KNOWLEDGE - International Journal
Vol.49.3

TESTING OF RESISTANCE OF GRAM-POSITIVE AND GRAM-NEGATIVE
BACTERIA TO CERTAIN ANTIBIOTICS

Tijana Milanovié¢
Academy of Technical and Educational Vocational Studies Nis-Department Vranje, Serbia,
tijana.milanovic@akademijanis.edu.rs
Gordana Bogdanovié¢
Academy of Technical and Educational VVocational Studies Nis-Department Vranje, Serbia,
gordana.bogdanovic@akademijanis.edu.rs

Abstract: Various infections can be treated with antibiotics, and their use dates back half a century. They belong to
the group of the most successful drugs around the world. The cause of bacterial infections can be different, while the
development of infection can be influenced by immunity, genetic factors, age, diet and climatic factors. The flora of
the skin differs in certain parts of the body. The most favorable parts for the growth and development of bacteria and
the appearance of infections are in the areas of folds on the skin (under the armpits, groin area, between the fingers,
etc.). The number of bacteria on the skin decreases with the depth of the stratum corneum. The method of treating
bacterial infections is carried out on the basis of certain principles. It is desirable to use antiseptics in combination
with antibiotics, which can act both physically and chemically on the cell wall or on the breakdown of proteins. The
antibiogram method ensures the use of a "desirable" antibiotic. A less toxic antibiotic is chosen, and the possibility
of developing resistance is taken into account. This ensures fast and effective drug action and wound healing, while
avoiding antibiotic resistance. Their frequent and uncontrolled use leads to the development of resistance that
reduces or jeopardizes the effect of treating the disease. Then the amount of antibiotics applied, which has the
maximum effect under normal conditions, is not enough to inhibit bacteria. This application has led to the
development of numerous resistance mechanisms, and thus to an increase in mortality and morbidity rates. Bacteria
can be naturally resistant to a particular antibiotic, but they can also acquire resistance. During the treatment of
infections, antibiotics do not have the ability to distinguish pathogenic bacteria that caused the infection from non-
pathogenic bacteria of normal flora. Due to that, resistance of bacteria of normal flora develops. Increasing the
resistance of bacteria, and insufficient development of new types of antibiotics, can lead to serious problems in the
application and action of therapies. Antimicrobial resistance is the cause of severe infections, complications and
increased mortality. The combined use of several measures to reduce the use of antibiotics is more effective than the
use of individual measures. In order for the infections to be adequately treated, the susceptibility of the isolates to
conventional antibiotics, which are most often used in the treatment of infected wounds and skin infections, was
examined. The susceptibility of bacteria, tested by the antibiogram method, will be presented in this paper. The
analysis is presented depending on the gram-reaction. Isolated gram-positive bacterial species are representatives of
the genera Staphylococcus (S. aureus, S. epidermidis) and Enterococcus faecalis. Isolated gram-negative bacterial
species are representatives of the genera Proteus (P. mirabilis, P. vulgaris), Citrobacter, Klebsiella, as well as
Escherichia coli species. The degree of effect of antibiotics on the tested bacteria was determined by the
antibiogram method.
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Rezime: Antibioticima se mogu leciti razli¢ite infekcije, a njihova upotreba datira jo§ od pre pola veka. Spadaju u
grupu najuspesnijih lekova Sirom sveta. Uzrok bakterijskih infekcija moze biti razlicit, dok na razvoj infekcija moze
uticati imunitet, genetski faktori, starost, ishrana i klimatski faktori. Flora koZe razlikuje se na pojedinim delovima
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tela. Najpovoljniji delovi za rast i razvoj bakterija i pojavu infekcija su u predelima pregiba na kozi (ispod pazuha,
podrucje prepona, izmedu prstiju i sl.). Broj bakterija na kozi se smanjuje iduéi sa dubinom roZnatog sloja. Metod
lecenja bakterijskih infekcija sprovodi se na osnovu odredenih principa. Pozeljno je da se u kombinaciji sa
atibioticima, primenjuju i antiseptici, koji mogu da deluju i fizicki i hemijski na ¢elijski zid ili na razgradnju
proteina. Metodom antibiograma osigurava se primena ,,pozeljnog™ antibiotika. Bira se manje toksi¢an antibiotik, i
vodi se racuna o moguénosti razvoja rezistencije. Na taj nacin se osigurava brzo i efikasno dejstvo lekova i saniranje
rana, a istovremeno se izbegava i rezistencija na antibiotike. Njihova Cesta i nekontrolisana upotreba dovodi do
razvoja rezistencije koja umanjuje ili ugrozava efekat leCenja bolesti. Tada primenjena koli¢ina antibiotika, koja ima
maksimalan efekat u normalnim uslovima, nije dovoljna za inhibiciju bakterija. Ovakva primena je dovela do
razvijanja mnogobrojnih mehanizama otpornosti, a samim tim i do povecanja stope smrtnosti i morbiliteta. Bakterije
mogu biti i prirodno otporne na odredeni antibiotik, ali i mogu stec¢i rezistenciju. Tokom lecenja infekcija antibiotici
nemaju sposobnost razlikovanja patogenih bakterija koje su infekciju uzrokovale od nepatogenih bakterija normalne
flore. Zbog toga dolazi i do razvoja rezistencije bakterija normalne flore. Povecanjem rezistentnosti bakterija, a
nedovoljnim razvitkom novih vrsta antibiotika, moze do¢i do ozbiljnih problema u primeni i delovanju terapija.
Antimikrobna rezistencija je uzrok teskih infekcija, komplikacija i povecanog mortaliteta. Kombinovana primena
vi$e mera radi smanjenja primene antibiotika je efikasnija od primene pojedina¢nih mera. Kako bi infekcije bile
adekvatno leCene ispitivana je osetljivost izolata prema konvencionalnim antibioticima koji su najcesée koris¢eni u
tretmanu inficiranih rana i koznih infekcija. U radu ¢ée biti prikazana osetljivost bakterija, testirana metodom
antibiograma. Analiza je prikazana u zavisnosti od gram-reakcije. lzolovane gram-pozitivne bakterijske vrste su
predstavnici rodova Staphylococcus (S. aureus, S. epidermidis) i Enterococcus faecalis. 1zolovane gram-negativne
bakterijske vrste su predstavnici rodova Proteus (P. mirabilis, P. vulgaris), Citrobacter, Klebsiella, kao i vrste
Escherichia coli. Metodom antibiograma odreden je stepen dejstva antibiotika na ispitivane bakterije.

Kljuéne reéi: Rezistencija, bakterija, antibiotik, antibiogram

1. UvOoD

Glavni uzrok nastanka antibakterijske rezistencije jeste upotreba antibiotika. Uloga antibiotika je le¢enje bakterijskih
infekcija. Preterana i nepaZzljiva upotreba antibiotika stvara rezistenciju na odredenu vrstu ili na grupu antibiotika
(WHO, 2018). Uzrok bakterijskih infekcija moze biti razli¢it, dok na razvoj infekcija moze uticati imunitet, genetski
faktori, starost, ishrana i klimatski faktori (KneZevi¢-Vukcevic et al., 2020). Najpovoljniji delovi za rast i razvoj
bakterija i pojavu infekcija su u predelima pregiba na kozi (ispod pazuha, podrucje prepona, izmedu prstiju i sl.),
(Maria et al., 2017). Broj bakterija na kozi se smanjuje idu¢i sa dubinom roznatog sloja (Gawkrodger and Arden-
Jones, 2020). Pozeljno je da se u kombinaciji sa atibioticima, primenjuju i antiseptici, koji mogu da deluju i fizicki i
hemijski na celijski zid ili na razgradnju proteina. Metodom antibiograma osigurava se primena ,,poZeljnog*
antibiotika (Sumarina, 2020). Bira se manje toksi¢an antibiotik, i vodi se ra¢una o moguénosti razvoja rezistencije.
Na taj nacin se osigurava brzo i efikasno dejstvo lekova i saniranje rana, a istovremeno se izbegava i rezistencija na
antibiotike (Josi¢, 2020).

2. MATERIJAL | METODE

Ispitivanje osetljivosti bakterijskih izolata sa koze i razlicitih povreda na kozi, radena su na antibioticima po Semama
Instituta za javno zdravlje. Kako bi infekcije bile adekvatno lecCene ispitivana je osetljivost izolata prema
konvencionalnim antibioticima koji su najcesce koris¢eni u tretmanu inficiranja koze i koznih infekcija (Karkwan et
all., 2018). Osetljivost je testirana metodom antibiograma, a analiza je prikazana u zavisnosti od gram-reakcije (Law
et all., 2019). Bakterijski izolati su oznacavani kao senzitivni (osetljivi), intermedijerno senzitivni (prelazno
osetljivi) ili rezistentni (otporni), (Lobanovska et all., 2017). Metodom antibiograma dobijamo stopu osetljivosti ili
rezistentnosti za svaku bakterijsku vrstu (McKenna, 2020).

3. REZULTATI
Testirana je osetljivost izolata prema antibioticima koji su najéesce kori$éeni u tretmanu bakterijskih infekcija koze.
Analiza rezultata prikazana je u zavisnosti od gram-reakcije (gram-pozitivna ili gram-negativna), antibiogram
metodom.

- Rezistencija gram-pozitivnih izolata

Od ukupno 986 uzoraka, uzorkovanih sa koze, 554 pripadaju gram-pozitivnim bakterijama. Izolovane gram-
pozitivne bakterijske su Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis i Enterococcus faecalis.
Kao prvi izbor terapije u ledenju infekcija izazvanih bakterijskom vrstom Staphylococcus aureus mogu se koristiti
azitromicin, minociklin, doksociklin. Vrsta Staphylococcus aureus je pokazala veliku rezistentnost prema
antibioticima: amoksicilinu, ampicilinu, gentamicinu, tetraciklinu i eritromicinu.
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Staphylococcus epidermidis potpunu rezistentnost pokazuje prema trimetoprim-sulfametoksazolu, tigeciklinu i
tetraciklinu. Visoka otpornost S. epidermidis je utvrdena i u slu¢aju penicilina G, doksociklina, klindamicina. Kao
izbor terapije u leenju infekcija izazvanih vrstom S. epidermidis koristi se gentamicin, eritromicin i ampicilin (Slika
1).

Ispitivanjem rezistencije sojeva bakterijske vrste Enterococcus faecalis potvrdena je rezistencija bakterije prema
eritromicinu. Dok se kao terapija u lecenju infekcija moze koristiti vankomicin, ciprofloksacin, imipenem.

Slika 1: Stepen rezistencije bakterije Staphylococcus epidermidis na antibiotike
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- Rezistencija gram-negativnih izolata
Od ukupno 986 uzoraka, uzorkovanih sa koze, 432 pripadaju gram-negativnim bakterijama. Izolovane gram-
negativne bakterijske su Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Citobacter, Esherichia coli i Klebsiella.
Testiranjem bakterije Proteus mirabillis na antibiotike, potvrdena je rezistentnost bakterije na vrste antibiotika:
ceftriaksin, ampicillin, trimetoprim-sulfametoksazol (Slika 2).

Slika 2: Stepen rezistencije bakterije Proteus mirabillis na antibiotike
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Testiranjem rezistencije bakterije Proteus vulgaris razliGite vrste antibiotika, uogeno je da je 100% osetljivosti
izolata uocena u slucaju piperacilin/tazobaktama. Najveca rezistentnost je uocena u slucaju ampicilina, amoksicilin-
klavulonskoj kiselini i cefuroksima, dok je umerena osetljivost na antibiotik gentamicin (Slika 3).

Slika 3: Stepen rezistencije bakterije Proteus vulgaris na antibiotike
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Rezultati ispitivanja rezistentnosti bakterije roda Citrobacter sp. na antibiotike se vidi na slici 4. Najveéu
rezistentnost bakterije su pokazala prema ampicilinu i amoksicilin/klavulanskoj kiselini. U le¢enju inficiranih rana
efikasno se primenjuju trimetoprim/sulfametoksazol, ciprofloksacin, ceftriakson, cefuroksim, imipenem i
meropenem.

Slika 4: Stepen rezistencije bakterije Citobacter sp. na antibiotike
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Ispitivanje rezistencije izolata roda Klebsiella radeno je na 19 razli¢itih antibiotika. Ubedljivo najvecu rezistentnost
pokazali su prema ampicilinu (80% rezistennih sojeva), zatim gentamicinu, i amoksicilin/klavulanskoj kiselini (50%
rezistentnih izolata). Najmanju rezistentnost pokazali su prema meropenemu, imipenemu i hloramfenikolu (osim
retkih intermedijerno senzitivnih izolata, ve¢ina je bila osetljiva), kao i levofloksacim, amikacin i ertapenem gde je
broj prelazno osetljivih izolata bio vedi, ali svakako nisu uoceni rezistentni sojevi (Slika 5).

Slika 5: Stepen rezistencije bakterije Klebsiella sp. na antibiotike

Klebsiella sp.
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4.DISKUSIJA

Ispitivana je osetljivost identifikovanih izolata iz briseva uzetih sa povrSine koze na razliCite antibiotske lekove.
Bakterijska vrsta S. aureus bila je najotpornija prema testiranim antibioticima iz grupe penicilina (ampicilin i
amoksicilin), dok je S. epidermidis 100% rezistencije pokazao u sluaju grupa tetracklina, glicilciklina
trimethoprim-sulfametoksazol. Sa druge strane, otpornost predstavnika roda Enterococcus bila je neSto manja, s
obzirom da ni za jedan testirani antibiotik nije uo¢ena rezistencija 100% izolata. Ovde je relativno velika otpornost
uocena prema tetraciklinima, eritromicin i gentamicin.

Sa druge strane, na osnovu analize dobijenih rezultata za gram-negativne bakterije najveci procenat rezistencije
utvrden je kod grupe antibiotika penicilina Sirokog spektra. Iz ove grupe, najveca rezistentnost je uocena za
ampicilin i amoksicilin/klavulonsku kiselinu. Bakterijske vrste Proteus mirabilis i P. vulgaris, Klebisella sp. i
Esherichia coli su izrazito otporne prema aminoglikozidu i gentamicinu, a Citrobacter sp. i Klebsiella sp. i prema
cefuroksimu i ceftriaksomu (Manchanda et al., 2010).

5.ZAKLJUCAK
Analiza ukupnih rezultata metode antibiograma potvrdila je najvecu bakterijsku rezistenciju na antibiotik ampicillin.
U nes$to manjem procentu potvrdena je rezistencija bakterija na gentamicin. Znacajno manja rezistencija je
potvrdena na antibiotike cefuroksim i eritromicin; trimetoprim/sulfametoksazol, tetracikline, amoksicillin,
ceftazidim, cefepim. Rezistenciju ispod 1,5% pokazali su antibiotici trigeciklin, penicilin, amikacin, gentamicin i
ceftriakson, pa se oni statistiCki mogu smatrati odgovaraju¢om terapijom u leCenju koznih infekcija. Naravno,
primenjena terapija ne dozvoljava generalizacije — za svaki izolat, koji je uzro¢nik neke konkretne infekcije,
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neophodno je uraditi metodu antibiograma i jasno odrediti koja bi terapija bila efikasna u svakom konkretnom
slu¢aju. Upravo se efikasnost lecenja bakterijskih infekcija 1 ogleda u pravilnoj primeni i tacnoj terapiji
antibioticima.
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