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Sazetak. Rezistencija na cefalosporine proSirenog spektra u Enterobacter spp. nastaje zbog indukcije ili derepresije
AmpC-B-laktamaze, produkcije f-laktamaza prosirenog spektra (ESBL) ili karbapenemaza. Cilj istrazivanja bio je utvrditi
mehanizme rezistencije na -laktamske antibiotike na kolekciji od 58 izolata prikupljenih metodom sluc¢ajnog odabira u tri
klini¢ka centra u Hrvatskoj i Kantonalnom zavodu za javno zdravstvo Zenica u Bosni i Hercegovini u razdoblju od 2008.
do 2011. godine, kao i utvrditi evoluciju rezistencije na tu skupinu antibiotika tijekom perioda istrazivanja. Pretpostavka je
istrazivanja da ¢e izolati Enterobacter spp. rezistentni na ceftazidim pokazivati razli¢ite mehanizme rezistencije od induci-
bilne i dereprimirane AmpC-B-laktamaze do B-laktamaza proSirenog spektra, a u kasnijim godinama i karbapenemaza.
Ocekivana je i razlika u fenotipu i mehanizmima rezistencije izmedu razli¢itih centara. Osjetljivost na antibiotike testirana
je metodom dilucije u bujonu, a geni rezistencije testirani su PCR-om. Plazmidi su karakterizirani tipizacijom replikona
PCR-om. Istrazivanje je pokazalo dominaciju -laktamaza prosirenog spektra iz porodice CTX-M u kombinaciji s derepre-
sijom AmpC-B-laktamaze kao dominantan mehanizam rezistencije na cefalosporine prosirenog spektra Plazmidi koji su
kodirali ESBL pripadali su razli¢itim inkompatibilnim grupama. U izolatima iz KBC-a Zagreb zapaZena je u posljednjoj
godini 1straz1vanja (2010.) pojava prvih metalo-p-laktamaza iz VIM-serije, §to pokazuje evoluciju rezistencije na cefa-
losporine prosirenog spektra od dereprimiranih AmpC-f-laktamaza i ESBL-a na pocetku istrazivanja do karbapenemaza na
njegovu kraju.

Descriptors: Cephalosporins — pharmacology; Enterobacter — drug effects, enzymology, genetics, isolation and purification;
Drug resistance, bacterial — drug effects, genetics; Beta — lactamases — genetics, metabolism; Plasmids — analy-
sis, genetics; Bacterial proteins — genetics, metabolism; Microbial sensitivity tests; Croatia — epidemiology

Summary. Enterobacter spp. develops resistance to expanded-spectrum cephalosporins by induction or derepression of
chromosomal AmpC f-lactamase, or production of extended-spectrum p-lactamases (ESBLs) or carbapenemases. The aim
of the study was to analyze the mechanisms of resistance to expanded-spectrum cephalosporins and the evolution of resis-
tance mechanism during the study period (2008-2011) on a collection of 58 randomly collected Enterobacter spp. strains
from three hospital centers in Croatia and Bosnia and Herzegovina during 2008-2010. The antibiotic susceptibility was
determined by broth microdilution method according to CLSI. Resistance genes were determined by PCR. Plasmids were
characterized by PCR-based replicon typing (PBRT). The hypothesis of the study was that there will be multiple mecha-
nisms of ceftazidime resistance involved, from inducible and derepressed AmpC B-lactamases to extended-spectrum
B-lactamases and carbapenemases at the end of the study. The isolates from different centers were expected to express dif-
ferent phenotypes and mechanisms of resistance. The study showed the predominance of derepressed AmpC B-lactamases
combined with ESBLs belonging to CTX-M family as a mechanism of resistance to expanded-spectrum cephalosporins.
The emergency of MBLs was reported in the last year of the study in University Hospital Center Zagreb. The plasmids
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encoding ESBLs belonged to different incompatibility groups. This points out to the evolution of f-lactam resistance in
Enterobacter spp. from derepressed AmpC B-lactamases and ESBL to carbapenemases.

Enterobacter je rod koji svrstavamo u porodicu Entero-
bacteriaceae, a koja obuhvaca nekoliko medusobno sli¢nih
rodova gram-negativnih §tapicastih bakterija, fakultativnih
anaeroba. Poznato je vise vrsta enterobaktera: Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii,
Enterobacter gergoviae, Enterobacter hormaechei i Entero-
bacter amnigenus. Dvije vrste koje najcesce izazivaju in-
fekcije jesu E. aerogenes i E. cloacae, a tjede E. agglo-
merans 1 E. sakazakii. Te infekcije najéesée su bolnicke, a
rijetko izvanbolnicke. Izvor infekcije moze biti endogen —
kolonizacija koze, gastrointestinalnog trakta, urinarnog
trakta, ili egzogen — rezultat ubikvitarnosti enterobaktera.'
Cimbenici rizika od nastanka infekcija povezanih sa zdrav-
stvenom skrbi jesu: hospitalizacija koja traje viSe od 2 tjed-
na, invazivni postupci u posljednja 72 sata, prisutnost cen-
tralnoga venskog katetera, antibiotska terapija unatrag 30
dana provodena monoterapijom, teze maligne bolesti i imu-
nosupresija.’

Klini¢ki sindromi koji se javljaju kao infekcije uzroko-
vane enterobakterom: infekcije urinarnog trakta, sepsa, me-
ningitis, infekcije rana, oka, uha, abdominalne infekcije
(peritonitis), infekcije donjega respiratornog trakta (traheo-
bronhitis, pneumonija, komplikacije KOPB-a), rjede osteo-
mijelitis. CeSce se javljaju u starije populacije i male djece.?
Jake bolnicke infekcije uzrokovane enterobakterom tesko
se lijece, a 1 testiranje antimikrobne osjetljivosti moze biti
povezano s mnogobrojnim problemima.*

Zbog slabe toksicnosti i visoke djelotvornosti f-laktamski
antibiotici najcesée su upotrebljavani antimikrobni lijekovi
u klini¢koj praksi. Dok u nekih gram-pozitivnih bakterija
jos nije utvrdena rezistencija na penicilin, enterobakterije su
najoCitiji primjer razvoja multirezistentnih bakterija kao
posljedice uporabe antibiotika Sirokog spektra, posebice ce-
falosporina.’ Produkcija kromosomske AmpC-B-laktamaze
tipi¢an je mehanizam rezistencije na cefalosporine prosire-
nog spektra u Enterobacter spp.*® Kromosomska AmpC-p-
-laktamaza enzim je koji uzrokuje intrinzi¢nu rezistenciju
na peniciline, kombinacije penicilina s inhibitorima p-lak-
tamaza, prvu generaciju cefalosporina i cefamicine. [zlaga-
nje B-laktamskim antibioticima moze inducirati ekspresiju
AmpC-B-laktamaze u enterobaktera, §to dovodi do rezisten-
cije na trecu generaciju cefalosporina.''? Rezistencija na
cefalosporine prosirenog spektra u Enterobacter spp. moze
biti posljedica indukcije ili derepresije. Indukcija je privre-
meni dogadaj koji nastaje kada induktor stvori kompleks s
ampD-proteinom, koji se u tom slucaju ne veze na represor.
Derepresija je trajno stanje koje nastaje spontanom mutaci-
jom koja proizvodi defektan ampD-protein koji se ne moze
vezati na represor (ampR-protein) i perzistira nakon ukla-
njanja inducirajuéeg agensa. Dereprimirani mutanti mogu
proizvesti velike koli¢ine B-laktamaze neovisno o prisutno-
sti ili odsutnosti induktora jer im nedostaje represorski me-
hanizam. Stopa mutacije u sojeva roda Enterobacter i vrste
Citrobacter freundii najveca je pa je neuspjeh terapije cefa-
losporinima tre¢e generacije u tih enterobakterija najveci.
Djelomi¢no dereprimirani mutanti javljaju se s frekvenci-
jom od 10-° do 1077, dok se potpuno dereprimirani mutanti
koji imaju i smanjenu osjetljivost na cefepim pojavljuju s
frekvencijom od 107 do 10°.8 Cetvrta generacija cefalo-
sporina stabilna je prema AmpC-B-laktamazi i ne podlijeze
hidrolizi kromosomskom AmpC-B-laktamazom osim pri iz-
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razitoj hiperprodukciji pa cefepim moze biti prikladna tera-
pijska opcija.' Iako rjede, Enterobacter moze producirati i
B-laktamaze prosSirenog spektra (ESBL) (osobito Entero-
bacter cloacae).'*"?

ESBL hidroliziraju peniciline i cefalosporine svih gene-
racija, ali ne djeluju na cefamicine i karbapeneme. Tri naj-
vaznije porodice ESBL-a jesu: TEM, SHV i CTX-M. TEM
i SHV-B-laktamaze nastale su mutacijama od parentalnih
B-laktamaza Sirokog spektra TEM-1, TEM-2 i SHV-1, dok
su CTX-M-fB-laktamaze nativne ESBL. CTX-M-f-lakta-
maze dijele se u pet grupa na temelju sli¢nosti u sekvenciji
aminokiselina: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9
1 CTX-M-25. Za razliku od AmpC-B-laktamaza osjetljive su
na inhibiciju klavulanskom kiselinom, sulbaktamom i tazo-
baktamom.'*!* Naj¢es¢i tipovi ESBL-a u enterobakteru jesu
CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14'17 { TEM-24.% Opisa-
ni su i rjedi tipovi ESBL-a kao $to je IBC." Nedavno su
opisani i izolati enterobaktera pozitivni na CTX-M-1, CTX-
-M-3 i CTX-M-15 iz uzoraka vode jezerd u Svicarskoj.”

U posljednjih desetak godina opisana je i pojava karbape-
nemske rezistencije u enterobaktera.?’ Karbapenemaze su
enzimi koji hidroliziraju karbapeneme, a mogu biti kodirani
kromosomski ili plazmidno. 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, OXA-48).2' U klasi A nalaze se NMC-A i IMI-1
koje su opisane sporadi¢no u enterobaktera, a kodirane su
kromosomski.?>** KPC-fB-laktamaze prvo su opisane u K.
pneumoniae, ali su se kasnije prosirile medu ostalim entero-
bakterijama ukljucujuéi i Enterobacter spp. Kodirane su
plazmidno.?

Metalo-B-laktamaze klini¢ki su najvaznije karbapene-
maze. Pripadaju ve¢em broju porodica, a najvaznije su one
iz serija VIM, IMP i NDM. Metalo-B-laktamaze najcesce
proizvode nefermentirajuce bakterije kao §to su Pseudomo-
nas aeruginosa i Acinetobacter baumanii, ali se u najnovije
vrijeme Cesto javljaju i u enterobakterija. Prva je opisana u
Japanu 1990. Kodirane su na plazmidima i integronima, a
najvise izvjestaja o njima ima iz Europe, Japana i jugois-
to¢ne Azije. Prva VIM-metalo-B-laktamaza izolirana je iz
Pseudomonas aeruginosa iz Verone, a naziv potjeCe od
Verona integron associated metalo-f-lactamases.*® Metalo-
-B-laktamaze, najcesce iz serija VIM, IMP i NDM opisane
su i u enterobaktera.”” %

U novije vrijeme opisana je u enterobaktera i OXA-48-3-
-laktamaza koja pripada grupi D.***' Enterobakteri mogu
razviti rezistenciju na karbapeneme zbog hiperprodukcije
B-laktamaza proSirenog spektra ili plazmidnih AmpC-f-
-laktamaza u kombinaciji s gubitkom porina vanjske mem-
brane.?!

U nas je opisana rezistencija na karbapeneme u entero-
baktera zbog produkcije VIM-1-metalo-p-laktamaze u izo-
latima E. cloacae iz 2012. 1 2013.%2%* U 2014. opisana je
epidemija uzrokovana VIM-1-pozitivnim enterobakterom,**
kao i IMI-1-B-laktamaza koja pripada u klasu A.*

Iako CLSI ne preporucuje rutinsko testiranje izolata
Enterobacter spp. na produkciju p-laktamaza prosirenog
spektra,**=8 u literaturi se sve ¢eS¢e opisuje ESBL-pozitivni
Enterobacter.'*" Kod vrsta iz roda enterobakter detekcija
je produkcije ESBL-a otezana zbog antagonistickog efekta
kromosomske AmpC-B-laktamaze. U tom slucaju primje-
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na klavulanske kiseline za inhibiciju ESBL-a moze indu-
cirati ekspresiju kromosomske DNA, antagonizirati anti-
bakterijsku aktivnost partnerskoga [-laktamskog antibio-
tika i maskirati sinergisticki u¢inak potreban za detekciju
ESBL-a.3*3% Trenuta¢no ne postoje preporuke CLSI-a za
detekciju ESBL-a u mikroorganizmima koji produciraju
AmpC, Sto bi se moglo primjenjivati rutinski u svakom la-
boratoriju. Cini se da je odredivanje MIK-a ceftazidima
samog i s klavulanskom kiselinom uz dodatak kloksacilina
u podlozi veoma tocan, ali ipak prezahtjevan postupak za
rutinski rad. EUCAST preporucuje primjenu metode dvo-
strukog diska za detekciju ESBL-a na Mueller-Hintoninoj
plo¢i koja u agaru ima otopljen kloksacilin (200 mg/L), §to
je mnogo jednostavnije.*

Cilj istrazivanja bio je utvrditi mehanizme rezistencije na
B-laktamske antibiotike na kolekciji od 58 izolata prikuplje-
nih metodom slu¢ajnog odabira u tri klini¢ka centra u Hr-
vatskoj 1 Kantonalnom zavodu za javno zdravstvo Zenica u
Bosni i Hercegovini u razdoblju od 2008. do 2011., kao i
utvrditi evoluciju rezistencije na tu skupinu antibiotika tije-
kom perioda istrazivanja. Pretpostavka je istrazivanja da ¢e
izolati Enterobacter spp. rezistentni na ceftazidim pokazi-
vati razli¢ite mehanizme rezistencije od inducibilne i dere-
primirane AmpC-fB-laktamaze do fB-laktamaza prosirenog
spektra, a u kasnijim godinama i karbapenemaza. O¢ekuju
se razlike u fenotipu i mehanizmima rezistencije izmedu
razli¢itih centara.

Materijal i metode
Bakterijski izolati

Izolati Enterobacter spp. sa smanjenom osjetljivoséu na
ceftazidim prikupljeni su metodom slucajnog odabira u
razdoblju od 2008. do 2011. godine iz razli¢itih zdravstve-
nih ustanova: KBC-a Split, KBC-a Zagreb, Opc¢e bolnice
Dubrovnik, KBC-a Rijeka i Kantonalnog zavoda za javno
zdravstvo Zenica. Sojevi su iz razli¢itih uzoraka najveé¢im
dijelom bolnickih pacijenata, a dva su soja dobivena iz uzo-
raka hrane. Izolati su identificirani standardnim biokemij-
skim testovima, a selekcija rezistentnih sojeva obavljena je
na temelju disk-difuzijskog testa. Fenotipska i molekularna
analiza rezistencije izolata obavljena je u Klinickom zavodu
za klini¢ku 1 molekularnu mikrobiologiju KBC-a Zagreb.

Testiranje osjetljivosti na antibiotike

Testiranje osjetljivosti na antibiotike obavljeno je disk-
-difuzijskom metodom i bujonskom mikrodilucijskom me-
todom prema smjernicama CLSI-a. Sojevi su testirani disk-
-difuzijskom metodom prema Kirby-Baueru na Mueller-
-Hintoninu (MH) agaru na ove antibiotike (BioRad, Francu-
ska): amoksicilin (30 mcg), ko-amoksiklav (20/10 mcg),
cefuroksim (30 mcg), ceftazidim (30 mcg), cefepim (30
mcg), cefotaksim (30 mcg), ceftriakson (30 mcg), cefoksi-
tin (30 mcg), piperacilin/tazobaktam (100/10 mcg), imipe-
nem (30 mcg), meropenem (30 mcg), gentamicin (10 mcg),
amikacin (30 mcg) i ciprofloksacin (30 mcg). Rezultati su
interpretirani prema smjernicama CLSI-a.3¢

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) odredivana
je metodom dilucije u bujonu u mikrotitracijskim plo¢icama
s 96 jazica i Mueller-Hintoninu bujonu.’° U kontroli kva-
litete upotrijebljeni su kontrolni sojevi: Escherichia coli
ATCC 25922 i Klebsiella pneumoniae 7006003 kao prepo-
ruéeni standardni kontrolni sojevi prema CLSI-u. Sojevi su
karakterizirani kao multirezistentni, ekstenzivnorezistentni
ili panrezistentni prema kriterijima Magiorakos i sur.*’
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Fenotipski testovi za detekciju p-laktamaza
Test indukcije B-laktamaze

Inducibilnost produkcije AmpC-B-laktamaze testirana je
s pomocu cefoksitin-cefotaksimskog antagonistickog testa.
Prekonoc¢na kultura testiranog soja razrjeduje se tako da se
postigne opticka gustoca koja odgovara McFarlandovu
standardu 0,5, §to odgovara za 10® CFU/mL. To se razrjede-
nje zasijava na MH agar i zatim se postavljaju diskovi ce-
foksitina i cefotaksima. Smanjenje inhibicijske zone (engl.
blunting) oko diska cefotaksima u smjeru prema disku ce-
foksitina upuc¢uje na inducibilnost produkcije kromosomske
AmpC-p-laktamaze.*!

Metoda dvostrukog diska

Prekonoc¢na kultura testiranog soja razrijedena je tako da
se postigne opticka gusto¢a koja odgovara McFarlandovu
standardu 0,5, $to odgovara za 108 CFU/mL. To je razrjede-
nje zasijano na MH agar i zatim su postavljeni diskovi cef-
tazidima, cefotaksima, ceftriaksona, cefepima i aztreonama.
U sredinu ploce stavljen je disk ko-amoksiklava kao izvor
klavulanske kiseline na udaljenosti od 2 do 3 cm od perifer-
nih diskova. Ploce su inkubirane 18 do 24 h na 35 do 37 °C.
Deformacija inhibicijske zone oko cefalosporinskih disko-
va i diska aztreonama u smjeru prema centralnom disku s
klavulanskom kiselinom znaci pozitivan rezultat i upucuje
na produkciju ESBL-a.** S obzirom na to da Enterobacter
spp. ima kromosomsku AmpC-B-laktamazu koja moze ma-
skirati sinergisti¢ki ucinak s klavulanskom kiselinom, na
diskove cefalosporina i aztreonama dodano je 400 pg boro-
nicne kiseline (20 pL stock solucije — 20 g/L) koja inhibira
AmpC-B-laktamazu.

Metoda kombiniranih diskova prema CLSI-u

Prekonoéna kultura testiranog soja pripremljena je kao i
za prethodnu metodu i zasijana na MH agar koji ima do-
datak kloksacilina (200 mg/L) radi inhibicije AmpC-B-
-laktamaze. Na plocu su postavljani diskovi ceftazidima,
cefotaksima, ceftriaksona i aztreonama s dodatkom klavu-
lanske kiseline i bez njega. Klavulanska kiselina kapa se na
povrsinu diska u koncentraciji od 10.000 pg/mL. Ploce se
inkubiraju 18 do 24 h na 35 do 37 °C. Inhibicijska zona oko
cefalosporinskih diskova i diska aztreonama uz dodatak
klavulanske kiseline veca za vise od 5 mm u odnosu prema
kontrolnoj plo¢i bez klavulanske kiseline dokazuje produk-
ciju ESBL-a.’*

Detekcija karbapenemaza
Hodgeov test

Modificirani Hodgeov test upotrijebljen je za detekciju
karbapenemaza. Soj E. coli ATCC 25922 gustoée 0,5 McFar-
landa zasijan je na plocu obi¢nog Mueller-Hintonina agara.
Soj za testiranje na produkciju karbapenemaza povucen je u
obliku crte od sredine prema periferiji ploce. Plo¢e su inku-
birane 15 minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je disk
imipenema (10 mcg) stavljen u sredinu ploce koja je inku-
birana preko no¢i. Deformacije inhibicijske zone imipene-
ma oko inokuliranog soja u obliku lista djeteline smatraju se
pozitivnim rezultatom, $to upucuje na produkciju karbape-
nemaze.*®

E-test MBL-a

E-test (AB Biodisk, Solna, Svedska) za detekciju metalo-
-B-laktamaza sadrzava, s jedne strane, raspon koncentracija
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imipenema (4 do 256 mg/L), a, s druge strane, imipenema
(1 do 64 mg/L) s EDTA-om. Snizenje MIK-a imipenema za
3 ili viSe razrjedenja (> 8 puta) u prisutnosti EDTA-e upu-
¢uje na produkciju karbapenemaze.*

Metoda kombiniranih diskova za detekciju KPC-a
i metalo-B-laktamaza

Testirani soj zasijan je na MH agar na koji su stavljeni
diskovi imipenema (10 mcg) i meropenema (10 mcg), bez
dodatka inhibitora kao kontrole i s dodatkom 20 mcL fenil-
boroni¢ne kiseline (PBA) za detekciju produkcije KPC-a,
EDTA za detekciju metalo-B-laktamaza ili kombinirano
EDTA i PBA za detekciju kombinirane produkcije KPC-a i
metalo-B-laktamaza. Povecanje inhibicijske zone oko diska
koji sadrzava PBA u odnosu prema kontrolnom disku za
najmanje 5 mm upucuje na produkciju KPC-a -laktamaze,
poveéanje oko diska s EDTA-om za 5 ili viSe mm na pro-
dukciju MBL-a, a poveéanje oko diska s oba inhibitora na
kombiniranu produkciju KPC-a i MBL-a.*>4

Definicija fenotipa rezistencije

1. GRUPA 1. Dereprimirani AmpC-izolati pokazuju
rezistenciju na cefoksitin (promjer inhibicijske zone
< 14 mm), rezistenciju ili umjerenu osjetljivost na ce-
fotaksim (<22 mm), negativan cefoksitin-cefotaksim-
ski antagonisticki test i negativan test na produkciju
ESBL-a.*’

2. GRUPA 2. Djelomi¢no dereprimirani AmpC-izolati
pokazuju rezistenciju na cefoksitin (promjer inhibicij-
ske zone < 14 mm), rezistenciju ili umjerenu osjetlji-
vost na cefotaksim (< 22 mm), pozitivan cefoksitin-
-cefotaksimski antagonistic¢ki test i negativan test na
produkciju ESBL-a.¥’

3. GRUPA 3. Djelomic¢no dereprimirani AmpC-izolati
pozitivni na ESBL pokazuju rezistenciju na cefoksitin
(promjer inhibicijske zone < 14 mm), negativan ce-
foksitin-cefotaksimski antagonisticki test i pozitivan
test na produkciju ESBL-a.*

4. GRUPA 4. Izolati koji nisu dereprimirani i pozitivni su
na ESBL pokazuju osjetljivost na cefoksitin (promjer
inhibicijske zone > 18 mm) i pozitivan ESBL-test, $to
se vidi iz pro$irenja inhibicijske zone oko cefepima za
najmanje 5 mm u prisutnosti klavulanske kiseline.*’

5. GRUPA 5. Inducibilni AmpC-producenti pokazuju
osjetljivost na cefoksitin (promjer inhibicijske zone
> 18 mm), pozitivan cefoksitin-cefotaksimski antago-
nisticki test i negativan test na produkciju ESBL-a.*

Konjugacija

Prijenos rezistencije na ceftazidim testiran je metodom
konjugacije u bujonu.*® Kao recipijent upotrijebljeni su
sojevi Escherichia coli A15R rezistentan na rifampicin i
Escherichia coli J62 rezistentan na Na azid. Donori i recipi-
jent inokulirani su u sréano-mozdani infuzijski bujon, inku-
birani 4 — 6 h (do kasne eksponencijalne faze) i zatim zasi-
jani u omjeru 1 : 2 u 5 mL sré¢ano-mozdanog infuzijskog
bujona. Mjesavina donora i recipijenta inkubirana je preko
no¢i 1 zasijavana na selektivne podloge. Transkonjuganti su
selekcionirani na MacConkeyevu agaru koji sadrzava cefta-
zidim (2 mg/L) i rifampicin (256 mg/L) ili Na azid (100
mg/L). Takoder je testiran kotransfer rezistencije na ne-f3-
-laktamaske antibiotike kao §to su aminoglikozidi, tetra-
ciklin, kloramfenikol, sulfonamidi i trimetoprim s obzirom
na to da se geni rezistencije na te antibiotike ¢esto nalaze na

istom plazmidu kao i gen koji kodira ESBL. Frekvencija
prijenosa odredivana je relativno u odnosu prema broju sta-
nica donora.

Detekcija gena rezistencije

Geni koji kodiraju p-laktamaze Sirokog i proSirenog spek-
tra (blagyy, blagy, blacry a1 blapgg ),*** plazmidne AmpC-
-B-laktamaze, klasu A (blaypc, blagyg, blayy, blagy),*>*>
klasu B karbapenemaza (blay,, bla,, i blay,,)>*"*°i
oksacilinaze koje hidroliziraju karbapenem (blay, ,5)*" 1
rezistenciju na fluorokinolone (gnrA, gnrB, gnrS) odredi-
vani su PCR-om kao $to je prethodno opisano.’®** Grupa
CTX-M-p-laktamaza odredivana je multipleksnim PCR-om
prema Woodfordu i sur.®® PCR-mapiranje obavljeno je s po-
Cetnicama za insercijske sekvencije 1S26 1 ISEcp ! u kombi-
naciji s uzvodnom i nizvodnom pocetnicom (engl. forward
primer 1 reverse primer) za bla., , kako bi se dokazala
prisutnost insercijske sekvencije ispred ili iza gena.®! Detek-
cija PCR-produkata obavljena je elektroforezom u agaroz-
nom gelu s naknadnim bojenjem etidium bromidom. Vizua-
lizacija produkata obavljala se pod UV transiluminatorom.

Amplikoni su bili pro¢is¢eni na kolonama (Qiagen Puri-
fication Kif) 1 zatim sekvencionirani s obje strane u Eurofin
servisu (Ebersberg, Njemacka). Sekvencije nukleotida i
aminokiselina koje proizlaze iz njih analizirane su s pomo-
¢u programa Blast na stranici http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST/. Identifikacija mutacija u blag,, blay, 1 bla. -
genima bazirana je na: Bush K, Jacoby GA. Amino acid
sequences for TEM, SHV and OXA extended-spectrum and
inhibitor resistant B-lactamases. Lahey Clinic; 2002. Do-
stupno na http://www.lahey.org/studies/.

Karakterizacija plazmida

Plazmidi su ekstrahirani Qiagen Mini Kitom (Inel, Medi-
cinska tehnika) prema uputama proizvodaca i podvrgnuti
multipleksnom PCR-u za odredivanje inkompatibilne grupe
prema Carattoli i sur.?

Rezultati
Osjetljivost na antibiotike

Svi su izolati pokazivali rezistenciju na amoksicilin, ce-
foksitin 1 cefuroksim, §to je posljedica prirodene rezisten-
cije na te antibiotike kao Sto je prikazano u tablici 1. Visoke
stope rezistencije opazene su i kod gentamicina (77%) i cef-
tazidima (65%). Niske stope rezistencije imali su imipenem
(12%) i meropenem (7%) (tablica 2.). Najucinkovitiji anti-
biotik s obzirom na MIK,, bio je meropenem (2 mg), a sli-
jedi imipenem (4 mg/L) kao §to je prikazano u tablici 2. S
obzirom na fenotip rezistencije, 14 izolata pripadalo je gru-
pi 1, dok su 44 svrstana u grupu 4 prema Apfalter i sur. koja
obuhvaca dereprimiranu AmpC-f-laktamazu i ESBL.

Fenotipski testovi za detekciju B-laktamaza

Metoda kombiniranih diskova s klavulanskom kiselinom
dala je pozitivan rezultat u 44 soja, §to je upucivalo na pro-
dukciju ESBL-a, a to je dokazano i na temelju sniZenja
MIK-a cefotaksima u prisutnosti klavulanske kiseline za
najmanje tri razrjedenja (8 puta). Test indukcije bio je nega-
tivan u svim izolatima. Test kombiniranih diskova s fenilbo-
roni¢nom kiselinom dao je pozitivan rezultat u svim izola-
tima, §to je upucivalo na pojacanu ekspresiju AmpC-p-
-laktamaze.
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1. Franoli¢-Kukina i sur. Rezistencija na B-laktamaze u Enterobacter spp. u Hrvatskoj

Tablica 2. Kumulativne vrijednosti MIK-ova i stope rezistentnih sojeva
za razlicite antibiotike

Table 2. Cumulative MIC values and the percentage of resistant strains
for different antibiotics

Antibiotik MIK raspon ~ MIK50  MIK90  Stopa rezistencije

Antibiotic MIC range MIC50  MIC90 Number
and percentage

of resistant strains

Amoksicilin > 256 >256 >256 100% (58/58)

/ Amoxycillin

Amoksicilin/ >256 >256 >256 100% (58/58)

klavulanska

/ Amoxycillin/

clavulanate

Piperacilin >256 >256 >256 100% (58/58)

/ Piperacillin

Piperacilin/ 2->256 16 128 15,5% (9/58 )

tazobaktam

/ Piperacillin/

tazobactam

Ceftazidim 0,5 ->256 32 >256 38/58 (65,5%)

/ Ceftazidime

Cefotaksim 0,06 —> 256 32 256 38% (22/58)

/ Cefotaxime

Cefotaksim/ 0,06 —> 256 2 128 24% (14/58)

klavulanska

/ Cefotaxime/

clavulanate

Ceftriakson 2->256 128 >256 79% (46/58)

ceftriaxone

Cefepim 1->256 16 >256 38% (22/58)

/ Cefepime

Cefoksitin >256 >256 >256 100% (58/58)

/ Cefoxitin

Imipenem 0,06 - 16 0,25 4 12% (7/58)

/ Imipenem

Meropenem 0,06 — 32 < 0,06 2 7% (4/58)

/ Meropenem

Gentamicin 0,12 —>256 32 256 77% (45/58)

/ Gentamicin

Ciprofloksacin 0,06 — 128 2 21 46% (27/58)

/ Ciprofloxacin

Konjugacija

Dvadeset i osam od 58 izolata prenijelo je rezistenciju na
ceftazidim na recipijentni soj E. coli uz frekvenciju od 107
do 107. Pet je sojeva uz rezistenciju na ceftazidim prenijelo
i rezistenciju na sulfametoksazol/trimetoprim, kloramfeni-
kol, gentamicin, tetraciklin i amikacin, ¢etiri na sulfametok-
sazol/trimetoprim, kloramfenikol, gentamicin i tetraciklin,
tri na tetraciklin i gentamicin, tri na tetraciklin, kloramfeni-
kol, sulfametoksazol/trimetoprim i kloramfenikol te deset
samo na tetraciklin.

Karakterizacija p-laktamaza

Dominantan tip ESBL-a bio je CTX-M-15 naden u 37
izolata, dok je CTX-M-3-alelska varijanta nadena u pet so-
jeva. TEM-1-B-laktamaza Sirokog spektra identificirana je
kao dodatna B-laktamaza u 33 soja koja su imala CTX-M-
-15-B-laktamazu. Metodom PCR-mapiranja utvrdeno je da
su CTX-M-15-pozitivni sojevi imali insercijsku sekvenciju
ISEcpl ispred bla.,y . ,s-gena, dok su sojevi pozitivni na
CTX-M-3 imali IS26-insercijsku sekvenciju ispred bla. y .
;-gena. U Cetiri izolata iz KBC-a Zagreb iz 2011. godine
dokazana je produkcija VIM-1-B-laktamaze uz dodatnu
CTX-M-15 i TEM-1.

Detekcija gena rezistencije na fluorokinolone

Onr-geni nisu nadeni ni u jednom izolatu.

Karakterizacija plazmida

Dominantna inkompatibilna grupa plazmida bila je IncL/
M identificirana u 13 izolata, nakon ¢ega slijedi IncHI2 u 12
izolata, IncY u Sest i IncA/C s pet izolata te IncFIC u dva
soja. Plazmid iz IncL/M-grupe kodirao je takoder CTX-
-M-15 i VIM-1-B-laktamazu.

Rasprava

Istrazivanje je pokazalo dominaciju B-laktamaza proSire-
nog spektra iz porodice CTX-M u kombinaciji s derepresi-
jom AmpC-B-laktamaze kao dominantan mehanizam rezi-
stencije na cefalosporine proSirenog spektra. CTX-M-B-
-laktamaze dobro hidroliziraju cefotaksim i ceftriakson, a
nativne su ESBL za razliku od TEM i SHV-B-laktamaza;
prema bibliografskim podacima ¢esée su u izvanbolnickih
izolata, posebno urinarnih.®*%* Nase je istrazivanje potvr-
dilo njihovu dominaciju i u hospitalnim sojevima entero-
baktera. CTX-M-15 pokazala se kao dominantna alelska
varijanta CTX-M-B-laktamaza u izolatima enterobaktera.
Taj tip ESBL-a potjece iz Indije i proSiren je diljem svije-
ta.®*% Za razliku od vecine ostalih tipova CTX-M-B-lak-
tamaza uspjes$no hidrolizira i ceftazidim, $to je vidljivo iz
visokih vrijednosti MIK-a za ceftazidim.®® U Hrvatskoj je
CTX-M-15 opisana prethodno u izolatima E. coli iz KBC-a
Zagreb, a 1 kao dodatna B-laktamaza u sojevima pozitivnim
na MBL.”% Identificirana je i u izolatima Providencia spp.
iz KBC-a Split.* CTX-M-3 opisana je u izolatima iz KBC-a
Split,®”7 a kasnije takoder u izvanbolnickim izolatima K.
pneumoniae iz Zagrebacke zupanije.”' Prisutnost insercij-
skih sekvencija IS26 ispred bla .y, 5-gena i ISEcp! ispred
bla .,y -gena pojacava ekspresiju gena i stupanj rezi-
stencije te ima ulogu u mobilizaciji i prijenosu gena.® To bi
mogao biti mehanizam odgovoran za Sirenje CTX-M-
-15-beta-laktamaze diljem Hrvatske i medu razlicitim vrsta-
ma enterobakterija. Plazmidna lokacija gena omogucuje
Sirenje blaggy, -gena konjugacijom. S obzirom na to da je u
vecine sojeva plazmid koji kodira ESBL sadrzavao i gene
rezistencije na aminoglikozide, kloramfenikol, tetracikline,
sulfonamide i trimetoprim, moguce je da je osim selekcij-
skog ucinka cefalosporina i primjena drugih antibiotika,
posebice aminoglikozida, potaknula diseminaciju tih plaz-
mida. Hiperekspresija kromosomske AmpC-B-laktamaze
otezava detekciju ESBL-a u enterobaktera pa je metoda
kombiniranih diskova izvedena na podlozi s dodatkom
kloksacilina koji inhibira AmpC-f-laktamazu. Rezistencija
na ko-amoksiklav u enterobaktera posljedica je produkcije
kromosomske AmpC-f-laktamaze, a Cesta je i u ESBL-po-
zitivnih enterobakterija ako se B-laktamaze stvaraju u ve¢im
koli¢inama. Piperacilin/tazobaktam pokazivao je aktivnost
u 85% sojeva, Sto je posljedica bolje inhibicije CTX-M-f-
-laktamaza tazobaktamom u odnosu prema klavulanskoj ki-
selini i jace intrinzi¢ne aktivnosti piperacilina prema entero-
bakteru u odnosu prema amoksicilinu. Rezistencija na ami-
noglikozide utvrdena u gotovo 80% izolata vrlo je Cesta u
ESBL-pozitivnih sojeva zbog smjestaja gena rezistencije na
aminoglikozide na istom plazmidu kao i blagg, -gen.”>”
Nije bilo velikih razlika u fenotipu rezistencije izmedu izo-
lata iz razlicitih centara. Plazmidi koji su kodirali CTX-M-
-15-B-laktamazu pripadali su u IncL/M, HI2, Y i FIC za
razliku od onih identificiranih u CTX-M-pozitivnim izo-
latima E. coli koji su uvrsteni u Flls i FIA inkompatibilnu
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grupu.®” VIM-1-pozitivni izolati imali su plazmid Inc L/M-
-grupe, $to je u skladu s dosada$njim istrazivanjima.?!*?
Plazmidi iz Inc L/M-grupe sadrzavali su i gene koji kodira-
ju ESBL i metalo-B-laktamaze, Sto pokazuje da isti plazmidi
mogu akvirirati razliCite gene rezistencije. U izolatima iz
KBC-a Zagreb zapazena je u posljednjoj godini istrazivanja
(2010.) pojava prvih metalo-B-laktamaza iz VIM-serije, $to
pokazuje evoluciju rezistencije na cefalosporine prosirenog
spektra od dereprimiranih AmpC-p-laktamaza i ESBL-a na
pocetku istrazivanja do karbapenemaza na njegovu kraju.
Epidemijsko pojavljivanje metalo-f-laktamaza u entero-
baktera u KBC-u Zagreb primijeceno je 2012. kada je poceo
i sustav pracenja karbapenemske rezistencije u enterobakte-
rija koji ukljucuje fenotipsku i molekularnu detekciju kar-
bapenemaza.

Klini¢ka su istrazivanja pokazala da produkcija ESBL-a
u enterobaktera utje¢e na losiji klinicki ishod u bolesnika
koji imaju sepsu uzrokovanu tom bakterijom.”*"* S obzirom
na visoku stopu ESBL-a medu enterobakterima rezisten-
tnim na cefalosporine prosirenog spektra, mikrobioloski
laboratoriji trebali bi provoditi rutinsko testiranje na pro-
dukciju ESBL-a ne samo u K. pneumoniae, E. coli i P. mira-
bilis nego 1 u ostalih enterobakterija.

Dodatna su istrazivanja potrebna za bolje razumijevanje
epidemiologije i genetskog podrijetla B-laktamaza u ente-
robaktera, a sadasnji rezultati pokazuju prisutnost razlici-
tih mehanizama rezistencije u toga vaznog hospitalnog
patogena.
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