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SAZETAK

NALAZ blactx-m GENA U IZOLATIMA BAKTERIJE ESCHERICHIA
COLI IZDVOJENIH IZ FECESA KOKOSI

Za ovo istrazivanje prikupljeno je 498 uzoraka fecesa kokosi s razlicitih peradarskih
farmi Bosne i Hercegovine. Nacijepljivanjem na podloge s dodatkom 1 mg/l cefotaksima
izdvojeno je ukupno 280 izolata bakterijske vrste Escherichia coli rezistentnih na cefotaksim.

Postupkom kombiniranih diskova u 74 izolata je fenotipski utvrdena tvorba beta-
laktamaza proSirenog spektra i oni su ukljueni u daljnje istrazivanje. Disk difuzijskim
postupkom ispitana je njihova osjetljivost na slijede¢ih 12 antimikrobnih lijekova:
amoksicilin/klavulanska kiselina, cefoksitin, cefotaksim, ceftazidim, cefpodoksim, cefepim,
meropenem, enrofloksacin, ciprofloksacin, gentamicin, sulfametaksazol/trimetoprim i
tetraciklin. Osim na cefotaksim, svi izolati bili su rezistentni na cefpodoksim, a rezistencija na
ostale cefalosporine je bila statisticki zna¢ajno niza. Na ceftazidim je bilo 54,1 %, na cefepim
50,0 % i na cefoksitin 48,6 % rezistentnih izolata. Najveci broj izolata bio je rezistentan na
amoksicilin s klavulanskom kiselinom (78,4 %), potom na tetraciklin (51,4 %). U osjetljivosti
izolata na fluorokinolone nije bilo statisti¢ki znacajne razlike, njih 32,4 % je bilo rezistentno na
enrofloksacin, a 28,4 % na ciprofloksacin. Na sulfametaksazol/trimetoprim je bilo 18,9 %, a na
gentamicin 6,8 % rezistentnih izolata. Na meropenem nije bilo rezistencije. Sezdeset tri izolata
(85,1%) bila su rezistentna ili umjereno osjetljiva na tri ili viSe antimikrobnih lijekova iz

razli¢itih kategorija prema ¢emu su procijenjeni kao multirezistentni izolati.

Kod 74 izolata lan¢anom reakcijom polimerazom ispitana je prisutnost gena blactx-m,
blatem i blasnv. U 54 izolata (73,0 %) dokazana je prisutnost jednog ili viSe gena. Gen blacTx-
m je dokazan u 33 izolata (61,1 %), gen blatem u 33 izolata (61,1 %) i gen blasnv u jednom
izolatu (1,9 %). Kod 13 izolata (24,1 %) dokazana je istovremena prisutnost gena blactx-m i
blatem. Niti u jednom izolatu nije dokazana istovremena prisutnost sva tri gena (blactx-m,
blatem i blaskv). Molekularna tipizacija gena blactx-m pokazala je da 32 od 33 izolata (97,0 %)

posjeduje gen blactx-m-1, a jedan od 33 izolata (3,0 %) posjeduje gen blacTx-m-1s.

Kljuéne rijeci: Escherichia coli, feces, kokos, rezistencija, ESBL, blactx-m



EXTENDED ABSTRACT

DETECTION OF blactx-v GENES IN ESCHERICHIA COLI ISOLATES
FROM POULTRY FAECES

Introduction: Escherichia coli (E. coli) is a Gram-negative, rod-shaped bacterium
found in the gastrointestinal tract of warm-blooded animals and humans as part of the normal
gut microbiota, but is also one of the most common causes of bacterial infections in humans
and animals. E. coli strains can be classified into two groups: commensal strains and pathogenic
strains that cause intestinal and extraintestinal infections in healthy individuals. In contrast to
commensal strains, intestinal pathogenic E. coli strains are rarely found in the normal intestinal
microbiota of healthy hosts. They appear to be essentially obligate pathogens that cause
gastroenteritis or colitis when ingested in sufficient amounts. Six pathotypes of intestinal
pathogenic E. coli strains are recognized: enteropathogenic (EPEC), enterohemorrhagic
(EHEC), enterotoxigenic (ETEC), enteroaggregative (EAEC), enteroinvasive (EIEC), and
diffusely adherent (DAEC). Extraintestinal strains of E. coli (EXPEC) are usually found in the
normal gut microbiota as commensals but can cause various infections. These include
uropathogenic E. coli (UPEC) isolated from humans and animals with urinary tract infections,
neonatal meningitis-associated E. coli (NMEC) isolated from human neonates, septicemia
associated E. coli (SePEC), and also avian pathogenic E. coli (APEC) responsible for

colibacillosis in poultry.

E. coli is excreted with faeces and can survive for weeks or months in faecal particles,
dust and water, and enter the environment via faeces and wastewater treatment plants.
Pathogenic strains of E. coli can be transmitted from animals to humans through the food chain
and pose a direct threat to both the poultry industry and human health as they can lead to
difficult-to-treat infections. For the treatment of infections caused by E. coli, the most
commonly used classes of antimicrobials include beta-lactam antibiotics, fluoroquinolones,
aminoglycosides, sulfonamides, tetracyclines, and nitrofurantoin. Beta-lactam antimicrobials
are among the clinically most important antimicrobials used to treat bacterial infections in both
human and veterinary medicine. Because of their broad spectrum and low toxicity, they are

currently the most widely used class of antimicrobial agents to treat infections caused by E. coli



strains. However, the widespread and often inappropriate use of antimicrobials has led to the
emergence of resistant bacterial isolates.

The predominant mechanism of beta-lactam resistance in E. coli is the production of
beta-lactamases, which inactivate antibiotics by hydrolyzing the beta-lactam ring. To date,
many different beta-lactamases have been identified, with extended spectrum [-lactamases
(ESBLs) being the most important. ESBLs are enzymes that can hydrolyze penicillins,
cephalosporins, and monobactams, but not cephamycins or carbapenems, and are inhibited by
beta-lactamase inhibitors such as clavulanic acid. There are three major ESBL families: TEM,
SHV, and CTX-M. The predominant and clinically most important ESBLS belong to the CTX-
M family, followed by the TEM and SHV families, which are found worldwide. The original
ESBL enzymes were variants of TEM and SHV variants that had amino acid substitutions that
resulted in a change in their substrate profile to include the extended-spectrum cephalosporins.
CTX-M enzymes originated from the Kluyveraa ascorbata chromosomal AmpC enzyme. Most
variants can be classified into five groups based on sequence homologies: CTX-M-1, CTX-M-
2, CTX-M-8, CTX-M-9, and CTX-M-25.

ESBLs are often encoded by genes located on plasmids, allowing them to spread among
bacteria, and they also carry genes for resistance to other classes of antimicrobial agents,
causing bacterial strains to become multidrug-resistant (MDR). Multidrug-resistant bacterial
strains are resistant to at least one agent from three or more antimicrobial drug classes. Such
strains of bacteria are of great public health concern, since multidrug-resistant bacterial

infections are difficult to treat as there are few or no treatment options.

Antimicrobial resistance has become a rapidly growing public health concern
worldwide and for this reason the World Health Organization (WHQO) included antimicrobial
resistance as one of the top ten global health threats in 2019. The global distribution of ESBL-
positive isolates is of great concern as these isolates are found in increasing numbers in
livestock, including poultry, retail meat and pets. The presence of ESBL-producing E. coli in
food animal production systems is of public health concern as it can be transmitted to humans
trough the food chain. Also, the presence of ESBL-positive isolates in companion animals can
pose a potential public health risk, as animals can serve as reservoirs of resistant bacteria for

humans.



Because of the limited therapeutic options and the risks associated with the acquisition
of new resistance mechanisms, ESBL-producing strains pose a major challenge for
microbiologists and clinical therapists. Therefore, laboratory detection of resistant strains prior
to the use of an antimicrobial agent in human and veterinary medicine is of great importance.
In addition, continuous education on the rational use of antibiotics is necessary to prevent the
spread of resistant and multidrug-resistant bacteria.

Today, the prevalence of food-producing animals carrying E. coli producing CTX-M
type ESBL has reached worryingly high levels. Food safety and the fight against antibiotic
resistance are particularly relevant in the One Health approach. Keeping this problem under
control requires constant monitoring of the evolution of the ESBL situation and the application

of an interdisciplinary One Health approach.

The aim of this study is to phenotypically confirm the presence of ESBL production in
E. coli isolates using combined disk diffusion method containing cefotaxime and ceftazidime
with and without clavulanic acid. A further aim is to detect the presence of the blactx-m gene
and to investigate the presence of the blatem and blaskv genes in E. coli isolates. Also to identify

blactx-m genes for CTX-M- positive isolates.

Material and methods: In 2016 and 2017, a total of 498 faecal samples were collected
from different poultry farms in Bosnia and Herzegovina. Samples were cultured on MacConkey
agar supplemented with 1 mg/l cefotaxime after pre-enrichment with Tryptic Soy Broth
containing 1 mg/l cefotaxime. In this way, the selection of cefotaxime resistant isolates was

carried out.

The identification of E. coli was performed according to the procedure described by
Markey et al. (2013). All cefotaxime-resistant isolates were identified by standard
bacteriological culture and confirmed by several biochemical tests. E. coli colonies on
MacConkey agar are light pink, indicating acid production due to fermentation of lactose.
Colonies were identified biochemically as indole positive and oxidase negative using indole

and oxidase utilization assays.

After routine bacteriological analysis, all cefotaxime-resistant E. coli isolates were

screened for ESBL production using a combined disk diffusion method using cefotaxime and



ceftazidime disc with and without clavulanate. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 was
included in the study as an ESBL positive control strain and E. coli ATCC 25922 as an ESBL
negative control strain. The diameters of the zones of inhibition were interpreted according to
the criteria recommended in the Clinical and Laboratory Standards Institute document (CLSI,
2018). An increased zone size in the presence of clavulanate of five millimeters or more was
considered indicative of ESBL production. All isolates that were phenotypically positive for

ESBL production were included in further studies.
Identification of the isolates was performed using the API 20 E identification system.

Antimicrobial susceptibility was determined using the standard disk diffusion method
for 12 antimicrobials: amoxicilin-clavulanic acid, cefoxitin, cefotaxime, ceftazidime,
cefpodoxime, cefepime, meropenem, enrofloxacin, ciprofloxacin, gentamicin, trimethoprim-
sulfamethoxazole and tetracycline. Inhibition zone diameters were interpreted according to the
criteria recommended in the documents of the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2015; CLSI, 2018).

All isolates phenotypically confirmed to be ESBL-producing E. coli were subjected to
molecular analysis using multiplex PCR screening to detect blactx-m, blatem and blasnv genes.
Additional PCR was performed for blactx-m positive isolates with primers amplifying a 948 bp
PCR gene fragment for sequencing. PCR products were sequenced by Macrogen Europe,
Amsterdam, The Netherlands and the results were analyzed using the Basic Local Alignments
Tool (BLAST).

For statistical analysis STATISTICA v.14.0. (Statistica, Tibco, 2020.) program was
used. Fisher's exact test was used to compare statistically significant differences in the presence
of individual genes, including statistically significant differences in susceptibility among

isolates to antimicrobials from the same class.

Results: A total of 498 faecal samples were collected from several different poultry
farms in Bosnia and Herzegovina. A total of 280 cefotaxime-resistant E. coli isolates (56.2%)
were isolated. The prevalence of phenotypically confirmed ESBL-producing E. coli isolates in
poultry faeces was 14.9%. Based on the disk diffusion assay, all tested isolates showed

resistance to cefpodoxime (100.0%) in addition to resistance to cefotaxime. The highest



resistance was observed to amoxicillin-clavulanic acid (78.4%), followed by ceftazidime
(54.1%). Resistance to tetracycline was 51.4%, followed by cefepime (50.0%) and cefoxitin
(48.6%). Resistance to enrofloxacin was 32.4% and to ciprofloxacin 28.4%. The lowest
resistance was observed to trimethoprim-sulfamethoxazole (18.9%) and there were only 6.8%
of isolates resistant to gentamicin. All isolates tested were susceptible to meropenem (100.0%).
Multidrug resistance was found in 85.1% of the isolates. Isolates were significantly more
resistant to cefotaxime and cefpodoxime (Fisher's exact test, p < 0,05). There was no

statistically significant difference between fluoroquinolones.

Among 74 phenotypically confirmed ESBL-producing E. coli isolates, 54 isolates
(73.0%) were positive for tested ESBL genes. Among them, 33 isolates (61.1%) carried the
blactx-m gene, 33 (61.1%) carried the blatem gene and only one isolate was positive for the
blaskv gene (1.9%). The coexistence of blactx-m and blatem genes within the same isolate was
detected in 13 (24.1%) isolates, while none of the isolates tested showed the coexistence of
blactx-m, blatem and blasnv genes. Sequence analysis of the blactx-m gene revealed that 32
(97.0%) of the isolates carried the blactx-m-1 gene and only one isolate (3.0%) carried the

blactx-m-15 gene. Of 74 isolates analyzed, 20 (27.0%) isolates had no ESBL genes.

Conclusions: The concentration of 1 mg/l cefotaxime as a selective antimicrobial agent

is low for the selection of ESBL-producing E. coli isolates.

Of 498 poultry faecal samples, 54 of the E. coli isolates (10.8%) were positive for ESBL
genes tested. These isolates can be the source of resistance genes and pose a public health threat.

In this study, the blactx-m-1 gene was the most prevalent, found in 32 out of 33 isolates
(97.0%). This result suggests that isolates from poultry are not involved in human infections in
Bosnia and Herzegovina, since among human isolates the most common gene variant is blacTx-

M-15.

Of 74 isolates analyzed, 63 (85.1%) were found to be multidrug resistant, likely as a

result of the widespread and inappropriate use of antimicrobials in the poultry industry.

Key words: Escherichia coli, faeces, poultry, resistance, ESBL, blactx-m



SADRZAJ

L UWVOD ot e et r e e e tre e e raeearreeanraaeas 1
2. DOSADASNIE SPOZNATE. .....coiiiiiiiiiieineiissiesiesiss s ssesssssss st 5
2.1. Bakterijska vrsta EScherichia Coli ... 6
2.1.1. Morfoloske, uzgojne i biokemijske osobine vrste E. COl.....cooovvvviiiiiiniiiieiieiee 7
2.1.2. 1dentifikacija VISte E. COl ....cuoiiiiiiiiiiiiicieee e 7
2.1.3. Antigenske 0S0bINe VISte E. COlN.....uoiiiiiiiiiieiiiie e 8

2.2. Osjetljivost bakterijske vrste E. coli na antimikrobne lijekove.........c.ccccooovieiiiieiinnnnn, 9
2.2.1. Mehanizmi rezistencije na beta-laktamske antimikrobne lijekove............cccccccoc.... 9

2.3, Beta-1aKtamaze ..........oovoiiiiiiiee e 10
2.3.1. Genetsko porijeklo beta-laktamaza............ccccceveeveiieiieeiecc e 11
2.3.2. Povijesni pregled pojave beta-1aktamaza...........ccccceevvevveieiieiicse e 11
2.3.3. Podjela beta-1aktamaza ............ccoveiiiieieeiecec e 13
2.3.3.1. Funkcionalna podjela beta-laktamaza.............cccccovvevveviiiciicic e, 13
2.3.3.2. Molekularna podjela beta-laktamaza ............ccceeveeeiieii i, 18

2.4. Beta-laktamaze proSirenog spektra (ESBL) ......ccooiiiiiiiiiii e 19
2.4.1. TEM beta-laktamaze proSirenog SPEKIIA .......c.evververerereniinieeierie e see e sieseseeeenens 19
2.4.2. SHV beta-laktamaze proSirenog SPEKtra........ccovvrerereresiisiinrieiese e 20
2.4.3. CTX-M beta-laktamaze proSirenog SPeKtra..........coocvrereririeriienieneneseseseseeeennes 20
2.4.3.1. CTX-M beta-laktamaze u humanoj MediCini ..........ccocevvvrieeieieneienisesieeeee,s 21
2.4.3.2. CTX-M beta-laktamaze u veterinarskoj mediCini...........cccceoevenineninininicen, 22
2.4.4. OXA Deta-1aKtamaze. .........c.ccveieiieiiie et ee e 23
2.4.5. OStAlE ESBL......coeiiieiecie ittt areene e 23
2.4.6. AMPC beta-1aKtamaze. .........cooiiiiiiii e 24
2.4.7. Beta-laktamaze otporne na inhibitore beta-laktamaza............cccccoooieiiiiiiiicinn, 25

2.5. Laboratorijska dijagnostika ESBL............cccooiiiiiiiiiieeee e 26
2.5.1. Postupci fenotipske potvrde tvorbe ESBL ..o 26
2.5.1.1. Postupak kombiniranih diskOVa............cccoeiiiiiiiiiiic e 26
2.5.1.2. Dvostruki disk-SINErgijski tESt .........cccuiviiiiiirieriese s 27
2.5.2. Postupci molekularne potvrde tvorbe ESBL..........cccooviiiiiiiicccce e 27

3. OBRAZLOZENIE TEME ......ooouiiiiiiiiiniiniisiiesiseis st 28
4, MATERIJAL I METODE........ctiiiiiieseiet ettt an s 32

A0 UZOTCH coeieieeeeieeeeeeeee ettt ettt ettt et et et et ee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeereeeeeeeees 33



4.2. Probir izolata rezistentnih na CefotakSim......c..veeeeeieeee e 33

4.3. Odabir izolata E. coli rezistentnih na cefotakSim ..........ccoovvereiiiiicineeseseees 33
4.3.1. Rast i razgradnja laktoze na MacConkeyevom agaru...........cccccevvereneeseesesinennnns 33
4.3.2. Odredivanje sposobnosti tvorbe indola...........ccoccveeriiiiiiiiniiiieiee e 34
4.3.3. Odredivanje sposobnosti tvorbe oksidaze..........cocceiieiiiiiiiiiii i 34

4.4. Fenotipska potvrda tvorbe ESBL ..o 35

4.5. Biokemijska identifikacija vrste pomocu API 20E niza...........ccccovvviiiiiiiiniiciiicnn 35

4.6. Odredivanje osjetljivosti izolata na antimikrobne lijekove disk difuzijskim postupkom

.............................................................................................................................................. 36

4.7. Dokazivanje gena za ESBL lanCanom reakcijom polimerazom .............c.cccoevvevrrvennnn, 39
4.7.1. Izdvajanje Dakterijske DINA ..o 39
4.7.2. Dokazivanje gena blactx-m, blatem i Blasyy ......cooveveiiiiiie, 40

4.8. Odredivanje varijante CTX-M beta-1aktamaze .........cc.ccceovvievieii i 42
4.8.1. Procis¢avanje proizvoda lanCane reakcije polimerazom ............coceevrvenveieninennn, 43
4.8.2. Molekularna tipizacija gena DIacTX-M . .. coereeirireinieieneeses e 45

4.9. Statisticka obrada podataka .............cccoveiiiiiiieii s 45

ST 4 =74 ¥ R N I PSSR 47

5.1. Porijeklo, uzgojne, morfoloske i biokemijske osobine izolata...........c.ccevvvriieeiiennnnne 48

5.2. Rezultati fenotipske potvrde tvorbe ESBL ..........ccccveviiiieiicie e, 49

5.3. Rezultati biokemijske identifikacije vrste pomocu API 20E niza............ccccvvviiinnnnnn. 50

5.4. Rezultati odredivanja osjetljivosti na antimikrobne lijekove disk difuzijskim

POSTUPKOIM L.ttt bbbkt bbbkt et et e b e bbbt bt et e e ens 52

5.5. Rezultati dokazivanja gena blactx-m, blatem i blashy ......covevveiiiiiiiiccn, 53

5.6. Rezultati molekularne tipizacije gena DIacTX-M......cccereriireriiiiiiee e 54

B. RASPRAVA ettt b ettt b ettt b et r e e e 59
7. ZAKLIUCCT ...t 68
8. LITERATURA ettt bbbttt et b e s be et e 70

9. ZIVOTOPIS 1 POPIS OBJAVLIENIH RADOVA ......cocoviviiciciieieeeeiesesee e 81



1. UVOD



Bakterijska vrsta Escherichia coli (E. coli) je gram-negativna Stapicasta bakterija iz
porodice Enterobacteriaceae koja ¢ini znacajan dio mikrobiote crijeva svih toplokrvnih
Zivotinja, no istovremeno je i jedan od najée$c¢ih uzro¢nika razli¢itih infekcija u humanoj i
veterinarskoj medicini. Sojevi bakterije E. coli mogu se podijeliti u dvije skupine. Prvu skupinu
¢ine komenzali koji, kao dio crijevne mikrobiote, za zdrav organizam nisu §tetni. Drugu skupinu

¢ine patogeni sojevi koji uzrokuju crijevne i izvancrijevne infekcije u zdravih jedinki.

Obzirom na urodenu osjetljivost E. coli na brojne antimikrobne lijekove, u lije¢enju
infekcija uzrokovanih ovom bakterijom mogu se primjenjivati beta-laktamski antibiotici,
fluorokinoloni, aminoglikozidi, sulfonamidi, tetraciklini i nitrofurantoin. Medutim,
prekomjerna, nepotrebna i ¢esto neodgovarajuca upotreba antibiotika rezultirala je selekcijom
sojeva otpornih na jedan ili viSe antimikrobnih lijekova. Stecena rezistencija enterobakterija
moze biti posljedica mutacija veé postojecih gena ili stjecanja novog genetskog materijala sto
¢e dovesti do promjene ciljnog mjesta vezanja lijeka, proizvodnje enzima koji inaktiviraju lijek,
pojacanog izbacivanja lijeka iz stanice i/ili sSmanjene propusnosti stani¢ne stijenke za prolaz

antimikrobnog lijeka.

Stecena rezistencija E. coli na beta-laktamske antimikrobne lijekove od osobitog je
znacaja jer se ova skupina lijekova, zbog Sirokog spektra djelovanja i niske toksicnosti, najcesce
primjenjuje u lijecenju. Najces¢i mehanizam steCene rezistencije na beta-laktame je tvorba
enzima beta-laktamaza koji, razgradujuci beta-laktamski prsten, ¢ine antibiotik nedjelotvornim.
Opisane su brojne vrste beta-laktamaza, a osobit znacaj imaju beta-laktamaze proSirenog
spektra (ESBL, engl. extended spectrum f-lactamase). To su enzimi koji razgraduju peniciline,
cefalosporine i monobaktame, ali ne razgraduju cefamicine i karbapeneme i osjetljivi su na

djelovanje inhibitora beta-laktamaza, kao $to su klavulanska kiselina, sulbaktam i tazobaktam.

Beta-laktamaze mogu biti kromosomske, odnosno kodirane genima smjestenim na
bakterijskom kromosomu, ili plazmidne koje su kodirane genima smjeStenim na pokretnim
genskim elementima kao $to su plazmidi i transpozoni. Rezistencija uzrokovana plazmidnim
beta-laktamazama prenosiva je iz jedne bakterijske stanice u drugu i za razliku od
kromosomskih beta-laktamaza nije specificna za vrstu, pa se moze S$iriti medu razli¢itim

bakterijskim vrstama i rodovima.



Vecina beta-laktamaza prosirenog spektra pripada jednoj od tri osnovne skupine: TEM,
SHV i CTX-M. TEM i SHV beta-laktamaze prosirenog spektra nastale su iz TEM-1, TEM-2 i
SHV-1 beta-laktamaza to¢kastim mutacijama u blatem I blasyv genima §to je uzrokovalo Siri
spektar djelovanja navedenih enzima. CTX-M beta-laktamaze nisu nastale mutacijama gena za
beta-laktamaze nego su kodirane plazmidnim genima koji potjecu od kromosomskih gena
bakterijskih vrsta Kluyvera ascorbata i Kluyvera georgiana, te su danas dominantne beta-
laktamaze proSirenog spektra u izolatima kako humanog tako i zivotinjskog porijekla, a osobito
u izolatima iz peradi. Obzirom da se geni koji kodiraju tvorbu ovih enzima ve¢inom nalaze na
plazmidima, lako se prenose iz jedne bakterijske stanice u drugu unutar iste, ali i izmedu
razli¢itih bakterijskih vrsta. Uz njih se na istom plazmidu ¢esto nalaze i geni odgovorni za
rezistenciju na lijekove drugih skupina, kao $to su aminoglikozidi, tetraciklini i sulfonamidi,
Sto sojeve ¢ini multirezistentnima (MDR, engl. multi-drug resistant). Multirezistencija
podrazumijeva stecenu otpornost bakterija na najmanje jedan antibiotik iz tri ili vise skupina
antimikrobnih lijekova. Takvi sojevi predstavljaju izrazito veliku opasnost za javno zdravlje i
dodatno otezavaju mogucnost lije€enja jer za njih gotovo da ne postoji djelotvorna terapija.
Upravo stoga je Svjetska zdravstvena organizacija (WHO, engl. World Health Organization)
2017. godine uvrstila sojeve E. coli koji istovremeno tvore ESBL i karbapenemaze, enzime Koji
djeluju na karbapeneme, na listu mikroba koji ugrozavaju ljudsko zdravlje i zbog kojih je

potrebno proizvesti nove antimikrobne lijekove.

Infekcije uzrokovane ESBL pozitivnim sojevima E. coli u velikom su porastu kako u
humanoj tako 1 u veterinarskoj medicini. U humanoj medicini rije¢ je uglavnom o bolnickim
infekcijama kod kojih je visoka stopa smrtnosti ¢esto posljedica neodgovarajuce terapije, jer
vec¢ina uobicajeno koristenih antimikrobnih lijekova ne djeluje na multirezistentne bolnicke

sojeve.

Dosad su u veterinarskoj medicini ESBL pozitivni sojevi E. coli izdvojeni iz gotovo
svih farmskih zivotinja, a visoka stopa pojavnosti osobito je uo€ena u peradi i mesu porijeklom
od peradi. Stoga se zivotinje 1 njihovi proizvodi smatraju vaznim rezervoarom gena odgovornih
za rezistenciju. Osim toga, brojna istrazivanja ukazuju na prisutnost ESBL sojeva kod ku¢nih
ljubimaca, pa je bliski kontakt s vlasnicima jedan od klju¢nih ¢imbenika koji pogoduje Sirenju
rezistentnih bakterija. U svrhu sprecavanja Sirenja ESBL pozitivnih sojeva E. coli nuzno je
zajednicko djelovanje i1 suradnja klini€ara 1 mikrobiologa kako bi se pravovremeno uocila

rezistencija izolata i izabrala odgovaraju¢a antimikrobna terapija.



Znacajnost i prosirenost infekcija uzrokovanih ESBL izolatima E. coli u domacih
zivotinja na globalnoj razini tek treba procijeniti, ali uloga zivotinja kao rezervoara u Sirenju
rezistentnih bakterija zahtijeva nadzor kroz multidisciplinarni pristup ,,Jedno zdravlje“ (engl.

One Health) kako bi se ovaj rastuc¢i problem pokusao drzati pod kontrolom.



2. DOSADASNJE SPOZNAJE



2.1. Bakterijska vrsta Escherichia coli

Bakterijska vrsta Escherichia coli (E. coli) je gram-negativna Stapicasta bakterija iz
porodice Enterobacteriaceae i ¢ini znacajan dio mikrobiote crijeva svih toplokrvnih Zivotinja,

no istovremeno je i jedan od naj¢es¢ih uzroénika infekcija u humanoj i veterinarskoj medicini.

Sojevi bakterije E. coli mogu se podijeliti u dvije skupine. Prvu skupinu ¢ine komenzali
koji, kao dio crijevne mikrobiote, za zdrav organizam nisu Stetni. Drugoj skupini pripadaju
patogeni sojevi koji uzrokuju crijevne i izvancrijevne infekcije u zdravih jedinki (VILA i sur.,
2016.).

Sojevi koji uzrokuju izvancrijevne infekcije (EXPEC, engl. extra-intestinal pathogenic
E. coli) najcesée kao komenzali borave u crijevu zdravih Zivotinja, ali u pogodovnim uvjetima
mogu uzrokovati razlicite lokalne ili sustavne patoloSke promjene izvan probavnog sustava
(RUSSO i JOHNSON, 2000.). Najc¢esc¢e su to infekcije mokraénog sustava (UPEC, engl.
uropathogenic E. coli), meningitis novorodencadi (NMEC, engl. neonatal-meningitis
associated E. coli), septikemija (SePEC, engl. septicaemia associated E. coli), a medu
uzro¢nike izvancrijevnih infekcija ubrajaju se i pti¢ji patogeni sojevi (APEC, engl. avian

pathogenic E. coli) (MOULIN- SCHOULEUR i sur., 2007.).

Sojevi E. coli koji uzrokuju crijevne infekcije uglavnom nisu dio crijevne mikrobiote
zdravih jedinki i rijetko ¢e uzrokovati infekcije izvan probavnog sustava. Ovisno o ¢imbenicima
virulencije koje posjeduju, a koji utjecu na tijek patogeneze i klini¢ku sliku, sojevi koji uzrokuju
crijevne infekcije se mogu podijeliti na enteropatogene (EPEC, engl. enteropathogenic E. coli),
enterohemoragi¢ne (EHEC, engl. enterohaemorrhagic E. coli), enterotoksigene (ETEC, engl.
enterotoxigenic E. coli), enteroagregativne (EAEC, engl. enteroaggregative E. coli),
enteroinvazivne (EIEC, engl. enteroinvasive E. coli) te difuzno adherentne sojeve E. coli
(DAEC, engl. diffusely adherent E. coli) (LIU i sur., 2020.).

Pti¢ji patogeni sojevi E. coli uzrokuju kolibacilozu peradi odnosno razli¢ite lokalizirane
1 sistemske infekcije kao Sto su koliseptikemija, respiratorne infekcije, upala zra¢nih vrecica,
sindrom otecene glave, peritonitis, salpingitis i upala Zumanjcane vrecice. Najces¢i su problem
na farmama peradi gdje izazivaju velike gospodarske Stete i znacajne ekonomske gubitke
(KOUTSIANOS i sur., 2022.).



Bakterija E. coli u okoli§ dospijeva putem fecesa te kontaminira tlo, vode, biljke i
predmete gdje moze prezivjeti mjesecima (MARKEY i sur., 2013.). Patogeni sojevi E. coli
mogu dospjeti u okolis i putem gnojiva i drugog zivotinjskog otpada kao i putem otpadnih voda
iz klaonica (JANG i sur., 2017.). Kontaminiranom vodom i hranom patogeni sojevi E. coli se

prenose na zivotinje i ljude, a u Sirenju sudjeluju i zivotinje i ljudi kliconose (DOl i sur., 2017.).

Obzirom na ovu medusobnu povezanost okoliSa, Zivotinja i ljudi neophodna je
multidisciplinarna suradnja u okviru koncepta ,,Jedno zdravlje* u svrhu kontrole i suzbijanja

Sirenja patogenih sojeva E. coli, a s ciljem zastite zdravlja i ljudi i zivotinja te o¢uvanja okolisa.

2.1.1. Morfoloske, uzgojne i biokemijske osobine vrste E. coli

Vrsta E. coli je fakultativno anaerobna bakterija i lako se uzgaja na uobicajenim
bakterioloskim hranjivim podlogama. Vecina sojeva ove bakterijske vrste je pokretljiva.
Optimalna temperatura za rast je 37 °C iako se moze uzgajati pri temperaturama od 20 °C do
44 °C. Nakon 24-satne inkubacije na ¢vrstim hranjivim podlogama izrastu okrugle kolonije
glatkih rubova koje su sjajne i sivkastobijele boje promjera 2-3 mm, S-oblika (S, engl. smooth).
Osim njih, javljaju se i R-oblici kolonija (R, engl. rough) koje su manje, hrapave povrsine i

suhe te se tesko suspendiraju u fiziologkoj otopini (NAGLIC i sur., 2005.).

Patogeni sojevi E. coli ¢esto tvore hemolizu na agaru s dodatkom ov¢je krvi, a mogu
rasti i na brojnim selektivnim podlogama, kao $to su MacConkey agar i Eozin metilen-plavi
agar (EMB, engl. Eosin methylene blue) te razlic¢ite komercijalno dostupne kromogene podloge
(MARKEY i sur., 2013.). Bakterija E. coli fermentira laktozu, ima sposobnost tvorbe indola iz

triptofana i ne tvori citokrom-oksidazu.

2.1.2. Identifikacija vrste E. coli

Bakterijsku vrstu E. coli moze se jednostavno i brzo identificirati na temelju
morfoloskih, uzgojnih i biokemijskih osobina te pomocu kratkog biokemijskog niza poznatog
pod nazivom IMViC koji ukljucuje test tvorbe indola, test s metilnim crvenilom (MR-test, engl.
Methyl Red test), Voges-Proskauerov test (\VP-test) i test koriStenja citrata. Sojevi E. coli tvore

indol iz triptofana te daju pozitivan rezultat testa tvorbe indola. Test s metilnim crvenilom



temelji se na dokazu tvorbe kiselina iz Secera. U tu svrhu upotrebljava se metilno crvenilo koje
je indikator promjene pH. Bakterija E. coli koristi Secere tvoreéi kiselinu Sto daje pozitivan
rezultat ovom testu. Voges-Proskauerov test koristi se za dokaz tvorbe acetoina kao produkta
fermentacije Secera $to kod vrste E. coli nije slucaj pa je rezultat ovog testa negativan. U testu
koriStenja citrata dokazuje se sposobnost bakterije da se koristi citratom kao jedinim izvorom
ugljika. Sojevi bakterije E. coli su citrat negativni. Rezultati ovog kratkog biokemijskog niza
daju sojevima E. coli IMViC-formulu (indol+/MR+/VVP-/citrat-) prema kojoj se razlikuju od

ostalih najucestalijih laktoza pozitivnih enterobakterija (MARKEY i sur., 2013.).

Za identifikaciju vrste moze se upotrijebiti i komercijalni set za biokemijsku
identifikaciju bakterijskih vrsta iz porodice Enterobacteriaceae APl 20E (bioMerieux,

Francuska).

2.1.3. Antigenske osobine vrste E. coli

Bakterija E. coli posjeduje kapsularne (K), somatske (O), flagelarne (H) i fimbrijske (F)
antigene. Kapsularni antigeni su polisaharidi kapsule, somatske antigene ¢ine lipopolisaharidi

koji se nalaze na povrSini stanicne stijenke, a flagelarni i fimbrijski antigeni su bjelancevine.

Neki od fimbrijskih antigena, F4 (K88) i F5 (K99) imaju ulogu adhezina koji
omogucavaju patogenim sojevima vrste E. coli adherenciju na crijevne stanice i kolonizaciju
tankog crijeva (MARKEY i sur., 2013.).

Postupkom seroloske tipizacije na temelju O, H i K antigena odreduju se serotipovi
bakterije E. coli $to je vazno u dijagnostici bolesti uzrokovanih ovim sojevima (MARKEY i
sur., 2013.). Na temelju kombinacije O i H antigena ustanovljeno je preko 700 serotipova
bakterije E. coli od kojih je serotip O157:H7 prepoznat kao najznacajniji uzro¢nik bolesti koje

se prenose kontaminiranom vodom i hranom (JANG i sur., 2017.).



2.2. Osjetljivost bakterijske vrste E. coli na antimikrobne lijekove

Bakterija E. coli urodeno je osjetljiva na mnoge antimikrobne lijekove pa se u lijecenju
infekcija uzrokovanih ovom bakterijom primjenjuju beta-laktamski antibiotici, fluorokinoloni,
aminoglikozidi, sulfonamidi, tetraciklini i1 nitrofurantoin (DOI i sur., 2017.). Medutim,
prekomjerna i Cesto neodgovaraju¢a primjena antibiotika rezultirala je selekcijom sojeva

otpornih na jedan ili viSe antimikrobnih lijekova.

Enterobakterije mogu stjecati rezistenciju promjenom ciljnog mjesta vezanja lijeka,
proizvodnjom enzima koji inaktiviraju lijek, mehanizmom pojacanog izbacivanja lijeka iz

stanice i smanjenom propusnoscu stani¢ne stijenke za prolaz antimikrobnog lijeka.

Kod wvrste E. coli osobito je znaCajna steCena rezistencija na beta-laktamske
antimikrobne lijekove koji se najcesce primjenjuju u lijecenju infekcija zbog njihova Sirokog

spektra djelovanja i niske toksi¢nosti.

2.2.1. Mehanizmi rezistencije na beta-laktamske antimikrobne lijekove

Beta-laktamski antimikrobni lijekovi u svojoj strukturi sadrze beta-laktamski prsten, a
dijele se na peniciline, cefalosporine te ostale beta-laktamske antibiotike (inhibitore beta-
laktamaza, karbapeneme i monobaktame) (GIGUERE i sur., 2013.). Njihovo djelovanje temelji
se na inhibiciji sinteze bakterijske stani¢ne stijenke tako $§to koce djelovanje enzima Koji
sudjeluju u zavr$noj fazi sinteze peptidoglikana, osnovne komponente prokariotske stani¢ne
stijenke. Ti enzimi (transpeptidaze, karboksipeptidaze i ostali enzimi neophodni u zavr$noj fazi
sinteze peptidoglikana) poznati su kao proteini koji vezu peniciline (PBP, engl. penicillin
binding proteins) (SEOL i sur., 2010.). Bakterijska staniéna stijenka s vanjske strane okruzuje
stani¢énu membranu i §titi unutarnje dijelove bakterijske stanice od Stetnih utjecaja iz okolisa, a
peptidoglikan je odgovoran za njenu ¢vrstocu i odrzavanje unutarstani¢nog osmotskog tlaka pa
vezanje beta-laktamskih antibiotika na PBP molekule rezultira propadanjem stanice (SEOL i
sur., 2010.).

Postoje razlic¢iti mehanizmi pomocu kojih enterobakterije postaju rezistentne na beta-
laktamske antimikrobne lijekove, a najvazniji su: inaktivacija antimikrobnih lijekova pomoc¢u
enzima, smanjenje propusnosti bakterijske stijenke, promjena ciljnog mjesta na stanici, i

smanjenje unutarstani¢nog nagomilavanja antibiotika (SEOL i sur., 2010.).



Enzimska inaktivacija zasniva se na sposobnosti bakterija da proizvedu enzime kojima
razgrade antibiotik (SEOL i sur., 2010.).

Do smanjene propusnosti bakterijske stijenke za beta-laktamske antimikrobne lijekove
dolazi zbog promjene ili ¢ak potpunog gubitka otvora (pora) na stani¢noj stijenci kroz koje
ulaze u bakterijsku stanicu odnosno gubitka porinskih proteina pomocu kojih beta-laktamski

antimikrobni lijekovi prodiru u stani¢nu stijenku bakterije (SEOL i sur., 2010.).

Promjena ciljnog mjesta je mehanizam rezistencije koji podrazumijeva promjenu grade
ili prikrivanje receptora u bakterijskoj stanici na koji se antimikrobni lijekovi vezu (bakterijski
protein ili neki dio strukture stani¢éne membrane), pa se vezu Sa Smanjenim afinitetom ili se vise

ne mogu vezati na ciljno mjesto i djelovati na bakteriju (SEOL i sur., 2010.).

Smanjena koli¢ina antimikrobnog lijeka u stanici moze biti posljedica poja¢anog
izbacivanja lijeka iz stanice aktivacijom transportnog sustava ovisnog o energiji (stani¢ne
pumpe) (SEOL i sur., 2010.).

Kod gram-negativnih bakterija, pa tako i kod vrste E. coli, naj¢e$¢i mehanizam
odgovoran za rezistenciju na beta-laktame je tvorba enzima beta-laktamaza koji hidroliziraju
beta-laktamski prsten antibiotika ¢ine¢i ga nedjelotvornim (ANDRASEVIC i sur., 2009.).

2.3. Beta-laktamaze

Beta-laktamaze su bakterijski enzimi koji hidrolizom razgraduju beta-laktamski
prsten penicilina, cefalosporina, monobaktama i karbapenema, a proizvode ih i gram-negativne
i gram-pozitivne bakterije. Beta-laktamaze gram-negativnih bakterija nalaze se u
periplazmatskom prostoru bakterijske stanice te inaktiviraju antibiotik prije nego §to stigne do
ciljnog mjesta, dok gram-pozitivne bakterije uglavnom proizvode ekstracelularne beta-
laktamaze (LIVERMORE, 1995.).

Prema gradi i nacinu djelovanja mogu se podijeliti u dvije skupine. U prvoj skupini su
beta-laktamaze sa serinskim aktivnim mjestom, dok drugu skupinu ¢ine beta-laktamaze s
ionima cinka. Beta-laktamaze sa serinskim aktivnim mjestom inaktiviraju peniciline,
cefalosporine i monobaktame, a beta-laktamaze koje pomocu iona cinka (Zn?*) inaktiviraju

beta-laktamski prsten penicilina, cefalosporina i karbapenema ¢ine manji broj beta-laktamaza i
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nazivaju se metalo-beta-laktamaze (MBLs, engl. metallo-beta-lactamases) (LIVERMORE,
1995.).

Djelotvornost beta-laktamaza ovisi 0 njihovu afinitetu za odredeni supstrat, brzini

hidrolize supstrata, koli¢ini izluCenoga enzima 1 propusnosti vanjske membrane gram-

negativnih bakterija (BEDENIC, 2004.).

2.3.1. Genetsko porijeklo beta-laktamaza

Prema smjeStaju gena koji ih kodiraju, beta-laktamaze mogu biti kromosomske ili
plazmidne. Kromosomske beta-laktamaze kodiraju geni smjeSteni na bakterijskom
kromosomu, a rezistencija koju uzrokuju moze biti konstitutivna ili inducibilna. Konstitutivne
beta-laktamaze neprekidno se stvaraju neovisno o tome nalazi li se bakterijska stanica u
prisutnosti antibiotika. Inducibilne beta-laktamaze stvaraju se u znacajnim koli¢inama samo
kada je bakterijska stanica izloZzena djelovanju beta-laktamskih antibiotika (LIVERMORE,
1995.).

Plazmidne beta-laktamaze kodiraju geni smjesteni najcesce na plazmidima, ali i drugim
prenosivim genskim elementima. Rezistencija koju uzrokuju moze se prenijeti iz jedne
bakterijske stanice u drugu i, za razliku od kromosomskih beta-laktamaza, plazmidne beta-
laktamaze nisu specifi¢ne za vrstu pa se mogu Siriti medu razli¢itim bakterijskim vrstama i
rodovima (SAMAHA-KFOURY i ARAY, 2003.). Izmedu gram-negativnih bakterija Sire se
konjugacijom, a izmedu gram-pozitivnih transdukcijom pomocu bakteriofaga (WU i sur.,
1994.).

2.3.2. Povijesni pregled pojave beta-laktamaza

Uvodenjem penicilina G, prvog beta-laktama, u Klinicku upotrebu 1944. godine
zapocelo je selekcijsko djelovanje na stafilokoke koji su nosili plazmidne gene za penicilinaze
pa je sredinom 80-ih godina vise od 90 % stafilokoka bilo otporno na penicilin (BRADFORD,
2001.). Sezdesetih godina proslog stolje¢a u klinicku upotrebu uvedeni su beta-laktami
djelotvorni i protiv gram-negativnih bakterija sto je dovelo do pojave prve plazmidne beta-

laktamaze Sireg spektra od penicilinaza i1 rezistencije na peniciline i cefalosporine prve
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generacije. Dokazana je kod E. coli izdvojene iz krvi pacijentice Temoniera prema kojoj je
enzim dobio naziv TEM-1 (DATTA i KONTOMICHALOU, 1965.). Nekoliko godina kasnije,
u izolatu bakterijske vrste Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), otkrivena je beta-
laktamaza TEM-2 koja se od TEM-1 razlikuje u aminokiselinskom slijedu pa je na poziciji 37
glutamin zamijenjen serinom (MEDEIRQS, 1997.). Kanije, 1974. godine, opisana je i SHV-1
beta-laktamaza (SHV, engl. sulfthydryl variable p-lactamase) koja je kod vecine izolata
bakterijske vrste Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) kodirana kromosomskim genima,

dok je kod vrste E. coli kodirana genima smje$tenim na plazmidima (BRADFORD, 2001.).

Dvadesetak godina nakon otkri¢a prvih plazmidnih beta-laktamaza proizvedeni su novi
beta-laktamski antimikrobni lijekovi otporni na hidroliticko djelovanje TEM-1 i SHV-1 beta-
laktamaza. Tada se za lijeenje infekcija uzrokovanih gram-negativnim bakterijama pocinju
primjenjivati oksiimino-cefalosporini, pripadnici trece generacije cefalosporina (cefotaksim,
ceftazidim, ceftriakson). Medutim, njihova pretjerana upotreba je, zbog selekcijskog pritiska,
rezultirala pojavom mutacija u genima za TEM i SHV enzime §to je omogucilo prilagodbu
bakterija na nove beta-laktame (BRADFORD, 2001.). Novonastali enzimi TEM i SHV
porodice hidroliziraju cefalosporine prve, druge i tre¢e generacije, aminopeniciline i
monobaktame, ali ne i karbapeneme, a osjetljivi su na djelovanje inhibitora beta-laktamaza:
klavulansku kiselinu, tazobaktam i sulbaktam (GNIADKOWSKY, 2001.; BEDENIC, 2004.;
PATTERSON i BONOMO, 2005.).

Prvi u nizu novih beta-laktamaza, enzim SHV-2 djelovao je na sve tada postojece
cefalosporine pa su takvi enzimi nazvani beta-laktamaze prosirenog spektra (ESBL) (KLIEBE
i sur., 1985.).

Brzo nakon pojave novih varijanti enzima TEM i SHV otkrivena je nova skupina enzima
nazvana CTX-M zbog visokog afiniteta za cefotaksim. Ova skupina beta-laktamaza prosirila se
vrlo brzo i danas je dominantna skupina beta-laktamaza proSirenog spektra (POIREL i sur.,
2002.).

Osim TEM, SHV i CTX-M skupina, dokazane su i brojne nesrodne beta-laktamaze
slicnog prosirenog spektra djelovanja. Enzimi OXA skupine djeluju na oksiimino-
cefalosporine, ali ih slabije inhibira klavulanska kiselina. Plazmidne AmpC cefalosporinaze

djeluju na cefalosporine, a otporne su na djelovanje klavulanske kiseline. Enzimi iz GES
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skupine imaju iste osobine kao ESBL, ali s prosirenim djelovanjem i na karbapeneme
(BRADFORD, 2001.; PHILIPPON, 2002.; QUEENAN i BUSH, 2007.).

2.3.3. Podjela beta-laktamaza

Osim prema genetskom porijeklu i nacinu ekspresije aktivnosti, beta-laktamaze

mozemo podijeliti prema funkcionalnim i molekularnim znacajkama.

Vise je razlicitih funkcionalnih podjela koje se temelje na hidrolitickoj aktivnosti
enzima (supstratnom profilu), osjetljivosti na inhibitore beta-laktamaza, izoelektri¢noj tocki i
molekularnoj tezini. Molekularna podjela temelji se na odredivanju slijeda aminokiselina

(AMBLER, 1980.; BUSH i sur., 1995.).

2.3.3.1. Funkcionalna podjela beta-laktamaza

Brojne podjele temeljene na funkcionalnim osobinama enzima, kao $to su hidroliti¢ka
aktivnost enzima i osjetljivost na inhibitore, imale su mnoge nedostatke koji su doveli do
nemogucnosti razlikovanja originalnih enzima (TEM, SHV) od njihovih sve brojnijih varijanti.
To je dovelo do reorganizacije podjele pa je 1989. godine postojeca podjela beta-laktamaza
prosirena, a zatim i upotpunjena 1995. i 2010. godine. Danas je u primjeni dopunjena
funkcionalna podjela iz 2010. godine (BUSH, 1989.; BUSH i sur., 1995.; BUSH i JACOBY,
2010.).

Supstratni profil odreduje se na temelju brzine razgradnje odredenog supstrata, pa se
prema njemu mogu razlikovati penicilinaze, cefalosporinaze i drugi enzimi. Nedostatak ovakve
podjele nalazi se u ¢injenici da tockaste mutacije gena koji kodiraju za beta-laktamaze znacajno
mijenjaju specificnost prema supstratu i osjetljivost na inhibitore te na taj na¢in mijenjaju grupu

u koju je enzim prvotno svrstan (BEDENIC, 2004.).

Prema dopunjenoj funkcionalnoj podjeli skupina 1 obuhvaca kromosomski kodirane
cefalosporinaze brojnih enterobakterija koje prema molekularnoj podijeli pripadaju grupi C.
Bolje hidroliziraju cefalosporine od penicilina, nisu inhibirane klavulanskom kiselinom i dobro
razgraduju cefamicine, poput cefoksitina. Kad se izlu¢uju u velikoj koli¢ini mogu uzrokovati

rezistenciju na karbapeneme, osobito na ertapenem. Unutar ove skupine nalazi se podskupina
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1e s boljom hidrolizom ceftazidima i drugih oksiimino-cefalosporina koja prema molekularnoj
podjeli takoder pripada skupini C. Enzimi ove podskupine nazivaju se AmpC beta-laktamaze

proSirenoga spektra.

Skupina 2, sa serinskim beta-laktamazama, ukljucuje skupine A i D prema molekularnoj

podjeli i predstavlja najveéu skupinu beta-laktamaza. Cini ju 12 podskupina.

Podskupina 2a je skupina enzima s ograni¢enim spektrom hidroliticke aktivnosti
usmjerenim veéinom prema penicilinima, a prisutni su kod stafilokoka i enterokoka. Prema
molekularnoj podjeli pripadaju skupini A. Vec¢ina tih enzima kromosomskog je podrijetla, osim

malog broja stafilokoknih penicilinaza koje mogu biti kodirane plazmidima.

Beta-laktamaze iz podskupine 2b podjednako hidroliziraju peniciline i cefalosporine
starijih generacija, poput cefaloridina i cefalotina, dobro su inhibirane klavulanskom kiselinom

i tazobaktamom, a prema molekularnoj podjeli pripadaju skupini A.

Podskupina 2be sadrzi ESBL enzime koji imaju iste supstrate kao i enzimi iz podskupine
2b, ali hidroliziraju i oksiimino-cefalosporine (cefotaksim, ceftazidim i aztreonam),
monobaktame (aztreonam) i cefalosporine Cetvrte generacije (cefepim). U podskupini 2be
nalaze se enzimi nastali zamjenom aminokiselinskog slijeda u enzimima TEM-1, TEM-2 i
SHV-1 §to je prosirilo spektar njihove hidroliticke aktivnosti uz posljedicno smanjenje
aktivnosti prema benzilpenicilinu i cefaloridinu. Skupinama TEM i SHV beta-laktamaza
prosirenoga spektra pridruzila se funkcionalno sli¢na skupina CTX-M enzima. U ovoj
podskupini nalaze se i rjede opisivane ESBL kao $to su BEL-1, BES-1, SFO-1, TLA-1i TLA-

2 enzimi.

Podskupina 2br obuhvaca beta-laktamaze prosSirenog spektra otporne na klavulansku
kiselinu i sli¢ne inhibitore, ali istog spektra djelovanja koju imaju ostali enzimi iz skupine 2b.

Prema molekularnoj podjeli pripadaju skupini A.

Podskupina 2ber ukljucuje TEM enzime koji iskazuju sposobnost pojac¢ane hidrolize
cefalosporina prosirenoga spektra kombinirane s umjerenom rezistencijom na klavulansku

kiselinu. Prema molekularnoj podjeli pripadaju skupini A.

Podskupinu 2c ¢ine penicilinaze hidroliticki aktivne prema benzilpenicilinu,
karbenicilinu, tikarcilinu, kloksacilinu i oksacilinu. Inhibira ih klavulanska kiselina ili

tazobaktam, a prema molekularnoj podjeli pripadaju skupini A.
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Podskupinu 2ce karakteriziraju karbenicilinaze proSirenoga spektra s hidrolitickom
aktivno$¢u prema cefepimu i cefpiromu. Inhibiraju ih klavulanska kiselina i1 tazobaktam, a

prema molekularnoj podjeli pripadaju skupini A.

Podskupina 2d ukljucuje beta-laktamaze koje odlikuje brza hidroliza Kloksacilina i
oksacilina nego benzilpenicilina i poznati su pod nazivom OXA (engl. oxacillin hydrolysing).
Vrlo dobro hidroliziraju 1 karbenicilin, a veliki broj enzima iz ove skupine inhibiran je

natrijevim kloridom. Prema molekularnoj podjeli pripadaju grupi D.

Podskupina 2de obuhvaca enzime proSirenoga spektra djelovanja koji hidroliziraju
kloksacilin ili oksacilin, oksiimino-cefalosporine, ali ne i karbapeneme. Veéina enzima iz ove
podskupine su derivati OXA-10 enzima. Bolje hidroliziraju ceftazidim u odnosu na cefotaksim
ili aztreonam, medutim izolati koji tvore enzime OXA-1 ili OXA-31 mogu biti osjetljivi na

ceftazidim, a otporni na cefepim. Prema molekularnoj podjeli pripadaju skupini D.

Podskupinu 2df ¢ine OXA enzimi koji posjeduju sposobnost hidrolize karbapenema.
Najcesce se opisuju kod izolata vrste Acinetobacter baumannii (A. baumannii) i kodirani su

genima smjeStenim na kromosomu, a prema molekularnoj podjeli pripadaju skupini D.

Podskupina 2e obuhvaca cefalosporinaze prosirenoga spektra koje inhibira klavulanska
kiselina ili tazobaktam. Predstavnici ove skupine su inducibilne, kromosomske cefalosporinaze
bakterijske vrste Proteus spp. koje se mogu zamijeniti za skupinu 1 AmpC enzima ili za ESBL
enzime, jer ih proizvode izolati sliénog profila rezistencije. Mnogi od tih enzima danas su

definirani kao ESBL, a prema molekularnoj podjeli pripadaju skupini A.

U podskupinu 2f smjestene su serinske karbapenemaze koje pripadaju molekularnoj
skupini A. Osnovni supstrat ovih enzima su karbapenemi, a bolje ih inhibira tazobaktam od
klavulanske kiseline. Pojedini enzimi ove skupine, poput SME i IMI-1 enzima, slabo
hidroliziraju cefalosporine prosirenog spektra, ali dobro hidroliziraju aztreonam. Enzimi iz
porodice SME, kao i IMI-1 i NMC-1 beta-laktamaze kodirani su genima smjeStenim na
kromosomima, a u podskupini 2f nalaze se i plazmidne beta-laktamaze kao S$to su
karbapenemaze nazvane KPC prema bakterijskoj vrsti K. pneumoniae (KPC, engl. Klebsiella

pneumoniae carbapenemase) .

Skupina 3 obuhvada jedinstvenu skupinu enzima, metalo-beta-laktamaze koje se

razlikuju od drugih beta-laktamaza po tome $to sadrze cink na aktivnome mjestu, a prema
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molekularnoj podjeli pripadaju skupini B. Za razliku od serinskih beta-laktamaza ne

hidroliziraju monobaktame, a klavulanska kiselina i tazobaktam ih ne inhibiraju. Klinicki

najvazniji predstavnici ove skupine su enzimi iz grupa VIM-1 i IMP-1. Metalo-beta-laktamaze

skupine 3 dodatno su podijeljene na tri molekularne (B1, B2 i B3) i tri funkcionalne podskupine

(3a, 3b i 3c).

Navedene skupine enzima prikazane su u tablici 1.

Tablica.1 Dopunjena funkcionalna podjela beta-laktamaza prema Bush i Jacoby (BUSH i

JACOBY, 2010.)

Skupina  Molekularna Supstrati Inhibirani s Osobine Tipi¢ni
enzima skupina KK il predstavnici
(podskupina) T7B2 EDTA
E. coli
Bolja hidroliza AmpC, P99,
- cefalosporina nego ACT-1,
1 c Cefalosporini Ne Ne benzilpenicilina; CMY-2,
hidroliza cefamicina FOX-1,
MIR-1
Povecana hidroliza
ceftazidima i Cesto GCl1
le C Cefalosporini Ne Ne drugih oksummo- CMY-37
cefalosporina
Bolja hidroliza
2a A Penicilini Da Ne  penzilpenicilina nego PC1
cefalosporina
Penicilini, eninenilina i - TEM-L
2b A stariji Da Ne penidnmls TEM-2
cefalosporini P SHV-1
Povecana hidroliza
o oksnmlnc_)- TEM-3
Cefalosporini cefalosporina SHV-2
2be A prosurenog Da Ne (cefota_ks_lm, CTX-M-15
spektra, ceftazidim,
i ; . PER-1
monobaktami ceftriakson, cefepim,
VEB-1
aztreonam)
Rezistencija na
klavulansku kiselinu,
2br A Penicilini Ne Ne sulbaktam i TEM-30
SHV-10
tazobaktam

4K K-klavulanska kiselina; TZB-tazobaktam

(nastavlja se)

16



Tablica.1 Dopunjena funkcionalna podjela beta-laktamaza prema Bush i Jacoby (BUSH i
JACOBY, 2010.) (nastavak)

Skupina  Molekularna Supstrati Inhibirani s Osobine Tipic¢ni
enzima skupina KK ili predstavnici
(podskupina) T7B2 EDTA
Pojacana hidroliza
oksiimino-
Cefalosporini l((:efansporlna
rosirenog ombinirana s
2ber A p Ne Ne rezistencijom na TEM-50
spektra, -
. klavulansku kiselinu,
monobaktami -
sulbaktam i
azobaktam
Pojacana hidroliza PSE-1
2c A Karbenicilin Da Ne karbenicilina CARB-3
Karbenicilin Pojacana hidroliza
2ce A S Da Ne karbenicilina, RTG-4
cefepim L .
cefepima i cefpiroma
Pojacana hidroliza OXA-1
2d D Kloksacilin Varijabilno Ne kloksacilina ili i
L OXA-10
oksacilina
Hidroliza
Cefalosporini kloksacilina ili
2de D prosirenog Varijabilno Ne oksacilina i OXA-11,
oksiimino- OXA-15
spektra X
cefalosporina
Hidroliza klokscilina
. N ili oksacilina i OXA-23,
2df D Karbapenemi  Varijabilno Ne karbapenema OXA-48
Hidroliza
cefalosporina;
Cefalosporini inhibirani s
2e A prosirenog Da Ne klavulanskom CepA
spektra kiselinom, ali ne i
aztreonamom
Povecana hidroliza
e o
2f A Karbapenemi  Varijabilno Ne X IMI-1,
cefalosporina,
L SME-1
cefamicina

4K K-klavulanska kiselina; TZB-tazobaktam

(nastavlja se)
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Tablica.1 Dopunjena funkcionalna podjela beta-laktamaza prema Bush i Jacoby (BUSH i
JACOBY, 2010.) (nastavak)

Skupina  Molekularna Supstrati Inhibirani s Osobine Tipi¢ni
enzima skupina KK ili predstavnici
(podskupina) T782 EDTA

Hidroliza Sirokoga

e IMP-1,

spektra ukljucujuéi VIM-1

% B(BY Karbapenemi Ne Da  karbapeneme, ali ne i oA
monobaktame IND-1.

L1,

CAU-1,
B(B3) GOB-1,

FEZ-1

i Hidroliza CphA,

3b B (B2) Karbapenemi Ne Da s “pha

3K K-klavulanska kiselina; TZB-tazobaktam

2.3.3.2. Molekularna podjela beta-laktamaza

Molekularna podjela temelji se na odredivanju slijeda nukleotida i aminokiselina, pa
podjela prema Ambleru dijeli beta-laktamaze u Cetiri skupine oznacene slovima od A do D
(AMBLER, 1980.). Skupini A, C i D pripadaju serinske beta-laktamaze koje na svom aktivnom
mjestu posjeduju aminokiselinu serin. U skupinu A svrstane su penicilinaze koje hidroliziraju
peniciline i starije cefalosporine, beta-laktamaze prosirenog spektra (ESBL) koje hidroliziraju
novije cefalosporine te karbapenemaze koje hidroliziraju peniciline, cefalosporine i
karbapeneme. Skupini C pripadaju cefalosporinaze i AmpC beta-laktamaze prosirenog spektra
s boljim hidrolitickim djelovanjem na cefalosporine nego peniciline. U skupini D nalaze se
oksicilinaze koje hidroliziraju kloksacilin i oksacilin, ali i beta-laktamaze koje mogu

hidrolizirati karbapeneme.

Skupinu B ¢ine metalo-beta-laktamaze koje za svoju aktivnost zahtijevaju cinkove ione
i koje mogu hidrolizirati Siroki spektar antibiotika ukljucujuci sve beta-laktamske antimikrobne
lijekove osim aztreonama (GNIADKOWSKY, 2008.; SHAH, 2004.; BUSH i JACOBY, 2010.).
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2.4. Beta-laktamaze proSirenog spektra (ESBL)

Vec¢ina ESBL su derivati TEM ili SHV enzima i nalazimo ih kod bakterijskih vrsta iz
porodice Enterobacteriaceae, najc¢esce E. coli i K. pneumoniae. Njihovo $irenje zapocCinje 80-
tih godina proslog stoljec¢a nakon uvodenja cefalosporina tre¢e generacije u klinicku primjenu.
Uzrok su rezistencije na peniciline, cefalosporine (ukljucujucéi trecu i Cetvrtu generaciju) i
monobaktame (aztreonam), ali ne i na cefamicine (cefoksitin) i karbapeneme (PATTERSON i
BONOMO, 2005.). Sojevi koji tvore ESBL osjetljivi su na djelovanje inhibitora beta-laktamaza
kao sto su klavulanska kiselina, sulbaktam i tazobaktam (GNIADKOWSKY, 2001.).

Prema nadopunjenoj funkcionalnoj podjeli iz 2010. godine ESBL pripadaju skupini 2 i
njenim podskupinama 2be, 2ber, 2de i 2e (BUSH i JACOBY, 2010.). Prema Amblerovoj
klasifikaciji svrstane su u molekularnu skupinu A uz iznimku OXA grupe enzima koja se nalazi
u skupini D (AMBLER i sur., 1991.).

2.4.1. TEM beta-laktamaze proSirenog spektra

Sve TEM beta-laktamaze potjecu od prve otkrivene plazmidne beta-laktamaze TEM-1
opisane 60-ih godina proslog stoljeca (DATTA i KONTOMICHALOU, 1965,
CASTANHEIRA i sur., 2021.). Kod gotovo 90 % sojeva E. coli rezistentnih na ampicilin,
rezistencija je posredovana TEM-1 Dbeta-laktamazom (LIVERMORE, 1995.). Osim na
ampicilin, ova beta-laktamaza uzrokuje i rezistenciju na penicilin te cefalosporine starijih
generacija, poput cefalotina i cefaloridina (BRADFORD, 2001.). Enzim TEM-2 je prvi derivat
TEM-1 beta-laktamaze od koje se razlikuje po samo jednoj promjeni u aminokiselinskom
sastavu, a koja nije uzrokovala promjenu supstratnog profila (BRADFORD, 2001.). Beta-
laktamaza TEM-3, izdvojena 1988. godine, prva je beta-laktamaza koja rezistenthom soju daje
ESBL fenotip (SOUGAKOFF i sur., 1988.). Nastala je od TEM-2 beta-laktamaze kao
posljedica tockastih mutacija koje su uzrokovale razliku u dvije aminokiseline u proteinskom
slijedu: mutacija na kodonu 102 promijenila je aminokiselinu glutamin u aminokiselinu lizin, a

na kodonu 236 aminokiselinu glicin u aminokiselinu serin (SOUGAKOFF i sur., 1988.).

Daljnje tockaste mutacije na razli¢itim pozicijama rezultirale su velikim brojem
razli¢itih TEM beta-laktamaza pa je do danas opisano preko 240 razli¢itih TEM enzima, ali ne
uzrokuju svi ESBL fenotip (HUJER i sur., 2001.; CASTANHEIRA i sur., 2021.). Neke od

novijih TEM beta-laktamaza imaju neznatne promjene supstranog profila, poput TEM-184,
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koja u¢inkovitije hidrolizira aztreonam od ceftazidima ili cefotaksima (CASTANHEIRA i sur.,
2021.). lako se najcesce opisuju kod enterobakterija, posebice u vrsta E. coli i K. pneumoniae,
opisane su i kod gram-negativnih bakterija koje ne pripadaju toj porodici (BRADFORD, 2001.).
Primjerice, TEM-42 beta-laktamaza pronadena je kod vrste P. aeruginosa (MUGNIER i sur.,
1996.).

2.4.2. SHV beta-laktamaze proSirenog spektra

Nedugo nakon otkrica TEM-1 opisana je prva SHV beta-laktamaza u bakterijske vrste
K. pneumoniae kod koje je ovaj enzim kodiran genima smjestnim na bakterijskom kromosomu.
Kod ostalih bakterijskih vrsta iz porodice Enterobacteriaceae, SHV beta-laktamaza kodirana
je plazmidnim genima (LIVERMORE, 1995.; BRADFORD, 2001.).

Prva ESBL varijanta beta-laktamaze SHV opisana je u Njemackoj, u izolatu vrste
Klebsiella ozaenae, a od SHV-1 enzima se razlikuje u samo jednoj aminokiselini te je nazvana
SHV-2 (PATERSON i BONOMO, 2005.). Do danas je dokazano preko 200 razli¢itih SHV
beta-laktamaza, a vecina ih uzrokuje ESBL fenotip (CASTANHEIRA i sur., 2021.).

2.4.3. CTX-M beta-laktamaze proSirenog spektra

CTX-M skupina beta-laktamaza je novija skupina plazmidnih ESBL koja ima veci
afinitet prema cefotaksimu nego prema ceftazidimu pa su prema tome enzimi ove skupine
nazvani cefotaksimaze ili CTX-M beta-laktamaze (POIREL i sur., 2002.; DUTOUR i sur.,
2002.). Hidroliziraju cefalotin ili cefaloridin bolje od benzilpenicilina, a osjetljivi su na
inhibitore beta-laktamaza, osobito tazobaktam koji ih inhibira bolje nego sulbaktam ili
klavulanska kiselina (BRADFORD i sur., 1998.; BRADFORD, 2001.).

Smatra se da su CTX-M enzimi potekli od kromosomske AmpC beta-laktamaze
bakterijske vrste Kluyvera ascorbata, a s TEM i SHV beta-laktamazama nisu srodne jer imaju
samo oko 40% sli¢nosti u slijedu aminokiselina (BRADFORD, 2001.). Prva CTX-M beta-
laktamaza, nazvana CTX-M-1, otkrivena je 1989. godine u Njemackoj u izolatu bakterije E.
coli (BAUERNFEIND i sur., 1990.). Slijedi otkri¢ce niza sli¢nih enzima rezistentnih na
cefotaksim koji se danas prema svom aminokiselinskom sastavu dijele u nekoliko skupina:
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 i CTX-M-25 (CASTANHEIRA i sur., 2021.).
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Najcesce beta-laktamaze iz skupine CTX-M-1 su CTX-M-15, a potom CTX-M-3 i CTX-M-1
beta-laktamaze. CTX-M-2, CTX-M-8 kao i CTX-M-25 beta-laktamaze najceSce su unutar
svojih skupina. U skupini CTX-M-9 naj¢es¢e su CTX-M-9 i CTX-M-14, dok se prema
istrazivanjima sve ¢e$¢e dokazuje i CTX-M-27 beta-laktamaza (CASTANHEIRA i sur., 2021.).

Pocetkom 2000-ih godina plazmidi s genima za enzime ove skupine ubrzano se Sire pa
su danas CTX-M beta-laktamaze prosirenog spektra najrasprostranjenija skupina ESBL u
izolatima humanog i Zivotinjskog podrijetla (VALENTIN i sur., 2014.; BEDENIC i sur., 2015.;
GUNDRAN i sur., 2019.).

Razlicite varijante enzima CTX-M razli¢ito su geografski zastupljene. Beta-laktamaze
iz skupine CTX-M-1 najzastupljenije su u Europi, Sjedinjenim Americkim Drzavama i
Sjevernoj Africi, a u Europi se osobito opisuju varijante CTX-M-1 i CTX-M-15. Pored
navedenih, u Spanjolskoj, Portugalu i Velikoj Britaniji ¢esto se dokazuju i enzimi iz skupine
CTX-M-9, osobito varijante CTX-M-9 i CTX-M-14. Skupina CTX-M-2 beta-laktamaza
veéinom je rasprostranjena u Juznoj Americi i Japanu, a u Kini su naj¢esée beta-laktamaze iz
CTX-M-9 skupine (RAMOS i sur., 2020.).

U izolatima vrste E. coli izdvojenih iz domacih zivotinja u Europi, najvecu ucestalost
imaju varijante CTX-M-1. U peradi ucestalost ovih enzima je 38 %, a potom ih slijede CTX-
M-2 (8 %), CTX-M-14 (6 %) te CTX-M-15 varijante beta-laktamaza (1 %) (RAMOS i sur.,
2020.).

2.4.3.1. CTX-M beta-laktamaze u humanoj medicini

CTX-M beta-laktamaze su dominantne ESBL u izolatima humanog porijekla u mnogim
zemljama poput Velike Britanije, Italije, Spanjolske, Grcke, Poljske, Bugarske, Rusije, Latvije,
Brazila, Kine, Tajvana i drugih (BEDENIC i MESTROVIC, 2021.). lako geografska
rasprostranjenost moze biti razli¢ita u ljudi su najées¢e dokazane CTX-M-15 i CTX-M-14
varijante beta-laktamaza (RAMOS i sur., 2020.). U Francuskoj su najzastupljenije CTX-M-1
beta-laktamaze, dok u izolatima E. coli u Spanjolskoj prevladavaju varijante CTX-M-15, CTX-
M-14, CTX-M-1 i CTX-M-9 (BEDENIC i MESTROVIC, 2021.). Brojna istrazivanja u Juznoj
Americi, Africi i Aziji potvrduju dominaciju CTX-M-15 varijante beta-laktamaza (BEDENIC
i MESTROVIC, 2021.).
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Dominacija enzima iz CTX-M skupine u izolatima vrste E. coli u Hrvatskoj uocena je
u ranim 2000-tim godinama kada zamjenjuju do tada najcesc¢e opisivane TEM i SHV beta-
laktamaze (LITERACKA i sur., 2009.). Njihovo S$irenje dokazano je u razli¢itim dijelovima
Hrvatske s dominacijom beta laktamaza iz skupine CTX-M-1, osobito varijante CTX-M-15
(KRILANOVIC i sur., 2020.; BEDENIC i MESTROVIC, 2021.).

U Bosni i Hercegovini, prema istrazivanju iz 2015. godine, najzastupljenije su CTX-M-
15 beta-laktamaze, a prvi put dokazane su i CTX-M-3, CTX-M-22 i CTX-M-28 varijante u
urinarnim izolatima bolni¢kih i izvan bolni¢kih pacijenata (IBRAHIMAGIC i sur., 2015.).

2.4.3.2. CTX-M beta-laktamaze u veterinarskoj medicini

Globalno Sirenje CTX-M beta-laktamaza medu izolatima bakterijske vrste E. coli
uoceno je i U veterinarskoj medicini pa novija istrazivanja opisuju CTX-M pozitivne izolate E.
coli izdvojene iz domacih Zivotinja i kuénih ljubimaca. Osim toga, CTX-M pozitivni izolati
izdvojeni su i iz hrane te otpadnih voda $to ukazuje na velik broj rezervoara ovih enzima
(BAJAJ i sur., 2016.).

U zivotinja su najéesce opisivane varijante CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9, CTX-M-
14, CTX-M-15, CTX-M-32 i CTX-M-55 beta-laktamaza (RAMOS i sur., 2020,
CASTANHEIRA, 2021.). Opéenito beta-laktamaze iz skupine CTX-M-1 najzastupljenije su u
Zivotinja, osobito varijante CTX-M-1 i CTX-M-15 (VALENTIN i sur., 2014.; GUNDRAN i
sur., 2019.; RAMOS i sur., 2020.). U izolatima E. coli iz peradi najucestalija varijanta ovih
enzima je CTX-M-1 §to potvrduju brojna provedena istrazivanja (HUIJBERS i sur., 2014.;
RAMOS i sur., 2020.; BALAZS i sur., 2021.). Ugestalost varijante CTX-M-15 je najveéa u
kuénih ljubimaca, te potom u goveda i svinja, dok se rjede opisuje kod peradi (RAMOS i sur.,
2020.).

Podataka o zastupljenosti ESBL izolata u veterinarskoj medicini u Hrvatskoj je vrlo
malo. Istrazivanje iz 2014. godine prvi put opisuje CTX-M pozitivan izolat E. coli, izdvojen iz
psa, koji je istovremeno tvorio CTX-M-15 beta-laktamazu i CMY-2 AmpC beta-laktamazu
(BEDENIC i sur., 2015.). Nekoliko godina kasnije opisani su i prvi izolati bakterije K.
pneumoniae izdvojeni iz pasa koji su istovremeno tvorili TEM i CTX-M beta-laktamaze
(PINTARIC i sur., 2017.).
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U Bosni i Hercegovini provedena su dva istrazivanja na izolatima E. coli izdvojenih iz
mesa i fecesa peradi. Istrazivanje iz 2020. godine dokazalo je prisutnost skupina CTX-M-1,
CTX-M-2 i CTX-M-9 beta-laktamaza u izolatima izdvojenih iz mesa peradi, a istrazivanje iz
2021. godine, provedeno s obriscima kloake kokosi, potvrdilo je dominaciju CTX-M-1 skupine
beta-laktamaza od kojih je treéina pripadala varijanti CTX-M-15 (HADZIC- HASANOVIC i
sur., 2020.; FETAHAGIC i sur., 2021.).

2.4.4. OXA beta-laktamaze

Beta-laktamaze OXA-skupine odgovorne su za rezistenciju na aminobenzil-peniciline
(ampicilin) i prvu generaciju cefalosporina (cefalotin), a slabo su inhibirane klavulanskom
kiselinom (BUSH i sur., 1995.). Dobro hidroliziraju oksacilin i kloksacilin prema ¢emu su
dobile naziv oksacilinaze (OXA, engl. oxacillin hydrolysing) (BUSH i sur., 1995.). Porodica
OXA enzima danas predstavlja drugu prema veli¢ini porodicu beta-laktamaza, a pojedine
varijante OXA enzima mogu uzrokovati ESBL fenotip koji veéinom podrazumijeva
rezistenciju na ceftazidim (BUSH i JACOBY, 2010.).

2.4.5. Ostale ESBL

Vecina beta-laktamaza proSirenog spektra djelovanja derivat su TEM ili SHV beta-
laktamaza ili se mogu svrstati u neku od novijih porodica ESBL. Medutim, opisani su enzimi s
karakteristikama ESBL koji nisu srodni niti jednoj poznatoj skupini ESBL enzima
(BRADFORD, 2001.).

Prvi takav enzim, rezistentan na djelovanje cefalosporina, a osjetljiv na klavulansku
kiselinu, je PER-1 beta-laktamaza otkrivena u izolatu vrste P. aeruginosa, a kasnije i u drugih
bakterija kao $to su Salmonella enterica serovar Typhimurium i A. baumannii. Njoj srodan
enzim, s 86 % sli¢nosti u aminokiselinskom slijedu, je PER-2 beta laktamaza takoder dokazana
kod sojeva S. Typhimurium. PER-1 i PER-2 beta-laktamaze su najée$¢i predstavnici PER
skupine enzima, a osim kod pseudomonasa dokazani su i u bakterijskih vrsta A. baumannii i
Aeromonas spp., kao i u razli¢itih bakterijskih vrsta iz porodice Enterobacteriaceae
(CASTANHEIRA i sur., 2021.).
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GES skupini beta laktamaza pripada preko dvadeset varijanti GES enzima koji se
razlikuju u aminokiselinskom slijedu zbog ¢ega pokazuju razliclite sposobnosti hidrolize beta-

laktama i razli¢itu osjetljivost na inhibitore, a naj¢eSc¢e se opisuju kod vrsta P. aeruginosa i A.

baumannii (BEBRONE i sur., 2013.; CASTANHEIRA i sur., 2021.).

VEB-1 beta-laktamaza izolirana je iz bakterije E. coli u Vijetnamu, a potom i iz vrste P.
aeruginosa na Tajlandu (BRADFORD, 2001.). Sljede¢i enzimi, povezani s prethodnima i
slicnih ESBL osobina, su CME-1 enzim izdvojen iz bakterijske vrste Chryseobacterium
meningosepticum, TLA-1 enzim dokazan kod izolata bakterije E. coli u Meksiku, te slabije
zastupljeni SFO-1enzim izdvojen iz izolata vrste Serratia fonticola, BES-1 otkriven u Brazilu
I enzim BEL-1 otkriven u Belgiji (BRADFORD, 2001.; SHAIKH i sur., 2015,
CASTANHEIRA i sur., 2021.).

Navedene beta-laktamaze, osobito PER-1, PER-2, VEB-1, CME-1 i TLA-1, pokazuju
samo 40-50 % sli¢nosti u gradi, a razlog su otpornosti na oksiimino-cefalosporine (osobito
ceftazidim) i aztreonam (BRADFORD, 2001.).

2.4.6. AmpC beta-laktamaze

Sve enterobakterije, osim vrsta Proteus mirabilis (P. mirabilis), Shigella flexneri,
Shigella dysenteriae, te vrsta iz rodova Salmonella i Klebsiella, posjeduju kromosomske AmpC
beta-laktamaze (PHILIPPON i sur., 2002.). Njihova ekspresija je inducibilna, osim u vrsta E.
coli i Shigella spp. u kojih je ve¢inom konstitutivna i niske razine (LIVERMORE, 1995.).

AmpC beta-laktamaze uzrokuju rezistenciju na peniciline, cefalosporine druge i trece
generacije te monobaktame (aztreonam), ali za razliku od ESBL, razgraduju i cefamicine

(cefoksitin) i nisu osjetljive na djelovanje inhibitora beta-laktamaza (BLACK i sur., 2005.).

Plazmidne AmpC beta-laktamaze nastale su prijenosom kromosomskih gena ampC na
plazmid $to je omoguéilo prijenos gena izmedu bakterija istih ili razli¢itih vrsta (BEDENIC i
sur., 2015.). Za razliku od kromosomskih, plazmidne AmpC beta-laktamaze nisu inducibilne
(THOMSON, 2001.).

Prva plazmidna AmpC beta-laktamaza odgovorna za rezistenciju na peniciline,

cefamicine, oksiimino-cefalosporine i monobaktame otkrivena je krajem 80-ih godina u
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bakteriji K. pneumoniae, a gen koji ju kodira konjugacijom se prenosio na vrstu E. coli
(BAUERNFEIND i sur., 1989.). Enzim je, zbog svoje aktivnosti na cefamicine, nazvan CMY-
1 i bolje ga inhibira sulbaktam nego klavulanska kiselina ili tazobaktam (PHILIPPON i sur.,
2002.).

Do danas je poznato viSe razli¢itih tipova ovih enzima kao $to su MIR, CMY, BIL,

FOXili LAT, a najzastupljeniji je enzim CMY-2 (JACOBY i MUNOZ-PRICE, 2005.).

2.4.7. Beta-laktamaze otporne na inhibitore beta-laktamaza

Skupina beta-laktamaza otpornih na djelovanje inhibitora beta-laktamaza ne uzrokuje
ESBL fenotip, ali se 0 njima, kao derivatima TEM ili SHV enzima, ¢esto raspravlja zajedno s
ESBL (BRADFORD, 2001.).

Pocetkom 1990-ih godina otkrivene su beta-laktamaze otporne na djelovanje
klavulanske kiseline, a sekvenciranjem je ustanovljeno da su srodne enzimima TEM-1 ili TEM-
2 (BRADFORD, 2001.). lako su prvotno nazvane inhibitor rezistentne TEM beta-laktamaze
(IRT, engl. inhibitor resistant TEM beta-lactamase) naknadno su preimenovane (BRADFORD,
2001.). Budu¢i da je vecina inhibitor-rezistentnih beta-laktamaza derivat TEM-1 beta-
laktamaze obiljezavaju se kao TEM enzimi s odgovarajué¢im rednim brojem (CASTANHEIRA
i sur., 2021.). To¢kaste mutacije koje dovode do rezistencije na inhibitore javljaju se na
nekoliko specificnih mjesta unutar strukturnog gena za TEM enzim: metionin-69, serin-130,
arginin-244, arginin-275 i asparagin-276. Cini se da ove mutacije, koje rezultiraju rezistencijom
na klavulansku kiselinu i sulbaktam, dovode do smanjene sposobnosti hidrolize pojedinih
antimikrobnih lijekova iz skupine penicilina i cefalosporina, kao $to je cefalotin

(CASTANHEIRA i sur., 2021.).

Dokazano je najmanje 19 razli¢itih vrsta inhibitor-rezistentnin TEM beta-laktamaza, a
najcesce se nalaze u sojeva E. coli, a potom i u vrsta K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca (K.
oxytoca), P. mirabilis i Citrobacter freundii (BRADFORD, 2001.).

lako su inhibitor-rezistentni TEM enzimi rezistentni na djelovanje klavulanske kiseline
I sulbaktama, osjetljivi su na djelovanje inhibitora tazobaktama i avibaktama (CASTANHEIRA
i sur., 2021.).
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2.5. Laboratorijska dijagnostika ESBL

Prisutnost ESBL u nekom izolatu ne moze se utvrditi uobi¢ajenim metodama
odredivanja osjetljivosti izolata kao Sto je disk difuzijski postupak. Za pouzdano dokazivanje

njihove prisutnosti u klini¢kim izolatima primjenjuju se dodatni laboratorijski postupci.

Prema smjernicama Instituta za standarde u klinickom laboratoriju (CLSI, engl. Clinical
and Laboratory Standards Institute) za prepoznavanje tvorbe ESBL kod vrsta K. pneumoniae,
K. oxytoca, E. coli i P. mirabilis potrebno je provesti inicijalni probirni test pomocu disk
difuzijskog postupka s dijagnostickim diskovima cefpodoksima, ceftazidima, aztreonama,
cefotaksima ili ceftriaksona. Istovremena upotreba vise navedenih antibiotika povecava
vjerojatnost detekcije tvorbe ESBL, a ukoliko se u rutinsko ispitivanje osjetljivosti izolata
ukljucuje samo jedan od navedenih antibiotika, preporuka je ispitati osjetljivost na cefpodoksim
jer ga podjednako hidroliziraju i TEM i SHV i CTX-M beta laktamaze (LIVERMORE i
BROWN, 2001.; CLSI, 2018.). Ukoliko se dokaze smanjena osjetljivost na cefpodoksim ili
neki od ostalih spomenutih antimikrobnih lijekova, za potvrdu tvorbe ESBL potrebno je
provesti dodatne testove koji se mogu podijeliti na fenotipske i molekularne testove

dokazivanja tvorbe ESBL.

2.5.1. Postupci fenotipske potvrde tvorbe ESBL

Fenotipski potvrdni testovi temelje se na sinergijskom djelovanju cefalosporina trece
generacije, kao $to su ceftazidim i1 cefotaksim, 1 nekog inhibitora beta-laktamaza, najc¢esce
klavulanske kiseline. Mogu se provesti na vie na¢ina, a uobicajeno se upotrebljavaju postupak

kombiniranih diskova i postupak dvostrukog disk-sinergijskog testa (DDST).

2.5.1.1. Postupak kombiniranih diskova

Prema smjernicama CLSI-a nakon pozitivnog probirnog testa provodi se postupak
kombiniranih diskova kao fenotipski potvrdni test za tvorbu ESBL. U tu svrhu koriste se
dijagnosticki diskovi ceftazidima 1 cefotaksima te diskovi istih antibiotika uz dodatak
klavulanske kiseline. Klavulanska kiselina inhibira djelovanje ESBL te na taj nacin povecava

osjetljivost pretrazivanog izolata na cefalosporine. Prema kriterijima CLSI-a, povecanje zone
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inhibicije od 5 mm 1 viSe, u korist diska koji sadrzi klavulansku kiselinu, smatra se ESBL

pozitivnim testom (CLSI, 2018.).

2.5.1.2. Dvostruki disk-sinergijski test

U rutinskom radu mikrobioloskih laboratorija koristi se i dvostruki disk-sinergijski test.
Prilikom izvodenja ovog postupka koriste se dijagnosticki diskovi amoksicilin-klavulanske

kiseline te diskovi cefalosporina trec¢e generacije (ceftazidim, ceftriakson, cefotaksim).

Disk s amoksicilin-klavulanskom kiselinom postavlja se u sredinu, a oko njega po jedan od
cefalosporina tre€e generacije (ceftazidim, ceftriakson, cefotaksim). Ukoliko izolat tvori ESBL,
dolazi do Sirenja inhibicijske zone cefalosporina prema disku s klavulanskom kiselinom
(THOMSON i SANDERS, 1992.).

2.5.2. Postupci molekularne potvrde tvorbe ESBL

Budu¢i da fenotipski potvrdni testovi dokazuju samo tvori li ispitivani soj ESBL,
razvijene su brojne molekularne metode koje, osim potvrde tvorbe ESBL, omogucuju i
tipizaciju ESBL gena. Primjeri molekularnih metoda su oligotipizacija (engl. oligotyping),
lan¢ana reakcija polimerazom (PCR, engl. polymerase chain reaction), analiza duljine
restrikcijskih odsjecaka (PCR-RFLP, engl. restriction fragment length poly morphism analysis
of polymerase chain reaction), analiza polimorfizma konformacije jednolan¢ane DNA (PCR-
SSCP, engl. polymerase chain reaction single-strand conformational polymorphism)
(BRADFORD, 2001.).

Od navedenih metoda PCR je naj¢e$¢i molekularni postupak za dokaz prisustva i

identifikaciju beta-laktamaza.
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3. OBRAZLOZENJE TEME
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Bakterija Escherichia coli ¢ini znacajan dio mikrobiote crijeva svih toplokrvnih
Zivotinja, no istovremeno je i jedan od najces¢ih uzrocnika razlicitih infekcija u humanoj i
veterinarskoj medicini. U lijeCenju infekcija uzrokovanih ovom bakterijom uobicajeno se
primjenjuju beta-laktamski antibiotici, fluorokinoloni, aminoglikozidi, sulfonamidi, tetraciklini
I nitrofurantoin. Medutim, prekomjerna i Cesto neodgovarajuca pa i nepotrebna primjena
antibiotika moze rezultirati selekcijom sojeva rezistentnih na jedan ili vise antimikrobnih

lijekova.

Kod bakterije E. coli osobito je znacajna steCena rezistencija na beta-laktamske
antimikrobne lijekove koji se najé¢esée primjenjuju u lijeCenju zbog njihovog Sirokog spektra
djelovanja i niske toksi¢nosti. Naj¢es¢i mehanizam odgovoran za rezistenciju na beta-laktame
je tvorba enzima beta-laktamaza koji inaktiviraju beta-laktamske antimikrobne lijekove
hidrolizom beta-laktamskog prstena. Osobiti zna¢aj imaju beta-laktamaze prosirenog spektra,
enzimi koji razgraduju peniciline, cefalosporine i monobaktame, ali ne i cefamicine i
karbapeneme, a osjetljivi su na djelovanje inhibitora beta-laktamaza, kao $to su klavulanska
kiselina, sulbaktam i tazobaktam. Ovi enzimi dijele se u tri velike porodice: TEM, SHV i CTX-
M. Dugo vremena su TEM i SHV beta-laktamaze bile dominantne diljem svijeta, medutim
situacija se drasti¢no promijenila, i dominaciju su preuzeli enzimi iz CTX-M skupine. Danas

su oni najrasprostranjenija skupina ESBL kod izolata humanog i zivotinjskog podrijetla.

Osim u humanoj medicini, pojava i $irenje beta-laktamaza, pa tako i ESBL, zabiljezena
je i u veterinarskoj medicini. Bakterije koje tvore ESBL izdvojene su iz gotovo svih domacih i
nekih vrsta divljih Zivotinja, iz njihovog neposrednog okolisa te iz proizvoda Zivotinjskog
porijekla. Stoga se Zivotinje 1 njihovi proizvodi smatraju vaznim rezervoarima ESBL pozitivnih

bakterija koje predstavljaju prijete¢i problem javnom zdravlju.

Mnoga istrazivanja provedena u razliitim drZavama ustanovila su porast broja
multirezistentnih bakterija izdvojenih iz farmskih zivotinja i njihovih vlasnika. Naime, prilikom
uzgoja zivotinja koje sluze za prehranu ljudi ¢esto se, osim u terapijske svrhe, antimikrobni
lijekovi koriste 1 u profilaksi te u svrhu poboljSanja rasta Zivotinja Sto pogoduje selekciji i
Sirenju rezistentnih izolata. Osim farmskih Zivotinja, prijetnju javnom zdravlju predstavlja i
rezistencija bakterija izdvojenih iz kuénih ljubimaca koji zbog bliskog kontakta s ljudima
predstavljaju izvor multirezistentnih bakterija, pa i onih koje tvore ESBL.
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Zbog bakterijske tvorbe beta-laktamaza neprestano se povecava ucestalost infekcija
uzrokovanih bakterijama otpornim na beta-laktamske antimikrobne lijekove, pa su mjere
kontrole prilikom njihovog koristenja od velike vaznosti u kontroli Sirenja ESBL pozitivnih
sojeva. Cinjenica da se geni koji kodiraju ESBL lako $ire izmedu bakterija iste, ali i razli¢itih
vrsta, predstavlja rastu¢i problem i u humanoj i u veterinarskoj medicini. Stoga je
pravovremeno prepoznavanje i dokaz rezistentnih sojeva od presudnog znacenja prije primjene
antimikrobnog lijeka. Osim toga, nuzno je odrediti osjetljivost sojeva na antibiotike kako bi

odabrali najucinkovitiji lijek.

U ovom istrazivanju provest ¢e se fenotipski potvrdni test za detekciju tvorbe ESBL kod
izolata bakterije E. coli rezistentnih na cefotaksim izdvojenih iz fecesa peradi. Kod izolata
fenotipski pozitivnih na tvorbu ESBL disk difuzijskim postupkom ispitat ¢emo osjetljivost na

pojedine antimikrobne lijekove iz razli¢itih skupina.

Nadalje, kod ESBL pozitivnih izolata istrazit ¢e se prisutnost gena naj¢es¢e odgovornih
za dokazanu fenotipsku rezistenciju (blactx-m, blasiv 1 blatem). Prisustvo svih gena bit ¢e

istrazeno istovremeno u jednoj lan¢anoj reakciji polimerazom (‘'multipleks' PCR).

Kod izolata s dokazanim genom blacTx-m ciljni odsje¢ak gena bit ¢e umnozen lanéanom
reakcijom polimerazom. Dobivenim produktima sekvenciranjem ¢e se odrediti toc¢an slijed

nukleotida $to ¢e odrediti tip gena blacTx-m I pripadnost enzima odredenoj skupini.

Ovo istrazivanje ¢e dati uvid u pojavnost i zastupljenost izolata bakterije E. coli
rezistentnih na cefotaksim izdvojenih iz fecesa kokosi s podru¢ja Bosne i Hercegovine gdje je
trenutno vrlo malo dostupne literature sli¢ne tematike. Dokazom gena za rezistenciju (blactx-
M, blaTtem i blaskv) ukazat ¢emo na opasnost njihovog prijenosa na druge bakterijske vrste, ali
I na opasnost prijenosa rezistentnih izolata sa zivotinje na Covjeka §to predstavlja veliku

prijetnju javnom zdravstvu.

Iz svega navedenog slijedi hipoteza ovog znanstvenog rada:

U izolatima E. coli iz fecesa peradi rezistentnih na cefotaksim bit ¢e veéa zastupljenost beta-

laktamaze CTX-M-1 u odnosu na druge skupine CTX-M beta-laktamaza.
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Ciljevi rada su:

1. fenotipski potvrditi tvorbu ESBL u arhiviranih izolata E. coli metodom kombiniranih diskova

uz dodatak klavulanske kiseline

2. u fenotipski rezistentnih izolata dokazati prisustvo gena blactx.m te istraziti postoji li

istovremena prisutnost gena blarem i blasny

3. u izolata pozitivnih na gen blactx-m odrediti kojem tipu CTX-M beta-laktamaze pripada.
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4. MATERIJAL | METODE
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4.1. Uzorci

Uzorci fecesa peradi prikupljeni s razlicitih peradarskih farmi diljem Bosne i
Hercegovine u periodu od pocetka 2016. do kraja 2017. godine dostavljeni su u J.U.
,Veterinarski Zavod“ Biha¢ na Odjel za epizootiologiju i zarazne bolesti u Laboratorij za
invazijske bolesti, bolesti peradi, pcela i riba. Prikupljeni su zbog redovne rutinske pretrage na
prisutnost bakterija iz roda Salmonella sukladno Pravilniku o ciljevima za smanjenje prisustva
bakterija vrsta Salmonella enteritidis i Salmonella typhimurium kod brojlera (,,Sluzbeni glasnik
BiH*, 102/12).

4.2. Probir izolata rezistentnih na cefotaksim

Prikupljeni uzorci nacijepljeni su u tripton soja bujon (TSB) za predobogacivanje s
dodatkom cefotaksima u koncentraciji 1 mg/l, a potom na MacConkey agar s dodatkom
cefotaksima u koncentraciji 1 mg/l (DIERIKX i sur., 2013). Nacijepljene podloge inkubirane
su pri temperaturi od 37 °C tijekom 24 sata. Na taj nacin izvrSen je probir izolata rezistentnih

na cefotaksim.

4.3. Odabir izolata E. coli rezistentnih na cefotaksim

Istovremeno je uz probir izolata rezistentnih na cefotaksim izvrSen odabir izolata koji
su prema morfoloSkim, uzgojnim i biokemijskim osobinama odgovarali vrsti E. coli. U tu svrhu
promatrao se rast i izgled kolonija na MacConkey agaru te se ispitala sposobnost tvorbe indola
I oksidaze (MARKEY i sur., 2013.).

4.3.1. Rast i razgradnja laktoze na MacConkeyevom agaru

MacConkey agar je selektivna i diferencijalna podloga za izdvajanje i razlikovanje
bakterijskih vrsta iz porodice Enterobacteriaceae i drugih gram-negativnih bakterija. Kao
inhibitore rasta gram-pozitivnih bakterija podloga sadrzi zu¢ne soli, a u svrhu razlikovanja

laktoza-pozitivnih od laktoza-negativnih bakterija sadrzi Secer laktozu i neutralno crvenilo kao
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pH indikator. Bakterije koje razgraduju laktozu stvaraju kisele metabolite koji snizavaju pH i

mijenjaju boju podloge i kolonija u ruzicasto.

Svi odabrani izolati nacijepljeni su na MacConkey agar (Condalab, Spanjolska) i
inkubirani 24 sata pri temperaturi od 37 °C. Vrsta E. coli razgraduje laktozu pa na ovoj podlozi

tvori kolonije ruzicaste boje okruzene zonom precipitacije zu¢nih soli.

4.3.2. Odredivanje sposobnosti tvorbe indola

Sposobnost tvorbe indola odredena je indolskim testom u kojem je koriSten bujon s
dodatkom triptofana (Condalab, Spanjolska) i Kovacev reagens (Condalab, Spanjolska) koji s
indolom tvori kompleks 1 boji podlogu u ruzZic¢asto. U bujon su nacijepljene Ciste 24-satne
bakterijske kulture porasle na hranjivom agaru (Condalab, Spanjolska). Nakon inkubacije na
37 °C tijekom 24 sata u bujon se dodalo nekoliko kapi Kovacevog reagensa. Ukoliko ispitivani
izolat razgradnjom triptofana tvori indol pojavljuje se ruzicasti prsten na povrsini inokuliranog
bujona odnosno na mjestu stvaranja kompleksa izmedu indola i Kovadevog reagensa. Za
kontrolu odredivanja sposobnosti tvorbe indola koriSteni su referentni sojevi bakterija P.

aeruginosa ATCC 27853 (negativna kontrola) i E. coli ATCC 25922 (pozitivna kontrola).

4.3.3. Odredivanje sposobnosti tvorbe oksidaze

Sposobnost tvorbe enzima citokrom-oksidaze odreduje se komercijalnim diskovima
(Oxidase Test Discs, Condalab, Spanjolska) prema uputama proizvoda¢a. U postupku su
koristene Ciste bakterijske kulture porasle na hranjivom agaru nakon 24-satne inkubacije pri
temperaturi od 37 °C. Za kontrolu odredivanja sposobnosti tvorbe oksidaze koriSteni su
referentni sojevi bakterija P. aeruginosa ATCC 27853 (pozitivna kontrola) i E. coli ATCC
25922 (negativna kontrola).

Svi izolati rezistentni na cefotaksim koji su prema osnovnim morfoloskim, uzgojnim i
biokemijskim karakteristikama odgovarali bakterijskoj vrsti E. coli (laktoza-pozitivni, indol-
pozitivni, oksidaza-negativni) izabrani su za daljnje istrazivanje i pohranjeni u tripton-soja

bujon (Condalab, Spanjolska) s dodatkom 20 % glicerola na temperaturu od -20 °C.
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4.4. Fenotipska potvrda tvorbe ESBL

U svrhu dokaza tvorbe ESBL koriSten je postupak kombiniranih diskova prema
smjernicama CLSI-a (CLSI, 2018.). Bakterijska suspenzija pripremljena je od nekoliko
kolonija Ciste 24-satne bakterijske kulture uzgojene na hranjivom agaru u sterilnoj fizioloskoj
otopini NaCl-a (Roth, Njemacka) opticke gustoée 0,5 po McFarlandu koja je odredena
denzitometrom (DEN-1, Biosan, Latvija). Tako pripremljena suspenzija je sterilnim vatiranim
Stapi¢em nanesena na povrsinu Mueller-Hintonovog agara (Condalab, Spanjolska) debljine 4
mm u tri smjera rotirajuci Petrijevu zdjelicu promjera 90 mm za 60 °C. Nakon suSenja podloge
tijekom nekoliko minuta, pomocu sterilne pincete na povrSinu agara postavljeni su sljedeci
diskovi s antimikrobnim lijekovima (Condalab, Spanjolska): cefotaksim (CTX, 30 ng),
ceftazidim (CAZ, 30 pg), cefotaksim/klavulanska kiselina (CTX/CV, 30/10 pg) i
ceftazidim/klavulanska kiselina (CAZ/CV, 30/10 pg). Podloga je inkubirana 24 sata pri

temperaturi od 37 °C u aerobnim uvjetima.

Nakon inkubacije usporedene su zone inhibicije oko diskova cefotaksima i ceftazidima
sa zonama oko diskova s istim antimikrobnim lijekovima uz dodatak klavulanske kiseline.
Prema kriterijima CLSI-a, zona inhibicije ve¢a za najmanje 5 mm oko diska s dodatkom

klavulanske kiseline smatra se ESBL pozitivnim testom (CLSI, 2018.).

Za kontrolu provodenja kombiniranog testa koriSteni su referentni sojevi bakterija K.
pneumoniae ATCC 700603 (ESBL pozitivna kontrola) i E. coli ATCC 25922 (ESBL negativna

kontrola).

I1zolati kojima je fenotipski dokazana tvorba ESBL ukljuceni su u daljnje istraZivanje.

4.5. Biokemijska identifikacija vrste pomoc¢u API 20E niza

Identifikacija izolata kojima je fenotipski ustanovljena tvorba ESBL potvrdena je
komercijalnim setom APl 20E za biokemijsku identifikaciju bakterijskih vrsta iz porodice
Enterobacteriaceae (bioMerieux, Francuska). Ovaj komercijalni biokemijski niz sastoji se od
20 epruvetica koje sadrze dehidrirane supstrate pomocu kojih se odreduju biokemijske osobine
pretrazivanog bakterijskog izolata. Dodavanjem bakterijske suspenzije dolazi do rehidracije

supstrata u epruveticama.
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Bakterijska suspenzija pripremljena je iz Ciste 24-satne bakterijske kulture uzgojene na
hranjivom agaru. Jedna izolirana kolonija suspendirana je u sterilnoj fizioloskoj otopini
priloZzenoj uz set (API NaCl 0,85 % Medium, bioMerieux, Francuska). Tako pripremljena
bakterijska suspenzija dodana je u epruvetice biokemijskog niza prema uputama proizvodaca.

Cijeli set je inkubiran 24 sata pri temperaturi od 37 °C.

Nakon zavrSene inkubacije prema uputi proizvodaca su ocitane dobivene reakcije i
zabiljezene na obrasce za rezultate prilozene uz set. Potpuna identifikacija odradena je uz
pomo¢ racunalnog programa (apiweb, bioMerieux, Francuska) u koji su unijeti dobiveni
rezultati biokemijskog niza. Program na temelju unesenih rezultata daje podatke o bakterijskoj

vrsti.

4.6. Odredivanje osjetljivosti izolata na antimikrobne lijekove disk

difuzijskim postupkom

Osjetljivost izolata na antimikrobne lijekove odredena je disk difuzijskim postupkom
po Kirby-Baueru prema preporukama CLSI-a (CLSI, 2018.). Bakterijska suspenzija
pripremljena je od nekoliko kolonija Ciste 24-satne bakterijske kulture uzgojene na hranjivom
agaru u sterilnoj fizioloSkoj otopini NaCl-a (Roth, Njemacka) opticke gustoée 0,5 po
McFarlandu koja je odredena denzitometrom (DEN-1, Biosan, Latvija). Tako pripremljena
suspenzija sterilnim vatiranim $tapi¢em je nanesena na povrSinu Mueller-Hintonovog agara
debljine 4 mm u tri smjera rotirajuci Petrijevu zdjelicu promjera 90 mm za 60 °C. Nakon suSenja
podloge tijekom nekoliko minuta, sterilnom pincetom na povrSinu agara postavljeni su
dijagnosticki diskovi s antimikrobnim lijekovima te su podloge inkubirane 24 sata pri

temperaturi od 37 °C u aerobnim uvjetima.

Odredena je osjetljivost 1zolata na slijedece antimikrobne lijekove:
amoksicilin/klavulanska kiselina, cefoksitin, cefotaksim, ceftazidim, cefpodoksim, cefepim,
meropenem, enrofloksacin, ciprofloksacin, gentamicin, sulfametaksazol/trimetoprim i
tetraciklin. Na temelju izmjerenog promjera zone inhibicije rasta bakterijske kulture i prema
CLSI kriterijima izolati su podijeljeni u skupine osjetljiv (S, engl. susceptible), umjereno
osjetljiv (I, engl. intermediate) i otporan tj. rezistentan (R, engl. resistant) (CLSI, 2015.; CLSI
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2018.). Popis antimikrobnih lijekova s oznakom diskova i koli¢inom aktivnih tvari koje sadrze,

naziv proizvodaca te kriteriji za procjenu rezultata navedeni su u tablici 2.

Tablica 2. Antimikrobni lijekovi koriSteni u disk difuzijskom postupku i kriteriji za procjenu

rezultata
Antimikrobni Kolici
lijek \ofieina Promjer zone inhibicije (mm) . 5
aktivne tvari Proizvodacd
(oznaka)
(ng) S | R
Amoksicilin/ Condalab
Klavulanska 20/10 >18 14-17 <13 Snaniol k’
kiselina (AMC) panjoiska
Cefoksitin (FOX) 30 >18 15-17 <14 Condalab,
Spanjolska
Cefotaksim Condalab,
(CTX) 30 >26 23-25 <22 Spanjolska
Ceftazidim Condalab,
(CAZ) 30 >21 18-20 <17 Spanjolska
Cefpodoksim Condalab,
(CPD) 10 >21 18-20 <17 Spanjolska
. Condalab,
Cefepim (FEP) 30 > 25 19-24 <18 Spanjolska
Meropenem .
(MEM) 10 > 23 20-22 <19 Oxoid, UK
Enrofloksacin Mast Group
(ENR) 5 > 23 17-22 <16 Ltd., UK
Ciprofloksacin .
(CIP) 5 >21 16-20 <15 Oxoid, UK
Gentamicin .
(GM) 10 > 16 13-15 <12 Oxoid, UK
Sulfametaksazol/
Trimetoprim 23,75/1,25 > 16 11-15 <10 Oxoid, UK
(SXT)
Tetraciklin (TE) 30 > 15 12-14 <11 Oxoid, UK

S - osjetljiv; I - umjereno osjetljiv; R — rezistentan

Prema MAGIORAKOS i sur. (2011.) navedeni antimikrobni lijekovi, osim
cefpodoksima i enrofloksacina, mogu se svrstati u osam od 17 kategorija prema kojima se
ispitivani izolat moze definirati kao multirezistentan (MDR, engl. multidrug-resistant), opsezno
ili prosireno rezistentan (XDR, engl. extensively drug-resistant) ili potpuno rezistentan (PDR,

engl. pandrug-resistant). Kilasifikacija upotrijebljenih antimikrobnih lijekova prema
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kategorijama za procjenu multirezistencije prikazana je u tablici 3. Za potrebe ovog istrazivanja

u odgovarajuée kategorije smjesteni su i cefpodoksim i enrofloksacin.

Multirezistentnim izolatima smatraju se oni izolati koji su rezistentni ili umjereno
osjetljivi na najmanje jedan antimikrobni lijek iz tri razli¢ite kategorije. Opsezno rezistentni su
izolati rezistentni ili umjereno osjetljivi na najmanje jedan antimikrobni lijek iz svih ili gotovo
svih kategorija (na lijekove iz najvise dvije kategorije mogu biti osjetljivi). Potpuno rezistentni
ili panrezistentni izolati su oni kod kojih je uocena rezistencija na sve antimikrobne lijekove iz

svih kategorija (MAGIORAKOS i sur., 2011.).

Tablica 3. Klasifikacija antimikrobnih lijekova prema Kkategorijama za procjenu

multirezistentnih izolata

R.br.  Kategorije antimikrobnih lijekova Antimikrobni lijek

1. Penicilini+Inhibitori beta-laktamaza Amoksicilin/klavulanska kiselina

2. Cefamicini Cefoksitin

3. Cefalosporini 3. i 4. generacije Cefotaksim, Ceftazidim, Cefepim, Cefpodoksim
4, Karbapenemi Meropenem

5. Fluorokinoloni Ciprofloksacin, Enrofloksacin

6. Aminoglikozidi Gentamicin

7. Inhibitori metabolizma folne kiseline Sulfametoksazol/Trimetoprim

8. Tetraciklini Tetraciklin
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4.7. Dokazivanje gena za ESBL lan¢anom reakcijom polimerazom

U izolata E. coli rezistentnih na cefotaksim kod kojih je fenotipskim potvrdnim testom
dokazana tvorba ESBL lancanom reakcijom polimerazom istraZzena je prisutnost gena za
rezistenciju blactx-m, blatem i blaspv multipleks PCR tehnikom, odnosno u istoj PCR reakciji

ispitana je prisutnost sva tri navedena gena.

4.7.1. 1zdvajanje bakterijske DNA

1z izolata fenotipski pozitivnih na tvorbu ESBL izdvojena je DNA pomocu pripravka
Chelex-100 (Bio-Rad, SAD). KoriStene su svjeze bakterijske kulture uzgojene na Columbia
agaru (Mast Group, UK) pri temperaturi od 37 °C. Chelex-100 je pripravak u obliku praha kojeg
je potrebno suspendirati u sterilnoj redestiliranoj vodi kako bi se dobila 2 %-tna otopina.
Postupak pripreme otopine obuhvaca vaganje koli¢ine od 0,1 g pripravka Chelex-100 u sterilnu
staklenu caSicu, dodavanje 5 ml sterilne redestilirane vode i sterilnog magneta te mijesanje
sadrzaja na magnetskoj mijesalici pri sobnoj temperaturi. Budu¢i da se suspenzija Chelex-100
vrlo brzo taloZi osobito je vazno mijeSanjem odrzavati suspenziju homogenom i koristiti ju

odmah nakon pripreme.

Postupak izdvajanja DNA:

1. Eppendorf epruvete volumena 2 ml ozna¢ene su odgovaraju¢im brojevima i napunjene
s 200 ul pripremljene 2 %-tne suspenzije Chelex-100 izravno iz ¢aSice prilikom

mijeSanja.

2. Bakterioloskom uSicom uzete su svjeZze kolonije s podloge i suspendirane u 2 %-tnoj

suspenziji Chelex-100.

3. Suspenzija je dobro promijesana na tresilici tijekom desetak sekundi i kuhana 10 minuta

pri 100 °C u termobloku TS-100 ThermoShaker (Bio-San, Latvija).

4. Nakon hladenja, suspenzija je centrifugirana na 13000 okretaja u minuti pri 4 °C tijekom

10 minuta.
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5. Supernatant s izdvojenom DNA prenesen je u nove sterilne Eppendorf epruvete

oznacene odgovaraju¢im brojevima.

6. lzdvojena DNA pohranjena je na -20 °C do daljnje upotrebe.

4.7.2. Dokazivanje gena blacTtx-m, blatem i blasnv

Prisustvo gena blactx-m, blatem 1 blasny istrazeno je istovremeno u jednoj lancanoj
reakciji polimerazom (‘multipleks’ PCR) prema protokolu umnazanja lanaca DNK kojeg su
opisali MONSTEIN i sur. (2007.).

Za dokaz gena blacTx-m koriStene su pocetnice koje umnazaju odsjecak gena veli¢ine

593 parova baza (pb), a koje su opisali PAGANI i sur. (2003.):
e CTX-MUL: ATGTGCAGYACCAGTAARGT i

o CTX-MU2: TGGGTRAARTARGTSACCAGA.

Za dokaz gena blaTem koristene su poc¢etnice koje umnazaju odsjecak gena veli¢ine 445

pb, a koje su opisali MONSTEIN i sur. (2007.):
e TEM-F: TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA

o TEM-R: ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT.

Za dokaz gena blasnv koriStene su pocetnice koje umnazaju odsjecak gena veli¢ine 865

pb, a koje su opisali BABINI i LIVERMORE (2000.):
e SHV-F: ATGCGTTATATTCGCCTGTGIi

e SHV-R: GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG.
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Kao negativna kontrola koriStena je reakcijska otopina bez DNA. Kao pozitivna

kontrola koriStena je DNA izolata oznake II-286/16 bakterije K. pneumoniae subsp.

pneumoniae za koju je prethodno dokazano da posjeduje sva tri istrazivana gena.

U svakoj multipleks PCR reakciji, ukupnog volumena 20 ul koriStene su:

1. pocetnice za gen blactx-m (po 1 ul CTX-MUL i CTX-MU2)
2. pocetnice za gen blatem (po 1 ul za TEM-F i TEM-R)

3.
4

. komercijalna mjeSavina oligonukleotida (dNTP), magnezijeva klorida (MgCl),

pocetnice za gen blasqv (po 1 pl za SHV-F i SHV-R)

Tagpolimeraze i pufera (Roti-Pol Hot-TaqS Red-Mix, Carl Roth GmbH& Co. KG,
Njemacka) (V=10 ul)

sterilna destilirana voda (ultraPURE Distilled Water, DNAse, RNAse-free, Invitrogen,
SAD) (V=3 pl)

bakterijska DNA razrijedena destiliranom vodom 1:10 (V=1 pl).

Zaizvodenje lanCane reakcije polimerazom koristen je uredaj Mastercycler nexus GSX1

(Eppendorf, Njemacka), a reakcija je obavljena prema sljede¢em protokolu:

pocetna denaturacija 95°C, 120 s
denaturacija 94°C,30s
vezanje pocetnica 60 °C, 30s 30 ciklusa
produljivanje lanaca 72°C,120s
zavr$no produljivanje lanaca 72 °C,600s

Proizvodi lancane reakcije polimerazom analizirani su elektroforezom u 1 %-tnom

agaroznom gelu. Postupak pripreme gela bio je slijedeci:

1.

2
3.
4

U tikvicu je odvagano 1 g agaroze (Sigma Aldrich, SAD).
Dodano je 100 ml TAE pufera koncentracije 1X (Tris Acetatni EDTA pufer).

Agaroza je otopljena zagrijavanjem na 100 °C i potom ohladena na 50 °C.

. U ohladenu agaroznu otopinu dodana su 3 pl boje za DNA (CondaSafe Stain, Condalab,

Spanjolska).
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5. Otopina je izlivena u kalup s cesljiem za jazice i kalup je ostavljen na sobnoj
temperaturi kako bi gel polimerizirao.

6. Polimerizirani gel odmabh je upotrijebljen za elektoforezu.

Zaizvodenje elektroforeze u gelu upotrijebljen je uredaj Cleaver Scientific Ltd, UK. Kadica
uredaja bila je ispunjena TAE puferom koncentracije 1 X u kojeg je uronjen kalup s gelom tako
daje dio gela s jazicama okrenut prema katodi. Svi uzorci su ukapani direktno u jazice u koli¢ini
od 4 ul. Za odredivanje veli¢ine proizvoda lan¢ane reakcije polimerazom u prvu i zadnju jazicu
ukapano je 3 pl standardiziranog biljega (100 bp-DNA-Ladder equimolar, Carl Roth GmbH&
Co. KG, Njemacka). Elektroforeza je trajala 50 min uz upotrebu istosmjerne struje napona 100
V.

Po zavrSetku elektroforeze gel je pregledan, rezultati analizirani i snimljeni pomocu
uredaja Gel Doc 200 (Bio-Rad, SAD) koji se sastoji od ultraljubicastog prosvjetljivaca, kamere
za snimanje gelova i kompjuterskog programa za obradu fotografije gela (Quantity One
Basicanalysis software). Veli¢ina umnozenog odsjecka DNA odredena je usporedbom
dobivenog proizvoda sa standardiziranim biljegom (100 bp-DNA-Ladder equimolar, Carl Roth
GmbH& Co. KG, Njemacka).

4.8. Odredivanje varijante CTX-M beta-laktamaze

U izolata kod kojih je multipleks PCR-om dokazan gen blactx-m, novom lan¢anom
reakcijom polimerazom umnozen je odsjeCak gena veli¢ine 948 parova baza s poCetnicama i

prema protokolu kojeg su opisali AHMED i sur. (2007.):
e CTX-M-F2: CCAGAATAAGGAATCCCATG i
e CTX-M-R2: GCCGTCTAAGGCGATAAAC.

Kao negativna kontrola koriStena je reakcijska otopina bez DNA. Kao pozitivna kontrola
koriStena je DNA izolata oznake 11-286/16 bakterije K. pneumoniae subsp. pneumoniae za koju

je prethodno dokazano da posjeduje blactx-m gen.
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U PCR reakciji, ukupnog volumena 20 pl koriStene su:

1. pocetnice za gen blactx-m (pol pl za CTX-M-F2 i CTX-M-R2)

2. komercijalna mjeSavina oligonukleotida (dNTP), magnezijeva klorida (MgCl),
Tagpolimeraze i pufera (Roti-Pol Hot-TaqS Red-Mix, Carl Roth GmbH& Co. KG,
Njemacka) (V=10 pl)

3. sterilna destilirana voda (ultraPUREDistilled Water, DNAse, RNAse-free, Invitrogen,
SAD) (V=7 ul)

4. bakterijska DNA razrijedena destiliranom vodom 1:10 (V=1 pl).

Za izvodenje lanc¢ane reakcije polimerazom koristen je uredaj Mastercycler nexus GSX1

(Eppendorf, Njemacka), a reakcija je obavljena prema sljede¢em protokolu:

= pocetna denaturacija 95°C, 120s
= denaturacija 94 °C,30s
» vezanje pocetnica 51°C, 30s 30 ciklusa
= produljivanje lanaca 72°C,60s
= zavr$no produljivanje lanaca 72°C,300s

Proizvodi lancane reakcije polimerazom analizirani su elektroforezom u 1 %-tnom
agaroznom gelu prema postupku opisanom kod dokazivanja gena blactx-m, blatem i blasky u

potpoglavlju 4.7.2. Ostatak proizvoda pohranjen je do daljnje analize na temperaturu -20 °C.

4.8.1. ProciS¢avanje proizvoda lanc¢ane reakcije polimerazom

Prije sekvenciranja proizvodi lancane reakcije polimerazom proc¢iS¢eni su od
neupotrijebljenih sastojaka reakcije pomocu komercijalnog kita (QIAquick PCR Purification

Kit, Qiagen, Njemacka) koji sadrzi:

e kolonice za prociS¢avanje koje se sastoje od gornje epruvete s membranom i donje

epruvete za ispiranje,
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pufer za vezanje DNA na membranu,
pufer za ispiranje DNA,
pufer za otpusStanje DNA s membrane i

epruvete za prikupljanje DNA.

Postupak proc¢is¢avanja proizvoda lancane reakcije polimerazom:

1.

10.

11.

Pufer za vezanje DNA na membranu pomijesati u omjeru 1:4 s proizvodom lancane

reakcije polimerazom.
Pipetom prenijeti otopinu u gornju epruvetu kolonice za pro¢is¢avanje.

Centrifugirati kolonicu na 10 000 okretaja u minuti tijekom jedne minute i odbaciti

sadrzaj iz donje epruvete za ispiranje.
U gornju epruvetu dodati 650 pl pufera za ispiranje DNA.

Centrifugirati kolonicu na 10 000 okretaja u minuti tijekom jedne minutei odbaciti

sadrzaj iz donje epruvete za ispiranje.
Ponovno centrifugirati kolonicu na 14 000 okretaja u minuti tijekom dvije do tri minute.

Premjestiti gornju epruvetu kolonice za pro¢i§¢avanje u epruvetu za prikupljanje DNA,

a baciti donju epruvetu za ispiranje.

Dodati 50 pl pufera za otpustanje DNA s membrane.

Inkubirati kolonicu na sobnoj temperaturi tijekom jedne minute.
Centrifugirati kolonicu na 14 000 okretaja u minuti tijekom dvije minute.

Baciti gornju epruvetu s membranom. Proc¢iS¢ena DNA, odnosno proizvod lanc¢ane

reakcije polimerazom, nalazi se u epruveti za prikupljanje.
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4.8.2. Molekularna tipizacija gena blactx-m

Procisc¢eni proizvodi lancane reakcije polimerazom poslani su u tvrtku Macrogen
(Nizozemska) gdje je odreden slijed nukleotida gena blactx-m. Pri tome su koriStene iste
pocetnice kao kod umnazanja odsjecka gena blactx-m lan¢anom reakcijom polimerazom CTX-
M-F2 i CTX-M-R2. Nakon dobivanja nukleotidnih sljedova kontrolirana je njihova kvaliteta i
tocnost provjerom svake pojedine baze u dobivenom elektroferogramu koristenjem racunalnog
programa Chromas 2.6.2.0 (Technelysium Pty Ltd., South Brisbane, Australija). Navedenim
postupkom usporedeni su sljedovi nukleotida sekvencirani s uzvodnom i nizvodnom
pocetnicom za svaki PCR proizvod, $to je rezultiralo dobivanjem jedne sekvence svakog

pojedinog PCR proizvoda.

Dobiveni sljedovi nukleotida obradeni su pomocu racunalnih programa Bio Edit
Sequence Alignment Editor 7.0.5.3 (HALL, 1999) i MEGA 7.0 (DNASTAR, Madison,
Wisconsin, SAD) i usporedeni s bazom nukleotidnih sljedova gena GenBank koju odrzava
Nacionalni Centar za BiotehnoloSke Informacije (NCBI) uz pomo¢ programa BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) koji pronalazi sljedove nukleotida najsli¢nije onom koji se

ispituje.

4.9, Statisticka obrada podataka
Za usporedbu varijabli dobivenih ovim istrazivanjem koristen je Fisherov egzaktni test.

Izracunat je udio (%) izolata rezistentnih na cefotaksim, udio izolata fenotipski

pozitivnih na tvorbu ESBL te udio izolata genotipski pozitivnih na tvorbu ESBL.

U izolata kod kojih je molekularno potvrdena prisutnost nekog od istrazivanih gena

izraCunata je ucestalost pojedinog gena.

Fisherovim egzaktnim testom provjereno je postojanje statisticki znacajnih razlika u

pojavnosti pojedinih gena.

Prema rezultatima dobivenima disk difuzijskom metodom, izolati su podijeljeni u
skupine osjetljiv (S), umjereno osjetljiv (I) 1 rezistentan (R). Usporedivano je postoje li

statisti¢ki znacajne razlike u osjetljivosti na pojedine antimikrobne tvari.
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Za potrebe analize i prikaza podataka koriSten je statisticki program STATISTICA
v.14.0. (Statistica, Tibco, 2020.). Rezultati statisticke analize izmedu ucestalosti pojedinih gena
smatrani su statisticki znacajnima ako je dobivena p vrijednost iznosila manje od 0,05 (p <
0,05).
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5. REZULTATI
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5.1. Porijeklo, uzgojne, morfoloske i biokemijske osobine izolata

U razdoblju od pocetka 2016. do kraja 2017. godine u J.U. ,,Veterinarski Zavod* Biha¢,
na Odjel za epizootiologiju i zarazne bolesti, u Laboratorij za invazijske bolesti, bolesti peradi,
pcela i riba, dostavljeno je 498 uzoraka fecesa kokosi s razli¢itih peradarskih farmi Bosne i
Hercegovine. Nacjepljivanjem uzoraka na podloge s dodatkom cefotaksima ukupno je
izdvojeno 280 izolata iz 498 uzoraka (56,2 %), a koji su prema istovremeno istrazivanim
morfoloskim, uzgojnim i biokemijskim osobinama odgovarali vrsti E. coli. Svi izolati porasli
su na MacConkey agaru tvorec¢i kolonije ruZiCaste boje okruZzene zonom precipitacije Zu¢nih
soli (slika 1.). Kod svih izolata dokazana je tvorba indola (slika 2.), a niti jedan izolat nije tvorio
enzim citokrom-oksidazu (slika 3.).

Slika 1. lIzgled kolonija vrste E. coli na MacConkey agaru (izolat 25F)
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Slika 2. Odredivanje sposobnosti tvorbe indola (lijevo — izolat E. coli 25F, desno — negativna

kontrola).

Slika 3. Odredivanje sposobnosti tvorbe citokrom-oksidaze (lijevo — izolat E. coli 25F, desno

— pozitivna kontrola).

5.2. Rezultati fenotipske potvrde tvorbe ESBL

Za fenotipsku potvrdu tvorbe ESBL Koristio se postupak kombiniranih diskova. U tu
svrhu upotrijebljeni su diskovi cefotaksima i ceftazidima uz i bez dodatka klavulanske kiseline.
Od ukupno 280 izolata rezistentnih na cefotaksim, njih 74 (26,4 %), imalo je za pet ili viSe mm
vecu zonu inhibicije oko diskova s dodatkom klavulanske kiseline u odnosu na diskove bez
klavulanske kiseline $to je oznafeno kao ESBL pozitivan rezultat. Od toga je 21 izolat (28,4
%) pokazao vecu inhibicijsku zonu oko oba ispitivana antibiotika s dodatkom klavulanske
kiseline. Ostala 53 izolata (71,6 %) pokazala su vecu zonu inhibicije oko samo jednog od dva
ispitivana antibiotika, i to 47 izolata (88,7 %) oko diska cefotaksima s dodatkom klavulanske
kiseline, a Sest izolata (11,3 %) oko diska ceftazidima s dodatkom klavulanske kiseline. Primjer

fenotipske potvrde tvorbe ESBL postupkom kombiniranih diskova prikazan je na slici 4.

Ucestalost izolata fenotipski pozitivnih na tvorbu ESBL u ukupnom broju uzoraka

fecesa bila je 14,9 %.

Izolati kod kojih je fenotipski potvrdena tvorba ESBL ukljuceni su u daljnje istrazivanje.
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Slika 4. Primjer fenotipske potvrde tvorbe ESBL postupkom kombiniranih diskova (izolat 17F).

5.3. Rezultati biokemijske identifikacije vrste pomoc¢u API 20E niza

Svih 74 izolata identificirano je kao vrsta E. coli komercijalnim setom za identifikaciju
bakterija API 20E. Biokemijske osobine pretraZzenih izolata prikazane su u tablici 4. Statisticka
vjerojatnost ispravne identifikacije kretala se od 99,5 % do 99,9 % ovisno o tome jesu li izolati
tvorili enzim ornitin-dekarboksilazu i jesu li fermentirali saharozu. Sa sigurnosc¢u od 99,9 %
identificirano je 34 izolata (46,7 %) koji su tvorili ornitin-dekarboksilazu, a nisu fermentirali
saharozu i petizolata (6,7 %) koji nisu tvorili ornitin-dekarboksilazu, a fermentirali su saharozu.
Sa sigurnoscéu od 99,8 % identificirano je 15 izolata (20,0 %) koji su dali negativan rezultat za
obje navedene osobine, a 20 izolata (26,7 %) s pozitivnim rezultatom za obje osobine je

identificirano sa sigurno$¢u od 99,5 %.

Na slici 5. prikazan je primjer API 20E niza nakon zavrSene inkubacije i dodavanja

reagensa.
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Tablica 4. Biokemijske osobine izolata E. coli odredenih API 20E nizom.

Supstrat Biokemijska reakcija/enzim % pozitivnih
2-nitrofenil-beta-D-galaktopiranozid beta-galaktozidaza 100
L-arginin arginin-dihidrolaza 0
L-lizin lizin-dekarboksilaza 100
L-ornitin ornitin-dekarboksilaza 73,0
trinatrijev citrat proizvodnja citrata 0
natrijev tiosulfat proizvodnja H,S 0
urea ureaza 0
L-triptofan triptofan-deaminaza 0
L-triptofan proizvodnja indola 100
natrijev piruvat proizvodnja acetoina 0
zelatina zelatinaza 0
D-glukoza fermentacija glukoze 100
D-manitol fermentacija manitola 100
inozitol fermentacija inozitola 100
D-sorbitol fermentacija sorbitola 100
L-ramnoza fermentacija ramnoze 100
D-saharoza fermentacija saharoze 33,8
D-melibioza fermentacija melibioze 100
amigdalin fermentacija amigdalina 0
L-arabinoza fermentacija arabinoze 100
e a  m— vy - x
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Sika 5. API 20E niz nakon inkubacije i dodavanja reagensa (ornitin-dekarboksilaza pozitivan i
saharoza negativan izolat 62F).
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5.4. Rezultati odredivanja osjetljivosti na antimikrobne lijekove disk

difuzijskim postupkom

Disk difuzijskim postupkom ispitana je osjetljivost izolata na 12 antimikrobnih lijekova,

a ukupni rezultati svih pretrazenih izolata prikazani su u tablici 5.

Sezdeset tri izolata (85,1 %) bila su rezistentna ili umjereno osjetljiva na tri ili vise
antimikrobnih lijekova iz razli¢itih kategorija prema ¢emu su procijenjeni kao multirezistentni

izolati (MDR).

Fisherovim egzaktnim testom (p < 0,05) ispitana je statisticka znacajnost razlike u
osjetljivosti izolata na pojedine antimikrobne lijekove iz iste skupine. Znacajna razlika u
osjetljivosti izolata na cefalosporine dokazana je u postotku rezistentnih izolata na cefotaksim
i cefpodoksim. U osjetljivosti izolata na pojedine fluorokinolone nije bilo statisti¢ki znacajne

razlike.

Primjer rezultata odredivanja osjetljivosti na antimikrobne lijekove disk difuzijskim

postupkom prikazan je naslici 6.

Slika 6. Primjer rezultata odredivanja osjetljivosti na antimikrobne lijekove disk difuzijskim

postupkom (izolat 59F).
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Tablica 5. Ukupni rezultati odredivanja osjetljivosti na antimikrobne lijekove disk difuzijskim

postupkom.

Antimikrobni lijek S (%) 1 (%) R (%)
amoksicilin/klav. kis. 11 (14,9) 5(6,7) 58 (78,4)
cefoksitin 34 (45,9) 4 (5,4) 36 (48,6)
cefotaksim 0(0,0) 0(0,0) 74 (100,0)
ceftazidim 27 (36,5) 7(9,5) 40 (54,1)
cefpodoksim 0(0,0) 0(0,0) 74 (100,0)
cefepim 33 (44,6) 4 (5,4) 37 (50,0)

meropenem 74 (100,0) 0(0,0) 0(0,0)
enrofloksacin 38 (51,4) 12 (16,2) 24 (32,4)
ciprofloksacin 48 (64,9) 5(6,8) 21 (28,4)

gentamicin 67 (90,5) 2(2,7) 5 (6,8)
sulfametaksazol/trimetoprim 60 (81,1) 0(0,0) 14 (18,9)
tetraciklin 36 (48,6) 0(0,0) 38 (51,4)

S- osjetljiv; I- umjereno osjetljiv; R- rezistentan

5.5. Rezultati dokazivanja gena blactx-m, blatem i blasny

Kod 74 izolata fenotipski pozitivnih na tvorbu ESBL ispitana je prisutnost gena za

rezistenciju blactx-m, blatem i blaspv multipleks lan¢anom reakcijom polimerazom. U 54

izolata (73,0 %) dokazana je prisutnost jednog ili viSe gena. Gen blactx-m je dokazan u 33
izolata (61,1 %), gen blatem u 33 izolata (61,1 %) i gen blasxv U jednom izolatu (1,9 %). Kod

13 izolata (24,1 %) dokazana je istovremena prisutnost gena blactx-m i blatem. Niti u jednom

izolatu nije dokazana istovremena prisutnost sva tri gena (blactx-m, blatem i blashy).

U 20 (27,0 %) izolata nije dokazana prisutnost niti jednog od istrazivanih gena (blactx-

m, blarem i blaskv).
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Primjer agaroznog gela nakon provedenog multipleks PCR-a i elektroforeze u svrhu

dokazivanja gena blacrx-m, blatem i blasnv prikazan je na slici 7.

Slika 7. Agarozni gel nakon provedene elektroforeze PCR produkata dobivenih u ispitivanju

prisutnosti gena blactx-m, blatem i blasny

M-100 pb DNA biljeg; 1- negativna kontrola; 2- pozitivna kontrola za gene blactx-m (593 pb),
blatem (445 pb) i blasnv (865 pb); 3- izolat 13F; 4- izolat 14F; 5- izolat 15F; 6- izolat 16F; 7-
izolat 17F; 8- izolat 33F.

5.6. Rezultati molekularne tipizacije gena blactx-m

Gen blacTx-m je multipleks lan¢anom reakcijom polimerazom dokazan u 33 izolata te je
novom lan¢anom reakcijom polimerazom, s poéetnicama CTX-M-F2 i CTX-M-R2, kod svih
izolata umnozen odsjeCak navedenog gena veli¢ine 948 pb. Sekvenciranjem dobivenih
produkata odreden je slijed nukleotida koji je usporeden s bazom nukleotidnih sljedova
GenBank. Usporedbom je u 32 izolata (97,0 %) ustanovljena 100%-tna podudarnost s
nukleotidnim sljedom gena iz izolata E. coli ozna¢enog u NCBI bazi gena kodom MG029089.1.

Navedeni slijed nukleotida odgovara slijedu nukleotida gena blactx-m-1. Kod jednog izolata
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(3,0 %) ustanovljena je 100 %-tna podudarnost sa slijedom nukleotida u genu izolata E. coli u

NCBI bazi oznac¢enog kodom MN540571.1, a koji odgovara genu blactx-m-1s.

rezultati kombiniranog testa te dokazani geni.

U tablici 6. prikazani su svi istrazivani izolati, njihove oznake, profili rezistencije,

Tablica 6. Zastupljenost gena, profili rezistencije i rezultati kombiniranog testa izolata E. coli

Profil rezistencije

Rezultati komb.testa
CTX/CV  CAZ/ICV

blaeseL geni

CTX, CPD, FEP

CTX, CPD, FEP, SXT,TE

CTX, CPD, FEP

AMC, CTX, CPD, FEP, TE

AMC, CTX, CPD, FEP, TE

AMC, CTX, CPD, SXT,TE

AMC, CTX, CPD, FEP

AMC, CTX, CAZ, CPD, ENR

AMC, CTX, CPD, FEP, SXT

AMC, CTX, CPD, FEP, ENR, CIP,
TE

AMC, CTX, CPD, FEP, ENR, CIP,
SXT, TE

AMC, CTX, CPD, FEP, TE

AMC, CTX, CPD, FEP, SXT,TE

AMC, CTX, CPD, FEP, SXT,TE

AMC, CTX, CPD, FEP, ENR, CIP,
TE

AMC, CTX, CAZ, CPD, FEP, TE

AMC, CTX, CAZ, CPD, FEP, TE

+

blacrx-m-1, blarem

blacrx-m-1, blarem

blacTx-m-1, blatem

blacTx-m-1

blacTx-m-1

blacTx-m-1, blatem

blacTx-m-1

blashv

blacrx-m-1, blarem

blacTx-m-1, blatem

blacTx-m-1

blacTx-m-1

blacrx-m-1, blarem

blacTx-m-1, blatem

blacrx-m-1, blarem

blacTx-m-1

blacTx-m-1

R. br. ?Zzorl‘gfa""
1. 1F
2. 2F
3. 3F
4, 4F
5. 5F
6. 6F
7. 7F
8. 8F
9. oF
10. 10F
11. 11F
12. 12F
13. 13F
14. 14F
15. 15F
16. 16F
17. 17F
(nastavlja se)
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Tablica 6. Zastupljenost gena, profili rezistencije i rezultati kombiniranog testa izolata E. coli

(nastavak)
Oznaka . . .. Rezultati komb.testa .
R. br. N Profil rezistencije bla eni
izolata J CTX/CV  CAZICV EsBL 0
AMC, CTX, CAZ, CPD, FEP, blacTx-m-1
18. 18F  EnR. CIP, TE * *
blacTx-m-1
19. 19F  AMC, CTX, CPD, FEP + -
AMC, CTX, CPD, FEP, ENR, CIP, blacTx-m-1
20. 20F  oxT TR + +
blacTx-m-1
21. 21F  AMC, CTX, CPD, FEP, TE + +
blacTx-m-1
22. 22F  AMC, CTX, CPD, FEP, TE + -
blacTx-m-1
23. 23F  AMC, CTX, CPD, FEP + +
blacTx-m-1
24, 24F  AMC, CTX, CPD, FEP, TE + +
AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD,
25. 3A  EEP. GM, SXT, TE ; * blarew
26. 4A AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, FEP - + blarem
AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD,
27. 5A FEP. TE - + -
- 6A AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, ) . ]
FEP
29, A AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, ) . blaren
FEP
AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD,
30. 8A  FEP ENR, CIP - + -
31. 25F CTX,CPD, TE + + blacTx-m-1
blacrx-m-1, blarem
32. 26F  CTX, CPD, FEP, ENR, CIP, SXT + +
blactx-m-1, blatem
33. 27F  CTX, CPD, FEP, TE + +
blacTx-m-1
34. 28F  CTX, CPD, FEP, ENR, CIP, TE + +
blacTx-m-1
35. 29F  CTX, CPD, FEP + +
26, 30F (T:;x CAZ, CPD, FEP, ENR, CIP, . . blacrcuas, blarey
(nastavlja se)
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Tablica 6. Zastupljenost gena, profili rezistencije i rezultati kombiniranog testa izolata E. coli

(nastavak)
Oznaka . . .. Rezultati komb.testa .
R. br. izolata Profil rezistencije CTXICV  CAZICV blaessL geni
37. 31F  CTX, CPD, FEP + - blacTxm-1
38. 32F  AMC, CTX, CPD, ENR, CIP, TE + + -
30, 33F émg:, FOX, CTX, CAZ, CPD, . . blare,
40. 34F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD + + -
41. 35F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD + - -
42. 36F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD + - -
blatem
43, 37F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD + -
AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, blarem
44. 38F  ENR CIP, GM. SXT, TE * -
45, 39F  FOX, CTX, CAZ, CPD + - -
AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, blarem
46. 4F  our TE + -
AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, blarem
at. AF - ENR CIP, GM, TE * -
AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, blarem
48. 42F  ENR SXT. TE * -
blatem
49. 43F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD + -
blatem
50. 44F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, TE + -
AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, blarem
51. 45F  ENRCIP + -
AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, blarem
52. 46F  ENR CIP, TE * -
AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, blarem
53. 4TF ENR CIP, TE * -
54, 48F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD + - -
(nastavlja se)
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Tablica 6. Zastupljenost gena, profili rezistencije i rezultati kombiniranog testa izolata E. coli

(nastavak)

R. br. (iJzZor::'Ic(: Profil rezistencije gﬁil;lct:;l korgi\.;e}sé?/ blaeseL geni
55. 49F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD + - blarem
56. 50F  FOX,CTX, CPD + - _

57, 51F glz/lT(,:,T Fon, CTX, CAZ, CPD, N ] blare,
58. 52F Q,QARC,'SOP%&;&TX' CAZ, CPD, . ] i

59, 53F él\l\:,cé)lz(?('ll'ECTX‘ CPD, ENR, CIP, N ] blare,
. s AMCFOX.CTX CAZ CPD, . : _
61. 55F  FOX, CTX, CPD + - blarem
62. 56F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, TE + - .

63. 57F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD + - _

64. 58F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD + - _

65. 59F  AMC, CTX, CPD, FEP, ENR, CIP + - blacrx-w-1, blarem
66. 60F QRIARC,’ CFI%X, CTX, CAZ, CPD, . ) blarem
67, 61F ékl/lRC,, CFIOPX, CTX, CAZ, CPD, . N blarem
68. 62F  CTX,CAZ,CPD + . .

69. 63F  CTX, CPD, FEP + + blacTx-m-1
70. 64F  AMC, CTX, CPD + . .

71. 65F  CTX,CPD,TE + - blacTx-m-1
72. 66F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD + - .

73. 67F  AMC, CTX, CAZ, CPD, TE + - .

74, 68F  AMC, FOX, CTX, CAZ, CPD, TE + - .
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6. RASPRAVA
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U Bosni i Hercegovini je vrlo malo dostupne literature u veterinarskoj medicini o
pojavnosti i zastupljenosti izolata bakterijske vrste E. coli koji tvore ESBL. U protekle dvije
godine provedena su dva istrazivanja na izolatima E. coli izdvojenih iz mesa i fecesa peradi.
Istrazivanje iz 2020. godine dokazalo je prisutnost CTX-M beta-laktamaza proSirenog spektra
iz skupina CTX-M-1, CTX-M-2 i CTX-M-9 u izolatima E. coli izdvojenih iz mesa peradi, dok
je istrazivanje iz 2021. godine, provedeno s obriscima kloake kokosi, utvrdilo da su
najzastupljenije beta-laktamaze prosirenog spektra u izolatima E. coli bile iz skupine CTX-M-
1, a treéina ih je pripadala varijanti CTX-M-15 (HADZIC- HASANOVIC i sur., 2020.;
FETAHAGIC i sur., 2021.).

U humanoj medicini u Bosni i Hercegovini dostupno je neSto vise podataka, ali
uglavnom o detekciji tvorbe ESBL kod urinarnih izolata bakterijske vrste E. coli. Novija
istrazivanja istaknula su da vecina izolata tvori enzime iz skupine CTX-M beta-laktamaza.
Prema istrazivanju iz 2015. godine provedenom na razli¢itim enterobakterijama
najzastupljenije su bile CTX-M-15 beta-laktamaze, a prvi put su dokazane i varijante CTX-M-
3, CTX-M-22 i CTX-M-28 u urinarnim izolatima bolni¢kih i izvan bolni¢kih pacijenata
(IBRAHIMAGIC i sur., 2015.). Istrazivanje iz 2017. potvrdilo je dominaciju CTX-M beta-
laktamaza koje su dokazane u izolatima gram-negativnih bakterija iz razliCitih uzoraka
bolnickih i izvan bolni¢kih pacijenta. U izolatima E. coli najzastupljenije su bile beta-laktamaze
iz skupine CTX-M-1, osobito varijanta CTX-M-15, a potom i varijante CTX-M-1 i CTX-M-3
(IBRAHIMAGIC i sur., 2017.).

U ovom istraZivanju pretrazeni su uzorci fecesa kokoSi prikupljeni s razlicitih
peradarskih farmi diljem Bosne i Hercegovine u periodu od pocetka 2016. do kraja 2017.
godine. Nacjepljivanjem uzoraka na podloge s dodatkom cefotaksima ukupno je izdvojeno 280
izolata E. coli iz 498 uzoraka fecesa (56,2 %). Postotak izdvojenih izolata rezistentnih na
cefotaksim veéi je u odnosu na istrazivanje koje su proveli FETAHAGIC i sur. (2021.) u kojem
je iz 108 obrisaka kloake kokosi s 25 peradarskih farmi iz Zeni¢ko-dobojskog kantona
izdvojeno 27 izolata E. coli (25,0 %) rezistentnih na cefotaksim. Ovako velika razlika posljedica
je upotrebe razlicitih koncentracija cefotaksima u podlozi koja je koriStena za selekciju
rezistentnih izolata. U ovom istrazivanju je za izdvajanje izolata iz fecesa upotrijebljena niza
koncentracija cefotaksima u podlozi (1 mg/l) od one upotrijebljene u istrazivanju od
FETAHAGIC i sur. (2021.) gdje je ta koncentracija bila 3 mg/l. Naime, ovo istraZivanje je

zapocelo znatno ranije pa se za selekciju izolata koristila niza koncentracija cefotaksima prema
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smjernicama dotadasnjih istrazivanja. Novija istrazivanja ukazuju na to da je MacConkey agar
s visom koncentracijom cefotaksima pouzdaniji za izdvajanje izolata E. coli ¢ija je rezistencija
na cefotaksim posljedica tvorbe ESBL, a ne AmpC beta-laktamaza. Rast AmpC izolata
inhibiran je dodatkom cefotaksima u koncentraciji od 4 pug/ml, ali njihov rast nece biti inhibiran
dodatkom 2 pg/ml cefotaksima (JACOB i sur., 2020.). Iz toga se moze zakljuciti da je
koncentracija cefotaksima od 1 mg/l upotrijebljena u ovom istrazivanju bila preniska za
selekciju samo onih izolata koji tvore ESBL i da je tako niska koncentracija razlog malog
postotka izolata kod kojih je fenotipskim testom potvrdena tvorba ESBL (26,4 %). Stoga,
gledajuéi udio izolata kod kojih je fenotipskim testom potvrdena tvorba ESBL u ukupnom broju
uzoraka, nema velike razlike izmedu ovog istrazivanja i istraZivanja od FETAHAGIC i sur.
(2021.). U ovom istrazivanju je taj udio 14,9 % i nesto je manji od udjela u spomenutom
istrazivanju (19,4 %). Sli¢nu zastupljenost izolata E. coli koji tvore ESBL izdvojenih iz kokosi
(17,5 %) biljezi i istrazivanje provedeno u Ugandi (KAKOOZA i sur., 2021.), dok istrazivanja
provedena u drugim drzavama biljeze nesto veée udjele ESBL pozitivnih izolata u ukupnom
broju pretrazenih uzoraka. Tako je ucestalost izolata E. coli koji tvore ESBL iz kokosi s
odabranih farmi na Filipinima iznosila 66,7 % (GUNDRAN i sur., 2019.), dok je u istrazivanju
provedenom u Sloveniji onaiznosila 22,0 % (ZORMAN ROJS i sur., 2019.). Razlog nesto nize
ucestalosti ESBL pozitivnih izolata u ovom istrazivanju u odnosu na ostala istrazivanja moze
biti i zbog pojave lazno negativnih rezultata fenotipskog testa za detekciju tvorbe ESBL zbog
moguce istovremene tvorbe ESBL i AmpC beta-laktamaza u izolatima. Izolati E. coli koji
istovremeno tvore ESBL i AmpC beta-laktamaze su u velikom porastu i posljednjih godina
dobivaju znacéajniju paznju (ZORMAN ROIJS i sur., 2019.). Njihova istovremena prisutnost u
izolatima otezava dokazivanje ESBL fenotipa jer su AmpC beta-laktamaze rezistentne na
klavulansku kiselinu pa oteZavaju sinergisti¢ki u€inak klavulanske kiseline 1 cefalosporina na
ESBL (RAWAT i NAIR, 2010.; KAUR i sur., 2016.). Kada isti bakterijski soj istovremeno
tvori i ESBL i AmpC beta-laktamaze, AmpC beta-laktamaze poniStavaju inhibiciju ESBL
klavulanskom kiselinom i na taj nacin prikrivaju tvorbu ESBL (YILMAZ i sur. 2013.). Nadalje,
klavulanska kiselina inducira tvorbu visokih razina AmpC beta-laktamaza $to moze dovesti do
lazno negativnih rezultata u dokazivanju ESBL (KAUR i sur., 2016.). 1z navedenih razloga, u
slu¢aju sumnje na ESBL, kada je fenotipski potvrdni test negativan svakako je preporuka
ispitati prisutnost AmpC beta-laktamaza, jer se u suprotnom u tom izolatu moze previdjeti
tvorba ESBL (RAWAT i NAIR, 2010.).
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U ovom istrazivanju lan¢anom reakcijom polimerazom u 54 od 74 (73,0 %) izolata E.
coli dokazana je prisutnost jednog ili vise gena odgovornih za rezistenciju na cefalosporine
trece generacije. Od toga, gen blactx-m je dokazan u 33 izolata (61,1 %), gen blatem u 33 izolata
(61,1 %) i gen blasnv u samo jednom izolatu (1,9 %). To odgovara dosadasnjim istrazivanjima
koja su ustanovila da su u izolatima iz peradi najzastupljenije beta-laktamaze iz skupina CTX-
M i TEM. Prema KHOSHBAKHT i sur. (2016.) najzastupljenije beta-laktamaze u izolatima iz
kokosi bile su CTX-M beta-laktamaze (60,3 %) iza kojih slijede TEM beta-laktamaze (37,7 %).
U istrazivanju koje su proveli GUNDRAN i sur. (2019.) u izolatima E. coli iz kokosi
najzastupljenije su bile beta-laktamaze iz CTX-M-1 skupine (72,5 %), a pored gena blactx-m,
dokazani su i geni blatem (58,0 %). Za razliku od spomenutih istrazivanja, ovo istraZivanje
pokazalo je jednaku zastupljenost CTX-M i TEM beta-laktamaza $to dovodi do zakljuc¢ka da
do kraja 2017. godine, do kada su prikupljani uzorci, CTX-M beta-laktamaze jo$ uvijek nisu
preuzele dominaciju u izolatima iz peradi na podru¢ju Bosne i Hercegovine. Veca zastupljenost
CTX-M beta-laktamaza u uzorcima porijeklom od koko$i uocena je kasnije u izolatima
izdvojenim iz obrisaka kloaka prikupljenih krajem 2019. godine. Tada je kod 21 od 27 (77,8
%) pretrazenih izolata dokazana prisutnost gena za ESBL i svi su nosili gen blactx-m, a njih 14
(66,7 %) istovremeno je uz blacTx-m posjedovalo i gen blatem (FETAHAGIC i sur., 2021.). U
ovom istrazivanju istovremena prisutnost gena blactx-m i blatem uocena je kod 13 od 54 izolata
(24,1 %) koja su molekularno bila pozitivna na prisutnost gena. Prema drugim istraZzivanjima
to je najéeS¢a kombinacija istovremeno prisutnih ESBL gena.. GUNDRAN i sur. su u
istrazivanju iz 2019. godine imali 33,3 % izolata u kojima je dokazana istovremena prisutnost
genablactx-m i blatem, te 21,7 % izolata koji su uz dva navedena gena posjedovali i treci, blasnv
gen. U istrazivanju provedenom u Koreji istovremena prisutnost gena blactx-m 1 blatem
dokazana je u 57,1 % izolata E. coli izdvojenih iz kokosi bez prisutnosti gena blasyv (SEO i
LEE, 2021.).

Molekularnom tipizacijom gena blactx-m ustanovljeno je da gen blactx-m u 32 od 33
izolata (97,0 %) odgovara genu blactx-m-1, a u jednom izolatu (3,0 %) genu blacTx-m-15. Prema
istrazivanjima, to su dvije najée$c¢e varijante CTX-M enzima odgovorne za rezistenciju na
cefalosporine trec¢e generacije na podrucju Europe, s time da varijanta CTX-M-15 prevladava
u izolatima humanog porijekla i rijede je zabiljeZena u izolatima iz peradi, a nesto ¢eS¢e u
izolatima iz kuénih ljubimaca. Varijanta beta laktamaze CTX-M-1 Siroko je rasprostranjena
medu izolatima porijeklom iz peradi i ostalih Zivotinja koje se uzgajaju za proizvodnju hrane

(RAMOS i sur., 2020.). Ipak, prema istrazivanju provedenom na podru¢ju Bosne i Hercegovine
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s izolatima iz obrisaka kloaka kokosi prikupljenim krajem 2019. godine, ¢ak tre¢ina dokazanih
CTX-M enzima pripadala je varijanti CTX-M-15 zbog ¢ega su autori upozorili na moguci
prijenos izolata s ljudi na Zivotinje, ali i obrnuto (FETAHAGIC i sur., 2021.).

Kod 20 izolata (27,0 %) fenotipski pozitivnih na tvorbu ESBL lan¢anom reakcijom
polimerazom nije dokazan niti jedan od tri pretrazivana gena. Mogu¢i razlog tome je da
navedeni izolati posjeduju neki od rjede zastupljenih gena koji mogu uzrokovati rezistenciju na
cefalosporine trece generacije, a koji nisu dokazivani u ovom istrazivanju. Nadalje, opisani su
i izolati koji su tvorili AmpC beta-laktamaze, a kod kojih je postupak kombiniranih diskova za
detekciju tvorbe ESBL dao lazno pozitivan rezultat (ROBBERTS i sur., 2009.). Naime, iako su
fenotipski potvrdni testovi vrlo osjetljivi i specifi¢ni, ponekad nisu dovoljno pouzdani te mogu
dati lazno pozitivne ili lazno negativne rezultate (RAWAT i NAIR, 2010). Lazno pozitivni
rezultati prilikom fenotipskog dokazivanja tvorbe ESBL mogu nastati zbog hiperprodukcije
beta-laktamaza uskog spektra djelovanja u kombinaciji sa smanjenom propusnosti bakterijske
stijenke (CASTANHEIRA i sur., 2021.). Sli¢an postotak izolata fenotipski pozitivnih na tvorbu
ESBL, a bez dokazanih CTX-M, TEM i SHV gena za rezistenciju zabiljezili su i FETAHAGIC
i sur. (2021.) sa Sest negativnih od 27 pretrazenih fenotipski pozitivnih izolata (22,2 %).

U ovom istrazivanju, u izolata fenotipski pozitivnih na tvorbu ESBL, disk difuzijskim
postupkom istrazena je i osjetljivost na dvanaest antimikrobnih lijekova iz razli¢itih skupina.
Na temelju dobivenih rezultata, izolati su razvrstani u skupine osjetljiv, umjereno osjetljiv i
rezistentan. Svi izolati su, s obzirom na selektivni nacin izdvajanja iz fecesa, o¢ekivano bili
rezistentni na cefotaksim. Takoder, svi izolati (100,0 %) bili su rezistentni na cefpodoksim. U
Bosni 1 Hercegovini ve¢ je zabiljeZzen visok postotak izolata rezistentnih na cefpodoksim u
istrazivanju provedenom na uzorcima koze kokosi gdje je medu 29 izolata E. coli, fenotipski
pozitivnih na tvorbu ESBL, njih 28 (96,5 %) bilo rezistentno na ceftazidim (HADZIC-
HASANOVIC i sur., 2020.). Navedeno istrazivanje nije provelo selekciju izolata iz uzoraka uz
dodatak cefotaksima u podloge nego je ispitivanje osjetljivosti provedeno na svim izolatima E.
coli koji su postupkom kombiniranih diskova fenotipski bili pozitivni na tvorbu ESBL. Stoga

je izolata rezistentnih na cefotaksim bilo nesto manje (93,1 %).

U ovom istrazivanju, na ceftazidim je bilo osjetljivo 27 izolata (36,5 %), a umjereno
osjetljivo njih sedam (9,5 %). Vecina njih, 26 (96,3 %) osjetljivih 1 tri (42,9 %) umjereno
osjetljivih, bilo je pozitivno na gen blactx-m. Takav rezultat je o¢ekivan jer CTX-M beta-

laktamaze imaju niZi afinitet za ceftazidim od cefotaksima pa €esto ne uzrokuju rezistenciju na
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taj antibiotik. Medu izolatima rezistentnim na ceftazidim, kojih je bilo 40 (54,1 %), njih samo
Cetiri (10,0 %) imalo je gen blactx-m od ¢ega su njih dva istovremeno imala i gen blatem Koji
je vjerojatno znacajnije pridonio rezistenciji na taj antibiotik. To potvrduje i Cinjenica da je ¢ak
18 (45,0 %) izolata rezistentnih na ceftazidim imalo samo blatem gen. Jedan izolat imao je
blashv gen koji takoder moze biti uzrok rezistencije na ceftazidim. Kod preostalih 17 (42,5 %)
izolata rezistentnih na ceftazidim nije dokazan niti jedan od istrazivanih gena. Kod takvih
izolata vjerojatni uzrok rezistencije je neka od brojnih beta-laktamaza nesrodnih enzimima
SHV, TEM i CTX-M skupina, ali sli¢nog prosirenog spektra djelovanja, kao $to su primjerice
enzimi iz OXA, PER, VEB, CME i TLA skupina. Osim njih, AmpC beta-laktamaze proSirenog
spektra dobro hidroliziraju ceftazidim i mogu uzrokovati rezistenciju na taj antibiotik.

Slicno se moze uociti 1 kod osjetljivosti na cefoksitin koji pripada cefamicinima,
odnosno drugoj generaciji cefalosporina, a na kojeg ne djeluju ESBL. Od 34 izolata (45,9 %)
osjetljivih na cefoksitin kod njih 33 (97,1 %) dokazana je prisutnost gena blacTx-m, a kod jednog
gen blasnv. Trinaest izolata (38,2 %) istovremeno je nosilo gene blactx-m i blatem. Kod
preostalih 36 izolata (48,6 %) rezistentnih i Cetiri (5,4 %) umjereno osjetljiva na cefoksitin
postoji opravdana sumnja da tvore AmpC beta-laktamaze na ¢ije je djelovanje cefoksitin
osjetljiv. Tom zakljucku u prilog ide i to da je vecina izolata rezistentnih na cefoksitin (33/36;
91,7 %) istovremeno rezistentna i na ceftazidim. Naime, kod enterobakterija je rezistencija na
cefoksitin znacajan pokazatelj prisutnosti AmpC beta-laktamaza, ali se na taj na¢in njihova
tvorba u izolatima ne moze pouzdano potvrditi. Rezistenciju na cefoksitin, osim AmpC beta-
laktamaza, mogu uzrokovati 1 drugi mehanizmi rezistencije kao $to je smanjenje propusnosti

bakterijske stijenke (BRADFORD, 2001.; YILMAZ i sur. 2013.; RIZI i sur., 2020.).

Na cefepim je bilo rezistentno 37 izolata (50,0 %), od kojih je kod njih 31 (83,8 %)
dokazana prisutnost gena blactx-m. Od toga, njih 12 (38,7 %) je istovremeno imalo prisutna
dva gena odgovorna za rezistenciju, blactx-m i blatem. Kod tri izolata (8,1 %) rezistentnih na
cefepim dokazan je samo gen blarem. Kod preostala tri izolata rezistentna na cefepim nisu
dokazani ispitivani geni. Ukupno 33 izolata bila su osjetljiva na cefepim (44,6 %). Od toga je
kod njih 17 (51,5 %) dokazan gen blarem, a preostalih 16 (48,5 %) nije imalo niti jedan od

ispitivanih gena.

Iz analize rezultata osjetljivosti dobivenih za cefoksitin, ceftazidim i cefepim vidljivo je
da je kod svih izolata E. coli fenotipski pozitivnih na tvorbu ESBL, a koji su bili osjetljivi na

cefoksitin, dokazana prisutnost jednog ili vise ESBL gena, kao i u gotovo svih izolata koji su
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bili rezistentni na cefepim. Takav fenotip odgovara tvorbi ESBL. S druge strane, u gotovo
polovini izolata E. coli rezistentnih na cefoksitin, a istovremeno osjetljivih na cefepim, nije
dokazan niti jedan od istrazivanih gena, $to ukazuje na mogucu prisutnost AmpC beta-
laktamaza kao uzroka rezistencije na cefoksitin. To potvrduje i podatak kako je cefepim
pouzdaniji antimikrobni lijek u dokazivanju ESBL kod izolata koji istovremeno tvore i AmpC
beta-laktamaze, jer je minimalno osjetljiv na visoku razinu tvorbe AmpC beta-laktamaza
(KAUR i sur., 2016.).

U istrazivanje je ukljuCeno 1 ispitivanje osjetljivosti izolata na antimikrobne lijekove
koji ne pripadaju skupini cefalosporina, a svi se, osim cefpodoksima i enrofloksacina, mogu
svrstati u osam od 17 kategorija antimikrobnih lijekova prema kojima se enterobakterije mogu
procijeniti kao multirezistentne (MDR), proSireno rezistentne (XDR) ili potpuno rezistentne
(PDR) (MAGIORAKOQOS i sur., 2011.). Za potrebe ovog istrazivanja u odgovarajuce kategorije
smjesteni su i cefpodoksim i enrofloksacin. Obzirom na broj kategorija antimikrobnih lijekova
koriStenih u ovom radu, istrazivani izolati se nisu mogli procijeniti kao opsezno ili potpuno
rezistentni. Za 63 izolata (85,1 %) ustanovljen je multirezistentni fenotip odnosno rezistencija
na tri ili viSe antimikrobnih lijekova iz razli¢itih kategorija, $to je uobicajena osobina za izolate
koji tvore ESBL ili AmpC beta-laktamaze (DIERIX i sur., 2013.). Sli¢an rezultat zabiljezen je
u istrazivanju autora HUSSAIN i sur. (2019.) u kojem je 78,5 % izolata E. coli iz peradi, a koji
su tvorili ESBL, bilo multirezistentno te u istrazivanju autora SEO 1 LEE (2021.) u kojem je 45
od 51 izolata (88,2 %) E. coli iz fecesa i prasine s peradarskih farmi rezistentnih na cefotaksim
bilo multirezistetno. U istrazivanju provedenom u Bosni i Hercegovini na izolatima iz uzoraka
mesa kokosi svi izolati (100,0 %) fenotipski pozitivni na tvorbu ESBL bili su i multirezistentni.
Autori objasnjavaju tako visok postotak multirezistentnih izolata kao mogucu posljedicu
kontaminacije uzoraka tijekom manipulacije leSinama u klaonicama i tijekom rukovanja

mesom (HADZIC- HASANOVIC i sur., 2020.).

Najveci broj izolata bio je rezistentan na amoksicilin s klavulanskom kiselinom, njih 58
(78,4 %), sto nije bilo ocekivano s obzirom na to da klavulanska kiselina inhibira djelovanje
beta-laktamaza prosirenog spektra (GNIADKOWSKY, 2001.). Medutim, takav rezultat govori
u prilog pretpostavci da dio istrazivanih izolata tvori AmpC beta-laktamaze, enzime koji nisu
osjetljivi na djelovanje klavulanske kiseline (BLACK i sur., 2005.). Pretpostavku potkrjepljuje
i daljnja analiza dobivenih rezultata prema kojoj je vidljivo da od 20 izolata, kod kojih nije

dokazana prisutnost niti jednog od istrazivanih gena, njih 17 (85,0 %) je bilo rezistentno na
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amoksicilin s klavulanskom kiselinom, dok su dva bila umjereno osjetljiva (10,0 %) i jedan
osjetljiv (5,0 %). Osim toga, svih 20 izolata je bilo rezistentno ili umjereno osjetljivo i na

cefoksitin i ceftazidim koji su takoder dobri supstrati za AmpC beta-laktamaze.

Na tetraciklin je bilo rezistentno nesto vise od polovine izolata (38/74; 51,4 %), Sto je
iznenadujuée s obzirom na opazanja zabiljeZena u istrazivanjima provedenim u drugim
drzavama gdje je postotak izolata rezistentnih na tetraciklin preko 70,0 % pa ¢ak i 100,0 %
(JAHANTIGH i sur., 2020.; BHARDWAJ i sur., 2021.; KOJU i sur., 2022.). Navedena
istrazivanja navode kako su tetraciklini naj¢esc¢e koristeni antimikrobni lijekovi u lijecenju i
kontroli raznih bolesti peradi pa je rezultat toga pojava i Sirenje velikog broja rezistentnih
izolata. To navodi na zaklju¢ak da u Bosni i Hercegovini tetraciklini nisu u $irokoj primjeni u
peradarstvu Sto se odrazava i na nizem broju izolata rezistentnih na tetraciklin izdvojenih iz

kokosi.

Medu izolatima uklju¢enim u ovo istrazivanje nije bilo statisticki znacajne razlike u
rezistenciji na ispitivane fluorokinolone, enrofloksacin i ciprofloksacin. Nesto vise izolata bilo
je rezistentno na enrofloksacin, njih 24 (32,4 %), u odnosu na ciprofloksacin na kojeg je bio
rezistentan 21 izolat (28,4 %). Istovremena rezistencija na fluorokinolone dokazana je u 20
izolata (27,0 %). Dobiveni rezultati nesto su nizi usporedimo li ih s istrazivanjem provedenim
u Bosni i Hercegovini u kojem je rezistencija na ciprofloksacin dokazana u 29,6 % izolata E.
coli iz obrisaka kloaka kokosi (FETAHAGIC i sur., 2021.). Rezistencija na fluorokinolone nije
iznenadujuca, jer se geni odgovorni za njihovu rezistenciju ¢esto nalaze na plazmidima zajedno
s ESBL genima (TAMBIC ANDRASEVIC i sur. 2012). Druge drzave biljeze znatno vise
postotke izolata rezistentnih na fluorokinolone. GUNDRAN 1 sur. (2019.) uocili su 88,4 %
izolata E. coli izdvojenih iz kokosi rezistentnih na ciprofloksacin. U Indiji je zabiljeZzeno 94,0
% izolata E. coli iz obrisaka kloaka kokoSi rezistentnih na ciprofloksacin i levofloksacin
(BHARDWAJ i sur., 2021.), a BALAZS i sur. (2021.) biljeze ¢ak 100 % izolata E. coli iz fecesa
peradi rezistentnih na ciprofloksacin.

Najmanje izolata u ovom istrazivanju bilo je rezistentno na sulfametaksazol/trimetoprim
(14/74; 18,9 %) 1 gentamicin (5/74; 6,8 %). NeSto vecu rezistenciju izolata na
sulfametaksazol/trimetoprim i gentamicin dokazali su BALAZS i sur. (2021.) s 35,9 % odnosno
12,8 % rezistentnih izolata E. coli iz fecesa peradi. U istrazivanju od FETAHAGIC i sur. (2021.)
zabiljezeno je 7,4 % izolata iz obrisaka kloaka kokosi koji su uz ESBL fenotip bili rezistentni

na gentamicin §to se podudara s rezultatom dobivenim u ovom istrazivanju.
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U ovom istrazivanju niti jedan izolat nije bio rezistentan na meropenem §to je u
podudarnosti s brojnim drugim istrazivanjima koja nisu dokazala prisutnost rezistencije na
karbapeneme u izolata E. coli iz peradi (BALAZS i sur., 2021.; BHARDWAJ i sur., 2021.;
FETAHAGIC i sur., 2021.). U danasnje vrijeme Karbapenem rezistentni izolati imaju veliku
vaznost 1 nalaze se na listi izolata koji ugrozavaju ljudsko zdravlje i zbog kojih je potrebno
razviti nove antibiotike, a koju je 2017. godine izdala Svjetska zdravstvena organizacija (WHO,
engl. World Health Organization). Nazalost, pojedina istrazivanja biljeze pojavu karbapenem
rezistentnih izolata i kod peradi. Istrazivanje iz 2020. godine u Koreji dokazalo je rezistenciju
na karbapeneme u 3,9 % izolata E. coli u peradi kod kojih su istovremeno dokazane i CTX-M
beta-laktamaze, Sto potvrduje i novije istrazivanje u Maleziji gdje je u dva izolata (1,0 %) E.
coli u uzorcima fecesa peradi pored ESBL enzima dokazana i istovremena prisutnost gena
blanom 0dgovornog za tvorbu karbapenemaza (SEO i LEE, 2021.; CHALI i sur., 2022.).
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7. ZAKLJUCCI
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Koncentracija cefotaksima od 1 mg/l dodanog u podloge nije dovoljno visoka za
selekciju izolata vrste Escherichia coli ¢ija je rezistencija na cefotaksim posljedica
tvorbe ESBL, a ne tvorbe AmpC.

. U 54 izolata izdvojenih iz 498 uzoraka fecesa kokosi (10,8 %) dokazan je najmanje
jedan od tri pretrazivana gena odgovornih za ESBL fenotip pa se takvi izolati smatraju
potencijalnim izvorom gena za rezistenciju i njihovo Sirenje predstavlja prijetnju

javnom zdravlju.

. Vecina dokazanih blactx-m gena (32/33; 97,0 %) pripada varijanti gena blactx-m-1 $to
upucuje na zakljucak da ovi izolati nisu uzrocnici infekcija kod ljudi na podrucju Bosne

i Hercegovine jer je kod humanih izolata najzastupljenija varijanta gena blactx-m-1s.
Od 74 pretrazivana izolata njih 63 (85,1 %) je bilo multirezistentno $to je vjerojatno

posljedica pretjerane 1 neprimjerene upotrebe razliitih antimikrobnih lijekova u

peradarstvu.
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Lana Hadzi¢ rodena je 28. veljace 1981. godine u Biha¢u. Nakon zavrSene III. gimnazije
u Zagrebu, 1999. godine upisala je Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu. Diplomirala je

2007. godine i stekla titulu doktora veterinarske medicine.

3

Nakon zavrietka studija vjezbenicki staz odradila je u Veterinarskoj ambulanti ,,Sapa
u Zagrebu i polozila je struéni ispit. Od 2010. godine nakon odradivanja vjezbenickog staza u
J.U. ,Veterinarski Zavod“ Biha¢, zaposlena je na radnom mjestu stru¢nog suradnika u
Laboratoriju za mikrobiologiju hrane, vode i hrane za zivotinje. Od 2015. godine voditelj je
spomenutog laboratorija. Kao voditelj laboratorija i ¢lan tima kvalitete ustanove u kojoj je
zaposlena, prosla je brojne edukacije vezane uz sustav upravljanja kvalitetom i akreditacije
laboratorija. Aktivno sudjeluje u pripremi i izvodenju velikog broja akreditiranih metoda te
uvodenju novih, kao i u pripremi cjelokupne dokumentacije potrebne za odrzavanje

akreditacije.

Od akademske god. 2011./2012. pohada Doktorski studij iz veterinarskih znanosti.
Tijekom doktorskog studija kao koautorica je sudjelovala na tri medunarodna znanstvena

kongresa. Kao autorica i koautorica objavila je dva pregledna znanstvena rada.
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