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1. Uvod

1.1. Infekcije mokraénog sustava i najces¢i uzrocnici

Infekcije mokraénog sustava (IMS) su najucestalije bakterijske infekcije u odrasloj dobi.
Najcesce su bakterijske infekcije u zena te se smatra da ¢e 40 % — 50 % Zena barem jednom u
tijeku Zivota dozivjeti simptomatsku infekciju mokra¢nog sustava, a 20 % Zena s IMS dozivi
rekurirajucu IMS unutar Sest mjeseci. Ucestalost bakteriurije u odraslih muskaraca je niska,

ali se povecava u starijoj zivotnoj dobi, §to je povezano s ucestalijom bolesti prostate (1,2).

IMS su nerijetko uzrokovane bakterijama koje su dio fizioloSke crijevne flore, i to
enterobakterijama, pri cemu je najce$c¢a Escherichia coli (E. coli). U posebnim uvjetima IMS
mogu izazvati i druge gram-negativne i gram-pozitivne bakterije (1).

Kod prvih akutnih IMS naj¢es¢i uzro¢nik je E. coli, a kod kompliciranih IMS s ve¢om
uCestaloS¢u javljaju se i druge enterobakterije poput Proteus spp., Klebsiella spp.,
Enterobacter spp. te non-fermentori Pseudomonas spp. i Acinetobacter spp. Gram-pozitivni

uzro¢nici rjede uzrokuju IMS (1).

Jasan rizi¢ni ¢imbenik za stjecanje IMS s rezistentnim uzro¢nikom infekcije je prethodna
upotreba antibiotika. Rizi¢ni ¢imbenici za stjecanje infekcije multirezistentnim sojevima su
brojni, a najvazniji su: prethodna hospitalizacija, uporaba kortikosteroida, dijabetes, kroni¢na
neuroloska ili uroloska bolest, boravak u domovima za stare i nemoc¢ne, putovanje u regije s
visokom incidencijom rezistentnih sojeva. Ono §to pogoduje razvoju rezistencije na
antibiotike jest koriStenje nedovoljne koncentracije antibiotika (subinhibitorne doze) i/ili
prekratko vrijeme primjene, te je zbog toga potrebno antibiotsku terapiju prilagoditi
osobitostima bolesnika i karakteristikama izoliranog patogena.

Najrezistentniji uzrocnici ocekuju se u grupi bolesnika s kompliciranim 1 ponavljaju¢im IMS.
Kod takvih bolesnika vrlo €esto su prisutni brojni drugi rizi€ni ¢imbenici poput dijabetesa,
kroni¢nog prostatitisa, prisutnosti stranih tijela (kamenje ili pijesak u mokraénom sustavu,
urinarni kateter), primjena kortikosteroida i drugih imunosuprimirajucih lijekova itd.

Najbolja osjetljivost ocekuje se kod sojeva izoliranih u sluc¢ajevima nekompliciranih infekcija
(cistitis, pijelonefritis) (1).

U proteklih pedesetak godina primjecen je znacajan porast bakterijskih infekcija uzrokovanih

rezistentnim, gram-negativnim patogenima a razlozi koji tome doprinose su neracionalna i



nesavjesna primjena antibiotika, starenje populacije, razne ovisnosti (alkoholizam, i.v.
primjena droga, itd.), primjena imunosuprimiraju¢ih i citotoksi¢nih lijekova te brojne
invazivne dijagnosticke 1 terapijske metode koje doprinose porastu infekcija uzrokovanih
rezistentnim bakterijama. U humanoj, veterinarskoj medicini i poljodjelstvu koriste se velike
koli¢ine antimikrobnih sredstava $to takoder ima utjecaj na nastanak otpornosti bakterija na
antibiotike. Posljedi¢no, na raspolaganju nam je sve manji broj djelotvornih antimikrobnih

lijekova Sto otezava lijeenje ne samo IMS ve¢ i brojnih drugih infektivnih stanja (3).

1.2. Porodica Enterobacteriaceae, rodovi Klebsiella i Enterobacter
Enterobakterije su velika porodica gram-negativnih $tapica. U ¢ovjekovom organizmu ¢ine 1-

2% ukupne normalne crijevne flore, a od 50 rodova 49 vrsta uzrokuje infekcije u ljudi. Ne
stvaraju spore, fakultativni su anaerobi te je vecina pokretna, a neki od njih imaju kapsulu.
Enterobakterije su vec¢inom uvjetni, oportunisticki, patogeni te je samo 5 vrsta striktnih

patogena.

Rod Klebsiella se vrlo ¢esto izolira iz klinickih uzoraka a najcesci uzroénik infekcije kod ljudi
je Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae). Ona je Cest komenzal u probavnom sustavu
covjeka 1 Zivotinja 1 moze Zivjeti slobodna u prirodi. Znacajna je njena otpornost prema
antibioticima jer je primarno otporna na ampicilin i karbenicilin, a u bolnickoj sredini vrlo
lako stjeCe otpornost prema vecini antibiotika u primjeni. Uzrokuje pneumoniju (3 % svih
bakterijskih penumonija), infekcije mokraénog sustava te brojne infekcije povezane sa
zdravstvenom skrbi (nekada ,,bolni¢ke infekcije) , od kojih su najteze sepsa i meningitis.
Unatrag dvadesetak godina javlja se sve vec¢i broj sojeva rezistentnih na p-laktamske
antibiotike zahvaljujuéi stvaranju enzima p-laktamaze proSirenog spektra (engl. Extended
Spectrum Beta-lactamases -ESBL). Posljedi¢no, radi velike primjene karbapenema u terapiji
infekcija uzrokovanih sa ESBL pozitivnim sojevima K. pneumoniae, od 2008. godine sve je

¢eS¢a pojavnost sojeva rezistentnih i na tu, zadnju liniju djelotvornih antibiotika.

Rod Enterobacter takoder je Cest komenzal u probavnom sustavu ljudi i Zivotinja i moze
zivjeti slobodno u prirodi. U Covjeka izazivaju bolesti samo kao oportunisticka bakterija 1

Cesti su uzrocnici infekcija u bolnickoj sredini. Osjetljivi su na cefalosporine trece i Cetvrte



generacije, karbapeneme, kinolone i aminoglikozide, ali u bolni¢koj sredini vrlo lako stjecu
otpornost na brojne antibiotike. NajceS¢e vrste izolirane iz bolesnickih uzoraka su
Enterobacter cloace (E. cloacae), E. aerogenes, E. sakazaii. Uglavnom se javljaju nakon
dijagnosticko-terapijskih instrumentalnih zahvata, kao uzrocnici infekcija kirurSke rane i

urinarnih infekcija povezanih s kateterizacijom (4).

1.3. Antibiotici i posljedice njihovog KkoriStenja
Glavno obiljezje antibiotika je njihova selektivna toksicnost. To zna¢i da su toksi¢ni za
bakterije, a netoksi¢ni (ili prihvatljivo toksi¢ni) za ljudski organizam. Antibiotici su dijelom
prirodni proizvodi gljiva ili nekih bakterija, a dijelom su sinteticki lijekovi.
Antibiotike mozemo prema mjestu djelovanja podijeliti u sljedece Cetiri skupine:
l.antibiotici koji djeluju na bakterijsku stani¢nu stijenku (beta-laktamski antibiotici,
glikopeptidi, bacitracin)
2.antibiotici koji djeluju na citoplazmatsku opnu (polimiksini)
3.antibiotici koji sprjeCavaju sintezu proteina (aminoglikozidi, tetraciklini, glicilciklini,
kloramfenikol, makrolidi i drugi)

4.antibiotici koji sprje¢avaju sintezu nukleinskih kiselina (kinoloni, metronidazol i drugi).

Djelovanjem na stani¢nu stijenku zapravo se djeluje na sintezu prekursora peptidoglikana ili
na sastavljanje prekursora u stanicnoj stijenci 1 formiranje peptidoglikanskog sloja. Kako
ljudske stanice ne posjeduju peptidoglikan, koriste¢i ovu skupinu antibiotika moguce je
posti¢i selektivnu toksi¢nost u velikoj mjeri. Najznacajniji antibiotici koji se nalaze u ovoj
skupini su betalaktamski antibiotici i glikopeptidi (4).

Upravo su betalaktamski antibiotici naj¢eS¢e koriSteni antibiotici za lijeCenje bakterijskih

infekcija 1 to zbog niske toksic¢nosti, a visoke baktericidnosti i §irokog spektra djelovanja (6).

Cesto bakterije na njih imaju izvrsno razvijene mehanizme genetske prilagodbe. Zbog toga je
posljedica uporabe antibiotika uvijek - brzi ili sporiji - razvoj rezistencije bakterija na njih.

Tijekom lijecenja bakterija antibotici ne djeluju samo na patogene bakterije nego i na



bakterije normalne flore. Tako se rezistencija razvija i u bakterija normalne flore, te se tako

stvaraju rezervoari gena rezistencije u prirodi (6).

1.4. Rezistencija bakterija na antibiotike

Na svaki antibiotik, ve¢ u vrijeme njegovog sintetiziranje i stvaranja postoje otporni sojevi,
dok na njega osjetljivi s vremenom stvaraju rezistenciju, a sama brzina nastanka rezistencije
moze, ali 1 ne mora biti linearna s opsegom potroSnje antibiotika. Rezistencija bakterija na
antibiotike vrlo je raznolika u razli¢itim podru¢jima svijeta, na istom kontinentu, u pojedinim
regijama iste drzave, ali i na razli¢itim odjelima jedne te iste bolnice. Zbog toga je potrebno
pratiti razvoj rezistencije na antibiotike u lokalnoj sredini (5).

U danasnje vrijeme, zahvaljuju¢i brojnim migracijama ljudi (turistickih, poslovnih, kao
posljedica ratnih zbivanja) s kontinenata na kontinente, od iznimne je vaznosti dobro
poznavati sve rizicne Cimbenike te lokalnu prevalenciju patogena i njihovu osjetljivost na

antibiotike.

1.5. Betalaktamski antibiotici

Betalaktamski antibiotici su antibiotici koji djeluju na sintezu stani¢ne stijenke. Oni u svojoj
strukturi imaju betalaktamski prsten, a na njemu se temelji djelovanje ove skupine antibiotika,
kao i pojava rezistencije na njih.

Betalaktamski antibiotici djeluju na sintezu stani¢ne stijenke, na nacin da interferiraju sa
sintezom stani¢ne stijenke bakterije. Najvaznija komponenta stani¢ne stijenke — peptidoglikan
— daje bakteriji ¢vrsto¢u 1 otpornost na mehanicka i osmoticka oSte¢enja. Vezanjem
betalaktamskih antibiotika za PBP (engl. penicilin binding protein) dolazi do poremecaja
sinteze peptidoglikana, §to za posljedicu ima smrt bakterije. Zbog poremecene sinteze stijenke
bakterija nije u mogucénosti odrzavati osmoticki gradijent izmedu stanice i njene okoline pa
stanica nabubri i puca. Uz to, nakon $to se stani¢na stijenka prestane sintetizirati dolazi do
aktivacije apoptoze i lize stanice.

Betalaktamski antibiotici su naj¢es¢i antibiotici u klini¢koj primjeni upravo zbog svoje niske
toksi¢nosti 1 visoke djelotvornosti. Kao posljedica Cestog koriStenja je pojava rezistencije na

njih, Sto je zabrinjavajuce.



1.5.1. Penicilini
Penicilini su poznati kao antibiotici visoko u¢inkoviti i netoksi¢ni, a dobivaju se iz plijesni
Penicillium chrysogenum. Molekula penicilina se sastoji od betalaktamskog prstena i
tiazolidinskog prstena. Neki od poznatijih predstavnika su: meticilin, kloksacilin, ampicilin,
amoksicilin, piperacilin, amoksicilin/klavulanska kiselina, piperacilin/tazobaktam i brojni
drugi.

1.5.2. Cefalosporini i rezistencija na cefalosporine
Cefalosporini su prvi puta dobiveni iz kulture plijesni Cephalosporium notatum, a struktura i

mehanizam djelovanja im je slian strukturi penicilina. Uz betalaktamski prsten imaju i
dihidrotiazinski. Karakteristika ove skupine betalaktamskih antibiotika je Sirok spektar
aktivnosti i niska toksi¢nost. Cefalosporini su klasificirani u cetiri skupine, odnosno Cetiri
generacije. Prva generacija cefalosporina je uskog spektra djelovanja te djeluju na gram-
pozitivne koke, ali su slabo osjetljivi na gram-negativne bakterije (djeluju na E. coli,
P. mirrabilis i K. pneumoniae). Neki od predstavnika su cefazolin, cefradin i cefalotin.

Drugu generaciju ¢ine cefalosporini Sirokog spektra, a imaju antistafilokoknu aktivnost te
djeluju i na neke gram-negativne bakterije (Enterobacter spp, Klebsiella spp). Neki od
predstavnika su cefoksitin i cefuroksim. Treéu generaciju Cine cefalosporini proSirenog
spektra djelovanja. Kako su stabilni prema p-laktamazama koje proizvode gram-negativne
bakterije, pogodni su za lijeCenje infekcija koje su njima uzrokovane. U ovoj skupini neki od
predstavnika su: ceftazidim, cefotaksim, ceftriakson. Osamdesetih godina dvadesetog stoljeca
su opisane B-laktamaze proSirenog spektra koje hidroliziraju ove antibiotike i onemoguéuju
njihovu djelotvornost. Takoder, ova generacija cefalosporina osjetljiva je i na djelovanje
plazmidnih  AmpC betalaktamaza, metalo-betalaktamaza 1 karbapenem hidroliziraju¢ih
oksacilinaza. Cetvrta generacija cefalosporina obuhvacéa sljedeée cefalosporine: cefpirom,
cefepim, cefaciklin i druge. Njihova aktivnost prema gram-negativnim bakterijama je

snaznija, a imaju i vecu stabilnost prema B-laktamazama koju im daje kvarterni amonijev ion

(4).

Produkcija ESBL uzrokuje rezistenciju na cefalosporine trece i Cetvrte generacije. Prva takva

opisana rezistencija je SHV-2 beta-laktamaza pronadena u Njemackoj 1983.godine u izolatu

5



lebsiella .oxytoca. B -laktamaze proSirenog spektra se dijele u tri velike skupine: TEM, SHV i
CTX-M B -laktamaze.

Rezistencija na P -laktamaze proSirenog spektra mogu nastati i zbog hiperprodukcije
kromosomske ili zbog plazmidne AmpC beta-laktamaze. Plazmidne AmpC B-laktamaze su
nastale prijelazom kromosomskog AmpC gena bakterija Enterobacter, Serattia i
Pseudomonas na plazmid (4).

ESBL razaraju sve 3 -laktame osim karbapenema. Kao i P -laktamaza Sirokog spektra i ESBL
su osjetljive na inhibitore B-laktamaza (klavulansku kiselinu, sulbaktam i tazobaktam) ukoliko

koli¢ina proizvedenog enzima nije prevelika za kapacitet inhibitora (1).

1.6. ESBL sojevi enterobakterija i produkcija AmpC p -laktamaza
ESBL sojevi E. coli i K. pneumoniae su bili prisutni od samog pocetka pracenja 1990-tih

godina, a rezistencija na cefalosporine tre¢e generacije posredovana plazmidnim AmpC B-
laktamazama prvi put je u Hrvatskoj opisana 2003.godine. Bakterijski sojevi koji produciraju
ESBL su cesto multiplorezistentni. Pravi su izazov u lije€enju bolnickih infekcija, pogotovo
kriticnih bolesnika. Karbapenemi su antibiotici prvog izbora u lijecenju teSkih infekcija

uzrokovanih sojevima koji proizvode ESBL (5).

Proizvodnja AmpC B-laktamaza u divljih izolata navedenih vrsta je inducibilna, dok se kod
mutiranih jedinki hiperprodukcija ovih enzima izraZzava kao konstitutivna osobina. Ubrzo
dolazi do daljnjeg Sirenja rezistencije pa geni za AmpC B-laktamaze prelaze na plazmide. To
je uzrokovalo Sirenje ove rezistencije na bakterijske vrste koje prirodno ne posjeduju

kromosmske AmpC B-laktamaze (poput E. coli i K. pneumoniae) (5).

1.7. Karbapenemi i rezistencija bakterija na karbapeneme

Karbapenemi su semisinteti¢ki derivat tienamicina koji proizvodi Streptomyces spp. Od
karbapenema se prvi koristio imipenem, a zatim meropenem i ertapenem, dok se na
americkom trziStu moze pronaci i doripenem. Karbapenemi imaju najsiri spektar djelovanja i
snazno antibakterijsko djelovanje na gram-pozitivne koke, ve¢inu enterobakterija (ukljucujuci

I one rezistentne na ostale B -laktame) i nefermentativne bakterije (4).



Po molekularnoj strukturi karbapenemaze koje uzrokuju steCenu rezistenciju na karbapeneme
dijelimo u skupine A, B'i D.

U grupi A su karbapenemaze inhibirane klavulanskom kiselinom te su vrlo rijetke. Ove vrste
karbapenemaza hidroliziraju peniciline, prvu i drugu generaciju cefalosporina, aztreonam i
karbapeneme (jace imipenem nego meropenem). Najvece klinicko znacenje u ovoj skupini
karbapenemaza imaju KPC beta-laktamaze koje se pojavljuju kod bakterije Klebsiella, a
opasne su zbog potencijala za epidemijsko Sirenje jer su kodirane plazmidno, a uzrokuju visok

stupanj rezistencije na karbapeneme (4).

U grupi B su metalo-beta-laktamaze koje kao kofaktor trebaju cink, a osjetljive su na
inhibiciju metalnim-kelatorima kao $to su EDTA, merkaptooctena i merkaptopropionska
kiselina. U ovoj skupini nalazimo ove porodice B-laktamaza: IMP, VIM, SIM, SPM, GIM i
druge, a za Europu su karakteristicne VIM metalo-beta-laktamaze. U Hrvatskoj je opisana
rezistencija na karbapeneme u K. pneumoniae uzrokovana produkcijom KPC-2
betalaktamazama, a kod E. cloacae je rezsitencija na karbapeneme opisana zbog produkcije
VIM-1 metalo- B -laktamaza (4).



2. Ciljevi istrazivanja
Ciljevi ovog istrazivanja bili su :

1. Utvrditi ucestalost razlicitih vrsta rezistencije bakterijskih sojeva K. pneumoniae i
E. cloacae na B-laktamske antibiotike u uzrocima urina bolnic¢kih i izvanbolni¢kih
pacijenata s podrucja Brodsko-posavske zZupanije pomocu disk difuzije, odredivanjem

MIK-a ili uz pomo¢ fenotipizacije.

2. Procijeniti postoji li razlika u ucestalosti pojave rezistencije izmedu bolnic¢kih 1

izvanbolnickih pacijenata.



3. Ispitanici i metode

3.1. Ustroj studije

Provedeno istrazivanje ustrojeno je prema nacelu presjeénog (cross-sectional) istrazivanja,
odnosno kao tipi¢na metoda istrazivanja presjeka ili prevalencije. Ova metoda ubraja se u
opazajni tip epidemioloskih istrazivanja, a ovisno o glavnom cilju moze biti 1 deskriptivne i
analiticke prirode. Ukoliko je glavni cilj mjerenje samo prevalenciju neke bolesti ili rizicnog
¢imbenika ,,presjekom‘ zdravstvenog stanja populacije, radi se 0 deskriptivhom pristupu, dok
se o analitiCkom tipu istrazivanja radi ukoliko se u nekom vremenskom roku prikupljaju i
podaci o zdravstvenom statusu ispitanika (zdrav-bolestan), kako bi se utvrdila njihova
povezanost (7).

U ovom analitickom presje¢nom istrazivanju ispitujemo prisutnost razli¢itih oblika
rezistencije bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae u uzorcima urina bolni¢kih i
izvanbolnickih pacijenata, te utvrdujemo postoji li razlika u ucestalosti pojave rezistencije

izmedu bolnickih i izvanbolnic¢kih pacijenata.

Glavne prednosti ovog istrazivanja su jednostavnost njegova ustroja (dizajna) u odnosu na
druga istrazivanja. Osim jednostavnosti, medu prednosti ovoga istrazivanja mozemo ubrojiti
kratko vremensko trajanje jer nije potrebno pratiti ispitanike u vremenu do trenutka razvoja
bolesti. Jedan od glavnih nedostataka ovog istrazivanja je nemogucnost pouzdanog

odredivanja vremenskog slijeda dogadaja (7).

3.2. Ispitanici

Svi ispitanici koji su sudjelovali u ovom istrazivanju su dobrovoljno sudjelovali nakon
potpisivanja suglasnosti za sudjelovanje. Ispitanici su bili odrasle osobe sa podruc¢ja Brodsko-
posavske Zupanije koje su se javile na Sluzbu za Klinicku mikrobiologiju Zavoda za javno
zdravstvo Brodsko-posavske zupanije. Analizirano je 100 uzoraka urina u kojima su izolirani
bakterijski sojevi K. pneumoniae i E. cloacae, pri ¢emu je njih 50 pripadalo bolni¢kim
pacijentima, a 50 izvanbolni¢kim pacijentima. Bolnicki pacijenti bili su svi pacijenti kKoji su se
lijecili u Opcoj bolnici ,,Dr.Josip Bencevi¢* u Slavonskom Brodu. Pod pojmom bakterijske
infekcije podrazumijevaju se sve infekcije koje su nastale tijekom boravka u bolnici, odnosno
izolacija bakterijskih kultura koje su prikupljene u razoblju od 48-72 sata nakon prijema u

bolnicu.  Izvanbolni¢ki pacijenti bili su svi pacijenti, koji su na Zavod za Klini¢ku
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mikrobiologiju Zavoda za javno zdravstvo Brodsko-posavske zupanije, upuéeni iz Ordinacija
primarne zdravstvene zaStite s podruc¢ja Brodsko-posavske zupanije. Pod pojmom
izvanbakterijske infekcije podrazumijevaju se sve infekcije, koje su vidljive po prijemu u

bolnicu ili untar prvih 48-72 sati u bolnici (8).

Anonimnost ispitanika u ovom istrazivanju osigurana je na nacin da su se za istrazivanje
koristili sljedeci podaci ispitanika: dob i spol te Sifra za svakog ispitanika. Za provodenje
predlozenog istrazivanja, dobivena je privola Etickog povjerenstva Zavoda za javno zdravstvo

Brodsko-posavske zupanije.

Ovo presjecno istrazivanje temelji se na prigodnom uzorku (engl. convenience sample), sto
podrazumijeva da su u istrazivanje ukljucene sve osobe koje su voljne pristupiti istrazivanju, a
koje su se javile u Sluzbu za Klini¢ku mikrobiologiju Zavoda za javno zdravstvo Brodsko-

posavske zupanije (7).
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3.3. Metode

3.3.1. Testiranje osjetljivosti na antibiotike (cefoksitin)
Identifikacija navedenih izolata temeljila se na morfoloSkim karakteristikama i koriStenju

standardnih biokemijskih testova. Nakon identifikacije sojeva, osjetljivost bakterija na
antimikrobne lijekove odredila se metodom disk difuzije po Kirby Bauer-u na Mueller Hinton
agaru na sljedece antibiotike (Becton Dickinson, USA): gentamicin (10ug ), amikacin (30
ug), netilmicin (30 pg), ciprofloksacin (5 pg), norfloksacin (10 pg), imipenem (10 pg),
meropenem (10 pg), cefepim (30 pg), ceftazidim (30 pg), cefoperazon (75 pg),
piperacilin+tazobactam (100/10 ug), piperacilin (100 pg), cefoksitin (30 ug), cefazolin (30
ng), cefuroksim (30 pg) i amoksicilin+klavulanska kiselina (20/10 pg). U testiranju
enterobakterija koristila se gustoca ispitivanog soja od 0,5 McFarlanda u sterilnoj fizioloskoj

otopini odredena denzitometrom.

Dobiveni rezultati su interpretirani prema naputcima EUCAST-a za 2015.godinu. (9).

Za provedeno istrazivanje je bitna zona inhibicije za cefoksitin, kako bi se odredilo jesu li
bakterijski sojevi K. pneumoniae i E. cloacae rezistentni ili osjetljivi na cefoksitin. Prema
EUCAST-ovim uputama za ocitavanje zona inhibicije za enterobakterije, bakterijski soj se
smatra osjetljivim na cefoksitin ukoliko je promjer zone inhibicije oko diska cefoksitina

>19mm, a rezistentnim ukoliko je promjer zone inhibicije <19mm.

3.3.2. Testiranje bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae na produkciju
ESBL

Produkcija ESBL utvrdena je metodom dvostrukog diska (engl. double discsynergy test -
DDST). Probirni i potvrdni testovi za detekciju ESBL sojeva izvedeni su prema vazeéim
standardima CLSI-a.

Izvodenje testa:

1. Na obi¢ni Mueller Hinton agar razmazati 0,5 McFarlanda ispitivanog soja
2. Na ploc¢u postaviti diskove ceftazidim (CAZ30)-amoksicilin-klavulanska kiselina
(AMC10)/10- ceftriakson (CRO30) na medusobnoj udaljenost od 20mm (od centra do

centra diska).
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3. Inkubirati na 35°C ( +/-2 °C) kroz 18 — 24 sata

Nakon maksimalno 24 h inkubacije o¢itavamo prisutnot sinergizma izmedu diskova.

Najmanji znak sinergizma smatramo pozitivnim testom tj. soj producira -laktamaze

proSirenog sprektra (ESBL).

U slucaju suzene zone oko CAZ30 i CRO30 diska (vidljivo iz primarnog antibiograma),
potrebno je smanjiti udaljenost izmedu diskova na 15 mm, dok je u slucaju velike zone

inhibicije oko CAZ30 1 CRO30 diska potrebno povecati udaljenost izmedu diskova na 25mm.

3.3.3. Testiranje bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae na produkciju AmpC
p-laktamaza

Produkcija AmpC B-laktamaza detektirala se Testom s kloksacilinskim diskom.
Izvodenje testa:

1. Na obi¢ni Mueller Hinton agar nanijeti ispitivani soj gusto¢e 0,5 McFarland-a

2. Na povrsinu agara pincetom nanijeti diskove po definiranom rasporedu (vidi shemu)

3. Udaljenost izmedu diskova kloksacilin (CL500), cefoksitin (FOX30) i ceftazidim
(CAZ30) (od ruba do ruba diska) je 5-10 mm*

4. Udaljenosi izmedu diskova ceftazidim (CAZ30) i imipenem (IMI10) (od ruba do ruba
diska) je 15 mm

5. Inkubirati na +35°C (+/-2 °C) 18-24 sata

*udaljenost ovisi 0 promjeru zona inhibicije za FOX30 i CAZ30

Shema postavljanja diskova na plo¢u

5-10 mm

@ — @

5-10mm
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Ocitavanje testa:

1. Nakon maksimalno 24h inkubacije o¢itavamo prisutnost sinergizma (fantomske zone)
izmedu diska CL500 i FOX30 i/ili CL500 i CAZ30.

Najmanji znak sinergizma ocitavamo kao pozitivan test tj. soj producira AmpC-

Blaktamazu

2. Izmedu diskova CAZ30 i IMI10 gledamo pojavljivanje D-zone (inhibicije). Taj

fenomen znaci da je prisutna inducibilna AmpC-B-laktamaza (10).

3.3.4. Testiranje bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae na produkciju
karbapenemaza

Produkciju karbapenemaza je Cesto teSko detektirati. Za skreening test Kkoristi se test

osjetljivosti na sljedece antibiotike: imipenem, ertapenem i meropenem.

Izvodenje testa:

1. Na obi¢ni MH agar nanijeti ispitivani soj gustoce 0,5 McFarland-a

2. Na povrsinu agara pincetom nanijeti diskove imipenema (IM110), meropenema
(MER10) i ertapenema (ERT10)
3. Inkubirati na +35°C (+/-2 °C) 18 — 24 sata

Ocitavanje testa

Kod sojeva koje imaju smanjenu osjetljivost na imipenem, meropenem (zona inhibicije manja
od 22mm) i ertapenem (zona inhibicije manja od 21mm) treba posumnjati na produkciju

karbapenemaza (11).
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3.4. Statisticke metode
Za opis distribucije frekvencija istrazivanih varijabli upotrebljene su deskriptivne statisticke

metode. Sve varijable testirane su na normalnost distribucije Kolmogorov-Smirnovljevim
testom te u ovisnosti o rezultatu za njihovu daljnju obradu primjenjene su parametrijske ili
neparametrijske metode (12). Srednje vrijednosti kontinuiranih varijabli izraZzene su
aritmeticCkom sredinom 1 standardnom devijacijom za normalno distribuirane varijable.
Nominalni pokazatelji prikazani su raspodjelom ucestalosti po skupinama i udjelom. Za
utvrdivanje razlika medu proporcijama izmedu dva nezavisna uzorka koriSten je y>-test (12).
Znacajnost razlika utvrdenih statistickim testiranjem iskazana je na razini p<0,05. U obradi
podataka upotrjebljeni su izvorno pisani programi za baze podataka te statisti¢ki paket
Statistica for Windows 2010 (inac¢ica 10.0, StatSoft Inc., Tulsa, OK).
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4. Rezultati

4.1. Demografska obiljezja ispitanika

U istrazivanju je sudjelovalo 100 ispitanika sa podru¢ja Brodsko-posavske zupanije, od kojih
je 50 bolnic¢kih pacijenata i 50 izvanbolnickih. Od 100 ispitanika, 63% (63/100) je bilo
muskaraca, a 37% (37/100) zena. Prosje¢na dob muskaraca iznosila je 56,3+18,3, dok je
prosjecna dob zena iznosila 52,0+£16,6. Prosjecna dob svih ispitanika prema spolu prikazana je

u Tablici 1.

Tablica 1. Prosjecna dob ispitanika prema spolu

Spol N Min Max X SD
Muski 63 19 88 56,3 18,3
Zenski 37 24 81 52,0 16,6

U Tablici 2. prikazana je prosje¢na dob ispitanika prema vrsti zdravstvene ustanove iz koje
dolaze. Prosje¢na dob bolni¢kih pacijenata je bila 55,6+17,4. Najmladi bolni¢ki pacijent imao
je 26 godina, a najstariji 88 godina. Prosje¢na dob izvanbolnickih pacijenata bila je 53,8+18,1.

Najmladi izvanbolnicki pacijent imao je 19, a najstariji 86 godina.

Tablica 2. Prosjecna dob ispitanika prema vrsti zdravstvene ustanove iz koje dolaze

Vrsta N Min Max X SD
pacijenata

Bolnic¢ki 50 26 88 55,6 17,4

Izvanbolnicki 50 19 86 53,8 18,1
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4.2.  Ucestalost odabranih bakterijskih sojeva izoliranih kod ispitanika

U uzorcima urina ispitanika detektirani su bakterijski sojevi K. pneumoniae i E. cloacae, od
Cega 65% (65/100) K. pneumoniae i 35% (35/100) E. cloacae, a njihova zastupljenost

prikazana je na Slici 1.

Slika 1. Zastupljenost bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae kod bolni¢kih i

izvanbolnickih pacijenata

U Tablici 3. prikazana je raspodjela bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae prema
vrsti zdravstvene ustanove iz koje dolaze. Kod bolni¢kih pacijenata detektirano je 56%
(28/50) uzoraka sa sojem K. pneumoniae, a njih 44% (22/50) sa sojem E. cloacae. Kod
izvanbolnickih pacijenata detektirano je 74% (37/50) uzoraka sa sojem K. pneumoniae, a njih
26% (13/50) sa sojem E. cloacae.
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Tablica 3. Raspodjela bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae prema vrsti zdravstvene

ustanove iz koje dolaze

Bolnicki | Izvanbolnicki |  Ukupno
pacijenti pacijenti
Soj
N (%) N (%) N (%)
K. pneumoniae 28 (56) 37 (74) 65 (65)
E. cloacae 22 (44) 13 (26) 35 (35)
Ukupno 50 (100) 50 (100) 100 (100)

4.3.  Ucestalost i pokazatelji produkcije AmpC p-laktamaza

U Tablici 4. prikazana je osjetljivost bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae na
cefoksitin prema vrsti zdravstvene ustanove iz koje dolaze. Gledajuci uzorke svih ispitanika,
24% (24/100) bakterijskih sojeva je bilo osjetljivo na cefoksitin, dok je njih 76% (76/100) bilo
rezistentno na cefoksitin. Rezistencija na cefoksitin bolni¢kih pacijenata bila je prisutna kod
86% (43/50) bakterijskih sojeva, dok je kod vanbolnickih pacijenata rezistencija na cefoksitin
bila prisutna u 66% (33/50) bakterijskih sojeva.

Istrazivanje je pokazalo kako je postojala statisticki znacajna razlika u osjetljivosti na

cefoksitin izmedu bolnickih te izvanbolnitkih pacijenata (x?=5,482; df=1; p=0,034).
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Tablica 4. Osjetljivost bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae na cefoksitin prema

vrsti zdravstvene ustanove iz koje dolaze

p
CEFOKSITIN BOLNICKI [ZVANBOLNICKI UKUPNO
PACIJENTI PACIJENTI
N (100%)
N(%) N(%)
OSJETLIJIV 7 (14%) 17 (34%) 24 (24%) 0,034
REZISTENTAN 43 (86%) 33 (66%) 76 (76%)

UKUPNO

50 (100%)

50 (100%)

100 (100%)

"y ’-test

U Tablici 5. prikazana je zastupljenost ESBL producirajuéih sojeva K. pneumoniae i

E. cloacae prema vrsti zdravstvene ustanove iz koje dolaze.

U ukupnom broju urina pronadeno je 40% (40/100) sojeva koji su proizvodili ESBL, dok je
60% (60/100) izoliranih sojeva bilo ESBL negativno. Kod bolni¢kih pacijenata bilo je 48%

(24/50) ESBL pozitivnih bakterijskih sojeva, dok je kod izvanbolnickih pacijenata bilo 32%

(16/50) ESBL pozitivnih bakterijskih sojeva. Od ukupnog broja sojeva K. pneumoniae, njih
46,2% (30/65) bilo je ESBL pozitivno, dok je od ukupnog broja E. cloacae njih 28,6%
(10/35) bilo ESBL pozitivno.

Istrazivanje je pokazalo kako nije postojala statisti¢ki znacajna razlika u produkciji ESBL

izmedu bolnickih te izvanbolnickih pacijenata (X2=2,667; df=1; p=0,153).
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Tablica 5. Zastupljenost ESBL producirajué¢ih bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae

prema vrsti zdravstvene ustanove iz koje dolaze

Bolnicki pacijenti Izvanbolnicki Ukupno p
pacijenti
N (%) N (%) N (%)
ESBL pozitivni 24 (48) 16 (32) 40 (40) 0,153
sojevi
ESBL negativni 26 (52) 34 (68) 60 (60)
sojevi
Ukupno 50 (100) 50 (100) 100 (100)
“y’-test

U Tablici 6. prikazana je zastupljenost produkcije AmpC B-laktamaza prema vrsti zdravstvene

ustanove iz koje pacijenti dolaze.

U ukupnom broju urina pronadeno je 65% (65/100) sojeva kod kojih je utvrdena prisutnost
AmpC pB-laktamaza. Prema vrsti zdravstvene ustanove iz koje dolaze, kod 82% (41/50)
izoliranih sojeva bolnickih pacijenata utvrdena je produkcija AmpC B-laktamaza, dok je kod
52% (26/50) izoliranih sojeva izvanbolnickih pacijenata utvrdena produkcija AmpC f-

laktamaza.

Istrazivanje je pokazalo kako je postojala statisticki znacajna razlika u produkciji AmpC

-laktamaza izmedu bolni¢kih te izvanbolnickih pacijenata ( 2-9,890; df=1; p=0,003).
pacyj X
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Tablica 6. Zastupljenost produkcije AmpC B-laktamaza kod bakterijskih sojeva

K. pneumoniae i E. cloacae prema vrsti zdravstvene ustanove iz koje pacijenti dolaze

Bolnicki pacijenti Izvanbolnicki Ukupno p
pacijenti
N (%) N (%) N (%)
AmpC pozitivni 40 (80) 25 (50) 65 (65) 0,003
sojevi
AmoC negativni 10 (20) 25 (50) 35 (35)
sojevi
Ukupno 50 (100) 50 (100) 100 (100)
“y’-test

Gledaju¢i vrstu AmpC p-laktamaza kod svih bakterijskih sojeva, konstitutivna AmpC
B-laktamaza bila je prisutna 35% (35/100) sojeva svih ispitanika, dok je inducibilna AmpC
B-laktamaza bila prisutna kod 32% (32/100) bakterijskih sojeva iz uzoraka svih ispitanika.

Od ukupnog broja sojeva E. cloacae, kod njih 31,4% (11/35) detektirana je produkcija
inducubilnih AmpC B-laktamaza, dok je kod K. pneumoniae kod 32,3% (21/65) detektirana
produkcija inducubilnih AmpC B-laktamaza.

Na slici 2. prikazano je testiranje prisutnosti inducibilne AmpC B-laktamaze (diskovi na
gornjoj polovici ploce) koja je kod testiranih sojeva bila pozitivna (stvaranje ,,fantomske

zone“ oko kloksacilinskog diska)
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Slika 2. Pozitivan test dokaza Inducibilne AmpC p-laktamaza

4.4,  Uclestalost rezistencije na karbapeneme kod odabranih bakterijskih sojeva

U izoliranim sojevima nije dokazana rezistencija na karbapeneme, tj. prisutnost
karbapenemaza.
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Rasprava

U istrazivanju su obradeni podaci dobiveni od 100 ispitanika (50 bolnickih 1 50
izvanbolnickih) u koji su se javili u Sluzbu za Klinicku mikrobiologiju Zavoda za javno

zdravstvo Brodsko-posavske zupanije u Slavonskom Brodu.

U istrazivanju su koriSteni uzorci ispitanika u kojima su izolirani bakterijski sojevi
K. pneumoniae i E. cloacae. Istrazivanje je pokazalo kako je u 65% (65/100) uzoraka urina

ispitanika uzro¢nik IMS K. pneumoniae, dok je u 35% (35/100) uzoraka uzro¢nik E. cloacae.

E.coli je joS uvijek najces¢i uzro¢nik IMS te su dobro osjetljive na antibiotike, iako je njihova
rezistencija na P-laktamske antibiotike u porastu. Porast rezistencije na [-laktamske
antibiotike (posebno na cefalosporine i karbapeneme) primje¢en je i1 kod drugih
enterobakterija (1,4). Udio ESBL sojeva je mnogo ve¢i medu izolatima K. pneumoniae, a u
hrvatskim bolnicama krece se izmedu 20 i 40%. Dok je kod K. pneumoniae rezistencija prema
cefalosporinima Ill.generacije uzrokovana proizvodnjom ESBL, kod E. cloacae ta je
rezistencija uzrokovana hiperprodukcijom inducibilnin AmpC B-laktamaza. K. pneumoniae
prirodno ne moze proizvoditi inducibilne B-laktamaze, ali ih moze ste¢i preko plazmida, a

takvi slu¢ajevi su opisani i u Hrvatskoj (1).

Kako podaci o najucestalijim uzro¢nicima infekcija mokra¢nog sustava u Hrvatskoj ukazuju
na veliki udio infekcija uzrokovanih K. pneumoniae i E. cloace te o porastu rezistencije ovih
bakterija na cefalosporine i karbapeneme, a u Hrvatskoj nedostaju istrazivanja 0 vrstama
rezistencije navedenih bakterijskih sojeva, ovo istrazivanje bilo je usmjereno upravo na ove

bakterijske sojeve.

Kao fenotipska potvrda za detekciju produkcije AmpC B-laktamaza Klinicki i laboratorijski
zavod za norme (CLSI) preporuca koriStenje osjetljivosti na cefoksitin i cefotetan, kao i
produkciju ESBL pa su u ovom istrazivanju rezistencija na cefoksitin i ESBL produkcija

koristeni kao prediktori AmpC rezistencije (13).

Istrazivanje je pokazalo da je medu sojevima svih ispitanika utvrdena rezistencija na
cefoksitin u iznosu od 76% (76/100). Od toga, kod 86% (43/59) sojeva bolnickih pacijenata je

utvrdena rezistencija na cefoksitin, dok je kod 66% (33/50) sojeva izvanbolnickih pacijenata
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utvrdena rezistencija. Razlika bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloace u rezistenciji na
cefoksitin izmedu bolnickih i izvanbolnickih pacijenata u ovom istrazivanju je bila statisticki

znacajna.

U Europi se udio izolata K. pneumoniae s ESBL produkcijom kre¢e izmedu <5% u
Skandinaviji 1 Nizozemskoj 1 >50% u Grckoj 1 Poljskoj. Njihov udio u Hrvatskoj medu

invazivnim izolatima iznosi oko 56%, dok je medu bolni¢kim izolatima oko 34% (14).

Prema podacima dobivenim u istrazivanju, ukupno 40% (40/100) sojeva je bilo ESBL

pozitivno. Medu sojevima K. pneumoniae bilo je 46,2% (30/65) sojeva ESBL pozitivno.

U istrazivanju koje je provedeno na Tajvanu testirano je 116 bolnickih izolata E. cloacae.
Ukupan udio ESBL sojeva medu njima bio je 21,6%, a najvecu osjetljivost za detekciju ESBL
sojeva imao je DDST od visokih 96%, te specifi¢nost 69,2% (15). Ovom metodom i u
provedenom istrazivanju detektirala se prisutnost ESBL sojeva. Kod bolni¢kih pacijenata
utvrdeno je 28,6% (10/35) sojeva E. cloacae koji produciraju ESBL. Razlika u produkciji
ESBL medu bakterijskim sojevima K. pneumoniae i E. cloacae kod bolnic¢kih i

izvanbolnickih pacijenata nije bila statistic¢ki znacajna.

Istrazivanje provedeno u Ujedinjenom Kraljevstvu 2004. godine obuhvatilo je sve uzorke u
kojima su sojevi iz porodice Enterobacteriacae bili rezistentni na cefalosporine, te je
otkriveno da vec¢inu ESBL pozitivnih sojeva ¢ini Escherichia coli, dok je pet godina prije

najvise ESBL pozitivnih sojeva bilo prisutno medu rodovima Klebsiella i Enterobacter (16).

Kako za produkciju AmpC B-laktamaza ne postoje jasne smjernice, nego samo preporuke,
njihova detekcija je dosta teSka. Bakterije koje produciraju AmpC B-laktamaze ne moraju
nuzno biti otporne na cefalosporine proSirenog spektra. Za sada nije potvrden niti jedan test
probiranja niti potvrde produkcije AmpC p-laktamaza pa se mora kombinirati nekoliko
testova koji bi potvrdili prisutnost AmpC B-laktamaze. Ukoliko nisu dostupni nikakvi
prosirenog spektra i oCuvanu osjetljivost na cefepim upucuje na prisutnost AmpC B-laktamaza
7).
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U istrazivanju je fenotipskim testovima za detekciju produkcije AmpC pB-laktamaza utvrdeno
da je ukupno 65% onih kod kojih je utvrdena prisutnost AmpC B-laktamaza, od kojih je 35%
(35/100) sojeva s konstitutivnom AmpC B-laktamazom, dok je kod 32% (32/100) sojeva iz
uzoraka ispitanika bila prisutna inducibilna AmpC B-laktamaza. S obzirom da sojevi
E. cloacae prirodno proizvode inducibilne pB-laktamaze, bitno je napomenuti da je u
provedenom istrazivanju kod 31,4% (11/35) sojeva detektirana produkcija inducibilnih
AmpC B-laktamaza.

Gledaju¢i na ukupnu produkciju AmpC pB-laktamaza, utvrdeno je da je ona ceSca kod
bolnickih pacijenata te da je razlika u produkciji AmpC B-laktamaza izmedu bolnickih i

izvanbolnickih pacijenata statisticki znacajna.

Prema podacima Akademije medicinskih znanosti Hrvatske, od 2010.godine zamijecen je
stalan porast produkcije AmpC p-laktamaza kod K. pneumoniae. Podaci i uzorci se
prikupljaju svake godine u razdoblju od 01.10.-31.12. na podrucju cijele Hrvatske, te je 2010.
godine detektirano 9 sojeva K. pneumoniae koji produciraju AmpC, dok je 2013.godine
detektirano njih 11. S obzirom da se radi o prikupljanju uzoraka tijekom samo dva mjeseca
godisnje, pretpostavka je da je ukupan broj sojeva K. pneumoniae koje produciraju AmpC za

cijelu godinu puno veéi (18).

U presje¢nom istrazivanju provedenom od kolovoza do prosinca 2013.godine u Teheranu, iz
razlicitih klinickih uzoraka, ukljucujuéi 1 uzorke urina, obuhvaceno je ukupno 303 uzorka
K. pneumoniae, od ¢ega 17% (52/303) bolnickih i 83% (251/303) izvanbolni¢kih.
Fenotipizacijom je otkriveno je 3,6% (11/303) sojeva K. pneumoniae s AmpC produkcijom,
dok je metodom genotipizacije (PCR-om) otkriveno njih 0,09% (3/303) (19).

Niti jedan nije test nije u potpunosti specifi¢an, a rezultati koji se dobiju njihovom
kombinacijom su ovisni o vrsti bakterije ili testirane p-laktamaze. Neovisno o izboru metode

probiranja, jo§ uvijek nedostaju validni testovi za detekciju AmpC B-laktamaza (17).

U provedenom istrazivanju nije pronaden niti jedan soj koji producira karbapenemaze.
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U istrazivanju koje je provedeno u Srbiji, u Klinickom centru Srbije, u razdoblju od studenog
2011.godine do sije¢nja 2012. godine, izolirano je 172 uzoraka Enterobacteriacae. Daljnim
testiranjima je primjeceno da 37.2% (54/145) sojeva pokazuje smanjenu osjetljivost na
B-laktamske antibiotike. Uz to, primjeceno je da je 2,8% (4/145) sojeva produciralo

karbapenemaze, od toga 75% sojeva K. pneumoniae (20).

U Hrvatskoj se ve¢ viSe od deset godina sojevi smanjene osjetljivosti na karbapeneme Salju u
Referentni centar za pracenje rezistencije bakterija na antibiotike. Do 2011. godine su
enterobakterije koje proizvode karbapenemaze bile izrazito rijetke u Hrvatskoj. U veljaci
2011. godine se pojavio prvi soj KPC K.pneumoniae, dok je 2012. godine otkriveno 19 sojeva
koji produciraju karbapenemaze. Godine 2013. je u Referentni centar pristiglo 256 izolata koji
su imali smanjenu osjetljivost ili su bili otporni na karbapeneme. Kod njih 95 je dokazana
produkcija karbapenemaza, odnosno, tijekom 2013.godine u Hrvatskoj je rezistencija
enterobakterija na karbapeneme iznosila 37,1%. Od toga je 46,3% (44/95) izolata K.
pneumoniae, a 44,2% (42/95) Enterobacter spp. (18)

S obzirom da je sve CeS¢a izolacija bakterija koje produciraju karbapenemaze, a karbapenemi
predstavljaju antibiotike koji su zadnja linija lije¢enja, potrebno je posvetiti paznju ovom
problemu te s oprezom postupiti kod sumnje na produkciju karbapenemaza kako bi se ona i
potvrdila te kako bi se na vrijeme pomoglo pacijentu s infekcijom uzrokovanom bakterijom

koja proizvodi karbapenemaze.

U samom postupku ovog istrazivanja postoje odredena ograni¢enja. Prije svega, kao
ogranicenje je potrebno istaknuti veli¢inu uzorka koji je obuhvacéen. Osim toga, ogranicenje je
1 u statistickim metodama, kao i osjetljivosti 1 spefificnosti primjenjenih fenotipskih metoda
koji se ve¢inom ne koriste u rutinskom radu. Kako bi se dobili precizniji razultati u testiranju
bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae na rezistenciju na p-laktamske antibiotike,

potrebno je koristiti sofisticiranije metode, a prije svega genotipizaciju.

Uz to, kako se radi o presjeCnom istrazivanju, ne mogu se izvoditi zaklju¢ci o uzrocno

posljedi¢noj povezanosti.
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Ovo istrazivanje bi se moglo unaprijediti kada bi se prosirilo i obuhvatilo ve¢i broj uzoraka
ispitanika i kroz dulje vremensko razdoblje te bi moglo posluziti kao jedno od pocetnih
istrazivanja na ovu temu i kao baza podataka, s obzirom na ¢injenicu da nema puno

istrazivanja koji se bave ovom tematikom u Hrvatskoj.

Osmisljavanjem te provodenjem ovakvog istrazivanja na podrucju cijele Hrvatske kroz cijelu
godinu, dobili bi se to¢ni podaci o veli¢ini i znacajkama ovog vaznog javnozdravstvenog
problema u svijetu, a tako i u Hrvatskoj. Rezultati bi mogli posluziti kao temelj za provodenje
specifi¢nih javnozdravstvenih intervencija u svrhu sprjeavanja rezistencije na B-laktamske
antibiotike te na taj nacin i oCuvanja i unaprjedenja zdravlja stanovnika u Republici
Hrvatskoj, a posebno onih koji su izloZeni veéem riziku za IMS ispitivanim sojevima zbog

brojnih rizi¢nih ¢imbenika.
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5. Zakljuéak

Temeljem ovog istrazivanja moguce je izvesti sljedece zakljucke:

1. Ucestalost rezistencije na f-laktamske antibiotike je u stalnom porastu u Hrvatskoj pa
tako i u Brodsko-posavskoj zupaniji. Double disk metodom na podru¢ju Brodsko-
posavske zupanije je utvrdena visoka ucestalost rezistencije bakterijskih sojeva K.
pneumoniae i E. cloacae na cefoksitin u iznosu od 76%. Fenotipizacijom je utvrdena
visoka ucestalost produkcije ESBL u iznosu od 40%, kao i produkcije AmpC B-
laktamaza u iznosu od 65% na podrucju Brodsko-posavske Zupanije. Produkcija
karbapenemaza kod bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae na podrucju
Brodsko-posavske Zupanije nije utvrdena.

2. Medu bolnic¢kim 1 izvanbolnickim pacijentima postojala je statisticki znacajna razlika

u rezistenciji na cefoksitin i produkciji AmpC B-laktamaza.
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6. Sazetak

Pozadina istraZivanja: Sojevi K. pneumoniae i E. cloacae pokazuju razli¢ite vrste

rezistencije pB-laktamske antibiotike

Ciljevi istrazivanja:
1. utvrditi ucestalost razlicitih vrsta rezistencije bakterijskih sojeva K. pneumoniae i
E. cloacae na [-laktamske antibiotike u uzrocima urina pacijenata s podrucja
Brodsko-posavske zupanije pomocu disk difuzije, odredivanjem MIK-a ili uz pomo¢
fenotipizacije
2. procijeniti postoji li razlika u ucestalosti pojave rezistencije izmedu bolnic¢kih i

izvanbolnickih pacijenata.

Nacrt studije: Presje¢na studija.

Ispitanici i metode: U istrazivanju je mikrobioloski obradeno 100 uzoraka urina bolnickih i
izvanbolnickih pacijenata koji su se javili u Sluzbu za Klini¢ku mikrobiologiju Zavoda za
javno zdravstvo Brodsko-posavske zupanije u Slavonskom Brodu. U uzorcima su detektirani
bakterijski sojevi K. pneumoniae ili E. cloacae. Svi uzorci su testirani na rezistenciju na
cefoskitin metodom disk difuzije te Double disk testom na produkciju ESBL, dok se

fenotipizacijom detektirala produkcija AmpC B-laktamaza i karbapenemaza.

Rezultati: Dobiveni rezultati pokazuju da je medu bakterijskim sojevima Klebsiella
pneumoniae i Enterobacter cloacae prisutna visoka ucestalost rezistencije na cefoksitin, kao i
produkcija ESBL i AmpC p-laktamaza. U istrazivanju nije utvrdena produkcija

karbapenemaza.

Zakljucak: U svijetu pa tako i u Hrvatskoj, zabiljezen je porast rezistencije bakterijskih
sojeva K. pneumoniae i E. cloacae na p-laktamske antibiotike. Pri tom je porast rezistencije
utvrden i u Brodsko-posavskoj zupaniji. Medu navedenim sojevima otkrivena je visoka
rezistencija na cefoksitin, visoka ucestalost produkcije ESBL i AmpC B-laktamaza, dok nije
utvrdena produkcija karbapenemaza. Otkriveno je da izmedu bolnic¢kih 1 izvanbolnickih
pacijenata postoji statistiCki znacajna razlika u rezistenciji na cefoksitin i u produkciji AmpC

B-laktamaza kod bakterijskih sojeva K. pneumoniae i E. cloacae.

28



Kljuéne rije¢i: PB-laktamski antibiotici; Enterobacter cloacae; Klebsiella pneumoniae;

rezistencija
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7. Summary

The resistance of bacterial strains of Klebsiella pneumoniae and Enterobacter cloacae

isolated from urine samples to f-lactam antibiotics

Research background: Strains of K. pneumoniae and E. cloacae show different types of

resistance to pB-lactam antibiotics
Research objectives:

1. to determine the frequency of different types of resistance of bacterial strains K.
pneumoniae and E. cloacae to B-lactam antibiotics in the urine samples of the patients
from the area of Brod-Posavina County by disk diffusion, determinig of MIK or with

the help of phenotyping

2. to assess whether there is a difference in the frequency of resistance among hospital

patients and outpatients.
Study Plan: A cross-sectional study.

Examinees and methods: In this study, 100 urine samples of hospital patients and
outpatients, who applied to the Department for clinical microbiology of the Institute of Public
Health of Brod-Posavina County in Slavonski Brod, were microbiologibcally processed.
Bacterial strains of K. pneumoniae or E. cloacae were detected in the samples. All samples
were tested for resistance to cefoxitin by disc diffusion method and by Double disk test for

ESBL production, while production of AmpC B-lactamases and carbapenemases was detected

by phenotyping.

Results: The results show that among the bacterial strains Klebsiella pneumoniae and
Enterobacter cloacae, a high frequency of resistance to cefoxitin, as well as the production of
ESBLs and AmpC B-lactamase is present. The production of carbapemanases has not been

determined.

Conclusion: Worldwide, including Croatia, there is increasing resistance to bacterial strains
of K. pneumoniae and E. cloacae to B-lactam antibiotics. Thereby, the increase in resistance

was also registered in Brod-Posavina County. Among these strains, a high resistance to
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cefoxitin, high frequency of ESBL and AmpC B-lactamases production was detected, while
the production of carbapenemases has not been determined. It was found that there is
statistically significant difference in resistance to cefoxitin and in production of AmpC (-

lactamases in bacterial strains of K. pneumoniae and E. cloacae between hospital patients and
outpatients.

Keywords: p-lactam antibiotics; Enterobacter cloacae; Klebsiella pneumoniae; resistance
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