med izolati na osnovi MLST

tipizacije. (99).

MLST ima dobro razlo¢evalno moc¢ in zaradi primerljivosti omogoca tudi sledenje Sirjenja
klonov skozi €as in prostor, tako da je primerna za globalne epidemioloske, geografske in
evolucijske raziskave Sirjenja izolatov in za §tudije molekularne evolucije patogenov. Slaba
stran metode je visoka cena opreme in reagentov in zahtevnost izvedbe (visoko kvalificirano
osebje) (85, 103).

Standardizirana shema za dolo¢anje ST P. aeruginosa temelji na dolo¢anju nukleotidnega

zaporedja genov: acsA, nuoD, trpE, mutL, guaA, aroE, ppsA (100).

V naslednjem podpoglavju pa opisujemo izpopolnjene metode tipizacije MLST, ki temeljijo na

uporabi celotnih genomskih sekvenc.

2.6.1.3.2 Dolo¢anje nukleotidnega zaporedja celotnega genoma — WGS (angl. whole
genome sequencing)

Za sekvenciranje celotnega genoma se uporabljajo metode NGS (87, 98, 104). WGS omogoca
natan¢no identificiranje in hkrati opredeljevanje posamicnih bakterijskih izolatov. S
sekvenciranjem celotnega genoma dobimo veliko Stevilo kratkih od¢itkov (35—700 bp), ki jih z
razli¢nimi algoritmi sestavimo v celoten genom. Posebno tezavo za odcCitavanje in sestavljanje

predstavljajo regije genoma z variabilnim S$tevilom tandemskih ponovitev — VNTR regije
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(angl.: variable number tandem repeat — VNTR). Kljuéni problem pri WGS je tolmacenje
velikega Stevila podatkov (85, 104). Metoda ima dobro razlocevalno moc¢ in ponovljivost,

vendar je relativno draga, izvedbeno zahtevna in ne omogoca hitrega doseganja rezultatov.

Iz celotnega nukleotidnega zaporedja mikroorganizma dobimo podatke, ki so skladni z rezultati
drugih molekularnih tehnik za tipizacijo, kot sta PFGE in MLST. Tako z WGS dobimo podatke
o nukleotidnem zaporedju vzdrzevalnih (»house keeping«) genov, na osnovi katerih lahko
dolo¢imo sekven¢ni tip — ST (angl.: sequence type — ST); mikroorganizma (105). Kadar za
MLST uporabimo veliko genov iz genomskih sekvenc in ne samo 7 vzdzevalnih genov,
govorimo o MLST+ tipizaciji, ¢e uporabimo celoten skupni genom (angl.: core genome MLST
- CgMLST) pa o cgMLST (106).

WGS v primerjavi z drugimi tipizacijskimi metodami (npr., MLST, PFGE) odlikuje izjemna
natan¢nost in nam omogoca tipizacijo mikroorganizmov na nivoju sevov, ki jih lahko lo¢imo
na osnovi polimorfizma posami¢nih nukleotidov — SNP (angl.; single nucleotide
polymorphism) (104). Kot kriterij za locevanje klonalno sorodnih in nesorodnih sevov nam
sluzi $tevilo SNP, ki jih i§¢emo znotraj osrednjega (angl.: core) genoma. To Stevilo je pri
razli¢nih vrstah bakterij razli¢no. Za P. aeruginosa je kriterij e slabo poznan. Aktualne
publikacije navajajo, da so sevi P. aeruginosa klonalno sorodni, ¢e je razlika v Stevilu SNP
manjsa ali enaka 37, kar je precej ve¢ kot pri ve€ini drugih bakterij, kjer je meja za klonalno

sorodne seve od 2 do 5 SNP (107).

Podatki celotnega genoma, ki jih dobimo pri WGS nam na osnovi poznavanja genov, Ki
posredujejo odpornost bakterijam proti protimikrobnim zdravilom, omogocajo predvidevanje

odpornosti izolatov proti antibiotikom (104).
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2.6.2 Uporaba molekularnih metod za tipizacijo P. aeruginosa

Za molekularno tipizacijo bakterije P. aeruginosa je na voljo ve¢ metod (Tabela 2.6).

Tabela 2.6. Najpomembnejse molekularne metode, ki se uporabljajo za tipizacijo P. aeruginosa

Metoda

Pomembnej$e znacilnosti

Izbor referenc

PFGE

-zlati standard

-dobra razlikovalna mo¢

-dobra intralaboratorijska, nekoliko
slabsa interlaboratorijska
ponovljivost

-relativno zahtevna izvedba
-cenovno ugodna

(89, 86);
Stevilne druge objave (zlati standard
za tipizacijo)

Ribotipizacija

-dobra razlikovalna mo¢
-dobra ponovljivost
-zahtevna izvedba

(108),

REP-PCR

-velika razlikovalna mo¢
-hitra

-cenovno ugodna
-slabSa ponovljivost

(91, 103).

MLVA

-velika razlikovalna mo¢ (odvisna
od izbora lokusov)

-enostavna

-hitra

-dobra ponovljivost

-ni univerzalna

(109)

MLST

-dobro standardizirana

-zelo dobro ponovljiva
-standardizirana nomenklatura —
prenosljivost, dolocamo ST in CC.
-ni univerzalna

-visoka cena

(100, 110)

WGS

-dobra razlo¢evalna mo¢
-ponovljivost
-dolgotrajna

-zahtevna izvedba
-visoka cena

(87)

Mikromreze

-dobra razlikovalna mo¢
-standardizacija, ponovljivost
-visoka cena

-zaznava genov za virulenco in
odpornost

(86, 110)

Legenda: PFGE = gelska elektroforeza v pulzirajocem elektriénem polju (angl.: Pulsed-field gel electrophoresis);
REP-PCR = in vitro pomnoZevanje repetitivnih zaporedij (angl.: Repetitive element palindromic PCR); MLVA =
analiza vedjega Stevila lokusov z variabilnim $tevilom tandemskih ponovitev (angl.: Multiple-locus variable
number tandem repeat analysis); MLST = tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij (angl.: multilocus sequence
typing); WGS = dolocanje nukleotidnega zaporedja celotnega genoma (angl.: whole genome sequencing); ST =
sekvenéni tip (angl.: sequence type); CC klonalni kompleks (angl.: clonal complex).

Izbor metode je, podobno kot pri tipizacijah drugih bakterij, odvisen od vrste problema, ki ga z

metodo Zelimo razre$it. Ob izbruhih okuzb z virulentnimi ali veckratno odpornimi sevi P.

aeruginosa je priporocljivo izbrati metodo z dobro razlocevalno mocjo, kjer do rezultatov

pridemo v kratkem c¢asu, kot je npr. MLVA (angl.: Multiple-locus variable number tandem
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repeat analysis). Kadar se hkrati pojavlja izbruh na ve¢ razli¢nih lokacijah je primerno izbrati

bolj robustno metodo, ki ima poleg tega tudi dobro primerljivost, npr. PFGE.

Novejse metode, kot so MLVA, MLST in mikromreze imajo podobno razlocevalno moc¢ kot
standardna PFGE, rezultate pa dosezemo hitreje. Njihova slaba stran je predvsem draga oprema

in zahtevnost izvedbe oz. tolmacenja.

Vse bolj se uporabljajo metode, ki temeljijo na dolo¢anju nukleotidnega zaporedja, saj te
omogocajo edinstvene, ponovljive, primerljive in prenosljive podatke osnovane na univerzalni
genetski kodi, in so lahko dosegljivi na podatkovnih bazah svetovnega spleta. Sekvenciranje
celotnega genoma nam nudi podatke, ki nam omogocajo identifikacijo, razsirjeno tipizacijo
mikroorganizma ter opredelitev nukleotidnih zaporedij povezanih z odpornostjo proti

protimikrobnim zdravilom in z virulen¢nimi dejavniki (76).

2.7. Genom bakterije P. aeruginosa

Genom P.aeruginosa, ki bakteriji omogoca odli¢no sposobnost prilagajanja razli¢cnim pogojem
in gostiteljem, je eden od vec¢jih med do sedaj sekvenciranimi genomi prokariontov. Velikost
genoma, Ki nosi zapis za okoli 6000 genov, znasa od 5,5 do 7 Mbp, vsebnost GC je relativno
visoka — 66 %. (111, 112). Za vsestransko sposobnost prezivetja so zlasti pomembni razli¢ni
geni, ki nosijo zapise za beljakovine zunanje membrane, transportne sisteme, encime vklju¢ene

v metabolizem in prevzem hranil, ter stevilni regulatorni geni (113).

Prvi popolnoma sekvencirani genom P. aeruginosa je bil genom seva P. aeruginosa PAO1
(114). Obsega 6,3 Mbp, in nosi zapis za priblizno 5570 odprtih bralnih okvirjev — ORF (angl.:
Open reading frame — ORF). Genski zapis kodira Stevilne gene vkljuCene v regulacijo,
katabolizem in transport organskih snovi (111, 114). Predvideva se, da je priblizno 10% genov
pri PAO1 vkljucenih v regulatorne funkcije (115). Prvemu popolnoma sekvenciranemu genomu
bakterije P. aeruginosa leta 2000 so hitro sledili drugi. Popolne in delne sekvence se objavljajo
na podatkovni bazi NCBI GenBank (116). Danes najdemo tu podatke za ve¢ kot 2650
sekvenciranih genomov P. aeruginosa (oktober 2017), od tega za vecino obstaja delna (draft)
sekvenca, za 98 genomov pa je na voljo kompletna  sekvenca

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/187).

Na osnovi znanih sekvenc vecjega Stevila izolatov so ugotovili, da podobno kot pri drugih
bakterijah, lahko razdelimo celotni genom vrste — pangenom (angl.: pangenome) na dele, ki so
relativno nespremenljivi in dobro ohranjeni pri ve€ini sevov — osrednji genom (angl.: core

genome) in dele, ki se med izolati razlikujejo — pomozni genom (angl.: accesory genome).
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DNK osrednjega genoma je v splosnem med sevi kolinearno urejena (117), njeno zaporedje je
visoko ohranjeno, med sevi se razlikuje le za 0,5-0,7% (111, 118, 119). V osrednjem genomu

najdemo vecino genov povezanih z vzdrzevalnimi (»houskeeping«) funkcijami (120).

Kromosom P. aeruginosa je mozai¢na struktura nastala tako, da osrednji genom pogosto
prekinjajo vgrajeni bloki akcesornega genoma (117). H genomski raznolikosti P. aeruginosa
najvec¢ prispevajo elementi akcesornega genoma pridobljeni s horizontalnim genskim prenosom
(HGT, angl.: horizontal gene transfer), ki lahko obstajajo kot izvenkromosomalni elementi
(npr.: plazmidi), ali pa bloki DNK na razli¢nih lokusih vgrajeni v kromosom P. aeruginosa
(117). Mozai¢ni genom P. aeruginosa je zelo spremenljiv, k temu poleg HGT prispevajo

delecije, inverzije in mutacije na nivoju posami¢nih nukleotidov (117).

2.7.1 Akcesorni genom P. aeruginosa
Akcesorni genom P. aeruginosa sestavljajo elementi DNK velikosti od nekaj sto bp do ve¢ kot

100 kbp. Minimalna velikost obsega vsaj §tiri kontinuirane odprte bralne okvirje — ORF (120).

Elementi akcesornega genoma so genomski otocki (angl.: genomic islets) (<10 kb) ali
genomski otoki (angl.: genomic islands) (>10 kb), ki so se prenesli kot mobilni genetski
elementi in so se integrirali v genom gostitelja kot (pro)fagi, fagom podobni elementi,
transpozoni, insercijske sekvence, integrativni in konjugativni elementi, nadomesti otoki (ang.
»replacement« islands) in integroni (113, 121, 122). Nekateri avtorji jih navajajo pod skupnim
imenom akcesorni genomski elementi — AGE (angl.: accessory genomic elements — AGE)
(113). V genomu gostitelja akcesorni genom ne predstavlja kontinuirane strukture, posamiéni
elementi so vgrajeni v kromosom gostitelja na t.i. podroc¢jih genomske plasti¢nosti — RGP
(angl.: region of genomic plasticity — RGP) (120). Izvor akcesornih genov, ki lahko prispevajo
k metabolni raznovrstnosti in patogenezi, so lahko razli¢ni prokarionti (123). Akcesorni genom
je pomemben za prezivetje posami¢nih sevov v dolo¢enem okolju (113). Tako npr. pri sevih,
ki so jih osamili iz vzorcev, ki vsebujejo tezke kovine, najdemo gene, ki posredujejo odpornost
proti le-tem (124). Pri sevih, ki so jih osamili iz kuZnin, se Stevilni geni povezani z virulenco
nahajajo v elementih akcesornega genoma (16, 125, 126, 127). Genski zapisi povezani z
prirojenimi mehanizmi odpornosti so v sestavi osrednjega genoma, medtem ko so geni, Ki
nosijo zapise za pridobljene mehanizme odpornosti, del akcesornega genoma (28, 113). Ker se
ti geni lahko prenasajo med sevi je pomembna njihova vloga pri nastanku okuzb povezanih z

zdravljenjem (113).
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Akcesorni genom se od osrednjega genoma loci tudi po GC sestavi in po zastopanosti razli¢nih

kodonov za posamezno aminokislino (angl., oligonucleotide usage) (128).

Napredek v nac¢inu sekvenciranja, ki ga je prineslo NGS, nam omogoca hitrejSe, cenejSe in
natan¢nejSe pridobivanje podatkov o celotnih genomih posami¢nih sevov. Veliko Stevilo
popolnih genomov nam omogoca boljSo opredelitev osrednjega genoma in dolocitev

akcesornega genoma pri na novo sekvenciranih sevih (113).

2.8 Studije primerjalne genomike pri bakteriji P. aeruginosa

Genomika je veda, ki s pomocjo dolo¢anja in analiziranja nukleotidnega zaporedja proucuje
celotne genome organizmov. Z razvojem NGS dolocanja nukleotidnega zaporedja, ki omogoca
hitro in natan¢no pridobivanje zaporedja dolgih odsekov DNKa oz. celotnega genoma, je
genomika dobila orodje, ki v primerjavi s klasicno Sangerjevo metodo sekvenciranja omogoca
hitrej$e in cenovno bolj ugodno delo ob manj$i moznosti napak zaradi kontaminacije. So pa v
primerjavi s klasi¢nim sekvenciranjem visji zagonski stroski. Za analizo in obdelavo dobljenih

podatkov potrebujemo napredna programska orodja in racunalnike z veliko procesorsko mocjo.
Genomske $tudije uporabljamo za:

a) proucevanje evolucijskih sprememb in fenotipi¢no profiliranje pri bakterijah, ko se le-
te prilagajajo doloceni ekoloski nisi. Na tem podro¢ju je bilo veliko raziskav kjer
ugotavljajo spremembe, ki jih opazujemo pri P. aeruginosa ob okuzbah v sklopu
cisti¢ne fibroze (CF) (112, 129, 130, 131, 132),

b) molekularno epidemiologijo, kjer s pomocjo genotipizacije sledimo poti Sirjenja in
dolo¢imo izvor posami¢nega izbruha (37, 133, 134, 135),

C) proucevanje in iskanje mehanizmov odpornosti (12, 136, 137, 138, 139),

d) proucevanje dejavnikov virulence (111, 140, 141, 142).

2.9. Vloga okoljskih rezervoarjev pri Sirjenju odpornosti proti antibiotikom pri P.
aeruginosa

Za razumevanje epidemiologije odpornih sevov je pomembno tudi poznavanje Sirjenja
bakterijske odpornosti v izvenbolni$ni¢cnem okolju. Odpadne vode iz bolni$nic, gospodinjstev,
industrije in agronomije, ki se zbirajo in pre¢i$¢ujejo v Cistilnih napravah, pogosto vsebujejo

veckratno odporne bakterije in tudi subinhibitorne koncentracije antibiotikov, razkuzil in tezkih
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kovin (12, 143, 144, 145). Taksno okolje v ¢istilnih napravah vpliva na selekcijo odpornih

sevov, vzpodbuja nastajanje odpornih sevov »de novo« in omogo¢a HGT (146, 147, 148).

Veckratno odporne seve P. aeruginosa so opisali v povezavi z razli¢nimi vodnimi viri, Kot so:
odpadne vode, vode ¢istilnih naprav, reke, kopalis¢a in termalne vode (12, 149, 150 151). Ta
mesta tako predstavljajo trajen vir za kontaminacijo okolja in kolonizacijo ter razvoj okuzbe pri
posameznikih z dejavniki tveganja (23, 152). So tudi potencialni viri za Sirjenje rezisten¢nih

genov, ki se nahajajo na mobilnih genetskih elementih (147, 148).
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3. METODE DELA

Potek raziskave in postopke, ki smo jih uporabili pri molekularni karakterizaciji proti

karbapenemom odpornih sevov P. aeruginosa iz kuznin in okolja prikazuje slika 3.1.

vzorec vode iz
odtoka ¢istilne naprave

kuznina iz
dihal

urin

filtracija \

osamitev med lab.
mikrobiolosko diagnostiko

filter poloZimo na gojisée s cetrimidom

inkubacija pri42°C

nacepitev na gojis¢e s cetrimidom in imipenemom

\ * identifikacija

* izvedba antibiograma

osamitev
proti

proti karbapenemom odporne seve zamrznemo

karbapenemom
odpornih sevov

v
elektroforeza v pulzirajocemel. polju— PFGE

A 4
doloditev genetske povezanosti med sevi

|

ozji izbor sevov za natanénejso molekularno karakterizacijo

molekularna

karakterizacija
sevov

y

I N

A 4

izolacija DNK

A 4
sekvenciranje celotnega genoma — WGS

|

* dolocanje determinant protimikrobne odpornosti
* dolocanjevirulenénih dejavnikov
* tipizacija (MLST)

Slika 3.1: Potek raziskave in postopki, ki smo jih uporabili pri molekularni karakterizaciji proti

karbapenemom odpornih sevov P. aeruginosa iz kuznin in okolja.
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3. 1 Izbor sevov P. aeruginosa iz kuznin

Proti karbapenemom odporne seve P. aeruginosa smo iskali v kuzninah dihal in vzorcih urina,
ki so jih na mikrobioloske preiskave Oddelka za medicinsko mikrobiologijo Maribor, Centra
za Medicinsko mikrobiologijo, Nacionalnega laboratorija za okolje, zdravje in hrano (OMM,
CMM, NLZOH), poslali iz dveh obmo¢nih bolni$nic in vecjega Stevila ambulant v obdobju od
1. januarja do 31. decembra 2014. Skupaj je bilo v raziskavo zajetih 8 zdravstvenih ustanov:
vecja ucna bolnisnica (priblizno 1.300 postelj, okoli 55.000 letnih odpustov), manjSa regionalna
bolnisnica (260 postelj, 13.000 letnih odpustov) in 6 splosnih ali specializiranih ambulant.
Kuznine smo obdelali po standardnih navodilih za delo na OMM. Seve iz dihal smo nacepili na
gojisca: krvni agar (Biolife Italiana, Milano, Italija), ¢okoladni agar, ki ima za osnovo GC agar
z dodatkom hemoglobina in Vitox suplementa (vse Oxoid Limited, Hampshire, VB), in
selektivno gojis¢e Endo agar (Himedia, Himedia laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, India).
Gojisca smo inkubirali pri 36 °C za obdobje 24 do 48 ur. Urine smo nacepili na gojis¢e CLED
(angl.: cysteine electrolite deficient agar — CLED) ( Oxoid Limited, Hampshire), ki smo ga
prav tako inkubirali od 24 do 48 ur.

Osamljene bakterije smo identificirali do nivoja vrste s pomo¢jo masne spektrometrije z metodo
ionizacije v matriksu z desorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem na Cas preleta ionov -
MALDI-TOF (angl.: matrix-assisted laser desorption ionisation - time of flight - MALDI-
TOF), z uporabo komercialne knjiznice masnih spektrov (Microflex MALDI-TOF, Bruker,

Daltonics, Bremen, Nemcija).

Pri vseh osamljenih sevih P. aeruginosa smo testirali obcutljivost na protimikrobna zdravila z
uporabo disk difuzijske metode, kot jo predpisujejo navodila EUCAST
(http://www.eucast.org/ast_of bacteria/disk_diffusion_methodology/). Testirali smo
obcutljivost na ceftazidim (CAZ, 30 ng), cefepim (FEP, 30 pg), piperacilin s tazobaktamom
(TZP, 100/10 pg), imipenem (IPM, 10 pg), meropenem (MEM, 10 pg), ciprofloksacin (CIP, 5
ug), tobramicin (NN, 10 pg), gentamicin (GM, 10 pg), amikacin (10 pg) in netilmicin (NET,

10 pg).

Za testiranje obcutljivosti smo uporabili 18-24 urno bakterijsko kulturo P. aeruginosa. S
sterilnim brisom smo pobrali bakterijske kolonije z agarske plosce in jih suspendirali v 0,85 %
raztopini NaCl, kon¢na dosezena gostota v homogeni suspenziji je bila 0,5 McFarlanda. Z
brisom smo nato s pomocjo inokulatorja prenesli suspenzijo na Mueller-Hinton agar (Biolife
Italiana, Milano, Italija). Pred polaganjem antibioti¢nih diskov (Becton Dickinson, Maryland,
ZDA) smo pocakali do 15 minut. Diske smo polozili z avtomatskim polagalcem. Inokulirane
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plosce s polozenimi diski smo inkubirani v termostatu pri sobni atmosferi in pri 35°C za 18-24
ur. Po inkubaciji smo s pomocjo kljunastega merila izmerili premere zaviralnih con okoli
posamicnih antibioticnih diskov. Testirane bakterije smo na podlagi predpisanih kriterijev

(interpretativne tabele) uvrstili kot obcutljive (S), intermediarne (I) ali odporne (R).

Nadzor kakovosti testiranja za protimikrobna zdravila smo izvajali z uporabo referen¢nih sevov
P. aeruginosa (ATCC 27853) in E. coli (ATCC 25922).

Seve P. aeruginosa, ki so bili glede na rezultate disk difuzijske metode odporni proti ali vmesno
obcutljivi za imipenem in/ali meropenem, smo precepili in zamrznili pri—70 °C. Zamrznili smo
po en sev vsakega bolnika, razen v primeru ko se rezultati testiranja (antibiogrami) na
protimikrobna zdravila med sevi razlikujejo — razli¢ni rezistotipi. V tem primeru sSmo zamrznili

po en rezistotip na bolnika.
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3. 2 Osamitev in izbor sevov P. aeruginosa iz vzorcev ¢istilnih naprav

Ob iztoku iz ¢istilne naprave smo v enoletnem obdobju od 1. januarja do 31. decembra 2014
enkrat mesecno odvzeli po 500 ml 24-urnega reprezentativnega vzorca. Vzorcili smo vodo dveh
mehaniéno-bioloskih &istilnih naprav. Ve&ja od njiju ima letni pretok 11.000 x 10° m?, v njej se
zbira tudi odpadna voda iz ve¢je — uéne bolnisnice, ki smo jo vkljucili v raziskavo. Manjsa
biolosko-mehani¢na ¢istilna naprava ima letni pretok 5.212 x 10® m?; vanjo se steka odpadna

voda iz manjse, regionalne bolniSnice, ki je vkljucena v raziskavo.

Za osamitev psevdomonasov smo uporabili selektivno gojisée cetrimidni agar (Merck,
Darmstadt, Nemcija), ki se standardno uporablja v zivilski mikrobiologiji. Proti karbapenemom
odporne seve smo selekcionirali tako, da smo temu agarju dodali imipenem. Selektivno gojisce
smo pripravljali v laboratoriju tako, da smo v gojis¢e s cetrimidom dodali antibiotik imipenem
v koncentraciji 4 pg na ml gojis¢a. Glede na EUCAST-ove smernice iz leta 2014 je to zgornja
koncentracija imipenema, ki definira obcutljive seve (http://www.eucast.org/). Na
pripravljenem gojiscu so torej porastli vsi sevi, ki so sposobni rasti pri 4 ali ve¢ pg imipenema
na ml. Obcutljivost teh sevov smo nato testirali z izvedbo disk difuzijskega antibiograma po

EUCAST-ovih smernicah.

Vodo smo mikrobiolosko obdelali znotraj 6 ur, do obdelave smo jo shranili v hladilniku pri 4
°C. Cez bakteriologki filter, ki ima pore premera 0,45 pm, smo prefiltrirali po 50 in 100 ml vode
iz Cistilne naprave ter filter inkubirali 48 ur na selektivnem gojis¢u s cetrimidom in dodanim

imipenemom pri 42 °C.

Seve P. aeruginosa, Ki so bili glede na rezultate disk difuzijske metode odporni proti ali vmesno

obcutljivi za imipenem, smo precepili in zamrznili pri — 70°C.

Odpornost proti okoljskim izolatom smo dolocali enako kot odpornost pri klinicnim izolatom,
kot je opisano v poglavju 3.1. Tudi pri okoljskih sevih smo ob¢utljivost na ceftazidim (CAZ,
30 pg), cefepim (FEP, 30 ng), piperacilin s tazobaktamom (TZP, 100/10 pg), imipenem (IPM,
10 pg), meropenem (MEM, 10 pg), ciprofloksacin (CIP, 5 pg), tobramicin (NN, 10 pg),
gentamicin (GM, 10 pg), amikacin (10 pg) in netilmicin (NET, 10 pg) testirali z disk difuzijsko

metodo po EUCAST-ovih smernicah (http://www.eucast.org)

3.3 Gelska elektrofereza v pulzirajocem elektri¢nem polju
Povezavo med izolati smo potrjevali retrogradno, vse zamrznjene izolate smo odmrznili in jim

s pulzno gelsko elektroforezo (PFGE) dolocili pulzotipe. Za osamitev intaktne genomske DNK
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smo uporabili protokol za po Gramu pozitivne bakterije (153) z nekaterimi modifikacijami
(154).

Za restrikcijo genomske DNK smo uporabili encim Spel (New England Biolabs).
Makrorestrikcijske fragmente smo locili v 1,2-odstotnem agaroznem gelu (Pulsed field
Certified™ Agarose, Bio-Rad), ki smo ga pripravili s pufrom 0,5 x TBE in uporabo sistema
PFGE (Biometra — Pulsed Field Gel Electrophoresis system). Za standardno DNK-lestvico smo
uporabili genomsko DNK seva Salmonella ser. Braenderup (H9812) razrezano z encimom
Xbal.

Makrorestrikcijske profile smo analizirali s programom BioNumerics verzija 7.5 (Applied
Maths) in jo normalizirali s pomocjo standardnega seva. Sorodnosti med sevi smo izracunali s
koeficientom Dice in z neutezno metodo parnih skupin z aritmeti¢no sredino (UPGMA)
konstruirali drevo podobnosti. Pri doloanju polozajev fragmentov smo dopustili 1,1 %

toleranco in dolo¢ili optimizacijo 1,1 %.

Po merilih, ki so jih predlagali van Belkum in sod. (83) in Tenover in sod. (82), smo kot sorodne
(spadajo v isti pulzotip) oznacili izolate, katerih vzorci restrikcijskih fragmentov so se

razlikovali v najve¢ 3 fragmentih, kot verjetno sorodne pa izolate z najvec 6 fragmenti razlike

(koeficient Dice 0,8) (155).

3.4 Sekvenciranje celotnega genoma
Iz vsakega PFGE tipa smo izbrali enega ali ve¢ predstavnikov, ki smo jim dolo¢ili celotno

nukleotidno zaporedje, pri ¢emer smo za izbor uporabili naslednje kriterije:

e en predstavnik vsakega pulzotipa
e (e se je isti pulzotip pojavljal na vecih lokacijah — en predstavnik na pulzotip na lokacijo

e pulzotipi z vecjim Stevilom izolatov — 3 predstavniki na pulzotip na lokacijo

Sekvenciranje genomov je bilo narejeno na Oddelku za mikrobioloske raziskave, CMM,
NLZOH. Genomsko DNK so osamili z uporabo kompleta QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen,
Hiden, Nemcija) upostevaje protokol za osamitev DNK iz po Gramu negativnih bakterij.
DNK knjiznice so v skladu z navodili proizvajalca pripravili s kompletom Nextera XT
sample preparation Kit (Illumina, San Diego, ZDA). Nukleotidno zaporedje so dolocali z

uporabo kompleta MiSeq Reagent Kit (lllumina, San Diego, ZDA) po navodilih
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proizvajalca na aparatu Miseq (Illumina, San Diego, ZDA). Genska zaporedja so sestavili s

pomocjo programskega paketa SeqSphere+ software (Ridom GmbH, Miinster, Nemcija).

3.5 MLST tipizacija

MLST tipizacija je bila narejena na Oddelku za mikrobioloske raziskave, CMM, NLZOH. Na
osnovi nukleotidnih zaporedij celotnega genoma so, s pomocjo programskega paketa
SeqSphere+ software (Ridom GmbH, Miinster, Nemcija), izvedli MLST tipizacijo, ki temelji
na 7 izbranih vzdrzevalnih genih. Dolocili SO znane sekvencne tipe (ST), Se neznane - nove
profile MLST pa so posredovali na spletno podatkovho bazo PubMLST
(https://pubmist.org/paeruginosa/), kjer so jim bili dodeljeni sekven¢ni tipi. S pomocjo
programskega paketa BioNumerics software v7.6 (Applied Maths) so na osnovi profilov MLST

ustvarili minimalno vpeto drevo (minimum spanning tree).

3.6. Analiza genomskih sekvenc — rezistenca in dejavniki virulence

S pomocjo spletnih orodij smo iskali gene povezane s pridobljeno rezistenco in gene povezane
z dejavniki virulence. Spletna orodja delujejo tako, da znane sekvence povezane z odpornostjo
in virulen¢nimi dejavniki s pomoc¢jo racunalniskih algoritmov iS¢ejo znotraj celotnih

genomskih sekvencah.

Gene, ki so povezani s pridobljeno odpornostjo, smo pri izbranih sevih dolo¢ali s pomocjo dveh
spletnih aplikacij: Resfinder 2.1 web-service (156) in Comprehensive Antibiotic Resistance
Database (https://card.mcmaster.ca) (157, 158, 159).

Genske zapise za dejavnike virulence smo potrjevali s pomoc¢jo My DataBase Finder 1.1

(www.genomicepidemiology.org), kjer smo uporabili znane sekvence virulen¢nih dejavnikov

P. aeruginosa, ki so dosegljive na spletni strani »VFDB: Virulence Factors Database«

(http://lwww.mgc.ac.cn/cgi-bin/VVFs/genus.cgi?Genus=Pseudomonas).
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4, REZULTATI

4.1 Proti karbapenemom odporni sevi P. aeruginosa iz bolnisnic in ¢istilnih naprav
Skupno smo osamili 213 proti karbapenemom odpornih sevov P. aeruginosa. Od tega smo 130
proti karbapenemom odpornih sevov osamili iz kuznin, 83 pa iz vzorcev vode biolosko-

mehanic¢nih Cistilnih naprav.

Proti karbapenemom odporne seve iz klini¢nih kuznin smo iskali v kuzninah urina in spodnjih
dihal, ki so nam jih poslali na mikrobioloske preiskave iz osmih zdravstvenih organizacij. Proti
karbapenemom odporne seve smo osamili pri kuzninah iz 4 od 8 zdravstvenih institucij. Ve¢ino,
125 proti karbapenemom odpornih sevov, smo osamili iz kuznin, ki so bile poslane iz vecje
ucne bolnisnice. Iz manjSih zdravstvenih institucij smo osamili le 5 proti proti karbapenemom

odpornih sevov.

Iz iztoka Cistilnih naprav smo od skupno 83 proti karbapenemom odpornih sevov iz vecje

Cistilne naprave osamili 61 sevov in iz manjse Cistilne naprave 22 Sevov.

Proti karbapenemu odporne seve P. aeruginosa smo osamili pri 109 bolnikih iz kuznin dihal
in/ali urina. Vsega skupaj smo v obdobju od 1.1.2014 do 31.12.2014 osamili P. aeruginosa iz
kuznin dihal in/ali urina pri 558 bolnikih. Delez proti karbapenemom odpornih sevov P.

aeruginosa pri bolnikih je znasal 19,5 %.

4.2 Dolo¢itev pulzotipov proti karbapenemom odpornih sevov P. aeruginosa z
elektroforezo v pulzirajo¢em elektricnem polju

Skupno 213 proti karbapenemom odpornih sevov P. aeruginosa iz klini¢nih in okoljskih sevov
smo z elektroforezo v pulzirajo¢em elektricnem polju razvrstili v 65 pulzotipov (slika 4.1 in

tabela v prilogi I.).

Pri 109 bolnikih smo osamili 130 proti karbapenemom odpornih sevov P. aeruginosa, od teh
smo jih s PFGE 127 uvrstili v 38 pulzotipov. Pri treh sevih tipizacija ni uspela, mozen razlog
za neuspelo tipizacijo bi lahko bila visoka vsebnost endogenih nukleaz (nekateri navajajo
visoko znotrajceli¢no koncentracijo endonukleaz (160). Vecina sevov, ki smo jih osamili pri
bolnikih, je pripadala bolnikom iz ve¢je u¢ne bolnisnice. Teh 125 sevov smo razvrstili v 37
razli¢nih pulzotipov. Med njimi je prevladoval pulzotip Pt1, ki smo ga osamili v 57 primerih

(45,6% izolatov). Drugi pulzotipi so zajemali od enega do osem izolatov (Tabela — priloga I).
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Iz manjSih zdravstvenih institucij smo osamili 5 proti karbapenemom odpornih sevov P.

aeruginosa, ki so pripadali 3 razli¢énim pulzotipom.

Iz cistilnih naprav smo osamili 83 proti karbapenemom odpornih sevov P. aeruginosa.
Enainosemdeset sevov smo lahko tipizirali in jih razvrstili v 31 pulzotipov. 1z vecje Cistilne
naprave smo osamili 61 sevov, od tega smo jih s PFGE tipizirali 59 in jih razvrstili v 26
pulzotipov. Iz manjSe Cistilne naprave smo osamili 22 sevov, ki so se razporedili v 11
pulzotipov. Podobno kot pri klini¢nih, tudi med okoljskimi izolati ugotavljamo prevlado
posamicnega pulzotipa — Pt10, v katerega se je uvrstilo 18 izolatov (21,7 %). Med preostale

pulzotipe se je razporedilo od ena do devet izolatov.
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Slika 4.1: Pulzotipi sevov P. aeruginosa in njihov izvor
Povzeto po Elanku (161): Golle A, Janezi¢ S, Rupnik M. Low overlap between carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa genotypes

isolated from hospitalized patients and wastewater treatment plants. PLoS One 2017;12(10):e0186736. Legenda: Pulsotype = pulzotip, Hosp.

A = vecja una bolnisnica, Other = druge lokacije, WWTPA = ve¢ja Cistilna naprava, WWTP B = manjsa Cistilna naprava.
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4.3 Razporeditev tipov MLST med klini¢nimi in okoljskimi sevi P. aeruginosa
MLST tipizacijo smo izvedli na osnovi nukleotidnega zaporedja celotnega genoma. Sekvenéni
profil in na osnovi tega sekvencni tip (ST) smo dolocili 112 sevom (61 sevov iz kuznin, 51

sevov iz okolja) (Tabela 4.1 in Priloga ).

Pri 98 sevih smo ugotovili ze znane ST, pri 14 sevih pa smo doloc¢ili 12 sekvencnih profilov, ki
Se niso imeli dodeljenega ST. Neznane sekvencne profile smo posredovali na podatkovno bazo
PubMLST database (https://pubmlst.org/paeruginosa/), kjer so jim dodelili sekvenéni tip. Novi
sekvencni tipi so bili: 2416, 2585, 2587-2591, 2604, 2605, 2613-2615.

Na osnovi profilov MLST smo ustvarili minimalno vpeto drevo (minimum spanning tree)
(Slika 4.2).
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Slika 4.2: Minimalno vpeto drevo — MLST profili izbranih sevov proti karbapenemom
odpornih P. aeruginosa iz bolni$nic in ¢istilnih naprav.

Povzeto po ¢&lanku (161): Golle A, Janezic S, Rupnik M. Low overlap between carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa genotypes
isolated from hospitalized patients and wastewater treatment plants. PLoS One 2017;12(10):e0186736. Legenda: Human = sevi iz klini¢nih
kuznin; WWTPA = sevi iz vecje Cistilne naprava, WWTP B = sevi iz manjse Cistilne naprave; vsak krog predstavlja en sekvencni tip
(ST=stevilka), razdeljen je v sektorje, ki predstavljajo stevilo izolatov znotraj tega ST. Stevilka izpisana ob &rti, ki povezuje dva kroga
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Med ST in pulzotipi smo v splo§nem ugotavljali ujemanje, ki pa ni bilo absolutno. Med nekatere
ST se je uvrstilo ve¢ pulzotipov (do 7) (Tabela 4.1), prav tako so se znotraj posami¢nih

pulzotipov v nekaterih primerih uvrstili razlicni ST (Priloga 1).

Vecino sekvenc¢nih tipov smo osamili samo iz vzorcev iz posami¢nega vira, sedem sekvencnih

tipov pa smo osamili iz dveh ali ve¢ virov (Tabela 4.2).
Stopetindvajset karbapenem odpornih sevov smo nasli pri 109 bolnikih.

Pri 7 bolnikih smo osamili ve¢ zaporednih izolatov, ki so se medsebojno razlikovali glede
obcutljivosti za protimikrobna zdravila (Tabela 4.3). Pri vseh bolnikih, razen pri enem, so bili
sevi istega pulzotipa in tudi MLST tipa, izjema je bil bolnik (Stevilka 4.), kjer sta seva imela

enak MLST, vendar razli¢en pulzotip.

Tabela 4.1.: Ujemanje sekvenc¢nih tipov in pulzotipov

ST Pulzotip (Pt) Stevilo sekvenciranih sevov
Ucna bolnisnica | Druge Cistilna Cistilna Skupno
zdravstvene | naprava A naprava B
ustanove
17 2,25 2 1 3
27 54 2 2
108 21 1 1
110 48 1 1
111* 17,31, 65 3 3 2 2 10
116 34 1 1
155 7,43 2 2
164 69 1 1
189 6 1 1
190 4 1 1
226 53 1 1
235 3,5,10, 11,27, | 6 6 2 15
32,70

242 50, 52, 68 6 1 7
244 19, 20, 60 1 1 2 4
245 13 1 1
253 14, 66 2 1 3
270 30 1 1
273 45 1 1
274 63 1 1
298 1, 54, 56, 67 12 12
309 12 4 4
313 10, 15, 16, 47 4 3 7
381 26 1 1
395 73 1
508 63 1 1
527 38 1 1
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ST Pulzotip (Pt) Stevilo sekvenciranih sevov
Uc¢na bolnisnica | Druge Cistilna Cistilna Skupno
zdravstvene | naprava A | naprava B
ustanove

532 36 1 1
591 46 1 1
654 18, 47 4 1 5
671 29 1 1
968 9 1 1
1000 61 1 1
1027 35 1 1
1129 70 1 1
1284 64 1 1
1403 42 1 1
1405 59 1 1
2416 22 2 3
2585 40 1
2587 41 1 1
2588 23 1 1
2589 39 1 1
2590 28 1 1
2591 44 1 1
2604 62 1 1
2605 8 1 1
2613 NT 1 1
2614 57 1 1
2615 49 1 1
Skupaj 62 4 31 15 112

Legenda: odebeljena pisava — pojavi se na vsaj dveh lokacijah, pod¢rtano — pojavi se na 3 ali ve¢ lokacijah; ; NT —

izolata ni bilo mozno tipizirati; * - ST, ki je bil prisoten na vseh lokacijah

47




Tabela 4.2. Pojavljanje sekven¢nih tipov glede na izvor vzorca

ST

Ucna bolniSnica Druge Cistilna naprava A Cistilna naprava B
zdravstvene
ustanove
ST 111,235,244 11 111,235,244 111, 235,244
17,253 17, 313, 654, 253, 313, 654
27,108,110, 116,155, 242, 189, 190, 226, 273, 309, | 242, 309, 968, 2416,
245, 270, 274, 298, 309, 527, 671, 1000, 1027, | 2585
381, 395, 508, 532, 1129, 1284, 2416, 2590,
1403, 1405, 2587, 2588, 2614, 2615
2589, 2591, 2604, 2605,
2613
skupaj Stevilo | 31 1 21 10

Legenda: odebeljena pisava — pojavi se na vsaj dveh lokacijah, podértano — pojavi se na 3 ali ve¢ lokacijah
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Tabela 4.3.: Zaporedni izolati pri posamiénih bolnikih, ki so se medsebojno razlikovali glede obcutljivosti:

Datum
PFGE osamitve Obcutljivost na protimikrobno zdravilo
Bolnik §t. | (pulzotip) MLST TZP FEP IPM MEM CAZ cip AN GM NET NN
1|pt1 11.11. 298 | R S R R R S S S S S
1|pPt1 25.11. 298 | R S R R S S S S S S
2| Pt1 2.12. 298 R S R R S S S S S S
2 |pt1 13.12. 298 S S R R R R S S S S
3| Pt50 3.5. 242 |5 S R R R S S S S S
3| Pts50 28.4. 242 |R R R R R R S S S S
4| Pt50 2.6. 242 |R R R R R S S S S S
4 | pt68 4.11. 242 | R R R R R S R R R S
5| Pt5 24.11. 235 | R R R R R S R R R R
5| Pt5 22.11. 235 | R R R R R R R R R R
6 | Pt31 25.11 11115 S R R S R S R R S
6| Pt31 17.11 111 |R R R R R R R R R S
7 | Pt2 26.4. 17 |R S R R R S S S S S
7| Pt2 3.11. 175 S R R S R S S S S

Legenda: PFGE = gelska elektroforeza v pulzirajoéem elektricnem polju (angl.: Pulsed-field gel electrophoresiszasencena polja = razlike v obc¢utljivosti; MLST = tipizacija na
osnovi multilokusnih zaporedij (angl.: multilocus sequence typing); TZP = piperacilin s tazobaktamom; FEP = cefepim; IPM = imipenem; MEM = meropenem; CAZ =
ceftazidim; CIP = ciprofloksacin; AN = amikacin; GM = gentamicin; NET = netilmicin; NN = tobramicin;
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4.4 Odpornost proti drugim protimikrobnim zdravilom pri proti karbapenemom
odpornih sevih P. aeruginosa iz bolnisnic in ¢istilnih naprav

Testirali smo obcutljivost 130 sevov pridobljenih iz kuznin 109 bolnikov in 83 izolatov iz
Cistilnih naprav. Pri analizi nismo upoStevali ponovnih izolatov pri istih bolnikih, razen kadar
se je obcutljivost zaporednih izolatov razlikovala (glej Materiali in metode). Pri sevih, ki smo
jih osamili iz vode Cistilnih naprav smo v analizo vkljucili za vsak pulzotip le po en
reprezentativni sev glede na vzorec odpornosti mesecno. S tem se je Stevilo sevov iz Cistilnih

naprav, ki smo jih vklju¢ili v konéno primerjalno analizo, zmanjsalo iz 83 na 62.

Rezultate testiranja ob&utljivosti podajata tabeli 4.4 in 4.5. Ce primerjamo humane in okoljske
seve glede na odpornost proti posami¢nim antibiotikom, ugotavljamo visok delez odpornosti
proti kombinaciji piperacilina s tazobaktamom (52,3 %) in proti ceftazidimu (42,3 %) pri sevih,
ki smo jih osamili iz klini¢nih kuznin, medtem ko pri sevih, ki smo jih osamili iz vod ¢istilnih
naprav ugotavljamo visok delez odpornosti proti ceftazidimu (37,1 %), ciprofloksacinu (35,5)

in aminoglikozidom (Tabela 4.4).

Glede na razli¢ne vzorce odpornosti smo seve razdelili v 10 skupin (tabela 4.5). Vecina sevov
(47/130 med klini¢nimi in 33/61 med okoljskimi sevi) je bila odporna izkljuéno proti
karbapenemom (imipenemu in/ali meropenemu). Druga najvecja skupina je vkljucevala seve,
ki so bili odporni proti 4 razli¢nim skupinam antibiotikov (skupina X). Klini¢ni sevi so kazali
vecjo pestrost vzorcev odpornosti, saj so bili prisotni v vseh 10 skupinah odpornosti, medtem

ko okoljske izolate najdemo le v petih (tabela 4.5).

Tabela 4.4. Delezi odpornosti proti posami¢nim antibiotikom

Antibiotik % rezistentnih sevov (Stevilo sevov)
Sevi iz klinicnih vzorcev | Sevi iz okolja
(N=130?) (N=62")
piperacilin/tazobaktam 52.3 (68) 30.6 (19)
cefepim 26.2 (34) 27.4(17)
ceftazidim 42.3 (55) 37.1(23)
ciprofloksacin 27.7 (36) 35.5(22)
amikacin 13.1(17) 16.1 (10)
gentamicin 10.0 (13) 27.4 (17)
netilmicin 20.8 (27) 32.2 (20)
tobramicin 9.2 (12) 30.1(19)

a — posamicen izolat na bolnika, b — vsi izolati iz istega vzorca z identicnim PFGE profilom so bili upostevani kot
identicen sev
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Tabela 4.5. Razdelitev sevov proti karbenemom odpornih P. aeruginosa in njihovih pulzotipov glede na vzorce odpornosti.

Bolniki Cistilne naprave
Skupina Vzorec odpornosti (odporni proti) Izolati N | Odgovarjajoci Odgovarjajoci ST Izolati N | Odgovarjajoci Odgovarjajoci ST
(%) pulzotipi (61 sevov®) (%) pulzotipi (51 sevov®)
(130 sevov ?) (62 sevov )
A karbapenemi 46 (35.4) | Pt1, Pt7, Pt12, 298, 155, 309, 253, 33(53.2) | Pt2, Pt4, Pt6, Pt9, 253, 190, 189, 968,
Pt14, Pt30, Pt36, 508, 2587, 110, 27, Pt14, Pt15, Pt16, 313, 654, 244, 2416,
Pt37, Pt41, Pt48, 244,508, 253, 164, Pt18, Pt19, Pt20, 17, 235,2590, 1027,
Pt50, Pt54, Pt56, 1129 Pt22, Pt25, 527, 2585, 591,
Pt60, Pt63, Pt66, (61 sevov) Pt27,Pt28, Pt32, 2615, 226, 2614,
Pt67, Pt69, Pt70 Pt35,Pt38, Pt40, 1000
Pt46, Pt49, Pt53,
Pt57, Pt61, Pt64
B karbapenemi 28 (21.5) | Pt1, Pt2, Pt21, 298, 242, 155, 1405 4 (6.4) Pt16,Pt18, Pt50, 242,313, 654, 1284,
nekateri od testiranih betalaktamov Pt43, Pt50, Pt54, Pt64
(CAZ, TZP, FEP) Pt59, NT(n=1)
[ karbapenemi 9(6.9) | Pt1,Pt2, Pt17, 298, 242,17, 111, 0(0)
vsi ostali testirani betalaktami (CAZ, TZP, Pt42, Pt50, Pt52, 1403, 242
FEP)
D karbapenemi 8(6.1) Pt1, Pt13, Pt21, 298, 270, 108, 245, 0(0)
nekateri od testiranih betalaktamov Pt30, Pt39, 2589
(CAZ, TZP, FEP)
kinoloni
E karbapenemi 4(3.1) Pt1, Pt2, Pt8, Pt30 298, 17, 2605 0(0)
kinoloni
F karbapenemi 5(3.8) Pt12, Pt37, Pt63, 309, 274, 395, 2604 3(4.8) Pt12, Pt18, Pt45 309, 273
vsaj eden od aminoglikozidov Pt62
G karbapenemi 6 (5.0) Pt3, Pt5, Pt17, 242,111, 235, 2588 0(0)
nekateri od testiranih betalaktamov Pt21, Pt23, Pt68
(CAZ, TZP, FEP)
vsaj eden od aminoglikozidov
H karbapenemi 7 (5.4) Pt1, Pt34, Pt44, 298, 242, 235, 116, 3 (4.8) Pt47
vsi ostali testirani betalaktami (CAZ, TZP, Pt50, Pt70 2591
FEP)
kinoloni
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Bolniki

Cistilne naprave

Skupina Vzorec odpornosti (odporni proti) Izolati N | Odgovarjajoci Odgovarjajoci ST Izolati N | Odgovarjajoci Odgovarjajoci ST
(%) pulzotipi (61 sevov®) (%) pulzotipi (51 sevov®)
(130 sevov ?) (62 sevov )
vendar obcutljivi za aminoglikozide
| karbapenemi 2 (1.5) Pt31, Pt65 111, 0(0)
kinoloni
vsaj eden od aminoglikozidov
X karbapenemi 18 (13.8) | Pt5, Pt26, Pt31, 111, 235, 27 19 (30.6) Pt10, Pt11, Pt12, 111, 654, 235, 309,
nekateri od testiranih betalaktamov Pt17, Pt30, NT(n=2) Pt17, Pt47, Pt29,, 671
(CAZ, TZP, FEP) NT (n=2)
kinoloni

vsaj eden od aminoglikozidov

Legenda: ST = sekvencni tip; a —posamicen izolat na bolnika, NT —izolata ni bilo moZno tipizirati; pulzotipi zapisani s poudarjenim tipom pisave so bili osamljeni tako iz klini¢nih
in okoljskih vzorcev in so se pojavljali v istih rezistencnih skupinah; b — vseh sevov, ki smo jim dolocili pulzotip nismo sekvencirali; c- vsi izolati iz istega vzorca z identi¢nim

PFGE profilom so bili uposStevani kot identicen sev.
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4.5 Ugotavljanje prisotnosti genov in regij, povezanih z odpornostjo

Pri 112 sevih, pri katerih smo sekvencirali celotni genom in ki so bili uvrs¢eni v 49 ST, smo s
pomoc¢jo dveh spletnih aplikacij ugotavljali prisotnost zapisov povezanih z odpornostjo P.
aeruginosa proti zdravilom, ki se najpogosteje uporabljajo za zdravljenje psevdomonasnih
okuzb. Nasli smo genske zapise za vse glavne mehanizme odpornosti: za encime, ki inaktivirajo
protimikrobna zdravila (kot so cefalosporinaze, karbapenemaze in encimi, ki inaktivirajo
aminoglikozide), za gene povezane s ¢rpanjem protimikrobnih zdravil iz celic in za gene, ki SO
povezani s spremembo tarénih mest za delovanje protimikrobnih zdravil (Tabela 4.6). Vec¢ina
ugotovljenih genov ali mehanizmov odpornosti je bila prisotna pri vseh 112 analiziranih sevih.
Izjeme so geni za karbapenemaze (16 % sevov), za mutacijo giraze (33 % sevov) in posamicni
geni za aminoglikozide inaktivirajoée encime — AME (angl.: aminoglycoside modifying

anzymes).

Med geni, ki kodirajo encime za razgradnjo betalaktamov smo ugotavljali intrinzi¢no prisotne
cefalosporinaze (angl.: pseudomonas derived cephalosporinase — PDC) in gene, ki nosijo zapis

za karbapenemaze (Tabela 4.6 in 4.7).

Od genov, ki nosijo zapise za znane karbapenemaze, smo nasli izkljuno gene za
karbapenemaze tipa VIM-1 in VIM-2 (angl.: Verona integron-encoded metallo-B-lactamase —
VIM). Gene za VIM-1 smo nasli pri dveh sevih, ki sta oba pripadala istemu ST (235) in sta
izvirala iz bolni$nice in €istilne naprave. Gene za VIM-2 smo nasli pri 16 sevih, ki so pripadali
3 razliénim ST (111, 235 in 654). Vecina sevov (13 od 16), ki so nosili gene za karbapenemaze
tipa VIM-2, je izviralo iz Cistilnih naprav (ST111, ST235, ST654). Iz bolnisnice smo osamili le
tri take seve (ST111).

Med geni, ki nosijo zapise za AME je bil gen za kromosomalno fosfotransferazo prisoten pri
vseh analiziranih sevih, drugi geni, ki kodirajo encime za inaktivacijo aminoglikozidov in so
znacilno prisotni na mobilnih genetskih elementih, pa so se pojavljali samo pri nekaterih sevih
(Tabela 4.8). Pri dolo¢enem sevu je lahko prisotnih ve¢ AME. Skupno $tevilo sevov pri katerih
smo ugotovili genske zapise za AME in se prenaSajo z mobilnimi genetskimi elementi (angl.:

mobile genetic elements — MGE) je bilo 25 (11 klini¢nih in 14 okoljskih sevov).

Fenotipska odpornost se ne ujema z genotipsko dolo¢enim naborom genov za odpornost. Kljub
temu, da ima kot je opisano zgoraj, vecina sevov dolo¢ene determinante za odpornost proti
Stevilnim antibiotikom, so sevi fenotipsko razvrsceni v deset razli¢nih skupin glede na vzorec

odpornosti (gl. poglavje 4.4 in Tabelo 4.5). Zato smo pri ST (N=7), ki so se pojavljali tako v
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bolnisnici kot tudi v okolju, natan¢no primerjali skladnost med genskimi zapisi povezanimi z
odpornostjo na protimikrobna zdravila in rezultati testiranja obcutljivosti z disk-difuzijsko
metodo (Priloga Il — elektronski dokument v xlIs obliki). Ugotovili smo, da sama prisotnost
genskega zapisa za dolo¢en mehanizem odpornosti ni nujno povezana z izrazanjem tega tipa
odpornosti. Dobro ujemanje smo ugotovili samo v primeru prisotnosti genov za karbapenemaze
tipa VIM, ki so v vseh primerih povezane s fenotipi¢no odpornostjo na karbapeneme in druge
betalaktame, ter ob prisotnosti mutacij giraze (gyrA), ki je vedno povezana z odpornostjo proti
kinolonom. V veéini primerov so sevi, pri katerih smo dokazali gene za VIM, odporni proti
predstavnikom vseh razredov protimikrobnih zdravil. Odpornosti proti aminoglikozidom tudi

v primeru prisotnosti genov za AME, ki se prenasajo z MGE ni mogoce zanesljivo predvideti.
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Tabela 4.6: Geni oz. skupine genov glede na mehanizme odpornosti, Stevilo sevov in sekvenénih tipov z genskimi

zapisi za dolo¢en mehanizem odpornosti, porazdelitev sevov in sekvenénih tipov glede na vir (klinika/okolje) ter

prekrivanje sekvenénih tipov (sekvenéni tipi, ki smo jih osamili tako iz vzorcev vode Cistilnih naprav kot iz

klini¢nih kuZnin).

ODPORNOST PROTI | ODPORNOST PROTI | ODPORNOST PROTI
KARBAPENEMOM IN DRUGIM | AMINOGLIKOZIDOM FLUOROKINOLONOM
BETALAKTAMOM
Mehanizem | ENCIMI — | 1ZLIVNE ENCIMI — | IZLIVNE IZLIVNE SPREMEMBA
INAKTIVACIJIA CRPALKE ® | INAKTIVACIJAS | CRPALKE | CRPALKA TARCEY
PDC® VIM
Stevilo sevov | 112 18 112 112 112 112 37
skupaj
St. ST —|49 3 49 49 49 49 13
skupaj
St.  sevov | 51 14 51 51 51 51 17
okolje
St. ST -—|25 3 25 25 25 25 4
okolje
Stevilo sevov | 61 4 61 61 61 61 20
klinika
St. ST —|31 2 30 30 30 30 11
klinika
St. ST —|7 2 7 7 7 7 2
prekrivanje
ST — 117, 111, | 111,235 | 17, 111, |17, 111, 235, |17, 111, | 17, 111,235, | 111,235
prekrivanje | 235, 242, 235, 242, | 242, 244, 253, | 235, 242, | 242, 244,
244, 253, 244, 253, | 309 244, 253, | 253, 309
309 309 309

a) 11 razliénih tipov gena za PDC ; b) 13 genov za izlivhe érpalke, ki izlo¢ajo karbapeneme :MexA, MexB,
MexP, MexQ, MexY, MexZ, NalC, NalD, OpmE, OprM, CpXr, ArmR, MexX; c) APH(3')-Ilb, aadA6, APH(3")-
Ib, APH(6)-Id, aadA7, AAC(6')-1b7, AAC(6')-1b9, AAC(6')-Ib', AAC(6')-29b; d) GyrA in ParE
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Tabela 4.7: Geni za psevdomonasne cefalosporinaze

Oznaka Stevilo klini¢nih sevov Stevilo sevoviz CN | % sevov - WGS | Skupina encimov

PDC-85 0 1 0,04 | AmpC betalaktamaza

PDC-6 1 0 0,54 | betalaktamaza razreda C

PDC-93 1 0 | ni podatka AmpC betalaktamaza (PDC-93)
PDC-9 1 1 5,82 | betalaktamaza razsirjenega spektra
PDC-10 3 4 16,34 | betalaktamaza razreda C

PDC-1 4 4 5,63 | betalaktamaza razreda C

PDC-8 6 1 11,06 | betalaktamaza razreda C

PDC-2 6 11 5,4 | betalaktamaza razsirjenega spektra
PDC-5 8 2 18,25 | betalaktamaza razsirjenega spektra
PDC-7 15 11 8,73 | betalaktamaza razreda C

PDC-3 17 19 27,76 | betalaktamaza razsirjenega spektra

Legenda: CN = &istilne naprave; % sevov — WGS: delez sevov P. aeruginosa, kjer so pri analizi celotnega
genoma nasli encim (https://card.mcmaster.ca - The Comprehensive Antibiotic Resistance Database).
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Tabela 4.8: Geni za AME pri analiziranih sevih

Stevilo |ST Stevilo  |ST
Skupno Stevilo klinicnih | klini¢nih okoljskih | okoljskih | Mesto v genomu
Gen sevov sevov sevov sevov sevov (po literaturi)
aph(3')-1lb 112 61 | vsi 51 | vsi kromosom
235, 235,

aadab 5 31253,2613 22614 integron

integron, plazmid,
aph(3")-1b 4 1 111 3 654 | transpozon
aph(6)-Id 4 1 111 3 654 | integron
aada7 1 1 253 0 253 |integron

235, 2605,

aac(6')-Ib7 4 3|508 1 235 | plazmid
aac(6')-1b9 1 1 235 0 integron

integron, plazmid,
aac(6')-Ib’ 8 2 235 6 235 | transpozon
aac(6')-29a 1 0 1 111 | integron
aac(3)-Ic 4 0 4 235 |integron
aac(6')-1b-
hangzhou 1 0 1 235 | integron
aac(6')-29b 2 1 111 1 111 | integron

Legenda: APH(3')-1lb = gen za kromosomalno aminoglikozidno fosfotransferazo; aph(3")-ib, aph(6)-id,
= geni za aminoglikozidno fosfotransferazo namesceni na MGE; aadA6, aadA7 = geni za
aminoglikozidno nukleotidiltransferazo; aac(6')-ib7, aac(6')-ib9, aac(6')-ib', aac(6')-29a, aac(3)-ic,
aac(6')-29b = geni za aminoglikozidne acetiltransferaze;

4.6 Ugotavljanje prisotnosti genov in regij povezanih z virulenco
Pri 112 sevih, pri katerih smo dolo¢ili sekvenco celotnega genoma in dolo¢ili sekvenéne tipe,
smo ugotavljali gene za posami¢ne virulen¢ne dejavnike. Znane genske zapise za virulen¢ne

dejavnike  (http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/genus.cgi?Genus=Pseudomonas) sSmo Vv

genomih nasih sevov iskali s pomocjo spletne aplikacije My DataBase Finder
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/MyDbFinder/) (Tabela 4.9).

Genske zapise za fosfatazo, prekurzor fosfolipaze C, elastazo in alginat smo nasli pri vseh 112
sevih. Prekurzor za eksotoksin A smo nasli pri 111 sevih; nismo ga nasli v genomu enega seva
iz klini¢ne kuznine.

Manj enakomerno razporejeni so bili geni za sekrecijske sisteme tipa I1l povezane z izloCanjem
eksotoksinov Y, U, T in S, vendar tudi vse skupine teh genov najdemo tako pri bolnisni¢nih kot

okoljskih sevih (Tabela 4.9). Geni povezani s sekrecijskim sistemom za izlo¢anje eksotoksina

Y in T so navzo¢i pri vseh sekvenc¢nih tipih (vendar ne pri vseh sevih), medtem ko so geni
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povezani s sekrecijskim sistemom za izlo¢anje eksotoksina U in S povezani le z manjSim
Stevilom ST (14 oz. 36). V primerjavi z ostalimi skupinami genov kaze, da so se geni povezani
s sekrecijskim sistemom tipa III za izlo¢anje eksotoksina S relativno pogosteje pojavljali med
klini¢nimi sevi, geni povezani s sekrecijskim sistemom tipa tipa III za izloCanje eksotoksina T
pa med okoljskimi sevi. Pri teh dveh skupinah genov je tudi najmanj izraZzeno prekrivanje

sekvencnih tipov.

Tabela 4.9.: Geni oz. skupine genov za virulen¢ne dejavnike, Stevilo sevov in sekvenénih tipov z genskimi zapisi za dolocen
virulen¢ni dejavnik, porazdelitev sevov in sekvencnih tipov glede na vir (klinika/okolje) ter prekrivanje sekvencnih tipov
(sekvencni tipi, ki smo jih osamili tako iz vzorcev vode Cistilnih naprav kot iz klini¢nih kuznin). Skupno smo analizirali genome
112 sevov (49 ST). ski zapisi za virulen¢ne dejavnike

prekurzor | prekurzor | prekurzor | tip lll tip M tip I tip Il elastaza | alginat
las-A fosfolipaze | exotoksin | exotoksin | exotoksin | exotoksin | exotoksin
proteaze | C A Y U T S
Stevilo sevov 101 112 111 108 42 109 65 112 112
Stevilo ST 48 49 49 49 14 49 36 49 49
Stevilo sevov 51 51 51 49 21 51 25 51 51
okolje (100) (100) (100) (96) (41) (100) (49) (100) (100)
(rel. delez - %)?
Stevilo ST 25 22 27 21 10 26 17 26 26
okolje (92) (81) (100) (78) (37) (96) (63) (96) (96)
(rel. dele? - %)°
Stevilo sevov 50 61 60 59 21 58 40 61 61
klinika (82) (100) (98) (97) (78) (95) (66) (100) (100)
(rel. delez - %)°
Stevilo ST 30 30 31 30 7 30 28 31 22
klinika (98) (98) (100) (98) (22) (98) (90) (100) (71)
(rel. delez)?
St.ST- 7 7 7 5 3 7 4 7 7
prekrivanje
ST prekrivanje 17, 111, 17, 111, 17, 111, 17,111, 235,253, | 17,111, 17, 111, 17,111, | 17,111,
235,242, | 235,242, 235,242, | 235,244, | 309 235,242, | 242,244 235, 235, 242,
244,253, | 244,253, 244, 253, | 309 244,253, 242, 244, 253,
309 309 309 309 244, 309
253,
309

Legenda: a) relativni delez (%) sevov iz ¢istilnih naprav, kjer smo nasli gene za posami¢ne dejavnike virulence; b
) relativni delez (%) ST iz Cistilnih naprav, kjer smo nasli gene za posamic¢ne dejavnike virulence; c ) relativni
delez (%) sevov iz bolni$nic, kjer smo nasli gene za posamiéne dejavnike virulence; d ) relativni delez (%) ST iz
bolnisnic, kjer smo nasli gene za posamicne dejavnike virulence;
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5. RAZPRAVA

5.1. Raznolikost genotipov v bolnisSni¢cnem okolju

Vecino klini¢nih izolatov smo osamili iz kuznin pridobljenih iz vec¢je ucne bolniSnice (122
sevov, 37 pulzotipov), medtem ko so bili proti karbapenemom odporni sevi P. aeruginosa
osamljeni iz kuznin drugih zdravstvenih ustanov redki (5 sevov, 3 pulzotipi). To lahko
razlozimo z vec¢jim Stevilom kuznin iz ve¢je ucne bolniSnice, ter dejstvom, da je pojavljanje
bakterij, ki so odporne proti protimikrobnim zdravilom bolj pogosto v vec¢jih zdravstvenih

ustanovah zaradi vec¢jega Stevila dejavnikov tveganja (162, 163, 164, 165).

Le dva od pulzotipov iz klini¢nih kuznin sta se pojavljala tako v vecji u¢ni bolnisnici, kot tudi
v manjSih zdravstvenih institucijah (Pt17 in Pt63). S tipizacijo MLST smo ugotovili, da vsi sevi
pulzotipa Pt17 pripadajo istemu ST (ST111), kar nakazuje moznost medbolni$ni¢nih prenosov

teh sevov, medtem ko so sevi Pt63 pripadali razlicnim ST.

Prevladujo¢i pulzotipi proti karbapenemom odpornih P. aeruginosa, ki smo jih osamili iz
klini¢énih vzorcev (Ptl in Pt17), so se v primerjavi z redkejSimi izolati pojavljajo bolj
enakomerno glede na ¢as osamitve (Priloga III). Pri obeh najpogosteje osamljenih pulzotipih iz
klini¢nih vzorcev ugotavljamo tudi popolno ujemanje med PFGE in MLST (Pt1 = ST298, Pt17
= ST111), kar hkrati z enakomernih pojavljanjem €ez celotno preiskovano obdobje kaZe na
endemicnost teh dveh sevov. Za razliko od njiju se redkeje izolirani pulzotipi pojavljajo le v

posami¢nih mesecih ( 4 meseci ali manj na leto).

Nasi rezulatati kazejo na to, da je raznolikost sevov v bolnisnicah precej$nja. Prevladovanje
dolocenih tipov kaZze na moZnost endemicne prisotnosti in medbolni$ni¢nih prenosov. Drugi
tipi pa se pojavljajo samo prehodno. Podobno situacijo opisujejo tudi druge Studije (166, 167,
168). Taksna epidemioloska slika je v skladu s stalno prisotnostjo P. aeruginosa v bolni$ni¢nem

okolju.

59



5.2. Raznolikost genotipov v Cistilnih napravah

Pojavljanje proti karbapenemom odpornih sevov med Cistilnima naprava je bilo v primerjavi z
bolniSnicama bolj enakomerno.Vecje Stevilo proti karbapenemom odpornih izolatov iz vecje
Cistilne naprave nakazuje moznost, da je velikost Cistilne naprave povezana s pogostnostjo in
raznolikostjo sevov P. aeruginosa. Ker pa nismo raziskovali dejavnikov, ki bi lahko vplivali na
selekcijo proti karbapenemom odpornih sevov P. aeruginosa v cistilnih napravah, dejanskega

vzroka ne moremo opredeliti.

Podobno kot pri klini¢nih izolatih, tudi pri pulzotipih proti karbapenemu odpornih P.
aeruginosa, ki smo jih osamili iz vzorcev Cistilnih naprav, ugotavljamo pogostejse in glede na
mesec izolacije bolj kontinuirano pojavljanje le za dva prevladujoca izolata (Pt10 in Pt16)
(Priloga IV). Glede na ujemanje PFGE in MLST (Pt10 = 235, Pt16 = 313), ter kontinuirano
izolacijo teh dveh sevov v vecini mesecev, bi lahko sklepali, da sta seva endemicna bodisi v

Cistilnih napravah ali pa v SirSem okolju, ki ga Cistilna naprava zajema.

5.3 Majhno prekrivanje genotipov med okoljskimi in klini¢nimi sevi

Raziskave, ki so proucevale pojavljanje bakterij iz rodu Pseudomonas in natanéneje vrste P.
aeruginosa v okoljskih in klini¢nih vzorcih ugotavljajo, da se sevi iz okolja in klinike prekrivajo
le v manjsi meri (11, 169, 170, 171, 172, 173). V teh Studijah so upostevali vse psevdomonase
ne glede na obcutljivost za protimikrobna zdravila. Za razliko od njih smo v nasi razsikavi
analizirali prekrivanje okoljskih in klini¢nih izolatov pri P. aeruginosa, ki je odporen proti
karbapenemom. Podobno kot so ugotovili z raziskavami pri P. aeruginosa osamljenih iz
razli¢nih okolij, ne glede na njegovo obcutljivost za protimikrobna zdravila (170, 174, 175,
176), tako tudi mi ugotavljamo nizko stopnjo prekrivanja iz okoljskih in klini¢nih vzorcev pri

P. aeruginosa, ki so proti karbapenemom odporni.

Vse osamljene seve P. aeruginosa smo s PFGE razvrstili med 65 pulzotipov, med temi jih je
bilo le 9 taksnih, ki smo jih nasli na dveh ali ve¢ lokacijah (slika 4.1 in Priloga 1). Med temi 9
pulzotipi se samo 4 pulzotipi pojavljajo tako pri bolnikih kot v okolju, le eden od teh (Pt17) se

uvrsca med tri prevladujoce pulzotipe.

Zanimiva je porazdelitev prevladujocih treh pulzotipov glede na izvor. Najpogosteje osamljeni
pulzotip — Pt1 najdemo izklju¢no med P. aeruginosa, ki smo ga osamili iz kuznin pridobljenih

iz ve€je ucne bolniSnice. Drugi najpogostejsi pulzotip, Pt10, se med klini¢nimi vzorci sploh ne
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pojavlja, osamili smo ga le iz vzorcev Cistilnih naprav. Na tretjem mestu je pulzotip Pt17, kot

Ze omenjeno se pojavlja tako med klini¢nimi kot okoljskimi vzorci.

Ugotavljamo torej nizko prekrivanje sevov iz razli¢nih okolij, ki Smo ga potrdili $e¢ z metodo
tipizacije na osnovi celotnega genoma, Kjer smo dolo¢ili 49 razlicnih ST med 112 izbranimi
sevi (Tabela 4.1 in Priloga I). Samo 10 MLST tipov najdemo hkrati pri klini¢nih in okoljskih
vzorcih. Vsi sekvencirani predstavniki najpogostejSega PFGE tipa v vecji u¢ni bolnisnici (Pt1)
in vec¢ina sekvenciranih predstavnikov najpogostejSega PFGE tipa iz ¢istilnih naprav (Pt10) se

uvrsca v isti sekvencni tip (Ptl — ST298 oz. Pt10 — ST235).

V splosnem smo med pulzotipi in ST ugotavljali ujemanje (Tabela 4.1), ki pa ni bilo absolutno.
Podobno skladnost z delnimi odstopanji pri tipizacije s PFGE in MLST za P. aeruginosa
ugotavljajo tudi drugi avtorji (177, 178, 179, 180).

Med MLST tipi, ki smo jih dolocili med proti karbapenemom odpornimi sevi iz okolja in
klini¢nih kuznin, najpogosteje najdemo take, ki so znani kot uspesni veckratno odporni sevi, ki
so raz8irjeni po svetu (ST111, ST235) (102, 177, 180, 181, 182, 183) in so jih nasli tudi v nasi
soses¢ini (Hrvaska, Italija; (102, 177); Srbija; (184). Ugotavljamo tudi proti karbapenemom
odporne seve, ki so bili Ze predhodno opisani, vendar so geografsko omejeni na manjsa podrocja

(Spanija, Francija, Madzarska, Ceska; (178, 180, 185, 186), ter nekaj sevov z novimi ST.

5.4. Razlike med okoljskimi in klini¢nimi sevi v fenotipskih vzorcih odpornosti na
antibiotike

Rezultati raziskav, ki so primerjale odpornost proti protimikrobnim zdravilom med
bolni$ni¢nimi in okoljskimi sevi P. aeruginosa, si pogosto nasprotujejo. Nekateri avtorji
opisujejo pogostejSo odpornost med bolnisni¢nimi sevi kot med okoljskimi, drugi navajajo
nasprotne rezultate (23,171, 175, 187). Visok delez proti antibiotikom odpornega P. aeruginosa
v okolju je opisan v bazenskih vodah, neprecis¢enih odplakah iz bolniSnic in v iztoku Eistilnih
naprav (149, 169, 188). Ti odporni okoljski izolati pogosto na molekularnem nivoju niso
povezani s klini¢nimi izolati, kljub temu pa predstavljajo potencialni rezervoar genetskih

determinant, ki posredujejo odpornost (28, 189).

V nasi raziskavi ugotavljamo, da se deleZ rezistentnih sevov med bolni$ni¢nimi in okoljskimi
sevi ne razlikuje bistveno. Hkrati pa je razvidno, da so vzorci odpornosti bolj raznoliki med

klini¢nimi kot pa okoljskimi sevi (Tabela 4.4 in Tabela 4.5). Vzrok za to bi lahko bili dejavniki
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adaptivne odpornosti in razlicen vpliv selekcijskih dejavnikov. Sklepamo, da je vpliv
selekcijskih dejavnikov znotraj bolniSnic bolj raznolik in spremenljiv kot v izvenbolni$ni¢nem
okolju, kar lahko povzro¢i povecano izrazanje dolo¢enih intrinzi¢no prisotnih genskih zapisov
in sprememb v delovanju izlivnih ¢rpalk ter sestave zunanje membrane. Tega v nasi nalogi

nismo proucevali.

Znotraj istega pulzotipa in MLST lahko najdemo razli¢ne vzorce odpornosti, podobno kot so
porocali Gomila in sod. (190). Pt17 (ST111), ki je edini pulzotip, ki smo ga nasli na ve¢ kot
treh lokacijah, se je uvrstil v 4 razli¢ne skupine glede na vzorec odpornosti. Pri sevih istega
pulzotipa in ST iz okolja in klinike lahko najdemo razli¢no ali isto odpornost. Kadar imajo sevi
isto odpornost in pripadajo tudi istemu ST to kaze na moznost prehajanja teh sevov med

izvenbolni$ni¢nim in bolni$ni¢nim okoljem.

Prevladujoci pulzotipi so na razli¢ne nacine porazdeljeni po vzorcih odpornosti. Najpogoste;jsi
in izklju¢no kliniéni pulzotip Ptl najdemo v 5 od 10-tih vzorcev odpornosti, vendar ga ne
najdemo v skupini, kjer se pojavlja odpornost proti vsem 4 skupinam protimikrobnih zdravil,

ki smo jih testirali.

5.5. Razlike med okoljskimi in klini¢nimi sevi v prisotnosti genov za odpornost na
antibiotike

Geni povezani z intrinzi¢no in adaptivno odpornostjo (Tabela 2.2) so praviloma prisotni pri
vseh analiziranih sevih proti karbapenemom odpornih P. aeruginosa. Gene povezane s
pridobljeno odpornostjo, kot so geni povezani s spremembami giraze, geni, ki kodirajo

karbapenemaze in nekateri geni za AME, pa najdemo le pri dolocenih sevih. (Tabela 4.6).

Odpornost proti beta laktamskim antibiotikom je pri P. aeruginosa posredovana s tremi
poglavitnimi mehanizmi: encimi, ki betalaktame razgradijo (intrinzi¢na — cefalosporinaze,
pridobljena — karbapenemaze), izlivnimi ¢rpalkami, ki poleg drugih substratov iz celice lahko
¢rpajo betalaktamske in druge antibiotike (adaptivna) ter zmanj$ano prepustnostjo celi¢ne

membrane oz. celiéne stene za antibiotike (intrinzi¢na, adaptivna).

Prvi dve skupini mehanizmov smo v nasi raziskavi iskali in tudi potrdili. Pri vseh sevih so
prisotni geni za encime — PDC, ki hidrolizirajo betalaktame (Tabela 4.8). Posamicni tipi PDC

so dokaj enakomerno porazdeljeni med bolni$ni¢nimi in okoljskimi sevi. Najpogoste;jsi tip PDC

62



(PDC-3), ki smo ga ugotovili, je tip, ki je tudi sicer najveckrat dokazan pri sevih P. aeruginosa
z znano sekvenco celotnega genoma (https://card.mcmaster.ca/).

Druga skupina encimov, ki razgradijo betalaktame in smo jih v nasi raziskavi ugotovili pri 18
sevih (16 %), so karbapenemaze. Sevi, ki nosijo genski zapis za karbapenemaze so bili uvrséeni
med 6 pulzotipov 0z. 3 ST. Vsi trije ST pri katerih smo nasli gene z zapisom za VIM-1 in VIM-
2 (ST111, ST235 in ST654) se v literaturi pogosto povezujejo z veckratno odpornimi sevi P.
aeruginosa osamljenimi iz razli¢nih kuznin. Pogosto se pojavljajo tudi v sosednjih drzavah
(Hrvaska, Italija; (102, 177, 191). VIM-2 velja za najbolj razsirjeno MBL pri bakteriji P.

aeruginosa, prevladoval je tudi med naSimi sevi.

Gene, ki nosijo zapis za MBL skupine VIM, smo nasli tako pri sevih iz klini¢nih kuznin (6,5 %
sevov kot tudi pri tistih iz okoljskih vzorcev (27 % sevov). Vecji delez veckratno odpornih
sevov) med okoljskimi vzorci bi lahko bil posledica koselekcije. Znano je, da se nekateri
dejavniki odpornosti proti kemic¢nih in fizikalnim vplivom prenasajo skupaj z genskimi zapisi
za MBL. Tak primer so geni, ki posredujejo odpornost proti tezkim kovinam, ki pa jih v nasi

raziskavi nismo iskali (192).

Podobno kot gene za intrinzi¢no prisotne betalaktamaze, smo tudi gene za izlivne ¢rpalke
povezane z odpornostjo proti betalaktamskim antibiotikom dokazali pri vseh sevih, pri katerih
smo doloc¢ali nukleotidno zaporedje genoma. Prispevek izlivnih ¢rpalk k rezistenénemu
fenotipu je povezan s spremembami v regulaciji izrazanja teh ¢rpalk, ¢esar pa v nasi nalogi

nismo proucevali.

Gene, ki nosijo zapise za inaktivacijo aminoglikozidnih antibiotikov (AME; ang.:
Aminoglycoside Modifying Enzymes) smo ugotovili pri vseh analiziranih sevih (Tabela 4.9).
Vendar se pri vseh analiziranih sevih pojavlja le kromosomalna fosfotransferaza, medtem ko
se ostali AME pojavljajo le pri posameznih sevih (Tabela 4.8). Kromosomalna fosfotranseraza
je tudi po podatkih povzetih iz spletne strani The Comprehensive Antibiotic Resistance

Database (https://card.mcmaster.ca) prisotna pri 89,59 % sevov P. aeruginosa. Za gene ostalih

AME, ki se pojavljajo le pri posameznih sevih, pa ugotavljamo, da so povezani z dolocenimi
sekvencnimi tipi (ST111, ST235, ST253, ST508, ST654, ST2605, ST2613, ST2614). Skupno
Stevilo sevov pri katerih smo ugotovili genske zapise za AME in predvidevamo, da se prenasajo

z MGE, je bilo 25 (11 iz klini¢nih kuznin in 14 iz okoljskih vzorcev). Te gene pri P. aeruginosa
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obicajno dokazejo na plazmidih ali integronih, ki so povezani z veckratno odpornostjo (2, 193,
194, 195). Skladno s tem, smo jih tudi mi dokazali pri veckratno odpornih sevih. Ne preseneca,
da jih najdemo pri vseh sevih, ki nosijo zapis za karbapenamaze (ST111, ST235, ST654), saj

vemo, da je tudi ta zapisan v integronih.

Gene, ki posredujejo zapise za izlivne ¢rpalke za ¢rpanje aminoglikozidov iz celice, smo nasli
brez izjeme pri vseh okoljskih in klinicnih sevih. Podobno kot pri odpornosti proti
betalaktamom, je tudi tukaj za nastanek odpornega rezistotipa pomembna sprememba v

izrazanju teh ¢rpalk.

Odpornost proti kinolonom je pri P. aeruginosa posredovana s spremembo encima giraze,
oziroma topoizomeraze, ali pa s ¢rpanjem kinolona iz celice. Spremembo tarce smo ugotovili
pri 37 od 112 analiziranih sevov (33 %), v enakem delezu med klini¢nimi in okoljskimi sevi.

Gene za izlivne ¢rpalke, ki lahko ¢rpajo kinolone iz celice smo nasli pri vseh sevih.

5.6. Razlike med ugotovljeno genotipsko in fenotipsko odpornostjo
Skladnost med genskimi zapisi povezaninimi z odpornostjo na protimikrobna zdravila in
rezultati testiranja obcutljivosti z disk-difuzijsko metodo smo primerjali pri sedmih ST (46

sevov), ki so se pojavljali tako v bolniSnici kot tudi v okolju (Priloga II).

Genske zapise za izlivne Crpalke, ki poleg drugih zdravil izlo¢ajo betalaktame, kinolone in
aminoglikozide, smo potrdili pri vseh sevih, vendar to ni nujno pomenilo odpornosti na te
skupine zdravil. Znano je, da so izlivne ¢rpake (teh je ve¢ vrst) pomembne pri intrinzi¢ni
odpornosti P. aeruginosa na protimikrobna zdravila, prispevajo pa tudi k razvoju veckratne
odpornosti (196, 197). Vendar ugotavljajo, da je povecano izrazanje izlivnih ¢rpalk povezano
z zmanjSano prezZitveno sposobnostjo bakterije in tudi z manjSo virulenco. Zato domnevamo,
da se povecano izrazanje teh genov pojavlja le kadar je za preZivetje nujno potrebno in je

posledi¢no pod nadzorom regulacijskih mehanizmov (198, 199).

Encime PDC smo nasli pri vseh analiziranih sevih. Pseudomonasne cefalosporinaze so obi¢ajno
kromosomalno kodirane in prispevajo k odpornosti proti betalaktamskim antibiotikom. Sem
sodijo tudi nekateri encimi iz skupin AmpC in ESBL. Substratna specificnost in stopnja
odpornosti, ki jo posredujejo se med posamiéni encimi razlikuje in se lahko spreminja zaradi

prisotnosti induktorjev ali mutacij (Rodriguez-Martinez, Poirel in Nordmann, 2009). Zaradi
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tega sama prisotnost gena ne pomeni nujno Ze odpornosti na vse betalaktame, kar smo opazili

tudi pri nasih izolatih.

Od karbapenemaz smo nasli le karbapenemaze VIM, ki kot ve¢ina karbapenemaz (razen GES),
ki jih najdemo pri P. aeruginosa, sodijo med MBL. Vsi sevi z VIM so bili tudi fenotipsko
veckratno odporni (proti vsem testiranim razredom antibiotikov) in so se znacilno pojavljali pri
ST235in ST111, ki sodita med visoko-rizi¢ne in globalne seve P. aeruginosa (Mulet X in sod.,
2013). MBL so povezane z visokimi minimalnimi inhibitornimi koncentracijami za
karbapeneme in hidrolizirajo vse betalaktame, razen aztreonama (Gupta, 2008; Kali in sod.,
2013).

V povezavi z encimsko odpornostjo proti aminoglikozidom, smo nasli razli¢éne vrste AME. Pri
vseh sevih smo nasli aminoglikozidno fosfotransferazo - APH(3')-1Ib, ki je kromosomalno
kodirana. Nasli so jo pri 98,95 % sevov, ki so jih analizirali z WGS (https://card.mcmaster.ca -
The Comprehensive Antibiotic Resistance Database). Ostali AME so kodirani na MGE (angl.:
mobile genetic elements — MGE) in se pojavljajo pri posami¢nih sevih (Tabela 4.7 in Priloga
II). Ugotavljamo, da sama prisotnost AME ne pomeni vedno fenotipsko izrazene odpornosti
proti aminoglikozidom. Fenotipi¢no odpornost proti aminoglikozidom pa najdemo pri vseh
sevih, ki imajo tudi gene za VIM. Domnevamo, da so v teh primerih geni locirani na integronih

in verjetno tudi pod nadzorom skupnega operona (204, 205).

Odpornost proti kinolonom, ki jo posredujejo mutacije gyrA in parE smo med sevi, ki smo jih
opisali v okolju in bolniSnici nasli pri dveh ST (ST235, ST111). Pri obeh sevih smo ugotovili
rezistenco proti vsem razredom testiranih zdravil. Med vsemi sevi, ki smo jih analizirali z WGS
smo nasli mutacijo gyrA pri 37 sevih (33 %) in parE pri le 2 sevih (1,8 %). Podobno na spletni
strani https://card.mcmaster.ca -The Comprehensive Antibiotic Resistance Database za ta dva
gena navajajo ugotovljeno prevalenco 28,07 % oz. 2,02 %. Prisotnost mutacij v teh dveh regijah

pri nasih sevih je bila vedno povezana z odpornostjo proti ciprofloksacinu.

Ugotavljamo lahko, da se fenotipska in genotipska odpornost ne ujemata vedno. Pri fenotipski
odpornosti zmeraj najdemo potencialne gene za odpornost vsaj na nivoju izlivnih ¢rpalk, vendar
v raziskavi nismo dokazovali njihove dejanske vloge pri odpornosti. Prisotnost genov, ki
posredujejo mehanizme odpornosti pri P. aeruginosa, ne pomeni nujno fenotipske odpornosti.
Zlasti to velja za izlivne ¢rpalke in gene za PDC. Vzrok vidimo v tem, da je izraZanje odpornosti
pogosto regulirano in vezano na prisotnost dolo¢enih induktorjev ali pa povezano z mutacijami

v regulatornih genih (198, 199). Od tega odstopa odpornost, ki jo posredujejo geni za VIM, v
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teh primerih je fenotipska odpornost vedno izrazena. Geni za VIM se nahajajo na integronih,
zato imajo velik razsiritveni potencijal. Praviloma so pogosto v blizini genov, ki posredujejo
odpornost proti drugim zdravilom (aminoglikozidi, kinoloni ...), kar se fenotipsko izraza kot
veckratna odpornost (204, 205). Tudi vsi nasi izolati, ki so imeli gene za VIM, so bili odporni

proti vsem razredom testiranih protimikrobnih zdravil.

5.7. Razlike med okoljskimi in klini¢nimi sevi v dejavnikih virulence

Glede prisotnosti genov za dejavnike virulence pri posameznem sevu se P. aeruginosa razlikuje
od nekaterih drugih po Gramu negativnih oportunisti¢nih patogenov. Tako so, npr. pri E. coli,
geni, ki nosijo zapise za dejavnike virulence povezani samo z dolo¢enimi patogenimi sevi (206,
207, 208), medtem ko pri P. aeruginosa praviloma najdemo veéino genov povezanih z
virulenco pri vseh sevih. Stopnja in nacin izrazanja le teh pa se spreminja glede na okolje (21,
209). S tem se ujemajo tudi nasi rezultati kjer ugotavljamo, da so genetski dejavniki virulence,

ki smo jih iskali, prisotni pri ve¢ini Sevov.

Tako smo pri vseh sevih nasli gene za prekurzor hemoliticne fosfolipaze C, elastazo in alginat,
prav tako smo pri vseh sevih, razen pri enem iz klini¢nega vzorca, nasli tudi prekurzor za
eksotoksin A. Prevalenca gena za LasA se je deloma razlikovala med okoljskimi (82%) in
klini¢nimi sevi (100 %). Med geni za eksotoksine, ki so povezanimi s sekrecijskim sistemom
tipa III smo nasli visoko prevalenco genov za ExoT in ExoY tako med sevi iz klini¢nega okolja
(95 o0z. 97 %), kot med tistimi iz Cistilnih naprav (100 oz. 96 %) (Poglavje 4.6, Tabela 4.8).
Podobno visoko prevalenco navedenih virulenénih genov opisujejo tudi nekateri drugi avtorji

(210, 211, 212).

Manj enakomerno sta bila razporejena samo gena za ExoS in ExoU. Praviloma se prisotnost
teh dveh genov pri isti bakteriji izkljuéuje (23, 102, 212, 213), izjemoma pa, podobno kot mi,
navajo tudi seve pri katerih sta prisotna oba (102, 214). Oba gena hkrati smo nasli le pri enem
izolatu iz Cistilne naprave. Prevalenca gena exoU med okoljskimi izolati je bila 41 %, med
kliniénimi pa 78 %. Prevalenca gena exoS je med okoljskimi izolati znasala 49 % in med
klini¢nimi izolati 66 %. Podobno prevalenco gena exoU med okoljskimi izolati opisujejo tudi

Kaiser in sod., navajajo pa nizjo prevalenco teh genov med klini¢nimi izolati (30-42 %) (212).

Vigji delez sevov z genoma exoU in exoS med klini¢nimi sevi se sklada s funkcijo teh genov.
Tako ExoS kot ExoU sta pomembna za kolonizacijo, invazivnost in razsoj okuzbe. Vendar
ExoU, ki je fosfolipaza z mocnim citotoksi¢nim ucéinkom, nekateri povezujejo s huje

potekajoc¢imi invazivnimi okuzbami (215, 216, 217).
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Prevalenca genov kot smo jo nasli pri nasih izolatih, je v skladu z ugotovitvijo, da je ve€ina
genov za virulenco pri P. aeruginosa umesc¢ena v osrednji genom bakterije in jih posledi¢no

najdemo pri vecini sevov, ne glede na njihov izvor (218, 220 ).
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6. ZAKLJUCKI IN POTRDITEV HIPOTEZ

V nasi nalogi smo postavili naslednje hipoteze:

e proti karbapenemom odporni sevi osamljeni iz iztoka Cistilnih naprav bodo le
deloma podobni proti karbapenemom odpornim sevom iz kuZnin (tako po
mehanizmih odpornosti proti karbapenemom kot po naboru virulen¢nih

dejavnikov)

S tipizacijo PFGE in MLST smo ugotovili $e nizjo nizko stopnjo prekrivanja med sevi
iz bolnisni¢nega okolja in sevi iz Cistilnih naprav od pri¢akovane. Med pulzotipi iz
bolnisnic in €istilnih naprav, ki se prekrivajo, pa ugotavljamo skladnost med pulzotipom
in MLST, kar nakazuje na moZnost prehajanja teh tipov med bolniSni¢nim in
izvenbolni$ni¢nim okoljem. MLST tipizacija je bila narejena prvic za seve iz Slovenije,

kar daje moznost, da so ti sedaj tudi mednarodno primerljivi.

Zaradi verjetne izpostavljenosti razlicnim selektivnim dejavnikom smo domnevali, da
si bodo okoljski in bolni$ni¢ni sevi P. aeruginosa le delno podobni kar se tice
mehanizmov odpornosti. Delez odpornih sevov je v sploSnem visok v obeh okoljih,
nakazujejo se razlike na nivoju posamiénih antibiotikov, hkrati pa opazamo, da so
vzorci odpornosti bolj raznoliki med klini¢nimi kot pa okoljskimi sevi. Za to bi lahko
bili odgovorni dejavniki adaptivne odpornosti. Sklepamo lahko (vendar tega nismo
proucevali), da je vpliv selekcijskih dejavnikov v bolni$ni¢énem okolju bolj pester in
spremenljiv kot v izvenbolni$ni¢nem okolju, kar lahko privede do povefanega izrazanja
dolo€enih intrinzicno prisotnih genskih zapisov in sprememb v delovanju izlivnih

Crpalk ter sestave zunanje membrane.

Tudi glede nabora virulen¢nih dejavnikov med klini¢énimi in okoljskimi sevi ne
ugotavljamo pomembnih razlik, prevalenca genov, ki smo jo ugotavljali pri analiziranih
sevih je v sploSnem enakomerna, kar je skladno z ugotovitvijo, da so ti geni namesceni
v osrednjem genomu P. aeruginosa. Manjso razliko ugotavljamo le pri genih za
eksotoksine, kjer je nekoliko ve¢ja prevalenca genov za eksotoksine S in U med

klini¢nimi sevi. To je mogoce povezano z vlogo teh dveh eksotoksinov pri patogenezi.
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¢ le manjsi deleZ odpornosti proti karbapenemom bo posredovan z izlo¢anjem
karbapenemaz in te se bodo kot mehanizem odpornosti pojavljale pri

veckratno odpornih sevih.

Hipotezo smo potrdili. Karbapenemaze smo nasli pri 6,5 % klini¢nih in 27 % okoljskih
sevov. Sevi, ki so nosili gene za karbapenemaze so fenotipi¢no sodili med veckratno
odporne seve. Pri njih smo poleg karbapenemaz potrdili tudi gene za AME, ki se
prenasajo z MGE. Te genetske determinante so P. aeruginosa names¢ene na integronih.
Vsi sevi pri katerih smo nasli gene za karbapenemaze so imeli tudi mutacije v genih za

girazo.

e pojavljale se bodo predvsem karbapenemaze iz skupine VIM, ki jih sicer

opisujejo tudi v bliZznjih drzavah

Hipotezo smo potrdili. Potrdili smo gene za karbapenemaze tipa VIM in sicer dva
podtipa: VIM-1 (dva seva, oba ST253, en sev iz bolniSnice, en sev iz ¢istilne naprave)
in VIM-2 (16 sevov, ve€ina sevov 13 je izvirala iz Cistilnih naprav, uvr$¢eni so bili v 3
ST: 111, 235, 654; le 3 sevi so izvirali iz bolnisnic, vsi trije ST111). VIM-2 velja za
najbolj razsirjeno MBL pri P. aeruginosa v Evropi, drugod po svetu in tudi v nasi
sosescini.

ST pri katerih smo potrdili VIM karbapenemaze se v literaturi pogosto povezujejo z
veckratno odpornimi sevi, pri nas smo jih nasli tako med klini¢nimi, Se pogosteje pa

med okoljskimi sevi.
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7. POVZETEK

Pseudomonas aeruginosa je oportunisticna patogena bakterija. Okuzbe povzroca zlasti
pri osebah z okrnjeno lokalno ali sistemsko odpornostjo in v povezavi z zdravljenjem. (28). P.
aeruginosa je intrinzi¢no odporen proti Stevilnim protimikrobnim zdravilom, intrinzi¢ni
odpornosti pa se pogosto pridruzi $e pridobljena. Zaradi tega je za zdravljenje psevdomonasnih
okuzb na voljo zelo omejen izbor zdravil (3, 5). Karbapenemi, ki imajo $irok spekter delovanja,
so zdravilo izbora za zdravljenje okuzb, ki jih povzroc¢a P. aeruginosa odporen proti ostalim
protipsevdomonasnim uc¢inkovinam. Vendar se v vse ve¢jem obsegu pri P. aeruginosa pojavlja
odpornost tudi proti karbapenemom. V Sloveniji je leta 2014 znasal deleZ sevov P. aeruginosa,
ki so bili neobcutljivi za imipenem ali meropenem, 12 0z. 17 % (42), delez proti karbapenemom
odpornih sevov P. aeruginosa med invazivnimi sevi pa je leta 2014 znasal 31,3 % (44).

P. aeruginosa je nezahtevna bakterija in je prisoten v Stevilnih okoljih. Vir okuzb s P.
aeruginosa v bolni$ni¢nem okolju je pogosto povezan z vodovodnimi odtoki (7, 8, 9, 10), od
koder pa bi lahko bakterija prehajala v komunalni sistem odpadnih vod in v vode distilnih
naprav (11, 12).

Nas$ namen je bil ugotoviti ali proti karbapenemom odporne seve P. aeruginosa, ki jih
osamimo iz kuznin bolnikov, najdemo tudi v okolju in kako pogosti so ti sevi. Zanimala nas je
so¢asna odpornost pri klini¢nih sevih in sevih iz ¢istilnih naprav, ter kako S0 sevi iz teh virov
podobni na molekularnem nivoju.

Predvidevali smo, da bodo glede mehanizmov odpornosti in naboru virulenénih
dejavnikov proti karbapenemom odporni sevi, ki jih bomo osamili iz Cistilnih naprav, le deloma
podobni proti karbapenemom odpornim sevom iz kuznin. Glede mehanizmov odpornosti smo
domnevali, da bo le manjsi del proti karbapenemom odpornih sevov imel genetske determinante
za karbapenemaze, ki se bodo pojavljale pri veckratno odpornih sevih, ter da bodo v vecini
primerov to karbapeneze iz skupine MBL, ki se sicer pojavljajo tudi v sosednjih drzavah.

Proti karbapenemom odporne seve P. aeruginosa iz klini¢nih vzorcev smo iskali v
kuzninah dihal in vzorcih urina, medtem ko smo proti karbapenemom odporne seve iz €istilnih
naprav osamili iz vzorcev, ki smo jih odvzeli iz odtoka ¢istilne naprave. Skupaj je bilo v
raziskavo zajetih 8 zdravstvenih ustanov: vecja u¢na bolnisnica (priblizno 1.300 postelj, okoli
55.000 letnih odpustov), manjSa regionalna bolni$nica (260 postelj, 13.000 letnih odpustov) in
6 splosnih ali specializiranih ambulant, ki poSiljajo kuznine na mikrobioloSke preiskave v
OMM CMM NLZOH. KuzZnine smo obdelali po standardnih navodilih za delo. Seve iz okolja
smo osamili iz vzorcev, ki smo jih v obdobju enega leta enkrat mese¢no odvzeli ob iztoku dveh

mehani¢no-bioloskih ¢istilnih naprav. Letni pretok vedje znasa 11.000 x 10° m3, letni pretok
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manjse je 5.212 x 10® m®. V vegjo &istilno napravo se zliva tudi odpadna voda iz vegje uéne
bolnisnice, ki smo jo vkljucili v raziskavo, v manjSo pa iz manjSe regionalne bolniSnice. Seve
iz Cistilnih naprav smo osamili s pomo¢jo bakterioloSkega filtra (0,45 um) in inkubacijo na
selektivnem gojis¢u (cetrimid in 4 pg imipenema na ml gojiséa) 42 °C. Testiranje obc¢utljivosti
smo izvajali z disk difuzijsko metodo (http://www.eucast.org). Povezavo med izolati smo
potrjevali retrogradno tako, da smo s PFGE (pulzno gelsko elektrogorezo) dolocili pulzotipe.
Iz vsakega pulzotipa smo nato izbrali enega ali ve¢ predstavnikov, pri katerem smo ugotavljali
celotno nukleotidno zaporedje genoma. Na osnovi tega smo izvedli MLST tipizacijo in iskali

genske zapise povezane z odpornostjo in dejavniki virulence.

Skupaj smo iz klini¢nih in okoljskih sevov osamili 213 proti karbapenemom odpornih
sevov P. aeruginosa, ki smo jih razvrstili v 65 pulzotipov. Pri 109 bolnikih smo osamili 130
proti karbapenemom odpornih sevov P. aeruginosa. Skupno smo v obdobju od 1.1.2014 do
31.12.2014 osamili P. aeruginosa iz kuznin dihal in urina pri 558 bolnikih, torej je deleZ proti
karbapenemom odpornih sevov P. aeruginosa med bolniki znasal 19,5 %. To je sicer nekoliko
ve¢ kot v celotni slovenski populaciji v istem ¢asovnem obdobju (SKUOPZ: 12-16 %), kar je
pa razumljivo glede na vir kuznin (ve¢inoma vecja uc¢na bolnisnica in oddelki intenzivnega

zdravljenja).

Proti karbapenemom odporne seve smo osamili iz kuznin, ki so jih poslali iz 4 od 8
vkljucenih zdravstvenih ustanov. Vecina sevov je izvirala iz ve¢je ucne bolnisnice (125 sevov).
To lahko pojasnimo z ve¢jim $tevilom kuznin iz ve¢je uéne bolnisnice in dejstvom, da je
pojavljanje bakterij, ki so odporne proti protimikrobnim zdravilom, pogostejSe v vecjih
zdravstvenih ustanovah zaradi vecjega Stevila dejavnikov tveganja pri tezjih bolnikih (162, 164,
165). Med 130 kliniénimi sevi nam je uspelo s PFGE tipizirati 127 sevov, ki smo jih uvrstili v
38 pulzotipov. Razen enega so bili vsi prisotni v ve¢ji uéni bolnisnici, medtem ko smo v ostalih
zdravstvenih institucijah osamili 5 sevov, ki smo jih razvrstili v 3 pulzotipe. Med klini¢nimi
sevi je prevladoval pulzotip Pt1, ki smo ga osamili v 57 primerih (45,6 % izolatov), vendar se
je pojavljal samo v ve¢ji ucni bolnisnici. S tipizacijo MLST (N=9) je bilo vseh 9 analiziranih
sevov tega pulzotipa uvrscenih v ST298. Ta ST nekateri avtorji povezujejo z veckratno
odpornimi sevi (219, 220, 221). Pri nas je Ptl imel razli¢ne rezistencne vzorce, vendar ga ne
najdemo v skupini z odpornostjo na najve¢ skupin antibiotikov. Drugi pulzotipi so zajemali od
enega do osem izolatov. Le dva pulzotipa iz klini€nih kuznin sta se pojavljala tako v ve¢ji uéni
bolnisnici, kot tudi v manj$ih zdravstvenih ustanovah (Pt17 in Pt63). S tipizacijo MLST smo

ugotovili, da sevi Pt17 pripadajo istemu ST (ST111), medtem ko so se sevi Pt63 uvrscali med
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razliéne ST. Prevladujoca klini¢na pulzotipa Ptl in Pt17 sta pojavljala enakomerno ¢ez celotno
obdobje glede na ¢as osamitve, kar skupaj z dejstvom, da se popolnoma ujemata tudi glede
MLST tipizacije (Pt1=ST298, Pt17=ST111), nakazuje moznost medbolnisni¢nih prenosov oz.
v primeru Ptl7, ki smo ga osamili tudi iz obeh Cistilnih naprav moznost prenosa med

bolni$ni¢nim in izvenbolni$ni¢nim okoljem.

Iz ¢istilnih naprav smo osamili 83 proti karbapenemu odpornih sevov, 81 sevov smo
razvrstili v 31 pulzotipov. Iz vecje Cistilne naprave smo osamili 61 sevov (59 tipiziranih v 26
pulzotipov). Iz manjse Cistilne naprave smo osamili 22 sevov (11 pulzotipov). Podobno kot v
primeru bolniSni¢nega okolja tudi tukaj ugotavljamo prevlado posamicnega pulzotipa — Pt10
(18 izolatov - 21,7 %). Med preostale pulzotipe se je razporedilo od enega do devet izolatov.
Lahko bi sklepali, da je pogostnost in raznolikost sevov P. aeruginosa povezana z velikostjo
Cistilne naprave, vendar dejavnikov, ki bi vplivali na selekcijo proti karbapenemom odpornih
P. aeruginosa v Ccistilnih napravah nismo raziskovali, zato povezave ne moremo potrditi.
Podobno kot pri bolnis$ni¢nih izolatih tudi pri okoljskih sevih le v primeru dveh prevladujocih
Pt (Pt10, Pt16) opazamo kontinuirano pojavljanje. Prav tako pri njiju opaZamo popolno
ujemanje med pulzotipi in tipi MLST (Pt10 = ST235, Pt16 = ST313). Glede na oboje sklepamo,

da sta seva endemic¢na v Cistilnih napravah, oz. SirSem okolju, ki ga Cistilni napravi zajemata.

Dveh najpogostejsih Pt iz okolja med klini¢énimi sevi ne najdemo. Kot so odkrili drugi
avtorji pri pojavljanju P. aeruginosa v splosnem iz razli¢nih okolij, ugotavljamo za P.
aeruginosa, ki je odporen proti karbapenemom, nizko stopnjo prekrivanja med okoljskimi in
kliniénimi vzorci. Od 65 ugotovljenih pulzotipov se jih samo 9 pojavlja na dveh ali ve¢ mestih
in le 4 najdemo tako med bolnis$ni¢nimi, kot tudi okoljskimi sevi. Samo eden od njih (Pt17) se
uvrsca med tri prevladujoce pulzotipe (Ptl, Pt, 10, Pt17), to je tudi edini pulzotip, ki smo ga

nasli na 4 razli¢nih lokacijah (velika in manjse bolni$nica in obe Cistilni napravi).

Nizko stopnjo prekrivanja med sevi iz razli¢nih virov potrjuje tudi tipizacija na osnovi
analize celotnega genoma. Pri izbranih 112 sevih (61 sevov iz kuznin, 51 sevov iz Cistilnih
naprav) smo izvedli MLST tipizacijo in dolo¢ili ST. Ze znane ST smo dologili pri 98 sevih, pri
14 sevih pa smo dolocili 12 MLST tipov, ki $e niso imeli dodeljenega ST. Na podatkovni bazi
PubMLST database so jim dodelili nove ST: 2416, 2585, 2587-2591, 2604, 2605, 2613-2615.
Samo 10 MLST najdemo hkrati med klini€nimi in okoljskimi vzorci. Prav tako pa ne opazamo
kopicenja sevov v skupine, ki bile specificno klini¢ne oz. vezane za Cistilne naprave. Med

pulzotipi in ST opaZzamo ujemanje, vendar to ni absolutno, podobno kot ugotavljajo tudi drugi
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avtorji (177, 178, 179, 180) Med MLST tipi, ki smo jih dolocili pri proti karbapenemom
odpornih sevih iz okolja in klini¢nih kuznin, najpogosteje najdemo take, ki so znani kot uspesni,
veckratno odporni sevi, ki so razsirjeni po svetu (ST111, ST235) (102, 177, 180, 182, 183) in
so jih na$li tudi v naSi sose$Cini (Hrvaska, Italija; (102, 177)). Ugotavljamo tudi proti
karbapenemom odporne seve, ki so bili ze predhodno opisani, vendar so geografsko omejeni

na manj$a podro¢ja (178, 180, 185, 186), ter nekaj sevov z novimi ST.

Obcutljivost proti karbapenemom odpornih sevov P. aeruginosa za protimikrobna
zdravila smo testirali z disk difuzijsko metodo pri 130 sevih (109 bolnikov, 83 izolatov iz CN).
Pri analizi klini¢énih sevov smo upostevali en (prvi) izolat pri bolniku, razen kadar se je
obcutljivost zaporednih izolatov razlikovala. Pri izolatih iz Cistilnih naprav smo v analizo
vkljucili za vsak pulzotip le po en reprezentativni sev za vsako mese¢no vzorcenje. S tem smo
Stevilo sevov iz Cistilnih naprav, ki smo jih vkljucili v analizo, zmanjsali iz 83 na 62. Glede
odpornosti proti posamicnim antibiotikom ugotavljamo visok delez odpornosti proti
kombinaciji piperacilina s tazobaktamom (52,3 %) in proti ceftazidimu (42,3 %) pri sevih, ki
smo jih osamili iz klini¢nih kuZnin, medtem ko pri sevih, ki smo jih osamili iz vod Cistilnih
naprav, ugotavljamo visok delez odpornosti proti ceftazidimu (37,1 %), ciprofloksacinu (35,5

%) in aminoglikozidom.

Seve smo glede na vzorce odpornosti razdelili v 10 skupin. Vecina sevov (47/130 med
klini¢nimi in 33/61 med okoljskimi) je bila odporna izklju¢no proti karbapenemom. V nasprotju
s tem druga najvecja skupina vkljucuje seve, ki so odporni proti 4 razlicnim skupinam
antibiotikov. Klini¢ni sevi so kazali ve¢jo pestrost odpornosti, saj so prisotni v vseh 10
skupinah, medtem ko okoljske seve najdemo le v 5 skupinah. DeleZ rezistentnih sevov se med
bolni$ni¢nimi in okoljskimi ne razlikuje bistveno, vidimo pa, da so vzorci odpornosti bolj
raznoliki med kliniénimi kot pa okoljskimi sevi. Za to bi lahko bili odgovorni dejavniki
adaptivne odpornosti. Sklepamo lahko (vendar tega nismo proucevali), da je vpliv selekcijskih
dejavnikov v bolni§ni¢nem okolju bolj pester in spremenljiv kot v izvenbolni§ni¢nem okolju,
kar lahko privede do pove€anega izraZzanja doloc¢enih intrinzi¢no prisotnih genskih zapisov in

sprememb v delovanju izlivnih ¢rpalk ter sestave zunanje membrane.

Prevladujoci pulzotipi so po vzorcih odpornosti porazdeljeni na razli¢ne nacine. Tako
prevladujoci pulzotip Ptl (ST298) najdemo v 5 od 10-tih vzorcev odpornosti, ne najdemo ga
pa v skupini z odpornostjo proti vsem 4 razredom protimikrobnih zdravil, ki smo jih testirali.

Znotraj istega pulzotipa in tipa MLST lahko najdemo razli¢ne vzorce odpornosti. Pt17 (ST111)

73



— edini pulzotip, ki smo ga nasli na ve¢ kot treh lokacijah, se je glede na vzorec odpornosti

uvrstil v 4 skupine.

Pri sevih istega pulzotipa iz okolja in klinike lahko najdemo razli¢no ali tudi isto
fenotipicno odpornost, zadnje kaze na moznost prehajanja teh sevov med izvenbolni$ni¢nim in

bolnis$ni¢nim okoljem.

Privseh 112 sevih, pri katerih smo dolo¢ili sekvenco celotnega genoma, smo s spletnimi
aplikacijami (Resfinder 2.1 web-service in Comprehensive Antibiotic Resistance Database) pri
nasli genske zapise za glavne mehanizme odpornosti. Pricakovano smo pri vseh sevih potrdili
gene povezane z intrinzi¢no odpornostjo, pri le nekaterih sevih pa gene, ki se prenasajo z MGE,
med njimi gene za karbapenemaze (16 % sevov) ter gene, ki kodirajo nekatere AME (angl.:
aminoglycoside modifying anzymes). Pri vseh teh sevih smo nasli tudi gene povezane s

spremembami giraze (33 % sevov).

Od genov, ki nosijo zapise za karbapenemaze, smo nasli izkljuéno gene za MBL tipa
VIM, prisotni so bili pri 6 pulzotipih oz. 3 ST, tako pri klini¢nih (6,5 % sevov), kot tudi
okoljskih sevih (27 % sevov). Ve¢ji delez veckratno odpornih sevov med okoljskimi vzorci bi
lahko bil posledica selektivnih dejavnikov, ki se prenasajo skupaj z genskimi zapisi za MBL,
kot so npr. geni, ki posredujejo odpornost proti tezkim kovinam (192). Potrdili smo gene za dva
podtipa karbapenemaz VIM: VIM-1 (dva seva, oba ST 253, en sev iz bolnisnice, en sev iz
Cistilne naprave) in VIM-2 (16 sevov, vecina sevov (13) je izvirala iz ¢istilnih naprav, uvr§¢eni
so bili v 3 ST: 111, 235, 654; le 3 sevi so izvirali iz bolni$nic, vsi trije ST 111). VIM-2 velja za
najbolj razsirjeno MBL pri P. aeruginosa, in je prevladovala tudi med naSimi sevi. ST pri
katerih smo potrdili MBL se v literaturi pogosto povezujejo z veckratno odpornimi sevi, pri nas

smo jih nasli tako med klini¢nimi, Se pogosteje pa med okoljskimi sevi.

Med geni za AME smo naSli gen za kromosomalno fosfotransferazo, ki posreduje
odpornost proti aminoglikozidom pri vseh analiziranih sevih (intrinzi¢na odpornost). Druge
gene, ki kodirajo AME in so povezani z MGE smo nasli samo pri nekaterih sevih in dolo€enih
ST. Pri doloCenem sevu je lahko bilo prisotnih ve¢ encimov. Skupno Stevilo sevov pri katerih
smo ugotovili genske zapise za AME, ki se prenasajo z MGE je bilo 25 (11 klini¢nih in 14
okoljskih sevov). Ti geni so praviloma prisotni na MGE, obicajno jih dokaZejo v integronih, ki
so povezani z veckratno odpornostjo. Tudi pri nas smo jih potrdili pri veckratno odpornih sevih.
Nasli smo jih tudi pri sevih, ki nosijo zapise za MBL (ST111, ST235, ST654), kar je

pricakovano, saj se tudi ta prenasa z integroni.
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Na primeru sedmih ST, ki so se pojavljali tako v bolnisnici kot tudi v okolju, smo
ugotovili, da sama prisotnost genskega zapisa za dolo¢en mehanizem odpornosti ni nujno
povezana z fenotipsko izrazeno odpornostjo. Zlasti to velja za gene, ki so povezani z intrinzi¢no
odpornostjo. Bolj premocrtna je povezava med prisotnostjo genov in odpornostjo pri tistih
genih, ki se prenasajo z MGE, kjer smo dobro ujemanje ugotovili zlasti v primeru prisotnosti
genov za karbapenemaze tipa VIM. Prisotnost teh genov je vedno povezana s fenotipicno
odpornostjo proti karbapenemom in drugim betalaktamom. Vsi sevi pri katerih smo dokazali
gene za VIM so bili odporni proti predstavnikom vseh testiranih razredov protimikrobnih
zdravil. Pri njih pa smo nasli tudi gene za AME, ki se prenasajo z MGE. Sklepamo lahko, da
gre v teh primerih za determinante odpornosti, ki se prenasajo skupaj znotraj integrona (2, 193,
194, 195). Pri vseh teh sevih smo nasli tudi mutacije v girazi. Znacilno je pojavljanje teh sevov

pri ST111 in ST235, ki sodita med visoko rizi¢ne globalno razsirjene seve P. aeruginosa (201).

Pri 112 sevih pri katerih smo analizirali celotni genom smo s pomocjo spletnega orodja
My DataBase Finder ugotavljali tudi nekatere gene za virulencne dejavnike. Ve€ina genskih
zapisov za izbrane virulen¢ne dejavnike je bila prisotna pri vseh sevih P. aeruginosa, kot to
opisujejo tudi drugi avtorji. Stopnja in nacin izrazanja teh genov se razlikuje glede na vplive
okolja (21, 209). Enakomerna prevalenca genov, ki smo jih potrdili pri vseh analiziranih sevih,
je skladna z ugotovitvijo, da je vecina genov za virulenco pri P. aeruginosa umeséena v osrednji
genom bakterije in jih zato najdemo pri vseh sevih, ne glede na njihov izvor (210, 218) Bolj
neenakomerno zastopani so bili geni za sekrecijske sisteme tipa III povezani z izloCanjem
eksotoksinov Y, U, T in S. Vse skupine teh genov najdemo tako pri bolniSni¢nih kot okoljskih
sevih. Geni povezani s sekrecijskim sistemom za izlocanje eksotoksina Y in T so navzoci pri
vseh sekvencnih tipih (vendar ne pri vseh sevih), medtem ko so geni povezani s sekrecijskim
sistemom za izlo¢anje eksotoksina U in S povezani le z manjSim Stevilom ST (14 oz. 36). V
primerjavi z ostalimi skupinami genov kaze, da so Se geni povezani s sekrecijskim sistemom
tipa III za izloCanje eksotoksina S in eksotoksina U relativno pogosteje pojavljali med
kliniénimi sevi, geni povezani s sekrecijskim sistemom tipa tipa III za izlo¢anje eksotoksina T
pa med okoljskimi sevi. Visji delez genov za eksotoksin S in U med klini¢nimi sevi bi lahko
bil skladen s funkcijo teh genov pri kolonizaciji, invazivnosti in razsoju okuzbe. Pri teh dveh

skupinah genov je tudi najmanj izraZeno prekrivanje sekvencnih tipov.
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10. PRILOGE

PRILOGA I
Razdelitev sevov P. aeruginosa glede na pulzotipe in tipe MLST ter njihov izvor
Vir vzorca
Klini¢ni vzorci Okoljski vzorci
Skupno 3 5 5
Stevilo VEVCJA DRUGE CISTILNA | CISTILNA
sekvenciranih UCNA ZDRAVSTVENE | NAPRAVA | NAPRAVA
Pulzotipi izolatov MLST tip BOLNISNICA | USTANOVE A B
Ptl 9 298 57
Pt2 2 17 3
Pt3 1 235 1
Pt4 1 190 1
Pt5 4 235 5
Pt6 1 189 1
Pt7 1 155 1
Pt8 1 2605 1
Pt9 1 968 2
235 (5 genomov)
Pt10 6 313 (1 genom) 15 3
Pt11 1 235 2
Pt12 4 309 3 1 1
Pt13 1 245
Pt14 2 253 1 1
Pt15 1 313 2
Pt16 4 313 6 3
Pt17 7 111 5 3 3 3
Pt18 2 654 4
Pt19 2 244 4
Pt20 1 244 1
Pt21 1 108 3
Pt22 3 2416 3 1
Pt23 1 2588 1
Pt25 1 17 1
381(1 genom)
Pt26 2 27(1 genom) 2
Pt27 1 235 1
Pt28 1 2590 1
Pt29 1 671 1
Pt30 1 270 2
Pt31 2 111
Pt32 1 235 1
Pt34 1 116 1
Pt35 1 1027 2
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Vir vzorca

Klini¢ni vzorci

Okoljski vzorci

Skupno 3 . .
Stevilo VEVCJA DRUGE CISTILNA | CISTILNA
sekvenciranih UCNA ZDRAVSTVENE | NAPRAVA | NAPRAVA
Pulzotipi izolatov MLST tip BOLNISNICA | USTANOVE A B
Pt36 1 532 1
Pt37 1 395 2
Pt38 1 527 1
Pt39 1 2589 1
Pt40 1 2585
Pt41 1 2587 1
Pt42 1 1403 1
Pt43 1 155 1
Pt44 1 2591 1
Pt45 1 273 1
Pt46 1 5901
313(1 genom)
Pt47 4 654(3 genomi) 3
Pt48 1 110 1
Pt49 1 2615 1
Pt50 5 242 8
Pt52 1 242
Pt53 1 226 1
27(1 genom)
Pt54 2 298(1 genom) 2
Pt56 1 298 1
Pt57 1 2614 1
Pt59 1 1405 1
Pt60 1 244 1
Pt61 1 1000 1
Pt62 1 2604 2
508(1 genom)
Pt63 2 274(1 genom) 1 1
Pt64 1 1284 5
Pt65 1 111 1
Pt66 1 253 1
Pt67 1 298 1
Pt68 1 242 1
Pt69 1 164 1
235(1 genom)
Pt70 2 1129(1 genom) 2
NT 1 2613 1
Skupaj 112 123 |5 61 22
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Priloga I11:

Proti karbapenemom odporni pulzotipi P. aeruginosa, ki smo jih osamili iz klini¢nih kuznin, glede na
mesec osamitve in lokacijo.

Pulzotip

St.
sevov

Mesec osamitve

Lokacija

V.

VI.
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Legenda: Pt = pulzotpi; St. sevov = skupno $tevilo osamljenih sevov; A = ve¢ja u¢na bolninica; B =
manjsa regionalna bolnisnica; DL = druge zdravstvene lokacije; tipizirali smo 127 svov v 31 pulzotipov.
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Priloga IV.:

Proti karbapenemom odporni pulzotipi P. aeruginosa, ki smo jih osamili iz vode istilnih naprav, glede

na mesec osamitve in lokacijo.
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Legenda: Pt = pulzotpi; St. sevov = skupno $tevilo osamljenih sevov; CNA = vegja €istilna naprava; CNB

= manjsa Cistilna naprava; tipizirali smo 81 sevov v 31 pulzotipov
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11. DELOVNI ZIVLJENJEPIS

Rodil sem se 5. septembra 1965 v Mariboru. Obiskoval sem osnovno $olo Slavko Slander, nato
pa sem se vpisal na gimnazijo Milosa Zidanska v Mariboru. Po kon¢ani gimnaziji sem se vpisal
na Medicinsko Fakulteto Univerze v Ljubljani, Odsek za Medicino. Diplomiral sem 10. 02,
1994. Po kon¢anem pripravnisStvu sem 28. 03. 1995 opravil strokovni izpit za poklic Zdravnik.
04. 06. 1996 sem opravil enosemestralni podiplomski $tudij Hospitalne higiene. Specialisti¢ni

izpit iz klini¢ne mikrobiologije sem opravil 22. 12. 2000.

Od leta 1994 sem zaposlen v Centru za mikrobiologijo ZZV Maribor, Ki se je z reorganizacijo
ZZ\/ preimenoval v Center za medicinsko mikrobiologijo (CMM) in deluje v sklopu
Nacionalnega laboratorija za zdravje, okolje in hrano (NLZOH). Trenutno vodim Center za
medicinsko mikrobiologijo na lokaciji Maribor.

Tekom svoje poklicne poti sem se ukvarjal z diagnostiko bakterijskih in glivnih okuzb ter s

klini¢no molekularno diagnostiko.

V laboratorij sem uvedel nove diagnosti¢ne postopke in metode kot so: testirane ob¢utljivosti
kvasovk z metodo Etest, diagnostika izolatov nitastih gliv z metodo mikrokulture, potrjevanje
izoliranih sevov MRSA z PCR metodo, diagnostiko okuzb z verizno reakcijo s polimerazo na
C. trachomatis, Noroviruse in atipi¢ne bakterijske povzrocitelje okuzb dihal. Aktivno sem
sodeloval pri vpeljavi molekularnih metod za detekcijo gensko spremenjenih organizmov v
hrani. Se vedno aktivno sodelujem pri vpeljavi novih diagnostiénih metod v mikrobiologki

laboratorij.

Sodelujem pri pripravi navodil za delo in pri postopkih, ki so potrebni za verifikacijo

laboratorija.

V sodelovanju z Ministrstvom za zdravje sem izvajal presoje klini¢nih mikrobioloskih
laboratorijev po Pravilniku o pogojih, ki jih morajo izpolnjevati laboratoriji na podro¢ju

laboratorijske medicine

Vodim Komisijo za bolni$ni¢ne okuzbe pri PB Ormoz in sem ¢lan KOBO pri UKC Maribor in

SB Ptuj.

Aktivno sodelujem pri izobrazevalnem procesu na Medicinski fakulteti Maribor.

Ob delu sem vpisal Interfakultetni magistrski studij Mikrobiologije. Leta 2013 sem zakljucil
magistrsko nalogo Uporabnost metode kvantitativnega PCR pri dokazovanju okuzb z bakterijo
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Chlamydia trachomatis (mentorica doc. dr. Darje KeSe, Medicinska fakulteta Univerze v

Ljubljani).
Redno se izobrazujem in sodelujem na strokovnih srecanjih.

Sem ¢lan Sekcije za klini¢no mikrobiologijo in bolniSni¢ne okuzbe pri SZD, kjer sem tudi ¢lan
UO in c¢lan Slovenske komisije za ugotavljanje obcutljivosti za protimikrobna zdravila
(SKUOPZ). Sem ¢lan ESCMID (Evropsko zdruzenje za klini¢no mikrobiologijo in infekcijske

bolezni).

Vodil sem organizacijo srecanj Sekcije za klinicno mikrobiologijo in bolnisni¢ne okuzbe pri
SZD, ki je potekalo leta 2006 in 2014 (Okuzbe v nosecnosti in obporodnem obdobju in Okuzbe

spolovil in spolno prenosljive bolezni).
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12. ZAHVALA

Iskreno se zahvaljujem se zahvaljujem svoji mentorici prof. dr. Maji Rupnik, ki me je z veliko
mero potrpezljivosti usmerjala pri nacrtovanju raziskave in izdelavi doktorske naloge. Njena
doslednost, natan¢nost in optimizem, ter bogate izkusnje pri raziskovalnem delu so mi bile v

veliko pomo¢ pri izpeljavi moje naloge.

Posebej se zahvaljujem osebju Centra za medicinsko mikrobiologijo NLZOH Maribor, ki so mi
pomagali pri zbiranju klini¢nih sevov in pri nekaterih laboratorijskih postopkih. Iskrena hvala
tudi kolegoma Dusanu Novaku in Slavici Lorenc¢i¢ Robnik za njuno vsestransko vzpodbudo ob

mojem delu.

Zahvaljujem se tudi osebju Centra za okolje in zdravje pri NLZOH in zaposlenim v laboratorijih
Centralne Cistilne naprave Maribor in Centralne Cistilne naprave Ptuj za pomo¢ pri pridobivanju

in zbiranju okoljskih vzorcev.

Iskreno se zahvaljujem tudi asist. dr. Sandri Janezi¢ in Tanji Vrabi€ ter ostalim sodelavcem na
Oddelku za mikrobioloske raziskave in razvoj, ki so mi pomagali pri izvajanju metode PFGE

in opravili sekvenciranje sevov, ki sem jih preuceval v nalogi.

Ob koncu se zahvalim Se druZini in vsem prijateljem, ki so mi ob izvajanju naloge potrpezljivo

stali ob strani in me vzpodbujali pri delu.

Brez znanja, pomoc¢i in potrpeZljivosti vseh omenjenih naloge ne bi mogel opraviti.
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13. 1IZJAVA

PRILOGA 4: IZJAVA O AVTORSTVU IN ISTOVETNOSTI TISKANE IN ELEKTRONSKE OBLIKE DOKTORSKE
DISERTACIE

UNIVERZA V MARIBORU
MEDICINSKA FAKULTETA

IZJAVA O AVTORSTVU IN ISTOVETNOSTI TISKANE IN ELEKTRONSKE OBLIKE DOKTORSKE

DISERTACUE

Ime in priimek Studenta: Andrej Golle

Studijski program: Biomedicinska tehnologija

Naslov doktorske disertacije: MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA PROTI KARBAPENEMOM ODPORNIH

SEVOV BAKTERIJE PSEUDOMONAS AERUGINOSA 1Z KUZNIN IN OKOLJA

Mentorica: prof. dr. Maja Rupnik

Podpisani Student: Andrej Golle izjavljam, da je zakljuéno delo rezultat mojega

znanstvenoraziskovalnega dela;

izjavljam, da sem pridobil/-a vsa potrebna soglasja za uporabo podatkov in avtorskih del v
zaklju¢nem delu in jih v zakljuénem delu jasno in ustrezno oznacil/-a;

na Univerzo v Mariboru neodplacno, neizklju¢no, prostorsko in asovno neomejeno prenasam
pravico shranitve avtorskega dela v elektronski obliki, pravico reproduciranja ter pravico
ponuditi zaklju¢no delo javnosti na svetovnem spletu preko DKUM in drugih informacijskih
zbirk in ponudnikov; sem seznanjen/-a, da bodo dela deponirana/objavljena v DKUM dostopna
Siroki javnosti pod pogoji licence Creative Commons BY-NC-D, kar vkljuéuje tudi avtomatizirano
indeksiranje preko spleta in obdelavo besedil za potrebe tekstovnega in podatkovnega
rudarjenja in ekstrakcije znanja iz vsebin; uporabnikom se dovoli reproduciranje brez
predelave avtorskega dela, distribuiranje, dajanje v najem in priobcitev javnosti samega
izvirnega avtorskega dela, in sicer pod pogojem, da navedejo avtorja in da ne gre za
komercialno uporabo;

dovoljujem objavo svojih osebnih podatkov, ki so navedeni v zakljuénem delu in tej izjavi,
skupaj z objavo zaklju¢nega dela;

izjavljam, da je tiskana oblika zaklju¢nega dela istovetna elektronski obliki zaklju¢nega dela, ki
sem jo oddal/-a za objavo v DKUM;

Izjavljam, da sem seznanjen s pogoji Proquest-a za oddajo in javno objavo doktorske disertacije
% podatkovno zbirko ProQuest Dissertations & Theses Global
(http://contentz.mkt5049.com/lp/43888/382619/PQDTauthoragreement.pdf).
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Zacasna nedostopnost:

Zakljuéno delo zaradi zagotavljanja konkurencéne prednosti, zas€ite poslovnih skrivnosti, varnosti ljudi in

narave, varstva industrijske lastnine ali tajnosti podatkov
narocnika: (naziv in naslov
narocnika/institucije) ne sme biti javho dostopno do (datum odloga javne objave

ne sme biti daljsi od 3 let od zagovora dela). To se nanasa na tiskano in elektronsko obliko zaklju¢nega
dela.

Temporary unavailability:

To ensure competitive advantage, protection of business secrets, safety of persons and nature,
protection of industrial property, or confidentiality of information of the client
(client/institution name and address)) the
thesis shall not be accessible to the public until (the deferment of public
availability shall not exceed 3 years from the date of the thesis defense). This applies to printed and
electronic thesis forms.
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