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РЕЗИМЕ
У овом раду испитивана је резистенција на антибиотике који се користе у лечењу плућних болести код микроорганизама присутних у болничкој средини. Узорци микроорганизама су сакупљани на плућном одељењу једне београдске болнице и гајени најпре на неселективним подлогама, а потом обједињени у групе и гајени на селективним подлогама које су садржале 15 различитих комерцијалних антибиотика. Ципроцинал и довицин су се показали као најефикаснији антибиотици чак и у малим количинама, док су остали антибиотици захтевали јако велику количину да би испољили дејство на микроорганизме. Велики број микроорганизама у болничкој средини је резистентан на антибиотике који се примењују у лечењу плућних болести.
Кључне речи: резистенција, антибиотици, микроорганизми
SUMMARY

This study was aimed at investigating resistance to antibiotics used for treatment of pulmonary diseases in microorganisms in hospital environment. The samples of microorganisms were collected at pulmonary department of a Belgrade hospital and cultivated in non-selective medium, after which they were grouped and cultivated in selective media containing 15 different commercial antibiotics. “Ciprocinal” and “Dovicin” proved to be most efficient antibiotics, even in small doses, while other antibiotics required extremely high doses in order to exert effect to microorganisms. Large number of microorganisms in hospital environment is resistant to antibiotics applied for treatment of pulmonary diseases.
Key words: resistance, antibiotics, microorganisms
УВОД
Антибиотици се сматрају највећим открићем модерне медицине и представљају групу хемијских једињења која успоравају раст или уништавају микроорганизме на начин који није штетан по домаћина.

У борби против инфекција изазваних бактеријама, а пре појаве хемијских препарата, коришћени су природни препарати добијени од биљака и плесни. Овај метод лечења примењиван је у старој Грчкој и Кини. Почетком 20. века у неким земљама почела је примена бактериофага, вируса који једном унети у тело домаћина почињу да нападају ћелије бактерија, остављајући телесне ћелије нетакнутим. Претходили су третмани агресивним хемијским агенсима (арсеник, трихин) који су, пажљиво дозирани, побољшавали опште стање. Ови агенси се, за разлику од бактериофага, нису одликовали селективном токсичношћу, па је овај начин лечења прекинут.

Крајем 19. и почетком 20. века примећена су позитивна антибиотска дејства гљиве Penicillium chrysogenum. Откриће пеницилина приписује се Александру Флемингу, који је године 1928. открио његово дејство као антибиотика на узорку бактерија стафилокока. Године 1939. Хауард Флори је утврдио да је пеницилин способан да преживи у човечијем систему, задржи своје антибиотске могућности и активно делује против патогена. Пеницилин је тако постао први ефикасни антибиотик.

Према хемијској грађи антибиотици се деле на: тетрациклине (доксициклин, окситетрациклин), бета-лактамске антибиотике (пеницилини, цефалоспорини), макролиде (еритромицин, азитромицин, кларитромицин), линкозамиде (линкомицин, клиндамицин), аминогликозиде, (стрептомицин, амикацин, гентамицин, рифампицин, неомицин), гликопептиде (ванкомицин, теикопланин).

Постоје 3 начина деловања антибиотика: 1. ометање биосинтезе ћелијског зида, 2. ометање синтезе протеина везивањем за рибозоме и 3.ометање синтезе нуклеинских киселина.
Антибиотици делују искључиво на бактерије, грам позитивне и грам негативне. Немају никакав утицај на вирусе.

Микроорганизми могу развити резинстенцију на антибиотике. Резистенција може бити урођена (карактеристика коју друге бактерије немају) и стечена (преноси се са бактерије на бактерију).

Циљ овог рада је био да се испита резистенција на антибиотике који се користе у лечењу плућних болести код микроорганизама присутних у болничкој средини.

МЕТОДОЛОГИЈА РАДА

Медијуми за култивацију микроорганизама

За гајење микроорганизама на чврстим подлогама и у течним културама коришћен је медијум ЛБ. За прављење 400mL течног медијума ЛБ коришћено је 4g бактотриптона, 2g екстракта квасца, 2g NaCl и стерилна вода. За прављење чрвсте подлоге коришћено је 400mL течног медијума ЛБ и 6g агра. Медијуми су стерилисани аутоклавирањем 20 минута на 121°C. Медијум за чврсте подлоге је, након хлађења на приближно 40°C, изливан у петри шоље пречника 90mm, при чему је у сваку шољу изливано 25mL медијума. Након што је подлога очврсла, шоље су остављане преко ноћи на 37°C да се осуше, а након тога су чуване на +4°C до употребе. За селективне подлоге је, након хлађења, у медијум додавана одређена количина антибиотика.

Узорковање и гајење микроорганизама на неселективним подлогама

Узорковање је вршено на пулмолошком одељењу једне београдске болнице. Микроорганизми су сакупљани стерилним брисевима са 18 различитих локација на одељењу и одмах након сакупљања преношени на петри шоље са неселективним подлогама. Као контролни узорци су коришћени микроорганизми сакупљени на 8 локација ван болнице на исти начин. Петри шоље су затим инкубиране преко ноћи на 37°C и након 24 сата пребројане су колоније микроорганизама.

Гајење микроорганизама на селективним подлогама

Микроорганизми који су порасли на неселективним подлогама након 24 сата инкубације на 37°C су сакупљени са петри шоља у групе и гајени у 100mL течне културе преко ноћи на 37°C при 180 обртаја по минуту. Након 24 сата течне културе микроорганизама су засејаване лабораторијском езом на селективне подлоге. Селективне подлоге су садржале три различите количине (100μg/mL, 500μg/mL и 2500μg/mL) сваког од анализираних антибиотика. Након раста микроорганизама на селективним подлогама процењивано је да ли су и у којој мери микроорганизми резистентни на анализирани антибиотик. На основу овога групе микроорганизама су оцењене као сензитивне (уколико није уочена ниједна колонија на подлози), слабо резистентне (уколико је на подлози уочено неколико појединачних колонија) и високо резистентне (уколико је на подлози порастао велики број колонија микроорганизама које се не могу међусобно разграничити).
РЕЗУЛТАТИ ИСТРАЖИВАЊА И ДИСКУСИЈА
У овом раду анализирана је резистенција бактерија на антибиотике који се најчешће користе у лечењу плућних болести. Узорци су прикупљани на пулмолошком одељењу, у пулмолошкој амбуланти и у лекарској соби једне београдске болнице. Као контролни узорци су коришћени узорци прикупљени ван болнице.

Узорци су одмах по прикупљању сађени на неселективне подлоге. Након гајења бројане су колоније микроорганизама који су порасли на неселективним подлогама (Табела 1).

	ОЗНАКА
	ЛОКАЦИЈА
	БРОЈ КОЛОНИЈА

	1А
	одељење
	12

	1Б
	одељење
	≈200

	2А
	одељење
	10

	2Б
	одељење
	1

	3А
	одељење
	22

	3Б
	одељење
	14

	4А
	амбуланта
	3

	4Б
	амбуланта
	0

	5А
	амбуланта
	14

	5Б
	амбуланта
	≈100

	6А
	амбуланта
	≈80

	6Б
	амбуланта
	≈70

	7А
	лекарска соба
	4

	7Б
	лекарска соба
	18

	8А
	лекарска соба
	≈130

	8Б
	лекарска соба
	≈45

	9А
	лекарска соба
	10

	9Б
	лекарска соба
	3

	10А
	ван болнице
	>300

	10Б
	ван болнице
	>300

	11А
	ван болнице
	>300

	11Б
	ван болнице
	>300

	12А
	ван болнице
	>300

	12Б
	ван болнице
	>300

	13А
	ван болнице
	>300

	13Б
	ван болнице
	>300


Табела 1. Број колонија микроорганизама након гајења на неселективним подлогама

Table 1. The number of microorganism colonies after cultivation in non-selective medium
Узорци су затим обједињени у групе и засађени на селективне подлоге, са по три различите количине сваког од анализираних антибиотика (100μg/mL, 500μg/mL и 2500μg/mL). Група А је обухватила микроорганизме узорковане на одељењу, група Б у амбуланти, група Ц у лекарској соби, а група Д контролне узорке. Након гајења на селективним подлогама анализирано је у којој мери су микроорганизми порасли, на основу чега је процењено дејство појединих антибиотика (Слика 1, Табела 2).
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Слика 1. Изглед колонија микроорганизама након гајења на селективним подлогама

Picture 1. The appearance of microorganism colonies after cultivation in selective media

A – ципроцинал, Б – довицин, В – цефзил, Г – без антибиотика
	
	ОДЕЉЕЊЕ

(А)
	АМБУЛАНТА

(Б)
	ЛЕКАРСКА СОБА (Ц)
	ВАН БОЛНИЦЕ (Д)

	КОЛИЧИНА АНТИБИОТИКА (μg/mL)
	100
	500
	2500
	100
	500
	2500
	100
	500
	2500
	100
	500
	2500

	БЕЗ АНТИБИОТИКА
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺

	ФРОМИЛИД
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺

	БАКТРИМ
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	―
	⁺⁺
	⁺⁺
	―
	⁺⁺
	⁺⁺
	―

	АМОКСИЦИКЛИН
	⁺⁺
	⁺⁺
	―
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	―
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺

	ОРВАГИЛ
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺

	КЛИНДАМИЦИН
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺

	СИНАЦИЛИН
	⁺⁺
	⁺⁺
	―
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺

	ЦЕФЗИЛ
	⁺⁺
	⁺
	―
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺

	ПАЛИТРЕКС
	⁺⁺
	⁺
	―
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺

	ПАНКЛАВ
	⁺⁺
	―
	―
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺
	⁺⁺
	―
	―
	⁺⁺
	⁺⁺
	―

	ХЕМОМИЦИН
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺
	―

	ЕРИТРОМИЦИН
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺
	―

	ГЕНТАМИЦИН
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	―
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺
	⁺
	―
	―

	ЛОНГАЦЕФ
	⁺⁺
	⁺⁺
	―
	⁺⁺
	⁺
	⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	⁺⁺
	―
	―

	ЦИПРОЦИНАЛ
	⁺
	―
	―
	⁺
	⁺
	―
	―
	―
	―
	―
	―
	―

	ДОВИЦИН
	―
	―
	―
	⁺
	⁺
	―
	―
	―
	―
	―
	―
	―


Табела 2. Процена раста микроорганизама након гајења на селективним подлогама

Table 2. Evaluation of microorganism growth after cultivation in selective media

++ порастао велики број микроорганизама („тепих“)
+ порастао мали број микроорганизама (појединачне колоније)

 - нису порасли микроорганизми

Приликом гајења на неселективним подлогама развијају се различите врсте микроорганизама. Предност оваквог начина гајења је у томе што се могу узгајити све врсте које су се нашле на месту узорковања. На селективним подлогама расту само оне врсте микроорганизама које имају резистенцију на одређени антибиотик.
Овај начин истарживања има својих ограничења. Због једноставности рада није извршена детерминација микроорганизама, који су гајени у групама, а не појединачно. Такође, приликом прављења селективних подлога коришћени су комерцијални антибиотици, а не пречишћене супстанце чије се антибиотско дејство разликује у извесној мери.

Приликом гајења бактерија на селективним подлогама као најуспешнији антибиотици су се показали довицин и ципроцинал. На подлогама са овим антибиотицима није се развио ниједан микроорганизам из група А и Б, а развило се свега неколико из група Ц и Д. На подлогама са другим антибиотицима развијао се или велики број колонија микроорганизама или „тепих“ микроорганизама. Чак трећина анализираних антибиотика (фромилид, орвагил, клиндамицин, хемомицин и еритромицин) не испољава антибиотско дејство на микроорганизме из болничке средине, чак ни приликом примене изузетно великих доза.

Велики број микроорганизама у болничкој средини је резистентан на антибиотике који се примењују у лечењу плућних болести. Бактерије могу да поседују себи својствене ензиме који неутралишу дејство антибиотика тако што штите бактерију од разградње ћелијског зида, рибозома или нуклеинских киселина. Способност бактерија да неутралишу дејство антибиотика је особина која се преноси међу бактеријама, а неконтролисана примена антибиотика може подстаћи развој и ширење таквих особина. Приликом коришћења антибиотика мора се пазити на дозирање, јер примена већих доза може довести до развоја резистенције, због чега све више антибиотика постају бескорисни у борби против бактерија.
ЗАКЉУЧАК

Ципроцинал и довицин су се показали као најефикаснији антибиотици чак и у малим количинама, док су остали антибиотици захтевали јако велику количину да би испољили дејство на микроорганизме. Чак трећина анализираних антибиотика (фромилид, орвагил, клиндамицин, хемомицин и еритромицин) не испољава антибиотско дејство на микроорганизме из болничке средине, чак ни приликом примене изузетно великих доза. Велики број микроорганизама у болничкој средини је резистентан на антибиотике који се примењују у лечењу плућних болести.
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