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Izvod: Streptococcus pneumonia@neumokok) je jedan od vodgh uzroke
1Z morbiditeta i mortaliteta Sirom sveta, kada su tamgu infektivne bolesti

Pretezno izaziva infekcije gornjih respiratornihtgua (sinuzitis, otitis i
konjunktivitis. Vodé&i je uzrainih vanbolnékih pneumonija,bakterijsko
meningitisa i sepsd.ekovi izbora u terapiji pneumokoknih bolesti sud
laktamski antibiotici i makrolidi.lako se makrolidni antibiotici uvelil
koriste ule¢enju pneumokoknih infekcija Sirom sveta, poraststencije n
makrolide bi mogao da kompromituje njihovu upotretiRRezistencij
pneumokoka na makrolide je posredovana putem daangl mehanizm
modifikacija ciljnog mesta delovanja leka i akiiafluks leka.Metilaciju
23S ribozomalne ribonukleinske kiseline (rRNEbavlja enzim metilaz
¢iju sintezu kodiraermB gen.Kod ovog tipa rezistencije dolazi do ukrst
rezistencije na makrolide (M), linkozamide (L) iresttogramine B(Sb)
Ovakav vid rezistencije se ispoljava kao MLSfenotip i karakteriSe ¢
visok nivo rezistencije. MoZe se javiti kao kongiini (cMLS) i inducibilni
(iIMLS). Drugi mehanizam rezistencije na makrolide je\atitefluks leks
kodiran od stranamefA gena. Efluks antibiotik determiniSe rezistenc
samo na 14lane i 15¢lane makrolide, bez ukrStene rezistencije. Ispg
se kao M-fenotip, a karakteriSe ga rékepen rezistencije. Cilj ove studije
bio da se odredi destalost makrolidne rezistencijeStreptococcy
pneumoniaanedu invazivnim i neinvazivnim izolatima kod dece iradlih
da se odrediti ¢estalost kaezistencije i multiple rezistencije kod makr
rezistentnih sojevéstreptococcus pneumoniaga se fenotipski odredi

rezistencije na makrolide i da s@ita genska osnova makrolidne rezistel
(detektovati prisustvermBi mefAgena). Analizirani su podaci 0 326 soj
Streptococcus pneumoniaezistentnin na makrolide (MRSP) sakuplj¢
Sirom Srbije u periodu od januara 2010. do decen®Ba2. goding
Sakuplieni MRSP izolati su transportovani u Naclona referentn
laboratoriju za streptokok radi daljih ispitivanjaentifikacija je vrSena I
osnovu mikroskopskih, kulturelnih i biohemijskihaisna. Konzervacija
vrSena u mozdano<anom bujonu sa 10% sadrzajem glicerola 8@°C
Dvostruki disk difuzioni test, kombinovani difuziowilucioni test

automatizovaniVITEK 2 sistem su Kkori&ni za odrdivanje fenotipov
rezistencije na makrolide. Geni koji kodiraju régzigiju na makrolide
detektovani PCR metodom. Ukupna rezistencija sofgymeumoniaeg
makrolide u Srhiji je iznosila 34%. Sojed.pneumoniageastentni n
makrolide suwe&e bili izolovani kod dece (36%) u odnosu na odr§289%
osobe, ice¥e su izolovani iz neinvazivnih (35,5%) u odnosuimaazivng
(27,4%) materijale. Dominantan fenotip rezistenaij@ makrolide je b
MLS, fenotip (78,5%). Knstitutivan MLS fenotip je bio zastupljen k

73,9%, a inducibilan MLS kod 4,6% MRSP izolata.\Wd¢na je udruzeng




mefAgena i M fenotipagrmB gena i iIMLS fenotipa, kao @rmB gena
cMLS fenotipa. Prisustvo obarmB i mefA gena rezistencije je potignc
kod 43,9 % izolata. Svi izolati sa koji su imaliaolgena rezistencije
ispoljili MLS, fenotip. Istovremena neosetljivost na penicilin f#a
zastupljena kod 16% MRSP sojeva. Visok nivo remisife na penicilin j
imalo svega 5,8% MRSP izolata. 8eMRSP sojevima je bio prisutan vig
nivo rezistencije na tetraciklin (81,3%) i trimetop-sulfametoksaz
(74,3%). Multirezistenti sojevi, koji su bili retentni na tetracikline
trimetoprimsulfametoksazol su predstavljali dved¢ire (66,1 %) MRS
izolata. Zastupljenost udruZene rezistencije MRSR tetraciklin
trimetoprimsulfametoksazol je bila ¥a kod sojeva sa MLS fenotip
(73,1%) u odnosu na sojeve sa M fenotipom (36,7%Zgstupljenos
istovremene rezistencije na makrolide i druge aotike meiu kojima s
penicilin, amoksicilin, cefotaksim, tetraciklin,itretoprimsulfametoksazc
kao i multirezistentnih sojeva je bila dz kod pedijatrijskih izola
pneumokoka u odnosu na sojeve dobijene kod odradlitestalos
istovremene rezistencijea makrolide i druge antibiotike mhe kojima s
tetraciklin i ofloksacin je bila viSe prisutna theneinvazivnim u odnosu
invazivne MRSP izolate. Invazivni MRSP izolati ikkMora su pokaziva
vecu rezistenciju na beta laktamske antibiotike u @neénvazivne sojev
MRSP sojevi su pokazali veoma visok nivo osetljtvos levofloksaci
(99,6), telitromicin (98,4%), cefotaksim (93,5%)ipenem (97,3%). MRS
sojevi su u potpunosti bili osetljivi na vankomigclmezolid, moksifloksaci
sparfloksacin, rifampicin i pristinamicin. Mdu invazivhim sojevim
S.pneumoniaeezistentnim na makrolide je deno 12 raztiitih serotipove
Polovina izolata je pripadala serotipovima 19F (25%4 (23%), dok g
sledei po westalosti bili 6A (10,4%) i 23F (8,3%).téesremena rezistenc
na makrolide, penicilin, tetracikline i trimetoprisulfametoksazol je d&ng
kod serotipova 19F, 14 i 23F, dok su serotpovi L2F bili neosetljivi sam
na makrolide. Na3e istraZivanje predstavlja prvialifes analizu fenotipsk
i genotipskih osobina sojeva pneumokoka rezistantna makrolidn
antibiotike u Srbiji. Dobijeni rezultati ukazuju npotrebu za aktivni
nadzorom nad pneumokoknim infekcijama u Srbiji.
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Abstract: Streptococcus pneumoniganeumococcuss one of thedading morbidit
AB and mortality causes all over the world with resgecdnfectious diseast

Streptococcus pneumonias a leading cause afpper respiratory trg
infections ( sinusitis, otitis) and conjunctiviti.is also the most comm
cause of community-acquired pneumgracterial meningitis and sep
Beta lactam and macrolide antibiotics remaineds fihoice for empiric
treatment of pneumococcal infections. Although rokdes are widely ust
for treatment of pneumococcal infections, amcréase in macroli
resistance might compromise their uBaeumococcal macrolide resistg
is mediated by two major mechanisms: target sitdification and activ
drug efflux. Methylation of the 23S ribosomal rihmteic acid (rRNA) i
performed by the enzyme methylase, encoded by d@hmB gene
Modification of ribosomal targets leads to crossis@nceto macrolide
(M), lincosamides (L) and streptogramins B (Sh)is expressed as t
MLS,—phenotype, which confers a high-level resistafidds phentype
can be either constitutively (cMLS) or induciblyM{LS). expresse
Another macrolide resistance mechanism is the actiug efflux, encod
by the mefA gene. The drug efflux confers resistance to 144 &b
membered macrolides only, with no crossistance. It is expressed as
M-phenotype, which confers low-level resistancee Tdbjectiveof thig
study was : 1)to examine the prevalencef macrolide resista
Streptococcus pneumoniaMRSP) among invasive and noninvag
isolates in children and adults, 2) to examinepitealence of coesistanc
and multiple-resistance among MRSP straB)sp examine the prevalen
of macrolide resistant phenotypes, and 4) égamine the prevalence
macrolide resistant genotypes (detect the presehtlee ermB and mef4
gene). A total of 326 MRSP strains were analyzed, which were cold
all over Serbia in the period from January, 201December, 2012. T
collected MRSP isolates were referred to the NatioRRefereng
Laboratory for streptococci and pneumocoéei further investigatio
Identification based omicroscopic, culture and biochemical features g
isolates. Conservation was performed in the bhaiart infusion broth wi
a 10% glycerol content at -80°C. Macrolide resiseaphenotypes eve
determined by a double disc diffusion test, combid&fusiondilution tes
and automatized VITEK 2 systenMacrolide resistance genes W
determined by PCROverall, macrolide nonsusceptibility rate in Senlias
34%. MRSP isolates were more prevalemong children (36%) th
adults (29%), and were more prevalent amamgninvasive (35.5%) th
invasive (27.4%) samples. Predominant macrolidésteaxce phenoty,
was the ML§ phenotype (78.5%), from which 73®belonged to cML
and 4.6% to iMLS phenotype. All the strains assigrie the ML$
phenotype harboreermBgene, while all the strains with M phenotype
the mefAgene. The presence of batmB and mefAresistance genes v
confirmed in 43.9 % of isolateAll the isolates which harbored b

\




resistance genes expressed the MugnotypeAmong macrolide resiste
strains, penicillin nonsusceptiblility was observied16% A high leve
resistance was confirmed in8% of MRSP isolates. MRSP strains sho

high resistance rates to tetracyclin (81.3%) andmetthoprimr

sulfamethoxazole (74.3%). Multiresistant strairesistant to tetracyclin
and trimethoprinmsulfamethoxazole, made two thirds (66.1 %) of M
isolates. Among MRSP, co-resistance to tetracychne trimethoprin
sulfamethoxazole as more prevalent among MLS phenotypes (73
than M phenotypes (36.7%). @esistance strains to macrolides and ¢
antibiotics including penicillin, amoxicillin, cefaxime, tetracyclif
trimethoprim-sulfamethoxazole and multiresistantraiss were more
prevalent among children than adult. fésistance to macrolides and o
antibiotics including tetracycline and ofloxacin svenore prevalent amo
noninvasive than invasive strains. Invasive MRSBlaies from th
cerebrospinal fluid showed a highesistance rate to beta lactam antibi
than noninvasive strains. MRSP strains had a higiteptibility rates
levofloxacin (99.6), telithromycin (98.4%), cefosie (93.5%) ar
imipenem (97.3%). MRSP strains were fully suscéptio vancomycin
linezolid, moxifloxacin, sparfloxacin, rifampicimd pristinamycin. Amor
macrolide resistantS.pneumoniaestrains, 12 different serotypes w
identified. One half of these isolates belongedh® 19F (27.1%) and
(22. 9%) serotype, followed in frequey by the 6A (10.41%) and 2
(8.3%) serotypeMultiresistant strains (macrolides, penicillisfracycline
and trimethoprim-sulfamethoxazole) belonged to types 19F, 14 an
23F, while the 12F and 31 serotype were resistanacrolides onlyThis
investigation represents the first detailed analysisphenotypes al
genotypes of macrolide resistant pneumococcal nstram Serbia. Tk
obtained results suggest the need for an activeveiance o
pneumococcal infections in Serbia.
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1 UVOD

Streptococcus pneumonidiepneumococcus je Gram pozitivna bakterija kpjgpada rodu
Streptococcusfamiliji Streptococcaceadedan je od vodd izazivaa invazivnih oboljenja kao
Sto su bakterijemijska pneumonija, septikemija nmagitis. Tak@e uzrokuje neinvazivna, ali
vrlo ¢esta oboljenja kao Sto su akutna upala srednjeg(emgl acute otitis media, AOM)
sinuzitis i nekomplikovana pneumonija. Invazivneepmokokne infekcije su povezane sa
znaajnim morbiditetom i mortalitetom, nanto u zemljama u razvoju (1). 2000-te godine
pneumokokne bolesti su uzrokovale oko 826 000 smisihoda kod dece uzrasta do 5 godina
(2). Letenje pneumokoknih infekcija je oteZzano zbog porasSteenja rezistencije na antibiotike.
Od posebnog je ztaja pojava ukrstene rezistencije pneumokoka nalaktamske antibiotike i
antibiotike iz grupe makrolida. Prevalencija rezistije zn&ajno varira méu drzavama. lako su
makrolidi u Sirokoj upotrebi u &nju respiratornih infekcija izazavnih pneumokokgmorast

rezistencije bi mogao da kompromituje njihovu upbtr.

1.1 Istorijat otkri¢a S.pneumoniae

Streptococcus pneumonigeprvi put opisan pre vise od 130 godina. Kledgeg1875.godine
prvi put u&io u direktnom preparatu pleuralnog izliva pacigenbolelog od pneumonije. Potom
su 1881. godine, Dzordz Sternberg (George Sterhher§AD i Luj Paster (Louis Paster) u
Francuskoj, nezavisno jedan od drugog izolovaliupmekok i demonstrirali njegovu patogenost
inokulacijom u zeca (3, 4). U to vreme je bio prapat kao vod@& uzrocnik lobarne pneumonije.
Nazvan jeDiplococcus pneumoniaeu eri pre otkréa antibiotika je uzrokovao vise smrtnih
ishoda nego karcinomi i kardiovaskularne bolegedao. Péetkom 1900-ih godina pneumokok
je bio predmet istrazivanja mnogih laboratorija8irsveta, ukljtuju¢i “Public Health Ministry”

u Londonu i “Rockefeller Institut” u Njujorku.

Fred Grifit (Fred Griffith) je 1928. godine izvéaveni eksperiment inokulacije u miSa dva soja
pneumokoka, od kojih je jedan bio inkapsuliran ijesp toplotom, a drugi Ziv, i nekapsuliran.
Tom prilikom je dokazao da se Zivi nekapsuliranjimoze transformisati u inkapsulirani soj sa
istim kapsularnim tipom kao mrtav soj. Nazvao jejolenomen - transformacija i ukazao na

zn&aj kapsule u virulenciji (5, 6). ViSe od decenijashkije Osvald Ejveri (Oswald T. Avery),

1
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Kolin Meklaud (Colin M. MacLeod) i Meklin Mekartiaclyn McCarty) su dokazali da je DNK
nosilac genetske informacije koja je odgovornaintesu kapsule (7). Sva dalja istrazivanja na
pneumokoku su doprinela razumevanju brojnih bidlogkincipa od fundamentalnog zZtega za

genetiku.

Nova era istrazivanja pneumokoka je zaep kada je sekvenciran njegov genom.
Kompletna genska sekvenca soja pneumokoka serbtipaxitana i novembra 1997. godine je

objavljena na sajtattp://www.tigr.orgInstituta za genetka istrazivanjaéngl The Institute for

Genomic Research, TIGR) iz Rokvilangl. Rockville), SAD (8). To je bio prvi genom gram-

pozitivnih bakterija koji je sekvenciran u celi®i)(

1.2 Osnovne karakteristike pneumokoka

Streptococcus pneumonigeGram pozitivha bakterija oblika plamena &jedijametra 1-2
pum, koja se rda u parovima ili kratkim lancima. Katalaza je nég#, nepokretna, asporogena
(10) i stvara tipinu alfa hemolizu na krvnom agaru. Pneumokoke sékufz od drugih
alfahemoliténih ili viridans streptokoka na osnovu njihove gisaisti na optohin, rastvorljivosti

u Zwi i na osnovu imunoloske reakcije kapsule sa sg@@imh antiserumima.

Fenotipska identifikacija izolata pneumokol@ika nedostaju tigne karakteristike (sojevi
rezistentni na optohin, sojevi bez kapsule) je aez(11, 12). Studije su pokazale da je do 3 %
sojeva pneumokoka rezistentno na optohin (13). Bnw# da je test lize pneumokokne kulture
zuenim solima pouzdaniji od optohinskog testa. Za idiaciju S.pneumoniaese koriste i
komercijalni kitovi kao Sto su Api Rapid Strept, f& ID 32 i VITEK (bioMerieux, Marcy |
Etoile, France).

Genetike studije su pokazale da postoji visok stepenrsysiil izmelu S.pneumoniaenekih
vrsta viridans streptokoka S. mitis, S. pseudopneumoniae, S.oralis, S.infanti§.
oligofermentans Zato se smatra da u nekim &jevima samo molekularne metode mogu
pomcii u razlikovanju ovih vrsta: DNK probe (AccuProb8EN-PROBE, San Diego, Ca),
reakcija ladane polimerizacije (PCR), kojima se detektlytA, ply, psaAgeni i metoda MLST

(engl multilocus sequence typing).
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1.3 Faktori virulencije pneumokoka

Streptococcus pneumonigeseduje brojne faktore virulencije koji imaju wazulogu u
patogenezi infekcije. Prema hemijskom sastavu lderiavirulencije mogu podeliti u dve grupe.
Prva grupa u osnovi ima &e i predstavljena je polisaharidnom kapsulonhadieskom i

lipoteihoinskom kiselinom. Druga grupa ukijye brojne povrsinski vezane proteine i enzime.

Polisaharidna kapsulau potpunosti okruzuje bakterijskieliju i predstavlja glavni faktor
virulencije pneumokoka (6, 14, 15). Kovalentno jezana fosfodiestarskim vezama za N-
acetilglukozamin peptidoglikanéelijskog zida. Postoje razlike u sastavu polisateakapsule,
na osnovu kojih je do danas identifikovano 94 tataiserotipa pneumokoka (16, 17). Kapsula
vecine serotipova je kompleksne dea,sastavljena od multiplih &ra sa razgranatim &aim
lancima. Kod nekih tipova, npr. 3 i 37, kapsula iraktivno jednostavnu strukturu i sadrzi samo
jedan ili dva Séera, dok je kod drugih sastavljena od brojnih ugljehidrata (slika 1). Uprkos
navedenim raznolikostima u glia kapsula svih tipova ima istu primarnu funkcigg spréi
opsonofagocitozu i inhibiSe aktivaciju komplemealtgrnativnim putem (18, 19, 20, 10).

Slika 1: Razlike u broju i sastavu gena koji kodirgu kapsulu kod tri razli ¢ita serotipa
pneumokoka
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(Izvor: Lopez, 2004 (21))

Kapsularni polisaharidi su antigeni i indukuju stuge tipski specifinih antitela u domanu

(22, 3). Pomenute razlike u sastavu polisaharidasida predstavljaju osnovu serotipizacije
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pneumokoka. lako postoji preko 90 railh serotipova pneumokoka, relativno mali brojhnji
izaziva veéinu pneumokoknih bolesti. N&®&i izazivai invazivnih infekcija su serotipovi 6B,
9v, 14, 19F, 23F, 18C, 7F, 1, 6A i 4. Navedeni 8povi uzrokuju izmédu 60 i 80%
pneumokoknih infekcija Sirom sveta. Zastupljenasjedinih serotipova varira u zavisnosti od
uzrasta, geografske lokacije i vrste oboljenja.n®gikapsuliranih postoje i neinekapsulirane
forme pneumokoka (23). Neinkapsulirane forme pndwka su prisutne kod 2% sojeva
izolovanih iz primarno sterilnih t@osti (24), ali secesto mogu na kod osoba sa
konjunktivitisom (25). Pneumokok moze da regulikspeesiju kapsule, te je u shjevima kada

je neophodno da budu izloZzeni adhezini, npr. kolbrkaacije, ekpresija kapsule redukovana,
dok je visok nivo kapsularne ekspresije esencijakaizbegavanje komplementom posredovane
opsonofagocitoze tokom sistemske infekcije. Zalwyadj velikoj sposobnosti razmene
genetskog materijala transformacijom, sojevi pnekmka mogu méusobno da prenose gene za
sintezu kapsule i tako izmene kapsularni seraiml. serotype switch) (26). Navedena pojava je
uglavhom posledica selektivhog pritiska. Pojedimaserotip pneumokoka afo obuhvata
brojne genski raztite klonove usled horizontalnog transfera genaiasititezu kapsule (27, 28,
29).

Postoje dva raalita sistema nomenklature serotipova pneumokokaskiarameréki. Danski
sistem grupisanja serotipova, baziran na antigemskénostima, se pokazao funkcionalnim i u
upotrebi je u referentnim laboratorijama za pneuokolPrema danskom sistemu, pneumokok je
grupisan u 46 grupa i 94 serotipa, koji su @ema brojevima ili kombinacijom slova i brojeva
(30).

Mnogi faktori virulencije pneumokoka se nalame povrSini bakterijskéelije. Kao i druge
streptokoke, pneumokok adheriSe za epiteliedije nazofarinksa. Za raglte niSe je
karakteristtno prisustvo razditih receptora. Tako je, na primer sijalinska kisaldominantan
receptor na konjunktivi, Eustahijevoj tubi i u néminksu, dok je disaharid N-

acetilgalaktozamin b1-4 galaktoza prisutan u donjespiratornom traktu.

Meaiu najvaznije pneumokoknadhezine se ubrajaju pneumokokni povrSinski antigen A
(PsaA) éngl Pneumococcal surface antigen A) i fibronektin uyje& protein PavA éngl.

Pneumococcal adhesion and virulence A) (slika @gumokokni povrsinski antigen A (PsaA) je
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po sastavu lipoprotein koji se nalazi na povrSiakterijskecelije, a deo je ABC transportnog
sistema pneumokoka. Uloga ovog sistema je da smalimikterijskueliju jonima Mrf* i Zn**-
(31). Dokazano je da svi serotipovi pneumokoka goggpsaAgen (31-33).

Fibronektin vezuji protein PavA ima takie ulogu adhezina i nalazi se na povrSini
pneumokoka. Njegova uloga je da se vezuje za imsabill formu humanog fibronektina (34),
glikoproteina koji je sastavni deo membrane epitelielija. Kodiran je od stranpavA gena
(35).

Pored ovih proteina, za adheziju pneumokokeapan i holin vezujti protein pneumokoka
A (CbpA) (engl Choline-binding protein A), ali i enzimi IgA1l pemza i neuraminidaza, koji

cepaj¢i imunoglobulin A i mucin, ogoljuju proteinske rgatere na povrsSini bakterijskelije.

lako se, kao i druge streptokoke, smatra akstularnom bakterijom, ustanovljeno je da
pneumokok moze da ulazi i prolazi kréelije respiratornog epitela i vaskularnog endotsta,
ima veliki zn&aj u Sirenju pneumokoka (36, 37).

Najbolje progeni proteinski faktori virulencije su pneumoliziRly), autolizin LytA, holin-
vezuji proteini (CBPs) PspA i PspC ili CbpA, neuramiraddNanA i NanB i hijaluronidaza.

Pneumolizin je ekstrcelularni produkt pneumokoka. Pripada hgnoksina koji formiraju
pore. Reaguje sa holesterolondalijskoj membrani eukariotskitelija, stvara pore u membrani
¢elija i dovodi do njihove lize (38, 39). Osim &ikie aktivnosti, pneumolizin ima brojne efekte na
¢elije 1 tkiva. Inhibira baktericidnu aktivnost fagta, usporava pokretljivost cilija, stimuliSe
produkciju citokina, posebno IL-1, IL-8 i TNF, odrane makrofaga, stimuliSe aktivhost
fosfolipaze i aktivira klaghim putem komplement,vezuyjuFc fragment antitela (40). PospeSuje
intraalveolarnu replikaciju pneumokoka, penetradjalveola u intersticijum kao i diseminaciju

u krvne sudove (41). Tokom meningitisa, doprinagitku neurona (42).

LytA (N-acetilmuramil-L-alaninamidaza) je glavni aukiii pneumokok&iju sintezu kodira
IytA gen (43, 44). Pripada ekstracelularnim holin-ve@m proteinima koji na kraju
eksponencijalne faze rasta dovodi do uniStenja eoiiganizma. Tokom veg dela zivotnog
ciklusa bakterije je neaktivan, a aktivira se podedenim okolnostima (zaustavljanje biosinteze

¢elijskog zida, terapija penicilinom). Kada je alktiy speciino cepa kovalentne veze
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peptidoglikanacelijskog zida pneumokoka i dovodi do autolize bajdke celije (45, 46).
Autoliza indirektno doprinosi virulenciji, zbog a@dlaianja degradacionih produkaalijskog
zida kao Sto su pneumolizin, alfa-hemolizin, delpgptidoglikana i dr. Osim LytA, u autolizine
(murein hidrolaze) pneumokoka se ubrajaju i gludaze LytB (47) i LytC - N-
acetilglukozaminidazu f8-N-acetilmuramidaza (lizozim)), kao i Pce (fosfbalin esteraza) (48,

49). DetekcijdytA gena se koristi za identifikacifs.pneumoniae

Vazna karakteristika pneumokoka je da za sasf zahteva prisustvbolina. U sastavu
teihoinske i lipoteihoinske kiselin€elijskog zida pneumokoka se nalazi holin. To je
aminoalkohol koji igra kljgnu ulogu u fiziologiji pneumokoka (50). Pneumokokrikti
fosforilholin da bi se vezao za PAF receptor (52, 36). Holinske reziduéelijskog zida deluju
kao ligandi familije pneumokoknih proteina poznaktho holin-vezujai proteini (9). Prvi
otkriveni holin-vezujéi protein je bio pneumokokni povrSinski protein RspA) (53, 54) a
potom PspC (CbpA) (55) i holin-vezudjyorotein A (CbpA).

Neuraminidazaje enzim koji cepa N-acetil neuraminsku kiselirunucina, glokolipida,
glikoproteina i oligosaharida na povrsini epitelddlija i u telesnim ténostima (56, 31). Na taj
n&in olakSava adherenciju pneumokoka. Pneumokok pgseathjmanje dve neuraminidaze,
NanA i NanB, od kojih NanA ima znatno &e aktivnost (57). Novija istrazivanja genoma

pneumokoka ukazuju na prisustvo ikeeNanC neuraminidaze (58).

Cak 99% sojeva pneumokokaciuenzim hijaluronidazu, koja razgrduje hijaluronsku
kiselinu vezivnog tkiva i ekstracelularnog matrikdda taj nain omoguava kolonizaciju,

invaziju i Sirenje pneumokoka u tkivo (59).

Pneumokok ostvaruje bolju kolonizaciju zahwai§i lucenju i IgA1 proteaze Ovaj enzim
razgrauje najzndajniji imunoglobulin sluznica — IgA, te i na taj tia oSt€uje imunitet

domg&ina.

Ostali faktori virulencije pneumokoka su LPXP@vrsinski proteini vezani sortaza enzimom
(60), piruvat oksidaza (20), superoksid dismutazeSKID i FeSOD (61), NADH oksidaza (62),
cinkmetalo proteaze ZmpB, ZmpC itd. (63).
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Od svih navedenih strukturéelijski zid pneumokoka ima naj¥e kapacitet da aktivira
inflamatorni odgovor dondna. Teihoinska i lipoteihoinska kiselina efikasraktiviraju
komplement alternativnim putem, vezuju C-reaktiygrotein, podstiu stvaranje citokina,

azotnog oksida i doprinose prilivu neutrofigdy.

Slika 2:Shematski modekelijskog zida i povrSinskih proteina pneumokoka
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(Izvor: Streptococcus pneumoniae; Textbook in Sgioy, Virulence Factors and Enzyme linked
Immunosorbent Assay (ELISA) for Measuring Pneumaoabéntibodies (65))

1.4 Transformacija kod pneumokoka
Streptococcus pneumoniaea sposobnost prirodne transformacije, odnosmeuzimanja i
inkorporisanja u sopstveni genom, slobodne DNKgkmlnog medijuma. Donori ove DNK su,

pored samog pneumokoka i brojne druge srodne wzstgupe viridans streptokoka, posebno

mitis grupe -Streptococcus mitisStreptococcus oralig6, 67). Ovo je kod pneumokoka ujedno
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i jedini n&in razmene genskog materijala (68, 69). Pnumokokemareuzeti oko 10% svog
¢elijskog DNK sadrzaja (70). Geni pneumokoka kojingyviSe podlozni transformaciji su geni
koji kodiraju sintezu penicilin vezu§ih proteina i geni koji kodiraju sintezu faktorawencije

(71, 72). Kliniki izolati pneumokoka se mogu razlikovattak 20% genskog materijala (73).

Pored transformacije, pneumokok moZze da rapreegenski materijal putem konjugativnih
transpozona (npr. Tn 916), koji dbhb nose gene rezistencije na makrolide. S obziransed
inkorporacija DNK, koja je preneta transformacijoo,hromozom donorskéelije, obavlja
mehanizmom homologe rekombinacije, neophodno jgodéoji visok stepen homologije izdwe
donora i recijepijenta. Sa druge strane, za prg®s putem konjugativnih transpozona nije

neophodno da postoji visoka srodnost izmedju bg&tieoje ih razmenjuju.

1.5 Kliconostvo i bolesti koje izaziva S.pneumoniae

Streptococcus pneumonikelonizuje gornje respiratorne puteve zdravih osold nakon
par meseci od denja. Procenat kliconoStva varira u zavisnosti ochsta, sezone, geografske
lokacije. Najvei je kod dece mide od 5 godina i moZe iznostiti i do 60% (20, 74-834 li ¢e
kolonizacija prerasti u oboljenje zavisi od brojnilaktora, prvenstveno od virulencije
pneumokoka kao i od stanja imuniteta doma. U gornjem respiratornom traktu zdrave dece
moze istovremeno biti prisutno i deetiri razlicita serotipa pneumokoka (84, 85). Pojedini
serotipovi (14, 6B, 9V, 19F, 23F, 18C, 7F, 1, 6A se ohino nalaze kod kliconoSa, a s obzirom
da je kliconoStvocesto kod dece, nazivaju se i “pedijatrijski’. Tramsija pneumokoka se
ostvaruje kaplgnim putem sa kliconosa ili sa obolele na zdravubasdrizik da kolonizacija
progredira u infekciju je najée ubrzo nakon ekspozicije, ali se bolest moze tazvinakon
nekoliko meseci. Smatra se da infekcija nastajeaibrakon kolonizacije novim serotipom
pneumokoka (86-88). Oboljevanje {&%e tokom zimskih meseci kada je nivo transmisije
najveti (89, 90). Povéan rizik od oboljevanja nd& decom mldom od 2 godine je povezan sa
nezrelim imunskim odgovorom na polisaharide kapsulésokom prevalencom kolonizacije
(91).

Pneumokokne bolesti nastaju kada pneumokakesta kolonizacije dospe u niSu koja nije

fizioloSki kolonizovana, npr u Eustahijevu tubu,rg@azalne sinuse, bronhiole, alveole ili
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jajovode. Ukoliko odbrambeni mehanizmi ne uspejwdstrane pneumokok, dolazi do njegove
proliferacije i do razvoja infekcije.

1.5.1 Neinvazivne pneumokokne bolesti

S.pneumonigje ¢est izaziva neinvazivnih oboljenja, lokalizovanih na povrsshiznica. Kod
male dece je veomé&sto pneumokokno zapaljenje srednjeg uha, a ova jggpoznata i kao

nage&i uzrocnik vanbolnékih pneumonija u svim starosnim grupama (92).

Zapaljenje srednjeg uha je ¢t&fa manifestacija pneumokokne bolesti (93, 94).Ukokle
neadekvatno @, bolest moze progredirati u mastoiditis. U ¢slju prolongirane infekcije
moguee je Sirenje pneumokoka preko mastoidnog sinusarebrospinalnu teost, dovodé do
meningitisa. Bakterija moze do meninge&istikrvotokom. Serotpovi koji ndg&e izazivaju
otitis su oni koji kolonizuju nazofarings, a u zganmha u kojima se primenjuje vakcina, to je

serotip 19A, koji je kod 23% stajeva multirezistentan (95).

Pneumokok se ubraja dwenage&e bakterijske izazive akutnog sinuzitisa i uztnik je
oko jedne tréine bakterijskih konjunktivitisa (96). Kod dece mdaod pet godina, infekcija
sinusa je uglavhom ogra®na na etmoidne i maksilarne sinuse. Kod pneumaigkn

konjunktivitisa zn&ajnu ulogu igraju nekapsulirani sojevi (97, 98).

Ova bakterija je, takie, i nafesi uzracnik vanbolntke pneumonije gngl Community
Acquired Pneumonia, CAP).

Komplikacije pneumokokne pneumonije su efyzgmpijem, nekrotizirajta pneumonija i
apsces pléa. lako do 40% pacijenata sa pneumokoknom pneuormnipa efuziju pleure, samo
10% tih pacijenata ima dovoljnu kéilnu izliva za aspiraciju a samo 2% njih razvije &em.
Streptococcus pneumoniage idalje najeXi uzracnik empijema méu pedijatrijskom
populacijom (99-101). U retkim stajevima pneumokokna pneumonija moze uzrokovatiegpsc
plu¢a (102, 103). Kod oko 20% pacijenata pneumokok ipgad pluca u krvotok, dovode do
bakterijemije, koja se dalje moze komplikovati nmiisom (90, 104- 108).
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1.5.2 Invazivne pneumokokne bolesti

Ukoliko daie do prodora pneumokoka u primarno sterilne regh@&no krv i likvor, nastaju
invazivne pneumokokne bolesti (IPB). Prema Evropskentru za prevenciju i kontrolu bolesti
(engl.European Centre for Disease Prevention and CoiDC) sva navedena klikia stanja
se mogu proglasiti invazivhom boées jedino ukoliko je pneumokok izolovan iz primarno

sterilne regije, i/ili je u njoj dokazano prisustraegovog antigena i/ili nukleinske kiseline (109).

Bakterijemija je n&p&%a manifestacija IPB. U ¥@i slucajeva je u pitanju primarna
bakterijemija koja se uglavnom javlja kod decedelad 3 godine. Ustanovljeno je da je, nakon
uvadenja Hib vakcine, pneumokok registrovan kao oailo 90% slé@ajeva okultne
bakterijemije kod dece (110, 111). Bakterija se kode populacije moze, direktno iz
nazofaringsa, translocirati kroz epitel, invadiratibomukozu, preneti kroz endotel kapilara,
prodreti u krvotok i dovesti do bakterijemije. Koddraslih pacijenata, pneumokokna
bakterijemija jeteke povezana sa ustanovljenom fokalnom infekcijorno, &a je hronini otitis,
pneumonija i meningitis. U i slucajeva okultna bakterijemija spontano prolazi.
Komplikacije se razvijaju kod oko 10% pacijenatarlio su teSke - meningitis, osteomijelitis,
pneumonija, infekcija zglobova i mekih tkiva, i sep Pacijenti sa visokim brojem leukocita i
temperaturom, a koji nisu prethodno primali antisko terapiju, kao i deca nda od 20 meseci
su u visokom riziku za nastanak perzistentne bigdwete ili razvoja fokalnih infekcija (99,
100).

Pneumokokni meningitis je @aga i najteza supurativha komplikacija pneumokokne
bakterijemije.Cak i uprkos adekvatnoj antibiotskoj terapiji, stapartaliteta se ki@ od 15 do
30% (112-115). Pneumokokni meningitis nosic¢iveizik od smrtnog ishoda i zdajnih
neuroloskih sekvela nego meningitisi uzrokovani gitru bakterijama (npr.Haemophilus

influenzadip B, Neisseria meningitid)s

Druge manifestacije invazivnih infekcija, ka&o su endokarditis, perikarditis, seépti
arthritis, osetomijelitis i apsces mozga, se retksréu (116-119). Uglavnom nastaju kao
komplikacija pneumokokne bakterijemije. U ¢gem uzrastu pneumokok je uziok 4%

slitajeva osteomijelitisa i 20% slajeva septinog artritisa. Pneumokokni endokarditis se retko
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javlja u antibiotskoj eri. Osler je joS 1881. gagliropisao klintki trijas: pneumokokni
endokarditis, meningitis i pneumoniju, (tzv. Auatrov sindrom), koji se&e&e javljao kod
alkoholicara. Pneumokokni tenosinovitis, horioamnionitis psees mi%ia, jetre, pankreasa,
slezine i bubrega - se javljaju veoma retko (118pdominalne infekcije uzrokovane
pneumokokom, kao Sto su peritonitis, apendicitestininalni ileitis, se takie javljaju kod malog
broja pacijenata (120-122). Pneumokok moze iz gpblgenitalija preko jajovoda dospeti do
peritoneuma i izazvati peritonitis. Peritonitis jedina IPB koja s&eXe javlja kod osoba
Zenskog pola. Infekcije mekih tkiva, celulitisi iiomitisi, se ¢eke javljaju kod osoba sa
komorbiditetima i HIV infekcijom (99).

1.6 Epidemiologija

Streptococcus pneumonige ubraja midu najvaznije bakterijske uztpike povezane sa
zn&ajnim morbiditetom i mortalitetom, prvenstveno kdece ali i kod odraslih (123). Prema
podacima Svetske zdravstvene organizacije od pnkeaknd bolesti godisnje umre od 0,7-1
milion dece uzrasta do 5 godina (124). SmrtnodP&lkod dece iznosi oko 11% (2).

U SAD se godisSnje registruje priblizno 4 milgo sliajeva teskih oblika pneumonija, koje
zahtevaju hospitalizaciju. U svim uzrasnim grupa@gneumokok na&p&i uzrocnik (125).
NajviSa incidencija IPB je prisutna kod dece @alaod 2 godine i starijih od 65 godina (126).
Faktori rizika za nastanak pneumokokne pneumonijeindekcija virusom influence (127),
alkoholizam (128), puSenje (129), hréma opstruktivha bolest pta (HOBP) (130), astma
(131), splenektomija (132), HIV infekcija (133), lpli mijelom (134), sistemski lupus (135),
transplantacija (136), ciroza, hréna bubrezna insuficijencija, hematoloski maligmjtet
kardiovaskularne bolesti, socio-ekonomski statyzrathodna primena antibiotika (137-141).
Stopa mortaliteta pneumokokne pneumonije séekiad 16 do 55% (142-145). Pneumokokna
pneumonija moze biti péana sepsom i kod tih pacijentata je stopa smrtimosid 25% (142).

Decenijama je incidencija pneumokokne pneumeaa bakterijemijom iznosila 9-18/100 000
slutajeva mdu odraslim pacijentima (125, 146, 147). U 2010.igod SAD je incidencija IPB
kod dece< 1 godine iznosila 34,2/100 000 stanovnika, kodbase65 godina 36,4/100 000
stanovnika, dok je kod osoba uzrasta od 18 do 8hgaznosila 3,8 skajeva na 100 000 (148).

11



Doktorska disertacija

Sa druge strane rde osobama sa HIV infekcijom, incidencija je 2016dga bila 173 na 100
000 stanovnika (149). Weno je da postoji veza izie odrelenih kapsularnih serotipova
pneumokoka i tezine IPB kao i uzrasta (37, 150)e&d6pedijatrijskih” serotipova - 6B, 9V, 14,
19F i 23F (151) i tipovi 18C, 7F, 1, 6A i 4 se redaneiu 10 serotipova odgovornih za oko 80%
sliéajeva IPB kod dece uzrasta do 5 godina (152). Mwtad IPB u razvijenim zemljama se
krece od 1% do 30% u zavisnosti od uzrasta i faktaikai(153-155, 137), a moze ddésii do
50% u zemljama u razvoju (156).

1.7 Prevencija pneumokoknih bolesti - vakcine

Postoji dva tipa vakcina koje se koriste wpreiji pneumokoknih infekcija: pneumokokna
polisaharidna vakcinae(gl. Pneumococcal Polysaccharide Vaccine, PPSV) i kanjaga
vakcina éngl. Pneumomoccal Conjugate Vaccine, PCV) (157). Pneokrak polisaharidna
vakcina sadrzi polisaharide 23 &axa tipa pneumokoka: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 90A,
11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, P38F (157). Navedeni serotipovi prisutni u
vakcini su odgovorni za 85% invazivnih pneumokokhiiesti u SAD (158). S obzirom da je
polisaharid tzv. timus nezavisni antigen, polisadraa vakcina indukuje samo &ijski imunski
odgovor kod domana, te nema razvoja memorijskih limfocita. Réité studije su pokazale da
je efekat vakcine u prevenciji IPB 48%-81% kod stlraosoba sa zrelim imunskim sistemom
(157). Ova vakcina je pokazala efikasnost u preaeju posledica pneumonije i mortaliteta kod
starijih od 65 godina ako se daje zajedno sa vakeiprotiv influence (159). Ciljna grupa za
upotrebu ove vakcine su stariji od 65 godina kaeda starija od 5 godina koja su u riziku da
obole od teske pneumokokne infekcije (157). dutem, polisaharidna vakcina je slabo
imunogena kod dece ndea od 2 godine, koja predstavljaju najugroZeniju (pa@ju za IPB
(160, 161).

Zbog toga je razvijen drugi tip vakcine kog primenjuje od 2000. godine - konjugovana
pneumokokna vakcina. Kapsularni polisaharidi pnekmka su konjugovani sa Vvisoko
imunogenim nepneumokoknim proteinskim n@sa. Konjugovanje proteina i polisaharida se
radi da bi se polisaharid preveo iz timus neza\gsmaimus zavisni antigen, koji indukuje bolji
imunski odgovor. Do sada su razvijena tri oblikkarae: PCV7, PCV10 i PCV13, koje se
medusobno razlikuju prema broju serotipova pneumokkdja obuhvataju. U sastavu PCV7 se
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nalaze serotipovi: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F i 23WCRO0 pored navedenih serotipova sadrzi i
serotipove 1, 5i 7F, dok su u PCV13 pridodati spowi 3, 6A i 19A. Kod PCV7 i PCV13
proteinski nosa je difterijski toksoid CRM 197 (162), dok PCV10prpd difterijskog i
tetanusnog toksoida, sadrzi i protein D ,netipadgth Haemophilus influeuzaeOve vakcine
indukuju i humoralni i celularni imunski odgovorkteviraju memoriju a podstu i stvaranje
mukoznog imuniteta. Delotvorna je kod othujli i dece mlde od 2 godine, kao i u drugim
starosnim grupama. Veoma je efikasna u smanjengidencije invazivnih i drugih
pneumokoknih bolesti kod dece (163-165). U SAD @njlgovana vakcina uvedena 2000.
godine i od tada je zabeleZen pad incidencije IRB@% do 90% kod dece niaod dve godine
(166-171). Vakcina je pokazala i pozitivan efeka smanjenje incidencije pneumokokne
pneumonije, kao i akutnog zapaljenja srednjeg uhakcinisanoj populaciji, ali i u ostalim
uzrasnim grupama, Sto se tutnsticanjem kolektivnog imuniteta (172-175). Ukupmeaistencija
pneumokoka na antibiotike je, taleg smanjena, zahvaljuuvodenju ove vakcine. U@ni su,
medutim i negativni efekti vakcinacije - kolonizacijeevakcinalnim serotipovima i blag porast

incidence IPB izazvanih nevakcinalnim serotipovima.

Zbog svih navedenih mana polisaharidnih vakckao i zbog tehtke nemoguanosti da se
konjuguje veliki broj serotipova za proteine, uppemi su nove generacije pneumokoknih
vakcina, koje sadrze neke od nagzgaijih proteina pneumokoka: pneumokokni povrSinski

protein A (PspA), pneumokokni povrSinski antigerisaA) i pneumolizin (Ply) (90).
1.8 Antibiotici koji se koriste u leCenju pneumokoknih infekcija
1.8.1 Makrolidi, linkozamidi i streptogramini

Makrolidi, linkozamidi i streptogramini su Rigki znaajna grupa antibiotika. Mada se
hemijski razlikuju, imaju séine mehanizme antimikrobne aktivhosti kao i meharizm
rezistencije pa se smatraju istom MLSb funkcionaingrupom. Njihova funkcija se osvaruje

inhibicijom sinteze proteina u bakterijskom riboaoi76).
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Makrolidi su antibiotici koji u svojoj struktusadrze makrocikéini laktonski prsten povezan
glikozidnim vezama sa delovima dvaé¢ée, dezozaminom i kladinozom. Antibiotici unutar
klase se miusobno razlikuju na osnovu wghe makrociklEnog prstena (od 14 do 16

ugljenikovih atoma) i zamenama u njemu.

Eritromicin je prirodni i prvi otkriveni antibtik iz grupe makrolida koji je uveden u klikiu
upotrebu. Izolovan je 1952. godine iz aktinomice&reptomyces erythreugdanas
Saccharopolyspora erythrae&)77). Eritromicin A se sastoji od Xfanog laktonskog prstena

za koji su vezani neutralni & L-kladinoza i amino-$er D-dezozamin.

Slika 3: Hemijska struktura eritromicina

A
R
H 1
oZo 7
L §
dezozamin
A
makrolaktonski RO
prsten .
kladinoza
eritromicin

(Izvor: Gaynor M, 2005178))

Noviji makrolidi predstavlju polusintetske deate baze eritromicina, napravljene sa ciljem
da se prosiri spektar delovanja, postigne boljmékodinamika, administracija jednom dnevno i
dobra tolerancija. Drugi 1ldkani makrolidi su: roksitromicin, diritromicin i Rritromicin.
Klaritromicin je nastao metilacijom hidroksilne g eritomicina na 6. poziciji laktonskog
prstena (179). Azitromicin je 18ani semisintetski derivat eritromicina i pripadaakdima.

Izveden je od eritromicina dodatkom metilisanogtazolaktonski prsten (180).
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Spiramicin, rokitamicin, tilosin, josamicin, idekamicin i miokamicin poseduju I®ani
laktonski prsten (181).

Slika 4: Razlike u hemijskoj strukturi novijih makr olida

azitromicin Klaritromicin |
sa makrociklicnim laktonskim prstenom

(Izvor: webmaster@pharmacorama.cqiB?))

1.8.1.1 Mehanizam delovanja makrolida, linkozamida i streptogramina (MLS grupa
antibioitka)

MLS antibiotici ostvaruju svoj antibakterijskifekat reverzibilnim vezivanjem za ribozom
bakterijskecelije. Oni inhibiSu RNK-zavisnu sintezu proteinazi@anjem za 50S podjedinicu
ribozoma (183, 184). Postoji kompeticija izioerazlcitih makrolida za vezno mesto na
ribozomu, kao i izméu makrolida i drugih antibiotika (npr. hloramfeni&a linkomicina)cije je

cilino mesto vezivanja takie 50S podjedinica ribozoma.
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Slika 5: Shematski prikaz 50S podjedinice ribozomamesta vezivanja antibiotika iz grupe

makrolida
] Peptidiltranferazni

centar

(

makrolidid

b

__F’/"_“\\h.'

Nascentni peptid

I1zlazni tunel

(Izvor: http://www.sciencedirect.com/science/article/piil8286741201125{185))

Eritromicin i drugi makrolidi pokazuju visokepecifiénost za 50S subjedinicu ribozoma, za
koju se vezuju sa visokim afinitetom u prisustvogdvid* i K* (186). Unutar ribozoma reaguju
sa nukleotidima u domenima Il i V 23S rRNK, kojiage tunel kroz koji nascentni polipeptidi
napustaju ribozom. Vezivanje makrolida se deSawdizini peptidiltransferaznog centra, kao i
ribozomalnih proteina L22 i L4 (187). Kao posledioge reakcije dolazi do prekida rasta
nascentnog polipeptidnog lanca, odnosno prekidi@zenproteina, kao i sptf@anja sklapanja
ribozoma u ranom stadijumu sinteze proteina (18%).Letrnaesto- i petnaesttani makrolidi
u manjoj meri inhibiraju i translaciju. Makrolidiglavnom deluju bakteriostatski, ali mogu
delovati i baktericidno u zavisnosti od osetljivdstkterija i koncentracije antibiotika (179). Kod

pneumokoka makrolidi postizu baktericidan efek&g8(1189).

Linkozamidi predstavljaju grupu antibiotikakojoj su dva najznsjnija ¢lana, linkomicin i
njegov derivat, klindamicin. Linkomicin je izolovamz fermentacionog filtra bakterije
Streptomyces lincolnensiblolekul linkomicina je izgrden od jednog aminokiselinskog ostatka
(trans-1-metil-4-propil-L-prolin) i derivata mondsaida a-metl-tioglikozida, koji se naziva
linkozamin. lako su strukturno veoma réiliod makrolida, linkozamidi imaju isto vezno mest

na ribozomu i sian mehanizam delovanja kao makrolidi i streptognaifii90).
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Streptogramini su prirodni cikhi peptidi koje produkujé&treptomyces spfd91). Sainjeni
su od dve komponente, streptogramina A (dalfoprispristinamicin II, virginiamicin M) i
streptogrmina B (kvinopristin, pristinamicin |, giniamicin S). Pojedinmo ove komponente
imaju slabu bakteriostatsku aktivnost, ali zajedietuju sinergistiki i baktericidno. Vezivanje
komponente A za bakterijski ribozom dovodi do konfacionih promena unutar
peptidiltransferaza centra Sto péaea afinitet komponente B (192). Streptogramin @riierira
sa formacijom rastieg polipeptidnog lanca na&in n&in kao makrolidi (193).

1.8.2 Ketolidi

Ketolidi ¢ine novu grupu antibiotikaiji je prvi i najzna&ajniji predstavnik telitromicin (194,
195). Njegov antimikrobni spektar je &in novijim makrolidima i zn&jno je aktivniji protiv
mnogih bakterijskih vrsta. Telitromicin je polusitski derivat eritromicina A. Gden je od 14-
¢lanog laktonskog prstena kod koga je neutraldesd.-kladinoza zamenjen keto grupom na
poziciji C3 (196). Poput makrolida, i telitromicise vezuje za domene Il i V 23S rRNK
ribozoma, ali za razliku od njih, telitromicin imadodatno mesto vezivanja na poziciji A752
domena Il (186, 194, 197, 198). Zahvaljijuezivanju za viSe veznih mesta, veza telitronacin
sa ribozomom bakterija je i do 10 putéganego veza makrolida. Ketolidi se odlikuju i niaki
afinitetom za proteine efluks pumpe, tako da swtslelni i kod sojeva kod kojih rezistencija na
makrolide nastaje na ovajdia. Telitromicin se koncentriSe unutar neutrofilmakrofaga, te je
koncentracija leka nekoliko puta viSa intracelutatnodnosu na ekstracelularnértesti (199).
Glavna indikacija za koré&nje telitromicina je tretman vanbatke pneumonije (CAP) (200).

1.8.3 Beta laktamski antibiotici (BLA)

U klasi beta laktamskih antibiotika <wetiri grupe antibiotika: penicilini, cefalosporini,
karbapenemi i monobaktami. Penicilin je prvi preslstk ove klase i otkriven je 1929. godine,
kao produkt gljivice Penicillium notatum,dok su cefalosporini prodani 1948. godine, a

poreklom su od gljivice Galosporium acremonium.

Strukturnu osnovu penicilina i drugih betatékskih antibiotika (BLAXIni beta-laktamski
prsten. Penicilini poseduju bicikho jezgro — penam, koje predstavlja fuzionigaaktamski i
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tiazolidinski prsten. Supstitucijama nas-&tomu p-laktamskog prstena dobijaju se derivati
penicilina (191). | cefalosporini imaju bicikho jezgro-cefem, koje se sastoji od fuzionisapog
laktamskog prstena i dihidrotiazidnog prstena. ldpdmemi su strukturno vrlo &ti
penicilinima, ali je kod njih atom sumpora na pgeit zamenjen ugljenikom, te otud i ime —

karba-penemi.

Ovi antibiotici se ireverzibilno vezuju za peahn-vezujute proteine (PVP), enzime
bakterijskecelije, koji imaju vaznu ulogu u zavrsnim fazamatere peptidoglikana. Veza je
kovalentna, a ostvaruje se procesom acilacije agvunesta PVP od strane BLA. Kao posledica
ovih izmena, PVP postaju neaktivni i dolazi do pmeka sinteze peptidoglikaialijskog zida, a
potom i osmotske hidrolize bakterijskelije (201). Pneumokok poseduje Sest PVP: tri PVP
velike molekularne tezine, klase A: PVP1A, PVP1PRVYP2A; dva PVP velike molekulske
tezine klase B: PVP2X i PVP2B i jedan PVP niske ekalarne tezine, PVP3 (202). Smatra se
da PVP2X i PVP2B imaju esencijalnu ulogu u procemsiacelije (203, 204). Svaki PVP ima

razlicit afinitet za razkite beta laktame.

Beta-laktamski antibiotici su u Sirokoj updireu letenju infekcija uzrokovanih
pneumokokom. Penicilini i aminopenicilini su lekgsivog izbora u l&nju akutnog zapaljenja
srednjeg uha i vanbolkki stelene pneumonije (27, 205-212). Cefahlor i cefuroksm
predstavnici druge generacije cefalosporina i lekew drugog i tréeg izbora u lé&enju
pomenutih infekcija. Predstavnici &ee generacije cefalosporina, ceftriakson i ceforak#ao i
karbapenemi (meropenem) se koristedegu ozbiljnijih, Zivotno-ugroZzavagih pneumokoknih

infekcija , poput meningitisa i sepse (213).
1.8.4 Ostali antibiotici koji se koriste u lecenju pneumokoknih infekcija

Fluorohinoloni su sintetski antibiotici, odnosno hemioterapeutzrivati su 1,4-dihidro-4-
okso-3-hinolinkarboksilne kiseline (191). Cilino ste delovanja fluorohinolona je
topoizomeraza Il (DNK giraza) i/ ili topoizomeraz®. Navedeni enzimi su neophodni za
replikaciju i transkripciju, odnosno spiralizacijdespiralizaciju dvostrukog lanca DNK (176).
Fluorohinoloni stupaju u interakciju sa kompleksenzim-DNK i inhibiraju delovanje enzima,
te nema superuvrtanja bekterijske DNK, a samimrimeplikacije hromozoma. Kao posledica
ovih dogdaja dolazi do smrti bakterijskéelije (baktericidni efekat) (214, 215). Ovi lekovi
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imaju Sirok spektar delovanja. Danas post@gri generacije fluorohinolona, a noviji preparati
predstavnici trée i cetvrte generacije, moksifloksacin, levofloksacigatifloksacin se koriste u

le¢enju pneumokoknih pneumonija kod odraslih osoba.

Tetraciklini vrSe inhibiciju sinteze proteina bakterijskelije tako Sto se vezuju za 16S
rRNK, deo 30S subjedinice bakterijskog ribozoma6{21To dovodi do blokade pristupa
aminoacetil-tRNK na kompleks RNK-ribozondjme se spr&ava sinteza polipeptida (176).
Danas se viSe ne koriste @déaju pneumokoknih infekcija, zbog vrlo visokog reviezistencije.
Medutim, s obzirom da se geni rezistencije na tettaakkod streptokok&esto nalaze na istim
genskim elementima kao i geni rezistencije na malepiz epidemioloskih razloga se i dalje

prati osetljvost pneumokoka na ove antibiotike.

Predstavnicglikopeptida su vankomicin i teikoplanin, koji vrSe inhibicigintezecelijskog
zida Gram pozitivnih bakterija. Molekuli glikopegé se vezuju za D-alanil-D-alanin na
krajevima prekursora peptidoglikana, Sto dovodi idbibicije transglikozidazilacije (176).

Vankomicin se koristi za tenje teskih infekcija izazvanih rezistentnim sapeaipneumokoka.

Oksazolidini su sintetisani 70-ih godina. Ometaju formiranjeijalnog kompleksa u sintezi
proteina, tako Sto se vezuju za 30S subjedinicozoma (191). U tom pogledu su jedinstveni
tako da ne postoji ukrStena rezistencija sa drugmibioticima. Linezolid je prvi antibiotik iz
klase oksazolidina koji je odobren za kéku upotrebu 2000.godine zaémnje intrahospitalnih i
vanbolniki stetenih pneumonija. Koriste se, poput vankomicina,lenje teskih infekcija

izazvanih rezistentnim Gram pozitivnim bakterijamkljucuju¢i pneumokok.

Hloramfenikol inhibira sintezu proteina vezujuse reverzibilno za peptidiltransferazu na
50S ribozomalnoj subjedinici. Na tajdma spre&ava proces transpeptidacije prilikom elongacije
peptidnog lanca (176, 217). Hloramfenikol ima spowsxst prolaska kroz krvno-mozdanu
barijeru i ranije se dosta koristio u terapiji ikéga centralnog nervnog sistema kod pacijenata

alerginih na penicilin.
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1.9 Mehanizmi rezistencije Streptococcus pneumoniae na antibiotike

Dok je véina beta hemolitkih streptokoka idalje osetljiva na penicilin i daubeta laktame,
S.pneumoniage uspesno razvio rezistenciju na ovu klasu avtika. Prvi rezistentni sojevi
pneumokoka na BLA su se pojavili joS krajem 604ditdina u Australiji, a potom i u JuzZnoj
Africi (218-220), da bi tokom devedesetih i dvedulitin godina incidencija rezistencije
pnuemokoka na ove antibiotike u velikom broju zgemalveta dostigla alarmantne razmere.
Takade je vremenom doslo i do razvoja rezistencije prakoka na makrolide, Sto je dovelo do
pojave sojeva koji pokazuju udruzenu rezistencguabe klase antibiotika, koji predstavljaju

lekove izbora za terapiju pneumokoknih bolesti.

1.9.1 Rezistencija na MLSg antibiotike

Rezistencija pneumokoka na makrolide je pasrada putem dva glavna mehanizma:
modifikacijom ciljnog mesta delovanja leka i aktinmefluksom (221). Mehanizam enzimske

inaktivacije antibiotika iz grupe makrolida nijeiesgn kod pneumokoka.

1.9.1.1 Modifikacija cilinog mesta delovanja leka

Izmena ciljnog mesta delovanja lekacobi nastaje zbog metilacije adenina u ribozomu, a

znatno rde kao posledica ribozomalnih mutacija (222).

1.9.1.1.1 Metilacija adenina u 50S podjedinici ribozoma

Ovaj mehanizam rezistencije na makrolide } put opisan 70-ih godina (223). teno je
da Gram pozitivne bakterije mogu da sintetiu enzietilazu (adenin Rimetiltransferaza), koja
kataliSe mono ili dimetilaciju specifie rezidue adenina A2058 domena V peptidiltranzferg
centra 23S rRNK, veznog mesta MLS antibiotika,ekoli ne prepoznaju svoje ciljno mesto
vezivanja. Navedeni tip rezistencije se ispoljaaa IMLS, fenotip (224) i karakteriSe ga visok
nivo rezistencije na makrolide, sa vredfw$1IK eritromicina>64 mg/L (222). Pow&anje doze
leka ima mali efekat. Geni koji kodiraju enzime if@e su nazvanierm (erythromycin

ribosomemethylase) geni i otkriveni su kod brojnih Gram pivzih bakterija (225).
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Kod pneumokoka postoje dva gena koji kodimragtilazu, znatn@e&i - ermB gen (226) i
vrlo redak -ermA gen.ErmB gen je prvobitno ozrgan kaoermAM. Otkriven je na plazmidu
PAM77 Streptococcus sangu(d&81, 223). Drugi gen koji kodira metilazu, kodepmokoka je
ermA On je prvo otkriven kod sojev@treptococcus pyogenetada je bio ozngen kaoermTR
(227). Buddi da jeermTRveoma srodan sarmAgenima opisanim kod soje&aphylococcus
aureus,kao i da bi se prevaziSla slozenost nomenklatueglpzeno je da se za pomenute gene
koristi jedinstveno imeermA (226). Izméu ermA i ermB postoji 58% skinosti na nivou
nukleotida (227).

ErmBgen pneumokoka moze biti lociran na brojnim trazemima koji se Sire procesima
konjugacije. Konjugativni transpozoni pneumokok&irem pripadaju dvema klasama: 916
Tnl545tip elemenata i Ts252 kompozitni element koji uklguje Tr3701i Tn3951(228-233).
Tn916-Tn1545 familija konjugativnih transpozona je ubikvitarnana vise od 1&lanova. Ovi
transpozoni se takie mogu né kao delovi véih genskih elemenata. Pored delova genoma
transpozona koji su ukifeni u njegovu konjugaciju, isecanje, integracijegulaciju i sl., u
sastavu transpozona mogu biti i manji mobilni eletn&koji nose gene rezistencije na
antibiotike, zivu itd. Tako, se npr. na transponamiiz familije TN916/Tn1545 nalaze geni
rezistencije na eritromicin ermB (Tn917)i mefA tetracikline -tetM, kanamicin-aphA3 (234,
235).

Osim nalN917/Tn1545 familiji transpozonarmBi tetM geni se kod pneumokoka moguwna
i na: Tn3872, Tn6002, Tn6003, Tn20MB6). Znatno ré ermAgen kod pneumokoka je den

na nekonjugativnhom transpozomnl1806koji se ne prenosi transformacijom.

Kod izolata koji noserm gene, rezistencija na Mbantibiotike se moze ispoljavati kao
konstitutivna ili inducibilna (224). Fenotip sa Istitutivnom MLS, rezistencijom je visoko
rezistentan na sve tri klase antibiotika (181), stolako udava u disk difuzionom testu. Kod
inducibilne ekpresije, naitim, bakterija produkuje neaktivnu mRNK za enziratiazu. Tek u
prisustvu antibiotika induktora, ova mRNK biva r@aZirana i aktivna, te dolazi do njenog
prepisivanja na ribozomu, odnosno do sinteze nzetil&ojevi sa ovim tipom rezistencije su
rezistentni na makrolidni antibiotik koji je indukt ali su osetljvi na druge lekove MLS klase. S
obzirom da né&n ispoljavanja ovog tipa rezistencije zavisi odevifaktora (gena koji regulisSe

ekpresijuermgena tzv. atenuatora, gearibozoma i sl.), modie je da se inducibilna rezistencija
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ekprimira na viSe nana. V&ina antibiotika iz MLS grupe mogu da budu induktoniazlititom
stepenu. To objaSnjava kod streptokoka, posebno podumokoka, veliku raznolikost
fenotipova, te se mogu éianducibilni MLS fenotipovi sa niskim ili visokinmivoom rezistencije
na 14, 15 i 1&lane makrolide i osetljiv@dl ili rezistencijom na klinadimicin i streptograrmin
(221).

Kada se takvi izolati inkubiraju u prisustviskih koncentarcija 14 i 18lanih makrolida, koji
deluju kao induktori, moze se &it porast vrednosti MIK klindamicina i streptograra B
(224). U dvostrukom ili trostrukom disk difuzionotestu se inducibilni fenotip prepoznaje po
zaravnjenju zone inhibicije rasta oko diska linkoada i/ili streptogramina na strani okrenutoj
eritromicinu, koji je induktor (tzv. zona D) (224pak, mora se naglasiti da se, za razliku od
S.pyogenesod pneumokoka, zbog velike raznolikosti MLS fepotia, dvostruki disk test sa

eritromicinom i klindamicinom, uglavnom koristi saraa diferenciranje M od MLS fenotipa.

1.9.1.2 Aktivni efluks leka

Pre nego $to je Helena Seppala 1993.godirsalapnovi M-fenotip rezistencije na makrolide
kod Streptococcus pyogenef37), smatralo se da je rezistencija streptoko&amakrolide
isklju¢ivo posredovanarmB genom (238). Mé&utim, M fenotip kod piogenog streptokoka je
ispoljavao rezistenciju na 14 i ¥ane makrolide ali ne i na l8ane makrolide, linkozamide i
streptogramin B (237). NesSto kasnije ovaj fenotiggkaie opisan kod pneumokoka. Tri godine
posle otkrta M fenotipa je uéeno da je ovaj tip rezistencije povezan sa aktiveiluksom leka.
Konano je molekularnim kloniranjem dokazano da je zdhamezam efluksa ko&treptococcus
pyogene®dgovorammef(A)gen (GenBank accession number U70055) (239). Uekon toga,
1997.godine, Tait-Kamradt je opisao prisustvoérely mef(E) gena kod Streptococcus

pneumonia (GenBank accession number U83667) (240).

Kod pneumokoka su pratena oba podtipamef gena, mef(A) i mef(E) (241-243).
Sekvenciranjem je utdeno da su ova dva gena veoma srodna, i da po€i#i Sodnosti na
nivou DNK i 88% slénosti na proteinskom nivou (240, 244). Sugerisanalg se oba gena

izveStavaju kamnefAgen, da bi se izbegla kompleksnost nomenklati2é)(2
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Produktmefgena je proteirija je uloga da olakSava izbacivanje antibiotikabekterijske
¢elije i pripada glavnoj superfamiliji efluks pum@ngl. Major facilitator superfamily of efflux

pumps), a specifan je za 14- i 18tane makrolde.

Rezistencija posredovana aktivnim efluksomalede ispoljava kao M fenotip, koji se
karakteriSe niskim nivoom rezistencije na 14 i¢clane makrolide (vrednost MIK za eritromicina
<16 mg/L), dok postoji osetljivost na Xane makrolide, linkozamide i streptogramin B ({24

245, 239). Powmnjem doze leka se moze nadmasiti efekat eflukgppum

MefAi mefEgeni su lokalizovani na elementimaislim konjugativnim transpozonimiefE
gen je smeSten na 5,4 ili 5,5 —kb megagl Macrolide efflux genetic assembly) elementu, a
mefA na srodnim transpozonima, Tn1207.1 i Tn 1207.3&srje su identifikovani sojevi

pneumokoka koji nose oba geeanBi mefA i ispoljavaju se kao MLsIenotip (246).

1.9.1.3 Ribozomalne mutacije

Rezistencija pneumokoka na makrolide mozepmsredovana i ribozomalnim mutacijama.
Mutacije se javljaju u regionu peptidiltransferazgomenima V i 1l 23S rRNK kao i u genima
koji kodiraju sintezu ribozomalnih proteina 50S jgalnice, L4 i L22 (247, 248). Mutacije u
ovom podrdju spre&avaju vezivanje antibiotika za ciljno mesto (18232249-251). Fenotipovi
mutiranih sojeva su varijabilni, u zavisnosti odst@emutacije, broja mutiranih alela i verovatno
nivoa ekspresije gena (247, 249, 252-255.). Azitcomse smatra jednim od najpotentnijih
makrolida za selekciju mutanata (253). ¢é&a ribozomalna mutacija rde klinickim izolatima
pneumokoka je A2059G (28, 249, 250). Ispoljavaa® rkakrolid-linkozamid rezistentni fenotip
(ML fenotip). Mutacija na A2058G sede javlja kod pneumokoka ali je zato uédgena méu
sojevima Streptococcus pyogenekKod ovog fenotipa, ozkdanog kao MgS fenotip, postoji

rezistencija na 16kane makrolide i streptogramin (256-259, 247).

1.9.2 Mehanizmi rezistencije na telitromicin

Telitromicin se pokazao veoma efikasnim pro#gjeva pneumokoka rezistentnih na

makrolide, budé da ima dodatno mesto vezivanja na domenu Il 2BSK, za koje se
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makrolidi ne vezuju (198, 260-264). Taleg ketolidi imaju nizak afinitet prema proteinima
efluks pumpe, tako daefApozitivni sojevi pneumokoka nisu rezistentni n@r@micin.

Za sada je oseljivost pneumokoka, uldju¢i erm pozitivne i mef pozitivne izolate, na
telitromicin vrlo visoka (254, 260, 262-267). Ipakplati pneumokoka koji su rezistentni na
makrolide (nosermili mefgene) pokazuju vise vrednosti MIK telitromicina dnosu na sojeve
osetljive na makrolide. Mutacije u mestu vezivatghtromicina, domenu Il i V 23S rRNK i u
ribozomalnim proteinima L4 i L22, kao i mutacijeeumB genu dovode do povanja vrednosti
MIK telitromicina (268, 269). lako je rezistencipmeumokoka na ketolide izuzetno retka, ipak
Su opisani rezistentni izolati. Rezistencija natr@hicin je opisana kod izolata kod kojih je
doslo do sticanj@rm gena rezistencije i do istovremenih mutacija u domll 23S rRNK (197,
269). Nazalost, moze s&akivati dace povéana upotreba ketolida u buchosti dovesti do

porasta nivoa rezistencije pneumokoka na ovaj lek.

1.9.3 Mehanizmi rezistencije na beta laktamske antibiotike

Rezistencija pneumokoka na beta-laktamskéiatike nastaje usled akumulacija mutacija u
genima koji kodiraju penicilin-vezuge proteine. Kao posledica promena PVP dolazi do
smanjenja njihovog afiniteta za BLA, te se antilliote vezuje, a bakterija nastavlja normalno da
sintetiSe peptidoglikan (270). Generalno go¢gnezistencija na penicilin nastaje usled promena
u genima za PVP1A, PVP2X i PV2B dok je smanjendljosest na cefotaksim i ceftriakson
posledica izmene PVP1A i PVP2X. Multiple izmeneanigna za PVResto dovode do visokog
nivoa rezistencije. Geni za PVP kod rezistentnjes pneumokoka imaju moz&u graiu, gde
su delovi gena zamenjeni njihovim alelskim varigang, koje kod Kliriikih izolata pottu iz
penicillin rezistentnih sojeva srodnih vrsta, uglam viridans streptokok&({reptococcus mifis
Prenos gena nastaje procesom transformacijedzrogetljivih sojeva pneumokoka i rezistentnih
sojeva viridans streptokoka, a potom se mehanizimemologe rekombinacije ubacuje gen koji
nosi rezistenciju u hromozom pneumokoka. Nukleotllp gena rezistentnih sojeva
pneumokoka se razlikuju i do 25% u odnosu na @setljOve genetke izmene favorizuje
selektivni pritisak spoljne sredine, odnosno prigosantibiotika. Kojimc¢e se redom menjati
geni za PVP zavisi od vrste BLA koja vrSi selektiynitisak. U laboratoriji je, kontinuiranim

izlaganjem pneumokoka subinhibitornim dozama pén&i mogue indukovati mutacije u
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genima za PVP. Time su kod mutanata pneumokokgeshabsléne izmene gena za PVP kao
kod klinickih izolata, koje su, ndtim, bile posledica akumulacije mutacija, a neigoipa gena
iz spoljne sredine (176, 271-275). Dokazano jepdak da su za rezistenciju pneumokoka na
BLA, pored izmena ybp genima zasluzne i izmene u drugim genima, koji kadi druge

komponenetéelijskog zida (276).

Izolati pneumokoka sa smanjenom osetljguwoda penicilin cesto pokazuju smanjenu
osetljivost i na druge beta-laktamske antibiotilk&ljucuju¢i novije cefalosporine (277, 278).
Mutacije u genima za PVP2X uzrokuju nizak nivo sézncije na penicilin koji moZze biti pran
rezistencijom na oralne cefalosporine. Alteracijgbg?b dovode do umerenog porasta vrednosti
MIK penicilina (270) dok izmene pbpla dovode do visokog nivoa rezistencije na penicili
(279, 280) kao i do rezistencije na cefalosporire&Sipenog spektra (281, 282).

Ve&iina sojeva koji su rezistentni na cefalosporineSpemog spektra su taée rezistentni na
penicilin i ampicilin, ali su vrednosti MIK za cefitkson i cefotaksim uglavhom nize od

vrednosti MIK penicilina.

Za razliku od stafilokoka i enterokoka, kodepmokoka nije dokazana produkcija beta
laktamaza.

1.9.4 Mehanizmi rezistencije na fluorohinolone

Rezistencija S.pneumoniaena fluorohinolone se javla kao posledica mutacija
hromozomskim genima koji kodiraju sintezu topoizoaze 1V parCili parE) i/ili giraze @yrA
ili gyrB). Na ovaj n&in moZze nastati visok nivo rezistencije na fluoraione. Drugi opisani
mehanizam rezistencije je aktivni efluks antibiatikz ¢elije, koji dovodi do niskog nivoa

rezistencije.

Mutacije gena se mogu javiti pojedina ili kombinovano. Mutacije se javljaju postepeno,
pri ¢emu primena antibiotika dovodi do selekcije rezistie. Kod pneumokoka prvo dolazi do
mutacija u genima zparC, sto dovodi do niskog nivoa rezistencije, da liuselarne mutacije u
gyrAdovele do potpune rezistencije na fluorohinolorest®pene promene u genima se ogledaju
u postepenom porastu vrednosti MIK fluorohinolo283-290).
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1.9.5 Mehanizmi rezistencije na ostale antibiotike

Rezistencija pneumokoka na tetracikline j€emg posredovana sticanjetetM ili rede tetO
gena, koji kodiraju ribozomalne zastitne proteir@®1(294). TetM i TetO zastitni proteini
spre&avaju vezivanje tetraciklina za 30S subjedinicwziiima (294-296)TetMi tetO geni dele
priblizno 77% sknosti u sastavu aminokiselina (295). Kod streptakae determinante
rezistencije na tetraciklin@®sto nalaze na mobilnim konjugativnim transpozomimd16-Tn1545
kao i velikim kompozitnim strukturama kao StoBub253i Tn3872.Navedeni transpozokesto
nose i gene rezistencije na druge antibiotike, &&o je erm(B) gen ili gene rezistencije na
hloramfenikol ¢at) . Zbog toga je rezistencija na tetraciklitesto povezana sa rezistencijom na

makrolide, linkozamide i streptogramin B (297).

S.pneumoniag uspesno razvio rezistenciju i ha druge antikéotanijin generacija, poput
hloramfenikola, rifampicina, trimetoprim-sulfamesalzola, ali i na novije - linezolid,
kvinopristin — dalfoprisitin (298-305). Nije zabeékna rezistencija na vankomicin, ali je
zapazeno da neki sojevi mogu da prezivljavajuneali da rastu u prisustvu ovog antibiotika, Sto

je ozn&eno kao tolerancija.

1.10 Razvoj rezistencije pneumokoka na antibiotike
1.10.1 Rezistencija na antibiotike iz grupe makrolida

Antibiotici iz grupe makrolida se decenijamarikte Sirom sveta, posebno ucdeju
vanbolntki stetenih infekcija respiratornog trakta. U poslednjeemae je, usled nekrémne
upotrebe, dosSlo do zabrinjavagg porasta rezistencije pneumokoka na makrolidg &anas

predstavlja vé problem nego rezistencija na penicilin (306).

Rezistencija pneumokoka na eritromicin je pout zabeleZzena 1967. godine u Kanadi a
potom u Francuskoj 1976.godine (307-309). Ipakpnezistencije tokom sedamdesetih godina
nije prelazio 5%. U sledej deceniji je doSlo do z&ajnog porasta rezistencije pneumokoka na
eritromicin. Tako je u SAD rezistencija tokom osasetih sa 0,3% porasla na 6,3% . U Spaniji
je do 1990. godine dostigla 9,4% (308), dok je anEuskoj 1985. godine é&ano 26% sojeva
rezistentnih, a we 1994. godinetak 40,9% (310). Ovako brz porast prevalencije makne

26



Doktorska disertacija

rezistencije je povezan sa poaaom upotrebom makrolida, posebno dugodéihjikao Sto su

klaritromicin i azitromicin.

1.10.2 Rezistencija na penicilin

Od samog uuenja u terapiju 1940. godine, penicilin G je bik lezbora u terapiji
pneumokoknih infekcija i mortalitet od pneumonig@zn&ajno opao (311). Do 1967. godine
pneumokok je bio osetljiv na penicilin i druge @ittike. Prvi soj pneumokoka neosetljiv na
penicillin (MIK 0,6 mg/L) je izolovan 1967. godina Australiji iz sputuma pacijenta sa
hipogamaglobulinemijom, koji je bio na dugotrajrasjtibiotskoj terapiji (218, 312). Poznata je
epidemija izazvana penicilin-rezistentnim pneumakuku Juznoj Africi 1977.godine, a godinu
dana kasnije su u toj zemlji od pedijatrijskih pacata izolovani i prvi multirezistentni sojevi
(219-221), koji su pripadali serotipovima 6A i 19&edamdesetih i osamdesetih godina
prevalencija rezistencije pneumokoka na penicipmelazi 10% u mnogim delovima sveta,
ukljuéujuéi Spaniju, SAD, Novu Gvineju, Juznu Afriku, lzraelPoljsku (313). Ovaj porast
rezistencije je doveo do ozbiljnih problema welgju pneumokoknih infekcija, posebno
meningitisa. Devedesetih godina je procenjeno daefsetljivost pneumokoka na penicillin na

globalnom nivou iznosila 37%, de&ga je 23% sojeva bilo potpuno rezistentno (314).

Istovremeno je je zapaZen porasstalosti sojeva sa udruzenom neosetlfiuaa penicilin i
eritromicin. Ovaj porast je bio povezan sa Sirengenicilin-rezistentnih klonova koji su stekli

determinante rezistencije na makrolide, uglavnosrgdstvom transpozoda916familije.
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S obzirom da su najzastupljeniji serotipoviepmokoka koji dovode do neinvazivnih i
invazivnih bolesti kod dece u eri pre demja vakcine bili 6B, 9V, 14, 19F i 23F, kao i d&a |
pedijatrijska populacija, zbogestih respiratornih infekcija, najvisSe izloZenaiboticima, me&u

ovim serotipovima su se selekcionisali rezistektoinovi.

Uvaienje pneumokokne konjugovane vakcine u obavezenkia@r vakcinacije u razvijenim
zemljama sveta je, pored pada incidencije IPB, dovedo smanjenja rezistencije pneumokoka
na antibiotike, jer je dovelo do “uklanjanja” re&stnih serotipova. Kao posledica ove mere, kao
i izmena koje je 2008. godine napravio CLSI u gfamn vrednostima kategorija osetljivosti
S.pneumonia@a penicillin, u danasnjim studijama nadzora nemistencijom pneumokoka na
antibiotike se utava trend smanjenja procenta rezistentnih sojevzetalaktamske antibiotike.
Na osnovu podataka EARS-Nen@l European Antimicrobial Resistance Surveillancet&y)
iz 2012. godine, w@na evropskih zemalja ima procenat PNSP (peniadiasetljivi pneumokok)
ispod 10%, dok 4 zemlje juzne i istee Evrope imaju PNSP iznad 25% (Bugarska, Malta,
Rumunija, Spanija). Svega 8,7% izolata pokazuje kinovanu neosetljivost na penicilin i
makrolide (315).

Rezistencija pneumokoka na novije fluorohimelo linezolid, telitromicin, kvinopristin-
dalfopristin je joS retka, i ne dostize alaramantin®e, dok je na vankomicin zabelezena samo

pojava tolerancije.
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2 CILJEVII HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su sleéie

1. Odrediti @estalost rezistencije na makrolide daeinvazivnim i neinvazivnim sojevima
Streptococcus pneumonikeji su izolovani od odraslih osoba, kao i od dedade od 18 godina
u periodu 2010. do 2012. godine u Srbiji

2. Odrediti @estalost istovremene rezistencije na penicilin, kaaultirezistencije kod sojeva

Streptococcus pneumonjaezistentnih na makrolide
3. Odrediti fenotip rezistencije na makrolide kadlataStreptococcus pneumoniae

4. Ispitati gensku osnovu rezistencije na makrolktel sojevaStreptococcus pneumoniae,

detektovanjem prisustvermBi mefAgena metodom PCR

5. Odrediti serotip invazivnih izolatreptococcus pneumonikeji su rezistentni na makrolide

Hipoteze koje ova doktorska disertacija ima zadaljevaluira su:

1. Rezistencija na makrolide je viSe zastupliena kanvazivnih izolata Streptococcus
pneumoniael odnosu na invazivne, a rezistentni sojevies®e izoluju od dece mite od 18

godina nego od odraslih osoba

2. Priblizno jedna tréina sojevaStreptococcus pneumoni&eji su rezistentni na makrolide su

istovremeno multirezistentni

3. Medu sojevima Streptococcus pneumoniaeezistentnim na makrolide MLSb fenotip

rezistencije je zastupljeniji u odnosu na M fenotip

4. Kod sojevaStreptococcus pneumoni&eji su rezistentni na makrolide je&e prisustvo
ermB gena u odnosu naefAgene rezistencije, iZega se zakliuje da je kod ovih izolata

metilacija ribozom&e&i mehanizam rezistencije u odnosu na efluks leka

5. Serotipovi invazivnih izolata su 19F i 14

29



Doktorska disertacija

3 MATERIJALI METODE

IstraZivanjge izvedeno kao prospektivna studija u koju je uiddno 326 sojev&treptococcus
pneumoniag rezistentnin na makrolide (MRSP), koji su izoloveod hospitalizovanih i
amubulantno l&nih pacijenata u periodu od januara 2010. godmeaetembra 2012. godine.
Ispitivanje je obuhvatilo izolate iz briseva nosanazofaringealnih eksudata (sekret sinusa)
(n=212), sputuma (n=41), briseva spoljaSnjeg uSr@mala (n=14), bronhoaspirata i
bronholavata (n=3), briseva konjunktive (n=7) iwai(n=1) i kao i invazivne sojeve poreklom iz
krvi (n=26), likvora (n=19) i pleuralnih punktata=3). Ukoliko su od istog pacijenta izolovana
dva ista soja pneumokoka, a iz raih materijala, u istrazivanje je ukjen samo jedan. Od
ukupno 326 obrdenih izolata, neinvazivnih sojeva je izolovano 488,3%), a invazivnih 48
(14,7). Od toga je 247 (75,8%) sojeva izolovanadede mlde od 18 godina a 79 (24,2%) od

odraslih pacijenata.

Tabela 1: WEestalost vrste materijala u odnosu na uzrast

Vrsta materijala deca odrasli ukupno
nos/nazofaringelalni eksudat/sekret sinusa 206 6 212
sputum 0 41 41
bris spoljasSnjeg usnog kanala/sadrzaj srednjeg uh 12 2 14
bronholavat, bronhoaspirat 1 2 3
bris vulve 0 1 1
bris konjunktive 5 2 7
krv 13 13 26
likvor 10 9 19
pleuralni punktat 0 3 3
ukupno 247 79 326

Izolati su sakupljani sa cele teritorije RepebSrbije. Nakon izolacije i identifikacije u
maticnim mikrobioloSkim laboratorijama, sojevi su trandgpvani u Amies transportnom
medijumu (Copan, Italija) do Nacionalne referenaimratorije (NRL) za streptokok na Institutu
za mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog fakutee u Beogradu. Uz svaki uzorak je poslata i
propratna dokumentacija koja je obuhvatala sledeodatke: laboratorijski identifikacioni broj,
vrstu uzorka, datum uzorkovanja, uzrast i pol @atg, dijagnozu kao i rezultate testa

osetljivosti.
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U ispitivanje su ukljeeni sojevi pneumokoka izolovani u mikrobioloSkinbdaatorijama:
Instituta za plane bolesti Vojvodine, Instituta za kardiovaskulab@esti Vojvodine, Instituta
za onkologiju Vojvodine (Sremska Kamenica), Ingéitaa javno zdravlje Vojvodine (Novi Sad),
Zavoda za laboratorijsku dijagnostiku ,Paster”, tilméa za mikrobiologiju i imunologiju
Medicinskog fakulteta Beograd, Laboratorije Markiounstituta za zdravstvenu zastitu majke i
deteta ,dr VukarCupi¢, Opste bolnice Sabac, Opste bolnice ,Sveti LuBatiederevo, Opste
bolnice Valjevo, kao i u mikrobioloSkim laborat@ma Zavoda za javho zdravlje Sombor,

Kikinda, Zrenjanin, Subotica, Valjevo, UzZice, Ni€&tak.

3.1.1 Identifikacija

U NRL je urdena ponovna identifikacija poslatih izolata, na a&n morfoloSkih
karakteristika bakterija (Gram pozitivne koke, m@giene u lancima), kulturelnih osobina
(prisustva alfa hemolize) kao i biohemijsko-fizikth osobina: negativan katalaza test,
pozitivan test osetljivost na optohin (BioRad, SAPpzitivan test lize u prisustvu natrijum-
dezoksiholata i reakcije aglutinacije sa polivatemt antiserumom (Slidex PneumoKit,
bioMerieux, Francuska). Sojevi su inkubirani narlamn kolumbija (Columbia) (Oxoid, Velika

Britanija) agaru uz dodatak 5% @& krvi, 18- 24h, na temperaturi od 37°C, u prisusi% CQ.

Nakon izolacije, prekodoa kultura pneumokoka je suspendovana u moZzda&aodm
bujonu (Biolife, Italy) i inkubirana 18-24h u prettino opisanim temperaturnim i atmosferskim
uslovima. Sojevi su konzervirani sa 10% sadrzajdicepla u plastinim mikro-epruvetama

zapremine 1,5 ml, na temperaturi od -80°C.

Za invazivne sojeve pneumokoka jedersa potvrda identifikacije i detekcijom gena za
autolizin (ytA), u reakciji laanog umnozavanja nukleinskih kiselirengl Polymerase Chain

Reaction, PCR), prema protokolu Nagai i sarad(Bd#®).

3.1.2 Ekstrakcija DNK pneumokoka

Izolacija DNK pneumokoka je izvedena metodoermicke ekstrakcije. U sterilnim
plasténim epruvetama, zapremine 1,5 ml (Eppendorf, Ndmgje napravljena suspenzija sveze
prekon@ne kulture pneumokoka u 200 puferisanog fizioloSkog rastvorar{gl. phosphate-
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buffered saline, PBS), koja je potom vorteksirana inju je dodato 80Qul PBS. Posle
centrifugiranja na 20 000xg (Eppendorf, Ne&k® u trajanju od 2 min je odben supernatant, a
u vorteksirani pelet je dodato 2Q0sterilne destilovane vode. Ovaj sadrzaj je stavlj pénicu

na 95-100°C u trajanju od 10 min. Zatim su mikraeete stavljane na led (4°C) i centrifugirane
na 16 000xg u trajanju od 15 min. Dobijeni supengt koji sadrzi izolovanu DNK
pneumokoka, je prebacivan u novu sterilnu ptasti mikroepruvetu, zapremine 1,5 ml.
Izolovana DNK je odmah bila kotiéna za izvdenje daljeg ispitivanja. Ukoliko se nije odmah
koristila, cuvana je u frizideru na temperaturi +4°C u periadu7 dana ili u zamrziva na -

20°C u periodu od mesec dana.

Merenje prinosa DNK, odnosno DNK kvantitacjga obavljena poméu spektrofotometra
(Biophotometer 8,5 Light Center Height, Eppendbdiémaka). Koncentracija izolovane DNK
je izra&unavana prema Lambert Beer zakonu, na osnovu aljgogvetlosti odréene talasne
duzine (260 nm).

Za reakciju dokazivanjdytA gena su kori&ni prajmeri, ¢ije su sekvence prethodno

publikovane (316), a prikazane su u tabeli br 2.

Tabela 2: Prajmeri koji su koriSéeni za amplifikaciju IytA gena MRSP sojeva

Prajmer Sekvenca?d’ Produkt (bp) Referenca

lytA-sense SCAA CCG TAC AGA ATG AAG CGG-3 308 (319)bp  Nagaiet al.(2001)

lytA-antisense STTATTC GTG CAATAC TCG TGC G-3
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Za izvdenje reakcije latanog umnozavanja, koésne su sterilne plastie mikroepruvete,
zapremine 0,2 ml (Eppendorf, Netka). Reakcionu smesu swsgavali Taqg PCR MasterMix
zapremine 12ul (Qiagen, Neméka), po 2 ul 20 uM rastvora odgovarafih prajmera
(Invitrogen, SAD), 5ul bakterijske DNK i 4 ul dejonizovane vode (Qiagen, Netka).
Zapremina reakcione smeSe je iznosilauR3J reakcionu smesSu negativne kontrole dodavana je
odgovarajda zapremina destilovane vode umesto bakterijske DRBzitivnhu kontrolu je
predstavljao uzorakiji je odgovarajéi amplikon, prethodno veumnozen PCR metodom i
naknadno vizualizovan.

Mikroepruvete sa reakcionim smeSama su stavljaieenooblok aparata (Mastercycler Gradient,

Eppendorf).

Amplifikacija se odvijala pod sleéien uslovima: inicijalna denaturacija je izvedena na
temperaturi od 95°C u trajanju od 10 minutaépra sa 35 ciklusa, od kojih se svaki sastojao od
denaturacije na temperaturi od 95°C u trajanjuéusdi, reakcije sparivanja prajmera na 58°C
u trajanju od 60 sekundi i ekstenzije na 72°C yaija od 60 sekundi. Finalna elongacija je

izvedena na temperaturi od 72°C u trajanju od lfutai

Prisustvo amplifikacionih produkata je vizzaWano horizontalnom elektroforezom u
agaroznom gelu pri naponu struje od 100V u trajasgu60min. Vizualizacija je obavljana
prosvetljavanjem gelova koéénjem UV transiluminatora (Kodak Gel Logic 200 Irmap
System, SAD).

3.1.3 Tipizacija

Tipizacija invazivnih sojeva je izvedena rdgka bubrenja kapsule (Quellung reakcijom) sa
serogrupnim i serotipskim antiserumima na kapselgvolisaharide (Statens Serum Institute,

Kopenhagen, Danska) (317).
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3.2 Detekcija determinanti rezistencije na makrolide
3.2.1 Ispitivanje fenotipova rezistencije pneumokoka na makrolide

Fenotipska ekpresija rezistencije na makrokdd sojevaS.pneumoniage ispitana pomgu
eritromicin-klindamicin dvostrukog disk difuzionogesta (ECDD test), prema protokolu
Montanari i saradnika (318). Na Bk miler hinton (Mueller Hinton -MH) agara (bioMeuie,
Francuska) sa dodatkom 5 %pvkrvi je naneta bakterijska suspenzija gustideMgFarland, a
potom i diskovi eritromicina (15 ug) i klindamicita pg) (bioRad, SAD) na rastojanju od 15-20
mm. Qitavanje testa je vrSeno nakon 18 sati inkubacge3b6-37°C u prisustvu 5% GO
Rezultati su dtavani na osnovu pteika i izgleda zone inhibicije rasta oko antibiatik
Odsustvo zone inhibicije oko oba diska je ukazivab ukrStenu rezistenciju na makrolide,
linkozamide i streptogramine, odnosno konstitutivniMLS, fenotip. Inducibilni MLS fenotip
(IMLSy) je prepoznat po pojavi zaravnjenjene zone infji@sta oko diska klindamicina na
strani okrenutoj eritromicinu (D zona) i odsustvone inhibicije rasta oko eritromicina.
Osetljivost na klindamicin, uz rezistenciju na meniicin je ukazivalo na M fenotip (181, 318-
321).

3.2.2 Odredivanje vrednosti MIK eritromicina i klindamicina

Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentraij(MIK) eritromicina i klindamicina su
odralene kombinovanim difuziono-dilucionim metodom amgrama, poméu E test traka
(bioMerieux, Francuska). Nakon zasejavanja baklaisuspenzije turbiditeta 0,5 McFarland na
MH agar sa dodatkom 5% &e krvi i 18 — 24¢asovne inkubacijena 35-37°C u prisustvu 5%
CO,, xitavana je vrednost MIK antibiotika, koja se nalaaipreseku E test trake i granice zone
inhibicije rasta. Rezultati su interpretirani u @kl sa preporukama Instituta za lik@ i
laboratorijske standardeer{gl. Clinical and Laboratory Standards Institute, CL#)2013.
godine (322).
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3.3 Test osetljivosti na ostale antibiotike
3.3.1 Ispitivanje osetljivosti difuzionom metodom

Disk difuzionom metodom antibiograma je ismtia osetljivost na sle@e antibiotike:
oksacilin (1 pg), azitromicin (15 pg), tetracik{®0 1 g), hloramfenikol (30 pg), norfloksacin (10
Mg), gentamicin (10 pg) i trimetoprim — sulfametmksl (23,75/1,25 pg) (bioRad,SAD).
Koris¢ena je bakterijska suspenzija turbiditeta 0,5 Migtrala (McF) koja je pravljena od sveze
prekon@ne kulture pneumokoka u sterilnom fizioloSkom rastvi potom zasejavana na MH
agar, sa dodatkom 5% &e krvi. Nakon aplikacije diskova impregniranih damtikom, zasejane

podloge su inkubirane na 35-37°C, u periodu o@4.&ata u prisustvu 5 % GO

Pré&nik zone inhibicije rasta je meren u milimetrim&ategorije osetljivosti na antibiotike su
interpretirane prema preporukama CLSI (322). Zatiad kvaliteta je korien referentni soj

Streptococcus pneumoniad CC 496109.

Ukoliko je soj ispoljavao rezistenciju naitriviSe antibiotika razlkitih klasa, smatralo se da

je multirezistentan (323, 324).

3.3.2 Ispitivanje osetljivosti na antibiotike automatizovanim sistemom Vitek 2

Ispitivanje osetljivosti na antibiotike je e#eno automatizovanim VITEK 2 sistemom za
brzu izradu testa osetljivosti (VITEK 2, bioMerieukrancuska). Ispitana je osetljivost na 19
antibiotika (benzilpenicilin, amoksicilin, cefotaks ceftriakson, imipenem, levofloksacin,
moksifloksacin, ofloksacin, sparfloksacin, eritrami telitromicin, pristinamicin, kvinopristin —
dalfopristin, linezolid, vankomicin, tetraciklin, Idramfenikol, rifampicin, trimetoprim —
sulfametoksazol) koriStenjem kartica AST-P576 preopautstvu proizvdaca (bioMerieux,

Francuska). Kao referentni soj u testovima osetdjivie kori€enS.pneumonia@TCC 49619

Rezultati osetljivosti su turdani u skladu sa preporukama CLSI iz 2013. godimem@
navedenim preporukama definisane su é&deli granéne vrednosti minimalnih inhibitornih
koncentracija penicilina i cefalosporina d&eegeneracije za sojeve pneumokoka izolovane iz
likvora i/ili krvi pacijenata sa dijagnozom menitiga (tzv.meningealni sojevi - MS) i sojeve

izolovane od osoba sa drugim dijagnozama pneumakdiaesti (tzv. nemeningelani sojevi -
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NMS). Granéne vrednosti penicilina za MS su<8,06 pg/ml, R>2 pg/ml, a za NMS su: &
png/ml, R>8 pg), dok su za cefalosporinedeegeneracije graéme vrednosti za MS bile €,5
pg/ml, R>2 pg/ml, a za NMS 81 pg/ml, R>4 pg/ml.

Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentraei{fMIK) penicilina i cefotaksima su potiene
kombinovanim difuziono-dilucionim metodom antibiagra, poméu E test traka na dim
opisan u poglavlju 3.2.2. Rezultati su interpretinaa dva néna: u skladu sa CLSI standardom,
2013., koji se i dalje koristi u nasoj zemlji, ivecini zemalja, kao i sa standardom EUCAST
(engl European Committee on Antimicrobial Susceptipiliesting) iz 2013. godine, koji je od

skoro preporten kao standard za evropske zemlje (325).

3.4 Detekcija gena rezistencije na makrolide, PCR metodom

Geni rezistencije na eritromicirmB i mefA, kod izolovanih sojeva pneumokoka su
detektovani reakcijom l&anog umnozavanja (PCR) prema protokolu Farrells®,(268, 318,
320, 326, 327). Za vizualizaciju dobijenih produkae upotreblien metod horizontalne
elektroforeze u agaroznom gelu kao i UV transiluaon (Kodak Gel Logic 200 Imaging
System, SAD). Kori&n je sistem za fotodokumentaciju (Kodak, 1D 348Dy

3.4.1 Izolacija i kvantitacija DNK

Izolacija i kvantitacija DNK su udane metodom terke ektsrakcije, odnosno

spektrofotometrijskim merenjem opisanim u pogladja.2.

3.4.2 Prajmeri koji su koris¢eni za umnozavanje gena rezistencije pneumokoka na
makrolidne antibiotike

Geni koji determiniSu rezistenciju na makrelithefAi ermB su detektovani PCR metodom,
koris¢enjem prajmeraije su sekvence prethodno objavljene (326) (TaBgla
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Tabela 3: Prajmeri koji su koriS¢eni za umnozavanje gena rezistencije na eritromicirPCR
metodom

Prajmer Sekvencadd’ Produkt (bp) Referenca
mefAFw 5TATGGGCAGGGCAAGCAGTATC3 202 Farredlt al.(2001)
mefARev 5TCRGCACCAATCATTATCTTCTTC3

ermBFw 5TTTTGAAAGCCATGCGTCTGA3’ 201 Farredit al.(2001)

ermBRev S’ATCTGTGGTATGGCGGGTAAGTTS

3.4.3 Protokol za izvodenje reakcije lancanog umnozavanja mefA i ermB gena

Za izvaenje reakcije latanog umnoZzavanja, koégne su sterilne plagtie mikroepruvete,
Cija zapremina iznosi 0,2 ml (Eppendorf, Netke). Reakcionu smeSu swsgavali Taqg PCR
MasterMix zapremine 1l (Qiagen, Neméka), po 2ul 20 uM rastvora odgovaragih prajmera
(Invitrogen, SAD), 5ul bakterijiske DNK i 4 ul dejonizovane vode (Qiagen, Netka).
Zapremina reakcione smeSe je iznosilauR3J reakcionu smesSu negativne kontrole dodavana je
odgovarajda zapremina destilovane vode umesto bakterijske DRBzitivhu kontrolu je
predstavljao uzorakiji je odgovarajéi amplikon, prethodno veumnozen PCR metodom i

naknadno vizualizovan.

Mikroepruvete sa reakcionim smeSama su stavlja termoblok aparata (Mastercycler
Gradient, Eppendorf).

Temperature topljenjeerigl. melting temparature, TM) prajmera su atnee na osnovu
duzine sekvenci i procentualne zastupljenosti ¢girli nukleotida, korigenjem Perlprimer
programa. U zavisnosti od TM Fw i Rev prajmeraagtizana je temperatura vezivanja prajmera
(engl. annealing temperature, TA) koja je kéega u protokolima za PCR (TA~TM-5°C).
Koris¢enjem web servera OligoCalc proverena je eventualedusobna komplementarnost

prajmera.
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Amplifikacija se odvijala pod sleéien uslovima: inicijalna denaturacija je izvedena na
temperaturi od 95°C u trajanju od 10 minuta,¢prea sa 40 ciklusa koji su se sastojali od
denaturacije na temperaturi od 95°C u trajanjueldusdi, reakcije vezivanja prajmera na 59°C u
trajanju od 30 sekundi i elongacije na 72°C u tfpjaod 30 sekundi. Finalna elongacija je

izvedena na temperaturi od 72°C u trajanju od lfutai

3.4.4 Elektroforeza u agaroznom gelu

Elektroforetsko razdvajanje PCR produkata,osaovu vekiine produkta i naelektrisanja,
obavljeno je u 1,5% agaroznom gelu. SmesSa TAE py#®@mM TRIS, 20 mM stetne kiseline,
1 mM EDTA, pH7,6) i agaroze je viSe puta kuvandadte klju¢anja radi homogenizacije, a do
postizanja bezbojnosti. Udeu agarozu je sipan 0,01% etidijum bromid, intarkgica boja,
radi vizualizacije produkta. SmeSa je zatim razieva kalup za gel, u koji je prethodnéviséen
plastini ¢eSalj, koji sluzi za formiranje bunaéa. Nakon stezanja gel&eSalj je vden, a ceo
sistem unoSen u kadicu za elektroforezu u kojugarsTAE pufer do gratine linije. Bunagiéi
su punjeni mesavinom @ PCR produkta i 2 10X pufera za punjenje2(igl loading buffer),
odnosno rastvora bromfenol plavog (Fermentas, SRDjed ispitivanih PCR produkata na gel
je nanoSen i DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNAdea plus, Fermentas, SAD), odnosno
smeSa DNK fragmenata poznatih ¢ela (engl. ladder) u zapremini odh. Elektroforeza je

obavljana pri naponu struje od 100V u trajanju Ochi.

3.4.5 Vizualizacija PCR produkata

Vizualizacija je obavljana prosvetljavanjemoya kori€enjem UV transiluminatora (Kodak
Gel Logic 200 Imaging System, SAD). Pojava trakeyaxdrajideg broja baznih parova
ukazivala je na postojanje datog gena u ispitivanaorku, a odsustvo trake nepostojanje istog.
Sistem za fotodokumentaciju (Kodak, 1D 3.6, SADkgeis¢en za slikanje gelova i skladiStenje
dobijenih fotografija.
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3.5 Statisticka obrada rezultata

U statisttkoj obradi rezultata koré&ne su metode deskriptivne statistike. Za procenu
zn&ajnosti razlike kori€&en je Hi kvadrat test. Statiski znatajnom razlikom smatralo se P

manje od 0,05, a visoko statiti znatajnom razlikom smatralo se P manje od 0,01

4 REZULTATIISTRAZIVANJA

4.1 Osnovne osobine uzorka

U periodu od januara 2010. do decembra 20&@ing je u Srbiji, u laboratorijama koje su
ucestvovale u slanju MRSP izolovano ukupno 958 (I®&zivnih i 783 neinvazivnih) sojeva
S.pneumoniaeOd toga je 326 (34%) bilo rezistento na makrol{#RSP). Od ukupno 175
invazivnih izolata, 48 (27,4%) je bilo rezistentna makrolide, dok je od 783 neinvazivnih
izolata, 278 (35,5%) bilo MRSP. V& westalost MRSP sojeva e neinvazivnim u odnosu na
invazivne materijale je bila statigki znasajna §°=4,2; df=1; p=0,04). Od ukupno 958 sojeva,
pedijatrijskih je bilo 686, odega je 247 sojeva (36%) bilo MRSP. Broj uzorakaijeath od
odraslih pacijenata je iznosio 272, dnekojima je rezistentnih na makrolide bilo 79 (29%gca
ucestalost MRSP sojeva dobijenih od pedijatrijskiltijgmata u odnosu na sojeve dobijene od
odraslih je bila statistki znatajna Q2:4,15;df:1; p=0,04) (tabela 4).

Tabela 4: Eestalost izolacije sojevé.pneumoniae u odnosu na vrstu materijala i uzrast

neinvazivni invazivni
Uzrast MSSP MRSP MSSP MRSP ukupno
n % n % n
Deca 378 74,9 224 80,6 61
Odrasli 127 25,1 54 19,4 66
Ukupno 505 100,0 278 100,0 127

Ovo istrazivanje je obuhvatilo ispitivanje &ipskih i genotipskih osobina 326 sojeva
pneumokoka rezistentnih na makrolide. Od toga j&%2izolovano sa teritorije Vojvodine,
62,8% sa poditla grada Beograda, dok je 4,7% izolata poticaldabmratorija iz centralne
Srbije (grafikon 1).
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Grafikon 1: Teritorijalna raspodela izolovanih sojeva
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Srbija 5%

\

Vojvodina
32%

Procentualna zastupljenost sojeva po uzraspwlu je prikazana u Tabeli 5. Sojevi
S.pneumoniaeezistentni na makrolide su bili tri putae&e izolovani od dece (< 18 godina) u
odnosu na odrasle osobe. Odnosimpolovima pacijenata od kojih su dobijeni uzoeihio
podjednak.

Tabela 5: Demografske karakteristike pacijenata kodkojih su izolovani sojevi MRSP

Karakteristika Podaci

Uzrast N %
Deca 247 75,8
Odrasli 79 24,2
Pol N %
Muski 164 50,3
Zenski 161 49,4

Od 278 neinvazivnih izolata, na§vebroj (226) je poticao iz gornjih delova repiraiog
trakta - brisa nosa i sekreta sinusa, kao i izjgpgli srednjeg uha, dok je iz donjih disajnih
puteva (sputuma i bronhoalveolarnog materijala)ozano 44 soja. U brisu konjunktive je
naieno 7 sojeva MRSP, a u brisu vulve jedan. Od 48ziwih sojeva, 26 (54,2%) je izolovano
iz krvi, 19 (39,6%) iz likvora, a svega 3 (6,2%)isalovana iz pleuralnih punktata.
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Analiza zastupljenosti pojedinin materijalaeqma uzrastu je pokazala da su dme
neinvazivnim materijalima dominirali uzorci izolavieod dece. Oni séinili 80,6% (224 od 278)
svih neinvazivnih izolata, odnosno 90,7% (224 od)24 svih pedijatrijskih MRSP sojeva.
Preostalih 19,4% (54 od 278) neinvazivnih sojeva@ovano od odraslih, Sto je predstavljalo
68,3% dela adultne kolekcije MRSP. Od 48 invazivMiRSP sojeva, 47,9% (23) je izolovano
od dece, a 52,1% (25) od odraslih. Invazivriijlézolati su ¢inili 9,3% kolekcije pedijatrijskih
MRSP, dok je 25 invazivnih sojeva izolovanih odaslih pacijenata predstavljalo 31,5% svih
adultnih MRSP izolata (grafikon 2).

Grafikon 2: U ¢estalost vrste materijala u odnosu na uzrast izrazeu procentima

= deca = odrasli

Od 326 sojeva, dva soja su bila rezistentnaptahin, dok su ostali bili osetljivi. Miitim,
svi su lizirali u prisustvu dezoksiholata. Kod své#8 invazivnih sojeva pneumokoka je

identifikacija potvitena detekcijontytA gena, metodom PCR (slika 6).
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Slika 6: Gel elektroforeza u agaroznom gelu; detekja IytAgena kod MRSP sojeva PCR
metodom

1000bp

308bp

Traka 1- DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNA Ladder plusiientas);
Traka 2- negativna kontrola

Traka 3- pozitivha kontrola z#tA gen ;

Trake 4 i 5 pozitivni uzorci zdytA gen;

Traka 6- negativan uzorak ZgtA gen

4.2 Fenotipovi rezistencije na makrolide sojeva Streptococcus pneumoniae
izolovanih u Srbiji

Dominantan fenotip makrolidne rezistencijedmanaliziranim MRSP izolatima je bio MLS
koji je identifikovan kod 256 (78,5%) sojeva. M t#ip je bio zastupljen kod 70 (21,5%) sojeva.
Medu sojevima sa ML§fenotipom, 241 (73,9%) je ispoljio konstitutivnil@ fenotip, dok je D
zona oko diska klindamicina, ozfma kao inducibilni MLS fenotip detektovana kod sxelpb
(4,6%) sojeva (grafikon 3).
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Grafikon 3: Zastupljenost fenotipova rezistencije meumokoka na makrolide

MLS, fenotip je dominirao u obe uzrasne grupe (78,5%kupnom uzorku). Maéutim,
zastupljenost ML fenotipa je bila zn&jno ¢ceka kod dece (83,0%) u odnosu na odrasle
pacijenate (64,6%), dok je M fenotip bio znatnoevigstupljen kod odraslih (35,4%) nego kod
dece (17%) i ova razlika je statidti visoko signifikantna ?=12,07; df=1; p=0,001).
Prevalencija ML$ fenotipa je bila priblizno jednaka e invazivnim (77,1%) i neinvazivnim
izolatima (78,7%). Takie je i M fenotip bio podjednako zastupljen kod nvaih (22,9%) i
neinvazivnih izolata (21,3%) (tabela 6).

Tabela 6: Distribucija fenotipova rezistencije MRSPmedu invazivnim (n=48) i
neinvazivnim (n=278) sojevima pneumokoka izolovam od dece i odraslih

Deca (n=247) Odrasli (n=79) Ukupno
Fenotip Invazivni Neinvazivni Invazivni Neinvazivni ")
(n) (n) (n) (n)
cMLS 16 178 17 30 241
iMLS 1 10 3 1 15
M 6 36 5 23 70
Ukupno 23 224 25 54 326
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Sojevi sa ML§ fenotipom rezistencije na makrolide su se odliklovagsokim stepenom
rezistencije na eritromicin, ptiemu je vrednost Ml iznosila>256 pg/ml. Véina sojeva sa
MLSy fenotipom je bila rezistentna i na klindamicinysadnosu MIKs, >256 pg/ml. NajviSe
vrednosti MIK klindamicina su imali sojevi sa cMLi8notipom. Od 15 sojeva sa inducibilnom
MLS rezistencijom pet je bilo osetljivo na klindasim, dok su ostali bili rezistentni na ovaj

antibiotik. Vrednost MIK,klindamicina za sojeve sa IMLS fenotipom je bil& fg/ml.

Sojevi sa M fenotipom rezistencije na makmlidu se odlikovali umerenim stepenom
rezistencije na eritromicin, pgdemu je vrednost MIl iznosila 4 pg/ml. Svi sojevi sa M

fenotipom su bili osetljivi na klindamicin sa vremiu MIK s, od 0,25 pg/ml (tabela 7).

Tabela 7: Distribucija fenotipova rezistencije na nakrolide i vrednosti MIK eritromicina i
klindamicina

Fenotip n (%) Antibiotik MIK (ng/mi)
Rang 50% 90%

Eritromicin 4>256 >256 >256
cMLS 241 (73,9)

Klindamicin 4->256 >256 >256

Eritromicin 1>256 >256 >256
iMLS 15 (4,6)

. . 0,064-

Klindamicin 2256 0,5 48

Eritromicin 2>256 4 12
M 70 (21,5)

Klindamicin 0.016-0.25| 0.25 0.25
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4.3 Genotipovirezistencije na makrolide kod sojeva Streptococcus
pneumoniae izolovanih u Srbiji

Od ukupno ispitanih 326 MRSP sojelermB gen (slika 7)e identifikovan kod256 sojeva
(78,5%), dok je prisustvimefAgena (slika ) dokazano kod 213 (65,3%) sojeva

Slika 7: Gel elektroforeza u agaroznom gelu; detekcijermBgena kod MRSP sojeva PCk
metodom

— 1000bp
= 500bp
J— 201bp

Traka 1- negativna kontrola zarmE gen
Traka 2- pozitivna kontrola zarmE gen
Traka 3— pozitivan uzorak

Traka 4- DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNA Ladder plusnfemtas
Traka 5- negativan uzorak
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Slika 8: Gel elektroforeza u agaroznom gelu; detekia mefA gena kod MRSP sojeva PCR

metodom

i -
—
[e—
—
j—
— -
— -
— -
— -

11

Traka 1- pozitivha kontrola zanefAgen
Traka 2 — negativna kontrola m@efAgen

Trake 3-7 19 — pozitivni uzorci

Traka 8 - DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNA Ladudes, Fermentas)

Kod svih 70 sojeva sa M fenotipom je identfilan samanefAgen (21,3%). Kod svih 256

sojeva koji su imali ML§ fenotip je dokazano prisustvermB gena (slika 8). Prisustvo samo

ermBgena je dokazano kod 113 (34,7 %) izolata. Prisaba gena rezistencijerfnB+mefA je

potvrdeno kod 143 (43,9%) izolata. Svi sojevi kod kojihmotvidena oba gena rezistencije su

imali MLS,, fenotip (tabela 8).

Tabela 8: Distribucija gena rezistencije kod 326 @tanih MRSP

Fenotipovi samoermB samomefA ermB + mefA
cMLS 104 0 137
iIMLS 9 0 6

M 0 70 0
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Sojevi koji poseduju oba ispitivana gerexniBi mefA ¢eXe su bili prisutni kod dece
(49,0%) u odnosu na uzorke dobijene od odraslih8@y i ova razlika je statiski visoko
signifikantna £°=10,863;df=1; p=0,001). Izolati koji poseduju oba ispitivana geran(B i
mefA su ce&e bili prisutni méu neinvazivnim (47,1%) nego me invazivnim uzorcima
(25,0%) i ova razlika je statigkii visoko signifiknatnay’=8,135;df=1; p=0,004).

4.4 Ucestalost rezistencije sojeva MRSP na druge antibiotike u Srbiji

Osetljivost MRSP sojeva na penicilin i cefatiak je ispitana automatizovanim sistemom
(VITEK) i E testom. Interpertacija rezultata osgtjsti na penicilin i cefotaksim je analizirana
koris¢enjem dva kriterijuma: CLSI (2013) i EUCAST (2013).

Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentraipenicilina su se kretale od 0,016 pg/ml do 12
pg/ml. Vrednost MIKqpenicilina je iznosila 0,75 pg/ml dok je vrednosikidpiznosila 3 pg/mil.
Na grafikonu 4 je prikazana zastupljenost vredrd#t penicilina kod svih analiziranih sojeva.

Grafikon 4: Distribucija vrednosti MIK penicilina M RSP sojeva (n=326)
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Tabela 9: Grani¢ne vrednosti MIK penicilina prema kriterijumima CLS | i EUCAST za
2013.godinu

CLSI EUCAST
Poreklo izolata MIK(pug/ml MIK(ug/ml)
pneumokoka S | R S R
Pacljenti sa <0,06 - | =012 | <006 | >0,06
meningitisom
Pacijenti sa infekcijama <2 4 -8 <1* >1
drugih sistema i organa - - -

*granicne vrednosti se odnose na doziranje od 2,49 4gneano ili 1,2g 6 puta dnevno

Kada smo koristili kriterjume CLSI za 20130dy (tabela 9), nasSli smo da je dneMRSP
sojevima bilo 52 od ukupno 326 (16%) intermedijarosetljivin i rezistentnih (penicilin
neosetljivih sojeva pneumokoka - PNSP), dok je (8#6) sojeva bilo osetljivo. Od 52 PNSP,
34 (65,4%) izolata su bila umereno osetljiva naig@km, dok je visok nivo rezistencije imalo
svega 18 (34,6%) sojeva, $fiai 5,82% celokupnog uzorka (grafikon 5).

Grafikon 5: Zastupljenost rezistencije MRSP sojevana penicilin prema kriterijumima
CLSI

W Osetljivi B Umereno osetljivi @ Visoko rezistentni
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Visi nivo neosetljivosti na penicilin je bprisutan kod dece (17,8%) u odnosu na odrasle
(10,1%) ali razlika nije bila statigki znatajna §°=1,887; df=1; p=0,17). Zastupljenost
rezistencije je bila w@ meiu invazivnim u odnosu na neinvazivne sojeve, iikazje bila
statisticki znasajna §°=37,491;df=1; p=0,000). Tako su od 48 invazivnih izolata, 22 (45,8%)
izolata bila penicilin neosetljiva, dok je od 278imvazivnih sojeva 30 (10,8%) njih pokazivalo
smanjenu osetljivost na penicilin. Meinvazivnim izolatima, zri@jno visi stepen neosetljivosti
na penicilin je bio prisutan nda izolatima dobijenim iz likvora (89,47%) u odnosa izolate
dobijene iz krvi (19,2%) (grafikon 6). Izolati kgposeduju oba gena rezistencigeniB + mefA
su ¢e&e prisutni kod PNSP (CLSI kriterijumu) (50,0%) nekod sojeva koji su osetljivi na

penicilin (42,7%) ali ova razlika nije statigti znatajna.

Grafikon 6: Neosetljivost na penicilin MRSP prema vsti materijala, CLSI
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S obzirom da su graime vrednosti prema kriterijumima EUCAST restrikijenu odnosu na
CLSI, prilikom ispitivanja osetljivosti na peniailj koriStene su gratme vrednosti kojima se
postiZze skno doziranje. Naime doze od 2,4 gm 4 puta dnevrib2l gm 6 puta dnevno prema
kriterjumima EUCAST odgovaraju dozi od 2 milionadjnica 6 puta dnevno prema
kriterjumima CLSI (328). KoriStenjem dozama pritdgnim grantnih vrednosti (tabela 9),
prema kriterijumima EUCAST nd® MRSP je destalost penicilin neosetljivih sojeva
pneumokoka (PNSP) iznosila 39%, dok je 61% izolaka osetljivo. ViSi nivo rezistencije na
penicilin je bio prisutan kod dece (46,6%) u odnonalwodrasle (15,2%) a razlika je bila statisti
visoko signifikantna y¢=24,767;df=1; p<0,000 ).

Zastupljenost rezistencije je bilacaemeiu invazivnim (54,2%) u odnosu na neinvazivne
(36,3%) izolate i razlika je bila statisti znatajna §°=5,476;df=1; p=0,019).Medu invazivnim
izolatima je, kao i u prethodnoj analizi (CLSI),orea visok stepen neosetljivosti na penicilin je
bio prisutan méu izolatima dobijenim iz likvora (89,47%).

Tabela 10: Razlike u interpretaciji rezistencije iolata MRSP na penicilin prilikom
koriSéenja dva razli¢ita standarda (CLSI i EUCAST) za 2013. godinu

Penicilin neosetljivi sojevi
Kriterijumn CLSI EUCAST Diskrepanca
% N % n %

Deca 17,8 44 46,6 115 28,8 (,very major*)
Odrasli 10,1 8 15,2 12 51 (,minor®)
Invazivni 45,8 22 54,2 26 8,4 (,minor®)
Neinvazivni 10,8 30 36,3 101 25,5 (,very major’
Ukupno 16 52 39 127 23 (,major®)

NeusaglasSenost izrde kategorija osetljivosti, odnosno rezistencije penicilin, dobijenih
prema kriterijumima CLSI u odnosu na EUCAST je MBRSP iznosila 23%, Sto predstavlja tzv.
»-major* diskrepancu (16<25%) (tabela 10) (328).
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Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentraxi{MIK) cefotaksima su se kretale od 0,025
pa/ml do 2 pg/ml. Vrednost Mlg cefotaksima je bila 0,5 pg/ml, dok je vrednost Mylgnosila
1 pg/ml. Zastupljenost vrednosti MIK cefotaksimajé&azana na grafikonu 7.

Grafikon 7: Distribucija vrednosti MIK cefotaksima kod MRSP sojeva
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Tabela 11: Granine vrednosti MIK cefotaksima prema kriterijumima CL Sl i EUCAST za
2013. god.

_ CLSI EUCAST
Poreklo izolata MIK (ug/ml MIK (ug/ml)
pneumokoka S | R S R
Pacijenti sa <05 1 >2 <0,5 >0,5
meningitisom
Pacijenti sa infekcijama <1 2 >4 <05 >0.5
drugih sistema i organa B _ — ’

Kada smo Kkoristili kriterjume CLSI za 201godinu (tabela 11), naSli smo da jgestalost

rezistencije MRSP na ite generaciju cefalosporina (cefotaksim i ceftriaksznosila 6,5%.
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Razlika u rezistenciji mi izolatima dobijenim od dece (5,9%) u odnosu nasld (8,3%) nije
bila statistéki znasajna §°=0,437;df=1; p=0,509. Utestalost sojeva neosetljivih na cefotaksim
je bila ve&a metu invazivnim (25,5%) nego nda neinvazivnim izolatima (2%) i ova razlika je
bila statisttki visoko zn&ajna §°=34,592; df=1; p<0,000). Visok nivo neosetljivosti na
cefotaksim je bio prisutan nie izolatima dobijenim iz likvora (52,63%). Sa drug&ane,

zastupljenost sojeva osetljivin na cefotaksim lazanih iz krvi je iznosila svega 8%.

Prema kriterjumima EUCAST, rde MRSP je destalost sojeva neosetljivih na cefotaksim
iznosila 29,4%, dok je 70,6% izolata bilo osetljiwgSi nivo rezistencije na cefotaksim je bio
prisutan kod dece (34%) u odnosu na odrasle (15®%)jai razlika je bila statisti visoko
signifikantna ¢?=7,941;df=1; p=0,009. U&estalost rezistencije na cefalosporinéérgeneracije
je bila statistiki znatajno vea (°=13,060;df=1; p<0,00]) meaiu invazivnim (51,1%) u odnosu
na neinvazivne (24,4%) izolaté/isok stepen neosetljivosti na cefotaksim je, kadod
interpretacije prema kriterijumima CLSI, bio priaot m&u izolatima dobijenim iz likvora
(47,36%). Méutim, kada su koré&ni kriterijumi po EUCAST-u, rezistencija sojevaliavanih

iz krvi je bila znatno véa nego kod interpretacije po CLS i iznosil&g 52%.

Diskrepanca iznd@ vrednosti koje definiSu osetljivost, dobijenirepra kriterijumima CLSI
u odnosu na EUCAST je kod cefotaksima iznosila #2,%to se kategorizuje kao velika
(,major*) diskrepancax25%) (tabela 12) (332).

Tabela 12: Razlike u interpretaciji neosetljivostiizolata MRSP na cefotaksim prilikom
koriSéenja dva razli¢ita standarda (CLSI i EUCAST) za 2013.godinu

Cefotaksim neosetljivi sojevi
Kriterijum CLSI EUCAST Diskrepanca
% N % n %

Deca 59 11 34 64 28,1 (,very major*)
Odrasili 8,3 5 15 9 6,7 (,minor®)
Invazivni 25,5 12 51,1 24 25,6 (,very major®)
Neinvazivni 2 4 24,4 49 24,2 (,major")
Ukupno 6,5 16 29,4 73 22,9 (,, major*)

Prema kriterijumima CLSI, 25,5% MRSP sojevabj® rezistentno na amoksicilin (tabela
13). Zastupljenost neosetljivosti na amoksicilinbja veta kod invazivnih (34%) u odnosu na
neinvazivne (23,6%) izolate, ali razlika nije b#eatistiki znasajna §°=2,219;df=1; p=0,136).
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Ucestalost amoksicilin neosetljivih sojevadaedecom (29,5%) je bila ¢a u odnosu na odrasle
(10,9%) i ova razlika je bila statigki visoko zna&ajna §*=7,850;df=1; p=0,005).

Meaiu MRSP smo nasli 81,3% rezistentnih na tetracik(tadela 13). D&ji izolati su bili
statisteki znaajno ce&e rezistentni na ovaj antibiotik u odnosu na izoladl odraslih pacijenata
(x’=4,996;df=1; p=0,025). Takaie su i neinvazivni izolati bili rezistentniji nattaciklin (84,7
%) u odnosu na invazivne (66,7 %) i ova razlikaije visoko statistiki signifikantna {*=8,347;
df=1; p=0,004).

Rezistencija na trimetoprim-sulfametoksazakjeosila 74,3%. Ovi sojevi su bili znatno vise
prisutni kod dece (79,2%) u odnosu na odrasle % 4ova razlika je bila visoko statigki
signifikantna  §°=11,820; df=1; p=0,001). Ucestalost rezistencije na trimetoprim-
sulfametoksazol je bila ¢a meiu neinvazivnim izolatima (75,1%) u odnosu na invaei
(70,8%) ali razlika nije bila statiski znasajna §°=0,376;df=1; p=0,540).

Meiu izolatima MRSP udruZzenu rezistenciju na penigiltetraciklin i trimetoprim-
sulfametoksazol je ispoljilo 15,6% sojeva. Multisgentni (MDR) sojevi su bili visoko
statisttki (X2:8,310;df:1; p=0,004) viSe zastupljeni m#u invazivnim (29,2%) nego nia
neinvazivnim izolatima (12,4%). Multirezistencija statisttki znatajno bili zastupljenija kod
dece (17,7%) u odnosu na odrasle (7,4%)%3,461;df=1; p=0,043).Medu sojevima sa MLS
fenotipom, u@estalost istovremene rezistencije na penicilin,adétin i trimetoprim-
sulfametoksazol je iznosila 16,3%, a kod sojevMdanotipom 12,2%, ali ova razlika nije bila

statisttki znaajna.

Meiu sojevima pneumokoka rezistentnim na makrolidépviemenu rezistenciju na
tetraciklin i trimetoprim/sulfametoksazol (multiistenti sojevi, MR) je ispoljilocak 66,1%
sojeva. Zastupljenost istovremene rezistencije veatd antibiotika je bila statistki znatajno
(x°=15,836; df=1; p=0,000) veta kod pedijatrijske populacije (72,3%) u odnosu auasle
(43,6%) (grafikon 8)lako su ovi multirezistentni sojevi bili viSe zaglieni meiu neinvazivnim
izolatima (68,4%) u odnosu na invazivne (56,3%)lika nije bila statistiki znatajna.
Zastupljenost istovremene rezistencije na tetraciktrimetoprim-sulfametoksazol je bila &ee
kod sojeva sa MLS fenotipom (73,1%), nego kod sogv M fenotipom (36,7%) i ova razlika je
bila visoko statistiki znaajna §*=23,391;df=1; p<0,000. Izolati koji istovremeno nose oba
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gena rezistencijeermBi mefA suce&e prisutni mdu multirezistentnim sojevima (tetraciklin,
trimetoprim-sulfametoksazol) (58,2%) u odnosu ng\s® osetljive na ova dva leka (17,2%) i
ova razlika je statistki visoko signifikantnay’*=39,13;df=1; p<0,001).

Grafikon 8: Razlike u rezistenciji MRSP prema uzragu (%)
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Rezistencija na hloramfenikol je iznosila,22b. Nema statistki znaiajne razlike u
zastupljenosti sojeva rezistentnih na hloramfenikatiu decom (21,9%) i odraslima (20,0%)
(x’=0,091; df=1; p=0,762). Ucestalost rezistencije je neznatno bilataveneiu neinvazivnim
izolatima (21,6%) u odnosu na invazivne (20,8 %z statistike zn&ajnosti (*=0,015;df=1;
p=0,903.
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Tabela 13: Westalost rezistencije i multirezistencije MRSP sojea prema uzrastu i vrsti

materijala

Rezistencija MRSP na| Statisit¢cka | Rezistencija MRSP na| Statisitcka

druge antibiotike (%) | zna¢ajnost | druge antibiotike (%) | znac¢ajnost

Antibiotik Ukcl:pn Deca| Odrasli p* Invazivni | Neinvazivni p*

Amoksicilin 255 | 29,5/ 10,9| 0,005 34 23,6 0,136
Tetraciklin 81,3 | 84,2 70,9 0,025 66,7 84,7 0,004
SXT 74,3 | 79,2 56,4 0,001 70,8 75,1 0,54
tetraciklin+SXT 66,1 | 72,3 | 43,6 0,000 56,3 68,4 0,108
pen+tet+SXT 156 | 17,7 7,4 0,043 29,2 12,4 0,004
Hloramfenikol 21,5 | 21,9| 20,0 0,762 20,8 21,6 0,903

*y2-test

Sa druge strane, skoro svi ispitivani sogvibili osetljivi na novije hinolone odnosno na
levofloksacin (99,6%), moksifloksacin (100%) i si@sacin (100%) (tabela 14). Zastupljenost
sojeva osetljivih na ofloksacin je iznosila 68,8%reostalin 31,2% sojeva su bili umereno

(87,9%) u odnosu na sojeve izolovane od dece (6baltazlika nije bila statistki znatajna.

Invazivni sojevi ofloksacina su bili stati&ti znasajno §*=21,153;df=1; p=0,000 vise osetljivi

(95,9%) u odnosu na neinvazivne (61,8%) (grafikpn 9
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Grafikon 9: Razlike u rezistenciji MRSP malu invazivnim i neinvazivnim izolatima (%)
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Tabela 14: Procentualna zastupljenost sojeva MRSP@ma kategorijama osetljivosti na
sve ispitujuée antibiotike; grani¢ne vrednosti prema kriteriumima CLSI iz 2013.godine

Osetljivo Intermedijerno | Rezistentno | Neosetljivo

Antibiotik % % % (I+R) %
Penicilin 84 10,2 5,8 16
Amoksicilin 74,5 15,7 9,8 25,5
Cefotaksim 93,5 4,5 2 6,5
Imipenem 97,3 1,95 0,75 2,7
Levofloksacin 99,6 0,4 0 0,4
Moksifloksacin 100 0 0 0
Ofloksacin 68,8 31,2 0 31,2
Sparfloksacin 100 0 0 0
Telitromicin 98,4 1,6 0 1,6
Pristinamicin 100 0 0 0
kvinupristin/dalfopristin 98,8 0,8 0,4 1,2
Linezolid 100 0 0 0
Vankomicin 100 0 0 0
Tetraciklin 18,7 0 81,3 81,3
Hloramfenikol 78,5 0 21,5 21,5
Rifampicin 100 0 0 0
Trimetoprim/sulfametoksazol 25,7 3,9 70,4 74,3
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Svi ispitivani sojevi MRSP su bili osetljivna vankomicin, linezolid, pristinamicin i
rifampicin, a najvéi broj izolata je pokazivao osetljivost i na imigen (97,3%), telitromicin
(98,4%) i kvinupristin-dalfopristin (98,8%) (talael4). Ipak, ne sme se zanematitjenica da
je u populaciji nasih MRSP bilo sojeva sa smanjeras@tljivofu na karbapeneme, ketolide i
streptogramine (grafikon 10).

Grafikon 10: Antimikrobni profil MRSP sojeva izolov anih u Srbiji
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4.5 Serotipizacija invazivnih sojeva MRSP

Serotipizacija je udena za sve invazivne sojeve (n=48). ddesojevima pneumokoka
rezistentnim na makrolide, izolovanim iz krvi i Wra, je bilo zastupljeno 12 raalih
serotipova: 19F, 14 ,6A ,23F ,6B ,3 ,19A, 8, 1268 ,123A i 31. Najzastupljeni serotipovi su bili
19F (25%) i 14 (23%), koji su bili prisutni kod peine svih invazivnih izolata, dok su sléde
po westalosti bili 6A (10,41%) i 23F (8,3%).
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Meu izolatima dobijenim od dece je bilo prisutno Sestlicitih serotipova: 19F, 14,
6A, 6B, 23F i 19A. Najzastupljeniji su bili seroby 19F i 14, koji su ndeni kod viSe od
polovine pedijatrijskih izolata (56,5%). Sl€d@o uwestalosti, 6A, 6B i 23F, su bili podjednako
zastupljeni - svaki je bio prisutan kod 13,63% d&al Samo je jedan &g soj ispoljio serotip
19A.

Kod odraslih je bila \é& distribucija serotipova nego kod dece.dMeMRSP je ndeno 11
razli¢itih serotipova: 19F, 14, 3, 6A, 19A, 8, 31, 23&F, 15B i 23F. Najzastupljeniji su tal®
bili serotipovi 19F (20%) i 14 (20%). Njihova zaglienost u celokupnom uzorku dobijenom od
odraslih osoba je iznosila 40%. Slédeo westalosti su bili serotipovi 3, 6A, 23A 1 19A, sa

izolata, dok je ostalih pet serotipova bilo zagenmd samo sa po jednim izolatom (tabela 15).

Tabela 15: Zastupljenost serotipova m&u invazivhim MRSP sojevima, prema uzrastu

Serotipovi Deca Odrasli Ukupno

3 0 2 2
6A 3 2 5
6B 3 0 3

8 0 1 1
12F 0 1 1
14 6 5 11
15B 0 1 1
19A 1 2 3
19F 7 5 12
23A 0 2 2
23F 3 1 4
31 0 1 1
NT 0 2 2

Ukupno 23 25 48

Medu izolatima dobijenim iz likvora su dominirali séimovi 19F, 14 i 23F; iz krvi serotipovi

19F i 14, dok su dva od tri soja iz pleuralnih puat& pripadala serotipu 3 (tabela 16).
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Tabela 16: Zastupljenost serotipova mgu invazivnim MRSP sojevima prema vrsti
materijala

Serotip Likvor Krv Pleuralni Ukupno
punktat

3 0 0 2 2
6A 2 3 0 5
6B 1 2 0 3
8 0 1 0 1
12F 0 1 0 1
14 4 7 0 11
15B 0 1 0 1
19A 0 3 0 3
19F 5 7 0 12
23A 1 1 0 2
23F 4 0 0 4
31 1 0 0 1
Netipibilan 1 0 1 2
Ukupno: 19 26 3 48

Meiu MRSP sojevima koji su istovremeno bili manje fisetna penicilin su dominirali
serotipovi 19F, 14 i 23F. Isti serotipovi su dege ispoljavali rezistenciju i na tetraciklin i
trimetoprim-sulfametoksazol. Od svih MRSP koji sippdali serotipu 19F, 58,3% sojeva je bilo
neosetljivo na penicilin, 100% na tetraciklin i 8% na trimetoprim-sulfametoksazol. Procenat
MRSP sojeva serotipa 14 koji su bili istovremennigtentni na penicilin je iznosio 45,45%;
54,5% sojeva ovog tipa je ispoljavalo rezistenogutetraciklin, dok j&€ak 100% bilo rezistentno

na trimetoprim-sulfametoksazol.

Sva 4 soja koji su ispoljili serotip 23F suli binultirezistentni, odnosno istovremeno
rezistentni na penicilin, tetraciklin i trimetoprisulfametoksazol. Sa druge strane, sojevi koji su

ispoljili serotip 6A su bili osetljivi na v@nu ispitujwcih antibiotika (tabela 17).
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Tabela 17: Rezistencija izolovanih serotipova MRSRa pojedine antibiotike

Antibiotici Pen amokgiCefo | imip | oflok | tetra hlor tri/suli
Serotipovi | Ukupno broj neosetljivih (I+R) izolata

19F 12 7 6 5 5 1 12 1 10
14 11 5 4 4 3 1 6 2 11
6A 5 2 0 0 0 0 0 0 0
23F 4 4 3 3 0 0 4 3 4
6B 3 2 0 0 0 0 2 2 2
19A 3 1 2 0 0 0 2 0 1

3 2 0 1 0 0 0 1 1 1
23A 2 0 0 0 0 0 2 2 2

8 1 0 0 0 0 0 1 0 0
12F 1 0 0 0 0 0 0 0 0
15B 1 0 0 0 0 0 1 0 0
31 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Serotipovi 19F i 14 nde su ispoljili iskljutivo MLSy, fenotip rezistencije na makrolide, dok
su svi serotipovi 6A ispoljili M fenotip. Zastuphest serotipova nde invazivnim MRSP
sojevima prema pojedinim fenotipovima je prikazartabeli 18.

Tabela 18: Zastupljenost serotipova invazivnin MRSFsojevima prema fenotipovima

Fenotipovi cMLS iIMLS M
Serotipovi ukupno Broj izolata

19F 12 12 0 0
14 11 10 1 0
6A 5 0 0 5
23F 4 2 0 2
6B 3 2 0 1
19A 3 1 2 0
3 2 1 1 0
23A 2 2 0 0
8 1 1 0 0
12F 1 1 0 0
15B 1 1 0 0
31 1 0 0 1
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Kod veéine izolata serotipa 19F je dokazano prisustvogsa rezistencije. Skoro svi sojevi
koji su ispoljili serotipove 14 i 19A su posedoviskljucivo ermBgen. Sa druge strane, kod svih
sojeva serotipa 6A je dokazano prisustvo samefA gena. Distribucija gena rezistencije u

odnosu na serotipove invazivnih izolata je prikazargrafikonu 11.

Grafikon 11: Distribucija gena rezistencije u odnos na serotipove invazivnih MRSP
izolata
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5 DISKUSIJA

5.1 Ucestalost rezistencije pneumokoka na makrolidne antibiotike u Srbiji

Streptococcus pneumoniaeauzima vodée mesto mdu bakterijskim uzrénicima
neinvazivnih bolesti respiratornog trakta, ali $kien, invazivnim bolestima, kao Sto su sepsa i
meningitis. Prepoznat je kao degi izaziva® vanbolntke pneumonije u svim uzrasnim
grupama, a smatra se i primarnim uzi@om akutnog zapaljenja srednjeg uha, posebno kod
male dece. U SAD je oko 31% AOM uzrokovano pneurkoke a incidenca iznosi 3 100 000
slitajeva godisnje (329  esto se, miutim, nalazi i kod rekurentnih i hramiih otitisa, obino u
kombinaciji sa drugim patogenima. Od 14,5 miliohacajeva oboljevanja od pneumokoknih
bolesti Sirom svetagak 95,6% su pneumonije (2). Prema podacima Svetskavstvene
organizacije, pneumonija je kod dece, Sirom swaidgi uzrok morbiditeta i mortaliteta. Svake
godine 156 miliona dece oboli od pneumonije, a b miliona dece mtke od 5 godina i umre
(330). Incidencija oboljevanja od pneumokokne pnenife globalno iznosi 2 228/100 000, a
stopa smrtnosti 15% (2). Od priblizno 4 miliona ¢glgva pneumonija u svim uzrasnim
grupama, koje se registruju godiSnje u SAD¢ese pneumokokne dovode do hospitalizacije.
Pneumokokne bolesti su odgovorne za 445 000 hdigpitga u SAD na godisnjem nivou (331).
lako znatno réa, invazivna pneumokokna oboljenja, od kojih sucesgp bakterijemija i
meningitis, predstavljaju i dalje veliki medicingkioblem. U SAD incidenca meningitisa iznosi
oko 2000 slaajeva na godiSnjem nivou (332). Stopa mortalitetalpB,7% (333), a i u
slitajevima izléenja kod 20% do 40% dece ostaju neuroloSke seK@d4). U zemljama u
kojima je uvedena obavezna vakcinacija protiv pnekoka je dosSlo do zwajnog pada
incidencije pneumokoknih meningitisa i drugih inkeh bolesti izazvanih ovom bakterijom
(335, 336). No, istrazivanja govore da u zemljama &to je naS&.pneumoniag i dalje vodeéi
izaziva bakterijskog meningitisa dece (337), s obzironselaakcinacija protiv pneumokoka ne

sprovodi sistematski, dok je u kalendaru obavemmenizacije vakcina protiv hemofilusa tipa B.

Antibiotici iz grupe makrolida se Sirom sveta mndgwiste u I€enju vanbolnikih infekcija
izazvanih pneumokokom. lIzrazit porast prevalenogeistencije pneumokoka na makrolide u

vecini zemalja je doveo do problema @éaju pneumokoknih infekcija (338).
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U naSem ispitivanju smo nasli da je ukupna renigfa pneumokoka na makrolide, u period
od 2010-2012. godine u Srbiji iznosila 34%. Ovonsaze smatrati visokom prevalencijom na
koju su ukazali i drugi autori. Prema podacima ksje objavili Gaj¢ i saradnici, smanjenu
osetljivost na makrolide ispoljava 36% invazivniijeva pneumokoka u Srbiji (339). Neznatno
bolja situacija je zabeleZzena u zemljama u regithtdrvatskoj je 28,6% izolata pneumokoka
rezistentno na makrolide (315, 340, 341). U Slovgmiucestalost rezistencije rde invazivnim
sojevima pneumokoka na makrolide 2007. godine in0k7%, (342). Prema poslednjim
podacima iz 2012. godine, u Sloveniji je 21,2% mivaih sojeva pneumokoka bilo rezistentno
na ove antibioitike (315). | u drugim evropskimnmd@ma je takde prisutan visok nivo
rezistencije pneumokoka na makrolidne antibiotikeema podacima EARS-Nedngl. European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network) i2012. godine, prosea rezistencija
invazivnih sojeva pneumokoka na makrolide u Eviepiznosila 14,6% a kretala se od 3,5% u
Litvaniji do 50% u Malti. U periodu od 2009-2012odjne je zn&ajan porast rezistencije
S.pneumoniaezabeleZen u Danskoj, Litvaniji, Italiji, Spaniji Velikoj Britaniji, dok je
signifikantan trend opadanja zabelezen u Finskbp)3Najnize stope rezistencije pneumokoka
na makrolide u Evropi su zabeleZene u severnim jaemal (Holandija 4,4%, Svedska 4,9%) a
najvise stope su zabeleZzene u mediteranskom igt@pom regionu (Rumunija 37,2%, lItalija
34,2%, Francuska 28,9%).

Pojava rezistencije pneumokoka na makrolatea od preetiri decenije. Prvi sojevi MRSP
su izolovani u Kanadi, a potom i u Francuskoj 19¢6dine (307-309). M#itim nivo
rezistencije je ostao nizak<%) Sirom sveta tokom sedamdesetih godina (308nihRa
osamdesetih visoka prevalencija pneumokoka, registg na eritromicin je detektovana doe
izolatima kliconoSa u Juznoj Africi (63%). Prevalga rezistencije pneumokoka e
invazivnim izolatima je u Juznoj Africi 1983. godiznosila 8,3% (343). U Francuskoj nije bilo
pneumokoka rezistentnih na makrolide pre 1976. mgndda bi taj procenat 1984. godine
dostigao 20%, a vesledée godine 26% (310). U Spaniji je zapaZen porassterije sa 0%
1979-1980. godine na 9,4% 1990. godine (308). Namewedesetih godina dolazi do brzog
porasta prevalencijee rezistencije na makrolide sétdovodi u vezu sa p@anom upotrebom,
posebno dugodelugth makrolida kao Sto su Klaritromicin i azitromici{314, 344-346). U

Francuskoj 1994. godine rezistencija pneumokokana&rolide dostizeeak 40,9% (310), a u
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Belgiji raste sa 11,5% koliko je iznosila 1988.316 1998. godine (347). Interesantno je da su
se u nekim zemljama smenjivali trendovi porastaadqva rezistencije pneumokoka na
makrolide. Tako je npr. u Portugalu u periodu o®4L9do 1998. godine neosetljivost na
eritromicin bila 7,1%, da bi potom porasla na 18,&%om narednih godina (2002-2004.god).
Nakon toga je u Portugalu zabeleZen trend opadanjb4,9% 2011. godine (348, 349) a zatim
opet porast na 18,5% 2012.godine (315). U periatld®/9-1984. godine u SAD rezistencija
S.pneumoniaena eritromicin se kretala od 0,3% do 6,3% (390¥nd porasta rezistencije je

zabeleZen i u drugim delovima sveta, kao Sto snal@drika i Kanada (300, 351-354).

Na brz porast prevalencije makrolidne rezisferpneumokoka 90-tih godina Sirom sveta su

ukazale brojne globalne studije.

Aleksandar projekakefigl Alexander Project) je sproveden u periodu od 12@20.godine,
sa cillem da se ispita antimikrobna osetljivostegjh uzrainika infekcija respiratornog trakta,
steenih u vanbolrikoj sredini €ngl. Community-acquired respiratory tract infections, RCAH)
kod odraslih osoba. Rezultati ovog projekta su pakada je globalni nivo rezistencije
invazivnih i neinvazivnih sojeva pneumokoka na noéike bio u rasponu od 16,5-21,9% tokom
1996-1997.godine, sa tendencijom rasta u naredrnemmodu — od 1998. do 2000. godine, na
24,6% (354). Rezultati su pokazali kontinuiranigsiri geografske varijacije kada je u pitanju
antimikrobna rezistencija, i ukazali na potrebupzepisivanjem adekvatne antibiotske terapije,

bazirane na lokalnim podacima o rezistenciji.

U SAD je od 2001-2004. godine sprovedena mkisma, longitudinalna studija ispitivanja
antimikrobne osetljivosti respiratornih patogenag mazivom PROTEKT USefgl. Prospective
Resistant Organism Tracking and Epidemiology far Ketolide Telithromycin in the United
States). Studija je dala podatke o prevalencijiistemcije na makrolide i mehanizmima
rezistencije méu izolatima pneumokoka, kao i o aktivnosti telitioma (355). U drugoj godini
ove studije (2001-2002.god) rezistencija pneumolekianosila 27,9% sa velikim varijacijama
medu regionima (najviSa vrednost 48,2%, a najniza wostl 15,2%). U periodu od 2001-2003.
godine rezistencija na eritromicin je iznosila 31&@ bi u periodu od 2003-2004. godine
neznatno porasla na 37,2% (356). Dalja ispitivasiya pokazala da se u SAD rezistencija
pneumokoka na makrolide odrzavala na nivou od 3@#ko je iznosila 2004-2005. godine, do

35 % tokom 2005-2006. godine (357-360). Bila jéava jugoistonom delu SAD (40%,) dok je
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na jugozapadu i severozapadu rezistencija iznokila25% (345, 360, 361). Prema rezultatima
prve tri godine (2008-2010.god) programa AWARIa{l. Assessing Worldwide Antimicrobial
Resistance Evaluation), rezistencija pneumokokariteomicin u SAD je iznosila 39,2% (362).
Podaci iz SENTRY dngl Antimicrobial Surveillance Program) studije zadper nad
rezistencijom bakterija na antimikrobne preparatgpgkazali da je rezistencija pneumokoka na
makrolide u SAD u 2011. godini dostigla 44,8% (363)

Nivo rezistencije pneumokoka na makrolide in&ai je nizi nego u Americi. Miitim, i u
Kanadi je zabelezen z¥san porast rezistencije pneumokoka na makrolite,s8 pokazali
rezultati dve studije. Studija CROS&@l.Canadian Respiratory Organism Susceptibility Study)
je sprovedena u periodu 1998-2006. godine, a n&ge studija CANWARD €ngl. Canadian
Ward Surveillance Study) koja je sprovedena od gamu2007. do decembra 2008.godine.
Rezultati su pokazali porast rezistencije sa 8%kége iznosila 1998. godine na 22%, koliko je
zabelezeno 2008. godine (364-366).

Sliéna situacija je prisutna i u zemljama Latinske AikeerU Argentini u periodu 2009-2010.
godina rezistencija sojeva pneumokoka izolovanildeck sa prvom epizodom AOM je iznosila
20,6% (367). U Brazilu je u periodu 2004-2005. gadprevalencija MRSP iznosila 15% (368).
Znatno viSa prevalencija rezistencije pneumokokd 3 je prisutna u Meksiku (369).

Armed projekatgngl The Antibitoic Resistance Surveillance & Conirothe Mediterranean
Region) je obuhvatio zemlje mediteranskog regionzenodu od 2003-2005. godine. Rezultati
su pokazali visok nivo rezistencije na makrolideaj\\sa prevalencija rezistencije je bila
zabeleZena na Malti 46%, Tunisu 39% i u Turskoj 16%®).

Prema podacima multicerttne studije za pkgnje antimikrobne rezistencije u Australiji, pod
nazivom AGAR éngl The Australian Group on Antimicrobial Resistandekom 2007. godine
rezistencija na makrolide rde invazivnim izolatima je iznosila 13,9% a dueneinvazivnim
izolatima 21,7% (371).

Podaci sa Bliskog istoka pokazuju regionalagjacije. U Iranu je tokom 2010-2011. godine
prevalencija MRSP bila visoka i iznosila 54% (37@pk je u Libanu 2008. godine iznosila
33,4% (373). Na aftkom kontinentu, u AlZiru je u periodu od 2005-20gbdine prevalencija
MRSP meu invazivnim izolatima bila 22% (374).
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Sa druge strane, zemlje Dalekog Istoka sungi@z po izuzetno visokoj rezistenciji
pneumokoka na eritromicin u Aziji. Prema podacinzysie ANSORP studijeepngl. Asian
Network for Surveillance of Resistant Pathogen®jalje ispitivala antimikrobnu osetljivost
rezistentnih patogena tokom 2008-2009. godine,gnasprevalencija rezistencije pneumokoka
na makrolide u Aziji je iznosila 72,7%. NajviSa paéencija od 96,4% je zabeleZena u Kini,
84,9% na Tajvanu i 80,7% u Vijetnamu (375). Sa drsigane, u Rusiji je znatno bolja situacija.
Prema najnovijim podacima (2009-2013.god)dmeeinvazivnim d&jim izolatima rezistencija

pneumokoka na makrolide u Rusiji iznosi 26% (376).

U zakljiku se moze k@ da nasi rezultati pokazuju da, u evropskim ustwyi Srbija, stino
susednim drzavama, pripada zemljama sa visokomalenesijom rezistencije pneumokoka na
makrolide. M@utim, globalno posmatrano, u odnosu na azijske jegei8bija pokazuje srednje
visoku prevalenciju rezistencije pneumokoka na mlédke. Tako da mozemo dieda se u Srbiji
makrolidi jo§ uvek mogu obazrivo koristiti ucknju pneumokoknih infekcija, u zavisnosti od

rezultata testa osetljivosti.

U naSoj studiji smo zapazili da su neinvaziswojevi bili rezistentniji na makrolide u odnosu
na invazivne. Méu sojevima izolovanih iz gornjih delova respiratogntrakta rezistencija je
iznosila 35,5%, dok je 27,4% sojeva izolovanih izi k likvora bilo neosetljivo na makrolide.
ViSi nivo rezistencije pneumokoka na makrolidedmn@einvazivnim izolatima su opisali i drugi
autori. Istrazivanje sprovedeno u Kanadi je pokazakliku u rezistenciji, sa ztéano viSim
nivoom rezistencije nd neinvazivnim izolatima (22,4%) u odnosu na invaei(14,6%) (264).
U nasoj studiji smo takie zapazili da su pedijatrijski sojevi bili rezisteifi na makrolide (36%)

u odnosu na sojeve dobijene od odraslih pacijef2®®). | istrazivanje sprovedeno u Portugalu
je pokazalo da se sojevi pneumokoka rezistentmritieomicin i klindamicin najeXe izoluju u
decijem uzrastu (348). Slovedla autori su takde pokazali da je viSi nivo rezistencije (17%)
prisutan méu pedijatrijskim izolatima (342). To su potvrdilrezultati ANSORP studije u Aziji.
Oni su nasli da je rezistencija na eritromicin é&@ao ce&e zastupljena nde sojevima
dobijenim od dece miee od 5 godina (44,8%) u odnosu na starije od 65ngo@1,5%). Méu
pedijatrijskim pacijentima mtim od 5 godina u Pekingu, tokom 2010. godine, denaja
MRSP je iznosila 96,4% (377). Rezultati studijeosyedene u Japanu, tale pokazuju da je
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rezistencijacese zastupljena kod dece nitaod 2 godine, kao i da je nivo rezistencije vrlo
visok. Naime, polovina izolata pneumokoka je inMdiK eritromicina veti od 16 pug/ml (378).

Jedan od najzdajnijih faktora koji doprinose nastanku i Sirengristencije pneumokoka na
makrolide je njihova preterana i neadekvatna upetré379, 380). Naime, prekomerna i
nekriticna upotreba antibiotika dovodi do selektivnhog pkidi i stvaranja rezistencije bakterija na
razlicite klase antibiotika (381). Drugi faktori rizikeazsticanje infekcije rezistentnim sojem
pneumokoka su uzrast pacijenta, ranija upotrebaohdé i istovremeno postojanje hrdnih i
teskih bolesti (382). Makrolidi su antibiotici, kau ¢esto korigeni u ambulantnim uslovima,
posebno za tenje infekcija disajnih puteva. Prekomerna upotrebitn antibiotika je upravo
najrasirenija u d&joj populaciji, buddi da su pneumokokne i uopSte respiratorne infekcije
najzastupljenije u toj uzrasnoj grupi. Néito se kao uzrok porasta rezistencije pneumokoka
navodi nekrittna upotreba dugodeluiln makrolida, kao Sto je azitromicin (338, 383).a4ne
potrosnje antibiotika pokazuju da su 2001. godir®2 wevropske zemlje makrolidinili 15% od
ukupne koltine potroSenih antibiotika (384). Slovenija je 1968dine u grupi od 17 evropskih
zemalja, zauzimala vode mesto po koréenju makrolida sa dugim dejstvom (azitromicin)
(385). Mnoge studije su pokazale povezanost @n@ekomerne upotrebe makrolida i razvoja
rezistencije pneumokoka (177, 306, 386-388). U gaiu je porast prevalencije MRSP u
periodu od 1994-2002. godine povezan sa favem upotrebom azitromicina u tom periodu
(383). S druge strane, na Islandu je, nakon smgnjapotrebe makrolida i trimetoprim-
sulfametoksazola za 30%, doSlo i do smanjenja @mtdge PNSP sa 20% na 13% u
cetvorogodisnjem periodu (389). U Kanadi je u periodl 1995-2002. godine sprovedena
prospektivna kohort studija na 3339 pacijenatangsazivnim pneumokoknim infekcijama koja je
ukazala na mogwe faktore rizika za sticanje pneumokoka rezistegptna makrolide (390).
Faktori rizika ukljiuju raniju upotrebu azitromicina, klaritromicinagrpcilina i trimetoprim-
sulfametoksazola. Istrazivanje kojim su obulera bolesnici sa pneumokoknom bakterijemijom
je pokazalo da je kod 24% pacijenata koji su uzinrakrolide, izolovan MRSP, dok je kod
pacijenata koji nisu uzimali makrolide izolovan gmeumokoka, koji je bio osetljiv (391).
Opisani su i smrtni stiajevi pneumokokne pneumonije nastali kao posledézastencije na
makrolide i monoterapije azitromicinom (392). &&m, da se za razvoj rezistencije

pneumokoka na makrolide ne moZze okriviti samo paete potroSnja ovih antibiotika, ukazuje
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primer Slovenije, u kojoj je, i pored smanjenja tipbe makrolida u periodu izre 1999-2007.
godine za 36%, doSlo do porasta rezistencije pnkak@na ove antibioitike sa 4,7% na 16,8%
(342). Cigledno je da na trendove izmene rezisten8jpneumoniaena makrolide, pored
povetane upotrebe ovih lekova, &ii i druge pojave, npr. propagacija rezistentnihn&ia i
serotipova pneumokoka. Klonalna diseminacija MRS#Pedinama kao 5to su bolnice, zatvori i
drugi kolektivi, je jedan od glavnih faktora kojoprinose Sirenju rezistencije pneumokoka na
makrolide. Ukupna populacija rezistentnog pneumaksk povéala sa dominacijom malog
broja klonova uspeSnih u prezivljavanju (393). Raeuanje genske osnove rezistencije
pomenutih klonova, sticanja i Sirenja rezistencipepze doprineti stvaranju strategije za

smanjenje transmisije multirezistentnih pneumokoka.

Do 2010. godine pacijenti u Srbiji su mogl kipuju antibiotike u apotekama bez lekarskog
recepta. U periodu od 1998-2008. godine dnevnodaina doza makrolida na 1000 stanovnika
(DDD/1000 stanovnika) je u Srbiji porasla sa 1,3 (394). DDD/1000 stanovnika na dan je
2009. godine iznosila 4,42255 a 2011. godine jeaglarna 4,76563 (395). Ovakav porast i
nekriticna potroSnja su posledica ulemja novijih makrolida kao Sto su azitromicin i
klaritromicin, koji se bolje podnose i imaju komfigu, jednodnevnu administraciju. lako ima
brojne prednosti u odnosu na eritromicin, zbog dugoluvremena eliminacije, rizik od nastanka
rezistencije i ukrstene rezistencije na druge makese povéava 2,7 puta. Kao posledica toga
selektuju se rezistentni sojevi (396). U AustraBu objavljeni radovi koji ukazuju da je
prekomerna upotreba azitromicina u cilju eradilkad¢ijphoma povezana sa selekcijom sojeva
pneumokoka rezistentnih na makrolide izolovanimaézofarinksa (397) i iz brisa konjunktive
(398).

Dakle, incidencija rezistencije pneumokokanmakrolide je veoma dinaima pojava. Zbog
toga je neophodno pranje incidencije MRSP u Srbiji da bi se ustanow li je doSlo do
promene testalosti rezistencije pneumokoka na makrolide.indede, na taj r@n moze

proceniti efekat novosprovedenih mera kontrole @iggnja antibiotika i njihove kupovine.
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5.2 Fenotipovii genotipovi rezistencije na makrolide sojeva S. pneumoniae

Poznato je da je rezistencija pneumokoka né&ratide nafeXe posredovana putem dva
glavna mehanizma, modifikacijom ciljnog mesta dalga leka i/ili aktivnim efluksom leka
(399). Navedeni mehanizmi rezistencije uzrokujwligvanje razlitin fenotipova rezistencije.
Postoje razlike u geografskoj distribuciji mehaniza rezistencije, odnosno MLSI M
fenotipova rezistencije pneumokoka (400).

Mi smo u naSem istrazivanju ustanovili dadmesojevima pneumokoka rezistentnim na
makrolide, izlovanim tokom trogodisSnjeg (januar @8decembar 2012.god) perioda u Srhiji,
dominira konstitutivni MLg fenotip. Skoro 80% naSih izolata pneumokoka jepeksralo
MLSy, fenotip, odnosno ukrStenu rezistenciju na makrollid&kozamide i streptogramine. Ovi
sojevi pokazuju visok stepen rezistencije na mateolsa vrednostima MIK eritromicina i
klindamicina iznad 256 pg/ml (401). &lie rezultate su, u skorasnjoj proSlosti, objavili i
italijanski autori, sa podacima da je 76,5% MRS#ata sakupljanih u periodu od 1998-2000.
godine ispoljilo cMLS fenotip (320). Primenom testeostruke difuzije, ustanovili smo da je
medu sojevima sa MLS rezistentncijom, 4,6% ispoljiducibilnu rezistenciju. Kod inducibilnog
MLS fenotipa vrednosti MIK klindamicina su bile kes (MIKsc=0,5 pg/ml), dok je MIK
eritromicina iznosia 256 pg/ml. U ovom istrazivanju smo koristili testostruke disk difuzije,
koji CLSI standard prepotuje kod beta hemolitkin streptokoka, ali ne daje smernice za
pneumokok. Ipak, ovaj test je prepden od strane EUCAST za detekciju inducibilne
rezistencije na klindamicin, koji se opisuje kactt@ntagonizma aktivnosti klindamicina,
posredovanog eritromicinom. Visoku osetljivost 88) ovog testa u detekciji induciblne MLS
rezistencije kod pneumokoka su potvrdili i Jorgensearadnici, koji su uporedno ispitali test
dvostruke difuzije, eriromicin — klindamicin bujdadest i PCR za detekcijarmBgena (402).
Ovi autori ukazuju na ziaj primene testa dvostruke difuzije, kojim bi spit@la inducibilna
rezistencija na klindamicin, s obzirom da je, kajesa sa IMLS, opisan razvoj konstitutivhe
rezistencije, tokom davanja klindamicina. Klindamise, u indikovanim skajevima, koristi u
lecenju pneumokoknih infekcija, posebno kod osobagaleih na penicilin, npr. kao druga ili

treca linija za terapiju infekcija kostiju i zglobovakutnog otitisa i sinusitisa, izazavnih ovom
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bakterijom a u kombinaciji sa rifampicinom, i kao profilakta terapija za prevenciju
pneumokoknog meningitsa u &ju epidemija (402).

MLSy fenotip rezistencije pneumokoka na makrolide jedpminantan i u Juznoafkioj
Republici, kao i u véni evropskih zemalja, kao $to su Spanija, Italielgija (293, 403-407).
U Belgiji je cMLS, zastupljen sa 63,6%, iMS$a 27,7% a M fenotip kod svega 9,1% (404). U
Portugalu je mé&u invazivnim MRSP izolatima MLsenotip zastupljen kod 67,4%, dok 32,6%
sojeva ispoljava M fenotip (348). U Sloveniji u pelu od 1998-2007. godine 59% invazivnih
izolata je ispoljilo cMLS fenotip, nijedan soj nije imao iMLSa 41% izolata je pripadalo M
fenotipu (342). U zemljama Dalekog istoka je tdaominantan MLSfenotip. U Kini je MLS,
fenotip zastupljen kod 89,2% sojeva, @ha cMLS3 kod 85,1% a inducibilini ML§kod 4,1%
sojeva, dok je M fenotip zastupljen kod svega 10Kt%feva (408). U Alziru svi MRSP sojevi
pripadaju MLS (374). U Meksiku dve tiegne MRSP sojeva ispoljava MiSenotip (409). U
Australiji takaie dominira MLS, koji je zastupljen kod 72,9% sojeva MRSP ( 371).

M fenotip rezistencije je kod nasih sojeva pneunkakbio znatno manje zastupljen (21,5%)
u odnosu na ML§fenotip. Sojevi sa M fenotipom su umereno rezistena eritromicin i druge
1l4<lane i 15¢lane makrolide a osetljivi na IBane makrolide, linkozamide i streptogramine
(237, 353). Vrednosti MIK eritromicina kod sojeva B! fenotipom se kia od 4 do 32 pg/ml
(239, 246). Kod naSih MRSP sojeva sa M fenotiparagnost MIiKsp eritromicina je iznosila 4
pa/ml, dok je vrednosti Ml klindamicina bila u kategoriji osetljivih, Sto odeggra podacima iz
literature (320). M fenotip je predominantno zagempu SAD i Kanadi, sa prevalencijom koja
se krée od 41% do 85% (240, 398, 352). U Argentiak 76,9% sojeva ispoljava M fenotip
(367). M fenotip je takée dominantan u nekim evropskim zemljama kao Stdedika Britanija
(327), NorvesSka (355) i Nensga (410). U Nem&koj je devedesetih godina doslo do promene
dominacije fenotipa. Naime, od 1992-1995. godined@minirao ML$ fenotip, da bi od
1996.godine M fenotip postao zastupljeniji (321)Gtkoj je M fenotip zastupljen kod 52,6%
sojeva, cMLS kod 28,9% a iMLS kod 18,4% sojeva pmekoka (411).

Dobijeni rezultati ukazuju da se kod MRSP gajzolovanih u nasoj sredini, ne bi mogla
primenjivati empirijska terapija sa 14, 15 i dénim makrolidima, linkozamidima i

streptograminima. Nekoliko studija je pokazalo pramost rezistencije na makrolide sa
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terapijskim neuspehom. Sprovedena je studija kejaljuhvatila pacijente sa pneumokoknom
infekcijom, pr&enom bakterijemijom, koji su ¢eni makrolidima, u 4 bolnice u Spaniji, tokom
1989-2000. godine. Rezultati su pokazali dace&e razvija pneumokokna bakterijemija
prilikom terapije makrolidima mi# pacijentima kod kojih je izolovan pneumokok réamgan na
makrolide, te da je rezistencija na makrolide detednain vitro, klinicki relevantna (412). To je
argument koji govori protiv empirijske upotrebe mallda u terapiji pneumokokne pneumonije

u zemljama sa visokom rezistencijom na makrolide3j4

U osnhovi rezistencije pneumokoka na makrolidstgje tri razitita genotipamefA, ermB
i kombinovaniermBi mefAgenotip. Dok senefAgenotip fenotipski ispoljava kao tzv.M fenotip,
dotle jeermB kao i kombinovanermBi mefAgenotip eksprimiran kao MLS fenotip. Kao i kod
fenotipova, prevalencija genotipovamB i mefA koji kodiraju rezistenciju pneumokoka na
makrolide zn&ajno varira méu drzavama. U nasSem istraZivanju je analiza gensstescije
pokazala da jermBgen, koji kodira metilaciju 23S rRNK prisutan keetine (78,5%) sojeva.
Ustanovljeno je da kod nasSih MRSP sojeva postepko statistiki znatajna povezanost izrnda
genotipova i fenotipova rezistencije na makrolitddaime, kod svih naSih sojeva sa MLS
fenotipom je dokazano prisusteomBgena, Sto je u skladu sa podacima iz literat®20,(414).
Istovremeno, svi nasi sojevi sa M fenotipom posedungfA gen, Sto se, takie, podudara sa
literaturnim podacima (320, 414). Vrednost MjKeritromicina kod MLSrmB pozitivnih
izolata je bila MIKk>256 pug/ml, dok je kod MhefAsojeva znatno niza — 4 pg/mic€kivano, i
vrednosti MIKgo eritromicina, odnosno vrednosti MIK eritromicinaj& su zabelezene kod 90%
ispitivanih sojeva su bile znatno déekod MLSErmB (>256 pg/ml) u odnosu na kiefA (12
png/ml) izolate pneumokoka. 8tie rezultate su dobili i drugi istrazisig408). Sloven&ki autori
su objavili da su vrednosti MU eritromicina kodermB pozitivnih izolata pneumokoka256
pg/ml, dok su se kothefA pozitivnih izolata ove vrednosti kretale od 2 dd |3g/ml (342).
ErmB gen je najrasSirenija determinanta makrolidne tenisje kod pneumokoka Sirom sveta
(222, 314). U Evropi je visoka prevalencgamB gena prisutna u Belgiji (91%), Francuskoj
(90%), Matarskoj (82%), Poljskoj (80%), dok je u Slovenijitaliji oko 55%. U Spaniji je
takade dominantan gen rezistenciggmB koji je prisutan kod 74,3% MRSP sojeva, dok je
prisustvo samaonefAgena detektovano kod 7,7% MRSP sojeva (414). UnBkgj jeermBgen
prisutan kod 56,7% rezistentnih sojeva (415). UijRjgsermB gen zastupljen kod 54% MRSP,
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dok 13% sojeva nosi sanmeefAgen rezistencije (376). U pojedinim latinoanikim zemljama,
kao Sto je Brazil, takie dominiraermBgen (368). U nekim azijskim zemljama, kao Sto jedn,
ermB gen je prisutan kodak 85,3% sojeva pneumokoka rezistentnog na makrql&y3).
Visoka prevalencij@rmBgena se ste i u zemljama Dalekog istoka. Prema podacima ANBOR
studije, u azijskim zemljama 49,2% MRSP nose sammaB gen, 19,6% sojeva poseduje samo
mefAgen, dok 29,6% sojeva ima oba gena rezistencijgok/procenat izolata koji nose samo
ermBgen je prisutan u Sri Lanki (73,3%), Japanu (63,B%jetnamu (56,9%).

MefA gen, koji kodira aktivni efluks leka (240) je pedentna determinanta makrolidne
rezistencije u SAD (66%), Kanadi (51%) (364), Neékm (63,5%), ali i u Gtkoj, Finskoj,
Irskoj i Velikoj Britaniji (416, 321). Veoma visoBrocenat sojeva koji noseefAgen je prisutan
u Indiji (75%) (417). Zapazeno je, tdim, da je MIK eritromicina kod sojeva koji posgau
mefA gen proslednjih godina u porastu Sirom sveta, s&odovodi u vezu sa paaom

upotrebom makrolida.

Sojevi pneumokoka mogu da sadrze i oba gena rezigdastovremeno, ermBi mefA U
nasem istrazivanju dvojni mehanizmi rezistencije detektovani kodcéak 43,9% sojeva
rezistentnih na makrolide, Sto ukazuje na visokevalenciju sojeva sa dualnim genotipom
rezistencije u Srbiji. Svi sojevi kod kojih je dktevano prisustvo oba gena rezistencije su
ispoljili MLSy, fenotip, Sto se slaze sa podacima iz literatur®,(244, 418). Poslednjih godina
broj sojeva koji nose oba gena rezistencije je tagta Sirom sveta. U SAD je u razdoblju od
1996-1997. godine prevalencija takvih sojeva iZlao3i% (419). Na veliki zrn&j dualnog
genotipa kod MRSP je ukazano 1999. godine u Julfrigi, gde je dokazano daak 31%
pneumokoka rezistentnih na makrolide nosi oba gemstencije (406). Globalna prevalencija
ovakvih sojeva se skoro udvostila u petogodiSnjem periodu, sa 7% koliko je izta4€i999.
godine (416) je dostigla 12% 2004. godine (420)Spaniji je istovremeno prisustvermB i
mefA gena dokazano kod 17,9% izolata (414). Zemlje isakem prevalencijom dvojnih
mehanizama rezistencije na makrolide kod pneumokamkaluznoaftka Republika, Rusija
(31%) i Australija (222, 376). Prema podacima ANJORudije, porast prevalencije sojeva
pneumokoka koji eksprimiraju oba gena rezisten@jg@osebno izrazen u azijskim zemljama.
Tako je npr. u Hong Kongu, prevalencija ovih sojpasasla sa 8,9%, koliko je iznosila 2000-
2001. godine, na 26,4% tokom 2008-2009. godine.TH@anu 2000-2001. godine nije bilo
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sojeva sa oba gena rezistencije, da bi tokom 2008-2godine njihova prevalencija dostigla
21,4%. U Koreji je u istom periodu zabelezen posasB8,6% na 43,3% (375, 421). Na Novom
Zelandu 62,1% izolata nosi oba gena rezistencii8)4J SAD je zabeleZen porast prevalencije
izolata sa dvojnim mehanizmima rezistencije sa 4@Rém 2000-2001. godine na 16,4% tokom
2002-2003. godine (422). Dangak ¢etvrtina izolata u SAD nose oba gena (360)iNa sojeva
koji nose oba gena rezistencije ispoljava multsentni fenotip i klonalno su povezani te je
njihovo Sirenje zabrinjavage (356, 406). Naime ¢¥@a sojeva sa dvojnim mehanizmima
rezistencije pripada klonalnom kompleksu TaiWan* koji je globalno rasprostranjen (222,
356, 358, 406). Zabrinjavaja je icinjenica da se ovakvi sojeve&e izoluju kod dece uzrasta
do 2 godine, Sto povava rizik od terapijskog neuspeha u toj uzrasnopigrZemlje kod kojih,
za sada, nisu detektovani sojevi koji nose oba geriatencije su Belgija, Svedska, Francuska i
Argentina (356). Efikasan horizontalni transeamBili mefAgena rezistencije nda sojevima

pneumokoka moze doprineti odrZzavanju visokog nnezastencije na makrolide.

Kod svih sojeva MRSP iz naSe kolekcije je dokazamsustvo jednog ili oba gena
rezistencije. lako nije ispitano prisustvo ribozdmita mutacija, fenotipske karakteristike
sugeriSu da one nisu prisutne. U razdoblju od 2Z8W3. godine prema podacima evropske
multicentrécne studije “PneumoWorld Study”, prevalencija ribominih mutacija méu
izolatima pneumokoka rezistentnim na makrolide zeosila svega 1% (423). Studija je
obuhvatila osam zemalja, a imala je za cilj datesspsetljivost sojeva pneumokoka iz Latinske
Amerike i Evrope. Pgetkom dvehiljaditih je zastupljenost ribozomalniltacija méu MRSP u
Holandiji iznosila 5% (424) a u Belgiji 0,4% (423%trazivanje sprovedeno tokom 1999-2000.
godine u 10 zemalja centrale i ish@ Evrope (Poljska, Litvanija, Slovenija, Waaska, Latvija,
Rumunija, Bugarska, Hrvatska, Sléka i Ceska Republika) su dala podatak da oko 15%
eritromicin-rezistentnih izolata nose mutacije nM@zomalnom proteinu L4 (254). U SAD su
tokom 1999-2000.godine ribozomalne mutacije bilestzpljene kod 6,5% (251) MRSP.
Rezultati CROSS studije su pokazali da su u Kangaeriodu od 1998-2004.god ribozomalne
mutacije ndene kod 4% izolata (426).
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5.3 Osetljivost MRSP sojeva na penicilin

Od samog uvenja u terapiju 1940. godine, penicilin G je bik lzbora u l€enju
pneumokoknih infekcija (311). \etada je priméena pojava rezistencije na penicilin dae
laboratorijskim mutantima pneumokoka (308). Tek28egodina kasnije javljaju prvi Kklidki
sojevi pneumokoka kod kojih se zapaza porast vi@dMiK penicilina, u Bostonu, SAD (427).
Prvi penicilin neosetljivi soj pneumokoka je izodv 1967. godine u Australiji (218, 312).
Nakon toga dolazi do pojave rezistencije pneumokakgenicilin u mnogim delovima sveta. U
SAD prvi PNSP je izolovan 1974. godine (428).

Interesantno je da su prvi sojevi pneumok@zistentni na penicilin, ali i druge antibiotike, u
to vreme izolovani i u nasoj zemlji. ¥¢e 1977. godine u Beogradu kod pedijatrijskih jeamta
je izolovano 38 invazivnih i neinvazivnih sojevagmmokoka koji su istovremeno bili rezistentni
na penicilin, eritromicin i linkomicin, ali osetji na hloramfenikol (429). Autorke MraavM. i
Laban J. su pokazale da je vrednost MIK penicikod veine sojeva bila visoka i iznosila je do
4 ug/ml (429). Krajem osamdesetih godina proSldgave u Beogradu kod deteta obolelog od
bakterijskog meningitisa izolovan soj pneumokokaospa 23F, koji je bio rezistentna na
penicilin i hloramfenikol (430). R®tkom 1990-tih su Opavski i saradnici ukazali naoki
procenat sojeva pneumokoka koji su ispoljavali geranosetljivost na penicilin (40%) u Srbiji
(431). Sojevi su pokazivali vrednost MjKpenicilina od 0,25 pg/ml. Istrazivanja sprovedena
Srbiji sredinom devedesetih su pokazala da kod mppo&oka dolazi do porasta rezistencije na
penicilin. Naime, rezultati istrazivanja sprovedgma Vojno medicinskoj akademiji u Beogradu
medu 114 sojeva pneumokoka, izolovanih pretezno o@siitr osoba, su pokazali da je 44%
sojeva imalo smanjenu osetljivost na penicilin,éeda je 11% sojeva imalo vrednostima MIK
penicilina preko 1,mg/ml (432). U periodu 1999-2003. godine i 2005-20f§&dine u Zavodu za
zdravstvenu zastitu u NiSu je ispitano 523 izolpteeumokoka, razlitog porekla, véinom
izolovanih od dece mé& od 15 godina. U prvom ispitdjem periodu je prevalencija PNSP
iznosila 68% (21% R, 47% 1), a u drugom periddk79% (27% R , 52% I) (433).

Sedamdesetih i osamdesetih godina prevalemdjstencijeS.pneumoniaaa penicilin prelazi

10% u mnogim delovima sveta, ukijjué¢i Spaniju, SAD, Novu Gvineju, Juznu Afriku, Izrdel
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Poljsku (313). To je vodilo ozbiljnim terapijskingblemima, nar&ito u letenju pneumokoknog

meningitisa.

Devedesetih godina neosetljivost pneumokokaeracilin je, na globalnom nivou, dostigla
37%, odcéega je 23% sojeva bilo potpuno rezistentno (314¢kgandar projekat je pokazao
porast rezistencije na penicilin u mnogim delovisve@ta. U SAD u desetogodiSnjem periodu
(1992-2001.god) rezistencija je porasla sa 5,6%2M4%, u Spaniji sa 24,9% na 31,2%, i u
Francuskoj sa 7,7% na 35,8% (354).U periodu od 2. godine najviSa prevalencija PNSP
je zabezena na Dalekom istoku i Juzngkbj Republici sa vrednostima preko 70% (314).

Nakon uvdenja konjugovane pneumokokne vakcinggikom dvehiljadite godine, dolazi do
postepenog smanjenja zastupljenosti rezistencijpemicilin. Prema podacima PROTEKT US
studije koja je obuhvatila 39 495 izolata pneumako&d pacijenata sa vanbalkom
pneumonijom u SAD u periodu od 2001-2004. godir®azl do postepenog pada rezistencije
pneumokoka na penicilin sa 26,3% na 16,5%. Sa dstigee, zapazen je porast prevalencije

multirezistentnih sojeva (356).

Prema podacima Spanske referentne Ilaboratotijeperiodu od 1999-2008. godine
zastupljenost PNSP pregresivno opada sa 33,9% ,8&2Pad zastupljenosti PNSP je ri#tm
zabelezen u periodu 2005-2008. godine, Sto je @owesa uvdenjem PCV7 vakcine za decu
(434).

Podaci ABCs programar{gl The Active Bacterial Core Surveillance) ukazuaujd u SAD
2007. godine neosetljivoS.pneumoniaea penicilin iznosila 25,6%, da bi 2008. godinkapaa
24,8% a vé 2010. godine na 10,6% (329).

Na izveStavanje o osetljivosti pneumokokapeicilin su uticale promene u granim
vrednostima. Prema starim gré&mim vrednostima, soj pneumokoka se smatrao osgeatljiv
ukoliko mu je vrednost MIK penicilina iznosite0,06 pg/ml, bez obzira na vrstu materijala iz
kojeg je soj izolovan i ri@n davanja leka. Uprkos porastu rezistencije pnéugka na penicilin
u mnogim delovima sveta, zapazen je nedostatakldadee izmeiu rezistencijein vitro sa
klinickim odgovorom kod ne-meningealnih pneumokoknih koii@ (435). Zbog toga je CLSI
2008.godine objavio nove gr&ne vrednosti koje definiSu kategoriju osetljivogtieumokoka

na penicilin. Stare gratme vrednosti za penicilin su bile bazirane na katreeiji leka koja se

75



Doktorska disertacija

postize u cerebrospinalnoj¢teosti tokom |€enja meningitisa. M#utim, nivo penicilina u
likvoru predstavlja malu frakciju njegovog nivoglazmi ili u alveolama. Soj pneumokoka koji
je rezistentan na nivo leka dostignut u likvoru,zediti osetljiv kada su u pitanju pneumonije,
otitisi ili sinuzitisi (436). Nove grakine vrednosti su rezultat nagomilanih dokaza o uspas
le¢enju pneumokoknih infekcija penicilinom kod izoldtaji su imali smanjenu osetljivost
vitro (437). Prema novim preporukama, prilikom pareriter@rimene penicilina, postoje razlike
izmedu granénih vrednosti u zavisnosti da li se radi o izolaimpneumokoka iz likvora,
izazivaima meningitisa ili iz drugih regija, kada pneumoniaezainik infekcija tih organa.
Kod tih, tzv “ne-meningealnih izolata” pneumokolganine vrednosti MIK penicilina su u
vezi sa dozom antibiotika. Prema revidiranim kijtenima, soj se smatra osetljivim ako mu je
vrednost MIK penicilina< 2 pg/ml (daje se doza od 2 mil IU/4h tj. 12 mill/dnevno). Kod
umereno osetljivih izolata, kada je MIK=4 pg/mlfakcija se moze f&ti sa dozom od 18-24

mil. IU/dnevno. Soj se smatra rezistentanim kadagelnost MIK>8 pug/ml (437).

U sliajevima meningitisa, zadrZzane su stare, strozZignigre vrednosti, te se izolati
kategoriSu kao osetljivi, ukoliko im je MIKO0,06 pg/ml, a rezistentni ako je MIK penicilina
>0,12 ug/ml) (437). Ove izmene su uticale na izwest@m 0 padu rezistencije pneumokoka na
penicilin. U skladu sa revidiranim CLSI gréanim vrednostima, izvestaji su pokazali veoma

nisku prevalenciju PNSP rde nemeningealnim izolatima (438-440).

Kada smo primenili revidirane CLSI kriterijume 2013. godine, stopa rezistencije naSih
MRSP sojeva na penicilin je iznosila 16%. Visok mivezistencije (MIK penicilina preko
2ug/ml) je dokazan kod svega 5,82% MRSP sojevan&liprevalencija je zabelezena u
zemljama u regionu, kao Sto su Hrvatska (16,3%yaBska (20%), Slovenija (14,8%) ali i u
drugim evropskim zemljama, kao Sto su Poljska @),dFrancuska (17,2) (315). Autorka Gaji
i saradnici su objavili da Srbija sa stopom od 24éfeva pneumokoka koji su istovremeno
rezistentni na penicilin i makrolide, pripada grugvropskih zemalja sa visokim nivoom

kombinovane rezistencije (339).

Prema podacima ANSORP studije, sprovedene td&@d8-2009. godine i prilikom kokénja
redigovanih kriterijuma CLSI, prema kojima se rkaju granéne vrednosti za ,meningealne” i
~,ne-meningealne” izolate, u azijskim zemljama jeipRa rezistencija na penicilin iznosila 0,7%

kod ,ne-meningelanih® izolata i 57,5% kod ,meninyeld’ izolata. U pordenju sa ranijom
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ANSORP studijom sprovedenom u azijskim zemljamaioplu od 1996-2001. godine, dobijeni
rezultati pokazuju pad prevalencije PNSP.dutem, ukoliko bi se primenile stare gréne
vrednosti, sadasnji podaci bi ukazali na perzisienvisoku prevalenciju PNSP u Aziji.
Koris¢enjem revidiranih gragnih vrednosti CLSI za procenu osetljivosti na péimicje
ustanovljeno da je prevalencija PNSP ne-meningealizioraka u Kini iznosila 13,2%, a u
Vijentnamu 0,9%. Meningealni izolati su pokazalilek® viSi procenat neosetljivosti na
penicilin. U Juznoj Koreji je iznosi 83,3% a u Ki®i0% (375).

U Evropi je, u periodu od 2008-2011. godinem&ien trend zn&jnog opadanja rezistencije
na penicilin kod pneumokoka u Belgiji, Francuskdppaniji, u kojima je registrovanel%,
27%, odnosno 22% PNSP. Sa druge strane trend ikagtiiog porasta neosetljivosti
S.pneumonia@a penicilin je zabelezen u Bugarskoj (37%), Ij4R®%) i Luksemburgu (19%)
(441). U juznoevropskim zemljama je zabelezenmid rezistencije nego u zapadnoevropskim
zemljama (356). U juznim i istoim zemljama Mediterana zastupljenost PNSP je edhija
visoka. U proseku je 26% invazivnih izolata pneumpiak bilo neosetljivo na penicilin, sa

najvisom rezistencijom u Alziru 44% i Libanu 40% (3.

NaSi rezultati su pokazali da je zastupljenegistencije bila statisiki znatajno viSa méu
invazivnim izolatima (45,8%) u odnosu na neinvaeivfl0,8%). Za tum#nje osetljivosti
invazivnih izolata pneumokoka iz likvora na penictilse koriste stroziji kriterjjumi, Sto
objasnjava viSe nivoe rezistencije kod invazivrablata iz likvora. S druge strane, invazivni
»-ne-meningealni“ sojevi od odraslih pacijenata duuglavnom osetljivi na penicilin. Nend&i
autori su objavili da je, prilikom kor&nja novih grarinih vrednosti, viSi nivo neosetljivosti
pneumokoka bio prisutan mhe ,meningealnim“ u odnosu na ,ne-meningealne” imI&142).
Nasi rezultati su pokazali znatno viSi stepen tenGje na penicilin m#&u izolatima dobijenim
iz likvora (89,47%) u odnosu na izolate dobijene ki (19,2%). Ovako visok stepen
rezistencije izolata iz likvora u odnosu na izolatebijene iz krvi je posledica ragiie
interpretacije kategorija osetljivosti kod meninlgpga izolata, a ne razlika u vrednostima MIK

penicilina.

Brojni invazivni sojevi pneumokoka u &ajevima meningitisa se izoluju upravo kod dece.
Zbog toga pedijatrijski pacijenti pokazuju Zago VviSi nivo rezistencije na penicilin nego
odrasli (339, 443). U nasSoj studiji su pedijatnjgolati pokazali véu neosetljivost (17,8%) u
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odnosu na izolate dobijene od odraslih (10,1%)tulgd istrazivanja su pokazala da su sojevi
izolovani od dece rezistentniji na antibiotike odjeva izolovanih od odraslih (339, 443).
Primena novih gragnih vrednosti je dovela do smanjenja ukupne reagjie pneumokoka na
penicilin, usled br@jane predominacije ,ne-meningealnih* uzoraka. Utizejene interpretacije
graninih vrednosti penicilina kod pneumokoka se moZzeetvid na primeru SAD. Naime,
pocetkom 2000-ih godina, dok su joS kéage stare gratme vrednosti, u SAD je registrovano
oko 40% sojeva pneumokoka neosetljivin na peniqa6, 357). Deceniju kasnije, posto su
usvojene nove gratie vrednosti koje je izbacio CLSI, u SAD je regisano oko 15% sojeva
pneumokoka neosetljivo na penicilin (10% umerenetlpgo a svega 5% sojeva visoko
rezistento) (444, 445). $hn scenario se ponovio i u Evropi, posle primenadmanih
kriterjuma CLSI (446).

Krajem 2012. godine je, u nekoliko evropskegmalja, vodi za ispitivanje antimikrobne
rezistencije prema CLSI zamenjen wmin koji preporduje EUCAST. Prema kriterijjumima
EUCAST definisane su strozije grane vrednosti osetljivosti pneumokoka na penicilin.
KoriStenje kriterijuma EUCAST se odrazilo na izw&nje o porastu rezistencije pneumokoka
na penicilin i cefotaksim, a samim tim i na kori§jeepovéanih doza antibiotika i na pos&nu
upotrebu lekova druge i e linije u l&enju infekcija respiratornog trakta. Naime, obai$tena
standarda (CLSI i EUCAST) baziraju svoje gtare vrednosti u odnosu na dozu leka i vreme
davanja leka. Istrazugu Klini¢ki ishod pneumokokne pneumonije, EUCAST-a predlaiz se
koriste viSe doze intravenskog benzil-penicilinajekce delovati i na sojeve pneumokokig@ je
vrednost MIK penicilina< 2 pg/ml. Prilikom koriStenja preporuka po EUCAS Tkuterijumi se
prilagaiavaju dozama penicilina u denju pneumonija. Sojevi pneumokoka kod kojih je
vrednost MIK< 0,5 pg/ml su osetljivi ukoliko se daju nize doanjeilina (1,2 g svakih 4 sata);
soj ¢ija je vrednost MIK< 1 ug/ml, se smatra osetljivim uz doze penicilita2p4 g na svakih 4
sata. Izolati sa MIK 2 pg/ml se smatraju osetljivim ukoliko se dajuokis doze penicilina (2,4
g svakih 6 sati). Ugeno je da trenutne razlike u interpretaciji osetiiti za “ne-meningealne
izolate” pneumokoka, koje postoje izdwe CLSI i EUCAST mogu dovesti d@eieg
izveStavanja o0 rezistenciji respiratornih izolataepmokoka kada se koristi EUCAST ili o
poveanju doziranja lekova (328).
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U naSem istrazivanju smo se aidliuda rezultate osetljivosti pneumokoka na peimcil
analiziramo i prema preporukama po EUCAST-u, kej@dnose na sine doze penicilina (2,49
4 puta dnevno ili 1,2g 6 puta dnevno prema EUCAST2umiliona IU 6 puta dnevno po CLSI-
u). U odnosu na takve doze, prema EUCAST-u sops#ra osetljivim kada je vrednosti MK
1 pg/ml, dok je gradna vrednost prema CLSI MIK 2 pg/ml. Naime, autorka Marchese i
saradnici su, koriste navedene gratime vrednosti, pokazali malu neusaglasenost u
kategorizaciji osetljivosti izm# dva koriStena standarda (CLSI | EUCAST).

Kada smo u nasSem istrazivanju primenili navnedkriterijume po EUCAST-u, nasli smo da
je meiu naSim MRSP testalost sojeva neosetljivih na penicilin iznoSi@26, Sto je znatno vise
u odnosu na CLSI (16%). Kao i u prethodnoj andpni CLSI), kategorizacija osetljivosti prema
kriterjumima EUCAST-a, je pokazala da su pedijskii sojevi statistiki znatajno rezistentniji
(46,6%) u odnosu na sojeve dobijene od odraslit2@h}h kao i da je statiski znatajno visi
nivo rezistencije nden melu invazivnim izolatima (54,2%) u odnosu na neinvagi (36,2%).
NajvisSi stepen rezistencije je, i ovdedea kod sojeva izolovanih u sljevima meningitisa
(89,47%). Prema autorki Marchese razlike u integmi@ osetljivosti pneumokoka na
antibiotike, koje postoje iznde CLSI i EUCAST-a su kategorisane kao male (,mipqil-
<10%), velike (,major”) (10<25%) ili veoma velike (,very major‘}425%) (328). Nasi rezultati
su pokazali da izn@ tumaenja osetljivostiS.pneumoniaaa penicilin, kada se koriste rai
kriterijumi (CLSI/EUCAST), postoji velika - ,major{23%) razlika. S obzirom da su grame
vrednosti prema EUCAST-u strozije, predlaze sestenje viSih doza penicilina od 2,4 g 6 puta
dnevnom, da bi se delovalo i na sojeve koji ispalja MIK =2 pg/ml. Dakle, na podatke o
rezistenciji pneumokoka, osim prakse kéer§ja antibiotika i sprowtenja vakcinacije, utu i
granine vrednosti koje laboratorije koriste u rutinskaadu.

Prema poslednjim podacima EARS-Neta iz 2012lirgg zastupljenost invazivhog PNSP u
Evropi iznosi 11,6%. NajviSe vrednosti su zabelezea Malti (38,9%), u Rumuniji (37,2%) i
Bugarskoj (28,6%), a najnize u Estoniji (0%), Bgl¢l,5%) i Holandiji (1,5%). Trend porasta
rezistencije pneumokoka na penicilin je tokom 2@092. godine zabeleZzen u Belgiji, Danskoj,
Finskoj, Norveskoj i Velikoj Britaniji, dok je z@ajan pad rezistencije zabelezen u Francuskoj,
Luksembrugu i Portugalu (315).
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Rezistencija pneumokoka na penicilin¢gsto povezana sa rezistencijom na druge klase
antibiotika, tzv korezistancija. Istovremena reaigija pneumokoka na makrolide i penicilin
(MRPNSP) se poslednjih godina sve raSirenija Sisweta. Prevalencija takvih sojeva Zamo
varira melu drzavama (314). U periodu od 2003-2005. godingemljama Mediterana je
zapazena visoka prevalencija kombinovane rezigeenm@a ova dva antibiotika, sa najviSim
vrednostima u Tunisu 24%, dok je u Egiptu iznosilaga 3% (370). U Spaniji je nivo udruzene
rezistencije méu pedijatrijskim izolatima varirao iznde 24% i 35% u periodu od 1997-2003.
godine. Nakon toga dolazi do Z@gnog i progresivhog pada udruzene rezistencij@1n&% u
2008. godini (413). U Kanadi je rezistencija naip@n MRSP sojeva sakupljenih u periodu
1998-2008. godine iznosildak 37,5%, ali treba imati u vidu da je interprgediategorija
osetljivosti bila bazirana na gr&nim vrednostima koje CLSI daje za ,meningealne‘lar®

(rezistentni sojevi MIK> 0,12 pg/ml).

Prema poslednjim podacima EARS-Neta-a iz 2@bdine zastupljenost udruzene rezistencije
na penicilin i makrolide u Evropi iznosi 8,7%. IKeeod 0% u Estoniji i Litvaniji do preko 30%
na Malti (38,9%) i u Rumuniji (32,5%). Tokom 200042. godine je trend zdajnog porasta
MRPNSP sojeva zabelezen u Danskoj, Litvaniji, Nekeg, Spaniji, Svedskoj i Velikoj Britaniji.
Medutim, u zemljama poput Francuske i Portugaléenge pad (315).

5.4 Osetljivost MRSP sojeva na cefalosporine

Rezistencija pneumokoka na cefalosporinéetrgeneracije je relativno retka Sirom sveta.
Sojevi PNSP su idalje, uglavnom, osetljivi nactregeneraciju cefalosporina, iako su vrednosti
MIK cefalosporina kod njih viSe u patenju sa vrednostima MIK cefalosporina sojeva asétl]
na penicilin (277, 447). Neosetljivost na cefalosp® tr&e generacije j€eXa u zemljama sa
visokom prevalencijom PNSP (448, 449).

Pa&etkom 90-tih godina su u SAD izolovani prvi sojganeumokoka sa visokim nivoom
rezistencije na cefalosporine (450). U Kanadirsajutim, tokom 2002. godine, samo dva, od
ukupno dve i po hiljade testiranih izolata pneumn@kobila rezistentna na ceftriakson (451).
Prema izveStajima IMPACTe(gl Canadian Pediatric Society’s Immunization Prograwtive)
programa sprovedenog u Kanadi u periodu od 1998-2@fbdine méu pedijatrijskim

invazivnim izolatima neosetljivost na ceftriaksanignosila 5% sojeva, a &iea tih sojeva je
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ispoljavala visok stepen rezistencije na penici{b2). Prevalencija neosetljivosti sojeva
pneumokoka na cefotaksim, izolovanih od odraslibbastokom 2001-2003. godine u osam
evropskih zemalja se kretala od 5,1-11,1%, dokg¥agdencija neosetljivosti na cefuroksim bila
viSa i kretala se iznael 17,751 43,9% (423).

U Gkkoj je u periodu od 2004-2006. godine sproveder@onalna studija sa ciliem da se
ispita antimikrobna osetljivost i seroprevalencaymokoka kod dece i odraslih. Rezultati su
pokazali da je 1% sojeva pneumokoka izolovanih ddokoSa uzrasta do 6 godina bilo
neosetljivo na ceftriakson, dok je dueklinickim izolatima dobijenim od odraslih pacijenata

neosetljivost na ceftriakson iznosila 5,6% (453).

Nakon implementacije konjugovane vakcine, uartip je meiu izolatima iz likvora
zabelezeno smanjenjeastalosti rezistencije pneumokoka na cefotaksindmosu na eru pre
vakcinacije (21,7% u 2000.god na 10,5% u 2008.ddad%), Sto govori u prilog pozitivhog
efekta vakcine na smanjenje rezistencije. Ovakyazanja su dali i autori studije sprovedene u
33 amerika medicinska centra. Oni su naSli da je neose#fijpneumokoka na ceftriakson,
nakon implementacije PCV7, pala sa 14,4% (1999-2f1@l) na 5,9% (2004-2005.god) (361).

Rezultati SENTRY studije sprovedene u SAD ride u skladu sa gore navedenim, jer su
pokazali da je nivo neosetljivosti pneumokoka nizriedkson od 1998. godine porastao sa 3% ha
11,7% u 2011. godini (363). Matim, v&iina sojeva je bila umereno rezistentna na ceftoiaks
a svega 2% visoko rezistentni (359, 454, 455).

Treba naglasiti da su promene u izveStavangtljo®sti pneumokoka na cefalosporine,
izmedu ostalog, posledica izmena u gtamm vrednostima. Do izmena u gramim vrednostima
za cefalosporine (cefotaksim i ceftriakson) premtekjumima CLSI je doSlo 2002. godine. Od
tada se razlikuju gratme vrednosti za ,meningealne” i ,ne-meningealnebtlate. Kod
»,meningealnih® izolata soj se smatra osetljivinoliko je vrednost MIK< 0,5 pg/ml, umereno
osetljiv ako je MIK = 1 pg/ml a rezistentan akoNBK > 2 pg/ml. Kod ,ne-meningealnih”
izolata soj se smatra osetljivim ukoliko je vrednedl pg/m| umereno osetljiv ako je MIK = 2
pag/ml a rezistentan kada je MIK = 4 pg/ml (442).zRgte granéne vrednosti kod
»-meningealnih® i ,ne-meningealnih* izolata su priea i prema kriterjjumima EUCAST.
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Prema podacima ANSORP studije, sprovedene nmok®08-2009. godine u azijskim
zemljama prosma neosetljivost na ceftriakson je doe,ne-meningealnim* izolatima iznosila
8,6% (3,7% rezistentno) a the,meningelanim“¢ak 30,1%, odega je samo 0,1% bilo visoko
rezistentno. Neosetljivost ,ne-meningealnih” izalge u Kini iznosila 19,5% (8% je bilo
rezistentno) a u Vijethamu 4,4% (1,8% rezistentnb)eningealni* izolati su ispoljili daleko
vecu neosetljivost na cefalosporine dee generacije, te je 40% izolata u Kini bilo u ovoj
kategoriji (20% je bilo visoko rezistentno), dokye/ijethamu taj procenat dostigao vrednost od

83,3% (ali nije bilo visoko rezostentnih sojevaj%3

Kada smo primenili kriterjume prema CLSI, ha$no da je rezistencija naSih MRSP sojeva
na tréu generaciju cefalosporina iznosila 6,5%ebtalost sojeva neosetljivih na cefotaksim je
statistéki znatajno bila véa melu invazivnim (25,5%) nego nda neinvazivnim izolatima
(2%). Treba naglasiti da je najviSa vredno$i Mefotaksima iznosila 2 pg/ml, tako da doe
,ne-meningealnim” izolatima nije bilo visoko reastnih sojeva. Ali je, zbog strozijih
kriterjuma u proceni osetljivosti,meningealnih“ alata, nden visok nivo neosetljivosti na

cefotaksim u ovoj grupi sojevaak 52,63%.

Autori iz Portugalije su taki® zapazili da su sojevi neosetljivi na cefotakse®e zastupljeni
medu izolatima dobijenim iz cerebrospinalne&nesti nego iz krvi (348). Gdjii saradnici su
objavili podatak da je u Srbiji 14% invazivnih iath neosetljivo na tée generaciju

cefalosporina (cefotaksim i ceftriakson) (339).

Kada smo primenili kriterijume po EUCAST-u, Siasmo da je 29,4% naSih sojeva
neosetljivo na cefotaksim, Sto je znatno viSe uosdnna neosetljivost dobijenu prilikom
koriStenja CLSI (6,5%). Statigki znatajno viSi nivo rezistencije na cefotaksim je bigsptan
kod dece (34%) u odnosu na odrasle (15%). Kadikpm koris¢enja kriterijuma po CLSI, nasli
smo da je viSi stepen neosetljivosti na cefotaksionprisutan méu ,meningealnim® izolatima
(47,36%). Diskrepanca u interpretaciji osetljivgstilikom kori&enja dva raztiita kriterijuma,
CLSI i EUCAST, kod cefotakima je u naSem radu izlao22,9% i kategorisala se kao velika
(,major) diskrepanca. Marchese i saradnici su uhayom istrazivanju diskrepancu u

interpretaciji osetljivosti kod cefotaksima kateigafi kao minornu (328).
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5.5 Osetljivost MRSP sojeva na ostale antibiotike

Rezistencija sojeva MRSP na teraciklin u nai&trazivanju je bila izuzetno visoka i iznosila
je 81,3%. Tetraciklin je stari antibiotik, koji jgesto nekriitki, koris¢en decenijama unazad. Ima
Sirok spektar delovanja, a pokazao se delotvormiativp pneumokoka. Doksiciklin, koji ima
najbolje karakteristike nael svim tetraciklinima, je bio getkom Sezdesetih godina lek izbora u
lecenju infekcija respiratornog trakta. Istrazivangravedeno u “Boston City Hospital” u to
vreme, je pokazalo da su svi sojevi pneumokokeos#itljivi na doksiciklin, sa vrednésg MIK 5o
= 0,39 pg/ml (456). Rezistencija na tetraciklimpsgavila sredinom Sezdesetih godina. U periodu
1963-1964. godina u Australiji je 25% balkih izolata pneumokoka bilo rezistentno na
tetraciklin. U Engleskoj je 1967. godine 18% bokih i 12% ambulantnih izolata pneumokoka
bilo rezistentno na tetracikline (308, 457). Tokoarednih godina je rezistencija rasla, posebno
u zemljama isténe Evrope, u kojima su se viSe nego u ostatku Eeyrkgristili stariji antibiotici.
Tako je u Rusiji 2001. godine viSe od polovine sajgneumokoka, izolovanih od kliconosa
mladih od 5 godina, bilo rezistentno na ovaj antibiq68). U Evropi se u periodu od 2004-
2005. godine rezistencija pneumokoka na tetra@ldiretala oko 20% (459).

Prema rezultatima AWARE programa (2008-2010)godzistencija pneumokoka na
tetraciklin u SAD iznosi 24,1% (362). Usled prekeliupotrebe, u nekim zemljama izvestaji o

rezistenciji pneumokoka pokazuju da jeced}i tetraciklin-rezistentni fenotip (314, 460).

Kod naSih MRSP izolata smo nasli da je sigksznatajno viSe bilo tetraciklin rezistentnih
izolata u pedijatrijskoj u odnosu na adultnu popijla kao i mgu neinvazivnim u odnosu na
invazivne izolate. Rezistencija na tetraciklin jedon neinvazivnim izolatima iznosila 84,7%, dok
je meiu invazivnim bila 66,7%. Slan nivo rezistencije MRSP sojeva na tetraciklirB0¢7% su
nasli i Spanski autori (416). Buéiuda se determinante rezistencije na tetracikligmoai na
istom transpozonu kacermBgen, rezistencija pneumokoka na tetraciklinégsto povezana sa
rezistencijom na makrolide (226). Oba gena rezgjma eritromicin ¢rmB i mefA kao i
determinanta rezistencije na tetraciklietfl) se nalaze na istom transpozomun2010, koji je
posebnocest kod multirezistentnih izolata serotipa 19A kdimog kompleksa 320 (461).
Zapazeno je da je visok nivo rezistencije na télacprisutan u zemljama u kojima postoji

visok nivo rezistencije na makrolide, posredovarmB genima (462, 463). Ovako visoka
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rezistencija naSih sojeva na tetraciklin od 81,34arsze objasnitéinjenicama da je u Srbiji
prisutan visok nivo rezistencije na makrolide, dasgi sojevi u naSem istrazivanju rezistentni na
makrolide, kao i da jermB gen dominantna determinanta makrolidne rezisteri@g nas.
Takaiem i povéana upotreba tetraciklina moze uticati na gavge rezistencije na makrolide
(464). Glicilciklini, kao Sto je tigeciklin, su ngwvtetraciklini koji bi mogli da budu uspesni u
lecenju infekcija uzrokovanih respiratornim patogeniméljucuju¢i pneumokok (465). Zbog
dobre penetracije u plno tkivo, pokazao se efikasnim wémju hospitalizovanih pacijenata sa
vanbolntkom pneumonijom (466). Ameka Agencija za hranu i lekover{gl Food and Drug
Administration, FDA) je 2009.godine odobrio upotuebigeciklina u le€enju vanbolniki
steenih bakterijskih pneumonija (engl. Community acedi bacterial pneumonia, CABP)
uzrokovanih sojevim&.pneumoniagoji su osetljivi na penicilin. Davanje ovog anbhka se
preporduje kod pacijenata alekgiin na penicilin. Mulitcenttina randomizovana studija
sprovedena na podfju SAD, Kanade, Evrope, Azije i juzne Afrike, sdjain da se uporedi
efikasnost tigeciklina sa levofloksacinom kod htesovanih pacijenata sa CAP, je pokazala
slicnosti u efikasnost ta dva leka, ali i bolji ishoddkpacijenata sa komorbiditetima koji su
lec¢eni tigeciklinom (467)NaSe ispitivanje nije uklilo testiranje MRSP na tigeciklin. Matim
rezultati globalne TEST studijerigl Tigecycline Evaluation and Surveillance Trialy®pgedene

u 560 centara Severne Amerike i Evrope u periodl2@d4-2012. godine na 14438 sojeva

pneumokoka su pokazali da je 99,9% sojeva pneunzo&sétljivo na tigeciklin (465).

Mi smo, u nasSem istrazivanju, nasli da su MR®kevi u visokom procentu (74,3%) bili
rezistentni na trimetoprim-sulfametoksazol Statisti zna&ajno je bila prisutna &
zastupljenost rezistentnih izolata Wil populaciji (79,2%) u odnosu na odrasle (56,4%)

Trimetoprim-sulfametoksazol je kombinacija de&a koji su se kasnih Sezdesetih godina
dosta koristili za lgenje pneumokoknih infekcija, natito kod dece, zbog efikasnosti i niske
cene. Rezistencija na trimetoprim-sulfametoksaeopryvi put zabeleZzena 1972. godine (308).
NesSto kasnije, 1986. godine je u Bruklinuceno da su izolati pneumokoka koji su bili
rezistentni na penicilin, takde ispoljavali rezistenciju i na trimetoprim-sulfatoksazol (468).
Nakon toga dolazi do znajnog porasta rezistencije pneumokoka na ovu koacfjinlekova u
pojedinim delovima sveta. NeSto kasnije je u SAeteZzena rezistencija pneumokoka na

trimetoprim-sulfametoksazol, izolovanog od 30% wxédralece iz dnevnog boravka. Najvisa
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prevalencija rezistencije pneumokoka na trimetogutiametoksazol, od oko 50% je
zabelezena u Africi kod pacijenata sa HIV infekaijoacak preko 60% u delovima Azije (469,
470). Smatra se da su Sirenje i selekcija klonByaneumoniaeezistentnih na trimetoprim-
sulfametoksazol posledica prekomerne upotrebe awdipiotika u I€enju zapaljenja srednjeg
uha kod dece (471), kao i njegova profilék#i upotreba kod odraslih pacijenata sa AIDS-om
(472). Takae je zapazeno da je upotreba fansidar&enie falciparum malarije u Africi dovela
do porasta rezistencije pneumokoka na trimetoptilfasetoksazol (473). Naime, fansidar
(sulfadoksin/pirimetamin) ima sle mehanizme delovanja (analog PABA/inhibicija esnet
tetrahidrofolne kiseline) i mehanizme rezistencij@o i trimetoprim-sulfametoksazol.
Rezistencija je uzrokovana alteracijama vezanimdimdrofolat reduktazu i dihidropteroat
sintetazu, enzime koji su odgovorni za sintezu dokiseline (298, 299). Alteracije DHFR i
DHPS gena koji kodiraju enzime nastaju kao postedittacija na hromozomima ili sticanjem
egzogenih gena (474, 475). UkrStena rezistencipodiodo selektivhog pritiska i stvaranja

rezistentnih mutanti pneumokoka.

Devedesetih godina je zabelezen izuzetan poeasstencije pneumokoka na trimetoprim-
sulfametoksazol u SAD. 1992. godine je rezisteniaijgsila 8%, da bi 2001. godine dostigla
28,5% (354). Kao i u staju tetraciklina, rezistencija pneumokoka na triopeim-
sulfametoksazol je bila znatnodéaeu zemljama istme u odnosu na zapadnu Evropu. U Rusiji je
tokom 2001-2002. godine zabelezena vrlo visokasteacija, od 65% nie decom mldom od
5 godina iz kolektiva kao Sto su dnevni boravcirotsSta (458). Nasto kasnije, u periodu od
2009-2013. godine je mia deijim izolatima u Rusiji, rezistencija na trimetopri
sulfametoksazol neznatno opala i iznosila 57% (3T6kemljama zapadne Evrope u periodu od
2004-2005. godine je rezistencija pneumokoka maetioprim-sulfametoksazol iznosila 26,7%
(459). Slena situacija je bila i u SAD, gde je rezistencijaepmokoka na trimetoprim-
sulfametoksazol 2010. godine iznosila 22,4% (3R9periodu od 1995-2002. godine u Torontu,
Kanada, je sprovedena prospektivnha kohort studia3839 pacijenata sa, u okviru koje su
identifikovani faktori rizika za sticanje rezisteyec pneumokoka na trimetoprim-
sulfametoksazol. Utdeno je da su to ranija upotreba trimetoprim-sulferkgazol, azitromicina
i penicilina (390). Prema rezultatima ANSORP s&dij2008-2009.god) rezistencija na

trimetoprim-sulfametoksazol u azijskim zemljama ignosila 74,3% NajviSa rezistencija
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pneumokoka na trimetoprim-sulfametoksazol je bilasytna u Indiji sa 91,3% visoko
rezistentnih sojeva (375).

Nakon Siroke primene konjugovane vakcine PCd&lazi do pada rezistencije pneumokoka
na trimetoprim-sulfametoksazol, budluda su vakcinalni serotipovi pneumokoka bili

najrezistentniji na ovaj lek.

Visok procenat (66,1%) naSih MRSP sojeva pidp&ategoriji multurezistentnih. Oni su
ispoljavali udruZzenu rezistenciju na tetracikliririmetoprim-sulfametoksazol (multirezistentni
sojevi,engl Multi-drug-resistant, MDR). Zastupljenost mulidirstentnih sojeva je bila statiki
zn&ajno veta u pedijatrijskoj populaciji, kao i kod sojeva BAHS fenotipom rezistencije na
makrolide (73,1%), u odnosu na M fenotip (36,7%), S objaSnjava istvremenim sticanjem
determinantni rezistencije. NaimermB gen rezistencije na eritromicin se moZe&inaa istim
transpozonima sa genima rezistencije na druge iatiki® (npr. tetM) i prenositi zajedno
procesima konjugacije. Istovremenu rezistenciju penicilin, tetraciklin i trimetoprim-
sulfametoksazol je ispoljilo 15,6% sojeva a na asiwhn, tetraciklin i trimetoprim-

sulfametoksazol 22%.

Zastupljenost multirezistentnih sojeva pneuakak od ¢ak 82% su opisali Spanski autori
(319). Najvisa prevalencija multirezistentnih s@jeje prisutna na Dalekom istoku, u Kini
83,3%, Vijetnamu 75,5%, Juznoj Koreji 63,9% i Hokgngu 62,2%. U Rusiji je u periodu
2009-2013. godina zastupljenost MDR sojevaimdeijim izolatima iznosila 22% (376) a u
azijskim zemljama 59,3%. Kao i u naSem istrazivamnjdruga istraZzivanja su pokazala da su
multirezistentni sojeviceke zastupljeni méu neinvazivnim izolatima u odnosu na invazivne
(375).

Sa druge strane, ohrabrégu je ¢injenica da su svi ispitivani sojevi bili osetljivna
vankomicin, linezolid, moksifloksacin, sparfloksaan, pristinamicin i rifampicin. Takaie u
veoma visokom procentu je bila prisutna osetljivesfeva MRSP namipenem (97,3%),
levofloksacin (99,6%) itelitromicin (98,4%).

Usled porasta rezistencije pneumokoka na gaeniagnakrolide,fluorohinoloni i telitromicin
se preportuju za empirijsko léenje pneumonija kod odraslih pacijenata. Takozvani

Lrespiratorni“ hinoloni, koji pripadaju novijim gemacijama fluorohinolona, npr. levofloksacin i
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moksifloksacin su aktivniji protiv pneumokoka u pdenju sa starijim generacijama ovih lekova
(ciprofloksacin i ofloksacin) (476). Mitim, njihova povéana i neadekvatna upotreba je
vremenom dovela do pojave rezistencije pneumokokdo iterapijskin neuspeha ucéénju
pneumokoknih infekcija. Porast rezistencije pneuokak na ove antibiotike je zabelezen u
Kanadi i Spaniji (477, 478). Rezistencija na fludrmlone u Kanadi je 1997. godine iznosila
manje od 1%, 2005. godine je porasla na 4,2%¢a2086. godine je iznosila 7,3% (284, 479,
480). U Evropi je sprovedena multicettra studija u periodu od 2004-2005. godine koja je
obuhvatila pacijente sa vanbalki stetenim infekcijama respiratornog trakta. Studija je
pokazala nizak nivo rezistencije na hinolone dginieevropskih zemalja. NajviSa rezistencija je
zabelezena u ltaliji 7,2%. U Spaniji je 2006. gedirezistencija iznosila 2,3%. U Hrvatskoj
rezistencija pneumokoka iznosi 4% (481). Prema potlaEARS-a iz 2012. godine rezistencija
na hinolone u Evropi iznosi 5,2% (315). Zemlje yitka je upotreba antibiotika ograena, kao

Sto je Nemaka, pojava rezistencije na hinolone nije zabele£483).

Prema podacima SENTRY studije u SAD je 201Mdim® svega 1,2% sojeva pneumokoka
bilo rezistentno na levofloksacin, moksifloksacln gemifloksacin (483, 363)Cak ni metu
zamenjenim serotipovima kao Sto su 19A, 35B i Iib&jstencija pneumokoka na ciprofloksacin
ne dostize 2% (484, 485). Rezistencija na gatiioksje priblizna rezistenciji na levofloksacin,
dok je rezistencija na moksifloksacin & niZza, zbog njegovog ¥eg potencijala u dejstvu

protiv pneumokoka (486).

Tokom 2009. i 2010. godine sprovedena je saual azijskom kontinentu, kojom je uteno
da je najviSi nivo rezistencije pneumokoka na retwinolone 4% (487). Pojedina poda kao
npr. Hong Kong, beleze nesto viSe nivoe rezisteramj 13% (488, 489).

Rezultati naSeg ispitivanja pokazuju da je lpgest nasih izolata na ,respiratorne” hinolone
bila izuzetno visoka (levofloksacin 99,6%, mokdilacin 100%, sparfloksacin 100%) i da je
njihova osetljivost bila viSa u odnosu na starijgngraciju hinolona, kao Sto je ofloksacin
(68,8%). Dobijeni podaci ukazuju na to da se nofjorohinoloni, mogu Kkoristiti u kenju
pneumokoknih infekcija kod odraslih u Srbiji. 1ztize visoka osetljivost sojeva pneumokoka
izolovanih u Srbiji na ove lekove je od velikog Zag, s obzirom n&injenicu da se noviji
fluorohinoloni mogu upotrebljavati udenju infekcija izazvanih sojevima MRSP kod pacijana

alerginih na penicilin. Multicenttina studija, sproveden petkom 2000-tih godina na odraslim
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hospitalizovanim pacijentima sa pneumonijom je paka bolju efikasnost levofloksacina u
poreienju sa tretmanom ceftriaksonom u kombinaciji s&nolalima (489). Studije koje su
pratile efekte delovanja drugih ,respiratornih® diona (moksifloksacin i gemifloksacin), su
pokazale njihovu uspesSnost u 90%cslaeva (491-493). Sprovedena su brojna istrazivanja
kojima se u l&enju akutne egzacerbacije hrémbg bronhitisa (AEHB) poredio efekat delovanja
cirpofloksacina (494), levofloksacina (495) i mdkdisacina (496) sa drugim lekovima koji se
koriste u terapiji AEHB (cefuroksimom, amoksilinomma klavulanskom kiselinom ili
klaritromicinom). Pokazalo se da je terapija fluurmlonima u trajanju 5 do 7 dana davala isti
efekat u poréenju sa navedenim lekovima ucémju AEHB. Faktori rizika za sticanje
rezistencije na hinolone su ranija upotreba hinaJ@smestaj u domove i bolnice (497). Sojevi
pneumokoka rezistentni na fluorohinolone se mndég&e izoluju od starijih osoba i od

pacijentima koji boluju od hrotinih oboljenja plda (489).

Pojava rezistencije pneumokoka na linezolidzgesada, izuzetno retka (267, 301, 498, 499).
Wolter i saradnici su 2005. godine opisali dva iKlka izolata pneumokoka sa smanjenom
osetljivo¥u na linezolid sa vrednéd MIK =4 pg/ml (301). | rezistencija na kvinuprisi
dalfopristin méu Gram pozitivnim kokama je veoma retka. U periadl2001-2002. godine
izolovano je svega 0,02% rezistentnih sojeva pnéwkenciji je MIK iznosio 4 pg/ml (302).
Rezistencija pneumokoka u ovom trenutku, na kviistiprdalfopristin je izuzetno retka (1,1%)
Medutim prevalencija neosetljivih sojeva pneumokokadpdeko véa meiu pacijenima sa
srpastom anemijom (30%) (500). Treba naglasitied&gd pacijenata sa srpastom anemijom
prisutan 600 x w& rizik da obole od IPB u odnosu na ostalu popya01). NasSi rezultati su
pokazali veoma visok procenat osetljivosti izolglaeumokoka na kvinupristin-dalfopristin
(98,8%). Meutim, bez obzira na rezultaie vitro osetljivosti na streptogramine (VITEK),
podaci ocestoj MLS rezisitenciji m@&u naSim izolatima pneumokoka ukazuju na niogst

ukrStene rezistencije na njih. Ovi lekovi joS uvegu u upotrebi u Srbiji.

Svi sojevi MRSP u naSem istrazivanju su bilethvi na telitromicin. Visoka osetljivost
pneumokoka na telitromicina je verovatno poslediogm Sto pomenuti antibiotik nije prisutan na
trziStu u Srbiji. Telitromicin je ketolid koji jeazvijen sa ciliem da se prevdeirezistencija
pneumokoka na makrolidne antibiotike. Studija spa®na u periodu 1999-2000. godine, koja je
obuhvatila 10 zemalja centralne i i&@ Evrope, je pokazala da je u Hrvatskoj, gde igupra
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visoka prevalencija MRSP, 99,8% sojeva pneumokdetljoyo na telitromicin (254). Prema
izveStaju globalnog PROTEKT projekta dgetvorogodiSnjem periodu (2001-2004.god),
rezistencija na telitromicin je iznosila 0,1%, ges® su pokazali nizak nivo rezistencije (502).
Nekoliko studija sprovedenih u radtim drzavama ukazuju da je prevalencija rezistenai
periodu 2005-2006. godine na globalnom nivou isfétl (314, 502, 503). Sa druge strane
izvestaji Hsueh-a i saradnika nam daju podatakedar¢valencija rezistencije pneumokoka na
telitromicin na Tajvanu 2001. godine iznosila 16%04). Ve&ina izolata pneumokoka sa
smanjenom osetljivési na telitromicin je imala vrednost MIK eritromie@n>256 pg/ml. Taj
podatak sugeriSe na prisustermB gena rezistencije u genomu sojeva rezistentnih na
telitromicin. Tajvan je zemlja sa veoma visokomvalencijom rezistencije pneumokoka na
makrolide, oko 85% (375). Istrazivanje sprovedem@ounovoj zemlji u periodu 2008-2012.
godina je dalo podatak da je 5,4% invazivnih sojvaumokoka bilo neosetljivo na telitromicin
(505). I druge studije su pokazale postojanje teaisje pneumokoka na telitromicin (268, 506).
Telitromicin se preporiuje za l€enje zapaljenja srednjeg uha, sinuzitisa, AEHB eymonije
kod odraslih pacijenata, ali ne i kod dece. Eféd@&nja vanbolnike pneumonije telitromicinom

se pokazao jednakim kao i efekatdeja amoksicilinom ili klaritromicinom (507, 508).

JoS uvek nije ustanovljeno postojanje rezisiengneumokoka navankomicin. Medutim
opisani su sojevi tolerantni na vankomicin (5096 I®lerantni sojevi su sposobni da izbegnu
liziranje i uniStenje od strane leka, ali mehanizeazistencije nisu poznati (509, 513). Zabelezen
je porast stope smrtnosti pacijenata sa meningitiserokovanim sojevima pneumokoka koji su

tolerantni na vankomicin (512).

Rifampicin moze da se koristi u kombinacijivsnkomicinom ili cefalosporinima udenju
meningitisa uzrokovanog penicillin rezistentnim pmokokom (202). Takie se koristi u
terapiji tuberkuloze i rezistentnih stafilokokninfekcija (514). Prevalencija rezistencije na
rifampicin meiu izolatima pneumokoka je mala i keese od 0,1 do 1,5% (515). Svi naSi sojevi

su bili osetljivi na rifampicin.

Hloramfenikol se decenijama koristio u empirijskoj terapiji akag bakterijskog meningitisa.
Rezistencija na hloramfenikol j@&a metu PNSP sojevima i 2003. godine u Spaniji je izr@osil
21% (516). Veoma sini rezultati su dobijeni u naSem istraZivanju, gdaistencija na

hloramfenikol iznosi 21,5%. U periodu od 2008-208@dine rezistencija invazivnih sojeva
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pneumokoka na Tajvanu je iznosila 26,2% (505) nekim zemljama je dostigksak 40% (517).
Sa druge strane, u Brazilu je, tokom 2010. godemstencija pneumokoka na hloramfenikol
iznosila svega 3,3% (518). U &oj je rezistencija pneumokoka na hloramfenikolotik niska
ali je zapaZen porast rezistencije sa 0,7% (20@9.ga 3,2% (2012.god) (411). Porast
rezistencije na hloramfenikol bi mogao da s&kwje i u drugim zemljama u kojima se

hloramfenikol intenzivno koristi i gde se ne sprdvaeakcinacija protiv pneumokoka.

5.6 Lecenje pneumokoknih infekcija

Poznato je da jgtreptococcus pneumonigelan od n&e&ih bakterijskih izazivéa infekcija
respiratornih puteva, u svim uzrasnim populacijadako se ove bolesti uglavnom ¢ée
empirijski, napravljeni su brojni vodi za tretman pacijenata sa respiratornim infekcgam
Americko udruzenje infektologae(gl Infectious Diseases Society of America, IDSA) i
Americko torakalno udruzenjeeigl American Thoracic Society, ATS) su 2007.godingaiti
vodi¢ za I&enje vanbolnikih pneumonija (519). U empirijskomdenju ovih oblika pneumonija
se preporéuje terapija beta laktamskim antibioticima u kondaili sa makrolidima, s obzirom
na njihov antiinflamatorni efekat (144, 520, 52T).vodi¢i definiSu gornji prag rezistencije
pneumokoka na makrolide u odesom regionu, iznad kojeg se ovi antibiotici ne mé&gristiti
za le&enje pneumokoknih infekcija. U njima se navodi @ansakrolidi ne mogu Koristiti kao
empirijska monoterapija vanbotki stelene pneumonije ukoliko procenat visoko rezistentnih
sojeva pneumokoka (MIK16 pg/ml) prelazi 25% u toj sredini. Monoterapijakrolidima je
ograntena na pacijente koji ne zahtevaju hospitalizacikoji nemaju ozbiljne pridruzene
bolesti (519). Ako bi se rukovodili preporukamaeajaju gore navedeni va@dia imajii u vidu
rezulate naSe sudije o visokoj prevalenciji pneuokakna makrolide (34%) u Srbiji, kao i
¢injenicu da je dominantan visoko rezistentan MLBotg, mogli bi da kazemo da makrolidi
nisu opcija kao empirijska monoterapija vanbgtei pneumonije naSih pacijenata. Sa druge
strane, oralni oblici azitromicina i klaritromicinsu se pokazali efikasni ucknju mnogih

slitajeva vanbolrike pneumonije (522-524).

Kada se dijagnostikuje pneumokokna pneumonijgkaliko je izolovani soj pneumokoka
osetljiv na penicilin (MIK<2 pg/ml), prema smernicama IDSA iz 2011. godinkoWeizbora su

penicilin ili ampicilin. Lekovi se daju parenteralnpenicilin u dozi od 200 000-250 000
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U/kg/dnevo na svakih 4—6 h ili ampicillin u dozi db0-200 mg/kg/dnevno na svakih 6 h.
Lekovi drugog izbora za parenteralnu terapiju sitriekson (50—-100 mg/kg/dnevno na svakih
12-24 h) ili cefotaksim (150 mg/kg/dnevno na svakih). Moze se primenjivati i klindamicin,
ali samo u podrjima sa niskom rezistencijom na ovaj antibiotikdezi 40 mg/kg/dnevno na
svakih 6-8 h, kao i vankomicin (40—-60 mg/kg/dnemacsvakih 6—8 h). Blaze infekcije se mogu
leciti oralno amoksicilinom (90 mg/kg/dnevno podeljeno2 doze ili 45 mg/kg/dnevno u 3
doze), koji je lek prvog izbora. Lekovi drugog izhoza oralnu terapiju su druga ili ¢ee
generacija cefalosporina (cefpodoksim, cefuroksfipozil); potom oralni levofloksacin,
ukoliko je soj osetljiv (16—20 mg/kg/dnevno podeljeu 2 doze za decu od 6 meseci do 5 godina
starosti i 8—-10 mg/kg/dnevno, jednom dnevno za aet® do 16 godina starosti; maksimalna
dnevna doza 750 mg) ili oralni linezolid (30 mg#kgévno podeljeno u 3 doze za decu uzrasta

do 12 godina i 20 mg/kg/dnevno podeljeno u 2 dastarije od 12 godina) (525).

Ukoliko je soj S.pneumoniaerezistentna na penicilin (MIK> 4ug/ml), lek izbora je
ceftriakson koji se daje parenteralno u dozi 100kgygnevno na svakih 12-24 h. Ukoliko je
neophodna parenteralna terapija, lekovi drugogralso ampicilin (300—-400 mg/kg/dnevno na
svakih 6 h), levofloksacin (16—20 mg/kg/dnevno wak# 12 h za decu uzrasta od 6 meseci do 5
godina, 8-10 mg/kg/dnevno jednom dnevno za decasterod 5-16 godina; maksimalna
dnevna doza 750 mg), ili linezolid (30 mg/kg/dnevraosvakih 8 h za decu urasta do 12 godina i
20 mg/kg/dnevno na svakih 12 sati za starije odyd@na); mogu se Koristiti i klindamicin, u
podrjima sa niskom rezistencijom (40 mg/kg/dnevno rekgv6—8 sati) ili vankomicin (40—-60
mg/kg/dnevno/6—8 sati). Kod sojeva rezistentnilpeaicilin, ukoliko je potrebna oralna terapija,
lek izbora je oralni levofloksacin, ako je soj dpet(16—20 mg/kg/dnevno u 2 doze za decu
uzrasta od 6 meseci do 5 godina i 8-10 mg/kg/dngedmom dnevno za decu uzasta od 5-16
godina, maksimalna dnevna doza 750 mg), ili orit@zolid (30 mg/kg/dnevno podeljeno u 3
doze za decu uzrasta do 12 godina i 20 mg/kg/dne@atueljeno u 2 doze za starije od 12
godina). Lek drugog izbora za oralnu terapiju jendamicin, u podrgjima sa niskom

rezistencijom (30—40 mg/kg/dnevno podeljeno u 3ejloz

Svi nasSi sojevi su bili osetljivi na lekove poewene od strane IDSA vathi. Jedino treba biti
oprezan prilikom primene klindamicina, zbog domife®ILS fenotipa rezistencije nd@ nasim

sojevima, i ukrStene rezistencije na klindamicakd vankomicin deluje na sojeve pneumokoka
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rezistentne na penicilin, ovaj lek bi trebalo daksesti veoma pazljivo i to samo kod visoko

rezistentnih sojeva i za terapiju meningitisa.

Kada su u pitanju pneumokokni meningitisicifailna terapija je ceftriakson, kao obavezni
lek, a vankomcin se dodaje u kombinaciji sa cefsitakm ili ceftriaksonom (526, 527).
Cefalosporini imaju véu sposobnost penetracije kroz krvno mozdanu barigdr se vankomicin
dodaje u slgaju da je pneumokok rezistentan na cefalosporirmk@micin se u toku éenja
iskljucuje, ukoliko se testom osetljivosti potvrdi da mlovani soj osetljiv na cefalosporine.
Ukoliko je vrednost MIK penicilina od 0,1 do 1 pd/m kombinaciji sa cefalosporinima, moze
se dodati meropenem. Migtim, ukoliko se ispostavi da je soj neosetljiv cafalosporine,
nastavlja se kenje sa vankomicinom. Ukoliko je vrednost MIK citksona véa od 2 pg/ml,
osim vankomicina se dodaje i rifampicin. Lekovidagu intravenski, cefotaksim u dozi od 2g/ 3
puta dnevno, ceftriakson 2g/2 puta dnevno, a vamkarig/ 2 puta dnevno.

Studije koje su obuhvatile pacijente sa zapgm@ srednjeg uha su ukazale na usku
povezanost izmi osetljivosti pneumokoka i njegovog odgovora maggu makrolidima (528-
530). U I&enju akutnog zapaljenja srednjeg uha, prefageuse léenje amoksicilinom, ukoliko
je soj osetljiv na njega (528). Jedan od pregledtahaka je sumirao brojna klitka iskustva
prema kojima terapija azitromicinom reSava oko H@bajeva zapaljenja srednjeg uha, kada je
izolovan pneumokok osetljiv na makrolide, ali samo20% sldajeva kada je pneumokok
neosetljiv (530). Séine rezultate je iznela i studija u kojoj je pokazaa azitromicin deluje kod
23 od 25 dece sa zapaljenjem srednjeg uha uzrokoyameumokokom osetljivim na makrolide,
sa vrednostima MIK eritromicing0,5 pg/ml, ali samo kod troje od osmoro dece koghke
izolovan pneumokokija je vrednost MIK azitromicina >2ug/ml (528). Ngavljeni podaci
proizvaiata azitromicina sugeriSu da 30 mg/kg pojeditea doze I& 85% sliajeva
pneumokoknog zapaljenja srednjeg uha. U vreme sgeoya te studije (2001-2002.god)
regionalni procenaérmBposredovane rezistencije pneumokoka na makroéderjosio svega
8%. U tom kontekstu, s obzirom na naSe rezultajeukazuju da je u nasoj zemlji rezistencija
pneumokoka na makrolide u 78,5% ¢slieva izazvan&rmB pozitivnim sojevima, makrolidni
antibiotici ne bi mogli da se prep@uju kao empirijska terapija akutnog zapaljenja sjeg uha
kod nas.
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Azitromicin i klaritromicin su se pokazali efiknim u léenju akutnog purulentnog sinuzitisa
(531). Studija sprovedena u Hrvatskoj je pokazaaseé azitromicinom postize 95% &hjeva
izle¢enja akutnog sinuzitisa. U vreme sprdenja studije, u Hrvatskoj je 25% sojeva
pneumokoka bilo rezistentno na makrolide (532). Asidlin se takde predlaze u terapiji

rinosinuzitisa (533).

Uprkos visokom nivou rezistencije na beta laldaSirom sveta, sojevi kod kojih je vrednost
MIK penicilina>4 pg/ml su retko prisutni. U naSim istrazivanjussuno 4 MRSP imala vrednost
pencilina od MIK =4 pg/ml, po jedan soj je ispoljMIK =8 pg/ml i MIK =12 pg/ml, Sto je
ujedno bila i najviSa dobijena vrednost MIK perni@l u ovoj studiji. Svi sojevi koji su ispoljili
visok nivo rezistencije na penicilin su izolovami iegija kolonizovanih normalnom florom
(brisevi nosa i spoljasnjeg usnog kanala), tzvavezivni izolati. Zapazili smo i da nijedan soj
izolovan u naSem istrazivanju nije imao MIK cefgdosna vei od 2 pg/ml, Sto zra da meiu

~-nhemeningealnim” uzorcima nijedan soj nije bio Weaezistentan na cefalosporine.

S obzirom da se rezistencija pneumokoka na Bi@¥e prevazi povetanjem doze leka,
oko 95% pneumokoknih infekcija van centralnog nerysistemate imati dobar odgovor na
terapiju beta laktamima. Penicilin i cefalospobnidalje trebalo da budu prva linija terapije kod
infekcija izazvanih pneumokokom (435). U tom kormstiel situacija u Srbiji nije dramafa,
budui da je samo 5,8% MRSP sojeva pneumokoka visokisteggno na penicilin. Miutim,
rezultati naSeg istraZzivanja ukazuju na retku uelnuZ visoku rezistenciju pneumokoka na
penicilin i makrolide. Zn&jno bi bilo odrediti kolika je incidencija PNSPSubiji, bez obzira na
rezistenciju na makrolide. Sa stanoviSta rezisjenpneumokoka na antibiotike u Srbiji,
penicilin bi trebalo da se koristi u ckenju nekomplikovanih pneumokoknih infekcija van
centralnog nervnog sistema. Ucdaju pneumokoknog meningitisa adekvatan izbor i bi

cefalosporini i njihova kombinacija sa vankomcinom.

Treba napomenuti da se prilikom tumaja rezistencije pneumokoka na BLA, mikrobiolozi
susréu sa brojnim problemima. Naime, prema preporukabsstandarda (CLSI i EUCAST), u
ispitivanju osetljivosti pneumokoka na BLA radi s&sacilin ,screen” test odnosno disk
difuzioni test sa diskom oksacilina. Prema kriteriy CLSI, ukoliko je zona inhibicije
oksacilina> 20 mm, interpretira se da je soj osetljiv na: p#ini (oralni i parenteralni),

ampicilin, amoksicilin sa ili bez inhibitora betaktamaza, cefahlor, cefepim, cefotaksim,
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cefpodoksim, cefprozil, ceftizoksim, ceftriaksongefuroksim i na karbapeneme. Mdim,
ukoliko je zona inhibicije oksaciling 19 mm, ne treba izdavati nalaz da je soj reziatema
BLA, nego je neophodno je da se odredi vrednost lgicilina, ceftriaksona, meropenema, ili
drugih relevantnih BLA koji se planiraju u terapipudwti da je odrdivanje MIK vrednosti
komplikovano i skupo da se rutinski izvodi u ladorgama u Srbiji, mikrobiolozicesto ove
preporuke primenjuju samo kada izveStavaju rezigierza “meningealne” izolate. Veliki
problem predstavlja tundanje antibiograma za tzv.,ne-meningealne® izolateénosno sojeve
izolovane od pacijenta koji boluju od pneumokokdkimfekcija van CNS. EUCAST je 2014.
godine dao dodatne smernice koje se odnose nailikgacreen” test. Kao i kod CLSI, ukoliko
je zona inhibicije oksacilina 20 mm, soj pneumokoka se smatra osetljivim narsievantne
BLA. Medutim, ukoliko je zona inhibicije oksaciling 20 mm, u sldaju meningitisa, soj
pneumokoka se smatra rezistentnim na penicilinke kdd “ne-meningealnih“ izolata mora da se
odredi vrednost MIK penicilina. Ukoliko je zona ibltije oksacilina> 8 mm, soj se smatra
osetljivim na ampicilin, amoksicilin sa ili bez ifiitora beta laktamaza, cefepim, ceftriakson i
cefotaksim. Ali ukoliko je zona inhibicijg 8 mm, mora da se odredi MIK ampicilina i drugih
BLA (325). Ove, trenutno vage preporuke EUCAST —a olakSavaju izradu dtavanje
antibiograma za neninvazivne i invazivne, ali ,nemmgealne” izolate pneumokoka. lako se u
osetljivosti, tokom 2015. godiné veina laboratorija i u nasoj zemlji piiena preporuke po
EUCAST-u.

5.7 Distribucija serotipova kod sojeva MRSP izolovanih u Srbiji

U naSem istrazivanju su tipizirani svi invaaisojevi pneumokoka rezistentni na makrolide
(n=48). Naeno je ukupno 11 serotipova, ali je polovina izalptipadala tipovima 19F (25%) i
14 (23%). Sled& po westalosti su bili 6A (10,41%) i 23F (8,3%), doksarotipovi 6B, 19A, 3,
23A, 8, 12F, 15B i 31 bili prisutni kod jednednee izolata. Méu multirezistentnim sojevima, sa
smanjenom osetljivésl na makrolide, penicilin, tetraciklin i trimetoprisulfametoksazol su
takade, dominirali serotipovi 19F, 14 i 23F. 8ie rezultate su objavili i drugi autori. Istraziyan
autorke Gaji | saradnika je pokazalo da su serotipovi 19F jjedini serotipovi kod kojih je
nadena istovremena rezistencija na penicillin i entrcin. Ista dva serotipa su kage

ispoljavala rezistenciju i na ostale beta laktamaigbiotike, kao i na tetraciklin i trimetoprim-
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sulfametoksazol (339). U ovom istrazivanju su s@jevi serotipa 19F i 14 ispoljili MLS
fenotip, koji karakteriSe visok nivo rezistencije makrolide i ukrStena rezistencija na makrolide,
linkozamide i streptogramine.' Sruge strane, svi serotipovi 6A su ispoljili M @dip, koji
pokazuje nizak nivo rezistencije na makrolide, hé&zStene rezistencije na klindamicin i
streptogramine. M&u MRSP sojevima u Spaniji, u periodu pre @enja konjugovane vakcine,
bili su najzastupljeniji serotipovi 14, 19A, 6B,A9A i 4 (414). U Portugaliji su ndea MRSP
sojevima u periodu od 1994-2004.godinecedje naiene serogrupe 19 i 15 (348). Prema
podacima CDC-a ¢gngl. Centers for Disease Control and Prevention)dumesojevima
pneumokoka rezistentnim na antibiotike, u preko ¥@bajeva se izoluju serotipovi: 6A, 6B,
9V, 14, 19A, 19F i 23F (534). Istovremena rezisti@npneumokoka na makrolide i BLA je,
takade, ¢esto prisutna miki istim serotipovima, tj.6A, 6B, 14, 15A, 19F, 1923F i 23A. Ovi
multirezistentni sojevkesto pripadaju nekom od internacionalnih klonovaa{8=>" -1; Spaifi® -

2; Francé’-3 (Spaifl¥ — 3); TaiwaR®™ - 15; Polan&" - 16; Polanff - 20; Swedelt” -25)
opisanim od strane PMEMerigl. Pneumococcal Molecular Epidemiology Network) (4285,
536). Meiu naSim sojevim&.pneumoniaétovremena rezistencija na makrolide i penicién |
bila prisutna kod tiginih rezistentnih serotipovia: 19F, 14, 6A, 23F,iGBA, dok su serotipovi:
3, 8, 12F, 15B, 23A i 31 bili osetljivi na peniciliMoze se zakliti da su méu nasim izolatima
sa smanjenom osetljivé$ na antibiotike dominirali poznati rezistentni ctgyovi. Ovakva
epidemioloSka slika, kakva je prisutna kod nas @akteristtna za zemlje pre udenja
pneumokokne konjugovane vakcine u kalendar obaveuuorizacije. Mdutim treba naglasiti
da je u naSem istrazivanju tipiziran relativno miaidj izolata i da su svi tipizirani izolati

invazivni.

U zemljama u kojima se vrSi imunizacija decenjkgovanom pneumokoknom vakcinom
redukuje se kliconostvo vakcinalnim tipovima (VE)pneumoniaeSerogrupe koje séesto
izoluju kod kliconoSa u pedijatrijskoj populacifi, 19 i 23 (VT), ispoljavaju najviSu rezistenciju
na antibiotike. Imunizacijom dece se zapravo smarifalonizacija rezistentnim serotipovima u
ovoj populaciji i njihovo prenoSenje na drugu deodrasle. Na taj nan se vakcinacijom, pored
smanjenja incidencije invazivnih pneumokoknih bbJesmanjuje i incidencija rezistencije
pneumokoka, natito kod male dece (126, 537-539). Pneumokokna kmvana

sedmovalentna vakcina PCV7 je na trziStu od 20@dngou nekim zemljama. Prvobitno je
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vakcina razvijena sa ciljem da se smaniji incidei®® u SAD i Kanadi (126), pa je i pravljena
od serotipova koji u tim zemljama izazivaju 85% hsMPB. Maeiutim, isti serotipovi su
uzrokovali 83% sltiajeva pneumokoknog meningitisa, ali su istovrembitorezistentni na
antibiotike, te su n#eni kod 81% infekcija uzrokovanih PNSP (158). Nakomdenja PCV7,
prema podacima ABCs-a, u SAD je zabeleZzena redukugidence IPB za 76%, e decom
mladom od 5 godina. U SAD se broj hospitalizovanih maata smanjio za 40% kada su u
pitanju deca mida od dve godine (54Q) studijama koje su istrazivale seroepidemiolodfj&
evropskih zemalja (2000-2005.god) uleno je da serotipovi sadrzani u sedmovalentnojinakc
uzrokuju 74% sleajeva IPB dece u Evropi (538). U dweremenu su registrovane nove vakcine,
PCV10 i PCV13, koje obuhvataju &iebroj serotipova te mogu prevenirati IPB izazvane

dodatnim serotipovima, prvenstvenodualecom.

U studiji sprovedenoj u Izraelu administradifanjugovane vakcine je redukovala upotrebu
antibiotika za 17%, dovela do smanjenja kliconoStezistentnim sojevima i redukovala
incidencu pneumokoknih respiratornih bolesti (5842). Nakon uvdenja PCV7 u kalendar za
imunizaciju dece 2001. godine u Spaniji, zabelggenn@ajan pad rezistencije na makrolide
medu invazivnim izolatima u ovoj populaciji - sa 42,3%kom 2003. godine na 20,8% u 2006.
godini (413). U Mdarskoj je PCV7 dostupna od 2005. godine, a tek(@92 godine usla u
nacionalni program imunizacije. Tri godine kasni@,10. godine je zamenjena sa PCV13 (543).
Obuhvat dece ene 2010. godine vakcinacijom je bio veoma visdk&%). Zabelezeno je da
Su u periodu pre udenja PCV10, do 2010. godine, u &&askoj dominirali ,stari pedijatrijski*
serotipovi (14, 23F, 6B, 19F). Metim, posle povéanja broja vakcinisane dece, tokom
poslednjih godina, serotip 14 je gotovdasao. Sa druge strane doSlo je do pora&tatalosti
ranije retkih, nevakcinalnih serotipova (11A, 194B) ali je taj porast znatno manji nego Sto je
bio pad VT (544). U Hrvatskoj su najzastupljengratipovi meu invazivnim sojevima: 14, 6B,
18C i 23F. Navedeni serotipovi su obuéeaai PCV7 i ova vakcina pokriva 72,7% IPB doe
decom u Hrvatskoj (545). Meatim, PCV7 je tek od kraja 2010. godine dostupndmvatskom
trziStu. Mefu naSim izolatima dobijenim od dece je bilo prisuest razéitih serotipova: 19F,
14, 6A, 6B, 23F i 19A. Od toga se serotipovi 6B, 19F i 23F nalaze u sastavu PCV7 i PCV10,
dok su svi serotipovi, uklpuju¢i 6A i 19A pokriveni 13 valentnom vakcinom. Udenje

sedmovalentne konjugovane vakcine je, poreél mavedenih izuzetno pozitivnih efekata na
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smanjenje incidencije IPB izazvane vakcinalnim 8powim, kao i na smanjenje rezistencije
pneumokoka, imalo i neke nezeljene efekte, a tigg porast prevalencije nevakcinalnih tipova
(NVT) 6A i 19A, koji sucesto bili rezistentni na penicilin. Porast inciderl®B uzrokovanih
nevakcinalnim serotipom 19A je posmatran u svimostam grupama. U periodu od 1998-1999.
godine do 2006-2007. godine incidenca serotipa jE9gorasla sa 2,6% na 47,2% kod dech
godina, sa 2,9% na 16,6%, kod osoba od 18-64 gpdisa 3,7% na 14,9% kod osob&®5
godina (546). U Portugaliji serogrupa 19 nije lplesutna u periodu 1994-1998. godine, da bi u
periodu posle uvienja PCV7, od 2002-2004. godiri@ila ¢ak 43,1% izolata (348). Zbog toga
su polisaharidi ova dva serotipa ukima u PCV13, pa setekuje se date se vremenom

smanjiti njihova zastupljenost.

Na zalost, pneumokokne konjugovane vakcinep istk prisutne na slobodnom trzistu, nisu
uvedene u redovan kalendar imunizacije dece uiSfg osnovu malog broja tipiziranih
invazivnih izolata MRSP u ovoj studiji, mogli sma da&imo da su serotipovi koji su rigse
izolovani od dece, 14 i 19F, kao i slédpo westalosti, 6B i 23F zastupljeni u PCV7 i PCV10.
Dodatna 4 rezistentna izolovana soja su pripadalatipovima 6A i 19A, koje pokriva PCV13.

Upotreba vakcine, pored redukovanja ukupnederaije pneumokoknih bolesti, dovodi i do
smanjenja upotrebe antibiotika. Te dalje smanijiti selektivni pritisak od strane hiiika i
stvaranje rezistencije (Sto viSe koristiti vakciausto manje antibiotik). Trajanje koristi od
vakcinacijece zavisiti od toga da e rezistentni sojevi ostati u serogrupama kojeldjuéene u
vakcinu. Ukoliko pénu da dominiraju rezistentni sojevi tipova koji tnigklju¢eni u vakcinu,

pozitivan efekat vakcinacije na smanjenje rezisfemmeumokoka&e tokom vremena opasti.

5.8 Nadzor nad pneumokoknim infekcijama

NaSe istrazivanje predstavlja prvu detaljnalian fenotipskih i genotipskih osobina sojeva
pneumokoka rezistentnih na makrolidne antibiotik®rhiji. Ovi rezultati mogu da predstavljaju
osnovu epidemioloSke baze podataka, na koju bi aiovezalo dalje péanje Westalosti
rezistencije pneumokoka na makrolide, kao i promenedistribuciji serotipova i gena
rezistencije. Analize izolata pneumokoka rezisténtma makrolide su od posebnog Zama s
obzirom da je prevalencija rezistencije pneumoko&ianakrolide u Srbiji visoka. Rezistencija

pneumokoka na makrolide je u nasoj zemlji prema$&lastenciju na penicilin. U razvijenim
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zemljama se \e dve decenije sprovodi aktivan epidemioloski nadzad IPB i nad

rezistencijom pneumokoka. Na tajcimra je omogudeno préenje incidencije i prevalencije
oboljevanja, rezistencije invazivnih i neinvazivn#olata, distribucije serotipova i rezistentnih
klonova, distribucije mehanizama rezistencije ndibastike, kao i gena koji determiniSu

rezistenciju, na osnowtega se prave strategije za terapiju i vakcinaciju.

U Srbiji je od skoro (2014. godine) z&pb aktivni nadzor nad IPB, publikovanjem véaliza
nadzor nad IPB i prezentovanjem programa nadzadeejolozima u nekoliko centara. Stoga
nema jo$ zvakhih podataka. Méutim, naSi rezultati ukazuju na to da izolati u ifsrinaju
slicne fenotipske i genotipske osobine — serotipovetimakrobnu rezistenciju, kao i izolati u
evropskim zemljama u kojima nema velikog obuhvatkcinacijom konjugovanom vakcinom.
Sa ciljem unapréenja mera prevencije us#enjem PCV u nacionalni program imunizacije,
poboljSanja dijagnostike i ¢éenja pneumokoknih infekcija, neophodna je da pmogektivnog
nadzora i zazivi, da se uspostavi nacionalna miaZaratorija i popravi epidemioloski nadzor
nad prijavom IPB. @ekuje se da bi uvenje vakcine koja pokriva serotipove zastupljene u
nasoj populaciji dovelo do smanjenjéestalosti invazivne pneumokokne bolesti i rezisienaa
antibiotike u Srbiji. Rezultati budih istrazivanja bi mogli da ukazu na promene udeaciji
rezistencije na makrolide ride izolatimaS. pneumoniaaa eventualne izmene u fenotipovima i
genotipovima kod sojeva rezistentnih na ove aniikeo kao i na izmene u distribuciji,
serotipova i klonova izolata MRSP u Srbiji.
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6 ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata, mogu se izvestiesiexhkljucci:

= U naSem ispitivanju smo nasli da je ukupna rezaf@mpneumokoka na makrolide, u
periodu od 2010-2012. god u Srbiji iznosila 34%

= Sojevi Streptococcus.pneumoniaezistentni na makrolide ste&e bili izolovani kod
dece (36%) u odnosu na odrasle (29%) osobe

= Sojevi Streptococcus pneumoniaezistentni na makrolide sde&e izolovani iz
neinvazivnih (35,5%) u odnosu na invazivne (27,#8&jerijale

= Dominantan fenotip rezistencije na makrolide je MibS, fenotip (78,5%). Konstitutivni
MLS fenotip je bio zastupljen kod 73,9%, a indultibMLS kod 4,6% MRSP izolata

= Potvidena je udruzenostefAgena i M fenotipagrmBgena sa iMLS i cMLS fenotipom.

= Prisustvo ob&rmBi mefAgena rezistencije je potieno kod 43,9 % izolata. Svi izolati
koji su imali oba gena rezistencije su ispoljili Blfenotip

= Istovremena neosetljivost na penicilin je bilatap§ena kod 16% sojevatreptococcus
pneumoniaeaezistentnih na makrolide, u Srbiji. Visok nivazigencije na penicilin je
imalo svega 5,82% MRSP izolata

= Medu sojevima pneumokoka rezistentnim na makroliderijiSe bio prisutan visok
nivo rezistencije na tetraciklin (81,3%) i trimetop-sulfametoksazol (74,3%)

= Multirezistenti sojevi, koji su bili rezistentni naetracikline i trimetoprim-
sulfametoksazol su predstavljali dvectree (66,1 %) izolata MRSP

=  Zastupljenost udruzene rezistencije MRSP na ft&tnad trimetoprim-sulfametoksazol
je bila veéa kod sojeva sa MLS fenotipom (73,1%) u odnosuajpeve sa M fenotipom
(36,7%)

= Zastupljenost istovremene rezistencije na makroliddruge antibiotike, penicilin,
amoksicilin, cefotaksim, tetraciklin, trimetoprinméametoksazol, kao i multirezistentnih
sojeva je bila véa kod pedijatrijskih izolata pneumokoka u odnosusogeve dobijene
kod odraslih

= Ucestalost istovremene rezistencije na makrolide ugdr antibiotike, tetraciklin i

ofloksacin, je bila prisutnija nd& neinvazivnim u odnosu na invazivne MRSP izolate.
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Invazivni izolati MRSP iz likvora su pokazivali &#& rezistenciju na beta laktamske
antibiotike u odnosu neinvazivne sojeve

= Sojevi pneumokoka rezistentni na makrolide su pakazoma visok nivo osetljivosti
(>90%) na levofloksacin, telitromicin, cefotaksimmipenem

= Sojevi MRSP su u potpunosti bili osetljivi na vankicin, linezolid, moksifloksacin,
sparfloksacin, rifampicin i pristinamicin

= Medu invazivnim sojevimaS.pneumoniaeaezistentnim na makrolide je deno 12
razlicitin serotipova. Polovina izolata je pripadala s$g@vima 19F (25%) i 14 (23%),
dok su sled@ po westalosti bili 6A (10,41%) i 23F (8,3%)

= Istovremena rezistencija na makrolide, penicilingtracikline i trimetoprim-
sulfametoksazol je dana kod serotipova 19F, 14 i 23F, dok su serotf@¥t i 31 bili

neosetljivi samo na makrolide
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