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BETA-LAKTAMAZE PROSIRENOG SPEKTRA
DJELOVANJA KAO UZROK SIRENJA OTPORNOSTI
BAKTERIJA NA ANTIBIOTIKE

Ibrahimagi¢ Amir
Sazetak

Beta-laktamaze proSirenog spektra djelovanja (engl. extended spectrum beta-lactamases, ESBL)
su enzimi otkriveni u kasnim 1970-tim i ranim 1980-tim godinama medu gram-negativnim
bakterijama. Beta laktamski antibiotici se uobicajeno koriste za lijeCenje bakterijskih infekcija. U
ovu grupu antibiotika spadaju penicilini, cefalosporini, karbapenemi i monobaktami. Beta
laktamaze proSirenog spektra djelovanja su enzimi koji hidroliziraju beta-laktamski prsten
antibiotika, pri ¢emu ponistavaju dejstvo antibiotika u terapiji. ESBL se naj¢es¢e nalaze kod E.
coli i K. pneumoniae, ali se takoder mogu pojaviti i kod ostalih gram-negativnih bakterija,
ukljucujuci vrste Enterobacter, Salmonela, Proteus, Citrobacter, Providentia, Morganela
morganii, Serratia marcescens, Shigela dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa, Burcholderia
cepacia i Capnocitophaga ochrocea. Porast ucestalosti ESBL-producirajucih sojeva i njihovo
znaCenje za odabir prave antimikrobne terapije, ukazao je na potrebu razvoja adekvatnih
laboratorijskih testova za detekciju ESBL i njihovu identifikaciju. Metode za detekciju ESBL
mogu biti fenotipske (metode klinicke mikrobiologije) ili molekularne.

1.Uvod

Beta-laktamaze proSirenog spektra su
enzimi koji se jako brzo razvijaju sa
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sposobnos¢u hidrolize 1 prouzrokovanja
rezistencije na oksiminocefalosporine
(cefotaksim, ceftazidim, ceftriakson,
cefuroksim i cefepim), na monobaktame
(aztreonam), ali ne i na cefamicine
(cefoksitin i  cefotetan) ili na
karbapeneme (imipenem, meropenem i
eritapenem) kod Gram negativnih
bakterija, osobito kod E. coli i Klebsiella
pneumoniae (1, 2, 3). Ovi enzimi se vezu
na ciljno mjesto djelovanja penicilina
(engl., protein binding protein, PBP), sa
kojima ¢ine homolognu sekvencu i
dovode do njegovog inaktiviranja (4)
(Slika 1). Vecina beta-laktamaza djeluje
tako da se najprije serinsko aktivno
mjesto enzima nekovalentno veze s
antibiotikom  stvaraju¢i  nekovalentni
Michelisov kompleks (5).
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Slika 1. Prikaz razgradnje beta-laktamskog prstena pomocu enzima beta-laktamaze
(Izvor: Samaha-Kfoury JN, Araj GF. Recent development in beta-lactamases and extended
spectrum beta-lactamases. BMJ 2003; 327:1209-13.) (4).

Djelovanje  beta-laktamaza ovisi 0
njihovom afinitetu za odredeni supstrat,
brzini hidrolize supstrata, koli€ini enzima
I propusnosti vanjske membrane gram-
negativnih bakterija (6). Do sada je
poznato vise od 500 beta-laktamaza koje
se razlikuju po jedinstvenom slijedu
aminokiselina i fenotipskim obiljezjima
(7).

S obzirom na porijeklo, beta-laktamaze
mogu biti kromozomske ili plazmidne.
Kromozomske beta-laktamaze mogu biti
konstitutivne ili inducibilne (5).
Konstitutivne kromozomske beta-
laktamaze se neprestano stvaraju, bez
obzira na prisustvo beta-laktamskog
antibiotika (6).

Inducubilne kromozomske beta-
laktamaze se stvaraju samo u slucaju
kada je bakterija izloZzena djelovanju
beta-laktamskog antibiotika (5). Neke
bakterije imaju  konstitutivne  beta-
laktamaze 1 stalno luCe male koliCine
enzima, ali kada su izlozene djelovanju
beta-laktamskog antibiotika, povecavaju
visestruku koli¢inu izlu¢enog enzima (8).

Plazmidne beta-laktamaze su kodirane

prenosivim genetskim elementima -
plazmidima i transposomima  (9).
Ustanovljeno je da su plazmidi i

transposomi posredovali u Sirenju TEM-1
beta-laktamaza E. coli na druge vrste
bakterija (10). Plazmidne beta-laktamaze
nisu  specificne za  vrstu  kao
kromozomske, ve¢ se mogu Siriti medu
razli¢itim vrstama i1 rodovima bakterija
(4). Medu gram-negativnim bakterijama
Sire se konjugacijom, a medu gram-
pozitivnim bakterijama pomocu
bakterijskih virusa - bakteriofaga (11).
Brojni rodovi gram-negativnih bakterija
posjeduju kromozomski kodirane beta-
laktamaze (5). Nastajanje ovih beta-
laktamaza se povezuje sa selektivnim
pritiskom  beta-laktamskih  antibiotika
koje luce neki mikroorganizmi prisutni u
okolisu (4). Paralelno sa uvodenjem
novih antibiotika u lijecenje infekcija,
kao posljedica selektivnog pritiska i
prevelike uporabe, nastajale su nove vrste
beta-laktamaza koje su uzrokovale
otpornost (rezistenciju) bakterija na
antibiotike (5).



2. TIPOVI BETA-LAKTAMAZA
PROSIRENOG SPEKTRA

Najve¢im dijelom ESBL su derivati
TEM-1 i TEM-2 (plazmidno kodirane
beta-laktamaze E. coli) ili SHV-1
(kromozomski  kodirani  enzimi K.
pneumoniae) (4, 12). Medutim,
posljednjih godina su CTX-M Dbeta-
laktamaze postale najrasirenija varijanta
ESBL (13) i u stalnom su porastu u
veéini  zemalja.  Klasifikacija  po
Richmond i Sykesu je bazirana na vrsti
podloge i lokaciji kodiranih gena beta-
laktamaza  (14). Hidroliza  beta-
laktamskog prstena postoji kod svih
beta-laktamaza i to nije svojstvo koje je
tipicno za ESBL, njih Kkarakterizira
sposobnost hidrolize cefalosporina trece
1 Cetvrte generacije. Tockaste mutacije
razlikuju pojedine varijante ESBL. Sve
varijante imaju mutaciju na poziciji 238 i
ona je odgovorna za hidrolizu novijih
cefalosporina.

2.1. TEM beta-laktamaze

TEM-1 je najcesca beta-laktamaza gram-
negativnih bakterija (5). Gotovo 90%
otpornosti na ampicilin kod E. coli je
uzrokovano produkcijom TEM-1 (5).
TEM-1 je takoder odgovorna za
otpornost na penicilin i ampicilin sojeva
H. influenzae i N. gonorrhoeae. TEM-1
hidrolizira peniciline i starije
cefalosporine, poput cefalotina i
cefaloridina. Prva mutanta nastala od
TEM-1 nakon jedne jedine tackaste
mutacije aminokiselina je TEM-2 (5). Ta
mutacija je dovela do pomicanja
izoelektri¢ne tacke (pl) od 5.4 na 5.6, ali
nije uzrokovala promjenu supstratnog
Sirom svijeta (16).
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profila pa se TEM-1 i TEM-2 smatraju
biohemijskim blizancima (15). Od pojave
prve TEM- ESBL, TEM-3, do danas je
otkriveno vise od 130 TEM enzima od
kojih su neki otporni na inhibitore [-
laktamaza (5). TEM beta-laktamaze su
primarno otkrivene u Francuskoj, no
danas su zastupljene Sirom svijeta (16).

TEM  beta-laktamaze  otporne na
inhibitore (engl, inhibitor-resistant TEM,
IRT) nisu ESBL (5), mada su one cesto
spominjane kao ESBL budu¢i su takoder
derivati klase TEM ili SHV enzimskog
tipa (4). Nastale su ranih 1990-ih kao
odgovor bakterija na uvodenje inhibitora
beta- laktamaza u klinicku praksu (4, 5).
Ove su Dbeta-laktamaze otporne na
djelovanje klavulanske Kkiseline, te na
kombinacije  koje  ukljuuju  ove
inhibitore, a inhibira ih tazobaktam kao i
kombinacija piperacilina sa
tazobaktamom  (17). Beta-laktamaze
otporne na ove inhibitore relativno slabo
djeluju na cefalosporine tre¢e generacije
(15). Medutim, otkrivene su i takve
mutante enzima (npr. TEM-68) koje
predstavljaju kombinaciju ESBL i IRT
fenotipova, te pokazuju otpornost na
inhibitorno  djelovanje klavulanata, a
takoder 1 na cefalosporine proSirenog
spektra (18). Postoji barem 19 razli¢itih
inhibitor otpornih TEM beta-laktamaza

(4).



2.2. SHV-1 beta-laktamaza

SHV-1 Dbeta-laktamaza je urodena
kromosomski kodirana beta-laktamaza
Sirokog  spektra tipicna za K.
pneumoniae  dok je u ostalih
enterobakterija  kodiranan plazmidno.
SHV-1 beta-laktamaza je odgovorna za
intrinzi¢nu rezistenciju K. pneumoniae
na ampicilin. SHV-1 beta-laktamaza je
prisutna u svih sojeva K. pneumoniae,
jer je u njih ona kodirana kromozomski
(19). Po svojoj strukturi SHV-1 je u 68%
slijeda aminokiselina identicna TEM-1
(19). SHV beta-laktamaze nisu raznolike
kao TEM, ima ih manje (5). Do sada je
pronadena samo jedna varijanta koja je
otporna  na djelovanje inhibitora
(inhibitor otporni fenotip). To je enzim
SHV-10 koji je derivat SHV-5 enzima
(5). Enzim hidrolizira penicilin, ali je
znacajno reducirana njegova sposobnost
inaktivacije cefalosporina (20). lako
vec¢inu ESBL luce sojevi K. pneumoniae,
ova vrsta enzima dokazana je i u sojeva
E. coli, Citrobacter diversus i P.
aeruginosa (21).

2.3. CTX-M beta-laktamaze

CTX-M skupina beta-laktamaza je
relativno novija skupina ESBL koja
hidrolizira cefalotin ili cefaloridin bolje
od benzilpenicilina, te dobro hidrolizira
cefotaksim i ceftriakson, a slabo
ceftazidim  (5).  Tazobaktam ih
deseterostruko  jaCe  inhibira  od
klavulanske kiseline (22). CTX-M
enzimi su potekli od kromozomskih
AmpC beta-laktamaza bakterijske vrste
Klyvera ascorbata i K. georgiana
horizontalnim prijenosom gena. CTX-M
skupina beta-laktamaza pokazuju
relativno malu srodnost s TEM i SHV
enzimima.
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Prva CTX-M beta-laktamaza (CTX-M-1)
otkrivena je 1989. godine u Njemackoj,
ubrzo i u Argentini (23), a do danas ova
skupina broji vise od 30 enzima (6).
Najces¢e ih luce sojevi E. coli, K.
pneumoniae i Salmonella Enterica
serovar Typhimurium, ali su opisane i u
drugih vrsta enterobakterija. Njihovo
Sirenje je najprije bilo izrazeno u Juznoj
Americi, da bi se do danas proSirile na
niz zemalja kao $to su Spanjolska (CTX-
M-9, CTX-M-10, CTX-M-14), Poljska
(CTX-M-3, CTX-M-15), Francuska
(CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-
M-9, CTX-M-14, CTX-M-20, CTX-M-
21), Japan, Tajvan, Engleska i brojne
druge (5). Njihova prevalencija medu
bakterijama u vecem dijelu svijeta se
dramati¢no povecala 1995. godine (23).
U  Njemackoj pocetkom 1989.
Bauernfeind i sur. su izvjestili o E. coli
otpornoj na cefotaksim koja je
producirala non-TEM i non-SHV ESBL,
oznacene kao CTX- M-1, a koja je imala
hidroliticku aktivnost prema
cefotaksimu. U Poljskoj, Gniadkovski et
al. su 1996. otkrili varijantu CTX-M-1, i
oznacili je sa CTX-M-3, kod razli¢itih
vrsta  porodice  Enterobacteriaceae.
Epidemioloski izvjestaji pokazuju da su
neki inzimi mnogo ucestaliji, pogotovo u
klasi CTX-M beta-laktamaza u razli¢itim
drzavama. E. coli koja producira CTX-
M-15 beta-laktamazu predstavlja veliki
problem u svijetu, jo§ od 2003. godine, i
ona je vazan patogen koji uzrokuje
vanbolnicke i1 bolnicke infekcije (3).
CTX-M enzimi (Cesto CTX-M-14 i 27)
su opisani u Aziji osobito u kasnim
1990-tim i ranim 2000-tim.



Izvjestaji iz Indije pokazuju da E. coli
koja producira CTX-M-15 je veoma
zastupljena medu  vanbolnickim i
bolnickim uzorcima a prvi puta je
opisana u Indiji. CTX-M-15 je
najrasprostranjenija = CTX-M  beta-
laktamaza diljem svijeta i zastupljena
Sirom Europe, Azije, Afrike, Sjeverne
Amerike, Juzne Amerike i Australije (3).
Grupa 9 (CTX-M-9 i CTX-M-14) je
zastupljena najvise u Spaniji i grupa 1
enzima (osobito CTX-M-3 i CTX-M-15)
u cijelom svijetu (24).

2.4. OXA beta-laktamaze

Skupina  OXA  (engl., oxacilin-
hydrolysing) je jo$ jedna rastu¢a skupina
ESBL koja je rasprostranjena medu
sojevima P. aeruginosa izoliranim u
nekim podru¢jima Turske 1 Francuske,
medu sojevima Acinetobacter spp., ali i
u enterobakterijama. Kako istovjetnost
slijeda aminokiselina unutar OXA
skupine iznosi samo 20-30% homologne
sekvence medu nekim c¢lanovima ove
porodice, ona predstavlja vise fenotipsku
nego genotipsku grupu (15). Porodica
OXA beta-laktamaza su fenotipski
originalno  kreirane u odnosu na
genotipsku grupu kod nekoliko beta-
laktamaza koje imaju specifican profil
hidrolize (4). OXA beta-laktamaze
izazivaju otpornost na ampicilin i
cefalotin, jako dobro hidroliziraju
oksacilin i kloksacilin, a slabo su (osim
OXA-18) inhibirane  klavulanskom
kiselinom. Zamjena aminokiselina kod
OXA enzima moze prouzrokovati ili dati
ESBL fenotipove (25).
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2.5. Ostale ESBL

U novije vrijeme pojavili su se enzimi
koji imaju karakteristike ESBL, ali nisu
srodni ni jednoj do tada poznatoj grupi
ESBL enzima, npr. PER, BES-1, CME-1,
VEB-1, SFO-1 (15). Prvi takav enzim je
PER-1 beta-laktamaza koja je prvi put
otkrivena u Turskoj kod izolata P.
aeruginosa (26). Kasnije je otkrivena i u
sojeva Salmonella enterica serovar
Typhimurium i A. baumanni. PER-2 je
beta-laktamaza koja ima 86% homologije
u slijedu aminokiselina s PER-1,
izolirana je u Argentini takoder iz sojeva
Salmonella enterica serovar
Typhimurium. VEB-1 enzim izoliran je iz
E. coli u Vijetnamu, a kasnije i iz P.
aeruginosa u Tajlandu. CME-1 izolirana
iz Chryseobacterium meningosepticum, a
TLA-1 u Meksiku iz soja E. coli (27).
Sve ove beta-laktamaze (PER-1, PER-2,
VEB-1, CME-1, TLA-1) pokazuju samo
40-50% homologije u gradi, uzrokujuéi
otpornost na oksimino-cefalosporine,
osobito na ceftazidim, te na aztreonam

(4).

2.6. AmpC beta-laktamaze

Bakterije koje posjeduju AmpC beta-
laktamaze otporne su na peniciline i
cefalosporine, ukljucujuéi cefamicine te
inhibitore beta-laktamaza (28).
Rezistencija na cefamicine i inhibitore
beta-laktamaza razlikuje ih od ESBL.
Geni ve¢ine AmpC beta-laktamaza
nalaze se na kromosomima 1 obi¢no se
nalaze u P. aeruginosa, E. clocae, E.
aerogenes, C. freundii, S. marscensens i
M. morganii. Plazmidne ampC beta-
laktamaze su  nastale  prijenosom
kromosomskog ampC gena navedenih
vrsta na plazmid.



Ekspresija kromosomskih
(konstitutivnin)AmpC  beta-laktamaza
niskog je stupnja bez utjecaja
antibiotika.

Prve opisane plazmidne AmpC beta-
laktamase su CMY-1 (1989.) i MIR-1
(1990.), a do danas je opisano 20
razlicitih tipova (MIR, CMY, BIL, FOX,
LAT, itd.) od kojih je najzastupljenija
CMY-2. Bakterije koje posjeduju ESBL
i AmpC beta-laktamaze predstavljaju
veliki izazov za mikrobiologa i klini¢ara.
U kombinaciji sa gubitkom porina,
mikroorganizmi koji posjeduju AmpC
beta-laktamaze otporne su i na
karbapeneme (28).

2.7. Karbapenemaze

Karbapenemi su stabilni prema beta-
laktamazama, jer ih ne hidroliziraju,
osim karbapenemaza (25).

Nalazimo ih u izolatima enterobakerija i
ne-fermentativnih bakterija kao S$to je
Pseudomonas aeruginosa i
Acinetobacter baumannii. Dijele se u
klase A (GES, KPC, SME, IMI, NMC),
B (IMP, VIM, SPM, GIM, SIM, NDM,
DIM, AIM) i D (OXA-23, OXA-24,
OXA-48, OXA-58, OXA-143).

2.7.1. Klasa A karbapenemaza

GES enzim iz grupe A karbapenemaza
prvi put je izolovan u Francuskoj 1998.
godine iz izolata K. pneumoniae (29).
Medu enzimima klase A, znacajno
mjesto zauzima plazmidom-kodirana
Klebsiella pneumoniae karbapenemaza
(KPC). Postoje tri vrste, koje se razlikuju
po zamjeni jedne ili dvije aminokiseline.
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KPC-1 je pronadena u Juznoj Karolini,
KPC-2 u Baltimoru i KPC-3 u New
York-u. KPC klase A je najucestalija
karbapenemaza, pronadena je u Juznoj
Karolini, SAD-u, 1996 i poslije se
prosirila  Sirom  svijeta.  IzvjeStaji
pokazuju da su enterobakterije koje
produciraju KPC postale jako ucestale u
drzavama SAD-a (30).

SME enzim iz grupe A karbapenemaza,
prvi put je izolovan u Londonu 1982.
godine iz izolata Serratia marcescens
(32).

IMI enzim se javlja sporadi¢no i prvi put
je izolovan 1984. godine u SAD-u iz
izolata E. cloacae, a NMC enzim u
Francuskoj 1990. godine (32).

2.7.2. Klasa B karbapenemaza

IMP enzim prvi put je opisan 1990.
godine u Japanu i izolovan je iz P.
aeruginosa, a IMP-2 otkriven je u Italiji
kod izolata A. baumanii (33).

Druga najveca porodica karbapenemaza
jeste Verona integron kodirana metalo-
beta-laktamaza (VIM porodica). Prvi
gen izolovan je u lItaliji 1996. i sada
broji oko 10 ¢lanova, otkrivenih Sirom
svijeta, u Europi, Sjevernoj Americi i
dalekom Istoku, kao i u SAD-u. VIM-1
je opisana u P. aeruginosa u Italiji,
1996. godine (25). SPM-1 (Sao Paulo
metalo-beta-laktamaza) je izolovana u
Brazilu iz izolata P. aeruginosa (25).
GIM-1 (German imipenemaza) je prvi
put opisana u Njemackoj 2002. godine
(29).

SIM-1  (Seoul imipenemaza) je
otkrivena u Seoulu iz izolata P.
aeruginosa i A. baumanii (29).

NDM-1 (New Delhi metalo-beta-
laktamaza) je prvi put opisana 2009.
godine u Indiji kod izolata K.
pneumoniae (29).



2.7.3. Klasa D karbapemenaza
(oksacilinaze)

Prva oksacilinaza je opisana u Skotskoj
1985. godine iz izolata A. baumanii.
Poznato je preko 239 enzima, svrstanih
u 9 podgrupa (OXA-23, OXA-24, OXA-
48, OXA-50, OXA-51, OXA-55, OXA-
58, OXA-60 i OXA-62) (33).

3. GEOGRAFSKA
RASPROSTRANJENOST ESBL
Prevalencija enterobakterija koje
proizvode Dbeta-laktamaze proSirenog
spektra uvelike se razlikuje se s obzirom
na zemljovidno podrucje.
Mikroorganizmi koji produciraju ESBL
prvi put su otkriveni u Europi. lako su
prva izvjeS¢a bila i1z Njemacke 1
Engleske, vec¢ina izvjeS¢a u prvom
desetljecu nakon otkri¢a ESBL bila su iz
Francuske (34). Prvi je val infekcija
zabiljezen u Francuskoj 1986. godine
(34). Do ranih 1990-tih, u Francuskoj je
25-35%  bolnickih  infekcija  bilo
uzrokovano sa ESBL-produciraju¢im
izolatima K. pneumoniae.

Pracenje prevalencije ESBL jos iz 90-tih
godina proslog stolje¢a pokazalo je
postojanje velike zemljopisne razlike
medu europskim drzavama, a razlike su
takoder znacajne 1 unutar pojedinih
zemalja. Sve objavljene studije potvrdile
su da je u vecini sjevernih europskih
drzava ucestalost ESBL izolata niza u
usporedbi sa juznim i isto¢nim. Postotak
ESBL izolata kreée se oko 28% u
Bugarskoj, 16% na Cipru, 12% u
Portugalu (35).
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Program MYSTIC (engl., Meropenem
Yearly Susceptibility Test Information
Collection) pokazao je znaajan porast
ESBL-produciraju¢ih izolata E. coli u
razdoblju od 1997. (2,1%) do 2006.
godine (8,2%), te porast ucestalosti
izolacije ESBL medu izolatima K.
pneumoniae (od 9% do 9,8%), a nesto
manje medu izolatima Proteus mirabilis
(1,4% u 2006. godini). Prema podacima
MYSTIC programa u Europi je
ucestalost ESBL izolata u 2000. godini
bila najvisa u Rusiji (oko 50%) i
Poljskoj (oko 40%) (36). Podaci iz
TEST studije  (engl., Tigecycline
Evaluation and Surveillance Trial) koji
su ukljucili podatke iz 22 europske
zemlje za razdoblje od 2000.-2007.
godine, govore o udjelu ESBL kod
izolata K. pneumoniae od 15.5%, te kod
izolata E. coli od 9.8%, s najvecom
ucestalos¢u izolacije ESBL sojeva u
Grckoj, a najmanjom u Danskoj (37). U
studijama pracenja ucestalosti izolacije
ESBL-producirajuéih bakterijskih
izolata, jedinice intenzivnog lijecenja
pokazale su se mjestima povecane
prevalencije. U jednoj studiji (1997-
1998) koja je evaluirala 433 izolata iz 24
jedinice intenzivne skrbi u zapadnoj i
juznoj  Europi, 25% izolata K.
pneumoniae produciralo je ESBL (38).
Sliéna studija prethodno je provedena
1994. godine od istih autora, a na
temelju rezultata iz obje studije autori su
zakljuc¢ili da je ukupni udio ESBL-
produciraju¢ih izolata Klebsiella spp.
ostao isti, ali je udio jedinica
intenzivnog lijeCenja u kojima su
izolirani  ESBL-produciraju¢i izolati
Klebsiella spp. porastao sa 74% na
>90% (38, 39).



Jos je jedna velika europska studija, koja
je ukljucila vise od 100 jedinica
intenzivne skrbi, pokazala razliCitosti u
prevalenciji ESBL-producirajucih
izolata Klebsiella spp.; od 3% wu
Svedskoj do 34% u Portugalu (40). U
studiji koja je evaluirala izolate iz
jedinica intenzivne skrbi i drugih
bolnickih odjela u 25 bolnica u Europi
zabiljezeno je 21% izolata K.
pneumoniae sa smanjenom osjetljivoscéu
na ceftazidim (Sto je indikativno za
ESBL produkciju) (41). Studija u
Turskoj utvrdila je da 58% od 193
izolata Klebsiella spp. iz jedinica
intenzivne skrbi, iz osam bolnica
ukljucenih u istrazivanje, su bili ESBL
producenti (42). U globalnoj studiji
utemeljenoj na evaluaciji osjetljivosti
bolni¢kih izolata na tigeciklin (TEST),
udio ESBL-producirajuéih izolata bio je
najve¢i medu izolatima K. pneumoniae
prikupljenim u Latinskoj Americi,
potom Aziji/Pacifiku, Europi te Americi
(44.0%, 22.4%, 13.3% i 7.5%) (43).
Prema rezultatima studije SMART
(engl., Study for Monitoring
Antimicrobial Resistance Trends), udio
ESBL-produciraju¢ih izolata E. coli u
Aziji/Pacifiku bio je izmedu 34.9% i
42.2%, a u Indiji i Kini 79% odnosno
54% (44). Dok je u SMART studiji
dokumentiran peterostruki porast
ucestalosti ESBL-produciraju¢ih izolata
E. coli u Europi u razdoblju od 1997. do
2004. godine, u SAD je zamijecen pad s
5,1% na 1,4% (45), a samo su 4,4%
izolata Klebsiella spp. u SAD-u 2004.
godine bili ESBL producenti. Podaci o
ucestalosti ESBL-produciraju¢ih izolata
u jedinicama intenzivne skrbi u SAD
upucuju na puno vecu ucestalost ESBL-
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produciraju¢ih izolata K. pneumoniae,
koja je u 2003. godini iznosila 20,3%
(25), sto oznaCava porast od 47% u
razdoblju od 5 godina (46). Nadalje,
procjenjuje se da 8,5%-11% izolata K.
pneumoniae otpornih na ceftazidim u
SAD-u proizvode i AmpC beta-
laktamaze (47, 48).

U istraZivanju provedenom na Novom
Zelandu utvrdeno je da su tijekom 2000.
godine samo 0,1% izolata E. coli iz
mokra¢nog sustava bili ESBL producenti
(49). Medutim, od 2001. godine prati se
porast ucestalosti ESBL-producirajuéih
izolata iz godine u godinu, te su
identificirani bolnicki ESBL-
produciraju¢i izolati E. coli i K.
pneumoniae (50). U jednoj velikoj
bolnici u Aucklandu, Novi Zeland, 0,8%

izolata E. coli i 2,6% izolata K.
pneumoniae izmedu 2001. i 2004. bili su
ESBL producenti, Sto znaci

sedmerostruki porast u razdoblju od
2001. do 2004. godine (51). U
istrazivanju u koje je bilo ukljuceno 86%
novozelandskih bolnica 1 dijagnostickih
laboratorija u domovima zdravlja
tijekom razdoblja od 4 tjedna u 2006.
godini, utvrdeno je da je ucestalost
ESBL-produciraju¢ih izolata E. coli
medu izolatima iz mokraénog sistema
porasla sa 0,1% na 0,7%, uz jos
ESBL-produciraju¢ih izolata Klesbiella
spp. od 4,2% (52). Autori navode da su
ESBL enzimi CTX-M, osobito CTX-M-
15, bili dominantni medu ESBL-
produciraju¢im izolatima E. coli i K.
pneumoniae na Novom Zelandu (52).



3.1. Prevalencija ESBL infekcija

Medu enterobakterijama, ESBL su
najcesce prisutne kod Klebsiella spp. i
Escherichia coli, ali u posljednje vrijeme
su otkrivene i kod ostalih rodova
enterobakterija, Citrobacter,
Enterobacter, Morganella, Proteus,
Providencia, Salmonella, i Serratia (12).
Tako je najveca ucestalost ESBL u
uzorcima bolni¢kih pacijenata ranije bila
najvjerovatnije posljedica istrazivanja
fokusiranih  isklju¢ivo na  uzorke
bolnickih pacijenata, te je njihovo
prisustvo u uzorcima vanbolnickih
pacijenata bilo potcijenjeno (53). ESBL
su  otkrivene u  gram-negativnih
StapiCastih  bakterija sa  razliitom
prevalencijom, medutim, najveéi broj
ovih enzima otkriven je u porodici
Enterobacteriaceae. Prevalencija ESBL-
infekcija je najveca kod izolata K.
pneumoniae u bolnickoj sredini, npr. u
Jordanu prevalencija K. pneumoniae
dostize i do 80% (54), u lzraelu se krece
u rasponu od 32% do 70%, u Indiji
(57%), u Turskoj (50%) (54), u Egiptu
(38%) (55), u Libanonu (20%) (56).
Takoder, zabiljezen je 1 porast
incidencije ESBL kod bolnickih izolata
Salmonela spp. u mnogim drzavama
Juzne Amerike, Afrike, Europe i Azije.
Medu gram-negativnim bakterijama koje
ne pripadaju enterobakterijama uzrocnici
koji proizvode ESBL su mnogo rijedi,
medu njima najvazniji su izolati
Pseudomonas aeruginosa. Ovi
mikroorganizmi su domacini OXA tipa
beta-laktamaza, medutim, oni proizvode
i TEM, SHV i PER ESBL koje su
otkrivene u nekim drzavama svijeta.
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PER beta-laktamaze su takoder bile
otkrivene kod Acinetobacter spp. i
Alcalaligenes faecalis. Kona¢no, TEM -
17 je otkrivena kod Capnocytophaga
ochrichea i SHV-12 kod Burcholderia
cepacia. Beta-laktamaze kod ovih
mikroorganizama opisane su prvi put
1977. godine sa ucestalos¢u oko 80%
(57). B. catarhalis producira tri tipa beta-
laktamaza, BRO-1, BRO-2 i BRO-3, ali
se ipak razlikuju od onih otkrivenih kod
drugih bakterija (57). ESBL organizmi
su obi¢no otkriveni u bolnicama,
medutim, brojni izvjestaji iz SAD-a i
Francuske su dokumentovali moguénost
njihovog nastanka i u uvjetima kuéne
njege.

4. LABORATORIJSKA DETEKCIJA
ESBL

Porast ucestalosti ESBL-producirajuc¢ih
sojeva 1 njihovo znacenje za odabir prave
antimikrobne terapije, ukazao je na
potrebu razvoja adekvatnih
laboratorijskih testova za detekciju ESBL
i njihovu identifikaciju. Metode za
detekciju ESBL mogu biti fenotipske
(metode klinicke mikrobiologije) ili
molekularne. Fenotipske metode se
temelje na sinergistickom djelovanju
cefalosporina  treCe  generacije |
klavulanske kiseline (6). Klavulanska
kiselina inhibira ESBL-producirajuce
izolate i tako ponovno uspostavlja
osjetljivost na cefalosporine. Danas se
preporucuje upotreba cefpodoksima, kao
indikatorskog cefalosporina u ovim
testovima, jer ga podjednako
hidroliziraju i TEM i SHV, kao i CTX-M
beta-laktamaze (6).



4.1. Metoda dvostrukog diska (DDST)
Ovaj test se najceS¢e koristi u
laboratoriju za dokaz ESBL (Slika 2.).
Na sredinu plo¢e Mueller-Hinton agara
sa nanesenim sojem se stavlja disk
amoksicilina sa klavulanskom kiselinom
(30/10 pg), a oko njega na udaljenosti od
2 do 3 cm stavljaju se diskovi
cefalosporina  tre¢e  generacije i
aztreonama. Sirenje inhibicijske zone
oko diskova cefalosporina prema disku
koji sadrzava klavulansku kiselinu znaci
pozitivan rezultat testa (58).

Slika 2. Dvostruki disk-sinergisti¢ki test. Cefepim, ceftazidim, cefotaksim i cefpodoksim antibiotici se stavljaju oko
diska amoksiklava u razmaku od 2,5 cm. Formiranje poSirene zone trbuséica, tj. sinergizma izmedu diska
amoksiklava i diska cefalosporina upucuje na produkciju ESBL (Izvor: Sturenburg E, Sobottka I, Feucht HH, Mack
D, Laufs R. Comparison of BDPhoenix and VITEK2 automated antimicrobial susceptibility test systems for
extended-spectrum beta-lactamase detection in Escherichia coli and Klebsiella species clinical isolates. Diagn

Microbiol Infect Dis, 2003; 45(1), 29-34 (59).
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4.2. Disk-difuzijski test sa inhibitorom
za detekciju ESBL i AmpC beta-
laktamaza

Ovaj test je modifikacija DDS testa u
kojoj se klavulanska (za detekciju ESBL)
ili fenilboroni¢na (za detekciju AmpC)
dodaje na diskove u koncentraciji od 4
mg/L.  Diskovi  cefalosporina  se
postavljaju na povrSinu agara. Test se
smatra pozitivnim ako je doslo do
prosirenja zone inhibicije oko diska
cefalosporina od najmanje 10 mm na
agaru sa klavulanskom kiselinom ili
fenilboroni¢nom (6).

Cefalosporin

Amoksicilin-klavulanska kiselina

Formiranje prosSirene zone, sinergizam




4.3. Trodimenzionalni test

Ovaj test je specifi¢niji od DDS testa, ali
je kompliciraniji za izvodenje (6). Na
plo¢i Mueller-Hinton agara se nakon
nanoSenja soja napravi urez u koji se
stavlja  suspenzija soja.  Diskovi
antibiotika se postave na udaljenost od 3
cm od ureza. Test se smatra pozitivnim
ako zona inhibicije nije pravilna (6).
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4.4, Epsilon (E) test

U ESBL E-testu koriste se komercijalne
trake na koje je naneSen antibiotik, tako
da je sa jedne strane, npr. ceftazidim, a
sa druge ceftazidim u kombinaciji sa
klavulanatom (Slika 3). Test je pozitivan
ako je MIK ceftazidima sa klavulanatom
za najmanje 3 razrjedenja manji od
MIK-a ceftazidima samog (6).

Slika 3. Interpretacija E-testa: ESBL positivan test: MIK CT/CTL =1.5/0.047 = 32 (AB BIODISK, Dalvigen 10;

169 56 Solna, Sweden).

4.5. Metode detekcije AmpC beta-
laktamaza

Ne postoje CLSI smjernice za detekciju
AmpC beta-laktamaza. Detekcija AmpC
beta-laktamaza jo$ je teZe nego detekcija
ESBL (60). Bakterije koje produciraju
AmpC beta-laktamaze ne moraju nuzno
biti otporne na cefalosporine proSirenog
spektra koristeci koncentracije
antibiotika prema CLSI. Za sada nije
potvrden niti jedan test probiranja niti
potvrde  produkcije  AmpC  beta-
laktamaza.

U odsutnosti ovih testova, mogu se
koristiti  surogatni markeri koji bi
ukazivali na  produkciju pAmpC
temeljeno na njihovoj otpornosti na
cefamicine i  kombinacije  beta-
laktamskih antibiotika i inhibitora beta-
laktamaza. Otpornost na cefoksitin uz
otpornost na cefalosporine proSirenog
spektra 1 oCuvanu osjetljivost na
cefepim, upucuje na prisutnost AmpC
beta-laktamaza (60).



Nadalje, otpornost na cefalosporine
prosirenog spektra, kao npr. ceftazidim, i
kombinaciju sa inhibitorom beta-
laktamaza, takoder upucuje na prisutnost
AmpC Dbetalaktamaza. lako su ovi
testovi osjetljivi za detekciju prisutnosti
AmpC beta-laktamaza, niti jedan nije
specifi¢an, a rezultati su ovisni o vrsti
bakterije ili testirane beta-laktamaze
(60). Neki mikroorganizmi  imaju
povisen MIK za  cefoksitin ili
kombinacije betalaktamskog antibiotika
i inhibitora beta-laktamaze. Neovisno o
izboru metode probiranja, jo$ uvijek
nedostaju validni testovi (60).

4.6. Modificirani Hodge test za
detekciju karbapenemaza

Modificirani Hodgeov test upotrebljava
se za detekciju karbapenemaza. Soj E.
coli  ATCC 25922 gustoe 0,5
McFarlanda zasije se na plo¢u obi¢nog
Mueller-Hintonina agara (Slika 4.). Soj
za testiranje na produkciju
karbapenemaza povuce se u obliku crte
od sredine prema periferiji ploce. Ploce
se inkubiraju 15 minuta na sobnoj
temperaturi, nakon cega se disk
imipenema (10 mcg) stavlja u sredinu
plo¢e koja se inkubira preko noci.
Deformacije inhibicijske zone
imipenema oko inokuliranog soja u
obliku lista djeteline smatraju se
pozitivnim rezultatom, Sto upucuje na
produkciju karbapenemaza (61).
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Slika 4. Modificirani Hodge test (lzvor:
https://www.researchgate.net/figure/Quantificati

on-of-Modified-Hodge-Test-MHT-The-
enhanced-growth-ratio-of-ETP-and-
MEM figl 262022162)

4.7. Metoda kombiniranih diskova za
detekciju KPC-a i metalo-p-laktamaza
Testirani soj zasijava se na MH agar na
koji su stavljeni diskovi imipenema (10
mcg) i meropenema (10 mcg), bez
dodatka inhibitora kao kontrole i s
dodatkom 20 mcL fenilboroni¢ne
kiseline (PBA) za detekciju produkcije
KPC-a, EDTA za detekciju metalo-p-
laktamaza ili kombinirano EDTA i PBA
za detekciju kombinirane produkcije
KPC-a i metalo-p-laktamaza. Povecanje
inhibicijske zone oko diska koji sadrzava
PBA u odnosu prema kontrolnom disku
za najmanje 5 mm upucuje na
produkciju KPC-a B-laktamaze,
povecanje oko diska s EDTA-om za 5 ili
viSe mm na produkciju MBL-a, a
povecanje oko diska s oba inhibitora na
kombiniranu produkciju KPC-a i MBL-a
(61).



4.8. Molekularni testovi za detekciju
ESBL

Kako  fenotipski testovi samo
identificiraju ESBL-producirajuce
izolate, sa pojavom novih ESBL
razvijale su se i tehnike detekcije i
identifikacije ESBL gena uz pomo¢
molekularnih  metoda, kao S§to su:
oligotipizacija (engl., oligotyping) (62),
lan¢ana reakcija polimeraze (engl.,
Polymerase Chain Reaction, PCR),
analiza polimorfizma duzine
restrikcijskih fragmenata nakon lanc¢ane
reakcije polimeraze (engl., Restriction
Fragment Length Polymorphism
Analysis of Polymerase Chain Reaction,
PCR-RFLP), te analiza konformacijskog
polimorfizma jednolan¢ane DNA nakon
lanane reakcije polimeraze (engl.,
Polymerase Chain Reaction Single-
Strand Conformation Polymorphism,
PCR-SCP) (62).

4.8.1. Oligotipizacija

Ovo je prva molekularna metoda koja je
koriStena za detekciju gena koji kodira
beta-laktamaze (bla gen).
Oligonukleotidne DNA probe (oznacene
radioizotopom ili biotinom), specifi¢ne
za TEM i SHV enzime, Kkoriste se za
detekciju toCkastih mutacija pod strogim
hibridizacijskim uvjetima (62).

4.8.2. Lancana reakcija polimeraze
(PCR)

Lancana reakcija polimeraze (PCR) je
najjednostavnija 1 najceS¢e KkoriStena
metoda za detekciju i identifikaciju beta-
laktamaza u  kojoj se  Koriste
oligonukleotidni zacetnici (,,primeri®)
specificni za gene odredenih beta-
laktamaza (62).
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4.8.3. Analiza polimorfizma duljine
restrikcijskih ~ fragmenata  nakon
lan¢ane reakcije polimeraze (PCR-
RFLP)

Ova metoda je modifikacija u kojoj je na
PCR dodana, tzv. analiza polimorfizma
duljine restrikcijskih fragmenata
(RFLP). Amplificirani PCR produkti se
podvrgavaju digestiji sa nekoliko
restrikcijskinh endonukleaza, te se tako
dobiveni fragmenti odvajaju
elektroforezom. Veli¢ine fragmenata
dobivene cijepanjem sa svakim od
restrikcijskih enzima ukazuje na tockaste
mutacije unutar blargy ili blasyy gena
(62).

4.8.4. Analiza konformacijskog
polimorfizma jednolanéane DNA
nakon lancane reakcije polimeraze
(PCR-SSCP)

Ova metoda se koristi za karakterizaciju
SHV beta-laktamaza. Kratica SSCP
dolazi od naziva  single-strand
conformational polymorphism
(konformacijski polimorfizam
jednolanc¢ane DNA). Ovim postupkom
se mogu detektirati pojedine mutacije na
specificnim lokacijama unutar blasyy
gena. KoriStenjem oligonukleotidnih
pocetnica dobije se 475-bp amplimer
koji se cijepa restrikcijskim enzimom
Pstl. Dobiveni dijelovi se denaturiraju i
odjeljuju u 20% poliakrilamidnom gelu.
Na taj nacin se mogu identificirati geni
za SHV-1, -2, -3, -4, -5 i SHV-7 beta-
laktamaze (62).



5. ZAKLJUCAK

Predmet mnogih dosadas$njih istrazivanja
je bio odredivanje faktora rizika za
nastanak infekcija ¢iji su uzroCnici
bakterije koje proizvode ESBL, te su oni
identificirani i dobro definirani u
bolnickoj sredini, kod pacijenata na
hospitalizaciji. Ustanovljena je znacajna
povezanost izmedu uzimanja antibiotika
i pojave infekcije uzrokovane sa ESBL-
produciraju¢im izolatima (63). Time je
potvrdena sumnja da usljed selektivnog
pritiska koji se javlja kod prekomjerne
upotrebe cefalosporina tre¢e generacije
dolazi do pojave visoke razine otpornosti
kod pripadnika porodice
Enterobacteriacaeae. Prethodno lijecenje
ciprofloksacinom ili trimetoprim-
sulfametoksazolom je takoder faktor
rizika za kolonizaciju mikroorganizmima
koji produciraju ESBL kod pacijenata
koji su na kucnoj njezi (64), kao $to su
pokazali Wiener i sur. da je prethodna
upotreba  ovih  lijekova neovisan
pokazatelj nastanka otpornosti E. coli na
ceftazidim kod bolesnika na kuénoj
njezi. Saznanje o izlaganju nekom
antibakterijskom lijeku moze pomoci
lije¢nicima da predvide eventualnu
pojavu otpornosti. Prevalencija
otpornosti na antibiotike varira ovisno od
geografskog podru¢ja mahom zbog
razliitosti u propisivanju 1 upotrebi
antibiotika pri lijecenju infekcija (65).
Osim ovoga, drugi najces¢i faktori koji
se dovode u vezu sa nastankom ESBL
infekcija kod bolni¢kih pacijenata su
prisutnost intravenoznih 1 mokraénih
katetera, renalna insuficijencija, kod
pacijenata na mehanickoj ventilaciji,
prethodni boravak u bolnici.
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Najcesce su uz nastanak ESBL infekcija
povezani i starost iznad 65 godina, kao i
muski spol.

Nasuprot brojnim istrazivanjima o
faktorima rizika kod hospitaliziranih
bolesnika, istrazivanja ovih faktora kod
infekcija nastalih u vanbolnickoj sredini
nisu Cesta (65), ali je i kod ovih infekcija
upotreba  antibiotika, cefalosporina
Sirokog spektra, kao i fluorokinolona,
takoder povezana Sa pojavom ovih
infekcija (63).

Infekcije uzrokovane ESBL pozitivnim
mikroorganizmima ¢esée se javljaju kod
imunokompromitiranih pacijenata,
stvaraju¢i  poteskocu u  lijecenju
infekcija uzrokovanih ovim
mikroorganizmima u  jedinicama
intenzivne njege u bolnicama. Isto tako,
kod pacijenata na kuc¢noj njezi, koji su
stariji, slabiji i1 koriste viSe lijekova
istovremeno, narocito u  viSe¢lanim
kucanstvima, postoji rizik pojave
otpornosti na antibiotike. Ispitivanjem
valjanosti nadzora kontrole infekcija u
Ontariu pokazalo se da primjena ne-
standardnih metoda u kontroli infekcija
dovodi do pojave ESBL-producirajucih
izolata kod E. coli i Klebsiella spp. u
bolesnika sa produzenom njegom.
Odgovaraju¢a  prakticna  primjena
kontrole infekcija predstavlja kljucni
faktor kod prevencije Sirenja ESBL-
producirajuéih izolata. Glavne mjere u
kontroli infekcije bile bi cesto 1
obavezno pranje ruku bolnickog osoblja,
jacanje mjera predostroznosti, 1 izolacija
pacijenata koloniziranih ili inficiranih sa
ESBL-produciraju¢im izolatima.



Ostale mjere ukljucuju smanjenje Sirenja
ovih  mikroorganizama  klinickim 1
bakterioloskim nadzorom
(mikrobioloska obrada sumnjivog i
infektivnog materijala) kod pacijenata
primljenih u jedinice intenzivne njege i
ograni¢ena  (kontrolirana)  primjena
antibiotika, osobito kod empirijske
upotrebe antibiotika Sirokog spektra, kao
Sto su treCa 1 Ccetvrta generacija
cefalosporina i imipenema. Tako je npr.
ustanovljeno da prethodna upotreba
cefalosporina tre¢e generacije kod
pacijenata sa gastrostomom Kkoji su na
kuénoj njezi predstavlja faktor rizika za
nastanak infekcija sa enterobakterijama
otpornim na ove antibiotike.
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Infekcije uzrokovane ESBL-
produciraju¢im izolatima  najCeSce
napadaju imunokompromitirane osobe,
stvaraju¢i potesko¢u u eradikaciji ovih
mikroorganizama u jedinicama
intenzivne njege (12).

Ustanovljeno je da su pacijenti koji su
inficirani ESBL-produciraju¢im izolatima
koji su otporni na cefalosporine trece
generacije, imali duZi boravak u bolnici,
veéu stopu smrtnosti, 1 veée troskove
lijecenja.

Nadalje, evidencija o prisustvu ESBL-
producirajucih izolata kod stoke, peradi,
pasa i macaka ukazuje na to, da hrana
pripravljena za Zivotinje 1 kuéne ljubimce
moze biti, takoder, pogodan nacin
prijenosa ovih bakterija.

Tablica 1. Preporuke za lijecenje teskih infekcija uzokovanih ESBL-producirajuéim

bakterijama

Tip infekcije

Terapija prvog izbora

Alternativna terapija

Bakterijemija

Karbapenem (imipenem ili

Ciprofloksacin

meropenem)
Infekcije respiratornog Karbapenem (imipenem ili Ciprofloksacin
trakta meropenem)
Intraabdominalne infekcije Karbapenem (imipenem il Ciprofloksacin ili cefamicin
meropenem)
Infekcije mokraénog trakta Ciprofloksacin Amoksicilin/klavulanat
Meningitis Meropenem Dodatak polimiksina B

Izvor: Humaniuk C, Arlet G, Gautier V, Grimont P, Labia R, Philippon A. Beta-lactamases of Klyvera ascorbata,
probable progenitors of some plasmid-ancoded CTX-M types. Antimicrob Agents Chemother 2002;46:3045-

49 (66).
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EXTENDED SPECTRUM BETA-LACTAMASES AS A
CAUSES OF THE SPREAD OF BACTERIAL RESISTANCE
TO ANTIBIOTICS

Ibrahimagi¢ A.

ABSTRACT

Extended-spectrum beta-lactamases (ESBLS) are enzymes that have been discovered in
the late 1970s and early 1980s among gram-negative bacteria. Beta lactam antibiotics are
commonly used to treat bacterial infections. This group of antibiotics includes
penicillins, cephalosporins, carbapenems and monobactams. Extended-spectrum beta-
lactamases are enzymes that hydrolyze the beta-lactam ring of antibiotics, thereby
reversing the action of antibiotics in therapy. ESBLs is most commonly found in E. coli
and K. pneumoniae, but can also occur in other gram-negative bacteria, including
Enterobacter, Salmonella, Proteus, Citrobacter, Providentia, Morganela morganii,
Serratia marcescens, Shigella dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa, Burcholderia
cepacia and Capnocitophaga ochrocea. The increase in the frequency of ESBL-
producing strains and their importance for the selection of the right antimicrobial
therapy, indicated that we need to develop and used adequate laboratory tests for the
detection of ESBL and their identification. Methods for detecting ESBL can be
phenotypic (clinical microbiology methods) or molecular.
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