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1. UvoD

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) je gram-negativna, nesporogena, nepokretna
Stapiéasta bakterija, pripadnik reda Enterobacterales, obitelji Enterobacteriaceae. Prvi ju je
opisao Friedlander 1882. god. nakon izolacije iz plu¢a bolesnika umrlih od upale pluca.
Bakterija posjeduje vrlo izrazenu polisaharidnu kapsulu koja je znacajan Cinitelj virulencije.
Zahvaljujuci kapsuli rastom na ¢vrstoj hranjivoj podlozi bakterija stvara velike mukoidne
kolonije. K. pneumoniae je oportunisti¢ki patogen, komenzal probavnog sustava Covjeka i
Zivotinja koji se ¢esto moze izolirati i iz okolisa (voda, tlo, bilje). Kolonizira crijeva, koZu, nos i
grlo zdravih osoba, ali takoder mozZe uzrokovati niz infekcija u hospitaliziranih pacijenata,
najcesce upalu pluca, infekcije rana i mokra¢nog sustava. Infekcija uzrokovana K. pneumoniae
osobito ugroZava rizi¢ne skupine - novorodencad, starije osobe i imunokompromitirane. Prije
otkriéa antibiotika bila je znacajan uzrocnik izvanbolni¢ke upale pluéa, posebno u alkoholi¢ara
i dijabeticara. Tijekom proteklog desetlje¢a visestruko rezistentni (eng. multidrugresistant,
MDR) sojevi K. pneumoniae koji proizvode B-laktamaze proSirenog spektra (eng. extended
spectrum B-lacatamases, ESBL) i/ili karbapenemaze postaju javno-zdravstvena prijetnja i
nalaze se medu vodeéim uzrocnicima infekcija povezanih sa zdravstvenom skrbi (eng. hospital-
acquired infections, HAI). Posebno zabrinjava porast broja infekcija uzrokovanih karbapenem-
rezistentnim sojevima. Vise od treéine izolata K. pneumoniae prijavljenih Europskom centru
za sprjecCavanje i kontrolu bolesti (engl. European Centre for Disease Prevention and Control,
ECDC) pokazuje otpornpst na barem jednu skupinu antibiotika. K. pneumoniae je rezervoar
gena rezistencije koji se mogu prosiriti na druge gram-negativne bakterije (1-4). Jedna je od
Sest visSestruko rezistentnih bakterija udruzenih pod akronimom ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa,

Enterobacter) koje danas predstavljaju veliku lokalnu i globalnu prijetnju (5).



2. SVRHA RADA

Cili ovog rada je opisati glavne karakteristike bakterije K. pneumoniae ukljuCujudi
epidemiologiju, patogenezu, dijagnostiku i lije¢enje s naglaskom na antimikrobnu rezistenciju.
Svrha rada je na primjeru K. pneumoniae istaknuti povecanje rezistencije bakterija na

antibiotike kao jedan od vodecih problema suvremene medicine.



3. TAKSONOMIJA UZROCNIKA

Novije filogenetske analize genoma (sekvenciranje 16S rRNA i rDNA) dovele su do revizije
unutar roda Klebsiella koji je podijeljen u nekoliko vrsta, a rod Raoultella 2001. god. izdvojen
kao zaseban rod. Na Slici 1. prikazani su filogenetski odnosi izmedu K. pneumoniae i bliskih
srodnika svrstanih u K. pneumoniae kompleks (crvene grane), drugih vrsta roda Klebsiella (crne
grane) i ostalih pripadnika obitelji Enterobacteriaceae (sive grane) (4). Rod Klebsiella je stekao
sposobnost stjecanja vanjskih genetskih materijala koji mu omogucuje evolucijsku prilagodbu.
Osim lokusa gena smjeStenih na kromosomu, K. pneumoniae posjeduje veliki akcesorni
plazmidni genom. Ovaj pomoc¢ni genom zasluzan je za podjelu sojeva K. pneumoniae u
oportunisticke (klasi¢ne), hipervirulentne (hv) i MDR skupine, te razlikovanje K. pneumoniae
od dvije blisko srodne vrste - K. variicola i K. quasipneumoniae. “Klasi¢ni” sojevi K. pneumoniae
su oportunisticki patogeni i Cest su uzrok HAI, dok hv sojevi mogu uzrokovati infekcije i u

zdravih osoba (3) .

K. pneumoniae o
K. quasivariicola

K. quasipneumoniae

K. pneumoniae e :
subsp. similipneumoniae

K. africana

species
K. variicola subsp. tropica
complex K. quasipneumoniae
subsp. quasipneumoniae K. variicola subsp. variicola
K. terrigena K:aemgenes
S| K electrica .
= Cronobacter
— .
5 K. planticola
=] s . -
S K. ornithinolytica
' Leclercia

o Enterobacter
K. huaxiensis

K. oxytoca
K. michiganensis Citrobacter
K. pasteurii K. grimontii
Salmonella

0.02 Kluyvera

Escherichia

Slika 1. Taksonomski polozaj K. pneumoniae (izvor: Wyres KL i sur. 2020) (4)



4. EPIDEMIOLOGUA

Bakterija K. pneumoniae je Siroko rasprostranjena u okoliSu i moze prezivjeti u razlicitim
ekoloSkim niSama kao $to su tlo, voda, niz biljnih i Zivotinjskih vrsta. Probavni sustav covjeka
sluZi kao primarni rezervoar K. pneumoniae (4). U opéoj populaciji do 38% pojedinaca nosi ovu
bakteriju u crijevima, a do 6% u nazofarinksu (6). K. pneumoniae veéinom uzrokuje
oportunisticke infekcije povezane sa zdravstvenom skrbi, koje se ponekad nazivaju i
"klasicnim" K. pneumoniae infekcijama. Najcescée infekcije su upala pluéa, infekcije mokraénog
sustava i kirurS8kog mjesta, od kojih svaka moZe napredovati u bakterijemiju i sepsu (4).
Najrizi¢nije skupine predstavljaju novorodencad, starije i imunokompromitirane osobe.
Prethodna kolonizacija crijeva bakterijom je kljuéni ¢imbenik rizika za stjecanje bolnicke
infekcije (Bl), a rizik je Cetverostruko poveéan u onkoloskih bolesnika i u bolesnika koji su
smjesteni u jedinici intenzivnog lijecenja (JIL) (4). Vrste roda Klebsiella identificirane su kao
treci vodedi uzro¢nik Bl u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD). Vodeci su uzrocnici upale
pluéa povezane s mehanickom ventilacijom (eng.ventilator-associated pneumonia, VAP)
medu bolesnicima smjeStenim u JIL-u, te su drugi vodeéi uzroCnici gram-negativne sepse iza
E. coli (3). Najucestalije Bl uzrokovane klepsijelom su infekcije mokra¢nog sustava koje se u
vecini slucajeva javljaju u kateteriziranih bolesnika (7). Postoji nekoliko potencijalnih puteva
prijenosa K. pneumoniae pri ¢emu su ruke zdravstvenih radnika znacajan izvor infekcije.
Kontaminirane povrsine i instrumenti takoder su identificirani kao izvori prijenosa (3). Od
1980-ih god. proslog stoljec¢a globalno se Siri nova virulentnija varijanta K. pneumoniae, koja
je odgovorna za infekcije ste¢ene u zajednici (engl. community-acquired infections, CAl). Ovaj
soj je prvi put opisan u Aziji, a poznat je po hipervirulentnom (hipermukoviskoznom) fenotipu
te mozZe uzrokovati endoftalmitis, upalu pluca, nekrotizirajuéi fasciitis, meningitis i piogeni

apsces jetre (4,8).



5. CIMBENICI VIRULENCIJE

Kako bi izbjegle imunoloski sustav domadina, bakterije su razvile cijeli repertoar strategija i
posjeduju brojne ¢imbenike virulencije koji pridonose njihovu prezivljavanju unutar organizma
domacinu. Najbolje prouceni ¢imbenici virulencije K. pneumoniae su kapsularni polisaharid
(eng. capsular polysaccharide, CPS), lipopolisaharid (LPS), fimbrije, proteini vanjske membrane
(eng. outer membrane protein, OMP) i siderofore (Slika 2). LPS (O antigen) i CPS (K antigen)
su sastojci vanjske membrane koji ulaze u interakciju s domacinom (9). Vecina sojeva
K. pneumoniae proizvodi CPS koji bakteriji omogucuje otpornost na antimikrobe peptide, kao
i na fagocitozu (10). LPS, fimbrije tipa 1 i tipa 3 i OMP doprinose sposobnosti bakterije da se
odupre fagocitozi, pri¢vrsti na povrSine i smanji propusnost stijenke za antibiotike (11).
Sposobnost preuzimanja Zeljeza pomodéu siderofora dodatno doprinosi  patogenom

potencijalu ove bakterije (10).

Host defenses
(eg. complement, neutrophil)

oM
PGN

Klebsiella pneumoniae

Slika 2. Grada stanice i Cinitelji virulencije (izvor Opoku-Temeng C i sur. 2019) (9)

Kratice: CPS - kapsularni polisaharid (eng. capsular polysaccharide); IM - unutarnja membrana (eng. inner

membrane); LPS - lipopolisaharid; OM - vanjska membrana (outer membrane); PGN — peptidoglikan



5.1. KAPSULARNI POLISAHARID (CPS)

Kapsula koja okruzuje povrsinu K. pneumoniae sluzi kao glavni imbenik virulencije. Na temelju
raznolikosti polisaharidnih komponenti kapsule i razlicitih struktura i antigena vrsta se moze
podijeliti na najmanje 79 serotipova. Osam tipova spadaju u hv sojeve, s K1i K2 kao najc¢es¢im
(12). Ti sojevi imaju hipermukoviskozni fenotip zbog poveéane proizvodnje CPS i definirani su
pojavom hipermukoviskoznih kolonija rastom na krutom hranilistu (13). Gen rmpA smjesten
na plazmidu regulira sintezu kapsularnog polisaharida. Sojevi koji nose rmpA su povezani s
fenotipom hv K. pneumoniae uzrocnikom gnojnih infekcija tkiva i apscesa (14). Kapsularni

polisaharidi omogucavaju bakteriji:

otpornost na fagocitozu

suzbijanje ranog upalnog odgovora

otpornost na antimikrobne peptide

inhibiciju sazrijevanja dendritickih stanica

Otpornost na fagocitozu postiZze se time Sto kapsula na povrsini stanice blokira opsonizaciju i
internalizaciju bakterije od strane makrofaga, neutrofila, epitelnih stanica i dendritickih
stanica (13). Epitelne stanice diSnih putova proizvode Toll-like receptore (TLR) koji prepoznaju
molekule koje izrazavaju patogeni. Nakon prepoznavanja, TLR aktiviraju signalne putove koji
dovode do oslobadanja imunomedijatora - kemokina i citokina te proizvodnje antimikrobnih
molekula, kao sto su B-defenzini. Protuupalni ucinak CPS-a karakterizira inhibicija ekspresije
IL-8 inhibicijom TLR2 i TLR4 signalizacije i NOD1 ovisnih putova (13).

CPS na povrsini stanice K. pneumoniae djeluje kao Stit protiv domacdinovih antimikrobnih
peptida. Takoder, osloboden iz bakterijskih stanica moze zarobiti antimikrobne polipeptide

kako bi se smanijila njihova koli¢ina koja doseze bakterijsku povrsinu (13). CPS moZe narusiti



sazrijevanje dendritickih stanica i time smanijiti proizvodnju proupalnih Th1 citokina, kao Sto
je IL-12 i TNF-a, Sto dovodi do disfunkcije nezrelih dendritickih stanica tijekom prezentacije

antigena K. pneumoniae (13).

5.2. LIPOPOLISAHARID (LPS)

LPS, poznat jos i kao endotoksin, je velika molekula koje se sastoji od tri dijela: hidrofobnog
lipida A, varijabilnog O-antigena i polisaharidne jezgre, a nalazi se u vanjskoj membrani gram-
negativnih bakterija i izaziva snazan imunoloski odgovor. U K. pneumoniae je prepoznato
devet O-antigenskih skupina (01, 02, O2ac, 03, 04, 05, 07, 08 i 012). O1 je najceséi serotip
medu klinickim izolatima K. pneumoniae, a ceS$¢i je u hipermukoviskoznih sojeva. Kao
najudaljenija podjedinica LPS-a, O-antigen je prva molekula s kojom se susre¢e domacinov
imunoloski sustav te Stiti bakteriju od ubijanja posredovanog komplementom (12,13). Ranija
istraZivanja su pokazala da O-antigen 01:K2 K. pneumoniae pridonosi poveéanoj virulenciji

slabljenjem aktivacije makrofaga (12).

5.3. FIMBRIJE

Adhezija bakterija na povrSine sluznice domacina opéenito se smatra bitnim korakom u
uspostavi infekcije. U gram-negativnih bakterija adheziju ¢esto posreduju fimbrije, koje su
filamentozne organele izraZzene na povrsini bakterijske stanice. K. pneumoniae posjeduje
fimbrije tipa 1 i tipa 3. U genomu hv K. pneumoniae NTUH-2044 identificirano je sedam novih
fimbrijalnih genskih klastera: kpa, kpb, kpc, kpd, kpe, kpf i kfg, a Kpc fimbrije su povezane s K1
serotipom hv K. pneumoniae (12). Fimbrije tipa 1 Sire se izvan kapsule i posreduju prianjanje

bakterija na strukture domacina koje sadrze Se¢er manozu ili na izvanstani¢ni matriks. Fimbrije



tipa 1 bitne su za pocetno uspostavljanje infekcije mokraénog sustava, ali nemaju ucinka na
sposobnost K. pneumoniae da kolonizira crijeva ili inficira pluc¢a (13). Fimbrije tipa 3 posreduju
in vitro adheziju na epitelne stanice tkiva bubrega i plu¢a te imaju veliki doprinos u stvaranju

biofilma. Fimbrije tipa 1 i 3 pojacavaju stvaranje biofilma na urinarnim kateterima (13).

5.4. PROTEINI VANJSKE MEMBRANE

OmpA je jedan od glavnih proteina vanjske membrane gram-negativnih bakterija. U infekciji
diSnog sustava uzrokovanoj klepsijelom OmpA doprinosi slabljenju stani¢nog upalnog
odgovora tako Sto sprjecava aktivaciju epitelnih stanica. K. pneumoniae proizvodi dva glavna
porina vanjske membrane OmpK35 i OmpK36 i alternativne porine, kao sto je KpnO i OmpK26
(13). Gubitak bilo kojeg od proteina OmpK36, KpnO ili OmpK26 dovodi do poveéane otpornosti
bakterije na cefalosporine/karbapeneme. Vaino je napomenuti da gubitak OmpK36
remodelira povrsinsku strukturu klepsijele Sto olakSava vezanje fagocita dovodedi do

povecane osjetljivosti na fagocitozu i slabljenja virulencije (13).

5.5. SIDEROFORE

Siderofore su male molekule koje vezu Zeljezo, esencijalan element koji je ukljuéen u mnoge
reakcije koje se odvijaju u bakterijskoj stanici. Siderofore se sintetiziraju unutar bakterija i
izluCuju izvan stanica, nakon cega veZu Zeljezo iz okoliSa i prenose ga natrag u stanice.
Receptori vanjske membrane prepoznaju kompleks siderofora-zeljezo te ga prenose na
periplazmu. Kompleks se zatim prenosi u unutarnju membranu. Konacno, Zeljezo uz pomo¢
ABC-transportera prelazi u bakterijsku citoplazmu, gdje se trovalentni feri-oblik (Fe+++) Zeljeza

svodi na dvovalentni feri-oblik Zeljeza dostupan bakterijama (12). K. pneumoniae posjeduje



Cetiri siderofore: enterobaktin, jersinijabaktin, salmokelin i aerobaktin. Nedavna studija je
pokazala da su sojevi hv K. pneumoniae sposobni proizvesti veée i aktivnije molekule koje
apsorbiraju Zeljezo, u usporedbi s ne-virulentnim sojevima (14). Enterobaktin se smatra
glavnim sustavom apsorpcije Zeljeza, te ima najvedi afinitet prema Zeljezu. Salmokelin je
povezan s invazivnim bolestima i Cest je kod hv K. pneumoniae (14). Aerobaktin je izrazen u
>90% hv K. pneumoniae sojeva, a samo u 6% klasi¢nih K. pneumoniae sojeva, te je specificniji

za hv K. pneumoniae u usporedbi s enterobaktinom i jersinijabaktinom (12).

6. BIOFILM

Biofilm je sesilni bakterijski oblik Zivota koji im olakSava preZivljavanje, a povezuje se s brojnim
bakterijskim infekcijama. Infekcije povezane s biofilmom obi¢no su kroni¢ne prirode, buduci
da su bakterije koje Zive u biofilmu otpornije na antibiotike i dezinficijense te zasticene od
imunoloSkog odgovora domadina. Biofilm predstavlja kljuéni mehanizam u virulenciji i
patogenezi bolesti uzrokovanih ESKAPE grupom bakterija. Stvaranje biofilma je sloZzen proces
koji je podijeljen u faze koje uklju¢uju ranu adherenciju bakterija, formaciju mikrokolonija,
razvoj zrelog biofilma i oslobadanje planktonskih bakterija iz biofilma (5,15). Najvaznije
povrsinske strukture uklju¢ene u proces stvaranja biofilma K. pneumoniae su fimbrije tipa 3 i
kapsularni polisaharid. Fimbrije omogucavaju stabilnu adherenciju, dok CP pridonosi strukturi
biofilma i utjeCe na komunikaciju izmedu stanica (14). Klinicki najznacajniji K. pneumoniae
biofilmovi su oni nastali na unutarnjim povrSinama katetera. K. pneumoniae biofilmovi
takoder mogu doprinijeti kolonizaciji probavnog, respiratornog i mokraénog sustava i razvoju

invazivnih infekcija, posebno kod imunokompromitiranih bolesnika (14).



7. ANTIBIOTICI | MEHANIZMI REZISTENCIJE

Rastuca antimikrobna rezistencija u danasnje je vrijeme jedna je od najozbiljnijih prijetnji
javnom zdravstvu. Bakterije koje uzrokuju infekcije razvijaju otpornost na svaki novi antibiotik
koji dolazi na trziste. Otpornost na antibiotike prirodna je pojava koja se javlja kada su
bakterije izloZene antibioticima. Selektivni pritisak antibiotika inhibira ili ubija osjetljive
bakterije, dok bakterije koje su prirodno (ili intrinzicno) otporne ili koje su stekle svojstva
otpornosti imaju vece Sanse za prezivljavanje i razmnoZavanje. Porastu rezistencije na
antibiotike doprinosi prekomjerna i neodgovarajuéa uporaba antibiotika (neprikladan izbor,

neadekvatno doziranje). Mehanizmi rezistencije dijele se u Cetiri glavne skupine (16):

- promjena ciljnog mjesta antibiotika
- smanjenje propusnosti stanicne membrane
- enzimska inaktivacija antibiotika

- pojacano izbacivanje (efluks) antibiotika

K. pneumoniae je intrinzi¢no rezistentna na ampicilin zbog prisutnosti SHV-1 penicilinaze na
kromosomu, dok je otpornost na druge B-laktamske antibiotike stecena, bilo kromosomskim
mutacijama ili horizontalnim prijenosom gena (17). Pocetkom 1980-ih, uvodenje
cefalosporina trece generacije za lijeCenje enterobakterijskih infekcija otpornih na ampicilin,
rezultiralo je pojavom ESBL sojeva koji su otporni na sve B-laktamske antibiotike osim
karbapenema (18). Karbapenemi su zatim postali terapija izbora za lijeCenje ESBL infekcija.
Prvi sojevi K. pneumoniae koji proizvodi enzim (karbapenemazu) sposoban hidrolizirati sve
B-laktame, ukljucujuéi karbapeneme, identificiran je u SAD-u 1996. god. (19). OpseZna
upotreba karbapenema imala je za posljedicu brzo Sirenje MDR sojeva koji proizvode

karbapenemaze. Mehanizmi antibiotske rezistencije u K. pneumoniae prikazani su u Tablici 1.
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Tablica 1. Mehanizmi rezistencije K. pneumoniae na pojedine skupine antibiotika (Izvor: Galani

i sur. 2021) (17)

Sku.plna. Vaini mehanizmi Komentar
antibotika
B-laktamski Modifikacija antibiotika
antibiotici .
ESBL (SHV, CTX-M..) Cesto prenosive mobilnim genetskim
o elementima. Fenotipski izraZenija
Plazmidima posredovang AmpC rezistencija uz kombinaciju mehanizama
(CMY, DHA, FOX, MOX tip) (smanjena propusnost ili efluks)
Karbapenemaze (KPC, NDM, VIM, IMP,
OXA-48)
Membranska propusnost
(OmpK36, OmpK35) VaZno za rezistenciju na karbapeneme
Aminoglikozidi  Modifikacija antibiotika Uzak spektar aktivnosti. Plazmidima

Acetilaze

Aminoacil transferaze
Fosfotrasferaze

Modifikacija ciljnog mjesta

16S rRNA metilaza (ArmA, Rmt-tip)

Efluks pumpe: AcrAB-TolC, KpnEF

posredovani geni rezistencije

Visok nivo rezistencije. Plazmidima
posredovani geni rezistencije

Sustavi efluksnih pumpi: rezistencija na
tobramicin i gentamicin

Fluorokinoloni

Modifikacija ciljnog mjesta

DNA giraza (gyraA i gyraB) mutacije
Topoizomeraza IV (parC i parE) mutacije
Mimikrija ciljnog mjesta: Qnr proteini
Efluks pumpe AcrAB-TolC, OgxAB, QepA

Modifikacija antibiotika aac(6')-Ib-cr

Akumulacija mutacija u genima za DNA
girazu ili topoizomerazu IV doprinosi
vecem stupnju rezistencije

Vedi nivo rezistencije ako soj nosi drugi
gen rezistencije ili prekomjerno izrazava
efluksnu pumpu

Rezistencija i na aminoglikozide

Polimiksini Posttranslacijska modifikacija LPS-a Posljedica mutacija
Stjecanje mcr gena Nalazi se na plazmidu i lako se moze Siriti
konjugacijom
LPS modifikacija
Tigeciklin RND efluksne pumpe: Nizak nivo rezistencije

AcrAB-TolC, OgxAB

Modifikacija antibiotika: Tet(X)

Posredovano plazmidima
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7.1. B-LAKTAMSKI ANTIBIOTICI | MEHANIZMI REZISTENCIJE NA B-LAKTAME

Svi B-laktamski antibiotici u svojoj kemijskoj strukturi sadrze B-laktamski prsten, a dijele se na
peniciline, cefalosporine i cefamicine, monobaktame i karbapeneme. Skupina penicilina
ukljuuje uskospektralne prirodne peniciline, peniciline otporne na B-laktamazu,
aminopeniciline, karboksipeniciline i ureidopeniciline. Cefalosporini se tradicionalno dijele u
pet klasa ili generacija, a novije klase imaju Siri spektar djelovanja te povecanu aktivnost prema
gram-negativnim bakterijama (16). B -laktamski prsten karbapenemima pruZa zastitu od
vecdine B-laktamaza, a otpornost na karbapeneme postaje znacajan problem i javlja se
uglavnom medu gram-negativnim bakterijama (npr. K. pneumoniae, P. aeruginosa i
A. baumannii), koje proizvode razli¢ite klase enzima karbapenemaza. Inhibitori B-laktamaza
pokazuju sinergisticki ucinak s B-laktamskim antibioticima inaktiviraju¢i enzime koji
hidroliziraju i inaktiviraju B-laktamski prsten, osobito gram-negativnih bakterija. Ti agensi
ukljucuju inhibitore B-laktamaze prve generacije (klavulanska kiselina, sulbaktam i
tazobaktam) i noviji avibaktam i vaborbaktam koji su aktivni protiv karbapenemaza.
B-laktamski se antibiotici ubrajaju u antibiotike koji se naj¢esée primjenjuju, baktericidni su te
djeluju inhibitorno na sintezu stani¢ne stijenke bakterija (16). U K. pneumoniae i ostalih
enterobakterija postoje tri glavna mehanizma rezistencije na B-lakatame: proizvodnja enzima,
prekomjerna ekspresija efluksnih pumpi koje izbacuju antibiotik i otezan ulazak antibiotika u
stanicu uslijed modifikacija porina (20). Najvazniji mehanizam rezistencije je proizvodnja B-
laktamaza koji hidroliziraju B-laktamske antibiotike. B-laktamaze su kodirane kromosomski ili
genima smjestenim na pokretnim genskim elementima koji se mogu prenositi medu razlicitim

vrstama bakterija (17).
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7.1.1. B-laktamaze prosirenog spektra (ESBL)

Proizvodnja B-laktamaza kodirana je genima koji mogu biti smjeSteni na kromosomu il
plazmidima. Plazmidni geni za produkciju ovih enzima obi¢no se nalaze na istom lokusu,
zajedno s genima odgovornim za rezistenciju na druge skupine antimikrobnih lijekova
(kinoloni, aminoglikozidi, sulfonamidi) sto oteZava izbor antibiotika i lijecenje. B-laktamaze
klepsijele, kao i ostalih gram-negativnih bakterija, nalaze se u periplazmatskom prostoru
bakterijske stanice te inaktiviraju antibiotik prije nego Sto stigne do ciljnog mjesta.
Djelotvornost ovih enzima ovisi o njihovu afinitetu za odredeni supstrat pa tako razlikujemo
penicilinaze, cefalosporinaze i karbapenemaze. Amblerova (molekularna) podjela B-laktamaza

dijeli ih u Cetiri skupine oznacene slovima od A do D (21).

Polovinom proslog stoljec¢a otkrivene su prve plazmidne B-laktamaze koje su imale Siri spektar
od penicilinaza (nose otpornost na peniciline i cefalosporine prve generacije). Novootkrivenoj
skupini pripadala je i kromosomska SHV-1 B-laktamaza intrinzi¢na u K. pneumoniae. Pretjerana
primjena cefalosporina trece generacije omogudéila je prilagodbu bakterija na nove
B-laktamske antibiotike i produkciju novih enzima jos Sireg spektra koji su nazvani ESBL enzimi.
Prvi ESBL gen, blasny-2, identificiran je u K. pneumoniae u Njemackoj 1987. god. (19). ESBL
enzimi su plazmidima kodirane B-laktamaze koje hidroliziraju peniciline, cefalosporine prve,
druge i trece generacije, te aztreonam, pri ¢emu je veéina osjetljiva na inhibitore B-laktamaza
(klavulansku kiselinu, sulbaktam i tazobaktam). ESBL enzimi su podijeljeni u tri glavne skupine:
TEM, SHV i CTX-M, medu kojima je CTX-M dominantna grupa u K. pneumoniae ESBL
producirajuci sojevi K. pneumoniae uglavnom uzrokuju bolnicke infekcije. U vecini slucajeva

radi se o visestruko rezistentnim sojevima Sto predstavlja veliki izazov u lijecenju (22).
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7.1.2. Karbapenemaze

Karbapenemaze su B-laktamaze s raznovrsnim hidrolitickim kapacitetima, hidroliziraju
peniciline, cefalosporine, monobaktame i karbapeneme (23). Produkcija karbapenemaza,
ukljuéujuc¢i KPC, NDM i OXA-48 karbapenemaze naj¢es¢i je mehanizam rezistencije medu
klinickim izolatima enterobakterija otpornih na karbapeneme. Prema Amblerovoj
molekularnoj klasifikaciji, karbapenemaze pripadaju klasama A, B i D B-laktamaza (Tablica 2)
(21). Klase A i D karbapenemaza za svoju hidroliticku aktivnost trebaju aminokiselinu serin.
Metalo-B-laktamaze (engl. metallo-B-lactamases, MBL) su karbapenemaze klase B koje za
svoju aktivnost zahtijevaju bivalentni metalni cinkov ion. Otporne su na inhibitore B-
laktamaza, ali su osjetljive na metalne ionske kelatore, kao $to je etilendiaminotetraoctena
kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) (23). Prenosivi genski elementi koji
kodiraju karbapenemaze obi¢no sadrie i gene otpornosti na ostale antibiotike $to znatno

ogranicava terapijske opcije.

Tablica 2. Klasifikacija karbapenemaza (lzvor: Rapp RP i sur. 2012) (21)

Molekularna klasa B-laktamaza Karbapenemaze
Klasa A KPC, IMI

Klasa B (metalo-B-laktamaze) IMP, VIM, NDM
Klasa D (oksacilinaze) OXA-48 like enzimi

7.1.2.1. Klasa A karbapenemaza

KPC karbapenemaze (engl. Klebsiella pneumoniae carbapenemase) su klinicki najznacajniji
enzimi medu klasom A karbapenemaza (24). KPC enzimi mogu hidrolizirati sve B-laktame,
ukljucujuci karbapeneme, cefalosporine, cefamicine, monobaktame, a otporne su na vecinu
inhibitora B-laktamaza. Avibaktam, ne-beta-laktamski inhibitor B-laktamaza, moze inaktivirati

karbapenemaze KPC-tipa, predstavljajuéi tako novu terapijsku alternativu za lijecenje infekcija
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uzrokovanih KPC produciraju¢im sojevima. KPC enzimi su nadeni u brojnim gram-negativnim
bakterijama (enterobakterije, pseudomonas, acinetobakter) no najées¢e u K. pneumoniae.
Endemski su prisutni u nekim zemljama (primjerice SAD) gdje uzrokuju bolnicke epidemije.
Infekcije uzrokovane bakterijama koje proizvode KPC karbapenemaze imaju visoku stopu
mortaliteta. U SAD-u i Europi dominantno je proSiren hipervirulentni ST258 KPC-producirajuci

klon bakterije (25).

7.1.2.2. Klasa B karbapenemaza

Metalo-B-laktamaze Amblerove klase B (MBL) kodirane su plazmidom, a predstavljaju klinicku
prijetnju jer se nalaze u mobilnim genetskim strukturama koje nose gene otpornostiinadruge
klase antibiotika (17). Medu enterobakterijama najées¢i MBL enzimi su IMP (engl.
imipenemase), VIM (engl. Verona-integron encoded metallo-B-lactamase) i NDM (engl. New
Delhi metallo-B-lactamase) (26). MBL enzimi hidroliziraju veéinu B-laktama, ukljucujudi
karbapeneme, ali ne i aztreonam. No, istraZivanja pokazuju da je visSe od 80% NDM-1 sojeva
K. pneumoniae otporno i na aztreonam zbog istovremene produkcije ESBL (uglavhom vrsta

CTX-M) i AmpC enzima (23).

7.1.2.3. Klasa D karbapenemaza

B-laktamaze klase D su kategorizirane kao "oksacilinaze" zbog svoje sposobnosti hidroliziranja
oksacilina (20). Oksacilinaze imaju hidroliticku aktivnost protiv penicilina i slabo su inhibirane
inhibitorima B-laktamaza, osim avibaktama. Samo dio OXA obitelji B-laktamaza (OXA-23, OXA-

40, kao i sve prosirenije OXA-48) ima hidroliticku aktivnost prema ertapenemu i u manjoj mjeri

15



prema meropenemu i imipenemu. 0XA-48 producirajuc¢a K. pneumoniae prvi je put izolirana
u Turskoj 2001. god. gdje je sada endemski prisutna. Bolni¢ke epidemije uzrokovane OXA-48
produciraju¢om K. pneumoniae otkrivene su u nekoliko europskih zemalja, poput Francuske,
Njemacke, Nizozemske, Italije (27). Njen epidemijski potencijal uocen je i u Hrvatskoj. Naime,
u nekoliko hrvatskih bolnica u periodu od 2015. god. do 2017. god. OXA-48 je postala
najdominantnija karbapenemaza, za razliku od perioda 2012. god. do 2013. god. kada je
prevladavala VIM-1 karbapenemaza (28). Globalno Sirenje K. pneumoniae koja proizvodi
OXA-48 enzime se moze pripisati stjecanju epidemijskog plazmida koji nosi kodirajudi

blaoxa-4s gen kao jedini gen u transpozonu Tn1999 (23).

7.1.3. AmpC B-laktamaze

AmpC B-laktamaze su cefalosporinaze kodirane kromosomima mnogih enterobakterija
(Enterobacter spp., Citrobacter freundii i Serratia spp.) te pokazuju rezistenciju na cefazolin,
cefoksitin, veéinu penicilina i inhibitora B-laktamaza. AmpC enzimi su inducibilni te njihova
prekomjerna ekspresija moze dovesti do rezistencije na cefalosporine prosirenog spektra kao
Sto su cefotaksim, ceftazidim i ceftriakson. Pomoéu plazmida ove B-laktamaze mogu preciina
K. pneumoniae koja ih prirodno ne posjeduje (29). Osim Sto hidroliziraju cefalosporine trece

generacije, AmpC enzimi su otporni na inhibiciju ve¢inom inhibitora B-laktamaza.

7.1.4. Gubitak porina

Vanjska membrana gram-negativnih bakterija jedinstvene je arhitekture, a sastoji se od

fosfolipida, LPS-a, lipoproteina i porina. Porini su transmembranski proteinski koji formiraju
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kanale i omogucuju pasivnu difuziju hidrofilnih molekula manje molekularne mase. Smanjena
ekspresija porina vanjske membrane dovodi do slabijeg prolaska antibiotika u bakterijsku
stanicu te povecanja vrijednosti minimalnih inhibicijskih koncentracija (eng. minimal inhibitory
concentration, MIC) antibiotika, naj¢esc¢e onih koji djeluju na sintezu peptidoglikana. OmpK35
i OmpK36 su glavni porini vanjske membrane K. pneumoniae. Klini¢ki izolati K. pneumoniae
koji proizvode ESBL enzime ili karbapenemaze obic¢no pokazuju gubitak OmpK35 ili gubitak
OmpK35 i OmpK36 porina (17). Mutacije OmpK36 porina koje dovode do promjene u veli€ini
pora otezavaju prodiranje karbapenema i cefalosporina u bakterijsku stanicu. Smanjena
osjetljivost na nove antibiotike - kombinacije karbapenema s inhibitorima B-laktamaza kao sto
je meropenem-vaborbaktam takoder je povezana s gubitkom OmpK36 i OmpK35, kao i
rezistencija na imipenem-relabaktam (17). U studiji provedenoj u Klinickom bolni¢kom centru
(KBC) Rijeka molekularna analiza klinickih sojeva ertapenem-rezistente ESBL-producirajuce
K. pneumoniae je pokazala smanjenu ekspresiju OmpK35 porina (30). Medu sojevima koji su
bili dodatno rezistentni na barem jo$ jedan karbapenemski antibiotik u manjoj mjeri je

dokazana i smanjena ekspresija OmpK36 porina.

7.1.5. Efluksne pumpe

Bakterijske efluksne pumpe su proteinski transportni sustavi koji aktivnim transportom
izbacuju neZeljene toksi¢ne tvari iz bakterijske stanice, a nalaze se na citoplazmatskoj
membrani. Pojacana ekspresija efluksnih pumpi je jedan od mehanizama koji uzrokuje
povecdanu otpornost na mnoge vrste antimikrobnih lijekova. AcrAB, OgxAB, EefAB, KexD,
KmrA, KdeA i CepA efluksne pumpe mogu izbacivati razli¢ite antibiotike iz bakterijske stanice.

lako se ranije smatralo da ovaj mehanizam ne doprinosi znacajno rezistenciji klepsijele na
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B-laktamske antibiotike, ako je udruZen s drugim mehanizmima rezistencije, kao Sto je
promjena permeabilnosti vanjske membrane, moze doprinijeti znacajnom povisenju MIC

vrijednosti (30).

7.2. AMINOGLIKOZIDI | REZISTENCIJA NA AMINOGLIKOZIDE

Aminoglikozidi su baktericidni antibiotici Sirokog spektra, a uklju¢uju gentamicin, amikacin,
tobramicin, neomicin i streptomicin. Primjenjuju se parenteralno, a zbog njihovog uske
terapijske Sirine tijekom primjene treba pratiti bubreznu funkciju bolesnika kako bi se izbjegla
toksi¢nost. Najces¢i mehanizam otpornosti na aminoglikozide je produkcija enzima koji
modficiraju antibiotik. Oni ukljucuju N-acetiltransferaze, O-nukleotidil-transferaze i
O-fosfotranferaze (17). Drugi mehanizam je produkcija enzima 16SrRNA metilaze koji blokira
vezanje aminoglikozida na 16SrNA te nosi rezistenciju na gotovo sve aminoglikozide,
uklju€ujuéi tobramicin, gentamicin i amikacin (14,31). Ostali mehanizmi rezistencije na
aminoglikozide uklju¢uju izmjenu propusnosti membrane zbog gubitka porina KpnO te
pojacan efluks uslijed pojacane ekspresije efluksnih pumpi AcrAB-TolC i KpnEF (19). Studije su
pokazale da su porini KpnO izravno uklju¢eni u otpornost na aminoglikozide i mogu dovesti do

tolerancije tobramicina, streptomicina i spektromicina (14).

7.3. FLUOROKINOLONI I REZISTENCIJA NA KINOLONE

Fluorokinoloni su Sirokospektralni baktericidni antibiotici, a ukljuuju ciprofloksacin,
gemifloksacin, levofloksacin, moksifloksacin, norfloksacin i ofloksacin. Ometaju sintezu

nukleinskih kiselina inhibirajuci aktivnost DNA giraze i topoizomeraze IV. Glavni mehanizam
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rezistencije na kinolone je kromosomska mutacija ciljnih mjesta njihova djelovanja - DNA girazi
(gyrA-gyrB podjedinice) i topoizomerazi IV (parC-parE podjedinice) (19). Ostali mehanizmi
rezistencije ukljuCuju ekspresiju plazmidski posredovanog gnr gena, ekspresiju
aminoglikozidne acetiltransferaze i kinolonskih efluksnih pumpi QepA i OgxAB (31). Qnr gen
kodira proteine koji fizicki Stite DNA girazu i topoizomerazu IV od inhibicije kinolonima.
AAC(6')-lb-cr je bifunkcionalna aminoglikozidna acetiltransferaza, koja osim aminoglikozida
moze katalizirati acetilaciju piperazinilne grupe norfloksacina i ciprofloksacina (17,31).
Ekspresija QepA efluksne pumpe je posredovana plazmidom i smanjuje osjetljivost na
hidrofilne fluorokinolone, osobito ciprofloksacin i norfloksacin. OgxAB efluksna pumpa,
kodirana genima ogxA i ogxB, pridonosi rezistenciji na kinolone kao $to su nalidiksi¢na kiselina,
norfloksacin i ciprofloksacin (17). IstraZivanja su pokazala da su promjene u propusnosti
stanica takoder ukljucene u rezistenciju na kinolone, ukljuc¢ujuéi nedostatak OmpK36 porina,

kao i prekomjerna ekspresija gena efluksne pumpe acrAB (14).

7.4 POLIMIKSINI I REZISTENCIJA NA POLIMIKSINE

Kolistin je polimiksin, stari baktericidni antibiotik sa znaéajnom aktivnoséu protiv gram-
negativnih bakterija ukljuujuéi K. pneumoniae, a poceo se ponovo primjenjivati kao zadnja
linija obrane za lije€enje infekcija uzrokovanih bakterijama otpornim na sve ostale antibiotike.
Mehanizam djelovanja kolistina je oStecenje vanjske staniéne membrane Sto dovodi do
propustanja unutarstani¢nih sadrzaja i smrti bakterije. Naj¢e$éi mehanizam rezistencije na
kolistin je modifikacija ciljnog mjesta (bakterijskog lipida A) dodavanjem kationskih skupina
fosfoetanolamina(pEtN) ili 4-amino-4-deoksi-L-arabinoze(L-Ara4N) Sto sprjeCava vezanje

kolistina za lipid A (32). Te su promjene posredovane prekomjernom ekspresijom gena pmrC
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(kodira PEtN transferazu koja katalizira prijenos PEtN-a na lipid A) ili operona pmrHFIJKLMB
(odgovoran za sintezu L-Ara4N). Povisena ekspresija pmrC ili pmrHFIJKLM uglavnom je
posljedica kromosomskih mutacija u dvokomponentnim sustavima phoP/phoQ, pmrA/pmrB
i crrA/crrB ili mgrB gena (negativni regulator phoP/phoQ) (32). Takoder, K. pneumoniae moze
posjedovati rezistenciju na kolistin posredovanu plazmidom preko mrc gena. On kodira
protein Mcr-1 koji pripada PEtN transferaznoj obitelji i moZe posredovati u prijenosu PEtN-a
na lipid A na sliCan nacin kao PmrC. Ostali mehanizmi rezistencije ukljuéuju pojacanu
ekspresiju efluks pumpi (AcrAB-TolCiKpnEF) te prekomjernu proizvodnju kapsularnog
polisaharida (14,32). Nakon izolacije prvih sporadi¢nih slucajeva kolistin-rezistentne
K. pneumoniae ESBL OXA-48 u hrvatskim bolnicama, tijekom 2019. god. uoceno je alarmantno
Sirenje ovog soja u nekoliko bolnica koje se nalaze u razli¢itim geografskim regijama Hrvatske,
ali i u izvanbolnickih pacijenata (33). Molekularnom analizom nisu pronadeni mcr geni
odgovorni za prenosivu rezistenciju na kolistin, Sto ukazuje da je rezistencija vjerojatno
posljedica kromosomskih mutacija. Kolistin se intenzivno koristi u nasim bolnicama tijekom
posljednjih deset godina, a prisutnost rezistencije na kolistin u K. pneumoniae izolirane iz
razli¢itih hrvatskih bolnica naglasava potrebu za ograni¢enom primjenom kolistina i ranim

prepoznavanjem rezistentnih sojeva.

7.5. TIGECIKLIN I REZISTENCIJA NA TIGECIKLIN

Tigeciklin je glicilciklinski antibiotik Sirokog spektra. Veze se na bakterijski ribosom blokirajudi
vezanje tRNA te sprjecCavajuéi sintezu proteina zaustavljanjem ugradnje aminokiselina u
peptidne lance. Otpornost na tetracikline javlja se uglavhom kroz ekspresiju efluksnih pumpi,

kao Sto je TetB (31). Poznati mehanizmi tolerancije tigeciklina uklju¢uju izmjenu njegovog
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cilinog mjesta Sto su ribosomske jedinice 30S i 16S, kao i promjene u propusnosti stanica.
Istrazivanja su pokazala da prekomjerna ekspresija efluksnih pumpi AcrAB-TolC i OgxAB i
promjene ekspresije njihovih regulatora (ramA, ramR, rarA i acrR) takoder mogu dovesti do
rezistencije na tigeciklin (14). Zabrinjavajuéa pojava rezistencije na tigeciklin uoc¢ena je u 10%
izolata ertapenem-rezistentne K. pneumoniae koja se prosirila unutar KBC Rijeka (uglavhom
JIL i kirurski odjeli) u periodu 2012. god. - 2014. god. (30). Budu¢i da u izolatima nije
detektirana pojacana ekspresija AcrAB-TolC efluksnih pumpi, rezistencija na tigeciklin je
vjerojatno bila posredovana otezanom difuzijom antibiotika uslijed slabe ekspresije OmpK35

porina.
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8. LABORATORISKA DIJAGNOSTIKA

Odabir klinickog uzorka za mikrobiolosku dijagnostiku primarno ovisi o lokalizaciji infekcije. Za
vedinu testova koji se izvode u mikrobioloskom laboratoriju potrebno je izolirati Zive bakterije.
Konvencionalne metode koje se koriste za identifikaciju K. pneumoniae uklju€uju izravnu
mikroskopiju klinickog uzorka, uzgoj bakterija u odgovarajué¢im hranilistima, biokemijsku
identifikaciju i upotrebu automatskih sustava identifikacije, kao Sto je VITEK 2 sustav (34).
Klini¢ki uzorci kao $to je urin se mogu inokulirati na krvni agar i / ili diferencijalna kromogena
hraniliSta kao Sto je MacConkey agar, Uriselect, CLED i dr. Primarno sterilne uzorke (likvor, krv,
bioptati, sinovijalna tekuéina) potrebno je inokulirati na obogacena hranilista za aerobni i
anaerobni uzgoj ili u komercijalne bocice za hemokulturu koje se ocitavaju automatiziranim
instrumentima kao Sto je BacT/ALERT 3D (BioMerieux, Francuska) (34). Rastom na ¢vrstom
hranilistu K. pneumoniae karakteristicno formira mukoidne kolonije s istaknutom kapsulom
koja se moze dokazati odredenim tehnikama bojenja (35). K. pneumoniae fermentira glukozu
i laktozu te je ureaza pozitivna, a uz druge osobine, navedena se biokemijska svojstva koriste
za fenotipsku identifikaciju. lako se infekcije uzrokovane enterobakterijama mogu
dijagnosticirati seroloskim testovima, oni nisu korisni za dijagnostiku K. pneumoniae (36).
»Rucnim” ili automatiziranim biokemijskim tehnikama identifikacije bakterija ¢esto nedostaje
osjetljivost i specificnost, a dodatan problem predstavlja vrijeme koje je potrebno za izdavanje
nalaza (dva do tri dana) Sto dovodi do odlaganja uvodenja antibiotika. Stoga se u novije
vrijeme biokemijske tehnike identifikacije sve ¢eSée zamjenjuju analizom proteina bakterija
masenom spektrometrijom (engl, matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight
mass spectrometry, MALDI-TOF MS). lako je MALDI-TOF metoda pouzdana i brza, visoka

cijena uredaja usporava njezino uvodenje u klinicke laboratorije (37).
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Posljednjih se godina sve vise primjenjuju razlicite molekularne metode za detekciju
nukleinske kiseline uzroc¢nika infekcije. Lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu (eng.
real time polymerase chain reaction, RT-PCR) nudi moguénost brze identifikacije
K. pneumoniae iz razli¢itih bioloSkih uzoraka i tjelesnih tekuéina unutar nekoliko sati (38).
Ostale molekularne metode ukljucuju elektroforezu DNA u promjenjivom elektricnom polju
(eng. pulsed field gel electrophoresis, PFGE), enterobakterijski ponavljajuci intergenski
konsenzus (eng. enterobacterial repetitive intergenic consensus-, ERIC-PCR), metoda
slu¢ajnog umnazanja polimorfne DNA (eng. randomly amplified polymorphic DNA, RAPD) i
ponavljajuéu ekstragenu lancanu reakciju palindromic¢ne polimeraze (eng. extragenic
palindromic polymerase chain reaction, rep-PCR) i analizu viSe sekvenci gena (eng. multilocus
sequence typing, MLST). Navedene se metode ceSée koriste u epidemioloske ili istraZivacke
svrhe za utvrdivanje genetske povezanosti izolata. Rep-PCR se koristi za genotipizaciju
K. pneumoniae iz razli¢itih izvora. Kao jednostavna, brza, jeftina i pouzdana metoda
genotipizacije rep-PCR ima prednost u odnosu na druge molekularne metode zbog
sposobnosti razlikovanja usko povezanih sojeva bakterija (39). FilmArray multipleks metoda
(BioMerieux, Francuska) omogucéava jednostavno rukovanje i dijagnostiku uzro¢nika unutar
jednog do dva sata bududi da potpuno automatizira i objedinjuje izolaciju i amplifikaciju
nukleinskih kiselina (40). Zbog toga se u klinickim mikrobioloskim laboratorijima sve vise
koriste multipleks RT-PCR dijagnosticki paneli koji omogucéavaju tzv. sindromsko testiranje. Iz
reprezentativnog se klinickog uzorka (likvor, iskasljaj, stolica, hemokultura) istovremeno mogu
detektirati nukleinske kiseline dvadesetak i vise razliCitih patogena koji uzrokuju istu klinicku
sliku (sindrom). K. pneumoniae je ukljuéena u komercijalne pneumonija i sepsa multipleks RT-
PCR panele buduéi da je jedan od ce$éih uzrocnika sindroma sepse ili pneumonije u

hospitaliziranih bolesnika (40).
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8.1. METODE ODREDIVANJA OSJIETUIVOSTI NA ANTIBIOTIKE

K. pneumoniae moze postati otporna na antibiotike te je laboratorijsko testiranje osjetljivosti
bakterijskog izolata na antibiotike uvijek indicirano. Osjetljivost bakterije na antibiotike se
moze odrediti testovima probira, testovima fenotipske detekcije (disk-difuzijska i dilucijske

metode, E-test) i molekularnim metodama detekcijom specifi¢nih gena rezistencije.

Testovima probira se moZe detektirati produkcija ESBL enzima kao i otpornost K. pneumoniae
na karbapeneme. Medutim, postoje odredene poteskoce u detekciji OXA-48-like enzima zbog
toga Sto rezultati antibiograma mogu ukazivati na to da su izolati osjetljivi na karbapeneme
unatoc prisutnosti OXA-48 like karbapenemaza. Vec¢ina OXA-48-like enzima ima maloili nimalo
aktivnosti protiv cefalosporina trece i Cetvrte generacije i stoga se moze posumnjati na njihovu
prisutnost kada se uocCi osjetljivost na cefalosporine uz povisene MIC-ove karbapenema,

posebno ako je praéena visokom rezistencijom na piperacilin/tazobaktam.

Test koji se Cesto rutinski provodi u klini¢ckim laboratorijima za detekciju ESBL enzima je test
sinergije dvostrukog diska. Za probir karbapenem rezistentnih sojeva koriste se komercijalni
Rapidec Carba NP test (BioMerieux, Francuska), kolorimetrijski test B-CARBA testa (Bio-Rad,
Francuska) kao i testovi drugih proizvodaca. Na Slici 3. prikazan je komercijalni
imunokromatografski test lateralnog protoka RESIST-5 O.K.N.V.l. test (Coris Bioconcept,
Belgija) koji omogucava detekciju pet razli¢itih karbapenemaza (OXA-48, KPC, NDM, VIM, IMI)
(41). MALDI-TOF MS metoda takoder omogudéava identifikaciju pojedinih tipova

karbapenemaza.
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Slika 3. Komercijalni imunokromatografski test za detekciju karbapenemaza
(izvor: Hong i sur 2021) (41)
A. Detekcija IMP (1) i VIM (V) karbapenemaza, kontrolna linija (C)

B. Detekcija NDM (N), KPC (K) i OXA-48-like (O) karbapenemaza

Genotipske molekularne metode detekcije najvaznijih B-laktamaza uklju¢uju RT-PCR ili
potpuno automatizirane FilmArray sustave temeljene na PCR tehnikama. Napredak
tehnologije omogucio je detekciju ESBL enzima ili karbapenemaza u roku od desetak minuta,
bilo iz kulture ili izravno iz klinickog uzorka (urin, bris rektuma). Primjena brzih molekularnih
metoda za detekciju rezistentnih bakterija, kao Sto je eazyplex SuperBug CRE
(AmplexDiagnostics, Njemacka), uvelike olakSava nadzor i kontrolu Sirenja bolnickih infekcija

u zdravstvenim ustanovama (42).
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9. KONTROLA INFEKCUJA

MDR K. pneumoniae ima sposobnost klonalnog Sirenja unutar zdravstvenih ustanova, stoga je
vazno na vrijeme detektirati uzroénika i provesti odgovarajuée mjere kontrole infekcije kako
bi se sprijecio prijenos na osjetljive osobe (42). S obzirom da je kontakt glavni nacin prijenosa,
pravilna i redovita higijena ruku smatra se osnovnom i nezamjenjivom mjerom u sprjecavanju
prijenosa infekcije (43). Trenutne europske smjernice preporucuju razlicite strategije za
ogranic¢avanje prijenosa MDR sojeva. One ukljuuju provedbu programa edukacije o higijeni
ruku, mjere opreza pri kontaktu s bolesnikom, te mjere izolacije za sve bolesnike za koje se
zna da su zarazeni ili kolonizirani rezistentnim bakterijama. Preporucuju se i druge mjere, kao
Sto su CiS¢enje okolisa i mikrobioloski nadzor odredenih skupina bolesnika kako bi se u slu¢aju
potrebe omogucilo rano uvodenje kontaktnih mjera. Aktualne smjernice predlazu i
rukovodenje ili nadzor nad antimikrobnim lijekovima kako bi se ograniila pretjerana i
neopravdana uporaba antibiotika, a time i selektivni pritisak antibiotika koji dovodi do

nastanka rezistencije (42).
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10. TERAPIJSKE MOGUCNOSTI

Izbor antibiotika za lijecenje K. pneumoniae infekcija u prvom redu ovisi o mjestu infekcije,
osjetljivosti izolata te vrsti B-laktamaza koju bakterija producira (44). Preporucena terapija
upale pluca uzrokovane s K. pneumoniae ukljucuje cefalosporine trece ili cetvrte generacije ili
kinolone u monoterapiji ili u kombinaciji s aminoglikozidom (6). Inicijalna terapija bolesnika s
mogucom bakteremijom je empirijska. Lijecenje infekcija uzrokovanih MDR sojevima K.
pneumoniae predstavlja izazov za lijecnike s obzirom na to da se obi¢no radi o tezim
bolesnicima koji su smjeSteni u JIL-u, operiranim bolesnicima, bolesnicima na umjetnoj
ventilaciji, bolesnicima s vise podlezeéih bolesti koji Cesto razvijaju ozbiljne infekcije i
komplikacije (42). Poseban problem u lije¢enju predstavljaju sojevi bakterija koji produciraju
karbapenemaze, otporni na vecinu B-laktamskih antibiotika, kao i na kinolone i na vedinu
aminoglikozida. U tom slucaju terapijske moguénosti su ograni¢ene na rezervne antibiotike:
ceftazidim-avibaktam i novije kombinacije s inhibitorima B-laktamaza, fosfomicin, kolistin,
tigeciklin i odabrane aminoglikozide te novije opcije kao $to su plazomicin, eravaciklin i
cefiderokol (45).

Fosfomicin je Sirokospektralni antibiotik Cije se djelovanje zasniva na inhibiciji enzima koji
sudjeluje u sintezi peptidoglikana. Intravenskom primjenom fosfomicin postize dovoljnu
koncentraciju na razli¢itim mjestima u tijelu te se moze se koristiti za Sirok spektar infekcija
ukljucuju¢i pneumoniju, meningitis, kirurske infekcije i nekomplicirane UTI. Bududéi da
monoterapija fosfomicinom mozZe dovesti do rezistencije u K. pneumoniae preporucuje se
kombinirana primjena s aminoglikozidima, karbapenemima ili tigeciklinom (46,47).

Novi sintetski aminoglikozidni antibiotik plazomicin je aktivan protiv veéine sojeva koji luce
enzime koji razgraduju aminoglikozide, a indiciran je za lijeCenje kompliciranih urinarnih

infekcija (46).
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Razlicite kombinacije  antibiotika pokazuju aktivnost protiv. KPC-producirajuce
K. pneumoniae, kao $to su gentamicin, tigeciklin, trimetoprim-sulfametoksazol ili dvostruka
karbapenemska terapija. Rezistencija na kolistin dodatno oteZava izbor antibiotika za lijeCenje
infekcija uzrokovanih MDR izolatima. U Tablici 3 prikazani su antibiotici koji se mogu primijeniti

za lijeCenje infekcija uzrokovanih kolistin-karbapenem rezistentom K. pneumoniae (46).

Tablica 3. Antibiotici koji se primjenjuju za lijecenje infekcija uzrokovanih kolistin i

karbapenem rezistentnom K. pneumoniae (Izvor Petrosillo N 2019) (46)

Antibiotik Porijeklo/skupina Nacin Prednosti i nedostatci
primjene
Fosfomicin Izoliran iz Streptomyces vV Izvrstan profil sigurnosti i podnosljivosti.
fradiae (dinatrij Izvrsna distribucija.

fosfomicin) Monoterapija moZe uzrokovati rezistenciju.
Zahtijeva pracenje serumskih elektrolita.
Tigeciklin Semisintetski glicilciklin v Dobra distribucija u Zuci i kolonu.
Odobren za lije¢enje kompliciranih koznih i
intraabdomininalnih infekcija.

Ceftazidim/ Kombinacija \Y Baktericidan.
avibaktam cefalosporin/B-laktamski Nije aktivan protiv MBL klase B.
inhibitor
Plazomicin Semisintetski v Aktivan protiv vecine sojeva koji sadrze enzime
aminoglikozid koji modificiraju aminoglikozide.
Nije aktivan protiv mnogih NDM.
Cefiderokol Sideroforni cefalosporin v Aktivan protiv veé¢ine MDR izolata, ukljucujudi
metalo-B-laktamaze.
Meropenem/ Kombinacija v Neucinkovit za OXA-48 i MBL klase B.
vaborbaktam karbapenem/B-laktamski
inhibitor
Eravaciklin Sintetski tigeciklinski IV, PO Aktivan protiv izolata koji produciraju KPC,
analog OXA-48 i MBL klase B.

PredlozZeni algoritam za odabir antibiotika prve i druge linije za lijecenje infekcija uzrokovanih
MDR sojevima K. pneumoniae rezistentnim na karbapeneme, aminoglikozide, polimiksin i

tigeciklin, s obzirom na detektirani mehanizam rezistencije prikazan je na Slici 4 (48) .
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Slika 4. Algoritam za odabir antibiotika za lijecenje MDR K. pneumoniae infekcija
(Izvor: Karakonstantis S, 2020) (48).
Kratice: CAZ/AVI=ceftazidim/avibaktam, C/T=ceftolozan/tazobaktam, CAPT= karbapenem,
aminoglikozid, polimiksin, tigeciklin, IMI/REL=imipenem/relebaktam,

MVB=meropenem/vaborbaktam

Za MDR K. pneumoniae infekcije danas su dostupni noviji antibiotici s manje nuspojava i
toksi¢nosti kao Sto su ceftazidim/avibaktam, meropenem/varborbaktam, plazomicin i
cefiderokol. Ceftazidim/avibaktam je nedavno odobrena kombinacija antibiotika za lijecenje
abdominalnih infekcija, urinarnih infekcija i bolnicke upale pluc¢a (46). Djelotvorna je protiv
klase A, Ci D karbapenemaza te je terapija izbora za OXA-produciraju¢u K. pneumoniae.
Kombinacija ceftazidim/avibaktam s aztreonamom se pokazala uspjesSnom protiv infekcija
uzrokovanih MBL sojevima (48). Meropenem-vaborbaktam pokazuje aktivnost protiv klase A
(KPC) i C (AmpC) producirajucih sojeva. Koristi se u lijecenju kompliciranih urinarnih infekcija,

intraabdominalnih infekcija, bakterijemije i bolnickih pneumonija. Zbog visoke cijene i rizika
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od razvoja rezistencije, trebao bi se koristiiti kao rezervni antibiotik za lijeCenje odabranih
slu¢ajeva infekcija, ukljuCujuéi kolistin-karbapenem rezistentnu K. pneumoniae (46).
Imipenem/relebaktam je opcija za lijeCenje infekcija uzrokovanih MDR K. pneumoniae
sojevima koji proizvode KPC, ali ne i OXA-48. Plazomicin mozZe biti dobar terapijski izbor za
infekcije uzrokovane karbapenem-rezistentnim sojevima, osim za MBL producirajuée sojeve
zbog detektirane koprodukcije 16S rRNA metiltransferaze (46). lako plazomicin pokazuje
stabilnost protiv modificiraju¢ih aminoglikozidnih enzima i na njega se razvija rezistencija
posredovana 16sRNA metiltransferazom. Cefiderokol je novi cefalosporin koji ima povecanu
stabilnost protiv razli¢itih B-laktamaza ukljucujuci klasu A, B i D. Glavni izazov za lijeCenje s
cefiderokolom predstavljaju sojevi koji uz gubitak porina produciraju NDM i ESBL enzime (49).

Sve ucestalija rezistencija klini¢kih izolata K. pneumoniae i drugih ESKAPE bakterija na
konvencionalne antibiotike je dovela do trazenja novih terapijskih opcija. Tako kombinirana
uporaba bakteriofaga i liposoma koji poja¢avaju fagocitozu, primjena monoklonskih antitijela,
genetskog uredivanja i transplantacija fekalne mikrobiote pokazuje in vitro djelotvornost (50).
Ciljana fagoterapija pokazuje obeéavajuce rezultate kao potencijalna buduca alternativa
antibioticima. Medutim, joS se moraju razrijesiti vazna pitanja u vezi sigurnosnog profila -
imunoloSkog odgovara bolesnika na fage kao i potencijalni rizik brze pojave rezistencije (46).
Do danas, nema dostupnih cjepiva protiv K. pneumoniae infekcija. lako postoje formulacije
temeljene na kapsularnim polisaharidima bakterije, visoka varijabilnost kapsularnih
serotipova K. pneumoniae ograni¢ava cjepnu pokrivenost. Rekombinantna cjepiva na bazi

bakterijskih antigena prisutnih na povrsini su obecavajuca alternativa (51).
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11. RASPRAVA

Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) je 2017. god. objavila globalnu listu prioritetnih MDR
bakterija s namjerom da potakne Sto brZi razvoj novih antibiotskih opcija. ESKAPE bakterije,
medu kojima se nalazi i MDR K. pneumoniae su dobile status najviSseg prioriteta.
K. pneumoniae je oportunistic¢ki patogen koji se medu vodecim uzroénicima bolnickih infekcija
(18). Uzrokuje Sirok spektar infekcija, a primarno su pogodeni imunokompromitirani bolesnici
i teski bolesnici smjesteni na JIL-u. Porast hv sojeva i pojava novih MDR klonova rezultirali su
pojavom infekcija medu prethodno zdravim osobama (18). K. pneumoniae sojevi koji
proizvode karbapenemaze trenutno su jedan od najvaznijih nozokomijalnih patogena zbog
razlicitih fenotipova rezistencije i globalne diseminacije putem mobilnih genetskih elemenata.
lako se geografska distribucija pojedinih sojeva u svijetu donekle razlikuje, sojevi
K. pneumoniae koji proizvodi KPC, NDM i OXA-48 enzime brzo su se prosirili diljem svijeta (45).
U Hrvatskoj je veliki epidemijski potencijal pokazala KPC K. pneumoniae koja se prosirila vrlo
brzo nakon prvog pojavljivanja 2011. god. dovodedi do epidemije u najmanje tri zdravstvene
ustanove. Interdisciplinarna sekcija za kontrolu rezistencije na antibiotike (ISKRA) i nacionalno
Povjerenstvo za sprjeCavanje i suzbijanje infekcija povezanih sa zdravstvenom skrbi su
posebnu paznju posvetili ograni¢avanju Sirenja tih sojeva. Multidisciplinarnim pristupom je
zaustavljeno Sirenje epidemija uzrokovanih KPC K. pneumoniae (2012. god. u Opéoj bolnici u
Zaboku, 2013. god. u KBC Zagreb te 2014. god. u Klinici za infektivne bolesti). U 2018. god.
ponovo je zabiljezeno njihovo epidemijsko Sirenje u Splitsko-dalmatinskoj zupaniji (12 izolata)
(52). Vazno je spomenuti da su MDR K. pneumoniae infekcije povezane sa stopama smrtnosti
do 50%, s visokom ucestalo$¢u bakterijemije i septickog Soka (45). LijeCenje infekcija
uzrokovanih rezistentnim sojevima trenutno predstavlja veliki izazov u podruéju zaraznih

bolesti stoga tocna i brza fenotipska i genotipska laboratorijska detekcija karbapenemaza
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moZze smanjiti odgadanje odabira odgovarajuceg antibiotika. Zabrinjavajudi je i porast kolistin-
karbapenem rezistente K. pneumoniae koji predstavlja javnozdravstvenu prijetnju jer
rezistencija na kolistin dodatno smanjuje terapijske mogucnosti. Studija provedena u
susjednoj ltaliji je pokazala da se stopa rezistencije na kolistin medu invazivnim izolatima KPC
K. pneumoniae iz hemokultura povecala za viSe od tri puta tijekom pet godina, a stopa
smrtnosti je iznosila priblizno 50% (45). Takoder, biljezi se i zabrinjavajuc¢a pojava rezistencije
na nove kombinacije B-laktamskih antibiotika s inhibitorima B-laktamaza kao S$to je
ceftazidim/avibaktam. Stoga bi se antibiotici u klinickoj praksi trebali koristiti odgovorno i
racionalno kako bi se izbjegla pojava preuranjene rezistencije. Odgovarajuce mjere kontrole i
prevencije infekcija uz upravljanje antimikrobnim lijekovima mogu sprijeciti Sirenje

rezistencije i produljiti vrijeme djelotvornosti novih antibiotika (17).
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12. zZAKUUCCI

e K. pneumoniae je nozokomijalni patogen koji uzrokuje Sirok spektar infekcija, a
posebno su ugrozeni teski bolesnici smjesteni na JIL-u i imunokompromitirane osobe

e Hv serotipovi (pretezno K1 i K2) zbog povecéane proizvodnje kapsularnih polisaharida
mogu uzrokovati invazivne infekcije u prethodno zdravih osoba.

e Veliku prijetnju predstavlja sve veca proSirenost MDR K. pneumoniae sojeva, posebice
sojeva koji produciraju karbapenemaze, a koji se brzo Sire unutar bolnica.

e Sve je manje terapijskih mogucénosti za lije€enje infekcija uzrokovanih MDR sojevima
zbog Cega je vazno poznavati i primijeniti sve potrebne mjere da se sprijeci njihovo
Sirenje i Sto duZe sacuva djelotvornost novih antibiotika.

e Poznavajuc¢i mehanizme rezistencije i lokalnu epidemiolosku sliku klinicar moze bolje
razumjeti i predvidjeti obrasce otpornosti te odabrati najprikladniji antibiotik

e Testiranje osjetljivosti na antibiotike kombiniranim fenotipskim i genotipskim
metodama omogucava brzu identifikaciju uzro¢nika, provodenje programa nadzora i

pravovremeno poduzimanje postupaka kontrole Sirenja mikroorganizama
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13. SAZETAK

K. pneumoniae je gram-negativna, nesporogena, nepokretna Stapicasta bakterija, pripadnik,
obitelji Enterobacteriaceae. Siroko je rasprostranjena u okoli$u, a probavni sustav ¢ovjeka sluZi
joj kao primarni rezervoar. Veéinom uzrokuje oportunisticke infekcije povezane sa
zdravstvenom skrbi. Novorodencad, starije osobe i imunokompromitirani bolesnici
predstavljaju najrizi¢nije skupine. Zabrinjavaju¢a pojava hv sojeva te novih MDR klonova
rezultirala je pojavom infekcija medu prethodno zdravim osobama . K. pneumoniae posjeduje
tri glavna mehanizma rezistencije na B-lakatame: proizvodnja enzima, prekomjerna ekspresija
efluksnih pumpi i modifikacija porina. Sojevi koji proizvode karbapenemaze trenutno su jedan
od najvaznijih bolnickih patogena zbog razli¢itih fenotipova rezistencije i globalne proSirenosti.
Otporni su na vecinu B-laktamskih antibiotika, kinolone i na veéinu aminoglikozida. Terapijske
mogucénosti su ograni¢ene na rezervne antibiotike: ceftazidim-avibaktam i novije kombinacije
s inhibitorima B-laktamaza, fosfomicin, kolistin, tigeciklin i odabrane aminoglikozide te nove
antibiotike kao $to su plazomicin, eravaciklin i cefiderokol. Zabrinjavajudi je i porast kolistin-
karbapenem rezistente K. pneumoniae koji predstavlja javnozdravstvenu prijetnju jer
rezistencija na kolistin dodatno smanjuje terapijske mogucnosti. Takoder, biljezi se i
zabrinjavajuca pojava rezistencije na nove kombinacije B-laktama s inhibitorom B-laktamaze
kao Sto je ceftazidim/avibaktam. Mjere kontrole i prevencije infekcija uz racionalnu primjenu
i upravljanje antibioticama klju¢ne su za sprjeCavanje Sirenja rezistencije i produljenje

vremena djelotvornosti novih antibiotika.

KljuCne rijeCi: Antibiotska rezistencija, bolnicke infekcije, karbapenemaze, K. pneumoniae,

kontrola infekcija
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14. SUMMARY

K. pneumoniae is a Gram-negative, nonsporogenic, immotile, rod-shaped bacterium that
belongs to the Enterobacteriaceae family. It is widely distributed in the environment, the
human digestive tract serves as its primary reservoir. Most infections caused by
K. pneumoniae are opportunistic, healthcare-associated infections. The groups most at risk
are infants, the elderly, and immunocompromised patients. However, a significant increase in
hv strains and the emergence of new MDR clones have led to the emergence of infections in
previously healthy individuals. K. pneumoniae has three main mechanisms of B-lactam
resistance: enzyme production, efflux pump overexpression, and porin modification.
Carbapenemase-producing strains are currently one of the most important nosocomial
pathogens because they exhibit different resistance phenotypes and spread worldwide. They
are resistant to most B-lactam antibiotics, quinolones, and most aminoglycosides. Therapeutic
options are limited to reserve antibiotics: ceftazidime-avibactam and newer combinations
with B-lactamase inhibitors, fosfomycin, colistin, tigecycline, selected aminoglycosides, as well
as newer options such as plasomycin, eravacycline, and cefiderocol. The increase in colistin-
carbapenem-resistant K. pneumoniae poses a serious public health threat, as resistance to
colistin further limits therapeutic options. Also of concern is the emergence of resistance to
new combinations of antibiotics with a B-lactamase inhibitor such as ceftazidime/avibactam.
Appropriate infection control and antimicrobial stewardship programme are key to preventing

the spread of resistance and extending the period during which new antibiotics are effective.

Keywords: Antimicrobial resistance, carbapenemases, hospital infections, infection control,

K. pneumoniae
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