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AmpC —klasa C f - laktamaza
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MRPBO - meropenem + fenilbori¢na kiselina

MRPCX - meropenem + kloksacilin

MRPDP - meropenem + dipikolinska kiselina i temocilin 30 pg
NDM - engl. New Delhi metallo-beta-lactamase

OXA - 48 - oksacilinaza, enzim

VIM —engl. Verona integron-encoded metallo — g — lactamase
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1. UvOD
1.1. Enterobacterales

Enterobacterales porodica je gram-negativnih $tapi¢a koje kod ljudi pronalazimo u
probavnom sustavu, a zajedno sa stafilokokima i streptokokima jedni su od najces$cih
uzro¢nika bakterijskih infekcija. Neki od rodova unutar ove porodice su Escherichia,
Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia i Proteus (1). Enterobakterije dijele
se na primarno patogene i oportunisti¢ke. Najces¢e primarno patogene enterobakterije koje se
uglavnom prenose fekalno - oralnim putem su Salmonella, Shigella, Yersinia te neki
patotipovi Escherichia coli i podvrste u rodu Klebsiella. U enterobakterije koje uzrokuju
oportunisti¢ke infekcije ubrajamo komenzalne tipove E. coli te odredene vrste u rodovima
Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus i Citrobacter (2). E. coli, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens te Enterobacter spp. medu naj¢e$éim su
uzro¢nicima infekcija mokraénog sustava, a Salmonella spp, Shigella spp., Yersinia
enterolitica te enteropatogena, enterotoksi¢na, enteroinvazivna i enterohemoragi¢na E. coli
medu najée$¢im su uzroénicima infekcija probavnog sustava (3). Enterobakterije fakultativni
su anaerobi koji imaju veliku sposobnost prilagodbe na prisutnost i odsutnost Kisika. Sve
enterobakterije su gram negativni asporogeni Stapi¢i. Vecina enterobakterija je pokretna, dok
samo neke vrste posjeduju kapsulu. Nadalje, neke vrste posjeduju fimbrije koje im omogucuju
vec¢i afinitet za stanicu na koju adheriraju (4). Sve enterobakterije imaju enzim za
fermentaciju glukoze te su katalaza pozitivne, a oksidaza negativne. Genom enterobakterija
sadrzava gene na kromosomu 1 gene na plazmidima koji se mogu rekombinirati 1 utjecati na

fenotip te se tako odraziti na otpornost na antibiotike i virulenciju (4).

Antigenska struktura enterobakterija vrlo je slozena te se one razvrstavaju u vise od
150 razlicitih toplinski stabilnih somatskih O (lipopolisaharidni) antigena, viSe od 100
toplinski labilnih K (kapsularnih) antigena i vise od 50 H (flagelarnih) antigena (1). O antigen
dio je stanicne stijenke enterobakterija koji je otporan na toplinu i alkohol te obi¢no se
detektira  aglutinacijom. Antitijela na O antigene veéinom su IgM klase. Svaki rod
Enterobacterales povezan je sa specificnim O skupinama, ali jedan organizam moze nositi
nekoliko O antigena (1). Kapsularni antigeni, koji su po gradi polisaharidi ili proteini,
prekrivaju O antigene. Zbog prekrivanja O antigena, K antigeni mogu interferirati aglutinaciju
pomocu O antiseruma i mogu biti povezani s virulencijom (1). K antigen ne posjeduju sve

enterobakterije u jednakim koli¢inama.
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Bakterijske kolonije koje posjeduju K antigen sluzavog su izgleda (4). H antigeni
nalaze sa na flagelama i lako se denaturiraju toplinom ili alkoholom. H antigen graden je od
flagelarnog proteina u kojem redoslijed aminokiselina odreduje antigensku specificnost. H

antigeni aglutiniraju s anti-H antitijelima, uglavhom IgG klase (1).

1.2. Uzorkovanje, uzgoj i identifikacija enterobakterija

Enterobakterije na osnovnim hranjivim podlogama poput krvnog agara, ¢okoladnog
agara, kromogenog agar, sréano-mozdanog bujona stvaraju velike, sive, glatke i sjajne
kolonije koje imaju pravilni rub, a iznimka je rod Proteus kod kojega se rubovi kolonije
koncentricno Sire. Zbog brze identifikacije, za uzgoj enterobakterija takoder se koriste i
diferencijalne i selektivne podloge poput Salmonella-Shigella agara (SS), ksiloza-lizin
dehidrogenaza agara (XLD) i Mac Conkey agara (4). SS agar Koristi se za identifikaciju
Salmonella spp. i Shigella spp., a temelji se na upotrebi zu¢nih soli, brilliant green boje koji
inhibiraju rast gram pozitivnih bakterija te na fermentaciji laktoze 1 proizvodnji
sumporovodika (H2S) za diferencijaciju (5). XLD agar temeljen je na fermentaciji laktoze,
ksiloze i saharoze, dekarboksilaciji lizina te proizvodnji sumporovodika. Primarno se Kkoristi
za diferencijaciju Salmonella spp. i Shigella spp., ali i za uzgoj Escherichia, Klebsiella,
Serratia, Citrobacter koseri i Yersinia enterocolitica (6). MacConkey agar selektivna je i
diferencijalna podloga kod koje kristl violet boja i zuéne soli zaustavljaju rast gram pozitivnih
bakterija, a enterobakterije uzgojene na ovom agaru razlikujemo po njihovoj sposobnosti
fermentacije laktoze. Tako na primjer E. coli i Klebisiella koje fermentiraju laktozu snizavaju
pH medija te stvaraju crvene kolonije, dok Salmonella, Proteus, Yersinia ne fermentiraju

laktozu pa su njihove kolonije na ovom agaru bezbojne (7).

E.coli najcesce uzrokuje bolesti probavnog i mokraénog sustava pa se kao uzorci koji
se uzimaju su mokraca, stolica i bris rektuma, a s obzirom da E.coli takoder moze uzrokovati
sepsu i infekcije rana pa se u tom slucaju uzorkuju krv te brisevi rana. U rodu Klebsiella
najées$¢i uzroénik infekcija je K. pneumoniae koja uzrokuje nekrotizirajuéu pneumoniju,
infekcije mokra¢nog sustava, postoperativne infekcije i sepsu pa su neki od uzoraka za
dokazivanje Klebsiella urin, aspirat bronha, uzorak krvi te bris rane. Rod Salmonella
uzrokuju bolesti probavnog sustava pa su uzorci za dijagnostiku salmoneloza stolica,
sumnjiva hrana i krv za hemokulturu. Uzorci za dijagnostiku roda Shigella su stolica ili

obrisak rektuma s obzirom da ovaj rod uzrokuje infekcije probavnog sustava.
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Vrste iz roda Proteus ve¢inom su uzro¢nici infekcija mokraénog sustava pa se kao
uzorak za laboratorijsku dijagnostiku uzima urin. Rod Enterobacter uzrokuje infekcije
mokra¢nog sustava i sepsu, a vrste koje najcesce uzrokuju infekcije su Enterobacter cloacae i
Enterobacter aerogenes. Ovisno o infekciji kao uzorci se koriste urin i krv. S. marcescens
uzrokuje bolni¢ke infekcije, najces¢e urinarne pa se kao uzorak koristi uzorak urina. Osim

urinarnih infekcija, S. marcescens moze uzrokovati infekcije rana i bakterijemiju (2).

Biokemijska identifikacija enterobakterija temelji se na razgradnji ugljikohidrata i
aminokiselina (2). Sedamdesetih godina dvadesetog stolje¢a uvedena je brza metoda za
identifikaciju 1 klasifikaciju mikroorganizama odnosno  biokemijsko ispitivanje
enterobakterija mikrometodom pa tako na primjer postoji komercijalni test naziva API20E
(8). Ovaj test sadrzi 20 jazica minijaturiziranih, dehidriranih, konvencionalnih biokemijskih
testova kao §to su na primjer citratni test, Voges-Proskauerova reakcija, galaktozidaza, koji su
inokulirani mikrobnom suspenzijom. Nakon inkubacije podaci se ocitavaju ruc¢no ili
automatski (8). U novije vrijeme, koristi se pouzdanija i brza metoda identifikacije MALDI-
TOF (engl. matrix-assisted laser desorption ionization time-of- flight) masena spektrometrija.
Uzgojene enterobakterije identificiraju se u masenom spektrometru spektrom mase proteina.
Maseni spektar imobiliziranih, intaktnih bakterija odreduje se pod definiranim uvjetima te u
usporedbi s bazom podataka spektara poznatih bakterija (8). Ova tehnologija omogucuje
stvaranje karakteristicnih masenih spektralnih biomarkera koji su jedinstveni za svaki

mikroorganizam te je zbog toga ova tehnologija idealna za identifikaciju na razini roda i vrste
(9).
1.3. Osjetljivost enterobakterija na antibiotike

Vecéina enterobakterija osjetljiva je na karbapeneme, aminoglikozide, kinolone i
kloramfenikol, a razli¢ita im je otpornost na cefalosporine, tetracikline 1 aminopeniciline.
Takoder, sve vrste enterobakterija rezistentne su na penicilin G zbog grade stani¢ne stjenke
(4). Medutim, u posljednje vrijeme vrlo se Cesto detektiraju enterobakterije koje proizvode
karbapenemaze, pB-laktamaze koje hidroliziraju peniciline, u vecini slucajeva cefalosporine,
karbapeneme poput imipenema, meropenema, ertapenema i doripenema te monobaktame.
Navedeni antibiotici svrstavaju se u skupinu B-laktama koji u svojoj strukturi sadrze B-
laktamski prsten (10). Posljedni¢no dolazi do otpornosti enterobakterija na navedene
antibiotike $to predstavlja veliki problem u zdravsvtu jer su karbapenemi sve ¢eS¢e potrebni
za lijeCenje infekcija uzrokovanih gram-negativnim bakterijama koje proizvode beta-

laktamaze pro$irenog spektra (engl. extended spectrum f-lactamase; ESBL) (11).
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Rezistencija na karbapeneme odnosi se na sposobnost enterobakterija da prezive i
rastu u prisutnosti klinicki relevantnih koncentracija karbapenema. Americki centar za
kontrolu i prevenciju bolesti definira enterobakterije otporne na karbapeneme kao
enterobakterije koje nisu osjetljive ni na jedan karbapenem odnosno pokazuju minimalnu
inhibitornu koncentraciju od 4 mg/L za doripenem, meropenem, imipenem ili 2 mg/L za
ertapenem ili dokumentirano proizvode karbapenemazu dok je prema EUCAST metodologiji
minimalna inhibitorna koncentracija za meropenem < 2 mg/L, a za ertapenem < 0,5 mg/L
(12,13). Prema EUCAST-u neke od najéeS¢e izoliranih i klini¢ki vaznih karbapenem
rezistentnih enterobakterija su K. pneumoniae, E. coli, S. marcescens, E. cloacae,

Enterobacter spp., Proteus spp., Morganella spp., Citrobacter spp. i Providencia spp (13).

1.3.1. Mehanizmi rezistencije

Postoji nekoliko mehanizama rezistencije enterobakterija na karbapeneme. Prvi
mehanizam je proizvodnja karbapenemaza odnosno enzima koji inaktiviraju karabepeneme
hidrolizom, a pronalazimo ih u periplazmatskom prostoru (12). Veéina karbapenemaza
steCeni su enzimi kodirani genima na plazmidima. Karbapenemaze razlikuju se u
biokemijskim karakteristikama i djelovanju protiv specifiénih p-laktama. Razina ekspresije
gena i svojstva B-laktamaze te povezanost s drugim mehanizmima rezistencije rezultiraju
Sirokim rasponom fenotipova koji su uo€eni medu izolatima koji proizvode karbapenemazu
(13). Nadalje, drugi mehanizam rezistencije je stvaranje efluksne pumpe koja izbacuje
karbapeneme iz bakterijske stanice. Jo§ jedan od mehanizama rezistencije je mutacija ili
gubitak porina $to onemogucuje ulazak antibiotika u bakterijsku stanicu (12). Medutim,
pojedini izolati koji posjeduju gen za karbapenemazu mogu se kategorizirati kao osjetljivi na
karbapeneme dok s druge strane odsutnost gena karbapenemaze ne zna¢i da je bakterija
osjetljiva na karbapeneme s obzirom da postoje mehanizmi rezistencije koji ne ukljucuju

proizvodnju karbapenemaza ve¢ promjene u propusnosti vanjske membrane (12).

Smanjena osjetljivost na karbapeneme kod enterobakterija takoder moze biti
uzrokovana fB-laktamazama prosirenog spektra (ESBL) ili enzimima AmpC u kombinaciji sa
smanjenom propusnoS¢u zbog promjene ili smanjene regulacije porina ili zbog moguce
promjene proteina koji vezu penicilin. Kao 1 druge karbapenemaze, ESBL su steCeni enzimi
kodirani genima na plazmidima enterobakterija. Ovisno o razini ekspresije i svojstvima

enzima postoji velika raznolikost fenotipova rezistencije koji su uoceni medu ESBL-
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pozitivnim izolatima (13). Mehanizmi rezistencije bakterija na antibiotike prikazane su na

Slici 1.
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Slika 1. Mehanizmi rezistencije bakterija na antibiotike, ukljucujuéi 1
karbapenem rezistentne enterobakterije. Prilagodeno prema (12).

1.4. Karbapenemaze

Trenutno se tri skupine karbapenemaza KPC, NDM i OXA-48 smatraju trima

glavnim B-laktamazama od epidemioloskog i klinickog znacaja, a osim ova tri enzima klinicki

znacaj imaju i VIM, IMP i OXA-23 (11,14). Takoder, osim ovih -laktamazama razlikujemo i

B-laktamaze prosirenog spektra (ESBL) kao i AmpC. Razlikujemo cetiri molekularne klase

kojima pripadaju ove B-laktamaze (15). Klase su prikazane u Tablici 1.

Tablica 1. Molekularne klase B-laktamaza po Ambleru

Molekularna klasa p-laktamaza

A KPC, ESBL

B NDM, VIM, IMP
C AmpC

D OXA-48
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KPC (engl. Klebisella pneumoniae carbapenemase) su karbapenemaze koje sadrze
serinske ostatke i sastoje se od 265 - 269 aminokiselina (16). Bakterije koje proizvode ovaj
enzim otporne su na velik broj antibiotika ukljucujuci peniciline, cefalosporine, klasi¢ne
inhibitore B-laktamaze poput klavulanske kiseline, sulbaktama i tazobaktama te na aztreonam
i karbapeneme (14). Enterobakterije koje proizvode KPC otporne su na vise antibiotika jer se
gen blakec prenosi na velikim plazmidima s prate¢im determinantama rezistencije koje
ukljucuju i one odgovorne za otpornost na aminoglikozide, kinolone, trimetoprim,
sulfonamide i tetracikline (16). Samim time, zbog svoje multirezistentnosti na antibiotike
bakterije s KPC enzimima virulentnije su i opasnije za pacijente, posebice
imunokompromitirane (17). KPC B-laktamaze inhibira fenilboroni¢na kiselina koja se koristi

u laboratorijskoj detekciji.

B-laktamaze klase B koje se nazivaju i metalo-p-laktamaze karakterizirane su
potrebom za ionima cinka na njihovom aktivnom myjestu, a uklju¢uju enzime NDM (engl.
New Delhi metallo-beta-lactamase), VIM (engl. Verona integron-encoded metallo-S-
lactamase) i IMP koje su nazvane po svom fenotipu otpornom na imipenem (15). Uloge iona
cinka u razgradnji antibiotika su vezanje supstrata, aktivacija hidrolize i stabilizacija
meduprodukata reakcije (18). B-laktamaze klase B inhibirane su kelatorima metalnih iona
poput EDTA. NDM enzimi se sastoje od 270 aminokiselina te sadrZze dva iona cinka na
aktivnom mijestu gdje se odvija hidroliza laktama. Supstitucije aminokiselina rezultirale su
nastankom 24 razliite varijante NDM enzima (19). VIM enzimi trenutno ¢ine jednu od
najvecih skupina metalo -laktamaza, a sastoji od 46 prijavljenih varijanti koje se na temelju
slicnosti aminokiselina mogu podijeliti u skupine: VIM-1, VIM-2, VIM-7, VIM-12 i VIM -
13 (18). IMP takoder pripada -laktamazi klase B i ima aktivnost karbapenemaze, a kodirana
je blave genima. IMP razbija B-laktamski prsten koriste¢i cink kao katalizator. Do sada je

otkriveno 88 varijanti IMP, a jedna od najéescih je IMP-1 (20).

Oksacilinaze su enzimi koji hidroliziraju oksacilin, a medu najces¢ima je OXA-48 B-
laktamaza. OXA-48 je serinska P-laktamaza poput KPC-a, hidrolizira  peniciline i
karbapeneme, ali djelovanje enzima OXA-48 protiv karbapenema nije snazno kao djelovanje
KPC-a i metalo-pB-laktamaza (14). Osim toga, pokazuje i vrlo slabu aktivnost protiv
cefalosporina trece i Cetvrte generacije. OXA-48 prvi put je opisana kod K. pneumoniae, a
kasnije se pojavila i u ostalim rodovima i vrstama enterobakterija poput E. coli, S.
marcescens, E. cloacae (21). Do sada je pronadeno viSe od Cetrdeset varijanti OXA-48

enzima te vise od trideset OXA-48-like enzima (22).
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ESBL (B-laktamaze prosirenog spektra) enzimi su koji hidroliziraju veéinu penicilina
i cefalosporina, ukljucujuc¢i ceftazidim, ceftriakson i cefotaksim, a njihovi geni Sire se
konjugacijskim prijenosom plazmida (23). Vec¢ina ESBL-a inhibirani su inhibitorima f-
laktamaza poput klavulanske kiseline, sulbaktama, tazobaktama i avibaktama (13). ESBL
najcesc¢e pripadaju TEM, SHV 1 CTX-M porodicama, a TEM 1 SHV se najcesce nalaze kod
bolnickih izolata, dok su CTX-M c¢e$¢i u izvanbolni¢kim izolatima. Najvaznija beta-
laktamaza koja prevladava je TEM-1. a prema procjenama vise od 90 % otpornosti na
ampicilin medu E.coli je povezano s prisutnos¢u TEM-1 (23). TEM-1 hidrolizira penicilin i
cefalosporine prve generacije. Takoder, postoji i derivat TEM-1, nazvan TEM-2, a razlikuju
se u jednoj aminokiselini. SHV-1, koji je prvobitno opisan u K. pneumoniae, odgovoran je za

rezistenciju na ampicilin posredovanu plazmidom (23).

Cefalosporinaze AmpC tipa su p-laktamaze Amblerove klase C (13). Geni AmpC -
laktamaze prvi put su imenovani nakon otkrica E. coli otporne na ampicilin, a ve¢inom se
nalaze na plazmidima te se mogu pronaci kod vec¢ine gram-negativnih bakterija(24). AmpC -
laktamaze enzimi su koji posreduju u otpornosti na cefalotin, cefazolin, cefoksitin te ve¢inu
penicilina (25). AmpC slabo inhibiraju klasi¢ni ESBL inhibitori, posebice klavulanska
kiselina. Brojne eneterobakterije proizvode prirodne AmpC enzime. Takoder hiperprodukcija
prirodnih AmpC je posljedica razli¢itih genetskih promjena i1 daje visoku razinu otpornosti na
cefalosporine i kombinacije inhibitora penicilin-p-laktamaza (13). Mutacija gena uzrokuje

pojacanu ekspresiju AmpC §to uzrokuje otpornost na cefalosporine trece generacije (3).

1.5. Metode detekcije

Nakon S$to se u rutinskim testovima osjetljivosti otkrije smanjena osjetljivost
eneterobakterije na karbapeneme, primjenjuju se fenotipske i genotipske metode dektecije i

identifikacije karbapenemaza.
1.5.1. Fenotipski testovi

Neki od najces¢ih fenotipskih testova za detekciju karbapanem rezistentnih
enterobakterija su metoda kombiniranih diskova, metoda dvostrukog diska, modificirani
Hodgeov test, metoda inaktivacije karbapenema (CIM), Lateral Flow test, CARBA NP test, te
MALDI-TOF. Metoda kombiniranih diskova koristi se za testiranje izoliranih enterobakterija

na produkciju karabepenmaza.



1. Uvod

Diskovi ili tablete koji dodajemo na Mueller Hinton agar na kojem se nalaze zasijane
kulture sadrze meropenem ili imipenem te razne inhibitore. Inhibitori koji se koriste su borna
kiselina koja inhibira karbapenemaze klase A, zatim etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA)
ili fenilboroni¢na kiselina koja inhibira karbapenemaze klase B. OXA-48 inhibirana je
avibaktamom, ali ovaj inhibitor do sada nije bio uklju¢en u fenotipske ploc¢e. Kao inhibitor
AmpC koristi se kloksacilin (13). Ako se inhibicijska zona uveéa za najmanje pet milimetara
uz prisutnost inhibitora to upucuje da bakterija proizvodi karabapenemazu. S obzirom da je

kod ove metode potrebna inkubacija tijekom no¢i, glavni nedostatak je dugotrajnost.

Metoda dvostrukog diska koristi se za detekciju ESBL sojeva. Suspenzija kulture
zasijava se na Mueller Hinton agar nakon ¢ega se dodaju diskovi koji sadrze azetronam i
cefalosporine - ceftazidim, cefotaksim, ceftriakson i cefepim. U sredinu ploce, dva do tri
centimetra od ostalih diskova dodaje se disk s klavulanskom kiselinom, a nakon toga slijedi
inkubacija do 24 sata na 37 °C. Ako se inhibicijska zona oko diskova Siri prema disku s

klavulanskom kiselinom rezultat je pozitivan, odnosno ispitivana bakterija proizvodi ESBL
©)

Kod modificiranog Hodgeovog testa suspenzija E.coli ATCC 25922 gustoée 0,5 po
McFarlandu inokulira se na Mueler Hinton agar. Testirani soj se zatim zasijava potezom od
centra do periferije ploce u Cetiri smjera nakon ¢ega se stavlja disk karbapenema, najceSce
imipenema od 10 mikrograma. Nakon toga slijedi inkubacija preko noci, a ako testni soj
proizvodi karbapenemazu, imipenem u ploci se hidrolizira, dopustajuci osjetljivoj E. coli u
pozadini da raste prema disku, stvaraju¢i izgled poput lista djeteline (14). Koristenje
modificiranog Hodgeovog testa ne preporuca se jer je tesko interpretirati dobivene rezultate,

specifi¢nost je slaba, a u nekim slu¢ajevima osjetljivost ispod optimalne (13).

Princip metode inaktivacije karbapenema (CIM) je otkrivanje enzimske hidrolize
inkubacijom karbapenema s bakterijskom suspenzijom (13). U CIM testu koriste se diskovi za
testiranje osjetljivosti na antibiotike. Disk meropenema od 10 pg inkubira se u suspenziji
ispitivanog soja. Nakon inkubacije, disk se izvadi iz otopine i stavi na Mueller Hinton agar
plo¢u inokuliranu s E. coli ATCC 25922. Ako bakterija proizvodi karbapenemazu,
meropenem u disku inaktiviran je tijekom pocetne inkubacije te dopusta rast E. coli. Ako se
karbapenemaza ne proizvodi, formira se zona inhibicije. Osjetljivost ove metode je 99 %, a
koristi se vec¢inom za dokazivanje KPC, OXA-48, NDM, VIM i IMP karbapenemaza (14).
Ovaj test lako je dostupan i znatno pristupaéniji od molekularnih testova. Glavni nedostatak

ove metode je dugotrajnost.



1. Uvod

Lateral flow test je imunokromatografski test koji sluzi za detekciju i identifikaciju
karbapenemaza iz izolata bakterijske kolonije (15). Test se temelji na imunoloskom hvatanju
epitopa karbapenemaza koriStenjem nanocestica koloidnog zlata vezanih za nitroceluloznu
membranu unutar uredaja s bo¢nim protokom. Na nitroceluloznoj membrani nalaze se linije
monoklonskih antitijela protiv karbapenemaze OXA-48 i njenih varijanti, monoklonskih
antitijela protiv KPC karbapenemaze, monoklonskih antitijela protiv NDM karbapenemaze te
kontrolni reagens za hvatanje (26). Kada pufer koji sadrzi resuspendirane bakterije dode u
kontakt s membranom, otopljeni konjugati migriraju s uzorkom pasivnom difuzijom te tako
dolazi do kontakta s imobiliziranim antitijelima adsorbiranim na nitroceluloznu traku. Ako
uzorak sadrzi neku od karbapenemaza, epitopi odredene karbapenemaze vezat ¢e se za jednu
od specifi¢nih linija. Rezultati ovog testa vidljivi su u roku 15 minuta u obliku crvene linije na

testu.

CARBA NP test kolorimetrijski je test koji se temelji na izravhom otkrivanju
hidrolize karbapenema kod bakterija koje proizvode karbapenemazu (27). Ovaj test sastoji se
od traka dizajniranih za ispitivanje za jednog izolata koje sadrZze unaprijed pripremljene
reagense(28). Hidroliza karbapenema uzrokuje smanjenje pH vrijednosti $to dovodi do
promjene boje fenol red indikatora iz crvene u zutu. CARBA NP uglavnom pokazuje visoku
specificnost 1 osjetljivost za otkrivanje karbapenemaza klase A 1 klase B, ali nisku osjetljivost
za OXA karbapenemaze. Kod odredenih komercijalnih CARBA NP testova postoje problemi
s tumacenjem rezultata na temelju vizualnog o¢itavanja pomaka boje zbog javljanja sumnjivih
rezultata te odredeni udio rezultata koji se ne mogu interpretirati (13). Ovaj test brzi je test s
obzirom da su rezultati vidljivi u roku dva sata, a osim toga prednosti su i jednostavno

koriStenje te financijska isplativost.

MALDI-TOF (engl. matrix-assisted laser desorption ionization time-of- flight) masena
spektrometrija postala je univerzalna referentna metoda za identifikaciju mikrobnih vrsta u
klinickoj mikrobiologiji, a uvodenje istog u laboratorije znafajno je smanjilo vrijeme
potrebno za identifikaciju bakterija. Razvoj algoritama za njihovu detekciju, implementiranih
u komercijalno dostupan MALDI-TOF MS sustav, omogucio je automatiziranu trenutnu

identifikaciju rezistentnih sojeva, tijekom standardnog procesa identifikacije vrsta (29).

Karbapenemaze se uz pomo¢ ove metode detektiraju tako da se kolonija testnog soja
suspendira u otopini koja sadrzi karbapenem i inkubira se na 37 °C od 15 minuta do nekoliko
sati, a zatim uredaj detektira smanjenje ili nestanak odredenih specifiénih pikova

karbapenema u spektru masa.



1. Uvod

Specifiéni pikovi u spektru mase bakterija identificirani su kao markeri otpornosti na
antibiotike (29). ZabiljeZzena je osjetljivost i specifi¢nost od gotovo 100 %, S vremenom
obrade od 30 minuta. Medutim, prijavljeni su lazno negativni rezultati sa sojevima koji

proizvode OXA-48 i sojevima koji proizvode sluz zbog interakcije s polisaharidima (14).
1.5.2. Genotipski testovi

PCR (engl. Polymerase chain reaction) cesto se koristi za detekciju gena koji kodiraju
predominantne karbapenemaze: KPC, OXA-48, NDM, VIM i IMP. PCR u stvarnom vremenu
otkriva i kvantificira gene rezistencije istovremeno koriste¢i fluorescentne sonde ili boje.
Rezultati testa prikazuju se na ekranu kao fluorescentni intenzitet u odnosu na grafikon
temperature taljenja koji se koristi u analizi krivulje taljenja. Svaki gen ima jedinstvenu
krivulju taljenja koja se koristi za identifikaciju (30). Osim PCR-a u stvarnom vremenu Koristi
se 1 Multiplex PCR koji koristi skup viSe pocetnica za detekciju nekoliko gena istovremeno.
Kombinacijom ove dvije metode moguce otkriti razlicite otpornosti gena u jednoj reakciji i za
puno manje vremena (30). Postoje razliciti komercijalni testovi poput GenExpert sustava koji
koristi PCR u stvarnom vremenu za brzo otkrivanje blakec, blave , blakec, blavim, blanom i
blaoxa-4s karbapenemaze. Takoder, razvijen je i oligonukleotidni test temeljen na
mikromrezama. Ovaj test istovremeno otkriva gene koji kodiraju Klinicki vazne

karbapenemaze, kao ESBL iz kulture unutar nekoliko sati (31).

Petljom posredovano izotermalno umnaZzanje brza je, jednostavna i visoko specifi¢na
metoda temeljena na umnazanju nukleinske kiseline. Ova metoda ovisi o autociklickom
pomaku lanca u sintezi DNA u prisutnosti Bst DNA polimeraze i skupa od ¢etiri do osam
pocetnica koje se pricvrscuju na razlicite dijelove DNA. Amplifikacija DNA promatra se
mjerenjem zamucenosti reakcijske otopine spektrofotometrom ili fluorescentnim reagensom

(30). U usporedbi sa PCR-om ova metoda ima vecu osjetljivost.

DNA Sekvenciranje cijelog genoma je metoda za otkrivanje gena karbapenemaza koja
moze identificirati poznate i nepoznate gene koji kodiraju karbapenemaze sa 100 %
osjetljivoscu i specificnoséu u usporedbi s PCR-om (30). Glavni nedostatak sekvencioniranja
cijelog genoma je nepostojanje univerzalne platforme za analizu podataka za jednostavnu

usporedbu, analizu i razmjenu informacija.
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2. CILJ RADA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. opisati osobitosti detekcije enterobakterija rezistentnih na karbapeneme (KRE) u
Zavodu za klinicku mikrobiologiju i bolnicke infekcije Klinike za infektologiju KBC
Osijek u periodu 18. 5. 2020. - 18. 5. 2023.

2. ispitati uCestalost enterobakterija u navedenom periodu

3. ispitati uCestalost enterobakterija rezistentnih na karbapeneme (KRE)

4. odrediti udio entereobakterija rezistentnih na karbapeneme (KRE) od ukupno
izoliranih enterobakterija u navedenom periodu

5. ispitati distribuciju detektiranih karbapenemaza po bakterijskim vrstama

11
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3. MATERIJALI | METODE RADA

3.1. Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao presjecna studija.

3.2. Eti¢ka nacela

Istrazivanje je odobreno 20. ozujka 2023. od strane Etickog povjerenstva

Medicinskog fakulteta Osijek (URBROJ: 2158-61-46-23-48).

3.3 Kulture enterobakterija i testiranje rezistencije na karbapeneme

U istrazivanju je koristeno 206 izolata enterobakterija rezistentnih na karbapeneme
koje su detektirane i pohranjene u razdoblju 18. 05. 2020. - 18. 05. 2023. u Zavodu za
klinicku mikrobiologiju i bolni¢ke infekcije Klinike za infektologiju KBC Osijek. Osim
izolata, u istrazivanju su koriSteni i podaci o datumu uzorkovanja uzoraka u kojem su
detektirane karbapenemaze, kriptirani broj uzoraka, vrste uzoraka, nazivi izolata te detektirani
enzimi. Takoder, koristeni su i podaci o ukupnom broju izoliranih enterobakterija kao i podaci
0 broju izoliranih ostalih porodica bakterija u navedenom periodu. Svi navedeni podaci
dobiveni su iz elektronske baze Zavoda za klini¢ku mikrobiologiju 1 bolnicke infekcije
Klinike za infektologiju KBC Osijek. Bolesnici kod kojih su izolirane enterobakterije
rezistentne na karbapeneme i njihovi osobni podaci ni na koji nadin nisu koristeni u
istrazivanju. Tijekom navedenog razdoblja provedena je obrada razli¢itih klinickih uzoraka u
Zavodu za klinicku mikrobiologiju i bolnic¢ke infekcije Klinike za infektologiju KBC Osijek
standardiziranim
metodama izolacije i identifikacije enterobakterija te ispitivanje osjetljivosti na antibiotike. Za
testiranje rezistencije enterobakterija na karbapeneme provedeni su fenotipski i genotipski
testovi. Od fenotipskih testova provedeni su: metoda kombiniranih diskova, Lateral Flow test,
CARBA NP test, modificirani Hodgeov test te metoda inaktivacije karbapenema (CIM).
Genotipski test koriSten za testiranje rezistencije na karbapeneme je eazyplex SuperBug CRE

(AmplexDiagnostics GmbH, Njemacka).
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3.4. Metode

3.4.1. Metoda kombiniranih diskova

Kod metode kombiniranih diskova dodajemo tablete ili diskove na Mueller Hinton
agar na kojem se nalaze zasijane kulture. Za dokazivanje karbapenemaza koristen je KPC,
MBL, and OXA-48 Confirm Kit (Rosco diagnostica) koji sadrzi: meropenem 10 pg (MRP),
meropenem 10 pg + fenilboricna kiselinaMRPBO), meropenem 10 pnug +
kloksacilin(MRPCX), meropenem 10 pg + dipikolinska kiselina(MRPDP) i temocilin 30 pg.

Postupak: Koriste¢i svjezu kulturu pripremi se suspenzija testirane bakterije gustoce
0,5 po McFarlandu. Sterilnim brisom suspenziju se jednoliko zasijava na Mueller Hinton agar.
Dispenzerom za tablete rasporede se tabelete na inokuliranu podlogu. Zatim slijedi inkubacija
na 35+1 °C preko noéi. Nakon inkubacije mjeri se i zapisuje dijametar inhibicijske zone te se
usporeduju inhibicijske zone svih tableta. Prvo se mjeri inhibicijska zona oko tablete
meropenema, a zatim oko ostalih tableta. Ako su sve zone 3 mm jedne od drugih, organizam
ne lu¢i KPC i metalo- B-laktamaze. Ako je zona inhibicije oko MRPCX > 5 mm, a oko
MRPBO > 4 mm rije¢ je o hiperprodukciji AmpC. AKo je zona inhibicije oko MRPBO > 4
mm, a zona MRPCX < 3 mm postoji aktivnost KPC enzima. Ako je zona oko MRPBO diska
>4 mm od zone MRPCX izolat proizvodi KPC. Ako je zona oko diska MRPDP > 5 mm od
zone oko diska MRP10 izolat je metalo-p-laktamaza pozitivan. Takoder, neki izolati mogu
imati minimalnu inhibitornu koncentraciju na meropenem manju od 0,25 ug/ml, ali i dalje
proizvoditi karbapenemaze te se za njihovu detekciju koristi disk imipenema i meropenema te
disk dipikolicne kiseline izmedu njih. Sinergizam izmedu dipikolicne kiseline 1 diska
imipenema i/ili meropenema ukazuje na prisutnost metalo 3-laktamaze. Ako je zona inhibicije
oko tablete temocilina <14 mm, a izolat je KPC i MBL negativan, izolat je OXA-48
pozitivan. Takoder, moguce je da izolat moZe biti pozitivan na viSe mehanizama rezistencije.
Na primjer, ako je zona inhibicije oko diska MRPDP > 5 mm, a zona inhibicije oko diska
MRPBO > 4 mm organizam je MBL i KPC pozitivan. Rezultati metode kombiniranih diskova

prikazani su na Slici 2.
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Slika 2.

a) i b) Jasno vidljive zone inhibicije - izolat osjetljiv na antibiotik

¢) i d) Zona oko diska MRPDP > 5 mm od zone oko diska MRP10 —
izolat metalo-B-laktamaza pozitivan

3.4.2. Lateral flow test

Za dokazivanje KPC, OXA-48, NDM I VIM karbapenemaza koristen je komercijalni
O.K.N.V.I RESIST-5 lateral flow test (Coris BioConcept). Ovaj test brzi je dijagnosti¢ki test
za detekciju karbapenemaza iz bakterijske kulture.

Postupak: U epruvetu se dodaje 11 kapi LY-D pufera te se zatim ezom uzima uzorak
bakterijske kolonije porasle na Mueller Hinton agaru i promijeSa se. Nakon toga slijedi
vorteksiranje kako bi doSlo do homogenizacije. Zatim se pipetira 100 mikrolitara mjeSavine
pufera i bakterijske kolonije u svaku jazicu na obje kazete (Slika 3.) Rezultati testa vidljivi su
nakon 15 minuta u obliku crvene linije na testu (Slika 4.).
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Slika 3. Postupak O.K.N.V.l RESIST-5 lateral flow testa.

a) Dodavanje kapi LY-D pufera
b) Uzimanje uzorka ezom

c) Dodavanje uzorka u pufer

d) Vorteksiranje

e) Pipetiranje u jazice

Izvor: fotografirala autorica rada

Slika 4. Rezultati O.K.N.V.l RESIST-5 lateral flow testa. Kod tri razli¢ita izolata
detektirane su karbapenemaze: a)VVIM, b) NDM i OXA-48 i ¢)KPC.

Izvor: fotografirala autorica rada.
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3.4.3. Carba NP test

Za dokazivanje prisutnosti karbapenemaza u izolatima koristen je RAPIDEC CARBA
NP test (bioMérieux). CARBA NP test temelji se na izravnom otkrivanju hidrolize
karbapenema. Ovaj test brzi je dijagnosti¢ki test s obzirom da su rezultati vidljivi kroz dva

sata.

Postupak: 100 uL API suspenzijskog medija pipetira se u jaZice oznac¢ene slovima a,
b i ¢ na traci za ispitivanje te se pri¢eka 10 minuta. Zatim se u jaZicu oznacenu slovom ¢ €zom
dodaje uzorak bakterijske kolonije porasle na Mueller Hinton agaru i promijesa se te se ostavi
30 minuta na sobnoj temperaturi poklopljeno poklopcem za inkubaciju dobivenim u Kitu.
Nakon 30 minuta iz jazice oznacene slovom c pipetiramo 25 pL. mjeSavine suspenzijskog
medija i uzorka bakterijske kolonije u jazice oznacene slovima d i e. Nakon toga iz jaZice a
pipetiramo 25 pL phenol red indikatora u jazice oznacene slovima d i e. Traku za ispitivanje
pokrivamo poklopcem za inkubaciju te stavljamo u termostat na temperaturu 37 °C. Promjena
boje iz crvene u narancastu ili Zutu znak je prisutnosti karbapenemaza. Rezultati testa vidljivi

SuU unutar 2 sata.

=

10x
[’o L=
30min
(o8

Slika 5. Rezultati RAPIDEC CARBA NP testa. Promjena boje iz crvene u zuto ukazuje
na prisutnost karbapenemaze. Izvor: fotografirala autorica rada.
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Slika 6. Rezultati RAPIDEC CARBA NP testa. Boja je nepromijenjena §to
ukazuje da karbapenemaza nije prisutna.

Izvor: fotografirala autorica rada

3.4.4. Modificirani Hodgeov test

Modificirani Hodgeov test ukljuCuje povlacenje linija klinickog izolata od diska
impregniranog ertapenemom ili imipenemom prema periferiji ploce na koju je prethodno

zasijan soj E. coli osjetljiv na karbapenem.

Postupak: Suspenzija E.coli ATCC 25922 gustoce 0,5 po McFarlandu inokulira se
na Mueller Hinton agar te se zatim zasijava soj koji se testira. Soj se zasijava na nac¢in da se
od sredine prema periferiji plo¢e povuku dvije ili tri linije. Nakon zasijavanja, u sredinu ploce
se stavlja disk imipenema od 10 pg. Ploce se zatim stavljaju na inkubaciju preko no¢i. Ako je
inhibicijska zona oko diska deformirana, odnosno izgleda poput lista djeteline, testirani soj

proizvodi karbapenemazu (Slika 7.)

17



3. Materijali

Deformirane zone oko diska
tvore izled lista djeteline

Slika 7. Deformirana inhibicijska zona ukazuje da soj proizvodi
karbapenemazu

Izvor: fotografirala autorica rada

3.4.5. Metoda inaktivacije karbapenema (CIM)

Metodom inaktivacije karbapenema (CIM) detektira se produkcija karbapenemaza u

ispitivanom soju na temelju enzimske hidrolize.

Postupak: U epruvetu pipetira se 400 pL sterilne fizioloske otopine te zatim umuti
punu usicu soja kod kojeg se ispituje proizvodnja karbapenemaza. Nakon toga dodaje se disk
meropenema od 10 pg. Disk se zatim inkubira 2 sata u suspenziji na temperaturi od 35 °C.
Suspenzija E.coli ATCC 25922 inokulira se na Mueler Hinton agar na koji se nakon
inkubacije stavlja disk meropenema. Plo¢a sa diskom meropenema ponovo se inkubira na 35
°C preko noci te se zatim promatra prisutnost odnosno odsutnost zone inhibicije (Slika 8.).
Ukoliko nema inhibicijske zone, testirani soj proizvodi karbapenemazu koja inhibira

djelovanje karbapenema te omogucuje rast inokuliranoj E.coli oko diska meropenema.
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Slika 8. Metoda inaktivacije karbapenema

a) Inhibicijska zona - soj ne proizvodi karbapenemazu

b) Nema inhibicijske zone - soj proizvodi karbapenemazu
¢) Nema inhibicijske zone - soj proizvodi karbapenemazu
d) Nema inhibicijske zone - soj proizvodi karbapenemazu

Izvor: fotografirala autorica rada

3.4.6. Genotipski test

Za detekciju bakterijskih gena koriSten je molekularni test eazyplex SuperBug CRE
(AMPLEX).

Postupak: Uzorak bakterijske kolonije uzme se inokulacijskom ezom te se stanice
suspendiraju u 500 uL RALF medija. Otopina se zatim inkubira 2 minute na 99 °C. Na

zaslonu uredaja unosi se barkod uzorka te se odabire blok u koji ide strip.
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Nakon inkubacije, u svaku od 8 jazica na stripu pipetira se 25 uL otopine te se odmah
nakon strip postavlja u odabrani blok uredaja, zatvara se poklopac i uredaj zapocinje test.

Rezultati su prikazani u obliku krivulja, a svaki gen ima jedinstvenu krivulju taljenja koja se
koristi za identifikaciju (Slika 9.).

Amplification

20kt

Fluorescence (F)

10k:

..........................

Time (mins)

Slika 9. Rezultati molekularnog testa eazyplex SuperBug CRE. Krivulja
obojena crveno ukazuje da testirani izolat posjeduje gen za KPC.

Izvor: fotografirala autorica rada

3.5. Statisticke metode

Rezultati istraZivanja prikazani su graficki i1 tabelarno te su obradeni deskriptivhom
statistikom. Kategorijski podaci prikazani su apsolutnom i relativnom frekvencijom.
Normalnost raspodjele testirana je Shapiro-Wilk testom, a razina znacajnosti podeSena je na
a=0,5. S obzirom da podaci testirani Shapiro-Wilk testom nisu slijedili normalu, opisani su

medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Statisticka obrada podataka provedena je u
programu RStudio, inacica 2023.03.1.
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4. REZULTATI

4. Rezultati

4.1. Ucestalost enterobakterija u periodu od 18. 5. 2020. do 18. 5. 2023.

Tablica 2. Ucestalost enterobakterija po godinama

Enterobakterije Shapiro-Wilk test (p- Medijan Interkvartilni raspon
vrijednost)

2020. 1,355*1010 7,00 21,00

2021. 4,591*10 7,00 27,00

2022. 4,478*10 5,00 31,00

2023. 2,591*1010 5,00 15,75

Normalnost uzorka testirana je Shapiro-Wilk testom. Dobivene p-vrijednosti su sve manje od

0.05, Sto znaci da na razini znacajnosti a=0.05 ne mozemo tvrditi da se radi o normalno

distribuiranim uzorcima za svaku godinu.

Tablica 3. Ucestalost enterobakterija rezistentnih na karbapaneme po godinama

Enterobakterije
rezistentne na
karbapaneme
2020.

2021.

2022.

2023.

Shapiro-Wilk test (p-

vrijednost)

7,028*10°
4,254*101
2,56*1071°
2,2*10°1°

Medijan

4,00
2,00
5,00
6,00

Interkvartilni raspon

0,50
7,75
22,25
3,00

Normalnost uzorka testirana je Shapiro-Wilk testom. Dobivena p-vrijednosti su sve redom

manje od 0.05, §to znaci da na razini znacajnosti a=0.05 ne mozemo tvrditi da se radi o

normalno distribuiranim uzorcima za svaku godinu.
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4. Rezultati

U periodu od 18. 5. 2020. do 18. 5. 2023. detektirano je ukupno 9207 izolata od ¢ega udio

detektiranih enterobakterija iznosi 55,58 %.

ispitivanom periodu prikazana je u Tablici 4.

Frekvencija detekcije enterobakterija u

Tablica 4. Broj i udio svih enterobakterija od svih ukupno detektiranih bakterija po godinama

Godina Ukupan broj izolata Broj enterobakterija Udio (%)
(n) (n)

2020. 1592 888 55,78

2021. 2735 1583 57,88

2022. 3249 1904 58,60

2023. 1631 743 45,56

UKUPNO 9207 5118 55,58

U 2020. godini detektirano je 888 enterobakterija. Distribucija detektiranih enterobakterija

prikazana je u Tablici 5. u kojoj jasno vidimo dominaciju izolata E. coli zastupljene sa 55,07

%.

Tablica 5. Broj detektiranih enterobakterija po rodovima i udio istih od ukupnog broja

enterobakterija za 2020. godinu

Rod Broj (n) Udio (%)
Citrobacter spp. 17 1,91
Enterobacter spp. 64 7,21
Escherichia spp. 489 55,07
Klebsiella spp. 173 19,48
Morganella spp. 11 1,24
Proteus spp. 103 11,60
Providencia spp. 15 1,69
Salmonella spp. 2 0,23
Serratia spp. 14 1,58
UKUPNO 888 100
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4. Rezultati

U 2021. godini detektirano je ukupno 1583 enterobakterije, a distribucija bakterija prikazana

u Tablici 6. jasno prikazuje dominaciju E. coli koja je zastupljena sa 57,99 %.

Tablica 6. Broj detektiranih enterobakterija po rodovima i udio istih od ukupnog broja

enterobakterija za 2021. godinu

Rod Broj (n) Udio (%)
Citrobacter spp. 35 2,21
Enterobacter spp. 125 7,90
Escherichia spp. 918 57,99
Klebsiella spp. 290 18,32
Morganella spp. 17 1,07
Proteus spp. 156 9,85
Providencia spp. 6 0,38
Salmonella spp. 1 0,06
Serratia spp. 35 2,21
UKUPNO 1583 100

U 2022. godini broj ukupan broj detektiranih enterobakterija iznosio je 1904. Distribucija po

rodovima prikazana u Tablici 7. ukazuje na dominaciju E.coli koja je zastupljena sa 52,68 %.

Tablica 7. Broj detektiranih enterobakterija po rodovima i udio istih od ukupnog broja

enterobakterija za 2022. godinu

Rod Broj (n) Udio (%)
Citrobacter spp. 56 2,94
Enterobacter spp. 129 6,78
Escherichia spp. 1003 52,68
Klebsiella spp. 389 20,43
Morganella spp. 26 1,37
Proteus spp. 231 12,13
Providencia spp. 19 1,00
Salmonella spp. 2 0,11
Serratia spp. 49 2,57
UKUPNO 1904 100
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4. Rezultati

U 2023. godini detektirano je 743 enterobakterija. Distribucija detektiranih enterobakterija
prikazana je u Tablici 8. u kojoj jasno vidimo dominaciju izolata E. coli zastupljene sa 55,32
%.

Tablica 8. Broj detektiranih enterobakterija po rodovima i udio istih od ukupnog broja

enterobakterija za 2023. godinu

Rod Broj (n) Udio (%)
Citrobacter spp. 27 3,63
Enterobacter spp. 25 3,36
Escherichia spp. 411 55,32
Klebsiella spp. 162 21,80
Morganella spp. 7 0,94
Pantonea spp. 1 0,13
Proteus spp. 83 11,17
Providencia spp. 4 0,54
Salmonella spp. 2 0,27
Serratia spp. 21 2,83
UKUPNO 743 100
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4. Rezultati

4.2. Broj i udio enterobakterija rezistentnih na karbapeneme

Tablica 9. Broj i udio enterobakterija rezistentnih na karbapeneme po godinama

GODINA IZOLAT Broj (n) Udio (%)
2020. E. cloacae 4 40
K.pneumoniae 6 60
UKUPNO 10 100
2021. E. cloacae 2 5,26
K.pneumoniae 33 86,84
P. stuartii 2 5,26
S.marcescens 1 2,63
UKUPNO 38 100
2022. E. coli 1 1,09
E. cloacae 9 9,89
K.pneumoniae 77 84,62
K. oxytoca 1 1,09
P. rettgeri 1 1,09
P. stuartii 1 1,09
S. marcescens 1 1,09
UKUPNO 91 100
2023. E. cloacae 1 1,50
K.pneumoniae 66 98,50
UKUPNO 67 100
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4. Rezultati
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Slika 12. Stupicasti dijagram frekvencija enterobakterija rezistentnih na karbapeneme za

2022. godinu
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Slika 13. Stupicasti dijagram frekvencija enterobakterija rezistentnih na karbapeneme za
2023. godinu
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4. Rezultati

4.3. Broj i udio karbapenem rezistentnih enterobakterija(KRE) i osjetljivih
enterobakterija

Tablica 10. Broj i udio karbapenem rezistentnih enterobakterija i osjetljivih enterobakterija po

godinama
GODINA Ukupan broj Rezistentne Osjetljive

detektiranih

enterobakterija

Broj (n) Udio (%) Broj(n) Udio (%)

2020. 888 10 1,13 878 98,87
2021. 1583 38 2,40 1545 97,60
2022. 1904 91 4,78 1813 95,22
2023. 743 67 9,02 676 90,98

Tablica 11. Ukupan broj i udio detektiranih rezistentnih i osjetljivin enterobakterija za
razdoblje od 18.05.2020. do 18.05.2023.

Rezistentne Osijetljive
Broj (n) Udio (%) Broj (n) Udio (%)
Enterobakterije 206 4,19 4909 95,80

4.4. Prisutnost karbapenemaza

Tablica 12. Broj i udio detektiranih karbapenemaza za 2020. godinu

Prisutnost karbapenemaze Broj (n) Udio (%)
NIJE DETEKTIRANA 2 20
OXA-48 8 80
Ukupno 10 100
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Slika 14. Stupicasti dijagram udjela karbapenemaza za 2020. godinu

Tablica 13. Broj i udio detektiranih karbapenemaza za 2021. godinu

Prisutnost karbapenemaze Broj (n) Udio (%)
KPC 3 7,89
NIJE DETEKTIRANA 4 10,53
OXA-48 31 81,58
Ukupno 38 100
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4. Rezultati

Slika 15. Stupicasti dijagram udjela karbapenemaza za 2021. godinu

Tablica 14. Broj i udio detektiranih karbapenemaza za 2022. godinu

Prisutnost karbapenemaze Broj (n) Udio (%)
KPC 4 4,35
NDM 4 4,35
NIJE DETEKTIRANA 8 8,70
OXA-48 76 82,60
Ukupno 92 100
9
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Slika 16. Stupicasti dijagram udjela karbapenemaza za 2022. godinu

Tablica 15. Broj i udio detektiranih karbapenemaza za 2023. godinu

Prisutnost karbapenemaze Broj (n) Udio (%)
NDM 1 1,49
NIJE DETEKTIRANO 8 11,94
OXA-48 58 86,57
Ukupno 67 100
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Slika 17. Stupicasti dijagram udjela karbapenemaza za 2023. godinu

Tablica 16. Broj i zastupljenost pojedinih enzima po godinama

Godina  KPC NDM VIM NIJE OXA-48  UKupno
DETEKTIRANO

2020. 0(0%) 0(0% 0(0%) 2(9,10%) 8 (4,62%) 10

2021. 3 0(0%) 0(0%) 4(18,18%) 31 38
(42,86%) (17,92%)

2022. 4 4(80%) 0(0%) 8 (36,36%) 76 92
(57,14%) (43,93%)

2023. 0(00%) 1(20%) 0(0%) 8 (36,36%) 58 67

(33,52%)
Ukupno 7 5 0 22 173 207

Tablica 17. Udio (%) enzima sveukupno po godinama

Naziv enzima 2020. 2021. 2022. 2023.
KPC 0 10,53 3,30 0
NDM 0 0 4,40 1,52
NIE 16,67 10,53 8,79 12,12
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4. Rezultati
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Slika 18. Stupicasti dijagram udjela karbapenemaza po godinama

4.5. Distribucija enzima po vrstama enterobakterija po godinama

Tablica 18. Broj i distribucija enzima po vrstama enterobakterija za 2020. godinu

E.cloacae K.pneumoniae
NIJE DETEKTIRANA 1 (50 %) 1 (50 %)
OXA-48 3(37,5%) 5 (62,5 %)
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Slika 19. Stupicasti dijagram distribucije enzima po vrstama enterobakterija za 2020. godinu

Tablica 19. Broj i distribucija enzima po vrstama enterobakterija za 2021. godinu

E.cloacae K.pneumoniae P.stuartii  S.marcescens

KPC 0 (0 %) 3 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
NIJE 1 (25 %) 3 (75 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
DETEKTIRANA
OXA-48 1 (3,23 %) 27 (87,09 %) 2 (6,45 %) 1 (3,23 %)
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Slika 20. Stupicasti dijagram distribucije enzima po vrstama enterobakterija za 2021. godinu
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4. Rezultati

Tablica 20. Broj i distribucija enzima po vrstama enterobakterija za 2022. godinu

E. E. K. K. P. P. S.
cloacae coli oxytoca  pneumon stuartii  rettgeri  marcescens
iae
KPC 0 (0 %) 00%) 0(O%) 4(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
NDM 2 (50 %) 00%) O0@0O%) 1(25%) 0(0%) 1(25%) O0(0%)
NIJE 1(125%) 0@0%) 0(©0%) 7 00%) 0(0O%) 0(0%)
DETEKTI (87,5%)
RANA
OXA-48 4(526%) 1 1 68 1 0(0%) 1(1,32%)
(1,32%) (1,32%) (87,18%) (1,32%)
= N KPC
- NDM
© m NIJE DETEKTIRANA
S OXA-48
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Slika 21. Stupicasti dijagram distribucije enzima po vrstama enterobakterija za 2022. godinu

Tablica 21. Distribucija enzima po vrstama enterobakterija za 2023. godinu
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4. Rezultati

E.cloacae K.pneumoniae
NDM 0 (0 %) 1 (100 %)
NIJE 1(12,5 %) 7 (87,5 %)
DETEKTIRANA
OXA-48 0 (0 %) 58 (100 %)
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Slika 22. Stupicasti dijagram distribucije enzima po vrstama enterobakterija za 2023. godinu
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4. Rezultati

4.6. Trend Klebiselle po godinama
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Slika 23. Linijski dijagram - trend Klebisielle po godinama
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5. Rasprava

5. RASPRAVA

Ovo istrazivanje dovodi do spoznaje o porastu broja detektiranih enterobakterija i
enterobakterija rezistentnih na karbapeneme. Statisticka obrada podataka ukazuje na to da su
broj, a samim time i udio detektiranih enterobakterija tijekom promatranog razdoblja u
porastu. Od ukupnog broja detektiranih bakterija u navedenom razdoblju udio enterobakterija
iznosio je 55,58 % (Tablica 4.). Promatranjem ucestalosti rodova enterobakterija za navedeno
razdoblje, odnosno za svaku godinu pojedinacno, uoceno je kako su dva najéesée detektirana
roda Klebsiella spp. i Escherichia spp s time da je zastupljenost E. coli, koja najcesce

uzrokuje infekcije mokra¢nog sustava, bila iznad 50 % svake godine.

Rezistencija kao i sama prevencija rezistencije na karbapeneme postaje sve veci
javnozdravstveni problem, a infekcije uzrokovane enterobakterijama povezane su sa
znacajnim morbiditetom i mortalitetom (15,32). Prvi sporadi¢ni izolati rezistentni na
karbapeneme u Republici Hrvatskoj detektirani su 2008. godine uz kontinuirani porast
detekcije istih $to je sukladno i rezultatima ovog istrazivanja (33). Tijekom ovog istrazivanja,
od ukupnog broja izoliranih enterobakterija u 2020. godini 1,13 % bilo je rezistentno na
karbapeneme, 2,40 % u 2021., 4,78 % u 2022. te 9,42 % u 2023. godini. Dakle promatranjem
i usporedbom udjela karbapenem rezistentnih enterobakterija tijekom trogodis$njeg razdobolja

moze se zakljuciti kako se udio istih povecava.

Vecina drzava koje prati ECDC (Europski centar za prevenciju i kontrolu bolesti),
izvijestila je o porastu incidencije Enterobacterales koje proizvode karbapenemazu izmedu
2016. i 2020. te su medu najcesée detektiranim vrstama bile K. pneumoniae i E. coli (34).
Prema podacima Centra za kontrolu i prevenciju bolesti (engl. Centers for disease control and
prevention — CDC) neke od najcesce rezistentnih vrsta pripadaju rodovima Klebsiella spp., E.
coli te Enterobacter spp (35). Promatrajuci rezistentne vrste uoc¢eno je kako su tijekom ovog
istrazivanja dvije najceSCe detektirane rezistentne vrste K. pneumoniae te E. cloacae, a osim
kod ove dvije vrste, rezistencija na karbapeneme takoder je dokazana i kod P. stuartii, S.

marcescens, E. coli, K. oxytoca te P. rettgeri.

Kao §to je navedeno u uvodnom dijelu rada, enterobakterije su razvile nekoliko
mehanizama za rezistenciju na karbapeneme, a mehanizam na koji je stavljen naglasak u
ovom istrazivanju je proizvodnja enzima Koji hidroliziraju karbapeneme i samim time

onemogucuju djelovanje antibiotika na uzro¢nika bolesti.

37



5. Rasprava

Tri enzima detektirana tijekom ovog istrazivanja su KPC, NDM te OXA-48, a kod
bakterija kod kojih enzim nije detektiran rezistencija je bila uzrokovana drugim mehanizmom.
Nadalje, usporedbom udjela enzima sveukupno po godinama moze se zakljuciti kako u
Hrvatskoj dominira OXA-48 enzim s obzirom da je tijekom trogodis$njeg razdoblja OXA-48
enzim pronaden kod 173 izolata, KPC kod 7 izolata t¢ NDM kod 5 izolata dok kod 22
izolata enzim nije detektiran. Dakle, od ukupno 207 detektiranih enzima u 173 odnosno
83,57% slucajeva radilo se 0 OXA-48 enzimu. Jedno od provedenih istrazivanja je pokazalo
kako se NDM enzim najée$ée javlja u Indiji, Pakistanu, i na Sri Lanki, a da su enterobakterije
koje proizvode KPC najces¢e detektirane u Sjedinjenim Americkim Drzavama, Kolumbiji,
Argentini, Grckoj i Italiji. Bakterije koje proizvode OXA-48 enzim vrlo su ¢esto detektirane u
Turskoj, Malti, na Bliskom istoku i Sjevernoj Africi (35). Takoder, nadzorne studije su
pokazale da su karbapenemaze slicne OXA-48 naj¢esce karbapenemaze kod Enterobacterales

u odredenim regijama svijeta (21).

U 2020. godini, detektiran je samo OXA-48 enzim te je bio distribuiran medu dvije
vrste K. pneumoniae te E. cloacae. U 2021. godini, osim OXA-48 enzima detektiran je i KPC
enzim i to jedino kod K. pneumoniae dok je OXA-48 distribuiran medu Cetiri vrste: E.
cloacae, K. pneumoniae, P. stuartii te S. marcescens. Tijekom 2022. godine detektirani su
enzimi KPC, NDM i OXA-48 kod ukupno 7 vrsta enterobakterija medu kojim su E. cloacae,
E. coli,, K. oxytoca, K. pneumoniae, P. stuartii, P. rettgeri i S. marcenscens. KPC je
detektiran jedino kod K. pneumoniae, dok je NDM detektiran kod E. cloacae, K. pneumoniae
te P. rettgeri. Kod izolata P. rettgeri nije detektirana OXA-48. Takoder, u 2022. godini
identificiran je izolat E. cloacae kod kojeg je detektirana prisutnost dva enzima, OXA-48 i
NDM sto se ¢esc¢e pocelo detektirati tijekom i nakon pandemije (36). U 2023. godini enzimi

su bili distribuirani medu dvije vrste K. pneumoniae te E. cloacae.

Dakle, iako je u razdoblju od 18. 5. 2020. do 18. 5. 2023. najc¢esce bila detektirana E.
coli, naj¢es¢e detektiran izolat rezistentan na karbapeneme bio je izolat K. pneumoniae. U
2020. godini broj izolata K. pneumoniae bio je 6, u 2021. 33 u 2022. 77 te 65 u 2023. godini
Sto ukazuje kako je detektiran trend porasta Stopa izolata K. pneumoniae otporne na
karbapeneme. Prema podacima Hrvatskog drustva za klinicku mikrobiologiju Hrvatskog
lje¢nickog zbora K. pneumoniae dugi niz godina pokazuje visoku stopu rezistencije. K.
pneumoniae prirodno je otporn na ampicilin, ali je otpornost na ostale beta-laktamske
antibiotike steCena zbog dugotrajnog izlaganja antibioticima (37). Pregledom rezultata 35

slicnih istrazivanja zaklju¢eno je kako je kolonizacija s K. pneumoniae sve veca te ima
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5. Rasprava

promjenjivu distribuciju u razli¢itim zemljopisnim podru¢jima (38). Nadalje, rezultati slicnog
istrazivanja provedenog u Kini u razdoblju od 2014. do 2017. doveli su do zakljucka kako se
broj sojeva K. pneumoniae u navedenom razdoblju stalno povecavao (39). Takoder,
istrazivanjem koje je provedeno u jedinicama za intenzivno lijecenje u europskim bolnicama
zakljuceno je kako je otpornost K. pneumoniae problem u srednjoj, istocnoj, juznoj i

jugoisto¢noj Europi (40).

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) proglasila je antimikrobnu rezistenciju kao
jednu od deset globalnih prijetnji javnhom zdravlju te objavila kako se otpornost K.
pneumoniae na posljednje sredstvo lijecenja, odnosno karbapenemske antibiotike. prosirila se
na sve regije svijeta. U nekim zemljama karbapenemski antibiotici ne djeluju kod vise od

polovice pacijenata lije¢enih od infekcija K. pneumoniae (41).

Zakljucno, brza dijagnostika uz pomoc¢ genotipskih i fenotipskih metoda detekcije
karbapenem rezistentnih enterobakterija vrlo je vazna kako bi se $to prije otkrio rezistentan

mikroorganizam i primjenila odgovarajuca terapija.
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Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e Ukupan broj rezistentnih i osjetljivih enterobakterija za razdoblje od 18. 5. 2020. do
18. 5. 2023. u Zavodu za klinicku mikrobiologiju i bolnic¢ke infekcije Klinike za
infektologiju KBC Osijek iznosi 5118 od ¢ega je 206 (4,03 %) rezistentno, a 4909
(95,97 %) osjetljivo na karbapeneme.

e Od ukupnog broja detektiranih bakterija u Zavodu za klinicku mikrobiologiju i
bolnicke infekcije Klinike za infektologiju KBC Osijek udio enterobakterija u 2020.
godini bio je 55,78 %, 57,88 % u 2021., 58,60 % u 2022. i 45,56 % 2023. godini §to
ukazuje na povecéanje broja i udjela detektiranih enterobakterija (Tablica 4.)

e U razdoblju od 18. 5. 2020. do 18. 5. 2023. doslo je do porasta udjela enterobakterija
rezistentnih na karbapeneme. Od ukupnog broja izoliranih enterobakterija u 2020.
godini 1,13 % bilo je rezistentno na karbapeneme, 2,40 % u 2021., 4,78 % u 2022. te
9,42 % u 2023. godini (Tablica 10.).

e Tijekom razdoblja 18. 5. 2020. - 31. 12. 2020. enzim OXA-48 detektiran je kod dvije
bakterijske vrste K. pneumoniae i E. cloacae, a distribucija je iznosila 62,5 % kod
vrste K. pneumoniae, a 37,5 % kod vrste E. cloacae (Tablica 18.)

e Tijekom razdoblja 1. 1. 2021. - 31. 12. 2021. detektirani su enzimi OXA-48 te KPC.
U ovom razdoblju enzimi su detektirani kod Cetiri vrste enterobakterija: E. cloacae,
K. pneumoniae, P. stuartii te S. marcescens (Tablica 19.).

e U razdoblju 1. 1. 2022. — 31. 12. 2022. detektirani su enzimi KPC, NDM i OXA-48
kod ukupno 7 vrsta enterobakterija medu kojim su E. cloacae, E. coli,, K. oxytoca, K.
pneumoniae, P. stuartii, P. rettgeri i S. marcenscens (Tablica 20.).

e Izmedu 1. 1. 2023. i 18. 5. 2023. detektirani su enzimi NDM i OXA-48 samo kod
vrste K. pneumoniae dok kod E. cloacae nije detektiran niti jedan enzim koji
uzrokuje rezistencije na karbapeneme §to ukazuje da se radi o drugim mehanizmima
rezistencije(Tablica 21).

¢ Brza dijagnostika vrlo je vazna kako bi se $to prije otkrila rezistencija enterobakterija

na karbapeneme te odredila odgovarajuca terapija.
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7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Opisati osobitosti detekcije enterobakterija rezistentnih na karbapeneme
(KRE) te ispitati uCestalost svih enterobakterija, ucestalost enterobakterija rezistentnih na
karbapeneme, odrediti udio enterobakterija rezistentnih na karbapeneme od ukupno izoliranih

enterobakterija i odrediti distribuciju detektiranih karbapenemaza po bakterijskim vrstama.

Nacrt studije: Enterobakterije rezistentne na karbapeneme imaju nekoliko mehanizama
rezistencije: posjedovanje enzima koji inaktiviraju karabepeneme hidrolizom, stvaranje
efluksne pumpe koja izbacuje karbapeneme iz bakterijske stanice te mutacija ili gubitak
porina §to onemogucuje ulazak antibiotika u bakterijsku stanicu. Enterobakterije rezistentne
na karbapeneme izolirane iz uzoraka posjedovale su enzime OXA-48, KPC, NDM, a

bakterijae kod kojih enzimi nisu detektirani rezistenciju su stvorile drugim mehanizmima.

Ispitanici i metode: U razdoblju 18. 5. 2020. - 18. 5. 2023. u Zavodu za klini¢ku
mikrobiologiju i bolnicke infekcije Klinike za infektologiju KBC Osijek detektirano je i
pohranjeno 206 enterobakterija rezistentnih na karbapeneme, a za testiranje rezistencije
koristeni su fenotipski i genotipski testovi. Od fenotipskih testova provedeni su: metoda
kombiniranih diskova, Lateral Flow test, CARBA NP test, modificirani Hodgeov test te
metoda inaktivacije karbapenema (CIM). Genotipski test koriSten za testiranje rezistencije na

karbapeneme je eazyplex SuperBug CRE.

Rezultati: Rezultati pokazuju da se broj detektiranih enterobakterija te broj enterobakterija
rezistentnih na karbapeneme tijekom trogodiSnjeg razdoblja povecao s obzirom da je od
ukupnog broja izoliranih enterobakterija u 2020. godini 1,13 % bilo je rezistentno na
karbapeneme, 2,40 % u 2021., 4,78 % u 2022. te 9,42 % u 2023. godini.

Zakljucak: Istrazivanje dovodi do zaklju¢ka kako se broj enterobakterija rezistentnih na
karbapeneme u promatranom razdoblju povecavao. Rezistencija na karbapeneme najcesce je
detektirana kod vrsta K. pneumoniae te E. cloacae koje osim posjedovanja enzima

rezistenciju razvijaju uz pomo¢ drugih mehanizama.

Kljucéne rije¢i: enterobakterije, rezistencija, karbapenemi
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Methods for detection of carbapenem resistant enterobacteria

Objectives: The aim was to describe the characteristics of the detection of carbapenem-
resistant enterobacteria (CRE) and to examine the frequency of all enterobacteria, the
frequency of carbapenem-resistant enterobacteria, to determine the proportion of carbapenem-
resistant enterobacteria from the total number of isolated enterobacteria, and to determine the

distribution of detected carbapenemases by bacterial species.

Study design: Enterobacteria resistant to carbapenems have several resistance mechanisms,
among which are the possession of enzymes that inactivate carbapenems by hydrolysis, the
creation of an efflux pump that expels carbapenems from the bacterial cell, and mutation or
loss of porins that prevent the entry of antibiotics into the bacterial cell. Enterobacteria
resistant to carbapenems isolated from the samples possessed the enzymes OXA-48, KPC,
NDM, and in the case of bacteria in which the enzymes were not detected, they created

resistance by other mechanisms.

Participants and methods: In the period between 18 May 2020 and 18 May 2023, a total of
206 enterobacteria resistant to carbapenems were detected and stored in the Department of
Clinical Microbiology and Hospital Infections of the Clinic for Infectology at University
Hospital Centre Osijek. Phenotypic and genotypic tests were used to test the resistance of
enterobacteria to carbapenems. Among the phenotypic tests, the following were performed:
the combined disc method, the Lateral Flow test, the CARBA NP test, the modified Hodge
test, and the carbapenem inactivation method (CIM). The genotypic test used for carbapenem

resistance testing is the eazyplex SuperBug CRE.

Results: The results show that the number of detected enterobacteria, as well as the number
of enterobacteria resistant to carbapenems, increased during the three-year period considering
that, of the total number of isolated enterobacteria, 1.13 % were resistant to carbapenems in
2020, 2.40 % in 2021, 4.78 % in 2022 and 9.42 % in 2023.

Conclusion: The research leads to the conclusion that the number of enterobacteria resistant
to carbapenems has been increased in the observed period. Resistance to carbapenems is most
often detected in the species K. pneumoniae and E. cloacae, which, in addition to possessing

enzymes, also develop resistance with the help of other mechanisms.
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