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1. UVOD

Pojam "zaraznosti" je poznat koncept jos od najranijih epoha ljudske povijesti. S obzirom na ljudsku
znatiZelju, postojala je teZnja za razumijevanjem prirode infektivnih bolesti. U 17. stoljec¢u, Anton van
Leeuwenhoek bio je prvi koji je opisao postojanje mikroorganizama. Nakon toga, tijekom iducih godina,
formirane su prve klasifikacije bakterija. U 19. stolje¢u, otkriveno je da su mikroorganizmi uzrocnici
infektivne bolesti (Kaleni¢ i sur. 2013). Ne samo da je ljudska znatiZelja pridonijela razumijevanju prirode
infektivnih bolesti, ve¢ je i klju¢na i za otkri¢e antibiotika koji bi mogli efikasno stati na kraj zaraznim
bolestima. Putujuci kroz povijest infektivnih bolesti moguce je uvidjeti podjelu u tri razdoblja: era prije
antibiotika, era antibiotika tzv. zlatno doba i era nastanka antimikrobne rezistencije (AMR) tj. post
antibiotska era. Cetrdesetih godina 20-tog stolje¢a pocinje era zlatnog doba. Otkri¢e antibiotika zna¢ajno
je promijenilo medicinski svijet jer se njihovom primjenom uvelike smanjuje morbiditet i mortalitet
(Kosalec i sur. 2021). Antibiotici nastali nakon "zlatnog doba" uglavnom su rezultat polusintetskih ili
sintetskih kemijskih modificiranja ve¢ poznatih antibiotika (Bbosa i sur. 2014). Uz mnostvo korisnih
ucinaka, antibiotici ispoljavaju i negativne, medu kojima se istice antimikrobna rezistencija, koju je vec
nagovijestio sir Alexandar Fleming. Negativni ucinci antibiotika ne ti¢u su samo pojedinca, ve¢ i cijele
populacije. Buduéi da se mikroorganizmi mogu prenositi s jednog ¢ovjeka na drugog, nastali rezistentni
organizam kod jedne osobe ujedno znaci i nastanak rezistencije u populaciji (Kaleni¢ 2000). Dugi niz godina
¢injenica oko rezistencije bivala je ignorirana od strane mnogih zdravstvenih institucija kao i djelatnika, ali
i samih gradana koji bi samoinicijativno uzimali antibiotike. U meduvremenu rezistencija je uvelike uzela
maha pa je taj problem najbolje opisan kao ,tihi tsunami”. Predvida se kako ce tijekom druge polovice 21.
stolje¢a godisnje zbog rezistencije umirati 10 milijuna ljudi, Sto je vie nego li od predvidanja za smrtnost
od malignih oboljenja (Kosalec i sur. 2021). Prema Centru za kontrolu i prevenciju bolesti (CDC) oko 70%
bakterijskih infekcija u bolnickom okruZzenju je rezistentno barem na jedan antibiotik (Bbosa i sur. 2014).
Rezistencija na antibiotike nadmasila je proizvodnju novih antibiotika jer razvoj rezistencije se odvija puno
brze u odnosnu na razvoj novih antibiotika, koji tece jako sporo ili pak nikako. Naime, tesko je pronadi nove
nacine u dizajniranju antibiotika, ali neupitna je ¢injenica kako farmaceutska industrija pronalazi interese
iskljucivo za proizvodnju samo onih lijekova koji se dugoroc¢no koriste, a ne za one koji se kratkoro¢no
koriste kao npr. antibiotici. Do neracionalne primjene antibiotika dolazi i zbog njihove relativno niske
cijene na trzistu. Zbog razvitka rezistencije na skoro svaki antibiotik, vijek antibiotika na trzistu je izuzetno
ogranic¢en. Neadekvatna, neracionalna i esto nepotrebna upotreba antibiotika u klini¢koj praksi glavni su

pokretaci razvitka AMR-a. AMR je prirodni proces jer vecéina antimikrobnih tvari je prirodnog porijekla i



njihova produkcija ujedno je mikrobima jedan od kompetitivnih mehanizama koji im omogucée opstanak u
prirodi. Medutim zloupotreba antibiotika kod ljudi i Zivotinja ubrzava proces AMR-a te je time paznja

usmjerena na sekundarnu AMR nastalu uslijed stalnog selektivnog pritiska (Kosalec i sur. 2021).

Bakterije mogu posjedovati nekoliko mehanizama rezistencije na antibiotike te ih prenositi na
potomstvo. Geni rezistencije mogu se nalaziti na kromosomima, plazmidima, transpozonima, integronima
i bakteriofagima. Oni koji su na kromosomima prenose se direktno s jedne generacije na drugu, za razliku
od onih koji nisu na kromosomima i koji se prenose horizontalnim prijenosom izmedu bakterija iste ili
razli¢ite vrsta ili rodova. Bududi da je stalni porast AMR-a goruci problem globalnog zdravstva, Svjetska
zdravstvena organizacija (SZO) svrstala je AMR medu Cetiri najvece prijetnje globalnog javnog zdravstva
21. stolje¢a (Munita i sur. 2016). Isprva je paznja bila usmjerena samo na rezistenciju Gram pozitivnih
bakterija, osobito meticilin-rezistentnih stafilokoka (MRSA) i vankomicin-rezistentnih bakterija. Medutim
pocetkom 21. stolje¢a Gram negativne bakterije preuzimaju sve vise paznje glede rezistencije, posebice
pojava multiplorezistentnih rezistentnih Enterobacteriaceae (eng. ,multiple drug resistant”, MDR). Cest
uzroc¢nik infekcija kod pacijenata jesu upravo bakterije porodice Enterobacteriaceae, te njihov razvitak
rezistencije na antimikrobne lijekove dovodi do oteZanog lijeCenja pacijenata. Do velike zabrinutosti dolazi
zbog sve Cesca rezistencije Enterobacteriaceae na karbapeneme koji se koriste kao posljednja linija obrane
lijeCenja od bakterijskih infekcija (Tambi¢ Andrasevi¢ i sur. 2012). Najizazovniji problem u klinickom
okruZenju su Enterobacteriaceae koje pokazuju rezistenciju na cefalosporine Ill. generacije. Ove bakterije
stvaraju tzv. B-laktamaze Sirokog spektra (eng. extended spectrum beta-lactamases, ESBL). ESBL enzimi su
produkt tockastih mutacija te su 1980-tih identificirani prvi ESBL izolati. Najcesée su prisutni u Escherichia
colii Klebsiella pneumoniae, ali nalaze se i kod drugih bakterija. ESBL izolati ¢esto pokazuju rezistenciju na
razne antibiotike, Sto oteZava lijeenje i povecava smrtnost, posebno u bolnicama. S obzirom na to, bitno
je da se identificiraju i adekvatno tretiraju pravilnim izborom antibiotika. Na Zalost, broj ESBL-
producirajucih izolata je u stalnom porastu $to je rezultat pretjerane i nepravilne upotrebe antibiotika

(Samaha-Kfoury i Araj 2003).

1.1 UVOD U ANTIBIOTIKE

Antibiotici (gré. anti=protiv; bios=Zivot) su mali sekundarni metaboliti prirodno nastali u
mikroorganizmu iz kojeg se izoliraju. Mogu biti kemijski sintetizirani po uzoru na prirodne, a cilj im je
uniStavanje patogenih mikroorganizama koji su uzro¢nici infekcija (Kosalec i sur. 2021). Imaju visoku
fiziolosku aktivnost u lijeCenju infekcija protiv bakterija, gljivica i parazita tako $to im sprjecCavaju rast tj.
imaju bakteriostatski ucinak ili ih pak ubijaju tj. imaju baktericidni u¢inak. Prema vrsti organizma na kojeg
djeluju mogu se klasificirati na: (1) antibakterijske; (2) antivirusne; (3) antifugalne; (4) antiprotozoike; (5)
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antihelmintike. Drugim rijeCima to su farmakoloski agensi koji pokazuju selektivnu toksicnost prema
mikroorganizmima, vrlo malo su toksi¢ni za organizam domacina, odnosno ¢ine minimalne znacajne Stete
za domadina. Mogu biti prirodnog porijekla, polusintetski ili sintetski. Antibiotici prirodnog porijekla
produkt su proizvodnje mikroorganizama (uglavnom bakterija tla) i plijesni, a polusintetski ili sintetski su
derivati dobiveni kemijskim putem u laboratorijskim uvjetima i proizvodnim pogonima. Pri djelovanju
antibiotici nisu sposobni razlikovati patogene od nepatogenih bakterije koje su sastavni dio ljudske
normalne flore i zbog toga dolazi do nastanka rezistentnih gena koji se skladiste u prirodi. To predstavlja

ogromni problem jer se rezistentne bakterije teze ili pak nikako ne mogu izlijeciti (Kalenic i sur. 2013).

U upotrebi su oko Sezdesetak godina, a masovna upotreba antibiotika pocela je tijekom Drugog
svjetskog rata (Baylay i sur. 2015). Zadnjih 60-ak godina u klinickoj praksi koriste se prirodni spojevi koji su
porijeklom iz skupine bakterija Actinomycetes, ujedno najvecih prirodnih proizvodaca antibiotika (Payerl-
Pal 2009). Osim njih, glavni izvori antibakterijskih metabolita dolaze iz rodova Streptomyces, Penicillium i
Bacillus (Bbosa i sur. 2014). Antibiotici se najviSe razlikuju u odnosu na druge lijekove po tome $to oni
nemaju djelovanje samo na pojedinca koji ih primjenjuje i na odredeni mikroorganizam vec i na populaciju

u cijelosti (Payerl-Pal 2009).

Za procjenu ucinkovitosti antibiotika koristi se termin minimalna inhibitorna koncentracija (MIK).
MIK je najmanja koncentracija antimikrobnog agensa koja zaustavlja ili inhibira rast mikroorganizama i
obi¢no se izrazava u mikrogramima po mililitru (ug/mL) ili miligramima po litru (mg/L). Ima izrazitu vaznost
u klinickom okruZenju jer zahvaljujuéi vrijednostima MIK-a moguce je odrediti to¢nu osjetljivost uzroénika
na odredeni antibiotik, izabrati odgovarajuc¢u dozu antibiotika jer Sto je vrijednost MIK-a niZa za odredeni
antibiotik tim je djelovanje antibiotika ucinkovitije tj. uzro¢nik infekcije je dobro osjetljiv na antibiotik

(Salkovi¢-Petrigi¢ i Bradamante 2010; Livermore 1995).

1.1.1 Povijest antibiotika

Prije otkri¢a antibiotika, zarazne bolesti poput upale pluca, difterije i proljeva bile su jedan od
vodeéih uzoraka smrtnosti. Tijekom 19. stolje¢a dolazi do industrijske revolucije koja dovodi do
urbanizacije te se velik broj stanovnistva seli iz sela u grad Sto kao posljedicu ima pojavu zaraznih bolesti
medu kojima se isticu sifilis i tuberkuloza (Zaffiri sur. 2012). Kroz tisucljeca, drevne civilizacije poput starih
Grka i Egip¢ana koristile su mikrobe koji proizvode antibiotike, biljke, tlo i pljesni za lijeCenje bakterijskih
infekcija. Primjerice, za lijeCenje koZnih infekcija koristili su pljesnivi kruh (Hutchings i sur. 2019). Sve je pak
upucdivalo ka tome kako postoje odredeni metaboliti koji omogucavaju ucinkovito lijeCenje infekcija.

Krajem 19. stolje¢a dolazi do revolucionarnih promjena u borbi protiv bakterijskih infekcija. Naime, Robert



Koch i Louis Pasteur dokazali su uzrocnike infekcija tj. mikroorganizme. Svrha medicinskog lijecenja jest
prvo pronaci uzrocnika bolesti, a potom i lijek protiv uzro¢nika bolesti. Pasteur je koristio metabolite
,dobrih” bakterija, kako bi unistio djelovanje patogenih bakterija. On je bio zagovornik teorije kako mikrobi
mogu luciti metabolite kojim ubijaju bakterije. Njemacki doktor Paul Erlich zalagao se za koristenje
kemijskih tvari u borbi protiv patogena te je 1904. godine otkrio kemoterapeutsku tvar nazvavsi ju Trypan
Red. Njom je uspjesno izlije¢io miSa zarazenog tripanosomom. Potom, 1910. godine isti znanstvenik
zasluzan je za otkri¢e spojeva arsena. Jedan od glavnih lijekova iz skupine arsena bio je tzv. Salvarsan koji
se koristio za lijeCenje protiv uzrocnika sifilisa, Treponema pallidum. Salvarsan je bio prvi sinteticki
proizvedeni antibiotik. PoCetci razvoja antibiotika pronalaze temelje u teoriji koju je zagovarao Erlich, a to
je teorija o ,,Carobnim metcima“ u kojoj Erlich govori o lijekovima koji bi specifi¢cno djelovali na odredenog
patogena, a da pri tome nemaju Stetan utjecaj na stanice domacina (Valent i sur. 2016). Nakon otkri¢a
Salvarsana, bakteriolog Gerhard Domagk otkrio je sulfonamidne lijekove od kojih je prvi poznati bio pod
trgovackim imenom Prontosil. Prontosil je pruzio zapanjujuce klini¢ke uspjehe koji su doveli do znacajnog
smanjenja mortaliteta u teskim bolestima poput meningitisa, pneumonije i djecje groznice. Sulfonamidi su
bili prvi istinski u¢inkoviti antimikrobni lijekovi Sirokog spektra u klinickoj uporabi i jos uvijek su u upotrebi,

ali su uvelike potisnuti otkricem penicilina (Hutchings i sur. 2019) .

Za otkri¢e prvog prirodnog antibiotika, a samim time i najvainije otkrice medicine zasluzan je
Skotski lijecnik i znanstvenik Alexandar Fleming. On je 1928. godine sasvim slucajno otkrio penicilin tako
Sto je proucavao kulturu stafilokoknih bakterija te je nepokrivenu Petrijevu zdjelicu ostavio kraj prozora.
Nakon odredenog vremena uocio je kontaminaciju u Petrijevoj zdjelici sporama plijesni oko kojih bakterije
nisu rasle tj. uvidio je podrucje inhibicije rasta bakterija oko plijesni. Izolirao je plijesan i otkrio da je rije¢ o
rodu Penicillum. Produkt plijesni nazvao je penicilinom i on je odgovoran za ubijanje bakterija (Tan i
Tatsumura 2015). Na brojnim istrazivanjima penicilina radili su znanstvenici Howard Florey i Ernst Chain.
Oni su uzgajali gljivice, izolirali penicilin i tretirali miSeve zaraZene bakterijama. MiSevi su ozdravili te su
tako utvrdili kako penicilin ima nisku toksicnost na laboratorijske Zivotinje. Takoder su zasluzni za
procis¢avanje penicilina i opisivanje strukture penicilina. Otkrili su fizikalna i kemijska svojstva penicilina,
kao i to da je pogodan za lijeCenje streptokokne infekcije. Od 1944. penicilin je usao u Siroku uporabu.
Mnogi su ga nazivali ,magi¢nim lijekom“ (Gould 2016). Zajedno sa Flemingom, Florey i Chain su 1945.
godine dobili Nobelovu nagradu za fiziologiju i medicinu (Tan i Tatsumura 2015). Fleming je na dodjeli za
Nobelovu nagradu upozorio kako neracionalna upotreba antibiotika moZe rezultirati gorué¢im problemom-

rezistencijama (Hogberg i sur. 2010).



Od otkri¢a penicilina, svaka naredna godina smatrala se uspjeSnom jer su to bile godine otkric¢a
raznih antibiotika. Tako je 1939. godina bila uspjesna jer je Rene Dubos otkrio gramicidin. To je antibiotik
koji djeluje samo na Gram pozitivne bakterije, ali je vr.emenom ustanovljeno da je on vrlo toksi¢an ukoliko
se primjenjuje intravenski te je danas njegova primjena vidljiva samo kod laksih koZznih infekcija (Takada i
sur. 2020). Otkriée penicilina i brojni izvjestaji o proizvodnji antimikrobnih spojeva od strane
mikroorganizama naveli su Selman Waksman-a 1930-tih na intenzivho proucavanje mikroba kao
proizvodaca antimikrobnih spojeva (Hutchings i sur. 2019). On je zajedno s Albert Schatz i Elizabeth Bugie
otkrio antibiotik iz bakterije Streptomyces griseus. Dali su mu naziv streptomicin i upravo je to antibiotik
koji je izlijecio prvog tuberkuloznog pacijenta ikada u povijesti (Zaffiri i sur. 2012). Waksman je jo$ poznat
po tome Sto je prvi koristio izraz antibiotik, te je 1945. godine dobio Nobelovu nagradu. On definira
antibiotik kao spoj nastao u mikroorganizmu koji je odgovoran za unistenje drugih mikroorganizama.

Njegovim radom zapocelo je zlatno doba otkri¢a antibiotika (Hutchings i sur. 2019).

Slijedeca klju¢na godina u eri antibiotika jest 1945. kada je Giuseppe Brotzu izolirao gljivicu
Cephalosporium acremonium iz kanalizacijske vode u Cagliariju na Sardiniji u Italiji i tako otkrio
cefalosporine tj. cefalosporin C. On se pokazao efikasan protiv Gram pozitivnih bakterija rezistentnih na
penicilin, ali i protiv nekih Gram negativnih bakterija (Bo 2000). Razdoblje od 1950 pa do 1970. godine
smatra se ,zlatnom erom“ u kojoj se otkrio cijeli spektar antimikrobnih lijekova. Vecdina tada otkrivenih
antibiotika i danas je u klini¢koj upotrebi, ali je uvelike njihova ucinkovitost pala pojavom rezistencije. Od
tada nisu otkrivene nove klase antibiotika, vec se glavni pristup na razvoju novih antibiotika za borbu protiv

rezistencija temelji na modifikaciji postojecih antibiotika (Aminov 2010).

Od razvoja flourokinolona, po¢etkom 1970-tih, nisu se razvile nove veée skupine antimikrobnih
lijekova (Fouz i sur. 2020). Posljednji klinicki ucinkovit antibiotik iz nove skupine bio je daptomicin. On je
otkriven 1986. godine, medutim sve do 2003. godine nije bio odobren za upotrebu. Vecina antibiotika koji
su u danasnjem klinickom ispitivanju derivati su ve¢ poznatih spojeva antibiotika. Relativno brzo i lako
otkri¢e antibiotika u kratkom vremenskom periodu dovelo je do njihove prekomjerne upotrebe te kada se
tome pridoda neuspjesno otkrivanja novih antibiotika to je rezultat trenutacne situacije s visokom stopom
AMR-a (Hutchings i sur. 2019). Jako malo saznanja postoji o biologiji antibiotika i njihovoj ulozi u mikrobnoj
ekologiji. Farmaceutske tvrtke se vode pretpostavkom ako bi se istraZzivanja vise posvetila ka prirodi
funkcioniranja antibiotika moZda bi se doslo do bolje opremljenosti za otkrivanje novih antibiotika kao i
njihove najbolje upotrebe u zdravstvenoj skrbi (Davies 2006). Razumijevanje biokemijskog i genetskog

temelja rezistencije omogucilo bi u¢inkovitu strategiju za smanjenje rezistencije na antibiotike i bolji razvoj



antimikrobnih lijekova (Kosalec i sur. 2021). Jedan od razloga ne otkrivanja novih antibiotika nakon Zlatnog
doba jest Sto pojedina okoliSna podrucja nisu bila poznata ili su pak bila nedostupna te tako nije bilo
mogucée pronac¢i nove metabolite za proizvodnju antibiotika. Danas je poznato kako velik broj
beskraljeznjaka, ukljucujuéi kukce i morske spuzve, kao i veéina kopnenih biljaka tvore obrambene i
uzajamno korisne simbioze s bakterijama koje proizvode antibiotike. Otkri¢em novih metoda i alata
omogudilo se istraZivanje do tada nepristupacnog okolisa kao npr. morskog. Istrazivanjem morskog okolisa
otkriveno je da su morski aktinomiceti roda Salinospora bogat izvor novih prirodnih spojeva kao sto je
salinosporamid A, koji ima antikancerogeno djelovanje. U obzir se posebice uzimaju bakterijski simbionti
morskih beskraljeSnjaka poput spuZvi koje su bogat izvor novih spojeva. Primjerice vrste Candidatus
entotheonella su nekultivirani simbionti morske spuzve Theonella swinhoei. Proucavajuéi ih pokazalo se da

proizvode gotovo sve bioaktivne poliketide i modificirane peptide (Hutchings i sur. 2019).

1.2 PODJELA ANTIBIOTIKA
Antibiotici se klasificiraju prema nekoliko kategorija: (1) nacinu dobivanja, (2) u¢inku na bakterije, (3)
antimikrobnom spektru, (4) mehanizmu djelovanja na bakterije, (5) kemijskoj strukturi (Kalenié i sur. 2013;

Walsh 2003).

1.2.1 Podjela prema nacinu dobivanja

Prema nacinu dobivanja tj. podrijetlu antibiotici se dijele na: (1) prirodne, (2) polusinteticke i (3)
sinteti¢ke spojeve. Antibiotici prirodnog porijekla dobivaju se proizvodnjom metabolizma bakterija, gljivica
ili plijesni, dok su sintetski ili polusintetski antibiotici derivati koji se proizvode kemijskim putem. Danas se
prirodni antibiotici uglavnhom modificiraju ili doraduju u laboratorijskim uvjetima kao i u pogonima. Iz
mikrobnih izvora do sada je izolirano oko 400 razlic¢itih antibiotika dok je pripremljeno vise od 30 000
sintetskih i polusintetskih antibiotika. Unatoc tolikom broju razlicitih antibiotika, u klinickoj praksi se koristi

oko 100 razli¢itih (Kaleni¢ i sur. 2013).

1.2.2 Podjela prema ucinku na bakterije

Prema djelovanju na bakterije dijele se na bakteriostatike i baktericide. Bakteriostatici su skupine
antibiotika koje inhibiraju diobu mikroba pri ¢emu ih direktno ne ubijaju. Kada se antibiotik ukloni,
bakterija se ponovo moZe umnazati. Baktericidni antibiotici ubijaju mikrobe. Pojedini antibiotici mogu
djelovati baktericidno na sve bakterije u svojem spektru, dok pak drugi mogu djelovati na neke bakterije
bakteriostatski, a na druge baktericidno. Odredene vrste bakteriostatskih antibiotika u visokim

koncentracijama mogu djelovati baktericidno (Kalenic¢ i sur. 2013).



1.2.3 Podjela na osnovu antimikrobnog spektra
Na osnovu djelovanja antimikrobnog spektra mogu se podijeliti na antibiotike uskog i Sirokog
spektra djelovanja. Antibiotici uskog spektra djeluju samo na jednu ili nekoliko bakterijskih vrsta, dok

antibiotici Sirokog spektra djeluju na ve¢inu Gram pozitivnih i negativnih bakterija (Walsh 2003).

1.2.4 Podjela prema kemijskoj strukturi

Prema kemijskoj strukturi antibiotici se dijele na 15-tak vecih skupina (Kaleni¢ i sur. 2013; Walsh 2003):

e B-laktamski antibiotici (penicilini, cefalosporini, karbapenemi, monobaktami, inhibitori (-
laktamaza)

o glikopeptidi (kolistin, vankomicin, teikoplanin)

e aminoglikozidi (gentamicin, amikacin, streptomicin)

e makrolidi (azitromicin, eritromicin, klaritromicin)

e fluorokinoloni (ciprofloksacin, norfloksacin, levofloksacin)

o tetraciklini (tetraciklin, doksiciklin, minociklin, oksitetraciklin, tigeciklin)

e sulfonamidi (trimetroprim + slufametoksazol)

e ketolidi (telitromicin)

e streptogramini (quinupristin, dalfopristin)

e oksazolidinoni (linezolid, tedizolid)

e kloramfenikol

e linkozamidi (klindamicin)

e nitrofurani (nitrofurantoin)

e fosfonati (fosfomicin)

1.2.5 Podjela prema mehanizmu djelovanja

Prema mehanizmu djelovanja na mikrobe antibiotici se dijele na (Slika 1):
a) inhibitore sinteze stanicne stijenke bakterija (npr. betalaktamski antibiotici)
b) antibiotike koji djeluju na citoplazmatsku membranu (npr. polimiksini)
¢) inhibitori sinteze proteina na ribosomima (npr. tetraciklini, aminoglikozidi)
d) inhibitori sinteze nukleinskih kiselina (npr. kinoloni, rifampicini) (Kaleni¢ i sur. 2013)

e) antibiotici koji blokiraju klju¢ne metabolicke puteve (Etebu i Arikekpar 2016).



1.3 MEHANIZAM DJELOVANIJA ANTIBIOTIKA

Bakterije posjeduju razlicite mehanizme kojim djeluju na antibiotike. Glavni cilj antibiotika je

narusiti vitalne procese bakterijske stanice onemogucivsi joj diobu. Pri tom biva narusen genski integritet

bakterijske stanice. Antibiotici trebaju biti selektivno toksi¢ni, odnosno imati minimalne Stetne ucinke na

ljudski organizam (Khawcharoenporn i sur. 2008). Da bi antibiotik efikasno narusio integritet bakterijske

stanice, mora djelovati unutar nje, dosegnuvsi svoj cilj u bakterijskoj stanici u adekvatnoj kolicini, a da

pritom ne bude inaktiviran ili izmijenjen. U suprotnom, postaje neucinkovit. Na Slici 1 prikazani su

mehanizmi djelovanja antibiotika na bakterijsku stanicu (Etebu i Arikekpar 2016).
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Slika 1. Prikaz mehanizma djelovanja antibiotika: (1) inhibicija sinteze stani¢ne stijenke, (2) inhibicija

sinteze nukleinskih kiselina, (3) interferencija sinteze nukleinskih kiselina, (4) blokiranje metabolickih

puteva i (5) povecanje propusnosti staniche membrane.

Preuzeto i prilagodeno iz Bbosa i sur. (2014).

1.3.1 Antibiotici koji inhibiraju sintezu stanicne stijenke

Bakterijske stanice posjeduju stanicnu stijenku koja je vanjski kruti sloj i okruZuje protoplast

bakterijske stanice, a njezina uloga je: (1) osiguravanje stalnog oblika stanice, (2) zastita stanice od

negativnog utjecaja osmotskog tlaka tj. sprjeCava osmotsku lizu stanice, (3) zastita stanice od mehanickih



ozljeda kao i (4) sprjecavanje prolazak toksi¢nih tvari. Najvaznija komponenta koja izgraduje stanicnu
strukturu je peptidoglikan graden poput mreZice od N-acetil-muraminske kiseline i N-acetilglukozamina.
Na N-acetil-muraminsku kiselinu i N-acetilglukozamin poprecno su vezani tetrapeptidi i pentapeptidi. Za
umreZavanje tih molekula klju¢ni su enzimi karboksipeptidaze, transpeptidaze i endopepzidaze. Oni se
nazivaju proteinima koji vezu penicilin (eng. penicillin binding protein, PBP) (Bedeni¢ 2009). Najznacajniji
antibiotici koji djeluju na sintezu stanicne stijenke su glikopeptidni antibiotici i B-laktami (Kaleni¢ i sur.
2013). Na PBP molekule se vezu B-laktami (npr. penicilini, cefalosporini, monobaktami, karbapenemi i
inbibitori B-laktamaze) dok se na krajeve pentapeptida vezu glikopeptidi (npr.vankomicin) i njihovo
djelovanje dovodi do inhibicije sinteze peptidoglikana. Zbog toga bakterijska stanica nije u stanju odrzati
osmotski gradijent te dolazi do bubrenja i u konacnici pucanja stanice. Djelovanje antibiotika dovodi i do
lize stanice jer antibiotici inaktiviraju inhibitore autolitickih enzima (Bedeni¢ 2009). Dakle, antibiotici
djeluju na sintezu prekursora peptidoglikana ili pak na sastavljanje prekursora u stani¢noj stijenci i
formiranje peptidoglikanskog sloja. Buduci da ljudske stanice nemaju peptidoglikan moguce je postici

veliku selektivnu toksi¢nost (Kalenic i sur. 2013).

1.3.2 Antibiotici koji djeluju na citoplazmatsku membranu

Citoplazmatska membrana je polupropusna i okruzuje citoplazmu. Ona predstavlja selektivhu
permeabilnu barijeru i uloga joj je kontrola unutarnjeg sastava stanice te je mjesto gdje se dogada aktivni
transport tvari. U bakterijskoj strukturi nalaze se lipidi i proteini, a glavni sastojci bakterijskih lipida su
fosfolipidi. Antibiotici koji djeluju na citoplazmatsku membranu su polimiksini. Oni ometaju funkcioniranje
citoplazmatske membrane. Dovode do prekida kontinuiteta odnosno cjelovitosti membrane sto
omogucdava izlazak iona i makromolekula iz bakterijske stanice te u konacnici dolazi do oStecenja ili pak
smrti bakterijske stanice. Sastav ljudske citoplazme u odnosu na bakterijsku je nesto malo drukdiji, pa je s

ovim antibioticima mogucde posti¢i odredenu selektivnu toksi¢nost (Kalenic¢ i sur. 2013; Bedeni¢ 2009).

1.3.3 Antibiotici koji djeluju na inhibiciju sinteze proteina na ribosomima

Sinteza proteina odvija se na ribosomima bakterija, prema kalupu mRNA, a cijeli proces se zove
translacija ili prevodenje i odvija se kroz tri faze (inicijacija, elongacija i terminacija). Antibiotici djeluju na
bakterijske ribosome (70S) koji imaju dvije podjedinice, jednu vecu 50S i jednu manju 30S (Cooper i
Hausman, 2010). Do inhibicije sinteze proteina dolazi tako $to se antibiotici veZu za ribosome inhibirajuci
razli¢ite faze translacije. Mehanizam djelovanja vecine antibiotika jest inhibicija sinteze proteina na
ribosomima. Toj skupini antibiotika pripadaju: aminoglikozidi, makrolidi, tetraciklini, linkozamidi,

oksazolidinoni i kloramfenikoli. Tako npr. aminoglikozidi ¢itaju pogresno genetski kod, makrolidi pak



inhibiraju aktivnost peptidil-transferaznog centra koji stvara peptidne veze izmedu aminokiselina, a
tetraciklini uzrokuju blokiranje vezanja amino-acil tRNA na A mjesto na ribosomu. Djelovanjem navedenih
antibiotika moguce je postici selektivnu toksi¢nost jer bakterijski ribosomi se razlikuju od ljudskih ribosoma

(Kaleni¢ i sur.2013; Bedenic 2009).

1.3.4 Antibiotici koji djeluju na inhibiciju sinteze nukleinskih kiselina

Kinoloni, rifampicini, metronidazol, sulfonamidi i trimetoprim su antibiotici koji inhibiraju sintezu
nukleinskih kiselina bakterijske stanice tj. inhibiraju enzime koji su klju¢ni u biosintetskom putu nukleinskih
kiselina. SprjeCavanje sinteze nukleinskih kiselina je ucinkovit nacin djelovanja antibiotika (Kaleni¢ i
sur.2013). Npr. kinoloni kod Gram negativnih bakterija inhibiraju sintezu bakterijske DNA tako Sto djeluju
na DNA girazu, dok kod Gram pozitivnih bakterija djeluju na topoizomerazu IV i tako inhibiraju sintezu DNA

(Bedenic¢ 2009).

1.3.5 Antibiotici koji blokiraju klju¢ne metabolicke puteve

Metabolizam omogucuje stanicama dobivanje energije za razli¢ite bioloske aktivnosti. Ako dode
do ostecenja enzima koji sudjeluju u metabolizmu, stanice postaju nesposobne za normalno
funkcioniranje. Antibiotici poput sulfonamida i trimetroprima inhibiraju sintezu metabolickih puteva. Oni
se ponasaju kao supstrat za enzim koji je potreban za stani¢ni metabolizam bakterija. Djeluju poput
tetrahidrofolata koji je nuzan za sintezu folne kiseline u bakterijskim stanicama i tako blokiraju klju¢ne
korake u sintezi folata. Folna kiselina je od vitalnog znacaja u metabolizmu nukleinske kiseline i
aminokiselina te zbog tog razloga navedeni antibiotici u konacnici ometaju sintezu nukleinskih kiselina i
aminokiselina buduci da oponasaju supstrate potrebne za metabolizam folne kiseline (Kirmusaoglu i sur.

2019; Etebu i Arikekpar 2016).

1.4 ANTIMIKROBNA REZISTENCIJA

Sir Alexander Fleming je ve¢ na dodjeli Nobelove nagrade upozorio da ¢e neracionalna i nestrucna
upotreba antibiotika dovesti do razvitka AMR (Hutchings i sur. 2019). AMR je otpornost bakterija na
bakteriostatsko i baktericidno svojstvo antibiotika tj. ne djelovanje antibiotika na bakterijsku stanicu pri
maksimalnoj koncentraciji koja se moZze dati ljudskom organizmu (Kaleni¢ i sur. 2013). Djelovanje
antibiotika na bakterijsku stanicu dovodi do stresa pri ¢emu se bakterija nastoji adaptirati na nepovoljne
uvjete koji djeluju na nju tako Sto je podlozna mutacijama kao i izmjeni genetickog materijala s drugim
bakterijama. Na takav nacin se razvija rezistencija prema antibiotskoj terapiji (Zaman i sur. 2017). Bakterije
su razvile rezistenciju gotovo na svaki antibiotik, a sam nacin nastanka je raznolik: od izmjena genetskog

materijala izmedu bakterija, male promjene u genomu (tockaste mutacije), gubitka transpozona, unosa
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vanjske DNA, ali prije svega se treba uzeti u obzir da je glavni pokreta¢c AMR-a neracionalna upotreba
antibiotika, odnosno antropogeni utjecaj (Tambié¢ Andrasevic i sur. 2018).

Prisutnost AMR-a vidljiva je medu Gram pozitivnim i negativnim bakterijama, ali pak ozbiljnu
opasnost predstavljaju MDR bakterije. To su bakterije koje su istovremeno rezistentne na razlicite
antibiotike, odnosno rezistentne na bar jedan antibiotik iz tri ili viSe kategorija antibiotika (Golkar i sur.
2014). Rezistencija bakterija na antibiotike moZe biti primarna (urodena ili intrinzi¢na) i sekundarna
(stecena ili ekstrinzicna) koja nastaje kao posljedica mutacija u kromosomskim genima ili zbog
horizontalnog prijenosa gena (Kalenic i sur. 2013).

Rezistencija bakterija na antibiotike je prirodni fenomen jer je veéina antimikrobnih tvari stvorena
u prirodi i na njih su ko-rezidentne bakterije (one koje obitavaju u okolisu) razvile mehanizme rezistencije
kako bi uspjele preZivjeti u takvoj okolini. Takvi mikroorganizmi se nazivaju primarno rezistentnim na jednu
ili viSe antimikrobnih tvari. Medutim, primarne bakterije nisu glavni fokus AMR-a ve¢ sekundarne bakterije
tj. bakterije koje razvijaju sekundarnu rezistenciju (Kosalec i sur. 2021). Stru¢njaci su godinama upozoravali
kako se upotreba antibiotika treba racionalizirati. Upozorenja nisu shvaé¢ena ozbiljno jer se nada polagala
u proizvodnju novih antibiotika koji ¢e rijesiti problem. Pred kraj 20. st. postalo je jasno da se do novih
antibiotika jako tesko dolazi, a pri tom se rezistencija na postojece rapidno Sirila. Budu¢i da mnoga
podrucja medicine ovise o ucinkovitosti antibiotika, njihov gubitak djelotvornosti predstavlja jedan od
gorucih problema medicine. Povecana rezistencija uzrokuje ozbiljne posljedice, ukljucujuéi rast stope
smrtnosti, ce$¢a oboljenja te rast troskova lijecenja (Tambi¢ Andrasevic i sur. 2018).

Prvu pojavu AMR-a otkrili su 1940. godine biokemicari Edward Penley Abraham i Ernst Boris Chain.
Identificirali su izolat Escherichia coli koji je sintetizirao enzim penicilinazu koja je inaktivirala djelovanje
penicilina njegovom razgradnjom (Lobanovska i Pilla 2017). AMR predstavlja posebnu zabrinutost u
siromasnim drZzavama, gdje je primjena antibiotika nekontrolirana. Vrlo zabrinjavajuce je da su u mnogim
regijama svijeta uobicajene bakterijske infekcije postale smrtonosne. Europski i americki centri za
prevenciju i kontrolu bolesti izvijestili su da u zemljama s visokim dohotkom u Europi i SAD-u svake godine
zbog infekcija povezanih s AMR-om umre u prosjeku od 23 000-25 000 ljudi. U zemljama s niskim i srednjim
dohotkom poput Indije i Tajlanda, AMR je odgovorna za smrt 58 000 djece i 38 000 odraslih (Fouz i sur.
2020).

1.4.1 Primarna rezistencija

Primarna rezistencija bakterija na antibiotike je nemogucnost djelovanja antibiotika na bakterijsku

stanicu jer ona nema strukturnu ili biokemijsku karakteristiku na koju bi antibiotik djelovao. U bakterijskoj

stanici ne postoji ciljno mjesto djelovanja antibiotika. Primjerice, B-laktami ili glikolipidi su vrsta antibiotika
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koja djeluje na stanicnu stijenku bakterija, ukoliko bakterija nema stani¢nu stijenku takvi antibiotici na nju

nece djelovati (Kalenié¢ i sur. 2013).

Prema spektru djelovanja na temelju primarne rezistencije, antibiotici se dijele na antibiotike
Sirokog i uskog spektra djelovanja. Ukoliko je poznato koja bakterija je uzrokovala infekciju tada se
propisuju antibiotici uskog spektra djelovanja npr. aminoglikozidi djeluju samo na aerobne i fakultativne
bakterije, dok u anaerobnim uvjetima ne mogu djelovati na bakterijsku stanicu. Ako nije poznato koja
bakterija je uzrok infekcije tada se propisuju antibiotici Sirokog spektra djelovanja kao npr. karbapenemi
koji uglavnom djeluju na vecinu bakterija. Primarna rezistencija je vidljiva i u tome u kojem stadiju se nalazi
bakterijska stanica. U odredenom stadiju bakterija mozZe biti rezistentna na odredeni antibiotik dok u
drugom stadiju na isti taj antibiotik je osjetljiva (Kaleni¢ i sur. 2013). Neovisna je o prethodnoj izloZzenosti
antibioticima te nije povezana sa horizontalnim prijenosom gena. Najc¢es¢i bakterijski mehanizmi kod
primarne rezistencije su smanjena propusnost vanjske membrane i prirodna aktivnost efluks pumpi

(Reygaert 2018).

1.4.2 Sekundarna rezistencija

Sekundarna rezistencija nastaje kada bakterija, koja je prvotno bila osjetljiva na odredeni
antibiotik, postane neosjetljiva na ucinak antibiotika. Nastaje kao proces prirodnih mutacija bakterijskog
genoma, slu¢ajnog nastanka gena rezistencije ili horizontalnim prijenosom gena rezistencije (Kalenic i sur.
2013). Bakterije koje su razvile sekundarnu rezistenciju prenose rezistentne gene putem horizontalnog ili
vertikalnog prijenosa gena. Horizontalni prijenos gena je prijenos genetickog materijala izmedu raznih
vrsta bakterija pomoci nekoliko mehanizama: transdukcija, transformacija i konjugacija. Vertikalan
prijenos gena je prijenos genetickog materijala s roditelja na potomke diobom (Sabtu i sur. 2015), odnosno
dolazi do izravnog prijenosa gena na sve bakterijske potomke tijekom replikacije DNA te tako bakterije
divljeg tipa (ne mutanti) su ubijene, a rezistentni mutant preZivljava (Bbosa i sur. 2014). Rezistentni gen
dovodi do promjena u bakteriji zbog kojih ona postaje rezistentna na djelovanje antibiotika. Bakterijski
izolati su osjetljivi i imaju mali broj rezistentnih jedinki ukoliko se odredeni antibiotik upotrebljava
razumno, ali ako se upotrebljava neracionalno prevladavat ée rezistentni izolati u bakterijskoj populaciji

(Kaleni¢ i sur. 2013).
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1.5 MEHANIZMI SEKUNDARNE REZISTENCIJE

Postoji nekoliko nacina kojima bakterijske stanice djeluju na antibiotik kako bi se zastitile od njega
i to dovodi do nastanaka sekundarne rezistencije. Mehanizmi sekundarne rezistencije su (Slika 2): (1)
promjena ciljnog mjesta djelovanja antibiotika, (2) produkcija enzima koji razgraduje ili modificira
antibiotik, (3) smanjenje propusnosti stanicne stijenke za prolaz antibiotika, (4) pojacano izbacivanje

antibiotika iz stanice mehanizmom pumpe (efluks) (Kaleni¢ i sur. 2013).

Ograniéavanje
ulaska

"9 " antibiotika u
s stanicu

Efluks pumpa * \ ﬁ

| ™
I o /
Uttty

e. "

Modifikacija cllinog mﬁ::ga
mjesta djelovanja
antibiotika

Slika 2. Prikaz mehanizama sekundarne antibiotske rezistencije.
Preuzeto i prilagodeno iz Reygaert (2018).

1.5.1 Promjena ciljnog mjesta djelovanja antibiotika

Bakterijska stanica ima vise meta koje su ciljno mjesto djelovanja antibiotika, ali isto tako sve te
mete bakterije mogu modificirati. Buduci da je bakterijama cilj zastititi sebe od djelovanja antibiotika one
su razvile razliCite strategije poput zastite ciljnog mjesta na kojeg antibiotik djeluje ili pak modifikacija
cilinog mjesta. Vrlo male modifikacije ciljnog mjesta mogu dovesti do izostanka vezanja antibiotika za njega
jer je interakcija izmedu ciljnog mjesta i antibiotika izrazito specificna. Modifikacijom ciljnog mjesta
smanjuje se afinitet antibiotika tj. antibiotik ude u stanicu i dode do ciljnog mjesta, ali se ne veZe za njega
zbog njegove promjene. Promjena ciljnog mjesta djelovanja antibiotika moze biti posljedica tockastih

mutacija u genima koji su odgovorni za kodiranje ciljnog mjesta, ali moZe nastatii zbog enzimskih promjena
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cilinog mjesta (pretezito metiliranjem). Bakterija moZe stvoriti nova ciljna mjesta koja nisu inhibirana tom
antibiotskom molekulom i tako dolazi do zamjene ili zaobilaska ciljnog mjesta (Munita i Arias 2016). Mjesta
koje bakterije najées¢e modificiraju su specificna mjesta djelovanja antibiotika kao npr. 30S ili 50S
podjedinice na ribosomu, proteini, DNA, RNA ili membranska struktura (Kapoor i sur. 2017). Primjerice
fluorokinoloni djeluju na sintezu nukleinske kiseline bakterijske stanice i ona im je meta za koju se vezu.
Ukoliko dode do modifikacije DNA giraze ili topoizomeraze IV samim time dolazi do promjena u njihovoj
strukturi $to pak za posljedicu ima smanjenu ili nikakvu Sansu da se antibiotik veZe za navedene

komponente, Sto rezultira rezistencijom na fluorokinolone (Reygaert 2018).

1.5.2 Inaktivacija antibiotika stvaranjem enzima

Bakterije mogu sintetizirati enzime kojima razgraduju ili inaktiviraju antibiotike. Na transpozonima,
plazmidima ili integrornima nalaze se geni odgovorni za razgradnju ili inaktivaciju antibiotika. Ovaj
mehanizam rezistencije predstavlja jedan od najznacajnijih mehanizama pomocu kojeg se bakterije
suprotstavljaju djelovanju antibiotika (Munita i sur. 2016). Poznat je velik broj enzima koje bakterije
sintetiziraju, a medu njima se isticu B-laktamaze i karbapenemaze. R-laktamaze mogu sintetizirati Gram
pozitivne i negativne bakterije i one kidaju amidnu vezu u R-laktamskom prstenu i tako inaktiviraju
antibiotik. Dijele se na B-laktamaze Sirokog spektra, cefalosporinaze i penicilinaze Karbapenemaze
pripadaju skupini enzima koji djeluju na karbapeneme. Dijele se na karbapenemaze grupe A, B i D.
Karbapenemaze iz grupe B najefikasnije razgraduju karbapeneme, ¢ime iskazuju najizraZeniju rezistenciju

prema njima u odnosu na druge tipove karbapenemaza (Bedeni¢ 2009).

1.5.3 Smanjena permeabilnost bakterijske stanic¢ne stijenke

Ovaj mehanizam rezistencije vise je vezan za Gram negativne nego Gram pozitivne bakterije koje
nemaju vanjsku membranu. Smanjenje propusnosti vanjske membrane jedan je od glavnih mehanizama
kojim se Stite Gram negativne bakterije i tako sprjec¢avaju ulazak antibiotika u bakterijsku stanicu (Silhavy
i sur. 2010). Vanjska membrana predstavlja permeabilnu barijeru odnosno sprjecava ulazak molekula koje
su velike i hidrofobne, a omoguéuje ulazak hidrofilnih molekula (npr. B-laktama). Hidrofilni antibiotici
zahvaljujuéi porinima mogu proci kroz vanjsku membranu i tako dolaze do ciljnog mjesta djelovanja u
bakterijskim stanicama, medutim ukoliko dode do smanjene propusnosti vanjske membrane ti antibiotici
nece dodi do ciljnog mjesta u bakteriji. Do smanjene propusnosti dolazi zbog promjena, smanjene sinteze
ili potpunog gubitka porina (Munita i sur. 2016). Ukoliko je smanjen broj prisutnih porina ili ako je doslo
do mutacije koja ¢e promijeniti selektivnost porinskog kanala time dolazi i do smanjene propusnosti

antibiotika. Poznato je kako bakterije porodice Enterobacteriaceae mogu smanjivati broj porina $to dovodi
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do rezistencije na karbapeneme. Na ovaj nacin nastaje rezistencija na tetracikline, aminoglikozide,

kloramfenikoline i R-laktamske antibiotike (Reygaert 2018).

1.5.4 Pojacano izbacivanje antibiotika iz stanice pomocu efluks pumpe

Pojam efluks podrazumijeva aktivno izbacivanje tvari iz stanice. Kod pojedinih bakterija
membranski proteini mogu djelovati kao efluks pumpe za odredene skupine antibiotika. Uloga efluks
pumpi je izbacivanje antibiotika iz stanice jednakom brzinom kao $to oni ulaze u stanicu. Da bi antibiotici
bili u€inkoviti na bakterijsku stanicu, moraju djelovati dovoljno visokom koncentracijom. Ovakav nacin
izbacivanja antibiotika dovodi do smanjenja stani¢ne koncentracije antibiotika koja nije dovoljna za
bakteriostatski ili baktericidni u¢inak (Guzvinec i sur. 2012). Izbacivanje antibiotika pomocu efluks pumpe
zahtjeva utroSak energije kako bi pumpa mogla izbacivati razli¢ite skupine antibiotika i tako dovesti do
nastanka multiple rezistencije. Medutim, postoje i selektivne efluks pumpe koje izbacuju specifi¢ne
antibiotike kao npr. tetracikline i makrolide. Kod bakterija porodice Enterobacteriaceae glavni mehanizam

rezistencije na tetracikline je njihovo aktivno izbacivanje kroz selektivne pumpe (Munita i sur. 2016).

1.6 POKRIJEKLO SEKUNDARNE ANTIMIKROBNE REZISTENCIJE NA ANTIBIOTIKE

1.6.1 Kromosomska rezistencija

Kromosomska rezistencija nastaje kao posljedica spontanih mutacija koje se dogadaju na
kromosomskom lokusu odgovornom za kontrolu osjetljivosti na odredeni antibiotik (Bedeni¢ 2009). Dioba
bakterija odvija se brzo, pa stoga uvijek postoji velika moguénost da ¢e mutacijom nastati stanica koja je
rezistentna na antibiotik (Kosalec i sur. 2021). Kromosomske mutacije najées¢e dovode do promjene
strukture receptora za odredeni antibiotik. Takoder mogu uzrokovati gubitak PBP molekula koje su ciljno
mjesto za vezanje B-laktama pri cemu se onemogucuje njihovo vezanje i tako dolazi do rezistencije na njih

(Bedeni¢ 2009).

Mutacije mogu dovesti do izraZzavanja fenotipskih promjena i nastanka mutanta. Antibiotik ¢e
djelovati na osjetljive bakterije u populaciji, ali na mutante nede i na taj nacin dolazi do dominacije
rezistentnih bakterija u populaciji (Munita i sur. 2016). Upravo je to razlog zbog kojeg je potreban potpuni
tijek lijecenja antibiotskom terapijom jer se na takav nacin unisti velika vecina bakterijskih stanica, dok ¢e
nasa vlastita tjelesna obrana unistiti bilo koju izoliranu preZivjelu ili rezistentnu stanicu. Ukoliko tijek

lijeCenja bude prekinut ranije, tada se na$ organizam bori s preZivijelim bakterijama. Svaka izolirana
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rezistentna bakterijska stanica ima priliku za umnazanjem Sto kao rezultat daje novu infekciju, ali ovaj put

uzroc¢nik infekcije je potpuno rezistentan na antibiotik (Kosalec i sur. 2021).

1.6.2 Ekstrakromosomska rezistencija

Kod bakterija se genski materijal ¢esto nalazi izvan kromosoma, kao npr. na plazmidima,
integronima ili transpozonima i na njima se mogu nalaziti rezistentni geni. Plazmidi mogu nositi gene koji
su rezistentni na jedan ili vise antibiotika. Ti geni kodiraju sintezu enzima koji mogu mijenjati strukturu
antibiotika npr. enzimi B-laktamaze razgraduju B-laktamski prsten u antibioticima ili pak enzimi koji su
odgovorni za modifikaciju aminoglikozida putem fosforilacije ili adenilacije mijenjaju strukturu
aminoglikozida te produkti koji nastanu djelovanjem ovih enzima nece imati antibiotsko svojstvo. Na
integronima se Cesto nalaze geni koji kodiraju sintezu enzima metalo-B-laktamaza koje razgraduju
karbapeneme, ali Cesto sadrZe i gene za aminoglikozide (Bedenic¢ 2009).

U obzir treba uzeti i horizontalni prijenos gena koji se odvija razli¢itim mehanizmima, te je to jedan
od glavnih pokretaca evolucije bakterija, a samim time i prenositelj rezistentnih gena medu bakterijskom
populacijom (Frieri i sur. 2017). Horizontalni prijenos gena glavni je mehanizam za Sirenje multiple
rezistencije na antibiotike. Pomocu rekombinacije rezistentni geni se mogu inkorporirati u kromosom
primatelja. Na Slici 3 su prikazani klasi¢ni nacini kako bakterije stje¢u vanjski geneticki materijal (Kosalec i
sur. 2021):

a) Transformacijom

Transformacija je najjednostavniji tip horizontalnog prijenosa gena, ali vrlo je malo klinickih
relevantnih bakterijskih vrsta koje imaju sposobnost ,prirodno” ugraditi golu DNA kako bi razvili
rezistenciju.

b) Transdukcija

Transdukcija omogucava prijenos malog segmenta informacija. Primjer transdukcije je objasnjiv
pomocu plazmida. Plazmidi su male kruZzne molekule DNA koje pomocu bakteriofaga koji se npr.
prethodno nalazio u rezistentnoj stanici, bivaju prenesene u stanicu primatelja koja je osjetljiva. Ukoliko
plazmid sadrzi rezistentni gen na antibiotike tada ce stanica primatelja postati rezistentna na antibiotik.
¢) Konjugacija

Vrlo ucinkovit prijenos gena omogucava konjugacija. To je proces u kojem se ostvaruje kontakt
izmedu dvije bakterijske stanice pomocu konjugacijskog mosta kroz koji se izravno prenosi geneticki
materijal iz jedne stanice u drugu stanicu. Smatra se da je konjugacija jedan od glavnih razloga pojave
rezistencije u bolnickom okruZenju. Procesom konjugacije Cesto se koriste transporteri tj. mobilni geneticki

elementi poput plazmida i transpozona kako bi se omogudila razmjena genetickog materijala.
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Slika 3. Prikaz horizontalnog nacina prijenosa gena: a) transformacija, b) transdukcija, c) konjugacija.
Preuzeto i prilagodeno iz Bbosa i sur. (2014).

1.6.3 Unakrsna rezistencija

Kada bakterije steknu rezistenciju na odredeni antibiotik one mogu biti rezistentne i na druge
antibiotike sli¢ne strukture i istog mehanizma djelovanja i tada govorimo o unakrsnoj rezistenciji. Razlog
unakrsne rezistencije moZze biti npr. kemijska slicnost antibiotika. Ako su dva antibiotika slicne molekularne
strukture, ukoliko bakterija postane rezistentna na jedan antibiotik postoji Sansa da e biti rezistentna i na
drugi. Primjer su tetraciklini gdje unakrsna rezistencija moze djelovati na razli¢ite skupine te klase
antibiotika. Sliéni mehanizmi djelovanja antibiotika su jo$ jedan od razloga unakrsne rezistencije npr. ako
bakterija biva rezistentna na jednu skupinu antibiotika koji inhibiraju sintezu proteina, moguce je da ce biti

rezistentna i na druge skupine antibiotike koji takoder inhibiraju sintezu proteina (Bedeni¢ 2009).
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1.7 OPCE KARAKTERISTIKE PORODICE ENTEROBACTERIACEAE

Bakterije porodice Enterobacteriaceae su velika heterogena skupina koja pripada redu
Enterobacterales. Filogenetski se ubrajaju u podrazredu Gamaproteobacteriaceae. Red Enterobacterales
ima 7 porodica, medu kojima je najveca Enterobacteriaceae sa vise od 60 rodova i 250 vrsta. Taksonomija
im je vrlo sloZena te je u konstantnom razvoju. Klini¢ki znac¢ajne Enterobacteriaceae obuhvaédaju 20-tak
vrsta poput npr. Escherichie coli te Shigella sp., Salmonella sp., Enterobacter sp., Klebsiella sp., Serratia
sp., Proteus sp. (Brooks i sur. 2013; Alnajar i Gupta 2017). Gram negativne su Stapicaste bakterije duljine
2-6 um, a Sirine 0,5-0,6 um. Ne stvaraju spore, uglavnom su pokretne pomocu flagela koje su rasporedene
peritrihno. Pojedine vrste mogu stvarati kapsulu (Kalenic¢ i sur. 2013). Fakultativni su anaerobi s pozitivnom
reakcijom katalaze i negativnom oksidazom. Reduciraju nitrat u nitrite. Otporne su na Zucne soli. Dobro
rastu na bogatim hranjivim medijima pri 35-37 °C (Whitman i sur. 2015). Prilagodljive su na razli¢ite izvore
hrane u okoliSu te konzumiraju raznolike supstrate poput raznih ugljikohidrata, alkohola, aminokiselina,

ali kao glavni izvor energije koriste glukozu dok se pojedine vrste koriste laktozom (Kalenic i sur. 2013).

Mnoge vrste su sveprisutne u razli¢itim ekoloskim nisama, kako kopnenim tako i vodenim, dok su
pak pojedine povezane samo sa animalnom i humanom mikrobiotom ili biljkama. Prema tome se mogu
podijeliti na: (1) ljudske patogene koji su primarno vezani za ¢ovjeka i Zivotinje, komenzali ljudskog i
Zivotinjskog probavnog sustava; (2) na biljne patogene koji su usko povezani s biljkama te (3) na
endosimbionte koji su povezani s insektima. lako je rije¢ o sveprisutnim bakterijama, 1-2% normalne
ljudske flore Cine Enterobacteriaceae. Najcesce se nalaze u gastrointestinalnom traktu, mokraé¢no-spolnom
sustavu, te u vrlo malom broju u gornjem dijelu disnog sustava. Cesti su uzro¢nici niza infekcija probavnog
sustava poput dijareje uzrokovane kontaminiranom hranom i vodom. Uzrocnici su infekcija mokraénog
(IMS) i respiratornog sustava, bakterijemije, sepse, meningitisa, apscesa (Farmer i sur. 2010; Kalenic i sur.
2013). Kod IMS-a najcesci uzroénik infekcija je Escherichia coli, a kod kompliciranih upala najé¢eséi uzrocnici

jesu Klebsiella spp. i Proteus spp. (Andrasevic i Tambic¢-Andrasevi¢ 2006).

Imaju sloZzenu antigensku strukturu (Slika 4). Sve vrste Enterobacteriaceae imaju somatski O
(lipopolisaharidni) antigen. Pokretne vrste imaju flagelarni H proteinski antigen koji se sastoji od proteina

flagelina, dok kapsulirane vrste imaju polisaharidni ili proteinski K antigen (Brooks i sur. 2013).
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Slika 4. Prikaz antigenske strukture Enterobacteriacae.
Preuzeto i prilagodeno iz Brooks i sur. (2013).

Glavni zajednicki ¢imbenici patogenosti bakterija porodice Enterobacteriaceae su endotoksini, ali
mogu stvarati i egzotoksine. Infekcije koje uzrokuju mogu biti endogenog ili egzogenog tipa. Endogene
infekcije uzrokuju komenzali probavanog sustava, kao $to je npr. Escherichia coli Cije je prirodno staniste
probavni sustav. Pod odredenim uvjetima npr. slabljenje imuniteta ili neravnoteZa crijevne flore,
Escherichia coli moZe migrirati iz probavnog sustava i uzrokovati infekciju. S druge strane, egzogene
infekcije nastaju kada se tijelo susrece s patogenima iz vanjskog okruZenja, kao npr. konzumacija
kontaminirane hrane i vode. Enterobacteriaceae se dijele se na primarne patogene (npr. Sallmonela sp.,
Shigella sp., Yersinia sp., pojedini patotipovi Escherichia coli i Klebsiella sp.) i oportunisti¢ke patogene (npr.
komenzalni tipovi Escherichia coli, odredene vrste Klebsiella, Enterobacter sp., Citrobacter sp., Serratia sp.,
Proteus sp., Providencia sp., Morganella sp.). Primarno patogene bakterije se prenose fekalno-oralnim
putem tj. putem kontaminirane vode i hrane, dok oportunisticke izazivaju bolesti samo kod osoba sa

slabim imunitetom ili ukoliko promjene staniste (Kalenic i sur. 2013).

Zbog svoje patogenosti prema ljudima i Zivotinjama, brzog rasta na definiranom mediju, lakoce
genetske manipulacije i sve ¢eS¢e antimikrobne rezistencije, Enterobacteriaceae su postale predmetom
intenzivnog laboratorijskog proucavanja. Infekcije koje uzrokuju laboratorijski se poprili¢cno jednostavno
dijagnosticiraju, ali prije samog lijeCenja bitno je izraditi antibiogram buduéi da je vecina vrsta

Enterobacteriaceae razvila rezistenciju na razne antibiotike (Rainey i sur. 2015).
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Primarno su rezistentne na pojedine skupine antibiotika, te prilikom izbora empirijske terapije tu
¢injenicu treba uzeti u obzir. Vedi i zabrinjavajuéi problem je sekundarna rezistencija na pojedine skupine
antibiotika kao i to da su MDR Enterobacteriaceae sve vise zastupljene u vanbolnickoj sredini. U medicini
prevladava velika zabrinutost zbog sve ceSce rezistencije Enterobacteriaceae na B-laktame, osobito na
karbapeneme. Klinicki se najvise upotrebljavaju B-laktami jer imaju nisku toksi¢nosti, visoku djelotvornosti

na infekcije te Sirok spektar djelovanja (Tambi¢ Andrasevi¢ i sur. 2012).

1.7.1 Mehanizmi rezistencije na antibiotike kod Enterobacteriaceae
Bakterije porodice Enterobacteriaceae su razvile rezistenciju na antibiotike putem Ccetiri

mehanizma: (1) smanjenjem propusnosti stani¢ne stijenke, (2) mehanizmom pumpe, (3) proizvodnjom
enzima te (4) promjenom ciljnog mjesta. Primjerice, rezistencija razvijena putem promjene ciljnog mjesta
kod B-laktamskih antibiotika su promjene PBP-a. Kod B-laktama i aminoglikozida naj¢eSce je razvijen
mehanizam proizvodnje enzima koji razara antibiotik. Kod tetraciklina najées¢e je uofen mehanizam
izbacivanja antibiotika iz stanice djelovanjem pumpe. Kada je rije¢ o mehanizmu smanjene propusnosti
stani¢ne stijenke, do propusnosti dolazi zbog gubitka porinskih proteina, ali ovim mehanizmom se ne
prekida potpuni unos antibiotika u stanicu ve¢ dolazi do smanjenog unosa antibiotika (Andrasevic i sur.

2009).

1.7.2 Rezistencija Enterobacteriaceae na B-laktamske antibiotike
[Najraéirenija skupina antimikrobnih ‘Iijekova su B-laktami. To su polarni hidrofilni spojevi koji prodiru

u bakterijske stanice putem porinskih kanala. Na osnovu kemijske strukture dijele se u nekoliko skupina:
(1) peniciline; (2) cefalosporine; (3) karbapeneme; (4) monobaktame; (5) inhibitore B-laktamaze. Svima
njima je zajednicka specifi¢na struktura jezgre koja se sastoji od Cetverostranog B-laktamskog prstena
(Rubtsova i sur. 2010). Djeluju baktericidno inhibirajuéi sintezu stani¢ne stijenke bakterija.
Enterobacteriaceae stvaraju rezistenciju na B-laktame pomocu tri mehanizma: (1) onemogucéavanjem
interakcije izmedu ciljanog PBP-a i antibiotika najéeS¢e modificiranjem sposobnosti antibiotika da se veZe
na PBP, (2) prisutnost efluksnih pumpi koje mogu istisnuti B-laktame te (3) hidroliziraju antibiotike

producirajuci enzime B-laktamaze (Reygaer 2018).
Glavni predstavnici B-laktama su:

a) Penicilini su izolirani iz filtrata kulture gljiva Penicillium notatum i Penicillium chrysogenum.
Temeljna strukturna komponenta je kemijski nestabilna 6-aminopenicilanska kiselina koja sadrzi
dva prstena, peteroclani tiazolidinski prsten i ¢etveroclani B-laktamski prsten. Prstenovi su kljucni

za antibiotska svojstva. Djelovanjem B-laktamaza (penicilaza), prsten lako podlijeZe razgradnji.
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c)

Cijepanjem B-laktamskog prstena nastaje penicilinska kiselina koja nema antibiotsko svojstvo. 6-

aminopencilinska kiselina je ishodiSna tvar za dobivanje polusintetskih penicilina. Penicilini su

podijeljeni u tri osnovne skupine. Neki od penicilina su dalje podijeljeni u podskupine koje se
medusobno razlikuju, uglavnom po svom antimikrobnom spektru djelovanja:

e penicilini s uskim spektrom djelovanja: penicilin G, penicilin V, prokain-penicilin G i benzatin-
penicilin G

e antistafilokokni penicilini djelotvorni protiv stafilokoka koji produciraju B-laktamaze: nafcilin,
kloksacilin, dikloksacilin i flukoksacilin

e penicilini proSirenog spektra djelotvorni protiv. Gram-negativnih mikroorganizama:
aminopenicilini (ampicilin i amoksicilin), karboksipenicilini, ureidopenicilini (Salkovi¢-Petrii¢ i
Bradamante 2010; Solomun i sur. 2011).

Cefalosporini su antibiotici izolirani iz filtrata kulture aktinomiceta poznatog kao Cephalosporium

acremonium (kasnije Acremonium chrysogenum). Osnovna struktura cefalosporina sastoji se od

7-aminocefalosporanske kiseline koja ima slicnost s 6-aminopenicilanskom kiselinom. Kemijskom

strukturom i mehanizmom djelovanja slicni penicilinima, ali za razliku od njih otporniji su na B-

laktamaze i imaju izrazito Sirok spektar djelovanja. Podijeljeni su u Cetiri generacije, svaka od njih

ima Siri raspon djelovanja u odnosu na prethodnu generaciju:

e ul.generaciju spadaju cefapirin, cefalotin, cefazolin, cefaleksin i cefadroksil, koji su djelotvorni
protiv. Gram pozitivnih koka, ali pokazuju ucinkovitost protiv Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae i Proteus mirabilis.

e ull. generaciju spadaju: cefuroksim, cefoksitin, cefaklor i cefamandol. U¢inkoviti su protiv istih
uzro¢nika kao i predstavnici |. generacije, ali su otporniji na B-laktamaze Gram negativnih
bakterija.

e ulll. generaciju spadaju: cefoperazon, cefotaksim, ceftazidim i cefriakson, koji su slabije
aktivni protiv Gram pozitivnih koka od predstavnika |. generacije, ali su mnogo ucinkovitiji
protiv Gram negativnih bakterija.

e u IV. generaciju spadaju: cefepim, cefpirom i cefkvinom. Otporni su na B-laktamaze i
neucinkoviti na P. aeruginosa (Solomun i sur. 2011).

Karbapenemi su antibiotici Sirokog spektra djelovanja. Djeluju na Gram pozitivne i negativne

bakterije. lzrazito su djelotvorni na hidroliticko djelovanje enzima ESBL i B-laktamaza AmpC te se

zbog toga smatraju prvom linijom obrane u borbi s infekcijama ¢iji je patogen rezistentan na vecinu

antibiotika. Prvi otkriveni karbapenem jest tienamicin. Bududi da je bio podloZan alkalnoj hidrolizi
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e)

i nestabilno se ponasao u vodenim otopinama, nije uveden u klinicku upotrebu. Prvi karbapenem
koji se koristio u klinickom lije¢enju je imipenem. Uz njega danas se jo$ koriste i meropenem,
ertapenem i doripenem. Kako bi ostvarili svoje antibiotsko djelovanje moraju doéi do
periplazmatskog prostora gdje se dogada sinteza peptidoglikana. Antimikrobno djelovanje
ostvaraju vezivanjem na razliCite PBP stanicne stijenke te tako onemogucuju sintezu
peptidoglikana Sto rezultira lizom bakterijske stanice. Od svih B-laktama imaju najbolje antibiotsko
djelovanje na Gram negativne bakterije. U odnosu na ostale B-laktame, stabilni su prema vecini B-
laktamaza, izuzev karbapenemaza, enzima koji ih razaraju. Razlog tomu jest njihova specifi¢na
stereokemija postrani¢nog lanca (Bubonja-Sonje i Abram 2014). Zbog svoje strukture ne mogu
slobodno difundirati kroz vanjsku membranu, ali njihov prolazak je omogucen kroz porinske
kanale. Razlozi zbog kojeg imaju Sirok spektar aktivnosti u odnosu na druge B-laktame jest Sto
mogu lako proéi kroz porinske kanale, imaju visok afinitet vezanja za PBP i vrlo su neosjetljivi na
hidrolizu enzima B-laktamaza AmpC i ESBL (Papp-Wallace i sur. 2011).

Monobaktami su antibiotici s monociklickim B-laktamskim prstenom. Djelotvorni su protiv
aerobnih Gram negativnih Stapicastih bakterija. Strukturno su sli¢ni cefalosporinima lll. generacije.
Rezistentni su na veéinu B-laktamaza, osim na AmpC B-laktamaze i B-laktamaze prosirenog
spektra. Aztreonam je jedini monobaktam koji se koristi u klinickoj primjeni (Bedeni¢ 2009).
Inhibitori B-laktamaza takoder sadrze B-laktamski prsten, ali oni imaju slabu antibiotsku aktivnost.
Ucinkovito suzbijaju djelovanje B-laktamaza, prosirujuéi antimikrobni spektar odredenih -
laktama na bakterije koje proizvode B-laktamaze. Djeluju protiv B-laktamaza tipa A, kao $to su
penicilinaze i ESBL laktamaze, dok ne djeluju na tip B metalo-B-laktamaze, te tipove C i D. U
klinickoj praksi koriste se tri inhibitora B-laktamaza: klavulanska kiselina, sulbaktam i tazobaktam,
ali uvijek u kombinaciji s odgovaraju¢im B-laktamskim antibiotikom kao npr. kombinacije

klavulanske kiseline s amoksicilinom (Salkovi¢-Petrisi¢ i Bradamante 2010).

1.7.3 B-laktamaze i njihova klasifikacija

Proizvodnja B-laktamaza je najcesc¢i mehanizam rezistencije koji koriste Gram negativne bakterije

na B-laktame i najvazniji mehanizam rezistencije na peniciline i cefalosporine (Reygaer 2018). Enzimi se
ciljano vezu za mjesto djelovanja penicilina tj. za PBP s kojim onda ¢ine homolognu sekvencu sto dovodi
do inaktiviranja penicilina. U vedini slu¢ajeva B-laktamaze djeluju tako da se serinsko aktivno mjesto
enzima nekovalentno veZe s antibiotikom stvarajuci pri tome tzv. Michelisov kompleks. Nakon toga,
hidroksilna skupina aktivnog serinskog mjesta enzima veZe se za B-laktamski prsten antibiotika, Sto

rezultira stvaranjem kovalentnog kiselog estera te se hidrolizom estera oslobada aktivni enzim i neaktivan
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antibiotik (Samaha-Kfoury i Aray 2003). Za razliku od Gram pozitivnih bakterija kod kojih su B-laktamaze
smjestene vecinom s vanjske strane stani¢ne stijene tj. ekstracelularno ili su adherirane za citoplazmatsku
membranu, kod Gram negativnih bakterija se nalaze u vrlo malim koli¢inama u periplazmatskom prostoru
(izmedu citoplazmatske membrane i stanicne stijenke) i napadaju antibiotik prije no $to on dode do ciljnog
mjesta (Salkovi¢-Petrisi¢ i Bradamante 2010). Enzimi mogu biti urodeno kodirani na bakterijskom
kromosomu ili mogu biti steceni putem plazmida. Mnogi ¢lanovi porodice Enterobacteriaceae posjeduju
kromosomski kodirane B-laktamaze (Reygaer 2018), koje mogu biti konstitutivne i inducibilne. Inducibilne
se stvaraju samo prilikom izlaganja bakterija B-laktamima (Sabate i sur. 2002), dok kod konstitutivnih nije
potrebno prisustvo B-laktama da bi nastale ve¢ se stalno stvaraju (Bedenic¢ 2004). Velik broj rodova Gram
negativnih bakterija ima kromosomski kodirane B-laktamaze. Pretpostavija se da je razlog tomu
najvjerojatnije selektivni pritisak B-laktamskih antibiotika kojeg luce okolisni mikroorganizmi (Samaha-
Kfoury i Araj 2003). B laktamaze kodirane na mobilnim genetskim elementima, plazmidima ili
transpozonima se mogu prenositi izmedu razli¢itih vrsta i rodova jer nisu specificne za vrstu kao

kromosomske (Bradford 2001).

Ubrzo nakon uvodenja penicilina u klinicku primjenu opisane su i prve B-laktamaze. Prva otkrivena
B-laktamaza koja je kromosomski kodirana genom AmpC (nazvanom po rezistencija na ampicilin) izolirana
je iz bakterije Escherichia coli. AmpC B-laktamaze najucinkovitije su protiv penicilina i nekih cefalosporina
I. generacije (Reygaer 2018). Kasnije je otkrivena prva B-laktamaza kodirana na plazmidu i nazvana je TEM-
1 (Datta i Kontomichalou 1965), te su kasnije otkrivene i druge plazmidno kodirane B-laktamaze kao $to su

TEM-2, SHV-1, SHV-2 i brojne druge (Bradford 2001).

Klasifikacija B-laktamaza je jako problemati¢na i oteZavajuda. Trenutacno su u praksi dvije
klasifikacije. Jedna je temeljena na funkcionalnim obiljeZjima (npr. supstratni profil, osjetljivost enzima na
inhibitore, molekularna teZina, izoelektri¢na tocka i dr.) i naziva se klasifikacija po Bush-u i suradnicima.
Druga klasifikacija se temelji na molekularnim obiljeZjima tj. temeljena je na osnovu odredivanja slijeda
aminokiselina i nukleotida u enzimu i nazvana je klasifikacija po Ambleru. Obje vrste klasifikacije dijele B-
laktamaze u Cetiri skupine. Klasifikacija po Bush-u B-laktamaze dijele u grupe od 1 do 4, a prema Ambleru
oznacene su slovima od A do D. A, Ci D B-laktamaze vrste su PBP-a, imaju malu molekularnu masu, ne
sudjeluju u sintezi stani¢ne stijenke i evolucijski su razlicite serinske B-laktamaze. B-laktamaze tipa B tzv.
metalo- B-laktamaze strukturno su razli¢ite od PBP-a. Buduci da B-laktamaze imaju sposobnost specificno

inaktivirati odredenu skupinu B-laktama prema tome se specifi¢no dijele na: penicilinaze, cefalosporinaze
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i karbapenemaze. Klini¢ki najznacajnije su B-laktamaze tipa A i C, dok su tipa B one koje mogu hidrolizirati

sve B-laktame izuzev monobaktama (Salkovi¢-Petrisi¢ i Bradamante 2010; Samaha-Kfoury i Ara 2003).

1.8 REZISTENCIA ENTEROBACTERIACEAE NA KARBAPENEME

Zbog porasta infekcija ¢iji su uzroCnici Enterobacteriaceae koje produciraju ESBL enzime sve vise
se upotrebljavaju antibiotici posljednje linije obrane. Zbog toga je u klinicku upotrebu bilo potrebno uvesti
karbapeneme koji ¢e djelovati na njih (Andrasevi¢ i sur. 2009). 1990-tih otkrivene su prve kromosomske
karbapenemaze kod Enterobacteriaceae. Nedugo od toga u SAD-u su otkriveni izolati Klebsiella
pneumoniae koji su imali karbapenemaze kodirane na plazmidima. U usporedbi s drugim antibioticima,
rezistencija na karbapeneme je uglavhom postala sporadi¢na, sve dok se nisu krenuli pojavljivati MDR
bakterije koje produciraju plazmidne karbapenemaze. Rezistencija Enterobacteriaceae na sve
karbapeneme relativno je niska, no u stalnom je porastu. Enterobacteriaceae su najéesce rezistentne na
ertapenem jer je on najpodloZniji hidrolizi ESBL-a ili enzimima AmpC $to uz smanjenu propusnost vanjske
membrane rezultira rezistencijom (Bubonja-Sonje i Abram 2014). Kod Gram negativnih bakterija
rezistencija na karbapeneme nije posredovana samo produkcijom enzima karbapenemaza ve¢ moze
nastati i na druge nacine npr. smanjenom propusno$¢u vanjske membrane zbog gubitka ili promjene
porina te pojacanim izbacivanjem karbapenema putem efluks pumpe iz stanice ili kombinacijom

navedenih mehanizama.

Bakterije koje produciraju karbapenemaze pokazuju Sirok raspon rezistentnih fenotipova sto prije
svega ovisi o razini ekspresije, osobinama enzima kao i prisutnosti dugih mehanizama rezistencije. Infekcije
uzrokovane bakterijama koje produciraju karbapenemaze imaju visoku stopu mortaliteta. Takve bakterije
se nazivaju ,superbakterijama®. Pred klinicarima su mnogobrojni problemi prilikom lije¢enja infekcija
uzrokovanih ,superbakterijama“ jer je suZzen izbor antibiotika koji ¢e biti djelotvorni, ali ih muci i manjak
podataka o samoj djelotvornosti antimikrobne terapije. Izbor djelotvornih antibiotika je cesto ogranic¢en
na polimiksine (kolistin, polimiksin B) i tigeciklin. IstraZivanja pokazuju da je ucinkovitija kombinirana
primjena dvaju djelotvornih antibiotika nego li primjena monoterapije (Bubonja-Sonje i Abram 2014).
Rezistencija na karbapeneme kod bakterija koje ne produciraju karbapenemaze je uglavnom nestabilna i
moZe spontano nestati zbog negativnog utjecaja smanjene propusnosti stijenke na preZivljavanje mutanta
te zbog nemogucnosti Sirenja gena horizontalnim prijenosom. Kod bakterija koje produciraju
karbapenemaze smanjena propusnost stijenke ¢e dovesti i do smanjene osjetljivosti na ostale klase

antibiotika (Tambié¢ Andrasevic i sur. 2012).
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1.8.1 Tipovi i klasifikacija karbapenemaza

Prema Amblerovoj molekularnoj klasifikaciji karbapenemaze se dijele na razrede A, B i D. Isprva su
karbapenemaze bile pronadene samo kod nefermentiraju¢ih bakterija, ali sve ¢eS¢éom upotrebom
karbapenema s vremenom je kod Enterobacteriaceae osobito kod Klebsiella pneumoniae zabiljezen sve
veci broj karbapenemaza. Od svih karbapenemaza metalo-f-laktamaze (MBL) razreda B pokazuju najvisi

stupanj rezistencija na karbapeneme (Bubonja-Sonje i Abram 2014).

Karbapenemaze molekularnog razreda A su serinske. Mogu hidrolizirati Sirok spektar B-laktama:
peniciline, cefalosporine, karbapeneme i aztreonam. Inhibira ih klavulanska kiselina i tazobaktam. Geni za
karbapenemaze se mogu nalaziti na kromosomu ili plazmidu. Velik broj karbapenemaza razreda A
pronaden je iskljucivo kod Enterobacteriaceae. Karbapenemazama molekularnog razreda A pripadaju
sliede¢i ¢lanovi SME (eng. Serratia marcescens enzyme), KPC (eng. Klebsiella pneumoniae
carbapenemase), NmcA/IMI (eng. not metalloenzyme carbapenemase/imipeneme-hydrolysing B-
lactamase), GES (eng. Guiana extended-spectrum B-lactamase), SHV-38 (eng. sulfhydryl variable B-
lactamase) i SFC-1 (eng. Extended spectrum B-lactamase producing Serratia fonticola) (Bubonja-Sonje i
Abram 2014). Najznacajnija klinicki i epidemioloski jest KPC karbapenemaza. KPC enzimi manje su osjetljivi
ili pak potpuno rezistentni na sve B-laktame. Zabrinjavajuée jest da sve veéi broj europskih zemalja
prijavljuje naglu zastupljenost KPC izolata. Tijekom 2011. godine, u Hrvatskoj je zabiljeZena prva izolacija
KPC karbapenemaze. Do 2013. godine, broj izoliranih KPC karbapenemaza porastao je na 33.Buduci da se
izolati KPC u Hrvatskoj brzo rasprostranjuju, Hrvatska se ubraja u zemlje ¢etvrtog stupnja Sirenja epidemije

navedenim izolatom (Bubonja-Sonje i Abram 2014).

Karbapenemaze razreda B su MBL. Kod njih se u aktivnom mjestu enzima nalazi cink. Mogu hidrolizirati
sve peniciline, karbapeneme i cefalosporine, ali ne hidroliziraju aztreonam. Ne inhibiraju ih klasi¢ni
inhibitori B-laktamaza. Buduéi da se u aktivnom mjestu enzima nalazi cink koji je bitan za kataliti¢ko
djelovanje karbapenemaza molekularnog razreda B, zajednicko svojstvo svih MBL jest da ih inhibiraju
kelatori metalnih iona poput EDTA ili merkatopropionska kiselina (Bubonja-Sonje i Abram 2014). Najvazniji
¢lanovi su: NDM (eng. New Delhi metallo-B-lactamase), VIM (eng. Verona integron-encoded metallo-B-
lactamase), IMP (eng. imipenemase), SPM (eng. Sao Paulo metallo-B-lactamase), SIM (eng. Seoul
imipenemase), GIM (eng. German imipenemase), AIM (eng. Adelaide imipenemase), DIM (eng. Dutch
imipenemase), KHM (Citrobacter freundii stain KHM243- Kyorin Hospital MBL), SMB (eng. Serratia metallo-

B-lactamase), TMB (eng. Tripoli metallo-B-lactamase) i FIM (eng. Florence imipenemase). Opisani enzimi
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su pronadeni u izolatima Enterobacteriaceae. Geni za karbapenemaze MBL nalaze se na mobilnim
genetskim elementima kao Sto su npr. integroni. Integroni mogu imati i druge gene kao Sto su npr.
rezistentni gen na ostale grupe antibiotika i kada se integroni udruze s plazmidima ili transpozonima moze
doci do prijenosa tih gena medu bakterijama. Upravo na takav nacin nastaju bolnicke epidemije koje je

tesko suzbiti (Bedenic i sur. 2015).

Karbapenemaze molekularnog razreda D cine oksacilinaze (eng. oxacillinase, OXA). Hidroliziraju
karbapeneme, ali i druge B-laktame te su uglavnom slabo inhibirane kiselinom. OXA karbapenemaze su
rezistentne tek kada su u kombinaciji s nekim drugim mehanizmom rezistencije poput npr. efluks pumpa.
NajviSe su izolirane iz nefermentiraju¢ih bakterija, manjim dijelom kod Enterobacteriaceae. Kod
Enterobacteriaceae je najCe$¢e izolirana OXA-48 B-laktamaza (Bedeni¢ i sur. 2014). Karbapenemaze
razreda D mogu imati razliiti antimikrobnu aktivnost Sto ovisi o izolatu u kojem se nalaze. Primjerice,
ukoliko su prisutni u Escherichia coli ponasaju se kao B-laktamaze uskog spektra, no kada su prisutni u A.
baumannii ponasaju se kao karbapenemaze s visokom stopom otpornosti na karbapeneme (Goosens i

Grabein 2005).

1.9 ESBL IZOLATI PORODICE ENTEROBACTERIACAE
Najvedi problem u klinickoj praksi predstavljaju Enterobacteriaceae koje su rezistentne na

cefalosporine Ill. generacije. One proizvode ESBL tj. B-laktamaze prosirenog spektra (Rubtsova i sur. 2010).
ESBL su enzimi nastali to¢kastom mutacijom tj. supstitucijom aminokiselina iz enzima TEM-1, TEM-2 i SHV-
1 (Matthew 1979). 1980-tih godina su otkriveni prvi ESBL izolati. Opisani su kod svih vrsta porodice
Enterobacteriaceae, ali najéesce se nalaze kod Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae (Samaha-Kfoury i
Araj 2003). Buduci da je gen za ESBL ve¢inom smjesten na plazmidima, ESBL izolati se vrlo brzo
rasprostranjuju pa je epidemija ESBL-om zastupljena i u bolnickoj i vanbolnickoj sredini (Andrasevié i sur.
2009). Dijagnostika ESBL-a je oteZavajuda, pa samim tim pacijent moZe dobiti neadekvatnu terapiju $to
onda rezultira produljenim lijeCenjem ili smréu. Standardne laboratorijske metode odredivanja prirode
uzro¢nika zarazne bolesti i otkrivanja rezistencije na antibiotike temelje se na fenotipskim karakteristikama
mikrobnih uzro¢nika. U najboljem slucaju, fenotipske metode detekcije ESBL-a omogucuju utvrdivanje

prisutnosti enzima, ali ne mogu dati informacije o to¢no kojem enzimu se radi (Rubtsova i sur. 2010).

Bakterije koje produciraju ESBL enzime mogu hidrolizirati sve B-laktame osim karbapenema tj.
hidroliziraju starije cefalosporine, cefalosporine prosirenog spektra (cefotaksim, ceftazidim, ceftriakson),

peniciline i monobaktame, onemogudujuéi antimikrobno djelovanje antibiotika (Thomson 2001). Pokazuju
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osjetljivost na inhibitore B-laktamaza (Gniadkowski 2001). Prijetnju djelotvornosti B-laktamskih antibiotika
predstavlja Cinjenica pojavnosti za sad rijetkih TEM-B-laktamaza rezistentnih na klavulansku kiselinu

(Andrasevic i sur. 2009).

Prema molekularnoj klasifikaciji ESBL izolati spadaju u klasu A ili D B-laktamaza. Prema
funkcionalnoj klasifikaciji pripadaju podskupini 2be koja ukljucuje uglavnhom bakterije ESBL koje su
proizasle iz TEM i SHV enzima i podskupini 2d kojoj pripadaju enzimi koji su derivati OXA enzima (Livermore
1995). Bakterije koje lu¢e ESBL tipi¢ni su primjer MDR bakterija jer su geni odgovorni i za druge mehanizme
rezistencije smjesteni na istom plazmidu kao i ESBL gen te se tako zajedno prenose (Pitout i sur. 2005).
Pomoc¢u molekularnih metoda, na osnovu aminokiselinskih sekvenci otkriveno je vise od 300 razlic¢itih ESBL

enzima koji su svrstanih u 9 porodica (Apisarnthanarak i sur. 2008).

ESBL se dijele u tri skupine: derivate TEM, SHV i CTX-M-B-laktamaze. Skupina TEM sadrZi vise od 130
enzima ESBL, dok skupine SHV i CTX-M sadrzZe viSe od 50 enzima ESBL (Bradford 2001).

e TEM B-laktamaze su plazmidno kodirani tipovi B-laktamaza koje su najéesce zastupljene kod Gram
negativnih bakterija. Derivati su enzima TEM-1 i TEM-2 (Jacoby i Munoz-Price 2005). Produkcija
TEM-1 enzima je odgovorna za gotovo 90% rezistencija Escherichia coli na ampicilin. TEM-1 moZe
hidrolizirati peniciline i starije cefalosporine. Nakon samo jedne toc¢kaste mutacije aminokiseline
nastala je prva mutanta od TEM-1 tj. TEM-2 (Sabate i sur. 2002).

e SHV B -laktamaze (eng. sulfhydryl variable B-lactamase) su kromosomski kodirane i prisutne su kod
svih sojeva Klebsiella pneumoniae te su odgovorne za njihovu primarnu rezistenciju na ampicilin.
SHV B-laktamaze se zabiljezene i kod Escherichia coli, Citrobacter diversus i P. aeruginosa, ali su
one kod njih kodirane plazmidno (Paterson i sur. 2003). Za razliku od TEM B-laktamaza, SHV-1 ima
manje i nisu toliko raznolike (Sabate i sur. 2002).

e CTX-M B-laktamaze (eng. Cefotaximase-Munich extended spectrum B-lactamase) su novije vrste
ESBL enzima plazmidno kodirani. Prema molekularnoj klasifikaciji pripadaju grupi A, a prema
funkcionalnoj klasifikaciji pripadaju podgrupi 2be (Sabate i sur. 2002). Potekli su od kromosomskih
AmpC B-laktamaza bakterijske vrste Klyvera ascorbata i K. georgiana putem horizontalnog
prijenosa gena. NajCeS¢e su prisutni u izolatima Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i
Salmonella enterica serovar Typhimurium. Rijetko se mogu naci kod drugih vrsta porodice
Enterobacteriaceae (Bradford 2001). Ova skupina B-laktamaza ima oko 30-ak enzima (Bonnet

2004).
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1.10 ORGANIZACIJE KOJE SE U HRVATSKOJ BAVE PRACENJEM REZISTENCIJE NA
ANTIBIOTIKE | NJIHOVOM POTROSNJOM

Od same primjene penicilina AMR je uzela maha u Europi i globalno. SZO i EU izdaju brojne
preporuke za racionalizaciju potrosnje antibiotika i o¢uvanje njihove djelotvornosti, kao i osnivanje raznih
organizacija u svrhu smanjenja stope rezistencije (Payerl-Pal 2009). Veé¢ od 1996. godine zdravstveni
djelatnici i znanstvenici u Hrvatskoj su uocili bojaznost od ¢esce zastupljenosti MDR bakterija, te je tako u
Hrvatskoj zapoceto sustavno pracenje rezistencije na antibiotike. Te godine pri Kolegiju javnog zdravstva
Akademije medicinskih znanosti Hrvatske (AMZH) osnovan je Odbor za pracenje rezistencije na bakterije
u ¢ijem radu sudjeluju gotovo svi mikrobioloski laboratoriji u Hrvatskoj. Odbor je 1997. godine prihvatio
americke Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), a 2011. godine europske The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) standarde kao sluZzbene nacionalne standarde
glede testiranja osjetljivosti na antibiotike (Kosalec i sur. 2021). 2003. godine Odbor je prosirio svoje
djelovanje pracenjem potrosnje antibiotika u bolnicama te je osnovana Alliance for the prudent use of
antibiotics (APUA Croatia) koju uglavnom cine ¢lanovi Odbora. Osnovna aktivnost APUA je prikupljanje
podataka o potrosnji antibiotika u bolnicama (Payer-Pal 2009). Na Klinici za infektivne bolesti ,,Dr. Fran
Mihaljevi¢“ 2003. godine osnovan je Referentni centar Ministarstva zdravstva za pracenje rezistencije

bakterija (Kosalec i sur. 2021).

Krajem 1990-tih na europskoj razini pokrenuto je pracenje rezistencije bakterija i potrosnje
antibiotika kroz projekte Europskog sustava za nadzor antimikrobne rezistencije (EARSS) i Europskog
nadzora potrosnje antimikrobnih sredstava (EASC), kojima se prikljucila i Hrvatska. Buduéi da su EARSS i
ESAC bila dva najuspjesnija europska projekta, godine 2010. i 2011. prerasli su u Europsku mrezu za nadzor
antimikrobne rezistencije (EARS-Net) i Europsku mrezu za nadzor potrosnje antimikrobnih sredstava
(EASC-Net). Sudjelovanje u ova dva programa omogucdava pregled podataka o rezistenciji bakterija u
zemljama EU. Prema preporukama EU u Hrvatskoj je 2006. godine pri Ministarstvu zdravstva Republike
Hrvatske osnovana Interdisciplinarna sekcija za kontrolu i rezistenciju na antibiotike (ISKRA). ISKRA
koordinira sve aktivnosti koje su vezane uz kontrolu rasprostranjenja rezistencije na antibiotike u podrucju
humane medicine, veterine, ali i suraduje s istovjetnim tijelima drugih europskih zemalja. Glavne aktivnosti
kojima se bavi je kontinuirano pracenje rezistencije i potroSnje antibiotika, razvijanje smjernica za
racionalno koriStenje antibiotika, edukacije zdravstvenih djelatnika kao i provodenje javnih kampanja kako

bi se podigla svijest o antibioticima i rezistenciji (Kosalec i sur. 2021).
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1.11 REZISTENTNI IZOLATI U VANBOLNICKOJ | BOLNICKOJ POPULACUI

Vise od 90% antibiotika se koristi za vanbolni¢ko lijeCenje, ali najizazovnija situacija glede
rezistencije na antibiotike je u bolnickom okruZenju. Tamo je upotreba antibiotika za terapeutske svrhe
vrlo Cesta, stvaraju se savrseni uvjeti za povecanje rezistencije i proliferaciju MDR bakterija (Kosalec i sur.

2021).

Poznata nam je Cinjenica da u bolnickim sredinama cirkuliraju MDR bakterijski izolati, ali danas je
postala goruc¢a tema njihove pojavnosti u vanbolnickoj sredini. Bakterije rezistentne na antibiotike su sve
viSe prisutne u kanalizaciji, vodi i hrani. Prevelika upotreba antibiotika uzrokuje stalni porast rezistencije

zbog ¢ega se dovodi u pitanje ugroZenost ucinkovitosti empirijske antibiotske terapije (Kosalec i sur. 2021).

IMS je najcesca infekcija koju uzrokuj Enterobacteriacae u vanbolnickoj i bolni¢koj sredini. Kod
vanbolnicke populacije naj¢eséi uzrocnik IMS-a je Escherichia coli, pa shodno tome vrlo je vazno uspjeti
oCuvati njenu dobru osjetljivost na antibiotike (Kosalec i sur. 2021). Od pocetka pracenja rezistencija u
Hrvatskoj i EU ubrzo se detektirala visoka stopa rezistencije Escherichia coli na ampicilin i ko-trimoksazol.
U brojnim europskim zemljama i SAD-u utvrdena je rezistencija na ko-trimoksazol u vise od 20% izolata
Escherichia coli, ali kod ostalih Enterobacteriaceae ta je stopa jos i visa (AndraSevic¢ i Tambic¢ 2006). Zbog
visoke rezistencija, ko-trimoksazol i ampicilin dugi niz godina nisu izbor za empirijsko lijecenje IMS-a
(Kosalec i sur. 2021). Prvi penicilinski antibiotik koji je djelovao na Gram negativne bakterije bio je
amoksicilin, te je on nazvan penicilinom Sirokog spektra (Andrasevic¢ i Tambic¢ 2006). Sve je ¢eS¢a pojavnost
rezistencija na ampicilin koja je uzrokovana ESBL laktamazama (Kosalec i sur. 2021). U Hrvatskoj je danas
50% Escherichia coli i 30% Proteus mirabilis rezistentno na ampicilin (Andrasevi¢ i Tambi¢ Andrasevic¢

2006).

Krajem 1980-tih kod Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae uocCena je rezistencija na
cefalosporine Il. i lll. generacije uzrokovana djelovanjem enzima ESBL (Kosalec i sur. 2021). ESBL razara sve
B-laktame osim karbapenema (Andrasevi¢ i Tambi¢ Andrasevi¢ 2006). Usporedujuci rezistenciju na
cefalosporine izmedu drugih europskih zemalja i Hrvatske, Hrvatska spada u zemlje sa srednje visokim
stopama rezistencije na cefalosporine. Rezistencija iznosi 10-25% (Kosalec i sur. 2021). Udio izolata
Escherichia coli koji produciraju ESBL u Hrvatskoj je 2% i ti izolati su Cesto vidljivi u vanbolni¢koj populaciji.
U Hrvatskoj udio ESBL izolata Klebsiella pneumoniae u bolni¢koj sredini je izmedu 20-40% (Andrasevic i

Tambi¢ Andrasevi¢ 2006).
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U europskim zemljama zabiljezen je stalni porast rezistencije Escherichia coli na kinolone, a u Sest
europskih zemalja rezistencija na fluorokinolone premasuje 25%. Kinoli su u Hrvatskoj postali okosnica za
lijeCenje IMS-a, medutim zabiljeZzen je blagi, ali konstantni porast rezistencije, gdje je rezistencija
Escherichia coli na kinolone dostigla 10% (Andrasevi¢ i Tambi¢ Andrasevi¢ 2006). Uspjesno djelovanje
protiv enzima ESBL pruza klavulanska kiselina. Djelotvornost amoksicilinu vra¢a kombinacija s
klavulonskom kiselinom, ali i onemoguéava upotrebu amoksicilina u visokim dozama koje ¢esto bivaju
potrebne kod lijecenja ozbiljnih sistemskih infekcija pa se tako osjetljivost na amoksicilin s klavulanskom

kiselinom dvostruko interpretira (Kosalec i sur. 2021).

Upotreba gentamicina kod lijeCenja IMS-a nije dovela do visoke stope rezistencije. U Hrvatskoj
rezistencija Escherichia coli na gentamicin iznosi 6%, dok je rezistencija na netilmicin i amikacin 1%. Zbog
uskog spektra djelovanja, kao i zbog niske stope rezistencije kod nekompliciranog cistitisa koriste se
fosfomicin i furantoin (Kosalec i sur. 2021). Sto se ti¢e nitrofurantoina, rezistencija u Escherichia coli sporo
se razvija i iznosi 3%. Fluorokinoloni pokazuju dobru ucinkovitost s niskim MIK-om za Enterobacteriacae

(Andrasevic¢ i Tambi¢ Andrasevic¢ 2006).

Osim Escherichia coli, uzro¢nici IMS-a kod bolnicke populacije su i druge Gram negativne bakterije
kao npr. Proteus spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., te nefermentirajuée bakterije Pseudomonas spp.
i Acinetobacter spp. (Andrasevi¢ i Tambi¢ Andrasevi¢ 2006). U hrvatskim bolnicama najvedi problem
predstavljaju Pseudomonas aeruginosa i Acinetobacter baumannii, a zadnjih godina i Klebsiella
pneumoniae koji su sve vise rezistentni na karbapeneme. Rezistencija na karbapenemske antibiotike
prosirila se diljem svijeta. U pojedinim zemljama karbapenemi nemaju ucinkovito djelovanje na vise od
polovice pacijenata koji bivaju lijeeni od infekcija uzrokovanih Klebsiella pneumoniae. Naj¢es¢i enzimi koji
uzrokuju rezistenciju na karbapeneme kod Enterobacteriaceae, osobito kod Klebsiella pneumoniae su KPC,
NDM,VIM te OXA-48 enzimi. Ozbiljnu prijetnju u buduénosti, osobito kod uroloskih bolesnika i infekcija
koje su povezane s bolni¢ckom skrbi predstavlja Proteus mirabilis koji je prirodno rezistentan na kolistin,
tigeciklin te pokazuje nisku osjetljivost na imipenem (Kosalec i sur. 2021). Posebnu zabrinutost predstavlja
rezistencija na kolistin, koji se koristi kao zadnja linija obrane u lijeCenju infekcija uzrokovanih Gram
negativnim bakterijama koje su rezistentne na sve ostale antibiotike (Kosalec i sur. 2021). Alarmantno
stanje glede kolistin-rezistentnih izolata bilo je 2019.godine u hrvatskim bolnicama. Tada je uocena
rasprostranjenost kolistin-rezistentnog izolata Klebsiella pneumoniae ESBL OXA-48 u nekoliko bolnica u
razli¢itim regijama Hrvatske, ali je uocena sve Cesc¢a zastupljenost navedenog izolata i kod vanbolnicke

populacije (Tot isur. 2021).
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Enterobacteriaceae rezistentne na cefalosporine lll. generacije, Pseudomonas rezistentan na
karbapeneme, te MRSA su bakterije koje dominiraju u bolnickoj flori i uzrokuju teske zdravstvene
probleme. MRSA i Escherichia coli koje produciraju ESBL uzrokuju infekcije i kod pacijenata izvan bolnice

protiv kojih vecina antibiotika pokazuje neucinkovitost (Tambi¢ Andrasevi¢ 2007).

1.12 REZERVOARI REZISTENTNIH BAKTERIJA | GENA ZA REZISTENCUJU

SZO za cilj ima nadzor nad rezistencijom u svim sektorima pa tako i u okoliSu. Zbog masivne, ali
Cesto i neadekvatne upotrebe antibiotika u humanoj medicini, veterini, akvakulturi, poljoprivredi i
industrijskom uzgoju Zivotinja velik broj antibiotika zavrSava u okoliSu. Antibiotici mogu dospjeti u okolis
na razli¢ite nacine (Slika 5), no najucestaliji izvor su otpadne vode. One su jedan od klju¢nih rezervoara
MDR bakterija kao i antimikrobnih lijekova koji se ne metaboliziraju u potpunosti u ljudskom ili
Zivotinjskom organizmu, te se 30-90% izluCuju iz organizma u okolis. Otpadne vode se smatraju
sekundarnim staniStem vanbolnickih MDR bakterija kao i rezistentnih gena. U njima se najcesée
identificiraju MDR bakterije porodice Enterobacteriaceae, posebice Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Shigella spp., Salmonella spp., ali i Vibrio spp., Acinetobacter spp. i Enterococcus spp. Otpadne vode,
osobito netretirane bolnic¢ke i farmaceutske, su okolisni spremnik koji pridonosi pojavi i rasprostranjivanju
MDR bakterija. 46,4% bakterija iz kanalizacijskih postrojenja, bolnica i farmaceutskih tvornica je MDR
(Bbosa i sur. 2014). Neprocis¢ene otpadne vode sadrZe antimikrobne lijekove, dezinfekcijska sredstva i
teSke metale, koji stvaraju selektivni pritisak poti¢uci rasprostranjenost MDR bakterija i rezistentnih gena

(Karkman i sur. 2018).

Uredaji za obradu otpadnih voda ne uklanjaju u potpunosti antibiotike, pa tako procis¢ene
otpadne vode dospijevaju u povrsinske i u podzemne prirodne vodotoke (Alexander i sur. 2020). Osobito
zabrinjavajuéi problem je ukoliko otpadne vode sa Zivotinjskih farmi dospiju na polja gdje se uzgajaju biljke
za prehranu ljudi ili Zivotinja. Takve biljke su rezervoari rezistentnih gena i rezistentnih bakterijskih izolata
(Accinelli i sur. 2007). Stajsko gnojivo s farmi sadrZi antibiotike, a poljoprivredne povrsine se tretiraju
takvim gnojivom. Iz gnojiva biljke akumuliraju antibiotike te se nadalje nemetabolizirani antibiotici mogu

prenositi kroz hranidbeni lanac (Gothwal i Shashidhar 2015).

U postrojenjima za obradu otpadnih voda nalazi se velika koncentracija bakterija koje su zbog
konstantnog mijeSanja otpadne vode u stalnom kontaktu. Ako se u obzir uzme i visoka koncentracija
hranjivih tvari uz prisustvo selektivnih tvari (metali, antibiotici), svi navedeni uvjeti olaksavaju i
omogucavaju horizontalni prijenos rezistentnih gena. Temeljem niza analitickih istraZivanja, identificirana

je ucestala prisutnost ESBL-producirajuéih Enterobacteriaceae u bolni¢kim, ali i u vanbolnickim
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okruZenjima. Prema tome, na osnovu brojnih provedenih studija jasno je da su otpadne vode rezervoari

rezistentnih bakterijskih izolata i rezistentnih gena (Osiriska i sur. 2020; Dincer i Yigittekin 2017).

Koncentracija antibiotika u postrojenjima otpadnih voda krece se u rasponu od nekoliko ng/L pa
do par pg/L. Navedene vrijednosti su sub-inhibitorne koncentracije tj. nisu dovoljne da bi inhibirale ili ubile
bakterije, ali pak te doze omogucuju prednost u rastu odredenim rezistentnim izolatima (Serweciriska
2020). Buduci da su bakterijski organizmi izloZeni sub-inhibitornim koncentracijama antibiotika to im
omogucdava razvoj rezistentnih mehanizama kojim se olako rasprostranjuju u okoliSu. Tako npr. u
Spanjolskoj u bolni¢kim otpadnim vodama koncentracije antibiotika iznose 10 do 30 ng/L (Gémez i sur.
2006), u Vijetnamu vise od 40 pg/L (Thai i sur. 2018), u Singapuru 70 pg/L, dok se u zagrebackim
komunalnim vodama koncentracija antibiotika kre¢e od 100 i 1000 ng/L. Velik problem je taj $to jos uvijek
u zakonskoj regulativi ne postoje propisi za reguliranje ispustanja antibiotika iz raznih izvora u okoli$ (Senta
i sur. 2013). Rezistentni mikroorganizmi mogu utjecati na mikrobiotu u ekosustavu $to dovodi do

poremecaja kruZzenja organske tvari u okolisu (Bbosa i sur. 2014).

Slika 5. Prikaz rasprostranjenosti rezistentnih bakterija i gena za rezistenciju iz razlicitih izvora u okolis:
(1) otpadne vode i bolnica; (2) gnojenje usjeva stajskim gnojem; (3) usjevi koji su gnojeni sa stajskim
gnojivom i otpadnim vodama; (4) konzumacija usjeva; (5) konzumacija mesnih i mlije¢nih proizvoda;

(6)konzumiranje vode koja je u kontaktu s otpadnim vodama; (7) prijenos putem insekata i divljaci; (8)

putovanja.

Preuzeto i prilagodeno iz Murugadas i Prasad (2019).
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1.13 ULOGA DIJAGNOSTIKE U BORBI PROTIV AMR-a: FENTOTIPSKA | GENOTIPSKA
DIJAGNOSTIKA

Dijagnostika ima klju¢nu ulogu u racionalnoj upotrebi antibiotika. Vecina laboratorija za fenotipsko
prepoznavanje AMR-a koristi testove za odredivanje osjetljivosti na antimikrobne lijekove, kao Sto je
antibiogram. Antibiogram prati rast mikroorganizama izloZenih antibioticima. Medutim, jedan od
nedostataka antibiograma je potreba za prethodnim kultiviranjem bakterijskih kultura prije testiranja.
Nakon toga, potrebno je dodatno vrijeme za kultivaciju bakterija kako bi se utvrdilo postojanje rezistencije
na antibiotike. To moZe dovesti do kasnjenja u dobivanju rezultata, Sto moZe produfZiti vrijeme potrebno
za postavljanje klinicke dijagnoze i rezultirati upotrebom empirijske terapije. Dodatni problem
antibiograma je upotreba antibiotika Sirokog spektra kako bi se obuhvatila moguénost multiple rezistencije
bakterija. Ovaj problem bi se mogao rijesiti brzom dijagnostikom koja ukljucuje skra¢en vremenski period
do rezultata. Sadasnje metode za odredivanje osjetljivosti na antimikrobne lijekove zahtijevaju duZi
vremenski period za analizu i stru¢nost osoblja, jer interpretacija rezultata zahtijeva specifi¢no i aZurirano

znanje (Bard i Lee 2018).

S druge strane genotipski testovi za odredivanje osjetljivosti na antimikrobne lijekove obi¢no
ukljucuju upotrebu PCR metode koja pruza visoku osjetljivost i specificnost i omogucuje identifikaciju gena
rezistencije. Ipak, genotipsko testiranje ima nekoliko ogranicenja: (1) zahtijeva stru¢no osoblje i
specijaliziranu opremu; (2) PCR je usmjeren na genetske sekvence, $to znaci da ne moZe detektirati nove
mehanizme rezistencije; (3) genetska rezistencija ne rezultira uvijek stvarnom, tj. fenotipskom
rezistencijom. U tom kontekstu, klju¢na su testiranja koja pruzaju lije¢nicima najvecu vrijednost
informacija. Zato se ulazu veci napori u razvoj novih fenotipskih testova za antimikrobnu rezistenciju.
Prednost fenotipskog pristupa u odnosu na genotipsku analizu je u tome $to nije potrebno ciljati prethodno
poznatu karakteristiku, kao Sto je gen rezistencije. Umjesto toga, ovaj pristup se temelji na ponasanju

bakterije u stvarnom okruzenju (Bard i Lee 2018).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog diplomskog rada bio je analizirati profil antimikrobne rezistencije bakterijskih izolata iz
porodice Enterobacteriaceae izdvojenih iz ljudskog urogenitalnog sustava, te utvrditi prevalenciju izolata
Enterobacteriacae koje produciraju ESBL enzime. IstraZivanjem se nastojao pruZiti uvid u rezistenciju na
antibiotike kod bakterija iz porodice Enterobacteriaceae u Hrvatskoj, identificirati antibiotike na koje su
najéesce rezistentne te kvantificirati ucestalost ESBL producirajucih izolata unutar porodice

Enterobacteriaceae.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1 VREMENSKI PERIOD ISTRAZIVANJA

IstraZivanje sam provela na Zavodu za mikrobiologiju Bioloskog odsjeka PMF-a u Zagrebu u
razdoblju od 1. rujna do 31. prosinca 2021. godine. Izolati porodice Enterobacteriaceae, koje sam koristila
u eksperimentalnom segmentu diplomskog rada, potekli su iz ljudskog urogenitalnog sustava i bili su
izolirani od strane djelatnika Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo i ustupljeni mi za potrebe izrade
diplomskog rada na Bioloskom odsjeku. Izolati porodice Enterobacteriaceae su dostavljeni na Bioloski
odsjek na hranjivim podlogama unutar Petrijevih zdjelica i bili su Ciste bakterijske kulture sto je prikazano

na Slici 6.

Slika 6. Cista bakterijska kultura izolata porodice Enterobacteriacae. Na slici je izolat Escherichia
coli na hranjivoj podlozi.
3.1.1 Hranjive podloge, aparatura i pribor, kemikalije
Sva aparatura, pribor i kemikalije, kao i hranjive podloge koje sam koristila za provedbu

eksperimentalnog dijela diplomskog rada navedeni su u tekstu nize.
Hranjive podloge:

e Muller-Hinton agar (MH)
o Cvrste biokemijske podloge (Kliglerov trostruki $ec¢er, Simmonsov citratni agar, HIP (H = produkcija
H,S, I= produkcija indola, P= pokretljivost))

e Tekuce biokemijske podloge (laktoza, lizin, ornitin, urea).
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Aparatura i pribor:

e Inkubator

e Biozastitni kabinet

e Dispenzor za antibiotike

e Petrijeva ploCa, metalna bakterioloska usica, stalak za epruvete, epruvete, sterilni vateni Stapi¢,

kapaljka.

Kemikalije:

e 0,9% fizioloska otopina
e Boje za bojanje po Gramu

e Metilensko modrilo.

3.2 BIOKEMUSKI TESTOVI

Ukoliko na osnovu morfoloskog izgleda kolonija poraslih na hranjivom mediju nisam bila sigurna o
kojoj vrsti Enterobacteriaceae je rijec, koristila sam hranjive podloge za odredivanje biokemijskih osobina
bakterija. Temelj biokemijskih podloga jest dokazivanje prisutnosti ili odsutnosti bakterijskih enzima tj. na
temelju metaboli¢kih svojstva bakterije moguce je identificirati vrstu bakterije. Podloge sadrzavaju
hranjive tvari koje bakterijski enzimi mogu razgraditi te ukoliko bakterija razgraduje hranjivu tvar podloga
mijenja boju, a ukoliko ne razgraduje podloga boje ostaje nepromijenjena. Promjena boje u biokemijskim
podlogama posljedica je pH indikatora koji reagiraju s produktima bakterijskog metabolizma. pH indikator
u biokemijskim podlogama mijenja boju ovisno o kiselosti (pH) okoline. Npr. ako bakterija fermentira Seéer
iz podloge kao krajnji produkt razgradnje Secera nastat ée kiselina. Kiselina ¢e sniziti pH podloge, a indikator
¢e promijeniti boju. Ako bakterija ne fermentira Secer, pH se nece promijeniti i boja Ce ostati
nepromijenjena. Sve biokemijske podloge koje sam koristila bile su proizvodaca Liofilchem, Italija.
Biokemijski niz uobicajeno Cine: Kliglerov trostruki secer, citirat, laktoza 10%, lizin i ornitin, urea, HIP (Slika
9). Podloge, u teku¢em ili ¢vrstom stanju nalaze se u epruvetama. Bakterijske kolonije sam na biokemijske
podloge nanosila tako $to sam pikirala sterilnom bakterioloskom usicom jednu koloniju s hranjive podloge
na kojoj su izrasle, te u svaku ¢vrstu podlogu sam bakterioloskom usicom nanijela tu bakterijsku koloniju

(napravila ubod pomocu bakterioloske usice). Za tekuce podloge sam uzela novu bakterijsku koloniju iste
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morfologije i uronila bakteriolosku usicu u tekuc¢u podlogu. Prije toga sam Zarila bakteriolosku usicu na
plinskom plameniku kako ne bi doslo do kontaminacije. Potom sam biokemijske podloge stavila u
inkubator na 36 °C tijekom 18 do 24h, a sljedeci dan sam interpretirala rezultate (Slika 9). Na biokemijskim
hranjivim podlogama, unato¢ tome ako ne dode do metaboliziranja hranjivih tvari iz podloge od strane

bakterija tj. ako se boja podloge nije promijenila, moguc je porast biomase bakterija.

KLIGLER LIZIN | ORNITIN | UREA/F.A. POKRETUIVOST
gluk/lakt/H,S
Escherichia coli + / = =
Klebsiella spp. + / ik / = - I - N
Klebsiella pneumoniae RN - = / = = =
Klebsiella oxytoca I = i = =
Klebsiella aerogenes | I / = - - +
Enterob. cloacae ==
Enterobacter agglomerans | + o
Enterobacter sakazakii + | +
Citrobacter koseri |
Citrobacter freundi + / |+
Citrobacter amalonat & 7 -

Proteus mirabilis
Proteus vulgaris

Morganella morgani +

Providencia rettgeri i
Providencia stuartii +
Providencia alcalifaciens &

Serratia marcescens

Serratia liquefaciens

Salmonela spp.

Hafnia alvei

Slika 7. Interpretacija Enterobacteriacae na osnovu biokemijskog niza.

3.2.1 Kliglerov trostruki Secer

Kliglerova podloga je crvena hranjiva podloga koja ukljucuje tri Secera: glukozu, laktozu i saharozu.
Dodatno, u njoj se nalazi i Zeljezo (1) sulfat, koji sluzi kao indikator za detekciju H,S-a, te fenol crveno kao
pH indikator. Nakon perioda inkubacije, analizirala sam je li bakterija fermentirala Secer. Ako bakterija
fermentira neki od Secera, kao produkt reakcije nastala je kiselina koja mijenja boju podloge zbog
promjene pH vrijednosti. PoCetna pH vrijednost podloge iznosi 7.4, no fermentacijom Seéera pH se
smanjuje, tj. postaje kiseliji. To rezultira promjenom boje podloge iz neutralne crvene u kiselu Zutu. Ako
kosina podloge zadrZi crvenu boju, a dubina postane Zuta, to ukazuje na fermentaciju samo glukoze. Ako
su i kosina i dubina Zuti, to znaci da je bakterija fermentirala i glukozu i laktozu. Ukoliko su bakterije tijekom
metabolicke reakcije stvarale H,S, on je reagirao s ionima Zeljeza iz podloge pri cemu se stvorio FeS koji se

ocituje kao pojava crnog taloga na dnu epruvete.
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3.2.2 Simmonsov citratni agar

Simmonsov citratni agar je podloga zelene boje koja se sastoji od natrijeva citrata i bromtimol
plavo kao indikatora pH. Pojedine bakterije mogu koristi citirat kao jediniizvor ugljika. Ako bakterije koriste
citrat iz podloge tada se boja podloge iz zelene (neutralni pH) mijenja u modro plavu (alkalna reakcija) jer
razgradnjom citrata nastala je natrijeva luZina pri ¢emu je doslo do porasta pH podloge. Ukoliko bakterije

ne koristi citrat podloga ostaje zelene boje.

3.2.3 Laktoza

Laktoza 10% je tekuca podloga sa slojem parafina, svijetlo ruzicaste je boje. Osim laktoze, koja je
izvor ugljikohidrata bakterijama, podloga sadrzZi i neutralni pH indikator (fenol crveno), te peptone koji su
izvor aminokiselina i dusika. Ovim testom se dokazivala fermentacija laktoze. Ukoliko je reakcija pozitivna
dolazi do promjene boje iz svjetlo ruZi¢aste u boju ciklame. Do promjene boje dolazi jer se smanjuje pH
podloge, odnosno postaje kiseliji zbog nastanka kiseline prilikom fermentacije laktoze. Ako bakterija ne

fermentira laktozu, ne dolazi do promjene boje podloge.

3.2.4 Lizin i ornitin

Lizin i ornitin su tekuce podloge koje imaju sloj parafina. Ovim testovima se identificiraju bakterije
koje mogu razgraditi navedene aminokiseline. Sastav hranjive podloge lizina je glukoza, lizin, triptofan,
bromkrezol ljubicasto kao pH indikator. Pocetni pH podloge je izmedu 6.7-6.9. Ukoliko su bakterije mogle
metabolizirati lizin, pri tom su mogle koristiti glukozu, ¢ijom fermentacijom je nastala kiselina koja
smanjuje pH i tada indikator mijenja boju iz ljubiCaste u Zutu. Kiselo okruZzenje je stimuliralo aktivnost
enzima dekarboksilaze koja dekarboksilira lizin uklanjajuéi karboksilnu skupinu iz njega. Produkt
dekarboksilacije lizina je kadaverin koji je alkalni spoj. Zbog prisustva kadaverina pH podloge raste i
indikator ponovo postaje ljubi¢ast (promjena podloge boje: ljubi¢asto> Zuto—>ljubicasto). Ukoliko

bakterija nije metabolizirala lizin nije doslo do promjene boje podloge.

Ornitin se koristi za diferencijaciju mikroorganizama na temelju sposobnosti dekarboksilacije
aminokiseline ornitina. Sastav hranjive podloge ornitina je glukoza, lizin, te kao pH indikator koristi se
bromkrezol ljubi¢asto. Obi¢no je pocetni pH oko 6.8. Bromkrezol ljubi¢asta mijenja boju ovisno o pH
medija: kod kiselog pH (pH ispod 6.8) boja je zZuta, dok je kod alkalnog pH (pH iznad 6.8) boja ljubicasta.
Ako bakterija dekarboksilira ornitin, nastaju alkalne tvari $to uzrokuje porast pH i promjenu boje indikatora

u ljubicastu.
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3.2.5 Urea

Urea je tekuca podloga bez parafina koja sadrzi ureu kao izvor ugljika, fenilalanin te fenol crveno
kao indikator pH vrijednosti. Ako je doslo do razgradnje uree djelovanjem enzima ureaze, kao produkt
reakcije nastao je amonijak koji uzrokuje porast pH medija pri ¢emu indikator pH mijenja boju podloge iz
narancaste u boju ciklame. Ako nije doslo do promjene boje podloge, bakterija ne proizvodi ureazu tj. ne

moZe razgraditi ureu.

3.2.6 HIP

HIP je podloga kojom se dokazuje: H = produkcija H.S, I= produkcija indol, P= pokretljivost. Podloga
se sastoji od glukoze kao izvora ugljikohidrata, triptofana, Zeljezo (Il) sulfata te bromkrezol ljubi¢asto kao
pH indikatora. Pocetni pH medija je obi¢no izmedu 7.3-7.4. Ukoliko bakterije produciraju H,S u podlozi ¢e
biti vidljiv crni talog, zato $to H,S reagira s ionima Zeljeza pri cemu se stvara FeS. Ukoliko ne produciraju
H.S nece doci do nastanka crnog taloga. Ako bakterije mogu razgraditi triptofan pomoc¢u enzima nastat ¢e
indol koji se detektira dodavanjem Erlichovog ili Kovadevog reagensa $to rezultira pojavom ruZi¢asto
obojenog prstena na vrhu hranjive podloge. Pozitivan test pokretljivosti pokazuje difuzno zamudéenije cijele
podloge, dok je kod negativnog testa zamucenje vidljivo samo uz liniju uboda koja je nastala prilikom

uranjanja bakterioloske usice u hranjivu podlogu.

3.3 TESTIRANIJE OSJETUIVOSTI IZOLATA PORODICE ENTEROBACTERIACAE NA

ANTIBIOTIKE
Ispitala sam osjetljivost dobivenih bakterijskih izolata porodice Enterobacteriacae na antibiotike

(Tablica 1) pomocu disk-difuzijske metode po Kirby-Bauer-u na Mueller-Hinton-ovom agaru (MH,
Liofilchem, Italija). Disk-difuzijska metoda temelji se na difuziji antibiotika odredene koncentracije koji su
impregnirani na papirnatim diskovima. Antibiotik difundira kroz agar i stvara odredeni gradijent
koncentracije. Ako oko diska nastane podrucje gdje nije vidljiv porast bakterija, to se podrucje naziva zona
inhibicije rasta bakterija i tada je rijec o osjetljivosti bakterije na taj antibiotik. MH podloga je standardna
hranjiva podloga koja se koristi za ispitivanje osjetljivosti bakterija na antibiotike. 1z bakterijske kulture, s
Cvrste hranjive podloge na kojoj su porasle bakterijske kolonije pomocu bakterioloske usice uzela sam 3-5
kolonija iste morfologije. Od njih sam nacinila suspenziju u 5 mL 0,9% fizioloSke otopine gustoce suspenzije
0,5 MacFarlanda (McF). Nacinjenu suspenziju koristila sam za testiranje osjetljivosti izolata na antibiotike
i u nju sam uronila sterilni vateni Stapi¢. Pomoc¢u vatenog Stapic¢a nanijela sam suspenziju u tri razli¢ita

smjera po povrsini MH agara. Unutar 15 minuta, dispenzorom ili pincetom na MH agar postavila sam
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papirnate dijagnosticke diskove natopljene antibioticima odredene koncentracije. Vrlo je vazno da su
diskovi s antibioticima dovoljno udaljeni jedan od drugoga kao i od samog ruba ploce, jer je na takav nacin
moguce pravilno izmjeriti promjer inhibicijske zone bez da je doslo do preklapanja zona s drugim
antibioticima. Nasijanu MH podlogu s antibioticima stavila sam u inkubator s aerobnom atmosferom na

temperaturu 37°C, tijekom 16-24h.

Tablica 1. Prikaz koristenih dijagnostickih diskova natopljenih antibiotikom odredene koncentracije za
disk-difuzijsku metodu po Kirby-Baueru. Svi su antibiotici bili proizvodaca Mast Diagnostica GmbH, Mas

group, Njemacka.

Kratica Antibiotik Koncentracija

AUG | amoksicilin - klavulanska kiselina 20-10pg

CRO Ceftriakson 30ug
CFX Cefaleksin 30ug
CXM Cefuroksim 30ug
AP Ampicilin 10ug
CAZ Ceftazidim 10ug
NI Nitrofurantoin 100ug
FOX Cefoksitin 30pg
GM Gentamicin 10pg
CFM Cefiksim 5ug
TS trimetoprim - sulfametoksazol 1.25-23.75ug
NOR Norfloksacin 10ug
FOT Fosfomicin 200ug
AK Amikacin 30pg
PTZ piperacillin-tazobactam 30-6ug
CPM Cefepim 30pg
IMI Imipenem 10pg
CIP Ciprofloksacin 5ug
ETP Ertapenem 10pg
CZA14 ceftazidim — avibaktam 10-4pg
Cc/T ceftolozan — tazobaktam 30-10ug
MEM Meropenem 10pg
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IMR imipenem — relebaktam 10-25pg

FDC Cefiderokol 30pg

3.3.1 Interpretacija antibiograma
Nakon inkubacije, sljedeéi dan interpretirala sam antibiogram tj. inhibicijske zone mjerene u

milimetrima pomocu ravnala. Rezultate sam ocitala prema kriterijima EUCAST-a (2021. godina) prikazanim
u Tablici 2. Prema smjernicama EUCASTA-a dobiveni rezultat moze biti definiran kao: osjetljiv (S, eng.

susceptible), srednje osjetljiv (I, eng. intermediate) ili rezistentan (R, eng. resistant).

Tablica 2. EUCAST smijernice za interpretaciju osjetljivosti izolata porodice Enterobacteriaceae na diskove
natopljene antibioticima to¢no odredene koncentracije disk-difuzijskim testom po Kirby-Bauer metodi.
Kategorija S je oznaka za izolat koji je osjetljiv na antibiotik, kategorija R je oznaka za izolat koji je
rezistentan na antibiotik. Preuzeto s EUCAST (Clinical Breakpoint Tables v. 11.0, valid from 2021-01-01,

https://www.eucast.org/clinical_breakpoints).

Antibiotik Promjer zone (mm)

S2 R<

AUG 16 16
CRO 25 22
CFX 14 14
CXM 19 19
AP 14 14
CAZ 22 19
NI 11 11
FOX 19 19
GM 17 17
CFM 17 17
TS 14 11
NOR 22 22
FOT 24 24
AK 18 18
PTZ 20 20
CPM 27 24
IMI 22 19
CIP 25 22
ETP 25 25
CAZ14 13 13
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c/T 22 22

MEM 22 16
IMR 22 22
FDC 30 22 22

3.3.2 Fenotipsko ispitivanje produkcije B-laktamaza prosirenog spektra

Detekciju ESBL-a sam radila uglavhom za izolate Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae, ali
ponekad su se pojavile iznimke i za druge izolate porodice Enterobacteriaceae. Za dokazivanje ESBL izolata
koristila sam metodu dvostrukog disk-sinergijskog testa (eng. double disk synergy test; DDST). DDST
metoda temelji se na sinergizmu izmedu cefalosporina prosirenoga spektra i nekog inhibitora B-laktamaza,
najcesce je rije¢ o klavulanskoj kiselini. U svrhu dokazivanja ESBL enzima koristila sam cefalosporine IlI.
generacije tj. ceftazidim 10ug (CAZ) i ceftriakson 30ug (CRO) te amoksicilin sa klavulanskom kiselinom 20-
10ug (AUG). Provodenje testa za dokazivanje ESBL enzima odradila sam na jednak nacin kao $to sam radila
disk-difuzijsku metodu, samo je razlika u rasporedu antibiotika. Za dokazivanje ESBL enzima koristila sam
preko-no¢nu kulturu testiranoga izolata i pripremila sam bakterijski inokulum, kojeg sam pomocu sterilnog
vatenog Stapica nanijela u tri razli¢ita smjera na MH agar. Nakon toga sam na povr$inu MH agara pincetom
nanijela diskove antibiotika sljedeé¢im rasporedom CAZ-AUG-CRO. Vrlo je vazno da AUG bude u sredini, a
sa strane cefalosporini lll. generacije. Razmak izmedu diskova od centra do centra mjereci ravnalom trebao
bi biti oko 2 cm, jer ako je izolat rezistentan tada je taj razmak smanjen na 1 cm. MH plo¢u s nanesenim
diskovima antibiotika sam stavila u termostat na inkubiranje 18-24h pri temperaturi 37 °C u aerobnoj
atmosferi. Nakon inkubacije interpretirala sam rezultate prema smjernicama EUCAST (2021. godina). U
ovom sinergijskom testu mjerila sam utjecaj AUG na cefalosporine Ill. generacije. Produkcija ESBL enzima
bila je potvrdena deformacijom inhibicijske zone rasta oko cefalosporina Ill. generacije u smjeru
centralnoga diska AUG. Test je bio pozitivan ako se vidjelo prosirenje zone inhibicije bakterijskog rasta ili

deformacije zone oko bilo kojeg diska s cefalosporinima lll. generacije u smjeru diska s AUG (Slika 9).
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Slika 8. Prikaz produkcije ESBL enzima.
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4. REZULTATI

Moj diplomski rad bio je usmjeren na vrste koje pripadaju porodici Enterobacteriaceae. Tablica 3
pruza uvid u identificirane izolate porodice Enterobacteriaceae koji produciraju ESBL enzime, kao i onih
koji ne produciraju ESBL enzime. Izdvojenih izolata porodice Enterobacteriacae koji ne produciraju ESBL
enzime bilo je 708, a izolata ESBL Enterobacteriacae 77.

Tablica 3. Pregled izolata porodice Enterobacteriaceae koje produciraju ESBL enzime i onih koje ne
produciraju ESBL enzime. U zagradi je dan broj izdvojenih izolata svake bakterijske vrste porodice

Enterobacteriacae.

I1zolati porodice Enterobacteriaceae (708) i ESBL izolati
porodice Enterobacteriacae (77)
Citrobacter freundii (2)
Citrobacter koseri (37)
Enterobacter agglomerans (3)
Enterobacter cloaceae complex (7)
Escherichia coli (534)
Klebsiella aerogenes (11)
Klebsiella oxytoca (8)
Klebsiella pneumoniae complex (57)
Klebsiella sp. (3)
Morganella morganii (9)
Proteus mirabilis (33)
Proteus vulgaris (3)
Serratia marcescens (1)
Enterobacter cloacae ESBL (1)
Escherichia coli ESBL (41)
Klebsiella aerogenes ESBL (4)
Klebsiella pneumoniae ESBL (13)
Morganella morganii ESBL(1)
Proteus mirabilis ESBL (3)
Proteus vulgaris ESBL(1)
Serratia marcescens ESBL(1)

Iz ljudskog urogenitalnog sustava izdvojeni su izolati Enterobacteriaceae, ukljuujuéi one koji
produciraju ESBL enzime te one koji ih ne produciraju. U Tablici 4 je vidljiv prikaz izolata ESBL porodice
Enterobacteriacae izdvojenih iz ljudskog urogenitalnog sustava. Medu izolatima koji produciraju ESBL
dominirala je Escherichia coli (50), a poslije nje Klebsiella pneumoniae (16). Escherichia coli je najcesée bila
porijeklom iz urina (41), a najrjede iz briseva uretre (1) i ejakulata (1). Pet izolata Escherichia coli ESBL

porijeklom je iz briseva cerviksa i dva iz briseva rodnice. Od 16 izolata Klebsiella pneumoniae ESBL, najcesée
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ih je porijeklom iz urina (13), a najrjede iz brisa rodnice (1), dok su dva izolata porijeklom iz briseva cerviksa.
Sljedeci ESBL izolati su isklju¢ivo identificirani samo u urinima: Klebsiella aerogenes (4), Proteus mirabilis
(3), te po jedan izolat Enterobacter cloacae, Morganella morganii, Proteus vulgaris, Serratia marcescens.
Vidljivo je da je najcescée izdvojenih izolata bilo porijeklom iz urina (65), a najrjede iz briseva uretre (1) i
ejakulata (1). Iz briseva cerviksa izolirano je sedam izolata, a iz briseva uretre tri. U brisevima glansa, vagine

i vulve nisu identificirani ESBL izolati.

Tablica 4. Identificirani ESBL producirajuéi izolati porodice Enterobacteriacae iz ljudskog urogenitalnog

sustava.

ESBL izolati | Bris Bris Bris Bris Bris Bris Ejakulat Urin
cerviksa glansa  rodnice uretre vagine vulve

Enterobacter 0 0 0 0 0 0 0 1
cloacae
Escherichia 5 0 2 1 0 0 1 41
coli
Klebsiella 0 0 0 0 0 0 0 4
aerogenes
Klebsiella 2 0 1 0 0 0 0 13
pneumoniae
Morganella 0 0 0 0 0 0 0 1
morganii
Proteus 0 0 0 0 0 0 0 3
mirabilis
Proteus 0 0 0 0 0 0 0 1
vulgaris
Serratia 0 0 0 0 0 0 0 1
marcescens

U Tablici 5 su prikazani izolati porodice Enterobacteriaceae koji ne produciraju ESBL enzime. Izolati
su izdvojeni iz ljudskog urogenitalnog sustava. Ukupno je izdvojeno 708 izolata. Od vrsta je dominirala
Escherichia coli s 534 izolata, najéesce porijeklom iz urina (347), a najrjede iz brisa glansa (2). Najrjede
izolirana vrsta je Serratia marcescens. Samo jedan izolat je identificiran u urinu. Sljedeca najéesée izolirana
vrsta bila je Klebsiella pneumoniae complex (57). Na osnovu tablicnog prikaza, moZe se zakljuditi da su

najcesce identificirani izolati porijeklom iz briseva cerviksa (147), zatim briseva urina (107), a najrjede u
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brisevima vulve (9) i glansa (9). U brisevima uretre uoceno je 33 izolata, a u brisevima rodnice 38, dok je

18 izolata identificirano iz ejakulata.

Tablica 5. Izolati porodice Enterobacteriacae koji ne produciraju ESBL enzime izolirani iz ljudskog

urogenitalnog sustava.

Izolati Bris Bris Bris Bris Bris Bris Ejakulat Urin
Enterobacteriacae cerviksa glansa rodnice uretre vagine vulve

Citrobacter 0 0 0 2 0 0 0 0
freundii

Citrobacter koseri 4 3 2 5 0 0 3 20
Enterobacter 1 0 0 2 0 0 0 0
agglomerans

Enterobacter 0 2 1 0 0 0 0 4

cloacae complex

Escherichia coli 125 2 29 18 0 4 9 347
Klebsiella 2 0 0 2 0 0 1 6
aerogenes

Klebsiella oxytoca 0 0 1 2 0 0 0 5
Klebsiella 11 0 3 2 0 0 1 40
pneumoniae

complex

Klebsiella sp. 0 1 0 0 0 0 0 2
Morganella 0 0 1 1 0 0 0 7
morganii

Proteus mirabilis 3 1 3 1 0 0 5 20
Proteus vulgaris 1 0 0 0 0 0 0 2
Serratia 0 0 0 0 0 0 0 1
marcescens
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4.1 ISPITIVANIJE OSJETLIIVOSTI IZOLATA ENTEROBACTERIACAE
Ispitivanje osjetljivosti izolata Enterobacteriacae na antibiotike provedeno je disk-difuzijskom

metodom i metodom dvostrukog-sinergijskog testa. Vazno je istaknuti da neke vrste imaju prirodnu
rezistenciju prema odredenim antibioticima. Tako su Citrobacter koseri, Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, Klebsiella aerogenes, Morganella morganii, Proteus vulgaris, Serratia marcescens primarno
rezistentni na ampicilin. Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Klebsiella aerogenes, Morganella
morganii i Serratia marcescens su primarno rezistentni na amoksicilin s klavulanskom kiselinom. Primarna
rezistencija izolata na antibiotike pomaZe pri identifikaciji vrste bakterijskog izolata. Analizom
antibiograma utvrdena je rezistencija izolata Enterobacteriaceae na antibiotike (Slika 9). Ampicilin (AP),
kao predstavnik B-laktamskih antibiotika, pokazuje 100% rezistenciju na ispitivane izolate. Od 74 ispitivana
izolata niti i jedan izolat nije pokazao osjetljivost na AP. Ova apsolutna rezistencija ¢ini ga najizrazenijim u
kategoriji B-laktamskih antibiotika. Piperacilin u kombinaciji s tazobaktamom (PTZ) pokazao je dobru
osjetljivost na izolate Enterobacteriacae. U odnosu na druge testirane antibiotike ima znatno povoljniju
stopu rezistencije od svega 14.8% (11). To sugerira njegov potencijal kao preferirani izbor protiv odredenih
ESBL izolata. Gledajuci usporedbe rezistencije kod cefalosporina, stopa rezistencije cefaleksina (CFX) je
98% (50). Nadalje od cefalosporina visoke stope rezistencije su zabiljeZene i kod: cefiksima (CFM) s 96.8%,
cefuroksima (CXM) sa stopom rezistencije od 97.2% (71), ceftazidima (CAZ) s 94.5% (70), ceftriaksona
(CRO) s 93.2% (69). Od fluorokinolona, ciprofloksacin (CIP) s rezistencijom od 77.1% (54) tek malo
nadmasuje norfloksacin (NOR) s 74.2% (46). Kod aminoglikozidi stope rezistencije su sljedecée: gentamicin
(GM) 44.5% (33), a amikacin (AK) s nizom stopom rezistencije od 9.46% (7). Medu karbapenemima,
meropenem (MEM) privlai paznju s visokom stopom rezistencije od 80% (20). Od svih 3est testiranih
izolata na ertapenem (ETP), ni jedan izolat nije pokazao rezistenciju na njega. Kod imipenema (IMl)
rezistencije je iznosila 4%. Od 74 testirana izolata na IMI, samo tri izolata su bila rezistentna na njega. Na
nitrofurantoin (NI) su testirana 57 izolata, od toga njih je 33.3% (19) bilo rezistentno na NI. Sulfonamidni
antibiotik koji kombinira trimetoprim s sulfametoksazolom (TS) ima stopu rezistencije od 85.5% (63).
Fosfomicin (FOT) nije bio rezistentan na ispitivane izolate, dok kombinirani antibiotici, poput ceftazidim-
avibaktama (CAZ14) i ceftolozan-tazobaktama (C/T), pokazuju umjerene stope rezistencije. CAZ14 od 2.3%
(2),a C/T 14.2% (9).
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Slika 9. Postotak rezistencije izolata Enterobacteriacae na antimikrobne lijekove. Antibiotici: amikacin
(AK), amoksicilin+ klavulanska kiselina (AUG), ampicilin (AP), cefaleksin (CFX), cefiksim (CFM), ceftolozan
+ tazobaktam (C/T), ceftazidim (CAZ), ceftazidim-avibaktam (CAZ14), ceftriakson (CRO), cefuroksim
(CXM), ciprofloksacin (CIP), ertapenem (ETP), fosfomicin (FOT), gentamicin (GM), imipenem (IMl),
meropenem (MER), nitrofurantoin (NI), norfloksacin (NOR), piperacin + tazobaktam (PTZ), trimetoprim +

sulfametoksazol (TS).
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5. RASPRAVA

Nesumnjivo se nalazimo u eri kada AMR postaje sve izraZenija i predstavlja ozbiljan znanstveni i klinicki
izazov. Pored sve cedce rezistencije bakterija na antibiotike, rezistencija virusa, gljivica i parazita na
trenutno koriStene antimikrobne lijekove takoder je Cesta. Enterobacteriaceae su medu najucestalijim
uzrocnicima IMS-a, kako u bolnickom tako i vanbolni¢kom okruZenju. U bolnickom okruZenju njihova stopa
rezistencije je puno ¢esc¢a i Cesto je to rije¢ o MDR izolatima (Tambi¢ Andrasevic¢ i sur. 2018). Rezistencija
MDR izolata na antibiotike postala je izrazito vazno javnozdravstveno pitanje koje izaziva sve veéu
zabrinutost u zdravstvenom sustavu i organizacijama koje se bave pradenjem rezistencije. Uvodenjem
antibiotika u medicinsku praksu, ¢ovjecanstvo je postiglo znacajnu prednost u borbi protiv infekcija, ali ta
prednost postupno slabi. Danas su bakterije te koje imaju prednost jer se brzo umnazaju, mijenjaju, lako
prenose gene horizontalnim transferom, razvile su brojne mehanizme rezistencije (Kaleni¢ i sur. 2013).
lako su stru¢njaci od pocetka ere antibiotika bili svjesni potencijalnog razvoja rezistencije, na Sto je
upozorio ve¢ i sam Fleming (Hogberg i sur. 2010), unato¢ tome nastojali su vjerovati da ¢e izum novih
antibiotika rijesiti problem. Kako bi se istaknula teZina situacije glede AMR i usporedila s tradicionalnim
svjetskim pandemijama, epidemija rezistencije Gram negativnih bakterija nazvana je "Crvena kuga"

(Almirante i sur. 2013).

1zolati koji produciraju ESBL enzime prvi put su identificirani u Njemackoj tijekom 1980-ih. Danas
je poznato da su globalno rasireni i predstavljaju izazov u lije¢enju bolni¢ke i vanbolni¢ke populacije. ESBL
enzimi su identificirani medu vrstama Gram negativnih bakterija, ali ipak najve¢a prevalencija ESBL enzima
primijeéena je unutar porodice Enterobacteriaceae (Gniadkowski 2001). U ovom istraZivanju koristeno je
sveukupno 785 izolata porodice Enterobacteriacae porijeklom iz ljudskog urogenitalnog sustava. Od toga
je 77 izolata koji produciraju ESBL enzime, a 708 izolata su vrste koje ne produciraju ESBL enzime. Medu
izolatima porodice Enterobacteriacae koji produciraju ESBL enzime, najcesée izolirana vrsta u ovom
istraZivanju bila je Escherichia coli ESBL. Od ukupno izoliranih 77 izolata, 50 izolata je pripadalo Escherichia
coli ESBL i najcesce je bila porijeklom iz urina (41), a najrjede iz briseva uretre (1) i ejakulata (1). Takoder,
Escherichia coli je bila dominantna vrsta i medu izolatima koji ne produciraju ESBL enzime. Od ukupno
izdvojenih 708 izolata, 534 izolata su pripadala Escherichia coli od ¢ega je njih 347 najcesce porijeklom iz
urina, a najrjede iz brisa glansa (2). U provedenoj studiji Marijan i suradnici (2007), na podrucju Zagreba i
Zagrebacke Zupanije, takoder su utvrdili prevalenciju Escherichia coli u odnosu na druge bakterije porodice
Enterobacteriacae. Razlog tomu jest $to je Escherichia coli jedan od najcesc¢ih uzrocnika IMS-a bez obzira

na dob i spol pacijenata (Ronald 2002). Drugi najceséi izdvojeni izolat kod ESBL producirajuéih i
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neproducirajucih Enterobacteriacae bila je Klebsiella pneumoniae. Od 16 izolata Klebsiella pneumoniae
ESBL, najc¢esce je bila izdvojena iz urina (13), a najrjede iz brisa rodnice (1). Od 57 izdvojenih ESBL
neproducirajucih izolata Klebsiella pneumoniae, najéesce je bila porijeklom iz urina (40), a najrjede iz
briseva vulve (1). Najrjede izolirani izolati ESBL Enterobacteriacae su: Enterobacter cloacae, Morganella
morganii, Proteus vulgaris, Serratia marcescens. Bio je izdvojen po jedan izolat iz urina. Kod
Enterobacteriacae koje ne produciraju ESBL enzime najrjede izdvojeni izolat bila je Serratia marcescens (1)
ito iz urina. ESBL izolati nisu bili identificirani u brisevima glansa, vagine i vulve. U studiji Khawcharoenporn
i suradnika (2013) takoder je kao najces¢i izolirani uropatogen iz urina bila Escherichia coli (72%), te kao
drugi najces¢i izolirani uropatogen Klebsiella spp. (15%). Serratia spp. je bila izolirana samo kod onih
pacijenata koji su imali IMS rezistentne na vise antibiotika. Studija koju je proveo Ibrahimagi¢ 2014. godine
na podrucju Zeni¢ko-dobojskog kantona pruZila je uvid u ucestalost rezistencije ESBL producirajuéih
izolata. Ucestalost bakterija koje produciraju ESBL enzime varira od podrucja do podrucja. Prema
Ibrahimagi¢evom istraZivanju, prevalencija ESBL producirajuéih izolata iznosila je 10% kod bolnicke
populacije, a 6.4% kod vanbolnicke populacije. U ovom istraZivanju postotak ESBL producirajuéih
Enterobacteriacae bio je 10%. Kada se napravi usporedba s drugim zemljama, moglo bi se reéi da je to
prili¢no nizak postotak produkcije ESBL enzima. Npr. postotak ESBL producirajucih izolata u Portugalu je
34%, Italiji 37%, SAD-u 44%, zemljama Latinske Amerike 30-60% i Turskoj 58%. Dok su u Svedskoj (3%),
Japanu (4%) i Singapuru (8% ) zabiljeZeni manji postotci ESBL producirajucih izolata (French i sur. 1996).
Prema podacima koje navodi Andrasevi¢ i suradnici, u Hrvatskoj je 2008. godine postotak izolata
Escherichia coli koji produciraju ESBL enzime bio 3%, dok je za Klebsiella pneumoniae postotak iznosio 29%
(Andrasevic i sur. 2009). U ovom istraZivanju, pak su ESBL izolati Escherichia coli (41) bili ¢esce izolirani

nego li izolati Klebsiella pneumoniae (16).

AMR je glavna briga u suvremenom zdravstvu, a vaznost pracenja i razumijevanja ovog fenomena
je od presudne vaZznosti za ucinkovito klinicko upravljanje. Analiza ovog provedenog istrazivanja pruZila je
uvid rezistencije ESBL izolata Enterobacteriacae. Ispitana je osjetljivost izolata Enterobacteriacae na

sliedede grupe antibiotika: B-laktame, karbapeneme, fluorokinolone, aminoglikozide, nitrofurane.

B-laktamski antibiotici su temeljna klasa antibiotika koristena u borbi protiv bakterijskih infekcija.
Najcesca su skupina koristenih antibiotika zbog niske toksi¢nosti, visoke efikasnosti u lijeCenju infekcija i
Sirokog spektra djelovanja (Tambi¢ Andrasevic i sur. 2012). Ovim istraZivanjem pruZen je uvid u to da su
svi testirani izolati porodice Enterobacteriacae bili rezistentni na ampicilin (100%). Od svih koristenih B-

laktama u ovom istraZivanju, ampicilin je pokazao najviSi postotak rezistencije na ESBL izolate
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Enterobacteriaceae. Samo osam godina nakon $to se ampicilin krenuo klinicki primjenjivati, 1965. godine,
opisana je prva B-laktamaza koja ga je mogla efikasno hidrolizirati. Rijec je bila o TEM 1 B-laktamazi (Pfeifer
i sur. 2010). Rezultati mog istraZivanja su potkrijepljeni i u istraZivanju kojeg je proveo Ibrahimagi¢ na
podrucju Bosne i Hercegovine. Kod bolni¢ke populacije, u njegovom istraZivanju, zabiljeZen je vrlo visok
postotak rezistencije izolata ESBL na ampicilin (98%), dok je kod vanbolnicke populacije rezistencija na
ampicilin bila 95% (Ibrahimagi¢ 2014). | u istraZivanju iz 2019. godine (Tomi¢ ParadZik 2019) koje je
provedeno u Hrvatskoj zabiljeZena je 100% rezistencija izolata Escherichia coli na ampicilin i kod bolnicke i
vanbolnicke populacije. Odbor za praéenje rezistencije i potrosnju antibiotika u Hrvatskoj, naglasava kako
je postotak rezistencije Escherichia coli na ampicilin u konstantom porastu. Escherichia coli iskazuje
znacajnu rezistenciju prema ampicilinu. U 2021. godini u Hrvatskoj rezistencija Escherichia coli prema
ampicilinu iznosila je 48% (Tambi¢ Andrasevic i sur. 2021), dok je godinu ranije (2020) bila i ve¢a (51%).
Kod izolata Proteus mirabilis koji je pretezno uzroénik vanbolnickih infekcija, 2021. godine zabiljezen je
visok postotak rezistencije na ampicilin (46%) (Tambi¢ Andrasevic¢ i sur. 2021). Klebsiella pneumoniae je
prirodno rezistentna na ampicilin/amoksicilin te se za ovu vrstu ne provodi testiranje na ampicilin. Rodovi
Enterobacter spp., Citrobacter spp. i Serratia spp. imaju inducibilne cefalosporinaze, zbog ¢ega su
rezistentne na ampicilin. Klebsiella pneumoniae je ¢est uzrocnik bolnickih infekcija i kontinuirano pokazuje
porast rezistencije na druge B-laktame, vjerojatno zbog dugog izlaganja antibiotskoj terapiji pacijenata u

bolnicama (Tambi¢ Andrasevic i sur. 2018).

Na osnovu dobivenih rezultata ovog istraZivanja, rezistencija izolata Enterobacteriacae prema
cefalosporinima ukazuje na potrebu preispitivanja njihove upotrebe, osobito uzimajuéi u obzir visoke
postotke rezistencije izolata Enterobacteriacae na cefuroksim (97.2%) i cefaleksin (98%). Najvisi postotak
rezistencije dokazan je kod cefaleksina. Nadalje, od cefalosporina visoki postotci rezistencije zabiljeZeni su
i kod: cefiksima (96.8%), ceftazidima (94.5%) i ceftriaksona (93.2%). Rezultati dobiveni ovim istraZivanjem
su u skladu s rezultatima koje su dobili Tambi¢ Andrasevi¢ u svom istraZivanju, analizirajuci postotak
rezistencije cefalosporina na izolate Enterobacteriacae u Republici Hrvatskoj. Posebna zabrinutost je glede
rezistencije Escherichia coli na cefuroksim (Tambi¢ Andrasevic i sur. 2018). Ono sto istice Odbor za pracenje
rezistencije i potrosnju antibiotika u Hrvatskoj (Tambi¢ Andrasevi¢ i sur. 2021) je primjena cefuroksima
(oralnog ili parenteralnog). U obzir treba uzeti nove smjernice EUCASTA koje su na snazi od 2020. Za oralni
cefuroksim postoje kategorije osjetljivosti "S" i "R" i on se preporuCuje primarno za lijeCenje
nekompliciranih uroinfekcija, dok parenteralni cefuroksim se moZe koristiti za lijeCenje sistemskih

infekcija, ali pri visSim dozama i za njega postoje kategorije "I" i "R". Rezistencija na oralni cefuroksim u
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Hrvatskoj, prema rezultatima koje ima Odbor, sli¢na je onoj iz prethodne godine tj. 10% u 2021. naspram

11% u 2020., dok je za parenteralni cefuroksim stopa rezistencije nepromijenjena (10%).

Novi kombinirani pripravci cefalosporina s inhibitorima B-laktamaza, kao $to su ceftazidim +
avibaktam i ceftalozan + tazobaktam pokazali su se vrlo ucinkovitima protiv ESBL izolata. U Hrvatskoj 2021.
godine rezistencija Escherichia coli prema ovim antibioticima iznosi manje od 1% te je ¢ak i manja u odnosu
na piperacilin + tazobaktam prema kojem je rezistentno 4% izolata (Tambic¢ Andrasevi¢ i sur. 2021). U mom
istraZivanju piperacilin u kombinaciji s tazobaktamom ocituje znatno povoljan postotak rezistencije od
svega 14.8%, a dok kombinirani antibiotici, poput ceftazidim + avibaktama i ceftolozan + tazobaktama,
pokazuju umjerene stope rezistencije od 2.9% i 14.2%. Kada je rijec o rezistenciji Klebsiella pneumoniae na
cefalosporine u 2021. godini U Hrvatskoj i dalje je u izrazito visokom postotku rezistentna na navedene
antibiotike, ali vazno je istaknuti da kombinirani antibiotik ceftazidim + avibaktam prema njoj pokazuje

dobru osjetljivost (Tambi¢ Andrasevic i sur. 2021).

Cefalosporini lll. generacije, poput ceftazidima, tradicionalno su se smatrali vaznim orudem protiv
ESBL producirajucih organizama, no danas se smatra da njihova ucinkovitost moZze biti narusena. U pocetku
vecina Enterobacteriacae bila je osjetljiva na njih, ali ubrzo se pojavila rezistencija, posebice kod onih
Enterobacteriacae koje prirodno proizvode niske koli¢ine kromosomske AmpC B-laktamaze (Andrasevic i
sur. 2009). Vremenom se sve Cesce uvida rezistencija na cefalosporine Ill. generacije zbog B-laktamaza s
prosirenim spektrom djelovanja. lzolati s produkcijom ESBL cesto su rezistentni na vise lijekova i
predstavljaju znacajan problem u tretmanu bolnickih infekcija, osobito kod pacijenata u kriticnom stanju

(Tambi¢ Andrasevic i sur. 2012).

Sto se tice rezistencije izolata Enterobacteriacae na fluorokinolone u mom istrazivanju zabiljezen
je visok postotak njihove rezistencije, ali pak taj postotak je manji u odnosu rezistencije B-laktama. Medu
fluorokinolonima, ciprofloksacin ima postotak rezistencije 77,1%. Neznatno manji postotak rezistencije
ima norfloksacin 74,1%. Dobiveni rezultati rezistencije fluorokinolona u ovom istraZivanju su u skladu i sa
drugim studijama. Tako u studiji iz 2018. godine u Hrvatskoj je zabiljeZzen visok postotak rezistencije na
ciprofloksacin, posebice kod Escherichia coli (20%) (Tambi¢ Andrasevic i sur. 2018). Iz podataka 2021. od
strane Odbora koji se bavi pradenjem rezistencija u Republici Hrvatskoj, za Escherichia coli rezistencija na
ciprofloksacin je neznacajno promijenjena npr. 2017. godine bila je 20%, ali od tada stagnira i ne razlikuje
se bitno od proslogodisnjih stopa (npr. 14% u 2012.i2013.g., 17% u 2014.g., 18% u 2015.g., 19% u 2016.g.,
20% u 2017.g. i 2018.g., 19% u 2019.g., 18% u 2020.g., 19% u 2021.g.) (Tambi¢ Andrasevic i sur. 2021).
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Medutim prema istim tim podacima, za Klebsiella pneumoniae je pak zabiljeZzena vise stopa rezistencije na

ciprofloksacin i 2021. godine bila je 41%.

Rezultati analize rezistencije izolata Enterobacteriacae na aminoglikozide u mom istraZivanju
pruzaju zanimljivu dinamiku njihove rezistencije. Gentamicin ima znacajno visi postotak rezistencije (44%)
na izolate Enterobacteriacae u usporedbi s amikacinom (9.5%). Time se moze zakljuiti da je amikacin bolji
izbor terapije za lijeCenje IMS-a. Rezultati mog istraZzivanja glede rezistencije aminoglikozida na izolate
Enterobacteriacae su u skladu i sa drugim istraZivackim radovima. U studiji iz 2018. godine koju je proveo
Jeli¢ na podrucju Republike Hrvatske evidentirana je rezistencija na aminoglikozide. Prema njegovim
rezultatima 68.4% izolata bilo je rezistentno na gentamicin i 10.8% na amikacin (Jeli¢ 2018). Prema
podacima Odbora za pracenje rezistencije bakterija na antibiotike u Republici Hrvatskoj u 2021. godini
zabiljeZena je rezistencija Escherichia coli na gentamicin (9%), a amikacin (1%). lzolati Klebsiella
pneumoniae su imali slicne postotke rezistencije na aminoglikozide, gentamicin (11%), a na amikacin (2%).
Dok je Proteus mirabilis imao vise postotke rezistencije na aminoglikozide u odnosu na Escherichia coli i
Klebsiella pneumoniae. Na gentamicin 19% na amikacin 9% (Tambi¢ Andrasevic¢ i sur. 2020). Rezistencija
aminoglikozida na izolate Enterobacteriacae je bila poprilino visoka i u studiji koji je proveo Ibrahimagic¢
(lbrahimagi¢ 2014). Prema njegovoj studiji rezistencija na aminoglikozide kod bolni¢ke i vanbolnicke

populacije iznosila je 60-90% $to je puno vise u usporedbi sa Europom (25%) (Winokur i sur. 2001).

Testirani izolati porodice Enterobacteriacae, u mom istrazivanju, pokazali su dobru osjetljivost na
nitrofurantoin. Od testiranih 57 izolata, njih 19 je pokazalo rezistenciju na nitrofurantoin. Moji rezultati su
u skladu i s drugim studijima. U studiji Tambi¢ Andrasevi¢ (2018. godine), nisu uofene znacajne stope
rezistencije na nitrofurantoin, te se on smatra dobrim izborom za lije¢enje IMS-a (Tambi¢ Andrasevi¢ i sur.
2018). Dobra osjetljivost nitrofurantoina na izolate Enterobacteriacae vidljiva je i od strane Odbora za
pracenje rezistencije bakterija na antibiotike u Republici Hrvatskoj. Tako prema podacima iz 2021. kod
Escherichia coli je zabiljezen postotak rezistencije 3% na nitrofurantoin. Da je dobar izbor terapije pokazuje
i ¢injenica da se u posljednjih 5 godina potrosnja nitrofurantoina znacajno povecala, $to pak s druge strane

dovodi do bojaznosti zbog stvaranja rezistencije na njega (Tambi¢ Andrasevic¢ i sur. 2021).

Analizom ovog istraZivanja pruZen je uvid u rezistenciju na karbapenemske antibiotike kod ESBL
izolata porodice Enterobacteriacae. Glede karbapenemske rezistencije u ovom istraZivanju dobiveni su
rezultati koji se djelomi¢no podudaraju s rezultatima drugih studija. Od svih Sest testiranih izolata na
ertapenem niti i jedan izolat nije pokazao rezistenciju na ertapenem. S druge strane veliku paznju privlaci

meropenem s visokom rezistencijom od 80%. Kod imipenema rezistencije je bila 4% tj. od 74 testirana
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izolata na imipenem, samo tri izolata su bila rezistentna na njega. Usporedujuci rezultate sa studijom koju
je proveo Jeli¢ u periodu od 2012.-2013. godine na podrucju Hrvatske gotovo svi analizirani izolati pokazali
su smanjenu osjetljivost prema ertapenemu, dok je manji broj izolata imao smanjenu osjetljivost na
imipenem i meropenem. Medu izolatima porodice Enterobacteriacae prema njegovoj studiji istiCe se
Klebsiella pneumoniae koja je pokazala visok postotak rezistencije na karbapeneme 60.4% (Jeli¢ 2018).
Takoder u studiji Tambi¢-Andrasevic¢ zabiljeZzena je rezistencija na ertapenem u izolata Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae i Proteus mirabilis (Tambi¢ Andrasevi¢ i sur. 2018). Povecana rezistencija
Enterobacteriacae na ertapenem rezultat je bioloske predispozicije za lako razvijanje rezistencije, jer je za
nju dovoljna kombinacija produkcije enzima ESBL i smanjenje propusnosti kroz promjene u porinskim
kanalima (Paterson 2005). U mom provedenom istrazivanju imipenem je antibiotik koji je pokazao dobru
osjetljivost na ESBL izolate (4%) u odnosu na druge karbapeneme $to je i u skladu s rezultatima drugih
autora koji navode da je imipenem jedan od boljih izbora za lijecenje infekcija uzrokovanih ESBL izolatima
(Lee i sur. 2010; Rodriguez-Bano i sur. 2004). Do intenzivne primjene karbapenema dolazi zbog sve cesceg
porasta infekcija uzrokovanih izolatima s produkcijom ESBL. Mehanizmi rezistencije na karbapeneme
ukljucuju ili produkciju enzima karbapenemaza ili smanjenje propusnosti bakterijske stjenke (Jeli¢ 2018).
Pojava karbapenemaza kod Enterobacteriacae poznata je od sredine 1980-ih kada su karbapenemi prvi
put uvedeni u terapiju (Tambi¢ Andrasevi¢ i sur. 2012). Medutim rezistencija na karbapeneme jos uvijek
nije visoka i zabrinjavajuéa, ali Sirenje bakterijskih izolata koji proizvode karbapenemaze, posebice izolata
Klebsiella pneumoniae, postaje ozbiljna briga. Trenutacno se Enterobacteriacae koje su rezistentne na
karbapeneme najcesée pojavljuju kao uzrocnici infekcija u bolnickom okruzenju (Tambié¢ Andrasevic i sur.

2018).

Rezultati istraZivanja provedeni u okviru ovog diplomskog rada pruZili su prije svega uvid koje su
sve vrste porodice Enterobacteriacae izolirane iz ljudskog urogenitalnog sustava. Najcesce izolirane su bile
Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae porijeklom iz urina. Ovaj rad takoder pruza uvid i u rezistenciju
izolata Enterobacteriacae. Postotak rezistencije izolata na antibiotike, osobito na B-laktamske antibiotike
iz godine i godinu biva sve ¢es¢i i visi, Sto potvrduju rezultati ovog istraZivanja, kao i drugih studija. Najvisi
postotak rezistencije pokazao je ampicilin. No, obedavajuce je Sto je imipenem pokazao jako dobru
osjetljivost na izolate Enterobacteriacae. ESBL enzimi su oni koji najéeSée doprinose razvoju rezistencije.
Smjesteni su na opseznim plazmidima koji takoder sadrie gene odgovorne za rezistenciju prema
fluorokinolonima, aminoglikozidima i trimetoprim-sulfametoksazolu. U ovom trenutku, karbapenemi se
smatraju prvim izborom terapije ozbiljnih infekcija izazvanih izolatima koji produciraju ESBL enzime

(Paterson 2006). Posebna zabrinutost se javlja zbog sve ¢esce rezistencije izolata MDR koji bivaju sve vise
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i viSe zastupljeni. Rezistencija na antibiotike predstavlja ozbiljan problem javnom zdravstvu pa shodno
tome, treba ju ozbiljno shvacati. Jako je vazno pratiti, ali i primjenjivati smjernice koje donese SZO i EUCAST

glede rezistencija na antibiotike.
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6. ZAKLJUCAK

Iz rezultata ovog diplomskog rada moguce je izvesti nekoliko zakljucka:

e Prevalencija izolata koji produciraju ESBL bila je relativno niska (10%).

e Rezistencija Enterobacteriacae na B-laktamske antibiotike bila je visoka, posebno na ampicilin
(100%). Takoder cefalosporini lll. generacije pokazali su visok postotak rezistencije, posebice
cefuroksim (97%) i cefaleksin (98%). Nadalje, visoki postotci rezistencije uoceni su i za cefiksim
(97%), ceftazidim (95%) te ceftriakson (93%).

e Karbapenemi, posebno ertapenem, bili su djelotvorni protiv ESBL producirajudih izolata. Niti jedan
izolat nije pokazao rezistenciju na ertapenem. Rezistencija na imipenem iznosila je 4%.

e |zolati porodice Enterobacteriacae bili su umjereno rezistentni na kombinirane antibiotike poput
ceftazidim + avibaktama (3%) i ceftolozan + tazobaktama (14%). Piperacilin u kombinaciji s
tazobaktamom je imao postotka rezistencije svega 15%.

e Rezistencija izolata Enterobacteriacae na fluorokinolone i aminoglikozide u ovom istrazivanju
ukazala je na potencijalni problem u buduc¢em lijecenju infekcija uzrokovanih ovim bakterijama.
Kod aminoglikozida uocena je visoka rezistencija izolata Enterobacteriacae na gentamicin (44%),
dok je postotak rezistencije za amikacin bio 10%. Shodno tome moZe se zakljuiti da je amikacin
bolji izbor terapije za lijecenje. Medu fluorokinolonima, ciprofloksacin imao je postotak

rezistencije 77%. Neznatno manji postotak rezistencije imao je norfloksacin 74%.
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