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Va na napomena:
VN
Izvod: Streptococcus pneumoniagpneumokok) je jedan od vodeh uzrokg
1Z morbiditeta i mortaliteta Sirom sveta, kada su tamgu infektivne bolesti

Prete no izaziva infekcije gornjih respiratornih tpua (sinuzitis, otitis i
konjunktivitis. Vodei je uzro nih vanbolnikih 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. Mo e se javiti kao konstitvni (cMLS) i inducibilni
(iMLS). Drugi mehanizam rezistencije na makrolide je\atitefluks leks
kodiran od stranamefA gena. Efluks antibiotik determiniSe rezistenc
samo na 144ane i 15-lane makrolide, bez ukrStene rezistencije. Ispg
se kao M-fenotip, a karakteriSe ga rétepen rezistencije. Cilj ove studije
bio da se odredi wstalost makrolidne rezistencijeéStreptococcy
pneumoniaane u invazivnim i neinvazivnim izolatima kod dece iradlih
da se odrediti Lestalost karezistencije 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
vrS§ena u mo dano-sanom bujonu sa 10% sadr ajem glicerola 88°C
Dvostruki disk difuzioni test, kombinovani difuziowilucioni test

automatizovaniVITEK 2 sistem su kori®ni za odreivanje fenotipov
rezistencije na makrolide. Geni koji kodiraju reégiiju na makrolide
detektovani PCR metodom. Ukupna rezistencija sofgymeumoniaeg
makrolide u Srhiji je iznosila 34%. Sojed.pneumoniageastentni n
makrolide su es e bili izolovani kod dece (36%) u odnosu na odr§289%
osobe, i eS 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.Woéna je udru eno




mefAgena i M fenotipagrmB gena i iIMLS fenotipa, kao @érmB gena
cMLS fenotipa. Prisustvo obarmB i mefA gena rezistencije je potwnc
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. MeMRSP 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 predstavijali dve ire (66,1 %) MRS
izolata. Zastupljenost udru ene rezistencije MRSR tetraciklin
trimetoprimsulfametoksazol je bila va kod sojeva sa MLS fenotip
(73,1%) u odnosu na sojeve sa M fenotipom (36,7%gstupljenos
istovremene rezistencije na makrolide i druge aotike me u kojima s
penicilin, amoksicilin, cefotaksim, tetraciklin,itretoprimsulfametoksazc
kao i multirezistentnih sojeva je bila & kod pedijatrijskih izola
pneumokoka u odnosu na sojeve dobijene kod odradlirestalos
istovremene rezistencijpa makrolide i druge antibiotike me kojima s
tetraciklin i ofloksacin je bila viSe prisutna meneinvazivnim u odnosu
invazivne MRSP izolate. Invazivni MRSP izolati ikkMora su pokaziva
ve u rezistenciju na beta laktamske antibiotike u @neénvazivne sojev:
MRSP sojevi su pokazali veoma visok nivo osetljtvas 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. Meu invazivnim sojevim
S.pneumoniaeezistentnim na makrolide je neno 12 razliitih serotipove
Polovina izolata je pripadala serotipovima 19F (2594 (23%), dok g
sledei po u estalosti bili 6A (10,4%) i 23F (8,3%).ttesremena rezistenc
na makrolide, penicilin, tetracikline i trimetoprisulfametoksazol je nang
kod serotipova 19F, 14 i 23F, dok su serotpovi L2F bili neosetljivi sam
na makrolide. NaSe istra ivanje predstavlja prvtiatjau 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 resgecnfectious 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 @ihoice for empiric
treatment of pneumococcal infections. Although rokdes are widely ust
for treatment of pneumococcal infections, amcrease 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@haB 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 resistafidd@s phentype
can be either constitutively (cMLS) or induciblyM{LS). expresse
Another macrolide resistance mechanism is the actrug efflux, encods
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 pneumoniagMRSP) among invasive and noninvag
isolates in children and adults, 2) to examinepitealence of coesistanc
and multiple-resistance among MRSP straB)spo 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 bha&iart infusion broth wi
a 10% glycerol content at -80°C. Macrolide resiseaphenotypes eve
determined by a double disc diffusion test, combidéfusiondilution 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 macrolidéstaasce 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, tetracycliy
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%), cefose (93.5%) ar
imipenem (97.3%). MRSP strains were fully suscégtio 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 resistantacrolides onlyThis
investigation represents the first detailed analysisphenotypes ali
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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Doktorska disertacija

Streptococcus pneumonidiepneumococcus je Gram pozitivna bakterija kpjgpada rodu
Streptococcusfamiliji Streptococcaceadedan je od vodé izaziva a invazivnih oboljenja kao
Sto su bakterijemijska pneumonija, septikemija nmagitis. Tako 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
zna ajnim 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). Le enje pneumokoknih infekcija je ote ano zbog porasigienja rezistencije na antibiotike.
Od posebnog je znaja pojava ukrstene rezistencije pneumokoka nalaktamske antibiotike i
antibiotike iz grupe makrolida. Prevalencija reaistije znaajno varira meu dr avama. lako su
makrolidi u Sirokoj upotrebi u lenju respiratornih infekcija izazavnih pneumokokgmorast

rezistencije bi mogao da kompromituje njihovu upbtr.

Streptococcus pneumonigeprvi put opisan pre vise od 130 godina. Kledgegl875.godine
prvi put uoio u direktnom preparatu pleuralnog izliva pacigenbolelog od pneumonije. Potom
su 1881. godine, D ord Sternberg (George SternperdSAD i Luj Paster (Louis Paster) u
Francuskoj, nezavisno jedan od drugog izolovaliuomekok i demonstrirali njegovu patogenost
inokulacijom u zeca (3, 4). U to vreme je bio prepat kao vodé uzro nik lobarne pneumonije.
Nazvan jeDiplococcus pneumoniaeu eri pre otkria antibiotika je uzrokovao vise smrtnih
ishoda nego karcinomi i kardiovaskularne bolegedao. Poetkom 1900-ih godina pneumokok
je bio predmet istra ivanja mnogih laboratorijadgsir sveta, ukljuuju i “Public Health Ministry”

u Londonu i “Rockefeller Institut” u Njujorku.

Fred Grifit (Fred Griffith) je 1928. godine izveaveni eksperiment inokulacije u miSa dva soja
pneumokoka, od kojih je jedan bio inkapsuliran ijerp toplotom, a drugi iv, i nekapsuliran.
Tom prilikom je dokazao da se ivi nekapsuliranj sm e transformisati u inkapsulirani soj sa
istim kapsularnim tipom kao mrtav soj. Nazvao jejokenomen - transformacija i ukazao na

zna aj kapsule u virulenciji (5, 6). ViSe od decenijashkije Osvald Ejveri (Oswald T. Avery),
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Kolin Meklaud (Colin M. MacLeod) i Meklin MekartiMaclyn McCarty) su dokazali da je DNK
nosilac genetske informacije koja je odgovornaingezu kapsule (7). Sva dalja istra ivanja na
pneumokoku su doprinela razumevanju brojnih bidlogkincipa od fundamentalnog zrega za

genetiku.

Nova era istraivanja pneumokoka je zagla kada je sekvenciran njegov genom.
Kompletna genska sekvenca soja pneumokoka semtipa itana i novembra 1997. godine je

objavljena na sajtattp://www.tigr.orginstituta za genetka istra ivanja éngl 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)(

Streptococcus pneumonipeGram pozitivha bakterija oblika plamena syjedijametra 1-2
pum, koja se rea u parovima ili kratkim lancima. Katalaza je négs, nepokretna, asporogena
(10) i stvara tipinu alfa hemolizu na krvnom agaru. Pneumokoke sékufiz od drugih
alfahemoliti nih ili viridans streptokoka na osnovu njihove ¢jsaisti na optohin, rastvorljivosti

u u iinaosnovu imunolosSke reakcije kapsule sa sp&dih antiserumima.

Fenotipska identifikacija izolata pneumokol@ika nedostaju tiphe karakteristike (sojevi
rezistentni na optohin, sojevi bez kapsule) jeata (11, 12). Studije su pokazale da je do 3 %
sojeva pneumokoka rezistentno na optohin (13). Bns# da je test lize pneumokokne kulture
u nim 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 stepenrgysiilizme u S.pneumoniaenekih
vrsta viridans streptokoka S. mitis, S. pseudopneumoniae, S.oralis, S.infanti$.
oligofermentans Zato se smatra da u nekim sjevima samo molekularne metode mogu
pomoi u razlikovanju ovih vrsta: DNK probe (AccuProb8EN-PROBE, San Diego, Ca),
reakcija lanane polimerizacije (PCR), kojima se detektlytA, ply, psaAgeni i metoda MLST

(engl multilocus sequence typing).



Doktorska disertacija

Streptococcus pneumonig®seduje brojne faktore virulencije koji imaju wa ulogu u
patogenezi infekcije. Prema hemijskom sastavu ldgeriavirulencije mogu podeliti u dve grupe.
Prva grupa u osnovi ima &¥e i predstavljena je polisaharidnom kapsulonhadieskom i

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

Polisaharidna kapsulau potpunosti okru uje bakterijskueliju i predstavlja glavni faktor
virulencije pneumokoka (6, 14, 15). Kovalentno jezana fosfodiestarskim vezama za N-
acetilglukozamin peptidoglikaneelijskog zida. Postoje razlike u sastavu polisateakapsule,
na osnovu kojih je do danas identifikovano 94 rataiserotipa pneumokoka (16, 17). Kapsula
ve ine serotipova je kompleksne gea,sastavljena od multiplih &ra sa razgranatim baim
lancima. Kod nekih tipova, npr. 3 i 37, kapsula irakativno jednostavnu strukturu i sadr i samo
jedan ili dva Seera, dok je kod drugih sastavljena od brojnih ugljehidrata (slika 1). Uprkos
navedenim raznolikostima u giia kapsula svih tipova ima istu primarnu funkciga sprei
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 specifinin antitela u domanu

(22, 3). Pomenute razlike u sastavu polisaharidasida predstavljaju osnovu serotipizacije
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pneumokoka. lako postoji preko 90 raitlh serotipova pneumokoka, relativno mali brojhnji
izaziva veinu pneumokoknih bolesti. Na&gS i izaziva i invazivnih infekcija su serotipovi 6B,
9v, 14, 19F, 23F, 18C, 7F, 1, 6A i 4. Navedeni 8povi uzrokuju izmeu 60 i 80%
pneumokoknih infekcija Sirom sveta. Zastupljenaogjedinih serotipova varira u zavisnosti od
uzrasta, geografske lokacije i vrste oboljenja.n®sikapsuliranih postoje i neinekapsulirane
forme pneumokoka (23). Neinkapsulirane forme pnedwka su prisutne kod 2% sojeva
izolovanih iz primarno sterilnih teosti (24), ali se esto mogu na kod osoba sa
konjunktivitisom (25). Pneumokok mo e da regulidesgresiju kapsule, te je u shjevima kada

je neophodno da budu izlo eni adhezini, npr. kodok@zacije, ekpresija kapsule redukovana,
dok je visok nivo kapsularne ekspresije esencijakaizbegavanje komplementom posredovane
opsonofagocitoze tokom sistemske infekcije. Zalwyalj velikoj sposobnosti razmene
genetskog materijala transformacijom, sojevi pnekmka mogu meusobno da prenose gene za
sintezu kapsule i tako izmene kapsularni seraiml. serotype switch) (26). Navedena pojava je
uglavhom posledica selektivhog pritiska. Pojedimaserotip pneumokoka obio obuhvata
brojne genski razlite klonove usled horizontalnog transfera genaiasittezu kapsule (27, 28,
29).

Postoje dva razlita sistema nomenklature serotipova pneumokokaskiarameriki. Danski
sistem grupisanja serotipova, baziran na antigemski nostima, 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 oema brojevima ili kombinacijom slova i brojeva
(30).

Mnogi faktori virulencije pneumokoka se nalame povrSini bakterijskeelije. Kao i druge
streptokoke, pneumokok adheriSe za epitelrdije nazofarinksa. Za razlte niSe je
karakteristino prisustvo razlitih 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.

Me u najva nije pneumokokneadhezine se ubrajaju pneumokokni povrSinski antigen A
(PsaA) éngl Pneumococcal surface antigen A) i fibronektin uyjez 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 povrSiakterijske elije, a deo je ABC transportnog
sistema pneumokoka. Uloga ovog sistema je da smalimikterijsku eliju jonima Mrf* i Zn**-

(31). Dokazano je da svi serotipovi pneumokoka goggpsaAgen (31-33).

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

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

cepajui imunoglobulin A i mucin, ogoljuju proteinske rgatere na povrsini bakterijskelije.

lako se, kao i druge streptokoke, smatra akstlularnom bakterijom, ustanovljeno je da
pneumokok mo e da ulazi i prolazi kroelije respiratornog epitela i vaskularnog endotsta,
ima veliki znaaj u Sirenju pneumokoka (36, 37).

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

Pneumolizin je ekstrcelularni produkt pneumokoka. Pripada hgnoksina koji formiraju
pore. Reaguje sa holesterolomalijskoj membrani eukariotskihelija, stvara pore u membrani
elija i dovodi do njihove lize (38, 39). Osim likie aktivnosti, pneumolizin ima brojne efekte na
elije i tkiva. Inhibira baktericidnu aktivhost fagta, usporava pokretljivost cilija, stimuliSe
produkciju citokina, posebno IL-1, IL-8 i TNF, odrane makrofaga, stimuliSe aktivhost
fosfolipaze i aktivira klashim putem komplement,vezujuFc 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 auziii pneumokokaiju sintezu kodira
IytA gen (43, 44). Pripada ekstracelularnim holin-vezo proteinima koji na kraju
eksponencijalne faze rasta dovodi do uniStenja aoilganizma. Tokom veg dela ivotnog
ciklusa bakterije je neaktivan, a aktivira se podeoenim okolnostima (zaustavljanje biosinteze

elijskog zida, terapija penicilinom). Kada je aldiy specifino cepa kovalentne veze
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peptidoglikana elijskog zida pneumokoka i dovodi do autolize bajgke elije (45, 46).
Autoliza indirektno doprinosi virulenciji, zbog a@dla anja degradacionih produkatalijskog
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 i-N-acetilmuramidaza (lizozim)), kao i Pce (fosfbalin esteraza) (48,

49). DetekcijdytA gena se koristi za identifikacifs.pneumoniae

Va na karakteristika pneumokoka je da za skagt zahteva prisustvbolina. U sastavu
teihoinske i lipoteihoinske kiselineelijskog zida pneumokoka se nalazi holin. To je
aminoalkohol koji igra kljunu ulogu u fiziologiji pneumokoka (50). Pneumokokrikti
fosforilholin da bi se vezao za PAF receptor (5, 36). Holinske rezidueelijskog zida deluju
kao ligandi familije pneumokoknih proteina pozna#tho holin-vezujui proteini (9). Prvi
otkriveni holin-vezujui protein je bio pneumokokni povrSinski protein RspA) (53, 54) a
potom PspC (CbpA) (55) i holin-vezujyorotein A (CbpA).

Neuraminidazaje enzim koji cepa N-acetil neuraminsku kiselimuniucina, glokolipida,
glikoproteina i oligosaharida na povrSini epitelndlija i u telesnim tenostima (56, 31). Na taj
na in olakSava adherenciju pneumokoka. Pneumokok pgsethjmanje dve neuraminidaze,
NanA i NanB, od kojih NanA ima znatno we aktivnost (57). Novija istraivanja genoma

pneumokoka ukazuju na prisustvo i geNanC neuraminidaze (58).

ak 99% sojeva pneumokoka iuenzim hijaluronidazu, koja razgrauje hijaluronsku
kiselinu vezivnog tkiva i ekstracelularnog matrikdda taj nain omoguava kolonizaciju,

invaziju i Sirenje pneumokoka u tkivo (59).

Pneumokok ostvaruje bolju kolonizaciju zahwjalji lu enju i IgAl proteaze Ovaj enzim
razgrauje najznaajniji imunoglobulin sluznica — IgA, te i na taj na oSteuje imunitet

domaina.

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

azotnog oksida i doprinose prilivu neutrofidy.

Slika 2:Shematski model elijskog 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 Pneumoabéntibodies (65))

Streptococcus pneumoniaea sposobnost prirodne transformacije, odnosmsuzimanja 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 nain razmene genskog materijala (68, 69). Pnumokokenpoeuzeti oko 10% svog
elijskog DNK sadr aja (70). Geni pneumokoka koji sajviSe podlo ni transformaciji su geni
koji kodiraju sintezu penicilin vezujih proteina i geni koji kodiraju sintezu faktorawencije

(71, 72). Klini ki izolati pneumokoka se mogu razlikovati ak 20% genskog materijala (73).

Pored transformacije, pneumokok mo e da rajnojergenski materijal putem konjugativnih
transpozona (npr. Tn 916), koji obhb nose gene rezistencije na makrolide. S obziransel
inkorporacija DNK, koja je preneta transformacijom,hromozom donorskeelije, obavlja
mehanizmom homologe rekombinacije, neophodno jeodéoji visok stepen homologije izme
donora i recijepijenta. Sa druge strane, za preg®rs putem konjugativnih transpozona nije

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

Streptococcus pneumonikelonizuje gornje respiratorne puteve zdravih osoka nakon
par meseci od renja. Procenat kliconoStva varira u zavisnosti nchsta, sezone, geografske
lokacije. Najvei je kod dece mlae od 5 godina i mo e iznostiti i do 60% (20, 74-8Ba 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
mo e istovremeno biti prisutno i doetiri razli ita serotipa pneumokoka (84, 85). Pojedini
serotipovi (14, 6B, 9V, 19F, 23F, 18C, 7F, 1, 6A se obino nalaze kod kliconoSa, a s obzirom
da je kliconoStvo esto kod dece, nazivaju se i “pedijatrijski’. Tramsija pneumokoka se
ostvaruje kapljinim putem sa kliconosa ili sa obolele na zdravubasdrizik da kolonizacija
progredira u infekciju je najve ubrzo nakon ekspozicije, ali se bolest mo e rézvinakon
nekoliko meseci. Smatra se da infekcija nastajeaibrakon kolonizacije novim serotipom
pneumokoka (86-88). Oboljevanje j@Se tokom zimskih meseci kada je nivo transmisije
najvei (89, 90). Povean rizik od oboljevanja m& decom mlaom od 2 godine je povezan sa
nezrelim imunskim odgovorom na polisaharide kapsulesokom 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 uspejlwodstrane pneumokok, dolazi do njegove
proliferacije i do razvoja infekcije.

! & % $

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

naj eS i uzro nik vanbolni kih pneumonija u svim starosnim grupama (92).

Zapaljenje srednjeg uha je regj a manifestacija pneumokokne bolesti (93, 94).Ukokle
neadekvatno le, bolest mo e progredirati u mastoiditis. U shju prolongirane infekcije
mogu e je Sirenje pneumokoka preko mastoidnog sinusarebrospinalnu teost, dovodd do
meningitisa. Bakterija mo e do meningea bii krvotokom. Serotpovi koji nags e izazivaju
otitis su oni koji kolonizuju nazofarings, a u zgamha u kojima se primenjuje vakcina, to je

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

Pneumokok se ubraja menaj eS e bakterijske izazivae akutnog sinuzitisa i uzroik je
oko jedne treine bakterijskih konjunktivitisa (96). Kod dece méaod pet godina, infekcija
sinusa je uglavhom ograeina na etmoidne i maksilarne sinuse. Kod pneumaigkn

konjunktivitisa znaajnu ulogu igraju nekapsulirani sojevi (97, 98).

Ova bakterija je, take, i najesSi uzro nik vanbolnike pneumonije gngl Community
Acquired Pneumonia, CAP).

Komplikacije pneumokokne pneumonije su efyzgmpijem, nekrotizirajua pneumonija i
apsces plua. lako do 40% pacijenata sa pneumokoknom pneuormnipa efuziju pleure, samo
10% tih pacijenata ima dovoljnu kaiinu izliva za aspiraciju a samo 2% njih razvije &ep.
Streptococcus pneumoniage idalje najeSi uzro nik empijema meu pedijatrijskom
populacijom (99-101). U retkim slajevima pneumokokna pneumonija mo e uzrokovati apsc
plu a (102, 103). Kod oko 20% pacijenata pneumokok ipgad plu a u krvotok, dovode do

bakterijemije, koja se dalje mo e komplikovati megitisom (90, 104- 108).
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Ukoliko do e do prodora pneumokoka u primarno sterilne reglpe,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 klitkia stanja
se mogu proglasiti invazivnhom boles jedino ukoliko je pneumokok izolovan iz primarno

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

Bakterijemija je napSa manifestacija IPB. U vei slu ajeva je u pitanju primarna
bakterijemija koja se uglavnom javlja kod dece mlad 3 godine. Ustanovljeno je da je, nakon
uvo enja Hib vakcine, pneumokok registrovan kao uamilo 90% sluajeva okultne
bakterijemije kod dece (110, 111). Bakterija se kode populacije moe, direktno iz
nazofaringsa, translocirati kroz epitel, invadiratibomukozu, preneti kroz endotel kapilara,
prodreti u krvotok i dovesti do bakterijemije. Koddraslih pacijenata, pneumokokna
bakterijemija je eS e povezana sa ustanovljenom fokalnom infekcijorno, &a je hronini otitis,
pneumonija i meningitis. U veni slu ajeva okultna bakterijemija spontano prolazi.
Komplikacije se razvijaju kod oko 10% pacijenatario 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 mla od 20 meseci
su u visokom riziku za nastanak perzistentne bigduwete ili razvoja fokalnih infekcija (99,
100).

Pneumokokni meningitis je naga i najte a supurativha komplikacija pneumokokne
bakterijemije. ak i uprkos adekvatnoj antibiotskoj terapiji, stapartaliteta se kree od 15 do
30% (112-115). Pneumokokni meningitis nosi iveizik od smrtnog ishoda i znajnih
neuroloskih sekvela nego meningitisi uzrokovani gilru bakterijama (npr.Haemophilus

influenzadip B, Neisseria meningitid)s

Druge manifestacije invazivnih infekcija, k& su endokarditis, perikarditis, septi
arthritis, osetomijelitis i apsces mozga, se retksreu (116-119). Uglavnom nastaju kao
komplikacija pneumokokne bakterijemije. U gem uzrastu pneumokok je uzmk 4%

slu ajeva osteomijelitisa i 20% slajeva septinog artritisa. Pneumokokni endokarditis se retko
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javlja u antibiotskoj eri. Osler je joS 1881. gagliropisao Kkliniki trijas: pneumokokni
endokarditis, meningitis i pneumoniju, (tzv. Auatrov sindrom), koji seeSe javljao kod
alkoholi ara. Pneumokokni tenosinovitis, horioamnionitis psees miSia, jetre, pankreasa,
slezine i bubrega - se javljaju veoma retko (118pdominalne infekcije uzrokovane
pneumokokom, kao Sto su peritonitis, apendicitestininalni ileitis, se takae javljaju kod malog
broja pacijenata (120-122). Pneumokok mo e iz spibljgenitalija preko jajovoda dospeti do
peritoneuma i izazvati peritonitis. Peritonitis jedina IPB koja se eSe javlja kod osoba
enskog pola. Infekcije mekih tkiva, celulitisi i iozitisi, se eSe javljaju kod osoba sa
komorbiditetima i HIV infekcijom (99).

0 )

Streptococcus pneumonige ubraja meu najva nije bakterijske uzramike povezane sa
zna ajnim morbiditetom i mortalitetom, prvenstveno kdece ali i kod odraslih (123). Prema
podacima Svetske zdravstvene organizacije od pnkoknd 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 priblino 4 mitia sluajeva teskih oblika pneumonija, koje
zahtevaju hospitalizaciju. U svim uzrasnim grupa@gpneumokok nagsSi uzro nik (125).
NajviSa incidencija IPB je prisutna kod dece naelaod 2 godine i starijih od 65 godina (126).
Faktori rizika za nastanak pneumokokne pneumonijeingekcija virusom influence (127),
alkoholizam (128), puSenje (129), hroma opstruktivha bolest pla (HOBP) (130), astma
(131), splenektomija (132), HIV infekcija (133), pli mijelom (134), sistemski lupus (135),
transplantacija (136), ciroza, hrona bubre na insuficijencija, hematoloski malignitet
kardiovaskularne bolesti, socio-ekonomski statysrathodna primena antibiotika (137-141).
Stopa mortaliteta pneumokokne pneumonije seekiad 16 do 55% (142-145). Pneumokokna
pneumonija mo e biti praena sepsom i kod tih pacijentata je stopa smrtimosid 25% (142).

Decenijama je incidencija pneumokokne pneuieaa bakterijemijom iznosila 9-18/100 000
slu ajeva meu odraslim pacijentima (125, 146, 147). U 2010.igod SAD je incidencija IPB
kod dece 1 godine iznosila 34,2/100 000 stanovnika, kodbas®5 godina 36,4/100 000
stanovnika, dok je kod osoba uzrasta od 18 do 8hgaznosila 3,8 slajeva na 100 000 (148).
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Sa druge strane me osobama sa HIV infekcijom, incidencija je 2016dga bila 173 na 100
000 stanovnika (149). Ueno je da postoji veza izme odre enih kapsularnih serotipova
pneumokoka i te ine IPB kao i uzrasta (37, 150)e@d‘'pedijatrijskih” serotipova - 6B, 9V, 14,
19F i 23F (151) i tipovi 18C, 7F, 1, 6A i 4 se redane u 10 serotipova odgovornih za oko 80%
slu ajeva IPB kod dece uzrasta do 5 godina (152). Mmtad IPB u razvijenim zemljama se
kre e od 1% do 30% u zavisnosti od uzrasta i faktaikai(153-155, 137), a mo e dosti do
50% u zemljama u razvoju (156).

* + , $

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 sadr i polisaharide 23 nag a 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 Bijski imunski
odgovor kod domana, te nema razvoja memorijskih limfocita. Raité 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). Mem, polisaharidna vakcina je slabo
imunogena kod dece mla od 2 godine, koja predstavljaju najugro eniju plagiju za IPB
(160, 161).

Zbog toga je razvijen drugi tip vakcine ko@ primenjuje od 2000. godine - konjugovana
pneumokokna vakcina. Kapsularni polisaharidi pnekmka su konjugovani sa Vvisoko
imunogenim nepneumokoknim proteinskim nasa. 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
me usobno razlikuju prema broju serotipova pneumokkdja obuhvataju. U sastavu PCV7 se
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nalaze serotipovi: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F i 23NCRO0 pored navedenih serotipova sadri 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, sadri i protein D ,netipabtfi Haemophilus influeuzagOve vakcine
indukuju i humoralni i celularni imunski odgovorkteviraju memoriju a podstu i stvaranje
mukoznog imuniteta. Delotvorna je kod odajli i dece mlae 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 @njlkgovana vakcina uvedena 2000.
godine i od tada je zabele en pad incidencije IRB59% do 90% kod dece miaod 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 tumsticanjem kolektivnhog imuniteta (172-175). Ukumeaistencija
pneumokoka na antibiotike je, tal®y smanjena, zahvaljujuuvo enju ove vakcine. U@ni su,
me utim i negativni efekti vakcinacije - kolonizacifgevakcinalnim serotipovima i blag porast

incidence IPB izazvanih nevakcinalnim serotipovima.

Zbog svih navedenih mana polisaharidnih vakckao i zbog tehnke nemogunosti da se
konjuguje veliki broj serotipova za proteine, uppemi su nove generacije pneumokoknih
vakcina, koje sadre neke od najzamijih proteina pneumokoka: pneumokokni povrSinski

protein A (PspA), pneumokokni povrSinski antigerisaA) i pneumolizin (Ply) (90).
- . % / :
- 0 1 % )

Makrolidi, linkozamidi i streptogramini su kii ki zna ajna grupa antibiotika. Mada se
hemijski razlikuju, imaju sline mehanizme antimikrobne aktivhosti kao i meharizm
rezistencije pa se smatraju istom MLSb funkcionaingrupom. Njihova funkcija se osvaruje

inhibicijom sinteze proteina u bakterijskom riboani176).
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Makrolidi su antibiotici koji u svojoj struktusadr e makrociklini laktonski prsten povezan
glikozidnim vezama sa delovima dva 8m, dezozaminom i kladinozom. Antibiotici unutar
klase se meusobno razlikuju na osnovu vehe makrociklinog 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 Klitkiu
upotrebu. Izolovan je 1952. godine iz aktinomice&reptomyces erythreugdanas
Saccharopolyspora erythrae#&)77). Eritromicin A se sastoji od 14anog laktonskog prstena

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

Slika 3: Hemijska struktura eritromicina

A
R
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dezozamin
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makrolaktonski RO
prsten )
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eritromicin

(Izvor: Gaynor M, 2005178))

Noviji makrolidi predstavlju polusintetske dexte baze eritromicina, napravljene sa ciljem
da se prosiri spektar delovanja, postigne boljmékodinamika, administracija jednom dnevno i
dobra tolerancija. Drugi 14kani makrolidi su: roksitromicin, diritromicin i Rritromicin.
Klaritromicin je nastao metilacijom hidroksilne g eritomicina na 6. poziciji laktonskog
prstena (179). Azitromicin je 13ani 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 l16ani
laktonski prsten (181).

Slika 4: Razlike u hemijskoj strukturi novijih makr olida

azitromicin klar itromicin |

(Izvor: webmaster@pharmacorama.cqiB?))

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

cilijno mesto vezivanja take 50S podjedinica ribozoma.
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Slika 5: Shematski prikaz 50S podjedinice ribozomamesta vezivanja antibiotika iz grupe
makrolida

#s

(Izvor: http://www.sciencedirect.com/science/article/piii8286741201125{185))

Eritromicin i drugi makrolidi pokazuju visokspecifi nost za 50S subjedinicu ribozoma, za
koju se vezuju sa visokim afinitetom u prisustvogavid* 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 prekid@zenproteina, kao i spr@vanja sklapanja
ribozoma u ranom stadijumu sinteze proteina (184,).1 etrnaesto- i petnaestéani 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 posti u baktericidan efeka8§1189).

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

na ribozomu i slian mehanizam delovanja kao makrolidi i streptognaifiio0).
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Streptogramini su prirodni cikhi peptidi koje produkujé&treptomyces spfd91). Sainjeni
su od dve komponente, streptogramina A (dalfoprispiristinamicin II, virginiamicin M) i
streptogrmina B (kvinopristin, pristinamicin |, giniamicin S). Pojedinano ove komponente
imaju slabu bakteriostatsku aktivnost, ali zajedietuju sinergistiki i baktericidno. Vezivanje
komponente A za bakterijski ribozom dovodi do kanfacionih promena unutar
peptidiltransferaza centra Sto poaea afinitet komponente B (192). Streptogramin @rierira
sa formacijom rasteg polipeptidnog lanca na sdin nain kao makrolidi (193).

Ketolidi ine novu grupu antibiotikaiji je prvi i najznaajniji predstavnik telitromicin (194,
195). Njegov antimikrobni spektar je sih novijim makrolidima i znajno je aktivniji protiv
mnogih bakterijskih vrsta. Telitromicin je polusitski derivat eritromicina A. Gran je od 14-

lanog laktonskog prstena kod koga je neutralnesé.-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). Zahvaljujuezivanju za viSe veznih mesta, veza telitronacin
sa ribozomom bakterija je i do 10 putaganego veza makrolida. Ketolidi se odlikuju i niaki
afinitetom za proteine efluks pumpe, tako da swtselni i kod sojeva kod kojih rezistencija na
makrolide nastaje na ovaj na. Telitromicin se koncentriSe unutar neutrofilmakrofaga, te je
koncentracija leka nekoliko puta viSa intracelutatnodnosu na ekstracelularnertesti (199).
Glavna indikacija za kori&nje telitromicina je tretman vanbolke pneumonije (CAP) (200).

- 2 $ 3245

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

poreklom su od gljivice Galosporium acremonium.

Strukturnu osnovu penicilina i drugih betatékskih antibiotika (BLA) ini beta-laktamski

prsten. Penicilini poseduju bicikho jezgro — penam, koje predstavlja fuzionisataktamski i
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tiazolidinski prsten. Supstitucijama nas-@tomu -laktamskog prstena dobijaju se derivati
penicilina (191). | cefalosporini imaju bicikho jezgro-cefem, koje se sastoji od fuzionisanog
laktamskog prstena i dihidrotiazidnog prstena. l&pdmemi su strukturno vrlo gt
penicilinima, ali je kod njih atom sumpora na pgeit zamenjen ugljenikom, te otud i ime —

karba-penemi.

Ovi antibiotici se ireverzibilno vezuju za pehn-vezuju e proteine (PVP), enzime
bakterijske elije, koji imaju va nu ulogu u zavrSnim fazama teire peptidoglikana. Veza je
kovalentna, a ostvaruje se procesom acilacije agunesta PVP od strane BLA. Kao posledica
ovih izmena, PVP postaju neaktivni i dolazi do pmeka sinteze peptidoglikanalijskog zida, a
potom i osmotske hidrolize bakterijskelije (201). Pneumokok poseduje Sest PVP: tri PVP
velike molekularne te ine, klase A: PVP1A, PVP1BPVP2A; dva PVP velike molekulske
te ine klase B: PVP2X i PVP2B i jedan PVP niske siallarne te ine, PVP3 (202). Smatra se
da PVP2X i PVP2B imaju esencijalnu ulogu u procemsia elije (203, 204). Svaki PVP ima

razli it afinitet za razliite beta laktame.

Beta-laktamski antibiotici su u Sirokoj updireu le enju infekcija uzrokovanih
pneumokokom. Penicilini i aminopenicilini su lekguivog izbora u leenju akutnog zapaljenja
srednjeg uha i vanbolrki ste ene pneumonije (27, 205-212). Cefahlor i cefuroksm
predstavnici druge generacije cefalosporina i lekew drugog i treeg izbora u leenju
pomenutih infekcija. Predstavnici tee generacije cefalosporina, ceftriakson i ceforak#ao i
karbapenemi (meropenem) se koriste @egu ozbiljnijih, ivotno-ugro avajuih pneumokoknih

infekcija , poput meningitisa i sepse (213).
- $ /

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 dogaaja dolazi do smrti bakterijskeelije (baktericidni efekat) (214, 215). Ovi lekovi
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imaju Sirok spektar delovanja. Danas post@gri generacije fluorohinolona, a noviji preparati
predstavnici tree i etvrte 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-ribozomjme se spreava sinteza polipeptida (176).
Danas se viSe ne koriste udaju pneumokoknih infekcija, zbog vrlo visokog reviezistencije.
Me utim, s obzirom da se geni rezistencije na tettaakkod streptokokaesto 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 inhibiciginteze elijskog
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 lenje 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 kliku upotrebu 2000.godine za énje intrahospitalnih i
vanbolni ki ste enih pneumonija. Koriste se, poput vankomicina,le&nje teskih infekcija

izazvanih rezistentnim Gram pozitivnim bakterijamklju uju i pneumokok.

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

alergi nih na penicilin.
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Dok je veina beta hemolitikih streptokoka idalje osetljiva na penicilin i deubeta laktame,
S.pneumoniage uspesSno razvio rezistenciju na ovu klasu aotika. Prvi rezistentni sojevi
pneumokoka na BLA su se pojavili joS krajem 604gitdina u Australiji, a potom i u Ju noj
Africi (218-220), da bi tokom devedesetih i dveduljtih godina incidencija rezistencije
pnuemokoka na ove antibiotike u velikom broju zgemalveta dostigla alarmantne razmere.
Tako e je vremenom doslo i do razvoja rezistencije prakoka na makrolide, Sto je dovelo do
pojave sojeva koji pokazuju udru enu rezistencipg obe klase antibiotika, koji predstavljaju

lekove izbora za terapiju pneumokoknih bolesti.

6 7% 048 2 $

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

inaktivacije antibiotika iz grupe makrolida nijeiegn kod pneumokoka.

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

znatno ree kao posledica ribozomalnih mutacija (222).

Ovaj mehanizam rezistencije na makrolide )@ put opisan 70-ih godina (223). Ugno je
da Gram pozitivne bakterije mogu da sintetiu enzietilazu (adenin Rimetiltransferaza), koja
kataliSe mono ili dimetilaciju speciine 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 MLS, fenotip (224) i karakteriSe ga visok
nivo rezistencije na makrolide, sa vredno$1IK eritromicina 64 mg/L (222). Poveanje doze
leka ima mali efekat. Geni koji kodiraju enzime i@ su nazvanierm (erythromycin

ribosomemethylase) geni i otkriveni su kod brojnih Gram pivaih bakterija (225).
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Kod pneumokoka postoje dva gena koji kodimratilazu, znatnoeSi - ermBgen (226) i
vrlo redak -ermA gen.ErmB gen je prvobitno oznan kaoermAM. Otkriven je na plazmidu
PAM77 Streptococcus sangu(d81, 223). Drugi gen koji kodira metilazu, kodepmokoka je
ermA On je prvo otkriven kod sojev@treptococcus pyogenetada je bio oznan kaoermTR
(227). Budui da jeermTRveoma srodan sarmAgenima opisanim kod soje&taphylococcus
aureus,kao i da bi se prevazisla slo enost nomenklaturedio eno je da se za pomenute gene
koristi jedinstveno imeermA (226). Izmeu ermA i ermB postoji 58% slinosti na nivou
nukleotida (227).

ErmBgen pneumokoka mo e biti lociran na brojnim trasspnima koji se Sire procesima
konjugacije. Konjugativni transpozoni pneumokokairem pripadaju dvema klasama: 916
Tnl545tip elemenata i Ts252 kompozitni element koji ukljwje Tr3701i Tn3951(228-233).
Tn916-Tn1545 familija konjugativnih transpozona je ubikvitarnana vise od 10 lanova. Ovi
transpozoni se take mogu na kao delovi veih genskih elemenata. Pored delova genoma
transpozona koji su ukljeni u njegovu konjugaciju, isecanje, integracijegulaciju i sl., u
sastavu transpozona mogu biti i manji mobilni eletn&koji nose gene rezistencije na
antibiotike, ivu itd. Tako, se npr. na transpozmai iz 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 mogu na
i na: Tn3872, Tn6002, Tn6003, Tn20@B6). Znatno rei ermAgen kod pneumokoka je ren

na nekonjugativnom transpozomnl1806koji se ne prenosi transformacijom.

Kod izolata koji noserm gene, rezistencija na Mb&ntibiotike se mo e ispoljavati kao
konstitutivna ili inducibilna (224). Fenotip sa Isiitutivnom MLS, rezistencijom je visoko
rezistentan na sve tri klase antibiotika (181), stolako uoava u disk difuzionom testu. Kod
inducibilne ekpresije, meaitim, bakterija produkuje neaktivnu mRNK za enziratihazu. Tek u
prisustvu antibiotika induktora, ova mRNK biva r@airana i aktivha, te dolazi do njenog
prepisivanja na ribozomu, odnosno do sinteze nzetil&ojevi sa ovim tipom rezistencije su
rezistentni na makrolidni antibiotik koji je indulkt ali su osetljvi na druge lekove MLS klase. S
obzirom da nan ispoljavanja ovog tipa rezistencije zavisi odevifaktora (gena koji regulise

ekpresijuermgena tzv. atenuatora, geribozoma i sl.), moge je da se inducibilna rezistencija
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ekprimira na viSe nana. Ve ina antibiotika iz MLS grupe mogu da budu induktoniazli itom
stepenu. To objaSnjava kod streptokoka, posebno podumokoka, veliku raznolikost
fenotipova, te se mogu nanducibilni MLS fenotipovi sa niskim ili visokinmivoom rezistencije
na 14, 15 i 164ane makrolide i osetljivod ili rezistencijom na klinadimicin i streptograrmin
(221).

Kada se takvi izolati inkubiraju u prisustviskih koncentarcija 14 i 15kanih makrolida, koji
deluju kao induktori, mo e se uti 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 linkoazda 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.

Pre nego Sto je Helena Seppala 1993.godirsalapnovi M-fenotip rezistencije na makrolide
kod Streptococcus pyogene@37), smatralo se da je rezistencija streptoko&amakrolide
isklju ivo posredovana&rmB genom (238). Meutim, M fenotip kod piogenog streptokoka je
ispoljavao rezistenciju na 14 i 1%ane makrolide ali ne i na 18ane makrolide, linkozamide i
streptogramin B (237). NesSto kasnije ovaj fenotiigko e opisan kod pneumokoka. Tri godine
posle otkria M fenotipa je uceno da je ovaj tip rezistencije povezan sa aktiveiluksom leka.
Kona no je molekularnim kloniranjem dokazano da je zdamezam efluksa ko&treptococcus
pyogene®dgovorammef(A)gen (GenBank accession number U70055) (239). Uekon toga,
1997.godine, Tait-Kamradt je opisao prisustvo relg mef(E) gena kod Streptococcus

pneumonia (GenBank accession number U83667) (240).

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

izveStavaju kamnefAgen, da bi se izbegla kompleksnost nomenklatiz8)(2
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Produktmefgena je proteinija je uloga da olakSava izbacivanje antibiotikabekterijske
elije i pripada glavnoj superfamiliji efluks pumf@ngl. Major facilitator superfamily of efflux

pumps), a specifan je za 14- i 154ane makrolde.

Rezistencija posredovana aktivnim efluksomalede ispoljava kao M fenotip, koji se
karakteriSe niskim nivoom rezistencije na 14 i 1&ne makrolide (vrednost MIK za eritromicina
16 mg/L), dok postoji osetljivost na 1&ne makrolide, linkozamide i streptogramin B ({24

245, 239). Povanjem doze leka se mo e nadmasiti efekat eflukspmim

MefAi mefEgeni su lokalizovani na elementima slim 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&srdje su identifikovani sojevi

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

Rezistencija pneumokoka na makrolide mo e pdsredovana i ribozomalnim mutacijama.
Mutacije se javljaju u regionu peptidiltransferazaomenima V i 1l 23S rRNK kao i u genima
koji kodiraju sintezu ribozomalnih proteina 50S jgalnice, L4 i L22 (247, 248). Mutacije u
ovom podruju spreavaju 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). Ngja ribozomalna mutacija mae klini kim izolatima
pneumokoka je A2059G (28, 249, 250). Ispoljavaae kakrolid-linkozamid rezistentni fenotip
(ML fenotip). Mutacija na A2058G se re javlja kod pneumokoka ali je zato udagena meu
sojevima Streptococcus pyogeneKod ovog fenotipa, oznanog kao MgS fenotip, postoji

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

6 0, % %

Telitromicin se pokazao veoma efikasnim pro#gjeva pneumokoka rezistentnih na

makrolide, budui da ima dodatno mesto vezivanja na domenu |l 2BSK, za koje se
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makrolidi ne vezuju (198, 260-264). Taky ketolidi imaju nizak afinitet prema proteinima
efluks pumpe, tako daefApozitivni sojevi pneumokoka nisu rezistentni ngr@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 natrhicin je opisana kod izolata kod kojih je
doslo do sticanj@rm gena rezistencije i do istovremenih mutacija u domll 23S rRNK (197,
269). Na alost, mo e se @&kivati da e poveana upotreba ketolida u budhosti dovesti do

porasta nivoa rezistencije pneumokoka na ovaj lek.

6 0, % % $ $

Rezistencija pneumokoka na beta-laktamskéiatike nastaje usled akumulacija mutacija u
genima koji kodiraju penicilin-vezuje 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 govignezistencija 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 PVPesto dovode do visokog
nivoa rezistencije. Geni za PVP kod rezistentnjes pneumokoka imaju moz&u gra u, gde
su delovi gena zamenjeni njihovim alelskim varigang, koje kod Kklinikih izolata potiu iz
penicillin rezistentnih sojeva srodnih vrsta, uglam viridans streptokok&({reptococcus mifjs
Prenos gena nastaje procesom transformacije zmeetljivih 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 @getljOve genetke izmene favorizuje
selektivni pritisak spoljne sredine, odnosno prigosantibiotika. Kojim 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 pneumokokgeshabsli ne izmene gena za PVP kao
kod klini kih izolata, koje su, meautim, bile posledica akumulacije mutacija, a neigolja gena
iz spoljne sredine (176, 271-275). Dokazano jeptakda su za rezistenciju pneumokoka na
BLA, pored izmena ybp genima zaslu ne i izmene u drugim genima, koji kapli druge

komponeneteelijskog zida (276).

Izolati pneumokoka sa smanjenom osetljiwoda penicilin esto pokazuju smanjenu
osetljivost i na druge beta-laktamske antibiotik&lju uju i novije cefalosporine (277, 278).
Mutacije u genima za PVP2X uzrokuju nizak nivo sézncije na penicilin koji mo e biti pr&n
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 ina sojeva koji su rezistentni na cefalosporineSpemog spektra su take rezistentni na
penicilin i ampicilin, ali su vrednosti MIK za ceftkson i cefotaksim uglavhom nie od

vrednosti MIK penicilina.

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

6 0, % % :

Rezistencija S.pneumoniaena fluorohinolone se javla kao posledica mutacijga
hromozomskim genima koji kodiraju sintezu topoizoaze 1V parCili parE) i/ili giraze @yrA
ili gyrB). Na ovaj nain mo e nastati visok nivo rezistencije na fluorobione. 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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Rezistencija pneumokoka na tetracikline je &g posredovana sticanjet@tM ili re e 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
priblino 77% sli nosti u sastavu aminokiselina (295). Kod streptekae determinante
rezistencije na tetraciklineesto nalaze na mobilnim konjugativnim transpozomim16-Tn1545
kao i velikim kompozitnim strukturama kao StoBb253i Tn3872.Navedeni transpozonesto
nose i gene rezistencije na druge antibiotike, &&o je erm(B) gen ili gene rezistencije na
hloramfenikol ¢at) . Zbog toga je rezistencija na tetracikliressto povezana sa rezistencijom na
makrolide, linkozamide i streptogramin B (297).

S.pneumoniag uspesno razvio rezistenciju i nha druge antikéotanijin generacija, poput
hloramfenikola, rifampicina, trimetoprim-sulfamesazola, ali i na novije - linezolid,
kvinopristin — dalfoprisitin (298-305). Nije zabedea rezistencija na vankomicin, ali je
zapa eno da neki sojevi mogu da pre ivljavaju, @i i da rastu u prisustvu ovog antibiotika, Sto
je oznaeno kao tolerancija.

9 7% % $
9 7% $ %)

Antibiotici iz grupe makrolida se decenijamarikte Sirom sveta, posebno u deju
vanbolni ki ste enih infekcija respiratornog trakta. U poslednjeemae je, usled nekrithe
upotrebe, dosSlo do zabrinjavagg porasta rezistencije pneumokoka na makrolidg &#anas

predstavlja ve problem nego rezistencija na penicilin (306).

Rezistencija pneumokoka na eritromicin je pouit zabele ena 1967. godine u Kanadi a
potom u Francuskoj 1976.godine (307-309). Ipakpnzistencije tokom sedamdesetih godina
nije prelazio 5%. U sledej deceniji je doSlo do znajnog 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 nano 26% sojeva
rezistentnih, a ve1994. godine ak 40,9% (310). Ovako brz porast prevalencije makne
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rezistencije je povezan sa poaaom upotrebom makrolida, posebno dugodelhjkao Sto su

klaritromicin i azitromicin.

9 7 %

Od samog uvenja u terapiju 1940. godine, penicilin G je bik lezbora u terapiji
pneumokoknih infekcija i mortalitet od pneumoni@znaajno 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 dugotrajragjtibiotskoj terapiji (218, 312). Poznata je
epidemija izazvana penicilin-rezistentnim pneumakuoku Ju noj 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 194&edamdesetih i osamdesetih godina
prevalencija rezistencije pneumokoka na penicipimelazi 10% u mnogim delovima sveta,
uklju uju i Spaniju, SAD, Novu Gvineju, Ju nu Afriku, Izrael Poljsku (313). Ovaj porast
rezistencije je doveo do ozbiljnih problema ueeju pneumokoknih infekcija, posebno
meningitisa. Devedesetih godina je procenjeno daefesetljivost pneumokoka na penicillin na

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

Istovremeno je je zapa en porasestalosti sojeva sa udru enom neosetljivoga 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 uemja vakcine bili 6B, 9V, 14, 19F i 23F, kao i d@a |
pedijatrijska populacija, zbogestih respiratornih infekcija, najviSe izlo ena daticima, meu

ovim serotipovima su se selekcionisali rezistektoinovi.

Uvo enje pneumokokne konjugovane vakcine u obaveznki@r vakcinacije u razvijenim
zemljama sveta je, pored pada incidencije IPB, doveo 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 graimn vrednostima kategorija osetljivosti
S.pneumonia@a penicillin, u danasnjim studijama nadzora nemistencijom pneumokoka na
antibiotike se ucava trend smanjenja procenta rezistentnih sojevzetalaktamske antibiotike.
Na osnovu podataka EARS-Nen@l European Antimicrobial Resistance Surveillancet&y)
iz 2012. godine, vena evropskih zemalja ima procenat PNSP (peniadiasetljivi pneumokok)
ispod 10%, dok 4 zemlje june i istoe Evrope imaju PNSP iznad 25% (Bugarska, Malta,
Rumunija, Spanija). Svega 8,7% izolata pokazuje bioovanu neosetljivost na penicilin i
makrolide (315).

Rezistencija pneumokoka na novije fluorohimelp linezolid, telitromicin, kvinopristin-
dalfopristin je joS retka, i ne dosti e alaramantnieoe, dok je na vankomicin zabele ena samo
pojava tolerancije.
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Ciljevi ovog istra ivanja su sledé&

1. Odrediti uestalost rezistencije na makrolide raeinvazivnim i neinvazivnim sojevima
Streptococcus pneumonikeji su izolovani od odraslih osoba, kao i od deda e od 18 godina
u periodu 2010. do 2012. godine u Srbiji

2. Odrediti uestalost 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 makrolkdel 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 sojeviesee izoluju od dece mla od 18

godina nego od odraslih osoba

2. Pribli no jedna treina sojevaStreptococcus pneumoni&eji su rezistentni na makrolide su

istovremeno multirezistentni

3. Me u sojevima Streptococcus pneumoniaeezistentnim na makrolide MLSb fenotip

rezistencije je zastupljeniji u odnosu na M fenotip

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

metilacija ribozomaes i mehanizam rezistencije u odnosu na efluks leka

5. Serotipovi invazivnih izolata su 19F i 14
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Istra ivanjeje izvedeno kao prospektivna studija u koju je wldno 326 sojev&treptococcus
pneumoniag rezistentnin na makrolide (MRSP), koji su izoloveod hospitalizovanih i
amubulantno leenih pacijenata u periodu od januara 2010. godmel@tembra 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) iwail(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 ratih materijala, u istra ivanje je ukljlen samo jedan. Od
ukupno 326 obreenih izolata, neinvazivnih sojeva je izolovano 488,3%), a invazivnih 48
(14,7). Od toga je 247 (75,8%) sojeva izolovanadede mlae od 18 godina a 79 (24,2%) od

odraslih pacijenata.

Tabela 1: U estalost vrste materijala u odnosu na uzrast

Vrsta materijala deca odrasli ukupno
nos/nazofaringelalni eksudat/sekret sinusa 206 6 212
sputum 0 41 41
bris spoljaSnjeg usnog kanala/sadr aj srednjeg uhz 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 RegebSrbije. Nakon izolacije i identifikacije u
mati nim mikrobioloSkim laboratorijama, sojevi su trandgpvani u Amies transportnom
medijumu (Copan, Italija) do Nacionalne referenaimratorije (NRL) za streptokok na Institutu
za mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog fakuttee u Beogradu. Uz svaki uzorak je poslata i
propratna dokumentacija koja je obuhvatala sledq@datke: laboratorijski identifikacioni broj,
vrstu uzorka, datum uzorkovanja, uzrast i pol @atg, dijagnozu kao i rezultate testa

osetljivosti.
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U ispitivanje su ukljueni sojevi pneumokoka izolovani u mikrobioloSkinbdaatorijama:
Instituta za plune bolesti Vojvodine, Instituta za kardiovaskulabwesti Vojvodine, Instituta
za onkologiju Vojvodine (Sremska Kamenica), Ingéitaa javno zdravlje Vojvodine (Novi Sad),
Zavoda za laboratorijsku dijagnostiku ,Paster”, tilnéa za mikrobiologiju i imunologiju
Medicinskog fakulteta Beograd, Laboratorije Markounstituta za zdravstvenu zastitu majke i
deteta ,dr Vukan upi “, 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, U ice, Ni$ & ak.

U NRL je uraena ponovna identifikacija poslatih izolata, na a&n morfoloskih
karakteristika bakterija (Gram pozitivne koke, m@gpene u lancima), kulturelnih osobina
(prisustva alfa hemolize) kao i biohemijsko-fizikih 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 narlam kolumbija (Columbia) (Oxoid, Velika

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

Nakon izolacije, prekonoa kultura pneumokoka je suspendovana u mo daremem
bujonu (Biolife, Italy) i inkubirana 18-24h u prettino opisanim temperaturnim i atmosferskim
uslovima. Sojevi su konzervirani sa 10% sadr ajelicegola u plastinim mikro-epruvetama

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

Za invazivne sojeve pneumokoka je eraa potvrda identifikacije i detekcijom gena za
autolizin (ytA), u reakciji lananog umno avanja nukleinskih kiselinangl Polymerase Chain

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

Izolacija DNK pneumokoka je izvedena metodosrmi ke ekstrakcije. U sterilnim
plasti nim epruvetama, zapremine 1,5 ml (Eppendorf, Néajgje napravljena suspenzija sve e
prekonone kulture pneumokoka u 20Q puferisanog fizioloSkog rastvorargl. phosphate-
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buffered saline, PBS), koja je potom vorteksirana inju je dodato 800 | PBS. Posle
centrifugiranja na 20 000xg (Eppendorf, Nek® u trajanju od 2 min je odben supernatant, a
u vorteksirani pelet je dodato 200sterilne destilovane vode. Ovaj sadr aj je stanlu penicu

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 sadri izolovanu DNK
pneumokoka, je prebacivan u novu sterilnu plasti mikroepruvetu, zapremine 1,5 ml.
Izolovana DNK je odmah bila kori@na za izvoenje daljeg ispitivanja. Ukoliko se nije odmah
koristila, uvana je u friideru na temperaturi +4°C u periodiol 7 dana ili u zamrziva na -

20°C u periodu od mesec dana.

Merenje prinosa DNK, odnosno DNK kvantitacjga obavljena pomai spektrofotometra
(Biophotometer 8,5 Light Center Height, Eppenddi&éma ka). Koncentracija izolovane DNK
je izra unavana prema Lambert Beer zakonu, na osnovu aljgogvetlosti odreene talasne
du ine (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 koriS eni za amplifikaciju lytA gena MRSP sojeva

Prajmer Sekvenca?d’ Produkt (bp) Referenca

lytA-sense 5CAA 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 izvo enje reakcije laranog umno avanja, korig€ne su sterilne plastie mikroepruvete,
zapremine 0,2 ml (Eppendorf, Nerka). Reakcionu smesu su sgavali Taqg PCR MasterMix
zapremine 12 | (Qiagen, Nem&a), po 2 | 20 M rastvora odgovarajih prajmera
(Invitrogen, SAD), 5 | bakteriiske DNK i 4 | dejonizovane vode (Qiagen, Nerka).
Zapremina reakcione smeSe je iznosila R3J reakcionu smeSu negativne kontrole dodavana je
odgovarajua zapremina destilovane vode umesto bakterijske DRBzitivhu kontrolu je
predstavljao uzorakiji je odgovarajui amplikon, prethodno veumno en PCR metodom |
naknadno vizualizovan.

Mikroepruvete sa reakcionim smeSama su stavljaieenooblok aparata (Mastercycler Gradient,

Eppendorf).

Amplifikacija se odvijala pod sleden uslovima: inicijalna denaturacija je izvedena na
temperaturi od 95°C u trajanju od 10 minuta, pra sa 35 ciklusa, od kojih se svaki sastojao od
denaturacije na temperaturi od 95°C u trajanjudusdi, 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 lffutai

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

%

Tipizacija invazivnih sojeva je izvedena ragka bubrenja kapsule (Quellung reakcijom) sa
serogrupnim i serotipskim antiserumima na kapselgvolisaharide (Statens Serum Institute,
Kopenhagen, Danska) (317).
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Fenotipska ekpresija rezistencije na makrokdé sojevaS.pneumoniage ispitana pomaul
eritromicin-klindamicin dvostrukog disk difuzionogesta (ECDD test), prema protokolu
Montanari i saradnika (318). Na pk miler hinton (Mueller Hinton -MH) agara (bioMeuie,
Francuska) sa dodatkom 5 % gvkrvi je naneta bakterijska suspenzija gustiteMcFarland, a
potom i diskovi eritromicina (15 ug) i klindamicirfa pg) (bioRad, SAD) na rastojanju od 15-20
mm. O itavanje testa je vrSeno nakon 18 sati inkubacge3b6-37°C u prisustvu 5% GO
Rezultati su atavani na osnovu praika i izgleda zone inhibicije rasta oko antibiatik
Odsustvo zone inhibicije oko oba diska je ukazivab ukrStenu rezistenciju na makrolide,
linkozamide i streptogramine, odnosno konstitutivneMLS, 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).

Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentraij(MIK) eritromicina i klindamicina su
odre ene kombinovanim difuziono-dilucionim metodom amgrama, pomau E test traka
(bioMerieux, Francuska). Nakon zasejavanja baklagisuspenzije turbiditeta 0,5 McFarland na
MH agar sa dodatkom 5% ge krvi i 18 — 24 asovne inkubacijena 35-37°C u prisustvu 5%
CO,, o itavana je vrednost MIK antibiotika, koja se nalaaipreseku E test trake i granice zone
inhibicije rasta. Rezultati su interpretirani u &kl sa preporukama Instituta za klk@ i
laboratorijske standardeer{gl. Clinical and Laboratory Standards Institute, CL#)2013.
godine (322).
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Disk difuzionom metodom antibiograma je ismnha osetljivost na slede antibiotike:
oksacilin (1 pg), azitromicin (15 pg), tetracikl®0 L g), hloramfenikol (30 ug), norfloksacin (10
MQ), gentamicin (10 pg) i trimetoprim — sulfametaksl (23,75/1,25 pg) (bioRad,SAD).
Kori$S ena je bakterijska suspenzija turbiditeta 0,5 Migfrala (McF) koja je pravljena od sve e
prekonone kulture pneumokoka u sterilnom fizioloSkom rastvi potom zasejavana na MH
agar, sa dodatkom 5% qge krvi. Nakon aplikacije diskova impregniranih damtikom, zasejane

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

Prenik zone inhibicije rasta je meren u milimetrim&ategorije osetljivosti na antibiotike su
interpretirane prema preporukama CLSI (322). Zatiadi kvaliteta je koriSen referentni soj

Streptococcus pneumoniad CC 496109.

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

je multirezistentan (323, 324).
$ %

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, eritr@mi telitromicin, pristinamicin, kvinopristin —
dalfopristin, linezolid, vankomicin, tetraciklin, Idramfenikol, rifampicin, trimetoprim —
sulfametoksazol) koriStenjem kartica AST-P576 preopautstvu proizvoa a (bioMerieux,

Francuska). Kao referentni soj u testovima osetdjivie koriSenS.pneumonia@TCC 49619

Rezultati osetljivosti su tumeni u skladu sa preporukama CLSI iz 2013. godirem@
navedenim preporukama definisane su rdeli granine vrednosti minimalnih inhibitornih
koncentracija penicilina i cefalosporina teegeneracije 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 pneumakdiahesti (tzv. nemeningelani sojevi -
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NMS). Granine vrednosti penicilina za MS su: 8,06 ug/ml, R 2 pug/ml, a za NMS su: S2
pg/ml, R 8 pg), dok su za cefalosporine teegeneracije grame vrednosti za MS bile 90,5

pg/ml, R 2 pg/ml, a za NMS S1 pg/ml, R 4 pg/ml.

Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentraeifMIK) penicilina i cefotaksima su potwne
kombinovanim difuziono-dilucionim metodom antibiagna, pomou E test traka na nim
opisan u poglavlju 3.2.2. Rezultati su interpretinaa dva naina: u skladu sa CLSI standardom,
2013., koji se i dalje koristi u nasoj zemlji, ive ini zemalja, kao i sa standardom EUCAST
(engl European Committee on Antimicrobial Susceptipiliesting) iz 2013. godine, koji je od

skoro preporuen kao standard za evropske zemlje (325).

) % 1+:7

Geni rezistencije na eritromiciermB i mefA, kod izolovanih sojeva pneumokoka su
detektovani reakcijom lamanog umno avanja (PCR) prema protokolu Farrell-85(2268, 318,
320, 326, 327). Za vizualizaciju dobijenih produkae upotrebljen 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

% &"

Izolacija i kvantitacija DNK su urane metodom termke ektsrakcije, odnosno

spektrofotometrijskim merenjem opisanim u pogladja.2.

+ ¥ % @ ) %

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 umno avanje gena rezistencije na eritromicinPCR
metodom

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

ermBrw 5TTTTGAAAGCCATGCGTCTGA3 201 Farredit al.(2001)

ermBRev S’ATCTGTGGTATGGCGGGTAAGTTZ

+ % % ? /1) @ " # )

Za izvo enje reakcije laranog umno avanja, kori&ne su sterilne plastie mikroepruvete,
ija zapremina iznosi 0,2 ml (Eppendorf, Nelka). Reakcionu smeSu su sgavali Taqg PCR
MasterMix zapremine 12| (Qiagen, Nemgka), po 2 1 20 M rastvora odgovarajuh prajmera
(Invitrogen, SAD), 5 | bakterijske DNK i 4 | dejonizovane vode (Qiagen, Nerka).
Zapremina reakcione smeSe je iznosila R3J reakcionu smeSu negativne kontrole dodavana je
odgovarajua zapremina destilovane vode umesto bakterijske DRBzitivnu kontrolu je
predstavljao uzorakiji je odgovarajui amplikon, prethodno veumno en PCR metodom |

naknadno vizualizovan.

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

Temperature topljenjeerigl. melting temparature, TM) prajmera su odnee na 0oshovu
duine sekvenci i procentualne zastupljenosti ratzhi nukleotida, koriSenjem Perlprimer
programa. U zavisnosti od TM Fw i Rev prajmeraagtizana je temperatura vezivanja prajmera
(engl. annealing temperature, TA) koja je kogega u protokolima za PCR (TA~TM-5°C).
Koris enjem web servera OligoCalc proverena je eventualeausobna komplementarnost

prajmera.
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Amplifikacija se odvijala pod sleden 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
( % ) % )

Elektroforetsko razdvajanje PCR produkata,osaovu veliine produkta i naelektrisanja,
obavljeno je u 1,5% agaroznom gelu. SmeSa TAE py#®mM TRIS, 20 mM sietne kiseline,
1 mM EDTA, pH7,6) i agaroze je viSe puta kuvandal&e klju anja radi homogenizacije, a do
postizanja bezbojnosti. U teu agarozu je sipan 0,01% etidijum bromid, intarkal a boja,
radi vizualizacije produkta. SmeSa je zatim razieva kalup za gel, u koji je prethodnovts en
plasti ni eSalj, koji slui za formiranje bunar a. Nakon stezanja gelagSalj je vaen, a ceo
sistem unoSen u kadicu za elektroforezu u kojugarsTAE pufer do granne linije. Bunari i
su punjeni mesSavinom 8 PCR produkta i 21 10X pufera za punjenjee(gl 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 vela (engl. ladder) u zapremini od 5. Elektroforeza je

obavljana pri naponu struje od 100V u trajanju Ochih.

! % % +7

Vizualizacija je obavljana prosvetljavanjemoya koris enjem UV transiluminatora (Kodak
Gel Logic 200 Imaging System, SAD). Pojava trakeyaxdrajueg 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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U statistikoj obradi rezultata kori&¢ne su metode deskriptivne statistike. Za procenu
zna ajnosti razlike korisen je Hi kvadrat test. Statiski zna ajnom razlikom smatralo se P

manje od 0,05, a visoko stati#ti zna ajnom razlikom smatralo se P manje od 0,01

7(=4. 87> .&.

$ %

U periodu od januara 2010. do decembra 20&ding je u Srbiji, u laboratorijama koje su
u estvovale u slanju MRSP izolovano ukupno 958 (I®&zivnih i 783 neinvazivnih) sojeva
S.pneumoniaeOd toga je 326 (34%) bilo rezistento na makrol{fRSP). Od ukupno 175
invazivnih izolata, 48 (27,4%) je bilo rezistentna makrolide, dok je od 783 neinvazivnih
izolata, 278 (35,5%) bilo MRSP. V& u estalost MRSP sojeva me neinvazivnim u odnosu na
invazivne materijale je bila statiski zna ajna (°=4,2; df=1; p=0,04). Od ukupno 958 sojeva,
pedijatrijskih je bilo 686, odega je 247 sojeva (36%) bilo MRSP. Broj uzorakaijéath od
odraslih pacijenata je iznosio 272, mekojima je rezistentnih na makrolide bilo 79 (29%¢ a
u estalost MRSP sojeva dobijenih od pedijatrijskiltijgmata u odnosu na sojeve dobijene od
odraslih je bila statistki zna ajna (?=4,15;df=1; p=0,04) (tabela 4).

Tabela 4: U estalost izolacije sojevé&.pneumoniaas 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 istraivanje je obuhvatilo ispitivanje fetipskih i genotipskih osobina 326 sojeva
pneumokoka rezistentnih na makrolide. Od toga j&%2izolovano sa teritorije Vojvodine,
62,8% sa podrga grada Beograda, dok je 4,7% izolata poticaldabmratorija iz centralne
Srbije (grafikon 1).
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Grafikon 1: Teritorijalna raspodela izolovanih sojeva

Centralna
Srbija 5%

Vojvodina
32%

Procentualna zastupljenost sojeva po uzraspwlu je prikazana u Tabeli 5. Sojevi
S.pneumoniaeezistentni na makrolide su bili tri putas e izolovani od dece (< 18 godina) u
odnosu na odrasle osobe. Odnos mpolovima 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
enski 161 49,4

Od 278 neinvazivnih izolata, najvebroj (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)oano 44 soja. U brisu konjunktive je
na eno 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 materijalaeqm@a uzrastu je pokazala da su me
neinvazivnim materijalima dominirali uzorci izolavieod dece. Oni suinili 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. Invazivniigézolati 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 izrae u procentima

= deca = odrasli

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

identifikacija potvr ena detekcijontytA gena, metodom PCR (slika 6).
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Slika 6: Gel elektroforeza u agaroznom gelu; detekja lytAgena 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

%
% , 8%

Dominantan fenotip makrolidne rezistencije manaliziranim MRSP izolatima je bio MLS
koji je identifikovan kod 256 (78,5%) sojeva. M t#ip je bio zastupljen kod 70 (21,5%) sojeva.
Me u sojevima sa ML§fenotipom, 241 (73,9%) je ispoljio konstitutivnild fenotip, dok je D
zona oko diska klindamicina, ozmea 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). Meutim,
zastupljenost ML fenotipa je bila znajno eSa 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 statisti visoko signifikantna (=12,07; df=1; p=0,001).
Prevalencija ML$ fenotipa je bila pribli no jednaka me invazivnim (77,1%) i neinvazivnim
izolatima (78,7%). Takce je i M fenotip bio podjednako zastupljen kod mvaih (22,9%) i
neinvazivnih izolata (21,3%) (tabela 6).

Tabela 6: Distribucija fenotipova rezistencije MRSPme u 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 odlikiovasokim stepenom
rezistencije na eritromicin, priemu je vrednost Ml iznosila 256 pg/ml. Veina sojeva sa
MLSy fenotipom je bila rezistentna i na klindamicin\gadnoSu MIKs, 256 pg/ml. NajviSe
vrednosti MIK klindamicina su imali sojevi sa cMLli8notipom. 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/mi.

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

fenotipom su bili osetljivi na klindamicin sa vrezfu MIKs, 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 256 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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A %
% , 8%

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

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

1 2 3 4 5

< 1000bp
<——— 500bp

4= 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

1 2 3 4 5 6 7 &

<4——1000bp

G 500bp

<+—202bp

Traka 1- pozitivha kontrola zanefAgen

Traka 2 — negativna kontrola m@fAgen

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
potvr eno kod 143 (43,9%) izolata. Svi sojevi kod kojthgotvr ena 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 eSe su bili prisutni kod dece
(49,0%) u odnosu na uzorke dobijene od odraslin8@y i ova razlika je statiski visoko
signifikantna (?=10,863;df=1; p=0,001). Izolati koji poseduju oba ispitivana geman(B i
mefA su eSe bili prisutni meu neinvazivnim (47,1%) nego me invazivnim uzorcima
(25,0%) i ova razlika je statiskii visoko signifiknatna (=8,135;df=1; p=0,004).

/ % 078+ )  $ 8%

Osetljivost MRSP sojeva na penicilin i cefdiak je ispitana automatizovanim sistemom
(VITEK) i E testom. Interpertacija rezultata osgtsti 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 vrednosiikyiznosila 3 pg/mil.
Na grafikonu 4 je prikazana zastupljenost vredrd# 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 (ug/ml MIK(pg/ml)
pneumokoka S | R S R
Pacijenti sa 0,06 : 012 | 006 | >006
meningitisom
Pacijenti sa infekcijama > 4 8 1% >1
drugih sistema i organa

*grani ne vrednosti se odnose na doziranje od 2,4g 4dméano ili 1,29 6 puta dnevno

Kada smo koristili kriterjume CLSI za 20130dy (tabela 9), naSli smo da je meMRSP
sojevima bilo 52 od ukupno 326 (16%) intermedijarosetljivin i rezistentnih (penicilin
neosetljivih sojeva pneumokoka - PNSP), dok je (8#8%) 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, Stai 5,82% celokupnog uzorka (grafikon 5).

Grafikon 5: Zastupljenost rezistencije MRSP sojevana penicilin prema kriterijumima
CLSI
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ViSi nivo neosetljivosti na penicilin je bjarisutan kod dece (17,8%) u odnosu na odrasle
(10,1%) ali razlika nije bila statiski znaajna (?=1,887; df=1; p=0,17). Zastupljenost
rezistencije je bila vea meu invazivnim u odnosu na neinvazivne sojeve, iikazje bila
statisti ki zna ajna (?=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. Me invazivnim izolatima, znajno visi stepen neosetljivosti
na penicilin je bio prisutan ma izolatima dobijenim iz likvora (89,47%) u odnosa izolate
dobijene iz krvi (19,2%) (grafikon 6). Izolati kgposeduju oba gena rezistencigeniB + mefA
su eSe prisutni kod PNSP (CLSI kriterijumu) (50,0%) nelgod sojeva koji su osetljivi na

penicilin (42,7%) ali ova razlika nije statidti zna ajna.

Grafikon 6: Neosetljivost na penicilin MRSP prema vsti materijala, CLSI
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S obzirom da su gramie vrednosti prema kriterijumima EUCAST restrikijenu odnosu na
CLSI, prilikom ispitivanja osetljivosti na peniailj koriStene su grame vrednosti kojima se
posti e sli no doziranje. Naime doze od 2,4 gm 4 puta dnevrnb 2l gm 6 puta dnevno prema
kriterjumima EUCAST odgovaraju dozi od 2 milionadjnica 6 puta dnevno prema
kriterjumima CLSI (328). KoriStenjem dozama pritagnim graninih vrednosti (tabela 9),
prema kriterijumima EUCAST me& MRSP je uestalost penicilin neosetljivih sojeva
pneumokoka (PNSP) iznosila 39%, dok je 61% izolala osetljivo. ViSi nivo rezistencije na
penicilin je bio prisutan kod dece (46,6%) u odnonalwodrasle (15,2%) a razlika je bila statisti
visoko signifikantna (=24,767;df=1; p 0,000 ).

Zastupljenost rezistencije je bila @eme u invazivnim (54,2%) u odnosu na neinvazivne
(36,3%) izolate i razlika je bila statiski zna ajna (*=5,476;df=1; p=0,019).Me u invazivnim
izolatima je, kao i u prethodnoj analizi (CLSI),orea visok stepen neosetljivosti na penicilin je
bio prisutan meu izolatima dobijenim iz likvora (89,47%).

Tabela 10: Razlike u interpretaciji rezistencije iolata MRSP na penicilin prilikom
koriS enja 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 izme kategorija osetljivosti, odnosno rezistencije penicilin, dobijenih
prema kriterijumima CLSI u odnosu na EUCAST je MBRSP iznosila 23%, Sto predstavlja tzv.
»-major* diskrepancu (10-25%) (tabela 10) (328).
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Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentrai{MIK) cefotaksima su se kretale od 0,025
pg/ml do 2 pg/ml. Vrednost Ml cefotaksima je bila 0,5 pg/ml, dok je vrednost Mylknosila

1 pg/ml. Zastupljenost vrednosti MIK cefotaksimajé&azana na grafikonu 7.

Grafikon 7: Distribucija vrednosti MIK cefotaksima kod MRSP sojeva

Tabela 11: Grani ne vrednosti MIK cefotaksima prema kriterijumima CL Sl i EUCAST za
2013. god.

_ CLSI EUCAST
Poreklo izolata MIK (pg/ml MIK(ug/ml)
pneumokoka S | R S R
Pacu.eny'sa 0.5 1 2 0,5 >0,5
meningitisom
Pacijenti sa infekcijama 1 2 4 0,5 >0,5
drugih sistema i organa

Kada smo Koristili kriterjume CLSI za 201godinu (tabela 11), naSli smo da jeestalost

rezistencije MRSP na tre generaciju cefalosporina (cefotaksim i ceftriaksnosila 6,5%.
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Razlika u rezistenciji meu izolatima dobijenim od dece (5,9%) u odnosu nasld (8,3%) nije
bila statistiki zna ajna (%=0,437;df=1; p=0,509. U estalost sojeva neosetljivih na cefotaksim
je bila ve a me u invazivnim (25,5%) nego ma neinvazivnim izolatima (2%) i ova razlika je
bila statistiki visoko znaajna (°=34,592; df=1; p 0,000). Visok nivo neosetljivosti na
cefotaksim je bio prisutan me izolatima dobijenim iz likvora (52,63%). Sa drug&ane,

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

Prema kriterijumima EUCAST, me MRSP je uestalost sojeva neosetljivin 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 statistki visoko
signifikantna (?=7,941;df=1; p=0,005. U estalost rezistencije na cefalosporinegrgeneracije
je bila statistiki zna ajno vea (>=13,060;df=1; p 0,001 me u invazivnim (51,1%) u odnosu
na neinvazivne (24,4%) izolaté/isok stepen neosetljivosti na cefotaksim je, kadod
interpretacije prema kriterijumima CLSI, bio priaot meu izolatima dobijenim iz likvora
(47,36%). Meutim, kada su korigni kriterijumi po EUCAST-u, rezistencija sojevaliavanih

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

Diskrepanca izmel vrednosti koje definiSu osetljivost, dobijenitepra kriterijumima CLSI
u odnosu na EUCAST je kod cefotaksima iznosila &2,%to se kategorizuje kao velika
(,major*) diskrepanca (25%) (tabela 12) (332).

Tabela 12: Razlike u interpretaciji neosetljivostiizolata MRSP na cefotaksim prilikom
koriS enja 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 amoksicilinbj&a ve a kod invazivnih (34%) u odnosu na
neinvazivne (23,6%) izolate, ali razlika nije b#gatisti ki zna ajna (*=2,219;df=1; p=0,136).
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U estalost amoksicilin neosetljivih sojeva medecom (29,5%) je bila va u odnosu na odrasle
(10,9%) i ova razlika je bila statiski visoko znaajna (°=7,850;df=1; p=0,005).

Me u MRSP smo nasli 81,3% rezistentnih na tetracik(tadela 13). Daji izolati su bili
statisti ki zna ajno eS e rezistentni na ovaj antibiotik u odnosu na izoladl odraslih pacijenata
( =4,996;df=1; p=0,025). Tako e su i neinvazivni izolati bili rezistentniji nattaciklin (84,7
%) u odnosu na invazivne (66,7 %) i ova razlikaija visoko statistiki signifikantna (>=8,347;
df=1; p=0,004).

Rezistencija na trimetoprim-sulfametoksazakjesila 74,3%. Ovi sojevi su bili znatno viSe
prisutni kod dece (79,2%) u odnosu na odrasle #5% 4ova razlika je bila visoko statiski
signifikantna  (>=11,820; df=1; p=0,001). U estalost rezistencije na trimetoprim-
sulfametoksazol je bila va meu neinvazivnim izolatima (75,1%) u odnosu na invaei
(70,8%) ali razlika nije bila statiski zna ajna (?=0,376;df=1; p=0,540).

Me u izolatima MRSP udruenu rezistenciju na penigilitetraciklin i trimetoprim-
sulfametoksazol je ispoljilo 15,6% sojeva. Multisgentni (MDR) sojevi su bili visoko
statisti ki ( ?=8,310; df=1; p=0,004) vise zastuplijeni mai invazivnim (29,2%) nego ma
neinvazivnim izolatima (12,4%). Multirezistencija gtatistiki zna ajno bili zastupljenija kod
dece (17,7%) u odnosu na odrasle (7,4%)%3,461;df=1; p=0,043).Me u sojevima sa MLS
fenotipom, uestalost istovremene rezistencije na penicilin,adétin i trimetoprim-
sulfametoksazol je iznosila 16,3%, a kod sojevMdanotipom 12,2%, ali ova razlika nije bila

statisti ki zna ajna.

Me u sojevima pneumokoka rezistentnim na makrolidépviemenu rezistenciju na
tetraciklin i trimetoprim/sulfametoksazol (multiistenti sojevi, MR) je ispoljilo ak 66,1%
sojeva. Zastupljenost istovremene rezistencije veatd antibiotika je bila statistki zna ajno
( =15,836; df=1; p=0,000) ve a kod pedijatrijske populacije (72,3%) u odnosu auasle
(43,6%) (grafikon 8)lako su ovi multirezistentni sojevi bili viSe zaglieni me u neinvazivnim
izolatima (68,4%) u odnosu na invazivne (56,3%)lika nije bila statistiki zna ajna.
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 zna ajna (%=23,391;df=1; p 0,000. Izolati koji istovremeno nose oba
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gena rezistencijeermBi mefA su eS e prisutni meu multirezistentnim sojevima (tetraciklin,
trimetoprim-sulfametoksazol) (58,2%) u odnosu nge\s® osetljive na ova dva leka (17,2%) i
ova razlika je statistki visoko signifikantna (*=39,13;df=1; p<0,001).

Grafikon 8: Razlike u rezistenciji MRSP prema uzrasu (%)

Rezistencija na hloramfenikol je iznosila,22b. Nema statistki zna ajne razlike u
zastupljenosti sojeva rezistentnih na hloramfenik@ u decom (21,9%) i odraslima (20,0%)
( >=0,091; df=1; p=0,762. U estalost rezistencije je neznatno bila asene u neinvazivnim
izolatima (21,6%) u odnosu na invazivne (20,8 %z statistike znaajnosti (>=0,015;df=1;
p=0,903.
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Tabela 13: U estalost rezistencije i multirezistencije MRSP sojea prema uzrastu i vrsti

materijala

Rezistencija MRSP na| Statisit ka | Rezistencija MRSP na| Statisit ka

druge antibiotike (%) | zna ajnost| druge antibiotike (%) | zna 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 215 | 21,9| 20,0 0,762 20,8 21,6 0,903

* 2test

Sa druge strane, skoro svi ispitivani sogvibili osetljivi na novije hinolone odnosno na
levofloksacin (99,6%), moksifloksacin (100%) i sii@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 (6balitazlika nije bila statistki zna ajna.

Invazivni sojevi ofloksacina su bili statisti zna ajno (%=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 me u invazivnim i neinvazivnim izolatima (%)

Tabela 14: Procentualna zastupljenost sojeva MRSP@ma kategorijama osetljivosti na
sve ispituju e 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 najvel broj izolata je pokazivao osetljivost i na imigen (97,3%), telitromicin
(98,4%) i kvinupristin-dalfopristin (98,8%) (talael4). Ipak, ne sme se zanemaiitjenica da
je u populaciji nasih MRSP bilo sojeva sa smanjeras@tljivoSu na karbapeneme, ketolide i

streptogramine (grafikon 10).

Grafikon 10: Antimikrobni profil MRSP sojeva izolov anih u Srbiji

I8 % % 078+

Serotipizacija je ur@na za sve invazivne sojeve (n=48). Mesojevima pneumokoka
rezistentnim na makrolide, izolovanim iz krvi i Wra, je bilo zastupljeno 12 raazlih
serotipova: 19F, 14 ,6A ,23F ,6B ,3 ,19A, 8, 126B123A i 31. Najzastupljeni serotipovi su bili
19F (25%) i 14 (23%), koji su bili prisutni kod peine svih invazivnih izolata, dok su slede
po u estalosti bili 6A (10,41%) i 23F (8,3%).
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Meu izolatima dobijenim od dece je bilo prisutno Sestli itih serotipova: 19F, 14,
6A, 6B, 23F i 19A. Najzastupljeniji su bili seroby 19F i 14, koji su naeni kod viSe od
polovine pedijatrijskih izolata (56,5%). Sledo u estalosti, 6A, 6B i 23F, su bili podjednako
zastupljeni - svaki je bio prisutan kod 13,63% &al Samo je jedan dg soj ispoljio serotip
19A.

Kod odraslih je bila va distribucija serotipova nego kod dece. MeMRSP je naeno 11
razli itih serotipova: 19F, 14, 3, 6A, 19A, 8, 31, 23&F, 15B i 23F. Najzastupljeniji su tak®
bili serotipovi 19F (20%) i 14 (20%). Njihova zaglienost u celokupnom uzorku dobijenom od
odraslih osoba je iznosila 40%. Sledeo u estalosti su bili serotipovi 3, 6A, 23A 1 19A, sa

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

Tabela 15: Zastupljenost serotipova meu 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

Me u izolatima dobijenim iz likvora su dominirali séifmovi 19F, 14 i 23F; iz krvi serotipovi

19F i 14, dok su dva od tri soja iz pleuralnih puat& pripadala serotipu 3 (tabela 16).



Doktorska disertacija

Tabela 16: Zastupljenost serotipova meu 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

Me u MRSP sojevima koji su istovremeno bili manje fisetna penicilin su dominirali
serotipovi 19F, 14 i 23F. Isti serotipovi su reg e 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 jeak 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 venu ispituju ih antibiotika (tabela 17).
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Tabela 17: Rezistencija izolovanih serotipova MRSRa pojedine antibiotike

Antibiotici Pen amoksiCefo | imip | oflok | tetra | hlor tri/sul
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 me su ispoljili isklju ivo MLSy, fenotip rezistencije na makrolide, dok
su svi serotipovi 6A ispoljili M fenotip. Zastuphest serotipova me invazivhim 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 veine izolata serotipa 19F je dokazano prisustvogdre rezistencije. Skoro svi sojevi
koji su ispoljili serotipove 14 i 19A su posedovisklju ivo 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 invazivnin MRSP
izolata
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Streptococcus pneumoniaeauzima vodee mesto meu bakterijskim uzronicima
neinvazivnih bolesti respiratornog trakta, ali $kin, invazivnim bolestima, kao Sto su sepsa i
meningitis. Prepoznat je kao ne§i izaziva vanbolnike pneumonije u svim uzrasnim
grupama, a smatra se i primarnim um&om akutnog zapaljenja srednjeg uha, posebno kod
male dece. U SAD je oko 31% AOM uzrokovano pneurkoke, a incidenca iznosi 3 100 000
slu ajeva godisnje (329).esto se, mautim, nalazi i kod rekurentnih i hromiih otitisa, obino u
kombinaciji sa drugim patogenima. Od 14,5 milioha gjeva oboljevanja od pneumokoknih
bolesti Sirom sveta, ak 95,6% su pneumonije (2). Prema podacima Svetskavstvene
organizacije, pneumonija je kod dece, Sirom swaide i uzrok morbiditeta i mortaliteta. Svake
godine 156 miliona dece oboli od pneumonije, a b miliona dece mla od 5 godina i umre
(330). Incidencija oboljevanja od pneumokokne pnewife globalno iznosi 2 228/100 000, a
stopa smrtnosti 15% (2). Od priblino 4 miliona shjeva pneumonija u svim uzrasnim
grupama, koje se registruju godiSnje u SAD, e&e pneumokokne dovode do hospitalizacije.
Pneumokokne bolesti su odgovorne za 445 000 hdigpitga u SAD na godiSnjem nivou (331).
lako znatno rea, invazivna pneumokokna oboljenja, od kojih su e&p bakterijemija i
meningitis, predstavljaju i dalje veliki medicingikioblem. U SAD incidenca meningitisa iznosi
oko 2000 sluajeva na godiSnjem nivou (332). Stopa mortalite#alpB,7% (333), a i u
slu ajevima izleenja kod 20% do 40% dece ostaju neuroloSke seK@d4). U zemljama u
kojima je uvedena obavezna vakcinacija protiv pnekoka je dosSlo do znajnog pada
incidencije pneumokoknih meningitisa i drugih inkemh bolesti izazvanih ovom bakterijom
(335, 336). No, istra ivanja govore da u zemljana I§to je naS&.pneumoniage i dalje vodei
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 leenju vanbolnikih infekcija
izazvanih pneumokokom. lIzrazit porast prevalenogeistencije pneumokoka na makrolide u

ve ini zemalja je doveo do problema uéaju 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%. Ovonse e smatrati visokom prevalencijom na
koju su ukazali i drugi autori. Prema podacima ksje objavili Gaji i saradnici, smanjenu
osetljivost na makrolide ispoljava 36% invazivnitjeva pneumokoka u Srbiji (339). Neznatno
bolja situacija je zabele ena u zemljama u regiodudrvatskoj je 28,6% izolata pneumokoka
rezistentno na makrolide (315, 340, 341). U Slovg¢miu estalost rezistencije me 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 takoe prisutan visok nivo
rezistencije pneumokoka na makrolidne antibiotikeema podacima EARS-Neirngl. 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 znaajan porast rezistencije
S.pneumoniaezabele en u Danskoj, Litvaniji, Italiji, Spaniji Melikoj Britaniji, dok je
signifikantan trend opadanja zabele en u Finskdj5)3 Najni e stope rezistencije pneumokoka
na makrolide u Evropi su zabele ene u severnim jema (Holandija 4,4%, Svedska 4,9%) a
najvise stope su zabele ene u mediteranskom i gigaiom regionu (Rumunija 37,2%, lItalija
34,2%, Francuska 28,9%).

Pojava rezistencije pneumokoka na makrolateal od pre etiri decenije. Prvi sojevi MRSP
su izolovani u Kanadi, a potom i u Francuskoj 19¢6dine (307-309). Meautim nivo
rezistencije je ostao nizak %) Sirom sveta tokom sedamdesetih godina (308nihRa
osamdesetih visoka prevalencija pneumokoka, retisbg na eritromicin je detektovana me
izolatima kliconoSa u Junoj Africi (63%). Prevalgja rezistencije pneumokoka me
invazivnim izolatima je u Ju noj Africi 1983. godeniznosila 8,3% (343). U Francuskoj nije bilo
pneumokoka rezistentnih na makrolide pre 1976. mmdda bi taj procenat 1984. godine
dostigao 20%, a vesledee godine 26% (310). U Spaniji je zapa en poraststencije 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 powamom upotrebom,
posebno dugodelujth makrolida kao Sto su Klaritromicin i azitromici{314, 344-346). U

Francuskoj 1994. godine rezistencija pneumokokana&rolide dosti e ak 40,9% (310), a u
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Belgiji raste sa 11,5% koliko je iznosila 1988.3146 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 od®4L9do 1998. godine neosetljivost na
eritromicin bila 7,1%, da bi potom porasla na 18,8%om narednih godina (2002-2004.god).
Nakon toga je u Portugalu zabele en trend opadaajd4,9% 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

zabele en i u drugim delovima sveta, kao Sto sinduAfrika i Kanada (300, 351-354).

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

ukazale brojne globalne studije.

Aleksandar projekakefigl Alexander Project) je sproveden u periodu od 12020.godine,
sa cillem da se ispita antimikrobna osetljivost egjih uzro nika infekcija respiratornog trakta,
ste enih u vanbolnikoj sredini €ngl. Community-acquired respiratory tract infections, CAH)
kod odraslih osoba. Rezultati ovog projekta su pakada je globalni nivo rezistencije
invazivnih i neinvazivnih sojeva pneumokoka na no#ike bio u rasponu od 16,5-21,9% tokom
1996-1997.godine, sa tendencijom rasta u narednemodu — 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 mkisyma, 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 meu izolatima pneumokoka, kao i o aktivnosti telitioma (355). U drugoj godini
ove studije (2001-2002.god) rezistencija pneumolekianosila 27,9% sa velikim varijacijama
me u regionima (najviSa vrednost 48,2%, a najni a west 15,2%). U periodu od 2001-2003.
godine rezistencija na eritromicin je iznosila 318@ bi u periodu od 2003-2004. godine
neznatno porasla na 37,2% (356). Dalja ispitivasya pokazala da se u SAD rezistencija
pneumokoka na makrolide odr avala na nivou od 3Rétiko je iznosila 2004-2005. godine, do
35 % tokom 2005-2006. godine (357-360). Bila jeava 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 zadpar nad
rezistencijom bakterija na antimikrobne preparatgogkazali da je rezistencija pneumokoka na
makrolide u SAD u 2011. godini dostigla 44,8% (363)

Nivo rezistencije pneumokoka na makrolide wn&ai je nii nego u Americi. Meutim, i u
Kanadi je zabele en znajan porast rezistencije pneumokoka na makrolitte,s8 pokazali
rezultati dve studije. Studija CROS&@l.Canadian Respiratory Organism Susceptibility Study)
je sprovedena u periodu 1998-2006. godine, a n&dga 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
zabele eno 2008. godine (364-366).

Sli na situacija je prisutna i u zemljama Latinske AikeerU Argentini u periodu 2009-2010.
godina rezistencija sojeva pneumokoka izolovanildecke 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 regionzerdodu od 2003-2005. godine. Rezultati
su pokazali visok nivo rezistencije na makrolideaj\\sa prevalencija rezistencije je bila
zabele ena na Malti 46%, Tunisu 39% i u Turskoj 1(B7%0).

Prema podacima multicentne studije za pranje antimikrobne rezistencije u Australiji, pod
nazivom AGAR éngl The Australian Group on Antimicrobial Resistandekom 2007. godine
rezistencija na makrolide me invazivnim izolatima je iznosila 13,9% a nueneinvazivnim
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 afrkom kontinentu, u Al iru je u periodu od 2005-201dodine prevalencija
MRSP meu invazivnim izolatima bila 22% (374).
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Sa druge strane, zemlje Dalekog Istoka sungiez po izuzetno visokoj rezistenciji
pneumokoka na eritromicin u Aziji. Prema podacinzysie ANSORP studijeengl. Asian
Network for Surveillance of Resistant Pathogen®jalje ispitivala antimikrobnu osetljivost
rezistentnih patogena tokom 2008-2009. godine,epnasprevalencija rezistencije pneumokoka
na makrolide u Aziji je iznosila 72,7%. NajviSa paéencija od 96,4% je zabele ena 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) maeinvazivnim ddjim izolatima rezistencija

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

U zakljuku se mo e rei da nasi rezultati pokazuju da, u evropskim ustwyi Srbija, slino
susednim dr avama, pripada zemljama sa visokomgbeecijom rezistencije pneumokoka na
makrolide. Meutim, globalno posmatrano, u odnosu na azijske jegei8bija pokazuje srednje
visoku prevalenciju rezistencije pneumokoka na rolidke. Tako da mo emo re da se u Srbiji
makrolidi jo§ uvek mogu obazrivo koristiti u Enju pneumokoknih infekcija, u zavisnosti od

rezultata testa osetljivosti.

U naSoj studiji smo zapazili da su neinvaziswojevi bili rezistentniji na makrolide u odnosu
na invazivne. Meu sojevima izolovanih iz gornjih delova respiratogntrakta rezistencija je
iznosila 35,5%, dok je 27,4% sojeva izolovanih rzik likvora bilo neosetljivo na makrolide.
ViSi nivo rezistencije pneumokoka na makrolide mn@einvazivnim izolatima su opisali i drugi
autori. Istra ivanje sprovedeno u Kanadi je pokazedzliku u rezistenciji, sa znajno viSim
nivoom rezistencije mel neinvazivnim izolatima (22,4%) u odnosu na invaei(14,6%) (264).
U nasoj studiji smo take zapazili da su pedijatrijski sojevi bili rezisteifi na makrolide (36%)

u odnosu na sojeve dobijene od odraslih pacijef2®%). | istra ivanje sprovedeno u Portugalu
je pokazalo da se sojevi pneumokoka rezistentmriteomicin i klindamicin najes e izoluju u
de ijem uzrastu (348). Slovena autori su takoe pokazali da je viSi nivo rezistencije (17%)
prisutan meu pedijatrijskim izolatima (342). To su potvrdilrezultati ANSORP studije u Aziji.
Oni su nasli da je rezistencija na eritromicin zj@o eSe zastupljena me sojevima
dobijenim od dece mla od 5 godina (44,8%) u odnosu na starije od 65ngo@1,5%). Meu
pedijatrijskim pacijentima mlam 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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rezistencija eS e zastupljena kod dece m&aod 2 godine, kao i da je nivo rezistencije vrlo
visok. Naime, polovina izolata pneumokoka je indliK eritromicina ve i od 16 pg/ml (378).

Jedan od najznajnijih faktora koji doprinose nastanku i Sirengreistencije pneumokoka na
makrolide je njihova preterana i neadekvatna upetré379, 380). Naime, prekomerna i
nekriti na upotreba antibiotika dovodi do selektivnhog pkisi i stvaranja rezistencije bakterija na
razli ite klase antibiotika (381). Drugi faktori rizikeazsticanje infekcije rezistentnim sojem
pneumokoka su uzrast pacijenta, ranija upotrebaohdé i istovremeno postojanje hronih i
teskih bolesti (382). Makrolidi su antibiotici, kgu esto koriSeni u ambulantnim uslovima,
posebno za lenje infekcija disajnih puteva. Prekomerna upotrebitn antibiotika je upravo
najraSirenija u dejoj populaciji, budui da su pneumokokne i uopSte respiratorne infekcije
najzastupljenije u toj uzrasnoj grupi. Nato se kao uzrok porasta rezistencije pneumokoka
navodi nekritina upotreba dugodelujin makrolida, kao Sto je azitromicin (338, 383).24re
potrosnje antibiotika pokazuju da su 2001. godir®2 wevropske zemlje makrolidinili 15% od
ukupne koliine potroSenih antibiotika (384). Slovenija je 1968dine u grupi od 17 evropskih
zemalja, zauzimala vode mesto po kori®nju makrolida sa dugim dejstvom (azitromicin)
(385). Mnoge studije su pokazale povezanost izn@ekomerne upotrebe makrolida i razvoja
rezistencije pneumokoka (177, 306, 386-388). U WR@iu je porast prevalencije MRSP u
periodu od 1994-2002. godine povezan sa pawem upotrebom azitromicina u tom periodu
(383). S druge strane, na Islandu je, nakon smgnjapotrebe makrolida i trimetoprim-
sulfametoksazola za 30%, doSlo i do smanjenja émdge PNSP sa 20% na 13% u
etvorogodiSnjem periodu (389). U Kanadi je u period 1995-2002. godine sprovedena
prospektivna kohort studija na 3339 pacijenatangazivnim pneumokoknim infekcijama koja je
ukazala na moge faktore rizika za sticanje pneumokoka rezistegptna makrolide (390).
Faktori rizika ukljuuju raniju upotrebu azitromicina, klaritromicinagrpcilina i trimetoprim-
sulfametoksazola. Istra ivanje kojim su obuheai bolesnici sa pneumokoknom bakterijemijom
je pokazalo da je kod 24% pacijenata koji su uzinmrakrolide, izolovan MRSP, dok je kod
pacijenata koji nisu uzimali makrolide izolovan smeumokoka, koji je bio osetljiv (391).
Opisani su i smrtni slajevi pneumokokne pneumonije nastali kao posledézastencije na
makrolide i monoterapije azitromicinom (392). Mé&im, da se za razvoj rezistencije

pneumokoka na makrolide ne mo e okriviti samo pi@t@ potroSnja ovih antibiotika, ukazuje
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primer Slovenije, u kojoj je, i pored smanjenja tipbe makrolida u periodu izme 1999-2007.
godine za 36%, doslo do porasta rezistencije pnkok@na ove antibioitike sa 4,7% na 16,8%
(342). Oigledno je da na trendove izmene rezisten8jpneumoniaena makrolide, pored
pove ane upotrebe ovih lekova, uli i druge pojave, npr. propagacija rezistentnihn&a i
serotipova pneumokoka. Klonalna diseminacija MRS#edinama kao 5to su bolnice, zatvori |
drugi kolektivi, je jedan od glavnih faktora kojoprinose Sirenju rezistencije pneumokoka na
makrolide. Ukupna populacija rezistentnog pneumaksk poveala sa dominacijom malog
broja klonova uspesnih u preivljavanju (393). Ramyvanje genske osnove rezistencije
pomenutih klonova, sticanja i Sirenja rezistencipep e 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
nekriti na potroSnja su posledica uwmja 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 poveava 2,7 puta. Kao posledica toga
selektuju se rezistentni sojevi (396). U AustraBu objavljeni radovi koji ukazuju da je
prekomerna upotreba azitromicina u cilju eradil@d¢ijphoma povezana sa selekcijom sojeva
pneumokoka rezistentnih na makrolide izolovanimazofarinksa (397) i iz brisa konjunktive
(398).

Dakle, incidencija rezistencije pneumokokanmakrolide je veoma dinamma pojava. Zbog
toga je neophodno pranje incidencije MRSP u Srbiji da bi se ustanow li je doSlo do
promene uestalosti rezistencije pneumokoka na makrolide.indede, na taj nan moe

proceniti efekat novosprovedenih mera kontrole @iggnja antibiotika i njihove kupovine.
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Poznato je da je rezistencija pneumokoka né&ratide najeS e posredovana putem dva
glavna mehanizma, modifikacijom ciljnog mesta dalga leka i/ili aktivnim efluksom leka
(399). Navedeni mehanizmi rezistencije uzrokujwligvanje razliitin fenotipova rezistencije.
Postoje razlike u geografskoj distribuciji mehaniza rezistencije, odnosno MLSI M
fenotipova rezistencije pneumokoka (400).

Mi smo u naSem istraivanju ustanovili da mesojevima pneumokoka rezistentnim na
makrolide, izlovanim tokom trogodiSnjeg (januar Q8decembar 2012.god) perioda u Srbiji,
dominira konstitutivni MLg fenotip. Skoro 80% naSih izolata pneumokoka jepeksralo
MLSy, fenotip, odnosno ukrStenu rezistenciju na makrolid&kozamide i streptogramine. Ovi
sojevi pokazuju visok stepen rezistencije na mateolsa vrednostima MIK eritromicina i
klindamicina iznad 256 pg/ml (401). Ste rezultate su, u skorasnjoj proSlosti, objavili i
italijanski autori, sa podacima da je 76,5% MRS#lata sakupljanih u periodu od 1998-2000.
godine ispoljilo cMLS fenotip (320). Primenom testeostruke difuzije, ustanovili smo da je
me u sojevima sa MLS rezistentncijom, 4,6% ispoljiducibilnu rezistenciju. Kod inducibilnog
MLS fenotipa vrednosti MIK klindamicina su bile ks (MIK5,=0,5 pg/ml), dok je MIK
eritromicina iznosio 256 pg/ml. U ovom istra ivanju smo koristili tegvostruke disk difuzije,
koji CLSI standard preporuje kod beta hemolitkin streptokoka, ali ne daje smernice za
pneumokok. Ipak, ovaj test je prepoea od strane EUCAST za detekciju inducibilne
rezistencije na klindamicin, koji se opisuje kactt@ntagonizma aktivnosti klindamicina,
posredovanog eritromicinom. Visoku osetljivost @8) ovog testa u detekciji induciblne MLS
rezistencije kod pneumokoka su potvrdili i Jorgenssaradnici, koji su uporedno ispitali test
dvostruke difuzije, eriromicin — klindamicin bujdadest i PCR za detekcijarmBgena (402).
Ovi autori ukazuju na znaj 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 slajevima, koristi u
le enju pneumokoknih infekcija, posebno kod osobagaleih na penicilin, npr. kao druga ili

tre a 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 sju epidemija (402).

MLSy fenotip rezistencije pneumokoka na makrolide jedpminantan i u Ju noafrkoj
Republici, kao i u vani 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 meu invazivnim MRSP izolatima MLsenotip zastupljen kod 67,4%, dok 32,6%
sojeva ispoljava M fenotip (348). U Sloveniji u elu 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 takalominantan MLSfenotip. U Kini je MLS,
fenotip zastupljen kod 89,2% sojeva, aha cMLS3 kod 85,1% a inducibilini ML§kod 4,1%
sojeva, dok je M fenotip zastupljen kod svega 1088feva (408). U Al iru svi MRSP sojevi
pripadaju MLS (374). U Meksiku dve trene MRSP sojeva ispoljava MSenotip (409). U
Australiji tako e 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
14- lane i 15-lane makrolide a osetljivi na 18ane makrolide, linkozamide i streptogramine
(237, 353). Vrednosti MIK eritromicina kod sojeva Bl fenotipom se kreir od 4 do 32 pg/ml
(239, 246). Kod naSih MRSP sojeva sa M fenotiparagdnost Mlkso eritromicina je iznosila 4
pg/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 kree od 41% do 85% (240, 398, 352). U Argentiak 76,9% sojeva ispoljava M fenotip
(367). M fenotip je takoe dominantan u nekim evropskim zemljama kao Stdedika Britanija
(327), NorvesSka (355) i Nemikwa (410). U Neméekoj 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)3U koj 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 1l&nim 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, praenom bakterijemijom, koji su leni makrolidima, u 4 bolnice u Spaniji, tokom
1989-2000. godine. Rezultati su pokazali da s8e razvija pneumokokna bakterijemija
prilikom terapije makrolidima maeu pacijentima kod kojih je izolovan pneumokok réamgan na
makrolide, te da je rezistencija na makrolide dietednain vitro, klini ki 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 razliita 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 znaajno varira meu dr avama. U naSem istra ivanju je analiza genaistencije
pokazala da jermBgen, koji kodira metilaciju 23S rRNK prisutan ked ine (78,5%) sojeva.
Ustanovljeno je da kod naSih MRSP sojeva postepko statistiki zna ajna povezanost izma
genotipova i fenotipova rezistencije na makrolitdNaime, 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, take, podudara sa
literaturnim podacima (320, 414). Vrednost MjKeritromicina kod MLSrmB pozitivnih
izolata je bila MIkso 256 pg/ml, dok je kod MhefAsojeva znatno ni a — 4 pg/ml. &kivano, i
vrednosti MIKgo eritromicina, odnosno vrednosti MIK eritromicinaj& su zabele ene kod 90%
ispitivanih sojeva su bile znatno wekod MLSErmB ( 256 pg/ml) u odnosu na kiefA (12
png/ml) izolate pneumokoka. She rezultate su dobili i drugi istra iva(408). Slovenaki autori
su objavili da su vrednosti Mi§ eritromicina kodermB pozitivnih izolata pneumokoka256
pg/ml, dok su se koahefA pozitivnih izolata ove vrednosti kretale od 2 dd [3g/ml (342).
ErmB gen je najraSirenija determinanta makrolidne tenmisje kod pneumokoka Sirom sveta
(222, 314). U Evropi je visoka prevalencgamB gena prisutna u Belgiji (91%), Francuskoj
(90%), Ma arskoj (82%), Poljskoj (80%), dok je u Slovenijitaliji oko 55%. U Spaniji je
tako e 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). UijRjesermB gen zastupljen kod 54% MRSP,
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dok 13% sojeva nosi sanmeefAgen rezistencije (376). U pojedinim latinoamkim zemljama,
kao Sto je Brazil, takae 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 sre i u zemljama Dalekog istoka. Prema podacima ANBOR
studije, u azijskim zemljama 49,2% MRSP nose samaB 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%j)etnamu (56,9%).

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

upotrebom makrolida.

Sojevi pneumokoka mogu da sadr e i oba gena remgeeistovremeno, ermBi mefA U
nasem istraivanju dvojni mehanizmi rezistencije detektovani kod ak 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 sla e sa podacima iz literature6(24114, 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 izZlao3i% (419). Na veliki znaj dualnog
genotipa kod MRSP je ukazano 1999. godine u JuAvoici, 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 izte4€i999.
godine (416) je dostigla 12% 2004. godine (420)Shaniji je istovremeno prisustvermB i
mefA gena dokazano kod 17,9% izolata (414). Zemlje isakem prevalencijom dvojnih
mehanizama rezistencije na makrolide kod pneumoksmkalu noafrika Republika, Rusija
(31%) i Australija (222, 376). Prema podacima ANJORudije, porast prevalencije sojeva
pneumokoka koji eksprimiraju oba gena rezisten@jg@osebno izra en 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.THganu 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 zabele en porsat38,6% na 43,3% (375, 421). Na Novom
Zelandu 62,1% izolata nosi oba gena rezistencii8)(4J SAD je zabele en porast prevalencije
izolata sa dvojnim mehanizmima rezistencije sa %4@Rém 2000-2001. godine na 16,4% tokom
2002-2003. godine (422). Danaak etvrtina izolata u SAD nose oba gena (360).iN& sojeva
koji nose oba gena rezistencije ispoljava multsentni fenotip i klonalno su povezani te je
njihovo Sirenje zabrinjavaje (356, 406). Naime vea sojeva sa dvojnim mehanizmima
rezistencije pripada klonalnom kompleksu TaiWan® koji je globalno rasprostranjen (222,
356, 358, 406). Zabrinjavaja je i injenica da se ovakvi sojeves e izoluju kod dece uzrasta
do 2 godine, Sto povava rizik od terapijskog neuspeha u toj uzrasnopgrZemlje kod kojih,
za sada, nisu detektovani sojevi koji nose oba geriatencije su Belgija, Svedska, Francuska i
Argentina (356). Efikasan horizontalni transeamBili mefAgena rezistencije ma sojevima

pneumokoka mo e doprineti odr avanju visokog niveaistencije 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 2Z0W3. godine prema podacima evropske
multicentri ne studije “PneumoWorld Study”, prevalencija ribominih mutacija meu
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. Paetkom dvehiljaditih je zastupljenost ribozomalnilktacija meu MRSP u
Holandiji iznosila 5% (424) a u Belgiji 0,4% (423%tra ivanje sprovedeno tokom 1999-2000.
godine u 10 zemalja centrale i ish@ Evrope (Poljska, Litvanija, Slovenija, Maska, Latvija,
Rumunija, Bugarska, Hrvatska, Sloka i eSka Republika) su dala podatak da oko 15%
eritromicin-rezistentnih izolata nose mutacije M@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 naene kod 4% izolata (426).
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Od samog uv@nja u terapiju 1940. godine, penicilin G je bik lzbora u leenju
pneumokoknih infekcija (311). Vetada je primeena pojava rezistencije na penicilin me
laboratorijskim mutantima pneumokoka (308). Tek28egodina kasnije javljaju prvi klinki
sojevi pneumokoka kod kojih se zapa a porast vretindIK penicilina, u Bostonu, SAD (427).
Prvi penicilin neosetljivi soj pneumokoka je izodv 1967. godine u Australiji (218, 312).
Nakon toga dolazi do pojave rezistencije pneumokokgenicilin u mnogim delovima sveta. U
SAD prvi PNSP je izolovan 1974. godine (428).

Interesantno je da su prvi sojevi pneumoka@kistentni na penicilin, ali i druge antibiotike, u
to vreme izolovani i u nasoj zemlji. Vge 1977. godine u Beogradu kod pedijatrijskih jeamta
je izolovano 38 invazivnih i neinvazivnih sojevagomokoka koji su istovremeno bili rezistentni
na penicilin, eritromicin i linkomicin, ali osetji na hloramfenikol (429). Autorke MraoviM. i
Laban J. su pokazale da je vrednost MIK penicikod ve ine sojeva bila visoka i iznosila je do
4 ug/ml (429). Krajem osamdesetih godina prosidkave u Beogradu kod deteta obolelog od
bakterijskog meningitisa izolovan soj pneumokokaospa 23F, koji je bio rezistentna na
penicilin i hloramfenikol (430). P@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. Istra ivanja sprovedama
Srbiji sredinom devedesetih su pokazala da kod mpo&oka dolazi do porasta rezistencije na
penicilin. Naime, rezultati istra ivanja sprovedgnoa Vojno medicinskoj akademiji u Beogradu
me u 114 sojeva pneumokoka, izolovanih prete no odasliln osoba, su pokazali da je 44%
sojeva imalo smanjenu osetljivost na penicilin, eda je 11% sojeva imalo vrednostima MIK
penicilina preko 1,5g/ml (432). U periodu 1999-2003. godine i 2005-20f§&dine u Zavodu za
zdravstvenu zastitu u NiSu je ispitano 523 izolpteeumokoka, razlitog porekla, veinom
izolovanih od dece mla od 15 godina. U prvom ispitujem periodu je prevalencija PNSP
iznosila 68% (21% R, 47% 1), a u drugom periodk79% (27% R , 52% 1) (433).

Sedamdesetih i osamdesetih godina prevalemdjstencijeS.pneumoniaaa penicilin prelazi

10% u mnogim delovima sveta, ukljgju i Spaniju, SAD, Novu Gvineju, Ju nu Afriku, Izrael
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Poljsku (313). To je vodilo ozbiljnim terapijskingblemima, narato u le enju pneumokoknog

meningitisa.

Devedesetih godina neosetljivost pneumokokaeracilin je, na globalnom nivou, dostigla
37%, od ega je 23% sojeva bilo potpuno rezistentno (314¢kgandar projekat je pokazao
porast rezistencije na penicilin u mnogim delovisveta. U SAD u desetogodiSnjem periodu
(1992-2001.god) rezistencija je porasla sa 5,692M4%, u Spaniji sa 24,9% na 31,2%, i u
Francuskoj sa 7,7% na 35,8% (354).U periodu od ZIKX. godine najviSa prevalencija PNSP
je zabe ena na Dalekom istoku i Ju noakoj Republici sa vrednostima preko 70% (314).

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

multirezistentnih sojeva (356).

Prema podacima Spanske referentne laboratotijeperiodu od 1999-2008. godine
zastupljenost PNSP pregresivno opada sa 33,9% ,8&2Pad zastupljenosti PNSP je ném
zabele en u periodu 2005-2008. godine, Sto je pamezsa uvoenjem 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. godintapaa
24,8% a ve 2010. godine na 10,6% (329).

Na izveStavanje o osetljivosti pneumokokapeaicilin su uticale promene u granim
vrednostima. Prema starim gramim vrednostima, soj pneumokoka se smatrao osgatljiv
ukoliko mu je vrednost MIK penicilina iznosilad,06 pug/ml, bez obzira na vrstu materijala iz
kojeg je soj izolovan i nan davanja leka. Uprkos porastu rezistencije pnduwka na penicilin
u mnogim delovima sveta, zapa en je nedostatak l&ocije izme u rezistencijein vitro sa
klini kim odgovorom kod ne-meningealnih pneumokoknih koi@ (435). Zbog toga je CLSI
2008.godine objavio nove grane vrednosti koje definiSu kategoriju osetljivogtieumokoka

na penicilin. Stare grame vrednosti za penicilin su bile bazirane na katreeiji leka koja se
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postie u cerebrospinalnoj teosti tokom leenja meningitisa. Meautim, nivo penicilina u
likvoru predstavlja malu frakciju njegovog nivoglazmi ili u alveolama. Soj pneumokoka koji
je rezistentan na nivo leka dostignut u likvoru, enbiti osetljiv kada su u pitanju pneumonije,
otitisi ili sinuzitisi (436). Nove granne vrednosti su rezultat nagomilanih dokaza o uspes
le enju pneumokoknih infekcija penicilinom kod izoldtaji su imali smanjenu osetljivost
vitro (437). Prema novim preporukama, prilikom pareriter@rimene penicilina, postoje razlike
izme u graninih vrednosti u zavisnosti da li se radi o izolaimpneumokoka iz likvora,
izaziva ima meningitisa ili iz drugih regija, kada $pneumoniaezo nik infekcija tih organa.
Kod tih, tzv “ne-meningealnih izolata” pneumokolgani ne 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 1U/4h tj. 12 mlll/dnevno). Kod
umereno osetljivih izolata, kada je MIK=4 pg/mlfakcija se mo e leiti sa dozom od 18-24

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

U sluajevima meningitisa, zadr ane su stare, stro ijeargme vrednosti, te se izolati
kategoriSu kao osetljivi, ukoliko im je MIK0,06 pg/ml, a rezistentni ako je MIK penicilina
0,12 pg/ml) (437). Ove izmene su uticale na izweBtf@ o padu rezistencije pneumokoka na
penicilin. U skladu sa revidiranim CLSI granim vrednostima, izveStaji su pokazali veoma

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

Kada smo primenili revidirane CLSI kriterijume 2013. godine, stopa rezistencije naSih
MRSP sojeva na penicilin je iznosila 16%. Visok aivezistencije (MIK penicilina preko
2pg/ml) je dokazan kod svega 5,82% MRSP sojeva.n&liprevalencija je zabele ena 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 korignja
redigovanih kriterijuma CLSI, prema kojima se rkaju grani ne vrednosti za ,meningealne” i
~,ne-meningealne” izolate, u azijskim zemljama jeipka rezistencija na penicilin iznosila 0,7%

kod ,ne-meningelanih® izolata i 57,5% kod ,meninyeld’ izolata. U poreenju sa ranijom
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ANSORP studijom sprovedenom u azijskim zemljamaioplu od 1996-2001. godine, dobijeni
rezultati pokazuju pad prevalencije PNSP. Mm, ukoliko bi se primenile stare grane
vrednosti, sadasnji podaci bi ukazali na perzisienvisoku prevalenciju PNSP u Aziji.
Kori$ enjem revidiranih grannih 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 Ju noj Koreji je iznosi 83,3% a u Kinb0% (375).

U Evropi je, u periodu od 2008-2011. godinen@ien trend znaajnog opadanja rezistencije
na penicilin kod pneumokoka u Belgiji, Francuskdppaniji, u kojima je registrovanol%,
27%, odnosno 22% PNSP. Sa druge strane trend ikagrtiiog porasta neosetljivosti
S.pneumonia@a penicilin je zabele en u Bugarskoj (37%), Iiska0%) i Luksemburgu (19%)
(441). U ju noevropskim zemljama je zabele en uidvo rezistencije nego u zapadnoevropskim
zemljama (356). U ju nim i istsmim zemljama Mediterana zastupljenost PNSP je edhija
visoka. U proseku je 26% invazivnih izolata pneupiak bilo neosetljivo na penicilin, sa

najvisom rezistencijom u Al iru 44% i Libanu 40%1Q3).

NaSi rezultati su pokazali da je zastupljenegistencije bila statistki zna ajno viSa meu
invazivnim izolatima (45,8%) u odnosu na neinvaeivfl0,8%). Za tumanje osetljivosti
invazivnih izolata pneumokoka iz likvora na penicilse koriste stroiji kriterijumi, Sto
objasSnjava viSe nivoe rezistencije kod invazivrablata iz likvora. S druge strane, invazivni
»-ne-meningealni“ sojevi od odraslih pacijenata duuglavnom osetljivi na penicilin. Nemaéi
autori su objavili da je, prilikom kori&nja novih graninih vrednosti, viSi nivo neosetljivosti
pneumokoka bio prisutan me ,meningealnim” u odnosu na ,ne-meningealne” im|&142).
Nasi rezultati su pokazali znatno viSi stepen temnGje na penicilin meu 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 razie
interpretacije kategorija osetljivosti kod meninlgpga izolata, a ne razlika u vrednostima MIK

penicilina.

Brojni invazivni sojevi pneumokoka u shjevima meningitisa se izoluju upravo kod dece.
Zbog toga pedijatrijski pacijenti pokazuju za@o VviSi nivo rezistencije na penicilin nego

odrasli (339, 443). U nasoj studiji su pedijatnjsolati pokazali veu neosetljivost (17,8%) u
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odnosu na izolate dobijene od odraslih (10,1%)tulgd istra ivanja su pokazala da su sojevi
izolovani od dece rezistentniji na antibiotike odjeva izolovanih od odraslih (339, 443).
Primena novih grannih vrednosti je dovela do smanjenja ukupne reagjie pneumokoka na
penicilin, usled brojane predominacije ,ne-meningealnih* uzoraka. Utizejene interpretacije
grani nih vrednosti penicilina kod pneumokoka se mo eetid na primeru SAD. Naime,
po etkom 2000-ih godina, dok su joS koa&e stare granie vrednosti, u SAD je registrovano
oko 40% sojeva pneumokoka neosetljivin na peniqia6, 357). Deceniju kasnije, posto su
usvojene nove grame vrednosti koje je izbacio CLSI, u SAD je regsano oko 15% sojeva
pneumokoka neosetljivo na penicilin (10% umerenetlpgo a svega 5% sojeva visoko
rezistento) (444, 445). Shn scenario se ponovio i u Evropi, posle primenadianih
kriterijuma CLSI (446).

Krajem 2012. godine je, u nekoliko evropskemalja, vodi za ispitivanje antimikrobne
rezistencije prema CLSI zamenjen van koji preporuuje EUCAST. Prema kriterijumima
EUCAST definisane su stroije grame 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§jeepoveanih doza antibiotika i na povanu
upotrebu lekova druge i tre linije u le enju infekcija respiratornog trakta. Naime, obai$ena
standarda (CLSI i EUCAST) baziraju svoje grax@ vrednosti u odnosu na dozu leka i vreme
davanja leka. Istra uju Kklini ki ishod pneumokokne pneumonije, EUCAST-a predlala se
koriste viSe doze intravenskog benzil-penicilinajek e delovati i na sojeve pneumokokig je
vrednost MIK penicilina 2 pg/ml. Prilikom koriStenja preporuka po EUCAS Tkuterijumi se
prilago avaju dozama penicilina u lenju pneumonija. Sojevi pneumokoka kod kojih je
vrednost MIK 0,5 pg/ml su osetljivi ukoliko se daju ni e dozericilina (1,2 g svakih 4 sata);
soj ija je vrednost MIK 1 pug/ml, se smatra osetljivim uz doze penicilinb204 g na svakih 4
sata. Izolati sa MIK 2 pg/ml se smatraju osetljivim ukoliko se dajuokie doze penicilina (2,4
g svakih 6 sati). Ueno je da trenutne razlike u interpretaciji osetiiti za “ne-meningealne
izolate” pneumokoka, koje postoje izme CLSI i EUCAST mogu dovesti doeSeg
izveStavanja 0 rezistenciji respiratornih izolataepmokoka kada se koristi EUCAST ili o
pove anju doziranja lekova (328).
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U naSem istraivanju smo se odlu da rezultate osetljivosti pneumokoka na pemicil
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 MIK
1 pg/ml, dok je granna vrednost prema CLSI MIK 2 pg/ml. Naime, autorka Marchese i
saradnici su, koristeé navedene granme vrednosti, pokazali malu neusaglasenost u

kategorizaciji osetljivosti izmau dva koriStena standarda (CLSI | EUCAST).

Kada smo u nasSem istra ivanju primenili naveelériterijume po EUCAST-u, nasli smo da
je me u naSim MRSP estalost sojeva neosetljivih na penicilin iznoSi@2o, Sto je znatno vise
u odnosu na CLSI (16%). Kao i u prethodnoj andfpini CLSI), kategorizacija osetljivosti prema
kriterjumima EUCAST-a, je pokazala da su pedijskii sojevi statistiki zna ajno rezistentniji
(46,6%) u odnosu na sojeve dobijene od odraslin2@d}h kao i da je statiski zna ajno visi
nivo rezistencije nan meu invazivnim izolatima (54,2%) u odnosu na neinvagi (36,2%).
NajvisSi stepen rezistencije je, i ovde ea kod sojeva izolovanih u shjevima meningitisa
(89,47%). Prema autorki Marchese razlike u integmi@ osetljivosti pneumokoka na
antibiotike, koje postoje izme CLSI i EUCAST-a su kategorisane kao male (,mipqil-

10%), velike (,major”) (10-25%) ili veoma velike (,very major*) 25%) (328). Nasi rezultati
su pokazali da izmel tumaenja osetljivostiS.pneumoniaaa penicilin, kada se koriste ra4di
kriterijumi (CLSI/EUCAST), postoji velika - ,major{23%) razlika. S obzirom da su grame
vrednosti prema EUCAST-u stro ije, predla e se &benje 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 koer§ja antibiotika i sprovenja vakcinacije, utu i
grani ne vrednosti koje laboratorije koriste u rutinskaadu.

Prema poslednjim podacima EARS-Neta iz 2012lirgg zastupljenost invazivhog PNSP u
Evropi iznosi 11,6%. NajviSe vrednosti su zabele era Malti (38,9%), u Rumuniji (37,2%) i
Bugarskoj (28,6%), a najni e u Estoniji (0%), Begidil,5%) i Holandiji (1,5%). Trend porasta
rezistencije pneumokoka na penicilin je tokom 2@092. godine zabele en u Belgiji, Danskoj,
Finskoj, Norveskoj i Velikoj Britaniji, dok je znajan pad rezistencije zabele en 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 reamgija pneumokoka na makrolide i penicilin
(MRPNSP) se poslednjih godina sve raSirenija Sisweta. Prevalencija takvih sojeva zamo
varira meu dravama (314). U periodu od 2003-2005. godinegamljama Mediterana je
zapa ena visoka prevalencija kombinovane rezisfenoa ova dva antibiotika, sa najviSim
vrednostima u Tunisu 24%, dok je u Egiptu iznosilaga 3% (370). U Spaniji je nivo udru ene
rezistencije meu pedijatrijskim izolatima varirao izme 24% i 35% u periodu od 1997-2003.
godine. Nakon toga dolazi do zmgnog i progresivhog pada udru ene rezistencijelbh#®% u
2008. godini (413). U Kanadi je rezistencija naip@n MRSP sojeva sakupljenih u periodu
1998-2008. godine iznosilaak 37,5%, ali treba imati u vidu da je interprgeadiategorija
osetljivosti bila bazirana na granim vrednostima koje CLSI daje za ,meningealne‘lar®

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

Prema poslednjim podacima EARS-Neta-a iz 2Qtbdine zastupljenost udru ene rezistencije
na penicilin i makrolide u Evropi iznosi 8,7%. Kesod 0% u Estoniji i Litvaniji do preko 30%
na Malti (38,9%) i u Rumuniji (32,5%). Tokom 200042. godine je trend znajnog porasta
MRPNSP sojeva zabele en u Danskoj, Litvaniji, Naskej, Spaniji, Svedskoj i Velikoj Britaniji.

Me utim, u zemljama poput Francuske i Portugalaenge pad (315).

! 078+

Rezistencija pneumokoka na cefalosporineetrgeneracije je relativno retka Sirom sveta.
Sojevi PNSP su idalje, uglavnom, osetljivi na tregeneraciju cefalosporina, iako su vrednosti
MIK cefalosporina kod njih viSe u porenju sa vrednostima MIK cefalosporina sojeva asétl]
na penicilin (277, 447). Neosetljivost na cefalasp® tre e generacije jeeSa u zemljama sa
visokom prevalencijom PNSP (448, 449).

Poetkom 90-tih godina su u SAD izolovani prvi sojganeumokoka sa visokim nivoom
rezistencije na cefalosporine (450). U Kanadireg,utim, 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 19983-2@fbdine meu pedijatrijskim

invazivnim izolatima neosetljivost na ceftriaksanignosila 5% sojeva, a viea tih sojeva je
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ispoljavala visok stepen rezistencije na penici{gb2). 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 izmel 17,751 43,9% (423).

U Grkoj 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 meklini kim izolatima dobijenim od odraslih pacijenata

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

Nakon implementacije konjugovane vakcine, uartip je meu izolatima iz likvora
zabele eno smanjenje astalosti rezistencije pneumokoka na cefotaksindmwosu 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. Ovakye zmja 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% (1999-2fa@) 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 nizried&kson od 1998. godine porastao sa 3% nha
11,7% u 2011. godini (363). Matim, ve ina sojeva je bila umereno rezistentna na ceftoiaks
a svega 2% visoko rezistentni (359, 454, 455).

Treba naglasiti da su promene u izveStavangtljp®sti pneumokoka na cefalosporine,
izme u ostalog, posledica izmena u gramm vrednostima. Do izmena u gramim vrednostima
za cefalosporine (cefotaksim i ceftriakson) premtekjumima CLSI je doSlo 2002. godine. Od
tada se razlikuju grame vrednosti za ,meningealne” i ,ne-meningealnebtlare. 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 vrednosl pg/m| umereno osetljiv ako je MIK = 2
pg/ml a rezistentan kada je MIK = 4 ug/ml (442).zRate granine 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 prosena neosetljivost na ceftriakson je re,ne-meningealnim® izolatima iznosila
8,6% (3,7% rezistentno) a me,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
ve u neosetljivost na cefalosporine teegeneracije, te je 40% izolata u Kini bilo u ovoj
kategoriji (20% je bilo visoko rezistentno), dokyeV/ijethamu taj procenat dostigao vrednost od

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

Kada smo primenili kriterjume prema CLSI, ha$no da je rezistencija naSih MRSP sojeva
na treu generaciju cefalosporina iznosila 6,5%.ebtalost sojeva neosetljivih na cefotaksim je
statisti ki zna ajno bila vea meu invazivnim (25,5%) nego mea neinvazivnim izolatima
(2%). Treba naglasiti da je najviSa vredno$i Mefotaksima iznosila 2 pg/ml, tako da noe
,ne-meningealnim“ izolatima nije bilo visoko reastnih sojeva. Ali je, zbog stro ijih
kriterjuma u proceni osetljivosti,meningealnih“ alata, naen visok nivo neosetljivosti na

cefotaksim u ovoj grupi sojevaak 52,63%.

Autori iz Portugalije su take zapazili da su sojevi neosetljivi na cefotaksen e zastupljeni
me u izolatima dobijenim iz cerebrospinalne iesti nego iz krvi (348). Gajii saradnici su
objavili podatak da je u Srbiji 14% invazivnih iath neosetljivo na tre 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%). Statiski zna ajno viSi nivo rezistencije na cefotaksim je bigsptan
kod dece (34%) u odnosu na odrasle (15%). Kadikpnn koriS enja kriterijuma po CLSI, nasli
smo da je viSi stepen neosetljivosti na cefotakisionprisutan meu ,meningealnim” izolatima
(47,36%). Diskrepanca u interpretaciji osetljivgstilikom kori$S enja dva razliita kriterijuma,
CLSI i EUCAST, kod cefotakima je u naSem radu izlao®2,9% i kategorisala se kao velika
(,major’) diskrepanca. Marchese i saradnici su uhajyom istraivanju diskrepancu u

interpretaciji osetljivosti kod cefotaksima kateigafi kao minornu (328).
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Rezistencija sojeva MRSP na teraciklin u nai&tra ivanju je bila izuzetno visoka i iznosila
je 81,3%. Tetraciklin je stari antibiotik, koji jegsto nekritiki, kori§ en decenijama unazad. Ima
Sirok spektar delovanja, a pokazao se delotvormiatiyp pneumokoka. Doksiciklin, koji ima
najbolje karakteristike mel svim tetraciklinima, je bio p@tkom Sezdesetih godina lek izbora u
le enju infekcija respiratornog trakta. Istra ivanjprevedeno u “Boston City Hospital” u to
vreme, je pokazalo da su svi sojevi pneumokokeosiitljivi na doksiciklin, sa vrednag MIK 5
= 0,39 pg/ml (456). Rezistencija na tetraciklinpegavila sredinom Sezdesetih godina. U periodu
1963-1964. godina u Australiji je 25% bolkih izolata pneumokoka bilo rezistentno na
tetraciklin. U Engleskoj je 1967. godine 18% bokin i 12% ambulantnih izolata pneumokoka
bilo rezistentno na tetracikline (308, 457). Tokoarednih godina je rezistencija rasla, posebno
u zemljama istane 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
mla ih od 5 godina, bilo rezistentno na ovaj antibici68). U Evropi se u periodu od 2004-
2005. godine rezistencija pneumokoka na tetra@lfiretala 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 je medji tetraciklin-rezistentni fenotip (314, 460).

Kod nasSih MRSP izolata smo nasli da je siakiszna ajno viSe bilo tetraciklin rezistentnih
izolata u pedijatrijskoj u odnosu na adultnu popijla kao i meu neinvazivnim u odnosu na
invazivne izolate. Rezistencija na tetraciklin je mn neinvazivnim izolatima iznosila 84,7%, dok
je me u invazivnim bila 66,7%. Slan nivo rezistencije MRSP sojeva na tetraciklirB0¢7% su
nasli i Spanski autori (416). Bududa se determinante rezistencije na tetracikligmoai na
istom transpozonu kacermBgen, rezistencija pneumokoka na tetraciklinegsto povezana sa
rezistencijom na makrolide (226). Oba gena rezgjema eritromicin ¢rmB i mefA kao i
determinanta rezistencije na tetraciklietfl) se nalaze na istom transpozomun2010, koji je
posebno est kod multirezistentnih izolata serotipa 19A kdimog kompleksa 320 (461).
Zapa eno je da je visok nivo rezistencije na taldat prisutan 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 81,3%ar® e objasniti injenicama da je u Srbiji
prisutan visok nivo rezistencije na makrolide, dasgi sojevi u naSem istra ivanju rezistentni na
makrolide, kao i da jermB gen dominantna determinanta makrolidne rezisteri@@ nas.
Tako em i poveana upotreba tetraciklina mo e uticati na poau@e rezistencije na makrolide
(464). Glicilciklini, kao Sto je tigeciklin, su ngwvtetraciklini koji bi mogli da budu uspesni u
le enju infekcija uzrokovanih respiratornim patogenimélju uju i pneumokok (465). Zbog
dobre penetracije u plao tkivo, pokazao se efikasnim u émju hospitalizovanih pacijenata sa
vanbolni kom pneumonijom (466). Ameka Agencija za hranu i lekover{gl Food and Drug
Administration, FDA) je 2009.godine odobrio upotuebigeciklina u leenju vanbolniki

ste enih bakterijskih pneumonija (engl. Community acegdi bacterial pneumonia, CABP)
uzrokovanih sojevim&.pneumoniagoji su osetljivi na penicilin. Davanje ovog anbhka se
preporuuje kod pacijenata alergiih na penicilin. Mulitcentrina randomizovana studija
sprovedena na podiju SAD, Kanade, Evrope, Azije i ju ne Afrike, saljem da se uporedi
efikasnost tigeciklina sa levofloksacinom kod htespovanih pacijenata sa CAP, je pokazala
sli nosti u efikasnost ta dva leka, ali i bolji ishoddkpacijenata sa komorbiditetima koji su
le eni tigeciklinom (467)NaSe ispitivanje nije ukljulo 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 istra ivanju, nasli da su MRS&#evi u visokom procentu (74,3%) bili
rezistentni na trimetoprim-sulfametoksazol Statisti znaajno je bila prisutna ve

zastupljenost rezistentnih izolata u g populaciji (79,2%) u odnosu na odrasle (56,4%)

Trimetoprim-sulfametoksazol je kombinacija de&a koji su se kasnih Sezdesetih godina
dosta koristili za leenje pneumokoknih infekcija, naito kod dece, zbog efikasnosti i niske
cene. Rezistencija na trimetoprim-sulfametoksaeoprvi put zabele ena 1972. godine (308).
NesSto kasnije, 1986. godine je u Bruklinu eno da su izolati pneumokoka koji su bili
rezistentni na penicilin, take ispoljavali rezistenciju i na trimetoprim-sulfatoksazol (468).
Nakon toga dolazi do znajnog porasta rezistencije pneumokoka na ovu koaafjin lekova u
pojedinim delovima sveta. NeSto kasnije je u SAetaena rezistencija pneumokoka na

trimetoprim-sulfametoksazol, izolovanog od 30% xéralece iz dnevnog boravka. Najvisa
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prevalencija rezistencije pneumokoka na trimetogutiametoksazol, od oko 50% je
zabele ena u Africi kod pacijenata sa HIV infekernjpa ak preko 60% u delovima Azije (469,
470). Smatra se da su Sirenje i selekcija klonByaneumoniaeezistentnih na trimetoprim-
sulfametoksazol posledica prekomerne upotrebe awdipiotika u leenju zapaljenja srednjeg
uha kod dece (471), kao i njegova profilakéi upotreba kod odraslih pacijenata sa AIDS-om
(472). Takoe je zapa eno da je upotreba fansidara ergu falciparum malarije u Africi dovela
do porasta rezistencije pneumokoka na trimetoptilfasetoksazol (473). Naime, fansidar
(sulfadoksin/pirimetamin) ima slie mehanizme delovanja (analog PABA/inhibicija esnet
tetrahidrofolne kiseline) i mehanizme rezistencij@o i trimetoprim-sulfametoksazol.
Rezistencija je uzrokovana alteracijama vezanimdimadrofolat 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 rezistencijpodiodo selektivhog pritiska i stvaranja

rezistentnih mutanti pneumokoka.

Devedesetih godina je zabele en izuzetan paedstencije pneumokoka na trimetoprim-
sulfametoksazol u SAD. 1992. godine je rezisteniaijgsila 8%, da bi 2001. godine dostigla
28,5% (354). Kao i u slaju tetraciklina, rezistencija pneumokoka na triopeim-
sulfametoksazol je bila znatno weu zemljama istme u odnosu na zapadnu Evropu. U Rusiji je
tokom 2001-2002. godine zabele ena vrlo visokastezicija, od 65% me decom mlaom od
5 godina iz kolektiva kao Sto su dnevni boravcirotsSta (458). Nasto kasnije, u periodu od
2009-2013. godine je ma 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). Slina 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 rezisteygc pneumokoka na trimetoprim-
sulfametoksazol. Utvieno je da su to ranija upotreba trimetoprim-sulferkgazol, azitromicina
i penicilina (390). Prema rezultatima ANSORP swdij2008-2009.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, bududa su vakcinalni serotipovi pneumokoka bili

najrezistentniji na ovaj lek.

Visok procenat (66,1%) naSih MRSP sojeva pidp&ategoriji multurezistentnih. Oni su
ispoljavali udru enu rezistenciju na tetraciklintimetoprim-sulfametoksazol (multirezistentni
sojevi,engl Multi-drug-resistant, MDR). Zastupljenost muliirstentnih sojeva je bila statigki
znaajno vea u pedijatrijskoj populaciji, kao i kod sojeva BHS fenotipom rezistencije na
makrolide (73,1%), u odnosu na M fenotip (36,7%), Se objaSnjava istvremenim sticanjem
determinantni rezistencije. NaimermB gen rezistencije na eritromicin se mo e naa 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 sa@jeje prisutna na Dalekom istoku, u Kini
83,3%, Vijetnamu 75,5%, Ju noj Koreji 63,9% i Hompngu 62,2%. U Rusiji je u periodu
2009-2013. godina zastuplienost MDR sojeva mde ijim izolatima iznosila 22% (376) a u
azijskim zemljama 59,3%. Kao i u naSem istra ivanjuruga istra ivanja su pokazala da su
multirezistentni sojevi eS e zastupljeni meu neinvazivnim izolatima u odnosu na invazivne
(375).

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

Usled porasta rezistencije pneumokoka na genianakrolide,fluorohinoloni i telitromicin
se preporwju za empirijsko leenje 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 pognju sa starijim generacijama ovih lekova
(ciprofloksacin i ofloksacin) (476). Meatim, njihova poveana i neadekvatna upotreba je
vremenom dovela do pojave rezistencije pneumokoldo iterapijskin neuspeha u énju
pneumokoknih infekcija. Porast rezistencije pneuokak na ove antibiotike je zabele en 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% a2006. godine je iznosila 7,3% (284, 479,
480). U Evropi je sprovedena multicentra studija u periodu od 2004-2005. godine koja je
obuhvatila pacijente sa vanbolki ste enim infekcijama respiratornog trakta. Studija je
pokazala nizak nivo rezistencije na hinolone uinieevropskih zemalja. NajviSa rezistencija je
zabele ena u ltaliji 7,2%. U Spaniji je 2006. goelinezistencija iznosila 2,3%. U Hrvatskoj
rezistencija pneumokoka iznosi 4% (481). Prema potln EARS-a iz 2012. godine rezistencija
na hinolone u Evropi iznosi 5,2% (315). Zemlje yitka je upotreba antibiotika ograeina, kao

Sto je Nemaka, pojava rezistencije na hinolone nije zabele @&2).

Prema podacima SENTRY studije u SAD je 201Mdim® svega 1,2% sojeva pneumokoka
bilo rezistentno na levofloksacin, moksifloksacln gemifloksacin (483, 363). ak ni meu
zamenjenim serotipovima kao Sto su 19A, 35B i Iib&jstencija pneumokoka na ciprofloksacin
ne dosti e 2% (484, 485). Rezistencija na gatifeaka je pribli na rezistenciji na levofloksacin,
dok je rezistencija ha moksifloksacin afd nia, zbog njegovog veg 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, bele e nesto viSe nivoe rezistenoil 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 leenju
pneumokoknih infekcija kod odraslih u Srbiji. 1ztize visoka osetljivost sojeva pneumokoka
izolovanih u Srbiji na ove lekove je od velikog zag, s obzirom nainjenicu da se noviji
fluorohinoloni mogu upotrebljavati u lenju infekcija izazvanih sojevima MRSP kod pacijana

alergi nih na penicilin. Multicentrina studija, sproveden petkom 2000-tih godina na odraslim
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hospitalizovanim pacijentima sa pneumonijom je paka bolju efikasnost levofloksacina u
pore enju sa tretmanom ceftriaksonom u kombinaciji s&noladima (489). Studije koje su
pratile efekte delovanja drugih ,respiratornih® diona (moksifloksacin i gemifloksacin), su
pokazale njihovu uspesSnost u 90% sjeva (491-493). Sprovedena su brojna istra ivamja
kojima se u leenju akutne egzacerbacije hramg bronhitisa (AEHB) poredio efekat delovanja
cirpofloksacina (494), levofloksacina (495) i mdkdisacina (496) sa drugim lekovima koji se
koriste u terapiji AEHB (cefuroksimom, amoksilinosa klavulanskom kiselinom ili
klaritromicinom). Pokazalo se da je terapija flunrmlonima u trajanju 5 do 7 dana davala isti
efekat u poreenju sa navedenim lekovima u émju AEHB. Faktori rizika za sticanje
rezistencije na hinolone su ranija upotreba hinaJ@smestaj u domove i bolnice (497). Sojevi
pneumokoka rezistentni na fluorohinolone se mnogé e izoluju od starijih osoba i od

pacijentima koji boluju od hroninih oboljenja plua (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
osetljivoSu na linezolid sa vrednod MIK =4 pg/ml (301). | rezistencija na kvinupristi
dalfopristin meu Gram pozitivnim kokama je veoma retka. U periadli2001-2002. godine
izolovano je svega 0,02% rezistentnih sojeva pnéwke iji je MIK iznosio 4 pg/ml (302).
Rezistencija pneumokoka u ovom trenutku, na kviistiprdalfopristin je izuzetno retka (1,1%)
Me utim prevalencija neosetljivih sojeva pneumokokadpgleko vea meu pacijenima sa
srpastom anemijom (30%) (500). Treba naglasitied&gd pacijenata sa srpastom anemijom
prisutan 600 x vae 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 o estoj MLS rezisitenciji meu naSim izolatima pneumokoka ukazuju na mogst

ukrStene rezistencije na njih. Ovi lekovi joS uve&u u upotrebi u Srbiji.

Svi sojevi MRSP u naSem istra ivanju su bilietdpvi na telitromicin. Visoka osetljivost
pneumokoka na telitromicina je verovatno poslediogm Sto pomenuti antibiotik nije prisutan na
triStu u Srbiji. Telitromicin je ketolid koji je azvijen sa ciliem da se prevaeirezistencija
pneumokoka na makrolidne antibiotike. Studija spd®na u periodu 1999-2000. godine, koja je
obuhvatila 10 zemalja centralne i iste Evrope, je pokazala da je u Hrvatskoj, gde igupra
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visoka prevalencija MRSP, 99,8% sojeva pneumokdetljovo na telitromicin (254). Prema
izveStaju globalnog PROTEKT projekta uetvorogodiSnjem periodu (2001-2004.god),
rezistencija na telitromicin je iznosila 0,1%, ges® su pokazali nizak nivo rezistencije (502).
Nekoliko studija sprovedenih u raatim dr avama ukazuju da je prevalencija rezistgmai
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). Veina izolata pneumokoka sa
smanjenom osetljivosi na telitromicin je imala vrednost MIK eritromiein>256 pg/ml. Taj
podatak sugeriSe na prisustermB gena rezistencije u genomu sojeva rezistentnih na
telitromicin. Tajvan je zemlja sa veoma visokomwvaidencijom rezistencije pneumokoka na
makrolide, oko 85% (375). Istra ivanje sprovedena m ovoj zemlji u periodu 2008-2012.
godina je dalo podatak da je 5,4% invazivnih sojewvaumokoka bilo neosetljivo na telitromicin
(505). I druge studije su pokazale postojanje teaisje pneumokoka na telitromicin (268, 506).
Telitromicin se preporwje za leenje zapaljenja srednjeg uha, sinuzitisa, AEHB eymonije
kod odraslih pacijenata, ali ne i kod dece. Efé&agnja vanbolnike pneumonije telitromicinom

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

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

tolerantni na vankomicin (512).

Rifampicin mo e da se koristi u kombinaciji sankomicinom ili cefalosporinima u lenju
meningitisa uzrokovanog penicillin rezistentnim pmwkokom (202). Take se koristi u
terapiji tuberkuloze i rezistentnih stafilokokninfekcija (514). Prevalencija rezistencije na
rifampicin me u 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 me u PNSP sojevima i 2003. godine u Spaniji je izraosil
21% (516). Veoma slni rezultati su dobijeni u naSem istraivanju, gdezistencija na

hloramfenikol iznosi 21,5%. U periodu od 2008-203@dine rezistencija invazivnih sojeva
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pneumokoka na Tajvanu je iznosila 26,2% (505) hakim zemljama je dostiglak 40% (517).
Sa druge strane, u Brazilu je, tokom 2010. godamstencija pneumokoka na hloramfenikol
iznosila svega 3,3% (518). U @&oj je rezistencija pneumokoka na hloramfenikolotak niska
ali je zapaen porast rezistencije sa 0,7% (2009.goa 3,2% (2012.god) (411). Porast
rezistencije na hloramfenikol bi mogao da seskwje i u drugim zemljama u kojima se

hloramfenikol intenzivno koristi i gde se ne sprdv@akcinacija protiv pneumokoka.

4] :

Poznato je da jgtreptococcus pneumonigelan od nags ih bakterijskih izazivaa infekcija
respiratornih puteva, u svim uzrasnim populacijadako se ove bolesti uglavhom &
empirijski, napravljeni su brojni vodi za tretman pacijenata sa respiratornim infekcgam
Ameri ko udru enje infektologa dngl Infectious Diseases Society of America, IDSA) i
Ameri ko torakalno udru enjegngl American Thoracic Society, ATS) su 2007.godingaiti
vodi za le enje vanbolnikih pneumonija (519). U empirijskom lenju ovih oblika pneumonija
se preporwije terapija beta laktamskim antibioticima u konduili 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 vanbolki ste ene pneumonije ukoliko procenat visoko rezistentnih
sojeva pneumokoka (MIK16 pg/ml) prelazi 25% u toj sredini. Monoterapijakiolidima je
ograniena na pacijente koji ne zahtevaju hospitalizacikoji nemaju ozbiljne pridru ene
bolesti (519). Ako bi se rukovodili preporukamaeaiaju gore navedeni vodia imajui u vidu
rezulate naSe sudije o visokoj prevalenciji pneuokekna makrolide (34%) u Srbiji, kao i

injenicu da je dominantan visoko rezistentan MLBot&, mogli bi da ka emo da makrolidi
nisu opcija kao empirijska monoterapija vanbdtei pneumonije nasih pacijenata. Sa druge
strane, oralni oblici azitromicina i klaritromicinsu se pokazali efikasni u Enju mnogih

slu ajeva vanbolnike pneumonije (522-524).

Kada se dijagnostikuje pneumokokna pneumonijgkaliko je izolovani soj pneumokoka
osetljiv na penicilin (MIK 2 pg/ml), prema smernicama IDSA iz 2011. godinkoW izbora 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 sftriekson (50—-100 mg/kg/dnevno na svakih
12-24 h) ili cefotaksim (150 mg/kg/dnevno na svakih). Mo e se primenjivati i klindamicin,

ali samo u podryima 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). Bla e infekcije se mogu
le iti 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 tee
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 mgtkgévno 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
podru jima 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 ori@zolid (30 mg/kg/dnevno podeljeno u 3
doze za decu uzrasta do 12 godina i 20 mg/kg/dng@ateljeno u 2 doze za starije od 12
godina). Lek drugog izbora za oralnu terapiju jegndamicin, u podrujima sa niskom

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

Svi nasi sojevi su bili osetljivi na lekove pogu ene od strane IDSA vodi. Jedino treba biti
oprezan prilikom primene klindamicina, zbog domije®ILS fenotipa rezistencije ma 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 pa ljivo i to samo kod visoko

rezistentnih sojeva i za terapiju meningitisa.

Kada su u pitanju pneumokokni meningitisicifalna terapija je ceftriakson, kao obavezni
lek, a vankomcin se dodaje u kombinaciji sa cefsitakm ili ceftriaksonom (526, 527).
Cefalosporini imaju veu sposobnost penetracije kroz krvno mo danu barjjali se vankomicin
dodaje u sluaju da je pneumokok rezistentan na cefalosporirmk@micin se u toku lenja
isklju uje, 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, mo e
se dodati meropenem. Matim, ukoliko se ispostavi da je soj neosetljiv oafalosporine,
nastavlja se leenje sa vankomicinom. Ukoliko je vrednost MIK cifksona vea 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 zap@m@ srednjeg uha su ukazale na usku
povezanost izmau osetljivosti pneumokoka i njegovog odgovora maggu makrolidima (528-
530). U leenju akutnog zapaljenja srednjeg uha, prepgeuse leenje amoksicilinom, ukoliko
je soj osetljiv na njega (528). Jedan od pregledtahaka je sumirao brojna klirka iskustva
prema kojima terapija azitromicinom reSava oko H@oajeva zapaljenja srednjeg uha, kada je
izolovan pneumokok osetljiv na makrolide, ali samo20% sluajeva kada je pneumokok
neosetljiv (530). Sline 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 eritromicina0,5 pug/ml, ali samo kod troje od osmoro dece kophkie
izolovan pneumokokija je vrednost MIK azitromicina >2ug/ml (528). Ngavljeni podaci
proizvo a a azitromicina sugeriSu da 30 mg/kg pojedite doze lei 85% sluajeva
pneumokoknog zapaljenja srednjeg uha. U vreme spemya 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% sligva izazvan&rmB pozitivnim sojevima, makrolidni
antibiotici ne bi mogli da se prepomju kao empirijska terapija akutnog zapaljenja sjeg uha
kod nas.
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Azitromicin i klaritromicin su se pokazali efiknim u leenju akutnog purulentnog sinuzitisa
(531). Studija sprovedena u Hrvatskoj je pokazaasd azitromicinom posti e 95% shjeva
izle enja akutnog sinuzitisa. U vreme sprognja studije, u Hrvatskoj je 25% sojeva
pneumokoka bilo rezistentno na makrolide (532). Asiglin se takoe predlae u terapiji

rinosinuzitisa (533).

Uprkos visokom nivou rezistencije na beta lal@aSirom sveta, sojevi kod kojih je vrednost
MIK penicilina 4 pg/ml su retko prisutni. U nasSim istra ivanju samo 4 MRSP imala vrednost
pencilina od MIK =4 pug/ml, po jedan soj je ispoljdIK =8 pug/ml i MIK =12 pug/ml, Sto je
ujedno bila i najvisa dobijena vrednost MIK perni@ u ovoj studiji. Svi sojevi koji su ispoljili
visok nivo rezistencije na penicilin su izolovami tiegija kolonizovanih normalnom florom
(brisevi nosa i spoljasnjeg usnog kanala), tzvaveezivni izolati. Zapazili smo i da nijedan soj
izolovan u naSem istra ivanju nije imao MIK cefapmgina vei od 2 pg/ml, Sto znada meu

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

S obzirom da se rezistencija pneumokoka na Bh@e prevazii pove anjem doze leka,
oko 95% pneumokoknih infekcija van centralnog negysistema e imati dobar odgovor na
terapiju beta laktamima. Penicilin i cefalospobnidalje trebalo da budu prva linija terapije kod
infekcija izazvanih pneumokokom (435). U tom korstiel situacija u Srbiji nije dramatia,
budui da je samo 5,8% MRSP sojeva pneumokoka visokisteggno na penicilin. Mautim,
rezultati naSeg istra ivanja ukazuju na retku ue@mu visoku rezistenciju pneumokoka na
penicilin i makrolide. Znaajno 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 kenju nekomplikovanih pneumokoknih infekcija van
centralnog nervnog sistema. U déaju pneumokoknog meningitisa adekvatan izbor i bi

cefalosporini i njihova kombinacija sa vankomcinom.

Treba napomenuti da se prilikom tumaja rezistencije pneumokoka na BLA, mikrobiolozi
susreu sa brojnim problemima. Naime, prema preporukabsmstandarda (CLSI i EUCAST), u
ispitivanju osetljivosti pneumokoka na BLA radi s&sacilin ,screen” test odnosno disk
difuzioni test sa diskom oksacilina. Prema kriteniy CLSI, ukoliko je zona inhibicije
oksacilina 20 mm, interpretira se da je soj osetljiv na: piini (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 oksacilina 19 mm, ne treba izdavati nalaz da je soj reziatem@a
BLA, nego je neophodno je da se odredi vrednost lgéicilina, ceftriaksona, meropenema, ili
drugih relevantninh BLA koji se planiraju u terapiudui da je odreivanje MIK vrednosti
komplikovano i skupo da se rutinski izvodi u ladorgama u Srbiji, mikrobiolozi esto ove
preporuke primenjuju samo kada izveStavaju rezigierza “meningealne” izolate. Veliki
problem predstavlja tumanje 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. Me utim, ukoliko je zona inhibicije oksacilina 20 mm, u sluaju 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 inhibicije 8 mm, mora da se odredi MIK ampicilina i drugih
BLA (325). Ove, trenutno va e preporuke EUCAST —a olakSavaju izradu itavanje
antibiograma za neninvazivne i invazivne, ali ,nemmgealne” izolate pneumokoka. lako se u
osetljivosti, tokom 2015. godines ve ina laboratorija i u nasoj zemlji prena preporuke po
EUCAST-u.

P> $ 078+ % : 8%

U naSem istra ivanju su tipizirani svi invarivsojevi pneumokoka rezistentni na makrolide
(n=48). Naeno je ukupno 11 serotipova, ali je polovina izalptipadala tipovima 19F (25%) i
14 (23%). Slede po u estalosti su bili 6A (10,41%) i 23F (8,3%), doksarotipovi 6B, 19A, 3,
23A, 8, 12F, 15B i 31 bili prisutni kod jedne tmee izolata. Meu multirezistentnim sojevima, sa
smanjenom osetljivosi na makrolide, penicilin, tetraciklin i trimetoprisulfametoksazol su
tako e, dominirali serotipovi 19F, 14 i 23F. Sie rezultate su objavili i drugi autori. Istra ijan
autorke Gaji i saradnika je pokazalo da su serotipovi 19F jjedini serotipovi kod kojih je
na ena istovremena rezistencija na penicillin i entrcin. Ista dva serotipa su nafe

ispoljavala rezistenciju i na ostale beta laktamaigbiotike, kao i na tetraciklin i trimetoprim-
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sulfametoksazol (339). U ovom istraivanju su sdjevi serotipa 19F i 14 ispoljili MLS
fenotip, koji karakteriSe visok nivo rezistencije makrolide i ukrStena rezistencija na makrolide,
linkozamide i streptogramine. 8ruge strane, svi serotipovi 6A su ispoljili M @ip, koji
pokazuje nizak nivo rezistencije na makrolide, hé&zStene rezistencije na klindamicin i
streptogramine. Mas MRSP sojevima u Spaniji, u periodu pre uenja konjugovane vakcine,
bili su najzastupljeniji serotipovi 14, 19A, 6B,A9A i 4 (414). U Portugaliji su me MRSP
sojevima u periodu od 1994-2004.godine eaje naene serogrupe 19 i 15 (348). Prema
podacima CDC-a ¢gngl. Centers for Disease Control and Prevention) umesojevima
pneumokoka rezistentnim na antibiotike, u preko %emrajeva se izoluju serotipovi: 6A, 6B,
9V, 14, 19A, 19F i 23F (534). Istovremena rezisi@npneumokoka na makrolide i BLA je,
tako e, esto prisutna meu istim serotipovima, tj.6A, 6B, 14, 15A, 19F, 1923F i 23A. Ovi
multirezistentni sojeviesto 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). Me u naSim sojevim&.pneumoniaétovremena rezistencija na makrolide i penicién |
bila prisutna kod tipinih rezistentnih serotipovia: 19F, 14, 6A, 23F,iGBA, dok su serotipovi:
3, 8, 12F, 15B, 23A i 31 bili osetljivi na peniciliMo e se zakljuiti da su meu nasim izolatima
sa smanjenom osetljiva$ na antibiotike dominirali poznati rezistentni ctgvovi. Ovakva
epidemioloSka slika, kakva je prisutna kod nas gakteristina za zemlje pre uvenja
pneumokokne konjugovane vakcine u kalendar obaverorizacije. Meutim treba naglasiti
da je u naSem istra ivanju tipiziran relativno malioj 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 seesto
izoluju kod kliconoSa u pedijatrijskoj populacifi, 19 i 23 (VT), ispoljavaju najviSu rezistenciju
na antibiotike. Imunizacijom dece se zapravo smjarifalonizacija rezistentnim serotipovima u
ovoj populaciji i njihovo prenoSenje na drugu deodrasle. Na taj nan se vakcinacijom, pored
smanjenja incidencije invazivnih pneumokoknih bblesmanjuje i incidencija rezistencije
pneumokoka, narao kod male dece (126, 537-539). Pneumokokna kmvana

sedmovalentna vakcina PCV7 je na triStu od 2000ig® u 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% sMPB. Me utim, isti serotipovi su
uzrokovali 83% sluajeva pneumokoknog meningitisa, ali su istovrembitorezistentni na
antibiotike, te su nani kod 81% infekcija uzrokovanih PNSP (158). Nakom enja PCV7,
prema podacima ABCs-a, u SAD je zabele ena redakicigidence IPB za 76%, me decom
mla om od 5 godina. U SAD se broj hospitalizovanih ma@ta smanjio za 40% kada su u
pitanju deca mlaa od dve godine (54Q) studijama koje su istra ivale seroepidemiolodifB
evropskih zemalja (2000-2005.god) uteno je da serotipovi sadr ani u sedmovalentnoj wakc
uzrokuju 74% sluajeva IPB dece u Evropi (538). U merremenu su registrovane nove vakcine,
PCV10 i PCV13, koje obuhvataju vebroj serotipova te mogu prevenirati IPB izazvane

dodatnim serotipovima, prvenstveno raelecom.

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 uvoenja PCV7 u kalendar za
imunizaciju dece 2001. godine u Spaniji, zabelg@rznaajan pad rezistencije na makrolide
me u invazivnim izolatima u ovoj populaciji - sa 42,3%kom 2003. godine na 20,8% u 2006.
godini (413). U Maarskoj je PCV7 dostupna od 2005. godine, a tek(@92 godine usla u
nacionalni program imunizacije. Tri godine kasn§810. godine je zamenjena sa PCV13 (543).
Obuhvat dece rene 2010. godine vakcinacijom je bio veoma visdk&%). Zabele eno je da
su u periodu pre uvenja PCV10, do 2010. godine, u Maskoj dominirali ,stari pedijatrijski*
serotipovi (14, 23F, 6B, 19F). Metim, posle poveanja broja vakcinisane dece, tokom
poslednjih godina, serotip 14 je gotovodsao. Sa druge strane doSlo je do porastatalosti
ranije retkih, nevakcinalnih serotipova (11A, 194B) ali je taj porast znatno manji nego Sto je
bio pad VT (544). U Hrvatskoj su najzastupljengratipovi me u invazivnim sojevima: 14, 6B,
18C i 23F. Navedeni serotipovi su obuhe@ai PCV7 i ova vakcina pokriva 72,7% IPB me
decom u Hrvatskoj (545). Matim, PCV7 je tek od kraja 2010. godine dostupndmvatskom
tr iStu. Me u naSim izolatima dobijenim od dece je bilo prisuest razliitih 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, ukljwju i 6A i 19A pokriveni 13 valentnom vakcinom. Uwenje

sedmovalentne konjugovane vakcine je, pored wavedenih izuzetno pozitivnih efekata na
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smanjenje incidencije IPB izazvane vakcinalnim 8powim, kao i na smanjenje rezistencije
pneumokoka, imalo i neke ne eljene efekte, a tblgg porast prevalencije nevakcinalnih tipova
(NVT) 6A i 19A, koji su esto bili rezistentni na penicilin. Porast incided®B uzrokovanih
nevakcinalnim serotipom 19A je posmatran u svimostam grupama. U periodu od 1998-1999.
godine do 2006-2007. godine incidenca serotipa jg9gorasla sa 2,6% na 47,2% kod decB
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 uveenja PCV7, od 2002-2004. godindjila ak 43,1% izolata (348). Zbog toga
su polisaharidi ova dva serotipa ukigma u PCV13, pa se euje se dae se vremenom

smanjiti njihova zastupljenost.

Na alost, pneumokokne konjugovane vakcinepiak prisutne na slobodnom tr iStu, nisu
uvedene u redovan kalendar imunizacije dece u iSf#g osnovu malog broja tipiziranih
invazivnih izolata MRSP u ovoj studiji, mogli sma do imo da su serotipovi koji su ngs e
izolovani od dece, 14 i 19F, kao i sledpo u estalosti, 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 ukupnedermije 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
vakcinacije e zavisiti od toga da lie rezistentni sojevi ostati u serogrupama kojeldju Lene u
vakcinu. Ukoliko ponu da dominiraju rezistentni sojevi tipova koji unigklju eni u vakcinu,

pozitivan efekat vakcinacije na smanjenje rezisiemmeumokokae tokom vremena opasti.

- & %

NaSe istra ivanje predstavlja prvu detaljnwaliru 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 pranje uestalosti
rezistencije pneumokoka na makrolide, kao i promenedistribuciji serotipova i gena
rezistencije. Analize izolata pneumokoka rezisténtma makrolide su od posebnog zaa 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 ve dve decenije sprovodi aktivan epidemioloski nadzad IPB i nad

rezistencijom pneumokoka. Na taj ma je omogueno praenje 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 osnoviega se prave strategije za terapiju i vakcinaciju.

U Srbiji je od skoro (2014. godine) zapb aktivni nadzor nad IPB, publikovanjem vaaiza
nadzor nad IPB i prezentovanjem programa nadzadeejolozima u nekoliko centara. Stoga
nema jo$ zvanhih podataka. Meutim, naSi rezultati ukazuju na to da izolati u ifsrinaju
sli ne fenotipske i genotipske osobine — serotipovetimakrobnu rezistenciju, kao i izolati u
evropskim zemljama u kojima nema velikog obuhvatkcinacijom konjugovanom vakcinom.
Sa cillem unapreenja mera prevencije uvenjem PCV u nacionalni program imunizacije,
poboljSanja dijagnostike i lenja pneumokoknih infekcija, neophodna je da pmogektivhog
nadzora i zaivi, da se uspostavi nacionalna mialaoratorija i popravi epidemioloSki nadzor
nad prijavom IPB. Cekuje se da bi uvenje vakcine koja pokriva serotipove zastupljene u
nasoj populaciji dovelo do smanjenjaestalosti invazivne pneumokokne bolesti i rezisienaa
antibiotike u Srbiji. Rezultati budih istra ivanja bi mogli da uka u na promene u idenciji
rezistencije na makrolide me izolatimaS. pneumoniaaa eventualne izmene u fenotipovima i
genotipovima kod sojeva rezistentnih na ove ariikep kao i na izmene u distribuciji,
serotipova i klonova izolata MRSP u Srbiji.
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' =4, B:

Na osnovu dobijenih rezultata, mogu se izvestiesiexhklju ci:

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

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

Sojevi Streptococcus pneumoniaeezistentni na makrolide sueSe 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
Potvr ena je udru enostnefAgena i M fenotipagrmBgena sa iMLS i cMLS fenotipom.
Prisustvo oba&rmBi mefAgena rezistencije je potwno kod 43,9 % izolata. Svi izolati
koji su imali oba gena rezistencije su ispoljili Blfenotip

Istovremena neosetljivost na penicilin je bilatapfena kod 16% sojevatreptococcus
pneumoniaeezistentnih na makrolide, u Srbiji. Visok nivazigencije na penicilin je
imalo svega 5,82% MRSP izolata

Me u sojevima pneumokoka rezistentnim na makroliderhijiSe bio prisutan visok
nivo rezistencije na tetraciklin (81,3%) i trimetop-sulfametoksazol (74,3%)
Multirezistenti sojevi, koji su bili rezistentni natetracikline i trimetoprim-
sulfametoksazol su predstavljali dve tree (66,1 %) izolata MRSP

Zastupljenost udru ene rezistencije MRSP na tékhiaci trimetoprim-sulfametoksazol
je bila ve a kod sojeva sa MLS fenotipom (73,1%) u odnosuajpeve sa M fenotipom
(36,7%)

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

U estalost istovremene rezistencije na makrolide ugdr antibiotike, tetraciklin i

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

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

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

Me u invazivnim sojevimaS.pneumoniaeezistentnim na makrolide je reno 12
razli itih serotipova. Polovina izolata je pripadala $g@vima 19F (25%) i 14 (23%),
dok su slede po u estalosti bili 6A (10,41%) i 23F (8,3%)

Istovremena rezistencija na makrolide, penicilinetracikline i trimetoprim-
sulfametoksazol je nana kod serotipova 19F, 14 i 23F, dok su serotf@¥% i 31 bili

neosetljivi samo na makrolide
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