Acta Med Croatica, 72 (2018) 285-295 Izvorni rad

CEFALOSPORINAZE U IZOLATIMA BAKTERIJE PROTEUS
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Proteus mirabilis (P. mirabilis) je sve zna€ajniji uzrocnik bolnickih i izvanbolnickih infekcija - ukljucujudi i infekcije u do-
movima za starije i nemocéne osobe. Prethodna istrazivanja rezistencije u P. mirabilis u Hrvatskoj su pokazala dominaciju
TEM-52 beta-laktamaze prosirenog-spektra (ESBL) i pojavu plazmidnih AmpC beta-laktamaza. Cilj ovog istrazivanja bio
je utvrditi evoluciju i dinamiku pojavljivanja cefalosporinaza u P. mirabilis u domovima umirovljenika te usporediti izolate
iz domova s onima u izvanbolni¢koj populaciji. Ukupno je prikupljen 41 izolat rezistentan na cefalosporine tre¢e genera-
cije iz dva doma za starije i nemocne te od izvanbolni¢kih pacijenata u razdoblju od oZujka 2015. do rujna 2017. godine.
Testiranje osjetljivosti na antibiotike provedeno je metodom dilucije u bujonu. ESBL i plazmidne AmpC beta-laktamaze su
detektirane fenotipskim testovima s inhbitorima te metodom lan¢ane reakcije polimerazom (PCR). Plazmidi su karakterizi-
rani konjugacijom, transformacijom i replikon-tipizacijom. Svi izolati su pokazivali visoki stupanj rezistencije na amoksicilin
te na cefalosporine prve, druge i tre¢e generacije. Tri izolata su pokazivala pozitivan test dvostrukog diska i kombiniranih
diskova s klavulanskom kiselinom, §to je upucivalo na produkciju ESBL. Trideset-osam izolata je bilo negativno fenotipski
na ESBL ali su imali pozitivan Hodgeov test i test kombiniranih diskova s fenilboroni€énom kiselinom, §to je upucivalo na
produkciju AmpC beta-laktamaze. PCR-om su dokazane CTX-M i TEM beta-laktamaze u ESBL-pozitivnih izolata i CMY u
izolata pozitivnih na AmpC. U CTX-M pozitivhim izolatima identificiran je plazmid iz IncK grupe, dok AmpC-pozitivni sojevi
nisu posjedovali plazmid. Ovim istrazivanjem dokazali smo perzistenciju AmpC beta-laktamaze iz CMY porodice u izola-
tima ove bakterijske vrste u jednom domu za starije i nemocne osobe, ali i diseminaciju takvih izolata u drugom domu te
u izvanbolnic¢koj populaciji. Kao i u nekim drugim istrazivanja, uoc€en je trend skretanja beta-laktamaza od TEM varijanti
prema CTX-M i CMY tipovima. Shodno tome, pravilna i brza laboratorijska identifikacija tipa cefalosporinaze postaje sve
vazniji preduvjet za odabir adekvatne terapije.

Kljucne rijeci: cefalosporinaze — genetika; cefalosporini — farmakologija; Proteus mirabilis — genetika; bakterijska otpornost na
lijekove - djelovanje lijeka, genetika; beta-laktamaze - genetika, metabolizam; plazmidi - analiza, genetika; testovi osjetljivosti
mikroorganizama; Hrvatska - epidemiologija
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UVOD

Proteus mirabilis (P. mirabilis) je gram-negativna, fa-
kultativno anaerobna bakterija iz obitelji Enterobacte-
riaceae koja je znacajan uzro¢nik bolni¢kih i izvanbol-
nickih infekcija - uklju¢ujuci i infekcije u domovima
za starije i nemoc¢ne osobe (1). Najées$cée uzrokuje in-
fekcije mokra¢nog sustava i rana. Znacajan terapijski
problem jest sve ve¢i postotak visestruko otpornih, tj.
multirezistentnih izolata P. mirabilis zbog produkcije
beta-laktamaza prosirenog spektra i AmpC beta-lak-
tamaza, a u novije vrijeme i karbapenemaza (2-4).

Beta-laktamaze prosirenog spektra (ESBL) hidrolizira-
ju cefalosporine trece i éetvrte generacije te monobak-
tame, a osjetljive su na inhibitore kao $to su klavulan-
ska kiselina, sulbaktam i tazobaktam (3,5-8). TEM i
SHYV beta-laktamaze prosirenog spektra nastaju od pa-
rentalnih TEM-1, TEM-21 i SHV-1 beta-laktamaza §i-
rokog spektra mutacijama koje mijenjaju konfiguraciju
aktivnog sredista i $ire spektar djelovanja enzima (8).
Za razliku od njih, CTX-M beta-laktamaze su nativne
ESBL, a nastale su od kromosomskih beta-laktamaza
vrste Kluyvera ascorbata i Kluyvera georgiana (9).

Prva CTX-M beta-laktamaza bila je CTX-M-1 opisa-
na jo$ u Njemackoj 1995. godine (,,cefotaximase-Mu-
nich®). Prema vazecoj klasifikaciji dijele se u pet sku-
pina: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 i
CTX-M-25 (9, 10). U skupini 1 postoji vise alelskih
varijanti, a najc¢esc¢a je CTX-M-15. Za razliku od ve-
¢ine TEM i SHV varijanti bolje hidroliziraju cefotak-
sim nego ceftazidim. Nadalje, AmpC beta-laktamaze
hidroliziraju tre¢u generaciju cefalosporina, mono-
baktame i cefamicine, ali ne djeluju na cefalosporine
Cetvrte generacije. Za razliku od ESBL nisu osjetljive
na inhibiciju klavulanskom kiselinom (11). P. mirabi-
lis nema kromosomsku AmpC beta-laktamazu pa je
rezistencija na cefoksitin u te vrste obi¢no uzrokovana
plazmidnim AmpC beta-laktamazama (12).

U prethodnom multicentri¢nom istrazivanju u Europi
utvrdeno je da je produkcija CMY beta-laktamaza naj-
¢es¢i mehanizam rezistencije na cefalosporine prosire-
nog spektra u P. mirabilis (13) s dominacijom CMY-12
i CMY-14 varijante u Poljskoj (14), CMY-16 u Gr¢ckoj i
u Italiji (13), CMY-4 u Tunisu (15) i CMY-99 u Bugar-
skoj (16). Izolati s CMY-16 beta-laktamazom uzroko-
vali su epidemiju infekcija mokra¢nog sustava u domu
za starije u Italiji (17). Osim AmpC beta-laktamaza,
i ESBL mogu dovesti do rezistencije na cefalosporine
prosirenog spektra u izolata P. mirabilis (18). Starija
istrazivanja su pokazala dominaciju TEM-10 i TEM-
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52 beta-laktamaze u Europi (19-21). U novije vrijeme
zapazen je porast CTX-M varijanti u P. mirabilis, kao i
u ostalih enterobakterija (12,22,23).

Prethodna istrazivanja rezistencije u P. mirabilis u
Hrvatskoj su pokazala dominaciju TEM-52 beta-lak-
tamaze prosirenog-spektra u KBC-u Split (24, 25) i
CMY-16 u domu za starije i nemo¢ne osobe ,Godan®
u Zagrebu (26). U susjednoj Bosni i Hercegovini tako-
der su opisane CMY-2 i CTX-M-15 (27).

Domovi za starije i nemoc¢ne opcenito su znacajan re-
zervoar multirezistentnih enterobakterija. Bolesnici
koji borave u domovima cesto bivaju hospitalizirani
i kolonizirani multirezistentnim izolatima za vrijeme
boravka u bolnici. Nadalje, sve je ve¢i trend propagaci-
je ESBL i AmpC beta-laktamaza u izvanbolni¢ku sre-
dinu (29). U prethodnom istrazivanju provedenom na
izolatima iz doma Godan u Zagrebu utvrdena je viso-
ka stopa AmpC beta-laktamaza iz CMY porodice (26).
Cilj ovog istrazivanja bio je usporediti molekularni
profil rezistencije na cefalosporine prosirenog spektra
uizolata prikupljenih iz dva doma za starije i nemo¢ne
u Zagrebu s onima u izvanbolnic¢kim izolatima kako bi
se utvrdili mehanizmi i putovi Sirenja.

MATERIJALI I METODE
Bakterijski izolati

U vremenskom razdoblju od ozujka 2015. godine do
rujna 2017. godine prikupljen je ukupno 3321 izolat
bakterije P. mirabilis iz izvanbolni¢kih uzoraka i iz do-
mova umirovljenika, od cega je 41 izolat (1,23 %) bio
rezistentan na cefalosporine trece generacije (ceftazi-
dim, cefotaksim ili ceftriakson). Izolati su skupljeni
iz razlicitih bolesnickih uzoraka, i to iz dva doma za
starije i nemo¢ne osobe te od vanjskih bolesnika ¢iji
su uzorci obradivani u Klinickom zavodu za klinicku i
molekularnu mikrobiologiju Klinickog bolni¢kog cen-
tra (KBC-a) Zagreb. Iz prvog doma (na tablici 1 ozna-
¢enog kao dom A) prikupljeno je 25 izolata, iz drugog
doma (na tablici 1 oznaden kao dom B) dva izolata,
dok je od vanjskih pacijenata prikupljeno 14 izolata.
Pet izolata je potjecalo iz obrisaka rana, jedan iz iskas-
ljaja (sputuma), a svi ostali iz urina. Izolati su iden-
tificirani konvencionalnim mikrobioloskim biokemij-
skim testovima te potvrdeni MALDI-TOF metodom
masene spektrometrije (Microflex™ Maldi Bio-typer
MS, Bruker-Daltonik, Fremont, CA, SAD; koristeni
softver: MALDI BIOTYPER version 3.1., Build 65).
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Tablica 1.
Minimalne inhibitorne koncentracije razlicitih antimikrobnih lijekova i tipovi beta-laktamaza izolata Proteus mirabilis (P.
mirabilis) iz dva doma za starije i nemocne (1A, 1B) te izvanbolnicke populacije (1C)

1A. Dom za starije i nemoc¢ne
g 5| & E |E|g|8|=|B |8 B |E|8|8=|EE 5 |8|B|E =

3 5
1] 2015. Urin 2015042665 | =128 | 32 | 32 |=2128 | 2128 | =128 | 2128|128 [2128| 8 | 2 1|2 |>128(2128] - | + | CMY,TEM
2| 2015, Urin 2015046074 | =128 | =128 | 32 | 2128 | =128 | 2128 | >128 {2128 (=128 {16 | 1 | 05 | 1 |2128|=128| - | + | CMY,TEM
3 | 2015. Iskasljaj 2015086441 | =128 | 2128 | 16 |=>128 |>128 | >128 |>128 | >128 (=128 | 4 | 2 | 05 | 1 | 32 |[>128| - | + | CMY,TEM
4 | 2015. Urin 2015087514 | =128 | 32 | 32 |=2128 |=>128|>128 |>128|>128 (>128| 8 | 1 | 05 | 1 [>128|=>128| - | + | CMY,TEM
5 | 2015. Urin 2015078518 | >128 | >128 | 32 | =128 | >128 | >128 | >128 | >128 | >128 (16| 1 |025 | 1 | 64 |=128| - | + | CMY,TEM
6 | 2015. Urin 2015117676 | >128 | >128 | 32 |=>128 (>128| 64 | 16 | 4 | 8 [16(012 (012 | 1 | 64 |>128| + TEM
7| 2015. Urin 2014162797 | =128 | =128 | 16 | =128 | =128 | =128 | >128 [ >128 | =128 | 4 | 1 | 026 | 1 | 64 |[=128| - | + | CMY,TEM
8 | 2015, Urin 2015221956 | =128 | =128 | 8 | =128 |>128 | >128 |>128 | >128 (=128 | 8 | 05 | 012 [0.5|=128|=128| - | + | CMY,TEM
9 | 2016. Urin 2016024787 | 2128 | 2128 | 32 | =128 | 2128 | 2128 | 2128 | 2128 [ 2128 | 16 | 2 T | 1] 64 [2128] - | + cmy
10 | 2016. | Obrisak rane 51926 | >128| 64 | 16 |>128|>128| 16 |=>128| 8 |=128(16| 1 [025|05| 32 [ 05 | + | - | CTX-M,TEM
11| 2016. | Urinizkatetera | 110160 |=>128|>128 | 32 |=>128|>128|=>128 | >128 |>128 | >128 | 16| 1 | 006 | 1 [=2128|=128| - | + | CMY,TEM
12| 2016. Urin 25390 | =128 [>128| 16 |=>128|=>128|>128|=>128 [ 2128|128 8 | 1 |025| 2 |=128(=2128| - | + | CMY,TEM
13 | 2016. Urin 54382 | 2128|2128 | 32 | =128 |>128 | >128 | >128 | >128 | >128 (16| 2 | 006 | 1 |>128|=128| - | + | CMY,TEM
14| 2016. | Obrisak rane 161241 2128|2128 | 32 | =128 |>128| =128 | =128 |>128 =128 | 4 | 2 | 025 | 1 |=2128|=128| - | + | CMY,TEM
15 | 2016. Urin 6172449 | >128 | >128| 32 |>128|>128 | >128 | >128 [>128 | >128 (16| 2 |025| 2 | 64 |>128| - | + | CMY,TEM
16 | 2016. Urin 6228367 | 2128|2128 | 16 |=>128|>128|>128|>128 | >128|>128| 8 | 1 | 025 | 1 | 64 |=128| - | + | CMY,TEM
17 | 2017. Urin 7004595 | 2128|2128 | 32 |=2128|2128|>128|>128 | >128|>128| 8 | 2 | 025 |05| 32 |=2128| - | + | CMY,TEM
18 | 2017. | Urinizkatetera | 6008079 |=>128|>128| 32 |=>128|=>128|=>128|>128 |>128|>128 | 16 | 2 1|1 ]=128(=2128] - | + | CMY,TEM
19| 2017. | Obrisak rane 7033979 | 2128 | 2128 | 2128 | >128 | >128 | =128 | >128 [ =128 | =128 [ 16 | 1 |012| 2 |>128|=>128| - | + | CMY,TEM
20 | 2017. Urin 36792 | 2128 | 32 | 64 | =128 |>128| =128 |>128| 4 |=>128(64| 05 012 | 1| 64 |>128| + | + | CTX-M,TEM
21| 2017. | Obrisak rane 64548 | =128 | 2128 | 32 | =128 |>128 | >128 | >128 | >128 |>128 (16| 1 |02 | 1 |>128|=>128| - | + | CMY,TEM
22 | 2017. Urin 66550 | =128 | =128 | 8 |=128 |=128|=128 |>128 (=128 |=>128| 8 | 05 | 012 [05|=128|=128| - | + | CMY,TEM
23 | 2017. | Obrisak rane 74409 | 2128|2128 | 32 | =128 |>128 | =128 | =128 | =128 | =128 | 16| 05 | 012 | 1 |=128|=128| - | + | CMY,TEM
24 | 2017. Urin 2015154570 | =128 | 2128 | 8 | =128 |>128 | 128 |>128 (2128 (=128 8 | 1 |025 | 1 |>128|=128| - | + | CMY,TEM
25 | 2017. Urin 165729 | >128|>128 | 64 |=>128|>128|=>128|>128 |>128|>128| 8 | 1 | 025 | 1 [=2128|=128| - | + | CMY,TEM
1B. Dom za starije i nemo¢ne osobe

2 g
1 2016. Urin 67410 =128 =128 16 =128 >128 >128 =128 >128 >128 16 05 012 1 4 =128 - + CMYTEM
22017, Urin 76324 =128 2128 32 =128 =128 =128 =128 =128 =128 16 05 025 1 1 =128 - + CMYTEM
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1C Vanjski pacijenti
o % = ..;; < o a = N X © ¥ Ao = = = a = 2
g = | g S = 8 8% 5 3 65 §8 2 E £ 58 5 8Eg =
2 13
12015, Urin 2015057631 2128 >128 8 128 128 >128 >128 128 >128 16 2 012 2 >128 2128 +  CMY,TEM
2 2015 Urin 2014064695 >128 >128 16 128 >128 128 128 2128 2128 16 05 025 05 05 2 - + CMYTEM
3 2015, Urin 2015074408 128 >128 4 128 >128 128 128 2128 2128 16 05 012 2 128 128 - +  CMY
4 2015 Urnizkatetera 2015080157 128 128 16 128 128 128 128 >128 128 16 2 012 05 2 128 - + CMYTEM
5 2015, Urin 2015110887 >128 >128 32 128 >128 >128 >128 128 2128 4 1 025 1 4 128 - + CMYTEM
6 2016, Urin H644 128 128 64 128 >128 >128 >128 >128 >128 32 2 006 4 4 128 - + CMYTEM
7 2016 Urin M071 128 128 32 128 128 128 >128 >128 >128 8 1 006 1 05 128 - + CMYTEM
8 2016, Urin 5189  >128 128 16 2128 >128 128 128 128 >128 16 05 012 1 8 128 - + CMYTEM
9 2016, Urin 6103301 2128 2128 32 128 128 128 128 128 128 16 2 025 05 16 128 - + CMY,TEM
10 2016. Urin 55311 128 128 32 2128 >128 128 128 128 >128 8 2 006 05 1 128 - + CMYTEM
1 2016, Urin 6233304 2128 2128 16 2128 128 128 128 128 128 16 2 012 05 2 128 - + CMYTEM
12 2017, Urin 6013040 128 128 8 128 128 2128 >128 >128 128 16 1 05 05 32 >128 - + CMYLTEM
13 2017. Urin 32052 128 128 16 128 128 128 >128 >128 >128 32 2 012 05 32 >128 - + CMYTEM
14 2017, Urin 65260 128 128 32 128 128 128 128 >128 >128 16 1 012 05 025 128 - + CMYTEM

Kratice: AMX-amoksicilin; TZP-piperacilin/tazobaktam;

CXM-cefuroksim; CAZ-ceftazidim; CTX-cefotaksim,

CRO-ceftriakson; FEP-cefepim; FOX-cefoksitin; IMI-imipenem; MEM-meropenem; GM-gentamicin; CIP-cip-
rofloksacin; ESBL-fenotipski test s klavulanskom kiselinom za dokaz beta-laktamaza prosirenog spektra, Am-
pC-fenotipski test s feniloboroni¢nom kiselinom za dokaz AmpC beta-laktamaza; BL-sadrzaj beta-laktamaza

Testiranje osjetljivosti na antimikrobne lijekove

Testiranje osjetljivosti na antimikrobne lijekove ra-
deno je disk-difuzijskom metodom i bujonskom mi-
krodilucijskom metodom prema smjernicama Insti-
tuta za klinicke i laboratorijske standarde (Clinical &
Laboratory Standards Institute; CLSI) (29). Izolati su
testirani disk difuzijskom metodom po Kirby-Baueru
na Mueller-Hintonovom (MH) agaru na sljedece an-
timikrobne lijekove (BioRad, Francuska): amoksicilin
(30 mcg), ko-amoksiklav (20/10 mcg), cefuroksim (30
mcg), ceftazidim (30 mcg), cefepim (30 mcg), cefo-
taksim (30 mcg), ceftriakson (30 mcg), cefoksitin (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 CL-
SI-a (29). Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK)
je odredivana metodom dilucije u bujonu u mikro-
titracijskim ploc¢icama s 96 jazica te u Mueller-Hin-
tonovom bujonu. Za kontrolu kvalitete koristeni su
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kontrolni sojevi Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922
i Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) ATCC
7006003 kao standardno preporuceni standardni kon-
trolni sukladno uputama CLSI-a (29). Sojevi su karak-
terizirani kao multirezistentni, ekstenzivnorezistentni
ili panrezistentni prema kriterijima Magiorakos i su-
radnika (30).

Fenotipski testovi za detekciju beta-laktamaza

Izolati rezistentni na cefalosporine prosirenog spektra
podvrgnuti su testiranju na produkciju ESBL. Sumnja
na produkciju plazmidnih AmpC beta-laktamaza po-
stavljena je na temelju rezistencije na cefoksitin.

Metoda dvostrukog diska

Prekono¢na kultura testiranog soja je razrijedena tako
da se dosegne opticka gustoca koja odgovara McFar-
landovu standardu 0,5, $to odgovara za 10° CFU/
mL. To razrijedenje je zasijano na Mueller-Hintonov
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agar, a zatim su postavljeni diskovi ceftazidima, cefo-
taksima, ceftriaksona i cefepima. U sredinu ploce je
stavljen disk ko-amoksiklava kao izvor klavulanske
kiseline na udaljenosti 2-3 cm od perifernih diskova.
Ploce su inkubirane 18-24 h na 35-37 °C. Deforma-
cija inhibicijske zone oko cefalosporinskih diskova i
diska aztreonama u smjeru prema centralnom disku
s klavulanskom kiselinom tumacena je kao pozitivan
rezultat koji ukazuje na produkciju ESBL-a (31).

Metoda kombiniranih diskova po CLSI-u za detekciju
ESBL i AmpC beta-laktamaza

Prekonoc¢na kultura testiranog izolata pripremljena je
kao i za prethodnu metodu te zasijana na Mueller-Hin-
tonov agar. Na plocu su postavljani diskovi ceftazidi-
ma, cefotaksima, ceftriaksona i aztreonama - s dodat-
kom i bez dodatka klavulanske kiseline za detekciju
ESBL te fenilboroni¢ne kiseline za detekciju AmpC
beta-laktamaze. Klavulanska kiselina je kapana na po-
vr$inu diska u koncentraciji od 10 000 pg/mL. Ploce
su zatim inkubirane 18-24 h na 35-37 °C. Inhibicijska
zona oko cefalosporinskih diskova i diska aztreonama
uz dodatak klavulanske kiseline veca za vise od 5 mm
u odnosu na kontrolnu plocu bez klavulanske kiseline
dokazala je produkciju ESBL, a uz fenilboroni¢nu ki-
selinu AmpC beta-laktamaze (29, 32).

Hodgeov test

E. coli ATCC 25922 (osjetljivi soj) zasijana je u Mu-
eller-Hintonov bujon i inkubirana preko no¢i. Pre-
kono¢na kultura je razrjedivana u fizioloskoj otopini
tako da se dobije gustoca koja odgovara McFarlando-
vu standardu 0,5 te zatim zasijavana na Mueller-Hin-
tonov agar na koji je stavljen disk cefoksitina. Okomi-
to na disk povudena je crta testiranog izolata. Ploce su
inkubirane preko no¢i. Ako je izolat proizvodio AmpC
beta-laktamazu, uoceno je uvrtanje inhibicijske zone
oko diska cefoksitina u obliku lista djeteline (29).

Prijenos rezistencije metodom konjugacije

Prijenos rezistencije na ceftazidim testiran je meto-
dom konjugacije u bujonu (33). Kao recipijent koristen
je soj E. coli ]62 rezistentan na natrijev azid. Donori i
recipijent su inokulirani u sr¢ano-mozdani infuzijski
bujon, inkubirani 4-6 sati (do kasne eksponencijalne
faze) i zatim zasijani u omjeru 1:2 u 5 mL sr¢ano-moz-
danog infuzijskog bujona. Mjesavina donora i recipi-
jenta inkubirana je preko nodi te zasijavana na selek-
tivne podloge. Transkonjuganti su selekcionirani na
MacConkey agaru koji sadrzava cefotaksim (2 mg/L)
i/ili natrijev azid (100 mg/L). Testiran je i ko-transfer
rezistencije na ne-beta-laktamske antibiotike kao $to
su aminoglikozidi, tetraciklin, kloramfenikol, sulfona-
midi i trimetoprim s obzirom da se geni rezistencije na

te antibiotike ¢esto nalaze na istom plazmidu kao i gen
koji kodira ESBL. Frekvencija prijenosa je odredivana
relativno u odnosu na broj stanica donora.

Detekcija gena rezistencije

Geni koji kodiraju beta-laktamaze $irokog i prosire-
nog spektra (blag,, bla.,, , bla_. .  bla,. ) (34-36),
plazmidne AmpC p-laktamaze (37) i rezistenciju na
fluorokinolone (gnrA, gnrB, qnrS) odredivani su pri-
mjenom lanc¢ane reakcije polimerazom (polymerase
chain reaction; PCR) kao $to je prethodno opisano.
Skupina CTX-M beta-laktamaza odredivana je multi-
pleks PCR-om prema Woodford i suradnicima (38).
PCR-mapiranje ucinjeno je s pocetnicama za insercij-
ske sekvence IS26 i ISEcpI u kombinaciji s uzvodnom
i nizvodnom pocetnicom (forward primer i reverse
primer) za bla ., ili bla__ , gen kako bi se dokaza-
la prisutnost insercijske sekvence ispred ili iza gena.
Detekcija PCR produkata ucinjena je elektroforezom
u agaroza gelu s naknadnim bojenjem etidijevim bro-
midom. Vizualizacija produkata uéinjena je pod ul-
traljubicastim (UV) transiluminatorom. Amplikoni
pojedinih predstavnika procis¢eni su na kolonama
Qiagen Purification Kit (Qiagen, Njemacka) i zatim se-
kvencirani u oba smjera u Eurofin servisu (Ebersberg,
Njemacka). Sekvence nukleotida i aminokiselina koje
proizlaze iz njih analizirane su pomoc¢u Blast progra-
ma na stranici http:/www.ncbinlm.nih.gov/BLAST.
Identifikacija mutacija u blay,, bla ., i bla_. geni-
ma temeljena je na: Bush K, Jacoby GA. Amino acid
sequences for TEM, SHV and OXA extended-spectrum
and inhibitor resistant [B-lactamases. Lahey Clinic;
2002. Dostupno na http://www.lahey.org/studies/).

Karakterizacija plazmida

Plazmidi su ekstrahirani Qiagen Mini Kitom (Qiagen
GmbH, Hilden, Njemacka) prema uputama proizvo-
daca te podvrgnuti elektroforezi u agaroza gelu (0,7 %)
s naknadnim bojenjem etidijevim bromidom. Veli¢i-
na vrpci je usporedivana s vrpcama kontrolnog soja E.
coli NTCC 50192 koji ima cetiri vrpce od 148, 64, 36
i 7 kilobaza. Plazmidi su zatim podvrgnuti multiplex
PCR-u za odredivanje inkompatibilne skupine prema
Carattoli i sur. (39). Plazmidi reprezentativnih sojeva
(1, 41i7) podvrgnuti su pokusu transformacije. Plaz-
midna DNA prenesena je na E. coli soj J62 koji je pret-
hodno obraden kalcijevim kloridom (CaCl) da bi mo-
gao primiti plazmid. Transformanti su selekcionirani
na podlozi koja je sadrzavala 2 mg/L cefotaksima (33).
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REZULTATI
Osnovni sociodemografski profil bolesnika

Od ukupno 41 izolata bakterijske vrste P. mirabilis re-
zistentne na cefalosporine trece generacije koji su pri-
kupljeni iz dva doma za starije i nemo¢ne osobe te od
izvanbolnickih pacijenata, 24 izolata pronadeno je kod
zenskih pacijenata (58,54 %), a 17 izolata kod muskih
pacijenata (41,46 %). Raspon godina Zenskih pacijenata
bio je 71-94 (srednja vrijednost: 84,71; medijan: 84,5),
a muskih pacijenata 64-96 (srednja vrijednost: 80,12;
medijan: 81). Raspon godina svih pacijenata (dakle, i
muskih i Zenskih) od kojih su dobiveni izolati bio je 64-

96 (srednja vrijednost: 82,80; medijan: 83; mod: 94).

Rezultati testiranja osjetljivosti na antimikrobne lijeko-
ve i fenotipska detekcija beta-laktamaza

Svi su izolati pokazivali visoki stupanj rezistencije na
amoksicilin i cefalosporine prve, druge i trece genera-
cije (tablica 1 i 2). Tri su izolata pokazivala pozitivan
test dvostrukog diska i kombiniranih diskova s kla-
vulanskom kiselinom, §to je upucivalo na produkciju
ESBL. Trideset-osam izolata bilo je negativno fenotip-
ski na ESBL, ali su imali pozitivan Hodgeov test i test
kombiniranih diskova s fenilboroni¢nom kiselinom,
$to je upudivalo na produkciju AmpC beta-laktamaze.

Tablica 2.
Distribucija minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK-ova) razlicitih antimikrobnih lijekova za CMY-pozitivne
izolate P. mirabilis. Sjencanjem su oznacene prijelomne tocke prema CLSI-u (27); vrijednost MIK-a istoznacna ili
veéa od prijelomne tocke ukazuje na rezistenciju.

Postotak izolata inhibiranih uz odredenu koncentraciju antibiotika

ATB 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 >128
AMX 100%
AMC 5,263% 94,737%
TZP 2,632% | 13,158% | 26,316% 50% 5,263% 2,632%

Cz 100%
CXM 100%
CAZ 100%
CTX 100%
CRO 100%
FEP 10,526% | 28,947% | 55,263% | 5,263%

IMI 21,053% | 39,474% | 39,474%
MEM 13,158% | 34,211% | 34,211% | 10,526% | 7,895%

ERT 28,947% | 52,632% | 15,789% | 2,632%

GM 2,632% | 5263% | 5263% | 5263% | 7,895% | 2,632% | 2,632% | 10,526% | 13,158% 44,737%
CIP 2,632% 97,368%

Tri ESBL-pozitivna izolata su iskazivala rezistenciju
na amoksicilin, ko-amoksiklav, cefazolin, cefuroksim i
gentamicin, kao i varijabilne MIK-ove ceftazidima, ce-
fotaksima, ceftriaksona i cefepima, kao sto je vidljivo
iz tablice 1. Svi su bili osjetljivi na karbapeneme i pipe-
racilin/tazobaktam. Nadalje, svi AmpC-pozitivni so-
jevi bili su rezistentni na amoksicilin, ko-amoksiklav,
cefazolin, cefuroksim, ceftazidim, cefotaksim i cef-
triakson. Visoke stope rezistencije zabiljezene su i za
ciprofloksacin (97,4 %) i gentamicin (73,7 %) (tablica
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2). Svi sojevi bili su osjetljivi na karbapeneme, a samo
dva su bila rezistentna na cefepime (5,3 %) te jedan
na piperacilin/tazobaktam (2,6 %) (tablica 2). Svi izo-
lati iz mokrace bili su rezistentni na sulfametoksazol/
trimetoprim i nitrofurantoin u disk-difuzijskom testu.

Rezultati konjugacije

Ukupno su tri izolata prenijela rezistenciju na ceftazi-
dim na E. coli recipijent uz frekvenciju od 107 do 10°.



T. Mestrovié, A. Luki¢-Grli¢, M. Bogdan, D. Bandi¢-Pavlovi¢, G. Cavri¢, D. Drenjandevi¢ K. B. Sreter, A. Benci¢, S. Sardeli¢, B. Bedeni¢
Cefalosporinaze u izolatima bakterije Proteus mirabilis iz domova za starije i nemo¢ne te izvanbolnickih pacijenata
Acta Med Croatica, 72 (2018) 285-295

Sva tri su bila fenotipski pozitivni na ESBL. Transko-
njuganti su pokazivali smanjenu osjetljivost na cefa-
losporine trece i ¢etvrte generacije, a takoder je pre-
neSena i rezistencija na sulfometoksazol/trimetoprim,
kloramfenikol i tetraciklin (a u jednog soja takoder i
na gentamicin). AmpC-pozitivni izolati nisu prenijeli
rezistenciju na ceftotaksim na recipijent.

Detekcija gena rezistencije

Od tri izolata fenotipski pozitivna na ESBL, dva su
producirala CTX-M beta-laktamazu iz skupine 1, a
jedan TEM beta-laktamazu. U svih sojeva fenotipski
pozitivnih na AmpC je PCR-om identificirana CMY
beta-laktamaza i dodatna TEM beta-laktamaza koja
je u jednom soju (soj br. 2) identificirana kao TEM-
1. Sekvenciranje bla .., gena soja br. 1 je identifici-
ralo CTX-M-15 beta-laktamazu, a bla_,,, gena soja
br. 2 CMY-16 alelsku varijantu. ISEcp je identificirana
ispred bla_,  ibla_, , gena. Qnr geni nisu pronadeni.

Karakterizacija plazmida

Dva izolata s CTX-M beta-laktamazom su imala plaz-
mid veli¢ine od 100 do 110 parova baza koji je spa-
dao u IncK grupu, dok svi ostali (CMY pozitivni) nisu
imali vrpcu na elektroforezi plazmida te su bili nega-
tivni na plazmidne inkompatibilne dosada opisane
tipove. CMY-pozitivni sojevi koji nisu prenijeli rezi-
stenciju na cefotaksim u pokusu konjugacije takoder
nisu prenijeli plazmid ni u pokusu transformacije. S
obzirom da su ESBL pozitivni sojevi proizveli transko-
njugante u pokusu konjugacije nije ih bilo potrebno
podvrgavati transformaciji.

RASPRAVA

Rezultati naseg istrazivanja ukazali su na perzistenciju
AmpC beta-laktamaze iz CMY porodice u izolatima
bakterije P. mirabilis u obuhva¢enom domu za starije i
nemoc¢ne osobe, ali i diseminaciju takvih izolata u dru-
gom domu te u izvanbolnickoj populaciji. CMY cefa-
losporinaze su u P. mirabilis prethodno opisane, osim
u domu za starije i nemo¢ne osobe Godan u Zagrebu,
takoder i u Klini¢ckom bolnickom centru Split te u izo-
latima bakterije E. coli od ku¢nih ljubimaca (26,40,41).

U usporedbi s prethodnim istrazivanjima u Hrvatskoj,
u domu A su se u ovom istrazivanju osim AmpC-po-
zitivnih izolata takoder pojavili i izolati koji proizvode
ESBL, i to predominantno iz CTX-M porodice. Vecina
bolesnika je prethodno boravila u nekom od velikih
bolnic¢kih centara u Zagrebu gdje su vjerojatno pret-
hodno kolonizirani takvim izolatima koje su unijeli u
dom, nakon ¢ega je doslo do njihove diseminacije pod

selekcijskim uc¢inkom antibiotika koji se ucestalo pro-
pisuju u gerijatrijskoj populaciji.

Prema nas$im saznanjima u literaturi dosad nisu
objavljeni podatci o karakterizaciji hospitalnih ESBL
ili AmpC-pozitivnih izolata P. mirabilis u Hrvatskoj.
Nadalje, ovo istrazivanje donosi prvi opis CTX-M-15
beta-laktamaze u izolatu P mirabilis u Hrvatskoj. U
prethodnim istrazivanjima opisana je u E. coli izolati-
ma iz KBC-a Zagreb (Rebro) (42,43) i izvanbolni¢kim
izolatima K. pneumoniae (44). Takoder je opisana kao
dodatna beta-laktamaza u izolatima K. pneumoniae i
Enterobacter cloacae pozitivnim na metalo-beta-lakta-
maze iz porodice VIM i NDM (45-47). Urinarni trakt
se pokazao kao najvazniji rezervoar multirezistentnih
izolata, §to se poklapa s rezultatima studija drugih
autora. Pretezno su bile zahvacene osobe s trajnim
urinarnim kateterima, a ¢ak su i u vanjskoj populaciji
prevladavale osobe starije zivotne dobi.

CMY beta-laktamaze su tipi¢ne plazmidne beta-lak-
tamaze u enterobakterija koje vuku podrijetlo od kro-
mosomskog gena ampC bakterijske vrste Citrobacter
freundii (49). Iako su one tipi¢no plazmidno kodirane,
u ovom istrazivanju nismo uspjeli dokazati plazmid-
no podrijetlo gena. Rezistencija na cefotaksim nije
prenesena na recipijent ni u pokusu konjugacije, a ni
transformacijom, a PCR za inkompatibilne skupine
plazmida bio je negativan. Neka istrazivanja su doka-
zala da je doslo do inkorporacije plazmidnog gena u
kromosom preko ISEcp insercijske sekvence (13), ali
u naSem istraZivanju nije sa sigurno$¢u potvrdena
kromosomska lokacija gena CMY. Dodatne bi anali-
ze pomocu metoda Southern blotting i S1-PFGE bile
potrebne da se razjasni to¢na lokacija gena. CMY be-
ta-laktamaze su, osim u proteusa, opisane i u izolata
bakterije K. pneumoniae (50). Nadalje, CMY-16 be-
ta-laktamaza je prethodno opisana u izolatima P. mi-
rabilis koji su uzrokovali infekcije urinarnog trakta u
jednom domu u Italiji, kao i u domu Godan u Zagrebu
(13, 26). U ovom istrazivanju je zapazen gotovo iden-
tifican fenotip rezistencije kod svih CMY-pozitivnih
izolata, neovisno o njihovom podrijetlu, za razliku od
ESBL izolata koji su iskazivali varijabilan fenotip rezi-
stencije i na cefalosporine i na ostale antibiotike. Osim
toga, zapazena je dobra korelacija izmedu fenotipskih
testova s inhibitorom (klavulanska i fenilboronic¢na ki-
selina) i rezultata PCR-a — dakle, moze se zaklju¢iti da
su fenotipski testovi pokazali vrlo visoku osjetljivost
i specifi¢nost. Svi fenotipski ESBL-pozitivni sojevi su
davali produkt s pocetnicama za beta-laktamaze pro-
$irenog spektra, dok su svi fenotipski pozitivni sojevi
na AmpC davali produkt s poc¢etnicama za CMY. Nije
bilo lazno pozitivnih rezultata.

Ova studija pokazuje sli¢ne trendove u dinamici re-
zistencije na cefalosporine prosirenog spektra koji su
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prethodno opisani i u ostalim europskim zemljama —
konkretno, skretanje od TEM varijanti prema CTX-M
i CMY tipovima u vaznog izvanbolni¢kog patogena
kao $to je P. mirabilis (13,51,52). Uz to, iznimno visoke
stope rezistencije na ciprofloksacin i gentamicin, kao i
potpuna rezistencija na sulfometoksazol/trimetoprim
detektirani su i u ESBL i u AmpC-pozitivnih sojeva.
Potonje se tumaci ¢injenicom da plazmidi koji kodi-
raju i jedne i druge beta-laktamaze Cesto sadrzavaju
i gene rezistencije na ne-beta-laktamske antibiotike.
Shodno tome, postoji i moguénost koristenja gotovih
diskova koji sadrzavaju fenilboroni¢nu kiselinu $to
olaksava testiranje (53).

Precizna laboratorijska identifikacija to¢nog tipa be-
ta-laktamaze je svakako vazna pri pravilnom odabiru
terapije (3,54). S terapijskog aspekta za infekcije koje
uzrokuju ESBL-pozitivni izolati bi se mogli preporu-
¢iti samo karbapenemi ili piperacilin/tazobaktam, dok
za AmpC izolate dolazi u obzir i cefepim. Potonji izbor
antibiotika tumaci se ¢injenicom da AmpC beta-lak-
tamaze ne hidroliziraju cefepim, iako podatci iz lite-
rature navode da je sporna primjena i cefepima zbog
moguénosti razvoja hiperproducenata u toku terapije
koji luce velike koli¢ine AmpC beta-laktamaze i imaju
smanjenu osjetljivost i na cefepim (55).

Antimikrobni lijekovi koji se ¢esto koriste u terapiji
infekcija mokraénog sustava, kao $to su fluorokinoloni
i kotrimoksazol, pokazali su se potpuno neucdinkoviti-
ma - kako u ESBL, tako i u AmpC-pozitivnih izolata.
Nasi ESBL-pozitivni izolati pokazivali su varijabilnu
osjetljivost na cefalosporine trece i Cetvrte generaci-
je; s druge strane, AmpC-pozitivni izolati su bili uni-
formno rezistentni na tre¢u generaciju, a osjetljivi na
Cetvrtu generaciju cefalosporina. Treba napomenuti
kako za AmpC-pozitivne izolate ne postoje preporuke
za korekciju antibiograma, premda neki autori prepo-
rucuju tre¢u generaciju cefalosporina izdati kao rezi-
stentnu, a Cetvrtu generaciju cefalosporina sukladno
rezultatima testiranja in vitro (56).

Daljnja istrazivanja ove teme trebala bi se takoder
kretati u smjeru usporedbe genotipova bolnic¢kih i
izvanbolnickih izolata (ne samo od bolesnika, nego i iz
okolisa) pomoc¢u metoda molekularne epidemiologije
te razumijevanja evolucije rezistencije kako bi se pro-
ucio potencijalni rezervoar infekcije, ali i mehanizmi
te putovi $irenja ovog vaznog patogenog mikroorga-
nizma. To bi omogudilo i lakse uvodenje preventivnih
mjera te uspostavljanje kontrole Sirenja, a napose pro-
bira (skrininga) bolesnika koji dolaze u dom za starije
osobe iz bolnice i obrnuto. Nadalje, higijena ruku je i
dalje neizostavan korak u prevenciji s naglaskom na
osoblje koje dolazi u najuzi kontakt s hospitaliziranim
i institucionaliziranim bolesnicima, ali i na osobe koje
sudjeluju u pripremi i distribuciji hrane.
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ZAKLJUCCI

P mirabilis je sve znalajniji uzro¢nik bolnickih i
izvanbolnic¢kih infekcija — uklju¢ujudi i infekcije u do-
movima za starije i nemo¢ne osobe. Ovim istraziva-
njem dokazali smo perzistenciju AmpC beta-laktama-
ze iz CMY porodice u izolatima ove bakterijske vrste
u jednom domu za starije i nemoc¢ne osobe, ali i di-
seminaciju takvih izolata u drugom domu i izvanbol-
ni¢koj populaciji. Kao i u nekim drugim istrazivanji-
ma uocen je trend skretanja beta-laktamaza od TEM
varijanti prema CTX-M i CMY tipovima. Shodno
tome, pravilna i brza laboratorijska identifikacija tipa
cefalosporinaze postaje sve vazniji preduvjet za oda-
bir adekvatne terapije. Opcenito vrijedi stav da se za
infekcije koje uzrokuju ESBL-pozitivni sojevi mogu
preporuciti samo karbapenemi ili piperacilin/tazo-
baktam, dok za AmpC-pozitivne sojeve u obzir dolazi
i primjena cefepima koji ne podlijeze hidrolizi AmpC
beta-laktamazama. Potrebno je nastaviti s ovim tipom
istrazivanja kako bi se metodama molekularne epi-
demiologije utvrdilo $irenje multirezistentnih sojeva
bakterijske vrste P. mirabilis izmedu bolnica, starackih
domova i okolisa.
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SUMMARY

CEPHALOSPORINASES IN PROTEUS MIRABILIS ISOLATES FROM LONG-TERM CARE FACILITIES
AND THE COMMUNITY

T. MESTROVIC!, A. LUKIC-GRLIC?*3, M. BOGDANY, D. BANDIC-PAVLOVIC?, G. CAVRICS,
D. DRENJANCEVIC’8, K. B. SRETER®, A. BENCIC?, S. SARDELIC! and B. BEDENIC?®

! Dr. Zora Profozi¢ Polyclinic, Clinical Microbiology and Parasitology Unit, Zagreb, Croatia, *University of
Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia, *Department of Laboratory Diagnosis, Zagreb Children’s Hospital,
Zagreb, Croatia, *Microbiology Service, Institute of Public Health of the Osijek-Baranja County, Osijek, Croatia,

°Zagreb University Hospital Centre, Zagreb, Croatia, °Internal Medicine Department, Merkur University

Hospital, Zagreb, Croatia, “Josip Juraj Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine, Osijek, Croatia,
80sijek University Hospital Centre, Osijek, Croatia, *Sestre milosrdnice University Hospital Centre, Zagreb,
Croatia, "°Split University Hospital Centre, Split, Croatia

Proteus mirabilis (P. mirabilis) is increasingly recognized as a causative agent of hospital and community acquired infec-
tions, including those in long-term care facilities (LTCFs). Previous studies on P. mirabilis from Croatia showed the predom-
inance of TEM-52 extended spectrum beta-lactamase (ESBL) and the emergence of plasmid AmpC beta-lactamases. The
aim of the present study was to investigate the evolution and dynamics of cephalosporinases in P. mirabilis from LTCFs
and to compare the isolates found in the LTCFs with those from a community setting. A total of 41 isolates of P. mirabilis
resistant to third-generation cephalosporins were collected from two nursing homes and from outpatients from March
2015 until September 2017. Antibiotic susceptibility testing was performed by the broth microdilution method. ESBLs and
plasmid-mediated AmpC beta-lactamases were detected by phenotypic inhibitor-based tests and by polymerase chain re-
action (PCR). Plasmids were characterized by utilizing conjugation and transformation experiments, as well as PCR-based
replicon typing. All isolates exhibited high level of resistance to amoxicillin alone and in combination with clavulanic acid,
as well as to first-, second- and third-generation cephalosporins. Three isolates tested positive in inhibitor-based test with
clavulanic acid, and 38 in Hodge test and combined disk test with phenylboronic acid, indicating the production of ESBLs
and plasmid-mediated AmpC beta-lactamases, respectively. Two ESBL-positive organisms yielded amplicons with prim-
ers specific for CTX-M beta-lactamase of group 1 and one for TEM. All AmpC-positive organisms were identified by PCR
as CMY. CTX-M positive strains harbored IncK plasmid, whereas AmpC-positive strains were negative for known plasmid
types. This study demonstrated persistence of CMY beta-lactamases in one LTCF, but also dissemination of the aforemen-
tioned resistance determinants to another nursing home and to the community setting. Akin to other studies, there was a
trend of cephalosporinase dynamic switch from TEM variants to CTX-M and CMY. Therefore, accurate and swift laboratory
identification of cephalosporinase type is becoming pivotal for appropriate choice of treatment.

Key words: Cephalosporinase - genetics; Cephalosporins — pharmacology; Proteus mirabilis — genetics; Drug resistance,

bacterial — drug effects, genetics; Beta-lactamases - genetics, metabolism; Plasmids - analysis, genetics; Microbial
sensitivity tests; Croatia — epidemiology
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