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I. DIO: Evolucija bakterijske rezistencije uzrokovane B-laktamazama
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PART L: Evolution of bacterial resistance mediated by B-lactamases
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Sazetak. 3-laktamaze su najce$ci uzrok bakterijske rezistencije na B-laktamske antibiotike. One se fenotipski klasificiraju na
temelju izoelektri¢ne tocke, supstratnog profila, osjetljivosti na inhibitore i genetskog podrijetla. Kromosomske 3-laktamaze
tipi¢ne su za pojedine bakterijske vrste, dok su plazmidne prenosive izmedu razli¢itih vrsta i rodova. Odredivanjem sekvencije
B-laktamaza gena mozemo te enzime podijeliti u 4 razreda: A, B, C i D. Sposobnost B-laktamaza da izazovu rezistenciju ovisi
o lokalizaciji, kinetici i koli¢ini enzima, kao i o fizikalno-kemijskim uvjetima. Prve B-laktamaze opisane su kod stafilokoka
vrlo brzo nakon uvodenja penicilina. Plazmidne B-laktamaze $irokog spektra pojavile su se sredinom 60-ih godina proslog
stoljeca a razgraduju peniciline i neke cefalosporine prve generacije. U tu skupinu spadaju TEM-1, TEM-2, SHV-1, ROB,
BRO, OXA i PSE [B-laktamaze. Prenose se konjugacijom medu razli¢itim vrstama i sojevima gram-negativnih bakterija. Noviji
B laktamski antibiotici danas su ugrozeni pojavom B-laktamaza prosirenog spektra (ESBL), inhibitor-rezistentnih B-laktamaza
i karbapenemaza. 3-laktamaze prosirenog spektra pojavile su se prije 20 godina, a nastale su mutacijama od parentalnih TEM
i SHV-1 B-laktamaza, koje mijenjaju konfiguraciju aktivnog sredista i Sire spektar njihove aktivnosti. Hidroliziraju oksimino-
cefalosporine i aztreonam. Njihova brza i to¢na laboratorijska detekcija vazna je za pravilan odabir terapije. Terapijske mogucnosti
za lijecenje infekcija uzrokovanih enterobakterijama koje proizvode B-laktamaze prosirenog spektra ograni¢ene su zbog mul-
tiple rezistencije koja ukljucuje i ne-f-laktamske antibiotike. Karbapenemi su zasada antibiotici izbora za lijecenje takvih
infekcija.

Descriptors: Beta-lactamases — classification, genetics, metabolism; Beta-lactam resistance

Summary. B-lactamases are the commonest cause of bacterial resistance to -lactam antibiotics. They have been classified
phenotypically by their isoelectric point, substrate profile, susceptibility to inhibitors and genetic origin. Chromosomal [B-lacta-
mases are typical for certain bacterial species and plasmid B-lactamases are transferable between different species and genera.
Sequencing of B-lactamase genes enabled to divide them into four classes: A, B, C and D. The ability of a B-lactamase to confer
resistance depends on its location, kinetics, quantity and physicochemical conditions. First B-lactamases were described soon
after introduction of penicillin. Plasmid-mediated broad-spectrum B-laktamases appeared in the middle 60-s of the XX century
and confer resistance to penicillins and some first generation cephalosporins.They include TEM-1, TEM-2, SHV-1, ROB, BRO,
OXA and PSE B-lactamases and are transferred by conjugation between different species and strains of Gram-negative bacteria.
The new [B-lactam agents nowadays are compromised mostly by extended-spectrum B-lactamases, inhibitor-resistant [3-lacta-
mases and carbapenemases. Extended-spectrum B-lactamases (ESBLs) were described for the first time 20 years ago and are
derived from the parental TEM and SHV-1 B-lactamases by mutations that alter the configuration of the active site to expand
their spectrum of activity. They hydrolyse oxymino-cephalosporins and aztreonam. The rapid and accurate laboratory detection
of ESBLs is important for choosing appropriate antibiotic therapy. Infections caused by Enterobacteriaceae producing ESBLs
pose a therapeutic problem due to multiple antibiotic resistance which includes non-B-lactam antibiotics as well. Carbapenems
are the first-line antibiotics for treatment of such infections.
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-laktamski antibiotici dijele se na peniciline, cefalospori-
ne, monobaktame i karbapeneme. Zbog svoje izvanredne selek-
tivne toksi¢nosti izazivaju vrlo malo nuspojava tako da se vrlo
¢esto rabe u lije¢enju laksih i tezih infekcija. B-laktamski anti-
biotici pridonose 50% globalne potro$nje antibiotika i ta je
intenzivna potrosnja vazan selekcijski ¢initelj za nastanak rezi-
stencije. Postoje tri glavna mehanizma nastanka rezistencije:
modifikacija PBP-molekula (proteini koji vezu penicilin), sma-
njena permeabilnost zbog promjena u proteinima vanjske mem-
brane ili produkcija B-laktamaza.! Neke bakterije, kao npr.
Pseudomonas aeruginosa, mogu razviti rezistenciju na 3-lak-
tame zbog aktivnog izbacivanja (efluks) tih antibiotika iz sta-
nice.>* Modifikacije PBP-molekula rezultiraju nemoguc¢no$cu
vezanja B-laktamskog antibiotika na ciljne molekule ili dolazi
do vezanja, ali nema ucinka, tj. ne dolazi do inhibicije sinteze
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peptidoglikana.* Taj je mehanizam vazan za rezistenciju kod
gram-pozitivnih koka, dok su B-laktamaze predominantan
uzrok rezistencije kod gram-negativnih bakterija'.

Klasifikacija B-laktamaza

[-laktamaze mozemo karakterizirati na temelju hidroliticke
aktivnosti, izoelektri¢ne tocke, osjetljivosti prema inhibitori-
ma i genetskog podrijetla (kromosomske ili plazmidne). Sup-
stratni profil odredujemo na temelju brzine hidrolize benzil-
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penicilina ili cefaloridina. B-laktamaze koje brze hidroliziraju
benzilpenicilin od cefaloridina spadaju u penicilinaze, a one
koje imaju veci afinitet za cefaloridin u odnosu na benzilpeni-
cilin spadaju u cefalosporinaze.' Osjetljivost na inhibitore odre-
duje se na temelju inaktivacije enzima u prisutnosti kloksaci-
lina, klavulanata, aztreonama i p-kloromerkuribenzoata.'
Nedostatak fenotipske klasifikacije B-laktamaza lezi u ¢inje-
nici da tockaste mutacije B-laktamaza gena zna¢ajno mijenjaju

supstratnu specifi¢nost i osjetljivost na inhibitore te na taj nac¢in
mijenjaju grupu u koju je enzim svrstan. Zbog toga se sve vise
B-laktamaze svrstavaju na temelju sekvencije aminokiselina
po Ambleru.® Po toj klasifikaciji -laktamaze se svrstavaju u
4 grupe oznacene slovima od A do D. Grupe A, C i D obu-
hvacaju evolucijski razli¢ite grupe serinskih esteraza, dok grupa
B obuhvaca enzime koji sadrzavaju cink kao kofaktor. Uspo-
redba razlicitih klasifikacijskih shema prikazana je na tablici 1.

Tablica 1. Usporedba molekularne i fenotipske klasifikacije B-laktamaza
Table 1. Comparison of molecular and phenotypic classification of B-lactamases

Strukturna  Funkcijska  Grupa po

grupa grupa Richmondu Supstratni profil' / Substrate profile Inhibicija? / Inhibition

g(t) Artnbleiru go K.t.Buslh i{'S)%kesu d cili karbenicilin  oksacilin  cefaloridin " . klavulanat " EDTA
ructura. unctiona; 1chmon peniciiin carbenicillin  oxacillin Cephaloridine aztreonam mipenem clavulanate aztreonam

class — group — and Sykes

Ambler Bush class

Serin B-laktamaze

Serine B-lactamases

A 2a N3 +++ + - +/—- - - ++ - -

A 2b 11 11 -+ + + ++ - - ++ - —

A 2be IriIv +++ + + ++ ++ - ++ - —

A 2br N3 +++ + + + - - - - -

A 2¢ Imiv ++ ++ + + - - + - -

A 2e Ic ++ ++ - ++ ++ - ++ - —

A 2f N3 ++ + N + ++ ++ + - -

C 1 I osim Ic ++ + - +++ - - - ++ -

D 2d \% ++ + et + - - \% - -

nesvrstane 4 N3 ++ ++ ++ \Y% — — — _ _

unclassified

Cink B-laktamaze

Zinc B-lactamases

B 3 N3 ++ ++ ++ ++ - ++ — - ++

sigurno utvrdeno

aktivnost: +++ najbolji supstrat, ++ dobar supstrat, + podlijeze hidrolizi, +/— slab supstrat, — stabilan prema hidrolizi, V — varijabilan unutar grupe, ? nije

activity: +++ preferred substrate, ++ good substrate, + hydrolysed, +/— barely hydrolysed, — stable to hydrolysis, V — variable within the group, ? uncertain

)

inhibicija: ++ jaka inhibicija kod svih ¢lanova grupe, + umjerena inhibicija, V — inhibicija varijabilna unutar grupe, — zanemariva inhibicija

inhibition: ++ strong inhibition of all members of the class, + moderate inhibition, V — inhibition varies within the class, — negligible inhibition

3 N — nije odredeno / not determined

(Podaci preuzeti iz: Livermore D. B-lactamase mediated resistance and opportunities for its control. J Antimicrob Chemother 1998;41(Suppl D):25-41, uz

dozvolu izdavaca.)

Genska regulacija sinteze B-laktamaza
Kromosomske B-laktamaze

B-laktamaze se u malim koli¢inama mogu utvrditi gotovo
kod svih bakterija, cak i kod B-hemolitickih streptokoka.® Da-
nas se zna da su se prave [3-laktamaze, npr. AmpC cefalospori-
naze enterobakterija, pojavile davno prije upotrebe antibioti-
ka. Smatra se da one imaju odredenu fiziolosku funkciju u
sintezi peptidoglikana ili su se pojavile da zastite bakteriju od
[-laktama koje proizvode bakterije i gljive iz okolisa. Sigurno
je da je klinicka upotreba B-laktamskih antibiotika najvazniji
selekcijski ¢initelj koji utjece na produkciju B-laktamaza medu
patogenim bakterijama.' Kromosomske -laktamaze dijele se
na konstitutivne i inducibilne.®® Konstitutivne 3-laktamaze se
proizvode bez obzira na prisutnost B-laktamskog spoja. Bazalna
proizvodnja tih enzima ovisi o vrsti bakterije. Konstitutivnu
produkciju B-laktamaza grupe A imaju Escherichia coli i Kleb-
siella spp., dok inducibilne B-laktamaze (grupa C) proizvode
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter
freundii, Morganella morganii, Serratia spp., Providentia spp.
i Pseudomonas aeruginosa. Pseudomonas cepacia, Citrobacter
diversus 1 Proteus vulgaris imaju inducibilnu grupu A B-lak-
tamaza, dok Sthenotrophomonas maltophilia ima inducibilnu
grupu B karbapenemaza.! Inducibilne B-laktamaze proizvode

se u znacajnim koli¢inama jedino u prisutnosti B-laktamskih
antibiotika.

Plazmidne B-laktamaze

Plazmidne B-laktamaze kodirane su prenosivim genskim ele-
mentima kao §to su plazmidi i transposoni. Rezistencija uvjeto-
vana proizvodnjom tih enzima prenosiva je iz jedne bakterijske
stanice u drugu konjugacijom ili transdukcijom preko bakte-
riofaga. Plazmidne B-laktamaze nazivaju se jo$ i sekundarne
[-laktamaze jer se nalaze kao dodatni enzimi uz kromosomske
koje su specifi¢ne za vrstu.! Prvi enzim tog tipa otkriven je
1965. kod E. coli i nazvan je TEM B-laktamaza. U principu
plazmidne B-laktamaze razlikuju se od kromosomskih, ali
postoje preklapanja. SHV-1 B-laktamaza je Cesta plazmidna
[-laktamaza kod enterobakterija, ali je i tipi¢na kromosomska
B-laktamaza u Klebsiella pneumoniae,® a BIL-1, CMY-1,
CMY-2, CMY-3, FOX-1, LAT-1, MIR-1 i MOX-1 i mnoge
druge plazmidne -laktamaze su AmpC enzimi kodirani geni-
ma koji su s kromosoma iz rodova Enterobacter i Citrobacter
spp. preneseni na plazmid.'® Vjerojatno je da sve plazmidne
[-laktamaze potjecu od kromosomskih iako je izvor kod mno-
gih tipova nepoznat. Distribucija B-laktamaza odrazava pre-
nosivost struktura na kojima su locirani geni koji ih kodiraju.
Plazmidne B-laktamaze nisu specificne za vrstu kao kromosom-
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ske, nego je moguce Sirenje medu razli¢itim vrstama i rodovima
bakterija. Za TEM [-laktamaze se vjerovalo da su specifi¢ne
za enterobakterije, ali poslije su dokazane kod P. aeruginosa,
Vibrio cholerae, Haemophilus influenzae i Neisseria spp."'*!!
Neke od plazmidnih B-laktamaza rijetko se nalaze na plazmi-
dima. Primjer je SHV-1 B-laktamaza koju najcesce susrecemo
kao kromosomsku B-laktamazu kod klepsijela,’ dok je PSE-4
B-laktamaza u P. aeruginosa gotovo uvijek kodirana transpo-
sonima koji su uklju¢eni u kromosom.?

Uloga beta-laktamaza u nastanku rezistencije

Sposobnost -laktamaza da uzrokuju rezistenciju ovisi o
brzini hidrolize pojedinih supstrata, afinitetu enzima za odre-
dene supstrate, koli¢ini enzima i propusnosti vanjske membra-
ne kod gram-negativnih bakterija. Medusobni odnos svih tih
¢initelja moze se prikazati matematicki kod enterobakterija.'>*
U P, aeruginosa treba uzeti u obzir i efluks koji aktivno izba-
cuje B-laktamske antibiotike iz bakterijske stanice.' Sposob-
nost B-laktamaza da izazovu rezistenciju ovisi i o uvjetima.
MIK-ovi (minimalne inhibitorne koncentracije) vecine -lak-
tamskih supstrata rastu s veli¢inom inokuluma, $to valja i oce-
kivati jer vise bakterijskih stanica proizvodi vise enzima i zas-
tita je bolja. Izrazeni inokulumski efekt dokazan je kod stafi-
lokoka i penicilina,'® ureidopenicilina i Klebsiella spp.,"” cefa-
losporina prve generacije i producenata TEM-1 B-laktamaze'®
te kod cefalosporina trec¢e generacije i gram-negativnih bakte-
rija — producenata TEM i SHV-B-laktamaza prosirenog spek-
tra (ESBL)". U principu jako izrazeni inokulumski efekt kod
odredenog antibiotika je kontraindikacija za njegovu upotre-
bu kod teskih infekcija, ali ne i u profilaksi. Vazan ¢initelj je i
koli¢ina enzima koji proizvede odredena bakterija.' Bakterije
mogu pod selekcijskim djelovanjem antibiotika mutirati tako
da proizvode vecu koli¢inu B-laktamaze zbog povecanja broja
plazmidnih kopija, veceg broja genskih kopija na istome plaz-
midu ili zbog mutacija u promotorskoj regiji f-laktamaza
gena.”

Enterobakterije koje proizvode B-laktamaze prosirenog spek-
tra mogu biti in vitro osjetljive na cefalosporine trece genera-
cije, npr. cefotaksim ili ceftriakson, ali unato¢ tome ¢esto do-
lazi do terapijskih neuspjeha ako se oni primjenjuju za lijecenje
infekcija uzrokovanih takvim bakterijama. Nadalje sojevi E.
coli koji proizvode TEM-1 i TEM-2 B-laktamaze mogu in vitro
biti osjetljivi na starije cefalosporine kao sto su cefaleksin i ce-
furoksim, ali njihova djelotvornost in vivo moze biti upitna.’'®

B-laktamski antibiotici prve generacije
i rani problemi s B-laktamazama

Uvodenje antibiotika u klinicku primjenu u ranim 40-im
godinama proslog stoljec¢a smatra se jednim od najvaznijih do-
stignuca medicine. Najveéi nedostatak je razvoj rezistencije.
Kada je bio prvi put uveden u klinicku primjenu 1944, benzil-
penicilin je bio djelotvoran protiv 95% izolata Staphylococcus
aureusa, a 5% je proizvodilo B-laktamazu i bilo je rezistent-
no. Nakon 5 godina postotak rezistentnih izolata popeo se na
50% zbog prijenosa gena i selekcije rezistentnih sojeva, a ve¢
sredinom 1980. je iznad 90% stafilokoka bilo otporno na pe-
nicilin.?' Stafilokokna -laktamaza spada u molekularnu grupu
A, a po Karen Bush je svrstana u grupu 2a. Po Richmondu i
Sykesu bila je podijeljena u 4 tipa koji su se oznacavali slovi-
ma od A do D na temelju reakcije s antiserumima. Izoelektri¢no
fokusiranje koje se rabi za razlikovanje B-laktamaza gram-
negativnih bakterija kod stafilokoka ne zadovoljava jer su
njihovi enzimi slabo topljivi oko izoelektricne tocke.? Tipizi-
ranje stafilokoknih B-laktamaza moze se izvrsiti na temelju
brzine hidrolize cefazolina, cefaloridina i nitrocefina.?** Stafi-
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lokokna B-laktamaza izlucuje se ekstracelularno i smanjuje kon-
centraciju antibiotika u vanjskome mediju. Zbog toga MIK-ovi
penicilina znacajno rastu uz porast inokuluma jer vise bakte-
rijskih stanica proizvodi vise enzima i vecéa koli¢ina antibio-
tika moze biti razgradena.” Sve ¢etiri stafilokokne B-laktamaze
hidroliziraju benzilpenicilin, aminopeniciline i karboksipeni-
ciline, dok su izoksazolilpenicilini stabilni u prisutnosti tih
enzima.”

Sli¢an razvoj rezistencije uslijedio je i nakon $to su u ranim
60-im godinama proslog stolje¢a uvedeni prvi B-laktami
djelotvorni prema gram-negativnim bakterijama.” Do 70-ih
godina 20. stoljeca otkri¢e novih lijekova i derivata postoje¢ih
nadmasivalo je evoluciju mikrobne rezistencije. Tijekom 70-ih
i 80-ih godina horizontalno $irenje rezistencije putem konjuga-
tivnih plazmida i transposona postajalo je sve ucestalije. Neke
gram-negativne bakterije su intrinzi¢no rezistentne na (3-lak-
tamske antibiotike jer proizvode konstitutivno velike koli¢ine
kromosomske B-laktamaze. Tako npr. ampicilin, amoksicilin
i karboksipenicilini (karbenicilin i tikarcilin) ne pokazuju ak-
tivnost protiv Klebsiella spp. koje produciraju velike koli¢ine
SHV-1 ili kromosomske K 1 B-laktamaze.' Sli¢no su ampici-
lin, amoksicilin i cefalosporini prve generacije nedjelotvorni
protiv gram-negativnih bakterija s inducibilnom grupom A -
laktamaza kao S§to su Proteus vulgaris, Citrobacter diversus i
onih s inducibilnim AmpC B-laktamazama, npr. Enterobacter
spp., Citrobacter freundii, Morganella morganii, Providencia
spp., Serratia spp. 1 Pseudomonas aeruginosa. Te su vrste po-
stale klinicki vazne nakon §to su uvedeni u terapijsku primjenu
B-laktami koji djeluju na ostale gram-negativne bakterije.?

Sljedeca vazna posljedica uvodenja B-laktama bila je poja-
va plazmidnih -laktamaza koje su kodirane ekstrakromosom-
skim genskim elementima. Najvaznija plazmidna (-laktama-
za je TEM-1 koja se prvi put pojavila 1965. u E. coli,* a nakon
toga se masovno prosirila medu enterobakterijama. Danas oko
20 do 60% enterobakterija, ovisno o geografskom podrucju i
vrsti bakterije, posjeduje TEM-1 3-laktamazu.! Rjede se poja-
vljuju ostale plazmidne B-laktamaze kao $to su TEM-2, SHV-1
i OXA-1.227 Tijekom 70-ih godina proslog stoljeca gen koji
kodira TEM-1 B-laktamazu prosirio se na osjetljive gram-nega-
tivne Stapice,”” Pseudomonas spp.?® i Vibrio cholerae."t TEM-1
je jedina plazmidna B-laktamaza u Neisseria gonorrhoeae je
pronadena je u <1 do 40% izolata ovisno o geografskom po-
drucju.! U Haemophilus influenzae pojavljuje se u 2 do 40%
izolata ovisno o zemlji i kapsularnom tipu.? Osim TEM-1 [3-
laktamaze kod te vrste nalazimo i ROB-1B-laktamazu koja je
po supstratnome profilu slicna TEM enzimima.”” Kod Pseu-
domonas spp. je prevalencija plazmidnih B-laktamaza manja
od 10%. U tom rodu su PSE B-laktamaze najcesce plazmidne
B-laktamaze i hidroliziraju karboksipeniciline kao $to su tikar-
cilin i karbenicilin, a spadaju u grupu 2¢ po K. Bush.?®

BRO-1, BRO-2 i BRO-3 su jedine plazmidne (3-laktamaze
kod Moraxella catarrhalis.***? Pocele su se pojavljivati u ka-
snim 70-im godinama proslog stoljeca i od tog vremena su se
prosirile na vise od 90% izolata.* Po supstratnom profilu su
penicilinaze. [zazivaju rezistenciju na penicilin, ampicilin, amo-
ksicilin i karboksipeniciline.**** Snazno su inhibirane klavu-
lanskom kiselinom kao i vecina ostalih plazmidnih B-lakta-
maza.*** BRO-1 je najcesci tip.** Izolati koji sadrzavaju taj
enzim rezistentniji su u odnosu na one koji posjeduju BRO-2
ili BRO-3.Tri tipa BRO B-laktamaza mogu se medusobno raz-
likovati na temelju rasporeda vrpca prilikom izoelektricnog
fokusiranja.* BRO-2 B-laktamaza moze dati lazno negativni
rezultat ¢ak i ako se testiranje provodi nitrocefinom vjerojatno
zbog toga $to se lu¢i u manjim koli¢inama od BRO-1.% Detek-
cija BRO [B-laktamaza je jednostavna zbog nedostatka permea-
bilne barijere u M. catarrhalis, a najéesce se rabi nitrocefinski
test.* Na temelju antibiograma moze se pretpostaviti da je soj
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producent BRO [B-laktamaza ako nema inhibicijske zone oko
penicilinskog diska.* B-laktamaza-pozitivni sojevi pokazuju
znacajan inokulumski efekt pri testiranju osjetljivosti na -
laktamske antibiotike.* Za terapiju infekcija koje uzrokuje -
laktamaza-pozitivna M. catarrhalis treba preporuciti kombi-
naciju amoksicilina i klavulanske kiseline, a alternativno se
mogu primijeniti oralni cefalosporini, makrolidi ili azalidi.’¢

Gotovo sve ranije navedene plazmidne B-laktamaze: TEM-1,
TEM-2, SHV-1, PSE-1, PSE-4 i sva tri BRO-tipa spadaju u

molekularnu grupu A. Izuzetak je OXA-1 koji spada u grupu
D.! Svi su ti enzimi, uklju¢uju¢i i OXA-1, vezani uz slican
fenotip rezistencije koji je posljedica hidrolize penicilina:
ampicilina, amoksicilina, tikarcilina i karbenicilina. Uz to je
obi¢no izrazena i rezistencija na ureidopeniciline (azlocilin,
mezlocilin i piperacilin) i prvu generaciju cefalosporina osim
ako se enzim ne proizvodi u vrlo maloj koli¢ini.?® Na tablici 2.
prikazana je supstratna specificnost pojedinih plazmidnih B-
laktamaza.

Tablica 2. Usporedba supstratnog profila najcescih plazmidnih B-laktamaza
Table 2. Comparison of the substrate profiles of most frequent plasmid mediated B-lactamases

Vrsta — najcesci

B-laktamski antibiotici —

B-laktamski antibiotici — Inhibicija klavulanskom

Tip enzima domacin supstrati navgd_en}h enzima nisu supstrat% qayedenih enzima kis;lip_om )
Type of enzyme ~ Most frequent fB-lactam antibiotics — ) B-lactam antibiotics — ) Inhlbltlon by clavulanic
host species substrates of the respective not substrates of the respective acid

enzymes enzymes
TEM-1, TEM-2,  Enterobacteriaceae penicilin G, aminopenicilini, kar- cefalosporini 2, 3. i 4. gen., +
SHV-1 benicilini, neki cefalosporini 1. gen. cefamicini, karbapenemi

penicillin G, aminopenicillins,
some 1st. gen. cephalosporins
penicilin G, ureidopenicilini,

Klasicne OXA Pseudomonas aeruginosa

cephalosporins 2, 3 and 4 gen.,
cephamycins, carbapenems

cefalosporini 1, 2, 3. i 4. gen., \'%

i PSE karboksipenicilini cefamicini, karbapenemi

Classic OXA penicillin G, ureidopenicillins, cephalosporins 2, 3 and 4 gen.,

and PSE carboxypenicillins cephamycins, carbapenems

ROB Haemophilus influenzae penicilin G, aminopenicilini, cefalosporini 1, 2, 3. i 4. gen., +
karboksipenicilini cefamicini, karbapenemi
penicillin G, aminopenicillins, cephalosporins 2, 3 and 4 gen.,
carboxypenicillins cephamycins, carbapenems

BRO (1-3) Moraxella catarrhalis penicilin G, aminopenicilini, cefalosporini 1, 2, 3. i 4. gen., +
karboksipenicilini cefamicini, karbapenemi
penicillin G, aminopenicillins, cephalosporins 1, 2, 3 and 4 gen.,
carboxypenicillins cephamycins, carbapenems

ESBL-TEM Enterobacteriaceae penicilini i cefalosporini 1-4. gen. cefamicini, karbapenemi +

i SHV penicillins and cephalosporins 1-4 gen.  cephamycins, carbapenems

ESBL-CTX-M Enterobacteriaceae penicilini i cefalosporini 1-4. gen. cefamicini, karbapenemi +
penicillins and cephalosporins 1-4 gen.! cephamycins, carbapenems

ESBL-OXA Pseudomonas aeruginosa,  penicilini i cefalosporini 1-4. gen. cefamicini, karbapenemi -

Acinetobacter baumannii penicillins and cephalosporins 1-4. gen. cephamycins, carbapenems

ESBL-AmpC Enterobacteriaceae penicilini i cefalosporini 1-4. gen., karbapenemi V2
cefamicini carbapenems
penicillins and cephalosporins 1-4. gen.,
cephamycins

karbapenemaze  Enterobacteriaceae penicilini, aztreonam, karbapenemi’ aminotiazol, cefalosporini +

grupa A penicillins, aztreonam, carbapenems aminothyazol cephalosporins

carbapenemases

—class A

(SME, IMI, NMC)

karbapenemaze  Pseudomonas aeruginosa, karbapenemi, penicilini, aztreonam

grupa B Serratia marcescens cefalosporini*

carbapenemases penicillins, cephalosporins,

— class B carbapenems

(IMP)

1
2 V-varijabilno unutar grupe / Variable within the group
4

B-laktamaza-stabilni penicilini
i cefalosporini i novije B-laktamaze

Stabilnost B-laktamskih antibiotika prema B-laktamazama
moze se posti¢i vezanjem supstituenta na B-laktamski prsten
koji ¢e onemoguciti pristup aktivnom ostatku serina u mole-
kuli B-laktamaze ili premjestanjem vode iz aktivnog sredista,
$to onemogucuje zavrsavanje procesa hidrolize.* Postoji vise
nacina da se to izvede, npr. vezanje acilne grupe na amino-
grupu u molekuli 6-aminopenicilanske kiseline ili 7-aminoce-
falosporanske kiseline ili zamjena vodika na ugljikovu atomu
br. 6 kod penicilina ili 7 kod cefalosporina s jednom o-meto-
ksi-grupom.*47

MIK-ovi cefotaksima su visi nego ceftazidima i aztreonama / MICs of cefotaxime are higher than those of ceftazidime and aztreonam

Brzina hidrolize imipenema je veca nego meropenema / Hydrolysis rate of imipenem is higher than of meropenem
Postoji podjednaka rezistencija na imipenem i meropenem / There is equal resistance to imipenem and meropenem

Problem stafilokokne B-laktamaze bio je rijesen uvodenjem
[B-laktamaza stabilnih penicilina: meticilina i izoksazolilpeni-
cilina.?*** Rezistencija koja se pojavila na te antibiotike po-
sljedica je njihova smanjenog afiniteta za PBP-molekule, a ne
hidrolize B-laktamazama iako rezistencija niskog stupnja na
te antibiotike moze biti povezana s hiperprodukcijom -lakta-
maza.' Nedostatak stafilokokne B-laktamaze prosirenog spektra
vjerojatno je posljedica ekstracelularne lokalizacije tog enzi-
ma. Kada bi stafilokoki proizvodili oksacilinazu, ona bi zastitila
jednako i druge bakterije koje se nalaze u okolisu, $to ne bi
bilo korisno za stafilokoke.! Mutacije PBP-a daju selektivnu
prednost stafilokoku pred drugim bakterijama.
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Stabilnost prema B-laktamazama bilo je znatno teze posti¢i
kod gram-negativnih vrsta jer one proizvode veci broj razlicitih
B-laktamaza.” Medu penicilinima jedino temocilin koji je 6-
a-metoksi-analog tikarcilina pokazuje stabilnost u prisutnosti
B-laktamaza gram-negativnih bakterija. Kod cefalosporina
ugradnja oksimino-aminotiazol-7-acilnog postrani¢nog lanca
koji je prisutan kod vecine cefalosporina tre¢e generacije $titi
od hidrolize B-laktamazama Sirokog spektra (TEM-1, TEM-2
i SHV-1).4

Prisutnost 7 a-metoksi-grupe u molekuli cefamicina (cefo-
ksitin, cefotetan, cefmetazol i moksalaktam) osigurava zastitu
tih antibiotika od TEM-1 i SHV-1 B-laktamaza, kao i prema
Cep-A kromosomskoj B-laktamazi koju proizvodi Bacteroi-
des fragilis, $to ¢ini tu skupinu antibiotika djelotvornima prema
anaerobima.?’

Beta-laktamaze proSirenog spektra

Stabilnost cefalosporina trece generacije prema 3-laktama-
zama nije na zalost bila duga vijeka jer su se pocetkom 80-ih
godina pojavile B-laktamaze prosirenog spektra. B-laktamaze
prosirenog spektra nastaju mutacijom TEM ili SHV-enzima.
Vecina takvih mutacija se dogada prilikom upotrebe cefalospo-
rina trece generacije koji vrse selekceijski pritisak i omoguca-
vaju prezivljavanje mutantima.*' One omogucuju adaptaciju
bakterijama na nove -laktamske antibiotike. Spadaju u grupu
A po Ambleru.’

Mutacija SHV ili TEM-enzima mijenja konfiguraciju aktiv-
nog mjesta §to Siri spektar njihove aktivnosti. Ti enzimi su
snazno inhibirani klavulanskom kiselinom i sulbaktamom. Nisu
aktivni prema cefamicinima s o-metoksi-supstituentom na po-
ziciji 7 kao sto su cefoksitin ili cefotetan iako se u novije vri-
jeme pojavljuju B-laktamaze prosirenog spektra koje vuku po-
drijetlo od AmpC B-laktamaza vrsta Enterobacter spp., Citro-
bacter freundii i P. aeruginosa, a uzrokuju rezistenciju na ce-
famicine i nisu inhibirane suicidnim inhibitorima.**** Naj-
vazniji predstavnici takvih enzima su FOX-1% i 2% i MOX-1,
MIR-1 i CMY-1 i 2, CMY-8% B-laktamaze. Kod tih enzi-
ma doslo je do prijenosa kromosomskih gena koji kodiraju
AmpC B-laktamaze na plazmid koji je prenosiv medu razlicitim
enterobakterijama. Ta vrsta B-laktamaza prosirenog spektra
javlja se sa sve ve¢om ucestaloséu u veéini zemalja. B-lakta-
maze prosirenog spektra iz TEM i SHV-porodice hidroliziraju
cefalosporine prve, druge i trece generacije, aminopeniciline i
monobaktame. Karbapenemi su u pravilu postedeni. MIK-ovi
cefepima i cefpiroma mogu biti poviseni za bakterije koje
proizvode neke tipove SHV B-laktamaza kao $to su SHV-4 i
SHV-5.906! 3-]aktamaze prosirenog spektra pojavljuju se cesce
kod klepsijela nego kod ostalih gram-negativnih bakterija. Mo-
guce objasnjenje za takvu distribuciju trazilo se u intenziv-
nijoj ekspresiji rezistencije kod K. pneumoniae. Da bi se testi-
rala ta hipoteza, plazmidi koji kodiraju B-laktamaze prosirenog
spektra unoseni su konjugacijom u osjetljive izolate E. coli,
E. cloacae, C. freundii ili Serratia marcescens, ali nije doka-
zana znacajna razlika u MIK-ovima ceftazidima, cefotaksima,
ceftriaksona ili aztreonama. Budu¢i da B-laktamaze prosirenog
spektra nastaju mutacijom, drugo moguce objasnjenje za epi-
demiologiju te rezistencije bilo je da je frekvencija mutacija
cesca kod klepsijela nego kod ostalih gram-negativnih bakte-
rija, ali je i ta hipoteza odbacena.® U pocetku su 3-laktamaze
prosirenog spektra bile ograni¢ene samo na K. pneumoniae® i
E. coli, medutim u novije vrijeme se sve ¢esce pojavljujuiu
drugim vrstama enterobakterija kao $to su Salmonella typhi-
murium,**% Salmonella mbandaka,* Shigella flexneri,®” Mor-
ganella morganii,*® Proteus mirabilis® i Enterobacter gergo-
viae,” kao i kod nefermentativnih bakterija.”"
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OXA B-laktamaze prosirenog spektra

U grupu B-laktamaza prosirenog spektra spadaju i OXA -
laktamaze koje su svrstane u grupu D po Ambleru.® Te 3-lak-
tamaze prosirenog spektra uzrokuju rezistenciju na ceftazidim,
cefotaksim i ceftriakson, kao i na monobaktam aztreonam.”>7*
Vecina oksacilinaza prosirenog spektra nastaje tockastim mu-
tacijama od OXA-2 (OXA-15) ili OXA-10 (OXA-11, 13, 14,
15,16, 17 i 19) osim OXA-18. Aktivnost tih serinskih (3-lak-
tamaza nije znacajno inhibirana klavulanskom kiselinom osim
OXA-18.7 OXA-11, 14 i 19 pretezno kompromitiraju aktiv-
nost ceftazidima, dok OXA-17 snaznije razgraduje cefotaksim.
OXA-10 varijante uzrokuju rezistenciju na cefepim, ali nizeg
stupnja nego na ceftazidim. OXA-23 (ARI-1) i OXA-24 hi-
droliziraju i karbapeneme,’ a identificirane su u izolatima Aci-
netobacter baumannii iz Ujedinjenog Kraljevstva. Ostale OXA
[B-laktamaze prosirenog spektra pronadene su uglavnom u izo-
latima P. aeruginosa iz Turske.” Najnoviji tip tih enzima je
OXA-37 koji uzrokuje visoki stupanj rezistencije na 3-lakta-
me, a izoliran je iz klinickog izolata A. baumannii.”” Oksacili-
nazni geni locirani su na plazmidima i integronima.”

CTX-M f-laktamaze

0Od 1990. identificirano je 26 ¢lanova CTX-M porodice -
laktamaza prosirenog spektra. Pripadaju u grupu A po Amble-
ru, a dobro hidroliziraju cefotaksim i ceftriakson, dok je cef-
tazidim slab supstrat za njih, §to znaci da im je fenotip rezi-
stencije suprotan nego kod ve¢ine TEM i SHV B-laktamaza.”™
Te B-laktamaze nastale su mutacijom kromosomskih f3-lakta-
maza gena od gram-negativnog genusa Kluyvera. [zoelektric-
na tocka tih enzima krece se oko 8,6. Prvi put su se pojavile u
Juznoj Americi,”™ a danas su otkrivene u velikom broju zema-
lja, npr. u Poljskoj (CTX-M-3),* Spanjolskoj (CTX-M-9% i
CTX-M-14),% Francuskoj (CTX-M-1, CTX-M-3 i CTX-M-
14),% Keniji (CTX-M-12),% Kini (CTX-M-9, CTX-M-13,
CTX-M-14),* Tajvanu (CTX-M-14 i CTX-M-3),*” Brazilu
(CTX-M-8)® i Ujedinjenom Kraljevstvu.” Zbog sve veceg
Sirenja tog tipa B-laktamaza potrebno je da laboratoriji testi-
raju osjetljivost hospitalnih izolata i na ceftazidim i na cefo-
taksim i da posumnjaju na ESBL ako postoji smanjena osjet-
ljivost bilo na jedan ili na drugi antibiotik. Druga mogucnost
je testiranje osjetljivosti na cefpodoksim koji podlijeze hidro-
lizi i klasi¢cnim TEM/SHV B-laktamazama prosirenog spek-
tra, kao i CTX-M [B-laktamazama. Na temelju izoelektri¢ne
tocke mogu se razlikovati od TEM i SHV B-laktamaza. Ko-
nacna identifikacija tih enzima obavlja se analizom sekven-
cije bla,, ,, gena.”

Klini¢ko znaéenje B-laktamaza
prosirenog spektra
Poznata je ¢injenica da bakterije koje posjeduju B-laktama-
ze prosirenog spektra ¢esto uzrokuju epidemije nozokomijal-
nih infekcija®*'® na bolnickim odjelima koje je tesko kontro-
lirati. Prisutnost ESBL-gena na plazmidu predstavlja potenci-
jal za rapidno Sirenje medu patogenim bakterijama, $to je vec¢
¢esto zapazeno u svijetu.!”!
Rizi¢ni ¢initelji za kolonizaciju i infekciju ESBL pozitiv-
nim organizmima su:
1. Prijam u jedinicu za intenzivnu skrb
2. Nedavni kirurski zahvat
3. Instrumentalni zahvati (arterijski, centralni venski i uri-
narni kateteri)
4. Produzeni boravak u bolnici
5. Terapija antibioticima, posebno cefalosporinima $irokog
spektra, 89101
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U novije vrijeme je zapazeno da su stacionari za starije osobe
vazan rezervoar ESBL-pozitivnih bakterija koji pridonose i
njihovu Sirenju u bolnickom ambijentu nakon primitka u bol-
nicu.!%1% Vecina takvih bolesnika ima ESBL-pozitivne E. coli
u debelom crijevu.® Vazan ¢initelj rizika je ¢esta primjena
antibiotika u toj populaciji.'®?

ESBL-producente vrlo je tesko iskorijeniti nakon $to inva-
diraju bolnicu. Jedan od razloga je i intenzivna gastro-intesti-
nalna kolonizacija i veliki broj koloniziranih bolesnika koji
sluze kao rezervoar u jedinicama za intenzivnu skrb. Jedna od
mjera za suzbijanje epidemija je ograni¢avanje upotrebe cef-
tazidima. Prema americkom iskustvu obustava empirijske pri-
mjene ceftazidima kao monoterapije kod febrilne neutropenije
i primjena trojne terapije koja se sastoji od aminoglikozida,
antipseudomonasnog penicilina i antistafilokoknoga semisin-
tetskog penicilina pridonijela je zaustavljanju epidemije ESBL-
infekcija.” Druga mjera je izolacija koloniziranih bolesnika.
Neki autori predlazu selektivnu dekontaminaciju crijeva kod
koloniziranih bolesnika za kontrolu epidemije, primjenom neo-
micina, polimiksina i nalidiksi¢ne kiseline, ali se pokazalo da
takva mjera dovodi do povecane kolonizacije stafilokokima,
enterokokima i multirezistentnim izolatima P. aeruginosa.'®

Vaznost laboratorijske detekcije i identifikacije
B-laktamaza prosirenog spektra

Metode za detekciju B-laktamaza prosirenog spektra bazi-
raju se na sinergistickom ucinku cefalosporina trece genera-
cije i klavulanske kiseline. Najcesci test za dokaz B-laktamaza
prosirenog spektra u laboratoriju je dvostruki disksinergisticki
test kod kojeg se stavlja disk s amoksicilinom i klavulanskom
kiselinom u sredinu ploce, a oko njega se na udaljenosti od 2
do 3 cm stavljaju diskovi cefalosporina i aztreonama. Sirenje
inhibicijske zone prema centralnom disku oznacava pozitivni
rezultat testa.'® Prednost te metode je jednostavnost i niska
cijena, a nedostatak je da optimalna udaljenost izmedu disko-
va varira ovisno o pojedinom soju. Postoji i modifikacija te
metode kod koje se inkorporira klavulanska kiselina u koncen-
traciji od 4 mg/L u podlogu i nakon toga se postavljaju disko-
vi cefalosporina na povrsinu ploce. Test se smatra pozitivnim
ako dode do prosirenja zone inhibicije oko cefalosporinskog
diska od najmanje 10 mm u prisutnosti klavulanata.'® Kod
testa disk na disk stavlja se disk s amoksicilin/klavulanatom
na povrsinu cefalosporinskih diskova i odreduje se Sirina inhi-
bicijske zone oko cefalosporinskog diska s diskom i bez diska
s klavulanatom na njemu.'® Trodimenzionalni test ima vecu
specificnost od dvostrukog diskdifuzijskog testa, ali je kom-
pliciraniji za izvodenje.'”” B-laktamaze prosirenog spektra
mogu se dokazati i na temelju odredivanja MIK-ova cefalo-
sporina samih i uz dodatak klavulanske kiseline, s pomocu E-
testa!® ili s pomoc¢u Vitek ESBL-testa.!” U novije vrijeme
preporucuje se upotreba cefpodoksima kao indikatorskog cefa-
losporina zbog toga §to on podlijeze hidrolizi TEM, SHV i
CTX-M B-laktamazama tako da omogucuje detekciju ESBL-a
iz sve tri porodice.' Na tablici 3. prikazani su najcesci testovi
za dokaz ESBL u klinickim laboratorijima. B-laktamaze
prosirenog spektra mogu se dokazati i molekularnim metoda-
ma, npr. amplifikacijom bla,, ili blag,, gena uz pomoc¢ lan-
¢ane reakcije polimerazom. 12

Postoji vise ¢initelja koji otezavaju detekciju B-laktamaza
prosirenog spektra. Jedan od problema lezi u ¢injenici da struk-
turni gen koji kodira ESBL moze biti vezan uz jaki ili slabi
promotor. Slabi promotor dovest ¢e do niskog stupnja produk-
cije B-laktamaze, dok ¢e jaki promotor biti udruzen s visokim
stupnjem produkcije enzima i jace izrazenom rezistencijom.
Uz nisku produkciju enzima i MIK-ovi cefalosporina mogu
biti niski, $to otezava detekciju.'*!"* Nadalje SHV-geni mogu

Tablica 3. Fenotipski testovi za detekciju B-laktamaza prosirenog spektra
pogodni u klinickim mikrobioloskim laboratorijima

Table 3. Phenotypic tests for detection of extended-spectrum [B-lacta-
mases suitable for clinical microbiology laboratories

Referenca
Test Reference
Dvostruki' disk-sinergisticki test 104
Double disc-synergy test
Dis‘k-_difuzijski test pot‘enciyan iphibitorom 105
Inhibitor-potentiated disc-diffusion test
D@sk na djsk—test 106
Disc on disc test
Trodimenzior}alni test 107
Threedimensional test
ESBL-E-test 108
Vitek ESBL-test 109
Odredivanje MIK-a oksiminocefalosporina
s klavulanskom kiselinom i bez nje 110

MIC determination of oximinocephalosporins
with and without clavulanate

biti inaktivirani u prisutnosti insercijskih elemenata iako se
odvija hibridizacija s genskom probom. Zbog toga molekular-
ni testovi indiciraju produkciju SHV B-laktamaze, ali nema
aktivnog enzima.'"*!''> Moguce je i da su mikrobioloski krite-
riji za dokaz ESBL-a previse rigidni. ESBL su poznate kao
kineticki nedjelotvorni enzimi.'® U sojeva s niskim stupnjem
produkcije B-laktamaze, MIK-ovi 3-laktama prosirenog spektra
mogu se samo neznatno sniziti u prisutnosti inhibitora, zbog
malog doprinosa ESBL fenotipskoj rezistenciji.'"®

S prakti¢nog stajaliSta vazno je odgovoriti je li nuzno znati
proizvodi li uzro¢nik infekcije ESBL ili ne ako su MIK-ovi
cefalosporina niski. S epidemioloskog stajalista odgovor je po-
zitivan. Ako je prisutan ESBL-gen, postoji opasnost od njego-
va prijenosa na plazmid s ve¢im brojem kopija i visim stup-
njem rezistencije. Kao §to je zapazeno kod hospitalnih epide-
mija, MIK-ovi epidemijskih izolata obi¢no rastu tijekom vre-
mena kao posljedica pojave novih multirezistentnih plazmida
s razli¢itim markerima rezistencije i s jacom ekspresijom rezi-
stencije. 7118

Inokulumski efekt je vazan faktor kod ESBL-producenata.
MIK-ovi cefalosporina dramati¢no rastu kada se veli¢ina ino-
kuluma poveca sa standardne vrijednosti od 5x10° na 5x107.
Buduci da se testovi osjetljivosti izvode uz inokulum od 105,
oni u ve¢ini slu¢ajeva ne detektiraju rezistenciju.'" Inokulum-
ski efekt je jace izrazen kod K. pneumoniae nego kod E. coli.
ESBL-pozitivne E. coli su ¢esce kolonizacijski mikroorganiz-
mi nego K. pneumoniae tako da testovi osjetljivosti u vecem
broju slucajeva previde kolonizaciju ESBL-pozitivnim E. coli
nego infekciju.'?

Posljedica neprepoznavanja ESBL-producenata moze rezul-
tirati neto¢nom evaluacijom antimikrobne osjetljivosti i losim
odabirom terapije za bolesnika. ESBL-geni mogu se lako pre-
nositi s K. pneumoniae na sojeve E. coli. Takvi sojevi E. coli
mogu kolonizirati bolesnike koji napustaju bolnicu i zatim dise-
miniraju takve izolate u svojoj okolini. ESBL-geni imaju mo-
gucnosti prijenosa na jace rezistentne plazmide tako da na kraju
domacin postane koloniziran visokorezistentnim organizmom.'®

Lazno pozitivni rezultati pri fenotipskoj detekeiji ESBL-a
mogu nastati zbog hiperprodukcije SHV-1 B-laktamaze™' ili
kod multiplih B-laktamaza sirokog spektra u istom izolatu.'??
Lazno negativni rezultati fenotipske detekcije koja se bazira
na sinergizmu s klavulanskom kiselinom zapazeni su zbog raz-
licite aktivnosti B-laktamaza prema pojedinim supstratima, zbog
prisutnosti multiplih -laktamaza ili ako postoje dodatni me-
hanizmi rezistencije, npr. promjene u porinima.'® Detekcija
ESBL-a moze biti otezana kod enterobakterija koje imaju in-
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ducibilne kromosomske AmpC B-laktamaze kao $to su Ente-
robacter spp., Citrobacter spp., Morganella morganii, Provi-
dencia spp. i Serratia spp. Klavulanat djeluje kao induktor tih
[B-laktamaza koje zatim mogu razgraditi indikatorski cefalo-
sporin i maskirati sinergisticki efekt zbog inhibicije ESBL-a.
P. aeruginosa takoder je problem ne samo zbog AmpC [-lak-
tamaza nego i zbog impermeabilnosti mnogo veceg stupnja
nego kod enterobakterija kao i zbog efluksa antibiotika."® U
slucaju ranije navedenih bakterija rezistencija na oksimino-
cefalosporine ukljucujuci i one indikatorske za ESBL (cefta-
zidim, cefotaksim, cefpodoksim) ovisi ¢es¢e o mutacijskoj hi-
perprodukciji AmpC B-laktamaza nego o ESBL-u. U principu
se ESBL-producenti mogu razlikovati od AmpC-hiperprodu-
cenata na temelju osjetljivosti na cefotetan."'’ U slucaju P,
aeruginosa visoki stupanj rezistencije na ceftazidim (MIK>64
mg/L), kao i rast kolonija do ruba diska upuc¢uje na ESBL,
dok AmpC-hiperproducenti i mutantni s efluksom i impermea-
bilnos¢u obi¢no imaju rezistenciju na ceftazidim nizeg stupnja.
Sinergizam s klavulanatom je nepouzdan za detekciju ESBL-a
u ove bakterije.!”

Terapija infekcija uzrokovanih bakterijama
koje proizvode B-laktamaze prosirenog spektra

In vitro karbapenemi (imipenem i meropenem), kao i cefa-
micini iskazuju konzistentnu aktivnost prema ESBL-produ-
centima jer su otporni na hidrolizu tim enzimima. Rezistencija
na karbapeneme je u K. pneumoniae zasada vrlo rijetka.!?*12
Plazmidi koji kodiraju ESBL ¢esto sadrzavaju i gene rezisten-
cije za ne-B-laktamske antibiotike kao $to su aminoglikozidi,
sulfonamidi, tetraciklini, kloramfenikol i trimetoprim.'?® Plaz-
midna rezistencija na kinolone je rijetka u K. pneumoniae, ali
je zapazeno da su ESBL-producenti u visokom postotku rezi-
stentni i na tu skupinu antibiotika.'?”-18

Uloga cefalosporina trece generacije

Producenti TEM i SHV B-laktamaza ceftazidimaznog tipa
obi¢no su in vitro osjetljivi na cefotaksim,!*!?* ali je usprkos
tomu opce prihvaceno da se ESBL-pozitivni izolati izvjeStavaju
kao rezistentni na sve B-laktame osim karbapenema, bez ob-
zira na rezultat in vitro testa.'” Razlog tomu su terapijski neu-
spjesi kod njihove primjene za lijecenje infekcija uzrokova-
nih bakterijama produktorima ESBL-a unato¢ tomu $to in vitro
testovi pokazuju osjetljivost.!*13-132 Terapijski neuspjesi su
¢esci ako je infekceija lokalizirana izvan urinarnog trakta.'33!13
Moguc¢i uzrok terapijskih neuspjeha jest izrazeni inokulumski
efekt, kao i evolucija rezistencije u toku terapije zbog selekcij-
skog pritiska antibiotika.'*

Postoje medutim i dokumentirane studije o klinickoj dje-
lotvornosti cefotaksima u lijecenju infekcija koje uzrokuju
ESBL-producenti.'* Neki autori smatraju da bi ga trebalo
davati u visokim dozama, ako in vitro testovi pokazuju djelo-
tvornost.'*

Uloga cefalosporina cetvrte generacije

Cefepim je stabilniji prema B-laktamazama u odnosu na
cefalosporine trece generacije i neki in vivo eksperimenti na
zivotinjama pokazuju njegovu djelotvornost prema ESBL-pro-
duktorima,” ali pozitivni klini¢ki rezultati na ljudima nisu
tako ociti.'”® Smanjena djelotvornost je posljedica izrazenog
inokulumskog efekta'® kao i kod cefalosporina trece genera-
cije i mutacija koje dovode do hiperprodukcije, posebno SHV-
5 B-laktamaze. '3

Uloga cefamicina

Cefamicini ne podlijezu hidrolizi B-laktamazama iz TEM i
SHV-porodice, ali ih razgraduju plazmidne AmpC [-laktama-
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ze koje se sve ¢esce pojavljuju. Drugi je problem njihova sma-
njena djelotvornost kod mutanata s defektnim porinima. 26138139
Zbog navedenih razloga cefamicini se smatraju terapijom dru-
gog izbora za infekcije uzrokovane ESBL-producentima. Cefo-
tetanu bi trebalo dati prednost pred cefoksitinom. 213

Uloga kombinacija s inhibitorima

Uloga kombinacija B-laktama s inhibitorima (npr. amoksi-
cilintklavulanat, tikarcilin-klavulanat, piperacilin+tazobak-
tam, cefoperazon-+sulbaktam) upitna je zbog vise razloga. Prvo,
njihova djelotvornost se smanjuje s porastom inokuluma, kao
i kod cefalosporina, a osim toga aktivnost im je umanjena kod
hiperprodukcije pojedinih tipova B-laktamaza i gubitka pori-
na.'”® Pokusi na animalnim modelima nisu dokazali njihovu
antibakterijsku djelotvornost.'**#! Piperacilin/tazobaktam poka-
zao se aktivnijim prema TEM-producentima, dok su SHV-2,
3, 4 i 5-producenti obi¢no rezistentni.*® Sulbaktam je slabije
aktivan prema SHV-B-laktamazama od klavulanske kiseline.
U SAD-u je na trzistu dostupan i cefoperazon u kombinaciji
sa sulbaktamom. Takva kombinacija je djelotvorna ne samo
prema ESBL-producentima nego i prema A. baumannii.** Kod
kombiniranih pripravaka vazno je izabrati sastojke sa slicnim
farmakokinetskim svojstvima budu¢i da kombinacija djeluje
optimalno ako obje komponente u isto vrijeme udu u bakte-
rijsku stanicu. Drugi je problem $to kombinacija s inhibitorom
moze uzrokovati mutacije u TEM ili SHV-molekuli koje dovo-
de do pojave inhibitor-rezistentnih TEM (IRT) i SHV-[-lakta-
maza.'? Sulbaktam ima jaci potencijal selekcije IRT od tazo-
baktama.'*

Uloga karbapenema

Karbapenemi su antibiotici izbora za lije¢enje infekcija uzro-
kovanih ESBL-producentima. Rezistencija na karbapeneme
kod ESBL-pozitivnih bakterija zasada je vrlo rijetka i posljedi-
ca je udruzenog djelovanja B-laktamaza i defekta u porini-
ma.'?#12514 Meropenem ima prednost pred imipenemom jer
ima nize MIK-ove za enterobakterije i ne mora se davati u
kombinaciji s cilastatinom zbog toga sto je otporan na huma-
nu renalnu dihidropeptidazu, tako da ima manje neuroloskih
nuspojava.'?® U kontroliranim klinickim studijama bakterie-
mija uzrokovanih ESBL-produciraju¢im sojevima K. pneumo-
niae 1 E. coli pokazalo se da je mortalitet znac¢ajno nizi kod
bolesnika koji su dobivali karbapeneme u odnosu na bolesnike
koji su bili tretirani neodgovaraju¢im antibioticima. Primjena
karbapenema u prvih pet dana infekcije ima pozitivan efekt.”
Takoder se pokazalo da osobe kolonizirane ESBL-pozitivnim
klepsijelama imaju veéu vjerojatnost mortaliteta od sepse u
odnosu na kontrolnu populaciju.”

Biapenem je najnoviji karbapenem u fazi istrazivanja koji
pokazuje jo§ vecu stabilnost prema B-laktamazama i jednako
kao i meropenem ne zahtijeva primjenu cilastatina. U klinickim
studijama dokazao je bakteriolosku djelotvornost u lijecenju
intraabdominalnih infekcija, infekcija donjeg dijela respira-
tornog trakta i kompliciranih urinarnih infekcija kod odraslih
osoba.'* Valja oc¢ekivati da ¢e i on biti lijek izbora za lijecenje
nozokomijalnih infekcija uzrokovanih ESBL-producentima.

Uloga aminoglikozida

Aminoglikozidi se za terapiju sistemskih infekcija uzroko-
vanih ESBL-pozitivnim enterobakterijama primjenjuju jedino
u kombinaciji s B-laktamima.'?® Plazmidi koji kodiraju ESBL
mogu sadrzavati i gene rezistencije na aminoglikozide.'?¢ Po-
stoje izvjestaji o neuspjehu terapije aminoglikozidima u kom-
binaciji s ceftazidimom kod infekcija uzrokovanih ESBL-po-
zitivnim klepsijelama.'®
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Uloga kinolona

Kinoloni se rabe uglavnom za lijecenje infekcija urinarnog
trakta uzrokovanih ESBL-pozitivnim enterobakterijama. Jedan
od problema lezi u ¢injenici da su ESBL-producenti ¢esto re-
zistentni i na ovu grupu antibiotika iako ta rezistencija najcesce
nije plazmidna.'?® Kinoloni mogu biti odgovorni za promjenu
u distribuciji bakterija koje uzrokuju hospitalne infekcije. Pod
njihovim selekcijskim pritiskom ESBL-pozitivne klepsijele
mogu biti zamijenjene kinolon-rezistentnim sojevima 4. bau-
mannii 1 enterokokima kao hospitalnim patogenima koji se
jos teze eradiciraju.'?

Zbog gore navedenih razloga potrebno je opsezno testiranje
osjetljivosti prije odabira antimikrobne terapije kod infekcija
uzrokovanih ESBL-producentima.'* Preporuke za terapiju kod
teskih infekcija uzrokovanih ESBL-pozitivnim bakterijama
dane su na tablici 4. Radi prevencije $irenja ESBL-produce-

Tablica 4. Preporuke za terapiju infekcija uzrokovanih mikroorganizmi-
ma koji proizvode B-laktamaze prosirenog spektra (ESBL)
Table 4. Treatment recommendations for infections caused by organisms
producing extended-spectrum B-lactamases

Tip infekceije
Type of infection

Terapija prvog izbora
First-line therapy

Alternativna terapija
Second-line therapy

Bakteriemija Karbapenem (imipenem  Ciprofloksacin
Bacteremia ili meropenem) Ciprofloxacin
Carbapenem (imipenem
or meropenem)
Infekceije Karbapenem Ciprofloksacin
respiratornog trakta ili meropenem) Ciprofloxacin
Respiratory Carbapenem (imipenem
tract infections or meropenem)
Intraabdominalne Karbapenem Ciprofloksacin
infekcije ili meropenem) ili cefamicin
Intra-abdominal Carbapenem (imipenem  Ciprofloxacin
infections or meropenem) or cephamycin
Infekcije Ciprofloksacin Amoksicilin/
urinarnog trakta Ciprofloxacin klavulanat
Urinary tract Amoxycillin/
infection clavulanate
Meningitis Meropenem Dodatak polimiksina B
Addition of polymyxin B

* (Podaci su preuzeti od: Paterson DL: Recommendation for treatment of se-
vere infections caused by Enterobacteriaceae producing extended-spectrum
B-lactamases (ESBLs). Clin Microbiol Infect 2000:6(9):460-463, Table 1,
uz dozvolu izdavaca.)

nata u bolnicama potrebno je racionalizirati upotrebu antibio-
tika, posebno cefalosporina sirokog spektra. Prema misljenju
nekih autora preporucuje se izbjegavati primjenu sporopenetri-
rajucih cefalosporina kao §to je ceftazidim jer oni imaju veci
potencijal selekcije mutacija koje dovode do prosirenog spektra
od brzopenetrirajuc¢ih kao sto je cefotaksim. U principu, $to je
duze vrijeme potrebno da bi antibiotik usao u bakterijsku sta-
nicu, veci je rizik od nastanka mutacija.!*

Zakljucéak

Znacenje B-laktamaza prosirenog spektra ogleda se u dubi-
ni, §irini i rasprostranjenosti. Dubinu predstavlja broj antibio-
tika koji hidroliziraju, $irinu predstavlja broj razli¢itih bakte-
rijskih vrsta koje ih posjeduju, a rasprostranjenost se odnosi
na geografsku distribuciju tih enzima.”®

Rezistencija uzrokovana ESBL-om velik je zdravstveni pro-
blem u sve ve¢em broju zemalja u svijetu. U Europi su ESBL
pronadene u velikom broju zemalja kao $to su Francuska,'*
Njemacka,” Spanjolska,” Ujedinjeno Kraljevstvo,'” Svicar-
ska,'® Nizozemska,'* Austrija,'* Italija,'”! Poljska,'>* Hrvat-
ska,'* Madarska,'** Gr¢ka'ss i Turska.!™ Prevalencija pojedi-

nih tipova ESBL-a u odredenoj zemlji odrazava odabir primje-
ne antibiotika. U srednjoj Europi prevladavala je prije SHV-5
[-laktamaza,'s*153157 a danas se sve ¢esée javlja SHV-12, 148158159
Sve veci broj bakterijskih vrsta stje¢e rezistenciju na veliki
broj B-laktamskih antibiotika zahvaljujuc¢i njima tako da su
terapijske mogucnosti sve skucenije. Nedjelotvorna terapija
povecava mortalitet, produzuje boravak u bolnici i poti¢e no-
zokomijalno $irenje multirezistentnih gram-negativnih bakte-
rija.128:136

Karbapenemi zasada predstavljaju antibiotike izbora, ali du-
goroc¢no rjesenje treba traziti u restrikciji primjene antibiotika,
kontroli infekcija, mjerama hospitalne higijene i razvoju novih
antibiotika u buducnosti. B-laktami su jo$ uvijek vrlo korisni
antibiotici, ali treba ¢uvati njihovu djelotvornost racionalnom
upotrebom.
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