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Summary

The aim of this study was to: determine susceptibility patterns of invasive Streptococcus pneumoniae to antimicrobial agents, evaluate macrolide
resistance phenotypes and genotypes and identify capsular serotypes among invasive isolates of S. pneumoniae circulating in Serbia.

The total of 85 invasive pneumococcal strains, collected during 2012 and 2013, were sent from regional laboratories to the National Reference
Laboratory. Susceptibility testing was performed by disk diffusion and E test, while phenotypes and genotypes of macrolide resistant strains were
determined by double-test and PCR, respectively. Serotyping was performed by Quelling reaction.

The overall penicillin and erythromycin non-susceptibility rates were 14.12% and 28.23%, respectively. Resistance rates were significantly higher
in children than in adults and (p<0,01). Co-resistance to penicillin and erythromycin was detected in 7.06% strains. Resistance rates to tetracycline
and chloramphenicol were 29.41% and 15.29%, respectively. The rate of multiresistance was 27.06%. cMLS phenotype was detected in 62.5% of all
macrolide resistant isolates, while 37.5% expressed M phenotype. All 15 isolates with cMLS phenotype harbored ermB gene and all Miisolates harbored
mefA. The most common resistant serotypes were 3, 9A and 23F.

This study revealed that penicillin and macrolide resistance among invasive pneumococcal isolates is high. Obtained results emphasize the need
for continuous monitoring of invasive pneumococcal disease in Serbia.
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Sazetak

Cilj ovog istraZivanja je bio da se ispita osetljivost invazivnih sojeva S. pneumoniae na antimikrobne agense, da se odrede fenotipovi i genotipovi
rezistencije na makrolide, kao i da se identifikuju serotipovi invazivnih cirkuliSucih sojeva pneumokoka.

IstraZivanje je obuhvatilo invazivne sojeve Streptococcus pneumoniae izolovane u periodu od 2012. do 2013. godine koji su iz regionalnih labora-
torija poslati u Nacionalnu referentnu laboratoriju za streptokok. Disk difuzionom metodom i E testom je ispitana osetljivost 85 izolata S. pneumoniae
na antibakterijske agense, fenotipovi rezistencije na makrolide odredeni su “D” testom, a geni koji determiniSu rezistenciju na makrolide metodom
PCR. Kapsularna tipizacija je izvrSena reakcijom bubrenja kapsule.

Rezistencija na penicillin je uocena kod 14,12% sojeva, a rezistencija na eritromicin kod 28,23%. Ulestalost rezistencije S. pneumoniae na beta
na penicillin i eritromicin je detektovana kod 7,06% izolata. Rezistencija na tetraciklin je bila 29,41%, a na hloramfenikol 15,29%. Procenat multirezis-
tentnih sojeva je bio 27,06%. Dominantan fenotip rezistencije na makrolide je bio ¢MLS, koji je bio uocen kod 62.5% izolata rezistentnih na makrolide.
M fenotip je bio detektovan kod 37,5% sojeva. Svi sojevi sa cMLS fenotipom su imali ermB gen, a svi izolati sa M fenotipom mefA gen. Tri soja sa cMLS
fenotipom su istovremeno imali oba gena. Najces(i rezistentni serotipovi su bili 3, 9A i 23F.

Rezultati studije pokazali su da je rezistencija invazivnih pneumokoka na peniclin i makrolide veoma visoka u ispitivanoj kolekciji sojeva. Medu
rezistentnim sojevima dominantni su serotipovi 14 19F. Dobijeni rezultati ukazuju na potrebu za kontinuiranim monitoringom invazivnih pneumokok-
nih bolesti.

Kljucne redi: Streptococcus pneumoniae, invazivna pneumokokna bolest, serotipovi rezistencija na makrolide, geni

Uvop godine i splenektomisane osobe imaju povecan rizik da

obole od IPB.
Streptococcus pneumoniae (pneumokok) moze biti deo

fizioloske mikroflore nazofaringsa, ali i izaziva¢ broj-
nih invazivnih i neinvazivnih infekcija. Jedan je od
najznacajnijih humanih patogen, ali i vode¢i uzro¢nik
bakterijskog meningitisa i sepse $irom sveta. Invazivna
pneumokokna bolest (IPB) je klinicki potvrdena i labo-
ratorijski dokazana izolacijom Streptococcus pneumoni-
ae iz primarno sterilnih regija (krv, likvor, zglobna $u-
pljina) (1). Osobe starije od 65 godina, deca mlada od 2

Povecana ucestalost rezistencije pneumokoka na anti-
bakterijske agense predstavlja problem svetskih razme-
ra (2). Povecanje ucestalosti rezistencije S. pneumoniae
na beta-laktamske antibiotike i makrolide uoceno je u
brojnim zemljama Sirom sveta, posebno u periodu pre
uvodenja vakcine protiv pneumokoka u nacionalne
imunizacione programe (3).



Dva su glavna mehanizma rezistencije pneumokoka na
makrolide: modifikacija ciljnog mesta delovanja leka i
aktivni efluks antibiotika. Modifikaciju ciljnog mesta vrsi
enzim metilaza, koju kodiraju ermA i ermB geni (erm -
erythromycin ribosome methylase). Metilacija ribozoma
dovodi do ukrstene rezistencije na 14-, 15- i 16-o¢lane
makrolide, na linkozamide i streptogramin B (MLS anti-
biotici). Ovaj tip rezistencije je oznacen kao MLS fenotip.
MLS fenotip rezistencije moze biti konstitutivan (cMLS)
i inducibilan (iMLS). Inducibilni fenotipovi ispoljavaju
rezistenciju na klindamicin i streptogramin samo u pri-
sustvu induktora, dok se cMLS fenotip karakterise viso-
kim nivoom rezistencije na makrolide i na linkozamide
(MIK>264 mg/L). Aktivni efluks antibiotika je posredo-
van efluks pumpama, koje kodira mefA gen. Ovaj meha-
nizam rezistencije se ispoljava kao M fenotip i karakterise
se rezistencijom samo na 14- i 15-o¢lane makrolide ali ne
i na 16-oc¢lane makrolide, linkozamide i streptogramin.

Sposobnost pneumokoka da horizontalnim transferom
razmenjuje genski materijal pomaze sojevima da se
adaptiraju na promene u okruzenju i razviju rezistenciju
na dejstvo antibiotika, sto dovodi do geneticke raznovr-
snosti izolata (4).

Do sada su identifikovana 93 serotipa pneumokoka, koji
se medusobno razlikuju po strukturi polisaharida koji
se nalazi u kapsuli. Klinicki spektar infekcija, koje iza-
ziva pneumokok, najvi$e zavisi od kapsularnog seroti-
pa. Serotipovi 1, 4, 5, 7F, 8, 12F, 14, 18C i 19A najcesce
uzrokuju IPB.

Postoje dva tipa vakcina protiv pneumokoknih infekcija
koje su u klinickoj upotrebi: polivalentna polisaharid-
na vakcina (PPSV) i polivalentne konjugovane vakci-
ne (PCV) koje sadrze pneumokokne Ag najznacajnijih
serotipova. Kod konjugovanih vakcina kapsularni po-
lisaharidi su konjugovani sa visoko imunogenim nep-
neumokoknim proteinskim nosa¢em. Polisaharidna
vakcina nije dovoljno imunogena kod dece mlade od 2
godine, pa se kod njih primenjuje neka od PCV.

Cilj istrazivanja je bio da se identifikuju odredi antimi-
krobna osetljivost invazivnih izolata S. pneumoniae izo-
lovanih u Srbiji tokom perioda 2012-2013. godine, da se
odrede fenotipovi i genotipovi rezstencije na makrolide,
kao i da se identifikuju cirkuli$u¢i serotipovi

MATERIJAL I METODE

Istrazivanje je obuhvatilo 85 invazivnih sojeva S. pneu-
moniae izolovanih od pacijenata iz Srbije tokom 2012.
i 2013. godine. Broj pedjatrijskih sojeva (<16 godina) je
27, dok je broj adultnih izolata 58. Sojevi su izolovani i
identifikovani u regionalnim mikrobioloskim laborato-
rijama i slati su u Nacionalnu referentnu laboratoriju za
streptokok, radi dalje obrade.

Sojevi su izolovani iz krvi (N=44), likvora (N=28), ple-
uralnih punktata (N=12) i brisa abdominalne duplje
(N=1).

Tabela 1: Osetljivost invazivnih izolata Streptococcus pneumoniae na antibiotike

Antibiotik Kategorije osetljivosti
Osetljiv (S) Intermedijarno osetljiv (I) Rezistentan (R)
N (%) N (%) N (%)
Tetraciklin 58 (68,24) (2,35) 25 (29,41)
Hloramfenikol 72 (84,7) (0) 13 (15,29)
Ofloksacin 82 (96,47) (3,53) 0 0)

Tabela 2: Fenotipovi rezistencije na makrolide, genetske determinante i minimalne inhibitorne koncentracije eritromicina i klindamicina invazivnih izolata Streptococcus
pneumoniae rezistentnih na makrolide

Fenotip rezistencije Broj izolata Geni Antibiotik MIK (ug/ml)
na makrolide N (%) N
mefA ermB 50% 90% rang
M 4 (5,13) 4 0 eritromicin 6 16 2-16
klindamicin 0,047 0,094 0,032-0,094
cMLS 6 (7,69) 3 7 eritromicin > 256 >256 >256
klindamicin >256 >256 >256
Tabela 3. Povezanost serotipova Streptococcus pneumoniae i rezistencije na antibakterijske agense
UdruzZena rezistencija na Rezistencija na tetraciklin Multirezistencija
penicillin i eritromicin
Serotipovi: 14, 23F 3,6B,9A,9V, 9N, 12F, 14, 15B, 19F, 3,9A, 23F
22F, 23F
Ukupno N (%) 6 (7.06) 21 (24.71) 23 (27.06)



Prekono¢na kultura pneumokoka je suspendovana u
mozdano sr¢ani bujon (Biolife, Italija) i inkubirana na
36 °C, u atmosferi sa 5% CO,, 20h. Sojevi su konzer-
virani na -80°C. Identifikacija pneumokoka je izvrse-
na na osnovu analize kulturelnih osobina, bojenja po
Gramu, osetljivosti na optohin (BioRad, SAD), hidro-
lize zuci i reakcije aglutinacije (Pneumo-Kkit slidex test,
bioM¢érieux, Francuska). Ispitivanje osetljivosti na pe-
nicilin (10IU), ceftriakson (30 pg), eritromicin (15 ug),
klindamicin (2 pg), tetraciklin (30 pg), hloramfenikol
(30 ug) i norfloksacin (10 pg) (BioRad, SAD) je vrseno
disk difuzionom metodom antibiograma, dok je osetlji-
vost na penicilin, eritromicin i klindamicin testirana i
E testom, prema preporukama Evropskog komiteta za
testiranje antimikrobne osetljivosti (engl. The Europe-
an Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
EUCAST) (5).

Sojevima koji su pokazali smanjenu osetljivost na eritro-
micin su odredeni fenotipovi rezistencije na makrolide
dvostrukim disk difuzionim testom. Na zasejanu Muel-
ler Hinton podlogu sa dodatkom 5% krvi aplikovani su
diskovi eritromicina i klindamicina na udaljenosti od
15-20mm. Test je ocitavan nakon inkubacije na 36 °C,
u atmosferi sa 5% CO,, 20h. Sojevi rezistentni na eri-
tromicin i osetljivi na klindamicin su imali M fenotip,
sojevi bez zone inhibicije rasta oko eritromicina i sa tzv.
D zonom inhibicije rasta oko klindamicina su pripadali
iMLS fenotipu, a odsustvo zona inhibicije rasta oko oba
antibiotika je odgovaralo cMLS fenotipu. (6) Kod sojeva
rezistentnih na makrolide, odredivani su i geni koji de-
terminiSu makrolidnu rezistenciju, reakcijom lancanog
umnozavanja (eng. polymerase chain reaction, PCR),
prema protokolu Farela i saradnika (7).

Serotipizacija je uradena reakcijom bubrenja kapsule
sa serogrupnim i serotipskim antitelima na kapsular-
ne polisaharide (Statens Serum Institute, Kopenhagen,
Danska) (8).

Podaci su obradeni metodama deskriptivne statisti-
ke, a za procenu znacajnosti koris¢en je hi-kvadrat
test. Statisticki znacajnom razlikom (SZR), smatralo
se 0,01<p<0,05, a visokom statistickom znacajnoscu
(VSZR), p<0,01.

REZULTATI
OSETLJIVOST SOJEVA NA ANTIBAKTERIJSKE AGENSE

Od ukupno 85 ispitivanih sojeva pneumokoka, 66 soje-
va (77,6%) je bilo osetljivo na penicilin, dok je 19 izolata
(22,4%) pokazalo smanjenu osetljivost na penicilin, a 12
(14,12%) sojeva je bilo rezistentno na penicilin. Od 28
sojeva pneumokoka izolovanih iz likvora, 11 je bilo re-
zistentno na penicillin (39,3%), dok je od preostalih 57
nemeningealnih izolata, samo 1 bio rezistentan (1,8%).

Uocena je visoko znacajna statisticka razlika u procen-
tualnoj zastupljenosti rezistencije na penicillin, kod me-
ningealnih i nemeningealnih sojeva (p<0,01).

Vecina ispitivanih izolata S. pneumoniae, ukupno 71
(84,06%) je bilo je osetljivo na ceftriakson, dok je sma-
njenu osetljivost na ceftriakson pokazalo svega 14 sojeva
(15,94%).

Pedeset osam sojeva (68,24%) je bilo osetljivo na eritro-
micin, dok je 27 izolata (31,76%) imalo smanjenu ose-
tljivost na eritromicin, od ¢ega je 1 soj (1,17%) bio inter-
medijarno osetljiv, a 26 sojeva (30,59%) rezistentno na
eritromicin.

Osetljivost invazivnih izolata pneumokoka na ostale an-
tibiotike je prikazana u Tabeli 1.

FENOTIPOVI I GENOTIPOVI REZISTENCIJE
NA MAKROLIDE

cMLS fenotip je bio dominantan kod ispitivanih izola-
ta S. pneumoniae i bio je prisutan kod 15 od 24 sojeva
(62,5%) rezistentnih na makrolide, dok je M fenotip bio
zastupljen kod samo 9 od 24 sojeva (37,5%). iMLS feno-
tip nije bio detektovan ni kod jednog soja S. pneumoniae
(Tabela 2). Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK)
eritromicina i klindamicina sojeva rezistentnih na ma-
krolide, prikazane su takode u tabeli 2. Svi sojevi sa M
fenotipom su imali mefA gen, a svi sojevi sa cMLS feno-
tipom ermB gen, pri ¢emu su 3 soja sa cMLS fenotipom
imali istovremeno i mefA gen (Tabela 2).

SEROTIPOVI INVAZIVNIH IZOLATA STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE

U nasem istrazivanju je identifikovano ukupno 19 pne-
umokoknih serotipova. Najces¢i serotip je bio serotip 3
i on je bio zastupljen kod 22,54% izolata. Ostali identi-
fikovani serotipovi su bili: 7F (8,45%), 14 (8,45%), 19F
(8,45%), 4 (7,03%), 23F (7,03%), 8 (5,63%), 9V (5,63%),
6A (4,23%), N (4,23%), 12F (4,23%), 9A (2,82%), 22F
(2,82%), 5 (1,41% ), 6B (1,41%), 15B (1,41%), 17F (1,41%),
18C (1,41%), 19A (1,41%).

Kod dece, starosti do 16 godina, izolovani su sledeci se-
rotipovi: 3, 5, 6A, 6B, 7F, 9A, 14, 19F, 23F, 33, pri ¢emu
su najcesci bili 14 (12,5%) i 23F (16,67%). Kod sojeva
izolovanih od odraslih pacijenata identifikovani su sle-
dedi serotipovi: 3, 4, 6A, 7F, 8, 9A, 9V, 9N, 12F, 14, 15B,
17F, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, pri ¢emu su najces¢i bili 3
(22,95%), 8 (6,6%), 14 (4,91%), 19F (4,91%).

Izolati S. pneumoniae koji su bili rezistentni na penicilin
su imali serotipove 3, 9A, 9N, 12F, 14, 19F, 23F, pri ¢emu
su najzastupljeniji bili serotipovi 14 i 19F. Isti serotipovi



su bili dominantni i kod sojeva rezistentnih na eritromi-
cin. Serotipovi S. pneumoniae identifikovani kod izola-
ta rezistentnih na tetraciklin, udruzeno rezistentnih na
penicilin i eritromicin, kao i kod multiplo reyistentnih
sojeva su prikayani u tabeli 3. Svi sojevi serotipova 14 i
19F su imali cMLS fenotip rezistencije na makrolide i
ermB gen.

DiskusIja

Rezultati nase studije pokazuju da je procentualna za-
stupljenost smanjene osetljivosti invazivnih izolata S.
pneumoniae na penicilin 22,4%, $to predstavlja relativ-
no visoku ucestalost. Sli¢ne rezultate su objavili i autori
iz Poljske (30%), Rumunije (30%) i Bugarske (37%) (9),
dok rezultati turskih autora ukazuju da je oko 50% izo-
lata osetljivo na penicillin (10). U zemljama Mediterana,
u kojima je vakcina protiv pneumokoka deo obaveynog
imuniyacionog programa, u periodu pre uvodenja vak-
cine ucestalost rezistencije invazivnih izolata S. pneu-
moniae bila visoka: 33% u Spaniji, 30% u Italiji i 46%
u Francuskoj (11). Kod ispitivanih sojeva rezistencija na
beta laktamske antibiotike je bila znacajno ¢es¢a kod de-
¢ijih nego kog sojeva izolovanih od odraslih pacijenata.
I drugi autori navode da je rezistencija na penicilin uce-
stalija kod pedijatrijskih izolata (12). Dobijeni rezultati
se mogu objasniti i ¢injenicom da je ve¢ina meningeal-
nih izolata bila izolovana od dece, a prema redigovanim
kriterijumima za procenu osetljivosti pneumokoka na
penicilin, razlikuju se grani¢ne vrednosti za meningeal-
ne, odnosno nemeningealne izolate (13). Ucestalost re-
zistencije ispitivanih sojeva na makrolide je bila 28,23%.
Slicne rezultate su objavili i autori iz Bugarske (27%),
dok su zastupljenosti u Mediteranskoj regiji u periodu
pre uvodenja vakcine bile 55% u Gr¢koj, 54% u Francu-
skoj, 42% u Italiji (11). S obzirom na to da je dokazano
da je incidencija rezistencije streptokoka na makrolide u
direktnoj korelaciji s potro$njom ovih antibiotika (14),
moze se pretpostaviti da visokoj ucestalosti rezistenci-
je, kod sojeva izolovanih u populaciji u Srbiji, doprinosi
nekriti¢na upotreba makrolida, kao i njihova do skora-
$nja slobodna prodaja. Ucestalost udruzene rezistencije

ispitivanih sojeva na penicilin i eritromicin je bila 21%.
Srbija pripada grupi zemalja sa najvisim nivoom kom-
binovane rezistencije pneumokoka u Evropi, zajedno sa
Kiprom (27%) i Rumunijom (25%) (9). Invazivni izolati
iz Srbije nisu pokazivali znacajan stepen rezistencije na
hloramfenikol i fluorohinolone.

Medu 24 invazivna soja S. pneumoniae, koji su bili re-
zistentni na eritromicin, cMLS fenotip je bio uocen kod
vecine, odnosno kod 62,5%. cMLS fenotip je dominan-
tan u Italiji, Spaniji i drugim zemljama Mediteranskog
basena (14), dok M fenotip preovladuje u Severnoj Ame-
rici, Velikoj Britaniji i Nemackoj (15, 16).

Dominantni serotipovi kod sojeva rezistentnih na peni-
cilin, eritromicin i tetraciklin su 14 i 19F. Ovakva epi-
demioloska slika je bila tipi¢na za zemlje u periodu pre
uvodenja konjugovane pneumokokne vakcine. Americ-
ki CDC (Centers for Disease Control and Prevention) je
objavio da se u kategoriji sojeva pneumokoka rezistent-
nih na antibiotike u vise od 90% slucajeva izoluju sero-
tipovi: 6A, 6B, 9V, 14, 19A, 19F i 23F (1). Sli¢na situacija
jeiu Evropi, a Imohl i saradnici su na osnovu podataka
o rezistenciji invazivnih izolata pneumokoka na makro-
lide u Nemackoj u periodu od 1992. do 2008. godine za-
kljucili da su najvisi nivoi rezistencije zabelezeni upravo
kod serotipova 14, 6B, 19F i 23F (17). Ovi serotipovi su
obuhvaceni svim dostupnim konjugovanim vakcina-
ma. Nakon uvodenja vakcine u nacionalne imunizaci-
one programe epidemioloska situacija se izmenila i se-
rotipovi 1 i 19A su dominantni u izazivanju invazivne
pneumokokne pneumonije u ve¢ini evropskih zemalja,
a serotip 14 jeste jedan od glavnih etioloskih agenasa
neinvazivne pneumonije odraslih (9).

Nasa studija je pokazala da invazivni izolati S. pneumo-
niae imaju visok stepen rezistencije na beta laktamske
antibiotike i eritromicin, posebno pedijatrijski izolati.
Najces¢i rezistentni serotipovi u svetu su takode prepo-
znati i kod sojeva ispitivanih u ovoj studiji.

Zbog svega navedenog, u Srbiji bi trebalo zapoceti ak-
tivni nadzor nad IPB.
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