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U podrucju istrazivanja i pracenja bakterijske rezistencije na antibiotike jedno od
najznadajnijih mjesta zauzimaju karbapenem rezistentne enterobakterije. Siroko su
rasprostranjene u cijelome svijetu, a posljednjih je godina sve veci broj opisanih karbapenem
rezistentnih vrsta reda Enterobacterales (1). Stovise, SZO objavila je popis bakterija za koje
su hitno potrebni novi antibiotici, a karbapenem rezistentne enterobakterije svrstane su medu
patogene najvise razine prioriteta pod nazivom “kriticno” (2). Razvoj bakterijske rezistencije
na antibiotike prirodan je proces, ali znacajno pod utjecajem izloZenosti antibioticima. lako je
uvjet pojacane izlozenosti antibioticima zadovoljen kod mnogih stanovnika zemalja u kojima
se antibiotici neprimjereno primjenjuju i koriste, opasnost rezistencije najizrazenija je u
hospitaliziranih pacijenata koji su tijekom boravka u bolni¢kim centrima cesto izlozeni
agresivnim terapijama i invazivnim metodama lijeCenja koje narusavaju sustave obrane od
patogena. Jedna od glavnih karakteristika ove populacije oslabljenost je otpornosti organizma
koja omogucava oportunistickim bakterijama da izazovu Sirok spektar teskih infekcija (3).
Kada dode do razvoja infekcije rezistentnim patogenom, suzenost izbora antimikrobne
terapije dovodi do sloZenosti preporuka za lijeCenje, porasta ucestalosti komplikacija koje
produljuju hospitalizaciju i povecane smrtnosti (4 — 6). Osim interakcijama izmedu samih
bakterija, Sirenje rezistencije potaknuto je neodgovaraju¢om provedbom postupaka asepse te
cirkulacijom pacijenata izmedu razli¢itih zdravstvenih ustanova i okruZenja poput smjestaja
za dugoro¢nu skrb, kao i izmedu razliitih odjela unutar iste ustanove (7, 8). Takoder, na
globalnoj razini posebnu vaznost imaju putovanja u endemske krajeve 1 primanje medicinske
skrbi u tim podru¢jima (6). Ozbiljnost rezistencije na antibiotike prepoznala je SZO

svrstavajuci je medu deset najvecih prijetnji ljudskom zdravlju 21. stoljeca (9).

1.1. Bakterijska rezistencija na karbapeneme

Suvremenu medicinu nemoguée je zamisliti bez primjene antibiotika u lijecenju
bakterijskih infekcija. Od njihovog otkrica do danas, zbog niske toksi¢nosti i visoke
ucinkovitosti u antimikrobnoj terapiji raznih infekcija, naj¢eS¢e se koriste B-laktamski
antibiotici (10). SteCena bakterijska rezistencija na antibiotike prisutna je od samih pocetaka
njihove primjene, a svojim Sirenjem postaje sve veci globalni problem. Isto vrijedi i za
B-laktame c¢ija vaznost uvjetuje posebnu zabrinutost. Pozornost zdravstvenih sustava i

farmaceutskih industrija, usmjerena na meticilin-rezistentne stafilokoke (MRSA) 1
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vankomicin-rezistentne enterokoke (VRE), poCetkom 21. stolje¢a preusmjerava se na Sirenje
rezistentnih gram-negativnih bakterija koje danas obiljezava visok stupanj rezistencije na
veéinu P-laktama i sve visi stupanj rezistencije na karbapeneme (11, 12). U kontekstu
rezistentnih gram-negativnih bakterija najCeS¢e se govori o rezistentnim vrstama rodova
Pseudomonas 1 Acinetobacter te o rezistentnim enterobakterijama. Iste se, s obzirom na to da
su Cesto rezistentne na veci broj antibiotika koji nisu medusobno sli¢ni, nazivaju i

multirezistentnim gram-negativnim bakterijama (11, 13).

1.1.1. Karbapenemi

Iako se primjena penicilina u klinickoj praksi biljezi od 1940. godine, njegova uloga u
lijeCenju infekcija uzrokovanih gram-negativnim bakterijama porasla je tek krajem 1950-ih
razvojem aminopenicilina (14). Nedugo nakon toga pokazalo se da je primjena ampicilina
ograniena jer su medu gram-negativnim vrstama otkrivene P-laktamaze poput TEM-1 i
SHV-1 (15). Privremeno rjeSenje pronaSlo se razvojem cefalosporina proSirenog spektra,
odnosno cefalosporina tre¢e generacije (16). Budu¢i da je na njihovo djelovanje vecina
gram-negativnih bakterija bila osjetljiva, po¢etkom 1980-ih predstavljeni su kao antibiotici
iznimne ucinkovitosti. Prvi uofeni mehanizam rezistencije na cefalosporine tre¢e generacije
bila je proizvodnja kromosomskih AmpC B-laktamaza koje su se ubrzo mobilizirale na
plazmide (17). Istovremeno dolazi do otkrivanja B-laktamaza proSirenog spektra (ESBL),
najprije mutiranih varijanti enzima SHV 1 TEM, a nakon toga i CTX-M, [-laktamaze
porijeklom iz klinicki beznaGajnog roda Kluyvera (15, 17). Sirenje ESBL sojeva
gram-negativnih bakterija, koje 1 danas traje, te njihova sklonost kontinuiranom Sirenju svoga
spektra rezistencije potaknuli su primjenu karbapenema, antibiotika najSireg spektra
djelovanja od do danas poznatih. Karbapenemi su polusinteticki derivati tienamicina,
potentnog prirodnog antibiotika. Stabilnost prema B-laktamazama posljedica je stereokemije
njihovog postranicnog lanca. Naime, za razliku od vecine ostalih B-laktama, karbapenemi
nemaju atom sumpora u biciklickoj jezgri, imaju hidroksietilnu skupinu na poloZaju 6 te
transkonfiguraciju izmedu pozicija 5 1 6 (18). Kao prvi karbapenem, imipenem je u klinicku
primjenu uveden 1985. godine (17). Zbog podloZnosti hidrolizi bubreZznom peptidazom,
primjenjuje se s cilastatinom, inhibitorom enzima. Stabilniji meropenem u klinicku primjenu
uveden je deset godina kasnije, a nakon toga uslijedila je 1 pojava ertapenema te doripenema
(19). Karbapenemi se slabo apsorbiraju gastrointestinalnim putem, te su zato dostupni u

obliku pripravaka za parenteralnu primjenu. Svi se izlucuju renalnom ekskrecijom, a njihov

2
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sigurnosni profil slican je profilu penicilina i1 cefalosporina. Stoga su i1 naj¢eS¢e nuspojave
sli¢ne nuspojavama drugih B-laktama, a uklju¢uju probavne smetnje i alergijske reakcije (18,
20). Mehanizam kojim karbapenemi postizu svoj ucinak temelji se na njihovoj interferenciji
sa sintezom bakterijske stani¢ne stijenke. Poput ostalih B-laktama, vezu se za enzime koji
reguliraju umrezavanje sastavnica peptidoglikana (PBP) te ih tako inhibiraju i1 posljedi¢no
naruSavaju funkciju stijenke u odrzavanju osmotskog gradijenta izmedu stanice i okoline, $to
rezultira smréu bakterije. Unutar takvog djelovanja pojedini se karbapenemi razlikuju u
farmakodinamickim svojstvima, ali svima im je zajedni¢ko da imaju visok afinitet vezanja za
PBP, da lako prolaze kroz porinske kanale vanjske membrane gram-negativnih bakterija te da

su otporni na hidrolizu ESBL enzimima i AmpC [-laktamazama (18, 21).

1.1.2. Mehanizami bakterijske rezistencije na karbapeneme

Glavni mehanizmi bakterijske rezistencije na karbapeneme su proizvodnja
karbapenemaza, hiperprodukcija efluks pumpi i smanjenje propusnosti vanjske membrane
(22). Karbapenemaze su B-laktamaze koje Sirinom svoga spektra hidroliziraju i karbapeneme
(23). Treba naglasiti da je rije¢ o skupini strukturno i1 funkcionalno razlicitih enzima, te da
zbog toga njihov hidroliticki spektar nije jedinstven. Drugim rijeCima, djelovanje
karbapenemaza varira izmedu pojedinih vrsta, a iste pokazuju i razliitu aktivnost prema
pojedinim [B-laktamima. Osim toga, produkcija karbapenemaza nerijetko je u istog
bakterijskog soja udruZena s drugim mehanizmima rezistencije, iz Cega proizlazi da je
rezistencija na karbapeneme pojava kompleksnija od interakcije karbapenemaza s
karbapenemima (24, 25). Iako se B-laktamaze preciznije klasificiraju na temelju funkcionalnih
karakteristika, zbog jednostavnosti se ceS¢e razvrstavaju prema njihovoj molekularnoj
strukturi. Najpoznatija takva podjela Amblerova je klasifikacija prema kojoj se
karbapenemaze nalaze u grupama A, B 1 D (26). Najznacajnije porodice karbapenemaza grupe
A su NMC, SME, IMI, KPC 1 GES. Uc¢inkovito hidroliziraju Sirok spektar penicilina,
cefalosporina, karbapenema i aztreonam. Od ostalih karbapenemaza razlikuju se po tome Sto
ih inhibira klavulanska kiselina te u odredenoj mjeri tazobaktam (27, 28). Kako je i opisano u
dijelu o epidemiologiji CRE u svijetu, KPC ima veliki potencijal epidemijskog Sirenja, stoga
je klinicki najznacajnija karbapenemaza grupe A (29). Karbapenemaze grupe B poznatije su
kao metalo-B-laktamaze, a pripadaju IMP, VIM, SIM, SPM, GIM 1 NDM porodicama (30).
Osnovu mehanizma kojim inhibiraju B-laktame ¢ine atomi cinka koji se nalaze u njihovom

aktivnom mjestu, ¢ime je odredena njihova osjetljivost na inhibiciju metalnim kelatorima

3
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(31). Metalo-B-laktamaze hidroliziraju sve peniciline, cefalosporine i karbapeneme. Njihovu
hidroliticku aktivnost ne inhibira klavulanska kiselina, ali inhibira ih aztreonam ¢iji
inhibitorni ucinak cesto izostaje zbog dodatne produkcije ESBL enzima (32). Veina
karbapenemaza grupe D pripada velikoj skupini oksacilinaza (OXA) koje u usporedbi s
ostalim karbapenemazama imaju slabiju aktivnost prema karbapenemima. lako hidroliziraju
peniciline, OXA karbapenemaze uglavnom ne djeluju na cefalosporine prosirenog spektra, pa
je rezistencija na njih izrazena samo ako je prisutna slabija propusnost vanjske membrane ili
ako bakterije dodatno produciraju ESBL ili AmpC B-laktamazu (28, 33). S enterobakterijama
najcesce se povezuje OXA-48 karbapenemaza, a za sve OXA karbapenemaze karakteristi¢no
je da ih klavulanska kiselina, sulbaktam ili tazobaktam ne inhibiraju (34). Hiperprodukcijom
efluks pumpi bakterije smanjuju koncentraciju antibiotika unutar stanice njihovom pojacanom
eliminacijom. Najopisivanija efluks pumpa u enterobakterija je AcrAB-TolC, sustav koji
omogucava razvoj rezistencije na Sirok spektar antibiotika, ukljucujuéi i razlicite -laktamske
spojeve (35). Transmembranski proteini specificnog i nespecificnog djelovanja prozimaju
vanjsku membranu gram-negativnih bakterija, a konsenzusom se skupno nazivaju porinima.
Mutacije gena koji kodiraju proteine porinskih kanala mogu dovesti do djelomi¢nog gubitka
njihove funkcije ili do njihovog potpunog uklanjanja. Rezultat je smanjena propusnost
vanjske membrane, Sto takoder predstavlja mehanizam rezistencije jer dolazi do razvoja
slabije penetracije antibiotika u bakterijsku stanicu (36). Osim navedenih mehanizama, i
produkcija ESBL enzima i AmpC f-laktamaza, u slucaju smanjene koncentracije
karbapenema, moze se smatrati mehanizmom rezistencije koji ne ukljucuje proizvodnju
karbapenemaza. Unato¢ tome $to ovi enzimi ne hidroliziraju karbapeneme, imaju sposobnost
vezanja njihovih molekula, Sto rezultira sprjeCavanjem karbapenema u ostvarivanju ucinka na

bakterijsku stanicu (37, 38).

1.2. Karbapenem rezistentne enterobakterije

Imenom Enterobacterales obiljezava se veliki red gram-negativnih Stapi¢a koji su
rasprostranjeni u tlu, vodi, na biljkama te u probavnom sustavu ljudi i Zivotinja. U ovjekovim
crijevima normalno ¢ine 1 — 2 % ukupne mikrobiote, a uzroc¢nici infekcija u ljudi nalaze se u
tri porodice: Enterobacteriaceae, Yersiniaceae 1 Morganellaceae (18). Unutar svake od
navedenih porodica pronadene su bakterije rezistentne na barem jedan lijek iz skupine
karbapenema, §to ih ujedno ¢ini karbapenem rezistentnim enterobakterijama (39). Rod

Klebsiella obuhvaca vrste od kojih su neke primarni patogeni, a neke komenzali i

4
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oportunisticki patogeni. Jednostavno se izoliraju 1 imaju jednostavne zahtjeve za rast.
Klepsijele su nepokretne, imaju dobro razvijenu kapsulu te stvaraju endotoksin kao i ostale
gram-negativne bakterije. Klebsiella pneumoniae najées¢e od svih klepsijela uzrokuje
infekcije u ljudi. Moze biti primarni patogen kao uzro¢nik nekrotiziraju¢e pneumonije ili
infekcija mokra¢nog sustava. Kao oportunisticki patogen pojavljuje se u uvjetima oslabljene
otpornosti zbog nekog drugog stanja te uzrokuje pneumoniju, uroinfekcije, postoperativne
infekcije, sepsu i meningitis (18). Sojevi Enterobacter cloacae Cesti su kontaminanti razlic¢itih
medicinskih predmeta i instrumenata, pa se tim putem prenose na pacijente u bolnickim
sredinama. E. cloacae pokretna je bakterija 1 kao ostale enterobakterije na katalazu pozitivna,
a na oksidazu negativna. Dio je normalne crijevne flore, a u sluc¢aju oslabljene otpornosti
moze uzrokovati pneumoniju, infekcije mokraénih puteva, sepsu te infekcije povezane s
intravaskularnim kateterima (18). Od svih vrsta roda Providencia, sojevi Providencia stuartii
najceS¢e se izoliraju iz klinickih uzoraka. lako se kao uzrocnici infekcija od ostalih
enterobakterija ne razlikuju mnogo, izdvajaju se prema sposobnosti deaminacije
aminokiselina fenilalanina i lizina. P. stuartii pokretna je putem biceva i za razliku od ostalih
navedenih enterobakterija ne fermentira laktozu. Uglavnom uzrokuje bolnicke uroinfekcije
koje su najceS¢e endogene ili su povezane s urinarnim kateterima, pa se prevencija, izmedu
ostalog, temelji na izbjegavanju katetera kad god je to moguée (18). Serratia marcescens
oportunisticki je patogen u ljudi. Rije¢ je o pokretnoj, katalaza-pozitivnoj bakteriji za koju je
karakteristicna mogucnost hidrolize kazeina, koja ima ulogu u stvaranju interakcija s
izvanstani¢nim matriksom. Takoder, neki sojevi proizvode crveni pigment, a obiljezje svih
vrsta iz roda Serratia posjedovanje je enzima lipaze, Zelatinaze i DNA-aze koje druge
enterobakterije nemaju. U bolnickim sredinama sojevi S. marcescens €esto kontaminiraju
razliCite povrsine 1 tekucine, a u hospitaliziranih bolesnika mogu biti uzroc¢nici infekcija
mokraénog sustava, infekcije rane i bakterijemije (18, 40). Escherichia coli za Covjeka je
najcesc¢a 1 najznacajnija vrsta roda Escherichia te opCenito najces¢i uzrocnik infekcija od svih
enterobakterija. [z primarno sterilnih uzoraka na obogac¢enim podlogama izolira se lako, a ako
je rije¢ o primarno nesterilnom uzorku potrebno je koristiti se selektivnim podlogama. Vecina
sojeva je pokretna, mnogi imaju fimbrije, a neki sojevi i razvijenu kapsulu. Traumom ili
kirur§kim zahvatom sojevi E. coli koji su dio normalne crijevne mikrobiote mogu biti uneseni
u unutrasnjost organizma i putem opc¢ih ¢imbenika virulencije uzrokovati infekciju bilo kojeg
organa. S druge strane, plazmidi koje posjeduju kod nekih sojeva odreduju specificne
¢imbenike virulencije, pa tako unutar vrste razlikujemo i nekoliko patotipova E. coli koji su

uzrocnici dijarealnih infekcija, uroinfekcija ili novorodenackog meningitisa (18).
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1.2.1. Epidemiologija karbapenem rezistentnih enterobakterija u svijetu

Medu prvim opisanim CRE bili su sojevi S. marcescens izolirani iz klinickih uzoraka u
Japanu 1993. godine (41). Od tada do danas, a posebno posljednjih dvadeset godina,
medicinske ustanove u svim dijelovima svijeta sve ucestalije detektiraju sojeve CRE koje u
istima nerijetko uzrokuju epidemije razli¢itih razmjera. S obzirom na to da je glavni razlog
rezistencije na karbapeneme stvaranje karbapenemaza 1 da se odredene porodice
karbapenemaza ¢es¢e pojavljuju u odredenim dijelovima svijeta, prakticno je epidemiolosku
sliku u svijetu razmotriti prema najzastupljenijim karbapenemazama. Naime, na globalnoj su
razini tri porodice karbapenemaza trenuta¢no glavni uzrocnici rezistencije na karbapeneme u
enterobakterija: KPC, NDM i OXA-48. Pored navedenih, epidemioloski znacajne, a ujedno 1
starije porodice karbapenemaza, su i IMP te VIM. Spomenuti sojevi S. marcescens u Japanu
su 1993. godine rezistentni na karbapeneme bili upravo zbog stvaranja IMP koja je ondje i na
Tajvanu zadrzala endemski karakter (42). lako je VIM prvi puta otkrivena u sojeva P,
aeruginosa 1997. godine u Italiji, kroz nekoliko idu¢ih godina u viSe su europskih zemalja
opisane enterobakterije koje proizvode VIM, a kao epicentar VIM-producirajucih
enterobakterija isti¢e se Gr¢ka (31, 43). U SAD-u je u izolata K. pneumoniae 1996. godine
prvi puta opisana KPC karbapenemaza koja se od veline ranije opisanih karbapenemaza
grupe A razlikuje po tome §to je kodirana plazmidno, a ne kromosomalno. Lokalizacija gena
koji kodira KPC karbapenemazu, dakle, omogucava njegovo horizontalno Sirenje 1 velik
potencijal za razvoj epidemije. Doista, K. pneumoniae koja proizvodi KPC iducih se desetak
godina proSirila diljem SAD-a, a Sirenje je zabiljezeno i u Izraelu, Gr¢koj, Velikoj Britaniji,
Poljskoj te do danas u gotovo svim ostalim europskim zemljama (44). Pojava OXA-48
karbapenemaze prvi je puta zabiljezena u Turskoj 2003. godine, a iako je rasprostranjena u
cijeloj Europi, na svjetskoj se razini Bliski istok i sjever Afrike i danas smatraju primarnim
rezervoarom za njezino Sirenje. Plazmid na kojem se nalazi gen za OXA-48 izrazito je
konjugativan, ali specifi¢an 1 po tome Sto osim gena za OXA-48 ne nosi gene za ostale enzime
rezistencije. Time je, uz spomenutu slabiju karbapenemaznu aktivnost, definirano i njezino
suptilnije djelovanje u odnosu na ostale karbapenemaze (45, 46). Do 2008. godine, kada je u
Svedskoj opisan NDM pozitivni izolat K. pneumoniae, karbapenemaze porodice NDM bile su
ograni¢ene na indijski potkontinent (47). Kao 1 KPC 1 OXA-48, kodirane su plazmidno, stoga
ne ¢udi da se NDM-1 karbapenemaza u samo nekoliko godina prosirila diljem Europe i

SAD-a. Takoder, NDM-produciraju¢e enterobakterije Cesto su multirezistentne jer plazmid
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koji sadrzava NDM gen moze imati viSe determinanti rezistencije, Sto predstavlja veliki

terapijski problem (18).

1.2.2. Epidemiologija karbapenem rezistentnih enterobakterija u Hrvatskoj

U Republici Hrvatskoj pracenje rezistencije na antibiotike na nacionalnoj razini
zapocelo je 1996. godine kada je Odboru za pracenje rezistencije bakterija na antibiotike
podatke podnijelo 17 centara. Do 2021. godine broj centara narastao je na 39 ¢ime je
obuhvaceno preko 90 % populacije. Svake godine Akademija medicinskih znanosti objavljuje
obradene podatke medu kojima se nalaze i podaci o rezistenciji sojeva K. pneumoniae na
karbapeneme. Od 2014. godine, kada je broj klepsijela rezistentnih na karbapeneme dosegao
razinu vidljivu kao postotak rezistencije na imipenem i meropenem (1%), stope rezistencije
dramatic¢no su porasle 1 2021. godine iznose 21 % za ertapenem, 8 % za imipenem i 14 % za
meropenem. Podatak znaCajan za ovo istrazivanje je i taj da je stopa rezistencije
K. pneumoniae na ceftazidim-avibaktam joS uvijek niska i iznosi 1 %. Iste godine nije
zabiljezena rezistencija E. coli na karbapeneme, a u rodovima Enterobacter, Citrobacter i
Serratia bilo je 6 % sojeva rezistentnih na ertapenem i1 po 1 % rezistentnih na imipenem i
meropenem (48). Prvi izolirani soj karbapenem rezistentnih enterobakterija u Hrvatskoj bila je
NDM-1-produciraju¢a K. pneumoniae opisana 2009. godine, a dvije godine kasnije u
Hrvatskoj je zabiljeZzena 1 K. pneumoniae koja proizvodi KPC. Uslijed primije¢enog
znaajnog porasta broja izolata rezistentnih na karbapeneme, 2012. godine provedena su
istrazivanja koja su medu karbapenem rezistentnim enterobakterijama pokazala dominaciju
VIM karbapenemaza (49). Iste godine zabiljeZena je 1 pojava OXA-48, a u nekoliko iduc¢ih
godina 1 veliki porast udjela OXA-48-pozitivnih enterobakterija medu CRE. Ono §to posebno
zabrinjava je to da je analiza izolata iz razdoblja od 2015. do 2017. godine pokazala da CRE
koje proizvode OXA-48 nisu proSirene samo u velikim bolni¢kim centrima, nego i u manjim

ustanovama u rubnim podrucjima Hrvatske (50).

1.3. Antimikrobna terapija infekcija uzrokovanih karbapenem rezistentnim

enterobakterijama

Najces¢e infekcije kod kojih je indicirano lijeCenje karbapenemima su teSka
pneumonija, koja ukljucuje bolni¢ku pneumoniju i pneumoniju uzrokovanu mehanickom

ventilacijom  plu¢a, komplicirane infekcije = mokraénog sustava, komplicirane
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intraabdominalne infekcije te komplicirane infekcije koze 1 mekih tkiva. Takoder, koriste se i
u terapiji bolesnika s febrilnom neutropenijom ili bakterijemijom koje su povezane s nekim od
navedenih stanja (51). S obzirom na razvoj rezistencije na karbapeneme, za takve je indikacije
nuzno razvijati alternativne opcije kao osnove novih empirijskih terapija. Takve osnove mogu
biti lijekovi koji su u primjenu usli prije Sirenja rezistencije na karbapeneme, a Cije se
djelovanje pokazalo u¢inkovitim protiv CRE. Medutim, uzimaju¢i u obzir to da se godinama
primjenjuju i za druge indikacije, rezistencija je u odredenoj mjeri na mnoge od njih zasigurno
veC prisutna, te se stoga, kao Sto je ranije spomenuto, potrebno hitno angazirati na podrucju
razvoja novih antibiotika (2). Takoder, znacajan pristup u lijeCenju spomenutih infekcija
kombinirana je antimikrobna terapija. Naime, primjenom viSe razliCitih antibiotika
pretpostavlja se da je povecana vjerojatnost da ¢e barem jedan biti djelotvoran, da ¢e do¢i do
sinergizma izmedu lijekova te da ¢e se smanjiti vjerojatnost nastanka rezistencije. Medutim,
do danas provedenim istrazivanjima nije uspostavljen Sirok konsenzus o prednostima i
manama ovakvog pristupa. Jasno je da pogreSna empirijska terapija pogorSava klini¢ki ishod,
ali dokaza o sinergistickom ucinku i smanjenju nastanka rezistencije nema dovoljno za izradu
fiksnih terapeutskih obrazaca. Stovise, za primjenu dodatnog antibiotika vrijedi i obrnuto jer
se njome otvara mogucnost razvoja dodatne rezistencije, ali i Cinjenica da je potencijalno
Stetna jer svaki lijek moze uzrokovati svoje nuspojave (52). Stoga se ovdje, iako odbori u
razli¢itim dijelovima svijeta kontinuirano objavljuju smjernice za lijeCenje infekcija
uzrokovanih CRE, antibiotici koji su komponente razlicitih terapijskih pristupa prikazuju

zasebno, izvan specifi¢nih obrazaca.

1.3.1. Prenamjena starih antibiotika

U novije su vrijeme sukladno svojoj ucinkovitosti u terapiju infekcija uzrokovanih
CRE ukljuceni stari antibiotici kao §to su kolistin, fosfomicin, amikacin 1 tigeciklin. Nakon
Sto je u proSlom stoljecu zbog nefrotoksicnosti 1 neurotoksi¢nosti bio ograni¢en na lokalnu
primjenu, kolistin (polimiksin E) u posljednjih dvadeset godina postaje jedan od glavnih
lijekova u lijecenju infekcija uzrokovanih CRE. Pripada skupini ciklickih polipeptidnih
antibiotika, a djeluje tako da se veZze na bakterijsku citoplazmatsku membranu i1 narusava
njezinu funkciju aktivnog transporta (18). Novija istrazivanja pokazuju da nije toliko toksi¢an
kako se nekad smatralo, a rizik od teskih nuspojava moZe se smanjiti inhalacijskom
primjenom (53). Fosfomicin je antibiotik koji baktericidni u¢inak postize inhibicijom sinteze

bakterijske stijenke, a jedinstveno mjesto vezanja osigurava izostanak krizne rezistencije s
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drugim antibioticima. Njegova peroralna primjena cesta je u lijeCenju nekompliciranih
uroinfekcija, a parenteralna primjena zastupljena je u lijeCenju prethodno navedenih infekcija.
Odlikuje ga dobar sigurnosni profil, nije toksi¢an, a najc¢es¢e nuspojave ukljuuju poremecaje
probavnog sustava (54). U lijeCenju infekcija uzrokovanih CRE aminoglikozidi jo§ uvijek
imaju ulogu, a ukoliko je prisutna rezistencija na ostale, u primjeni je najucinkovitiji
amikacin. I aminoglikozidi i tetraciklini u€inak ostvaruju inhibicijom sinteze proteina vezuci
se za aktivna mjesta na bakterijskim ribosomima. Tigeciklin pripada skupini glicilciklina,
sintetickih analoga tetraciklina koji se za ribosome vezu ja¢im afinitetom, pa djeluju 1 na
mnoge bakterije rezistentne na tetracikline, izmedu ostalih i na neke enterobakterije (18).
Nuspojave amikacina ve¢inom su posljedica nezeljenih u¢inaka aminoglikozida, medu kojima
je ototoksi¢nost najozbiljnija. Isto tako, spektar nuspojava tigeciklina slican je onom u
tetraciklina, a ukljuuje opce gastrointestinalne simptome, fotosenzibilnost te

hepatotoksi¢nost (18, 54).

1.3.2. Razvoj novih antibiotika i inhibitora p-laktamaza

U razvoju antibiotika sa Sirim spektrom djelovanja od postoje¢ih posljednjih godina
nema znacajnog napretka, ali razvijaju se inhibitori B-laktamaza koji imaju sposobnost
inhibicije karbapenemaza. Novi lijekovi stoga su Cesto fiksna kombinacija B-laktama i
inhibitora B-laktamaza. B-laktami koji su komponente tih kombinacija su cefalosporini trece
generacije ili karbapenemi, a novi inhibitori B-laktamaza u primjeni su avibaktam,
vaborbaktam 1 relebaktam. Navedeni se razlikuju u spektru inhibicije, pa tako avibaktam
inhibira karbapenemaze grupe A i D, a vaborbaktam 1 relebaktam karbapenemaza grupe A
(55). Stoga enterobakterije koje proizvode karbapenemaze grupe B mogu biti rezistentne na
kombinacije koje ukljuuju sva tri nova inhibitora B-laktamaza, a one koje proizvode
karbapenemaze grupe D mogu biti rezistentne na kombinacije koje sadrze vaborbaktam ili
relebaktam. Cefiderokol novi je cefalosporin odobren za koriStenje u terapiji infekcija
uzrokovanih gram-negativnim bakterijama 2020. godine, a specifi¢no djelovanje omogucuje
mu katekolski dio koji hvataju¢i Zeljezo djeluje kao siderofora. Takvim spojem ostvaruje
stabilnost protiv Sirokog spektra karbapenemaza, a u stanicu gram-negativnih bakterija ulazi
preko kanala za transport zeljeza Cime zaobilazi ometanje efluks pumpama 1 mutacijama
porina. U in vitro studijama pokazao se kao lijek s iznimno ucinkovitim djelovanjem protiv
Sirokog spektra gram-negativnih bakterija, a u klini¢kim ispitivanjima kao djelotvoran u

terapiji mnogih infekcija, u ¢ijem je lijecenju Cesto indicirana primjena karbapenema (18).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

. CILJEVI ISTRAZIVANJA

. Ispitati ucestalost karbapenem rezistentnih vrsta reda Enterobacterales u 2021. i 2022.

godini u KBC-u Osijek.

. Ispitati ucestalost proizvodnje pojedinih vrsta karbapenemaza medu karbapenem
rezistentnim vrstama reda Enterobacterales izoliranih iz klinickih uzoraka pacijenata

hospitaliziranih u KBC-u Osijek.

. Ispitati antimikrobnu osjetljivost karbapenem rezistentnih vrsta reda Enterobacterales

izoliranih iz klini¢kih uzoraka hospitaliziranih pacijenata u KBC-u Osijek.

. Ispitati trendove 1 razlike u osjetljivosti karbapenem rezistentnih vrsta reda

Enterobacterales na pojedine antibiotike.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao presjecno istrazivanje s povijesnim podacima (56).

3.2. Materijali

U ovom istrazivanju analizirani su podaci o uzorcima poslanima na mikrobiolosku
obradu, koji su uzeti pacijentima hospitaliziranim u Klinickom bolnickom centru Osijek u
dvogodisnjem razdoblju, od 1. sije¢nja 2021. do 31. prosinca 2022. godine. Podaci o uzorcima
i izoliranim bakterijama te rezultatima testiranja osjetljivosti na antimikrobne
kemoterapeutike dobiveni su iz arhivske i elektronicke baze podataka Klini¢kog bolnickog

centra Osijek (uBIS, In2, Hrvatska).

3.3. Metode

Identifikacija, testiranje osjetljivosti 1 detekcija karbapenemaza provedena je na
izolatima smanjene osjetljivosti na karbapeneme u pocetnoj mikrobioloSkoj obradi, odnosno
na suspektnim izolatima enterobakterija smanjene osjetljivosti na karbapeneme, utvrdene
disk-difuzijskom metodom prema EUCAST metodologiji (European Commitee for
Antimicrobial Susceptibility Testing, https://www.eucast.org), a za koje je ponovljenim

testiranjem utvrdena rezistencija na ertapenem.

3.3.1. Izolacija, identifikacija i testiranje osjetljivosti bakterija na antibiotike

Izolacija, identifikacija 1 testiranje osjetljivosti bakterija na antimikrobne
kemoterapeutike provedeni su standardnim postupcima sukladno pravilima struke. U
identifikaciji bakterijskih vrsta koriSten je MALDI-TOF maseni spektrometar (Ultraflex,
Bruker, Njemacka) vz MALDI Bruker Biotyper bazu uz komplementarne standardne
fenotipske metode, ukljuivo 1 automatiziranu IVD komercijaliziranu platformu za
identifikaciju 1 testiranje osjetljivosti na antibiotike BD Phoenix M50 (Becton, Dickson and

Co, SAD).
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U testiranju osjetljivosti koriStena je 1 standardizirana disk-difuzijska metoda po
Kirby-Baueru te e-test metoda (bioMerieux, Francuska) prema smjernicama EUCAST-a,
sukladno kriterijima za interpretaciju osjetljivosti na antibiotike. U ovom istraZivanju
osjetljivost izolata testirana je na sljede¢e antibiotike: imipenem, meropenem, kolistin,
fosfomicin, tigeciklin, amikacin, ceftazidim-avibaktam te dodatno na imipenem-relebaktam i

cefiderokol u izolata iz 2022. godine.

3.3.2. Detekcija i identifikacija karbapenemaza

Detekcija karbapenemaza te njihova identifikacija obavljeni su pomocu komercijalnog
imunokromatografskog testa RESIST-% O.K.N.V.I. (Coris Bioconcept, Belgija). Test je
dizajniran na nafin da se oc€itavanjem dokaze prisutnost klinicki najznacajnijih

karbapenemaza, odnosno OXA-48, KPC, NDM, VIM i IMP karbapenemaze.

3.4. StatistiCcke metode

Kategorijski podaci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike
kategorijskih varijabli testirane su > testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim testom. Sve P
vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na a = 0,05. Za analizu podataka
korisSteni su statistiCcki programi MedCalc® Statistical Software version 20.218 (MedCalc
Software Ltd, Ostend, Belgium; https://medcalc.org; 2023) 1 IBM SPSS 23 (IBM Corp.
Released 2015. Armonk, NY: IBM Corp.).
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4. REZULTATI

4.1. Bakterijski izolati

Istrazivanje je provedeno na ukupno 128 uzoraka poslanih na mikrobiolosku obradu,
od kojih je 38 (29,7 %) iz 2021. 1 90 (70,3 %) iz 2022. godine. Iz svakog uzorka izoliran je
bakterijski soj rezistentan na ertapenem, odnosno karbapenem rezistentna enterobakterija

(Tablica 1).

Tablica 1. Ucestalost karbapenem rezistentnih vrsta reda Enterobacterales u 2021. i 2022.

godini

Broj (%) uzoraka

Godina
2021. 38 (29,7)
2022. 90 (70,3)

S obzirom na vrstu karbapenem rezistentne enterobakterije, u 110 (85,9 %) slucajeva
radilo se o K. pneumoniae, u 10 (7,8 %) slucajeva o E. cloacae, dok su ostale vrste izolirane iz
uzoraka u manjem broju. Nema znacajnih razlika u raspodjeli vrsta izolata s obzirom na

godine (Tablica 2).

Tablica 2. Raspodjela karbapenem rezistentnih enterobakterija prema godinama

Broj (%) izolata

P*
2021. 2022. Ukupno
K. pneumoniae 33 (86,8) 77 (85,6) 110 (85,9)
E. cloacae 2 (5,3) 8(8,9) 10 (7,8)
P. stuartii 2 (5,3) 2(2,2) 4(3,1)
0,79
S. marcescens 1(2,6) 1(1,1) 2 (1,6)
E. coli 0 1(1,1) 1(0,8)
K. oxytoca 0 1(1,1) 1(0,8)

*Fisherov egzaktni test
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Najveci udio ESBL sojeva u obje promatrane godine prisutan je kod K. pneumoniae i
K. oxytoca. U slucaju K. pneumoniae znacajno je vise ESBL sojeva u 2022. u odnosu na
2021. godinu (Fisherov egzaktni test, P < 0,001), dok kod ostalih vrsta nema znacajnih razlika

u raspodjeli prema godinama (Tablica 3).

Tablica 3. Raspodjela ESBL i ne-ESBL sojeva unutar pojedinih vrsta prema godinama

Broj (%) izolata

P*
2021. 2022. Ukupno
K. pneumoniae
ESBL 12 (36,4) 69 (89,6) 81 (73,6)
< 0,001
ne-ESBL 21 (63,6) 8 (10,4) 29 (26,4)
E. cloacae
ESBL 0 5/8 5/10
0,44
ne-ESBL 212 3/8 5/10
P. stuartii
ESBL 0 2/2 2/2
0,33
ne-ESBL 2/2 0 2/2
S. marcescens
ESBL 0 0 0
ne-ESBL 1/1 1/1 2/2
E. coli
ESBL 0 0 0
ne-ESBL 0 1/1 1/1
K. oxytoca
ESBL 0 1/1 1/1
ne-ESBL 0 0 0

*Fisherov egzaktni test

4.2. Uzorci

Uzorci iz kojih su izolirani ispitivani izolati obuhvacaju dijagnosti¢ke uzorke i
nadzorne briseve. U 111 (86,7 %) sluCajeva radilo se o dijagnostickom uzorku, a u 17

(13,3 %) slucajeva o nadzornom brisu. Najucestaliji dijagnosticki uzorci su urin u 54 (42,2 %)
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sluc¢aja, krv u 22 (17,2 %) slucaja, te aspirat traheje u 18 (14,1 %) slucaja. Najucestaliji
nadzorni brisevi su bris zdrijela i bris perineuma. S obzirom na godine, nema znacajnih

razlika u raspodjeli vrsta uzoraka (Tablica 4).

Tablica 4. Raspodjela vrsta uzoraka prema godinama

Broj (%) uzoraka

2021. 2022. Ukupno ~
Uzorak
Dijagnosticki 31 (81,6) 80 (88.9) 111 (86,7)
uzorak 0,27
Nadzorni bris 7 (18,4) 10 (11,1) 17 (13,3)
Vrsta dijagnostickog uzorka
urin 13 (34,2) 41 (45,6) 54 (42,2) 0,24
krv 6 (15,8) 16 (17,8) 22 (17,2) 0,79
aspirat traheje 6 (15,8) 12 (13,3) 18 (14,1) 0,72
bris rane 6 (15,8) 5 (5,6) 11 (8,6) 0,08
bris dekubitusa 0 2(2,2) 2 (1,6) > 0,99
ascites 0 2(2,2) 2 (1,6) > 0,99
iskasljaj 0 1(1,1) 1(0,8) >0,99
likvor 0 1(1,1) 1(0,8) > 0,99
V/rsta nadzornog brisa
bris zdrijela 2 (5,3) 4 (4,9) 6 (4,7) > 0,99
bris perineuma 2 (5,3) 3(3,3) 5(3,9) 0,63
bris pazuha 2 (5,3) 0 2 (1,6) 0,09
bris prepone 0 2(2,2) 2 (1.6) > 0,99
bris rektuma 1(2,6) 0 1(0,8) 0,30
bris nosa 0 1(1,1) 1(0,8) > 0,99

*+2 test i Fisherov egzakini test

4.3. Mehanizmi rezistencije na karbapeneme

Najucestaliji mehanizam rezistencije proizvodnja je OXA-48 karbapenemaze u 104

(81,3 %) izolata. KPC karbapenemaza dokazana je u 7 (5,5 %) izolata, a u 12 (9,4 %) izolata
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karbapenemaza nije dokazana. U jednog izolata detektirane su 1 NDM i1 OXA-48
karbapenemaza. Nema znacajnih razlika u raspodjeli mehanizama rezistencije s obzirom na

godine (Tablica 5).

Tablica 5. Raspodjela mehanizama rezistencije prema godinama

Broj (%) izolata

p*
2021. 2022. Ukupno

Mehanizam rezistencije

OXA-48 31 (81,6) 73 (81,1) 104 (81,3) 0,95

KPC 3(7,9) 4 (4,9) 7 (5,5) 0,42

NDM 0 3(33) 3(2,3) 0,55

VIM 0 1(1,1) 1(0,8) > 0,99

NDM i OXA-48 0 1(1,1) 1(0,8) > 0,99

Rezistencija bez

dokazane 4 (10,5) 8(8,9) 12 (9,4) 0,75

karbapenemaze

*Fisherov egzaktni test, "y test

4.4. Antimikrobna osjetljivost

Kod osjetljivosti svih karbapenem rezistentnih enterobakterija u 2021. godini
osjetljivost je najveca na ceftazidim-avibaktam (94,4 %), a u 2022. na cefiderokol (96 %). U
2021. najveéi je udio izolata rezistentnih na tigeciklin (85,7 %), a tijekom 2022. na
meropenem (72,2 %). Nema znacajnih razlika u osjetljivosti izolata prema godinama kod
osjetljivosti na imipenem, meropenem, fosfomicin, amikacin i1 ceftazidim-avibaktam. Od
ukupno 57 (44,5 %) izolata rezistentnih na kolistin, znacajno je manje rezistentnih 2022. u
odnosu na 2021. godinu (Fisherov egzaktni test, P = 0,02). U slucaju osjetljivosti na
tigeciklin, od ukupno 81 (64,8 %) rezistentnih izolata takoder je znaajno manje rezistentnih u
2022. godini (Fisherov egzaktni test, P = 0,002). Ispitivanje osjetljivosti na
imipenem-relebaktam 1 cefiderokol provedeno je samo na izolatima iz 2022. godine

(Tablica 6).
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Tablica 6. Raspodjela osjetljivosti karbapenem rezistentnih enterobakterija prema godinama

Broj (%) izolata

2021. 2022. Ukupno ”
Osjetljivost na imipenem
Osjetljiv 16 (42,1) 43 (47,8) 59 (46,1)
Rezistentan 22 (57,9) 47 (52,2) 69 (53,9) 0,96
Osjetljivost na meropenem
Osijetljiv 15 (39,5) 25 (27,8) 40 (31,3)
Rezistentan 23 (60,5) 65 (72,2) 88 (68,8) 019
Osjetljivost na kolistin
Osjetljiv 15 (39,5) 56 (62,2) 71 (55,5)
Rezistentan 23 (60,5) 34 (37,8) 57 (44,5) 002
Osjetljivost na fosfomicin
Osijetljiv 33(89,2) 72 (80,0) 105 (82,7)
Rezistentan 4(10,8) 18 (20,0) 22 (17,3) 02t
Osjetljivost na tigeciklin
Osjetljiv 5(14,3) 39 (43,3) 44 (35,2)
Rezistentan 30 (85,7) 51 (56,7) 81 (64,8) 0.002
Osjetljivost na amikacin
Osjetljiv 31(81,6) 70 (77,8) 101 (78,9)
Rezistentan 7 (18,4) 20 (22,2) 27 (21,1) 0,63
Osjetljivost na ceftazidim-avibaktam
Osijetljiv 33 (94,3) 85 (94,4) 118 (94,4)
Rezistentan 2 (5,7) 5 (5,6) 7 (5,6) > 0,981
Osjetljivost na imipenem-relebaktam
Osjetljiv - 44 (48,9) 44 (48,9)
Rezistentan i 46 (51,1) 46 (51,1) _
Osjetljivost na cefiderokol
Osijetljiv - 72 (96,0) 72 (96,0)
Rezistentan - 3(4,0) 3(4,0) -

*v2 test, Fisherov egzaktni test

17



4. REZULTATI

4.4.1. Antimikrobna osjetljivost karbapenem rezistentne K. pneumoniae

Kod osjetljivosti karbapenem rezistentne K. pneumoniae po godinama uocava se da je
tijekom 2021. godine najveca rezistencija na tigeciklin, a u 2022. na meropenem. U obje

promatrane godine najveci je udio izolata osjetljivih na ceftazidim-avibaktam (Slika 1).
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Slika 1. Osjetljivost karbapenem rezistentne K. pneumoniae u odnosu na promatrane godine

4.4.2. Antimikrobna osjetljivost karbapenem rezistentnog E. cloacae

Kod osjetljivosti karbapenem rezistentnog E. cloacae po godinama uocava se da se u
2021. godini rezistencija javlja samo na tigeciklin. Tijekom 2022. godine najviSe je izolata
rezistentnih na tigeciklin, a na imipenem, meropenem, kolistin i amikacin osjetljivi su bili svi

izolati (Slika 2).
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Slika 2. Osjetljivost karbapenem rezistentnog E. cloacae u odnosu na promatrane godine

4.4.3. Antimikrobna osjetljivost karbapenem rezistentnih P. stuartii, S. marcescens,

E. coli i K. oxytoca

Oba izolirana soja karbapenem rezistentne P. stuartii iz 2021. godine bila su osjetljiva
na meropenem 1 rezistentna na imipenem, kolistin i amikacin. Na fosfomicin i
ceftazidim-avibaktam osjetljiv je bio po jedan soj. Jedan soj karbapenem rezistentne P
stuartii iz 2022. bio je osjetljiv na ceftazidim-avibaktam, a drugi na amikacin. Oba soja bila

su osjetljiva na cefiderokol, a na sve ostale ispitivane antibiotike rezistentna.

Izolirani soj karbapenem rezistentne S. marcescens iz 2021. godine bio je osjetljiv
samo na amikacin i ceftazidim-avibaktam, a izolirani soj iz 2022. i na meropenem, fosfomicin

te imipenem-relebaktam.

Jedini izolirani soj karbapenem rezistentne E. coli bio je osjetljiv na sve ispitivane
antibiotike, a jedini izolirani soj karbapenem rezistentne K. oxyfoca bio je rezistentan na sve

antibiotike osim kolistina, fosfomicina i cefiderokola.
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5.1. Bakterijski izolati

lako je pojava prvog izolata enterobakterije koja proizvodi karbapenemazu na
podrucju Osjecko-baranjske zupanije zabiljezena 2013. godine, isti nije pokazivao rezistenciju
na karbapeneme (57). Kako je recCeno u nastavku rasprave, rezistencija na karbapeneme na
ovom podrucju tada je bila rijetkost, a rezultati ovog istrazivanja, koji pokazuju kako je u
posljednje dvije godine broj izoliranih karbapenem rezistentnih enterobakterija samo u
bolnickom centru troznamenkasti, pokazatelj su njezinog naglog Sirenja. Pored toga, rezultati
ovog istrazivanja, koji pokazuju da se rezistencija na karbapeneme u uzorcima pacijenata
hospitaliziranih u Klinickom bolnickom centru Osijek javlja unutar Sest vrsta reda
Enterobacterales, u skladu su s podacima o enterobakterijama kod kojih se na globalnoj razini
Cesto detektira rezistencija na karbapeneme (16, 58). Isto tako, najbrojnije karbapenem
rezistentne enterobakterije izolati su karbapenem rezistentne K. pneumoniae, $to se takoder
podudara s mnogim rezultatima istraZivanja i pracenja rezistencije na karbapeneme u
enterobakterija (58). Razlog tomu nije samo prosirenost rezistencije u klepsijela, nego i to da
su upravo one te koje se ¢eS¢e od ostalih vrsta izoliraju iz dijagnostickih uzoraka ili nadzornih
briseva. Iznimka su ovdje svakako izolati E. coli, koji se iz uzoraka izoliraju ¢eS¢e od ostalih
enterobakterija, a podatak da je u ovom istrazivanju izoliran samo jedan soj karbapenem
rezistentne E. coli stoga se moze interpretirati kao slaba raSirenost rezistencije na
karbapeneme u sojeva E. coli opcéenito (18). S obzirom na to da se radi o za Covjeka
najznacajnijoj vrsti enterobakterije, takav podatak, usto Sto je ohrabrujudi, predstavlja i
moguénost za ranu intervenciju kako ne bi doSlo do daljnjeg Sirenja rezistencije na
karbapeneme u ovog klinicki znacajnog patogena. Nadalje, nedostatak ovog istrazivanja
izostanak je podataka o ukupnom broju izoliranih sojeva ovih Sest vrsta jer bez njega nije
mogucée za pojedinu vrstu odrediti udio izolata rezistentnih na karbapeneme. Medutim, s
obzirom na to da su podaci o izoliranim bakterijama u Klinickom bolni¢kom centru Osijek
ukljuceni u podatke o pracenju rezistencije na antibiotike na nacionalnoj razini, ovdje bi bilo
vazno istaknuti kako je 2021. u Hrvatskoj zabiljezeno 1130 izolata karbapenem rezistentne
K. pneumoniae. Kao $to je receno u uvodu, podaci o izolatima prikupljaju se iz 39 centara u
Hrvatskoj, Sto znaci da je iste godine prosjeCan broj izolata karbapenem rezistentne
K. pneumoniae iz jednog centra bio 29, §to je neznatno manje u usporedbi s 33 izolirana soja

karbapenem rezistentne K. pneumoniae u KliniCkom bolnickom centru u Osijeku 2021.
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godine (48). Iz svega navedenoga proizlazi da rezistencija enterobakterija na karbapeneme u
ovom dijelu Hrvatske dobro korelira s rezistencijom enterobakterija na karbapeneme na
nacionalnoj razini. Kako je receno i u dijelu o mehanizmima rezistencije, ESBL sojevi visoko
su zastupljeni medu karbapenem rezistentnim izolatima. lako ispitivanje ucestalosti ESBL
sojeva nije bio cilj istrazivanja, identifikacija svakog izolata rutinski ukljucuje i podatak o
tome radi li se o soju koji proizvodi ESBL, odnosno p-laktamaze koje hidroliziraju
cefalosporine tre¢e generacije, o ¢emu je bilo rijeci u uvodu. Isto tako, re¢eno je i kako je
Sirenje istih posljednjih trideset godina potaknulo primjenu karbapenema (16, 17). Po svemu
sude¢i, primjenom karbapenema nije se uspjelo zaustaviti Sirenje ESBL enzima, a u ovom se
istrazivanju porast ESBL sojeva unutar izolata karbapenem rezistentne K. pneumoniae s 36 %
u 2021. na gotovo 90 % izolata u 2022. godini pokazao i statisticki znacajnim. Takoder, iako
nema statisticke znacajnosti, pojava ESBL se, za razliku od 2021. u kojoj nije bilo ESBL
sojeva karbapenem rezistentnih E. cloacae i P. stuartii, 2022. godine uocava u vecine izolata
ovih vrsta. Ceftazidim, cefalosporin trece generacije ¢ija se ucinkovitost ispitivala u testiranju
antimikrobne osjetljivosti izolata, redovito se kombinira s avibaktamom, pa se stoga pokazao
ucinkovitim na veliku vecinu izolata. S obzirom na visoku zastupljenost ESBL sojeva medu

ispitivanim izolatima, njegova ucinkovitost samog zasigurno bi bila mnogo manja.

5.2. Uzorci

Karbapenem rezistentne enterobakterije izolirane su iz dijagnostickih uzoraka i
nadzornih briseva. Na osnovu njihovog opisu u uvodu moze se zakljuciti kako su opcenito
najceS¢e uzrocnici uroinfekcija, pneumonije i1 sepse. S obzirom na to da su u ovom
istrazivanju sojevi karbapenem rezistentnih enterobakterija najescée izolirani iz uzoraka urina,
krvi 1 aspirata traheje, moze se zakljuciti da rezultati istrazivanja dobro koreliraju s opéim
karakteristikama patogenosti vrsta enterobakterija medu kojima se Cesto detektira rezistencija
na karbapeneme (18). Takoder, iako u manjem broju, iste su izolirane i1 i1z uzoraka rane,
ascitesa 1 likvora, §to pokazuje Sirinu spektra infekcija gdje se identificiraju kao uzroc¢nici.
Nadalje, karbapenem rezistentne enterobakterije izolirane su iz ukupno 17 nadzornih briseva.
Svrha uzimanja nadzornih briseva, odnosno analize nadzornih kultura, otkrivanje je
kolonizacije pacijenata potencijalno patogenim mikroorganizmom. U tercijarnim se bolnickim
centrima najc¢e$ce uzimaju brisevi nosa, zdrijela, pazuha, perineuma, rektuma, prepone te
ostecenja koze i kirurSkog reza (60). Ovo istrazivanje pokazalo je kako su u gotovo svim

navedenim vrstama nadzornih briseva pronadeni sojevi karbapenem rezistentnih
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enterobakterija, Sto upucuje na to da su karbapenem rezistentne enterobakterije zastupljene i
medu hospitaliziranim pacijentima kod kojih infekcija nije nuzno prisutna. Takav pokazatelj,
osim $to predstavlja rezultat pracenja stupnja Cistoce i higijene pacijenata, upucuje i na
dodatni oprez u postupanju s koloniziranim pacijentima. Naime, suzbijanje rezistencije na
karbapeneme se, zbog ograni¢enosti u antimikrobnoj terapiji, mora temeljiti 1 na prevenciji
njezinog Sirenja. Stoga je potrebno da zdravstvene ustanove za slucajeve detekcije
karbapenem rezistentnih enterobakterija poduzmu dodatne mjere u informiranju i obucavanju
djelatnika i1 pacijenata, a koje su u skladu s istrazivanjima i pra¢enjem epidemioloske slike

kako na globalnoj, tako i na lokalnoj razini, ¢iji pregled predstavlja ovo istrazivanje (61).

5.3. Mehanizmi rezistencije na karbapeneme

U preko 90 % izolata dokazana je karbapenemaza, stoga se za proizvodnju
karbapenemaza moze reci da je glavni mehanizam rezistencije na karbapeneme u ispitivanih
enterobakterija. S obzirom na to da ostali mehanizmi rezistencije nisu ispitivani, nije moguce
donijeti zakljucak o njezinoj udruzenosti s hiperprodukcijom efluks pumpi ili gubitkom porina
vanjske membrane, ali se, zbog heterogenosti antimikrobne osjetljivosti izolata, svakako moze
zakljuciti da su medu njima prisutne razlike u ekspresiji navedenih mehanizama. Nadalje, u
preko 80 % izolata bila je dokazana OXA-48 karbapenemaza, iz ¢ega proizlazi da je rije¢ o
trenutno najdominantnijoj karbapenemazi u najve¢em bolnickom centru na istoku Hrvatske.
Taj podatak ne odstupa od istraZivanja iz 2018. godine koje je pokazalo da je na podrucju
cijele Hrvatske upravo OXA-48 najucestalije detektirana karbapenemaza (50). Usporedujuci
to istraZivanje s onim iz 2014. moZe se zakljuciti da je u meduvremenu doSlo do njezine
predominacije u odnosu na VIM karbapenemazu, koja je u ovom istraZivanju detektirana u
samo jednog izolata (49). Sto se ti¢e podrudja Osjecko-baranjske Zupanije, prvi sluéaj
enterobakterije koja proizvodi karbapenemazu zabiljeZen je 2013. godine. Radilo se o izolatu
E. cloacae kod kojeg je detektirana VIM karbapenemaza, a koji unatoC tome nije bio
rezistentan na karbapeneme (57). U tom je razdoblju, dakle, rezistencija na karbapeneme bila
rijetkost, a prisutnost karbapenemaza dokazivana je molekularnim metodama koje su u ovom
istrazivanju zamijenjene brzim testovima. Pored OXA-48, medu ispitivanim su izolatima,
osim IMP karbapenemaze, koja nije Siroko rasprostranjena niti u Europi, dokazane sve
klinicki najvaznije karbapenemaze. Iako su malobrojnije, s obzirom na njihov epidemijski
potencijal, KPC i NDM karbapenemaze ne treba zanemariti. Medutim, dominacija OXA-48

karbapenemaze potvrda je pretpostavki o opasnosti koju predstavlja. Jo§ prije desetak godina,
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skupina mikrobiologa iz Svicarske je, na osnovu njezinih karakteristika i ranih istraZivanja,
upozorila na epidemijski potencijal koji OXA-48 posjeduje (45, 46). Slaba karbapenemazna
aktivnost, uzak spektar B-laktama koje hidrolizira te izrazita plazmidna konjugativnost
omogucile su joj, ne samo brzo Sirenje, nego 1 viSegodisnju dominaciju u ovom dijelu Europe.
Takoder, posebno je zanimljivo da su u jednog izolata detektirane i NDM i1 OXA-48
karbapenemaza, odnosno da 0,8 % enterobakterija proizvodi vise od jedne karbapenemaze.
Isti taj udio nedavno je pokazalo i istrazivanje proizvodnje karbapenemaza u izolata
enterobakterija na sjeveru Italije, ali na ve¢em uzorku. Naime, od 1242 analizirana uzorka u
deset je dokazana neka od kombinacija KPC, VIM, NDM ili OXA-48 karbapenemaze (63). U
nesto manje od 10 % izolata karbapenemaza nije dokazana, pa se moze zakljuciti kako su ti
izolati bili rezistentni na karbapeneme posredstvom mehanizama poput hiperprodukcije efluks
pumpi ili gubitka porina vanjske membrane, u moguc¢oj kombinaciji s proizvodnjom ESBL ili
AmpC B-laktamaza. Istrazivanje je od navedenih mehanizama obuhvatilo samo ispitivanje
proizvodnje ESBL za koje se, zbog visoke zastupljenosti medu izolatima, moze pretpostaviti
da ima znacajnu ulogu i1 da, uz neki od navedenih mehanizama, uvjetuje rezistenciju na
karbapeneme u izolata kod kojih proizvodnja karbapenemaze nije dokazana. Istrazivanje koje
su 2013. godine Goessens i suradnici proveli na izolatu karbapenem rezistentne E. coli
pokazalo je da je rezistencija bila posredovana kombinacijom proizvodnje ESBL i gubitka
porina (38). Ono po ¢emu se takvo istraZivanje razlikuje od ovog je sama metodologija.
Naime, za ispitivanje hiperprodukcije efluks pumpi ili gubitka porina nisu dovoljni
imunokromatografski testovi kao za dokazivanje karbapenemaza, nego su najc¢eS¢e potrebne

molekularne metode koje u ovom istraZivanju nisu koriStene.

5.4. Antimikrobna osjetljivost

Interpretacijom rezultata testiranja antimikrobne osjetljivosti izolata karbapenem
rezistentnih enterobakterija jasno se moze zaklju€iti da su najdjelotvorniji antibiotici
ceftazidim-avibaktam i cefiderokol. S obzirom na to da je ceftazidim-avibaktam u primjeni od
2015., a cefiderokol od 2020. godine, takvi su rezultati ocekivani jer rezistencija na njih nije
razvijena kao na ostale antibiotike koji su u primjeni mnogo duze (63, 64). Medutim,
imipenem-relebaktam, antibiotik u primjeni od 2019. godine, nije se pokazao u¢inkovitim niti
na polovicu izolata. Razlog tomu svakako je nedjelotvornost inhibitorske komponente,
odnosno relebaktama koji, za razliku od avibaktama, ne inhibira karbapenemaze grupe D (55).

S obzirom na to da preko 80 % ispitivanih izolata proizvodi upravo OXA-48 karbapenemazu,
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slaba djelotvornost imipenem-relebaktama nije zaCudujuca. Potvrda tomu je i to Sto je
osjetljivost izolata na imipenem-relebaktam tek neznatno veca u odnosu na osjetljivost na
imipenem bez relebaktama. Ipak, i djelotvornost imipenema samog i u kombinaciji s
relebaktamom veca je od meropenema, drugog ispitivanog karbapenema, koji je s
djelovanjem na manje od trecine izolata najneucinkovitiji antibiotik u ovom istraZivanju.
Promatrajuéi osjetljivost izolata iz obje godine na stare antibiotike, fosfomicin i amikacin
mnogo su djelotvorniji od kolistina i tigeciklina. Da bi se nasao razlog za to, uz podatke o
ucinkovitosti u fazama njihovog razvoja, potrebno bi bilo istraziti njihovu primjenu, kako za
druge indikacije, tako 1 u sklopu liste rezervnih antibiotika u lijeCenju infekcija rezistentnim
patogenima. Pojednostavljeno reeno, na rezultate testiranja osjetljivosti u ovom istrazivanju
utjecaj imaju primarni spektar djelovanja antibiotika te $irina i ucestalost njegove primjene,
koje odreduju stupanj steCene rezistencije izolata na kojima je ispitivana ucinkovitost
antibiotika. Iako je, ukupno gledano, osjetljivost izolata na kolistin i tigeciklin na niskoj
razini, u 2022. statisticki je znacajno porasla u odnosu na 2021. godinu. Moguc¢i razlog tomu
njihova je slabija primjena tijekom 2021. godine zbog visoke rezistencije koja je tada bila
prisutna. Drugim rije¢ima, s obzirom na to da su se tijekom 2021. pokazali ucinkovitijima,
fosfomicin, amikacin i ceftazidim-avibaktam vjerojatno su primjenjivani ¢e$¢e od kolistina 1
tigeciklina, $to je mogu¢i uzrok ne samo sprjeCavanja razvoja rezistencije na kolistin i
tigeciklin, nego 1 porasta osjetljivosti izolata na ta dva antibiotika. U prilog ovakvom
razmatranju idu i dobiveni rezultati ispitivanja osjetljivosti na antibiotike koji su u 2021.
godini bili visoko uc¢inkoviti. Naime, iako se pad osjetljivosti izolata na fosfomicin i amikacin
tijekom 2022. nije pokazao statisticki znacajnim, iz tabli¢nih 1 slikovnih prikaza jasno je da je
prisutan. lako ovim istrazivanjem nisu istrazeni podaci o ucestalosti primjene navedenih
antibiotika, odnos izmedu povecane primjene i relativno brzog porasta rezistencije na
odredeni antibiotik u tercijarnom bolni¢kom centru poznata je pojava, a medu prvima istrazili
su ju Rahal 1 suradnici jo§ u radu iz 1998. godine na primjeru imipenema. U analizi
antimikrobne osjetljivosti bakterija roda Klebsiella u dvogodiSnjem razdoblju pokazali su
kako je smanjenje primjene ceftazidima za 73 % i povecanje primjene imipenema za 140 %
rezultiralo povecanjem osjetljivosti izolata na ceftazidim za 44 % i smanjenjem osjetljivosti
izolata na imipenem za 69 % (65). Iz navedenog proizlazi kako je u primjeni antibiotika
vazno odrzavati ravnotezu jer rezistencija na antibiotik koji predstavlja zamjenu prethodno
primjenjivanog ima veliki trend porasta kroz kratko vremensko razdoblje. Pozitivna strana
ovakve pojave, koju je Peterson 2005. nazvao “ufinkom balona”, jest da vrijedi i obrnuto —

bakterije na antibiotik koji je zamijenjen drugim razvijaju osjetljivost (66). S obzirom na to da
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se u preko 85 % izolata Cija je osjetljivost ispitivana radilo o sojevima K. pneumoniae,
osjetljivost karbapenem rezistentne K. pneumoniae u velikoj se mjeri podudara s rezultatima
testiranja osjetljivosti svih karbapenem rezistentnih enterobakterija. Sto se ti¢e karbapenem
rezistentnog E. cloacae, 1zolati te vrste su, za razliku od izolata K. pneumoniae, bili potpuno
osjetljivi na imipenem, meropenem, kolistin i amikacin. Takoder, u¢inkovitost cefiderokola na
E. cloacae uvelike se razlikuje od njegove ucinkovitosti na ostale vrste jer se iz slikovnog
prikaza moze isCitati da je osjetljivost ispitivanih sojeva E. cloacae tek nesto visa od 70 %.
Ponajprije se to odnosi na razliku u odnosu na osjetljivost karbapenem rezistentne K.
pneumoniae buduci da je ukupan broj izolata ostalih vrsta premalen da bi se kvalitetno
ocijenila njihova osjetljivost pojedinac¢no. Ipak, za karbapenem rezistentnu P stuartii i
karbapenem rezistentnu S. marcescens moze se re¢i kako je izmedu ispitivanih izolata
prisutna heterogenost u osjetljivosti na pojedine antibiotike, dok se za ispitivani izolat
karbapenem rezistentne E. coli moze re¢i kako je, za razliku od karbapenem rezistentnog
izolata K. oxytoca, s obzirom na to da je bio osjetljiv na sve ispitivane antibiotike, u velikoj

mjeri osjetljivija od ostalih karbapenem rezistentnih vrsta.
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6. ZAKLJUCAK

6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1.

10.

Sojevi rezistentni na karbapeneme javljaju se unutar Sest vrsta reda Enterobacterales —

K. pneumoniae, E. cloacae, S. marcescens, E. coli 1 K. oxytoca.

Najbrojnije karbapenem rezistentne enterobakterije izolati su karbapenem rezistentne
K. pneumoniae, a udio ESBL sojeva unutar karbapenem rezistentnih izolata K.

pneumoniae u statisticki je znacajnom porastu.

Karbapenem rezistentne enterobakterije najcesce se izoliraju iz dijagnostickih uzoraka,

odnosno uzoraka urina, uzoraka krvi i aspirata traheje.

U 90,6 % ispitivanih izolata dokazana je proizvodnja karbapenemaze, detektirane su

OXA-48, KPC, NDM i VIM karbapenemaza.

Najzastupljeniji mehanizam rezistencije na karbapeneme u karbapenem rezistentnih

enterobakterija proizvodnja je OXA-48 karbapenemaze.

Antibiotici s najucinkovitijim djelovanjem na karbapenem rezistentne enterobakterije su
cefiderokol i ceftazidim-avibaktam, a antibiotici s najslabijim djelovanjem na karbapenem

rezistentne enterobakterije su meropenem 1 tigeciklin.

Osjetljivost karbapenem rezistentnih enterobakterija na kolistin 1 tigeciklin u statisticki je

znacajnom trendu porasta.

Antimikrobna osjetljivost karbapenem rezistentne K. pneumoniae se zbog najveceg udjela
medu svim izolatima podudara s antimikrobnom osjetljivosti svih karbapenem rezistentnih

enterobakterija.

Izolati karbapenem rezistentnog E. cloacae potpuno su osjetljivi na imipenem,
meropenem, kolistin i amikacin, ali je prisutan viSi stupanj rezistencije na cefiderokol u

odnosu na ostale vrste.

Izmedu sojeva karbapenem rezistentnih P. stuartii 1 S. marcescens prisutna je heterogenost
u osjetljivosti na ispitivane antibiotike, a karbapenem rezistentna E. coli osjetljiva je na

najsiri spektar antibiotika od svih karbapenem rezistentnih enterobakterija.
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7. SAZETAK

7. SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Ispitati ucestalost karbapenem rezistentnih vrsta reda Enterobacterales u
tercijarnom bolnickom centru, njihovu osjetljivost na antibiotike te ucestalost proizvodnje

pojedinih vrsta karbapenemaza.

Nacrt studije: presjecno istrazivanje

Materijali i metode: Analizirani su podaci o uzorcima hospitaliziranih pacijenata u razdoblju
od 1. sijecnja 2021. do 31. prosinca 2022. godine. U identifikaciji bakterijskih vrsta koriSten
je MALDI-TOF maseni spektrometar uz MALDI Bruker Biotyper bazu te IVD
komercijalizirana platformu za identifikaciju i testiranje osjetljivosti na antibiotike BD
Phoenix M50. U testiranju osjetljivosti koriStene su 1 standardizirana disk-difuzijska metoda
po Kirby-Baueru te e-test metoda prema EUCAST metodologiji. Detekcija karbapenemaza
obavljena je pomoc¢u komercijalnog imunokromatografskog testa RESIST-% O.K.N.V.L

Koristene statisticke metode u obradi podataka su y? test i Fisherov egzaktni test.

Rezultati: U dvogodiSnjem razdoblju izolirano je 128 sojeva karbapenem rezistentnih
enterobakterija, od ¢ega najviSe sojeva K. pneumoniae (85,9 %). Sojevi su najcescée izolirani
iz uzoraka urina (42,2 %). U 81,3 % izolata detektirana je OXA-48 karbapenemaza.
Osjetljivost ispitivanih i1zolata pokazala se najve¢om u slucaju cefiderokola (96 %) i
ceftazidim-avibaktama (94,4 %), a najmanjom u sluc¢aju meropenema (31,3 %) 1 tigeciklina
(35,2 9%). Statisticki znafajnim pokazao se porast osjetljivosti karbapenem rezistentnih

enterobakterija na kolistin 1 tigeciklin tijekom 2022. u odnosu na 2021. godinu.

Zakljucak: Izolirano je 128 sojeva karbapenem rezistentnih enterobakterija, a najveci je udio
sojeva K. pneumoniae. Najzastupljeniji mehanizam rezistencije na karbapeneme proizvodnja
je OXA-48 karbapenemaze. NajviSe izolata bilo je osjetljivo na ceftazidim-avibaktam 1

cefiderokol, a najmanje na meropenem 1 tigeciklin.

Kljuéne rijeci: antimikrobna osjetljivost, Enterobacterales, karbapenemaza, rezistencija na

karbapeneme
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8. SUMMARY

8. SUMMARY

Antimicrobial sensitivity of carbapenem-resistant Enterobacterales

Objectives: To examine the frequency of carbapenem-resistant species of the order
Enterobacterales in a tertiary hospital centre, their sensitivity to antibiotics and the frequency

of production of certain types of carbapenemases.

Study design: cross-sectional study

Materials and methods: Data on samples of hospitalized patients in the period from January
1, 2021 to December 31, 2022 were analysed. In the identification of bacterial species, a
MALDI-TOF mass spectrometer was used with the MALDI Bruker Biotyper base and IVD
commercialized platform for identification and sensitivity testing to antibiotics BD Phoenix
M50. In sensitivity testing, the standardized disk-diffusion method according to Kirby-Bauer
and the e-test method according to the EUCAST methodology were used. Detection of
carbapenemases was performed using the commercial immunochromatographic test
RESIST-% O.K.N.V.I. Statistical methods used in data processing are x> test and Fisher's

exact test.

Results: In a two-year period, 128 strains of carbapenem-resistant enterobacteria were
isolated, most of which were strains of K. pneumoniae (85.9%). The strains were most often
isolated from urine samples (42.2%). OXA-48 carbapenemase was detected in 81.3% of
isolates. The sensitivity of the tested isolates was the highest in the case of cefiderocol (96%)
and ceftazidime-avibactam (94.4%), and the lowest in the case of meropenem (31.3%) and
tigecycline (35.2%). The increase in the sensitivity of carbapenem-resistant enterobacteria to

colistin and tigecycline during 2022 compared to 2021 proved to be statistically significant.

Conclusion: 128 strains of carbapenem-resistant enterobacteria were isolated, the largest
share being K. pneumoniae strains. The most prevalent mechanism of resistance to
carbapenems is the production of OXA-48 carbapenemase. The most isolates were sensitive

to ceftazidime-avibactam and cefiderocol, and the least to meropenem and tigecycline.

Key words: antimicrobial sensitivity, carbapenemase, carbapenem-resistant, Enterobacterales
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