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Problem rezistencije bakterija na antimikrobne lijekove

Rezistencija bakterija potaknuta Sirokom i u€estalom primjenom antimikrobnih
lijekova, trenutno je jedan od najznacajnihih medicinskih problema koji ima vazan
utjecaj na ishod lije€enja bolesnika kao i na troSkova zdravstva troSkove. Smatra se
da je od oko >2 milijuna hospitalnih infekcija u SAD, oko 50-60% uzrokovano
patogenima rezistentnim na antimikrobne lijekove'. Nadalje, utvrdeno je da je udio
neprimjerenog propisivanja antibiotika u bolnikoj sredini oko 50%2 2.

Rezistencija se pojavila zajedno sa prvom primjenom antibiotika u lijecenju infekcija, a
predstavlja problem ne samo u zdravstenim ustanovama vec i u Siroj zajednici. To je
potvrdeno Sirenjem izvanbolni¢kih infekcija meticilin rezistentnim Staphylococcus
aureus® ° i poveéanom prevalencijom rezistentnog Streptococcus pneumoniae u
izvanbolni¢kim pneumonijamae. Rezistencija na antimikrobne lijekove rezultat je
nezaobilaznog evolucijskog pritiska i zbog toga je predvidiva i neizbjezna. Pojava
rezistencije Staphylococcus aures na vankomicin posljednjih godina predvidena je i
ocekivana jo$ prije desetlje¢a’. Pogotovo je zabrinjavajuée poveéanje rezistencije
gram-negativnih bakterija (GNB), buduci da se novi lijekovi na podrucju antimikrobne
terapije usmjerene GNB ne oCekuju u blizem razdoblju. To potvrduje potrebu daljnje
kontrole antimikrobne terapije te potrebu za razvojem novih lijekova koji zadnjih
desetljeca biljezi pad®.

lako se klini¢ki u€inak infekcija rezistentnim patogenima jo$ proucava, u mnogim
studijama rezistencija uzroénika povezana je sa lo$ijim ishodima® ' ' 2. Povezanost
potroSnje antimikrobnih lijekova sa selekcijom rezistentnih bakterija potvrdena je
mnogim studijama, medutim jo$ uvijek nedostaju direktni dokazi o stupnju te
povezanosti i o razli€itom potencijalu pojedinih antimikrobnih lijekova ili skupina za
selekciju rezistentnih bakterija’® ™. Podaci o rezistenciji prate se u mnogim sredinama
i potrebno ih je usporediti sa primjenom antimikrobnih lijekova'®. To se posebno
odnosi na zatvorene bolni¢ke sredine, gdje je potrosSnja antimikrobnih lijekova
znacajna i raznovrsna. Brojni su Cimbenici koji poti€u selekciju rezistentnih patogena:
produzena primjena antibiotika, smjestaj teskih bolesnika untar relativno malih
specijaliziranih prostora bolnice, smanjenje broja medicinskih sestara i pomo¢nog
osoblja, povecan broj kroni¢nih i akutnih bolesnika koji zahtijevaju produzenu

hospitalizaciju izvori su infekcije rezistentnim uzroé¢nicima' '” '8, U studijama koje se



bave izu€avanjem utjecaja propisivanja antibiotika i selekcije rezistentnih sojeva mora
se voditi racuna i o prijenosu rezistentnih uzro¢nika kao uzroku visoke prevalencije
rezistentnih sojeva. Potrebno je utvrditi da li se radi o jednom klonu koji se zbog
nedovoljnog pridrzavanja mjera kontrole i Sirenja infekcije proSirio unutar promatrane
jedinice (odjela/bolnice), ili se radi o poliklonalnoj rezistenciji koja je povezana uz
selekcijski pritisak primjene antibiotika'®.

U bolnicama se primjena antimikrobnih lijekova obi¢no zapocinje empirijski do
eventualnog dobivanja rezultata mikrobioloSkih izolata. Pri empirijskom propisivanju
antimikrobnih lijekova, lije¢nici donose odluku temeljenu na znanju o infektivnoj
bolesti, klinickom iskustvu te dostupnim podacima o lokalnoj rezistenciji uzroCnika.
Smijernice za kontrolu i prevenciju antimikrobne rezistencije preporucaju uvodenje
sistema nadzora i brzog izvjeStavanja o trendovima i znaCajnim promjenama u
rezistenciji bakterijazo. Empirijsko propisivanje antimikrobnih lijekova trebalo bi se
temeljiti na ovim informacijama, a neke su bolnice ukljucile sazetak informacija o
lokalnoj rezistenciji bakterija na obrasce za narucivanje antibiotika pokuSavajuci na taj
nacin promicati kvalitetnije empirijsko propisivanje21.

Rezistentni gram-pozitivni i gram-negativni patogeni znacajan su uzrok hospitalnih
infekcija, pogotovo u jedinicama intenzivnog lijecenja (JIL). Nadalje, Cesto je
ogranicen broj antimikrobnih lijekova za lijeCenje infekcija rezistentnim patogenima, a
neadekvatno lijeCenje bakterijskih infekcija, uz utjecaj na razvoj rezistencije,
prihvaceno je kao vaZzan ¢imbenik koji ima utjecaja na bolnigki mortalitet® 2.

Vise je predlozenih postupaka u svrhu prevencije selekcije rezistentnih patogena:
izolacija bolesnika, pra¢enje kolonizacije te mjere vezane uz propisivanje
antimikrobnih lijekova kao $to su: racionalno propisivanje antimikrobnih lijekova,
kontrola, izuzece ili restrikcija propisivanja pojedinih antimikrobnih lijekova, koristenje
antimikrobnih lijekova u kombinaciji, te rotacija ili ciklicko propisivanje pojedinih
antimikrobnih lijekova.

Mnoge su studije pokazale da su promjene u rezimu propisivanja antibiotika, kao sto
su restrikcija pojedinih antibiotika ili ciklicka promjena empirijske antimikrobne terapije
prvog izbora u odredenoj dijagnozi, povezane sa smanjenjem rezistencije na
antimikrobne lijekove?* 2° 26 27 Teoretski, do smanjenja antimikrobne rezistencije
dolazi zbog smanjene selekcije rezistentnih sojeva uklanjanjem odredenih antibiotika
ili skupina antibiotika iz primjene. U€inak primjene pojedinih antimikrobnih lijekova tzv.

prve linije na selekciju patogenih uzro€nika narocito je vidljiv u JIL, u kojima upravo



tako selekcionirane bakterije postaju znaéajan uzrok infekcija?®. U vecini studija
zabiljezena je veca prevalencija antimikrobne rezistencije u JIL u odnosu na ostale
bolnicke odjele®® 3 313233

Najucestaliji uzroCnici infekcija povezani sa neadekvatnom primjenom antimikrobnih
lijekova u JIL su gram-negativne bakterije i Staphylococcus aureus [(uz visoku
prevalenciju meticilin rezistentnog S. aureus (MRSA)]. Zato je bitno primjenjivati
strategije koje su usmjerene odrzavanju ucinkovitosti dostupnih antimikrobnih lijekova.
Posljednjih godina veliki problem klini¢aru i mikrobiologu predstavljaju beta-laktamaze
prosirenog spektra (engl. extended-spectrum beta-lactamases, ESBL) koje su Siroko
rasprostranjene medu enterobakterijama, predominantno u sojevima Klebsiella
pneumoniae (K.pneumoniae, KP) i Escherichia coli (E.coli, EC). Ove beta-laktamaze
prenose se plazmidima uz €estu istodobnu prisutnost gena za rezistenciju na
fluorokinolone, aminoglikozide i suflonamide, $to ograni€ava izbor lijekova u lije€enju

infekcija ovim mikroorganizmima.

Beta-laktamaze prosirenog spektra

Osnovni mehanizam djelovanja beta-laktamskih antibiotika (penicilina, cefalosporina,
karbapenema i monobaktama) je inaktivacija penicillin vezuéih proteina (PBP), koji su
neophodni u sintezi peptidoglikana bakterijske staniCne stijenke. Inhibicija sinteze
peptidoglikana dovodi do oslobadanja autolitiCkih hidrolaza, $to kao posljedicu ima lizu
bakterijske stanice®. Do rezistencije na beta-laktamske antibiotike moZe doéi na
nekoliko nacina: produkcijom beta-laktamaza, promjenom postojecih ili stiecanjem
novih PBP-a, smanjenom permeabilno$¢u stani¢nog zida i aktivnim efluksom.
NajcesSc¢i mehanizam rezistencije E.coli (EC) i K.pneumoniae (KP) na beta-laktamske
antibiotike je sinteza beta-laktamaza, a prisutnost beta-laktamaza proSirenog spektra
u pripadnika obitelji Enterobacteriaceae, posebice u KP i EC, od velike je
mikrobioloske i klinicke vaznosti. Medutim, beta-laktamaze proSirenog spektra mogu
se naci i u nefermentativnih gram-negativnih bakterija kao sto su Pseudomonas
aeruginosa (P.auriginosa) i Acinetobacter baumanii (A.baumanii)*°.

Beta-laktamaze se naj¢esce klasificiraju prema dvijema shemama (Tablica 1): prema
Amblerovoj molekularnoj klasifikaciji i prema Bush-Jacoby-Medeiros funkcionalnom
klasifikacijskom sistemu® . Sistem klasifikacije prema Ambleru dijeli beta-laktamaze
u 4 glavne klase (A, B, C i D). Ova klasifikacija temelji se na homologiji proteina
(sli¢nosti aminokiselina), a ne fenotipskim karakteristikama, tako da su beta-laktamaze



klase A, C i D serinske beta-laktamaze, a B klasa su metalo-beta-laktamaze. Prema
Bush-Jacoby-Medeiros klasifikacijskom sistemu, beta-laktamaze su grupirane prema
slicnosti supstrata na koje djeluju i inhibicijskom profilu. Ova klasifikacija sastoji se
takoder od 4 glavne grupe i mnoStva podgrupa. Ova je klasifikacija obicno korisnija za
lije€nika kliniCara i mikrobiologa u dijagnostiCkom laboratoriju.

Nema konsenzusa o preciznoj definiciji ESBL. NajceSce koristena radna definicija je
da su ESBL beta-laktamaze koje su u stanju uzrokovati bakterijsku rezistenciju
na peniciline, cefalosporine prve, druge i tre€e generacije, i aztreonam (ali ne i
cefamicine ili karbapenem) hidrolizom antibiotika, a inhibirane su inhibitorima
beta-laktamaza, kao Sto je klavulanska kiselina. Prema Bush-Jacoby-Medeiros
klasifikaciji radi se o grupi 2be te onim beta-laktamazama grupe 2d koje dijele
osnovne karakteristike grupe 2be®’.

Oznaka 2b znaci da su enzimi potekli iz grupe 2b beta-laktamaza (npr. TEM-1, TEM-2
i SHV); a «e» oznaCava da se radi o beta-laktamazama proSirenog spektra (eng.
extended). Grupa 2b beta-laktamaza hidrolizira penicilin i ampicilin, i u manjoj mjeri
karbenicilin i cefalotin. One nisu u stanju hidrolizirati cefalosporine proSirenog spektra
ili aztreonam. TEM-1 je najCeSc¢a plazmidima-prenosSena beta-laktamaza ampicilin
rezistentnih enteralnih GNB (npr. E.coli), dok SHV-1 proizvodi vec¢ina K.pneumoniae.
TEM-2 je manje uCestala pripadnica iste grupe sa identicnim biokemijskim
znaCajkama kao TEM-1. ESBL nastale mutacijom od TEM-1, TEM-2 i SHV se
razlikuju od svojih progenitora u jednoj jedinoj aminokiselini, Sto rezultira u znacajnoj
promjeni enzimatske aktivnosti, te one mogu hidrolizirati i tre¢u generaciju
cefalosporina i aztreonam.

Sa iznimkom OXA-tipa enzima koji su klasa D enzima, ESBL pripadaju molekularnoj
klasi A prema Amblerovoj klasifikaciji. U stanju su hidrolizirati peniciline, cefalosporine
uskog spektra i treCu generaciju cefalosporina, te monobaktame. ESBL imaju
ucinkovitost hidrolize ceftazidima, cefotaksima ili aztreonama koja iznosi najmanje
10% u odnosu na hidrolizu benzilpenicilina. ESBL su inhibirane klavulanskom
kiselinom, i ta karakteristika ih razlikuje od AmpC-tipa beta laktamaza (grupa 1) koju
produciraju organizmi kao Entrobacter clocae, koji takoder inhibiraju 3. generaciju
cefalosporina, ali ih ne inhibira klavulanska kiselina. Opcenito, 4. generacija
cefalosporina, cefepim, je klinicki korisna u lije€enju infekcija uzrokovanih
organizmima koji produciraju AmpC-tip beta-laktamaza, ali su manje korisni u lije€enju
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djelovanja OXA-tipa beta-laktamaza (grupa 2d) prema cefalosporinima prosirenog

spektra te ih mnogi autori smatraju ESBL*°.

Tablica 1. Klasifikacija beta-laktamaza

Klasifikacija
Ambler
klasa A penicilinaze TEM, SHV, PC1, CTX-M, SME-1, KPC-1
klasa B metalo-beta-laktamaze (Zn) IMP-1, VIM-1, Ccr A
klasa C cefalosporinaze AmpC, CMY-2, ACT-1
klasa D oksacilinaze OXA-1

Bush-Jacoby-Medeiros
Grupa 1 cefalosporinaze AmpC, CMY-2, ACT-1, MIR-1

hidroliziraju cefalosporine proSirenog spektra, rezistentni na klavulansku

kiselinu
Grupa 2 sve su osjetljive na klavulansku kiselinu
2a penicilinaze PCI (Staphylococcus aureus)
2b penicilinaze Sirokog spektra TEM-1, TEM-2, SHV
2be ESBL SHV-2, TEM-10, CTX-M
2br rezistentne na inhibitor TEM, IRT, TEM-30, TEM-31
2c hidroliziraju karbenicilin PSE-1
2d hidroliziraju oksacilin OXA-10, OXA-1
2e cefalosporinaze inhibirane klavul.k. FEC-1
2f karbapenemaze KPC-1, SME-1
Grupa 3 metalo-beta-laktamaze IMP-1, VIM-1, Ccr A
Grupa 4 razne

Zbog klinicke i epidemioloSke vaznosti mnogo je istrazivanja posveceno ESBL. Detalji
se mogu naci na web-stranici o nomenklaturi ESBL koju ureduju George Jacoby i
Karen Bush (http://www.lahey.org/studies/webt.htm).

Porijeklo ESBL

NajceSci mehanizam rezistencije E.coli i Klebsiellae spp.na beta-laktamske antibiotike
jest sinteza beta-laktamaza koje se s obzirom na genetsko prijeklo dijele na
kromosomalne i plazmidne. Kromosomalne beta-laktamaze uzrokuju rezistenciju na
peniciline*®. One dobro hidroliziraju amino i ureidopeniciline a vrlo slabo cefaloridin,
cefalotin i cefoperazon, dok ne djeluju na cefalosporine treée generacije i

monobaktame. Neki sojevi Klebsiellae spp. pokazuju smanjenu osjetljivost prema
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starijim cefalosporinima zbog produkcije plazmidnih TEM ili SHV B-laktamaza
kodiranih R plazmidima. One su sintetizirane konstitutivno i osjetljive su na inhibiciju
klavulanskom kiselinom. Hidroliziraju karboksi, amino, ureidopeniciline i starije
cefalosporine. TEM-1 i TEM-2 su najrasprostranjenije plazmidne B-laktamaze medu
enterobakterijama opéenito a SHV-1 i SHV-2 dominiraju medu klebsijelama*' 42, SHV-
1 je kod Klebsiellae spp. kodirana kromosomalno, a uzrokuje rezistenciju na ampicilin i
karbenicilin dok su TEM-1 TEM-2 povezani s visokim stupnjem rezistencije na
peniciline, ali ne na izoksazoil peniciline, i starije cefalosporine. Ti enzimi ne djeluju
na cefalosporine Sirokog spektra. TEM-1 i TEM-2 se razlikuju u samo jednoj
aminokiselini, a ne razlikuju se u spektru aktivnosti.

Vremenom je zapazena pojava rezistencije na cefalosporine trece generacije
uvjetovana produkcijom B-laktamaza proSirenog spektra (ESBL) nastalih mutacijom
navedenih TEM i SHV enzima. One se naj¢eSce javljaju u izolatima K.pneumoniae i E.
coli. Rezistencija te vrste predstavlja znacCajan terapijski problem u mnogim djelovima
svijeta.

Mutacija SHV ili TEM enzima mijenja konfiguraciju aktivnog mjesta Sto Siri spektar
njihove aktivnosti. Ti enzimi su snazno inhibirani klavulanskom kiselinom i
sulbaktamom. Nisu aktivni prema cefamicinima sa a-metoksi supstituentom na poziciji
7 kao $to su cefoksitin ili cefotetan®.

Beta-laktamaze proSirenog spektra opcenito se dijele se u tri skupine: derivate SHV,

TEM te one koje ne vuku porijeklo iz TEM ili SHV B-laktamaza.

SHV
U mikrobioloskim bolni¢kim klini€kim izolatima najCesce se izolira SHV tip ESBL

enzima. Klebsiella ozaenae sa beta-laktamazom koja je ucinkovito hidrolizirala
cefotaksim, i u manjoj mjeri ceftazidim, izolirana je 1983. godine'®. Sekvencioniranje
je pokazalo da se ova beta-laktamaza razlikuje od SHV-1 samo u zamjeni glicina
serinom na 238 poziciji. Ta mutacija bila je zasluzna za proSirenje spektra ove beta-
laktamaze koja je nazvana SHV-2. Unutar 15 godina od prvog otkri¢ca SHV-2,
mikroorganizmi koji nose ovaj gen nadeni su u svim dijelovima svijeta, ukazujuci da je
nastanak ove beta-laktamaze bio posljedica selekcijskog pritiska primjene 3.
generacije cefalosporina®. SHV tip ESBL izoliran je u mnogim mikroorganizmima;

Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa i Acinetobacter spp.
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TEM
TEM-tip ESBL nastale su mutacijama od TEM-1 i TEM-2. TEM-1 je prvi puta opisan

1965. godine u izolatu E. coli pacijenta iz Atene, koji se zvao Temoneira (TEM), po
kome je dobio i ime*®. TEM-1 je u stanju hidrolizirati ampicilin u veéoj mjeri nego
karbenicilin, oksacilin ili cefalotin, a ima zanemarivu aktivnost prema cefalosporinima
proSirenog spektra. Inhibira ga klavulanska kiselina. TEM-2 ima ista hidrolitiCke
sposobnosti kao i TEM-1, ali se razlikuje u tome Sto ima aktivniji nativni promotor i
prema vrijednosti izoelektricne tocke (5.6 prema 5.4). Prvi puta je opisana
1985.godine, a od TEM-1 razlikuje se u supstituciji glicina lizinom na poziciji 39
polipeptidnog lanca. TEM-13 takoder je prema hidrolitiCkom profilu slican TEM-1 i
TEM-2.

TEM-1, TEM-2 i TEM-13 nisu ESBL. Prva TEM beta-laktamaza s ESBL fenotipom
opisana je u K.pneumoniae 1988. godine u Francuskoj, a prethodno je 1982. godine
opisana Klebsiella oxytoca s plazmidom koji je kodirao rezistenciju na ceftazidim*®. Do
sada je otkriveno preko 100 razlicitih TEM-tip beta-laktamaza, od kojih su vecina
ESBL. Promjene u aminokiselinama u odnosu na izvorne beta-laktamaze, TEM-1 ili

TEM-2, su dokumentirane na http://www.lahey.org/studies/tametable.htm.

Otkriveno je mnogo TEM beta-laktamaza sa smanjenim afinitetom za inhibitore beta-
laktamaza. Uz vrlo malo iznimki, enzimi TEM tipa koji su manje osjetljivi na ucinke
inhibitore beta-laktamaza imaju zanemarivu hidroliticku aktivnost prema
cefalosporinima proSirenog spektra te se ne smatraju ESBL.

Identificirane su mutante TEM beta-laktamaza koje zadrZzavaju svojstvo hidrolize tre¢e
generacije cefalosporina, no neosjetljive su na inhibiciju inhibitorima beta-laktamaza.
One se smatraju kompleksnim mutantama TEM (CMT-1 do —4). U ltaliji je identificiran
enzim potekao od TEM, TEM-AQ, koji ima izbrisanu jednu aminokiselinu u odnosu na
druge TEM-enzime, te nekoliko aminokiselinskih supstitucija®’.

CTX-M i Toho beta-laktamaze
CTX oznacava potentnu hidroliticku aktivnost ovih beta-laktamaza prema cefotaksimu.

CTX-M beta-laktamaze pokazuju 40% homologije s TEM i SHV beta-laktamazama.
Mikroorganizmi koji produciraju CTX-M-tip beta-laktamaza imaju uobiajenu
minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIK) za cefotaksim koja oznacCava rezistenciju
(>64 mcg/ml), dok je MIK za ceftazidim obi¢no u rasponu koji ozna¢ava osjetljivost (2-
8 mcg/ml). Ipak, neke CTX-M tipovi ESBL mogu hidrolizirati i ceftazidim (uz MIk do
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256 mcg/ml). Vrijednosti MIK za aztreonam su varijabilne. CTX-M beta-laktamaze
uginkovito hidroliziraju i cefepim*®, a MIK za cefepim u ovih ESBL je visi od
primijeéenih u bakterija koje produciraju druge tipove beta-laktamaza*®. Tazobaktam
gotovo 10 puta ucinkovitije inhibira CTX-M tip beta-laktamaza u odnosu na
klavulansku kiselinu®. Treba napomenuti da isti mikroorganizmi mogu imati i CTX-M-
tip, TEM-tip i SHV-tip ESBL, ili CTX-M-tip ESBL i AmpC-tip beta laktamaza
istovremeno, $to moZe mijenjati fenotip rezistancije na antibiotike.

Zadnjih godina u brzom porastu je prevalencija CTX-M-tipa ESBL®'. Do sada su
otkriveni na svakom naseljenom kontinentu. Naj¢eSc¢e se izoliraju u tri zemljopisna
podrucja: Juznoj Americi, na Dalekom Istoku i IstoCnoj Europi. U Zapadnoj Europi i
Sjevernoj Americi, CTX-M-tip beta-laktamaza do prije par godina nije bio ¢est. No, u
zadnje vrijeme, veci broj autora je izvijestio o pojacanoj prevalenciji CTX-M-tipa ESBL
i u ovim podrucjima. Zbog visoke prevalencije CTX-M-tipa beta-laktamaza u Kini i
Indiji, moZe se reci da se radi o najrasprostranjenijem tipu ESBL na svijetu.

Odnos izmedu potrosnje antibiotika i pojave CTX-M-tipa beta-laktamaza nije dovoljno
proucen, iako se povecana prevalencija CTX-M-tipa beta laktamaza u izolatima kod
bolesnika sa dijarejom u opc¢oj populaciji, povezuje sa pojacanom dostupnosc¢u
cefalosporina izvan bolnica (ceftriakson). Zanimljivo, identi¢ne beta-laktamaze su
otkrivene u zemljopisno udaljenim podrucjima (npr. CTX-M-3 je otkriven u Poljskoj i
Taiwanu), $to upuéuje na neovisnu evoluciju ovih enzima®2. Klonalno $irenje CTX-M-
tipa beta laktamaza je dobro dokumentirano®.

Trenutno najSire rasprostranjen enzim CTX-M u svijetu je CTX-M 15, koji je otkriven u
E. coli u Indiji 2001%. Multirezistentna E. coli koja proizvodi CTX-M-15 javlja se Sirom
svijeta uzrokujuéi bolni¢ke i izvanbolni¢ke infekcije® u zemljama Europe®, Azije®®,
Afrike®’, Sjeverne i Juzne Amerike®® *° i Australije®.

Prevalencija specifiCnih tipova ili grupa CTX-M ESBL zadobila je endemijske razmjere
u mnogim zemljama, $to uklju€uje CTX-M-1 enzime u ltaliji, CTX-M-9 i CTX-M-14
enzime u Spanjojskoj, CTX-M-3 enzime u Poljskoj te CTX-M-15 u Velikoj Britaniji®' .
Opcenito je E.coli koja proizvodi CTX-M-15 je najcesci tip ESBL u Europi i sve je viSe
opisa ovih izolata izvan bolnice®?.

U Indiji vise od 70% E. coli proizvodi enzime ESBL®

, @ posebno je ucestala izolacija
CTX-M-15 E. coli kako u bolni¢koj, tako i u izvanbolni¢koj sredini®®. Moze se zakljugiti
da je Indija vrlo vazan rezervoar ovoga mikroorganizma, a putovanje u podrucje

visokog rizika pogoduje njegovom Sirenju. Velik kapacitet Sirenja CTX-M-15 E. coli
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ukljuCuje dva moguca puta: Sirenje epidemijskog klona (ST 131) sa selektivnim
prednostima (viSestruka antibakterijska aktivnost i pojacana virulencija) medu raznim
bolnicama, ustanovama za dugotrajnu njegui; ili horizontalni transfer plazmida ili gena
koji nosi blaCTX-M-15 alele. Prema literaturnim podacima Sirenje CTX-M-15 E. coli
uglavnom je uzrokovano klonom ST 131, ali vaZan je i plazmidski transfer®®. Ovaj je
klon otkriven u vecini Europskih zemalja, uzrokuju¢u CTX-M-15 pandemiju koja se
biljezi danas®’.

Toho-1 i Toho-2 su beta-laktamaze koje su strukturno slicne CTX-M-tipu beta-
laktamaza. Kao vecina tipova CTX-M beta laktamaza, Toho-1 i Toho-2 enzimi

uginkovitije hidroliziraju cefotaksim u odnosu na ceftazidim®® °.

OXA

OXA-tip beta laktamaza dobio je naziv prema sposobnosti hidrolize oksacilina. Ove
beta-latamaze (grupa 2d) karakterizira stupanj hidrolize kloksacilina i oksacilina veci
za 50% u odnosu na benzilpenicilin®’. Predominantno se nalaze u Pseudomonas
aeruginosa, ali su nadene i u drugim GNB. NajCesc¢i OXA-tip beta laktamaza, OXA-1
izoliran je u 1-10% Escherichia coli™®.

Vecina OXA-tipova beta-laktamaza ne hidroliziraju znac¢ajno cefalosporine proSirenog
spektra i ne smatraju se ESBL. Ipak, OXA-10 hidrolizira (slabo) cefotaksim,
ceftriakson, i aztreonam, dajuéi vecini mikroorganizama slabu osjetljivost na navedene
antibiotike. Drugi OXA ESBL su OXA-11, -14, -16, -17, -19, -15, -18, -28, -31, -32, -35
| -45"". Oni donose rezistenciju na cefotaksim i ponekad na ceftazidim i aztreonam.
Simultana produkcija karbapenem-hidroliziraju¢ih metaloenzima i aztreonam-
hidroliziraju¢ih OXA enzima moze dovesti do rezistencije na sve beta-laktamske
antibiotike”".

Evolucija ESBL OXA-tipova beta-laktamaza od ishodiSnih enzima sa uzim spektrom,
ima sli¢nosti sa evolucijom SHV i TEM-tipa ESBL. Malo je epidemioloskih podataka o
prosirenosti OXA-tipa ESBL.

OXA beta-laktamaze nisu zabiljeZzene u Hrvatsko;.

PER

PER-tip ESBL ima samo oko 25-27% homologije sa poznatim TEM i SHV tipovima
ESBL’2. PER-1 beta-laktamaze uginkovito hidroliziraju peniciline i cefalosporine a

inhibira ih klavulanska kiselina. NajviSe je izvieS¢a o njegovoj izolaciji iz Turske”, a
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nedavno je izoliran i u ltaliji, Francuskoj i Belgiji. U Italiji je izoliran P. aeruginosa koji
producira i PER-1 i karbapenemaze VIM-2"*. Ova kombinacija enzima donosi
organizmu rezistenciju na sve beta-laktamske antibiotike. PER-2 dijeli 86% sli¢nosti sa
PER-1, nadena je do sada samo u Juznoj Americi u vrstama porodice
Enterobacteriaceae (S. enterica serovar Typhimurium, E. coli, K. pneumoniae,
K.oxytoca, P. mirabilis, Enterobacter spp. )72. PER beta-laktamaze nisu do sada

zabiljezene u Hrvatskoj.

VEB-1, BES-1 i druge ESBL

Nedavno su otkrivene razliCite druge beta-laktamaze koje se prenose plazmidima ili
integronima klase A enzima. One nisu nastale pojedinacnim mutacijama (tzv. single-
point) mutacijom od drugih poznatih beta-laktamaza, i specificne su po svojim
zemljopisnim razliCitostima. Opisane su i nove ESBL koje su kodirane na
kromosomima’.

VEB-1 imaju najve¢u homologiju sa PER-1 i PER-2 (38%). One donose rezistenciju
visokog stupnja na ceftazidim, cefotaksim i aztreonam, a inhibira ih klavulanska
kiselina. Gen koji kodira VEB-1 otkriven je na plazmidu, a takvi plazmidi takoder
prenose rezistenciju na ne-beta-laktamske antibiotike.

BES, BES, TLA, SFO i IBC su drugi primjeri non-TEM, non-SHV ESBL, a otkriveni su
na mnogim zemljopisnim lokacijama.

Ove beta-laktamaze nisu opisane u Hrvatskoj.

AmpC beta-laktamaze

Bakterije koje posjeduju AmpC beta-laktamaze rezistentne su na peniciline i
cefalosporine, ukljuduju¢i cefamicine te inhibitore beta-laktamaza’®. Rezistencija na
cefamicine i inhibitore beta-laktamaza razlikuje ih od ESBL. Geni ve¢ine AmpC beta-
laktamaza nalaze se na kromosomima i obi¢no se nalaze u Ps. aeruginosa, E. clocae,
E. aerogenes, Citrobacter freundii, Serratia marscensens i Morganella morganii.
Ekspresija kromosomskih (konstitutivnih) AmpC beta-laktamaza niskog je stupnja bez
utjecaja antibiotika.

Dva mehanizma mogu dovesti do povecane produkcije kromosomskih AmpC beta-
laktamaza. Jedan nacin je indukcija u prisutnosti odredenih beta-laktamskih
antibiotika. Potentni induktori ovih beta-laktamaza su cefoksitin, klavulanska kiselina i

imipenem, iako svi cefalosporini mogu inducirati do odredenog stupnja produkciju ovih
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enzima. U usporedbi s imipenemom, meropenem ima maniji indukcijski potencijal za
AmpC beta-laktamaze. Unato¢ Cinjenici da je potentni induktor, imipenem je stabilan u
prisutnosti poviSene produkcije AmpC beta-laktamaza, $to ga razlikuje od ostalih beta-
laktamskih antibiotika. Drugi mehanizam za ekspresiju konstitutivnih AmpC beta-
laktamaza je selekcija mutanti sa mutacijom ampD gena koji kodira enzimski represor
AmpC. Ove mutante imaju visoku produkciju AmpC beta-laktamaza i u odsutnosti bilo
kojeg antibiotika (induktora).

U zadnje vrijeme zabiljezene su AmpC beta-laktamaze prenosive na plazmidima
(oznacene su obi¢no kao AmpC-p). Mogucénost kodiranja AmpC beta-laktamaza na
mobilnim genetickim elementima moze dovesti do diseminacije rezistencije na
antibiotike na razliCite sojeve mikroorganizama, sto je potvrdeno njihovim
pronalaskom u mikroorganizmima koji nemaju konstitutivni, kromosomski AmpC gen,
Ti mikroorganizmi ukljuCuju Salmonella spp., Klebsiella spp., E. colii P. mirabilis.

Za razliku od kromosomski kodiranih, AmpC beta-laktamaze kodirane na plazmidima
nisu inducibilne. Bakterije koje posjeduju ESBL i AmpC beta-laktamaze predstavljaju
veliki izazov i mikrobiologu i klini¢aru.

U kombinaciji sa gubitkom porina, mikroorganizmi koji posjeduju AmpC beta-
laktamaze rezistentne su i na karbapeneme.

U Hrvatskoj do sada nisu opisane AmpC beta-laktamaze.

Epidemiologija ESBL

Zastupljenost enterobakterija koje proizvode beta-laktamaze proSirenog spektra

uvelike se razlikuje se s obzirom na zemljopisno podrucje.

Europa

Mikroorganizmi koji produciraju ESBL prvi put su otkriveni u Europi. lako su prva
izvjeSc¢a bila iz Njemacke i Engleske, vecina izvjeS¢a u prvom desetljeCu nakon otkri¢a
ESBL bila su iz Francuske. Prvi je val infekcija zabiljezen u Francuskoj 1986.
godine™®. Do ranih 1990-tih, u Francuskoj je 25-35% bolnickih infekcija bilo
uzrokovano K. pneumoniae ESBL. No, posljednjih par godina, uz pojacanje
intervencija kontrole infekcija, u Francuskoj se prati smanjenje incidencije infekcija sa
ESBL K. pneumoniae’. Vazno je takoder napomenuti, da dok se udio ESBL K.
pneumoniae izolata smanjuje u nekim dijelovima zapadne Europe, ono je u porastu u

Istoénoj Europi’®.
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Pracenja joS iz 90-tih godina proslog stoljeca ukazala su da postoji velika zemljopisna
razlika u uCestalosti izoliranja ESBL medu europskim zemljama, a razlike su takoder
znacajne i unutar pojedinih zemalja.

U tablici 2 prikazane su globalne studije koje prate uCestalost ESBL bakterijskih

izolata a koje ukljuCuju i Europu.

Tablica 2. UCestalost ESBL bakterijskih izolata.

S =2 g
=3 - - o
8L g @ ° 7}
g3 £ = 1% s
i} ) K%}
o . S |2 |z |® £ g 5 5
3 3 5 S 23S |8 5 3 2 =
n (O] N (&} o N L N N4 o w X
SENTRY 1997-1998 15 25 49 1.3 184 12.6 53 ND
SMART 2004 9 31 6.4 8.8 ND ND 11.8
TEST 2004-2006 19 62 7.6 13.3 ND ND ND
MYSTIC 2006 12 40 56 8.2 9.8 ND 14 ND
EARSS 2006 3 oko <1-41 0-91 ND ND ND
800

SMART: Study for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends; TEST: Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial; MYSTIC:

Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection; EARSS: European Antibiotic Resistance Surveillance System;

ND- nedostupni podaci

Sve publicirane studije potvrdile su da je u vecini sjevernih europskih zemalja
uCestalost ESBL izolata niza u usporedbi sa juznim i isto€nim europskim zemljama.
Postotak ESBL izolata kre¢e se oko 28% u Bugarskoj, 16% na Cipru, 12% u
Portugalu’®. Program MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test Information
Collection) pokazao je znaCajan porast izolata E. coli ESBL u razdoblju od 1997.
godine (2,1%) do 2006. godine (8,2%) te porast ucestalosti izolacije ESBL medu
izolatima K. pneumoniae (od 9% do 9,8%), a ne$to manje medu izolatima Proteus
mirabilis (1,4% izolata u 2006. g.). Prema publikacijama studije MYSTIC u Europi je
uCestalost ESBL izolata u 2000. g. bila najviSa u Rusiji (oko 50%) i Poljskoj (oko
40%)%°.

Podaci iz TEST studije (Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial) koji su ukljucili
podatke iz 22 europske zemlje za razdoblje od 2000.-2007. godine, govore o udjelu
ESBL u izolatima K.pneumoniae od 15.5% te u izolatima E.coli od 9.8%, s najvecom

udestalo$cu izolacije ESBL sojeva u Grékoj, a najmanjom u Danskoj®”.

17



U studijama pracenja uCestalosti izolacije ESBL bakterijskih izolata, jedinice
intenzivnog lijeCenja pokazale su se mjestima povecane prevalencije ESBL sojeva. U
jednoj studiji (1997-1998) koja je evaluirala 433 izolata iz 24 jedinice intenzivne skrbi u
zapadnoj i juznoj Europi, 25% izolata K. pneumoniae produciralo je ESBL®. Sli¢na
studija prethodno je provedena 1994. godine od istih autora, a na temelju rezultata iz
obje studije autori su zakljucili da se ukupni udio Klebsiellae ESBL nije promijenio, ali
je udio intenzivnih jedinica koje su izolirale Klebsiellu ESBL porastao sa 74% na
>90%% . Jos je jedna velika studija, koja je ukljugila vise od 100 europskih jedinica
intenzivne skrbi, nasla razligitosti u prevalenciji Klebsiellae ESBL; od 3% u Svedskoj
do 34% u Portugalu®®. Studija koja je evaluirala izolate iz jedinica intenzivne skrbi i
drugih bolni¢kih odjela u 25 europske bolnice, nasla je da 21% izolata K.pneumoniae
ima smanjenu osjetljivost na ceftazidim ($to je indikativno za ESBL produkciju)®°.
Studija u Turskoj utvrdila je da 58% od 193 mikrobioloSka izolata Klebsiella spp iz

jedinica intenzivne skrbi osam bolnica ukljucenih u istrazivanje producira ESBLS.

Ostatak svijeta

U globalnoj studiji temeljenoj na evaluaciji osjetljivosti bolnickih izolata na tigeciklin
(TEST), udio produkcije ESBL bio je najveéi medu izolatima K.pneumoniae
prikupljenima u Latinskoj Americi, potom Aziji/Pacifiku, Europi te Americi (44.0%,
22.4%, 13.3% i 7.5%)% . Prema rezultatima studije SMART (Study for Monitoring
Antimicrobial Resistance Trends), udio ESBL produkcije u izolatima E.coli u
AZiji/Pacifiku bio je izmedu 34.9 i 42.2%, a u Indiji i Kini 79% i 54%°¢. Dok je u ovoj
studiji dokumentiran peterostruki porast u€estalosti E. coli ESBL u Europi u razdoblju
od 1997. do 2004. godine, u SAD je zamije¢en pad s 5,1% na 1,4%, a samo je 4,4%
izolata Klebsiella spp. u SAD-u 2004. godine produciralo ESBL. No, podaci o
uCestalosti ESBL bakterijskih izolata u jedinicama intenzivnih skrbi u SAD upucuju na
puno vecu ucestalost ESBL sojeva K.pneumoniae, koja je u 2003. godini iznosila
20,3% %, §to oznacava porast od 47% u razdoblju od 5 godina®'. Nadalje, procjenjuje
se da 8,5%-11% izolata K. pneumoniae rezistentnih na ceftazidim u SAD-u proizvode i
AmpC R-laktamaze® .

U istrazivanju provedenom na Novom Zelandu utvrdeno je da je tijekom 2000. godine
samo 0,1% izolata E. coli i 0% Klebsiella spp. iz mokracnog sustava proizvodilo
ESBL*. Medutim, od 2001. godine prati se porast uéestalosti izolacije ESBL

enterobakterija iz godine u godinu te su identificirani bolnicki izolati E. coli i K.
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pneumoniae Kkoji proizvode ESBL®. Jedna velika bolnica u Aucklandu, Novi Zeland,
izvijestila je da je 0,8% izolata E. colii 2,6% izolata K. pneumoniae izmedu 2001. i
2004. proizvodilo ESBL, Sto je oznacilo sedmerostruki porast u razdoblju od 2001. do
2004. godine®. U istraZivanju u koje je bilo uklju¢eno 86% novozelandskih bolnica i
dijagnostickih laboratorija u domovima zdravlja tijekom razdoblja od 4 tjedna u 2006.
godini, utvrdeno je da je uCestalost ESBL E. coli medu izolatima iz urinarnog trakta
porasla s 0,1% na 0,7%, uz joS dramatiCniji porast ucestalosti izolacije Klesbiella spp.
ESBL na 4,2%"". Autori navode da su ESBL enzimi CTX-M, osobito CTX-M-15,
dominantni medu sojevima E. coli i K. pneumoniae koji proizvode ESBL na Novom

Zelandu®’.

Epidemiologija ESBL u Hrvatskoj

U Hrvatskoj su aktivnosti pracenja rezistencije na antibiotike zapocCele 1996. godine
osnivanjem Odbora za pracenje rezistencije bakterija na antibiotike pri Akademiji
medicinskih znanosti Hrvatske. Hrvatska se ukljuCila u europske projekte pracenja
rezistencije i potroSnje antibiotika (European Antimicrobial Resistance Surveillance
System; EARSS i European Surveillance of Antimicrobial Consumption; ESAC) od
2001.godine, a 2006. godine osnovana je Interdisciplinarna sekcija za kontrolu
rezistencije na antibiotike (ISKRA) pri Ministarstvu zdravstva i socijalne skrbi RH.
Hrvatska se ubraja u europske zemlje s visokom potro$njom antibiotika i posljedi¢no
visokim stopama rezistencije na mnoge antibiotike®.

Prvo izvje$¢e o K. pneumoniae ESBL u Hrvatskoj pojavilo se 1994. godine, sa
opisanom prevalencijom ESBL produkcije u K. pneumoniae od 9,9%%. Veéina
rezultata o epidemiologiji ESBL odnosi se na podrucje Zagreba. Do 2000. godine, viSe
od 30% izolata Klebsiella pneumoniae iz zagrebackih bolnica produciralo je ESBL'®.
U ovom radu autora iz Zagreba iz 2002. godine objavljeni su rezultati nadzora
rezistencije na antimikrobne lijekove provedenog od lipnja do prosinca 1999. godine.
U ovo istrazivanje uklju€eni su podaci iz laboratorija 22 bolnice i domova zdravlja.
Navodi se rezistencija E. coli od 15% na kombinaciju beta-laktamskog
antibiotika/inhibitora beta-laktamaze, 24% na kotrimoksazol, 13% na cefuroksim, 4%
na ceftazidim, 7% na gentamicin, 5% na ciprofloksacin i 0% na imipenem. U gotovo
svim centrima rezistencija na amipicilin bila je oko 40%, a na kotrimoksazol >20%. U
jednoj zagrebackoj bolnici rezistencija na ceftazidim dosegnula je 15%, ali je u vecini

centara iznosila <4%. U ovom istraZivanju Klebsiella je pokazivala visok stupan;
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rezistencije na antibiotike: 34% bilo je rezistentno na koamoksiklav ili
ampicilin/sulbaktam, 33% na cefuroksim i 21% na ceftazidim i gentamicin. Opisani
organizmi su pokazivali umjerenu rezistenciju (8%-10%) na aminoglikozide (netilmicin
i amikacin), ali su opc¢enito pokazivali osjetljivost na ciprofloksacin (rezistencija 6%).
Nije zabiljaZzena rezistencija na imipenem. Rezistencija na ceftazidim je iznosila 2%-
39%, na gentamicin 2%-44%, a na ciprofloksacin 1%-17%. E. coli ESBL je, prema
podacima iz 2002. g., bila jo$ uvijek rijetka, osim u Klinickom bolni¢kom centru Zagreb
na Rebru.

Splitski autori su 2005. godine istrazivali uCestalost izolacije ESBL E. colii K.
pneumoniae u Klini¢kim izolatima bolesnika u KB Split tijekom dvije godine1°1. Od
prikupljenih 6169 klini¢kih izolata, 60,5% su Cinili izolati E. coli, a 11,6% K.
pneumoniae. Od svih izolata E. coli 4,7% ih je produciralo ESBL, a od izolata K.
pneumoniae 36,8%. UCestalost izolacije K. pneumoniae ESBL bila je znaCajnije visa
od E. coli ESBL. UcCestalost ESBL E. colii K. pneumoniae izolata bila je najviSa na
pedijatrijskim odjelima. E. coli ESBL bila je zna€ajno viSe zastupljena u JIL u odnosu
prema drugim odjelima. Izolati E. coli ESBL pokazivali su zna¢ajno vecu ucestalost
rezistencije na aminoglikozide, uklju€uju¢i amikacin (83,9%) i gentamicin (90,9%) od
ESBL negativnih izolata (6,2% i 5,0%). lako je postotak E. coli ESBL rezistentnih na
kinolone (1,1%) bio Cetiri puta manji nego ESBL negativnih sojeva (4,4%), razlika se
nije smatrala znacajnom. Tijekom 2001. godine nije zabiljezen niti jedan E. coli ESBL
izolat rezistentan na ciprofloksacin, dok su 2002. g. evidentirana dva izolata
rezistentna na ciprofloksacin. Niti jedan izolat E. coli nije bio rezistentan na
karbapeneme. ESBL produciraju¢a K. pneumoniae bila je CeSce rezistentna na
amikacin (58,2%), gentamicin (78,4%), ciprofloksacin (10,6%) i kotrimoksazol (32,1%)
u odnosu na ESBL negativne izolate (6,6%, 8,7%, 4,6% i 13,3%).

Prema podacima za nasu zemlju iz 2008. godine dobivenih analizom podataka iz 38
centra u Hrvatskoj, udio E. coli ESBL je i dalje nizak (3%)'%. Medutim, biljeZi se
visoka ucestalosti izolacije KP ESBL (29%). Velik porast izolata ESBL biljeZio se i
prethodnih godina (22% u 2006. i 32% u 2007.9.). lako je u ovom istrazivanju izolirano
nekoliko izolata K. pneumoniae sa smanjenom osjetljivoS¢u na ertapenem koji su
poslani na ponovno testiranje, prisutnost karbapenemaza u izolatima KP i EC u
Republici Hrvatskoj jos nije zabiljezena.

Noviji podaci o uCestalosti ESBL izolata K. pneumoniae u Republici Hrvatskoj
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objavljeni su 2010.godine . Ova studija ukljucila je podatke iz 26 laboratorija iz 21
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grada u Republici Hrvatskoj od listopada 2006. do sijeCnja 2007. godine. UCestalost
izolacije ESBL K.pneumoniae bila je 19,8%. Od svih ESBL izolata, 56% ih je izolirano
u bolni¢kim, a 44% u izvanbolni¢kim uzorcima. Najces¢i tip ESBL bio je CTX-M, koji
je izoliran u ukupno 26% izolata; u 22% bolni¢kih i 30% izvanbolnickih izolata. Niti

jedan izolat nije producirao AmpC beta-laktamaze.

Molekularna epidemiologija infekcija sa ESBL produciraju¢im

mikroorganizmima

Mnogo je studija publicirano koristeCi metode molekularne tipizacije u prou€avanju
epidemiologije nozokomijalnih infekcija sa ESBL produciraju¢im mikroorganizmima1°4.
Vise od 75% od ovih studija istrazivalo je infekcije sa Klebsiellom ESBL. Predilekcija
ESBL za Klebsiellu nije do sada u potpunosti objasnjena. Mnogi geni koji kodiraju
ESBL nalaze se na velikim plazmidima. | prije otkrica ESBL, veliki plazmidi koji su
prenosili multirezistenciju bili su u€estaliji u Klebsiella pneumoniae u odnosu na E.
coli”®. To je moguée objasniti boljim adaptacijskim moguénostima K.pneumoniae na
bolni¢ku okolinu. Klebsiellae prezivljavaju duze od ostalih enteralnih bakterija na
rukama i povrinama, $to pogoduje prijenosu infekcija unutar bolnice'%.

Bolni¢ke infekcije su najveci problem za programe kontrole infekcija. Ove infekcije
mogu se pojaviti kao epidemija ili mogu biti endemske. Vazno je razlikovati da li su te
infekcije uzrokovane istim ili malobrojnim klonovima mikroorganizma tj. da li su
monoklonalne ili poliklonalne. To ima vaznu posljedicu za programe kontrole infekcija.
Ako su infekcije monoklonalne, to upu€uje na horizonatalni prijenos od pacijenta na
pacijenta. Poliklonalne infekcije govore u prilog selekcijskom pritisku primjene
antimikrobnih lijekova kao uzroku selekcije rezistentnih sojeva i povecanju
prevalencije infekcija takvim mikroorganizmima, iako mogu biti uzrokovane i
prijenosom plazmida izmedu razliitih sojeva.

Prije razvoja metoda molekularne biologije u procjeni geneti¢ke povezanosti bolnickih
mikroorganizama, klonalnost infekcije odredivala se fenotipski. Te metode ukljucuju
biotipizaciju te procjenu osjetljivosti na antimikrobne lijekove. No, niti jedan od tih
testova nema mogucnost preciznog razlucivanja. Vecina istraZiva¢a danas koristi
molekularne metode u odredivanju geneticke slicnosti ESBL producirajuéih
mikroorganizama. NajviSe se koristi PFGE (engl. pulsed-filed gel electrophoresis)

kromosomalne DNA. Takoder se koriste multiple varijacije lanCane reakcije
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polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR). Buduéi da se vec¢ina ESBL
prenosi plazmidima, u epidemioloSkim studijama koristi se i analiza plazmida.

U svim studijama koje su se bavile infekcijama Klebsiellom, bar je 2 bolesnika bilo
kolonizirano ili inficirano genotipski sli€énim sojevima, $to govori u prilog ucestalom
prenosenju s jednog bolesnika na drugog. Uz veliki broj infekcija opisana je
diseminacija pojedinog klona genotipski identiénog organizma'® "%’

Ipak, u mnogim je bolnicama zabiljeZena sloZenija epidemioloSka slika. Jedno izvjeSce
opisalo je klonalnu diseminaciju najmanje 5 razli€itih Klebsiella ESBL sojeva u istim
jedinicama u isto vrijemems. Dodatno, pripadnici pojedinog epidemijskog soja mogu
nositi razliCite plazmide (koji nose razli€ite ESBL gene). Nadalje, genotipski razliCiti
sojevi mogu producirati iste ESBL zbog prijenosa plazmida od jednog soja na drugi'®®.
Unato€ tome $to isti tipovi ESBL mogu biti prevalentni u odredenoj jedinici bolnice, oni
mogu biti preneseni razli€itim plazmidimamg. To upucuje na neovisnu evoluciju putem
ucinka antibiotskog selekcijskog pritiska, a moze znaciti i prijenos plazmida sa
mikroorganizma na mikroorganizam.

Jedinice intenzivne skrbi Cesto su epicentar uzrocnika koji produciraju ESBL. Opisano
je da je viSe od 40% svih bolni¢kih ESBL mikroorganizama bilo preneSeno od
bolesnika iz jedinica intenzivne skrbi''°.

Takoder je opisano prenoSenje genotipski slicnih ESBL od bolnice do bolnice unutar
jednog ili razli¢itih gradova, odnosno izmedu razli€itih zemalja. lako se ESBL
mikroorganizmi mogu i unijeti u jedinice intenzivne skrbi, epidemija infekcija iz
intenzivnih jedinica prema drugim odjelima bolnice uc€estalija je i dobro je
dokumentirana. ESBL mikroorganizmi takoder se mogu javiti i izvan intenzivnih
jedinica. Rasadiste infekcija sa ESBL mikroorganizmima mogu biti i domovi za starije i
nemocne osobe te ustanove za kroni¢nu skrb. U ovim ustanovama, takoder je opisan
klonalni prijenos.

|zvorni enzim TEM-tipa ESBL, TEM-1, Siroko je rasprostranjen i u mnogim drugim
mikroorganizmima, dok se SHV-1 tip ESBL ucestalije izolira u K. pnemoniae u odnosu
na druge mikroorganizme. Gotovo sve Klebsiellae koje ne produciraju ESBL, imaju
kromosomski penosivu SHV-1 beta laktamazu, za razliku od npr. manje od 10% E.
coli izolata™.

Veéina ESBL enzima najprije je prepoznata u Europi'"' "2, ESBL je u Njemagkoj

otkrivena 1983. godine u izolatu iz JIL, uo€ena po neuobicajenoj rezistenciji na
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cefotaksim i ceftazidim i nazvana je SHV-2""2. Vrlo brzo nakon toga je u Francuskoj
1984. g. izolirana K. pneumoniae s jednakim fenotipom i nazvana je TEM-3""2,

Enzim CTX-M je identificiran 1989. godine gotovo istodobno u Njemackoj i Argentini,
zatim u Francuskoj i Italiji '>. Prethodno je 1986. godine prepoznat u Japanu u E. coli.
Do kraja 1990-tih u Europi su ucestaliji bili tipovi SHV i TEM, no posljednjih godina
znacajno raste uCestalost enzima CTX-M, a vecina tih izolata se otkriva u
izvanbolni¢kih bolesnika s infekcijom mokracnog sustava. Smatra se da je glavni
uzrok povecane izolacije ESBL sojeva koje pripadaju porodicama TEM (TEM-24,
TEM-4, TEM-52), SHV (SHV5, SHV-12) te CTX-M (CTX-M-9, CTX-M-3, CTX-M-14 ili
CTX-M-15) Sirenje specifi¢nih klonova ili klonalnih grupa te epidemijskih plazmida
unutar bolnica i u izvanbolni¢koj sredini .

U Japanu su CTX-M-laktamaze identificirane 1986''°. Danas su mikroorganizmi koji
proizvode ove enzime najéeséi tip ESBL u veéini krajeva svijeta''®. lako enzimi CTX-M
pripadaju klasi A Amblerove klasifikacije, oni nisu povezani s drugim ESBL kao tipovi
TEM i SHV. CTX-M ukljucuje vise od 80 razli€itih enzima koji su podijeljeni u 6
skupina i ukljuéuju CTX-M skupine -1, -2, -8, -9, -25 i -45""". Enzimi CTX-M su aktivniji
protiv cefotaksima i ceftriaksona nego ceftazidima''®. E. coli koja proizvodi ove enzime
naj¢esc¢e je odgovorna za izvanbolnicke infekcije, iako moze izazvati i bolni¢ke, a
infekcije izazvane bakterijama koje proizvode enzime TEM i SHV obic¢no izazivaju
bolnicke infekcije'®. Riziéni gimbenici za nastanak izvanbolni¢ke infekcije izazvane E.
coli koja proizvodi CTX-M uklju€uju ponavljajuce uroinfekte, bolest mokracnog
sustava, prethodno antimikrobno lije¢enje cefalosporinima ili fluorokinolonima,
prethodnu hospitalizaciju, Se¢ernu bolest, bolest jetre te putovanja u zemlje visokog
rizika'® !, Predominacija CTX-M enzima ESBL uo&ena je u mnogim zemljama

svijeta'??

, Sto je dramatican preokret u odnosu na situaciju 1990-tih kada su TEM i
SHV tipovi ESBL bili dominantni, a tipovi CTX-M su tada bili rijetki, osim u Juznoj
Americi'®. Medu tipovima CTX-M &ini se da je najéesc¢i CTX-M-15. To je dominantni
tip u mnogim studijama u viSe zemalja, uklju€ujuci Australiju, Veliku Britaniju,
Francusku, Kanadu i Indiju'®*. U Aziji se uz CTX-M spominje CTX-M-14 kao najéesci

tip ESBL'?.

Klinicko znaéenje i utjecaj produkcije ESBL beta-laktamaza

Stvaranje beta-laktamaza je najvazniji Cimbenik koji doprinosi rezistenciji gram
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negativnih bakterija na beta-laktamske antibiotike “°, a opisano je oko 500 razlicitih
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tipova beta laktamaza iz klini¢kih izolata'®” '?®. Sve je vi$e razvidno da produkcija
ESBL nije vazna samo za nozokomijalne infekcije, ve¢ postaje vazno
javnozdravstveno pitanje s obzirom na povec¢anu prevalenciju infekcija ovim sojevima
u izvanbolni€koj populaciji. Dok su Klebsiella spp. uglavhom odgovorne za bolnicke
infekcije, E. coli je &esto uzroénik izvanbolnigkih infekcija'®.

Opisani su razli¢iti nacini Sirenja ESBL sojeva, ukljuujuéi klonalno Sirenje ESBL
sojeva, Sirenje plazmida koji su nosioci ESBL gena te transfer ESBL gena putem
integrona. Iz perspektive bolesnika, svi nacini predstavljaju akviziciju ESBL iz
vanjskog izvora. | diseminacija ESBL gena i mutacije pod utjecajem su selekcijskog
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pritiska primjene antibiotika ~*, a ta se danas prihvacena Cinjenica opisuje kao

,kolateralna $teta“ primjene antibiotika'".

IstraZzivanja su se bavila povezanoScu primjene antibiotika sa selekcijom ESBL sojeva
ili na razini skupine (ekolo$ke studije) ili na individualnoj razini (analiza ¢imbenika
rizika), Cesto s proturije€nim rezultatima. Osim mogucih pristranosti specifi¢nih za
pojedini tip istrazivanja, bitno je uzeti u obzir da odnos primjene antibiotika i
kolonizacije ili infekcije rezistentnim sojem ne mora biti linearan. Naime, ekspozicija
antibioticima ne donosi rizik samo za eksponiranog bolesnika, ve¢ moze povecati i
mogucnost kolonizacije ili infekcije bolesnika u okolini eksponiranog bolesnika'?. Pri
tome, sami za sebe, niti izraCun regresijskih koeficijenata u ekoloskim studijama niti
izraCuni rizika u studijama na individualnoj razini, ne mogu u potpunosti odraziti utjecaj
promjena u potrosnji antibiotika na incidenciju rezistentnih bakterijskih sojeva te je
optimalno Koristiti oba nacina istrazivanja istog problema133. Pri tome treba imati na
umu da klasi¢ne regresijske tehnike ne odrazavaju primjereno dinamiku ovog odnosa,
tj. vr.emenski odmak s kojim promjene u potrosnji antibiotika utjeCu na incidenciju
rezistentnih izolata, te se danas predlaze primjena analize vremenskih serija u analizi
ovog odnosa'*,

Vecina istrazivanja i na individualnoj i ekoloskoj razini ukazala je da su cefalosporini
prodirenog spektra skupina antibiotika najsnaznije povezana sa ESBL produkcijom’®
136 137138 Uvodenje 3. generacije cefalosporina u kliniku praksu ranih 1980-tih
smatrano je velikim uspjehom u borbi protiv beta-laktamazama uzrokovane
rezistencije bakterija na antibiotike. Ti su cefalosporini razvijeni kao odgovor na
povecanu prevalenciju beta-laktamaza u mikroorganizmima (npr. beta-laktamaze koje
hidroliziraju ampicilin u E.coli i K. pneumoniae) te zbog Sirenja istih u nove domacine

(npr. Haemophilus influenzae i Neisseria gonorrhoeae). Prvo izvjed¢e o plazmidima
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preno$enim genima za beta-laktamaze koje su u stanju hidrolizirati cefalosporine
prosirenog spektra publicirano je 1983. godine'°. Gen koji je kodirao beta-laktamaze
proSirenog spektra razlikovao se samo u mutaciji jednog nukleotida u odnosu na gen
koji je kodirao SHV-1. Uskoro su otkrivene i druge beta-laktamaze slicne TEM-1 i
TEM-2, ali prosirenog spektra rezistencije'° .

Posljednjih godina se ESBL progresivno Sire diliem svijeta, $to se pripisuje velikim
dijelom Sirokoj primjeni cefalosporina 3. generacije u bolni¢kim uvjetima, no i njihove
dostupnosti u izvanbolni¢koj sredini (ceftriakson)'?. Studije koje su istraZivale rizik
primjene kombinacije beta-laktamskih antibiotika sa inhibitorima beta-laktamaza
ukazuju da je i ova skupina antibiotika moguce povezana sa pove¢anom ucestaloS¢u
izolacije ESBL sojeva KP ili EC, iako su rezultati studija kontradiktorni'® '*4. g
obzirom na poznatu povezanost primjene 3. generacije cefalosporina sa selekcijom
rezistentnih bakterija, posljednjih godina znacajno je porasla primjena fluorokinolona.
Medutim, novije studije povezuju i primjenu flurokinolona sa rizikom od izolacije ESBL
sojeva'®.

Infekcije ESBL enterobakterijama su €esto povezane s ograni€enim terapijskim
mogucnostima i loSijim ishodima'*®. Problem dodatno pogorsava Cinjenica da su
ESBL sojevi €esto nosioci gena rezistencije na druge antibiotike, ¢esto fluorokinolone,
trimetoprim/sulfametoksazol i aminoglikozide'*®. Poveéanje ugestalosti infekcija ESBL
sojevima dovodi do poviSenja rizika za propisivanje neadekvatne empirijske
antimikrobne terapije $to je u studiji Tumbarella i suradnika imalo znacajan ucinak na
mortalitet bolesnika lije€enih inicijalno neadekvatnom terapijom. U ovoj kohortnoj
studiji 21-dnevni mortalitet u grupi neadekvatno lije¢enih empirijskom antibiotskom
terapijom bio je 4 puta viSi u odnosu na grupu bolesnika lijecenih adekvatnom
antibiotskom terapijom (52% vs. 11%)'*®. Procijenjeno je da je bakterijemija
uzrokovana ESBL sojem E.coli povezana sa visokim rizikom neadekvatne inicijalne
antimikrobne terapije, produzenjem hospitalizacije te poviSenim troSkovima. LijeCenje
takvih bolesnika u prosjeku je, prema studiji Tumbarella i suradnika, skuplje za oko
5000 eura™’. Vie studija koje su ukljucile bolesnike sa bakterijemijom uzrokovanom
ESBL EC identificiralo je ESBL produkciju u EC kao vazan rizi€an ¢imbenik za

neadekvatnu inicijalnu antimikrobnu terapiju®® '4°

t150 151.

, Sto je bio najsnazniji neovisni
Cimbenik rizik za mortalite
Sve je jasnije da produkcija ESBL nije vazna samo za bolni¢ke infekcije, veé je sve

bitniji javnozdravstveni problem uslijed povec¢anja prevalencije izolacije ESBL sojeva u
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izvanbolni¢kim infekcijama. Izvanbolni¢ke infekcije ESBL sojevima prvenstveno su
uzrokovane E.coli koja producira CTX-M tip ESBL. Najveéim dijelom se se u
izvanbolni¢koj sredini radi o infekcijama mokracnog sustava, iako su opisane i
bakterijemije, prvenstveno uzrokovane urinarnom infekcijom ili infekcijom bilijarnog
sustava'®?. ESBL infekcije u izvanbolnickoj sredini utvrdene su obiéno u bolesnika sa
viSe opisanih rizi¢nih ¢imbenika. Jedna je studija sluCajeva s kontrolama identificirala
razliCite rizicne faktore za izvanbolni¢ku infekciju E.coli ESBL, uklju€ujuci stariju dob,
Zenski spol, dijabetes mellitus, rekurentne infekcije mokracnog sustava, uCestale
ambulantne kontrole te prethodnu primjenu aminopenicilina, cefalosporina i
fluorokinolona'®. Novije studije, posebice one provedene u zemljama sa niskom
prevalencijom izolacije ESBL sojeva (Svicarska, Kanada, Novi Zeland), naglasavaju i
putovanje u zemlje visokog rizika kao vazan Cimbenik rizika za izolaciju ili infekciju
ESBL EC'* 1% 120 Ovakvi rezultati postavljaju pitanje da li su izvanbolni¢ke ESBL
infekcije u stvari infekcije povezane sa zdravstvenom skrbi. Unato€ tome, izvje$¢a o
spravim® izvanbolnickim ESBL infekcijama sve su ¢eS¢a, uz formiranje i identifikaciju
klastera (skupina) slugajeva, posebice unutar ¢lanova iste obitelji’*®. ZabiljeZen je
veliki broj izvanbolni¢kih infekcija ESBL producirajucom E.coli u bolesnika bez vidljivih
Cimbenika rizika, Sto se objasnjava konstantnom povecanju broja zdravih nosilaca
koloniziranih sa ESBL EC'®’. Ben-Ami i suradnici izvijestili su o ¢&imbenicima rizika za
infekciju ESBL EC u 890 izvanbolnickih bolesnika. Znacajni Cimbenici rizika bili su
prethodna antimikrobna terapija, dugotrajan boravak u zdravstvenim ustanovama,
nedavna hospitalizacija, dob veéa od 65 godina i muski spol'®®.

U izvanbolnickoj populaciji se biljezi zna€ajan broj zdravih nosilaca ESBL sojeva u
crijevima'® 1% 181 potencijalni prijenos ESBL organizama iz Zivotinjskih izvora ljudima
putem hranidbenog lanca ili prijenos od bolesnika do bolesnika mogu biti znacajni
¢imbenici u Sirenju ESBL sojeva izvan bolnicke sredine, iako ovo zahtijeva dodatne
studije.

Bolnicke ESBL infekcije predstavljaju ili kliniCki znacajne infekcije ESBL sojevima iz
izvanbolni¢ke sredine, ili infekcije bolnickim ESBL sojevima. Cini se da su udio
izvanbolni¢kih ESBL sojeva u izolaciji ESBL mikroorganizama u bolni¢kim uvjetima
poveéava'®. Nadalje, infekcija ili kolonizacija stanovnika mirovnih domova vjerojatno
doprinosi Sirenju ESBL sojeva izmedu zdravstvenih ustanova i izvanbolnicke sredine,
buduci da (za sada limitirani) podaci govore da je incidencija kolonizacije ESBL

produciraju¢im organizmima u stanovnika mirovnih domova u porastu'®.
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Studije bolni¢kih infekcija uzrokovanih ESBL sojevima odnose se poglavito na
K.pneumoniae’®. Mnoge su studije koristile studije sluajeva sa kontrolama (engl.
case-control dizajn) u procjeni rizi€nih faktora za kolonizaciju i infekciju sa ESBL
producirajuc¢im mikroorganizmima, a opisani klinicki sindromi ukljuCuju infekcije
respiratornog trakta i infekcije rana te urinarni trakt, bakterijemije i intraabdominalne
infekcije "6° 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 " Rizi¢ni &imbenici za kolonizaciju ili
bolni¢ku infekciju ESBL organizmima sli¢ni su onima koji se odnose na druge
uobiCajene bolnicke mikroorganizme, $to ukljuuje produzZeni boravak u jedinici
intenzivne skrbi, tezi kliniCki status, razliCite tipove katetera, invazivne postupke
(urinarni kateter, endotrahealna intubacija, centralna venska linija) ili kirurski zahvat,
hemodijalizu, diabetes mellitus, prisutnost nazogastricne sonde, gastrostome ili
jejunostome, dekubitale rane, neadekvantu prehranu te mehani¢ku ventilaciju'® 79 180
81 Prethodna primjena antibiotika je u vi$e studija potvrdena kao vazan riziéni
¢imbenik za infekciju ESBL sojem, a poglavito se navodi primjena cefalosporina,
posebno prosirenog spektra, trimetoprima/sulfometoksazola, metronidazola,
aminoglikozida, kombinacije beta-laktamskih antibiotika sa inhibitorima beta-
laktamaza te fluorokinolona kao riziéni gimbenik za ESBL infekciju'64 182 183184154148
Epidemioloske studije bolniCkih ESBL infekcija ¢esto su otkrivale kompleksne uzorke;
epidemijski sojevi mogu biti prisutni sa sporadi¢nima, dok se mogu nadi i multipli
predominantni klonovi'® 8. Nadalje, isti tipovi ESBL enzima mogu se identificirati u
klonalno nepovezanim izolatima, ili izolati istog klonalnog podrijetla mogu nositi gene
za razliCite tipove ESBL $to se povezuje sa horizontalnim prijenosom ESBL gena
mobilnim geneti¢kim elementima®’ 88,

KliniCki utjecaj infekcija povezanih s ESBL produciraju¢im sojevima najvise je istrazen
u hospitaliziranih bolesnika, posebice u bolesnika sa bakterijemijom. Utvrdeno je da
su bakterijemije uzrokovane enterobakterijama koje poduciraju ESBL u odnosu na ne-
ESBL enterobakterije povezane sa kasnijim uvodenjem adekvatne antimikrobne
terapije, buduéi da su empirijski propisani antibiotici Cesto neucinkoviti u lijecenju ovih
infekcija, a to se smatra i najznacajnijim rizicnim ¢imbenikom za poviSsen mortalitet
vezan uz ozbiline infekcije ESLB producirajué¢im sojevima K.pneumoniae ili E.coli'®®.
Lije€enje infekcija ESBL produciraju¢im sojevima K.pneumoniae i E.coli povezano je,
osim sa odgodom u uvodenju adekvatne antibiotiske terapije, s produzenim boravkom

u bolnici i veéom smrtnodcu te sa znatno veéim trodkovima™’.

27



Lijecenje infekcija s ESBL mikroorganizmima

Zbog sposobnosti ESBL mikroorganizama da hidroliziraju mnoge beta-laktamske
antibiotike, nije zacudujuce da je izbor antibiotika za lijecenje ovih infekcija zna¢ajno
reduciran. Nedavno izvjeS¢e Americkog drustva za infektivne bolesti (Infectious
Diseases Society of America) ukljuCilo je ESBL sojeve E.coli i K.pneumoniae u popis 6
rezistentnih uzroCnika infektivnih bolesti za koje su hitno potrebne nove terapijske
moguénosti'®. Nadalje, plazmidi koji prenose gene koji kodiraju ESBL, ¢esto nose i
gene koji kodiraju rezistenciju na aminoglikozide, trimetoprim/sulfametoksazol i
fluorokinolone. Cak i kada nema plazmidima kodirane rezistencije na kinolone, snazna
je povezanost izmedu rezistencije na fluorokinolone i produkcije ESBL. Razlozi za to
nisu u potpunosti jasni. U jednoj studiji je 60% mikroorganizama koji su bili rezistentni
na ciprofloksacin produciralo i ESBL, u odnosu na 16% u sojeva koji nisu bili
rezistentni na ciprofloksacin'®’.

Martinez Martinez i kolege su paZzljivo analizirali mehanizme rezistencije na
flurokinolone u kliniCkim izolatima K.pneumoniae. Opazili su gubitak porinskih kanala
samo u onim izolatima K.pneumoniae koji su producirali ESBL. Znacajan broj tih
sojeva takoder je imao i svojstvo aktivnhog efluksa fluorokinolona. No, bez prisutnosti
promjena topoizomeraze, gubitak porinskih kanala i aktivni efluks nisu imali znacajan
ucinak na rezistanciju na fluorokinolone. Vazno je napomenuti da bolesnici inficirani
ESBL mikroorganizmima i mikroorganizmima rezistentnim na fluorokinolone, Cesto
dijele povecanu primjenu cefalosporina proSirenog spektra i kinolona. Posebice je kod
izolata sa CTX-M tipom ESBL &esta i korezistencija na kinolone'®.

Antimikrobni lijekovi koji se uobi€ajeno rabe za empirijsko lije€enje ozbiljnih
izvanbolnickih infekcija, kao Sto je 3. generacija cefalosporina, najéesce nisu ucinkoviti
za sojeve ESBL'®®. Empirijsko antimikrobno lijegenje treba biti individualno i
zasnovano na osjetljivosti uzro¢nika lokalne sredine (drzave, grada, ustanove) ',
Druga Cinjenica je da €ak i izbor antibiotika prema antibiogramu odnosno in vitro
osjetljivosti bakterije ne jamci uspjeh in vivo. Neke studije su primijetile smanjen
klini¢ki ucinak protiv sojeva ESBL nekih beta-laktamskih antibiotika unato¢ njihove
osjetljivosti in vitro, dok su druge studije pokazale dobar klinicki ishod s kombinacijom
beta-laktama/inhibitora beta-laktamaze'°. Vjeruje se da je to rezultat tzv. inokulum
efekta koji nastaje kada minimalna inhibitorna koncentracija antimikrobnog lijeka raste
(tj. antibakterijski lijek gubi aktivhost) s porastom veli€ine inokuluma (ili broja)
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testiranih bakterija. To je opisano za cefalosporine, kombinacije beta-
laktamalinhibitora beta-laktamaze (npr. piperacilin/tazobaktam i manje
amoksicilin/klavulanska kiselina)'®® i u manjoj mjeri za fluorokinolone'”’.

Kombinacije beta-laktamskog antibiotika i inhibitora beta-laktamaze obi¢no su
ucinkovite protiv mikroorganizama koji produciraju ESBL. Medutim, vecéina
mikroorganizama sada producira viSe tipova ESBL, §to smanjuje u€inkovitost ovih
kombinacija te je opravdanost njihove primjene u ovim infekcijama upitna. In vitro
rezistencija ESBL izolata na ove kombinacije je u jednoj studiji mikrobioloskih izolata
iz 35 JIL u Europi, porasla je sa 31% u 1994. godini na 63% u razdoblju od 1997 .-
1998. godine.

Cefamicini, ukljuCujuci cefoksitin i cefotetan, su stabilni na hidrolizu enzimima ESBL i
pokazuju osjetljivost. Ipak se ovi lijekovi ne preporucuju zbog moguénosti razvoja
rezistencije tijekom terapije'®.

Karbapenemi in vitro imaju najkonzistentniju aktivnost protiv ESBL mikroorganizama
te se smatraju antibioticima izbora za ozbiljne infekcije ESBL mikroorganizmima. To
podupiru i rezultati brojnih klinickih studija. Karbapenemi ukljuCujuci imipenem,
meropenem, doripenem i ertapenem su lijekovi prvog izbora za ozbiljnije infekcije
uzrokovane ESBL enterobakterijama. Ovi lijekovi su vrlo stabilni na hidrolizu enzimima
ESBL, postizu dobre koncentracije u tjelesnim tkivima i ne pokazuju ,u€inak
inokuluma“'®®. Potencijalno negativni aspekti lijeéenja su visok trodak, parenteralna
primjena i potencijalna selekcija rezistentnih sojevazoo. Nema za sada dokaza da je
kombinacija karbapenema i antibiotika drugih skupina ucinkovitija od koristenja samo
karbapenema.

Uporaba karbapenema u lijeCenju infekcija ovim sojevima je u porastu, jer su jedina
skupina antibiotika na koje su ovi sojevi bakterija gotovo jednako osjetljivi®®!. No,
presiroko empirijsko lije€enje kod sumnje na infekciju ESBL sojevima entrerobakterija
dovodi do porasta rezistencije na karbapeneme drugih mikroorganizama (npr. P.

202 203
)

aeruginosa i Acintetobacter calcoaceticus , a postoje izvjeSc¢a i o pojavi

rezistencije E. coli i K.pneumonae ESBL na karbapeneme?®®.
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Detekcija ESBL i AmpC beta-laktamaza u mikrobioloSkom
laboratoriju

Metode detekcije ESBL

Mnogi laboratorijski testovi su razvijeni za detekciju ESBL, uklju€ujuci double-disk
diffusion, test mikrodilucije i odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK),
koristeci E Test ili automatske sisteme kao Sto je Vitek. Molekularni dijagnosticki
testovi, kao PCR ili izoelektricno fokusiranje, takoder se koriste sa uspjehom.

Unato& smjernicama CLSI?® (Clinical and Laboratory Standards Institute), testovi
probiranja na ESBL jo$ nisu zadovoljavajuéi. Problem je da se ESBL razlikuju prema
osjetljivosti na specificne cefalosporine 3. generacije, te se odabirom testiranog
cefalosporina moze utjecati na to¢nost detekcije pojedinog tipa ESBL.

Prema CLSI treba koristiti probiranje na ESBL i potvrdu ESBL soja u 2 koraka.
Mikroorganizam prvo treba probirati na smanjenu osjetljivost na bilo koji od slijedecinh
supstrata: cefotaksim, ceftriakson, ceftazidim, cefpodoksim ili aztreonam, koristedi ili
disk diffusion metodu ili MIK testiranje. Buduci da se senzitivnost disk difuzijske
metode ovisi 0 supstratu, preporuca se koriStenje vise od 1 od navedenih 5 supstrata.
Ako je inicijalni test probiranja pozitivan, radi se fenotipski test potvrde koristeci
cefotaksim i ceftazidim, same ili u kombinaciji sa klavulanskom kiselinom, koristeci ili
disk diffusion ili test mikrodilucije.

Ako se identificira ESBL, mikiroorganizam se smatra rezistentnim na sve peniciline,
cefalosporine 1., 2. i 3. generacije i aztreonam, unato€ eventualnim in vitro rezultatima
koji mogu upucivati na osjetljvost na neki od tih antibiotika.

Medutim, unato€ potvrdnom fenotipskom testu na ESBL, mogu se javiti lazno pozitivni
i lazno negativni rezultati. Lazno negativni rezultati fenotipskog testiranja mogu se
javiti u ovisnosti o koristenom inokulumu. Opisan je tzv. «u€inak inokuluma» koji se
sastoji u povecanju MIK-a u ovisnosti o povecanju inokuluma. Uz inokulum u donjem
rasponu standarda prema CLSI, u E.coli i K.pneumoniae sa ESBL tipa TEM, SHV i
CTX-M zabiljeZeni su lazno negativni rezultati. LaZzno negativni rezultat takoder se
mozZe javiti u mikroorganizma koji producira ESBL i AmpC beta-laktamaze. U tih
sojeva, AmpC beta-laktamaze poniStavaju inhibiciju ESBL klavulanskom kiselinom te
se maskira produkcija ESBL. Ovaj fenomen je zabrinjavajuci s obzirom na to da ne
postoje smjernice za detekciju AmpC beta-laktamaza niti ESBL osim za E.coli,

K.pneumoniae i P.mirabilis.
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U razdoblju od 1998-2004, 8.9% E.coli i 20.3% K.pneumoniae iz SENTRY Asia-Pacific
studije bile su ESBL pozitivne na inicijalnom probiranju, ali negativne tijekom kasnijeg
testiranja. U ovom istrazivanju nadene su na plazmidima kodirane AmpC beta-
laktamaze u 62% ovih izolata E.colii u 75% KI. pneumoniae. Lazno negativni rezultati

mogu dovesti do selekcije pogresnog antibiotika u lijecenju infekcije.

Metode detekcije AmpC beta-laktamaza

Ne postoje CLSI smjernice za detekciju AmpC beta-laktamaza, a detekcija AmpC
beta-laktamaza jo$ je teZe nego detekcija ESBL. Mikroorganizmi koji produciraju
AmpC beta-laktamaze ne moraju nuzno biti rezistentni na cefalosporine proSirenog
spektra koristeci konvencionalne koncentracije prema CLSI. Za sada nije potvrden niti
jedan test probiranja niti potvrde produkcije AmpC beta-laktamaza. U odsutnosti istih,
mogu se koristiti surogatni markeri koji bi ukazivali na produkciju AmpC-p temeljeno
na njihovoj rezistenciji na cefamicine i kombinacije beta-laktamskih antibiotika i
inhibitora beta-laktamaza. Rezistencija na cefoksitin u prisutnosti rezistencije na
cefalosporine prosirenog spektra, upuéuje na prisutnost AmpC beta-laktamaza.
Nadalje, rezistencija na cefalosporine proSirenog spektra, kao npr. ceftazidim, i
kombinaciju sa inhibitorom beta-laktamaza, takoder upucuje na prisutnost AmpC beta-
laktamaza. lako su ovi testovi osjetljivi za detekciju prisutnosti AmpC beta-laktamaza,
niti jedna nije specifi€na, a rezultati su ovisni o vrsti mikroorganizma ili testirane beta-
laktamaze. Neki mikroorganizmi imaju poviSen MIK za cefoksitin ili kombinacije beta-
laktamskog antibiotika i inhibitora beta-laktamaze. Neovisno o izboru metode

probiranja, jo$ nedostaju validirani testovi potvrde.

Tablica 3. Interpretacija antibiograma.

beta-laktamaza  Osjetljivost Inhib. (osjetljiv)
Ceftazidim Cefotaksim Cefoksitin Imipenem Klavulanska k. EDTA

ESBL R R S S da ne
AmpC R R S,R S ne ne
Karbapenemaze

klasa A R R S R da, ne ne
klasa B R S,R R ne da
klasa D R R SR R ne ne
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Fenotip rezistencije: R- rezistentan, S- senzitivan, osjetljiv
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Poticaj za istraZivanje

U posljednjih 25 godina biljezi se dramati¢an porast infekcija rezistentnim gram-
negativnim mikroorganizmima, posebice onima koje produciraju ESBL. U svim
zemljama u kojima se prati uCestalost izolacije ESBL sojeva E.coli i K.pneumoniae,
ona je najveca u JIL. Prema istrazivanjima prevalencije ESBL sojeva E.coli i
K.pneumoniae Hrvatska je zemlja sa visokom ucestalo$¢u izolacije ESBL sojeva (oko
40% KP ESBL i oko 3% ESBL EC).

Identifikacija ESBL soja oznaCava neosjetljivosti na mnoge beta-laktamske antibiotike,
a niti njihova kombinacija sa inhibitorima beta-laktamaza ne smatra se idealnim
rijeSenjem u lije€enju infekcija ovim sojevima mikroorganizama. Situaciju otezavaju
poteskoce u identifikaciji ESBL soja u prisutnosti konstitutivnih ili plazmidima
prenoSenih AmpC beta-laktamaza, koje mogu dovesti do propusta u identifikaciji
ESBL. Prisutnost ESBL, uz Cesto istovremeno prisutnu rezistenciju na kinolone i
aminoglikozide ovih sojeva, zadaje sve vecCe probleme u planiranju terapije bolesnika
zarazenih ovim mikroorganizmima. Neadekvatno antimikrobno lije€enje identificirano
je kao neovisni Cimbenik bolni¢kog mortaliteta, posebice u infekcijama rezistentnim
uzroénicima®®®. Osim povezanosti sa lo$ijim ishodima lije¢enja, lijedenje ESBL
infekcija povezano je i sa znatno veéim troSkovima, prema procjenama za oko 5000
eura po bolesniku'’. Nije vjerojatno da ¢e nam u slijedecem desetljecu biti dostupno
mnogo novih antimikrobnih lijekova u lije€enju ovih infekcija. PoboljSane mjere
kontrole infekcije, zajedno sa programima planirane primjene antimikrobnih lijekova,
imaju zbog toga vaznu ulogu u ograni¢avanju Sirenja ESBL mikroorganizama.

Nema sumnje da ¢e ESBL postati sve slozenije i razli€itije u buducnosti. To ¢e
predstavljati novi izazov za one koji stvaraju klinicke smjernice za detekciju ESBL u
klinickom laboratoriju, kao i one koji stvaraju klinicke smjernice za antimikrobnu
terapiju.

Osnova za stvaranje programa sprijeCavanja Sirenja ovih infekcija je kombinacija
kvalitetnih klinickih podataka, uCinkovitih metoda detekcije i molekularne tipizacije
ESBL u mikrobioloSkom laboratoriju, preciznog pracenja potrosnje antimikrobnih
lijekova te pracenja provedbe metoda kontrola infekcije. Primjena ovih metoda klju¢na
je u kontroli infekcija u JIL, buduci da su to mjesta potencijalnog rasapa ovih

mikroorganizama u druge dijelove bolnice ili izvan bolnice.
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Ono sto je u KBC Zagreb do sada uspostavljeno jest samo fenotipska detekcija ESBL
u mikrobioloSkom laboratoriju. Detekcija prisutnosti AmpC beta-laktamaza ne radi se
rutinski niti postoje smjernice za taj postupak. Do sada nije provedeno sustavno
pracenje potrosnje antimikrobnih lijekova u sprezi s pra¢enjem profila antimikrobne
rezistencije u ustanovi niti u jedinicama intenzivne skrbi. Prepoznavanje problema
infekcija rezistentnim sojevima (u nasoj ustanovi prije svega MRSA i ESBL sojevi) na
razini je individualnog bolesnika ili odjela, bez evaluacije gore navedenih parametara,
uvodenja mjera pojaCane kontrole infekcije (osim kontakne izolacije za infekciju sa
MRSA), ili promjene preporuka za empirijsku antimikrobnu terapiju u JIL. Takoder, u
Hrvatskoj do sada nije provedeno istrazivanje ¢imbenika rizika za infekciju ESBL
sojevima u JIL, niti istraZivanje nacCina i ishoda lije€enja ovih infekcija.

Unato€ postojanju liste rezervnih antibiotika na kojoj su cefalosporini 3. i 4. generacije
i karbapenemi te aminoglikozidi za JIL, restrikcija njihove primjene je gotovo
nepostojec¢a za JIL. Djelomi¢no zbog saznanja da su infekcije rezistentnim sojevima
uCestalije u jedinicama intenzivne skrbi, a djelomi¢no zbog nepostojanja podataka na
kojima bi se temeljila veca restrikcija. Iste restrikcije postoje za jedinice intenzivne
skrbi, kao i za druge odjele bolnice, Sto je neutemeljeno prema rezultatima studija koje
upucuju na razliCitost spektra uzrocnika i njihove rezistencije u JIL u odnosu na druge
dijelove bolnice. Primjena fluorokinolona i cefalosporina 1. i 2. generacije u KBC
Zagreb nije limitirana.

lako je primjena cefalosporina 3. generacije u vecini studija povezana sa ucestaloséu
izolacije ESBL sojeva, podaci nisu konzistentni za potrosnju fluorokinolona,

karbapenema te drugih antibiotika.
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CILJ I | HIPOTEZA
CILJ RADA

Cilj ovog istrazivanja bio je istraziti lokalne rizicne ¢imbenike za razvoj infekcija sa
mikroorganizmima (Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae) koji proizvode ESBL i
AmpC u odabranim JIL u KBC Zagreb u svrhu identifikacije problema te moguénosti
izrade ciljanih smjernica za empirijsku primjenu antimikrobnih lijekova u JIL, a prije
svega istraziti vaznost primjene antimikrobnih lijekova kao €imbenika rizika za infekciju
ESBL i AmpC sojevima K.pneumoniae i E.coli.

Cilj ove studije je utvrdivanjem klini¢ke i molekularne epidemiologije infekcija sa ESBL
i AmpC sojevima u jedinicama intenzivne skrbi doci do zaklju€aka koji ¢e omoguciti
adekvatnu primjenu antimikrobne terapije i mjera sprijeCavanja Sirenja infekcije
rezistentnim sojevima u JIL. Nadalje, istodobno sa istrazivanjem klinicke i molekularne
epidemiologije zasnovane na individualnim podacima o bolesnicima sa ESBL i/ili
AmpC infekcijom i njihovim kontrolama, na temelju podataka o ukupnoj potro$nji
antibiotika istrazit Ce se ekolos$ki pritisak primjene antibiotika na pojavnost ovih sojeva

u odabranim JIL.

SPECIFICNI CILJEVI

Primarni ishod
1) Evaluacija primjene antibiotika kao ¢imbenika rizika za infekciju ESBL sojem

KP i EC.

2) Evaluacija rizicnih ¢imbenika:

0 ukupna i prethodna (u odnosu na izolaciju uzro€nika) potroSnja antibiotika
ukupno, po skupinama i pojedina¢no

O ostale varijable: varijable vezane uz morbiditet, duzinu hospitalizacije u JIL,

dana prethodne antimikrobne terapije

Sekundarni ishodi
1) Odrediti uCestalost KP i EC ESBL producirajucih sojeva u klini¢kim izolatima

K.pneumoniae i E.coli u odabranim JIL KBC Rebro.
2) Odrediti u€estalost KP i EC ESBL MDR sojeva u izolatima K.pneumoniae i

E.coli..
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3) Procjeniti profil rezistencije KP i EC ESBL sojeva na antibiotike: fluorokinolone,
karbapeneme, aminoglikozide, sulfonamide, tetracikline.

4) Usporediti PFGE profile K.pneumoniae i E.coli izolata te utvrditi postoji i
epidemiolo$ka povezanost izolata

5) Odrediti u€estalost AmpC producirajucih sojeva u klini¢kim izolatima
K.pneumoniae i E.coli u odabranim JIL KBC Rebro.

6) Odrediti pripadnost KP i EC ESBL porodici TEM, SHV, CTX-M i PER.

HIPOTEZA

e Prethodna primjena antibiotika Cimbenik je rizika za infekcijiu ESBL sojem KP i
EC u istrazivanim JIL KBC Zagreb.
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MATERIJALI | METODE
PLAN ISTRAZIVANJA

U svrhu sveobuhvatne identifikacije ¢imbenika rizika za izolaciju ESBL producirajucih
sojeva KP i EC u odabranim JIL KBC Zagreb, ovo istrazivanje sastoji se od tri
zasebne studije:

1. EkoloSka studija utjecaja potrosSnje antibiotika izrazene kao broj
definiranih dnevnih doza (DDD) na 100 bolnoopskrbnih dana (BOD)?*’
na prevalenciju KP i EC ESBL i AmpC koja je. obuhvatila razdoblje od
1.4.2006.godine do 31.7.2007.godine.

2. Studija slucajeva sa kontrolama (engl.case-control) je studija temeljena
na individualnim podacima o bolesnicima sa infekcijom s KP ili EC ESBL
i kontrolnim slu€ajevima (bolesnicima sa infekcijom ne-ESBL i ne-AmpC
sojem KP ili EC) koja je obuhvatila isto razdoblje.

3. Studija molekularne epidemiologije, koja je obuhvatila PFGE
genotipizaciju i karakterizaciju ESBL, a u koju je uklju&en reprezentativni
uzorak izolata KP i EC (ESBL i AmpC te ne-ESBL i ne-AmpC) iz istog
razdoblja.

Istrazivanje je obuhvatilo 3 JIL: JIL Klinike za internu medicinu, JIL Klinike za
neurologiju i JIL Klinike za neurokirurgiju. 1z ovih su se odabranih jedinica intenzivne
skrbi na KBC Zagreb- Rebro tijekom razdoblja istrazivanja pohranjivali svi
nozokomijalni (nakon >2 dana hospitalizacije) mikrobioloski izolati K. pneumoniae i
E.coli iz primarno sterilnih i nesterilnih uzoraka.

Za navedene jedinice intenzivne skrbi takoder su prikupljeni podaci o broju
hospitaliziranih bolesnika, ucCestalosti izolacije ESBL i AmpC KP i EC i primjeni
antimikrobnih lijekova u sklopu ekoloske studije te su vecim dijelom prospektivno, a
djelomicno retrospektivno, prikupljani podatci o karakteristikama bolesnika i infekcija s
ne-ESBL i ne-AmpC ili ESBL i AmpC producirajuc¢im izolatima K.pneumoniae i E.coli.
Reprezentativni broj uzoraka ESBL i ne-ESBL sojeva odabran je za studiju
molekularne epidemiologije.

Studija je odobrena od Etickog povjerenstva KBC-a Zagreb. Buduci da se ne radi o

intervencijskoj studiji, informirani pristanak bolesnika nije bio potreban.
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Ekoloska studija

Ekoloski utjecaj primjene antibiotika na u€estalost izolacije ESBL i AmpC sojeva KP i
EC istrazen je u ekoloskoj studiji.

U ovoj studiji se u obradi podataka koristila analiza vremenskih serija (engl.
Distributed Lags Time Series Analysis) kao specijalizirana tehnika dinamicke regresije
koja se primijenjuje u izu€avanju povezanosti izmedu varijabli koja ukljucuje vremenski
odmak.

Za studiju utjecaja ukupne potrosnje antibiotika na uCestalost izolacije KP i EC ESBL i
AmpC prikupljeni su mjesecni podaci o potrosniji svih antibiotika u odabranim JIL.
Analizirani su podaci o potrosnji antibiotika po skupinama te pojedinacno. U analizu su
uklju€eni podaci o svim antibioticima a posebna je paznja usmjerena analizi utjecaja
primjene posebnih skupina antibiotika ili pojedina¢nim antibioticima, uz koje se prema
dostupnim podacima veZe povisen rizik od izolacije ESBL i AmpC sojeva KP i EC
(3.generacija cefalosporina, fluorokinoloni, aminoglikozidi). Podaci o primjeni
antibiotika izrazeni su kao DDD/100 BOD.

Podaci o potrosnji antibiotika za izabrane JIL prikupljeni su od Centralne ljekarne KBC
Zagreb. Mjesecni podaci o BOD prikupljeni su od administrativne sluzbe KBC Rebro.
Mijesecni podaci o uCestalosti izolacije KP i EC ESBL i AmpC sojeva u odnosu na
ukupni broj izolata EC i KP u izabranim JIL dobiveni su od Klinickog zavoda za

kliniCku i molekularnu mikrobiologiju.

Studija slucajeva sa kontrolama

Povezanost demografskih i kliniCkih parametara te primjene antibiotika sa rizikom
izolacije KP i EC ESBL soja procijenjena je provedbom studije slu€ajeva sa
kontrolama u koju su bili uklju€eni bolesnici iz odabranih JIL sa infekcijom ESBL i
AmpC sojem (slu€ajevi) te bolesnici sa infekcijom ne-ESBL i ne-AmpC KP i EC
(kontrole). U studiju je ukupno uklju¢eno 32 bolesnika sa ESBL KP ili EC infekcijom
(slucajevi) i 64 bolesnika sa ne-ESBL KP ili EC infekcijom (kontrole). AmpC sojevi KP i
EC nisu identificirani u ovom istrazivanju. Ova studija obuhvatila je razdoblje od 16
mjeseci: od 1.4.2006. do 31.7.2007. U studiju je kao slu¢aj uklju¢en svaki bolesnik sa
znakovima infekcije uz izolaciju ESBL soja KP ili EC u kojih se isti smatrao
uzrocnikom ili jednim od uzrocnika infekcije te za svakog bolesnika iz ESBL skupine

po 2 bolesnika (kontrole) iz otprilike istog razdoblja (1 mjesec) iz iste JIL, sli¢nih po
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dobi (x5 godina), u kojih je izoliran obi¢an soj EC ili KP. U studiju su uklju¢eni
bolesnici sa klinickim znacima infekcije u kojih se KP ili EC smatrala uzro¢nikom ili
jednim od uzrocnika infekcije. Klinicki znaci infekcije ukljucuju febrilitet, kasalj i zaduha
(kod respiratorne infekcije), dizuriCne tegobe (kod urinarnih infekcija), lokalno crvenilo,
toplina (koza i zglobovi), i sl.
Bolni¢kom infekcijom smatrala se infekcija nastala nakon >48 sati boravka u JIL, a
bolnickim izolatom svaki od navedenih izolata izoliran u bolesnika >48 sati od prijema
u JIL. Podaci su se prikupljali procjenom bolesnika te upisom podataka s bolnicke liste
ili iz povijesti bolesti svakog bolesnika uklju¢enog u studiju u pripremljeni upitnik.
Za vecinu bolesnika podaci su prikupljani prospektivno (70%), a nepotpuni podaci za
dio uklju€enih bolesnika (30%) prikupljen je retrospektivno.
Podaci prikupljeni upitnikom su:
- dob, spol
- APACHE II*®
- datum prijema; datum premjestaja/otpusta/smrti
- vanjski bolesnik, sa drugog odjela, iz druge ustanove
- antibiotska terapija prije prijema u JIL
- tjelesna temperatura, laboratorijski parametri (L, CRP, Na, K, kreatinin),
klinicki znaci infekcije, rtg ili drugi pokazatelji infekcije
- primarna dijagnoza, mjesto infekcije
- izolat
- antimikrobna terapija
- zahtjev za promjenom empirijske antibiotske terapije nakon dobivanja
antibiograma
- primjerenost antimikrobne terapije
- koegzistentna infekcija gram-pozitivnim bakterijama (GPB), rezistentnim
GPB, koegzistentna gljivicna infekcija
- PRACENJE VREMENSKIH INTERVALA:
i. vrijeme od prijema do izolacije uzorka
ii. trajanje lije€enja antibioticima ukupno i do vremena izoalcije
uzroCnika
iii. duZina hospitalizacije

- podaci o dosadasnjim bolestima:
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- dijabetes mellitus, kroni€na ili akutna renalna insficijencija, mehanicka
ventilacija, HD, maligna bolest, imunosupresivna terapija ukljuCujuci kortikosteroidnu
terapiju, transfuzija (nakon prijema a prije dijagnoze infekcije), kroni¢na opstruktivna
pluéna bolest (KOPB), kardiovaskularna bolest, hipertenzija, bolest jetre,
cerebrovaskularna bolest, transplantacija solidnih organa, transplantacija kostane srzi,
mehanicka ventilacija (iskljuCujuéi postoperativni period <24 sata)

- ishod
- povezanost ishoda sa infekcijom

- primjerenost antimikrobne terapije u odnosu na ishod

Studija molekularne epidemiologije

Studija molekularne epidemiologije provedena je u suradniji sa Klinickim zavodom za
kliniCku i molekularnu epidemiologiju KBC Zagreb. Ova studija obuhvatila je PFGE
genotipizaciju izolata te karakterizaciju ESBL (SHV, TEM, CTX-M, PER). Izolati su
testirani i na produkciju AmpC beta-laktamaza. U ovu studiju uklju¢en je
reprezentativni uzorak ESBL (18/39; 46%) i ne-ESBL (127/478); 27%) izolata KP i EC.
Svrha ove studije bila je istraziti epidemioloSku povezanost izolata te istraZiti
prevalenciju specificnih tipova ESBL (SHV, TEM, CTX-M, PER) te prisutnost

produkcije AmpC beta-laktamaza u ESBL sojevima.

PRIKUPLJANJE | TESTIRANJE BAKTERIJSKIH IZOLATA

Prikupljanje uzoraka

U studiju su uklju€eni svi bakterijski izolati: primarno sterilni (hemokultura, likvor, urin) i
nesterilni uzorci (bris rane, aspirat traheje, sputum). Svi bakterijski izolati bolesnika sa
izolacijom obic¢nog soja ili ESBL i AmpC produciraju¢eg soja KP i EC u odabranim JIL
bili su pohranjeni u Klinickom zavodu za kliniCku i molekularnu mikrobiologiju KBC
Zagreb. Uzorci su pohranjeni u dubokom agaru do pocetka testiranja. U studiju je

ukljucen po jedan izolat od jednog bolesnika.

Testiranje osjetljivosti na antibiotike i detekcija beta-laktamaza prosirenog

spektra

Identifikacija izolata temeljila se na morfoloSkim karakteristikama i koristenju

standardnih biokemijskih testova. Nakon identifikacije osjetljivost bakterija na
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antimikrobne lijekove odredila se metodom disk-difuzije po Kirby-Baueru na Mueller-
Hinton agaru na sljedece antibiotike (Becton Dickinson, USA): gentamicin (10ug ),
amikacin (30ug), netilmicin (30 ug ), ciprofloksacin (5ug), norfloksacin (10ug),
imipenem (10ug), meropenem (10ug), cefepim (30ug), ceftazidim (30ug), cefoperazon
(75u9), piperacilin+tazobactam (100/10ug), piperacilin (100ug), cefoksitin (30ug),
cefazolin (30ug), cefuroksim (30ug) i amoksicilin+klavulanska kiselina ( 20/10 ug ).
Rezulati su interpretirani prema napucima CLSI?%.

Prisutnost beta-laktamaza proSirenog spektra utvrdena je metodom dvostrukog diska
(double disc-synergy test-DDS)?'°. Probirni i potvrdni testovi za detekciju ESBL
izvedeni su prema vazecéim standardima CLSI-a. Produkcija ESBL potvrdena je
ukoliko je uz dodatak klavulanske kiseline ceftazidimu ili cefotaksimu doslo do
smanjenja MIK-a navedenih antibiotika za barem tri dvostruka razrijedenja.

U svrhu identifikacije AmpC B laktamaze ucinjen je fenotipski test cefoksitin diskom
prema preporukama CSLI.

Klini€ki izolati su se nakon gore navedenog testiranja osjetljivosti na antibiotike i na
prisutnost beta-laktamaza prosSirenog spektra (AmpC i ESBL) pohranili do odabira
izolata za daljnje ukljuCenje u nastavak istrazivanja.

Vitek 2

Svi sojevi uklju€eni u studiju molekularne epidemiologije (ESBL i ne-ESBL) su
ponovno testirani na osjetljivost na antibiotike putem Vitek2 instrumenta uz koriStenje
VITEK 2 AST-GN30 kartica®"".

Ova kartica namijenjena je za primjenu u VITEK2 instrumentu u svrhu odredivanja
osjetljivosti kliniCki znaCajnih aerobnih gram negativnih bakterija na antibiotike.
Testirana je osjetljivost na slijedece antibiotike: ampicilin, ampicilin/sulbaktam,
piperacilin/sulbaktam, cefazolin, cefoksitin, ceftazidim, ceftriakson, cefepim, imipenem,
meropenem, amikacin, gentamicin, ciprofloksacin, levofloksacin, nitrofurantoin,
trimetoprim/sulfametoksazol. Putem programskog paketa u instrumentu Vitek 2
takoder je ponovno testiran u svrhu potvrde ESBL i AmpC fenotip.

ESBL MDR definirani su kao ESBL i AmpC sojevi koji su rezistentni i na sve slijedece
antibiotike, odnosno skupine antibiotika: fluorokinolone (norfloksacin, ciprofloksacin),
aminoglikozide (gentamicin, netilmicin, amikacin, tobramicin) i

trimetoprim/sulfametoksazol.
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PFGE (pulsed-field gel electrophoresis)

U svrhu utvrdivanja epidemiolo$ke povezanosti ESBL i AmpC te ne-ESBL i ne-AmpC

izolata ucinjena je PFGE na reprezentativnom uzorku ESBL i AmpC te ne-ESBL i ne
AmpC izolata KP i EC.
Priprema bakterijske suspenzije i izdvajanje kromosomske DNA ucinjena je prema

prihvaéenim standardima 2'2. Po izdvajanju kromosomske DNA proveden je postupa

k

cijepanja DNA restrikcijskim enzimom, DNA endonukleazom Xba 13 Elektroforeza u

gelu pod utjecajem elektricnog polja izmjeniénog smjera izvedena je u aparatu
CHEFF-Dr IIl system (Bio-Rad, Hercules, Kalifornija, SAD)?™. Po zavrsetku

elektroforeze gelovi su bojeni uranjenjem u otopinu etidij-bromida, vizualizirani pod

UV svjetlom uz narancasti filter te fotografirani. Dobivene fotografije su pohranjene za

analizu kompjuterskim programom GelCompar (Applied Maths, Ghent, Belgija).
Kompjutorski programi potom izracunavaju koeficijente sli¢nosti izmedu testiranih
sojeva, koja se prikazuju u dendogramima.

Sliénost izolata analizirana je kompjutorskim programom Gel Compar u kojem se
slicnost svakog para izolata prikazuje dendogramom koji se bazira na Dice
koeficijentu uz 3%-tnu toleranciju vrpci i uz parametar optimizacije od 0,5%2" .

Svi izolati kod kojih je genetska sli€nost 80% i veCa smatraju se genetski povezanim

izolatima, jer upravo ta vrijednost korelira s razlikom u broju i polozaju vrpci od 1 do
6214.

Detekcija vrste ESBL lanéanom reakcijom polimerazom (PCR)

Detekcija SHV, TEM, CTX-M, PER i AmpC beta-latkazamaza ucinjena je metodom
lanCane reakcije polimerazom.

Za detekciju TEM pB-laktamaza koristeni su primeri :OT-3 (TIB MOLBIOL) 5- ATG
AGTATT CAA CAT TTC CG i OT-4 (TIB MOLBIOL) 5-CCA ATG CTT AAT CAG TG
CG. Za detekciju SHV B-laktamaza koristeni su primeri : SHV-F (TIB MOLBIOL) 5-
GCCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC i SHV-R (TIBMOLBIOL) 5-
TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA?".

PCR-Nhe test koriSten je u utvrdivanju razlika izmedu SHV-1i SHV ESBL beta-

laktamaza .

A
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Za detekciju CTX-M B-laktamaza koristeni su primeri : MA-1 (TIB MOLBIOL) 5- SCS
ATG TGC AGY ACC AGT AA i MA-2 (TIB MOLBIOL) 5- CCG CRA TAT GRT TGG
TGG TG (S=G-C, Y=C-T, R=A-G)*'®

Multiplex PCR (CTX-M /grupa 1, 2 i 9) koridtena je u odredivanju pripadnosti
grupama?'®. Za detekciju CTX-M B-laktamaza grupe 1 koristeni su primeri: M13-U-F
(TIB MOLBIOL) 5-GGT-TAA-AAA-ATC-ACT-GCG-TC-3 | M13-L-R(TIB MOLBIOL) 5-
TTG-GTG-ACG-ATT-TTA-GCC-GC-3%"°.

Za detekciju CTX-M B-laktamaza grupe 2 koristeni su primeri:M25-U-F(TI1B
MOLBIOL) 5-ATG-ATG-ACT-CAG-AGC-ATT-CG-3 | M25-U-R(TIB MOLBIOL) 5-TGG-
GTT-ACG-ATT-TTC-GCC-GC-32"®. Za detekciju CTX-M B-laktamaza grupe 9
koristeni su primeri: M9-U-F (TIB MOLBIOL) 5-ATG-GTG-ACA-AAG-AGA-GTG-CA-3 |
M9-U-R(TIB MOLBIOL) 5-CCC-TTC-GGC-GAT-GAT-TCT-C-3%'°.

Za detekciju PER B-laktamaza koristeni su primeri.: PER-F (TIB MOLBIOL) 5-GGG
ACA RTC SKA TGA ATG TCA- 3 | PER-R (TIBMOLBIOL) 5-GGY SGC TTA GAT
AGT GCT GAT-3%"°,

Za detekciju AmpC B-laktamaza koristeni su primeri : MOXMF (TIB MOLBIOL) 5-GCT
GCT CAA GGA GCA CAG GAT-3 | MOXMR (TIB MOLBIOL) 5-CAC ATT GAC ATA
GGT GTG GTG C-3; CITMF (TIB MOLBIOL) 5-TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA-
31 CITMR (TIB MOLBIOL) 5-TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC-3; DHAMF (TIB
MOLBIOL) 5-CCG TAC GCA TAC TGG CTT TGC-3 | DHAMR (TIB MOLBIOL) 5-CCG
TAC GCATAC TGG CTT TGC-3; ACCMF (TIB MOLBIOL) 5-AAC AGC CTC AGC
AGC CGG TTA-3 1 ACCMR (TIB MOLBIOL) 5-TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC-3;
EBCMF (TIB MOLBIOL) 5-TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGG | EBCMR (TIB
MOLBIOL) 5-CTT CCA CTG CGG CTG CCA GTT ; FOXMF (TIB MOLBIOL) 5-AAC
ATG GGG TAT CAG GGA GAT G-3 | FOXMR (TIB MOLBIOL) 5-CAA AGC GCGTAA
CCG GAT TGG-3*"".

Reakcije su izvedene na aparatu GenAmp PCR system 9600. Procis¢avanje PCR
produkta ucinjeno je primjenom komercijalnog kita QUIAquick PCR purification Kiz
(Quiagen). Procis¢eni PCR produkt moze se skladistiti na -20 °C. ProciS¢eni PCR
produkt amplificira se uz primjenu ABI Prism BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, koji sadrzi dNTP, pufer, polimerazu i ozna¢ene ddNTP (Applied

Biosystems). Dalje se sekvencijski produkt procis¢ava upotrebljavajuéi DyeEx.O Spin
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Kit (Qiagen). Dalje slijedi sekvencijska kapilarna elektroforeza koja se izvodi na ABI
3100 Avant Genetic Analyzer aparatu (Applied Biosystems).

Nakon kapilarne sekvencijske reakcije rezultat predstavlja kromatograf, odnosno
kromatografska krivulja na kojoj su vidljivi pikovi u Cetiri razliCite boje koji predstavljaju
po jedan nukleotid. Rezultat u obliku sekvencijskog slijeda moguce je eksportirati u
Fasta tekstualnom formatu. Dobivene sekvence unose se u on-line interaktivhu bazu

(http:www.ncbi.nlm.nih.govblast).

STATISTICKA ANALIZA

Ekoloska studija

Inicijalno su se skupni podaci analizirali graficki, analizom vremenskih trendova
kreiranjem grafickih prikaza kretanja potroSnje antibiotika izrazeno u DDD/100 BOD i
uCestalosti izolacije KP/EC ESLB sojeva (% ESBL izolata) po mjesecima tijekom 16
mjeseci.

Buduci da je odnos potroSnje antibiotika i razvoja rezistencije dinamicki po prirodi,
znacajnost ove povezanosti evaluirala se primjenom analize vremenskih serija
(Distributed Lags Time Series Analysis) sa identifikacijom vremenskog razdoblja
(kasnjenja) potrebnog da promjene u potrosnji antibiotika pokazu utjecaj na ucestalost

izolacije ESBL sojeva.

Studija slucajeva s kontrolama

Razlika izmedu ispitivanih grupa (ESBL i ne-ESBL izolati) u odnosu na sve ispitivane
varijable od interesa istrazila se Man Whitney U testom ili chi- kvadratnim testom u
ovisnosti o vrsti varijabli (kontinuirana, kategoricka). KategoriCke varijable analizirale
su se koriStenjem chi-kvadrat testa, a kontinuirane varijable analizirale su se
koristenjem Man Whitney U testa. StatistiCki znacajnim smatrala se p-vrijednost <0.05.
Vrijednosti varijabli prikazane su kao srednja vrijednosttSD ili kao postotak
pripadajuce grupe.

U analizi individualnih podataka osim prethodno navedenih bazicnih statistickih
metoda u identifikaciji razlika izmedu skupina (ESBL i ne-ESBL) u varijablama od
interesa, koristile su se i dodatne statisticke metode evaluacije. Utjecaj Cimbenika
rizika na izolaciju ESBL soja istrazio se metodom logisti¢ke regresije za kontinuirane
prediktore te analizom 2x2 tablica kontingencije za kategoriCke varijable, uz izraCun
omjera izgleda (engl. ,odds ratio® ili OR; u daljnjem tekstu koristit ¢e se medunarodno
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prihvaéena oznaka OR) i pripadajucih 95% intervala pouzdanosti (95% Confidence
Interval- 95% Cl). 1zraCun omjera izgleda (OR) je statisticka metoda koja se koristi da
bi se procijenio rizik odredenog ishoda ili bolesti (infekcija ESBL sojem) u odnosu na
prisutnost odredenog €imbenika rizika, tj. OR predstavlja omjer izgleda da se dogadaj
(infekcija ESBL sojem) dogodi u grupi sa ¢imbenikom rizika u odnosu na izglede da se

isti dogadaj dogodi u grupi bez Cimbenika rizika.

Studija molekularne epidemiologije
Ucestalost sojeva osjetljivin/intermedijarno osjetljivih/rezistentnih na pojedine
antibiotike te pojedinih tipova ESBL enzima prikazane su kao postotak pripadajuce

grupe.
Sve statistiCke analize u€injene su primjenom softverskog paketa Statistica for
Windows, StatSoft,Version 8.
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REZULTATI

EKOLOSKA STUDIJA

Ekoloska studija pratila je potrosnju antibiotika u odnosu na ucestalost izolata ESBL i
AmpC sojeva KP i EC (svi izolati) u razdoblju od 1.4.2006.godine do
31.7.2007.godine. Buduc¢i da AmpC sojevi nisu identificirani u ovom istrazivanju, u
daljnjem tekstu navode se samo ESBL izolati.

U promatranom razdoblju u odabranim JIL najviSe su se propisivali penicilini, zatim
cefalosporini, karbapenemi, fluorokinoloni, glikopeptidi i aminoglikozidi. U tablici 4
prikazana je potroSnja antimikrobnih lijekova u promatranom razdoblju izrazena u
DDD/100 BOD. Biljezi se porast potrosSnje svih antibiotika izuzev aminoglikozida Cija
potrosnja je ostala ista 2006.- 2008. (relativni porast potroSnje od 3%). Najveci rast
potro$nje u navedenom razdoblju biljezi se za klindamicin, fluorokinolone, 3.
generaciju cefalosporina i kombinaciju penicilina s inhibitorima beta-laktamaza
(relativni porast potroSnje od 58%, 47%, 43% i 38%).

U tablici 4 i slici 1 prikazane su promjene u potrosnji antibiotika u promatranom

razdoblju.

Tablica 4. PotroSnja antibiotika u JIL 2006 i2008.

Antibiotici DDD/100BOD Relativni porast
(%)

Karbapenemi

2006 16.3

2008 23.3 29.9

Penicilini

2006 43.6

2008 65.1 32.9

Penicilini+inhibitori beta-laktamaze

2006 21.9

2008 35.2 37.7

Cefalosporini

2006 27.7

2008 35.6 22.3
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Cefalosporini 3.generacije

2006 4.4

2008 7.7 42.7
Fluorokinoloni

2006 11.1

2008 20.8 46.6
Aminoglikozidi

2006 11.7

2008 11.9 3.0
Makrolidi

2006 7.2

2008 10.8 33.2
Glikopeptidi

2006 10.2

2008 13.0 22.2
Klindamicin

2006 3.2

2008 7.6 58.0

Slika 1. Promjene u potrosnji antibiotika (2006-2008).
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Kretanje mjesecne potrosnje antibiotika, izrazeno kao DDD/100 bolnoopskrbnih dana,
i kretanje mjese¢nog udjela KP i EC ESBL izolata u ukupnom broju izolata KP i EC u

promatranom razdoblju prikazano je na slikama 2-13.

Slika 2. Kretanje potroSnje karbapenema i ucestalost izolata ESBL sojeva KP i EC.
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Slika 3. Kretanje potroSnje cefalosporina i u€estalost izolata ESBL sojeva KP i EC.

Cefalosporini DDD/100BOD
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Slika 4. Kretanje potroSnje cefalosporina 3. generacije i u€estalost izolata ESBL

sojeva KP i EC.

Cefalosporini 3G DDD/100BOD
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Slika 5. Kretanje potroSnje penicilina i u€estalost izolata ESBL sojeva KP i EC.
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Slika 6. Kretanje potroSnje penicilina/inhibitora beta laktamaze i u€estalost izolata

ESBL sojeva KP i EC.

Penicilini/IBL DDD/100BOD
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Slika 7. Kretanje potroSnje amoksicilina/klavulanske kiseline i uCestalost izolata ESBL

sojeva KP i EC.
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Slika 8. Kretanje potroSnje piperacilina/tazobaktama i u€estalost izolata ESBL sojeva
KP i EC.

Piperacilin/tazobaktam DDD/100BOD
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Slika 9. Kretanje potroSnje fluorokinolona i uCestalost izolata ESBL sojeva KP i EC.

Fluorokinoloni DDD/100BOD
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Slika 10. Kretanje potrosSnje makrolida i uestalost izolata ESBL sojeva KP i EC.

Makrolidi DDD/100BOD
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Slika 11. Kretanje potroSnje aminoglikozida i uCestalost izolata ESBL sojeva KP i EC.

Aminoglikozidi DDD/100BOD
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Slika 12. Kretanje potroSnje glikopeptida i uCestalost izolata ESBL sojeva KP i EC.

52



Ye)
N

ejejozl 19s3 23/dM %

o
N

0 o

~ ~ Te]

Glikopeptidi DDD/100BOD

—-—-—UCestalost izolacije KP i EC ESBL

\ \

L/

R

Pl
N —
—
-~

— )

25

20

0
—

10

aosd ooi/aaa

Slika 13. Kretanje potroSnje klindamicina i uCestalost izolata ESBL sojeva KP i EC.

Klindamicin DDD/100BOD

—-—-—UCestalost izolacije KP i EC ESBL

25

eje|ozi 1983 03/dM %

o 0 o

I\

N ~ ~ Yo}
] ] ]
T T T

—

. \ . l\
///
A\
T~

. ! v \/\
N ! N .
N |

\

<
A\/\/\:\

AN
—

o [ee] (] < N
-—

aod ooi/aaa

53



StatistiCka analiza ovih vremenskih serija utvrdila je postojanje zna¢ajnog ucinka

potrosnje fluorokinolona i cefalosporina 3. generacije na ucestalost izolata ESBL

sojeva sa kasnjenjem od 2 mjeseca. UocCena je i znaCajna povezanost mjesecne

potrosnje cefalosporina ukupno, aminoglikozida, glikopeptida i klindamicina s

uCestaloscu izolata ESBL sojeva Kp i EC. Za ucinak ovih antibiotika nije utvrden

vremenski odmak (simultani u€inak).

Za aminoglikozide ne moze sa potpunom sigurnos¢u utvrditi je li povecana ucestalost

izolata ESBL sojeva uzrokovala njihovu potrosnju ili je ona bila posljedica povecane

uCestalosti izolata ESBL sojeva, buduci da se aminoglikozidi mogu primijeniti u

lije€enju urinarnih ESBL infekcija s osjetljivim sojevima.

Za peniciline, peniciline s inhibitorom beta laktamaze (IBL) i makrolide nije uo¢ena

znacajna povezanost potrosnje s u€estalo$c¢u izolata ESBL sojeva KP i EC.

U tablici 5 prikazani su uoCeni identificirani zna€ajni vremenski odmaci izmedu

promjena u potrosnji antibiotika i promjena u ucestalosti izolata ESBL sojeva.

Tablica 5. Analiza vremenskih serija.

Potros$nja antibiotika

Izolacija KP/EC ESBL

Kasnjenje u

(DDD/1000BOD) Koeficijent Standardna . . P
t mjesecima
regresije pogreska a vrijednost

(lag)
Karbapenemi NZ
Penicilini NZ
Penicilini/IBL NZ
Amoksicilin/klavulanska

NZ
kiselina
Piperacilin/tazobaktam NZ
Cefalosporini 0.849 0.195 2388 |0 0.032
Cefalosporini 3G 0.882 0.424 2.852 0.015
Fluorokinoloni 0.899 0.022 1234 |2 0.008
Aminoglikozidi 0.731 0.260 3.174 0.007
Makrolidi NZ
Glikopeptidi 0.821 0.207 2413 |0 0.031
Klindamicin 0.792 0.572 2336 |0 0.036

®navedeni su samo najznacajniji viemenski odmaci; NZ: neznacajno
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STUDIJA SLUCAJEVA S KONTROLAMA (Case-Control)
Ukupno je u razdoblju od 1.4.2006.godine do 31.7.2007.godine u odabranim JIL bilo

hospitalizirano 7 bolesnika u kojih je izolirana EC ESBL i 32 bolesnika u kojih je
izolirana KP ESBL. AmpC beta-laktamaze nisu identificirane u ovom istrazivanju.
Ukupno je u 5 bolesnika izolirana u istom boravku i EC ESBL i KP ESBL. Ti bolesnici
su uklju€eni u daljnju analizu samo jednom, kako bi se izbjeglo dupliciranje podataka.
Bolesnik je uvrsten u grupu EC ESBL ili KP ESBL prema tome koji je od ESBL izolata
prvi izoliran, EC ESBL ili KP ESBL. Za jednog od tih 5 bolesnika, osim podataka o
izolatu KP i EC ESBL iz mikrobioloSkog laboratorija, drugi podatci nisu bili dostupni.
Od 32 bolesnika s izolatom KP ESBL, u 2 bolesnika je izolat shvaéen kao kolonizacija
te oni takoder nisu uklju€eni u analizu. Oni nisu imali znakove infekcije i nisu primali
prije niti tijekom hospitalizaciju u JIL antibiotike. Nakon isklju€ivanja duplikata te
bolesnika s kolonizacijom, od ukupno 39 bolesnika sa izolatom KP ili EC ESBL, u
daljnju analizu uklju¢ena su ukupno 32 bolesnika s ESBL izolatom: 4 bolesnika s
izolacijom EC ESBL izolatom i 28 bolesnika sa izolacijom KP ESBL (Slika 14).

Slika 14. Prikaz analize bolesnika sa ESBL izolatom.

UKUPNO
39 bolesnika s izolatom ESBL

soja

| |
7 bolesnika s 32 bolesnika s
EC ESBL KP ESBL
3 bolesnika s 2 bolesnika s 2 bolesnika s kolonizacijom
prethodnom izolacijom Prethodnom izolacijom KP ESBL
KP ESBL EC ESBL bez znakova infekcije
tiiekom boravka u JIL

28 bolesnika s
izolatom KP ESBL

za obradu

4 bolesnika s
Izolatom EC ESBL
za obradu
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Svakom bolesniku s ESBL infekcijom pridruzene su 2 kontrole. Kriteriji za ukljucivanje
kontrola bili su: priblizna podudarnost s obzirom na vrijeme ukljucenja sluCaja
(bolesnika sa izolatom ESBL soja), JIL i spol. Na kraju je u studiju uklju¢eno ukupno
96 bolesnika: 32 slucaja i 64 kontrole.

U tablici 6 prikazane su kliniCke karakteristike sluCajeva i kontrola. UkljuCene grupe
bile su usporedive po dobi i spolu.

Vecina bolesnika u obje skupine bili su ambulantni bolesnici, 63% slucajeva i 48%
kontrola, ostali bolesnici hospitalizirani su u JIL iz druge ustanove ili drugog
odjela/klinike KBC Zagreb.

Bolesnici s infekcijom KP ili EC ESBL sojem znacajno su bili duze hospitalizirani u JIL
u odnosu na bolesnike s infekcijom obi¢nim sojem KP ili EC (27 dana vs 14 dana;
p<0,001). Nadalje, hospitalizacija koja je prethodila izolaciji uzro¢nika bila je zna€ajno
duza za slu€ajeve u odnosu na kontrole (12 dana vs. 5 dana, p=0,012). Takoder,
duzina antibiotske terapije koja je prethodila izolaciji uzro€nika bila je znacajno veca u
bolesnika sa infekcijom ESBL sojem u odnosu kontrole (8 dana vs. 2 dana, p=0,002).
Primjena antibiotika prije hospitalizacije zabiljeZzena je u 19% slu€ajeva te 11%
kontrola Sto nije bila statistiCki znaCajna razlika.

Ukupni broj antibiotika primijenjen u lijeCenju infekcije tijekom boravka u JIL bio je
znacajno veci u ESBL skupini u odnosu na kontrole (3 dana vs. 2 antibiotika,
p=0.007), kao i broj dana antibiotske terapije tijekom boravka u JIL (19 vs 11 dana,
p=0.005).

Nije bilo znacajnih razlika izmedu slu€ajeva i kontrola u pridruZzenim bolestima niti

broju intervencija za koje postoji rizik za infekciju u JIL.

Tablica 6. Klinicke karakteristike sluCajeva i kontrola.

Karakteristika ESBL ne-ESBL (N=64) p-vrijednost
(N=32)

Dob, godine (SD) 62.2 (+-20.8) 64.4 (+14.8) 0.760

Zene, n (%) 17 (51.1) 37 (57.8) 0.662

APACHE I, srednja vrijednost+SD 17.1 (7.9) 15.9 (6.5) 0.575

Vrsta prijema 0.423

- vanjski bolesnik 20 (62.5) 31 (48.4)

- s drugog odjela 10 (31.3) 27 (42.2)

- iz druge ustanove 2 (6.3) 6 (9.4)
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Broj dana hospitalizacije u JIL, dani | 26.8 (+20.4) 13.9 (x12.9) <0.001
(SD)
Duzina boravka u JIL prije izolacije 11.9 (+15.2) 5.3 (£7.1) 0.012
uzroc¢nika, dani (SD)
Anbitiotska terapija prije 6 (18.8) 7(10.9) 0.301
hospitalizacije u JIL, n (%)
Duzina antibiotske terapije prije 0.414
JiL

<1dan 0 (0) 1(14.3)

1-2 dana 2(33.3) 1(14.3)

>2 dana 4 (66.7) 5(71.4)
Broj antibiotika u JIL, n (SD) 3.2 (£2.3) 2.1 (£1.5) 0.007
Broj dana na antimikrobnoj terapijiu | 18.9 (+15.2) 11.2 (x12.9) 0.005
JIL (ukupno), n (SD)
Broj dana na antimikrobnoj terapiji 8.2 (+13.3) 2.2 (+4.7) 0.002
prije uzorka, n (SD)
Antibiotska terapija prije izolacije 22 (68.8) 21 (32.8) <0.001
uzro¢nika, n (%)
Drugi mikrobioloski uzorci, n (%)
Komorbiditet
dijabetes melitus 7 (21.9) 5(7.8) 0.057
renalna insuficijencija 11 (34.4) 15 (23.4) 0.261
hemodijaliza 2(6.3) 4 (6.3) 1.000
kardiovaskularna bolest 8 (25.0) 23 (35.9) 0.274
cerebrovaskularna bolest 17 (53.1) 25 (39.1) 0.191
hipertenzija 16 (50.0) 27 (42.2) 0.468
maligna bolest 9 (28.1) 22 (34.4) 0.534
imunosupresivna terapija (ukljuCujuci | 4 (12.5) 6 (9.4) 0.641
kortikosteroide)
KOPB 1(3.1) 3(4.7)
jetrena lezija 0 (0.0) 4 (6.3) 0.068
Rizi¢ni faktori/Intervencije u JIL
Centralni venski kateter 27 (84.4) 61 (95.3) 0.075
Urinarni kateter 32 (100.0) 61 (95.3) 0.115
Mehanicka ventilacija (>24 h) 6 (18.8) 21 (32.8) 0.139
Transfuzija 1(3.1) 2(3.1) 1.000

SD- standarnda devijacija; APACHE Il- Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II; JIL- jedinica

intenzivne skrbi

U tablici 7 prikazani su kriteriji i obiljeZja infekcije za obje promatrane skupine.




U obje skupine u 90% bolesnika se radilo o bolni¢kim infekcijama, u $to su ubrojene

infekcije nastale na drugim bolni¢kim odjelima ili tjekom boravka u JIL. U ostalih

bolesnika izolat je izoliran unutar 48 sati po prijemu u JIL kao vanjskih bolesnika te se

infekcija smatrala izvanbolni¢kom infekcijom. Znaci infekcije bili su prisutni u 25%

sluajeva te 22% kontrola vec¢ pri prijemu u JIL, kod ostalih bolesnika infekcija se

razvila tijekom boravka u JIL. Tijekom boravka u JIL antibiotike su primali svi bolesnici

iz skupine slu€ajeva te 97% kontrola. Dva bolesnika iz kontrolne skupine imala su

izolate KP i EC u urinokulturi uz znakove infekcije, no tijekom boravka u JIL nisu im bili

propisani antibiotici. Oba su izolata izolirana 2 dana pred otpust iz JIL.

U podjednakom broju slu€ajeva i kontrola antibiotska terapija infekcije je zapocCeta
empirijski (82% vs. 76%). Nije bilo znacCajnih razlika izmedu sluCajeva i kontrola u
lokalizaciji infekcije. NajuCestalije mjesto infekcije u obje skupine bio je urinarni trakt

(72% i 57%). Infekcija je klasificirana kao sepsa i infekcija donjih diSnih puteva u

vec¢em broju bolesnika s izolatom ESBL u odnosu na kontrolnu skupinu (19% vs. 6%).

Tablica 7. Karakteristike infekcije.

Karakteristika ESBL ne-ESBL p-vrijednost
(N=32) (N=64)

Bolni¢ka infekcija, n (%) 29 (90.6) 56 (87.5) 0.645

Infekcija pri prijemu u JIL, n (%) 8 (25.0) 14 (21.9) 0.732

Primjena antibiotika tijekom hospitalizacije, n | 32 (100) 62 (96.9) 0.199

(%)

Vrsta antimikrobne terapije 0.544

- empirijska, n (%) 26 (81.3) 47 (75.8)

- ciljana, n (%) 6 (18.7) 15 (24.2)

Infekcija GPB, n (%) 8 (25.0) 14 (21.8) 0.732

Infekcija rezistentnim GPB (MRSA), n (%) 4 (12.5) 4 (6.3) 0.516

Gljiviéna infekcija, n (%) 3(9.4) 6 (9.4) 1.000

Izolat iz primarno sterilne kulture (HK, likvor) | 7 (21.9) 14 (21.9) 1.000

n(%)

Drugi izolat, n (%) 30 (93.8) 50 (78.1) 0.038

Tax>37.5 C, n(%) 29 (90.6) 46 (71.9) 0.027

Leukopenija, n(%) 1(3.1) 3(4.7) 0.711

L>10, n(%) 7(21.9) 27 (42.2) 0.044

L>10 + skretanje DKS u lijevo, n(%) 23 (71.9) 35 (54.7) 0.100
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CRP>10, n(%) 32 (100.0) 62 (96.9) 0.199
Klini¢ki znakovi infekcije, n(%) 29 (90.6) 47 (73.4) 0.039
Drugi znakovi infekcije (rtg, lab), n(%) 10 (31.3) 23 (35.9) 0.623
Mjesto infekcije

Sepsa, n(%) 6 (18.8) 4 (6.3) 0.067
Gorniji respiratorni trakt, n(%) 1(3.1) 34.7) 0.712
Doniji respiratorni trakt, n(%) 10 (31.3) 33 (51.6) 0.057
Urinarni trakt, n(%) 23 (71.9) 36 (57.1) 0.157
Infekcija kirurSke rane, n(%) 0 (0.0) 1(1.6) 0.366
Intraabdominalna infekcija, n(%) 0 (0.0) 1 (1.56) 0.366
Infekcija vezana uz CVK, n(%) 1(3.1) 0 (0.0) 0.136
Infekcija SZS, n(%) 2(6.3) 4 (6.3) 1.000
Neutvrdeno mjesto infekcije, n(%) 1(3.1) 0(0.0) 0.722

GPB- gram pozitivna bakterija; MRSA- meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus;, L- leukociti; DKS-

diferencijalna krvna slika; CRP- C-reaktivni protein, Tax- tielesna temperatura mjerena aksilarno

Ukupna primjena antibiotika u bolesnika obje skupine tijekom hospitalizacije u JIL

prikazana je u tablici 8, a primjena antibiotika koja je prethodila izolatu uzroCnika
(ESBL ili ne-ESBL) prikazana je u tablici 9.

Tijekom hospitalizacije u JIL, u ESBL skupini je zna¢ajno veca bila primjena

karbapenema i aminoglikozida (prvenstveno amikacina) u odnosu na kontrole (56%
vs. 13%, p<0.001i47% vs. 25%, p=0.032). Ta razlika nije bila znaajna kada se u

obzir uzela samo primjena karbapenema i aminoglikozida koja je prethodila izolaciji

uzroCnika (Tablica 9). Takoder, kada se promatrala ukupna primjena fluorokinolona i

azitromicina u skupinama tijekom hospitalizacije u JIL, nije nadeno statisticki znaCajnih

razlika. Medutim, izmedu sluCajeva i kontrola opazena je znacajna razlika primjeni
fluorokinolona (19% vs. 5%, p=0.031) te azitromicina (16% vs 2%, p=0.009) koja je

prethodila izolaciji uzro€nika (Tablica 9). Unato€ tome $to nije bilo znacCajne razlike u

prethodnoj primjeni skupine beta-laktamskih antibiotika sa inhibitorima beta-laktamaza

izmedu slucCajeva i kontrola, prethodna primjena amoksicilina s klavulanskom

kiselinom bila je veca u bolesnika sa ESBL infekcijom (19% vs. 6%, p=0.06), iako ova

razlika nije statistiCki znacCajna.

Tablica 8. Antimikrobna terapija u JIL.

Antimikrobna terapija tijekom boravka u JIL-

ukupno

ESBL
(N=32)

ne-ESBL
(N=64)

p-vrijednost
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Karbapenemi, n (%) 18 (56.3) 8 (12.5) <0.001
Karbapenemi, duzina terapije, danizSD 8.9 (£3.9) 11.1 (£6.3) 0.461
Meropenem, n (%) 17 (53.1) 7 (10.9) <0.001
Meropenem, duZina terapije, dani+SD 8.5 (£3.9) 12.4 (£7.7) 0.259
Imipenem/cilastatin, n (%) 2 (6.3) 1(1.6) 0.213
Imipenem/cilastatin, duzina terapije, danixSD - -

Penicilini, n (%) 19 (59.4) 26 (40.6) 0.082
Penicilini, duzina terapije, danizSD 9.5 (£7.8) 10.8 (£9.4) 0.487
Ampicilin/sulbaktam, n (%) 1(3.1) 0(0.0) 0.136
Ampicilin/sulbaktam, duzina terapije, danizSD - -
Piperacilin/tazobaktam, n (%) 6 (18.7) 11 (17.2) 0.850
Piperacilin/tazobaktam, duzina terapije, 11.5 (£7.3) 16.7 (+8.4) 0.961
danizSD

Amoksicilin/klavulanska kiselina, n (%) 10 (31.3) 11 (17.2) 0.122
Amoksicilin/klavulanska kiselina, duzina 6.5 (+4.6) 6.7 (£3.9) 0.705
terapije, dani£SD

Kristalni penicilin, n (%) 1(3.1) 0 (0.0) 0.136
Kristalni penicilin, duzina terapije, dani+SD - -

Kloksacilin, n (%) 4 (12.5) 10 (15.6) 0.679
Kloksacilin, duZina terapije, dani+SD 5.0 (£3.6) 6.8 (+3.6) 0.453
Ampicilin, n (%) 2 (6.3) 0 (0.0) 0.034
Ampicilin, duzina terapije, dani£SD - -

Cefalosporini, n (%) 21 (65.6) 40 (62.5) 0.763
Cefalosporini, duzina terapije, danitSD 10.9 (£7.6) 7.6 (+4.6) 0.316
Cefazolin, n (%) 0 (0.0) 1(1.6) 0.366
Cefazolin, duzina terapije, danizSD - -

Cefuroksim, n (%) 7(21.9) 9(14.1) 0.340
Cefuroksim, duZzina terapije, dani+SD 8.4 (£5.2) 6.4 (£2.7) 0.536
Cefalosporini 3.generacije, n (%) 3(9.4) 10 (15.6) 0.386
Cefalosporini 3.generacije, dani=SD 11.0 (13.0) 7.4 (£5.1) 1.000
Ceftazidim, n (%) 2(6.3) 3(4.7) 0.748
Ceftazidim, duzina terapije, danizSD - -

Ceftriakson, n (%) 1(3.1) 7(10.4) 0.158
Ceftriakson, duzina terapije, danitSD - -

Cefepim, n (%) 3(9.4) 5(7.8) 0.796
Cefepim, duzina terapije, daniSD 12.0 (£7.8) 8.8 (£5.1)
Fluorokinoloni, n (%) 10 (31.3) 18 (28.1) 0.751
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Fluorokinoloni, duzina terapije, danitSD 4.1 (+2.3) 6.1 (£3.8) 0.245
Ciprofloksacin, n (%) 7 (21.9) 15 (23.4) 0.863
Ciprofloksacin, duZina terapije, dani+SD 4.4 (£2.5) 6.6 (£3.7) 0.237
Norfloksacin, n (%) 3(9.4) 3(4.7) 0.384
Norfloksacin, duZina terapije, dani+SD 3.3 (£2.1) 3.3 (+3.2) 1.000
Aminoglikozidi, n (%) 15 (46.9) 16 (25.0) 0.032
Aminoglikozidi, duZina terapije, danitSD 10.4 (£5.0) 8.9 (£5.5) 0.470
Amikacin, n (%) 14 (43.8) 11 (17.2) 0.006
Amikacin, duzina terapije, dani+SD 9.6 (+4.4) 9.5 (+5.2) 0,936
Gentamicin, n (%) 2 (6.3) 3(4.7) 0.749
Gentamicin, duZina terapije, dani+SD 6.0 (£2.8) 5.8 (+1.6) 1.000
Netilmicin, n (%) 1(3.1) 2(3.1) 1.000
Netilmicin, duZina terapije, danitSD - -

Azitromicin, n (%) 5 (15.6) 5(7.8) 0.249
Azitromicin, duzina terapije, dani*SD 3.8 (x1.1) 5.2 (+2.9)
Trimetoprim/sulfametoksazol, n (%) 1(1.3) 0 (0.0) 0.136
Trimetoprim/sulfametoksazol, duzina - -

terapije, danitSD

Vankomicin, n (%) 8 (25.0) 8 (12.5) 0.130
Vankomicin, duzina terapije, danizSD 14.9 (+7.9) 14.9 (£11.0)
Klindamicin, n (%) 4 (12.5) 13 (20.3) 0.333
Klindamicin, duzina terapije, danitSD 3.4 (2.2) 8.8 (1+4.6) 0.026
Metronidazol, n (%) 2 (6.3) 2(3.1) 0.482
Metronidazol, duzina terapije, danitSD 7.5 (¥4.9) 8.5 (£7.7) 1.000
Flukonazol, n (%) 6 (18.8) 8 (12.5) 0.420
Flukonazol, duzina terapije, danitSD 11.8 (£4.8) 11.3 (£3.2) 0.754

Tablica 9. Antimikrobna terapija koja je prethodila izolaciji uzro€nika.

Antimikrobna terapija koja je prethodila ESBL ne-ESBL p-vrijednost
izolaciji uzrocénika (N=32) (N=64)

Karbapenemi, n (%) 5 (15.6) 5(7.8) 0.249
Karbapenemi, duzina terapije, danizSD 10.4 (£3.9) 14.0 (£7.6) 0.690
Penicilini, n (%) 9 (28.1) 10 (15.6) 0.155
Penicilini, duzina terapije, danizSD 7.2 (£6.1) 15.2 (10.3) 0.017
Penicilini/inhibitori beta-laktamaze, n (%) 6 (18.8) 9(14.1) 0.555
Penicilini/inhibitori beta-laktamaze, duzina 9.0 (£6.8) 14.9 (£9.5) 0.145

terapije, danitSD
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Ampicilin/sulbaktam, n (%) - -

Ampicilin/sulbaktam, duzina terapije, danizSD - -
Piperacilin/tazobaktam, n (%) 1(3.1) 6(9.4) 0.235
Piperacilin/tazobaktam, duzina terapije, 10.0 (-) 16.7 (9.4) -
danizSD

Amoksicilin/klavulanska kiselina, n (%) 6 (18.7) 4 (6.3) 0.067
Amoksicilin/klavulanska kiselina, duzina 7.3 (4.8) 8.5 (£3.1) 0.476
terapije, dani£SD

Cefalosporini, n (%) 8 (25.0) 8 (12.5) 0.130
Cefalosporini, duzina terapije, danitSD 10.8 (£7.7) 8.9 (+4.2) 0.798
Cefazolin, n (%) 0 (0.00) 1(1.6) 0.366
Cefazolin, duzina terapije, danizSD - -

Cefuroksim, n (%) 6 (18.8) 6(9.4) 0.201
Cefuroksim, duZzina terapije, dani+SD 8.2 (£5.6) 7.3 (£3.2) 0.699
Cefalosporini 3.generacije, n (%) 2 (6.3) 1(1.6) 0.231
Cefalosporini 3.generacije, dani+SD 15.0 (+15.6) 11.0 (-) -
Fluorokinoloni, n (%) 6 (18.8) 3(4.7) 0.031
Fluorokinoloni, duzina terapije, danitSD 4.7 (£2.5) 7.6 (1.5)
Aminoglikozidi, n (%) 6 (18.8) 5(7.8) 0.123
Aminoglikozidi, duZina terapije, danitSD 11.2 (£5.8) 12.0 (£5.6) 0.792
Azitromicin, n (%) 5 (15.6) 1(1.6) 0.009
Azitromicin, duzina terapije, dani*SD 3.8 (+1.2) 6.0 (-) -
Vankomicin, n (%) 1(3.1) 3(4.7) 0.712
Vankomicin, duzina terapije, dani*SD 18.0 (-) 17.7 (+14.8) -
Klindamicin, n (%) 2 (6.3) 4 (6.3) 1.000
Klindamicin, duzina terapije, danitSD 4.5 (£3.5) 9.0 (£3.2) 0.267
Metronidazol, n (%) 1(3.1) 0 (0.0) 0.329
Metronidazol, duzina terapije, dani*SD - -

Flukonazol, n (%) 4 (12.5) 5(7.8) 0.466
Flukonazol duzina terapije, danitSD 13.5 (+4.8) 10.2 (+3.6) 0.286

Podaci o tipu i primjerenosti antibiotske terapije u istrazivanim skupinama te ishodi
prikazani su u tablici 10.

Prema ocCekivanju, s obzirom na profil rezistencije ESBL sojeva, u znatno viSe
sluCajeva trebalo je promijeniti empirijsku terapiju po identifikaciji uzro¢nika i dobivanju
antibiograma (73% i 9%, p<0.001). U ukupno 4 od 7 umrlih bolesnika s infekcijom

ESBL, u vrijeme smrti antimikrobna terapija nije bila adekvatna. Svi bolesnici koji su
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primali neadekvatnu terapiju imali su u vrijeme smrti znakove infekcije, a smrt je bila
povezana s infekcijom u 2 od navedena 4 bolesnika. Od 2 bolesnika u kojih je smrti
bila povezana s infekcijom, jedan bolesnik bio je na terapiji norfloksacinom, a jedan je
bolesnik bio na terapiji kombinacijom ceftriaksona i metronidazola. Od preostala 2
bolesnika koji su umrli zbog osnovne bolesti a lijeCeni su u vrijeme smrti
neadekvatnom antibiotskom terapijom, jedan bolesnik je primao ciprofloksacin a
drugi amoksicilin/klavulansku kiselinu uz prisutnost znakova infekcije. Primarni uzrok
smrti u oba blesnika nije bio infekcija ve¢ osnovna bolest (intracerebralno krvarenje i
cerebrovaskularni inzult).

Pridruzena infekcije gram-pozitivnim uzro€nikom te infekcija rezistantnim gram
pozitivnim uzro¢nikom (MRSA) bila je jednako uCestala u slu€ajeva i kontrola.

ViSe je smrtnih ishoda zabiljeZzeno u skupini s ESBL infekcijom u odnosu na kontrolu
(22% vs. 14%). lako ta razlika nije statistiCki znacajna, mozZe se smatrati klinicki
znacajnom. Dva smrtna ishoda u ESBL skupini bila su povezana s infekcijom, dok niti
jedan smrtni slucaj nije bio povezan s infekcijom u kontrolnoj skupini (2/7 vs. 0/9,
p=0.055). lako to ponovno nije rezultiralo u p-vrijednosti koja bi oznacila statistiCku
znacajnost ove razlike, ipak se ovaj rezultat treba smatrati kliniCki znacajnim.

Tablica 10. Karakteristike antibiotske terapije i ishodi.

ESBL, n (%) ne-ESBL, n (%) p-vrijednost
(N=32) (N=64)
Infekcija kod prijema 8 (25.0) 14 (21.9) 0.733
Antibiotska terapija zapoCeta kao: 0.366
- empirijska 26 (81.3) 47 (73.4)
- ciljana 6 (18.7) 15 (23.4)
- bez terapije 0 (0.0) 2(3.2)
Primjerenost empirijske antibiotske
terapije
Neadekvatna empirijska terapija, n (%) | 19/26 (73.1) 4/47 (8.5) <0.001
Neprimjerena antibiotska terapija 6/26 (23.1) 0/47 (0.0) <0.001
nakon dobivanja antibiograma, n (%)
Infekcija gram (+) uzro€nikom 8 (25) 14 (21.9) 0.733
Infekcija rezistentnim gram (+) 4 (12.5) 4 (6.3) 0.516
uzro¢nikom
Gljiviéna infekcija 3(9.4) 6 (9.4) 1.000
Ishodi
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- Smrtni ishod, n (%) 7 (21.8) 9 (14.1) 0.340

- Smrt povezana s infekcijom, n (%) 2/7 (28.6) 0/9 (0.00) 0.055

- Neprimjerena antimikrobna terapija 4/7 (57.1) 0/9 (0.0) <0.001
kod umrlih, n (%)

Antibiotici najcesc¢e zastupljeni u neadekvatnoj empirijskoj antibiotskoj terapiji bili su
amoksicilin/klavulanska kiselina (17%), cefuroksim (14%), amikacin (11%) i
vankomicin (8%) (vidi Tablicu 11).

Tablica 11. Neadekvatna empirijska antibiotska terapija ESBL infekcija.

Empirijski propisani antibiotici N %
amoksicilin/klavulanska kiselina 6 16,7
cefuroksim 5 13,9
amikacin 4 111
vankomicin 3 8,3
azitromicin 2 5,6
ciprofloksacin 2 5,6
klindamicin 2 5,6
kloksacilin 2 5,6
metronidazol 2 5,6
norfloksacin 2 5,6
ampicilin 1 2,8
ceftriakson 1 2,8
netilmicin 1 2,8
penicilin G 1 2,8
piperacilin/tazobaktam 1 2,8
trimetoprim/sulfametoksazol 1 2,8
Ukupno 36 100,0

U bolesnika koji su primali neadekvatnu antibiotsku terapiju ESBL infekcije i nakon
pristizanja antibiograma (6 bolesnika), bili su propisani norfloksacin,
sulfametoksazol/trimetoprim, metronidazol, ceftriakson, ciprofloksacin i
amoksicilin/klavulanska kiselina (vidi Tablicu 12). U adekvatnoj antibiotskoj terapiji
bolesnika s infekcijom ESBL sojem nazastupljeniji je bio meropenem (57% od
ukupnog broja adekvatno propisanih antibiotika te 60% svih bolesnika sa adekvatno
propisanom ciljanom terapijom) a potom amikacin (29% od ukupnog broja adekvatno

propisanih antibiotika te 15% od svih bolesnika sa adekvatno propisanom ciljanom

64



antibiotskom terapijom). U svim slu€ajevima kada je amikacin bio propisan kao

monoterapija ESBL infekcije radilo se o infekcijama mokraénog sustava a ishod je bio

izlijeCenje infekcije (vidi Tablicu 13).

Tablica 12. Antibiotska terapija po pristizanju antibiograma s izolacijom ESBL soja.

Antibiotik N %
Neadekvatna

norfloksacin 2 28,6
sulfametoksazol/trimetoprim 1 14,3
metronidazol 1 14,3
ceftriakson 1 14,3
ciprofloksacin 1 14,3
amoksicilin/klavulanska kiselina 1 14,3
UKUPNO 7 100,0
Adekvatna

meropenem 12 57,1
amikacin 6 28,6
ciprofloksacin 1 4.8
gentamicin 1 4.8
imipenem/cilastatin 1 4,8
UKUPNO 21 100,0

U tablici 13 prikazano je empirijsko lije€enje i lije€enje po pristizanju antibiograma

bolesnika sa ESBL infekcijom u promatranim JIL.
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Analiza €¢imbenika rizika za infekciju ESBL K.pneumoniae i E.coli

U Tablici 14 prikazana je analiza ¢imbenika rizika za infekciju ESBL sojem KP i EC.

Ova analiza pokazala je da je rizik od infekcije ESBL sojem KP i EC znacajno

povecan u ovisnosti o prethodnoj antimikrobnoj terapiji OR 4.5 (95%CI 1.8-11.2),

p=0.001], duzini hospitalizacije u JIL [OR 1.1 (1.12-1.11), p=0.005], duzini prethodne
antimikrobne terapije [OR 1.1 (1.02-1.18), p=0.001] te broju prethodno primijenjenih

antibiotika [OR 1.4 (95%CI 1.1-1.9, p=0.003].
Od specifi¢nih antibiotika, rizik za ESBL infekciju povecava prethodna primjena
makrolida [OR 11.7 (95% CI 1.3-104.6), p=0.015] i fluorokinolona [OR 4.7 (95%ClI

1.08-20.2), p=0.056]. Prethodna primjena ostalih skupina antibiotika ili pojedinacnih

antibiotika nije u ovoj studiji bila znacajan prediktor infekcije ESBL sojem.

Tablica 14. Analiza ¢imbenika rizika za infekciju ESBL produciraju¢im sojem E.coli i

K.pneumoniae.

Cimbenik rizika

OR (95%Cl)

p-vrijednost

Dob (godine) 0.99 (0.96-1.02) 0.544
APACHE I 1.02 (0.96-1.09) 0.451
Hospitalizacija u JIL prije izolacije uzro¢nika (dani) 1.06 (1.01-1.11) 0.005
Prethodna antimikrobna terapija 4.51 (1.81-11.21) 0.001
Duzina prethodne antimikrobne terapije (dani) 1.10 (1.02-1.18) 0.001
Broj prethodno primijenjenih antibiotika 1.43 (1.10-1.85) 0.003
Prethodna primjena antibiotika

Karbapenemi 2.18 (0.58-8.18) 0.293
Penicilini 2.11 (0.75-5.88) 0.178
Amoksicilin/klavulanska kiselina 3.44 (0.89-13.20) 0.079
Cefalosporini 2.33 (0.78-6.94) 0.149
Fluorokinoloni 4.69 (1.08-20.20) 0.056
Makrolidi 11.67 (1.30-104.65) 0.015
Aminoglikozidi 2.73 (0.76-9.72) 0.172
Glikopeptidi 0.65 (0.07-6.56) 1.000
Komorbiditet

diabetes mellitus 3.30 (0.95-11.41) 0.097
renalna insuficijencija 1.71 (0.67-4.34) 0.330
hemaodijaliza 1.00 (0.17-5.77) 1.000
kardiovaskularna bolest 0.59 (0.23-1.53) 0.356
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cerebrovaskularna bolest 1.77 (075-4.17) 0.275
hipertenzija 1.37 (0.58-3.21) 0.518
maligna bolest 0.75 (0.29-1.89) 0.646
imunosupresivna terapija 1.38 (0.36-5.29) 0.726
KOPB 0.65 (0.06-6.56) 1.000
jetrena lezija - -
Rizi¢ni faktori/Intervencije u JIL

Centralni venski kateter 0.21 (0.05-0.91) 0.056
Urinarni kateter -

Mehanicka ventilacija 0.47 (0.17-1.32) 0.228
Transfuzija 1.00 (0.08-11.46) 1.000

APACHE II- Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II; OR- odds ratio (omjer izgleda); Cl-

confidence interval (interval pouzdanosti); KOPB- kroni¢na opstruktivna pluéna bolest
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STUDIJA MOLEKULARNE EPIDEMIOLOGIJE

Studija molekularne epidemiologije povezana je sa studijom kontrole sluCajeva jer je
ukljucila reprezentativni uzorak ESBL i ne-ESBL izolata iz razdoblja provodenja
studije. Osim za dostupne izolate bolesnika uklju¢enih u kontrolnu skupinu case-
control studije, genotipizacija je uCinjena i za dodatne dostupne izolate da bi se
dobila potpunija epidemioloSka slika. To su izolati KP i EC bolesnika koji nisu
uklju€eni kao kontrole u case-control studiju (iz istog razdoblja i istih JIL).

U tablici 15 i na slici 15 prikazan je broj uzoraka ESBL producirajucih te obi¢nih KP i
EC sojeva ukupno te broj uzoraka uklju€enih u studiju molekularne epidemiologije.
Ukupno je u tom razdoblju izolirano 307 uzoraka EC i 169 uzoraka KP, u 7 bolesnika
izolirana je EC ESBL, a u 32 bolesnika izolirana je KP ESBL. U istrazivanje je
uklju€eno 4 izolata EC ESBL i 28 izolata KP ESBL (Slika 14).

PFGE genotipizacija i identifikacija tipa ESBL te ucinjeno je za 100% (4/4) uzoraka
EC ESBL i 50% (16/32) uzoraka KP ESBL. Genotipizacija je u€injena za 24%
(73/307) uzoraka EC i 32% (54/169) uzoraka KP.

Slika 15. Uzorci uklju€eni u studiju molekularne epidemiologije.
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Tablica 15. Uzorci ukupno i ukljueni u studiju molekularne epidemiologije po JIL.

Uzorak/ Intenzivna skrb Broj Broj izolata ukupno % genotipiziranih
genotipiziranih izolata
izolata

E.coli

AIN 40 90 44 .4

ISH 11 65 16.9

NRL 22 152 14.5

Ukupno 73 307 23.7

E.coli ESBL

AIN 3 3 100.0

ISH 0 0 0.0

NRL 1 4 25.0

Ukupno 4 7 66.7

K.pneumonae

AIN 41 62 66.1

ISH 2 17 11.8

NRL 11 90 12.2

Ukupno 54 169 31.9

K.pneumoniae ESBL

AIN 13 53.8

ISH 5 80.0

NRL 14 214

Ukupno 14 32 43.7

Rezistencija na antibiotike

Rezistencija na antibiotike u KP i EC te KP i EC ESBL izolata ukljuenih u studiju

molekularne epidemiologije prikazana je u tablicama 16 i 17 te na slikama 16-19.

Tablica 16. Rezistencija na antibiotike ESBL izolata KP i EC.

Antibiotik KP ESBL (R/)* EC ESBL (R/l)

N % N %
ampicilin 13 100,0 4 100,0
ampicilin/sulbaktam 13 100,0 1 25,0
piperacilin/tazobaktam 8 61,5 3 75,0
cefazolin 13 100,0 4 100,0
cefoksitin 9 69,2 0 0,0
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ceftazidim 13 100,0 3 75,0
ceftriakson 13 100,0 3 75,0
cefepim 13 100,0 3 75,0
imipenem 0 0,0 0 0,0
meropenem 0 0,0 0 0,0
amikacin 11 84,6 3 75,0
gentamicin 13 100,0 3 75,0
tobramicin 12 92,3 3 75,0
ciprofloksacin 7 53,8 0 0,0
levofloksacin 7 53,8 0 0,0
nitrofurantoin 7 53,8 0 0,0
trimetoprim/sulfametoksazol 8 61,5 3 75,0
*u rezistentne izolate ubrojeni su i intermedijarno rezistentni izolati
Tablica 17. Rezistencija na antibiotike izolata KP i EC.
Antibiotik KP (R/)* EC (R/N)

N % N %
ampicilin 51 100.0 16 26.8
ampicilin/sulbaktam 0 0.0 13 21.1
piperacilin/tazobaktam 2 3.9 1 9.9
cefazolin 5 231 1 4.2
cefoksitin 0 0.0 1 2.8
ceftazidim 0 0.0 0 0.0
ceftriakson 0 0.0 0 0.0
cefepim 0 0.0 0 0.0
imipenem 0 0.0 0 0.0
meropenem 0 0.0 0 0.0
amikacin 0 0.0 0 0.0
gentamicin 2 3.9 0 0.0
tobramicin 2 3.9 0 0.0
ciprofloksacin 1 1.9 1 1.4
levofloksacin 2 1.9 1 1.4
nitrofurantoin 8 68.6 1 2.8
trimetoprim/sulfametoksazol 2 3.9 1 1.4

U odnosu na podatke o KP i KP ESBL izolatima sa podrué&ja Republike Hrvatske'®,

izolati u ovoj studiji pokazuju vecu rezistenciju na sve ispitivane cefalosporine,
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piperacilin/tazobaktam te aminoglikozide, dok je rezistencija na fluorokinolone
gotovo istovjetna (54%).

U izolatima evaluiranim u ovoj studiji uo€ava se razlika u rezistenciji na
fluorokinolone i nitrofurantoin koja je znacajno uc€estalija u KP ESBL izolatima u
odnosu na EC ESBL izolate. Sva 4 EC ESBL izolata su bila osjetljiva na
fluorokinolone, a samo 46% KP ESBL. Utvrdena je podjednaka ucestalost
rezistencije na aminoglikozide. Svi ESBL izolati osjetljivi su na karbapeneme.

U obi¢nih izolata EC i KP, zapaza se razlika u rezistenciji na ampicilin koja je
prisutna u svih KP izolata (intrinzi¢ki) te u 25% izolata EC, na ampicilin/klavulansku
kiselinu koja nije zabiljeZena u izolatima KP ali jest u 20% izolata EC, na
nitrofuranotin koja je prisutna u oko 70% izolata KP a tek u oko 3% izolata EC te
rezistenciji na cefazolin koja je prisutna u oko 22% izolata KP a tek oko 3% izolata
EC. Osjetljivost obi¢nih izolata KP i EC na fluorokinolone, aminoglikozide,
cefalosporine tre¢e generacije i piperacilin/tazobaktam je >90%. Svi izolati KP i EC
osjetljivi su na karbapeneme. Rezistencija obi¢nih i ESBL sojeva EC i KP prikazana

je na slikama 16-19.

Slika 16. Rezistencija na antibiotike KP ESBL.
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Slika 17. Rezistencija na antibiotike EC ESBL.

|IECESBLSI:IECESBLRIECESBLI|

Slika 18. Rezistencija KP na antibiotike.
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Slika 19. Rezistencija EC na antibiotike.
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MDR izolati KP i EC ESBL

Od svih ESBL izolata koji su uklju€eni u studiju molekularne epidemiologije, ukupno
je izolirano 41.2% MDR izolata (rezistentnih dodatno na aminoglikozide,
fluorokinolone i sulfametoksazol/trimetoprim). S obzirom da su svi MDR izolati bili
izolati KP ESBL, zabiljeZzena ucestalost MDR ESBL izolata u KP bila je 53.8%.

Rezultati PFGE analize

U nastavku je prikazan dendogram za gore navedene reprezentativne uzorke EC i
KP, uklju€ujuci i ESBL sojeve, koji sluzi za vizualnu evaluaciju sli¢nosti izolata (Slika
20 i slika 21). Crvenom okomitom crtom naznacena je razina 80%-tne sli¢nosti
uzoraka. Svi izolati kod kojih je genetska slicnost >80% smatraju se genetski
povezanim izolatima. PFGE analiza uzoraka EC pokazuje da je ukupno 77 uzoraka
razvrstano u 34 razliCite grupe sa 1-4 uzorka u svakoj. Ukupno je 4 izolata EC ESBL
koji su svrstani u 3 razli€ite grupe; jedna grupa sadrzava 2 izolata sa 82%-tnom
slicnosti. Ova 2 uzorka vjerojatno nisu epidemiolo$ki povezana. Oba uzorka su iz

iste neurokirurSke JIL, ali su izolirani sa 2 mjeseca odmaka (uzorak broj 16 izoliran
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je 18.01.2007. u aspiratu traheje a uzorak broj 47 izoliran je 13.3.2007.godine iz
urinokulture). U dendogramu su brojevi EC ESBL izolata: 16, 46, 47 i 65.
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Slika 20. Dendogram za izolate E.coli.

Dice (Opt:0.50%) (Tol 3.0%-3.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGEO01

PFGEO01

URIN
URIN
URIN
URIN

URIN
ZELUCANI SOK
ZELUCANI SOK
ASPIRAT TRAHEJE
URIN

ZELUCANI SOK
URIN

URIN

ASPIRAT TRAHEJE
URIN

URIN

URIN

ASPIRAT TRAHEJE
URIN

ASPIRAT TRAHEJE
URIN

ASPIRAT TRAHEJE
URIN

URIN
HEMOKULTURA
URIN

ZELUCANI SOK
BRIS RANE
ZELUCANI SOK
URIN

URIN

BRIS RANE
ZELUCANI SOK
URIN

URIN

ASPIRAT TRAHEJE
URIN

URIN

URIN

ZELUCANI SOK
HEMOKULTURA
ZELUCANI SOK
ZELUCANI SOK
URIN

ZELUCANI SOK
URIN

URIN

URIN

ZELUCANI SOK
URIN
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02/09/2006
28/04/2006
18/01/2007
09/05/2006

28/08/2006
16/07/2007
18/04/2006
31/01/2007
16/01/2007
25/11/2006
18/05/2006
25/01/2007
25/11/2006
04/11/2006
24/09/2006
25/01/2007
08/05/2006
29/01/2007

15/01/2007
30/04/2007
11/07/2007
13/04/2007
24/07/2007
04/11/2006
02/11/2006
04/08/2006
29/01/2007
13/04/2006
22/04/2006
04/08/2006
25/11/2006
06/11/2006
16/04/2006

19/04/2007
13/03/2007
20/01/2007
13/04/2006
22/05/2006
10/04/2006
04/12/2006
29/07/2006
12/05/2007
06/04/2006
11/01/2007
15/01/2007
08/01/2007
31/05/2006



URIN 15/01/2007
ZELUCANI SOK 08/01/2007
URIN 31/05/2006
URIN 17/04/2007
URIN 10/11/2006
URIN 03/02/2007
ZELUCANI SOK 06/07/2007
ZELUCANI SOK 27/04/2006
URIN 22/05/2006
URIN 09/07/2007
URIN 05/07/2007
URIN 31/10/2006
URIN 16/04/2006
ASPIRAT TRAHEJE  04/08/2006
URIN 22/05/2006
URIN 19/06/2006
URIN 23/07/2007
URIN 04/05/2006
URIN 25/05/2006
URIN 27/07/2006
ZELUCANI SOK 06/11/2006
URIN 28/07/2006
URIN 06/11/2006
URIN 17/04/2006
URIN 03/11/2006
ZELUCANI SOK 13/04/2006
URIN 01/04/2006
URIN 22/05/2006
URIN 19/04/2007

Napomena: Uzorak broj 160 je iz uroloSke intenzivne (AlU) te nije uzet u obzir kod interpretacije
dendograma. Pojedinim uzorcima ne-ESBL sojeva dodatno uklju¢enim u PFGE analizu radi
povecanja reprezentativnosti uzorka nedostaju pojedini podatci (datum izolacije, mjesto
izolacije) Sto nije bilo od presudnog znaCenja za ovu analizu.

PFGE analiza uzoraka KP pokazuje da je ukupno 72 uzoraka razvrstano u 28
razliitih grupa sa 1-7 uzorka u svakoj. Ukupno je 14 izolata KP ESBL koiji su
svrstani u 7 razlicitih grupa sa 1-4 izolata u svakoj.

U grupi u koju su po slicnosti svrstana po 4 izolata KP ESBL, radi se o Sirenju
jednog klona na 3 bolesnika , 4. izolat u toj skupini ne moze se vremenski niti po
mjestu izolacije povezati sa ostala 3 izolata KP ESBL. Taj izolat (izolati 125)

pokazuje 85% slicnosti sa prva tri uzorka (izolati 6, 4, 83) i vjerojatno nije
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epidemiolo$ki povezan s prethodna 3 izolata KP ESBL. U dendogramu su brojevi KP
ESBL izolata: 24, 88, 124, 127, 125, 19, 83,79, 6, 4, 74, 117, 43 i 129.
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Slika 21. Dendogram za izolate K.pneumoniae.

Dice (Opt:0.50%) (Tol 3.0%-3.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE01 PFGEO01
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| 81 AIN ZELUGANI SOK 04/04/2007
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5% el b : AN ZELUCANISOK  17/04/2006
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ZELUGANI SOK 23/10/2006
_ ASPIRAT TRAHEJE 10/06/2007
ASPIRAT TRAHEJE  10/06/2007
URIN 13/11/2006
ZELUGANI SOK 06/06/2007
ASPIRAT TRAHEJE 15/01/2007
ASPIRAT TRAHEJE 05/01/2006
CVK 02/05/2006
ZELUGANI SOK 07/12/2006
ZELUGANI SOK 07/12/2006
URIN 04/12/2006
ZELUCGANI SOK 02/01/2007
ZELUGANI SOK 15/03/2007
URIN 04/12/2006
HEMOKULTURA  23/09/2006
ZELUGANI SOK 15/05/2007
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HEMOKULTURA 23/09/2006
ZELUCANI SOK 15/05/2007
ASPIRAT TRAHEJE

URIN 10/08/2006
ZELUCANI SOK

ZELUCANI SOK 25/11/2006
ASPIRAT TRAHEJE 26/11/2006
ASPIRAT TRAHEJE 28/06/2007
ZELUCANI SOK 22/05/2006
ZELUCANI SOK 02/04/2006
ZELUCANI SOK 18/11/2006
ASPIRAT TRAHEJE 18/11/2006
ASPIRAT TRAHEJE 04/08/2006
ZELUCANI SOK 07/12/2006
ASPIRAT TRAHEJE 07/12/2006
ASPIRAT TRAHEJE

ASPIRAT TRAHEJE 23/10/2006
URIN 04/07/2007
ZELUCANI SOK 10/08/2006
ZELUCANI SOK 10/08/2006
HEMOKULTURA 20/06/2007
ZELUCANI SOK 04/12/2006
ASPIRAT TRAHEJE 10/08/2006
ASPIRAT TRAHEJE

ASPIRAT TRAHEJE 28/05/2007

T

T T S L R

Napomena: Uzorci broj 130 i 131 je iz uroloSke intenzivne (AlU) i nisu uzeti u obzir kod
interpretacije dendograma. Pojedinim uzorcima ne-ESBL sojeva dodatno uklju¢enim u PFGE
analizu radi povecéanja reprezentativnosti uzorka nedostaju pojedini podatci (datum izolacije,
mjesto izolacije) $to nije bilo od presudnog znacenja za ovu analizu.

Karakterizacija tipa ESBL

LanC¢anom reakcijom polimerazom (PCR) ispitana je pripadnost ESBL porodicama:
SHV, TEM, CTX-M, PER i AmpC. Karakterizacija tipa ESBL ucinjena je za ukupno
17 izolata; 4 izolata EC ESBL i 13 izolata KP ESBL.

Ukupno je 34 razli¢itih ESBL gena utvrden u 17 uklju€enih izolata: 10 (58.8%) su bili
blasny geni, 19 (52.9) su bili blatgm geni i 15 su bili blactx-m geni (82.3%) (Tablica 18,
Slika22). Amp C i PER nisu nadeni.
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Slika 22.

%

Karakterizacija beta-laktamaza.
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Tablica 18. Karakterizacija beta-laktamaza.
[zolat SHV TEM CTX-M
N % N % N %
KP ESBL, N=15 8/13 61.5 7/13 53.8 13/13 100.0
EC ESBL, N=4 2/4 50.0 2/4 50.0 1/4 25.0
Ukupno, N=19 10/17 58.8 9/17 52.9 14/17 82.3

Petnaest od uklju€enih 17 izolata (88.2%) nosili su multiple ESBL gene (Tablica 19).

Naj¢eSce su izolati bili nosioci kombinacije gena blacrx.w + blatem (47.1%) i blacTtx-m

+ blaspy (35.20/0). Dva izolata KP ESBL bili su nosioci blactx.m + blaspy + blatem.

Tablica 19. Pripadnost beta laktamaza porodicama SHV, TEM ,CTX-M, PER i AmpC

odredena lan¢anom reakcijom polimerazom.

Izolat Broj Mjesto SHV TEM CTX-M PER AmpC
izolata izolacije

EC 16 AT - + + - -

EC 46 UK + + - - -

EC 47 UK + - - - -

EC 65 UK + - - - -

KP 6 zS - + + - -

83



KP 19 7S + - + - -
KP 88 zS + - + - -
KP 24 CVK + - + - -
KP 79 UK + + + - -
KP 83 UK + - + - -
KP 124 HK + - - - -
KP 125 HK - + + - -
KP 127 HK + - + - -
KP 4 ZS - + + - -
KP 43 AT + + + - -
KP 117 UK - + + - -
KP 129 AT - + + - -

AT- aspirat traheje, UK- urinokultura, ZS- zelu€ani sok, CVK- vrh centralnog venskog

katetera, HK- hemkultura
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RASPRAVA

Rezistencija bakterija na antibiotike sve je veci problem i danas predstavlja znacajnu
javnozdravstvenu prijetnju. Tome je dobra ilustracija problem produkcije beta-
latamaza proSirenog spektra u enterobakterija, posebice u KP i EC, s obzirom da su
ovi mikroorganizmi Cesto multirezistentni na antibiotike te da samo karbapenemi za
sada imaju dokazanu ucinkovitost u lije€enju infekcija ovim mikroorganizmima.
Selekcijski pritisak primjene antibiotika smatra se znaajnom determinantom
nastanka i diseminacije rezistentnih organizama. Stovige, primjena antibiotika je
jedan od malobrojnih ¢imbenika rizika koji je podlozan modifikaciji. Buduci se
antibiotici mogu razlikovati u svojoj sklonosti razvoja bakterijske rezistencije, od
velikog je znaCenja razumijevanje slozene interakcije izmedu primjene antibiotika i
nastanka i Sirenja rezistentnih bakterijskih sojeva. Problem izolacije ESBL sojeva
posebno je prisutan u jedinicama intenzivne skrbi, koje su naj¢eS¢e mjesta iz kojih
se rezistentni sojevi bakterija moguce Sire i u druge dijelove bolnice, druge ustanove
ili u izvanbolnicku sredinu. Osim povecane prevalencije izolacije ESBL sojeva, u JIL
se opcenito biljezi veca potrosSnja antibiotika u odnosu na ostale dijelove bolnica.
Cimbenici rizika za izolaciju ESBL soja ili ESBL infekciju dugo se istrazuju razligitim
tipovima epidemiolo$kih studija koje su pokusale kvantificirati povezanost izmedu
ekspozicije antibioticima i Sirenja ESBL sojeva. Te studije ukljuCuju opise slu¢ajeva,
laboratorijske studije, prospektivne i retrospektivne kohortne studije, randomizirana
klini¢ka istrazivanja, studije slu€ajeva sa kontrolama, i sl. Ove studije se obi¢no
temelje ili na skupnim podacima (tzv. ekoloski dizajn studije) ili na individualnim
podacima o bolesnicima (opis sluajeva, kohortne studije, case-control studije).
Buduci da razliciti metodoloski pristupi nisu medusobno usporedivi, neodostatak
njihove uniformnosti oteZzava usporedbe razli€itih studija. Zbog toga je prepoznata
potreba da se, ako je to moguce, u evaluaciji problema koristi paralelna analiza
podataka koja ukljuCuje i grupne podatke i podatke na razini bolesnika da bi se
rezultati razli¢itih metodoloskih pristupa mogli usporediti. Nadalje, kao tre¢a razina
istrazivanja, preporucuje se primjena metoda molekularne epidemiologije kojima bi
se mogli utvrditi mehanizmi povezanosti, $to se prije sveg odnosi na genotipizaciju

izolata.
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Do sada nije provedena studija koja bi obuhvatila sve tri navedene razine evaluacije
problema izolacije ESBL sojeva KP i EC u jedinicama intenzivne skrbi.

Rezultati ovog trodijelnog straZivanja u nasoj ustanovi utvrdili su da je primjena
antibiotika najvazniji rizicni Cimbenik za infekciju ESBL sojem KP i EC.

Ekoloska studija koja je pratila trendove u ukupnoj potrosniji razli€itih skupina
antibiotika u odabranim JIL u odnosu na mjese¢nu ucestalost izolacije ESBL sojeva
utvrdila je znac€ajnu povezanost potrosnje cefalosporina 3. generacije i flurokinolona
s povecanjem ucestalosti izolata ESBL sojeva sa vremenskim odmakom
(kasnjenjem) od 2 mjeseca. Povezanost izmedu potroSnje antibiotika i izolacije
ESBL sojeva uocCena je i za cefalosporine, aminoglikozide, vankomicin i klindamicin,
no bez uocenog vremenskog odmaka. Dostupne studije koje su istrazivale brzinu
selekcije antimikrobne rezistencije ukazuju da treba ocekivati odredeno kasnjenje u
udinku primjene antibiotika na razvoj rezistencije u bakterija’* 2'®. Taj vremenski
odmak ili kasnjenje u ucinku, u razli€itim studijama procijenjeno je na 10 dana do 6
mjeseci, a ovisi o uzroéniku i tipu rezistencije?'® % 2°3, Za P.aeruginosa zabiljezen je
odmak od 10 dana do 1 mjesec u razvoju rezistencije na antipseudomonasne
antibiotike, a za K.pneumoniae uoceni su razli€iti vremensko razdoblje potrebno za
razvoj rezistencije, od 0-6 mjeseci za razvoj rezistencije na beta-laktamske
antibiotike.

Na individualnoj razini, u case-control studiji, prethodna primjena antibiotika, duzina
njihove primjene i njihov broj, specifitno primjena fluorokinolona i makrolida te
duZina boravka u JIL bili su najznacajniji Cimbenici rizika za infekciju ESBL sojem KP
ili EC. Studija molekularne biologije pokazala je kombinirano prisutnost
epidemiolo$ki povezanih ESBL i ne-ESBL sojeva KP i EC uz pojedinacne sojeve,
bez slike znaCajnog klonalnog Sirenja u promatranom razdoblju.

U razdoblju provodenja studije koje je obuhvatilo 16 mjeseci i 3 JIL u KBC Zagreb na
Rebru, u€estalost izolacije ESBL sojeva KP i EC ukupno bila je 8.1%, pri ¢emu je
uCestalost izolacije KP ESBL bila znacajno veca u odnosu na izolaciju EC ESBL
(18.9% vs. 2.3%). Na razini ustanove (KBC Zagreb) u 2007. godini zabiljezena je
uCestalost izolacije KP ESBL od 53% te EC ESBL od 7%.

Podaci za Republiku Hrvatsku koji su prijavljeni u sklopu projekta EARSS (European
Antibiotic Surveillance System) za 2007. godinu, a obuhvatili su podatke iz 18
laboratorija kojima je obuhvaceno oko 80% populacije Republike Hrvatske, ukazali
su na veliku ucestalost KP ESBL od 42.7% te puno nizu uCestalost EC ESBL od
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3.3%. Podaci iz KBC Zagreb i KBC Split prijavljeni za MYSTIC studiju (Meropenem
Yearly Susceptibility Test Information Collection) zabiljeZili su uestalost EC ESBL
od 10% i uéestalost KP ESBL od 49% u razdoblju od 2002-2007%".

Ucestalost izolata KP ESBL u Hrvatskoj mnogo je viSa u odnosu na podatke iz
vecine studija koje uklju€uju europske podatke (SENTRY, SMART, TEST, MYSTIC,
EARSS) koje su ukupnu ucestalost izolacije KP ESBL procijenile na 8.8%-18.4%, a
ukupnu ucestalost izolacije EC ESBL na 1.3%-8.2% (Tablica 2). Medutim, studije
koje ukljuuju samo podatke iz jedinica intenzivnih skrbi pokazuju znacajno vecu
uCestalost izolata ESBL sojeva, prvenstveno KP ESBL. Prevalencija izolata KP
ESBL u JIL mnogo je viSa u juznoj i istoénoj Europi (npr. 34% u Portugalu i 58% u
Turskoj) u odnosu na sjever Europe (3% u Svedskoj)® 8%, To je u suglasju sa
rezultatima prac¢enja programa ARPAC (Antibiotic Resistance, Prevention and
Control) koji ukazuju na ve¢u ukupnu potrosnju antibiotika u jugoisto¢noj u odnosu
na sjevernu Europu (15 DDD/100 BOD vs 30 DDD/100BOD)???. Dok su u vrhu
primjene u zemljama sjeverne Europe penicilini i cefalosporini 2.generacije, u
zemljama juzne i isto€ne europe najviSe se primjenjuju amoksicilin/klavulanska
kiselina, aminoglikozidi i ciprofloksacin.

IzvieS¢e EARSS studije za 2007. godinu ukazuje na veliku razliku u ucestalosti KP i
EC sojeva rezistentnih na 3. generaciju cefalosporina (indikativho za ESBL
produkciju) prema zemljopisnom poloZaju®?®. Ugestalost izolacije KP ESBL u
zemljama sjeverne Europe bila je ispod 5% (Island 0%, Svedska 1%, Finska 1%,
Norveska 2%, Luksenburg 2%) dok je u zemljama jugoistocne Europe bila >40%
(Hrvatska 40%, Turska 44%, Ce$ka 46%, Bugarska 55%, Gréka 62%, Rumunjska
80%). Ovo izvjeSce je takoder pokazalo da dok je u vecini zemalja srednje, zapadne
i sjeverne Europe (medu njima i Hrvatska) rezistencija EC na 3. generaciju
cefalosporina (indikativho za ESBL produkciju) ispod 5%, u mnogim zemljama je
ona alarmantna, npr. 20% u Bugarskoj, 28% u Rumunjskoj i 40% u Turskoj.
Razlozi nize prevalencije izolacije ESBL KP i EC u nasoj studiji mogu se pripisati
neuklju€ivanju ostalih JIL (kirurSka, kardiokirurSka, urolo$ka) u ovo istrazivanje u
kojima je uCestalost izolacije ESBL sojeva veca. U ovim je JIL u razdoblju ispitivanja
zabiljeZzena ukupna ucestalost izolacije ESBL KP i EC sojeva od 35% (ESBL EC
14% i KP ESBL 50%)..
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Rizik primjene antibiotika za razvoj infekcije ESBL sojem KP i EC

Ekoloskom studijom (skupni podaci) procijenjen je ekoloSki pritisak primjene
antibiotika na selekciju ESBL sojeva u odabranim JIL. U daljnjoj analizi dobiveni
rezultati su provjereni na individualnoj razini u case-control studiji koja je obuhvatila
isto razdoblje ispitivanja i jedinice intenzivne skrbi.

Najpropisivaniji antibiotici 2006. godine u odabranim JIL bili su penicilini (43.6
DDD/100 BOD), cefalosporini (27.7 DDD/100 BOD; cefalosporini 3. generacije 4.4
DDD/100 BOD), kombinacije beta-laktamskih antibiotika/inhibitora beta-laktamaze
(21.9 DDD/100 BOD), karbapenemi (16.3 DDD/100 BOD), aminoglikozidi (11.7
DDD/100 BOD), i fluorokinoloni (11.1 DDD/100 BOD).

U razdoblju od 2006.- 2008. godine zabiljezen je porast potroSnje svih antibiotika u
odabranim JIL osim aminoglikozida €ija je potroSnja ostala ista. Najveci rast
potroSnje zabiljeZen je za klindamicin (58%), fluorokinolone (47%), cefalosporine 3.
generacije (43%) i kombinacije beta-laktamal/inhibitora beta-laktamaza (38%)
(Tablica 4), dok su penicilini zabiljeZili porast potrosnje od 33%.

Evaluacija podataka na individualnoj razini utvrdila je da su bolesnici s infekcijom
ESBL sojem znatno duze bili hospitalizirani u JIL (27 dana vs 14 dana). Pri tom im je
bilo propisano znacajno viSe antibiotika (3 antibiotika vs 2 antibiotika) te su znatno
duZze lije€eni antibioticima u odnosu na kontrolne slu¢ajeve (19 dana vs 11 dana).
Nadalje, znac€ajno viSe bolesnika s ESBL infekcijom primalo je antibiotike prije
izolacije uzro€nika (70% vs 33%) a isto tako su i prethodno bili lije€eni sa zna€ajno
vecim brojem antibiotika. Duzina hospitalizacije u JIL koja je prethodila izolaciji
uzroCnika bila znacajnije duza (8 dana vs 2 dana). Znacajno viSe bolesnika s
infekcijom ESBL sojem prethodno je primalo flurokinolone (19% vs 5%) i azitromicin
u odnosu na kontrole (16% vs 2%). Prethodna primjena amoksicilina i klavulanske
kiseline takoder je bila visa u ESBL skupini u odnosu na kontrolnu, iako ta razlika
nije rezultirala statistickom znacajno$c¢u (19% vs. 6%, p=0.067).

lzraCun omjera izgleda jasno je utvrdio kako je prethodna primjena antibiotika [OR
4.5 (1.8-11.2), p=0.001], a posebno prethodna primjenu fluorokinolona [OR 4.7
(1.08-20.2), p=0.056] i makrolida [OR 11.7 (1.3-104.7), p=0.015] znacajan ¢imbenik
rizika za infekciju ESBL sojem KP i EC. PoviSenje rizika od infekcije ESBL sojem

takoder je bilo povezano i s brojem prethodno primijenjenih antibiotika [OR 1.4 (1.1-
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1.9), p=0.003], kao i duzinom njihove primjene [OR 1.1 (1.02-1.2), p=0.001] te
duzinom hospitalizacije u JIL prije izolacije uzro¢nika [OR 1.1 (1.01-1.11), p=0.005].
Dosadasnja istrazivanja utvrdila su da prethodna antimikrobna terapija i broj
prethodno primijenjenih antibiotika povecavaju rizik za infekciju ili kolonizaciju ESBL
sojevima KP i EC'®*. Brojni su radovi koji su utvrdili poveéanu prevalenciju izolata
ESBL uz primjenu pojedinih antibiotika. Tako su objavljena istrazivanja utvrdila
povezanost primjene cefalosporina’* '*" 24 peta-laktamskih antibiotika/inhibitora

154, fluorokinolona®* 148 | aminoglikozida154 S

beta-laktamaze'®, karbapenema
povecéanim brojem izolata ESBL sojeva.

Ova provedena ekoloska studija potvrdila je rezultate vecine objavljenih studija
identificirajuéi znacajni u€inak potro$nje cefalosporina ukupno te cefalosporina 3.
generacije, na ucestalost izolacije ESBL sojeva. Za ovaj u€inak utvrden je vremenski
odmak od 2 mjeseca za cefalosporine 3. generacije, dok je taj ucinak za
cefalosporine kao skupinu bio bez kasnjenja (bez identificiranog vremenskog
odmaka). U razdoblju od 2006.- 2008. godine zabiljezen je porast relativhe potrosnje
cefalosporina 3. generacije od 43% u uklju¢enim JIL. Unatoc€ Cinjenici da su mnoge
case-control studije povezale prethodnu primjenu cefalosporina 3. generacije sa
selekcijom ESBL sojeva KP i EC, primjena cefalosporina (ukupno i cefalosporina 3.
generacije) nije se u ovoj case-control studiji pokazala zna€ajnim predskazateljem
za izolaciju ESBL soja. Moguci razlog tomu je restrikcija primjene cefalosporina 3.
generacije na KBC Zagreb i time njihova kontrolirana i reducirana primjena kod
sumnje na infekcije enterobakterijama posebice u duze hospitaliziranih bolesnika u
JIL. Ovakav rezultat moguce upucuje na nezeljeni u€inak ukupne primjene
cefalosporina 3.generacije na uCestalost izolacije ESBL sojeva (kolateralna Steta
primjene antibiotika), unato€ tome $to je mali broj bolesnika s ESBL infekcijom u
nasoj studiji bio prethodno izloZzen njihovoj primjeni. Udio cefalosporina 3.
generacije u ukupnoj potrosnji cefalosporina iznosio je samo 16% u 2006. godini
(Tablica 4). Drugi moguci razlog jest veli€ina uzorka koja moguce nije bila dovoljna
da otkrije ovu povezanost. Zbog fenotipa rezistencije ESBL sojeva cefalosporini se
ne smatraju izborom u lije€enju infekcija ESBL sojevima, ¢ak i u slu€aju
laboratorijske osjetljivosti soja na specifiCan cefalosporinski antibiotik. Zdravstvene
djelatnike treba upozoravati da laboratorijska osjetljivost ne predstavlja nuzno
klinicku djelotvornost. Studija Kanga i suradnika koja je istrazivala ¢imbenike rizika

za mortalitet kod bakterijemije uzrokovane ESBL KP i EC utvrdila je da je terapijska
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primjena cefalosporina vazan ¢imbenik rizika za smrtni ishod u bolesnika s
bakterijemijom ESBL sojem KP i EC (OR 6.8, 95%Cl 2.8-16.5).

Ekoloskom studijom utvrden je znacajan ucinak potrosnje fluorokinolona na
uCestalost izolacije ESBL sojeva uz vremenski odmak 2 mjeseca. Primjenu
fluorokinolona kao rizi¢ni Cimbenik potvrdila je i case-control studija (OR 4.7, 95% CI
1.1-20.2, p=0,05). Primjena flurokinolona poznati je ¢imbenik rizika za izolaciju
gram-negativnih bakterija rezistentnih na flurokinolone, djelom i zbog njihovog
snaznog utjecaja na gastrointestinalnu floru $to uklju€uje supresivno djelovanje na
gram-negativne fakultativne bakterije, a taj u€inak je mnogo snazniji i duzi u odnosu
na druge antibiotike?*®. Niz je dobro kontroliranih studija potvrdilo znagajnu
rezistenciju na fluorokinolone u ESBL sojeva te pokazale znaCajnu povezanost
prethodne ekspozicije flurokinolonima i izolacije ili infekcije ESBL sojevima KP i
EC'. Studija Rodriguez-Bano i suradnika identificirala je primjenu flurokinolona te
kombinacije beta-laktamskog antibiotika i inhibitora beta-laktamaze kao ¢imbenike
rizika za bakterijemiju ESBL EC'"®. Cinjenica da je primjena fluorokinolona gimbenik
rizika za infekciju ESBL sojem zabrinjavajuéa je, buduci da se globalno, posebno u
izvanbolni¢koj populaciji bolesnika, biljeZi poveéana primjena fluorokinolona®2.

| u nasoj ustanovi se u promatranom razdoblju biljeZi vrlo visoki relativni porast
potro$nje fluorokinolona od 47% Sto se moZze tumaciti nepostojanjem ograni€avanja
u primjeni (Tablica 4). Opcenito je zabiljezena znatno veca ucCestalost rezistencije
ESBL sojeva na fluorokinolone, posebice KP, u odnosu na enterobakterije koje ne
produciraju ESBL. U dvije najvece relevantne studije koje su proucavale ishode
terapije ESBL bakterijemija, jedna studija dala je prednost karbapenemima, dok je
druga studija nasla slicnu ucinkovitost primjene karbapenema i fluorokinolona u

lijedenju ESBL bakterijemija’" *®

. lako je ciljana antimikrobna terapija pokazala
povoljan u€inak na prezivljenje u bolesnika s bakterijemijom uzrokovanom sojevima
KP i EC ESBL osjetljivim na flurokinolone®*®, problem je sve veéa rezistencija ESBL
sojeva na ovu skupinu antibiotika. U nasoj studiji je rezistencija ESBL KP na
fluorokinolone bila 54%, dok uklju€eni sojevi ESBL EC nisu bili rezistentni na
kinolone. Ovi rezultati podudaraju se s podacima iz studije koja je evaluirala
uCestalost ESBL KP i EC izolata sa podrucja Hrvatske u priblizno istom razdoblju
(oko 50% rezistencije ESBL KP na flurokinolone)'®®. Danas se procjenjuje da je
globalno vise od 50% ESBL KP i EC rezistentno na flurokinolone?’. Nadalje, u

jednoj multicentri¢noj studiji koja je uklju€ila bolesnike s bakterijemijom uzrokovanom
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KP, 60% izolata koji su bili rezistentni na ciprofloksacin producirali su i ESBL''. U
studiji Wenera i suradnika, 95% izolata KP ESBL bilo je rezistentno na
fluorokinolone u odnosu na 18% izolata KP koji nisu producirali ESBL'.
Prisutnost viSe tipova ESBL uz deficijenciju vanjskog membranskog proteina moze
dovesti do rezistencije ESBL producirajucih enterobakterija na kombinacije beta-
laktamskih antibiotika i beta-laktamaza®. Ova ekologka studija nije pokazala
znacajnu povezanost potrosnje piperacilina/tazobaktama, amoksicilina/klavulanske
kiseline ili opcenito cijele skupine beta-laktamskih antibiotika s inhibitorima beta-
laktamaza s u€estalo$cu izolata ESBL sojeva. U ovom istrazivanju zabiljezena je
rezistencija ESBL KP i EC na kombinaciju piperacilina/tazobaktama od 62%.
ZabiljeZzena ucestalost sojeva rezistentnih na piperacilin/tazobaktam na razini
Hrvatske u istom razdoblju bila je oko 30% RH'®. Na kombinaciju ampicilina i
sulbaktama rezistencija je bila uoena u svih izolata KP ESBL te u 25% izolata EC
ESBL. U Hrvatskoj je zabiljezena rezistencija na ampicilin i sulbaktam u KP od 27%
u 2007.godini'%.

U ovoj case-control studiji zabiljezena je veca prethodna primjena
amoksicilina/klavulanske kiseline u bolesnika s posljedi€nom ESBL infekcijom KP i
EC u odnosu na kontrole (19% vs 6%, p=0.067), no izraCun omjera izgleda nije
rezultirao potvrdom primjene ovog antibiotika kao rizicnog ¢imbenika za ESBL
infekciju (OR 3.4, 95% CI 0.9-13.2). Prethodna primjena piperacilina/tazobaktama
bila je slicna u obje ispitivane skupine. U studiji Wenera i suradnika koji su koristili
case (bolesnici s izolatom KP ESBL)-case (bolesnici s izolatom ne-ESBL KP)-control
(hospitalizirani bolesnici) dizajn studije, prethodna primjena kombinacije beta-
laktamskog antibiotika i inhibitora beta-laktamaze bila je zna€ajno povezana s
izolacijom ESBL soja KP u hospitaliziranih bolesnika'*. Stovise, u ovoj studiji je
primjena kombinacije beta-laktamskog antibiotika i inhibitora beta-laktamaze bila
najsnazniji cimbenik rizika (OR 10.2; 95%CI 1.2-86.9), a rezistencija na ovu skupinu
antibiotika bila je prisutna u oko 50% izolata KP ESBL. Inhibitori beta-laktamaze u
klini¢koj primjeni (klavulanska kiselina, sulbaktam i tazobaktam) pripadaju Ambler
klasi A enzimskih inhibitora, no ESBL producirajuci sojevi u najvecem dijelu svijeta
pokazuju visoku rezistenciju na kombinacije beta-laktamskog antibiotika i inhibitora
beta-laktamaze. Ta €injenica se najceSce objaSnjava prisutnoS¢u gena za OXA
enzime (koji nisu inhibirani Amblerovom klasom A enzimskih inhibitora) na ESBL

plazmidu, hiperprodukcijom ESBL enzima, istodobnom prisutnoséu AmpC beta-
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laktamaza, potencijalno u kombinaciji s mutacijama porinskih kanala, ili, manje Cesto
u kombinaciji mutacije samog gena za ESBL (npr. slozena mutacija TEM beta-
laktamaze)'®. ZabiljeZena je pojava rezistencije i neuspjeha terapije ESBL infekcija
kombinacijama beta-laktamskog antibiotika i inhibitora beta-laktamaze®®?. Studije
utjecaja prethodne primjene kombinacije beta-laktamskog antibiotika i inhibitora
beta-laktamaze na rizik izolacije ESBL soja su pokazale razliCite rezultate. Neka
istraZivanja upravo obrnuto ukazuju na moguci protektivni uc¢inak prethodne
primjene navedenih antibiotika u odnosu na izolaciju ESBL soja®?®, no ve¢i broj
utvrduje njihovu primjenu kao znaéajan &imbenik rizika'® 4. Ove razlike mogu biti
posljedica razlika u zemljopisnoj u€estalosti specifi¢nih tipova ESBL, istodobne
rezistencije prema drugim antibioticima, razlikama u lokalnim propisivackim
navikama te razlikama u dizajnu studija. | na temelju ove studije koja je obuhvatila
ekoloske i individualne podatke ne moze se sa sigurnoScu odrediti mjesto primjene
beta-laktamskih antibiotika i inhibitora beta-laktamaze kao rizicnog Cimbenika za
izolaciju ESBL soja.

Ekoloski dio ovog istraZivanja utvrdio je znaCajnu povezanost potrosnje
aminoglikozida s uCestaloScu izolata ESBL sojeva. U razdoblju od 2006. — 2008.
godine aminoglikozidi su bili jedina skupina antibiotika za koju nije zabiljezen
znacajni porast potrosnje (vidi Tablicu 4), Sto se moze najveéim dijelom pripisati
utjecaju povecane kontrole propisivanja aminoglikozida u JIL te preporuci da se
aminoglikozidi ne propisuju shematski u kombinaciji sa beta-laktamskim
antibioticima. Takvo propisivanje predstavlja obi€aj Sto s obzirom na rastucu
rezistenciju gram-negativnih bakterija na aminoglikozide zahtijeva stroziji nadzor.
Unato€ utvrdene povezanosti u ekoloskoj studiji, u case-control studiji prethodna
primjena aminoglikozida nije se pokazala rizicnim Cimbenikom za posljedi¢nu
infekciju ESBL sojem KP i EC. Kako je ve¢ navedena visoka rezistencija ESBL
sojeva na aminoglikozide, oni se ne smatraju antibioticima izbora u lijecenju ESBL
infekcija. Visoku rezistenciju ovih sojeva na amionoglikozide smo utvrdili i u nasem
EC ESBL 25%) (vidi tablicu 13). Ti rezultati su u skladu sa podacima o smanjenoj
rezistenciji ESBL sojeva na aminoglikozide i u drugim dijelovima svijeta, koja se
biljezi posebno kod izolata KP ESBL a iznosi od 63-77%%?°. Kontrolirane studije
povezuju primjenu aminoglikozida s povisenim rizikom kolonizacije i infekcije ESBL

sojevima KP i EC'**2%_ Kiini¢ki podaci koji bi dokazali uginkovitost terapije ESBL
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infekcija aminoglikozidima su ograniceni. U studiji Kanga i suradnika bio je uoCen
poviseni mortalitet bolesnika lijeCenih aminoglikozidima u ciljanoj terapiji u odnosu
na bolesnike lije¢ene fluorokinolonima ili karbapenemima?®*®

Ekoloska studija nije povezala promjene u potrosnji makrolida sa promjenama u
uCestalosti izolata ESBL sojeva. Makrolidi do sada nisu opisani kao antibiotici
povezani s poviSenim rizikom od izolacije ESBL soja, no u case-control studiji
prethodna primjena makrolida bila je najjaci Cimbenik rizika u odnosu na druge
antibiotike (OR 11.7, 95%CI 1.3-104.7). U literaturi nema objavljenih studija koje su
identificirale makrolide kao rizi¢ni ¢imbenik za izolaciju ili infekciju ESBL sojem.
Makrolidi su u ovom istrazivanju u uklju€enim JIL zabiljezili relativni porast u
potrosnji od 33% u razdoblju od 2006. do 2008. godine, mogucée zbog izdavanja
Smijernica za antimikrobnu terapiju 2006.godine. Prema smjernicama za KBC
Zagreb u lije€enju izvanbolni€kih pneumonija koje zahtijevaju hospitalizaciju
preporucCuje se kombinacija beta-laktamskog antibiotika i makrolida. Daljnje su
studije potrebne da potvrde ili opovrgnu ovu povezanost.

U studiji ekoloSkog ucinka primjene antibiotika, karbapenemi nisu bili povezani sa
uCestaloscu izolata ESBL KP i EC. Kako su karbapenemi antibiotici izbora u
lijeCenju ESBL infekcija, povecana potro$nja karbapenema se moze ocekivati uz
povecanu ucestalost izolata ESBL sojeva $to moZe predstavljati samo odraz
povecane uCestalosti izolata ESBL sojeva, bez utjecaja na samu selekciju ESBL
sojeva. Zadnjih godina opisuje se rezistencija ESBL KP na karbapeneme
uzrokovana produkcijom karbapenemaza, no zabiljeZeni su i drugi mehanizmi
rezistencije. ZapazZena je veca ucCestalost rezistencije enterobakterija na ertapenem
u odnosu na ostale karbapeneme (meropenem, imipenem/cilastatin) sto je
posljedica bioloSki lakSe ostvarive rezistencije na ertapenem, buduci da je za nju
potrebna produkcija ESBL uz nepropusnost uzrokovanu promjenama u porinskim
kanalima®®?. Medutim, zabiljeZena je moguénost nastanka rezistencije KP i na
imipenem koja nije uzrokovana produkcijom karbapenemaza, ve¢ produkcijom ESBL
i AmpC uz promjene u porinskim kanalima®>. U Hrvatskoj je u 2007.%%" i u 2008.
godini (dr.sc. Z. Bosnjak, Klini¢ki zavod za klini¢ku i molekularnu mikrobiologiju, KBC
Zagreb, osobna komunikacija) zabiljeZen po jedan soj KP rezistentan na
karbapeneme. No, s obzirom na povecanje potrosSnje karbapenema (30% u
razdoblju od 2006.-2008. godine) moze se nazZalost oCekivati porast prevalencije

rezistentnih izolata. Dodatno, povec¢ana primjena karbapenema u lijec¢enju ESBL
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infekcija povezana je s pove¢anom prevalencijom rezistencije drugih nozokomijalnih
gram-negativnih bakterija na karbapeneme, kao $to su P.aeruginosa i Acinetobacter
Sppzoz 203 204

U ekoloskoj studiji jos je primjena klindamicina i vankomicina bila povezana s
uCestaloscu izolata ESBL sojeva u promatranim JIL. Ova povezanost nije potvrdena
u case-control studiji. Nema objavljenih studija koje povezuju primjenu vankomicina i
klindamicina s poviSenim rizikom izolacije ESBL sojeva. Istrazivanja su pokazala da
je o€uvana anaerobna mikroflora bitna u sprje€avanju kolonizacije enterobakterijama
kao Sto je K.pneumoniae ESBL. Na Zivotinjskim modelima je dokazano da antibiotici
koji imaju znac€ajan utjecaj na intestinalne anaerobe, a nemaju znacajan
antibakterijski utjecaj na ESBL bakterije, poti¢u kolonizaciju ESBL sojevima (npr.
klindamicin, vankomicin)?*2. Prospektivna kohortna studija Harrisa i suradnika koja
je ukljucila oko 5000 bolesnika iz kirurSke i internisticke JIL, utvrdila je da prethodna
primjena piperacilina i tazobaktama te vankomicina predstavlja znacajan rizik za
kolonizaciju ESBL sojevima KP i EC™*. S obzirom na nisku intestinalnu
koncentraciju piperacilina/tazobaktama i ovisnost o u€inku inokuluma, smatra se da
bi primjena ovog antibiotika mogla podrzavati kolonizaciju i prijenos ESBL sojeva
enterobakterija, ali bi mogla sprijeciti nastanak kolonizacije u ,ESBL naivnih*

bolesnika zbog ograni¢enog no ipak prisutnog ucinka tazobaktama na ESBL.

Epidemioloska povezanost sojeva

U novije vrijeme case-control ili kohortne studije koje se bave proucavanjem
Cimbenika rizika za kolonizaciju i infekciju ESBL sojevima uklju€uju i metode
molekularne epidemiologije svih ili reprezentativnog broja izolata Sto omogucava
to&niju interpretaciju povezanosti utvrdenih u klini¢kim studijama®** #*3. Naime, vrlo
je vazno identificirati pravi uzrok povecanju prevalencije ESBL izolata kako bi se
poduzele odgovarajuce ciljane mjere. Ukoliko su izolati ESBL pripadnici raznovrsnih
skupina prema geneti¢koj sli¢nosti, zaklju€ujemo da je osnovni uzrok navedenih
negativnih pojava presiroka primjena antibiotika, posebice onih za koje se zna da
imaju utjecaj na selekciju ESBL sojeva. Ukoliko se radi o izolatima koji pripadaju istoj
ili malobrojnim geneticki slicnim skupinama (engl. clonal outbreak), paznja se prije
svega mora usmijeriti intenziviranju i pridrzavanju mjera kontrole infekcije, koje

uklju€uju izolaciju bolesnika, usmjeravanje paznje na pridrzavanje osnovnih mjera
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kao Sto su dezinfekcija ruku, stetoskopa i sl. te u sluaju epidemijske situacije,
zatvaranje odjela. Oba problema mogu biti prisutna istodobno.

U naSem istrazivanju ucinjena je PFGE genotipizacija i karakterizacija beta-
laktamaza reprezentativhog broja izolata ESBL i ne-ESBL sojeva KP i EC. U studiju
molekularne epidemiologije uklju¢eno je 100% (4/4) uzoraka EC ESBL i 44% (14/32)
uzoraka KP ESBL. Ovaj dio istrazivanja ukljucio je i 24% (73/307) uzoraka EC i 32%
(54/169) uzoraka KP. Analiza dendrograma pokazala je sli¢nu epidemioloSku sliku
za ESBL i ne-ESBL sojeve, uz manje skupine epidemioloski povezanih izolata, no
ipak pokazujuci relativnu raznovrsnost. Ukupno 72 izolata KP za koje je uCinjena
genotipizacija svrstano je u 28 razliCitih skupina sa 1-7 izolata u svakoj. Ukupno je
14 izolata KP ESBL svrstano u 7 razli€itih skupina sa 1-4 izolata u svakoj. Ukupno
77 izolata EC razvrstano je u 34 razliite skupina sa 1-4 uzorka u svakoj. Ukupno je
4 izolata EC ESBL svrstano u 3 razliCite skupine; jedna skupina sadrzava 2 izolata
sa 82%-tnom sli¢nosti koji vjerojatno nisu epidemioloski povezani.

Znacajno grupiranje izolata ukazuje na problem prijenosa uzroCnika s bolesnika na
bolesnika ili diseminaciju iz istog izvora (npr. kontaminirana oprema, zdravstveni
djelatnik). U bolni¢kim sredinama je zabiljezeno da se geneticki identi¢ni uzrocnici
mogu pojaviti u razligitim vremenskim razdobljima, u drugoj JIL i u drugom uzorku®°.
Rezultati PFGE genotipizacije u ovom istrazivanju pokazuju da je uz selekcijski
pritisak antibiotika, takoder i horizontalni prijenos uzro¢nika mogucéi problem. To
zahtijeva poja€anje i nadzor osnovnih mjera za kontrolu infekcije. Grupiranje izolata
utvrdeno u nasem istrazivanju ipak ne govori u prilog epidemijskoj situaciji. Buduci
je 20 ESBL izolata bilo iz 10 razli¢itih skupina prema genetickoj slicnosti s
maksimalno 4 izolata po skupini, mozemo zakljuciti kako je primjena antimikrobnih
lijekova imala vaznu ulogu u selekciji ESBL sojeva KP i EC u odabranim JIL, stoga
je modifikacija i nadzor antimikrobne terapije u JIL potrebna i korisna mjera. Ipak,
uoCena je skupina od 5% geneticki sli¢nih izolata EC i skupina od 10% geneticki
slicnih izolata KP Sto govori u prilog istodobnom horizontalnom prijenosu uzro€nika u
JIL. To nadalje zahtijeva dodatne napore za bolju kontrolu kojom se moze sprijeciti
diseminacija rezistentnih uzroc¢nika.

Dok su prethodne studije ukazivale da je u bolnickim ESBL infekcijama najucestaliji
tip ESBL SHV i TEM*, novije studije ukazuju na poveéanu prevalenciju CTX-M
enzima koja je danas najéesci tip ESBL®". U nasoj studiji je karakterizacija beta-

laktamaza takoder ukazala na najjvecu prevalenciju izolata koji su nosioci blactx-m
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(82%), uz sliénu prevalenciju gena blaspy (59%) i blatem (53%). Petnaest od
uklju€enih 17 izolata (88%) nosili su multiple ESBL gene. Naj¢es¢e su izolati bili
nositelji kombinacije gena blactx.m + blatem (47%) i blactx-m + blasny (35%). Tri
izolata KP ESBL bili su nositelji blactx-m + blasny + blatem. Velika uCestalost izolata
koji su nosioci gena za viSe tipova ESBL upucuje na slozen fenotip rezistencije, i
ogranicenje u mogucnosti primjene kombinacije beta-laktamskih antibiotika sa
inhibitorima beta-laktamaze i eventualno cefepima u lijecenju ovih infekcija. U do
sada objavljenim studijama molekularne epidemiologije u€estalost bolni¢kih ESBL
izolata sa viSe tipova ESBL bila je 19.2%*.

U nasem istrazivanju nisu medu izolatima ESBL nisu nadeni geni za PER i AmpC
beta-laktamaze u uzorcima uklju€enim u ovaj dio studije. Plazmidom prenosivi
AmpC enzimi u ESBL producirajucih sojeva u meduvremenu postaju veliki problem,
buducdi testovi potvrde ESBL Cesto ne identificiraju izolate s AmpC beta-
laktamazom?3*. To moze dovesti do propisivanja neadekvatne terapije cefepimom ili
kombinacijom beta-laktamskog antibiotika i inhibitora beta-laktamaze s obzirom na
njihovu rezistenciju na inhibitore beta-laktamaza’® ?*°. U Hrvatskoj AmpC beta-

laktamaze joS nisu opisane.

Rizici neadekvatne empirijske terapije infekcije ESBL sojem KP i
EC

Istrazivanja su pokazala da je ESBL produkcija u enterobakterija vazan prediktor
neadekvatne empirijske terapije, a procjenjuje se da je udio neadekvatne inicijalne
terapije kod ESBL infekcija od 43.4%-66% '%° 23¢ 237 238 v/i$e je neovisnih prediktora
neadekvatne inicijalne antimikrobne terapije: ESBL producirajuéi soj, prethodna
hospitalizacija, prethodna terapija antibioticima i bakterijemija nepoznatog uzroka'®,
Vecini bolesnika (oko 85%) u obje skupine uklju€ene u case-control studiju
empirijska antimikrobna terapija zapocCeta je prije pristizanja antibiograma. Pritom je
uCestalost neadekvatne empirijske antibiotske terapije bila je znacajno viSa u skupini
bolesnika s ESBL infekcijom u odnosu na kontrolnu grupu (73% vs. 9%, p<0,001),
Sto u potpunosti odgovara podacima iz prethodno navedenih objavljenih studija.
Mnoge studije su povezale neadekvatnu inicijalnu antimikrobnu terapiju s pove¢anim
mortalitetom bolesnika u ICU. U studiji Ibrahima i suradnika, u skupini bolesnika s

bakterijemijom lije€enih neadekvatnom empirijskom antimikrobnom terapijom u
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internistickoj ili kirurskoj JIL, zabiljeZen je znatno visi mortalitet (62%) u odnosu na
bolesnike lijedene adekvatnom empirijskom antimikrobnom terapijom (28%)%*°.
Odgodena primjena ucinkovite antibiotske terapije ima znatan ucinak na ishode
ljeCenja bolesnika. Studija Tumbarela i suradnika je prouCavala ¢imbenike rizika za
propisivanje neadekvatne inicijalne antimikrobne terapije u bolesnika s
bakterijemijom ESBL EC. U skupini bolesnika lije¢enih neadekvatnom empirijskom
antibiotskom terapijom 21-dnevni mortalitet bio je viSe od 4 puta veéi u odnosu na
skupinu lijec¢enih adekvatnim antibioticima (52% vs. 11%). Najvazniji prediktor
mortaliteta u ovoj studiji bila je neadekvatno propisana empirijska antibiotska
terapija”s. Studija Kanga i autora nije uspjela dokazati povezanost neadekvatne
empirijske terapije s povecanim mortalitetom u bolesnika s bakterijemijom ESBL
sojem KP i EC. Medutim, neadekvatna terapija infekcije, posebice terapija
cefalosporinima (€ak i u slu¢ajevima osjetljivosti ESBL soja na cefalosporine), bila je
povezana s povecéanjem mortaliteta®*®.

Ukupni mortalitet u nasoj studiji bio je veci u bolesnika s ESBL infekcijom u odnosu
na bolesnike s infekcijom obi¢nim sojem KP ili EC, iako ova razlika nije rezultirala u
statistiCkoj znacajnosti (22% vs. 14%, p=0.34). Medutim, mortalitet vezan uz
infekciju bio je zna€ajno visi u ESBL grupi (29%) u odnosu na kontrolnu grupu u
kojoj uzrok niti jedne smrti u bolesnika nije bila infekcija. U skupini bolesnika sa
ESBL infekcijom 4/7 bolesnika (57%) nije primalo adekvatnu terapiju u vrijeme
smrti. Istodobno, nismo utvrdili bolesnike u kontrolnoj skupini s neadekvatnom
terapijom. NaSi rezultati koji govore u prilog povezanosti neadekvatne antibiotske

terapije i poviSenog mortaliteta u suglasju su s prethodnim objavljenim studijama.

Ostali rizicni faktori

Podaci iz objavljenih studija o povezanosti komorbiditeta i razli€itih intervencija uz
kolonizaciju i infekciju ESBL sojevima razli€iti su i ukljuCuju teZi klini¢ki status
(APACHE Il score), invazivne postupke (urinarni kateter, endotrahealna intubacija,
centralna venska linija) ili kirurSki zahvat, hemodijalizu, diabetes mellitus, prisutnost
nazogastricne sonde, gastrostome ili jejunostome, dekubitalne rane, neadekvantu
prehranu, malignu bolest, hematoloSku malignu bolest, bolest jetre, pluéa ili bubrega
te mehanicku ventilaciju*? 178 170180181182 'No primjerice studija Cordery i suradnika
provedena u JIL takoder nije identificirala niti jedan individualni rizicni Cimbenik za

ESBL infekciju®*°. Tijekom istraZivanja u ovoj case-control studiji niti jedan od
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promatranih rizi¢nih ¢imbenika (komorbiditet, intervencije) nije se pokazao
znacajnim predskazateljem za infekciju ESBL sojem KP i EC.

Ovakva raznolikost u podacima o komorbiditetu, odnosno intervencijama koje
predisponiraju za ESBL infekciju, vjerojatno se moze mozZe objasniti razlikama u
dizajnu studija, no u nasoj studiji ne moze se iskljuciti niti moguénost da je broj
ukljucenih bolesnika bio nedovoljan da bi otkrio povezanost promatranih Cimbenika
rizika s infekcijom ESBL sojem KP i EC. No, teSko je odgovoriti na pitanje da li su
identificirani ¢imbenici rizika u gore navedenim studijama samo obiljezja bolesnika
hospitaliziranog u JIL, koji na taj nacin ima i znacajno vecu mogucénost za
produljenom hospitalizacijom i primjenom antimikrobne terapije, Sto su jasno

ustanovljeni ¢imbenici rizika za ESBL infekciju.

Nadzor primjene antibiotika

U lije€enju ozbiljnih ESBL infekcija antibiotici izbora su karbapenemi Cija je potroSnja
takoder zabiljeZila znatan relativan rast (30%) u promatranom razdoblju (vidi tablicu
4). Medutim, presiroko propisivanje karbapenema u JIL nije pravi nacin sprijeCavanja
morbiditeta i mortaliteta od ESBL infekcija. Pove¢ana potroSnja karbapenema, iako
do sada nije sa sigurno$¢u povezana s povecanim rizikom izolacije ESBL sojeva EC
ili KP, povezana je s razvojem rezistencije drugih uzroCnika na karbapeneme, kao
Sto su P.aeruginosa i A.baumanii, koji su takoder znacajni uzrocCnici bolnickih
infekcija. lako rijetki, ve¢ su i u Hrvatskoj sporadicno otkriveni sojevi ESBL koji su
rezistentni na karbapeneme’®?. U 2007.godini otkriven je jedan izolat KP ESBL
rezistentan na ertapenem'®?. Unatog, ili upravo zbog toga, $to u Hrvatskoj jo$
nemamo znacajnih problema s ESBL sojevima rezistentnim na karbapeneme, vazna
je njihova racionalna primjena sada. Poznato je da je rano propisivanje adekvatnog
antibiotika kljuéno za preZivljenje sepse u JIL**'. Karbapenemi se u JIL smatraju
idealnim antibioticima u bolesnika sa znacima sepse. Nazalost, manje iskusan
klini¢ar koji propisuje antibiotike moze smatrati da su karbapenemi idealni u svakog
bolesnika s kompliciranom infekcijom ili potencijalno rezistentnim patogenom.
Neizbjezno je da preSiroko propisivanje karbapenema dovede do povec¢anog
selekcijskog pritiska za razvoj rezistentnih P.aeruginosa i Acinetobacter sojeva, s
obzirom na njihovu poznatu visoku osjetljivost na karbapeneme. ZabiljeZzene klinicke
studije karbapenem-rezistentnih KP i EC pokazale su povecanje smrtnosti u

bolesnika s infekcijom karbapenem rezistentnim sojevima (14-dnevni mortalitet
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47%)**?. Za razliku od relativno niske prevalencije karbapenemaza-producirajuéih
sojeva koji su rezistentni na sve karbapeneme, ¢eSce se nalaze enterobakterije
rezistentne na ertapenem Sto odrazava Cinjenicu da je bioloSki jednostavnije razviti
rezistenciju na ertapenem u odnosu na druge karbapeneme?*®. Medu izolatima KP
je takoder otkrivena mogucost razvoja rezistencije na imipenem koja je odraz
produkcije viSe ESBL, AmpC beta-laktamaza i promjena u propusnosti vanjske
membrane, a ne produkcije karbapenemaza®>.

Pozitivni rezultati studija koje su proucavale primjenu fluorokinolona u lije€enju ESBL
infekcija pokazale su da bi se oni mogli smatrati antibioticima izbora u lijecenju
infekcija osjetljivim ESBL sojevima, no u meduvremenu uocena visoka ucestalost
rezistencije ESBL sojeva na fluorokinolone (>50%) bitno ograni¢ava njihovu
primjenu i u empirijskoj i ciljanoj terapiji ovih infekcija. Nadalje, ova skupina
antibiotika jasno je povezana s povisenjem rizika od infekcije ESBL sojem EC i KP,
Sto je utvrdeno i u ovom istrazivanju i na ekoloskoj i individualnoj razini. Skupina
antibiotika koja se moze primijeniti u lijeCenju infekcija urinarnog trakta osjetljivim
ESBL sojevima su aminoglikozidi. No, visoka prevalencija rezistencije ESBL sojeva
na sve aminoglikozide u nasem istrazivanju ograni€ava ozbiljnu primjenu
aminoglikozida u lije¢enju infekcija ESBL sojevima KP i EC u JIL.

Visoka ucestalost rezistencije ESBL KP i EC na piperacilin/tazobaktam (62% i 75%)
i ceftazidim (100% i 75%) u naSem istraZivanju ograni€ava primjenu ovih antibiotika
u ESBL infekcijama. Ovi antibiotici mogli bi biti izbor antibiotika u osjetljivih ESBL
sojeva u lije€enju urinarnih infekcija (bez znakova sepse), posebno ukoliko se radi o
izvanbolni¢kim izolatima EC ESBL u kojih se najéesSce nalazi CTX-M tip beta-

TEM tip ESBL. No, bolnicki izolati esto produciraju vise tipova ESBL koji mijenjaju
fenotip rezistencije i Cine kombinacije beta-laktamskih antibiotika s inhibitorima beta-
laktamaza i cefepim manje ucinkovitima. U nasem istraZivanju Cak je 88% ESBL
izolata nosilo je multiple ESBL gene.

S obzirom na povecan mortalitet bolesnika s ESBL infekcijom lijecenih
neadekvatnom empirijskom antimikrobnom terapijom, napori usmjereni smanjivanju
uCestalosti primjene neadekvatne empirijske antimikrobne terapije mogli bi poboljsati
ishode lijeCenja bolesnika. Rello i suradnici ukazali su na €injenicu da se patogeni
odgovorni za nozokomijalne infekcije u JIL ¢esto razlikuju izmedu bolnica®**. To

naglasava potrebu za poznavanjem lokalne mikrobne flore odgovorne za infekcije,
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kao i za poznavanjem Cimbenika rizika za ove infekcije, $to bi moglo smanijiti
uCestalost neadekvatnog propisivanja empirijske antimikrobne terapije i omoguciti
izbor najucinkovitijeg antibiotika.

Klini¢ari u JIL moraju uravnoteZiti potrebu za adekvatnom primjenom antibiotika sa
rizikom od nepotrebne primjene antibiotika koja poti¢e razvoj infekcija rezistentnim
uzro€nicima. Potencijalna strategija ukljuCuje ranu administraciju antibiotika Sirokog
spektra u bolesnika s prisutnim ¢imbenicima rizika (prethodna hospitalizacija,
prethodna primjena viSe antibiotika, posebno prethodna primjena fluorokinolona i
cefalosporina 3. generacije), ali, uz praéenje klinickog stanja bolesnika, i prekid ili
de-eskalaciju antimikrobne terapije po pristizanju mikrobioloskih rezultata. Znanje o
lokalnoj mikrobnoj flori od velikog je znaCenja u odabiru primjerene empirijske
antimikrobne terapije.

Buduci da nema znacajnih novosti na podrucju terapije infekcija rezistentnim gram-
negativnim uzro€nicima te se biljezi se povratak na velika vrata pomalo
zaboravljenih antibiotika kao Sto je kolistin, €injenica je da se racionalnom primjenom
antibiotika moramo potruditi $to duze sacuvati njihovu ucinkovitost.

Ovom studijom potvrduje se potreba regulacije i racionalne primjena antibiotika,
prvenstveno karbapenema, cefalosporina Sirokog spektra i fluorokinolona.
Ograniavanje primjene antibiotika potrebno je kako bi se usmjerila i po mogucnosti
kontrolirala selekcija predominantnih ESBL klonova i diseminacija konjugativnih
plazmida. Na taj nacin bi se smanijio broj potencijalnih ESBL donora i akumulacija
gena rezistencije na antibiotike na zajednickim genetickim elementima. Kljuc€ni
elementi su monoterapija (kada je god moguce) u empirijskoj terapiji, optimizacija
doze i trajanja antibiotske terapije te redovita procjena politike propisivanja lijekova
uz identifikaciju specifi€nih problema koji zahtijevaju intervenciju. Nadalje, s obzirom
na dokazanu moguénost brzog Sirenja pojedinih klonova i plazmida unutar i izmedu
razliitin bakterijskih vrsta, vazno je pridrzavanje mjera kontrole infekcije koje trebaju
biti definirane posebno i za bolesnike s infekcijom ESBL sojem.

Namece se zaklju€ak kako je ograni¢eno vrijeme za potencijalne intervencije u
kontroli Sirenja ESBL mikroorganizama. Ukoliko se prijede kritiCni prag broja ESBL
gena u mikrobioloskom svijetu te njihove povezanosti s prenosivim genetiCkim
elementima uz kriticnu diseminaciju ESBL izmedu razliitih bakterijskih vrsta i

klonova, kontrolu Sirenja ESBL sojeva bit ¢e nemoguce ostvariti.
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Antibiotici u lijeCenju ESBL infekcija

U naSoj studiji zabiljeZen je visoki udio neadekvatne antibiotske terapije u lije€enju
bolesnika s ESBL infekcijom u odnosu na bolesnike s infekcijom obic¢nim sojem EC i
KP (73% vs 9%). No, podatak koji zabrinjava je visoki udio neprimjerene antibiotske
terapije i nakon dobivanja antibiograma koja je zabiljezena u 7 od ukupno 32
bolesnika s izolatom ESBL soja (22%). U 2 od 7 navedenih bolesnika zabiljeZen je
smrtni slu¢aj povezan s infekcijom, a razlog neadekvatne terapije neposredno pred
smrtni ishod bio je kasno pristizanje nalaza antibiograma. U oba bolesnika ESBL
izolati izolirani su iz urinokulture. U preostalih 5 bolesnika u kojih je primijenjena
neucinkovita antibiotska terapija u lije¢enju ESBL infekcije, u 3 slu¢aja zabiljezeno
je izlije€enje infekcije a u 2 slu€aja smrtni ishod nepovezan s infekcijom tj. smrt
uzrokovana osnovnom bolesti (vidi Tablicu 13). Ovi rezultati govore u prilog potrebi
za ranom detekcijom i izvjeSc¢ivanjem kliniCara od strane mikrobioloskog laboratorija

kod izolacije ESBL soja.

Karbapenemi

U naSoj studiji su karbapenemi bili oCekivano najpropisivaniji antibiotici u ciljanoj
terapiji ESBL infekcija, propisani u 60% bolesnika s adekvatnom ciljanom
antibiotskom terapijom, buduéi da se smatraju antibioticima izbora za ozbiljne
infekcije uzrokovane ovim mikroorganizmima245. Ishodi bolesnika lijecCenih
karbapenemima su u nadem istrazivanju bili su izlije€enje infekcije. Smrtni ishod
zabiljezen je u 2 bolesnika lijeCena karbapenemima, no uzrok smrti bila je osnovna
bolest.

Danas su dostupni meropenem, imipenem sa cilastatinom, ertapenem i doripenem
koji su prisutni i na nasem trziStu. U medunarodnoj studiji koja je ukljucila 12 bolnica
u 7 zemalja tijekom dvije godine prospektivno su se skupljali podaci o 455 epizode
bakteremije uzrokovane KP, od &ega je 85 bilo izazvano sojevima ESBL?*.
LijeCenje karbapenemom bilo je povezano s manjom 14-dnevnom smrtno$¢u u
usporedbi s drugim antimikrobnim lijekovima sa utvrdenom in vitro aktivhoScu.
Takoder, u jednom manjem kliniCkom ispitivanju lijeCenje ertapenemom u 20
bolesnika s pneumonijom izazvanom enterobakterijom koja proizvodi ESBL
rezultiralo je dobrim klinikim odgovorom u 80% sluéajeva®"’. | druge studije su

povezale manju smrtnost kod primjena karbapenema u lije€enju bakterijemija
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uzrokovanih ESBL sojevima KP i EC u odnosu na primjenu drugih antibiotika'"® 4%,

Rezultati ovih studija te ograniceno klinicko iskustvo u lije€enju posebice ozbiljnih
infekcija ESBL sojevima drugim antibioticima, dovelo je do poticanja propisivanja
karbapenema kod sumnje na mogucnost ovakvih infekcija. No, povecana primjena
karbapenema uz pracenje povisene ucestalosti izolacije ESBL sojeva medu
izolatima KP i EC, dovela je do brzog porasta rezistencije na karbapeneme drugih
nozokomijalnih patogena, kao §to su P.aeruginosa i Acinetobacter baumanii**°.
Studija provedena u istom razdoblju ispitivanja (od travnja 2006. - srpanj
2007.godine) u jedinici intenzivne skrbi Klinike za unutrasnje bolesti KBC Zagreb
znacajno je povezala primjenu meropenema sa ucestaloScu izolata P.aeruginosa
rezistentnih na meropenem te multi-rezistentnih izolata P.aeruginosa®° %°’.

Zadnjih godina opisuje se povecana rezistencija ESBL KP na karbapeneme
uzrokovana produkcijom karbapenemaza. Jos je uCestalija rezistencija na
ertapenem u izolatima Klebsiella spp. i Enterobacter spp. Vec¢a ucCestalost
rezistentnih enterobakterija na ertapenem je posljedica toga Sto je rezistencija na
ertapenem boloski lakSe ostvariva, buduci da je za nju potrebna produkcija ESBL uz
nepropusnost uzrokovanu promjenama u porinskim kanalima®®2. Studija Leavitta i
suradnika zabiljeZila je da je vecina ertapenem rezistentnih ESBL KP bila osjetljiva
na meropenem (80%) i imipenem/cilastatin (96%)?°2. ZabiljeZena je moguénost
razvoja rezistencije i na imipenem koja nije uzrokovana produkcijom
karbapenemaza®>.

Najvise kliniCkih podataka o lijec¢enju ESBL infekcija dostupno je za meropenem,
imipenem/cilastatin i ertapenem. Doripenem je najnoviji karbapenem Sirokog spektra
koji uklju€uje aktivnost protiv gram-pozitivnih, anaeroba i gram-negativnih bakterija
ukljuéujuci P.aeruginosa, A.baumanii te ESBL sojeve K.pneumoniae i E.col*. Svi

karbapenemi dostupni su u Hrvatsko;j.

Cefalosporini

U nasSem istrazivanju su ESBL izolati bili rezistentni ili intermedijarno osjetljivi na
ove antibiotike, osim jednog izolata ESBL EC in vitro osjetljivog na ceftriakson,
cefepim i ceftazidim (vidi Tablicu 16). U jednog bolesnika zabiljezen je nastavak
terapije ceftriaksonom (uz metronidazol) i nakon pristizanja izolata ESBL soja i
antibiograma (uz rezistenciju na ceftriakson) te smrtni ishod povezan s infekcijom
(vidi Tablicu 13).
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Cefalosporini 2. i 3. generacije se ne smatraju optimalnim izborom lije€enja infekcija
izazvanih bakterijama koje proizvode ESBL, jer se smatra da postoji rezistencija ovih
bakterija na navedne antibiotike?®®. U jednoj retrospektivnoj studiji bolesnici lije¢eni
imipenemom/cilastatinom zbog bolni¢ke bakteremije izazvane E. coli ESBL ili K.
pneumoniae ESBL imali su vece izglede za preZivljenje od onih lijecenih
cefalosporinom 3. generacije®®. Prethodno lijeenje cefalosporinom se pokazalo
kao neovisan ¢imbenik rizika za razvoj infekcije sojem ESBL te se stoga preporuca
racionalna i oprezna uporaba cefalosporina 3. generacije?*®. Takav zakljudak
potvrdio je i ekoloSki dio naseg istrazivanja.

Istrazivanja su razmatrala mogucnost lije¢enja infekcija ESBL sojevima koji stvaraju
CTX-M tip ESBL ceftazidimom kada postoji in vitro osjetljivost. Bin i suradnici su
proveli prospektivnu opservacijsku studiju koja je ukljucila 22 bolesnika s
bakteremijom izazvanom E. coli koja proizvodi CTX-M; 7 bolesnika je lijeCeno
ceftazidimom, 8 imipenemom sa cilastatinom; 7 cefoperazonom sa sulbaktamom?®,
Bolesnici su bili usporedivih demografskih karakteristika, a uspjeh lije€enja bio je
sliCan u sve tri skupine. Ova studija navijesta da bi se infekcija E. coli koja proizvodi
enzim CTX-M, a osjetljiva je na ceftazidim, mogla uspjesno lijeciti ovim lijekom.
Medutim, potrebne su randomizirane kontrolirane klinicke studije.

Cefepim kao 4. generacija cefalosporina pokazuje poboljSanu aktivnost prema ESBL
enterobakterijama u usporedbi s ostalim cefalosporinima. In vitro su bakterije
uglavnom osjetljive na cefepim257. Zanetti i suradnici izvijestili su o rezultatima
randomizirane kontrolirane multicentri¢ne studije koja je usporedila cefepim s
imipenemom/cilastatinom u lijeéenju bolni¢kih penumonija u JIL?*%. lako nije
dizajnirana kao studija koja bi pratila uCinke lijeCenja ESBL infekcije, analizom
podskupina se utvrdilo da je medu 23 bolesnika s infekcijom izazvanom sojem ESBL
odgovor na terapiju izostao kod 4 od 13 lijeCenih cefepimom, te 0 od 10 lijeCenih
imipenemom/cilastatinom. U svim slu€ajevima izolati su in vitro bili osjetljivi na
cefepim. U studiji Kanga i suradnika primjena cefalosporina u terapiji bakterijemije
uzrokovane ESBL sojevima KP ili EC bila je povezana s pove¢anim mortalitetom, i u

slu¢ajevima kada su ESBL sojevi bili osjetljivi na cefalosporine u terapiji*®.

Kombinacija beta-laktamskog antibiotika i inhibitora beta-laktamaze

U nasSem istrazivanju zabiljezen je samo jedan bolesnik u kojeg je po izolaciji ESBL

soja iz urinokulture i pristizanju antibiograma nastavljeno lije€enje kombinacijom
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amoksicilina i klavulanske kiseline. U ovog bolesnika zabiljeZzen je smrtni ishod zbog
osnovne bolesti i nepovezan s infekcijom. No, znaci infekcije su bili prisutni u vrijeme
smrti u ovog bolesnika. U ESBL izolata uklju€enih u nase istraZivanje zabiljeZen je
visoki udio rezistencije na kombinaciju beta-laktamskih antibiotika i inhibitora beta-
laktamaza, posebno u KP (vidi Tablicu 16).

Klini¢ki dokazi o mjestu i korisnosti ovih lijekova u lije¢enju ESBL infekcija su
ograni¢eni. Stupanj inhibitornog ucinka na hidrolizu beta-laktama ESBL enzimima
mozZe varirati u ovisnosti o tipu inhibitora kao i o tipu ESBL. Tako je utvrdeno da je
tazobaktam potentniji u odnosu na klavulansku kiselinu protiv odedenih CTX-M
tipova ESBL®®, dok su oba potentnija u odnosu na sulbaktam u inhibiciji TEM i SHV
tip ESBL?*.

Postoje naznake da se moze ocCekivati povoljan ishod lije€enja u slu€aju in vitro
osjetljivosti na piperacilin/tazobaktam. Studija koju su proveli Rodrigues-Bano i
suradnici procjenjivala je upotrebu amoksicilina/klavulanske kiseline u 37 bolesnika
sa cistitisom uzrokovanim E. coli ESBL*. Stopa izlje¢enja bila je 84%; ipak,
ucinkovitost je bila niza u podskupini koja je imala infekciju izolatima s viSim MIK-
ovima za amoksicilin/klavulansku kiselinu. Opisan je sluc€aj uspjednog lije¢enja
infekcije mokrac¢nog sustava amoksicilinom/klavulanskom kiselinom u slucaju in vitro
rezistencije bakterije na amoksicilin/klavulansku kiselinu®®".

To dovodi do zakljucka da bi se amoksicilin/klavulanska kiselina umjesto
cefalosporina mogla koristiti u lije€enju infekcija osjetljivim ESBL izolatima, no
problem je s ovim pristupom to Sto visoko prilagodljiva molekula TEM-1 moze
podledi nizu mutacija koje mogu dovesti do rezistencije na inhibitore beta-laktamaze
te rezultirati stvaranjem na inhibitor rezeistentne TEM (IRT)?*%.

Dostupni podaci ukazuju na mogucnost upotrebe piperacilina/tazobaktama u
lije€enju nekih infekcija sojevima ESBL. No, na temelju evaluacije farmakodinamike i
farmakokinetike moze se zakljuciti da je mogucnost dostizanja farmakodinamskog
cilja lijeCenja osjetljivih sojeva ESBL KP i EC manja za piperacilin/tazobaktam u
odnosu na cefepim u primjeni konvencionalnih sheme doziranja263. Nadalje, sve
veca rezistencija ESBL sojeva na ovu kombinaciju ograni¢ava potencijalnu
terapijsku primjenu ovog lijeka. Jedna studija ukazala je na mogudi protektivni
ucinak primjene ampicilina/sulbaktama na izolaciju ESBL KP sojeva. Autori su
pretpostavili da moguée, iako kombinacija ampicilina/sulbaktama ima zanemarivu

ulogu u lije€enju ESBL infekcija, da inhibitorni u€inak sulbaktama predstavlja zastitu
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od kolonizacije ESBL sojevima koja &esto prethodni infekciji?®. Na isti nagin
objasnjava se protektivna uloga piperacilin/tazobaktama uoena u nekim studijama,
no, prije definitivnih preporuka ipak se oCekuju rezultati velikih randomiziranih

studija®®®.

Aminoglikozidi

Nakon karbapenema, aminoglikozidi su bili najuCestalije propisivani antibiotici u
ciljanoj antimikrobnoj terapiji ESBL infekcije u ovom istrazivanju. U bolesnika u kojih
je po pristizanju antibiograma propisan aminoglikozid u svim slu€ajevima izolirani je
ESBL soj bio osjetljiv ili intermedijarno osjetljiv na aminoglikozide (u 2 bolesnika). U
vecini bolesnika u kojih je lijeCenje po pristizanju antibiograma nastavljeno
aminoglikozidima radilo se o infekciji urinarnog trakta. U vecini slu€ajeva amikacin je
bio propisan u kombinaciji sa beta-laktamskim antibiotikom uz povoljan ishod
(izlieCenje infekcije), a u jednog bolesnika propisan je u terapiji infekcije mokracnog
sustava u monoterapiji. U jednog bolesnika zabiljezen je smrtni ishod nepovezan s
infekcijom (vidi Tablicu 13).

Enzimi ESBL su Cesto smjesteni na velikim plazmidima koji nose gene za
rezistenciju na druge antimikrobne lijekove, osobito gentamicin i tobramicin. Medu
bakterijama koje proizvode ESBL najvisa je osjetljivost na amikacin®®®. No,
aminoglikozidi imaju ograni€en uspjeh u lijeCenju bakteremija izazvanih ESBL K.
pneumoniae. Prema podacima Kima i suradnika koja je ukljuCila pedijatrijske
bolesnike, od 36 bolesnika sa bakterijemijom uzrokovanom ESBL sojevima E. coli i
K. pneumoniae, samo je 7 od 15 lije€enih aminoglikozidom pokazalo dobar klini¢ki
odgovor®®®. | u studiji Kanga i suradnika mortalitet bolesnika lijeéenih
aminoglikozidima u ciljanoj terapiji bio je viSi u odnosu na bolesnike lijeCene
fluorokinolonima ili karbapenemima?*®. Aminoglikozidi su u primjeni vise desetljeca.
No, u monoterapiji je njihova ucinkovitost potvrdena samo u infekcijama urinarnog
trakta, a meta-analize nisu pokazale prednosti kombinacije aminoglikozida sa beta-
laktamskim antibioticima u odnosu na monoterapiju beta-laktamima. Prema
dostupnim podacima, takva kombinacija bi mogla imati prednosti u teskoj sepsi®®’. S
obzirom na navedeno te na rezultate naseg istrazivanja, aminoglikozidi bi mogli imati

ulogu u lije€enju urinarnih infekcija s osjetljivim ESBL sojevima.
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Fluorokinoloni

U ovom istrazivanju je monoterapija ESBL infekcije fluorokinolonima nakon
pristizanja antibiograma zabiljezena u 4 bolesnika (2 bolesnika su lije¢ena
ciprofloksacinom a 2 bolesnika norfloksacinom), a u tri bolesnika je takva terapija
bila neadekvatna s obzirom na rezistenciju izolata na fluorokinolone. U dva od
navedena 3 bolesnika s neadekvatnom terapijom ESBL infekcije zabiljezen je smrtni
ishod. U jednog bolesnika lije€enog norfloksacinom zbog infekcije urinarnog trakta
smrtni ishod bio je povezan s infekcijom. U jednog bolesnika lije€enog
ciprofloksacinom zbog infekcije mokra¢nog sustava ESBL sojem KP osjetljivim na
ciprofloksacin zabiljezeno je izlijeCenje infekcije.

Rezistencija enterobakterija koje proizvode ESBL na fluorokinolone je 55% do 100%
u raznim krajevima svijeta®®®. U nagem istrazivanju rezistencija ESBL izolata na
fluorokinolone bila je 54%. Shodno tome, kinoloni imaju vrlo ograni€enu ulogu u
lije€enju infekcija izazvanih sojevima ESBL. Ipak, oni ostaju moguca opcija, ako je
izolat osjetljiv na njihn?®® 2*°. Posebno visoka rezistencija na fluorokinolone
zabiljezena je u sojevima sa CTX-M tipom ESBL. Rezistencija ESBL sojeva na
fluorokinolone moze biti uzrokovana mutacijama specificnih gena ili moze biti
uzrokovana prenoSenjem gena rezistencije plazmidima. S obzirom da se
fluorokinoloni Eesto koriste u lije€enju infekcija urinarnog trakta, a urinarni trakt je
najvazniji izvor CTX-M-15 producirajucih izolata, moguce je da fluorokinoloni
ostvaruju selekcijski pritisak koji ide u prilog prezivljenju izolata rezistentnih na
kinolone®"°.

U studiji Kanga i suradnika mortalitet bolesnika lijeCenih zbog bakterijemije
uzrokovane ESBL sojem KP ili EC, bio je znacajno nizi u grupi bolesnika lijecenih
ciprofloksacinom i karbapenemima (10% i 13%), u odnosu na grupu bolesnika
liie&enih cefalosporinom ili aminoglikozidom (27%)?*®. Studija Patersona i suradnika
zakljucila je da u terapiji bakterijemije uzrokovane ESBL KP karbapenemi imaju

prednost u odnosu na fluorokinolone ',

Drugi antibiotici

Vecina kliniCara izbjegava upotrebu cefamicina u lijeCenju infekcija izazvanih
sojevima ESBL zbog in vivo selekcije rezistentnih sojeva, osobito kod upotrebe
starijih lijekova kao cefoksitin®”". Lee i suradnici su procjenjivali novi cefamicin,

flomoksef, u retrospektivnoj studiji i usporedili klinicku ucinkovitost ovoga lijeka s
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ucinkovitoS¢u karbapenema, meropenema i imipenemal/cilastatina, u lijeCenju ESBL
pneumonije?’2. Ukljugili su 27 bolesnika, a klini¢ka u&inkovitost flomoksefa je bila
slicna kao karbapenema. NaZalost, studija je imala svojih nedostataka, ali upucuje
na potencijanu mogucnost upotrebe cefamicina u ovoj indikaciji. Studija Lee i
suradnika upozorila je na moguénost razvoja rezistencije na ertapenem kao
.Kolateralne Stete“ primjene flomoksefa u lije€enju bakterijemije uzrokovane ESBL
sojem KP?"3. Cefamicini nisu dostupni na hrvatskom trzistu.

Fosfomicin je baktericidni antibiotik koji djeluje kao inhibitor stani¢nog zida
interferirajuci s prvim korakom u sintezi peptidoglikana. Ima Sirok spektar aktivnosti,
a rezistencija klini¢kih izolata je rijetka®’*. Vrlo je rijetka rezistencija E. coli (oko 2%).
U Spanjolskoj je nedavno provedena studija u kojoj je od 428 izolata ESBL 97,4%
pokazalo osjetljivost na fosfomicin; rezistencija E. coli ESBL bila je 0,3%, a K.
pneumoniae 7,2%?2"°. U nekim zemljama je upotreba fosfomicina znacajno porasla i
postao je lijek izbora u lije€enju nekompliciranog cistitisa®’®. Nazalost, nedavno jeu
Spanjolskoj izvijesteno o rezistenciji klona E. coli ST 131 na fosfomicin®"’. U
Hrvatskoj fosfomicin nije registriran.

Nitrofurantoin jo$ uvijek ima ulogu i propisuje se u lije€enju nekompliciranih
infekcija mokraénog sustava®’. Stopa rezistencije na nitrofurantoin u 115 kliniékih
izolata E. coli ESBL u Spanjolskoj je 29%2"8, dok je u Kanadi samo 7%%"°.
Nitrofurantoin je ogranicen na lije€enje ili prevenciju nekompliciranog cistitisa, a
jedna je od opcija u lije€enju nekompliciranih infekcija mokrac¢nog sustava
bakterijama koje proizvode ESBL. Medutim, buduci da je odgovor na ovaj lijek
obi€no manje zadovoljavajuci i zahtijeva dugotrajniju terapiju, on ipak ostaje vise
alternativa nego lijek prvog izbora?"*,

Tigeciklin, derivat minociklina, pokazao je izvrsnu aktivnost protiv E. coli ESBL,
pogotovo one koja proizvodi enzime CTX-M?%. Klini¢ki podaci o uginkovitosti
tigeciklina na infekciju uzrokovanu ESBL bakterijom su trenutno rijetki. Medutim,
farmakokinetiCki i farmakodinamiCki parametri tigeciklina donose sumnju u mogucu
korisnost ovog lijeka u lije€enju specifi€nih infektivnih sindroma, kao sto su infekcije
mokraénog sustava i bakterijemija*®'. S obzirom da se samo 10-15% doze
tigeciklina izlu€uje kao aktivan lijek u urinu, ta koncentracija lijeka u mokraci nije
dovoljna za lije€enje infekcija mokraénog sustava. S obzirom na znacajnu
distribuciju lijeka u tkiva, smatra se da dostupne koncentracije lijeka u serumu

vjerojatno ne bi bile dovoljne za lije€enje bakterijemija uzrokovanih ESBL sojevima.
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Ostali antibiotici kao Sto su temociklin, pivmecilinam i kolistin pokazuju dobru in
vitro aktivnost prema ESBL bakterijama®®', no u ovom trenutku nema dostupnih
klinickih podataka o upotrebi ovih lijekova u lije€enju ovih infekcija. Temociklin,
derivat tikarcilina, je rezistentan na hidrolizu veéine ESBL i AmpC beta- laktamaza.
Opisan je sluCaj relapsa pijelonefritisa izazvanog E. coli CTX-M, koji je izlijeCen

produljenom terapijom oralnim pivmecilinamom?®2.

Ogranicenja istraZivanja

Ovo istrazivanje sastojalo se od ekoloSke (skupni podaci), case-control (individualni
podaci) i studije molekularne epidemiologije. Svaka od ovih studija ima svoja
ogranicenja.

Ekoloski dizajnirane studije usporeduju ukupnu razinu potrosnje antibiotika s
rezistencijom izolata i temelje se na agregiranim podacima,

Medutim, primjena samo ekoloskog dizajna studije ne daje potpune podatke jer se iz
njih ne moze doznati je li bolesnik s izolatom ESBL doista i primio odredeni
antibiotik, druge antibiotike ili ima li Cimbenike rizika povezane s rizikom od
rezistencije. lako se problem rezistencije bakterija na antibiotike smatra primarno
ekoloSkim, primjena samo takvih podataka moze podcijeniti utjecaj neadekvatne
primjene antibiotika. Veza izmedu primjene antibiotika i bakterijske rezistencije je
sloZena te potpuno razumijevanje i proucavanje ovih mehanizama nije moguce bez
istodobnog analize i ekoloskih (skupnih) podataka i individualnih podataka o
bolesnicima.

Zbog opisanog ogranicenja, istrazivanje utjecaja primjene antibiotika na prevalenciju
infekcije ESBL KP i EC provodeno je i na individualnoj razini. Kao ograni¢enje ovog
istrazivanja na individualnoj razini moze se navesti i sam odabir case-control
dizajna. Naime, odabir kriterija koji omogucavaju komparabilnost skupina (u ovom
slu€aju dob, JIL i tezina klinickog stanja: APACHE IlI) moze onemogucditi potvrdivanje
tih istih kriterija kao ¢imbenika rizika. Naime, povecanjem broja kriterija, smanjuje se
broj Cimbenika rizika koji se mogu otkriti buduci da bolesnici postaju sve sli¢niji. No,
s druge strane, odabir dobi, JIL-a i APACHE Il kao kriterija za selekciju kontrola ipak
smanjuje pristranost u selekciji bolesnika i time povecava kvalitetu studije. Nadalje, u
case-control studijama prethodna primjena antibiotika moZze biti precijenjena ukoliko
su kontrole odabrane u skupini bolesnika sa osjetljivim uzrocnikom. Posljednjih

godina sve viSe se primjenjuje case (bolesnici sa rezistentnim uzro¢nikom)-case
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(bolesnici sa osjetljivim uzro€nikom)-control (bolesnici sa drugim uzrocnicima)
dizajn, u kojem odabir kontrolne skupine medu bolesnicima koji se lijece od infekcije
uzrokovane drugim uzroCnicima od prou¢avanog onemogucava precijenjenost
prethodne antimikrobne terapije kao Cimbenika rizika. U case-control studiji koja je
dio ovog istrazivanja kao Cimbenik rizika izolirana je ukupna primjena antibiotika te
specificno primjena flurokinolona i makrolida te precijenjenost primjene antibiotika ne
predstavlja poseban problem. Kako primjena makrolida nije u ekoloskoj studiji
povezana s uCestaloScu izolata ESBL, ne moze se iskljuciti precijenjenost primjene
makrolida kao ¢imbenika rizika uslijed samog odabira case-control dizajna studije na
individualnoj razini

Daljnje ogranicenje ovog istrazivanja je da ono nije provedena u svim jedinicama
intenzivne skrbi, posebno s obzirom na ukupnu ucestalost izolacije ESBL KP i EC
koja je u promatranom razdoblju bila 25% u neuklju¢enim JIL (uroloSka, kirurska,
kardiokirurska) . Nadalje, moze se pretpostaviti da razliCiti tipovi bolesnika koji se
lijeCe u razliitim JIL imaju druge Cimbenike rizika za infekciju ESBL sojem.

Rezultati ovog istrazivanja ne mogu se primijeniti na druge sredine, posebice na
sredine ili ustanove s niskom prevalencijom izolacije ESBL sojeva te na ustanove
koje imaju drugacije protokole za propisivanje empirijske antibiotske terapije (rotacija
antibiotika, automatizirani sistemi za konzultacije, i sl.)?®.

Daljnje ograniCenje istrazivanja jest izostanak pracenja provodenja mjera kontrole
infekcije. No, odsutnost slike zna€ajnog klonalnog Sirenja ESBL sojeva u
promatranom razdoblju u studiji molekularne biologije indirektno ukazuje na manjak

vecih odstupanja u provodenju mjera kontrole infekcije.

Prednosti istrazivanja

Najveca je prednost ovog istrazivanja sveobuhvatnost analize problema potrosSnje
antibiotika i izolacije ESBL sojeva KP i EC.

Unato¢ prethodno navedenim ogranienjima ekolo$kih studija, ne moze se osporiti
njihova koristnost u ocjeni utjecaja primjene antibiotika, buduc¢i da dopustaju
mjerenje ukupnog ucinka ekspozicije antibioticima. Vazno je razumjeti da ekoloska
Steta uzrokovana Sirokim propisivanjem antibiotika izlazi iz okvira bolesnika koji
dobiva antibiotik. To znaci da Stetnost ukupnog propisivanja antibiotika, utjeCudéi
poticajno na selekciju i diseminaciju rezistentnih sojeva, ima tako utjecaj i na

bolesnike koji ne primaju antibiotike (tzv. kolateralna Steta). Potencijal za prijenos
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patogena znaci da kolateralna Steta moze zahvatiti druge bolesnike, posebno u
bolni¢koj sredini, tako da se lako prenosivi bakterijski sojevi i neoptimalna kontrola
infekcije, uz nedovoljno kapaciteta za adekvatnu izolaciju bolesnika, udruzeno
povecavaju ekoloSku Stetu povezanu sa propisivanjem antibiotika.

Nadalje, unato€ navedenim ograni¢enjima, case-control studija ima i prednosti. lako
je prema dizajnu case-control studij retrospektivna, prednosti nase studije su da su
podaci prikupljeni ve¢im dijelom prospektivno Sto povecava njihovu kvalitetu.
Nadalje, buduci da naSe istrazivanje uz case-control studiju ukljuCuje i ekoloSku
studiju, utjecaj antimikrobne terapije na prevalenciju infekcije ESBL sojem KP i EC
provjerena je na dvije razine.

Vrijednost otkrivene povezanosti primjene antibiotika na rizik infekcije ESBL sojem u
JIL, dodatno je potvrdena PFGE genotipizacijom koja je zbog dobivanja
sveobuhvatnih podataka o epidemiologiji infekcija KP i EC, ukljucila ne samo ESBL,
nego i osjetljive sojeve KP i EC. PFGE genotipizacija nije pokazala epidemijsku sliku
vezanu uz ESBL infekcije u uklju¢enim JIL, Sto ukazuje da znatan udio u problemu

povecanja uCestalosti ESBL izolata ima nekritiCha primjena antibiotika.

Predlozene mjere u kontroli ESBL infekcija

Na temelju rezultata ove studije mogu se predloZiti slijedec¢e mjere:

1. Veca restrikcijom primjene fluorokinolona na razini bolnice te u JIL.

2. Poja¢an nadzor u potrosnji karbapenema, cefalosporina Sirokog
spektra i aminoglikozida u JIL.

3. Informiranje lije€nika u JIL o rizi€nim faktorima za ESBL infekciju u
lokalnoj sredini (produzeni boravak u JIL, prethodna primjena
antibiotika, prethodna primjena fluorkinolona).

4. U lijeCenju teskih ESBL infekcija (pneumonija, meningitis,
intraabdominalne infekcije, sepsa) karbapenemi su antibiotici izbora.

5. Neadekvatna kontrola simptoma infekcije kod dugotrajno
hospitaliziranih bolesnika u JIL opravdava primjenu karbapenema.

6. Buduci da se mnoge infekcije ESBL sojem javljaju u bolesnika sa
rekurentnim urinarnim infekcijama, racionalna primjena antibiotika
posebice se treba poticati u ovoj indikaciji. Buduci da su u lije€enju
urinarnih infekcija sa osjetljivim sojevima ESBL €esto ucCinkoviti

fluorokinoloni, aminoglikozidi, cefepim te beta-laktami sa inhibitorima
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beta-laktamaze, promjena smjernica u lije€enju urinarnih infekcija
mogla bi biti vazan pristup u kontroli selekcijskog pritiska primjene
antibiotika . Nitrofurantoin moze biti u€inkovit kod lijecenja
nekompliciranih infekcija donjeg urinarnog trakta, no ostaje vise
alternativa nego izbor.

7. Uvodenje mjera rane detekcije i rano alarmiranje kliniCara od strane
mikrobioloSkog laboratorija kod izolacije ESBL soja uz obracanje
posebne paznje u kontaktu s bolesnikom koloniziranim ili sa infekcijom
ESBL sojem, ako je moguca izolacija.

8. Stalna kontrola uc€estalosti izolacije ESBL sojeva u JIL uz
genotipizaciju kod klastera.

9. Povratni podaci iz mikrobioloSkog laboratorija u JIL klinicarima (svaka
2 ili 3 mjeseca) o uCestalisti izolacije ESBL sojeva EC i KP.

10.Zajednicko osmisljavanje strategije primjene antibiotika u JIL
(mikrobiolog, intenzivist, infektolog, klinicki farmakolog).

11.Redovito izdavanje smjernica za primjenu antimikrobnih lijekova sa

posebnim naglaskom na JIL.
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ZAKLJUCAK

Rezultati ove studije potvrdili su hipotezu da je potroSnja antibiotika u JIL najvazniji
¢imbenik rizika za infekciju ESBL sojem KP i EC.

Najznacajniji Cimbenici rizika za ESBL infekciju bili su prethodna primjena antibiotika
opcenito, duzina primjene i broj prethodno primijenjenih antibiotika te duzina boravka
u JIL.

Pojedinacni antibiotici koji su utvrdeni kao znacajni ¢imbenici rizika su fluorokinoloni i
makrolidi. Dok je primjena fluorokinolona o&ekivani ¢imbenik rizika za ESBL
infekcije, primjena makrolida do sada nije opisana kao ¢imbenik rizika za ESBL
infekciju. lako su do sada cefalosporini 3.generacije naglasavani kao vazan rizicni
Cimbenik rizika za ESBL infekciju, oni u case-control studiji nisu potvrdeni kao
¢imbenik rizika dok su zajedno s fluorokinolonima potvrdeni kao ¢imbenici rizika za
ESBL infekciju u ekoloskoj studiji $to upucuje na mogucnost nezeljenog ucinka
ukupne primjene cefalosporina 3.generacije u istrazivanim JIL na u€estalost izolacije
ESBL sojeva, iako je na individualnoj razini relativno mali broj bolesnika s ESBL
infekcijom bio prethodno izloZen njihovoj primjeni.

Genotipizacija KP i EC sojeva u promatranom razdoblju u istraZivanim JIL potvrdila
je relevantnost gore navedenih zaklju¢aka, pokazujuci mijeSanu epidemioloSku
situaciju, tj. prisutnost manjih klonalnih grupa istovremeno s pojedinacnim klonovima
uzroCnika, no bez utrdivanja epidemijske situacije. S obzirom na rezultate
genotipizacije moze se zakljuciti da je problem infekcije ESBL sojevima kombinacija
problema sa horizontalnim prijenosom u manjoj mjeri te u vecoj mjeri primjene
antibiotika.

Rezultati ove studije ukazuju na potrebu racionalne i kontrolirane potrosnje
antibiotika, posebno fluorokinolona i cefalosporina 3.generacije, dok se uloga

makrolida u selekciji ESBL sojeva treba odrediti daljnjim studijama.
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SAZETAK

Biljezi se znac€ajno povecanje uCestalosti infekcija sojevima Escherichia coli i
Klebsiella pneumoniae koje produciraju beta-laktamaze proSirenog spektra (ESBL),
posebno u jedinicama intenzivne skrbi (JIL). Cilj ove studije bio je utvrditi lokalne
Cimbenike rizika za infekciju ESBL sojem, s naglaskom na definiranje uloge
antibiotika .

Studija je provedena u 3 JIL na 3 razine: 2) studija slu€ajeva s kontrolama; 1)
ekoloska studija, i 3) genotipizacija reprezentativnog uzorka izolata.

Ekolo$ka studija utvrdila je povezanost u€estalosti izolacije ESBL sojeva s
primjenom fluorokinolona i cefalosporina 3.generacije s vremenskim odmakom od 2
mjeseca. PotrosSnja karbapenema, cefalosporina, aminoglikozida, glikopeptida i
klindamicina takoder je bila znaCano povezana s prevalencijom ESBL izolata, bez
vremenskog odmaka.

Cimbenici rizika utvrdeni u studiji slu¢ajeva s kontrolama bili su: duZina
hospitalizacije u JIL, prethodna antibiotska terapija, broj propisanih antibiotika te
prethodna primjena makrolida i fluorokinolona. Mortalitet i u€estalost primjene
neadekvatne antibiotske terapije bili su veci u grupi bolesnika s ESBL infekcijom.
Genotipizacija izolata utvrdila je da su i selekcijski pritisak primjene antibiotika i
horizontalni prijenos vazni €imbenici rizika za infekciju ESBL sojem KP i EC.
Rezultati ove studije potvrduju da je primjena antibiotika najvazniji Cimbenik rizika za
ESBL infekciju, naglasavaju vaznost i potrebu za racionalnom primjenom antibiotika,

posebno fluorokinolona, uz strogo pridrzavanje mjera kontrole infekcije.
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SUMMARY

The impact of antimicrobial consumption on the selection of extended-
spectrum beta-lactamases producing (ESBL, AmpC) strains and on patients

outcomes

There is an increase in infections caused by extended-spectrum beta-lactamases
(ESBL) producing strains of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae, especially
in intensive care units (ICUs). The aim of this study was to identify local risk factors
for ESBL infection, with emphasis on defining the position of antibiotics.

This study was conducted in 3 ICUs at 3 levels: 2) case-control study; 1) ecological
study, and 3) isolate genotipization.

Ecological study demonstrated that the use of fluroquinolones and 3™ generation
cephalosporins was significantly associated with the increase in frequency of ESBL
strains isolation with a delay of 2 months. The use of carbapenems,
piperacillin/tazobactam, cephalosporins, aminoglicosides, glycopeptides and
clindamycin was also significantly associated with the frequency of ESBL KP/EC
isolates, without delay. Risk factors for ESBL infection identified in the case-control
study were: duration of ICU stay, previous antimicrobial therapy, number of
prescribed antibiotics, previous use of macrolides and fluoroquinolones. Mortality
and inadequate antimicrobial therapy were more frequent in the ESBL group. Isolate
genotipization revealed that both selection pressure and horizontal transfer are
important factors for ESBL infection.

This study confirms that antibiotic consumption is the main risk factor for ESBL
infection. Rational use of antibiotics, especially fluoroquinolones, is needed in the
control of ESBL infections in ICUs, as well as strict adherence to infection control

measures.
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