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Sazetak. Rad izvjeStava o pojavi soja Enterobacter cloacae u kojeg je dokazan rijetko viden oblik otpornosti na karba-
peneme posredovan enzimom IMI-1, skupine A beta-laktamaza. Soj je izoliran iz obriska rane u bolesnika koji je zbog
infekcije kirurSke rane prethodno lije¢en meropenemom. Ogranicen izbor antibiotika kojima se mogu lijeciti infekcije
uzrokovane ovakvim uzro¢nicima upucuje na nuznost toéne identifikacije visestruko otpornih gram-negativnih mikroorgani-
zama i otkrivanje njihovih mehanizama otpornosti. Prepoznavanje viSestruko otpornih mikroorganizama naglasava vaznost
kontinuiranoga mikrobioloskog nadzora bolesnika, osobito u jedinicama intenzivnog lije¢enja. U prikazanoj ustanovi nije
bilo sekundarnog Sirenja ovog soja. Identifikacija novih mehanizama otpornosti pomaze klini¢arima u izboru ciljane tera-
pije, a istodobno je nuZna za uspjesno sprjecavanje $irenja infekcija izazvanih visestruko otpornim mikroorganizmima.

Descriptors: Enterobacter cloacae — isolation and purification, enzymology, drug efffects; Enterobacteriaceae infections
— microbiology, drug therapy; Carbapenems — pharmacology, therapeutic use; Beta-lactamases — genetics,
metabolism; Beta-lactam resistance

Summary. The paper reports on the emergence of strain in which Enterobacter cloacae has demonstrated an unusual form
of resistance to carbapenems mediated by enzyme IMI-1, class A beta-lactamase. The strain was isolated from a wound
swab in the patient who had a surgical wound infection previously treated with meropenem. Limited choice of antibiotics
that can treat infections caused by these pathogens indicates the necessity of accurate identification of multiple resistant
gram-negative microorganisms and mechanisms of their resistance. Recognition of multiresistant gram-negative micro-
organisms emphasizes the importance of continuous microbiological monitoring of patients, especially in intensive care
units. In the investigated institution there was no secondary spread of this strain. Identifying new mechanisms of resistance
will be helpful to clinicians in selection of targeted therapy, while important for efficient prevention of spreading infections
caused by multiple resistant microorganisms.
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Enterobakterije pa tako i rod Enterobacter, a posebno
vrste Enterobacter cloacae 1 Enterobacter aerogenes vazni
su uzroénici infekcija iz zajednice i teskih bolni¢kih in-
fekcija kao $to su infekcije mokra¢nog sustava povezane s
kateterom, pneumonije, infekcije koze i potkoznog tkiva,
intraabdominalne infekcije i bakteriemije.* Lijecenje in-
fekcija uzrokovanih vrstama Enterobacter spp. pravi su iza-
zov zbog prirodenih i steCenih mehanizama otpornosti na
peniciline, cefalosporine, aminoglikozide i fluorokinolone,
a izbor ucinkovite terapije dodatno se komplicira pojavlji-
vanjem otpornosti i na karbapeneme. Ovaj rad opisuje prvi
slucaj otpornosti na karbapeneme u vrsti Enterobacter cloa-
cae odreden beta-laktamazom IMI-1, do sada nezabiljezen
u Hrvatskoj. Cilj nam je upozoriti na pojavu karbapenemaza
medu vrstama porodice Enterobacteriaceae, ¢ija prisutnost
u odsutnosti drugih mehanizama otpornosti ne uzrokuje
nuzno visoku otpornost na karbapeneme, ve¢ samo sma-
njenu ili katkad neznatno smanjenu osjetljivost, §to otezava
njihovu fenotipsku identifikaciju sa svim klinickim poslje-
dicama.’* Kako se prisutnost karbapenemaza ne moze jed-
nostavno odrediti o¢itavanjem rutinskih testova osjetljivosti
koji ¢ine osnovu rada klini¢kih mikrobioloskih laboratorija,
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to naglaSavamo vaznost dodatnih fenotipskih testova kako

bismo precizno odredili sve brojnije mehanizme otporno-

sti.>7

Prikaz bolesnika

Muskarac u dobi od 68 godina zaprimljen je u Magdale-
nu — kliniku za kardiovaskularne bolesti u studenome 2010.
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godine, zbog potrebe invazivne kardioloske obrade. U bole-
snika je izraZzen opsezan morbiditet s nekoliko prisutnih
rizi€nih ¢imbenika kardiovaskularne bolesti. U dva navrata
prebolio je mozdani udar bez znatnih posljedica. Prije deset
godina prebolio je infarkt miokarda te je podvrgnut proce-
duri ostavljanja prosirnice (stenta) u prednju lijevu silaznu
koronarnu arteriju. Prije godinu dana zbog klaudikacija u
lijevoj nozi angioloski je obraden te je indicirano i u¢injeno
femoropoplitealno premostenje na lijevoj nozi. U istom raz-
doblju pojacavaju se anginozne tegobe te je zbog prisutnosti
rizi¢nih ¢imbenika indicirana invazivna kardioloSka obrada.
Bolesnik vise godina lije¢i arterijsku hipertenziju, Se¢ernu
bolest koja je regulirana oralnim hipoglikemicima te hiper-
lipoproteinemiju. Drugi postproceduralni dan nastupila je
ishemija desne noge te je u prvom aktu uéinjena trombekto-
mija po Fogartyju. Kako u sljede¢ih Sest sati perzistiraju
znakovi ugrozenosti, u¢injena je angiografija donjih ekstre-
miteta te se indicira desnostrano ilijakofemoralno premos-
tenje. Unutar 24 sata u¢injeno je i femoropoplitealno pre-
mostenje na desnoj nozi. U sljedeéih 12 sati razvio se »com-
partment« sindrom te je ucinjena opsezna fasciotomija
misica potkoljenice. Zbog prisutne upalne reakcije i nekro-
ze miSica potkoljenice te masivnoga sistemskog upalnog
odgovora, a s obzirom na prisutnost zilnih umetaka, u tera-
piju su uvedeni meropenem i vankomicin. Terapija merope-
nemom i vankomicinom prekinuta je dvanaestoga postope-
rativnog dana zbog izolacije Enterobactera cloacae koji je
otporan na meropenem. Kako se u istom uzorku izolirao i
Pseudomonas aeruginosa otporan na karbapeneme, u tera-
piju se ciljano uvodi ciprofloksacin u trajanju od Sesnaest
dana: prvih 14 dana u dozi od 3 x 400 mg iv., a nakon toga
jo§ dva dana po 2 x 400 mg iv. Kako su se nakon pet dana
terapije ciprofloksacinom u ponovljenom uzorku obriska
rane i dalje izolirali Enterobacter cloacae i Pseudomonas
aeruginosa, to se prethodno zapocetoj terapiji pridodaje i
amikacin u jednokratnoj dnevnoj dozi od 250 mg iv. koja je
prilagodena bubreznoj funkciji bolesnika te se nakon deset
dana dokida zajedno s ciprofloksacinom. U uzorku tkiva
koji je ponovljen nakon pet dana sinergijske terapije cipro-
floksacinom i amikacinom nije dokazan nijedan od prije
izoliranih mikroorganizama, ali je posljedi¢no zbog otpor-
nosti na oba gore navedena antibiotika izoliran Stenotropho-
monas maltophilia. 1zolirani soj Stenotrophomonas mal-
tophiliabio je otporan na sve testirane antibiotike ukljucujuci
i trimetoprim-sulfametoksazol, uz izuzetak ceftazidima i
cefepima. To je razlog §to je pacijent u nastavku lije¢en cef-
tazidimom 3 x 2 g iv.

U ponovljenim kontrolnim uzorcima pet dana nakon zavr-
Setka terapije ciprofloksacinom i amikacinom uz Stenotro-
phomonas maltophilia ponovo je izoliran i identiCan soj
Enterobactera cloacae.

Kako u klini¢kom statusu nisu postojali znakovi oporavka
neurocirkulacijskog statusa desne potkoljenice uz znakove
znacajne destrukcije miSi¢no-tetivnog tkiva, indicira se nat-
koljeni¢na amputacija koja je ucinjena trideset drugoga
postoperacijskog dana.

Visekratnim uzorkovanjem nijednom nije izoliran nije-
dan uzro¢nik iz hemokulture. Tijekom boravka na odjelu
intenzivnog lije¢enja primijenjene su mjere kontaktne izola-
cije te nije zabiljeZen slucaj prijenosa rezistentnog uzro¢nika
u materijalu drugih bolesnika istodobno lije¢enih u jedinici
intenzivnog lije¢enja. Takoder, iste su mjere primijenjene i
na odjelu vaskularne kirurgije gdje isto tako nije bilo pojave
navedenog soja u drugih bolesnika.

Materijali i metode
a) Bakterijska izolacija i identifikacija

U Zavodu za klini¢ku mikrobiologiju i hospitalne in-
fekcije Klinicke bolnice »Sveti Duh« krajem 2010. godine
zaprimljeni su i obradeni razli¢iti uzorci gore spomenutog
bolesnika, kao dio standardnoga mikrobioloskog nadzora
koji se redovito provodi nad bolesnicima lije¢enim u jedini-
ci za intenzivno lijeCenje Magdalene — klinike za kardio-
vaskularne bolesti.

Od pristiglih uzoraka izdvajamo tkivo misi¢a potkoljeni-
ce koje je zaprimljeno prije pocetka empirijske terapije me-
ropenemom i vankomicinom u kojem mikroorganizmi nisu
izolirani. Iz obriska rane uzetog nakon 10. dana lijecenja
izolirani su Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter cloa-
cae otporni na karbapeneme. Identifikacija mikroorganiza-
ma provedena je standardnim postupcima koji su bili u ru-
tinskoj primjeni u Zavodu za klini¢ku mikrobiologiju i ho-
spitalne infekcije Klini¢ke bolnice »Sveti Duh«. U vrste
Pseudomonas aeruginosa dokazane su metalo-beta-lakta-
maze E-testom (AB Biodisk Solna, Svedska), a soj Entero-
bacter cloacae nakon pocetne obrade proslijeden je u Kli-
niku za infektivne bolesti »Dr. Fran Mihaljevi¢« u Referent-
ni centar za pracenje rezistencije bakterija na antibiotike
Ministarstva zdravlja na potvrdu i identifikaciju mehanizma
otpornosti na karbapeneme.

b) Testiranje osjetljivosti na antibiotike i rezultati
testiranja

Osjetljivost na antimikrobne lijekove vrste Enterobacter
cloacae odredena je disk-difuzijskim postupkom u skladu s
dokumentom CLSI M100-S19 (engl. Clinical and Labo-
ratory Standards Institute) na ove antibiotike: amoksici-
lin, piperacilin, amoksicilin/klavulansku kiselinu, ampici-
lin/sulbaktam, piperacilin/tazobaktam, cefazolin, cefuroksim,
cefoksitin, cefotaksim, ceftriakson, ceftazidim, cefopera-
zon, cefepim, imipenem, meropenem, ertapenem, ciproflo-
ksacin, trimetoprim/sulfametoksazol, gentamicin, amikacin,
netilmicin i tobramicin.® Rezultati su interpretirani ovako:
s0j je bio otporan na amoksicilin, piperacilin, amoksicilin/
klavulansku kiselinu, ampicilin/sulbaktam, cefazolin, cefu-
roksim, cefoksitin, cefotaksim, ceftriakson, ceftazidim, ce-
foperazon, ertapenem, imipenem i meropenem. Soj je bio
dobro osjetljiv na piperacilin-tazobaktam, cefepim, cipro-
floksacin, gentamicin, amikacin i netilmicin. E-testom (bio
Merieux, Francuska) odredena je minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK) na piperacilin/tazobaktam 16 pg/mL
(S), ciprofloksacin 0,032 pg/mL (S), kolistin 0,5 pg/mL (S),
ertapenem > 8 pg/mL (R), imipenem 32 pg/mL (R) i mero-
penem 32 pg/mL (R). Napominjemo da je otpornost na
ertapenem, imipenem i meropenem odredena disk-difuzi-
jom i na osnovi MIK-a po dokumentu CLSI M100-S19, ali
i prema preporukama EUCAST 1.0 (engl. European Com-
mittee on Antimicrobial Susceptibility Testing).’ E-test cefe-
pim/cefepim s klavulanskom kiselinom (AB Biodisk Solna,
Svedska) za dokaz prisutnosti beta-laktamaza proSirenog
spektra (engl. extended spectrum beta-lactamases, ESBL)
bio je negativan, a E-test istog proizvodaca za metalo-beta-
laktamaze nije se mogao ocitati. Sumnja na prisutnost enzi-
ma koji hidrolizira karbapeneme postavljena je na temelju
pozitivnoga modificiranog Hodgova testa.'® Hodgov test je
pokazao jasno uras¢ivanje soja E. coli ATCC 25922 uz crtu
testiranog soja Enterobacter cloacae prema disku mero-
penema. U Referentnom centru Ministarstva zdravlja za
pracenje rezistencije bakterija na antibiotike soj je testiran s
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ciljem da se potvrdi prisutnost karbapenemaza i odredi pri-
padnost skupini A ili B, testovima sinergije dvaju diskova
(engl. double disk synergy test, DDST). Negativnim testom
sinergije izmedu diska ceftazidima, odnosno imipenema i
diska dipikolini¢ne kiseline, odnosno EDTA iskljucena je
prisutnost metalo-beta-laktamaza, dok je opazena sinergija
izmedu diska boroni¢ne kiseline (Rosco Diagnostica, Dan-
ska) i1 diskova imipenema, meropenema i ertapenema upu-
¢ivala na prisutnost karbapenemaze iz skupine A.

¢) Molekularna dijagnostika

Metodom lancane reakcije polimerazom (engl. polyme-
rase chain reaction, PCR) iskljuena je prisutnost gena koji
kodira najéescu karbapenemazu skupine A, enzim KPC, te
je dokazana prisutnost gena za enzim IMI upotrebom prije
opisanih pocetnica. Odredivanjem slijeda nukleotida na
aparatu ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Bio-
system, SAD) potvrdeno je da se radi o genu koji kodira
enzim IMI-1.

Rasprava

Enterobakterije otporne na karbapeneme bile su tijekom
90-ih godina rijetkost, a njihova pojava bila je posljedica
promjene ciljnih molekula, aktivnog izbacivanja lijeka i
smanjene propusnosti stani¢ne stijenke s pridruzenim beta-
laktamazama ESBL i/ili AmpC-cefalosporinazama.''~'® Prva
ste¢ena karbapenemaza otkrivena 1990. godine u porodici
Enterobacteriaceae, koja se razlikovala od do tada poznatih
metalo-beta-laktamaza, bila je kromosomska NMC-A-kar-
bapenemaza (engl. non metallocarbapenemase-A), dokaza-
na u vrsti Enterobacter cloacae."

Prema revidiranoj Amblerovoj klasifikaciji karbapene-
maze su na osnovi rasporeda aminokiselina i prema mo-
lekularnoj strukturi rasporedene u skupine A, B, C i D.
Epidemioloski i klini¢ki vazne karbapenemaze pripadaju
skupini A (penicilinazama), skupini B (metalo-beta-lakta-
mazama) i skupini D (oksacilinazama). Odredene su kro-
mosomski ili plazmidno, ¢esto povezane s integronima i
transposonima, $to pogoduje Sirenju otpornosti i medu ne-
fermentorima i vrstama porodice Enterobacteriaceae. Prve
karbapenemaze prenosive plazmidima zabiljezene u Euro-
pi s kraja proslog stoljec¢a bile su metalo-beta-laktamaze
VIM-1 (engl. Verona integron metallo-beta-lactamase) u
vrsti Pseudomonas aeruginosa i IMP-1 (engl. imipenema-
se) u vrsti Acinetobacter baumannii.'" Prvi Pseudomonas
aeruginosa u kojeg je dokazana metalo-beta-laktamaza
VIM-2 opisan je i u Hrvatskoj 2003. godine.? Godine 2001.
dokazane su metalo-beta-laktamaze prenosive plazmidima i
medu enterobakterijama.?'->* Skupini metalo-beta-laktama-
za pripada i karbapenemaza NDM-1 (engl. New Delhi me-
tallo-beta-lactamase), koja se 2008. godine pojavila u vrsti
Klebsiella pneumoniae.* U sljedece dvije godine prosirila
se diljem svijeta, zabiljeZena je u 13 europskih zemalja, a
2009. godine prvi put je izolirana i u Hrvatskoj.>> >’

Posebnu pozornost zasluzuju karbapenemaze prenosive
plazmidima grupe KPC (engl. Klebsiella pneumoniae car-
bapenemase). Klini¢ki i epidemioloski prvo su se nametnu-
le kao vodeci problem steCene otpornosti na karbapeneme u
Sjedinjenim Americkim Drzavama, a zatim i diljem svije-
ta.?2 U Europi je KPC Klebsiella pneumoniae prvi put do-
kazana 2005. godine u Francuskoj, a u epidemijskom obliku
zabiljezena je u Izraclu dvije godine kasnije.’**! Grcka
biljezi endemsku pojavnost KPC i VIM-karbapenemaza u
vrsti Klebsiella pneumoniae.’>* Prvi put KPC Klebsiella
pneumoniae dokazana je 2011. godine i u Hrvatskoj.** Kar-
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bapenemaze iz KPC-grupe izolirane su i u drugim vrstama
iz porodice Enterobacteriaceae i trenuta¢no su najzastuplje-
nije karbapenemaze medu enterobakterijama u Europi.>=8

Ovaj rad upucuje na zapazanje da raznolikoj otpornosti
na karbapeneme unato¢ prevladavaju¢em nacinu prijenosa
plazmidima, pridonose i rijetko videne kromosomske kar-
bapenemaze.

Novi mehanizmi otpornosti na antibiotike i potreba za nji-
hovom §to brzom, ali pouzdanom identifikacijom, stavljaju
pred klinicke mikrobiologe sve vise izazova. Jedan od njih
je prepoznavanje ste¢ene otpornosti na karbapeneme koji se
Cesto rabe u teskim infekcijama uzrokovanim visestruko
otpornim gram-negativnim mikroorganizmima. Pojavnost
sojeva s razli¢itim stupnjevima otpornosti na karbapeneme,
od smanjeno osjetljivih do visoko otpornih, moze se obja-
sniti ¢injenicom da odredeni tipovi karbapenemaza poka-
zuju razli¢itu enzimatsku izrazajnost, da se pojavljuju sa-
mostalno ili u kombinaciji s drugim beta-laktamazama,
katkad udruzeni i s drugim mehanizmima otpornosti.*%’
Pravilno oditavanje testova osjetljivosti podrazumijeva ne
samo prepoznavanje razli¢itih profila otpornosti ve¢ i ana-
lizu dodatnih testova u sojeva u kojih postoji sumnja na pri-
sutnost nekog od novih oblika otpornosti.** Kona¢na potvr-
da prisutnosti karbapenemaza temelji se na nekoj od mo-
lekularnih metoda. Valja ocekivati da ¢ée se u buducénosti
otpornost na ovu skupinu antibiotika sve ¢e$¢e pojavljivati,
i zbog njihove velike upotrebe i zbog ucinkovitoga horizon-
talnog prijenosa gena odgovornih za njezino pojavljivanje.

Podrijetlo karbapenemaza ostaje nejasno, predci gena su
nepoznati, ali nasljede u obliku karbapenemaza potvrdeno
je ranih 80-ih godina proslog stolje¢a izolacijom soja Serra-
tia marcescens sa SME-1, Enterobacter cloacae s IMI-1 i
Acinetobacter baumannii s OXA-23-karbapenemazom.*’
Time je potvrdeno prethodno razmisljanje da za pojavnost
karbapenemaza nije odgovorna klini¢ka upotreba imipene-
ma zapoceta 1985. godine, ali valja pretpostaviti da je nje-
gova upotreba potaknula njihovu veéu pojavnost.

Potrebno je naglasiti da u prosincu 2010. godine, u tre-
nutku izolacije ovog soja nije bila precizno odredena rele-
vantna metodologija kojim specifi¢nim, ponajprije fenotip-
skim testovima mozemo potvrditi sumnju na prisutnost
karbapenemaza.*

Identifikacija i pravilno prepoznavanje antimikrobne os-
jetljivosti mikroorganizama preduvjet su za brzi odabir pri-
mjerene antimikrobne terapije. Uz pravilnu identifikaciju
vrste, §to u ovom slucaju nije bilo problem, najveci je iza-
zov bio prepoznati mehanizme otpornosti. Vrste roda Ente-
robacter prirodeno su otporne na aminopeniciline, ureido-
peniciline, cefalosporine uskog spektra (cefalosporini I.
generacije) i cefoksitin, a otpornost na cefalosporine II. i III.
generacije odredena u ovom slucaju posljedica je derepre-
sije kromosomski odredenih inducibilnih AmpC-cefalospo-
rinaza. U ovog soja nije potvrdena prisutnost enzima ESBL.
Tomu u prilog ide 1 dobra osjetljivost na cefepim. Prisutnost
AmpC-cefalosporinaza moze biti razlogom pojave otpor-
nosti i na karbapeneme kad su u pitanju sojevi sa smanje-
nom propusnosti stani¢ne stijenke. Valja pretpostaviti da bi
u tom sluéaju otpornost na karbapeneme bila manja ili even-
tualno samo vidljiva na ertapenem. Kako je sumnja na pri-
sutnost karbapenemaza bila utemeljena na visokom stupnju
otpornosti na sva tri karbapenema, to je dodatno ucinjen i
modificirani Hodgeov test. To je test dobre osjetljivosti uz
napomenu da su mogudéi lazno negativni rezultati kad su u
pitanju NDM-metalo-beta-laktamaze, a nedostatak mu je
manja specifi¢nost, zbog hiperprodukcije AmpC i CTX-M-
beta-laktamaza prosirenog spektra.’
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Pozitivan Hodgeov test pokazuju sojevi koji posjeduju kar-
bapenemaze razlicitih skupina, pa je za njihovo razlikovanje
potrebno dodatno testiranje. Za potvrdu karbapenemaza iz
skupine A rabi se kombinirani disk (engl. combination disk
test, CDT) karbapenemskog antibiotika i fenilboroni¢ne
kiseline (engl. phenylboronic acid, PBA). Ispitivanja su po-
kazala da se od kombiniranih diskova u kojima se rabe kar-
bapenemi s razli¢itim koncentracijama PBA najboljim po-
kazao meropenemski disk s 400 pg fenilboroni¢ne kiseline
kao test odli¢ne osjetljivosti i specifi¢nosti.*'*> Ako disk
meropenema s dodatkom 400 ug PBA, u odnosu na disk
koji sadrzava samo meropenem, u standardnom testu osjet-
ljivosti pokazuje vecu zonu inhibicije rasta za najmanje 5
mm, moze se potvrditi da soj stvara karbapenemazu skupine
A. Vazno je naglasiti i primjenu kombiniranog diska mero-
penema s kloksacilinom. Sojevi u kojima postoji hiperpro-
dukcija AmpC-cefalosporinaza takoder su pozitivni u testu
s PBA, ali za razliku od sojeva s karbapenemazama iz sku-
pine A pokazuju sinergiju s kloksacilinom, koja se, kao i u
prethodnom testu, oéituje povecanjem zone inhibicije.’ U
literaturi su opisani postupci za otkrivanje AmpC-cefalo-
sporinaza s diskom meropenema i kloksacilinom u kon-
centraciji od 750 pg, ali i komercijalni pripravci (Rosco
Diagnostica, Danska) koji rabe kombinirane diskove cefa-
losporina III. generacije s kloksacilinom.” Kombinirani
disk-test s dipikolini¢nom kiselinom od 1000 pg rabi se za
dokaz prisutnosti metalo-beta-laktamaza, po istim kriteriji-
ma kao i u prethodno opisanih testova.’ Kako se opisani te-
stovi za potvrdu i razlikovanje pojedinih skupina karbape-
nemaza nisu mogli provesti u Zavodu za klini¢ku mikrobio-
logiju i hospitalne infekcije Klini¢ke bolnice »Sveti Duh,
s0j je testiran u Referentnom centru Ministarstva zdravlja za
praéenje rezistencije bakterija na antibiotike, u kojem je fe-
notipski potvrdena prisutnost karbapenemaze iz skupine A.
Vazno je istaknuti da podaci iz literature upuéuju na zapa-
zanje da je u prisutnosti karbapenemaza MIK za ertapenem
¢esto visi od vrijednosti MIK-a za imipenem i meropenem
paje zato u svakom slucaju smanjene osjetljivosti na ertape-
nem obvezno soj dodatno analizirati kako bi se odredilo o
kojem se mehanizmu otpornosti radi.” Kao i u slu¢aju Hod-
geovog testa koji treba oprezno interpretirati zbog moguc-
nosti pojave lazno negativnih i lazno pozitivnih rezultata,
vazno je naglasiti da i ertapenemu nedostaje specifi¢nosti
kad je u pitanju otkrivanje prisutnosti karbapenemaza. Zato
1 najmanje smanjenje osjetljivosti na bilo koji karbapenem
medu enterobakterijama prema novim EUCAST-prepo-
rukama iz 2012. godine, a u skladu s »cut-off« vrijednosti-
ma treba testirati na prisutnost karbapenemaza.*

LijeCenje infekcija izazvanih vi$estruko otpornim entero-
bakterijama pravi je izazov zbog ograniCenih terapijskih
mogucénosti. Razlikuju se i misljenja o izboru naju¢inkovi-
tije terapije u infekcijama izazvanim enterobakterijama
smanjene osjetljivosti ili otpornosti na karbapeneme, po-
najprije zbog nedostatka kontroliranih prospektivnih stu-
dija. 34440

EUCAST-standardi, koji se rabe od pocetka lipnja 2010.
godine u mikrobioloskim laboratorijima u Republici Hrvat-
skoj odreduju osjetljivost enterobakterija na meropenem i
imipenem ako je MIK < 2 pug/mL, a na ertapenem < 0,5 pg/
mL, neovisno o prisutnosti karbapenemaza. Te su prijelom-
ne tocke (engl. breakpoints) izabrane ponajprije s ciljem
usmjeravanja odluke o primjeni karbapenema u lijecenju, a
ne kao kriterij za procjenu postoji li neki mehanizam otpor-
nosti. Stoga proizlazi pitanje imaju li u slu¢aju dobre osjet-
ljivosti ili otpornosti nizeg stupnja, unato¢ prisutnim karba-
penemazama, karbapenemi i dalje svoje mjesto u terapiji. U

bolesnika s teskim infekcijama, u kojih enterobakterije po-
kazuju smanjenu osjetljivost ili otpornost na karbapeneme
posredovanu karbapenemazama, lije¢enje je utemeljeno na
podacima prikaza slucaja, manjih serija bolesnika, retro-
spektivnih i rijetkih prospektivnih studija pa je to razlog da
za sada ne postoje precizno odredene preporuke vezane za
izbor lijeka, kombinaciju lijekova, dozu i trajanje tera-
pije.3#4do-so

Farmakokinetske i farmakodinamske karakteristike kar-
bapenema upucuju na mogucéu produljenu primjenu mero-
penema (u infuziji do 3 sata) u poviSenim dozama od 2 g
svakih 8 sati kao moguci terapijski protokol u lijecenju en-
terobakterija u kojih je MIK na karbapeneme < 4 pg/mL.
Poznata je ¢injenica da je za djelotvornost karbapenema kad
su u pitanju gram-negativni mikroorganizmi potrebno osi-
gurati serumsku koncentraciju lijeka iznad MIK-a uzro¢ni-
ka najmanje 50% razdoblja doziranja. Uz uvjet produljene
primjene karbapenema do 3 sata i standardne doze od 1 g
svakih 8 sati postiZe se serumska koncentracija iznad 2 pg/
mL cijelo razdoblje doziranja. Ako se u terapijskom proto-
kolu upotrijebi produljena primjena meropenema u dozi od
2 g svakih 8 sati, moguce je posti¢i koncentraciju 4 pg/mL
cijelo razdoblje doziranja.*® Najniza stopa mortaliteta za-
biljezena je u bolesnika u kojih se kombinirala primjena
dvaju aktivnih lijekova od kojih je jedan meropenem, uz
uvjet da je MIK <4 pg/mL, a drugi aminoglikozid, kolistin
ili tigeciklin.*® Pritom treba naglasiti da u ovoj terapijskoj
kombinaciji nije preporucljivo primijeniti imipenem zbog
nize stabilnosti na sobnoj temperaturi, kao i zbog loSije
podnosljivosti u vis§im dozama.’' Moguce je primijeniti i
kombinacije tigeciklina s aminoglikozidima ili kolistinom,
ali prema dostupnim podacima slabije su efikasnosti od
kombinacija s karbapenemima.” Kolistin je jedan od rijet-
kih antibiotika koji pokazuje dobru osjetljivost u entero-
bakterija s KPC i MBL-karbapenemazama, ali se s obzirom
na farmakodinamska ograni¢enja s oprezom primjenjuje
kao monoterapija.’> Pojava heterorezistencije, kao i pojava
potpune rezistencije na kolistin, dodatno otezavaju vec
ionako suzen izbor primjerene terapije.* Poseban je problem
terapija pneumonija, osobito onih povezanih s mehani¢kom
ventilacijom. Povoljan ishod lijeCenja pneumonija moguce
je ocekivati primjenom kombinirane terapije karbapenema i
kolistina, visokih doza tigeciklina i kolistina, ali i kolistina s
aminoglikozidima.’*% ZabiljeZzena je i otpornost na tige-
ciklin, a povezuje se kao u slu¢aju otpornosti na karbapene-
me i kolistin s njegovom prethodnom primjenom.>*®

Iz dostupnih podataka o moguc¢em izboru antibiotika u
lije¢enju infekcija izazvanih enterobakterijama otpornima
na karbapeneme upozoravamo i na kombinaciju kinolona i
aminoglikozida.” 1z dostupnog rada Falconea i suradnika
razvidno je da je infekcija koze i potkoznog tkiva uzrokova-
na VIM-1-karbapenemazom u soja Enterobacter cloacae
uspjesno izlijeCena kombinacijom ciprofloksacina i amika-
cina, pa je to bio razlog §to smo se odlucili za tu terapijsku
kombinaciju i u ovog bolesnika. Posebno se naglasava po-
treba za produzenim trajanjem terapije, ali bez obzira na to
koji se terapijski protokol primijenio, upozoreno je na veéu
vjerojatnost relapsa infekcija izazvanih enterobakterima s
prisutnim karbapenemazama. Ponovljena izolacija vrste
Enterobacter cloacae iz dodatnih uzoraka tkiva i obrisaka
rane u ovog bolesnika procijenjena je na osnovi klinicke
slike, kao 1 na osnovi mikroskopskog preparata u kojem
nisu videne kolonizirane upalne stanice.

Pojava sojeva s novim i kompleksnim mehanizmima
otpornosti podrazumijeva precizno odredivanje osjetljivosti,
pravilan odabir dodatnih potvrdnih testova i dobru suradnju
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s klini¢arima i radi odabira primjerene terapije i radi pro-
vodenja svih mjera kojima bi se sprijecilo Sirenje visestruko
otpornih sojeva. Ranim otkrivanjem uzro¢nika infekcije,
izolacijom bolesnika, provodenjem svih standardnih mjera i
svih mjera opreza kod infekcija koje se prenose kontak-
tom, sprijeceno je Sirenje izoliranog otpornog soja na druge
bolesnike. Kako je naknadnom molekularnom analizom
potvrdeno kromosomski odredena IMI-1-karbapenemaza
nema veéeg potencijala §irenja, Sto se ocitovalo i mirnom
epidemioloskom situacijom.

Izolacija soja Enterobacter cloacae s ovim oblikom ot-
pornosti izuzetno je rijetka, Sto potvrduje i ¢injenica da je
prvi takav soj u Europi dokazan i opisan 2012. godine.”’

Zakljucak

Razli¢iti mehanizmi otpornosti vrlo ¢esto udruzenim dje-
lovanjem oteZavaju interpretaciju testova osjetljivosti. Do-
datni, potvrdni fenotipski testovi obvezni su u njihovu pre-
ciznom prepoznavanju, §to je od velike klini¢ke, ali ne
manje vazne epidemioloske vrijednosti. Prvo zbog izbora
najucinkovitije terapije, a drugo zbog dosljednog provode-
nja svih mjera u sprjeavanju Sirenja visestruko otpornih
mikroorganizama. Ovaj je rad prijedlog kako do sada u lite-
raturi opisane potvrdne testove rabiti u svakodnevnom radu
klini¢kih mikrobioloskih laboratorija. Buduéi da primjena
karbapenema zasigurno utjece na selekciju otpornih sojeva,
to ¢e njihova razumna primjena omoguciti da sami ili u
kombinaciji s drugim antimikrobnim lijekovima ostanu
¢vrst oslonac u lije¢enju teskih bolnic¢kih infekcija izazva-
nih viSestruko otpornim mikroorganizmima. Posebno isti-
¢emo svakodnevnu obvezu svih zdravstvenih radnika da
dosljedno provode standardne mjere higijene koje s mjera-
ma kontaktne izolacije efikasno sprjecavaju Sirenje otpornih
bolni¢kih mikroorganizama.
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