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SAZETAK

S obzirom da se karbapenemi koriste kao lijekovi posljednje linije obrane u lijecenju infekcija
uzrokovanih visestruko rezistentnim enterobakterijama otpornim na cefalosporine pro$irenog
spektra, rastuca prevalencija enterobakterija otpornih na karbapeneme zabrinjavajuci je
problem koji je poprimio globalne razmjere. Ovo istrazivanje provedeno je s ciljem da se
utvrde mehanizmi rezistencije na karbapeneme, njihova zastupljenost, pozadina visestruke
rezistencije i da se okarakteriziraju epidemioloske poveznice medu enterobakterijama koje
pokazuju smanjenu osjetljivost na karbapeneme na podru¢ju Republike Hrvatske. U ovo
istrazivanje ukljuceni su svi klinicki izolati enterobakterija smanjene osjetljivosti na
karbapeneme prikupljeni tijekom 2011. i 2012. godine na podru¢ju Republike Hrvatske kroz
redovito djelovanje Nacionalnog programa pracenja rezistencije na antibiotike i Referentnog
centra za pracenje rezistencije bakterija na antibiotike Ministarstva zdravstva RH. Ukupno je
prikupljeno 250 izolata enterobakterija iz 22 klinicka mikrobioloska laboratorija pri cemu su
vecinu Cinili izolati K. pneumoniae (60,4 %) i E. cloacae (33,2 %). Analizirani izolati bili su
visestruko rezistentni s varijabilnom stopom rezistencije na karbapeneme. Uz proizvodnju
beta-laktamaza, detektirana je i prisutnost gena za rezistenciju na aminoglikozide,
sulfonamide, tetracikline, kinolone i kloramfenikol. 65,6% izolata nije proizvodilo
karbapenemaze iako je u analiziranoj zbirci detektirana proizvodnja karbapenemaza KPC-2,
VIM-1, NDM-1 i OXA-48. Smanjena osjetljivost na ertapenem, temeljena na smanjenoj
propusnosti bakterijske stanice, bila je povezana sa snizenom ekspresijom gena koji kodiraju
porinske kanale ompK35, odnosno ompC u vrste K. pneumoniae, odnosno E. cloacae. Medu
izolatima K. pneumoniae koji ne proizvode karbapenemaze zabiljezena je znacajno visa stopa
proizvodnje beta-laktamaze CTX-M-15. Molekularnom genotipizacijom utvrdeno je
poliklonsko Sirenje karbapenemaza, uz iznimku karbapenemaze KPC-2 ¢ije je Sirenje
povezano s klonom ST258 K. Pneumoniae. Sirenje karbapenemaze VIM-1 medu E. cloacae
povezano je s klonskim tipovima ST92, ST200 i ST105. Klonski tipovi ST151 ST16 K.
pneumoniae glavni su pokretaé irenja karbapenemaza VIM-1, NDM-1 i OXA-48. Sirenje
enterobakterija koje ne proizvode karbapenemaze bilo je poliklonsko, no geneticka
varijabilnost je ovisila o promatranoj bakterijskoj vrsti. Izolati E. cloacae koji ne proizvode
karbapenemaze pokazivali su povec¢anu geneti¢ku raznolikost, dok je smanjena raznolikost
izolata K. pneumoniae bila posljedica Sirenja klonskog tipa ST437. Geni koji kodiraju
karbapenemaze smjeSteni su na plazmidima pri ¢emu je gen blakpc-2 identificiran na

plazmidima Flls, blanypm-1 na INcCA/C, IncL/M i IncR, blayv-1 na IncN i IncL/M i blapxa-4g Na



epidemijskom IncL/M plazmidu veli¢ine ~60 kb. Pojava i Sirenje enterobakterija otpornih na
karbapeneme je problem koji nije zaobiSao niti Republiku Hrvatsku. Mehanizmi rezistencije
na antibiotike enterobakterija otpornih na karbapeneme analiziranih u ovom radu i njihov
epidemioloski kontekst u skladu su s op¢om slikom rezistencije enterobakterija na

karbapeneme koja se opisuje u znanstvenoj literaturi.

Kljucéne rije¢i: Enterobacteriaceae, otpornost na karbapeneme, karbapenemaze, molekularna
epidemiologija, plazmidi, KPC-2, VIM-1, NDM-1, OXA-48



EXTENDED ABSTRACT

Introduction: Carbapenems, the only widely marketed beta-lactams stable to ESBLs and
AmpC enzymes, are the most potent class of beta-lactams recognized as antibiotics of last
resort in treatment of infections caused by multiple resistant Enterobacteriaceae. Increased use
of carbapenems has led to emergence and spread of carbapenem resistant Enterobacteriaceae
(CRE) which is now recognized as a worldwide healthcare challenge. Low success rates of
CRE infection treatment usually result in increased mortality, comorbidities, length of
hospital stay and healthcare costs. The aim of this study was to identify and assess the
prevalence of resistance mechanisms underlying carbapenem resistance, to investigate
multidrug resistance and to elucidate genetic relatedness among carbapenem non-susceptible

enterobacterial isolates collected during 2011 and 2012 in Croatia.

Materials and methods: This study was performed on all carbapenem non-susceptible
enterobacterial isolates collected during 2011 and 2012 in Croatia trough regular activities of
Resistance Surveillance Program and Croatian Reference Centre for Antibiotic Resistance
Surveillance. Antimicrobial susceptibility profiles and production of carbapenemases were
assessed phenotipically. Detection of resistance genes was performed by Polymerase Chain
Reaction (PCR). DNA sequencing was used for additional characterization of beta-lactamase
genes. Expression of porin and efflux-pump encoding genes in K. pneumoniae (ompK35/36,
acrB), E. cloacae (ompC/D, acrB) and E. aerogenes (omp35/36, acrA) was measured by
Quantitative Real-Time PCR (gPCR). Molecular epidemiology was assessed by Pulsed-Field
Gel Electrophoresis (PFGE) and Multi-Locus Sequence Typing (MLST). Plasmid profiling
and localization of carbapenemase-encoding genes in clinical isolates and E. coli A15R
transconjugants were investigated by S1-PFGE and Southern hybridization. Incompatibility
groups of plasmids carrying carbapenemase genes in transconjugants were determined by
PCR-based Replicon typing (PBRT).

Results: 250 nonrepetitive carbapenem non-susceptible enterobacterial isolates were
collected during a two year period from 22 clinical microbiology laboratories located in 15
cities. 60,4 % were K. pneumoniae isolates followed by E. cloacae (33,2 %), E. aerogenes (4
%), C. freundii (1,6 %), K. oxytoca (0,4 %) and P. mirabillis (0,4 %). 34,4 % of isolates
produced carbapenemases, of which VIM-1 was the most prevelant (59,3 %), followed by
KPC-2 (22,1 %), OXA-48 (14 %) and NDM-1 (4,7 %). 99,6 % of isolates were multidrug
resistant, showing high resistance rates to penicillins, penicillin + inhibitor combinations,

cephalosporins, ciprofloxacine and trimetoprim-sulfamethoxazole, but variable resistance to



carbapenems and aminoglycosides. 98% of isolates were ertapenem non-susceptible and 22 %
showed nonsusceptibility to imipenem and meropenem. Resistance rates to imipenem (16,3%
vs. 1,2 %) and meropenem (15,1 % vs. 1,8 %) were higher in carbapenemase-producing
isolates (p<0,01). Genes encoding resistance determinants to three or more classes of
antibiotics were detected in 77 % of isolates. Genes encoding beta-lactamases (blatem 71,6 %,
blashy 62,4 %, blacTx-m-15 61,2 %, blaampc 2,8 %) and aminoglycoside modifying enzimes
(aac(6')-1b 84,8 %, aph(3')-1a 70,0 % , aac(3’)-11 65,2 %, aadAl 47,6 %, ant2 3,2 %,
aac(3’)-1 2 %) were the most prevalent ones, followed by genes encoding resistance
determinants to sulphonamides (sull 81,6 %, sulll 36,8 %), plasmid mediated quinolone
resistance (qnrB 16,4 %, qnrA, 4,8 %, gnrS 2 %), tetracyclines (tetD 26,0 %, tetA 20,0 %) and
chloramphenicol (floR 3,2 %, cmlA 1,6 %). In K. pneumoniae, difference in gene expression
was only observed in ompK35 in carbapenemase non-producing isolates (p<0,01). In E.
cloacae, reduced expression of ompC was detected in both carbapenemase producing and
non-producing isolates, while increased expression of acrB gene was observed in
carbapenemase non-producing isolates. PFGE genotyping revealed that K. pneumoniae
isolates were distributed in 18 groups (KP-A — KP-R), E. cloacae in 22 (EC-A — EC-V), E.
aerogenes in 9 (EA-A — EA-1) and C. freundii 3 (CF-A — CF-C). Spread of carbapenemase
producing Enterobacteriaceae was not monoclonal, except for KPC-2 producing K.
pneumoniae. Greater genetic variability of carbapenemase non-producing isolates was
observed only in E. cloacae. Carbapenemase non-producing K. pneumoniae showed reduced
genetic diversity due to successful spread of a single clone. Production of KPC-2 was detected
in K. pneumoniae ST258 only. Production of OXA-48, VIM-1 and NDM-1 was detected in 6
sequence types, but ST15 and ST16 were the most prevalent ones. VIM-1 production in E.
cloacae was detected in 4 sequence types, but 97,3 % were associated with ST92, ST105 and
ST200. 88,7% of K. pneumoniae carbapenemase non-producing isolates were identified as
ST437. Plasmid location of carbapenemase-encoding genes was successfully determined in 95
% of carbapenemase producing isolates. Plasmids harbouring blakpc.» genes were identified as
IncFlls. Plasmids harbouring blayv-1 gene belonged to IncN and IncL/M and blanpm-1
plasmids were identified as IncA/C, IncL/M and IncR. blapxa-4g Was detected on a ~60kb
IncL/M plasmid in all transconjugants. Cotransfer of resistance to other clases of antibiotics
was observed in case of blayv-1, blakpc-2 and blanpm-1 genes, but was not observed in case of

blaoxa-as.



Conclusions: Carbapenemase production was not the predominant mechanism of carbapenem
resistance among carbapenem non-susceptible Enterobacteriace in Croatia during 2011 and
2012. Mechanisms underlaying carbapenem non-susceptibility in non-carbapenemase
producing isolates included permeability defects, caused by reduced expression of ompK35
and ompC genes in K. pneumoniae and E. cloacae respectively, and production of ESBLSs.
Carbapenem non-susceptible isolates were multidrug resistant, but showed varying levels of
resistance to carbapenems. Carbapenemase-producing isolates showed greater resistance rates
to imipenem and meropenem, while non-susceptibility to carbapenems in carbapenemase non-
producing isolates was exhibited mostly as non-susceptibility to ertapenem. Polyclonal
background of carbapenemase-producing isolates, except KPC-2, indicates that even though
dissemination of carbapenemases is not monoclonal, it is mediated by a clonal spread of
various epidemic clones. As oposed to scientific literature, spread of carbapenemase non-
producing K. pneumoniae in Croatia is clonal by nature and is mediated by epidemic ST437
clone. Carbapenemase genes in carbapenem non-susceptible isolates are plasmid borne and

are associated with broad host-range plasmids.

Keywords: Enterobacteriaceae, carbapenem non-susceptible, carbapenemases, molecular
epidemiology, plasmids, KPC-2, VIM-1, NDM-1, OXA-48
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1. UVOD



1.1. ENTEROBACTERIACEAE

Suvremena klinicka praksa nezamisliva je bez uporabe antibiotika u lijecenju
bakterijskih infekcija. Zbog niske toksi¢nosti, visoke baktericidnosti i Sirokog spektra
djelovanja, beta-laktamski antibiotici se najcesce koriste u lijeCenju bakterijskih infekcija (1).
Sve zastupljenija rezistencije na antibiotike, poglavito na beta-laktame, postaje sve veci
problem na globalnoj razini. Infekcije rezistentnim sojevima rezultiraju pove¢anim
morbiditetom, smrtnos¢u i povecanim troSkovima lijecenja (2). Posljednja dva desetljeca 20.
stolje¢a pozornost medicinske struke i farmaceutske industrije bila je usmjerena na problem
Sirenja rezistentnih Gram-pozitivnih bakterija, prvenstveno meticilin-rezistentnih stafilokoka i
vankomicin-rezistentnih enterokoka (3). Pocetkom 21. stolje¢a paznja se vra¢a na Gram-
negativne bakterije, a sve vecu zabrinutost izaziva pojava visestruko rezistentnih
enterobakterija (od eng. ,,multiple drug resistant”, MDR).

Enterobakterije su najucestaliji uzro¢nici bolnickih i izvanbolnickih infekcija u
pacijenata svih uzrasta (4). Porodica Enterobacteriaceae je heterogena taksonomska skupina
Gram-negativnih bakterija iz koje dolazi najveci broj medicinskih vaznih bakterijskih vrsta.
Porodicu sainjava nekoliko stotina vrsta iz pedesetak rodova. Enterobakterije su Siroko
rasprostranjene i sveprisutne bakterije i sastavni su dio mikrobiote tla, voda, biljaka, te ljudske
1 animalne mikroflore. Unato¢ obimu i1 kompleksnosti ove porodice, relativno mali broj vrsta
su ljudski patogeni. Kao patogeni uzrokuju Sirok spektar infekcija od ¢ega se najvise isticu
infekcije mokraénog sustava, bakterijemije i niz infekcija probavnog sustava (5). Cesto se
izoliraju iz apscesa, uzroénici su meningitisa i koznih infekcija, poglavito rana, a nekolicina
bakterijskih vrsta je ¢est uzro¢nik bolnickih infekcija. Enterobakterije poput Salmonella spp.,
Shigella spp. i Yersinia pestis obligatni su patogeni, dok su bakterijske vrste poput
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i Proteus mirabillis uglavhom sastavni dio
mikrobiote crijeva, u manjoj mjeri su zastupljene u usnoj Supljini i spolnom sustavu, no
rijetko ¢ine mikrobiotu drugih dijelova tijela, gdje se uglavnom pojavljuju kao oportunisticki
patogeni.

Cak 80 % klini¢kih izolata Gram-negativnih bakterija otpada na enterobakterije (5, 6).
Vrsta E. coli je najéeséi uzrocnik infekcija mokraénog sustava, pokazuje visoku stopu
rezistencije na ampicilin, no primjena amoksicilina s dodatkom klavulanske kiseline u
lije¢enju polucuje dobre rezultate jer klavulanska kiselina inhibira djelovanje vec¢ine
penicilinaza sirokog spektra i ve¢inu beta-laktamaza prosirenog spektra (eng. “ extended-

spectrum beta-lactamases‘, ESBL). Kombinacija s klavulanskom kiselinom ogranicava



primjenu amoksicilina u visokim dozama kakve su potrebne pri lijecenju teskih infekcija.
Vrsta Proteus mirabillis pretezito izaziva izvanbolnicke infekcije i prirodno je osjetljiva na
sve beta-laktamske antibiotike Gram-negativnog spektra djelovanja. Rezistencija vrste P.
mirabillis na beta-laktamske antibiotike u stalnom je porastu, rezistencija na ko-trimoksazol je
prili¢no Cesta, a biljezi se i rezistencija na ciprofloksacin, te aminoglikozide poput amikacina i
gentamicina. Bakterije Klebsiella pneumoniae i Enterobacter spp. ¢esti su uzro¢nici bolnickih
infekcija i dugi niz godina pokazuju visoku stopu rezistencije. Vrsta K. pneumoniae je
prirodno rezistentna na ampicilin, no rezistencija na ostale klase beta-laktamskih antibiotika
javlja se kao steCena rezistencija uzrokovana obimnom izlaganju antibioticima. Enterobacter
spp., Citrobacter spp. i Serratia spp. su enterobakterije koje posjeduju inducibilne
cefalosporinaze §to ih ¢ini rezistentnima na ampicilin, ko-amoksiklav i cefalosporine prve
generacije. Divlji tipovi su uglavnom osjetljivi na cefalosporine tre¢e generacije, no
rezistencija se moze javiti tokom terapije kao posljedica deregulacije kontrole ekspresije gena
koji kodiraju kromosomske cefalosporinaze (7, 8).

S obzirom da su vazan dio crijevne mikrobiote, enterobakterije su ¢esto izloZzene
antibioticima. Crijevna mikrobiota je dinamican rezervoar koji sa¢injavaju brojne bakterijske
vrste. Zbog Ceste primjene antibiotika i prijenosa bakterija fekalno-oralnim putem, crijevna
mikrobiota je milje koji pogoduje razvoju rezistencije na antibiotike. Selekcijski pritisak
prouzrokovan primjenom antibiotika pogoduje selekciji rezistentnih mutanti ili pak
omogucuje prihvacanje gena rezistencije iz drugih bakterijskih vrsta koje su ¢esto intrinzicki
rezistentne na odredene antibiotike (9, 10).

Posebnu pozornost izazivaju enterobakterije rezistentne na karbapeneme kod kojih se
rezistencija javlja kao posljedica proizvodnje karbapenem-hidrolizirajucih beta-laktamaza.
Karbapenemi su parenteralni baktericidni beta-laktamski antibiotici Sirokog spektra
djelovanja i smatraju se antibioticima posljednje linije obrane u lijecenju infekcija
uzrokovanih viSestruko rezistentnim enterobakterijama rezistentnim na cefalosporine 1
kinolone. Rezistencija na karbapeneme uvelike smanjuje izbor antibiotika koji se mogu
primijeniti u lijeCenju teskih infekcija (4, 11). Kolistin, tigeciklin i poneki aminoglikozidi, i
dalje pokazuju odredenu antibakterijsku aktivnost u uvjetima in vitro, no karakterizira ih
smanjena efikasnost i nepovoljniji sigurnosni profil. Infekcije izazvane enterobakterijama
rezistentnim na karbapeneme cesto se vezu s riziénim faktorima poput lijeCenja u jedinicama
intenzivne njege, mehani¢kom ventilacijom, kateterizacijom, transplantacijom, terapijom
cefalosporinima proSirenog spektra i prethodnom kolonizacijom. Stopa smrtnosti dostize 40

% u slucajevima teskih infekcija poput bolnic¢kih upala pluéa, sepsi, infekcija povezanih s



centralnim venskim kateterima, te infekcija mokra¢nog sustava, abdomena i mjesta kirurskih
zahvata (12).

1.2. POVIJESNI PREGLED RAZVOJA REZISTENCIJE NA BETA-LAKTAMSKE
ANTIBIOTIKE U ENTEROBAKTERIJA

Uskoro ¢e se navrsiti 90 godina otkako je sir Alexander Fleming otkrio penicilin i time
zapoceo modernu eru primjene beta-laktamskih antibiotika. Daljnja istrazivanja predvodena
Howardom Floreyem i Ernestom Chainom rezultirala su razvojem postupaka koji su
omogudili pro¢i§¢avanje penicilina i njegovu primjenu u klini¢koj praksi 1940. godine (13).
lako je penicilin G pokazivao antibakterijsko djelovanje na Gram-negativnim bakterijama u
uvjetima in vitro, primjena penicilina u lije¢enju infekcija uzrokovanih Gram-negativnim
bakterijama u$la je u klini¢ku praksu tek 1957. godine razvojem aminopenicilina.
Aminopenicilini poput ampicilina, meticilina i tikarcilina su polusintetski penicilini
prosirenog spektra djelovanja ¢iju okosnicu ¢ini 6-aminopenicilinska kiselina (13).

Ve 1965. godine, osam godina nakon pocetka primjene ampicilina, opisana je prva
beta-laktamaza koja je uspjesno hidrolizirala ovaj antibiotik (14). Novootkrivena beta-
laktamaza opisana je u izolata E. coli u Grékoj i nazvana je TEM-1 prema pacijentici koja se
zvala Temoniera. Nedugo nakon otkrica TEM-1 opisana je joS$ jedna penicilinaza, sulfihidril
varijanta 1 (SHV-1) u vrste K. pneumoniae (14). Kako bi se stalo na kraj rezistenciji na
peniciline Sirokog spektra, posredovane proizvodnjom beta-laktamaza poput TEM-1 i SHV-1,
u klini¢ku praksu uvode se cefalosporini trec¢e generacije (15).

Cefalosporini prosirenog spektra, poznatiji kao cefalosporini tre¢e generacije pojavili
su se na trziStu 1980-ih godina kao antibiotici iznimne uc¢inkovitosti u lije¢enju infekcija
uzrokovanih Gram-negativnim bakterijama (14). U pocetku je vecina enterobakterija bila
osjetljiva na ove antibiotike, no rezistencija se ubrzo javlja u enterobakterija koje prirodno
lu¢e male koli¢ine kromosomski kodirane beta-laktamaze AmpC (Enterobacter spp.,
Citrobacter freundii i Serratia spp.) (8). U divljih tipova ovih bakterijskih vrsta proizvodnja
kromosomski kodiranih beta-laktamaza AmpC je inducibilna, no u mutiranih sojeva
prekomjerna ekspresija enzima AmpC postaje konstitutivna. Cefalosporini tre¢e generacije
podlozni su hidrolizi beta-laktamazama AmpC, no ne induciraju njihovu ekspresiju (8, 16).
Pojavnost rezistencije na cefalosporine trec¢e generacije nije dugo bila ograni¢ena samo na
vrste Enterobacter spp., Serratia spp. i C. freundii, te se u sljedecoj fazi Sirenja rezistencije

geni za beta-laktamaze AmpC mobiliziraju na plazmide. Na taj se nacin §ire u bakterijske



vrste koje prirodno ne posjeduju kromosomski kodirane AmpC, poput E. coli i K. pneumoniae
17).

Paralelno s razvojem rezistencije na cefalosporine tre¢e generacije posredstvom
kromosomski kodiranih beta-laktamaza AmpC i njihovih plazmidnih varijanti javljaju se beta-
laktamaze prosirenog spektra koje imaju puno znacajniju ulogu u Sirenju rezistencije na
cefalosporine prosirenog spektra. Prvi zabiljezeni ESBL enzimi bili su mutirane varijante
plazmidnih beta-laktamaza TEM-1 i SHV-1 (8). 1983. godine prva ESBL varijanta beta-
laktamaze SHV opisana je u Njemackoj, u izolatu Klebsiella ozaenae. Ova varijanta
razlikovala se od SHV-1 u samo jednom aminokiselinskom ostatku (Ser — Gly 283) §to je bilo
dovoljno da poprimi ESBL karakteristike te je oznacena kao SHV-2 (14). U sljedecih 15
godina, izolati koji proizvode SHV-2 opisani su na svim naseljenim kontinentima §to je
direktna posljedica selekcijskog pritiska uzrokovanog intenzivnom primjenom cefalosporina
prosirenog spektra (8). U Francuskoj je 1987. godine, u izolatima K. pneumoniae, opisana
proizvodnja beta-laktamaze CTX-1 koja je vrlo efikasno hidrolizirala cefotaksim. Daljnjim
istrazivanjem otkriveno je da se radi o varijanti TEM-3 koja se od ne-ESBL varijante TEM-2
razlikuje u samo 2 aminokiselinska ostatka (8, 18). Smatra se da je mozda prva ESBL
varijanta beta-laktamaze TEM otkrivena 1982. godine u Liverpoolu, u K. oxytoca. Radilo se o
izolatu koji je prikupljen za vrijeme bolnic¢ke epidemije uzrokovane K. oxytoca koja proizvodi
TEM-1, no tijekom epidemije je mutirao i poprimio ESBL karakteristike. Ova je varijanta
oznacena kao TEM-12 (19).

lako cefalosporini trece generacije ne ulaze u hidroliticki spektar penicilinaza TEM-1 i
SHV-1, do sada je detektirano vise od 130 varijanti enzima TEM i SHV koji zbog
promijenjenog aktivnog mjesta mogu hidrolizirati ove antibiotike (8, 14). ESBL varijante
enzima TEM i SHV dominiraju 1980-ih i 1990-ih godina, a rezistencija uzima maha Sirenjem
plazmida medu sojevima vrste K. pneumoniae (8). Sojevi vrste K. pneumoniae koji proizvode
ESBL uglavnom uzrokuju bolnicke infekcije, poglavito na odjelima intenzivne skrbi (8).

Velika promjena u distribuciji ESBL-producirajucih sojeva javlja se po¢etkom 2000-ih
godina ubrzanim $irenjem enzima CTX-M (8). Za razliku od ESBL varijanti enzima TEM i
SHV, CTX-M nije mutirana verzija ve¢ poznatih penicilinaza sirokog spektra, ve¢ svoje
porijeklo vuce iz kromosomskih gena bakterija roda Kluyvera koje nisu klinicki znacajne (8,
14). Plazmidi s genima koji kodiraju ove beta-laktamaze uspjesno se Sire u izvanbolnicke
sojeve vrste E. coli i bolnicke sojeve vrste K. pneumoniae. Prijelaz gena kromosomski
kodiranih beta-laktamaza na plazmide opetovano se dogadao rezultiravsi formiranjem 5

razli¢itih skupina CTX-M enzima (skupine: 1,2,8,9,25) (8). Razli¢ite varijante enzima CTX-



M su razli¢ito geografski zastupljene. CTX-M-15 (skupina 1) uglavnom je rasprostranjena u
Europi, Sjevernoj Americi, Bliskom Istoku i Indiji. CTX-M-14 (skupina 9) je uobicajena na
podrudje Kine, Spanjolske i Jugoisto¢ne Azije, dok je CTX-M-2 rasprostranjena uglavnom u
Argentini, Izraelu i Japanu (8, 14).

Geni koji kodiraju ESBL enzime nalaze se na velikim plazmidima, ¢esto zajedno s
genima za rezistenciju na kinolone, aminoglikozide, trimetoprim i sulfonamide (20, 21)
Zbog visestruke rezistencije sojeva koji proizvode ESBL i njihove tendencije da kontinuirano
Sire postojeci spektar rezistencije, lijeCenje bolnickih infekcija predstavlja izazov, pogotovo
kod teskih bolesnika, zbog ograni¢enog izbora djelotvornih antibiotika (20, 21).

Zbog rasta prevalencije visestruko rezistentnih, ESBL-producirajuéih enterobakterija
povecéava se uporaba karbapenema (imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem) (8, 15).
Karbapenemi se pocinju primjenjivati u klini¢koj praksi 1985. godine (8). Karakterizira ih
iznimna antibakterijska aktivnost i stabilnost koja proizlazi iz otpornosti na hidrolizu ve¢inom
poznatih beta-laktamaza, ukljuc¢ujuc¢i ESBL i AmpC (4). Karbapenemi zadrzavaju
antibakterijsku ucinkovitost u sljede¢ih 20 godina, tijekom kojih je pojavnost enterobakterija
smanjene osjetljivosti na karbapeneme, sve do 2005. godine, bila iznimno niska (4, 8). U
ovom periodu, vecéina je sluajeva smanjene osjetljivosti na karbapeneme zabiljezena u vrste
K. pneumoniae i predstavnika roda Enterobacter. Nasumi¢na pojavnost rezistencije na
karbapeneme bila je malog dosega i uglavnom je proizlazila iz mutacija koje su rezultirale
smanjenom propusno$céu i otezanom penetracijom karbapenema u bakterijsku stanicu (4).
Smanjena koncentracija karbapenema u bakterijskoj stanici, u kombinaciji s proizvodnjom
enzima ESBL i/ili AmpC, dovodi do pojave smanjene osjetljivosti na karbapeneme pri cemu
gubitak antibakterijske aktivnosti ertapenema najvise dolazi do izrazaja (4). Sporadi¢na
pojavnost i ograni¢eno Sirenje vrlo vjerojatno se javljaju kao posljedica smanjene
kompetitivnosti prouzrokovane negativnim uc¢inkom gubitka funkcionalnih porinskih kanala
(4, 8).

Karbapenemaze, beta-laktamaze koje efikasno hidroliziraju karbapeneme, prepoznate
su kao globalni problem 15-ak godina nakon uvodenja karbapenema u klinicku praksu.
Rezistencija na karbapeneme u enterobakterija koja se javlja kroz proizvodnju karbapenem-
hidrolizirajucih beta-laktamaza od veceg je znacaja jer plazmidni smjestaj gena koji kodiraju
karbapenemaze omogucuje horizontalno Sirenje rezistencije, pojavnost izolata koji proizvode
karbapenemaze nije nasumicna i nestabilna, a $irenje je Cesto klonskog karaktera (4).
Proizvodnja plazmidnih karbapenemaza prvi je puta opisana krajem 1980-ih godina u Japanu,

u izolatu Pseudomonas aeruginosa (22). Sirenje enterobakterija koje proizvode



karbapenemazu IMP diljem Japana uslijedilo je nedugo nakon prvog opisa. lako je rasirenost
enterobakterija s genom blayup tokom vremena poprimila globalne razmjere, njihova je
prevalencija ostala vrlo niska, a endemski su karakter zadrzale samo na podrucju Japana i
Tajvana (23).

Era karbapenemaza zapocinje krajem 1990-ih godina. U Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama (SAD) su 1996. godine opisani prvi izolati K. pneumoniae koji proizvode KPC
(eng. “Klebsiella pneumoniae carbapenemase®, KPC), a ve¢ 1997. godine u Italiji je opisana
proizvodnja karbapenemaze VIM-1 (eng. ,,Verona Integron-encoded metallo-beta-lactamase®,
VIM), u izolatu P. aeruginosa (4, 24).

Prvi izolati K. pneumoniae koji su proizvodili beta-laktamazu KPC opisani su u
Sjevernoj Karolini, nakon ¢ega se KPC-produciraju¢a K. pneumoniae ubrzano siri diljem
istoéne obale SAD-a zahvaljujuc¢i klonskom $irenju K. pneumoniae klonskog tipa ST258 (4,
25). Do 2006. godine KPC-produciraju¢a K. pneumoniae prosirila se diljem SAD-a, a Sirenje
je zabiljezeno u Izraelu, Grékoj, Italiji, Svedskoj, Norveskoj, Poljskoj, Kini, Brazilu, JuZnoj
Koreji i Kanadi nakon ¢ega su uslijedili opisi iz drugih zemalja diljem svijeta (4, 8, 26). Prvi
slu¢aj KPC-produciraju¢e K. pneumoniae opisan je u Hrvatskoj 2011. godine u studiji
Bedeni¢ i suradnika iz 2012. godine (27). Gen blakpc-, detektiran je u K. pneumoniae
klonskog tipa ST37, no nije bio odgovoran za daljnje sirenje gena blakpc-, U Hrvatskoj (27,
28).

Od otkric¢a karbapenemaze VIM u Italiji, ubrzo su uslijedili opisi izolata iz drugih
europskih drzava. 2003. godine VIM-producirajuce enterobakterije po€inju se Siriti Grckom, a
nedugo zatim, opisane su bolni¢ke epidemije u Spanjolskoj i sporadi¢ni slu¢ajevi u ostatku
Europe koji su uglavnom bili povezani s uvozom VIM-1 i VIM-2 producirajué¢ih K.
pneumoniae iz Grcke (4). Sporadi¢na pojava VIM-1 izolata enterobakterija u Hrvatskoj biljezi
se od 2007. godine, a prva bolnicka epidemija VIM-1-producirajucih E. cloacae opisana je u
KBC Split 2012. godine (29).

Dok je svjetska pozornost bila usmjerena na Sirenje enterobakterija koje proizvode
karbapenemaze VIM i KPC, tiha epidemija izazvana enterobakterijama koje proizvode
karbapenemazu OXA-48 (eng. ,,oxacillinase-48*“, OXA-48) uzima sve veci zamah. Ova,
ponesto drugacija karbapenemaza suptilnijeg djelovanja, prvi je puta opisana u Turskoj, u
izolata K. pneumoniae. U pocetku je Sirenje enterobakterija s genom blapxa-4g bilo ograni¢eno
na Bliski istok i Sjevernu Afriku, no od 2007. godine opisuju se prvi sluc¢ajevi u Europi:
Belgiji, Irskoj, Francuskoj, Spanjolskoj i Nizozemskoj (30). U Italiji je $irenje OXA-48-

producirajué¢ih enterobakterija jednim djelom uzrokovano migracijom izbjeglica iz Sjeverne



Afrike, poglavito onih iz Libije (31). Uskoro je Sirenje OXA-48-producirajucih
enterobakterija zahvatilo cijelo Sredozemlje i ostatak Europe (30). OXA-48-producirajuca K.
pneumoniae pojavila se u Hrvatskoj u drugoj polovici 2012. godine, a izolati K. pneumoniae
koji su identificirani u ranoj fazi Sirenja karbapenemaze OXA-48 u Hrvatskoj opisani su u
znanstvenom radu Jeli¢ i suradnika (32) koji je objavljen u sklopu ovog rada.

Od 2008. godine, enterobakterije koje proizvode karbapenemazu NDM-1 (eng. ,,New
Delhi metallo-beta-lactamase®, NDM) sve se ¢esce opisuju u Europskim zemljama, uglavnom
u kontekstu migracija i putovanja vezanih uz Indijski potkontinent (4). lzolati enterobakterija
koje proizvode NDM prvotno su opisani u Ujedinjenom Kraljevstvu, Belgiji, Francuskoj,
Norveskoj i Svedskoj. Slugajevi uvoza opisani su u Australiji, Kanadi, Japanu i SAD-U i
vezani su uz pacijente koji su prethodno bili hospitalizirani u Indiji, Pakistanu i BangladeSu
(2, 8). Prvi sluéaj K. pneumoniae koja proizvodi NDM-1 u Hrvatskoj zabiljezen je 2009.
godine (33).



1.3. KARBAPENEMI

Karbapenemi su najmocnija klasa beta-laktamskih antibiotika koji se, zbog
djelotvornosti i otpornosti na hidroliti¢ko djelovanje enzima ESBL i beta-laktamaza AmpC,
koriste kao antibiotici posljednje linije obrane u lije¢enju infekcija uzrokovanih visestruko
rezistentnim enterobakterijama (11). Okosnica su empirijske terapije u lije¢enju teskih
infekcija poput bolnic¢kih upala pluéa, teskih infekcija mokra¢nog sustava i intraabdominalnih
infekcija, febrilne neutropenije, sepse, koznih infekcija, meningitisa 1 komplikacija izazvanih
cisticnom fibrozom. Karakterizira ih Sirok spektar djelovanja koji podjednako obuhvaca
Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije, a zbog sve vece prevalencije rezistencije na
peniciline, cefalosporine, fluorokinolone i aminoglikozide, njihova primjena u klini¢koj
praksi posljednjih dvadesetak godina postaje sve ucestalija (34).

Kao i ostali beta-laktamski antibiotici, okosnicu karbapenema ¢ini Cetveroclani beta-
laktamski prsten koji je sa sekundarnim, petero¢lanim tiazolidinskim prstenom, spojen preko
atoma dusika i susjednog tetrahedralnog ugljikovog atoma (35). Karbapenemi strukturno
nalikuju penicilinima, od kojih se prvenstveno razlikuju u strukturi sekundarnog prstena, u
kojem je atom sumpora supstituiran atomom ugljika na poziciji 1 1 po prisutnosti nezasi¢ene
veze izmedu ugljikovih atoma na pozicijama 2 i 3 (Slika 1.) (34). Razlike medu
karbapenemima proizlaze iz strukture bo¢nih lanaca vezanih za okosnicu. Bo¢ni lanci
karbapenema najvise doprinose njihovom antibakterijskom djelovanju i zasluzni su za
stabilnost i otpornost na hidrolizu. Otpornost na hidrolizu beta-laktamazama postignuta je
supstitucijom atoma sumpora na poziciji C1. Uz navedeno, otpornosti doprinosi i
hidroksietilna grupa na polozaju 6, te trans konfiguracija veze u beta-laktamskom prstenu
izmedu C5 i C6 (Slika 1.) (11). R konfiguracija na C8 doprinosi vecoj potenciji karbapenema,
dok je pirolidinska skupina ertapenema, meropenema i doripenema odgovorna za Sirok
spektar antibakterijskog djelovanja. U isto vrijeme, struktura bo¢nih lanaca uzrokuje i
odredenu funkcionalnu nestabilnost. Velik broj karbapenema nije usao u klini¢ku upotrebu
zbog nestabilnosti i to je jedan od glavnih razloga zasto imaju najmanji broj predstavnika od
svih beta-laktamskih antibiotika (Slika 1., Slika 2.) (34).

Kao i svi drugi beta-laktamski antibiotici, karbapenemi se vezu i acilacijom inhibiraju
tzv. ,,proteine koji vezu penicilin“ (eng ,,penicillin-binding proteins*, PBP). PBPi uglavnom
spadaju u transpeptidaze, enzime koji su kljucni za elongaciju i umrezavanje peptidoglikana u

stani¢noj stjenci Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija. Inhibicijom PBPa



onemogucuje se izgradnja stani¢ne stjenke $to dovodi do nakupljanja oStecenja, lize i smrti

bakterijske stanice (34).
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Slika 1. (A.) Okosnice penicilina, cefalosporina i karbapenema. (B.) Trans konfiguracija C5-C6 veze
karbapenema povecava antimikrobnu uc¢inkovitost. (C.) Pirolidinski prsten doprinosi stabilnosti i antimikrobnom
spektru karbapenema. (D.) R konfiguracija hidroksietilne skupine pove¢ava antimikrobnu u¢inkovitost
karbapenema.

Karbapenemi se velikim afinitetom vezu za Sirok spektar PBPa. Imipenem se najveé¢im
afinitetom veze za PBP2, PBPlai 1b, dok je afinitet vezanja za PBP3 vrlo nizak. Meropenem
se velikim afinitetom veZe za PBP2, 3 1 4 dok se ertapenem s najve¢im afinitetom veze za
PBP2 i 3 u vrste E. coli, te za PBP1a, 1b, 4 i1 5 (34). Od svih beta-laktamskih antibiotika,
karbapenemi najefikasnije ispoljavaju antibakterijsko djelovanje na Gram-negativnim
bakterijama. Da bi do njega uopc¢e moglo do¢i kod Gram-negativnih bakterija, moraju pro¢i
kroz vanjsku membranu kako bi dosli do periplazmatskog prostora u kojemu se odvija sinteza
peptidoglikana. Karbapenemi zbog svoje strukture ne mogu slobodno difundirati kroz vanjsku
membranu, ve¢ njihova penetracija ovisi o prolasku kroz transmembranske kanale vanjske
membrane tzv. porinske kanale. Relativno lak prolazak kroz porinske kanale, visok afinitet
vezanja za PBPe i otpornost na hidrolizu ESBL enzimima i beta-laktamazama AmpC razlozi

su zaSto karbapenemi posjeduju tako Sirok spektar aktivnosti u odnosu na ostale antibiotike
(11).
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Tienamicin, prvi opisani predstavnik karbapenema, otkriven je 1976. godine. lako je
bio antibiotik Sirokog spektra djelovanja, otporan na hidroliti¢ko djelovanje beta-laktamaza,
bio je podlozan alkalnoj hidrolizi i nestabilan u vodenim otopinama. Imipenem je stabilniji N-
formimidoil polusintetski derivat tienamicina koji je u klini¢ku praksu uveden 1985. godine.
Imipenem i njegov bliski srodnik panipenem zadrzali su pozitivne aspekte tienamicina, no
podlozni su deaktivaciji bubreznom dehidropeptidazom-I (DHP-I) zbog ¢ega se moraju davati
zajedno u formulaciji s cilastatinom, inhibitorom DHP-1 (11). S vremenom su razvijeni novi
oblici karbapenema poput ertapenema, meropenema i doripenema. Zbog dodatka metilne
skupine na poziciji C1 postali su otporniji na deaktivaciju s DHP-I, a pirolidinska skupina na
C2 omogucuje im Siri spektar djelovanja. Svi dostupni karbapenemi imaju vrlo nisku
bioraspolozivost ukoliko se uzimaju oralno zbog slabe gastrointestinalne apsorpcije. Svi se
karbapenemi primjenjuju intravenozno, dok se imipenem-cilastatin i ertapenem mogu
aplicirati intramuskularno. Kao i svi drugi beta-laktamski antibiotici, izlu¢uju se renalnom
ekskrecijom. Sigurnosni profil karbapenema sli¢an je onom ostalih beta-laktamskih
antibiotika, a u nekim je aspektima i povoljniji. Najucestalije nuspojave su proljev, mucnina i
povracanje. Konvulzivni napadaju mogu¢i su pri ve¢ima dozama, u pacijenata s bubreZznom

disfunkcijom ili ozljedama centralnog ziv€anog sustava (11, 35).
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Slika 2. Strukturni prikaz karbapenemskih antibiotika.

1.4. OTPORNOST ENTEROBAKTERIJA NA KARBAPENEME

Sve cesca primjena karbapenema u lijecenju infekcija uzrokovanih viSestruko
rezistentnim enterobakterijama rezistentnim na cefalosporine proSirenog spektra neminovno
je rezultirala pojavom i $irenjem rezistencije na karbapeneme (8). Pojava rezistencije na
karbapeneme u enterobakterija moze se ispoljiti kroz proizvodnju karbapenemaza ili se moze
javiti kroz kombinirano djelovanje beta-laktamaza slabe karbapenemazne aktivnosti u
uvjetima smanjene koncentracije karbapenema (4, 36, 37). Zbog navedenog, u znanstvenoj
literaturi se Cesto javljaju termini poput ,,enterobakterije rezistentne na karbapeneme*
(,,carbapenem-resistant Enterobacteriaceae* ,CRE), ,,enterobakterije smanjene osjetljivosti na
karbapeneme* (,,carbapenem-non-susceptible Enterobacteriaceae®, CNSE) i ,,enterobakterije
koje proizvode karbapenemaze* (,,Carbapenem-producing Enterobacteriaceae“, CPE).
Pojmovi ,,enterobakterije rezistentne na karbapeneme* 1 ,,enterobakterije smanjene osjetljivost
na karbapeneme* odnose se na sve enterobakterije koje su rezistentne ili pokazuju smanjenu
osjetljivost na karbapeneme neovisno o tome proizvode li karbapenemaze. S obzirom na to da

o€ito postoji preklapanje u terminologiji, vazno ih je razlikovati jer CRE i CNSE opisuju
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fenotip, dok CPE implicira mehanizam rezistencije koji se temelji na proizvodnji

karbapenemaza (4, 15).

1.4.1. OTPORNOST NA KARBAPENEME MEHANIZMIMA KOJI NE UKLJUCUJU
PROIZVODNJU KARBAPENEMAZA

Mehanizmi koji ne ukljucuju proizvodnju karbapenemaza odnose se na proizvodnju
ESBL enzima i beta-laktamaza AmpC u uvjetima smanjene koncentracije karbapenema u
bakterijskoj stanici. Proizvodnja ESBL enzima uglavnom je posljedica stjecanja plazmida koji
posjeduje gen blagsg,, dok se rezistencija na karbapeneme izazvana beta-laktamazom AmpC
uglavnom javlja kao posljedica hiperekspresije kromosomskog gena blaampc. Obje vrste beta-
laktamaza vrlo slabo hidroliziraju karbapeneme, no u kombinaciji sa smanjenom propusnosti
vanjske membrane enterobakterija dovode do razvoja rezistencije na karbapeneme (23).
Karbapenemi u periplazmatski prostor dospijevaju putem porinskih kanala, zbog ¢ega sve
promjene vezane uz te transmembranske strukture imaju direktan utjecaj na koncentraciju
karbapenema u bakterijskoj stanici. Na koncentraciju karbapenema u bakterijskoj stanici
utjecu i tzv. efluks pumpe (eng. ,.efflux pump) koje povec¢anom aktivnoscéu, odnosno
hiperprodukcijom mogu uzrokovati smanjenje njihove koncentracije. Mutacije u genima koji
kodiraju PBPe mogu doprinijeti razvoju rezistencije na karbapeneme, no to je mehanizam Kkoji
tek u manjoj mjeri doprinosi ukupnoj pojavnosti rezistencije (23). lako je vanjska membrana
enterobakterija relativno nepropusna, prozeta je transmembranskim proteinima (eng. “outer
membrane protein“, OMP) koji omogucuju asimiliaciju nutrijenata te izlu¢ivanje metabolita i
toksina (38). S obzirom na strukturu, OMP-ovi mogu biti lipoproteini koji su usidreni u
fosfolipidni dvosloj ili su integralni membranski proteini koji imaju ulogu hidrofilnih
transmembranskih pora (Slika 3.). Ovi transmembranski kanali mogu biti nespecifi¢ni, te
difuzijom propustati hidrofilne spojeve ili pak mogu specificno propustati samo odredene
spojeve. Konsenzus je da se nespecifi¢ni transmembranski kanali zovu porini (38). Veéina
studija na porinskim kanalima provedena je na enterobakterijama poput E. coli, K.
pneumoniae i Enterobacter spp. U svih je navedenih vrsta otkriven velik broj porina, no kod
vecéine su samo dva dominantna. U vrste E. coli radi se o porinima OmpF i OmpC, u vrste K.
pneumoniae se najvise isti¢u porini OmpK35 i OmpK36, dok su OmpC i ompF dominantni
porini u vrste E. cloacae (38-41). Smanjena propusnost vanjske membrane moze se javiti kao

posljedica mutacija u genima koji kodiraju proteine porinskih kanala ili u genima Kkoji
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reguliraju njihovu ekspresiju. Mutacije strukturnih gena mogu uzrokovati smanjenu
funkcionalnost porinskih kanala ili pak potpuni gubitak funkcije (42). Mutacije u
regulacijskim genima mogu rezultirati smanjenjem razine ekspresije gena koji kodiraju
porinske kanale §to pak rezultira smanjenjem sinteze ili potpunim gubitkom porinskih kanala
(42) .

Efluks pumpe Gram-negativnih bakterija, poglavito one iz porodice RND (,,eng.
Resistance-nodulation-division®), imaju vaznu ulogu u razvoju ste¢ene i intrinzic¢ke
rezistencije na Sirok spektar razli¢itih klasa antibiotika (43). Najpoznatija efluks pumpa u
enterobakterija zasigurno je tripartitni sustav AcrAB-TolC. Ovaj je sustav vrlo dobro opisan u
enterobakterija E. coli, K. pneumoniae i Enterobacter spp. (44, 45). AcrAB kodiraju geni
operona acrRAB. U spomenutom operonu, acrR je represor dok acrA i acrB kodiraju
periplazmatske lipoproteine koji zajedno ¢ine strukturu veli¢ine 40 kDa (44, 46) (Slika 3.).
Efluks pumpe MDR (eng, ,,Multidrug resistance”, MDR) poput AcrAB-TolC imaju aktivnu
ulogu u razvoju rezistencije enterobakterija na Sirok spektar lipofilnih i amfifilnih spojeva
poput boja, deterdZenata i razli€itih toksina. Uz navedeno, ove su strukture odgovorne za
pojavu rezistencije na tetracikline, kloramfenikol, fluorokinolone, eritromicin i razli¢ite beta-
laktame (43, 45). lako se efluks pumpe veZzu uz pojavu rezistencije na beta-laktamske
antibiotike, $to je posebice vidljivo u cefoksitina, iz rezultata dosadasnjih istraZzivanja efluks

pumpe nisu prepoznate kao klju¢an ¢imbenik u razvoju rezistencije na karbapeneme (40, 44).
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Slika 3. Shematski prikaz grade stani¢ne stjenke enterobakterija i membranskih struktura ukljuéenih u regulaciju
propusnosti bakterijske stanice. Slika preuzeta iz Mayers i suradnika (47), uz preinake.
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Iako ne postoji precizna definicija ESBL enzima, ovu skupinu enzima Cine sve beta-
laktamaze iz Amblerove klase A koje hidroliziraju peniciline, cefalosporine prve, druge i
tree generacije, te aztreonam pri ¢emu ih inhibiraju klasi¢ni inhibitori beta-laktamaza poput
klavulanske Kkiseline (14). ESBL su heterogena skupina enzima koji medusobno dijele od 20
do vise od 99% sli¢nost. Prvi opisani ESBL enzimi bile su varijante beta-laktamaza TEM-1/2
I SHV-1 ¢iji se prosireni spektar aktivnosti javio kao posljedica nekolicine mutacija (14, 48).
Danas je poznato vise od 130 ESBL varijanti beta-laktamaza TEM i SHV, ve¢ina ih
hidrolizira ceftazidim, dok samo manji udio hidrolizira i cefotaksim. lako su TEM i SHV
ESBL varijante beta-laktamaze prve opisane, u ESBL enzime ubrajaju se i ceftazidimaze
PER, VEB, TLA-1 i GES te cefotaksimaze SFO-1, BES-1 i CTX-M. Beta-laktamaze CTX-M
su najrasireniji ESBL enzimi. Prvi puta su opisane u drugoj polovici 1980-ih godina, no
dramaticno Sirenje uoceno je tek nakon 1996 (48).

Zarazliku od ESBL enzima, beta-laktamaze AmpC hidroliziraju cefalosporine trece
generacije, no ne inhibira ih klavulanska kiselina. Bakterijske vrste poput E. cloacae prirodno
sintetiziraju kromosomski kodirane, inducibilne beta-laktamaze AmpC, a rezistencija na
cefalosporine trece generacija javlja se kao posljedica pojave mutanata koji konstitutivno
hiperproduciraju ovaj enzim (14). Uz narusenu regulaciju ekspresije gena kromosomski
kodirane beta-laktamaze AmpC, proizvodnja ovih enzima u enterobakterija povezuje se i sa
stjecanjem plazmidnih varijanti ovih enzima. Ve¢ina plazmidnih varijanti gena blaampc U
enterobakterija detektirana je u vrsta E. coli i K. pneumoniae. Plazmidne varijante beta-
laktamaze AmpC nastale su mobilizacijom kromosomskih AmpC iz vrsta E. cloacae, C.
freundii, M. morganii i Hafnia alvei (49).

Rezistencija na karbapeneme koja se ispoljava kroz mehanizme koji ne ukljucuju
proizvodnju karbapenemaza slabije je izraZena i uglavnom se manifestira kao rezistencija na
ertapenem (40, 50). Smanjenje propusnosti, a time i smanjenje koncentracije aktivne tvari u
bakterijskoj stanici posljedica je gubitka porinskih kanala kroz smanjenje funkcionalnosti ili
kroz opceniti gubitak gena koji kodiraju porinske kanale (26). Smatra se da je ovakav
mehanizam ujedno nepovoljan i po samu bakterijsku stanicu jer se smanjenjem propusnosti
narusava proces asimilacije hranjivih tvari i ekstrakcije metabolita ¢ime se direktno utjeCe na
kompetitivnost mutanata (4, 8). Zbog navedenog, smatra se da se ovakav vid rezistencije na
karbapeneme javlja rijetko 1 sporadicno jer smanjena kompetitivnost mutanata negativno
utjeCe na njihov epidemijski potencijal (51). U isto vrijeme, ovakva rezistencija je Cesto

nestabilna i u nekoliko je navrata opisan njen reverzibilni karakter (8).
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1.4.2. OTPORNOST NA KARBAPENEME POSREDOVANA PROIZVODNJOM
KARBAPENEMAZA

Kao sto je to slucaj i s ostalim beta-laktamskim antibioticima, najefikasniji i
najdominantniji mehanizam rezistencije na karbapeneme u enterobakterija bazira se na
proizvodnji beta-laktamaza (52). Ste¢ene karbapenemaze su velika grupa strukturno
raznolikih enzima u ¢iji hidroliticki spektar spada velik broj razli¢itih beta-laktamskih
antibiotika (53). lako su ove beta-laktamaze poznatije pod imenom ,,karbapenemaze®,
karbapenemi zapravo €ine samo jedan dio hidrolitickog spektra ovih enzima. Karbapenemaze
hidroliziraju gotovo sve poznate beta-laktamske antibiotike i uglavnom su otporne na
djelovanje klasi¢nih inhibitora beta-laktamaza. lako naziv ,,karbapenem-hidrolizirajuce beta-
laktamaze* bolje opisuje ovu skupinu enzima, termin ,,karbapenemaza“ ostao je uvrijeZzen u
znanstvenoj literaturi (24).

Zbog sirokog spektra djelovanja i plazmidne prirode karbapenemaze predstavljaju
mnogo veci problem s epidemioloskog stajalista (12). U slucaju karbapenemaza, rezistencija
na karbapeneme ne javlja se kao posljedica sinergijskog djelovanja nekoliko nestabilnih
mehanizama rezistencije ograni¢enog dosega, ve¢ se radi 0 vrlo efikasnim enzimima.
Rezistencija enterobakterija koje proizvode karbapenemaze nije ograni¢ena samo na
ertapenem, te su u ve¢oj ili manjoj mjeri obuhvaceni svi karbapenemi (4, 36). Epidemiologija
enterobakterija koje proizvode karbapenemaze uvelike se razlikuje od epidemiologije
enterobakterija koje proizvode ESBL enzime. Primarna razlika lezi u klonskoj prirodi Sirenja
karbapenemaza $to se nedvojbeno moze vidjeti u slucaju enzima KPC, te donekle u slu¢aju
karbapenemaza VIM i NDM (36, 54). U sluc¢aju ESBL-producirajucih enterobakterija,
klonsko Sirenje gena rezistencije igra sporednu ulogu, a glavni pokreta¢ Sirenja rezistencije je
horizontalni prijenos gena medu bakterijama iste ili razli¢itih vrsta (55). Geni koji kodiraju
karbapenemaze, u usporedbi s genima blagsg, pronadeni su na puno manjem broju razli¢itih
plazmida i ostalih pokretnih genetickih elemenata. Iz ovoga se moze zakljuciti da, u slucaju
karbapenemaza, postoji puno izrazenija sprega klonskog Sirenja i horizontalnog prijenosa
gena koji kodiraju karbapenemaze (25, 55, 56). Plazmidni kontekst karbapenemaza nije bitan
samo iz epidemioloske perspektive. Geni koji kodiraju karbapenemaze u vecini su slucajeva
povezani s plazmidima koji nose gene rezistencije na velik broj drugih klasa antibiotika.
Prisutnost ovakvih plazmida u bakterijskoj stanici ¢esto uzrokuje pojavu visestruko
rezistentnog fenotipa, kojeg uz rezistencije na karbapeneme, odnosno beta-laktame,

karakterizira rezistencija na aminoglikozide, tetracikline, kloramfenikol, sulfonamide,
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trimetoprim, kinolone itd. (57). Visestruko rezistentan fenotip enterobakterija koje proizvode
karbapenemaze suzava izbor djelotvornih antibiotika u lije¢enju infekcija i nedvojbeno podize
stopu mortaliteta (53).

Iako karbapenemaze hidroliziraju karbapeneme, njihov hidroliticki spektar nije
uniforman. Cesta je pojava da izolati koji proizvode karbapenemaze prikazuju varijabilan
profil rezistencije na karbapeneme koji se krec¢e u rasponu od osjetljivog do rezistentnog (58).
Navedena varijabilnost primijecena je i medu izolatima koji proizvode istu karbapenemazu.
Izolati koji proizvode karbapenemazu OXA-48 uglavnom imaju najnize vrijednosti
minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) karbapenema, slijede metalo-beta-laktamaze te
na posljetku KPC-producirajuéi izolati, koje karakteriziraju najveée MIK vrijednosti (52).
Niska razina rezistencije na karbapeneme, koja ponekad granici s osjetljivosc¢u, Cesta je
pojava u izolata enterobakterija i primijecena je u slucaju svih karbapenemaza u vrste K.

pneumoniae.
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1.5. KLASIFIKACIJA KARBAPENEMAZA

Smatra se da su beta-laktamaze nastale evolucijom iz PBPa (10). Pretpostavka se
bazira na ¢injenici da PBPi i beta-laktamaze dijele odredenu sli¢nost s obzirom na
konzerviranu strukturu aktivnog mjesta i tercijarnu strukturu enzima. Pretpostavlja se da su
neki PBPi, zbog nasumic¢nih mutacija, brze od drugih PBPa vrsili deacilaciju i uklanjali beta-
laktame iz aktivnog mjesta. Takvi enzimi su pruzali kompetitivnu prednost bakterijama pod
selekcijskim pritiskom beta-laktamskih antibiotika. S vremenom je proces deacilacije postajao
sve efikasniji, te su se takvi PBPi specijalizirali za hidrolizu beta-laktama, no izgubili su
primarnu funkciju u sintezi peptidoglikana. Gubitkom primarne uloge nestala je i potreba da
budu vezani za stani¢nu stjenku. Smatra se da PBPi postoje skoro od kako postoje bakterije,
odnosno bakterijska stani¢na stjenka. Beta-laktamaze se javljaju puno kasnije, najvjerojatnije
nakon formiranja metaboli¢kih procesa ukljucenih u sintezu beta-laktamskih spojeva, no puno
prije upotrebe beta-laktamskih antibiotika u klini¢koj praksi. Veéina beta-laktama u prirodnim
uvjetima dospijeva u tlo iz aktinomiceta i ostalih bakterija (47). Oc¢ito je da bakterije koje Zive
u takvom okoli$u imaju odredenu kompetitivnu i evolucijsku prednost nad bakterijama koje
ne proizvode beta-laktamaze. Vecina ,,penicilinaza‘“ otkrivenih 1940-ih godina izolirana je iz
bakterija tla kao $to su Nocardia spp., Streptomyces spp. i Bacillus spp.. Evolucija beta-
laktamaza uzela je maha tek u zadnjih 60 godina. Dolazi do diverzifikacije i specijalizacije za
pojedine beta-laktamske antibiotike §to se posebno dobro vidi kroz gubitak homologije unato¢
tome $to je tercijarna struktura skoro svih beta-laktamaza ostala konzervirana (10, 47).

Velika $arolikost enzimskih karakteristika beta-laktamaza dugo je vremena izazivala
poteskoce u njihovoj klasifikaciji (59). Beta-laktamaze se Klasificiraju na temelju dva
kriterija: funkcionalnih karakteristika i primarne strukture (59). Funkcionalna klasifikacija
beta-laktamaza bazira se na kinetickim parametrima hidrolitickih enzimskih reakcija, te
supstratnom 1 inhibicijskom profilu. U obzir se takoder uzimaju parametri poput molekulske
mase enzima i izoelektri¢nih karakteristika (59). Funkcionalnom klasifikacijom obuhvacene
su 4 glavne skupine beta-laktamaza (10, 60).

Shemu funkcionalne karakterizacije predloZila je Karen Bush 1 suradnici 1989.
godine,a do 1995. godine ovakvom je shemom klasificirano vise od 190 enzima. Zadnja
preinaka ovog klasifikacijskog sustava izvrSena je 2010 kojom se u obzir pocela uzimati i
primarna struktura enzima (24, 59).

Klasifikacijsku shemu baziranu na primarnoj strukturi beta-laktamaza prvi je puta

predlozio Ambler 1980. godine. Ovakva klasifikacija svrstava beta-laktamaze u 4 osnovne
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klase: A, B, C i D. Beta-laktamaze klasa A, C i D su enzimi ¢iji se hidroliticki mehanizam
bazira na serinu u aktivnom mjestu. Klasu B, tzv. metalo-beta-laktamaze, ¢ine enzimi u ¢ijem
se aktivnom mjestu nalazi jedan ili dva cinkova iona. S obzirom na broj cinkovih iona,
konfiguraciju aktivnog mjesta i primarnu strukturu, metalo-beta-laktamaze dijele se na
podgrupe B1, B2 i B3 (61). Iako dijele slican mehanizam, klase A, C i D beta-laktamaza
karakterizira velika strukturna raznolikost (59).

Funkcionalna klasifikacija puno je preciznija jer u obzir uzima funkcionalne parametre
enzima, no klasifikacija po Ambleru se puno ¢esce koristi zbog svoje jednostavnosti, te ¢e se
zbog toga koristiti i u ovom radu. Karbapenemaze su prema funkcionalnoj klasifikaciji
razvrstane u 3 funkcionalne skupine, odnosno 3 Amblerove klase. Klasifikacija klinicki

najznacajnijih karbapenemaza i njihov spektar hidrolize beta-laktamskih antibiotika prikazani

su na slici 4.
Amblerova Penicilini Cefalosporini 1.1 2. Cefalosporini 3.i4. Beta-laktami + Karbapenemi
klasa generacije generacije inhibitori beta-
laktamaza

KPC, IMI, GES

A
VIM, IME, NDM

B
OXA-48

D

Slika 4. Hidroliticki spektar karbapenemaza iz Amblerovih klasa A, B i D.

1.5.1. KARBAPENEMAZE AMBLEROVE KLASE A

Serinske karbapenemaze klase A spadaju u funkcionalnu skupinu 2f. lako su otkrivene
pocetkom osamdesetih godina, njihova pojavnost u enterobakterijama sve do kraja 1990-ih
godina ima sporadi¢an karakter (36). U navedenom periodu, spomenute se karbapenemaze
uglavnom detektiraju u enterobakterija E. cloacae, S. marcescens i Klebsiella spp. u sklopu
vrlo ograni€enih epidemija ili pojedinac¢nih slucajeva. Najznacajniji predstavnici ove klase su
KPC, GES, NMC, IMI i SME. Geni blakpc i blages lokalizirani su na plazmidima, dok geni
koji kodiraju NMC, IMI i SME leze na bakterijskom kromosomu (24). Sve karbapenemaze

klase A hidroliziraju Sirok spektar beta-laktama, poglavito peniciline, cefalosporine,
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aztreonam i karbapeneme. U vecoj ili manjoj mjeri njihovu hidroliti¢ku aktivnost inhibiraju
klavulanska kiselina i tazobaktam zbog ¢ega su smjestene u funkcionalnu skupinu 2f (24, 36).
Smatra se da nastanak karbapenemaza iz klase A nije direktna posljedica klinicke

primjene karbapenema, ve¢ da je ona samo okidac koji je omogucio njihovo daljnje Sirenje.
Prvi izolat S. marcescens koji je proizvodio SME-1 opisan je 1982. godine, 3 godine prije
uvodenja imipenema, prvog karbapenema, u klinicku praksu. Smatra se da ovi enzimi biljeze
svoju prisutnost u bakterijama iz vremena davno prije klini¢ke upotrebe karbapenema, te da
su se javili kao odgovor na prirodne varijante karbapenema koje sintetiziraju neke bakterije

tla. Primjer takve bakterije je Streptomyces cattleya koja prirodno sintetizira tienamicin ¢iji je

derivat upravo imipenem (54, 62).

1.5.1.1. PLAZMIDNE KARBAPENEMAZE AMBLEROVE KLASE A

Beta-laktamaze KPC su trenutno klini¢ki najznacajnije karbapenemaze iz Amblerove
klase A (54). KPC karbapenemaze hidroliziraju sve klase beta-laktamskih antibiotika, no s
najvecom efikasnos$cu hidroliziraju nitrocefin, cefalotin, cefaloridin, benzilpenicilin, ampicilin
1 piperacilin. Hidroliticka aktivnost spram imipenema, meropenema, cefotaksima i
aztreonama je 10 puta manja u usporedbi s penicilinima i cefalosporinima prve generacije
(24). Hidroliza cefoksitina i ceftazidima je slaba, no detektabilna. Inhibicija ovog enzima
klavulanskom kiselinom i tazobaktamom slabije je izraZena za razliku od ostalih
karbapenemaza iz ove skupine (36). Karbapenemaza KPC prvi puta je opisana 1996. godine u
SAD-u, u izolata K. pneumoniae, nakon ¢ega je uslijedilo njihovo globalno Sirenje (25). Do
sada su opisane 24 varijante ovog enzima (36). Dvije najznacajnije varijante su KPC-2 i KPC-
3 koje se medusobno razlikuju u samo jednom aminokiselinskom ostatku. Prisutnost gena
blakec uglavnom se opisuje u izolata vrste K. pneumoniae, no njegova prisutnost zamijecena
jeiuE. coli, C. freundii, S. marcescens i Enterobacter spp. (36). Od svih karbapenemaza iz
Amblerove klase A, odnosno funkcionalne skupine 2f, karbapenemaze KPC ima najveéi
potencijal Sirenja zbog plazmidne lokaliziranosti gena blakpc 1 ¢injenice da se uglavnom
povezuje s vrstom K. pneumoniae koja je poznata po tome §to s lakoc¢om, horizontalnim
prijenosom, akumulira $irok spektar gena rezistencije, no ujedno ih vrlo lako siri (24). Uz
rezistenciju na beta-laktamske antibiotike, plazmidi koji nose gene blakpc Cesto nose gene za
rezistenciju na kinolone, aminoglikozide, tetracikline, trimetoprim i sulfonamide zbog ¢ega su
KPC izolati ¢esto viSestruko rezistentni ili ¢ak pan rezistentni (36). 1zazov ujedno predstavlja

Sirenje visoko rizi¢nim epidemijskim klonom ST258 (36, 54). lako je ST258 dominantan
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klon, prisutnost gena blakpc opisana je i u ostalim klonovima vrste K. pneumoniae (36). Izvan
Europe, prisutnost KPC-producirajuéih enterobakterija poprimila je endemski karakter u
nekim drzavama SAD-a, Kolumbiji, Argentini, a ¢esta pojavnost biljezi se u Meksiku i
Portoriku (36). Doseg Sirenja enterobakterija koje proizvode KPC u Aziji nije u potpunosti
poznat, no zna se da su neke regije Kine postale endemicne. S druge strane opisi KPC izolata
iz Indije su vrlo rijetki (54). Izrael je takoder prepoznat kao endemska drzava u kojoj se Cesto
opisuju bolni¢ke infekcije, no poznato je i nekoliko slucajeva u kojima je dokazan
izvanbolnicki prijenos. U Europi, izvje$¢a o izolatima u kojih je detektiran gen blakpc dolaze
odasvud, no uglavnom su povezani s uvozom iz endemskih drzava. Europske zemlje u kojima
je prisutnost enterobakterija koje proizvode KPC poprimila endemski karakter su Gréka i
Italija (54) (Slika 5.).

[ Nema zabiljezenih slucajeva *

Sporadicni slucajevi

:' Bolnicka epidemija u jednoj ustanovi
:| Sporadicne bolnicke epidemije
:I Regionalno Sirenje

[ Sirenje na razini drzave
- Endemski karakter

fZ///,‘;{} Nepouzdani podatci
- Nema podataka

] Nije uklju¢eno

Slika 5. Pojavnost KPC-producirajucih enterobakterija na podrucju Europe do veljace 2013. Slika preuzeta iz
studije Glasner i suradnika iz 2013. godine (63), uz preinake.
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Beta-laktamaze iz porodice GES/IBC su karbapenemaze niske prevalencije koje se
sporadi¢no opisuju otkako je 2000. godine IBC-1 opisana u jednom izolatu E. cloacae u
Grckoj. Nedugo potom, opisana je GES-1 u izolatu K. pneumoniae u Francuskoj Gvajani
(24). Ova dva enzima razlikovala su se u samo dva aminokiselinska ostatka, a s obzirom da
im je hidroliti¢ki spektar obuhvacao peniciline i cefalosporine prosirenog spektra prvotno su
klasificirani kao ESBL enzimi. Ve¢ 2001. godine opisana je GES-2 varijanta ¢iji je
hidroliti¢ki spektar obuhvacao i imipenem (24). S vremenom je nomenklatura karbapenemaza
iz GES/IBC porodice prosla kroz reviziju i sve su varijante IBC beta-laktamaza preimenovane
u GES. Do sada je opisano 27 varijanti beta-laktamaza GES, od ¢ega GES-2, -4, -5, -6, -11, -
141 -18 imaju karbapenemaznu aktivnost. Nekoliko je varijanti ovog enzima identificirano u
Gram-negativnih bakterija, od ¢ega su GES-4, -5 i -6 detektirane u enterobakterija (36). lako
je prevalencija beta-laktamaza GES vrlo niska, sporadi¢ni slu¢ajevi opisani su u Grékoj,

Francuskoj, Portugalu, JuZnoafri¢koj Republici, Francuskoj Gvajani, Brazilu, Argentini,

Juznoj Koreji i Japanu (24).

1.5.1.2. KROMOSOMSKE KARBAPENEMAZE AMBLEROVE KLASE A

Izolate koji proizvode kromosomske karbapenemaze SME, NMC i IMI karakterizira
specifi¢an profil rezistencije koji obuhvaca karbapeneme, no svi su osjetljivi na cefalosporine
prosirenog spektra (24). SME-1 je prvi puta opisana 1982. godine u dva izolata S. marcescens
u Engleskoj, a njezine varijante, SME-2 i SME-3 opisane su u zemljama Sjeverne Amerike
(24). IMI karbapenemaze su prvi puta opisane u SAD-u 1996. godine u izolata E. cloacae.
Plazmidna varijanta IMI-2 je uskoro pronadena u vrsti E. cloacae u Kini, te u izolata
Enterobacter asburiae prikupljenih iz uzoraka rije¢nih voda diljem SAD-a. Pojavnost
karbapenemaza IMI je vrlo niska i do sada je opisano 11 varijanti ovog enzima, uglavnom u
vrsta Enterobacter spp. i u jednom sluéaju E. coli. Sirenje ove karbapenemaze ograni¢eno je,
a enterobakterije s genom blayy, identificirane su u Sjevernoj Americi, Argentini, Francuskoj,
Spanjolskoj, Finskoj, Hrvatskoj i Irskoj (36, 54). NMC-A prvi je puta opisana u izolata E.
cloacae, u Francuskoj 1990. godine. Ovaj se enzim razlikuje od IMI-1 i IMI-2 u samo 8
aminokiselinskih ostataka (62). NMC-A i IMI dijele visok stupanj sli¢nosti (97%), dok sa
SME-1 dijele 70% slicnosti (24).
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1.5.2. KARBAPENEMAZE AMBLEROVE KLASE B

Karbapenemaze Amblerove klase B, poznatije kao metalo-beta-laktamaze,
hidroliziraju Sirok spektar beta-laktamskih antibiotika koji ukljucuje sve peniciline 1
cefalosporine, te karbapeneme. Ne inhibiraju ih klasi¢ni inhibitori beta-laktamaza poput
klavulanske kiseline, no inhibira ih aztreonam (24, 61). S obzirom da su ¢este u visestruko
rezistentnih bakterija koje proizvode i ESBL, inhibitorni u¢inak aztreonama ¢esto izostaje
(36). Okosnicu mehanizma kojim metalo-beta-laktamaze hidroliziraju beta-laktamske
antibiotike, po ¢emu su i dobile ime, ¢ine atomi cinka koji se nalaze u aktivnom mjestu ovih
enzima. S obzirom da su atomi cinka u aktivnom mjestu nuzan preduvjet njihovog
katalitickog djelovanja, zajednicka karakteristika svih metalo-beta laktamaza je da ih inhibira
EDTA i ostali kelatori divalentnih metalnih kationa (61). Sve metalo-beta laktamaze
hidroliziraju imipenem, no uz varijabilnu efikasnost, $to ih svrstava u funkcionalnu skupinu 3
(61). Strukturno gledajuci, metalo-beta-laktamaze su vrlo raznolika skupina enzima sto
uvelike otezava njihovu klasifikaciju unutar Amblerove klase B. Beta-laktamaze klase B
podijeljene su u 3 podskupine. U predstavnike podskupine B1 spadaju sve klinicki relevantne
metalo-beta-laktamaze poput VIM, IMP i NDM i zajednicka karakteristika im je da im je
atom cinka u aktivnom mjestu koordiniran s tri histidina i jednim cisteinom. Podskupine B2 i
B3 ¢ine strukturno nesto drugaciji enzimi manje klinicke znacajnosti (61).

Prvotno opisane metalo-beta-laktamaze bile su kromosomski kodirane beta-laktamaze
koje su otkrivene u bakterija poput Bacillus cereus, Stenotrophomonas maltophilia i
Aeromonas spp. koje prirodno ¢ine mikrobiotu tla i ostalih prirodnih stanista (24, 61). Smatra
se da je nastanak kromosomskih metalo-beta-laktamaza u tim bakterijama posljedica prirodne
izloZenosti beta-laktamima koje sintetiziraju razli¢iti mikroorganizmi, no postoji i moguénost
da ovi enzimi imaju 1 druge funkcije u stani¢nim procesima koji jos nisu dovoljno istrazeni. U
velikom broju slucajeva, ekspresija kromosomski kodiranih metalo-beta-laktamaza je
inducibilna, a bakterije koje ih proizvode karakterizira velik stupanj rezistencije na beta-
laktamske antibiotike. Sre¢om, uglavnom se radi o bakterijama zanemarive klinicke vaznosti
koje izazivaju oportunisticke infekcije, izuzev S. maltophilia i Bacillus anthracis (61).

Za razliku od kromosomski kodiranih metalo-beta-laktamaza ¢ija je pojavnost
direktno korelirana s prevalencijom bakterija koje ih proizvode, od veceg su epidemioloskog
znacaja metalo-beta-laktamaze Ciji geni pocivanju na plazmidima. Najznacajnije metalo-beta-
laktamaze koje spadaju u ovu skupinu su VIM, IMP i NDM, te u manjoj mjeri SPM, GIM i

SIM. Geni koji kodiraju ove enzime Cesto se nalaze unutar integrona koji su zasluzni za
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njihovu mobilizaciju i ugradnju u plazmide i transpozone ¢ime se zna¢ajno olaksava njihov
horizontalni prijenos (24, 36, 61). Karbapenemaze SPM, GIM i SIM se uglavnom povezuju s
vrstama P. aeruginosa i A. baumanii zbog ¢ega ¢e se u narednom dijelu podrobniji opis

predstavnika ove skupine metalo-beta-laktamaza koncentrirati na VIM, IMP i NDM (24).

1.5.2.1. IMP (eng. ,,active on imipenem*)

IMP je prva plazmidna karbapenemaza koja je opisana u znanstvenoj literaturi. Opisana je
1988. godine u jednom izolatu P. aeruginosa, a ime je dobila jer efikasno hidrolizira
imipenem (24). Ve¢ 1993. godine opisana je u izolata S. marcescens, nakon ¢ega se $iri
diljem Japana i svijeta. Za razliku od ostalih karbapenemaza, prevalencija enterobakterija koje
proizvode karbapenemazu IMP je vrlo mala i uglavnom se veze uz pojedinaéne sluéajeve ili
vrlo ograni¢ene bolnicke epidemije. Najveca prevalencija enterobakterija koje proizvode IMP
i dalje je u zemljama dalekog istoka s time da je njihova prisutnost u Japanu i Tajvanu
zadrzala endemski karakter (36). Do sada je opisano vise od 50 varijanti ovog enzima, a
svima je zajednicko da hidroliziraju peniciline, cefalosporine i karbapeneme, no ne
hidroliziraju aztreonam (24). Geni blayvp se uglavnom dovode u vezu s integronima klase 1
zbog Cega se Cesto vezano nasljeduju s genima za rezistenciju na aminoglikozide, sulfonamide
i kloramfenikol (36). Plazmidi koji nose gen blayyp ¢esto su raznoliki i spadaju u $irok spektar

razli¢itih skupina inkompatibilnosti (36).

1.5.2.2. VIM (eng. ,,Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase®)

Metalo-beta-laktamaza VIM-1 po prvi je put opisana 1997. godine u Italiji, odnosno
Veroni, u izolatu P. aeruginosa. Uskoro je slijedio opis VIM-2 varijante ovog enzima koja je
identificirana takoder u izolatu P. aeruginosa prikupljenom u Francuskoj 1996. godine (24).
Do sada je opisano vise od 40 varijanti karbapenemaze VIM, proizvodnja se uglavnom
povezuje s P. aeruginosa, no posljednjih godina rasirenost blayy medu enterobakterijama
znacajno raste (24). Kao i sve ostale metalo-beta-laktamaze, karbapenemaze VIM
hidroliziraju Sirok spektar beta-laktamskih antibiotika, ne hidroliziraju aztreonam i podloZzne
su inhibiciji s EDTA (61). Geni koji kodiraju karbapenemazu VIM uglavnom su lokalizirani
unutar genskih kazeta integrona klase 1 koji se ¢esto nalaze u sklopu transpozona. Struktura
integrona blayv je varijabilna i do danas je opisano vise od 100 razli¢itih varijanti $to je
posljedica velike mobilnosti gena blayy i ¢estih genskih preslagivanja (36). S obzirom da se
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nalaze unutar genskih kazeta integrona takoder se vezano nasljeduju s genima za rezistenciju
na ostale klase antibiotika, poput aminoglikozida, kloramfenikola, tetraciklina, sulfonamida i
trimetoprima.

Izolati enterobakterija koji proizvode karbapenemazu VIM opisani su Sirom svijeta,
Sto 1 ne iznenaduje s obzirom da je karbapenemaza VIM trenutno najraSirenija plazmidna
metalo-beta-laktamaza (24). Sirenje vrsta K. pneumoniae i E. coli koje proizvode
karbapenemazu VIM ¢esto je poliklonskog karaktera i veze se uz horizontalni prijenos gena
blayim (36). 1zolati enterobakterija u kojima su detektirani geni blayu ¢esto se opisuju Sirom
Europe, Afrike, Azije te Sjeverne 1 Juzne Amerike u sklopu pojedinac¢nih slucajeva ili
bolnickih epidemija Sirih razmjera. U Europi se povecana prevalencija VIM izolata
enterobakterija biljezi na podru¢ju Sredozemlja, gdje se opet isticu Grcka i Italija kao
endemske zemlje (36, 54). Velik broj znanstvenih radova koji se bave problematikom $irenja
rezistencije na karbapeneme u Grckoj opisuju obimno Sirenje VIM-1 K. pneumoniae na
nacionalnoj razini, uz ¢estu pojavnost ove varijante enzima u E. coli, C. freundii, M.

morganii, K. oxytoca i Serratia spp. (54) (Slika 6.).

- Nema zabiljezenih slucajeva i| . . i
Sporadi¢ni slucajevi o

Bolnic¢ka epidemija u jednoj ustanovi

:I Sporadi¢ne bolnicke epidemije
:l Regionalno sirenje

- Sirenje na razini drzave

[ Endemski karakter

/ /,(;//a Nepouzdani podatci
I Nema podataka

[ ] Nije uklju¢eno

Slika 6. Pojavnost VIM-producirajucih enterobakterija na podrucju Europe do veljace 2013. Slika preuzeta iz
studije Glasner i suradnika iz 2013. godine (63), uz preinake.
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1.5.2.3. NDM (eng. ,,New Delhi metallo-beta-lactamase*)

Metalo-beta-laktamaza NDM prvi je puta opisana u Svedskoj 2008. godine, u izolata
K. pneumoniae iz pacijenta indijskog porijekla koji je prethodno bio hospitaliziran u bolnici u
New Delhiju (64). Ubrzo nakon opisa prvog slucaja, Sirenje enterobakterija koje proizvode
ovu karbapenemazu uzela je maha i uslijedili su opisi iz velikog broja drugih zemalja. Do
sada je opisano 17 varijanti ovog enzima, od ¢ega vecina potjece iz Azije (54).

NDM-1 je jedna od klini¢ki najznacajnijih metalo-beta-laktamaza i karbapenemaza
opcenito. Vrlo efikasno hidrolizira Sirok spektar beta-laktamskih antibiotika, od ¢ega najveci
afinitet pokazuje prema penicilinima, svim cefalosporinima i karbapenemima. Kao i sve
ostale metalo-beta-laktamaze ne hidrolizira monobaktame poput aztreonama (64). Geni
blanpm Cesto se detektiraju u visestruko rezistentnim izolatima koji na istom ili razli¢itim
plazmidima nose gene za rezistenciju na aminoglikozide, kinolone, makrolide, rifampicin,
kloramfenikol, sulfonamide i trimetoprim (54). Geni blaxpm nerijetko se detektiraju u
izolatima enterobakterija koji koproduciraju plazmidne beta-laktamaze AmpC i
karbapenemaze poput OXA-48, KPC i VIM (36).

Enterobakterije koje proizvode karbapenemazu NDM globalno su rasirene 1 opisane su
na svim naseljenim kontinentima. S obzirom da je Indijski potkontinent primarni rezervoar
NDM-produciraju¢ih enterobakterija, prevalencija NDM izolata najveca je na podrucju Indije
i Pakistana. NDM-producirajuce bakterije sveprisutne su na Indijskom potkontinentu, a gen
blanpwm je rasiren u bakterijama prirodne mikrobiote tla i povrsinskih voda (54). Znacajno
Sirenje NDM-produciraju¢ih enterobakterija zabiljezeno je u Ujedinjenom Kraljevstvu §to je
posljedica socio-ekonomskih migracija s Indijskog potkontinenta. Uz ujedinjeno Kraljevstvo,
Francuska takoder biljezi intenzivno Sirenje, no NDM-1-producirajuce enterobakterije opisuju
se i u ostalim europskim zemljama (64). Pojavnost NDM-produciraju¢ih enterobakterija na
podrucju Europe u vremenskom okviru ovog istrazivanja prikazana je na slici 7. Kao
sekundarni rezervoari NDM-produciraju¢ih enterobakterija Spominju se podrucje Balkana,
Arapski poluotok i zemlje Sjeverne Afrike. Medunarodna putovanja jedan su od glavnih
pokretaca Sirenja NDM-1 producirajucih enterobakterija, a velika prevalencija zabiljeZena je
uglavnom u drzavama u kojima Zive velike zajednice Indijaca i Pakistanaca, pa je uz ve¢
spomenuto Ujedinjeno Kraljevstvo, velika pojavnost zabiljeZzena u Kanadi, Sjedinjenim
Americkim Drzavama, Irskoj, Juznoafrickoj Republici, Saudijskoj Arabiji i Australiji (54,

64).
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lako je gen blaypwm-1 do sada opisan u velikom broju vrsta enterobakterija, K.
pneumoniae i E. coli su najodgovornije za izazivanje bolnickih i izvanbolnic¢kih infekcija.
Povezanost gena blanpwm-1 S vrstom E. coli prili¢an je razlog za brigu s obzirom na to da je ta
vrsta prepoznata kao najées¢i uzroénik infekcija mokraénog sustava i diareje. Sirenje
dijareom u kombinaciji s prenapucenoscu i losim higijenskim uvjetima glavni su ¢imbenici
odgovorni za veliku prevalenciju NDM-produciraju¢ih bakterija u Jugoisto¢noj Aziji (54). Na
primjeru Sirenja viSestruko rezistentne E. coli koja proizvodi beta-laktamazu CTX-M
prosirenog spektra moze se ustvrditi da prevencija Sirenja rezistencije u izvanbolnickom

okruZenju nema blistavu buduénost.

[ Nema zabiljezenih slucajeva i
[ ] sporadi¢ni slucajevi

E Bolnicka epidemija u jednoi ustanovi »

l:| Sporadi¢ne bolni¢ke epidemije
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D Regionalno sirenje

[ Sirenje na razini drzave 5}

B Endemski karakter

V77772 Nepouzdani podatci
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] Nije uklju¢eno

Slika 7. Pojavnost NDM-produciraju¢ih enterobakterija na podrucju Europe do veljage 2013. Slika preuzeta iz
studije Glasner i suradnika iz 2013. godine (63), uz preinake.
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1.5.3. KARBAPENEM-HIDROLIZIRAJUCE BETA-LAKTAMAZE AMBLEROVE
KLASE D

U Karbapenemaze iz Amblerove klase D uglavnom spadaju beta-laktamaze OXA
(eng. ,,oxacillinase). Beta-laktamaze OXA su skupina koju ¢ini vise od 400 razlicitih varijanti
enzima Sarolike hidroliti¢ke aktivnosti (54). Neke varijante su beta-laktamaze uskog spektra,
neke posjeduju ESBL karakteristike, a samo manji udio ovih enzima ispoljava
karbapenemaznu aktivnost (36). Karbapenemaze OXA se Cesto u literaturi spominju pod
zajedni¢kim terminom ,,Carbapenem-hydrolysing class D beta-lactamases® — CHDL (65). Svi
CHDL enzimi pokazuju slabu karbapenemaznu aktivnost, pa se izrazena rezistencija na
karbapeneme uglavnom ispoljava u izolata koje karakterizira smanjena propusnost
prouzrokovana gubitkom porina (54). Uz slabu karbapenemaznu aktivnost, CHDL enzimi
uglavnom ne hidroliziraju cefalosporine prosirenog spektra, no izuzetno dobro hidroliziraju
temocilin (36, 54). Ne inhibiraju ih klavulanska kiselina, tazobaktam i sulbaktam, no
inhibicija s NaCl se ¢esto uoc¢ava u uvjetima in vitro (65). Iako je ve¢ina CHDL enzima
detektirana u bakterijskih vrsta roda Acinetobacter, OXA-48 i njezini derivati uglavhom se
povezuju s enterobakterijama (54).

Karbapenemaza OXA-48 prvi je puta opisana 2003. godine u Turskoj, u izolatu K.
pneumoniae iz 2001. godine (65). U pocetku je Sirenje enterobakterija s genom blagxa.-4g bilo
ograniceno na Tursku, Bliski Istok i1 Sjevernu Afriku, te se 1 danas to podruc¢je smatra
primarnim rezervoarom (30). Od 2007. godine opisuju se prvi slu¢ajevi u Europi koji su se
vrlo vjerojatno javili kao posljedica intenzivnih migracija iz navedenih endemskih podrucja
(Slika 8.) (36).

Lokalizacija gena koji kodira karbapenemazu OXA-48 Cesto se opisuje na izrazito
konjugativnom plazmidu veli¢ine 62 kb koji spada u skupinu inkompatibilnosti IncL/M (36).
Ovaj plazmid je specifian i po tome, $to uz gen blaoxa-4s, N€ Nosi druge gene za rezistenciju
(30). Od otkrica OXA-48 opisano je jos nekoliko varijanti ovog enzima, od ¢ega su
najznacajnije OXA-162, -163, -181, -204, -232, -244 i -245 koji se od OXA-48 razlikuju u
samo nekoliko aminokiselinskih ostataka (36).

Znacajno Sirenje OXA-48-producirajucih enterobakterija na podru¢ju Europe
zabiljezeno je u Spanjolskoj, Francuskoj, Njemackoj, Svicarskoj, Nizozemskoj i Ujedinjenom
Kraljevstvu, no valja napomenuti da je cijelo podruéje Sredozemlja zahvaceno Sirenjem (30,
36). Za razliku od Europe, u Indiji je OXA-181 varijanta identificirana kao dominantna

karbapenemaza iz skupine koju ¢ine OXA-48 ,nalik* enzimi. S druge strane, Rusija, Kina,
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Australija te zemlje Sjeverne i Juzne Amerike biljeZe vrlo nisku prevalenciju enterobakterija u

kojima je detektirana karbapenemaza OXA-48 (38).

[ Nema zabiljezenih slucajeva il
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Slika 8. Pojavnost OXA-48-produciraju¢ih enterobakterija na podruéju Europe do veljace 2013. Slika preuzeta
iz studije Glasner i suradnika iz 2013. godine (63), uz preinake.
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1.6. DETEKCIJA | IDENTIFIKACIJA MEHANIZAMA REZISTENCIJE NA
KARBAPENEME

Enterobakterije smanjene osjetljivosti na karbapeneme uzrokuju Sirok spektar infekcija
koje se uglavnom otezano ili neuspjesno lijece Sto Cesto rezultira produljenjem hospitalizacije
1 pove¢anom stopom smrtnosti (12). Rana identifikacija ovakvih uzro¢nika vrlo je vazna zbog
odabira terapije, pogotovo u pacijenata hospitaliziranim u jedinicama intenzivne njege, te
zbog pravovremene uspostave mjera spre¢avanja daljnjeg Sirenja (66). Utvrdivanje profila
rezistencije klini¢kih izolata prvi je korak u identifikaciji mehanizama rezistencije na
karbapeneme. (4) Metode koje se najc¢esce koriste za odredivanje antibiograma su disk
difuzijski test po Kirby-Baueru, mikrodilucija, epsilometarski test (E-test), te komercijalni
automatizirani sustavi (66). Povisena MIK vrijednost ili smanjena zona inhibicije
karbapenema i bar jednonog cefalosporina tre¢e generacije osnovni je kriterij prema kojem se
izolat mora podvrgnuti daljnjem testiranju fenotipskim i molekularno-bioloskim metodama
(58). Prema naputcima EUCAST-a (eng. ,,European Committee on Antimicrobial
Susceptibility testing®) izolati enterobakterija prikazuju smanjenu osjetljivost na imipenem 1
meropenem kad je njihov MIK veéi od 2 mg/L, odnosno ako je promjer zone inhibicije oko
diska manji od 22 milimetra. U slu¢aju ertapenema smanjena se osjetljivost definira pri MIK
vrijednostima ve¢im od 0,5 mg/L, odnosno ako je promjer zone inhibicije manji od 25
milimetara (67).

Fenotipska detekcija proizvodnje karbapenemaza i detekcija gena koji kodiraju
karbapenemaze nuzni su S obzirom da se proizvodnja karbapenemaza u klini¢kim izolatima
ne moze se detektirati isklju¢ivo na temelju antibiograma (58). Potrebno je naglasiti da
rezistencija na karbapeneme esto varira u izolata koji proizvode karbapenemaze, zbog cega
se, na temelju MIK vrijednosti i inhibicijskih zona testiranih karbapenema, analizirani izolat
moze okarakterizirati kao osjetljiv (58, 68). Zbog navedenog, odredena frakcija izolata
enterobakterija neminovno prolazi nedetektirana unato¢ ¢injenici da su i EUCAST i CLSI
(eng. ,,Clinical and Laboratory Standards Institute*) znacajno postrozili kriterije interpretacije
rezistencije. Navedene organizacije ustraju na tome da se osjetljivi izolati koji proizvode
karbapenemaze, u terapijskom pogledu i dalje interpretiraju kao osjetljivi, a da se detekcija i
identifikacija karbapenemaza vrSe samo u svrhu radnji vezanih uz kontrolu Sirenja 1
epidemioloskih analiza (4, 70).

Do sada je opisan veliki broj ,,in-house* 1 komercijalnih fenotipskih testova koji se
primjenjuju u svrhu detekcije i identifikacije karbapenemaza. Iako vecinu takvih testova

karakterizira visoka osjetljivost i specifi¢nost, niti jedan nema apsolutnu diskriminatornu mo¢
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(66). Vecina fenotipskih metoda koje se danas primjenjuju baziraju se ne primjeni inhibitora
beta-laktamaza poput EDTA, fenil-boroni¢ne kiseline, dipikolinéne kiseline ili 2-
merkaptopropionske kiseline (58). Testovi koji se baziraju na inhibiciji uspje$no se koriste u
detekciji i identifikaciji karbapenemaza iz klase A i B, no ne primjenjuju se za karbapenemaze
klase D, poput OXA-48. Inhibicijski testovi se uglavnom koriste u formatu kombiniranih
diskova s meropenemom (eng.“combination disk test*, CD) ili kao test sinergizma dva diska
(eng “Double Disk Synergy Test*, DDST). U identifikaciji karbapenemaza Amblerove klase
A, poglavito KPC enzima, koriste se inhibicijski testovi koji se baziraju na boroni¢noj ili
fenil-boroni¢noj kiselini s obzirom da su ti spojevi efikasni inhibitori serinskih beta-
laktamaza, izuzev beta-laktamaza klase D. U slucaju metalo-beta-laktamaza koriste se
inhibitori metalo-enzima poput EDTA, dipikolini¢ne kiseline i 2-merkaptopropionske
kiseline. Zbog jednostavnosti i lake dostupnosti uglavnom se koriste testovi koji se baziraju
na EDTA koja, kao kelator divalentnih metalnih kationa, inhibira djelovanje karbapenemaza
klase B. Iako su testovi s EDTA prili¢no osjetljivi i specifi¢ni, u obzir treba uzeti i njenu
baktericidnu aktivnost i sposobnost da povecava permeabilnost stanicnih membrana, $to
ponekad rezultira laznom pozitivnoscéu (4, 58, 66)

Molekularno-bioloski testovi poput lanc¢ane reakcije polimerazom (eng ,,polymerase
chain reaction®, PCR) koriste se kako bi se, na temelju dobivenih fenotipskih analiza,
potvrdila prisutnost gena koji kodiraju karbapenemaze. PCR se koristi kao ,,zlatni standard* u
detekciji i identifikaciji karbapenemaza zbog visoke specifi¢nosti i osjetljivosti. Financijski
troskovi 1 strucnosti laboratorijskog osoblja razlog su zaSto se ova metoda koristi uglavnom u
referentnim centrima. Nedostatak PCR-a lezi u ¢injenici da moze detektirati samo poznate
karbapenemaze (ili njihove varijante), no ne moze se koristiti u detekciji i identifikaciji
karbapenemaza koje nisu opisane i kojima se ne zna primarna DNA struktura (66, 69).

Uz navedene testove sve se vise po€inju primjenjivati biokemijski testovi poput
CarbaNP koji vrlo brzo i jednostavno detektiraju prisutnost karbapenemaza. Uporaba testova
koji se baziraju na spektrofotometriji i masenoj spektroskopiji sve je uéestalija, no navedene

metode nadilaze opseg ovog rada, pa se nec¢e podrobnije opisivati (66).
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1.7. VISESTRUKA REZISTENCIJA U ENTEROBAKTERIJA OTPORNIH NA
KARBAPENEME

Visestruka rezistencija zajednicka je karakteristika enterobakterija rezistentnih na
karbapeneme neovisno o mehanizmu koji stoji u pozadini rezistencije i uvelike suzava
terapeutski izbor antibiotika prilikom lije¢enja infekcija uzrokovanih ovakvim uzro¢nicima
(24, 70). Plazmidna lokalizacija gena koji kodiraju karbapenemaze i ESBL enzime jedan je od
glavnih razloga pojave visestruko rezistentnog fenotipa. Geni koji kodiraju karbapenemaze
uglavnom se nalaze na plazmidima koji nose gene za rezistenciju na ostale klase antibiotika,
poglavito aminoglikozide, sulfonamide, trimetoprim, kloramfenikol, tetracikline i kinolone
(36). Uz navedeno, geni koji kodiraju karbapenemaze ¢esto se nalaze u sklopu genskih kazeta
integrona koji su kao mobilni geneticki elementi direktno ili indirektno odgovorni za
mobilizaciju gena rezistencije i njihovu ugradnju u plazmide (70, 71). Posljedica toga je
vezano nasljedivanje gena koji kodiraju karbapenemaze sa Sarolikim spektrom gena
rezistencije za aminoglikozide i sulfonamide (36, 72, 73). Izolati enterobakterija rezistentnih
na karbapeneme Cesto posjeduju vise razli¢itih plazmida koji takoder nose gene rezistencije,
pa lokalizacija gena za rezistenciju in cis nije jedini razlog ispoljavanja ovakvog fenotipa (9).
S obzirom da genski kontekst gena blagsg,, poglavito blactx-m, karakterizira istovjetna genska
okolina na pokretnim genetickim elementima, izolati enterobakterija koji su rezistentni na
karbapeneme, a ne proizvode karbapenemaze, u ovom pogledu posjeduju zajednicke
karakteristike (74).

Visestruka rezistencija u enterobakterija definira se kao neosjetljivost na barem jedan
antibiotik iz minimalno 3 razli¢ite klase antibiotika. Ukoliko je bakterijska vrsta intrinzicki
rezistentna na odredeni antibiotik ili klasu antibiotika, ta se klasa ne uzima u obzir pri
definiranju visestruko rezistentnog fenotipa (75, 76). S obzirom da prema navedenim
kriterijima karbapenemaze i ESBL enzimi hidroliziraju Sirok spektar razli¢itih klasa beta-
laktamskih antibiotika, izolati enterobakterija koji posjeduju ove gene za rezistenciju
uglavnom spadaju u visestruko rezistentnu kategoriju sami po sebi.

Najznacajniji mehanizam rezistencije na aminoglikozide u visestruko rezistentnih
enterobakterija je modifikacija aminoglikozida plazmidnim aminoglikozid-modificiraju¢im
enzimima (77). S obzirom na mehanizam djelovanja, ovi se enzimi dijele na aminoglikozid
acetiltransferaze (AAC), aminoglikozid fosfotransferaze (APH) i aminoglikozid
nukelotidiltrensferaze (ANT). Navedeni su enzimi sveprisutni medu enterobakterijama i
odgovorni su na rezistenciju na gentamicin i amikacin, aminoglikozide koji se najcesce
koriste u klinickoj praksi. Najznacajniji 1 najrasireniji aminoglikozid modificirajuci enzimi u
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enterobakterija su AAC(6')-Ib, AAC(3’)-11, aadAl, APH(3)-la i ANT(2") (78). Uz
modifikaciju aminoglikozida, sve se ¢es¢e opisuje prisutnost plazmidnih ribosomskih
metilaza koje se uglavnom povezuju s NDM-1 izolatima enterobakterija u Istocnoj Aziji (79).
Ribosomske metilaze modificiraju ribosomsku RNA §to za posljedicu ima pojavu iznimne
rezistencije na aminoglikozide. Najznacajnije ribosomske metilaze su : rmtA, rmtB, rmtC,
rmtD, armA i npmA (80).

Rezistencija na sulfonamide uglavnom se ispoljava kroz mehanizam u koji su
ukljuceni geni sull, sulll i sullll. To su plazmidne varijante dihidropteroat sintaze, koje za
razliku od kromosomski kodiranih varijanti nisu podlozne djelovanju sulfonamida.
Mehanizam rezistencije na trimetoprim bazira se na istom principu kao i rezistencija na
sulfonamide. Temelj rezistencije ¢ine mutirane forme enzima ¢iji se geni nalaze na
plazmidima koji komplementiraju postojec¢i enzim (47). Za razliku od rezistencije na
sulfonamide, postoji vise od 30 varijanti ovog enzima. Najucestaliji varijanta enzima
dihidrofolat reduktaze koja uzrokuje rezistentnost kod enterobakterija je dfrl. Geni
rezistencije na sulfonamide i trimetoprim Cesto se nalaze u sklopu genskih kazeta integrona i
Siroko su rasprostranjeni medu enterobakterijama (47, 71).

Vecina gena koji doprinose rezistenciji bakterija na tetracikline prenosi se plazmidima
1 transpozonima. Trenutno je opisano 35 razliCitih gena koji su odgovorni za rezistenciju na
tetracikline (geni tet) i 3 koji su odgovorni za rezistenciju na oksitetracikline (otr). Od 35 gena
tet, 23 gena kodira efluks pumpe, 11 gena kodira proteine koji stite ribosome od tetraciklina, a
1 gen (tet U) ima nepoznati mehanizam djelovanja (81). Najucestaliji geni tet koji se opisuju u
enterobakterija su tet(A) — tet(E) (47, 82).

U enterobakterija, rezistencija na kinolone javlja se kao posljedica promjena u
enzimima koji su primarna ciljna mjesta djelovanja antibiotika (DNA giraza i topoizomeraza
IV) ili smanjenja koncentracije antibiotika u bakterijskoj stanici zbog promjena u
permeabilnosti bakterijske stjenke. Oba mehanizma rezistencije su posljedica mutacija
kromosomskih gena i do nedavnog otkri¢a plazmidnih gena rezistencije na kinolone, smatralo
se da su mutacije kromosomskih gena jedini nacin na koji se rezistencija na kinolone moze
ispoljiti. Geni gnr kodiraju proteine s pentapeptidnim ponavljajué¢im sljedovima koji se vezu
za DNA girazu, no to¢an mehanizam na Koji proteini qnr stite DNA girazu jos nije otkriven.
Prisutnost gena gnr smanjuje maksimalnu uéinkovitost kinolona pruzajuci bakterijama
produZzeni vremenski okvir u kojem dolazi do mutacija i razvoja efikasnijih mehanizama
rezistencije na kinolone. Trenutno je poznato 5 skupina gena gnr (gnrA, gnrB, gnrC, gnrD,
gnrS) i svi dijele isti mehanizam djelovanja (76, 83).
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Geni koji su odgovorni za rezistenciju na kloramfenikol uglavnom se nalaze na
plazmidima u sklopu transpozona. Rezistencija na kolramfenikol kod enterobakterija
uglavnom se bazira na modifikaciji antibiotika kloramfenikol acetiltransferazama (CAT)
Danas su poznate 3 skupine ovih enzima koje nemaju genetickih i evolucijskih sli¢nosti.
Rezistenciji na kloramfenikol mogu doprinositi i efluks pumpe koje izbacuju kloramfenikol iz
stanice, no zastupljenost ovog mehanizma u klinicki bitnih enterobakterija je zanemariv.
Najznacajnije efluks pumpe ukljucene u rezistenciju na kloramfenikol su floR i cmlIA (47,
84).

34



1.8. ULOGA MOLEKULARNE EPIDEMIOLOGIJE U PRECENJU SIRENJA
ENTEROBAKTERIJA OTPORNIH NA KARBEPENEME

Rizi¢ni bakterijski klonovi, u epidemioloSkom smislu, vazni su pokretaci Sirenja
rezistencije na antibiotike na globalnom nivou. Njihovo je klonsko Sirenje odgovorno za
Sirenje gena rezistencije vertikalnim putem, no u isto vrijeme sluze kao rezervoar gena koji se
horizontalnim prijenosom S§ire u ostale bakterije s kojima dijele ekoloske nise (9, 25). Termin
,,bakterijski klon* odnosi se na ukupno potomstvo koje je binarnom diobom nastalo iz jedne
bakterijske stanice, odnosno ¢ine ga geneticki srodni izolati koji su potekli od istog pretka
(85). Zbog velike plasti¢nosti bakterijskih genoma koja se javlja uslijed ¢estih genskih
preslagivanja proizaslih iz delecija, insercija i rekombinacija, mora se ocekivati odredena
geneticka varijabilnost medu predstavnicima istog klona (86). Zbog navedenog, u
bakteriologiji se pojam ,,bakterijski klon“ ne definira na striktan nacin i ¢ine ga izolati koji su,
kontekstu vazno naglasiti definicije ,,izolata®, ,,soja* 1 ,,klona“. Izolat je op¢i pojam koji se
odnosi na Cistu bakterijsku kulturu koja je dobivena iz jedne bakterijske kolonije s primarne
podloge dobivene iz klinickog materijala ili uzorka. Bakterijski izolat odnosi se na
mikroorganizam poznatog roda 1 vrste, pri ¢emu su ostale karakteristike mikroorganizma
uglavnom nepoznate. Izolat(i) su predstavnici odredenog soja, pri ¢emu pojam ,,s0j
deskriptivno diskriminira bakterije unutar iste vrste i odnosi se na jedan ili skupinu izolata
istih fenotipskih i genotipskih obiljeZja. Ne postoji univerzalni kriterij prema kojem se tocno
definira soj, no sojevi se medusobno moraju medusobno razlikovati ovisno o metodi
fenotipske ili genotipske tipizacije. Razlika izmedu ,,soja* 1 ,.klona* je jo§ kompleksnija,
posebice jer logika nalaze da se pod pojmom ,,klon® i ,,s0j“opisuju izolati koji su potekli od
istog pretka. Konsenzus je da se pojmom ,.klon* opisuju izolati koji neovisno o razli¢itim
geografskim lokacijama, uzorcima, i vremenskim periodima izolacije, posjeduju jako sli¢ne
fenotipske 1 genotipske karakteristike Sto implicira njihovu povezanost sa zajednickim
pretkom (87, 88).

Aspekt klonalnosti od kljucne je vaznosti u molekularnoj epidemiologiji poglavito u
situacijama kada je nuZzno odrediti poveznice medu izolatima prikupljenim na razli¢itim
geografskim podruc¢jima jer je poznato da patogene bakterije iste vrste nemaju uniforman
epidemijski potencijal Sto se manifestira ceS¢om prevalencijom nekih klonova ili njihovih
klonskih grupa (25). Vazno je naglasiti da identifikacija klonalnosti analiziranih izolata
uvelike ovisi 0 metodi koja se koristi u svrhu molekularne genotipizacije. Trenutno postoji

veliki broj razli¢itih metoda molekularne genotipizacije koje se koriste u epidemioloske svrhe
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od koji su najznacajnije ,,Multilocus sequence typing*“ (MLST) i gel elektroforeza u
izmjeni¢nom elektricnom polju (eng ,,Pulsed-Field Gel electrophoresis®, PFGE) . Uz
navedeno, u manjoj se mjeri koriste metode genotipizacije koje se baziraju na lan¢anoj
reakciji polimerazom kojom se analiziraju repetitivni intergenski konsenzus-elementi
enterobakterija (ERIC), nasumi¢no amplificirana polimorfna DNA (RAPD) te ,,multilocus
variable-number tandem-repeat analysis“ (MLVA) (25).

MLST je metoda koja se temelji na odredivanju slijeda nukleotida u setu od sedam do
deset konzerviranih tzv. “housekeeping® gena §to ju ¢ini prikladnom metodom za
kontinuirano epidemiolosko pracenje na globalnom nivou s obzirom da reproducibilnost
rezultata omogucuje usporedbu podataka medu razli¢itim laboratorijima (89). Srodnost medu
izolatima utvrduje se na temelju polimorfizama uocenih u konzerviranim genima, $to za
uzvrat omoguéuje analizu populacijske strukture i identifikacije globalno rasirenih Klonskih
tipova (eng. ,,sequence type®, ST) odnosno klonova (89). S druge strane, nedostatak MLST
metode je smanjena rezolucija i nemogucnost uocavanja suptilnih razlika medu izolatima
prikupljenim tijekom epidemija koje se javljaju na malim geografskim podrucjima ili unutar
odredene zdravstvene ustanove (25, 66).

PFGE je metoda koja se preferabilno koristi u genotipizaciji izolata prikupljenih
tijekom epidemija koje se javljaju na uzem geografskom podrucju pri cemu omogucuje
identifikaciju epidemijskih klonova. Ova metoda temelji se na makrorestrikciji ukupne
bakterijske DNA odredenim restrikcijskim enzimom, nakon ¢ega se gel elektroforezom u
izmjeni¢nom elektri¢nom polju dobivaju makrorestrikcijski profili DNA odsjecaka koji se
koriste u daljnjoj analizi geneticke srodnost analiziranih izolata (90). PFGE karakterizira
visoka razina diskriminacije, a kriteriji definiranja klonskih kategorija, tj. PFGE grupa
interpretiraju se prema naputcima iznesenim u studiji Tenover i suradnika iz 1995. godine
(88). Zarazliku od MLST metode, PFGE karakterizira smanjena reproducibilnost koja
uvelike ovisi o aparaturi i kvaliteti reagensa te vjestini laboratorijskog osoblja (25, 66).

Enterobakterije koje rezistenciju na karbapeneme ne ispoljavaju proizvodnjom
karbapenemaza uglavnom karakterizira nizak epidemijski potencijal Sirenja. Kao $to je vec¢
navedeno, rezistencija se u ovakvih bakterija bazira na smanjenju propusnosti vanjske
membrane. Ovakav mehanizam negativno utjece na kompetitivnost, zbog ¢ega se rezistentni
izolati pojavljuju nasumicno, te je Sirenje takvih klonova vrlo ogranic¢eno. Iz perspektive
molekularne epidemiologije, populaciju izolata enterobakterija rezistentnih na karbapeneme

karakterizira izrazita poliklonska geneticka pozadina. (4, 8, 25).
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S druge strane, rezistencija na karbapeneme posredovana karbapenemazama puno
manje opterecuje bakterijske stanice, a sprega odredenih klonova i plazmida koje nose gene
za karbapenemaze ¢ak pokazuje i sinergisticke znacajke. Ovakva sprega bakterije Cini izrazi
kompetentnima u klinickim uvjetima iznimnog selekcijskog pritiska prouzrokovanog
upotrebom antibiotika. ViSestruko rezistentan fenotip, uz otpornost na karbapeneme, u
kombinaciji s klonovima koji prirodno posjeduju prilagodbe za efikasno Sirenje uvelike
smanjuje geneti¢ku varijabilnost populacije enterobakterija koje proizvode karbapenemaze
(25, 55).

Epidemijski rizi¢ne, visestruko rezistentne, bakterijske klonove karakterizira Siroka
globalna rasprostranjenost i visok stupanj perzistencije (91). Da bi se odredeni klon mogao
okarakterizirati kao rizi¢an mora biti globalno rasiren, visestruko rezistentan i patogen. Uz
navedeno mora ga karakterizirati veliki potencijal prijenosa i kolonizacije, njegova
perzistencija u koloniziranim sredinama mora biti dugotrajna, uz opetovan izazivanje teskih
infekcija (25). Takvi klonovi uglavnom posjeduju adaptacije koje ih ¢ine izrazito
kompetitivnima u klini¢koj sredini. Njihova perzistentnost, s druge strane, omogucuje im
stjecanje dodatnih gena rezistencije horizontalnim prijenosom, pri ¢emu u isto vrijeme sluze
kao rezervoar za Sirenje determinanti rezistencije (26).

Do sada su u nekoliko klonskih tipova K. pneumoniae uocene karakteristike koje
odlikuju rizi¢ne epidemijske klonove. Medu takvim klonovima treba istaknuti ST14, ST37 i
ST147 dok je ST258 prepoznat kao visoko rizi¢an, globalno rasireni klon (Slika 9.) (25). S
obzirom da je MLST shema za analizu izolata E. cloacae uvedena tek 2013. godine,
epidemioloski podatci u znanstvenoj literaturi puno su oskudniji od onih za vrstu K.
pneumoniae (92). lako su u vrste E. cloacae, klonski tipovi ST66, ST78, ST108 1 ST114
identificirani kao potencijalno rizi¢ni klonovi, niti jedan od njih ne karakterizira epidemijski

potencijal koji je vidljiv kod klonskog tipa ST258 K. pneumoniae (93).

to
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Slika 9. Globalna distribucija najugestalijih klonskih tipova K. pneumoniae povezanih sa $irenjem rezistencije na
karbapeneme. Svaki grafikon se odnosi na odredeno geografsko podruéje oznaeno posebnom nijansom sive
boje. Slika preuzeta iz studije Wyres i suradnika iz 2016. godine (94).

1.9. ULOGA PLAZMIDA U SIRENJU REZISTENCIJE NA KARBAPENEME

Rasirenost gena za rezistenciju na antibiotike velikim je dijelom posljedica
horizontalnog prijenosa gena medu bakterijama istih ili razli¢itih vrsta (95). Najistaknutiju
ulogu u horizontalnom prijenosu gena rezistencije zasigurno imaju plazmidi. Plazmidi su
izvankromosomske molekule DNA koje su sposobne autonomno se replicirati i na bitan nac¢in
doprinose formiranju bakterijskog rezistoma. Cesto sadrze gene za rezistenciju na beta-
laktame, aminoglikozide, tetracikline, kloramfenikol, sulfonamide, trimetoprim, makrolide i
kinolone (56). Vezano nasljedivanje velikog broja gena rezistencije za razliite klase
antibiotika posljedica je lokaliziranosti ovih gena na istom plazmidu (in cis) sto ¢esto
pozitivno doprinosi kompetitivnosti bakterija u uvjetima selekcijskog pritiska proizaslog iz
istovremene primjene razli¢itih antibiotika.

Plazmidi koji se povezuju sa Sirenjem visestruke rezistencije su uglavnom
konjugabilni, veéi su od 50 kb i1 nose gene ukljucene u sloZene mehanizme kontrole
replikacije, odnosno njihove brojnosti u bakterijskoj stanici (96). Zbog autonomne replikacije
1 horizontalnog Sirenja, doseg 1 frekvencija evolucijskih promjena kroz koje prolazi plazmidna
molekula DNA ¢esto se moraju promatrati neovisno od promjena kroz koje prolazi bakterijski
kromosom. Veliki dio plazmidne molekule DNA ¢esto karakterizira znacajna plasti¢nost koja
je posljedica prisutnosti razli¢itih mobilnih genetickih elemenata, poput transpozona i

insercijskih sekvenci. Ovakva varijacija u plazmidnoj DNA uvelike otezava karakterizaciju

38



plazmida, utvrdivanje srodnosti i njithove evolucijske proslosti ¢ak i kad se primjenjuju
najsuvremenije metode sekvenciranja (25). Usprkos varijabilnosti plazmida u njihovoj
tipizaciji veliku ulogu ima analiza replikona. Replikoni su konzervirane regije plazmidne
molekule DNA Kkoje su kljuéne za proces replikacije. ZaduZeni su za kontrolu broja kopija
plazmida u bakterijskoj stanici pri cemu definiraju i spektar bakterijskih vrsta u kojima
plazmidi mogu opstati (56). Plazmidi koji imaju isti replikon su inkompatibilni i svrstavaju se
u istu skupinu inkompatibilnosti (97). Ovakav sustav klasifikacije olaksava usporedbu,
identifikaciju i karakterizaciju plazmida analiziranih u razli¢itim bakterijskim vrstama, na
razli¢itim geografskim podrucjima, u razli¢itim vremenskim razdobljima (98, 99).

Epidemioloski najznacajniji plazmidi spadaju u 6 skupina inkompatibilnosti: IncF,
IncA/C, Incl, IncHI, IncN i IncL/M (98). Prema potencijalu Sirenja u razlicite bakterijske
vrste, plazmidi se dijele na one koji su vezani uz uzak spektar bakterijskih vrsta (npr. IncF) i
na one koji se mogu naci u velikom broju razli¢itih bakterijskih vrsta (npr. IncA/C, IncL/M,
IncN) (98, 100).

Tipizacija replikona lan¢anom reakcijom polimerazom (eng ,,PCR-based replicon
skupina plazmida u enterobakterija i predstavnika roda Acinetobaceter (99, 101). Replikoni se
koriste kao marker u tipizaciji bakterija, analizi Sirenja epidemijskih klonova ili za pracenje
Sirenja rezistencije u kolekciji epidemijski povezanih, no geneticki nesrodnih bakterijskih
izolata. Kako bi se zbog velikog broja razli¢itih plazmida u bakterijskoj stanici izbjegla
pogresna identifikacija, karakterizacija plazmida koji nosi promatrani gen rezistencije
zahtjeva prijenos plazmida konjugacijom ili transformacijom u osjetljivi, recipijentni
bakterijski soj bez plazmida (56).

Plazmidi igraju vrlo vaznu ulogu u globalnom S§irenju karbapenemaza (56). Geni koji
kodiraju karbapenemazu KPC do sada su opisani u plazmidima koji spadaju u IncF, Incl2,
IncX, IncA/C, IncR i ColE skupine inkompatibilnosti (25, 102). Uz navedeni gen, ovi
plazmidi redovito nose gene rezistencije na aminoglikozide, kinolone, trimetoprim,
sulfonamide i tetracikline te Cesto doprinose Sirenju viSestruke rezistencije (102). lako je gen
blakpc detektiran u heterogenoj skupini plazmida, gen koji kodira ovu karbapenemazu
pretezno se povezuje s plazmidima IncFII skupine inkompatibilnosti (25).

Gen blanpwm-1 je do sada identificiran na plazmidima nekoliko razli¢itih skupina

inkompatibilnosti: IncL/M, IncA/C, IncF, IncH, IncR i IncN (56, 64, 103). Od navedenih

skupina plazmida, najveca povezanost gena blanpm-1 uocena je s plazmidima IncA/C i IncHI1
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(56). Navedeni plazmidi ¢esto nose velik broj gena odgovornih za rezistenciju na razlicite
klase antibiotika, poglavito na aminoglikozide, kloramfenikol, trimetoprim i sulfonamide (56,
104).

Geni blayy nisu vezani za specifi¢ne plazmide te se nalaze na plazmidima razli¢itih
skupina inkompatibilnosti (IncA/C, IncR, IncHI2, Incll i IncW), iako je u ranim fazama
Sirenja gen blayu-1 Cesto opisivan u kontekstu plazmida iz IncN skupine (36). U Italiji i
Grcékoj gen blayu-1 najéesée se detektira na raznolikim plazmidima koji spadaju u IncN
skupinu inkompatibilnosti (105). Plazmidi IncN skupine inkompatibilnosti uglavnom su
odgovorni za poliklonsko Sirenje gena blayv-; medu vrstom K. pneumoniae i karakterizira ga
vrlo perzistentna priroda (56, 105). Cesto nosi dodatne gene rezistencije, poglavito one koji su
odgovorni za rezistenciju na kinolone i aminoglikozide (56). .

Gen blapxa-4g povezuje se s plazmidom IncL/M skupine inkompatibilnosti veli¢ine
~60 kb koji, uz navedeni gen, ne nosi dodatne gene rezistencije (56). Plazmidi IncL/M su
konjugabilni i Siroko su rasprostranjeni medu razli¢itim bakterijskim vrstama enterobakterija
(98). Plazmidi ove skupine inkompatibilnosti odgovorni su za Sirenje velikog broja razlicitih
gena za rezistenciju na antibiotike, ukljucujuci beta-laktamaze prosirenog spektra, beta-
laktamaze AmpC te karbapenemaze iz Amblerovih klasa A, B i D (95). Smatra se da su
plazmidi IncL/M skupine inkompatibilnosti prvotno bili endemi¢ni na podruc¢ju Sredozemlja,
no s vremenom su postali odgovorni za Sirenje gena rezistencije na antibiotike medu

enterobakterijama na globalnoj razini (106).
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2. OBRAZLOZENJE TEME



S obzirom da se karbapenemi koriste kao antibiotici posljednje linije obrane u
lijecenju infekcija uzrokovanih viSestruko rezistentnim enterobakterijama otpornim na
cefalosporine prosirenog spektra, rastu¢a prevalencija enterobakterija rezistentnih na
karbapeneme zabrinjavaju¢i je problem koji je poprimio globalne razmjere (8, 15).
Rezistencija na karbapeneme u enterobakterija ispoljava se kroz dva mehanizma (4).
Proizvodnja karbapenem hidrolizirajuéih beta-laktamaza efikasniji je mehanizam rezistencije
koji utjece na antibakterijsku aktivnost svih karbapenema. lako je do sada otkriven velik broj
strukturno i funkcionalno razli¢itih beta-laktamaza koje hidroliziraju karbapeneme, KPC,
VIM, NDM i OXA-48 klini¢ki Su najznacajnije karbapenemaze Cije globalno Sirenje nije
zaobislo niti podrucje Republike Hrvatske (27, 29, 33, 36). Rezistencija na karbapeneme koja
se ne temelji na proizvodnji karbapenemaza uglavnom negativno utjece na antibakterijsku
aktivnost ertapenema i proizlazi iz sinergije smanjene propusnosti bakterijske stanice za
antibiotike i proizvodnje beta-laktamaza prosirenog spektra i AmpC (4, 40).

Proizvodnja karbapenemaza u enterobakterija Cesto se povezuje s klonovima
poveéanog epidemijskog potencijala Sirenja koji su nerijetko odgovorni za internacionalno ili
¢ak globalno $irenje rezistencije na karbapeneme. Zbog dominacije klonskog Sirenja,
enterobakterije koje proizvode karbapenemaze Cesto karakterizira smanjena geneticka
raznolikost, odnosno uniformna geneticka pozadina (36, 54). Smanjena propusnost vanjske
membrane enterobakterija javlja se nasumi¢no, kao posljedica mutacija koje direktno ili
indirektno utjecu na ekspresiju i funkcionalnost porinskih kanala (26, 38). Opée prihvaceno
misljenje u znanstvenoj literaturi je da smanjena propusnost vanjske membrane
enterobakterija negativno utjeCe na adaptivnu vrijednost genotipa (eng. ,,fitness) bakterija,
zbog ¢ega ovakvi mutanti pokazuju smanjeni potencijal Sirenja koji proizlazi iz smanjene
kompetitivnosti (8). Zbog navedenog, enterobakterije koje rezistenciju na karbapeneme ne
ispoljavaju proizvodnjom karbapenemaza karakterizira poliklonska genska pozadina, odnosno
povecana genska raznolikost (8, 51).

Izolati enterobakterija koji nisu osjetljivi na karbapeneme redovito se, u znanstvenoj
literaturi, opisuju kao visestruko rezistentni (24, 70). lako mehanizmi rezistencije na
karbapeneme podrazumijevaju i rezistenciju na gotovo sve klase beta-laktamskih antibiotika,
enterobakterije rezistentne na karbapeneme cesto su rezistentne i na aminoglikozide,
sulfonamide, tetracikline, kloramfenikol i fluorokinolone (36). Podlogu visestruko
rezistentnog fenotipa ¢ini velik broj gena za rezistenciju na razlicite klase antibiotike koji se,
uz gene koji kodiraju karbapenemaze, ESBL i beta-laktamaze AmpC, nalaze zajedno na istim
(in cis) ili razli¢itim plazmidima (in trans) (21, 36, 107).
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Gotovo sve klini¢ki vazne karbapenemaze kodiraju geni koji su smjesteni na
plazmidima ¢ime su zadovoljeni preduvjeti za horizontalni prijenos rezistencije na
karbapeneme medu enterobakterijama iste ili razli¢itih vrsta (25, 56).

U ovom radu istrazivanje ¢e se provesti na zbirci izolata prikupljenih tijekom 2011. i
2012. godine na podru¢ju RH, kroz redovitu aktivnost Nacionalnog programa pracenja
rezistencije na antibiotike. Zbirka ¢e biti sacinjena od izolata enterobakterija kod kojih je
utvrdena neosjetljivost na jedan od karbapenema prema smjernicama EUCAST-a (ertapenem
>0,5 mg/L, imipenem/meropenem > 2 mg/L )(67).

Uz testiranje osjetljivost na karbapeneme i utvrdivanje proizvodnje karbapenemaza
fenotipskim metodama, provest ¢e se testiranje osjetljivosti i na ostale klase antibiotika, a
molekularno-bioloskim metodama detektirati ¢e se i identificirati geni odgovorni za
rezistenciju na karbapeneme i viSestruko rezistentan fenotip. Mehanizmi koji dovode do
smanjenja koncentracije karbapenema u bakterijskoj stanici analizirati ¢e se mjerenjem
relativne ekspresije gena koji kodiraju porinske kanale i efluks pumpe.

Statisti¢kom analizom y” testom (hi-kvadrat test) utvrdit ée se postoji li razlika u
profilu rezistencije na karbapeneme izmedu izolata koji proizvode, odnosno ne proizvode
karbapenemaze. Istovjetna analiza izmedu dvije navedene skupine izolata koristit ¢e se 1 pri
usporedbi profila rezistencije na ostale klase antibiotika te prevalencije gena za rezistenciju na
ostale klase antibiotika. Razine relativne ekspresije gena koji kodiraju porinske kanale i efluks
pumpe usporediti ¢e se izmedu skupine koju ¢ine izolati koji proizvode karbapenemaze i
skupine koju €ine izolati koji proizvode karbapenemaze. Statisticka analiza rezultata
dobivenih mjerenjem razine relativne ekspresije gena kvantitativnom lan¢anom polimerazom
u realnom vremenu provest ¢e se koriste¢i program REST 20009.

Metodama genotipizacije (PFGE i MLST) analizirati ¢e se molekularna
epidemiologija analiziranih izolata pri ¢emu ¢e se naglasak staviti na usporedbu geneticke
varijabilnosti izmedu izolata koji proizvode i izolata koji ne proizvode karbapenemaze.
Pretpostavka je da bi izolati koji ne proizvode karbapenemaze trebali prikazivati poveéanu
geneticku varijabilnost u odnosu na izolate koji proizvode karbapenemaze.

Plazmidni smjestaj gena koji kodiraju karbapenemaze analizirati ¢e se S1-PFGE
metodom i hibridizacijom prema Southernu samo kod izolata koji proizvode karbapenemaze i
u odgovarajucih transkonjugata. Tipizacija plazmida PBRT metodom trebala bi pruziti uvid u
potencijal njihovog horizontalnog Sirenja.

S obzirom da Republika Hrvatska spada u dio Europe koji karakterizira manjak

sustavnih istrazivanja na nacionalnoj razini, ovo ¢e istrazivanje pruziti detaljan uvid u
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prevalenciju mehanizama rezistencije kojima su enterobakterije ispoljavale rezistenciju na
karbapeneme tijekom 2011. i 2012. godine na podru¢ju RH. Rasvijetliti ¢e epidemiolosku
sliku koja lezi u pozadini Sirenja enterobakterija rezistentnih na karbapeneme, kao Sto ¢e i
pozicionirati epidemiolosku sliku u globalnom kontekstu. Budu¢i da se radi o ¢estom
uzro¢niku bolnickih infekcija s velikim potencijalom Sirenja 1 u izvanbolni¢kom okruzenju, na
osnovi opisanih mehanizama rezistencije i distribuciji rezistentnih sojeva mo¢i ¢e se donijeti
zakljucci koji ¢e pomoci u razvoju strategije sprjeavanja i lijeCenja infekcija uzrokovanih

visestruko rezistentnim izolatima bakterija iz porodice Enterobacteriaceae.
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Hipoteze istrazivanja:
H1. Smanjena osjetljivost na karbapeneme u enterobakterija u Hrvatskoj naj¢escée nije

posredovana proizvodnjom karbapenemaza.

H2. Rezistencija na karbapeneme se udruzeno nasljeduje s rezistencijom na druge grupe

antibiotika.

H3. Sojevi koji proizvode karbapenemaze su monoklonskog porijekla.

Ciljevi istrazivanja:

1. Definirati mehanizme visestruke rezistencije u enterobakterija sa smanjenom osjetljivosti

na karbapeneme u hrvatskim bolnicama.

2. Odrediti distribuciju gena za rezistenciju na plazmidima i odrediti potencijal horizontalnog

Sirenja.

3.Utvrditi postoji li klonska povezanost visestruko rezistentnih sojeva.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. POPIS MATERIJALA
3.1.1. KEMIKALIJE | REAGENSI

- Agaroza (Sigma Life Science, SAD)

- Agaroza niskog talista (,,Agarose Low Melting*, Eurobio, Francuska)

- Agaroza za elektroforezu u izmjeni¢nom elektri¢nom polju (,,Pulsed Field Certified™
Agarose®, Bio-Rad, Laboratories, SAD)

- Borna kiselina (Sigma Life Science, SAD)

- Deionizirani formamid (,,Hi-DiTNI Formamide®, Thermo Fisher Scientific, SAD)

- Etanol 96% (Kemig d.0.0., Republika Hrvatska)

- Etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) (Sigma Life Science, Njemacka)

- Glicerol (Kemig d.o.0., Republika Hrvatska)

- lzopropanol (CLARO-PROM d.o.0., Republika Hrvatska)

- Kloroform (T.T.T d.o.0., Republika Hrvatska)

- Koncentrirana klorovodi¢na kiselina (Merck, Njemacka)

- Lauroil-sarkozin (Sigma Life Sciences, Ujedinjeno Kraljevstvo)

- Natrijev dodecil-sulfat (Sigma, Njemacka)

- Ledena octena kiselina (95%) (T.T.T d.o.0., Republika Hrvatska)

- Natrijev acetat (Sigma Aldrich, Japan)

- Natrijev azid (Sigma Aldrich, Njemacka)

- Natrijev citrat (Sigma Aldrich, Belgija)

- Natrijev hidroksid (T.T.T d.o.0., Republika Hrvatska)

- Natrijev klorid (Sigma Life Sciences, Njemacka)

- Reagens za izolaciju RNA, DNA i proteina (,,TriPure®, Roche, Svicarska)

- Sterilna ultra-¢ista voda (,,Nuclease-Free Water*, Qiagen, Njemacka)

- Sterilna ultra-¢ista voda tretirana dietil-pirokarbonatom (,,Ambion® DEPC-Treated
Water“, Thermo Fisher Scientific, SAD)

- Tris-baza (,,Trizma® base“, Sigma Life Science, SAD)

- Tris-hidroklorid (,,Trizma® hydrochloride*, Sigma Life Science, SAD)
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3.1.2. ANTIBIOTICI I INHIBITORI BETA-LAKTAMAZA

Dijagnosticki diskovi natopljeni antibiotikom:

Amoksicilin (20 pg)
Amoksicilin/klavulanska kiselina (20/10 pg)
Amoksicilin/klavulanska kiselina (10/10 pg)
Cefaleksin (30 pg)

Cefoksitin (30 pg)

Cefuroksim (30 pg)

Ceftriakson (30 pg)

Ceftazidim (10 pg)

Ceftazidim (30 pg)

Cefepim (30 pg)

Ertapenem (10 pg)

Imipenem (10 pg)

Meropenem (10 pg)

Piperacilin/tazobaktam (30/6 pg)
Gentamicin (10 pg)

Amikacin (30 pg)
Trimetoprim/sulfametoksazol (1,25/23,75 pg)
Ciprofloksacin (5 pg)

Proizvodac svih gore navedenih diskova s antibioticima je Mast Group iz Ujedinjenog

Kraljevstva

Kloksacilin disk (500 pg) (Rosco Diagnostica, Danska)

Trakice s gradijentom antibiotika za epsilometarski test (E-test):

ETEST® Ertapenem (Biomerieux, Francuska)
ETEST® Imipenem (Biomerieux, Francuska)

ETEST® Meropenem (Biomerieux, Francuska)
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Antibiotici koji se dodaju u selektivne hranjive podloge:
- Meropenem prasak za otopinu za injekciju ili infuziju (Sandoz”™, Republika Hrvatska)

- Rifampicin (sadrzaj iz ,,Rimactan 300 mg tvrde kapsule®, Pliva d.o.o0., Republika

Hrvatska)

- Kloksacilin (Flukloksacilin praSak za otopinu za injekciju ili infuziju, Altamedics

d.o.o., Republika Hrvatska)
Komercijalni diskovi natopljeni inhibitorom beta-laktamaza:

- Dipikolini¢na kiselina disk (Rosco Diagnostica, Danska)

- Boronicna kiselina disk (Rosco Diagnostica, Danska)
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3.1.3. HRANJIVE PODLOGE | MEDUI

Sastojci hranjivih podloga i medija:
- Agar (BAG Med. AG, Njemacka)
- Bakto-tripton (BAG Med. AG, Njemacka)
- Ekstrakt kvasca (Institut Torlak, Republika Srbija)
- Natrijev klorid (Sigma Life Sciences, Njemacka)

Luria-Bertani broth (LB medij):
10 g/L Bakto-tripton
5 g/L Ekstrakt kvasca
10 g/L NaCl
pH 7,5

Luria-Bertani agar (LB agar):
10 g/L Bakto-tripton
5 g/L Ekstrakt kvasca
10 g/L NaCl
15 g/L Agar
pH 7,5

Gotove komercijalne hranjive podloge:

- Mueller-Hinton agar (MH agar) (,,Mueller Hinton Medium*, Becton Dickinson,
Njemacka)
- Krvni agar (5% konjska krv, ,,Blood agar base*, BioRad, SAD)

Hranjive podloge s dodatkom antibiotika:

- LB medij s dodatkom meropenema (0,5 mg/L)

- LB medij s dodatkom natrijevog azida (150 mg/L) i rifampicina (256 mg/L)

- LB agar s dodatkom meropenema (0,5 mg/L)

- LB agar s dodatkom natrijevog azida (150 mg/L) i rifampicina (256 mg/L)

- LB agar s dodatkom meropenema (0,5 mg/L), natrijevog azida (150 mg/L) i
rifampicina (256 mg/L)

- MH agar s dodatkom kloksacilina (250 pg/L)
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3.1.4. BOJE

- Sybr® Safe (Thermo Fisher Scientific, SAD).
- Ksilen-cijanol (Sigma Life Science, SAD)

- Bromfenol-plavo (Fluka Analytical, Svicarska)

6 X pufer za nanoSenje uzoraka (0,25% m/v bromfenol-plava, 0,25% m/v ksilen-cijanol, 30%
v/v glicerol)

3.1.5. STANDARDI MOLEKULSKIH MASA

,,GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder* (Thermo Fisher Scientific, SAD)
,,CHEF DNA Size Standard*“ (Bio-Rad Laboratories, SAD)

3.1.6. ENZIMI, PROTEINI I PRIPADAJUCI REAKCIJSKI PUFERI

- Alkalna fosfataza $kampa (,,FastAP™, 1 U/uL, Thermo Fisher Scientific, SAD)

- DNaza (,,Turbo™ DNase*, 2 U/uL, ThermoFisher Scientific, SAD)

- 10X ,, Turbo™ DNase Buffer* (ThermoFisher Scientific, SAD)

- Egzonukleaza I (,,Exonuclease 1“, 20 U/uL, Thermo Fisher Scientific, SAD)

- Hot Start Tag-polimeraza (,,Hot Start Pol“, Jena Bioscience, Njemacka)

- 10 X ,,HotStart Buffer complete* (Jena Bioscience, Njemacka)

- M-MLV reverzna transkriptaza (,,Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase®, 200 U/uL, Promega, SAD)

- 5 X pufer ,,M-MLV RT* (,,M-MLV RT 5X Buffer”, Promega, SAD)

- Nukleaza S1 (,,S1 Nuclease*, 100 U/uL, Thermo Fisher Scientific, SAD)

- 5 X Reakecijski pufer za S1-nukleazu (,,5X Reaction Buffer for S1 Nuclease®, Thermo
Fisher Scientific, SAD)

- Proteinaza K (20 mg/mL) (,,Proteinase K, Qiagen, Njemacka)

- Inhibitor RNaze (,,RNasin® Inhibitor”, Promega, SAD)

- Xbal (Xbal, 10 U/uL, Thermo Scientific, SAD)

- 10 X Pufer Tango za restrikcijski enzim Xbal (,,10X Buffer Tango*, Thermo
Scientific, SAD)
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3.1.7. SPECIFICNE KOMERCIJALNE SMJESE REAGENCIJA — KOMPLETI

,ABI PRISM BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit* (Thermo Fisher
Scientific, SAD)

,.DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Svicarska)
,QIAamp® DNA Blood Mini Kit“ (Qiagen, Njemacka)

,,Quantitect® Sybr® Green PCR Kit“ (Qiagen, Njemadka)

3.1.8. NUKLEINSKE KISELINE

- Smjesa deoksinukleozid-trifosfata (dJATP, dCTP, dGTP, dTTP) (,,Geneamp® dNTP
blend*, 2,5 mM svaki, Thermo Fisher Scientific, SAD)

- Nasumi¢ne heksamerne pocetnice (,,Random Primers — hexamers*, Promega, SAD)

- Nukleotidni sljedovi pocetnica koje su koristene za detekciju i amplifikaciju gena
lan¢anom reakcijom polimerazom i u reakcijama sekvenciranja prikazani su u
tablicama 1 do 6 (proizvodac svih pocetnica: Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
SAD)
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Tablica 1. Pocetnice koristene za detekciju gena rezistencije lan¢anom reakcijom polimerazom koje su preuzete
iz dostupne literature.

Gen Ime pocetnice Slijed nukleotida (5'—3") Ta (°C) | Veli¢ina amplikona (pb) Ref.
bloson NDM f ATGGAATTGCCCAATATTATGC . 813 )
NDM r TCAGCGCAGCTTGTCGG
OXA-48A TTGGTGGCATCGATTATCGG
blaoss OXA-48B GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 57 744 (109)
Grupa M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC a6
blacrxm M13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC
Grupa M25U ATGATGACTCAGAGCATTCG - 866 10)
blacrxw- M25L TGGGTTACGATTTTCGCCGC
Grupa M9U ATGGTGACAAAGAGAGTGCA 870
blacrxms MOL CCCTTCGGCGATGATTCTC
oo MOXMF GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 520
MOXMR CACATTGACATAGGTGTGGTGC
bloar CITMF TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 162
CITMR TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
blaor DHAMF AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 205
DHAMR CCGTACGCATACTGGCTTTGC 6 @)
bloacs ACCMF AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA a6
ACCMR TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
bloce EBCMF TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 202
EBCMR CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
blarcs FOXMF AACATGGGGTATCAGGGAGATG 19
FOXMR CAAAGCGCGTAACCGGATTGG
qnrA QnrAF ATTTCTCACGCCAGGATTTG 516
QnrAR GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
QnrBF GATCGTGAAAGCCAGAAAGG
anrg QnrBR ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 53 469 (11D
qnrs QnrSF ACGACATTCGTCAACTGCAA 17
QnrSR TAAATTGGCACCCTGTAGGC
AadA-F GCAGCGCAATGACATTCTTG
aadAL/2 AadAR ATCCTTCGGCGCGATTTTG 60 282
e aadAS F CTTCAGTTCGGTGAGTGGC e a5
aadA5 R CAATCGTTGCTTTGGCATAT
aac(3 aac(3)- F ACCTACTCCCAACATCAGCC . 169
aac(3)-I R ATATAGATCTCACTACGCGC
sac3 aac(3)-IlF | ACTGTGATGGGATACGCGTC -
aac(3)- 1R | CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA
. aac3)-IIF | CACAAGAACGTGGTCCGCTA
aac3 )M C@)* IR | AACAGGTAAGCATCCGCATC 60 185 (112)
. aac(3)-IVF | CTTCAGGATGGCAAGTTGGT
aac3)-V a3 IVR | TCATCTCGTTCTCCGCTCAT 286
, aph(3)-laF | ATGGGCTCGCGATAATGTC
aph(3)1a I h3)1aR | CTCACCGAGGCAGTTCCAT o5 600
R aph(3)-11 GAACAAGATGGATTGCACGC 680
P aph(3)-11 GCTCTTCAGCAATATCACGG
. ant(2") F ATGTTACGCAGCAGGGCAGTCG
ant(2") ant(2") R CGTCAGATCAATATCATCGTGC 60 187
220(6 )b aac6-1b_F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 182 a3
aac6-Ib_R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
A armA-f TATGGGGGTCTTACTATTCTGCCTAT c14
armA-T TCTTCCATTCCCTTCTCCTTT
A mtA-f CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 63
MtA-T TTTGCTTCCATGCCCTTGCC
B rmitB-f TCAACGATGCCCTCACCTC 459
rmiB-r GCAGGGCAAAGGTAAAATCC - a14)
G rmitC-f GCCAAAGTACTCACAAGTGG -
rmiC-r CTCAGATCTGACCCAACAAG
D rmtD-f CTGTTTGAAGCCAGCGGAACGC 276
rmiD-r GCGCCTCCATCCATTCGGAATAG
npmA npmA-f CTCAAAGGAACAAAGACGG ol
npMA-T GAAACATGGCCAGAAACTC

Ta — temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA (od eng. ,,annealing temperature®, Ta)

Ref. - referenca

53




Tablica 1. - nastavak

Gen Ime pocetnice Slijed nukleotida (5'—3") Ta (°C) | Veli¢ina amplikona (pb) Ref.
) TetA F GTAATTCTGAGCACTGTCGC " 057
TetA R CTGCCTGGACAACATTGCTT
TetB F CTCAGTATTCCAAGCCTTTG
tet(B) TetB R CTAAGCACTTGTCTCCTGTT 57 416
TetC F TCTAACAATGCGCTCATCGT
t(C) TetC R GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC 60 570 (112)
TetD F ATTACACTGCTGGACGCGAT
(D) TetD R CTGATCAGCAGACAGATTGC 57 1104
TetE F GTGATGATGGCACTGGTCAT
tet(E) TetE R CTCTGCTGTACATCGCTCTT 60 1179
A cmlA F TGTCATTTACGGCATACTCG 1o
cmlaR ATCAGGCATCCCATTCCCAT 5
R floR F CACGTTGAGCCTCTATAT -
floR R ATGCAGAAGTAGAACGCG 112)
L SUlTF TGGTGACGGTGTTCGGCATTC o2 o0
SUlR GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG
2 Sul2F CGGCATCGTCAACATAACC - .
SUlZR GTGTGCGGATGAAGTCAG
Odredivanje filogenetske skupine u vrste E. coli
J—_ ChuA L GACGAACCAACGGTCAGGAT -
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
. YjaAl TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
YjaA YjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 5 211 (115)
TspEAC21 | GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TspE4C2 TspEAC2.2 | CGCGCCAACAAAGTATTACG 152

Ta — temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA (od eng. ,,annealing temperature®, Ta)

Ref. - referenca
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Tablica 2. Pocetnice koriStene za detekciju gena rezistencije lan¢anom reakcijom polimerazom koje su dizajnirane u ovom radu.

Gen Ime pocetnice Slijed nukleotida (5'— 3" Ta (°C) | Veli¢ina amplikona (pb) NCBI Accession no. Polozaj u genu

KPCF AGTTCTGCTGTCTTGTCT 21-39

blaec KPCR CTTGTCATCCTTGTTAGGC 57 793 GQ140348 794-813
Vimf GGTGAGTATCCGACAGTC 91-109

blavi Vimrl CAGCACCRGGATAGAAGAG 442 AF317511 513-532
IMP-f1 GGYGTTTATGTTCATACWTC 98-117

blae IMP-r1 GGATYGAGAATTAAGCCACTC 5 235 AF244145 312-332

TEMF GCGGTAAGATCCTTGAGAGT 152-172

blarew TEMR TACGATACGGGAGGGCTTA 620 AF495873 752-771
SHVF TTCGCCTGTGTATTATCTCC 11-31

blasiv SHVR CGCCTCATTCAGTTCCG 494 AM941847 504-521

vebF ATGCCAGAATAGGAGTAGC 119-138

blaves vebR AATTGTCCATTCGGTAAAGTAAT - 673 AF324833.1 768-791

gesF CTAGCATCGGGACACAT 319-336

blaces gesR GACAGAGGCAACTAATTCG 504 FN554543 803-822

PERF1 CTGGGCTCCGATAATGA %93314 321-338

blaper PERF2 CTGGTCGCCWATGATGA 349 5396303 321-328/

PERR TGGTCCTGTGGTGGTT 653-669

smeF GCTCAGGTATGACATTAGGT 350-370

blaswe smeR CCAATCAGCAGGAACACTA 350 228968 680-699

Ta — temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA (od eng. ,,annealing temperature®, Ta)
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Tablica 3. Pocetnice koristene za odredivanje slijeda nukleotida u genima koji kodiraju beta-laktamaze.

Gen Ime pocetnice Slijed nukleotida (5'— 3") Smijer Ta (°C)* Veli¢ina amplikona (pb) | NCBI Accession no. Polozaj u genu Ref.
blaKPC-F TGTCACTGTATCGCCGTC F 57 2-20 (116)
bla KPC-R TTTTCAGAGCCTTACTGCCC R 874-(10) (117)
Kpe KPCS1 GTATCCATCGCGTACAC R 892 EU400222.2 136-152
KPCS2 CTGACAACAGGCATGAC F 334-350 Ovaj rad
KPCS3 CAGACTGGGCAGTCGGAG F 677-694
NDM f ATGGAATTGCCCAATATTATGC F 57 1-23 (108)
NDM r TCAGCGCAGCTTGTCGG R 796-813
NdmF GTTTGGCGATCTGGTTT F 135-152
Blayow NdmR GCCGTATGAGTGATTGC R 813 JF703135 771-788 )
NDM-2F ACAAGATGGGCGGTATGGA F 371-390 Ovaj rad
NDM-2R CGTCCATACCGCCCATCT R 374-392
blaVIM1seq-1F GTTAAAAGTTATTAGTAGTTTATTGGTC F . 3-31
blaVIM1seq-1R CTACTCGGCGACTGAGC R 784-801 )
blaviw Vimf : GGTGAGTATCCGACAGTC F 799 AF317511 91-109 Ovaj rad
Vimrl CAGCACCRGGATAGAAGAG R 513-532
IS1999F TGATGTTGTGCTTGGTTCGG F 57 -1084-(-1064) Ovaj rad
0xa-48_seq_R_outer TATGAGCCATTAACTACAAGCG R +79-(+100)
Oxad8A TTGGTGGCATCGATTATCGG F 31-50
blaoxas Oxa48B GAGCACTTCTTTTGTGATGGC R 1983 HE617182.1 754-774 (109)
Tn1999 oxa48 7R | TCATTCCAGAGCACAACTAC R 127-146 Ovaj rad
Tn1999 oxa48 8F GGTTGAACTTGATGATAATGTGT F 675-697
TEM-F ATTCTTGAAGACGAAAGGGC F 5 -209-(-199) (112)
blarey TEM-R ACGCTCAGTGGAACGAAAAC R 1209 CP027536.1 +119-(+139)
TEMF GCGGTAAGATCCTTGAGAGT F : 152-172 Ovai rad
TEMR TACGATACGGGAGGGCTTA R 753772 vaj ra
SHV-F CACTCAAGGATGTATTGTG F 53 -22-(-4) (112)
blaay SHV-R TTAGCGTTGCCAGTGCTCG R 883 82452 842-861
SHVF TTCGCCTGTGTATTATCTCC F 11-30 Ovaj rad
SHVR CGCCTCATTCAGTTCCG R 488-504
M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC F 5 3-22
blacrxm M13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC R 847-866
MAL SCSATGTGCAGYACCAGTAA F 864 AY044436 208-227 (110)
MA2 CCGCRATATGRTTGGTGGTG R 721-740

Ta — temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA (od eng. ,,annealing temperature®, Ta)
* - Ta navedena samo za pocetnice koristene u svrhu amplifikacije
Ref. - referenca




Tablica 4. Pocetnice koriStene u analizi izolata K. pneumoniae i E. cloacae MLST metodom genotipizacije.

Gen | Ime pocetnice | Slijed nukleotida (5'— 3" | Ta (°C)* I Veli¢ina amplikona (pb) I Polozaj u genu | Smjer | Ref.
Klebsiella pneumoniae
Vic3oF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGGCGAAATGGCWGAGAACCA 55 1368-1388 F (118)
rpoB Vic2oR TTGTGAGCGGATAACAATTTCGAGTCTTCGAAGTTGTAACC 1120 2424-2444 R (119)
rpoB MLST 1f* CCTGAAGGTCCGAACATC 1689-1707 F Ovaj rad
gapAl173oF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTATGAAATATGACTCCACTCACGG 133-155 F
gapA gapA1810R TTGTGAGCGGATAACAATTTCCTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT 07 772-796 R
mdh mdh1300F GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 801 64-85 F
mdh8670R TTGTGAGCGGATAACAATTTCCCGTTTTTCCCCAGCAGCAG 801-821 R
bgi pgilFoF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC ~611 927-53 F
pgilRoR TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT 55 1620-1645 R
phoE phoE604.10F GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 647 638-664 F (118)
phoE604.20Rcv TTGTGAGCGGATAACAATTTCTGATCAGAACTGGTAGGTGAT 1220-1241 R (119)
infB infB1FoF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTCGCTGCTGGACTATATTCG 507 0-21 F
infB1ROR TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGCTTTCAGCTCAAGAACTTC 442-463 R
tonB tonB1FoF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 584 90-114 F
tonB2RoR TTGTGAGCGGATAACAATTTCATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG 609-630 R
primer oF* GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA F
primer oR* TTGTGAGCGGATAACAATTTC R
Enterobacter cloacae
dnaA-f2* AYAACCCGCTGTTCCTBTATGGCGGCAC 50 500-527 F 92)
dnaA dnaA-r KGCCAGCGCCATCGCCATCTGACGCGG 748 1222-1248 R
dnAAs2* TTCTGACCTCGGATCGTTAT 300-320 F Ovaj rad
fusA-f2* TCGCGTTCGTTAACAAAATGGACCGTAT 50 413-440 F
fusA fusA-r2 TCGCCAGACGGCCCAGAGCCAGACCCAT 905 1291-1318 R (92)
fusA-r2-seq* ATCTCTTCACGYTTGTTAGCGTGCATCT 1094-1121 R
fusA2* CCACAGGTTACCAGGATGA 781-800 R Ovaj rad
gyrB-f TCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGTAA 50 143-170 F
B gyrB-r GCAGAACCGCCCGCGGAGTCCCCTTCCA 1152 1268-1295 R
9y gyrB-r3-seq* GCAGAACCGCCCGCGGAGTCCCCTTCC 1269-1295 R
gyrB-f3-seq* AAAACCGGTACYATGGTGCGTTTCTGG 484-510 F
leus leuS-f2* GATCARCTSCCGGTKATCCTGCCGGAAG 50 844 1342-1369 F
leuS-r* ATAGCCGCAATTGCGGTATTGAAGGTCT 2159-2186 R 92)
pyrG-f* AYCCBGAYGTBATTGCRCAYMAGGCGAT 56-83 F
pyrG PYIGr* GCRCGRATYTCVCCCTSHTCGTCCCAGC 50 534 563-590 R
rplB rplB-f* GTAAACCGACATCTCCGGGTCGTCGCCA 50 745 17-44 F
rplB-r* ACCTTTGGTCTGAACGCCCCACGGAGTT 735-762 R
rpoB rpoB-f* CCGAACCGTTCCGCGAACATCGCGCTGG 57 748 252-280 F
rpoB-r2* CCAGCAGATCCAGGCTCAGCTCCATGTT 973-1000 R

Ta — temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA (od eng. ,,annealing temperature®, Ta)
* - Ta navedena samo za pocetnice koristene u svrhu amplifikacije
Ref. - referenca




Tablica 5. Pocetnice koriStene u mjerenju relativne ekspresije gena kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu u izolata K. pneumoniae, E.

cloacae i E. aerogenes

Gen | Ime pocetnice | Slijed nukleotida (5'— 3" | Smijer | Ta (°C) | Veli¢ina amplikona (pb) I NCBI Accession no. | Polozaj pocetnice I Ref.
Klebsiella pneumoniae
OmpK35F GCAATATTCTGGCAGTGGTGATC F 1134
OmpK35 ompK35R | ACCATTTTTCCATAGAAGTCCAGT R 109 KX528047.1 95-119 39)
ompK36F TTAAAGTACTGTCCCTCCTGG F 8-29
ompK36 ompK36R TCAGAGAAGTAGTGCAGACCGTCA R 55 130 MG577054.1 113-137
acrBF CAATACGGAAGAGTTTGGCA F 723-743
acrB acrBR CAGACGAACCTGGGAACC R 64 AJ318073.1 768-786 (120)
rpoBF AAGGCGAATCCAGCTTGTTCAGC F 1916-1939
poB rpoBR TGACGTTGCATGTTCGCACCCATCA R 148 FOB34906.1 2038-2063 (39)
Enterobacter cloacae
ompC ompC (F) AGAATTTGGCGGCGACACCTAC F 15 387-400
ompC (R) TGCGCTACCGTTTTTACCCTGATA R 507-531
ompF ompF (F) CCGGCGTGAGCGATAACTTCTTCT F 136 416-440
OmpF (R) AACGCATCGGTACGCTCATTTTTG R 60 —— 527-551 w21
orB acrB (F) TCCGGGCGCAGAGAACAAGGTAGA F 100 : 1908-1932
acrB (R) TGCGGGCAGGTTAAAGGCGAAGAC R 1983-2007
0B rpoB (F) CAGCCGCGAYCAGGTTGACTACA F 6 1935-1058
rpoB (R) GACGCACCGACGGATACCACCTG R 1974-1997
Enterobacter aerogenes
omp3s | EA-OMD3 ZF | CTGAAAGCGGGTGAATA F 128 304-321
EA omp35 2R | ATGAAGTTATCGGTGTAGTT R 411-431
omp36 | _EA_OMD36_IF | CGAAGATCAGACCAACAA F s 540-558
EA omp36 2R | TCATAAGTCACGGAGGT R 55 CPO14079.2 597-614 Ovaj rad
aorA EA acrA2 F | GGTATTGTCACGCTCAA F 107 : 121138
EA acrAL R | ATAATGCCACTTACCTGAG R 208-227
o0 EA rpoB 2F | CTGAAGGTCCGAACATC F - 1691-1708
EA rpoB_ 2R | GATAGCAGACAGGTAATGA R 1808-1827

Ta — temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA (od eng. ,,annealing temperature®, Ta)
Ref. - referenca
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Tablica 6. Pocetnice koriStene u tipizaciji plazmida PBRT metodom.

Replikon Ime pocetnice Slijed nukleotida (5'—3") Ta (°C) | Veli¢ina amplikona (pb) Ref.
HIL HI1f GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC a7l
Hilr TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA
HI2 HI2f TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 644
Hi2r GGCTCACTACCGTTGTCATCCT
-1y 11f CGAAAGCCGGACGGCAGAA 139
11r TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT
X Xf AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 376
Xr TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC
LM L/Mf GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 785
L/Mr CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG
N Nf GTCTAACGAGCTTACCGAAG 559
Nr GTTTCAACTCTGCCAAGTTC
FIA FIAf CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 462
FIAr GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
FIB FIBf GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 702
FIBr CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 60
W Wi CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 242
Wr GGTGCGCGGCATAGAACCGT (101)
v Yf AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 765
Yr GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT
p Pf CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 534
Pr TCACGCGCCAGGGCGCAGCC
FIC FICT GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 262
FICr TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT
ALC AICT GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 465
AlCr ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT
T Tf TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 750
Tr CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC
Ells FlISf CTGTCGTAAGCTGATGGC 270
FlISr CTCTGCCACAAACTTCAGC
E FrepBf TGATCGTTTAAGGAATTTTG 270
reps FrepBr GAAGATCAGTCACACCATCC
K K/Bf GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 160
Kr TCTTTCACGAGCCCGCCAAA 59
B/O K/Bf GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 159
B/Or TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA
ColE or!coIEf GTTCGTGCATACAGTCCA 186
oricolEr GGCGAAACCCGACAGGACT 57
ColErm QricoIEf GTTCGTGCATACAGTCCA 105
oricolETpr GGTTTACCGGTGTCATTCC 122)
R IncRf TCGCTTCATTCCTGCTTCAGC 250
IncRr GTGTGCTGTGGTTATGCCTCA 62
U IncUf TCACGACACAAGCGCAAGGG 842
IncUr TCATGGTACATCTGGGCGC
RepA-A GACATTGAGTCAGTAGAAGG 925
RepA-B CGTGCAGTTCGTCTTTCGGC
TraU-A ATCTCACGCAATCTTACGTC
LIM (OXA-48) TraU-B TCGCGTCATGCGTGATCTTC 5 577 (123)
ParA-A GCAGTGAAAACGTTGATCAG 532
ParA-B GATCGCAATGCGTCTTGGTG

Ta — temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA (od eng. ,,annealing temperature®, Ta)

Ref. - referenca

59




3.1.9. PUFERI | OTOPINE

3.1.10.

20 X SSC (3 M NaCl, 0,3 M natrijev citrat, pH 7,2)

10 X TAE (40 mM Tris-baza, 1% v/v ledena octena kiselina, 1 mM EDTA pH 8,0)

5 X TBE (45 mM Tris-baza, 450 mM borna kiselina, 10 mM EDTA, pH 8.0)

10 X TE (100 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,0)

Pufer za suspenziju bakterijskih stanica (100mM Tris, 100mM EDTA, pH 8.0)

Pufer za lizu bakterijskih stanica (50 mM Tris, 50 mM EDTA pH 8.0, 1% m/v lauroil
sarkozin)

Neutralizacijski pufer (1 M Tris, 1.5 M NaCl, pH 7.4)

Depurinacijska otopina (0,25 M HCI)
Denaturacijska otopina (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH)
Fizioloska otopina (0,9% m/v NaCl)

POTROSNI MATERIJAL

Filtar papir (,,Whatman® chromatography paper grade 3mm 20x20cm*, Sigma-
Aldrich, Njemacka)

Nitrocelulozni filter s porama veli¢ine 0,45um (Sigma Aldrich, Republika Irska)
Plasti¢ne kivete za UV-VIS spektrofotometriju (,,Uvette™, Eppendorf®, Njemacka)
Polipropilenska epruveta za centrifugu volumena 50 mL (Corning, SAD)
Polipropilenske tubice od 100 pL u nizu od 8 tubica (,,MicroAmp® Fast 8-Tube Strip,
Thermo Fisher Scientific, SAD)

Polipropilenske tubice od 200 pL (Corning, SAD)

Polipropilenske tubice od 200 pL u nizu od 8 tubica (,MicroAmp® 8 Strip Reaction
Tubes®, Thermo Fisher Scientific, SAD)

Polipropilenski optic¢ki poklopci u nizu od 8 (,,MicroAmp ® Optical 8 cap Strips®,
Thermo Fisher Scientific, SAD)

Polipropilenski poklopci u nizu od 8 (,,MicroAmp® 8 cap Strips*, Thermo Fisher
Scientific, SAD)

Polistirenska tubica za centrifugu 1,5 mL (Eppendorf®, Njemacka)

Polistirenska tubica za centrifugu 2 mL (Eppendorf®, Njemacka)

Pozitivno nabijena najlonska membrana (,,Nylon membrane positively charged*,

Roche, Svicarska)
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3.1.11. UREDAIJI

- Denzimat ,,DEN-1B* (Grant Instruments, Ujedinjeno Kraljevstvo)

- DNA-sekvencer ,,ABI Prism® 310“ (Thermo Fisher Scientific, SAD)

- Hibridizator (,,Hybrigene hibridization oven®, Techne®, Ujedinjeno Kraljevstvo)

- Kadica za horizontalnu elektroforezu (,,Sub-CeI|® Model 96 cell, Bio-Rad
Laboratories, SAD)

- Napajanje za horizontalnu elektorofrezu (,,Powerpac™ Basic“, Bio-Rad Laboratories,
SAD)

- Spektrofotometar za UV-VIS spektrofotometriju (,,Biophotometer®<, Eppendorf®,
Njemacka)

- Termo mikser (,, Thermomixer Comfort“, Eppendorf®, Njemadka)

- Uredaj za centrifugu ,,Eppendorf Centrifuge 5417 R* (Eppendorf®, Njemacka)

- Uredaj za centrifugu ,,Eppendorf Centrifuge 5430« (Eppendorf®, Njemacka)

- Uredaj za dobivanje ultra ¢iste vode klase 1 (,,Simplicity®“, Milipore, SAD)

- Uredaj za gel elektroforezu u izmjeni¢nom elektri¢nom polju CHEF-DR™ 111 (Bio-Rad
Laboratories, SAD)

- Uredaj za provodenje langane reakcije polimerazom ,,Veriti' Thermal Cycler*
(Thermo Fisher Scientific, SAD)

- Uredaj za provodenje lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu
,»StepOnePlus™ Real-Time PCR System* (Thermo Fisher Scientific, SAD)

- Uredaj za suhu sterilizaciju (INKO, Republika Hrvatska)

- Uredaj za vizualizaciju DNA pod UV- svjetlos¢u ,,Genebox‘ (Syngene, Ujedinjeno
Kraljevstvo)

- Uredaj za vizualizaciju DNA pod UV- svjetlos¢u OmniDOC (Cleaver Scientific,
Ujedinjeno Kraljevstvo)

- Vodena kupelj bez tresilice (Bagnomaria, Italija)

- Vodena kupelj s tresilicom (Thermo Forma, SAD)
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3.2. BAKTERIJSKI 1IZOLATI UKLJUCENI U STUDIJU

Istrazivanje je provedeno na 250 izolata enterobakterija prikupljenih tijekom 2011. i
2012. godine na podru¢ju Republike Hrvatske koji su zadovoljavali kriterij smanjene
osjetljivosti na karbapeneme. Izolati su prikupljeni kroz redovito djelovanje Nacionalnog
programa pracenja rezistencije na antibiotike pri Odboru za pracenje rezistencije bakterija na
antibiotike Akademije medicinskih znanosti Hrvatske (AMZH). U Nacionalni program za
pracenje rezistencije na antibiotike uklju¢eno je 40 klinickih mikrobiolo$kih laboratorija
diljem Republike Hrvatske ¢ime je pokriveno vise od 90% populacije. Svi suspektni izolati
enterobakterija smanjene osjetljivosti na ertapenem, utvrdene disk difuzijom prema
smjernicama EUCAST-a, testiraju se u Referentnom centru za pracenje rezistencije bakterija
na antibiotike Ministarstva zdravstva pri Klinici za infektivne bolesti “Dr. Fran Mihaljevi¢”.
Suspektni izolati enterobakterija dostavljeni su u dubokom agaru u mikrobioloski laboratorij
Zavoda za klinicku mikrobiologiju Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢* u
Zagrebu, gdje je ponovljenim testiranjem potvrden fenotip smanjene osjetljivost na
karbapeneme. Smanjena osjetljivost enterobakterija na karbapeneme definirana je prema
smjernicama EUCAST-a u slu¢ajevima kad minimalna inhibitorna koncentracija za
ertapenem iznosi vise od 0,5 mg/L, odnosno vise od 2 mg/L kod imipenema i meropenema
(67). Identifikacija bakterijske vrste svakog izolata provedena je standardnim biokemijskim
testovima i uredajem za automatiziranu identifikaciju ,,Vitek2 compact system” (BioMerieux,

Francuska).

3.3. TESTIRANJE OSJETLJIVOSTI IZOLATA NA ANTIBIOTIKE

Osjetljivost svih izolata uklju¢enih u studiju odredena je disk-difuzijskom metodom po
Kirby-Baueru za sljedece antibiotike: amoksicilin (20 pg), amoksicilin/klavulanska kiselina
(20/10 pg), cefaleksin (30 pg), cefuroksim (30 ug), ceftriakson (30 ug), ceftazidim (10 pg),
cefepim (30 pg), ertapenem (10 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg),
piperacilin/tazobaktam (30/6 pg), gentamicin (10 ug), amikacin (30 ug),
trimetoprim/sulfametoksazol (1,25/23,75 ug) i ciprofloksacin (5 pg) (Mast Group, Ujedinjeno
Kraljevstvo). Osjetljivost na antibiotike testirana je na Mueller-Hinton agaru (MH agar)
(,,Mueller Hinton Medium®, Becton Dickinson, Njemacka). Iz nekoliko kolonija s prekono¢ne
kulture, uzgojene inkubacijom pri 37°C na krvnom agaru (5% konjska krv, ,,Blood agar base,
BioRad, SAD), napravljene su suspenzije bakterijskih stanica u fiziolo$koj otopini opticke

gustoée koja odgovara standardu 0,5 McFarlanda (1 McF, ~108 CFU/mL). Bakterijska
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suspenzija je ravnomjerno nasadena na MH agar vatenim Stapi¢em nakon ¢ega su naneseni
diskovi koji sadrzavaju definiranu koli¢inu pojedinog antibiotika. Rezultati testiranja
osjetljivosti na antibiotike disk-difuzijskom metodom ocitani su sljede¢i dan, nakon
inkubacije na 37°C, mjerenjem promjera inhibicijskih zona oko diskova. Rezultati su
interpretirani prema EUCAST-ovim smjernicama (67).

Osjetljivost svih izolata na karbapeneme dodatno je testirana odredivanjem MIK
vrijednosti za ertapenem, imipenem i meropenem koriste¢i Epsilometarski test (E-test)

(,ETEST®", Biomerieux, Francuska). U svrhu odredivanja MIK vrijednosti E-testom

bakterijska suspenzija, koja je napravljena na isti nacin kao i za izradu disk-difuzijskog testa,

nasadena je na MH agar nakon ¢ega je nanesena traka E-testa s koncentracijskim gradijentom

antibiotika. Nakon inkubacije preko no¢i na 37 C o&itani su rezultati testa te su interpretirani

prema EUCAST-ovim smjernicama (67).
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3.4. FENOTIPSKA DETEKCIJA PROIZVODNJE BETA-LAKTAMAZA

Fenotipska detekcija proizvodnje beta-laktamaza proSirenog spektra, karbapenemaza
iz Amblerove klase A beta-laktamaza, karbapenemaza iz klase B beta-laktamaza i plazmidnih
beta-laktamaza iz klase C (AmpC) provedena je kod svih izolata. Za detekciju svih navedenih
beta-laktamaza koristen je test sinergizma dva diska na MH agaru, na koji je ravnomjerno
inokulirana bakterijska suspenzija u fizioloskoj otopini opticke gustoce 0,5 McF (poglavlje
3.3).

U fenotipskoj detekciji ESBL enzima koristeni su diskovi s amoksicilinom i
klavulanskom kiselinom (10 pg/10 pg), ceftazidimom (30 pug) i ceftriaksonom (30 ug) koji su
postavljeni na inokulirani MH agar s dodatkom kloksacilina (250 pg/L) prema definiranom
rasporedu (Slika 10.). Nakon inkubacije na 37°C preko no¢i, test je o¢itan i proglasen
pozitivnim ukoliko je doslo do prosirenja zone inhibicije bakterijskog rasta oko bilo kojeg
diska sa cefalosporinom u smjeru diska s amoksicilinom i klavulanskom kiselinom (Slika 10.)
(124, 125).

Slika 10. (A) Shematski prikaz rasporeda diskova s ceftriaksonom (CRO), amoksiklavom (AMC) i
ceftazidimom (CAZ) u testu sinergizma dva diska za detekciju proizvodnje beta-laktamaza proSirenog spektra.
(B) Pozitivan rezultat testa u izolata koji proizvodi beta-laktamazu prosirenog spektra.
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U fenotipskoj detekciji beta-laktamaza AmpC koristeni su diskovi s cefoksitinom (30
ug), kloksacilinom (500 pg), ceftazidimom (30 pg) i imipenemom (10 pg). Diskovi su
postavljeni na inokulirani MH agar prema shemi prikazanoj na slici 11. Nakon inkubacije na
37°C preko noéi, o¢itavala se prisutnost sinergizma izmedu diskova s kloksacilinom i
cefoksitinom i/ili diskova s kloksacilinom i ceftazidimom. Najmanji znak sinergizma s
kloksacilinom se ocitava kao pozitivan (Slika 11.). Disk s imipenemom upucuje na prisutnost
inducibilne beta-laktamaze AmpC ukoliko se zona inhibicije u smjeru ceftazidima poprimi
oblik slova D (125).

FOX SLOX CAZ IPM

5-10mm 5-10mm 15 mm

Slika 11. (A) Shematski prikaz rasporeda diskova s cefoksitinom (FOX), kloksacilinom (CLOX), ceftazidimom
(CAZ) i imipenemom (IPM) u testu sinergizma dva diska za detekciju proizvodnje beta-laktamaza AmpC. (B)
Pozitivan rezultat testa u izolata koji proizvodi neinducibilnu AmpC.

U fenotipskoj detekciji i identifikaciji karbapenemaza Amblerove klase B koristen je
test sinergizma dva diska na inokuliranom MH agaru, na koji su postavljaju diskovi u dva
reda prema shemi prikazanoj na slici 12. U prvi red postavlja se, jedan za drugim, disk s
ceftazidimom (30 pg), komercijalni disk s dipikolini¢nom kiselinom (Rosco Diagnostica,
Danska), te disk s imipenemom (10 pg). U drugi red postavlja se disk s ceftazidimom (30 pg),
prazan disk i disk s imipenemom (10 pg). Na prazan disk nakapava se 10 uL 0,5 M EDTA.
Nakon inkubacije MH plo¢a na 37 C preko no¢i oéitava se sinergizam izmedu diskova.
Najmanyji znak sinergizma, tj. proSirenja zone inhibicije u smjeru diska s dipikioliniénom

kiselinom ili EDTA smatra se pozitivnim (Slika 12.) (126, 127).
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OO

5mm 5mm

CAZ EDTA IPM

10 mm 10 mm

Slika 12. (A) Shematski prikaz rasporeda diskova s ceftazidimom (CAZ), imipenemom (IPM), EDTA i
dipikolini¢nom kiselinom (DPA) u testu sinergizma dva diska za detekciju proizvodnje karbapenem
hidroliziraju¢ih metalo-beta-laktamaza. (B) Pozitivan rezultat testa u izolata koji proizvodi karbapenem-
hidroliziraju¢u metalo-beta-laktamazu.

U fenotipskoj detekciji i identifikaciji beta-laktamaze KPC Amblerove klase A
koristeni su diskovi s boroni¢nom kiselinom (Rosco Diagnostica, Danska), ertapenemom (10
ug), imipenemom (10 pg) i meropenemom (10 pg) koji se postavljaju prema definiranom
rasporedu (Slika 13.). Nakon inkubacije na 37°C preko no¢i, oitavaju se rezultati. Ukoliko
postoji i najmanji znak sinergizma, odnosno prosirenja zone inhibicije bilo kojeg od
antibiotika u smjeru diska s boroni¢nom kiselinom, test se smatra pozitivnim (Slika 13.)
(128).

Slika 13. (A) Shematski prikaz rasporeda diskova s meropenemom (MEM), ertapenemom (ETP), imipenemom
(IPM) i boroni¢nom kiselinom (BORON) u testu sinergizma dva diska za detekciju proizvodnje karbapenemaze
KPC. (B) Pozitivan rezultat testa u izolata koji proizvodi karbapenemazu KPC.
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3.5. DETEKCIJA | KARAKTERIZACIJA GENA ZA REZISTENCIJU NA
ANTIBIOTIKE

3.5.1. IZOLACIJA UKUPNE BAKTERIJSKE DNA

Izolacija ukupne bakterijske DNA svih klini¢kih bakterijskih izolata i transkonjugata
E. coli A15R provedena je koriste¢i komplet reagencija za izolaciju DNA ,,QIAamp DNA
Blood Mini Kit“ (Qiagen, Njemacka) prema uputama proizvodaca. Bioloski materijal koji se
koristio za izolaciju ukupne DNA prikupljen je jednokratnom ezom iz jedne bakterijske
kolonije s prekono¢ne kulture uzgojene na krvnom agaru, u koli¢ini koja odgovara polovici
otvora eze. Postupak izolacije DNA ovim kompletom reagencija se bazira na upotrebi
kolonica od silicijevog dioksida. To je platforma za izolaciju DNA na kojoj se, na temelju
velikog afiniteta vezanja DNA, omogucuje brza i efikasna separacija DNA od ostalih
stani¢nih komponenti koristenjem prilozenih reagenasa koja imaju selektivna eluacijska
svojstva. DNA se naposljetku eluira u 150 pL pufera za eluciju i pohranu DNA. Cisto¢a i
koncentracija izolirane DNA provjerena je spektrofotometrijski (,,Biophotometer™
Eppendorf®, Njemagka) mjerenjem apsorbancije na 260 i 280 nm u plastiénim UV-VIS
kivetama (,,Uvette™, Eppendorf®, Njemacka). Omjer Ago/Azgo za dovoljno &istu DNA iznosi
1,6 — 1,8, dok apsorpcijska vrijednost Azso = 1 odgovara koncentraciji dvolanéane DNA od 50

pg/mL.

3.5.2. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZOM (PCR)

Lancana reakcija polimerazom korisStena je u svrhu detekcije prisutnosti gena za
rezistenciju na antibiotike i u sklopu ostalih molekularno-bioloskih metoda koje to
zahtijevaju. Kod svih izolata koji su ukljuceni u ovu studiju izvrSena je detekcija gena koji
kodiraju karbapenemaze iz klase A beta-laktamaza (blaxpc), klase B beta-laktamaza (blaym,
blanpwm 1 blayvp), te klase D beta-laktamaza (blapxa-4s). Lan¢anom reakcijom polimerazom
izvrSena je detekcija gena za rezistenciju na sljedece klase antibiotika: (a) beta laktamski
antibiotici: beta laktamaze klase A (blatem, blaspv, blactx-m, blaves, blaces, blaper, blaswe) i
plazmidne AmpC-beta laktamaze iz klase C (blamox, blact, blapna, blaacc, blagsc i blarox)
(b) plazmidni geni za rezistenciju na kinolone: gnrA, gnrB, gnrS; (c) aminoglikozid-
modificiraju¢e enzime i ribosomske metilaze: aadAl/2, aadAb, aac(3’)-1, aac(3°)-1l, aac(3’)-
I, aac(3°)-1V, aph(3')-1a, aph(3')-1I, ant(2"),armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, npmA i aac(6')-
Ib; (d) tetraciklinske efluks pumpe: tet(A)-tet(E); (e) membranski prenositelji kloramfenikola:
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cmlA, floR i (f) plazmidne dihidropteroat sintaze: sull i sul2. Pocetnice koriStene za detekciju
navedenih gena prikazane su u tablicama 1 i 2.

Sve lancane reakcije polimerazom koje su koriStene u svrhu detekcije gena za
rezistenciju provedene su u volumenu od 10 pL neovisno o tome jesu li sadrzavale jedan (tzv.
,,singleplex reakcija®) ili viSe parova pocetnica (tzv. ,,multiplex reakcija“). Volumen
reakcijske smjese iznosio je 9 pL dok je volumen izolirane genomske DNA koji je koriSten
kao kalup iznosio 1 pL. Sastav reakcijske smjese bio je: 1,5 mM MgCl; (,,Hot Start Pol*, Jena
Bioscience, Njemacka), 1X PCR buffer (50mM KCI) (,,Hot Start Pol*“,Jena Bioscience,
Njemacka), 0,2 mM svakog deoksinukleozid-trifosfata (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
(,,Geneamp”™ dNTP blend*, Thermo Fisher Scientific, SAD), po&etnice u koncentraciji 200
nM (svaka) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, SAD) i 0,05 U HotStart Tag-polimeraze
(,,Hot Start Pol*, Jena Bioscience, Njemacka).

Uvjeti lan¢anih reakcija polimerazom bili su sljedeci: Pocetna denaturacija kalupa
DNA i termalna aktivacija HotStart Tag-polimeraze na 94°C u trajanju od 2:30 minuta. Faza
amplifikacije PCR produkta trajala je 30 ciklusa i sastojala se od 3 segmenta: (a) denaturacija
DNA kalupa pri 94°C u trajanju od 20 sekundi, (b) sparivanje poetnica i denaturiranog
kalupa DNA (tzv ,,annealing®) pri temperaturi koju definira temperatura taljenja pocéetnica u
trajanju od 25 sekundi i (c) elongacijski segment na 72°C pri kojem dolazi do sinteze
komplementarnog lanca DNA i ¢ije je trajanje definirano veli¢inom PCR produkta. Nakon
amplifikacijske faze slijedi faza zavrine elongacije na 72°C u trajanju od dvije minute, nakon
Gega slijedi hladenje reakcije na 4 C. Temperatura taljenja (eng. ,,melting temperature®, Tm)
pocetnica definirana je njihovom veli¢inom (brojem nukleotida) i sastavom. Pri evaluaciji
Tm-a pocetnica koriSten je besplatni program ,,Beacon Designer* na mreznim stranicama

PremierBiosoft (www.premierbiosoft.com) koristeci sljedece parametre: 1,5 mM MgCl,, 50

mM KCI pri koncentraciji pocetnica od 200 nM. Temperatura sparivanja pocetnica s kalupom
(tzv. ,,annealing temperature®, Ta) bila je 3-5 C niza od Tm-a poéetnica. Veli¢ina PCR
produkta je takoder definirana koriStenim pocetnicama, pa je prilikom izracuna veli¢ine
amplikona koriSten program ,,Primer Blast™ na mreznim stranicama ,,National Center for

Biotechnology Information® (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast.).

Prema pravilu da Tag-polimeraza sintetizira DNA lanac brzinom od 1000 nukleotida po
minuti, trajanje elongacijske faze definirano je formulom [vrijeme = (veli¢ina PCR produkta/
1000 pb) * 60s]. Sve lancane reakcije polimerazom provedene su koriste¢i ,,Veriti ™ Thermal
Cycler* (Thermo Fisher Scientific, SAD).
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PCR produkti detektirani su horizontalnom elektroforezom u 1,5 %-tnom agaroznom
gelu (,,Agarose®, Sigma-Aldrich, Njemacka) pripremljenom u 1 X TAE puferu (40 mM Tris-
baza, 1% v/v ledena octena kiselina, 1 mM EDTA, pH 8,0) s 0,1 % volumnim udjelom
interkalacijske boje (,,Sybr® Safe, Thermo Fisher Scientific, SAD). Koristen je ,,Sub-Cell®
Model 96 cell* (Bio-Rad Laboratories, SAD) sustav za horizontalnu elektroforezu i izvor
napajanja ,,PowerPac™ Basic power supply* (Bio-Rad Laboratories, SAD). Elektroforeza
PCR produkata izvedena je prema sljede¢im parametrima: 4V/cm u trajanju od 60 minuta u 1
X TAE puferu. Za detekciju je koristeno 10 uL PCR reakcije pomijeSane sa 2 uL 6 X pufera
za nanos$enje uzoraka (0,25% m/v bromfenol-plava, 0,25% m/v ksilen-cijanol, 30% v/v
glicerol) dok je za provjeru veli¢ine fragmenata DNA koriSten standard molekulskih masa
(,,GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder*, Thermo Fisher Scientific, SAD). PCR produkti
vizualizirani su UV-svjetlosc¢u koristeci sustav za digitalnu fotografiju ,,OmniDOC* (Cleaver

Scientific, Ujedinjeno Kraljevstvo).

3.5.3. ODREDIVANIE SLIJEDA NUKLEOTIDA

Odredivanje slijeda nukleotida kori$teno je za analizu gena koji kodiraju
karbapenemaze i ostale beta-laktamaze nakon $to im je prisutnost detektirana u izolatima
koriste¢i lancanu reakciju polimerazom. Pocetnice koriStene za amplifikaciju gena koji
kodiraju beta-laktamaze i odredivanje slijeda nukleotida prikazane su u tablici 3. Geni koji
kodiraju navedene enzime umnozeni su PCR-om, nakon ¢ega je prisutnost PCR produkta
provjerena gel elektroforezom i vizualizacijom gela kao $to je opisano u poglavlju 3.5.2.
Amplifikacijske reakcije provedene su volumenu od 20 pL od ¢ega je volumen reakcijske
smjese iznosio 18 pL dok je volumen izolirane ukupne bakterijske DNA iznosio 2 pL.
Lancana reakcija polimerazom trajala je 35 ciklusa i provedena je prema uvjetima i
postavkama opisanim u poglavlju 3.5.2.

U svrhu daljnje analize, umnozeni DNA produkti sintetizirani PCR-0m prociséeni su
,,EX0-Sap* metodom koriste¢i smjesu enzima egzonukleaze I (eng. ,,Exonuclease 1, Exo) i
alkalne fosfataze skampa (eng. ,,Shrimp Alkaline Phosphatase®, SaP). Pro¢is¢avanje je
provedeno u reakcijama ukupnog volumena 3,75 uL koje su sadrzavale 1 U alkalne fosfataze
skampa (,,FastAP™< Thermo Fisher Scientific, SAD), 5 U egzonukleaze | (,,Exonuclease I,
Thermo Fisher Scientific, SAD) i 2,5 uL PCR produkta. Enzimska reakcija procis¢avanja
PCR produkta provedena je koriste¢i ,,Veriti'™ Thermal Cycler prema sljedeéem termalnom

profilu: enzimska razgradnja na 37°C u trajanju od 20 minuta i inaktivacija enzima na 80°C u
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trajanju od 15 minuta, nakon &ega slijedi hladenje reakcije na 4 C. Po zavrietku, reakcija se
razrjeduje dodatkom 15 pL sterilne ultra-Ciste vode (,,Nuclease-Free Water®, Qiagen,
Njemacka).

Reakcija sekvenciranja provodi se poc¢etnicama specificnim za pojedine gene od
interesa koriste¢i komplet reagencija ,,ABI PRISM BigDye® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit“ (Thermo Fisher Scientific, SAD). Sve reakcije sekvenciranja, u ukupnom
volumenu od 3 pL, sadrzavale su po&etnicu koncentracije 1,6 pM, 0,6 uL ,,BigDye®
Terminator v1.1 Ready Reaction Mix*, 0,3 uL ,,5X Sequencing Bufferi 1 uL pro¢is¢enog
PCR produkta. Sve reakcije sekvenciranja provedene su koristeéi ,,Veriti"™” Thermal Cycler«
prema termalnom profilu navedenom u uputstvima proizvodaca: po¢etna denaturacija DNA
kalupa pri 96 C u trajanju od jedne minute, faza sinteze DNA lanca s ugradenim obiljeZzenim
dideoksinukleotidima u trajanju od 25 ciklusa koja se sastoji od: (a) denaturacija DNA kalupa
na 96 C u trajanju od 10 sekundi, (b) ,,annealing“ na 50°C u trajanju od 5 sekundi i (c) faza
elongacije na 60 C u trajanju od 4 minute. Naposljetku, reakcija se zavr§ava hladenjem na
4°C.

Po zavrSetku, reakcije su proc¢is¢ene u svrhu daljnje analize koriste¢i metodu
precipitacije etanolom, natrijevim acetatom i EDTA. Svakoj reakciji dodano je 9,3 uL otopine
koja sadrzava 0,3 pL 125 mM EDTA, 0,3 uL 3M natrijevog acetata i 8,7 uL 96%-tnog
etanola. Nakon inkubacije pri sobnoj temperaturi u trajanju od 15 minuta, reakcije su
centrifugirane na 2000 x g u trajanju 35 minuta pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega je odliven
supernatant. Reakcije su dodatno isprane dodavanjem 15 pL 70% etanola nakon cega je
slijedilo centrifugiranje na 1650 X g u trajanju od 15 minuta. Supernatant je odbacen, a
produkt reakcije sekvenciranja je otopljen u 20 pL deioniziranog formamida (,,Hi-Di"™
Formamide®, Thermo Fisher Scientific, SAD).

Analiza slijeda nukleotida ispitivanih gena provedena je koriste¢i uredaj ,,ABI Prism®
310 Genetic Analyzer* (Thermo Fisher Scientific, SAD) prema uputstvima proizvodaca, iz 10
uL procis¢enog produkta otopljenog u deioniziranom formamidu. Cjelovite DNA sekvence
analiziranih gena iz fragmenata dobivenih sekvenciranjem sastavljene su koriste¢i racunalni
program ,,DNA Baser (Heracle BioSoft S.R.L., Rumunjska). Varijante analiziranih gena
identificirane su na temelju DNA sekvenci pomocu opcije za identifikaciju gena rezistencije u
sklopu baze podataka na mreznim stranicama instituta Pasteur koja je primarno namijenjena
za MLST analizu K. pneumoniae (http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html).
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3.6. MJERENJE EKSPRESIJE GENA KOJI KODIRAJU EFLUKS PUMPE |
PORINSKE KANALE

3.6.1. IZOLACIJA UKUPNE BAKTERIJSKE RNA

Bakterijskim stanicama jedne kolonije iz bakterijske kulture uzgojene na krvnom
agaru inokulirano je 5 mL neselektivhog LB medija (eng ,,Luria-Bertani broth*, LB; 10 g/L
Bakto-tripton, 5g/L ekstrakt kvasca, 10g/L NaCl, pH 7,5) i kultura je uzgajana preko no¢i na
37°C, uz tre$nju od 50 rpm. 100 pL prekonoéne bakterijske kulture inokulirano je u 5 mL
svjezeg neselektivnog LB medija u kojem je kultura zatim uzgajana do eksponencijalne faze
rasta (ODggo ~0,6) na 37 C, uz trednju od 50 rpm. Ukupna bakterijska RNA izolirana je iz
bakterijskih stanica prikupljenih centrifugiranjem 4 mL bakterijske kulture na 10000 x g u
trajanju od 5 minuta. Nakon odbacivanja supernatanta, bakterijske stanice u talogu su
resuspendirane u 1 mL ,, TriPure“ reagensa (Roche, Svicarska) namijenjenog za lizu stanica i
izolaciju DNA, RNA i proteina. Daljnja izolacija ukupne bakterijske RNA provedena je
prema uputstvima proizvodaca, uz odredene modifikacije.

Bakterijske stanice resuspendirane u ,, TriPure* reagensu inkubirane su na 65°C u
trajanju od 10 minuta uz treSnju od 1400 rpm. Po zavrSetku inkubacije, suspenzija je ohladena
na sobnu temperaturu, dodano je 200 pL kloroforma (T.T.T d.o.0., Republika Hrvatska)
nakon ¢ega je uslijedilo vorteksiranje u trajanju od 15 sekundi 1 inkubacija na sobnoj
temperaturi u trajanju od 10 minuta uz tre$nju od 1000 rpm. Bakterijski lizat je potom
centrifugiran na 12000 x g u trajanju od 15 minuta pri 4 C. 450 uL vodene faze dobivene
centrifugiranjem otpipetirano je u drugu polistirensku tubicu za mikrocentrifugiranje
volumena 1,5 mL. Vodena faza je pomijesana s 500 uL izopropanola (CLARO-PROM d.o.0.,
Republika Hrvatska) i promijesana visekratnom inverzijom, nakon ¢ega je uslijedila
precipitacija RNA inkubacijom na -20°C u trajanju od 24 sata. Precipitirana RNA je
istalozena centrifugiranjem na 15000 x g u trajanju od 20 minuta pri 4 C. Supernatant je
izliven, talog ispran u dva navrata sa 75%-tnim etanolom i centrifugiranjem na 15000 x g u
trajanju od 15 minuta pri 4'C, nakon kojih je slijedilo odbacivanje supernatanta. Nakon
zadnjeg ispiranja, etanol je dodatno uklonjen pipetom, a talog RNA je ostavljen da se susi na
sobnoj temperaturi u trajanju od pola sata pod strujanjem zraka u laminaru za izolaciju RNA.
Osuseni talog RNA otopljen je u 65 uL sterilne ultra-Ciste vode tretirane dietil-
pirokarbonatom (,,Ambion® DEPC-Treated Water, Thermo Fisher Scientific, SAD).
Otopljena RNA je inkubirana na 60°C u trajanju od 10 minuta kako bi se pospjesilo otapanje
RNA. Alikvot od 50 pL otopljene RNA je pohranjen na -80°C do daljnje upotrebe, dok je
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ostalih 15 pL koriSteno za mjerenje koncentracije i ¢istoce izolirane RNA u plasticnim
kivetama namijenjenim za UV/VIS spektrofotometriju mjerenjem apsorbancije na 260 i 280
nm. Omjer Azeo/ Azgo upucuje na kontaminaciju RNA proteinskim komponentama i za
dovoljno ¢istu RNA iznosi 1,8 — 2,1, dok omjer Axgo/ A2z upucuje na kontaminaciju fenolnim
spojevima, gvanidin-izotiocijanatom i solima iz reagensa i za dovoljno ¢istu RNA krece se u
rangu iznad 1,8.

Kako bi se iz izolirane RNA uklonila DNA u tragovima, RNA svakog uzorka je
tretirana DNazom u ukupnom reakcijskom volumenu od 25 pL koji sadrzi 5 ug RNA, 1U
DNaze (,, Turbo™ DNase*, Thermo Fisher Scientific, SAD) i 1X reakcijski pufer
(,,TURBO™ DNase Buffer, Thermo Fisher Scientific, SAD). Razgradnja DNA u RNA
uzorku provedena je inkubacijom na 37°C u trajanju od 30 minuta koriste¢i ,,Veriti "™ Thermal
Cycler. Po zavrsetku razgradnje, u svaki RNA uzorak je dodana EDTA u konaé¢noj
koncentraciji od 5 mM, a DNaza je inaktivirana inkubacijom RNA uzorka na 75 C u trajanju

od 10 minuta koristeéi ,,Veriti ™ Thermal Cycler®.

3.6.2. OBRNUTO PREPISIVANJE RNA (REVERZNA TRANSKRIPCIJA)

Obrnuto prepisivanje RNA (eng.“reverse transcription®, tzv. ,,reverzna transkripcija“)
koristeno je kako bi se sintetizirala jednolanc¢ana komplementarna DNA (eng.
,,comlpementary DNA, cDNA) koja se koristi kao kalup u daljnjoj analizi ekspresije gena
kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (engl. ,,quantitative
real-time PCR*, qRT-PCR). U reverznoj transkripciji koristene su pocetnice duzine 6
nukleotida nasumiénog slijeda, ¢ime se u cCDNA prepisuje ukupna RNA uzorka, a ne samo
jedan specifi¢ni gen. Reverzna transkripcija provedena je u reakcijama ukupnog volumena
12,5 pL i sadrzavala je 1 ng RNA, 500 ng nasumic¢nih heksamernih pocetnica (,,Random
Primers®, Promega, SAD), po 0,5 mM svakog deoksinukleozid-trifosfata (dAATP, dCTP,
dGTP, dTTP) (,,Geneamp® dNTP blend* blend, Thermo Fisher Scientific, SAD), 12 U
inhibitora RNaze (,,RNasin® Inhibitor*, Promega, SAD), 1X ,M-MLV RT* pufer (Promega,
SAD) i 100 U M-MLYV reverzne transkriptaze (,,Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase, Promega. SAD). Obrnuto prepisivanje RNA provedeno je inkubacijom na
37°C u trajanju od sat vremena koristeéi ,Veriti"™ Thermal Cycler®. Po zavrsetku inkubacije,
CDNA razrijedena je sa sterilnom ultra-¢istom vodom u omjeru 1:3, do kona¢nog volumena

od 40 uL.
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3.6.3. KVANTITATIVNA LANCANA REAKCIJA POLIMERAZOM U STVARNOM
VREMENU

Kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu analizirana je
ekspresija gena koji kodiraju transmembranske porinske kanale i efluks pumpe u klini¢kih
izolata K. pneumoniae, E. cloacae i E. aerogenes. Koristena je metoda relativne analize
ekspresije gena u kojoj je ekspresija gena u izolata navedenih vrsta usporedena s ekspresijom
odgovarajucih gena u kontrolnim skupinama. Kontrolne skupine sa¢injene su od izolata
divljeg tipa koji, uz intrinzi¢ku rezistenciju na neke antibiotike, nisu manifestirali rezistentan
fenotip na karbapeneme i ostale klase antibiotika.

U izolatima navedenih vrsta analizirana je ekspresija gena jedne, najznacajnije, efluks
pumpe i dva gena koji kodiraju najznacajnije porinske kanale. U vrste K. pneumoniae
analizirana je ekspresija gena koji kodira acrB podjedinicu efluks pumpe acrAB, te gena koji
kodiraju porinske kanale ompK35 i ompK36 koristeci pocetnice preuzete iz studija Hong i
suradnika (39) i Landman i suradnika (120) (Tablica 5.). U vrste E. cloacae koriStene su
pocetnice preuzete iz studije Szabo i suradnika (121) za analizu ekspresije gena koji kodira
acrB podjedinicu efluks pumpe acrAB, te gena ompC i ompF koji kodiraju istoimene porinske
kanale (Tablica 5.). U vrste E. aerogenes, u analizi ekspresije gena koji kodira podjedinicu
acrA efluks pumpe acrAB i gena omp35 i omp36 koriStene su pocetnice dizajnirane u ovom
radu (Tablica 7.). Ekspresija analiziranih gena normalizirana je s obzirom na ekspresiju tzv.
,,housekeeping* gena rpoB. Ovaj gen kodira beta podjedinicu bakterijske DNA-ovisne RNA
polimeraze i eksprimira se konstitutivno i uniformno u svih izolata analiziranih bakterijskih
vrsta. Ekspresija gena rpoB mjerena je koristec¢i pocetnice navedene u studiji Hong i
suradnika (39) i Szabo i suradnika (121) kod vrsta K. pneumoniae i E. cloacae dok su kod E.

aerogenes koristene pocetnice dizajnirane u ovom radu (Tablica 5., Tablica 7.).

Tablica 7. Pocetnice koriStene u mjerenju relativne ekspresije gena kvantitativnom lan¢anom reakcijom
polimerazom u stvarnom vremenu u izolata E. aerogenes

Gen Ime pocetnice Slijed nukleotida (5' - 3) Smjer Ta (°C) Veli¢ina amplikona (pb)
omp35 EA_omp35_2F | CTGAAAGCGGGTGAATA F 128
EA omp35 2R | ATGAAGTTATCGGTGTAGTT R
omp36 EA_omp36_1F | CGAAGATCAGACCAACAA F 75
EA omp36_ 2R | TCATAAGTCACGGAGGT R 55
acrA EA_acrA2_F GGTATTGTCACGCTCAA F 107
EA acrAl R ATAATGCCACTTACCTGAG R
rpoB EA rpoB_2F CTGAAGGTCCGAACATC F 137
EA_rpoB 2R GATAGCAGACAGGTAATGA R

Ta — temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA (od eng. ,,annealing temperature®, Ta)
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Kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu izvedena je koristeci
fluorofor ,,Sybr” green I* koji se neselektivno interkalira u dvolan¢anu DNA. Sve reakcije
provedene su u ukupnom volumenu od 10 pL, od ¢ega na volumen dodanog cDNA uzorka
otpada 2 uL, odnosno ekvivalent od 50 ng prepisane RNA. Svaka reakcija sadrzavala je
pocetnice za samo jedan analizirani gen. Svaka reakcijska smjesa sadrzavala je pocetnice U
konacnoj koncentraciji 500 nM i 1X koncentraciju enzimske otopine ,,2x Quantitect® Sybr®
Green“ iz kompleta reagencija ,,Quantitect® Sybr® Green PCR Kit (Qiagen, Njemacka).
Razina ekspresije svih analiziranih gena pojedinog izolata, ukljucujuci i gen rpoB, mjerena je
paralelno, za vrijeme trajanja istog programa. Reakcije kojima je mjerena razina ekspresije
svakog gena u analiziranim izolatima pripremljene su u triplikatima. Sva mjerenja razine
ekspresije gena kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu
izvedene su koriste¢i uredaj ,,StepOnePlus™ Real-Time PCR System* (Thermo Fisher
Scientific, SAD) prema sljede¢im postavkama programa: Inicijalna denaturacija cONA
kalupa i aktivacija Tag-polimeraze pri 95 C u trajanju 15 minuta koju slijedi faza
amplifikacije u trajanju od 40 ciklusa, te naposljetku disocijacijska reakcija u svrhu dobivanja
krivulje taljenja PCR produkata. Svaki ciklus amplifikacije sastojao se od: (a) denaturacije na
95°C u trajanju od 15 sekundi, (b) ,,annealing“ pri 55 C za pocetnice kod izolata K.
pneumoniae i E.aerogenes / 60 C za pocetnice kod E. cloacae u trajanju od 20 sekundi te (c)
elongacija na 72°C u trajanju od 30 sekundi. Fluorescencija svake reakcije mjerena je na kraju
svakog ciklusa amplifikacije. Disocijacijska reakcija koja je uslijedila nakon faze
amplifikacije koriStena je u svrhu odredivanja krivulje temperature taljenja sintetiziranih
DNA produkata koja se koristi kao indirektni pokazatelj specifi¢nosti QRT-PCR reakcije.

Ocitavanjem dobivenih rezultata kvantitativnom lan€anom reakcijom polimerazom u
stvarnom vremenu koriste¢i program ,,StepOnePlus™ Software v2.3“ (Thermo Fisher
Scientific, SAD) utvrdene su vrijednosti kriti¢nh ciklusa prelaska praga (eng. ,.,treshold
cycle®, Ct) 1 o€itani su temperaturni profili taljenja sintetiziranith DNA produkata. Kriti¢ni
ciklus prelaska praga definiran je kao ciklus u kojem je detektirana fluorescencija presla
pozadinsku fluorescenciju i inverzno je proporcionalan logaritmu poc¢etnog broja molekula
kalupa. Za analizu podataka dobivenih kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerazom u
stvarnom vremenu i usporedbu razine ekspresije promatranih gena izmedu analiziranih izolata
i kontrolne skupine sa¢injene od osjetljivih izolata divljeg tipa koristen je program REST
2009 (Qiagen, Njemacka).
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3.7. MOLEKULARNA EPIDEMIOLOGIJA
3.7.1. GEL ELEKTROFOREZA U IZMJENICNOM ELEKTRICNOM POLJU

Gel elektroforezom ukupne bakterijske DNA, razgradene restrikcijskim enzimom
Xbal, u izmjeni¢nom elektricnom polju analizirana je geneticka srodnost svih izolata
ukljucenih u studiju prema standardiziranom Pulsenet-ovom protokolu namijenjenom za
genotipizaciju enterobakterija (129). Od pojedinih kolonija iz prekonoé¢nih kultura izolata
uzgojenih na krvnom agaru pripremljene su suspenzije u fizioloskoj otopini opticke gustoce
4,0 McF. Jedan mililitar pripremljene suspenzije centrifugiran je 5 minuta na 7500 x g u
polipropilenskoj tubici za centrifugu volumena 1,5 mL. Talog je resuspendiran u 150 pL
pufera za suspenziju bakterijskih stanica (100mM Tris, 100mM EDTA, pH 8.0) i inkubiran 10
minuta na 55 C nakon ¢ega je dodatno inkubiran 2 minute na 55 C uz dodatak 20 pL
proteinaze K (,,Proteinase K, 20 mg/mL, Qiagen, Njemacka). Ovako pripremljen bakterijski
lizat pomijesan je sa 170 pL otopljene agaroze niskog talista (,,Agarose Low Melting*,
Eurobio, Francuska, 1,5% m/v u 1 X TE puferu, 1% m/v natrijev dodecil-sulfat) temperirane
na 50 C. Nakon pazljivog mijesanja agaroze niskog talista i bakterijskog lizata pipetom,
izradeni su agarozni blokovi nanoSenjem ukupnog volumena bakterijskog lizata u
odgovarajuci kalup (,,Reusable plug mold*, Bio-Rad Laboratories, SAD). Nakon
polimerizacije agaroze hladenjem u kalupima na 4 C u trajanju od 10 minuta , agarozni
blokovi prebaceni su iz kalupa u polipropilenske epruvete za centrifugu volumena 50 mL
(Corning, SAD) i inkubirani su 2 sata na 54 C u 5 mL pufera za lizu bakterijskih stanica (50
mM Tris, 50 mM EDTA pH 8.0, 1% m/v lauroil sarkozin) uz dodatak 20 pL proteinaze K
koriste¢i vodenu kupelj uz treSnju od 55 rpm. Po inkubaciji, pufer za lizu stanica je uklonjen,
a agarozni blokovi su isprani 2 puta s 10 mL sterilne ultra ¢iste vode 1 3putas 10 mL 1 X TE
pufera (10 mM Tris, ImM EDTA, pH 8.0) pripremljenim u sterilnoj ultra ¢istoj vodi. Svaki
korak ispiranja je obuhvaéao inkubaciju od 15 minuta pri 50 C u vodenoj kupelji uz tregnju od
50 rpm. Svi reagensi koristeni u fazi ispiranja su unaprijed temperirani na 50°C. Nakon
ispiranja, agarozni blokovi su pohranjeni u5 mL 1 X TE pufera i skladisteni su u
polipropilenskim epruvetama za centrifugu volumena 50 mL na 4°C do daljnje uporabe.

Od svakog agaroznog bloka odrezan je fragment specifi¢nih dimenzija koji je koriSten
u daljnjoj obradi. Nakon inkubacije agaroznog fragmenta u 100 uL 1 X Tango pufera
(Thermo Fisher Scientific, SAD) u trajanju od 30 minuta pri 37 'C, ukupna bakterijska DNA
razgradena je restrikcijskim enzimom Xbal inkubacijom na 37°C u trajanju od 2,5 sata u 100
uL restrikcijskog pufera (1 X pufer Tango, 20 U Xbal, Thermo Fisher Scientific, SAD)
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priredenog u sterilnoj ultra ¢istoj vodi. Nakon inkubacije, razgradnja je prekinuta uklanjanjem
restrikcijskog pufera i dodavanjem 100 pL 1 X TE pufera.

Agarozni blokovi i standard molekulskih masa ,,CHEF DNA Size Standard* (Bio-Rad
Laboratories, SAD) naneseni su na odgovarajuce pozicije na plasti¢cnom ¢eslju i postavljeni su
u kalup za izradu gela za elektroforezu. Zatim je dodan 1 % gel za elektroforezu u
izmjeni¢nom elektri¢nom polju (,,Pulsed Field Certified™ Agarose*, Bio-Rad, Laboratories,
SAD) otopljen u sterilnom 0,5 X TBE puferu (45 mM Tris-baza, 45 mM borna kiselina, 1
mM EDTA, pH 8.0) temperiranom na 55 C. Elektroforeza u izmjeni¢nom elektri¢nom polju
izvedena je u sterilnom 0,5 X TBE puferu koriste¢i ,,CHEF-DR® 111 (Bio-Rad Laboratories,
SAD) sustav za elektroforezu u izmjeni¢nom elektricnom polju prema programu specifiénom
za pojedine bakterijske vrste.

Elektroforeza u izmjenicnom elektricnom polju ukupne bakterijske DNA K.
pneumoniae i K. oxytoca izvedena je prema programu standardiziranog Pulsenet-ovog
protokola uz modifikacije preuzete iz studije Han i suradnika (130): napon 6 V/cm, kut
elektriénog polja 120°, vrijeme pulsa 6-36 s, pri 14 C u trajanju od 19 sati. Elektroforeza u
izmjeni¢nom elektriénom polju ukupne bakterijske DNA izolata Enterobacter spp. i
Citrobacter freundii izvedena je po programu preuzetom iz standardiziranog Pulsenet-ovog
protokola prema sljede¢im parametrima: napon 6 V/em, kut elektri¢nog polja 120", vrijeme
pulsa 2,2 — 54,2 s, pri 14 C u trajanju od 18,5 sati.

DNA je nakon elektroforeze u izmjeni¢nom elektri¢cnom polju vizualizirana bojanjem
gela inkubacijom u 300 mL vodene otopine koja sadrzava 0,1 % volumnog udjela Sybr® Safe
interkalacijske boje. Obojeni gelovi su snimljeni pod UV-svjetloséu koristeéi uredaj
,,Genebox* (Syngene, UK) sustav za digitalnu fotografiju na institutu Ruder Boskovi¢.
Rezultati su analizirani vizualno, prema kriterijima navedenim u radu Tennover i suradnika
(88) pri ¢emu su dva izolata svrstana u istu PFGE grupu ukoliko izmedu makrorestrikcijskih

profila njihove ukupne genomske DNA nije uoceno viSe od 6 razlika.
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3.7.2. MLST

MLST je u ovom radu koriSten za tipizaciju izolata K. pneumoniae i E. cloacae. Izolati
ostalih vrsta nisu uklju¢eni u analizu budu¢i da se spomenuta metoda na njih ne moze
primijeniti jer do sada nisu razvijene standardizirane sheme tipizacije.

Ovom metodom tipiziran je po jedan reprezentativni izolat K. pneumoniae i E. cloacae
svakog pulsotipa nakon $to su svi izolati genotipizirani gel elektroforezom u izmjeni¢nom
elektricnom polju. Svaki reprezentativni izolat je odabran nasumi¢nim odabirom. MLST je za
izolate K. pneumoniae raden prema protokolu iz studije Brisse i suradnika (119), dok je za
izolate E. cloacae raden prema protokolu iz studije Miyoshi-Akiyama i suradnika (92). MLST
izolata K. pneumoniae obuhvaca odredivanje slijeda nukleotida u genima rpoB, gapA, mdh,
pai, phoE, infB i tonB, dok se kod E. cloacae analizira slijed nukleotida u dnaA, fusA, gyrB,
leuS, pyrG, rplIB i rpoB (Tablica 4.). Amplifikacija navedenih gena iz ukupne bakterijske
DNA izolata provodi se lan¢anom reakcijom polimerazom. Vizualizacija PCR produkata,
proc¢is¢avanje PCR reakcije, daljnja priprema za sekvenciranje i bioinformatic¢ka obrada
podataka dobivenih sekvenciranjem provode se prema protokolima navedenim u poglavljima
3.5.21 3.5.3. Kombinacija 7 alela analiziranih gena oznacava se kao jedan ST (engl.
»sequence type®). Svakom klonskom predstavniku dodijeljen je pripadaju¢i ST na osnovi
kombinacije alela 7 konzerviranih (tzv. ,,housekeeping®) gena, usporedbom s bazom podataka

na mreZnim stranicama instituta Pasteur (http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html) za

K. pneumoniae i ,,Enterobacter cloacae MLST site* (https://pubmilst.org/ecloacae) za E.

cloacae. EBURST v3 (http://eburst.mlst.net/) koristen je za definiranje grupa i klonskih

kompleksa analiziranih klonskih predstavnika (131).

77


http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
https://pubmlst.org/ecloacae
http://eburst.mlst.net/

3.8. KARAKTERIZACIJA PLAZMIDA
3.8.1. KONJUGACIA

Za analizu horizontalnog prijenosa gena koji kodiraju karbapenemaze koriStena je
metoda konjugacije na nitroceluloznom filteru s porama veli¢ine 0,45 pm (eng. ,,filter-
mating‘‘). Horizontalni prijenos gena analiziran je samo kod klini¢kih izolata koji proizvode
karbapenemaze. Kao recipijent plazmida koristen je soj E. coli A 15R koji ne posjeduje
plazmide i rezistentan je na rifampicin i1 natrijev azid, dok su donori bili klinicki izolati koji
proizvode karbapenemaze.

Prekonoéne kulture bakterija inokulirane iz jedne kolonije bakterija s krvnog agara
uzgojene su u 10 mL LB medija na 37 C uz trednju od 50 rpm. Donorski izolati uzgojeni su u
selektivnom LB mediju s dodatkom 0,5 mg/L meropenema (Meropenem prasak za otopinu za
injekciju ili infuziju, Sandoz®, Republika Hrvatska), dok su recipijentni sojevi uzgajani u
mediju s dodatkom 256 mg/L rifampicina (Rimactan 300 mg tvrde kapsule, Pliva d.o.o0.,
Republika Hrvatska) i 150 mg/L natrijevog azida (Sigma Aldrich, Njemacka). 50 uLL
prekonoéne kulture inokulirano je u neselektivni LB medij i kulture su uzgajane do
eksponencijalne faze rasta (ODgg ~0,6) na 37 C uz tresnju od 50 rpm. Donori i recipijenti
pomijesani su u omjeru 1:9 mijesanjem 500 uL kulture donorskog izolata s 4,5 mL kulture
recipijentnog soja. 400 uL pomijeSane kulture donora i recipijenata centrifugirano je na 2000
X g u trajanju od 5 minuta, nakon ¢ega je odbacen supernatant. Bakterijske stanice u talogu
resuspendirane su u 20 pL neselektivnog LB medija i nanesene su na gornju stranu sterilnog
nitroceluloznog filtera s porama promjera 0,45 um (Sigma Aldrich, Republika Irska) koji je
polegnut na neselektivni LB agar (10 g/L Bakto-tripton, 5g/L ekstrakt kvasca, 10 g/L NaCl,
15 g/L agar, pH 7,5).

Bakterijske stanice na nitroceluloznom filteru uzgajane su 16 sati inkubacijom na
37°C, nakon &ega su prikupljene s nitroceluloznog filtera vorteksiranjem filtera u 2 mL
sterilne fizioloske otopine. 200 pL serijskih razrjedenja bakterijskih stanica od 10°do 10° u
sterilnoj fizioloskoj otopini nasadena su u triplikatima razmazivanjem sterilnim staklenim
Stapi¢em na selektivni LB agar koji sadrzi meropenem (0,5 mg/L), rifampicin (256 mg/L) i
natrijev azid (150 mg/L). Prisutnost transkonjugata na selektivnim podlogama ocitana je
nakon inkubacije na 37°C u trajanju od 24 sata.

Horizontalni transfer gena koji kodiraju karbapenemaze iz donora u recipijentni soj
potvrden je lancanom reakcijom polimerazom, a potvrda recipijentnog soja obavljena je

odredivanjem filogenetske skupine transkonjugata i usporedbom s filogenetskom skupinom E.
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coli A15R koriste¢i lan¢anu reakciju polimerazom prema studiji Clermont i suradnika (115)
(Tablica 1.). Provjera rasta recipijentnog soja provedena je nasadivanjem 10™ razrjedenja na
LB agar koji sadrzi 256 mg/L rifampicina i 150 mg natrijevog azida, dok je provjera rasta
donora provedena nasadivanjem na selektivni LB agar s 0,5 mg/L meropenema. Negativna
kontrola provjerena je nasadivanjem donorskog i recipijentnog soja na podlogu za selekciju

transkonjugata (132).

3.8.2. GEL ELEKTROFOREZA U IZMJENICNOM POLJU NAKON RAZGRADNJE
UKUPNE BAKTERIJSKE DNA S1-NUKLEAZOM

Gel elektroforeza u izmjeni¢nom polju nakon razgradnje ukupne bakterijske DNA S1-
nukleazom (eng. ,,S1 Pulsed Field Gel Electrophoresis®, S1-PFGE) koriStena je u svrhu
odredivanja veli¢ine i broja plazmida u svim izolatima koji proizvode karbapenemaze kao i u
svim transkonjugatima E. coli A15R. Izolati koji nisu proizvodili karbapenemaze nisu bili
ukljuceni u analizu.

Ukupna bakterijska DNA u agaroznim blokovima ¢ija je izrada opisana u poglavlju
3.7.1 tretirana je S1-nukleazom, enzimom koji kida jednolancanu DNA i RNA, no posjeduje
sposobnost linearizacije svih superspiraliziranih plazmida. Kidanje se odvija u blago
denaturiranim regijama koje nastaju zbog mehanickog torzijskog stresa koji se javlja kao
posljedica veli¢ine molekule DNA. U isto vrijeme S1 nukleaza prikazuje vrlo ograni¢enu
nukleaznu aktivnost spram kromosomske DNA (133).

Od svakog agaroznog bloka odrezan je fragment specifi¢nih dimenzija koji je koriSten
u daljnjoj obradi. Nakon inkubacije agaroznog fragmenta u 100 uL 1 X reakcijskog pufera za
nukleazu S1 (,,S1 buffer, Thermo Fisher Scientific, SAD) u trajanju od 30 minuta pri 37°C
reakcijski pufer se uklanja, a ukupna bakterijska DNA tretira se S1-nukleazom inkubacijom
agaroznih fragmenata na 37°C u trajanju od sat vremena u 100 pL restrikcijskog pufera (3,5 U
,»S1-nuclease®, 1X reakcijski pufer za nuklezu S1; Thermo Fisher Scientific, SAD) priredenog
u sterilnoj ultra ¢istoj vodi. Nakon inkubacije, razgradnja je prekinuta uklanjanjem
restrikcijskog pufera i dodavanjem 100 uL 5 X TE pufera (50 mM Tris, 5 mM EDTA, pH
8,0) temperiranog na 4 C.

Daljnja priprema gela za elektroforezu u izmjeni¢nom elektriénom polju provedena je
kao 3to je opisano u poglavlju 3.7.1. S1-PFGE provedena je koriste¢i CHEF-DR™ 111 sustav
za elektroforezu u izmjeni¢nom elektricnom polju prema programu preuzetom iz studije

Sirichote i suradnika (134) prema sljede¢im parametrima: napon 6 V/cm, kut elektri¢nog polja
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120", vrijeme pulsa 6,8 — 38,4 s, pri 14 C u trajanju od 19 sati. DNA je nakon elektroforeze u
izmjeni¢nom elektri¢nom polju vizualizirana na nacin opisan u poglavlju 3.7.1. Veli¢ina
plazmida je odredena usporedivanjem polozaja plazmida na gelu sa standardom molekulskih

masa ,,CHEF DNA Size Standard.

3.8.3. HIBRIDIZACIJA DNA METODOM PO SOUTHERN-U

Kako bi se utvrdilo na kojem se plazmidu nalazi gen koji kodira karbapenemazu
provedena je hibridizacija fragmenata DNA na gelu dobivenim S1-PFGE. Netom nakon
vizualizacije, S1-PFGE gel je ispran inkubacijom u trajanju od 10 minuta na sobnoj
temperaturi u 250 mL deionizirane vode. Depurinacija fragmenata DNA u gelu provedena je
inkubacijom na sobnoj temperaturi u 250 mL depurinacijske otopine (0,25 M HCI) u trajanju
od maksimalno 15 minuta. Gel je 2 puta ispran s 250 mL deionizirane vode nakon ¢ega je 2
puta inkubiran u 250 mL denaturacijske otopine (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH) u trajanju od 15
minuta na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku denaturacije, gel je jednokratno ispran s 250 mL
deionizirane vode nakon ¢ega je neutraliziran inkubacijom u neutralizacijskom puferu (1 M
Tris, 1.5 M NaCl, pH 7,4) u dva navrata u trajanju od 15 minuta na sobnoj temperaturi.

Fragmenti DNA sa S1-PFGE gela preneseni su na pozitivno nabijenu najlonsku
membranu (,,Nylon membrane positively charged*, Roche, Svicarska) kapilarnim silama koje
se javljaju uslijed kretanja 20 X SSC pufera (3 M NaCl, 0,3 M natrijev citrat, pH 7,2) iz
spremnika s puferom kroz gel i pozitivno nabijenu najlonsku membranu u debeli sloj
upijajuceg papira koji se nalazi iznad gela i najlonske membrane. Debeli sloj upijajuceg
papira pritisnut je utegom mase 500 g. Na ovakav nacin, fragmenti DNA migriraju iz gela i
vezu se za povrSinu pozitivno nabijene najlonske membrane preslikavajuc¢i poloZaj na gelu.
Nakon 16-20 sati, prijenos fragmenata DNA prekinut je rastavljanjem sklopa, najlonska
membrana je odvojena od gela i isprana u 5 X SSC puferu (0,75M NaCl, 75 mM natrijev
citrat, pH 7,2). Fragmenti DNA na pozitivno nabijenoj membrani su imobilizirani
inkubacijom membrane postavljene izmedu dvije staklene plo¢e oblozene papirnim ubrusima
u sterilizatoru na 100°C u trajanju od 30 minuta.

Za hibridizaciju imobiliziranih fragmenata DNA na membrani sa specificnom DNA
sondom koristen je komplet reagencija ,,DIG High Prime DNA Labeling and Detection
Starter Kit I (Roche, Svicarska) prema uputama proizvodaca. DNA sonde obiljezene
digoksigeninom koristene su za detekciju gena koji kodiraju karbapenemaze (Tablica 8.).
Izradene su lancanom reakcijom polimerazom s pocetnicama koriStenim za detekciju gena

koji kodiraju karbapenemaze. Hibridizacija plazmida na membrani i obiljezenih DNA sondi
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provedena je inkubacijom u 15 mL hibridizacijskog pufera s ~500 ng obiljezene DNA sonde
preko noéi u hibridizatoru (,,Hybrigene hibridization oven®, Techne®, Ujedinjeno Kraljevstvo)
na 63°C uz kontinuirano okretanje hibridizacijskih staklenih tuba. Nakon hibridizacije,
membrane su isprane i inkubirane u nizu pufera kojom je membrana pripremljena za
imunodetekciju gena od interesa koriste¢i protutijela konjugirana s alkalnom fosfatazom koja
se specificno vezu za digoksigenin. Dodatkom supstrata za alkalnu fosfatazu, prisutnost gena
koji kodira karbapenemazu potvrdena je pojavom plavog precipitata na membrani na poziciji

koja odgovara polozaju plazmida koji nosi gen za karbapenemazu od interesa.

Tablica 8. Digoksigeninom obiljeZene sonde koristene za detekciju gena koji kodiraju karbapenemaze

Sonda za detekciju gena blagpc

Veli¢ina: 793 pb | Polozaj u genu: 21 - 813 | Slijed nukleotida (5'-3):

AGTTCTGCTGTCTTGTCTCTCATGGCCGCTGGCTGGCTTTTCTGCCACCGCGCTGACCAACCTCGTCGCGGAACCATTCGCTA
AACTCGAACAGGACTTTGGCGGCTCCATCGGTGTGTACGCGATGGATACCGGCTCAGGCGCAACTGTAAGTTACCGCGCTG
AGGAGCGCTTCCCACTGTGCAGCTCATTCAAGGGCTTTCTTGCTGCCGCTGTGCTGGCTCGCAGCCAGCAGCAGGCCGGCTT
GCTGGACACACCCATCCGTTACGGCAAAAATGCGCTGGTTCCGTGGTCACCCATCTCGGAAAAATATCTGACAACAGGCAT
GACGGTGGCGGAGCTGTCCGCGGCCGCCGTGCAATACAGTGATAACGCCGCCGCCAATTTGTTGCTGAAGGAGTTGGGCGG
CCCGGCCGGGCTGACGGCCTTCATGCGCTCTATCGGCGATACCACGTTCCGTCTGGACCGCTGGGAGCTGGAGCTGAACTCC
GCCATCCCAGGCGATGCGCGCGATACCTCATCGCCGCGCGCCGTGACGGAAAGCTTACAAAAACTGACACTGGGCTCTGCA
CTGGCTGCGCCGCAGCGGCAGCAGTTTGTTGATTGGCTAAAGGGAAACACGACCGGCAACCACCGCATCCGCGCGGCGGTG
CCGGCAGACTGGGCAGTCGGAGACAAAACCGGAACCTGCGGAGTGTATGGCACGGCAAATGACTATGCCGTCGTCTGGCCC
ACTGGGCGCGCACCTATTGTGTTGGCCGTCTACACCCGGGCGCCTAACAAGGATGACAAG

Sonda za detekciju gena blayu

Veli¢ina: 442 pb | Polozaj u genu: 91 - 532 | Slijed nukleotida (5'-3):

GGTGAGTATCCGACAGTCAACGAAATTCCGGTCGGAGAGGTCCGACTTTACCAGATTGCCGATGGTGTTTGGTCGCATATCG
CAACGCAGTCGTTTGATGGCGCGGTCTACCCGTCCAATGGTCTCATTGTCCGTGATGGTGATGAGTTGCTTTTGATTGATACA
GCGTGGGGTGCGAAAAACACAGCGGCACTTCTCGCGGAGATTGAAAAGCAAATTGGACTTCCCGTAACGCGTGCAGTCTCC
ACGCACTTTCATGACGACCGCGTCGGCGGCGTTGATGTCCTTCGGGCGGCTGGGGTGGCAACGTACGCATCACCGTCGACAC
GCCGGCTAGCCGAGGCAGAGGGGAACGAGATTCCCACGCATTCTCTAGAAGGACTCTCATCGAGCGGGGACGCAGTGCGCT
TCGGTCCAGTAGAGCTCTTCTATCCTGGTGCTG

Sonda za detekciju gena blaypm

Veli¢ina: 654 pb | PoloZaj u genu: 135 - 788 | Slijed nukleotida (5'-3):

GTTTGGCGATCTGGTTTTCCGCCAGCTCGCACCGAATGTCTGGCAGCACACTTCCTATCTCGACATGCCGGGTTTCGGGGCA
GTCGCTTCCAACGGTTTGATCGTCAGGGATGGCGGCCGCGTGCTGGTGGTCGATACCGCCTGGACCGATGACCAGACCGCCC
AGATCCTCAACTGGATCAAGCAGGAGATCAACCTGCCGGTCGCGCTGGCGGTGGTGACTCACGCGCATCAGGACAAGATGG
GCGGTATGGACGCGCTGCATGCGGCGGGGATTGCGACTTATGCCAATGCGTTGTCGAACCAGCTTGCCCCGCAAGAGGGGA
TGGTTGCGGCGCAACACAGCCTGACTTTCGCCGCCAATGGCTGGGTCGAACCAGCAACCGCGCCCAACTTTGGCCCGCTCAA
GGTATTTTACCCCGGCCCCGGCCACACCAGTGACAATATCACCGTTGGGATCGACGGCACCGACATCGCTTTTGGTGGCTGC
CTGATCAAGGACAGCAAGGCCAAGTCGCTCGGCAATCTCGGTGATGCCGACACTGAGCACTACGCCGCGTCAGCGCGCGLCG
TTTGGTGCGGCGTTCCCCAAGGCCAGCATGATCGTGATGAGCCATTCCGCCCCCGATAGCCGCGCCGCAATCACTCATACGG
C

Sonda za detekciju gena blagxa.sg

Veli¢ina: 744 pb | Polozaj u genu: 31 - 774 | Slijed nukleotida (5'-3):

TTGGTGGCATCGATTATCGGAATGCCTGCGGTAGCAAAGGAATGGCAAGAAAACAAAAGTTGGAATGCTCACTTTACTGAA
CATAAATCACAGGGCGTAGTTGTGCTCTGGAATGAGAATAAGCAGCAAGGATTTACCAATAATCTTAAACGGGCGAACCAA
GCATTTTTACCCGCATCTACCTTTAAAATTCCCAATAGCTTGATCGCCCTCGATTTGGGCGTGGTTAAGGATGAACACCAAGT
CTTTAAGTGGGATGGACAGACGCGCGATATCGCCACTTGGAATCGCGATCATAATCTAATCACCGCGATGAAATATTCAGTT
GTGCCTGTTTATCAAGAATTTGCCCGCCAAATTGGCGAGGCACGTATGAGCAAGATGCTACATGCTTTCGATTATGGTAATG
AGGACATTTCGGGCAATGTAGACAGTTTCTGGCTCGACGGTGGTATTCGAATTTCGGCCACGGAGCAAATCAGCTTTTTAAG
AAAGCTGTATCACAATAAGTTACACGTATCGGAGCGCAGCCAGCGTATTGTCAAACAAGCCATGCTGACCGAAGCCAATGG
TGACTATATTATTCGGGCTAAAACTGGATACTCGACTAGAATCGAACCTAAGATTGGCTGGTGGGTCGGTTGGGTTGAACTT
GATGATAATGTGTGGTTTTTTGCGATGAATATGGATATGCCCACATCGGATGGTTTAGGGCTGCGCCAAGCCATCACAAAAG
AAGTGCTC
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3.8.4. KLASIFIKACIA PLAZMIDA PREMA SKUPINAMA INKOMPATIBILNOSTI

Tipizacija plazmida prema skupinama inkompatibilnosti (tzv. ,,Inc skupine®) provedena je
kod svih klini¢kih izolata koji proizvode karbapenemaze i kod svih transkonjugata E. coli
A15R. Izolati koji nisu proizvodili karbapenemaze nisu bili ukljuc¢eni u analizu. Tipizacija
plazmida prema skupinama inkompatibilnosti provedena je koristec¢i lan¢anu reakciju
polimerazom za identifikaciju replikona (eng. ,,PCR-based replicon typing*, PBRT) koja je
prvi put opisana u studiji Carattoli i suradnika (101). Metoda se bazira na primjeni lan¢ane
reakcije polimerazom koriste¢i pocetnice specifi¢ne za najucestalije Inc skupine plazmida
zabiljezenih u enterobakterija. U ovom radu koristene su sve pocetnice iz studije Carattoli i
suradnika (101) koje obuhvacaju 18 razli¢itih skupina inkompatibilnosti (FIA, FIB, FIC,
HI1,HI2, I11-Iy, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, F,FIIA) uz dodatak pocetnica iz studije
Garcia-Fernandez i suradnika (ColE, U, R) (122) i pocetnica za dodatnu tipizaciju L/'M
plazmida iz studije Poirel i suradnika (123). Sve pocetnice koristene za PBRT analizu
prikazane su u tablici 6. Produkti lan¢ane reakcije polimerazom vizualizirani su na na¢in

opisan u poglavlju 3.5.2.

3.9. STATISTICKA ANALIZA

U statisti¢koj analizi podataka upotrijebljen je program SPSS 16.0 (Statistical Package
for the Social Sciences, IBM, SAD). Usporedba zastupljenosti izolata rezistentnih na pojedine
antibiotike, zastupljenosti pojedinih gena rezistencije i zastupljenosti izolata koji proizvode
ESBL enzime izmedu skupina izolata koji proizvode i ne proizvode karbapenemaze
provedena je x*-testom ili Fisherovim egzaktnim testom ukoliko je populacija izolata u
pojedinoj skupini bila manja od 5.

Za analiza podataka dobivenih kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerazom u
stvarnom vremenu i usporedbu razine ekspresije promatranih gena izmedu analiziranih izolata
i kontrolne skupine sa¢injene od osjetljivih izolata divljeg tipa koristen je program REST
2009 (Qiagen, Njemacka).
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4. REZULTATI



4.1. BAKTERIJSKI IZOLATI

Ovom studijom obuhvaceni su svi jedinstveni izolati enterobakterija koji su
prikupljeni u periodu od 1.1.2011 do 31.12.2012 kod kojih je, ponovljenim testiranjem u
Referentnom centru za pracenje rezistencije bakterija na antibiotike Ministarstva zdravstva pri
Klinici za infektivne bolesti “Dr. Fran Mihaljevi¢”, utvrdeno da manifestiraju fenotip
smanjene osjetljivosti na karbapeneme. U studiju je uklju¢eno ukupno 250 klinickih izolata od
kojih je 151 pripadalo Klebsiella pneumoniae (60,4%), 83 Enterobacter cloacae (33,2 %), 10
Enterobacter aerogenes (4,0 %), 4 Citrobacter freundii (1,6 %), 1 Klebsiella oxytoca (0,4 %),
i 1 Proteus mirabillis (0,4 %). Izolati uklju¢eni u studiju prikupljeni su iz ukupno 22
mikrobioloska laboratorija, iz 15 gradova. Najveci broj klinickih izolata prikupljen je iz
Zagreba (50,0 %), Splita (14,8 %), Rijeke (12,8 %) i Zaboka (5,6 %) dok je iz preostalih 11
gradova prikupljeno 16,8 % izolata (Tablica 9.).

Podatci o klinickim materijalima iz kojih su izolati izolirani bili su poznati za ukupno
216 izolata (86,4 %). Od toga je najvise izolata izolirano iz urina (122 izolata; 56,5 %). Iz
primarno sterilnih materijala (hemokultura, likvor, Zu¢, ascites i centralni venski kateter)
izoliran je 31 izolat (14,4 %). 1z uzoraka di$nog sustava koji su ukljucivali aspirat traheje,
aspirat bronha, iskasljaj, sputum, bris kanile 1 bronhoalveolarni lavat izolirano je 25 izolata
(11,6 %). 1z briseva i aspirata rana i dekubitusa izolirano 16 izolata (7,4 %), dok je iz
drenaznih sadrzaja prsista i abdomena izolirano 8 (3,7 %). Iz brisa rektuma izolirano je 10

izolata (4,6 %), brisa koze 3 (1,4 %), te iz stolice jedan izolat.
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Tablica 9. Raspodjela izolata ukljuéenih u studiju po gradovima i ustanovama.

Grad Ustanova Broj klinickih izolata po bakterijskoj vrsti 5 Udio
K. pneumoniae E. cloacae E. aerogenes C. freundii K. oxytoca P. mirabilis (%)
Klinika za infektivne bolesti 31 7 3
KB Dubrava 12 16 1
KB Merkur 7 10 4
Zagreb KB Sveti Duh 6 12 1 125 | 50,0
KBC Sestre milosrdnice 8 1
77JZ ,Dr. Andrija Stampar 1 3 1
Klinika za pluéne bolesti ,,Jordanovac* 1
Split KBC Split 14 21 1 1 37 | 14,8
. KBC Rijeka 14
Rijeka ZZ)Z Primorsko-goranske Zupanije 17 1 32 | 128
Zabok Z27Z)Z Krapinsko-zagorske Zupanije 14 14 | 56
Varazdin 77)Z Varazdinske Zupanije 8 1 1 10 | 40
Sibenik 77JZ Sibensko-kninske Zupanije 7 2 9 | 36
Bjelovar ZZ)Z Bjelovarsko -bilogorske zupanije 5 5 2,0
Cakovec 77)7Z Medimurske Zupanije 4 1 5 2,0
Koprivnica | ZZJZ Koprivni¢ko-krizevacke zupanije 1 3 4 1,6
Dubrovnik | ZZJZ Dubrovacko-neretvanske Zupanije 1 1 2 0,8
Osijek 777 Osjecko-baranjske zupanije 2 2 0,8
Vinkovci Z7J7 Vukovarsko srijemske Zupanije 2 2 0,8
Gospié 7.7)7 Li¢ko-senjske Zupanije 1 1 0,4
Pozega OB Pozega 1 1 0,4
Sisak 77J7 Sisacko-moslavacke Zupanije 1 0,4
Ukupan broj izolata po vrsti 151 83 10 4 1 250
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4.2. IDENTIFIKACIJA PROIZVODNJE BETA-AKTAMAZA FENOTIPSKIM
METODAMA | DETEKCIJOM GENA

0Od 250 izolata ukljucenih u ovu studiju fenotipskom detekcijom i identifikacijom
utvrdena je prisutnost karbapenemaza u njih 74 (29,6 %). Karbapenemaze klase B detektirane
su u 55 izolata (22,0 %), dok je prisutnost karbapenemaza iz klase A utvrdena u 19 izolata
(7,6 %). Lan¢anom reakcijom polimerazom potvrdena je prisutnost karbapenemaza u svih 74
izolata, a identifikacija je bila u skladu s rezultatima fenotipske detekcije. Lan¢anom
reakcijom polimerazom i odredivanjem slijeda nukleotida detektiranih gena utvrdena je
prisutnost gena blaxpc2 U 19 izolata, gena blayu-1 U 51 izolatu te gena blanpm-1 U 4 izolata.

Lan¢anom reakcijom polimerazom detektirana je prisutnost gena blapxa-4s U 12 (4,8
%) izolata $to je potvrdeno i odredivanjem slijeda nukleotida. Proizvodnju karbapenemaze
OXA-48 nije bilo mogucée utvrditi fenotipskim testovima, ve¢ samo detekcijom lan¢anom
reakcijom polimerazom kojom su analizirani svi izolati.

Od ukupno 250 analiziranih izolata, geni koji kodiraju karbapenemaze detektirani su u
ukupno 86 izolata (34,4 %). Karbapenemaza VIM-1 detektirana je u najve¢em broju izolata
koji proizvode karbapenemaze - 59,3 %. Slijede KPC-2 u 22,1 %, OXA-48 u 14 % i NDM-1
u 4,7 % izolata koji proizvode karbapenemaze. U izolata vrste K. pneumoniae zabiljezena je
proizvodnja karbapenemaza KPC-2, VIM-1, NDM-1 i OXA-48, pri ¢emu je proizvodnja
KPC-2 i OXA-48 detektirana samo u ove bakterijske vrste. U izolata C. freundii zabiljezena
je proizvodnja metalo-beta-laktamaza VIM-1 i NDM-1, dok je u izolata bakterijskih vrsta E.
cloacae, E. aerogenes i K. oxytoca detektirana proizvodnja isklju¢ivo karbapenemaze VIM-1
(Tablica 10.).

Tablica 10. Raspodjela izolata koji proizvode karbapenemaze po bakterijskoj vrsti.

Vrsta Broj izolata
VIM | NDM | KPC | OXA-48
K. pneumoniae 11 3 19 12
E. cloacae 37 x
E. aerogenes 1
C. freundii 1 1
K. oxytoca 1
) 51 4 19 12 86
Udio 59,3% | 47% | 22,1% | 140%
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Fenotipskom detekcijom, ESBL fenotip zabiljeZen je u ukupno 155 izolata (62 %).
Najvise izolata sa ESBL fenotipom pripada K. pneumoniae (n=122, 78,7 %) i E. cloacae
(n=25, 16,1 %), dok ostatak ¢ine E. aerogenes (n=42,6 %), C. freundii (n=2, 1,3 %) te K.
oxytoca i P. mirabillis s po jednim izolatom. Od 155 izolata kojima je fenotipskim testiranjem
utvrden ESBL fenotip, u njih 146 (94,2 %) potvrdena je prisutnost gena blagsg.. U 142 ESBL
izolata (91,6 %) detektiran je gen blactx-m-15, U 2 izolata detektiran je gen blasyy-12, @ gen
blasyy-s detektiran je u samo jednom izolatu. Koprodukcija CTX-M-15 i SHV-12 detektirana
je u jednom izolatu.

U 9 izolata koji su ispoljavali ESBL fenotip nisu detektirani geni blagsg., od kojih su
tri izolata proizvodila karbapenemaze (VIM, OXA-48). Ukupno je u 153 izolata detektiran
gen blacTtx-m i svi su proizvodili CTX-M-15 varijantu ovog enzima. Deset izolata (6,5 %) u
kojih je detektirana prisutnost gena blacrx-m-15, fenotipskom detekcijom nije okarakterizirano
kao ESBL. Proizvodnja karbapenemaza (NDM, VIM, OXA-48) zabiljeZzena je u 6 takvih
izolata.

ESBL fenotip utvrden je u 30,7 % izolata koji proizvode karbapenemaze, dok je u
izolata koji ne proizvode karbapenemaze taj udio iznosio 77,4 % (%2, p<0,01). Statisti¢ki
znacajna razlika u zastupljenosti ESBL fenotipa medu vrstama utvrdena je izmedu K.
pneumoniae i E. cloacae. 80 % izolata K. pneumoniae manifestiralo je ESBL fenotip, dok je
kod E. cloacae ESBL fenotip utvrden u svega 30 % izolata (2, p<0,01).

Plazmidne beta-laktamaze AmpC detektirane su u svega 7 izolata (2,8 %) od ¢ega je 3
pronadeno u izolatima E. cloacae, dva u K. pneumoniae, te po jedna u izolatima E. aerogenes
i C. freundii. Lan¢anom reakcijom polimerazom gen blarox detektiran je u samo jednom
izolatu C. freundii dok je u svim ostalim izolatima detektiran gen blaacc. Koprodukcija
plazmidnih beta-laktamaza AmpC nije zabiljezena niti u jednom izolatu koji proizvodi
karbapenemaze.

0d 250 izolata ukljucenih u ovu studiju u njih 31 (12,4 %) nije utvrdena
karbapenemazna aktivnost niti prisutnost beta-laktamaza proSirenog spektra, odnosno
plazmidnih beta-laktamaza AmpC. 1z ove skupine izolata, 26 (84 %) otpada na izolate E.

cloacae, 4 (13 %) na E. aerogenes dok K. pneumoniae biljezi jedan izolat.
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4.3. MOLEKULARNA EPIDEMIOLOGIJA

Vizualnom analizom makrorestrikcijskih profila kromosomske DNA (pulsotipova)
svih izolata ukljucenih u studiju, izolati K. pneumoniae svrstani su u 18 razli¢itih grupa (KP-
A — KP- R) (Tablica 11., Slika 15.), izolati E. cloacae u 22 (EC-A — EC- V) (Tablica 14.,
Slika 18.), E. aerogenes u 9 (EA-A — EA-I) (Tablica 17.) te C. freundii u 3 razlicite grupe
(CF-A — CF-C) (Tablica 18.). Svaka navedena grupa se od ostalih grupa razlikuje u vise od 6
DNA odsjecaka u restrikcijskom profilu i kao takve se smatraju nesrodnima (88).

S obzirom da gel elektroforeza u izmjenicnom polju ima vecu mo¢ razlu¢ivanja od
MLST metode, odredivanje klonskog tipa MLST metodom provedeno je na samo jednom
predstavniku svakog pulsotipa pod pretpostavkom da svi izolati istog pulsotipa spadaju u isti
klonski tip. Predstavnici svakog pulsotipa izabrani su nasumi¢no. Ovom je metodom
analizirano 42 predstavnika K. pneumoniae i 38 predstavnika E. cloacae.

Medu 151 izolatom K. pneumoniae, MLST analizom identificirano je 13 klonskih
tipova (Tablica 12., Tablica 13.). Rezultati dobiveni MLST analizom bili su u skladu s
rezultatima dobivenim metodom PFGE jer je veéina izolata iz pojedine PFGE grupe pripadala
istom klonskom tipu. Diskrepancija je uo¢ena kod PFGE grupe KP-E u kojoj su izolati bili
raspodijeljeni u dva razlicita klonska tipa, dok je u grupi KP-A samo jedan izolat s pulsotipom
KP-A10 pripadao drugom klonskom tipu (Tablica 11.). Kod 4 izolata K. pneumoniae iz PFGE
grupa KP-G, KP-1, KP- N i KP-Q nije bilo moguce identificirati klonski tip MLST metodom,
te su oznaceni kao netipabilni (NT) (Tablica 11.). Medu 83 izolata E. cloacae identificirano je
15 klonskih tipova (Tablica 15.). U pet izolata E. cloacae koji su pripadali PFGE grupama
EC-G i EC-V nije bilo moguce identificirati klonski tip MLST metodom te su oznaceni kao
netipabilni (NT) (Tablica 14.).

Izolati K. pneumoniae koji proizvode karbapenemaze rasporedeni su u 10 PFGE
grupa: KP-B, KP-C, KP-D, KP-E, KP-F, KP-G, KP-H, KP-I, KP-K i KP-P (Tablica 11.).
Medu navedenim PFGE grupama dominirale su KP-B, KP-C i KP-D u koje je svrstano
ukupno 77,8 % izolata K. pneumoniae koji proizvode karbapenemaze.

Proizvodnja karbapenemaze KPC detektirana je isklju¢ivo u izolata K. pneumoniae iz
PFGE grupe KP-B. PFGE grupa KP-B je s 19 izolata obuhvacala 42,2 % analiziranih izolata
K. pneumoniae koji proizvode karbapenemaze. Svi predstavnici ove grupe proizvodili su
karbapenemazu KPC-2 i odgovorni su za klonsko $irenje ovog gena za rezistenciju na
karbapeneme na podrucju srediSnje i sjeverne Hrvatske. Skoro svi izolati ovog klonskog tipa

imali su identi¢an makrorestrikcijski profil i prikupljeni Su za vrijeme trajanja bolnicke
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epidemije KPC-2 producirajuc¢e K. pneumoniae u Zaboku tijekom 2012. godine, te u KBC
,»Sestre milosrdnice™ i kroz djelovanje ZZJZ Varazdinske zupanije (Slika 14.). Samo je jedan
izolat KPC-2-produciraju¢e K. pneumoniae prikazivao donekle drugaciji makrorestrikcijski
profil, no radi se o izolatu uzetom iz pacijentice u Klinici za plu¢ne bolesti ,,Jordanovac* koja
je prethodno bila hospitalizirana u SAD-u. Svi izolati ove PFGE grupe identificirani su MLST
analizom kao klonski tip ST258 (Tablica 11.). Rezultati molekularne genotipizacije KPC-2
izolata iz ovog rada i opis monoklonske prirode Sirenja KPC-2-produciraju¢e K. pneumoniae
u RH objavljeni su u studiji Jeli¢ i suradnika iz 2016. godine (28).
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Slika 14. Makrorestrikcijski profili 13 KPC-2-producirajuéih izolata dobivenih gel elektroforezom u

izmjeni¢nom elektriénom polju. SM — standard molekulskih masa ,,CHEF DNA Size Standard®, 1 — 13 — KPC-
2-producirajuéi izolati.

Proizvodnja karbapenemaze VIM bila je karakteristi¢na za izolate K. pneumoniae iz
PFGE grupa KP-D, KP-G, KP-H, KP-I. Svi izolati K. pneumoniae PFGE grupe KP-D
proizvodili su karbapenemazu VIM-1. Ova PFGE grupa obuhvacala je 17,7 % izolata K.
pneumoniae koji proizvode karbapenemaze, odnosno 72,7 % izolata K. pneumoniae koji

proizvode VIM-1. Izolati ove PFGE grupe ukljuceni su u klonsko Sirenje karbapenemaze
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VIM-1 na podruéju Zagreba, Cakovca, Varazdina i Sibenika te su MLST analizom
identificirani kao Klonski tip ST15 (Tablica 11.). Preostale tri PFGE grupe, u koje su svrstani
VIM-1-producirajuci izolati K. pneumoniae, ¢ine pojedinacni izolati prikupljeni na podrucju
Zagreba i Splita (Tablica 11.).

Proizvodnja karbapenemaze NDM identificirana je u izolatima PFGE grupa KP-C i
KP-F, dok je karbapenemaza OXA-48 identificirana u KP-C, KP-E, KP-K i KP-P (Tablica
11.).

Izolati PFGE grupe KP-C izolirani su u zdravstvenim ustanovama na podrucju
Zagreba i Varazdina i ¢ine 17,7 % izolata K. pneumoniae koji proizvode karbapenemaze. Za
razliku od ostalih grupa, u ovoj je zabiljezena proizvodnja dvije razli¢ite karbapenemaze -
OXA-48 i NDM-1. Izolati PFGE grupe KP-C proizvodili su karbapenemazu OXA-48 i ¢inili
su 58,3 % svih OXA-48-producirajucih izolata K. pneumoniae. izolirani su u KB ,,Dubrava®,
KB Merkur, Klinici za infektivne bolesti, a jedan je prikupljen kroz redovito djelovanje ZZJZ
Varazdinske zupanije. Jedini NDM-1 izolat iz ove grupe izoliran je u Klinici za infektivne
bolesti. Svi izolati PFGE skupine KP-C spadali su u klonski tip ST16 (Tablica 11.). Preostala
dva izolata K. pneumoniae koji proizvode karbapenemazu NDM-1 spadala su u PFGE grupu
KP-F, izolirani su u Klinici za infektivne bolesti i identificirani su kao klonski tip ST15.

PFGE grupu KP-E sacinjavali su pretezito izolati klonskog tipa ST15, dok su dva bila
ST528. Samo 3 izolata, klonskih tipova ST15 i ST528 izolirana u KB Sveti duh, proizvodila
su karbapenemazu OXA-48, dok proizvodnja karbapenemaza u ostalih izolata ove PFGE
grupe nije uo¢ena. Preostale dvije PFGE grupe izolata K. pneumoniae koji su proizvodili
karbapenemazu OXA-48 (KP-K i KP-P) ¢ine pojedinaéni izolati prikupljeni na podrucju
Zagreba 1 Varazdina te su MLST analizom identificirani kao klonski tipovi ST37 odnosno
ST1418 (Tablica 11.). Poliklonska priroda §irenja OXA-48-produciraju¢e K. pneumoniae
objavljena je, na temelju rezultata iz ovog rada, u studiji Jeli¢ i suradnika iz 2017. godine
(32).

Izolati K. pneumoniae koji ne proizvode karbapenemaze razvrstani su u ukupno 9
PFGE grupa: KP-A, KP-C, KP-E, KP-J, KP-L, KP-M, KP-N, KP-O, KP-Q i KP-R.

U grupu KP-A spadalo je 88,7 % izolata K. pneumoniae koji ne proizvode
karbapenemaze. Svi izolati, osim jednog s pulsotipom KP-A10, iz ove PFGE grupe
identificirani su kao klonski tip ST437. 1zolat pulsotipa KP-A10 identificiran je kao klonski
tip ST11. Grupu KP-A ¢ini 14 podgrupa (KP-Al - KP-A14), niti jedan izolat K. pneumoniae

iz ove grupe nije proizvodio karbapenemaze, no u 97,9 % izolata iz ove PFGE grupe
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detektirana je proizvodnja beta-laktamaze CTX-M-15. Izolati PFGE grupe KP-A prikupljeni
su iz 16 zdravstvenih ustanova rasporedenih u 10 gradova na podru¢ju RH (Tablica 11.).
Heterogena PFGE grupa KP-E je, uz ve¢ opisane izolate koji proizvode
karbapenemaze, bila sacinjena i od tri izolata K. pneumoniae koji ne proizvode
karbapenemaze. Izolati K. pneumoniae koji ne proizvode karbapenemaze iz PFGE grupe KP-
E prikupljeni su iz ustanova na podruéju Splita, Vinkovaca i Zagreba (Tablica 11.).
Preostalih 8 PFGE grupa bilo je sacinjeno od pojedinac¢nih izolata i ukupno su

obuhvacale 6,6 % izolata K. pneumoniae koji nisu proizvodili karbapenemaze (Tablica 11.).

5 haad —

Slika 15. Prikaz svih makrorestrikcijskih profila izolata K. pneumoniae dobivenih gel elektroforezom u
izmjeni¢nom elektriénom polju.
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Tablica 11. Distribucija svih izolata K. pneumoniae uklju¢enih u studiju na temelju podataka dobivenih
genoptipizacijom metodom PFGE.

PFGE Pulsotip Broj izolata (n) Mehanizam
grupa MLST - N
) (n) Grad n Ustanova n | rezistencije
Klinika za infektivne bolesti 18
KB Dubrava 5
Zagreb 27
KB Merkur 2
KB Sveti Duh 2
. KBC Rijeka 11
Rijeka 20 . .
ZZ)Z Primorsko-goranske Zupanije 9
Al (59) | ST437 - - ESBL
Split 5 | KBC Split 5
Zabok 2 | ZZJZ Krapinsko-zagorske Zupanije 2
Osijek 2 | ZZJZ Osjecko-baranjske zupanije 2
Dubrovnik | 1 | ZZJZ Dubrovacko-neretvanske zupanije | 1
PozZega 1 | OB Pozega 1
Varazdin 1 | ZZJZ Varazdinske Zupanije 1
Zagreb 2 | ZZJZ Primorsko-goranske Zzupanije 2
A2 (3) | ST437 — — - - - ESBL
Rijeka 1 | klinika za infektivne bolesti 1
Rijeka 5 | ZZJZ Primorsko-goranske Zupanije 5
Sibenik 4 | 2Z2JZ Sibensko-kninske Zupanije 4
A Zagreb 3 | KBC "Sestre milosrdnice" 3
(94) | A3(17) | ST437 — : - ESBL
Cakovec 2 | ZZJZ Medimurske Zupanije 2
Varazdin 2 | ZZJZ Varazdinske Zupanije 2
Split 1 | KBC Split 1
Rijeka 1 | KBC Rijeka 1 -
A4 (2) | ST437 - -
Split 1 | KBC Split 1 ESBL
A5 (1) | ST437 Rijeka 1 | ZZJZ Primorsko-goranske Zupanije 1 ESBL
A6 (1) | ST437 Split 1 | KBC Split 1 ESBL
AT (1) | ST437 Sibenik 1 | ZZJZ Sibensko-kninske Zupanije 1 ESBL
A8 (1) | ST437 Zagreb 1 KB Dubrava 1 ESBL
A9 (2) | ST437 Zagreb 2 | KB Merkur 2 ESBL
Al10 (1) | ST11 Zagreb 1 | ZZJZ "Dr. Andrija Stampar" 1 AmpC
All (1) | ST437 Rijeka 1 | ZZJZ Primorsko-goranske Zupanije 1 ESBL
Al2 (1) | ST437 Zagreb 1 | KB Merkur 1 ESBL
A13 (2) ST437 | Cakovec 1 | ZZJZ Medimurske Zupanije 1 ESBL
ST437 Rijeka 1 | KBC Rijeka 1 ESBL
Al4 (2) | ST437 Split 2 | KBC Split 2 ESBL
Zabok 12 | ZZ)Z Krapinsko-zagorske Zzupanije 12
B B1 (18) | ST258 Zagreb 4 | KBC "Sestre milosrdnice" 4 KPC
(19) Varazdin 2 | ZZJZ Varazdinske Zupanije 2
B2 (1) | ST258 Zagreb Klinika za pluéne bolesti "Jordanovac" KPC

* - primarni mehanizam rezistencije na beta-laktamske antibiotike
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Tablica 11. — nastavak.

ZrFu(;I: Pulsotip |\ o Broj izolata (n) Mehanizam
) (n) Grad n Ustanova n | rezistencije*
KB Dubrava 1 OXA-48
Zagreb 3 | KB Merkur 1 OXA-48
Cl(4) ST16 — - - -
Klinika za infektivne bolesti 1 NDM
Varazdin 1 | ZZJZ Varazdinske Zupanije 1 OXA-48
C(9) KB Dubrava 1 OXA-48
C2(2) ST16 Zagreb 2 — - - :
Klinika za infektivne bolesti 1 ESBL
KB Dubrava 1
C3(2) ST16 Zagreb 2 — - - - OXA-48
Klinika za infektivne bolesti 1
C4(1) ST16 Zagreb 1 | KB Dubrava 1 OXA-48
Klinika za infektivne bolesti 2
D1 (3) ST15 Zagreb 3 VIM
KB Dubrava 1
Cakovec 1 | ZZJZ Medimurske Zupanije 1
D2 (2) ST15 VIM
D (8) Zagreb 1 | KB Dubrava 1
D3 (1) ST15 Varazdin 1 | ZZJZ Varazdinske Zupanije 1 VIM
D4 (1) ST15 Sibenik 1 | ZZJZ Sibensko-kninske Zupanije 1 VIM
D5 (1) ST15 Sibenik 1 | ZZJZ Sibensko-kninske Zupanije 1 VIM
E1l(2) ST15 Zagreb 2 | KB Sveti Duh 2 OXA-48
E2 (1) ST15 Vinkovci 1 | ZZJZ Vukovarsko-srijemske Zzupanije 1 ESBL
E (6) 1 | KB Sveti Duh 1 OXA-48
E3 (2) ST528 Zagreb — : - -
1 | Klinika za infektivne bolesti 1 | ESBL/AmpC
E4 (1) ST15 Split 1 | KBC Split 1 ESBL
F(2) ST15 Zagreb 2 | Klinika za infektivne bolesti 2 NDM
G (1) NT Zagreb 1 | KBC "Sestre milosrdnice" 1 VIM
H (1) ST248 Zagreb 1 | KB Sveti Duh 1 VIM
(1) NT Split 1 | KBC Split 1 VIM
J(1) ST29 Zagreb 1 | Klinika za infektivne bolesti 1 ESBL
K (1) ST37 Zagreb 1 | Klinika za infektivne bolesti 1 OXA-48
L (1) ST13 Zagreb 1 | KB Merkur 1 ESBL
M (1) ST437 Zagreb 1 | Klinika za infektivne bolesti 1 ESBL
N (1) NT Rijeka 1 | KBC Rijeka 1 ESBL
O (1) ST101 | Koprivnica | 1 | ZZJZ Koprivni¢ko-krizevacke Zupanije | 1 ESBL
P (1) ST1418 Varazdin 1 | ZZJZ Varazdinske zZupanije 1 OXA-48
Q (1) NT Vinkovci 1 | ZZJZ Vukovarsko-srijemske Zupanije 1 ESBL
R (2) ST14 Split 2 | KBC Split 2 ESBL

* - primarni mehanizam rezistencije na beta-laktamske antibiotike

93




Distribucija svih izolata K. pneumoniae analiziranih u ovom radu na temelju podataka
dobivenih MLST analizom i proizvodnja karbapenemaza KPC, VIM, NDM i OXA-48 u
analiziranim izolatima K. pneumoniae po klonskim grupama i tipovima prikazana je u tablici
13. Koriste¢i program eBURST v3 usporedeni su podatci dobiveni MLST analizom s bazom
podataka koja sadrzava 2844 do sad zabiljezena klonska tipa 1 utvrdeno je da svi klonski
tipovi K. pneumoniae analizirani u ovom radu (osim ST1418) spadaju u isti klonski kompleks
— CCl11. Zbog velikog broja klonskih tipova koje CC11 obuhvaca (1273 klonska tipa, 45 %
od svih zabiljezenih tipova), klonski tipovi identificirani u ovom radu koji spadaju u CC11,
dodatno su razvrstani u klonske grupe. Klonske grupe su podgrupe klonskog kompleksa i
svaku ¢ini klonski tip ,,osnivac* i dvije razine srodnih klonskih tipova. Prvu razinu ¢ine
klonski tipovi koji se od ,,osnivaca“ razlikuju u samo jednom od 7 lokusa dok drugu razinu
¢ine pripadajuci klonski tipovi koji se od klonskih tipova iz prva razine takoder razlikuju u
samo jednom lokusu. Ime klonske grupe definira se prema klonskom tipu koji je osnivac
grupe. Dvanaest klonskih tipova K. pneumoniae iz CC11 rasporedeno je u ukupno 10
klonskih grupa. ST248 unutar CC11 ne spada niti u jednu klonsku grupu (Tablica 13.).
Klonski tip ST1418 ne spada niti u jedan klonski kompleks ve¢ sam za sebe Cini singlet (od
eng. ,,singleton®).

Primjer izgleda ,,sirovih-rezultata® (elektroferograma) dobivenih odredivanjem slijeda
nukleotida u analiziranim genima prikazan je na slici 16. Populacijska struktura izolata K.
pneumoniae analiziranih u ovom radu, prikazana u globalnom kontekstu 2844 klonska tipa K.

pneumoniae iz MLST baze podataka (lipanj 2017), prikazana je na slici 17.

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor - [ABI Chromatogram: C:\Users\marko\Google disk\doktorski eksperimentalni\mist\K pneumoniae\B1C1\B2 2F3-11-16-9-20 PMab1] - E‘!
yFME Edit view Zoom HorizontalScale File Accesory Application RNA  Window Help a
B D

’L‘\%" Gl D Sample: B2 IF |File: C:\Users\marko'Google disk'doktorski elksperimentalni'mlst'K pneumonia¢' BIC1'B2 2F3-11-16-9-20 PM.abl

m 210 240 280 260 200 280 290 300 3 N
AACGTCGTATCTCCGCACTCGGCCCAGGCGGTCTGACCCGTGAGC GCGCAGGCTTCGAAGTTCGAGACGTACACCCGACCCACTACGGTCGCGTATGTCCGAT CGAAM

Slika 16. Segment elektroferograma dobiven odredivanjem slijeda nukleotida uredajem ABI prism® 310
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Tablica 12. Klonski tipovi Klebsiella pneumoniae identificirani u ovom radu i pripadaju¢e kombinacije alela

ST gapA infB mdH pgi phoE rpoB tonB
11 3 3 1 1 1 1 4
437 3 3 1 1 1 1 31
258 3 3 1 1 1 1 79
16 2 1 2 1 4 4 4

15 1 1 1 1 1 1
14 1 6 1 1 1 1
528 32 5 1 1 9 4 18
13 2 3 1 1 10 1 19
29 2 3 2 2 6 4 4
37 2 9 2 1 13 1 16
101 2 6 1 5 4 1 6
248 4 1 5 1 9 4 4
1418 4 3 1 6 1 1 16
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Klonskf:\ ST n (%) Grad . Broj PFGE Karbapenemaza
kategorija izolata Grupa
ST11* | 1(0,7%) Zagreb 1 A
Zagreb 37 AM
Rijeka 30 A
Split 10 A
Sibenik 5 A
CG11 94 Cakovec 3 A
ST437 (62,2%) Varazdin 3 A
Osijek 2 A
Zabok 2 A
Dubrovnik 1 A
PozZega 1 A
19 Zabhok 12 B KPC
CG258 | ST258* Zagreb 5 B KPC
(12,6%) —
Varazdin 2 B KPC
9 Zagreb 8 C OXA-48 , NDM
cGl6 ST16 (5,9%) Varazdin 1 C OXA-48
Zagreb 8 D,E,F | VIM, OXA-48, NDM
Sibenik 2 D VIM
14 Cakovec 1 D VIM
CGI5 ST15* (9,2%) Split 1 E
Varazdin 1 D VIM
Vinkovci 1 E
CG14 ST14* | 2 (1,3%) Split 2 R
GC528 | ST528* | 2 (1,3%) Zagreb 2 E OXA-48
CG13 ST13* | 1(0,7%) Zagreb 1 L
CG29 ST29* | 1(0,7%) Zagreb 1 J
CG37 ST37* | 1(0,7%) Zagreb 1 K OXA-48
CG101 ST101* | 1(0,7%) | Koprivnica 1 @]
ST248 | 1(0,7%) Zagreb 1 H VIM
singlet ST1418 | 1(0,7%) Varazdin 1 P OXA-48
Zagreb 1 G VIM
NT 4 (2.6%) Split 1 [ VIM
' Rijeka 1 N
Vinkovci 1 Q

* - osnivac klonske grupe
n — broj izolata
NT — nije tipabilan

Tablica 13. Distribucija svih izolata K. pneumoniae uklju¢enih u studiju na temelju podataka dobivenih MLST
analizom
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Slika 17. Populacijska struktura izolata K. pneumoniae analiziranih u ovom radu, prikazana u globalnom kontekstu 2844 klonska tipa K. pneumoniae iz MLST baze podataka
(lipanj 2017). Svaka toc¢ka predstavlja jedan klonski tip. Klonski tipovi identificirani u ovom radu oznaceni su zutom bojom. Veli¢ina kruga odgovara broju izolata koji
pripadaju klonskom tipu. Klonski tipovi koji su,,osnivaci klonskih grupa oznaceni su nazivom pripadajuce klonske grupe (CG), klonski tipovi koji nisu osnivaci klonskih
grupa oznaceni su strelicom i pravim imenom (ST). Linije povezuju klonske tipove koji se razlikuju u samo jednom alelu. CC — klonski kompleks, CG — klonska grupa, ST —

klonski tip.
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U analiziranih izolata E. cloacae proizvodnja karbapenemaze VIM-1 detektirana je u
izolata iz PFGE grupa EC-A, EC-C, EC-F i EC-L. 36 od 37 izolata E. cloacae koji proizvode
karbapenemazu VIM-1 spadalo je u PFGE grupe EC-A, EC-C i EC-F (Tablica 14.).

PFGE grupu EC-A ¢inilo je 20 izolata koji su obuhvacali 51,4 % izolata koji
proizvode VIM-1 karbapenemazu iako u jednog izolata iz ove skupine proizvodnja
karbapenemaze nije detektirana. 75 % izolata ove PFGE grupe prikupljeno je u KBC Split,
koji je prepoznat kao zariSte ovog klona, dok su preostali izolati izolirani na podru¢ju Zagreba
i Sibenika. 1zolati ove PFGE skupine identificirani su kao klonski tip ST92 (Tablica 14.).

Svi izolati PFGE grupe EC-C prikupljeni su na podrucju Zagreba, i njihova raSirenost
bila je ograni¢ena samo na KB Dubrava. Ova PFGE grupa od 9 izolata ¢inila je 24,3 % izolata
E. cloacae koji proizvode karbapenemaze. Izolati PFGE grupe EC-F vec¢inom su prikupljeni
iz ustanova na podrudju Zagreba, Klinike za infektivne bolesti, ZZJZ ,,Andrija Stampar® i KB
Dubrava dok su pojedinacni izolati prikupljeni na podrucju Bjelovara i Gospica. U PFGE
grupu EC-F spadalo je 21,6 % izolata E. cloacae koji proizvode karbapenemaze. Izolati PFGE
grupe EC-C i EC-F pripadali su klonskim tipovima ST200, odnosno ST105 (Tablica 14.).
Podatci o izolatu iz PFGE grupe EC-L prikazani su u tablici 13.

Izolati E. cloacae koji ne proizvode karbapenemaze rasporedeni su u 18 PFGE grupa.
Medu njima, izraZenije epidemiolosko znacenje u ovom kontekstu imale su grupe EC-B, EC-
D, EC-E i EC-G koje su obuhvacale 63 % izolata E. cloacae koji ne proizvode
karbapenemaze. Preostalih 14 PFGE grupa ¢inili su pojedinacni izolati (Tablica 14.).

PFGE grupa EC-D bila je najdominantnija, obuhvacala je 34,8 % izolata E. cloacae
koji ne proizvode karbapenemaze. Zariite ove grupe bilo je u Zagrebu (KB Sveti duh), gdje je
izolirano 11 od ukupno 16 izolata. Preostali izolati prikupljeni su iz Klinike za infektivne
bolesti, KB Merkur, KBC Split i ZZJZ Medimurske zupanije (Tablica 14.).

Izolati iz PFGE grupe EC-E prikazivali su slican makrorestrikcijski profil onom grupe
EC-D, no prema kriterijima navedenim u radu Tenover i suradnika (88) nisu ukljuceni u istu
PFGE grupu. Ova grupa obuhvacala je 8,7 % izolata E. cloacae koji ne proizvode
karbapenemaze i sva 4 izolata PFGE grupe EC-E prikupljena su na podrucju Zagreba kao
pojedinacni izolati iz KB Dubrava, KB Sveti Duh, KB Merkur i Klinike za infektivne bolesti
(Tablica 14.). 1zolati PFGE grupa EC-D i EC-E identificirani su kao klonski tip ST114
(Tablica 14.).

Izolati PFGE grupe EC-B prikupljeni su na podru¢ju Zagreba, Bjelovara i Koprivnice,
te su identificirani kao klonski tip ST66, obuhvacali su 10,9 % izolata E. cloacae koji ne

proizvode karbapenemaze (Tablica 14.). 1zolati skupine EC-G uglavnom su izolirani u KBC

98



.....

proizvode karbapenemaze. Podatci o preostalih 14 PFGE grupa izolata E. cloacae koji ne

proizvode karbapenemaze prikazani su u tablici 14.

Tablica 14. Distribucija svih izolata E. cloacae uklju¢enih u studiju na temelju podataka dobivenih

genotipizacijom metodom PFGE.

PFGE Pulsotip Broj izolata (n) Mehanizam
grupa MLST : N
) (n) Grad n Ustanova n | rezistencije
Split 14 | KBC Split 14
VIM
KB Merkur 2
Al (19) | ST92 Zagreb 3
A (20) KB Dubrava 1
Sibenik 2 | ZZJZ Sibensko-kninske Zupanije 2 VIM
A2 (1) | ST92 Split 1 | KBC Split 1 VIM
B1 (1) Zagreb 1 | KB Merkur 1 ESBL
B2 (1) Zagreb 1 | KB Merkur 1 ESBL
B() | B3(1) | ST66 Zagreb 1 | ZZJZ "Dr. Andrija Stampar" 1
B4 (1) Bjelovar 1 | ZZJZ Bjelovarsko -bilogorske zupanije | 1
B5 (1) Koprivnica | 1 | ZZJZ Koprivni¢ko-krizevacke zupanije | 1 ESBL
C1(8) Zagreb 8 | KB Dubrava 8 VIM
C(9) ST200
C2 (1) Zagreb 1 | KB Dubrava 1 VIM
KB Sveti Duh 10
Zagreb 11 — : - -
D1 (12) | ST114 Klinika za infektivne bolesti 1
Split 1 | KBC Split 1
D(16) | D2(1) | ST114 Cakovec 1 | ZZJZ Medimurske Zupanije 1
D3 (1) | ST114 Zagreb 1 | KB Sveti Duh 1 ESBL
KB Merkur 1 ESBL
D4 (2) | ST114 Zagreb 2 — - : :
Klinika za infektivne bolesti 1

* - primarni mehanizam rezistencije na beta-laktamske antibiotike
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Tablica 14. - nastavak

PFGE

arupa Pulsotip | \» o1 Broj izolata (n) Mghaniz_a}nl
() (n) Grad n Ustanova n | rezistencije
KB Dubrava 1
E1(2) Zagreb 2 -
E @) ST114 KB Sveti Duh 1
E2(2) Zagreb 2 K? I.\/Ierkur - - L ESBL
Klinika za infektivne bolesti 1
Klinika za infektivne bolesti 2
Zagreb 4 | ZZJZ "Dr. Andrija Stampar" 1
F1(6) | ST105 KB Dubrava 1 VIM
F (8) Bjelovar 1 | ZZJZ Bjelovarsko -bilogorske Zupanije | 1
Gospi¢ 1 | ZZJZ Licko-senjske Zupanije 1
F2 (1) | ST105 Zagreb 1 | ZZJZ "Dr. Andrija Stampar" 1 VIM
F3 (1) | ST105 Bjelovar 1 | ZZJZ Bjelovarsko -bilogorske Zupanije | 1 VIM
Gl (1) Zagreb 1 | Klinika za infektivne bolesti 1 ESBL
G2 (1) Split 1 | KBC Split 1 ESBL
G (4) NT : X
G3 (1) Split 1 | KBC Split 1 ESBL
G4 (1) Split 1 | KBC Split 1 ESBL
H (@) H1(1) | ST90 Zagreb 1 | KB Merkur 1 ESBL
H2 (1) | ST90 Zagreb 1 | Klinika za infektivne bolesti 1
(1) ST90 Zagreb 1 | KB Merkur 1
J() ST90 Split 1 | KBC Split 1 ESBL
K (1) ST90 Zagreb 1 | KB Dubrava 1
L (1) ST100 Zagreb 1 | KB Dubrava 1 VIM
M (1) ST133 Varazdin 1 | ZZJZ Varazdinske zupanije 1 ESBL
N (1) ST133 Zagreb 1 | KB Merkur 1 AmpC
0 (1) ST542 | Koprivnica | 1 | ZZJZ Koprivni¢ko-krizevacke Zupanije | 1 ESBL
P (1) ST78 Bjelovar 1 | ZZJZ Bjelovarsko -bilogorske Zupanije | 1
Q (1) ST104 Bjelovar 1 | ZZJZ Bjelovarsko -bilogorske zupanije | 1
R (1) ST550 Split 1 | KBC Split 1
S(1) ST122 | Koprivnica | 1 | ZZJZ Koprivni¢ko-krizevacke Zupanije | 1
T(1) ST51 Zagreb 1 | KB Merkur 1 ESBL
U (2) ST171 Zagreb 2 | KB Dubrava 2
V(1) NT Dubrovnik | 1 77J7Z Dubrovacko-neretvanske 1

Zupanije

* - primarni mehanizam rezistencije na beta-laktamske antibiotike
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EC-Al
EC-A2
EC-B1
EC-B2
EC-B3
EC-B4
EC-B5
EC-C1
EC-C2
EC-DI
EC-D2
EC-D3
EC-D4
EC-El
EC-E2
EC-F1
EC-F2
EC-F3
EC-G1
EC-G2
EC-G3
EC-G4
EC-HI
EC-H2
ECI
EC-J
ECK
EC-L
EC-M
EC-N
EC-0
EC-P
EC-Q
ECR
EC-S
EC-T
EC-U
EC-V

Slika 18. Prikaz svih makrorestrikcijskih profila izolata E. cloacae dobivenih gel elektroforezom u izmjeni¢nom

elektriénom polju.
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Distribucija svih izolata E. cloacae analiziranih u ovom radu na temelju podataka
dobivenih MLST analizom i proizvodnja karbapenemaze VIM u analiziranim izolatima E.
cloacae po klonskim tipovima prikazana je u tablici 16. Svih 15 klonskih tipova E. cloacae
identificiranih u ovom radu usporedeno je, koriste¢i eEBURST v3, sa cijelom MLST bazom
podataka koja sadrzi 918 zabiljezenih klonskih tipova E. cloacae. ST92 je identificiran kao
singlet; ST104, ST122 i ST550 svrstani su u 3 razlicita dubleta. Dublet je kategorija struktura
koju ¢ine 2 klonska tipa koja se razlikuju u samo jednom lokusu. Jedanaest preostalih
klonskih tipova svrstano je u 7 razli¢itih klonskih kompleksa (Tablica 16.).

Populacijska struktura izolata E. cloacae analiziranih u ovom radu, prikazana u
globalnom kontekstu 918 klonskih tipova E. cloacae iz MLST baze podataka (lipanj 2017),
prikazana je na slici 19.

Tablica 15. Klonski tipovi Enterobacter cloacae identificirani u ovom radu i pripadajuce kombinacije alela

ST dnaA fusA gyrB leus pyrG rplB rpoB
114 53 35 20 44 45 4 6
66 52 21 20 44 45 4 6
92 52 20 19 44 45 12 32
200 74 20 20 65 45 4 32
105 74 20 20 65 45 4 6
90 58 37 6 42 4 25
133 11 13 39 4 9
51 4 37 4 6
542 178 92 4 6
171 49 21 19 44 45 12 32
78 8 9 6 9 6 8
100 59 40 12 35 6 6
104 59 40 76 70 6
122 63 51 35 77 27 3
550 179 4 6 112 4 6
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Tablica 16. Distribucija svih izolata E. cloacae uklju¢enih u studiju na temelju podataka dobivenih MLST

analizom
Klonska Broj PFGE
0, 0,
struktura n (%) ST n (%) Grad izolata | grupa Karbapenemaza
Zagreb 18 D, E
o | STiL* (zﬂ%) Cakovec 1 D
cel1d ’ Split 1 D
Zagreb 3 B
GO | srgg 5 o B
(6%) Bjelovar 1
Koprivnica 1 B
20 Split 15 A VIM
Singlet ST92 (252%) Zagreb 3 A VIM
(24,1%) ’ Sibenik 2 A VIM
L, | ST200* (10%%) Zagreb 9 C VIM
CC200 8 Zagreb 5 F VIM
(20,5%) | ST105 (9.7%) Bjelovar 2 F VIM
’ Gospié 1 F VIM
5 . 5 Zagreb 4 H, I, K
€0 e | ST | @ [ spie T 3
2 Varazdin 1 M
CC50 4 ST133 (2,4%) Zagreb 1 N
(48%) | sST51 1 (1,2%) Zagreb 1 T
ST542 1(1,2%) | Koprivnica 1 O
2
* 0,
Ccc171 (2.4%) ST171* | 2 (2,4%) Zagreb 2 U
1
o .
CC78 (1,2%) ST78 1 (1,2%) Bjelovar 1 P
1
0,
CC145 (1,2%) ST100 1 (1,2%) Zagreb 1 L VIM
Dublet 1
0 .
ST104-ST345 | (1,2%) ST104 1(1,2%) Bjelovar 1 Q
Dublet 1
0 o
ST122-ST770 | (1,2%) ST122 1(1,2%) Koprivnica 1 S
Dublet 1
0 .
ST550-ST543 | (1.2%) ST550 | 1(1,2%) Split 1 R
5 Split 3 G
NT Zagreb 1 G
6%
(6%) Dubrovnik 1 \Y/

n — broj izolata
NT — nije tipabilan
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Slika 19. Populacijska struktura izolata E. cloacae analiziranih u ovom radu, prikazana u globalnom kontekstu 918 klonskih tipova E. cloacae iz MLST baze podataka (lipanj
2017). Svaka tocka predstavlja jedan klonski tip. Klonski tipovi identificirani u ovom radu oznaceni su crvenim krugom. Veli¢ina tocke unutar kruga odgovara broju izolata
koji pripadaju klonskom tipu. Klonski tipovi ,,osnivaci* klonskog kompleksa identificirani u ovom radu oznaceni su plavom bojom, klonski tipovi ,,osnivaci klonskog
kompleksa, a nisu identificirani u ovom radu oznaceni su sa — * . Linije povezuju klonske tipove koji se razlikuju u samo jednom alelu. CC — klonski kompleks, ST — klonski
tip
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Izolati E. aerogenes razvrstani su u 9 grupa restrikcijskih profila. Samo su dva izolata
prikazivala identiCan restrikcijski profil dok je sve ostale karakterizirao razlicit restrikcijski
profil zbog ¢ega su svrstani u pojedinac¢ne grupe (Tablica 17.). Sva Cetiri izolata C. freundii

svrstana su u ukupno 3 razli¢ite PFGE grupe (Tablica 18.).

Tablica 17. Distribucija svih izolata E. aerogenes uklju¢enih u studiju na temelju podataka dobivenih
genotipizacijom metodom PFGE

g';qui Broj izolata (n) Mehanizam
n) Grad n Ustanova n | rezistencije
EA-A (2) Zagreb 2 Klinika za infektivne bolesti 2
EA-B (1) Zagreb 1 KB Merkur 1 ESBL
EA-C (1) Zagreb 1 KB Dubrava 1
EA-D (1) Zagreb 1 KB Merkur 1 ESBL
EA-E (1) Zagreb 1 KB Merkur 1 ESBL
EA-F (1) Zagreb 1 Klinika za infektivne bolesti 1
EA-G (1) Split 1 | KBC Split 1 AmpC
EA-H (1) Zagreb 1 KB Merkur 1 VIM
EA-1 (1) Zagreb 1 | KB Sveti Duh 1 ESBL

n — broj izolata

Tablica 18. Distribucija svih izolata C. freundii uklju¢enih u studiju na temelju podataka dobivenih PFGE
metodom genotipizacije

ZFU%E Podgrupa Broj izolata (n) Mehanizam
) (n) Grad |n Ustanova n | rezistencije
CF-A (1) Al (1) Zagreb | 1 | ZZJZ "Dr. Andrija Stampar" 1 VIM
A2 (1) Varazdin | 1 | ZZJZ Varazdinske Zupanije 1
CF-B (1) Zagreb | 1 | KBC "Sestre milosrdnice" 1 NDM
CF-C (1) Split | 1 | KBC Split 1 ESBL

n — broj izolata




4.4. TESTIRANJE OSJETLJIVOSTI IZOLATA NA ANTIBIOTIKE

Testiranje osjetljivosti na antibiotike provedeno je kod svih 250 izolata. Osjetljivost
svakog izolata testirana je na ukupno 15 antibiotika razvrstanih u 9 klasa: penicilini,
penicilin+inhibitor beta-laktamaza, antipseudomonasni penicilin + inhibitor beta-laktamaza,
cefalosporini prve i druge generacije, cefalosporini prosirenog spektra trece i Cetvrte
generacije, karbapenemi, aminoglikozidi, kombinacija trimetoprima i sulfonamida te
fluorokinoloni. Testiranjem osjetljivosti na antibiotike disk-difuzijskom metodom po Kirby-
Baueru utvrdeno je da su od 250 izolata skoro svi ispoljavali visestruko rezistentan (eng.
,multi drug resistance®, MDR) fenotip, tj. da nisu bili osjetljivi (I+R) na barem jedan
antibiotik iz minimalno tri razli¢ite klase antibiotika. Medu analiziranim izolatima zabiljezen
je visok udio rezistencije na peniciline, kombinaciju penicilina i inhibitora beta-laktamaza,
cefalosporine, fluorokinolone i kombinaciju trimetoprima i sulfametoksazola.

Analizirani izolati ispoljavali su varijabilnu rezistenciju na karbapeneme.
Epsilometarskim testom utvrdeno je da je 81,2 % izolata bilo rezistentno na ertapenem, dok je
po 6,4 % izolata bilo rezistentno na imipenem odnosno meropenem. Ukupno 98 % izolata nije
bilo osjetljivo na ertapenem (1+R), dok na imipenem, odnosno meropenem nije bilo osjetljivo
22 % izolata (Tablica 20.). Dva posto izolata koji su bili osjetljivi na ertapenem bilo je
osjetljivo i na preostale karbapeneme, no ukljuceni su u istrazivanje jer je u njih detektirana
proizvodnja karbapenemaze VIM-1. Jednak udio izolata rezistentnih na imipenem i
meropenem nije posljedica korezistencije na ova dva antibiotika. Udio izolata rezistentnih na
ertapenem, imipenem i meropenem u skupini izolata koji proizvode karbapenemaze i skupini

izolata koji ne proizvode karbapenemaze prikazan je u tablici 19.

Tablica 19. Udio izolata rezistentnih na ertapenem, imipenem i meropenem u skupini izolata koji proizvode
karbapenemaze i u skupini izolata koji ne proizvode karbapenemaze

o Udio rezistentnih izolata (%) 5
Antibiotik _ . P ()
Proizvode karbapenemaze | Ne proizvode karbapenemaze
Ertapenem 77,9 82,9
Imipenem 16,3 1,2 <0,01
Meropenem 15,1 1,8 <0,01
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Od ukupnog broja izolata, na ertapenem + imipenem bilo je rezistentno 6,4 % izolata,
na ertapenem + meropenem takoder je bilo rezistentno 6,4 % izolata dok je na sva 3
karbapenema bilo rezistentno ukupno 4,8 % izolata.

Udio izolata rezistentnih na dva ili viSe karbapenema bio je veci kod izolata koji
proizvode karbapenemaze i iznosio je 16,3 % za kombinaciju ertapenem + imipenem, 15,1%
za kombinaciju ertapenem + meropenem odnosno 12,8 % za kombinaciju ertapenem +
imipenem + meropenem. Udio rezistentnih izolata na navedene kombinacije karbapenema u
izolata koji ne proizvode karbapenemaze iznosi 1,2 % za ertapenem + imipenem, 1,8% za
ertapenem + meropenem i 0,6 % za ertapenem + imipenem + meropenem. Navedena razlika

je statisticki znacajna (x, p <0,01) za sve navedene kombinacije karbapenema (Slika 20.).
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Udio rezistentnih 1zolata
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ETP+IPM ETP+MEM ETP+IPM-+MEM

M Izolat koji proizvode karbapenemaze W Izolati koji ne proizvode karbapenemaze

Slika 20. Udio izolata rezistentnih na kombinacije ertapenema, imipenema i meropenema u skupini izolata koji
proizvode karbapenemaze u odnosu na skupinu izolata koji ne proizvode karbapenemaze. ETP— ertapenem, IPM
— imipenem, MEM — meropenem. ** - statistitka znatajnost na razini p<0,01 (3-test)
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Izolati koji su proizvodili karbapenemaze ispoljavali su varijabilan profil rezistencije
na karbapeneme ovisno o vrsti karbapenemaze koju proizvode. Niti jedan izolat koji je
proizvodio karbapenemaze KPC, NDM i OXA-48 nije bio osjetljiv na ertapenem, no
osjetljivost na ertapenem zabiljezena je u 10 % izolata koji su proizvodili karbapenemazu
VIM. Najveci udio neosjetljivih izolata na imipenem i meropenem zabiljezen je u izolata koji
proizvode KPC, dok je neosjetljivost na ova dva karbapenema bila najniza u izolata koji
proizvode karbapenemazu OXA-48 (Slika 21.).
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80% -
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50% A Ertapenem

= Imipenem
40% -

= Meropenem
30% -

Udio neosjetljivih izolata
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10% -

0% -

KPC VIM NDM OXA-48

Slika 21. Udio izolata neosjetljivh na ertapenem, imipenem i meropenem s obzirom na karbapenemaze koje
proizvode

Svi su izolati bili rezistentni na amoksicilin, dok je po 94 % izolata bilo rezistentno na
kombinaciju amoksicilina s klavulanskom kiselinom i kombinaciju piperacilina i
tazobaktama. Udio izolata rezistentnih na cefalosporine kretao se u rasponu od 99 % za
cefaleksin i cefuroksim, 98 % za ceftriakson i ceftazidim te 83 % za cefepim. 91 % izolata
bilo je rezistentno na ciprofloksacin dok je 80 % bilo rezistentno na kombinaciju trimetoprima
i sulfametoksazola. Za razliku od navedenih antibiotika, rezistencija na aminoglikozide bila je
varijabilnija i udio iznosio 68 % za gentamicin, odnosno 11 % za amikacin (Tablica 20., Slika
22.).
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Tablica 20. Profil rezistencije svih izolata uklju¢enih u studiju

o Broj izolata Udio izolata
Antibiotik (ug) R I S R (%) I (%) S (%)
Amoksicilin 250 0 0 100,0 0,0 0,0
Amoksiklav 235 0 15 94,0 0,0 6,0
Piperacilin/tazobaktam 234 7 9 93,6 2,8 3,6
Cefaleksin 248 0 2 99,2 0,0 0,8
Cefuroksim 248 0 2 99,2 0,0 0,8
Ceftriakson 245 1 4 98,0 0,4 1,6
Ceftazidim 244 2 4 97,6 0,8 1,6
Cefepim 207 15 28 82,8 6,0 11,2
Ertapenem* 203 42 5 81,2 16,8 2,0
Imipenem * 16 39 195 6,4 15,6 78,0
Meropenem* 16 39 195 6,4 15,6 78,0
Gentamicin 171 4 75 68,4 1,6 30,0
Amikacin 27 24 199 10,8 9,6 79,6
Trimetoprim/sulfametoksazol 200 4 46 80,0 1,6 18,4
Ciprofloksacin 229 5 16 91,6 2,0 6,4
* Mjereno epsilometarskim testom (E-test)
S —osjetljiv, R — rezistentan, | — intermedijarno osjetljiv
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Slika 22. Profil rezistencije svih izolata ukljucenih u studiju. AMX — amoksicilin, AMC — amoksiklav, TZP —
piperacilin/tazobaktam, LEX — cefaleksin, CXM — cefuroksim, CRO — ceftriakson, CAZ — ceftazidim, FEP —
cefepim, ETP — ertapenem, IPM — imipenem, MEM — meropenem, GEN — gentamicin, AMK — amikacin, SXT —
trimetoprim/sulfametoksazol, CIP — ciprofloksacin. S — osjetljiv, R — rezistentan, | — intermedijarno osjetljiv
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Udio rezistentnih izolata u skupini izolata koji proizvode karbapenemaze i u skupini
izolata koji ne proizvode karbapenemaze statisticki se znacajno razlikovao kod cefepima,
gentamicina, amikacina i trimetoprim-sulfametoksazola (Slika 23.). Profil rezistencije na
testirane antibiotike izolata koji proizvode karbapenemaze i izolata koji ne proizvode

karbapenemaze prikazani su u tablicama 21 i 22, odnosno slikama 24 i 25.
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WIzolati koji proizvode karbapenemaze MIzolati koji ne proizvode karbapenemaze

Slika 23. Usporedba zastupljenosti rezistentnih izolata na pojedine antibiotike izmedu skupine izolata koji
proizvode karbapenemaze i skupine izolata koji ne proizvode karbapenemaze. AMX — amoksicilin, AMC —
amoksiklav, TZP — piperacilin/tazobaktam, LEX — cefaleksin, CXM — cefuroksim, CRO — ceftriakson, CAZ —
ceftazidim, FEP — cefepim, ETP — ertapenem, IPM — imipenem, MEM — meropenem, GEN — gentamicin, AMK
— amikacin, SXT — trimetoprim/sulfametoksazol, CIP — ciprofloksacin. ** - statisticka znacajnost na razini
p<0,01, * - statisticka znacajnost na razini p<0,05 (y’-test)
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Tablica 21. Profil rezistencije u skupini izolata koji proizvode karbapenemaze.

o Broj izolata Udio izolata
Antibiotik (ug) R I S R (%) I (%) S (%)
Amoksicilin 86 0 0 100,0 0 0
Amoksiklav 84 0 2 97,7 0 2,3
Piperacilin/tazobaktam 81 1 4 94,2 1,2 4,7
Cefaleksin 84 0 2 97,7 0 2,3
Cefuroksim 84 0 2 97,7 0 2,3
Ceftriakson 82 1 3 95,3 1,2 3,5
Ceftazidim 80 2 4 93,0 2,3 4,7
Cefepim 78 4 4 90,7 47 4,7
Ertapenem* 67 14 5 77,9 16,3 5,8
Imipenem * 14 33 39 16,3 38,4 45,3
Meropenem* 13 16 57 15,1 18,6 66,3
Gentamicin 43 4 39 50,0 47 45,3
Amikacin 25 16 45 29,1 18,6 52,3
Trimetoprim/sulfametoksazol 57 1 28 66,3 1,2 32,6
Ciprofloksacin 78 3 5 90,7 3,5 5,8

* Mjereno epsilometarskim testom (E-test)
S —osjetljiv, R —rezistentan, | — intermedijarno osjetljiv
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Slika 24. Profil rezistencije u skupini izolata koji proizvode karbapenemaze. AMX — amoksicilin, AMC —
amoksiklav, TZP — piperacilin/tazobaktam, LEX — cefaleksin, CXM — cefuroksim, CRO — ceftriakson, CAZ —
ceftazidim, FEP — cefepim, ETP — ertapenem, IPM — imipenem, MEM — meropenem, GEN — gentamicin, AMK
—amikacin, SXT — trimetoprim/sulfametoksazol, CIP — ciprofloksacin. S — osjetljiv, R — rezistentan, | —
intermedijarno osjetljiv.
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Tablica 22. Profil rezistencije u skupini izolata koji ne proizvode karbapenemaze.

o Broj izolata Udio izolata
Antibiotik (ug) R | S R (%) | (%) S (%)
Amoksicilin 164 0 0 100,0 0 0
Amoksiklav 151 0 13 92,1 0 7,9
Piperacilin/tazobaktam 153 6 5 93,3 3,7 3,0
Cefaleksin 164 0 0 100,0 0 0
Cefuroksim 164 0 0 100,0 0 0
Ceftriakson 163 0 1 99,4 0 0,6
Ceftazidim 164 0 0 100,0 0 0
Cefepim 129 11 24 78,7 6,7 14,6
Ertapenem* 136 28 0 82,9 17,1 0
Imipenem * 2 6 156 1,2 3,7 95,1
Meropenem* 3 23 138 1,8 14,1 84,1
Gentamicin 128 0 36 78,0 0 22,0
Amikacin 2 8 154 1,2 49 93,9
Trimetoprim/sulfametoksazol 143 3 18 87,2 1,8 11,0
Ciprofloksacin 151 2 11 92,1 1,2 6,7

* Mjereno epsilometarskim testom (E-test)
S — osjetljiv, R — rezistentan, | — intermedijarno osjetljiv
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Slika 25. Profil rezistencije u skupini izolata koji ne proizvode karbapenemaze. AMX — amoksicilin, AMC —
amoksiklav, TZP — piperacilin/tazobaktam, LEX — cefaleksin, CXM — cefuroksim, CRO — ceftriakson, CAZ —
ceftazidim, FEP — cefepim, ETP — ertapenem, IPM — imipenem, MEM — meropenem, GEN — gentamicin, AMK
—amikacin, SXT — trimetoprim/sulfametoksazol, CIP — ciprofloksacin. S — osjetljiv, R — rezistentan, | —

intermedijarno osjetljiv.
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Od svih izolata ukljuc¢enih u ovu studiju, 99,6 % zadovoljavalo je kriterij viSestruke
rezistencije, tj. nisu bili osjetljivi (I+R) na barem jedan antibiotik iz minimalno tri razlicite
klase antibiotika. U procjeni visestruko rezistentnog fenotipa, intrinzicka rezistencija na
amoksicilin u izolata Klebsiella spp., Enterobacter spp. i C. freundii, rezistencija
Enterobacter spp. i C. freundii na kombinaciju amoksicilina i klavulanske kiseline, te
rezistencija Enterobacter spp. i C. freundii na cefalosporine prve generacije nisu bile
ukljucene. U ukupnoj populaciji izolata najveci udio izolata ¢inili su izolati koji nisu bili
osjetljivi na barem jedan antibiotik iz 8 razli¢itih klasa ispitivanih antibiotika (34,8 %). lzolati
koji nisu bili osjetljivi na barem jedan antibiotik iz 6, 7 1 8 razliCitih klasa antibiotika ¢inili su
ukupno 83,6 % izolata (Slika 26.). Samo jedan izolat nije bio osjetljiv na barem jedan
antibiotik od svih testiranih klasa antibiotika. U skupini izolata koji proizvode karbapenemaze
najvise izolata nije bilo osjetljivo na barem jedan antibiotik iz 6 i 7 razli¢itih klasa antibiotika
(ukupno 71 %), dok su u skupini izolata koji ne proizvode karbapenemaze, najveci udio ¢inili
izolati koji nisu bili osjetljivi na barem jedan od 6 i 8 razli¢itih klasa antibiotika (ukupno 73,8
%) (Slika 27.).
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Slika 26. Ukupna distribucija izolata prema broju klasa antibiotika na koje izolati nisu ispoljavali osjetljiv
fenotip na barem jedan antibiotik.
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Slika 27. Usporedba distribucije izolata izmedu skupine izolata koji proizvode karbapenemaze i skupine izolata
koji ne proizvode karbapenemaze prema broju klasa antibiotika na koje izolati nisu ispoljavali osjetljivi fenotip
na barem jedan antibiotik.

114



4.5. DETEKCIJA | KARAKTERIZACIJA GENA ZA REZISTENCIJU NA
ANTIBIOTIKE

Lanc¢anom reakcijom polimerazom u analiziranih je izolata detektirana prisutnost gena
za rezistenciju na 6 razli¢itih klasa antibiotika: beta-laktamaze, aminoglikozid-modificirajuci
enzimi, plazmidni geni za rezistenciju na kinolone, plazmidne dihidropteroat sintaze, efluks
pumpe tet(A) — tet(E) i geni za rezistenciju na kloramfenikol.

Od gena koji kodiraju beta-laktamaze, blatgm je detektiran u ukupno 71,6 % izolata,
blasyyv U 62,4 % izolata, te blacTx-m U 61,2 % izolata. Geni koji kodiraju plazmidne beta-
laktamaze AmpC detektirani su u 2,8 % izolata.

Unutar skupine izolata u kojih je detektiran gen blatgwm, blatem-1 detektiran je u 90 %
izolata, dok je u preostalih 10 % detektiran blatgm-116. Niti jedna detektirana varijanta gena
blarem nije kodirala ESBL enzim. Svi izolati u kojih je detektiran blatem-116 koproducirali su
karbapenemazu KPC-2. Koprodukcija karbapenemaze KPC-2 i beta-laktamaze TEM-116
uocena u ovom radu objavljena je u studiji Jeli¢ i suradnika iz 2016. godine (28). Prisutnost
blasny zabiljeZena je samo u izolata K. pneumoniae i E. cloacae. Medu izolatima u kojima je
zabiljezena prisutnost gena blasyy, U 79,5 % detektiran je gen blasyy-11 , dok je varijanta
blasyy-1 detektirana u 17,9 % izolata. Geni koji kodiraju ESBL varijante beta-laktamaze SHV
detektirani su u ukupno 4 izolata. U tri je detektiran blasyy.-12, dok je blasyy-s detektiran u
jednom izolatu. Svi detektirani geni blactx-m kodirali su varijantu CTX-M-15. Od
detektiranih gena blaampc, blarox detektiran je u samo jednom izolatu C. freundii, dok je u
preostalih 6 izolata detektiran gen blaacc.

Od gena koji kodiraju aminoglikozid-modificiraju¢e enzime, gen aac(6')-1b detektiran
je u 84,8 % izolata, aph(3')-la u 70,0 %, aac(3’)-11 u 65,2 % izolata, aadAl u 47,6 %, ant2 u
3,2%, aac(3’)-1u 2 % i aac(3’)-1V u jednom izolatu.

Geni sull i sul2 koji su odgovorni za rezistenciju na sulfonamide detektirani su u
ukupno 81,6 %, odnosno 36,8 % izolata.

Od gena za rezistenciju na tetracikline, gen tetD je detektiranu 26,0 % izolata, tetA u
20,0 % dok je gen tetB detektiran u jednom izolatu. Po ucestalosti slijede plazmidni geni za
rezistenciju na kinolone, od kojih je gnrB detektiran u 16,4 % izolata, qnrA u 4,8 % te qnrS u
2 %.

Geni za rezistenciju na kloramfenikol detektirani su u najmanjem broju izolata, od

cega je floR detektiran u 3,2 % dok je cmlA detektiran u 1,6 % izolata.
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77 % izolata posjedovalo je gene za rezistenciju na tri ili viSe razli¢itih klasa
antibiotika (Slika 28.). Zastupljenost izolata prema broju klasa antibiotika za koje je
detektiran barem jedan gen za rezistenciju u skupini izolata koji ne proizvode karbapenemaze

i u skupini izolata koji proizvode karbapenemaze prikazana je na slici 29.
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Slika 28. Distribucija svih izolata po broju klasa antibiotika za koje je detektiran barem jedan gen za rezistenciju.
Geni koji kodiraju karbapenemaze nisu ukljuceni.
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Slika 29. Usporedba distribucije izolata izmedu skupine izolata koji proizvode karbapenemaze i skupine izolata
koji ne proizvode karbapenemaze po broju klasa antibiotika za koje je detektiran barem jedan gen za rezistenciju.
Geni koji kodiraju karbapenemaze nisu ukljuéeni.
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Na razini ukupne populacije, usporedbom skupine izolata koji proizvode
karbapenemaze i skupine koja ne proizvodi karbapenemaze, udio izolata u kojima su
detektirani geni blaspy, blactx-m, aac(3’)-11 i tetD bio je statisti¢ki znac¢ajno veéi u skupini
izolata koji ne proizvode karbapenemaze dok je udio izolata u kojima su detektirani geni
aac(6")-1b, aadAl, sul2, gnrA i gnrB bio statisti¢ki znacajno veéi u skupini izolata koji
proizvode karbapenemaze (Slika 30., Tablica 23.).

U izolata K. pneumoniae, udio izolata u kojih su detektirani geni blacrx-m, aac(3’)-11,
aph(3')-Ia, tetD i sull bio je statisti¢ki znacajno veéi u skupini izolata koji ne proizvode
karbapenemaze dok je udio izolata u kojih su detektirani geni aadAl i sul2 statisti¢ki znac¢ajno
veéi u skupini izolata koji proizvode karbapenemaze (Slika 31., Tablica 24.). U E. cloacae,
udio izolata u kojih je detektiran gen blasyy je statisticki znacajno veéi u skupini izolata koji
ne proizvode karbapenemaze, dok je udio izolata u kojih su detektirani geni aac(6')-1b,
aadAl, aph(3')-1a, sull i gnrB veci u skupini izolata koji proizvode karbapenemaze (Slika 32.,
Tablica 24.). Stovise, aac(6')-1b i aadA1l detektirani su u svim izolatima E. cloacae koji
proizvode karbapenemaze.

Navedena usporedba na razini vrste nije radena za izolate C. freundii, E. aerogenes, K.

oxytoca i P. mirabillis zbog malog broja izolata.
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Slika 30. Distribucija detektiranih gena za rezistenciju na antibiotike u svih izolata ukljuc¢enih u rad u skupini
izolata koji proizvode karbapenemaze i u skupini izolata koji ne proizvode karbapenemaze. ** - statisti¢ka
zna¢ajnost na razini p<0,01 (y-test).
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Slika 31. Distribucija detektiranih gena za rezistenciju na antibiotike u izolata K. pneumoniae u skupini izolata
koji proizvode karbapenemaze i u skupini izolata koji ne proizvode karbapenemaze. ** - statisticka znacajnost
na razini p<0,01, * - statisti¢ka znacajnost na razini p<0,05 ()’-test).
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Slika 32. Distribucija detektiranih gena za rezistenciju na antibiotike u izolata E. cloacae u skupini izolata koji
proizvode karbapenemaze i u skupini izolata koji ne proizvode karbapenemaze. ** - statisti¢ka znacajnost na
razini p<0,01, * - statisti¢ka znacajnost na razini p<0,05 (;*-test)
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Tablica 23. Geni za rezistenciju na antibiotike koji su detektirani u izolatima uklju¢enima U istraZivanje i
njihova distribucija u skupini izolata koji proizvode karbapenemaze i u skupini izolata koji ne proizvode

karbapenemaze.
Gen Udio u izolata koji proizvode . Udio u izolata koji ne 2
karbapenemaze (%) proizvode karbapenemaze (%)
blatem 67,4 73,8
blasyy 51,2 68,3 ol
blacrx-m 36,0 74,4 *k
blaampc 0 4,3
aac(6")-1b 96,5 78,7 *x
aph(3’)-la 69,8 70,1
aac(3")-ll 51,2 72,6 ol
aadAl 73,3 34,1 **
ant2 0 4.9
aac(3’)-1 1,2 2,4
aac(3’)-IV 1,2 0
sull 75,6 84,8
sul2 51,2 29,3 **
tetD 9,3 34,8 *k
tetA 16,3 22,0
tetB 1,2 0
qnrB 27,9 10,4 *k
gnrA 9,3 2,4 **
gnrsS 2,3 18
floR 2,3 3,7
cmlA 2,3 1,2

**_ statisticka znadajnost na razini p<0,01 (3-test)
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Tablica 24. Geni za rezistenciju na antibiotike koji su detektirani u izolatima K. pneumoniae i E. cloacae i
njihova distribucija u skupini izolata koji proizvode karbapenemaze i u skupini izolata koji ne proizvode

karbapenemaze.
Izolati K. pneumoniae (%) Izolati E. cloacae (%)
Gen Proizvode 2 | Ne proizvode Proizvode 2 | Ne proizvode
karbapenemaze X karbapenemaze | karbapenemaze X karbapenemaze

blarem 84,4 88,7 45,9 50,0
blasyy 95,6 98,1 2,7 * 17,4
blacrx-wm 44,4 foled 96,2 21,6 37,0
blaampc 0 1,9 0 6,5
aac(6')-1b 93,3 94,3 100 *k 52,2
aph(37)-la 57,8 fole 84,0 89,2 *k 43,5
aac(3)-11 22,2 foled 77,4 81,1 67,4
aadAl 48,9 * 32,1 100 *k 37,0
ant2 0 1,9 0 13,0

aac(3’)-1 0 2,8 0 0

aac(3’)-1IV 2,2 0 0 0
sull 55,6 *x 90,6 97,3 *k 76,1
sul2 44,4 ol 20,8 62,2 45,7
tetD 2,2 *x 44,3 18,9 15,2
tetA 11,1 22,6 21,6 15,2

tetB 0 0 0 0
gnrB 6,7 5,7 56,8 wx 21,7
gnrA 2,2 0 54 2,2
gnrS 2,2 0 0 6,5
floR 4.4 0,9 0 2,2
cmlA 3,8 2,2 2,7 2,2

**_ statistitka znadajnost na razini p<0,01, * - statisticka zna&ajnost na razini p<0,05 (y°-test)
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4.6. MJERENJE EKSPRESIJE GENA KOJI KODIRAJU EFLUKS PUMPE |
PORINSKE KANALE

Mijerenje razine relativne ekspresije gena koji kodiraju efluks pumpe i porinske kanale
provedeno je koriste¢i kvantitativnu lan¢anu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu.
Mjerenje je obavljeno u reprezentativnim izolatima K. pneumoniae, E. cloacae i E. aerogenes.
Svaki reprezentativni izolat je predstavljao jedan pulsotip iz svake ustanove. U analizu je
ukupno uklju¢eno 87 izolata K. pneumoniae, 39 izolata E. cloacae i 10 izolata E. aerogenes.
Razina relativne ekspresije u reprezentativnih izolata usporedena je s razinom relativne
ekspresije promatranih gena u izolata iz kontrolnih skupina sac¢injenih od izolata divljeg tipa.
Kontrolne skupine sadrzavale su 30 izolata K. pneumoniae, 16 izolata E. cloacae odnosno 4
izolata E. aerogenes.

U izolata K. pneumoniae, statisticki znacajna razlika zabiljezena je samo u relativnoj
ekspresiji gena ompK35. Razina relativne ekspresije gena ompK35 bila je sniZzena u testnoj
skupini koju sa¢injavaju svi analizirani izolati K. pneumoniae i u testnoj skupini izolata koji
ne proizvode karbapenemaze. Relativna ekspresija gena ompK35 bila je 13,5 puta niza u
skupini izolata koji obuhvaca sve analizirane izolate K. pneumoniae, dok je u testnoj skupini
koja obuhvaca samo izolate koji ne proizvode karbapenemaze relativna ekspresija ompK35
bila 40 puta niza u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,01) (Slika 33.). Razina relativne
ekspresije gena ompK35 u testnoj skupini izolata koji proizvode karbapenemaze bila je 1,5
puta niza od kontrolne skupine, no bez statisticke znacajnosti. Detektirana razlika u razini
relativne ekspresije gena acrB i ompK36 nije bila statisticki znacajna, iako je razina relativne
ekspresije gena acrB bila povec¢ana, a ompK36 snizena u donosu na kontrolnu skupinu (Slika
33.).
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Slika 33. Omjer relativne razine ekspresije gena acrB, ompK35 i ompK36 i pripadajuce standardne pogreske
srednjih vrijednosti analiziranih izolata u usporedbi s kontrolnom skupinom u K. pneumoniae. Podatci su
dobiveni koriste¢i REST 2009. ** -statisticka znacajnost na razini p<0,01.

U izolata E. cloacae, statisticki znacajna razlika zabiljeZena je u razini relativne
ekspresije gena acrB i ompC. Razina relativne ekspresija gena acrB bila je povecana u testnoj
skupini izolata E. cloacae koji ne proizvode karbapenemaze. U odnosu na kontrolnu skupinu
razina relativne ekspresija gena acrB bila je 11,34 puta veca (p<0,05) (Slika 34.). Razina
relativne ekspresije gena acrB u skupini koju sacinjavaju svi analizirani izolati E. cloacae i
izolati koji proizvode karbapenemaze bila je povecana s obzirom na kontrolnu skupinu bez
uocene statisticke znacajnosti.

Razina relativne ekspresije gena ompC u izolata E. cloacae bila je snizena u odnosu na
kontrolnu skupinu. Razina relativne ekspresija bila je snizena u testnoj skupini koju
sacinjavaju svi analizirani izolati E. cloacae, skupini koju ¢ine samo izolati koji proizvode
karbapenemaze 1 u skupini koju €ine izolati koji ne proizvode karbapenemaze. Razina
relativne ekspresije gena ompC u testnoj skupini koju sa¢injavaju svi analizirani izolati E.
cloacae bila je 15,6 puta niza (p<0,01), u skupini koju sac¢injavaju izolati koji proizvode
karbapenemaze razina relativne ekspresija je bila 27 puta niza (p<0,01) dok je u grupi koju
saCinjavaju izolati koji ne proizvode karbapenemaze, razina relativne ekspresije gena bila 12

puta niza (p<0,05) (Slika 34.). Razina relativne ekspresije gena ompF u testnim skupinama
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nije se statisticki znacajno razlikovala od razine relativne ekspresije u kontrolnoj skupini iako

je bila snizena (Slika 34.).
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Slika 34. Omjer relativne razine ekspresije gena acrB, ompD i ompF i pripadajuce standardne pogreske srednjih
vrijednosti analiziranih izolata u usporedbi s kontrolnom skupinom u E. cloacae. Podatci su dobiveni koriste¢i
REST 2009. ** -statisticka znacajnost na razini p<0,01, * - statisti¢ka znacajnost na razini p<0,05.

U izolata E. aerogenes nije zamijecena statisticki znacajna razlika u razini relativne
ekspresije gena acrA, omp35 i omp36 u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 35.).
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Slika 35. Omijer relativne razine ekspresije gena acrA, omp35 i omp36 i pripadajuce standardne pogreske
srednjih vrijednosti analiziranih izolata u usporedbi s kontrolnom skupinom u E. aerogenes. Podatci su dobiveni

koriste¢i REST 2009.
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4.7. KARAKTERIZACIJA PLAZMIDA

4.7.1. KARAKTERIZACIJA PLAZMIDA U IZOLATIMA KOJI PROIZVODE
KARBAPENEMAZE

Broj i veli¢ina plazmida odredeni su koriste¢i S1-PFGE analizu u svih 86 izolata koji
proizvode karbapenemaze. U svih analiziranih izolata detektirana je prisutnost od jednog do
Sest plazmida ¢ija se veli¢ina kretala u rasponu od ~50 do ~350 kb.

Od ukupno 86 izolata koji proizvode karbapenemaze, plazmidni smjestaj gena Koji
kodiraju karbapenemaze uspjesno je detektiran u njih 82 (95,3 %).

U izolata koji su proizvodili karbapenemazu VIM detektirano je od jednog do Sest
plazmida ¢ija se veli¢ina kretala u rasponu od ~50 do ~350 kb. Varijacija u broju plazmida i
njihovoj veli¢ini primijecena je na razini bakterijske vrste, pa ¢ak i medu izolatima koji
spadaju u iste pulsotipove ili klonske tipove. Uniformnost S1-PFGE profila plazmida
zabiljeZzena je samo u 15 izolata E. cloacae koji spadaju u EC-Al i u 8 izolata koji spadaju u
EC-C1 (Tablica 25.). Southern hibridizacijom utvrdeno je da se gen blay u svim VIM-
producirajué¢im izolatima nalazi na samo jednom plazmidu ¢ija veli¢ina varira od ~50 do
~340kb. U Cetiri izolata, nije bilo moguée odrediti veli¢inu plazmida blayw hibridizacijom po
Southernu. U izolata E. cloacae, najzastupljeniji je bio plazmid blayv velicine 180 kb koji je
detektiran u svih izolata iz PFGE grupe EC-A, odnosno klonskom tipu ST92. Plazmid blaym
veli¢ine ~200 kb detektiran je u svim izolatima PFGE grupe EC-C, odnosno klonskom tipu
ST200 (Slika 36.). Plazmidi blayv velicine ~300 kb detektirani su u 4 od 7 izolata iz PFGE
grupe F (ST105). Plazmidi veli¢ine ~50 kb, ~70 kb, ~290 kb i ~340 kb detektirani su u
pojedina¢nim izolatima E. cloacae. Plazmidi blayv u izolata vrsta C. freundii, E. aerogenes,
K. oxytoca i K. pneumoniae bili su razli¢itih veli¢ina, koja je varirala od izolata do izolata
(Tablica 25.).
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Tablica 25. S1-PFGE profili plazmida i veli¢ina plazmida koji nose gen blay,v u izolatima koji proizvode

karbapenemazu VIM.

Vrsta Pulsotip | MLST iz'irl‘;{a S1-PFGE profil (~kb) | blaym (~kb)
C. freundii CF-Al - 1 110, 60, 50 ND
E. aerogenes EA-G - 1 310, 90, 70 310
EC-F1 | ST105 1 310, 120, 80, 50 50
EC-M | ST100 1 350, 70 70
EC-Al | ST92 1 220, 180 180
EC-Al | ST92 1 200, 180 180
EC-Al | ST92 1 180, 50, 45 180
EC-A1l | ST92 15 180 180
EC-A2 | ST92 1 180 180
E. cloacae EC-C1 | ST200 8 200 200
EC-C2 | ST200 1 200 200
EC-F3 | ST105 1 290, 150, 50 290
EC-F1 | ST105 1 300, 150, 120, 80, 50 300
EC-F1 | ST105 1 300, 110, 100, 80 300
EC-F1 | ST105 1 300, 290, 150, 90 300
EC-F2 | ST105 1 300, 80, 50 300
EC-F1 | ST105 1 340, 320, 90, 50 340
EC-F1 | ST105 1 290, 80 ND
K. oxytoca - - 1 200, 150 150
KP-G NT 1 220, 50 50
KP-D1 | ST15 3 240, 110, 90, 70, 60, 50 90
KP-H | ST248 1 100 100
. KP-D3 | ST15 1 190, 170, 150, 110, 60, 50 170
K. pneumoniae
KP-D2 | ST15 2 180, 110,60, 50 180
KP-I NT 1 180 180
KP-D4 | ST15 1 150, 110, 60, 50 ND
KP-D5 ST15 1 170, 110, 60, 50 ND

Ukupno: 51 izolat

ND - nije detektiran
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Slika 36. (A) plazmidni profili u VIM-1-producirajucih izolata E. cloacae dobiveni metodom S1-PFGE. SM —
standard molekulskih masa ,,CHEF DNA Size Standard“, 1 — 3 — E. cloacae ST92, 4 — negativna kontrola E. coli
A15R, 513 — E. cloacae ST200. Gel slikan pod UV-svjetlos¢u. (B) Pripadajuca najlonska membrana nakon
hibridizacije po Southernu s VIM-1 hibridizacijskom sondom obiljeZenom digoksigeninom. Slikano pod
vidljivom svjetloscu.
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U izolata koji su proizvodili karbapenemazu OXA-48 uocen je heterogeni plazmidni
S1-PFGE profil, sa¢injen od dva do Cetiri plazmida, koji je varirao medu izolatima istog
pulsotipa i klonskog tipa. Hibridizacijom po Southernu, gen blapxa-4s U svim izolatima
detektiran je na plazmidima veli¢ine ~60 kb (Tablica 26., Slika 37.). Rezultati karakterizacije
plazmida u OXA-48-produciraju¢im izolatima K. pneumoniae analiziranim u ovom radu

objavljeni su u studiji Jeli¢ 1 suradnika iz 2017. godine (32).

Tablica 26. S1-PFGE profili plazmida i veli¢ina plazmida koji nose gen blagxa 4g U izolatima koji proizvode
karbapenemazu OXA-48 .

Vrsta Pulsotip | MLST iZE;rI‘;Jta S1-PFGE profil (~kb) | blaoxa.s (~kb)
KP-C2 ST16 1 220,60,50 60
KP-C2 ST16 1 60,50 60
KP-C3 ST16 1 220,60,50 60
KP-C3 ST16 1 190,60,50 60
KP-C3 ST16 1 190,60 60
K. pneumoniae KP-C4 ST16 1 220,60,50 60
KP-C4 ST16 1 190,60,50 60
KP-E1 ST15 2 220,70,60 60
KP-E3 ST528 1 180,60,50 60
KP-M ST37 1 150,100,80,60 60
KP-R ST1418 1 220,80,60 60
Ukupno: 12 izolata

U izolata koji su proizvodili karbapenemazu NDM detektirana su dva do tri plazmida
veli¢ine od ~50 do ~340 kb, a hibridizacijom po Southernu utvrdeno je da se gen blanpm

takoder nalazi na samo jednom plazmidu ¢ija je veli¢ina varirala od izolata do izolata (Tablica

27.).

Tablica 27. S1-PFGE profili plazmida i veli¢ina plazmida koji nose gen blaypm U izolatima koji proizvode
karbapenemazu NDM .

Vrsta Pulsotip | MLST iz'irl‘;{a S1-PFGE profil (~kb) | blanow (~kb)
C. freundii B - 1 320,110,80 110
_ F ST15 1 340,290,50 340
K. pneumoniae F ST15 1 300,290,50 50
c1 ST16 1 210, 200 200
Ukupno: 4 izolata
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Izolati koji su proizvodili karbapenemazu KPC imali su jedan do dva plazmida

veli¢ine od ~50 do ~210 kb. Hibridizacijom po Southernu, gen blakpc detektiran je na

plazmidima ¢ija se veli¢ina krece u navedenom rasponu od ¢ega je plazmid blakpc veli¢ine

~160 kb bio detektiran u 79% izolata (Tablica 28.). Rezultati karakterizacije plazmida u KPC-

2-produciraju¢im izolatima K. pneumoniae analiziranim u ovom radu objavljeni su u studiji
Jeli¢ i suradnika iz 2016. godine (28).

Tablica 28. S1-PFGE profili plazmida i veli¢ina plazmida koji nose gen blagpc U izolatima koji proizvode KPC

karbapenemazu
Vrsta Pulsotip | MLST iz'i';glta S1-PFGE profil (~kb) | blagec (~kb)
B2 | ST258 1 60,210 60
_ B1 ST258 | 14 160 160
K. pneumoniae BL | ST258 | 2 180 180
BL | ST258 1 210 210
B1 ST258 1 160 160

Ukupno: 19 izolata
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4.7.2. KARAKTERIZACIJA PLAZMIDA U TRANSKONJUGATIMA

Od 86 izolata koji proizvode karbapenemaze, horizontalni prijenos gena za
rezistenciju na karbapeneme, konjugacijom s E. coli A15R, uspje$no je izvrSen kod 33 izolata
(38,4%). Horizontalni prijenos bio je uspjesan kod svih 12 izolata koji proizvode
karbapenemazu OXA-48. Od izolata koji proizvode karbapenemazu NDM, konjugacija je
uspjesno provedena s njih 3 (75%), dok je konjugacija bila uspjeSna u 7 (37%) izolata koji
proizvode KPC. Konjugacija je rezultirala transkonjugatima kod 11 izolata (22%) koji
proizvode karbapenemazu VIM.

Transkonjugati E. coli A15 R koji su preuzeli gene karbapenemaza amblerove klase A
i B bili su rezistentni na ampicilin, ko-amoksiklav, piperacilin/tazobaktam i na sve
cefalosporine (Tablica 29., Tablica 31., Tablica 32.). Rezistencija na karbapeneme ovakvih
transkonjugata bila je varijabilna. Svi NDM-1 transkonjugati E. coli A15R ispoljavali su
identic¢an profil rezistencije na karbapeneme koji je uocen u donorskim izolatima. Smanjena
osjetljivost na ertapenem zabiljezena je kod svih NDM-1 E. coli A15R transkonjugata, dok je
rezistencija na imipenem i meropenem zabiljezena kod samo jednog transkonjugata (Tablica
29.). Profil rezistencije VIM-1 transkonjugata E. coli A15R na karbapeneme razlikovao se od
onog uocenog u donorskih izolata. 63,6% VIM-1 transkonjugata E. coli A15R nije bilo
osjetljivo na ertapenem, dok je neosjetljivost na imipenem zabiljezena u 27,3%
transkonjugata. Smanjena osjetljivost na meropenem nije zabiljeZena niti u jednom
transkonjugatu VIM-1 E. coli A15R (Tablica 31.). Svi KPC-2 transkonjugati E. coli A153 bili
su rezistentni na ertapenem, 57,12% transkonjugata nije bilo osjetljivo na imipenem, dok je
neosjetljivost na meropenem zabiljezena u 71,4% transkonjugata (Tablica 32.).

Kotransfer rezistencije na gentamicin s genom blanpm-1 zabiljeZen je samo u jednom
transkonjugatu iako su sva tri donorska NDM-1 izolata bila rezistentna na ovaj antibiotik
(Tablica 29.). Kotransfer rezistencije na gentamicin nije zabiljeZen niti u jednom VIM-1 i
KPC-2 transkonjugatu (Tablica 31., Tablica 32.). Sva tri donorska NDM-1 izolata bila su
rezistentna na trimetoprim-sulfametoksazol, no prijenos rezistencije na ovaj antibiotik
zabiljezen je u dva NDM-1 trankonjugata (Tablica 29.). Kotransfer rezistencije na
trimetoprim-sulfametoksazol zabiljezen je u 8 transkonjugata iako je rezistencija na ovaj
antibiotik zabiljezena u 10 VIM-1 donorskih izolata koji su uspjesno prenijeli gen blaym-1
(Tablica 31.). Rezistencija na gentamicin i trimetoprim-sulfametoksazol nije zabiljezena niti u
jednom KPC-2 transkonjugatu E. coli A15R (Tablica 32.). Rezistencija na amikacin i
ciprofloksacin nije zabiljezena niti u jednom KPC-2, NDM-1 i VIM-1 transkonjugatu
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(Tablica 29., Tablica 31., Tablica 32.). Svi OXA-48 transkonjugati E. coli A15R bili su
rezistentni na ampicilin, ko-amoksiklav i piperacilin/tazobaktam. Rezistencija na
karbapeneme bila je varijabilna. Svi OXA-48 transkonjugati bili su neosjetljivi na ertapenem,
svi su bili osjetljivi na imipenem, dok je neosjetljivost na meropenem zabiljezena kod samo
jednog OXA-48 transkonjugata. Kotransfer rezistencije na ostale klase antibiotika, ukljuc¢ujuci
cefalosporine, nije zabiljezen (Tablica 30.).

S1-PFGE analizom transkonjugata i hibridizacijom prema Southernu ustanovljeno je
da svi dobiveni transkonjugati imaju samo jedan plazmid, na kojem se ujedno nalazi i gen za
karbapenemazu. Veli¢ina plazmida koji nose gen za karbapenemazu bila je jednaka u
transkonjugatima i odgovaraju¢im donorskim izolatima. Svi OXA-48 transkonjugati imali su
jedan plazmid veli¢ine ~60 kb (Tablica 30., Slika 37.). Veli¢ina plazmida koji nosi gen blaym
u VIM transkonjugatima kretala se od ~50 do ~220 kb (Tablica 31.), gen blanpwm detektiran je
na plazmidima veli¢ine ~50 do ~200 kb u NDM transkonjugatima (Tablica 29.) dok je gen
blakpc detektiran na plazmidima veli¢ine ~160 i ~180 kb u KPC transkonjugatima (Tablica
32)).

Klasifikacija plazmida prema skupinama inkompatibilnosti koriste¢i PBRT analizu
uspjesno je provedena u ukupnol6 transkonjugata u kojih su detektirani plazmidi koji nose
gen blanpwm, blayim 0dnosno blakpc. Skupina inkompatibilnosti plazmida uspje$no je utvrdena
za plazmide blanpwm U sva tri NDM transkonjugata i svrstani su u tri razli¢ite skupine
inkompatibilnosti — IncA/C, IncR i IncL/M (Tablica 29.). Od 11 VIM transkonjugata,
plazmide je bilo moguce klasificirati u njih 6, od kojih su IncN i incL/M plazmidi detektirani
u po tri transkonjugata. Svi IncN plazmidi imali su ~50 kb dok je veli¢ina IncL/M plazmida
iznosila ~90kb (Tablica 31.). Plazmidi koji nose gen blaxpc spadali su u IncFlls skupinu
inkompatibilnosti u svim KPC transkonjugatima (Tablica 32.). Na temelju rezultata dobivenih
ovim istrazivanjem smjestaj gena blaxpc na plazmidima IncFlis skupine inkompatibilnosti
opisan je u studiji Jeli¢ i suradnika iz 2016. godine (28).

Klasifikaciju plazmida u OXA-48 izolatima nije bilo mogucée izvrsiti koristeci
standardnu PBRT analizu. Plazmid koji nosi gen blapxa-sg svrstan je u IncL/M skupinu u svih
12 OXA-48 transkonjugata koriste¢i dodatne pocetnice za detekciju IncL/M plazmida
preuzetu iz studije Poirel i suradnika (Tablica 30.) (123).

U transkonjugata OXA-48, kotransfer gena koji kodiraju ostale gene za rezistenciju na
antibiotike nije zabiljeZzen i lanéanom reakcijom polimerazom, uz blapxa-4s Nije detektiran niti
jedan drugi gen (Tablica 30.). Smjestaj gena blapxa-4g na plazmidu IncL/M veli¢ine ~60 kb
koji ne nosi dodatne gene za rezistenciju na antibiotike objavljen je, na temelju rezultata ovog
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istrazivanja, u studiji Jeli¢ i suradnika iz 2017. godine (32). U svih VIM transkonjugata, uz
blay v, detektirani su geni aadAl, aac(6')-1b i sull dok su geni blargm, blasyy, tetA, sul2,
gnrA, gnrB i gnrS detektirani sporadi¢no, nevezano i neovisno o skupini inkompatibilnosti u
koju plazmid pripada (Tablica 31.). Svi su NDM transkonjugati, uz gen blaxpwm, nosili gene
aadAl i aac(6")-1b dok su blargm, blactx-m, aac(3°)-1, aac(3’)-11, aph(3')-1a, sull, sul2, gqnrA,
tetA, cmlA i floR detektirani sporadi¢no, nevezano i neovisno o skupini inkompatibilnosti u
koju plazmid pripada (Tablica 29.). U svih je KPC transkonjugata zabiljeZena prisutnost gena
blatem blasyy i aph(3')-la (Tablica 32.).
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Slika 37. (A) plazmidni profili u OXA-48-producirajuéih izolata K. pneumoniae dobiveni metodom S1-PFGE.
(B) plazmidni profili u odgovaraju¢im OXA-48 transkonjugatima E. coli A15R. (C ) Pripadajuca najlonska
membrana sa S1-PFGE gela OXA-48 transkonjugata E. coli A15R nakon hibridizacije po Southernu s OXA-48
hibridizacijskom sondom obiljezenom digoksigeninom. SM — standard molekulskih masa ,,CHEF DNA Size
Standard*, 1 — 12 — (A) OXA-48-producirajucéi izolati / (B ) transkonjugati , 13 — negativna kontrola E. coli
AL5R, (Ai B) - gel slikan pod UV-svjetlosc¢u. (C) — slikano pod vidljivom svjetlo§éu
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Tablica 29. Fenotipske i genotipske karakteristike E. coli A15R NDM transkonjugata i odgovarajucih donorskih izolata.

Transkonjugati
Transkonjugat | blaypm (~kb) Inc grupa Ostali geni za rezistenciju Profil rezistencije
112/T2 200 AIC aac(6')-Ib, aadA1,aph(3)-latetA sullsul2.cmlA, flor | AMX AMC, TZP, 'I-E'?Ff gg\" CRO, CAZ, FEP,
, , , AMX, AMC,TZP,LEX, CXM, CRO, CAZ, FEP,
188/T1 110 L/M blactx.m, aac(6')-1b, aac(3’)-1, aadAl,aac(3’)-11, sull ETP. IPM (1), MEM (I),GEN.SXT
85/T1 50 R blargy, blacrsay, aac(6')-1b, aadAl AMX, AMC, T8, CXM, (%RO*LEX* CAZ, FEP,
Klinicki izolati
Donor blanpm (~kb) | S1-PFGE (kb) Ostali geni za rezistenciju Profil rezistencije
bIaTEM, blaSHv, blaCTx.M AMX, AMC, TZP, LEX, CXM, CRO, CAZ, FEP,
112/& 200 210, 200 aac(6')-1b ,aadAl, aph(3')-Ia, tetA, sull, sul2, cmlA, floR ETP, GEN, SXT, CIP
blatem, blacTx.m AMX, AMC, TZP, LEX, CXM, CRO, CAZ, FEP,
188/E 110 320,110,80 aac(6')-1b ,aac(3’)-1, aadAl, aac(3’)-1l, tetA, sull ETP, IPM, MEM, GEN, SXT
bIaTEM, blaSHv, blaCTx.M AMX, AMC, TZP, LEX, CXM, CRO, CAZ, FEP,
85/E 50 300,290,50 aac(6')-1b, aadA1, sull, sul2, gnrB ETP (I), GEN, SXT, CIP

AMX — amoksicilin, AMC — amoksiklav, TZP — piperacilin/tazobaktam, LEX — cefaleksin, CXM — cefuroksim, CRO — ceftriakson, CAZ — ceftazidim, FEP — cefepim, ETP — ertapenem, IPM —
imipenem, MEM — meropenem, GEN — gentamicin, AMK — amikacin, SXT — trimetoprim/sulfametoksazol, CIP — ciprofloksacin.; (I) — intermedijerno osjetljiv
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Tablica 30. Fenotipske i genotipske karakteristike E. coli A15R OXA-48 transkonjugata i odgovarajuéih donorskih izolata.

Transkonjugati
Transkonjugat blapxa.4g (~kb) Inc grupa Ostali geni za rezistenciju Profil rezistencije

233/T1 60 L/M AMX, AMC, TZP, ETP
245/T1 60 L/M AMX, AMC, TZP, ETP
251/T1 60 L/M AMX, AMC, TZP, ETP
255/T1 60 L/M AMX, AMC, TZP, ETP
279/T1 60 L/M AMX, AMC, TZP, ETP
283/T1 60 L/M . . .. . . L AMX, AMC, TZP, ETP (I)
AL %0 Y geni za rezistenciju, osim blagya.4g Nisu detektirani AMX_AMC, TZP, ETP
356/T1 60 L/M AMX, AMC, TZP, ETP
364/T1 60 L/M AMX, AMC, TZP (I), ETP
376/T2 60 L/M AMX, AMC, TZP, ETP (I)
408/T2 60 L/M AMX, AMC, TZP, ETP (1),
471T1 60 L/M AMX, AMC, TZP, ETP, MEM (1)

Klinic¢ki izolati
Donor blapxa-as (~kb) S1-PFGE (~kb) Ostali geni za rezistenciju Profil rezistencije
233/E 60 220,60,50 blargwm, blashy, blacTx.m, aadAl, sull, sul2 AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,SXT,CIP
245/E 60 180,60,50 blagyy AMX, AMC, TZP, ETP(I)
251/E 60 60,50 blatewm, blagyy, blacTx.v, @adAl, aph(3')-la, sull, sul2 AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP (I),ETP,SXT,CIP
255/E 60 190,60,50 blatem, blasyy, blacTx.m, aadAl, sull, sul2 AMX,AMC, TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ, FEP,ETP,SXT,CIP
279/E 60 220,60,50 blargm, blaspy, blacTx.m, aadAl, sull AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,SXT,CIP
283/E 60 220,70,60 blashy, blacTx.m, aac(3’)-11, tetA AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,GEN,CIP
314/E 60 220,60,50 blatem, blasyy, blacTx.m, aadAl, sull, sul2 AMX,AMC, TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,SXT,CIP
356/E 60 220,70,60 blasyy, blacrx.m, aac(3’)-11, tetA, sull AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP(I),GEN,SXT(I),CIP
364/E 60 220,80,60 blatgn, blasyy, blactx.m, @aadAl, tetD, sull, sul2 AMX,AMC,TZP,ETP,SXT
376/E 60 190,60 blatem, blasyy, blacTx.m, aadAl, sull, sul2 AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP ETP,SXT,CIP
408/E 60 150,100,80,60 blaghy, aadAl, tetA, sull, sul2, gnrB AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,FEP(I),ETP,SXT,CIP
471/E 60 190,60,50 blargm, blagyy, aadAl, sull, sul2 AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,ETP,IPM(I),MEM (1),SXT,CIP

AMX — amoksicilin, AMC — amoksiklav, TZP — piperacilin/tazobaktam, LEX — cefaleksin, CXM — cefuroksim, CRO - ceftriakson, CAZ — ceftazidim, FEP — cefepim, ETP — ertapenem, IPM —
imipenem, MEM — meropenem, GEN — gentamicin, AMK — amikacin, SXT — trimetopriom/sulfametoksazol, CIP — ciprofloksacin.; (I) — intermedijarno osjetljiv
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Tablica 31. Fenotipske i genotipske karakteristike E. coli A15R VIM transkonjugata i odgovarajucih donorskih izolata.

Transkonjugati
Transkonjugat | blay;y (~kb) Inc grupa Ostali geni za rezistenciju Profil rezistencije*
384/T1 220 blagny, aac(6')-Ib ,aadAL, sull, gnrB, gnrS AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP (I),IPM (I), SXT
152/T1 200 aac(6')-1b, aadAL, sull AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP
199/T16 180 aac(6')-1b, aadAL, sull, gnrA AMX,AMC, TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,SXT
424/T1 180 aac(6')-1b, aadAl, sull AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP
468/T1 180 aac(6')-1b, aadAL, sull, gnrA AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO (I),CAZ,FEP,SXT
166/T28 90 L/M blarew, blassy, aac(6')-1b, aadAL, sull, sul2 AMX,AMC, LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP, SXT
239//T5 90 L/M aac(6')-1b, aadAl, sull AMX,AMC,TZP (I),LEX,CXM,CRO (1),CAZ,FEP
483/T1 90 L/M aac(6')-1b, aadAL, tetA, sull AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP ETP,IPM (I), SXT
169/T20 50 N aac(6')-1b, aadAl, sull, gnrs AMX,AMC ,LEX,CXM,CRO,CAZ
432/T1 50 N aac(6')-1b, aadAl, tetA, sull AMX,AMC, TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP.ETP (I),IPM (I),,SXT
63/T1 50 N aac(6')-Ib, aadAl, tetA, sull, qnrB AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP.ETP (1), IPM (I)
Klini¢ki izolati
Donor blayy (~kb) S1-PFGE (kb) Ostali geni za rezistenciju Profil rezistencije*
284/E 290 18050 45 blagny, aac(6')-Ib, aadAl,aac(3 )11, aph(3)- | AMX,AMC,TZP (I),LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM (1), GEN,AMK
T la,sull,gnrB, gnrS (1),SXT,CIP
150/E 200 200 2a0(6)1b, aadAL, aph(3)-1a, sulL AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CéﬁD,FEP,ETP,IPM (1),MEM (1),GEN (1),
199/ 180 180 2ac(6')-1b, aadA 1, aac(3’)-11, sull, gnrA AMX*AMC'TZP'LEX'CXM’CR&CT'Y“CZI'FT EP.ETP.IPM (1), MEM (I).GEN,
124/E 180 180 aac(6)-1b, aadAl, aac(3’)-11, aph(3)-Ia, AMX,AMC, TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP ETP,IPM (1),
sull, sul2, gnrA GEN,AMK,SXT,CIP
168/E 180 180 aac(6)-1b, aadAl, aac(3’)-11, aph(3)-Ia, AMX,AMC, TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM (1), GEN,AMK
sull, gnrA (1),SXT,CIP
166/E 90 240,110,90,70,60,50 | PlaTem: b'ai,'i,vg?g'iﬁ.x‘“s”q.ia‘";‘ﬁg"b’ 3adAL AMX,AMC, LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM (I), GEN, SXT,CIP
239/E 90 240,110,00,70,60,50 | Plarem, blasn, b'sicﬁx'gﬁlgac(s')"b' aadAl AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP, SXT,CIP
483/E 90 240,110,90,70,60,50 | Plarem: Dlasiy, blacrx., 2ac(6')-1b, aadAL, AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM (I), GEN, SXT,
aac(3’)-11, tetA, sull, sul2
169/E 50 2205 aac(6')-1b, aadAl, sulL, gnrS AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP (1), SXT,CIP (I)
blarew, blacryw, aac(6)-1b, aadAl,aac(3’)- AMX,AMC, TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP ETP,IPM (1), GEN,AMK
| 300290150, 90 | e e e, s, sl anrA (hSxT.CP X
63/E 50 310,120, 80,50 | Plarem Dlacriw aac(8)-1b, aadAL, aph(3)- | Anv1x AMC TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP, GEN,AMK (1),SXT,CIP
la, tetA, sull, sul2, gnrB

* - Za kratice antibiotika pogledati tablice 29, 30 i 32.
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Tablica 32. Fenotipske i genotipske karakteristike E. coli A15R KPC transkonjugata i odgovaraju¢ih donorskih izolata.

Transkonjugati

Transkonjugat | blakpc (~kb) Inc grupa Ostali geni za rezistenciju Profil rezistencije
339/T1 180 Flls AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM,MEM
380/T1 180 Flls AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM,MEM
163/T2 160 Flls AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP
324/T1 160 Flls blatem, blasyy, aph(3')-la AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM (1),MEM (1)
325/T3 160 Flls AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM,MEM
328/T1 160 Flls AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP
366/T1 160 Flls AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP ,MEM

Klinicki izolati
Donor blaypc (~kb) S1-PFGE (kb) Ostali geni za rezistenciju Profil rezistencije
339/E 180 180 AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM,MEM,AMK,CIP
380/E 180 180 AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM,MEM,AMK,CIP
163/E 160 160 AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,AMK,CIP
AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM (1),MEM
324/E 160 160 blarey, blagay, aph(3)-la (.AMK (I).CIP
325/E 160 160 AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM,MEM,AMK,CIP
328/E 160 160 AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,AMK (I),CIP
AMX,AMC,TZP,LEX,CXM,CRO,CAZ,FEP,ETP,IPM

366/E 160 160 (1.MEM.AMK,CIP

AMX —amoksicilin, AMC — amoksiklav, TZP — piperacilin/tazobaktam, LEX — cefaleksin, CXM — cefuroksim, CRO - ceftriakson, CAZ — ceftazidim, FEP — cefepim, ETP — ertapenem, IPM —
imipenem, MEM — meropenem, GEN — gentamicin, AMK — amikacin, SXT — trimetopriom/sulfametoksazol, CIP — ciprofloksacin.; (I) — intermedijarno osjetljiv
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5. RASPRAVA



U ovom radu analizirana je zbirka izolata sacinjena od svih klini¢kih izolata
enterobakterija prikupljenih u periodu od 1.1.2011. - 31.12.2012. godine koji su ispoljavali
smanjenu osjetljivost na karbapeneme. Izolati su prikupljeni u sklopu redovitog djelovanja
Nacionalnog programa pracenja rezistencije na antibiotike pri Odboru za pracenje rezistencije
bakterija na antibiotike Akademije medicinskih znanosti Hrvatske. Zbirku je ¢inilo ukupno
250 jedinstvenih (eng. ,,non-copy“) izolata Sto znaci da je svaki izolat iz kolekcije dolazio od
razli¢itog pacijenta. Prikupljene izolate karakterizirao je varijabilni profil rezistencije na
karbapeneme. Smanjena osjetljivost na ertapenem zabiljeZena je u gotovo svih analiziranih
izolata , dok je smanjena osjetljivost na imipenem, odnosno meropenem uocena u znacajno
manjem udjelu izolata - 22%.

Sirenje enterobakterija otpornih na karbapeneme tijekom 2011. i 2012. godine
obuhvatilo je gotovo cijelo podru¢je Republike Hrvatske na $to upucuje ¢injenica da su izolati
enterobakterija smanjene osjetljivosti na karbapeneme prikupljeni iz 22 mikrobioloSka
laboratorija, smjestena u 15 gradova. lako je smanjena osjetljivost na karbapeneme uocena u 6
razli¢itih vrsta enterobakterija, K. pneumoniae (60,4 %) i E. cloacae (33,2 %) prepoznate su
kao dominantne bakterijske vrste odgovorne za Sirenje rezistencije.

Na temelju rezultata dobivenih ovim istraZivanjem vidljivo je da proizvodnja
karbapenemaza nije bila dominantan mehanizam rezistencije na karbapeneme. lako je u
znanstvenoj literaturi proizvodnja karbapenemaza opisana kao najefikasniji mehanizam
rezistencije na karbapeneme u enterobakterija, geni koji kodiraju karbapenemaze detektirani
su u svega 34,4 % analiziranih izolata. U analiziranim izolatima detektirana je proizvodnja
Cetiri klini¢ki najznacajnije karbapenemaze (VIM-1, KPC-2, OXA-48 i NDM-1) iz tri
razlicite klase beta-laktamaza prema Amblerovoj klasifikaciji.

Karbapenemaza VIM-1 detektirana je u najvec¢em broju izolata koji proizvode
karbapenemaze (59,3 %), no ova je karbapenemaza ujedno detektirana i u najve¢em broju
bakterijskih vrsta. Prema zastupljenosti slijede KPC-2 (22,1 %), OXA-48 (14 %) i NDM-1
(4,7 %). KPC-2 i OXA-48 identificirane su samo u izolata K. pneumoniae. Visok stupanj
povezanosti karbapenemaze KPC-2 s vrstom K. pneumoniae cesto se opisuje u znanstvenoj
literaturi §to je posljedica sprege gena blakpc i1 visoko rizi¢nog klona K. pneumoniae ST258
(25). Uzevsi u obzir da su Italija i Grcka endemske zemlje KPC-producirajuce K.
pneumoniae, Sirenje ove karbapenemaze u Hrvatskoj je, tijekom 2011. i 2012. godine, bilo
prili¢éno ograni¢enog dosega (36). OXA-48 se u znanstvenoj literaturi uglavnom veze uz vrstu
K. pneumoniae, no zbog horizontalnog Sirenja plazmida na kojem se blapxa-4s nalazi, vrlo su

Cesti opisi ove karbapenemaze i u drugim vrstama enterobakterija (65). Valja naglasiti da su
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inicijalni opisi karbapenemaza KPC i OXA-48 vezani upravo uz K. pneumoniae (36). U ovom
radu, karbapenemaza VIM-1 identificirana je u izolata K. pneumoniae, E. cloacae, E.
aerogenes i C. freundii, dok je NDM-1 detektirana u izolata K. pneumoniae i C. freundii.
Sarolikost bakterijskih vrsta enterobakterija u kojima su detektirani geni blayv-1 i blanpm-1 U
skladu je s literaturnim navodima i posljedica je povezanosti ovih gena s plazmidima koji
imaju velik potencijal Sirenja u razlicite bakterijske vrste (56). VIM-1 bila je jedina
karbapenemaza identificirana u izolata E. cloacae. Ovo zapazanje se ¢esto navodi u literaturi,
pogotovo na podruc¢ju juzne Europe i Azije, pri ¢emu je pojavnost VIM-1-producirajuéih E.
cloacae u Europi najveca u Italiji, Spanjolskoj i Grékoj (135, 136). U izolata K. pneumoniae
detektirana je proizvodnja sve Getiri karbapenemaze. Sirok spektar karbapenemaza koje su
detektirane u K. pneumoniae povezan je s u¢estalim horizontalnim prijenosom gena koji je
specific¢an za ovu bakterijsku vrstu (24). lako je u cijeloj zbirci analiziranih izolata detektirana
prisutnost Cetiri razli¢ite karbapenemaze, niti jedan izolat nije proizvodio vise od jedne
karbapenemaze.

Prisutnost karbapenemaza u izolata enterobakterija analiziranih u ovom radu upucuje
na zaklju€ak da ni podrucje Republike Hrvatske nije postedeno globalnog trenda Sirenja
enterobakterija koje proizvode karbapenemaze. Ovaj zakljucak ne iznenaduje, pogotovo ako
imamo na umu da su dvije drzave u blizini Republike Hrvatske, Italija i Grcka, prepoznate
kao endemske zemlje VIM-1 i KPC-2-producirajucih enterobakterija, da je regija Balkana
prepoznata kao sekundarni rezervoar NDM-1-producirajucih enterobakterija i da je cijelo
Sredozemlje zahvaceno epidemijom OXA-48-producirajucih enterobakterija (30, 54, 137). Na
temelju rezultata dobivenih ovim istrazivanjem hipoteza H1 ,,Smanjena osjetljivost na
karbapeneme u enterobakterija u Hrvatskoj naj¢esce nije posredovana proizvodnjom
karbapenemaza.” se prihvaca.

Iako je u analiziranim izolatima detektiran Sarolik spektar karbapenemaza, vecina
izolata ispoljavala je smanjenu osjetljivost na karbapeneme mehanizmima koji ne ukljucuju
proizvodnju ovih enzima. Kao $to se ¢esto navodi u literaturi, mehanizmi koji ne ukljucuju
proizvodnju karbapenemaza uglavnom utjecu na antibakterijsku aktivnost ertapenema, pri
¢emu imipenem i meropenem uglavnom ostaju postedeni (4, 38). Rezultati dobiveni ovim
istrazivanjem takoder upucuju na istovjetni zakljucak. U skupini izolata koji ne proizvode
karbapenemaze niti jedan izolat nije bio osjetljiv na ertapenem, no udio izolata koji nisu bili
osjetljivi na imipenem, odnosno meropenem bio je znacajno nizi u usporedbi sa skupinom

sac¢injenom od izolata koji su proizvodili karbapenemaze.
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Relativno velike dimenzije i negativni naboj molekula ertapenema ¢ine ovaj antibiotik
vrlo osjetljivim na promjene u propusnosti vanjske membrane enterobakterija jer dovode do
smanjenja koncentracije antibiotika u bakterijskoj stanici. U uvjetima snizene koncentracije
ertapenema u bakterijskoj stanici, ESBL enzimi i/ili beta-laktamaze AmpC, ¢ija je hidroliticka
aktivnost marginalna ali ipak prisutna, uspjesno inaktiviraju ovaj antibiotik prije nego li
dosegne optimalnu koncentraciju za ispoljavanje antibakterijskog djelovanja (138).

Gledajuéi ukupnu populaciju analiziranih izolata, ¢ak je 2 % bilo osjetljivo na
ertapenem, tj. nije pokazivalo znakove smanjene osjetljivosti niti na jedan testirani
karbapenem. Neovisno o tome ukljuceni su u rad jer je u njih detektirana proizvodnja
karbapenemaze VIM-1.Varijabilna osjetljivost VIM-1-producirajucih enterobakterija na
karbapeneme u uvjetima in vitro do sada je opisana u velikom broju znanstvenih radova. Bez
obzira na to $to karbapenemaza VIM-1 efikasno hidrolizira Sirok spektar beta-laktamskih
antibiotika, od penicilina do cefalosporina prosirenog spektra, hidroliti¢ka aktivnost ovih
enzima u sluc¢aju karbapenema Cesto varira $to rezultira pojavom osjetljivog fenotipa u
uvjetima in vitro. Varijabilnost hidroliticke aktivnosti karbapenemaze VIM-1 u sluéaju
ertapenema i imipenema varira od izolata do izolata neovisno o klonskoj pozadini izolata, a
pojava rezistentnog fenotipa u uvjetima in vitro ¢esto ovisi 0 dodatnim mehanizmima
rezistencije, poput smanjene propusnosti bakterijske stanice za antibiotike (72). Uz smanjenu
propusnost, poznato je da razina ekspresije gena blayv-1, broj kopija gena blayu-1 u
bakterijskoj stanici i mutacije u promotorskoj regiji ovog gena znac¢ajno doprinose razvoju
rezistencije (136, 139, 140). Uz navedeno, bitnu ulogu igra bakterijska vrsta i inokulum, s
obzirom da je u literaturi utvrdena pozitivna korelacija izmedu broja nasadenih bakterijskih
stanica i pojave rezistentnog fenotipa (72, 141). Sastav hranjivih podloga na kojima se
provodi testiranje osjetljivosti na antibiotike i fenotipski testovi takoder utjecu na ispoljavanje
rezistencije na karbapeneme u VIM-1 izolata pri cemu je koncentracija cinkovih iona
prepoznata kao bitan faktor (142). Nekonzistentno ispoljavanje rezistencije na karbapeneme u
enterobakterija koje proizvode karbapenemaze uvelike oteZava njihovu detekciju i
identifikaciju §to nerijetko rezultira ,,pritajenim Sirenjem®. Granicna i ¢esto varijabilna
rezistencija koja se, unato¢ proizvodnji karbapenemaza, javlja u enterobakterijama jedan je od
glavnih faktora koji su doprinijeli efikasnom pocetnom Sirenju KPC-producirajuce K.
pneumoniae u SAD-u tijekom 1996. godine i VIM-producirajuce K. pneumoniae u Grckoj
(26).

Unato¢ zapazenoj osjetljivosti na karbapeneme koja je zabiljezena medu 10% VIM-1-

producirajucih izolata, rezistencija na karbapeneme bila je izrazenija u skupini izolata koji su
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proizvodili karbapenemaze. lako niti jedan izolat iz skupine koji ne proizvode karbapenemaze
nije bio osjetljiv na ertapenem, zastupljenost izolata rezistentnih na vise od jednog
karbapenema bila je veca u skupini izolata koji proizvode karbapenemaze i kretala se u
rasponu od 16% za ertapenem i imipenem, 15,1% ertapenem i meropenem i 12,8% za
kombinaciju sva tri karbapenema. Udio izolata rezistentnih na navedene kombinacije
karbapenema u skupini izolata koji ne proizvode karbapenemaze bio je znac¢ajno manji i
kretao se u rasponu od 1,8 — 0,6% za navedene kombinacije. Navedeni rezultati u skladu su s
literaturnim zapazanjima koja redovito opisuju ovakav profil rezistencije u enterobakterija
koje rezistenciju ne ispoljavaju proizvodnjom karbapenemaza. S druge strane, izolati koji
proizvode karbapenemaze redovito pokazuju vecu stopu rezistencije i na meropenem i
imipenem bas zbog tog jer hidroliticki spektar karbapenemaza obuhvaca sve karbapeneme (4,
8, 23).

Visestruka rezistencija karakteristi¢na je za izolate enterobakterija koji pokazuju
smanjenu osjetljivost, odnosno rezistenciju na karbapeneme (12). Skoro svi izolati ukljuéeni u
ovaj rad ispoljavali su visestruko-rezistentan fenotip, tj. 99,6 % ih nije bilo osjetljivo na barem
jedan antibiotik iz 3 ili vise razli¢itih klasa. Uz varijabilnu rezistenciju na karbapeneme,
uocena je visoka stopa rezistencije na sve klase testiranih beta-laktamskih antibiotika kao i
fluorokinolone i kombinaciju trimetoprima i sulfametoksazola Rezistencija na aminoglikozide
takoder je zabiljezena, no bila je varijabilnija pri ¢emu je rezistencija na gentamicin
zabiljezena u 68,4 % izolata, dok je na amikacin bilo rezistentno 10,8 %. Visestruka
rezistencija koja je uocena kod gotovo svih analiziranih izolata redovito se spominje u
brojnim studijama koje se bave karakterizacijom izolata enterobakterija smanjene osjetljivosti
na karbapeneme neovisno o0 mehanizmu rezistencije na karbapeneme (12, 36). U pregledu
literature uocljiva je uniformnost profila rezistencije ovakvih izolata §to se primarno ocituje
kroz vrlo visoku stopu rezistencije na peniciline, kombinaciju penicilina i inhibitora beta-
laktamaza, cefalosporine prve i druge generacije i cefalosporine prosirenog spektra (8, 24).
Rezistencija na ciprofloksacin i kombinaciju trimetoprima i sulfonamida takoder se opisuje u
literaturi kao i varijabilna priroda rezistencije na aminoglikozide, pri ¢emu je, kao i u ovom
radu, rezistencija na gentamicin u odnosu na amikacin ucestalija (8, 143, 144).

Zastupljenost rezistencije na pojedine antibiotike medu izolatima iz skupine koji ne
proizvode karbapenemaze i medu izolatima koji proizvode karbapenemaze bila je podjednaka
za sve analizirane ne-karbapenemske antibiotike, osim u slu¢aju cefepima, gentamicina,
amikacina i kombinacije trimetoprima i sulfametoksazola. Udio rezistentnih izolata na

cefepim 1 amikacin bio je veéi u izolata koji proizvode karbapenemaze, dok je udio izolata
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rezistentnih na gentamicin i kombinaciju trimetoprima i sulfametoksazola bio veci u izolata
koji ne proizvode karbapenemaze. Veca osjetljivost izolata koji ne proizvode karbapenemaze
na cefepim posljedica je njegove zwitterionske prirode koja mu omogucuje laksu penetraciju
kroz porinske kanale, a za razliku od ostalih cefalosporina prosirenog spektra uspjesnije
odolijeva hidrolizi beta-laktamazama prosirenog spektra (145).

Rezultati analize gena za rezistenciju molekularno-bioloskim metodama bili su u
skladu s rezultatima testiranja osjetljivosti izolata na antibiotike. Ovo zapaZanje upucuje na
zakljucak da je viSestruka rezistencija, uo¢ena u analiziranih izolata, posljedica prisutnosti
velikog broja gena za rezistenciju na razli¢ite klase antibiotika. lako su izolati koji pokazuju
smanjenu osjetljivost na karbapeneme Cesto rezistentni na vise klasa beta-laktamskih
antibiotika, njihovoj viSestruko rezistentnoj prirodi doprinosi i $irok spektar gena za
rezistenciju na antibiotike koji ne spadaju u Klasu beta-laktama (8, 12, 56). U ¢ak 77 % izolata
analiziranih u ovom radu detektirani su geni za rezistenciju na tri ili vise razli¢itih klasa
antibiotika. Od detektiranih gena, najzastupljeniji su bili geni za rezistenciju na beta-
laktamske antibiotike i aminoglikozide, tj. geni koji kodiraju beta-laktamaze i aminoglikozid-
modificiraju¢e enzime. Prisutnost velikog broja razli¢itih gena za rezistenciju zajednicka je
karakteristika svih izolata smanjene osjetljivosti na karbapeneme i navedena zapaZanja u
skladu su s postoje¢com znanstvenom literaturom na globalnoj razini.

Proizvodnja beta-laktamaza najznacajniji je mehanizam rezistencije na beta-laktamske
antibiotike u enterobakterija, $to je vidljivo i iz rezultata dobivenih u ovom radu (76). U
analiziranim izolatima detektirana je prisutnost Sirokog spektra gena koji kodiraju razlicite
beta-laktamaze, ukljucujuéi karbapenemaze, beta-laktamaze prosirenog spektra i plazmidne
beta-laktamaze AmpC. U vecini analiziranih izolata, rezistencija na beta-laktamske
antibiotike ispoljavala se kroz koprodukciju vise razli¢itih beta-laktamaza, od ¢ega su beta-
laktamaze TEM, SHV i CTX-M bile najzastupljenije. U 90 % izolata koji su proizvodili beta-
laktamazu TEM detektiran je gen blargm-1, dok je varijanta TEM-116 ovog enzima
detektirana samo u izolatima koji produciraju karbapenemazu KPC-2. Geni koji kodiraju
beta-laktamazu SHV pokazivali su heterogeniju prirodu, te su u analiziranim izolatima
detektirane Cetiri varijante ovog gena: blaspy.1, blaspy.11, blaspy-s 1 blaspy.12. ESBL varijante
beta-laktamaze SHV (SHV-5 i SHV-11) (146), detektirane su u ukupno Cetiri izolata i njihova
niska prevalencija medu izolatima upucuje na zakljucak da ove varijante beta-laktamaze SHV
nisu odgovorne za Sirenje rezistencije na cefalosporine prosirenog spektra na podrucju

Republike Hrvatske medu enterobakterijama smanjene osjetljivosti na karbapeneme.
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ESBL fenotip, uoc¢en u analiziranih izolata, uglavnom se javljao kao posljedica
proizvodnje beta-laktamaze CTX-M-15 koja je detektirana u svim izolatima koji proizvede
CTX-M enzim. Proizvodnja beta-laktamaze CTX-M-15 detektirana je u 62 % izolata no nije
bila jednako zastupljena medu izolatima razli¢itih bakterijskih vrsta. Gen blactx-m -15
detektiran je u 80 % izolata K. pneumoniae, dok je u E. cloacae navedeni gen bio detektiran u
30 % izolata. Na razini ukupne populacije izolata, proizvodnja CTX-M-15 bila je
zastupljenija u izolata koji ne proizvode karbapenemaze i iznosio je 74 %, dok je medu
izolatima koji proizvode karbapenemaze gen blacrx-m -15 detektiran u 37 % izolata.
Proizvodnja CTX-M-15 bila je zastupljenija u skupini izolata koji ne proizvode
karbapenemaze, neovisno o bakterijskoj vrsti. Velika zastupljenost gena blactx-m-15s medu
izolatima koji ne proizvode karbapenemaze upucuje na to da je beta-laktamaza CTX-M-15
bitan ¢imbenik koji doprinosi pojavi smanjene osjetljivosti na ertapenem u enterobakterija
koje ne proizvode karbapenemaze.

lako je frekvencija proizvodnje beta-laktamaze CTX-M-15 bila niza u skupini izolata
koji proizvode karbapenemaze, njena koprodukcija zabiljezena je u izolatima koji proizvode
karbapenemaze VIM-1, NDM-1 i OXA-48. Globalno sirenje NDM-1, VIM-1 i OXA-48-
producirajué¢ih enterobakterija koje koproduciraju CTX-M-15 Cesto se opisuje u velikom
broju znanstvenih radova (30, 147, 148). Na podrucju Republike Hrvatske, koprodukcija
CTX-M-15 i metalo-beta-laktamaza opisana je u jednom NDM-1 izolatu K. pneumoniae u
studiji Mazzariol i sur. iz 2012. (33), u NDM-produciraju¢im izolatima E. cloacae
prikupljenim za vrijeme bolni¢ke epidemije u OB Pula tijekom 2013. i 2014. godine (149) te
u nedavnoj studiji Bedeni¢ i suradnika iz 2016. godine (150). Proizvodnja beta-laktamaze
CTX-M-15 u OXA-48-produciraju¢im izolatima K. pneumoniae na podru¢ju RH opisana je u
studiji Jeli¢ i suradnika iz 2017. koja je objavljena u sklopu ovog rada (32). Koprodukcija
beta-laktamaza prosirenog spektra, poput CTX-M-15, u OXA-48-produciraju¢im izolatima
Siri njihov profil rezistencije na cefalosporine prosirenog spektra (36). Zbog smanjene
efikasnosti hidrolize karbapenema, izolati koji uz OXA-48 ne koproduciraju ESBL enzime
Cesto promicu detekciji ukoliko se koriste iskljucivo klasi¢éne metode detekcije in vitro (151).
Cesta je pojava da se OXA-48-producirajuéi izolati naknadno identificiraju na ra¢un njihovog
ESBL fenotipa uzrokovanog koprodukcijom beta-laktamaza proSirenog spektra. lako se
proizvodnja beta-laktamaze CTX-M redovito opisuje u KPC-produciraju¢ih enterobakterija u
literaturnim navodima iz razliCitih dijelova svijeta (152-154) ukljucujuéi i Republiku

Hrvatsku (155), gen blacrx-m-15 hije detektiran niti u jednom KPC-2 izolatu. KPC-
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produciraju¢i izolati K. pneumoniae koji ne proizvode beta-laktamazu CTX-M ¢esto su
opisivani, poglavito u izolatima u drzavama na podruc¢ju Sredozemlja (156, 157).

Aminoglikozidi su vrlo vazni antibiotici baktericidnog djelovanja koji svoju
antibakterijsku aktivnost ispoljavaju inhibirajuci jedan ili vise biokemijskih mehanizama
ukljucenih u proces translacije na bakterijskim ribosomima (158). SteCena rezistencija na
aminoglikozide, u analiziranih izolata, ispoljavala se kroz istovremenu proizvodnju nekoliko
aminoglikozid-modificiraju¢ih enzima. Zbog lokalizacije na pokretnim genetickim
elementima poput plazmida i transpozona, geni koji kodiraju aminoglikozid-modificirajuce
enzime $iroko su rasireni medu Gram-negativnim bakterijama (159). U ukupnoj populaciji
analiziranih izolata detektirano je 7 razlicitih gena koji kodiraju aminoglikozid modificirajuce
enzime. Medu njima, najzastupljeniji su bili aac(6')-1b, aph(3')-la, aac(3')-11 i aadAl. Velika
zastupljenost ovih gena medu enterobakterijama opisana je u nekoliko studija provedenih u
razlic¢itim dijelovima svijeta (77, 158, 160, 161).

AAC(6')-Ib je klini¢ki najznacajnija acetil-transferaza koja je primarno odgovorna za
razvoj rezistencije na amikacin. Cesta je u Gram-negativnih bakterija, posebice u
enterobakterija. Prevalencija medu izolatima Gram-negativnih bakterija cesto premasuje 70 %
§to je u skladu i s rezultatima dobivenim u ovom radu (78). Velika zastupljenost ovog gena
medu enterobakterijama dovodi se u vezu s lokalizacijom na integronima klase 1 (78). lako se
cesto povezuje s rezistencijom na amikacin, u ovom je radu zabiljeZena odredena
diskrepancija. Samo je 10,8 % izolata bilo rezistentno na amikacin, dok je u isto vrijeme gen
aac(6")-1b detektiran u 80 % izolata. Navedena diskrepancija opisana je u znanstvenoj
literaturi i niske MIK vrijednosti amikacina Cesto se uocavaju u izolata koji proizvode
AAC(6')-Ib sto je vrlo vjerojatno posljedica smanjene ekspresije gena ili smanjene enzimske
aktivnosti (77).

Enzim APH(3"-la odgovoran je za rezistenciju na kanamicin i neomicin. Siroko je
rasprostranjen medu Gram-negativnim bakterijama zahvaljuju¢i lokalizaciji gena na
transpozonima i Sirokom spektru razli¢itih plazmida. lako je primjena kanamicina i neomicina
u klini¢koj praksi manje ucestala od primjene gentamicina i amikacina, smatra se da je razlog
velike prevalencije ovog enzima medu Gram-negativnim bakterijama uzrokovan vezanim
nasljedivanjem s ostalim genima rezistencije (77, 162).

AAC(3)-11 je enzim koji je primarno odgovoran za rezistenciju na gentamicin, a
njegova je prevalencija povezana sa Sirokom upotrebom ovog antibiotika (78, 160). lako svi
navedeni aminoglikozid-modificirajuéi enzimi detektirani u ovom radu (osim APH(3')-la i

AAC(6"-Ib) uglavnom doprinose razvoju rezistencije na gentamicin, najveéi doprinos
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stvaranju rezistencije na ovaj antibiotik pokazuje enzim AAC(3”)-11 (163). Rezultati dobiveni
analizom izolata u ovom radu navode na sli¢an zakljucak s obzirom da se zastupljenost izolata
rezistentnih na gentamicin podudara s brojem izolata u kojih je detektiran gen aac(3’)-11.

AADAL, poznat kao i ANT (3"), jedan je od najucestalijih aminoglikozid-
modificirajuc¢ih enzima iz skupine aminoglikozid-O-nukleotidil-transferaza medu
enterobakterijama (78). Odgovoran je za rezistenciju na spektinomicin i streptomicin.
Njegovoj rasirenosti medu enterobakterijama uvelike doprinosi smjestaj gena aadAl u
genskim kazetama integrona klase 1 i 2 (158, 161, 164, 165). S obzirom na navedeno, ne
iznenaduje $to je ovaj gen detektiran u velikom broju analiziranih izolata. Povecana
zastupljenost gena aadAl u skupini izolata koji proizvode karbapenemaze u ovom radu
posljedica je njegove prisutnosti u VIM-1 izolatima. Navedeni gen detektiran je u svim VIM-
1 izolatima E. cloacae, u 81% izolata VIM-1 K. pneumoniae te u svim VIM-1 izolatima C.
freundii i K. oxytoca. Velika zastupljenost gena aadAl u VIM-1 izolatima enterobakterija
Cesto se opisuje jer je gen aadAl sastavni dio genskih kazeta integrona klase 1 koji su
odgovorni za mobilizaciju i Sirenje gena blayyv-1 (72, 139, 166-168).

Geni koji kodiraju ribosomske metilaze nasre¢u nisu detektirani niti u jednom izolatu.
Ovo otkrice u skladu je sa saznanjima navedenim u znanstvenoj literaturi koja ove gene
rezistencije uglavnom povezuje sa zemljama isto¢ne i juzne Azije (79).

Potrebno je naglasiti da varirajucu prirodu rezistencije na aminoglikozide treba
promatrati u kontekstu prisutnih mehanizama rezistencije i generalnih karakteristika pojedinih
izolata (76). Kao $to je prikazano i u rezultatima ovog rada, valja obratiti pozornost na
prisutnost velikog broja aminoglikozid-modificiraju¢ih enzima u visestruko-rezistentnim
izolatima koji pokazuju smanjenu osjetljivost na karbapeneme i terapiju treba prilagoditi
ovisno o osjetljivosti pojedinog uzro¢nika nevezano radi li se 0 monoterapiji i kombiniranoj
terapiji. Kao $to je prikazano, geni rezistencije na aminoglikozide Cesto se vezano nasljeduju s
genima rezistencije za ostale klase antibiotika, poglavito genima koji kodiraju karbapenemaze
I beta-laktamaze prosirenog spektra. In cis lokacija gena koji kodiraju aminoglikozid-
modificirajuée enzime razli¢itih spektara djelovanja na istom plazmidu ili integronu smanjuje
mogucénost rotacije aminoglikozida u klinickoj praksi neovisno o ucestalosti primjene
pojedinih aminoglikozida i naporima koji se ulazu u kontrolu potrosnje antibiotika (158).

Visoka stopa rezistencije na sulfametoksazol analiziranih izolata bila je u skladu s
prevalencijom gena sull i sul2. Gen sull detektiran je u 81,6% izolata dok je sul2 detektiran u
ukupno 36,8% izolata. Gen sull sastavni je dio integrona tipa 1, mobilnih genetickih

elemenata koji nose gene rezistencije na razlicite klase antibiotika. Sull se Cesto opisuje u
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varijantama integronima klase 1 koji u svojoj 3'-konzerviranoj regiji sadrzi fuzioniranu
strukturu sastavljenu od djelomi¢no deletiranog gena qacEA1L, odgovornog za rezistenciju na
antiseptike, i gena sull. Spomenuti integroni opisani su u velikom broju literaturnih navoda i
identificirani su u izolata enterobakterija koji proizvode beta-laktamazu CTX-M-15, te
karbapenemaze VIM-1, NDM-1 i OXA-48 (123, 168-170). Gen sul2 nije povezan s
integronima klase 1 §to ide u prilog ¢injenici da je u ovom radu detektiran u manjem broju
izolata. Takoder je opisan u brojnih izolata koji proizvode karbapenemaze, no povezanost s
tim genima za rezistenciju posljedica je plazmidne lokacije gena sul2 koja nije u nikakvoj
vezi s integronskim strukturama (148, 171-173).

Od gena za rezistenciju na tetracikline, medu analiziranim je izolatima detektirana
prisutnost gena tetD, tetA i tetB koji su karakteristi¢ni za Gram-negativne bakterije (174).
Visoki udio izolata s genom tetD, u ovom radu, zabiljeZen je medu izolatima K. pneumoniae
koji ne proizvode karbapenemaze. Gen tetA takoder je u vecoj mjeri detektiran u ovoj skupini
izolata, no ravnomjernije je distribuiran medu izolatima E. cloacae neovisno o tome
proizvode li karbapenemaze ili ne. ZabiljeZena veza gena tetD i CTX-M-15 izolata K.
pneumoniae koji ne proizvode karbapenemaze do sada nije opisana u znanstvenoj literaturi. U
jednoj studiji iz Ujedinjenog Kraljevstva provedenoj na visestruko rezistentnim izolatima K.
pneumoniae zabiljeZena je prisutnost gena tetA i tetD (175).

lako je do sada opisano 5 varijanti gena qnr, u ovom su radu detektirani geni qnrB,
gnrA i gnrS koji se inace najcesée dovode u vezu s visestruko rezistentnim enterobakterijama
(176-179). Prisutnost gena gnrB bila je izrazenija u VIM-1 izolatima E. cloacae. Ovaj gen se
¢esto opisuje u VIM-1 izolatima enterobakterija za $to je odgovorna njegova plazmidna
priroda i veza s integrona klase 1 (177, 180). Veza gena gqnrB i blayu-1 U izolata E. cloacae na
podrucju Republike Hrvatske opisana je u studiji Zuji¢-Atali¢ i suradnika (181) i potvrduje
zapazanja 0vog rada. lako se geni gnrA i gnrS, kao sastavni dio genskih kazeta integrona
klase 1, cesto opisuju u klini¢kim izolatima enterobakterija, u ovom radu detektirani su u
relativno malom broju izolata (177). Njihova distribucija nije bila povezana s mehanizmom
rezistencije na karbapeneme ili bakterijskom vrstom. Distribucija navedenih gena medu
klini¢kim izolatima enterobakterija varira od studije do studije, ovisno o geografskom
podrugdju, te klonskom i plazmidnom kontekstu analiziranih izolata.

Geni koji kodiraju gene za rezistenciju na kloramfenikol detektirani su u najmanjem
broju izolata. Koprodukcija ovih dvaju gena detektirana je u samo jednog izolata K.
pneumoniae koji proizvodi NDM-1, a njihova prisutnost u enterobakterijama koje proizvode
karbapenemaze Amblerove klase B je otprije poznata (173).
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S obzirom da je u ovom istrazivanju visestruko rezistentan fenotip zabiljeZzen u gotovo
svih analiziranih izolata, neovisno o mehanizmu rezistencije na karbapeneme, pri ¢emu su u
77% izolata detektirani geni za rezistenciju na tri ili vise klasa antibiotika, hipoteza H2
,Rezistencija na karbapeneme se udruzeno nasljeduje s rezistencijom na druge grupe
antibiotika. se prihvaca.

lako je proizvodnja karbapenemaza najefikasniji mehanizam rezistencije na
karbapeneme u enterobakterija, prisutnost ESBL enzima u bakterijskoj stanici, u kombinaciji
sa smanjenom propusnoscu bakterijske stanice za karbapeneme, takoder igra bitnu ulogu u
ispoljavanju rezistencije. U ovom radu mjerena je razina relativne ekspresije gena ompK35 i
ompK36 koji kodiraju istoimene porinske kanale u K. pneumoniae, gena ompC i ompF u E.
cloacae, te omp35 i omp36 u E. aerogenes. Razina ekspresije porinskih kanala nije mjerena u
izolata vrsta K. oxytoca, P. mirabillis i C. freundii zbog male populacije izolata i slabo
okarakterizirane genske pozadine ekspresije porinskih kanala.

Rezultati mjerenja relativne ekspresije gena koji kodiraju porinske kanale i efluks
pumpe u izolata K. pneumoniae, E. cloacae i E. aerogenes ukazuju na prisutnost mehanizma
rezistencije na karbapeneme (ertapenem) koji se bazira na kombinaciji smanjene propusnosti
bakterijske stanice i proizvodnje beta-laktamaze prosirenog spektra - CTX-M-15. U izolata K.
pneumoniae koji ne proizvode karbapenemaze, ekspresija gena ompK35 bila je 40x niza u
odnosu na relativnu ekspresiju tog istog gena u kontrolnoj skupini sa¢injenoj od osjetljivih
izolata. Za razliku od K. pneumoniae, uoceno je da na koncentraciju karbapenema u izolata E.
cloacae koji ne proizvode karbapenemaze utjecu ¢ak dvije transmembranske strukture: acrAB
1 ompC. Razina relativne ekspresije gena koji kodiraju efluks pumpu acrAB bila je 11x veca,
dok je razina ekspresije gena ompC bila 12x niza od razine relativne ekspresije navedenih
gena u kontrolnoj skupini osjetljivih izolata. Navedeni rezultati upucuju na to da se smanjenje
koncentracije antibiotika u bakterijskim stanicama izolata E. cloacae koji ne proizvode
karbapenemaze vrlo vjerojatno postize kombinacijom smanjene propusnosti bakterijske
stanice i aktivnog izbacivanja antibiotika efluks pumpom acrAB.

U velikom broju studija otkriveno je da gubitak porina OmpK35 i/ili OmpK36 u
sojeva K. pneumoniae ne uzrokuje klinicki bitnu pojavu rezistencije ukoliko u pozadini ne
postoji dodatni mehanizam rezistencije (38). U ESBL-producirajucih sojeva K. pneumoniae
Cesta je pojava da se u potpunosti gubi porinski kanal OmpK35, dok sojevi K. pneumoniae
koji ne proizvode ESBL uglavnom zadrzavaju oba porinska kanala (50). OmpK35, u odnosu

na OmpK36, zbog vecih dimenzija omogucuje laksu difuziju molekula antibiotika u stanicu,
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pa se gubitak isklju¢ivo OmpK35 javlja kao adaptacija na selekcijski pritisak prouzrokovan
ucestalom primjenom antibiotika (38).

Poznato je da se smanjena osjetljivost na ertapenem, u sojeva K. pneumoniae koji ne
proizvode OmpK35 i OmpK36, Cesto javlja u kombinaciji s proizvodnjom plazmidnih beta-
laktamaza AmpC, ili beta-laktamaza proSirenog spektra (38). U prilog tome idu i rezultati
ovog rada s obzirom da je u 96,2 % izolata K. pneumoniae koji ne proizvode karbapenemaze
detektiran gen blactx-m -15. U isto vrijeme, utjecaj spomenutih mehanizama na antibakterijsku
aktivnost imipenema i meropenema ostaje minimalan zbog manjih dimenzija i zwitterionske
prirode ovih karbapenema (38). U sojeva K. pneumoniae kojima nedostaju oba navedena
porinska kanala, rezistencija na imipenem i meropenem javlja se tek u kombinaciji s
proizvodnjom karbapenemaza te nekih plazmidnih beta-laktamaza AmpC(38).

Pregledom rezultata mjerenja relativne ekspresije gena koji kodiraju porinske kanale u
izolata E. cloacae moze se zakljuciti da je u analiziranih izolata smanjenje propusnosti
posredovano smanjenjem ekspresije gena ompC. Porinski kanal OmpC je analog OmpK36 u
vrste K. pneumoniae, odnosno OmpC u E. coli (38). lako su OmpC i OmpF u vrste E. cloacae
analozi OmpK36 1 OmpK35, njihova uloga i vaznost pod selekcijskim pritiskom primjene
antibiotika nije toliko detaljno opisana kao kod K. pneumoniae. Kao $to je ve¢ navedeno, i u
slucaju vrste E. cloacae, smanjenje propusnosti prouzrokovano gubitkom porinskih kanala
zahtijeva prisutnost pozadinskih mehanizama rezistencije kako bi se ispoljila rezistencija na
karbapeneme (41). Smanjena ekspresija gena ompC u odnosu na ompF u izolata E. cloacae
rezistentnih na ertapenem opisana je u nekoliko studija (40, 45). Ovakav mehanizam takoder
utjeCe samo na antimikrobnu aktivnost ertapenema, dok antimikrobna aktivnost imipenema i
meropenema ostaje uglavnom postedena (40).

U izolata E. cloacae koji ne proizvode karbapenemaze, gen blacrx-m -15 detektiran je u
37 % izolata. S obzirom da predstavnici roda Enterobacter, za razliku od K. pneumoniae,
posjeduju kromosomski kodiranu beta-laktamazu AmpC, ¢ija konstitutivna ekspresija ¢esto
rezultira rezistencijom na cefalosporine proSirenog spektra i smanjenjem osjetljivosti na
karbapeneme, proizvodnja ESBL enzima nije nuzan preduvjet da bi se manifestirao fenotip
smanjene osjetljivosti na karbapeneme (49, 178). Konstitutivna ekspresija i pojacana
proizvodnja kromosomski kodirane AmpC uglavnom se javlja kao posljedica mutacijskih
dogadaja koji narusavaju kontrolu ekspresije pri ¢emu se gubi inducibilna priroda ekspresije
ovih enzima (178).

lako je uloga porinskih kanala Omp35 i Omp36 u razvoju rezistencije na karbapeneme
u E. aerogenes detaljno okarakterizirana u znanstvenoj literaturi, ekspresija gena koji kodiraju
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istoimene porinske kanale u analiziranim izolatima i kontrolnim izolatima divljeg tipa nije se
znacajno razlikovala (38, 40).

Kao i smanjena propusnost bakterijske stanice koja je uzrokovana promjenama u
ekspresiji porinskih kanala, efluks pumpe su takoder uklju¢ene u razvoj rezistencije na velik
broj razli¢itih klasa antibiotika (43). AcrAB-TolC jedna je od najznacajnijih efluks pumpi iz
RND porodice efluks pumpi koja u enterobakterija igra vrlo vaznu ulogu u razvoju intrinzi¢ke
i steCene rezistencije. Uloga ove pumpe dobro je opisana u izolata K. pneumoniae, E. cloacae
i E. aerogenes (44, 45). PoviSena razina ekspresije gena acrB detektirana je samo u izolata E.
cloacae koji ne proizvode karbapenemaze. S obzirom na izolate divljeg tipa iz kontrolne
skupine, razina relativne ekspresije u izolata E. cloacae koji ne proizvode karbapenemaze bila
je 11 puta visa. U izolata K. pneumoniae i E. aerogenes razlika u ekspresiji ovog gena nije
uocena u odnosu na kontrolne skupine izolata divljeg tipa. Navedeni rezultati u skladu su sa
saznanjima dosad objavljenim u znanstvenoj literaturi i upucuju na to da navedena efluks
pumpa ne igra kljuénu ulogu u razvoju rezistencije na karbapeneme u analiziranih izolata.
Iako ova efluks pumpa doprinosi visestrukoj rezistenciji, istrazivanja pokazuju da je njen
utjecaj na koncentraciju beta-laktamskih antibiotika, poglavito karbapenema, u bakterijskoj
stanici marginalan (44, 45). U nekoliko studija koje su se bavile klini¢kim izolatima
enterobakterija rezistentnih na ertapenem nije uoc¢ena pojacana ekspresija ove pumpe (40-42).
S obzirom da navedena efluks pumpa iz bakterijske stanice vrlo efikasno uklanja eritromicin,
tetracikline, kloramfenikol, aminoglikozide i neke beta-laktamske antibiotike, povisena
ekspresija gena acrB u izolata E. cloacae koji ne proizvode karbapenemaze vrlo vjerojatno
nije iskljuciva adaptacija na primjenu karbapenema vec se javlja zbog njenog doprinosa u
opéenitom ispoljavanju visestruko rezistentnog fenotipa (44).

U ovom radu, u analizi mehanizama vezanih uz propusnost bakterijske stanice,
mjerena je relativna ekspresija gena koji kodiraju porine koriste¢i kvantitativnu lancanu
reakciju polimerazom u stvarnom vremenu. Mjerenje ekspresije gena koji kodiraju porinske
kanale daje indirektan uvid u pozadinu permeabilnosti bakterijske stanice i ne pruza uvid u
funkcionalne znacajke porinskih kanala. Na propusnost bakterijske stanice, u kontekstu
porina, utjeCe kombinacija razine ekspresije gena i njihova funkcionalnost. Funkcionalnost
gena uglavnom je povezana s mutacijama koji mogu rezultirati sintezom krnjeg proteina ili
proteina smanjene funkcionalnosti. Zbog navedenog, uz mjerenje ekspresije gena
preporucljivo bi bilo profilirati porinske kanale SDS-PAGE elektroforezom i sekvenciranjem
odgovarajucih gena u svrhu detaljnije karakterizacije propusnost bakterijske stanice. U isto
vrijeme valja naglasiti da bi se prilikom mjerenja ekspresije gena koji kodiraju efluks pumpe,
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u obzir trebao uzeti sinergisticki odnos efluks pumpi 1 porinskih kanala u regulaciji
koncentracije antibiotika u stanici.

Analiza molekularne epidemiologije izolata enterobakterija ukljuc¢enih u studiju
provedena je PFGE i MLST metodama genotipizacije. Velik broj PFGE grupa i klonskih
tipova u koje su svrstani analizirani izolati upucuje na zakljucak da je Sirenje rezistencije na
karbapeneme u enterobakterija, na podruc¢ju Republike Hrvatske, tijekom 2011. i 2012.
godine, bilo poliklonske prirode. Unato¢ poliklonskom sastavu analizirane kolekcije
bakterijskih izolata vidljivo je da je za Sirenje rezistencije na karbapeneme na podrucju RH
odgovorna proliferacija odredenih klonova K. pneumoniae i E. cloacae. lako se u znanstvenoj
literaturi epidemijama enterobakterija koje proizvode karbapenemaze nerijetko pripisuje
izrazito monoklonski karakter, na temelju rezultata ovog rada nije moguée donijeti
generalizirani zakljucak.

Proizvodnja karbapenemaza u izolata K. pneumoniae identificirana je u ukupno 7
klonskih tipova; ST15, ST16, ST37, ST248, ST258, ST528 i ST418. Svi izolati K.
pneumoniae koji proizvode KPC-2 pripadali su visoko rizicnom klonskom tipu ST258 i
pokazivali su nisku geneticku varijabilnost unutar PFGE grupe. Monoklonsko $irenje bilo je
odgovorno za Sirenje KPC-2-producirajuce K. pneumoniae na podrucju sredi$nje i sjeverne
Hrvatske s naglaskom na bolnicku epidemiju u OB Zabok tijekom 2012. godine. Prisutnost
gena blakpc do sada je opisana u vise od 100 klonskih tipova K. pneumoniae, no klonski tip
ST258 prepoznat je kao glavni pokreta¢ globalnog Sirenja KPC-produciraju¢e K. pneumoniae
1 predstavlja ogledni primjer visoko rizicnog bakterijskog klona (26).

Izolate K. pneumoniae koji su proizvodili karbapenemaze VIM-1, NDM-1 i OXA-48
karakterizirala je poliklonska genska pozadina neovisno o tome jesu li se promatrali rezultati
PFGE ili MLST analize. Proizvodnja karbapenemaza klase B i klase D uglavnom je
zabiljezena u izolata K. pneumoniae klonskih tipova ST15 i ST16. Ova dva klonska tipa
predstavljala su glavni rezervoar izolata koji proizvode karbapenemaze VIM-1, NDM-1 i
OXA-48 u periodu izvodenja ovog istrazivanja.

ST15 globalno je rasireni klonski tip K. pneumoniae koji je prvenstveno odgovoran za
Sirenje viSestruke rezistencije kroz diseminaciju beta-laktamaze CTX-M-15 (182). Otkako je
prvi puta opisan u Madarskoj 2003. godine, ovaj klonski tip K. pneumoniae prepoznat je kao
jedan od dominantnih ESBL klonova u Europi i nekoliko azijskih zemalja, a navedena
povezanost s CTX-M-15 uocena je i u ovom radu (118, 182-185). Vecina analiziranih izolata
K. pneumoniae koji su proizvodili metalo-beta-laktamaze pripadala je klonskom tipu ST15.
Ukupno je 66 % VIM-1 izolata i 2 od ukupno 3 NDM-1 izolata K. pneumoniae bilo ovog
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klonskog tipa. Navedeni rezultati u skladu su sa znanstvenom literaturom jer se ST15 klon K.
pneumoniae koji proizvodi NDM-1 ¢esto dovodi u vezu s podru¢jem Balkana (137, 186).
Proizvodnja karbapenemaze NDM-1 u izolatima ovog klonskog tipa opisana je i u studiji
Kocsis i suradnika iz 2016. koja je provedena na izolatima enterobakterija prikupljenim u
periodu od 2009. — 2011. na podrué¢ju Republike Hrvatske (187).

Proizvodnja karbapenemaze VIM-1 u izolatima K. pneumoniae klonskog tipa ST15
opisana je uglavnom na podru&ju Europe, poglavito u Spanjolskoj, Portugalu i Madarskoj
(182, 188, 189). Proizvodnja karbapenemaze VIM-1 u klonskom tipu ST15 na podruéju
Republike Hrvatske opisana je u studiji Bedeni¢ i suradnika iz 2016 (150). Svi VIM-1-
producirajuéi izolati ovog klonskog tipa svrstani su u istu PFGE grupu §to upucuje na
zakljucak da je Sirenje ovog klona, na Sirem geografskom podru¢ju Republike Hrvatske,
epidemiolo8ki povezano. lako je u ovom radu ST15 prepoznat kao dominantni klon K.
pneumoniae koja proizvodi karbapenemaze Amblerove klase B, dva izolata ovog klona,
prikupljena iz KB Sveti Duh, proizvodila su karbapenemazu Amblerove klase D - OXA-48.
Valja naglasiti da kod OXA-48-producirajucih izolata K. pneumoniae ovog klonskog tipa
PFGE analizom nije uocena nikakva klonska poveznica s VIM-1-produciraju¢im
predstavnicima te ih karakterizira zasebni epidemioloski kontekst. U studiji Oteo i suradnika
iz 2015. godine utvrdeno je da je Sirenje karbapenemaze OXA-48 u Spanjolskoj velikim
djelom povezano sa sirenjem klonskog tipa ST15 (190). Uz ST15, proizvodnja VIM-1 u
ovom radu detektirana je u jednom izolatu koji pripada klonskom tipu ST248. Uz opc¢enito
rijetku pojavnost ovog klona, proizvodnja karbapenemaze VIM-1 u ST248 do sada nije
opisana u literaturi, a izolati ovog klonskog tipa opisani su u SAD-u (191).

Kao i ST15, ST16 je globalno rasireni klonski tip K. pneumoniae koji je odgovoran za
Sirenje viSestruke rezistencije. Za razliku od ST15, klonski tip ST16 K. pneumoniae u ovom je
radu prepoznat kao dominantni klon odgovoran za Sirenje K. pneumoniae koje proizvode
karbapenemazu OXA-48. OXA-48 izolati ovog klonskog tipa prikupljeni su na podrucju
Zagreba i Varazdina. Uz to $to su izolati K. pneumoniae klonskog tipa ST16 obuhvacali
vec¢inu OXA-48-producirajucih izolata, svi su PFGE analizom svrstani u istu grupu sto
upucuje na zakljucak da su OXA-48-producirajuéi izolati prikupljeni u Klinici za infektivne
bolesti, OB Dubrava, KB Merkur 1 ZZJZ Varazdinske Zupanije epidemioloski povezani.
Karbapenemaza OXA-48 u K. pneumoniae klonskog tipa ST16 do sada je opisana samo u
Spanjolskoj (148). U samo jednog izolata ovog klona, izoliranog u Klinici za infektivne
bolesti, detektirana je proizvodnja karbapenemaze NDM-1. Proizvodnja NDM-1 u izolata K.

pneumoniae ovog klonskog tipa, na podruc¢ju Republike Hrvatske, opisana je u studiji Kocsis i
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suradnika iz 2016 (187). Proizvodnja karbapenemaze NDM-1 opisana je i u ST16 izolata K.
pneumoniae izoliranog u Kanadi iz pacijenta koji je prethodno putovao u Indiju, te u
Nizozemskoj (192, 193).

Uz navedene klonske tipove K. pneumoniae, proizvodnja karbapenemaze OXA-48
detektirana je u po jednom izolatu klonskih tipova ST37, ST528 1 ST1418. ST37 je takoder
jedan od globalno rasirenih klonskih tipova, a viSestruko rezistentan fenotip ST37 izolata
opisan je uglavnom u Europi, Kini i Indiji, dok su OXA-48 izolati ovog klonskog tipa opisani
u Francuskoj i Tajlandu (194-197). Izolat klonskog tipa ST37 povezan je s prvim slu¢ajem
KPC-produciraju¢e K. pneumoniae u Republici Hrvatskoj, a proizvodnja OXA-48 opisana je
u studiji Bedeni¢ i suradnika iz 2016. godine (27, 150). Prema trenutnim saznanjima,
proizvodnja OXA-48 u K. pneumoniae klonskih tipova ST528 i ST1418 jo$ nije opisana U
znanstvenoj literaturi.

Kao i u slucaju K. pneumoniae, sirenje VIM-1-producirajucih E. cloacae u Republici
Hrvatskoj karakterizirao je poliklonski karakter s naglaskom na $irenje 3 dominantna klonska
tipa: ST92, ST105 i ST200. Ovi klonski tipovi u znanstvenoj literaturi nisu prepoznati kao
siroko rasprostranjeni klonski tipovi E. cloacae, $tovise proizvodnja karbapenemaze VIM-1 u
ovim klonskim tipovima vezana je samo za podruc¢je Republike Hrvatske. KBC Split
prepoznat je kao ZariSte klonskog tipa ST92, KB Dubrava kao ZariSte klonskog tipa ST200, a
centralnu Hrvatsku karakterizirala je pojavnost klonskog tipa ST105.

S 20 prikupljenih izolata, klonski tip ST92 obuhvacao je 53 % analiziranih VIM-1
izolata E. cloacae. Klonski tip ST92 je singlet, ne spada niti u jedan klonski kompleks i
njegova povezanost s karbapenemazom VIM-1 opisana je samo u Hrvatskoj (150). S obzirom
da je tri Cetvrtine izolata E. cloacae klonskog tipa ST92 u ovom radu prikupljeno u KBC Split
i da su VIM-1-producirajuci izolati ST92 iz iste ustanove takoder opisani U studiji Bedeni¢ i
suradnika iz 2016. godine moze se zakljuciti da je prisutnost ovog klonskog tipa u KBC Split
poprimila endemski karakter (150). Navedeni klonski tip nije prepoznat u literaturi kao jedan
od globalno rasirenih klonova znac¢ajne epidemioloske vaznosti. Uz KBC Split, VIM-1 izolati
E. cloacae ST92 izolirani su Zagrebu i Sibeniku. Sve navedene izolate, neovisno o
geografskom podrucju, karakterizira gotovo identi¢an PFGE restrikcijski profil $to upucuje na
visok stupanj klonalnosti navedenih izolata i njihovu epidemiolosku povezanost.

Prema zastupljenosti slijede VIM-1 izolati E. cloacae koji spadaju u klonski kompleks
CC200. U ovaj kompleks spadaju klonski tipovi ST200 i ST105 koji sa 9, odnosno 8 izolata
obuhvacaju 45% VIM-1 izolata E. cloacae analiziranih u ovom radu. Klonski tip ST200 je

ujedno centralni klonski tip klonskog kompleksa CC200. Svi izolati klonskog tipa ST200
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izolirani su u KB Dubrava, a prema PFGE analizi svrstani su u istu grupu restrikcijskih profila
Sto upucuje na klonsko Sirenje koje je bilo ograni¢eno samo na ovu ustanovu. Izolati E.
cloacae klonskog tipa ST200 opisani su u VIM-31 izolata u Turskoj te u CTX-M-15 izolata u
Francuskoj (168, 198). Niti jedan izolat ovog klonskog tipa, u ovom radu, nije proizvodio
beta-laktamazu CTX-M-15. Izolati klonskog tipa ST105, za razliku od ST200, prikupljeni su
sa Sireg geografskog podrucja koje obuhvacéa Zagreb, Bjelovar i Gospié, karakterizira ih visok
stupanj klonalnosti odreden PFGE analizom §to upucuje na njihovu epidemiolosku
povezanost. Prisutnost VIM-1 izolata E. cloacae ovog klonskog tipa takoder je opisana u
studiji Bedeni¢ i suradnika iz 2016. godine u kojoj je pojavnost ovog klonskog tipa iskljucivo
bila vezana za podru¢je Zagreba (150). U globalnoj studiji Matsamure i suradnika iz 2017.
godine provedenoj na kolekciji VIM izolata E. cloacae utvrdeno je da je klonski tip ST105 E.
cloacae koji proizvodi VIM-1 specifican samo za podrucje Republike Hrvatske (168).

Samo je jedan VIM-1 izolat E. cloacae pripadao klonskom tipu ST100. Izoliran je u
KB Dubrava i predstavljao je izolirani slucaj. Pregledom znanstvene literature nije pronaden
niti jedan rad u kojem je opisana proizvodnja karbapenemaze VIM-1 u E. cloacae klonskog
tipa ST100.

Klonsko Sirenje nije uo¢eno samo u sojeva K. pneumoniae i E. cloacae koji proizvode
karbapenemaze, ve¢ je ono uoceno i U sojeva K. pneumoniae koji ne proizvode
karbapenemaze. S druge strane, distribucija izolata E. cloacae koji ne proizvode
karbapenemaze po velikom broju PFGE grupa i klonskih tipova upucuje na sasvim suprotan
zakljucak. GenetiCku varijabilnost izolata koji ne proizvode karbapenemaze takoder je
potrebno razmatrati na razini bakterijske vrste i nije ju moguce generalizirati na razini
porodice Enterobacteriaceae.

Izolate K. pneumoniae koji nisu proizvodili karbapenemaze karakterizirala je
poliklonska slika sacinjena od 9 klonskih tipova; ST11, ST13, ST14, ST15, ST16, ST29,
ST101, ST437 i ST528. Od navedenih klonskih tipova, ST437 obuhvacao je ¢ak je 88,7 %
izolata K. pneumoniae koji nisu proizvodili karbapenemaze. Preostali klonski tipovi
obuhvacali su pojedina¢ne izolate. Veliku prevalenciju izolata ovog klonskog tipa pratila je i
velika geografska rasSirenost. Izolati klonskog tipa ST437 prikupljeni su iz 16 zdravstvenih
ustanova rasporedenih u 10 gradova iz svih regija Republike Hrvatske. lako do sada ovaj
klonski tip K. pneumoniae nije opisan na podru¢ju Republike Hrvatske i susjednih zemlja,
rezultati ovog rada ukazuju na endemski karakter prisutnosti klonskog tipa ST437 na podrucju
RH. U ovom radu utvrdeno je da je ovaj klon prvenstveno odgovoran za Sirenje CTX-M-15

diljem drzave pri ¢emu se rezistencija na ertapenem javlja kao posljedica kombinirane
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proizvodnje CTX-M-15 i gubitka porinskih kanala OmpK35. Pregledom znanstvene literature
nije utvrdeno da je ovako Siroka rasprostranjenost ovog klonskog tipa opisana igdje drugdje u
svijetu. Klonski tip ST437 opisan je u Brazilu, u KPC-2 izolata K. pneumoniae izoliranih na
podrudju Rio de Janeira, te u NDM-7 i OXA-245 izolata na podruéju Spanjolske (199, 200).
ST437 prepoznat je u znanstvenoj literaturi kao kriti¢ni klon K. pneumoniae koji je, kao ¢lan
klonske grupe CG11, vrlo blizak srodnik klonskog tipa ST258 (94). Ova saznanja idu u prilog
epidemioloskim rezultatima dobivenim u ovom radu i donekle objasnjavaju pozadinu ovako
uspjesnog Sirenja ST437 medu zdravstvenim ustanovama u Republici Hrvatskoj. Kao ¢lan
klonske grupe CG11, ST437 se od ST11, centralnog klonskog tipa razlikuje u samo jednom
od 7 lokusa koji se analiziraju MLST genotipizacijom. Literaturna zapaZzanja u skladu su s
rezultatima ovog rada, posto je jedini detektirani izolat ST11 prikazivao vrlo sli¢an
makrorestrikcijski PFGE profil kao i izolati klonskog tipa ST437. lako ST11 slovi kao klonski
tip od velike epidemioloske znacajnosti, takav znacaj nije uocen u ovom radu s obzirom da je
samo jedan izolat K. pneumoniae pripadao ovom klonskom tipu (201). Od preostalih klonskih
tipova K. pneumoniae identificiranih medu izolatima koji ne proizvode karbapenemaze valja
spomenuti ST13, ST14 1 ST101. ST101 $iroko je rasprostranjeni klonski tip ¢ija je prisutnost
opisana u Tunisu, Francuskoj, Spanjolskoj, Italiji, Madarskoj, te zemljama istoéne Europe i
Azije (202-204). ST13 opisan je u Francuskoj i Spanjolskoj, dok je ST14 Siroko
rasprostranjeni klonski tip koji se uglavnom opisuje u kontekstu Sirenja karbapenemaze
NDM-1 u Indiji 1 Europskim zemljama, no u ovom radu ta veza nije uocena (196, 202, 205).

Klonski tip ST14 K. pneumoniae koji proizvodi NDM-1 §iroko je rasprostranjeni
,»indijski* klonski tip €ija se ograni¢ena pojavnost u Europi dovodi u vezu s putovanjima na
Indijski potkontinent (196). Regija Balkana sekundarni je rezervoar NDM-1-producirajuéih
enterobakterija koji se vrlo vjerojatno formirao kao posljedica medicinskog turizma
prakticiranog u nekim zemljama Balkana koji je ukljuc¢ivao komercijalnu transplantaciju
bubrega u pakistanskim bolnicama (206). Ova praksa zabiljeZena je u zemljama poput
Albanije, Makedonije i Kosova (207). Enterobakterije koje proizvode NDM-1 iz ove regije
karakterizira drugacija genska pozadina. Valja naglasiti da u sklopu ovog rada nije detektirana
proizvodnja karbapenemaze NDM-1 u klonskom tipu ST147, niti u ST11 koji je prepoznat
kao rizi¢an klonski tip koji proizvodi NDM-1 u Gr¢koj (137).

Izolate E. cloacae koji ne proizvode karbapenemaze karakterizirala je izrazita
poliklonalnost, pri ¢emu valja izdvojiti ograni¢eno klonsko Sirenje izolata klonskog tipa
ST114. U usporedbi s izolatima K. pneumoniae iz iste skupine, klonsko Sirenje E. cloacae
koji ne proizvode karbapenemaze bilo je puno manjeg dosega.
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Izolati E. cloacae koji ne proizvode karbapenemaze razvrstani su u 11 klonskih tipova
od kojih su ST114, ST66 i ST78 prepoznati kao globalno rasireni klonski tipovi velikog
epidemioloskog potencijala Sirenja (93). Kao $to se Cesto navodi u znanstvenoj literaturi, i u
ovom radu, izolati E. cloacae klonskog tipa ST114 bili su najzastupljeniji medu izolatima E.
cloacae koji ne proizvode karbapenemaze (44 %). Vecina izolata ovog klonskog tipa
prikupljena je na podrucju Zagreba dok su pojedinacni izolati prikupljeni s podrucja Splita i
Cakovca. Makrorestrikcijski profili izolata ovog klonskog tipa dobiveni PFGE analizom
prikazivali su odredenu geneti¢ku varijabilnost, no i dalje su zadovoljavali kriterij klonalnosti.
Vecina izolata ovog klonskog tipa izolirana je u KB ,,Sveti duh* §to upucuje na ogranic¢eno
sirenje ST114 unutar ove ustanove. Izolati E. cloacae koji spadaju u klonski tip ST114
opisanu su u Italiji, Spanjolskoj, Grékoj, Izraclu i Maroku i esto se dovode u vezu s
proizvodnjom CTX-M-15, iako u ovom radu ta veza nije uocena (93, 198). lako je
proizvodnja karbapenemaze VIM-1 opisana u izolata klonskog tipa ST114 u SAD-u, Gr¢koj i
Italiji, u ovom radu proizvodnja ove karbapenemaze nije detektirana (168). Klonski tip ST114
¢ini centralni klonski tip klonskog kompleksa CC114 u koji spada i klonski tip ST66. Izolati
klonskog tipa ST66 takoder su identificirani u ovom radu i prikupljeni su na podrucju
Zagreba, Bjelovara i Koprivnice. Makrorestrikcijski profili dobiveni PFGE analizom upuéuju
na klonsku povezanost svih 5 analiziranih izolata, no u slu¢aju ovog klonskog tipa $iroka
geografska rasprostranjenost nije posljedica klonskog $irenja ve¢ se vrlo vjerojatno radi o
pojedina¢nim slucajevima. Prisutnost klonskog tipa ST66 opisana je u Francuskoj i lzraelu, u
izolata E. cloacae koji proizvode CTX-M-15, dok je prisutnost gena blayv-1 U izolata ovog
klonskog tipa detektirana u Tajvanu (93, 168). Od preostalih epidemioloski zna¢ajnih
klonskih tipova identificiran je samo jedan izolat klonskog tipa ST78 u Bjelovaru. lako je
rasirenost ovog klonskog tipa opisana u Francuskoj, Latviji, Izraeclu, SAD-u, a izolati koji
proizvode VIM-1 identificirani su u Grékoj, Spanjolskoj i Italiji, na podru¢ju Republike
Hrvatske, u ovom radu, ST78 nije pokazao izrazeni epidemioloski znacaj (93, 168).

Od ostalih klonskih tipova medu izolatima E. cloacae koji ne proizvode
karbapenemaze, detektirani su izolati klonskog tipa ST90. Izolati ovog klonskog tipa
prikupljeni su uglavnom na podrucju Zagreba, te kao pojedinacni sluc¢ajevi nisu pokazivali
epidemioloSke poveznice niti su ih prema PFGE analizi karakterizirale zajednicke klonske
karakteristike. Izolati ovog klonskog tipa opisani su u Francuskoj i Gr¢koj (93, 168). lako
izolati klonskog tipa ST133 iz Zagreba i Varazdina nisu proizvodili karbapenemaze, u studiji
Petrosillo i suradnika iz 2016. ustanovljeno je da je ovaj klonski tip bio odgovoran za
izazivanje bolnicke epidemije E. cloacae koji proizvodi NDM-1 u OB Pula tijekom 2013. i
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2014. godine (149). Dva izolata ST171 prikupljeno je u KB Dubrava, ovaj klonski tip opisan
je u Francuskoj, SAD-u i Rumunjskoj (93, 208, 209). Klonski tipovi ST51, ST104, ST122,
ST542 i ST550 identificirani su u pojedinacnih izolata od ¢ega su samo ST104 i ST122
opisani u literaturi na podru¢ju Francuske, Gréke i Spanjolske dok za ostale literaturni navodi
nisu pronadeni (93).

Na temelju rezultata vidljivo je da se ne moze donijeti jednostavni zakljucak kojim bi
se opisala kompleksna priroda Sirenja enterobakterija rezistentnih na karbapeneme na
podruc¢ju RH za vrijeme provodenja ovog istrazivanja. Geneti¢ka raznolikost izolata koji
proizvode karbapenemaze ovisi 0 bakterijskoj vrsti i karbapenemazi koja je predmet
istrazivanja. lako je Sirenje KPC-2-producirajué¢e K. pneumoniae bilo monoklonskog
karaktera, proizvodnju ostalih karbapenemaza karakterizirao je poliklonski geneticki kontekst.
Uocena je sprega izmedu odredenih karbapenemaza i veceg broja visestruko rezistentnih
klonova K. pneumoniae i E. cloacae koji zbog poveéanog epidemijskog potencijala sluze kao
glavna pokretacka sila vertikalnog Sirenja gena koji kodiraju karbapenemaze. Proizvodnja
karbapenemaza detektirana je i u pojedina¢nim izolatima koji nisu imali nikakve
epidemioloske poveznice niti su bili uklju¢eni u klonsko $irenje. S obzirom na navedeno, ne
moze se reci da su sojevi koji proizvode karbapenemaze monoklonskog porijekla, pa se zbog
toga hipoteza H3 ,,Sojevi koji proizvode karbapenemaze su monoklonskog porijekla®
odbacuje. Pri tome treba naglasiti da je monoklonsko Sirenje uo¢eno kod KPC-2-
producirajué¢e K. pneumoniae iznimka koja se u okviru ovog rada ne moze gledati zasebno.

Izrazito niska geneticka varijabilnost izolata K. pneumoniae koji ne proizvode
karbapenemaze ukazuje na uznapredovalo klonsko Sirenje i kosi se s dosada$njim literaturnim
zapazanjima i teoretskim postavkama. Prema literaturi, pojava enterobakterija rezistentnih na
karbapeneme koje rezistenciju ne ispoljavaju proizvodnjom karbapenemaza uglavnom je
nasumicna, a zbog nestabilnosti takvih mehanizama rezistencije i njihovog negativnog
utjecaja na kompetitivnost bakterijske stanice, Sirenje ¢esto ima ogranic¢eni doseg (4).

Kao §to je ve¢ spomenuto, rezistencija na karbapeneme koja nije posredovana proizvodnjom
karbapenemaza javlja se kao sinergija smanjene koncentracije karbapenema u bakterijskoj
stanici i proizvodnje beta-laktamaza poput CTX-M i AmpC. Generalno misljenje je da je
pojavnost ovakvog vida rezistencije na karbapeneme epidemioloski manje znacajna i da se
javlja kao posljedica spontanih mutacija koje rezultiraju gubitkom funkcionalnih porinskih
kanala, S$to bi trebalo rezultirati sporadi¢cnom pojavom ovakvih izolata. Gubitak porinskih
kanala ima negativan utjecaj na kompetitivnost bakterija s obzirom da su ove strukture

direktno vezane uz unos nutrijenata u bakterijsku stanicu i izlu¢ivanje produkata metabolizma
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(4, 8). U ovom radu utvrdeno je da Sirenje K. pneumoniae nije posljedica nasumi¢ne pojave
rezistentnih mutanti nastalih u uvjetima selektivnog pritiska zbog primjene karbapenema, ve¢
je posljedica dominantnog Sirenja klona ST437. U literaturi se javlja sve viSe radova s opisima
mehanizama kojima bakterije kompenziraju negativan utjecaj spomenutih mutacija na
kompetitivnost bakterijske stanice i potencijal Sirenja, StoviSe otkriveno je da ovakvi mutanti
u svega 250 generacija uspijevaju rekonstituirati kompetitivni fenotip (210-213). Potrebno je
naglasiti da je u velikom broju studija ovakav mehanizam detektiran odmah pri prvoj izolaciji,
te da se vrlo rijetko javlja kao adaptacija na selektivni pritisak nastao primjenom antibiotika
tijekom lijeCenja pojedinog pacijenata (105).

Geneticka varijabilnost izolata E. cloacae koji ne proizvode karbapenemaze ukazuje
na to da je, za razliku od K. pneumoniae, klonsko $irenje ograni¢eno, no prisutno. Valja
naglasiti da je prisutnost rizicnih klonova ST114, ST66, 1 ST78 zabiljeZena u ovoj skupini
izolata E. cloacae $to ukazuje na mogucnost eventualnog klonskog §irenja koje je vidljivo kod
ST437 K. pneumoniae.

Sirenje rezistencije na karbapeneme u enterobakterija nije isklju¢ivo vertikalnog
karaktera, ve¢ je ujedno i posljedica horizontalnog prijenosa gena rezistencije na antibiotike
koje se javlja medu bakterijama istih ili razli¢itih vrsta. Horizontalni prijenos gena koji
kodiraju karbapenemaze uglavnom se odvija prijenosom plazmida, izvankromosomskih
molekula DNA koje se autonomno repliciraju unutar bakterijske stanice i zna¢ajan su
¢imbenik koji utjeCe na formiranje bakterijskog rezistoma (95).

U ovom radu karakterizacija plazmida provedena je samo u izolata koji su proizvodili
karbapenemaze i u odgovarajuéih transkonjugata E. coli A15 R u kojih je dokazan uspjesan
horizontalni prijenos gena za rezistenciju na karbapeneme. Zbog ograni¢enja aparature,
dimenzija gela i karakteristika S1-PFGE metode nisu se mogli detektirati DNA fragmenti
manji od ~40 kb, pa postoji vjerojatnost da ovom metodom nisu detektirani neki manji
plazmidi. Analizirani izolati prikazivali su varijabilan plazmidni profil i po broju i po veli€ini
plazmida. Varijabilnost u profilu plazmida uo¢ena je u izolata istih klonskih kategorija
odredenih PFGE 1 MLST analizom. Varijabilnost plazmidnog profila cesto se opisuje i
posljedica je njihovog horizontalnog prijenosa i Cestih genskih preslagivanja koji nerijetko
rezultiraju promjenom njihove veli¢ine (25).

Na temelju rezultata dobivenih ovim istrazivanjem moze se konstatirati da se geni koji
kodiraju karbapenemaze nalaze na plazmidima. U 95% izolata, koji su rezistenciju na
karbapeneme ispoljavali proizvodnjom karbapenemaza, uspjesno je odreden njihov plazmidni

smjestaj. lako u preostalih 5% izolata nije bilo moguce utvrditi plazmidni smjestaj gena, zbog
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ograni¢enja S1-PFGE metode koja su ranije navedena, ne moze se sa sigurnos$cu iskljuciti
njihova plazmidna priroda. Geni koji kodiraju karbapenemaze nalazili su se samo na jednom
plazmidu iako je plazmidni profil vecine analiziranih izolata bio safinjen od jednog do Sest
plazmida.

Opcenito gledajudi, pregledom rezultata vidljivo je da se geni koji kodiraju
karbapenemaze nalaze na vrlo heterogenoj skupini plazmida neovisno o tome gledaju li se iz
aspekta veli¢ine ili skupine inkompatibilnosti. Velika varijabilnost utvrdena je medu
plazmidima na kojima su bili smjesteni geni koji kodiraju karbapenemaze KPC-2, VIM-1 i
NDM-1 dok su geni blapxa-4g redom detektirani na identi¢nim plazmidima veli¢ine ~60 kb
IncL/M skupine inkompatibilnosti. Geni blakpc-2 U gotovo svih analiziranih KPC-2-
producirajuéih izolata detektirani su na plazmidu IncFIIs. Usprkos tome, ove je plazmide
karakterizirala varijabilna veli¢ina koja se kretala u rasponu od ~160 - ~210 kb. Varijacija u
veli¢ini je vrlo vjerojatno posljedica ¢estih preslagivanja plazmidne DNA uzrokovane, u
velikom broju slucajeva, pokretnim genetickim elementima (25).

Do sada su u literaturi opisani plazmidi nekoliko razli¢itih skupina inkompatibilnosti
koji su detektirani u KPC-producirajuéih izolata K. pneumoniae klonskog tipa ST258. Medu
njima se najvise isticu IncF (FII i FIA), IncI2, IncX, IncA/C, IncR i ColE, koji uz blakpc nose
I gene za rezistenciju na ostale klase antibiotika (25). Medu navedenima, plazmidi iz skupine
IncF11 zasigurno su najdominantniji izvankromosomski elementi koji se dovode u vezu s
ovom karbapenemazom jer, vrlo vjerojatno, uz blakpc nose i gene koji pozitivno doprinose
epidemiolo$kom potencijalu Sirenja klona ST258 (25, 106). IncF plazmidi ¢ine kompleksnu 1
raznoliku skupinu plazmida koji su ograniceni na uzak krug bakterijskih vrsta (25).

Varijabilna veli¢ina plazmida na kojima su smjeSteni geni blayv-1 1 blanpm-1 (<50 -
~340 kb) posljedica je uo¢ene povezanosti ovih karbapenemaza s velikim brojem plazmida iz
razli¢itih skupina inkompatibilnosti. Gen blayv-1 detektiran je na plazmidima koji spadaju u
IncL/M i IncN skupinu inkompatibilnosti dok je blanpm-1 detektiran na plazmidima IncA/C,
IncL/M i IncR. Valja naglasiti da plazmidi veli¢ine ~180 i ~200 kb koji su detektirani u 75%
analiziranih VIM-1-producirajucih izolata E. cloacae nisu mogli biti tipizirani PBRT
metodom. lako su regije plazmida zaduzene za replikaciju evolucijski o¢uvane, vazno je
naglasiti da se PBRT metodom tipizacije plazmida ne mogu klasificirati svi plazmidi zbog
polimorfizama koji se znaju javljati u ovim regijama ili pak nisu ukljuceni u shemu tipizacije
koja je opisana u studiji Carattoli i suradnika (25, 101). Kako bi se detaljnije analizirali

spomenuti plazmidi potrebno je sekvencirati cijele plazmide §to je izvan dosega ovog rada.
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Veza gena blayu-1 i plazmida IncN i IncL/M skupine inkompatibilnosti davno je
opisana u literaturi, a rezultati ovog rada potvrduju i nadopunjuju ranije opise. Plazmidi
skupine inkompatibilnosti IncN su plazmidi velikog potencijala Sirenja i pronadeni su Sirokom
spektru vrsta enterobakterija (139). Plazmid IncN, veli¢ine ~50 kb, koji nosi gen blaym-1
opisan je u velikom broju VIM-1 izolata enterobakterija u Italiji (56). Plazmid istih
karakteristika prepoznat je kao epidemijski plazmid koji je odgovoran za Sirenje gena blaym-1
u Grékoj (56). Iako je uglavnom uocen u izolata K. pneumoniae, odgovoran je za Sirenje gena
blaym-1 U druge bakterijske vrste, poput E. cloacae i E. coli (140, 142, 214, 215). Povezanost
gena blayu-1 1 plazmida IncN opisana je i u VIM-1 izolata K. pneumoniae i E. cloacae u
Hrvatskoj, u sklopu studije Bedeni¢ i suradnika iz 2016. godine (150). Rezultati dobiveni u
ovom radu upucéuju na zakljucak da je prisutnost navedenog epidemijskog plazmida uocena i
u izolata prikupljenih na podruc¢ju Republike Hrvatske, u periodu koji obuhvac¢a 2011.12012.
godinu, no za razliku od Gr¢ke, uloga Sirenja ovog plazmida u diseminaciji gena blayyv-1 nije
bila znacajna.

Povezanost gena blayu.1 | plazmida IncL/M opisana je u izolata enterobakterija
rezistentnih na karbapeneme na podrucju republike Hrvatske u studiji Bedeni¢ i suradnika iz
2016. godine (150). Plazmidi IncL/M skupine inkompatibilnosti su konjugabilni, karakterizira
ih velik potencijal Sirenja medu razli¢itim vrstama enterobakterija 1 prepoznati su kao jedni od
najvaznijih plazmida odgovornih za Sirenje rezistencije na antibiotike medu klinicki
znacajnim bakterijskim vrstama iz porodice Enterobacteriaceae (95). Plazmidi IncL/M
skupine inkompatibilnosti su endemski plazmidi regije Mediterana, no s vremenom su se
prosirili u ostala podrucja svijeta i njihova prisutnost je poprimila globalan karakter (106).
Cesto istovremeno nose gene za rezistenciju na razli¢ite klase antibiotika, ukljucujuéi i gene
koji kodiraju karbapenemaze KPC, VIM, NDM i OXA-48 (95).

Rezultati tipizacije plazmida koji nose gen blanpm-1 u skladu su s dosadasnjim
literaturnim zapazanjima S obzirom da su sva tri detektirana tipa plazmida opisana u NDM-1-
producirajué¢ih enterobakterija (64). Povezanost gena blanpm-1 S plazmidima IncA/C skupine
inkompatibilnosti opisana je u Indiji kao primarnom rezervoaru NDM-1-produciraju¢ih
enterobakterija i zemljama u kojima su zabiljezeni slucajevi u pacijenata koji su prethodno
putovali na Indijski potkontinent (147). Prisutnost plazmida sve tri skupine inkompatibilnosti
u NDM-1 izolata enterobakterija opisana je i na podruc¢ju Republike Hrvatske. U sklopu
studije Bedenic¢ i suradnika iz 2016. uocena je povezanost gena blanpm-1 1 plazmida IncL/M i
IncA/C skupina inkompatibilnosti (150). Studija Kocsis i suradnika iz 2016. godine

provedena na izolatima K. pneumoniae i C. koseri, prikupljenih u periodu od 2009. — 2011.

159



godine opisuje gen blanpwm-1 U kontekstu IncR i IncA/C plazmida (187). lako plazmidi IncR
skupine inkompatibilnosti slove kao nekonjugabilni, u ovom radu horizontalni transfer je
uspjesno izvrSen. Smatra se da ovi plazmidi ipak imaju veliku vaznost u horizontalnom
Sirenju gena za rezistenciju jer su i1 u njih opisana razli¢ita preslagivanja DNA molekule i
rekombinacijski dogadaji koji su utjecali na njihov potencijal horizontalnog prijenosa (103).
Gen blagxa-ag U svim je OXA-48-produciraju¢im izolatima analiziranim u ovom radu
detektiran na plazmidima veli¢ine ~60 kb iz IncL/M skupine inkompatibilnosti. Ovaj plazmid
odgovoran je za globalno Sirenje gena blapxa-4g | redovito se opisuje u znanstvenim radovima
koji se bave epidemiologijom i Sirenjem enterobakterija koje proizvode karbapenemazu
OXA-48 (30, 31, 148, 151, 216). Za razliku od ostalih karbapenemaza, glavnu pokretacku silu
ne ¢ine epidemijski klonovi ve¢ se Sirenje oslanja na ,,difuziju” ovog epidemijskog plazmida
medu enterobakterijama. Veliki potencijal Sirenja doti¢nog plazmida zabiljeZen je i u ovom
radu. Horizontalni prijenos gena blapxa-4s konjugacijom bio je iznimno uspjesan i svi
analizirani OXA-48 izolati K. pneumoniae prenijeli su gen blapxa-4s U E. coli A15R. Za
razliku od ostalih IncL/M plazmida, transpozon Tn1999 koji sadrzi blapxa.4s, ugraden je u gen
tir koji kodira protein odgovoran za inhibiciju horizontalnog prijenosa plazmida. Zbog ovakve
insercije, gen tir postao je nefunkcionalan Sto je rezultiralo povecanjem frekvencije
horizontalnog prijenosa gena (217). U usporedbi s ostalim plazmidima IncL/M skupine
inkompatibilnosti, plazmid blapxa-ss IncL/M karakterizira 40 puta veca efikasnost
horizontalnog prijenosa (106). Prvi slu¢aj OXA-48 producirajuce K. pneumoniae i poéetna
faza Sirenja u Republici Hrvatskoj otkriveni su u sklopu ovog rada sredinom 2012 (32). U
daljnjih 6 mjeseci koje obuhvaca ovo istrazivanje prikupljeno je ukupno 12 izolata koje
karakterizira poliklonska genska pozadina kojom dominira K. pneumoniae klonskog tipa
ST16. Veliki potencijal Sirenja ovog plazmida ve¢ je tada bio primjetan jer je s istekom
istrazivanja ovaj plazmid identificiran u ukupno 5 klonskih tipova K. pneumoniae.
Horizontalni prijenos gena koji kodiraju karbapenemaze u E. coli A15R bio je
odgovoran za pojavu rezistencije na karbapeneme u transkonjugatima. Rezultati konjugacije
idu u prilog dosada$njim saznanjima koja prepoznaju plazmidnu prirodu karbapenemaza i
vaznost prijenosa rezistencije na karbapeneme horizontalnim putem (25, 56). lako je
proizvodnja karbapenemaza dosad prepoznata kao vrlo efikasan mehanizam rezistencije na
karbapeneme i u ovom je radu uoceno da je prisutnost dodatnih mehanizama rezistencije, uz
proizvodnju karbapenemaza, nuzna kako bi se ispoljila klini¢ki znacajna rezistencija (26, 72).
Varijabilna priroda rezistencije transkonjugata na karbapeneme proizlazi iz ¢injenice da E.

coli A15R ne posjeduje dodatne mehanizme rezistencije i preuzimanje gena koji kodira
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karbapenemazu horizontalnim putem nije dovoljno kako bi se ispoljila izrazena rezistencija na
karbapeneme.

Horizontalni prijenos gena koji kodiraju karbapenemaze, uz rezistenciju na
karbapeneme, uzrokovao je i prijenos rezistencije na ostale klase antibiotika, prvenstveno na
beta-laktame. Rezistencija na aminoglikozide i kombinaciju sulfonamida i trimetoprima
primijecena je u vecoj ili manjoj mjeri u svih transkonjugata osim onih koji su proizvodili
OXA-48. Rezistencija transkonjugata na ostale klase beta-laktama ne iznenaduje s obzirom da
karbapenemaze efikasno hidroliziraju peniciline, kombinaciju penicilina i inhibitora beta-
laktamaza te cefalosporine (36). Osjetljivost OXA-48-producirajucih transkonjugata E. coli
A15R na cefalosporine posljedica je vrlo specifi¢nog hidrolitiC¢kog profila karbapenemaze
OXA-48 koji ne ukljucuje ovu klasu beta-laktama (218).

Visestruko rezistentan fenotip koji je uocen kod analiziranih transkonjugata javlja se
kao posljedica zajednickog prijenosa vise razlicitih gena za rezistenciju na antibiotike koji se
nalaze na istom plazmidu. Uz gene koji kodiraju karbapenemaze KPC-2, VIM-1 i NDM-1,
plazmidi su prvenstveno nosili i gene koji kodiraju beta-laktamaze, aminoglikozid-
modificirajuée enzime i plazmidne varijante dihidropteroat sintaze. Visoka stopa vezanog
horizontalnog prijenosa gena aadAl i sull s genima koji kodiraju VIM-1 i NDM-1 ugestala je
pojava i posljedica je lokalizacije gena blayyv-1 U genskim kazetama integrona klase 1 §to je
veé opisano ranije u raspravi (72, 139, 166, 167). Specifi¢an rezistom OXA-48-producirajucih
transkonjugata E. coli A15R proizlazi iz karakteristi¢nih svojstava IncL/M plazmida koji nosi
gen blapxa-4s. Niti u jednom transkonjugatu, uz prijenos blapxa.ss nije zabiljezen kotransfer
drugih gena za rezistenciju na antibiotike. Spomenuto zapazanje proizlazi iz ¢injenice da ovaj
plazmid, uz blagxa-ag Ne nosi dodatne gene rezistencije na antibiotike (123, 217).

Iako su u vec¢ine plazmida koji nose gene za karbapenemaze detektirani i drugi geni za
rezistenciju, visestruko rezistentan fenotip uocen u klinickih izolata nije posljedica prisutnosti
samo jednog plazmida u bakterijskoj stanici, $to je narocito vidljivo u slu¢aju karbapenemaze
OXA-48. Horizontalni prijenos plazmida koji nose gene za karbapenemaze uzrokovao je
pojavu visestruko rezistentnog fenotipa E. coli A15R, no profil rezistencije transkonjugata
sadrzavao je uzi spektar antibiotika u usporedbi s donorskim izolatima. lako se geni koji
kodiraju karbapenemaze nalaze na plazmidima, njihov se plazmidni kontekst ne moze
promatrati na jednak na¢in. Raznolikost konjugativnih plazmida i lokalizacija gena blaym-1 i
blanpm-1 na integronima i ostalim pokretnim geneti¢kim elementima pojacava doseg
horizontalnog Sirenja u razli¢itim geografskim podruc¢jima i ukazuje na veliki rizik prijenosa

medu bakterijama istih ili razli¢itih vrsta.
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Rezultati karakterizacije plazmida rasvjetljavaju, barem nacelno, jedan od uzroka Koji
leze u pozadini poliklonskog Sirenja enterobakterija koje proizvode karbapenemaze. Sarolik
spektar plazmida na kojima su smjesteni geni koji kodiraju karbapenemaze, njihova
dinami¢na priroda koja nije vezana za bakterijski kromosom, mobilnost i potencijal
horizontalnog $irenja neminovno dovode do povecanja geneticke varijabilnosti
enterobakterija koje proizvode karbapenemaze. U isto vrijeme ne treba zanemariti svojevrsnu
spregu koja je vidljiva izmedu nekih plazmida i bakterijskih klonova. Takva sprega u ovom
radu uocena je kod VIM-1 izolata E. cloacae klonskih tipova ST92, ST105 i ST200, te blakpc.
» plazmida IncFlls skupine inkompatibilnosti i klonskog tipa ST258 K. pneumoniae. Velika
raznolikost u veli¢ini plazmida u izolata K. pneumoniae vrlo je vjerojatno posljedica
dinami¢nih dogadaja kroz koje ucestalo prolaze plazmidne DNA molekule, no njihova je
raznolikost u isto vrijeme i posljedica dotoka novih plazmida kroz sveprisutnu pojavu
horizontalnog prijenosa gena. Prisutnost gena blayu-1 i blaypm-1 na plazmidima IncN, IncA/C
i IncL/M velikog potencijala Sirenja uvelike moze utjecati na formiranje raznolikog
plazmidnog profila unutar bakterija monoklonskog porijekla. Specifi¢ni slucaj ¢ine plazmidi
blagxa-as IncL/M koji svoje globalno $irenje mogu zahvaliti velikom potencijalu
horizontalnog prijenosa. Na globalno Sirenje blaoxa-as moze se gledati kao na pandemiju
Sirenja promiskuitetne varijante plazmida IncL/M koju, u odredenoj mjeri, potpomaze Sirenje
visoko rizi¢nim epidemijskim klonovima enterobakterija. Plazmidi su bitan ¢imbenik koji
doprinosi sveprisutnom $irenju rezistencije na karbapeneme na globalnoj razini i nisu samo
pasivan element koji putuje valom globalnog Sirenja visoko rizi¢nih klonova enterobakterija
vec¢ su jedan od aktivnih pokretaca tsunamija rezistencije na antibiotike.

Rezultati istrazivanja provedeni u okviru ovog rada pruZili su uvid u prevalenciju 1
epidemiologiju enterobakterija smanjene osjetljivosti na karbapeneme na podrucju Republike
Hrvatske tijekom 2011. i 2012. godine. Istrazivanje je takoder rasvijetlilo mehanizme
rezistencije koji se nalaze u podlozi viSestruke rezistencije izolata enterobakterija smanjene
osjetljivosti na karbapeneme. Iako je detektirana prisutnost Cetiri klinicki najznacajnije
karbapenemaze (KPC-2, VIM-1, NDM-1 i OXA-48), smanjena osjetljivost na karbapeneme u
analiziranim klini¢kim izolatima enterobakterija bazirala se na mehanizmima koji ne
ukljucuju proizvodnju karbapenemaza $to je uglavnom rezultiralo rezistencijom na
ertapenem. ViSestruka rezistencija analiziranih izolata enterobakterija posljedica je prisutnosti
velikog broja razlicitih gena rezistencije na antibiotike koji su smjesteni na razliitim
plazmidima. Iako je Sirenje enterobakterija koje proizvode karbapenemaze poliklonsko, u

ovom je radu utvrdena sprega karbapenemaza i internacionalnih epidemijskih klonova
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enterobakterija ¢ime se uvelike povecava rizik od epidemijskog Sirenja rezistencije na
karbapeneme na podrucju Republike Hrvatske. Prisutnost rizi¢nih klonova enterobakterija i
smjestaj gena koji kodiraju karbapenemaze na ve¢ opisanim epidemijskim plazmidima
upucuju na to da ni podruc¢je Republike Hrvatske nije poStedeno trenda globalnog Sirenja
enterobakterija rezistentnih na karbapeneme. lako je u trenutku pisanja ovog rada vidljiv
znacajni vremenski odmak od perioda u kojem su prikupljeni analizirani izolati, rezultati ovog
istrazivanja daju jedinstveni uvid u mehanizme rezistencije, plazmidnu prirodu
karbapenemaza i molekularnu epidemiologiju enterobakterija otpornih na karbapeneme na
podrucju Republike Hrvatske tijekom 2011. i 2012. godine i mogu posluziti kao referentna

tocka u daljnjim istrazivanjima ove vrste.
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6. ZAKLJUCCI



Smanjena osjetljivost enterobakterija na karbapeneme, na podrucju Republike
Hrvatske, tijekom 2011. i 2012. godine nije bila dominantno posredovana
proizvodnjom karbapenemaza ve¢ mehanizama koji se temelje na sinergiji smanjene
propusnosti bakterijske stanice za karbapeneme i proizvodnje beta-laktamaza

prosirenog spektra.

Doseg rezistencije na karbapeneme ovisi o mehanizmu koji lezi u podlozi rezistencije.
Mehanizmi koji se temelje na smanjenoj propusnosti bakterijske stanice za
karbapeneme uglavnom uzrokuju smanjenu osjetljivost na ertapenem. Proizvodnja
karbapenemaza, uz smanjenu osjetljivost na ertapenem, uzrokuje znaéajno visu stopu

rezistencije na imipenem i meropenem.

ESBL fenotip, detektiran u analiziranih izolata, posljedica je proizvodnje beta-
laktamaze CTX-M-15. Statisticki znacajna povezanost proizvodnje CTX-M-15 i
smanjene osjetljivosti na ertapenem zamijecena je u izolata K. pneumoniae koji ne
proizvode karbapenemaze. Za razliku od K. pneumoniae, proizvodnja CTX-M-15u
izolata E. cloacae koji ne proizvode karbapenemaze nije pokazivala statisti¢ki

znacajnu povezanost.

Smanjena osjetljivost na karbapeneme koja se temelji na smanjenoj propusnosti
bakterijske stanice, u analiziranih je izolata bila povezana sa snizenom ekspresijom
gena koji kodiraju porinske kanale ompK35, odnosno ompC u vrste K. pneumoniae,

odnosno E. cloacae.

lako njihova proizvodnja nije bila dominantan mehanizam rezistencije na
karbapeneme medu enterobakterijama, u analiziranih je izolata zabiljezZena
proizvodnja svih klinicki najznacajnijih karbapenemaza — KPC-2, VIM-1, NDM-1, i
OXA-48

. ViSestruko rezistentan fenotip odlikovao je analizirane izolate neovisno o mehanizmu
rezistencije na karbapeneme i posljedica je prisutnosti velikog broja gena koji kodiraju

gene za rezistenciju na razlicite klase antibiotika.

Sojevi enterobakterija koji proizvode karbapenemaze nisu monoklonskog porijekla, a

njihova geneticka pozadina ovisi o prouc¢avanoj karbapenemazi i bakterijskoj vrsti.
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10.

11.

12.

13.

Sirenje karbapenemaze KPC-2 na podruéju Republike Hrvatske tijekom 2011. i 2012.
godine bilo je monoklonske prirode za koju je bio odgovoran klonski tip ST258 K.
pneumoniae. Sirenje karbapenemaza VIM-1, NDM-1 i OXA-48 bilo je poliklonske
prirode pri ¢emu je vidljiva sprega izmedu karbapenemaza i odredenih bakterijskih

klonova koji pokazuju povecani potencijal epidemijskog Sirenja.

U vrste K. pneumoniae, klonski tipovi ST15 i ST16 uglavnom su bili odgovorni za
Sirenje karbapenemaza VIM-1, NDM-1 i OXA-48. U vrste E. cloacae glavni pokretaci
sirenja karbapenemaze VIM-1 bili su klonski tipovi ST92, ST105 i ST200.

Klonsku strukturu enterobakterija koje ne proizvode karbapenemaze potrebno je
razmatrati na razini bakterijske vrste. 1znimno niska genska raznolikost izolata K.
pneumoniae posljedica je uspjesnog Sirenja klonskog tipa ST437. 1zolate E. cloacae

koji ne proizvode karbapenemaze karakterizira izrazita poliklonalnost.

Geni koji kodiraju karbapenemaze smjesteni su na plazmidima, a horizontalni prijenos
ovih gena odgovoran je za prijenos visestruke rezistencije i varijabilne rezistencije na

karbapeneme.

Geni koji kodiraju karbapenemaze KPC-2, VIM-1, NDM-1 nalaze se na plazmidima
koji nose i gene rezistencije na ostale klase antibiotika, poglavito aminoglikozide i
sulfonamide. Gen koji kodira karbapenemazu OXA-48 smjesten je na plazmidu koji

ne posjeduje dodatne gene rezistencije.

Poliklonska pozadina proizvodnje karbapenemaza posljedica je smjestaja gena koji
kodiraju karbapenemaze na razli¢itim plazmidima velikog potencijala Sirenja medu
enterobakterijama iste ili razli¢itih vrsta. Gen blakpc.2 identificiran je na FllIs, blanpm-1
na IncA/C, IncL/M i IncR, blayu-1 na IncN i IncL/M dok je blapxa-4s detektiran na

epidemijskom IncL/M plazmidu veli¢ine ~60 kb.

166



POPIS LITERATURE



10.

11.

12.

13.

14.

Thomson JM, Bonomo RA. 2005. The threat of antibiotic resistance in Gram-negative
pathogenic bacteria: beta-lactams in peril! Curr Opin Microbiol. 8:518-24.

Hawkey PM, Jones AM. 2009. The changing epidemiology of resistance. J
Antimicrob Chemother. 64 Suppl 1:i3-10.

Nicasio AM, Kuti JL, Nicolau DP. 2008. The current state of multidrug-resistant
gram-negative bacilli in North America. Pharmacotherapy. 28:235-49.

Grundmann H, Livermore DM, Giske CG, Canton R, Rossolini GM, Campos J,
Vatopoulos A, Gniadkowski M, Toth A, Pfeifer Y, Jarlier VV, Carmeli Y. 2010.
Carbapenem-non-susceptible Enterobacteriaceae in Europe: conclusions from a
meeting of national experts. Euro Surveill. 15.

Murray PR, Rosenthal KS, Pfaller MA. 2013. Medical microbiology. 7th Edition ed.
Elsevier/Saunders. Philadelphia

Murray PR, Baron EJ. 2007. Manual of clinical microbiology. 9th ed. ASM Press.
Washington, D.C.

Tambi¢ Andrasevi¢ A, Tambi¢ T. 2016. Rezistencija bakterijskih izolata u 2015.
godini. Osjetljivost i rezistencija bakterija na antibiotike u Republici Hrvatskoj u 2015.
godini. Akademija medicinskih znanosti Hrvatske, Zagreb

Livermore DM. 2012. Current epidemiology and growing resistance of gram-negative
pathogens. Korean J Intern Med. 27:128-42.

Canton R, Coque TM, Baquero F. 2003. Multi-resistant Gram-negative bacilli: from
epidemics to endemics. Curr Opin Infect Dis. 16:315-25.

Wax RG. 2008. Bacterial resistance to antimicrobials. 2nd ed. CRC Press. Boca
Raton

Papp-Wallace KM, Endimiani A, Taracila MA, Bonomo RA. 2011. Carbapenems:
past, present, and future. Antimicrob Agents Chemother. 55:4943-60.

Tangden T, Giske CG. 2015. Global dissemination of extensively drug-resistant
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae: clinical perspectives on detection,
treatment and infection control. J Intern Med. 277:501-12.

Rapp RP, Urban C. 2012. Klebsiella pneumoniae carbapenemases in
Enterobacteriaceae: history, evolution, and microbiology concerns. Pharmacotherapy.
32:399-407.

Paterson DL, Bonomo RA. 2005. Extended-spectrum beta-lactamases: a clinical
update. Clin Microbiol Rev. 18:657-86.

168



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

lovleva A, Doi Y. 2017. Carbapenem-Resistant Enterobacteriaceae. Clin Lab Med.
37:303-315.

Pfeifer Y, Cullik A, Witte W. 2010. Resistance to cephalosporins and carbapenems in
Gram-negative bacterial pathogens. Int J Med Microbiol. 300:371-9.

Jacoby GA. 2009. AmpC beta-lactamases. Clin Microbiol Rev. 22:161-82, Table of
Contents.

Brun-Buisson C, Legrand P, Philippon A, Montravers F, Ansquer M, Duval J. 1987.
Transferable enzymatic resistance to third-generation cephalosporins during
nosocomial outbreak of multiresistant Klebsiella pneumoniae. Lancet. 2:302-6.
Jacoby GA. 1997. Extended-spectrum beta-lactamases and other enzymes providing
resistance to oxyimino-beta-lactams. Infect Dis Clin North Am. 11:875-87.

Paterson DL. 2006. Resistance in gram-negative bacteria: Enterobacteriaceae. AmJ
Med. 119:S20-8; discussion S62-70.

Pitout JD. 2008. Multiresistant Enterobacteriaceae: new threat of an old problem.
Expert Rev Anti Infect Ther. 6:657-69.

Watanabe M, lyobe S, Inoue M, Mitsuhashi S. 1991. Transferable imipenem
resistance in Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother. 35:147-51.
Logan LK, Weinstein RA. 2017. The Epidemiology of Carbapenem-Resistant
Enterobacteriaceae: The Impact and Evolution of a Global Menace. J Infect Dis.
215:528-S36.

Queenan AM, Bush K. 2007. Carbapenemases: the versatile beta-lactamases. Clin
Microbiol Rev. 20:440-58, table of contents.

Mathers AJ, Peirano G, Pitout JD. 2015. The role of epidemic resistance plasmids and
international high-risk clones in the spread of multidrug-resistant Enterobacteriaceae.
Clin Microbiol Rev. 28:565-91.

Pitout JD, Nordmann P, Poirel L. 2015. Carbapenemase-Producing Klebsiella
pneumoniae, a Key Pathogen Set for Global Nosocomial Dominance. Antimicrob
Agents Chemother. 59:5873-84.

Bedenic B, Mazzariol A, Plecko V, Bosnjak Z, Barl P, Vranes J, Cornaglia G. 2012.
First report of KPC-producing Klebsiella pneumoniae in Croatia. J Chemother.
24:237-9.

Jelic M, Butic 1, Plecko V, Cipris 1, Jajic I, Bejuk D, Koscak I, Marinkovic S, Pal MP,
Andrasevic AT. 2016. KPC-Producing Klebsiella pneumoniae Isolates in Croatia: A
Nationwide Survey. Microb Drug Resist. 22:662-667.

169



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Novak A, Goic-Barisic I, Andrasevic AT, Butic I, Radic M, Jelic M, Rubic Z, Tonkic
M. 2014. Monoclonal outbreak of VIM-1-carbapenemase-producing Enterobacter
cloacae in intensive care unit, University Hospital Centre Split, Croatia. Microb Drug
Resist. 20:399-403.

Potron A, Poirel L, Rondinaud E, Nordmann P. 2013. Intercontinental spread of OXA-
48 beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae over a 11-year period, 2001 to 2011.
Euro Surveill. 18.

Kocsis E, Savio C, Piccoli M, Cornaglia G, Mazzariol A. 2013. Klebsiella
pneumoniae harbouring OXA-48 carbapenemase in a Libyan refugee in Italy. Clin
Microbiol Infect. 19:E409-11.

Jelic M, Skrlin J, Bejuk D, Koscak I, Butic I, Guzvinec M, Tambic-Andrasevic A.
2017. Characterization of Isolates Associated with Emergence of OXA-48-Producing
Klebsiella pneumoniae in Croatia. Microb Drug Resist.

Mazzariol A, Bosnjak Z, Ballarini P, Budimir A, Bedenic B, Kalenic S, Cornaglia G.
2012. NDM-1-producing Klebsiella pneumoniae, Croatia. Emerg Infect Dis. 18:532-4.
Nicolau DP. 2008. Carbapenems: a potent class of antibiotics. Expert Opin
Pharmacother. 9:23-37.

El-Gamal MI, Brahim I, Hisham N, Aladdin R, Mohammed H, Bahaaeldin A. 2017.
Recent updates of carbapenem antibiotics. Eur J Med Chem. 131:185-195.
Martinez-Martinez L, Gonzalez-Lopez JJ. 2014. Carbapenemases in
Enterobacteriaceae: types and molecular epidemiology. Enferm Infecc Microbiol Clin.
32 Suppl 4:4-9.

Morrill HJ, Pogue JM, Kaye KS, LaPlante KL. 2015. Treatment Options for
Carbapenem-Resistant Enterobacteriaceae Infections. Open Forum Infect Dis.
2:0fv050.

Martinez-Martinez L. 2008. Extended-spectrum beta-lactamases and the permeability
barrier. Clin Microbiol Infect. 14 Suppl 1:82-9.

Hong JH, Clancy CJ, Cheng S, Shields RK, Chen L, Doi Y, Zhao Y, Perlin DS,
Kreiswirth BN, Nguyen MH. 2013. Characterization of porin expression in Klebsiella
pneumoniae Carbapenemase (KPC)-producing K. pneumoniae identifies isolates most
susceptible to the combination of colistin and carbapenems. Antimicrob Agents
Chemother. 57:2147-53.

170



40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49,

50.

Doumith M, Ellington MJ, Livermore DM, Woodford N. 2009. Molecular
mechanisms disrupting porin expression in ertapenem-resistant Klebsiella and
Enterobacter spp. clinical isolates from the UK. J Antimicrob Chemother. 63:659-67.
Yang FC, Yan JJ, Hung KH, Wu JJ. 2012. Characterization of ertapenem-resistant
Enterobacter cloacae in a Taiwanese university hospital. J Clin Microbiol. 50:223-6.
Wozniak A, Villagra NA, Undabarrena A, Gallardo N, Keller N, Moraga M, Roman
JC, Mora GC, Garcia P. 2012. Porin alterations present in non-carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae with high and intermediate levels of carbapenem
resistance in Chile. J Med Microbiol. 61:1270-9.

Bialek-Davenet S, Lavigne JP, Guyot K, Mayer N, Tournebize R, Brisse S, Leflon-
Guibout V, Nicolas-Chanoine MH. 2015. Differential contribution of AcrAB and
OqgxAB efflux pumps to multidrug resistance and virulence in Klebsiella pneumoniae.
J Antimicrob Chemother. 70:81-8.

Padilla E, Llobet E, Domenech-Sanchez A, Martinez-Martinez L, Bengoechea JA,
Alberti S. 2010. Klebsiella pneumoniae AcrAB efflux pump contributes to
antimicrobial resistance and virulence. Antimicrob Agents Chemother. 54:177-83.
Perez A, Canle D, Latasa C, Poza M, Beceiro A, Tomas Mdel M, Fernandez A, Mallo
S, Perez S, Molina F, Villanueva R, Lasa I, Bou G. 2007. Cloning, nucleotide
sequencing, and analysis of the AcrAB-TolC efflux pump of Enterobacter cloacae
and determination of its involvement in antibiotic resistance in a clinical isolate.
Antimicrob Agents Chemother. 51:3247-53.

Du D, Wang Z, James NR, Voss JE, Klimont E, Ohene-Agyei T, Venter H, Chiu W,
Luisi BF. 2014. Structure of the AcrAB-TolC multidrug efflux pump. Nature.
509:512-5.

Mayers DL, Lerner SA, Ouellette M, Sobel JD. 2009. Antimicrobial drug resistance.
Infectious diseaseHumana Press. Totowa, N.J.

Bonnet R. 2004. Growing group of extended-spectrum beta-lactamases: the CTX-M
enzymes. Antimicrob Agents Chemother. 48:1-14.

Perez-Perez FJ, Hanson ND. 2002. Detection of plasmid-mediated AmpC beta-
lactamase genes in clinical isolates by using multiplex PCR. J Clin Microbiol.
40:2153-62.

Martinez-Martinez L, Pascual A, Conejo Mdel C, Garcia I, Joyanes P, Domenech-
Sanchez A, Benedi VJ. 2002. Energy-dependent accumulation of norfloxacin and
porin expression in clinical isolates of Klebsiella pneumoniae and relationship to

171



51.

52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

extended-spectrum beta-lactamase production. Antimicrob Agents Chemother.
46:3926-32.

Oteo J, Miro E, Perez-Vazquez M, Navarro F. 2014. Evolution of carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae at the global and national level: what should be
expected in the future? Enferm Infecc Microbiol Clin. 32 Suppl 4:17-23.
Narayanan N, Johnson L, MacDougall C. 2016. Beyond Susceptible and Resistant,
Part 111: Treatment of Infections due to Gram-Negative Organisms Producing
Carbapenemases. J Pediatr Pharmacol Ther. 21:110-9.

Struelens MJ, Monnet DL, Magiorakos AP, Santos O'Connor F, Giesecke J. 2010.
New Delhi metallo-beta-lactamase 1-producing Enterobacteriaceae: emergence and
response in Europe. Euro Surveill. 15.

Nordmann P, Poirel L. 2014. The difficult-to-control spread of carbapenemase
producers among Enterobacteriaceae worldwide. Clin Microbiol Infect. 20:821-30.
Lopez-Cerero L, Almirante B. 2014. Epidemiology of infections caused by
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae: reservoirs and transmission
mechanisms. Enferm Infecc Microbiol Clin. 32 Suppl 4:10-6.

Carattoli A. 2013. Plasmids and the spread of resistance. Int J Med Microbiol.
303:298-304.

Nordmann P, Poirel L, Carrer A, Toleman MA, Walsh TR. 2011. How to detect
NDM-1 producers. J Clin Microbiol. 49:718-21.

Miriagou V, Cornaglia G, Edelstein M, Galani I, Giske CG, Gniadkowski M,
Malamou-Lada E, Martinez-Martinez L, Navarro F, Nordmann P, Peixe L, Pournaras
S, Rossolini GM, Tsakris A, Vatopoulos A, Canton R. 2010. Acquired
carbapenemases in Gram-negative bacterial pathogens: detection and surveillance
issues. Clin Microbiol Infect. 16:112-22.

Philippon A, Slama P, Deny P, Labia R. 2016. A Structure-Based Classification of
Class A beta-Lactamases, a Broadly Diverse Family of Enzymes. Clin Microbiol Rev.
29:29-57.

Bush K, Jacoby GA. 2010. Updated functional classification of beta-lactamases.
Antimicrob Agents Chemother. 54:969-76.

Walsh TR, Toleman MA, Poirel L, Nordmann P. 2005. Metallo-beta-lactamases: the
quiet before the storm? Clin Microbiol Rev. 18:306-25.

Walther-Rasmussen J, Hoiby N. 2007. Class A carbapenemases. J Antimicrob
Chemother. 60:470-82.

172



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Glasner C, Albiger B, Buist G, Tambic Andrasevic A, Canton R, Carmeli Y, Friedrich
AW, Giske CG, Glupczynski Y, Gniadkowski M, Livermore DM, Nordmann P, Poirel
L, Rossolini GM, Seifert H, Vatopoulos A, Walsh T, Woodford N, Donker T, Monnet
DL, Grundmann H. 2013. Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae in Europe: a
survey among national experts from 39 countries, February 2013. Euro Surveill. 18.
Khan AU, Maryam L, Zarrilli R. 2017. Structure, Genetics and Worldwide Spread of
New Delhi Metallo-beta-lactamase (NDM): a threat to public health. BMC Microbiol.
17:101.

Poirel L, Potron A, Nordmann P. 2012. OXA-48-like carbapenemases: the phantom
menace. J Antimicrob Chemother. 67:1597-606.

Bialvaei AZ, Kafil HS, Asgharzadeh M, Yousef Memar M, Yousefi M. 2016. Current
methods for the identification of carbapenemases. J Chemother. 28:1-19.

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Guidelines
for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or
epidemiological importance (version 1.0). 2013

Canton R, Canut A, Morosini MlI, Oliver A. 2014. Breakpoints for carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae: is the problem solved? Enferm Infecc Microbiol Clin.
32 Suppl 4:33-40.

Grundmann H, Hori S, Tanner G. 2001. Determining confidence intervals when
measuring genetic diversity and the discriminatory abilities of typing methods for
microorganisms. J Clin Microbiol. 39:4190-2.

Nordmann P, Naas T, Poirel L. 2011. Global spread of Carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae. Emerg Infect Dis. 17:1791-8.

Gillings M, Boucher Y, Labbate M, Holmes A, Krishnan S, Holley M, Stokes HW.
2008. The evolution of class 1 integrons and the rise of antibiotic resistance. J
Bacteriol. 190:5095-100.

Ikonomidis A, Tokatlidou D, Kristo I, Sofianou D, Tsakris A, Mantzana P, Pournaras
S, Maniatis AN. 2005. Outbreaks in distinct regions due to a single Klebsiella
pneumoniae clone carrying a bla VIM-1 metallo-{beta}-lactamase gene. J Clin
Microbiol. 43:5344-7.

Diene SM, Rolain JM. 2014. Carbapenemase genes and genetic platforms in Gram-
negative bacilli: Enterobacteriaceae, Pseudomonas and Acinetobacter species. Clin
Microbiol Infect. 20:831-8.

173



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Pitout JD, Laupland KB. 2008. Extended-spectrum beta-lactamase-producing
Enterobacteriaceae: an emerging public-health concern. Lancet Infect Dis. 8:159-66.
Magiorakos AP, Srinivasan A, Carey RB, Carmeli Y, Falagas ME, Giske CG,
Harbarth S, Hindler JF, Kahlmeter G, Olsson-Liljequist B, Paterson DL, Rice LB,
Stelling J, Struelens MJ, Vatopoulos A, Weber JT, Monnet DL. 2012. Multidrug-
resistant, extensively drug-resistant and pandrug-resistant bacteria: an international
expert proposal for interim standard definitions for acquired resistance. Clin Microbiol
Infect. 18:268-81.

Schultsz C, Geerlings S. 2012. Plasmid-mediated resistance in Enterobacteriaceae:
changing landscape and implications for therapy. Drugs. 72:1-16.
Fernandez-Martinez M, Miro E, Ortega A, Bou G, Gonzalez-Lopez JJ, Oliver A,
Pascual A, Cercenado E, Oteo J, Martinez-Martinez L, Navarro F. 2015. Molecular
identification of aminoglycoside-modifying enzymes in clinical isolates of
Escherichia coli resistant to amoxicillin/clavulanic acid isolated in Spain. Int J
Antimicrob Agents. 46:157-63.

Ramirez MS, Tolmasky ME. 2010. Aminoglycoside modifying enzymes. Drug Resist
Updat. 13:151-71.

Livermore DM, Mushtaq S, Warner M, Zhang JC, Maharjan S, Doumith M,
Woodford N. 2011. Activity of aminoglycosides, including ACHN-490, against
carbapenem-resistant Enterobacteriaceae isolates. J Antimicrob Chemother. 66:48-53.
Doi Y, Wachino J, Arakawa Y. 2008. Nomenclature of plasmid-mediated 16S rRNA
methylases responsible for panaminoglycoside resistance. Antimicrob Agents
Chemother. 52:2287-8.

Chopra I, Roberts M. 2001. Tetracycline antibiotics: mode of action, applications,
molecular biology, and epidemiology of bacterial resistance. Microbiol Mol Biol Rev.
65:232-60 ; second page, table of contents.

Fluit AC, Florijn A, Verhoef J, Milatovic D. 2005. Presence of tetracycline resistance
determinants and susceptibility to tigecycline and minocycline. Antimicrob Agents
Chemother. 49:1636-8.

Strahilevitz J, Jacoby GA, Hooper DC, Robicsek A. 2009. Plasmid-mediated
quinolone resistance: a multifaceted threat. Clin Microbiol Rev. 22:664-89.

Schwarz S, Kehrenberg C, Doublet B, Cloeckaert A. 2004. Molecular basis of
bacterial resistance to chloramphenicol and florfenicol. FEMS Microbiol Rev. 28:519-
42,

174



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.
97.

Dijkshoorn L, Ursing BM, Ursing JB. 2000. Strain, clone and species: comments on
three basic concepts of bacteriology. J Med Microbiol. 49:397-401.

Spratt BG. 2004. Exploring the concept of clonality in bacteria. Methods Mol Biol.
266:323-52.

Woodford N, Turton JF, Livermore DM. 2011. Multiresistant Gram-negative bacteria:
the role of high-risk clones in the dissemination of antibiotic resistance. FEMS
Microbiol Rev. 35:736-55.

Tenover FC, Arbeit RD, Goering RV, Mickelsen PA, Murray BE, Persing DH,
Swaminathan B. 1995. Interpreting chromosomal DNA restriction patterns produced
by pulsed-field gel electrophoresis: criteria for bacterial strain typing. J Clin
Microbiol. 33:2233-9.

Sullivan CB, Diggle MA, Clarke SC. 2005. Multilocus sequence typing: Data analysis
in clinical microbiology and public health. Mol Biotechnol. 29:245-54.

Tenover FC. 2007. Rapid detection and identification of bacterial pathogens using
novel molecular technologies: infection control and beyond. Clin Infect Dis. 44:418-
23.

Baquero F, Tedim AP, Coque TM. 2013. Antibiotic resistance shaping multi-level
population biology of bacteria. Front Microbiol. 4:15.

Miyoshi-Akiyama T, Hayakawa K, Ohmagari N, Shimojima M, Kirikae T. 2013.
Multilocus sequence typing (MLST) for characterization of Enterobacter cloacae.
PLoS One. 8:e66358.

Izdebski R, Baraniak A, Herda M, Fiett J, Bonten MJ, Carmeli Y, Goossens H,
Hryniewicz W, Brun-Buisson C, Gniadkowski M. 2015. MLST reveals potentially
high-risk international clones of Enterobacter cloacae. J Antimicrob Chemother.
70:48-56.

Wyres KL, Holt KE. 2016. Klebsiella pneumoniae Population Genomics and
Antimicrobial-Resistant Clones. Trends Microbiol. 24:944-956.

Adamczuk M, Zaleski P, Dziewit L, Wolinowska R, Nieckarz M, Wawrzyniak P,
Kieryl P, Plucienniczak A, Bartosik D. 2015. Diversity and Global Distribution of
IncL/M Plasmids Enabling Horizontal Dissemination of beta-Lactam Resistance
Genes among the Enterobacteriaceae. Biomed Res Int. 2015:414681.

Nordstrom K. 2006. Plasmid R1--replication and its control. Plasmid. 55:1-26.
Novick RP. 1987. Plasmid incompatibility. Microbiol Rev. 51:381-95.

175



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Carattoli A, Seiffert SN, Schwendener S, Perreten V, Endimiani A. 2015.
Differentiation of IncL and IncM Plasmids Associated with the Spread of Clinically
Relevant Antimicrobial Resistance. PLoS One. 10:e0123063.

Villa L, Garcia-Fernandez A, Fortini D, Carattoli A. 2010. Replicon sequence typing
of IncF plasmids carrying virulence and resistance determinants. J Antimicrob
Chemother. 65:2518-29.

Thomas CM, Nielsen KM. 2005. Mechanisms of, and barriers to, horizontal gene
transfer between bacteria. Nat Rev Microbiol. 3:711-21.

Carattoli A, Bertini A, Villa L, Falbo V, Hopkins KL, Threlfall EJ. 2005.
Identification of plasmids by PCR-based replicon typing. J Microbiol Methods.
63:219-28.

Chen L, Mathema B, Chavda KD, DeLeo FR, Bonomo RA, Kreiswirth BN. 2014.
Carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae: molecular and genetic decoding.
Trends Microbiol. 22:686-96.

Gamal D, Fernandez-Martinez M, Salem D, El-Defrawy I, Montes LA, Ocampo-Sosa
AA, Martinez-Martinez L. 2016. Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae isolates
from Egypt containing blanpm-1 on IncR plasmids and its association with rmtF. Int J
Infect Dis. 43:17-20.

Colinon C, Miriagou V, Carattoli A, Luzzaro F, Rossolini GM. 2007. Characterization
of the IncA/C plasmid pCC416 encoding VIM-4 and CMY -4 beta-lactamases. J
Antimicrob Chemother. 60:258-62.

Carattoli A. 2009. Resistance plasmid families in Enterobacteriaceae. Antimicrob
Agents Chemother. 53:2227-38.

Potter RF, D'Souza AW, Dantas G. 2016. The rapid spread of carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae. Drug Resist Updat. 29:30-46.

Livermore DM. 2003. Bacterial resistance: origins, epidemiology, and impact. Clin
Infect Dis. 36:S11-23.

Revathi G, Siu LK, Lu PL, Huang LY. 2013. First report of NDM-1-producing
Acinetobacter baumannii in East Africa. IntJ Infect Dis. 17:e1255-8.

Poirel L, Heritier C, Tolun V, Nordmann P. 2004. Emergence of oxacillinase-
mediated resistance to imipenem in Klebsiella pneumoniae. Antimicrob Agents
Chemother. 48:15-22.

Saladin M, Cao VT, Lambert T, Donay JL, Herrmann JL, Ould-Hocine Z, Verdet C,
Delisle F, Philippon A, Arlet G. 2002. Diversity of CTX-M beta-lactamases and their

176



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

promoter regions from Enterobacteriaceae isolated in three Parisian hospitals. FEMS
Microbiol Lett. 209:161-8.

Robicsek A, Strahilevitz J, Sahm DF, Jacoby GA, Hooper DC. 2006. gnr prevalence in
ceftazidime-resistant Enterobacteriaceae isolates from the United States. Antimicrob
Agents Chemother. 50:2872-4.

Saenz Y, Brinas L, Dominguez E, Ruiz J, Zarazaga M, Vila J, Torres C. 2004.
Mechanisms of resistance in multiple-antibiotic-resistant Escherichia coli strains of
human, animal, and food origins. Antimicrob Agents Chemother. 48:3996-4001.
Park CH, Robicsek A, Jacoby GA, Sahm D, Hooper DC. 2006. Prevalence in the
United States of aac(6')-1b-cr encoding a ciprofloxacin-modifying enzyme.
Antimicrob Agents Chemother. 50:3953-5.

Fritsche TR, Castanheira M, Miller GH, Jones RN, Armstrong ES. 2008. Detection of
methyltransferases conferring high-level resistance to aminoglycosides in
enterobacteriaceae from Europe, North America, and Latin America. Antimicrob
Agents Chemother. 52:1843-5.

Clermont O, Bonacorsi S, Bingen E. 2000. Rapid and simple determination of the
Escherichia coli phylogenetic group. Appl Environ Microbiol. 66:4555-8.

Mosca A, Miragliotta L, Del Prete R, Tzakis G, Dalfino L, Bruno F, Pagani L,
Migliavacca R, Piazza A, Miragliotta G. 2013. Rapid and sensitive detection of bla
kpc gene in clinical isolates of Klebsiella pneumoniae by a molecular real-time assay.
Springerplus. 2:31.

Bradford PA, Bratu S, Urban C, Visalli M, Mariano N, Landman D, Rahal JJ, Brooks
S, Cebular S, Quale J. 2004. Emergence of carbapenem-resistant Klebsiella species
possessing the class A carbapenem-hydrolyzing KPC-2 and inhibitor-resistant TEM-
30 beta-lactamases in New York City. Clin Infect Dis. 39:55-60.

Diancourt L, Passet V, Verhoef J, Grimont PA, Brisse S. 2005. Multilocus sequence
typing of Klebsiella pneumoniae nosocomial isolates. J Clin Microbiol. 43:4178-82.
Brisse S, Fevre C, Passet V, Issenhuth-Jeanjean S, Tournebize R, Diancourt L,
Grimont P. 2009. Virulent clones of Klebsiella pneumoniae: identification and
evolutionary scenario based on genomic and phenotypic characterization. PLoS One.
4:€4982.

Landman D, Bratu S, Quale J. 2009. Contribution of OmpK36 to carbapenem
susceptibility in KPC-producing Klebsiella pneumoniae. J Med Microbiol. 58:1303-8.

177



121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

Szabo D, Silveira F, Hujer AM, Bonomo RA, Hujer KM, Marsh JW, Bethel CR, Doi
Y, Deeley K, Paterson DL. 2006. Outer membrane protein changes and efflux pump
expression together may confer resistance to ertapenem in Enterobacter cloacae.
Antimicrob Agents Chemother. 50:2833-5.

Garcia-Fernandez A, Fortini D, Veldman K, Mevius D, Carattoli A. 2009.
Characterization of plasmids harbouring gnrS1, gnrB2 and gnrB19 genes in
Salmonella. J Antimicrob Chemother. 63:274-81.

Poirel L, Bonnin RA, Nordmann P. 2012. Genetic features of the widespread plasmid
coding for the carbapenemase OXA-48. Antimicrob Agents Chemother. 56:559-62.
Jiang X, Zhang Z, Li M, Zhou D, Ruan F, Lu Y. 2006. Detection of extended-
spectrum beta-lactamases in clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob
Agents Chemother. 50:2990-5.

Mirelis B, Rivera A, Miro E, Mesa RJ, Navarro F, Coll P. 2006. A simple phenotypic
method for differentiation between acquired and chromosomal AmpC beta-lactamases
in Escherichia coli. Enferm Infecc Microbiol Clin. 24:370-2.

Galani I, Rekatsina PD, Hatzaki D, Plachouras D, Souli M, Giamarellou H. 2008.
Evaluation of different laboratory tests for the detection of metallo-beta-lactamase
production in Enterobacteriaceae. J Antimicrob Chemother. 61:548-53.

Shin KS, Son BR, Hong SB, Kim J. 2008. Dipicolinic acid-based disk methods for
detection of metallo-beta-lactamase-producing Pseudomonas spp. and Acinetobacter
spp. Diagn Microbiol Infect Dis. 62:102-5.

Doi Y, Potoski BA, Adams-Haduch JM, Sidjabat HE, Pasculle AW, Paterson DL.
2008. Simple disk-based method for detection of Klebsiella pneumoniae
carbapenemase-type beta-lactamase by use of a boronic acid compound. J Clin
Microbiol. 46:4083-6.

Kitchel B, Rasheed JK, Patel JB, Srinivasan A, Navon-Venezia S, Carmeli Y, Brolund
A, Giske CG. 2009. Molecular epidemiology of KPC-producing Klebsiella
pneumoniae isolates in the United States: clonal expansion of multilocus sequence
type 258. Antimicrob Agents Chemother. 53:3365-70.

Han H, Zhou H, LiH, Gao Y, Lu Z, Hu K, Xu B. 2013. Optimization of pulse-field
gel electrophoresis for subtyping of Klebsiella pneumoniae. Int J Environ Res Public
Health. 10:2720-31.

178



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

Spratt BG, Hanage WP, Li B, Aanensen DM, Feil EJ. 2004. Displaying the relatedness
among isolates of bacterial species -- the eBURST approach. FEMS Microbiol Lett.
241:129-34.

Casali N, Preston A. 2003. E. coli plasmid vectors : methods and applications.
Methods in molecular biologyHumana Press. Totowa, N.J.

Barton BM, Harding GP, Zuccarelli AJ. 1995. A general method for detecting and
sizing large plasmids. Anal Biochem. 226:235-40.

Sirichote P, Hasman H, Pulsrikarn C, Schonheyder HC, Samulioniene J,
Pornruangmong S, Bangtrakulnonth A, Aarestrup FM, Hendriksen RS. 2010.
Molecular characterization of extended-spectrum cephalosporinase-producing
Salmonella enterica serovar Choleraesuis isolates from patients in Thailand and
Denmark. J Clin Microbiol. 48:883-8.

Villa J, Viedma E, Branas P, Orellana MA, Otero JR, Chaves F. 2014. Multiclonal
spread of VIM-1-producing Enterobacter cloacae isolates associated with In624 and
In488 integrons located in an IncHI2 plasmid. Int J Antimicrob Agents. 43:451-5.
Falcone M, Mezzatesta ML, Perilli M, Forcella C, Giordano A, Cafiso V, Amicosante
G, Stefani S, Venditti M. 2009. Infections with VIM-1 metallo-beta-lactamase-
producing Enterobacter cloacae and their correlation with clinical outcome. J Clin
Microbiol. 47:3514-9.

Voulgari E, Gartzonika C, Vrioni G, Politi L, Priavali E, Levidiotou-Stefanou S,
Tsakris A. 2014. The Balkan region: NDM-1-producing Klebsiella pneumoniae ST11
clonal strain causing outbreaks in Greece. J Antimicrob Chemother. 69:2091-7.
Chung HS, Yong D, Lee M. 2016. Mechanisms of ertapenem resistance in
Enterobacteriaceae isolates in a tertiary university hospital. J Investig Med. 64:1042-9.
Tato M, Coque TM, Ruiz-Garbajosa P, Pintado V, Cobo J, Sader HS, Jones RN,
Baquero F, Canton R. 2007. Complex clonal and plasmid epidemiology in the first
outbreak of Enterobacteriaceae infection involving VIM-1 metallo-beta-lactamase in
Spain: toward endemicity? Clin Infect Dis. 45:1171-8.

Loli A, Tzouvelekis LS, Tzelepi E, Carattoli A, Vatopoulos AC, Tassios PT, Miriagou
V. 2006. Sources of diversity of carbapenem resistance levels in Klebsiella
pneumoniae carrying blaVIM-1. J Antimicrob Chemother. 58:669-72.

Galani I, Souli M, Chryssouli Z, Orlandou K, Giamarellou H. 2005. Characterization
of a new integron containing bla(VIM-1) and aac(6')-1lc in an Enterobacter cloacae
clinical isolate from Greece. J Antimicrob Chemother. 55:634-8.

179



142.

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

Giakkoupi P, Xanthaki A, Kanelopoulou M, Vlahaki A, Miriagou V, Kontou S,
Papafraggas E, Malamou-Lada H, Tzouvelekis LS, Legakis NJ, Vatopoulos AC. 2003.
VIM-1 Metallo-beta-lactamase-producing Klebsiella pneumoniae strains in Greek
hospitals. J Clin Microbiol. 41:3893-6.

Zavascki AP, Klee BO, Bulitta JB. 2017. Aminoglycosides against carbapenem-
resistant Enterobacteriaceae in the critically ill: the pitfalls of aminoglycoside
susceptibility. Expert Rev Anti Infect Ther. 15:519-526.

Almaghrabi R, Clancy CJ, Doi Y, Hao B, Chen L, Shields RK, Press EG, lovine NM,
Townsend BM, Wagener MM, Kreiswirth B, Nguyen MH. 2014. Carbapenem-
resistant Klebsiella pneumoniae strains exhibit diversity in aminoglycoside-modifying
enzymes, which exert differing effects on plazomicin and other agents. Antimicrob
Agents Chemother. 58:4443-51.

Endimiani A, Perez F, Bonomo RA. 2008. Cefepime: a reappraisal in an era of
increasing antimicrobial resistance. Expert Rev Anti Infect Ther. 6:805-24.

Newire EA, Ahmed SF, House B, Valiente E, Pimentel G. 2013. Detection of new
SHV-12, SHV-5 and SHV-2a variants of extended spectrum beta-lactamase in
Klebsiella pneumoniae in Egypt. Ann Clin Microbiol Antimicrob. 12:16.

Poirel L, Dortet L, Bernabeu S, Nordmann P. 2011. Genetic features of blaNDM-1-
positive Enterobacteriaceae. Antimicrob Agents Chemother. 55:5403-7.

Oteo J, Hernandez JM, Espasa M, Fleites A, Saez D, Bautista V, Perez-Vazquez M,
Fernandez-Garcia MD, Delgado-Iribarren A, Sanchez-Romero |, Garcia-Picazo L,
Miguel MD, Solis S, Aznar E, Trujillo G, Mediavilla C, Fontanals D, Rojo S, Vindel
A, Campos J. 2013. Emergence of OXA-48-producing Klebsiella pneumoniae and the
novel carbapenemases OXA-244 and OXA-245 in Spain. J Antimicrob Chemother.
68:317-21.

Petrosillo N, Vranic-Ladavac M, Feudi C, Villa L, Fortini D, Barisic N, Bedenic B,
Ladavac R, D'Arezzo S, Andrasevic AT, Capone A. 2016. Spread of Enterobacter
cloacae carrying blanpm-1, blactx-m-1s, blaspv-12 and plasmid-mediated quinolone
resistance genes in a surgical intensive care unit in Croatia. J Glob Antimicrob Resist.
4:44-8.

Bedenic B, Sardelic S, Luxner J, Bosnjak Z, Varda-Brkic D, Lukic-Grlic A,
Marekovic I, Francula-Zaninovic S, Krilanovic M, Sijak D, Grisold A, Zarfel G. 2016.

Molecular characterization of class b carbapenemases in advanced stage of

180



151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

dissemination and emergence of class d carbapenemases in Enterobacteriaceae from
Croatia. Infect Genet Evol. 43:74-82.

Dimou V, Dhanji H, Pike R, Livermore DM, Woodford N. 2012. Characterization of
Enterobacteriaceae producing OXA-48-like carbapenemases in the UK. J Antimicrob
Chemother. 67:1660-5.

Castanheira M, Sader HS, Jones RN. 2010. Antimicrobial susceptibility patterns of
KPC-producing or CTX-M-producing Enterobacteriaceae. Microb Drug Resist. 16:61-
5.

Baraniak A, Grabowska A, lzdebski R, Fiett J, Herda M, Bojarska K, Zabicka D,
Kania-Pudlo M, Mlynarczyk G, Zak-Pulawska Z, Hryniewicz W, Gniadkowski M.
2011. Molecular characteristics of KPC-producing Enterobacteriaceae at the early
stage of their dissemination in Poland, 2008-2009. Antimicrob Agents Chemother.
55:5493-9.

Lou Z, Qi Y, Qian X, Yang W, Wei Z. 2014. Emergence of Klebsiella pneumoniae
carbapenemase-producing Escherichia coli sequence type 131 in Hangzhou, China.
Chin Med J (Engl). 127:528-31.

Bedenic B, Zujic-Atalic V, Jajic I, Djuras-Cuculic B, Godic-Torkar K, Vranes J,
Zarfel G, Grisold A. 2015. Clonal spread of Klebsiella pneumoniae producing KPC-2
beta-lactamase in Croatian University Hospital. J Chemother. 27:241-5.

Osterblad M, Kirveskari J, Koskela S, Tissari P, Vuorenoja K, Hakanen AJ, Vaara M,
Jalava J. 2009. First isolations of KPC-2-carrying ST258 Klebsiella pneumoniae
strains in Finland, June and August 2009. Euro Surveill. 14.

Chmelnitsky I, Hermesh O, Navon-Venezia S, Strahilevitz J, Carmeli Y. 20009.
Detection of aac(6')-Ib-cr in KPC-producing Klebsiella pneumoniae isolates from Tel
Aviv, Israel. J Antimicrob Chemother. 64:718-22.

Miro E, Grunbaum F, Gomez L, Rivera A, Mirelis B, Coll P, Navarro F. 2013.
Characterization of aminoglycoside-modifying enzymes in enterobacteriaceae clinical
strains and characterization of the plasmids implicated in their diffusion. Microb Drug
Resist. 19:94-9.

Shaw KJ, Rather PN, Hare RS, Miller GH. 1993. Molecular genetics of
aminoglycoside resistance genes and familial relationships of the aminoglycoside-
modifying enzymes. Microbiol Rev. 57:138-63.

Ho PL, Leung LM, Chow KH, Lai EL, Lo WU, Ng TK. 2016. Prevalence of
aminoglycoside modifying enzyme and 16S ribosomal RNA methylase genes among

181



161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

aminoglycoside-resistant Escherichia coli isolates. J Microbiol Immunol Infect.
49:123-6.

El-Badawy MF, Tawakol WM, El-Far SW, Maghrabi 1A, Al-Ghamdi SA, Mansy MS,
Ashour MS, Shohayeb MM. 2017. Molecular Identification of Aminoglycoside-
Modifying Enzymes and Plasmid-Mediated Quinolone Resistance Genes among
Klebsiella pneumoniae Clinical Isolates Recovered from Egyptian Patients. Int J
Microbiol. 2017:8050432.

Shaw KJ, Hare RS, Sabatelli FJ, Rizzo M, Cramer CA, Naples L, Kocsi S, Munayyer
H, Mann P, Miller GH, et al. 1991. Correlation between aminoglycoside resistance
profiles and DNA hybridization of clinical isolates. Antimicrob Agents Chemother.
35:2253-61.

Xiao 'Y, Hu Y. 2012. The major aminoglycoside-modifying enzyme AAC(3)-1I found
in Escherichia coli determines a significant disparity in its resistance to gentamicin
and amikacin in China. Microb Drug Resist. 18:42-6.

Haidar G, Alkroud A, Cheng S, Churilla TM, Churilla BM, Shields RK, Doi Y,
Clancy CJ, Nguyen MH. 2016. Association between the Presence of Aminoglycoside-
Modifying Enzymes and In Vitro Activity of Gentamicin, Tobramycin, Amikacin, and
Plazomicin against Klebsiella pneumoniae Carbapenemase- and Extended-Spectrum-
beta-Lactamase-Producing Enterobacter Species. Antimicrob Agents Chemother.
60:5208-14.

Kosmidis C, Giannopoulou M, Flountzi A, Markogiannakis A, Goukos D, Petrikkos
G, Daikos GL, Tzanetou K. 2013. Genetic basis of aminoglycoside resistance
following changes in aminoglycoside prescription patterns. J Chemother. 25:217-21.
Tato M, Coque TM, Baquero F, Canton R. 2010. Dispersal of carbapenemase blaVIM-
1 gene associated with different Tn402 variants, mercury transposons, and conjugative
plasmids in Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents
Chemother. 54:320-7.

Vatopoulos A. 2008. High rates of metallo-beta-lactamase-producing Klebsiella
pneumoniae in Greece--a review of the current evidence. Euro Surveill. 13.
Matsumura Y, Peirano G, Devinney R, Bradford PA, Motyl MR, Adams MD, Chen L,
Kreiswirth B, Pitout JDD. 2017. Genomic epidemiology of global VIM-producing
Enterobacteriaceae. J Antimicrob Chemother.

Zhao WH, Hu ZQ. 2013. Epidemiology and genetics of CTX-M extended-spectrum
beta-lactamases in Gram-negative bacteria. Crit Rev Microbiol. 39:79-101.

182



170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

Hudson CM, Bent ZW, Meagher RJ, Williams KP. 2014. Resistance determinants and
mobile genetic elements of an NDM-1-encoding Klebsiella pneumoniae strain. PLoS
One. 9:99209.

Grape M, Farra A, Kronvall G, Sundstrom L. 2005. Integrons and gene cassettes in
clinical isolates of co-trimoxazole-resistant Gram-negative bacteria. Clin Microbiol
Infect. 11:185-92.

Chavda KD, Chen L, Fouts DE, Sutton G, Brinkac L, Jenkins SG, Bonomo RA,
Adams MD, Kreiswirth BN. 2016. Comprehensive Genome Analysis of
Carbapenemase-Producing Enterobacter spp.: New Insights into Phylogeny,
Population Structure, and Resistance Mechanisms. MBio. 7.

Seiffert SN, Marschall J, Perreten V, Carattoli A, Furrer H, Endimiani A. 2014.
Emergence of Klebsiella pneumoniae co-producing NDM-1, OXA-48, CTX-M-15,
CMY-16, QnrA and ArmA in Switzerland. Int J Antimicrob Agents. 44:260-2.
Nguyen F, Starosta AL, Arenz S, Sohmen D, Donhofer A, Wilson DN. 2014.
Tetracycline antibiotics and resistance mechanisms. Biol Chem. 395:559-75.
Moradigaravand D, Martin V, Peacock SJ, Parkhill J. 2017. Evolution and
Epidemiology of Multidrug-Resistant Klebsiella pneumoniae in the United Kingdom
and Ireland. MBio. 8.

Aschbacher R, Doumith M, Livermore DM, Larcher C, Woodford N. 2008. Linkage
of acquired quinolone resistance (qnrS1) and metallo-beta-lactamase (blaVIM-1)
genes in multiple species of Enterobacteriaceae from Bolzano, Italy. J Antimicrob
Chemother. 61:515-23.

Wu JJ, Ko WC, Tsai SH, Yan JJ. 2007. Prevalence of plasmid-mediated quinolone
resistance determinants QnrA, QnrB, and QnrS among clinical isolates of
Enterobacter cloacae in a Taiwanese hospital. Antimicrob Agents Chemother.
51:1223-7.

Mezzatesta ML, Gona F, Stefani S. 2012. Enterobacter cloacae complex: clinical
impact and emerging antibiotic resistance. Future Microbiol. 7:887-902.

Miro E, Segura C, Navarro F, Sorli L, Coll P, Horcajada JP, Alvarez-Lerma F,
Salvado M. 2010. Spread of plasmids containing the bla(VIM-1) and bla(CTX-M)
genes and the gnr determinant in Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae and
Klebsiella oxytoca isolates. J Antimicrob Chemother. 65:661-5.

Garnier F, Raked N, Gassama A, Denis F, Ploy MC. 2006. Genetic environment of
quinolone resistance gene gnrB2 in a complex sull-type integron in the newly

183



181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

described Salmonella enterica serovar Keurmassar. Antimicrob Agents Chemother.
50:3200-2.

Zujic Atalic V, Bedenic B, Kocsis E, Mazzariol A, Sardelic S, Barisic M, Plecko V,
Bosnjak Z, Mijac M, Jajic I, Vranic-Ladavac M, Cornaglia G. 2014. Diversity of
carbapenemases in clinical isolates of Enterobacteriaceae in Croatia--the results of a
multicentre study. Clin Microbiol Infect. 20:0894-903.

Melegh S, Kovacs K, Gam T, Nyul A, Patko B, Toth A, Damjanova I, Mestyan G.
2014. Emergence of VIM-4 metallo-beta-lactamase-producing Klebsiella pneumoniae
ST15 clone in the Clinical Centre University of Pecs, Hungary. Clin Microbiol Infect.
20:027-9.

Nielsen JB, Skov MN, Jorgensen RL, Heltberg O, Hansen DS, Schonning K. 2011.
Identification of CTX-M15-, SHV-28-producing Klebsiella pneumoniae ST15 as an
epidemic clone in the Copenhagen area using a semi-automated Rep-PCR typing
assay. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 30:773-8.

Breurec S, Guessennd N, Timinouni M, Le TA, Cao V, Ngandjio A, Randrianirina F,
Thiberge JM, Kinana A, Dufougeray A, Perrier-Gros-Claude JD, Boisier P, Garin B,
Brisse S. 2013. Klebsiella pneumoniae resistant to third-generation cephalosporins in
five African and two Vietnamese major towns: multiclonal population structure with
two major international clonal groups, CG15 and CG258. Clin Microbiol Infect.
19:349-55.

Damjanova I, Toth A, Paszti J, Hajbel-Vekony G, Jakab M, Berta J, Milch H, Fuzi M.
2008. Expansion and countrywide dissemination of ST11, ST15 and ST147
ciprofloxacin-resistant CTX-M-15-type beta-lactamase-producing Klebsiella
pneumoniae epidemic clones in Hungary in 2005--the new 'MRSAs'? J Antimicrob
Chemother. 62:978-85.

Bogaerts P, Bouchahrouf W, de Castro RR, Deplano A, Berhin C, Pierard D, Denis O,
Glupczynski Y. 2011. Emergence of NDM-1-producing Enterobacteriaceae in
Belgium. Antimicrob Agents Chemother. 55:3036-8.

Kocsis E, Guzvinec M, Butic I, Kresic S, Crnek SS, Tambic A, Cornaglia G,
Mazzariol A. 2016. blaNDM-1 Carriage on IncR Plasmid in Enterobacteriaceae
Strains. Microb Drug Resist. 22:123-8.

Sanchez-Romero I, Asensio A, Oteo J, Munoz-Algarra M, Isidoro B, Vindel A,
Alvarez-Avello J, Balandin-Moreno B, Cuevas O, Fernandez-Romero S, Azanedo L,
Saez D, Campos J. 2012. Nosocomial outbreak of VIM-1-producing Klebsiella

184



189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

pneumoniae isolates of multilocus sequence type 15: molecular basis, clinical risk
factors, and outcome. Antimicrob Agents Chemother. 56:420-7.

Rodrigues C, Novais A, Machado E, Peixe L. 2014. Detection of VIM-34, a novel
VIM-1 variant identified in the intercontinental ST15 Klebsiella pneumoniae clone. J
Antimicrob Chemother. 69:274-5.

Oteo J, Ortega A, Bartolome R, Bou G, Conejo C, Fernandez-Martinez M, Gonzalez-
Lopez JJ, Martinez-Garcia L, Martinez-Martinez L, Merino M, Miro E, Mora M,
Navarro F, Oliver A, Pascual A, Rodriguez-Bano J, Ruiz-Carrascoso G, Ruiz-
Garbajosa P, Zamorano L, Bautista V, Perez-Vazquez M, Campos J. 2015.
Prospective multicenter study of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae from
83 hospitals in Spain reveals high in vitro susceptibility to colistin and meropenem.
Antimicrob Agents Chemother. 59:3406-12.

Dhar S, Martin ET, Lephart PR, McRoberts JP, Chopra T, Burger TT, Tal-Jasper R,
Hayakawa K, Ofer-Friedman H, Lazarovitch T, Zaidenstein R, Perez F, Bonomo RA,
Kaye KS, Marchaim D. 2016. Risk Factors and Outcomes for Carbapenem-Resistant
Klebsiella pneumoniae Isolation, Stratified by Its Multilocus Sequence Typing: ST258
Versus Non-ST258. Open Forum Infect Dis. 3:0fv213.

Mulvey MR, Grant JM, Plewes K, Roscoe D, Boyd DA. 2011. New Delhi metallo-
beta-lactamase in Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli, Canada. Emerg Infect
Dis. 17:103-6.

Bathoorn E, Rossen JW, Lokate M, Friedrich AW, Hammerum AM. 2015. Isolation of
an NDM-5-producing ST16 Klebsiella pneumoniae from a Dutch patient without
travel history abroad, August 2015. Euro Surveill. 20.

Lunha K, Chanawong A, Lulitanond A, Wilailuckana C, Charoensri N, Wonglakorn
L, Saenjamla P, Chaimanee P, Angkititrakul S, Chetchotisakd P. 2016. High-level
carbapenem-resistant OXA-48-producing Klebsiella pneumoniae with a novel
OmpK36 variant and low-level, carbapenem-resistant, non-porin-deficient, OXA-181-
producing Escherichia coli from Thailand. Diagn Microbiol Infect Dis. 85:221-6.
Liapis E, Pantel A, Robert J, Nicolas-Chanoine MH, Cavalie L, van der Mee-Marquet
N, de Champs C, Aissa N, Eloy C, Blanc V, Guyeux C, Hocquet D, Lavigne JP,
Bertrand X. 2014. Molecular epidemiology of OXA-48-producing Klebsiella
pneumoniae in France. Clin Microbiol Infect. 20:01121-3.

Giske CG, Froding I, Hasan CM, Turlej-Rogacka A, Toleman M, Livermore D,
Woodford N, Walsh TR. 2012. Diverse sequence types of Klebsiella pneumoniae

185



197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

contribute to the dissemination of blaypwm-1 in India, Sweden, and the United Kingdom.
Antimicrob Agents Chemother. 56:2735-8.

Cuzon G, QOuanich J, Gondret R, Naas T, Nordmann P. 2011. Outbreak of OXA-48-
positive carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae isolates in France. Antimicrob
Agents Chemother. 55:2420-3.

Girlich D, Poirel L, Nordmann P. 2015. Clonal distribution of multidrug-resistant
Enterobacter cloacae. Diagn Microbiol Infect Dis. 81:264-8.

Andrade LN, Curiao T, Ferreira JC, Longo JM, Climaco EC, Martinez R, Bellissimo-
Rodrigues F, Basile-Filho A, Evaristo MA, Del Peloso PF, Ribeiro VB, Barth AL,
Paula MC, Baquero F, Canton R, Darini AL, Coque TM. 2011. Dissemination of
blakpc-2 by the spread of Klebsiella pneumoniae clonal complex 258 clones (ST258,
ST11, ST437) and plasmids (IncFIl, IncN, IncL/M) among Enterobacteriaceae species
in Brazil. Antimicrob Agents Chemother. 55:3579-83.

Seara N, Oteo J, Carrillo R, Perez-Blanco V, Mingorance J, Gomez-Gil R, Herruzo R,
Perez-Vazquez M, Astray J, Garcia-Rodriguez J, Ruiz-Velasco LM, Campos J, de
Burgos C, Ruiz-Carrascoso G. 2015. Interhospital spread of NDM-7-producing
Klebsiella pneumoniae belonging to ST437 in Spain. Int J Antimicrob Agents. 46:169-
73.

Chudackova E, Bergerova T, Fajfrlik K, Cervena D, Urbaskova P, Empel J,
Gniadkowski M, Hrabak J. 2010. Carbapenem-nonsusceptible strains of Klebsiella
pneumoniae producing SHV-5 and/or DHA-1 beta-lactamases in a Czech hospital.
FEMS Microbiol Lett. 309:62-70.

Marcade G, Brisse S, Bialek S, Marcon E, Leflon-Guibout V, Passet V, Moreau R,
Nicolas-Chanoine MH. 2013. The emergence of multidrug-resistant Klebsiella
pneumoniae of international clones ST13, ST16, ST35, ST48 and ST101 in a teaching
hospital in the Paris region. Epidemiol Infect. 141:1705-12.

Frasson |, Lavezzo E, Franchin E, Toppo S, Barzon L, Cavallaro A, Richter SN, Palu
G. 2012. Antimicrobial treatment and containment measures for an extremely drug-
resistant Klebsiella pneumoniae ST101 isolate carrying pKPN101-1T, a novel fully
sequenced bla(KPC-2) plasmid. J Clin Microbiol. 50:3768-72.

Melegh S, Schneider G, Horvath M, Jakab F, Emody L, Tigyi Z. 2015. Identification
and characterization of CTX-M-15 producing Klebsiella pneumoniae clone ST101 in a

Hungarian university teaching hospital. Acta Microbiol Immunol Hung. 62:233-45.

186



205.

206.

207.

208.

2009.

210.

211.

212.

213.

214.

Diestra K, Miro E, Marti C, Navarro D, Cuquet J, Coll P, Navarro F. 2011.
Multiclonal epidemic of Klebsiella pneumoniae isolates producing DHA-1 in a
Spanish hospital. Clin Microbiol Infect. 17:1032-6.

Johnson AP, Woodford N. 2013. Global spread of antibiotic resistance: the example
of New Delhi metallo-beta-lactamase (NDM)-mediated carbapenem resistance. J Med
Microbiol. 62:499-513.

Ivanovski N, Masin J, Rambabova-Busljetic I, Pusevski V, Dohcev S, Ivanovski O,
Popov Z. 2011. The outcome of commercial kidney transplant tourism in Pakistan.
Clin Transplant. 25:171-3.

Dortet L, Flonta M, Boudehen YM, Creton E, Bernabeu S, Vogel A, Naas T. 2015.
Dissemination of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae and Pseudomonas
aeruginosa in Romania. Antimicrob Agents Chemother. 59:7100-3.

Pecora ND, Li N, Allard M, Li C, Albano E, Delaney M, Dubois A, Onderdonk AB,
Bry L. 2015. Genomically Informed Surveillance for Carbapenem-Resistant
Enterobacteriaceae in a Health Care System. MBio. 6:e01030.

Knopp M, Andersson DI. 2015. Amelioration of the Fitness Costs of Antibiotic
Resistance Due To Reduced Outer Membrane Permeability by Upregulation of
Alternative Porins. Mol Biol Evol. 32:3252-63.

Lohr IH, Hulter N, Bernhoff E, Johnsen PJ, Sundsfjord A, Naseer U. 2015. Persistence
of a pKPN3-like CTX-M-15-encoding IncFIIK plasmid in a Klebsiella pneumonia
ST17 host during two years of intestinal colonization. PLoS One. 10:e0116516.

Tsai YK, Fung CP, Lin JC, Chen JH, Chang FY, Chen TL, Siu LK. 2011. Klebsiella
pneumoniae outer membrane porins OmpK35 and OmpK36 play roles in both
antimicrobial resistance and virulence. Antimicrob Agents Chemother. 55:1485-93.
Toth A, Kocsis B, Damjanova I, Kristof K, Janvari L, Paszti J, Csercsik R, Topf J,
Szabo D, Hamar P, Nagy K, Fuzi M. 2014. Fitness cost associated with resistance to
fluoroquinolones is diverse across clones of Klebsiella pneumoniae and may select for
CTX-M-15 type extended-spectrum beta-lactamase. Eur J Clin Microbiol Infect Dis.
33:837-43.

Psichogiou M, Tassios PT, Avlamis A, Stefanou I, Kosmidis C, Platsouka E, Paniara
O, Xanthaki A, Toutouza M, Daikos GL, Tzouvelekis LS. 2008. Ongoing epidemic of
blaym-1-positive Klebsiella pneumoniae in Athens, Greece: a prospective survey. J
Antimicrob Chemother. 61:59-63.

187



215.

216.

217.

218.

Carattoli A, Miriagou V, Bertini A, Loli A, Colinon C, Villa L, Whichard JM,
Rossolini GM. 2006. Replicon typing of plasmids encoding resistance to newer beta-
lactams. Emerg Infect Dis. 12:1145-8.

Potron A, Kalpoe J, Poirel L, Nordmann P. 2011. European dissemination of a single
OXA-48-producing Klebsiella pneumoniae clone. Clin Microbiol Infect. 17:E24-6.
Potron A, Poirel L, Nordmann P. 2014. Derepressed transfer properties leading to the
efficient spread of the plasmid encoding carbapenemase OXA-48. Antimicrob Agents
Chemother. 58:467-71.

Glupczynski Y, Huang TD, Bouchahrouf W, Rezende de Castro R, Bauraing C,
Gerard M, Verbruggen AM, Deplano A, Denis O, Bogaerts P. 2012. Rapid emergence
and spread of OXA-48-producing carbapenem-resistant Enterobacteriaceae isolates in
Belgian hospitals. Int J Antimicrob Agents. 39:168-72.

188



ZIVOTOPIS

Roden sam 12. ozujka 1985. u Zagrebu. Osnovno i srednjoskolsko obrazovanje
zavrSavam u Velikoj Gorici. Studij Molekularne biologije na BioloSkom odsjeku
Prirodoslovno-matematickog fakulteta sveucilista u Zagrebu upisujem 2003. godine.
Diplomirao sam 29. sije¢nja 2009. obranom diplomskog rada pod nazivom “Filostratigrafijska
analiza genoma kvasca (Saccharomyces cerevisiae)” izradenog pod vodstvom doc.dr.sc
Tomislava Domazeta-Lose na Institutu Ruder Boskovi¢.

Poslijediplomski doktorski studij ,,Farmaceutske znanosti*“ na Farmaceutsko-
biokemijskom fakultetu sveuciliSta u Zagrebu upisao sam 2010. godine.

Od 15. kolovoza 2009. zaposlen sam na Odjelu za bakteriologiju i bolnicke infekcije
Zavoda za klinicku mikrobiologiju Klinike za infektivne bolesti ,,dr. Fran Mihaljevi¢® u
Zagrebu. U pocetku radim kao znanstveni novak na projektu ,,Detekcija i karakterizacija
uzroénika bakterijskih meningitisa i pneumonija* (MZOS 143-1080002-0101), voditeljice
prof. dr. sc. Arjane Tambic¢-Andrasevié, a od 1. veljace 2016. kao redoviti zaposlenik Klinike
za infektivne bolesti ,,dr. Fran Mihaljevi¢®.

U sklopu redovitog rada u Laboratoriju za molekularnu dijagnostiku, uz rutinski rad u
dijagnostici, uvodim de novo metode molekularne detekcije invazivnih bakterijskih uzro¢nika
u rutinsku bakteriolosku dijagnostiku. U sklopu Referentnog centra za pracenje rezistencije
bakterija na antibiotike pri Klinici za infektivne bolesti ,,dr. Fran Mihaljevi¢* zaduZen sam za
uvodenje i provodenje fenotipskih i molekularno-bioloskih metoda identifikacija mehanizama
rezistencije, te tipizacije klinic¢kih izolata razli¢itih bakterijskih vrsta.

Uz navedeno sam ukljucen, kao vanjski suradnik, u projekt ,,Kroni¢ne upalne bolesti
crijeva u djece: incidencija, tijek bolesti te uloga prehrane i crijevne mikroflore u
etiopatogenezi Hrvatske zaklade za znanost, pod voditeljstvom izv.prof.dr.sc Sanje Kolacek
dr. med. (Broj projekta: 3788).

Clan sam Europskog drustva klini¢ke mikrobiologije i infektivnih bolesti (eng.
,,European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases*, ECMID) i sekcije
ESGARS (eng ,,.European Study Group for Antimicrobial Resistance Surveillance®) koja
djeluje u sklopu ESCMID-a.

189


http://www.hrzz.hr/default.aspx?id=78&pid=3788&rok=2014-09
http://www.hrzz.hr/default.aspx?id=78&pid=3788&rok=2014-09
http://www.hrzz.hr/default.aspx?id=78&pid=3788&rok=2014-09
http://www.hrzz.hr/default.aspx?id=78&pid=3788&rok=2014-09

BIBLIOGRAFIJA AUTORA

POPIS OBJAVLJENIH ZNANSTVENIH RADOVA:

1. Jeli¢ M, Skrlin J, Bejuk D, Ko3éak I, Buti¢ I, Guzvinec M, Tambi¢ Andragevi¢ A.
Characterization of Isolates Associated with Emergence of OXA-48-Producing
Klebsiella pneumoniae in Croatia. Microbial Drug Resistance. 2017 Dec 21. doi:
10.1089/mdr.2017.0168. [Epub ahead of print]

2.  Brki¢ DV, Prista$ I, Cipris I, Jeli¢ M, Buti¢ I, Tambi¢ Andrasevi¢ A. Successful
containment of the first KPC-producing Klebsiella pneumoniae outbreak in Croatia.
Future Microbiol. 2017 Sep;12:967-974

3. Jeli¢ M, Buti¢ I, Plecko V, Cipris 1, Jaji¢ I, Bejuk D, Kos¢ak I, Marinkovi¢ S, Payerl-
Pal M, Andrasevi¢-Tambi¢ A. KPC-Producing Klebsiella pneumoniae isolates in
Croatia: A nationwide survey. Microbial Drug Resistance. 22 (2016) , 8; 662-667

4. Guzvinec M, Izdebski R, Buti¢ I, Jeli¢ M, Abram M, Kosc¢ak I, Baraniak A,
Hryniewicz W, Gniadkowski M, Tambi¢ Andrasevi¢ A. Sequence types 235, 111, and
132 predominate among multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa clinical isolates
in Croatia . Antimicrobial agents and chemotherapy. 58 (2014) , 10; 6277-6283

5.  Novak A, Goi¢ Barisi¢ I, Tambi¢ Andrasevi¢ A, Buti¢ I, Radi¢ M, Jeli¢ M, Rubi¢ Z,
Tonki¢ m. Monoclonal Outbreak of VVIM-1-Carbapenemase- Producing Enterobacter
cloacae in Intensive Care Unit, University Hospital Centre Split, Croatia. Microbial

drug resistance-mechanisms epidemiology and disease. 20 (2014) , 5; 399-403

POPIS OBJAVLIJENIH RADOVA U STRUCNIM CASOPISIMA:

1. Guzvinec, Marija; Buti¢, Iva; Jelié, Marko; Bukovski, Suzana; Luci¢, Sandra; Tambi¢
Andrasevi¢, Arjana. Rezistencija na antibiotike u bakterije Pseudomonas aeruginosa.
// Infektoloski glasnik : znanstveno-strucni ¢asopis za infektologiju. 32 (2012) ; 71-80
(pregledni rad, stru¢ni).

2. Tambi¢ AndraSevi¢, Arjana; Jeli¢, Marko; Guzvinec, Marija; Buti¢, Iva; Bukovski,
Suzana. Rezistentne enterobakterije u Hrvatskoj — uloga pracenja rezistencije na
antibiotike na nacionalnoj razini. // Infektoloski glasnik : znanstveno-strucni ¢asopis

za infektologiju. 32 (2012) , 2; 45-52 (pregledni rad, strucni).

190



KONGRESNA PRIOPCENIJA:

1.

Rubic Z, Soprek S, Jelic M, Novak A, Goic-Barisic I, Radic M, Tambic-Andrasevic
A, Tonkic M. In vitro antimicrobial susceptibilities of multidrug-resistant Proteus
mirabilis coproducing TEM-116 and CMY-16 B-lactamases. ECCMID. Travanj 2015
Dusek D, Mravak Stipetic M, Grce M, Pulanic D, Grkovic L, Serventi Seiwerth R,
Klepac Pulanic T, Ceovic R, Bukovski S, Jelic M, Cindric M, Raic LJ, Bilic E, Peric
Z, Durakovic N, Vince A, Vrhovac R, Pavletic SZ, Nemet D. Oral Candida species
colonization in chronic Graft-versus-Host Disease. 41st Annual Meeting of the
European Society for Blood and Marrow Transplantation. Ozujak 2015

Jeli¢ M, Guzvinec M, Buti¢ I, Bukovski S, Tambi¢-Andrasevi¢ A. Prevalence of gnr
genes in 1032 invasive isolates of Escherichia coli in Croatia. ECCMID. Svibanj
2014.

Rubic Z, Soprek S, Jelic M, Radic M, Novak A, Goic-Barisic I, Tonkic M, Tambic-
Andrasevic A. The first detection of plasmid-mediated AmpC B-lactamase in
multidrug-resistant Proteus mirabilis isolates from University Hospital centre Split,
Croatia. ECCMID. Svibanj 2014.

Bukovski S, Tambi¢ Andrasevi¢ A, Jeli¢ M, Guzvinec M. Nine year history of
Neisseria meningitidis groups, diagnostic methods and antibiotic sensitivity profile.
12th EMGM Meeting Bad Liopersdorf, Austrija, 2013

Buti¢ I; Guzvinec M; Bukovskl S; Jeli¢ M; Pristas I, Tambi¢ Andrasevi¢ A. Serotype
distribution and antimicrobial resistance of invasive pneumococcal isolates in children
< 14 years of age in Croatia, 2005 to 2009. 30th Annual Meeting of the European
Society for Paediatrics Infectious Diseases. Svibanj 2012.

Bukovski S, Jeli¢ M, Guzvinec M; Gros I, Luci¢ S, Celjuska-Tosev E, Tambié
Andrasevi¢ A. 2010 - View at invasive bacterial diseases at University Hospital for
Infectious Diseases "Dr. Fran Mihaljevi¢" Zagreb, Croatia . 11th EMGM Congress
2011. Svibanj 2011

191



TEMELJINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijski fakultet Doktorski rad

MEHANIZMI REZISTENCIJE U ENTEROBAKTERIJA OTPORNIH NA
KARBAPENEME

Marko Jelié

Odjel za bakteriologiju i bolnicke infekcije, Klinika za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevic¢“
SAZETAK

Ovo istrazivanje provedeno je s ciljem da se utvrde mehanizmi rezistencije na karbapeneme, njihova
prevalencija, pozadina viSestruke rezistencije i epidemiolo$ke poveznice medu izolatima enterobakterija koji su
pokazivali smanjenu osjetljivost na karbapeneme na podru¢ju Republike Hrvatske tijekom 2011. 1 2012. godine.
Od 250 prikupljenih izolata, iz 22 mikrobioloska laboratorija, vecina je pripadala vrstama K. pneumoniae (60,4
%) i E. cloacae (33,2 %). Analizirani izolati bili su viSestruko rezistentni s varijabilnom stopom rezistencije na
karbapeneme. 65,6 % izolata nije proizvodilo karbapenemaze iako je u analiziranoj zbirci detektirana
proizvodnja karbapenemaza KPC-2, VIM-1, NDM-1 i OXA-48. Smanjena osjetljivost na ertapenem temeljena
na smanjenoj propusnosti bakterijske stanice u izolata K. pneumoniae bila je povezana sa snizenom ekspresijom
gena ompK35 i proizvodnjom beta-laktamaze CTX-M-15, dok je u izolata E. cloacae uo¢ena sniZzena ekspresija
gena ompC. Utvrdeno je poliklonsko $irenje karbapenemaza, uz iznimku karbapenemaze KPC-2 ¢ije je Sirenje
povezano s klonom ST258 K. pneumoniae. Sirenje karbapenemaze VIM-1 medu E. cloacae povezano je s
klonskim tipovima ST92, ST200 i ST105. Klonski tipovi ST15 i ST16 K. pneumoniae glavni su pokreta¢ Sirenja
karbapenemaza VIM-1, NDM-1 i OXA-48. Sirenje enterobakterija koje ne proizvode karbapenemaze bilo je
polklonsko, no geneti¢ka varijabilnost je ovisila o promatranoj bakterijskoj vrsti. Izolati E. cloacae koji ne
proizvode karbapenemaze pokazivali su povecanu geneticku raznolikost, dok je smanjena raznolikost izolata K.
pneumoniae bila posljedica sirenja klonskog tipa ST437. Geni koji kodiraju karbapenemaze smjesteni su na
plazmidima pri ¢emu je gen blaxpc.; identificiran na plazmidima Flls, blaypy.; na IncA/C, IncL/M i IncR, blayy.
1 naIncN i IncL/M i blagya.4g Na epidemijskom IncL/M plazmidu veliine ~60 kb. Pojava i Sirenje
enterobakterija otpornih na karbapeneme je problem globalnih razmjera koji nije zaobi$ao niti Republiku
Hrvatsku. Mehanizmi rezistencije na antibiotike enterobakterija otpornih na karbapeneme analiziranih u ovom
radu i njihov epidemioloski kontekst u skladu su s opéom slikom rezistencije enterobakterija na karbapeneme
koja se opisuje u znanstvenoj literaturi.
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SUMMARY

The aim of this study was to identify and assess the prevalence of resistance mechanisms underlying carbapenem
resistance, to investigate multidrug resistance and to elucidate genetic relatedness among carbapenem non-
susceptible enterobacterial isolates collected during 2011 and 2012 in Croatia. Out of 250 isolates collected form
22 clinical microbiology laboratories, most were K. pneumoniae (60.4 %) and E. cloacae (33,2 %). All isolates
were multiple drug resistant and showed varying levels of resistance to carbapenems. In 65.6 % of isolates
carbapenem non-susceptibility was not exhibited via carbapenemase production even though KPC-2, VIM-1,
NDM-1 and OXA-48 production was observed. Ertapenem non-susceptibility due to reduced permeability in K.
pneumoniae isolates was associated with ompK35 gene repression and CTX-M-15 production, while in E.
cloacae isolates ompC gene repression was observed. Carbapenemase dissemination was polyclonal with
exception of KPC-2 which was propagated exclusively by the spread of ST258 K. pneumoniae clone. Spread of
VIM-1-producing E. cloacae was mainly associated with ST92, ST200 and ST105 clones. ST15 and ST16 K.
pneumoniae clones were recognized as a main reservoir of blay.1, blanpm-1 and blagxa.sg genes. Spread of
carbapenemase non-producing Enterobacteriaceae was polyclonal but genetic diversity of isolates was species
specific. Carbapenemase non-producing E. cloacae exhibited greater genetic variability, but in K. pneumoniae
homogenous genetic background was associated with successful clonal spread of ST437. Plasmid localization of
all carbapenemase encoding genes was observed. blakpc., gene was detected on Flls plasmids, blaypm.1 On
IncA/C, IncL/M and IncR, blayu.; on IncN and IncL/M and blagxa.4s 0n an IncL/M ~60 kb epidemic plasmid.
Emergence and spread of carbapenem non-susceptible Enterobacteriaceae is a global healthcare problem which
is also recognized in Croatia. Mechanisms of carbapenem resistance and epidemiological background of isolates
observed in this study is consistent with reports describing carbapenem non-susceptible Enterobacteriaceae on a
global level.
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