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KARBAPENEMAZE GRAM-NEGATIVNIH BAKTERIJA
CARBAPENEMASES OF GRAM-NEGATIVE BACTERIA

BRANKA BEDENIC, SANDA SARDELIC, MIRNA VRANIC-LADAVAC,
NADA BARISIC, RANKO LADAVAC*

Deskriptori: Gram-negativne bakterije — enzimologija, genetika, djelovanje lijeka; Beta-laktamaze — klasifikacija, gene-
tika, metabolizam; Bakterijske bjelan¢evine — klasifikacija, genetika, metabolizam; Infekcije gram-negativ-
nim bakterijama — mikrobiologija, farmakoterapija, prevencija; Karbapenemi — farmakologija; Antimikrobni
lijekovi — farmakologija; Otpornost na beta—laktamske antibiotike

Sazetak. Karbapenemi su ¢esto jedina terapijska opcija za lijeCenje teskih infekcija. Stabilni su prema veéini 3-laktamaza
gram-negativnih bakterija, ali neke -laktamaze, koje se zovu karbapenemaze, mogu ih djelotvorno hidrolizirati. Nalazimo
ih u izolatima enterobakterija i nefermentativnih bakterija kao §to su Pseudomonas aeruginosa i Acinetobacter baumannii.
Dijele se u klase A (KPC, SME, IMI, NMC), B (VIM, IMP, SPM, GIM, NDM, SIM, DIM, AIM) i D (OXA-23, OXA-24,
OXA-48, OXA-58, OXA-143). Pravilna i brza identifikacija karbapenem-rezistentnih izolata u laboratoriju vazna je kako
bi se sprijecilo Sirenje takvih sojeva unutar bolnica i kako bi se izbjegao terapijski neuspjeh. Terapijske opcije vrlo su
ogranicene zbog toga $to prenosivi genski elementi koji kodiraju te B-laktamaze obi¢no sadrZavaju i gene rezistencije na
ostale antibiotike i ¢esto ostaje kolistin kao jedini lijek izbora.

Descriptors: Gram-negative bacteria — enzymology, genetics, drug effects; Beta-lactamases — classification, genetics,
metabolism; Bacterial proteins — classification, genetics, metabolism; Gram-negative bacterial infections
— microbiology, drug therapy, prevention and control; Carbapenems — pharmacology; Anti-bacterial agents
— pharmacology; Beta-lactam resistance

Summary. Carbapenems are often antibiotics of last resort for the treatment of severe infections. They are stable to most
B-lactamases produced by gram-negative bacteria. However, bacterial enzymes named carbapenemases can efficiently
hydrolyze carbapenems. They are produced most frequently by Enterobacteriaceae and non-fermentative bacteria such as
Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannnii. They belong to group A (KPC, SME, IMI, NMC), B (VIM, IMP,
SPM, GIM, NDM, SIM, DIM, AIM) and D (OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-58, OXA-143). The accurate and rapid
laboratory identification of carbapenem-resistant isolates is important to prevent spread of such multidrug resistant strains
and to avoid therapeutic failures. Therapeutic options are often limited because carbapenemases are encoded on mobile
genetic elements which often harbour resistance genes to other groups of antibiotics. Thus, colistin is often the only thera-

peutic option.

Klasifikacija i svojstva karbapenemaza

Karbapenemi su 3-laktamski antibiotici koji imaju najsiri
spektar od svih B-laktamskih antibiotika. Obuhvacéa gram-
-pozitivne, gram-negativne i anaerobne bakterije. Karbape-
nemi su vrlo u¢inkoviti prema ve¢ini gram-negativnih bak-
terija 1 vrlo Cesto su jedina terapijska opcija za lijecenje in-
fekcija uzrokovanih multirezistentnim gram-negativnim
bakterijama.' Karbapenemi su izrazito stabilni prema -lak-
tamazama. Otporni su na B-laktamaze pro$irenog spektra iz
porodice TEM, SHV i CTX-M, plazmidne AmpC-laktama-
ze (FOX, MOX, CMY, MIR, DHA) i kromosomske cefalo-
sporinaze gram-negativnih bakterija. Iako njihova stabilnost
prema tim enzimima nije potpuna, brzina hidrolize vrlo je
spora i dovodi do smanjene osjetljivosti jedino uz smanjenu
permeabilnost vanjske membrane.?

Neke B-laktamaze koje se zovu karbapenemaze mogu
djelotvorno hidrolizirati karbapeneme. U njih spadaju priro-
dene kromosomske B-laktamaze nekih vrsta bakterija poput
Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas spp., Chryseo-
bacterium spp., Bacillus spp., Bacteroides fragilis i steene
karbapenemaze. Ste¢ene karbapenemaze dijele se u tri klase
prema molekularnoj strukturi: A, BiD.3*
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Klasa A

U klasi A nalaze se karbapenemaze koje su varijabilno
inhibirane klavulanskom kiselinom i sulbaktamom i pojav-
ljuju se rijetko. Pripadaju funkcionalnoj grupi 2f po K.
Bush.* Kodirane su kromosomski ili plazmidno. Najvaznije
karbapenemaze iz klase A i bakterijska vrsta u kojoj su opi-
sane jesu: SME-1 (Serratia marcescens),” SME-2 (S. mar-
cescens),® SME-3 (S. marcescens),” IMI-1 (Enterobacter
cloacae),® NMC-A (E. cloacae),” KPC-1-3 (Klebsiella
pneumoniae)'®'7 i GES-2 (P. aeruginosa).'" Uzrokuju re-
zistenciju na: aminopeniciline, ureidopeniciline, starije ce-
falosporine (prve i druge generacije), aztreonam i imipenem
kao $to je prikazano u tablici 1.* Vrlo slabo hidroliziraju

* Medicinski fakultet Sveuc¢iliSta u Zagrebu, KBC Zagreb (prof. dr. sc.
Branka Bedeni¢, dr. med.), Medicinski fakultet Sveu¢ilista u Splitu, KBC
Split (Sanda Sardeli¢, dr. med.), Zavod za javno zdravstvo Istarske Zupa-
nije, Pula (Mirna Vrani¢-Ladavac, dr. med., Nada Barisi¢, dr. med.), Opéa
bolnica Pula (Ranko Ladavac, dr. med.)

Adresa za dopisivanje: Prof. dr. sc. B. Bedeni¢, Klini¢ki zavod za klini¢ku i
molekularnu mikrobiologiju, Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu,
KBC Zagreb, KiSpati¢eva 12, e-mail: branka.bedenic@zg.t-com.hr
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se na konjugativnom plazmidu.?!?? Ista B-laktamaza poslije
je opisana u izolatima S. marcescens 1 ostalim enterobakte-
rijama u Japanu, a gen je bio lociran na integronu.”® Prva
IMP -laktamaza opisana u Europi bila je IMP-2 u klini¢kom
izolatu A. baumannii u Italiji** (tablica 3). Varijanta IMP-3
opisana je u Japanu 1998. godine u izolatu Shigella flexne-
ri.*® Razlikuje se od IMP-1 po zamjeni adenina gvaninom
na poziciji 640, $to rezultira promjenom aminokiseline (gli-
cin za serin na poziciji 16 u polipeptidnom lancu). To je bio
prvi opis metalo-B-laktamaze u tipi¢nom izvanbolni¢ckom
izolatu. IMP-4 je metalo-B-laktamaza prvi put opisana u
Hong Kongu 2001. godine u izolatima 4. baumannii koji su
uzrokovali hospitalne epidemije,”” dok je IMP-5 prvi put
opisana u urinarnom izolatu A. baumannii u Portugalu iz
1998. godine.” IMP-5 pokazivala je ve¢i stupanj srodnosti s
IMP-1, IMP-3 i IMP-4 nego s IMP-2. Bla,,, . bila je jedina
genska kaseta u integronu grupe 1, koji je nazvan In76. To
je bio prvi opis IMP B-laktamaza u Portugalu i drugi u Eu-
ropi.”® IMP-6 prvi je put opisana 2001. u urinarnom izolatu
Serratia marcescens u Japanu kao $to je prikazano u tablici
1.2 IMP-7 opisana je u izolatima P. aeruginosa u Kanadi
1995. 1 1996.% Varijanta IMP-8 opisana je u 36 izolata En-
terobacter cloacae iz Tajvana.’' IMP-9 opisana je u izolatu
P. aeruginosa iz Kine u 2000.2 Nedavne publikacije potvr-
duju Sirenje IMP metalo-B-laktamaza u SAD-u i Australiji
koje su dugo vremena bile slobodne od metalo-B-laktama-
za.>!® Do danas je opisano 47 alelskih varijanata ovog enzi-
ma (http://www.lahey.org/Studies/other.asp#tablel, posljed-
nji pristup 21. studenoga 2013). Posljednja publicirana alel-
ska varijanta, IMP-35, otkrivena je u izolatu multirezistent-
nog P. aeruginosa na belgijsko-njemackoj granici.*

Druga, ujedno najucestalija porodica metalo--laktama-
za, jesu VIM-enzimi (tablica 1). Hidroliziraju gotovo sve
B-laktame osim aztreonama i mogu uzrokovati epidemije
nozokomijalnih infekcija.® Prva VIM metalo-3-laktamaza
(VIM-1) izolirana je iz izolata P. aeruginosa iz Verone
1997.3 Ime dolazi od »Verona integron-related metallo-f3-
-lactamase«. Iako posjeduje samo 30%-tnu sli¢nost s IMP-
-enzimima, supstratni profil im je isti i ukljucuje sve B-lak-
tame osim aztreonama. Gen bla,,,, , pri prvom opisu nalazio
se unutar genske kasete klase 1 integrona smjestenog na
kromosomu. Poslije je varijanta VIM-1 opisana i u izolati-
ma E. coli, K. pneumoniae i Enterobacter cloacae, Proteus
mirabilis, Providencia stuartii, Morganella morganii iz
Grcke, K. pneumoniae i P. stuartii iz Francuske, E. coli i K.
pneumoniae iz Spanjolske.?*3%36

VIM-2 B-laktamaza identificirana je u izolata P. aeru-
ginosa iz hemokulture neutropeni¢nog bolesnika iz Mar-
seillea 1996. godine.’” Razlikuje se od VIM-1 u jednoj ami-
nokiselini. Izolat je bio rezistentan gotovo na sve B-laktame,
dok je zadrzao osjetljivost na aztreonam. VIM-2 3-laktama-
za nadena je takoder u C. freundii (Tajvan),”! E. cloacae
(Juzna Koreja),’® a poslije i u drugim enterobakterijama i
nefermentativnim gram-negativnim bakterijama. Danas je
VIM-2 najc¢es$¢e opisana metalo-B-laktamaza u cijelom
svijetu pa je tako opisana i u Hrvatskoj, u izolatima P, aeru-
ginosa iz KBC-a Split i KBC-a Zagreb*° (tablica 2).

VIM-3 je B-laktamaza nadena u klini¢kim izolatima P,
aeruginosa s Tajvana.*! VIM-4 (3-laktamaza opisana je prvi
put u izolatima P. aeruginosa iz Grcke te nesto kasnije u
izolatima K. pneumoniae i E. cloacae u Italiji kod bolesnika
koji je prethodno dobivao terapiju karbapenemima.?’+
VIM-5 je opisana u izolatu P. aeruginosa iz Turske 2003.
godine.* VIM-6 je opisan u izolatu P. putida iz Singapura
2000. godine.** VIM-7 je prvi put opisana u SAD-u u izola-

Tablica — Table 3. Najvaznije karbapenemaze iz klasa A, B i D prema Ambleru u Acinetobacter spp. / The most important carbapenemases belonging to class A, B and D according to Ambler in Acinetobacter spp
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tu P. aeruginosa iz 2001. i to je bio prvi izolat s metalo-f3-
-laktamazom u toj drzavi.* U P. aeruginosa opisane su po-
slije alelske varijante, VIM 8-11.° VIM-12 je naden u izo-
latu K. pneumoniae u Grékoj 2007. godine. Poslije su poja-
vu VIM-12 opisali i u izolatima E. coli i E. cloacae, takoder
iz Grcke.*” Varijante VIM-13-VIM-18 opisane su samo u
izolatima P. aeruginosa iz Spanjolske, Italije, Bugarske,
Njemacke, Gréke i Indije.* VIM-19 B-laktamaza opisana je
u izolatu K. pneumoniae iz Gréke u 2008. Soj je bio takoder
pozitivan na KPC-2, CMY-2 i CTX-M-15 B-laktamazu.*®
Ista karbapenemaza opisana je u E. coli, K. pneumoniae i
P, stuartii iz Alzira.* Do sada je opisano 39 alelskih varijana-
ta VIM metalo-f3-laktamaza (http://www.lahey.org/Studies/
other.asp#tablel, posljednji pristup 21. studenoga 2013).%

U novije metalo-B-laktamaze spadaju GIM, SPM, SIM,
NDM te DIM. GIM dolazi od rije¢i »German imipenema-
se« i ta metalo-PB-laktamaza prvi je put opisana u Njemackoj
u izolatu P. aeruginosa 2004. godine™ (tablica 2). SPM do-
lazi od rije¢i »San Paolo imipenemase« i prvi put je opisana
u Brazilu u izolatima P. aeruginosa 2001. godine.”' U Zene
koja je prije hospitalizacije u Baselu, Svicarska, boravila u
Brazilu, opisan je izolat P. aeruginosa koji je posjedovao
enzim SPM-1, $to je ujedno bilo jedini opis izolata s ovim
enzimom u Europi (tablica 2).%

Jedna od novije opisanih MBL je SIM. SIM dolazi od
rije¢i »Seul imipenemase«,” a srodna je s IMP metalo-[3-
-laktamazama (tablica 2). SIM-1 MBL opisana je u P. aeru-
ginosa 1 A. baumannii. NDM je nova porodica metalo-3-
-laktamaza koje nisu srodne s ostalim porodicama (tablica
1).>* Enterobakterije koje produciraju NDM [B-laktamazu
velik su terapijski problem zbog toga Sto plazmidi koji
sadrzavaju gen bla,,, mogu imati i do 14 determinanata
rezistencije na antibiotike koji se mogu prenijeti konjuga-
cijom na ostale bakterije, §to rezultira multirezistentnim ili
panrezistentnim fenotipom. Za sada su enzimi NDM nadeni
samo u enterobakterija, P. aeruginosa i A. baumannii. U
pocetku su NDM [B-laktamaze bile ograni¢ene na indijski
potkontinent. Prvi NDM-pozitivni izolat u Europi bio je
opisan u Svedskoj kod bolesnika koji je dobio infekciju
uzrokovanu bakterijom K. pneumoniae u Indiji krajem
2007. godine.>* Nakon 2008. ima sve viSe izvjestaja o prije-
nosu NDM-1 B-laktamaza-pozitivnih enterobakterija iz In-
dije u Europu, SAD, Kanadu, Aziju i Australiju koji se
obi¢no dogada putovanjem bolesnika, a opisani su i sluca-
jevi koji vuku podrijetlo iz Balkanske regije. Mnogi od bo-
lesnika iz Europe, Sjeverne Amerike, Azije i Australije
imaju u anamnezi put ili boravak u Indiji ili Pakistanu, a
vrlo ¢esto se radi o bolesnicima koji su ondje bili hospitali-
zirani ili su primali medicinsku skrb.>>¢ Neki bolesnici koji
su se vratili iz Indije imali su crijevnu kolonizaciju s bakte-
rijama koje produciraju bla,, , $to upucuje na zakljucak
da se bla-pozitivne bakterije nalaze u pitkoj vodi ili
otpadnim vodama u Indiji.”” NDM-1 B-laktamaza nadena je
i uizolatu K. pneumoniae iz Hrvatske,* a bolesnik je dosao
u Hrvatsku iz Bosne i Hercegovine i nije prethodno boravio
na Indijskom poluotoku pa je moguce da se radi o »balkan-
skom klonu«. Najnovija porodica MBL su DIM [-lakta-
maze. DIM-1 B-laktamaza kodirana je na integronu, a na-
dena u izolatu Pseudomonas stutzeri u Nizozemskoj.*

Klasa D

U molekularnoj skupini D -laktamaza nalaze se oksaci-
linaze koje hidroliziraju karbapenem, tipi¢ne za vrstu A.
baumannii.®® Uzrokuju varijabilan stupanj rezistencije na
karbapeneme, a hidroliziraju i ostale B-laktamske antibio-
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tike ukljucujuéi i cefalosporine treée i Cetvrte generacije.
OXA-51 B-laktamaza intrinzi¢na je kromosomska [-lakta-
maza vrste A. baumannii i sama po sebi ne uzrokuje rezi-
stencije osim ako se ispred gena bla,,, , ,, nalazi insercijska
sekvencija ISAbal koja uzrokuje hiperekspresiju gena i
rezistenciju.! U steCene oksacilinaze ubrajamo grupe:
OXA-23,% OXA-24,% OXA-58% i OXA-143.% Osim kar-
bapenema ove [-laktamaze hidroliziraju i cefalosporine
prosirenog spektra i aztreonam (tablica 1). OXA-58 -lakta-
maza inhibirana je natrijevim kloridom. OXA-48 B-lakta-
maza jest karbapenemaza grupe D koja se najcesce opisuje
u enterobakterija, a opisana je prvo u Turskoj medu izolati-
ma Klebsiella pneumoniae gdje se najvise prosirila®®®’ iako
postoje i izvjestaji iz Njemacke i Belgije.®

Karbapenemaze u enterobakterija

Stecena rezistencija na karbapeneme jos je i sad relativno
rijetka u enterobakterija. Enzimska rezistencija na karbape-
neme moze nastati zbog produkcije karbapenemaza iz gru-
pe A (KPC, IMI, NMC, SME)* !¢ koje su varijabilno osjet-
ljive na inhibiciju klavulanskom kiselinom, metalo-fB-lakta-
maza iz serija IMP, VIM ili NDM?! 333642464854 {]j OX A-48
B-laktamaze® kao $to je prikazano u tablici 1. Rezisten-
cija na karbapeneme moze se razviti i zbog hiperprodukcije
B-laktamaza pro§irenog spektra ili plazmidnih AmpC B-lak-
tamaza u kombinaciji s gubitkom porina vanjske membra-
ne.*7" U SAD-u dominiraju karbapenemaze iz grupe A i
opisani su izolati S. marcescens sa smanjenom osjetljivosti
na karbapeneme,’’ E. cloacae pozitivni na NMC-1 -lakta-
mazu’ i K. pneumoniae pozitivni na KPC B-laktamaze,'1>13
dok je u Kanadi nadena NDM-1 B-laktamaza.* U Francu-
skoj takoder dominiraju karbapenemaze iz grupe A kao §to
je IMI-1 B-laktamaza® opisana u E. cloacae te K. pneumo-
niae pozitivna na GES-1." Za razliku od SAD-a i Francuske
u Gr¢koj dominiraju metalo-f3-laktamaze iz serije VIM u
izolatima E. cloacae i K. pneumoniae,>>%*¢"" ali je opisana
i KPC-1 B-laktamaza u izolatu K. pneumoniae** i Salmo-
nella spp.'”> OXA-48 B-laktamaza dominantan je tip kar-
bapenemaze u izolatima K. prneumoniae u Turskoj,***” dok
u Izraelu i Ujedinjenom Kraljevstvu prevladavaju tipovi
KPC-2 i KPC-3 takoder u K. pneumoniae.'*'%"> KPC-pozi-
tivni izolati K. pneumoniae opisani su i u Svicarskoj,” Nje-
mackoj,” Belgiji” i Italiji.”® Na Dalekom istoku postoje
izvjestaji o pojavi KPC i NDM [-laktamaza u enterobakte-
rija.”7”® U Gr¢koj, Njemackoj i Kini opisani su sojevi sa
simultanom produkcijom KPC i metalo-f3-laktamaza.*’7+77
U Hrvatskoj su do sada opisane stecene karbapenemaze po-
rodice NDM?3® (K. pneumoniae), KPC (K. pneumoniae)” i
VIM (E. cloacae, K. pneumoniae, Citrobacter freundii, Ser-
ratia marcescens) (neobjavljeni rezultati).

Karbapenemaze
u Acinetobacter baumannii

Pojava karbapenemske rezistencije u Acinetobacter spp.
vazan je terapijski problem zbog vrlo ograniéenih terapij-
skih opcija.’ Prvi karbapenem-rezistentni 4. baumannii opi-
san je u Ujedinjenom Kraljevstvu 1986. i nazvan je ARI-1.%!
Acinetobacter baumannii moze postati rezistentan na kar-
bapeneme zbog produkcije karbapenemaza, smanjene pro-
pusnosti vanjske membrane, promjena na molekulama PBP
i efluksa.®*% Naj¢esce karbapenemaze u Acinetobacter spp.
jesu metalo-B-laktamaze iz serija VIM, IMP i SIM i oksaci-
linaze®?* koje hidroliziraju karbapenem kao §to je prikazano
u tablici 3. OXA-enzimi dijele se u Cetiri filogenetske gru-
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pe: »OXA-23-like«,”? »OXA-24-like«, »OXA-58-like«,*
»OXA143-like«® te intrinzicna kromosomska OXA-51
B-laktamaza specificna za A. baumannii.®® Grupa B-lakta-
maza »OXA-23-like« najproSirenija je i opisana je u Uje-
dinjenom Kraljevstvu,* Italiji,* Bugarskoj®* te na Dalekom
istoku, a pojavila se i u Hrvatskoj (neobjavljeni rezultati).
Grupa OXA-24/40 prethodno je opisana u Spanjolskoj,
Portugalu,®” SAD-u®® i Ceskoj.%? Grupa OXA-58 opisana je
u Francuskoj,”*! Gr¢koj,**? Njemackoj* i Italiji.®* U Fran-
cuskoj i Grékoj OXA-58-pozitivni sojevi uzrokovali su ho-
spitalne epidemije. Karbapenem-rezistentni A. baumannii
bio je rijedak u Hrvatskoj do 2002. godine. Od tada se biljezi
epidemijsko pojavljivanje karbapenem-rezistentnih acineto-
baktera u KBC-u Split pri éemu je rezistencija nastala zbog
hiperprodukcije OXA-51 B-laktamaze uslijed insercijske
sekvencije ISAbal ispred gena bla,, %% Kasnija su istra-
Zivanja opisala pojavu OXA-72 [3 Taktamaze koja spada u
grupu OXA-24/40 u izolatima iz KBC-a Split i KBC-a Za-
greb.”7% OXA-72 B-laktamaza opisana je i u Francuskoj,”
Juznoj Koreji,'” Tajvanu,'" Kini'” i Brazilu.'”® U novije
vrijeme opisane su i KPC i NDM B-laktamaze u acinetobak-
tera.104—105

Karbapenemaze
u Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa fenomen je u bakterijskoj rezi-
stenciji jer posjeduje brojne prirodene mehanizme, poput
konstitutivne ekspresije ampC (-laktamaze, efluksnih mem-
branskih crpki i slabe propusnosti vanjske membrane, ali
istodobno moze ste¢i nove mehanizme rezistencije, medu
kojima su i steCene karbapenemaze.'®® Do sada su u P. ae-
ruginosa opisane karbapenemaze iz grupe A, poglavito
GES-2, opisana 2000. godine u Juznoj Africi, GES-5, opisa-
na u Francuskoj i Juznoj Africi, a nedavno i nova karbape-
nemaza GES-18, opisana u izolatu P. aeruginosa iz Belgi-
je, koja u odnosu na GES-5 ima samo jednu aminokiselin-
sku supstituciju te kineti¢ki profil jednak onom enzima
GES-5.11%8 [z iste je grupe 2007. godine prvi put opisana
KPC-2 karbapenemaza u izolatu iz Kolumbije,'” nesto ka-
snije i KPC-5 karbapenemaza u izolatu pseudomonasa iz
Portorika.!® Iz grupe B opisane su metalo--laktamaze tipa
IMP i VIM s brojnim alelskim varijantama u odnosu na prvo-
opisane IMP-1 i VIM-1, SPM-1, GIM-1, SPM-1, AIM-1 i
NDM-1 metalo-B-laktamaze.'” Enzimi VIM i IMP najéescée
se nalaze u karbapenem-rezistentnom Pseudomonas aeru-
ginosa kao §to je prikazano u tablici 2.

Enzimi porodice IMP prvi su put otkriveni u Japanu
1988,*" ali iako prosireni uglavnom po Japanu, relativno su
rijetki u P. aeruginosa. U izolata P. aeruginosa u Europi
opisane su varijante IMP-13, IMP-16, IMP-22, sve iz nozo-
komijalnih izolata iz Italije,*!!! a posljednja je opisana va-
rijanta IMP-29 iz dva izolata P. aeruginosa iz Francuske.!'?
MBL iz porodice VIM prvi put je otkrivena u izolatu P. ae-
ruginosa 1997. godine, a opisana 1999. u Italiji.** Francuska
je 2001. godine opisala pojavu nove alelske varijante VIM-2
u Pseudomonas aeruginosa koja je do danas najcesce opi-
sana i najvi$e pro§irena na svih 5 kontinenata svijeta.!%!3 Iz
svijeta stizu opisi i novih alelskih varijanata s posljednjom
opisanom, VIM-18 u multirezistentnom izolatu P. aerugi-
nosa iz Indije."*

Tre¢i tip metalo-B-laktamaze, SPM-1 iz izolata Pseudo-
monas aeruginosa iz Brazila opisan je 2002.”' s izoliranim
opisom pojavljivanja izvan zemlje podrijetla, i to u Svicar-
skoj, u bolesnice koja je prethodno boravila u Brazilu,>
Cetvrti, GIM-1, 2004. godine u Pseudomonas aeruginosa iz

Njemacke.® Posljednja opisana metalo-f3-laktamaza jest
AIM-1 (od »Adelaide imipenemase«) iz izolata P. aerugi-
nosa imunokompromitiranog australskog domorodca.!’> U
usporedbi s ostalim mediteranskim zemljama prevalencija
ovih izolata u Hrvatskoj jos je relativno niska i iznosi ispod
5% od karbapenem-rezistentnih izolata,''® dok je primjerice
u Grekoj od imipenem-rezistentnih izolata P. aeruginosa
njih 62% bilo pozitivno na VIM metalo-B-laktamazu.'”

Laboratorijska detekcija i identifikacija
karbapenem-rezistentnih izolata

Sumnja na produkciju karbapenemaza proizlazi najéesce
iz smanjene osjetljivosti izolata na karbapeneme u disk-di-
fuzijskom ili dilucijskom testu (MIK za ertapenem > 0,5
pg/ml, MIK za imipenem ili meropenem = 1 pg/ml). Ovo
nije pravilo, jer izolati koji lu¢e karbapenemaze ne moraju
pokazivati rezistenciju na karbapeneme, $to otezava njihovu
detekciju i kontrolu Sirenja. Prema smjernicama EUCAST-a
iz 2012. godine meropenem, u smislu osjetljivosti i spe-
cifiénosti, moZe najbolje detektirati proizvodnju karbapene-
maza.''"® Tako se u laboratoriju najée$¢e uocava rezistencija
na ertapenem, ovaj karbapenem, iako vrlo osjetljiv kada su
karbapenemaze u pitanju, nedovoljno je specifi¢an jer se re-
zistencija ocituje i kod izolata koji posjeduju ESBL, ampC
B-laktamaze, posebice u kombinaciji s gubitkom porina.
Takoder je vazno napomenuti da disk-difuzijska metoda,
E-test i automatizirani sustavi nisu toliko pouzdani kao
mikrodilucija ili agarska dilucija u odredivanju osjetljivosti
odnosno rezistencije.!”” Izolatu smanjene osjetljivosti na
karbapeneme moze se raditi modificirani Hodgeov test koji
fenotipski dokazuje produkciju karbapenemaza, ali buduci
da nije dovoljno specifi¢an ni osjetljiv, prema smjernicama
EUCAST ne bi ga trebalo rabiti. Fenotipska karakterizacija
metalo-P-laktamaza radi se na temelju inhibicije odgova-
rajué¢im inhibitorima (EDTA, dipikolinska kiselina, fenil-
boroni¢na kiselina, kloksacilin), koriste¢i se E-testom ili
metodom kombiniranih diskova, bilo komercijalnih ili pri-
redenih u laboratoriju.''® Moguce je detektirati aktivnost
karbapenemaze i s pomoc¢u UV spektrofotometrijske meto-
de koja zahtijeva ekstrakciju proteina i mjerenje brzine hi-
drolize imipenema. Ta metoda ima osjetljivost 100% i
specifiénost 98%. Prednost je $to ne zahtijeva veliki utrosak
i moze precizno razlikovati producente karbapenemaze od
sojeva koji imaju gubitak porina vanjske membrane, efluks,
ESBL ili hiperprodukciju cefalosporinaze.''*'* Zlatni je
standard PCR metoda (lancana polimerazna reakcija) s po-
Cetnicama specificnim za karbapenemaze iz grupe A, B i
D.!"#120 Obi¢no su molekularne metode skupe, traze uvjez-
bano osoblje i ne mogu detektirati nove gene. U novije
vrijeme masena spektrometrija (Maldi-tof) moZze precizno
identificirati pojedine tipove karbapenemaza. Biokemijski
test Carba NP bazira se na promjeni boje kolonija zbog
hidrolize imipenema, $to izaziva promjenu pH-vrijedno-
sti.''8119 Test je osjetljiv i specifican. Ne zahtijeva dodatnu
opremu, ali se ne preporucuje u laboratorijima bez dovoljno
iskustva u detekciji B-laktamaza.

Terapija infekcija uzrokovanih
karbapenemaza-pozitivnim izolatima

Optimalna terapija nije utvrdena jer su studije do sada
radene na relativno malom broju bolesnika da bi se uz do-
voljnu snagu dokaza mogle stvarati preporuke. Potrebno je
naglasiti da bakterije koje produciraju karbapenemazu ¢esto
koloniziraju bolesnike, a ne inficiraju ih i da takve bolesnike
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ne smijemo lijeciti. Neke od terapijskih opcija jesu polimik-
sin B, polimiksin E (kolistin) i tigeciklin.
Polimiksini

Polimiksini (polimiksin B, polimiksin E-kolistin) kation-
ski su polipeptidni antibiotici koji se sastoje od ciklickog
dekapeptida povezanog amidnom vezom na masnu kiseli-
nu.'?! Oni su nefrotoksi¢ni i neurotoksiéni i zasada ne po-
stoje smjernice o optimalnom doziranju. Imaju dobar u¢inak
na karbapenem-rezistentni P. aeruginosa, A. baumannii i
enterobakterije, s izuzetkom Proteus spp., Morganella spp.,
Providencia spp. te Serratia marcescens Koje su otporne.
Moraju se davati parenteralno, a djeluju samo na gram-ne-
gativne bakterije oSte¢ujuci vanjsku i citoplazmatsku mem-
branu. Smatra se da se antibakterijsko djelovanje ostvaruje
dvostrukim mehanizmom; prvo vezanjem i oStecivanjem
vanjske membrane nakon ¢ega uslijedi destabilizacija cito-
plazmatske membrane, §to dovodi do gubitka funkcije se-
lektivne permeabilnosti.!?!'?* Rezistencija na kolistin ¢e$ce
se javlja u karbapenem-rezistentnim izolatima K. pneumo-
niae nego u nefermentativnih bakterija, jer pove¢ana upo-
treba ovog lijeka moze selekcionirati heterorezistentne mu-
tante. Rezistencija na kolistin opisana je i u A. baumannii
zbog potpunoga gubitka produkcije lipopolisaharida.'? Iako
nema jasnih podataka o optimalnoj dozi kolistina, ¢ini se da
trenutacne preporuke o doziranju nisu prikladne ako se radi
o mikroorganizmima s MIK-ovima iznad 0,5 pg/ml. U ne-
davnim studijama dokazan je povoljan u¢inak doze zasi¢enja
od 6 do 9 MU kolistin metanesulfonata i doze odrzavanja od
4,5 do 6 MU svakih 12 sati (uvijek prilagodeno funkciji bu-
brega).'?!
Tigeciklin

Tigeciklin je derivat tetraciklina koji inhibira sintezu bje-
lan¢evina i u gram-pozitivnim i gram-negativnim bakterija-
ma. Ima ucinak na karbapenem-rezistentni Acinetobacter
spp. 1 enterobakterije s izuzetkom Proteus spp., Morganella
spp. i Providencia spp. Ne djeluje na P. aeruginosa. Rabi se
za lije¢enje infekcija koZe i mekih tkiva i intraabdominalnih
infekcija. Moguée nuspojave, kao i kod ostalih tetraciklina,
jesu smetnje probavnog sustava, fotosenzibilizacija, kolora-
cija zubne cakline i o$tecenje fetusa.'?*'? Tigeciklin se ne
preporucuje u lijeCenju teskih infekcija poput bakteriemije
ili respiratornih infekcija. U urinu ne postize dovoljne kon-
centracije. Pri uobi¢ajenom doziranju od dvaput na dan 50
mg, najvise serumske koncentracije nesto su ispod 1 pg/ml,
dok su MIK-ovi vecine karbapenem-rezistentnih enterobak-
terija visi od tih vrijednosti.'?

Fosfomicin

Derivat je fosfonske kiseline i inhibira sintezu stani¢ne
stijenke. Dobro djeluje in vitro na bakterije koje lu¢e karba-
penemaze, medutim, rezistencija se brzo razvija tijekom
terapije pa se u monoterapiji ne preporucuje (izuzev infek-
cije urinarnog trakta).'” U Hrvatskoj je jos odobren samo
pripravak za peroralnu primjenu u lijeenju nekomplicira-
nih infekcija mokra¢nog sustava.'?

Novi lijekovi

Postoje i novi lijekovi koji su jo$ u fazi istrazivanja i nisu
u terapijskoj primjeni kao Sto je NXL 104 koji je inhibitor
-laktamaza, a rabi se u kombinaciji s ceftazidimom i GSK
299 423 koji ima baktericidni u¢inak na sojeve $to produci-
raju NDM, a djeluje na enzim topoizomerazu. ACHN-490
spada u aminoglikozide, ali nema u¢inka na NDM-pozitiv-
ne sojeve.'?’
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Kombinacijska terapija

Cini se da bi kombinacija dvaju ili vi$e djelotvornih lije-
kova za sada imala prednost u lije¢enju infekcija uzrokova-
nih gram-negativnim enterobakterijama koje produciraju
karbapenemazu i u smislu prevencije razvoja rezistencije i u
smislu utjecaja na preZivljavanje.'?'? Ako je MIK za mero-
penem manji od 4 ng/ml, meropenem se preporucuje dati u
kombinaciji s kolistinom, tigeciklinom ili jednim amino-
glikozidom (npr. amikacin je ¢esto ucinkovit kod multire-
zistentnih sojeva). Ako je MIK za meropenem izmedu 4 i 8
pg/ml, meropenem se zasad moze dati u kombinaciji, ali
ako se primijeni u vi$oj dozi i kontinuiranoj infuziji (trosat-
na infuzija 2 grama svakih 8 sati).'?"'?* Kolistin se moze
dati i zajedno s tigeciklinom, rifampicinom ili doksicikli-
nom ako su in vitro djelotvorni.

Prevencija

Mjere prevencije koje bi trebale suzbiti Sirenje gram-ne-
gativnih bakterija koje produciraju karbapenem jesu racio-
nalna uporaba antibiotika te rana detekcija i identifikacija
takvih sojeva u bolnic¢kim laboratorijima kako bi se na vri-
jeme provele mjere kontrole bolnic¢kih infekcija i suzbilo
Sirenje multirezistentnih izolata. Trebalo bi uzimati uzorke
stolice ili obriske rektuma kod svih bolesnika na rizi¢nim
odjelima (npr. jedinice intenzivnog lijecenja) ili onih koji su
bili prethodno hospitalizirani u endemi¢nim podru¢jima ili
duze hospitalizirani unutar ustanove koja ima karbapenem-
-rezistentne enterobakterije i na uzorcima provesti probir na
produkciju karbapenemaza. Ako se dokaze da je soj feno-
tipski pozitivan na karbapenemazu (obi¢no molekularna
detekcija nije promptno moguéa), izolat se $alje u referalni
laboratorij, odmah se kontaktira tim za kontrolu bolni¢kih
infekcija, pacijent se smjesta u posebnu bolni¢ku sobu (ako
ved nije bio u izolaciji koja bi se pogotovo za bolesnike koji
dolaze iz endemskih podru¢ja ili s anamnezom prethodne
izolacije karbapenem-rezistentnog soja trebala provesti do
rezultata nadzornih kultura) uz mjere kontaktne izolacije.
Ispituju se i probiru moguci kontakti bolesnika. Izuzetno se
naglaSava vaznost pranja ruku kao kamena temeljca preven-
cije Sirenja multirezistentnih patogena. Ako nije moguce
izolirati bolesnika, bolesnici sa sojevima koji produciraju
karbapenemazu kohortiraju se, za njih se brinu posebne se-
stre (ako je to moguée) kojima na raspolaganju moraju biti
rukavice, pregace i ogrtaci za jednokratnu uporabu pri sva-
kom kontaktu s bolesnikom ili njegovom okolinom. Ako se
bolesnici grupiraju, s mjerama opreza moraju biti upoznati
svi bolesnici, osoblje i posjetioci. Ove mjere moraju se pro-
voditi dok su bolesnici hospitalizirani bez obzira na nalaze
ponovnih nadzornih kultura. I nakon otpusta bolesnici i rod-
bina dobivaju upute za postupanje unutar kudée ili druge
zajednice u koju bolesnik odlazi kako bi se i na taj nacin
sprije¢ilo moguée Sirenje multirezistentnih izolata u iz-
vanbolnickom okruzenju (2012 CRE Toolkit — Guidance
for Control of Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae
(CRE). Dostupno na: http://www.cdc.gov/hai/organisms/
cre/cre-toolkit)

Zakljucak

Karbapenem-rezistentni sojevi enterobakterija i nefer-
mentora velik su terapijski problem u bolnicama zbog vrlo
limitiranih terapijskih mogucnosti. Zasada ne postoje kli-
nicki primjenjivi inhibitori karbapenemaza. Postoji velik
rezervoar zdravih kliconosa u populaciji. Buduéi da su geni
koji kodiraju te B-laktamaze locirani na mobilnim genskim
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elementima, postoji velika moguénost prijenosa gena iz-
medu bakterija istih ili razlicitih vrsta.
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