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Sazetak

akterijska vrsta Escherichia coli (E. coli) jest gram-negativna Stapicasta bakterija koja ¢ini znatan

dio mikrobiote crijeva svih toplokrvnih Zivotinja, a istodobno je i jedna od najc¢es¢ih uzrocnika infek-

cija u humanoj i veterinarskoj medicini. U lijecenju infekcija uzrokovanih ovom bakterijom najcesce

se, zbog njihova Sirokog spektra djelovania i niske toksi¢nosti, koriste beta-laktamski antimikrobni
liiekovi. No nepotrebna, prekomjerna i testo neodgovarajuca primjena antibiotika rezultirala je selekcijom
sojeva otpornih na jedan ili vise antimikrobnih lijekova. Najéesci mehanizam odgovoran za rezistenciju na
beta-laktame kod bakterije E. colijest tvorba enzima beta-laktamaza koji hidroliziraju beta-laktamski prsten
antibiotika ¢ineci ga nedjelotvornim. Dosad su otkrivene i opisane brojne vrste beta-laktamaza, a osobito su
vazne beta-laktamaze prosirenog spektra (engl. extended spectrum B-lactamase, ESBL). To su enzimi koji
razgraduju peniciline, cefalosporine i monobaktame, ali ne i cefamicine i karbapeneme, a inhibiraju ih inhibito-
ri beta-laktamaza, kao sto je klavulanska kiselina. Medu njima najvecu klinicku vaznost imaju enzimi CTX-M,
potom skupine enzima TEM i SHV, a sve su navedene skupine rasirene u cijelom svijetu. Geni odgovorni za
tvorbu ESBL-a vecinom se nalaze na plazmidima pa se lako prenose iz jedne bakterijske stanice u drugu, a
uz njih se ¢esto nalaze i geni odgovorni za rezistenciju na lijekove drugih skupina, Sto izolate ¢ini multirezi-
stentnima. Zbog ogranicenih terapijskih moguc¢nosti i opasnosti od stjecanja novih mehanizama rezistencije
sojevi koji tvore ESBL velik su izazov za sve mikrobiologe i klinicare. Stoga je pravodobno prepoznavanije i
dokaz rezistentnih sojeva od presudne vaznosti prije primjene antimikrobnog lijeka i u humanoj i u veterinar-
skoj medicini. Osim toga nuzna je kontinuirana edukacija koja naglasava potrebu za racionalnom primjenom
antibiotika i suzbijanjem Sirenja rezistentnih i multirezistentnih izolata.
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Abstract

Escherichia coli (E. coli) is a Gram-negative, rod-shaped bacterium found in the gastrointestinal tract of
warm-blooded animals and humans as part of the normal intestinal microbiota, but is also one of the most
common causes of bacterial infections in human and veterinary medicine. Because of their broad spectrum
and low toxicity, beta-lactam antimicrobials are currently the most widely used class of antibacterial agents
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for the treatment of infections caused by E. coli strains. However, the widespread and often inappropriate
use of antimicrobials has led to the emergence of resistant bacterial isolates. The predominant mechanism
of B-lactam resistance in E. coliis the production of B-lactamases, which inactivate antibiotics by hydrolysis
of the B-lactam ring. To date, many different B-lactamases have been detected, with extended spectrum
B-lactamases (ESBLs) being the most important. ESBLs are enzymes capable of hydrolyzing penicillins,
cephalosporins, and monobactams, but not cephamycins or carbapenems, and are inhibited by B-lactamase
inhibitors such as clavulanic acid. The predominant and clinically the most important ESBLs belong to the
CTX-M family, followed by the TEM and SHV families, which are found throughout the world. ESBLs are often
encoded by genes located on plasmids, allowing them to spread among bacteria, and they also carry genes
for resistance to other classes of antimicrobial agents, making bacterial strains multidrug resistant. Due
to the limited therapeutic options and the risks associated with the acquisition of new resistance mechani-
sms, ESBL-producing strains pose a major challenge to microbiologists and clinical therapists. Therefore,
laboratory detection of resistant strains is of great importance prior to the use of an antimicrobial agent in
human and veterinary medicine. Moreover, continuous education emphasizing the rational use of antibiotics

is necessary to prevent the spread of resistant and multidrug-resistant bacteria.
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Uvod

Bakterijska vrsta Escherichia coli (E. coli) jest
gram-negativna Stapicasta bakterija iz porodice En-
terobacteriaceae koja €ini znatan dio mikrobiote cri-
jeva svih toplokrvnih Zivotinja, ali je istodobno i jedna
od najéescih uzrocnika najrazlicitijih infekcija u hu-
manoj i veterinarskoj medicini.

Sojevi bakterije E. coli mogu se podijeliti u dvije
skupine. Prvu skupinu ¢ine komenzali koji, kao dio
crijevne mikrobiote, za zdrav organizam nisu Stetni.
Drugoj skupini pripadaju patogeni sojevi koji uzrokuju
crijevne i izvancrijevne infekcije u zdravih jedinki.

Bakterija E. coli urodeno je osjetljiva na mnoge
antimikrobne lijekove pa se u lijecenju infekcija
uzrokovanih ovom bakterijom, kao i ostalih
gram-negativnih  bakterija, primjenjuju  beta-
laktamski antibiotici, fluorokinoloni, aminoglikozidi,
sulfonamidi, tetraciklini i nitrofurantoin (Doi i sur.,
2017.). No prekomijerna i ¢esto neodgovarajuca pri-
mijena antibiotika rezultirala je selekcijom sojeva
otpornih na jedan ili vise antimikrobnih lijekova. En-
terobakterije mogu razviti rezistenciju promjenom
cilinog mjesta vezanja lijeka, proizvodnjom enzima
koji inaktiviraju lijek, mehanizmom pojac¢anog izba-
civanja lijeka iz stanice ili smanjenom propusnoscu
stanicne stijenke za prolazak antimikrobnog lijeka.
Kod vrste E. coli osobito je vazna stecena rezisten-
cija na beta-laktamske antibiotike koji se najcesce
primjenjuju u lijecenju infekcija zbog njihova Sirokog
spektra djelovanja i niske toksi¢nosti. Kod gram-
negativnih bakterija, pa tako i kod vrste E. coli, naj-
¢es¢i mehanizam odgovoran za rezistenciju na be-
ta-laktame jest tvorba enzima beta-laktamaza koji
hidroliziraju beta-laktamski prsten antibiotika cineci
ga nedjelotvornim (Andrasevic i sur., 2009.).

Beta-laktamaze

Beta-laktamaze su bakterijski enzimi koji hidro-
lizom razgraduju beta-laktamski prsten penicilina,
cefalosporina, monobaktama i karbapenema, a proi-
zvode ih i gram-negativne i gram-pozitivne bakterije.
Beta-laktamaze gram-negativnih bakterija nalaze se
u periplazmatskom prostoru bakterijske stanice te
inaktiviraju antibiotik prije nego Sto stigne do ciljnog
mijesta, dok gram-pozitivne bakterije uglavnom pro-
izvode ekstracelularne beta-laktamaze (Livermore,
1995.).

Djelotvornost beta-laktamaza ovisi o njihovu
afinitetu za odredeni supstrat, brzini hidrolize sup-
strata, kolicini izlutenoga enzima i propusnosti
vanjske membrane gram-negativnih bakterija (Be-
deni¢, 2004.). Beta-laktamaze sa serinskim aktiv-
nim mjestom inaktiviraju peniciline, cefalosporine
i monobaktame, a enzimi koji pomocu iona cinka
(Zn2+) inaktiviraju beta-laktamski prsten penicilina,
cefalosporina i karbapenema ¢ine maniji broj be-
ta-laktamaza i nazivaju se metalo-beta-laktamaze
(engl. metallo-beta-lactamases, MBLs) (Livermore,
1995.).

Prema genetskom podrijetlu beta-laktamaze
mogu biti kromosomske ili plazmidne. Kromosom-
ske beta-laktamaze kodirane su genima smijeste-
nima na bakterijskom kromosomu, a rezistencija
posredovana njima moze biti konstitutivna ili indu-
cibilna. Konstitutivne beta-laktamaze neprekidno se
stvaraju neovisno o prisutnosti antibiotika. Inducibil-
ne beta-laktamaze stvaraju se u znatnim kolicinama
samo kad je bakterijska stanica izloZzena djelovanju
beta-laktamskih antibiotika (Livermore, 1995.).
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Plazmidne beta-laktamaze kodirane su genima
smijeStenima na pokretnim genskim elementima kao
sto su plazmidi i transpozoni. Rezistencija koju uzro-
kuju prenosiva je iz jedne bakterijske stanice u drugu
i za razliku od kromosomskih beta-laktamaza nisu
specifitne za vrstu pa se mogu Siriti medu razlicitim
bakterijskim vrstama i rodovima (Samaha-Kfoury i
sur., 2003.). Stoga je zbog pravilna odabira djelo-
tvornog antimikrobnog lijeka iznimno vazno Sto prije
otkriti je li rije¢ o infekciji rezistentnim sojevima (Be-
deni¢, 2004.). Nadalje, geni koji kodiraju beta-lakta-
maze najcesce se na plazmidima nalaze zajedno s
genima odgovornima za rezistenciju na druge skupi-
ne antimikrobnih lijekova kao Sto su aminoglikozidi,
tetraciklini i sulfonamidi, Sto dodatno komplicira lije-
¢enje (Bedenic i sur., 2015.).

Osim prema genetskom podrijetlu i nacinu ek-
spresije aktivnosti, beta-laktamaze mozemo podi-
jeliti prema funkcionalnim i molekularnim znacajka-
ma. Postoiji vise funkcionalnih podjela koje se teme-
lie na hidrolitickoj aktivnosti enzima (supstratnom
profilu), osjetljivosti na inhibitore beta-laktamaza,
izoelektri¢noj tocki i molekularnoj masi. Danas je
u primjeni Bush-Jacoby-Medeirosova funkcionalna
podijela na temelju koje su beta-laktamaze podijelje-
ne prema fenotipskim obiljezjima (spektar djelovanja
na odgovarajuce beta-laktame i osjetljivost na inhibi-
tore beta-laktamaza) u Cetiri skupine i niz podskupi-
na (Bush i sur., 1995.; Bush, 2001.). Supstratni profil
odreduje se na temelju brzine razgradnje odredenog
supstrata, pa tako razlikujemo penicilinaze, cefalos-
porinaze i druge enzime. Nedostatak ovakve podjele
nalazi se u €injenici da tockaste mutacije gena koji
kodiraju za beta-laktamaze znatno mijenjaju speci-
fitnost prema supstratu i osjetljivost na inhibitore te
na taj nacin mijenjaju skupinu u koju je enzim svrstan
(Bedeni¢, 2004.).

Molekularna podjela temelji se na odredivaniju sli-
jeda nukleotida i aminokiselina, pa tako Amblerova
podjela dijeli beta-laktamaze u cetiri skupine ozna-
¢ene slovima od A do D. Skupini A, C i D pripada-
ju serinske beta-laktamaze koje na svom aktivhom
mijestu posjeduju aminokiselinu serin, dok skupinu B
tine metalo-beta-laktamaze koje za svoju aktivnost
zahtijevaju cinkove ione (Ambler i sur., 1991.).

Kronologija otkrica beta-laktamaza

Klinicka uporaba penicilina koja je zapocela 1944.
godine djelovala je selekcijski na stafilokoke s plaz-
midnim genima koji kodiraju za penicilinaze, pa je
sredinom 80-ih godina vise od 90 % stafilokoka bilo
otporno na penicilin (Bradford, 2001.). Uvodenie be-
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ta-laktamskih antibiotika djelotvornih protiv gram-
negativnih bakterija 60-tih godina proslog stoljeca
rezultiralo je razvojem sli¢nih mehanizama rezisten-
cije, kad se pojavljuju i prve plazmidne beta-lakta-
maze Sireg spektra od penicilinaza odgovorne za re-
zistenciju na peniciline i cefalosporine prve genera-
cije. Toj skupini pripadaju TEM-1, TEM-2, SHV-1, ROB,
BRO, OXA i PSE beta-laktamaze. Najzastupljenija
plazmidna beta-laktamaza jest TEM-1 beta-laktama-
za prvi put dokazana 1965. godine kod bakterije E.
coli, a nakon toga i kod brojnih drugih enterobakte-
rija. Danas oko 20 - 60 % enterobakterija, ovisno
o geografskom podrucju i vrsti bakterije, posjeduje
TEM-1 beta-laktamazu (Bedeni¢, 2004.).

Dvadesetak godina nakon otkric¢a prvih plazmid-
nih beta-laktamaza sintetizirani su novi beta-lak-
tamski antibiotici otporni na hidroliticko djelovanje
TEM-1i SHV-1 beta-laktamaza. Tada se za lijecenje
infekcija uzrokovanih gram-negativnim bakterijama
pocinju primjenijivati oksiimino-cefalosporini (ce-
fotaksim, ceftazidim, ceftriakson). No pretjerana
upotreba cefalosporina trece generacije, zbog se-
lekcijskog pritiska, rezultirala je pojavom mutacija
u genima za TEM i SHV enzime i omogucila prila-
godbu bakterija na nove beta-laktamske antibiotike
(Bradford, 2001.). Novonastali enzimi iz TEM i SHV
porodice hidroliziraju cefalosporine prve, druge i
trece generacije, aminopeniciline i monobaktame,
ali ne i karbapeneme, a osjetljivi su na djelovanje
klavulanske kiseline, tazobaktama i sulbakta-
ma (Gniadkowsky, 2001.; Bedeni¢, 2004.; Patter-
son i Bonomo, 2005.).

Prvi u nizu novih beta-laktamaza, enzim SHV-2,
izdvojen u Njemackoj iz bakterijske vrste Klebsiella
ozaenae, djelovao je na sve postojece cefalospori-
ne te su on i svi poslije otkriveni enzimi nazvani be-
ta-laktamaze prosirenog spektra (engl. extended
spectrum B-lactamase, ESBL) (Kliebe i sur., 1985.).

Ubrzo nakon pojave derivata enzima TEM i SHV
pojavila se nova skupina enzima koja ima visoki afi-
nitet za cefotaksim, pa je nazvana CTX-M, a vrlo se
brzo prosirila i postala dominantna skupina beta-
laktamaza prosirenog spektra (Poirel i sur., 2002.).

Osim navedenih skupina ESBL-a, dokazane su i
brojne nesrodne beta-laktamaze sli¢na djelovanija.
To su primijerice enzimi skupine OXA koji djeluju na
oksiimino-cefalosporine, a slabije ih inhibira klavu-
lanska kiselina; plazmidne AmpC cefalosporinaze
koje djeluju na cefalosporine, a otporne su na djelo-
vanje klavulanske kiseline i GES enzimi koji imaju ista
svojstva kao ESBL s djelovanjem i na karbapeneme
(Bradford, 2001.; Philippon, 2002.; Queenan i Bush,
2007.).




Osim u humanoj medicini, pojava i Sirenje beta-
laktamaza, pa tako i ESBL-a, zabiljeZena je i u veteri-
narskoj medicini. Bakterije koje tvore ESBL izdvojene
su iz gotovo svih domacih i nekih divljih Zivotinja, iz
njihova neposrednog okolisa te iz proizvoda Zivotinj-
skog podrijetla (Nobrega i Brocchi, 2014.). Danas se
Zivotinje i njihovi proizvodi, kao Sto su kozje i oveje
mlijeko te meso peradi, smatraju vaznim rezervo-
arima ESBL pozitivnih bakterija koje su prijeteci
problem javnom zdravlju (Alegria i sur., 2020.). U
istrazivanjima provedenima u veterinarskoj medicini
u Hrvatskoj zabiljezeni su sojevi bakterije E. coli koji
tvore TEM beta-laktamaze izdvojeni iz crijeva svinja,
CTX-M pozitivni sojevi E. coli izdvojeni iz pasa te
izolati bakterije Klebsiella pneumoniae (K. pneumo-
niae) izdvojeni iz pasa, a koji su istodobno tvorili i
TEM i CTX-M beta-laktamaze (Kompes, 2010.; Bede-
ni¢ i sur., 2014.; Pintaric i sur., 2017.).

Beta-laktamaze prosirenog spektra (ESBL)

Vecina ESBL-a derivati su TEM ili SHV enzima i
nalazimo ih kod bakterijskih vrsta iz porodice Ente-
robacteriaceae, najcesce u vrsta E. colii K. pneumo-
niae. Uzrok su rezistencije na peniciline, cefalospori-
ne (ukljucujuci trecu i Cetvrtu generaciju) i monobak-
tame (aztreonam), ali ne i na cefamicine (cefoksitin)
i karbapeneme (Patterson i Bonomo, 2005.). Sojevi
koji tvore ESBL osjetljivi su na djelovanje inhibitora
beta-laktamaza kao Sto su klavulanska kiselina, sul-
baktam i tazobaktam (Gniadkowsky, 2001.).

Prema Bush-Jacoby-Medeirosovoj podieli ESBL
pripadaju skupini 2be i onim beta-laktamazama iz
skupine 2d koje dijele osnovne karakteristike skupi-
ne 2be (Bush i sur., 1995.; Bush, 2001.). Prema Am-
blerovoj klasifikaciji svrstane su u molekularnu sku-
pinu A uz iznimku OXA skupine enzima koja se nalazi
u skupini D (Ambler i sur., 1991.).

TEM beta-laktamaze prosirenog spektra

Najc¢eSca beta-laktamaza pronadena kod gram-
negativnih bakterija jest TEM-1 beta-laktamaza. Kod
gotovo 90 % sojeva E. coli rezistentnih na ampicilin
rezistencija je posredovana TEM-1 beta-laktama-
zom (Livermore, 1995.). Osim na ampicilin TEM-1
beta-laktamaza uzrokuije i rezistenciju na penicilin te
cefalosporine starijih generacija, poput cefalotina i
cefaloridina (Bradford, 2001.). Enzim TEM-2 prvi je
derivat TEM-1 beta-laktamaze od koje se razlikuje
samo po jednoj promijeni u aminokiselinskom sa-
stavu, a koja nije uzrokovala promjenu supstratnog
profila (Bradford, 2001.). Beta-laktamaza TEM-3, iz-
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dvojena 198S. godine, prva je beta-laktamaza koja
rezistentnom soju daje ESBL fenotip (Sougakoff i
sur., 1988.). Nastala je od TEM-2 beta-laktamaze
od koje se razlikuje u dvije aminokiseline u protein-
skom slijedu: mutacija na kodonu 102 promijenila je
aminokiselinu glutamin u aminokiselinu lizin, a na ko-
donu 236 aminokiselinu glicin u aminokiselinu serin
(Sougakoff i sur., 1988.).

Velik broj tockastih mutacija na razlicitim pozici-
jama rezultirao je velikim brojem razlicitih TEM be-
ta-laktamaza (Hujer i sur., 2001.). lako ih najcesce
nalazimo kod enterobakterija, posebice u vrsta E.
coli i K. pneumoniae, nalazimo ih i u gram-negativ-
nih bakterija koje ne pripadaju toj porodici (Bradford,
2001.). Primijerice TEM-42 beta-laktamaza pronade-
na je kod bakterije Pseudomonas aeruginosa (P ae-
ruginosa) (Mugnier i sur., 1996.).

SHV beta-laktamaze prosirenog spektra

SHV beta-laktamaze najtesce nalazimo kod bak-
terijske vrste K. pneumoniae, a dokazane su i kod
sojeva E. coli, Citrobacter diversus i P aerugino-
sa (Bradford, 2001.). Kod bakterijske vrste K. pne-
umoniae SHV beta-laktamaza kodirana je genima
smijestenima na kromosomu, dok je u ostalih bakte-
rijskih vrsta iz porodice Enterobacteriaceae kodirana
plazmidnim genima (Livermore, 1995.).

Zbog manjeg broja mutacija na genima koji ko-
diraju za SHV beta-laktamaze, ne postoji tako velik
broj derivata ovog enzima kao Sto je to slucaj kod
TEM beta-laktamaza. Vecina derivata SHV beta-lak-
tamaza uzrokuje ESBL fenotip kod rezistentnih soje-
va, iako je dosad pronadena jedna varijanta, SHV-10,
koja je otporna na djelovanje inhibitora beta-lakta-
maza, Sto nije karakteristika beta-laktamaza prosi-
renog spektra (Prinarakis i sur., 1997.).

CTX-M beta-laktamaze prosirenog spektra

Relativno nova skupina plazmidnih ESBL-a ima
velik afinitet prema cefotaksimu, pa je prema tome
cijela skupina dobila naziv CTX-M beta-laktama-
ze (Poirel i sur., 2002.; Dutour i sur., 2002.). Ovi
enzimi hidroliziraju cefalotin ili cefaloridin bolje od
benzilpenicilina i pokazuju veci afinitet za cefotaksim
nego za ceftazidim (Bradford i sur., 1998.). Osjetlji-
vi su na inhibitore beta-laktamaza, a tazobaktam ih
inhibira bolje nego sulbaktam ili klavulanska kiselina
(Bradford, 2001.). CTX-M beta-laktamaze nisu usko
povezane s TEM i SHV beta-laktamazama, a s njima
pokazuju samo oko 40 % sli¢nosti u slijedu aminoki-
selina (Bradford, 2001.).
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Smatra se da su CTX-M enzimi potekli od kro-
mosomske AmpC beta-laktamaze bakterijske vr-
ste Kluyvera ascorbata zbog velike sli¢nosti s tim
enzimom (Bradford, 2001.). Prva CTX-M beta-lakta-
maza, nazvana CTX-M-1, otkrivena je pocetkom de-
vedesetih godina u Njemackoj u izolatu bakterije E.
coli (Bauernfeind i sur., 1990.). Nakon toga otkriven
je niz slicnih enzima rezistentnih na cefotaksim koji
se danas prema svom aminokiselinskom sastavu di-
jele u nekoliko skupina: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8,
CTX-M-9 i CTX-M-25 (Ramos, 2020.).

lako je prva CTX-M beta-laktamaza otkrivena
krajem 80-ih godina, ovi enzimi nisu bili prosSireni
do prvog desetljeca 2000-tih godina. Tada je uoce-
no njihovo sirenje u cijelom svijetu, a za njihovu sve
vecu rasprostranjenost najodgovornijom se sma-
tra bakterija E. coli (Canton i sur., 2012.). Danas su
CTX-M beta-laktamaze najrasprostranjenija skupina
ESBL kod izolata humanog i Zivotinjskog podrijetla
(Valentin i sur., 2014.; Bedenic i sur., 2015.; Gundran
isur., 2019.).

OXA beta-laktamaze

Beta-laktamaze skupine OXA odgovorne su za
rezistenciju na aminobenzil-peniciline (ampicilin) i
prvu generaciju cefalosporina (cefalotin), a slabo
su inhibirane klavulanskom kiselinom (Bush i sur.,
1995.). Nadalje, pokazuju znatnu hidroliticku aktiv-
nost prema oksacilinu i kloksacilinu prema ¢emu su
dobile naziv oksacilinaze (engl. oxacilin hydrolysing,
OXA) (Bush i sur., 1995.). Porodica OXA enzima da-
nas je druga prema veli¢ini porodica B-laktamaza, a
pojedini njezini pripadnici uzrokuju ESBL fenotip koji
vecinom podrazumijeva rezistenciju na ceftazidim.
Najcesci predstavnici skupine OXA jesu enzimi OXA-
11 OXA-10 te njihovi derivati (Bush i sur., 1995.).

OXA beta-laktamaze karakteristicne su za vr-
stu P aeruginosa kod koje su prvi put i dokaza-
ne (Bradford, 2001.; Poirel i sur., 2001.). U Velikoj
Britaniji kod bakterijske vrste Acinetobacter bau-
mannii dokazana je OXA-23, beta-laktamaza koja
hidrolizira karbapeneme i ima samo 36 % sli¢nosti
u aminokiselinskom slijedu s OXA-10 (Poirel i sur.,
2001.).

AmpC beta-laktamaze

Kromosomske AmpC beta-laktamaze posjeduju
sve enterobakterije osim onih iz rodova Salmone-
lla i Klebsiella te bakterijskih vrsta P mirabilis, Shi-
gella flexnerii Shigella dysenteriae (Philippon i sur.,
2002.). Njihova je ekspresija inducibilna, osim u bak-
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terijskih vrsta E. colii roda Shigella u kojih je obi¢no
konstitutivna i niske razine (Livermore, 1995.).

AmpC beta-laktamaze razgraduju peniciline, ce-
falosporine druge i trece generacije te monobakta-
me (aztreonam), ali za razliku od ESBL-a, razgraduju
i cefamicine (cefoksitin), a nisu osjetljive na komer-
cijalno dostupne inhibitore beta-laktamaza (Black i
sur., 2005.).

Plazmidne AmpC beta-laktamaze nastale su pri-
jenosom kromosomskog gena ampC na plasmid Sto
je omogucilo prijenos tog gena izmedu bakterija istih
ili razlicitih vrsta (Bedenic i sur., 2015.), nisu induci-
bilne i to ih razlikuje od kromosomskih AmpC beta-
laktamaza (Thomson, 2001.).

Prva plazmidna AmpC beta-laktamaza odgo-
vorna za otpornost na cefamicine, peniciline, ok-
siimino-cefalosporine i monobaktame otkrivena
je krajem 80-ih godina u izolatu K. pneumoniae, a
mogla se prenijeti na izolat E. coli (Bauernfeind i
sur., 1989.). Enzim je nazvan CMY-1 zbog svoje ak-
tivnosti na cefamicine i vece je osjetljivosti na sul-
baktam negoli na klavulansku kiselinu ili tazobak-
tam (Philippon i sur., 2002.).

Do danas je poznato vise razlicitih tipova ovih en-
zima, kao Sto su MIR, CMY, BIL, FOX, MOX ili LAT, a
najcesci i geografski najzastupljeniji jest enzim CMY-
2 (Philippon i sur., 2002.).

Ostali ESBL-i

Vecina beta-laktamaza prosirenog spektra dje-
lovanja derivat su TEM ili SHV beta-laktamaza ili se
mogu svrstati u neku od novijih porodica ESBL-a. No
posljednjih dvadesetak godina otkrivene su i drugi
ESBL-i koji nisu srodne dotad opisanim skupinama
enzima (Bradford, 2001.).

Prvi je takav enzim PER-1 beta-laktamaza otkri-
vena u Turskoj u izolatu P aeruginosa, a poslije i u
drugih bakterija kao Sto su S. Typhimurium i Acine-
tobacter baumanii. Beta-laktamaza PER-2, takoder
dokazana kod sojeva 5. Typhimurium, posjeduje 86
% slienosti u aminokiselinskom slijedu s PER-1 beta-
laktamazom. Jos jedan enzim povezan s PER-1 beta-
laktamazom jest VEB-1 beta-laktamaza izolirana iz
bakterije E. coli izdvojene iz pacijenta u Vijetnamu,
ali je potom dokazana i u izolatu bakterijske vrste P
aeruginosa izolirane iz pacijenta s Tajlanda. Sljedeci
enzim povezan s prethodnima jest CME-1, izoliran
iz bakterijske vrste Chryseobacterium meningo-
septicum. Peti enzim u ovoj skupini jest TLA-1 utvr-
den u izolatu bakterije E. coliizolirane iz pacijenta u
Meksiku (Bradford, 2001.).




Navedene beta-laktamaze (PER-1, PER-2, VEB-
1, CME-1, TLA-1) pokazuju samo 40 - 50 % sli¢no-
sti u strukturi, a razlog su otpornosti na oksiimi-
no-cefalosporine (osobito ceftazidim) i aztreonam
(Bradford, 2001.).

Ovoj skupini pripadaju i slabije zastupljene SFO-
11 GES-1 beta-laktamaze slicna djelovanja kao ESBL
(Bradford, 2001.; Shaikh i sur., 2015.).

Beta-laktamaze otporne na inhibitore beta-
laktamaza

Ova skupina beta-laktamaza otpornih na djelo-
vanje inhibitora beta-laktamaza (engl. inhibitor re-
sistant, IRT) nije odgovorna za ESBL fenotip, ali o
njima se najtesce raspravlja zajedno s ESBL-om jer
su takoder derivati enzima TEM ili SHV (Bradford,
2001.).

Pocetkom 1990-ih godina otkrivene su beta-lak-
tamaze otporne na djelovanje klavulanske kiseline, a
sekvenciranjem je dokazano da su ti enzimi varijante
TEM-1i TEM-2 beta-laktamaza. Nazvane su TRI-1 i
TRI-2 (engl. TEM resistant to B-lactamase inhibitors,
TRI) (Bradford, 2001.).

Dokazano je najmanije 19 razlicitih vrsta inhibitor-
rezistentnih TEM beta-laktamaza, a najcesce se na-
laze u sojeva E. coli, a potom i u vrsta K. pneumo-
niae, Klebsiella oxytoca (K.oxytoca), Proteus mirabilis
(P mirabilis) i Citrobacter freundii (Bradford, 2001.).

lako su inhibitor-rezistentni TEM enzimi otporni
na djelovanije klavulanske kiseline i sulbaktama, te
samim time i na kombinaciju beta-laktamskog anti-
biotika s navedenim inhibitorima (amoksicilin-klavu-
lanska kiselina, tikarcilin-klavulanska kiselina i ampi-
cilin-klavulanska kiselina), osjetljivi su na djelovanje
inhibitora tazobaktama, odnosno kombinaciju pipe-
racilina i tazobaktama (Bradford, 2001.).

Tockaste mutacije koje dovode do IRT fenotipa
pojavljuju se na nekoliko specificnih mjesta unutar
strukturnog gena za enzim TEM: metionin-69, argi-
nin-244, arginin-275 i asparagin-276. Pozicije ovih
mutacija razlikuju se od onih koje dovode do ESBL
fenotipa (Bradford, 2001.).

Laboratorijska dijagnostika ESBL-a

Sve veci broj ESBL pozitivnih enterobakterija za-
htijeva razvoj odgovarajucih laboratorijskih postupa-
ka kojima ¢e se pouzdano moci dokazati prisutnost
ovih enzima u klinickim izolatima.

Prema smjernicama Instituta za standarde u kli-
nickom laboratoriju (Clinical Laboratory Standard
Institution, CLSI) za prepoznavanje tvorbe ESBL-
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a kod vrsta K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli i P
mirabilis provodi se inicijalni probirni test pomocu
disk-difuzijskog postupka s dijagnostickim diskovima
cefpodoksima, ceftazidima, aztreonama, cefotaksi-
ma i ceftriaksona. Ako se dokaze smanjena osjet-
liivost na neki od spomenutih antibiotika, provode
se testovi za dokazivanje tvorbe ESBL-a koji se dijele
na fenotipske i molekularne postupke.

Postupci fenotipske dijagnostike

Fenotipski postupci temelje se na sinergijskom
djelovanju cefalosporina trece generacije, kao sto
su ceftazidim i cefotaksim, i nekog inhibitora beta-
laktamaza, najcesce klavulanske kiseline. Mogu se
provesti na vise nacina, a uobitajeno su u uporabi
postupak kombiniranih diskova i postupak dvostru-
kog disk-sinergijskog testa (DDST).

Prema smijernicama CLSIl-ja nakon pozitivhog
probirnog testa provodi se postupak kombiniranih
diskova kao potvrdni test za tvorbu ESBL-a. Na Pe-
trijevu plo¢u (@ 90 mm) s Mueller-Hintonovim aga-
rom nanosi se ispitivani izolat te se nakon kratkoga
susenja na plo¢u postavljaju dijagnosticki antibiotski
diskovi ceftazidima i cefotaksima i diskovi istih an-
tibiotika uz dodatak klavulanske kiseline. Ploce se
inkubiraju 18 — 24 sata na 35 - 37 °C. Klavulanska
kiselina inhibira djelovanje ESBL-a te na taj natin
povecava osjetljivost pretrazivanog izolata na cefa-
losporine. Prema kriterijima CLSI-ja povecanje zone
inhibicije od 5 mm i viSe u korist diska koji sadrzava
klavulansku kiselinu smatra se ESBL pozitivnim te-
stom (Anonymus, 2018.).

U rutinskom radu klini¢kih mikrobioloskih labora-
torija primjenjuje se i dvostruki disk-sinergijski test.
Na Petrijevu plocu (@ 90 mm) s Mueller-Hintonovim
agarom nanosi se istrazivani izolat te se na plocu
postavljaju tri dijagnosticka diska. U sredinu se po-
stavlja disk s amoksicilin-klavulanskom kiselinom,
a sa svake strane po jedan od cefalosporina trece
generacije (ceftazidim, ceftriakson, cefotaksim).
Diskovi se postavljaju tako da udaljenost od sredine
jednog diska do sredine drugog diska iznosi 20 mm.
Ako izolat tvori ESBL, dolazi do Sirenja inhibicijske
zone cefalosporina prema disku s klavulanskom ki-
selinom (Thomson i sur., 1992.).

Postupci molekularne dijagnostike

Buduci da fenotipske metode dokazuju samo pri-
sutnost i tvorbu ESBL-a u ispitivanom soju, razvijene
su brojne molekularne metode za dokaz i identifika-
ciju ESBL gena.
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Za detekciju ESBL-a u uporabi su lan¢ana reak-
cija polimerazom (engl. polymerase chain reacti-
on, PCR), oligotipizacija (engl. oligotyping), analiza
duzine restrikcijskih odsjecaka (engl. restriction
fragment length polymorphism analysis of polyme-
rase chain reaction, PCR-RFLP) i analiza polimorfiz-
ma konformacije jednolantane DNA (engl. polyme-
rase chain reaction single-strand conformational
polymorphism, PCR-SSCP).

Lanctana reakcija polimerazom najces¢i je mole-
kularni postupak za dokaz prisutnosti i identifikaciju
beta-laktamaza, u kojoj se koriste oligonukleotid-
ne pocetnice (prajmeri, engl. primers) specifitne
za gene pojedinih skupina i tipova beta-laktamaza
(Bradford, 2001.).

Lijecenje

Bakterije koje posjeduju gene za ESBL sposob-
ne su razgraditi mnoge beta-laktamske antibiotike,
Sto znatno suzava izbor lijekova za lije¢enje infekci-
ja uzrokovanih tim sojevima. lako su in vitro ESBL
sojevi E. coli osjetljivi na pojedine cefalosporine te
kombinacije beta-laktamskih antibiotika i inhibitora
beta-laktamaza, navedeni lijekovi i njihove kombina-
cije rijetko su prvi izbor u lije¢enju (Gundran i sur.,
2019.). Nadalje, geni koji kodiraju za ESBL na plaz-
midima najcesce dolaze zajedno s genima odgovor-
nima za rezistenciju na druge skupine antimikrobnih
liiekova, kao Sto su aminoglikozidi, tetraciklini i sul-
fonamidi, 5to dodatno komplicira lije¢enje (Bedenic i
sur., 2015.). Stoga su karbapenemi u humanoj medi-
cini €esto prvi izbor u lije¢enju infekcija uzrokovanih
ESBL sojevima E. colii K. pneumoniae (Shaikh i sur.,
2015.). No s obzirom na sve ucestaliju pojavu sojeva
rezistentnih i na karbapeneme, te zbog nedostatka
djelotvornih antimikrobnih lijekova, u lije¢enju infek-
cija uzrokovanih multirezistentnim bakterijama iz
porodice Enterobacteriaceae takoder se mogu pri-
i kolistin (Shaikh i sur., 2015.; Mazzariol i sur., 2017.;
Gundranisur., 2019.). Ovakav je profil multirezisten-
tnih izolata velik problem u humanoj medicini jer se
najc¢esce nalaze u bolnicama gdje uzrokuju infekcije
koje se uobitajeno nazivaju hospitalnim, bolnickim ili
nozokomijalnim. Zbog izrazito suzenog izbora antibi-
otika djelotvornih u lijecenju ovih infekcija, sojevi E.
colikoji istodobno tvore ESBL i karbapenemaze nasli
su se visoko na listi mikroba koji ugrozavaju ljudsko
zdravlje i zbog kojih je potrebno sintetizirati nove
antibiotike, a koju je 2017. godine izdala Svjetska
zdravstvena organizacija (World Health Organizati-
on, WHO).
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Zakljucak

Zbog bakterijske tvorbe beta-laktamaza ne-
prestano se povecava ucestalost infekcija uzro-
kovanih bakterijama otpornim na beta-laktamske
antibiotike. Buduc¢i da ovu vrstu rezistencije osobito
potite nepotrebna, prekomjerna ili neodgovarajuca
upotreba antibiotika, mjere kontrole prilikom njihove
upotrebe iznimno su vazne u kontroli Sirenja ESBL
pozitivnih sojeva. Cinjenica je da se geni koji kodiraju
ESBL lako Sire medu bakterijama iste, ali i razlicitih
vrsta, velik problem i u humanoj i u veterinarskoj
medicini koje se, kako danas znamo, stalno susrecu i
ispreplecu. Zbog ogranitenih terapijskih moguc¢nosti
i opasnosti od stjecanja novih mehanizama rezisten-
cije sojevi koji tvore ESBL velik su izazov za sve mi-
krobiologe i klinicare. Stoga je prepoznavanje i dokaz
rezistentnih sojeva od presudne vaznosti prije pri-
mjene antimikrobnog lijeka i u humanoj i u veterinar-
skoj medicini.

Kontinuirani nadzor nad Sirenjem ESBL pozitivnih
izolata, uz multidisciplinarnu suradnju u okviru pri-
stupa Jedno zdravlje (engl. One health), nuzan je
kako bi se ovaj problem barem donekle drzao pod
kontrolom.
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