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1. UvVOD

1.1. ENTEROBAKTERIJE OTPORNE NA KARBAPENEME

Povecana prevalencija bakterijske rezistencije na antibiotike je ozbiljan problem na
globalnoj razini budué¢i da infekcije uzrokovane ovim bakterijama dovode do sve veceg
morbiditeta i mortaliteta (Sheu i sur. 2019). Stvaranje otpornosti na antibiotike je prirodni
fenomen koji nastaje zbog prilagodavanja bakterija uvjetima okolisa. Uzrok rezistencije jesu
mutacije u genomu i/ili izmjena genetickog materijala medu bakterijama koja je uvelike
olaksana zbog odredenih genskih informacija koje se uglavnom nalaze na pokretnim
genetiCkim elementima (Tambi¢ AndraSevié i sur. 2018). Ako dode do promjene jednog para
baza DNA tada je rije¢ o tockastim mutacijama, dok umetanjem ili gubitkom transpozona,
insercijskih sljedova (integrona) i primanjem strane DNA procesom konjugacije,
transformacije, transdukcije ili transpozicije dolazi do nastanka ve¢ih promjena u
bakterijskom genomu koje se dalje Sire horizontalnim ili vertikalnim prijenosom gena
(Martinez i Baquero 2000). Uzrok razvoja rezistencije na antimikrobne lijekove svakako je
njihova neracionalna uporaba, no lose organizirana prevencija i kontrola infekcija dovodi do
lakSeg Sirenja novonastalih mutanti, $to se najviSe ocituje u bolni¢koj sredini (Tambié

Andrasevi¢ 1 sur. 2018).

Mnoge prethodne studije su bile usredoto¢ene na sprjecavanje Sirenja multirezistentnih
bakterija, a ponajviSe na meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA). Trenutno
najvecu prijetnju predstavljaju multirezistentne gram-negativne bakterije, osobito one koje su
razvile otpornost na karbapeneme. Uz karbapenem-rezistentni Acinetobacter baumannii i
Pseudomonas aeruginosa, enterobakterije otporne na karbapeneme (eng. Carbapenem-
Resistant Enterobacteriaceae, CRE) su na vrhu popisa Svjetske zdravstvene organizacije
(eng. World Health Organisation, WHO) prioritetnin patogena otpornih na antimikrobne

lijekove te se moze reci da trenutno predstavljaju najvecu prijetnju zdravlju ljudi.

Enterobakterije obuhvacaju porodicu gram-negativnih, nesporogenih Stapica u kojoj se
u 7 rodova nalaze uzro¢nici infekcija u ljudi. Primarne patogene ¢ine enterobakterije iz roda
Salmonella 1 Shigella te pojedine vrste iz roda Escherichia i Klebsiella. Oportunisticki
patogeni su Cronobacter, Enterobacter i Citrobacter, te je ve¢ina ovih bakterija dio normalne

crijevne flore ¢ovjeka (tablica 1) (Nordmann i sur. 2011, Kalenic i sur. 2019). Enterobakterije

1



koje se ispituju u ovom istrazivanju su Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, Enterobacter cloacae i Citrobacter freundii kao pet najznacajnijih i najces$¢ih

klini¢kih izolata otpornih na karbapeneme.

Tablica 1. Podjela enterobakterija s obzirom na patogenost za ljude. Preuzeto i prilagodeno prema
radu Kaleni¢ i sur. (2019).

Porodica Patogenost Rod Vrsta
Enterobacteriaceae | Primarni patogeni | Escherichia E. coli (odredeni patotipovi)
Klebsiella K. pneumoniae
K. oxytoca
K. granulomatosa
Salmonella S. enterica
Shigella S. sonnei
S. flexneri
S. boydii
S. dysenteriae
Oportunisticki Cronobacter C. sakazakii
patogeni Enterobacter E. aerogenes
E. cloacae
Citrobacter C. koseri

prevalencije infekcija uzrokovanih enterobakterijama s prosirenim spektrom beta-laktamaza
(eng. Extended-Spectrum Beta-Lactamases, ESBLS), u svrhu lijeCenja su se poceli u velikoj
mjeri Koristiti karbapenemi. U ESBL beta-laktamaze je prvobitno svrstana SHV-2 beta-
laktamaza, a nakon toga i Citav niz drugih enzima (TEM-1, TEM-2 i SHV-1) koji su uz
pomo¢ pokretnih genetickih elemenata razvili rezistenciju na cefalosporine Sirokog spektra
djelovanja te su tako dobili naziv beta-laktamaze proSirenog spektra (Matthew 1979). Zbog
sve vece uporabe karbapenema u svrhu lije¢enja infekcija uzrokovanih ESBL sojevima doslo
je do pojave enterobakterija koje proizvode posebnu vrstu beta-laktamaza - karbapenemaze
(Sheu i sur. 2019).

Karbapenemi su beta-laktamski antimkrobni lijekovi koji inhibiraju transpeptidaze PBP
1 i PBP 2 te sprjecavaju sintezu peptidoglikana stani¢ne stijenke Sto dovodi do elongacije i

lize bakterijskih stanica. Njihova djelotvornost se temelji na dobrom prodiranju kroz vanjsku



membranu gram-negativnih bakterija, visokom afinitetu za proteine koji vezu penicilin (eng.
Penicillin-Binding Proteins, PBP) i stabilnosti pri djelovanju beta-laktamaza (Nordmann i
Poirel 2002, Sheu i sur. 2019). Karbapenemi su antimikrobni lijekovi Sirokog spektra
djelovanja protiv gram-negativnih i gram-pozitivnih bakterija. U beta-laktame, osim
karbapenema, spadaju penicilini, cefalosporini i monobaktami koji dijele istu kemijsku gradu,
odnosno beta-laktamski prsten (Samaha-Kfoury i Araj 2003). Otpornost CRE na karbapeneme
se temelji na dva mehanizma: proizvodnji karbapenemaza koje hidroliziraju jezgru
kabapenema ili kombinaciji strukturnih mutacija koje dovode do proizvodnje drugih beta-
laktamaza, kao $to su AmpC cefalosporinaza i ESBL (Sheu i sur. 2019).

Beta-laktamaze gram-negativnih bakterija smjeStene su u periplazmatskom prostoru
kako bi mogle djelovati na antibiotike prije no Sto dodu do ciljnog mjesta. Stupanj
rezistencije bakterija ovisi o koli¢ini beta-laktamaza koje stvaraju, afinitetu bete-laktamaza za
ciljani supstrat, brzini hidroliticke reakcije, te propusnosti vanjske membrane gram-
negativnih bakterija s naglaskom na broj i veli¢inu bakterijskih porina. Beta-laktamaze su
hidroliticki enzimi koji razgraduju amidnu vezu beta-laktamskog prstena karbapenema,
penicilina, cefalosporina i monobaktama, a produkti takve enzim-supstrat reakcije su derivati
bez antibakterijske djelotvornosti (Livermore 1995). S obzirom na mehanizam djelovanja
postoje beta-laktamaze koje u svom aktivnom mjestu imaju aminokiselinu serin (serinske
proteaze) i one Cije aktivno mjesto sadrzi cink (metalo-beta-laktamaze) (Jacoby i Munoz-
Price 2005). Vecina beta-laktamaza su serinske proteaze koje djeluju tako da se hidroksilna
skupina aktivnog mjesta serina veze za beta-laktamski prsten antimikrobnog lijeka stvarajuc¢i
kovalentni kiseli ester, a produkt ove hidroliticke reakcije je aktivan enzim i inaktivan
antibiotik. Ostatak beta-laktamaza djeluje na beta-laktamski prsten preko iona cinka koji je
vezan za histidinski i/ili cisteinski ostatak. Zbog ovakvog nacina djelovanja, koji je
posredovan cinkom, nazivaju se metalo-beta-laktamaze (Livermore 1995). Molekularna
klasifikacija prema Ambleru, na osnovu slijeda nukleotida i pripadnih aminokiselina,
svrstava ove enzime u Cetiri klase A, B, C i D, s tim da su klase A, B i D drugadijeg
evolucijskog podrijetla. U klasu A spadaju penicilinaze i ve¢ina ESBL beta-laktamaza, u
skupinu B se primarno svrstavaju cefalosporinaze i metalo-beta-laktamaze, klasu C ¢ine
cefalosporinaze opisane prvi put 1981. godine, a skupinu D ¢ine uglavnom enzimi koji
hidroliziraju oksacilin - oksacilinaze (Ambler i sur. 1991, Jaurin i Grundstrom 1981, Bush i
sur. 1995). Uz ve¢ spomenute ESBL beta-laktamaze i karbapenemaze, najznacajnije beta-

laktamaze su AmpC koje uglavnom spadaju u C klasu. Javljaju se u svih enterobakterija osim



salmonele, a mogu se eksprimirati kao i sve ostale beta-laktamaze, konstitutivno ili

inducibilno s kromosoma ili plazmida (Livermore 1995).

Karbapenemaze su heterogena skupina enzima koji spadaju u molekularnu klasu beta-
laktamaza A, B i D (Nordmann i Poirel 2002). Karbapenemaze klase A i klase D su serin-
beta-laktamaze, a karbapenemaze klase B su metalo-beta-laktamaze (Cui i sur. 2019). Geni
koji kodiraju za karbapenemaze se najceS¢e nalaze na pokretnim genetiCkim elementima
(integronima, transpozonima i plazmidima), stoga je Sirenje takvih gena ubrzano, slozeno i
nepredvidivo (Nordmann i Poirel 2002). Karbapenemaze iz klase A mogu biti kodirane
kromosomski poput NMC-A, SME-1, SME-2, SME-3 i IMI-1 ili plazmidno kao KPC-1 ili
GES-2 (Bedenic i sur. 2012). Metalo-beta-laktamaze iz klase B spadaju u vise porodica, a
najznacajnije su IMP, VIM, GIM i SPM. Geni koji kodiraju ove enzime se nalaze na
integronima, a insercijom u plazmide ili transpozone omogucava Se prijenos medu
bakterijama (Kenneth i Thomson 2010). NDM je novija porodica metalo-beta-laktamaza, a
enterobakterije koje ih stvaraju predstavljaju veliki terapijski problem jer plazmidi koji nose
blanom gen mogu imati jako veliki broj determinanti rezistencije na antibiotike. Takvi geni se
potom konjugacijom prenose na ostale sojeve bakerija $to rezultira multirezistentnim
fenotipom (Delpahande i sur. 2006). Primjer karbapenemaze iz klase D je intrizicna OXA-51,
a u steCene oksacilinaze spadaju OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-58 i OXA-143
(Woodford i sur. 2006). Najucestalija karbapenemaza u enterobakterija iz klase A je K.
pneumoniae karbapenemaza (eng. K. pneumoniae Carbapenemase, KPC), iz klase B New
Delhi metalo-beta-laktamaza (NDM), Veronska integrin-kodirana metalo-beta-laktamaza
(VIM) i imipenemaza (IMP), te oksacilinaza (OXA) iz klase D kao $to je OXA-48
karbapenemaza. Klasifikacija i karakteristike najucestalijih karbapenemaza u CRE prikazane
su u tablici 2. Ove karbapenemaze pokazuju varijabilnu rezistenciju na karbapeneme
prilikom hidroliticke aktivnosti karbapenema (Sto je hidroliticka aktivnost veca to su
bakterije rezistentnije). Nedavno su nove kombinacije s inhibitorima beta-laktamaza stvorile
nove terapijske mogucnosti za infekcije uzrokovane s CRE. Medutim, takvi novi inhibitori
beta-laktamaza ne djeluju protiv svih karbapenemaza. Avibaktam inhibira KPC iz klase A i
OXA-48 iz klase D, dok vaborbaktam i relebaktam inhibiraju samo KPC iz klase A (tablica
2) (Sheu i sur. 2019).



Tablica 2. | Klasifikacija i karakteristike glavnih karbapenemaza u enterobakterija. Preuzeto i
prilagodeno prema radu Sheu i sur. (2019).

Karbapenemaze KPC MBL (NDM, VIM, IMP) OXA-48
Molekularni razred Ambler A B D

Penicilini i
Supstrati hidrolize Svi beta-laktami Svi beta-laktami osim aztreonama karbapenemi
Inhibirani klasi¢énim
inhibitorima beta-laktamaza Minimalno Ne Ne
Inhibirani avibaktamom Da Ne Da
Inhibirani vaborbaktamom  Da Ne Ne
Inhibirani relebaktamom Da Ne Ne

K. pneumoniae, E. NDM: K. pneumoniae, E. coli;
Zajednicke vrste coli, VIM: K. pneumoniae

K. pneumoniae; IMP: K.
Enterobacteriaceae Enterobacter spp.  pneumoniae

KPC, eng. K. pneumoniae carbapenemase; MBL, eng. metallo-lactamase; NDM, eng. New Delhi metallo-
lactamase; VIM, eng. Verona integrin-encoded metallo-lactamase; IMP, eng. imipenemase; OXA, eng.

oxacillinase.

1.2. INFEKCIJE UZROKOVANE ENTEROBAKTERIJAMA OTPORNIMA NA
KARBAPENEME

Enterobakterije mogu uzrokovati teske infekcije kao $to su infekcije krvi, izvanbolnicke
pneumonije, bolnicke pneumonije, ukljucujué¢i one povezane sa strojnom Ventilacijom,
komplicirane infekcije mokra¢nog sustava i komplicirane intraabdominalne infekcije. Zbog
toga rezistencija ovih bakterija na karbapeneme ima veliko klinicko znacenje i

socioekonomski utjecaj (Sheu i sur. 2019).

Prvi korak kod infekcija krvi je adhezija CRE na stanice sluznice putem specifi¢nih
receptora, potom slijedi njihovo umnazanje na sluznici tj. kolonizacija, a nakon toga
enterobakterije prolaze izmedu stanica sluznice, npr. putem zdrijela i crijeva, u limfne

¢vorove te dalje u krvotok (Kuzman i Schonwald 2000). Osim toga, prodiranje infektivnih



patogena u krvotok se moze desiti i putem invazivnih pomagala poput igala katetera. Infekcije
krvi ukljucuju i infektivni endokarditis koji ¢ini otprilike 3-8 % slucajeva infekcija krvi,
infekcije krvi povezane s centralnim venskim kateterom, primarne bakteremije kojima je
izvor nepoznat te sekundarne bakteremije nastale od zari$nih infekcija, ukljucujuci apscese,
osteomijelitis, infekcije mokraénog sustava ili upalu plu¢a. Unato¢ dostupnosti antimikrobnih
lijekova Sirokog spektra i zna¢ajnom napretku zdravstvene skrbi, infekcije krvi su jedan od
glavnih uzroka obolijevanja i smrtnosti. Gram-negativne bakterije uzrokuju 25-50 % svih
infekcija krvi gdje klju¢nu ulogu igraju multirezistentne enterobakterije. Ovakve infekcije su
usko povezane s ve¢ spomenutim intravenskim kateterima, infekcijama mokra¢nog sustava,
intraabdominalnim infekcijama i upalom plu¢a povezanom sa strojnom ventilacijom. Gram-
negativne bakterije, ukljucuju¢i CRE, ¢esto uzrokuju ili pospjeSuju nastanak sepse ili
septickog Soka (Franco-Paredes 2016). Sepsa nastaje kao posljedica upalne reakcije potaknute
infekcijom. Rizi¢na skupina za razvoj sepse su imunokompromitirani bolesnici, bolesnici
nakon kiruskih zahvata, prisutnost predisponiraju¢ih ¢imbenika poput dijabetesa, ciroze ili
malignih bolesti, te invazivnih pomagala kao $to su endotrahealni tubusi te vaskularni i

urinarni kateteri (Van Amersfoort i sur. 2003).

Pneumonija je akutna bolest donjeg diSnog sustava popracena novonastalim radioloski
verficiranim infiltratom za koji nema alternativnog obrazloZenja. lzvanbolni¢ka pneumonija
steCena je izvan bolnice ili ustanove za starije i nemo¢ne. Za razliku od izvanbolnicke,
bolni¢ka pneumonija Se razvija 48 sati od prijema u bolnicu. Najé¢es¢e CRE povezane s ovom
boles¢u su Klebsijele koje invadiraju u donji diS$nji sustav. Klini¢ki simptomi su kasalj,
promuklost, tjelesna temperatura iznad 38 °C te pleuriti¢na bol. Izvanbolnicka pneumonija se
lije¢i uglavnom empirijski primjenjenom antimikrobnom terapijom, a buduci da je najéesce
uzrokovana pneumokokom, cijepljenje protiv ovog uzro¢nika je indicirano kod bolesnika
starijih od 65 godina, onih s kroni¢nom boles¢u ili imunokompetentnih bolesnika (Patterson i
Loebinger 2012).

Bolnicka pneumonija podrazumijeva postoperativnu upalu pluca, ali ne ukljucuje
bolesnike s upalom pluéa povezanom sa strojnom ventilacijom. Najées¢i patogeni koji
uzrokuju bolni¢ku pneumoniju su gram-negativne bakterije i S. aureus. Simptomi ukljucuju
slabost, vrucicu, kasalj, promuklost i bolove u prsima. Dijagnoza se, kao i za izvanbolni¢ku
pneumoniju, temelji na klini¢koj prezentaciji i rendgenskim snimkama prsnog kosa, a
etioloski se moze dokazati hemokulturom i mikrobioloskom pretragom uzoraka iz donjih

disnih putova. Lijeci se antimikrobnim lijekovima, a cjelokupna prognoza je losa, dijelom i
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zbog komorbiditeta tj. popratnih bolesti. Takoder je vazno naglasiti da se uzroc¢nici razlikuju
od onih koji uzrokuju izvanbolni¢ku pneumoniju, §to moze zahtijevati pocetnu empirijsku

terapiju antimikrobnim lijekovima Sirokog spektra djelovanja (Kalil i sur. 2016).

Bolnicka pneumonija povezana sa strojnom ventilacijom javlja se najmanje 48 sati
nakon endotrahealne intubacije. Najce$¢i uzrok pneumonije povezane sa strojnom
ventilacijom je mikroaspiracija bakterija koje koloniziraju orofarinks i gornje diSne putove u
tesko oboljelih pacijenata. Takoder, bakterije tvore biofilm na endotrahealnom tubusu u
kojem su zasti¢ene od antimikrobnih lijekova 1 imunoloskog sustava domacina. Najveci rizik
od pneumonije povezane sa strojnom ventilacijom javlja se tijekom prvih 10 dana nakon
intubacije i to kod 9 do 27 % bolesnika. Najucestaliji uzro¢nici su P. aeruginosa, S. aureus
osjetljiv na meticilin, ali odmah nakon njih slijede K. pneumoniae i E. coli koje mogu biti i
rezistentne na karbapeneme. Za odabir empirijskog antimikrobnog lijeCenja vazno je
poznavanje lokalnih stopa rezistencije. Pneumonija povezana sa strojnom ventilacijom se
moze prepoznati na temelju novonastalog infiltrata na radioloskoj snimei prsnog kosa nakon
pojave novih simptoma (npr. groznica, povecana sekrecija, pogorSanja hipoksemije) ili
leukocitoze. Dijagnosticiranje je ponekad tesko jer ista slika moZe biti uzrokovana
atelektazom, plu¢nom embolijom ili pluénim edemom te moze biti dio klini¢kih nalaza kod

sindroma akutnog respiratornog distresa (Kalil i sur. 2016).

Komplicirane infekcije mokra¢nog sustava su jedan od najces$¢ih uzroka sepse U
bolnicama. Najces¢i uzroc¢nici su E. coli i Klebsiella spp. koje mogu biti i CRE, a odmah
nakon njih slijedi Pseudomonas aeruginosa. Postoje i jednostavne mokraéne infekcije, kojima
se moze upravljati antibioticima, dok komplicirane, s nekoliko popratnih faktora rizika, mogu
dovesti do neuspjeha lijecenja, ponovljenih infekcija i smrtnosti. Stoga je vazno pravilno
definirati takve infekcije jer one zahtijevaju duze tretmane antibioticima. Jednostavni cistitis
predstavlja infekciju mokra¢nog sustava koja nastaje zbog odgovarajucih bakterija. Razlog
Ceste pojavnosti cistitisa kod Zena je taj Sto normalni Zenski mokracovod ima razmjerno
kratku mokraénu cijev, te stoga imaju urodenu predispoziciju za proksimalno umnazanje
bakterija. Sve §to nije u skladu sa spomenutim opisom smatra se kompliciranim infekcijama
mokraénog sustustava koje ukljucuju a) infekcije koje nastaju zbog anatomskih nepravilnosti
poput opstrukcije, hidronefroze, kamenca mokra¢nog sustava ili kolovezikalne fistule; b)
zbog imunoloskog stanja (npr. primjena steroida, kemoterapija, dijabetes, starija dob); c)
rekurentne infekcije, d) infekcije uzrokovane multirezistentnim mikroorganizmima; e)

infekcije u trudno¢i, ukljucuju¢i asimptomatsku bakteriuriju; f) infekcije nastale nakon
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zahvata na mokra¢nom sustavu, ugradnje ureterskih stentova ili postavljanja urinarnog
katetera; g) infekcije u bolesnika s transplantacijom bubrega; h) infekcije u bolesnika s
oste¢enom funkcijom bubrega; i) infekcije nakon prostatektomije i j) radioterapije. Unato¢
ucestalosti, komplicirane infekcije mokraénog sustava i dalje ostaju klinicki entitet koji
uzrokuje problem pri propisivanju antimikrobnih lijekova te su upravo zbog toga nedavno
provedene IGNITE2 i IGNITES3 studije djelotvornosti eravaciklina na ove infekcije (Sabih i
Leslie 2019).

Intraabdominalne infekcije mogu uzrokovati raznolike skupine bolesti, a vecina ih je
rezultat upale i perforacije gastrointestinalnog trakta poput upale slijepog crijeva, pepticke
ulkusne bolesti i divertikulitisa. Intraabdominalne infekcije su Kklasificirane kao
nekomplicirane 1 komplicirane na temelju opsega infekcija. Nekomplicirane infekcije
uklju¢uju intramuralne upale gastrointestinalnog trakta bez anatomskih promjena.
Komplicirane intraabdominalne infekcije Sire se u peritonealni prostor, te su povezane s
lokaliziranim ili difuznim peritonitisom. Difuzni peritonitis kategoriziran je kao primarni,
sekundarni ili tercijarni peritonitis. Primarni peritonitis je takoder poznat kao spontani
bakterijski peritonitis. Takve infekcije su obi¢no monomikrobne te prevladavaju streptokoki
dok CRE u ovom sluéaju nisu toliko ucestale. Sekundarni peritonitis je uzrokovan mikrobnom
kontaminacijom zbog perforacije ili nekroze dijela gastrointestinalnog sustava. Kona¢na
dijagnoza se bazira na kliniCkom pregledu i anamnezi, a specificna dijagnoza se moze
potvrditi radioloSkom obradom. Infekcije povezane sa sekundarnim peritonitisom su obi¢no
polimikrobne, a moguci uzro¢nici su i CRE - E. coli, Enterobacter spp. i Klebsiella spp.
Tercijarni peritonitis predstavlja infekciju koja je postojana ili ponavljaju¢a najmanje 48 sati
nakon prikladnog lijeCenje primarnog ili sekundarnog peritonitisa, a ¢eS¢a je medu kriticno
bolesnima ili imunokompromitiranim pacijentima. Zbog losih mehanizama obrane domacina,
Cesto se povezuje i s manje virulentnim organizmima, ukljucuju¢i i CRE, enterokoke,
stafilokoke i1 kandidu. Medu pacijentima s intraabdominalnim infekcijom koji razviju
peritonitis, kod mnogih dode do sepse tj. teskog sustavnog upalnog odgovora na infekciju
koja je povezana s akutnom disfunkcijom organa. Uspje$no lijeCenje intraabdominalne
infekcije temelji se na ranom prepoznavanje zarista i ciljanoj antimikrobnoj terapiji, dok je
kod komplicirane intraabdominalne infekcije neophodno i kirursko lije¢enje (Lopez i sur.
2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sabih%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28613784
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leslie%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28613784

1.3. EPIDEMIOLOGHIA U EUROPI | HRVATSKOJ

1.3.1. RASPROSTRANJENOST ENTEROBAKTERIJA OTPORNIH NA KARBAPENEME
U EUROPI

Rasprostranjenost CRE uglavnom se pripisuje njihovoj proizvodnji karbapenemaza i
horizontalnom prijenosu kodiraju¢ih gena posredovanih na plazmidima (Cui i sur. 2019). Za
K. pneumoniae podaci Europske mreZe za pracenje rezistencije na antimikrobne lijekove (eng.
European Antimicrobial Resistance Surveillance Network, EARS-Net) za 2016. godinu
pokazuju velike razlike u stopama rezistencije na karbapeneme kod invazivnih izolata u
rasponu od 0 % do 66,9 % (slika 1). U Gr¢koj i Portugalu uocen je rastuci trend stopa
rezistencije na karbapeneme kod K. pneumoniae u razdoblju od 2013. do 2016., dok je u
Ceskoj, Estoniji i Madarskoj zabiljezen pad (ECDC 2018). U Hrvatskoj u 2016. godini taj
postotak i dalje nije visi od 1 % (slika 1).
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Slika 1. Postotak invazivnih izolata K. pneumoniae otpornih na karbapeneme u EU/EEA zemljama za
2016. godinu. Preuzeto i prilagodeno prema radu ECDC (2018). Napomena: Podaci EARS-Net
temelje se samo na invazivnim izolatima iz krvi i cerebrospinalne tekuc¢ine. Bakterije izolirane s

drugih mjesta infekcije ili kolonizacije nisu ukljucene.



Za E. coli, podaci EARS-Neta za 2016. godinu pokazuju razliitu epidemioloSku
situaciju, u odnosu na K. pneumoniae, sa znatno nizim prosje¢nim postotkom ponderiranog
EU/EEA stanovnistva (0,1 %) na karbapenemsku rezistenciju invazivnih izolata, |
nacionalnim postotcima u rasponu od 0 % do 1 % (slika 2). Izmedu 2013. i 2016. uocen je
blagi pad postotka s 0,2 % na 0,1 % za EU/EEA ponderiranu populaciju, a u Hrvatskoj se
situacija za E. coli ne razlikuje od one za KI. pneumoniae te ne prelaze 1 % (ECDC 2018).
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Slika 2. Postotak invazivnih izolata E. coli otpornih na karbapeneme u EU/EEA zemljama za 2016.
godinu. Preuzeto i prilagodeno prema radu ECDC (2018). Napomena: Podaci EARS-Net temelje se
samo na invazivnim izolatima iz krvi i cerebrospinalne tekucine. Bakterije izolirane s drugih mjesta

infekcije ili kolonizacije nisu ukljucene.

Prema globalnom izvjes¢u WHO o0 pracenju rezistencije na antibiotike, samo je 71 (37
%) drzava ¢lanica WHO uspjela prikupiti podatke o rezistenciji na karbapeneme kod K.
pneumoniae. Zabiljezena je otpornost na karbapeneme kod K. pneumoniae u svim regijama
WHO, a veca od 50 % u dvije regije jer je 49 od 69 skupova podataka doslo iz zemalja
americke i1 europske regije. Regije i zemlje za koje je utvrdena velika prevalencija su a)
indijski potkontinent za NDM; b) SAD, Izrael, Gréka i Italija za KPC; c) Turska, Bliski Istok i
d) Sjeverna Afrika za OXA-48. CRE s razli¢itim karbapenemaznim genima pokazuju
varijaciju ovisno o njihovoj zemljopisnoj rasprostranjenosti (ECDC 2018, WHO 2014).
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Prevalencija CRE u velikoj mjeri ovise o zemljopisnoj regiji. Nakon otkrica, blakpc
naglo se prosirio diljem Europe. K. pneumoniae je bila najcesci klinicki izolirani CRE koji
proizvodi KPC. Tipizacijom na osnovu multilokusnih sekvenci (eng. Multilocus Segence
Typing, MLST) prevladavajuéi tip u Kini je ST11 (eng. Sequence Type, ST), u Sjedinjenim
Americkim Drzavama prevladava ST258, dok u ostalim zemljama, ukljucuju¢i i Hrvatsku,
prevladava ST340, ST437 i ST512. Stoga se klonalni prijenos smatra glavnim mehanizmom
kojim se Siri K. pneumoniae. Kada se gledaju europske zemlje, K. pneumoniae koja stvara
KPC je najrasprostranjenija u Italiji te je druga najzastupljenija karbapenemaza u europskim
zemljama (Cui i sur. 2019).

NDM tip karbapenemaze se uglavnom prosirio u Aziji, pogotovo u Indiji, Pakistanu,
Bangladesu i Kini. Zbog horizontalnog prijenosa epidemijskih plazmida Sirokog raspona,
otkrivena je velika raznolikost E. coli povezane s blanpm, medu kojima su dominantni tipovi
ST131, ST167 i ST410. Trenutno su enterobakterije koje proizvode IMP najucestalije u
Japanu, na Tajvanu i Kini, a epidemije ili izvjestaji o blaiwp U europskim zemljama su
sporadiéni. Sto se tite VIM, Gréka je epicentar enterobakterija koje proizvode ovu
karbapenemazu. Dakako, postoje znaCajne epidemije i u ostalim dijelovima Europe poput
Velike Britanije, Belgije, Spanjolske, Italije i Madarske (Cui i sur. 2019).

Brojni pripadnici OXA postepeno su otkriveni kod CRE, uklju¢uju¢i OXA-23, OXA-
48, OXA-40, OXA-51 i OXA-58. Najcesce pB-laktamaze klase D su OXA-48 i u njih spadaju
klasi¢ni OXA-48 i njegove ina¢ice, OXA-181 i OXA-23. CRE koje proizvode OXA-48 su
najucestalije u europskim zemljama (Francuska, Njemacka, Nizozemska, Hrvatska, Italija,
Velika Britanija), ali su ceste i na Bliskom Istoku (Turska) i mediteranskim zemljama,
ukljucujuéi Sjevernu Afriku (uglavnom Maroko, Tunis, Egipat i Libija). Na slici 3 prikazana
je globalna distribucija CRE koje proizvode razli¢ite karbapenemaze (Cui i sur. 2019). OXA-

48 je najzastupljenija karbapenemaza u Hrvatskoj (Tambi¢- Andrasevi¢ i sur. 2019).
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Slika 3. Globalna distribucija razli¢itih karbapenemaza kod CPE. Karbapenemaze su se pojavile u
vecini regija Sirom svijeta. KPC-ovi su najzastupljenije karbapenemaze i uglavnom su rasprostranjene
u Kini, Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, Italiji i veéinskim regijama Juzne Amerike; NDM
uglavnom prevladavaju u Kini, Pakistanu, Indiji i Bangladesu; IMP prevladavaju u Japanu, Tajvanu i
Kini; VIM uglavnom prevladava u Grékoj; OXA se uglavnom odnosi na OXA-48 te je rasprostranjena
u Turskoj, Maroku i europskim zemljama (Francuska, Njemacka, Nizozemska, Italija, Velika

Britanija). Preuzeto i prilagodeno prema radu Ciu i sur. (2019).

1.3.2. POTENCIJAL ZA NASTANAK EPIDEMIJE U ZDRAVSTVU | ZAJEDNICI

CRE, posebno K. pneumoniae, imaju visoki potencijal za izazivanje epidemije u
zdravstvenim ustanovama. Takve epidemije zabiljeZzene su u nekoliko europskih drzava kao
$to je Ceska, Francuska, Njemacka, Greka, Italija, Spanjolska i Velika Britanija. Cimbenici
rizika za infekciju s CRE u zdravstvenim ustanovama sli¢ni su onima s drugim
multirezistentnim bakterijama. Uklju¢uju hospitalizaciju pacijenta u jedinici intenzivnog
lijecenja (JIL), dugotrajni boravak u JIL-u, kriti¢ne bolesnike, primjenu invazivnih pomagala i
prethodnu antimikrobnu terapiju. Nedavna meta-analiza utvrdila je da su upotreba

medicinskih pomagala i upotreba karbapenema najznacajniji ¢imbenici rizika za stjecanje
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CRE kod hospitaliziranih pacijenata. U 2011. godini ECDC (eng. European Centar for
Disease prevention and Control) je proveo sustavni pregled uc¢inkovitosti mjera za kontrolu
infekcije radi sprjecavanja Sirenja CRE, uz azuriranje 2014. Sljede¢e su mjere identificirane

kao uéinkovite:

« aktivni probir brisom rektuma pri prijemu u bolnicu, prijemu na odredene odjele i tijekom

epidemije;

« preventivna kontaktna izolacija prilikom prijema, higijena ruku, kohortiranje pacijenata,
izolacija pacijenata, CiS¢enje okoline, edukacija osoblja, trazenje kontakata i racionalna
primjena antibiotika (ECDC 2018).

Dok je K. pneumoniae rezistentna na karbapeneme trenutno ucestalija i vjerojatnije je
da ¢e izazvati epidemije vezane za zdravstvene ustanove, E. coli rezistentna na karbapeneme
predstavlja veci rizik za Sirenje u izvanbolni¢koj okolini. Sve je viSe dokaza da se patogena E.
coli moze prenijeti na ljude preko zivotinjskih namirnica. Fekalno-oralni prijenos i prijenos
putem prehrambenog lanca mogu potencijalno prosiriti E. coli otpornu na karbapeneme na
ve¢i broj zdravije 1 mlade populacije. Kontaminacija prehrambenih proizvoda
enterobakterijama rezistentnim na antibiotike opisana je u nekoliko europskih zemalja, na
primjer kontaminacija mesa piletine ili ostale peradi u Austriji, Njemackoj, Nizozemskoj,
Italiji i Spanjolskoj, a povréa u Nizozemskoj. Sada postoje dokazi da je udio E. coli
rezistentne na cefalosporine treCe i Cetvrte generacije podrijetlom od Zivotinja, posebno
peradi. CRE 1/ili karbapenemaze sve se viSe otkrivaju iz izvora kao S§to su okoli$, hrana i
zivotinje, ukljucujuéi svinje, perad, stoku, morsku hranu, pse, macke, konje, ptice kucne
ljubimce, lastavice, divlje svinje, divlje rode, galebove, a zabiljezena je i proizvodnja

karbapenemaze u patogena Salmonella enterica, koja se prenosi hranom (ECDC 2018).

1.3.3. MEDUNARODNI ASPEKTI ZA EUROPSKE ZEMLIE I ZEMLJE TRECEGA
SVIETA

Prijenos CRE medunarodnim transferom bolesnika ili povratkom putnika mogao bi
znacajno pridonijeti Sirenju ovih bakterija u zemljama s jo§ uvijek niskom razinom CRE. U
nekoliko europskih zemalja opisana su izbijanja CRE nakon medunarodnog transfera

bolesnika koloniziranih s CRE. CRE se moze unijeti u zemlje s niskom rasprostranjenoscu
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CRE iz europskih zemalja s visokom stopom CRE kao s§to su Gréka i Italija, ili iz drugih
zemalja ili regija s visokim stopama CRE, npr. zemalja isto¢nog i juznog mediteranskog

podrucja, indijskog potkontinenta i jugoistocne Azije (ECDC 2018).

Visoka mobilnost i globalna trgovina igraju vaznu ulogu u prenosenju antimikrobne
otpornosti, a visoka razina upotrebe antimikrobnih sredstava kod ljudi, Zzivotinja i
poljoprivrede, u kombinaciji s loSom javnozdravstvenom infrastrukturom (neadekvatni
kanalizacijski sustavi, nekvalitetna pitka voda i prenapucenost) rezultirala je visokim
postocima antimikrobne otpornosti na gram-negativne bakterije. Primjer koji se ¢esto navodi
je NDM CRE, za koji bi se visoki udio slu¢ajeva dijagnosticiranih u Velikoj Britaniji mogao
povezati s prethodnim putovanjima i/ili bolni¢kom skrbi u Indiji ili Pakistanu. Visoka stopa
prijenosa enterobakterija iz probavnog trakta, koje su otporne na vise lijekova, takoder je
opisana kod putnika koji se vra¢aju u Europu iz tropskih podrucja. Prijenos CRE prijavljen je

kod putnika koji se vracaju iz regija s visokom rasprostranjenos¢u CRE (ECDC 2018).

1.4. MOGUCNOSTI LIJECENJA INFEKCIJA UZROKOVANIH
ENTEROBAKTERIJAMA OTPORNIMA NA KARBAPENEME

1.4.1. STARE I NOVE MOGUCNOSTI LJECENJA

Do danas mogucénosti lije¢enja infekcija uzrokovanih s CRE ostaju vrlo ogranicene.
Polimiksini (kolistin odnosno polimiksin E) u kombinaciji s drugim antimikrobnim
lijekovima, poput meropenema, se povijesno smatraju prvim izborom i osnovnom terapijom
za lijeCenje infekcija uzrokovanh s CRE (Sheu i sur. 2019). Polimiksini djeluju kao
deterdZenti vanjske membrane gram-negativnih bakterija. Tigeciklin se takoder koristi u
kombinaciji s drugim lijekovima za lijeCenje teskih infekcija uglavnom na temelju povoljnih
studija in vitro te opservacijskih iskustva (Bassetti i sur. 2019). Medutim, otpornost na
polimiksine i tigeciklin se povecava. Za razliku od kolistina i tigeciklina, fosfomicin i
aminoglikozidi se povremeno koriste (Sheu i sur. 2019). Aminoglikozidi su bakteriostatski
antibiotici koji inhibiraju bakterijsku 30S ribosomalnu podjedinicu, a ¢ije djelovanje ovisi
koncentraciji. Gentamicin, amikacin i tobramicin su najces¢e koristeni aminoglikozidi u
lijecenju infekcija uzrokovanih s CRE u slucaju otpornosti na polimiksin. Fosfomicin je

analog fosfoenolpiruvata koji interferira s nastajanjem uridin difosfat (UDP) N-
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acetilmuramske Kkiseline, prekursora peptidoglikana. Njegova intravenska formulacija se
koristi za lijeenje CRE, ¢esto u kombinacijama s drugim lijekovima (Bassetti i sur. 2019).
Karbapenemi (imipenem, meropenem, ertapenem i doripenem) jos uvijek igraju vaznu ulogu
u lijeCenju CRE infekcija, osobito kada se koriste u lijeCenju CRE s nizom vrijednosti
minimalne inhibitorne koncentracije (MIK), ukljucuju¢i terapiju s viSim dozama
karbapenema, kombinacije s drugim antibioticama aktivnim protiv CRE ili primjenom
dvostruke doze karbapenema. Stariji antibiotici kao S§to su minociklin, doksiciklin,
trimetoprim/sulfametoksazol i kloramfenikol mogu biti u¢inkoviti za neke CRE izolate (Sheu
i sur. 2019).

Zbog sve vece otpornosti, nefrotoksic¢nosti 1 suboptimalnih koncentracija, razvili su se
novi antibiotici koji imaju potencijal u buduéem lijeCenju CRE infekcija:
ceftazidim/avibaktam, koji je djelotvoran na sojeve koji produciraju KPC i OXA-48,
meropenem/vaborbaktam koji je aktivan protiv sojeva koji produciraju KPC, plazomicin kao
aminoglikozid s aktivno$¢u in vitro protiv CRE te eravaciklin ¢ija se djelotvornost pratila u
ovom istrazivanju. lako jo§ uvijek nedostaju izravni dokazi o uspjesnosti pojedinih nacina
lijeCenja, ovi novi antibiotici pruzaju dodatne terapijske moguénosti za CRE infekcije. Tablica
3 sazima trenutno dostupne antimikrobne lijekova 1 njihove preporucene doze za lijeCenje
CRE infekcija. Sve potencijalne aktivne lijekove treba testirati u uvjetima in vitro jer su
terapijske mogucnosti ograni¢ene. Preporucuje se odabir antimikrobnih lijekova prema
podacima osjetljivosti u uvjetima in vitro, klini¢koj slici i svim drugim dostupnim
informacijama. Vece doze mogu biti potrebne za teSke infekcije kao $to su pneumonija i
septicki Sok. Mnoge anti-CRE terapije su nedavno objavljene, stoga se u tablici 4 nalazi

nekoliko potencijalnih terapijskih kombinacija i novih antibiotika (Sheu i sur. 2019).
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Tablica 3. | Antimikrobni lijekovi koristeni za CRE infekcije. Preuzeto i prilagodeno prema radu Sheu
i sur. (2019).

Antimikrobni lijekovi  Preporudena doza za infekcije’ CRE Komentari
2 g svakih sati putem produzene infuzije za
Meropenem izolate s MIK od 2-8 mg/L. Vrlo vjerojatno neucinkovit za izolate s MIK> 8 mg/L.
Ertapenem Razmatranje 2 g svakih 24 sata. Koristi se pri dvostrukoj terapiji karbapenemom.
Pocetna doza od 9 MU, a zatim 9 MU na
Kolistin dan u 2-3 podijeljene doze.
Pocetna doza od 2—-2.5 mg/kg, a potom 5
Polimiksin B mg/kg u dvije podijeljene doze.
Pocetna doza od 100 mg, a potom 50 mg  Razmatranje pocetne doze od 200 mg, a potom 100 mg
Tigeciklin svakih 12 sati. svakih 12 sati for teske infekcije.

Odobreno od strane FDA u kolovozu 2018. za
lijeCenje cIAl Djelotvornost protiv CRE je
demonstrirana in vitro. Jo§ uvijek nema klini¢kih
Eravaciklin 1 mg/kg svakih 12 sat. podataka za infekcije CRE.
Koristi se u kombinacijskim terapijama. Razmatra se
povisena doza od 10-15 mg/kg dnevno za teske
infekcije kada nema drugih opcija. Moguce je da se
Gentamicin Tobramicin  5-7 mg/kg na dan. rizik toksi¢nosti poveca. Preporucuje se TDM.
Koristi se u kombinacijskim terapijama. Razmatra se
povisena doza od 25-30 mg/kg dnevno za teske
infekcije kada nema drugih opcija. Moguce je da se
Amikacin 15-20 mg/kg na dan. rizik toksi¢nosti poveca. Preporuca se TDM.
Odobren od strane FDA u lipnju 2018. za lijeCenje
cUTTI ukljucujuéi pijelonefritis. Demonstrirana je
djelotvornost in vitro je protiv ESBL i enterobakterija
koje proizvode karbapenemaze (CAP, eng.
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae), ali

Plazomicin 15 mg/kg na dan. klini¢kih podataka za CRE infekcije i dalje manjka.
Fosfomicin 4 g svakih 6 sati do 8 g svakih 8 sati. Koristi se u kombiniranoj terapiji.

Proizvodac¢i MBL su osjetljivi, osim ako nisu
Aztreonam 1-2 g svakih 8 sati. proizvodaci ESBL ili AmpC.

Proizvodaci OXA-48 su osjetljivi, osim ako nisu
Ceftazidim 1-2 g svakih 8 sati. proizvodaci ESBL ili AmpC.
Ceftazidim/avibactam 2.59 (2 g/0.5 g) svakih 8 sati. Cesto su osjetljivi proizvoda¢i KPC i OXA-48.
Meropenem/vaborbaktam 2 g (1 g/1 g) svakih 8 sati. Cesto su osjetljivi proizvoda¢i KPC.

clAl, eng. complicated intraabdominal infection; CRE, eng. carbapenem-resistant Enterobacteriaceae cUTI,
eng. complicated urinary tract infection; ESBL, eng. extended-spectrum —lactamase; KPC, eng. K. pneumoniae
carbapenemase; MBL, eng. metallo-lactamase; MU, eng. measurement unit; OXA, eng. oxacillinase; TDM,

eng. therapeutic drug monitoring.

8Za bolesnike s normalnom funkcijom bubrega.
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Tablica 4. Potencijalne kombinacije terapijskih strategija i novi antibiotici za lijeCenje enterobakterija

otpornih na karbapenem. Preuzeto i prilagodeno prema radu Sheu i sur. (2019).

Kombinacije terapijskih strategija

Visoke doze tigeciklina

Visoke doze produljene infuzije karbapenema
Dvostruka terapija karbapenemom

Novi antibiotici

Ceftazidim/avibaktam
Meropenem/vaborbaktam

Plazomicin

Eravaciklin

Novi antibiotici u razvoju
Imipenem/cilastatin i relebaktam

Cefiderokol

Prva potencijalna strategija je povecanje doze antimikrobnih lijekova za CRE. Visoke
doze karbapenema, kolistina, i tigeciklina su povezane s boljim klinickim ishodima infekcija
uzrokovanih s CRE. Druga potencijalna strategija je kombinacija CRE antimikrobnih
lijekova, iako velike opservacijske studije i sustavni pregledi sugeriraju da kombinirana
terapija moze biti korisna za bolesnike s teskim infekcijama CRE, kvalitetnih dokaza je malo
zbog znacajnih heterogenosti u dizajnu studija i populaciji bolesnika. Nedavna rendomizirana
kontrolna studija nije pokazivala prednosti kombinirane terapije kolistina s meropenemom u
usporedbi s monoterapijom kolistinom. Rasprava o tome trebaju li se ti agensi koristiti u
kombinaciji ili ne, ¢e se zasigurno nastaviti. Kombinaciju dvaju karbapenema s infuzijom
tapenema prije infuzije visoke doze meropenema ili doripenema usvojen je kao salvage
terapija kritiéno bolesnih pacijenata s CRE infekcijama. Studije ukazuju da kombinacija
kolistina ili tigeciklina s kombinacijom karbapenema moze biti pogodna strategija za ozbiljne
CRE infekcije. Nedavno uvodenje novih inhibitora B-laktamaza (avibaktam, vaborbaktam i
relebaktam) osigurava dodatne terapijske moguénosti za teze CRE infekcije. No treba obratiti
paznju da novi inhibitori B-laktamaza nisu aktivni protiv svih karbapenemaza. Avibaktam
inhibira KPC i OXA-48, dok vaborbaktam i relebaktam inhibiraju samo KPC. Aminoglikozid
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plazomicin i potpuno sintetski tetraciklinski antibiotik eravaciklin, ¢ija se djelotvornost
ispituje u ovom istrazivanju, Su nedavno odobreni od strane FDA, $to moZe pruziti

alternativne terapijske opcije za CRE infekcije (Sheu i sur. 2019).

1.4.2. POVIUEST TETRACIKLINSKIH ANTIBIOTIKA

Razvoj tetraciklinskih antibiotika zapocCeo je otkricem klortetraciklina u cCetrdesetim
godinama 20. stoljeca. Tek pocetkom 1950-ih je identificirana jezgra s Cetiri prstena, i tada je
imenovan razred tetraciklina. Prvi od njih, tetraciklin, imao je vecu djelotvornost, veéu
stabilnost i nizu uéestalost gastrointestinalnih nuspojava u usporedbi sa svojim prethodnicima.
Mogucénost 1 sposobnost modificiranja bo¢nih lanaca, vezanih za tetraciklinsku jezgru, kako bi
se proizveli novi spojevi, bila je prekretnica za razvoj druge generacije semisintetskih
tetraciklina, ukljucuju¢i doksiciklin i minociklin. Razvoj minociklina pocetkom 1970-ih
zasluzan je za mnogo Siri spektar djelotvornosti, medutim, ovaj spoj takoder je znacio kraj
razvoja tetraciklina za nekoliko desetljeca. Otprilike u isto vrijeme kada je otkriven
minociklin, otkriveni su i mehanizmi otpornosti na tetraciklin. Prvo su se identificirane efluks
pumpe koje uklanjaju molekule lijeka iz stanice, a zatim su otkriveni mehanizmi za
ribosomalnu zastitu koji smanjuju vezanje tetraciklina za ribosome. Ova otkri¢a dovode do
razvoja tigeciklina poc¢etkom 2000-ih. Tigeciklin je glicilciklinski antibiotik nazvan prema
podjedinici glicina priévr§¢enoj na baziénu strukturu. Djelotvoran je na osjetljive i
multirezistentne organizme, ali njegova upotreba ograni¢ena je zbog nekoliko ¢imbenika,
ukljucujuéi visoku stopu gastrointestinalnih nuspojava. U 2018. godini odobrena su dva nova
tetraciklina: eravaciklin i omadaciklin. Sli¢no kao tigeciklin, eravaciklin i omadaciklin su
dizajnirani tako da specifi¢tno djeluju protiv organizama koji su otporni na tetraciklin.
Omadaciklin je odobren za lijeCenje bolesnika S izvanbolnickom pneumonijom i akutnim
infekcijama koze i mekih tkiva. Eravaciklin je odobren za lijeCenje kompliciranih
intraabdominalnih infekcija i ima Sirok spektar djelotvornosti koji uklju¢uje CRE,
Stenotrophomonas maltophilia, A. baumannii, MRSA, vankomicin-rezistentne enterokoke

(VRE), anaerobne organizme itd. (Heaney i sur. 2019).
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1.4.3. ERAVACIKLIN

Kao i ostali tetraciklini, eravaciklin ulazi u gram-negativne bakterijske stanice putem
porinskih kanala i visokim afinitetom se reverzibilno veze za 30S ribosomsku podjedinicu.
Vezanjem na primarno (Tetl) i/ili sekundarno (Tet2) mjesto na ribosomu, sprje¢ava vezanje
aminoacil-tRNA na mRNA-ribosomski kompleks te tako ima bakteriostatski uc¢inak
inhibirajuci sintezu proteina. Eravaciklin se razlikuje od prethodnih generacija tetraciklina i
tigeciklina po tome $to je potpuno sinteticki fluorociklinski spoj jer sadrzi modificirani atom
fluora na poziciji C7 i pirolidinoacetamido skupinu na svom D-prstenu na poziciji C9 (slika 4)
Sto bi trebalo pospjeSiti njegovu djelotvornost s obzirom na nekoliko identificiranih
mehanizama rezistencije na tetracikline. Dok su neki organizmi poput "MP3" skupine
(Morganella spp., Proteus spp., Pseudomonas spp., i Providencia spp.) prirodno otporni na
tetracikline zbog kromosomski posredovane efluks pumpe, mnogi drugi organizmi su razvili
otpornost na tetracikline genetskim modifikacijama. Najces¢i od ovih mehanizama otpornosti
su efluks pumpe kodirane tet genima. TetA efluks pumpa obi¢no uzrokuje otpornost na
tetraciklin, minociklin i doksiciklin u gram-negativnih organizama kao $to je to slucaj kod
CRE, dok tetK i tetL uzrokuju otpornost kod gram-pozitivnih organizama. Proteini koji Stite
ribosome su jo§ jedan mehanizam otpornosti, omogucujuéi kontinuirani proces translacije u
prisutnosti molekule tetraciklina. Sa svojim modificiranim D-prstenom, eravaciklin je

dizajniran tako da na njega ne utje¢u navedeni mehanizmi otpornosti (Heaney i sur. 2019).
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Slika 4. Kemijska struktura eravaciklina. Preuzeto i prilagodenu prema radu Lee i Burton (2019).

Eravaciklin je visoko bioloski raspoloziv nakon oralne primjene, ima visoku
metaboli¢ku stabilnost i rijetke potencijalne interakcije s drugim lijekovima. Provedena su
Cetiri klini¢ka ispitivanja eravaciklina faze tri u lijeCenju kompliciranih intraabdominalnih i
kompliciranih infekcija mokra¢nog sustava S dobrim rezultatima za komplicirane
intraabdominalne i suboptimalnim za komplicirane infekcije mokra¢nog sustava (Bassetti i

sur. 2019). Eravaciklin je dostupan kao intravenska (iv.) infuzija u dozi od 1 mg/kg svakih 12
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sati, a oralna formulacija je, unato¢ predvidenoj visokoj bioloSkoj raspolozivosti, zbog
suboptimalnih rezultata studija za komplicirane infekcije mokraénog sustava, trenutno
obustavljena. Eravaciklin je uglavnom metaboliziran s CYP3A4 i FMO-posredovanom
oksidacijom. Dakle, interakcija lijekova bi se trebale uzeti u obzir pri primjeni terapije kada se
primjenjuje istodobno s jakim CYP3A4 induktorom rifampinom te se tada preporucuje
povecéanje doze do 1,5 mg/kg iv. svakih 12 sati. Kada se daje istovremeno s jakim CYP3A4
inhibitorom itrakonazolom, nisu preporuc¢ene prilagodbe doze. Nedavna studija pokazala je da
postoji sistemska akumulacija, ali tijekom 10 dana najveca koli¢ina akumulacije bila je 45 %
nakon standardnog doziranja. Najées$¢i Stetni ucinci koji se primjecuju tijekom uporabe
eravaciklina u klinickim studijama bile su reakcije na mjestu infuzije (7,7 %), mucnina (6,5
%), povracanje (3,7 %) i proljev (2,3 %), a kontraindikacija za primjenu je samo u bolesnika s
poznatom preosjetljivoséu na lijek ili na neki drugi tetraciklinski antibiotik (Heaney i sur.
2019, Lee i Burton 2019).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

OPCI CILJ:

Ispitati djelotvornost eravaciklina na CRE u uvjetima in vitro i dokazati da je djelotvornost
eravaciklina u uvjetima in vitro razlicita s obzirom na vrstu karbapenemaze koju CRE

stvaraju.
SPECIFICNI CILJEVI:
1. Odrediti osjetljivost CRE na eravaciklin metodom disk difuzije i E-testa.

2. Napraviti molekularnu karakterizaciju CRE utvrdivanjem gena za produkciju 4 razlicite

vrste karbapenemaza — KPC, VIM, NDM i OXA-48.

3. Odrediti djelotvornost eravaciklina in vitro s obzirom na tip karbapenemaze koju CRE
stvaraju - grupe A (KPC), grupe B (metalo-beta-laktamaze VIM i NDM), i grupe D (OXA-
48).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. BAKTERIJSKI SOJEVI

U istrazivanju su se koristili bakterijski sojevi CRE izolirani iz klinickih uzoraka
bolesnika Klinickog bolnickog centra Zagreb (KBC Zagreb), uzeti tijekom rutinskih
dijagnostic¢kih pretraga u 2018. godini. Prikupljeno je 80 sojeva CRE od kojih 8 sojeva E.
coli, 43 soja K. pneumoniae, 5 sojeva K. oxytoca, 12 sojeva E. cloacae i 12 sojeva C.
freundii. lzolati su uzeti iz klini¢kih uzoraka urina, stolice, rektuma, briseva rana, zdrijela,
uretre, nosa, perianalog podrucja, te aspirata traheje i hemokulture te je jedan uzorak bio
intraoperativni (tablica 5). Istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog povjerenstva KBC

Zagreb.

Bakterijski sojevi identificirani su MALDI-TOF masenom spektrometrijom (Biotyper,
Bruker Daltonik GmbH; Bremen, Njemacka). Za identifikaciju MALDI-TOF masenom
spektrometrijom koristen je direktni transfer iz 24-satne kulture. Nakon nanosenja na plocicu i
susenja, nanesen je 1 uL. HCCA (o-cijano-4-hidroksicinaminska kiselina) matriksa. HCCA
matriks je prethodno prireden dodavanjem 250 pL standardnog otapala (acetonitril 50 %,
voda 47,5 % i trifluoroctena kiselina 2,5 %; Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, UK), u
originalnu HCCA matriks epruvetu (Biotyper, Bruker Daltonik GmbH; Bremen, Njemacka).
Nakon susenja, ploCica je stavljena u MALDI-TOF maseni spektrometar radi ocitavanja
rezultata. Rezultati dobiveni u obliku score-a interpretirani su prema uputi proizvodaca: iznad
2.000 identifikacija na razini vrste; od 1.700 do 1.999 identifikacija na razini roda; i < 1.700

bez pouzdane identifikacije.

Tablica 5. Lista bakterijskih sojeva i klini¢ki uzorci iz kojih su izolirani.

Sojevi Uzorak
1. Escherichia coli Urin
2. Escherichia coli Stolica
3. Escherichia coli Rektum
4, Escherichia coli Rana
5. Escherichia coli Rektum
6. Escherichia coli Urin
7. Escherichia coli Rektum
8. Escherichia coli Rektum
9. Klebsiella pneumoniae Zdrijelo
10. Klebsiella pneumoniae Aspirat traheje
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11. Klebsiella pneumoniae Stolica
12. Klebsiella pneumoniae Aspirat traheje
13. Klebsiella pneumoniae Rektum
14. Klebsiella pneumoniae Stolica
15. Klebsiella pneumoniae Urin

16. Klebsiella pneumoniae Urin

17. Klebsiella pneumoniae Uretra

18. Klebsiella pneumoniae Rektum
19. Klebsiella pneumoniae Urin

20. Klebsiella pneumoniae Rana

21. Klebsiella pneumoniae Rektum
22. Klebsiella pneumoniae Urin

23. Klebsiella pneumoniae Urin

24, Klebsiella pneumoniae Uretra
25. Klebsiella pneumoniae Rektum
26. Klebsiella pneumoniae Rektum
217. Klebsiella pneumoniae Rektum
28. Klebsiella pneumoniae Rektum
29. Klebsiella pneumoniae Nos

30. Klebsiella pneumoniae Urin

31. Klebsiella pneumoniae aspirat traheje
32. Klebsiella pneumoniae Rektum
33. Klebsiella pneumoniae bris uretre
34. Klebsiella pneumoniae Perianalni
35. Klebsiella pneumoniae Aspirat traheje
36. Klebsiella pneumoniae Urin

37. Klebsiella pneumoniae Rektum
38. Klebsiella pneumoniae Rektum
39. Klebsiella pneumoniae Zdrijelo
40. Klebsiella pneumoniae Stolica
41. Klebsiella pneumoniae Rana

42. Klebsiella pneumoniae Urin

43. Klebsiella pneumoniae Urin

44, Klebsiella pneumoniae Urin

45, Klebsiella pneumoniae Rektum
46. Klebsiella pneumoniae Stolica
47. Klebsiella pneumoniae Urin

48. Klebsiella pneumoniae Rektum
49. Klebsiella pneumoniae Uretra
50. Klebsiella pneumoniae Rektum
51. Klebsiella pneumoniae Urin

52. Klebsiella oxytoca Urin

53. Klebsiella oxytoca HK

54, Klebsiella oxytoca Stolica
55. Klebsiella oxytoca Stolica
56. Klebsiella oxytoca Stolica
57. Enterobacter cloacae aspirat traheje
58. Enterobacter cloacae Stolica
59. Enterobacter cloacae Rektum
60. Enterobacter cloacae Stolica
61. Enterobacter cloacae Intraop. uzorak
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62. Enterobacter cloacae Urin
63. Enterobacter cloacae Urin
64. Enterobacter cloacae Aspirat traheje
65. Enterobacter cloacae Urin
66. Enterobacter cloacae Sputum
67. Enterobacter cloacae Urin
68. Enterobacter cloacae Rana
69. Citrobacter freundii Stolica
70. Citrobacter freundii Stolica
71. Citrobacter freundii Stolica
72. Citrobacter freundii Stolica
73. Citrobacter freundii Stolica
74, Citrobacter freundii Stolica
75. Citrobacter freundii Stolica
76. Citrobacter freundii Stolica
77. Citrobacter freundii Stolica
78. Citrobacter freundii Stolica
79. Citrobacter freundii Rektum
80. Citrobacter freundii Stolica

3.2. DETEKCIJA GENA KOJI KODIRAJU ZA KARBAPENEMAZE POMOCU
METODE PCR | AGAROZNE GEL ELEKTROFOREZE

U 1 mL sterilne destilirane vode sterilnom ezom se umijesalo nekoliko kolonija 24-

satne Ciste kulture CRE, koja se dobro izvorteksirala i inkubirala 10 minuta na temperaturi od
98° C u termobloku (StarLab; Milton Keynes, UK) kako bi doSlo do lize bakterijskih stanica.
Nakon centrifugiranja (Centriuga Eppendorf 5424 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)) u

trajanju od jedne minute na 11000 g, odvojen je supernatant u novu mikroepruvetu i koristen

za PCR reakciju. Reakcijska smjesa sastoji se od PCR mastermix-a (Roche Diagnostics;

Risch-Rotkreuz, Svicarska), para podetnica, sterilne destilirane vode i izolirane DNA, s

ukupnim volumenom reakcijske smjese 50 pL, u sljede¢im omjerima:

v

v

PCR mastermix
Pocetnica F (konc. 10 pM)
Pocetnica R (konc. 10 uM)
sterilna destilirana voda

DNA

25 uL
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PCR mastermix sadrzavao je 25 U Taq DNA polimeraze u 20 mM Tris-HCI, 100 mM
KCI, 3 mM MgCl,, dNTP mix (svaki po 0.4 mM, kona¢ni pH 8,3). PoCetnice za umnaZanje
gena (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, UK), koji kodiraju za Ccetiri razliCite vrste
karbapenemaza, su navedene u tablici 6. Uvjeti za amplifikaciju jednaki su za sve Cetiri vrste
pocetnica: pocetna denaturacija: 95°C/5 minuta, 25 ciklusa; denaturacija: 95°C/30 sekundi,
pripajanje pocetnica: 55°C/30 sekundi, elongacija: 72°C/30 sekundi; zavr$na elongacija:

72°C/7 minuta.

Tablica 6. Geni za detektiranje pojedine karbapenemaze, F (eng. forward) i R (eng. reverse) pocetnice

za umnazanje gena i veli¢ina umnozenog produkta.

R i F pocetnice Naziv gena Sekvenca pocetnica u smjeru 5'-3' Veli¢ina produkta (pb)

Fkec blakec CTC AGT GCT CTA CAG AAA ACC 708
Rikpc TGT CAC TGT ATC GCC GTC
Fnom bla AAT GGA ATT GCC CAATAT TAT GC 621
Rnowm NDM CGA AAG TCA GGC TGT GTT GC
Fyvim blavim CAG ATT GCC GAT GGT GGT TGG 390
Rvim AGG TGG GCC ATT CAG CCA GA

Foxa-4s blaoxa-4s TTG GTG GCATCG ATT ATC GG 438

Roxa-8 GAG CACTTCTTT TGT GAT GGC

Agarozna gel elektroforeza napravljena je nanoSenjem produkta PCR na 2 %-tni
agarozni gel koji se sastoji od 2 g agaroze (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, UK) i 100 mL
IXTAE pufera. Agaroza je otopljena u puferu na oko 60 °C i izlivena na nosa¢. Nakon 20
minuta polimerizirani gel se moze uroniti u kadicu za elektroforezu (PowerPac Basic (Bio-
Rad; Hercules, SAD)) s 1xTAE puferom. Kao otopina za obiljezavanje PCR produkta koristi
se ,.gel loading solution* (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, UK) koja sadrzi 0,05 %
bromfenolnog plavila, 40 % saharoze, 0,1 M EDTA i 0,5 % natrij lauril-sulfata (SDS). U
jazice se nanosio i DNA marker raspona molekularne mase 100-1500 pb (Roche Diagnostics;
Risch-Rotkreuz, Svicarska) kako bi se mogla odrediti veli¢ina pojedinog produkta.
Elektroforeza se odvija na 80-100 V i traje jedan sat. Rezultate o¢itavamo pod UV svjetlom
tako Sto se gel inkubira u otopini etidijevog bromida (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri,

UK) nekoliko minuta te potom stavi na transiluminator (Cleaver Scientific; Rugby, UK).
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3.3. ISPITIVANJE OSJETLIJIVOSTI METODOM DISK DIFUZIJE | E-TESTA

Osjetljivost bakterijskih sojeva ispitivala se metodom disk difuzije i odredivanjem MIK
vrijednosti E-testom. Disk difuzija se izvodila pomocu diskova eravaciklina jacine 20 ug
(Liofilchem s.r.l.; Roseto degli Abruzzi, Italija), a MIK pomoc¢u E-testova (Liofilchem s.r.1;
Roseto degli Abruzzi, Italija) prema uputi proizvodaca na Mueller-Hinton agaru (Oxoid; UK).
Prethodno odabrani sojevi enterobakterija, pohranjenih na 4 °C, nasadivali su se na krvni agar
i inkubirali preko no¢i na 37 °C. Bakterioloskom usicom se uzmu dvije do tri kolonije iz
prekono¢ne kulture koje se razmute u 2 mL fizioloske otopine i potom se stavljaju na vorteks
kako bi se treSnjom dobila homogena suspenzija. Gustoa suspenzije podesi se prema
standardnoj 0,5 McFarland suspenziji (0,5 McFarlanda se priblizno slaze s 1-2 x 108 CFU/mL
za E. coli). Suspenzije testiranih sojeva se nanose u tri sloja, okrecuéi petrijevku otprilike za
60 stupnjeva svaki put kako bi se osigurala ravnomjerna raspodjela inokuluma. Treba pustiti
da se visak vlage apsorbira tako da je povrSina potpuno suha prije primjene E-testnih trakica i
diskova. Na povrsinu Mueller-Hinton agara se nanese jedna E-testna trakica i jedan difuzijski
disk eravaciklina mjerilom okrenutim prema gore, pritiS¢uc¢i ih sterilnom pincetom na
povrsini agara da bi se osiguralo da je antibiotik u potpunom kontaktu s povr§inom agara.
Petrijevke se potom inkubiraju preko no¢i na 352 °C. Nakon inkubacije eravaciklin se
procesom difuzije prosirio po povrSini agara, stvori Sse gradijent koncentracije te soj na
odredenoj udaljenosti od ruba diska prestaje rasti, ovisno o osjetljivosti. Nakon inkubacije se
mjeri sam promjer inhibicijske zone (podru¢je oko diska gdje bakterije nisu narasle) u
milimetrima te se rezultat interpretira tako da se svaki promjer ve¢i ili jednak (>) od 15 mm
biljezio kao osjetljiv soj. Za E-testne trakice eravaciklina se promatra gdje relevantna elipsa
inhibicije sijece trakicu i o¢itala se MIK vrijednost pri potpunoj inhibiciji. Rast duz cijelog
gradijenta, tj. nedostatak elipse inhibicije, pokazuje da je vrijednost veca ili jednaka (>)
najvecoj vrijednosti na skali. Elipsa inhibicije koja se sijeCe ispod donjeg kraja ljestvice
ocitava se kao manja (<) od najnize vrijednosti. MIK od 0,125 pg/mL smatra se istim kao i
0,12 pg/mL za potrebe izvjestaja, a svaki rezultat koji je manji ili jednak (<) 0,5 pg/mL se
smatrao osjetljivim sojem. Stoga se ukratko moZe re¢i da su se rezultati interpretirali na
temelju Sirine inhibicijske zone za disk difuziju, a za E-test na temelju toga gdje nastala elipsa
sije¢e E-testnu trakicu eravaciklina. Potom se odredilo je li odredeni ispitivani soj osjetljiv
(eng. sensitive, S), intermedijaran (engl. intermediate, 1) ili rezistentan (eng. resistant, R). S

obzirom na to da European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
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ima samo interpretativne kriterije za MIK E. coli, dok za disk difuziju i ostale enterobakterije
nema interpretativnih kriterija, rezultati disk-difuzije i E-testa interpretirat ¢e se prema FDA

kriterijima. Za kontrolu kvalitete koristit ¢e se kontrolni soj E. coli, ATCC® 25922.

3.4. STATISTICKA ANALIZA

Statisti¢ka analiza ukljuc¢ivala je metode deskriptivne statistike i Fisher-ov egzaktni test
(P <0,05).
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4. REZULTATI

4.1. IDENTIFIKACIJA SOJEVA MASENOM SPEKTROMETRIJOM

Rezultati dobiveni masenom spektrometrijom MALDI-TOF u obliku score-a
interpretirani su prema uputi proizvodaca: identifikacija na razini vrste, 1.700-1.999
identifikacija na razini roda i < 1.700 bez pouzdane identifikacije. Za sve bakterijske sojeve
MALDI-TOF masena spektrometrija dala je pouzdane rezultate identifikacije na razini vrste
sa score-om > 2.000. Bakterijski sojevi i klini¢ki uzorci iz kojih potjecu prikazani su u tablici
5.

4.2. DETEKCIJA GENA KOJI KODIRAJU ZA KARBAPENEMAZE UZ POMOC
METODE PCR | AGAROZNE GEL ELEKTROFOREZE

Nakon provedbe umnazanja DNA za pojedine gene koji kodiraju za karbapenemaze
metodom PCR, produkti su se detektirali pomoc¢u agarozne gel elektroforeze i vizualizirali
pomocu UV transiluminatora. Od ukupno 80 analiziranih uzoraka jedan je KPC pozitivan soj,
18 je NDM, 35 OXA-48 i 26 VIM pozitivnih izolata (slika 5). Utvrdeno je da, od 8 sojeva E.
coli, jedan proizvodi NDM, 5 OXA-48 i 2 VIM karbapenemazu dok je za K. pneumoniae
zabiljeZeno da jedan soj stvara KPC, 9 sojeva stvara NDM, 30 sojeva OXA-48 i 3 soja VIM.
Od 5 izolata K. oxytoca, jedan proizvodi NDM, a 4 VIM karbapenemazu; dok od 12 sojeva E.
cloacae i isto toliko C. freundii, 3 proizvode NDM i 9 VIM, odnosno 4 proizvode NDM, a 8
VIM (slika 6).
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Slika 5. Agarozna gel elektroforeza s prikazom rezultata za detekciju PCR produkata Cetiri razliite
vrste karbapenemaza kod 13 izolata i pozitivne kontrole: 1. zona — KPC: pozitivna kontrola u jaZici 8;
2. zona — VIM: pozitivan izolat u jazici 7, pozitivna kontrola u jazici 8; zona 3. — NDM: pozitivna
kontrola u jazici 8; 4. zona — OXA-48: pozitivan izolat u jazici 5, pozitivna kontrola u jazici 8. U

zadnjoj jazici se nalazi molekularni marker (M) raspona 100 -1500 pb.
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Slika 6. Prikaz vrsta i broja (n) pojedinih ispitivanih bakterijskih sojeva te vrsta i broja (n)

karbapenemaza koje proizvode.

4.3. ISPITIVANJE OSJETLJIVOSTI METODOM DISK DIFUZIJOM | E-TESTOM
Na istih 80 klini¢kih izolata se ispitivala djelotvornost eravaciklina u uvjetima in vitro

pomoc¢u disk difuzije tako $to se izmjeri promjer zone inhibicije, te metodom E-testa

mjerenjem MIK-a kako je prikazano na slici 7.
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Slika 7. Rezultati disk difuzijskog testa (lijevo) i E-testa (desno) gdje se ocitavala djelotvornost
eravaciklina na enterobakterije rezistentne na karbapeneme (CRE). Ispitivani CRE soj na ovoj slici je
osjetljiv na eravaciklin $to potvrduje veli¢ina zone inhibicije (>15 mm) i vrijednost MIK-a (<0,5

pg/mL).

Valja naglasiti da je osjetljivost sojeva mjerena metodom disk difuzije i E-testa u 100
%-tnoj korelaciji tj. da su 54 soja (67,5 %) osjetljiva na eravaciklin, dok je preostalih 26
sojeva (32,5 %) otporno na eravaciklin. Svaki od ispitivanih bakterijskih sojeva proizvodi

odredenu vrstu karbapenemaze.

Slika 8 prikazuje postotak osjetljivosti 8 sojeva E. coli, 43 soja K. pneumoniae, 5 sojeva
K. oxytoca, 12 sojeva E. cloacae i 12 sojeva C. freundii. 87, 5 % (7/8) sojeva E. coli, 83, 3 %
(10/12) E. cloacae, 65,1 % (28/43) izolata K. pneumoniae, 58, 3 % (7/12) sojeva C. freundii,
40 % (2/5) izolata K. oxytoca je osjetljivo na eravaciklin. Iz ovih podataka se zasigurno moze
re¢i da najvecu osjetljivost pokazuju sojevi E. coli, koji veéinski proizvode OXA-48 (slika 9).
Izrazito veliku osjetljivost na eravaciklin pokazuje i izolati E. cloacae od kojih njih 75 %
(9/12) proizvodi VIM (slika 9). Nesto manju osjetljivost pokazuju sojevi K. pneumoniae s
34,9 % (15/43) sojeva koji su otporni na eravaciklin, a odmah iza toga slijedi C. freundii s
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41,7 % (5/12) sojeva otpornih sojeva. Zabrinjavajucu otpornost pokazuju sojevi K. oxytoca od
kojih 80 % (4/5) sojeva proizvodi VIM, a od toga 75 % (3/5) sojeva pokazuje otpornost.

100.00% ® Osjetljivi sojevi @ Otporni sojevi

90.00% | 87-50%
83.30%

80.00%

70.00%

65.10%

60.00% 58.30%

50.00%

Postotak

41.70%
40.00%

34.90%

30.00%

16.70%

20.00%

12.50%

10.00%

0.00%

E. coli (n=8) K. pneumoniae K. oxytoca (n=5) E. cloace (n=12) C. freundii (h=12)
(n=43)

Slika 8. Prikaz postotka osjetljivih i otpornih CRE na eravaciklin s obzirom na bakterijsku vrstu gdje n
predstavlja broj sojeva pojedine baktrijske vrste.

Na slici 9 je prikazan i postotak ukupnih osjetljivih i otpornih sojeva s obzirom na vrstu
karbapenemaze gdje rezultat za KPC, koji pokazuje 100 %-tno osjetljivost, nije relevantan jer
se radi 0 samo jednom soju K. pneumoniae. Za sojeve koji stvaraju OXA-48 se moze reci da
VIM sa 65,4 % (17/26) osjetljivih sojeva te potom metalo-beta-laktamaza NDM s ukupno
61,1 % (11/18) osjetljivih sojeva. Statisticka analiza pomoc¢u Fisher-ovog egzaktnog testa je
pokazala da je vrijednost P > 0,05 sto znac¢i da ovakva klasifikacija na slici 9 nije statisti¢ki
znacajna. Vrijednosti MIK-a eravaciklina varirale su ovisno o vrsti karbapenemaze, posebno
za K. pneumoniae. Naime, rezultat za OXA-48 tip karbapenemaze je veoma bitan jer su
upravo sojevi koji stvaraju OXA-48 vrlo Cesti u Hrvatskoj i jedni od glavnih uzroénika

kompliciranih infekcija.
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Slika 9. Prikaz postotka osjetljivih i otpornih CRE na eravaciklin s obzirom na vrstu karbapenemaze

gdje n oznacava broja ukupnih karbapenemaza za pojedinu vrstu.

Slika 10 prikazuje broj CRE osjetljivih i otpornih na eravaciklin prema bakterijskoj
vrsti i tipu karbapenemaze. Za soj E. coli koji je NDM pozitivan izolat, moze se uociti da je
otporan na eravaciklin, dok je na ostale sojeve koji produciraju OXA-48 i VIM eravaciklin
100 % djelotvoran (sojevi su osjetljivi). Izolati K. pneumoniae koji stvaraju NDM i OXA-48
pokazuju osjetljivost od 50 %, dok je za VIM viSe otpornih sojeva, ali je uzorak mali. K.
oxytoca pokazuje generalno najvecu otpornost sa 75 % (3/5) VIM sojeva koji su otporni.
Sojevi E. cloacae koji proizvode NDM i VIM pokazuju odli¢ne rezultate sa 100 %-tnom
osjetljivos¢u za NDM i 78 %-tnom (7/9) osjetljivos¢u za VIM. Djelotvornost eravaciklina na
C. freundii pokazuje dobru osjetljivost za VIM sojeve i podjednak broj osjetljivih i otpornih

sojeva kada je u pitanju NDM.
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Slika 10. Prikaz broja CRE osjetljivih i otpornih na eravaciklin prema bakterijskoj wvrsti i tipu

karbapenemaze.

Prilikom obrade rezultata promatrana je distribucija zona inhibicije i vrijednosti MIK-a
eravaciklina. Slika 11 prikazuje raspodjelu zona inhibicije gdje 3 izolata spadaju u skupinu od
8 mm promjera zone inhibicije, jedan izolat u skupini s izmjerenim promjerom 9 mm, 8 je
izolata sa zonom inhibicije od 10 mm, njih 4 je s promjerom od 11 mm, 4 s promjerom od 12
mm, 5 ih je s promjerom od 13 mm i jedan izolat pokazuje zonu inhibicije od 14 mm. Zone
inhibicije analiziranih izolata kretale su se u rasponu od 8 do 21 mm, a najveci broj sojeva
pripada skupini sa zonom inhibicije od 15 mm (23 izolata) i 16 mm (13 izolata). Takvi sojevi
su slabije osjetljivi za razliku od 4 soja s promjerom 17 mm, 5 sojeva sa zonom inhibicije od

18 mm, 3 izolata s promjerom 19 mm te 5 izolata koji pokazuju zonu inhibicije od 20 mm,

34



25

20

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Promijer zona inhibicije (mm)

Slika 11. Distribucija sojeva prema veli¢ini zone inhibicije (mm) eravaciklina. Crvena linija na 15 mm
oznacava granicu osjetljivosti za eravaciklin.

Graf na slici 12 prikazuje raspon vrijednosti MIK od 0 do 8 pug/mL gdje se sojevi s
vrijednostima 0,5 pug/mL smatraju osjetljivima na eravaciklin. Prema vrijednostima MIK-a,
ukupno su 54 soja osjetljiva, od kojih 10 sojeva ima MIK < 0,125 pg/mL (n (0,047 ug/mL)=
1; n (0,064 pg/mL)=2; n (0,094 pg/mL)= 3; n (0,125 ug/mL)= 4), 6 ih ima MIK 0,19 pg/mL,
8 sojeva 0,25 pg/mL, 9 sojeva 0,38 ug/mL, a ¢ak 21 soj 0,5 pg/mL, §to je gornja granica za
kategoriju osjetljivosti. MIK-ovi otpornih bakterijskih sojeva kretali su se u rasponu od 0,75
do 8 pug/mL. Skupina od 2 izolata, kod kojih je vrijednost MIK eravaciklina 0,75 pg/mL, i 8
izolata, kod kojih je 1 pg/mL, jesu neSto slabije otporni za razliku od sojeva s veCom
minimalnom inhibitornom koncentracijom. Tako jedan CRE izolat spada u skupinu gdje je
MIK 1,5 pg/mL, 4 imaju MIK od 2 pg/mL, 2 soja imaju MIK od 3 pg/mL, 5 izolata od 4
ug/mL i 3 najotpornija soja imaju vrijednost MIK 6 pg/mL, odnosno za samo jedan soj je

zabiljeZena vrijednost od 8 pg/mL.
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Slika 12. Distribucija sojeva prema vrijednostima minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK)
eravaciklina. Crvena linija na 0,5 pg/mL oznaéava granicu osjetljivosti za eravaciklin.
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5. RASPRAVA

Eravaciklin nije beta-laktamski antibiotik te ima drugaciji mehanizam djelovanja od
onog u karbapenema pa moze izbje¢i mehanizme rezistencije KRE i tako osigurati
alternativnu terapiju te pokazati vecu ucéinkovitost. Provedeno je istrazivanje na ukupno 80
klini¢kih izolata, a analiza se vrSila metodama disk difuzije i odredivanjem MIK-ova pomoc¢u
E-testa. Pokazalo se da je vise od polovice ispitivanih sojeva CRE, odnosno 67,5 %, osjetljivo
na eravaciklin. Ovakva antimikrobna djelotvornost eravaciklina u uvjetima in vitro pokazuje
da je eravaciklin jedna od moguéih opcija za lijeCenje teSkih infekcija uzrokovanih s CRE . U
sli¢noj prethodnoj studiji na vise od 4000 gram-negativnih patogena iz bolnice u New York-u,
eravaciklin je pokazao odli¢nu djelotvornost u uvjetima in vitro protiv enterobakterija kao $to
su E. coli, K. pneumoniae, E. aerogenes i E. cloacae, s niskim vrijednostima MIKso i MIKgo
(Lee isur. 2019).

U ovom istrazivanju najnizu vrijednost MIK-a za eravacilin pokazuju sojevi E. coli,
kao $to je to bio slucaj u nedavnom istrazivanju kada se ispitivala djelotvornost eravaciklina
na multirezistentne gram-negativne bakterije. Tada su za sve ispitivane izolate E. coli, svi
MIKso i MIKgo rezultati bili unutar raspona osjetljivosti prema FDA kriterijima, ukljucujuéi i
izolate otporne na karbapeneme. Za enterobakterije, kao cjelinu, MIKso obi¢no je bio nizi od
grani¢ne vrijednsoti prema FDA kriterijima od 0,5 pg/ml za CRE (Lan i sur. 2019). Osim
sojeva E. coli, visoku osjetljivost na eravaciklin su u ovoj studiji pokazali i izolati E. cloacae
kao $to je to bio slu¢aj u nedavnoj studiju u Kini na 336 bolnickih izolata gdje je vrijednost
MICso eravaciklina za E. cloacae i E. coli bila znatno niza nego vrijednosti ostalih

usporedivanih lijekova, posebno u sojeva s rezistentnim fenotipovima (Zhao i sur. 2019).

Djelotvornost eravaciklina od 87,5 % za sojeve E. coli i 83,3 % za izolate E. cloacae
mogu biti posljedica smanjene koncentracije karbapenemaza OXA-48 i VIM, odnosno samo
VIM za E. cloacae, smanjene hidroliticke aktivnosti karbapenemaza, intenzivnije
permeabilnosti bakterijske membrane za eravaciklin ili pak pojacanog afiniteta vezanja
eravaciklina za 30S podjedinicu ribosoma. Za K. pneumoniae se distribucija MIK vrijednosti
eravaciklina razlikovala ovisno o tipu karbapenemaze (Zhao i sur. 2019), §to je potvrdila i ova
studija. Tako je djelotvornost eravacilina na K. pneumoniae bila 65,1 %, a najucinkovitiji je
bio protiv sojeva koji proizvode OXA-48 i NDM. Sli¢ne rezultate pokazali su izolati C.
freundii s nesto nizom osjetljivoscu (58,30 %) gdje sojevi s VIM pokazuju slabiju otpornost

na eravaciklin, dok je broj osjetljivih i otpornih sojeva podjednak kada je u pitanju NDM. Za
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sojeve s NDM se ovakvi rezultati i o¢ekuju s obzirom na to da je deklariran kao jedan od
veliki broj determinanti rezistencije na antibiotike. Takvi geni se potom konjugacijom
prenose na ostale sojeve bakterija $to rezultira multirezistentnim fenotipom (Delpahande i sur.
2006).

Zabrinjavajuéu otpornost na eravaciklin pokazuju sojevi K. oxytoca, $to dosad nije
zabiljeZeno u sli¢nim studijama eravaciklina. Od 80 % sojeva koji proizvode VIM, 75 %
sojeva pokazuje otpornost na eravaciklin. Takvi rezultati su kontradiktorni s onima na slici 9
gdje je osjetljivost ukupnih CRE koje proizvode VIM prili€no visoka. Ovakav rezultat se
moze pribiljeziti pojatanom luenju VIM karbapenemaza i blaviv-1 genu koji se nalazi na
integronu, $to pogoduje njegovom brzom Sirenju (Lauretti i sur. 1999). Broj izolata K. oxytoca
koji su analizirani u ovom istrazivanju je malen te bi se istrazivanje svakako trebalo ponoviti

na vecem broju izolata ove bakterijske vrste.

Tigeciklin je strukturom 1 mehanizmom sli¢an eravaciklinu, a s obzirom na to da se u
Kini koristi ve¢ dugi niz godina, pojavili su se i sojevi otporni na tigeciklin. Pokazalo se da je
eravaciklin uc¢inkovit u studijama u uvjetima in vitro protiv multirezistentnih patogena, s
dvostruko ve¢om aktivnosti od tigeciklina za CRE infekcije, sugeriraju¢i da mehanizam koji
dovodi do otpornosti na tigeciklin ne inhibira aktivnost eravaciklina. Zbog svoje odli¢ne
djelotvornosti naspram karbapenema ertapenema i meropenema, nakon IGNITE 1 i IGNITE 4
klinicke studije, 2018. godine je odobren za lijeCenje kompliciranih intraabdominalnih
infekcija koje uzrokuju nozokomijalni patogeni poput enterobakterija. Nadalje, njegova
visoka uc¢inkovitost protiv CRE i CRAB-a mogla bi eravaciklin u¢initi novim potencijalnim
antibiotikom za lije¢enja kompliciranih infekcija, ukljucujuéi respiratorne infekcije i infekcije
krvi (Sheu i sur. 2019, Zhao i sur. 2019).

Rezultati MALDI-TOF masene spektrometrije, PCR-a i agarozne gel elektroforeze su
pokazali su da ispitivani CRE sojevi sadrze gene koji kodiraju za KPC, NDM, OXA-48 ili
VIM karbapenemaze. Prva karbapenemaza iz enterobakterija izolirana je 1990. i od onda je

njihov broj u konstantom porastu (Nordmann 2002).

Samo je jedan soj K. pneumoniae koji proizvodi KPC zabiljezen u ovom ispitivanju, a
pokazao se kao izrazito osjetljiv na eravaciklin. 2001. godine, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave
izvijestile su 0 soju K. pneumoniae koji nosi gen za karbapenemazu posredovan na plazmidu i

koji kodira protein, kasnije nazvan K. pneumoniae karbapenemaza (KPC) (Cui i sur. 2019).
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Prvi enzim iz skupine KPC pojavio se u Hrvatskoj 2011. godine, a izoliran je iz soja K.
pneumoniae. Izolat potjece od bolesnika koji je hospitaliziran u KBC Zagreb zbog operacije
subduralnog krvarenja, a prije toga je bio na lijeCenju akutne mijeloi¢ne leukemije u drugoj
bolnici u Hrvatskoj. Zahvaljuju¢i ucinkovitim mjerama kontrole bolnic¢kih infekcija tj.
kontaktnoj izolaciji nije doslo do pojave bolnicke epidemije. Tesko je objasniti podrijetlo soja
jer bolesnik nije boravio, prije primitka u bolnicu, u zemljama u kojima su prethodno opisane
KPC beta-laktamaze (Bedeni¢ i sur. 2012). Nedavno su se pojavili medunarodni visokorizi¢ni
bakterijski klonovi, kao $to je K. pneumoniae ST258, koji proizvode upravo KPC. Ti su
klonovi vrlo u¢inkoviti u kolonizaciji i vrlo su uspjesni u prenosenju u bolni¢kim uvjetima
(ECDC 2018).

Sojevi koji proizvode NDM karbapenemaze su treci po ucestalosti u ovom ispitivanju
te pokazuju vecu otpornost na eravaciklin o odnosu na sojeve koji proizvode OXA-48 i VIM.
U 2009. godini, u Indiji je prvi put prijavljena K. pneumoniae povezana s blanpm otpornim na
karbapenem i od tada je blanom otkriven u veéini vrsta enterobakterija. Osim toga, blame se
prosirio po cijelom Japanu otkako je IMP-1 prvi put otkriven u Okazakiju (Cui i sur. 2019).
IMP karbapenemaze su u ovoj studiji, nakon OXA-48, najucestalije i pokazuju niske

vrijednosti MIK-a za eravaciklin.

Beta-laktamaze klase D, nazvane su oksacilinaze (OXA). Godine 1985. pronaden je
prvi gen koji kodira OXA u izolatu A. baumannii iz Ujedinjenog Kraljevstva i oznacen je kao
blaoxa-23, a najcesca B-laktamaza klase D je OXA-48, koja je prvi put identificirana u izolatu
K. pneumoniae iz Turske 2001 (Cui i sur. 2019). | u ovoj su studiji najzastupljenije
karbapenemaze upravo OXA-48, a sojevi koji ih izlu¢uju pokazuju veoma dobru osjetljivost

na eravaciklin.

Karbapenemaze u ovoj studiji pokazuju varijablne hidroliti¢ke aktivnosti za eravaciklin.
Sojevi koji stvaraju NDM imaju ne§to snazniju hidroliticku aktivnost prema eravaciklinu, dok
sojevi koji proizvode OXA-48 imaju slabiju mo¢ razgradnje eravaciklina pa samim time
imaju nize MIK vrijednosti. Prethodne srodne studije karbapenema su pokazale da odredena
koli¢ina sojeva K. pneumoniae Kkoji proizvode VIM i IMP, imaju niske MIK vrijednosti za
karbapeneme, za ispitivane izolate. S druge strane, NDM karbapenemaze pokazuju vise
vrijednosti MIK-a za karbapeneme, dok izolati koji proizvode KPC pokazuju Siroki spektar
varijacija MIK vrijednosti u razlic¢itim geografskim regijama. Kako bi se potakla Stednja

karbapenema, eravaciklin je u svakom slucaju moguca alternativna terapija iako je potrebno
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vise klini¢kih podataka kako bi se podrzala njegova upotrebu u lijeCenju ozbiljnih infekcija,
isticu¢i da wuspjesna terapija eravaciklinom za CRE infekcije svakako treba biti
individualizirana, temeljena na ispitivanju osjetljivosti, tezini bolesti i karakteristikama
pacijenta (Chau i sur. 2019). Takoder bi se u budu¢im studijima trebala razmotriti i
kombinirana terapija eravaciklina s drugim antibioticima s obzirom na njegovu slabu

interakciju s drugim lijekovima.

Prakti¢na vrijednosti ovog istrazivanja je ¢injenica da se utvrdila potpuna podudarnost
rezultata osjetljivosti dobivenih disk difuzijom i odredivanjem MIK vrijednosti pomocu E-
testa. Iz navedenog se moZze zakljuCiti da se obje metode mogu koristiti u ispitivanju

osjetljivosti iako ¢e veéina laboratorija prednost, zbog povoljnije cijene, dati disk difuziji.
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6. ZAKLJUCAK

e Metodom disk difuzije i E-testa eravaciklina utvrdeno je da je eravaciklin djelotvoran
na 67,5 % klinickih izolata enterobakterija otpornih na karbapeneme u uvjetima in
vitro.

e Od ukupno pet vrsta ispitivanih bakterijskih vrsta, najveéu osjetljivost na eravaciklin
pokazuju sojevi E. coli, te potom E. cloacae, K. pneumoniea, C. freundii i K. oxytoca.

e Metodom PCR sa specificnim pocetnicama utvrdena je prisutnost gena za Cetiri
razli¢ite karbapenemaze u sljede¢em broju:

v" Jedan KPC pozitivan izolat
v 18 NDM pozitivnih izolata

v 35 OXA-48 pozitivnih izolata
v 26 VIM pozitivnih izolata

e Djelotvornost eravaciklina je razli¢ita s obzirom na tip karbapenemaze. Od Cetiri vrste
karbapenemaza najveca djelotvornost eravaciklina se ocituje kod sojeva Koji
proizvode OXA-48, a potom slijede sojevi koji stvaraju VIM i NDM. Utvrdena razlika
nije bila statisticki znacajna.

e (Od ukupno pet vrsta ispitivanih sojeva, najvecu osjetljivost na eravaciklin s obzirom
na tip karbapenemaze, pokazuju redom sojevi OXA-48 i VIM E. coli, NDM i VIM E.
cloacae, NDM i OXA-48 K. pneumoniae, VIM C. freundii i NDM K. oxytoca.

e Disk difuzija i odredivanje MIK vrijednosti metodom E-testa pokazale su potpunu

podudarnost u ispitivanju osjetljivosti enterobakterija na eravaciklin.
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