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Sazetak. Rezistencija na B-laktamske antibiotike sve se vise povecava, najvise zbog produkcije razlicitih B-laktamaza. Zbog
mogucnosti da plazmidi akviriraju razlicite determinante rezistencije, sve vise bolnickih bakterijskih izolata postaje rezistentno
na velik broj razli¢itih antibiotika. Najvaznije B-laktamaze koje ugrozavaju upotrebu B-laktamskih antibiotika u danasnje su
vrijeme P-laktamaze prosirenog spektra, inhibitor-rezistentne TEM i SHV-B-laktamaze i karbapenemaze. Karbapenemaze su
B-laktamaze koje hidroliziraju karbapeneme. Svrstane su u molekularne grupe A, B i C. Grupa A obuhvaca karbapenemaze
osjetljive na inhibiciju klavulanskom kiselinom. Veéina je kodirana kromosomski, ali neke od njih su i plazmidne kao KPC u
Klebsiella pneumoniae i GES-2 u Pseudomonas aeruginosa. U grupi B su metalo-B-laktamaze iz IMP i VIM-serije. Karbape-
nemaze iz grupe D su najcesée u Acinetobacter baumannii, a uzrokuju rezistenciju na karbapeneme ako postoje i drugi meha-
nizmi rezistencije kao npr. promjene u porinima. Inhibitor-rezistentne 3-laktamaze jedan su od najvaznijih uzroka rezistencije
na B-laktam-inhibitorske kombinacije. Rezistencija na takve formulacije moze biti takoder uzrokovana hiperprodukcijom TEM-
1-B-laktamaze, modifikacijama proteina vanjske membrane ili produkcijom OXA-B-laktamaza. IRT-enzimi nastaju od paren-
talnih TEM-1 i TEM-2-[3-laktamaza tockastim mutacijama u B-laktamaznome genu. Cesta primjena [3-laktamaznih inhibitora u
bolnicama i u op¢oj medicini selekcionira sojeve s takvim mutacijama u hospitalnoj i izvanbolnickoj sredini.

Descriptors: Beta-lactamases — classification, metabolism, antagonists and inhibitors; Beta-lactam resistance — genetics;
Beta-lactams — pharmacology; Enzyme inhibitors — pharmacology; Gram-negative bacteria —
enzymology, drug effects

Summary. Resistance to 3-lactam antibiotics continues to increase, mostly due to the presence of various B-lakta mases. As a
result of the ability of the plasmids to acquire additional resistance determinants, many of the B-lactamase producing pathogens
became multidrug resistant.The most important B-lactamases which compomise the use of B-lactams nowdays are extended-
spectrum B-lactamases, inhibitor-resistant TEM and SHV B-lactamases and carbapenemases. Carbapenemases are -lactamases
which hydrolyse carbapenems. They belong to molecular classes A, B, and D. Class A comprises carbapenemases sensitive to
inhibition by clavulanic acid. Most of them are chromosomaly encoded, but some of them are plasmid-mediated such as KPC-1 in
Klebsiella pneumoniae and GES-2 in Pseudomonas aeruginosa. The class B carbapenemases are metallo-3-lactamases of the
IMP or VIM group. The class D carbapenemases are the most frequent in Acinetobacter baumannii but confer resistance to
carbapenems only if other resistance mechanisms such as porin alterations, are present. Inhibitor resistant 3-lactamases are one
of the most important causes of resistance to 3-lactam-inhibitor combinations. The resistance to these formulations can be also
due to hyperproduction of TEM-1 B-lactamase, modifications of the outer membrane proteins or production of OXA-type
enzymes. IRT enzymes are derived from parenthal TEM-1 or TEM-2 B-lactamases by point mutations in the B-lactamase gene.
The frequent use of B-lactamase inhibitors in hospitals and general practice pose a selection pressure which favours spread of
such strains in hospitals and community.
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Uloga kromosomskih AmpC-B-laktamaza
u rezistenciji na novije cefalosporine

Kromosomske B-laktamaze gotovo su ubikvitarne kod en-
terobakterija osim kod salmonela, ali zna¢ajno variraju u koli-
¢ini, nac¢inu produkcije i doprinosu rezistenciji.! Neke vrste
imaju B-laktamaze koje spadaju u molekularnu grupu A, a neke
u grupu C. Ekspresija moze biti inducibilna, konstitutivna viso-
kog stupnja ili konstitutivna niskog stupnja, §to ovisi o vrsti i
soju.??

AmpC-fB-laktamaze su kromosomske B-laktamaze koje su
inducibilne u vecine sojeva Enterobacter spp., C. freundii, Ser-
ratia spp., Morganella morganii, Providencia spp. i P. aerugi-
nosa.** Cefalosporini prve generacije, ampicilin i amoksicilin
induciraju AmpC-B-laktamaze i podlozni su hidrolizi tim en-
zimima, pa su kao posljedica toga AmpC-inducibilini sojevi
rezistentni. Cefalosporini tre¢e generacije, cefuroksim, pipe-
racilin i aztreonam su takoder labilni u prisutnosti tih 3-lakta-
maza, ali su slabi induktori pa su zbog toga 3-laktamaza-indu-
cibilni sojevi osjetljivi ako ne postoje drugi mehanizmi rezi-
stencije.® Problem kod primjene cefalosporina kod bakterija s
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inducibilinim AmpC-3-laktamazama jest selekcija dereprimi-
ranih mutanata koji proizvode velike koli¢ine B-laktamaze ne-
ovisno o prisutnosti induktora kao rezultat genske mutacije.
Takvi su mutanti rezistentni na gotovo sve peniciline i cefalo-
sporine.” Karbapenemi su jaki induktori AmpC-[3-laktamaza,
ali su stabilni u njihovoj prisutnosti, medutim mogu antagoni-
zirati u¢inak cefalosporina i penicilina ako se primjenjuju zajed-
no s njima.?

Dereprimirani mutanti danas se sve ¢esce pojavljuju u izo-
latima Enterobacter spp., C. freundii i Serratia spp. Njihova
prevalencija je porasla s > 5% na 25 do 40% u vecini bolnica
u SAD-u** i Europi.! Za to su odgovorni selekcija cefalospo-
rinima $irokog spektra i Sirenje sojeva u bolnickom ambijen-
tu. Rizik selekcije dereprimiranih mutanata u toku terapije ovisi
o tipu infekcije i uzrocnom agensu. Najvisi postotak hiperpro-
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ducenata se selekcionira tokom lijecenja sepse koju uzrokuje
Enterobacter spp,’ zatim pneumonije,* a vrlo malo kod infek-
cija urinarnog trakta zbog toga Sto koncentracije antibiotika
na tim mjestima premasuju MIK za dereprimirane sojeve.* Takvi
izolati rezistentni su na ve¢inu cefalosporina ukljucujuci i tre¢u
generaciju, cefamicine, aminopeniciline i monobaktame. Osjet-
ljivi su jedino na temocilin i karbapeneme. Cefepim i cefpi-
rom obi¢no zadrzavaju umjerenu aktivnost koja se gubi u pri-
sutnosti veceg inokuluma."!° Piperacilin i tikarcilin su slabije
aktivni prema dereprimiranim mutantima nego prema induci-
bilnim sojevima, ali imaju manji potencijal selekcije derepri-
miranih mutanata nego cefalosporini prosirenog spektra.'' Kar-
bapenemi pokazuju podjednaku aktivnost prema dereprimira-
nim i inducibilnim organizmima i ne selekcioniraju derepri-
mirane mutante in vivo i in vitro. Oni mogu inducirati pro-
dukciju B-laktamaze, ali taj je efekt prolazan i ima terapijsko
znacenje jedino ako se karbapenemi primjenjuju zajedno s
novijim cefalosporinima, §to nije preporucljivo zbog antagoni-
stickog uc¢inka'. Klavulanska kiselina takoder djeluje kao in-
duktor AmpC-B-laktamaza i moze antagonizirati djelovanje
partnerskog B-laktama kod bakterija s inducibilnom ekspre-
sijom kromosomskih B-laktamaza.'>"3 U terapiji infekcija uzro-
kovanih takvim organizmima preporucuje se primjena karba-
penema, kinolona ili temocilina.'

Kako se moze prepoznati u laboratoriju AmpC-inducibilna
enterobakterija? Najbolji je nacin precizna identifikacija vrste.
Preporuka je da se Enterobacter spp., C. freundii, Serratia
spp., Providencia spp. 1 M. morganii oznace kao rezistentni
na sve cefalosporine trece generacije, osim ako se radi o izo-
latima iz urina gdje se mogu postici visoke koncentracije cefa-
losporina.®!* Objasnjenje za to je ¢injenica da AmpC-induci-
bilni organizam dobiven od bolesnika prije pocetka terapije
moze biti osjetljiv na cefalosporin, medutim prilikom klinicke
primjene tih lijekova moze doc¢i do selekcije dereprimiranih
mutanata i do terapijskog neuspjeha.’ Takva preporuka ne
vrijedi za P. aeruginosa jer ta vrsta vrlo brzo mutira i postaje
rezistentna i na alternativne lijekove kao sto su karbapenemi i
fluorokinoloni.®

AmpC-inducibilna vrsta moze se jednostavno otkriti u la-
boratoriju s pomocu cefoksitin/cefotaksim disk-antagonistic-
kog testa. Na plocu zasijanu testiranim sojem treba postaviti
disk cefoksitina I disk cefotaksima na udaljenosti od 25 mm.
Inducibilnost se moze prepoznati na temelju suzenja inhibicij-
ske zone oko diska s cefotaksimom u smjeru prema cefoksi-
tinskom disku.'®!” Budu¢i da je klavulanska kiselina induktor
AmpC-fB-laktamaza, pojava sitnih kolonija unutar inhibicijske
zone oko ko-amoksiklav diska moze biti indikator."

Karbapenemaze

Karbapenemi se razlikuju od penicilina po tome $to imaju
nezasi¢enu vezu izmedu C2 i C3-atoma na poziciji 1 tiazoli-
dinskog prstena. Oni se medusobno razlikuju po konfiguraciji
postrani¢nog lanca na C2 i C6-atomu.'® Hidroksietilni lanac
na polozaju C6 u trans-konfiguraciji daje izrazitu stabilnost
prema [B-laktamazama. Njihova velika djelotvornost in vitro
rezultat je dobre penetracije kroz vanjsku membranu gram-
negativnih bakterija i visokog afiniteta za PBP-molekule.”
Vezu se za PBP-1 1 PBP-2-molekule i izazivaju stvaranje sfe-
roplasta i lizu stanica bez stvaranja filamenata. Najvazniji pred-
stavnici su imipenem i meropenem. Meropenem je u odnosu
na imipenem slabije aktivan prema gram-pozitivnim bakteri-
jama, ali je zato djelotvorniji prema gram-negativnim bakteri-
jama, posebno prema enterobakterijama, P. aeruginosa, H. in-
fluenzae 1 gonokokima. Prednost meropenema je i u tome $to
nije osjetljiv na dihidropeptidazu koja se nalazi na cetkastoj
membrani bubreznih tubula pa se moze davati bez cilastatina.?

Siroki spektar karbapenema je posljedica i njihove izrazite
stabilnosti prema B-laktamazama. Imipenem i meropenem su
otporni na hidrolizu plazmidnim B-laktamazama grupe A, C i
D ukljuéujuci i B-laktamaze prosirenog spektra iz TEM i SHV-
porodice, PER-1 i AmpC-B-laktamaze.' Imipenem je jak in-
duktor kromosomskih B-laktamaza grupe I po Richmondu i
Sykesu koje proizvode E. cloacae, C. i P. aeruginosa. Za raz-
liku od cefoksitina i cefalosporina Sirokog spektra indukcija
[-laktamaze ne utjece na njegovu djelotvornost in vitro buduci
da je otporan na hidrolizu induciranim enzimom.? Indukcija
[B-laktamaza uzrokuje antagonizam prema penicilinima i cefa-
losporinima ako se primjenjuje s njima u kombinaciji.

Dereprimirani mutanti koji proizvode konstitutivno velike
koli¢ine B-laktamaze zbog genske mutacije obi¢no su rezi-
stentni na peniciline i cefalosporine Sirokog spektra, ali zadr-
zavaju osjetljivost prema imipenemu. To je posljedica brze
penetracije kroz vanjsku membranu i stabilnosti prema B-lak-
tamazama.'® Zbog toga klinicka upotreba imipenema nije dove-
la do rezistencije na taj antibiotik kod enterobakterija. Medutim
rezistencija na imipenem se pojavljuje kod P. aeruginosa tokom
terapije kao rezultat promjena u permeabilnost, a ne zbog hi-
drolize B-laktamazama.?!

Otpornost karbapenema prema -laktamazama nije potpu-
na. Metalo-B-laktamaze molekularne grupe B koje sadrzavaju
cink kao kofaktor mogu hidrolizirati karbapeneme. Njih nala-
zimo u izolatima P. aeruginosa i Stenotrophomonas maltophi-
lia. Prvi takav enzim nazvan je IMP-1 i prvi put je opisan kod
P, aeruginosa,® da bi kasnije bio pronaden i kod S. marcescens
i kod K. pneumoniae.” On dovodi do rezistencije na sve [3-lak-
tame osim monobaktama. Karbapenemaze koje uzrokuju stece-
nu rezistenciju na karbapeneme spadaju u grupe A, B i D po
Ambleru.* U grupi A nalaze se karbapenemaze koje su inhi-
birane klavulanskom kiselinom, a pojavljuju se rijetko. Pripa-
dajuu grupu 2f po K. Bush.? Mogu biti kodirane kromosomski
kao NMC-A, Sme-1, Sme-2, Sme-3 i IMI-1 u E. cloacae i S.
marcescens® ili plazmidno kao KPC-1 u K. pneumoniae® ili
GES-2 u P, aeruginosa.”’ NMC-A je bila prva karbapenemaza
iz grupe A izolirana iz klinickog izolata E. cloacae 1990. u
Francuskoj.” Bolesnik je dobivao prethodno imipenem. Izolat
je pokazivao smanjenu osjetljivost na imipenem, aztreonam i
u manjoj mjeri meropenem, a zadrzao je potpunu osjetljivost
na cefalosporine prosirenog spektra. NMC-A signifikantno hi-
drolizira amino i karboksipeniciline, cefalotin, imipenem i az-
treonam. Njegova je aktivnost djelomi¢no inhibirana klavu-
lanskom kiselinom, tazobaktamom i sulbaktamom. NMC-A
pokazuje srodnost s penicilinazama prosirenog spektra iz TEM
i SHV-porodice. NMC-A-gen je kodiran kromosomski, a eks-
presija je inducibilna.”

SME-1-B-laktamaza identificirana je iz dva klinicka izola-
ta S. marcescens u Londonu prije nego $to su se pojavili kar-
bapenemi na trzistu.® Sojevi su bili rezistentni na amino, kar-
boksi i ureidopeniciline, rane cefalosporine, imipenem i aztreo-
nam. lako SME-1 dijeli samo 68% aminokiselinskog identiteta
s NMC-A po supstratnome profilu vrlo su sli¢ne.’! Moguce je
da su izolati S. marcescens koji sadrzavaju bla,, -gen podvr-
ste S. marcescens koje prirodno sadrzavaju te determinante
rezistencije. Nedavno su se pojavile SME-2 i SME-3-[3-lakta-
maze koje su nastale tockastim mutacijama od SME-1, a pro-
sirene su u pojedinim dijelovima SAD-a.*

IMI-1 je kromosomski kodirana karbapenemaza iz grupe A
po Ambleru pronadena u izolatima E. cloacae iz juzne Kali-
fornije.® IMI-1 ima 95% aminokiselina identi¢nih s NMC-A,
inducibilna je i ima sli¢an supstratni profil.**

KPC-1 je novi enzim grupe A izoliran iz sojeva K. pneumo-
niae iz SAD-a koji su bili rezistentni na karbapeneme, cefalo-
sporine prosirenog spektra i aztreonam.?** KPC-1 je osjetljivija
na inhibiciju klavulanskom kiselinom i tazobaktamom od ranije
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navedenih enzima, a ekspresija joj nije inducibilna. KPC-1
pokazuje slabo izrazenu aminokiselinsku srodnost s ostalim
karbapenemazama iz grupe A.**** Hidrolizira peniciline, prvu
i drugu generaciju cefalosporina, aztreonam i karbapeneme
(meropenem jednako kao imipenem). Za razliku od ostalih kar-
bapenemaza iz ove skupina kodirana je plazmidno, a plazmid
sadrzava i ESBL-gen.*

GES-2-B-laktamaza nastala je tockastom mutacijom od -
laktamaze prosirenog spektra GES-1. GES-2-B-laktamaza ot-
krivena je u izolatu P. aeruginosa iz Juzne Afrike.?’*¢ Hidro-
liticka aktivnost tog enzima prema karbapenemima slabije je
izrazena u odnosu na ostale karbapenemaze iz grupe A. Soj je
bio rezistentan na cefalosporine prosirenog spektra, a umjere-
no osjetljiv na karbapeneme. Gen za tu -laktamazu kodiran
je samoprenosivim plazmidom od 100 kb.3*

Karbapenemaze iz grupe A mogu se razlikovati od metalo-
[B-laktamaza iz grupe B po tome $to izazivaju veci stupanj re-
zistencije na imipenem nego na meropenem (MIK je obi¢no
nizi od prijelomne tocke), izrazena je rezistencija na aztreo-
nam, ali ne na cefalosporine trece generacije i osjetljive su na
inhibiciju klavulanskom kiselinom.***” Iako su karbapenemaze
u grupi A stecene 1 nisu tipi¢ne za vrstu, njihovi su geni inte-
grirani u kromosom i nisu samoprenosive. U veéini sluc¢ajeva
sojevi koji ih proizvode izolirani su prije nego $to su karbape-
nemi dosli u klinicku upotrebu. Zbog toga ti enzimi ne pred-
stavljaju veliku prijetnju kao metalo-B-laktamaze iako se ne
moze iskljuciti moguénost prijelaza njihovih gena na prenosive
genske elemente kao $to su plazmidi i transposoni.’”” Podjela
karbapenemaza iz grupe A prikazana je na tablici 1.

Grupa B obuhvaca klinicki najvaznije karbapenemaze. To
su metalo-B-laktamaze iz IMP ili VIM-serije. One su se pojavi-
le u cijelome svijetu, ali najvise izvjestaja ima iz Europe,*!
jugoistocne Azije* i Japana.® Geni koji ih kodiraju nalaze se
na plazmidima i integronima, a mogu hidrolizirati gotovo sve
B-laktame osim aztreonama. Opisane su i epidemije nozoko-
mijalnih infekcija uzrokovanih organizmima koji proizvode
metalo-B-laktamaze.>*

IMP-1 je prva karbapenemaza iz te skupine pronadena u
Japanu 1991. u klinickom izolatu S. marcescens. Ona kao i
vec¢ina metalo-f-laktamaza ima vrlo $irok supstratni profil koji
ukljucuje cefalosporine trece i Cetvrte generacije i karbapene-

me (imipenem, meropenem, panipenem). Jedino monobakta-
mi ne podlijezu hidrolizi. To su enzimi koji imaju cink kao
kofaktor i zbog toga je njihova aktivnost inhibirana s EDTA, a
ne klavulanskom kiselinom, sulbaktamom ili tazobaktamom.>**
Kasnije je IMP-1-B-laktamaza utvrdena i kod ostalih entero-
bakterija,* kod P. aeruginosa,® Pseudomonas cepacia,*® Pseu-
domonas putida®’ i Acinetobacter baumannii.¥’** To upucuje
na horizontalni prijenos bla,,,,-gena posebno izmedu P. aeru-
ginosaiS. marcescens. Bla -geni obi¢no su locirani na veli-
kim samoprenosivim plazmidima kod enterobakterija*. Utvr-
deno je da izolati P. aeruginosa koji sadrzavaju bla,,-gen
pokazuju razlicite fenotipove rezistencije. Neki su rezistentni,
aneki osjetljivi na karbapeneme. Za to postoje dva objasnjenja.
Prvo da rezistencija zahtijeva jos jedan faktor — najcesce im-
permeabilnost, 1 drugo da ne dolazi uvijek do sinteze aktivnog
enzima u prisutnosti bla,,,-gena.*** Ako postoji funkciona-
lan IMP-1-enzim, izrazena je rezistencija na karbapeneme,
peniciline i cefalosporine koja se ne moze ponovno uspostavi-
ti ni s jednim postojecim inhibitorom. Iako je aztreonam otpo-
ran na hidrolizu tim enzimom, sojevi koji ga proizvode ¢esto
imaju dodatne mehanizme rezistencije na taj antibiotik.’!*
Aminoglikozidi su takoder ¢esto nedjelotvorni jer integroni
koji sadrzavaju bla,,, , Cesto determiniraju i acetil-transferazu
koja razgraduje aminoglikozide.>

IMP-2-B-laktamaza pronadena je u izolatu A. baumannii u
Italiji 1997.3* Gen koji ju kodira nalazi se na integronu koji
sadrzava i gene rezistencije na aminoglikozide.**

IMP-3-B-laktamaza identificirana je iz izolata Shigella flex-
neri iz Japana.*® Razlikuje se u dvije aminokiseline od IMP-1.
IMP-3 ne hidrolizira znac¢ajno benzilpenicilin, ampicilin, cef-
tazidim i imipenem. Zbog toga se smatra da je ona progenitor
IMP-1-B-laktamaze.> Otkri¢e IMP-3 B-laktamaze u S. flexneri
upucuje na sirenje metalo-karbapenemaza medu izvanbolnic-
kim patogenima.**

IMP-4 je B-laktamaza nadena u izolatu Acinetobactera iz
hemokultura iz Hong Konga u periodu izmedu 1994.1 1998.5
Ti izolati bili su rezistentni na ve¢inu B-laktama ukljucujuci i
imipenem. IMP-4 je nadena i u izolatu Citrobacter youngae iz
1998. takoder iz Hong Konga. Gen koji kodira tu B-laktamazu
nalazi se na plazmidu i moze se prenijeti konjugacijom s C.
youngae na E. coli.%®

Tablica — Table 1. Karbapenemaze iz grupe A po Ambleru / Carbapenemases belonging to class A according to Ambler

- R : Lokacija

Tip karba Supstratni pr(-)ﬁl | Substrate profile B-laktamaznog  Inhibicija Inhibicija Zemlja

penemaze  Karboksi-  Novi cefa- Karba- - o

T £ icilini 1 S i Agtreo-  gena kla\fu!apatom sEDTA Vrsta—domacm podrijetla Referenca

ype o pemer it osporint - penemi Location of Inhibition b, Inhibition  Host-species Country of  Reference

carbapene-  Carboxy- New cepha- Carba-  nam olca " lavulani Y d by EDTA p untry

mase penicillins losporins  penems géx?ec amase clavuianic acy y origin

NMC-a R S I/R? R kromosom +/— — E. cloacae Francuska 28
chromosome France

SME-1 R S I/R R kromosom + - S. marcescens ~ Ujedinjeno 30
chromosome Kraljevstvo

United
Kingdom

SME-2 R S I/R R kromosom + - S. marcescens ~ SAD 32
chromosome United States

SME-3 R S I/R R kromosom + - S. marcescens ~ SAD 32
chromosome United States

IMI-1 R S I/R R kromosom + - E. cloacae SAD 33
chromosome United States

KPC-1 R R R R plazmid + - K. pneumoniae SAD 26
plasmid United States

GES-2 R S 1 R plazmid + - P. aeruginosa  Juzna Afrika 27
plasmid South Africa

! Cefalosporini trece i ¢etvrte generacije/Cephalosporins of third and fourth generation
2 MIK imipenema je znac¢ajno visi nego meropenema/MIC of imipenem significantly higher than of meropenem
R — rezistentan/resistant; S — osjetljiv/susceptible; 1 — umjereno osjetljiv/intermediate susceptible
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IMP-5-B-laktamaza je otkrivena u Portugalu u izolatu A.
baumannii >

IMP-6-metalo-B-laktamaza izolirana je iz S. marcescens iz
urina u Japanu 1996.* Razlikuje se od IMP-1 u samo jednoj
aminokiselini. Soj je bio rezistentan na gotovo sve B-laktamske
antibiotike ukljucujuéi piperacilin, piperacilin/tazobaktam,
cefalosporine trece i cetvrte generacije, aztreonam i karbape-
neme. MIK-ovi meropenema i panipenema bili su visi nego
imipenema. Enzim je pokazivao snaznu hidroliticku aktivnost
prema karbapenemima, ali smanjenu aktivnost prema penici-
linima iako je soj bio rezistentan i na te antibiotike zbog do-
datne TEM-1-B-laktamaze. Bla,, -gen bio je lociran na plaz-
midu.®

IMP-7-B-laktamaza otkrivena je u izolatu P. aeruginosa koji
je bio izvor hospitalne epidemije na Tajlandu.**

IMP-8-B-laktamaza nadena je u izolatu K. pneumoniae iz
Tajvana koji je sadrzavao jo§ i SHV-12 i TEM-1-B-laktamazu.
Soj je pokazivao visok stupanj rezistencije na sve -laktamske
antibiotike ukljucujuci i karbapeneme, s tim da je MIK mero-
penema bio znatno visi nego imipenema. Aztreonam je takoder
imao visok MIK, sto je vjerojatno posljedica prisutnosti do-
datne SHV-12-B-laktamaze. IMP-8 razlikuje se od IMP-2 u
dvije aminokiseline, a gen koji ju kodira lociran je na integro-
nu.” Taj je enzim kasnije otkriven i u izolatu Enterobacter
cloacae takoder iz Tajvana,® a opisane su i epidemije nozoko-
mijalnih infekcija na Tajvanu koje su bile uzrokovane izolatima
K. pneumoniae, producentima IMP-8-f-laktamaze.®' IMP-12-
[-laktamaza opisana je prvi put u Italiji u klinickom izolatu P,
putida iz urina. Enzim je bio kodiran neprenosivim plazmi-
dom od 50 kb. Ta 3-laktamaza dobro hidrolizira cefalosporine
i karbapeneme dok su temocilin i aztreonam otporni prema
tom enzimu.®

Druga vazna skupina metalo-B-laktamaza nalazi se u poro-
dici VIM. VIM-1 je prva B-laktamaza iz te grupe, a izolirana
je iz izolata P. aeruginosa iz Verone 1997.% Tako ima samo
30% aminokiselina zajednickih s IMP-B-laktamazama, poka-
zuje slican supstratni profil koji ukljucuje sve B-laktame osim
aztreonama. Bla,,, -gen nalazi se na integronu koji je sadrza-
vao 1 gen za aminoglikozid-acetiltransferazu. Opisane su epi-
demije hospitalnih infekcija u Italiji uzrokovanih izolatima P.
aeruginosa® i P. putida® koji produciraju VIM-1-f-laktamazu.
Nedavno je blay,,, -gen pronaden i u izolatu Achromobacter
xylosoxydans iz 1ste bolnice u kojoj je prvi put opisana VIM-
1-B-laktamaza. Gen se nalazio na nekonjugativnom plazmidu
od 30 kb koji je takoder sadrzavao gene rezistencije na amino-
glikozide.

VIM-2-B-laktamaza identificirana je iz izolata P. aeruginosa
iz hemokulture od neutropeni¢nog bolesnika iz Marseilleja.*
Izolat je bio rezistentan gotovo na sve B-laktame ukljucujuci
ceftazidim, cefepim i imipenem, dok je zadrzao osjetljivost
na aztreonam. U periodu izmedu 1996. i 1998. izolirano je jo$
20 izolata P. aeruginosa i s VIM-2-B-laktamazom s razli¢itih
odjela iz iste bolnice.* Buduci da se taj dio Francuske nalazi
blizu Italije, moze se zakljuciti da se radi o regionalnom $irenju
sojeva P. aeruginosa koji proizvode tu B-laktamazu.** VIM-2
je usko srodan s VIM-1 i sadrzava 90% aminokiselina zajedni¢-
kih s tim enzimom. VIM-2 je naden kasnije i u izolatu P. aeru-
ginosa iz Pariza, a gen za taj enzim bio je lociran na integronu
koji je sadrzavao i dva nova gena rezistencije na aminogliko-
zide.”” VIM-2-B-laktamaza nedavno je nadena i u C. izolatu
freundii iz Tajvana® i u izolatu E. cloacae dobivenom iz peri-
tonealnog eksudata od bolesnika s cirozom jetre iz Juzne Ko-
reje,® a postoji izvjestaj i o pojavi VIM-2-B-laktamaze iz izo-
lata P. aeruginosa u Hrvatskoj.* Svi navedeni izolati pokazi-
vali su slican fenotip rezistencije prema -laktamskim antibio-
ticima. Analiza kinetickih parametara pokazala je da oba enzi-
ma pokazuju visok afinitet prema karbapenemskim supstrati-
ma i visoku hidroliticku aktivnost, dok je brzina hidrolize ce-

falosporina varijabilna. VIM-2 je u odnosu na VIM-1 osjetlji-
vija na kelatore kao $to je EDTA (etilen-diamin-tetraoctena
kiselina), $to upucuje na to da su cinkovi ioni kod VIM-2 laba-
vije vezani na enzim.%

VIM-3 je nedavno otkrivena B-laktamaza iz VIM-serije iz
klinickih izolata P, aeruginosa s Tajvana. Sojevi su imali visoke
MIK-ove ureidopenicilina, cefalosporina tre¢e generacije i
karbapenema, s tim da je MIK imipenema bio vi$i nego mero-
penema. MIK aztreonama bio je nizak osim kod nekoliko izo-
lata koji su vjerojatno imali neke druge mehanizme rezisten-
cije na taj antibiotik. Ta B-laktamaza bila je kodirana kromo-
somski.” VIM-4--laktamaza opisana je nedavno u izolatima
K. pneumoniae 1 E. cloacae u Italiji kod bolesnika koji je
prethodno dobivao terapiju karbapenemima.”

U grupi B nedavno je opisana i jedna nova B-laktamaza
koja nije srodna s plazmidnim B-laktamazama iz IMP i VIM-
serije. Naziva se JOHN-1, a izolirana je iz bakterije Flavo-
bacterium johnsoniae. Enzim je izazivao rezistenciju na ami-
no i ureidopeniciline, cefalosporine uskog i prosirenog spek-
tra i cefamicine. MIK-ovi karbapenema bili su samo neznatno
poviseni. Aztreonam je otporan na hidrolizu tim enzimom, iako
je soj F. johnsoniae bio rezistentan i na taj antibiotik. Medutim
rezistencija nije bila prenosiva na recipijent pa se smatra da je
uzrokovana nekim drugim mehanizmom, a ne samim enzi-
mom. JOHN-1-f-laktamaza osjetljiva je na inhibiciju s EDTA,
ali ne s klavulanskom kiselinom, kao i sve metalo--laktama-
ze.” Biokemijski je srodna metalo-B-laktamazama koje proiz-
vode Chryseobacterium meningosepticum i Chryseobacterium
indologenes. Ima epidemiolosko znacenje kao rezervoar me-
talo-P-laktamaza gena u okolisu.” Metalo-B-laktamaze koje
inaktiviraju imipenem pronadene su i kod Bacillus cereus i
Flavobacterium odoratum. Bacteroides fragilis posjeduje ne-
koliko razli¢itih karbapenemaza. -laktamaze grupe B kodi-
rane su na kromosomu (CcA-gen) kod 2 do 3% izolata B. fra-
gilis iako manje od pola tih sojeva producira znacajne koli¢ine
enzima. Obilna ekspresija Cca-gena zahtijeva inkorporaciju
insercijske sekvencije uz B-laktamazni gen tako da je opasnost
od sirenja sojeva koji hiperproduciraju tu B-laktamazu zasad
ograni¢ena. SPM-1-B-laktamaza nedavno je opisana u klini¢-
kom izolatu P. aeruginosa u Brazilu, preferira cefalosporine
kao supstrat i pokazuje strukturnu srodnost s IMP-f3-laktama-
zama.” Podjela metalo-B-laktamaza prikazana je na tablici 2.

U grupi D nalaze se karbapenemaze koje se sve ¢esce poja-
vljuju u 4. baumannii, ali slabo utjecu na osjetljivost prema
imipenemu i meropenemu. Budu¢i da su MIK-ovi karbapene-
ma samo neznatno poviseni, te B-laktamaze ¢esto ostaju ne-
prepoznate.” Te B-laktamaze spadaju u oksacilinaze** i opisa-
ne su u razlicitim dijelovima svijeta. OXA-23 (ARI-1) potjece
iz Skotske,” OXA-247° i OXA-25" iz Spanjolske, OXA-26"
iz Belgije i OXA-27 iz Singapura.”” Hidroliti¢ka svojstva oksa-
cilinaza su sli¢na. One slabo hidroliziraju imipenem i mero-
penem i ne razgraduju cefalosporine prosirenog spektra i az-
treonam. Njihova aktivnost inhibirana je klavulanskom kiseli-
nom osim kod OXA-23, dok su rezistentne na inhibiciju metal-
nim kelatorima kao $to je EDTA. OXA-24 i OXA-27 hidroli-
ziraju benzilpenicilin i cefalosporine, dok je hidroliza oksaci-
lina i kloksacilina nemjerljiva.** Ti enzimi izazivaju rezistenciju
na karbapeneme jedino ako postoji i neki drugi mehanizam,
npr. impermeabilnost ili efluks.” Rezistencija na karbapene-
me u te se vrste moze pojaviti i zbog mutacije ciljnih moleku-
la.”% Klasifikacija oksacilinaza prikazana je na tablici 3.

Za fenotipsku detekciju metalo-B-laktamaza u rutinskom
laboratoriju preporucuje se upotreba E-testa koji se bazira na
redukciji MIK-a imipenema ili ceftazidima u prisutnosti EDTA
ili 2-merkaptopropionske kiseline koji djeluju kao inhibitori
te grupe B-laktamaza,®' a postoji i dvostruki disk-sinergisticki
test u kojem se rabe kelatori metalnih iona (EDTA) kao inhi-
bitori B-laktamaza.®>®3 Za detekciju metalo-B-laktamaza u P.
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Tablica — Table 2. Karbapenemaze iz grupe B po Ambleru / Carbapenemases belonging to class B according to Ambler

. : Lokacija

Tip karba- Supstratni profil / Substrate profile - G .

penemaze  Karboksi-  Novi cefa-  Karba- B-laktamaznog  Inhibicija Inhibicija . Zeml}a

Type of penicilini  losporini'  penemi Aztreo- M2 klavulanatom s EDTA  Vrsta-domacin  podrijetla Referenca

carbapene- Carboxy- New cepha- Carba-  nam Lc;cattlon of {nhltlnthn byd I;lhlé)[l)t}l?[il Host-species Country of  Reference

mase penicillins  losporins  penems [gsger?: amase clavuiame aci Yy origin

Grupa B/Class B

IMP-1 R R R S plazmid/plasmid - + S. marcescens  Japan 44

IMP-2 R R R S plazmid/plasmid - + A. baumannii  Ttalija/Italy 54

IMP-3 R R R S plazmid/plasmid - + S. flexneri Japan 55

IMP-4 R R R S plazmid/plasmid - + A. baumannii ~ HongKong 57

IMP-5 R R R S plazmid/plasmid - + A. baumannii  Portugal 34

IMP-6 R R R S plazmid/plasmid - + S. marcescens ~ Japan 43

IMP-7 R R R S plazmid/plasmid - + P. aeruginosa  Tajland 34
Thailand

IMP-8 R R R S plazmid/plasmid - + K. pneumoniae Tajvan/Taiwan 59

IMP-9 R R R S plazmid/plasmid - + P. aeruginosa  Japan 34

IMP-12 R R R S plazmid/plasmid - + P aeruginosa  Italija/Italy 62

IM-1 R R R S plazmid/plasmid - + P aeruginosa  Ttalija/Italy 63

IM-2 R R R S plazmid/plasmid - + P. aeruginosa  Francuska 66
France

IM-3 R R R S kromosom - + P. aeruginosa  Tajvan/Taiwan 70

chromosome
IM-4 R R R S plazmid/plasmid - + Enterobacter Italija/Italy 71
cloacae

R - rezistentan/resistant; S — osjetljiv/susceptible

Tablica — Table 3. Oksacilinaze s aktivnoséu karbapenemaza / Oxacillinases with carbepenemase activity

. : Lokacija
Tip karba- Supstratni profil / Substrate profile - G .
penemaze  Karboksi- Novi cefa- Karba- B-laktamaznog  Inhibicija Inhibicija . Zeml}a
T £ icilini 1 ] . gena klavulanatom s EDTA Vrsta-domacin  podrijetla Referenca
ype o penicilini osporini'  penemi Aztreo- Locati £ Inhibition b Inhibiti Host . Country of  Ref
carbapene-  Carboxy- New cepha- Carba-  nam c;catlon 0 1 111 ton by d gl EB}FX ost-species ountry o clerence
mase penicillins  losporins  penems [gsér?g amase clavuianic act y ongm
OXA-23 R2 S I S Nije poznato - - A. baumannii  Skotska 75
ARI-1) Not known Scotland
OXA-24 R S I S Kromosom + - A. baumannii  Spanjolska 76
Chromosome Spain
OXA-25 R S I S Nije poznato + - A. baumannii  Spanjolska 77
Not known Spain
OXA-26 R S I S Nije poznato + - A. baumannii  Belgija 77
Not known Belgium
OXA-27 R S I S Nije poznato + - A. baumannii ~ Singapur 77
Not known Singapore

! Cefalosporini trece i ¢etvrte generacije/Cephalosporins of third and fourth generation; R — rezistentan/resistant; S — osjetljiv/susceptible; I — umjereno osjetljiv/

intermediate susceptible

aeruginosa moze se izvesti i mikrodilucijski test koji odreduje
MIK imipenema s EDTA i bez nje.*

Rezistencija na karbapeneme najveci je problem kod P. ae-
ruginosa. Treba naglasiti da osim karbapenemazama rezisten-
cija na te antibiotike moze biti uzrokovana gubitkom porina
(najcesce OprD) i jace je izrazena kod imipenema nego kod
meropenema,’>$¢ multiantibiotskim efluksom uz pomoc¢ siste-
ma MexAB-OprM koji osim karbapenema obuhvaca i druge
nesrodne antibiotike kao $to su eritromicin, tetraciklini i gen-
tamicin®’# i hiperprodukcijom kromosomskih AmpC-f3-lak-
tamaza. Smatra se da je intrinzi¢na rezistencija P. aeruginosa
na B-laktame posljedica medudjelovanja razli¢itih mehaniza-
ma rezistencije.®

Inhibitor-rezistentne TEM
i SHV-beta-laktamaze

Uloga inhibitora u terapiji

Plazmidne B-laktamaze $irokog (TEM-1, TEM-2 i SHV-1)
i prosirenog spektra (derivati iz TEM i SHV-porodice) snazno

16

su inhibirane klavulanskom kiselinom i sulbaktamom. Prvo
su se pojavile u Klebsiella spp., napose Klebsiella pneumoni-
ae i Klebsiella oxytoca® iako se mogu $iriti i medu ostale
¢lanove porodice Enterobacteriaceae®® budu¢i da su geni koji
ih kodiraju obi¢no smjesteni na plazmidima.”” One su selekcio-
nirane zahvaljujuc¢i porastu upotrebe cefalosporina pogotovo
novijih generacija nakon 1980. Ti antibiotici stvoreni su da
nadvladaju rezistenciju uzrokovanu B-laktamazama koja je
ugrozavala upotrebu penicilina i starijih generacija cefalospo-
rina. Mnoge klepsijele koje produciraju ESBL prosirile su se
u bolnicama i uzrokuju epidemije nozokomijalnih infekcija
koje se vrlo tesko lijece.”®* One se obi¢no uspjesno lijece upo-
trebom fluorokinolona. Taj pristup nije doveo do porasta rezi-
stencije na tu skupinu antibiotika medu klepsijelama, ali je
doveo do promjena u distribuciji vrsta koje uzrokuju hospital-
ne infekcije u bolnicama.!® Zapazena je ucestalija pojava ki-
nolon-rezistentnih sojeva Acinetobacter baumanii'®'* i ente-
rokoka u bolni¢kim sredinama'® gdje se obilno primjenjuju ti
lijekovi. Na taj su nacin ESBL-pozitivne enterobakterije za-
mijenjene jo§ opasnijim i podmuklijim multirezistentnim bak-
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terijama tako da se postavlja pitanje bi li neke druge terapijske
opcije bile povoljnije.

B-laktamaze prosirenog spektra nastale su modifikacijom
od uobic¢ajenih TEM i SHV-B-laktamaza sirokog spektra. One
su prosle seriju mutacija na razli¢itim mjestima u aktivnom
sredi$tu enzima ¢ime se $iri spektar ili mijenja afinitet vezanja
enzima za pojedine cefalosporine.”® Vazan proces je $irenje
aktivnog centra §to omogucuje vecim cefalosporinskim mo-
lekulama da udu u njega. Iako prakticki svaka mutacija TEM
ili SHV-jezgre povecava sposobnost hidrolize pojedinih cefa-
losporinskih supstrata, svaka pojedina mutacija pridonosi raz-
likama u fenotipskoj ekspresiji.** ESBL-derivati parentalnih
TEM-[-laktamaza obi¢no sadrzavaju mutacije na polozajima
koji favoriziraju rezistenciju na ceftazidim i ostale sporo pene-
trirajuce cefalosporine.* U pravilu, samo nakon multiplih mu-
tacija enzim uzrokuje signifikantnu rezistenciju na cefotaksim
i ostale brzo penetrirajuce cefalosporine.”*”> ESBL-derivati
SHV-enzima svi imaju aminokiselinsku supstituciju na polo-
zaju 238 koja pridonosi visokom stupnju rezistencije prema
brzo penetrirajucim cefalosporinima.”” U mnogim podru¢jima
TEM-derivati dominiraju i smatra se da je upotreba brzo pene-
triraju¢ih cefalosporina manje ucinkovita u selekciji ESBL-
pozitivnih klepsijela u odnosu na sporo penetrirajuce agense.
Cini se da Sto je brzi pristup cefalosporina PBP-molekulama,
manja je mogucnost dobivanja prosirenog spektra mutacija-
ma.” To nije jos dokazano, ali iroka upotreba brzo prodiruc¢ih
dvoionskih cefalosporina cefepima i cefpiroma moze objasni-
ti problem. Zasada se smatra da je bolje primijeniti cefotak-
sim ili ceftriakson jer je manja moguénost izazivanja mutacija
koje dovode do prosirenog spektra enzima, a izbjegavati cef-
tazidim.

Progresija mutacija u genu B-laktamaza potrebnih za posti-
zanje prosirenog spektra reducira vezanje amoksicilina i sni-
zava MIK tog antibiotika. Druga opcenita karakteristika je da
mutacije povecavaju vezanje klavulanske kiseline.!%!” To
znaci da je trostupanjska mutacija kao npr. kod TEM-5- -lak-
tamaze mnogo manje kompetltlvna u prisutnosti ko-amoksikla-
va nego progenitorski enzimi. Cak je dokazano da kod TEM-5
producirajuc¢ih bakterija u prisutnosti ko-amoksiklava dolazi
do reverzije u TEM-1.1%

Upravo zbog uloge cefalosporina u selekeiji ESBL-pozitiv-
nih sojeva danas se ponovno sve vise pribjegava primjeni amo-
ksicilina u kombinaciji s antibiotikom iz neke druge skupine
za empirijsku terapiju kod izvanbolnickih pneumonija. Isto
tako 1 u kirurgiji se ponovno preslo na upotrebu amoksicilina
kombiniranog s gentamicinom.

Parenteralni cefalosporini masovno se primjenjuju u bolni-
cama, ali kod izvanbolnickih pacijenata dominira primjena
amoksicilina samog ili u kombinaciji s klavulanskom kiseli-
nom. To objasnjava zbog cega se ESBL-pozitivne bakterije
rijetko javljaju u izvanbolnickoj sredini u kojoj dominira selek-
tivni ut]eca] amoksicilina. Ta se situacija medutim u danasnje
vrijeme mijenja jer se pojavljuju oralni cefalosporini novijih
generacija, npr. ceftibuten, cefetamet, cefdinir, cefiksim i rabe
se za lijecenje respiratornih infekcija koje uzrokuje B-lakta-
maza-pozitivni H. influenzae ili M. catarrhalis. Neki od njih
se ponasaju kao sporo prodorni parenteralni cefalosporini'® i
djeluju kao snazni selektori mutacija na aminokiselinskim
ostacima 164, 240 i 104 u molekuli TEM-B-laktamaze. Cak i
akone selekmonlraju navedene mutacije, omogucuju prezivlja-
vanje sojevima koji ih imaju. Negativna strana cefalosporina
tre¢e generacije je i njihov slab u¢inak na penicilin-rezistent-
ne pneumokoke.'®”

Ko-amoksiklav bi se mogao rabiti umjesto cefalosporina,
ali problem kod takvog pristupa je $to visokoadaptibilna TEM-
1-molekula moze dozivjeti niz pojedinacnih mutacija koje uz-
rokuju rezistenciju na inhibitore. Te mutacije uzrokuju ami-

nokiselinsku supstituciju na polozaju Arg244 ili Met69'° i
rezultat primjene ko-amoksiklava moze biti nastajanje inhibi-
tor-rezistentnih TEM-B-laktamaza (IRT). Identifikacija TEM
mutacija nakon izlaganja ESBL-pozitivnih bakterija ko-amo-
ksiklavu vrlo je teska. Te su mutacije u svijetu nadene u oko
10% ESBL-pozitivnih hospitalnih sojeva E. coli.''! Ako bak-
teriju koja sadrzava IRT sa supstitucijom na polozaju Arg244
izlozimo cefalosporinima, favorizirane su mutacije koje vracaju
mutiranu TEM-molekulu natrag u originalnu TEM-1-3-lakta-
mazu.'? Iz toga proizlazi da cefalosporini i inhibitori 3-lakta-
maza imaju suprotan ucinak u selekciji mutacija u TEM-mo-
lekuli. Rjesenje tog problema moglo bi biti u povezivanju ce-
falosporina s inhibitorom [-laktamaza. Kombinacija cefope-
razona i sulbaktama ve¢ je u klinickoj upotrebi u SAD-u. U
Velikoj Britaniji sulbaktam je dostupan jedino u kombinaciji s
ampicilinom i ima samo ograni¢enu primjenu. U Francuskoj
je sulbaktam dostupan kao pojedinac¢ni agens tako da se moze
kombinirati s novijim cefalosporinima prema odabiru lije¢nika.
Obicno se kombinira s brzo prodornim cefalosporinima i to bi
moglo najsire pokriti sve mutacije. Sulbaktam je posebno dje-
lotvoran i protiv Acinetobacter baumannii.'® Postoje dva argu-
menta protiv kombinacija cefalosporina sa sulbaktamom. Prvi
je da efikasnost inhibitora u velikoj mjeri ovisi o komparativ-
noj farmakokinetici partnerskog B-laktama. Vazno je da inhi-
bitor dostigne bakterijsku stanicu u isto vrijeme kao i partner-
ski B-laktamski antibiotik. Druga je zamjerka da takva kom-
binacija proizvodi paralelne mutacije u TEM i SHV-jezgri.
Oba tipa mutacija vec su pronadena zajedno u TEM-molekuli
i dovode do umjerenog stupnja rezistencije na oba cefalospo-
rina 1 inhibitor."* Enzim je zadrzao prosireni spektar koji do-
minira nad rezistencijom na inhibitor.'’

U svakom slucaju rezistencija na inhibitore kod enterobak-
terija mnogo je manji problem nego rezistencija na kinolone
kod A4. baumannii. B-laktami su iznimka medu antibioticima u
tome $to su modifikacije u njihovoj molekuli uvijek rjesavale
problem bakterijske rezistencije na starije pripadnike te sku-
pine. Cefalosporini su i sada vrlo djelotvorni lijekovi, ali treba
nastojati sacuvati njihovu efikasnost racionalnim propisi-
vanjem i kombiniranjem s inhibitorima -laktamaza.'"

Inhibitor-rezistentne TEM-B-laktamaze
Uvod

Povecana i nekontrolirana upotreba B-laktamskih antibio-
tika (penicilina i cefalosporina) dovodi do pojave rezistencije
na navedene antibiotike pri ¢emu oni postaju nedjelotvorni
ponajprije zbog pojave i sirenja enzimatske rezistencije uvjeto-
vane bakterijskim -laktamazama. Dvije su strategije uvede-
ne za rjesavanje tog problema. Prvo, uvode se novi -laktamski
antibiotici s pove¢anom stabilnos¢u prema B-laktamazama.
Drugi je pristup kombiniranje B-laktamskog antibiotika s inhi-
bitorom [-laktamaza (klavulanska kiselina, sulbaktam, tazo-
baktam) koji stiti B-laktamsku molekulu od enzimatskog na-
pada. Osnova takvog pristupa je sinergisticki u¢inak dviju
molekula: inhibitor blokira aktivnost 3-laktamaze $to stiti peni-
cilin ili cefalosporin od hidrolize.""®* Kombinacija penicilina
podloznog hidrolizi s inhibitorom B-laktamaza predstavlja
uspjesnu strategiju za prevladavanje rezistencije uzrokovane
TEM B-laktamazama.!” Osjetljivost izolata E. coli na inhi-
bitore moze biti smanjena kod hiperprodukcije nemodificira-
ne TEM-[-laktamaze ili zbog modifikacije proteina vanjske
membrane ili se moze raditi o kombinaciji tih dvaju mehani-
zama."" " Rezistenciji moze pridonijeti i produkcija OXA-
[-laktamaza ili hiperprodukcija cefalosporinaza.'?*'2! Od 1990.
je zapazeno da u¢inak inhibitora B-laktamaza moze biti ugrozen
pojavom mutiranih TEM-[-laktamaza koje su nazvane inhi-
bitor-rezistentne TEM-B-laktamazae — IRT!?2123
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Epidemiologija IRT-B-laktamaza

. IRT su dosada opisane samo u Europi, i to u Francuskoj,' "%
Spanjolskoj,*! Ujedinjenom Kraljevstvu'?'32 i Portugalu'** (ta-
blica 4). Vjerojatno je da su bakterijski sojevi koji stvaraju IRT

Tablica 4. Glavna svojstva inhibitor-rezistentnih TEM-[-laktamaza
Table 4. Main features of inhibitor-resistant TEM [-lactamases

Izoelektricna

Tip IRT Drugi naziv tocka Zemlja podrijetla  Referenca
Type of Alternative Isoelectric ~ Country of origin ~ Reference
IRT name X
point

TEM-30 IRT-2 5.2 Francuska/France 123
TEM-31 IRT-1 5.2 Francuska/France 123
TEM-32 IRT-3 5.4 Spanjolska/Spain 131
TEM-33 IRT-5 5.4 Francuska/France 124
TEM-34 IRT-6 5.4 Francuska/France 124
TEM-35 IRT-4 5.2 Francuska/France 125
TEM-36 IRT-7 5.2 Francuska/France 124
TEM-37 IRT-8 5.2 Francuska/France 126
TEM-38 IRT-9 5.2 Francuska/France 126
TEM-39 IRT-10 5.4 Francuska/France 126
TEM-40 IRT-11 5.4 Francuska/France 126
TEM-44 IRT-13 5.4 Francuska/France 129
TEM-45 IRT-14 5.2 Francuska/France 128
TEM-51 IRT-15 5.2 Francuska/France 129
TEM-58 IRT-16 5.2 Francuska/France 130
TEM-59 IRT-17 5.2 Francuska/France 154
TEM-80 IRT-24 5.2 Francuska/France 137

prosireni i na drugim kontinentima, ali nedostatak izvjestaja
je vjerojatno posljedica neadekvatnih tehnika za detekciju IRT-
fenotipa. IRT su dokazane samo kod enterobakterija, najcesce
E. coli, aliiu 3 soja K. pneumoniae'*'3 1 10 izolata Proteus
mirabilis.'”” Prisutnost IRT je 1993. opisana i u izolatima E.
coli i Citrobacter freundii iz teleceg fecesa.'** Nedavno je opi-
sana nova IRT koja se naziva TEM-80 u klinickom izolatu
Enterobacter cloacae, a smatra se da je plazmid koji kodira tu
B-laktamazu prenesen iz izolata E. coli iz istog bolesnika koji
je takoder sadrzavao navedeni enzim.'¥” IRT-enzimi nisu nikada
opisani u H. influenzae iako se ko-amoksiklav ¢esto propisuje
za lijecenje infekcija uzrokovanih B-laktamaza-pozitivnim soje-
vima te bakterije. Moguce je objasnjenje visoka intrinzicna
aktivnost penicilina prema tim sojevima ili neadekvatan broj
bakterija u prirodnome rezervoaru (orofarinks) da bi doslo do
spontanih to¢kastih mutacija u plazmidnom TEM-genu.'*® Na-
dalje, ta vrsta proizvodi samo male koli¢ine B-laktamaze. Za-
pazeno je da se IRT osobito ucestalo javljaju u izolatima E.
coli iz urinarnog trakta (4,9%).'

Detekcija IRT-B-laktamaza

IRT-fenotip je karakteriziran rezistencijom na [3-laktam-inhi-
bitorske kombinacije uz o¢uvanu osjetljivost na cefalosporine
zarazliku od fenotipa kod hiperprodukcije penicilinaze. Tesko
je utvrditi fenotip rezistencije koji bi omoguéio pouzdanu de-
tekciju IRT-produktora.'**-' Na temelju fenotipskih karakte-
ristika tesko ih je razlikovati od OXA-B-laktamaza.'*'> IRT-
producenti obi¢no imaju visoki MIK amoksicilina i tikarcili-
na (>4096 mg/L). Dodatak klavulanske kiseline (2 mg/L) sma-
njuje MIK amoksicilina i tikarcilina za najvise dva razrjedenja,
sto je nedovoljno da bi soj postao osjetljiv na te antibiotike.
Stupanj rezistencije na piperacilin je nizi nego na amoksicilin
i tikarcilin. Ti sojevi obi¢no su umjereno osjetljivi na pipera-
cilin (MIK — 8-64 mg/L), a rezistencija se javlja u manjem po-
stotku sojeva (39%). Dodatak tazobaktama (4 mg/L) smanjuje
MIK piperacilina i ¢ini 84% sojeva osjetljivima na piperaci-
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lin/tazobaktamsku kombinaciju.'* To je posljedica vece intrin-
zi¢ne aktivnosti piperacilina prema takvim sojevima. Kombi-
nacija piperacilina i tazobaktama pokazuje dobar bakteriostat-
ski u¢inak protiv IRT-sojeva, ali joj nedostaje baktericidni uéi-
nak pri koncentracijama od 1 x MIK, 2 x MIK i 4 x MIK.!%
IRT-producente je potrebno razlikovati od hiperproducentata
TEM-1 ili grupe C B-laktamaza koji su ¢e$¢i uzroénici rezi-
stencije na inhibitore. Rjede je rezistencija posljedica produk-
cije OXA ili PSE-B-laktamaza.'¥’

Genska osnova produkcije IRT-B-laktamaza

Tri bla-gena nazvana TEM-1A, TEM 1B i TEM-2 kodiraju
dvije B-laktamaze koje su nazvane TEM-1 i TEM-2. Postoji
ukupno devet razlika u sekvencijama nukleotida izmedu tih
gena na pozicijama 32, 175, 226, 317,346, 436, 604, 682 i
925.1%8 Molekularna razli¢itost IR-T-enzima istrazivana je DNA-
amplifikacijom s pomoc¢u lan¢ane polimerazne reakcije (PCR),
analize polimorfizma restrikcijskih fragmenata (RFLP) i direkt-
nog sekvenciranja oligonukleotida. IRT-B-laktamaze dijele se
u tri grupe na temelju molekularne strukture. Prva grupa su
one koje vuku podrijetlo od TEM-1A-B-laktamaze, druga grupa
vuée podrijetlo od TEM-1B [-laktamaze i treca od TEM-2.146
Do hiperprodukcije IRT-B-laktamaza moze doci zbog muta-
cije promotora." Opisane su dvije supstitucije nukleotida u
promotorskoj regiji: C32—T i G162—T.!?® Prva supstitucija
nadena je u promotoskoj regiji TEM-2 gena u 15 klinickih
izolata E. coli'®. Druga supstitucija je pronadena u [-lakta-
maznim genima TEM-30 (IRT-2), TEM-34(IRT-6), TEM-35
(IRT-4), TEM-36 (IRT-7), TEM-37 (IRT-8), TEM-39 (IRT-10)
i TEM-45 (IRT-14) B-laktamaze.'** Transverzija G162—T ta-
koder je opisana kao mehanizam hiperprodukcije TEM-1-3-
laktamaze u dva klini¢ka izolata Shigella flexneri iz Hong Kon-
ga.' Istrazivanja genske strukture IRT-B-laktamaza upucuju
na konvergentnu evoluciju IRT-enzima budu¢i da su se muta-
cije koje uzrokuju rezistenciju na inhibitore pojavljivale neza-
visno u razli¢itim dijelovima gena kao odgovor na selektivni
pritisak zbog klinicke upotrebe B-laktamaznih inhibitora.'*

Inhibitor-rezistentne SHV-B-laktamaze

U grupi SHV-B-laktamaza rezistenciju na inhibitore poka-
zuje SHV-10-B-laktamaza koja je derivat SHV-5-B-laktama-
ze, a nastala je tockastom mutacijom na poziciji 130 pri cemu
je serin zamijenjen glicinom. Enzim je zadrzao sposobnost
hidrolize penicilina, ali je njegova aktivnost prema cefalospo-
rinima znacajno reducirana.'!

Zakljuéak

Rezistencija na B-laktamske antibiotike nastavlja se poveca-
vati najcesce zbog B-laktamaza gram-negativnih bakterija. To-
kom zadnjih 25 godina pojavio se velik broj B-laktamaza pro-
sirenog spektra koje kompromitiraju upotrebu cefalosporina
novijih generacija i metalo-f3-laktamaza koje hidroliziraju kar-
bapeneme. Buduci da plazmidi mogu akvirirati razlicite deter-
minante rezistencije, mnoge gram-negativne bakterije su po-
stale multirezistentne. U kombinaciji sa smanjenom permeabil-
noscu i efluksom takvi organizmi uzrokuju infekcije neljecive
zasada dostupnim antibioticima.'*> Najvaznije grupe [3-lakta-
maza koje uzrokuju terapijske probleme su 3-laktamaze pro-
sirenog spektra, inhibitor-rezistentne TEM i SHV--laktama-
ze 1 karbapenemaze, a posebnu prijetnju predstavlja i ¢injenica
da se geni koji ih kodiraju nalaze na mobilnim genskim struk-
turama kao $to su plazmidi i transposoni.

Terapijske mogucnosti ograni¢ene su na kombinacije anti-
bakterijskih lijekova iz razli¢itih strukturnih grupa ili u nekim
slu¢ajevima moraju biti primijenjeni stariji toksi¢niji antibio-
tici kao §to su polimiksin B ili kolistin. U buduénosti ¢e mozda
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biti moguc¢e modificirati molekulu karbapenema da se postig-
ne stabilnost ili razviti inhibitore cink-B-laktamaza s merkap-

tooctenom kiselinom ili tioesterima.
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