UNIVERZITET U NISU
MEDICINSKI FAKULTET

Snezana B. Mladenovié¢-Antié¢

DETEKCIJA MEHANIZAMA REZISTENCIJE NA
KARBAPENEME KOD ENTEROBAKTERIJA |
VRSTE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

DOKTORSKA DISERTACIA

Nis, 2018.



UNIVERSITY OF NIS
FACULTY OF MEDICINE

Snezana B. Mladenovié¢-Antié

DETECTION OF CARBAPENEM RESISTANCE
MECHANISMS IN ENTEROBACTERIA AND
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

DOCTORAL DISSERTATION

Nis, 2018.



Mentor:

Naslov:

Rezime:

Naucna oblast:
Naucna disciplina

Kljucne reci:
UDK:

CERIF
klasifikacija

Tun nuienne
Kpeatusne
3ajeIHUIIE:

Podaci o doktorskoj disertaciji

|

Dr sci. med., Marina Dini¢, redovni profesor Medicinskog fakulteta u Nisu

DETEKCINA MEHANIZAMA REZISTENCIE NA KARBAPENEME KOD
ENTEROBAKTERIJA | VRSTE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Ciljevi istrazivanja: kod izolata enterobakterija i vrste Pseudomonas aeruginosa sa
smanjenom osetljivoS¢u na karbapeneme primenom lancane reakcije polimeraze
(PCR) dokazati postojanje gena koji kodiraju karbapenemaze; primenom fenotipskih
metoda utvrditi najée$¢e mehanizme rezistencije na karbapeneme. Evaluacijom
fenotipskih metoda u odnosu na PCR kao referentnu metodu, dokazati da fenotipske
metode predstavljaju pouzdan test za detekciju karbapenemaza i utvrditi najcesce
fenotipove rezistencije sojeva koji su rezistentni na karbapeneme. Metode: Kod 107
izolata vrsta iz porodice Enterobacteriaceae i 75 izolata vrste Pseudomonas
aeruginosa izvrSeno je ispitivanje osetljivosti na antimikrobne lekove disk-
difuzionom metodom po Kirby-Baueru, prema preporukama Instituta za klinicke i
laboratorijske standarde (CLSI). Minimalna inhibitorna koncentracija za
antimikrobne lekove odredivana je automatizovanim sistemom- Vitek2 sistemom.
Metodom PCR i pomocu fenotipskih testova za detekciju karbapenemaza testirano je
56 izolata enterobakterija i 14 izolata vrste P. aeruginosa. Validnost fenotipskih
testova i izraZzena kroz senzitivnost, specifi¢nost, pozitivou i negativnu prediktivnu
vrednost (PPV i NPV) u poredenju sa PCR metodom. Podaci su prikazani po
pravilima deskriptivne statistike. Rezultati: Metodom PCR kod enterobakterija
dokazani su geni za produkciju karbapenemaza: 24 blanom, 16 blaoxa-ss, 10 blanpm
JOXA-48. Kod dva izolata dokazani su b|aNDM/o><A.43/ KPC i b|aKpc/NDM geni. Nije
dokazano prisustvo blavm gena. Kod 6 izolata vrste Pseudomonas aeruginosa
dokazan je blanom gen. Od primenjenih fenotipskih testova visoke vrednosti
specifi¢nosti (vece od 95%) pokazali su modifikovani Hodge test, CARBA NP test,
kombinovani disk test i test sinergizma, dok je visoku senzitivnost (ve¢a od 95%)
pokazao chromID CARBA agar. Najées¢i fenotipovi rezistencije kod enterobakterija
bili su izolati rezistentni na sve testirane antibiotike osim na kolistin i tigeciklin,a kod
vrste Pseudomonas aeruginosa na kolistin i piperacilin-tazobaktam. Zakljuéci: Na
osnovu rezultata senzitivnosti, specificnosti, PPV i NPV, metode fenotipskog
dokazivanja produkcije karbapenemaza predstavljaju pouzdan test za detekciju ovog
mehanizma rezistencije i kod enterobakterija i kod vrste Pseudomonas aeruginosa.
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1 UVOD

1.1 Klini¢ki znacaj rezistencije Gram-negativnih bacila na karbapeneme

1.1.1 Klini¢ki znac¢aj bakterijskih vrsta familije Enterobacteriaceae

Enterobakterije, Gram-negativni bacili, su normalni stanovnici crevne flore ljudi, ali i
izazivaci velikog broja infekcija kod ambulantno lecenih i1 hospitalizovanih bolesnika. Najcesc¢i
uzro¢nici su Escherichia coli (E.coli) i Klebsiella spp., ali i mnogi drugi pripadnici porodice
enterobakterija mogu izazvati Sirok spektar infekcija kod ljudi kao Sto su infekcije urinarnog trakta i
rana, apsces jetre, nekrotizujuéi fasciitis, meningitis i sepsa. Siroka rasprostranjenost pripadnika ove
familije u mikroflori ljudi i zivotinja kao i njihovo prisustvo u spoljnoj sredini, hrani i vodi
omogucava brzo Sirenje u ljudskoj populaciji. Pored toga, enterobakterije poseduju sposobnost
preuzimanja genetskog materijala horizontalnim genetskim transferom, naj¢e$¢e plazmidima ili
transpozonima.l* 2 3 Ove odlike omoguéavaju pojavu multirezistentnih sojeva (engl.- multidrug-
resistant- MDR) i njihovo dalje Sirenje, $to je od izuzetnog znacaja sa terapijskog stanovista. Od
2000. godine belezi se porast broja sojeva koji produkuju B-laktamaze Sirokog spektra delovanja
(engl.-extended spectrum p-lactamases, ESBL) sirom sveta.* Zbog rezistencije na skoro sve p-
laktamske antimikrobne lekove (AML), infekcije izazvane ESBL pozitivnim sojevima najcesce su
tretirane karbapenemima. To se naroCito odnosi na terapiju najtezih bolnickih infekcija- u
jedinicama intenzivne nege, na hirurSkim odeljenjima i kod transplantiranih pacijenata. Pove¢ana
upotreba karbapenema dovela je do pojave rezistencije enterobakterija i na ovu klasu p-laktamskih
antibiotika.

Enterobakterije  rezistentne na  karbapeneme  (engl.- carbapenem  resistant
Enterobacteriaceae- CRE) u bolnickim sredinama izazivaju infekcije koje mogu zahvatiti razlicite
organe. U vecini studija CRE su najéesée uzroénici urinarnih infekcija.® ’ Najveéem riziku izlozeni
su pacijenti sa trajnim urinarnim kateterom.® Infekcija izazvana ovim bakterijama opisana je i kod
transplantacije organa kao faktora rizika.®

Znacajne infekcije izazvane enterobakterijama rezistentnim na karbapeneme su i
pneumonije® empijemi pleure,!* kao i pneumonija povezana s mehanickom ventilacijom (engl.-

ventilator associated pneumonia, VAP).'? Takode, smrtnost je veéa nego kod infekcija izazvanih



enterobakterijama koje su osetljive na karbapeneme i iznosi 72% kod sepse i 22% kod pacijenata sa
infekcijama drugih organa.’®* Sepsa je jedna od najozbiljnijih infekcija koju izazivaju
enterobakterije. Sepsa izazvana Gram-negativnim bacilima najée$¢e je povezana sa visokom
smrtno$éu,'* koja je znacajno veca ukoliko su uzroénici enterobakterije rezistentne na karbapeneme
u odnosu na enterobakterije sa ve¢om osetljivoséu na AML.1> 1617

Mnoge studije ukazuju na vrlo tesku klinicku sliku kod nekrotizujuceg fasciitisa i septickog
artritisa,*® 1° kao i meningitisa, kada su ova oboljenja uzrokovana enterobakterijama rezistentnim na
karbapeneme.?’ Takode, mnogi autori ukazuju na znacaj i ozbiljnost apscesa jetre,?! infekcije koze i
mekih tkiva.?> 23

Poseban problem predstavljaju pacijenti koji posle bolni¢kog lecenja odlaze na kuéno
lecenje ili se podvrgavaju fizikalnim procedurama, ako su joS uvek kolonizovani ovim
bakterijama.?* Veliki rizik od fekalnog nosilastva i asimptomatske infekcije postoje u ustanovama
za produzenu medicinsku negu.?® Enterobakterije rezistentne na karbapeneme $irom sveta se sve
¢esée javljaju i kao uzro¢nici vanbolnic¢kih infekcija.?® Mogu izazvati i epidemije u bolnickim

sredinama.?’ Infekcije CRE uslovljavaju produzen boravak u bolnici i velike troskove le¢enja.?® 2°

1.1.2 Prevalenca rezistencije na karbapeneme bakterijskih vrsta familije
Enterobacteriaceae

Rezistencija na antibiotike kod enterobakterija je u stalnom porastu- prema Americkom
udruzenju infektologa (engl.- The Infectious Diseases Society of America- IDSA) je jedna od
najveéih pretnji po ljudsko zdravlje.*® Pojava rezistencije na karbapeneme kod klini¢kih izolata
enterobakterija je takode u porastu Sirom sveta, ali sa velikim regionalnim varijacijama.3! 3233

Znacajno povecanje rezistencije na karbapeneme zabeleZzeno je u Grckoj, na Kipru, u
Madarskoj i Italiji.3* Tretman multirezistentnih bakterija predstavlja sve veéi klini¢ki problem.® U
izvestaju studije pracenja bakterijske rezistencije u Centralnoj Aziji i isto¢noj Evropi (engl.- Central
Asian and Eastern European Surveillance of antimicrobial resistance- CAESAR) za 2014. godinu,
invazivni izolati Klebsiella pneumoniae (K.pneumoniae ) pokazuju rezistenciju na karbapeneme od
34%, dok je kod E. coli rezistencija 1,0%. Rezistencija na cefalosporine treCe generacije kod
K.pneumoniae iznosi 89% a kod E. coli 33%.% Prema izvestaju Evropske mreze za pradenje
bakterijske rezistencije (engl.- European Antimicrobial Resistance Surveillance Network- EARS-
Net) za 2015. godinu, rezistencija na karbapeneme vrste E.coli u veéini zemalja iznosi 0,1%, dok
1% prelazi jedino u Rumuniji (1.9%) i Grékoj (1.2%), bez znacajnog trenda porasta. Kod vrste

K.pneumoniae rezistencija na karbapeneme pokazuje signifikantan porast u periodu 2012.-2015.



godine, od 6.2% do 8.1%. Najve¢i porast beleZi se u Hrvatskoj, Portugaliji, Rumuniji i Spaniji. Na
nacionalnom nivou, procenat rezistencije na karbapeneme krece se od 0% (Danska, Estonija,

Finska, Island, Litvanija, Latvija, Luksemburg i Svedska) do 61.9% (Gré&ka). '

1.1.3 Klini¢ki znacaj vrste Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) je oportunisticka Gram-negativna nefermentativna
bakterija koja je raSirena u prirodi, posebno u vlaznim sredinama. P.aeruginosa je jedan od
najéescée izolovanih bolni¢kih patogena.®® *° Opstanak u bolni¢kim sredinama omoguéava mu velika
otpornost na uslove spoljasnje sredine - viSe od mesec dana zivi na suvom podu, na suvom filter
papiru 150 dana, u vodi vise od 300 dana.** Mnogobrojni faktori omoguéavaju prilagodavanje
uslovima sredine i dugotrajno prezivljavanje u nepovoljnim uslovima. Jedan od njih je i sastav i
veli¢ina genoma ove bakterije. Genom P.aeruginosa PAOL sadrzi 6,3 miliona parova baza i sastoji
se od preko 5500 gena. Ovaj genom za treéinu je veci od genoma vrste E. coli i dvostruko veci od
genoma vrste Staphylococcus aureus.*! Karakteristike genoma vrste P.aeruginosa su osim veli¢ine
1 veliki broj regulatornih gena i gena koji uti¢u na pojavu razli¢itih mehanizama rezistencije na
antimikrobne lekove i dezinficijense. Njegova adaptabilnost takode je omoguéena osobinom
stvaranja biofilma,*? produkcije kapsule *® i regulacijom propustljivosti spoljainje membrane.** Ove
osobine omogucavaju mu prisustvo 1 prezivljavanje u tecnostima za dijalizu, sapunima i
dezinficijensima u bolnicama, kao i kolonizaciju povrsine medicinskih instrumenata (bronhoskopi,
venski i respiratorni Kateteri).*® P.aeruginosa je uzro¢nik razli¢itih infekcija u bolni¢kim
sredinama, kao §to su infekcije urinarnog trakta, koze i mekih tkiva i respiratornog trakta.*®
Nacionalna studija o prevalenci hospitalnih infekcija iz 2011. godine u Srbiji iznosi podatak da je
13,3% hospitalnih infekcija uzrokovano vrstom P.aeruginosa .*’

Respiratorni, urinarni i gastrointestinalni trakt hospitalizovanih pacijenata mogu biti
kolonizovani, posebno kod prisustva katetera i kod pacijenata na vestatkoj ventilaciji.*®

Kod osoba s normalnim imunoloSkim odgovorom ne postoji veliki rizik od infekcije ovim
patogenom. Najvecem riziku od invazivnih infekcija izloZeni su pacijenti sa oslabljenim imunim
odgovorom, posebno kod neutropenija.*® Riziku su izloZzeni i pacijenti na mehanickoj ventilaciji u
jedinicama intenzivne nege. Kod njih je vode¢i uzrok morbiditeta 1 mortaliteta pneumonija
povezana s mehani¢kom ventilacijom gde se smrtnost kre¢e oko 40%. P.aeruginosa uzrokuje i
akutne infekcije kod pacijenata obolelih od cisti¢ne fibroze i drugih hroni¢nih respiratornih bolesti,

a izaziva i pneumonije povezane sa medicinskom negom, (engl.- healthcare-associated pneumonia,



HCAP) kao Sto je hospitalizacija u poslednjih 12 meseci, rehabilitacija, boravak u staratkom
domu.® Kod hospitalizovanih pacijenata moZze izazvati lokalizovane infekcije hirurskih rana i
opekotinaSt 52 53,54

Kao i CRE, mozZe izazvati epidemije u bolnickim sredinama.®® Bakteriemija se najéesée
javlja kod pacijenata na vestackoj ventilaciji sa pneumonijom, kod infekcija rana ili opekotina,
urinarnih infekcija i kod imunokompromitovanih pacijenata.>®P.aeruginosa rede uzrokuje
meningitis nakon lumbalne punkcije ili neurohirurSkih operacija i endokarditis nakon operacije na
srcu. Kod bolesnika s dijabetesom uzrokuje invazivnu upalu spoljasnjeg usnog kanala.>® Visoka
stopa smrtnosti (10-60%) koja prati infekcije uzrokovane vrstom P.aeruginosa posledica je
kombinacije oslabljenog imunoloskog odgovora domacina, faktora virulencije bakterije i postojanja

urodenih i ste¢enih mehanizama rezistencije na AML.>" %8 5

1.1.4 Prevalenca rezistencije na karbapeneme kod vrste Pseudomonas aeruginosa

Pravovremena i odgovaraju¢a antimikrobna terapija je jedan od najvaznijih Cinilaca u
le¢enju infekcija uzrokovanih vrstom P.aeruginosa. Urodeni mehanizmi rezistencije ove bakterije
na veliki broj AML suzavaju terapijski izbor na antipseudomonasne peniciline (piperacilin,
karbenicilin), cefalosporine Ill i IV generacije (ceftazidim, cefepim), karbapeneme (imipenem,
meropenem), aminoglikozide (amikacin, gentamicin, tobramicin), monobaktam aztreonam i
fluorohinolone (ciprofloksacin, norfloksacin, levofloksacin).®® 82Aminoglikozidi i fluorohinoloni ne
preporucuju se u monoterapiji, nego u kombinaciji sa drugim AML za le¢enje teskih infekcija.®?

Poslednjih godina, beleZi se porast broja rezistentnih sojeva na viSe AML. Nastanak MDR
sojeva kod hospitalizovanih pacijenata predstavlja ozbiljan terapeutski problem 1 povecava
mortalitet vezan za hospitalne infekcije.®® Na poveéani mortalitet uti¢u i komorbiditet i invazivne
procedure.® Infekcije MDR sojevima po pravilu su ozbiljne i teske za leenje jer terapijske opcije
iskljucuju veliki broj strukturno i funkcionalno razli¢itih AML prema kojima ovi sojevi poseduju
urodenu 1ili steCenu rezistenciju. Podaci sa naSeg podrucja ukazuju na porast rezistencije i udela
multirezistentnih sojeva. Na naSem podrucju, 2014. godine procenat MDR sojeva iznosio je
34,7%.%% Multirezistentni (MDR) sojevi karakteri§u se visokim procentom rezistencije na veliki
broj antipseudomonasnih AML.% Procenat MDR izolata u Evropi kreée se od 0% (Estonija i Island)
do 59.6 % (Rumunija). Znacajno smanjenje MDR sojeva belezi se u Austriji i Francuskoj, a

povecanje u Madarskoj i Sloveniji.®®



Za terapiju infekcija izazvanih MDR sojevima P.aeruginosa najefikasniji su karbapenemi.
Koriste se za tretman najtezih infekcija, kao terapijska opcija kod bakterija rezistentnih na AML
prvog izbora. Porast MDR sojeva uslovio je i pove¢anu upotrebu karbapenema, $to je dovelo do
porasta rezistencije na ove AML. Ova pojava uslovljena je ne samo prekomernom veé i
neodgovarajuéom upotrebom antibiotika, posebno Sirokog spektra u bolni¢koj sredini, kao i
prenosom gena rezistencije lokalizovanih na mobilnim genetskim elementima.®

Prema podacima godiS$njeg izveStaja EARSS objavljenim za 2015. godinu, 17,8% izolata
rezistentno je na karbapeneme, sa velikim regionalnim razlikama- procenat izolata rezistentnih na
karbapeneme u Evropi krece se od 0% (Island) do 66.3% (Rumunija). Najveci procenat rezistencije
na karbapeneme kod P.aeruginosa u jugoistocnom delu Evrope - Grékoj, Hrvatskoj, Slovackoj i
Rumuniji (40.4%, 38.5%, 51.9%, 66.3%, datim redom). Trend porasta rezistencije belezi se u
Hrvatskoj, Madarskoj, Poljskoj i Spaniji.¥’ Landman i saradnici nalaze vise od 25% izolata
P.aeruginosa rezistentnih na karbapeneme.®” Podaci sa naseg podruéja iz 2007. godine ukazuju na

9,7% izolata rezistentnih na imipenem i 11,3% rezistentnih na meropenem.%®

1.2 Mehanizam delovanja karbapenema

Karbapenemi su B-laktamski antibiotici koji imaju naj$iri spektar od svih predstavnika ove
grupe. Lako prolaze celijsku membranu i deluju na mnoge Gram-pozitivne, Gram-negativne i
anaerobne bakterije.5% 7

Karbapenemi inhibiraju sintezu peptidoglikana u ¢elijskom zidu bakterije. Zavrsni korak u
sintezi peptidoglikana je transpeptidacija, posredovana enzimima transpeptidazama, poznatim i kao
penicillin vezujuéi proteini (engl.-penicillin-binding proteins- PBPs). Ciljno mesto dejstva
karbapenema su ovi enzimi, koji imaju razli¢it afinitet za vezivanje -laktamskih AML, i razli€iti su
za pojedine bakterijske vrste.

Beta-laktamski antibiotik po strukturi li¢i na D-alanil-D-alanin, terminalni aminokiselinski
ostatak na prekursoru N-acetil muraminska kiselina (NAM)/N-acetil glukozamin (NAG) peptidne
subjedinice u nastaju¢em peptidoglikanskom sloju. Ta sli¢cnost u gradi uslovljava vezivanje -
laktamskih antibiotika za aktivno mesto na PBP (Ser403 ostatak). Ovaj proces ireverzibilno
onemogucava dalju sintezu ¢elijskog zida, spreCavanjem stvaranja popre¢nih transpeptidnih veza u
peptidoglikanu. U normalnim okolnostima, nagomilavanje peptidoglikanskih prekursora signal je za

pocetak dejstva hidrolaza (autolizina). Inhibicija vezivanjem B-laktamskih antibiotika nagomilava



peptidoglikanske prekursore, i pocinje razgradnja postojeceg peptidoglikana bez produkcije novog
$to dodatno doprinosi razgradnji éelijskog zida i dovodi do lize bakterijske éelije.’ 2

Karbapenemi su vrlo cCesto jedina terapijska opcija za leCenje infekcija uzrokovanih
multirezistentnim gram-negativnim bakterijama.” Ovi AML su izrazito stabilni prema p-
laktamazama. Otporni su na B-laktamaze prosirenog spektra delovanja iz porodice TEM, SHV i
CTX-M, plazmidske AmpC p-laktamaze (FOX, MOX, CMY, MIR, DHA) i hromozomske
cefalosporinaze Gram-negativnih bakterija. Stabilnost karbapenema prema tim enzimima nije
potpuna. Dejstvo enzima ogleda se u sporoj hidrolizi i dovodi do smanjene osetljivosti bakterija
produktora jedino uz smanjenu permeabilnost spoljainje membrane.’*

Zbog otpornosti na B-laktamaze prosirenog spektra delovanja, karbapenemi se preporucuju

kao prva linija u borbi protiv teskih infekcija izazvanih ESBL pozitivnim sojevima.”

1.2.1. Poreklo rezistencije na karbapeneme kod enterobakterija i vrste Pseudomonas
aeruginosa

Prvi prirodni karbapenem, tienamicin, otkriven je u mikroorganizmu iz zemljista,
Streptomyces cattleya.”® " Imipenem je N-formimidoil derivat tienamicina. Prvi identifikovani
izolat produktor serin karbapenemaza je SME-1 pozitivna vrsta Serratia marcescens (S.marcescens)
iz Londona, identifikovana 1982. godine,’® i Enterobacter cloacae (E.cloacae) produktor IMI-1,
identifikovan 1984. godine u SAD."® Isto tako, OXA-23 iz klase D karbapenemaza, identifikovana
je u izolatu Acinetobacter baumannii (A.baumannii) iz 1985. godine u Velikoj Britaniji.t
Imipenem je za klini¢ku upotrebu odobren 1985. godine u SAD®! pa se moze zakljuciti da je
rezistencija na ovaj lek postojala i mnogo ranije kod bakterija u okruzenju, i da klinicka upotreba
karbapenema nije jedini uzrok nastanka klase A i D karbapenemaza.

Mikroorganizmi iz okruzenja nose gene koji kodiraju enzime za hidrolizu karbapenema 1
tako sebi obezbeduju opstanak. Dortet i saradnici otkrivaju ¢vrstu povezanost gena blanpm-1 sa
blemsL genom koji kodira funkcionalni bleomicin rezistentni protein.®2 Oni su deo istog operona i
koeksprimiraju se pod kontrolom istog promotora, parcijalno formiranog na 3° kraju insercione
sekvence ISAbal25. Produkcija bleomicin rezistentnog proteina smanjuje spontani nivo mutacija
koji zavisi od mehanizama rekombinacione reparacije, dovodec¢i do stabilizacije blanom-1 gena i
time omogucavajuéi bakterijama da opstaju u spoljasnjoj sredini zahvaljujuci selekciji posredovanoj
prirodnom produkcijom bleomicinu slicnih molekula. U genetskoj strukturi A. baumannii, blanpm-1
gen predstavlja deo slozenog transpozona Tnl25 sastavljenog od dve kopije ISAbal25. Kod

bakterija iz familije Enterobacteriaceae identifikovan je samo deo ovog transpozona. Proucavajuci



veliki broj enterobakterija koje stvaraju NDM enzime (NDM produkujuéih enterobakterija), zapaza
se da danasnja rasprostranjenost blanpm-1 gena nije uslovljena Sirenjem specificnog klona,
specificnog plazmida niti diseminacijom neke odredene genetske strukture. Vidi se da je blanpm-1
gen uvek povezan svojim 5’ krajem sa ostatkom insercione sekvence ISAba 125 (nadene najpre u
A.baumannii).

Kako je blanom-1 gen identifikovan kao deo slozenog transpozona Tnl125, koji je sastavljen
od dve kopije ISAba 125, pretpostavlja se da je blanom-1 gen prvo bio integrisan u hromozom
A.baumannii iz nepoznate komenzalne vrste, a iz njega plazmidskom replikacijom dospeo u
enterobakterije. Visok sadrzaj G/C u ovom genu ukazuje na poreklo iz bakterija komenzala, ili
Gram-pozitivnih  Streptomyces-like vrsta, ili Stenotrophomonas-like vrsta, kao progenitora
rezistencije na karbapeneme.®®

Transpozon Tn4401, koji sadrzi blakec-> gene kod K.pneumoniae nedavno je opisan u
pCOL-1 plazmidu P.aeruginosa ukazuju¢i na moguénost prenosa ovih gena rezistencije sa
enterobakterija na vrstu P.aeruginosa. Integron klase | je mobilni genetski element na kome se
nalaze blaviv-2 geni kod P.aeruginosa. Treba naglasiti i ¢injenicu da sadrzaj G/C, koji sluzi za
diferenciranje razli¢itih karbapenemaza, veoma varira u okviru odredenih tipova- kod OXA enzima
srednja vrednost G/C iznosi 38,06%, a kod NDM enzima 61,5%. Takode, procenat sli¢nosti medu
karbapenemazama moze biti vrlo nizak (<10%). Ove ¢injenice ukazuju na moguc¢nost da geni koji
kodiraju karbapenemaze imaju razli¢ito evoluciono poreklo, iako pokazuju slicnu enzimsku

aktivnost na istu klasu antibiotika, sa manjom ili ve¢om efikasnos¢u.®*

1.3 Mehanizam rezistencije Gram-negativnih bacila na karbapeneme

Kod bakterijskih vrsta familije Enterobacteriacae i vrste P.aeruginosa postoje dva glavna
mehanizma rezistencije na karbapeneme. Ona moze biti posredovana enzimskim (karbapenemaze)®
i neenzimskim mehanizmima: izmena penicilin-vezujué¢ih proteina,® & povecano izbacivanje
karbapenema iz ¢elije (efflux mehanizam)® & i smanjena propustljivost spoljainje membrane
uzrokovana kvalitativnom ili Kkvantitativnom izmenom ekspresije porina.’> °' Kombinovani
mehanizam rezistencije ukljuuje smanjenu propustljivost spoljasnje membrane udruzenu sa

visokim nivoom produkcije drugih p-laktamaza, uklju¢ujuéi AmpC B-laktamaze i ESBL.%% %



1.3.1 Enzimski posredovana rezistencija na karbapeneme kod Gram- negativnih
bacila (karbapenemaze)

Karbapenemaze predstavljaju enzime iz grupe B-laktamaza koje hidrolizuju karbapeneme.
Dele se na urodene (kodirane genima lociranim na hromozomu) i steCene karbapenemaze (kodirane
genima koji se nalaze na mobilnim genetskim elementima, ukljucujuéi transpozone, integrone i
plazmide). U urodene hromozomske B-laktamaze spadaju enzimi nekih vrsta bakterija kao $to su
Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas spp., Chryseobacterium spp., Bacillus spp., Bacteroides
fragilis. Kod enterobakterija i kod vrste P.aeruginosa uglavnom se radi o stecenim
karbapenemazama.

Klasifikacija p-laktamaza, enzima kojima pripadaju i karbapenemaze, moze biti bazirana na
njihovoj strukturi po Ambler-u ili na funkcionalnim karakteristikama enzima (prema Karen Bush).
Molekularna Kklasifikacija steCenih [-laktamaza po Ambler-u temelji se na uporedivanju
nukleotidnih i amino-kiselinskih sekvenci iz tih enzima.®* Do sada, postoje tri klase karbapenemaza
(A, B i D), koje koreliraju sa funkcionalnom Kklasifikacijom definisanom na osnovu enzimskih
supstrata i profila inhibitora.®® Klase A i D obuhvataju enzime kod kojih je aktivno mesto serin
(serin-karbapenemaze), a klasa B su metalo-p-laktamaze (MBL), za ¢iju su hidroliticku aktivnost
potrebni cinkovi joni. Znacajan broj P-laktamaza iz sve tri molekularne klase nalazi se kod
enterobakterija i kod vrste P.aeruginosa .%

Funkcionalna klasifikacija enzima bazirana je na hidrolitickom profilu njihovih supstrata.
Prema ovoj Klasifikaciji, serin karbapenemaze molekularne klase A pripadaju subklasi 2f. Vecina,
osim hidrolize karbapenema, deluje i na aztreonam. Bolje ih inhibira tazobaktam od klavulanske
kiseline, i hidrolizuju cefalosporine proSirenog spektra. Karbapenemaze klase B (metalo-f-
laktamaze) spadaju u 3a i 3b subklasu, hidrolizuju sve beta-laktamske antibiotike osim
monobaktama. Karbapenemaze klase D kojima pripada i enzim OXA-48 spadaju u 2df subklasu.
Njihove funkcionalne karakteristike su hidroliza karbapenema (hidroliza imipenema brza je u
odnosu na meropenem), hidroliza oksacilina i kloksacilina i nisu inhibirani klavulanskom

kiselinom.%



Klasa A karbapenemaza

Klasa A (funkcionalna subklasa 2f po K. Bush) obuhvata ¢etiri familije koje su filogenetski
razli¢ite: GES, KPC, SME, IMI/NMC. Najvazniji enzimi- predstavnici klase A su: GES-2 kod vrste
P.aeruginosa, GES-4 kod vrste K.pneumoniae, GES-5 kod vrste E. coli, GES-6 kod K.pneumoniae,
SME-1, SME-2 i SME-3 kod S. marcescens, IMI-1 kod Enterobacter cloacae (E. cloacae), KPC-1,
KPC-2 i KPC-3 kod K.pneumoniae, KPC-4 kod Enterobacter sp., NMC-A kod E. cloacae, SFC-1
kod Serratia fonticola i SHV-38 kod K.pneumoniae.’” Rezistencija na karbapeneme uslovljena
ovim enzimima moze biti hromozomskog (NMC-A, SME, IMI-1, SFC-1) ili plazmidskog porekla
(KPC, IMI-2, GES). Geni blages nalaze se na genskim kasetama integrona 1a, blaxec geni i blami-2
geni smesteni su na transpozonima ili plazmidima. Oni kodiraju produkciju enzima koji hidrolizuju
aminopeniciline, ureidopeniciline, cefalosporine prve i druge generacije, aztreonam, ertapenem,
imipenem i meropenem. Vrlo slabo hidrolizuju meropenem (s izuzetkom KPC) tako da retko
uzrokuju klini¢ki znaéajnu rezistenciju, a ne deluju ni na cefamicine (cefoksitin, cefotetan).
Inhibitorno dejstvo klavulanske kiseline, tazobaktama i sulbaktama na ove enzime je varijabilno.%

Familiju enzima GES (engl.- Guiana extended- spectrum g lactamases) ¢ini 26 enzima.®®
Ovu familiju ¢ine enzimi prosirenog spektra delovanja (ESBL), a samo GES- 2, GES-4, GES-5,
GES-6, GES-11, GES-14 i GES-18 pokazuju merljivu enzimsku aktivnost na karbapeneme.1®
detektovani u Evropi, Juznoj Africi i na Dalekom istoku. U julu 2000. godine, registrovana je
epidemija izazvana GES-2 pozitivnim izolatom P.aeruginosa u Juznoafrickoj republici®, a 2004.
godine GES-5 pozitivna K.pneumoniae izazvala je epidemiju u Koreji.1%2

Karbapenemaza SME-1 prvi je put otkrivena u izolatu S. marcescens iz Velike Britanije
1982.7® Ove karbapenemaze hromozomskog porekla (SME-1, SME-2, SME-3) javljaju se kod
izolata S. marcescens, detektuju se retko, najceSc¢e izazivaju sporadi¢ne infekcije i ne pokazuju
potencijal epidemijskog $irenja.!%® Bazalni nivo ekspresije SME-1 je nizak i raste u prisustvu
induktora imipenema,’® sto dovodi do neznatnog povecanja aktivnosti SME-1 prema ovom AML.

Karbapenemaze IMI i NMC-A (engl.- imipenemase/non-metallocarbapenemase-A) opisane
su sporadiéno u izolatima E.cloacae u SAD,'® Kinil® i Argentini,}®” kao i u izolatima

enterobakterija iz povrsinskih voda u SAD.X® Upotreba imipenema, kao kod SME-1, indukuje



povecéano stvaranje IMI-1 enzima $to znacajno povecava rezistenciju na ovaj AML. Gen blammi-1
nalazi se na hromozomu, dok su blaimi-> geni plazmidskog porekla.1%

K.pneumoniae karbapenemaze (KPC) su klinicki najznacajnija familija enzima klase A.
Prva, KPC-1 kod K.pneumoniae, identifikovana je u izolatu iz 1996. godine na isto¢noj obali SAD i
objavljena 2001. godine. 1% Nakon KPC-1 opisane su i druge dve alelske varijante: KPC-2 i KPC-
3110. 111 3 ykupno su detektovane 24 varijante.®® Za nekoliko godina, prosirile su se na skoro celu
teritoriju SAD, sa dominacijom u istotnom delu zemlje. Na podruc¢ju Njujorka smatraju se
endemiénim, a do danas su opisane §irom sveta. 12 113 114 [ako su najéesée detektovani kao izazivaci
hospitalnih infekcija, izolati koji produkuju ove enzime mogu se na¢i i medu izolatima iz uzoraka
dobijenih od ambulantno lecenih pacijenata. Smrtnost od infekcija izazvanih KPC produktorima je
visoka (preko 50%). Osim rezistencije na karbapeneme, ova pojava vezana je i za udruzenu
rezistenciju na druge antimikrobne lekove (multirezistenciju). Najzastupljenije su kod Klebsiella
spp., ali su u manjem broju prisutne i kod drugih predstavnika porodice enterobakterija. KPC-
enzimi opisani su kod E. coli, Enterobacter spp., S. marcescens, Citrobacter freundii (C. freundii),
ali i kod nefermentativnih bakterija kao $to su Pseudomonas spp. i Acinetobacter spp.!'® %
Detekcija KPC pozitivnih izolata moze biti oteZana u rutinskom radu. Postoji viSe razloga koji
onemogucavaju detekciju KPC enzima. Kod nekih sojeva, produkcija enzima ne mora uzrokovati
rezistenciju na sve karbapeneme, ve¢ se moze raditi o izolovanom smanjenju osetljivosti na samo
jedan od njih (najéesée ertapenem).!'® Lazno pozitivni fenotipski testovi mogu se javiti kod ESBL
produktora,’'’ a inokulum male gustine kod automatizovanih sistema moze dati lazno negativne
rezultate (nemoguénost detekcije KPC).1!8 Otezano otkrivanje ovih enzima onemoguéava praéenje
incidence i moze imati ozbiljne posledice na terapiju infekcija izazvanih sojevima koji ih
produkuju. Takode, KPC-2 pozitivni izolati enterobakterija kod pacijenata iz Izraela i Kolumbije!®
120 koji nisu imali kontakta sa americkom kontinentom i nosilastvo KPC pozitivnih izolata kod
pacijenata iz Kine?! ukazuju na moguénost postojanja sekundarnih rezervoara ovakvih izolata.

Na odredenom geografskom podru¢ju moze biti prisutno vise razli¢itih klonova koji se
razlikuju po MLST profilu (viselokusno sekvencijsko tipiziranje, engl.- multilocular sequence
typing), drugim prisutnim B-laktamazama, veli¢ini, broju i strukturi plazmida. NajSire rasprostranjen
u svetu je specifiéni K.pneumoniae klon, ST258, sa ekspresijom blakec-> gena. Dokazano je da su
blakec geni vezani za transpozon Tn4401. To je Tn-3 -like transpozon, koji je kod enterobakterija i

vrste P.aeruginosa naden na razli¢itim lokusima na plazmidu i na plazmidima razli¢itih veli¢ina.'??

10



Zabelezene su i epidemije izazvane sojevima pozitivnim na prisustvo KPC enzima.lt U
Njujorku su, u razli¢itim bolnicama, od 2003-2004. godine zabelezene tri epidemije, izazvane istim

KPC-2 ribotipom, §to ukazuje na klonalnu ekspanziju.*?®

Klasa B karbapenemaza

Metalo-B-laktamaze su klini¢ki najvaznije karbapenemaze. Metalo-f-laktamaze (MBL)-
Ambler klasa B/funkcionalna subklasa 3a i 3b po K. Bush, kodirane su genima na plazmidu ili
integronu, mogu hidrolizovati sve B laktamske antibiotike osim monobaktama (aztreonam) i ne
inaktiviraju ih inhibitori B laktamaza (klavulanska kiselina, tazobaktam i sulbaktam). Razlikuju se
od ostalih karbapenemaza po tome §to kao kofaktore za enzimsku aktivnost koriste dvovalentne
cinkove jone. Hidroliza je uslovljena interakcijom beta laktamskih antibiotika sa jonom Zn na
aktivnom mestu, $to obja$njava inhibiciju njihove aktivnosti u uslovima in vitro posredstvom etilen-
diamino-tetrasiréetne kiseline (EDTA) i drugih helatora cinkovih jona (dipikoliniéna kiselina).%
Vrednost minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) na karbapeneme kod MBL produktora moze
varirati od senzitivnog do rezistentnog.*?* Stopa smrtnosti od infekcija izazvanih MBL pozitivnim
sojevima kreée se od 18% do 67%.1% Prve MBL dokazane su kod oportunistickih bakterija-
Bacillus cereus, Aeromonas sp., Stenotrophomonas maltophilia (S. maltophilia), Legionella
gormanii. Najéesc¢e su to bakterije iz spoljasnje sredine, koje poseduju unutras$nju ili hromozomsku
rezistenciju. Hromozomske MBL se u ovim bakterijama najé¢eSée nalaze zajedno sa jo§ najmanje
jednom serin B-laktamazom, pa se po izlaganju p-laktamskim AML indukuju oba enzima. Sre¢om,
osim S. maltophilia, ostale vrste se retko srecu kao izazivaci bolnickih infekcija, a hromozomski
kodirani enzimi se karakteriSu vertikalnom transmisijom pa je i opasnost od Sirenja u bolnickim
sredinama manja. Od 1990. godine, naglo se povecava broj steenih ili prenosivih gena Koji
kodiraju MBL, koji su opisani kod vrste P.aeruginosa i A.baumannii, ali su kasnije otkrivene i kod
vrsta iz familije Enterobacteriaceae (Klebsiella spp., S.marcescens, E.cloacae, E.coli, C.freundii).
Opisano je vise familija MBL koje mogu hidrolizovati karbapeneme: IMP, VIM, GIM, SPM, NDM,
AIM, KHM i TMB enzimi.?® Geni koji ih kodiraju nalaze se u integronima gde su inkorporirani u
genske kasete. Kao sastavni deo plazmida ili transpozona, integroni omogucavaju horizontalni
genetski transfer tih gena medu bakterijama. Rasprostranjene su u celom svetu, ali najvise u Evropi,

Jugoisto&noj Aziji i Japanu. %

Prva identifikovana ste¢ena MBL je IMP, otkrivena u izolatu P.aeruginosa u Japanu 1990.

godine. Enzim je nazvan IMP-1 (engl.- active on imipenem), a gen koji ga kodira nalazio se na
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konjugativnom plazmidu.t? 127 U Evropi, ovaj enzim je dokazan u Italiji kod Acinetobater spp.'?®
Kod vrsta familije Enterobacteriaceae, IMP-1 je prvi put otkrivena kod izolata S.marcescens u
Japanu, 1991. godine a gen za njenu sintezu je bio lociran na integronu.'?® Od tada, detektovane su
53 IMP varijante irom sveta.®® Endemska IMP postoji u Japanu, na Tajvanu, Istoénoj Kini, Grékoj,
a pojedinacni slucajevi registrovani su u mnogo zemalja. Ova selekcija dovodi se u vezu sa
upotrebom karbapenema.

Geni koji kodiraju IMP-1 enzim (blamp-1) locirani na konjugativnom plazmidu kod vrste
P.aeruginosa, nadeni su i na integronima prisutnim kod S.marcescensi drugih pripadnika
familije Enterobacteriaceae u Japanu, a prvi ¢lan IMP familije detektovan u Evropi, IMP-2 enzim,
naden je u klasi 1 In31 integrona kod A.baumannii koji moze sadrzati vise razli¢itih gena
rezistencije. Ovi geni su udruzeni u genske kasete, koeksprimirane pomoc¢u jednog promotora.
Kodiraju smanjenu osetljivost na razli¢ite grupe AML (beta-laktamski antibiotici, sulfonamidi,
hloramfenikol, aminoglikozidi). U genskim kasetama koje sadrze blamp gen otkriveni su i geni
rezistencije na aminoglikozide (aacA4, aadAl, aadB), hloramfenikol (catB) i geni koji kodiraju
klasu D beta laktamaza (blaoxa). Integroni nisu samostalno mobilni, ve¢ su obi¢no identifikovani
unutar transpozona, $to omogucéava njihov prenos i irenje.®

Enzim IMP-3 opisan je u Japanu 1998. godine u izolatu Shigella flexneri.*** Ovo je prva
metalo-B-laktamaza detektovana u vanbolni¢kom izolatu.'3? Metalo-B-laktamaza IMP-4 je prvi put
opisana u Hong Kongu 2001. godine u izolatima A. baumannii iz hospitalne epidemije.'*® Prva
IMP-5 B-laktamaza detektovana je u Portugaliji, 1998. godine, u izolatu A. baumannii iz urina.
Genetski je bila sli¢nija sa IMP-1, IMP-3 i IMP-4 nego sa IMP-2. Jedina genska kaseta u klasi 1
In76 integrona bila je blame-s.1** Karbapenemaza IMP-6 je prvi put opisana u Japanu 2001. godine,
u izolatu S.marcescens dobijenom iz urina.!® Tokom 2000-2001. godine razli¢ite varijante IMP
enzima nadene su u Gram-negativnim bakterijama Sirom sveta. Enzim IMP-7 identifikovan je kod
klini¢kog izolata P.aeruginosa u Kanadi**® ¥ i Singapuru,'® varijanta IMP-8 detektovana je kod
E. cloacae sa Tajvana,'®*® IMP-9 u Kini* i IMP-13 u Iltaliji.!**Varijanta IMP-16 opisana je u
Brazilu.X*? Geni koji kodiraju IMP enzime su takode locirani na klasi 1 integrona koji nosi i gene za
enzime koji modifikuju dejstvo aminoglikozida. Enzim IMP-18 otkriven je u SAD.'*® Na podrugju
Balkana registrovane su IMP metalo-B-laktamaze u Hrvatskoj.!*® Varijanta IMP-35 otkrivena je kod
multirezistentnog izolata P.aeruginosa na belgijsko-nemackoj granici.'** Do danas su opisane 53

alelske varijante ovog enzima.*®
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Najrasprostranjenija MBL familija je VIM (engl.- Verona-integron encoded metallo-4-
lactamase), sa 46 opisanih varijanti.”® lIzolati produktori ovih enzima takode mogu uzrokovati
epidemije bolnickih infekcija. Karbapenemaza VIM-1 je prvi put otkrivena u Veroni 1997.
godine.}* Kasnije je opisana i kod vrsta E. coli, K.pneumoniae i E.cloacae, Proteus mirabilis (P.
mirabilis), Providencia stuartii (P.stuartii), Morganella morganii (M.morganii) iz Grcke,
K.pneumoniae i P.stuartii iz Francuske, E. coli i K.pneumoniae iz Spanije.**® 4" Gen blavim-1 je
deo genske kasete insertovane u klasi 1 In70 integrona, u kome se nalaze i integraza kodirajuci gen,
blavim-1 i aacA4 gen koji uslovljava rezistenciju na aminoglikozide.**® Enzim VIM-2 opisan je u
Francuskoj 1996. godine, u izolatu P.aeruginosa.'*®

Karbapenemaza VIM-2 opisana je i kod vrste C. freundii (Tajvan)'®® i vrste E. cloacae
(Juzna Koreja).?®® Detektovana je i u drugim enterobakterijama i nefermentativnim Gram-
negativnim bakterijama. Ova karbapenemaza je najcesc¢e opisivana metalo-f-laktamaza u celom
svetu. Na Balkanu je opisana u Hrvatskoj, u Splitu i Zagrebu, u izolatima P.aeruginosa.l® 152
Enzim VIM-3 identifikovan je na Tajvanu.’®® Karbapenemaza VIM-4 je prvi put opisana u
izolatima P.aeruginosa iz Gréke i kasnije u izolatima K.pneumoniae i E.cloacae u lItaliji kod
bolesnika koji je prethodno lecen karbapenemima.®* **° Prisustvo ovog enzima dokazano je i u
Madarskoj'®8, Poljskoj*’ i Svedskoj.!%®

Karbapenemaza VIM-5 je opisana kod izolata P.aeruginosa iz Turske 2003. godine,'®® a
enzim VIM-6 je opisan u Singapuru 2000. godine, u izolatu Pseudomonas putida.'®® Enzim VIM-7
je prvi put opisan u SAD-u 2001. godine, u izolatu P.aeruginosa .*%Alelske varijante VIM 8-11
takode su opisane kod P.aeruginosa .1%? Karbapenemaza VIM-12 je nadena u Grékoj 2007. godine,
u izolatu K.pneumoniae , a zatim i u izolatima E. coli i E. cloacae.’®® Varijante VIM-13-VIM-18
opisane su u Spaniji,'®* Bugarskoj i Nemackoj,*% u izolatima P.aeruginosa . Enzim VIM-19 opisan
je u Gr¢koj 2008. godine u izolatu K.pneumoniae. Do sada je opisano 46 alelskih varijanata VIM
metalo-B-laktamaza.®®

Tre¢i predstavnik MBL je familija SPM-1 (engl.- Sao Paolo imipenemase). Prvi put je
blaspm-1 gen lociran na plazmidu detektovan u Brazilu 2002. godine kod P.aeruginosa . Ovaj tip
enzima razlikuje se po strukturi i od VIM i IMP enzima. Ima ve¢i afinitet prema cefalosporinima u
odnosu na peniciline. U Evropi je opisan prvi put SPM enzim opisan u izolatu P.aeruginosa
importovanom iz Brazila.!®” U klasu MBL spada i SIM enzim (engl.-Seul imipenemase),'®®
karbapenemaza koja je po strukturi najbliza IMP metalo-p-laktamazama. Ovaj enzim opisan je kod

P.aeruginosa i A. baumannii.
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Najrasprostranjeniji enzimi iz klase MBL su predstavnici NDM familije. Prvi put su opisani
u Svedskoj 2008. godine, u izolatu K.pneumoniae importovanom iz Indije.'®® Do 2010. godine
izvestavano je njihovo prisustvo samo na Indijskom potkontinentu,!’® da bi se kasnije pocele da
detektuju u razli¢itim delovima sveta. Veliki broj opisanih sluc¢ajeva odnosi se na NDM-1 pozitivne
sojeve koji su u Kanadu, SAD, Evropu i Aziju preneti iz Indije.}”" 172 Pacijenti sa izolatima
pozitivnim na produkciju NDM enzima imali su ili infekciju ili kolonizaciju ovim sojevima ¢ije
prisustvo je dokazano i u vodi za pi¢e i otpadnim vodama u Indiji.}”® Kasnija istraZivanja ukazuju
na mogucénost da Balkan i Srednji Istok predstavljaju sekundarni rezervoar NDM enzima. NDM-1
laktamaza nadena je i u Hrvatskoj, u izolatu K.pneumoniae kod bolesnika iz Bosne i Hercegovine,
bez anamnestic¢kih podataka o boravku u Indiji pa je moguée da se radi o ,,balkanskom klonu” 1"

Karbapenemaza NDM se po genetskoj strukturi razlikuje od ostalih klasa MBL.%° Naj¢esce
je prisutna kod E.coli i K.pneumoniae, rede kod drugih vrsta enterobakterija, kao i kod
P.aeruginosa i A. baumannii.

Gen blanpwm-1 lociran je na plazmidu koji moze sadrzati i gene koji kodiraju ESBL, OXA-48,
VIM enzime, plazmidske AmpC enzime, gene rezistencije na aminoglikozide, sulfametoksazol,
makrolide i rifampicin. Zahvaljuju¢i plazmidskom poreklu, mogu se prenositi horizontalnim
transferom i dovesti do nastanka i Sirenja multirezistentnih ili panrezistentnih sojeva. Mnogi od ovih
sojeva osetljivi su samo na tigeciklin i kolistin, neki i na fosfomicin,!”™ pa predstavljaju veliki
terapijski problem. Poseban problem sa epidemioloSkog stanoviSta predstavlja i Cinjenica da je
rezervoar ovih enzima ogroman- Indijski potkontinent sa vise od 1,4 milijarde ljudi. Enzimi NDM
su, osim u hospitalnim sredinama, gde su naj¢esce detektovani kod K.pneumoniae , prisutni i u
izolatima vanbolni¢kog porekla. U nekim delovima Pakistana registrovano je oko 20% zdravih
nosilaca NDM pozitivnih sojeva, a ovi sojevi su prisutni ¢ak i u vodovodskoj i povrSinskim
vodama.r’® Velika zastupljenost NDM enzima kod MDR enterobakterija predstavlja ozbiljnu
opasnost za dalje Sirenje multirezistentnih klonova.

Za razliku od drugih MBL, blanom-1 gen nije vezan samo za jedan klon. Od posebnog je
znadaja otkrivanje ST131 klona E.coli koji nosi i gen koji kodira CTX-M-15 ESBL,!"® najcesce
izaziva vanbolni¢ke infekcijel’” i Siroko je rasprostranjen. Opisano je 16 alelskih varijanti ovog
enzima.*®

Jedna od skoro otkrivenih B laktamaza u klasi MBL su DIM (engl.- Dutch imipenemase).
Gen koji kodira DIM-1 B laktamazu nalazi se na integronu, a opisan je u Holandiji kod vrste

Pseudomonas stutzeri.!’® Nedavno je otkrivena KHM-1 u Japanu, iz izolata C. freundii koji je
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poticao iz 1997.godine.}”® Najnovije otkrivena MBL je Tripoli metalo-B-laktamaza-1 (TMB-1)

detektovana u Japanu, u izolatu Acinetobacter spp. sa smanjenom osetljivos¢u na imipenem. 8

Klasa D p-laktamaza (oksacilinaze)

U molekularnoj klasi D B laktamaza (funkcionalna subklasa 2d po K. Bush) nalaze se
oksacilinaze koje hidrolizuju karbapeneme, tipi¢ne za vrstu A. baumannii, ali se sve ¢esce izvestava
pojava ovih enzima kod enterobakterija, posebno kod vrste K.pneumoniae.!8!: 182 Klasi¢ni OXA
enzimi (OXA-1, OXA-2, OXA-10) ne hidrolizuju ceftazidim i dovode do rezistencije na
karboksipeniciline i ureidopeniciline.’®® Najve¢i klini¢ki zna¢aj imaju oksacilinaze prosirenog
spektra (OXA-11, OXA-15, OXA-18 i OXA-45) kod enterobakterija i OXA-13, OXA-14, OXA-
16, OXA-17 OXA-19 i OXA-28 kod vrste P.aeruginosa koje hidrolizuju ceftazidim, cefotaksim,
cefepim, cefpirom, aztreonam i moksalaktam.'® Osim OXA-18, aktivnost ovih enzima ne
suprimiraju inhibitori p-laktamaza (klavulanska kiselina i tazobaktam). Nepostojanje specifi¢nog
inhibitora otezava njihovu identifikaciju u rutinskom radu.'® Osim hidrolize p-laktamskih
dejstvo na karbapeneme. Najces¢a karbapenemaza grupe D kod enterobakterija je OXA-48
laktamaza koja je opisana prvo u Turskoj u izolatima K.pneumoniae gde je najrasprostranjenija,*e®
187 ali je detektovana i u Nemackoj i Belgiji,’® kao i OXA-181. Enzim OXA-48 nije klasi¢na
karbapenemaza, i potpuna rezistencija na karbapeneme postize se udruzenim dejstvom enzima i
izmene porina ili postojanja efflux pumpi. Sirenje rezistencije na karbapeneme uzrokovano

oksacilinazama kod enterobakterija najéesée je posredovano plazmidima.*8®

1.3.1.1 Enzimski posredovana rezistencija na karbapeneme kod enterobakterija

SteCena rezistencija na karbapeneme je i u sadasnjem trenutku relativno retka kod
enterobakterija. Enzimska rezistencija na karbapeneme moZe nastati zbog produkcije
karbapenemaza iz klase A- KPC, IMI, NMC, SME® koje su varijabilno osetljive na inhibiciju
klavulanskom kiselinom, metalo-B-laktamaza od kojih su najées¢e IMP, VIM ili NDM!?* ili OXA-
48 B-laktamaze.*®

Rezistencija na karbapeneme moze nastati i kao posledica kombinacije dve vrste

mehanizama- hiperprodukcije B-laktamaza proSirenog spektra delovanja ili plazmidskih AmpC B-
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laktamaza sa izmenom ili gubitkom porina,*®% 1% ali je rezistencija posredovana produkcijom
karbapenemaza od vecéeg epidemioloskog i klinickog znacaja. Karbapenemaze iz grupe A Ceste su u
SAD-u i kod enterobakterija su opisani izolati S. marcescens sa smanjenom osetljivosti na
karbapeneme, %% 1%4E_ cloacae pozitivni na NMC-1 B-laktamazu'® i K.pneumoniae pozitivni na
KPC B-laktamaze,'!° koja je endemska za podruéje Njujorka. Enzimi KPC $iroko su rasprostranjeni
u Evropi ali i celom svetu. U Izraelu i Velikoj Britaniji preovladavaju tipovi KPC-2 i KPC-3.1%°
KPC-pozitivni izolati K.pneumoniae opisani su i u Svajcarskoj,'®® Nemackoj,'®" Belgiji'®® i

Italiji.*®. U Evropi su prisutne u Francuskoj gde je IMI-1 p-laktamaza®®

opisana kod E. cloacae i
K.pneumoniae pozitivna na produkciju GES-1.1%° Pojedine karbapenemaze grupe B (MBL)
karakteristi¢ne su za odredene regije kao sto je Grcka, gde se kao endemske detektuju metalo-p-
laktamaze iz familije VIM u izolatima E.cloacae i K.pneumoniae. Na Dalekom istoku i u Indiji kod
enterobakterija su najéescée opisane NDM p-laktamaze. 20t 202

Iz klase D dominantan tip karbapenemaze u izolatima K.pneumoniae u Turskoj je OXA-48
B-laktamaza. U Gr¢koj, Nemackoj i Kini opisani su sojevi sa simultanom produkcijom KPC i
metalo-B-laktamaza.'** U Hrvatskoj su do sada opisane ste¢ene karbapenemaze NDM
(K.pneumoniae), KPC (K.pneumoniae)’® i VIM (E.cloacae, K.pneumoniae, C.freundii,

S.marcescens). 1>t 152

1.3.1.2 Enzimski posredovana rezistencija na karbapeneme kod vrste Pseudomonas
aeruginosa

P.aeruginosa predstavlja fenomen u bakterijskoj rezistenciji jer poseduje brojne urodene
mehanizme, kao $to je konstitutivna ekspresija AmpC p-laktamaze, efluksne membranske pumpe,
porinske mutacije, ali moze imati i steCene mehanizme rezistencije, medu kojima su i stecene
karbapenemaze.?®* Dokazano je da P.aeruginosa produkuje karbapenemaze iz klase A. Medu
predstavnicima ove grupe su GES-2, opisana 2000. godine u Juznoj Africi, GES-5, iz Francuske i
Juzne Afrike, i GES-18, detektovana u izolatu P.aeruginosa iz Belgije.?%® 2% Klasi A pripada i
KPC-2 karbapenemaza prvi put opisana u izolatu iz Kolumbije 2007. godine,?’ kao i KPC-5
karbapenemaza u izolatu P.aeruginosa iz Portorika.?®® Enzimski posredovana rezistencija
P.aeruginosa na karbapeneme najéeSce je uzrokovana metalo-p-laktamazama. Enzimi VIM i IMP
su najzastupljeniji enzimi iz ove klase. Enzimi IMP prvi su put otkriveni u Japanu 1988,*%¢ i

karakteristi¢ni su za ovo podrucje. U Evropi su detektovani u Italiji, i to varijante IMP-13, IMP-16,
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IMP-22 iz bolni¢kih izolata P.aeruginosa'?® 2°a IMP-29 opisana je u Francuskoj.?!° Prvi enzim iz
familije VIM opisan je 1999. godine u Italiji, u izolatu P.aeruginosa iz 1997. godine.*°

Najrasprostranjenija na svim kontinentima je alelska varijanta VIM-2, prvi put opisana u
Francuskoj 2001.2'* U Evropi je njeno prisustvo registrovano u mediteranskim zemljama (ltalija,
Francuska, Gréka, Portugalija i Spanija), centralnoevropskim zemljama (Poljska, Belgija,
Nemacka), a od balkanskih zamalja Srbija?? i Hrvatska.®! U svetu, VIM familija enzima
resprostranjena je i u Juznoj i Severnoj Americi, Kanadi, Aziji i Indiji. Poslednje opisani varijante
su IMP-33 (ltalija), VIM-36 (Belgija) i VIM-37 (Poljska).?*3

Metalo-B-laktamaza SPM-1 iz Brazila detektovana je 2002. godine kod vrste Pseudomonas
aeruginosal®® a GIM-1 enzim 2004. godine u Nemackoj. U izolatu P.aeruginosa na australijskom
tlu detektovana je AIM-1 (engl.-Adelaide imipenemase) metalo-p-laktamaza.?'* Enzimi NDM kod
vrste P.aeruginosa uglavnom se vezuju za Egipat i Indiju,?® ali ima izolata i iz Srbije koji
produkuju ovaj enzim.?1

Iz klase D karbapenemaza OXA-10 se naj¢esce opisuje, ali su i varijante OXA-4, OXA-2,
OXA-30, OXA-17, OXA-13,0XA-19 prisutne u mnogim zemljama Evrope i sveta (Turska,

Francuska, Bugarska, Iran, Koreja, Indija). 2%’

1.3.2 Rezistencija Gram- negativnih bacila na karbapeneme koja nije posredovana
karbapenemazama

Kod Gram-negativnih bacila iz familije Enterobacteriacae i kod vrste P.aeruginosa postoje
i drugi mehanizmi rezistencije na karbapeneme: smanjeno preuzimanje antibiotika zbog kvalitativne
ili kvantitativne izmene ekspresije porina, udruzeno sa prekomernom produkcijom B- laktamaza

koje imaju vrlo slab afinitet prema karbapenemima.

1.3.2.1 Rezistencija enterobakterija na karbapeneme koja nije posredovana
karbapenemazama

Spoljas$nja membrana Gram-negativnih bakterija formira hidrofobnu barijeru koja $titi ¢eliju
od ulaska molekula kao Sto su teski metali 1 deterdZenti iz spoljasnje sredine. Membrana sadrzi
specifi¢ne proteine, porine, hidrofilne kanale koji omogucavaju selektivno preuzimanje hranljivih
materija, ali i antibiotika.?'® 2'° Porini koji uéestvuju u preuzimanju antibiotika najéesc¢e pripadaju
familijama OmpF i OmpC.#° Bilo kakva izmena u broju ili aktivnosti porina moze dovesti do
pojave bakterijske rezistencije. Smanjena osetljivost na antibiotike uzrokovana je izmenama u

centralnom porinskom kanalu porin proteina, gubitkom ekspresije porina, ili izmenom tipa porina.
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Izmena ekspresije porina uslovljena antimikrobnim lekovima regulisana je uceS¢em mar i SOX
operona, §to kao posledicu ima smanjenje broja porina u spolja$njoj membrani.??

Rezistencija na karbapeneme prvi put je detektovana kod enterobakterija, posebno kod
Enterobacter sp. (manje od 1% izolata) kod kojih je detektovana prekomerna ekspresija gena koji
kodira urodenu cefalosporinazu AmpC, kao i izmenu OmpF i OmpC porina. Sli¢éni mehanizmi
detektovani su i kod Serratia sp., C. freundii i M. morgani. Takode, dokazani su i kod vrsta koje ne
produkuju urodene cefalosporinaze, kao $to su E. coli, K.pneumoniae i Salmonella sp. Kod ovih
bakterijskih vrsta za rezistenciju je odgovorna kombinacija plazmidski kodirane AmpC ekspresije
sa smanjenom propustljivos¢u uzrokovanom izmenom porina Omp K35/36 kod K.pneumoniae,
OmpF i OmpC porina kod E. coli i OmpF kod Salmonella enterica.®? 2! Ambulantni i bolni¢ki
sojevi su u ovim ispitivanjima posedovali razli¢ite AmpC enzime (CMY-2, DHA-1, ACC-1).222 223
224,225,226 Genj za AmpC tip B- laktamaze poticali su od Gram- bacila kao $to su Hafnia alvei, M.
morganii, Aeromonas spp.??’ i preneseni su plazmidima. Geni za sintezu plazmidskih
cefalosporinaza vrlo Cesto su udruzeni sa genima rezistencije na druge antimikrobne lekove
(aminoglikozide, tetracikline, sulfonamide), koji se nalaze na istom plazmidu.??®

Smanjena osetljivost na ertapenem kod izolata koji su posedovali udruzene mehanizme
rezistencije bila je detektovana u toku terapije ovim antibioticima,?? 228

Produkcija ESBL u kombinaciji sa smanjenom propustljivosti spoljaSnje membrane, dovodi
do rezistencije na karbapeneme.® Geni koji kodiraju ESBL (blatem, blasky, blactx-m) takode su
vezani za plazmide. Jedan od takvih primera detektovan je ultaliji. 1zolati su bili ESBL pozitivni i
imali su novi tip porina- Omp K36V, sto je uslovilo rezistenciju na ertapenem, osetljivost na
imipenem i intermedijarnu osetljivost na meropenem.??® Siroko rasprostranjeni ESBL pozitivni
sojevi (CTX-M) nameéu potrebu obaveznog testiranja osetljivosti na ertapenem.'®? Prekomerna
ekspresija AcrA, komponente efflux pumpe, opisana je kao uzrok rezistencije na imipenem kod
vrste Enterobacter aerogenes (E.aerogenes).?® Neke studije ukazuju na nestabilnost rezistencije
uzrokovane izmenom porina.??? Smanjena propustljivost spoljasnje membrane kao posledica
mutacije ili gubitka porina dovodi do izmenjenog metabolizma, smanjenog unosa hranljivih
materija i poremecenog procesa izbacivanja Stetnih produkata iz ¢elije. Time se ugrozava rast celije
I njena sposobnost opstanka.

Sojevi koji su rezistentni na karbapeneme, a ne produkuju karbapenemaze, ¢esto su manje

rezistentni na ostale antibiotike od sojeva koji produkuju karbapenemaze. Ova rezistencija ne
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prenosi se horizontalnim putem, za razliku od karbapenemaza, ve¢ postoji samo vertikalna

transmisija. Ovi sojevi ¢ine manji deo populacije rezistentne na karbapeneme.

1.3.2.2 Rezistencija vrste Pseudomonas aeruginosa na karbapeneme koja nije
posredovana karbapenemazama

Izmene porinskih kanala kod vrste Pseudomonas aeruginosa

Spoljasnja membrana Gram-negativnih bakterija predstavlja polupropustljivu barijeru koja
usporava ulazak AML. Propustljivost spoljasnje membrane vrste P.aeruginosa iznosi svega 8%
propustljivosti membrane E. coli. Porini su vodeni kanali koji omogucavaju propustljivost
membrane i ulazak hranljivih materija u Cceliju. Analizom genoma vrste P.aeruginosa
identifikovano je 164 porina od kojih 64 imaju vaznu ulogu u transportu Secera, aminokiselina,
fosfata, dvovalentnih katjona.>®® Nekoliko grupa hidrofilnih antibiotika- karbapenemi,
aminoglikozidi, tetraciklini i neki fluorohinoloni takode mogu uéi u ¢eliju koriste¢i ove kanale.?%
Gubitak ili izmena porinskih kanala smanjuje osetljivost na karbapeneme, ali ne i na ostale f-
laktamske antibiotike. Izmena kanala najces¢e je posledica mutacije gena koji kodira OprD
protein.?®2 Gubitak OprD proteina uzrokuje izolovanu rezistenciju na imipenem. U poredenju sa
imipenemom, propustljivost za meropenem je u manjoj meri kompromitovana pa je i smanjena
osetljivost na meropenem slabije izrazena. Kod OprD mutanata MIK imipenema je od 8-32ug/ml, a
za meropenem 2-4ug/ml. 23 234 [zmena OprD porina &esto se javlja u toku terapije imipenemom. U
razli¢itim studijama, rezistencija na imipenem pojavljuje se u toku terapije infekcija uzrokovanih
vrstom P.aeruginosa u oko 25% pacijenata. 2% Selekcija rezistentnih P.aeruginosa sojeva u toku
terapije imipenemom je mnogo ¢es¢a od pojave mutanata rezistentnih na ceftazidim, piperacilin ili

ciprofloksacin.?®

Effluks sistem kod vrste Pseudomonas aeruginosa

Klini¢ki izolati P.aeruginosa poseduju urodenu rezistenciju uslovljenu malom
propustljivos¢éu spoljasnje membrane zbog prisustva proteina velike molekulske mase- oko 50
kDa.?® Savremeni koncept je da ovi proteini (OprM, Opr], OprN) udestvuju kao komponenta
aktivnog efflux sistema (energetski zavisni sistem izbacivanja AML sa velikom specifi¢nosc¢u za
suspstrat). Uroden nivo rezistencije P.aeruginosa u velikoj meri odreden je uzajamnim dejstvom
male propustljivosti spoljasnje membrane i 0vog sistema.?° Prekomerna ekspresija efflux sistema sa

Sirokim spektrom razli¢itih supstrata predstavlja vazan neenzimski mutacioni mehanizam
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P.aeruginosa . Uslovljava rezistenciju na B-laktamske antibiotike, ukljucujuéi i karbapeneme.?%’
Efflux takode doprinosi razvoju multirezistencije na antipseudomonasne AML i predstavljaju ga
Cetiri genetski razli¢ita trokomponentna sistema koji pripadaju RND familiji (engl.-resistance—
nodulation—division)?® 7. MexA-MexB-OprM, MexC—MexD-OprJ, MexE-MexF-OprN i
MexX—MexY-OprM. Prva komponenta je protein lociran na citoplazmatskoj membrani (MexB,
MexD, MexF i MexY) i funkcioniSe kao energetski zavisna pumpa sa velikom specifi¢noséu za
suspstrat. Druga komponenta je protein spoljasnje membrane (engl.-exit portal) (OprM, OprJ, OprN
i OprM). Tre¢i protein- vezujuéi lipoprotein (MexA, MexC, MexE and MexX) nalazi se u
periplazmatskom prostoru povezujuéi prethodna dva 2.

Efflux sistemi MexA—MexB-OprM i MexX—MexY-OprM mogu biti uzro¢nici i urodene i
steCene rezistencije kod P.aeruginosa, dok MexC—MexD-OprJ and MexE-MexF—OprN uzrokuju

samo stedenu rezistenciju.?*® Supstrati ukljucuju razli¢ite klase AML.?*°

Efflux sistem MexA-MexB-OprM

Mutacija mexR hromozomskog gena koji kodira MexR represorni protein dovodi do
smanjenja produkcije represora $to dovodi do povecane transkripcije mexA—mexB—oprM operona
koji uslovljava hiperprodukciju MexA-MexB-OprM efflux sistema kod klini¢kih izolata
P.aeruginosa .22 Mutanti nalB imaju poveéane vrednosti MIK i uslovljavaju rezistenciju na veéinu
B-laktamskih antibiotika (penicilini, cefalosporini, monobaktami, meropenem u izvesnoj meri, ali ne
imipenem), hinolone, tetracikline, hloramfenikol i trimetoprim. Mogu biti selektovani in vitro ili u
toku terapije fluorohinolonima, penicilinima ili cefalosporinima.?*! Osetljivost na aminoglikozide
ne menja se pomoéu ovog mehanizma.?*?> MexA—MexB-OprM hiperekspresija kod P.aeruginosa
dovodi do smanjene osetljivost na meropenem, ali ne i na ostale karbapeneme— imipenem i
panipenem (u poredenju sa nemutiranim tipom P.aeruginosa). Razlog je razli¢ita molekularna
struktura karbapenema— meropenem ima hidrofobne boc¢ne nizove na drugoj poziciji $to ga Cini
supstratom pogodnim za ovaj efflux sistem, dok imipenem i panipenem imaju hidrofilne bo¢ne

lance.

Efflux sistem MexC—MexD-OprJ

Mutacija na nfxB genu koji kodira transkripcionalni represor, dovodi do njegovog smanjenja
I hiperekspresije mexC—mexD—oprJ operona, koji dovodi do hiperprodukcije MexC—MexD—OprJ

efflux sistema. Ovaj operon se ne eksprimira konstitutivno, ve¢ samo kao posledica mutacije nfxB
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gena.?*®* MexC—MexD-OprJ efflux sistem u najveéoj meri izbacuje cefalosporine Sirokog spektra

(cefepim i cefpirom) iz bakterijske éelije, kao i hinolone, makrolide, tetracikline i hloramfenikol?44

Efflux sistem MexE-MexF-OprN

Mutacija na nfxB genu dovodi do hiperprodukcije MexE-MexF-OprN efflux sistema i
rezistencije na hinolone, hloramfenikol i trimetoprim.?*® P.aeruginosa mutanti pokazuju i unakrsnu
rezistenciju na karbapeneme (uglavnom imipenem) i imaju smanjenu ekspresiju OprD proteina
spoljasnje membrane.

Prekomerna ekspresija efflux sistema sa Sirokim spektrom razli¢itih supstrata predstavlja
vazan mutacioni mehanizam P.aeruginosa. Osim rezistencije na karbapeneme, uslovljava
rezistenciju i na druge antipseudomonasne antibiotike (ostale p-laktame, fluorohinolone,

aminoglikozide i polimiksin B).
Izmena penicilin vezujucih proteina kod Pseudomonas aeruginosa

Najredi mehanizam rezistencije na beta laktamske antibiotike posredovan je izmenom
penicilin vezujuéih proteina. Vezuje se za terapiju imipenemom, kao i za upotrebu visokih doza
piperacilina kod pacijenata sa cisticnom fibrozom. Postoje i podaci 0 smanjenoj osetljivosti na f
laktame zbog hiperprodukcije PBP-3.246 8. 87
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2 CILJEVI ISTRAZIVANJA

- Primenom  fenotipskih metoda utvrditi najéeS¢e mehanizme rezistencije
enterobakterija na karbapeneme

- Primenom fenotipskih metoda utvrditi naj¢eS¢e mehanizme rezistencije nha
karbapeneme kod vrste Pseudomonas aeruginosa

- Kod izolata rezistentnih na karbapeneme ispitati mehanizam rezistencije primenom
molekularnih metoda- lan¢anom reakcijom polimeraze (engl.- polymerase chain reaction -
PCR)

- Uporednom primenom fenotipskih i genotipskih metoda dokazati da fenotipske
metode predstavljaju pouzdan test za detekciju karbapenemaza

- Utvrditi najCesce rezistotipove sojeva koji su rezistentni na karbapeneme
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3 NAUCNO-RADNE HIPOTEZE

— Rezistencija na karbapeneme posredovana udruzenim mehanizmima izmenjene ekspresije

-----

mehanizam rezistencije enterobakterija na karbapeneme

— Produkcija karbapenemaza koje pripadaju vrstama NDM i OXA-48 predstavlja najcesci
mehanizam enzimske rezistencije enterobakterija na karbapeneme

— Za rezistenciju na karbapeneme uslovljenu prisustvom B-laktamaza kod vrste Pseudomonas
aeruginosa najcesce su odgovorni enzimi iz grupe metalo- f-laktamaza

— Metode fenotipskog dokazivanja produkcije karbapenemaza predstavljaju pouzdan test za
detekciju mehanizma rezistencije koji je posledica enzimske destrukcije karbapenema

— Prisustvo rezistencije na karbapeneme povezano je sa rezistencijom na druge klase

antimikrobnih lekova
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4 MATERIJAL | METODE

Bakterijski izolati
Identifikacija i selekcija

Ispitivanje je planirano kao prospektivna studija, i sprovedena je u periodu 1.1.2015.-
1.5.2016. godine u Centru za mikrobiologiju Instituta za javno zdravlje u Nisu.

Izolacija 1 identifikacija bakterijskih izolata vrSena je standardnim bakterioloskim metodama
(morfoloskim, kulturelnim i biohemijskim). Identifikacija do nivoa vrste izvrSena je primenom
automatizovanog sistema- Vitek 2 Compact sistem (BioMerieux, Marcy I'Etoile, France), ili BBL
Crystal sistemom (Becton-Dickinson Microbiology Systems, USA).

Ispitivanjem je obuhvaéeno 107 izolata vrsta iz porodice Enterobacteriaceae i 75 izolata
vrste Pseudomonas aeruginosa, poreklom iz materijala bolesnika hospitalizovanih u Klini¢kom

Centru NisS.

Zastupljenost vrsta familije Enterobacteriaceae i poreklo izolata

U Centru za mikrobiologiju Instituta za javno zdravlje u Nisu od 1.1.2015. do01.5.2016.
godine selektovano je 107 izolata enterobakterija koje su pokazale smanjenu osetljivost na jedan ili
viSe karbapenema koriS¢enjem disk difuzione metode prema slede¢im kriterijumima: zone
inhibicije za ertapenem i meropenem <25mm a za imipenem <23mm.

Izolati su poticali iz razli¢itih klinickih materijala, uzetih od pacijenata hospitalizovanih u
Klini¢kom centru Ni§ tokom ispitivanog perioda.

Izolati sa smanjenom osetljivos¢éu na karbapeneme identifikovani su do nivoa vrste
automatizovanim sistemom- Vitek 2 Compact sistemom (BioMerieux, Marcy I'Etoile, France), GN
karticom sa pouzdano$¢u od najmanje 94%. U ispitivanje je ukljuc¢en samo po jedan izolat iste vrste
od jednog pacijenta. Po broju izolata, najzastupljenija je bila K.pneumoniae (78), zatim E. cloacae
(11), E.aerogenes (devet), P.mirabilis (tri), Morganella morganii (dva), C. freundii (dva), S.

marcescens (jedan) i Escherichia coli (jedan izolat).

Poreklo izolata prema vrsti uzorka. Izolati sa smanjenom osetljivos¢u na karbapeneme

poticali su iz razli¢itih klinickih materijala. Od 107 izolata sa smanjenom osetljivos¢u na
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karbapeneme, najzastupljeniji su bili brisevi rana (47) i urin (22). Respiratornih uzoraka bilo je 19,
sadrzaja trbuha 12, tri izolata bila su iz krvi i Cetiri izolata iz drenaznog sistema.
Zastupljenost izolata enterobakterija sa smanjenom osetljivo§¢u na karbapeneme na
klinikama Klini¢kog centra Ni§

Vise od polovine ispitivanih izolata (61,68%) potiCe iz materijala bolesnika hospitalizovanih
na hirurSkim klinikama, pri ¢emu je najveéi broj izolata poreklom iz materijala bolesnika
hospitalizovanih na Klinici za opS$tu hirurgiju (34). Sa Klinike za kardiovaskularnu i
transplantacionu hirurgiju bilo je 17 izolata, sa Klinike za infektivne bolesti 15, sa Klinike za
neurohirurgiju 12, sa Klinike za urologiju 11, sa Klinike za nefrologiju devet, sa Klinike za kozne i
polne bolesti pet i sa Klinike za ortopediju Cetiri izolata.

Zastupljenost vrste Pseudomonas aeruginosa i poreklo izolata

Poreklo izolata prema vrsti uzorka. Od 75 izolata sa smanjenom osetljivoséu na
karbapeneme, najveci broj je bio iz uzoraka rana (29), 14 je bilo iz endotrahealnih aspirata, a 11
izolata iz urina. Iz brisa traheostome bilo je pet, iz punktata Cetiri, iz brisa opekotine i sputuma po
tri, iz krvi dva, a iz dijalizata, stolice, brisa uva i brisa roznjaée po jedan izolat.

Zastupljenost izolata P.aeruginosa sa smanjenom osetljivo§¢u na karbapeneme na
klinikama Klini¢kog centra Ni§

Ukupan broj izolata sa hirurskih klinika Klinickog centra Ni§ iznosio je 56% (42 od 75).
Najveci broj izolata dobijen je iz uzoraka sa Klinike za neurohirurgiju (13). Sa Klinike za
kardiovaskularnu i transplantacionu hirurgiju bilo je 11 izolata, sa Klinike za op$tu hirurgiju 10, sa
Klinike za infektivne bolesti 10, sa Klinike za urologiju osam, sa Klinike za interne bolesti sedam,
sa Klinike za kozne i polne bolesti i Klinike za plasti¢nu i rekonstruktivnu hirurgiju po tri, sa
Klinike za deéiju hirurgiju i ortopediju, Klinike za ortopediju i Klinike za decije interne bolesti po
dva, i po jedan izolat sa Klinike za plu¢ne bolesti, Klinike za o¢ne bolesti, Klinike za bolesti uha,

grlainosai Klinike za ginekologiju i akuserstvo.
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Ispitivanje osetljivosti na antimikrobne lekove

Disk difuziona metoda

Ispitivanje osetljivosti na antimikrobne lekove odredivano je standardnom disk-difuzionom
metodom po Kirby-Baueru na Miieller-Hinton agaru (Liofilchem, Italija). Izolati su inkubirani 24
sata na 35°C. Testiranje je vrseno Neo-Sensitabs tabletama (Rosco Diagnostica, Danska) na sledece
antimikrobne lekove: imipenem (10ug), meropenem (10ug), piperacilin- tazobaktam (100ug/ 10ug),
ceftazidim (30ug), cefepim (30ug), amikacin (30ug), gentamicin (10ug) i ciprofloksacin (5ug) za
izolate vrste Pseudomonas aeruginosa i enterobakterije, a samo za enterobakterije i na ampicilin
(10ug), amoksicilin-klavulanat (10ug), ertapenem (10ug), ceftriakson (30ug), trimetoprim-
sulfametoksazol (1,25/23,75 pg) u skladu sa preporukom Instituta za klinicke i laboratorijske
standarde (engl.- Clinical Laboratory Standards Institute- CLSI),?*” a za kolistin (10ug) i tigeciklin
(15ug) (samo za enterobakterije) prema protokolu EUCAST (engl.- The Europien Committiee on
antimicrobial susceptibility testing).24®

Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) Vitek 2 sistemom i
MIC test trakom

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) za antimikrobne lekove odredivana je
automatizovanim sistemom- Vitek2 Compact sistemom (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France),
karticama za ispitivanje osetljivosti Gram-negativnih bakterija na antibiotike- AST-N204 za
enterobakterije i AST-N240 za P.aeruginosa. MIC test trakom (Liofilchem, Italija) za kolistin i
tigeciklin izolati su testirani na Mdeller-Hinton agaru po preporuci proizvodaca. Vrednost MIK
izrazena je u pg/ml. E.coli ATCC 25922 i P.aeruginosa ATCC 27853 korisc¢eni su za kontrolu
kvaliteta testova za ispitivanje antimikrobne osetljivosti.

Multirezistentnim izolatima smatrani su oni koji su rezistentni na bar jednog predstavnika iz
svake od najmanje tri grupe AML, a izolatima sa proSirenom rezistencijom (engl.-extended drug
resistant- XDR) izolati rezistentni na sve osim jedne ili dve grupe AML preporuéenih za testiranje
enterobakterija i vrste P.aeruginosa. Panrezistentnim izolatima (engl.-pandrugresistant- PDR)
smatrani su izolati koji nisu osetljivi ni na jedan od trenutno raspolozivih AML za date bakterijske

vrste.

26



Kriterijumi za selekciju izolata za testiranje fenotipskim metodama:
Sto sedam izolata enterobakterija i 75 izolata vrste P.aeruginosa je izdvojeno medu
izolatima koji su ispunili sledece kriterijume:
- za enterobakterije disk difuzionom metodom zone inhibicije za ertapenem i meropenem
<25mm, MIK >0,12pg/ml a za imipenem <23mm, MIK >1,0ug/ml 24

- za vrstu P.aeruginosa MIK >8ug/ml za imipenem.®®

Ispitivanje produkcije karbapenemaza primenom genotipskih i

fenotipskih metoda

Ovo istrazivanje obuhvatilo je genotipsku detekciju rezistencije na karbapeneme (PCR
metodom) i osam razli¢itih fenotipskih testova za detekciju karbapenemaza, i to: Vitek 2 AES
sistem, modifikovani Hodge-test (MHT), fenotipski test sinergizma za DPA, EDTA, kloksacilin i
boroni¢nu kiselinu, testiranje osetljivosti na aztreonam disk difuzionom metodom, kombinovani
disk test (CDT) -KPC, MBL and OXA-48 Confirm Kit: Carbapenemases (Rosco Diagnostica,
Danska) za DPA, kloksacilin, boroni¢nu kiselinu i temocilin, MIC MBL test (Liofilchem, Italija),
kolorimetrijski RAPIDEC® CARBA NP test (bioMérieux, Francuska) i hromogena podloga-
chromiD CARBA agar (bioMérieux). Prisustvo ESBL enzima vrSeno je potvrdnim testom
diskovima cefepim/cefepim-klavulanske kiseline (30/10ug), ceftazidim/ceftazidim- klavulanske

kiseline (30/10 pg) i cefotaksim/cefotaksim- klavulanske kiseline (30/10 pug).

Metodom PCR testirano je 56 izolata enterobakterija i 14 izolata vrste P.aeruginosa
odabranih uporedivanjem fenotipa rezistencije da bi se smanjila verovatnoca klonalnog porekla

izolata.

Ispitivanje produkcije karbapenemaza primenom genotipskih metoda-
detekcija karbapenemaza PCR metodom

Kod 56 izolata izolata enterobakterija i 14 izolata vrste P.aeruginosa rezistentnih na
karbapeneme je ispitano prisustvo gena koji kodiraju produkciju karbapenemaza primenom PCR
metode: blakpc, blaoxa-4s, blavim i blanom gena koji kodiraju sintezu KPC, OXA-48, VIM i NDM
enzima.?*® 2% Uzimajuéi u obzir potrebu za jednostavnom interpretacijom (izbegavanje testiranja

amplikona slicne veli¢ine u jednoj PCR tubi), kao i epidemiolosku relevantnost testiranja
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(kombinovanje enzima koji se najces¢e zajedno pojavljuju u klinickim izolatima), testirana su dva
para prajmera- prvi, koji sadrzi blakpc i blaviv, 1 drugi, koji sadrzi blanom I blaoxa-4s. Parovi
prajmera testirani su pojedinac¢no (simplex PCR)- umnozavanjem samo jednog gena, i kao multiplex
PCR (umnozavanje datih parova gena).

Pozitivne Kkontrole dale su ocekivanu duzinu fragmenata $to je potvrdilo specifi¢nost

koris¢enih prajmera. U negativnoj kontroli nije detektovano umnozavanje genetskog materijala.

PCR metodologija

Ekstrakcija DNK

Tri kalibrisane eze (10 pL) testiranog izolata 24-satne kulture ispitivanih bakterija sa krvnog
agara suspendovano je sa 2ml triptikaza-soja bujona (TSB) i kratko stavljeno na vorteks. Zatim je
prebaceno 1400ul u mikroepruvete. Nakon toga izvrSeno je centrifugiranje 5 minuta na 13000rpm.
Supernatant je odbacen, a ostavljen talog. Talogu je dodavano je 200ul dejonizovane vode koja ne
sadrzi ribonukleaze (engl.- RNAse free water), a zatim je rastvoren na vorteksu. Mikroepruvete su
ostavljane u termoblok ili vodeno kupatilo zagrejano na 100°C 5 minuta. Nakon toga su odmah
prebacivane na hladni blok, na -20°C 6-7 min. Potom su centrifugirane 5 minuta na 13000 rpm.
Supernatant, odnosno izolovana DNK u koli¢ini od 150ul prebacivana je u novu, odgovarajuce
obelezenu mikroepruvetu. Istovremeno sa testiranjem uzoraka testirani su 1 referentni sojevi-

pozitivne kontrole za sva Cetiri tipa karbapenemaza - tabela 4.1.

Tabela 4.1. Kontrolni sojevi kori§¢eni za optimizaciju multiplex PCR reakcije

Kontrolni soj [-laktamaza gen Karbapenemaza
K.pneumoniae NCTC 13440 blavim Metalo-B-laktamaza (V1M)
K.pneumoniae NCTC 13443 blanom-1 Metalo-B-laktamaza (NDM-1)
K.pneumoniae NCTC 13438 blakec-2 Klebsiella pneumoniae

karbapenemaza (KPC)
K.pneumoniae NCTC 13442 blaoxa-s OXA-48 karbapenemaza
E. coli ATCC 25922 Negativna kontrola
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Za umnozavanje blaoxa-ss, blanowm, blavim i blakec kori$éeni su prajmeri veli¢ine oko 20

nukleotida (Microsynth- The Swiss DNA company) sekvenci prikazanih u tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Sekvence prajmera

Prajmer Sekvence nukleotida (5’ - 3°) Ciljno mesto Veli¢ina
produkta

blakpc Fw ATGTCACTGTATCGCCGTCT blakec 798bp

blakpc RwW TTTTCAGAGCCTTACTGCCC

blavim Fw GATGGTGTTTGGTCGCATA blavim 390bp

blavim Rw CGAATGCGCAGCACCAG

NDM-For GGGCAGTCGCTTCCAACGGT blanom 621bp

NDM-Rev GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT

OXA-48A TTGGTGGCATCGATTATCGG blaoxa 744bp

OXA-48B GAGCACTTCTTTTGTGATGGC

Oznake nukleotida:A- adenin, G-guanin, T-timin, C-citozin

PCR protokol

Komercijalni kit koris¢en za amplifikaciju sadrzavao je: PCR buffer, Tagq polimerazu,
jednake koli¢ine svakog dNTP-a (dNTP-dezoksiribonuleotidi) i MgCl, (MasterMix, MyTag Mix,
Bioline). Po 10nmol svakog prajmera stavljano je u mikroepruvete sa 2,5ul ekstrahovane DNK po
uzorku. Dodavano je 50ul mastermiksa po uputstvu proizvodaca. Sve je centrifugirano 5 sekundi i
mikroepruvete su stavljene u aparat (Eppendorf Mastercycler, Nemacka) pri ¢emu je poklopac bio
prethodno zagrejan na 104°C.

Za detekciju blaoxa-s i blayim amplifikacija je izvrsena inicijalnom denaturacijom na 95°C 5
minuta, a zatim je sledilo 30 ciklusa koji su obuhvatali denaturaciju na 95°C 30 sekundi, zatim
vezivanje prajmera na 58°C 30 sekundi i izduZzivanje na 58°C 30 sekundi. Poslednji stadijum bilo je
konacno izduzivanje na 72°C 3 minuta.

Za detekciju blanpm i blakpc umnozavanje je vrieno inicijalnom denaturacijom na 95 °C 5
minuta, a zatim je sledilo 30 ciklusa koji su obuhvatali denaturaciju na 95°C 30 sekundi, zatim
vezivanje prajmera na 60°C 30 sekundi i izduZzivanje na 72°C 30 sekundi. Poslednji stadijum bilo je

konaéno izduzivanje na 72°C 3 minuta.
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Elektroforeza PCR produkata

Produkti amplifikacije bili su bojeni etidijum bromidom (1%), a zatim su analizirani
elektroforezom u 2% agaroznom gelu. Migracija fragmenata vrSena je u TBE puferu u trajanju od
100 minuta na 65-75V, a 20 minuta pred kraj na 80V. Paralelno sa uzorcima i kontrolama migrirao
je i marker molekulskih tezina (O’Range Ruler™ 100bp DNA Ladder- Thermo Fisher) koji sadrzi
20 fragmenata opsega 100bp.

Detekcija PCR produkata
Detektovanje i dokumentovanje prisustva amplifikovanih PCR produkata izvrSeno je
sistemom za profesionalnu dokumentaciju gelova (softver: BioDocAnalyze; digitalna kamera:

Biometra, Gottingen, Nemacka).

Ispitivanje produkcije karbapenemaza primenom fenotipskih metoda

Vitek 2 Advanced Expert System (AES)

Koris¢enjem N204 AST Kkartice za enterobakterije i AST N240 za P.aeruginosa ispitivani
su moguci fenotipovi rezistencije.

Vitek AES sistem (bioMerieux, Francuska) se bazira na preko 2000 razli¢itih fenotipova i
distribuciji oko 20000 MIK vrednosti. Testirani izolat podvrgava se analizi distribucije MIK i
poredenju sa podacima iz baze. Ukoliko se identifikacija poklapa sa nekim od fenotipova
rezistencije u bazi, AES sistem dace informaciju o mogu¢em fenotipu. Rezultati su interpretirani
koris¢enjem AES softvera VT2-R03.02. Komentari su podeljeni u osam grupa za p-laktamske
antibiotike: nemutirani soj (engl.- wild type), steCene cefalosporinaze (engl.- acquired
cephalosporinase), steCene penicilinaze (engl.-acquired penicillinase), nepropustljivost i f-
laktamaza (engl.- impermeability and pg-lactamase), karbapenemaze (engl.- carbapenemase), B-
laktamaze proSirenog spektra delovanja (engl.- extended spectrum g-lactamases- ESBL), visok nivo
produkcije cefalosporinaza (engl.-high-level cephalosporinase- HLR), visok nivo urodenih

penicilinaza (engl.-high-level natural penicillinase).

Modifikovani Hodge test (MHT)

Test je izvoden koris¢enjem kontrolnog soja E.coli ATCC 25922 senzitivhim na

karbapeneme. Inokulum gustine bakterijske suspenzije 0,5 McFarland standarda zasejavan je na
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Mieller-Hinton agar. U centar ploce stavljan je disk ertapenema. Ispitivani sojevi zasejavani su
ezom bez razblazenja direktno na podlogu od ivice Petrijeve Solje do diska ertapenema. Soj je
tumacen pozitivnim na produkciju karbapenemaza ukoliko je pokazivao deformaciju zone inhibicije
oko diska (tj. smanjenje zone inhibicije na mestu inokulacije ispitivanog soja). Pozitivnost testa
rangirana je u Cetiri tipa: (1) negativan; (2) slabo pozitivan (+/-); (3) pozitivan (+); i (4) jako
pozitivan (++). Kao pozitivna kontrola koris¢ena je K.pneumoniae BAA 1705.

SIModifikovani Hodge-test prikazan je na slici 4.1.

Slika 4.1. Modifikovani Hodge-test- deformacija zone na mestu inokulisanog soja

Fenotipski test sinergizma

Za dokazivanje karbapenemaza ovim testom KkoriS¢eno je istovremeno testiranje diska
imipenema sa diskovima EDTA, dipikolini¢ne kiseline (DPA), boroni¢ne kiseline i kloksacilina.
Izolati gustine inokuluma 0,5 McFarland standarda zasejavani su na Mdueller-Hinton agar. Disk
imipenema od 10ug postavljan je na 7mm od navedenih diskova. Podloge su inkubirane 24 sata na
35°C. Pojava deformacije zone inhibicije oko diska imipenema (efekat sinergizma) ili pojava

fantom zone izmedu diska imipenema i bilo kog od ostalih testiranih diskova smatrana je
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pozitivnim rezultatom.?®? Za kontrolu testa kori$éeni su isti kontrolni sojevi kao kod PCR metode.

Interpretacija fenotipskih testova sa inhibitorima prikazana je u tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Interpretacija fenotipskih testova sa inhibitorima

SINERGIZAM REZISTENCIJA
+ < + | X + < -
SY |Szls s Z 2.8
MEHANIZAM '-éJ % '-éJ 3 '-'ZJ < w 0 = £
REZISTENCIJE NA H_J 5 < H_J Q I‘.JI_JU < IaI_J S« 2 0 =20 %
KARBAPENEME (¥ 5Z|IXGxZzZ|x_oZ 2 _ |03 Z2
d>SJdd¥aod|dzd e |ONE
rcd|lzoggd|lcr =l FE |[S©EQ
<IJL|< <08 |I<nE8 NS |TEZDX
¥YYI¥NYYAY | YLWAY| <N |[F=VIO
ESBL ili AmpC+ +/- +/- +/- R -
gubitak porina
MBL (VIM, NDM) - - - +++ S ++
KPC +/- - +++ - R +/-
OXA-48 - - - - S —

+++(jako pozitivan),++(pozitivan),+/-(slabo pozitivan),-(negativan);S-senzitivan, R-rezistentan

Testiranje diskom temocilina i aztreonama

Rezistencija na temocilin disk 30pug <11mm bez prisutnog sinergizma sa DPA/EDTA
ukazivala je na prisustvo OXA-48 enzima a osetljivost na disk aztreonama 30ug uz pozitivne
testove na DPA i EDTA na prisustvo MBL.

Kombinovani disk test (CDT)

Za kombinovani disk test koris¢en je KPC, MBL and OXA-48 Confirm Kit:
Carbapenemases (Rosco Diagnostica, Danska). Disk meropenema od 10pg postavljan je na 30mm
od diskova meropenem/dipikolini¢ne kiseline, meropenem/boronic¢ne kiseline,
meropenem/kloksacilina i temocilina i posle inkubacije od 24 sata na 35°C merena je zona
inhibicije za svaki od testiranih diskova. Interpretacija CDT testa za ostale prikazana je u tabeli
4.42% Kod temocilina su pozitivnim smatrani izolati kod kojih je detektovana rezistencija na
temocilin (<12mm) ukoliko nije postojala razlika u zoni inhibicije veéa od 3mm izmedu

meropenema i kombinacije meropenema sa DPA, kloksacilinom i boroni¢nom kiselinom. Kod CDT
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testa sa EDTA, razlika u zoni >7mm za imipenem/ imipenem-EDTA(10ug/750ug) kombinovani disk

metod smatrana je pozitivnim rezultatom. Tumacenje testa dato je u tabeli 4.4.

Tabela 4.4 Interpretacija KPC, MBL and OXA-48 Confirm Kit: Carbapenemases testa

MRPBO MRPDP MRPCX Temocilin30 ug

AmpC+ gubitak porina |[MRP10 |>4mmi <3 mm > Smm > 12mm

ESBL* + gubitak porina |MRP10 [<3 mm <3 mm <3 mm > 12mm

KPC MRP10 > 4mm <3 mm <3 mm Varijabilno

MRPCX > 4mm - - -

MBL MRP10 |<4mm > Smm <3 mm Varijabilno
OXA-48 MRP10 |<3 mm <3 mm <3 mm Bez zone inhibicije
OXA-48/ESBL* MRP10 |<3 mm <3 mm <3 mm Bez zone inhibicije

*Pozitivan DDT test; MRP10 - Meropenem 10 pg; MRPBO- meropenem + fenilboroniéna kiselina; DPA
MRPDP-meropenem+dipikolini¢na kiselina; MRPCX- meropenem-+kloksacilin

Test traka za dokazivanje metalo pB-laktamaza -MIC MBL test traka

Dokazivanje metalo-p-laktamaza MIC MBL-test trakom zasnovano je na inhibiciji ovih

enzima dejstvom EDTA. Test traka MBL MIC (Liofilchem, Italy) sadrzi na jednom kraju imipenem
(IMI) (4-256ug/mL) a na drugom imipenem/EDTA (IMD) (1-64ug/mL). Za fenotipsko testiranje
prisustva MBL koris¢ena je prema uputstvu proizvodaca. Koli¢nik MIK vrednosti IMI/IMD

>8ug/ml, deformacija zone ili pojava fantom zone bili su pokazatelj potencijalne produkcije

MBL.2® Test traka za dokazivanje metalo B-laktamaza- MIC MBL test traka prikazana je na slici

4.2.

Slika 4.2. Pozitivan MIC MBL test- koli¢nik MIK IMI/IMD 256/1,5, pojava ,,fantom* zone
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Kolorimetrijski test za dokazivanje karbapenemaza (Carba NP)

Kolorimetrijski test za dokazivanje karbapenemaza je klasi¢ni acidometrijski penicilinaza
test i ima kolorimetrijski zavrsetak (fenol red indikator prelazi u zuto kod hidrolize karbapenema).

Za kolorimetrijsko dokazivanje karbapenemaza koriS¢en je komercijalni RAPIDEC®
CARBA NP test (bioMerieux, Francuska). Test sluzi za brzu detekciju karbapenemaza kod Gram-
negativnih bakterija kao $to su Enterobacteriaceae, P.aeruginosa i A. baumannii. Test se bazira na
detekciji hidrolize B-laktamskog prstena molekula imipenema. Hidroliza dovodi do acidifikacije
medijuma S$to izaziva promenu boje pH indikatora (fenol red) vidljive golim okom. Rezultati se
ocitavaju posle 30 minuta i posle dva sata. Odsustvo promene boje posle dva sata znacilo je

negativan rezultat.>* Kolorimetrijski test za dokazivanje karbapenemaza prikazan je na slici 4.3.
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Pozitivan test: Negativan test:
- komora d- kontrolna -crvena - komora d -kontrolna -crvena

-komora e- ispitivani soj-promena boje u Zutu - komora e- ispitivani soj-bez promene hoje

Slika 4.3. Kolorimetrijski test za dokazivanje karbapenemaza (RAPIDEC® CARBA NP test)
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Detekcija produkcije karbapenemaza pomoéu hromogenih podloga (chromID
CARBA agar)

Sto sedam izolata iz porodice Enterobacteriaceae i 75 izolata Pseudomonas aeruginosa
testirano je primenom chromID CARBA agara (bioMerieux, France) koji sadrzi hranljivu bazu i
hromogeni supstrat koji omogucava detekciju karbapenemaza kod razli¢itih Gram-negativnih
bakterija- E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp,, Citrobacter spp., proteus grupe i
P.aeruginosa kao i inkorporiranu odgovaraju¢u kombinaciju karbapenema za selekciju bakterija
rezistentnih na karbapeneme.?® Svi ispitivani izolati zasejani su i inkubirani 20 sati na 37°C.
Karbapenemaza pozitivni izolati pokazali su tipi¢an porast prema uputstvu proizvodaca: E. coli
(tamnocrvene kolonije) a Klebsiella sp., Enterobacter sp., Serratia sp. i Citrobacter sp. plavo-
zelene do plavo-sivo prebojene kolonije. Karbapenemaza negativni izolati nisu rasli na ovim
podlogama ili je porast bio vrlo oskudan. Izgled kolonija na hromogenom agaru prikazan je na slici
4,

Slika 4.4. Prikaz porasta na hromogenom agaru: levo- plavo-zeleno- K.pneumoniae; desno- crveno-E. coli

StatistiCcka obrada podataka

Validnost fenotipskih testova analizirana je i izrazena kroz senzitivnost i specificnost u
poredenju sa PCR metodom za detekciju gena rezistencije kao zlatnim standardom. Odredena je
osetljivost (broj karbapenemaza pozitivnih izolata koji su korektno identifikovani) 1 specificnost
(broj karbapenemaza negativnih izolata koji su korektno diferencirani) za svaku od upotrebljenih

metoda.
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Senzitivnost je bazirana na odnosu a/(a + ¢), gde “a” predstavlja broj izolata koji su korektno
identifikovani kao produktori karbapenemaza datim testom a “c” predstavlja broj stvarno pozitivnih
izolata koji su testom pogresno identifikovani kao lazno negativni. Specificnost je izraCunata na
osnovu odnosa d/(b +d), gde je “d” broj negativnih izolata korektno identifikovan koriS¢enim
testom a “b” broj izolata koji su pogresno identifikovani kao produktori karbapenemaza (lazno
pozitivni). Pozitivna prediktivna vrednost (PPV) i negativna prediktivna vrednost predstavljena je
prema a/(a + b) i d/(c + d).%®

Rezultati istrazivanja prikazani su tabelarno, graficki i fotografijama. Podaci su prikazani
po pravilima deskriptivne statistike, a provera hipoteza vrSena je odgovaraju¢im testovima u

statistiCkom programu MedCalc - https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php.

37



5. REZULTATI

5.1. Analiza izolata familije Enterobacteriaceae genotipskim i fenotipskim
metodama

5.1.1 Rezultati ispitivanja osetljivosti enterobakterija na antimikrobne lekove

5.1.1.1 Osetljivost enterobakterija na antimikrobne lekove odredena disk-difuzionom
metodom

Ispitivanjem osetljivosti 107 enterobakterija koje su pokazale smanjenu osetljivost na
karbapeneme na antimikrobne lekove standardnom disk-difuzionom metodom po Kirby-Baueru
dobijeni su rezultati iskazani kao broj senzitivnih (S), intermedijarno osetljivih (I) i rezistentnih (R)
izolata. Rezultati ispitivanja osetljivosti na antimikrobne lekove disk difuzionom metodom dati su u
tabeli 5.1.

Tabela 5.1. Osetljivost enterobakterija sa smanjenom osetljivoS¢u na karbapeneme na
antimikrobne lekove testirana disk difuzionom metodom

Naziv antimikrobnog leka Osetljivost

R I S
Ampicilin 107 0 0
Amoksicilin/klavulanska 107 0 0
kiselina
Ceftriakson 107 0 0
Ceftazidim 107 0 0
Piperacilin/tazobaktam 105 1 2
Cefepim 104 0 3
Ertapenem 104 1 2
Ciprofloksacin 99 0 8
Trimetoprim-sulfametoksazol 93 5 9
Gentamicin 91 0 16
Meropenem 89 4 14
Imipenem 58 25 24
Amikacin 32 4 71

Senzitivni (S), intermedijarno osetljivi (1) i rezistentni (R)
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Disk difuzionom metodom 58 (54,20%) izolata bilo je rezistentno, 25 (23,36%)
intermedijarno osetljivo i 24 (22,42%) senzitivno na imipenem, 89 (83,17%) izolata bilo je
rezistentno, Cetiri (3,73%) intermedijarno osetljivo 1 14 (13,08%) senzitivno na meropenem a 104
(97,19) izolata bilo je rezistentno, jedan (0,93%) intermedijarno osetljiv i dva (1,86%) senzitivna na
ertapenem. Svi izolati bili su rezistentni na ampicilin, amoksicilin- klavulansku kiselinu, ceftriakson
i ceftazidim. Od ostalih AML najveca rezistencija zabelezena je na ciprofloksacin 99 (92,52%).

Svih 107 izolata bilo je multirezistentno.

5.1.1.2 Osetljivost enterobakterija na antimikrobne lekove odredena minimalnom
inhibitornom koncentracijom Vitek 2 sistemom

Minimalna inhibitorna koncentracija antimikrobnih lekova odredena je Vitek2 Compact
sistemom, AST-N204 karticom za ispitivanje osetljivosti Gram-negativnih bakterija na antibiotike

prema vaze¢im CLSI kriterijumima, i rezultati su prikazani u tabeli 5.2.

Tabela 5.2. Osetljivost enterobakterija sa smanjenom osetljivos¢u na karbapeneme na
antimikrobne lekove odredena Vitek2 sistemom

Naziv antimikrobnog Osetljivost

leka R | S
Ampicilin 107 0 0
Amoksicilin- 107 0 0
klavulanska kiselina
Cefotaksim 107 0 0
Ceftazidim 107 0 0
Cefepim 104 0 3
Piperacilin- tazobaktam 104 1 2
Ertapenem 104 0 3
Ciprofloksacin 99 0 8
Gentamicin 91 0 16
Trimetoprim- 90 5 12
sulfametoksazol
Meropenem 86 0 21
Imipenem 56 27 24
Amikacin 32 4 71

Senzitivni (S), intermedijarno osetljivi (1) i rezistentni (R)

Na osnovu vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija odredenih Vitek2 sistemom 56
(52,33%) izolata bilo je rezistentno, 27 (25,23%) intermedijarno osetljivo i 24 (22,42%) senzitivno
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na imipenem, 86 (80,37%) izolata bilo je rezistentno, nije bilo intermedijarno osetljivih izolata i 21
(19,62%) izolat je bio senzitivan na meropenem. Na ertapenem je 104 (97,19) izolata bilo
rezistentno, nije bilo intermedijarno osetljivih izolata i tri (2,8%) izolata su bila senzitivna. Svi
izolati bili su rezistentni na ampicilin, amoksicilin- klavulansku kiselinu, cefotaksim i ceftazidim.
Od ostalin AML najveca rezistencija zabelezena je kod ciprofloksacina- 99 izolata (92,52%). Svih
107 izolata bilo je multirezistentno (MDR).

Osetljivost na kolistin i tigeciklin odredena je MIK testom, i dobijeni su slede¢i rezultati: svi

testirani sojevi bili su osetljivi na tigeciklin, dok je na kolistin bilo 18 (16.36%) rezistentnih izolata.
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5.1.2 Fenotipovi rezistencije kod enterobakterija sa smanjenom osetljivo§¢u na karbapeneme

Najcesci fenotipovi rezistencije bili su: izolati rezistentni na sve testirane AML osim kolistina i tigeciklina (17,27%); izolati rezistentni na sve

testirane AML osim tigeciklina, amikacina i fosfomicina i intermedijarni na imipenem (16,36%) i izolati rezistentni na sve testirane AML osim

kolistina, tigeciklina, fosfomicina i amikacina (14,55%). Svi fenotipovi prikazani su u tabeli prikazani su u tabeli 5.3.

Tabela 5.3. Najces¢i fenotipovi rezistencije enterobakterija sa smanjenom osetljivosc¢u na karbapeneme

AMP | AMC | CTX | TzP| CAZ| FEP| ETP| IMP| MEM| GM| AK| CIP| NOR| FOS| TS CS TGC :Bzgija ta izc()]fJata
R R R R R R R R R R R R R S/IR R S S 19 17.27
R R R R R R R I R R S R R R R S 18 16.36
R R R R R R R R R R S R R R S S 16 14.55
R R R R R R R R R R S R R S S S 4 3.64
R R R R R R R S S R S R R SIR R S S 6 5.45
R R R R R R R S S R R R R SIR R S S 5 4.55
R R R R R R R S S S S R R S/IR R S S 4 3.64
R R R R R R R S R R S R R R R S S 4 3.64
R R R R R R R R R S R R R SIR R S S 2 1.82

Ostali fenotipovi rezistencije 29 29.09

Ukupno 107 100

AMP: ampicilin, AMC:amoksicilin-klavulanska kiselina, CTX: cefotaksim, TZP: piperacilin/tazobaktam, CAZ: Ceftazidim, FEP: cefepim, ETP: ertapenem, IMP:
imipenem, MEM: meropenem, GM: gentamicin, AK: amikacin, CIP: ciprofloksacin, NOR: norfloksacin, FOS: fosfomicin,TS: trimetoprim- sulfametoksazol,

CS:kolistin, TGC:tigeciklin

S-senzitivan; R-rezistentan; S/R-dati fenotip obuhvata obe kategorije za fosfomicin
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Analizom datih 107 izolata uporedivani su markeri rezistencije da bi se smanjila
verovatno¢a klonalnog porekla izolata. Na osnovu toga, za dalju analizu izdvojeno je 56 izolata,

Cija je zastupljenost prema bakterijskim vrstama prikazana na tabeli 5.4.

Tabela 5.4. Zastupljenost izolata prema bakterijskim vrstama

Naziv bakterije Broj izolata
K.pneumoniae 35
E.cloacae 11
S.marcescens 3
E. aerogenes 2
C. freundii 2
E.coli 1
M.morganii 1
P.mirabilis 1
Ukupno 56

Osetljivost na antimikrobne lekove za ove izolate izrazena kao MIK vrednost odredena je
AST N204 karticom Vitek2 sistema, a S/I/R kategorije definisane su prema CLSI kriterijumima,
izuzev za kolistin i tigeciklin, gde su grani¢ne vrednosti preuzete iz EUCAST-a. Rezultati su

prikazani na tabeli 5.5.
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Tabela 5.5. Distribucija MIK (ug/ml) vrednosti odredenih VITEK 2 AES sistemom

Naziv bakerije iz?)rIZ{a Naziv antimikrobnog leka

FEP ETP MEM IMP AK GM CIP TS CS TGC
K.pneumoniae 2 >64 >8 >16 >16  >64 >16 >4 2320 6 0.5
K.pneumoniae 2 >64 >8 >16 >16  >64 >16 >4 2320 0.5 0.5
Enterobacter sp. 2 >64 >8 >16 >16 264 =16 >4  >320 1 0.5
K.pneumoniae 2 >64 >8 >16 >16  >64 8 >4 2320 0.5 0.5
C. freundii 2 >64 >8 >16 >16  >64 =16 >4 >320 0.5 0.75
Enterobacter sp. 3 16 >8 >16 >16 >64 =16 >4 >320 05 0.75
Enterobacter sp. 1 >64 >8 >16 >16 >64 2 >4 >320 1 1
K.pneumoniae 1 2 >8 >16 >16 16 =16 >4 =320 075 0.75
Enterobacter sp. 2 2 >8 >16 >16 16 =16 025 <20 4 0.5
K.pneumoniae 7 >64 >8 >16 >16 8 =16 >4 =320 0.75 1
K.pneumoniae 4 >64 =8 4 >16 8 <1 >4 >320 0.75 0.75
Enterobacter sp. 1 16 >8 >16 >16 <2 <1 1 >320 05 1
Enterobacter sp. 3 >64 4 025 025 16 =16 =>4 >320 05 0.5
Enterobacter sp. 1 >64 4 1 0.25 8 >16 >4 40 0.5 0.5
K.pneumoniae 1 >64 4 1 025 <2 =16 >4 >320 0.5 0.5
K.pneumoniae 1 >64 >8 1 025 <2 =16 >4 >320 0.5 0.5
K.pneumoniae 1 >64 >8 1 025 =64 =16 =>4 >320 05 1
M. morganii 1 >64 1 1 4 >64 >16 >4  >320 / 0.75
S.marcescens 1 >64 8 0.5 1 2 1 0.5 320 0.5 0.5
S.marcescens 2 >64 2 0.5 1 2 1 0.5 320 0.5 0.75
K.pneumoniae 14 >64 =8 >16 2 8 >16 >4 40 6 0.75
E.coli 1 >64 >8 >16 >16  >64 >16 >4 >320 0.5 0.5
P. mirabilis 1 >64 1 1 8 >64 =16 >4 >320 / 0.5
Ukupno 56

FEP: cefepim, ETP: ertapenem, IMP: imipenem, MEM: meropenem, GM: gentamicin, AK: amikacin, CIP:
ciprofloksacin, TS: trimetoprim-sulfametoksazol, CS:kolistin, TGC:tigeciklin



Analiza antimikrobne osetljivosti ove grupe je dala sledece rezultate:

-penicilini i cefalosporini: svi izolati bili su rezistentni na ampicilin, amoksicilin-
klavulansku kiselinu, cefotaksim, ceftazidim i piperacilin-tazobaktam; samo tri izolata bila su
osetljiva na cefepim, jedan rezistentan sa niskom vrednos¢u MIK(16ug), a ostalih 50 je bilo

rezistentno sa visokom vrednoséu MIK (>64ug).

-karbapenemi: na imipenem je bilo osam senzitivnih, 14 intermedijarno osetljivih i 32
rezistentna izolata, od kojih je 30 (93,75%) bilo sa visokom vredno$¢u MIK na ovaj antibiotik
(>16pg); na meropenem je bilo 10 senzitivnih i 44 rezistentna od kojih je 43 (97,72%) bilo sa
visokom vrednos¢u MIK (svi osim jednog izolata imali su MIK>16pg); na ertapenem su bila dva
intermedijarno osetljiva i 52 rezistentna izolata od kojih je 47 (90,38%) bilo sa visokom vrednos$cu

MIK (svi osim pet izolata imali su MIK >8).

-aminoglikozidi: kod amikacina je bilo 36 senzitivnih izolata i 18 rezistentnih, kod kojih su
svi imali MIK >64pg; kod gentamicina je bilo sedam senzitivnih, jedan intermedijarno osetljiv i 46
rezistentnih, i svi su imali MIK >16pug.

-hinoloni: sedam izolata bilo je osetljivo na ciprofloksacin, a ostalih 50 bilo je rezistentno
(MIK >4pg).

- trimetoprim- sulfametoksazol - svi izolati pokazali su rezistenciju na ovaj antimikrobni lek

-Tigeciklin- nije bilo izolata rezistentnih na tigeciklin

-Kolistin: osamnaest izolata bilo je rezistentno na kolistin.

Svi ispitivani izolati bili su multirezistentni. Ukupno cetiri izolata bila su senzitivna samo na
dva AML koja se koriste u terapiji (dva na tigeciklin i fosfomicin i dva na tigeciklin i amikacin-

ekstremno rezistentni izolati). Nije bilo panrezistentnih izolata.

5.1.3. Rezultati genotipskih metoda za detekciju produkcije karbapenemaza kod
enterobakterija

5.1.3.1. Zastupljenost gena koji kodiraju sintezu karbapenemaza PCR metodom

Od genotipskih metoda za detekciju produkcije karbapenemaza koris¢en je simplex i

multiplex PCR, sa prajmerima za detekciju blakpc, blavim, blanom i blaoxa-as gena.
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Na slikama 5.1-5.8. prikazana je elektroforeza PCR produkata nakon umnozavanja blakec, blavim,

blanowm i blaoxa-4s gena. Duzina svakog amplikona oznac¢ena je sa desne i/ili leve strane slike.

Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blakpc, blanom i blaoxa-4g gena prikazana je na
slici 5.1.

1000bp
744bp 758bp
621bp 500bp

390bp

Slika 5.1. Elektroforeza produkata nakon umnoZavanja blakec, blaviv, blanom i blaoxa-g gena
kod referentnih sojeva

4- izolat K.pneumoniae, kod koga su dokazani fragmenti blanom-1 gena- 621bp;11-
K.pneumoniae NCTC 13443- pozitivna kontrola za blaoxa-4s gen744bp ;12- K.pneumoniae NCTC
13442 -pozitivna kontrola za blanom-1 gen 621bp;13- K.pneumoniae NCTC 13440- pozitivna
kontrola za blavim gen-390bp;14- K.pneumoniae NCTC 13438- pozitivna kontrola za blakec gen
798bp;15- 100bp ladder- marker molekulske mase (O’Range Ruler™ 100bp DNA Ladder) Kkoji

sadrzi 20 fragmenata opsega 100bp.
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Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blakpc, blanom i blaoxa-4s gena prikazana je na slici
5.2.

T44bp

798bp
621bp

500bp

Slika 5.2. Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blakpc, blanom i blaoxa-4g gena

1- izolat E. aerogenes, kod koga su dokazani fragmenti blaoxa-4s gena- 744bp i blanpom-1
gena- 621bp; 2-K.pneumoniae NCTC 13442 -pozitivna kontrola za blanom-1 gen - 621bp;6-
K.pneumoniae NCTC 13443- pozitivna kontrola za blaoxa-s gen -744bp;7- izolat K.pneumoniae,
kod koga su dokazani fragmenti blaoxa-ss gena -744bp; 9,10,11- izolati E.coli, S. marcescens i M.
morganii kod kojih su dokazani fragmenti blanom-1 gena- 621bp; 13- izolat K.pneumoniae, kod
koga su dokazani fragmenti blakec gena-798bp; 14- K.pneumoniae NCTC 13438- pozitivna
kontrola za blaxpc-gen798bp; 15- 100bp ladder- marker molekulske mase (O’Range Ruler™ 100bp
DNA Ladder)
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Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blakpc, blanom i blaoxa-4s gena prikazana je na slici
5.3.

744bp
621bp

Slika 5.3. Elektroforeza produkata nakon umnoZzavanja blakpec, blanowm i blaoxa-ss gena
(multiplex PCR)

1- izolat E. aerogenes, kod koga su dokazani fragmenti blaoxa-4s gena -744bp i blanom-1
gena - 621bp; 5- izolat K.pneumoniae, kod koga su dokazani fragmenti blaoxa-4s gena -744bp; 6-
K.pneumoniae NCTC 13443- pozitivna kontrola za blaoxa-4s gen744bp; 8,9,10- izolati E.coli, S.
marcesscena i M. morganii kod kojih su dokazani fragmenti blanom-1 gena- 621bp; 11-
K.pneumoniae NCTC 13442 -pozitivna kontrola za blanom-1 gen- 621bp; 12- 1zolat E. cloacae, kod
koga su dokazani fragmenti blakpc gena-798bp; 13- K.pneumoniae BAA 1705- pozitivna kontrola
za blakpc-798bp; 14-K.pneumoniae NCTC 13438- pozitivna kontrola za blakec gen798bp; 15-
100bp ladder- marker molekulske mase (O’Range Ruler™ 100bp DNA Ladder)
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Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blanom gena, blakec gena i blaoxa-4s gena
(multiplex PCR) prikazana je naslici 5.4.

1000bp
798bp
744bp
621bp 500bp

Slika 5.4. Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blanom gena, blakec gena ibla oxa-as
gena (multiplex PCR)

1,2,4,7- izolati K.pneumoniae kod kojih su dokazani fragmenti blaoxa-4s gena -744bp i
blanom-1 gena - 621bp; 3,5,6 -izolati K.pneumoniae kod kojih su dokazani fragmenti blaoxa-ss
gena-744bp;8- izolat K.pneumoniae kod kojih su dokazani fragmenti blanom-1 gena - 621bp i
blakpc gena- 798bp; 9,12,13- izolati K.pneumoniae, C. freundii i E. aerogenes kod kojih su
dokazani fragmenti blanom-1 gena- 621bp;10- izolat E. cloacae kod koga su dokazani fragmenti
blaoxa-ss gena -744bp i blanom-1 gena - 621bp; 11- K.pneumoniae NCTC 13442 -pozitivna
kontrola za blaoxa-4s gen-744bp; 14- K.pneumoniae NCTC 13443- pozitivna kontrola za blanpm-1
gen-621bp; 15- 100bp ladder- marker molekulske mase(O’Range Ruler™ 100bp DNA Ladder)
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Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blakpc gena prikazana je na slici 5.5.

1000bp

798bp
500bp

Slika 5.5. Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blakpc gena

6,7 l1zolati K.pneumoniae i E. cloacae kod kojih su dokazani fragmenti blakpc gena-798bp;
13- K.pneumoniae BAA 1705- pozitivna kontrola za blakec gen- 798bp; 14- K.pneumoniae NCTC
13438- pozitivna kontrola za blakec gen-798bp; 15- 100bp ladder- marker molekulske mase (O’
Range Ruler™ 100bp DNA Ladder)
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Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blaoxa-4s gena prikazana je na slici 5.6.

1000bp

7T44bp
500bp

Slika 5.6. Elektroforeza produkata nakon umnoZzavanja blaoxa-4s gena

6-13 izolati K.pneumoniae, kod kojih su dokazani fragmenti blaoxa-4s gena -744bp; 14-
K.pneumoniae NCTC 13443- pozitivna kontrola za blaoxa-ss gen -744bp;15- 100bp ladder- marker
molekulske mase (O’ Range Ruler™ 100bp DNA Ladder)
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Elektroforeza produkata nakon umnoZzavanja blanom gena prikazana je na slici 5.7.

1. 2 3 4 5 6 7 8 ¢ 10 11 12 13 14 15

621bp
500bp

Slika 5.7. Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blanom gena

1-13-izolati K.pneumoniae kod kojih je dokazano prisustvo blanom gena- 621bp; 14-
K.pneumoniae NCTC 13442 - pozitivna kontrola za blanom-1 gen- 621bp; 15- 100bp ladder- marker
molekulske mase je pUC 19 DNA- Sau 3 A (Ambion)
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Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blanom gena prikazana je na slici 5.8.

Slika 5.8. Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blanom gena

16- 100bp ladder- marker molekulske mase je pUC 19 DNA- Sau 3 A (Ambion); 17-
K.pneumoniae NCTC 13442- pozitivna kontrola za blanom-1 gen 621bp; 19 i 20- izolati E.cloacae
kod kojih je dokazano prisustvo blanom gena
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Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blavim gena prikazana je na slici 5.9

1000bp
500bp
390bp

Slika 5.9. Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blaviv gena

1-12- izolati kod kojih je dokazano odsustvo blavim gena; 13 i 14- K.pneumoniae NCTC
13438- pozitivna kontrola za blaviv gen- 390bp; 15- 100bp ladder- marker molekulske mase
(O’Range Ruler™ 100bp DNA Ladder)
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Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blaviv gena prikazana je na slici 5.10.

1000bp
500
390%%

B

6: 2 34 =25 22 2l 20: A9 18 17 516

Slika 5.10. Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blavim gena

16- 100bp ladder- marker molekulske mase (O’Range Ruler™ 100bp DNA Ladder);17-

K.pneumoniae NCTC 13438- pozitivna kontrola za blavim-390bp; 18-26- izolati kod kojih je
dokazano odsustvo blaviv gena
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Kod pedeset dva izolata dokazano je prisustvo gena za produkciju karbapenemaza, i to: 24
blanom, 16 blaoxa-s, 10 blanom/blaoxa-ss, jedan izolat blanom/blaoxa-ss/blakec 1 jedan izolat
blakec/blanom. Kod cetiri izolata nisu dokazani blaoxa-4s, blanom i blakec geni. Kod svih 56

ispitanih izolata nije dokazan blaviv gen.. Rezultati detekcije gena prikazani su u tabeli 5.6.

Tabela 5.6. Zastupljenost gena koji kodiraju karbapenemaze kod pojedinih vrsta enterobakterija

Naziv bakterije Geni za sintezu karbapenemaza
blaxom  blaoxa-s blaoxa-s/ blakpc/ blaoxa-as/ blakpc /
blanpm blanpm blanom
K.pneumoniae 10 16 7 0 1
E. cloacae 8 0 2 1 0
C. freundii 2 0 0 0 0
E.aerogenes 1 0 1 0 0
S. marcescens 1 0 0 0 0
E.coli 1 0 0 0 0
M. morganii 1 0 0 0 0
Ukupno 24 16 10 1 1

Izolati kod kojih je dokazano prisustvo gena koji kodiraju sintezu karbapenemaza smatraju

se karbapenemaza pozitivnim izolatima.

5.1.3.2 Osetljivost na karbapeneme karbapenemaza pozitivnih izolata enterobakterija

Vitek2 metodom odredena je osetljivost na antimikrobne lekove karbapenemaza pozitivnih
izolata testiranih enterobakterija. Osetljivost na karbapeneme karbapenemaza pozitivnih izolata,
pozitivnih i negativnih kontrola prikazana je u tabeli 5.7. lzolati su grupisani prema bakterijskim

vrstama i genima rezistencije.
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Tabela 5.7. Osetljivost na karbapeneme karbapenemaza pozitivnih izolata, pozitivnih i negativnih
kontrola

Naziv bakterije Geni rezistencije Broj Ertapenem Imipenem Meropenem
izolata MIK MIK MIK
(Mg/ml) (Mg/ml) (pg/ml)
blanom 10 4->8 0,25->16 1->16
blanowm / blaoxa-as 7 4->8 0,25->16 1->16
K.pneumoniae blaoxa.s 16 4->8  025->16  1->16
blakpc/blanom 1 >8 >16 >16
blanom 1 4->8 0,25->16 1->16
E.aerogenes
blanom / blaoxa-as 1 4->8 0,25->16 1->16
blanom 8 4->8 0,25->16 1->16
blanowm / blaoxa-as 2 >8 >16 >16
E. cloacae
Plaer blaow / 1 >8 >16 >16
blaoxa-as
C.freundii blanowm 2 >8 >16 >16
S. marcescens blanom 1 >8 0,5 1,0
M.morganii blanowm 1 1,0 1,0 40
E. coli blanpowm 1 >8 >16 >16
Pozitivne kontrole
K.pneumoniae
> > >
NCTC 13440 blavim >8 >16 >16
K.pneumoniae
> > >
NCTC 13443 blanpm >8 >16 >16
K.pneumoniae
> > >
BAA 1705 blakpc >8 >16 >16
K.pneumoniae
> > >
NCTC 13442 blaoxas =8 =16 =16
Negativne kontrole
E. coli ATCC 25922 - <0,125 <0,25 <0,25
E. coli ATCC 35218 blatem1 <0,125 <0,25 <0,25

Kod karbapenemaza pozitivnih izolata, osam (14,28%) je bilo senzitivno na imipenem i 17
(30,35%) intermedijarno osetljivo. Na meropenem je bilo 12 (21,42%) senzitivnih izolata. Na
ertapenem su bila dva (0,6%) senzitivna i dva (0,6%) intermedijarno osetljiva izolata. Od ovih
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izolata, 25 (44,64%) je imalo imipenem MIK <4ug/ml, i to: 18 K.pneumoniae, dva izolata S.
marcescens, dva izolata E. aerogenes, dva izolata E. cloacae i jedan izolat P. mirabilis. Na
meropenem je 12 (21,42%) izolata imalo MIK <4pg/ml, i to: Cetiri izolata K.pneumoniae, jedan
izolat S. marcescens, dva izolata E. aerogenes, dva izolata E. cloacae, jedan izolat M. morganii i
jedan izolat P. mirabilis. Na ertapenem je Cetiri (7,14%) izolata imalo imipenem MIK <2ug/ml, i to
po jedan izolat K.pneumoniae, S. marcescens, M. morganii i P. mirabilis.

Za sve KPC, OXA-48 i NDM produktore MIK karbapenema bio je >0.25 pg/ml.

Izolati koji su ukljuceni kao negativna kontrola (MIK <0.25 ug/ml) bili su negativni u svim

upotrebljenim testovima.

5.1.3.3. Osetljivost na ostale ispitivane antimikrobne lekove karbapenemaza pozitivnih
izolata enterobakterija

Kod izolata produktora karbapenemaza nijedan izolat nije bio osetljiv na na ampicilin (MIK
>32ug/ml), amoksicilin-klavulansku  kiselinu  (MIK>32ug/ml), cefotaksim (MIK>64pg/ml),
cefepim (MIK>64pug/ml), ceftazidim (MIK>64ug/ml) i piperacilin-tazobaktam (MIK >128ug/ml).
Svi izolati su bili rezistentni na trimetoprim-sulfametoksazol, jedan sa MIK 40ug/ml i 51 sa
MIK>320ug/ml.

Na ciprofloksacin je bilo rezistentno 49 (94,23%) izolata (MIK >4pug/ml), jedan izolat bio je
intemedijarno osetljiv i jedan izolat senzitivan. Na amikacin je bio rezistentan 21 (37,5%) izolat
(MIK>64pg/ml), intermedijarno osetljivih izolata nije bilo; 44 (84,61%) izolata bilo je rezistentno

na gentamicin (MIK >64 ug/ml), a jedan izolat pokazao je intermedijarnu osetljivost.

Od AML testiranih MIK test trakom, svi izolati produktori karbapenemaza bili su osetljivi
na tigeciklin (MIC<2 pg/ml), a 18 (32,14%) izolata bilo je rezistentno na kolistin (MIC >2ug/ml).

Od ispitanih izolata, 47 izolata bilo je multirezistentno (MDR), a pet izolata je bilo sa

prosirenom rezistencijom (XDR).

Osetljivost na karbapeneme karbapenemaza negativnih izolata takode je odredena Vitek 2

AST N204 karticom, definisana kao MIK i izrazena u pg/ml.
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5.1.3.4. Osetljivost na karbapeneme karbapenemaza negativnih izolata enterobakterija

Tabela 5.8. Osetljivost na karbapeneme karbapenemaza negativnih izolata

Naziv bakterije Enzim Broj Ertapenem Imipenem Meropenem
(fenotipski) izolata MIK MIK MIK
(Hg/ml) (ng/ml) (Hg/ml)
E,aerogenes ESBL 1 0,5 2 0,5
S.marcescens ESBL 1 >8 0,5 1,0
S.marcescens AmpC 1 0,5 1,0 0,25
P.mirabilis ESBL 1 0,5 3 0,25

Kod cetiri karbapenemaza negativna izolata, dva su bila osetljiva na ertapenem, sva Cetiri
osetljiva na meropenem i jedan osetljiv i tri intermedijarno osetljiva na imipenem.Tri izolata su

produkovala ESBL enzime a jedan izolat je produkovao AmpC enzime.

5.1.3.5. Osetljivost na ostale ispitivane antimikrobne lekove karbapenemaza negativnih
izolata enterobakterija

Kod izolata kod kojih nije dokazana produkcija karbapenemaza nijedan izolat nije bio
osetljiv na na ampicilin (MIK >32ug/ml), amoksicilin-klavulansku kiselinu (MIK >32ug/ml),
cefotaksim (MIK >64g/ml) i ceftazidim (MIK >64ug/ml). Jedan izolat bio je intermedijarno osetljiv
(MIK 8ug/ml) na cefepim, a na piperacilin- tazobaktam je jedan izolat bio intermedijarno osetljiv
(MIK 32ug/ml) i jedan izolat bio je senzitivan. Svi izolati bili su rezistentni (MIK >320ug/ml) na

trimetoprim- sulfametoksazol.

Od ispitivanih izolata tri su bila rezistentna na ciprofloksacin (MIK >2ug/ml). Dva izolata
bila su rezistentna na amikacin (MIK >64ug/ml), nije bilo intermedijarno osetljivih izolata, i tri

izolata su bila rezistentna na gentamicin (MIK >64ug/ml).

Od AML testiranih MIK test trakom, svi izolati kod kojih nije dokazana produkcija
karbapenemaza bili su osetljivi na tigeciklin (MIK <2ug/ml) i na kolistin (MIK<2ug/ml).

Svi izolati bili su multirezistentni (MDR). Nije bilo prosireno rezistentnih (XDR) i

panrezistentnih (PDR) izolata.
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5.1.4. Rezultati fenotipskih metoda za detekciju produkcije karbapenemaza kod
enterobakterija

5.1.4.1 Zastupljenost karbapenemaza odredena Vitek 2 AES sistemom

Vitek2 Advanced Expert System koris¢enjem N204 AST kartice pokazao je razliite
fenotipove rezistencije. Rezultati Vitek2 AES sistema za fenotipsku detekciju produkcije
karbapenemaza u odnosu na rezultate dobijene PCR metodom prema bakterijskoj vrsti prikazani su
u tabeli 5.9.

Tabela 5.9. Fenotip rezistencije odreden Vitek 2 AES sistemom u poredenju sa PCR metodom
prema bakterijskoj vrsti

Broj Naziv bakterije Geni rezistencije Vitek 2AES
izolata (PCR) fenotip
10 K.pneumoniae blanom ESBL+CP
2 Enterobacter sp. blanom ESBL+CP
1 Enterobacter sp. blanpm AmpC+IMPER
6 Enterobacter sp. blanom CP
2 C. freundii bIaNDM CP
1 S.marcescens blanom CcpP
1 E.coli blanom ESBL+CP
16 K.pneumoniae blaoxa-ss ESBL+CP
7 K.pneumoniae blanowm / blaoxa-as ESBL+CP
1 Enterobacter sp. blanom / blaoxa-s ESBL+CP
1 Enterobacter sp. blanom / blaoxa-as HL CASE+IMP
1 Enterobacter sp. blanom / blaoxa-as AmpC+IMPER
1 M. morganii blanpm ESBL
1 K.pneumoniae blakpc// blanom ESBL+CP
1 Enterobacter sp. blaec// blaow / ESBL+CP
blaoxa.4s
Broj Naziv bakterije Enzim (fenotipski) Vitek 2AES
izolata fenotip
1 K.pneumoniae ESBL ESBL
1 P. mirabilis ESBL ESBL
1 S. marcescens ESBL ESBL
1 S. marcescens Amp C ESBL+ACQ

Ste¢ene cefalosporinaze (engl.-acquired cephalosporinase-ACQ), nepropustljivost- (engl.-impermeability-IMPER),
karbapenemaze (engl.- carbapenemase-CP, ESBL, AmpC, visok nivo produkcije cefalosporinaza- (engl.- high-level
cephalosporinase-HL CASE); CP je definisan kao ,,carbapenemase -metallo- or OXA”, u tabeli podrazumevano kao
,.karbapenemaza”
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Rezultati Vitek2 AES sistema za fenotipsku detekciju produkcije karbapenemaza u odnosu

na rezultate dobijene PCR metodom prema vrsti enzima prikazani su u tabeli 5.10.

Tabela 5.10. Fenotip rezistencije odreden Vitek 2 AES sistemom u poredenju sa PCR metodom
prema vrsti enzima

PCR VITEK 2 AES
Karbapenemaza pozitivni izolati (broj) Karbapenemaza pozitivni Karbapenemaza negativni
izolati (broj) izolati (broj)
NDM (16) 16 CP 1 AmpC+IMPER
NDM/ESBL (8) 6 ESBL+CP 1 ESBL
OXA-48(3) 16 ESBL+CP /
OXA-48/ESBL (13)
NDM/OXA-48 (9) 8 ESBL+CP 1 HL CASE+IMP
NDM/OXA-48/ESBL (1) 1 AmpC+IMPER
NDM/KPC (1) 1 ESBL+CP /
NDM/KPC/OXA-48 (1) 1 ESBL+CP /
Lo . . Karbapenemaza pozitivni Karbapenemaza negativni
Karbapenemaza negativni izolati(broj) izolati (broj) izolati(broj)
ESBL (3) / 3 ESBL
AmpC (1) / 1/1ESBL+ ACQ

Stetene cefalosporinaze (engl.-acquired cephalosporinase-ACQ), nepropustljivost- (engl.-impermeability-IMPER), karbapenemaze (engl.-
carbapenemase-CP, ESBL, AmpC, visok nivo produkcije cefalosporinaza- (engl.- high-level cephalosporinase-HL CASE); CP je definisan kao
,carbapenemase -metallo- or OXA”, u tabeli podrazumevano kao ,karbapenemaza”

Fenotip rezistencije utvrden Vitek 2 AES sistemom u odnosu na rezultate dobijene PCR

metodom prema broju pozitivnih/negativnih i lazno pozitivnih/lazno negativnih izolata prikazani

su u tabeli 5.11.

Tabela 5.11. Fenotip rezistencije odreden Vitek 2 AES sistemom u poredenju sa PCR
metodom prema broju pozitivnih/negativnih i lazno pozitivnih/lazno negativnih izolata

PCR VITEK 2 AES
Karbapenemaza pozitivni Karbapenemaza pozitivni Karbapenemaza negativni izolati
izolati (broj) izolati (broj) (broj)
NDM (24) 22 2
OXA-48 (16) 16 /
NDM/OXA-48 (10) 8 2
NDM/KPC (1) 1 /
NDM/KPC/OXA-48 (1) 1 /
Karbapenemaza negativni Karbapenemaza pozitivni Karbapenemaza negativni izolati
izolati (broj) izolati (broj) (broj)
ESBL (3) 3
AmpC (1) / 1
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Produkcija karbapenemaza Vitek2 AES sistemom definisana je u 48 od 56 (85,71%) izolata.
Najvec¢i broj izolata bio je definisan kao ESBL+CP - [ laktamaze proSirenog spektra i
karbapenemaze- metalo- ili oksacilinaze (engl.-extended spectrum beta lactamase +
carbapenemase-metallo- or OXA). Drugi detektovani fenotip bile su karbapenemaze- CP (engl.-
carbapenemase -metallo- or OXA), 9 od 56 (16,07%).

Kod NDM pozitivnih izolata 22 od 24 izolata korektno su definisana kao potencijalni
produktori karbapenemaza. Dva izolata su bila lazno negativna- jedan izolat M. morganii bio je
definisan kao produktor ESBL enzima, i jedan izolat E. aerogenes- kao produktor AmpC enzima u
kombinaciji sa izmenom porina. Svi izolati koji su produkovali samo OXA-48 enzime (16) su
korektno odredeni. Produkcija karbapenemaza odredena je korektno i kod 10 od 12 izolata koji su
produkovali vise od jednog enzima. Dva izolata su bila lazno negativna- jedan izolat E. aerogenes
koji je produkovao NDM/OXA-48 enzime definisan je kao hiperproduktor cefalosporinaza sa
smanjenom propustljivosti spoljasnje membrane i jedan izolat E.cloacae koji je produkovao
NDM/OXA-48 enzime definisan je kao produktor AmpC enzima sa smanjenom propustljivosti

spoljasnje membrane. Nije bilo lazno pozitivnih rezultata.

Rezultati senzitivnosti i specifi¢nosti Vitek2 AES sistema

Vitek2 AES sistem je pokazao senzitivnost 98,08% i specificnost 100,00%. Rezultati
odredivanja senzitivnosti i specifi¢nosti, pozitivne prediktivne vrednosti (PPV) i negativne

prediktivne vrednosti (NPV) prikazani su u tabeli 5.12.

Tabela 5.12. Senzitivnost i specificnost Vitek2 AES sistema

PCR KPC
Vitek2 AES Pozitivan Negativan PPV NPV
Pozitivan 51 0 100.00 %
Negativan 1 4 80.00 %
Senzitivnost Specifi¢nost
98.08% 100.00 %
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5.1.4.2 Rezultati modifikovanog Hodge-testa za detekciju produkcije karbapenemaza

Modifikovani Hodge-test bio je pozitivan kod 45 izolata kod kojih je PCR metodom
dokazano prisustvo gena koji kodiraju karbapenemaze. Lazno pozitivnih izolata nije bilo, a test je

pokazao sedam lazno negativnih izolata- slike 5.11-5.14.

Slika 5.11. Negativan modifikovani Hodge test (MHT)-nema deformacije zone inhibicije
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Slika 5.12. Slabo pozitivan (+/-) modifikovani Hodge test (MHT)-diskretno vidljiva deformacija zone inhibicije

4248

Slika 5.13. Pozitivan (+) modifikovani Hodge test (MHT)-jasno vidljiva deformacija zone inhibicije

63



[ 1929

Slika 5.14. Jako pozitivan (++) modifikovani Hodge test (MHT)-jako izrazena deformacija zone inhibicije

Modifikovani Hodge test kod karbapenemaza pozitivnih izolata koji produkuju samo
jedan tip enzima

Analizom modifikovanog Hodge-testa kod karbapenemaza pozitivnih izolata koji produkuju
samo jedan tip enzima uoceno je da je kod NDM pozitivnih izolata 14 od 19 izolata bilo slabo
pozitivno (+/-), a samo tri izolata pozitivno (+) dok je sedam izolata blo negativno. Kod OXA-48
pozitivnih izolata MHT test je kod 11 od 16 izolata bio pozitivan (+), a kod ¢etiri od 15 izolata jako
pozitivan (++). Rezultati su prikazani u tabeli 5.13.
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Tabela 5.13. Modifikovani Hodge test

produkuju samo jedan tip enzima

kod karbapenemaza pozitivnih izolata

Broj Naziv bakterije Karbapenemaza Rezultat
izolata (PCR)

7 K.pneumoniae NDM -
8 E. aerogenes NDM +/-
2 K.pneumoniae NDM +/-
1 S. marcescens NDM +/-
1 C. freundii NDM +/-
1 E.coli NDM +/-
1 M morganii NDM +/-
1 K.pneumoniae NDM +
1 E. cloacae NDM +
1 C. freundii NDM +
11 K.pneumoniae OXA 48

4 K.pneumoniae OXA 48 ++
1 K.pneumoniae OXA 48 -

Jako pozitivan (++), pozitivan (+), slabo pozitivan (+/-), negativan (-)

Koji

Modifikovani Hodge test kod karbapenemaza pozitivnih izolata koji produkuju vise

razli¢itih tipova enzima

Modifikovani Hodge test kod ovih izolata pokazao je slabu pozitivnost kod osam od 12

izolata, dok je jedan od 12 izolata bio pozitivan a tri od 12 izolata bilo je jako pozitivno (tabela

5.14.).

Tabela 5.14. Modifikovani Hodge-test kod karbapenemaza pozitivnih izolata koje
produkuju vise razlicitih tipova enzima

Broj Naziv bakterije Karbapenemaza Rezultat
izolata (PCR)
3 K.pneumoniae OXA 48/NDM +/-
2 E. cloacae OXA 48/NDM +/-
1 E. aerogenes OXA 48/NDM +/-
1 E. cloacae KPC/OXA 48/NDM +/-
1 K.pneumoniae KPC/NDM +/-
1 K.pneumoniae OXA 48/NDM +
3 K.pneumoniae OXA 48/NDM ++

Jako pozitivan (++), pozitivan (+), slabo pozitivan (+/-), negativan (-)
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Modifikovani Hodge test kod karbapenemaza negativnih izolata

Sojevi AmpC i ESBL pozitivni nisu pokazali zonu inhibicije koja bi mogla biti pogresno

protumacena kao pozitivan MHT test -nije bilo lazno pozitivnih testova (tabela 5.15.).

Tabela 5.15. Modifikovani Hodge test kod karbapenemaza negativnih izolata

Broj izolata Naziv bakterije Enzim Rezultat
(fenotipski)
1 P.mirabilis ESBL -
1 S.marcescens Amp C -
1 S. marcescens ESBL -
1 P. mirabilis ESBL -

Rezultati senzitivnosti i specifi¢nosti MHT testa

Modifikovani Hodge test ta¢no je identifikovao 45 od 52 produktora karbapenemaza
(86,54% senzitivnost, 100,00% specifi¢nost). Rezultati odredivanja senzitivnosti i specifi¢nosti,
pozitivne prediktivne vrednosti (PPV) i negativne prediktivne vrednosti (NPV) prikazani su u tabeli
5.16.

Tabela 5.16. Senzitivnost i specifi¢cnost MHT testa

PCR
MHT Pozitivan Negativan PPV NPV
Pozitivan 45 0 100.00 %
Negativan 7 4 36,36 %
Senzitivnost Specifi¢nost
86,54% 100,00 %

5.1.4.3. Rezultati fenotipskih testova sinergizma za detekciju produkcije karbapenemaza

Za dokazivanje karbapenemaza ovim testom koriS§¢eno je istovremeno testiranje diska
imipenema sa diskovima EDTA, dipikolini¢ne kiseline, boroni¢ne kiseline 1 kloksacilina (slike

5.15.-5.17).
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Detekcija metalo-p-laktamaza vrsena je diskovima DPA i EDTA. Pozitivan test kod izolata
kod kojih je PCR metodom dokazan blanom gen prikazan je na slici 5.15.- deformacija zone

inhibicije ili pojava ,,fantom zone* izmedu diska meropenema i diskova DPA ili EDTA.

Detekcija metalo-p-laktamaza- NDM pozitivan Detekcija metalo-p-laktamaza - NDM pozitivan
izolat: deformacija zone izmedu diska izolat- negativan DDT test (nema razlike u zoni
meropenema i diska DPA,; razlika u zoni inhibicije CZD/CCA i FEP/CPE

IPM/IMI OE>7mm

Slika 5.15. Prikaz pozitivnog fenotipskog testa sinergizma za detekciju produkcije
metalo-B-laktamaza- NDM pozitivan soj

DPA-dipikolini¢na kiselina; CLOXA-kloksacilin; BORON-boroni¢na kiselina; TEMOC-
temocilin; IMI-OE-imipenem-EDTA; MEM-meropenem; IPM- imipenem; FOX-cefoksitin;
AZT30- aztreonam; CZD- ceftazidim; CCA- ceftazidim-klavulanska kiselina; FEP- cefepim;
CPE- cefepim-klavulanska kiselina
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Detekcija oksacilinaza vrSena je diskom temocilina. Pozitivan test kod izolata kod kojih je
PCR metodom dokazan blaoxa-4s gen prikazan je na slici 5.16.- rezistencija na temocilin, bez

pojave deformacije zone na ostale inhibitore.

Detekcija OXA-48 enzima: OXA-48 pozitivan Detekcija OXA-48 enzima: OXA-48/ESBL

izolat-nema sinergizma sa indikatorima AmpC pozitivan izolat-rezistencija na temocilin
enzima, metalo-p-laktamaza i karbapenemaza A (TEMOC); pozitivan DDT test (razlika u zoni
klase inhibicije CZD/CCA >5mm; nema razlike u

zoni inhibicije FEP/CPE.

Slika 5.16. Prikaz fenotipskih testova sinergizma za detekciju produkcije karbapenemaza
— OXA-48

DPA-dipikolini¢na kiselina; CLOXA-kloksacilin; BORON-boroni¢na kiselina; TEMOC-
temocilin; IMI-OE-imipenem-EDTA; MEM-meropenem; IPM- imipenem; FOX-cefoksitin;
AZT30- aztreonam; CZD- ceftazidim; CCA- ceftazidim-klavulanska kiselina; FEP- cefepim;
CPE- cefepim-klavulanska kiselina
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Detekcija karbapenemaza A klase vrsena je diskom boroni¢ne kiseline. Pozitivan test kod
izolata kod kojih je PCR metodom dokazan blakpec gen prikazan je na slici 5.17.- deformacija zone

inhibicije izmedu diska meropenema i diska boroni¢ne kiseline.

Detekcija karbapenemaza A klase: Detekcija karbapenemaza A klase
- KPC pozitivan izolat- sinergizam izmedu - DDT test negativan

meropenema i boroni¢ne kiseline

Slika 5.17. Prikaz fenotipskih testova sinergizma za detekciju produkcije karbapenemaza
A klase

DPA-dipikolini¢na kiselina; CLOXA-kloksacilin; BORON-boroni¢na kiselina; TEMOC-
temocilin; IMI-OE-imipenem-EDTA; MEM-meropenem; IPM- imipenem; FOX-cefoksitin;
AZT30- aztreonam; CZD- ceftazidim; CCA- ceftazidim-klavulanska kiselina; FEP- cefepim;
CPE- cefepim-klavulanska kiselina
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Fenotipska detekcija karbapenemaza kod izolata kod kojih je dokazano prisustvo gena za
dve razlic¢ite klase karbapenemaza prikazana je na slici 5.18.

Detekcija enzima klase A i metalo-p-laktamaza kod Detekcija enzima klase A i metalo-p-laktamaza kod
izolata koji produkuju KPC i NDM enzime- izolata koji produkuju OXA-48/NDM enzime-
sinergizam meropenema sa dipikolini¢cnom kiselinom i  negativan test sinergizma

imipenema sa boroni¢nom kiselinom

e

Detekcija enzima klase AiD i metalo-B-Iaktamaza kod izolata koji produkuje KPC/OXA/48/NDM enzime-
sinergizam meropenema i imipenema sa boroni¢nom i imipenema sa dipikolini¢énom kiselinom; razlika u zoni
IPM/IMI OE>7mm

Slika 5.18. Prikaz fenotipskih testova sinergizma za detekciju produkcije karbapenemaza
kod izolata sa viSe enzima

DPA-dipikolini¢na kiselina; CLOXA-kloksacilin; BORON-boroni¢na kiselina; TEMOC-temocilin; IMI-

OE-imipenem-EDTA; MEM-meropenem; IPM- imipenem; FOX-cefoksitin; AZT30- aztreonam; CZD-
ceftazidim; CCA- ceftazidim-klavulanska kiselina; FEP- cefepim; CPE- cefepim-klavulanska kiselina
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Rezultati fenotipskog testa sinergizma kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje

produkuju samo jedan tip enzima

Fenotipski test sinergizma kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koji produkuju samo
NDM enzim je u 21 od 24 slucaja pokazao pozitivnost testiranjem sa DPA i 22 od 24 slucaja
pozitivnost testom inhibicije diskom imipenem+EDTA. Samo jedan NDM pozitivan izolat bio je
negativan kod svih upotrebljenih testova. Od 16 OXA-48 pozitivnih izolata, kod 13 je detektovan
slabo izrazen fenomen sinergizma sa boroni¢nom kiselinom i kod jednog sa DPA. Svih 16 izolata
bilo je rezistentno na temocilin. Jedan izolat E.cloacae bio je slabo pozitivan na boroni¢nu kiselinu
i kloksacilin, §to ukazuje na potencijalnu produkciju AmpC enzima. Rezultati fenotipskog testa
sinergizma kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koji produkuju samo jedan tip enzima prikazani
su u tabeli 5.17.

Tabela 5.17. Fenotipski test sinergizma kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje produkuju samo jedan
tip enzima

Broj Naziv bakterije Karbapenemaza BOR CLOXA DPA EDTA  Temocilin
izolata (PCR)
2 K.pneumoniae NDM - - +(FZ) + R
1 E. aerogenes NDM - - +(F2) + S
1 S. marcescens NDM - - +(F2) + R
2 E. cloacae NDM +/- - +(F2) + S
1 K.pneumoniae NDM +/- - +(F2) + R
2 E. cloacae NDM +/- +/- +(F2) + S
5 K.pneumoniae NDM - - + + R
2 E. cloacae NDM - - + + S
1 C. freundii NDM - - + + R
1 M. morganii NDM - - + + R
1 E. cloacae NDM + - + + S
1 E.coli NDM - - + + S
1 C. freundii NDM +/- - + + R
1 K.pneumoniae NDM - + + + R
1 K.pneumoniae NDM - - - - S
1 E. cloacae NDM - - - + R
12 K.pneumoniae OXA 48 +/- - - - R
3 K.pneumoniae OXA 48 - - - - R
1 K.pneumoniae OXA 48 +/- - +/- - R

DPA-dipikolini¢na kiselina; CLOXA- Kloksacilin; BOR-boroni¢na kiselina; IMI/EDTA-imipenem/EDTA; FZ-
fantom" zona
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Rezultati fenotipskog testa sinergizma kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje
produkuju vise razli¢itih tipova enzima
Svi izolati koji su produkovali vise od jednog enzima bili su NDM pozitivni. Kod svih 12
izolata EDTA test bio je pozitivan, dok je DPA bio pozitivan u 5 od 12 slu¢ajeva. S obzirom na
postojanje sinergizma kod DPA i EDTA, nije moguée tumaciti rezistenciju na temocilin, koja je
registrovana u 9 od 11 OXA 48/NDM izolata.
Od 12 izolata koji su produkovali vise od jednog enzima dva izolata pokazala su prisustvo
KPC enzima- Enterobacter cloacae, kod koga su PCR metodom osim gena koji kodiraju KPC
enzim detektovani i geni koji kodiraju produkciju OXA-48 i NDM enzima i Klebsiella pneumoniae
kod koje su detektovani geni za produkciju KPC i NDM enzima. Testom sinergizma zabelezen je
slabo pozitivan rezultat kod oba ispitana KPC pozitivna izolata (fenomen sinergizma karbapenema
sa boroni¢nom kiselinom nije bio jasno izrazen). Rezultati fenotipskog testa sinergizma kod
karbapenemaza pozitivnih bakterija koje produkuju vise razli¢itih tipova enzima prikazan je u
tabeli 5.18.

Tabela 5.18. Fenotipski test sinergizma kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje
produkuju vise razlicitih tipova enzima

Broj Naziv bakterije Karbapenemaza BOR CLOXA DPA EDTA Temocilin

izolata (PCR)

1 E.cloacae KPC/OXA 48/NDM +/- - +(F2) + S
1 K.pneumoniae KPC/NDM +/- - + + R
1 E.cloacae OXA 48/NDM +/- - + + R
1 E.cloacae OXA 48/NDM +/- +/- +(F2) + S
1 E. aerogenes OXA 48/NDM - - - + R
4 K.pneumoniae OXA 48/NDM - - - + R
2 K.pneumoniae OXA 48/NDM + - - + R
1 K.pneumoniae OXA 48/NDM +/- - +/- + R

DPA-dipikolini¢na kiselina; CLOXA- kloksacilin; BOR-boroni¢na kiselina; IMI/EDTA-imipenem/EDTA,;
FZ- , fantom" zona
Fenotipski test sinergizma kod karbapenemaza negativnih izolata nije dao lazno pozitivne

rezultate (tabela 5.19.)
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Tabela 5.19. Fenotipski test sinergizma kod karbapenemaza negativnih izolata

Broj Naziv bakterije Enzim BOR CLOXA DPA EDTA  Temocilin
izolata (fenotipski)
1 S.marcescens ESBL - - - - S
1 P.mirabilis ESBL - - - - S
1 S.marcescens Amp C - - - - S
1 K.pneumoniae ESBL - - - - S

Rezultati senzitivnosti i specifi¢nosti DPA testa

Test sinergizma pokazao je za DPA visoke vrednosti specifiénosti 95% i PPV 96,43%.
Rezultati odredivanja senzitivnosti i specifi¢nosti, pozitivne prediktivne vrednosti (PPV) i

negativne prediktivne vrednosti (NPV) za DPA prikazani su u tabeli 5.20.

Tabela 5.20. Senzitivnost i specifi¢nost DPA testa

PCR NDM
DPA Pozitivan Negativan PPV NPV
Pozitivan 27 1 96.43 %
Negativan 9 19 67.86 %
Senzitivnost Specifi¢nost
75.00% 95.00 %

DPA-dipikolini¢na kiselina; PPV- pozitivna prediktivna vrednost; NPV- negativna prediktivna vrednost

Rezultati senzitivnosti i specifi¢nosti EDTA testa

Test sinergizma pokazao je za EDTA visoke vrednosti specifi¢nosti- 100% i PPV- 100%.
Rezultati odredivanja senzitivnosti i specifi¢nosti, pozitivne prediktivne vrednosti (PPV) i

negativne prediktivne vrednosti (NPV) za EDTA prikazani su u tabeli 5.21.
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Tabela 5.21. Senzitivnost i specificnost EDTA testa

PCR NDM
EDTA Pozitivan Negativan PPV NPV
Pozitivan 30 100.00 %
Negativan 6 20 76.92 %
Senzitivnost Specifi¢nost
83.33% 100.00 %

PPV- pozitivna prediktivna vrednost; NPV- negativna prediktivna vrednost
Rezultati senzitivnosti i specifi¢nosti testa sinergizma boroni¢ne kiseline

Veliki broj lazno pozitivnih izolata, posebno kod OXA-48 pozitivnih, 15 od 16, uslovljava
nisku specifi¢nost (51,58%) i nisku PPV (7,14%).
Rezultati odredivanja senzitivnosti i specifi¢nosti, pozitivne prediktivne vrednosti (PPV) i

negativne prediktivne vrednosti (NPV) za boroni¢nu kiselinu prikazani su u tabeli 5.22.

Tabela 5.22. Senzitivnost i specifi¢nost testa sinergizma boroniéne kiseline

PCR KPC
BORONICNA
KISELINA Pozitivan Negativan PPV NPV
Pozitivan 2 26 7.14 %
Negativan 0 28 100.00 %
Senzitivnost Specifi¢nost
100.00% 51.85%

PPV- pozitivna prediktivna vrednost; NPV- negativna prediktivna vrednost

Rezultati testiranja osetljivosti diskom aztreonama

Osetljivost na disk aztreonama uz pozitivne testove na DPA i EDTA ukazuje na prisustvo
metalo-B-laktamaza. Testiranje diskom aztreonama dalo je pozitivne rezultate kod pet NDM
pozitivnih izolata. Kod osam NDM pozitivnih izolata prisustvo ESBL enzima dalo je rezistenciju

na aztreonam, pa uprkos pozitivnim testovima na MBL test sa diskom aztreonama nije mogao biti

tumacen.
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5.1.4.4. Rezultati kombinovanog disk testa za detekciju produkcije karbapenemaza

Ispitivanje produkcije karbapenemaza CDT metodom vrSeno je komercijalnim testom-
KPC/Metallo-beta-lactamase and OXA-48 Confirm Kit (Rosco Diagnostica).

Za dokazivanje karbapenemaza ovim testom koriS¢eno je istovremeno testiranje diska
meropenema sa diskovima meropenem/dipikolini¢ne kiseline, meropenem/boroni¢ne kiseline,

meropenem/kloksacilina i temocilina (slika 5.19.)

OXA-48 pozitivan izolat- nema zone inhibicije oko Izolat negativan na produkciju karbapenemaza-
diska temocilina, nema razlike u zoni inhibicije oko nema razlike u zoni inhibicije MRP 10 sa
diska meropenema sa meropenem/DPA diskom kombinacijama MRP BO, MRP DP, MRP CX

NDM pozitivan izolat-razlika u zoni inhibicije ~ KPC pozitivan izolat-razlika u zoni inhibicije
MRP/MRP DP>5mm MRP/MRP BO >5mm

Slika 5.19. Prikaz kombinovanog disk testa za detekciju produkcije karbapenemaza

MRP 10-meropenem, MRP BO- meropenem-boronic¢na kiselina, MRP-DP- meropenem dipikolini¢na
kiselina, MRP CX-meropenem kloksacilin
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OXA-48/NDM pozitivan izolat- nema KPC/NDM razlika u zoni inhibicije

razlike u zoni inhibicije MRP 10 sa MRP/MRP DP >5mm, nema razlike
kombinacijama MRP BO, MRP DP, MRP u zoni inhibicije MRP/MRP BO
CX

NDM pozitivan izolat- razlika u zoni inhibicije
MRP 10/MRP DP >5mm, i IPM/ IMI OE >7mm

Slika 5.19. Prikaz kombinovanog disk testa za detekciju produkcije karbapenemaza

MRP 10-meropenem, MRP BO- meropenem-boroni¢na kiselina, MRP DP- meropenem dipikolini¢na
kiselina, MRP CX-meropenem kloksacilin, IPM- imipenem, IMI OE- imipenem+ EDTA
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Rezultati kombinovanog disk testa kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje
produkuju samo jedan tip enzima

Kombinovani disk test sa EDTA kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje produkuju
samo NDM enzime je kod samo dva od 24 izolata (jedan izolat M. morganii i jedan izolat
K.pneumoniae ) bio negativan, a u 22 od 24 izolata pozitivan. Kombinovani disk test DPA dao je
iste rezultate, dva negativna od 24 (jedan izolat E. cloacae i jedan izolat K.pneumoniae) i u 22 od
24 izolata test je bio pozitivan. Kombinovani disk test boroni¢ne kiseline bio je pozitivan kod osam
OXA-48 pozitivnih izolata i dva NDM pozitivna izolata. Kod OXA-48 pozitivnih izolata, nijedan
nije dao pozitivan CDT DPA ni MIC EDTA, i svi su bili rezistentni na temocilin. CDT kloksacilina
bio je pozitivan zajedno sa testom boronic¢ne kiseline samo kod jednog NDM izolata, $to ukazuju

na udruzenu AmpC produkciju.

Rezultati kombinovanog disk testa (CDT) testa kod karbapenemaza pozitivnih bakterija

koje produkuju samo jedan tip enzima prikazani su u tabeli 5.23.

Tabela 5.23. Kombinovani disk test kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje
produkuju samo jedan tip enzima

Broj Naziv bakterije Karbapenemaza  CDT CDT CDT MIC  Temocilin
izolata (PCR) BOR CLOXA DPA EDTA
1  K.pneumoniae NDM + + + R
7  K.pneumoniae NDM - - + R
1 E.cloacae NDM - - - + R
1  S.marcescens NDM - - + + R
2 C.freundii NDM - - + + R
8 E.cloacae NDM - - + + S
1 K.pneumoniae NDM - - + + S
1 M. morganii NDM - - + - R
1 K.pneumoniae NDM - - - - S
1 E.caoli NDM + - + + S
8  K.pneumoniae OXA 48 + - - - R
8  K.pneumoniae OXA 48 - - - - R

BOR-boroni¢na kiselina; CLOXA-kloksacilin; DPA-dipikolini¢na kiselina; EDTA-etilen-diamino-tetrasiréetna kiselina
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Rezultati kombinovanog disk testa kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje

produkuju vise razli¢itih tipova enzima

Kombinovani disk test sa DPA bio je pozitivan kod sedam od 12 izolata, a sa EDTA je bio
pozitivan u Sest od 12 izolata. Kombinovani disk test boroni¢ne kiseline bio je negativan kod oba
KPC pozitivna izolata. Test temocilina, po uputstvu proizvoda¢a, mogao je da bude protumacen
kao pozitivan kod samo tri OXA-48/NDM pozitivna izolata K.pneumoniae . Kod ostalih izolata nije
mogao da bude protumacen zbog pozitivnosti u testu sa DPA 1 boronicnom kiselinom.
Kombinovani disk test sa kloksacilinom bio je negativan kod svih testiranih izolata.

Rezultati kombinovanog disk testa (CDT) testa kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koji

produkuju vise razlicitih tipova enzima prikazani su u tabeli 5.24.

Tabela 5.24. Kombinovani disk test kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje

produkuju vise razli¢itih tipova enzima

Broj Naziv bakterije Karbapenemaza (PCR) CDT CDT CDT CDT Temocilin
izolata BOR CLOXA DPA EDTA

1 E.cloacae KPC/OXA 48/NDM - - + + S

1 K.pneumoniae KPC/NDM - - + + R

1 E. cloacae OXA 48/NDM - - + + S

2  E.cloacae OXA 48/NDM - - + + R

1 K.pneumoniae OXA 48/NDM - - + + R

1 K.pneumoniae OXA 48/NDM - - + - S

3 K.pneumoniae OXA 48/NDM - - - - R

2 K.pneumoniae OXA 48/NDM + - - - R

BOR-boroni¢na kiselina; CLOXA-kloksacilin; DPA-dipikolini¢na kiselina; EDTA-etilen-

diamino-tetrasiréetna kiselina

78



Rezultati kombinovanog disk testa kod karbapenemaza negativnih bakterija

Kombinovani disk test DPA/EDTA i test temocilina kod karbapenemaza negativnih
bakterija bili su negativni kod svih izolata. Test CDT boroni¢ne kiseline i kloksacilina koji su
indikator produkcije AmpC enzima bili su pozitivni kod jednog izolata S. marcescens koji je i
Vitek 2 AES definisao kao izolat koji je potencijalni produktor AmpC (Tabela 5.25.).

Tabela 5.25. Kombinovani disk test kod karbapenemaza negativnih bakterija

Broj Naziv bakterije Enzim CDT CDT CDT CDT Temocilin
izolata BOR CLOXA DPA EDTA
1 P.mirabilis ESBL - - - - S
1  S. marcescens Amp C + + - - S
1 K.pneumoniae ESBL - - - - S
1  S. marcescens ESBL - - - - S

Rezultati senzitivnosti i specifi¢nosti kombinovanog disk testa sa dipikoliniénom

kiselinom

Najbolje rezultate CDT testa sa DPA pokazali su specifi¢nost i PPV-100%. Rezultati
odredivanja senzitivnosti i specificnosti, pozitivne prediktivne vrednosti (PPV) i negativne
prediktivne vrednosti (NPV) za CDT DPA prikazani su u tabeli 5.26.

Tabela 5.26. Senzitivnost i specificnost kombinovanog disk testa sa dipikolini¢cnom

kiselinom
PCR NDM
CDT DPA Pozitivan Negativan PPV NPV
Pozitivan 29 0 100,00 %
Negativan 7 20 74,07 %
Senzitivnost Specificnost
80,56% 100,00 %

DPA- dipikolini¢na kiselina; PPV- pozitivna prediktivna vrednost; NPV- negativna prediktivna vrednost
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Rezultati senzitivnosti i specifi¢nosti kombinovanog disk testa sa boroni¢nom

kiselinom

Kombinovani disk test (CDT) sa boroni¢nom kiselinom nije dao zadovoljavajuce rezultate
senzitivnosti i specifi¢nosti. Od ispitanih 56 izolata kod samo dva izolata PCR metodom dokazani
su geni za produkciju KPC enzima -E. cloacae KPC/OXA 48/NDM i K.pneumoniae KPC/NDM.
Kombinovani disk test sa boroni¢nom kiselinom zabelezio je negativan rezultat kod oba ispitana
izolata. Veliki broj lazno pozitivnih izolata, posebno kod OXA-48 pozitivnih, 10 od 16, i
nemogucnost detekcije stvarno pozitivnih KPC izolata uslovio je nisku specificnost (77,78%) 1
nisku PPV i senzitivnost (0%).

Rezultati odredivanja senzitivnosti i specifi¢nosti, pozitivne prediktivne vrednosti (PPV) i

negativne prediktivne vrednosti(NPV) za CDT boroni¢ne kiseline prikazani su u tabeli 5.27.

Tabela 5.27. Senzitivnost i specificnost CDT sa boroni¢nom kiselinom

PCR KPC
CDT BOR Pozitivan Negativan PPV NPV
Pozitivan 0 12 0,00 %
Negativan 2 42 95,45 %
Senzitivnost Specificnost
0,00% 77,78 %

BOR-boroni¢na kiselina; PPV- pozitivna prediktivna vrednost; NPV- negativna prediktivna vrednost

Rezultati kombinovanog disk testa sa kloksacilinom

Od ispitanih 56 izolata, dva su pokazala pozitivan rezultat na prisustvo AmpC enzima-
Serratia marcescens karbapenemaza negativan i K.pneumoniae NDM pozitivha. Senzitivnost i

specifi¢nost nije mogla biti odredena jer AmpC enzimi nisu potvrdeni genotipskim metodama.

Rezultati senzitivnosti i specifi¢nosti kombinovanog disk testa sa temocilinom

Analiza rezultata CDT temocilina izvrSena je kod izolata koji su ispunjavali kriterijume

za analizu testa diskom temocilina.
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Senzitivnost i specifi¢nost CDT sa temocilinom odredivana je u odnosu na broj testiranih
izolata koji su mogli da budu protumaceni prema uputstvu proizvodaca. Rezultati odredivanja
senzitivnosti i specifi¢nosti, pozitivne prediktivne vrednosti (PPV) i negativne prediktivne

vrednosti (NPV) za CDT sa temocilinom prikazani su u tabeli 5.28.

Tabela 5.28. Senzitivnost i specifi¢cnost CDT sa temocilinom

PCR OXA
Temocilin Pozitivan Negativan PPV NPV
Pozitivan 21 0 100,0 %
Negativan 1 5 83,33 %
Senzitivnost Specificnost
95,65% 100,00 %

PPV- pozitivna prediktivna vrednost; NPV- negativna prediktivna vrednost

5.1.4.5. Rezultati fenotipske detekcije produkcije p-laktamaza prosirenog spektra duplim
disk-difuzionim testom
Kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje produkuju samo jedan tip enzima detektovano
je 20 ESBL pozitivnih izolata, sedam kod NDM pozitivnih i 13 kod OXA-48 pozitivnih izolata.
Rezultati DDT testa za detekciju produkcije ESBL kod ovih izolata prikazani su u tabeli 5.29.

Tabela 5.29. Dupli disk-difuzioni test kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje
produkuju samo jedan tip enzima

Broj Naziv bakterije Karbapenemaza DDT
izolata (PCR)
13 K.pneumoniae OXA 48 +
3 K.pneumoniae OXA 48 -
5 E.cloacae NDM +
1 K.pneumoniae NDM +
1 E.coli NDM +
9 K.pneumoniae NDM -
3 E.cloacae NDM -
2 C.freundii NDM -
1 S.marcescens NDM -
1 E. aerogenes NDM -
1 M.morganii NDM -
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Kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koji produkuju vise tipova enzima detektovan je
samo jedan ESBL pozitivan izolat, Klebsiella pneumoniae OXA 48/NDM pozitivan, a rezultati su

prikazani u tabeli 5.30.

Tabela 5.30. Dupli disk-difuzioni test kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje
produkuju vise razlicitih tipova enzima

iZB(')rIZJta Naziv bakterije Karbapenemaza (PCR) Rezultat
6 K.pneumoniae OXA 48/NDM -
2 E.cloacae OXA 48/NDM -
1 E. aerogenes OXA 48/NDM -
1 K.pneumoniae KPC/NDM -
1 E. cloacae KPC/OXA 48/NDM -
1 K.pneumoniae OXA 48/NDM +

Kod karbapenemaza negativnih bakterija detektovana su tri ESBL pozitivna izolata i jedan
AmpC pozitivan izolat (tabela 5.31).

Tabela 5.31. Dupli disk-difuzioni test kod karbapenemaza negativnih bakterija

Broj Naziv bakterije Enzim (fenotipski) Rezultat
izolata

1 S.marcescens Amp C -

1 P.mirabilis ESBL +

1 S.marcescens ESBL +

1 E. aerogenes ESBL +

Kod karbapenemaza pozitivnih enzima, najveci broj ESBL pozitivnih izolata bilo je kod
OXA-48 produktora (13).

Senzitivnost i specificnost nije mogla biti odredena jer ESBL enzimi nisu potvrdeni

genotipskim metodama.
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5.1.4.6 Rezultati fenotipske detekcije produkcije metalo-g-laktamaza MIC MBL test
trakom

Detekcija metalo-f-laktamaza MIC MBL test trakom zasnovano je na inhibiciji ovih enzima
dejstvom EDTA. Pozitivan MIC MBL test kod NDM produkuju¢e K.pneumoniae prikazan je na
slici 5.20.

Slika 5.20. Pozitivan MIC MBL test kod NDM pozitivnog izolata K.pneumoniae; IMI/IMD 48/2

Rezultati fenotipske detekcije metalo-g-laktamaza MIC MBL test trakom kod
karbapenemaza pozitivnih bakterija koje produkuju samo jedan tip enzima

Kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje produkuju samo NDM enzime test je kod
samo dva od 24 izolata (jedan izolat M. morganii i jedan izolat K.pneumoniae ) bio negativan, a u
22 od 24 izolata pozitivan. Kod OXA-48 pozitivnih izolata, nijedan nije dao pozitivan MIC test
MBL. Rezultati MIC MBL testa kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje produkuju samo
jedan tip enzima prikazani su u tabeli 5.32.
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Tabela 5.32. Test MIC MBL kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje produkuju samo
jedan tip enzima

Karbapenemaza  MIC MBL

Broj izolata Naziv bakterije (PCR) test
9 K.pneumoniae NDM +
9 E. cloacae NDM +
1 S.marcescens NDM +
1 E.coli NDM +
2 C. freundii NDM +
1 M. morganii NDM -
1 K.pneumoniae NDM -
16 K.pneumoniae OXA 48 -

BOR-boroni¢na kiselina; CLOXA-kloksacilin; DPA-dipikolini¢na kiselina; EDTA-etilen-diamino-
tetrasiréetna kiselina

Rezultati MIC MBL testa kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje produkuju

viSe razlicitih tipova enzima

Test MIC MBL bio je pozitivan kod sest od 12 izolata karbapenemaza pozitivnih bakterija
koje su produkovale vise razli¢itih tipova enzima. Rezultati ovog testa kod karbapenemaza

pozitivnih bakterija koje produkuju vise razli¢itih tipova enzima prikazani su u tabeli 5.33.

Tabela 5.33. Test MIC MBL kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje produkuju vise

razlicitih tipova enzima

Karbapenemaza MIC MBL

Broj izolata Naziv bakterije (PCR) test
1 E.cloacae KPC/OXA 48/NDM +
1 K.pneumoniae KPC/NDM +
3 E. cloacae OXA 48/NDM +
1 K.pneumoniae OXA 48/NDM +
6 K.pneumoniae OXA 48/NDM -
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Rezultati MIC MBL testa kod karbapenemaza negativnih bakterija

Test MIC MBL bio je negativan kod svih karbapenemaza negativnih bakterija (nije bilo
lazno pozitivnih rezultata). Rezultati ovog testa kod karbapenemaza negativnih bakterija prikazani
su u tabeli 5.34.

Tabela 5.34. Test MIC MBL kod karbapenemaza negativnih bakterija

Broj Naziv bakterije Enzim Rezultat
izolata
1 S.marcescens Amp C -
1 P.mirabilis ESBL -
1 S.marcescens ESBL -
1 E. aerogenes ESBL -

Rezultati senzitivnosti i specifi¢nosti MIC MBL testa sa EDTA

Najbolji rezultati dobijeni su za specificnost (94,74%) i PPV (96,55%). Rezultati
odredivanja senzitivnosti i specifi¢nosti, pozitivne prediktivne vrednosti (PPV) i negativne
prediktivne vrednosti (NPV) za MIC MBL test prikazani su u tabeli 5.35.

Tabela 5.35. Senzitivnost i specificnost kombinovanog disk testa sa EDTA

PCR NDM
MIC MBL Pozitivan Negativan PPV NPV
Pozitivan 29 1 96,67%
Negativan 8 18 69,23 %
Senzitivnost Specificnost
78,38% 94,74 %

PPV- pozitivna prediktivna vrednost; NPV- negativna prediktivna vrednost
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5.1.4.7. Rezultati kolorimetrijskog testa za detekciju karbapenemaza

Za kolorimetrijsko dokazivanje karbapenemaza koris¢en je RAPIDEC® CARBA NP test.

Od 56 ispitanih izolata, posle prvog ocitavanja (nakon 30 minuta), test je bio pozitivan kod
32 karbapenemaza pozitivna, negativan kod 20 karbapenemaza pozitivnih izolata i negativan kod
Cetiri karbapenemaza negativna izolata. Senzitivnost i specifi¢nost testa iznosila je 61,54% i
100,00%.

Posle drugog ocitavanja (120 minuta), test je bio pozitivan kod 47 karbapenemaza
pozitivnih, negativan kod sva Cetiri karbapenemaza negativna izolata (nije bilo lazno pozitivnih
rezultata), a lazno negativan kod pet izolata. Od ukupno dvadeset lazno negativnih izolata posle
prvog ocitavanja (posle 30 minuta), petnaest izolata je pokazalo pozitivnost posle 120 minuta: tri
NDM pozitivna izolata K.pneumoniae, deset OXA-48/NDM pozitivnih izolata K.pneumoniae
(mukoidni sojevi), jedan OXA-48/NDM pozitivan izolat K.pneumoniae i jedan NDM pozitivan
izolat K.pneumoniae. Poslednja dva izolata imala su MIK ertapenema/ meropenema/ imipenema
4/0,25/1pg/ml i NDM 8/0,25/1pug/ml (datim redom). Lazno negativni izolati su u najveéem broju
bili zastupljeni kod OXA-48/NDM pozitivnih mukoidnih izolata K.pneumoniae. Senzitivnost i

specificnost testa time je posle 120 minuta povecana na 90,38% 1 100,00%.

Rezultati odredivanja senzitivnosti i specifi¢nosti, pozitivne prediktivne vrednosti (PPV) i

negativne prediktivne vrednosti (NPV) za Carba NP testa prikazani su u tabeli 5.36.

Tabela 5.36. Rezultati Carba NP testa

Broj izolata nakon Broj izolata
Procedura 30 minuta nakon 120 minuta
inkubacije inkubacije
Stvarno pozitivni 32 47
Stvarno negativni 4 4
LaZno pozitivni 0 0
Lazno negativni 20 5
Senzitivnost 61,54% 90.38%
Specifi¢nost 100.00% 100.00%
PPV 100.00% 100.00%
NPV 16,67% 44.44%
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Rezultati lazno negativnog testa ocitanog kod pet izolata posle 120 minuta prikazan je u
tabeli 5.37.

Tabela 5.37. Struktura pet izolata karbapenemaza pozitivnih izolata negativnih posle 120
minuta

Karbapenemaza

Broj izolata Naziv bakterije (PCR) Rezultat
3 K.pneumoniae OXA 48 -
1 K.pneumoniae OXA 48/NDM -
1 S.marcescens NDM -

Rezultati testiranja Carba NP testom prikazani su na slici 5.21.

Slika 5.21. Prikaz pozitivhog Carba NP testa

Tumacenje testa: pozitivan test- promena u boji suspenzije u komori ,,e” (testirani izolat)
u odnosu na komoru ,,d” (kontrolna)

5.1.4.8. Rezultati fenotipske detekcije produkcije karbapenemaza odredeni hromogenim
podlogama

Pedeset Sest izolata vrsta iz porodice Enterobacteriaceae testirano je chromlD CARBA
agarom, koji sadrzi hranljivu bazu i tri hromogena supstrata koji omogucavaju detekciju
karbapenemaza kod razli¢itih Gram-negativnih bakterija.
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Karbapenemaza pozitivni izolati pokazali su tipican porast prema uputstvu proizvodaca:
E.coli (tamnocrvene kolonije) a Klebsiella sp., Enterobacter sp., Serratia sp. i Citrobacter sp.,
plavo-zelene do sivo prebojene kolonije. M. morganii dala je braonkasto prebojene kolonije sa
oskudnim porastom.

Od karbapenemaza negativnih izolata, P. mirabilis je dao vrlo oskudan porast bez kolonija
sa braon haloom. Prema uputstvu proizvodaca, ova podloga nije predvidena za detekciju
produktora karbapenemaza u proteus grupi. Ostale karbapenemaza negativne bakterije nisu dale
porast na ovoj podlozi.

Rezultati senzitivnosti i specificnosti hromogenih podloga za detekciju

karbapenemaza
Najbolji rezultati dobijeni su za senzitivnost i PPV (98,08%). Rezultati odredivanja
senzitivnosti i specifinosti, pozitivne prediktivne vrednosti (PPV) i negativne prediktivne

vrednosti (NPV) za chromID CARBA agar prikazani su u tabeli 5.38.

Tabela 5.38. Senzitivnost i specifi¢nost chromlD CARBA agara

PCR
chromID Pozitivan Negativan PPV NPV
CARBA agar 9
Pozitivan 51 1 98.08 %
Negativan 1 3 75.00 %
Senzitivnost Specifi¢nost
98.08% 75.00 %

PPV- pozitivna prediktivna vrednost; NPV- negativna prediktivna vrednost
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Na slici 5.22. je prikazan porast karbapenemaza pozitivnih izolata na hromogenom agaru

Slika 5.22. Prikaz porasta na hromogenom agaru: a) braon prebojen izolat- M morganii; b)
plavo - K.pneumoniae, c) plavo-ljubicasto- C.freundii

5.2. Analiza izolata Pseudomonas aeruginosa genotipskim i fenotipskim
metodama

5.2.1. Rezultati ispitivanja osetljivosti vrste Pseudomonas aeruginosa na
antimikrobne lekove

5.2.1.1. Osetljivost na antimikrobne lekove vrste Pseudomonas aeruginosa odredena
disk-difuzionom metodom

Rezultati dobijeni disk difuzionom metodom pokazali su da je 68% od 75 izolata
P.aeruginosa bilo je rezistentno na imipenem a 67% izolata je bilo rezistentno na meropenem. Od
ostalih AML najveca rezistencija zabelezena je kod cefepima 79% i1 gentamicina 78%, a najniza
rezistencija bila je kod piperacilin-tazobaktama (32%). Od 75 izolata testiranih disk-difuzionom
metodom svi (100%) su bili MDR.

Rezultati ispitivanja osetljivosti vrste P.aeruginosa sa smanjenom osetljivoS¢u na

karbapeneme na antimikrobne lekove prikazani su u tabeli 5.39.
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Tabela 5.39. Procenat rezistencije izolata vrste P.aeruginosa sa smanjenom osetljivos¢u

na karbapeneme na AML disk difuzionom metodom

Naziv antimikrobnog leka Broj rezistentnin  Procenat rezistentnih

izolata izolata
Cefepim 59 78,6
Gentamicin 58 78
Ciprofloksacin 56 74
Imipenem 51 68
Meropenem 50 66,6
Amikacin 44 58,6
Ceftazidim 42 56
Piperacilin-tazobaktam 24 32

5.2.1.2 Osetljivost na antimikrobne lekove vrste Pseudomonas aeruginosa odredena
minimalnom inhibitornom koncentracijom Vitek 2 sistemom

Minimalna inhibitorna koncentracija antimikrobnih lekova odredivana je automatizovanim
sistemom- Vitek2 Compact sistemom, karticom za ispitivanje osetljivosti Gram-negativnih
bakterija na antibiotike AST-N240. Osetljivost ispitivanih izolata prikazana je na Tabeli 5.40.

Tabela 5.40. Osetljivost na AML P.aeruginosa odredena AST-N240 karticom Vitek 2
sistema

Osetljivost na AML (broj izolata)

Naziv AML R | S
Gentamicin 58 2 15
Ciprofloksacin 56 12 7
Imipenem 51 6 18
Meropenem 50 8 17
Cefepim 59 6 10
Amikacin 44 3 28
Ceftazidim 42 12 21
Piperacilin-tazobaktam 24 15 36

Senzitivan (S), intermedijarno osetljiv (1) i rezistentan (R)

90



Na osnovu minimalnih inhibitornih koncentracija odredenih primenom Vitek2 sistema
51(68%) izolata bilo je rezistentno, 6(8%) intermedijarno osetljivo i 18(24%) senzitivho na
imipenem. Na meropenem je bilo 50(67%) rezistentno, 8(10,6%) intermedijarno osetljivo i
17(30,35%) je bilo senzitivno. Od ostalih AML najvea rezistencija zabelezena je kod
ciprofloksacina 56(74,6%) i gentamicina. Od 75 izolata svi (100%) su bili MDR.

Analizom rezultata dobijenih ispitivanjem osetljivosti na AML disk-difuzionom metodom i
Vitek2 sistemom zabeleZzene su minor greske (razlika u rezultatu testiranja dvema metodama u
okviru susednih kategorija- S/I ili I/R) u odredivanju kategorija osetljivosti za ciprofloksacin.
Rezistencija na ciprofloksacin disk-difuzionom metodom u odnosu na Vitek 2 bila je 59 od 58. U

ovom slucaju zabelezeno je stroze kategorisanje disk difuzionom metodom.

5.2.2. Fenotipovi rezistencije kod vrste Pseudomonas aeruginosa sa smanjenom
osetljivos¢u na karbapeneme

Najces¢i fenotipovi rezistencije bili su (1) izolati rezistentni na sve testirane AML osim
piperacilin-tazobaktama i kolistina (28%), (2) izolati rezistentni na sve testirane AML osim
kolistina (26,67%) (3) izolati rezistentni na sve testirane AML osim ceftazidima, cefepima

piperacilin-tazobaktama i kolistina Svi fenotipovi prikazani su u tabeli 5.41.

Tabela 5.41. Najces¢i fenotipovi rezistencije P.aeruginosa sa smanjenom osetljivoscu na
karbapeneme

Antimikrobni lekovi broj %
izolata izolata
CAZ FEP TZP IMP MEM GM AK CIp

R R S/l R R R R 21 28.00

R R R R R 20 26.67

S/ S/ S/l R R 10 13.33

S/ S/ S/ R R S/ S/ S/ 3 4.00

R R R R R R R S/ 9 12.00
Ostali_fenot_i_povi 12 16.00

rezistencije

Ukupno 75 100.00

TZP: piperacilin-tazobaktam, CAZ: Ceftazidim, FEP: cefepim, IMP: imipenem, MEM: meropenem, GM:
gentamicin, AK: amikacin, CIP: ciprofloksacin
Senzitivni (S), intermedijarno osetljivi (1) i rezistentni (R);S/I-senzitivni ili intermedijarno osetljivi

91



Analizom datih 75 izolata uporedivani su markeri rezistencije da bi se smanjila verovatnoca
klonalnog porekla izolata.

Selekcija izolata P.aeruginosa za dalju fenotipsku i genotipsku analizu vrsena je screening
metodom detekcije potencijalnih produktora karbapenemaza sa grani¢énom vrednos¢u MIK>8ug/ml
za imipenem. &

Za dalju analizu je na osnovu ovog kriterijuma izdvojeno 14 izolata.

Osetljivost na antimikrobne lekove odredena je Vitek 2 sistemom koris¢enjem AST N240
kartice. Kategorije osetljivosti (S/I/R) definisane su na osnovu MIK vrednosti izrazenih u pg/ml, i
rezultati su prikazani u tabeli 5.42.

Tabela 5.42. Distribucija MIK vrednosti odredjenih Vitek 2 AES sistemom za ispitivane
AML

Redr_li Antimikrobni lekovi

iz%rgta MEM IMP TZP CAZ FEP GM AK CIP  CS
1 >16 216  >1282  >64 =64 >16 8 >4 <05
2 >16 216 >1282 264 264 =16 264 >4 <05
3 8 >16 21282 =64 32 =16 16 >4 4
4 >16 216  >1282  >64 264 >16 8 >4 <05
5 2 >16  >1282 8 =64 =16 =64 >4 <05
6 >16 =16 =1282 =64 32 =16 =64 1 <05
7 >16 216 32 >64 64 216 64 >4 <05
8 >16 =16 32 >64 64 >16 32 >4 <05
9 >16 =16 =64 322 64 216 64 >4 >16
10 4 >16 4 2 <1 <9 <1 <025 1
11 >16 216 16 >64 =64 =16 16 >4 <05
12 >16 216 16 8 8 =16 =64 >4 <05
13 4 >16 8 4 2 < <l <025 <05
14 8 >16 =128 =64 16 <2 <l <025 <05

TZP: piperacilin-tazobaktam, CAZ: ceftazidim, FEP: cefepim, IMP: imipenem, MEM:
meropenem, GM: gentamicin, AK: amikacin, CIP: ciprofloksacin,CS:kolistin

Analiza antimikrobne osetljivosti ove grupe je dala sledece rezultate:

- penicilini i cefalosporini: samo dva izolata bila su osetljiva na piperacilin-tazobaktam;

samo dva izolata bila su osetljiva na cefepim i ceftazidim.
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- karbapenemi: svi izolati bili su rezistentni na imipenem; na meropenem je jedan izolat bio
senzitivan i dva intermedijarno osetljiva; ostalih 11 bilo je rezistentno (svi osim jednog izolata
imali su MIK >16pg);

-aminoglikozidi: sedam izolata je bilo senzitivno na amikacin, jedan intermedijarno osetljiv
i Sest rezistentnih, od kojih su svi imali visoku vrednost MIK (>64ug); na gentamicin su bila tri

senzitivna i 11 rezistentnih, od kojih su svi su svi imali visoku vrednost MIK (>16ug).

-hinoloni: Cetiri izolata bilo je osetljivo na ciprofloksacin, a ostalih 10 bilo je rezistentno

(MIK >4pg).
-Kolistin:jedan izolat bio je rezistentan na kolistin (MIK >4pg).

Svi ispitivani izolati bili su multirezistentni.

5.2.3. Rezultati genotipskih metoda za detekciju produkcije karbapenemaza kod
vrste Pseudomonas aeruginosa

Kod izolata P.aeruginosa rezistentninh na karbapeneme odredivano je PCR metodom

prisustvo blakec, blaviv i blanom gena.
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5.2.3.1. Zastupljenost gena koji kodiraju sintezu karbapenemaza PCR metodom

Na slikama 5.23-5.26. prikazana je elektroforeza PCR produkata nakon umnoZavanja blakpc,

blavim i blanom gena.

Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blaxpc gena prikazana je na slici 5.23.

1000
— 79811)8

500bp

Slika 5.23. Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blakpc gena

Od 1 do13- izolati P.aeruginosa kod kojih je dokazano odsustvo blakec gena; 14-K.pneumoniae
NCTC 13438- pozitivna kontrola za blakec -798bp; 15- 100bp ladder- marker molekulske mase
(O Range Ruler™ 100bp DNA Ladder)
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Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blanom gena prikazana je na slici 5.24.

e,

: T T 1 , ™" B — 1000bp
621bp —'i--ﬁaa“ii-

500bp

29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16

Slika 5.24. Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blanpom gena

20, 21, 25, 28 i 29- izolati P.aeruginosa kod kojih su dokazani blanpm geni; 17- K.pneumoniae
NCTC 13440- pozitivna kontrola za blanom -621bp; 15- 100bp ladder- marker molekulske
mase(O Range Ruler™ 100bp DNA Ladder)
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Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blavim gena prikazana je na slici 5.25.

1000bp

500bp
390bp

Slika 5.25. Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blavim gena

9,11,13- izolati P.aeruginosa kod kojih je dokazano odsustvo blaviv gena; 10,12,14-
K.pneumoniae NCTC 13440- pozitivna kontrola za blavivm -390bp; 15- 100bp ladder- marker
molekulske mase(O Range Ruler™ 100bp DNA Ladder)
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Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blavim gena prikazana je na slici 5.26.

1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 12 13 14. 15

1000bp

500bp
390bp

Slika 5.26. Elektroforeza produkata nakon umnozavanja blavim gena

Od 1do13- izolati P.aeruginosa kod kojih je dokazano odsustvo blavim gena; 14-K.pneumoniae
NCTC 13438- pozitivna kontrola za blaviv - 390bp; 15- 100bp ladder- marker molekulske mase
(O Range Ruler™ 100bp DNA Ladder)

Prisustvo blanom gena Kkoji kodiraju karbapenemaze tipa NDM detektovano je PCR
metodom kod Sest od ispitivanih 14 izolata, dok je dokazano odsustvo blakec i blavim gena koji
kodiraju karbapenemaze tipa VIM i KPC kod svih ispitanih izolata.

5.2.3.2 Osetljivost ispitivanih izolata Pseudomonas aeruginosa na karbapeneme Vitek2
sistemom

Vitek2 metodom odredena je osetljivost na antimikrobne lekove karbapenemaza pozitivnih
izolata vrste P.aeruginosa. MIK za AML odredivan je Vitek 2 AST N240 karticom. Osetljivost na

karbapeneme prikazana je u tabeli 5.43.

Tabela 5.43. Osetljivost na karbapeneme svih 14 ispitivanih izolata P.aeruginosa

Karbapenemaza Broj Imipenem Meropenem

(PCR) izolata MIK MIK
(Hg/ml) (Hg/ml)

NDM 6 >16 4->16

- 8 >16 2->16
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5.2.4 Rezultati fenotipskih metoda za detekciju produkcije karbapenemaza kod vrste
Pseudomonas aeruginosa

5.2.4.1 Zastupljenost karbapenemaza odredena Vitek 2 AES sistemom

Ispitivanje fenotipova rezistencije pomocu Vitek2 AES sistema korisS¢enjem AST N240
kartice kod vrste Pseudomonas aeruginosa pokazalo je razli¢ite fenotipove. Produkcija
karbapenemaza Vitek2 AES sistemom korektno je definisana u cCetiri od Sest izolata kod kojih su
PCR metodom dokazani blanom geni kao produktori karbapenemaza. Kod dva karbapenemaza
pozitivna izolata mehanizam rezistencije na karbapeneme definisan je u kao produkcija AmpC
enzima sa nepropustljivos¢u spoljne membrane- lazno negativni izolati.

Kod osam karbapenemaza negativnih izolata, pet izolata je Vitek2 AES sistemom
identifikovano kao produkcija AmpC enzima sa nepropustljivo§¢u spoljne membrane, dok su tri
izolata definisana kao nepropustljivost spoljne membrane- nije bilo lazno pozitivnih rezultata. Od
Cetiri izolata fenotipski definisana kao ESBL pozitivni, nijedan nije bio prepoznat od strane Vitek2
AES sistema. Rezultati Vitek 2 AES sistema za fenotipsku detekciju produkcije karbapenemaza u

odnosu na rezultate dobijene PCR metodom prema vrsti enzima prikazani su u tabeli 5.44.

Tabela 5.44. Fenotip rezistencije odreden Vitek 2 AES sistemom u poredenju sa PCR metodom
prema vrsti enzima

PCR VITEK 2 AES fenotip
Karbapenemaza pozitivni Karbapenemaza pozitivni Karbapenemaza negativni
izolati(broj) izolati (broj) izolati (broj)

NDM (6) 4)cp (2) AmpC+IMPER
Karbapenemaza negativni Karbapenemaza pozitivni Karbapenemaza negativni
izolati (broj) izolati (broj) izolati(broj)

ESBL (1) / 1 AmpC+IMPER
AmpC (4) 2 2 AmpC+IMPER
ESBL (3) / 3 IMPER

IMPER- nepropustljivost- (engl.-impermeability-), CP- karbapenemaza (engl.- carbapenemase)
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5.2.4.2. Rezultati fenotipskih testova sinergizma za detekciju produkcije karbapenemaza

Za dokazivanje karbapenemaza ovim testom koriS¢eno je istovremeno testiranje diska
imipenema sa diskovima EDTA, dipikolini¢ne kiseline, boroni¢ne kiseline i kloksacilina. Rezultati
fenotipskog testa sinergizma kod karbapenemaza pozitivnih izolata P.aeruginosa prikazani su u
tabeli 5.45.

Tabela 5.45. Fenotipski test sinergizma kod karbapenemaza pozitivnih P.aeruginosa

iz%rlgjta Karb?ﬁg;f)maza BOR CLOXA DPA EDTA
2 NDM + + + +
3 NDM - ] +
1 NDM ; ; + ;

BOR-boroni¢na kiselina; CLOXA-kloksacilin; DPA-dipikolini¢na kiselina; EDTA-etilen-diamino-tetrasir¢etna kiselina

Kod karbapenemaza pozitivnih P.aeruginosa u fenotipskom testu sinergizma od Sest NDM
pozitivnih izolata, dva su produkovala i AmpC enzime i nije bilo ESBL pozitivnih izolata. DPA
test je kod svih izolata bio pozitivan, dok je EDTA bio pozitivan u pet od Sest izolata (jedan izolat

bio je laZzno negativan).

Rezultati fenotipskog testa sinergizma kod karbapenemaza negativnih izolata P.aeruginosa

prikazani su u tabeli 5.46.

Tabela 5.46. Fenotipski test sinergizma kod karbapenemaza negativnih izolata
P.aeruginosa

ol (feﬁgtzi:on;ki) BOR  CLOXA  DPA  EDTA
2 AmpC + + +
3 ESBL . i '
1 - - - +
1 ESBL/AmpC + + + .
1 - - - - -

BOR-boroni¢na kiselina; CLOXA-kloksacilin; DPA-dipikolini¢na kiselina; EDTA-etilen-diamino-tetrasir¢etna kiselina

Fenotipski test sinergizma kod karbapenemaza negativnih izolata P.aeruginosa dao je
slede¢e rezultate: dva AmpC pozitivna izolata imala su pozitivan DPA test i EDTA test, tri ESBL
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pozitivna izolata, pokazala su pozitivne EDTA i DPA testove, jedan izolat imao je pozitivan DPA i
EDTA test, jedan izolat bio pozitivan na produkciju i ESBL i AmpC enzima i pozitivan DPA test, i
kod jednog izolata su svi testovi bili negativni. Sedam od osam karbapenemaza negativnih izolata

bilo je lazno pozitivno testom DPA, i Sest od osam testom EDTA.

5.2.4.3. Zastupljenost metalo-beta laktamaza odredena fenotipskim ispitivanjem diskom
aztreonama

Osetljivost na disk aztreonama uz pozitivne testove na DPA i EDTA ukazuje na prisustvo
MBL kabapenemaza. Testiranje diskom aztreonama dalo je pozitivne rezultate kod tri od Sest NDM
pozitivnih izolata. Kod jednog NDM pozitivnog izolata prisustvo AmpC enzima dalo je rezistenciju
na aztreonam, pa uprkos pozitivnim testovima na MBL test sa diskom aztreonama nije mogao biti
tumacen, i kod dva izolata takode je zabelezena rezistencija na aztreonam bez prisustva ESBL ili

AmpC.

5.2.4.4. Rezultati kombinovanog disk testa za detekciju produkcije karbapenemaza

Ispitivanje produkcije karbapenemaza CDT metodom vrSeno je komercijalnim testom-
KPC/Metallo-beta-lactamase and OXA-48 Confirm Kit (Rosco Diagnostica).

Kombinovani disk test (CDT) kod karbapenemaza pozitivnih izolata P.aeruginosa je u pet
od Sest slucajeva dao pozitivan rezultat kod DPA i EDTA. Jedan izolat je bio negativan za sve
testove, a svi CDT testovi bili su pozitivni kod dva izolata koja su pokazala istovremenu produkciju
AmpC enzima. Rezultati kombinovanog disk testa kod karbapenemaza pozitivnih izolata

P.aeruginosa prikazani su u tabeli 5.47.

Tabela 5.47. Kombinovani disk test kod karbapenemaza pozitivnih izolata P.aeruginosa

Broj Karbapenemaza CDT CDT CDT CDT

izolata (PCR) BOR  CLOXA  DPA EDTA
3 NDM - - + +
2 NDM + + + +
1 NDM - - - -

BOR-boroni¢na kiselina; CLOXA-kloksacilin; DPA-dipikolini¢na kiselina;

Od karbapenemaza negativnih izolata P.aeruginosa, kod jednog izolata svi CDT testovi bili

su negativni. Test boroni¢ne kiseline i kloksacilina koji su indikatori produkcije AmpC enzima bili
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su pozitivni kod cetiri izolata, a DDT test za detekciju ESBL enzima kod pet itolata. Sedam
karbapenemaza negativnih izolata bilo je lazno pozitivno na produkciju MBL enzima- pozitivni
samo na DPA test, i Sest od osam karbapenemaza negativnih izolata P.aeruginosa bilo je lazno
pozitivno u testu CDT sa EDTA. Rezultati kombinovanog disk testa kod karbapenemaza negativnih

izolata P.aeruginosa prikazani su u tabeli 5.48.

Tabela 5.48. Kombinovani disk test test kod karbapenemaza negativnih izolata
P.aeruginosa

Broj Enzim CDT BOR CDT CLOXA  CDTDPA CDTEDTA
izolata (fenotipski)
3 ESBL - - + +
1 ESBL + + + +
1 ESBL/AmpC + + + -
2 Amp C + + + +
1 - - - - -

BOR-boroni¢na kiselina; CLOXA-kloksacilin; DPA-dipikolini¢na kiselina;

5.2.4.5. Rezultati fenotipske detekcije produkcije metalo-g-laktamaza MIC MBL test
trakom

Kod svih karbapenemaza pozitivnih P.aeruginosa MIC MBL test je dao pozitivne rezultate.
Koli¢nik je u svim slucajevima bio >20. Rezultati testiranja MIC MBL test trakom kod

karbapenemaza pozitivnih izolata vrste P.aeruginosa prikazani su u tabeli 5.49.

Tabela 5.49. Test MIC MBL kod karbapenemaza pozitivnih izolata vrste P.aeruginosa

Broj izolata Karbapenemaza  MIC Rezultat
(PCR) MBL
2 NDM 256/3 +
1 NDM 256/1 +
1 NDM 256/4 +
1 NDM 256/6 +
1 NDM 256/12 +

Test traka za dokazivanje metalo-pB-laktamaza (MIC MBL test) je kod sedam od osam

karbapenemaza negativnih izolata P.aeruginosa dao pozitivne rezultate. Koli¢nik je u svim
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slu¢ajevima bio >20. Rezultati testiranja MIC MBL test trakom kod karbapenemaza negativnih

izolata P.aeruginosa prikazani su u tabeli 5.50.

Tabela 5.50. Test MIC MBL kod karbapenemaza negativnih izolata vrste P.aeruginosa

Broj Karbapenemaza MIC MBL Rezultat
izolata (PCR)
2 ESBL 256/12 +
2 ESBL 256/3 +
1 ESBL/AmpC 256/2 +
1 AmpC 256/12 +
1 - 96/2 +
1 AmpC 256/64 -

5.2.4.6. Rezultati kolorimetrijskog testa za detekciju karbapenemaza

Za kolorimetrijsko dokazivanje karbapenemaza koris¢en je RAPIDEC® CARBA NP test
(BioMerieux). Od 14 ispitanih izolata, posle prvog ocitavanja (30 minuta), test je bio pozitivan kod
3 i lazno negativan kod tri od Sest karbapenemaza pozitivnih izolata. Kod svih osam
karbapenemaza negativnih izolata test je bio negativan. Posle drugog o¢itavanja (120 minuta), test
je bio pozitivan kod 4 NDM pozitivna i jednog NDM negativnog izolata. ZabeleZena su dva lazno
negativna rezultata i jedan lazno pozitivan rezultat. Rezultat kolorimetrijskog testa za dokazivanje

karbapenemaza (Carba NP) prikazan je u tabeli 5.51.
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Tabela 5.51. Rezultat kolorimetrijskog testa za dokazivanje karbapenemaza

Redni broj Karbapenemaza (PCR) Rezultat
izolata
30min. 120min.
1 NDM - +
2 NDM + +
3 - - -
4 - - -
5 - - -
6 - - -
7 NDM + +
8 NDM - -
9 NDM + +
10 - - -
11 - - -
12 - - -
13 - - +
14 NDM - -

5.2.4.7. Rezultati fenotipske detekcije produkcije karbapenemaza odredeni hromogenim
podlogama
Cetrnaest izolata izolata P.aeruginosa testirano je zasejavanjem na chromlD CARBA agar.
Karbapenemaza pozitivni izolati pokazali su tipiCan porast prema uputstvu proizvodaca-porast sa
prisustvom braon-zelenog pigmenta. Porast je zabeleZzen kod svih testiranih izolata (svih osam

karbapenemaza negativnih izolata bilo je lazno pozitivno0).
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6 DISKUSIJA

Enterobacteriaceae, porodica Gram-negativnih bacila sa velikim brojem vrsta koje
izazivaju infekcije u humanoj medicini, prisutne su kao deo mikroflore u organizmu ljudi i
zivotinja, ali 1 u zemljistu i vodi. Pripadnici ove bakterijske familije jedan su od naj¢es¢ih uzrocnika
infekcija u bolnickim sredinama.®’

Njihov patogeni potencijal od posebnog je znacaja u infekcijama pacijenata kod kojih
postoji osnovno oboljenje ili trauma. To se posebno odnosi na pacijente u jedinicama intenzivne
nege, kao i stanja posle operativnih zahvata, ukljucujuci i transplantacije, pacijente obolele od
malignih bolesti i imunodeficijentne pacijente. Produzen boravak u bolnici, invazivne procedure i
primena stalnih ili privremenih katetera i proteza predstavljaju dodatne faktore rizika za infekciju
enterobakterijama.?>® Neke studije ukazuju na visoku prevalencu infekcija u jedinicama intenzivne
nege (51%). Mortalitet kod inficiranih pacijenata dva puta je veéi nego kod pacijenata bez
infekcije.?°

Mnogi faktori utiCu na nastanak i razvoj rezistencije kod enterobakterija. Prekomerna i
neracionalna upotreba antibiotika, posebno Sirokog spektra delovanja, ukljucujuci i karbapeneme,
jedan je od najvaznijih faktora nastanka enterobakterija rezistentnih na karbapeneme. Siroka
rasprostranjenost, veliki broj genetski srodnih vrsta i moguc¢nost horizontalne trasmisije gena
rezistencije u bakterijskoj populaciji, kao i migracije stanovnistva, doprinose Sirenju rezistentnih
sojeva. Jedan od najznacajnijih mehanizama rezistencije na karbapeneme kod enterobakterija je

enzimski- produkcija karbapenemaza, enzima koji u vecoj ili manjoj meri hidrolizuju karbapeneme.

Infekcije uzrokovane CRE udruZene su sa visokom mortalitetom. Zavisno od klini¢kih
studija, mortalitet se krece od 22-72%, i uslovljen je mnogim faktorima, kao §to su komorbiditet,
invazivne procedure ili nedostatak adekvatne antimikrobne terapije.** 2%° Invazivne infekcije
uzrokovane ovim bakterijama povezane su sa visokim morbiditetom i mortalitetom.??® 6 9 15 16
Enterobakterije koje produkuju karbapenemaze rezistentne su na skoro sve beta-laktamske
antibiotike, ukljucujué¢i i karbapeneme. Poseban problem predstavlja i udruzena rezistencija na
druge AML koji se koriste u terapiji infekcija izazvanih ovim bakterijama, kao S$to su
aminoglikozidi, fluorohinoloni, trimetoprim-sulfametoksazol, a u novije vreme i kolistin i

tigeciklin.?* Najcesée su multirezistentne, ali se medu njima detektuju i ekstremno rezistentni
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(XDR) i panrezistentni (PDR) sojevi. Ova pojava znacajno umanjuje terapijske mogucénosti, i vrlo
mali broj AML ostaje na raspolaganju za leCenje ovakvim sojevima, a to su, u najveéem broju
slucajeva, tigeciklin, kolistin, amikacin i fosfomicin. Uprkos dobrom efektu u testiranju in vitro
ovih AML, &esto se beleZi terapijski neuspeh.?®!

Globalna rasprostranjenost enterobakterija koje produkuju karbapenemaze razlikuje se
zavisno od tipa enzima. Najvazniji rezervoar NDM enzima su Indija i Balkan, KPC enzimi su
najces¢i u SAD, Izraelu, Grekoj i Italiji a Turska i zemlje severne Afrike endemske su za OXA-48
enzime. Enzimi KPC se jo§ uvek najcesc¢e javljaju u bolnickim izolatima K.pneumoniae , a NDM
enzimi se detektuju u bolni¢kim ali i u vanbolni¢kim izolatima K.pneumoniae i E. coli, kao i kod
drugih vrsta porodice enterobakterija. Takode, NDM i KPC enzimi javljaju se kod enterobakterija
ali i kod nefermentativnih bakterija, dok su OXA-48 enzimi karakteristi¢ni za enterobakterije.?%?

Glavne epidemioloske karakteristike sojeva koji produkuju karbapenemaze su geografska
distribucija, koja ukljuCuje i postojanje primarnog rezervoara, genetski determinisane osobine i

mobilnost stanovniStva na podrucjima gde se ovakvi sojevi detektuju.

Verovatno¢a da ¢e se neki od ovih enzima pojaviti u bakterijskoj vrsti na odredenom
geografskom podrucju definiSe se kao primarni rezervoar i zavisi od parametara koji predstavljaju
povoljne preduslove, kao §to su velika gustina naseljenosti, povoljni klimatski uslovi, loSe
higijenske navike stanovniStva kao i prekomerna i neracionalna upotreba antibiotika. Karakteristike
genetskih struktura koje sadrze gene rezistencije za produkciju karbapenemaza su takode od
znacaja sa epidemioloskog aspekta. Mobilne genetske strukture, kao Sto su plazmidi ili transpozoni,
favorizuju horizontalni genetski transfer. Pojedini plazmidi mogu se replikovati u razliitim
bakterijskim vrstama, $to omogucava prenos gena medu njima. Neki bakterijski sojevi pokazuju
sposobnost za opstanak u nepovoljnim uslovima spoljasnje sredine, ali i jednostavnu transmisiju U
ljudskoj populaciji (takozvani “uspesni klonovi”- engl.- successful clones). Ukoliko ovakvi klonovi
poseduju gene koji kodiraju karbapenemaze, Sirenje gena bi¢e omoguceno karakteristikama samog
klona. Mobilnost populacije u kojoj je rezervoar formiran je parametar koji omogucava globalnu
distribuciju karbapenemaza. Izrazene migracije (posao, turizam, medicinski turizam), u nekom
geografskom podrucju uslovljavaju poveéanu moguénost prenosa genetskih determinanti, cak i u
vrlo udaljene regije. Najcesce se kod pripadnika familije Enterobacteriaceae detektuju OXA-48,
KPC, VIM-1 i NDM-1 enzimi (enzimi “velike ¢etvorke).?®3

Nase istrazivanje potvrdilo je PCR metodom prisustvo tri razli¢ita gena za sintezu enzima

koji hidrolizuju karbapeneme, i to blaoxa-4s, blanom i blakec gena. Prisustvo gena za sintezu
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karbapenemaza u izolatima enterobakterija i vrste P.aeruginosa definisalo ih je kao kao NDM,
OXA-48 i KPC pozitivne izolate.

Molekularna klasifikacija karbapenemaza, zasnovana na uporedivanju nukleotidnih i amino
kiselinskih sekvenci iz tih enzima definie tri klase (A, B i D) po Ambleru.®* Klase A i D su serin-
vezujuci enzimi, a klasa B su metalo-f-laktamaze (MBL), za ¢iju su aktivnost potrebni cinkovi
joni. Znacajan broj B-laktamaza iz sve tri molekularne klase nalazi se kod enterobakterija i kod
vrste P.aeruginosa .%

Klasa A obuhvata sest grupa enzima: GES, KPC, SME, IMI, NMC-A i SFC.

Rezistencija na karbapeneme uslovljena ovim enzimima moze biti hromozomskog (NMC-
A, SME, IMI-1, SFC-1) ili plazmidskog porekla (KPC, IMI-2, GES). Geni blages nalaze se na
genskim kasetama integrona la, blakec geni i blami2 gen smesteni su na transpozonima ili
plazmidima. Enzimi klase A hidrolizuju aminopeniciline, ureidopeniciline, cefalosporine prve i
druge generacije, aztreonam, ertapenem, imipenem i meropenem, a ne deluju na cefamicine
(cefoksitin). Osim KPC enzima, ostali predstavnici ove klase slabo hidrolizuju karbapeneme, pa
retko uzrokuju klinicki znacajnu rezistenciju. Klavulanska kiselina, tazobaktam i sulbaktam ih
varijabilno inhibiraju.®*

Klini¢ki najznacajniji enzimi klase A su KPC enzimi (engl.- K.pneumoniae
carbapenemase). Prva, KPC-1, identifikovana je 2001. godine u izolatu K.pneumoniae iz 1996.
godine na isto¢noj obali SAD.1% Nakon KPC-1 opisane su i druge dve alelske varijante: KPC-2 i
KPC-3110 111 3 ykupno su detektovane 22 varijante®® od kojih je KPC-2 najées¢a. Za nekoliko
godina, proSirile su se na skoro celu teritoriju SAD, sa dominacijom u isto¢nom delu zemlje. Na
podruéju Njujorka smatraju se endemi¢nim, a do danas su opisane §irom sveta. 112 113114 produktori
karbapenemaza su naj¢esce detektovani kao izazivaci hospitalnih infekcija, ali se mogu naci i medu
izolatima iz ambulantnih uzoraka. Smrtnost od infekcija izazvanih KPC produktorima je visoka
(preko 50%). Osim rezistencije na karbapeneme, ova pojava vezana je i za udruzenu rezistenciju na
druge antimikrobne lekove (multirezistenciju). Najzastupljenije su kod roda Klebsiella sp., ali su u
manjem broju prisutne i kod drugih predstavnika porodice enterobakterija. Enzimi KPC opisani su
kod E. coli, Enterobacter spp., S. marcescens, C. freundii, ali i kod nefermentativnih bakterija kao
$to su Pseudomonas spp. i Acinetobacter spp.*> 2’Osim isto¢ne obale SAD-a, endemski se javljaju
i u nekim delovima Juzne Amerike -u Kolumbiji i Argentini,?®* a detektovani su i u Meksiku.?% Od

121

ostalih mogu¢ih sekundarnih rezervoara u svetu, takode treba pomenuti 1zrael,**° kao i Kinu,*?! gde
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pacijenti kod kojih su izolovani KPC produktori nisu imali kontakta sa ameri¢kim kontinentom. Sto
se Indije ti¢e, KPC enzimi se u izolatima javljaju rede u odnosu na NDM i OXA-48 enzime.?%®

Podaci EuSCAPE studije (engl.- European spread of carbapenemase- producing
Enterobacteriaceae) iz 2015. godine ukazuju na KPC kao najsire rasprostranjenu karbapenemazu
klase A u Evropi. U Italiji i Gr¢koj konstatovana je endemska situacija. Rasprostranjenost KPC i
OXA-48 enzima ne mora nuzno da se preklapa, jer ima regija gde dominira samo jedan od ova dva
tipa enzima: u Grékoj preovladuju KPC enzimi, a8 OXA-48 enzimi se javljaju rede, dok je u Turskoj
i na Malti situacija obrnuta- dominiraju OXA-48 enzimi, a KPC enzimi pojavljuju se sporadi¢no.®®

U Evropi su endemska podrudja za produktore KPC enzima ltalija i Greka,®* i kao
potencijalno endemsko Zariste Poljska,?®” u kojoj se ¢esto opisuju hospitalne epidemije izazvane
enterobakterijama koje produkuju KPC enzime. Na teritoriji Poljske ovi enzimi javljaju se
pojedina¢no ili istovremeno sa nekim drugim tipom karbapenemaza, kao $to je NDM enzim.
Albiger i saradnici upozoravaju na problem diseminacije KPC enzima u Slovackoj. Prvi slucaj
KPC-2 enzima registrovan je krajem 2013. godine u izolatu kod pacijenta koji je prethodno boravio
u Gr¢koj. Ovaj soj se raSirio u viSe od deset slovackih bolnica, a vise od 150 inficiranih ili
kolonizovanih pacijenata registrovano je do danas.?®® Istrazivaci iz Madarske prvi KPC-2 pozitivni
izolat vrste K.pneumoniae rezistentne na kolistin izvestavaju 2008. godine, u izolatu pacijenta Koji
je boravio u Grékoj.?®® Osterblad sa saradnicima u Finskoj registruje prvu epidemiju KPC
pozitivnim sojem K.pneumoniae koja je imala klonalno poreklo (ST 512.) 2%

Osim distribucije na velikom delu evropskog kontinenta, KPC enzimi detektuju se i u
ostalim delovima sveta. Jedan od razloga za ovako $iroku rasprostranjenost je i prisustvo gena koji
kodiraju KPC-2 i KPC-3 enzim u ST 258 klonu K.pneumoniae koga karakterisu velike moguénosti
transmisije i otpornost na uslove spoljasnje sredine.!?

U ovom istrazivanju dokazano je prisustvo blakec gena. Ovaj gen detektovan je kod samo
dva izolata, i to kod jednog izolata E. cloacae u kombinaciji sa blaoxa-ss i blanom genom i kod
jednog izolata K.pneumoniae u kombinaciji sa blanom genom.

Metalo-p-laktamaze su klini¢ki najvaznije karbapenemaze. Metalo-f-laktamaze (MBL)-
pripadaju klasi B po Amblerovoj Klasifikaciji. Kodirane su plazmidom ili integronom, mogu
hidrolizovati sve B-laktame osim monobaktama (aztreonam) i ne inaktiviraju ih inhibitori f-
laktamaza (klavulanska kiselina, tazobaktam i sulbaktam). Vrednost MIK na karbapeneme kod
produktora MBL moze varirati od senzitivnog do rezistentnog.'?* Stopa smrtnosti od infekcija

izazvanih MBL pozitivnim sojevima krece se od 18% do 67%.'%® U klasu metalo-B-laktamaza
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spadaju: SPM®6  SIM*®8  DIM® TMB2° i AIM??, enzimi koji se &eSée javljaju kod
Acinetobacter spp. i P.aeruginosa, i IMP, VIM, NDM, GIM, KHM, koji se javljaju i kod
enterobakterija.”® Geni koji ih kodiraju nalaze se u integronima gde su inkorporirani u genske
kasete. Inkorporiranje integrona u sastav plazmida ili transpozona, omoguc¢ava prenos tih gena
medu bakterijskim rodovima i vrstama. NajSire rasprostranjene su VIM, IMP i NDM
karbapenemaze,® dok se GIM?"2 i KHM'"® javljaju sporadi¢no i vezano za odredeni region. lako su
rasprostranjeni Sirom sveta, VIM enzimi su karakteristi¢ni za Evropu (Italija, Grcka), a IMP enzimi
za Daleki Istok (Japan, Tajvan, Kina).®

Najrasprostranjenija MBL familija je VIM (engl.- Verona-integron encoded metallo-f-
lactamase), sa 43 opisane varijante.®® Ovi enzimi su deo genske kasete insertovane u integron Koji
omogucava njihovu diseminaciju. Sojevi koji produkuju ove enzime izazivaju sporadi¢ne infekcije,
ali mogu izazvati i epidemije bolnickih infekcija. Enzim VIM-1 je prvi put otkriven u Veroni 1997.
godine.!® Ovaj enzim je otkriven u izolatima E. cloacae, P. mirabilis, Providencia. stuartii (P.
stuartii) i M. morganii iz Greke,*® 147 u izolatu K.pneumoniae i P. stuartii iz Francuske, kao i u
izolatima E. coli i K.pneumoniae iz Spanije. Najée$¢a varijanta je VIM-2 tip enzima.?6? Enzim
VIM-2 je endemski u Juznoj Evropi i karakteristian je za zemlje Mediterana (Gréka, Spanija,
Italija) i jugoistoénu Aziju (Juzna Koreja, Tajvan).’®® 139 Na africkom kontinentu, hospitalne
epidemije 1 sporadi¢ni slucajevi beleZze se u Juznoafrickoj republici, Tunisu, Obali Slonovace, i to
kod vrste P.aeruginosa.?®?

Podaci iz Danske odnose se na pojedinacne sluCajeve pojave CRE, koji su najcesce
importovani, a Jakobsen i saradnici u periodu 2013.-2015. godine opisuju sporadi¢ne epidemije
VIM-4 produkujuée E.coli.?”® U balti¢kim zemljama (Estoniji, Latviji i Litvaniji) registruje se samo
mali broj sporadi¢nih slu¢ajeva GIM, NDM i VIM enzima.?’* Austrijski istrazivaci u periodu od
2010. do 2015. beleze pojavu VIM enzima, pored KPC i OXA-48 enzima.?” Bogaerts i saradnici u
Luksemburgu registruju sporadi¢ne slucajeve produkcije VIM-27 enzima kod izolata vrste
K.pneumoniae importovanh iz Gréke, dok registrovanih epidemija u ovoj zemlji nije bilo.?’® U
studiji Patzer-a i saradnika iz 2004. godine nalazimo podatke o pojavi VIM-4 karbapenemaze kod
vrste P.aeruginosa u Poljskoj u periodu od 1998-2001. godine.’®” Iste godine, madarski autori*>®
iznose podatke o izolatu P.aeruginosa rezistentnom na karbapeneme koji je produkovao VIM-4
enzim. Do 2008. je u ovoj zemlji registrovano oko 600 izolata koji su produkovali VIM-4 enzim, a
taj trend se nastavlja i do danas, i predstavlja dominantnu MBL na ovom podruéju.?®® U Nemackoj,

VIM enzimi su na treéem mestu po uéestalosti, posle OXA-48 i KPC-2 enzima.?®
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Prvi izolati CRE u Bugarskoj se detektuju od 2012. godine. Markovska sa saradnicima daje
podatke o izolatu K.pneumoniae koja je produkovala VIM-1 i KPC-2 enzime, detektovanoj u
Varni 2013. godine.?’”” Multicentri¢na studija u &etiri velike hrvatske bolnice identifikovala je VIM-
1 kao najéesce detektovan enzim, pored NDM i KPC enzima. 2’8

U zemljama Mediterana, Francuska od 2009. godine belezi kontinuirani porast broja
sporadi¢nih izolata pozitivnih na produkciju karbapenemaza, kao i epidemija koje su izazvane ovim
bakterijama. Enzimi VIM su u 2014. godini, posle OXA-48 i NDM enzima detektovanih kod vrste
K.pneumoniae i E. coli, naj¢esc¢e detektovane karbapenemaze u Francuskoj.

Situacija u Spaniji je alarmantna, jer se belezi porast broja produktora karbapenemaza
poslednjih godina, kao i interregionalno Sirenje (karbapenemaze su detektovane u 34 od 50
Spanskih bolnica). NajéeS¢e je prisutna OXA-48 i VIM-pozitivna K.pneumoniae , ali su
karbapenemaze detektovane i kod E. coli.?”® Od dvehiljadite godine, Gréka je suodena sa pojavom
epidemija uzrokovanih poliklonalnim VIM pozitivnom sojem K.pneumoniae , kao i KPC-2
pozitivnim sojem K.pneumoniae .3* Karbapenemaza VIM-1 je prvi put otkrivena kod vrste
K.pneumoniae , a kasnije mnogi autori opisuju prisustvo ovog enzima i kod vrste E. coli, E.cloacae,
P.mirabilis, P. stuartii, M. morganii,}*®%’ kao i kod vrste C. freundii, Serratia liquifaciens i
Klebsiella oxytoca. 2&°

Enzim VIM-12 je naden u Grckoj 2007. godine, u izolatu K.pneumoniae , a zatim i u
izolatima E. coli i E. cloacae.!®® Podaci iz Italije govore o manjoj zastupljenosti VIM enzima u
odnosu na KPC i NDM enzime u ovoj zemlji. Luzzaro i saradnici iznose podatke o detekciji VIM-4
u izolatima vrste K.pneumoniae i E. cloacae u Italiji kod bolesnika koji je prethodno lecen
karbapenemima a boravio je u Grekoj. !>

Prisustvo VIM enzima ¢esce je u izolatima vrste P.aeruginosa u odnosu na njihovu pojavu
kod enterobakterija. Enzim VIM-5 je opisan kod izolata iz Turske 2003. godine,**® a VIM-6 enzim
je detektovan u Singapuru 2000. godine, u izolatu vrste Pseudomonas putida.’®® Ostale varijante
VIM enzima u izolatima vrste P.aeruginosa opisane su od strane mnogih autora. Alelske varijante
VIM 8-11 i VIM-7 opisane su u SAD-u 2001.godine,*% 162 \/IM-4 B-laktamaza je prvi put opisana
u izolatima P.aeruginosa iz Gréke, a varijante VIM-13- 18 detektovane su u Spaniji,’®*Bugarskoj i
Nemackoj.1®®

U ovom istrazivanju nije dokazano prisustvo VIM enzima ni u jednom izolatu ispitanih

enterobakterija i vrste P.aeruginosa.
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Jedna od novijih i sve rasprostranjenijin metalo-p-laktamaza je i NDM (engl.- New Delhi

metallo-S-lactamase). Ovaj enzim najce$ce se detektuje kod vrsta E.coli i K.pneumoniae, ali je
registrovan i u drugim vrstama enterobakterija, kod i kod P.aeruginosa i A. baumannii. Opisano je
16 alelskih varijanti ovog enzima.*
VIM-1/VIM-2 enzimima, ali je utvrdeno samo 32,4% aminokiselinskog poklapanja. NDM enzimi
hidrolizuju sve B-laktamske antibiotike i karbapeneme, osim aztreonama.!%® U poredenju sa NDM-
1 enzimom, NDM-4, NDM-5 i NDM-7 imaju jadu hidroliticku sposobnost. 2% 282 283Gen blanpm-1
koji kodira NDM enzim nalazi se na plazmidima koji mogu sadrzati i gene rezistencije na
aminoglikozide, trimetoprim-sulfametoksazol, makrolide i rifampicin, kao i gene koji kodiraju
ESBL, OXA-48, VIM enzime i plazmidske AmpC enzime, pa se tako stvaraju XDR ili
panrezistentni sojevi.?3

Jedna od karakteristika Gram-negativnih bacila koji produkuju NDM enzime je postojanje
velikog broja sojeva koji su osetljivi samo na kolistin, tigeciklin i fosfomicin.?®® Plazmidsko
poreklo NDM enzima omogucava horizontalnu transmisiju ovih enzima u bakterijskoj populaciji.t”
Ako tome dodamo ¢injenicu da su ispunjeni 1 ostali epidemioloski uslovi za Sirenje NDM gena, a to
je velicina rezervoara ovih enzima (Indijski potkontinent sa vise od 1,4 milijarde ljudi od kojih
veliki broj zivi u lo$im higijenskim uslovima), kolonizacija velikog broja ljudi bakterijama koje
produkuju NDM (5-15%),2% kao i prisustvo NDM sojeva u povrsinskim vodama, zemljistu, pa ak
i vodi za pi¢e!™ dobijamo ogroman epidemioloski potencijal koji rezultuje globalnom
diseminacijom i prisustvom ovih enzima u velikom delu sveta.

Za razliku od drugih MBL, blanpm-1 gen nije vezan samo za jedan klon. Od posebnog je
znadaja otkrivanje prisustva NDM enzima u ST131 klonu ESBL pozitivne (CTX-M-15) E.coli,'"®
koji je Siroko rasprostranjen i jedan je od najce$¢ih uzroc¢nika vanbolni¢kih urinarnih infekcija i
dijareja. Vanbolnicke infekcije je vrlo tesko kontrolisati u epidemioloskom smislu, Sto predstavlja
dodatnu opasnost od $irenja NDM enzima u bakterijskoj populaciji.?®’

Enzim NDM prvi put je detektovan u Svedskoj 2008. godine, kod pacijentkinje koja je u
Nju Delhiju prethodno bila podvrgnuta medicinskom tretmanu.®® Do 2010. godine pojava ovog
enzima registruje se iskljucivo u Indiji ili se detektuje u izolatima registrovanim u Aziji, Australiji,
Evropi ili Kanadi koji su vezani za boravak pacijenata u ovoj zemlji.™® Posle 2010. godine u
velikom broju studija potvrduje se njihovo prisustvo u razli¢itim delovima sveta. Veliki broj

opisanih slucajeva odnosi se na NDM-1 pozitivne sojeve koji su u Evropu, Kanadu, SAD, Aziju i
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Australiju preneti iz Indije.t™ 172 Indijski potkontinent (Pakistan, Indija i Sri Lanka) glavni je
rezervoar enterobakterija koje produkuju NDM enzim u svetu.?8” Ni afri¢ki kontinent nije ostao
posteden prisustva ovih enzima.?®

Novija istrazivanja sve ¢e$¢e otkrivaju NDM enzime na Balkanu i Srednjem Istoku, koji
poticu od izolata pacijenata bez anamnestickih podataka o putovanju u zemlje indijskog
potkotinenta. Ovo ukazuje na moguénost postojanja ,,balkanskog klona”, autohtonog bakterijskog
soja karakteristicnog za navedena podrucja, koji na taj nacin postaje sekundarni rezervoar NDM
enzima. Halabi i saradnici u svom istrazivanju dokazuju pojavu NDM-1 enzima u Holandiji, u
izolatu vrste K.pneumoniae kod pacijenta koji dolazi sa podru¢ja Balkana.?®® Podaci istrazivanja
hrvatskih autora govore o prisustvu NDM-1 B-laktamaze u izolatu vrste K.pneumoniae dobijenom
iz uzorka pacijenta iz Bosne i Hercegovine, bez anamnesti¢kih podataka o boravku u Indiji.*"
Arapsko poluostrvo takode se moze smatrati sekundarnim rezervoarom NDM enzima.?%: 291

U Evropi, epidemioloska situacija vezana za prisustvo New Delhi metalo-p-laktamaza
(NDM) menja se u periodu 2013-2015. godine. Poslednji podaci govore o sporadi¢nim
epidemijama u pet evropskih zemalja, dok sedam zemalja belezi interregionalno Sirenje NDM
pozitivnih sojeva. Ni u jednoj zemlji ne registruje se endemska situacija.?®®

Jakobsen i saradnici u Danskoj beleze samo pojedinacne slucajeve pojave NDM-4

pozitivnog izolata vrste E.coli 2%2

poreklom sa Dalekog istoka (importovani slucajevi), dok su u
Holandiji do skoro registrovane samo sporadi¢ne bolnicke epidemije enterobakterija koje su
produkovale KPC, OXA-48 i NDM enzime.?®3

Studija EUSCAPE ukazuje na zabrinjavajucu situaciju u Belgiji, jer je broj slucajeva u
periodu od 2012.-2015. godine udvostrucen, a vise od 80% slucajeva su autohtoni sojevi
karbapenemaza pozitivnih enterobakterija. Posebno brinu epidemije izazvane autohtonim sojevima
NDM, sa regionalnim i interregionalnim Sirenjem.?%

Od skandinavskih zemalja, Norveska i Svedska beleze samo sporadi¢ne slucajeve detekcije
NDM najéesée vezane za putovanja u druge zemlje.2®*Pavelkovich sa saradnicima u baltickim
zemljama registruje takode mali broj sporadi¢nih slu¢ajeva GIM, NDM i VIM enzima,?’* a u Irskoj
istrazivadi izvestavaju samo sporadi¢ne slu¢ajeve NDM izolata tek od 2013. godine.?%*

Prema podacima Evropske asocijacije za pracenje rezistencije na antimikrobne lekove
(engl.- Antimicrobial resistance interactive database-EARS-Net) najmanji broj izolata registrovan
je u Ceskoj republici. Veéina izolata dobijena je od pacijenata koji su boravili van zemlje (Gréka,

Italija, Ukrajina).?>>Registrovana je i jedna mala epidemija sredinom 2013. godine, izazvana NDM
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pozitivnim sojevima K.pneumoniae .?% Sli¢na situacija je i u Sloveniji, koja je do 2013. godine
imala samo sporadi¢ne importovane slucajeve. Jedina epidemija zabelezena je 2014. godine, od
strane Pirsa i saradnika i izazvana je vrstama E. coli i K.pneumoniae koje su produkovale OXA-48
i NDM enzime poreklom od pacijenta koji je boravio u Libiji.?®” U Poljskoj se 2015. zapaza
smanjenje broja produktora KPC enzima i povecanje broja izolata K.pneumoniae kod kojih je
dokazana produkcija NDM-1-enzima. Krajem 2012. godine Baraniak i saradnici izveStavaju o
interregionalnoj epidemiji NDM pozitivnom K.pneumoniae u Poljskoj,?®® najverovatnije
izazvanom importovanim sojem od pacijenta koji je boravio u Africi. Slovacka je do 2013. godine
registrovala samo dve lokalne epidemije izazvane NDM pozitivnim sojem K.pneumoniae ,?*°kao i
jednu u 2015. godini.?6?

U Rumuniji Szekely sa saradnicima detektuje NDM-1 enzime, najces¢e kod
K.pneumoniae,® dok podaci iz Bugarske govore o povecéanoj ucestalosti CRE od 2012. godine.
Poirel i saradnici 2013. godine iznose podatke o lokalnoj epidemiji izazvanoj NDM-1 pozitivhim
sojem E. coli u Vojnoj bolnici u Sofiji. 3

Iako je Turska endemsko podrucje za OXA-48 enzime, u ovoj zemlji detektuje se i pojava
NDM enzima. Epidemija uzrokovana NDM pozitivnim sojem E. cloacae registrovana je u
Istambulu 2014. godine.3%

Iz Bosne i Hercegovine nema zvani¢nih podataka o postojanju karbapenemaza kod
enterobakterija, ali je jedan izolat vrste K.pneumoniae , kod koga je dokazana produkcija NDM-1
enzima registrovan u Hrvatskoj 2009. godine, bio importovan iz Bosne i Hercegovine. 22NDM-1-
enzim kod K.pneumoniae iz hemokulture detektovan je u Crnoj Gori, dok su u Srbiji detektovani i
izolati koji su produkovali NDM i OXA-48 enzime. 263

U Francuskoj su NDM enzimi kod enterobakterija medu najéeS¢e detektovanim
karbapenemazama.?®® Spanski komitet za pradenje rezistencije iznosi podatak da su bakterije
produktori KPC i NDM enzima u porastu.?”

Grupa istrazivaca u okviru EARS-Net komiteta za pracenje rezistencije na karbapeneme
iznosi podatak da je u Grékoj 2012. godine prvi put detektovana NDM pozitivna K.pneumoniae ,
registrovana u nekoliko manjih epidemija.®* Ove metalo-p-laktamaze se kod enterobakterija u Italiji
najcesce javljaju sporadi¢no i u izolatima pacijenata koji su boravili van zemlje, ali ima i podataka
0 epidemijama uzrokovanim NDM-1 tipom enzima.®%

Velika britanija i Francuska su trenutno zemlje sa najve¢im brojem detektovanih NDM

produktora.?®’U Velikoj Britaniji beleZi se porast broja i Sirenje NDM pozitivnih izolata
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K.pneumoniae jos od 2008. godine kad je detektovan prvi sluc¢aj. Osim K.pneumoniae , zna¢ajno
povecanje broja detektovanih NDM pozitivnih izolata izvestava se i kod E.coli.?®3

Podaci iz ovog istrazivanja odnose se na dokazano prisustvo blanom gena kod ispitivanih
enterobakterija. Ovaj gen detektovan je kao jedini od ispitivanih gena za sintezu karbapenemaza
kod deset izolata vrste K.pneumoniae , kod osam izolata vrste E. cloacae, kod dva izolata vrste C.
freundii, i kod po jednog izolata vrste E. aerogenes, E. coli, S. marcescens i M. morganii. Kod
sedam izolata K.pneumoniae , dva izolata E. cloacae i jednog izolata E.aerogenes detektovan je
zajedno blaoxa-ss genom. Od ostalih testiranih bakterijskih izolata, u jednom izolatu K.pneumoniae
blanom gen detektovan je u kombinaciji sa blakec genom, a u kombinaciji sa blakec i blaoxa-as

genom u jednom izolatu E. cloacae.

Klasa D B-laktamaza, nazvana jos i oksacilinaze ima 483 enzima.®® Karakteristika ovih
enzima je da nemaju svi predstavnici karbapenemaznu aktivnost, a od onih koji je poseduju, veliki
broj slabo hidrolizuje karbapeneme, i ne dovodi do visokog nivoa rezistencije na karbapeneme.
Visok nivo rezistencije na karbapeneme kod OXA-48 produktora najéesce je posledica postojanja
udruzenih mehanizama rezistencije, kao §to je nepropustljivost spoljasnje membrane.'8!: 182 Geni
koji kodiraju OXA-48 enzime nalaze se na konjugativnim plazmidima, koji ne nose determinante
za druge mehanizme rezistencije, ali je zato njihova sposobnost prenosa medu razli¢itim
bakterijskim vrstama u okviru familije Enterobacteriaceae izuzetno velika, §to omogucava

horizontalni prenos i Sirenje gena. 394 30°

Jedna od karakteristika enzima ove klase je i da vrlo slabo ili uopSte ne deluju na
cefalosporine prosirenog spektra, osim nekih izuzetaka kao $to je OXA-163.%62 Osim OXA-18,
aktivnost ovih enzima ne suprimiraju S-laktamaza inhibitori (klavulanska kiselina i tazobaktam).
Nedostatak specificnog inhibitora predstavlja problem za njihovu identifikaciju u rutinskom
radu.’®® Oksacilinaze su prvo otkrivene kod Acinetobacter sp., da bi vremenom sve &esée bile
detektovane kod enterobakterija.®°

Najcesc¢a karbapenemaza grupe D kod enterobakterija je OXA-48 B-laktamaza koja je
opisana prvo u Turskoj u izolatima Klebsiella pneumoniae 2003. godine.3%® Od tada, postoji vise
istrazivanja koja ukazuju na prisustvo ovih enzima na podru¢ju Turske, i to Cesto kao izazivaca
bolnickih epidemija.307: 186 187
Rasprostranjenost OXA-48 enzima kod enterobakterija u Evropi belezi porast broja

detektovanih slucajeva 2015. godine u odnosu na period 2011-2013. godine. Osam evropskih
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zemalja izveStava o regionalnom i interregionalnom Sirenju OXA-48 pozitivnih sojeva. U Turskoj
je registrovana endemska situacija.?%

Enzimi OXA-48 su Siroko rasprostranjeni na evropskom kontinentu, a sve ¢e$ca je njihova
pojava u veéini mediteranskih zemalja.!®® Sporadi¢ni sluéajevi, ali i bolni¢ke epidemije izazvane
vrstama K.pneumoniae, Escherichia coli i E.cloacae registrovane su i u Nemackoj,'8®
Svajcarskoj®® i Velikoj Britaniji.3®

U treéini belgijskih bolnica registrovane su epidemije izazvane CRE, u kojima su najcesée
detektovani OXA-48 enzimi. Sli¢na situacija postoji i u Danskoj, gde su pre 2013. godine izvesteni
samo pojedinacni slu€ajevi pojave CRE, najceS¢e importovani, dok se u periodu 2013.-2015.
godine registruju i interregionalno Sirenje i epidemije izazvane OXA-48 produktorima. U Holandiji
su do skoro registrovane samo sporadi¢ne bolnicke epidemije KPC, OXA-48 i NDM-pozitivnih
enterobakterija, dok Dautzenbrg i saradnici 2014. godine iznose podatke o epidemiji enterobakterija
produktora OXA-48 enzima sa transferom sojeva izmedu starackih domova i bolnica. 3

Norveska i Svedska imaju mali broj svih tipova detektovanih CRE, §to se odnosi i na OXA-
48 enzime, ograni¢en na sporadi¢ne slucajeve najéesée vezane za putovanja u druge zemlje.?® Za
razliku od njih, treca skandinavska zemlja, Finska, belezi dominaciju OXA-48 karbapenemaza, a
oko 70% pacijenata ima u anamnezi boravak u inostranstvu.?%® Wrenn sa saradnicima 2013. godine
u Irskoj iznosi podatke o pojavi OXA-48 enzima u izolatima enterobakterija. 2%*

lako u Madarskoj dominiraju VIM enzimi, do 2014. godine registrovane su i dve lokalne
epidemije uzrokovane OXA-48 pozitivnom K.pneumoniae , sa izolatima importovanim iz
Rumunije i Ukrajine.?'! Rumunski podaci iz 2013. godine govore o detekciji OXA-48 i OXA-181
enzima na ovom podrudju.3® Zujié-Atali¢ i saradnici u Hrvatskoj beleze porast broja KPC
pozitivnih izolata i porast broja OXA-48 pozitivnih enterobakterija.?’®

Za razliku od epidemioloskih karakteristika sporadi¢nih izolata enterobakterija koje su
produkovale karbapenemaze u Francuskoj do 2009. godine, kada je veéina ovih sojeva bila
importovana, poslednjih godina registruju se epidemije izazvane autohtonim sojevima OXA-48
pozitivnih enterobakterija. U 2014. godini, osim najéeS¢e detektovanih OXA-48 pozitivnih
K.pneumoniae i E. coli, registruju se i NDM, VIM i KPC pozitivne CRE.!. 264 Spanski podaci
takode govore u prilog velike zastupljenosti OXA-48 enzima.?™

Prisustvo OXA-48 enzima se u Izraelu detektuje sporadi¢no i u manjim epidemijama. Adler
I saradnici opisuju epidemiju izazvanu enterobakterijama koje su produkovale OXA-48 enzim na

jednom odeljenju neonatalne intenzivne nege u ovoj zemlji. 32
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Prisustvo blaoxa-4g gena u ovom istrazivanju dokazano je kao jedini od ispitivanih gena kod
16 izolata K.pneumoniae . Kod sedam izolata K.pneumoniae , jednog izolata E. aerogenes i dva
izolata E. cloacae dokazano je prisustvo i blaoxa-ss i blanom gena. Od ostalih testiranih bakterijskih
izolata, kod jednog izolata E. cloacae dokazano je prisustvo blaoxa-ss, blanom i blakec gena.

Enzimi OXA-48 su $iroko rasprostranjeni na evropskom kontinentu, a osim Turske, kao
sekundarni rezervoar pojavljuju se zemlje Severne Afrike.!® Na Srednjem Istoku, OXA-48
detektovane su u Saudijskoj Arabiji, 3*Libanu, 314 31° Omanu 3% Kuvajtu. 3t

Na severu Afrike detektovane su u Tunisu, 3*¥Maroku, 31°Libiji, Egiptu %% Alziru, 3% ali i u
Juznoj Africi.3?? Sto se ti¢e ameri¢kog kontinenta, samo u SAD zabeleZena je sporadi¢na pojava
OXA-48 enzima.??®

Potron i saradnici u svom istrazivanju daju potvrdu pretpostavke da postoji klonalna
diseminacija OXA-48 enzima. Njihovi podaci ukazuju na postojanje identi¢nog klona ST395
K.pneumoniae koja produkuje OXA-48 enzim u Maroku, Holandiji i Francuskoj.3?*

Poslednjih godina detektuju se i novi tipovi OXA enzima kod enterobakterija. U genima
koji kodiraju ove nove tipove enzima naj¢eS¢e se nalaze tackaste mutacije koje uslovljavaju
razliCite karakteristike enzima. Od ovih enzima treba pomenuti OXA-181, enzim sa sliénim
hidrolitickim profilom, koji je detektovan kod enterobakterija u Indiji,®® ali i u izolatima od
pacijenata iz Francuske, Velike Britanije, Norveske, Rumunije, Kanade, Australije i Sri Lanke koji
su boravili u ovoj regiji.?% Enzim OXA-204 je detektovan kod pacijenata povezanih sa Alzirom i
Tunisom, takode sli¢nog hidroliti¢kog profila i sa samo dve supstituisane aminokiseline u odnosu
na OXA-48.326 U Francuskoj je detektovana varijanta OXA-232, kod pacijenta koji je boravio u
Indiji.®?" To je enzim koji ima tackastu mutaciju u odnosu na OXA-181 koji ima slabiju hidroliti¢ku
aktivnost u odnosu na OXA-48, ali se vrlo Cesto nalazi u enterobakterijama zajedno sa NDM
enzimima. OXA-163 varijanta OXA-48-like enzima, kod koje je zabelezena supstitucija jedne i

delecija ¢etiri aminokiseline, identifikovana je kod E. cloacae i K.pneumoniae u Argentini,3?

a
kasnije i u Egiptu,®gde je detektovana i OXA-247 varijanta enzima.®* U Klini¢kom centru Nis,
2015. godine registrovana je mala bolnicka epidemija izazvana OXA-48 pozitivnom K.pneumoniae
rezistentnom na kolistin.®3!

U ovom istrazivanju, kod pedeset dva izolata dokazano je prisustvo gena za produkciju
karbapenemaza, i to: 24 blanpm, 16 blaoxa-4s, 10 blanom oxa-28, jedan izolat blanowmioxa-4s/ kpc |
jedan izolat sa blakec/nom genom. Dominacija NDM enzima i OXA-48 enzima uklapa se u

pretpostavku da podrucje Balkana, Ciji deo je i regija sa koje poticu izolati koji su testirani,

115



predstavlja sekundarni rezervoar ovih enzima. Posebno brine pojava enterobakterija koje produkuju
dva vise ili tipova karbapenemaza. Izolati kod kojih je dokazano prisustvo istovremeno prisustvo
blanomioxa-as, blanomikec 1 blanomioxa-aer kec gena Cinili su 12 od 52 (23,07%) svih testiranih
izolata. Produkcija dve ili vise karbapenemaza moze da poveéa njihovu hidroliticku aktivnost i
najcesc¢e je uzrok visokih nivoa rezistencije na beta laktame Sirokog spektra dejstva, ukljucujuci i
karbapeneme. Geni koji kodiraju KPC i NDM enzime se vrlo Cesto nalaze na zajednickom
plazmidu sa genima koji kodiraju ESBL enzime, kao i genima rezistencije na fluorohinolone i
aminoglikozide.®*? 1zolati koji produkuju NDM, OXA-48 i CTX-M-15 enzime registrovani su kao
uzro¢nici bolni¢kih epidemija.3*® Poseban znadaj ovi izolati imaju zbog otezane fenotipske
detekcije. Mnogi autori ukazuju na pojavu lazno negativnih fenotipskih testova koji ukljucuju
boroni¢nu kiselinu i helatore kod izolata koji produkuju karbapenemaze iz razli¢itih klasa. Tako,
izolati kod kojih su dokazani blanom i blakec geni mogu biti primenom fenotipskih testova
negativni na jednu ili ¢ak i obe karbapenemaze. U cilju poboljsanja testa u metodu je uvoden i disk
meropenema sa alfa-fenil boroni¢nom kiselinom (APBA) i EDTA, koji je dao bolje rezultate u
odnosu na osnovni test za izolate koji su produkovali samo jedan tip karbapenemaze, dok je
dodavanje meropenema sa fenilboroni¢nom kiselinom (PBA) i DPA kombinacija koja je dala
najbolje rezultate kod izolata koji su produkovali dva tipa karbapenemaza.®3* 33

I u ovom istraZivanju zabeleZeni su problemi u fenotipskoj detekciji sa lazno negativnim
rezultatima kod izolata koji su produkovali viSe razliCitih enzima. Tako je mogué razlog za
negativan rezultat kod KPC pozitivnih izolata ¢injenica da se kod oba KPC pozitivna izolata radilo
o0 istovremenoj produkciji i NDM enzima.

Kontinuirana detekcija rezistencije na karbapeneme i pojava produktora karbapenemaza kod
velikog broja vrsta koje pripadaju familiji Enterobacteriaceae (K.pneumoniae, E.cloacae, C.
freundii, E. aerogenes, E. coli, S. marcescens i M. morganii) detektovanih u izolatima dobijenim od
hospitalizovanih pacijenata, ukazuju na veliku opasnost od dalje diseminacije ovih sojeva, posebno
u bolnickim sredinama.

Globalna rasprostranjenost enterobakterija koje produkuju karbapenemaze uslovljava
potrebu brzog i efikasnog metoda za njihovu detekciju u rutinskom laboratorijskom radu.
Otkrivanje i pracenje ucestalosti ovih sojeva u bolnickim sredinama neophodno je zbog kontrole
bolnickih infekcija ali i1 individualnih terapijskih mogucnosti kod infekcija izazvanih

karbapenemaza pozitivnim sojevima. Pojava CRE namece potrebu testiranja svih izolata
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enterobakterija sa smanjenom osetljivoS¢u na jedan ili viSe karbapenema efikasnim metodama
dostupnim u rutinskom radu.

Rano otkrivanje karbapenemaza kod enterobakterija posebno je znacajno kod izolata
osetljivih na karbapeneme. Mnoge studije iznose podatke o tome da bakterije koje poseduju gene za
produkciju karbapenemaza mogu biti intermedijarno osetljive, pa ¢ak i senzitivne na odredene
karbapeneme. Peleg i saradnici izvestavaju o preko 30% MBL pozitivnih izolata, najéesce kod
bakterija iz familije Enterobacteriaceae, koje su bile intermedijarno osetljive ili osetljive na
imipenem (MIK <4pg/ml).3%® Yan i saradnici izvestavaju o epidemiji K.pneumoniae koja je
posedovala blamve-s i nalaze da je 88% (35 od 40) izolata bilo osetljivo na karbapeneme.®*” U
Grckoj su opisani klinicki izolati blavim1 pozitivne E.coli koja nije bila rezistentna na
karbapeneme. Sli¢ne podatke nalazimo i u drugim istrazivanjima.>® 33 |zolati sa niskim nivoom
rezistencije na karbapeneme najéesée se u rutinskom radu ne podvrgavaju dodatnim testovima za
detekciju karbapenemaza, pa ostaju neprepoznati. Takode, fenotipski testovi koji se najéeSce
koriste u rutinskom radu Cesto daju lazno negativne rezultate, Sto dodatno uti¢e na nemoguénost
detekcije. Rezultat iznetih problema u detekciji ovakvih izolata je neregistrovana diseminacija
sojeva koji produkuju karbapenemaze u bolnickim sredinama, ali i mogucnost interhospitalnog
Sirenja.

Kod pacijenata inficiranih bakterijama kod kojih geni koji sluze za produkciju
karbapenemaza nisu eksprimirani ili je nivo produkcije enzima a time i nivo rezistencije na
karbapeneme nizak, klini¢ki ishod terapije karbapenemima je neizvestan. Od strane mnogih autora
izveStavaju se loSi terapijski rezultati kod infekcija neprepoznatim produktorima karbapenemaza
(smrtni ishod, perzistentna infekcija i relapsi), kakvi se vidaju kod upotrebe cefalosporina

prosirenog spektra u terapiji infekcija izazvanih ESBL pozitivnim sojevima.3*

Navedeni razlozi uslovljavaju neophodnost detekcije karbapenemaza ne samo kod
rezistentnih, ve¢ i kod sojeva koji pokazuju nizak nivo osetljivosti na karbapeneme.

Poseban problem predstavljaju sojevi sa smanjenom osetljivosti na karbapeneme koja je
uslovljena hiperprodukcijom AmpC enzima i ESBL u kombinaciji sa porinskim mutacijama.
Moguc¢nost horizontalne transmisije gena za ove mehanizme rezistencije u bakterijskoj populaciji
mnogo je manja od mogucnosti transmisije gena koji kodiraju karbapenemaze, pa je i njihov
epidemioloski znacaj manji. Detekcija vrste mehanizama rezistencije na karbapeneme u rutinskom

radu, bez koris¢enja molekularnih metoda, Cesto ne moze da ih diferencira jer sojevi
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hiperproduktori AmpC enzima i ESBL u kombinaciji sa porinskim mutacijama vrlo ¢esto dovode
do pojave lazno pozitivnih rezultata u fenotipskim testovima za detekciju karbapenemaza.??’

U ovom istrazivanju, kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje produkuju samo jedan
tip enzima detektovano je 20 ESBL pozitivnih izolata, Sest kod NDM pozitivnih i 14 kod OXA-48
pozitivnih izolata. Kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje produkuju vise tipova enzima
detektovan je samo jedan ESBL pozitivan izolat, Klebsiella pneumoniae OXA-48/NDM pozitivan.
Kod karbapenemaza negativnih bakterija detektovana su tri ESBL pozitivna izolata i jedan AmpC
pozitivan izolat. Prisustvo AmpC enzima zajedno sa KPC enzimom kod CDT testa moze otezati
detekciju KPC, pa je u datom slucaju potrebno obratiti paznju na razliku u zoni inhibicije izmedu
diskova meropenema sa kloksacilinom i meropenema sa boroni¢nom kiselinom da bi se iz razlike u
zoni inhibicije izmedu ovih diskova mogao izvesti zakljucak o prisustvu KPC enzima u ispitivanom
izolatu.

Brza detekcija produkcije karbapenemaza kod enterobakterija je od izuzetne vaznosti za
prevenciju diseminacije ovakvih sojeva, narocito u bolni¢kim sredinama.

Za detekciju vrste mehanizama rezistencije na karbapeneme postoji veliki broj testova koji
se koriste i u rutinskom radu i u epidemioloskim istrazivanjima. U ovom istrazivanju, sojevi Kkoji
potencijalno produkuju karbapenemaze, kao klini¢ki i epidemioloski najznacajniji, selektovani su
na osnovu grani¢nih vrednosti datih od strane Evropskog komiteta za ispitivanje osetljivosti na
atimikrobne lekove (engl.- European Committee on antimicrobial susceptibility testing- EUCAST),
u verziji jedan dokumenta “Detekcija mehanizama rezistencije”.?*8

Za analizu su izdvojeni izolati enterobakterija koji su disk difuzionom metodom pokazali
zone inhibicije za ertapenem i meropenem <25mm, i kod kojih je MIK za oba antibiotika bio
>0.125ug/ml, a za imipenem izolati kod kojih je zona inhibicije bila <23mm, a MIK >1.0pg/ml.
Ovako postavljene grani¢ne vrednosti daju Siroke i sigurne mogucnosti za detekciju karbapenemaza
kod enterobakterija. Neke grupe istrazivaca preporucuju grani¢ne vrednosti za potencijalnu
produkciju karbapenemaza od 0,5pg/ml za ertapenem ili 1pg/ml za imipenem i meropenem.3*! Kod
ovih grani¢nih vrednosti treba uzeti u obzir da bi u ispitivanje potencijalne produkcije ovim bila
ukljucena i proteus grupa enterobakterija koja ima urodeno vise nivoe rezistencije na karbapeneme
(oko 1pg/ml za imipenem i meropenem). Medutim, postavljanje visih vrednosti MIK na
karbapeneme kao grani¢nih, dovelo bi do propusta u detekciji sojeva koji produkuju
karbapenemaze ali su u opsegu intermedijarnih ili ¢ak senzitivnih vrednosti. Neprepoznavanje ovih

sojeva u bolnickim sredinama ima dalekosezne posledice na epidemiolosku situaciju. Cest neuspeh
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terapijom karbapenemima kod ovakvih sojeva dalje utiCe na razvoj rezistencije u smislu povecanja
vrednosti MIK na karbapeneme usled stalnog selektivnog pritiska.34?

U tom smislu, iako niske grani¢ne vrednosti dovode do ukljucivanja u dijagnostiku izolata
koji su najverovatnije negativni na produkciju karbapenemaza, one maksimalno povecavaju
senzitivnost detekcije i posebno su pogodne za epidemiolosko pracenje i kontrolu bolnickih
infekcija. Porast rezistencije na karbapeneme kod bakterija uzro¢nika infekcija bolesnika
hospitalizovanih u Klinickom centru Ni$ i postojanje sojeva koji imaju visoke vrednosti MIK na
ovu grupu lekova®*®® iziskuju kontinuirano praéenje i detekciju potencijalnih produktora
karbapenemaza u rutinskom laboratorijskom radu.

Podaci ovog istrazivanja, kao i rezultati drugih autora, ukazuju na to da promena grani¢nih
vrednosti MIK bilo kog od karbapenema moze imati i pozitivne i negativne karakteristike:
smanjenje grani¢nih vrednosti MIK za selekciju izolata za imipenem i meropenem dovodi do
povecanja senzitivnosti ali smanjuje specifi¢nost detekcije karbapenemaza. Takode, distribucija
minimalnih inhibitornih koncentracija nemutiranih sojeva varira i moze imati vrednosti i nekoliko
puta veée od datih grani¢nih vrednosti.3**

Najbolji odnos senzitivnosti i specifiénosti postize se primenom diska meropenema za
skrining produkcije karbapenemaza kod enterobakterija. Disk ertapenema nije dobar izbor u
detekciji enzima Ambler klase A koji nisu KPC. Generalno, ima nisku specifi¢nost u detekciji
karbapenemaza kod enterobakterija, dok AmpC/ESBL pozitivni izolati Enterobacter sp. pokazuju
viSe vrednosti MIK na ertapenem u odnosu na imipenem i meropenem, pa koriS¢enje grani¢nih
vrednosti samo ertapenema moze i ove sojeve selektovati za dalju analizu potencijalne produkcije
karbapenemaza. 345 346

Maurer sa saradnicima u analizi razli¢itih preporucenih screening i klinickih grani¢nih
vrednosti ukazuje na meropenem kao najbolji indikator potencijalne produkcije karbapenemaza po
screening grani¢nim vrednostima preporucenim od strane EUCAST-a (senzitivnost 100%,
specificnost 90,7%). Senzitivnost i specificnost prema klinickim grani¢nim vrednostima prema
EUCAST-u za ertapenem iznosi 100%, 62,5%, a za meropenem 90,9%, 94,2%, datim redom.
Klini¢ke grani¢ne vrednosti CLSI protokola za ertapenem (<22 mm) i meropenem (<23 mm) daju
senzitivnost 95.5% za oba antibiotika, dok je specificnost 78,2% za ertapenem i 93,6% za
meropenem. Klini¢ke grani¢ne vrednosti za imipenem u preporukama EUCAST-a imaju najnizu
senzitivnost (81.8%), dok je specifi¢nost 94,9% a po preporukama CLSI (<23 mm) senzitivnost za

imipenem je 90.9% a specifi¢nost 93,9%.%4’
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Podaci iz ovog istrazivanja govore u prilog obaveznog testiranja primenom ertapenema i
meropenema za selekciju potencijalnih produktora karbapenemaza prema datim EUCAST
kriterijumima, jer su kod tri izolata vrste K.pneumoniae (dva izolata kod kojih je PCR metodom
potvrdeno prisustvo blaoxa-ss gena i jedan izolat kod koga je dokazano prisustvo blaoxa-4s i bla
nom gena) MIK vrednosti za imipenem bile nize od preporucenih (0,25ug/ml). Ovakvi sojevi ne bi
bili otkriveni primenom imipenema kao jedinog parametra za selekciju (lazno negativni). Takode,
bilo je cetiri izolata ostalih ispitivanih vrsta iz porodice enterobakterija sa MIK vrednostima za
ertapenem vec¢im od preporu¢enih kod kojih PCR metodom nisu potvrdeni geni za produkciju
karbapenemaza (lazno pozitivni). Od ova Cetiri izolata, kod tri izolata je fenotipskim metodama
potvrdeno prisustvo ESBL enzima (po jedan izolat P.mirabilis, S. marcescens i E. aerogenes) i
MIK na ertapenem iznosio je 0.5pg/ml, i kod jednog izolata S. marcescens fenotipskim metodama
potvrdeno je prisustvo AmpC enzima a MIK za ertapenem iznosio je 8ug/ml. U svim slu¢ajevima
zabelezeno je stroze kategorisanje disk-difuzionom metodom. S obzirom na to da se disk-difuziona
metoda koristi kao prva metoda za selekciju izolata sa smanjenom osetljivos¢u na karbapeneme i
potencijalnom produkcijom karbapenemaza, sa datim rezultatima rezistencije postoji moguénost
uzimanja u obzir veeg broja izolata za dalje ispitivanje, ali je zato manja mogucnost da
potencijalni produktori karbapenemaza ne budu podvrgnuti daljem testiranju.

Ovo istrazivanje obuhvatilo je genotipsku detekciju rezistencije na karbapeneme (PCR
metodom) i osam razli¢itih fenotipskih testova za detekciju karbapenemaza, i to: Vitek2 AES
sistem, modifikovani Hodge-test, fenotipske testove sinergizma, testiranje disk difuzionom
metodom diskom aztreonama, kombinovani disk test (CDT) sa DPA, kloksacilinom, boroni¢cnom
kiselinom i temocilinom, MIC MBL test, kolorimetrijski Carba NP test i hromogene podloge.

Validnost fenotipskih testova analizirana je i izrazena kroz senzitivnost i specificnost u
poredenju sa PCR metodom za detekciju gena rezistencije kao zlatnim standardom. Odredena je
osetljivost (broj karbapenemaza pozitivnih izolata koji su korektno identifikovani) i specificnost
(broj karbapenemaza negativnih izolata koji su korektno diferencirani) za svaku od upotrebljenih
metoda.?®® Na osnovu dobijenih vrednosti za senzitivnost, specifiénost, pozitivnu i negativnu
prediktivnhu vrednost (PPV i NPV) izdvojene su fenotipske metode koje su najpodesnije i
najdostupnije za rutinski rad. Analizom upotrebljenih fenotipskih metoda nadene su velike razlike u
senzitivnosti i specificnosti medu njima.

lako se PCR smatra referentnim testom za detekciju karbapenemaza, mnogo autora

izveStava o fenotipskim metodama kao pouzdanim i dostupnim nac¢inima otkrivanja ovih enzima.
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Modifikovani Hodge-test (MHT) je jedan od najceS¢e koriS¢enih testova za detekciju
potencijalne produkcije karbapenemaza. Lee i saradnici publikuju prvu modifikaciju originalnog
Hodge testa 2001. godine, za detekciju karbapenemaza kod Acinetobacter sp. i Pseudomonas sp.34®
U pocetku je to bio zlatni standard za detekciju, 3! ali sa pojavom MBL i OXA-48 enzima i
njihovim sve ve¢im prisustvom kod enterobakterija, kao i pojavom enzima Ambler klase A kod
Proteus spp. i Pseudomonas spp., njegov znac¢aj za detekciju u rutinskom radu se smanjuje.3*
Modifikovani Hodge-test korektno detektuje prisustvo karbapenemaza, ali ne moze da diferencira
pojedine klase.?! Razligite rezultate senzitivnosti i specifinosti mozemo na¢i u studijama sa
pojedinim tipovima karbapenemaza kod ispitivanih izolata. Cury i saradnici iznose podatke o0 100%
NPV, ali se rezultati odnose isklju¢ivo na enterobakterije koje produkuju KPC enzime.**° Doyle sa
saradnicima daje podatke 0 98% senzitivnosti kod produktora KPC enzima i 93% senzitivnosti kod
produktora OXA-48 enzima, dok je kod NDM pozitivnih sojeva senzitivnost iznosila samo 12%.2%?
Baran daje podatke o 90,69% OXA-48 pozitivnih izolata testiranih MHT testom.®®! Jedan od
nedostataka MHT je pojava lazno pozitivnih i laZzno negativnih rezultata. Uzrok pojave lazno
pozitivnih rezultata moze biti prisustvo mutacije porina udruzene sa hiperprodukcijom
AmpC/ESBL $to umanjuje specifi¢nost testa. Sli¢ne podatke nalazimo i kod drugih autora 352 35
%4 koji isticu subjektivnost u o¢itavanju testa, posebno kod niske incidence karbapenemaza
pozitivnih sojeva. Pasteran i saradnici preporu¢uju dodavanje boroniéne kiseline 300ug i oksacilina
300pg pored ertapenema $to poboljsava prediktivnost MHT .3

Cinjenica da veli¢ina inokuluma direktno utie na pojavu lazno pozitivnih rezultata kod
testiranja enterobakterija na prisustvo ESBL enzima prema preporukama CLSI ukazuje na potrebu
provere uticaja inokuluma i kod testiranja enterobakterija na prisustvo karbapenemaza MHT
testom.3® Neki autori potenciraju znacaj veli¢ine zone inhibicije kontrolnog soja E.coli kod
MHT .3

U ovom istrazivanju modifikovani Hodge-test je bio pozitivan kod 45 karbapenemaza
pozitivnih izolata. Lazno pozitivnih izolata nije bilo, a test je pokazao sedam lazno negativnih
izolata. MHT je pokazao 86,54% senzitivnosti, 100,00 % specifi¢nosti, dok je PPV bila 100,00 %,
a NPV 36,36 %. Analizom modifikovanog Hodge-testa uoceno je da stepen deformacije zone
inhibicije pokazuje Cetiri razli¢ite forme, i to: negativan (bez deformacije zone inhibicije), slabo
pozitivan (neznatno izrazena deformacija zone inhibicije koja zaklju¢ak o rezultatu testa Cini
subjektivnim), jasno izrazenu deformaciju zone inhibicije (pozitivan test) i izuzetno izraZenu

deformaciju zone inhibicije (jako pozitivan test). Kod izolata koji su produkovali samo NDM
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enzime MHT je kod 16 od 19 izolata bio je slabo pozitivan (+/-), a kod samo tri izolata bio je
pozitivan (+). Takode, svih sedam lazno negativnih izolata pripadalo je izolatima koji su
produkovali NDM enzime. Kod 10 izolata koji su produkovali NDM sa jo§ jednim enzimom i
jednog izolata sa NDM i jo$ dva enzima, pokazao je slabu pozitivnost (+/-) kod osam izolata, dok
je jedan izolat bio pozitivan (+) a tri jako pozitivna (++). Od testirana 24 izolata koji su produkovali
samo NDM enzim, ukupno je bilo 70,83% pozitivno MHT testom. Nasuprot njima, 16 izolata koji
su produkovali samo OXA-48 enzime pokazali su bolje rezultate MHT- kod 11 od 16 testiranih
izolata pozitivnost (+), i kod cetiri od 16 izolata jako pozitivan MHT test (++)-ukupno je bilo
93,75% pozitivno MHT testom. Ovaj test je kod 11 izolata koji su produkovali vise od jednog
enzima (jedan izolat koji je produkovao KPC, OXA-48 i NDM enzime i deset izolata koji su
produkovali NDM i OXA-48 enzime) pokazao slabu pozitivnost (+/-) kod sedam izolata, dok je
jedan izolat bio pozitivan (+) a tri jako pozitivna (++). Na osnovu dobijenih podataka moze se
zakljuditi da je MHT test bio najmanje pouzdan kod NDM pozitivnih izolata, bilo da se radi o
izolatima od kojih je dokazan samo blanom gen, ili u izolatima sa prisustvom i drugih gena (blakec,

blaoxa-s).

Sliéne rezultate senzitivnosti 1 specifi€nosti u studiji gde je testiran 101 produktor
karbapenemaza izvestavaju Bartolini i saradnici.®** U tom istrazivanju senzitivnost je iznosila 94%
a specifi¢nost 100%. Najbolje rezultate MHT je dao kod KPC pozitivnih izolata (87 od 87 izolata,
100% senzitivnost, 100% specifi¢nost). Senzitivnost je bila niza kod testiranja izolata koji su
produkovali VIM i KPC/VIM enzime. Diskretna deformacija zone inhibicije registrovana je i kod
izolata Enterobacter sp. sa smanjenom propustljivoséu spoljasnje membrane i hiperprodukcijom
AmpC enzima , i okarakterisana je kao lazno pozitivan rezultat. Podaci vezani za testiranje metalo-
B-laktamaza u skladu su sa rezultatima ovog istrazivanja. I1zolati kod kojih je dokazana produkcija
NDM enzima pokazali su diskretnu deformaciju zone inhibicije §to je onemogucéilo precizno
definisanje rezultata testa. Kod izolata sa smanjenom osetljivos¢u na karbapeneme kod kojih nije
dokazano prisustvo karbapenemaza Bartolini i saradnici nisu registrovali lazno pozitivne rezultate,
Sto potvrduju i drugi autori. 34 22 352 U ovom istrazivanju takode nije bilo lazno pozitivnog
rezultata kod AmpC pozitivnog izolata, a kod jednog od tri ESBL pozitivna izolata dao je sasvim

diskretnu deformaciju zone, koja ne bi mogla biti pogresno protumacena kao pozitivan MHT.

Modifikovani Hodge-test je pogodan za detekciju KPC enzima, ali nije dovoljno pouzdan u
detekciji MBL ezima.*® U istrazivanju koje je sprovela Girlich sa saradnicima registrovana je niska

senzitivnost MHT kod detekcije izolata kod kojih je dokazana produkcija NDM enzima. Posle
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dodavanja cink sulfata u Mueller—Hinton agar, senzitivnost je pobolj$ana, sa 77.4% na 94.0%, ali je
jos uvek postojao izvestan broj lazno negativnih rezultata.*® Bolje rezultate u detekciji izolata koji
produkuju MBL je izvodenje MHT na MacConkey agaru sa diskom ertapenema zbog boljeg
oslobadanja enzima iz ¢elija.>*

Glavni nedostaci ovog testa su vreme (18-24 sata) potrebno od izolacije potencijalnih
produktora karbapenemaza do dobijanja rezultata i nemogucénost diferenciranja tipa enzima, kao i
pojava lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultata. Ove karakteristike, kao i subjektivnost u
tumacenju rezultata ¢ine ga nedovoljno pouzdanim u detekciji produkcije karbapenemaza kod
enterobakterija. Rezultati senzitivnosti 1 specifi¢nosti za MHT, kao i deskriptivne karakteristike
MHT kod izolata koji produkuju NDM enzime u ovom testiranju nalaze se u okvirima dosadasnjih
istrazivanja, kao i rezultati testiranja MHT za izolate koji produkuju OXA-48 enzime.?®? 34 |pak,
svoje mesto MHT mozZe naci u regijama sa visokom prevalencom produktora karbapenemaza,
posebno u regijama endemskim za OXA-48 i KPC enzime, u laboratorijama koje nemaju potrebnu
opremu ili moguénost za koriS¢enje pouzdanijih testova. U ovakvim situacijama moZe se pokazati
korisnim nac¢inom za diferenciranje potencijalne produkcije karbapenemaza, posebno u
epidemijama u bolni¢kim sredinama.

Kombinovani disk test (CDT) 1 fenotipski test sinergizma su najceS¢e upotrebljavani
fenotipski testovi za detekciju karbapenemaza klase A, B i D. Fenotipski test sinergizma je test
detekcije sinergije karbapenema sa inhibitorom MBL/KPC enzima (najces¢e EDTA ili DPA i
boroni¢na kiselina). Deformacija zone inhibicije izmedu diskova predstavlja pozitivan test.
Interpretacija ovog testa je ipak subjektivna i rezultati se ne mogu kvantifikovati.3*

Kombinovani disk test tumaci se na osnovu razlike u zoni inhibicije oko diska karbapenema
i diska koji sadrzi karbapenem i inhibitor enzima. Poveéanje zone inhibicije oko kombinovanog
diska karbapenem/inhibitor u odnosu na sam disk karbapenema iznad definisanih grani¢nih
vrednosti oznacava pozitivan rezultat. Oba testa pokazuju dobru senzitivnost ¢ak i1 u slucajevima
niskog nivoa rezistencije na karbapeneme.33

Detekcija karbapenemaza fenotipskim testovima sinergizma koriS¢enjem DPA, EDTA,
boroni¢ne kiseline, kao 1 kombinovanim disk testom (CDT) po mnogim autorima daje
zadovoljavajuce rezultate uzimajuéi u obzir njihovu senzitivnost i specifi¢nost, 360 361362

Fenotipska detekcija produktora MBL bazira se na specificnoj inhibiciji MBL enzima
helatornim agensima. Helatori inaktiviraju MBL vezujuci se za dvovalentne cinkove jone koji

predstavljaju aktivno mesto enzima. Jedan od prvih agenasa kori$¢en za detekciju je EDTA, ali se
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za detekciju MBL koristi i dipikoliniéna kiselina (DPA),%%® 1,10-fenantrolin,3* 2-
merkaptopropioni¢na kiselina i natrijum-merkaptoaceti¢na kiselina. 36

Kombinovani disk test sa EDTA baziran je na povecanju zone inhibicije kod kombinacije
karbapenem/EDTA u odnosu na sam karbapenem.

Yong sa saradnicima, koriste¢i disk imipenema od 10ug sa 750ug EDTA (da bi se izbeglo
stvaranje prevelike zone inhibicije zbog nespecifi¢nog inhibitornog dejstva samog reagensa) dobio
je rezultate senzitivnosti i specifi¢nosti testa za detekciju MBL od 100% i 95% kod Pseudomonas
spp. 1 95.7% i 91.0% kod A. baumannii, sa granicnom vrednos$¢u razlike u zonama inhibicije
>7mm.%® U istrazivanju koje je sproveo Pitout sa saradnicima 2005. godine, preporucuje se
meropenem u kombinaciji sa EDTA kao bolja alternativa imipenemu.®®” U preporukama grupe
eksperata EUCAST-a i Evropskog udruzenja za klinicku mikrobiologiju i infektivne bolesti (engl.-
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases- ESCMID) za detekciju
karbapenemaza koristi se CDT test sa kombinacijom diskova meropenem od 10ug i
meropenem/EDTA (0,25M). Razlika u zonama inhibicije >5 mm oznacava potencijalnu produkciju
MBL.3% 28 Dalje modifikacije testa ukljucile su 3-amino-fenil boroniénu kiselinu (PBA) sa
ertapenemom od 10ug za detekciju KPC karbapenemaze kod vrste E. coli i K.pneumoniae .3
Mehanizam inhibicije karbapenemaza klase A boroni¢nom kiselinom jo§ uvek nije objaSnjen u
potpunost;3e7: 368

Kombinovani disk test sa diskovima 10ug meropenema i kombinacije meropenema sa
EDTA (10uL od 0.5M) i PBA (10uL od 40mg/mL) Pournaras sa saradnicima 2013. godine uvodi
za detekciju enzima klase A i klase B iz izolata rektalnih briseva sa senzitivnoscéu i specificnoséu
od 94,8% i 100%, uzimajuéi razliku od >5mm u zonama inhibicije za meropenem1Oug i
meropenem/inhibitor kao pozitivan rezultat. 3¢°

Za detekciju enzima klase A, B i C (AmpC enzima) i ESBL enzima®? Birgy i saradnici
2012. godine koriste test sa EDTA, PBA, klavulanskom kiselinom i kloksacilinom koriste¢i 30
izolata enterobakterija kod kojih su molekularnim metodama detektovani navedeni enzimi.
Kloksacilin disk uveden je za diferencijaciju A klase enzima od hiperproduktora AmpC enzima. U
studiji van Dijka®¥ i saradnika koris¢eni su DPA, PBA i temocillin sa meropenemom 10ug za
identifikaciju enzima A, B i D klase. Senzitivnost detekcije enzima klase A i B iznosila je 95% |
90%, a specificnost 99% i 96% datim redom.

Fenotipski test sinergizma kod karbapenemaza pozitivnih bakterija kod kojih je PCR

metodom dokazan samo blanom gen u ovom istrazivanju je kod 21 od 24 izolata pokazao
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pozitivnost testiranjem sa DPA i kod 23 od 24 izolata pozitivnost testom inhibicije diskom
imipenem/EDTA. Samo jedan izolat koji je produkovao NDM enzim bio je negativan kod svih
upotrebljenih testova. Test sinergizma pokazao je za DPA senzitivnost 75,00% i specifi¢nost
95,00%, PPV 96,43% i NPV 67,86%, dok je test sinergizma za EDTA pokazao senzitivnost
83,33% i specifi¢nost 100,00%, PPV 100,00% i NPV 76,92%, §to ga ¢ini podesnim za detekciju
NDM enzima kod enterobakterija sa smanjenom osetljivos¢u na karbapeneme detektovane na
nasem podrucju, ukoliko one produkuju samo ovaj tip enzima.

Kod svih karbapenemaza pozitivnih izolata bakterija kod kojih je dokazano prisustvo vise
od jednog gena koji kodiraju karbapenemaze, dokazano je prisustvo blanom gena. Kod izolata koji
su produkovali NDM enzim u kombinaciji sa OXA-48 ili KPC enzimima, u pet od 12 izolata DPA
test bio je pozitivan, a EDTA test bio je pozitivan kod svih 12 izolata. U ukupnom broju izolata koji
su produkovali NDM enzim (36), EDTA test bio je pozitivan kod 35, a DPA kod 26 izolata. Dobri
rezultati testiranja sa DPA i EDTA slazu se sa nalazima drugih autora.3¢" 368

Dva izolata od 56 ispitanih pokazala su prisustvo KPC enzima- izolat E.cloacae koji je
produkovao i OXA-48 i NDM enzime i izolat K.pneumoniae Kkoji je pored KPC enzima
produkovao i NDM enzim. Testom sinergizma sa boroni¢nom Kkiselinom zabelezen je slabo
pozitivan rezultat kod oba ispitana KPC pozitivna izolata (fenomen sinergizma nije bio jasno
izrazen). Prema podacima istraZivanja vezanih za detekciju KPC enzima u izolatima gde su oni
prisutni kao jedina karbapenemaza, alfa-fenil boroni¢na kiselina (APBA) je manje efikasna u
poredenju sa PBA, a kao objaSnjenje iznosi se podatak da APBA jace inhibira AmpC enzime od
PBA, pa je manje specifi¢an u odnosu na PBA.*®! Tsakris i saradnici nalaze da je kod izolata koji
produkuju KPC/VIM enzime u najve¢em broju slucajeva bio pozitivan samo test sa EDTA, dok je
test sa boroni¢nom kiselinom bio negativan. 32

U ovom istrazivanju, veliki broj lazno pozitivnih izolata testom sinergizma sa
boroni¢nom kiselinom, 15 od 16, kod enterobakterija kod kojih je potvrdena produkcija samo
OXA-48 enzima, uslovljava njegovu nisku specifi¢nost (51,58%) i nisku PPV (7,14%).
Mogucénost pojave pozitivnosti testa sa boronicnom kiselinom, koja nije inhibitor ovog enzima,
najée$¢e se tumaci udruzenim prisustvom AmpC enzima. U ovom istrazivanju nije radena
potvrda prisustva AmpC enzima genetskim metodama, ve¢ fenotipskim. U takvim slucajevima,
nije verovatno da boroni¢na kiselina deluje na OXA-48 enzime, ve¢ je to posledica udruzene
produkcije AmpC enzima. Skora$nja studija u kojoj je boroni¢na kiselina koriS¢ena za testiranje

OXA-48 pozitivnih izolata, ukazuje na veliki broj pozitivnih testova koriS¢enjem meropenema sa
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600ug APBA (73,33%). Treba, medutim, uzeti u obzir da je kod vecine izolata samo fenotipskim
metodama upotrebom diska ceftazidima sa 600ug APBA odredeno prisustvo plazmidskih AmpC
enzima (84,67%), te da su potrebna molekularna istrazivanja da bi se odredio znacaj boroni¢ne

kiseline u detekciji OXA-48 enzima. 3°

Kombinovani disk test KPC, MBL and OXA-48 Confirm Kit: Carbapenemases (Rosco
Diagnostica) je set kombinovanih disk testova (CDT) za detekciju karbapenemaza. To je unapreden
test koji za razliku od predasnjih testova sadrzi i disk temocilina za detekciju OXA-48, §to
omogucava fenotipsku detekciju enzima iz A, B, C i D klase po Ambleru.’* Ovaj set testova
preporucen je i od strane EUCAST-a za rutinsku dijagnostiku.?*® Rezultat se dobija u roku od 24
sata od detektovanja smanjene osetljivosti na karbapeneme Vitek2 sistemom ili MIK test trakom.
Zadovoljavaju¢a detekcija MBL enzima uglavnom se postize CDT testom sa diskovima
imipenem/EDTA i imipenem/DPA 254

Kombinovani disk test sa EDTA kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koji su
produkovali samo NDM enzim je u ovom istrazivanju bio negativan kod samo 2 od 24 izolata
(jedan izolat M. morganii i jedan izolat K.pneumoniae ), a pozitivan kod 22 izolata. U studiji
Bartolinija i saradnika®** senzitivnost ovog testa bila je 54,5% i specifi¢nost 100%. Koriéenjem
KPC/Metallo-beta-lactamase and OXA-48 Confirm Kit kombinovanog disk testa, u ovom
istrazivanju dobijeni su sledeci podaci: kombinovani disk test sa DPA je bio negativan kod 2 izolata
od 24 koji su produkovali samo NDM enzim (jedan izolat E.cloacae i jedan izolat K.pneumoniae )
dok je kod 22 izolata test bio pozitivan. Kombinovani disk test sa DPA kod karbapenemaza
pozitivnih bakterija koji produkuju vise razlic¢itih tipova enzima bio je pozitivan kod sedam od 12
izolata, a kombinovani disk test sa EDTA je bio pozitivan u Sest od 12 izolata. U ukupnom boju
izolata koji su produkovali NDM enzim (36), 28 izolata je bilo pozitivho kombinovanim disk
testom sa EDTA, a 29 izolata je bilo pozitivno kombinovanim disk testom sa DPA. Najbolje
rezultate dao je CDT test sa DPA - specifi¢nost i PPV-100%. Ovo je u skladu sa nalazima autora koji su
detekciju vrsili primenom istog testa, prema Cijim podacima je senzitivnost iznosila 95%, a
specifi¢nost 99%.344

Testiranje DPA/EDTA koris¢enjem CDT testa u naSem istrazivanju dalo je negativne
rezultate kod Cetiri izolata enterobakterija kod kojih je potvrdena produkcija metalo-p-laktamaza.
Od ovih izolata, tri su imala su nizak nivo rezistencije na sva tri karbapenema- jedan izolat vrste

M. morganii i dva izolata vrste K.pneumoniae.Ovaj podatak je u skladu sa drugim istrazivanjima,
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prema ¢ijim podacima je najveci nedostatak CDT metode nemoguénost detekcije pozitivnih

izolata kod kojih postoji nizak nivo rezistencije.341: 369 352

Kombinovani test boroni¢ne kiseline bio je kod produktora samo jednog tipa
karbapenemaza pozitivan kod osam izolata enterobakterija kod kojih je dokazano prisustvo OXA-
48 enzima i dva izolata koji su produkovali NDM enzim. Ovaj test bio je negativan kod oba izolata
koja su produkovala KPC enzim. Treba napomenuti da se kod oba izolata kod kojih su dokazani
geni koji kodiraju sintezu KPC enzima radilo o istovremenom prisustvu NDM enzima (jedan izolat)
i NDM/OXA 48 enzima (jedan izolat). Kod karbapenemaza negativnih izolata, zajedno sa
kloksacilinom test je bio pozitivan kod jednog jednog izolata S.marcescens, §to je ukazivalo na
AmpC produkciju. Veliki broj lazno pozitivnih izolata, posebno kod OXA-48 pozitivnih, 10 od 16,
i nemogucénost detekcije stvarno pozitivnih KPC izolata uslovio je nisku specifi¢nost (77,78%) i
nisku PPV i senzitivnost (0%) testa, sli¢no podacima Elsherif-a i saradnika. 37

Drugi autori, takode, preporucuju upotrebu CDT za detekciju karbapenemaza u rutinskom
radu. Posebno se naglasava efikasnost u detekciji IMP enzima (IMP-8), kao i znacCaj testa za

potrebe epidemioloskog praéenja.3’% 373

Hidroliza karbapenema posredovana AmpC enzimima takode se moze potvrditi CDT
meropenem/kloksacilin testom. =

Od ostalin komercijalnihn CDT testova, u upotrebi je i MAST-CDS (Mast Group,
Merseyside, UK), za detekciju B, A i C klase enzima, sa diskovima meropenema 10ug i
meropenema u kombinaciji sa DPA(1000u), APBA (600ug) i kloksacilinom (750ug). Prema
preporukama proizvodaca razlika u zoni inhibicije >5mm kod kombinacije meropenem/DPA je
pozitivan test na produkciju enzima B klase, razlika u zoni inhibicije >5mm kod kombinacije
meropenem/APBA produkcija enzima A klase, a ako postoji razlika u zoni inhibicije
meropenem/APBA >5mm i meropenem/kloksacilin >5mm, radi se o AmpC produkciji u
kombinaciji sa porinskim alteracijama. Ovaj test takode je pokazao dobre rezultate senzitivnosti
(91%) i specifi¢nosti (100%)37

Posebno treba naglasiti problem detekcije karbapenemaza kod postojanja multiplih
mehanizama rezistencije.>** Detekcija K.pneumoniae koja produkuje VIM/NDM u bolni¢kim
sredinama registrovana je u mnogim zemljama- u Grckoj, *"ltaliji,*” Kini.®® Prisustvo

karbapenemaza iz razli€itih klasa u istom izolatu kompromituje rezultate fenotipskih testova koji
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pokazuju dobru efikasnost kod izolata koji produkuju samo jedan enzim. Mali broj studija bavio se
problemom fenotipske detekcije multiplih mehanizama rezistencije- pojavom vise razlicitih tipova
karbapenemaza ili kombinacije karbapenemaza sa AmpC/ESBL enzimima. Rezultati ukazuju na
nemogucnost korektne fenotipske detekcije kod ovakvih izolata. Miriagou sa saradnicima uvodi
novu kombinaciju- meropenem sa inhibitorima klase B (DPA) i klase A karbapenemaza (APBA)
Sto poboljsava rezultate testa. Glavni nedostatak ove studije je testiranje samo jedne bakterijske
vrste- K.pneumoniae 3%

U istrazivanju Tsakris-a i saradnika®”® ovakav test za fenotipsku detekciju MBL i klase A
karbapenemaza diskovima meropenema, meropenema sa PBA, meropenema sa EDTA, i
meropenema sa PBA i EDTA primenjen je na viSe razlicitih vrsta porodice enterobakterija. Test je
pokazao dobre rezultate specifi¢nosti, ali ne i senzitivnosti - nije detektovao enzime kod jednog
izolata koji je produkovao dva razli¢ita enzima. Kod dva ESBL pozitivna i AmpC pozitivna izolata
dao je lazno pozitivne rezultate produkcije KPC. Sli¢ne rezultate pokazala je studija u kojoj su
Giske i saradnici koriste¢i set diskova koji sadrze meropenem (10ug), meropenem sa APBA
(600pg), meropenem sa DPA(1000pg), i meropenem sa kloksacilinom (750pg) takode imali lazno
negativne rezultate kod izolata koji su produkovali dva razliita tipa enzima.3®°

Slaba efikasnost sinergistickih testova za fenotipsku identifikaciju koriS¢enjem samo jednog
inhibitora kod sojeva koji poseduju gene rezistencije iz razlicitih klasa (Ambler klasa A i B)
opisana je od strane mnogih autora koji ukazuju na moguce negativne rezultate fenotipskih testova
za jednu ili ¢ak obe prisutne karbapenemaze.3** 3%

Pojava visestrukih mehanizama rezistencije predstavlja ozbiljan problem, jer se usled
nemogucnosti fenotipske detekcije ovakvi sojevi mogu nesmetano $iriti u bolni¢kim sredinama.
Protokoli za utvrdivanje osetljivosti na AML i detekciju mehanizama rezistencije, kao §to su CLSI i
EUCAST, jos uvek nemaju definisane preporuke za fenotipsku detekciju mehanizama rezistencije
kod visestrukih mehanizama rezistencije istovremeno prisutnih u izolatima Gram-negativnih bacila.
U ovakvim slu¢ajevima kao jedina moguénost ostaju molekularne metode detekcije.

Kombinovani disk test (CDT) test je jednostavan, jeftin i relativno pouzdan test za detekciju
potencijalne produkcije karbapenemaza. Nedostaci CDT testa su najmanje 18 sati inkubacije od
izolovanja potencijalnog produktora karbapenemaza do dobijanja pozitivnih rezultata, i postojanje
laZzno negativnih rezultata kod slabe ekspresije gena za produkciju karbapenemaza.

Detekcija enzima klase D (OXA-48) koris¢enjem CDT i testa fenotipskog sinergizma je od

velikog znacaja zbog njegove sve uéestalije pojave, ali i specifi¢nog hidrolitickog profila.®® Znacaj
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ovih enzima je sve veci jer se Cesto beleze epidemije izazvane OXA-48 pozitivnim sojevima Sirom
sveta. 382, 383, 307

Detekcija OXA-48 enzima predstavlja ozbiljan problem jer ne postoje specifi¢ni inhibitori
kao $to je to slucaj kod metalo-p-laktamaza i enzima klase A. Ovi enzimi nisu inhibirani
klavulanskom kiselinom, tazobaktamom i sulbaktamom, kao ni cink-helatorima. Utvrdeno je da su
izolati koji produkuju OXA-48 enzime rezistentni na temocilin, 38 3% pa se poslo od pretpostavke
da bi ovaj AML mogao da posluZi kao indikator OXA-48 produkcije. 3¢

Daljim istrazivanjima utvrdeno je da visok nivo rezistencije na temocilin (MIK >64ug/mL)
i piperacilin-tazobaktam (MIK >128ug/mL), zajedno sa smanjenjem osetljivosti na bar jedan
karbapenem ukazuju na mogucu produkciju OXA-48 enzima.38

Dijk i saradnici su 2014. godine dobili dobre rezultate u detekciji OXA-48 enzima
koris¢enjem temocilina uporedo sa diskovima PBA i DPA. Mala zona inhibicije (<11 mm)
tumacena je iskljucivo kod izolata kod kojih nije bilo sinergizma sa DPA i PBA. lzolati rezistentni
na temocilin i bez sinergije sa DPA i PBA smatrani su pozitivnim na produkciju OXA-48.
Poredenjem sa PCR testom kao referentnim dobijene su visoke vrednosti senzitivnosti (100%) i
specifi¢nosti (100%).34? Za razliku od ove grupe istraziva¢a, Oueslati sa saradnicima 2015. godine
nalazi da je CDT test sa temocilinom za OXA-48-like enzime (OXA-48, OXA-162, OXA-181 i
OXA-204) pouzdan samo kod izolata sa signifikantnom enzimskom aktivnoscu. %’

Za detekciju OXA-48 enzima Tsakris i saradnici (2015. godine) koriste temocilin u
kombinaciji sa sinergizmom imipenema sa EDTA i EDTA/PBA. Rezistencija na temocilin bez
deformacija zone inhibicije prema EDTA/PBA disku tumaci se kao pozitivan rezultat (96.3%
senzitivan, 97.7% specifi¢an).3*

Testiraju¢i sojeve koji su produkovali dve razliCite karbapenemaze, Miriagou sa
saradnicima sugeriSe testiranje na produkciju OXA-48 enzima kod svih izolata koji su sa
dvostrukom i trostrukom kombinacijom diskova pokazali negativne rezultate.®*Ranije iznet
problem nemogucénosti detekcije viSestrukih mehanizama rezistencije kod enterobakterija time ne
iskljucuje mogucénost prisustva enzima klase A 1 B, ali je sa datim kriterijumima moguce otkrivanje
OXA-48 enzima.

Jedno od novijih istrazivanja, gde je ispitana osetljivost na temocilin zajedno sa osetljivoséu
na piperacilin-tazobaktam i molekularnom potvrdom produkcije beta-laktamaza, detektovalo je kod
razli¢itih vrsta enterobakterija visoke nivoe rezistencije (temocillin MIK >128 mg/L) kod 15,6%,
od kojih je 82,3% produkovalo karbapenemaze. Ostalih 17,7% nije posedovalo karbapenemaze, veé
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je rezultat tumacen kao izolovana rezistencija na temocilin, ¢ija priroda nije jo§ uvek utvrdena.
Visok nivo rezistencije na temocilin detektovan je kod 90,7% OXA-48 pozitivnih izolata u
poredenju sa 15,8% izolata koji nisu produkovali OXA-48 enzim. Ovi podaci ukazuju na to da se
rezistencija na temocilin ne moze samostalno koristiti kao pouzdan kriterijum za detekciju OXA-48
enzima (PPV 27,6%). Medutim, rezistencija na temocilin kombinovana sa odsustvom imipenem
/EDTA sinergizma, poveéava PPV na 57,7%, a specifi¢nost na 96,3%.3®® Graniéne vrednosti koje
definiSu rezistenciju na temocilin dalo je Britansko udruzenje za antimikrobnu terapiju (engl.-
British Society for Antimicrobial Therapy-BSAC). Ove vrednosti za disk-difuziju iznose <1 1mm,
a vrednosti MIK>32 pg/ml. 38°

U ovom istrazivanju, testom sinergizma od 16 OXA-48 pozitivnih izolata, kod 13 je
detektovan slabo izraZzen fenomen sinergizma sa boroni¢nom kiselinom i kod jednog izolata
fenomen sinergizma sa DPA. Svih 16 izolata bilo je rezistentno na temocilin (bez zone inhibicije) i
visoko rezistentno na piperacilin-tazobaktam (>128ug/ml). Jedan izolat E.cloacae bio je slabo
pozitivan na boroni¢nu kiselinu i kloksacilin, $to ukazuje na potencijalnu produkciju AmpC
enzima.

Primenom CDT testa kod izolata koji su produkovali samo OXA-48 enzim od 16 izolata
nijedan izolat nije bio pozitivan CDT DPA ni CDT EDTA testom i svi su bili rezistentni na
temocilin i piperacilin-tazobaktam. Time je kriterijum rezistencije na temocilin (<11mm), i
piperacilin-tazobaktam (MIK >128ug/ml), kombinovan sa odsustvom imipenem/DPA/EDTA
sinergizma ispunjen, a test pokazao izuzetno dobre rezultate u detekciji produkcije OXA-48 enzima
kod izolata koji su produkovali samo ovaj enzim.

Tumacenje rezultata testa diskom temocilina kod karbapenemaza pozitivnih bakterija koje
produkuju vise razliitih tipova enzima, u fenotipskom testu sinergizma bilo je onemoguéeno kod
vise od polovine ispitanih izolata ¢injenicom da je kod njih prisustvo NDM enzima detektovano
postojanjem sinergizma karbapenema sa EDTA ili DPA. Primenom CDT testa kod karbapenemaza
pozitivnih bakterija koje produkuju vise razli¢itih tipova enzima, pet od 12 izolata ispunilo je
kriterijume za detekciju produkcije OXA-48 enzima diskom temocilina (odsustvo razlike u zoni
inhibicije meropenem/DPA/EDTA i rezistencija na temocilin).

Zbog rezultata koji su problemati¢ni za tumacenje, kod produkcije OXA-48 ili AmpC

enzima, moze biti potrebna potvrda drugim metodama.®>3

130



Baziran na istom principu kao CDT test sa EDTA, koristi se i MIC MBL test. Test traka za
detekciju metalo-p-laktamaza- MIC MBL test je fenotipska metoda kojom se uglavnom postize
zadovoljavajuéa detekcija MBL enzima.®®

Neki istrazivaci ukazuju i na mogucnost nespecificnog uticaja EDTA na rezultate
specifi¢nosti testa. Lazno pozitivne rezultate EDTA moze dati zbog baktericidnog efekta koji se
vezuje za propustljivost spoljasnje membrane, pre nego inhibicije potencijalne MBL.3® Raniji
nedostatak ovog testa je efikasnost samo kod visokih nivoa rezistencije na karbapeneme. Njegova
senzitivnost u detekciji karbapenemaza pozitivnih sojeva osetljivih na karbapeneme (MIC<4pug/ml)
je varijabilna i kre¢e se od 10% do 86%.3* U studiji Notakea i saradnika, produkcija IMP enzima
kod 68% enterobakterija nije potvrdena MIC MBL testom, jer je kod 59% rezistencija na imipenem
bila niskog nivoa (<4 pg/ml).3* Ovaj nedostatak je korigovan novijim testovima. Efikasnost
testova znacajno je povecana dodavanjem cinka u podlogu. Senzitivnost je kod upotrebe MIC MBL
traka (bioMérieux, la Balme-les-Grottes, France), iznosila 81,5%, specifi¢nost 100%.%7 Bartolini i
saradnici kori¢enjem MIC MBL testa dobijaju 54,5% senzitivnosti i 100% specifi¢nosti.3*

Generalno, test je u veéini istrazivanja kori$¢en za detekciju MBL kod K.pneumoniae i E.
coli, a malo je podataka za ostale vrste enterobakterija sa smanjenom osetljivos¢u na karbapeneme.

Rezultati ovog istrazivanja slazu se sa rezultatima drugih istrazivaca. Test traka za detekciju
metalo-B-laktamaza- MBL MIC test je bio pozitivan u 18 od 19 izolata koji su produkovali samo
NDM enzim. Negativan rezultat zabelezen je samo kod jednog izolata M. morganii gde je MIK na
sve testirane karbapeneme bio nizak. Od dvanaest izolata kod kojih je registrovano prisustvo vise
enzima, kod jednog izolata K.pneumoniae kod koga je nivo rezistencije na sve testirane
karbapeneme bio nizak, zabelezen je negativan rezultat, ali je i kod jos pet izolata rezultat testa bio
negativan iako su izolati imali vrlo visok MIK na sve testirane karbapeneme. Od 16 izolata koji su
produkovali samo OXA-48 enzime jedan je bio lazno pozitivan upotrebom ovog testa. Test MBL
MIC nije dao lazno pozitivne rezultate kod cetiri izolata kod kojih nije dokazana produkcija
karbapenemaza. Senzitivnost testa iznosila je 78,38% a specifi¢nost 94,74%.

Detekcija karbapenemaza pomocu hromogenih podloga za selekciju karbapenem
rezistentnih izolata preporucuje se kao test za screening na fekalno (gastrointestinalno) nosilastvo
CRE, koje je najvazniji potencijalni izvor ovakvih sojeva u hospitalnoj sredini.

Svi visoko rizi¢ni pacijenti (u jedinicama intenzivne nege, transplantirani,
imunokompromitovani i pacijenti koji su boravili u zemljama sa visokom prevalencom CRE)

trebalo bi da budu testirani na fekalno nosilastvo. Kao uzorak koristi se stolica i/ili rektalni bris. Do
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dobijanja negativnog rezultata svi pacijenti trebalo bi da budu u striktnoj izolaciji (najmanje 24-48
sati).1?4

Nekoliko komercijalnih testova koji se trenutno Koriste analizirano je sa genetski
definisanim sojevima- produktorima karbapenemaza (CHROMagar KPC, ChromIDCARBA,
SUPERCARBA, Brilliance CRE, The ChromID OXA-48).

Hromogene podloge su u pocetku koriSéene za detekciju ESBL pozitivnih sojeva, da bi
kasnije bile dizajnirane i hromogene podloge za detekciju CRE. Hromogeni agar za detekciju CRE
je medijum koji sadrzi hranljivu bazu i viSe razli¢itih hromogenih supstrata na koje deluju species-
specifi¢ni enzimi pa promena boje odgovarajueg supstrata omogucava detekciju karbapenemaza
kod razli¢itih vrsta Gram-negativnih bakterija. Studija Nordmana i saradnika daje podatke da je
hromogena podloga dizajnirana za detekciju ESBL enzima (ChromID ESBL; bioMerieux, La-
Balme-Les-Grotte, France) dala bolje rezultate senzitivnosti (>95%) za klasu A i B karbapenemaza
od podloge predvidene za KPC detekciju (CHROMagar KPC; CHROMagar, Paris, France).®*! U
studiji Gazina i saradnika dobijena je senzitivnost od 87,7% za ChromID ESBL u poredenju sa
40,3% za CHROMagar KPC. ChromID ESBL medijum nepodesan je za detekciju klase D
(ukljuéujuc¢i i OXA-48 enzime), jer je u njega inkorporiran cefpodoksim, cefalosporin koji
hidrolizuju samo enzimi klase A i B, ali ne i oksacilinaze, pa je njihova detekcija na ChromID
ESBL podlozi moguéa samo u sluéaju istovremene produkcije ESBL i enzima klase D.3%
Hromogeni agar Brilliance™ CRE (BC) je podloga sa inkorporiranim karbapenemom i dva
hromogena supstrata. Podaci studije iz Pakistana u kojoj je najveéi broj testiranih izolata
produkovao NDM enzime ukazuju na nisku specifi¢nost (62,5%), zbog velikog broja lazno
pozitivnih izolata koji su bili hiperproduktori ESBL/AmpC. U istoj studiji, ChromIDCARBA agar
pokazao je 100% senzitivnosti i specifi¢nosti, pozitivnu i negativnu prediktivnu vrednost od 98% i
91%, ukljuéujuéi i adekvatnu prebojenost kolonija.3%

Adler sa sardnicima 3% komparira tri komercijalne hromogene podloge za detekciju CRE iz
rektalnih briseva- CHROMagar-KPC (Hy-Labs, Rehovot, Israel), MacConkey agar sa dodatim
imipenemom u koncentraciji 1ug/mL, i MacConkey agar sa diskovima imipenema, meropenema i
ertapenema. Najvisa senzitivnost (85%) i specifi¢nost (94.3%) je odredena kod MacConkey agara
sa imipenemom. Ogranicenje studije je da su koriS¢eni samo Sojevi koji su produkovali KPC

enzime.

132



Vrioni i saradnici daju podatke 0 visokoj senzitivnosti (92.4%) i specifi¢nosti (96.9%)
ChromID CARBA agara (bioMerieux), kojim su testirana 92 izolata CPE kod kojih je genotipskim
metodama potvrdeno prisustvo gena za sintezu karbapenemaza.>%

Jedan od novijih medijuma je SUPERCARBA, nehromogeni medijum razvijen 2012.
godine, baziran na Drigalski agaru u koji je inkorporirana niska koncentracija ertapenema sa cink
sulfatom i kloksacilinom, za inhibiciju AmpC enzima i izolata kod kojih smanjena osetljivost na
karbapeneme nije uslovljena produkcijom karbapenemaza. Ovo je jedini hromogeni medijum koji
omogucava detekciju svih klasa karbapenemaza, i jedini medijum Kkoji diferencira produktore
karbapenemaza od izolata kod kojih rezistencija na karbapeneme nije uzrokovana ovim enzimima.
Detekcija SUPERCARBA medijumom pokazala je najbolje rezultate senzitivnosti i specifi¢nosti
(95,6% 1 82,2%) u uporednom testiranju ChromID ESBL agarom i CHROMagar KPC agarom.
Omogucéava detekciju A, B i D klase karbapenemaza sa senzitivnoséu od 100% ( klasa A po
Ambler-u), 90% ( klasa B) i 100% ( klasa D).**" Girlich i saradnici su ustanovili da je
SUPERCARBA agar pokazao visu senzitivnost (96,5%) od Brilliance CRE (76.3%) i CHROMagar
KPC (43%) 3%

Izolati produktori OXA-48 enzima relativno cCesto daju niske nivoe rezistencije na
karbapeneme, i obi¢no su osetljivi na cefalosporine, pa hromogene podloge nisu odgovarajuci
testovi za njihovu detekciju. Ruppe sa saradnicima preporucuje modifikaciju testa sa prethodnom
24-satnom inkubacijom u bujonu sa ertapenemom, i zatim zasejavanje na Drigalski agar sa MIK
testovima za ertapenem i meropenem.3* Senzitivnost i specificnost testova varira u istraZivanjima,
Sto je najcesce posledica karakteristika kolekcija sojeva koji su kori$¢eni. Prema podacima iz ovog
istrazivanja, nasuprot podacima drugih autora da hromogene podloge ne daju dobre rezultate u
testiranju izolata koji produkuju OXA-48 enzime, testiranjem ChromID CARBA agarom dobijena
je visoka senzitivnost i specifi¢nost za sve testirane sojeve, ukljucujuéi i sve OXA-48 pozitivne
sojeve osim jednog, gde je MIK meropenema bio 0,25ug/ml, i MIK ertapenema 8ug/ml. Razlog
tome mogle bi biti geografske karakteristike sojeva. Karakteristike OXA-48 pozitivnih izolata iz
ovog istrazivanja pokazale su, za razliku od podataka drugih autora, u 11 od 27 izolata
intermedijarnu osetljivost na imipenem (2ug/ml) i visoke nivoe rezistencije na ertapenem
(>8ug/ml) i meropenem (>16pg/ml). Kod ove grupe izolata tri su produkovala i OXA-48 i NDM
enzime, a 8 izolata samo OXA-48 enzim. U 13 od 27 izolata nivoi rezistencije bili su visoki na sva
tri testirana karbapenema, od kojih je sedam produkovalo OXA-48 i NDM enzime, a $est izolata

samo OXA-48 enzim. Kod velikog broja izolata (15 od 27) fenotipskim metodama je potvrdena

133



produkcija ESBL enzima. Takode, karakteristicno je da su svi OXA-48 pozitivni izolati imali
visoke nivoe rezistencije na piperacilin-tazobaktam, cefotaksim, cefepim i ceftazidim. Zbog razlika
u fenotipskim osobinama i antimikrobnoj osetljivosti sojeva produktora odredenog tipa
karbapenemaza u razli€itim regijama, procena validnosti hromogenih podloga mogla bi da se bazira

na lokalnoj epidemioloskoj situaciji i karakteristikama sojeva na odredenom geografskom podrucju.

U ovom istrazivanju, od pedeset dva izolata vrsta iz porodice Enterobacteriaceae koji su
produkovali NDM, KPC i OXA-48 enzime, testiranjem ChromID CARBA agarom dobijena je
senzitivnost od 97,08% i specifi¢nost od 75%. Izolati su pokazali tipi¢an porast prema uputstvu
proizvodaca: vrsta E. coli dala je tamnocrvene kolonije a rodovi Klebsiella, Enterobacter, Serratia i
Citrobacter plavo-zelene do plavo-sivo prebojene kolonije. Izolat vrste M. morganii dao je
braonkasto prebojene kolonije sa oskudnim porastom. Od karbapenemaza negativnih izolata,
P.mirabilis je dao vrlo oskudan porast bez kolonija sa braon haloom, dok nije bilo porasta kod
ostalih karbapenemaza negativnih kolonija. Prema uputstvu proizvodac¢a, mogucnost detekcije
karbapenemaza produktora u proteus grupi ovom podlogom jo§ uvek nije utvrdena. Kod cetiri
izolata enterobakterija kod kojih nije dokazana produkcija karbapenemaza nije bilo porasta na
hromogenom agaru.

Veliki broj komercijalnih testova za kolorimetrijsku detekciju karbapenemaza kod
enterobakterija dostupan je za rutinsku upotrebu*® (RAPIDEC CARBA NP, Rapid CARB Screen
Kit, Carba NP i Carba NPIIl). Njihova upotreba je jednostavna, omogucava testiranje
pojedinaénih izolata i rezultati su dostupni za dva sata od izolacije bakterijske kulture. Test ne
zahteva posebnu opremu ni obucenost osoblja. Pouzdanost testa iskazana kroz senzitivnost i
specifi¢nost potvrdena je od strane mnogih autora. Dortet sa saradnicima*®® u studiji sa 862
izolata enterobakterija sa smanjenom osetljivoS¢éu na karbapeneme, iznosi podatke o 100%
senzitivnosti 1 specifi¢nosti, PPV 1 NPV za ovaj test. Carba NP test u istrazivanjima razli¢itih autora
daje senzitivnost od 72,5%- 100%, zavisno od modifikacija originalnog protokola 347 402 493 dok su
Hombach i saradnici*® RAPIDEC CARBA NP testom dobili rezultate senzitivnosti 90,2%,
specifi¢nosti 100%, PPV 100%, i NPV 97,6%. Upotrebom veceg inokuluma specifi¢nost se
povecala na 100%. Drugi komercijalni testovi (Rapid CARB Screen Kit) daju rezultate za
senzitivnost 73,3 % za enterobakterije i 66,7 % za P.aeruginosa, i specificnost 100% u oba

slu¢aja.4%
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Upotreba Carba NP testa u ovom istrazivanju dala je 20 lazno negativnih izolata posle
prvog ocitavanja (posle 30 minuta). Lazno negativni izolati su u najve¢em broju bili zastupljeni kod
K.pneumoniae OXA-48 i OXA-48/NDM pozitivnih (15). Posle drugog ocitavanja (120 minuta),
test je bio pozitivan kod 47 karbapenemaza pozitivnih, lazno negativan kod pet izolata i nije bilo
lazno pozitivnih rezultata. Tri lazno negativna izolata posle prvog ocitavanja (posle 30 minuta) koji
su naknadno pokazali pozitivnost (posle 120 minuta) bili su NDM pozitivni izolati K.pneumoniae,
deset izolata K.pneumoniae OXA-48/NDM (mukoidni sojevi), po jedan izolat K.pneumoniae OXA
48/NDM i K.pneumoniae NDM koji su imali MIK ertapenema/ meropenema/ imipenema
4/0,25/1pg/ml i NDM 8/0,25/1pg/ml (datim redom). Rezultati ovog istrazivanja (senzitivnost
90.38%, specifi¢nosti 100%, PPV 100%, i NPV 44,44%) ukazuju na dobre karakteristike testa.

Ovi rezultati slazu se sa nalazima drugih autora, gde se pozitivnost u testu za 70% lazno
negativnih izolata ocitava posle 120 minuta inkubacije.*** Dortet i saradnici takode ukazuju na
pojavu lazno negativnih rezultata kod izolata koji produkuju OXA enzime (OXA-244 i OXA-
181).4%Lazno negativni rezultati kod Carba NP testa zabelezeni su za Providencia rettgeri, P.
stuartii i P.mirabilis,*% 4% posebno kod mukoidnih sojeva i sojeva kod kojih je utvrdena

produkcija NDM enzima.

Potrebna su dalja istraZzivanja u smislu modifikacije brzih testova kako bi se poboljsala
njihova senzitivnost i specifiénost.*’Posebno je vazno obratiti paznju na adekvatan inokulum i
precizno vreme ocCitavanja testa. Razlike u senzitivosti i specifi¢nosti najverovatnije poticu od
vrste izolata, njihovih kulturelnih osobina (mukoidni sojevi), kao i tipa enzima koji poseduju.To se
posebno odnosi na podrucja gde dominiraju OXA enzimi, $to se moze reci i za nase podrucje, gde

je detektovano prisustvo OXA-48 enzima u velikom broju ispitanih sojeva.

Za odredivanje fenotipa rezistencije Vitek 2 AES sistem uporeduje svaku vrednost MIK za
dati izolat sa distribucijom MIK vrednosti bakterija sa poznatim mehanizmom rezistencije iz baze
podataka. Za odredivanje fenotipa rezistencije potrebno je da svi ili svi osim jedne vrednosti MIK
odgovaraju MIK distribuciji datog mehanizma rezistencije.

Mnogi autori ispitivali su validnost Vitek2 AES sistema u detekciji fenotipa rezistencije.
Woodford sa saradnicima iznosi podatke o 74% senzitivnosti i 38% specifi¢nosti Vitek2 AES
sistema u detekciji karbapenemaza. Posebno istice problem detekcije OXA-48 enzima Koji su,
ukoliko nisu udruzeni sa ESBL ili AmpC enzimima u najveéem broju slucajeva osetljivi na
cefalosporine proSirenog spektra dejstva. Takode, izolati produktori karbapenemaza sa niskim

nivoom rezistencije na karbapeneme nisu mogli korektno da budu detektovani ovim sistemom.
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408 jednoj kineskoj studiji, Vitek2 AES nije dao zadovoljavajuée rezultate u tumacenju produkcije
karbapenemaza kod NDM izolata (57 od 100), dok su rezultati bili bolji kod izolata produktora
KPC enzima (89 od 95).“®Vading i saradnici daju podatke o boljim rezultatima Vitek2 AES
sistema koriS¢enjem kartica koje poseduju tri karbapenema, u odnosu na kartice sa jednim ili dva

karbapenema.®*

Istrazivanje sprovedeno na 81 izolatu CRE od kojih je 48 izolata produkovalo
karbapenemaze (23 IMP-4, 14 IMP-8, 5 NDM-1, KPC-2), ukazuje na dobru senzitivnost Vitek2
AES sistema u detekciji ovih enzima koja je iznosila 75.00%, dok je specifi¢nost iznosila 36.4 %.
40U tom istrazivanju, 85,71% izolata korektno je definisano kao karbapenemaza pozitivni, a sliéne
podatke nalazimo i kod drugih atora- Nakamura i saradnici dobili su poklapanje PCR metode i
Vitek2 AES kod 91,6% (120 od 131) izolata. 1

Kombinacije karbapenema na odredenim Vitek karticama takode ima uticaja na detekciju
fenotipa rezistencije. Sa ertapenemom i meropenemom kao indikatorima (MIC >4 pg/ml i >8
ug/ml, datim redom), Vitek 2 ne moze da diferencira karbapenemaza pozitivne izolate od onih sa

drugim mehanizmima rezistencije,*%®

posebno ukoliko se ovi Kriterijumi primenjuju u oblastima
gde postoji veliki broj izolata sa rezistencijom na karbapeneme koja nije posredovana
karbapenemazama, kao §to su produktori ESBL sa alteracijom porina, i koji su rezistentni na
ertapenem.

Studija Pasterana i saradnika*'? iznosi podatke da, ukoliko se kao graniéne vrednosti za
screening izolata suspektnih na produkciju karbapenemaza uzmu imipenem MIC>2 pg/ml i
meropenem MIC >1 pg/ml, vecina izolata u datom istraZivanju bila bi korektno identifikovana.
Senzitivnost, specifi¢nost, pozitivna prediktivna vrednost i negativna prediktivna vrednost iznosila
je 98%, 94%, 95% i 98% (datim redom). Kod izolata sa alternativnim mehanizmima
rezistencije, najceséa distribucija MIK imipenema bila je <1 pg/ml, i MIK meropenema <0.5
ug/ml. Prisustvo karbapenemaza odredeno AES sistemom je u tom istrazivanju detektovano kod
76% izolata. Najbolji rezultati postignuti su u detekciji OXA-163 (100%) i KPC enzima (87%), au

detekciji MBL enzima samo 25% izolata.

Upotrebom Vitek2 AES u ovom istrazivanju kod izolata koji su produkovali samo NDM
enzime 22 od 24 izolata korektno je definisano kao potencijalni produktori karbapenemaza, kao i
svih 16 izolata koji su produkovali samo OXA-48 enzime. Produkcija karbapenemaza odredena je i

kod 10 od 12 izolata koji su produkovali vise od jednog enzima. Nije bilo lazno pozitivnih

136



rezultata. Lazno negativni rezultati zabeleZeni su kod jednog NDM pozitivnog izolat M. morganii
koji je definisan kao ESBL pozitivan, dva NDM pozitivna izolata E.aerogenes, definisana kao
izolati produktori AmpC enzima sa nepropustljivos$¢u spoljasnje membrane, i jedan OXA-48/NDM
pozitivan izolat E.cloacae gde je mehanizam rezistencije definisan kao hiperprodukcija
cefalosporinaza sa nepropustljivos¢u spoljaSnje membrane. Ukupan broj izolata pozitivnih na
produkciju karbapenemaza Vitek2 AES sistemom iznosio je 48 (92,3%). Vitek2 AES sistem
pokazao senzitivnost (98,08%) i specifi¢nost (100,00%) u detekciji karbapenemaza. Rezultati ovog
istrazivanja sli¢ni su podacima studije Valenza-e i saradnika koji su dobili senzitivnost 100,00% i
specifi¢nost 96,00%.4'3 Automatizovani sistemi, kao §to je Vitek2 mogu biti korisni u detekciji
karbapenemaza, posebno u kombinaciji sa fenotipskim testovima sinergizma. Takode, efikasnost
ove metode zavisi i od vrste soja koji produkuje karbapenemazu, posebno od njegovog profila

rezistencije.

Za detekciju karbapenemaza genotipskim metodama kod vrste P.aeruginosa u ovom
istrazivanju izdvojeno je 14 izolata P.aeruginosa kod kojih je MIK za imipenem bio >8ug/ml.
Samo dva izolata bila su osetljiva na piperacilin-tazobaktam i dva izolata bila su osetljiva na
cefepim i ceftazidim.Svi izolati bili su rezistentni na imipenem; na meropenem je jedan izolat bio
senzitivan i dva intermedijarno osetljiva; ostalin 11 bilo je rezistentno (svi osim jednog izolata

imali su MIK >16pg). Svi izolati bili su multirezistentni.

Metodom PCR u ovom istraZivanju nije dokazano prisustvo blaviv i blakec gena ni u
jednom ispitanom izolatu. Prisustvo blanom gena dokazano je kod Sest izolata (42,85%). Za
fenotipsku detekciju karbapenemaza koriS¢en je Carba NP test i definisanje fenotipa rezistencije
Vitek2 AES sistemom. Fenotipska detekcija produktora MBL je u ispitivana diskovima DPA i
EDTA (fenotipski test sinergizma), metodom kombinovanog disk testa (CDT) koriS¢enjem diskova

meropenem/DPA i imipenem/EDTA i MBL MIC testom.

Prema podacima iz ovog istrazivanja, kod karbapenemaza pozitivnih P.aeruginosa u
fenotipskom testu sinergizma od Sest NDM pozitivnih izolata, DPA test je kod svih izolata bio
pozitivan (100%), dok je EDTA bio pozitivan u pet izolata (jedan izolat bio je lazno negativan)-
83,3%. Kod osam karbapenemaza negativnih izolata P.aeruginosa sedam je bilo lazno pozitivno
testom DPA (87,5%), 1 Sest od osam testom EDTA (75%).
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Kombinovani disk test (CDT) kod karbapenemaza pozitivnih izolata P.aeruginosa je u pet
od Sest sluCajeva dao pozitivan rezultat kod DPA i EDTA (83,3%). Sedam karbapenemaza
negativnih izolata bilo je lazno pozitivno na produkciju MBL enzima- pozitivni samo na DPA test
(87,5%). Test CDT sa EDTA bio je pozitivan u Sest od osam karbapenemaza negativnih izolata
P.aeruginosa (75%)- lazno pozitivan rezultat. Kod svih karbapenemaza pozitivnih P.aeruginosa
MIC MBL test je dao pozitivne rezultate (100%). Koli¢nik je u svim slué¢ajevima bio >20. Kod
sedam od osam karbapenemaza negativnih izolata P.aeruginosa MIC MBL test je dao pozitivne

rezultate (87,5%). Koli¢nik je u svim slu¢ajevima bio >20.

Podaci drugih autora ukazuju na dobre rezultate CDT testa sa DPA i EDTA. Peter i
saradnici nalaze za CDT sa DPA senzitivnost 84,4% 1 specificnost 81,8%, dok je CDT test sa
EDTA pokazao senzitivnost 86,7% i specifiénost 51,1%. 3 Khosravi sa saradnicima nalazi da je
senzitivnost CDT, testa sinergizma i MIC MBL testa 100%, dok je specificnost najveca kod testa
sinergizma (96,6%) 1 MIC MBL testa (62,1%), a najnize vrednosti beleze se kod CDT testa
(43,1%).** U istrazivanju Pitout-a i saradnika testom sinergizma IPM+EDTA nadena je
senzitivnost 96% i specificnost 91,%. a MIC MBL test takode je pokazao senzitivnost 96% i
specifi¢nost 91%, gde su ispitivani VIM i IMP produktori.®®” 1 drugi autori iznose sli¢ne podatke o
senzitivnosti (100%) CDT testa sa EDTA 1 MIC MBL testa, a najbolje rezultate postizu sa diskom
doripenema. Specifiénost CDT testa iznosi 47,2%, a MIC MBL testa 24,64% .4 Qu sa saradnicima
ukazuje na 100% senzitivnosti 1 specificnosti upotrebom CDT testa sa EDTA, dok su senzitivnost 1
specifi¢nost MIC MBL testa 85,7% i 100%.%*® Podednako senzitivni i specifi¢ni su CDT i MIC
MBL test kod Behera-e i saradnika, dok je test sinergizma u njihovom istrazivanju dao slabije

rezultate.*’

Pojava lazno pozitivnih rezultata smanjuje specificnost testa i umanjuje njegovu vrednost u
detekciji karbapenemaza. Lazno pozitivni rezultati koji se beleze kod svih fenotipskih metoda
detekcije i u ovom istrazivanju ali i kod drugih autora, mogu biti posledica prisustva novih ili
metalo-p-laktamaza koje nisu obuhvacene istrazivanjem, dok pojava lazno negativnih rezultata
ukazuje na moguénost nedovoljne ekspresije gena koji kodiraju MBL, $to uslovljava slabu
aktivnost enzima. Takode, MIC MBL test nije pogodan za detekciju produktora metalo-beta
laktamaza kod izolata koji su senzitivni na karbapeneme, gde bolje rezultate daje CDT test sa
EDTA. U ovom istrazivanju, potrebna su dalja ispitivanja PCR metodom uvodenjem prajmera za

druge tipove MBL.
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Od 14 ispitanih izolata, koris¢enjem CARBA NP testa zabeleZena su dva lazno negativna
rezultata i jedan lazno pozitivan rezultat. Rezultati ovog istrazivanja slazu se sa rezultatima drugih
istrazivata. Mnogi autori istiCu znacaj ovog testa dajuci podatke o visokoj senzitivnosti i
specifi¢nosti ovog testa. Peter sa saradnicima daje podatke o 93,3% senzitivnosti i 96,6%
specifi¢nosti.®”® Dortet sa saradnicima nalazi specifi¢nost od 100%, i senzitivnost 94.4%, sa
napomenom da test nije pogodan kod prisustva GES enzima. Autori takode isti¢u pozitivnost kod
testiranja IMP pozitivnih izolata osetljivih na karbapeneme. Znacaj ovog testa posebno se isti¢e kod
detekcije nosilastva karbapenemaza pozitivnih sojeva, prevencije epidemija u bolni¢kim sredinama
i brzine detekcije (rezultati dostupni za dva sata od izolacije soja). Kako se geni za metalo- beta
laktamaze najces$¢e nalaze na plazmidima, koji omoguéavaju njihov prenos i na druge bakterijske
vrste (Enterobacteriaceae i Acinetobacter species), brzom detekcijom sojeva koji produkuju ove
enzime spre¢ava se njihovo Sirenje u bolni¢kim sredinama. 18

Ispitivanje fenotipova rezistencije pomocu Vitek2 AES sistema koriS¢enjem AST N240
kartice pokazalo je razliCite fenotipove. Produkcija karbapenemaza koris¢enjem Vitek2 AES
sistema korektno je definisana u Cetiri od Sest izolata kod kojih su PCR metodom dokazani blanom
geni. Dva karbapenemaza pozitivna izolata definisana su kao AmpC+ nepropustljivost spoljne
membrane- lazno negativni rezultati.

Kod osam karbapenemaza negativnih izolata, pet izolata je Vitek2 AES sistemom
identifikovano kao AmpC+ nepropustljivost spoljne membrane, dok su tri izolata definisana kao
nepropustljivost spoljne membrane- nije bilo lazno pozitivnih rezultata. U literaturi nema mnogo
podataka o validnosti Vitek2 AES sistema u detekciji fenotipa rezistencije kod P.aeruginosa. Neki
podaci ukazuju na bolje rezultate u odredivanju fenotipa rezistencije kod KPC pozitivnih u odnosu

na MBL pozitivne izolate, kao i kod testiranja enterobakterija.*%8 412

Kombinovani test boroni¢ne kiseline za detekciju enzima klase A kod P.aeruginosa u
nekim istrazivanjima daje dobre rezultate (84,6% korektno identifikovanih izolata).**U ovom
istrazivanju blakec gen nije detektovan ni kod jednog izolata, a ni kod jednog izolata nije zabelezen
izolovano pozitivan test samo na boroni¢nu kiselinu, koji bi ukazivao na prisustvo enzima klase A.
Test je bio pozitivan samo kod izolata koji su bili produktori AmpC enzima i pokazali pozitivnost i

sa kloksacilinom.

Povecan nivo rezistencije na karbapeneme, a ne samo dokazano prisustvo karbapenemaza u

izolatima Gram-negativnih bacila na odredenom podruc¢ju obavezuje mikrobioloske laboratorije na
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svakodnevni, kontinuirani skrining njihovog prisustva u rutinskom radu sprovodenjem testiranja
potencijalnih produktora karbapenemaza fenotipskim metodana. Prvi korak je primena adekvatno
odabranih screening vrednosti zona inhibicije i MIK vrednosti za selekciju izolata sa smanjenom
osetljivos¢u na karbapeneme. Time se omoguéava prepoznavanje potencijalnih produktora
karbapenemaza i njihovo dalje ispitivanje fenotipskim metodama. Ispitivanje mehanizama
rezistencije na karbapeneme fenotipskim metodama je dobra alternativa za rutinski rad. Sa aspekta
svakodnevnog rada u laboratoriji, upotreba ovih testova je od velikog znacaja jer ne zahtevaju
skupu opremu i reagense, kao ni specijalnu obuku laboratorijskog osoblja za izvodenje i tumacenje
testova. Fenotipske metode su kod izolata sa naSeg podru¢ja dale relativno dobre rezultate
senzitivnosti 1 specificnosti. Dobri rezultati senzitivnosti fenotipskih metoda omogucéavaju pracenje

pojave, porasta broja i distribucije ovih izolata u bolni¢kim sredinama.

Porast incidence CRE i rezistencije na karbapeneme kod vrste P.aeruginosa na nasem
podrudju i potencijalna opasnost od Sirenja gena za sintezu karbapenemaza u bakterijskoj populaciji
ukazuju na neophodnost dalje analize klinicki i epidemioloski znacajnih sojeva genotipskim

metodama.

Prepoznavanje mehanizama rezistencije i pracenje pojave karbapenemaza pozitivnih izolata
od kljuénog je znaaja za borbu protiv daljeg Sirenja rezistentnih sojeva, kao i za adekvatan
terapijski pristup kod infekcija izazvanih ovim sojevima. Visoka smrtnost i brza diseminacija
zahtevaju kompleksan pristup i hitnu primenu mera za kontrolu njihovog prisustva u populaciji,
kako u bolnic¢koj sredini, tako 1 u vanbolni¢kim uslovima. lako protokoli za odredivanje
antimikrobne osetljivosti ne predvidaju obavezu pracenja ove pojave, mora se uzeti u obzir da se
odnose na zemlje u kojima je kontrola bolnickih infekcija regulisana nezavisno od mikrobioloskih
laboratorija koje se bave rutinskim radom. U nasoj zemlji klinicke mikrobioloske laboratorije
jedine odreduju i prate pojavu i mehanizme rezistencije, te bi stoga njihova obaveza bila da jednu
ovako vaznu pojavu kontinuirano prate i o tome izvestavaju kliniCke lekare, klinicke farmakologe 1
epidemiologe, kako bi se timskim radom sprecilo dalje Sirenje bakterijske rezistencije 1 posledice

koje bi ova pojava mogla da ima po ljudsko zdravije.
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7 ZAKLJUCCI

vvvvv

karbapeneme kod enterobakterija bila produkcija karbapenemaza iz klase A, B i D po

Ambler-u.

vvvvv

karbapeneme kod vrste Pseudomonas aeruginosa bila produkcija karbapenemaza.
Fenotipske metode ukazale su na prisustvo metalo-p laktamaza (klasa B karbapenemaza po
Ambler-u).

— Prisustvo gena za sintezu karbapenemaza kod enterobakterija utvrdeno je kod 92,85% svih
ispitivanih izolata. Ovim je odbafena hipoteza da je na naSem podrucju rezistencija na
karbapeneme posredovana udruzenim mehanizmima izmenjene ekspresije porina i
hipersekrecijom beta laktamaza prosirenog spektra delovanja (ESBL) i AmpC fB-laktamaza

najce$¢i mehanizam rezistencije enterobakterija na karbapeneme.

— Kod enterobakterija sa smanjenom osetljivos¢u na karbapeneme primenom PCR metode
dokazano je prisustvo blanpm, blaoxa-4s i blakec gena za produkciju karbapenemaza.
Najces¢i su bili izolati kod kojih je dokazan blanom gen i izolati kod kojih je dokazan
blaoxa-4g gen, §to potvrduje hipotezu da su NDM i OXA-48 karbapenemaze najéesc¢i tipovi
karbapenemaza kod enterobakterija na nasem podru¢ju. Kod 21,42% ispitana izolata
enterobakterija detektovano je prisustvo dva ili viSe razli¢itih tipova karbapenemaza. Kod

svih ispitanih izolata dokazano je odsustvo blavim gena.

— Kaod 42,85% izolata Pseudomonas aeruginosa sa smanjenom osetljivos¢u na karbapeneme
PCR metodom je dokazano prisustvo blanom gena. Time je potvrdena hipoteza da su za
rezistenciju na karbapeneme uslovljenu prisustvom pB-laktamaza kod vrste Pseudomonas
aeruginosa najc¢es¢e odgovorni enzimi iz grupe metalo- B-laktamaza. Kod svih ispitanih

izolata Pseudomonas aeruginosa dokazano je odsustvo blayim i blakec gena.
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Fenotipskim metodama dokazano je prisustvo AmpC beta-laktamaza i ESBL kod
enterobakterija sa smanjenom osetljivos¢u na karbapeneme kod je kojih PCR metodom

dokazano odsustvo blaoxa-ss, blanowm, blavim i blakec gena.

Kod enterobakterija, karbapenemaze su najceS¢e bile detektovane kod Klebsiella
pneumoniae i Enterobacter cloacae. Karbapenemaze su detektovane i kod izolata
Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Echerichia coli i
Morganella morganii.

Karakteristike karbapenemaza vezane za vrstu: prisustvo bla nom gena dokazano je najcesce
kod vrste Klebsiella pneumoniae i Enterobacter cloacae, dok je prisustvo blaoxa-4s gena
najcesce dokazano kod vrste Klebsiella pneumoniae. Geni za produkciju KPC enzima

(blakec) utvrdeni su kod vrste Enterobacter cloacae i vrste Klebsiella pneumoniae.

Detekcija fenotipa rezistencije Vitek2 AES sistemom je kod enterobakterija pokazala visoke
vrednosti senzitivnosti i specificnosti (98,08%, 100%, datim redom), dok je PPV je bila
100%, $to ovu fenotipsku metodu ¢ini podesnom za detekciju produkcije karbapenemaza u

rutinskom radu.

Modifikovanim Hodge testom kod enterobakterija dobijene su visoke vrednosti
specificnosti (100,00%), Sto ukazuje na pouzdanost pozitivnog testa. Najbolje vrednosti
zabelezene su kod OXA-48 pozitivnih izolata, dok niske vrednosti NPV (36,36%) ukazuju

na veliki broj lazno negativnih izolata, koji su naj¢esc¢i kod NDM pozitivnih izolata.

Koris¢enjem CARBA NP testa kod enterobakterija dobijene su visoke vrednosti
senzitivnosti 90,38% 1 specifi¢nosti 100,00%, kao 1 vrednost PPV koja je bila 96,67%, §to
opravdava potrebu za njegovom upotrebom, posebno u situacijama kad je potrebna hitna
orijentacija o prisustvu karbapenemaza. Niska vrednost NPV 44,44%, ukazuje na znacajan

broj lazno negativnih rezultata 1 iziskuje primenu dodatnih testova.

Fenotipsko ispitivanje produkcije karbapenemaza upotrebom chromIlD CARBA agar
podloge dalo je dobre rezultate senzitivnosti i PPV, §to ga ¢ini podesnim za screening

pacijenata u bolnickoj sredini na fekalno nosilastvo.

Od cetiri testa koji se koriste u fenotipskoj detekciji karbapenemaza (Vitek 2 AES sistem,
MHT, CARBA NP test i chromID CARBA agar) najbolje rezultate po sva Cetiri parametra
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pokazao je Vitek 2 AES sistem. Niske vrednosti NPV kod MHT i CARBA NP testa

ukazuju na nemogucnost samostalnog koris¢enja u testiranju izolata sa naseg podrucja.

Analizom rezultata tri fenotipske metode za detekciju metalo-f laktamaza (kombinovanog
disk testa i testa sinergizma za detekciju produkcije MBL dipikolini¢nom kiselinom-DPA i
etilen-diamino-tetrasiréetnom kiselinom- EDTA i MIC MBL test trake) najbolje rezultate
po svim ispitanim parametrima dao je test sa EDTA. Svi testovi pokazali su izuzetno visoku
specifi¢nost (100,00%, 100,00%, 94,74%, datim redom) i PPV, dok je senzitivnost testa
nesto manja (75,68%, 83,33%, 78,38%, datim redom). Koris¢enjem kombinacije ovih
testova u rutinskom radu dodatno bi se smanjio procenat lazno negativnih rezultata, Sto bi

uticalo na povecanje senzitivnosti metode.

Analizom dve fenotipske metode za detekciju produkcije enzima klase A karbapenemaza,
fenotipskog testa sinergizma boroni¢nom kiselinom i kombinovanog disk testa boroni¢cnom
kiselinom, zbog malog broja izolata koji su produkovali KPC enzim iz klase A (dva), i to
zajedno sa drugim tipovima karbapenemaza, vrednosti senzitivnosti i NPV koje su bile
visoke (nije bilo lazno negativnih izolata) nisu mogle biti adekvatno tumacene. Dobijene su
izuzetno niske vrednosti PPV, $to ukazuje na veliki broj lazno pozitivnih izolata, posebno
kod produktora OXA-48, te je u fenotipskoj detekciji karbapenemaza potrebno istovremeno

koriS¢enje testova za razlicite klase.

Metoda fenotipskog CDT testa za detekciju produkcije enzima klase D diskom temocilina
pokazala je izuzetno dobre rezultate za sva Cetiri ispitana parametra, ali samo kod izolata
koji su ispunjavali kriterijum nepostojanja sinergizma u testovima vezanim za detekciju
MBL/KPC enzima. Karakteristike ispitanih izolata sa naseg podrucja ukazuju na veliki broj
izolata kod kojih je detektovano prisustvo i OXA-48 i NDM enzima, sa pozitivnim
fenotipskim testovima za detekciju MBL, ¢ime su oni iskljuceni iz tumacenja testa diskom
temocilina. Time ovaj test, uprkos visokim vrednostima senzitivnosti i specifi¢nosti, gubi na

efikasnosti zbog karakteristika ispitanih izolata.

Na osnovu dobijenih rezultata senzitivnosti, specifi¢nosti, PPV i NPV, potvrdena je
hipoteza da metode fenotipskog dokazivanja produkcije karbapenemaza predstavljaju
pouzdan test za detekciju mehanizma rezistencije koji je posledica enzimske destrukcije

karbapenema i kod enterobakterija i kod vrste Pseudomonas aeruginosa.
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Za izolate enterobakterija i Pseudomonas aeruginosa sa naSeg geografskog podrudja,
screening potencijalnih produktora karbapenemaza disk-difuzionom metodom i Vitek 2
AES sistem sa datim grani¢nim vrednostima MIK 1 fenotipskim tumacenjem, u kombinaciji
sa kombinovanim disk testom-KPC/Metallo-beta-lactamase and OXA-48 Confirm Kit i
kombinovanim disk testom imipenem/imipenem+EDTA prema dobijenim rezultatima
mogao bi da predstavlja set testova koji bi sa vrlo visokom pouzdanos¢u selektovao

potencijalne produktore karbapenemaza.

Najces¢i fenotipovi rezistencije kod enterobakterija bili su (1) izolati rezistentni na sve
testirane AML osim na kolistin i tigeciklin (17,27%), (2) izolati rezistentni na sve testirane
AML osim na amikacin, tigeciklin, fosfomicin i intermedijarno osetljivi na imipenem
(16,36%) 1 (3) izolati rezistentni na sve testirane AML osim na Kkolistin, tigeciklin,

fosfomicin i amikacin (14,55%).

Najcesc¢i fenotipovi rezistencije kod vrste Pseudomonas aeruginosa bili su (1) izolati
rezistentni na sve testirane AML osim na piperacilin-tazobaktam i kolistin (28%), (2) izolati
rezistentni na sve testirane AML osim na kolistin (26,67%) (3) izolati rezistentni na sve

testirane AML osim na ceftazidim, cefepim, piperacilin-tazobaktam i kolistin (13,33%).

Svi izolati enterobakterija i vrste Pseudomonas aeruginosa sa smanjenom osetljivo§¢u na
karbapeneme pokazali su multirezistenciju ¢ime je potvrdena hipoteza da je prisustvo
rezistencije na karbapeneme povezano sa rezistencijom na druge klase antimikrobnih

lekova, kako kod enterobakterija tako i kod vrste Pseudomonas aeruginosa
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M3jasa 1.

N3JABA O AYTOPCTBY

M3jaBrbyjem fa je AOKTOpCKa AucepTauuja, noa HacnosoM ,JleTeknunja MexaHuzama
pe3ncTeHuuje Ha KapOaneHeMe Ko/ eHTepobakTepuja u Bpcre Pseudomonas aeruginosa*“

Koja je onbpareHa Ha MeanUMHCKOM hakynTeTy YHuBep3uTeTa y Huy:
e PE3YNTAT COMCTBEHOI UCTPaXXMBaYKor paaa;

e [a OBy AgucepTauumjy, HW y UENWUHW, HUTU y AeNoBWMMa, HMCaM fnpujasbmMeao/na Ha
APYruM dakynTeTuMa, HUTU YHUBEP3UTETUMA;

e [a HuCaM nospeano/na ayTopcka npasa, HUTWU 3n0ynoTpebuo/na WHTeNnekTyanHy
CBOjUHY Apyrux nuua.

[osBosbaBam fa ce objaBe MOjW IMYHKM ModauM, KOjU Cy Yy BE3W Ca ayTOPCTBOM M
nobujarbeM akageMckor 3Bakba JOKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy UMe U npe3vMe, roamHa U Mecrto
pohera 1 aaTym onbpaHe paga, v To y KaTtanory bubnuoreke, urutanHoM penosvTopujymy
YHuBep3uTeTa y Huwy, kao v y nybnmkaumnjama YHuBepsuteTa y Huuuy.

Y Huuwy,

[MoTnunc aytopa auceprauuje:

(Nme, cpeatrbe CNnoBo u npesume)




U3jasa 2.

M3JABA O UCTOBETHOCTW EJIEKTPOHCKOI' U LUTAMIMAHOI OBJIUKA JOKTOPCKE
OANCEPTALIMIE

Hacnos auceprauvje: ,,JleTeknnja MexaHu3amMa pe3HCTEHIHje HA KapOaneHeme Ko/
eHTepobaKkTepuja u Bpcre Pseudomonas aeruginosa“

M3jaB/byjeM pa je enekTpoHCkM 06AMK MOje [OKTOpCKe AucepTaluje, Kojy cam
npeaao/na 3a yHowere Yy [AUruTanHu penosmtopujym YHusepsutetra y Hwuwy,
NCTOBETAH WTaMnaHoM ob6uKy.

Y Huuwy,

MoTnuc aytopa auceprauuje:

(/‘*5 Hau<g C Mo g i o F ’«/71"“7"&

(VIMe, cpearbe CNoBO U rpesume)




U3jaBa 3:

N3JABA O KOPULLREHY

Oenawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoreky ,Hukona Tecna“ pa y AurutanHu
pernosnTopujym YHuBep3uTteTa y Huwy yHece Mojy AOKTOPCKY AncepTalnjy, nog HacnoBOM:

»lleTeKlHja MeXxaHH3aMa pe3UCTeHIije Ha KapbaneHeMe Ko/l eHTepo0aKTepHja U BPCTe
Pseudomonas aeruginosa“

AvicepTaunjy ca cBMM Npuno3uMa npeaao/na caM y enekTPOHCKOM 061Ky, MoroAHOM
3a TpajHO apxuBuMparse.

Mojy AOKTOpPCKY AucepTauwnjy, yHeTy y AurutanHu penosutopujyMm YHUBep3uTeTa Yy
Huwy, mMory Kopuctutn cBW Koju mowTyjy oapenbe caapxaHe y onabpaHoM TuMy JSiMLEHLE
KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons), 3a Kojy cam ce oanyyuo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AytopcTtBo - HekoMepumjanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBo - HekoMmepuwmjanHo - 6e3 npepage (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HeKkoMepuMjanHo — AennTn noa uctum ycrnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo - 6e3 npepage (CC BY-ND)

6. AyTOPCTBO — [€nUTh nof uctum ycnosuma (CC BY-SA)'

y Huwy,

[MoTnwnc aytopa anceprtauumje:

Creovars G uuﬂo/o@puﬁ' - ol

(Mme, cpenrbe cNoBoO M NpesuMe)




