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1. UvVOD

Beta laktamski antibiotici se uobiCajeno koriste za lijeCenje bakterijskih infekcija. U ovu
grupu antibiotika spadaju penicilini, cefalosporini, karbapenemi i monobaktami (1). Beta
laktamaze proSirenog spektra djelovanja (engl. extended spectrum beta-lactamases, ESBL) su
enzimi koji hidroliziraju beta-laktamski prsten antibiotika, pri ¢emu poniStavaju dejstvo
antibiotika u terapiji. Postoje mnoga izvje$¢a 0 ovim enzimima izolovanim u bakterijskim
rodovima porodice Enterobacteriaceae, kao i roda Pseudomonas (2). Medutim, ESBL su
najucestalije izolirane u bakterija Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli (3). ESBL su prvo

izolirane u izolatima iz bolni¢kih infekcija, no danas i u vanbolnickim infekcijama (4).

Prva plazmidom kodirana beta-laktamaza TEM-1, izolovana je 1960-ih godina iz bakterije E.
coli (5). In vitro, ESBLSs su inhibirane sa inhibitorima beta-laktamaza kao $to su klavulanska
kiselina, sulbaktam i tazobaktam. Neke ESBL su derivati ranije otkrivenih beta-laktamaza
Sirokog spektra, kao §to su TEM-1, TEM-2, SHV-1 i OXA-1-4, a razlikuju se od parentalnih
enzima u toc¢kastim mutacijama bla gena (6). Druge porodice ESBLs, kao §to su CTX-M su

nativne ESBL i postale su sve ucestalije u vanbolnickoj sredini (6).

Postoje mnogobrojna izvjes¢a o ESBL iz cijelog svijeta. Prevalencija ESBLS se krece od 10-
40% kod K. pneumoniae i oko 4% u E. coli. (7). Prevalencija ESBLs u Europi je veca u
odnosu na SAD, ali niza u odnosu na azijske i sjeverno americke drzave (8). U periodu od
2009. do 2011. godine prevalencija zastupljenosti ESBLs kod E. coli u Pakistanu, Iraku, Iranu
I Indiji se kretala od 43-96%, a kod Klebsiella spp. 60% (9, 10, 11, 12). U 2004. godini
prevalencija ESBLs u Bangladesu kod E. coli i K. pneumoniae iznosila je 43,2% odnosno
39,5% (13), a 2010. iznosila je 31,5% kod izolata Pseudomonas spp., 47,8% u E. coli, 50,0%
u Proteus spp. i 57,9% kod izolata Klebsiella spp (14). U Francuskoj su 2002. godine

izolirane CTX-M-1, CTX-M-3 i CTX-M-14 beta-laktamaze (15). U 2010. godini




zastupljenost SHV, CTX-M, TEM i PER u Iranu iznosila je 26%, 24,5%, 18% odnosno 7,5%
(11). U Indiji je 2006. godine zabiljezena prevalencija CTX-M-15 beta-laktamaza od 73%
kod E. coli i 72% kod Klebsiella spp., te 2010. godine prevalencija TEM i SHV beta-
laktamaza iznosila je 30% i 38% (12, 16). U Indiji je 2011. godine zabiljeZena prevalencija
TEM i CTX-M beta-laktamaza znatno visa kod E.coli (39,2%) u odnosu na Klebsiella spp., a

sveukupna prevalencija za TEM, CTX-M i SHV iznosila je 42,6% (17).
1.1. Beta-laktamaze: Definicija

Beta-laktamaze proSirenog spektra su enzimi koji se jako brzo razvijaju sa sposobnoscu
hidrolize i prouzrokovanja rezistencije na oksiminocefalosporine (cefotaksim, ceftazidim,
ceftriakson, cefuroksim i cefepim), na monobaktame (aztreonam), ali ne i na cefamicine
(cefoksitin i cefotetan) ili na karbapeneme (imipenem, meropenem i eritapenem) kod Gram
negativnih bakterija, osobito kod E. coli i Klebsiella pneumoniae (7, 18, 19). Ovi enzimi se
vezu na ciljno mjesto djelovanja penicilina (engl., protein binding protein, PBP), sa kojima
¢ine homolognu sekvencu i dovode do njegovog inaktiviranja (22) (Slika 1). Vecina beta-
laktamaza djeluje tako da se najprije serinsko aktivno mjesto enzima nekovalentno veze s

antibiotikom stvaraju¢i nekovalentni Michelisov kompleks (20).

BETA-LAKTAMSKI PRSTEN
0 0
| H S CH, I H S CHj
R—C—N— R—C—N
——N L HOOC N
o// COOH b COOH

AKTIVNI PENICILIN U INAKTIVNI PENICILIN

BETA-LAKTAMAZA

Slika 1. Prikaz razgradnje beta-laktamskog prstena pomoc¢u enzima beta-laktamaze

(Izvor: Samaha-Kfoury JN, Araj GF. Recent development in beta-lactamases and extended spectrum beta-
lactamases. BMJ 2003; 327:1209-13.) (22).




Djelovanje beta-laktamaza ovisi o njihovom afinitetu za odredeni supstrat, brzini hidrolize
supstrata, koli¢ini enzima i propusnosti vanjske membrane gram-negativnih bakterija (23). Do
sada je poznato vise od 500 beta-laktamaza koje se razlikuju po jedinstvenom slijedu

aminokiselina i fenotipskim obiljezjima (1).

1.2. Vrste beta-laktamaza

S obzirom na porijeklo, beta-laktamaze mogu biti kromozomske ili plazmidne (20).
Kromozomske beta-laktamaze mogu biti konstitutivne ili inducibilne (20). Konstitutivne
kromozomske beta-laktamaze se neprestano stvaraju, bez obzira na prisustvo beta-laktamskog
antibiotika (23). Inducubilne kromozomske beta-laktamaze se stvaraju samo u slucaju kada je
bakterija izloZzena djelovanju beta-laktamskog antibiotika (20). Neke bakterije imaju
konstitutivne beta-laktamaze i stalno luCe male koli¢ine enzima, ali kada su izloZene
djelovanju beta-laktamskog antibiotika, povecavaju viSestruku koli¢inu izluenog enzima

(24).

Plazmidne beta-laktamaze su kodirane prenosivim genetskim elementima - plazmidima i
transposomima (25). Ustanovljeno je da su plazmidi i transposomi posredovali u Sirenju
TEM-1 beta-laktamaza E. coli na druge vrste bakterija (26). Plazmidne beta-laktamaze nisu
specifiéne za vrstu kao kromozomske, ve¢ se mogu $iriti medu razli¢itim vrstama i rodovima
bakterija (22). Medu gram-negativnim bakterijama Sire se konjugacijom, a medu gram-

pozitivnim bakterijama pomocu bakterijskih virusa - bakteriofaga (27).

Brojni rodovi gram-negativnih bakterija posjeduju kromozomski kodirane beta-laktamaze
(20). Nastajanje ovih beta-laktamaza se povezuje sa selektivnim pritiskom beta-laktamskih
antibiotika koje luce neki mikroorganizmi prisutni u okoliSu (22). Paralelno sa uvodenjem

novih antibiotika u lijeCenje infekcija, kao posljedica selektivnog pritiska i prevelike uporabe,




nastajale su nove vrste beta-laktamaza koje su uzrokovale otpornost (rezistenciju) bakterija na

antibiotike (20).
1.3. Historijat nastanka beta-laktamaza

Siroka uporaba penicilina, &ija je klasi¢na primjena zapoéela Getrdesetih godina proslog
stoljeca, djelovala je selekcijski, te je dovela do porasta otpornosti Staphylococcus aureus na
penicilin, zbog lucenja plazmidom kodirane penicilinaze (20). Ova beta-laktamaza se ubrzo
prosirila i na druge vrste stafilokoka (26, 27). Sredinom 80-ih godina proslog stoljeca ve¢ je
vise od 90% stafilokoka postalo otporno na penicilin (28). Problem je donekle rijesen
uvodenjem u terapiju beta-laktamaza stabilnih penicilina kao Sto su meticilin, oksacilin,
kloksacilin i flukloksacilin ali su se ubrzo nakon toga pojavili meticilin-rezistentni stafilokoki
(MRSA) koji su otporni na sve beta-laktamske antibiotike zbog promijenjenih PBP molekula.
Posljedica primjene beta-laktamskih antibiotika bila je pojava i brzo Sirenje otpornosti putem

plazmida i transpozona (20).

Prva plazmidom kodirana beta-laktamaza $irokog spektra izolirana je u Grékoj 1965. godine
kod izolata Escherichia coli, a nazvana je TEM-1 po pocetnim slovima imena (Temoniera)
Zene iz Cije je hemokulture (poslije apendektomije) izolirana (5, 25). Nakon pet godina od
prve izolacije, TEM-1 beta-laktamaze su se prosirile u cijelom svijetu, a i sada se otkrivaju
kod razli¢itih vrsta porodice Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, Hemophilus influenzae, i
Neisseria gonorrhoeae (26). Druga plazmidom posredovana beta-laktamaza Sirokog spektra
pronadena kod K. pneumoniae i E. coli je SHV (engl. sulfhydryl variable)-1 beta-laktamaza
(26). SHV-1 beta-laktamaza je kromozomski enkodirana kod vecine izolata K. pneumoniae,
dok je kod E. coli posredovana plazmidima (26). Osamdesetih godina proslog stolje¢a su u
lijeCenje infekcija uzrokovanih gram-negativnim bakterijama uvedeni cefalosporini

prosirenog spektra djelovanja, koji imaju oksimino bo¢ni lanac (oksimino-cefalosporini) u




koje spadaju cefotaksim, ceftazidim i ceftriakson (20). Ubrzo je u Njemackoj otkriven prvi u
nizu enzima koji su uzrokovali otpornost na tu skupinu antibiotika (20). Enzim SHV-2, koji je
izoliran iz soja K. oxytoca, mutacijom je nastao iz enzima SHV-1 (29). SHV-2 i ¢itav niz
enzima iz ove skupine koji su kasnije otkriveni, uzrokovali su rezistenciju na cefalosporine
Sirokog spektra, te su zbog toga dobili naziv beta-laktamaze proSirenog spektra (engl.,
extended-spectrum beta-lactamase, ESBL) (20). ESBL su enzimi nastali mutacijom, tj.
supstitucijom aminokiselina iz enzima TEM-1, TEM-2 i SHV-1 (30). Ubrzo nakon otkri¢a
SHV-2, otkrivena je u bolnici u Clermont-Ferrandu u Francuskoj 1984. godine, cefotaksimaza
TEM/CTX-1 (TEM-3) (31). Sasvim je sigurno da je klinicka uporaba beta-laktamskih
antibiotika glavni selekcijski faktor koji je doveo do pojave produkcije ovih beta-laktamaza

kod bakterija (32).
1.4. Klasifikacija beta-laktamaza

Klasifikacija i nomenklatura beta-laktamaza je dugo bila problemati¢na. Klasifikacije koje su

do sada poznate su u osnovi funkcionalne (fenotipske) ili molekularne (33).

Funkcionalne klasifikacije se zasnivaju na funkcionalnim karakteristikama beta-laktamaza,
kao Sto su njihov hidroliti¢ki spektar, osjetljivost na inhibitore, izoelektricna tocka ili
molekularna tezina. Molekularna klasifikacija je nastala na temelju odredivanja slijeda

aminokiselina (33).
1.4.1. Funkcionalne klasifikacije beta-laktamaza

Klasifikacija prema Sawai i suradnicima potjece iz 1968. godine i dijeli beta-laktamaze na
penicilinaze 1 cefalosporinaze uz dodatno razdvajanje enzima na osnovu reakcije sa

antiserumima (33).




Klasifikacija prema Jacku i Richmondu potjece iz 1970. godine. Po njoj se beta-laktamaze
gram-negativnih bakterija dijele na osam tipova na osnovi supstratnog profila, reakcije sa
antiserumima, vrste inhibitora (oksacilin ili p-kloromerkuribenzoat), te elektricnom naboju

(34).

Klasifikacija prema Richmondu i Sykesu iz 1973. godine je ukljucivala sve beta-laktamaze
gram-negativnih bakterija, koje su bile poznate u to vrijeme (35). Enzimi su podijeljeni u pet
grupa oznacenih rimskim brojevima I-V na osnovi supstratnog profila, vrste inhibitora
(kloksacilin, p-kloromerkuribenzoat), elektroforetske mobilnosti te molekularne tezine.
Skupina | prema ovoj Kklasifikaciji obuhvaca cefalosporinaze otporne na inhibiciju
klavulanskom kiselinom, a osjetljive na inhibiciju kloksacilinom i karbenicilinom. U skupini
Il su penicilinaze koje inhibira kloksacilin. U skupinama I11-V su enzimi koji podjednako
djeluju na peniciline i cefalosporine, ali se razlikuju po osjetljivosti na razliite vrste

inhibitora.

Klasifikacija prema Sykesu i Matthewu iz 1976. godine je proSirena varijanta klasifikacije po
Richmondu i Sykesu (24). Uz elemente prethodne klasifikacije po prvi put se u podjeli uzima
u obzir genetsko podrijetlo beta-laktamaza (kromosomske ili plazmidne), te se Koristi

mogucnost razlikovanja plazmidnih beta-laktamaza pomoc¢u odredivanja izoelektri¢ne tocke.

U kromosomske beta-laktamaze prema ovoj klasifikaciji spadaju penicilinaze, cefalosporinaze
I beta-laktamaze Sirokog spektra. Medu ovim enzimima od penicilinaza najznacajniji su
penicilinaza stafilokoka, te penicilinaza koju lu¢e, medu enterobakterijama, npr. K.
pneumoniae i Morganella morganii, ali i P. aeruginosa. U cefalosporinaze, prema ovoj
podijeli, ubrojene su kromosomske (uglavnom inducibilne) cefalosporinaze gram-negativnih
bakterija (veina enterobakterija, te P. aeruginosa). Kromosomske beta-laktamaze Sirokog

spektra ukljucuju enzime koje lu¢e Klebsiella spp.




U plazmidne beta-laktamaze, prema ovoj podjeli, spadaju beta-laktamaze $irokog spektra koje
ne hidroliziraju izoksazolil peniciline i koji se mogu razlikovati samo po izoelektri¢noj tocki

(TEM-1 i TEM-2), te one koje hidroliziraju izoksazolil peniciline (OXA-1, OXA-2, OXA-3).

Prema klasifikacija Mitsuhashi i Inoue iz 1981. godine prvi put je koristena kategorija ,,beta-
laktamaza koja hidrolizira cefuroksim®, $to je bio dodatak dotadasnjim podjelama koje su

ukljucivale ,,penicilinaze” i ,,cefalosporinaze*“(36).

Nedostatke dotadasnjih klasifikacija, koji su tijekom godina postajali sve ocitiji jer nisu
omogucavale razlikovanje originalnih TEM i SHV enzima i njihovih sve brojnijih ESBL
derivata, pokusala je ukloniti Klasifikacija prema K. Bush iz 1989. godine (37), uz jos jednu

nadopunu 1995. godine (36) (Tablica 1).

Tabela 1. Klasifikacija beta-laktamaza po Bush-Jacoby-Medeiros*

Grupa Osobine Tipi¢ni predstavnici
Cefalosporinaze koje nisu inhibirane
1 . AmpC
klavulanskom kiselinom
2a Penicilinaze inhibirane klavulanskom kiselinom | PC1 (Staphylococcus aureus)
b Enzimi Sirokog spekj[ra 1_nh1b1ran1 klavulanskom TEM-1, TEM-2, SHV-1
kiselinom
obe Enzimi prosirenog spektra inhibirani TEM-3 do TEM-38, SHV-2
klavulanskom kiselinom (ESBL) do SHV-6
Enzimi Sirokog spektra sa smanjenom i i i
2br osjetljivos¢u na klavulansku kiselinu (IRT) TEM-30 do TEM-36, TRC-1
2c Karbenicilinaze |_nh|p|rane klavulanskom PSE-1, CARB-3
kiselinom
2 Kloksacilinaze |nh|p|rane klavulanskom OXA-1, PSE-2
kiselinom
26 Cefalosporinaze inhibirane klavulanskom Proteus vulgaris SC 10950,
kiselinom L-2
2f Ne-metalo karbapenemaze IMI-1, NMC-A, Sme-1
3 Metalo beta-laktamaze L1 (Stenotrop_h_omonas
maltophilia)
Penicilinaze koje nisu inhibirane klavulanskom Pseudomonas cepacia 249,
4 g
kiselinom LCR-1

“Izvor (uz modifikaciju): Wu PJ, Shannon K, Phillips 1. Effect of hyperproduction of TEM-1 B-lactamase on in
vitro susceptibility of Escherichia coli to B-lactam antibiotics. Antimicrob Agents Chemother 1994;38:494-98
(27).




Klasifikacija prema Bush-u dijeli beta-laktamaze u Cetiri skupine oznacene brojevima 1-4.

Podjela se temelji na:

- supstratnom profilu, tj. brzini hidrolize penicilina, oksacilina, karbenicilina, cefaloridina,

cefalosporina prosirenog spektra djelovanja, monobaktama (aztreonam) te imipenema,

- osjetljivost na pojedine vrste inhibitora (aztreonam, klavulanska kiselina, sulbaktam,

kloksacilin, etilen-diamin-tetra-ocetna kiselina (EDTA) i p-kloromerkuribenzoat),

- izoelektri¢noj tocki,

- molekularnoj tezini,

- genetskom podrijetlu beta-laktamaza (36, 38).

Skupina 1 ukljucuje cefalosporinaze, koje ne inhibira klavulanska kiselina, a koje po

molekularnoj klasifikaciji prema Ambleru spadaju u grupu C.

Skupina 2 obuhvacéa penicilinaze, cefalosporinaze ili beta-laktamaze, koje su inhibirane
klavulanskom kiselinom, spadaju u molekularnu klasu A i D. Zbog rastu¢eg broja derivata

TEM i SHV enzima ova skupina je podijeljena u dvije podskupine, 2a i 2b.

Podskupina 2a sadrzi samo penicilinaze, dok su u podskupini 2b beta-laktamaze Sirokog

spektra koje mogu hidrolizirati podjednako i peniciline i cefalosporine.

Podskupina 2b je dalje podijeljena na dvije podskupine. Podskupina 2be, gdje slovo ,.e*
oznacava da se radi o ,,extended-spectrum® djelovanju, tj. o ESBL enzimima koji mogu
inaktivirati cefalosporine treCe generacije (ceftazidim, cefotaksim 1 cefpodoksim), kao i
monobaktame (aztreonam). Podskupina 2br, gdje .1 oznafava enzime koji pokazuju

smanjenu sposobnost vezivanja za klavulansku kiselinu i sulbaktam. Enzimi iz ove skupine se




nazivaju TEM beta-laktamaze rezistentne na inhibitor. Osjetljive su na inhibiciju

tazobaktamom.

Kasnije je skupina 2 podijeljena u dodatne podskupine oznacene 2c, 2d, 2f1 2e.

Podskupina 2¢ obuhvaca enzime koje brze inaktiviraju karbenicilin nego benzilpenicilin ili

kloksacilin.

Enzimi iz podskupine 2d brze inaktiviraju kloksacilin nego benzilpenicilin, a pokazuju i slabu

aktivnost prema karbenicilinu, slabo ih inhibira klavulanska kiselina. Neki od njih su ESBL.

Podskupina 2e ukljucuje enzime cefalosporinaze koji takoder mogu hidrolizirati

monobaktame, a inhibirani su klavulanskom kiselinom.

Podskupina 2f obuhvacda serinske karbapenemaze koje su na taj nain izdvojene od cink-

karbapenemaza iz grupe 3.

Skupina 3 sadrzi cink ili metalo-beta-laktamaze (karbapenemaze) koje odgovaraju
molekularnoj klasi B. To su jedini enzimi koji djeluju pomoc¢u iona cinka. Mogu hidrolozirati
peniciline, cefalosporine i karbapeneme. Tako karbapenemi mogu biti inhibirani enzimima iz

grupe 2fi 3.

Skupina 4 ukljucuje penicilinaze koje nisu inhibirane klavulanskom kiselinom i nemaju jo$

odredenu molekularnu klasu.

Molekularna klasifikacija beta-laktamaza prema Ambleru temelji se na slijedu nukleotida i
aminokiselina u enzimima. Ambler je prvi 1980. godine klasificirao beta-laktamaze na osnovu
molekularne strukture, u vrijeme kada su bile poznate samo cetiri sekvence aminokiselina

beta-laktamaza (39).




Prema ovoj Klasifikaciji beta-laktamaze su podijeljene u Cetiri grupe oznacene slovima A-D
(Slika 2). Enzimi iz skupine A, C i D su evolucijski razli¢ite serinske beta-laktamaze. U
skupini A, ¢ija su glavna obiljezja aktivno serinsko mjesto, molekularna tezina 29000 daltona
(Da) i najbolje izrazena aktivnost prema penicilinima spada, npr. penicilinaza Staphylococcus

aureus i ve¢ina ESBL-producirajucih izolata.
U skupini B su metalo-beta-laktamaze kao $to je ona koju proizvodi Bacillus cereus.

Skupinu C ¢ine cefalosporinaze opisane prvi put 1981. godine (40), a skupinu D ¢ine enzimi
koji hidroliziraju oksacilin i koji su izdvojeni od ostalih serinskih enzima u kasnim 1980-tim
godinama (36).

BETA-LAKTAMAZE
1

[ l 1 l
KLASA A KLASA D KLASA B KLASA C
" l L L)
SHV OXA IMP AmpC
TEM VIM CMY
CTX-M NDM-1 FOX
KPC MOX

- -

Metalo-beta-laktamaze (MBL) AmpC beta-laktamaze

Slika 2. Molekularna klasifikacija beta-laktamaza po Ambleru
(Izvor: Taslima Y. Prevalence of ESBL among Esch. coli and Klebsiella spp. in a tertiary care hospital and
molecular detection of important ESBL producing genes by multiplex PCR. Disertation 2012.) (41)

1.5. Beta (p) — laktamaze prosirenog spektra djelovanja (ESBL)

ESBL su mutanti nastali od plazmidom posredovanih starijih derivata beta-laktamaza Sirokog
spektra (TEM-1, TEM-2 i SHV-1), a koje posjeduju proSireni oblik substrata koji im
omogucava hidrolizu cefalosporina, penicilina i aztreonama (42). Beta-laktamaze se dijele

prema Ambler shemi na 4 klase, oznacene slovima od A do D, na osnovu njihovog
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aminokiselinskog lanca, a medu kojima su klase A i C ucestalije medu bakterijama (43). Beta-
laktamaze prosirenog spektra hidroliziraju oksimino-beta-laktamske spojeve u (22, 44). Beta-
laktamaze proSirenog spektra imaju dobru aktivnost na Siroki spektar penicilina i
cefalosporina i monobaktama, a osjetljive su na inhibitore beta-laktamaza, kao $to su
klavulanska kiselina, sulbaktam i tazobaktam (44). Beta-laktamaze proSirenog spektra su
opcenito osjetljive na inhibitore beta-laktamaza (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam) (43).
Zbog visoke otpornosti na do tada utemeljene antibiotike, ranih 1980-ih godina u lije¢enju
infekcija uzrokovanih gram-negativnim bakterijama  uspje$no su koriSteni oksimino-
cefalosporini (ceftazidim, cefotaksim, ceftriakson), koji su bili otporni na hidrolizu beta-
laktamazama Sirokog spektra (43). ESBL se najces¢e nalaze kod E. coli i K. pneumoniae
(22), ali se takoder mogu pojaviti i kod ostalih gram-negativnih bakterija, uklju¢ujuci vrste
Enterobacter, Salmonela, Proteus, Citrobacter, Providentia, Morganela morganii, Serratia
marcescens, Shigela dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa, Burcholderia cepacia i
Capnocitophaga ochrocea (45). Temeljem strukturnih aminokiselinskih sekvenci pomocéu
molekularnih metoda do sada je otkriveno vise od 300 razli¢itih ESBL varijanti (genotipova)
koje su svrstane u devet porodica, a TEM i SHV enzimi predstavljaju glavne dvije porodice
(46, 47). Vec¢inom, u 93% slucajeva, ESBL kod izolata Klebsiella spp. su dobijene iz

bolnickih uzoraka (48).

1.5.1. Tipovi beta-laktamaza proSirenog spektra

Najvecim dijelom ESBL su derivati TEM-1 i TEM-2 (plazmidno kodirane beta-laktamaze E.
coli) ili SHV-1 (kromozomski kodirani enzimi K. pneumoniae) (22, 49). Medutim,
posljednjih godina su CTX-M beta-laktamaze postale najrasirenija varijanta ESBL (43, 50-52)
i u stalnom su porastu u veéini zemalja. Klasifikacija po Richmond i Sykesu je bazirana na
vrsti podloge i lokaciji kodiranih gena beta-laktamaza (35). Hidroliza beta-laktamskog prstena

postoji kod svih beta-laktamaza i to nije svojstvo koje je tipicno za ESBL, njih karakterizira
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sposobnost hidrolize cefalosporina treCe i Cetvrte generacije. Tockaste mutacije razlikuju
pojedine varijante ESBL. Sve varijante imaju mutaciju na poziciji 238 i ona je odgovorna za

hidrolizu novijih cefalosporina.

1.5.1.1. TEM beta-laktamaze

TEM-1 je najéeSc¢a beta-laktamaza gram-negativnih bakterija (20). Gotovo 90% otpornosti na
ampicilin kod E. coli je uzrokovano produkcijom TEM-1 (20, 21). TEM-1 je takoder
odgovorna za otpornost na penicilin i ampicilin sojeva H. influenzae i N. gonorrhoeae (21).
TEM-1 hidrolizira peniciline i starije cefalosporine, poput cefalotina i cefaloridina (20). Prva
mutanta nastala od TEM-1 nakon jedne jedine tac¢kaste mutacije aminokiselina je TEM-2
(20). Ta mutacija je dovela do pomicanja izoelektriéne tacke (pI) od 5.4 na 5.6, ali nije
uzrokovala promjenu supstratnog profila pa se TEM-1 i TEM-2 smatraju biohemijskim
blizancima (53, 54). Od pojave prve TEM- ESBL, TEM-3, do danas je otkriveno vise od 130
TEM enzima od kojih su neki otporni na inhibitore -laktamaza (20). TEM beta-laktamaze su

primarno otkrivene u Francuskoj, no danas su zastupljene Sirom svijeta (55).

TEM beta-laktamaze otporne na inhibitore (engl, inhibitor-resistant TEM, IRT) nisu ESBL
(20), mada su one ¢esto spominjane kao ESBL bududi su takoder derivati klase TEM ili SHV
enzimskog tipa (22). Nastale su ranih 1990-ih kao odgovor bakterija na uvodenje inhibitora
beta-laktamaza u klinicku praksu (20, 22). Ove su beta-laktamaze otporne na djelovanje
klavulanske kiseline, te na kombinacije koje ukljucuju ove inhibitore, a inhibira ih tazobaktam
kao i kombinacija piperacilina sa tazobaktamom (56). Beta-laktamaze otporne na ove
inhibitore relativno slabo djeluju na cefalosporine tre¢e generacije (54). Medutim, otkrivene
su i takve mutante enzima (npr. TEM-68) koje predstavljaju kombinaciju ESBL i IRT

fenotipova, te pokazuju otpornost na inhibitorno djelovanje klavulanata, a takoder i na
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cefalosporine prosirenog spektra (57). Postoji barem 19 razli¢itih inhibitor otpornih TEM

beta-laktamaza (22).

1.5.1.2. SHV-1 beta-laktamaza

SHV-1 beta-laktamaza je urodena kromosomski kodirana beta-laktamaza Sirokog spektra
tipi¢na za K. pneumoniae dok je u ostalih enterobakterija kodiranan plazmidno. SHV-1 beta-
laktamaza je odgovorna za intrinzi¢nu rezistenciju K. pneumoniae na ampicilin. SHV-1 beta-
laktamaza je prisutna u svih sojeva K. pneumoniae, jer je u njih ona kodirana kromozomski
(45). Po svojoj strukturi SHV-1 je u 68% slijeda aminokiselina identi¢cna TEM-1 (45). SHV
beta-laktamaze nisu raznolike kao TEM, ima ih manje (20). Do sada je pronadena samo jedna
varijanta koja je otporna na djelovanje inhibitora (inhibitor otporni fenotip) (20). To je enzim
SHV-10 koji je derivat SHV-5 enzima (20). Enzim hidrolizira penicilin, ali je znacajno
reducirana njegova sposobnost inaktivacije cefalosporina (58). Iako ve¢inu ESBL luce sojevi
K. pneumoniae, ova vrsta enzima dokazana je i u sojeva E. coli, Citrobacter diversus i P.

aeruginosa (59-61).

1.5.1.3. CTX-M beta-laktamaze

CTX-M skupina beta-laktamaza je relativno novija skupina ESBL koja hidrolizira cefalotin ili
cefaloridin bolje od benzilpenicilina, te dobro hidrolizira cefotaksim i ceftriakson, a slabo
ceftazidim (20). Tazobaktam ih deseterostruko jac¢e inhibira od klavulanske kiseline (53,62).
CTX-M enzimi su potekli od kromozomskih AmpC beta-laktamaza bakterijske vrste Klyvera
ascorbata i K. georgiana horizontalnim prijenosom gena (63). CTX-M skupina beta-
laktamaza pokazuju relativno malu srodnost s TEM i SHV enzimima (64). Prva CTX-M beta-
laktamaza (CTX-M-1) otkrivena je 1989. godine u Njemackoj, ubrzo i u Argentini (43), a do
danas ova skupina broji vise od 30 enzima (23). Najces¢e ih luce sojevi E. coli, K.

pneumoniae i Salmonella Enterica serovar Typhimurium, ali su opisane i u drugih vrsta
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enterobakterija (53). Njihovo Sirenje je najprije bilo izrazeno u Juznoj Americi, da bi se do
danas progirile na niz zemalja kao §to su Spanjolska (CTX-M-9, CTX-M-10, CTX-M-14),
Poljska (CTX-M-3, CTX-M-15), Francuska (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-9,
CTX-M-14, CTX-M-20, CTX-M-21), Japan, Tajvan, Engleska i brojne druge (20). Njihova
prevalencija medu bakterijama u ve¢em dijelu svijeta se dramati¢no povecala 1995. godine
(43). U Njemackoj pocetkom 1989. Bauernfeind i sur. su izvjestili o E. coli otpornoj na
cefotaksim koja je producirala non-TEM i non-SHV ESBL, ozna¢ene kao CTX-M-1, a koja je
imala hidroliticku aktivnost prema cefotaksimu (65). U Poljskoj, Gniadkovski et al. su 1996.
otkrili varijantu CTX-M-1, i oznadili je sa CTX-M-3, kod razli¢itih vrsta porodice
Enterobacteriaceae (66). Epidemioloski izvjestaji pokazuju da su neki inzimi mMnogo
ucestaliji, pogotovo u klasi CTX-M beta-laktamaza u razli¢itim drzavama (16). E. coli koja
producira CTX-M-15 beta-laktamazu predstavlja veliki problem u svijetu, jo§ od 2003.
godine, i ona je vazan patogen koji uzrokuje vanbolnicke i bolnicke infekcije (19). CTX-M
enzimi (¢esto CTX-M-14 i 27) su opisani u Aziji osobito u kasnim 1990-tim i ranim 2000-tim
(6). Izvjestaji iz Indije pokazuju da E. coli koja producira CTX-M-15 je veoma zastupljena
medu vanbolnickim i bolni¢kim uzorcima a prvi puta je opisana u Indiji (16). CTX-M-15 je
najrasprostranjenija CTX-M beta-laktamaza diljem svijeta i zastupljena Sirom Europe, Azije,
Afrike, Sjeverne Amerike, Juzne Amerike i Australije (19) . Grupa 9 (CTX-M-9 i CTX-M-
14) je zastupljena najvise u Spaniji i grupa 1 enzima (osobito CTX-M-3 i CTX-M-15) u

cijelom svijetu (67).
1.5.1.4. OXA beta-laktamaze

Skupina OXA (engl., oxacilin-hydrolysing) je joS jedna rastuca skupina ESBL koja je
rasprostranjena medu sojevima P. aeruginosa izoliranim u nekim podru¢jima Turske i
Francuske, medu sojevima Acinetobacter spp., ali i u enterobakterijama (68). Kako

istovjetnost slijeda aminokiselina unutar OXA skupine iznosi samo 20-30% homologne
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sekvence medu nekim ¢lanovima ove porodice, ona predstavlja viSe fenotipsku nego
genotipsku grupu (54). Porodica OXA beta-laktamaza su fenotipski originalno kreirane u
odnosu na genotipsku grupu kod nekoliko beta-laktamaza koje imaju specifi¢an profil
hidrolize (22). OXA beta-laktamaze izazivaju otpornost na ampicilin i cefalotin, jako dobro
hidroliziraju oksacilin i kloksacilin, a slabo su (osim OXA-18) inhibirane klavulanskom
kiselinom (36). Zamjena aminokiselina kod OXA enzima moze prouzrokovati ili dati ESBL

fenotipove (69).

1.5.1.5. Ostale ESBL

U novije vrijeme pojavili su se enzimi koji imaju karakteristike ESBL, ali nisu srodni ni
jednoj do tada poznatoj grupi ESBL enzima, npr. PER, BES-1, CME-1, VEB-1, SFO-1 (53,
54). Prvi takav enzim je PER-1 beta-laktamaza koja je prvi put otkrivena u Turskoj kod
izolata P. aeruginosa (70). Kasnije je otkrivena i u sojeva Salmonella enterica serovar
Typhimurium i A. baumanni (71). PER-2 je beta-laktamaza koja ima 86% homologije u
slijedu aminokiselina s PER-1, izolirana je u Argentini takoder iz sojeva Salmonella enterica
serovar Typhimurium (53). VEB-1 enzim izoliran je iz E. coli u Vijetnamu, a kasnije i iz P.
aeruginosa u Tajlandu (72). CME-1 izolirana iz Chryseobacterium meningosepticum, a TLA-
1 u Meksiku iz soja E. coli (73). Sve ove beta-laktamaze (PER-1, PER-2, VEB-1, CME-1,
TLA-1) pokazuju samo 40-50% homologije u gradi, uzrokujuéi otpornost na oksimino-

cefalosporine, osobito na ceftazidim, te na aztreonam (22, 53).

1.5.1.6. AmpC beta-laktamaze

Bakterije koje posjeduju AmpC beta-laktamaze otporne su na peniciline i cefalosporine,
ukljucujuéi cefamicine te inhibitore beta-laktamaza (74). Rezistencija na cefamicine i
inhibitore beta-laktamaza razlikuje ih od ESBL. Geni ve¢ine AmpC beta-laktamaza nalaze se

na kromosomima i obi¢no se nalaze u P. aeruginosa, E. clocae, E. aerogenes, C. freundii, S.
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marscensens i M. morganii. Plazmidne ampC beta-laktamaze su nastale prijenosom
kromosomskog ampC gena navedenih vrsta na plazmid. Ekspresija kromosomskih

(konstitutivnin) AmpC beta-laktamaza niskog je stupnja bez utjecaja antibiotika.

Prve opisane plazmidne AmpC beta-laktamase su CMY-1 (1989.) i MIR-1 (1990.), a do danas
je opisano 20 razlic¢itih tipova (MIR, CMY, BIL, FOX, LAT, itd.) od kojih je najzastupljenija
CMY-2 (75). Bakterije koje posjeduju ESBL i AmpC beta-laktamaze predstavljaju veliki
izazov za mikrobiologa i klinicara (74). U kombinaciji sa gubitkom porina, mikroorganizmi

koji posjeduju AmpC beta-laktamaze otporne su i na karbapeneme (74).

1.5.1.7. Karbapenemaze

Karbapenemi su stabilni prema beta-laktamazama, jer ih ne hidroliziraju, osim

karbapenemaza (69).

Nalazimo ih u izolatima enterobakerija i ne-fermentativnih bakterija kao $to je Pseudomonas
aeruginosa i Acinetobacter baumannii. Dijele se u klase A (GES, KPC, SME, IMI, NMC), B
(IMP, VIM, SPM, GIM, SIM, NDM, DIM, AIM) i D (OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-

58, OXA-143).

1.5.1.7.1. Klasa A karbapenemaza

GES enzim iz grupe A karbapenemaza prvi put je izolovan u Francuskoj 1998. godine iz

izolata K. pneumoniae (76).

Medu enzimima klase A, znacajno mjesto zauzima plazmidom-kodirana Klebsiella
pneumoniae karbapenemaza (KPC). Postoje tri vrste, koje se razlikuju po zamjeni jedne ili
dvije aminokiseline. KPC-1 je pronadena u Juznoj Karolini, KPC-2 u Baltimoru i KPC-3 u

New York-u. KPC klase A je najucestalija karbapenemaza, pronadena je u Juznoj Karolini,
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SAD-u, 1996 i poslije se prosirila Sirom svijeta. [zvjestaji pokazuju da su enterobakterije koje

produciraju KPC postale jako ucestale u drzavama SAD-a (77).

SME enzim iz grupe A karbapenemaza, prvi put je izolovan u Londonu 1982. godine iz

izolata Serratia marcescens (78).

IMI enzim se javlja sporadi¢no i prvi put je izolovan 1984. godine u SAD-u iz izolata E.

cloacae, a NMC enzim u Francuskoj 1990. godine (79).

1.5.1.7.2. Klasa B karbapenemaza

IMP enzim prvi put je opisan 1990. godine u Japanu i izolovan je iz P. aeruginosa, a IMP-2

otkriven je u Italiji kod izolata A. baumanii (80).

Druga najveta porodica karbapenemaza jeste Verona integron kodirana metalo-beta-
laktamaza (VIM porodica). Prvi gen izolovan je u Italiji 1996. i sada broji oko 10 ¢lanova,
otkrivenih Sirom svijeta, u Europi, Sjevernoj Americi i dalekom Istoku, kao i u SAD-u. VIM-

1 je opisana u P. aeruginosa u Italiji, 1996. godine (69).

SPM-1 (Sao Paulo metalo-beta-laktamaza) je izolovana u Brazilu iz izolata P. aeruginosa

(69).

GIM-1 (German imipenemaza) je prvi put opisana u Njemackoj 2002. godine (76).

SIM-1 (Seoul imipenemaza) je otkrivena u Seoulu iz izolata P. aeruginosa i A. baumanii (76).

NDM-1 (New Delhi metalo-beta-laktamaza) je prvi put opisana 2009. godine u Indiji kod

izolata K. pneumoniae (76).
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1.5.1.7.3. Klasa D karbapemenaza (oksacilinaze)

Prva oksacilinaza je opisana u Skotskoj 1985. godine iz izolata A. baumanii. Poznato je preko
239 enzima, svrstanih u 9 podgrupa (OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-50, OXA-51, OXA-

55, OXA-58, OXA-60 i OXA-62) (80).

1.6. Epidemiologija infekcija uzrokovanih sa gram-negativnim bakterijama

koje produciraju ESBL

1.6.1. Geografska rasprostranjenost ESBL

Prevalencija enterobakterija koje proizvode beta-laktamaze proSirenog spektra uvelike se

razlikuje se s obzirom na zemljovidno podrugje.

Mikroorganizmi koji produciraju ESBL prvi put su otkriveni u Europi. lako su prva izvjesca
bila iz Njemacke i Engleske, veéina izvje$¢a u prvom desetlje¢u nakon otkrica ESBL bila su
iz Francuske (81). Prvi je val infekcija zabiljezen u Francuskoj 1986. godine (81). Do ranih
1990-tih, u Francuskoj je 25-35% bolnickih infekcija bilo uzrokovano sa ESBL-

producirajué¢im izolatima K. pneumoniae.

Pracenje prevalencije ESBL jos iz 90-tih godina proslog stolje¢a pokazalo je postojanje velike
zemljopisne razlike medu europskim drzavama, a razlike su takoder znacajne i unutar
pojedinih zemalja. Sve objavljene studije potvrdile su da je u vecini sjevernih europskih
drzava ucestalost ESBL izolata niza u usporedbi sa juznim i istocnim. Postotak ESBL izolata
kre¢e se oko 28% u Bugarskoj, 16% na Cipru, 12% u Portugalu (82). Program MYSTIC
(engl., Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection) pokazao je znacajan
porast ESBL-producirajuc¢ih izolata E. coli u razdoblju od 1997. (2,1%) do 2006. godine
(8,2%), te porast ucestalosti izolacije ESBL medu izolatima K. pneumoniae (od 9% do 9,8%),
a neS$to manje medu izolatima Proteus mirabilis (1,4% u 2006. godini). Prema podacima
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MYSTIC programa u Europi je ucestalost ESBL izolata u 2000. godini bila najvisa u Rusiji
(oko 50%) i Poljskoj (oko 40%) (83). Podaci iz TEST studije (engl., Tigecycline Evaluation
and Surveillance Trial) koji su ukljucili podatke iz 22 europske zemlje za razdoblje od 2000.-
2007. godine, govore o udjelu ESBL kod izolata K. pneumoniae od 15.5%, te kod izolata E.
coli od 9.8%, s najve¢om ucestaloséu izolacije ESBL sojeva u Grckoj, a najmanjom u
Danskoj (84). U studijama pracenja ucestalosti izolacije ESBL-producirajuc¢ih bakterijskih
izolata, jedinice intenzivnog lijeCenja pokazale su se mjestima povecane prevalencije. U
jednoj studiji (1997-1998) koja je evaluirala 433 izolata iz 24 jedinice intenzivne skrbi u
zapadnoj i juznoj Europi, 25% izolata K. pneumoniae produciralo je ESBL (85). Sli¢na studija
prethodno je provedena 1994. godine od istih autora, a na temelju rezultata iz obje studije
autori su zakljucili da je ukupni udio ESBL-producirajucih izolata Klebsiella spp. ostao isti,
ali je udio jedinica intenzivnog lije¢enja u kojima su izolirani ESBL-producirajuéi izolati
Klebsiella spp. porastao sa 74% na >90% (85, 86). Jos je jedna velika europska studija, koja
je ukljucila vise od 100 jedinica intenzivne skrbi, pokazala razli¢itosti u prevalenciji ESBL-
producirajuéih izolata Klebsiella spp.; od 3% u Svedskoj do 34% u Portugalu (87). U studiji
koja je evaluirala izolate iz jedinica intenzivne skrbi i drugih bolni¢kih odjela u 25 bolnica u
Europi zabiljezeno je 21% izolata K. pneumoniae sa smanjenom osjetljivos¢u na ceftazidim
(8to je indikativno za ESBL produkciju) (88). Studija u Turskoj utvrdila je da 58% od 193
izolata Klebsiella spp. iz jedinica intenzivne skrbi, iz osam bolnica uklju¢enih u istrazivanje,

su bili ESBL producenti (89).

U globalnoj studiji utemeljenoj na evaluaciji osjetljivosti bolni¢kih izolata na tigeciklin
(TEST), udio ESBL-producirajuéih izolata bio je najve¢i medu izolatima K. pneumoniae
prikupljenim u Latinskoj Americi, potom Aziji/Pacifiku, Europi te Americi (44.0%, 22.4%,
13.3% i 7.5%) (90). Prema rezultatima studije SMART (engl., Study for Monitoring

Antimicrobial Resistance Trends), udio ESBL-producirajucih izolata E. coli u Aziji/Pacifiku
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bio je izmedu 34.9% i 42.2%, a u Indiji i Kini 79% odnosno 54% (91). Dok je u SMART
studiji dokumentiran peterostruki porast ucestalosti ESBL-producirajucih izolata E. coli u
Europi u razdoblju od 1997. do 2004. godine, u SAD je zamijecen pad s 5,1% na 1,4% (92), a
samo su 4,4% izolata Klebsiella spp. u SAD-u 2004. godine bili ESBL producenti. Podaci o
ucestalosti ESBL-produciraju¢ih izolata u jedinicama intenzivne skrbi u SAD upucéuju na
puno vecu ucestalost ESBL-produciraju¢ih izolata K. pneumoniae, koja je u 2003. godini
iznosila 20,3% (69), Sto oznacava porast od 47% u razdoblju od 5 godina (93). Nadalje,
procjenjuje se da 8,5%-11% izolata K. pneumoniae otpornih na ceftazidim u SAD-u

proizvode i AmpC beta-laktamaze (94, 95).

U istrazivanju provedenom na Novom Zelandu utvrdeno je da su tijekom 2000. godine samo
0,1% izolata E. coli iz mokra¢nog sustava bili ESBL producenti (96). Medutim, od 2001.
godine prati se porast ucestalosti ESBL-producirajucih izolata iz godine u godinu, te su
identificirani bolnicki ESBL-producirajuci izolati E. coli i K. pneumoniae (97). U jednoj
velikoj bolnici u Aucklandu, Novi Zeland, 0,8% izolata E. coli i 2,6% izolata K. pneumoniae
izmedu 2001. i 2004. bili su ESBL producenti, §to znaci sedmerostruki porast u razdoblju od
2001. do 2004. godine (98). U istrazivanju u koje je bilo ukljuéeno 86% novozelandskih
bolnica i dijagnostickih laboratorija u domovima zdravlja tijekom razdoblja od 4 tjedna u
2006. godini, utvrdeno je da je ucestalost ESBL-producirajucih izolata E. coli medu izolatima
ESBL-producirajuc¢ih izolata Klesbiella spp. od 4,2% (99). Autori navode da su ESBL enzimi
CTX-M, osobito CTX-M-15, bili dominantni medu ESBL-produciraju¢im izolatima E. coli i

K. pneumoniae na Novom Zelandu (99).
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1.6.2. Molekularna epidemiologija infekcija uzrokovanih sa ESBL produciraju¢im

izolatima

Objavljena su mnoga istrazivanja u kojima je molekularna tipizacija koriStena u proucavanju

epidemiologije bolni¢kih infekcija uzrokovanih sa ESBL produciraju¢im izolatima (100).

Prije razvoja metoda molekularne biologije, u procjeni genske povezanosti bolnickih
mikroorganizama, koristene su fenotipske metode. Te metode ukljucuju biotipizaciju i
procjenu osjetljivosti na antimikrobne lijekove. Ali, niti jedan od ovih testova nema
moguénost preciznog razluc¢ivanja (101, 102). Veéina istrazivaca danas koristi molekularne
metode u odredivanju geneticke srodnosti ESBL-produciraju¢ih izolata. Najvise se koristi
PFGE (engl., pulsed-filed gel electrophoresis) kromosomske DNK. Takoder se koriste brojne
varijacije lan¢ane reakcije polimerazom (engl., polymerase chain reaction, PCR) (101, 102).
Budu¢i da se ve¢ina ESBL prenosi plazmidima, u epidemioloskim studijama koristi se i
analiza plazmida. U svim studijama koje su se bavile infekcijama uzrokovanim izolatima
Klebsiella spp., najmanje su dva bolesnika bili kolonizirani ili inficirani genotipski sli¢nim

izolatima, §to govori u prilog u¢estalom prijenosu s jednog bolesnika na drugog (101, 102).

Opisana je klonska diseminacija najmanje 5 razli¢itih ESBL-producirajucih izolata Klebsiella
spp. u istim jedinicama u isto vrijeme (57). Dodatno, pripadnici pojedinog epidemijskog soja
mogu nositi razli¢ite plazmide (koji nose razlic¢ite ESBL gene). Nadalje, genotipski razli¢iti

sojevi mogu producirati iste ESBL zbog prijenosa plazmida od jednog soja na drugi (57).

Jedinice intenzivne skrbi Cesto su zariste uzro¢nika koji produciraju ESBL. Opisano je da je
viSe od 40% svih bolnickih ESBL-produciraju¢ih izolata bilo preneseno od bolesnika iz

jedinica intenzivne skrbi (66).

Takoder je opisano prenosenje genotipski slicnih ESBL od bolnice do bolnice unutar jednog

ili razli¢itih gradova, odnosno izmedu razlicitih drzava (21). lako se ESBL-producirajuci
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mikroorganizmi mogu i unijeti u jedinice intenzivne skrbi, epidemija infekcija iz intenzivnih
jedinica prema drugim odjelima bolnice ucestalija je i dobro je dokumentirana. ESBL-
producirajuéi izolati takoder se mogu javiti i izvan intenzivnih jedinica. Izvor infekcija sa
ESBL-produciraju¢im izolatima mogu biti i domovi za starije i nemo¢ne 0sobe te ustanove za

skrb. U ovim ustanovama, takoder je opisan Klonalni prijenos infekcija (21).

Izvorni enzim TEM-tipa ESBL, TEM-1, Siroko je rasprostranjen i u mnogim drugim
izolatima, dok se SHV-1 ESBL ucestalije izolira u K. pnemoniae u odnosu na druge
bakterijske vrste. Gotovo svi izolati Klebsiella spp. koji ne produciraju ESBL, imaju
kromosomski kodiranu SHV-1 beta laktamazu, dok je u ostalim enterobakterijama plazmidno
kodiranaVe¢ina ESBL enzima najprije je prepoznata u Europi (103, 104). ESBL je u
Njemackoj otkrivena 1983. godine u izolatu iz JIL, uo¢ena po neuobi¢ajenoj otpornosti na
cefotaksim i ceftazidim i nazvana je SHV-2 (104). Vrlo brzo nakon toga je u Francuskoj
1984. g. izolirana K. pneumoniae s jednakim fenotipom i nazvana je TEM-3 (104). Enzim
CTX-M je identificiran 1989. godine gotovo istodobno u Njemackoj i Argentini, zatim u
Francuskoj i Italiji (65). Prethodno je 1986. godine prepoznat u Japanu u E. coli. Do kraja
1990-tih u Europi su ucestaliji bili tipovi SHV i TEM, no posljednjih godina znacajno je
porasla ucestalost enzima CTX-M, a vecina ovih izolata je otkrivena U izvanbolni¢kih
bolesnika s infekcijom mokraénog sustava. Smatra se da je glavni uzrok povecane izolacije
ESBL sojeva koje pripadaju porodicama TEM (TEM-24, TEM-4, TEM-52), SHV (SHVS5,
SHV-12) te CTX-M (CTX-M-9, CTX-M-3, CTX-M-14 ili CTX-M-15) S$irenje specifi¢nih
klonova ili klonalnih grupa, te epidemijskih plazmida, unutar bolnica i u izvanbolnickoj

sredini (105).

U Japanu su CTX-M-laktamaze identificirane 1986 (106). Danas su mikroorganizmi koji
proizvode ove enzime najcesci tip ESBL u vecini drzava svijeta (107). lako enzimi CTX-M

pripadaju klasi A Amblerove klasifikacije, oni nisu povezani sa drugim ESBL, kao npr. TEM
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ili SHV. CTX-M ukljucuje vise od 80 razli¢itih enzima koji su podijeljeni u 6 skupina i
uklju¢uju CTX-M skupine -1, -2, -8, -9, -25 i -45 (43). Enzimi CTX-M su aktivniji protiv
cefotaksima i ceftriaksona nego ceftazidima (108). E. coli koja proizvodi ove enzime najcesce
je odgovorna za izvanbolni¢ke infekcije, iako moze uzrokovati i bolnicke, a infekcije
uzrokovane bakterijama koje proizvode enzime TEM i SHV obi¢no uzrokuju bolnicke
infekcije (4). Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak izvanbolnickih infekcija uzrokovanih izolatima E.
coli koja proizvodi CTX-M, ukljucuju ponavljajuce infekcije mokra¢nog sistema, prethodno
lijecenje cefalosporinima ili fluorokinolonima, prethodnu hospitalizaciju, Se¢ernu bolest, te
bolesti jetre (109, 110). Dominantnost CTX-M enzima uocena je u mnogim zemljama svijeta
(111), sto je dramati¢an preokret u odnosu na situaciju iz 1990-tih, kada su TEM i SHV tipovi
ESBL bili dominantni, a tipovi CTX-M su tada bili rijetki, osim u Juznoj Americi (112).
Medu tipovima CTX-M ¢ini se da je najées¢i CTX-M-15. To je dominantni tip u mnogim
studijama, ukljucuju¢i Australiju, Veliku Britaniju, Francusku, Kanadu i Indiju (113). U Aziji

se uz CTX-M spominje CTX-M-14 kao najéesci tip (6).

ESBL-produciraju¢e bakterije uzrokuju Sirok spektar oboljenja i stanja, od kolonizacije do
ozbiljnih infekcija (44). Najcesc¢e uzrokuju infekcije mokraénog trakta, peritonitis, kolangitis i
intraabdominalni absces (44). Infekcija ili kolonizacija sa ESBL-produciraju¢im bakterijama
se obicno javlja u jedinicama intenzivnog lije¢enja, a u posljednje vrijeme zabiljezen je porast
broja ESBL sojeva na kirurSkim, pedijatrijskim, neonatoloSkim 1 onkoloSkim odjeljenjima

(44).

Faktori rizika za razvoj ESBL su: plasiranje centralnog venskog ili arterijskog Katetera,
postojanje gastrostome ili jejunostome, plasiranje urinarnog katetera, hitne intraabdominalne
operacije, gastrointestinalna kolonizacija, produzeni boravak u jedinici intenzivne njege ili

boravak u bolnici, prethodno primijenjeni antibiotici (ukljucuju¢i tre¢u generaciju

23




cefalosporina), te njihova koli¢ina i duzina trajanja uporabe, prethodni boravak u staratkom

domu, tezina bolesti, mehanicka ventilacija, itd (114).

Kontaminirane ruke i stetoskopi prilikom pruzanja zdravstvene njege su takoder vazni faktori

u sirenju ESBL infekcija (115).

Prvi bakterijski izolat kod kojeg je otkrivena ESBL, je bila bakterija Klebsiella oxytoca 1983.
godine u Njemackoj, a nakon toga su uslijedila brojna izvjes¢a o izolaciji ESBL kod Gram-
negativnih bakterija Sirom svijeta, mahom iz bolnicke sredine, gdje su ESBL bile ¢esto i
uzrocnici bolni¢kih epidemija (43, 116, 117-119). Prve bolnicke infekcije uzrokovane
sojevima koji proizvode ESBL opisane su 1985. godine u Francuskoj, te zatim u SAD-u
krajem 1980-ih i pocetkom 1990-ih godina (44). Otpornost je bila uzrokovana mutacijom
uobi¢ajenih TEM-1, TEM-2 i SHV-1 beta-laktamaza koje su se prosirile preko hidrolitickih
enzima na beta-laktamske lijekove (120). Od tada, mikroorganizmi koji produciraju ESBL su

se prosirili diljem svijeta (120).

Medutim, u posljednjih nekoliko godina doslo je do Sirenja infekcija uzrokovanih ESBL
sojevima i u vanbolnickoj sredini (121-123). ESBL izolati iz vanbolnicke sredine su prvi put
zabiljezeni 1998. godine u Irskoj, kod E. coli otporne na nalidiksi¢nu kiselinu, a koja je bila
izolirana iz mokrace starijih pacijenata; tip enzima nije bio odreden; pacijent nije bio ranije

hospitaliziran, ali je primao visestruke kurseve antibiotika (124).

U epidemiologiji ESBL treba uzeti u obzir vise razliitih nivoa, kao $to je individualni pristup

svakom pojedinom pacijentu, vrstu medicinske institucije i geografsko podrucje (44).

Posljednjih 20 godina, vise novih beta-laktamskih antibiotika je razvijeno na posebno
dizajniran nacin sa ciljem postizanja otpornosti na hidroliticku akciju bakterijskih beta-
laktamaza (26). Medutim, sa svakom novom klasom lijeka koja je bila koristena u lijeCenju

pacijenata, bakterije su gradile otpornost stvaranjem novih beta-laktamaza (26). Moguce da je
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prekomjerno koristenje novih antibiotika u lijeCenju pacijenata stvorilo nove varijante beta-
laktamaza (26). Zloupotreba antibiotika, osobito beta-laktamskih antibiotika Sirokog spektra
djelovanja, olakSava nastajanje otpornosti i pojavu infekcija bakterijama koje produciraju
ESBL, kao i prijenos ESBL sojeva iz bolnic¢ke sredine u vanbolni¢ku (125, 126). ESBL sojevi
enterobakterija su tipicni bolnicki patogeni (122). PrenoSenje ESBL sojeva iz bolnice u
vanbolni¢ku sredinu je dokazano, narocito kod pacijenata nakon hospitalizacije (118), osobito
onih koji su bili hospitalizirani u jedinicama intenzivne njege a potom otpusSteni na kuénu
njegu (122). Dokaz prijenosa ESBL u vanbolni¢ku sredinu trebale bi pokazati i buduce
studije, u cilju identifikacije rezervoara i nacina prijenosa ESBL (127). ESBL izolate sa
multiplom otporno$¢éu vazno je nadzirati (122). Laboratorijske studije u sjevernom dijelu
Izraela otkrile su faktore rizika kod nastanka mokraénih infekcija u vanbolnickoj sredini,
uzrokovanih ESBL-produciraju¢im izolatima Klebsiella spp., a to su predhodna
hospitalizacija, predhodna antibiotska terapija, muski spol dobne starosti preko 60 godina i

dijabetes melitus (124).

Stoga je, prije svega, kontinuirano pracenje svih bakterijskih izolata, u bolni¢koj kao i u
vanbolnickoj sredini, veoma vazno kako bi se dobili podaci neophodni za sprovodenje

empirijskog lijeCenja na lokalnoj razini, 1 kako bi se uvela kontrolirana upotreba antibiotika

(128).

Tokom posljednje decenije, u mnogim studijama je utvrdeno prisustvo ESBL medu
enterobakterijama kod bolni¢kih pacijenata (50). Tako npr., u SAD-u je ustanovljena
prevalencija ESBL kod 17,2% bakterija (E. coli, K. pneumoniae i P. mirabilis) (50).
Suprotno, Sirom Francuske, istraZivanjima je otkrivena prevalencija ESBL kod enterobaterija
od 3,2%, a ovi rezultati su bili podudarni sa istrazivanjem u Japanu, gdje su ESBL

detektovane kod manje od 10% izolata Escherichia coli i Klebsiella spp. (50). U SAD-u
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incidencija ESBL kod enterobakterija je oko 25%, u Europi oko 23-25% kod K. pneumoniae i

5,4% kod E. coli (115).

U kohortnoj studiji koja je trajala 3,5 godina u Univerzitetskom medicinskom centru u

Marilandu, 2% pacijenata bilo je kolonizirano sa ESBL-produciraju¢im E. coli i Klebsiella

spp. (129).
1.6.3. Rezervoari ESBL

U brojnim studijama naglasena je selekcijska uloga antibiotika, naro€ito cefalosporina trece
generacije, u Sirenju ESBL-producirajuc¢ih bakterija (54). OpaZeno je takoder da su stacionari
u kojima borave starije osobe vaZzan rezervoar ESBL-producirajucih bakterija, a koji dovode
do Sirenja takvih sojeva u bolni¢ku sredinu nakon prijema ovih osoba (23, 59, 130). U
populaciji starijih osoba se cesto propisuju antibiotici, S$to predstavlja visoki rizik za
kolonizaciju ESBL-produciraju¢im bakterijama (najcesce kolonizacija debelog crijeva) (130).
Tako se, u bolni¢koj sredini, kolonizirani donji dio probavnog sustava bolesnika smatra
najznacajnijim izvorom ESBL-produciraju¢ih bakterija (131), a njihov prijenos medu
bolesnicima mogu¢ je preko ruku medicinskog osoblja te kontaminiranih dijagnostickih
pomagala, kao §to su termometri, ili gelovi koji se koriste pri ultrazvuénoj dijagnostici (131).
Sirenje ESBL-producirajué¢ih bakterija je naroito izrazeno unutar jedinica za intenzivno
lijeCenje. Bolesnici u tim jedinicama su Cesto imunosuprimirani i izlozeni invazivnim
dijagnostickim i terapijskim postupcima, $to sve doprinosi ¢e$¢oj kolonizaciji i infekciji (54).
Prijenos od bolesnika do bolesnika je dodatno pospjesen velikom upotrebom antibiotika
Sirokog spektra u takvim jedinicama, te nedostaju¢im, malim brojem zdravstvenog osoblja,
Sto vjerovatno dovodi do Cesto neadekvatne primjene mjera za sprecavanje Sirenja bolnickih

infekcija (54).
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1.6.4. Prevalencija ESBL infekcija

Medu enterobakterijama, ESBL su najc¢esce prisutne kod Klebsiella spp. i Escherichia coli, ali
u posljednje vrijeme su otkrivene i kod ostalih rodova enterobakterija, Citrobacter,
Enterobacter, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella, i Serratia (49). Tako je najveca
ucestalost ESBL u uzorcima bolnickih pacijenata ranije bila najvjerovatnije posljedica
istrazivanja fokusiranih iskljucivo na uzorke bolnic¢kih pacijenata, te je njihovo prisustvo u
uzorcima vanbolni¢kih pacijenata bilo potcijenjeno (122). ESBL su otkrivene u gram-
negativnih Stapicastih bakterija sa razli¢itom prevalencijom, medutim, najveéi broj ovih
enzima otkriven je u porodici Enterobacteriaceae (44). Prevalencija ESBL-infekcija je najveca
kod izolata K. pneumoniae u bolni¢koj sredini, npr. u Jordanu prevalencija K. pneumoniae
dostize i do 80% (132), u lzraelu se krec¢e u rasponu od 32% do 70% (133), u Indiji (57%)
(134), u Turskoj (50%) (132), u Egiptu (38%) (135), u Libanonu (20%) (136). Takoder,
zabiljezen je i porast incidencije ESBL kod bolnickih izolata Salmonela spp. u mnogim
drzavama Juzne Amerike, Afrike, Europe i Azije (44). Medu gram-negativnim bakterijama
koje ne pripadaju enterobakterijama uzroc¢nici koji proizvode ESBL su mnogo rijedi, medu
njima najvazniji su izolati Pseudomonas aeruginosa (44). Ovi mikroorganizmi su domacini
OXA tipa beta-laktamaza, medutim, oni proizvode i TEM, SHV i PER ESBL koje su
otkrivene u nekim drzavama svijeta (44). PER beta-laktamaze su takoder bile otkrivene kod
Acinetobacter spp. i Alcalaligenes faecalis (44). Kona¢no, TEM -17 je otkrivena kod
Capnocytophaga ochrichea i SHV-12 kod Burcholderia cepacia (44). Beta-laktamaze kod
ovih mikroorganizama opisane su prvi put 1977. godine sa ucestalos¢u oko 80% (137). B.
catarhalis producira tri tipa beta-laktamaza, BRO-1, BRO-2 i BRO-3, ali se ipak razlikuju od
onih otkrivenih kod drugih bakterija (137). ESBL organizmi su obi¢no otkriveni u bolnicama,
medutim, brojni izvjestaji iz SAD-a 1 Francuske su dokumentovali moguénost njihovog

nastanka i u uvjetima kuéne njege (44).
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1.6.5. Dobna i spolna prevalencija ESBL

Mnogi autori navode da je prevalencija ESBL-produciraju¢ih izolata opcenito visa kod
muskaraca u starijoj zivotnoj dobi, nego kod zena (128). Medutim, zabrinjavajuci je podatak,
da je velik udio ESBL-producirajucih bakterija izoliran kod dojencadi, a sve je vise rezultata
istrazivanja Kkoji govore o epidemijama na neonatalnim odjelima, uzrokovanih ESBL-
produciraju¢im enterobakterijama, do kojih dovodi Sirenje jednog ili vise klonova, ili
plazmidni prijenos bla gena izmedu iste ili razli¢itih bakterijskih vrsta (138). U Brazilu je u
istrazivanju sprovedenom kod bolni¢kih pacijenata ustanovljena specifiéna spolna
prevalencija ESBL izolata od 68,0% kod muskaraca, a 32,0% kod zena (139). Od ukupnog
broja ESBL-producirajuéih izolata, 3,6% je bilo djece u dobi od 0-14 godina, 31,4% osoba od
15 do 64 godine, i 65% kod osoba iznad 64 godine (140). KneZevi¢ et al. su izvjestili o gotovo
dva puta vecoj prevalenciji ESBL-producirajuéih sojeva E. coli kod starijih Zena (4,1%) nego
kod starijih muskaraca (2,1%), dok je zastupljenost ESBL-produciraju¢ih sojeva K.
pneumoniae kod starijih muskaraca bila 3,3 puta veéa (41,7%) nego kod starijih zena (12,5%)
(141). Prohaska-Poto¢nik et al. su u uzorcima mokraée prikupljenih u djecijoj klinici
ustanovili 69,2% ESBL producirajuce E. coli u dje¢aka u prvoj godini zZivota (142). U jednoj
Svicarskoj studiji na odjelu za neonatologiju, zabiljezen je prijenos E. coli koja producira
ESBL prilikom porodaja (vaginalnim putem) sa majke na novorodence (143). U istrazivanju u
Bamaku, drzava Mali, kod 38 od 39 djece izolirane su jedna (u 78% slucajeva) do tri (u 22%
slu¢ajeva) ESBL-produciraju¢e Enterbacteriaceae (144). U Hrvatskoj je tokom 2005. godine
udio ESBL-producirajuce E. coli iznosio 2%, a veliki broj izoliran je u djece dojenacke dobi,

sugerirajuci porodilista kao moguce mjesto za stjecanje otpornih sojeva (145).

Sve ve¢i udio u svjetskoj populaciji opcenito Cine starije osobe s pridruZzenim hroni¢nim
bolestima, te kao posljedica, Siroku primjenu mokraénih katetera, $to tu skupinu ¢ini posebno

izlozenom dodatnom riziku za nastanak infekcija mokra¢nog trakta (141). Kao rizik nastanka
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otpornosti E. coli prema fluorokinolonima u bolni¢kih pacijenata s infekcijama mokra¢nog
sistema (IMS) navodi se starija dob (>65 godina) i1 prethodna infekcija mokra¢nog trakta, a
Lin i sur. rizik razvoja otpornosti u E. coli prema ciprofloksacinu povezuju s upotrebom
kinolona unutar dvije sedmice od uzorkovanja mokrace i prisutnim kateterom u mokra¢nom
traktu na dan uzorkovanja mokrace (146). U istrazivanju provedenom u Hrvatskoj od svih
ESBL-produciraju¢ih izolata E. coli kod pacijenata muskog spola, 58,8% je izolirano kod
djece uzrasta do desete godine zivota, a od toga 75% kod djecaka dojenacke dobi (147). Kod
Zena nije zamijecena razlika u ucestalosti ESBL-producirajucih izolata E. coli s obzirom na
dob, dok su ESBL-producirajuci izolati K. pneumoniae bili najzastupljeniji kod zena
generativne dobi (147). U istrazivanju provedenom u Kanadi, 71% ESBL-producirajucih
izolata je pripadalo pacijentima s vanbolnicki steCenom infekcijom, ¢esée su bili izolirani kod
Zena u svim dobnim skupinama, a najveca incidencija ESBL-pozitivnih izolata opaZena je u
dobnoj skupini starijih od 65 godina, dok je kod mladih od 10 godina bila iznimno mala
(147). U bolnici u Tajvanu, od 91 ESBL-produciraju¢a izolata E. coli dobijenih iz

hemokulture, 56,0% je izolirano kod muskaraca (148).

1.6.6. Prevalencija ESBL u razli¢itih vrsta gram-negativnih bakterija

U zemljama u razvoju, prevalencija ESBL-produciraju¢ih izolata K. pneumoniae u bolni¢koj
sredini je opcenito viSa nego u drugih g-negativnih bakterija (149). Prema istrazivanjima
SENTRY Antimicrobial Surveillance Programme, ESBL-producirajuéi izolati K. pneumoniae
imaju vecu prevalenciju u nekim geografskim podrucjima, npr. u Latinskoj Americi (45,4%),
u zapadnoj pacifickoj regiji (24,6%), Europi (22.6%), SAD (7.6%) i Kanadi (4.9%), u odnosu
na prevalenciju E.coli (150). U Taiwanu prevalencija ESBL-producirajucih izolata se kretala
u rasponu od 8,5% do 29,8% za K. pneumoniae, 1,5% do 16,7% za E. coli (151). U Koreji se
prevalencija ESBL-produciraju¢ih izolata K. pneumoniae kreée u rasponu od 22.5% do

22.8%, u E. coli u rasponu 4.8%-7.5% (152). U istrazivanju koje je sprovedeno u Bankoku,
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prevalencija ESBL-produciraju¢ih izolata K. pneumoniae je visa u odnosu na E. coli, 64%
prema 27% (153). U Pakistanu i Bangladesu prevalencija ESBL-producirajucih izolata E. coli

(41% 143.2%) je visa u odnosu na K. pneumoniae (36% odnosno 39.5%) (154).

U Brazilu je zabiljezena prevalencija ESBL-producirajucih izolata E. coli od 13,2% i ESBL-
producirajuéih izolata K. pneumoniae od 12,7% (155). U istrazivanju provedenom u drzavi
Mali, ESBL-producirajuéi izolati su zabiljezeni kod 56% E. coli, 36% K. pneumoniae, 4% K.
oxytoca i kod 4% izolata C. freundii (144). U austrijskom istrazivanju provedenom od 1998.
do 2002., proporcija ESBL-producirajuéih izolata E. coli iznosila je 0,06%-0,13%, nakon
¢ega je uslijedilo povecéanje ucestalosti na 0,3% u 2003., 2,4% u 2006. godini, a prevalencija
ESBL medu Klebsiella spp. u periodu 1998-2004, kretala se od 0,6% do 1,6% (156). Tokom
2005-2006. godine, prevalencija ESBL-produciraju¢ih izolata Klebsiella spp. u Austriji se

povecala, 3,8%-4,5%, a naj¢esce izolati su izolirani u jedinicama intenzivne njege (157).

1.6.7. Prevalencija ESBL u bolni¢koj i vanbolni¢koj sredini

Prevalencija ESBL-producirajuc¢ih izolata je opcenito visa u bolnickoj sredini nego u
vanbolnickoj, kao S$to su pokazali rezultati mnogih istrazivanja (158). U istrazivanju
sprovedenom u Saudijskoj Arabiji, prevalencija ESBL-producirajucih izolata u bolnickoj
sredini iznosila je 15.4% u odnosu na ESBL-produciraju¢e izolate kod vanbolnic¢kih
pacijenata, 4.5% (p<0.05) (158). U Kuvajtu i Ujedinjenim Arapskim Emiratima je takoder
zastupljena visoka prevalencija ESBL-producirajucih izolata kod bolni¢kih pacijenata, 31.7%
odnosno 41% (159, 160). Marijan i sur. u istrazivanju kod vanbolnickih pacijenata u
Hrvatskoj su ustanovili prevalenciju ESBL-producirajuéih izolata E. coli od 1,5%, a 4,1% kod
K. pneumoniae, dok je svaka vrsta pokazivala drugaciju distribuciju s obzirom na dob i spol
pacijenata (147). Pattarachavi K. i sur. (Brazil) su ustanovili predominaciju ESBL-

producirajuéih izolata K. pneumoniae kod pacijenata smjeStenih na jedinici intenzivne njege,
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dok su ESBL-producirajuci izolati E. coli preovladavali kod vanbolnickih pacijenata (155). U
opseznoj studiji u Cikagu (SAD) (2000-2005. godine), otkriveno je poveéanje udestalosti
prijenosa ESBL-gena, a time i povecéanje rizika medu bolni¢kim pacijentima sa 1,3% na 3,2%,
te do pojave bakterijemije, ¢iji su uzro¢nici u 8,5% slucajeva bili predhodno identificirni kao

ESBL-produciraju¢i izolati (161).
1.6.8. Prevalencija ESBL-producirajucih izolata u razli¢itim klini¢kim uzorcima

Infekcije mokraénog sistema su najucestalije od svih infekcija u bolnic¢kih pacijenata (oko
40%) 1 uglavnom su udruZene sa primjenom mokraénih katetera, tako da u Americi ovaj udio
iznosi 11,1%, u Francuskoj samo 4%, dok u bolnicama u Finskoj ¢ak 34% (162). Podaci iz
SAD pokazuju da je u periodu 1995.-1997. godine otpornost na ceftazidim izolata K.
pneumoniae izolirane iz krvi bolesnika, registrovana u 12,7%, te da je bila ucestalija nego u
izolatima iz drugog klinickog materijala, dok je svega 1,7% izolata E. coli iz krvi bilo otporno
na ovaj antibiotik (162). Osobito rizi¢nu grupu za nastanak infekcija uzrokovanih sa sojevima
Acinetobacter spp. predstavljaju bolesnici sa opekotinama (162). U Univerzitetskoj bolnici u
Izraelu 54% izolata A. baumannii iz krvi bolnickih pacijenata bilo je multirezistentno (162). U
Brazilu, ESBL-producirajuc¢a E. coli i K. pneumoniae su izolirane najéesce iz mokrace 63,0%
odnosno 56,0) (155). U Kalgariju u cetverogodi$njoj studiji 17% je bilo ESBL, 90%
pacijenata su imali infekciju mokraénog trakta, 5% infekciju krvi, infekcija respiratornog

trakta 2%, mekih tkiva i abdomena po 1% (163).
1.6.9. Prevalencija razli¢itih tipova ESBL

CTX-M tip ESBL preovladava u vanbolni¢koj, a TEM i SHV u bolni¢koj sredini (122).
Dokumentovano je da su CTX-M pozitivni izolati E. coli pokazali plazmidom-posredovanu
antimikrobnu otpornost na sve penicilinske i cefalosporinske antibiotike u lijecenju
vanbolni¢kih infekcija (164). Sirenje bakterija koje posjeduju CTX-M ESBL znadajno je
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izmijenilo nacin razmisljanja o lijeCenju vanbolnickih infekcija i dovelo je do ograniCene
upotrebe nekih oralnih antibiotika (164). Ovo se naroCito odrazilo na odabir lijekova u

lijecenju djece, buduéi se fluorokinoloni i tetraciklini ne primjenjuju kod djece (164).

Oba tipa, TEM i SHV [-laktamaze, Cesto su ograni¢ene na bolnicke izolate Klebsiella spp.

(118).

U studiji izvedenoj u Koreji, prevalencija CTXM-15 medu bolni¢kim ESBL-produciraju¢im
izolatima je bila visa kod E. coli (44.6%) u odnosu na K. pneumoniae (17.4%). U istoj studiji
prevalencija SHV-12 ESBL-producirajucih izolata K. pneumoniae je bila visa u odnosu na E.

coli (12.3%/1.3%) (165).

U istrazivanju u KambodZzi u bolni¢ckim uzorcima mokrace otkriveno je prisustvo TEM u
76,4%, a CTX-M kod 36,5%, gdje je prijenos CTX-M ESBL bio povezan sa otporno$¢u na
fluorokinolone i aminoglikozide (166). U portugalskoj studiji 32% izolata E. coli su bili
ESBL-producirajuéi izolati, od kojih su 98% bili nosioci blactx-m gena (167). CTX-M su bile
i predominiraju¢e ESBL medu izolatima vrsta porodice Enterobacteriaceae u jedinicama
intenzivne njege u SAD-u u 2007. godini (168). Pracenjem klini¢kih izolata enterobakterija u
bolnici u Filadelfiji u 2007. ustanovljeno je prisustvo CTX-M kod 48% ESBL-produciraju¢ih
izolata E. coli koje su bile otporne na cefalosporine (168). Statisti¢ki znacajno povecanje
prevalencije CTX-M je ustanovljeno u jednoj Hrvatskoj studiji medu ESBL-produciraju¢im

izolatima K. pneumoniae od 4,9% u 2003. godini na 17,3% u 2007. godini (121).

Metalo beta-laktamaze (MBL) ili karbapenemaze iz porodice VIM (Veronska imipenemaza) u
Europi su, osim Italije, Francuske i Gréke, VIM-2 zabiljezene i u Portugalu, Spanjolskoj,
Poljskoj, Belgiji, Njemackoj, te u Hrvatskoj, a nedavno i u Srbiji (169, 170). Karbapenemaze
su takoder proSirene i u Aziji, te Juznoj i Sjevernoj Americi, i u Kanadi (169, 170).

Karbapenemaze su se prvo pojavile u izolata P. aeruginosa, no u posljednje vrijeme su
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opisane i u enterobakterija (171). Mortalitet (smrtnost) povezana sa produkcijom MBL se
kre¢e od 18% do 67% (170). Metalo beta-laktamaze sposobne su inaktivirati brojne beta-
laktamske antibiotike, uklju¢uju¢i karbapeneme koji su obi¢no otporni na inaktivaciju B-

laktamazama (172).

1.7. Cimbenici rizika za nastanak infekcija sa ESBL-producirajuéim

sojevima

Predmet mnogih dosadasnjih istrazivanja je bio odredivanje faktora rizika za nastanak
infekcija €iji su uzrocnici bakterije koje proizvode ESBL, te su oni identificirani i dobro
definirani u bolni¢koj sredini, kod pacijenata na hospitalizaciji (126). Ustanovljena je
znacajna povezanost izmedu uzimanja antibiotika i pojave infekcije uzrokovane sa ESBL-
produciraju¢im izolatima (48, 148, 173, 174). Time je potvrdena hipoteza da usljed
selektivnog pritiska koji se javlja kod prekomjerne upotrebe cefalosporina tre¢e generacije
dolazi do pojave visoke razine otpornosti kod pripadnika porodice Enterobacteriacaeae (173).
Prethodno lijecenje ciprofloksacinom ili trimetoprim-sulfametoksazolom je takoder faktor
rizika za kolonizaciju mikroorganizmima koji produciraju ESBL kod pacijenata koji su na
kucnoj njezi (175), kao §to su pokazali Wiener i sur. da je prethodna upotreba ovih lijekova
neovisan pokazatelj nastanka otpornosti E. coli na ceftazidim kod bolesnika na ku¢noj njezi
(176). Saznanje o izlaganju nekom antibakterijskom lijeku moze pomod¢i lije¢nicima da
predvide eventualnu pojavu otpornosti (176). Prevalencija otpornosti na antibiotike varira
ovisno od geografskog podru¢ja mahom zbog razliitosti u propisivanju i upotrebi antibiotika
vezu sa nastankom ESBL infekcija kod bolnic¢kih pacijenata su prisutnost intravenoznih i

mokraénih katetera, renalna insuficijencija, kod pacijenata na mehanickoj ventilaciji,
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prethodni boravak u bolnici (148, 173, 174). Najcesce su uz nastanak ESBL infekcija

povezani i starost iznad 65 godina, kao i muski spol (119).

Nasuprot brojnim istrazivanjima o faktorima rizika kod hospitaliziranih bolesnika,
istrazivanja ovih faktora kod infekcija nastalih u vanbolnickoj sredini nisu ¢esta (121-123), ali
je 1 kod ovih infekcija upotreba antibiotika, cefalosporina Sirokog spektra, kao i

fluorokinolona, takoder povezana sa pojavom ovih infekcija (174).

Infekcije uzrokovane ESBL pozitivnim mikroorganizmima ceS¢e se javljaju kod
imunokompromitiranih pacijenata, stvaraju¢i poteSko¢u u lijeenju infekcija uzrokovanih
ovim mikroorganizmima u jedinicama intenzivne njege u bolnicama (177). Isto tako, kod
pacijenata na ku¢noj njezi, koji su stariji, slabiji i koriste vise lijekova istovremeno, naroc¢ito u
vise¢lanim kucanstvima, postoji rizik pojave otpornosti na antibiotike (176). Ispitivanjem
valjanosti nadzora kontrole infekcija u Ontariu pokazalo se da primjena ne-standardnih
metoda u kontroli infekcija dovodi do pojave ESBL-producirajuéih izolata kod E. coli i
Klebsiella spp. u bolesnika sa produzenom njegom (176). Odgovarajuca prakti¢na primjena
kontrole infekcija predstavlja kljuéni faktor kod prevencije Sirenja ESBL-producirajucih
izolata (115). Glavne mjere u kontroli infekcije bile bi ¢esto i obavezno pranje ruku bolni¢kog
osoblja, jacanje mjera predostroznosti, 1 izolacija pacijenata koloniziranih ili inficiranih sa
ESBL-produciraju¢im izolatima (115). Ostale mjere ukljuéuju smanjenje Sirenja ovih
mikroorganizama klinickim 1 bakterioloSkim nadzorom (mikrobioloSka obrada sumnjivog i
infektivnog materijala) kod pacijenata primljenih u jedinice intenzivne njege i ogranicena
(kontrolirana) primjena antibiotika, osobito kod empirijske upotrebe antibiotika Sirokog
spektra, kao Sto su treca i Cetvrta generacija cefalosporina i imipenema (115). Tako je npr.
ustanovljeno da prethodna upotreba cefalosporina tree generacije kod pacijenata sa
gastrostomom koji su na kuénoj njezi predstavlja faktor rizika za nastanak infekcija sa

enterobakterijama otpornim na ove antibiotike (176). Infekcije uzrokovane ESBL-
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produciraju¢im izolatima naj¢eS¢e napadaju imunokompromitirane osobe, stvarajuci

poteskocu u eradikaciji ovih mikroorganizama u jedinicama intenzivne njege (49).

Ustanovljeno je da su pacijenti koji su inficirani ESBL-produciraju¢im izolatima Kkoji su
otporni na cefalosporine trece generacije, imali duzi boravak u bolnici, ve¢u stopu smrtnosti, i

vece troSkove lijecenja (176).

Nadalje, evidencija o prisustvu ESBL-producirajuéih izolata kod stoke, peradi, pasa i macaka
ukazuje na to, da hrana pripravljena za zZivotinje i kuéne ljubimce moze biti, takoder, pogodan

nacin prijenosa ovih bakterija (118).

1.8. Lijecenje infekcija uzrokovani sa ESBL

Zbog sposobnosti ESBL-producirajuc¢ih izolata da hidroliziraju mnoge beta-laktamske
antibiotike, nije zaCuduju¢e da je izbor antibiotika za lijeCenje ovih infekcija znacajno
reduciran. U nedavnom izvjes¢u Americkog drustva za infektivne bolesti (engl., Infectious
Diseases Society of America) ESBL-producirajuc izolati E.coli i K.pneumoniae su ukljuceni u
popis od 6 otpornih uzro¢nika infektivnih bolesti za koje su hitno potrebne nove terapijske
mogucénosti (178). Nadalje, plazmidi koji prenose gene koji kodiraju ESBL, ¢esto nose i gene
koji kodiraju otpornost na aminoglikozide, trimetoprim/sulfametoksazol i fluorokinolone. Cak
I kada ne postoji plazmidima kodirana otpornost na kinolone, povezanost izmedu otpornosti
na fluorokinolone i produkcije ESBL je snazna. Razlozi za ovo nisu u potpunosti razjasnjeni.
Ustanovljeno je da je 60% bakterija koje su bile otporne na ciprofloksacin producirale i
ESBL, u odnosu na 16% bakterija koje nisu bile otporne na ciprofloksacin (179). Martinez i
sur. su pazljivo analizirali mehanizme otpornosti na flurokinolone u bolni¢kim izolatima K.
pneumoniae i opazili su gubitak porinskih kanala samo u onih izolata K. pneumoniae koji su
producirali ESBL. Vazno je napomenuti da bolesnici inficirani ESBL-produciraju¢im
izolatima, kao i onim otpornim na fluorokinolone, ¢esto imaju povecanu terapijsku primjenu
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cefalosporina proSirenog spektra i kinolona. Posebice je kod izolata sa CTX-M tipom ESBL
Cesta i korezistencija na kinolone (4). Antimikrobni lijekovi koji se uobicajeno koriste za
empirijsko lijeCenje ozbiljnih izvanbolni¢kih infekcija, kao §to je 3. generacija cefalosporina,
najée$c¢e nisu uéinkoviti za sojeve ESBL (180). Empirijsko antimikrobno lijeCenje treba biti
individualno i zasnovano na podacima antimikrobne osjetljivosti u lokalnoj sredini (drzave,
grada, ustanove) (181). Druga cinjenica je da Cak i izbor antibiotika prema antibiogramu
odnosno in vitro osjetljivosti bakterija ne jaméi uspjeh in vivo. U nekim studijama je
zamijeen smanjen klini¢ki uéinak protiv sojeva ESBL nekih beta-laktamskih antibiotika
unato¢ njihove osjetljivosti in vitro, dok su druge studije pokazale dobar klini¢ki ishod s
kombinacijom beta-laktama/inhibitora beta-laktamaze (182). Vjeruje se da je to rezultat tzv.
inokulum efekta koji nastaje kada minimalna inhibitorna koncentracija antimikrobnog lijeka
raste (tj. antibakterijski lijek gubi aktivnost) s porastom veli¢ine inokuluma (broja) testiranih
bakterija. To je opisano za cefalosporine, kombinaciju betalaktama/ inhibitora beta-laktamaza
(npr. piperacilin/tazobaktam i manje amoksicilin/klavulanska Kiselina) (183) i u manjoj mjeri
za fluorokinolone (184). Kombinacije beta-laktamskog antibiotika i inhibitora beta-laktamaza
obi¢no su ucinkovite protiv ESBL-producirajucih izolata. Medutim, veéina izolata sada
producira vise tipova ESBL, §to smanjuje u¢inkovitost ovih kombinacija lijekova, te je
opravdanost njihove primjene u ovim infekcijama upitna. In vitro otpornost ESBL-
producirajuc¢ih izolata na ove kombinacije lijekova je u jednoj studiji iz 35 JIL u Europi,
porasla sa 31% u 1994. godini na 63% u 1998. godini. Cefamicini, ukljucujuci cefoksitin i
cefotetan, su stabilni na hidrolizu enzimima ESBL i pokazuju osjetljivost. Ipak se ovi lijekovi

ne preporucuju zbog moguénosti razvoja otpornosti tijekom terapije (185).

Karbapenemi in vitro imaju najkonzistentniju aktivnost protiv ESBL-producirajucih izolata, te
se smatraju antibioticima izbora. To podupiru i rezultati brojnih klinickih studija (186).

Karbapenemi, ukljuc¢uju¢i imipenem, meropenem, doripenem i ertapenem, su lijekovi prvog
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izbora za ozbiljnije infekcije uzrokovane ESBL-produciraju¢im enterobakterijama. Ovi
lijekovi su vrlo stabilni na hidrolizu enzimima ESBL, postizu dobre koncentracije u tjelesnim
tkivima i ne pokazuju ,,u¢inak inokuluma“ (186). Potencijalno negativni aspekti lijeCenja su
visok troSak, parenteralna primjena i potencijalna selekcija otpornih izolata (187). Nema za
sada dokaza da je kombinacija karbapenema i antibiotika drugih skupina uéinkovitija od
koriStenja samo karbapenema. Uporaba karbapenema u lijeCenju infekcija ovim sojevima je u
porastu, jer su jedina skupina antibiotika na koje su ovi sojevi bakterija gotovo jednako
osjetljivi (188). No, neracionalno empirijsko lije¢enje kod sumnje na infekciju ESBL-
producirajuéim entrerobakterijama dovodi do porasta otpornosti na karbapeneme drugih
bakterija (npr. P. aeruginosa i A. calcoaceticus) (188, 189), a postoje izvjes¢a i o pojavi
otpornosti E. coli i K. pneumonae koje produciraju ESBL na karbapeneme (190). ESBL-
producirajuée bakterije su otporne na mnoge antimikrobne lijekove (191). Infekcije
uzrokovane enterobakterijama otpornim na cefalosporine predstavljaju posebnu brigu, kako
kod pacijenata sa kroni¢nom, tako i kod onih sa akutnom infekcijom (176). Cefalosporini
prosirenog spektra (engl., extended-spectrum cephalosporins, ESC) su vazni u lijeenju
oboljelih od ozbiljnih infekcija uzrokovanih npr. sa vrstama Salmonella (192). Ova klasa
lijekova narocito je vazna kod lijecenja u pedijatrijskoj populaciji budu¢i da fluorokinoloni
nisu odobreni za koriStenje kod djece (192). U 2000. godini prema podacima CDC (engl.,
Center for Disease Control), 25% laboratorijski potvrdenih slucajeva infekcija sa vrstama
Salmonella, zabiljezeno je kod djece mlade od 5 godina (192). Osim otpornosti na sve beta-
laktamske antibiotike (sa izuzetkom karbapenema), ESBL-producirajuéi izolati su multiplo
rezistentni (engl. multidrug resistance, MDR) i na niz drugih antibiotika, najcesce
istovremeno na aminoglikozide, trimetoprim—sulfametoxazol i kinolone (53, 122). Stoga, kod
infekcija uzrokovanih ESBL-produciraju¢im izolatima, rizik neadekvatnog empirijskog

lijecenja je visok, buduéi je potrebno najmanje 48 sati da bi se dobili rezultati testiranja
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osjetljivosti na antibakterijske lijekove (antibiogram) (116, 117). Usljed toga, osim §to je Cesta
pojava terapijskog neuspjeha, pa i smrtnog ishoda usljed neodgovarajuceg lijeCenja ovih
infekcija, veliki su svakako i1 ekonomski gubici nastali usljed odlaganja izlijeCenja te
produZzenog boravka pacijenata u bolnici (116, 193). Prema posljednjem izdanju CLSI (engl.,
Clinical Laboratory Standard Institute), ESBL-produciraju¢i izolati trebali bi se smatrati
otpornim na sve cefalosporinske antibiotike osim na imipenem, neovisno o vrijednostima

minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) (193, 194).

Tablica 2. Preporuke za lije¢enje teSkih infekcija uzokovanih ESBL-produciraju¢im

bakterijama
Tip infekcije Terapija prvog izbora Alternativna terapija

Bakterijemija Karbapenem (imipenem ili Ciprofloksacin
meropenem)

Infekcije respiratornog Karbapenem (imipenem ili Ciprofloksacin

trakta meropenem)

Intraabdominalne infekcije Karbapenem (imipenem ili Ciprofloksacin ili cefamicin
meropenem)

Infekcije mokraénog trakta Ciprofloksacin Amoksicilin/klavulanat

Meningitis Meropenem Dodatak polimiksina B

Izvor: Humaniuk C, Arlet G, Gautier V, Grimont P, Labia R, Philippon A. Beta-lactamases of Klyvera
ascorbata, probable progenitors of some plasmid-ancoded CTX-M types. Antimicrob Agents Chemother
2002;46:3045-49 (195).

Aktivnost antibiotika u infekcijama mokraénog sistema (IMS) moZe biti precijenjena na
temelju rezultata in vitro istrazivanja usljed smanjene antimikrobne aktivnosti antibiotika u
mokraéi (in vivo) §to se moze objasniti niskim pH vrijednostima u mokraci i prisustvom
dvovalentnih kationa (167). Medutim, prednost u lijeCenju IMS je, $to vecina antibiotika
postiZe vrlo visoke koncetracije u mokraci i to ponistava u¢inak smanjenja njihove aktivnosti,
tako da vecina antibiotika zadrzava djelotvornost u lijecenju, ako je uzro¢nik osjetljiv (167).
U otpornih sojeva mokra¢a moze dodatno smanjiti antimikrobnu aktivnost antibiotika (167).
1z toga proizlazi da je u€inak mokrace najznacajniji u sojeva s grani¢nim vrijednostima MIK-

a koje se kre¢u oko prijelomne tocke (167). Tako, karbapenem je obi¢no preporucen kao lijek
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izbora za lijeenje ozbiljnih infekcija uzrokovanih bakterijama koje proizvode ESBL, mada
sve veca pojava otpornosti na karbapeneme je =zabrinjavaju¢a (175). Alternativno,
fluorokinoloni i aminoglikozidi se mogu Kkoristiti ukoliko se testiranjem in vitro pokaze
njihova aktivnost (115). Kombinacija beta-laktamskih antibiotika/inhibitora beta-laktamaza,
kao $to je npr. amoksicilin-klavulanat i piperacilin-tazobactam, te cefoperazon i sulbaktam,
mogli bi se smatrati takoder dodatnom opcijom u lije¢enju infekcija uzrokovanih ESBL-

producirajué¢im izolatima (115).

Enterobakterije koje proizvode ESBL, sve su znacajniji patogeni u mokraénom traktu, i u
bolnicama 1 vanbolnickoj sredini (167). Prevalencija otpornosti na antibiotike varira u
ovisnosti od geografskog podruc¢ja, razli¢ita je u bolnickih u odnosu na vanbolnicke
pacijente, uglavnom zbog razli€ite upotrebe antibiotika i razli¢ite primjene u kontroli infekcija
(122). Otpornost je obi¢no nastala usljed koriStenja antibiotika prilikom suzbijanja IMS,

budud¢i su ove infekcije najéesce, $to ujedno ¢ini problem u lijeCenju ovih infekcija (122).

Djelotvornost antibiotika in vivo ovisi 0 svojstvima bakterijskog soja i njegovoj osjetljivosti s
jedne strane, te o svojstvima domacina s druge strane, kao $to su gastrointestinalna absorpcija,
distribucija lijeka, metabolizam i ekskrecija (167). Sva ta svojstva podlijezu znacajnim
individualnim i vremenskim varijacijama (167). Neke studije su pokazale da rezultati in vitro
istrazivanja mogu precijeniti aktivnost, ili potcijeniti antimikrobnu aktivnost antibiotika koji

se koriste za lijeCenje infekcija mokra¢nog trakta (167).
1.9. Laboratorijska detekcija ESBL

Porast ucestalosti ESBL-produciraju¢ih sojeva 1 njithovo znacenje za odabir prave
antimikrobne terapije, ukazao je na potrebu razvoja adekvatnih laboratorijskih testova za
detekciju ESBL i njihovu identifikaciju. Metode za detekciju ESBL mogu biti fenotipske

(metode klinicke mikrobiologije) ili molekularne. Fenotipske metode se temelje na
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sinergistickom djelovanju cefalosporina tre¢e generacije i klavulanske Kkiseline (23).
Klavulanska kiselina inhibira ESBL-producirajué¢e izolate i tako ponovno uspostavlja
osjetljivost na cefalosporine (196). Danas se preporucuje upotreba cefpodoksima, kao
indikatorskog cefalosporina u ovim testovima, jer ga podjednako hidroliziraju i TEM i SHV,

kao i CTX-M beta-laktamaze (196).
1.9.1. Metoda dvostrukog diska (DDST)

Ovaj test se naj¢eSce koristi u laboratoriju za dokaz ESBL. Na sredinu ploce Mueller-Hinton
agara sa nanesenim sojem se stavlja disk amoksicilina sa klavulanskom kiselinom (30/10 pg),
a oko njega na udaljenosti od 2 do 3 cm stavljaju se diskovi cefalosporina tre¢e generacije i
aztreonama. Sirenje inhibicijske zone oko diskova cefalosporina prema disku koji sadrzava

klavulansku kiselinu znaci pozitivan rezultat testa (197).

Cefalosporin

Amoksicilin-klavulanska kiselina

Formiranje prosirene zone, sinergizam

Slika 3. Dvostruki disk-sinergisticki test. Cefepim, ceftazidim, cefotaksim i cefpodoksim antibiotici se stavljaju
oko diska amoksiklava u razmaku od 2,5 cm. Formiranje posirene zone trbuscica, tj. sinergizma izmedu diska
amoksiklava i diska cefalosporina upucuje na produkciju ESBL (lzvor: Sturenburg E, Sobottka I, Feucht HH,
Mack D, Laufs R. Comparison of BDPhoenix and VITEK2 automated antimicrobial susceptibility test systems
for extended-spectrum beta-lactamase detection in Escherichia coli and Klebsiella species clinical isolates.
Diagn Microbiol Infect Dis, 2003; 45(1), 29-34 (198).
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1.9.1.1. Disk-difuzijski test sa inhibitorom za detekciju ESBL i AmpC beta-laktamaza

Ovaj test je modifikacija DDS testa u kojoj se klavulanska (za detekciju ESBL) ili
fenilboroni¢na (za detekciju AmpC) dodaje na diskove u koncentraciji od 4 mg/L. Diskovi
cefalosporina se postavljaju na povrSinu agara. Test se smatra pozitivnim ako je doslo do
proSirenja zone inhibicije oko diska cefalosporina od najmanje 10 mm na agaru sa

klavulanskom kiselinom ili fenilboroni¢nom (23).

1.9.1.2. Trodimenzionalni test

Ovaj test je specificniji od DDS testa, ali je kompliciraniji za izvodenje (23). Na ploci
Mueller-Hinton agara se nakon nanoS$enja soja napravi urez U Koji se stavlja suspenzija soja.
Diskovi antibiotika se postave na udaljenost od 3 cm od ureza. Test se smatra pozitivnim ako

zona inhibicije nije pravilna (199).

1.9.1.3. Epsilon (E) test

U ESBL E-testu koriste se komercijalne trake na koje je nanesen antibiotik, tako da je sa
jedne strane, npr. ceftazidim, a sa druge ceftazidim u kombinaciji sa klavulanatom. Test je
pozitivan ako je MIK ceftazidima sa klavulanatom za najmanje 3 razrjedenja manji od MIK-a

ceftazidima samog (23).

e
5

20RB2IZY

Slika 4. Interpretacija E-testa: ESBL positivan test: MIK CT/CTL =1.5/0.047 = 32 (AB BIODISK, Dalvigen 10;
169 56 Solna, Sweden).
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1.9.1.4. Metode detekcije AmpC beta-laktamaza

Ne postoje CLSI smjernice za detekciju AmpC beta-laktamaza. Detekcija AmpC beta-
laktamaza jo$ je teze nego detekcija ESBL (200). Bakterije koje produciraju AmpC beta-
laktamaze ne moraju nuzno biti otporne na cefalosporine proSirenog spektra koristeci
koncentracije antibiotika prema CLSI. Za sada nije potvrden niti jedan test probiranja niti
potvrde produkcije AmpC beta-laktamaza. U odsutnosti ovih testova, mogu se Koristiti
surogatni markeri koji bi ukazivali na produkciju pAmpC temeljeno na njihovoj otpornosti na
cefamicine i kombinacije beta-laktamskih antibiotika i inhibitora beta-laktamaza. Otpornost
na cefoksitin uz otpornost na cefalosporine prosSirenog spektra i oCuvanu osjetljivost na

cefepim, upucuje na prisutnost AmpC beta-laktamaza (200).

Nadalje, otpornost na cefalosporine prosirenog spektra, kao npr. ceftazidim, i kombinaciju sa
inhibitorom beta-laktamaza, takoder upuc¢uje na prisutnost AmpC betalaktamaza. lako su ovi
testovi osjetljivi za detekciju prisutnosti AmpC beta-laktamaza, niti jedan nije specifi¢an, a
rezultati su ovisni o vrsti bakterije ili testirane beta-laktamaze (200). Neki mikroorganizmi
imaju povisen MIK za cefoksitin ili kombinacije betalaktamskog antibiotika i inhibitora beta-

laktamaze. Neovisno o izboru metode probiranja, jo$ uvijek nedostaju validni testovi (200).

1.9.2. Molekularni testovi za detekciju ESBL

Kako fenotipski testovi samo identificiraju ESBL-producirajuce izolate, sa pojavom novih
ESBL razvijale su se i tehnike detekcije 1 identifikacije ESBL gena uz pomo¢ molekularnih
metoda (53), kao S§to su: oligotipizacija (engl., oligotyping) (201), lan¢ana reakcija polimeraze
(engl., Polymerase Chain Reaction, PCR) (21), analiza polimorfizma duzine restrikcijskih
fragmenata nakon lancane reakcije polimeraze (engl., Restriction Fragment Length

Polymorphism Analysis of Polymerase Chain Reaction, PCR-RFLP) (202), te analiza
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konformacijskog polimorfizma jednolan¢ane DNA nakon lan¢ane reakcije polimeraze (engl.,

Polymerase Chain Reaction Single-Strand Conformation Polymorphism, PCR-SCP) (203).

1.9.2.1. Oligotipizacija

Ovo je prva molekularna metoda koja je koriStena za detekciju gena koji kodira beta-
laktamaze (bla gen). Oligonukleotidne DNA probe (oznaéene radioizotopom ili biotinom),
specificne za TEM 1 SHV enzime, koriste se za detekciju toCkastih mutacija pod strogim

hibridizacijskim uvjetima (201).

1.9.2.2. Lan¢ana reakcija polimeraze (PCR)

LanCana reakcija polimeraze (PCR) je najjednostavnija i najéeS¢e koriStena metoda za
detekciju i identifikaciju beta-laktamaza u kojoj se koriste oligonukleotidni zacetnici

(,,primeri‘) specifi¢ni za gene odredenih beta-laktamaza (53).

1.9.2.3. Analiza polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata nakon lan¢ane reakcije

polimeraze (PCR-RFLP)

Ova metoda je modifikacija u kojoj je na PCR dodana, tzv. analiza polimorfizma duljine
restrikcijskih fragmenata (RFLP). Amplificirani PCR produkti se podvrgavaju digestiji sa
nekoliko restrikcijskih endonukleaza, te se tako dobiveni fragmenti odvajaju elektroforezom.
Velic¢ine fragmenata dobivene cijepanjem sa svakim od restrikcijskih enzima ukazuje na

tockaste mutacije unutar blargy ili blasyy gena (202).

1.9.2.4. Analiza konformacijskog polimorfizma jednolanéane DNA nakon lancane

reakcije polimeraze (PCR-SSCP)

Ova metoda se koristi za karakterizaciju SHV beta-laktamaza. Kratica SSCP dolazi od naziva

single-strand conformational polymorphism (konformacijski polimorfizam jednolancane
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DNA). Ovim postupkom se mogu detektirati pojedine mutacije na specifiénim lokacijama
unutar blasyy gena. Koristenjem oligonukleotidnih poc¢etnica dobije se 475-bp amplimer koji
se cijepa restrikcijskim enzimom Pstl. Dobiveni dijelovi se denaturiraju i odjeljuju u 20%
poliakrilamidnom gelu. Na taj na¢in se mogu identificirati geni za SHV-1, -2, -3, -4, -5 i

SHV-7 beta-laktamaze (203).

1.9.3. Uloga mikrobioloskih laboratorija u detekciji ESBL-producirajudih izolata

Mikrobioloski laboratoriji igraju vaznu ulogu u otkrivanju i hitnom izvjeStavanju 0 pojavi
ESBL-produciraju¢ih bakterija, jer podaci o osjetljivosti antibakterijskog lijeka su od
najvaznijeg znacaja za klini¢are i zbrinjavanje pacijenata inficiranih ovim bakterijama (49).
Dobar pristup laboratorijskoj praksi garantovao bi dobivanje korisnih i stru¢nih podataka o
osjetljivosti/otpornosti mikroorganizama na testirane antimikrobne lijekove (42). To
podrazumijeva stalno pracenje relevantnih publikacija, uvezivanje sa ostalim laboratorijama u
drzavi i §ire, i evaluaciju potencijalno korisnih testova za dijagnostiku u skladu sa svjetksim
standardima (42). Vazno je i uvezivanje laboratorija sa drugim centrima, prisutnost na

domac¢im i medunarodnim kongresima, i u strué¢nim drustvima (42).

Sa laboratorijskog stajaliSta, smanjena osjetljivost ili pojava otpornosti na antibiotike
proSirenog spektra djelovanja, cefalosporine ili monobaktame, predstavlja prvi pokazatelj
produkcije ESBL, ali potvrdni sinergijski testovi izmedu klavulanata i odabranih beta-
laktamskih antibiotika su nuzni (49). Danas mnoge patogene bakterije pokazuju slozenije
mehanizme nego deceniju ili dvije prije (engl. reemerging pathogens) (42). Na primjer, ne
postoje samo novi mehanizmi otpornosti, kao $to je pojava ESBL-producirajuéih izolata, nego
i pojava multiplih beta-laktamaza kod istog bakterijskog soja (42). Na primjer, do 1990-ih,

izolati K. pneumoniae Kkoji inace produciraju SHV-1 beta-laktamazu, vremenom su stekli
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mogucénost produkcije dviju beta-laktamaza (42), a danasnji izolati K. pneumoniae mogu

producirati tri do Sest beta-laktamaza istovremeno (204).

Prema kriterijima CLSI, pozitivni ESBL-producirajuéi izolati podrazumijevaju i blago
povecanje vrijednosti MIK za cefalosporine i aztreonam (49). Ovo je definirano za izolate K.
pneumoniae i E. coli, i P. mirabilis ali nije utvrdeno i za ostale pripadnike porodice

Enterobacteriaceae (49).

U skladu sa CLSI dva su kriterija korisnha za detekciju ESBL (42). Prvi korak je skrining za
odredivanje smanjenja osjetljivosti nekih od preporucenih antibiotika (ceftriaxon, cefotaxim,
ceftazidim, cefpodoxim, aztreonam) pomoc¢u DDS (engl. double-disk sinergy) testa (42).
Drugo je ukljuéivanje rutinskih, osjetljivih testova za potvrdivanje ESBL (E test) (42). Od
prve pojave ESBL-producirajucih izolata, primjeCeno je odstupanje u prevalenciji ovih
bakterija medu drZzavama, te stalni monitoring prevalencije razlicitih tipova ESBL enzima,
moze doprinijeti definiranju Sirine problema u odredenom geografskom podrucju (49). Buduci
da su klinicke laboratorije prve pri susretu sa novim formama bakterija otpornih na
antibiotike, potrebno je da imaju odgovarajuce instrumente za prepoznavanje ovih bakterija,

ukljucujuci obucen kadar i aparaturu za njihovo pracenje (42).

Takoder, odredivanje prisustva ESBL kod bakterijskih izolata je danas neophodno u svim
klini€¢kim mikrobioloskim laboratorijima kako bi klinicari pravovremeno 1 uspjes$no lijecili
infekcije uzrokovane ovim bakterijama (175). Mjerodavnom kontrolom infekcije, je bitno
prevenirati Sirenje i nastanak ESBL-produciraju¢ih sojeva (122). U laboratorijama gdje
specijalni testovi za detekciju ESBL nisu dostupni, preporucuju se osnovni dvostruki
sinergisticki disk test na osnovu kojeg ljekar moze posumnjati na produkciju ESBL 1 ujedno
razmotriti izbjegavanje lijeenja sa lijekovima proSirenog spektra djelovanja, cefalosporina ili

aztreonama (122). Ako su do lije¢nika stigli pozitivni rezultati laboratorijskog skrininga na
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ESBL, a zatim se poslije dokazalo da su bili negativni, izvjestaj bi vodio ka nepotrebnom

koriStenju karbapenema (42).

Mnoge klinicke laboratorije nisu svjesne vaznosti detekcije ESBL (42). Oskudica resursa u
mikrobioloS§kim laboratorijama takoder moze biti jedan od uzroka Sirenja ovih mehanizama
otpornosti bakterija (205) $to ¢e dovesti do nemogucénosti prevencije Sirenja ovih patogena po

cijelom svijetu (42).
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2. HIPOTEZA

1. Pretpostavka istrazivanja je da ¢e zastupljenost ESBL producirajuc¢ih izolata biti veca u
bolnic¢koj sredini u odnosu na izvanbolnicku sredinu.

2. Ocekuje se da ¢e bolnic¢ki i izvanbolni¢ki izolati producirati plazmidne AmpC beta-
laktamaze i karbapenemaze.

3. Ocekuje se veca prevalencija zastupljenosti ESBL-producirajuc¢ih izolata kod populacije
muskaraca u odnosu na populaciju Zena.

4. Ocekuje se veca prevalencija ESBL-producirajucih izolata u populacije koja je prethodno
tretirana antibioticima, osobito cefalosporinima prosirenog spektra.

5. Ocekuje se takoder veca procentualna zastupljenost ESBL sojeva kod Klebsiella spp. i E.
coli u odnosu na ostale Enterobacteriaceae.

6. Ocekuje se klonska srodnost ESBL-producirajucih izolata u bolnicke i izvanbolnic¢koj

sredine.
3. CILJEVI RADA

1. Utvrditi zastupljenost izvanbolnickih i bolni¢kih ESBL-producirajucih izolata.

2. Odrediti distribuciju ESBL-produciraju¢ih izolata prema spolu i dobi, kako u bolni¢koj
tako 1 u izvanbolnickoj sredini.

3. Odrediti distribuciju ESBL-produciraju¢ih izolata po odjelima, te vrsti bolesni¢kog
materijala.

4. Ispitati osjetljivost/otpornost izolata na pojedine antibiotike.

5. Tipizirati ESBL, AmpC beta-laktamaze i karbapenemaze PCRom i sekvenciranjem bla
gena.

6. Utvrditi klonsku srodnost metodom PFGE.

7. Utvrditi prevalenciju i tipove plazmidnih-AmpC beta-laktamazama multiplex PCR-om.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Definicija (tip) istrazivanja, ispitanici

Istrazivanje je sprovedeno u dva dijela: retrospektivno i prospektivno.

Bakterijski izolati 1 podaci o uzorcima za retrospektivni dio istrazivanja su prikupljeni iz
protokola Mikrobioloskog laboratorija Sluzbe za mikrobiologiju, kao i iz historija bolesti
pacijenata sa razli¢itih odjela Kantonalne bolnice Zenica (Bosna i Hercegovina).

U drugom dijelu istrazivanja, tj. u prospektivnom dijelu, su sakupljani svi (neponavljajuéi)
gram-negativni bakterijski izolati pacijenata kod kojih je izoliran gram-negativni bakterijski
uzro¢nik iz razli¢itih infekcija i iz razlicitih bolnickih odjela, ukljucujuéi i vanbolnicke
pacijente, u Kantonalnoj bolnici Zenica (Bosna i Hercegovina). Podaci za sve pacijente su
uneseni u specijalno dizajniran upitnik.

Za konac¢nu analizu su koristeni klinicki izolati gram-negativnih bakterija koje su proizvodili
beta-laktamaze $irokog spektra (ESBL) dobijeni iz razli¢itog klinickog materijala (po jedan
izolat od jednog pacijenta). Molekularne analizirane su izvrSene u Laboratoriju za
molekularnu mikrobiologiju, Klinickog bolni¢kog centra Rebro, Zagreb (Hrvatska).

4.2. Vrijeme istraZivanja

IstraZivanje je obuhvatilo dva perioda: retrospektivni dio i prospektivni od 01. 12. 2009. godine
do 31. 04. 2010. godine.

4.3. Metode koristene za prikupljanje podataka o pacijentima

Svi podaci o0 pacijentima su uneseni u posebno pripremljen upitnik.

Upitnik je sadrzavao sljedece podatke: vrsta klini¢kog materijala, datum uzorkovanja, broj
protokola, dob, spol, broj dana hospitalizacije, zanimanje, mjesto stanovanja, boravak prije
prijema u bolnicu (kod kuce, u drugoj bolnici, u staratkom domu/domu za nezbrinutu djecu, na
drugom odjelu), prethodni boravak u bolnici (odjel kod prethodnog boravka), operativni zahvat

kod prethodnog boravka u bolnici, kontakt s osobama koje su boravile u bolnici, bolnicki odjel
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u trenutku istraZivanja, dijagnoze, operativni zahvat u vrijeme istrazivanja, izolirani uzro¢nik,
koristeni antibiotici u posljednjih dvanaest mjeseci (vrsta antibiotika), upotreba kortikosteroida,

rezultati antibiograma o osjetljivosti/otpornosti uzro¢nika na pojedine antibiotike.
4.3. MikrobioloSke metode

Klini¢ki materijal je inokuliran na krvni (5%) Columbia agar base i McConkey agar (Oxoid,
Basingstoke, UK), koji je inkubiran preko noc¢i u termostatu na 37 °C.

Gram-negativni izolati su identificirani standardnim mikrobioloSkim metodama, a
biohemijskim testovima je odredena njihova pripadnost odredenoj vrsti (206). lzolati su
pohranjeni u dubokom agaru (agar, pepton, mesni ekstrakt, NaCl, destilovana voda) do
daljnjeg testiranja.

4.3.1. Odredivanje osjetljivosti/otpornosti na antimikrobne lijekove

Antimikrobna osjetljivost/otpornost je testirana disk-difuzijskom metodom (Kirby-Bauer) na
Mueler-Hinton agaru (207) u skladu sa Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI
standardima) (42). Kao kontrolni sojevi koristene su K. pneumoniae ATCC 700603 (ESBL-
pozitivan soj) i E. coli ATCC 25922 (ESBL negativan soj). Sojevi su testirani na: amoksicilin
(20 pg) (AMX); amoksiclintklavulanska kiselina (20/10 pg) (AMC); cefaleksin (30 pg)
(CN); cefuroksim (30 pg) (CXM); cefotaksim (30 pg) (CTX); ceftriakson (30 pg) (CRO);
ceftazidim (30 pg) (CAZ); cefepim (30 pg) (FEP); imipenem (10 pg) (IMIP); gentamicin (10
pg) (GEN); amikacin (30 pg) (AM); tetraciklin (30 pg) (TET); ciprofloxacin (5 pg) (CIP);
sulfometoksazol-trimetoprim (1,25/23,75 pg) (SXT); nitrofurantoin (300 pg) (F/M);
norfoksacin (10 pg) (NOR); loracarbef (30 pg) (LVX); cefiksim (5 pg) (CFM).

4.3.2. Disk-difuzijski test

U rutinskom bakterioloSkom laboratoriju obi¢no se primjenjuje disk-difuzijska metoda.
Suspenzija testiranog soja se nanosi pomocu brisa na povrsinu Mueller-Hinton agara na koji
se zatim nanose diskovi s antibioticima pomocu dispenzera ili pincete. Suspenziju soja
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pripremamo tako da pokupimo bakterioloSkom uSicom 3 do 5 kolonija s povrSine krute
hranjive podloge, razmutimo ih u fizioloskoj otopini ( 5ml) 1 mu¢kamo uz pomo¢ vortexa da
se dobije homogena suspenzija. Gusto¢u suspenzije podeSavamo prema standardnoj Mc
Farland suspenziji 0.5. Antibiotik iz diska difundira po povrSini agara tako da se stvara
gradijent koncentracija i na odredenoj udaljenosti od ruba diska ovisno o osjetljivosti soja on
prestaje rasti. Promjer inhibicijske zone mjerimo ravnalom i izrazavamo ga u mm. Na osnovu
Sirine inhibicijske zone odreduje se da li je ispitivani soj osjetljiv, umjereno osjetljiv ili
rezistentan. Osjetljivost oznaavamo s tri kriza ili brojkom tri, umjerenu osjetljivost s dva
kriza ili brojkom 2 a rezistenciju s brojkom 0. Odabir antibiotika ovisi o vrsti bakterije koju
testiramo 1 tezini infekcije. Potrebno je obratiti paznju na standardiziranje veli¢ine inokuluma.
Ukoliko je suspenzija bila pregusta dobiti ¢emo laZzno manje inhibicijske zone a ako je
previSe rijetka onda ¢e zone bili lazno vece nego Sto bi trebale biti.Takoder je vazno da
diskovi budu dovoljno udaljeni jedan od drugoga i od ruba ploce da bi mogli pravilno

izmjeriti promjer inhibicijske zone. Debljina agara bi trebala iznositi 4 mm (42, 64).

4.3.3. Odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) je najniZa koncentracija antibiotika koja sprecava
umnozavanje testiranog soja a moze se odredivati bujonskom dilucijskom metodom ili agar

dilucijskim testom (42, 64).

Indikacije za izvodenje MIK-ova:

1. Testiranje bakterija koje rastu sporo ili za rast trebaju posebne dodatke te anaerobnih
bakterija;

2. Ako postoji potreba preciznog odredivanja osjetljivosti bakterije npr. kod teskih
infekcija kada se primjenjuju toksi¢ni antibiotici s malom terapijskom Sirinom npr.
Aminoglikozidi;
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3. Odredivanje osjetljivosti bakterija kod kojih disk-difuzijska metoda daje nepouzdane
rezultate kao $to je npr. penicilin rezistentni pneumokok iz hemokulture ili likvora.

4.3.3.1. Bujonska dilucijska metoda
4.3.3.1.1. Pripremanja razrijedenja antibiotika

Raspon koncentracija antibiotika ovisi o vrsti antibiotika, testiranom organizmu i mjestu
infekcije. Raspon mora obuhvacati koncentracije antibiotika za tri razrijedenja vise 1 tri
razrijedenja nize od zadanih NCCLS prijelomnih to¢aka kao bi Se organizam mogao
interpretirati kao osjetljiv, intermedijaran ili rezistentan. Dilucijska metoda se izvodi u
standardiziranoj podlozi tj. Mueller-Hinton bujonu.  Dilucija u bujonu obuhvaca
makrodiluciju pri ¢emu se koriste volumeni bujona veéi od 1 ml (obicno 2 ml) otpipetiranih u
epruvete, te mikrodiluciju koja koristi volumene manje od 0.1 ml a sadrzani su u bunari¢ima
mikrotitracijskim plo€ica. Stock solucije antibiotika se obi¢no prireduju u koncentraciji od
5120 pg/ml. Antibiotik se uvijek razrijeduje 1:9 (1 ml antibiotika i 9 ml Mueller-Hinton
bujona ili nekog drugog bujona). Na taj nacin se dobiva pocetna koncentracija od 512 pg/ml.
Od te koncentracije se poCinje sa serijskim razrijedenjima. Ako se testiraju rezistentne
bakterije kod kojih se o¢ekuju visoki MIK-ovi razrijedenje se moze prilagoditi tako da se
dobije vise pocetna koncentracije npr. 1024 ili 2048 ng/ml. Potrebno je pripremiti 12 sterilnih
epruveta. U prvu epruvetu se pipetira 1 ml bujona i ml antibiotika. U drugu epruvetu

pipetiramo 2 ml bujona i 1 ml antibiotika. U tre¢u epruvetu stavljamo 7 ml bujona i 1 ml

antibiotika.
1. epruveta: 1 ml MH + 1ml atb 256 pug/ml
2. epruveta: 3 ml MH + 1ml atb 128 pg/ml
3. epruveta: 7 ml MH + 1 ml atb 64 ng/ml

4. epruveta: 1 ml MH + 1 ml iz 3. epruvete 32 pg/ml

5. epruveta: 3ml MH + 1 mliz 3. epruvete 16 pg/ml
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6. epruveta: 7 ml MH + 1 ml iz 3. epruvete 8 ug/ml
7. epruveta: 1 ml MH + 1 ml iz 6. epruvete 4 ug/ml
8. epruveta: 3ml MH + 1 ml iz 6. epruvete 2 ug/ml
9. epruveta: 7 ml MH + 1 ml iz 6. epruvete 1 ug/ml
10. epruveta: 1 ml MH + 1 ml iz 9. epruvete 0.5 pg/ml

11. epruveta: 3ml MH + 1 ml iz 9. epruvete  0.25 pg/ml

Razrijedenja antibiotika se ukapavaju pomocu mikropipete u okomite stupce u mikrotitar
plo¢icama u koli¢ini od 50 pl u svaku jazicu. U prvi stupac se stavlja samo bujon bez

antibiotika radi kontrole rasta soja (42, 64).
4.3.3.1.2. Pripremanje inokuluma

Kod Enterobakterija i nonfermentora se preporucuje pripremanje inokuluma iz bujonske
kulture. Testirani soj se zasijava u 3 ml Mueller-Hinton bujona i inkubira preko no¢i na 35 do
37°C. Prekonoéna kultura obi¢no sadrzava 10° do 10'° CFU/mI. Ona se zatim razrijeduje tako
da se prenaSa 100 pl kulture u 9.9 ml fizioloske otopine pa se dobije razrijedenje od 108
CFU/ml koja bi trebalo odgovarati Mc Farland suspenziji 0.5. Od tog razrijedenja se uzima
100 pl i prenasa u 9.9 ml Mueller-Hinton bujona tako da se dobije veli¢ina inokuluma od 10°
CFU/ml. 50 pl takovog razrijedenja se zatim nanosi pomocu stepera u jazice u mikrotitar
plo¢icama u kojima se ve¢ nalazi 50 pl razrijedenja antibiotika tako da se dobije konacna
veli¢ina inokuluma od 5 x 10°> CFU /ml. Buduéi da u svakoj jaZici na 50 pl antibiotika dolazi
50 ul soja ukapane koncentracije antibiotika se razrijeduju joS na pla. Time se dobivaju
kona¢ne koncentracije antibiotika 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 i1 0.12 pg/ml.
Mikrotitar plocice se zatim inkubiraju 18 do 24 h na 35 do 37°C u termostatu. Mikrodilucijske
plocice treba inokulirati unutar 30 min od pripreme inokuluma. Uzorak soja razrijedenog za

kapanje treba dodatno razrijediti 1:100 1 1:1000 1 100 pl od svakog razrijedenja zasijati na
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krutu podlogu radi provjere veli¢ine inokuluma. Jazica s inokulumom ali bez antibiotika se
supkultivira radi provjere rasta i Cisto¢e kulture. Nakon inokulacije svaka ploCica se zatvara
sterilnim poklopcem ili samoljepljivom tapetom da bi se sprijecio susenje tokom inkubacije.
Plocice se inkubiraju na 35°C 18 do 20 sati. Termostat mora biti odgovarajuce vlaznosti kako
bi se izbjeglo susSenje plocice i kondenzacija koja moze dovesti do kontaminacije. Za
detekciju vankomicin rezistentnih enterokoka i meticilin rezistentnih stafilokoka preporucuje

se inkubacija punih 24 sata.

Kod streptokoka i Haemophilusa razrijedenje soja se priprema direktno suspendiranjem

kolonija s krute hranjive podloge u odgovarajuci bujon koji se dalje ne razrijeduje.

4.3.3.1.3. Interpretacija rezultata

Ukoliko je doSlo do zamucenja bujona u jaZicama to znaci da koncentracija antibiotika nije
bila dovoljno visoka da sprije¢i umnoZzavanje bakterija. Ako je bujon ostao bistar to znaci da
je koncentracija antibiotika dovoljno visoka da sprije¢i umnozavanje bakterija u jazicama. Da
bi odredili MIK testiranog soja moramo pronaci prvu jazicu u nizu u kojoj je bujon ostao
bistar. Koncentracija antibiotika u toj jazici odgovara MIK-u testiranog soja. Kod gram-
pozitivnih bakterija problem u ocitavanju MIK-a moZe nastati zbog neostre razlike u
zamucenju izmedu jaZica u kojima soj raste i onih u kojima nema porasta (hazy endpoints).
Postoje razliCite opticke naprave koje olakSavaju ocitavanje zamucenja. Najjednostavniji

nacin je ¢itanje konkavnim zrcalom koje povecava sliku (42, 64).

4.3.4. Testovi za dokaz produkcije beta-laktamaza proSirenog spektra (ESBL)

Detekcija ESBL se uglavnom vrsi za izolate K. pnemoniae i E .coli iako se one ponekad mogu
pojaviti i kod ostalih enterobakterija i ¢ak kod nonfermentora. Svi fenotipski testovi za

detekciju ESBL se baziraju na sinergizmu cefalosporina proSirenog spektra i aztreonama s
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klavulanskom kiselinom i zbog toga ne otkrivaju AmpC B-laktamaze prosSirenog spektra koje

naj¢escée nisu inhibirane klavulanatom (64).

Test koji se najéesc¢e provodi u rutinskim laboratorijima je dvostruki-disk sinergisticki test.

4.3.4.1. Dvostruki disk-sinergisticki test

Testirani soj suspendiramo u fizioloSkoj otopini na jednaki nadin kao za antibiogram i
sterilnim brisom ga nanesemo na povrSinu Mueller-Hinton agara. U sredinu se stavlja disk
koji sadrzava amoksicilin kombiniran s klavulanskom kiselinom a na udaljenost od 2 do 3 cm
se stavljaju diskovi ceftazidima, cefotaksima, ceftriaskona i aztreonama. Optimalna udaljenost
izmedu cefalosporinskog i centralnog diska ovisi o soju, stupnju njegove rezistencije 1 koli¢ini
B-laktamaze koji proizvodi. Ploce se zatim inkubiraju 18 do 24 h na 37° i zatim se ocCitava
rezultat. Ako dode do Sirenja inhibicijske zone oko cefalosporina ili aztreonama u smjeru
prema centralnom disku to se smatra pozitivnim rezultatom testa. Prednost testa je njegova
jednostavnost a nedostatak je subjektivnost u Citanju rezultata. Neki autori preporucuju
upotrebu cefpodoksimskog diska umjesto gore navedenih jer on uspjesno detektira ESBL iz

sve tri porodice: TEM, SHV i CTX- M (64).

4.3.4.2. Disk na disk test

Soj se nanosi na Mueller-Hinton agar na jednaki na¢in kao za dvostruki disk-sinergisticki test
i na povrsinu agara se nanose diskovi ceftazidima, cefotaksima, ceftriaksona i aztreonama. Na
navedene diskove se stavlja disk ko-amoksiklava kao izvor klavulanske kiseline. Povecanje
promjera zone inhibicije za najmanje 5 mm u odnosu na kontrolnu plo¢u koja sadrzava samo

cefalosporinske diskove bez ko-amoksiklava je dokaz produkcije ESBL (64).
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4.3.4.3. Inhibitorom potencirani disk-difuzijski test

Za taj test je potrebno pripremiti Mueller-Hinton agar s inkorporiranom klavulanskom
kiselinom. Klavulansku kiselinu dodajemo u koncentraciji od 4 mg/L u podlogu koja mora
biti prethodno ohladena na 55 °C. Kontrolna ploc¢a ne sadrzava klavulanat. Testirani soj se
zasijava na plocu s klavulanskom kiselinom i na plocu bez inkorporirane klavulanske kiseline.
Na ploce se postavljaju diskovi cefalosporina (ceftazidim, cefotaksim, ceftriakson) i
aztreonama 1 mjere se zone inhibicije na plo¢i s klavulanatom i na plo¢i bez klavulanata.
Dokaz produkcije ESBL je povecanje zone inhibicije rasta oko cefalosporinskog diska za

najmanje 10 mm na plo¢i s klavulanskom kiselinom u odnosu na kontrolnu plocu (64).

4.3.4.4. E-test-ESBL

Testirani soj se suspendira u fizioloSkoj otopini kao §to je opisano za izradu antibiograma i
nanosi se sterilnim brisom na MH agar. Na ploc¢u se zatim postavlja E test traka koja s jedne
strane ima gradijent koncentracija za ceftazidim a s druge strane ceftazidim u kombinaciji s

klavulanskom kiselinom. Interpretacija rezultata se vrsi prema uputama proizvodaca (64).

4.3.5. Detekcija blagsg,. gena lanéanom reakcijom polimerazom (PCR)

Detekcija SHV, TEM, CTX-M, PER i AmpC beta-latkazamaza uc¢injena je metodom lancane
reakcije polimerazom. Prikaz pocetnica, protokola i o¢ekivane veli¢ine PCR produkta za PCR

reakcije prikazan je u Tabeli 3.
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Tabela 3. Primeri koriSteni za detekciju specifi¢nih gena

Ocekivana
bla gen Pocetnica Redoslijed sekvenci Prort:akf;iF;CR veli¢ina
) produkta
TEM™ OT-3 5’-ATG-AGT-ATT-CAA-CAT-TTC-CG-3’ 58°C 850 bp
OT-4 5’-CCA-ATG-CTT-AAT-CAG-TGA-GG-3’
94°C
94°C
% SCSATG TGC AGY ACCAGT AA 60°C 543 bp
CTX-M CCG CRATATCRTTGG TGG TG 72°C
72°C
Ocekivana
bla gen Pocetnica Redoslijed sekvenci Protokol__PCR veli¢ina
reakcije
produkta
94°C
94°C
CTX-M-1* CTX-M-1grF CCCATG GTTAAAAAATCACTG 55°C 891 b
CTX-M-1grF CCGTTT CCG CTATTACAAAC 72°C P
72°C
94°C
94°C
* SHV-F GCC GGG TTATTCTTATTT GTC GC 68°C 1007 bp
SHV SHV-R ATG CCG CCG CCAGTCA 7290
72°C
95°C
T 94°C
AmpC MOX-M-F GCT GCT CAAGGAGCA CAG GAT 64°C 520 bp
MOX-M-R CACATT GACATAGGT GTG GTG C 7990
72°C
95°C
94°C
CIT-M-F TGG CCAGAACTG ACAGGC AAA 64°C 462 bp
CIT-M-R TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC 729
72°C
95°C
94°C
DHA-M-F AACTTT CACAGG TGTGCT GGG T 64°C 405 bp
DHA-M-R CCGTACGCATACTGGCTTTGC 729
72°C
95°C
94°C
FOX-M-F AAC ATG GGG TAT CAG GGAGAT G 64°C 190 bp
FOX-M-R CAAAGC GCG TAACCG GAT TGG 7290
72°C

56




bla gen Pocetnica

Redoslijed sekvenci

Protokol PCR O¢ekivana

reakcije veli¢ina
produkta
PER™ PER-EXT-1-F 5’-GGG-ACA-R-TC-SKA-TGA-ATG-TCA-3’ 52°C 966 bp
PER-EXT-1-R 5’-GGG-YSG-CTT-AGA-TAG-TGC-TGA-T-3°
vimE VIM-1-F 5’-CAG-ATT-GCC-GAT-GGT-GGT-TGG-3’(Y=C/T) 55°C 523 bp
VIM-1-R 5’-AGG-TGG-GCC-ATT-CAG-CCA-GA-3> (M=A/C)
iMpS IMP-A 5’-GAA-GGY-GTT-TAT-GTT-CAT-AC-3’ 55°C 350 bp
IMP-B 5’-GTA-MGT-TTC-AAG-AGT-GAT-GC-3’
NDM NDM-F 5’-AAT-GGA-ATT-GCC-CAA-TAT-TAT-GC-3’ 58°C 264 bp
NDM-R 5’-CGA-AAG-TCA-GGC-TGT-GTT-GC-3
94°C
OX A'ﬂ OXA-23F 5’-GATGTGTCATAGTATTCGTCG-3’ 94°C
OXA-23R 5’-TCACAACAACTAAAAGCACTG-3’ 52°C 1,058 bp
72°C
72°C
94°C
OXA-24F 5’-GTACTAATCAAAGTTGTGAA-3’ 94°C
OXA-24R 5’-TTCCCCTAACATGAATTTGT-3’ 50°C 1,023 bp
72°C
72°C
OXA-51F 5>-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3’ 94°C
OXA-51R 5’-TGGATTGCACTTCATCTTGG-3’ 94°C
55°C 353 bp
72°C
72°C
OXA-58F 5’-CGATCAGAATGTTCAAGCGC-3’ 94°C
OXA-58R 5’-ACGATTCTCCCCTCTGCGC-3’ 94°C
50°C 972 bp
72°C
72°C
ISAbal F 5’-CACGAATGCAGAAGTTG-3’ 94°C
ISAbal R 5’-CGACGAATACTATGACAC-3’ 94°C
54°C 900 bp
72°C
72°C

*

Izvor: Chia JH, Chu C, Su LH, Chiu CH, Kuo AJ, Sun CF. Development of a Multiplex PCR and SHV

Melting-Curve Mutation Detection System for Detection of SHV and CTX-M B-Lactamases of Escherchia coli,

Klebsiella pneumoniae, and Enterobacter cloacae in Taiwan. J Clin Microbiol 2005;43(9):4486-91 (208).

"lzvor: Saladin M, Cao VT, Lambert T, Donay JL, Herrmann JL, Ould-Hocine Z, Verdet C, Delisle F, Philippon
A and Arlet G. Diversity of CTX-M beta-lactamases and their promoter regions from Enterobacteriaceae

isolated in three Parisian hospitals. FEMS Microbiol. Lett. 2002;209:161-68 (209).

57




*Izvor: Lauretti L, Riccio ML, Mazzariol A, Cornaglia G, Amicosante G, Fontana R, Rossolini GM. Cloning and
characterization of blaVIM a new integron borne metallo-f-lactamase from a Pseudomonas aeruginosa clinical
isolate. Antimicrob Agents Chemother 1999;43(7):1584-90 (210).

Y1zvor: Poirel L, Nordmann P. Acquired carbapenem-hydrolyzing p-lactamases and their genetic support. Curr
Pharm Biotechnol 2002;3(2):117-27 (211).

Y1zvor: Woodford N, Ellington M, Coelho J, Turton J, Ward M, Brown S, Amyes S, Livermore D. Multiplex
PCR for genes encoding prevalent OXA carbapenemases in Acinetobacter spp. Int J Antimicrob Ag
2006;27(4):351-3 (212).

Reakcije su izvedene na aparatu GenAmp PCR system 9600. Pro¢is¢avanje PCR produkta
u¢injeno je primjenom komercijalnog kita QUIAquick PCR purification Kiz (Quiagen).
Procis¢eni PCR produkt moze se skladistiti na -20 °C. Pro¢is¢eni PCR produkt amplificira se
uz primjenu ABI Prism BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, koji sadrzi dNTP,
pufer, polimerazu i oznacene ddNTP (Applied Biosystems). Dalje se sekvencijski produkt
procisc¢ava upotrebljavaju¢i DyeEx.O Spin Kit (Qiagen). Dalje slijedi sekvencijska kapilarna
elektroforeza koja se izvodi na ABI 3100 Avant Genetic Analyzer aparatu (Applied
Biosystems), MACROGEN, Koreja. Nakon kapilarne sekvencijske reakcije rezultat
predstavlja kromatograf, odnosno kromatografska krivulja na kojoj su vidljivi pikovi u Cetiri
razlic¢ite boje koji predstavljaju po jedan nukleotid. Rezultat u obliku sekvencijskog slijeda
moguce je eksportirati u Fasta tekstualnom formatu. Dobivene sekvence unose se u on-line

interaktivnu bazu (http:www.ncbi.nlm.nih.govblast).

4.3.6. Elektroforeza u pulziraju¢em polju (PFGE)

U svrhu utvrdivanja epidemioloske povezanosti izmedu pojedinih izolata, napravljena je
analiza PFGE (engl., pulsed-field gel electrophoresis) na reprezentativnim uzorcima koji su

producirali ESBL.

4.3.6.1. l1zolacija i uzgoj bakterijskog soja za PFGE

Nakon postupka uzgoja 1 identifikacije sojevi su nasadeni na kruti hranjivi medij krvi. Porasli
prekono¢ni soj preneSen je iz pojedinacne kolonije u 5 ml tekuceg hranjivog medija ekstrakta
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mozga i srca (BH) prema modificiranoj metodi Kaufman ME (213). Sojevi su inkubirani
preko noéi uz mijeSanje na optimalnoj temperaturi (37° C) do kasne logaritamske faze,
odnosno do koncentracije stanica 4 MecFarlanda. Po 1,0 ml prekono¢ne stani¢ne kulture je
centrifugirano a stanice su talozene (2 minute pri 10.000xg) i isprane u 1 ml pufera SE

(75mM NaCl; 25mM EDTA Nay).

4.3.6.2. Uklapanje bakterija u agarozu

Stanice su taloZene te resuspendirane u 500 pl pufera SE. U SE-stani¢nu suspenziju dodano je
10 pl lizozima. Odmah je dodano 500 pl 2,0 % agaroze LGP otopljene u SE puferu
(temperirane na 55° C) i kratko promjesano. Po 100 ul takve stani¢no-agarozne suspenzije
brzo je otpipetirano u kalupe za formiranje blokova agaroze te ostavljeno 10 minuta na sobnoj
temperaturi da se agaroza skrutne i da zapocne djelovanje lizozima. Blokovi agaroze su
preneSeni u 2 ml pufera ESP (1% N-lauril sarcosine; 0,5 M EDTA Na2, pH 9,5; 500 ug/ml
proteinaza K) te inkubirani na 56° C preko no¢i. Nakon toga, blokovi agaroze su inkubirani u
2 ml PMSF-a, 2 sata, na sobnoj temperaturi. Blokovi agaroze su isprani 3 puta u 5 ml pufera

TE (po 30 minuta na +4° C) (213).

4.3.6.3. Cijepanje kromosomske DNA pomocu restrikcijske endonukleaze Xbal

Blokovi agaroze su ekvilibrirani u 1 X restrikcijskom puferu (30 minuta). Smjesa za cijepanje

(200 pl) sadrzi:

- blok agaroze s pro¢is¢enom kromosomskom DNA;

-2 ul enzima Xbal (10 jedinica enzima / 1 pl);

-20 ul odgovarajuéeg pufera (10x) za restrikcijski enzim i

-178 ul vode.
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Blokovi agaroze su inkubirani na temperaturi 37 C, 3 sata.

4.3.6.4. Odjeljivanje pocijepanih dijelova kromosomske DNA pomoé¢u EPP

Pripremljen je 1%-tni gel agaroze (EPP agaroza) u puferu 0,5XTBE. (44,5mM Tris base; 44,5
mM borna kiselina i 1 mM EDTA Na2, pH 8,0 do 8,5). KoriSten je molekularni standard
(lambda konkatamer). U pufer 0,5XTBE (prethodno ohladen na 10° C) dodana je tiourea (50
mM). Koristeni PFGE uvjeti za KI. pneumoniae su: 5-50 sekundi; 6,0 V/cm; 120°% 19 sati

(213).

4.3.6.5. Dokumentiranje i interpretiranje rezultata

Po zavrSetku elektroforeze gel je standardno obojen otopinom etidijevog bromida (1 pg/ml,
30 minuta) te odbojen u destiliranoj vodi. Gel s obojenim DNA vrpcama je fotografiran uz
osvjetljenje na UV transiluminatoru (254 nm). Koriste¢i racunalni program GelComparll
pomocu dendograma je prikazan postotak slicnosti izmedu pojedinih bakterijskih sojeva (uz
Dice-ov korelacijski koeficijent). EPP genotipovi (podtipovi) su odredeni prema sli¢nosti
odijeljenih profila DNA izmedu istih bakterijskih vrsta. Svi izolati kod kojih je genetska

slicnost 80% i veca smatraju se genetski povezanim izolatima (213).

4.4, Statisticke metode

U ovoj studiji pracenja su bile koriStene metode deskriptivne (grupisanje, tabeliranje, graficko
prikazivanje, izraCunavanje mjera centralne tendencije, mjera varijabiliteta i relativnih
brojeva) 1 analiticke statistike (metode za testiranje prirode raspodjele), nekih od
odgovarajucih testova neparametarske statistike za testiranje znacajnosti razlike i povezanosti
pracenih varijabli (y2- test, precizno prema prirodi prikupljenih podataka i njihovoj
raspodjeli). Statisticki znacajna je ona vrijednost testova ukoliko je p<0,05. Podaci su

uporedivani u odnosu na grupe bolnic¢ki/vanbolni¢ki i ESBL/Non-ESBL. Unutar navedenih
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grupa uporedivani su podaci vezani za odjel kod bolnic¢kih pacijenata, odnosno opc¢inu
stanovanja kod vanbolnic¢kih pacijenata, dob, spol, porijeklo uzorka bolnicki/vanbolni¢ki, te
izolirani uzro¢nik; uporedivana je prevalencija antimikrobne otpornosti u odnosu na vrstu
infekcije, ESBL/Non-ESBL, te zastupljenost beta-laktamaza Sirokog i proSirenog spektra

dijelovanja, plazmidnih AmpC beta-laktamaza, metalobeta-laktamaza i oksacilinaza.
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5. REZULTATI

5.1. PRVI DIO ISTRAZIVANJA

U periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine ukupno je analizirano 9092 razli¢ita uzorka
dobijena od bolnickih pacijenata, od Cega je najviSe uzoraka bilo sa internistiCkog, 2954
(32,5%), infektoloskog, 2492 (27,4%) i djeCijeg odjela 1826 (20%). Broj analiziranih uzoraka
sa drugih bolnic¢kih odjela se kretao od 198 do 575 (2,1%, odnosno 6,3%) (p<0,001) (Tabela

4),

Od ukupno analiziranih 9092 razli¢ita uzorka bolnic¢kih pacijenata, pozitivnih je bilo 1722
(18,9%). Prevalenca zastupljenosti pozitivnih uzoraka u odnosu na broj analiziranih uzoraka
na pojedinim bolnickim odjelima (specifi¢na stopa pozitivnosti prema bolnickim odjelima) se
kretao od najmanje 9,0% (18 od 198) na odjelu ginekologije, do najvise 54,3% (313 od 575)

na odjelu Kirurgije.

Gram-negativne bakterije su izolirane iz 1254 (72,7%) od ukupno 1722 pozitivna bolnicka

uzorka. Gram-negativne bakterije su prevladavale kao uzro¢nici infekcija na svim bolni¢kim
odjelima u odnosu na ostale uzroénike, od 62,5% do 92,9% (196 od 313, odnosno 69 od 74)

na odjelima Kkirurgije i fizijatrije.

Od ukupno 1254 gram-negativne bakterije izolirane iz klinickog materijala sa razli¢itih

bolnic¢kih odjela, ESBL-producirajuce bakterije su identificirane u 126 (10,0%) uzoraka.

Najveci broj ESBL-produciraju¢ih bakterija od ukupno 1254 izolirane gram-negativne

bakterije izoliran je na odjelu kirurgije, 54 (27,6%).

Najveca specificna prevalencija ESBL-producirajuc¢ih bakterija zabiljeZena je na odjelu

Kirurgije, 27,6% (54 ESBL od 196 gram-negativnih izolata), a na ostalim odjelima se
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prevalencija kretala od najmanje 2,4% (4 ESBL od 169 gram-negativnih izolata) na odjelu
infektologije do 20,0% (5 ESBL od 25 gram-negativnih izolata) na odjelu onkologije

(p<0,001; RR=0,7818) (Tabela 4).

Relativni rizik oboljevanja je povecan 0,7818 puta kod bolnic¢kih pacijenata u odnosu na

vanbolni¢ke pacijente (Tabela 5).
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Tabela 4. Distribucija analiziranih i pozitivnih uzoraka klinickog materijala kod bolni¢kih pacijenata

Broj (%) pacijenata

Ukupan broj analiziranih

Ukupan broj pozitivnih

Gram negativne bakterije

Odjeljenje uzoraka uzoraka

Ukupno ESBL Non-ESBL
Hirurgija i djecija hirurgija 575 (6,3) 313 (54,3) 196 (62,5) 54 (27,6) 142 (72,4)
Interno 2954 (32,5) 404 (13,6) 317 (78,4) 18 (5,7) 299 (94,3)
Pedijatrija, dje¢ije TBC 1826 (20,0) 478 (26,2) 338 (70,6) 27 (8,0) 311 (92,0)
Infektivno 2492 (27,4) 247 (9,9) 169 (68,3) 4(2,4) 165 (97,6)
Fizijatrija 340 (3,7) 74 (21,8) 69 (92,9) 4 (5,8) 65 (94,2)
Neurologija 502 (5,5) 151 (30,1) 127 (84,1) 14 (11,0) 113 (89,0)
Onkologija 205 (2,2) 37 (17,9) 25 (67,3) 5 (20,0) 20 (80,0)
Ginekologija 198 (2,1) 18 (9,0) 13 (70,8) 1(7,7) 12 (92,3)
Ukupno 9092 (100,0) 1722 (18,9) 1254 (72,7) 126 (10,0) 1127 (89,9)

(RR=0,7818; p<0,001)
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U periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine u Sluzbi za mikrobiologiju Kantonalne
bolnice Zenica ukupno je analizirano 16037 razli¢itih uzoraka dobijenih od vanbolni¢kih
pacijenata, od Cega je najviSe uzoraka bilo iz opéine Zenica, 8460 (52,7 %) (p<0,001) (Tabela

5).

Od ukupno analiziranih 16037 razli¢itih uzoraka vanbolnic¢kih pacijenata, pozitivnih je bilo

3532 (22,0%).

Prevalenca zastupljenosti pozitivnih uzoraka u odnosu na broj analiziranih uzoraka iz
pojedinih opé¢ina Zenic¢ko-dobojskog kantona se kretao od najmanje 9,2% (136 od 1476) iz

Zepéa, do najvise 56,9% (375 od 659) iz Visokog.

Gram-negativne bakterije su izolirane iz 2857 (80,9%) od ukupno 3532 pozitivna uzorka

vanbolnic¢kih pacijenata.

Gram-negativne bakterije su prevladavale kao uzrocnici infekcija (>50%) na svim op¢inama

osim u Maglaju, 45,1% (23 od 51) u odnosu na ostale uzroénike.

Od ukupno 2857 gram-negativnih bakterija izoliranih iz razli¢itih uzoraka vanbolnickih

pacijenata, ESBL-producirajuce bakterije su identificirane iz 184 (6,4%) uzorka.

Najveci broj ESBL-produciraju¢ih bakterija u odnosu na ukupno 184 je izolirano u

vanbolnickih pacijenata iz op¢ine Zenica, 101 (54,9%).

Najveca specificna prevalencija ESBL-produciraju¢ih bakterija po opc¢inama Zenicko-
Dobojskog kantona je zabiljeZzena u opéini Zepée, 7,9% (8 ESBL od 101 gram-negativnih
izolata) (RR=0,7537; p<0,001 ), a u ostalim opc¢inama se prevalencija kretala od najmanje
4,0% (17 ESBL od 429 gram-negativnih izolata) u op¢ini Kakanj do 7,3% (101 ESBL od

1375 gram-negativnih izolata) u opcini Zenica (Tabela 5). Relativni rizik oboljevanja je

65




povecéan za 0,7537 puta kod vanbolnic¢kih pacijenata u odnosu na bolni¢ke pacijente (Tabela

4).
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Tabela 4. Distribucija analiziranih i pozitivnih uzoraka klinickog materijala kod vanbolni¢kih pacijenata

Broj (%) pacijenata

Ukupan broj

Ukupan broj

Gram-negativne bakterije

Opéina analiziranih uzoraka pozitivnih uzoraka

Ukupno ESBL Non-ESBL
Zenica 8460 (52,7) 1683 (19,9) 1375 (81,7) 101 (7,3) 1274 (92,7)
Zavidovici 2592 (16,2) 495 (19,1) 391 (79,0) 28 (7,2) 363 (92,8)
Zepée 1476 (9,2) 136 (9,2) 101 (74,3) 8(7.9) 93 (92,1)
Kakanj 1515 (9,4) 517 (34,1) 429 (83,0) 17 (4,0) 412 (96,0)
Visoko 659 (4,2) 375 (56,9) 322 (85,9) 16 (5,0) 306 (95,0)
Vares 451 (2,8) 142 (31,5) 112 (78,9) 8(7,1) 104 (92,9)
Breza 607 (3,8) 133 (21,9) 104 (78,2) 5 (4,8) 99 (95,2)
Maglaj 277 (1,7) 51 (18,4) 23 (45,1) 1(4,3) 22 (95,7)
UKupno 16037 (100,0) 3532 (22,0) 2857 (80,9) 184 (6,4) 2673 (93,6)

(RR=0,7537; p<0,001)
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U periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine ukupno je analizirano 9092 razlicita uzorka
bolni¢kih pacijenata, od ¢ega je najviSe analizirano uzoraka mokrace, 3284 (36,1%), briseva
respiratornog trakta, 2908 (32,0%), koprokulture, 1070 (11,8), hemokulture, 709 (7,8),
infekcije koze i mekih tkiva - ukljucujuci i bris pupka novorodencadi, 283 (3,1%), kirurskih
rana 206 (2,3%) i briseva stome, tubusa i kanile, 145 (1,6%). Broj ostalih uzoraka se kretao od

40 do 145 (0,4%, odnosno 1,6%) (p<0,001) (Tabela 6).

Od ukupno analiziranih 9092 razli¢ita uzorka bolnic¢kih pacijenata, ukupno je bilo pozitivnih
1568 (17,2%) uzoraka. Prevalenca zastupljenosti pozitivnih izolata u odnosu na vrstu
klini¢kog materijala se kretao od najmanje 6,7% (194 od 2908) u uzorcima respiratornog

trakta, do najvise 65,5% (135 od 206) kirurskih rana.

Gram-negativne bakterije su izolirane iz 1254 (80,0%) od ukupno 1568 pozitivnih bolni¢kih
uzoraka. Gram-negativne bakterije su prevladavale kao uzro¢nici infekcija u svim vrstama
klini¢kog materijala, od 20,0% do 91,6% (6 od 30, odnosno 824 od 900) kod opekotina

odnosno uzoraka mokrace.

Od ukupno 1254 gram-negativnih bakterija izoliranih iz razli¢itih vrsta klinickog materijala,

ESBL-producirajuée bakterije su identificirane iz 126 (10,0%) uzoraka.

Najve¢i broj ESBL-produciraju¢ih bakterija, od ukupno 126 gram-negativne ESBL

producirajuée bakterije, je izoliran iz uzoraka mokrace, 37 (29,4%).

Najveca specificna prevalencija ESBL-produciraju¢ih bakterija prema vrsti klinickog
materijala zabiljezena je u uzorcima opekotina, 83,3% (5 ESBL od 6 gram-negativnih
izolata), a u ostalim uzorcima se prevalenca kretala od 0% (0 ESBL od 5 gram-negativnih
izolata) u brisevima oka do 50,0% (4 ESBL od 8 gram-negativnih izolata) u uzorcima aspirata
I punktata (RR=0,7710; p<0,001) (Tabela 6). Relativni rizik oboljevanja je bio povecan

0,7710 puta kod bolnickih pacijenata u odnosu na vanbolnicke pacijente (Tabela 7).
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Tabela 6. Distribucija analiziranih i pozitivnih uzoraka razli¢itog klinickog materijala kod bolni¢kih pacijenata

Broj (%) pacijenata
- Ukupan broj Ukupan broj Ukupan broj
X;St?ril.d;gc‘mg pregledanih pozitivnih Gram-negativnih ESBL Non-ESBL
J uzoraka uzoraka izolata
Kirurska rana 206 (2,3) 135 (65,5) 74 (54,8) 35 (47,3) 40 (54,1)
Aspirat,punktat 91 (1,0 21 (23,1) 8(38,1) 4 (50,0) 4 (50,0)
Bris katetera 140 (1,5) 43 (30,7) 24 (55,8) 2 (8,3) 22 (91,7)
Bris tubusa, kanile,
stome 145 (1,6) 44 (30,3) 37 (84,1) 14 (37,8) 22 (59,5)
Koza, bris pupka 283 (3,1) 149 (52,7) 64 (43,0) 15 (23,4) 49 (76,6)
Opekotina 59 (0,6) 30 (50,8) 6 (20,0) 5 (83,3) 1(16,7)
Respiratorni trakt (bris
grla i nosa) 2908 (32,0) 194 (6,7) 152 (78,4) 13 (8,6) 139 (91,5)
Uho 40 (0,4) 15 (37,5) 7 (46,7) 1(14,3) 7 (90,0)
Bris genitalnog trakta 51 (0,6) 22 (43,1) 14 (63,6) 0(0,0) 14 (100,0)
Mokraca 3284 (36,1) 900 (27,4) 824 (91,6) 37 (4,5) 787 (95,5)
Bris oka 106 (1,2) 15 (14,2) 5 (30,3) 0 (0,0) 4 (80,0)
Hemokultura 709 (7,8) NP 30 0 30 (100,0)
Koprokultura 1070 (11,8) NP 9 0 9 (100,0)
Ukupno 9092 (100,0) 1568 (17,2) 1254 (80,0) 126 (10,0) 1128 (90,0)

NP, podatci nisu dostupni (RR=0,7710; p<0,001)
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U periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine ukupno je analizirano 16037 razli¢itih
uzoraka vanbolni¢kih pacijenata, od Cega je najviSe analizirano uzoraka mokrace, 9641
(60,1%), briseva respiratornog trakta, 4137 (25,8%), koprokultura, 1319 (8,2), briseva
genitalnog trakta, 507 (3,2%) i briseva oka, 169 (1,0%). Broj ostalih vrsta analiziranih

uzoraka se kretao od 2 do 105 (0,01%, odnosno 0,6%) (p<0,001) (Tabela 7).

Od ukupno analiziranih 16037 razli¢itih uzoraka bolnickih pacijenata, ukupno je bilo
pozitivnih 3470 (21,6%) uzoraka. Prevalenca zastupljenosti pozitivnih izolata u odnosu na
vrstu klinickog materijala se kretao od najmanje 4,5% (187 od 4137) uzoraka respiratornog

trakta, do najvise 81,9% (86 od 105) uzoraka kirurskih rana.

Gram-negativne bakterije su izolirane iz 2857 (82,3%) od ukupno 3470 pozitivnih bolni¢kih
uzoraka. Gram-negativne bakterije su prevladavale kao uzroé¢nici infekcija u svim vrstama
klinickog materijala, od 11,9% do 88,7% (7 od 59, odnosno 2580 od 2910) u brisevima oka

odnosno uzorcima mokrace.

Od ukupno 2857 gram-negativnih bakterija izoliranih iz razli¢itih vrsta klinickog materijala,

ESBL-producirajuée bakterije su identificirane iz 184 (6,4%) uzorka.

Najve¢i broj ESBL-produciraju¢ih bakterija u odnosu na ukupan broj 184, izoliran je iz

uzoraka mokrace, 143 (77,7%).

Najveca specificna prevalencija ESBL-produciraju¢ih bakterija prema vrsti klinickog
materijala zabiljezena je u uzorcima kirurskih rana, 50,0% (26 ESBL od 52 gram-negativna
izolata), a u ostalim uzorcima se prevalencija kretala od najmanje 1,3% (1 ESBL od 75 gram-
negativnih izolata) iz briseva genitalnog trakta do 27,3% (6 ESBL od 22 gram-negativnih
izolata) u infekcijama koze i mekih tkiva (RR=0,7432; p<0,001) (Tabela 7). Relativni rizik
oboljevanja je povecan 0,7432 puta kod vanbolnickih pacijenata u odnosu na bolnicke

pacijente(Tabela6).
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Tabela 7. Distribucija analiziranih i pozitivnih uzoraka klini¢ckog materijala kod vanbolnickih pacijenata

Broj (%) pacijenata
Vrsta klini¢kog Léfﬁéiiga%ﬁﬂ’ Uggf??ﬂfi?’ Ukupan broj Gram- ESBL Non-ESBL
materijala uzoraka uzoraka negativnih izolata
Hirurska rana 105 (0,6) 86 (81,9) 52 (60,5) 26 (50,0) 26 (50,0)
Aspirat, punktat 0 0 0 0 0
Bris katetera 0 0 0 0 0
Bris tubusa,
kanile,stome 4 (0,02) 4 (100,0) 2 (50,0) 1 (50,0) 1 (50,0)
Koza, bris pupka 91 (0,6) 64 (70,3) 22 (34,4) 6 (27,3) 16 (72,7)
Opekotina 2 (0,01) 1 (50,0) 1 (100,0) 0 1 (100)
Respiratorni trakt (bris
grla i nosa) 4137 (25,8) 187 (4,5) 65 (34,8) 4(6,2) 61 (93,8)
Uho 62 (0,4) 35 (56,5) 19 (54,3) 2 (10,5) 17 (89,5)
Bris genitalnog trakta 507 (3,2) 124 (24,5) 75 (60,5) 1(1,3) 74 (98,7)
Mokraca 9641 (60,1) 2910 (30,2) 2580 (88,7) 143 (5,5) 2437 (94,5)
Bris oka 169 (1,0) 59 (34,9) 7(11,9) 1(14,3) 6 (85,7)
Hemokultura 0 0 0 0 0
Koprokultura 1319 (8,2) NP 34 (100,0) 0 34 (100,0)
Ukupno 16037 (100,0) 3470 (21,6) 2857 (82,3) 184 (6,4) 2673 (93,6)

NP- podatci nisu dostupni (RR=0,7432; p<0,001)
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Od 1254 gram-negativnih uzro¢nika bolni¢kih pacijenata, ESBL-produciraju¢e bakterije su
identificirane u 126 (10,0%), od ¢ega kod 72 (57,1%) muskarca i 54 (42,9%) kod Zena
(p=0,002), a od 2857 gram-negativnih uzro¢nika vanbolnickih pacijenata, ESBL-
producirajuée bakterije su identificirane u 184 (6,4%) slucajeva, od ¢ega kod 76 (41,3%)

muskaraca i 108 (58,7%) kod Zena (Tabela 8).

Ustanovljena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti ESBL pozitivnih sojeva ovisno o
spolu bolni¢kih pacijenata (p=0,002). Od ukupno 522 gram-negativna bolni¢ka izolata
dobijena od muskaraca, ESBL-producirajuce bakterije su izolirane iz 76 (13,8%) uzoraka, a
od ukupno 732 gram-negativhna bolnicka izolata dobijena od zena, ESBL-producirajuce

bakterije su izolirane iz 54 (7,4%) uzorka.

Od ukupno 585 gram-negativna vanbolni¢ka izolata dobijena od muskaraca, ESBL-
producirajuée bakterije su izolirane iz 76 (13,0%) uzoraka, a od ukupno 2272 gram-negativna
vanbolnicka izolata dobijena od Zena, ESBL-produciraju¢e bakterije su izolirane iz 108

(4,8%) uzoraka (p<0,001) (Tabela 8).
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Tabela 8. Zastupljenost ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata kod bolnic¢kih i vanbolnic¢kih pacijenata u odnosu na spol

Broj (%) pacijenata

Grupa Soj Muskarci Zene Ukupno

. ESBL 72 (13,8) 54 (7,4) 126
Bolnicki

Non-ESBL 450 (86,2) 678 (92,6) 1128

Ukupno Gram-negativnih 522 732 1254

ESBL 76 (13,0) 108 (4,8) 184

Vanbolnicki Non-ESBL 509 (87,0) 2164 (95,2) 2673

Ukupno 585 2272 2857
(p<0,002)
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Utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u incidenciji ESBL produciraju¢ih Gram-negativnih
bakterija ovisno o dobnim grupama bolnickih pacijenata. Najvi$a incidencija infekcija
uzrokovanih ESBL-produciraju¢im Gram-negativnim bakterijama kod bolni¢kih pacijenata u
periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine je zabiljeZena u dobnoj grupi >65 godina,
1,1/1000 stanovnika, zatim u dobnoj grupi 0-14 godina, 0,5/1000 stanovnika i u dobnim

grupama 15-64, 0,2/1000 stanovnika (p<0,02) (Tabela 9).
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Tabela 9. Zastupljenost (incidencija) ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata

kod bolni¢kih pacijenata prema dobnim skupinama

Broj (%) pacijenata

Dobna skupina ESBL Non-ESBL Uknue%r;ct)i\?nﬁm' Incic(iﬁgcli{')%OE)SBL Populacija
0-14 32 (7,5) 394 (92,4) 426 0,5 75.917
15-64 50 (10,3) 427 (89,7) 477 0,2 274.907
>65 44 (12,6) 307 (87,4) 351 1,1 49.302
Ukupno 126 (10,0) 1128 (90,0) 1254 0,4 400.126
(p<0,02)
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Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u incidenciji ESBL ovisno o dobnim grupama kod
vanbolni¢kih pacijenata. NajviSa incidencija infekcija uzrokovanih ESBL-produciraju¢im
Gram-negativnim bakterijama kod vanbolnickih pacijenata u periodu 01. 12. 2009 do 31. 04.
2010. godine je zabiljezena u dobnoj grupi >65 godina, 1,4/1000 stanovnika, te u dobnoj

grupi 0-14 godina, 1,0/1000 stanovnika (p>0,05) (Tabela 10).
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Tabela 10. Zastupljenost ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata kod vanbolni¢kih pacijenata prema dobnim skupinama

Broj (%) pacijenata

Ukupno gram-

Incidencija ESBL

Dobna skupina ESBL Non-ESBL negativnih izolata (na 1000) Populacija
0-14 60 (7,8) 711 (92,2) 771 1,0 75.917
15-64 69 (6,4) 1016 (93,6) 1085 0,3 274.907
>65 55 (5,5) 946 (94,5) 1001 1,4 49.302
Ukupno 184 (6,4) 2673 (93,6) 2857 0,6 400.126

(p>0,05)




Uocena je statisticki znaCajna razlika u incidenciji infekcija uzrokovanih ESBL-
produciraju¢im Gram-negativnim bakterijama kod vanbolni¢kih pacijenata. U periodu 01. 12.
2009 do 31. 04. 2010. godine najviSa incidencija je zabiljezena U opéinama Zenica i
Zavidovi¢i, 1,0/1000 stanovnika, 1 Kakanj, 0,5/1000 stanovnika. U ostalim opc¢inama

incidencija se kretala od 0,08/1000 do 0,9/1000 stanovnika (p<0,001) (Tabela 11).
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Tabela 11. Zastupljenost ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata kod vanbolni¢kih pacijenata ovisno o mjestu stanovanja

Broj (%) pacijenata

Vanbolnicki pacijenti

Op¢éina Broj stanovnika
ESBL Non-ESBL n;‘;‘:igz?hgigiﬂ;a Incidencija ESBL (na 1000)
Zenica 127.103 101 (7,3) 1274 (92,7) 1375 (48,1) 1,0
Zepce 31.056 8(7,9) 93 (92,1) 101 (3,5) 0,3
Maglaj 23.381 1(4,3) 22 (95,7) 23 (0,8) 0,08
Kakanj 43.300 17 (4,0) 412 (96,0) 429 (15,0) 0,5
Zavidovici 37.983 29 (7,4) 363 (92,6) 392 (13,7) 1,0
Visoko 40.320 16 (5,0) 306 (95,0) 322 (11,3) 0,5
Breza 14.483 5 (4,8) 99 (95,2) 104 (3,7) 0,4
Vares 10.554 7(6,3) 104 (93,7) 111 (3,9) 0,9
Ukupno 328.180 184 (6,4) 2673 (93,6) 2857 (100,0) 0,7
(p<0,001)
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Uocena je statistiCki znacajna razlika izmedu ESBL i non-ESBL infekcija kod bolnickih
pacijenata ovisno o mjestu boravka prije prijema u bolnicu. Zastupljenost infekcija
uzrokovanih ESBL-produciraju¢im gram-negativnim bakterijama kod bolni¢kih pacijenata
koji su prije prijema u bolnicu boravili kod kuce, iznosila je 100 (79,4%) sluéajeva. Kod
pacijenata sa non-ESBL infekcijama od 1128, 673 (59,7%) su prije prijema u bolnicu boravili

kod kuce (p<0,001) (Tabela 12).
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Tabela 12. Zastupljenost ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata kod bolni¢kih pacijenata ovisno o mjestu boravka prije prijema u

bolnicu
Broj (%) pacijenata
Soj Boravak kod kuce Boravak u o_IrugOJ Boravak u domu Boravak na Nedostaju podaci Ukupno
bolnici drugom odjelu

ESBL 100 (79,4) 2 (1,6 0 14 (11,1) 10 (7,9) 126
Non-ESBL 673 (59,7) 41 (3,6) 11 (1,0) 62 (5,5) 341 (30,2) 1128
Ukupno gram-
negativnih 773 (61,6) 43 (3,4) 11 (0,9) 76 (6,1) 351 (28,0) 1254
izolata

(p<0,001)
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Nije ustanovljena statisticki znaCajna razlika povezanosti nastanka infekcije ESBL sa
prethodnim boravkom u bolnici. Od ukupno 307 (24,5%) gram-negativnih bakterija kod
bolnic¢kih pacijenata koji su prethodno boravili u bolnici (u posljednjih 12 mjeseci prije

prijema), ESBL-producirajuce bakterije su zabiljeZzene u 41 (13,4%) slucajeva (p>0,05).

Od 126 pacijenata sa infekcijama ESBL-produciraju¢im bakterijama, 41 (32,5%) su boravili u

bolnici u posljednjih 12 mjeseci (p>0,05).

Od 1128 pacijenta sa non-ESBL produciraju¢im bakterijama 266 (23,6%) su boravili u bolnici

u posljednjih 12 mjeseci (p>0,05) (Tabela 13).
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Tabela 13. Zastupljenost ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata kod bolni¢kih pacijenata ovisno o prethodnom boravku u bolnici (u

posljednjih 12 mjeseci)

Broj (%) pacijenata
Prethodni boravak u bolnici
Soj . .
Da Ne Nedostaju podaci Ukupno
ESBL 41 (32,5) 71 (56,3) 14 (11,2) 126
Non-ESBL 266 (23,6) 521 (46,2) 341 (30,2) 1128
Ukupno gram-negativnih 307 (24.,5) 592 (47,2) 355 (28,3) 1254
izolata
(p>0,05)
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Od ukupno 41 bolni¢ka pacijenta sa infekcijom ESBL-produciraju¢im bakterijama koji su
prethodno boravili u bolnici (u posljednjih 12 mjeseci), najc¢es¢i odjeli prethodnog boravka su

bili neurologija, pedijatrija i interno u sedam (17,1%), te kirurgija u Sest (14,6%) slucajeva.

Najveca prevalencija ESBL-produciraju¢ih bakterija medu gram-negativnim izolatima je
zabiljezena na neurologiji, 19,4% (7 od 36), kirurSkom odjelu, 18,7% (6 od 32), na internom
odjelu 16,3% (7 od 43), i u jedinici intenzivne njege kirurskog odjela, 12,5% (5 od 40) §to nije

statisticki znacajno (p>0,05) (Tabela 14).
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Tabela 14. Zastupljenost ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata kod bolni¢kih pacijenata koji su u posljednjih 12 mjeseci boravili u

bolnici (prema bolni¢kim odjelima)

Broj (%) pacijenata
Odjeljenje prethodne hospitalizacije ESBL Non-ESBL Ukupno %2‘3?;;269“\/””1
Pedijatrija 7(7,1) 92 (92,9) 99
Djecija kirurgija 5(11,4) 39 (88,6) 44
Ginekologija 1(16,7) 5 (83,3) 6
Ortopedija sa traumatologija 1 (25,0) 3 (75,0) 4
Fizijatrija 1(9,1) 10 (90,9) 11
Neurologija 7 (19,4) 29 (80,6) 36
Interno 7 (16,3) 36 (83,7) 43
Jedinica intenzivne njege 5(12,5) 35 (87,5) 40
Kirurgija 6 (18,7) 26 (81,3) 32
Urologija 1 (50,0) 1 (50,0) 2
Nedostaju podaci 85 (9,1) 852 (90,9) 937
Ukupno 126 (10,0) 1128 (90,0) 1254
(p>0,05)
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Nije se pokazala statisti¢ki znacajna razlika u nastanku ESBL ovisno 0 operativnom zahvatu.
Od 126 pacijenata sa infekcijama ESBL-produciraju¢im bakterijama, 20 (15,9%) su imali
operativni zahvat prilikom predhodnog boravka u bolnici, a od 1128 pacijenata sa hon-ESBL

infekcijom 138 (12,2%) (p>0,05) (Tabela 15).

86




Tabela 15. Zastupljenost ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata kod bolni¢kih pacijenata ovisno o obavljenom operativnom zahvatu

prilikom prethodnog boravka u bolnici

Broj (%) pacijenata
Operativni zahvat prilikom prethodnog boravka u
Soj bolnici Nedostaju podaci Ukupno
Da Ne
ESBL 20 (15,9) 92 (73,0) 14 (11,1) 126
Non ESBL 138 (12,2) 649 (57,5) 341 (30,3) 1128
Ukupno gram-negativnih 158 (12,6) 741 (59,1) 355 (28,3) 1254
izolata
(p>0,05)
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Od ukupno 887 bolni¢ka pacijenta sa infekcijom uzrokovanom gram-negativnim izolatima,
110 (12,4%) su imali kontakt sa osobom koja je boravila u bolnici u odnosu na kontakt kod

pacijenata sa non-ESBL infekcijom, 777 (87,6%).

Od 126 pacijenata sa infekcijom ESBL-produciraju¢im bakterijama, 110 (87,3%) su imali
kontakt sa osobom koja je boravila u bolnici a kod pacijenata koji su imali infekciju sa non-
ESBL produciraju¢im bakterijama, 777 od 1128 infekcije (68,9%) su imali kontakt (p>0,05)

(Tabela 16).

88




Tabela 16. Zastupljenost ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata kod bolnic¢kih pacijenata ovisno o tome da li su bili u kontaktu sa

osobom koja je boravila u bolnici u prethodna 4 mjeseca

Broj (%) pacijenata

Soj Kontakt sa osobom koja je boravila u bolnici
Ukupno
Da Ne Nedostaju podaci
ESBL 110 (87,3) 2(1,6) 14 (11,1) 126
Non-ESBL 777 (68,9) 7 (0,6) 344 (30,5) 1128
Ukupno gram-negativnin 887 (70,7) 9(0.7) 358 (28.,6) 1254

(p>0,05)
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Od 126 bolnickih pacijenata sa ESBL-infekcijom, 41 (32,5%) su imali operativni zahvat
tokom boravka u bolnici, a kod pacijenata sa non-ESBL infekcijom 230 od 1128 (20,4%)

pacijenta su imali operativni zahvat tokom boravka u bolnici (p>0,05) (Tabela 17).
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Tabela 17. Zastupljenost ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata kod bolnic¢kih pacijenata ovisno o tome da li su imali operaciju u

toku trenutne hospitalizacije

Broj (%) pacijenata

Operacija u toku sadas$nje hospitalizacije

ESBL/Non-ESBL DA NE Nedostaju podaci Ukupno

ESBL 41 (32,5) 71 (56,4) 14 (11,1) 126

Non-ESBL 230 (20,4) 554 (49,1) 344 (30,5) 1128

Ukupno 271 (21,6) 625 (49,8) 358 (28,6) 1254
(p>0,05)
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Od 126 bolnickih pacijenata koji su imali ESBL-infekciju, 113 (89,7%) pacijenata su koristili
antibiotike u prethodna 4 mjeseca, a kod non-ESBL infekcija, 713 od 1128 (63,2%) pacijenta

je koristilo antibiotike u predhodna 4 mjeseca (p>0,05) (Tabela 18).
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Tabela 18. Zastupljenost ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata ovisno o upotrebi antibiotika u prethodna 4 mjeseca kod bolnic¢kih

pacijenata
Broj (%) pacijenata
Soi Upotreba antibiotika Nedostaju podaci Ukupno gram-negativnih
DA NE izolata
ESBL 113 (89,7) 3(2,4) 10 (7.9) 126
Non-ESBL 713 (63,2) 19 (1,7) 396 (35,1) 1128
Ukupno 826 (65.9) 22 (1,7) 406 (32,4) 1254
(p>0,05)
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Od 126 bolni¢kih pacijenata sa ESBL-infekcijom, 47 (37,3%) su koristili kortikosteroide u
prethodna 4 mjeseca, a kod non-ESBL infekcija, 347 od 1128 (30,8%) pacijenata je koristilo

kortikosteroide u predhodna 4 mjeseca (p>0,05) (Tabela 19).
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Tabela 19. Zastupljenost ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata ovisno o upotrebi kortikosteroida u prethodna 4 mjeseca kod

bolnic¢kih pacijenata

Broj (%) pacijenata
) Upotreba kortikosteroida ) )
Soj Nedostaju podaci Ukupno
Da Ne
ESBL 47 (37,3) 65 (51,6) 14 (11,1) 126
Non-ESBL 347 (30,8) 371 (32,9) 410 (36,3) 1128
Ukupno gram-negativnih 394 (31,4) 436 (34,8) 424 (33,8) 1254
izolata
(p>0,05)
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Najces¢i uzrocnici izolirani iz razli¢itih infekcija kod bolnickih pacijenata medu 1254 gram-
negativna izolata su bile bakterije Escherichia coli, u 408 (32,5%), Klebsiella pneumoniae, u

323 (25,8%), Proteus spp., u 201 (16,0%), i Citrobacter spp., 107 (8,5%), slucajeva.

Od ukupno izoliranih 126 ESBL-produciraju¢ih bakterija bolnickih pacijenata, najvise ih je

izolirano kod vrsta Klebsiella i Proteus , 46 odnosno 20 (36,5 % odnosno 15,9%).

Prevalencija ESBL-produciraju¢ih bakterija je bila najvisa medu bolni¢kim izolatima
Pseudomonas spp., 17,7% (11 od 62), Acinetobacter spp., 15,6% (7 od 45), Enterobacter

spp., 15,6% (14 od 90) i Klebsiella spp., 14,2% (46 od 323) (p<0,001) (Tabela 20).

Najces¢i uzrocnici izolirani iz razlicitih infekcija kod vanbolnickih pacijenata medu 2857
gram-negativna izolata su bile bakterije Escherichia coli, 1704 (59,6%), Proteus spp., 365

(12,8%), Klebsiella spp., 305 (10,7%), i Citrobacter spp., 287 (10,0%) slucajeva.

Prevalencija vanboni¢kih ESBL-produciraju¢ih bakterija je bila najvisa medu izolatima
Klebsiella spp., 16,4% (50 od 305), Pseudomonas spp., 12,8% (5 od 39), i Enterobacter spp.,

13,7% (16 od 117).

Od ukupno izoliranih 184 ESBL-producirajucih bakterija vanbolnic¢kih pacijenata, najvise ih
je bilo izolirano kod vrsta E. coli i Klebsiella spp., 62 odnosno 50 (33,7% odnosno 27,2%).

(p<0,001) (Tabela 20).
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Tabela 20. Zastupljenost ESBL/Non-ESBL gram-negativnih izolata kod bolni¢kih/vanbolni¢kih pacijenata ovisno o vrsti uzro¢nika

Broj (%) pacijenata
Bolnicki Vanbolnicki
Izolovani uzro¢nik
ESBL Non-ESBL Ukupno ESBL Non-ESBL Ukupno
Escherichia coli 15 (3,7) 393 (96,3) 408 62 (3,6) 1642 (96,4) 1704
Klebsiella spp. 46 (14,2) 277 (85,8) 323 50 (16,4) 255 (83,6) 305
Enterobacter spp. 14 (15,6) 76 (84,4) 90 16 (13,7) 101 (86,3) 117
Citrobacter spp. 10 (9,3) 97 (90,7) 107 26 (9,1) 261 (90,9) 287
Proteus spp. 20 (9,9) 181 (90,1) 201 20 (5,5) 345 (94,5) 365
Morganela moraganii 2(18,2) 9(81,8) 11 3(25,0) 9 (75,0 12
Providentia rettgeri 1(14,3) 6 (85,7) 7 1(16,7) 5(83,3) 6
Pseudomonas spp. 11 (17,7) 51 (82,3) 62 5(12,8) 34 (87,2) 39
Acinetobacter spp. 7 (15,6) 38 (84,4) 45 1(4,5) 21 (95,5) 22
Ukupno 126 (10,0) 1128 (90,0) 1254 184 (6,4) 2673 (93,6) 2857
(p<0,001)
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U periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine analizirana su 1254 gram-negativna izolata,
od ¢ega su ESBL-produciraju¢e bakterije zabiljezene kod 126 (10,0%) bolnic¢kih izolata
(Tabela 4). Kod vanbolnickih pacijenata izolirano je 2857 gram-negativnih bakterija od ¢ega

ESBL-producirajuce su zabiljezene kod 184 (6,4%) izolata (Tabela 5).

Osjetljivost izolata testirana disk-difuzijskom metodom kod 126 ESBL-producirajucih izolata
dobivenih od bolni¢kih pacijenata, otpornost na cefalosporinske antibiotike se kretala od
najmanje 5,9% na cefepim (FEP), do najvise, 98,0% na amoksicilin (AMX). Otpornost na
ostale antibiotike zabiljezena je u 90,0% sluCajeva na cefaleksin (CN), 46,3% na
sulfometoksazol-trimetoprim (SXT), 25,7% na ciprofloksacin (CIP). Rezistencija na

imipenem (IMI) je zabiljezena u 5,9% slucajeva (p<0,05) (Tabela 21).

Od ukupno 1127 ESBL-negativnih bolnickih izolata, 59 je testirano na osjetljivost/otpornost
na antibiotike. Otpornost na cefalosporinske antibiotike se kretala od najmanje 6,7% na
cefepim (FEP), do najvise, 70,1% na cefaleksin (CN). Otpornost na ostale antibiotike
zabiljezena je u 71,1% na amoksicilin (AMX), 52,6% na sulfometoksazol-trimetoprim (SXT),
31,2% na ciprofloksacin (CIP). Otpronost na imipenem (IMIP) je zabiljezena u 3,8%

slu¢ajeva (p<0,05) (Tabela 21).

Kod ukupno 184 ESBL-produciraju¢ih bakterija dobivenih od vanbolni¢kih pacijenata,
rezistencija na cefalosporine se kretala od najmanje 5,5% na cefepim (FEP), do najvise 95,0%
na amoksicilin (AMX) 1 cefaleksin (CN), 59,3% izolata bilo je rezistentno na
sulfometoksazol-trimetoprim (SXT), a 27,7% na ciprofloksacin (CIP). Rezistencija na

imipenem (IMIP) je zabiljezena u 1,2% slucajeva (p<0,05) (Tabela 21).

Od ukupno 2673 ESBL- negativna vanbolnicka izolata osjetljivost/otpornost na antibiotike je
testirana u 14 izolata. Otpornost na cefalosporinske antibiotike se kretala od najmanje 4,0%

na cefepim (FEP), do najvise 75,0% na cefaleksin (CN). 39,5% izolata bilo je rezistentno na
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sulfometoksazol-trimetoprim (SXT), 67,1% na amoksicilin (AMX), i 19,7% na ciprofloksacin

(CIP). Otpronost na imipenem (IMIP) je zabiljeZzena u 7,8% slucajeva (p<0,05) (Tabela 21).
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Tabela 21. Antimikrobna otpornost disk-difuzijskom metodom ESBL/non-ESBL gram-negativnih izolata kod bolnickih i vanbolnic¢kih

pacijenata
Prevalencija (%) otpornosti na antibiotik*
Grupa Egg::/'\lon' AMX |AMC | CN [ CXM | CTX | CRO | CAZ | FEP | CFM | IMIP | GEN | AM | TET | CIP | SXT | F/M | NOR | LVX
ESBL
98,6 | 355 | 900 | 60,3 | 489 | 549 | 514 | 59 | 588 | 59 | 371 |68 |249|257| 463|329 353 | 15,8
Bolnic¢ki (126)
('\E'S%f;-ESB'— 71,1 | 365 | 70,1 | 701 | 56,7 | 605 | 655 | 67 | 700 | 3.8 | 417 [124 | 375 |31,2| 526|381 188 | 289
ESBL
950 | 375 | 950 | 674 | 551 | 66,2 | 662 | 55 | 693 | 12 | 394 |80 | 0 [277|593]299]| 62 | 0
Vanbolnitki | (184)
('\'6%';"553'— 671 | 513 | 750 | 720 | 656 | 710 | 72,0 | 40 | 688 | 78 | 375 | 40| o |197|305]| 44| o0 0

(p<0,05)
*amoksicilin (20pg) (AMX); amoksicilintklavulanska kiselina (20/10 pg) (AMC); cefaleksin (30 pg) (CN); cefuroksim (30 pg) (CXM);

cefotaksim (30 pg) (CTX); ceftriakson (30 ug) (CRO); ceftazidim (30 pg) (CAZ); cefepim (30 pg) (FEP); cefiksim (5 pug) (CFM); imipenem (10
pg) (IMIP); gentamicin (10 pg) (GEN); amikacin (30 pg) (AM); tetraciklin (30 pg) (TET); ciprofloxacin (5 pg) (CIP); sulfometoksazol-trimetoprim
(1,25/23,75 pg) (SXT); nitrofurantoin (300 pg) (F/M); norfoksacin (10 pg) (NOR); loracarbef (30 pg) (LVX).
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5.2. DRUGI DIO ISTRAZIVANJA — PROSPEKTIVNI

5.2.1. Epidemioloske i molekularne karakteristike ESBL-producirajuéih izolata

Escherichia coli

U periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine zabiljezeno je 15 (od 408, 3,7%) ESBL-
producirajuée E. coli izolata kod bolnickih pacijenata. Kod vanbolnickih pacijenata izolirano
je 3,6% (62 od 1704) ESBL-producirajuce E coli. Od toga 11/19 bolnickih odnosno

vanbolnickih izolata su ukljuceni U epidemiolosku i molekularnu obradu.

Od ukupno 11 i 19 bolni¢kih i vanbolni¢kih ESBL-producirajuéih izolata E. coli, 6 (54,5%) i
10 (52,6%) zabiljezeno je kod Zena prosjeéne dobne starosti 39 godina (raspon 01-78)

odnosno 27 (raspon 01-82) (Tabela 22).

Prevalencija ESBL-producirajucih izolata E. coli po odjelima se kretala od 9,1% (1 od 11) na
kirurS§kom $oku, Odjelu za kozne bolesti i Odjelu za zarazne bolesti) do 18,2% (2 od 11) na
odjelu za djecije bolesti, odjelu za neurologiju, odjelu za interne bolesti, te na odjelu za

fizikalnu terapiju (Tabela 22).

Lancanom reakcijom polimeraze (PCR) odredena je pripadnost porodici ESBL: SHV, TEM,
CTX-M, PER, OXA, te plazmidne AmpC beta-laktamaze i karbapenemaze. Tipizacija ESBL

ucinjena je za ukupno 11 bolnickih i 19 vanbolni¢kih E. coli izolata.

Utvrdeno je 20 razlicitih gena u 11 bolnickih E. coli izolata: 7 (63,6%) su bili blacrx-m geni, 5
(45,5%) blatem, 5 (45,5%) blapxa i 3 (27,3%) blasyy geni. Sekvencioniranjem je ustanovljena

prevalencija zastupljenosti CTX-M-15 gena, 57,1% (4 od 7 blactx-m gena).

Cetiri od 11 (36,4%) bolnickih E. coli izolata posjedovali su multiple gene (beta-laktamaze

Sirokog spektra i ESBL). Najcesce su izolati bili nosioci kombinacije gena blargm + blactx-m
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+ blaoxa na istom plazmidu, 75% (3 od 4) i jedan izolat sa kombinacijom blatgm + blacTx-m +

blasyy. AmpC i PER geni nisu nadeni (Tabela 22).

Utvrdena su 31 razli¢ita gena u 19 vanbolnic¢kih E. coli izolata: 11 (57,9%) su bili blargm
geni, 10 (52,6%) b|aCTx.M, 8 (42,1%) bIaOXA, 4 (21,1%) blaSH\/ i3 (15,8%) blaCM\(.z geni.
Sekvencioniranjem je ustanovljena prevalencija zastupljenosti CTX-M-15 gena od 36,8%

(7 od 19 blactx-m gena).

Devet od 19 (47,4%) vanbolnic¢kih E. coli izolata, nosili su multiple gene (beta-laktamaze
Sirokog spektra, ESBL i plazmidne AmpC beta-laktamaze). Najéesc¢e su izolati bili nosioci
kombinacije gena blatgm + blactx.m + blasqy + blaoxa, 33,3 (3 od 9). Dva izolata su
producirala blactx-m + blasuy + blapxa i blatem + blactx-m + blacwy (Tabela 19). Prevalencija
ESBL-producirajuce E. coli je bila najvisa u uzorcima urina, 81,8% (9 od 11) u bolni¢koj i

84,2% (16 od 19) u vanbolnickoj sredini (Tabela 22).
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Tabela 22. Epidemioloske i molekularne karakteristike E. coli koje produciraju beta-
laktamaze Sirokog spektra, beta-laktamaze proSirenog spektra i plazmidne AmpC beta-

laktamaze kod bolni¢kih i vanbolni¢kih pacijenata

Karakteristike E. coli BO]n;ililll}ﬁ/i)l;entl Vanbolllgicgk(lo/p:;cuentl
Spol Musko 5 (45,5) 9 (47,4)
Zensko 6 (54,5) 10 (52,6)
Prosjecna dobna starost (godina) 39 (01 - 78) 27 (01 - 82)
Prosjek dana boravka u bolnici 15 (5-17) -
Jedan antibiotik: AMC/CIP 3(27,3)
Primjena Dva antibiotika: GM-AMC/MET-CZ 3(27,3) -
antibiotika Tri antibiotika: GM-AMC-PEM 1(91)
Nije detektirano 4 (36,3)
Odjel za djecije bolesti 2 (18,2)
Odjel za neuroloske bolesti 2 (18,2)
Bolni¢ki odjel | Odjel za interne bolesti 2 (18,2)
Odijel za fizikalnu terapiju 2 (18,2) -
Odjel za zarazne bolesti 1(9,1)
Odjel za kozne bolesti 1(9,1)
Kirurski Sok 1(9,1)
Urin 9(81,8) 16 (84,2)
Vrsta uzorka Bris koZe i mekih tkiva 1(9,1) 1(5,3)
Bris hirurSke rane - 2 (10,5)
Bris kanile 1(9.1) -
Tipovi beta- TEM-1 5 (45,5) 11 (57,9)
laktamaza CTX-M-1 2 (18,2) 2 (10,5)
sirokog 1 CTX-M-3 1(9,1) 1(5,3)
prosirenog CTX-M-15 4 (36,4) 7 (36,8)
spektra, te SHV-1 2 (18,2) 4(21,1)
pAmpC beta- | SHV-5 1(9,1) -
laktamaze OXA-1 5 (45,5) 8 (42,1)
CMy-2 - 3(158)
Kombinacija tri i viSe beta-lakatamaza 4 (36,4) 9 (47,4)
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5.2.2. Antimikrobna osjetljivost ESBL-producirajucih izolata E. coli

Od ukupno 11 izolata ESBL-produciraju¢e E. coli kod bolnickih pacijenata, otpornost na
cefalosporinske antibiotike se kretala od 45,5% na cefepim do 100,0% na cefuroksim sa
rasponom MICgq 128 - >256 mg/L. 100,0% izolata je iskazivalo rezistenciju na cefoksitin i
gentamicin, 90,9% na piperacilin, i 63,6% na ciprofloksacin. Otpornost na imipenem je
zabiljezena u 9,1% slucajeva, dok je osjetljivost na meropenem i piperacilin/tazobaktam

iznosila 100,0% (Tabela 23).

Od ukupno 19 izolata ESBL-producirajuce E. coli kod vanbolni¢kih pacijenata, otpornost na
cefalosporinske antibiotike se kretala od 31,6% na cefepim do 100,0% na cefuroksim, sa
rasponom MICyy 64 - >256. 84,2% izolata pokazivalo je rezistenciju na cefoksitin i
piperacilin, 73,7% na gentamicin, 63,2% na ciprofloksacin i 10,5% na tazobaktam.

rezistencija na imipenem i meropenem nije bila zabiljezena (Tabela 23).
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Tabela 23. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) ESBL-producirajuéih izolata E. coli u bolni¢koj i vanbolni¢koj sredini

MIK raspon MIKsg MIKgg % osjetljivost
Vrsta antibiotika Bolni¢ki | Vanbolni¢ki [ Bolni¢ki | Vanbolni¢ki [ Bolnicki | Vanbolnicki | Bolni¢ki | Vanbolni¢ki | CLSI
pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti n=11 (%) n=19 (%)

Cefuroksim 256->256 32->256 >256 >256 >256 >256 100.0 100.0 32
Ceftazidim 8->256 1->256 32 16 256 >256 81.8 52.6 32
Cefotaksim 8->256 1->256 128 64 256 >256 81.8 63.2 64
Ceftriakson 8->256 <0.12->256 128 128 >256 >256 90.9 78.9 64
Cefoksitin 64->256 8->256 >256 256 >256 >256 100.0 84.2 32
Cefepim 1-256 0.25-128 16 8 128 64 455 31.6 32
Imipenem <0.06-64 <0.06-0.5 0.12 <0.06 2 0.25 9.1 0 16
Meropenem <0.06-0.25 <0.06-2 <0.06 <0.06 <0.06 1 0 0 16
Gentamicin 32->256 0.25->256 64 32 >256 128 100.0 73.7 8

Ciprofloksacin <0.12- 2-512 16 8 256 256 63.6 63.2 4

Piperacilin >256 16->256 128 >256 256 >256 90.9 84.2 128
Piperacilin/Tazobaktam | 64->256 2-128 16 16 32 64 0 10.5 128

*cefuroksim (30 pg); ceftazidim (30 ug); cefotaksim (30 pg); ceftriakson (30 ug); cefoksitin (30 pg); cefepim (30 pg); imipenem (10 ug);

meropenem (10 pg); gentamicin (10 pg); ciprofloxacin (5 pg); piperacilin (30 pg); tazobaktam (30 ug)
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5.2.3. Klonalna pripadnost ESBL-producirajuéih izolata E. coli

Od ukupno 30 bolnickih i vanbolnickih ESBL-producirajucih izolata E. coli, u 18 izolata (8

bolnickih 1 10 vanbolnickih) odredena je genetska srodnost pomo¢u PFGE.

Dice (Opt:0.50%) (Tol 3.0%-3.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGEO1 PEGEOL
Spol Vrsta Starost ~ Bolni¢ki/ Datum
o uzorka vanbolni¢ki izolacije
| TN | M mokaca 78 Fizjatrija 27.01.2010.
! [ITEIE AT [T [ m mokraca 83 Interno 20.01.2010.
{ ‘ ‘ ‘ H ‘ H ‘H ‘ H ‘ F mokraca 02 vanbolnicki 07.04.2010.
I IEII[ ]| o stoma 33 Uhogrlomos  26.03.2010.
- ‘H ‘ ‘ ‘ ‘ H H‘ H ‘ F mokraca 02 vanbolnicki 26.01.2010.
H H ‘ HH H ‘ ‘ ‘ ‘ F mokraéa 27 vanbolnicki 17.02.2010.
NI ] I M keza 72 vanbolnicki 04.02.2010.
I m o molwaca 03 Pedifatria— 15.03.2010.
N (LI o ke 39 icu 12.04.2010.
{ ‘ ‘ H‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘H F mokraéa 01 vanbolnicki 23.03.2010.
LI TITI[[ 7 mokmca 74 vambomnicki 21012010,
- ‘ ‘H ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ F mokraca 67 Interno 17.02.2010.
HH ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ F mokraca 06 vanbolnigki 07.04.2010.
T T 7 pupak <01 Pediiawiia  05.03.2010.
— ‘ H ‘ ‘ H ‘ H F mokraca 01 vanbolnicki 22.02.2010.
e ‘ H ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ H ‘ M rana 70 Kiruraija 01.04.2010.
‘ ‘ ‘ H ‘H ‘ H H F rana 71 vanbolnicki 08.03.2010.
‘ H‘ ‘ H ” ‘ HH ‘ F mokraca 67 vanbolnicki 22.01.2010.

Slika 5. Dendogram E. coli. Svi izolati kod kojih je genetska sli¢nost >85% smatrali su se
genetski srodnim izolatima. PFGE analiza izolata E. coli (18) pokazala a cetiri klona
(oznacena od A do D), sa dva do tri uzorka u svakom. Klonovi A 1 C sadrze jedan bolnicki 1
dva vanbolnicka izolata, klon B sadrzi dva bolnic¢ka izolata 1 klon D sadrzZi jedan bolnicki 1

jedan vanbolnicki izolat (Slika 5).
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5.2.4. Epidemioloske i molekularne Kkarakteristike ESBL-producirajucih izolata

Klebsiella spp.

U periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine zabiljezeno je 46 (od 323, 14,2%) ESBL-
produciraju¢ih Klebsiella spp. izolata kod bolni¢kih pacijenata. Kod vanbolnickih pacijenata
izolirano je 16,4% (50 od 305) ESBL-producirajuc¢e Klebsiella spp. Od toga 58/28 bolnickih

odnosno vanbolnickih izolata su ukljuceni u epidemioloSku i molekularnu obradu.

Od ukupno 51 bolnicka ESBL-produciraju¢a izolata Klebsiella spp., 30 (58,8%) zabiljezeno
je kod Zena prosje¢ne dobne starosti 39 godina (raspon <01-82), dok je u vanbolnickoj sredini
prevalencija zastupljenosti ESBL dominirala u muskoj populaciji, 57,1% (16 od 28),

prosje¢ne dobne starosti 47 godina (raspon <01-82) (Tabela 24).

Prevalencija zastupljenosti ESBL-producirajucih izolata Klebsiella spp. po odjelima se kretala
od 2,0% (1 od 51) na Odjelu za kirurski Sok i Odjelu za uho grlo i nos do 41,2% ( 21 od 51)

na Odjelu za djecije bolesti (Tabela 24).

Lanc¢anom reakcijom polimeraze (PCR) odredena je pripadnost rodu ESBL: SHV, TEM,
CTX-M, PER, OXA, te plazmidne AmpC beta-laktamaze i karbapenemaze. Tipizacija ESBL

ucinjena je za ukupno 51 bolnickih i 28 vanbolnickih Klebsiella spp. izolata.

Utvrdeno je 136 razli¢ita gena u 51 bolnicka Klebsiella spp. izolata: 43 (84,3%) su bili blactx-
M geni, 37 (72,5%) b|aTE|\/|, 31 (60,8%) b|as|-|v, 21 (41,20/0) bIaOXA i 4 (7,8%) bIaAmpC geni.
Sekvencioniranjem je ustanovljena prevalencija zastupljenosti CTX-M-15 gena, 62,8% (27 od

43 blaCTx_M gena).

Trideset i tri od 51 (64,7%) bolnicka Klebsiella spp. izolata nosila su multiple gene. Najcesce
su izolati bili nosioci kombinacije gena blarem + blactx-m + blaspy, 39,4% (13 od 33) i devet

(27,3%) izolata sa kombinacijom blatem + blactx-m + blasyy + blapxa. Dva izolata su bili
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nosioci kombinacije Cetiri i pet gena, i to jedan: blarem + blactx-m + blasay + blaampc i
kombinacija: blatem + blactx-m + blasyy + blagxa + blaAmpc gena. blapgr geni nisu nadeni

(Tabela 24).

Utvrdeno je 29 razli¢ita gena u 28 vanbolnickih Klebsiella spp. izolata: 12 (42,9%) su bili
bIaTEM geni, 6 (21,4%) b|ac'|'x.|\/|, 6 (21,4%) blaSHv, 4 (14,3%) blao)(A il (3,6%) blaAmpc geni.
Sekvencioniranjem je ustanovljena prevalencija zastupljenosti CTX-M-15 gena, 83,3% (5 od

6 blactx-m gena).

Pet od 28 (17,9%) vanbolnicka Klebsiella spp. izolata nosila su multiple gene. Najcescée su
izolati bili nosioci kombinacije gena blatgm + blactx-m + blaspy + blaoxa, 40,0% (2 od 5), a
istom prevalencijom u kombinaciji: blarem + blactx.m + blasyy + blaoxa. Jedan izolat je

producirao blargm + blactx-m + blasyy (Tabela 24).

Prevalencija zastupljenosti ESBL-producirajucih Klebsiella spp. izolata je bila najvisa u
uzorcima urina, 54,9% (28 od 51) u bolni¢koj 1 67,9% (19 od 28) u vanbolnickoj sredini

(Tabela 24).
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Tabela 24. Epidemioloske i molekularne karakteristike Klebsiella spp. koje produciraju
beta-laktamaze Sirokog spektra, beta-laktamaze prosirenog spektra i plazmidne AmpC
beta-laktamaze kod bolnickih i vanbolnickih pacijenata

. . Bolnicki pacijenti Vanb_qlnié_ki
Karakteristike Klebsiella spp. n=51 (%) pacijenti
n=28 (%)
Spol Musko 21 (41.2) 16 (57.1)
Zensko 30 (58.8) 12 (42.9)
Prosjecna dobna starost (godine) 39 (<01 —82) 47 (<01 — 82)
Prosjek dana boravka u bolnici 12 (2 —154) -
Jedan antibiotik: AMC/CZ/GM/CIP/ 34 (66.7)
Primjena IMI/VA/FEP/AZM
antibiotika Dva antibiotika: GM-AMC/GM-CZ/
MET-CZ/GM-PEM/ 8 (15.7) i
AMC-IMI
Tri antibiotika: GM-AMC-PEM 3(5.9)
Nije detektirano 6 (11.8)
Odjel za djecije bolesti 21 (41.2)
Odjel za neuroloske bolesti 12 (23.5)
Bolni¢ki odjel | Odjel za interne bolesti 6 (11.8)
Odjel za zarazne bolesti 3(5.9)
Odjel za ortopediju i traumatologiju 3(5.9) -
Odjel za fizikalnu terapiju 2 (3.9
Odjel za kirurske bolesti 2 (3.9
Odjel za uho, grlo i nos 1(2.0)
Hirurski Sok 1(2.0)
Urin 28 (54.9) 19 (67.9)
Bris pupka 9 (17.6) 1(3.6)
Bris gornjih di$nih puteva 5(9.8) 1(3.6)
Bris hirurske rane 4 (7.8) 6 (21.4)
Vrsta uzorka Stoma 3(5.9) -
Bris koze i mekih tkiva 1(2.0) -
Bris kanile 1(2.0) -
Bris o¢iju - 1(3.6)
TEM-1 37 (72.5) 12 (42.9)
CTX-M-1 13 (25.5) -
Tipovi beta- CTX-M-3 2 (3.9 -
laktamaza CTX-M-15 27 (52.9) 5(17.9)
Sirokog i CTX-M-22 - 1(3.6)
prosirenog CTX-M-28 1(2.0) -
spektra, te SHV-1 30 (58.8) 6 (21.4)
pAmpC beta- | SHV-5 1(2.0) -
laktamaze OXA-1 21 (41.2) 4 (14.3)
CMY-2 2(3.9) 1(3.6)
DHA-1 2 (3.9) -
Kombinacija tri i viSe beta-lakatamaza 33 (64.7) 5(17.9)
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5.2.5. Antimikrobna osjetljivost ESBL-producirajuéih izolata Klebsiella spp.

Od ukupno 51 izolat ESBL-produciraju¢e Klebsiella spp. kod bolni¢kih pacijenata, otpornost
na cefalosporinske antibiotike se kretala od 54,9% na cefepim do 96,1% na cefuroksim sa
rasponom MICgq 256 - >256 mg/L. Visoke stope rezistencije zabiljezene Su U slucajeva na
cefoksitin (96,1%), na piperacilin (82,4%,) 74,5% na gentamicin i 54,9% na ciprofloksacin.
Otpornost na imipenem je zabiljeZzena u 13,7% slucajeva, dok je osjetljivost na meropenem i

piperacilin/tazobaktam iznosila 100,0% i 90,2% (Tabela 25).

Od ukupno 28 izolata ESBL-produciraju¢e Klebsiella spp. kod vanbolni¢kih pacijenata,
otpornost na cefalosporinske antibiotike se kretala od 42,9% na cefepim do 100,0% na
cefuroksim, sa rasponom MICgyy 64 - >256. Otpornost na ostale antibiotike zabiljeZena je u
82,1% na gentamicin, 71,4% na cefoksitin, 67,9% na piperacilin, 53,6% na ciprofloksacin i

10,7% na tazobaktam. Otpornost na imipenem i meropenem nije bila zabiljezena (Tabela 25).
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Tabela 25. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) ESBL-producirajuéih izolata Klebsiella spp. u bolni¢koj i vanbolni¢koj sredini

MIK raspon MIKsg MIKgg % osjetljivosti
Vrsta antibiotika Bolnicki Vanbolni¢ki | Bolni¢ki | Vanbolni¢ki | Bolni¢ki | Vanbolni¢ki | Bolni¢ki | Vanbolni¢ki CLSI
pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti n=51 (%) n=28 (%)
Cefuroksim 4->256 325256 >256 >256 >256 >256 96.1 100.0 32
Ceftazidim <0.12->256 <0.12-512 64 64 >256 256 78.4 85.7 32
Cefotaksim <0.12>256 | <0.12->256 | 128 64 256 256 80.3 64.3 64
Ceftriakson <0.12->256 | <0.12->256 | 256 128 >256 >256 86.3 64.3 64
Ce]‘:"k?'“” 8->256 1->256 256 256 >256 256 96.1 71.4 32
?n?.ggr'gm <0.12->256 <0.12-128 32 16 256 64 54.9 42.9 32
Meropenem <0.06-64 <0.06-2 0.25 <0.06 16 05 137 0 16
ne <0.06-1 <0.06-4 <0.06 <0.06 0.12 2 0 0 16
Gentamicin <0.12->256 0.25->256 32 32 256 >256 745 82.1 8
Ciprofloksacin <0.12->256 <0.12-512 8 4 128 128 54.9 53.6 4
Piperacilin 8->256 4->256 256 >256 >256 >256 82.4 67.9 128
Piperacillin/Tazobaktam | _ 15 556 4-256 32 16 64 64 9.8 10.7 128

*cefuroksim (30 pg); ceftazidim (30 pg); cefotaksim (30 pg); ceftriakson (30 pg); cefoksitin (30 pg); cefepim (30 pg); imipenem (10 pg);

meropenem (10 pg); gentamicin (10 pg); ciprofloxacin (5 pg); piperacilin (30 pg); piperacilin/tazobaktam (30 pg)
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5.2.6. Klonalna pripadnost ESBL-producirajucih izolata Klebsiella spp.

Od ukupno 79 bolnickih i vanbolnickih ESBL-producirajucih izolata Klebsiella spp., u 41

izolat (27 bolnickih i1 14 vanbolnickih) odredena je genetska slicnost pomoc¢u PFGE.

Dice (Opt:0.50%) (Tol 3.0%-3.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

Fresol _PFGEOL Vrsta Bolni¢ki/
Spol uzorka Starost vanbolni¢ki ggltzgnije
| | | : TN o F mokraéa <01 Pediiatriia 24.03.2010.
[T 7 F mokraéa 74 Vanbolnicki ~ 17.03.2010.
I s M pupak <01 Vanbolnigki ~ 26.05.2010.
{ NI ] 2 F mokraéa 69 Neurologiia ~ 25.02.2010.
NI 28 F o mokraca 01 Pediiatriia  20.01.2010.
- I s M mokraéa 60 Vanbolnicki ~ 07.04.2010.
‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ H H ‘ ‘ ‘ 6 F mokraca 52 Vanbolni¢ki 17.03.2010.
IIRRRAIIE: 9 M mokraéa 60 Vanbolnicki ~ 27.01.2010.
NI ] 18 ™ rana 82 Vanbolnitk ~ 12.03.2010.
M T 6 ™ pupak o1 Pediiatriia  07.01.2010.
4‘_; NI M rana 47 Vanbolnitki ~ 04.03.2010.
H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ H 9 F rana 63 Kiruraiia 31.03.2010.
HH‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 13 F pupak <01 Pediiatriia 26.03.2010.
T s F oci <01 Vanbolnicki  02.04.2010.
I F mokraca 01 7arazno 22.03.2010.
— e 1T 28 F mokraca 03 Vanbolnicki ~ 16.03.2010.
— [N 27w mokraéa 01 Pediiatriia  16.02.2010.
L 1IN 22 ™M mokaéa 01 Pediiatriia  06.04.2010.
H‘ H ‘H ‘ H 2 M mokraca 39 [olN] 22.02.2010.
4|——|: H ‘ H ‘ H ‘ H‘ 5 M mokraca 66 Neuroloaii 19.02.2010.
T g M mokraca 80 Neurologii  07.04.2010.
M1 e F pupak <01 Pediiatriia  18.01.2010.
—{ [ 1] [I[] 20 ™ resn. 20 Zarazno 11.01.2010.
H H ‘ H‘ ‘ ‘ HH 6 F mokraca o1 Pediiatriia 02.02.2010.
T W e e kol s0nom
4,7 H H ‘ H‘ ‘ ‘ H ‘H 8 F mokraca 03 Pediiatriia 15.03.2010.
‘H ‘H H ‘ H 3 M mokraéa 77 Interno 22.03.2010.
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ H 16 M mokraca 70 Neuroloaii 23.02.2010.
{ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘H H 16 F mokraca o1 Vanbhohi¢k  31.03.2010.
I N2 Fo reen o1 Vanbohick  27.01.2010.
Ul [l £ omkma o pwmame 2202010
 — ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ 4 M mokraca o1 Pediiatriia 25.02.2010.
B [l | 17 F resp. <01 Pediiatriia  11.01.2010.
LI 15 ™ stama 57 Fiziiatria  17.02.2010.
E TN 13 ™ mokraéa 01 Vanbolnick  06.04.2010.
LOEH N e 7o mokrata 02 Pediatria  19.03.2010.
[T 10 F ctama 45 Ortovediia  28.12.2009.
A LU LI 7 F o mokaca 68 Ortonedila  10.04.2010.
 — ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 15 F mokraca 72 Vanbohi¢k  24.02.2010.
R ‘ ‘ H HHH ‘ ‘ 17 M mokraca 01 Vanboli¢k  17.03.2010.
[T 8 F pupak o1 Pedijatrija  05.03.2010.
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Slika 6. Dendogram Klebsiella spp. Svi izolati kod kojih je genetska srodnostt >85% smatrali
su se genetski srodnim izolatima. PFGE analiza uzoraka Klebsiella spp. pokazala je, da je 41
uzorak razvrstan u 14 klonova (oznacena od A do M), sa dva do pet uzoraka u svakom.
Klonovi H i LJ sadrze po pet izolata i to jedan klon sadrzi pet bolnic¢ka izolata, drugi Cetiri
bolnic¢ka i jedan vanbolnicki, klon D sadrzi tri bolnic¢ka izolata i jedan vanbolnicki. Ostali

klonovi sadrze jedan do tri izolata iz bolnicke i vanbolnicke sredine (Slika 6).
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5.2.7. Epidemioloske i molekularne Kkarakteristike ESBL-producirajucih izolata

Enterobacter cloacae

U periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine zabiljeZeno je 14 (od 90, 15,6%) ESBL-
produciraju¢ih izolata Enterobacter cloacae kod bolni¢kih pacijenata. Kod vanbolnic¢kih
pacijenata izolirano je 13,7% (16 od 117) ESBL-produciraju¢e E. cloacae. Od toga 8/3

bolni¢ka odnosno vanbolnicka izolata su uklju¢ena u epidemiolosku i molekularnu obradu.

Od ukupno 8 i 3 bolnic¢ka i vanbolnicka ESBL-producirajuca izolata Enterobacter cloacae,
75,0% (6 od 8) i 66,7% (2 od 3) zabiljezeno je kod muske populacije prosjecne dobne starosti

44 godina (raspon <01-73) i 65 (raspon 46-85) (Tabela 26).

Prevalencija zastupljenosti ESBL-producirajuéih izolata Enterobacter cloacae po odjelima se
kretala od 12,5% (1 od 8) na odjelu za kirurske bolesti, odjelu za interne bolesti i odjelu za
uho, grlo i nos do 25,0% (2 od 8) i 37,5% (3 od 8) na odjelu za djecije bolesti i kirurski Sok

(Tabela 26).

Lanc¢anom reakcijom polimeraze (PCR) odredena je pripadnost porodici ESBL: SHV, TEM,
CTX-M, PER, OXA. PCR-om su detektirane i plazmidne AmpC beta-laktamaze |
karbapenemaze. Tipizacija ESBL udinjena je za ukupno 8 bolnickih i 3 vanbolnicka E.

cloacae izolata.

Utvrdeno je 11 razli¢itih gena u 8 bolnicka E cloacae izolata: 4 (50,0%) su bili blatem geni, 3
(37,5%) blactxm, 2 (25,0%) blagyy i po jedan (12,5%) blaoxa 1 blacmy geni.
Sekvencioniranjem je ustanovljena prevalenca zastupljenosti CTX-M-1, CTX-M-15 i CTX-

M-28 gena, 12,5% (po 1 od 8 blactx-m gena).
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Dva od 8 (25,0%) bolnicka E. cloacae izolata nosila su multiple gene. I1zolati su bili nosioci
kombinacije gena blatem + blactx-m + blasyy i kombinacije blactx-m + blasyy + blapxa. PER

geni nisu nadeni (Tabela 26).

Utvrdeno je 6 razlicitih bla gena u 3 vanbolni¢ka Enterobacter cloacae izolata: 2 (66,7%) su
bili bIaTEM geni, 2 (66,7%) blaCTx-M i 2 (66,7%) bIaOXA. Dva od 3 (66,7%) vanbolnicka E.
cloacae izolata nosila su multiple gene. Izolati su bili nosioci kombinacije gena blargym +

blacTxm + blaoxa (Tabela 26)

Prevalencija ESBL-producirajucih izolata E. cloacae je bila najvisa u uzorcima brisa kirurskih

rana, 37,5% (3 od 8) u bolnickoj i 66,7% (2 od 3) u vanbolnickoj sredini (Tabela 26).
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Tabela 26. Epidemioloske i molekularne karakteristike Enterobacter cloacae koje
produciraju beta-laktamaze Sirokog spektra,i prosirenog spektra i plazmidne AmpC
beta-laktamaze kod bolnickih i vanbolnickih pacijenata

Karakteristike Enterobacter cloacae

Bolnicki pacijenti

Vanbolnicki pacijenti

n=8 (%) n=3 (%)
Spol Musko 6 (75.0) 2 (66.7)
Zensko 2 (25.0) 1(33.3)
Prosjecna dobna starost (godine) 44 (<01 -73) 65 (46 — 85)
Prosjek dana boravka u bolnici 17 (5—40) -
Jedan antibiotik: AMC/CZ/CIP 3(37.5)
Primjena Dva antibiotika: MET-CZ/AMC-CIP/ 3(37.5)
antibiotika GM-PEM )
Tri antibiotika: GM-MET-CZ 1(12.5)
Nije detektirano 1(12.5)
Hirurski ok 3(37.5)
Odjel za djecije bolesti 2 (25.0)
Bolnicki odjel | Odjel za hirurske bolesti 1(12.5) -
Odjel za interne bolesti 1(12.5)
Odjel za uho, grlo, nos 1(12.5)
Urin 1(12.5) 1(33.3)
Bris hirurske rane 3(37.5) 2 (66.7)
Vrsta uzorka Bris koze i mekih tkiva 1(12.5) -
Aspirat 1(12.5) -
Bris pupka 1(12.5) -
stoma 1(12.5) -
laktamaza CTX-M-1 1(12.5) 1(33.3)
Sirokog i CTX-M-15 1(12.5) 1(33.3)
prosirenog CTX-M-28 1(12.5) .
spektra, te SHV-1 2 (25.0) )
pAmMpC beta- | OXA-1 1(12.5) 2 (66.7)
laktamaze CMY-2 1(12.5) )
Kombinacija tri i vise beta-lakatamaza 2 (250) 2 (667)
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5.2.8. Antimikrobna osjetljivost ESBL-producirajuéih izolata E. cloacae

Od ukupno 8 ESBL-producirajucih izolata E. cloacae kod bolnickih pacijenata, otpornost na
cefalosporinske antibiotike se kretala od 25,0% na cefepim do 87,5% na cefuroksim sa
rasponom MICqy 64 - >256 mg/L. Visoki stupanj rezistencije zapazen je kod cefoksitina
(87,5%) na gentamicin i piperacilin, (75%) i na ciprofloksacin (62%). Piperacilin/tazobaktam
je zadrzao dobru djelotvornost sa samo 12,5% rezistentnih izolata, dok je osjetljivost na

imipenem i meropenem iznosila 100,0% (Tabela 27).

Od ukupno 3 ESBL-producirajuca izolata E. cloacae kod vanbolni¢kih pacijenata, otpornost
na cefalosporinske antibiotike se kretala od 0% na cefepim do 100,0% na ceftazidim, sa
rasponom MICgy 16 - >256. Svi sojevi su pokazivali rezistenciju na cefoksitin i gentamicin,
33,3% na piperacilin i ciprofloksacin. Svi sojevi su bili osjetljivi na imipenem, meropenem i

piperacilin/tazobaktam (Tabela 27).
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Tabela 27. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) ESBL-producirajuéih izolata Enterobacter cloacae u bolni¢koj i vanbolni¢koj

sredini
MIK range MIKsg MIKgo % osjetljivost
\/rsta antibiotika Bolni¢ki Vanbolni¢ki Bolni¢ki | Vanbolni¢ki | Bolni¢ki | Vanbolni¢ki Bolnic¢ki Vanbolni¢ki CLSI
pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti n=8 (%) n=3 (%)
ggg‘;;'éf:;” <0.12->256 |  16->256 >256 16 >256 >256 87.5 66.7 32
Cofotaksim 2->256 64-128 256 128 >256 128 62.5 100.0 32
: <0.12->256 | 32->256 32 32 >256 64 50.0 33.3 64
ggg@ﬁg” <0.12->256 4->256 256 8 >256 >256 62.5 33.3 64
Cefepim 8->256 128->256 128 128 128 >256 87.5 100.0 32
imipener <0.12-128 16 8 16 64 16 25.0 0 32
Meropenerm <0.06-8 <0.06 <0.06 <0.06 0.25 <0.06 0 0 16
nel <0.06-1 <0.06 <0.06 <0.06 0.5 <0.06 0 0 16
Gentamicin <0.12->256 |  16->256 32 16 >256 >256 75.0 100.0 8
gi'pmﬂ‘?l'.‘sac'” <0.12-256 14 4 1 128 4 62.5 33.3 4
Iperactiin 4->256 4-128 128 8 >256 128 75.0 33.3 128
Piperacilin/Tazobaktam | 15 ~»s6 2-16 32 2 64 16 125 0 128

*cefuroksim (30 pg); ceftazidim (30 pg); cefotaksim (30 pg); ceftriakson (30 pg); cefoksitin (30 pg); cefepim (30 pg); imipenem (10 pg);

meropenem (10 pg); gentamicin (10 pg); ciprofloxacin (5 ng); piperacilin (30 pg); tazobaktam (30 pg)
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5.2.9. Klonalna pripadnost ESBL-producirajuéih izolata E. cloacae

Od ukupno 11 bolnickih i vanbolnickih ESBL-producirajucih izolata E. cloacae, u 10 izolata

(5 bolnickih 1 5 vanbolnickih) odredena je genetska sli¢nost pomoc¢u PFGE.

Dice (Opt:0.50%) (Tol 3.0%:3.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGEO1 PFGEO1

Spol Vrsta
uzorka

70
r75
80
5
90
95
—100

mokraca

] D LI

rana

mokraca

rana

mokraca

mokraca

rana

mokraca

pupak

M2 2 2o Z

rana

Starost

70
73
61
65
82
65
60
<01
<01
85

Bolni¢ki/
vanbolni¢ki

vanbolnicki

ICU

Interno

vanbolnicki

Neurologija

vanbolnicki
vanbolnicki
Pedijatrija
Pedijatrija

vanbolnicki

Datum
izolacije

24.02.2010.
28.01.2010.
02.02.2010.
31.12.2009.
10.03.2010.
02.02.2010.
26.05.2010.
07.04.2010.
26.03.2010.
11.02.2010.

Slika 7. Dendogram Enterobacter cloacae. Svi izolati kod kojih je genetska slicnost >85%

smatrali su se genetski srodnim izolatima. PFGE analiza uzoraka E. cloacae pokazala je 10

uzoraka razvrstano u 1 klaster sa Cetiri izolata: 3 vanbolnicka i jedan bolnicki, te ostalih

izolata svrstanih u single klon (Slika 7).
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5.2.10. Epidemioloske i molekularne karakteristike ESBL-producirajucih izolata
Proteus spp.

U periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine, zabiljezeno je 20 (od 201, 9,9%) ESBL-
producirajuéih izolata Proteus spp. kod bolni¢kih pacijenata. Kod vanbolnickih pacijenata
izolirano je 5,5% (20 od 365) ESBL-producirajucih izolata Proteus spp. Od toga 5 bolnickih i

6 vanbolnickih izolata je ukljuceno u epidemiolosku i molekularnu obradu.

Od ukupno 5 i 6 bolni¢ka i vanbolnicka ESBL-producirajuca izolata Proteus spp., 80,0% (4
od 5) zabiljezeno je kod populacije Zzena u bolni¢koj sredini prosje¢ne dobne starosti 64
godina (raspon 40-80), te 66,7% kod populacije muskaraca u vanbolni¢koj sredini prosjecne

dobne starosti 65 godina (raspon 46-85) (Tabela 28).

Prevalencija ESBL-producirajucih izolata Proteus spp. po odjelima se kretala od 20,0% (1 od
5) na odjelu za kirurSke bolesti, te do 40,0% (2 od 5) na odjelima za neuroloske bolesti i za

fizikalnu terapiju (Tabela 28).

Lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR-om) okarakterizirane su ESBL beta-laktamaze
Sirokog spektra iz SHV, TEM, CTX-M, PER, i OXA porodice, te plazmidne AmpC beta-
laktamaze i karbapenemaze. Tipizacija ESBL ucinjena je za ukupno 5 bolnicka i 6

vanbolnic¢ka Proteus spp. izolata.

Utvrdeno je 10 razli¢itih gena u 5 bolnicka Proteus spp. izolata: 4 (80,0%) su bili blactx-m
geni, 3 (60,0%) blapxa, 2 (40,0%) blargm i jedan (20,0%) blacmy gen. Prevalencija blactx-m-1

gena bila je 60,0% (3 od 4 blactx-m gena).

Jedan od 5 (20,0%) bolnic¢ka Proteus spp. izolata nosio je multiple gene. lIzolat je bio nosilac

kombinacije gena blatgm + blactx-m + blaoxa + blacmy. PER geni nisu nadeni (Tabela 28).
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Utvrdeno je 6 razliitih gena u 6 vanbolnic¢ka Proteus spp. izolata: 2 (33,3%) su bili blatem

geni, te po jedan blacrx-m, blaspy 1 blaoxa (Tabela 28).
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Tabela 28. Epidemioloske i molekularne karakteristike Proteus spp. koje produciraju

beta-laktamaze Sirokog spektra, beta-laktamaze prosirenog spektra i plazmidne AmpC
beta-laktamaze kod bolni¢kih i vanbolnic¢kih pacijenata

Karakteristike Proteus spp.

Bolnicki pacijenti
n=5 (%)

Vanbolnicki pacijenti

n=6 (%)

Spol Musko 1(25.0) 4 (66.7)

Zensko 4 (80.0) 2 (33.3)
Prosjecna dobna starost (godine) 64 (40 — 80) 40 (02 - 68)
Prosjek dana boravka u bolnici 15(7-17) -

Jedan antibiotik: CZ/VA 3 (60.0)
Primjena Dva antibiotika - -
antibiotika Tri antibiotika -

Nije detektirano 2 (40.0)
Bolnicki odjel | Odjel za neuroloSke bolesti 2 (40.0)

Odjel za fizikalnu terapiju 2 (40.0) )

Odjel za hirurske bolesti 1(20.0)

Urin 1(20.0) 2(33.3)
Vrsta uzorka Bris hirurske rane - 4 (66.7)

Stoma 1 (20.0) -
Tipovi beta- TEM-1 2 (40.0) 2(33.3)
laktamaza CTX-M-1 3(60.0) 1(16.7)
Sirokog i CTX-M-15 1(20.0) -
prosirenog SHV-1 - 1(16.7)
spektra, te OXA-1 3 (60.0) 1(16.7)
pAmpC beta- | CMY-2 1(20.0) 1(16.7)
laktamaze Kombinacija tri i vi$e beta-

lakatamaza 2 (25.0) -
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5.2.11. Antimikrobna osjetljivost ESBL-producirajuéih izolata Proteus spp.

Od ukupno 5 ESBL-producirajucih izolata Proteus spp. kod bolnic¢kih pacijenata, otpornost na
cefalosporinske antibiotike se kretala od 40,0% na cefepim do 80,0% na cefuroksim sa
rasponom MICgy 0d 32 - >256 mg/lL. Otpornost na ostale antibiotike zabiljezena je u 80,0%
slu¢ajeva na piperacilin, cefoksitin, a gentamicin i ciprofloksacin su pokazivali visoke stope
rezistencije od 60% (Tabela 29). Niti jedan soj nije pokazivao rezistenciju na imipenem,

meropenem i piperacilin/tazobaktam.

Od ukupno 6 ESBL-producirajucih izolata Proteus spp. kod vanbolnickih pacijenata,
otpornost na cefalosporinske antibiotike se kretala od 33,3% na cefepim do 100,0% na
cefuroksim, sa rasponom MICgy 128 - >256. Otpornost na ostale antibiotike zabiljezena je u
66,7% na cefoksitin i gentamicin, 50,0% na piperacilin i ciprofloksacin, a otpornost na

imipenem, meropenem i piperacilin/tazobaktam nije bila zabiljezena (Tabela 29).
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Tabela 29. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) ESBL-producirajuéih izolata Proteus spp. u bolni¢koj i vanbolni¢koj

sredini
MIK range MIKsg MIKgo % osjetljivost
\/rsta antibiotika Bolnic¢ki Vanbolni¢ki Bolni¢ki | Vanbolni¢ki | Bolni¢ki | Vanbolni¢ki Bolni¢ki Vanbolnic¢ki CLSI
pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti n=5 (%) n=6 (%)
ggg‘;;'éf:;” <0.12->256 | 256->256 >256 >256 >256 >256 80.0 100.0 32
Cefotaksim <0.12-64 <0.12-256 32 32 32 256 60.0 66.7 32
Cefirialson <0.12-128 | <0.12->256 64 32 128 128 80.0 50.0 64
Cefoksitin <0.12->256 | <0.12->256 64 64 128 256 60.0 66.7 64
Cefepim <0.12->256 1->256 256 128 >256 >256 60.0 66.7 32
Iienem <0.12-64 <0.12-256 16 16 32 128 40.0 33.3 32
P <0.06-2 <0.06-2 2 <0.06 2 0.25 0 0 16
Meropenem <0.06 <0.06-8 <0.06 0.25 <0.06 8 0 0 16
G?”ta][I“'l‘("“ . <0.12-64 8->256 64 32 64 64 60.0 66.7 8
gi'pro ‘?I.Sac'” <0.12-256 0.25-128 64 0.5 128 32 60.0 50.0 4
Iperactiin <0.12->256 8->256 256 64 >256 >256 80.0 50.0 128
Piperacilin/Tazobaktam <0.12-64 1-16 16 8 32 16 0 0 128

*cefuroksim (30 pg); ceftazidim (30 pg); cefotaksim (30 pg); ceftriakson (30 pg); cefoksitin (30 pg); cefepim (30 pg); imipenem (10 pg);

meropenem (10 pg); gentamicin (10 pg); ciprofloxacin (5 pg); piperacilin (30 pg); tazobaktam (30 pg)

124




5.2.12. Klonalna pripadnost ESBL-producirajuéih izolata Proteus spp.

Od ukupno 11 bolnickih i vanbolnickih ESBL-producirajucih izolata Proteus spp., u 11

izolata (6 bolni¢kih i 5 vanbolnic¢kih) odredena je genetska slicnost pomoc¢u PFGE.

Dice (Opt:0.50%) (Tol 3.0%:3.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%)
PFGEO1 PFGEO1

65
70
75
80
90
95
-100

= I
— L

Spol

=T "ML T L L

Vrsta
uzorka

mokraca
rana
kanila
rana
genital
stoma
koza
uho

mokraca

mokraca

mokraca

Starost

02
28
66
28
58
54
53
49
40
58
01

Bolni¢ki/
vanbolni¢ki

vanbolnicki
vanbolnicki
Neurologija
vanbolnicki
vanbolnicki
Neurologija
Onkologija
Uho, grlo, nos
Fizijatrija
Neurologija

vanbolnicki

Datum

izolacije
03.02.2010.
29.01.2010.
26.12.2009.
05.03.2010.
05.02.2010.
30.03.2010.
07.01.2010.
09.03.2010.
29.01.2010.
22.01.2010.
26.01.2010.

Slika 8. Dendogram Proteus spp. Svi izolati kod kojih je genetska sli¢nost >85% smatrali su

se genetski srodnim izolatima. PFGE analiza uzoraka Proteus spp. pokazala je 11 uzoraka

razvrstano u dva klona (oznacena A i1 B), sa dva uzorka u svakom. Klon A sadrzi dva

vanbolnicka izolata, a klon B dva bolnicka izolata. Ostali izolati su oznaceni kao single clone

(Slika 8).
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5.2.13. Epidemioloske i molekularne karakteristike ESBL-producirajuéih izolata

Acinetobacter spp.

U periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine zabiljezeno je 7 (od 45, 15,6%) ESBL-
produciraju¢ih izolata Acinetobacter spp. kod bolni¢kih pacijenata. Kod vanbolnickih
pacijenata izolirano je 4,5% (1 od 22) ESBL-producirajucih izolata Acinetobacter spp. Od
toga 10/3 bolni¢ka odnosno vanbolnic¢ka izolata uklju¢ena su u epidemiolosku i molekularnu

obradu.

Od ukupno 10 i 3 bolni¢ka i vanbolnicka ESBL-produciraju¢a izolata Acinetobacter spp.,
80,0% (8 od 10) i 66,7% (2 od 3) izolirano je kod muske populacije prosje¢ne dobne starosti

53 godina (raspon <01-78) i 46 (raspon 28-58) (Tabela 30).

Prevalencija ESBL-producirajucih izolata Acinetobacter spp. po odjelima se kretala od 10,0%
(1 od 10 na odjelima za neuroloske bolesti, djec¢ije bolesti, onkoloske bolesti, uho, grlo i nos,
ortopediju i traumatologiju i na odjelu za kozne bolesti do 20,0% (2 od 10) na Odjelu za

kirurski $ok i Odjelu za kirurske bolesti) (Tabela 30).

Lancanom reakcijom polimeraze (PCR) odredena je pripadnost rodu ESBL: SHV, TEM,
CTX-M, PER, OXA beta-laktamaze i karbapenemaze. Tipizacija ESBL uéinjena je za ukupno

10 bolnickih i 3 vanbolni¢ka Acinetobacter spp. izolata.

Utvrdeno je 24 razlic¢ita gena u 10 bolnickih Acinetobacter spp. izolata: 8 (80,0%) su bili

b|aTE|v| geni, 6 (60,0%) bIaOXA_51 i po 2 (20,0%) b|aCTx_M i bIaOXA_1 geni.

Cetiri od 10 (40,0%) bolni¢ka Acinetobacter spp. izolata nosila su multiple gene. Najéesée su
izolati bili nosioci kombinacije gena blargm + blacrx-m + blagxa-1, 50% (2 od 4) i kombinacije

blatem + blapxa-s1, 50,0% (2 od 4). AmpC i PER geni nisu nadeni (Tabela 30).
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Utvrdeno je 7 razli¢itih gena u 3 vanbolni¢ka Acinetobacter spp. izolata: 3 (100,0%) su bili

b|aTE|\/| geni i po 1 (33,7%) blaCTx.M, b|ao)(A.1, bIaOXA.51 geni.

Dva od 3 (66,7%) vanbolnicka Acineotbacter spp. izolata, nosila su multiple gene. Jedan
izolat je bio nosilac kombinacije gena blargm + blaoxa-s1, @ drugi nosilac kombinacije gena

blatem + blacTxm + blaoxa-1 (Tabela 30)

Prevalencija ESBL-producirajuc¢ih izolata Acinetobacter spp. je bila najvisa u uzorcima
briseva koze i mekih tkiva, 30,0% (3 od 10) u bolnickoj i 66,7% (2 od 3) iz uzoraka briseva

kirurskih rana u vanbolnickoj sredini (Tabela 30).
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Tabela 30. Epidemioloske i molekularne karakteristike Acinetobacter spp. koje
produciraju beta-laktamaze Sirokog spektra, beta-laktamaze prosirenog spektra beta-
laktamaze kod bolnickih i vanbolnic¢kih pacijenata

- . Bolnicki pacijenti | Vanbolnicki pacijenti
Karakteristike Acinetobacter spp. n=10 (%) n=3 (%)
Spol Musko 8 (80.0) 2 (66.7)
Zensko 2 (20.0) 1(33.3)
Prosjeéna dobna starost (godine) 53 (<01 —78) 46 (28 — 58)
Prosjek dana boravka u bolnici 15 (8 —23) -
Jedan antibiotik: AMC/IMI/FEP 6 (60.0)
Primjena Dva antibiotika;: MET-CZ 2 (20.0) R
antibiotika Tri antibiotika -
Nije detektirano 2 (20.0)
Odjel za kirurski Sok 2 (20.0)
Odjel za hirurske bolesti 2 (20.0)
Odjel za neuroloske bolesti 1(10.0)
Bolnicki odjel | Odjel za djeéije bolesti 1(10.0) -
Odjel za onkoloske bolesti 1(10.0)
Odijel za uho, grlo, nos 1(10.0)
Odjel za ortopediju i traum. 1(10.0)
Odjel za kozne bolesti 1(10.0)
Bris hirurSke rane 2 (20.0) 2 (66.7)
Bris koZe i mekih tkiva 3 (30.0) -
Bris kanile 2 (20.0) -
Vrsta uzorka Stoma 1 (10.0) -
Bris opekotine 1(10.0) -
Bris uziju 1(10.0) -
Bris genitalne regije - 1(33.3)
laktamaza CTX-M-1 2 (200) 1 (337)
§ir0kogi OXA-1 2 (200) 1 (337)
prosirenog OXA-51 6 (60.0) 1(33.7)
spektra, te
pAmpC beta- Kombinacija tri i vise beta-
laktamaze lakatamaza 4 (40.0) 2 (66.7)
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5.2.14. Antimikrobna osjetljivost ESBL-producirajuéih izolata Acinetobacter spp.

Od ukupno 10 ESBL-produciraju¢ih izolata Acinetobacter spp. kod bolnickih pacijenata,
otpornost na cefalosporinske antibiotike se kretala od 80,0% na cefotaksim do 100,0% na
cefuroksim sa rasponom MIKgy 64 - >256 mg/L. Visoke stope rezistencije zabiljezene su na
imipenem (90,0%), gentamicin (80,0%) piperacilin (70,0%), i na ciprofloksacin (60,0%).

Osjetljivost na meropenem i piperacilin/tazobaktam iznosila je 70,0% do 80,0% (Tabela 31).

Od ukupno 3 ESBL-producirajucih izolata Acinetobacter spp. kod vanbolni¢kih pacijenata,
otpornost na cefalosporinske antibiotike se kretala od 33,3% na cefepim do 100,0% na
ceftazidim, sa rasponom MIKg, 64 - >256. Otpornost na ostale antibiotike zabiljezena je u
100,0% na cefoksitin, gentamicin i imipenem, 33,3% na piperacilin/tazobaktam,
ciprofloksacin i meropenem a osjetljivost na piperacilin zabiljeZzena je u 100,0% slucajeva

(Tabela 31).
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Tabela 31. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) ESBL-producirajuéih izolata Acinetobacter spp. u bolni¢koj i vanbolni¢koj

sredini
MIK range MIKsg MIKgo % osjetljivosti
Vrsta antibiotika Bolni¢ki Vanbolnic¢ki Bolni¢ki | Vanbolni¢ki | Bolni¢ki | Vanbolnicki Bolni¢ki Vanbolnic¢ki CLSI
pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti pacijenti n=10 (%) n=3 (%)

ggg‘;;ﬁslm‘ 32->256 16-256 256 256 256 256 100.0 66.7 32
Cefotaksim 1->256 128->256 >256 128 >256 >256 90.0 100.0 32
Cefiriakson 1->256 32-128 256 128 >256 128 80.0 66.7 64
Cefoksitin 4->256 8-256 >256 128 >256 256 90.0 66.7 64
Cefepim 128->256 128->256 128 >256 256 >256 100.0 100.0 32
Imipenem 2-64 16-64 64 16 64 64 90.0 33.3 32
P 0.25->128 128->128 >128 >128 >128 >128 90.0 100.0 16
g":r:;’aprﬁ?g’r? 0.12->128 | <0.06->128 0.12 4 128 >128 30.0 33.3 16
irofloksaci <0.12->256 16-32 64 32 >256 32 80.0 100.0 8
gi'pg‘r’ac?“f]ac'” <0.12->256 1-4 8 2 256 4 60.0 33.3 4
Piperacilin/Tazobaktam 2->256 4-32 128 4 >256 32 70.0 0 128
P 2-128 2-128 16 4 128 128 20.0 33.3 128

*cefuroksim (30 pg); ceftazidim (30 pg); cefotaksim (30 pg); ceftriakson (30 pg); cefoksitin (30 pg); cefepim (30 pg); imipenem (10 pg);

meropenem (10 pg); gentamicin (10 pg); ciprofloxacin (5 pg); piperacilin (30 pg); tazobaktam (30 pg)
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5.2.15. Klonalna pripadnost ESBL -producirajuéih izolata Acinetobacter spp.

Od ukupno 13 bolni¢kih i vanbolnickih ESBL-producirajuc¢ih izolata Acinetobacter spp., u 4

izolata (3 bolni¢ka i 1 vanbolni¢ki) odredena je genetska sli¢nost pomoc¢u PFGE.

Dice (Opt:0.50%) (Tol 3.0%-3.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
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Slika 9. Dendogram Acinetobacter spp. Svi izolati kod kojih je genetska sli¢nost >85% smatrali su

se genetski srodnim izolatima. PFGE analiza uzoraka Acinetobacter spp. pokazala je 4 uzorka

razvrstana u jedan klon sa dva bolni¢ka uzorka. Ostali izolati su ozhaceni kao single clone (Slika

9).
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6. RASPRAVA

6.1. PRVI DIO RASPRAVE-retrospektivni

U periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine ukupno je analizirano 9092 razliita uzorka
dobijena od bolnickih pacijenata, te je analizirano 16037 razli¢itih uzoraka dobijenih od
vanbolni¢kih pacijenata. Metodama disk-difuzijskog sinergistickog testa identificirano je 126

ESBL-producirajucih izolata.

Sojevi koji luée beta-laktamaze proSirenog spektra (ESBL) su se prvi puta pojavili u Njemackoj
osamdesetih godina proslog stoljeca a danas su rasprostranjeni Sirom svijeta i predstavljaju veliki
terapijski problem u bolnicama i vanbolni¢koj sredini. ESBL su otkrivene u gram-negativnih
Stapicastih bakterija sa razli¢itom prevalencijom, medutim, najveci broj ovih enzima otkriven je u
porodici Enterobacteriaceae (44). Prevalencija infekcija uzrokovanih sa ESBL-produciraju¢im
bakterijama je najveca kod izolata K. pneumoniae u bolnickoj sredini s oko 40% pozitivnih izolata
(132, 135, 136, 214, 215). Druga po ucestalosti lu¢enja ESBL je Escherichia coli s oko 4%

pozitivnih sojeva koja je najcescée izolirana bakterija u mikrobioloskom laboratoriju (20).
6.1.1. Prevalencija ESBL-producirajuéih izolata

U ovome istrazivanju je, prema dostupnim podacima dobivenim u Kantonalnoj bolnici Zenica, u
razdoblju od pet mjeseci, istrazivana prevalencija i antimikrobna rezistencija Gram-negativnih
bakterija koje Iuce beta-laktamaze prosirenog spektra na podru¢ju Zenicko-Dobojskog kantona
kod bolnickih i vanbolnic¢kih pacijenata.

U Kantonalnoj bolnici Zenica 2007. je ustanovljena prevalencija ESBL izolata od 2,0% medu

svim gram-negativnim izolatima, a najveé¢i broj je izoliran na djecijem odjelu (5,4%) (216).
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Ucestalost ESBL-producirajuc¢ih bakterija u ovom istrazivanju je iznosila 10,0% kod bolnickih 1
6,4% kod vanbolnic¢kih pacijenata (p<0,001). Time je potvrdena hipoteza da je ucestalost infekcija
uzrokovanih sojevima koji proizvode beta - laktamaze prosirenog spektra (ESBL) viSa u bolni¢koj
nego u vanbolni¢koj sredini. Dosada$nja istrazivanja na podrucju Zenicko-dobojskog kantona koja
se odnose mahom na vanbolnic¢ke infekcije su pokazala da je u vanbolnic¢koj sredini ustanovljena
visoka prevalencija otpornosti na antibiotike kod izolata iz mokra¢nog sistema (122), visa
prevalencija ESBL-producirajucih izolata kod K. pneumoniae nego kod E. coli (7,8% odnosno
0,7%), te kod djece mlade od 6 godina iznosila (1,6% odnosno 3,8 %) (122), kao i dominacija
SHV beta-laktamaza medu izolatima K. pneumoniae i E. coli (7.8%/0.7%) (118) $to je inace
neuobiajeno za vanbolni¢ku sredinu (165).

Kako ucestalost ESBL-produciraju¢ih bakterija varira ovisno o geografskom podrucju pa i unutar
jedne drzave, prevalencija ESBL ustanovljena u ovom istrazivanju (10,0%) je relativno niska u
usporedbi s ucestaloS¢u ESBL u Portugalu (34%), Italiji (37%), SAD (44%), u zemljama Latinske
Amerike (30-60%) i Turskoj (58%), ali je visa od udestalosti zabiljezene u Svedskoj, Japanu i
Singapuru (3%, 4% i 8%) (100). U Hrvatskoj je udio ESBL-producirajuc¢ih izolata u bolnic¢kih
pacijenata kod E. coli u 2008. godini iznosio 3%, a kod K. pneumoniae 29% kako navodi

Andrasevic i sur. (217).

ESBL su otkrivene u gram-negativnih Stapicastih bakterija sa razli¢itom prevalencijom, medutim,
najveci broj ovih enzima otkriven je u porodici Enterobacteriaceae (44). Prevalencija ESBL-
infekcija je najveca kod izolata K. pneumoniae u bolnickoj sredini, npr. u Jordanu prevalencija K.
pneumoniae dostize i do 80% (132), u lzraelu se krec¢e u rasponu od 32% do 70% (183), u Indiji
57% (134), u Turskoj 50% (132), u Egiptu 38% (135), u Libanonu 20% (136). Takoder, zabiljezen

je i porast incidencije ESBL kod bolnickih izolata Salmonela spp. u mnogim drzavama Juzne
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Amerike, Afrike, Europe i Azije (44). ESBL su najées¢e u enterobakterija ali su opisane i u P.
aeruginosa i A. baumannii (44). Ove dvije vrste mikroorganizama naj¢esce posjeduju ESBL iz
PER ili OXA porodice ali mogu iako rijede producirati i TEM, SHV i CTX-M ESBL koje su
otkrivene u nekim drzavama svijeta (44). PER beta-laktamaze su takoder bile otkrivene kod
Acinetobacter spp. i Alcaligenes faecalis (44). Kona¢no, TEM -17 je otkrivena kod
Capnocytophaga ochrichea i SHV-12 kod Burcholderia cepacia (44). Beta-laktamaze kod ovih
potonjih mikroorganizama opisane su prvi put 1977. godine sa ucéestalos¢u oko 80% (137). M.
catarhalis producira tri tipa beta-laktamaza: BRO-1, BRO-2 i BRO-3, koje su po supstratnom
profilu penicilinaze (137). ESBL organizmi su obi¢no otkriveni u bolnicama, medutim, brojni
izvjestaji iz SAD-a i Francuske su dokumentovali moguénost njihovog nastanka i u uvjetima
kucne njege (44).

Ucestalost ESBL-producirajuc¢ih bakterija kod bolni¢kih pacijenata u ovom istraZivanju statisticki
se znacajno razlikovala po bolni¢kim odjelima. Najveca ucestalost je zabiljezena na odjelu
Kirurgije i djecije kirurgije (27,6%), zatim na odjelu onkologije (20,0%) i neurologije (11,0%) $to
ukljucuje i jedinicu intenzivne njege (JINJ), pa je vecina sojeva potjecala iz jedinica intenzivne
njege (p<0,001), sto je u skladu sa podacima koje navodi Gniadkowski u svome istraZivanju
provedenom u Poljskoj 2001 godine (44). Ucestalost ESBL-producirajucih bakterija bila je najniza
na odjelu za zarazne bolesti (2,2%), fizijatrijskom (5,5%) i ginekoloskom odjelu (5,9%), §to je u

skladu s podacima drugih autora (49, 177).

U posljednjih nekoliko godina doslo je do Sirenja infekcija uzrokovanih ESBL sojevima i u
vanbolnickoj sredini (121-123). ESBL izolati iz vanbolnicke sredine su prvi put zabiljezeni 1998.
godine u Irskoj, kod E. coli otporne na nalidiksi¢nu kiselinu, a koja je bila izolirana iz mokrace

starijih pacijenata; tip enzima nije bio odreden; pacijent nije bio ranije hospitaliziran, ali je primao
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viSestruke kurseve antibiotika (124). U naSem istraZivanju statisticki znacajno najvisa incidencija
infekcija uzrokovanih ESBL-produciraju¢im Gram-negativnim bakterijama kod vanbolni¢kih
pacijenata u periodu 01. 12. 2009 do 31. 04. 2010. godine je zabiljezena u opc¢inama Zenica i
Zavidovi¢i, 1,0/1000 stanovnika, i Kakanj, 0,5/1000 stanovnika (p<0,001). U ostalim op¢inama
incidencija se kretala od 0,08/1000 stanovnika do 0,9/1000 stanovnika. NajviSa prevalencija je
zabiljezena u opéini Zep&e (7,9%), dok je u ostalim opéinam se kretala od 4,0% u Kaknju do 7,3%
u Zenici (p<0,001). Takoder, u nasem istrazivanju statisticki je znacajno najveca ucestalost ESBL-
producirajuéih bakterija zabiljezena kod vanbolni¢kih pacijenata (7,9%) u opéini Zeple sa
incidencijom od 0,3% na 1000 stanovnika (31.056 stanovnika), a u ostalim op¢inama se
prevalencija kretala od najmanje 4,0% u op¢ini Kakanj (0,5 na 1000 stanovnika, 43.330) do 7,3%
u op¢ini Zenica (1,0 na 1000 stanovnika, 127.103) (p<0,001). Razlika u incidenciji i prevalenciji
ESBL-produciraju¢ih bakterija ovisi o viSe razli¢itih faktora, ali najceS¢e je povezana sa
nekontrolisanom, nepravilnom i neracionalnom upotrebom antibiotika (23). Zloupotreba
antibiotika, osobito beta-laktamskih antibiotika Sirokog spektra djelovanja, olakSava nastajanje
otpornosti i pojavu infekcija bakterijama koje produciraju ESBL, kao i prijenos ESBL sojeva iz
bolni¢ke sredine u vanbolnic¢ku (125, 126). U studiji u Indiji Tada i sur. su izvijestili prevalenciju
ESBL kod vanbolni¢kih pacijenata od 16,7% (218).

6.1.2. Prevalencija ESBL-producirajucih bakterija u razli¢itim vrstama klinickog materijala

U nasSem istrazivanju ESBL-produciraju¢e bakterije su kod bolnic¢kih pacijenata, najcesce bile
izolirane iz uzoraka mokrace (29,7%), sa statisticki znacajnom razlikom u odnosu na drugi
klinicki materijal. Najveca specifi¢na prevalencija ESBL-produciraju¢ih bakterija u odnosu na

non-ESBL prema vrsti klinickog materijala je zabiljezena u uzorcima briseva opekotina (83,3%),
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a u ostalim uzorcima se prevalencija kretala od najmanje u uzorcima mokrace (4,5%) do (50%) u
uzorcima aspirata i punktata (p<0,001). To je u skladu s rezultatima drugih autora prema kojima
su aspirati donjih disnih puteva i uzorci mokra¢e medu tri naj¢esca uzorka iz kojih se izoliraju

sojevi koji lu¢e ESBL (155, 162).

Slicno kod vanbolni¢kih pacijenata, ESBL-produciraju¢e bakterije su takoder najceSce bile
izolirane iz uzoraka mokrace (77%). Najveca specificna prevalencija ESBL-producirajuc¢ih
bakterija u odnosu na non-ESBL prema vrsti klinickog materijala je zabiljezena u uzorcima
kirurskih rana (50%), a u ostalim uzorcima se prevalencija kretala od najmanje (1,3%) iz briseva
genitalnog trakta do 27,3% u infekcijama koze i mekih tkiva sa statistickom znacajno$cu

(p<0,001).

Infekcije mokra¢nog sistema su najucestalije od svih infekcija u bolnic¢kih pacijenata (oko 40%).
Ove infekcije su ¢esto posljedica primjene mokracnih katetera, tako da u Americi udio mokraénih
infekcija iznosi 11,1%, u Francuskoj samo 4%, dok u Finskim bolnicama ¢ak 34% (162). U
istrazivanju provedenom u Turskoj 2005. godine 21% izolata E. coli koja je producirala ESBL,
izolirano je iz uzoraka mokraée, dok je u Spaniji 2006. godine kod 6,2% infekcija mokraénog
trakta uzrokovanih ESBL-produciraju¢om E. coli zabiljezena bakterijemija (219). Rudresh i sur. u
istrazivanju provedenom u Indiji medu 103 izolata enterobakterija, ESBL su najucestalije izolirane

iz uzoraka eksudata 70%, zatim uzoraka krvi 66,7% i uzoraka mokrac¢e 59,1% (220).

U uzorcima koji su bili zastupljeni sa manjom ucestalo$¢u, kao §to su bris opekotina te
aspirat/punktat kod bolnic¢kih pacijenata, te bris opekotine, bris tubusa, kanile i stome kod
vanbolnickih pacijenata, ucestalost izolacije ESBL-produciraju¢ih bakterija je bila visa u odnosu

na uzorke koji su ¢esce analizirani. Ipak, broj ovih uzoraka je bio relativno mali u odnosu na
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ukupan broj ispitivanih uzoraka, te nije znac¢ajnije utjecao na sveukupnu prevalneciju. To se moze
objasniti time $to SU OVi uzorci najéeSce potjecu od bolesnika iz jedinica intenzivne njege ili iz
mjesta produzene kuéne njege kod kojih je inace ucestalost ESBL-producirajucih bakterija veca

nego kod uzoraka sa drugih odjela (44, 54, 114).
6.1.3. Dobna prevalencija i incidencija

U nasem istrazivanju, ovisno o dobi pacijenta, najveca prevalencija ESBL producirajucih bakterija
kod bolnickih pacijenata zabiljezena je u pacijenata starijih od 65 godina (12,6%) (p<0,05). Ovo je
sukladno podacima autora iz Hrvatske, Spanije, Tajvana i Kanade koji navode Zivotnu dob >65
godina kod bolnickih pacijenata kao faktor rizika za nastanak infekcije ESBL-produciraju¢im
bakterijama (105, 140, 141, 146). U istrazivanju provedenom 2003.-2004. godine kod
vanbolnickih pacijenata u Zenicko-Dobojskom kantonu, Uzunovi¢-Kamberovic¢ i sur. naveli su da
je veliki broj ESBL producenata zabiljezen kod najstarije i najmlade dobne skupine (>65 godina;
4,8% i 0-6 godina; 2,6%) (122). Medutim, podaci dobiveni u nasem istrazivanju kod vanbolnickih
pacijenata, pokazuju vecu prevalenciju ESBL-produciraju¢ih izolata u dobi od 0-14 godina
(7,8%), a statisticka znacajnost nije utvrdena (p>0,05). Ovo se moze pojasniti ¢injenicom da se
vanbolnicki, odnosno ambulantno, ¢esce lijece pacijenti mlade Zivotne dobi, dok su u bolnickoj

sredini pacijenti starije dobi zastupljeni u relativno ve¢em broju.

Najvisa prevalencija ESBL u odnosu na dob pacijenata utvrdena je u dobnoj skupini >65 godina,
a ESBL su najcesce izolirane kod infekcija koje su karakteristicne za tu starosnu dob (infekcije
mokraénog trakta, kirurSke rane, infekcije respiratornog trakta, infekcije koze i mekih tkiva).
Obzirom da se radi o starijim pacijentima, svaki organski sistem usljed oslabljene funkcije je

pogodno tlo za razvoj infekcije ESBL-produciraju¢im izolatima. Najvisa incidencija infekcija
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uzrokovanih ESBL-produciraju¢im Gram-negativnim bakterijama zabiljezena je u dobnoj grupi
>65 godina, kod bolnickih 1,1/1000 stanovnika odnosno kod vanbolnic¢kih 1,4/1000 stanovnika.
Sa nasim podatkom o incidenciji podudaraju se i podaci dobiveni u istrazivanju provedenom u
Kanadi, gdje je najveca incidencija ESBL-pozitivnih izolata opazena u dobnoj skupini starijih od

65 godina, dok je kod mladih od 10 godina bila iznimno niska (Pitout i sur.) (105).

Zabrinjavaju¢i je podatak, da je velik udio ESBL-produciraju¢ih bakterija izoliran kod
novorodencadi, a sve je viSe rezultata istrazivanja koji govore o epidemijama na neonatalnim
odjelima, uzrokovanih ESBL-produciraju¢im enterobakterijama, koje su nastale Sirenjem jednog
ili vise klonova, ili plazmidnim prijenosom bla gena izmedu iste ili razli¢itih bakterijskih vrsta
(138). U istrazivanju provedenom u Kanadi, 71% ESBL-producirajucih sojeva je izolirano iz
izvanbolnickih uzoraka, ¢es¢e su bili izolirani kod Zena u svim dobnim skupinama, a najveca
prevalencija ESBL-pozitivnih izolata opaZena je u dobnoj skupini pacijenata starijih od 65 godina,
dok je kod mladih od 10 godina bila iznimno niska (147). U Hrvatskoj je tokom 2005. godine
udio ESBL-produciraju¢e E. coli iznosio 2%, a veliki broj izoliran je u djece dojenacke dobi,
sugeriraju¢i porodiliSta kao moguce mjesto za stjecanje otpornih sojeva kako navodi Tambic-

AndraSevi¢ (145).

6.1.4. Spolna prevalencija

U naSem istrazivanju ucestalost ESBL-produciraju¢ih bakterija bolnickih pacijenata ovisno o
spolu zabiljezena je u 57% kod muskaraca (odnosno 43% kod Zena) (p=0,002), dok je kod
vanbolni¢kih pacijenata taj odnos bio obrnut, ( 58% zena odnosno 41% muskaraca) (p<0,001).
Ovo je u skladu sa podacima dobivenih u istrazivanju provedenom u Brazilu i Kanadi gdje je

zabiljezeno da su ESBL-producirajuce bakterije kod bolni¢kih pacijenata ucestalije kod
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muskaraca, a kod vanbolnickih pacijenata ESBL-produciraju¢e bakterije su ucestalije kod Zena
(139, 221). U istrazivanju provedenom 2003.-2004. godine kod vanbolni¢kih pacijenata u
Zenicko-Dobojskom kantonu, Uzunovi¢-Kamberovi¢ 1 sur. izvjestili su da je ukupna ucestalost
ESBL producenata bila 2%, i znatno je bila visa u muskih (8%) nego u Zenskih pacijenata (1%)
(122). U istrazivanju provedenom 2005. godine na podruc¢ju Zeni¢ko-Dobojskog kantona, medu
djecom starosne dobi od 0-6 godina, prevalencija ESBL produciraju¢ih bakterija iznosila je 42%.
Kod djecaka je bila dva puta veéa nego kod djevojéica, 69% odnosno 31% (118).

Mnogi autori navode da je prevalencija ESBL opéenito visa kod musSkaraca u starijoj Zivotnoj
dobi, nego kod Zena (128). Okesola u istrazivanju provedenom u Nigeriji navodi da je Klebsiella
spp. kod bolnic¢kih pacijenata ucestalija kod Zena (68%) nego kod muskaraca (31%) (221).
Medutim, istrazivanje koje je proveo Wu i sur. u bolnici u Tajvanu, od 91 izolata ESBL-
produciraju¢ih E. coli dobijenih iz hemokulture, 56% je izolirano kod muskaraca (148). U
istrazivanju koje je proveo Akram i sur. u jednoj bolnici u Indiji, E. coli je bila dva puta ucestalija
u odnosu na Klebsiella spp. i ucestalije je izolirana kod Zena (66%) (222). Marijan i sur. u
istrazivanju provedenom u Hrvatskoj, navode da kod vanbolnickih pacijenata ve¢ina ESBL-
producirajucih izolata izolirana je kod muskaraca starijih od 40 godina, $to se pak moZe tumaciti
¢injenicom da se u toj dobi kod muskaraca, zbog komplicirajuc¢ih ¢imbenika, infekcije mokra¢nog
trakta javljaju cesce (147). Knezevi¢ i sur. navode da je udio ESBL-producirajucih sojeva E. coli
gotovo dva puta bila veéa kod starijih zena (4%) nego kod starijih muskaraca (2%), dok je
zastupljenost ESBL-produciraju¢ih sojeva K. pneumoniae kod starijih muskaraca 3,3 puta bila
veca (41%) nego kod starijih zena (12%) i da je prevalencija multiplo rezistentnih sojeva E. coli

bila statisticki znacajno visa kod starijih muskaraca (p<0,01) dok je kod Zena utvrdeno znacajno

139




vise multi rezistentnih sojeva nefermentativnih gram-negativnih $tapi¢a u mladoj dobnoj skupini
(p<0,05) (223).

6.1.5. Cimbenici rizika za Sirenje ESBL-produciraju¢ih izolata

Pacijenti kod kojih je zabiljezena infekcija sa ESBL-produciraju¢im bakterijama u ovome
istrazivanju su prije prijema u bolnicu boravile kod kuce u 79,4% slucajeva, a 32,5% pacijenata
kod kojih je zabiljezena infekcija ESBL-produciraju¢im bakterijama su u posljednjih 12 mjeseci
boravili u bolnici (p<0,001). Razlog ovakvog odnosa, tj. niza prevalencija ESBL-produciraju¢ih
baketrija medu pacijentima koji su imali kontakt sa bolnickom sredinom nego onih koji su boravili
kod kuce, je najvjerovatnije u tome §to je u ispitivanom periodu istrazivanja bio zabiljezen daleko
veéi broj onih pacijenata koji su se prvi put javili u bolnicu u odnosu na one koji su predhodno

boravili u bolnici (p<0,001).

Ako se uzme u obzir ¢injenica da pacijenti koji imaju neku kroni¢nu bolest ¢esée borave u bolnici,
moze se re¢i da je faktor rizika za stjecanje ESBL infekcija predhodna hospitalizacija i da je izvor
infekcije kod ovih pacijenata upravo bolnicka sredina, kao $to navodi Johann i sur. u istrazivanju
provedenom u Francuskoj (124). Babini i sur. su u periodu 1997.-1998. proveli istrazivanje na 35
odjela intenzivne njege Sirom Sjeverne i Juzne Evrope i zakljuéili da je bolnicka sredina klju¢an

¢imbenik u Sirenju ESBL infekcija (114).

U vise od 75% ovih studija istraZivane su infekcije uzrokovane sa ESBL-produciraju¢im izolatima
Klebsiella spp. Mnogi geni koji kodiraju ESBL nalaze se na velikim plazmidima (21). | prije
otkri¢a ESBL, veliki plazmidi koji su prenosioci visestruke otpornosti bili su ucestaliji u izolata K.
pneumoniae u odnosu na E. coli (21). To je moguce objasniti boljim adaptacijskim mogucnostima

izolata K. pneumoniae na bolnicku okolinu. Klebsiella prezivljavaju duze od ostalih enterickih
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bakterija na rukama osoblja i razli¢itim povrSinama, §to pogoduje prijenosu infekcija unutar
bolnice (224). Bolnicke infekcije predstavljaju najveéi problem kod primjene programa kontrole
infekcija. Ove infekcije mogu se pojaviti kao epidemije ili mogu biti endemske (224). Vazno je
razlikovati monoklonalno ili poliklonalno porijeklo infekcija uzrokovanih istim ili razliCitim
bakterijskim klonovima (101). Ovo ima vaznu ulogu u kreiranju programa kontrole infekcija. Ako
su infekcije monoklonalne, to upucuje na horizonatalni prijenos od pacijenta na pacijenta.
Poliklonalne infekcije govore u prilog selekcijskom pritisku primjene antimikrobnih lijekova kao
uzroku selekcije otpornih izolata i poveéanju prevalencije infekcija ovim izolatima, iako mogu biti

uzrokovane i prijenosom plazmida izmedu razlicitih izolata (101, 102).

U naSem istrazivanju, ESBL-producirajuc¢e bakterije zabiljeZene su u najve¢em procentu kod
bolnic¢kih pacijenata koji su predhodno boravili (na odjelima) u jedinicama intenzivne njege, na
odjelima neurologije (19,4%), kirurgije (18,7%) i internog (16,3%) o ¢emu je pisao Gniadkowski

(Poljska, 2001) (44).

U brojnim studijama naglasena je selekcijska uloga antibiotika, narocito cefalosporina trece
generacije, u Sirenju ESBL-producirajucih bakterija (54). OpaZeno je takoder da su stacionari u
kojima borave starije osobe vazan rezervoar ESBL-producirajucih bakterija, 1 dovode do Sirenja u
bolnic¢ku sredinu nakon prijema ovih osoba u bolnicu (23, 59, 130). U populaciji starijih osoba se
Cesto propisuju antibiotici, $to predstavlja visoki rizik za kolonizaciju ESBL-produciraju¢im
bakterijama (najéeS¢e kolonizacija debelog crijeva) (130). Tako se, u bolni¢koj sredini,
kolonizirani donji dio probavnog sustava bolesnika smatra najznacajnijim izvorom ESBL-
produciraju¢ih bakterija (131). Pojava i Sirenje ESBL je posljedica mutacije parentalnih TEM-1,
TEM-2 i SHV-1 beta-laktamaza koje su vrlo prosirene medu enterobakterijama. Od tada,

mikroorganizmi koji produciraju ESBL su se prosirili diljem svijeta (120), a njihov prijenos medu
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bolesnicima moguc¢ je preko ruku medicinskog osoblja te kontaminiranih dijagnostickih pomagala,
kao §to su termometri, ili gelovi koji se koriste pri ultrazvuénoj dijagnostici (131). Sirenje ESBL-
producirajucih bakterija je naroc€ito izrazeno unutar jedinica za intenzivno lijeCenje, a bolesnici u
tim jedinicama su Cesto imunosuprimirani i izloZzeni invazivnim dijagnostickim i terapijskim
postupcima, S§to sve doprinosi ¢e$c¢oj kolonizaciji i infekciji (54). Prijenos od bolesnika do
bolesnika je dodatno pospjeSen velikom upotrebom antibiotika Sirokog spektra u takvim
jedinicama, te prezaposleno$¢u osoblja $to vjerovatno dovodi do Cesto neadekvatne primjene
mjera za spreCavanje Sirenja bolniCkih infekcija (54). Medutim, u posljednjih nekoliko godina

doslo je do Sirenja infekcija uzrokovanih ESBL sojevima i u vanbolni¢koj sredini (121-123).

Prema naSim podacima operativni zahvat prilikom predhodnog boravka u bolnici zabiljezen je u
16% pacijenata sa infekcijom ESBL-produciraju¢im bakterijama. Uzrok ovome je najvjerovatnije
pojava otpornosti na antibiotike nakon primjene visokih doza antibiotika u postoperativnom
tretmanu pacijenta u predhodnom boravku u bolnici, $to je jedan od faktora rizika za nastanak
infekcije ESBL-produciraju¢im bakterijama u ponovnom kontaktu pacijenta sa bolnickom
sredinom u uvjetima selekcijskog pritiska o ¢emu piSe Sorldzano i sur. (193) kao i drugi autori u

istrazivanjima provedenim u Indiji (173), Juznoj Koreji (174) i Tajvanu (148).

ESBL-producirajuée bakterije u ovome istrazivanju su zabiljezene u 87% (p>0,05) pacijenata koji
su imali kontakt sa osobom koja je u predhodna 4 mjeseca boravila u bolnici §to je u skladu sa
podacima drugih autora koji navode da ESBL sojevi enterobakterija su tipi¢ni bolni¢ki patogeni a
njihovo prenosenje iz bolnice u vanbolni¢ku sredinu je dokazano, naro€ito kod pacijenata nakon
hospitalizacije (118). Ovo je osobito izrazeno kod onih pacijenata koji su bili hospitalizirani u
jedinicama intenzivne njege a potom otpusteni na kuénu njegu (118,122). 1z ovoga se moze

zakljuciti da kontakt sa osobama koje su predhodno boravile u bolnici spada u jedan od faktora
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rizika za stjecanje infekcija ESBL-produciraju¢im bakterijama S$to je dokazano i u drugim
radovima (148, 173, 174). Narocito je ovaj prijenos mogu¢ kod onih osoba koje su uzimale visoke
doze antibiotika (ukljucujuéi tre¢u generaciju cefalosporina) prije nego su dosle u bolnicu a prije
toga imale kontakt sa osobom koja je predhodno boravila u bolnici. Uz to pacijenti su imali
umetnut centralni venski ili arterijski kateter, postojanje gastrostome ili jejunostome, plasiran
urinarni kateter, hitne intraabdominalne operacije, gastrointestinalnu kolonizaciju, produzeni
boravak u jedinici intenzivne njege (ICU) ili boravak u bolnici, prethodni boravak u staratkom
domu i mehani¢ku ventilaciju (114).

Sotto i sur. su naveli tri faktora rizika za nastanak infekcija bakterijama koje produciraju ESBL-
muski spol, produljena hospitalizacija i prethodna infekcija mokraénog trakta - dok prethodna
terapija kotrimoksazolom nije imala signifikantnog utjecaja na pojavu otpornih sojeva (225).
Analizirajué¢i faktore rizika za razvoj otpornosti E. coli prema ciprofloksacinu kod vanbolnickih
pacijenata sa infekcijom mokracnog trakta, Arslan i sur. utvrdili su da muski spol, prisutnost
katetera 1 uzimanje ciprofloksacina viSe od jednog puta tokom godine dana, pokazuje
signifikantnu povezanost sa razvojem rezistencije na ciprofloksacin (226). Lin i sur. rizik razvoja
rezistencije u E. coli na ciprofloksacin povezuju s upotrebom kinolona unutar dvije sedmice od
uzorkovanja urina i kateterom u mokra¢nom traktu na dan uzorkovanja urina (146).

U naSem istrazivanju dobili smo podatak da je 89% bolnickih pacijenata kod kojih je zabiljezena
infekcija ESBL produciraju¢im bakterijama, u predhodna 4 mjeseca koristilo antibiotike, 37% su
koristili kortikosteroide, a 32% su imali operativni zahvat tokom hospitalizacije. Drugi autori ne
navode povezanost podvrgavanju operativnom zahvatu sa pojavom infekcija sa ESBL-
produciraju¢im bakterijama ali nasi podaci su pokazali povezanost operativnog zahvata u toku

hospitalizacije sa nastankom ovih infekcija. Sa naSeg stajaliSta moze se zakljuciti da operacija
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predstavlja visoki rizik za stjecanje ovih infekcija u bolnic¢koj sredini, narocito obzirom da su to
Kirurski bolesnici.

Kod kirurskih pacijenata otvorene rane predstavljaju pogodno tlo za kolonizaciju ESBL-
produciraju¢im bakterijama, kao i snizen nivo odbrambene sposobnosti organizma, prisustvo
centralnog venskog ili arterijskog katetera, postojanje gastrostome ili jejunostome, plasiranje
urinarnog katetera, hitne intraabdominalne operacije, gastrointestinalna kolonizacija, produzeni
boravak u jedinici intenzivne njege, $to je u skladu sa podacima drugih autora koji navode da su
sve ovo ¢imbenici rizika za nastanak infekcija ESBL-produciraju¢im bakterijama (114, 148, 173,
174).

Slijedom gore navedenog, potvrdena je nasa hipoteza da su ¢imbenici rizika za nastanak infekcija
uzrokovanih ESBL-produciraju¢im bakterijama prethodna upotreba antibiotika, osobito
cefalosporina proSirenog spektra, muski spol, starost iznad 65 godina, te boravak u jedinici
intenzivne njege.

6.1.6. Prevalencija ESBL ovisno o vrsti uzro¢nika

U naSem istrazivanju naj¢es$¢i uzro€nici izolirani iz razli¢itih infekcija kod bolnickih pacijenata
medu 1254 Gram-negativnih izolata su bile bakterije E. coli, 32%, K. pneumoniae, 26%, Proteus
spp., 16%, i Citrobacter spp. , 8% (p<0,001). Najées¢i uzrocnici izolirani iz razli¢itih infekcija
kod izvanbolnickih pacijenata medu 2857 Gram-negativnih izolata su bile bakterije E. coli 59%,
Proteus spp. 13%, Klebsiella spp. 10%, i Citrobacter spp. 10% (p<0,001). Ovim je djelomi¢no
potvrdena nasa hipoteza da se medu gram-negativnim bakterijama ESBL najucestalije izoliraju
kod K. pneumoniae u bolnickih izolata, odnosno kod E. coli kod izvanbolnickih gram-negativnih
izolata. U istrazivanju provedenom od januara 2003. do septembra 2004. godine kod vanbolni¢kih

pacijenata u Zenicko-Dobojskom kantonu, Uzunovi¢-Kamberovi¢ 1 sur. izvjestili su ucestalost

144




Gram-negativnih uzro¢nika koji produciraju ESBL, kod Klebsiella spp. 8%, E. coli 1%,

Citrobacter spp. 0.6%, Enterobacter spp. 8%, i Proteus spp. 1% (122).

Rezultati dobijeni u ovome istrazivanju nisu u skladu sa izvje$¢ima drugih autora (48, 132, 155).
Medutim, nasuprot naSim podacima, Marijan i sur. u istrazivanju 2010. godine kod vanbolnic¢kih
pacijenata u Hrvatskoj su ustanovili prevalenciju ESBL- producirajuce E. coli od 1,5%, a 4% kod
K. pneumoniae, dok je svaka od ove dvije vrste pokazivala drugaciju distribuciju obzirom na dob i

spol pacijenata (147).

6.1.7. Antimikrobna otpornost ESBL-producirajuéih izolata

U naSem istraZzivanju nije bilo velikih odstupanja u otpornosti na antibiotike kod poredenja
bolnic¢kih u usporedbi sa vanbolnickim izolatima. Jedino je imipenem zadrZao osjetljivost §to je u
skladu sa rezultatima autora koji navode da je imipenem lijek izbora u lijecenju infekcija
uzrokovanih ESBL-produciraju¢im bakterijama (174, 175). U naSem istrazivanju ESBL-
producirajuée E. coli su osim na beta-laktamske antibiotike i inhibitore beta-laktamaza, ucestalo
pokazale otpornost i na sulfometoksazol-trimetoprim i ciprofloksacin (46% i 26%), sto je u skladu
sa drugim izvjestajima (117). U naSim rezultatima 89,7% pacijenata kod kojih je izoliran ESBL
uzro¢nik, prethodno je koristilo antibiotike, $to je u skladu i sa rezultatima drugih autora koji su
ustanovili znacajnu povezanost izmedu uzimanja antibiotika prije nastanka i pojave infekcije
uzrokovane sa ESBL-produciraju¢im uzroénicima (48, 148, 173, 174). Na osnovu nasih rezultata
mozemo zakljuciti da se radilo o multiplo otpornim sojevima koji su producirali beta — laktamaze

prosirenog spektra.

Posljednjih godina veliki problem klini¢aru i mikrobiologu predstavljaju beta-laktamaze

proSirenog spektra koje su Siroko rasprostranjene medu enterobakterijama, predominantno U
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sojeva K. pneumoniae i E. coli (200). Ove beta-laktamaze prenose se plazmidima uz estu
istodobnu prisutnost gena za rezistenciju na fluorokinolone, aminoglikozide i suflonamide, Sto
ogranicava izbor lijekova u lijeCenju infekcija ovim bakterijama (200). Osim otpornosti na sve -
laktamske antibiotike (osim na karbapeneme), ESBL-producirajuéi sojevi su multiplo otporni i na
niz drugih antibiotika, naj¢eS¢e istovremeno na aminoglikozide, trimetoprim-sulfametoxazol i
kinolone (53, 122, 227). Prema posljednjim smjernicama CLSI-a (Clinical Laboratory Standard
Institute)(2012) ESBL-producirajuci sojevi trebali bi se smatrati otpornim na sve beta-laktamske
antibiotike, osim karbapenema, neovisno o rezultatima in vitro testiranja (26, 194). Lee DS i sur.
u svom istrazivanju potvrdili su hipotezu da usljed selektivnog pritiska koji se javlja kod
prekomjerne upotrebe cefalosporina tree generacije dolazi do diseminacije ESBL medu
pripradnicima porodice Enterobacteriacaeae (173). Cefepim je zadrzao dobru djelotvornost sa
svega 5,9% rezistentnih sojeva (p<0,001). A od ostalih antibiotika, djelomi¢na osjetljivost se
zadrzala jedino kod ciprofloksacina (25,7%) (p=0,002). Ostali antibiotici, a medu njima i
kombinacija amoksicilintklavulanska kiselina su se smatrali neprikladnim u lijeenju infekcija
uzrokovanih ESBL-produciraju¢im bakterijama osim ako se ne radi o infekcijama urinarnog trakta
kada se mogu Kkoristiti kombinacije beta-laktama i inhibitora beta-laktamaza koje postizu vrlo

visoke koncentracije u urinu. (53, 122, 227).

Utvrdivanjem politike propisivanja antibiotika, kontinuiranom edukacijom lijecnika, restrikcijom
slobodne kupovine antibiotika u ljekarnama predstavljaju efikasne mjere na sprjecavanju,
prevenciji i kontroli infekcija. U SAD-u su 2001.g. zakljucili da je izmedu 20-50% antibiotika

propisanih u klinickoj praksi bilo nepotrebno (228). Statisticki podaci iz Kanade pokazuju da
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lijecnici placeni po broju izdanih recepata propisuju antibiotike 5 puta ¢eS¢e od ostalih lije¢nika
(229). U Velikoj Britaniji, dvije studije su pokazale da dvije treine pacijenata koji su u bolnici

dobili antibiotike nisu imali znakove bakterijske infekcije i nisu ih uopée trebali dobiti. (230).
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6.2. DRUGI DIO RASPRAVE-prospektivni

U periodu od 01. 12. 2009. do 31. 04. 2010. godine molekularnim metodama PCR i PFGE

analizirani su izolati koji su producirali beta-laktamaze proSirenog spektra dijelovanja.

6.2.1. Prevalencija otpornosti na antimikrobne lijekove

Beta-laktamaze su iznimno raznolike, veéina su derivati TEM ili SHV enzima, ali se stalno
otkrivaju nove varijante, tako da smo zadnjih godina svjedoci prave eksplozije novih skupina
ESBL koje nisu nastale od TEM ili SHV enzima (npr. CTX-M, PER, VEB, GES i sl.) (54). Pojava
izolata koji luce ESBL osamdesetih godina proslog stoljeca, predstavlja odgovor bakterija na

Siroku upotrebu cefalosporina, kao $to su ceftazidim i cefotaksim u terapiji (53).

Izolatima koji lu¢e ESBL je svojstveno da su osim na cefalosporine, otporni istovremeno i na
druge antimikrobne lijekove, aminoglikozide, kinolone i kotrimoksazol zbog toga §to su geni koji

kodiraju rezistenciju na te antibiotike Cesto locirani na isom plazmidu kao i gen koji kodira ESBL

(49, 53, 150).

Otpornost na cefalosporinske antibiotike (cefuroksim, cefotaksim, ceftazidim i ceftriakson) u
bolnic¢koj i vanbolni¢koj sredini u ovom istrazivanju se kretala u rasponu od 52% do 100%
(MIKgp~256), sa nesto vecom prevalencijom u bolnic¢koj sredini. Sli¢ni rezultati su zabiljezeni u
studiji Singha i sur. sa prevalencijom od 30-90% u bolnickoj i izvanbolni¢koj sredini (231). U
naSoj studiji, u bolnickoj 1 vanbolnickoj sredini, zabiljezili smo visoku otpornost na
aminoglikozide (gentamicin), 60-90% (M1Kgo~256), §to je daleko vie nego u Spanjolskoj, gdje je

zabiljezena otpornost na gentamicin od 16% (140) ili opcenito u Europi, 25% (150). Takoder
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medu nasim izolatima zabiljezena je otpornost i na fluorokinolone (ciprofloksacin) u rasponu 50-

60%, $to je malo nize u odnosu na rezultate istrazivanja u Indiji (81%) (140).

Nasi izolati su pokazali 75-100% osjetljivost na imipenem i meropenem (MICgy~0,25), §to je
sli¢no prethodnim rezultatima objavljenim u Bosni i Hercegoovini i Indiji (119, 140). Stoga su
karbapenemi lijekovi izbora za lijeCenje infekcija uzrokovani ESBL-produciraju¢im izolatima.
Vazno je naglasiti da nekontrolirana primjena karbapenema dovodi do pojave i Sirenja
karbapenemaza pozitivnih sojeva enterobakterija i nefermentativnih bakterija koji su otporni

najcesc¢e na sve antibiotike osim kolistina i predstavljaju veliki terapijski problem.

Medutim, medu izolatima Acinetobacter spp. pored visoke otpornosti na cefalosporine,
zabiljezena je i otpornost na karbapeneme (33% na meropenem i 100% na imipenem;
MIKgo~128), vjerojatno zbog produkcije karbapenem hidrolizirajuc¢ih-oksacilinaza iz grupe D.

Sli¢éni rezultati su objavljeni Sirom Europe (150), u Brazilu 70% (232).

Medutim posljednjih nekoliko godina, uz pojacanje intervencija kontrole infekcija, u Francuskoj
je zabiljezeno smanjenje prevalencije infekcija uzrokovanih ESBL-produciraju¢im izolatima K.
pneumoniae (233). Vazno je napomenuti, da dok se udio ESBL-producirajuéih izolata K.
pneumoniae smanjuje u nekim dijelovima zapadne Europe, u drzavama Isto¢ne Europe je u

porastu (234).

U borbi protiv Sirenja beta-laktamaza producirajucih izolata u bolni¢koj i izvanbolnic¢koj sredini,
bitno je uvesti i nadgledati higijenske mjere, te uvesti edukaciju zdravstvenih radnika o

znacajnosti ESBL izolata, kao i povecati restrikciju slobodne kupovine antibiotika.
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6.2.2. Prevalencija tipova beta-laktamaza kod E. coli u bolni¢koj i izvanbolni¢koj sredini

Od 11 bolni¢kih beta-laktamaza producirajucih izolata E. coli, 63% je bilo pozitivno na CTX-M
beta-laktamaze, 45% sa TEM i OXA i 27% SHV. Sekvencioniranjem je utvrdena prisutnost beta-
laktamaza Sirokog spektra tipa TEM-1 i OXA-1 kod 100% i SHV-1 kod 66% sojeva, a od ESBL
utvrdena je produkcija SHV-5 beta-laktamaze u 33% izolata. U Bosni i Hercegovini nisu
evidentirani rezultati o tipizaciji beta-laktamaza kod izolata E. coli, osim u izvjestaju iz 2007.
godine o prvoj detekciji SHV-5 u tri ESBL-producirajuca izolata E. coli (118). Medu CTX-M
beta-laktamazama prosirenog spektra, dominirala je CTX-M-15 beta-laktamaza pronadena u 57%
izolata. U poredenju sa rezultatima iz Belgije 2007. godine prevalencija CTX-M-15 beta-
laktamaza u bolni¢koj sredini iznosila je svega 25% (235). Blactx-m danas je mnogo uéestaliji kod
E. coli u vanbolnickoj sredini i mogucéi razlog je primjena ceftriaksona u terapiji, fekalni prenos ili

prenos gena horizontalnom transmisijom (4, 236, 237, 238).

Od 19 izvanbolni¢kih beta-laktamaza produciraju¢ih izolata E. coli, 58% produciralo je TEM
beta-laktamaze, 52% CTX-M, 21% SHV i 16% CMY-2. Sekvenciniranjem je utvrdena prisutnost
beta-laktamaza Sirokog spektra TEM-1 i SHV-1 u 100% slucajeva. Medu CTX-M beta-laktamaza
prosirenog spektra, dominira CTX-M-15 beta-laktamaza u 70% slucajeva. Opcenito beta-
laktamaze prosirenog spektra u bolnic¢koj i izvanbolnickoj sredini pripadale su CTX-M (CTX-M-3
i CTX-M-15) porodici, koja je dominantna u Europi (239). Epidemioloske studije pokazuju da su
neki enzimi zastupljeniji u odnosu na druge, $to ovisi od geografskog podrucja, te da postoje
razli¢ite varijacije u prisutnosti CTX-M grupe beta-laktamaza unutar jedne zemlje (240), sto je i
slu¢aj sa nasom studijom sa prisutnos¢u CTX-M-3 i CTX-M-15 beta-laktamaza. U Makao, 2010.

godine produkcija CTX-M-9 beta-laktamaza iznosila je 87% (241), sto je kontradiktorno sa
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nasom studijom. U Pakistanu 2005. godine prevalencija CTX-M-15 beta-laktamaza iznosila je

75% (242), dok je u Kanadi dominirala produkcija CTX-M-14 (41).

CTX-M-15 beta-laktamaza izolovana iz E. coli postaje svjetski problem (6). U Europi jos od
1997. godine dominiraju CTX-M beta-laktamaze iz grupe 9 (CTX-M-9 i CTX-M-14) i grupe 1

(CTX-M-3 i CTX-M-15) (243).

Mnoge studije iznose razloge povecane prevalencije CTX-M beta-laktamaza, a jedna od njih je

upotreba cefalosporina trece generacije u terapiji infekcija, osobito ceftriaksona (244).

U istrazivanju je po prvi put zabiljezena prevalencija od 16% plazmidnih AmpC beta-laktamaza u
izvanbolnic¢koj sredini, te sekvencioniranjem utvrdena CMY-2 beta-laktamaza, §to je sli¢no sa

nekim svjetskim rezultatima.

Dva mehanizma mogu dovesti do poveéane produkcije kromosomskih AmpC beta-laktamaza.

Jedan nacin je indukcija u prisutnosti odredenih beta-laktamskih antibiotika. Potentni induktori
ovih beta-laktamaza su cefoksitin, klavulanska kiselina i imipenem, iako svi cefalosporini mogu
inducirati do odredenog stupnja produkciju ovih 16 enzima. U usporedbi s imipenemom,
meropenem ima manji indukcijski potencijal za AmpC beta-laktamaze. Unato¢ Cinjenici da je
potentni induktor, imipenem je stabilan u prisutnosti povisene produkcije AmpC beta-laktamaza,
Sto ga razlikuje od ostalih betalaktamskih antibiotika. Drugi mehanizam za ekspresiju
konstitutivnih AmpC beta-laktamaza je selekcija mutanti sa mutacijom ampD gena koji kodira
enzimski represor AmpC. Ove mutante imaju visoku produkciju AmpC beta-laktamaza i u

odsutnosti bilo kojeg antibiotika (induktora).
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U zadnje vrijeme zabiljezene su AmpC beta-laktamaze prenosive plazmidima (oznacene su obi¢no
kao AmpC-p). Moguénost kodiranja AmpC beta-laktamaza na mobilnim genetickim elementima
moze dovesti do diseminacije rezistencije na antibiotike na razli¢ite sojeve mikroorganizama, $to
je potvrdeno njihovim pronalaskom u mikroorganizmima koji nemaju konstitutivni, kromosomski
AmpC gen. Ti mikroorganizmi ukljucuju Salmonella spp., Klebsiella spp., E. coli i P. mirabilis
(74). Za razliku od kromosomski kodiranih, AmpC beta-laktamaze kodirane na plazmidima nisu

inducibilne.

U Indiji 2011. godine zabiljezena je prevalencija pAmpC beta-laktamaza od 15,9% (245), u
Kanadi 2003. godine iznosila je 34% (246), dok je u Holandiji zabiljezena niska prevalencija od
1,3% (247). U izvjestajima iz Kanade, Europe i SAD, CMY-2 beta-laktamaza je najzastupljenija

plazmidna beta-laktamaza kod E. coli (248).

Pojava i distribucija beta-laktamaza se razlikuje od jedne drzave do druge kao i od bolnice do
bolnice (9). Preporuka je da laboratorijski radnici urade potvrdne testove za produkciju beta-
laktamaza kod sojeva rezistentnih disk-difuzijskom metodom na cefalosporine tre¢e generacije.
Preporuka upotrebe cefotaksima, ceftazidima i ceftriaksona kao jedinih pokazatelja moguce
produkcije beta-laktamaza u testu je odbacena, te se preporucuje upotreba cefpodoksima kao

najboljeg antibiotika za detekciju izolata koji lu¢e beta-laktamaze u klinickim uzorcima (249).

PFGE analiza nasih izolata je pokazala da je samo manji broj izolata pripadao istom klonu.
Osamnaest bolnickih i izvanbolnickih izolata svrstano je u cetiri klona. Klonovi A i C su
najbrojniji, sadrze po tri izolata, izolovana u vremenu od sije¢nja do oZujka 2010. Klonska sli¢nost

izolata upucuje na to, da su neki sojevi vjerojatno bolnicki preneseni na bolesnike iz nekog
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vanjskog izvora (kontaktom sa koloniziranim instrumentima), te da nisu bili dio endogene flore

bolesnika (250).

6.2.3. Prevalencija tipova beta-laktamaza kod izolata Klebsiella spp. u bolni¢koj i
izvanbolni¢koj sredini

U naSem istrazivanju 0d 51 bolni¢ka ESBL-producirajuca izolata Klebsiella spp., 84% produciralo
je CTX-M beta-laktamaze, 72% TEM, 61% SHV, 41% OXA i 8% plazmidne AmpC beta-
laktamaze. Medu beta-laktamazama Sirokog spektra sekvencioniranjem je utvrdena prevalencija
od 100% slucajeva tipa TEM-1 i OXA-1, te 97% tipa SHV-1. Blatem-1, blaspv-1 1 blaoxa-1 Su
vjerojatno pridruzeni ili samostalni geni na istom plazmidu sa blactx-m (23, 50, 121, 167, 193,

194).

Medu CTX-M beta-laktamazama, preovladavala je prevalencija CTX-M-15 od 63% slucajeva, §to
je malo visa prevalencija u odnosu na rezultate iz Slovenije, gdje je 2006. godine zabiljezena
produkcija od 32% CTX-M-15 beta-laktamaza kod ESBL-produciraju¢ih izolata Klebsiella spp.
(251). U Bosni i Hercegovini 2010. godine utvrdena je prevalencija CTX-M-15 od 69% kod
ESBL-producirajucih izolata Klebsiella spp. (119). U Turskoj 2007. godine zabiljeZeno je 7%
slu¢ajeva CTX-M-15 kod ESBL-producirajucih izolata Klebsiella spp., §to je kontradiktorno sa
nasom studijom (252). beta-laktamaze iz CTX-M porodice pronadene kod bolnickih ESBL-
producirajuéih izolata Klebsiella spp. su bile : CTX-M-28 (2%), CTX-M-3 (5%) i CTX-M-1
(30%) sojeva. Studija se podudara sa izvjeStajima Livermora i Woodforda, 2006. da u jednoj

zemlji postoje razliciti tipovi CTX-M beta-laktamaza iz familije CTX-M (240).

U svijetu su rijetki izvjestaji o produkciji beta-laktamaza tipa CTX-M-28.

153




Dva izolata u nasem istrazivanju su producirali CTX-M-3 enzim koji spada u CTX-M-1 grupu
enzima. Ova grupa enzima uklju¢uje CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-12, CTX-M-15,
CTX-M-22, CTX-M-23 i CTX-M-28 enzime. Ovi enzimi su opisani u nasim susjednim zemljama,
Italiji (253), Madarskoj (254), kao i u drugim zemljama mediteranskog podru¢ja (Gréka, Turska)
(43). Ovo je prva zabiljezena CTX-M-3 beta-laktamaza u BiH, a prvi put je opisana 1998. godine
u Poljskoj (66), zatim u Francuskoj (255), Japanu (256), Tajvanu (257), Grékoj (258), Kini (259) i

Engleskoj (260).

U Brazilu 2008. i u Indiji 2007. godine zabiljezen je po jedan ESBL-produciraju¢i izolat
Klebsiella spp. koji je producirao CTX-M-28 beta-laktamazu (261, 262). Ova beta-laktamaza se
razlikuje od CTX-M-3 u jednom nukleotidu (A750-G750), a uzrok raznolikosti CTX-M beta-
laktamaza su toCkaste mutacije blaCTX-M gena $to rezultira u zamijeni aminokiselina u

polipeptidnom lancu (262).

Medu bolnickim ESBL-produciraju¢im izolatima Klebsiella spp. utvrdena je prisutnost
plazmidnih AmpC beta-laktamaza u 8% izolata, te su sekvencioniranjem identificirane CMY-2 i
DHA-1 u 4% izolata. Nisu zabiljezeni rezultati studija 0 prisutnosti pAmpC beta-laktamaza u
Bosni i Hercegovini, te u poredenju sa drugim zemljama, prevalencija je niska. U Turskoj 2011.
godine je zabiljezena prevalencija od 18,4% pAmpC beta-laktamaza (245). U Kini 2005. godine
iznosila je 4,3% sa dominiraju¢om sekvencom DHA-1 u odnosu na CMY -2 kod izolata Klebsiella
spp. (263). AmpC beta-laktamaze u svijetu predstavljaju sve veci problem iz razloga §to mogu biti
kromosomski i plazmidno kodirane, a kod lijeenja infekcija uzrokovanim plazmidnim ampC
beta-laktamaza produciraju¢im izolatima Klebsiella spp. moze do¢i do terapijskog neuspjeha
(264). Za razliku od ESBL moze se u terapiji koristiti cefepim koji ne podlijeze hidrolizi

kromosomskim i plazmidnim ampC beta-laktamazama.
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Od 28 izvanbolni¢cka ESBL-producirajuca izolata Klebsiella spp., 43% sojeva je produciralo TEM,
21% CTX-M i SHV, 14% OXA i 4% plazmidne AmpC beta-laktamaze. Medu porodicama enzima
TEM i SHV, sekvencioniranjem utvrdena je produkcija TEM-1 i SHV-1 beta-laktamaza Sirokog
spektra, dok je medu CTX-M enzimima dominirala CTX-M-15 beta-laktamaza, detektirana u
83% izolata. Martinez i sur. iz Kolumbije su zabiljezili prevalenciju CTX-M-1 beta-laktamaza od
75% medu ESBL-produciraju¢im izolatima Klebsiella spp. u vanbolni¢koj sredini (265). Pored
CTX-M-15 beta-laktamaza, u nasoj studiji prvi put opisana CTX-M-22 u 17% izolata. Rijetki su
izvjestaji, pogotovo u izvanbolnickoj sredini o produkeiji CTX-M-22 enzima, no nasa studija se
podudara sa izvjestajima Gulambera i sur. o zastupljenosti CTX-M-22 u Turskoj od 17% ESBL-

producirajuéih izolata Klebsiella spp. (252).

Molekularna karakterizacija PFGE-metodom je pokazala da je samo manji broj izolata klonski
srodan. Ukupno cCetrdeset i jedan bolni¢ka i izvanbolnicka ESBL-producirajuéa izolata svrstana su
u Cetrnaest klonova. Klonovi H i LJ su najbrojniji, sadrzavali su po pet izolata, izolovana u
vremenu od sijecnja do travnja 2010. Klonska sli¢nost izolata upucuje na to, da su neki sojevi
vjerojatno bolnicki preneseni na bolesnike iz nekog vanjskog izvora (kontaktom sa koloniziranim
instrumentima), te da nisu bili dio endogene flore bolesnika (250). Suzbijanje ESBL sojeva
namece potrebu ucinkovitije primjene protokola za kontrolu bolnic¢kih infekcija, koje ukljucuju

mjere izolacije bolesnika nosioca ESBL izolata i dekontaminacije okolisa (250).

6.2.4. Prevalencija tipova beta-laktamaza kod izolata E. cloacae u bolni¢koj i izvanbolnic¢koj
sredini

Enterobacter cloacae je bolnicki patogen, koji moze uzrokovati razne infekcije, kao §to su
bakterijemije, infekcije respiratornog trakta, infekcije koze i mehkih tkiva, urinarne infekcije,

endokarditis, intraabdominalne infekcije, septi¢ni artritis, osteomijelitis i sl. (266).
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U naSoj studiji prvi put izvjeStavamo o molekularnoj karakterizaciji beta-laktamaza u izolatima
Enterobacter cloacae u bolnic¢koj i izvanbolnickoj sredini u Bosni i Hercegovini. Od osam i tri
bolni¢ka i izvanbolni¢ka beta-laktamaza producirajuca izolata E. cloacae, 50% odnosno 67%
produciralo je TEM, 37% odnosno 67% CTX-M, i 25% i nula SHV, 12% . U 67% bolni¢kih i
12% izvanbolnic¢kih izolata dokazana je produkcija OXA beta-laktamaza. Sekvencioniranjem
TEM i SHV beta-laktamaza, utvrdeno je da svi blaTEM i blaSHV pozitivni sojevi produciraju
TEM-1 odnosno SHV-1 beta-laktamazu, a u blactx-m pozitivnih identificirane su CTX-M-1, CTX-
M-15 i CTX-M-28 beta-laktamaza, u 33% sojeva svaka. U Velikoj Britaniji, 2002. godine od 15
ESBL-produciraju¢ih izolata E. cloacae, izolovanih iz uzoraka krvi (septikemija), 33%
produciralo je SHV-2 i SHV-5 beta-laktamaze (267). U Holandiji 2007. godine, 14% (37/271)
izolata E. cloacae produciralo je ESBL, od toga 54% CTX-M-9 i 38% SHV-12 beta-laktamazu
(268). Towner i sur. 2010. godine izvjestavaju da medu devet ESBL-producirajucih izolata E.
cloacae, 89% slucajeva produciralo je SHV-12, a niti jedan CTX-M ili TEM beta-laktamazu, $to
je kontradiktorno sa rezultatima nase studije (269). U Kini 2013. godine utvrdena je prevalencija
CTX-M beta-laktamaza od 48% u ESBL-produciraju¢ih izolata E. cloacae u bolnickoj sredini
(270). Takoder, u Japanu 2012. godine Kanamori i sur. izvjestavaju o prevalenciji CTX-M beta-

laktamaza od 41% kod ESBL-producirajucih izolata E. cloacae (271).

U naSoj studiji prvi put je na prostorima Bosne i Hercegovine dokazana produkcija plazmidnih
AmpC beta-laktamaza tipa CMY-2 sa prevalencijom od 12% u izolata E. cloacae rezistentnim na
novije cefalosporine. U Alziru 2009. godine zabiljeZena je prevalencija pAmpC beta-laktamaza
tipa DHA-1 od 15,0% slucajeva ESBL-producirajucih izolata E. clocae (272), dok Bedeni¢ i sur.
2010. godine izvjeStavaju da u Hrvatskoj nisu zabiljezene plazmidne AmpC beta-laktamaze u

izolatima E. cloacae (273).
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Molekularna karakterizacija pomo¢u PFGE je pokazala da je manji broj sojeva klonski srodan.
Deset bolnickih i izvanbolnickih izolata svrstano je u jedan klon (A) sa Cetiri izolata dok su ostali
singlton sojevi. Klon A sastoji se od tri izvanbolnicka i jednog bolni¢kog izolata, prosje¢ne dobne
starosti 65 godina, Sto je vjerojatno posljedica prethodne hospitalizacije, kirurSkog zahvata ili

neracionalne primjene antibiotika u terapiji, $to se podudara sa drugim izvjestajima (266).

6.2.5. Prevalencija tipova beta-laktamaza kod izolata Proteus spp. u bolni¢koj i
izvanbolni¢koj sredini

Prema rezultatima ovoga istrazivanja od pet bolni¢kih i Sest izvanbolni¢kih beta-laktamaza
producirajuéih izolata Proteus spp., 4 odnosno 1 izolat produciralo je CTX-M beta-laktamaze, 3
odnosno 1 izolat OXA, 2 bolnicka i izvanbolnicka TEM, nula i jedan SHV i po jedan izolat sa
produkcijom plazmidne AmpC beta-laktamaze. lako je apsolutni broj ovih izolata malen, ipak je
vazno spomenuti da je ovo prva tipizacija ESBL-producirajucih izolata Proteus spp. u Bosni i
Hercegovini. U poredenju sa drugim zemljama, u Italiji od svih ESBL-producirajucih izolata,
Proteus spp. je najzastupljeniji u izvanbolnickoj sredini, kao glavni uzro¢nik infekcija mokra¢nog
sistema (274-276), dok je u Francuskoj, 2005. godine zabiljezena niska prevalencija ESBL-
producirajuéih izolata Proteus spp. (37%) (277). Alabi i sur. 2013. godine su zabiljezili u Nigeriji
visoku prevalenciju TEM beta-laktamaza Sirokog spektra, a niska prevalencija 3% CTX-M-15
beta-laktamaza (278), sli¢no rezultatima iz nasega istrazivanja 0 ESBL-produciraju¢im izolatima
Proteus spp. U istoj studiji SHV beta-laktamaze nisu identificirane (278). U zemljama regije, kao
Sto je Hrvatska, 2010. godine zabiljezena je pojava TEM-52 od 21% ESBL-producirajuéih izolata
Proteus spp. (279), sto je kotradiktorno nasoj studiji. U odnosu na prethodne zemlje, ukljucujuéi i

nasu, na dalekom Istoku, u Japanu od 105 ESBL-producirajucih izolata Proteus spp. svi su
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producirali CTX-M-2 beta-laktamazu (280), dok je u Tajvanu 2005. godine pored CTX-M-2

zabiljezena produkcija CTX-M-3, CTX-M-14, CTX-M-24 i CTX-M-66 beta-laktamaza (281).

U nasSoj studiji, u bolni¢koj i izvanbolni¢koj sredini, zabiljezena je produkcija plazmidnih AmpC
beta-laktamaza, tipa CMY-2 beta-laktamaze od 20% odnosno 17% slucajeva. Rezultati studije u
SAD-u 2006. godine pokazali su nisku prevalenciju od 1% pAmpC beta-laktamaza izolovanih iz
ESBL-producirajucih izolata Proteus spp. U istoj studiji od pet pAmpC beta-laktamaza, Cetiri su

bile CMY-2 i jedan FOX enzim (282).

PFGE analiza u naSem istrazivanju nije pokazala klonsku povezanost medu beta-laktamaza
producirajué¢im izolatima Proteus spp. Od 11 bolnickih i izvanbolnickih izolata po dva izolata su
svrstana u dva klona (A i B). Klon A se sastojao od dva izvanbolni¢ka soja i klon B od dva
bolnicka izolata. Znaci, genotipizacijom nismo ustanovili genetsku srodnost. Medutim, u mnogim
zemljama postoje izvjeséa o klonskom Sirenju ESBL-kodiraju¢ih gena medu izolatima Proteus

spp. pogotovo blatem-24 u nekim europskim drzavama (283-285).

6.2.6. Prevalencija tipova beta-laktamaza kod izolata Acinetobacter spp. u bolni¢koj i
izvanbolni¢koj sredini

Od 10 bolnicka i i 3 izvanbolnicka izolata Acinetobacter spp., osam odnosno tri izolata
produciralo je TEM beta-laktamaze, Sest odnosno jedan oksacilinaze i dva odnosno jedan izolat
CTX-M i OXA beta-laktamaze. U ovome istrazivanju prvi put u BiH je opisana karakterizacija
mehanizama otpornosti u Acinetobacter spp. Sekvencioniranjem TEM producirajucih izolata
Acinetobacter spp. utvrdena je produkcija TEM-1 od 100% slucajeva, bez produkcije beta-
laktamaza prosirenog spektra iz porodice TEM. U ltaliji, 2007. godine Endimiani i sur. su opisali

prvu detekciju beta-laktamaza proSirenog spektra dijelovanja iz porodice TEM (TEM-92) kod
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ESBL-produciraju¢ih izolata Acinetobacter spp. u 6% izolata (31/470) (286). Izvjes¢a u svijetu
pokazuju da izolati Acinetobacter spp. produciraju razne beta-laktamaze proSirenog spektra
dijelovanja, kao §to su: PER-1 izolovanim u Belgiji, Francuskoj, Turskoj i Koreji (287-290), PER-
2 u Argentini (291), VEB-1 u Belgiji, Argentini i Francuskoj (287, 291, 292, 293), SHV-12 u Kini

(294) i CTX-M tip u Boliviji i Japanu (295, 296).

U ovome istrazivanju molekularnom tipizacijom beta-laktamaza produciraju¢ih izolata
Acinetobacter spp. u bolnickoj i izvanbolni¢koj sredini, utvrdena je produkcija CTX-M beta-
laktamaza grupe 1 (20% odnosno 34%). U Indiji 2010. godine rezultati pokazuju produkciju CTX-
M-15 i TEM-150 kod beta-laktamaza producirajucih izolata Acinetobacter spp. (297), sto
potvrduje raznolikost produkcije ESBL ovisno od geografskog podrucja (246). U Japanu 2004.
godine zabiljeZzena je produkcija CTX-M-2 beta-laktamaza dobijenih iz izolata Acinetobacter spp.,
a koja je slicna CTX-M-2 beta-laktamazi, izolovanoj neposredno prije u istom mjestu iz beta-
laktamaza producirajuéih izolata Proteus spp. (296), sto opet dokazuje mogucnost plazmidnog
prenosa gena izmedu gram-negativnih bacila, ukljuc¢ujuéi ¢lanove porodice Enterobacteriaceae

(43, 53) i glukozo non-fermentore, kao $to je Pseudomonas aeruginosa (253).

Prema molekularnoj klasifikaciji postoje beta-laktamaze grupe D u koje spadaju oksacilinaze
(298) i opisane su Sirom svijeta: OXA-23 potjede iz Skotske (299), OXA-24 i OXA-25 iz

Spanjolske (300, 301), OXA-26 iz Belgije (301) i OXA-27 iz Singapura (301).

U nasem istrazivanju prvi put je zabiljezena produkcija blapxa-si, kao urodene oksacilinaze u 60%
odnosno 34% slucajeva kod ESBL-producirajucih izolata Acinetobacter spp. u bolnickoj i

izvanbolnickoj sredini. Ovaj tip oksacilinaze ukazuje nam na zastupljenost vrste Acinetobacter
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baumanii unutar iste vrste. Nazalost, u odnosu na rezultate drugih studija, nismo izolovali ste¢ene
oksacilinaze drugih tipova (OXA-23, OXA-24, OXA-58, OXA-148 i dr.). U poredenju sa drugim
zemljama, Karah 2011. godine u svojoj studiji izvjeStava o prevalenciji produkcije oksacilinaza
kod beta-laktamaza produciraju¢ih izolata Acinetobacter spp. i to: 16% blaoxa-23; 7% blaoxa-ss i
2% blaoxa-24 (302). U Teheranu 2008. godine zabiljeZzena je produkcija blaOXA-51 od 100% uz
kombinaciju gena blaoxa-si/blaoxa-23 (25%) i blapxa-si/blapxa-24 (18%) (303). U Brazilu 2012.
godine detektirana je produkcija OXA-23 oksacilinaze od 95% slucajeva (304), dok je u Sjevernoj
Koreji 2005. godine dominirala produkcija blapxa-2s i blaoxasi (305). U susjednim zemljama,
interesantan je izvjestaj o prvoj detekciji gena blapxa.72 U Hrvatskoj, 2008. godine (od 34 beta-
laktamaza producirajuca izolata Acinetobacter spp., 33 je produciralo OXA-72 enzim) (306). Na
dalekom zapadu, u SAD-u 2008/09. godine zabiljezena je 100%-na prevalencija blaoxa-2s i

bIaOXA.51 (307)

PFGE analiza nije pokazala klonsku slicnost medu beta-laktamaza producirajuéim izolatima
Acinetobacter spp. Od ¢etiri bolni¢ka i vanbolnic¢ka izolata dva izolata su svrstana u jedan klon
(A), i to dva bolni¢ka izolata (Odjel za neurologiju i Odjel za onkologiju), pacijenata dobne
starosti 53 i 54 godine. Medutim, u mnogim zemljama postoje izvjeS¢a o klonskom Sirenju beta-

laktamaza kodiraju¢ih gena medu izolatima Acinetobacter spp. (286, 296, 306).
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7. ZAKLJUCCI

U ovome istrazivanju glavne pretpostavke zasnovane su na cinjenici da je ucestalost infekcija
uzrokovanih sojevima koji proizvode beta - laktamaze prosirenog spektra (ESBL) veca u
bolnickoj nego u vanbolnickoj sredini, da se medu gram-negativnim bakterijama ESBL
najucestalije izoliraju kod K. pneumoniae u bolnickih izolata, odnosno kod E. coli kod
vanbolnic¢kih gram-negativnih izolata, da su ¢imbenici rizika za nastanak infekcija uzrokovanih
ESBL-produciraju¢im bakterijama prethodna upotreba antibiotika, osobito cefalosporina
prosirenog spektra, muski spol, starost iznad 65 godina, prisutnost katetera, prisutnost drugih
oboljenja (dijabetes, insuficijencija bubrega, maligne bolesti), boravak u jedinici intenzivne njege;
te da postoji znacajna povezanost ucestalosti infekcija beta — lektamazama prosirenog spektra sa
pojavom otpornosti na antibiotike.

Na osnovu rezultata istrazivanja proizilaze sljedec¢i zakljucci:

1. Prevalencija izolata koji proizvode beta-laktamaze proSirenog spektra (ESBL) medu gram-
negativnim bakterijskim sojevima u Zenicko-Dobojskom kantonu je bila veca kod bolni¢kih nego
kod vanbolnickih pacijenata, 10,0% odnosno 6,4%;

2. Ucestalost ESBL-producirajucih sojeva najzastupljenija je u uzorcima opekotina kod bolnickih
pacijenata dok su kod vanbolnickih pacijenata ESBL-producirajuci sojevi najucestalije izolirani iz
uzoraka hirurskih rana;

3. Kod bolnickih pacijenata ucestalost ESBL-produciraju¢ih sojeva je bila ve¢a kod muskaraca a
kod vanbolnickih pacijenata ucestalost je bila veca kod Zena;

4. Prevalencija ESBL-producirajucih bakterija u odnosu na dob pacijenata, bila je najveca u osoba
starijih od 65 godina kako kod bolnickih tako i kod vanbolni€kih pacijenata;

5. Prevalencija ESBL-producirajucih bakterija u odnosu na mjesto stanovanja je bila najveca kod
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pacijenata koji su dolazili iz op¢ine Zenica;

6. Ucestalost ESBL sojeva je bila najveca kod onih pacijenata koji su prije prijema u bolnicu
boravili kod kuce;

7. Predhodni boravak u bolnici nije ustanovljen kao ¢imbenik rizika za nastanak infekcija ESBL-
producirajué¢im Sojevima;

8. Pacijenti koji su predhodno boravili u bolnici najucestalije su bili lijeceni na odjelima koji u
sastavu svoga djelovanja imaju intenzivnu njegu;

9. Operativni zahvat u predhodnom boravku u bolnici nije ustanovljen kao ¢imbenik rizika za
nastanak infekcija uzrokovanih ESBL-produciraju¢im sojevima;

10. Najucestalija izolacija ESBL-producirajucih sojeva zabiljeZena je kod onih bolni¢kih pacijenata
koji su prethodno bili u kontaktu sa bolesnicima koji su ve¢ bili nosioci infekcije ESBL-
producirajuéih sojeva;

11. Ucestalost infekcija ESBL-produciraju¢im sojevima nije bila povezana sa operativnim
zahvatom osoba u trenutnoj hospitalizaciji;

12. Najucestalije izolirane bakterije medu gram-negativnim izolatima koje produciraju ESBL su bile
Klebsiella spp. i E. coli kako kod bolnickih tako i kod izvanbolnickih pacijenata;

13. Predhodna upotreba antibiotika je ustanovljena kao ¢imbenik rizika za nastanak infekcija
uzrokovanih ESBL-produciraju¢im sojevima;

14. Amoksiclin+klavulanska kiselina (20/10 pg) i cefepim (30 pg) su relativno dobro ocuvali
osjetljivost prema ESBL-produciraju¢im sojevima dok su amoksicilin (20 pg), cefaleksin (30 ug),
cefuroksim (30 pg) i ostali antibiotici iz grupe cefalosporina prosirenog spektra bili otporni na

djelovanje gram-negativnih bakterija koje produciraju ESBL;
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15. ESBL-producirajuéi izolati su bili vode¢i uzro¢nici infekcija na odjelima za djecije bolesti,
neuroloske 1 kirurSke bolesti;

16. ESBL- produciraju¢i izolati su najviSe izolovani iz mokrace i briseva kirurskih rana;

17. Tipizacijom je ustanovljena vodeca prevalencija CTX-M-15 beta-laktamaza;

18. Prvi put na prostorima Bosne i Hercegovine dobivene su sekvence gena ESBL: CTX-M-3 i
CTX-M-28;

19. Od plazmidnih AmpC beta-laktamaza na prostorima BiH, prvi put su izolovane CMY-2 i
DHA-1 beta-laktamaze kod bakterija pripadnika porodice Enterobacteriaceae;

20. Medu izolatima Acinetobacter spp. izolovane su urodene oksacilinaze blaoxa-si;

21. Metodom PFGE nije utvrdena znacajnija klonska pripadnost medu ESBL-produciraju¢im

izolatima;
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9. SAZETAK

Beta-laktamaze prosirenog spektra (ESBL) su enzimi otkriveni u kasnim 1970-tim i ranim 1980-
tim godinama medu gram-negativnim bakterijama, prvenstveno kod izolata Escherichia coli i
Klebsiella pneumoniae. Cesée se pojavljuju medu bakterijskim vrstama koje posjeduju inducibilne
AmpC beta-laktamaze. Plazmidne beta-laktamaze za razliku od kromosomskih nisu
karakteristi¢ne za vrstu i uzrok su Sirenja bakterijske otpornosti.

Do sada nije bilo sistematskih istrazivanja ESBL kako na podru¢ju Zeni¢ko-Dobojskog kantona,
tako 1 na podrucju Bosne i Hercegovine.

Cilj istrazivanja je ustanoviti prevalenciju ESBL u bolnickoj i izvanbolni¢koj sredini, prevalenciju
prema dobi i spolu, te prevalenciju ESBL, plazmidnih AmpC beta-laktamaza, te karbapenemaza
na pojedinim bolni¢kim odjelima na podrucju Zeni¢ko-Dobojskog kantona, Bosna i Hercegovina
(BiH).

Izolati su sakupljani u periodu od Prosinca 2009. do Travnja 2010. godine. Izolovani su iz
razli¢itih uzoraka, kao $to su mokrac¢a, sputum, rane, gnoj, aspirat i sl. Antimikrobna osjetljivost je
analizirana disk-difuzijskom i bujon mikrodilucijskom metodom. Za dokazivanje produkcije
ESBL, koristili smo dvostruki-disk sinergijski test uz upotrebu cefpodoksima i kombinacije
diskova antibiotika sa klavulanskom kiselinom. Od molekularnih metoda za tipizaciju i klonsku
pripadnost ESBL-producirajucih izolata koristena je PCR i PFGE metoda.

ESBL-produciraju¢i izolati su izolovani u 144 bolni¢ka i izvanbolnicka uzorka. ESBL-
producirajuci izolati su ve¢im dijelom porijekla iz mokrace 1 briseva kirurSkih rana. U bolnickoj
sredini dominantna je ESBL-produciraju¢a Klebsiella spp., dok je u izvanbolni¢koj sredini
preovladavala ESBL-produciraju¢a E. coli. Prema rezultatima, cefuroksim, cefotaksim i

ceftazidim su lijekovi koji se ne bi smjeli koristiti u terapiji infekcija ESBL-producirajucih izolata,
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sa MIKg>256 mg/L. U bolnickoj 1 izvanbolnickoj sredini, medu ESBL tipovima, CTX-M-15
beta-laktamaza je najzastupljenija. Ovo je prva studija i izvje$taj o detekciji blactx-m-3, blacTx-m-28,
blacmy-2 | blapya-1 na prostorima Bosne i Hercegovine. Metodom PFGE nije ustanovljena klonska
srodnost medu ESBL-produciraju¢im izolatima. Zbog visoke rezistencije na cefalosporine,
glikozide 1 fluorokinolone, karbapenemi su lijekovi prve linije u lijeCenju infekcija uzrokovanih

ESBL-produciraju¢im izolatima.
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10. SUMMARY

Extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) are enzymes that have been discovered in the late
1970s and early 1980s among gram-negative bacteria, primarily with strains of Escherichia coli
and Klebsiella pneumoniae. They show up more commonly among bacteria species possessing
inducible AmpC beta-lactamases. Plasmid mediated beta-lactamases, unlike chromosomes type,
are not characteristic for the specie and are the cause of the spread of bacterial resistance.

So far, there has been no systematic research of ESBL in the area of Zenica-Doboj Canton as well
as in the area of Bosnia and Herzegovina.

The aim of this research is to establish prevalence of ESBL in hospital and outside environment,
prevalence according to the age and sex, as well as prevalence of ESBL in individual hospital
wards. It also includes prevalence of plasmid-mediated AmpC beta-lactamases and
carbapenemases in the area of Zenica-Doboj Canton, Bosnia and Herzegovina.

Non-duplicate isolates collected from December 2009 to May 2010. The isolates were obtained
from urine, sputum, wound and others (pus, aspirates etc). Antimicrobial susceptibility of the
isolates was determined using Kirby-Bauer disc diffusion method and broth microdilution method.
ESBL phenotypes were determined by the double disc synergy method using cefpodoxime with
co-amoxiclav, and then confirmed by the combined disc method. The ESBL genotypes, blaTEM,
blaCTX-M and blaSHV were determined using PCR and PFGE.

ESBL was detected in 144 in- and outpatient samples, respectively. Both in- and outpatient ESBLs
were mostly isolated from urine and surgical wounds. ESBL prevalence was highest in an
inpatient Klebsiella spp. and in outpatient Escherichia coli isolates. Cefuroxime, ceftazidime and
cefotaxime were the least potent antibiotics with MICgyy of > 256 mg/L. The CTX-M-15 was most

prevalent B-lactamases in the in- and outpatient settings. This is the first study and report of
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blactx-m-3, blactx-m-28, blacmy2 and blapya-1 detected with the PCR from ESBL-producing
isolates in Bosnia and Herzegovina. PFGE showed no genetic relatedness between the isolates.
Due to high resistance rates observed for all cephalosporins, glycosides and fluoroquinolones,

carbapenems remain the antibiotics of choice for the treatment of infections caused by ESBLSs.
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11. PREGLED KORISTENIH SIMBOLA I OZNAKA

ATCC
AMX
AMC
AM
bla
CDC
CTX-1
CLSI
CN
CXM
CIP
CRO
CAZ
CFM
CTX
DNA
DDS
ESBL
ESC
EARSS
FEP
FIM
GEN
IRT

American type Culture Collection

amoksicilin

amoksiclin+klavulanska kiselina

amikacin

gen koji kodira beta-laktamaze

engl., Centers for Disease Control and Prevention
cefotaksimaza

engl., Clinical Laboratory Standard Institute
cefaleksin

cefuroksim

ciprofloxacin

ceftriakson

ceftazidim

cefiksim

cefotaksim

deoksiribonukleinska kiselina

duble disc synergy test/dvostruki disk —sinergisticki test
engl., extended-spectrum beta-lactamase

engl. extended-spectrum cephalosporins

engl., European Resistance Surveillance System
cefepim

nitrofurantoin

gentamicin

engl., inhibitor-resistant TEM
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ICU engl., intensive care unit

IMIP imipenem

IMS infekcije mokraénog sistema

JINJ jedinica intenzivne njege

LVX loracarbef

MBL Metalo beta-laktamaze

MIK minimalna inhibitorna koncentracija

MDR engl., multidrug resistnce

NOR norfloksacin

PBP engl., protein binding protein

PCR polymerase chain reaction/lanc¢ana reakcija polimeraze
SXT sulfometoksazol-trimetoprim

SHV sulfhydryl variable-1 beta-laktamaza

TEM-1 tip beta laktamaze nazvan po pocetnim slovima imena Temoniera
TET tetraciklin

VIM Veronska imipenemaza
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