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SAZETAK

ISTRAZIVANJE MEHANIZAMA REZISTENCIJE NA ANTIMIKROBNE
LIJEKOVE U ZIVOTINJSKIH IZOLATA BAKTERIJA IZ RODA ENTEROCOCCUS

Za ovo istrazivanje prikupljeno je 100 izolata bakterija roda Enterococcus porijeklom iz
klini¢kih uzoraka domacih zivotinja, ve¢inom pasa (66) i macaka (22). Najveci broj izolata
izdvojen je iz uzoraka urina (34) 1 obrisaka zvukovoda (16). U daljnje istrazivanje ukljuceni su
izolati identificirani kao Enterococcus faecium (21 izolat) i Enterococcus faecalis (62 izolata).

Kirby-Bauer disk-difuzijskim postupkom istrazila se osjetljivost izolata navedenih vrsta na
sljede¢e antimikrobne lijekove: penicilin, ampicilin, vankomicin, enrofloksacin,
ciprofloksacin, nitrofurantoin, rifampicin, tetraciklin, kloramfenikol, streptomicin i
gentamicin. Streptomicin 1 gentamicin koriSteni su za detekciju izolata s rezistencijom visokog
stupnja na aminoglikozide. Najveéi broj izolata bio je rezistentan na enrofloksacin i rifampicin
(83 %), a najmanje izolata bilo je rezistentno na kloramfenikol (12 %). Rezistencija na
vankomicin bila je prisutna u 23 % izolata, a 17 % posjedovalo je rezistenciju visokog stupnja
na aminoglikozide. Vrsta E. faecium bila je rezistentna na vise skupina lijekova od E. faecalis,
a znaCajna razlika dokazana je u broju rezistentnih izolata na penicilin, ampicilin,
ciprofloksacin, nitrofurantoin i tetraciklin.

Kod svih izolata rezistentnih na vankomicin i tetraciklin te onih s rezistencijom visokog
stupnja na aminoglikozide, istrazen je mehanizam rezistencije. Kod tri od 19 izolata
rezistentnih na vankomicin dokazana je prisutnost vanA i vanB gena. Gen tetM bio je prisutan
u 49 od 50 tetraciklin rezistentnih izolata, a gen tetL u njih 16. Izolati s rezistencijom visokog
stupnja na gentamicin bili su pozitivni na gene aph(3’)-l1lla i aac(6')-le-aph(2")-la, dok su
izolati s rezistencijom visokog stupnja na streptomicin bili pozitivni na gene aph(3’)-l1lla i
ant(6)-la.

Kljuéne rije¢i: enterokoki, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, domace zivotinje,

rezistencija, vankomicin



EXTENDED ABSTRACT

ANTIMICROBIAL RESISTANCE MECHANISMS OF BACTERIA WITHIN THE
GENUS ENTEROCOCCUS ISOLATED FROM ANIMALS

Introduction: Bacteria belonging to the genus Enterococcus are extremely hardy and
widely distributed in a variety of environmental habitats such as soil, sediments, beach sand,
water, aquatic and terrestrial vegetation. In addition, enterococci are common inhabitants of
the gastrointestinal tract of many animals, from insects to humans, as well as common
opportunistic pathogens. Enterococci cause a number of infections in humans and animals;
including urinary tract infections, mastitis, endocarditis, meningitis, intra-abdominal and
wound infections. Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis are the most prevalent
species found in clinical samples, but also food and environmental specimens.

Enterococci are intrinsically resistant to several commonly used antimicrobial drugs.
At the same time, they have a great capacity to acquire new resistance mechanisms that can
lead to selection of multidrug-resistant isolates that can only be partially treated with currently
available antimicrobial agents. In the last three decades, vancomycin-resistant strains have
become particularly prominent in human medicine, becoming one of the leading causes of
nosocomial infections. The World Health Organization has included E. faecium to the list of
bacteria for which new antibiotics are urgently needed. Enterococci are also becoming more
common causative agents among the infections in animals, particularly in recurrent urinary
tract infections.

Treatment of enterococcal infections can be challenging and complicated by the
multidrug-resistant isolates and biofilm formation. There are several different therapeutic
strategies available in human medicine, depending on the complexity of the infection or the
species causing it; however, ideal and effective therapy does not exist. Fewer drugs are
available in veterinary medicine, and optimal therapeutic strategies for patients with
enterococcal infections are undefined.

As it seems, enterococci can develop resistance to any drug or combination of drugs
used against them. Consequently, inappropriate and excessive use of antimicrobials leads to
further selection of resistant bacterial strains. Transfer of resistant enterococci between animals
and humans has already been observed, as well as the presence of enterococcal genes for multi-

drug resistance in different gut bacteria in humans. Considering the close contact between



humans and animals, surveillance and control measures are crucial to prevent transmission of
resistant enterococci from animals to humans. Since there are no new antimicrobials available,

special attention should be paid to protect public health within one health continuum.

The aim of this study is to investigate the prevalence and antimicrobial susceptibility of
Enterococcus species isolated from various clinical samples of domestic animals in Croatia.
Secondly, to determine the mechanisms of resistance in isolates resistant to vancomycin,

tetracycline or aminoglycosides.

Material and methods: One hundred Enterococcus isolates were isolated in the
bacteriological laboratory at the Department for Microbiology and Infectious Diseases with
Clinic at the Faculty of Veterinary Medicine, University of Zagreb in the period from January
2016 until the end of September 2021. Isolates were recovered from various domestic animal
samples, mostly from urine and ear swabs, followed by vagina, wound, nose and skin swabs.
Most of the samples were from dogs and cats, and several samples were from pet rodents and

farm animals (horses, cows, sheep, and goat).

Identification of the genus Enterococcus was carried out according to the procedure
described by Markey et al. (2013). All isolates were tested in reaction with hydrogen peroxide,
to demonstrate the absence of catalase. Furthermore, to distinguish members of the genus
enterococcus from other gram-positive catalase-negative cocci, isolates were cultured on
kanamycin-aesculin agar. Grey colonies with black surrounding area were considered to be
enterococci. Multiplex PCR method with primers for species specific ddl genes was used to
identifie Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis. Only isolates identified as E.

faecalis and E. faecium were selected for further research.

Antimicrobial susceptibility of both species was determined by Kirby-Bauer disk-
diffusion assay for eleven antimicrobials: penicillin, ampicillin, vancomycin, nitrofurantoin,
rifampicin, tetracycline, chloramphenicol, enrofloxacin, ciprofloxacin, streptomycin and
gentamicin. Streptomycin (300 pg) and gentamicin (120 pg) were used to test high-level
aminoglycoside resistance. E. faecalis ATCC® 29212 was included in the study as a control
strain. Inhibition zone diameters were interpreted according to criteria recommended in the
Clinical and Laboratory Standards Institute document (CLSI, 2015).



Detection of mechanisms responsible for vancomycin, tetracyclin and aminoglycoside
resistance was performed using molecular methods. Multiplex PCR was used for testing the
vancomycin-resistant and tetracycline-resistant isolates. For detection of resistance
mechanisms, the following genes were examined: vanA and vanB, as well as tetL and tetM in
the case of vancomycin and tetracycline, respectively. In aminoglycoside-resistant isolates
PCR screening for genes encoding aminoglycoside-modifying enzymes aph(3’)-1lla, aac(6")-
le-aph(2")-la and ant(6)-l1a was carried out.

For statistical analyses STATISTICA v.13.5 (Statistica, Inc., 2020) program was used.
Fisher exact test was used to compare the differences between E. faecium and E. faecalis
isolates, including differences in frequency of the species among isolates, in susceptibility to
antimicrobial agents and in number of multidrug and high-level aminoglycoside resistant

isolates.

Results: Isolates were mostly recovered from urine (34%) and ear swab (16%) samples
and the majority were from dogs (66%) and cats (22%). Among 100 Enterococcus spp. isolates,
62 isolates were identified as Enterococcus faecalis and 21 as Enterococcus faecium. E.
faecalis was the predominant species (p<0,05) of the total number of tested isolates, as well

as in those recovered from dogs.

Based on disk-diffusion assay results for both species cumulative, highest resistance
was observed to enrofloxacin and rifampicin (83%), followed by ciprofloxacin and tetracycline
(60%). Resistance to vancomycin was 23%, and the lowest resistance was to chloramphenicol
(12%). Multidrug resistance is defined as acquired non-susceptibility to at least one agent in
three or more antimicrobial drug classes. It was found in 60% of enterococci isolates. High-
level streptomycin resistance was present in 17%, and high-level gentamicin resistance in 8%
of isolates. Two isolates had high-level resistance to both streptomycin and gentamicin. In total,
high-level aminoglycoside resistance was present in 20% of the isolates.

Comparing the susceptibility of the species, E. faecium showed the highest resistance
to enrofloxacin and ciprofloxacin (90%), followed by tetracycline (85%) and penicillin,
ampicillin, and rifampicin (81%). The lowest resistance was to chloramphenicol and
vancomycin (5%). Multidrug resistance was found in 90% of the E. faecium isolates. High-
level streptomycin resistance was present in 24%, and high-level gentamicin resistance in 5%

of the isolates. One isolate had high-level resistance to both streptomycin and gentamicin.



E. faecalis isolates showed highest resistance to rifampicin (84%) and enrofloxacin
(80%) followed by tetracycline (52%) and ciprofloxacin (50%). Resistance to vancomycin was
present in 29% of the isolates. Lowest resistance was to nitrofurantoin (2%) and there was no
isolate resistant to ampicillin or penicillin. Multidrug resistance was observed in 69% of the E.
faecalis isolates. High-level streptomycin resistance was present in 15%, and high-level
gentamicin resistance in 10% of isolates. One isolate had high-level resistance to both
streptomycin and gentamicin.

E. faecium isolates were resistant to more classes of antimicrobials than E. faecalis. E.
faecium isolates were significantly more resistant to penicillin, ampicillin, ciprofloxacin,
nitrofurantoin and tetracycline, however, E. faecalis isolates were significantly more resistant

to vancomycin (Fisher exact test, p < 0, 05).

Considering the high number of urine samples positive to enterococci growth,
susceptibility of those isolates was revised separately. The highest resistance was observed to
rifampicin (84%) and enrofloxacin (78%), followed by ciprofloxacin and tetracycline (68%).
Resistance to vancomycin was present in 23% of the urine isolates. The lowest resistance of
the isolates was to chloramphenicol (19%). Multidrug resistance was found in 72% of
enterococci isolates from urine. High-level streptomycin resistance was present in 16%, and
high-level gentamicin resistance in 9% of isolates.

Comparing the susceptibility of the species, E. faecium isolates from urine were
resistant to more antimicrobials than E. faecium isolates from other specimens. Eleven out of
twelve E. faecium isolates were resistant to penicillin, ampicillin, enrofloxacin, ciprofloxacin,
rifampicin and tetracycline (92%). One isolate was resistant to vancomycin (8%), and no
isolates were resistant to chloramphenicol. Multidrug resistance was found in 92% of the E.
faecium isolates. High-level streptomycin resistance was present in 17%, and high-level
gentamicin resistance in 8% of isolates. In total, high-level aminoglycoside resistance was
present in 17% of the E. faecium isolates.

Among E. faecalis isolates from urine, highest resistance was observed to rifampicin
(80%) and enrofloxacin (70%). Resistance to vancomycin was present in 35% of the isolates.
There were no resistant isolates to penicillin, ampicillin and nitrofurantoin. Multidrug
resistance was found in 60% of the E. faecalis isolates. High-level streptomycin resistance was

present in 15%, and high-level gentamicin resistance in 10% of isolates.



E. faecium isolates from urine samples were resistant to more classes of antimicrobials
than E. faecalis. There was significantly more resistant isolates of E. faecium to penicillin,
ampicillin, ciprofloxacin, nitrofurantoin and tetracycline (Fisher exact test, p <0, 05).

Among 19 isolates resistant to vancomycin, PCR revealed the presence of the acquired
resistance gene in three isolates. Two enterococci isolates were positive for vanA and one for
vanB gene. Among 50 isolates resistant to tetracycline, PCR revealed the presence of tetM gene
in 49 isolates and tetL gene in 16 isolates. All isolates that were carrying tetL, were also
carrying tetM gene. Acquired resistance genes were not detected in one isolate. All isolates
with high-level gentamicin resistance, were positive to aph(3’)-llla and aac(6')-le-aph(2")-la
genes. Six isolates with high-level streptomycin resistance were positive to ant(6)-la gene, and
two of them also had aph(3’)-l1lla. Acquired resistance genes were not detected in three
isolates. One isolate which was phenotypically resistant to both gentamicin and streptomycin
had all three genes present.

Conclusions: The vast majority of the Enterococcus spp. bacteria isolated from animal
samples in Croatia belong to two species, Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis.
Enterococcus faecalis is the dominant species among enterococci isolated from animal samples

in Croatia.

Resistance of enterococci to penicillins is present only in isolates of the species
Enterococcus faecium. Due to the possibility of transmission of resistant enterococci from
animals to human, there is a risk of spreading penicillin-resistant strains of Enterococcus
faecium to the human community. Since penicillins are the primary therapy for enterococcal

infections, the spread of such isolates represents a public health problem.

Synergistic therapy of enterococcal infections with penicillin and aminoglycosides
remains the primary choice in the treatment of animals with enterococcal infections because
penicillin resistance with high-level aminoglycoside resistance is not common in enterococci

of animal origin.



Despite its concentrating properties, enrofloxacin is not a good choice for the treatment
of urinary tract infections caused by enterococci because the vast majority of the isolates tested

are resistant to enrofloxacin.

Kirby-Bauer disk-diffusion method is not a reliable method for assessing the
susceptibility of Enterococcus spp. isolates to vancomycin.

For the purpose of more precise determination of the mechanism responsible for a high-
level streptomycin resistance, the presence of two genes, ant(6)-la and ant(3’’)-1a, should be

examined by molecular methods.

Key words: Enterococci, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, domestic animals,

resistance, vancomycin, aminoglycosides
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9.

ZIVOTOPIS 1 POPIS OBJAVLJENIH RADOVA



UVOD

Bakterije roda Enterococcus pripadaju skupini gram-pozitivnin koka, a karakterizira ih
izrazita otpornost i dobro prezivljavanje u nepovoljnim uvjetima. Siroko su rasprostranjene u
okoliSu 1 nalaze se u biljkama, hrani, tlu, pjeskovitim plazama, moru i slatkim vodama, a dio
su 1 fizioloske mikrobiote gastrointestinalnog i urogenitalnog trakta ljudi i zivotinja.
Enterococcus faecium i Enterococcus faecalis dvije su najéeS¢e vrste enterokoka koje

prevladavaju u klinickim uzorcima humanog i zivotinjskog porijekla te uzorcima hrane.

lako se smatraju komenzalnim bakterijama i rijetko samostalno uzrokuju infekcije,
enterokoki, kao uvjetno patogene bakterije, kod ljudi 1 Zivotinja mogu uzrokovati razlicite
infekcije. Dapace, oni su jedine patogene gram-pozitivne bakterije koje se povezuju s visokim
rizikom od smrti. Kod ljudi naj¢eS¢e uzrokuju infekcije mokraénog sustava, endokarditis 1
bakterijemiju, dok su kod Zivotinja najc¢eS¢e uzroc¢nici ponavljajucih 1 teSko ljecivih infekcija
mokra¢nog sustava te infekcija rana. Lije¢enje enterokoknih infekcija teSko je i dugotrajno, a
uvelike ovisi o slozenosti i mjestu infekcije te vrsti enterokoka koja ju uzrokuje. Temeljni uzrok
tome je urodena rezistencija na velik broj antimikrobnih tvari i ¢injenica da vecina
baktericidnih lijekova na enterokoke ima samo bakteriostatski u¢inak. Osim toga, enterokoki

lako stjecu nove mehanizme rezistencije te se broj djelotvornih lijekova jos$ vise smanjuje.

Enterokoki posjeduju urodene mehanizme rezistencije na brojne skupine antimikrobnih
lijekova, kao S$to su polusintetski penicilini, kloksacilin, cefalosporini, Kklindamicin i
kombinacija trimetoprima i sulfametoksazola, a pokazuju i smanjenu osjetljivost na penicilin i
ampicilin te aminoglikozide. Uz to, tijekom lije¢enja drugih infekcija, kao dio fizioloske
mikrobiote gastrointestinalnog trakta, nenamjerno su izloZeni razliitim antimikrobnim
lijekovima. Tako enterokoki brzo i lako stjecu rezistenciju na lijekove svih antimikrobnih
skupina, ukljucuju¢i kinolone, makrolide, tetracikline, streptogramine i glikopeptide, Sto
rezultira nastankom multirezistentnin (MDR, engl. Multi-drug resistant) sojeva enterokoka za
koje gotovo da ne postoji djelotvorna terapija.

Mehanizmi odgovorni za urodenu rezistenciju su raznoliki, a najces¢i je aktivno
izbacivanje lijeka iz stanice efluksnim pumpama. Enterokoki posjeduju velik broj
kromosomski kodiranih pumpi koje izbacuju razli¢ite, za njih toksi€ne, tvari kao Sto su lijekovi,
metali i antiseptici, a mogu ugraditi i plazmide s genima koji kodiraju pumpe specifi¢nog

djelovanja, Sto moze posredovati u rezistenciji na tetracikline, kinolone, nitrofurantoin i/ili



kloramfenikol. Osim toga, svi enterokoki urodeno posjeduju gene koji kodiraju penicilin-
vezujuce proteine PBP (engl. Penicillin-binding protein) slabog afiniteta. Stoga cefalosporini
i ve¢ina penicilina, ¢ije djelovanje ovisi o vezanju za PBP, ne djeluju na enterokoke. Nadalje,
tockaste mutacije u tim genima mogu rezultirati rezistencijom na sve beta-laktamske
antimikrobne tvari. Uz to, enterokoki imaju sposobnost stjecanja gena koji kodiraju
proizvodnju beta-laktamaza, najceS¢e iz skupine bla gena, koje mogu dodatno pridonijeti
rezistenciji na beta-laktame. Takoder, poznati su i drugi mehanizmi odgovorni za rezistenciju
enterokoka na antimikrobne lijekove ostalih skupina, poput zastite veznog mjesta za
antimikrobni lijek (rezistencija na tetracikline, kinolone, rifampicin), promjene veznog mjesta
(urodena slaba osjetljivost na kinolone i steena rezistencija na glikopeptide) te modifikacije
i/ili inaktivacije djelatne tvari enzimima (rezistencija na aminoglikozide, nitrofurantoin,

kloramfenikol i rifampicin).

Pojava multirezistentnih sojeva enterokoka predstavlja opasnost za javno zdravlje, narocito
zbog mogucnosti prijenosa gena odgovornih za rezistenciju na osjetljive bakterije. Brzo Sirenje
takvih sojeva, pogotovo vankomicin-rezistentnih sojeva predstavlja izrazito velik problem,
osobito kod prijenosa rezistencije na bakterije kojima je vankomicin jedini djelotvorni lijek sto
dodatno otezava terapiju infekcija uzrokovanih enterokokima. Tijekom posljednja tri
desetlje¢a, vankomicin-rezistentni sojevi enterokoka, prije svega vrste E. faecium i E. faecalis,
postali su jedni od vodecih uzro¢nika bolni¢kih infekcija. Upravo zbog multirezistencije,
Svjetska zdravstvena organizacija (WHO, engl. World Health Organisation), uvrstila je
vankomicin-rezistentne izolate vrste E. faecium u skupinu bakterija za koje je nuzno proizvesti

nove antimikrobne lijekove.

Zbog urodene rezistencije na velik broj lijekova i sposobnosti brzog stjecanja novih
mehanizama rezistencije te mogucnosti vertikalnog i horizontalnog prijenosa gena mobilnim
genskim elementima, enterokoki predstavljaju opasnost za zdravlje Zivotinja i1 ljudi. Uz to,
treba naglasiti kako je potvrden prijenos rezistentnih i multirezistentnih sojeva enterokoka sa
zivotinja na ovjeka pa se Zivotinje smatraju potencijalnim rezervoarom gena odgovornih za
rezistenciju. Stoga je prepoznavanje i dokazivanje rezistentnih sojeva od presudne vaznosti,
kako u humanoj tako i u veterinarskoj medicini. Kontinuirani nadzor nad Sirenjem rezistentnih
sojeva enterokoka, uz multidisciplinarnu suradnju u okviru koncepta "Jedno zdravlje™ (engl.

One health) neophodan je kako bi se ovaj rastu¢i problem pokusao drzati pod kontrolom.



U veterinarskoj medicini, u Republici Hrvatskoj, gotovo da nema podataka o rezistenciji i
mehanizmima rezistencije enterokoka, iako je zabiljezen porast broja rezistentnih i
multirezistentnih sojeva izdvojenih iz klinickih uzoraka zivotinja i prehrambenih namirnica

zivotinjskog porijekla.



DOSADASNJE SPOZNAJE

2.1. Rod Enterococcus

Enterokoki su bakterije koje su otkrivene kao crijevni gram-pozitivni koki, a kasnije su,
zbog morfoloskih i biokemijskih sli¢nosti, uklju¢ene u rod Streptococcus. Prihvacanjem
seroloske tipizacije streptokoka koje je 1933. godine predlozila Rebecca Lancefield, enterokoki
su svrstani u serolosku skupinu D streptokoka. Tek su 1984. godine, temeljem genetskih
razlicitosti, enterokoki dobili vlastiti rod — Enterococcus. Time se ime roda promijenilo iz
Streptococcus u Enterococcus, a imena vrsta kojima su ih do tada opisivali ostala su
nepromijenjena (faecium, faecalis, durans) (Cetinkaya i sur., 2000.; Torres i sur., 2018.).

Bakterije roda Enterococcus pripadaju skupini gram-pozitivnih koka, izrazito su otporne,
dobro prezivljavaju u nepovoljnim uvjetima, rastu u Sirokom spektru temperatura (10 — 45 °C),
u hipotoni¢nim, hipertoni¢nim, kiselim i alkalnim uvjetima (Byappanahalli i sur., 2012.,
Canzek Majheni¢, 2006.). Nadalje, ovaj rod bakterija otporan je na temperature pasterizacije i
do 30 minuta (CanZek Majheni¢, 2006.). Enterokoki su §iroko rasprostranjeni u okolidu, nalaze
se u biljkama, hrani, tlu, pjeskovitim plazama, moru i slatkim vodama, a dio su i fizioloSke
mikrobiote gastrointestinalnog i urogenitalnog trakta ljudi i zivotinja (Byappanahalli i sur.,
2012.; Torres isur., 2018.).

lako se smatraju komenzalnim bakterijama i rijetko samostalno uzrokuju infekcije, kao
uvjetno patogene bakterije, kod ljudi mogu uzrokovati infekcije mokra¢nog sustava,
endokarditis i bakterijemiju. Takoder mogu uzrokovati meningitis, intraabdominalne infekcije
i infekcije povrSinskih rana (Byappanahalli i sur., 2012.; Ngbede i sur., 2017.). Kod Zivotinja,
enterokoki su najceS¢e uzrocnici tesko ljecivih urinarnih infekcija i infekcija rana, a mogu
uzrokovati mastitis, dijareju, kao i endokarditis i bakterijemiju (Aarestrup i sur., 2002.;
Bisgaard i sur., 2010.; Nam i sur., 2010.; Torres i sur., 2018.; Vela i sur., 2010.; Willis i sur.,
2019.).

Enterokoki se ubrajaju u skupinu multirezistentnih bakterija pod akronimom ESKAPE
(Enterococci spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.) koju je WHO istaknula kao sve ¢esc¢e uzroénike

bolni¢kih i rezistentnih infekcija u posljednjim desetlje¢ima (Civljak i sur., 2014.).



2.2. Morfoloske, uzgojne i biokemijske osobine roda Enterococcus

Bakterije roda Enterococcus su gram-pozitivni koki koji se nalaze u parovima ili kratkim
nizovima, fakultativno su anaerobni i kemoorganotrofni organizmi s fermentativnim
metabolizmom. UobiCajeno su homofermentativni, proizvode mlije¢nu kiselinu kao krajnji
produkt glikolize pri ¢emu ne proizvode plin (Byappanahalli i sur., 2012.). Ne proizvode
oksidazu ni katalazu (Ben Braiek i Smaoui, 2019.). Neke vrste, poput Enterococcus gallinarum
i Enterococcus casseliflavus, pokretljive su (Byappanahalli i sur., 2012.).

Enterokoki dobro rastu na uobi¢ajenim hranjivim podlogama sa ili bez dodatka krvi. Na
¢vrstim podlogama rastu kao male okrugle kolonije glatkih rubova, a pojedini sojevi mogu biti
slabo alfa-hemoliti¢ni i tada je oko kolonija prisutan uski prsten hemolize (Rogoz i sur., 2018.).
Boja kolonija ovisi 0 vrsti — naj¢eS¢e su bijele, ali mogu biti i u spektru sive ili Zute.
Pigmentirane vrste ¢eS¢e se izdvajaju iz uzoraka biljaka (Aarestrup, 2002.; Byappanahalli i
sur., 2012.). Optimalna temperatura rasta im je 35 °C, no mogu rasti u temperaturnom rasponu
od 10 do 45 °C. Takoder, rastu u kiselim i alkalnim uvjetima te u mediju s visim udjelom
natrijeva klorida (W(NaCl) = 6,5 %) ili u mediju s 40 % zuénih soli i eskulinom (Byappanahalli
i sur., 2012.; Torres i sur., 2018.). Zbog sposobnosti hidrolize eskulina, za razlikovanje
enterokoka od drugih gram-pozitivnih koka koristi se selektivni kanamicin-eskulin agar na
kojem enterokoki rastu kao tamnosive kolonije, pri ¢emu se podloga obojiu crno (Torres isur.,
2018.; Zaheer i sur., 2020.).

Enterokoki na povrsini posjeduju polisaharidnu kapsulu, adhezine, pilije i agregacijske
tvari. Zbog toga imaju sposobnost tvorbe biofilma, koji im omogucuje adheziju na medicinske
instrumente i pomagala poput katetera, zubnih proteza i sranih zalistaka. Nakupljanje
bakterijskih stanica s tvorbom biofilma uzrokuje infekcije okolnog tkiva. S obzirom na to da
biofilm onemogucuje prodiranje i djelovanje antimikrobnih tvari do bakterijskih stanica, ove
infekcije izrazito se tesko lijeCe. Uz enterokoke, u biofilmu se mogu nalaziti i druge vrste
bakterija pa je tada rije¢ o polimikrobnom biofilmu, a infekcije koje uzrokuju kompleksnije su
za lijeCenje (Said 1 sur., 2021.).

Enterokoki, kao 1 ve¢ina bakterija mlijecne kiseline, proizvode bakteriocine. Enterokokni
bakteriocini nazivaju se enterocini, mogu biti Sirokog ili uskog spektra djelovanja, a uglavnom
inhibiraju gram-pozitivne bakterije. Najvaznije vrste koje proizvode enterocine su
Enterococcus faecium i Enterococcus faecalis, a njihovi enterocini pripadaju drugoj (I1)
skupini bakteriocina, odnosno u male, toplinski stabilne i membranski aktivne peptide (Ben

Braiek i Smaoui, 2019.; Vukusic¢ i Zdolec, 2020.). Zbog izrazito dobrih antimikrobnih svojstava



enterocina otkrivenih u posljednim godinama, razmatra se moguénost njihova koristenja u
lijeCenju razli¢itih infekcija (Ankaiah i sur., 2018.; Belguesmia i sur., 2021.; Ben Braiek i
Smaoui, 2019.; Mahdi i sur., 2020.; Valledor i sur., 2022.).

Enterokoki su urodeno otporni na vise vanjskih Stetnih ¢imbenika i na vec¢i broj kemikalija
od drugih srodnih bakterija, a kao najotpornije vrste isticu se E. faecium i E. faecalis. Bakterije
ovog roda otporne su na vecinu antiseptika i dezinficijensa, a prezivljavaju UV zraCenje i
isuSivanje $to im omogucuje dugo prezivljavanje u vanjskom okoliSu. To je osobit problem u
bolnicama, gdje vec¢ina uobicajenih postupaka ¢iS¢enja nije dovoljno djelotvorna za njihovo
uklanjanje (Selleck i sur., 2019.). Razli¢ita istrazivanja dokazala su veliku sposobnost
enterokoka na prilagodbu nepovoljnim uvjetima okoliSa. Autori su, izlaganjem sojeva
enterokoka niskim, nesmrtonosnim koncentracijama antiseptika, soli, deterdZzenata 1 niskom
pH, potaknuli selekciju sojeva otpornih na znatno vise koncentracije navedenih tvari i sojeve
otporne na inace smrtonosni niski pH (Flahaut i sur., 1996., 1997., 1998.; Rince i sur., 2000.).
Stoga je vazno istaknuti kako je potrebno pridrzavati se preporuka za koriStenje antiseptika 1
dezinficijensa, koje podrazumijevaju koriStenje preparata u odgovaraju¢im koli¢inama kroz

odgovarajuce vrijeme, u svrhu sprjeCavanja razvoja i selekcije otpornih sojeva.

2.3. Vrste enterokoka

Rodu Enterococcus pripada 58 bakterijskih vrsta (Said i sur., 2021.), medu kojima su
najzastupljenije Enterococcus faecium, E. faecalis, E. durans, E. hirae, E. gallinarum i E.
casseliflavus (Said i sur., 2021.). E. faecium i E. faecalis vrste su koje prevladavaju u klinickim
uzorcima, uzorcima hrane i zastupljene su kod gotovo svih skupina Zivotinja kao dio
gastrointestinalne (GI) mikrobiote (Aarestrup, 2002.; Byappanahalli i sur., 2012.; Torres i sur.,
2018.).

Na slici 1. prikazane su filogenetske veze vrsta unutar roda Enterococcus, porijeklo
pojedine vrste i pojednostavljeni prikaz prehrambenog lanca, kao i vrste koje se smatraju

uzro¢nicima infekcija.
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Slika 1. Distribucija bakterijskih vrsta roda Enterococcus u prirodi. Crvenim krizi¢ima
oznacene su vrste koje se smatraju uzro¢nicima infekcija u ljudi, dok su crnima oznacene vrste

koje se smatraju dijelom mikrobiote pojedine skupine Zivotinja. (Preuzeto iz rada Lebreton i

sur., 2014.)



2.4. Rezistencija enterokoka na antimikrobne lijekove

Enterokoki posjeduju urodene mehanizme rezistencije na neke skupine antimikrobnih
lijekova koji se Cesto koriste u lijeCenju, kao $to su polusintetski penicilini, kloksacilin,
cefalosporini, klindamicin i kombinacija trimetoprima i sulfametoksazola, a pokazuju i
smanjenu osjetljivost na penicilin, ampicilin i aminoglikozide, koji se stoga ne bi trebali
Koristiti samostalno u terapiji (Pintari¢ i Seol Martinec, 2018.; Repac Antié i sur., 2018.). Uz
to, bakterije roda Enterococcus izrazito brzo i lako stje¢u rezistenciju na ostale antimikrobne
lijekove, ukljucujuci kinolone, makrolide, tetracikline, streptogramine 1 glikopeptide, Sto moze
rezultirati nastankom multirezistentnih sojeva enterokoka (Arias i Murray, 2012.; Hammerum,
2012.).

Enterokoki mogu ste¢i i rezistenciju visokog stupnja na aminoglikozide (HLAR, engl.
High-level aminoglycoside resistance), ¢ime ta skupina lijekova postaje potpuno nedjelotvorna
u terapiji, ¢ak i u inace djelotvornoj sinergijskoj kombinaciji s penicilinima i glikopeptidima
(Chow, 2000.).

Pojedine vrste enterokoka medusobno se razlikuju prema urodenoj rezistenciji i
mogucénostima stjecanja nove rezistencije na neki lijek ili skupinu antimikrobnih lijekova. Tako
su, primjerice, vrste E. gallinarum, E. casseliflavus i E. flavescens urodeno rezistentne na
vankomicin (Frye i Jackson, 2013.), dok je vrsta E. faecalis urodeno rezistentna na
streptogramin A (Singh i Murray, 2005.). Sojevi vrste E. faecium, osobito klini¢ki izolati, vrlo
Cesto posjeduju steCenu rezistenciju na peniciline i vankomicin (Arias i Murray, 2008.; Selleck
i sur., 2019.; Weiner i sur., 2016.). Gotovo svi sojevi vrste E. faecium izdvojeni iz bolnic¢kih
pacijenata u Hrvatskoj rezistentni su na ampicilin (Tambi¢ AndraSevi¢ i sur., 2018.).

Sposobnost stjecanja rezistencije 1 njeno Sirenje u proteklih 50 godina u€inili su enterokoke

vode¢im uzro¢nicima bolnic¢kih infekcija (Prabaker i Weinstein, 2011.; Werner i sur., 2008.).



2.4.1. Rezistencija na beta-laktamske antibiotike

Djelovanje beta-laktamskih antibiotika temelji se na inhibiciji sinteze bakterijske
stani¢ne stijenke. Vezu se na enzime koji sudjeluju u zavrs$noj fazi sinteze peptidoglikana
stani¢ne stijenke, a uobicajeno se nazivaju proteini koji vezu peniciline (PBP, engl. Penicillin
Binding Proteins). Vezanje beta-laktamskih antibiotika na PBP rezultira propadanjem stanice
(Seol i sur., 2010.). S obzirom na mehanizam djelovanja, ovi antimikrobni lijekovi ne mogu
djelovati na bakterije koje u svojoj gradi nemaju stani¢nu stijenku, kao $to su mikoplazme.

Za enterokoke je specificno sintetiziranje molekule PBP5 koja ima niski afinitet za beta-
laktamske antibiotike (Miller i sur., 2014.). Stoga enterokoki pokazuju nisku razinu
osjetljivosti na ampicilin i penicilin, a rezistentni su na djelovanje polusintetskih penicilina i
cefalosporina (Pintari¢ i Seol Martinec, 2018.).

Zbog urodene smanjene osjetljivosti enterokoka na penicilin 1 ampicilin, uobicajen
baktericidan u¢inak ovih lijekova izostaje. Navedeni se lijekovi mogu primjenjivati, ali u viSim
dozama nego $to je to uobiCajeno za lijeCenje streptokoknih ili drugih infekcija uzrokovanih
srodnim gram-pozitivnim bakterijama (Hollenbeck i Rice, 2012.; Kristich i sur., 2014.). Unato¢
viSim dozama, 1 dalje se postize samo bakteriostatski u¢inak navedenih lijekova. Baktericidan
ucinak moze se posti¢i primjenom izrazito visokih doza koje granice s toksi¢nim te se u praksi
ne primjenjuju (Hollenbeck i Rice, 2012.). Kako bi se zaobiSla toksi¢nost, a postiglo
baktericidno djelovanje, koristi se kombinirana terapija penicilina i lijekova koji s penicilinima
imaju sinergijski uc¢inak. NajceS¢e se takva sinergija postize s aminoglikozidima (Giguére i
sur., 2013.). Iako to¢an mehanizam sinergije nije u potpunosti razjaSnjen, smatra se kako
aminoglikozidi, zbog oStecene stijenke uslijed djelovanja penicilina, mogu prodrijeti u stanicu
u veéoj koncentraciji i posti¢i svoj antimikrobni ucinak (Kristich i sur., 2014.). Stoga su
ampicilin 1 penicilin i dalje lijekovi izbora u lije¢enju enterokoknih infekcija, ali samo u
kombinaciji s aminoglikozidima (Pintari¢ i Seol Martinec, 2018.).

SteCena rezistencija na penicilin i ampicilin izrazito je ¢esta kod vrste E. faecium te
predstavlja problem i izazov u lijeCenju infekcija uzrokovanih ovom vrstom. Rezistencija moze
biti posljedica djelovanja beta-laktamaza (Miller i sur., 2014.), toc¢kastih mutacija gena
odgovornih za ekspresiju/sintezu PBP molekula, poglavito PBP5 molekula (Hollenbeck i Rice,
2012.) ili kombinacije oba mehanizma. Beta-laktamaze kodirane su bla genima koji se nalaze
na plazmidima, a takva je rezistencija obicno niskog stupnja i moze se izbje¢i primjenom

penicilina i inhibitora beta-laktamaze (Miller i sur., 2014.). Medutim, toc¢kaste mutacije u



pravilu uvijek dovode do razvoja rezistencije visokog stupnja pri ¢emu terapija penicilinima

postaje u potpunosti nedjelotvorna (Hollenbeck i Rice, 2012.).

2.4.2. Rezistencija na vankomicin

Vankomicin je antibiotik odobren 1958. godine, no zbog toksi¢nosti i istovremene
pojave sigurnijih lijekova, meticilina 1 cefalotina, nije bio koriSten, osim u rijetkim slucajevima
teskih infekcija kod osoba alergi¢nih na peniciline (Levine, 2006.). U §iru primjenu ulazi 80-
th godina 20. stoljeca, prije svega za lijeCenje pseudomembranoznog enterokolitisa (Levine,
2006.), a od 1990-tih preuzima ulogu ampicilina u lije¢enju infekcija kod ljudi uzrokovanih
sojevima bakterije E. faecium rezistentnih na ampicilin i penicilin (Hammerum, 2012.).

U humanoj medicini, prvi izolati vankomicin-rezistentnih enterokoka (VRE, engl.
Vancomycin resistant enterococci) izdvojeni su 1988. godine u Engleskoj (Uttley i sur., 1988.),
a ubrzo su prijavljeni i u bolnicama u Francuskoj i na isto¢noj obali Sjedinjenih Americkih
Drzava (Cetinkaya i sur., 2000.). Sve Ce$¢a upotreba vankomicina, posebice u bolnicama
krajem 20. stolje¢a, dovela je do neocekivano naglog i brzog porasta broja sojeva enterokoka
rezistentnih na vankomicin. Pojava rezistencije osobito je uocena u sojeva vrste E. faecium,
iako se javlja i u vrste E. faecalis (Cetinkaya i sur., 2000.; Hollenbeck i Rice, 2012.; Levine,
2006.).

U istom periodu, takoder u UK-u, zabiljezena je i prva pojava VRE izdvojenih iz
zivotinja kod kojih vankomicin nikada nije koriSten (Bates i sur., 1993.). Pretpostavlja se da je
uzrok rezistencije kod Zivotinjskih izolata Cesta i kontinuirana upotreba antibiotika avoparcina
koji pripada istoj skupini antimikrobnih tvari kao i vankomicin, a koriSten je od 1970-ih godina
u subterapijskim dozama kao promotor rasta u uzgoju farmskih zivotinja (Garcia-Migura i sur.,
2014.; Rogdz i sur., 2019.).

Vankomicin je antibiotik iz skupine glikopeptida, kojoj pripada i teikoplanin.
Baktericidnog je djelovanja na veéinu gram-pozitivnih bakterija, dok zbog nemoguénosti
prolaska kroz vanjsku membranu koju posjeduju gram-negativne bakterije na njih ne djeluje
(Seol i sur., 2010.). Djelovanje mu se temelji na inhibiciji sinteze peptidoglikana stani¢ne
stijenke vezanjem na peptidni alanin-alanin (D-Ala-D-Ala) kraj prekursora peptidoglikana. U
humanoj medicini naj¢e$¢e se upotrebljava u lijeCenju bolnickih infekcija prouzrocenih

rezistentnim i multirezistentnim gram-pozitivnim bakterijama, kao Sto su meticilin-rezistentni
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sojevi bakterije Staphylococcus aureus (MRSA, engl. Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) 1 multirezistentni enterokoki (Seol isur., 2010., Kristich i sur., 2014.).

Mehanizam rezistencije na glikopeptide temelji se na promjenama ciljnog mjesta
vezanja ovih antibiotika enzimima ligazama. Toc¢nije, jedan od alanina, u prethodno
spomenutom prekursoru sinteze peptidoglikana, zamjenjuje se laktatom ili serinom (D-Ala-D-
Lac ili D-Ala-D-Ser), sto dovodi do zna¢ajnog smanjenja afiniteta vezanja glikopeptida. U
sluaju nastajanja D-Ala-D-Lac peptida, afinitet glikopeptida pada na tisu¢inu, odnosno
sedminu afiniteta u slucaju D-Ala-D-Ser peptida. Do sada je kod enterokoka opisano devet
skupina gena odgovornih za ovaj mehanizam rezistencije: vanA, vanB, vanC, vanD, vanE,
vanG, vanL, vanM i vanN. Ovi geni kodiraju enzime iz skupine ligaza koji sudjeluju u sintezi
stani¢ne stjenke, a svaki van gen kodira jednu od dvije ligaza odgovorne za rezistenciju na
glikopeptide, D-Ala-D-Lac ligazu ili D-Ala-D-Ser ligazu. Nastali enzimi medusobno se
razlikuju prema strukturi i prema mjestu vezanja. Geni koji kodiraju D-Ala-D-Lac ligaze
odgovorni su za razvoj rezistencije umjerenog i visokog stupnja, a geni koji kodiraju D-Ala-
D-Ser ligaze za razvoj rezistencije nizeg stupnja. Sami van geni razlikuju se prema smjestaju
u genomu (na plazmidu ili u kromosomu) o ¢emu ovisi i prijenos na druge enterokoke, prema
inducibilnosti, odnosno konstitutivnoj aktivnosti te stupnju rezistencije na vankomicin i/ili
teikoplanin koju uzrokuju (Courvalin, 2006.; Miller i sur., 2014.).

Geni vanA i vanB su steCeni geni odgovorni za rezistenciju i najce$¢i su razlog
rezistencije enterokoka na vankomicin (Miller i sur., 2014.). Gen vanA kodira enzim D-Ala-D-
Lac ligazu, a vrsta E. faecium smatra se glavnim rezervoarom tog gena. Gen je inducibilan i
odgovoran je za rezistenciju visokog stupnja na vankomicin i teikoplanin. Najcesce se prenosi
transpozonom Tnl1546. Gen vanB takoder kodira tvorbu enzima D-Ala-D-Lac ligaze, no za
razliku od gena vanA, uzrokuje rezistenciju enterokoka samo na vankomicin. Rezistencija je
inducibilna, a moZe biti umjerenog i visokog stupnja. Gen se prenosi transpozonima Tn1547 i
Tn1549 koji se mogu nalaziti na plazmidu ili biti uklopljeni u kromosom (Fry i Jackson, 2013.;
Jahansepas i sur., 2018.; Kak i Chow, 2002.; Rogoz i sur., 2018.).

Vrste E. gallinarum, E. casseliflavus i E. flavescens urodeno su rezistentne na
vankomicin, a rezistencija je posljedica gena vanC koji se nalazi u bakterijskom kromosomu.
Navedeni gen kodira D-Ala-D-Ser ligazu, a uzrokuje rezistenciju niskog stupnja na vankomicin
koja moZe biti konstitutivna ili inducirana (Frye i Jackson, 2013.; Rogoz i sur., 2018.).

Ostali van geni od manjeg su znacaja, steceni su i pojavljuju se sporadicno. Gen vanD
kodira D-Ala-D-Lac ligazu, odgovoran je za umjerenu rezistenciju na vankomicin i teikoplanin

glikopeptida, a ona moze biti konstitutivna ili inducirana. Smjesten je na kromosomu te se
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stoga ne prenosi horizontalno s bakterije na bakteriju konjugacijom. Za razliku od njega, gen
vanM je prenosiv jer se nalazi na plazmidu. On takoder kodira D-Ala-D-Lac ligazu, ali je
odgovoran za visoku rezistenciju na oba glikopeptida i inducibilan je. Geni vanE, vanG i vanL
kodiraju D-Ala-D-Ser ligazu, odgovorni su za nisku rezistenciju na vankomicin, a ne uzrokuju
rezistenciju na teikoplanin. Sva tri gena su inducibilna, smjestena na kromosomu i nije ih
moguce prenijeti na druge bakterijske vrste (Boyd i sur., 2015.; Courvalin, 2006.; Kak i Chow,
2002.; Rogoz i sur., 2018.). Najnovije otkriveni gen, vanN, odgovoran je za rezistenciju niskog
stupnja na vankomicin, a ujedno je i jedini gen za D-Ala-D-Ser ligazu koji je prenosiv
konjugacijom (Lebreton i sur., 2011.; Nomura i sur., 2012.). Smatra se da je ova rezistencija
konstitutivna i da ovaj fenotip moZe pro¢i neprimijec¢en uobicajenim dijagnostickim metodama

koje se trenutacno koriste u mikrobioloskim laboratorijima (Lebreton i sur., 2018.).

2.4.3. Rezistencija na aminoglikozide

Aminoglikozidi su skupina antibiotika slicnog antimikrobnog djelovanja,
farmakokinetiCkih svojstava i toksi¢nosti. Svojstveno im je da remete sintezu bakterijskih
proteina djeluju¢i na bakterijske ribosome, na 30S podjedinicu. Aminoglikozidi djeluju
baktericidno samo na aerobne bakterije, a ne mogu djelovati na anaerobne bakterije ili aerobne
bakterije koje se nalaze u anaerobnim uvjetima (Giguére i sur., 2013.; Seol i sur., 2010.).

Kako bi iskazali svoje antibakterijsko djelovanje, aminoglikozidi moraju prodrijeti u
bakterijsku stanicu. Aktivnim transportom, uz prisutnost kisika, aminoglikozidi prolaze
stani¢nu stijenku i ulaze u stanicu (Giguere i sur., 2013.). Vezanje aminoglikozida na stani¢nu
stijenku uvelike ovisi o koli¢ini samog antibiotika, stoga njihovo djelovanje ovisi o
primijenjenoj dozi (Mckellar i sur., 2004.). Lije€enje se preporucuje provoditi jednom dnevno
visokom dozom kako bi se povecalo antimikrobno, a smanjilo toksi¢no djelovanje ovih
antibiotika (Mckellar i sur., 2004., Giguére i sur., 2013.). Aminoglikozidi imaju i znacajan
postantibiotski u¢inak, jer tijekom terapije ostecuju bakterijske stanice koje su zatim podloZnije
djelovanju obrambenih imunosnih mehanizama domacina. Sto je po¢etna doza aminoglikozida
veca, to je postantibiotski u¢inak dulji (Giguere i sur., 2013.).

Enterokoki urodeno ocituju nizak stupanj rezistencije na sve aminoglikozide, odnosno
otporni su na koncentracije aminoglikozida koje je terapijski moguce posti¢i u tkivu (Kristich
i sur., 2014.). Ova je pojava posljedica smanjenog unosa antibiotika u bakterijsku stanicu zbog

promjene propusnosti membrane, smanjenog transporta kroz membranu i povecanog
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izbacivanja efluks pumpama (Galimand i sur., 2011.) Osim smanjenog unosa aminoglikozida
u stanicu, urodena rezistencija moze biti posljedica enzimatske modifikacije aminoglikozida
ili promjene ciljnog mjesta na ribosomu (Pintari¢ i Seol Martinec, 2018.). Vrsta E. faecium
primjer je za oba mehanizma urodene rezistencije. Ona posjeduje gene za aminoglikozid-
-modificiraju¢i enzim acetiltransferazu (AAC(6')-1i) koji moze inaktivirati tobramicin,
sisomicin, kanamicin i netilmicin (Chow, 2000.). Osim toga, mnogi sojevi sintetiziraju i enzim
fosfotransferazu APH(3")-II1a koji djeluje na kanamicin i amikacin. Takoder, E. faecium ima
sposobnost promjene ciljnog mjesta na ribosomu pomoc¢u rRNA metiltransferaze (EfmM) Sto
Jju €ini otpornom na kanamicin 1 tobramicin (Galimand 1 sur., 2011.).

Zbog svega navedenoga, na enterokoke mogu djelovati samo dva aminoglikozida,
gentamicin i streptomicin (Miller i sur., 2014.). Uz to, aminoglikozidi kod enterokoka mogu
iskazati svoje antimikrobno djelovanje jedino u kombinaciji s penicilinima ili glikopeptidima.
Sinergija se postize samo uz uvjet da nije prisutna steCena rezistencija na peniciline,
glikopeptide i same aminoglikozide (Pintari¢ i Seol Martinec, 2018.).

SteCena rezistencija na aminoglikozide kod enterokoka definira se kao rezistencija
visokog stupnja. Takva rezistencija rezultat je mutacija gena koji ciljno mijenjaju mjesta
djelovanja lijeka i/ili stjecanja gena koji kodiraju aminoglikozid-modificiraju¢e enzime. Ti
geni prenose se plazmidima ili transpozonima, a kodiraju tri tipa enzima: acetiltransferaze
(AAC), adeniltransferaze (AAD) ili nukleotidiltransferaze (ANT) i fosforiltransferaze (APH)
(Kristich i sur., 2014.). Enterokoki mogu steci rezistenciju visokog stupnja na sve lijekove iz
skupine aminoglikozida, no s obzirom na to da su streptomicin i gentamicin jedini koji se
koriste u terapiji, ispituje se samo steCena rezistencija na njih (Chow, 2000.). Ako se
ispitivanjem dokaze rezistencija visokog stupnja na gentamicin, smatra se kako je izolat
rezistentan na sve aminoglikozide izuzev streptomicina. Ste¢enu rezistenciju visokog stupnja
na streptomicin potrebno je provijeriti zasebno (CLSI, 2015).

Kod enterokoka, rezistenciju visokog stupnja na gentamicin najéeS¢e uzrokuje
bifunkcionalni enzim AAC(6")-le/APH(2")-1a. Sojevi koji nose gen za ovaj enzim rezistentni
su na sve aminoglikozide osim streptomicina (Hollenbeck i Rice, 2012.). Rezistenciju na
gentamicin uzrokuju i enzimi fosforiltransferaze iz porodice APH(2")-1, ali ona ¢esto nije tako
visokog stupnja. Unato¢ tome, bakterija koja proizvodi ovaj enzim rezistentna je na sinergijsko
djelovanje gentamicina i penicilina ili glikopeptida (Chow, 2000.).

Rezistencija visokog stupnja na streptomicin najcesée je posljedica mutacija gena koje

dovode do promjena na ciljnom mjestu vezanja aminoglikozida (Eliopoulos i sur., 1984.), a
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moze biti i posljedica djelovanja steCenih gena za adeniltransferaze ANT(6')-1a i ANT(3")-la
(Chow, 2000.).

2.4.4. Rezistencija na tetraciklin

Tetraciklini su skupina antimikrobnih tvari bakteriostatskog djelovanja koji inhibiraju
sintezu proteina vezanjem na 30S podjedinicu, ¢ime sprjecavaju vezanje aminoacil-tRNA na
ribosom. Sirokog su spektra djelovanja, uklju¢ujuéi gram-pozitivne i gram-negativne bakterije,
klamidije, mikoplazme, rikecije i protozoe. Zbog dobrih antimikrobnih svojstava i niske
toksi¢nosti, jedni su od najc¢esce koristenih lijekova u humanoj i veterinarskoj medicini (Chopra
i Roberts, 2001.; EMA/58183/2021).

Osim u lijeCenju, tetraciklini su se godinama koristili u subterapijskim dozama kao
promotori rasta u intenzivnom uzgoju zivotinja, $to je rezultiralo selekcijom velikog broja
tetraciklin-rezistentnih sojeva bakterija pa tako i tetraciklin-rezistentnih enterokoka (Chopra i
Roberts, 2001; Poeta i sur., 2006.). S obzirom na to da su enterokoki rezistentni na tetracikline
Cesto istovremeno rezistentni i na druge antimikrobne tvari (npr. eritromicin, vankomicin,
gentamicin), pretjerana upotreba tetraciklina u veterinarskoj medicini zabrinjavajuca je jer
pogoduje selekciji multirezistentnih sojeva (Hammerum, 2012.; Ngbede i sur., 2017.). Nadalje,
istrazivanja su pokazala kako upotreba tetraciklina u uzgoju svinja i peradi moze utjecati i na
pojavu rezistencije na makrolide, linkozamid i streptogramin B koji se koriste i u humanoj i u
veterinarskoj medicini, a vazni su kao alternativna terapija kompliciranih enterokoknih
infekcija kod ljudi (De Leener i sur., 2005.; Cauwerts i sur. 2007.). Osim kod Zivotinja u
uzgoju, visoki postotci tetraciklin-rezistentnih enterokoka zabiljeZzeni su i kod kuénih
ljubimaca (Kataoka i sur., 2014.).

Rezistencija na tetracikline moze biti posljedica djelovanja efluks pumpi, zastite ciljnog
mjesta vezanja antibiotika proteinima i enzimatske inaktivacije lijeka. Otkriveno je 18 tet i
jedan otr gen koji se povezuju s efluksom tetraciklina iz bakterijskih stanica te sedam tet i jedan
otr gen odgovornih za zastitu ciljnog mjesta proteinima. Osim njih, otkriven je i jedan gen koji
kodira enzim za inaktivaciju tetraciklina (tetX gen), medutim, smatra se kako ta rezistencija
nema klini¢ku vaznost jer je rad enzima ovisan o kisiku, a gen je otkriven samo u anaerobnim
bakterijama (Chopra i Roberts, 2001.).

Kod enterokoka su zastupljena dva mehanizma rezistencije na tetracikline, efluks i

zaStita veznog mjesta na ribosomu. Efluks pumpe specifi¢ne za tetracikline kodirane su genima
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tetK i tetL, a odgovorne su za rezistenciju na tetraciklin i klortetraciklin, ali ne i na minociklin
ili glicilcikline. Gen tetL znatno je pros$ireniji od gena tetkK, a oba se nalaze na malim
prenosivim plazmidima (Chopra i Roberts, 2001.).

Geni tetM, tetO i tetS kodiraju za zastitne proteine koji se vezu na ciljno mjesto vezanja
tetraciklina i1 tako uzrokuju rezistenciju enterokoka na tetraciklin, doksiciklin i minociklin
(Chopra i Roberts, 2001.). Kod enterokoka najrasireniji je gen tetM, odgovoran za rezistenciju
na tetraciklin 1 minociklin, a najce$¢e je smjeSten na konjugativnom transpozonu Tn916
(Aarestrup isur., 2000.; Friedman i sur., 2006.). Ovaj transpozon i njemu sli¢ni genski elementi
naj¢es¢i su nacin Sirenja rezistencije medu gram-pozitivnim bakterijama, a u in vitro uvjetima
dokazan je i prijenos tetM gena iz enterokoka u gram-negativne bakterije (Swartley i sur.,
1993.). Osim na transpozonu, gen tetM moze biti smjesten i na plazmidu, zajedno s genom
ermB, odgovornim za rezistenciju na makrolide, linezolid i streptogramin B (Cauwerts i sur.,
2007.).

Gen tetU posljedn;ji je u nizu otkrivenih tet gena odgovornih za rezistenciju enterokoka
na tetracikline (Chopra i Roberts, 2001.). Otkriven je u vrsti E. faecium (Ridenhour i sur.,
1996.), a pretpostavlja se da je zasluzan za rezistenciju niskog stupnja na tetracikline (Roberts,
2005.). Medutim, s obzirom na to da to¢an mehanizam rezistencije joS uvijek nije razjasnjen,
postavlja se pitanje je li gen tetU uopcée odgovoran za rezistenciju na tetracikline (Caryl i sur.,
2012.).

2.4.5. Rezistencija enterokoka na ostale lijekove

2.4.5.1. Rezistencija na fluorokinolone

Fluorokinoloni, antimikrobni lijekovi razvijeni iz kinolona, inhibiraju aktivnost DNA
giraze 1 topoizomeraze 1V, dvaju enzima vaznih za umnaZanje bakterijske DNA. Ovi lijekovi
slabo do umjereno djeluju na enterokoke, a za to su odgovorni razli¢iti urodeni mehanizmi
rezistencije. Enterokoki posjeduju kromosomske gene za DNA girazu i topoizomerazu IV s
urodenim mutacijama zbog kojih nije moguce ucinkovito vezanje fluorokinolona na ciljna
mjesta (Oyamada i sur., 2006.; Werner i sur., 2010.). Osim navedenih promjena ciljnih mjesta,
na rezistenciju enterokoka utje¢u i mnogobrojne urodeno prisutne efluks pumpe. Efluks pumpe
sprjeCavaju postizanje potrebne koncentracije fluorokinolona u stanici pa, iako su oni
uobicajeno baktericidnog djelovanja, na enterokoke djeluju samo bakteriostatski (Davis i sur.,

2001.; Oyamada i sur., 2006.). Tre¢i urodeni mehanizam rezistencije enterokoka na
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fluorokinolone je zastita ciljnih mjesta na enzimima. Ovaj oblik rezistencije prvotno je otkriven
kod enterobakterija, a posredovan je proteinima Qnr porodice koje kodiraju geni smjesteni na
plazmidima. U genomu vrste E. faecalis otkriven je homologan protein, EfsQnr, koji se
povezuje s urodenom i potencijalno prenosivom rezistencijom na fluorokinolone (Arséne i

Leclercq, 2007.; Kristich i sur., 2014.).

2.4.5.2. Rezistencija na nitrofurantoin

Nitrofurantoin je antimikrobni lijek bakteriostatskog djelovanja koje u visokim dozama
ili kiselom pH mokrace postaje baktericidno. Osim samog nitrofurantoina, 1 njegovi metaboliti
imaju antimikrobno djelovanje (Wijma i sur., 2018.). Kako bi nitrofurantoin iskazao svoje
djelovanje, potrebna je njegova aktivacija redukcijom enzimima nitroreduktazom ili
nitrofuran-reduktazom. Nakon aktivacije, lijek sprje¢ava replikaciju DNA, blokira stani¢no
disanje i metabolizam piruvata, a veze se i na ribosome te remeti njihovu funkciju (Macrobid,
2013.; Tu i Mccalla, 1975.). Kod enterokoka, rezistencija na nitrofurantoin najprije je dokazana
i danas se najcesce javlja kod sojeva vrste E. faecium. Mehanizmi rezistencije dugo nisu bili
poznati, a neki od njih razjasnjeni su tek 2021. godine (Zhang i sur., 2021.). Navedeni autori
kod rezistentnih su izolata dokazali hiperekspresiju gena koji kodiraju za efluksne pumpe i
delecije u genima koji kodiraju enzime nitroreduktaze. JoS uvijek se smatra da su potrebna
dodatna istrazivanja mehanizama odgovornih za rezistenciju na nitrofurantoin, kao i razloga

zaSto je znatno ucCestalija kod sojeva E. faecium nego sojeva E. faecalis.

2.4.5.3. Rezistencija na rifampicin

Rifampicin je antibiotik koji se veze na bakterijsku RNA polimerazu 1 tako sprjecava
sintezu bakterijskih proteina. Rezistencija enterokoka na rifampicin posljedica je mutacije gena
rpoB, koji kodira beta podjedinicu RNA polimeraze, ¢ime se mijenja dio veznog mjesta i
smanjuje afinitet rifampicina za polimerazu. Mutacije navedenog gena dokazane su kod
razli¢itih bakterijskih vrsta, a nastaju vrlo brzo, ve¢ tijekom terapije, pa se lijek vrlo rijetko
koristi samostalno (Kristich i sur., 2014.). Osim mutacija, rezistenciju kod nekih bakterija moze
uzrokovati i inaktivacija lijeka enzimom ADP-ribozilazom (Baysarowich i sur., 2008.; Kristich
isur., 2014.).
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2.4.5.4. Rezistencija na kloramfenikol

Kloramfenikol je bakteriostatski lijek Sirokog spektra djelovanja. Inhibira peptidil-
transferazu, odnosno zaustavlja sintezu bakterijskih proteina (Seol i sur., 2010.). lako su neke
novootkrivene vrste enterokoka urodeno rezistentne (Sedlacek i sur., 2013.), ve¢inom su za
rezistenciju enterokoka na kloramfenikol odgovorni steceni mehanizmi kao Sto su inaktivacija
lijeka enzimima acetiltransferazama i metiltransferazama, izbacivanje lijeka efluksnim
pumpama 1 mutacije na 23S podjedinici ribosoma, ¢ime se mijenja vezno mjesto lijeka
(Kristich i sur., 2014.). Geni koji kodiraju za kloramfenikol-inaktiviraju¢e enzime nalaze se na
plazmidima. Plazmid pIP501 nosi gen cat za acetiltransferazu (Schwarz i sur., 2004.), a in vitro
je dokazan njegov prijenos izmedu enterokoka, streptokoka i stafilokoka (Kristich 1 sur.,
2014.). Uz cat gen, enterokoki mogu steci i cfr gen za metiltransferazu, odgovoran za kriznu
rezistenciju na kloramfenikol, sve oksazolidine, linkozamid, streptogramin A i pleuromutiline
(Liu isur., 2012., Liu i sur., 2013.; Long i sur., 2006.). Takoder, plazmidima se prenose i geni
za efluks pumpe, primjerice gen optrA za efluks pumpu koja kod enterokoka posreduje u
rezistenciji na kloramfenikol, florfenikol, linezolid i tedizolid (Wang i sur., 2015.). Unato¢
detaljnim istrazivanjima soja E. faecalis V583 (vankomicin-rezistentan soj E. faecalis), nisu
pronadeni specificni kromosomski geni ili njihove mutacije, koji bi bili odgovorni za
rezistenciju na kloramfenikol. Primijeeno je preko 600 gena koji su bili ili pojacano
eksprimirani ili suprimirani, a odgovorni su za sintezu transportnih proteina, proteina

membrane i ribosomalnih proteina (Aakra i sur., 2010.).

2.45.5. Rezistencija na "novije” lijekove

Daptomicin je lipopeptidni antibiotik baktericidnog djelovanja, €iji se mehanizam
djelovanja znatno razlikuje od mehanizama ostalih antimikrobnih tvari. Nakon adhezije
ugraduje se u bakterijsku staniénu membranu pri ¢emu nastaju porozni kanali koji omogucuju
brz i lak izlazak iona kalija. Time daptomicin dovodi do depolarizacije membrane, a
posljedi¢no se zaustavlja sinteza DNA 1 proteina (Silverman i sur., 2003.). Daptomicin je u
SAD-u u upotrebi od 2003. godine, a u Europi od 2006. godine (Bender i sur., 2018.), a
rezistencija enterokoka dokazana je vrlo brzo nakon uvodenja lijeka u terapiju (Lesho 1 sur.,
2006.; Long i sur., 2005.; Sabol i sur., 2005.). Rezistencija je posljedica mutacija razli¢itih gena
odgovornih za naboj i sastav membrane te za odgovor na stres, kao $to su gen cls koji kodira

enzim  sintazu  kardiolipina, gen gdpD za enzim  glicerofosforildiester-
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-fosfodiesterazu i gen liaF koji sudjeluje u odgovoru na stres. Navedene mutacije rezultiraju
promjenama u metabolizmu i strukturi fosfolipida i citoplazmatske membrane, §to dovodi do
promjene polariteta membrane i smanjene mogucnosti vezanja daptomicina (Arias i sur., 2011.;
Bender i sur., 2018.; Palmer i sur., 2011.). Ove mutacije samo djelomi¢no objasnjavaju
rezistenciju na daptomicin, a smatra se da prilagodba enterokoka na okolinu i moguénost
ugradnje razli¢itih lipida dostupnih in vivo uzrokuje rezistencije zasad nepoznatog mehanizma
(Saito i sur., 2014.).

Linezolid je prvi oksazolidinonski antibiotik. Odobren je za upotrebu 2000.
godine, a ve¢ 2001. u SAD-u te 2002. u UK-u su zabiljezeni prvi VRE izolati rezistentni na
linezolid (Auckland i sur., 2002.; Gonzales i sur., 2001.). Vezanjem na 50S podjedinicu
ribosoma, linezolid inhibira pocetni korak u sintezi bakterijskih proteina. Smatra se lijekom s
bakteriostatskim djelovanjem, no za pneumokoke, streptokoke grupe A, Bacteroides fragilis i
Clostridium perfringens je baktericidan (Norrby, 2001.). Rezistencija enterokoka na linezolid
posljedica je mutacija u 23S podjedinici ribosoma kojom se smanjuje afinitet vezanja lijeka ili
se njegovo vezanje u potpunosti sprjecava (Bender i sur., 2018.; Marshall i sur., 2002.).
Takoder, otkriveno je da pojedini sojevi enterokoka mogu ugraditi plazmide koji nose cfr gen
za metiltransferazu koja uzrokuje metilaciju na poziciji A2503 u 23S podjedinici ribosoma sto
mijenja vezno mjesto za antibiotik (Diaz i sur., 2012.). Gen cfr ujedno je odgovoran za kriznu
rezistenciju na sve oksazolidine, linkozamid, streptogramin A, pleuromutiline i kloramfenikol
(Bender i sur., 2018.; Liu i sur., 2012., Liu i sur., 2013.; Long i sur., 2006.). Gen optrA jedan
je od kasnije otkrivenih gena odgovornih za rezistenciju enterokoka na linkozamid. Smjesten
je na plazmidu, a kodira efluks pumpu i uzrokuje rezistenciju na oksazolidinone i fenikole
(Bender i sur., 2018.). Osim poznatih mehanizama rezistencije, mnogo je onih o kojima se ne
zna gotovo nista 1 koje tek treba istraziti (Bender i sur., 2018.). Rezistencija na linezolid
prosirila se izrazito brzo, a dokazana je medu enterokokima humanog, Zivotinjskog i okoliSnog

porijekla te enterokokima u hrani.

Streptogramini A i B koriste se u kombinaciji u lijeku
kvinupristin/dalfopristin, pri ¢emu je dalfopristin streptogramin A (70 % lijeka), a kvinupristin
streptogramin B (preostalih 30 %) (Linden i sur., 2001.). Streptogramini u ovoj kombinaciji
djeluju sinergijski i iskazuju baktericidni u¢inak na ve¢inu gram-pozitivnih koka djelujué¢i na
ribosome pri ¢emu remete sintezu bakterijskih proteina (Pintari¢ i Seol Martinec, 2018.). Vrsta

E. faecalis urodeno je rezistentna na streptogramin A, stoga se ova kombinacija streptogramina
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koristi samo u lijeCenju infekcija uzrokovanih vankomicin-rezistentnim sojevima vrste E.
faecium. Urodena rezistencija vrste E. faecalis posljedica je ekspresije integriranog
membranskog proteina Lsa, kodiranog Isa genom, koji nije prisutan ni u jednoj drugoj vrsti
enterokoka (Singh i Murray, 2005.). Protein Lsa ima ulogu transportnog proteina unutar
efluksne pupme koja izbacuje toksi¢ne tvari iz bakterijske stanice, a medu njima i molekule
streptogramina A, pleuromutilina i linkozamida, $to rezultira rezistencijom vrste E. faecalis na
navedene lijekove (Singh 1 sur., 2002.). SteCena rezistencija enterokoka na streptogramine
moze se razviti kao posljedica promjene ciljnog mjesta vezanja lijeka, inaktivacije lijeka i
izbacivanja lijeka efluksnim pumpama, a obi¢no je potrebno istovremeno djelovanje vise
mehanizama za postizanje visokog stupnja rezistencije i potpune nedjelotvornosti ovog lijeka
(Hollenbeck i Rice, 2012.). Rezistencija na streptogramin A moze biti posljedica stjecanja cfr
gena, jednako kao i kod rezistencije na linezolid (Bender i sur., 2018.; Cercenado i sur., 2010.;
Diaz isur., 2012.). Uz to, rezistencija moze biti posljedica acetilacije (ako bakterije prime VatH
gen) i efluksa (zbog transportnog proteina kodiranog Vga genom) (Kak i Chow, 2002.).
Rezistencija na streptogramin B najcesce je kodirana genom ermB koji je izrazito proSiren
medu enterokokima, osobito u izolatima vrste E. faecium. Ovaj gen kodira enzim eritromicin
metilazu koja uzrokuje promjenu ciljnog mjesta na ribosomu. Ciljno mjesto zajednicko je
makrolidima, linkozamidu 1 streptograminu B pa je posljedica djelovanja ovog enzima krizna
rezistencija na navedene antimikrobne lijekove, a moze biti inducibilna i konstitutivna. lako su
bakterije s ovim genom rezistentne na streptogramin B, lijek kvinupristin/dalfopristin i dalje je
djelotvoran (Kristich i sur., 2014.).

Tigeciklin je derivat minociklina, pripadnik je glicilciklina i bakteriostatskog
je djelovanja, a aktivan je protiv §irokog spektra mikroorganizama. Djeluje vezanjem za 30S
podjedinicu ribosoma i ko¢i sintezu proteina (Bender i sur., 2018.). lako ima dobro in vitro
djelovanje protiv enterokoka, u krvi se tesko postizu potrebne koncentracije te se najcesce ne
koristi kao monoterapija (Selleck 1 sur., 2019.). U lijecenju enterokoknih infekcija koristi se u
kombinaciji s drugim lijekovima, osobito ako je infekcija uzrokovana vankomicin-rezistentnim
enterokokima. Rezistencija na ovaj lijek posljedica je mutacija u genima tetM i tetL,
odgovornima za rezistenciju enterokoka na tetracikline. Zbog mutacije, geni su
hipereksprimirani te se uz rezistenciju na tetracikline razvija i rezistencija na tigeciklin (Cattoir
i sur., 2015.; Fiedler i sur., 2016.). Nadalje, otkriveno je da se rezistencija javlja i zbog mutacija
gena rpsJ koji kodira 10S podjedinicu ribosoma (Beabout i sur., 2015.; Cattoir i sur., 2015.;
Fiedler i sur., 2016.; Niebel i sur., 2015.).
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2.5. Enterokoki kao uzrocnici infekcija

Bakterije roda Enterococcus smatraju se uvjetno patogenim bakterijama koje rijetko
uzrokuju infekcije. Ipak, u posljednjih 50 godina infekcije uzrokovane ovim bakterijama su u
porastu, a u humanoj medicini enterokoki su vrlo visoko na listi naj¢e$¢ih uzroénika bolnickih
infekcija. Najznacajnije i najéesce vrste izdvojene iz klinickih uzoraka humanog i Zivotinjskog
porijekla su E. faecium i E. faecalis (Lebreton i sur., 2014.; Malani i sur., 2002.; Zaheer i sur.,
2020.). Osim njih, infekcije sporadi¢no uzrokuju i vrste E. durans, E. hirae, E. mundtii, E.
casseliflavus, E. gallinarum i E. avium, znatno ¢es¢e kod zivotinja nego kod ljudi (Lebreton i
sur., 2014.; Said i sur. 2021.).

Do sredine 90-ih godina proslog stoljeca, vrsta E. faecalis dominirala je medu klini¢kim
izolatima enterokoka (90 — 95 %), dok se vrsta E. faecium znatno rjede izdvajala (Huycke i sur.
1998.). Znacajan porast broja izolata vrste E. faecium u klini¢kim uzorcima zapoc¢inje krajem
20. stoljeca, osobito izolata rezistentnih na ampicilin, fluorokinolone i vankomicin (Arias i

Murray, 2012.; Gilmore i sur., 2013.; Said i sur., 2021.).

2.5.1. Infekcije kod ljudi

Enterokoki su jedine patogene gram-pozitivne bakterije koje se povezuju s visokim
rizikom od smrti (Hammerum, 2012.). Vecina infekcija uzrokovanih enterokokima su bolnicke
infekcije, a u proteklim desetlje¢ima enterokoki su zbog svoje rezistencije postali jedni od
naj¢e$¢ih uzroc¢nika kompliciranih i teSko lje¢ivih infekcija (Guzman Prieto i sur., 2016.;
Hidron i sur., 2008.; Said i sur., 2021.).

Enterokoki mogu uzrokovati razliite infekcije kod ljudi, a najcesée su to infekcije
mokrac¢nog sustava, endokarditis, bakterijemija i infekcije rana (Selleck i sur., 2019.). Uzrokuju
5 — 15 % slucajeva infektivnog endokarditisa, najozbiljnije enterokokne infekcije kod ljudi, a
vrsta E. faecalis je najces¢i uzro¢nik (Murdoch i sur., 2009.). Smrtnost je nesto niZza nego u
endokarditisa uzrokovanih drugim bakterijama, ali ipak je znacajna i krece se izmedu 9 1 15
% (McDonald i sur., 2005.).

Enterokoki su drugi po ucestalosti uzro¢nici bolnickih bakterijemija (Ceci i sur., 2015.;
Hidron i sur., 2008.; Said i sur., 2021.), ¢ija se smrtnost kre¢e izmedu 25 150 % (Selleck i sur.,

2019.). Bakterijemije uzrokovane vrstom E. faecium ucestalije su od onih uzrokovanih vrstom
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E. faecalis, a imaju i vecu stopu smrtnosti koja kod kroni¢nih bolesnika moze iznositi i do 75
% (Perez-Garcia i sur., 2015.; Selleck i sur., 2019.).

U jedinicama intenzivne njege, 15 — 20 % svih bolni¢kih infekcija mokra¢nog sustava
uzrokovano je enterokokima, a VRE izolati su postali jedni od vodecih uzro¢nika (Ceci i sur.,
2015.; Hidron i sur., 2008.; Said i sur., 2021.).

Osim navedenih infekcija, enterokoki mogu uzrokovati i infekcije mekih tkiva koje su
najéedée multikauzalne, dok kao jedini uzrocnik mogu dovesti do peritonitisa. Cesto su
uzroc¢nici infekcija korijena zuba, a rjede uzrokuju meningitis, hematogeni osteomijelitis,
septicki artritis 1 upalu plu¢a. Uz to, mnoge studije povezuju povecanu zastupljenost
enterokoka u okoliSu s dermatoloSkim bolestima 1 bolestima probavnog sustava (Higuita 1

Huycke, 2014.; Selleck i sur., 2019.).

2.5.2. Infekcije kod Zivotinja

Gastrointestinalni trakt Zivotinja predstavlja najve¢i izvor enterokoka u biosferi
(Gilmore 1 sur., 2013.). lako su enterokoki kod Zivotinja, kao 1 kod ljudi, primarno komenzalne
bakterije, oni mogu biti uzroc¢nici razli¢itih infekcija. Ve¢inom uzrokuju infekcije mokraénog
sustava, rana, zvukovoda i genitalnog sustava zenki. Takoder, uzrokuju i upalne bolesti crijeva,
poput enterokolitisa, a rijetko mogu uzrokovati i endokarditis i meningoencefalitis (Cartwright
isur., 2020.; Harvey i sur., 2021.; Szalus-Jordanow i sur., 2021.; Torres i sur., 2018.; Van Loon
i sur., 2020.; Willis i sur., 2019.). Zbog obitavanja u usnoj Supljini, sli¢no kao i kod ljudi,
enterokoke se povezuje s parodontalnom bolesti pasa (Oliviera i sur., 2016.).

Enterokoki mogu uzrokovati mastitis kod goveda, koza i ovaca, dijareju kod pasa,
macaka, zdrjebadi, goveda i svinja te endokarditis i1 bakterijemiju kod peradi (Aarestrup i sur.,
2002.; Bisgaard i sur., 2010.; EI-Zamkan i Mohamed, 2021.; Jang i sur., 2019.; Nam i sur.,
2010.). Takoder, dokazan je i spondilitis u peradi uzrokovan enterokokima (Borst i sur., 2017.).

Prisutnost pojedinih rezistentnih sojeva enterokoka izdvojenih iz Zivotinja potvrdena je

i kod ljudi te se smatra potvrdom njihova prijenosa na ljude (Hammerum, 2012.).
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2.6. Terapija infekcija uzrokovanih enterokokima

Lijecenje enterokoknih infekcija tesko je i dugotrajno, a uvelike ovisi o slozenosti i mjestu
infekcije te vrsti enterokoka koja ju uzrokuje. Osnovni problem je urodena rezistencija
enterokoka na velik broj antimikrobnih tvari, kao i ¢injenica da velik broj lijekova inace
baktericidnog djelovanja kod enterokoka ima samo bakteriostatski uc¢inak (Arias i Murray,
2012.; Weese i sur., 2021.). Uz to, enterokoki lako stjeCu nove mehanizme rezistencije pa se
izbor djelotvornih lijekova smanjuje (Arias i Murray, 2012.). U terapiji teskih infekcija,
poglavito endokarditisa, nuzan je baktericidan ucinak lijeka zbog nedostupnosti bakterija
imunosnom sustavu (Arias i sur., 2010.; Munita i sur., 2012.). To se mozZe posti¢i tek
istovremenom primjenom barem dvaju djelotvornih antimikrobnih lijekova (Arias i Murray,
2008.; Munita i sur., 2012.). Daljnji problem u lijeCenju predstavlja odabir djelotvornog lijeka
kod infekcija uzrokovanih multirezistentnim sojevima enterokoka (Arias i sur., 2010.; Munita
i sur., 2012.).

Prije terapije, 1 u humanoj 1 u veterinarskoj medicini, nuzno je odrediti osjetljivost izolata
na antimikrobne lijekove koji mogu posluziti u terapiji, $to u humanoj medicini, osobito kod
bolnic¢kih infekcija, podrazumijeva i ispitivanje osjetljivosti na vankomicin. Takoder, kod
teskih, za po zivot opasnih infekcija ljudi, kao S§to su endokarditis, bakterijemija 1 meningitis,
preporucuje se provesti identifikaciju uzro¢nika do vrste kako bi se rezultati osjetljivosti mogli
tumaciti s ve¢om sigurnos¢u (Cetinkaya i sur., 2000.).

U humanoj medicini postoje smjernice za lijeCenje 1 preporuke za optimalne kombinacije
lijekova ovisno o infekciji, no u veterinarskoj medicini takvih specifi¢nih smjernica za lijeCenje
enterokoknih infekcija nema (KuKanich i Lubbers, 2015.). Jedina preporuka preuzeta je iz
humane medicine, a odnosi se na primarnu terapiju enterokoknih infekcija koja ukljucuje
upotrebu ampicilina ili penicilina G za jednostavnije infekcije te kombinaciju penicilina i
aminoglikozida za komplicirane infekcije (Seol i sur., 2010.; Weese i sur., 2021). Najveéi
problem u lijeCenju predstavlja odabir djelotvorne terapije kod infekcija uzrokovanih
multirezistentnim sojevima, osobito ako je rije¢ o mjeSovitim infekcijama ili prisutnosti
biofilma (Dorsch i sur., 2019.).

Prepoznavanje sinergizma penicilina i aminoglikozida te uocavanje baktericidnog uéinka
ove kombinacije lijekova, znacajno je utjecalo na uspjeh lijeCenja teSkih enterokoknih
infekcija, endokarditisa i bakterijemije (Arias i sur, 2010.; Munita i sur., 2012.). Danas se u
terapiji endokarditisa koristi kombinacija penicilina ili aminopenicilina s aminoglikozidom

(Baddour i sur., 2005.; Munita i sur., 2012.; Seol i sur., 2010.). Smatra se da su aminopenicilini
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bolji izbor od penicilina jer su potrebne znatno nize koncentracije lijeka da bi se postigao
jednak uéinak, ali nuzno je kod uzro¢nika iskljuéiti prisutnost beta-laktamaza (Murray, 2000.;
Weese i sur., 2021.). Od aminoglikozida, gentamicin pokazuje nesto bolji sinergijski u¢inak od
streptomicina pa se smatra boljim izborom za lije¢enje (KuKanich i Lubbers, 2015.).

Velik broj izolata vrste E. faecium humanog porijekla rezistentno je na ampicilin, a porast
rezistencije uocen je i u veterinarskoj medicini (Damborg i sur., 2009.; Oteo i sur., 2007.).
Umjesto penicilina i ampicilina, u humanoj se medicini moze koristiti i vankomicin (Fraser i
sur., 2021.) S obzirom na to da njegova upotreba nije dozvoljena u veterinarskoj medicini, u
slucaju penicilin-rezistentnin sojeva, koriste se antibiotici drugih skupina, kao S§to su
tetraciklini ili fluorokinoloni (Weese i sur., 2021.).

U lijecenju infekcija donjeg mokra¢nog sustava, i u humanoj i u veterinarskoj medicini,
preporuka je koristiti nitrofurantoin zbog svojstva ukoncentriravanja u mokra¢nom mjehuru
(Weese i sur., 2021.). Takoder, iz istog razloga mogu se Koristiti i fosfomicin ili doksiciklin
(Heintz i sur., 2010.; Weese i sur., 2021).

Fluorokinoloni slabo djeluju na enterokoke te se ne preporucuju u lije¢enju teskih infekcija
kod ljudi (Arias i Murray, 2008.), no mogu se koristiti u lijeGenju nekompliciranih infekcija
koze, mekih tkiva i jednostavnih infekcija mokra¢nog sustava ljudi i1 zivotinja (Landman 1
Quale, 1997.; Weese i sur., 2021.).

Kloramfenikol se vrlo rijetko koristi; u veterinarskoj medicini samo za lije¢enje infekcija
uzrokovanih multirezistentnim enterokokima za koje viSe nema drugog izbora lijeka (Weese i
sur., 2021.). U humanoj medicini koristi se u lijeCenju teSkih infekcija (bakterijemije i
endokarditisa) uzrokovanih VRE izolatima, poglavito vrstom E. faecium (Arias i Murray,
2010.; Civljak i sur., 2014.; Norris i sur., 1995.; Safdar 1 sur., 2002). Osim toga, koristi se i u
lijecenju infekcija srediSnjeg Ziv€anog sustava, poput meningitisa i ventrikulitisa (Scapellato i
sur., 2005.). Zbog velike toksi¢nosti za kostanu srz, kloramfenikol je lijek koji se koristi samo
kad su svi lijekovi i sve kombinacije lijekova nedjelotvorne (Kristich i sur., 2014.).
uzrokovanih VRE izolatima, su daptomicin i linezolid (Arias i Murray, 2008.; Falagas i sur.,
2006.; Jenkins, 2007.; Mohr i sur., 2009.; Selleck i sur., 2019.). Koriste se isklju¢ivo u humanoj
medicini, u bolni¢koj sredini sa strogom kontrolom koncentracija lijekova i samo za teske, po
zivot opasne infekcije (bakterijemija i endokarditis) (Arias i Murray, 2010.). Rezistencija
enterokoka na oba lijeka je rijetka, ipak, pojedine zemlje biljeZe porast broja rezistentnih izolata

(Jahansepas i sur., 2018.; Tambi¢ Andrasevi¢ i sur., 2019.).
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Za infekcije uzrokovane vankomicin-rezistentnim izolatima vrste E. faecium, u humanoj se
medicini koristi i kombinacija streptogramina A i B, odnosno lijek kvinupristin/dalfopristin
(Arias 1 Murray, 2010.). Zbog urodene rezistencije na steptogramin A, lijek se ne koristi za
lijeCenje infekcija uzrokovanih vrstom E. faecalis (Singh i Murray, 2005.). Prema novim
istrazivanjima, 1 rezistencija na ovaj lijek sve je prisutnija, primjerice, Jahansepasa i sur.
(2018.) u svojem su istrazivanju ustanovili kako je 100 % izdvojenih VRE izolata E. faecium
bilo rezistentno na ovu kombinaciju lijekova.

Tigeciklin je lijek odobren za lijeCenje infekcija uzrokovanih vrstom E. faecalis, i to
infekcija koze i mekih tkiva (Arias i Murray, 2010.). Iako su neki sojevi vrsta E. faecium
osjetljivi, upotreba tigeciklina se kod infekcija uzrokovanih ovom vrstom ne preporucuje
(Rubinstein i Vaughan, 2005.). U lijeenju teskih infekcija, uzrokovanih vankomicin-
rezistentnim enterokokima, tigeciklin se moze kombinirati s daptomicinom, no zbog teskih
nuspojava ova se kombinacija koristi samo u slucajevima kad nema drugog izbora lijeka

(Jenkins, 2007.).

2.7. Enterokoki kao javnozdravstveni problem

Zbog urodene rezistencije 1 velike sposobnosti stjecanja novih mehanizama rezistencije te
mogucnosti horizontalnog i vertikalnog prijenosa gena odgovornih za rezistenciju, enterokoki
predstavljaju opasnost za zdravlje Zivotinja i ljudi.

Defekacijom Zivotinja i ljudi, enterokoki dospijevaju u okoli§ — u tlo, vode i na biljke. Zbog
obitavanja u gastrointestinalnom sustavu prakticki svih Zivotinja Siroko su rasprostranjeni, a s
njima i svi njihovi geni, pa tako i geni odgovorni za rezistenciju. Zbog svoje otpornosti na
vanjske uvjete dugo se zadrzavaju u prirodi, §to im omogucuje kontakt s raznim zivotinjama.
Kuéne muhe poznate su kao prenosioci razliCitih patogenih mikroorganizama, pa tako i
enterokoka s kojima su bile u kontaktu tijekom leta i hranjenja (Ghosh i sur., 2014.;
Khamesipour i sur., 2018.). Istrazivanja provedena na farmama velikih Zivotinja istaknula su
kako muhe i drugi kukci mogu biti rezervoari i vektori rezistentnih enterokoka (Ahmad i sur.,
2011.; Macovei i sur., 2008.). Osim na farmama, muhe kao nosioci rezistentnih enterokoka
dokazane su 1 u restoranima brze hrane, a potvrden je i prijenos enterokoka iz muha na gotovu
hranu (Macovei i Zurek, 2006.; Macovei i sur., 2008.).

Osim muha, Koje su prisutne u svim staniStima, novi nacin Sirenja enterokoka i gena za

rezistenciju postaju komarci i termiti, iz kojih su izdvojene dvije novije vrste enterokoka, E.
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rotai i E. termitis (Sedlagek i sur., 2013.; Svec i sur., 2006). Rezistentni enterokoki izdvojeni
su iz uzoraka razli¢itih divljih zivotinja, kuénih ljubimaca i farmskih Zivotinja s kojima je
¢ovjek u neposrednom kontaktu: peradi, svinja i goveda.

Prema Cauwerts i sur. (2007.), rezistentni sojevi enterokoka prisutni u crijevima peradi
gene odgovorne za rezistenciju mogu prenijeti na druge patogene bakterije. Nadalje, enterokoki
se mogu, izravno ili posredno, prenijeti na covjeka i uzrokovati infekciju ili predstavljati izvor
gena odgovornih za rezistenciju drugim bakterijama gastrointestinalnog sustava ¢ime posredno
predstavljaju opasnost za ljudsko zdravlje (Cauwerts i sur., 2007.; Hammerum, 2012.). Larsen
i sur. (2011.) dokazali su prisutnost genetski identi¢nih izolata kod svinja i ljudi te time
potvrdili moguénost prijenosa patogenih bakterija sa Zivotinje na ¢ovjeka 1 obratno te ukazali
na realnu opasnost prijenosa patogenih sojeva.

Jedan od uzroka nastanka i Sirenja rezistentnih i multirezistentnih izolata enterokoka
upotreba je antibiotika u subterapijskim dozama u svrhu promocije rasta zivotinja koje sluze
za prehranu ljudi. Stoga je u svim zemljama Europske unije zabranjeno koriStenje svih
antimikrobnih tvari kao aditiva u hrani za Zivotinje. Unato¢ zabrani i vremenskom odmaku od
20-ak godina, VRE i druge MDR bakterije i dalje su prisutne u zivotinjama i okoliSu (Herrero
i sur., 2004.; Ngbede i sur., 2017.).

Enterokoki izdvojeni iz kuénih ljubimaca slabo su istrazeni, iako je dokazano da je
vjerojatnost infekcije ljudi izolatima iz kuénih ljubimaca veca nego onima porijeklom iz
farmskih Zivotinja (Ossiprandi i Zerbini, 2015.). Neka od istrazivanja potvrdila su prisutnost
MDR sojeva enterokoka u ljubimcima te ih se smatra mogucéim rezervoarom gena za
rezistenciju (Cinquepalmi i sur., 2013.; Damborg i sur., 2009.; Jackson i sur., 2009.; Kataoka i
sur., 2014.; Troscianczyk i sur., 2021.).

Pojava multirezistentnih 1 vankomicin rezistentnih sojeva enterokoka te moguénost
prijenosa gena rezistencije na osjetljive bakterije, poglavito one kojima je vankomicin jedini
djelotvorni lijek (npr. MRSA), predstavlja opasnost za javno zdravlje (Armin i sur., 2017.;
Levine, 2006.; Rogoz i sur., 2019.). Velik broj bolni¢kih sojeva vec¢ je rezistentan na peniciline
ili posjeduje rezistenciju visokog stupnja na aminoglikozide, ¢ime je onemogucéeno koristenje
navedenih lijekova u terapiji (Said i sur., 2021.; Tambi¢ Andrasevi¢ i sur., 2015., 2020.). Uz
to, brzo Sirenje VRE izolata predstavlja iznimno velik problem u lije€enju enterokoknih
infekcija jer su oni u pravilu uvijek i multirezistentni. Pored toga, istraZivanja iz cijelog svijeta
svakodnevno otkrivaju sojeve enterokoka rezistentne i na novije lijekove poput linezolida,
kvinupristin/dalfopristin, tigeciklina i/ili daptomicina (Bender i sur., 2020.; Egan i sur., 2021.;
Hassani i sur., 2018.; Wardenburg i sur., 2019.).
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Tijekom posljednja tri desetlje¢a, vankomicin-rezistentni sojevi enterokoka, osobito vrsta
E. faecium i E. faecalis, postali su jedni od vodecih uzro¢nika bolnickih infekcija (Ngbede i
sur., 2017.; Repac Anti¢ i sur., 2018.; Said i sur., 2021.). Upravo zbog multirezistencije
Svjetska zdravstvena organizacija uvrstila je vrstu E. faecium u skupinu bakterija za koje je

nuzno proizvesti nove antimikrobne lijekove (WHO, 2017.).

2.8. Enterokoki kao indikatori fekalnog zagadenja

Enterokoki su jedne od prvih bakterija koje koloniziraju gastrointestinalni sustav, a u fecesu
dovjeka nalaze se u velikom broju, 10* — 10° bakterija po gramu fecesa (Layton i sur., 2010.).
Zbog toga, kao 1 Cinjenice da su prisutni kod svih ljudi, smatraju se pokazateljima fekalnog
zagadenja. Prisutnost enterokoka na rukama na rukama ljudi takoder se koristi i kao pokazatelj
higijene ruku (Boehm i Sassoubre, 2014.).

Upotreba enterokoka kao pokazatelja fekalnog zagadenja nije jednostavna jer se enterokoki
nalaze u GI sustavu gotovo svih Zivotinja, na biljkama, u tlu i vodama pa je procjena, je li zaista
rije¢ o zagadenju uzrokovanom ljudskom djelatnosc¢u ili je prisutnost enterokoka posljedica
njihove prirodne rasprostranjenosti u biosferi, otezana (Byappanahalli i sur., 2012.; Layton i
sur., 2010.; Nowakiewicz i sur., 2020.). Identifikacija vrste ili geneti¢ka karakterizacija ljudima
specificnih enterokoka uvelike bi pomogla u procjeni porijekla zagadenja, odnosno
razlikovanju humanog fekalnog zagadenja i prirodne prisutnosti bakterija. Primjerice, vrste E.
faecium i E. faecalis znatno ¢eS¢e obitavaju u GI sustavu ljudi nego u okoliSu, za razliku od
vrsta E. casseliflavus i E. mundtii, za koje se smatra da obitavaju prvenstveno u okoliSu,
posebice na biljkama (Byappanahalli i sur., 2012.; Zaheer i sur., 2020.). Unato¢ jasnoj ideji i
postojanju molekularnih metoda, gotovo je nemoguée definirati vrste ili barem sojeve
enterokoka specificne za covjeka jer se mnogi sojevi, izvorno smatrani humanima, sve ¢esce
izdvajaju 1 iz uzoraka Zivotinjskog porijekla i okoliSa, u kojem nema vidljivog fekalnog
zagadenja (Boehm i Sassoubre, 2014.).

Zbog vaznosti enterokoka kao pokazatelja fekalnog zagadenja te potrebe za brzim i
pouzdanim otkrivanjem enterokoka u razli¢itim uzorcima (bazenske i kopnene vode, more, tlo,
proizvodi Zivotinjskog porijekla, biljke, feces), razvijene su razlicite analiticke i mikrobioloSke
metode prilagodene pojedinom tipu uzorka, ali i prostoru i uvjetima u kojima se provodi

kontrola fekalnog zagadenja (Edge i Boehm, 2010.).
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2.9. Enterokoki u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji

Enterokoki se ve¢ stolje¢ima koriste u proizvodnji tradicionalnih fermentiranih proizvoda,
no izostaje njihova upotreba i u suvremenoj industriji hrane i farmaceutskoj industriji
probiotika. Glavni razlog tome je dvojaka uloga enterokoka u biosferi, kao komenzala i
uzroc¢nika infekcija. Zbog gena odgovornih za rezistenciju, koje ove bakterije vrlo ¢esto nose,
ukljucujudi i sojeve vezane iskljucivo uz prehrambene proizvode, bakterije ovog roda nemaju
status GRAS bakterija (GRAS, engl. Generally recognised as safe) te je njihova upotreba
limitirana i strogo kontrolirana (Ben Braiek i Smaoui, 2019.; Vukusi¢ i Zdolec, 2020.).

Kao predstavnici bakterija mlijeCne kiseline, enterokoki imaju vaZznu ulogu u
mikrobiologiji hrane. Smatra se da su tome pogodovala njihova tolerancija na Sirok spektar
temperatura, niska toksi¢nost te sposobnost fermentacije i zakiseljavanja okoliSa, kao 1
¢injenica da uobicajeno kontaminiraju sirovo meso 1 mlijecne proizvode (Franzisur., 2011.).
Enterokoki sudjeluju u procesu zrenja i razvoju organoleptickih svojstava hrane svojim
proteolitickim 1 esterolitickim svojstvima, ¢ime doprinose vecoj kvaliteti proizvoda (Foulquié
Moreno i sur., 2006.; Franz i sur., 2011.; Giraffa, 2002.; Manolopoulou i sur., 2003.). Unato¢
pozitivnoj ulozi u dozrijevanju hrane, enterokoke se povezuje i s njezinim kvarenjem. Ipak,
zbog sposobnosti stvaranja enterocina, kojima spreCavaju rast mnogih gram-pozitivnih
bakterija, i dalje se smatraju vaznima u prehrambenoj industriji (Alonso-Calleja i sur., 2004.;
Vukusi¢ i Zdolec, 2020.). Enterokoki, najées¢e vrste E. faecium i E. faecalis, koriste se na
prostoru Mediterana u proizvodnji tradicionalnih sireva. Osim toga, vazni su u proizvodnji
fermentiranih suhomesnatih proizvoda, Spanjolskih maslina te azijskih i africkih fermentiranih
proizvoda biljnog porijekla (Ben Braiek i Smaoui, 2019.; Foulquié Moreno i sur., 2006.;
Giraffa, 2002; De Castro i sur., 2002.).

Zbog dobrih probiotskih svojstava, nekoliko sojeva bakterije E. faecium istrazivano je kao
moguci probiotik. Soj E. faecium SF68 najbolje je ispitan te je ponegdje i u primjeni kao
probiotik za lijeCenje dijareje u ljudi (Greuter i sur., 2020.; Holzapfel i sur., 2018.). Usto,
istraZivana je njegova upotreba u probiotskim prehrambenim proizvodima u svrhu smanjenja
kolesterola ili ublazavanja simptoma iritabilnog crijeva. Osim u humanoj medicini, ovaj se soj
koristi i u veterinarskoj medicini, kao promotor rasta u uzgoju peradi, imunomodulator kod
kuénih ljubimaca i za lijeCenje dijareje kod svinja, u sinergiji sa sojem E. faecium DSM 10633.
Osim navedenih sojeva, i soj E. faecium EF212 koristi se u veterinarskoj medicini, poglavito u
stoCarstvu kao preventivna terapija u sprjeCavanju metabolicke acidoze goveda 1 kao promotor

rasta teladi (Ben Braiek i Smaoui, 2019.; Franz i sur., 2011.; Selleck i sur., 2019.). Usprkos
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op¢enito dobroj u¢inkovitosti i sigurnosti, upotreba enterokoknih probiotika ogranicena je te je
odobrena u manjem broju zemalja (Aarestrup i sur., 2002.; Ben Braiek i Smaoui, 2019.; Franz
i sur., 2011.; Holzapfel i sur., 2018.).

2.10. Enterokoki u Republici Hrvatskoj

U Hrvatskoj je objavljeno tek nekoliko istrazivanja s enterokokima kao uzro¢nicima
infekcija. Sva se odnose na enterokokne infekcije kod ljudi i govore u prilog maloj
zastupljenosti  vankomicin-rezistentnih izolata enterokoka. Medutim, zabiljezena je
rezistencija na druge antibiotike, poglavito rezistencija na peniciline i rezistencija visokog
stupnja na aminoglikozide, $to predstavlja problem u izboru djelotvorne terapije (Bielen i sur.,
2018.; Gveri¢ Grgini¢ i sur., 2014.; Jakovac i sur., 2017.; Repac Anti¢ i sur., 2018.).

S obzirom na opasnost od selekcije multirezistentnih izolata 1 njihova brzog Sirenja, osobito
u bolnickom okruzenju, enterokoki su uklju¢eni u godiSnje izvjeStaje o nadzoru rezistencije
bakterija u Republici Hrvatskoj (Tambi¢ AndraSevi¢ i sur., 2015., 2017., 2018., 2020.;
Vodnica-Martucci i Krilanovi¢, 2019.). 1z najnovijeg izvjesStaja, vidljivo je kako vrsta E.
faecalis dominira medu izoliranim enterokokima, ali i kako je vrsta E. faecium u vec¢em
postotku rezistentna. Rezistencija na vankomicin joS je uvijek rijetka kod vrste E. faecalis (< 1
%), dok je kod vrste E. faecium u stalnom porastu (1 % u 2012. godini, 5 % u 2013., 7 % u
2014., 15 % u 2015., 17 % u 2016., 16 % u 2017., 18 % u 2018., 33 % u 2019.). Od 2015.
godine, osim §to je uocen porast rezistencije na vankomicin, vankomicin-rezistentni E. faecium
izolati se pocinju ve¢om ucestaloS¢u pojavljivati u raznim regijama Hrvatske, a ne samo u
zagrebackim bolnicama, kao Sto je to bilo u pocetku. Takoder, najnoviji izvjestaj potvrduje
velik broj izolata E. faecium s rezistencijom visokog stupnja na aminoglikozide i s
rezistencijom na fluorokinolone (Tambi¢ Andrasevic i sur., 2020.).

U veterinarskoj medicini, istrazivanja enterokoka vezana su uz enterokoke kao bakterije
mlijecne kiseline, odnosno uz njihovu ulogu u ocuvanju i kvarenju hrane te utjecaju na
organoleptika svojstva hrane (LeboS§ Pavunc 1 sur., 2013.; Zdolec i sur., 2022., 2020., 2016.;
Vukusi¢ i Zdolec, 2020.). Podataka o enterokokima kao uzroénicima infekcija kod domacih
Zivotinja, njihovoj ucestalosti ili rezistenciji ima vrlo malo (Tumpa i sur., 2021a, 2021b), a

ciljano pracenje enterokoka i njihove rezistencije u Hrvatskoj ne postoji.
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OBRAZLOZENJE TEME

Bakterije roda Enterococcus ¢ine dio crijevne mikrobiote kod vecine zivotinja i ljudi. lako
se smatraju oportunistickim bakterijama slabe virulentnosti, posljednjih desetljeca biljezi se
porast broja infekcija uzrokovanih enterokokima i to kao primarnim uzro¢nicima. Dvije
najcesce vrste koje se povezuju s klinickim simptomima kod Zivotinja i ljudi su E. faecium i E.
faecalis. Kod Zivotinja najcesc¢e uzrokuju infekcije mokra¢nog sustava i rana, dok kod ljudi, uz
navedeno, uzrokuju joS§ 1 izrazito ozbiljne endokarditise 1 meningitise te su jedni od najcescih
uzrocnika teskih bolnickih infekcija.

Enterokoki su urodeno rezistentni na brojne skupine antimikrobnih lijekova koji se
uobiCajeno koriste u humanoj i1 veterinarskoj medicini te je lijeCenje enterokoknih infekcija
otezano i dugotrajno. Uz urodenu rezistenciju, brzo i lako stje¢u nove oblike rezistencije pa je
velik broj sojeva enterokoka istovremeno rezistentan na viSe skupina lijekova. Nadalje, neki
sojevi enterokoka stvaraju biofilm i time dodatno umanjuju djelotvornost lijekova.

Prije terapije nuzno je provesti ispitivanje osjetljivosti izolata na antimikrobne lijekove
kako bi lije¢enje bilo uspjesno ikako bi se sprijeCio nastanak i prijenos rezistencije. S obzirom
na to da je dokazan prijenos enterokoka sa Zivotinja na ¢ovjeka, pojava rezistentnih sojeva

enterokoka kod zivotinja predstavlja rastuci problem za javno zdravlje.

U ovom istrazivanju odredit ¢e se ucestalost klini¢ki znacajnih vrsta E. faecium i E.
faecalis medu izolatima enterokoka izdvojenih iz uzoraka zivotinjskog porijekla. Disk-
difuzijskim postupkom istrazit ¢e se osjetljivost izolata navedenih vrsta na pojedine
antimikrobne lijekove iz razli¢itih skupina. [zolatima rezistentnima na vankomicin 1 tetraciklin
rezistencija ¢e se potvrditi molekularnim metodama. Uz to, istrazit ¢e se i rezistencija visokog
stupnja na aminoglikozide. Kod izolata koji ¢e fenotipski odgovarati navedenoj rezistenciji,
ona Ce se potvrditi dokazivanjem stecenih gena koji kodiraju za aminoglikozid-modificirajuce
enzime.

Pregledom dobivenih podataka o rezistenciji izolata E. faecium i E. faecalis dobit ¢e se
uvid u proSirenost ste¢ene rezistencije klini¢ki najvaznijih enterokoka medu Zivotinjama na
podrucju Republike Hrvatske. Osim toga, podaci o rezistenciji ¢e, zajedno s podacima o
pojavnosti vrsta, dati bolji uvid u stvarni rizik za javno zdravlje zbog mogucéeg prijenosa

rezistentnih bakterija sa zivotinje na ¢ovjeka.
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Iz svega navedenoga slijedi hipoteza ovog znanstvenog rada:

Izolati enterokoka izdvojeni iz uzoraka zivotinjskog porijekla u Republici Hrvatskoj ve¢inom

pripadaju vrsti Enterococcus faecalis i posjeduju ste¢ene mehanizme rezistencije.

Ciljevi rada su:

1. ustanoviti udestalost klini¢ki vaznih vrsta Enterococcus faecium i Enterococcus

faecalis u uzorcima zivotinjskog porijekla

2. istraziti osjetljivost izolata Enterococcus faecium i Enterococcus faecalis na pojedine

antimikrobne lijekove iz razli¢itih skupina

3. dokazati steCene mehanizme rezistencije kod sojeva fenotipski rezistentnih na

vankomicin 1 tetraciklin koriste¢i molekularne metode

4. dokazati steCene mehanizme rezistencije kod sojeva koji fenotipski pokazuju visok

stupanj rezistencije na aminoglikozide koriste¢i molekularne metode.

30



MATERIJAL I METODE

4.1. Uzorci i kriteriji za odabir izolata za istraZivanje

Iz uzoraka dostavljenih u bakterioloski laboratorij Zavoda za mikrobiologiju i zarazne
bolesti s klinikom Veterinarskog fakulteta izdvojeni su izolati bakterija roda Enterococcus.
Uzorci su prikupljeni u Klinikama Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te
veterinarskim stanicama i1 ambulantama s podrucja Republike Hrvatske, a uzeti su prilikom
klini¢kog pregleda Zivotinja te poslani u laboratorij na bakterioloSku pretragu.

Uzorci su prikupljani u razdoblju od pocetka sije¢nja 2016. do kraja rujna 2021. godine, a
sacinjavali su ih uzorci urina i obrisci zvukovoda te obrisci koze, sluznica (konjunktive,
nosnice, zdrijelo, vagina), rana, punktati abdomena.

Za istrazivanje su odabrani izolati bakterija roda Enterococcus izdvojeni iz uzoraka
porijeklom iz domacih zivotinja (pas, macka, kuni¢, glodavac, konj, koza, ovca, govedo).
IstraZivanje ¢e se usmjeriti na klini¢ki najznacajnije vrste enterokoka, Enterococcus faecium i
Enterococcus faecalis, te ¢e svi izdvojeni enterokoki navedenih domacih Zivotinja pro¢i kroz
postupak identifikacije do vrste, a samo oni koji ¢e pripadati ciljnim vrstama koristit ¢e se u

daljnjem istrazivanju.

4.2. Identifikacija izolata do razine roda

Zaprimljeni uzorci su tijekom rutinske bakterioloske pretrage nacijepljeni na krvni agar
(Bio-Rad, Francuska) i inkubirani pri 37 °C tijekom 24 sata. Nakon morfoloskog pregleda
poraslih kolonija, one koje su odgovarale osnovnim karakteristikama enterokoka uzete su u
daljnju obradu i postupak identifikacije. Rod Enterococcus potvrden je temeljem morfoloskih,
uzgojnih i fizioloskih osobina — bojenjem po Gramu, reakcijom katalaze i rastom na kanamicin-

eskulin agaru (Markey i sur., 2013.).

4.2.1. Bojenje po Gramu

Bojenje po Gramu odradeno je prema uputama Markey i sur. (2013). Iz kolonije je
vrhom sterilne eze uzet mali volumen kolonije, razmuéen je u kapi fizioloske otopine na

predmetnici i tako pripremljena suspenzija razvucena je u tankom sloju. Pripremljeni mokri
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preparati osuSeni su na sobnoj temperaturi i fiksirani provlacenjem kroz plamen Bunsenova
plamenika. Za bojenje po Gramu koriStene su dvije boje, kristalviolet i safranin. Najprije je
preko cijelog preparata nanesena boja kristalviolet i ostavljena da djeluje tri minute. Boja je
zatim fiksirana Lugolovom otopinom jednu minutu. Preparat je temeljito ispran 96 %-tnim
etalonom ¢ime je izvrSeno odbojavanje bakterijskih stanica te je zatim ispran destiliranom
vodom. Slijedilo je bojenje safraninom, jednu minutu, nakon ¢ega je preparat ispran vodom.
Gledano pod mikroskopom, gram-pozitivne bakterije bit ¢e obojene plavo-ljubicasto, a gram-
negativne bakterije crveno.

Bakterije roda Enterococcus pripadaju gram-pozitivnim bakterijama.

4.2.2. Reakcija katalaze

Izolati kod kojih je bojenjem po Gramu utvrdeno da su gram-pozitivni koki, ispitani su
u reakciji s 2 %-tnim vodikovim peroksidom kako bi se provjerila njihova Kkataliticka
sposobnost. Mali uzorak ispitivane kolonije resuspendiran je u kapljici vodikova peroksida.
Pojava pjene 1 mjehuri¢a zraka smatra se pozitivnom reakcijom; ako ne dolazi do promjena,
reakcija je negativna.

Bakterije roda Enterococcus ne posjeduju enzim katalazu te daju negativnu reakciju s

vodikovim peroksidom.

4.2.3. Rast na kanamicin-eskulin agaru

Svi izolati za koje je dokazano da ne tvore enzim katalazu nacijepljeni su na kanamicin-
eskulin (KE) agar. Kanamicin-eskulin agar (Merck, Njemacka) selektivna je podloga za
izdvajanje enterokoka. Ispitivani izolati nacijepljeni su sterilnom ezom na KE agar i inkubirani
24 sata na 37 °C. Enterokoki na ovoj podlozi rastu kao tamnosive kolonije, a sam agar boji se
u crno zbog svojstva enterokoka da pregrade eskulin koji zatim s ionima Zeljeza stvara crne

komplekse.

Izolati koji su zadovoljili sva tri kriterija identifikacije roda pohranjeni su u brain-heart

(BH) bujon s dodatkom 30 % glicerola na temperaturu od -80 °C.
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4.3. Identifikacija izolata do razine vrste

Identifikacija vrsta Enterococcus faecium i Enterococcus faecalis provedena je
molekularnom metodom lanc¢ane reakcije polimerazom (PCR, engl. Polymerase Chain
Reaction) i to multipleks PCR tehnikom, odnosno u istoj PCR reakciji ispitana je pripadnost

navedenim vrstama.

4.3.1. Izdvajanje bakterijske DNA

1z svih izolata ukljucenih u istrazivanje izdvojena je DNA pomocu pripravka Chelex-
100 (Bio-Rad, SAD). Za izolaciju DNA koriStene su svjeze bakterijske kulture uzgojene na
Columbia agaru (Mast Diagnostics, Njemacka) pri temperaturi od 37 °C. Chelex-100 pripravak
je u obliku praha koji je potrebno resuspendirati u sterilnoj redestiliranoj vodi kako bi se dobila
2 %-tna otopina. Postupak pripreme otopine je sljedeéi:

1. odvagati 0,1 g pripravka Chelex-100 u sterilnu staklenu ¢asicu

2. dodati 5 mL sterilne redestilirane vode i sterilan magnet

3. mijesati sadrzaj na magnetskoj mijesalici pri sobnoj temperaturi.
Suspenzija Chelex-100 vrlo se brzo talozi te je vazno mijeSanjem odrzavati suspenziju

homogenom i koristiti ju odmah nakon pripreme.

Postupak izdvajanja DNA:

1. U Eppendorf epruvete volumena 2 mL uliveno je 300 pL pripremljene 2 %-tne
suspenzije Chelex-100 izravno iz ¢aSice tijekom mijeSanja.

2. Bakterioloskom uSicom uzete su svjeze uzgojene kolonije s polovice podloge te su
resuspendirane u suspenziji Chelex-100.

3. Suspenzija je kuhana 10 minuta pri 100 °C u termobloku TS-100 Thermo Shaker
(Bio-San, Latvija).

4. Suspenzija je centrifugirana na 13 000 okretaja u minuti tijekom 15 minuta.

5. Supernatant, u kojem se nalazila izdvojena DNA, prenesen je u nove sterilne
Eppendorf epruvete oznacene odgovaraju¢im brojevima.

6. lzdvojena DNA pohranjena je na -20 °C do daljnje upotrebe.
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4.3.2. Multipleks lan¢ana reakcija polimerazom za identifikaciju vrsta

Lancanom reakcijom polimerazom ispitivana je prisutnost dva ddl gena (D-alanin-D-
alanin ligaza) od kojih je svaki specifi¢an za jednu od istrazivanih vrsta, E. faecium ili E.

faecalis. PoCetnice za oba gena izradene su prema radu Kariyama i sur. (2000.).

ddl gen vrste E. faecium
5 TTGAGGCAGACCAGATTGACG 3'
5 TATGACAGCGACTCCGATTCC 3

ddl gen vrste E. faecalis
5 ATCAAGTACAGTTAGTCTTTATTAG 3
5' ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAGT 3

Kao pozitivna kontrola koriStena je DNA izolata prethodno identificiranih kao E.
faecium i E. faecalis ustupljenih ljubazno$c¢u dr. sc. Gordana Kompesa. Kao negativna kontrola

koristena je reakcijska otopina bez DNA.

U svakoj multipleks PCR reakciji, ukupnog volumena 20 pL, koristene su:

1.  pocetnice za oba ispitivana ddl gena (V = 0,5 uL)

2. komercijalna mjesavina oligonukleotida (dNTP), magnezijeva klorida
(MgCl), Taqg polimeraze i pufera (Syber Green PCR Master Mix, TaKaRa
Bio Inc., Japan) (V =10 uL)

3. sterilna destilirana voda (ultraPURE Distilled Water, DNAse, RNAse-free,
Invitrogen, SAD) (V =7 uL)

4.  Dbakterijska DNA (V =1 uL).

34



Za izvodenje lanCane reakcije polimerazom koriSten je uredaj Mastercycler nexus

GSX1 (Eppendorf, Njemacka), a reakcija je obavljena prema sljede¢em programu:

pocetna denaturacija 94 °C, 10 min

denaturacija 94 °C,30s

vezanje pocetnica 58 °C, 90s 30 ciklusa
produljivanje lanaca 72°C,60s

zavrs$no produljivanje lanaca 72 °C, 10 min

4.3.3. Identifikacija produkata dobivenih lan¢anom reakcijom

polimerazom

Proizvodi lanc¢ane reakcije polimerazom analizirani su elektroforezom u 1 %-tnom

agaroznom gelu. Postupak pripreme gela bio je sljedeci:

1.

2
3.
4

Odvagano je 0,75 g agaroze (Sigma Aldrich, SAD) u tikvicu.
Dodano je 75 mL 1 %-tnog tris-acetat-EDTA pufera.

Agaroza se otopila zagrijavanjem na 100 °C, a potom ohladila na 50 °C.

. U ohladenu agaroznu otopinu dodano je 0,5 pL boje za DNA (Diamond™

Nucleic Acid Dye, Promega, USA).
Otopina je izlivena u kalup s ¢esljicem za jazice te je kalup ostavljen na sobnoj
temperaturi kako bi gel polimerizirao.

Polimerizirani gel odmah je upotrijebljen za elektroforezu.

Za izvodenje elektroforeze u gelu upotrijebljen je uredaj za elektroforezu (Cleaver

Scientific Ltd, UK). Kadica uredaja bila je ispunjena 1 %-tnim tris-acetat-EDTA puferom, a

kalup s gelom uronjen tako da je dio gela s jazicama bio okrenut prema katodi. Prije nanoSenja,

svi uzorci (PCR produkti) razrijedeni su destiliranom vodom u omjeru 1 : 10. Zatim su na

parafilmu pripremljeni za nano$enje na gel, 4 pL razrijedenog PCR produkta pomijesano je s

1 uL pufera za nanoSenje uzoraka (10X Blue Juice, Gel Loading Buffer, Invitrogen, SAD). Za

odredivanje veli¢ine PCR produkata koristen je standardizirani biljeg (100 pb PCR Molecular

Ruler, Bio-Rad, Francuska).
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Elektroforeza je trajala 60 minuta uz upotrebu istosmjerne struje napona 100V. Nakon
zavrSetka elektroforezerezultati su analizirani i snimljeni pomo¢u uredaja Gel Doc 200 (Bio-
Rad, SAD) koji se sastoji od ultraljubiastog prosvjetljivac¢a, kamere za snimanje gelova i
kompjutorskog programa za obradu fotografije gela (Quantity One Basic analysis software).
Velicina umnozenog PCR produkta odredena je usporedbom dobivenog produkta sa

standardiziranim biljegom.

Izolati kojima je bio dokazan jedan od dva ispitivana gena bili su uklju€eni u daljnje

istrazivanje.

4.4. Odredivanje osjetljivosti izolata E. faecium i E. faecalis na

antimikrobne lijekove disk-difuzijskim postupkom

Disk-difuzijski postupak za odredivanje osjetljivosti izolata na antimikrobne lijekove
proveden je prema preporukama Clinical and Laboratory Standards Institute-a (CLSI) (CLSI,
2018.). KoriStene su 24-satne bakterijske kulture uzgojene na krvnom agaru. Bakterijska
suspenzija napravljena je od nekoliko kolonija u sterilnoj fizioloskoj otopini natrijeva klorida
opti¢ke gustoée 0,5 po McFarlandu (1-2 x 108 CFU/mL) odredene denzitometrom (Densimat,
bioMerieux, Francuska). Suspenzija je nanesena na povrSinu Mueller-Hintonovog agara
(Biolife, Italija) sterilnim vatiranim Stapi¢em u tri smjera, rotirajuci Petrijevu zdjelicu za 60
stupnjeva. Petrijeve zdjelice s podlogom bile su promjera 90 mm, a podloga debljine 4 mm.
Nakon susSenja podloge tijekom pet minuta, sterilnom pincetom na povrSinu agara postavljeni
su dijagnosticki diskovi s antimikrobnim lijekovima te su Petrijeve zdjelice inkubirane 24 sata
pri temperaturi od 37 °C.

Mjerenjem zone inhibicije rasta bakterijske kulture odredena je osjetljivost izolata na
sliede¢e  antimikrobne lijekove: penicilin, ampicilin, vankomicin, enrofloksacin,
ciprofloksacin, nitrofurantoin, rifampicin, tetraciklin, kloramfenikol, streptomicin i
gentamicin. Prema CLSI Kriterijima, izolati su podijeljeni u skupine osjetljiv (S), umjereno
osjetljiv (1) i rezistentan (R) (CLSI, 2015, 2018). Popis antimikrobnih lijekova, nazivi i koli¢ine
aktivnih tvari koje sadrze, naziv proizvodaca te kriteriji za procjenu rezultata navedeni su u
tablici 1. Za kontrolu provodenja disk-difuzijskog postupka koristeni su referentni sojevi
bakterija Staphylococcus aureus ATCC® 25923 i E. faecalis ATCC® 29212.
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Tablica 1. Antimikrobni lijekovi koristeni u disk-difuzijskom postupku i kriteriji za procjenu

rezultata
Kriteriji za procjenu osjetljivosti

Antimikrobni ; inhihicii
liiek Koncentracija (promjer zona inhibicije u mm) Proizvodac
ije

S I R
Penicilin 10U >15 - <14
Ampicilin 10 pg > 17 - <16
Vankomicin 30 pug >17 15-16 <14
Enrofloksacin 5 Hg >23 17 -22 <16
Ciprofloksacin 5 ug >21 16 — 20 <15

_ _ Mast Diagnostics,
Nitrofurantoin 300 pg >17 15-16 <14
Njemacka

Rifampicin 5 ug >20 17-19 <16
Tetraciklin 30 ug >19 15-18 <14
Kloramfenikol 30 ug > 18 13-17 <12
Gentamicin 120 ug >10 7-9'° 6
Streptomicin 300 pg >10 7-9'° 6

S —osjetljiv; I — umjereno osjetljiv; R — rezistentan; Ic — (engl. Inconclusive) nejasan rezultat,

potrebno ga je provijeriti mikrodilucijskom metodom
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4.5. Dokazivanje gena za rezistenciju na vankomicin, tetracikline i

aminoglikozide

U izolata kod kojih je disk-difuzijskim postupkom za odredivanje osjetljivosti na
antimikrobne lijekove fenotipski uocena rezistencija na vankomicin, tetraciklin i
aminoglikozide, molekularnom metodom PCR dokazivani su oni geni koji se najéeSce

povezuju s navedenim rezistencijama.

4.5.1. Dokazivanje gena za rezistenciju na vankomicin lananom

reakcijom polimerazom

U sojeva fenotipski rezistentnih na vankomicin, multipleks PCR-om istrazena je
prisutnost gena za rezistenciju vanA i vanB. Pri tome su koristene pocetnice koje umnazaju
odsjecak gena vanA veli¢ine 732 parova baza (pb) i odsjecak gena vanB veli¢ine 650 pb,

izradene prema radu Kariyama i sur. (2000.).

vanA gen
5 CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA 3
5 CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA 3

vanB gen
5 GTGACAAACCGGAGGCGAGGA 3
5 CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA 3

Kao pozitivne kontrole koriStene su DNA prethodno potvrdenih vankomicin-
rezistentnih izolata E. faecium i E. faecalis, ustupljenih ljubaznosc¢u dr. sc. Gordana Kompesa.

Kao negativna kontrola koriStena je reakcijska otopina bez DNA.
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U svakoj multipleks PCR reakciji, ukupnog volumena 20 pL, koristene su:

1.
2.
3.

pocetnice za vanA gen (V = 0,5 ul)

pocetnice za vanB gen (V = 0,25 uL)

komercijalna mjeSavina oligonukleotida (dNTP), magnezijeva Kklorida
(MgCl), Taq polimeraze i pufera (Syber Green PCR Master Mix, TaKaRa
Bio Inc., Japan) (V =10 uL)

sterilna destilirana voda (ultraPURE Distilled Water, DNAse, RNAse-free,
Invitrogen, SAD) (V = 7,5 uL)

bakterijska DNA (V =1 uL).

Za izvodenje lanCane reakcije polimerazom koriSten je uredaj Mastercycler nexus GSXI

(Eppendorf, Njemacka), a reakcija je obavljena prema sljedecem programu:

pocetna denaturacija 95 °C, 10 min

denaturacija 94 °C,30s

vezanje pocetnica 58 °C, 30s 30 ciklusa
produljivanje lanaca 72°C,30s

zavrsno produljivanje lanaca 72 °C, 10 min

Proizvodi lanc¢ane reakcije polimerazom analizirani su elektroforezom u 1 %-tnom

agaroznom gelu prema postupku opisanom kod dokazivanja ddl gena u potpoglavlju 4.3.3.
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4.5.2. Dokazivanje gena za rezistenciju na tetracikline lanCanom

reakcijom polimerazom

U sojeva fenotipski rezistentnih na tetraciklin, multipleks PCR-om istrazena je
prisutnost gena za rezistenciju tetM i tetL. Koristene su pocetnice koje umnazaju odsjecak gena
tetM velicine 576 pb te odsjecak gena tetL veliCine 456 pb. Pocetnice za navedene gene

izradene su prema radu Aarestrup i sur. (2000.).

tetM gen

5 GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 3
5 CTAAGATATGGCTCTAACAA 3’
tetL gen

5 CATTTGGTCTTATTGGATCG 3'

S'ATTACACTTCCGATTTCGG 3

Kao pozitivna kontrola koristena je DNA prethodno potvrdenih tetraciklin-rezistentnih
izolata E. faecium i E. faecalis, ustupljenih ljubaznos¢u dr. sc. Gordana Kompesa. Kao

negativna kontrola koriStena je reakcijska otopina bez DNA.

U svakoj multipleks PCR reakciji, ukupnog volumena 20 pL, koristene su:

1.  pocetnice za tetM i tetL gene (V = 0,5 uL)

2.  komercijalna mjeSavina oligonukleotida (dNTP), magnezijeva Klorida
(MgCl), Taq polimeraze i pufera (Syber Green PCR Master Mix, TaKaRa
Bio Inc., Japan) (V =10 uL)

3. sterilna destilirana voda (ultraPURE Distilled Water, DNAse, RNAse-free,
Invitrogen, SAD) (V =7 uL)

4.  Dbakterijska DNA (V =1 uL).
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Za izvodenje lanCane reakcije polimerazom koristen je uredaj Mastercycler nexus GSX1

(Eppendorf, Njemacka), a reakcija je obavljena prema sljedecem programu:

= pocetna denaturacija 95 °C, 10 min

= denaturacija 94 °C,30s

= vezanje pocetnica 58 °C, 30s 30 ciklusa
= produljivanje lanaca 72°C,30s

= zavr$no produljivanje lanaca 72 °C, 10 min

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

agaroznom gelu prema postupku opisanom kod dokazivanja ddl gena u potpoglavlju 4.3.3.

4.5.3. Dokazivanje gena za rezistenciju na aminoglikozide lancanom

reakcijom polimerazom

U svih izolata kod kojih je postupkom disk-difuzije ustanovljena rezistencija visokog
stupnja na jedan ili oba antibiotika iz skupine aminoglikozida (gentamicin i streptomicin),
lan¢anom reakcijom polimerazom istrazena je prisutnost sljedecih triju gena za rezistenciju:

aph(3°)-1lla, aac(6')-le-aph(2")-1a i ant(6)-la.

4.5.3.1. Dokazivanje gena aph(3’)-llla i aac(6')-le-aph(2'")-la lan¢anom

reakcijom polimerazom

U izolata s ustanovljenom rezistencijom visokog stupnja na aminoglikozide, multipleks
PCR-om istrazena je prisutnost gena za rezistenciju aph(3’)-1ll1a i aac(6’)-le-aph(2’’)-1a. Pri
tome su koriStene pocetnice koje umnazaju odsjecke gena veli¢ine 523 pb i 348 pb. Pocetnice

za navedene gene izradene su prema radu El Mahdy i sur. (2018.).
aph(3’)-1lla gen

5" GGCTAAAATGAGAATATCACCGG 3
5" CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG 3
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aac(6’)-le-aph(2’’)-la gen
5 CAGAGCCTTGGGAAGATGAAG 3'
5 CCTCGTGTAATTCATGTTCTGGC 3'

Kao pozitivna kontrola koristena je DNA rezistentnih izolata E. faecium i E. faecalis
(kod kojih su prethodno dokazani geni aph(3’)-llla i aac(6’)-le-aph(2’’)-1a), ustupljeni
ljubaznos¢u dr. sc. Gordana Kompesa. Kao negativna kontrola koristena je reakcijska otopina

bez DNA.

U svakoj multipleks PCR reakciji, ukupnog volumena 20 pL, koristene su:

1.  pocetnice za aph(3’)-lla i aac(6’)-le-aph(2’’)-la gene (V = 0,5 uL)

2.  komercijalna mjeSavina oligonukleotida (dNTP), magnezijeva klorida
(MgCl), Taqg polimeraze i pufera (Syber Green PCR Master Mix, TaKaRa
Bio Inc., Japan) (V =10 uL)

3. sterilna destilirana voda (ultraPURE Distilled Water, DNAse, RNAse-free,
Invitrogen, SAD) (V =7 uL)

4.  bakterijska DNA (V =1 uL).

Za izvodenje lanCane reakcije polimerazom koriSten je uredaj Mastercycler nexus GSX1

(Eppendorf, Njemacka), a reakcija je obavljena prema sljedecem programu:

= pocetna denaturacija 95 °C, 10 min

= denaturacija 94 °C,30s

» vezanje pocletnica 58 °C, 30s 30 ciklusa
= produljivanje lanaca 72°C,30s

= zavr$no produljivanje lanaca 72 °C, 10 min

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

agaroznom gelu prema postupku opisanom kod dokazivanja ddl gena u potpoglavlju 4.3.3.
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4.5.3.2. Dokazivanje gena ant(6)-la lanéanom reakcijom polimerazom

U izolata s utvrdenom rezistencijom visokog stupnja na aminoglikozide, PCR-om je
istraZzena prisutnost gena za rezistenciju ant(6)-la. KoriStene pocetnice umnazaju odsjecak

gena veli¢ine 563 pb. Pocetnice za navedeni gen izradene su prema radu El Mahdy i sur.
(2018.).

ant(6)-la gen

5" CGGGAGAATGGGAGACTTTG 3'
5 CTGTGGCTCCACAATCTGAT 3'

Kao pozitivna kontrola koriStena je DNA rezistentnih izolata E. faecium i E. faecalis
kod kojih je prethodno dokazan gen ant(6)-la, ustupljenih ljubaznos¢u dr. sc. Gordana

Kompesa. Kao negativna kontrola koriStena je reakcijska otopina bez DNA.

U svakoj multipleks PCR reakciji, ukupnog volumena 20 pL, koristene su:

1.  pocetnice za ant(6)-la gen (V = 0,5 uL)

2. komercijalna mjeSavina oligonukleotida (dNTP), magnezijeva klorida
(MgCl), Taqg polimeraze i pufera (Syber Green PCR Master Mix, TaKaRa
Bio Inc., Japan) (V =10 uL)

3. sterilna destilirana voda (ultraPURE Distilled Water, DNAse, RNAse-free,
Invitrogen, SAD) (V =8 uL)

4.  Dbakterijska DNA (V =1 uL).

Za izvodenje lanCane reakcije polimerazom koriSten je uredaj Mastercycler nexus GSX1

(Eppendorf, Njemacka), a reakcija je obavljena prema sljedeCem programu:

= pocetna denaturacija 95 °C, 10 min

= denaturacija 94 °C, 30s

= vezanje pocetnica 58 °C, 30s 30 ciklusa
= produljivanje lanaca 72 °C,30s

= zavr$no produljivanje lanaca 72 °C, 10 min
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Proizvodi lancane reakcije polimerazom analizirani su elektroforezom u 1 %-tnom

agaroznom gelu prema postupku opisanom kod dokazivanja ddl gena u potpoglavlju 4.3.3.

4.6. StatistiCcka obrada podataka

Varijable dobivene ovim istrazivanjem kvalitativne (kategoricke) su. Za usporedbu
varijabli koriSten je Fisherov egzaktni test.

IzraCunata je ucestalost i apsolutni udio (%) pojedinih vrsta uzoraka iz kojih su
izdvojeni izolati. Fisherovim egzaktnim testom provjereno je postojanje statisticki znac¢ajnih
razlika u pojavnosti vrsta E. faecium i E. faecalis u ukupnom broju izolata enterokoka.

Prema rezultatima dobivenima disk-difuzijskom metodom, izolati su podijeljeni u
skupine: osjetljiv (S), umijereno osjetljiv (I) i rezistentan (R). Usporedivano je postoje li
statisticki znaCajne razlike izmedu ove dvije vrste enterokoka u osjetljivosti na pojedine
antimikrobne tvari te u pojavi multirezistentnih sojeva i sojeva s rezistencijom visokog stupnja
na aminoglikozide.

Za potrebe prikaza i analizu podataka koriSten je statisti¢ki program STATISTICA
v.13.5 (Statistica, Inc., 2020). Rezultati statisticke analize smatrani su statisticki znacajnima

ako je dobivena p vrijednost iznosila p < 0,05.
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REZULTATI

5.1. Porijeklo uzoraka

U razdoblju od pocetka sijecnja 2016. do kraja rujna 2021. godine izdvojeno je 100 izolata
bakterija roda Enterococcus. lzolati su izdvojeni iz razli¢itih uzoraka domacih Zzivotinja
dostavljenih u bakterioloski laboratorij Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Najvise izolata enterokoka izdvojeno je iz pasa
(66 %) 1 macaka (22 %), tri izolata izdvojena su iz uzoraka kuni¢a, po dva iz uzoraka Stakora,
konja i goveda te po jedan izolat iz uzoraka zamorcica, koze i ovce.

Najveci broj izolata roda Enterococcus izdvojen je iz uzoraka urina (34 %) i obrisaka
zvukovoda (16 %). Iz uzoraka obrisaka vagina izdvojeno je devet, iz obrisaka rana osam,
nosnica Sest, a koze Cetiri izolata (9 %, 8 %, 6 % i 4 %). Iz uzoraka obrisaka zdrijela izdvojena
su triizolata (3 %) te su po dva izolata enterokoka (2 %) izdvojena iz uzoraka obrisaka stidnice
i konjunktiva te punktata abdomena i tkiva jetre. Osim navedenih uzoraka, po jedan izolat (1
%) izdvojen je iz uzoraka organa (plu¢a, maternica, zuéni mjehur), mlijeka, apscesa, fistule,
trahealnog ispirka te obrisaka endometrija, peritoneuma, rascjepa nepca, vimena i ortopedskog

vijka.

5.2. Identifikacija roda Enterococcus

Izolati koji su bojenjem po Gramu odgovarali gram-pozitivnim kokima (slika 1.), imali
negativnu reakciju katalaze (slika 2.) i koji su rasli kao tamnosive kolonije na kanamicin-
eskulin agaru (slika 3.) smatrani su bakterijama roda Enterococcus. Ukupno je identificirano

100 izolata roda Enterococcus koji su podvrgnuti identifikaciji do vrste.
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Slika 2. Gram-pozitivni koki

Slika 3. Pozitivna i negativna reakcija katalaze

Slika 4. Pozitivan rast enterokoka na kanamicin-eskulin agaru



5.3. Identifikacija vrsta Enterococcus faecium i Enterococcus faecalis

Identifikacija vrsta Enterococcus faecium i Enterococcus faecalis provedena je
molekularnom metodom multipleks PCR, a ispitivana je prisutnost ddl gena specifi¢nih za
istrazivane vrste. Od ukupno 100 izolata enterokoka, 83 izolata pripadala su istrazivanim
vrstama, 62 izolata identificirana su kao vrsta E. faecalis, a 21 kao vrsta E. faecium. Tih 83
izolata ukljuceno je u daljnje istrazivanje.

Primjer agaroznog gela nakon provedenog PCR-a i elektroforeze u svrhu identifikacije
vrsta prikazan je na slici 5. Ukupni rezultati identifikacije vrsta i udio pojedinih vrsta

enterokoka medu izolatima iz razli¢itih zivotinja prikazani su u tablici 2.

MFIF2 1 2 3 4 56 78 9 -M

Slika 5. Agarozni gel nakon provedene elektroforeze PCR produkata dobivenih u ispitivanju
prisutnosti ddl gena specifi¢nih za vrste E. faecium i E. faecalis
M: 100 pb DNA biljeg; F1: pozitivha kontrola za ddl gen vrste E. faecalis; F2: pozitivna

kontrola za ddl gen vrste E. faecium; 1, 2, 7, 8: izolati vrste E. faecalis; 3, 5, 6, 9: izolati vrste

E. faecium; 4: izolat negativan na ispitivane gene; -: negativna kontrola
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Tablica 2. Razdioba izolata prema vrstama zivotinja i vrsti enterokoka

. . Preostale
. Svi izolati _ _
Zivotinjska vrsta E. faecium E. faecalis Enterococcus

Enterococcus spp.
vrste

Sve zivotinjske

100 21 62* 17
vrste
Pas 66 12 46> 8
Macka 22 7 11 4
Kuni¢ 3 - 2 1
Glodavci

. 3 - 3 -

(zamor¢i¢, stakor)
Konj 2 1 - 1
Prezivaci
(govedo, ovca, 4 1 - 3
koza)

* oznacava statisticki znaCajnu razliku u broju izolata pojedine vrste, Fisherov egzaktni test,

p<0,05

Medu istrazivanim izolatima enterokoka statisticki znacajno viSe izolata pripada vrsti E.
faecalis no ijednoj drugoj vrsti.

Gledano prema pojedinim zivotinjskim vrstama, E. faecalis bila je najéesca vrsta izdvojena
iz uzoraka malih Zivotinja (pas, macka, kuni¢ i glodavci), a nije bila zastupljena u uzorcima
izdvojenima iz konja i prezivaca. Statisti¢ki zna¢ajna razlika u korist E. faecalis potvrdena je

jedino kod izolata izdvojenih iz uzoraka pasa.
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5.4. Rezultati odredivanja osjetljivosti na antimikrobne lijekove disk-

difuzijskim postupkom

Disk-difuzijskim postupkom ispitana je osjetljivost enterokoka na 11 antimikrobnih
lijekova. Devet lijekova (penicilin, ampicilin, vankomicin, enrofloksacin, ciprofloksacin,
nitrofurantoin, rifampicin, tetraciklin i kloramfenikol) upotrijebljeno je za detekciju
rezistencije, dok su dva (streptomicin i gentamicin) koriStena za detekciju izolata s
rezistencijom visokog stupnja na aminoglikozide.

Multirezistentnim izolatima smatrani su oni izolati koji su bili rezistentni na najmanje tri
antimikrobna lijeka iz razlic¢itih skupina, ne ukljuCujuéi rezistenciju visokog stupnja na
aminoglikozide.

U tablici 3. prikazani su ukupni rezultati osjetljivosti obje vrste enterokoka, a u tablici 4.
pojedinac¢ni rezultati ciljnih vrsta. Statisticki su usporedene razlike u osjetljivosti dviju vrsta. S
obzirom na veci broj izolata iz uzoraka urina, u tablicama 5. i 6. prikazani su njihovi rezultati

osjetljivosti.

Slika 6. Petrijeva zdjelica s disk-difuzijskim postupkom odredivanja osjetljivosti na

antimikrobne lijekove
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Tablica 3. Zbirni rezultati osjetljivosti na antimikrobne lijekove ciljnih izolata bakterija E.

faecium i E. faecalis

Antimikrobni lijek

E. faecium i E. faecalis

N =83 (%)
S | R

Penicilin 66 (80) - 17 (20)
Ampicilin 66 (80) - 17 (20)
Vankomicin 30 (36) 34 (41) 19 (23)
Enrofloksacin 1(2) 13 (16) 69 (83)
Ciprofloksacin 2 (3) 31 (37) 50 (60)
Nitrofurantoin 63 (76) 4 (5) 16 (19)
Rifampicin 5 (6) 9 (11) 69 (83)
Tetraciklin 25 (30) 8 (10) 50 (60)
Kloramfenikol 53 (64) 20 (24) 10 (12)
Streptomicin 69 (83) - 14 (17)
Gentamicin 76 (92) - 7 (8)

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

Od ukupnog broja ciljnih izolata, najvise je bilo rezistentnih na enrofloksacin i rifampicin

(83 %). Vise od polovice izolata (60 %) bilo je rezistentno na ciprofloksacin i tetraciklin, dok

ih je 23 % bilo rezistentno na vankomicin. Najmanje je bilo izolata rezistentnih na

kloramfenikol (12 %).

Pedeset izolata (60 %) bilo je multirezistentno (MDR), odnosno rezistentno na tri ili vise

antimikrobnih lijekova iz razli¢itih skupina.

Kod 17 % izolata uocena je rezistencija visokog stupnja na streptomicin, a kod 8 % na

gentamicin. Od toga su Cetiri izolata (5 %) bila rezistentna na oba ispitivana aminoglikozida.
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Tablica 4. Pojedina¢no prikazani rezultati osjetljivosti na antimikrobne lijekove vrsta E.

faecium i E. faecalis

Antimikrobni lijek E. faecium E. faecalis
N = 21 (%) N = 62 (%)

S | R S I R
Penicilin 4 (19) - 17 (81)* 62 (100) - 0
Ampicilin 4 (19) - 17 (81)* 62 (100) - 0
Vankomicin 19 (90) 1(5) 1(5) 11 (18) 33(53) 18 (29)*
Enrofloksacin 2 (10) 0 19 (90) 1(2) 11 (18) 50 (80)
Ciprofloksacin 1(5) 1(5) 19 (90)* 5 (8) 26 (42) 31 (50)
Nitrofurantoin 3(14) 3(14) 15 (72)* 59 (95) 2(3) 1(2)
Rifampicin 1(5) 3(14)  17(81) 3 (5) 7(11)  52(84)
Tetraciklin 2 (10) 1(5) 18(85)* 22(35) 8(13)  32(52)
Kloramfenikol 14 (67)  6(28) 1 (5) 36(58) 17(27)  9(15)
Streptomicin 16 (76) - 5 (24) 53 (85) - 9 (15)
Gentamicin 20 (95) - 1(5) 56 (90) - 6 (10)

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

* oznaCava statisticki znacajnu razliku u aktivnosti antimikrobne tvari izmedu dviju vrsta,

Fisherov egzaktni test, p < 0,05

Medu izolatima vrste E. faecium, najveéi je broj izolata bio rezistentan na enrofloksacin i

ciprofloksacin (90 %). ViSe od 80 % izolata bilo je rezistentno na tetraciklin (85 %), penicilin,

ampicilin i rifampicin (81 %). Najmanje izolata bilo je rezistentno na kloramfenikol i

vankomicin (5 %).

Multirezistencija je ustanovljena kod 19 izolata (90 %) vrste E. faecium.

Kod 24 % izolata vrste E. faecium uocena je rezistencija visokog stupnja na streptomicin,

dok je na gentamicin bio rezistentan jedan izolat (5 %). lzolat koji je imao rezistenciju visokog

stupnja na gentamicin bio je ujedno rezistentan i na streptomicin.
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Najvise izolata vrste E. faecalis bilo je rezistentno na rifampicin (84 %) i enrofloksacin
(80 %). Rezistencija na tetraciklin i ciprofloksacin ustanovljena je kod 52 %, odnosno 50 %
izolata. Svi izolati vrste E. faecalis bili su osjetljivi na penicilin i ampicilin te su gotovo svi bili
osjetljivi na nitrofurantoin (95 %). Za razliku od izolata vrste E. faecium, veci postotak izolata
vrste E. faecalis bio je rezistentan na vankomicin (29 %).

Multirezistencija je ustanovljena kod 43 izolata (69 %) vrste E. faecalis.

Rezistencija visokog stupnja na streptomicin uocena je kod 15 % izolata, dok je na
gentamicin bilo rezistentno 10 % izolata. Od toga su tri izolata (5 %) bila rezistentna na oba

ispitivana aminoglikozida.

Fisherovim egzaktnim testom (p < 0,05) ispitana je statistiCka znaCajnost razlike u
osjetljivosti vrsta na antimikrobne tvari, HLAR 1 MDR. Znacajna razlika dokazana je u
postotku rezistentnih izolata vrste E. faecium na penicilin, ampicilin, ciprofloksacin,

nitrofurantoin i tetraciklin te u postotku rezistentnih izolata vrste E. faecalis na vankomicin.

52



Tablica 5. Zbirni rezultati osjetljivosti na antimikrobne lijekove ciljnih izolata bakterija E.

faecium i E. faecalis izdvojenih iz uzoraka urina

Antimikrobni lijek

E. faecium i E. faecalis

N =32 (%)
S | R

Penicilin 21 (66) 0 11 (34)
Ampicilin 21 (66) 0 11 (34)
Vankomicin 13 (41) 11 (34) 8 (25)
Enrofloksacin 2 (6) 5 (16) 25 (78)
Ciprofloksacin 0 10 (32) 22 (68)
Nitrofurantoin 20 (63) 3(9) 9 (28)
Rifampicin 5 (16) 0 27 (84)
Tetraciklin 5 (16) 5 (16) 22 (68)
Kloramfenikol 17 (53) 9 (28) 6 (19)
Streptomicin 27 (84) - 5 (16)
Gentamicin 29 (91) - 3(9)

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

Najvise izolata enterokoka izdvojenih iz uzoraka urina bilo je rezistentno na rifampicin

(84 %) i enrofloksacin (78 %). Postotak rezistentnih izolata na ciprofloksacin i tetraciklin bio

je 68 %. Na vankomicin je bilo rezistentno 25 % izolata, a najmanje je rezistentnih izolata bilo

na kloramfenikol (19 %).

Multirezistencija je ustanovljena kod 23 izolata (72 %) ciljnih enterokoka izoliranih iz

uzoraka urina.

Rezistencija visokog stupnja na streptomicin uoc¢ena je kod 16 % izolata, a na gentamicin

kod 9 % izolata. Dva izolata (6 %) su bila rezistentna na oba ispitivana aminoglikozida.

53



Tablica 6. Pojedinac¢no prikazani rezultati osjetljivosti na antimikrobne lijekove izolata E.

faecium i E. faecalis izdvojenih iz uzoraka urina

Antimikrobni lijek E. faecium E. faecalis
N =12 (%) N =20 (%)
S | R S | R
Penicilin 1(8) - 11 (92)* 20 (100) - 0
Ampicilin 1(8) - 11 (92)* 20 (100) - 0
Vankomicin 1(8) 10 (83) 1(8) 3(15) 10 (50) 7 (35)
Enrofloksacin 0 1(8) 11 (92) 2 (10) 4 (20) 14 (70)
Ciprofloksacin 0 1(8) 11 (92)* 0 9 (45) 11 (55)
Nitrofurantoin 1(8) 2 (17) 9 (75)* 19 (95) 1(5) 0
Rifampicin 1(8) 0 11 (92) 4 (20) 0 16 (80)
Tetraciklin 1(8) 0 11(92)* 4 (20) 5 (25) 11 (55)
Kloramfenikol 9 (75) 3(25) 0 8 (40) 6 (30) 6 (30)
Streptomicin 10 (83) - 2 (17) 17 (85) - 3 (15)
Gentamicin 11 (92) - 1(8) 18 (90) - 2 (10)

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

* oznaCava statisticki znacajnu razliku u rezistenciji na antimikrobnu tvari izmedu dvije vrste,

Fisherov egzaktni test p < 0,05

Medu izolatima vrste E. faecium izdvojenih iz uzoraka urina primijecen je velik broj

izolata rezistentnih na Sest od 11 antimikrobnih lijekova: penicilin, ampicilin, enrofloksacin,

ciprofloksacin, rifampicin i tetraciklin (92 %). Najmanje je bilo izolata rezistentnih na

vankomicin (8 %), a svi su izolati bili osjetljivi na kloramfenikol.

Multirezistencija je ustanovljena kod 11 izolata (92 %) vrste E. faecium izdvojenih iz

uzoraka urina.
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Rezistencija visokog stupnja na streptomicin uo¢ena je kod 17 % izolata vrste E. faecium,
dok je na gentamicin bio rezistentan jedan izolat (8 %). Isti izolat bio je ujedno rezistentan i na

streptomicin.

Medu izolatima vrste E. faecalis izdvojenih iz uzoraka urina najviSe je bilo izolata
rezistentnih na rifampicin (80 %). Postotak izolata rezistentnih na enrofloksacin bio je 70 %.
Svi izolati vrste E. faecalis bili su osjetljivi na penicilin i ampicilin te nitrofurantoin.

Multirezistencija je ustanovljena kod 12 izolata (60 %) vrste E. faecalis izdvojenih iz
uzoraka urina.

Rezistencija visokog stupnja na streptomicin uocena je kod 15 % izolata vrste E. faecalis,
dok je na gentamicin bilo rezistentno 10 % izolata. Jedan izolat bio je rezistentan na oba

ispitivana aminoglikozida.

Fisherovim egzaktnim testom (p < 0,05) ispitana je statistiCka znaCajnost razlike u
osjetljivosti vrsta na antimikrobne tvari, HLAR i MDR. Znacajna razlika postajala je u postotku
rezistentnih izolata vrste E. faecium na penicilin, ampicilin, ciprofloksacin, nitrofurantoin i

tetraciklin.
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5.5. Rezultati dokazivanja gena za rezistenciju lanéanom reakcijom

polimerazom

5.5.1. Dokazivanje vanA i vanB gena za rezistenciju na vankomicin

Kod izolata fenotipski rezistentnih na vankomicin molekularnom metodom PCR

ispitana je prisutnost vanA i vanB gena odgovornih za rezistenciju na vankomicin.

MB+A+1 2 3 45 6 78 - M

-y — a— ‘\A‘.-.—h‘.‘.‘—k:
-4-,::%.\v‘gp”-ma_e—‘t’0ﬂ-n:

' —

Slika 7. Agarozni gel nakon provedene elektroforeze PCR produkata dobivenih u ispitivanju
prisutnosti vanA i vanB gena za rezistenciju na vankomicin

M: 100 pb DNA biljeg; B+: pozitivna kontrola za vanB gen; A+: pozitivna kontrola za vanA
gen; 1 — 6: izolati negativni na ispitivane gene; 7: izolat broj 101, pozitivan na vanB gen; 8:

izolat negativan na ispitivane gene; -: negativna kontrola
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Tablica 7. Rezultati ispitivanja prisutnosti vanA i vanB gena kod fenotipski rezistentnih izolata

enterokoka
Fenotipska
Vrsta rezistencija na vanA gen vanB gen
vankomicin
E. faecium 1 1 0
E. faecalis 18 1 1
Ukupno 19 2 1

Fenotipska rezistencija na vankomicin uocena je kod 19 izolata. Nakon molekularnog

ispitivanja prisutnosti vanA i vanB gena rezistencija je potvrdena kod tri izolata, odnosno 16 %

od fenotipski rezistentnih izolata. U ukupnom broju enterokoka rezistencija na vankomicin

molekularno je dokazana kod 4 % izolata.
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5.5.2. Dokazivanje tetL i tetM gena za rezistenciju na tetraciklin

Kod izolata fenotipski rezistentnih na tetraciklin molekularnom metodom PCR ispitana
je prisutnost tetL i tetM gena odgovornih za rezistenciju na tetraciklin.

M+1 2 3 456 78 91011 -

Slika 8. Agarozni gel nakon provedene elektroforeze PCR produkata dobivenih u ispitivanju
prisutnosti tetL i tetM gena za rezistenciju na tetraciklin

M:100 pb DNA biljeg; +: pozitivna kontrola za tetL i tetM gene; 1: izolat pozitivan na oba
ispitivana gena; 2 — 7: izolati pozitivni na tetM gen; 8 — 11: izolati pozitivni na oba ispitivana

gena; -: negativna kontrola

Tablica 8. Rezultati ispitivanja prisutnosti tetL i tetM gena kod fenotipski rezistentnih izolata

enterokoka
Fenotipska
Vrsta rezistencija na tetL gen tetM gen Oba gena
tetraciklin
E. faecium 18 11 18 11
E. faecalis 32 5 31 5
Ukupno 50 16 49 16
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Fenotipska rezistencija na tetraciklin uocena je kod 50 izolata. Nakon molekularnog
ispitivanja prisutnosti tetL i tetM gena rezistencija je potvrdena kod 49 izolata, 98 % od
fenotipski rezistentnih izolata. Svi izolati koji su posjedovali tetL gen imali su i tetM gen. U
ukupnom broju enterokoka rezistencija na vankomicin molekularno je dokazana kod 59 %

izolata.

5.5.3. Dokazivanje aph(3’)-11la, aac(6’)-le-aph(2')-la i ant(6)-l1a gena

za rezistenciju visokog stupnja na aminoglikozide

Kod izolata kojima je disk-difuzijskim postupkom ustanovljena rezistencija visokog stupnja na
jedan ili oba aminoglikozida, molekularnom metodom PCR ispitana je prisutnost aph(3°)-1l1a,

aac(6")-le-aph(2")-la i ant(6)-la gena odgovornih za tu rezistenciju.

5 6 7 8 9 1011 12 =

Slika 9. Agarozni gel nakon provedene elektroforeze PCR produkata dobivenih u ispitivanju
prisutnosti aph(3’)-1lla i aac(6')-le-aph(2")-la gena za rezistenciju visokog stupnja na
aminoglikozide

M:100 pb DNA biljeg; +: pozitivna kontrola za aph(3°)-11la i aac(6')-le-aph(2")-la gene; 1, 5,
6, 11: izolati negativni na oba ispitivana gena; 2, 8: izolati pozitivni na aph(3’)-1lla gen; 3, 4,

7,9, 10, 12: izolati pozitivni na oba ispitivana gena; -: negativna kontrola
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2 34 5 6 78 910 1112 -

Slika 10. Agarozni gel nakon provedene elektroforeze PCR produkata dobivenih u ispitivanju
prisutnosti ant(6)-1a gena za rezistenciju visokog stupnja na aminoglikozide

M:100 pb DNA biljeg; +: pozitivna kontrola za ant(6)-la gen; 1, 4, 7, 8, 9, 11, 12: izolati
pozitivni na ispitivani gen; 2, 3, 5, 6, 10: izolati negativni na ispitivani gen; -: negativna

kontrola

Tablica 9. Rezultati ispitivanja prisutnosti aph(3°)-1lla, aac(6')-le-aph(2")-1a i ant(6)-la gena

kod izolata enterokoka s rezistencijom visokog stupnja na aminoglikozide

Broj fenotipski
i . o Gen Gen aac(6")-le- Gen
Aminoglikozid ustanovljenih R h(2") ()
a )-1lla a ")-la ant(6)-la
HLAR izolata P P
Streptomicin 9 2 - 6
Gentamicin 3 3 3 -
Gentamicin i
o 4 3 3 1
streptomicin

HLAR - High level aminoglycoside resistance

Fenotipska rezistencija visokog stupnja na aminoglikozide ustanovljena je u 16 izolata
ciljnih enterokoka. Nakon molekularnog ispitivanja prisutnosti aph(3’)-1lla, aac(6')-le-
aph(2")-la i ant(6)-la gena, rezistencija je potvrdena kod 13 izolata, odnosno 84 % ispitanih
izolata. Tri izolata kod kojih nije dokazana prisutnost nijednog od navedenih gena imali su
fenotipski uo¢enu rezistenciju visokog stupnja na streptomicin.

Svi izolati koji su posjedovali aac(6')-le-aph(2")-la gen imali su i aph(3°)-111a gen.
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RASPRAVA

U Republici Hrvatskoj objavljen je nevelik broj radova koji obraduju problematiku
bakterija roda Enterococcus. Veéina radova vezana je uz prehrambenu industriju u kojoj se
enterokoke promatra iskljuc¢ivo kao bakterije mlijeCne kiseline, odnosno istrazuje se njihov
utjecaj na organolepticka svojstva u proizvodnji hrane, djelovanje njihovih bakteriocina te
utjecaj enterokoka na ocuvanje i kvarenje hrane (Lebo§ Pavunc i sur., 2013.; Vukusi¢ i Zdolec,
2020.; Zdolec i sur., 2022., 2020., 2016.). Osim u prehrambenoj industriji, enterokoki se
spominju kao indikatori fekalnog zagadenja te su jedan od ¢imbenika u ispitivanju kvalitete
voda za pice 1 napajanje zivotinja te kopnenih i bazenskih voda za rekreaciju (Deki¢ i Hrenovic,
2017.; Denzi¢ Lugomer 1 sur., 2019., 2016.; Pticek Siroci¢ 1 sur., 2018.). Pracenje rezistencije
izolata bakterija roda Enterococcus provodi se isklju¢ivo u humanoj medicini, uglavnom kao
dio prac¢enja uzro¢nika bolnic¢kih infekcija (Tambi¢ Andrasevié¢ i sur., 2015., 2017., 2018.,
2020.; Vodnica-Martucci i Krilanovi¢, 2019.). Usprkos navedenom, u hrvatskoj literaturi i
znanosti zamjetan je nedostatak istraZivanja o enterokokima kao uzro€nicima infekcija u
domacih zivotinja te pojavi i Sirenju rezistencije enterokoka u veterinarskoj medicini. Takoder,
nedostaje istrazivanja o prijenosu ili mogucem prijenosu enterokoka, kao i njihovih gena
rezistencije, sa zivotinja na ¢ovjeka.

S obzirom na potencijalnu opasnost za javno zdravlje koju enterokoki predstavljaju,
ispitivanje njihove osjetljivosti na antimikrobne lijekove i dokazivanje gena odgovornih za

rezistenciju koji se mogu prenijeti na druge bakterije, nuzno je u Hrvatskoj.

U razdoblju od sije¢nja 2016. do kraja rujna 2021. godine, u bakterioloskom
laboratoriju Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom, izdvojeno je 100 izolata
bakterija roda Enterococcus iz materijala porijeklom od domacih zivotinja. Najveci broj izolata
enterokoka izdvojen je iz pasa (66 %) 1 macaka (22 %), $to je oCekivano s obzirom da je i
vecina pristiglih uzoraka u istraZivanju porijeklom od pasa i mac¢aka. Vecina izolata izdvojena
je iz uzoraka urina (34 %) i obrisaka zvukovoda (16 %), a slijede ih izolati iz uzoraka rana i
vagina. Uzorci ostalih dijelova tijela bili su zastupljeni s manje od 3 %. Podaci o ucestalosti
pojedine vrste uzorka u skladu su s u€estaloS¢u enterokoknih infekcija urogenitalnog sustava
te infekcija zvukovoda i rana u zivotinja (Selleck i sur., 2019.).

Lancanom reakcijom polimerazom, pomocu pocetnica za specificne ddl gene, od
ukupno 100 pretrazenih izolata enterokoka, 62 izolata identificirana su kao vrsta E. faecalis, a

njih 21 kao vrsta E. faecium. Znacajno veci broj izolata vrste E. faecalis odgovara podatcima
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dobivenim u veéini drugih istrazivanja. Ova vrsta prevladava u svim klinickim uzorcima u
humanoj medicini, obuhvacdajuéi izolate enterokoka iz razli¢itih infekcija (Bari$i¢ 1 Punda-
Poli¢, 2000.; EI-Mahdy i sur., 2018.; Tambi¢ Andrasevic i sur. 2018.). lako je zabiljezeno vise
vrsta enterokoka koji uzrokuju infekcije kod zivotinja, u klinickim uzorcima takoder
prevladava vrsta E. faecalis (Aarestrup i sur., 2000.; Butaye i sur., 2001.). Izolati vrste E.
faecium zabiljezeni su ¢esce U fecesu zdravih zivotinja te u uzorcima iz zivotinja na intenzivnoj

njezi (Ghosh i sur., 2011.; Iseppi i sur., 2015.; Ngbede i sur., 2017.; Poeta i sur., 2006.).

U ovom istrazivanju disk-difuzijskom metodom je ispitana osjetljivost izolata vrsta E.
faecium i E. faecalis na 11 antimikrobnih lijekova. Koristeni lijekovi su penicilin G, ampicilin,
enrofloksacin, ciprofloksacin, tetraciklin, rifampicin, nitrofurantoin, Kkloramfenikol,
vankomicin, streptomicin i gentamicin. Posljednja dva navedena lijeka sluzila su za ispitivanje
rezistencije visokog stupnja na aminoglikozide. Prema rezultatima dobivenim disk-difuzijskim
postupkom, izolati su razvrstani u interpretacijske skupine: osjetljiv, umjereno osjetljiv i
rezistentan. Zastupljenost interpretacijskih skupina promatrana je na razini dviju istraZzivanih
vrsta te za obje vrste objedinjeno, odnosno kao ukupni rezultat osjetljivosti enterokoka.
Nadalje, zbog veceg udjela izolata izdvojenih iz uzoraka urina te podataka iz literature koji
govore o vecoj Vjerojatnosti izdvajanja multirezistentnih enterokoka iz urina, rezultati
osjetljivosti izolata urina interpretirani su zasebno.

Najveci broj izolata enterokoka u ovom je istrazivanju bio rezistentan na rifampicin (83
%). Ovako veliki postotak rezistencije je neocekivan jer se ovaj lijek ne koristi u lijeCenju
zivotinja u Hrvatskoj (VMP, 2022). Iako je broj istrazivanja koja ispituju osjetljivost
enterokoka na rifampicin malen, u jednome je istrazivanju, provedenom na izolatima iz
uzoraka fecesa i rektalnih obrisaka pasa, postotak rifampicin-rezistentnih enterokoka iznosio
52 %, dok je u drugom, provedenom na uzorcima fecesa goveda i peradi, taj postotak maniji i
iznosi 34 % (Damborg i sur., 2009.; Ngbede 1 sur., 2017.). Promatrajuci osjetljivost pojedinih
vrsta ukljucenih u ovo istrazivanje, dobiveni su gotovo jednaki postotci rezistentnih izolata kao
i sveukupno za obje vrste, E. faecalis 84 % i E. faecium 81 %. Sli¢ni rezultati objavljeni su i u
istrazivanju provedenom na uzorcima pasa gdje je postotak rezistentnih izolata vrste E. faecalis
iznosio 89 %, a vrste E. faecium 81 % (Ossiprandi i Zerbini, 2011.). Visok postotak rifampicin-
rezistentnih izolata objavljen je i1 u istraZivanju s enterokokima izdvojenim iz urina ljudi, gdje
je 94 % izolata vrste E. faecium i 71 % izolata vrste E. faecalis bilo rezistentno na ovaj lijek

(Jahansepas i sur., 2018.). U ovom istrazivanju, gotovo svi izolati vrste E. faecium iz uzoraka
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urina, njih 11 od 12 (92 %), bili su rezistentni na rifampicin, dok je postotak rezistentnih izolata
vrste E. facealis bio nesto nizi, 80 %.

Zbog urodenih mehanizama rezistencije, fluorokinoloni slabije djeluju na enterokoke
(Kristich i sur., 2014.; Oyamada i sur., 2006.; Werner i sur., 2010.). Osim toga, u¢estalom
primjenom u veterinarskoj medicini u lijecenju infekcija uzrokovanih razli¢itim bakterijama,
enterokoki su, kao dio fizioloSke mikrobiote, stalno izloZeni ovoj skupini lijekova te je Cesta
selekcija rezistentnih sojeva. U ovom istrazivanju ispitana je osjetljivost na dva fluorokinolona,
enrofloksacin i ciprofloksacin.

Postotak enrofloksacin-rezistentnih izolata enterokoka iznosio je 83 %, §to je nesto veci
postotak od onih objavljenih u dostupnoj literaturi (56 — 77 %) (Marques i sur., 2017.;
Rodrigues i sur., 2002.). Promatrano po vrstama, najviSe je izolata vrste E. faecium bilo
rezistentno upravo na enrofloksacin (90 %), dok je kod vrste E. faecalis 80 % izolata bilo
rezistentno na ovaj lijek. Objavljeni radovi iz podrucja veterinarske medicine navode 75 % -
97 % enrofloksacin-rezistentnih izolata vrste E. faecium dok je udio enrofloksacin-rezistentnih
izolata vrste E. faecalis nizi i kre¢e se izmedu 32 % i 56 % (Ghosh i sur., 2011.; Kukanich i
Lubbers, 2015.; Ossiprandi i Zerbini, 2011.).

Postotak ciprofloksacin-rezistentnih izolata enterokoka iznosio je 60 %, $to je gotovo
jednako kao i u dosadasnjim istrazivanjima (56 — 73 %) (Marques i sur., 2017.; Rodrigues i
sur., 2002.). Svi izolati koji su u ovom istrazivanju bili rezistentni na ciprofloksacin bili su
rezistentni i na enrofloksacin. Ciprofloksacin-rezistentnih izolata vrste E. faecium bilo je 90 %,
jednako kao i enrofloksacin-rezistentnih izolata ove vrste. Kod vrste E. faecalis 50 % izolata
bilo je rezistentno na ciprofloksacin. Druga istraZivanja biljeze izmedu 41 % 1 90 %
ciprofloksacin-rezistentnih izolata vrste E. faecium te izmedu 7 % i 41 % rezistentnih izolata
vrste E. faecalis (Jackson i sur., 2009.; Ossiprandi i Zerbini, 2011.; Seputiene i sur., 2012.).

Kada usporedimo rezultate dobivene za pojedine vrste enterokoka, statisticki je
znacajno viSe izolata E. faecium bilo rezistentno na ciprofloksacin. Osim toga, u ovom
istrazivanju, gotovo svi izolati vrste E. faecium iz uzoraka urina, njih 11 od 12 (92 %), bili su
rezistentni na oba istrazivana fluorokinolona.

Iz rezultata ovoga istraZivanja vidljivo je kako je veca uclestalost enrofloksacin i
ciprofloksacin-rezistentnih izolata kod vrste E. faecium. Jednake rezultate objavila su mnoga
istrazivanja provedena u humanoj i u veterinarskoj medicini (Bari$i¢ i Punda-Poli¢, 2000.;
Jackson i sur., 2009.; Jahansepas i sur., 2018.; Ossiprandi i Zerbini, 2011.; Poeta i sur., 2006.).
Najvjerojatniji uzrok tome jest bolja prilagodba i sposobnost vrste E. faecium za selekciju

rezistentnih izolata, u usporedbi s vrstom E. faecalis. Rezistencija na fluorokinolone
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ustanovljena u ovom istrazivanju je najvjerojatnije posljedica mutacija u kromosomskim
genima za DNA girazu i topoizomerazu 1V kojima se mijenjaju vezna mjesta za antibiotike.
Takoder, s obzirom na mnogobrojne urodeno prisutne efluks pumpe kod enterokoka, lako je
moguce kako zbog kontinuiranog kontakta s lijekovima ove skupine dolazi i do hiperekspresije

gena koji ih kodiraju.

Zbog Sirokog spektra djelovanja i veée dostupnosti, tetraciklini su, odmah nakon
penicilina, drugi najceSce koriSteni lijekovi u veterinarskoj medicini u Europi (EMA, 2021).
Stoga je velik broj rezistentnih izolata u ovom istrazivanju (60 %) bio o¢ekivan. Slicne, ali 1
vece postotke rezistentnih izolata, biljeze istrazivanja provedena na izolatima enterokoka iz
uzoraka razli¢itih domacih zivotinja (60 % - 90 %) (Cinquepalmi i sur., 2013.; De Leener i sur.,
2005.; Kwon i sur., 2012.; Marques i sur., 2017.; Nam i sur., 2009.; Willis i sur., 2019.).
Promatrajuci osjetljivost pojedine vrste, u ovom je istrazivanju ¢ak 85 % izolata vrste E.
faecium bilo rezistentno na tetraciklin. Suprotno navedenom, tetraciklin-rezistentnih izolata
vrste E. faecalis bilo je statisticki znaCajno manje, 52 %. U dosada$njim istrazivanjima
provedenim na zivotinjskim uzorcima, postotak tetraciklin-rezistentnih izolata je visi te se za
vrstu E. faecium kre¢e izmedu 71 % - 94 %, a za vrstu E. faecalis izmedu 75 % - 89 %
(Damborg i sur., 2009.; Ossiprandi i Zerbini, 2011.; Troscianczyk i sur., 2021.; Seputiene i
sur., 2012.). U istrazivanjima provedenima s vankomicin-rezistentnim izolatima vrste E.
faecium izdvojenim iz uzoraka fecesa pasa te izolatima E. faecium izdvojenim iz urina pasa,
zabiljezeno je 100 % tetraciklin-rezistentnih izolata (Herrero i sur., 2004.; Kirkan i sur., 2019.).
Vrlo Cesto izolati obiju vrsta imaju gotovo jednak postotak rezistentnih izolata, $to nije slucaj
u ovom istrazivanju. Takoder, neka istrazivanja objavila su rezultate s veéim postotcima
rezistentnih izolata kod enterokoka Zivotinjskog porijekla u odnosu na izolate humanog
porijekla (Aarestrup i sur., 2000.; Kwon i sur., 2012.; Poeta i sur., 2006.). Moguce je kako je
to posljedica izrazito raSirene primjene tetraciklina u veterinarskoj medicini, od uzgoja i
lijecenja farmskih Zivotinja do lije¢enja svih kuénih ljubimaca.

Rezistencija enterokoka na tetracikline kodirana je velikim brojem gena, a kao najéesci
navode se tetM i tetL geni koji se prenose plazmidima, stoga su i odabrani u ovom istrazivanju
za molekularnu potvrdu fenotipski ustanovljene rezistencije (Chopra i Roberts, 2001.). Kao §to
je navedeno, pedeset izolata (60 %) enterokoka bilo je fenotipski rezistentno na tetracikline, a
genotipska rezistencija potvrdena je u njih 49. Svih 49 izolata bilo je pozitivho na prisustvo
tetM gena, odnosno rezistencija je posljedica sinteze zastitnih proteina koji su onemogucili

vezanje tetraciklina na ciljna mjesta. Gen tetM odgovoran je za rezistenciju na tetraciklin i
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minociklin. Gen tetL kodira za efluksne pumpe koje izbacuju tetraciklin i klortetraciklin, a
dokazan je u 16 izolata; 11 izolata vrste E. faecium i 5 izolata vrste E. faecalis. Za ispoljavanje
rezistencije izolata na terapeutske doze lijeka dovoljno je prisustvo tetM gena, no uz tetL gen
izolat pokazuje rezistenciju visokog stupnja, odnosno, moze prezivjeti 1 znatno vise
koncentracije tetraciklina u in vitro uvjetima (Chopra i Roberts, 2001.). U ovom istrazivanju,
kod 11 od 18 tetraciklin-rezistentnih izolata vrste E. faecium dokazana su oba ispitivana tet
gena, za razliku od vrste E. faecalis kod koje je samo pet od 32 izolata posjedovalo oba gena.
Iz rezultata molekularnog ispitivanja, vidljivo je kako je rezistencija visokog stupnja ¢esc¢a kod
vrste E. faecium, sto jo§ jednom dokazuje vecu sposobnost ove vrste u razvoju rezistentnih i

multirezistentnih izolata.

Vankomicin je glikopeptidni antibiotik, jedan od kriticno vaznih lijekova (CIA, engl.
Critically Important Antimicrobials) u humanoj medicini (WHO, 2019). lako u Republici
Hrvatskoj nije odobren za upotrebu u veterinarskoj medicini, zbog vaznosti njegove uloge u
humanoj medicini u ovom je istrazivanju ispitana osjetljivost izolata enterokoka i na
vankomicin. S obzirom da nije registriran za lijeCenje Zivotinja, a upotreba vankomicinu
srodnog antibiotika, avoparcina, kao promotora rasta nije dozvoljena u Hrvatskoj, nismo
oc¢ekivali vankomicin—rezistentne izolate. Ipak, ispitivanjem osjetljivosti izolata ustanovljeno
je 23 % rezistentnih izolata enterokoka i ¢ak 41 % izolata umjereno osjetljivih na vankomicin.
Medu njima, samo je jedan izolat (5 %) vrste E. faecium bio fenotipski rezistentan na
vankomicin, za razliku od 18 (29 %) izolata vrste E. faecalis. Postotak rezistentnih izolata
uocen u ovom istrazivanju razlikuje se od istrazivanja iz 2019. godine u kojem je ustanovljeno
¢ak 45 % izolata vrste E. faecium iz urina pasa rezistentnih na vankomicin. Takav rezultat je
vjerojatno posljedica manjeg broja izolata enterokoka ukljuéenih u istraZivanje te ¢injenice
kako su svi izolati pripadali vrsti E. faecium, za koju je dosad uocena ¢eséa pojava rezistencije
na vankomicin (Kirkan i sur., 2019.).

Rezultati disk-difuzijskog ispitivanja osjetljivosti na vankomicin iz ovog istrazivanja
znacajno se razlikuju od onih zabiljeZenih u brojnim istrazivanjima provedenim na izolatima
izdvojenim iz uzoraka pasa, macaka, glodavaca, konja i1 farmskih Zivotinja. U tim se
istrazivanjima navodi kako nema vankomicin-rezistentnih izolata roda Enterococcus (Butaye i
sur., 2001.; Cinquepalmi i sur., 2013.; Ghosh i sur., 2011.; Jackson i sur., 2009.; Kataoka i sur.,
2014.; Ngbede i sur., 2017.; Poeta i sur., 2006.; Rodrigues i sur., 2002.; Seputiene 1sur., 2012.;
Troscianczyk i sur., 2021.; Willis i sur., 2019.).
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U posljednjih pet godina, istrazivanja u humanoj medicini navode rezistenciju
vankomicin-rezistentnih izolata vrste E. faecium koja se krec¢e izmedu 14 % i 52 % te vrste E.
faecalis izmedu 2 % i 23 % (Jahansepas i sur., 2017.; Goel i sur., 2016.; Said i Abdelmegeed,
2019.). Dostupna literatura s podruc¢ja Hrvatske obuhvaca VRE i MDR enterokoke izdvojene
iz uzoraka ljudi, i to u svrhu pracenja rezistencije bakterija na nacionalnoj razini. Prema
posljednjim podacima za 2019. godinu, broj VRE izolata u Hrvatskoj vrste E. faecalis je manji
od 1 %, no postotak je znacajno veéi kada je rije¢ o VRE izolatima vrste E. faecium i iznosi 33
%. Osim toga, zabiljeZen je i porast rezistencije u proteklome desetlje¢u (Tambi¢ AndraSevi€ i
sur., 2015., 2017., 2018., 2020.; Vodnica-Martucci i Krilanovi¢, 2019.). Vrlo sli¢ni brojevi
vankomicin-rezistentnih izolata u humanoj medicini objavljeni su i u Njemackoj (Werner i sur.,
2021.).

S obzirom na razliku u osjetljivosti izolata na vankomicin izmedu ovog i drugih
istrazivanja, molekularnom smo metodom, osim dokazivanja klju¢nih gena odgovornih za
rezistenciju neposredno provjerili i to¢nost rezultata dobivenih disk-difuzijskim postupkom.
Prema preporuci u CLSI dokumentu, izolate koji su umjereno rezistentni na vankomicin
potrebno je provjeriti mikrodilucijskom ili molekularnom metodom (CLSI, 2015). S obzirom
na preporuku, uz rezistentne izolate, i svi umjereno osjetljivi izolati pretrazeni su na prisutnost
vanA i vanB gena. To su geni koji kodiraju enzime za modifikaciju veznih mjesta antibiotika
te se posljedi¢no tome mijenja afinitet za vankomicin.

Od 19 VRE izolata, njih 18 je pripadalo vrsti E. faecalis, a samo jedan vrsti E. faecium.
Molekularnom pretragom dokazana je prisutnost pretrazivanih gena u samo tri izolata, od kojih
su dva izolata posjedovala vanA gen, a jedan izolat vanB gen. Od 18 izolata vrste E. faecalis
kod kojih je fenotipski utvrdena rezistencija na vankomicin, genotipski je ona dokazana u samo
dva izolata, jedan je posjedovao vanA, a drugi vanB gen. Moze se zakljuciti kako je jedan od
izolata, zbog prisutnosti vanA gena, rezistentan na vankomicin i teikoplanin, dok je drugi, s
vanB genom, rezistentan samo na vankomicin. Usporedbom rezultata disk-difuzijskog i
molekularnog ispitivanja, rezistencija na vankomicin je dokazana u samo 11 % ispitanih izolata
vrste E. faecalis.

Jedan izolat vrste E. faecium fenotipski je pokazao rezistenciju na vankomicin i kod njega
je molekularnom metodom dokazana prisutnost vanA gena.

Svi izolati koji su disk-difuzijskim ispitivanjem interpretirani kao umjereno osjetljivi na
vankomicin bili su negativni na prisustvo istrazivanih van gena, odnosno, smatraju se
osjetljivim na vankomicin. Genotipski je rezistencija na vankomicin ustanovljena u samo 4 %

ukupnog broja izolata enterokoka ispitivanih u ovom istrazivanju. Razlika u postotku
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rezistentnih izolata odnosi se samo na vrstu E. faecalis. Ovaj rezultat bolje odgovara i
prethodno navedenim istrazivanjima iz podrucja veterinarske medicine, prema kojima nema
vankomicin-rezistentnih izolata izdvojenih iz uzoraka zivotinja (Kataoka i sur., 2014.; Ngbede
1sur., 2017.; Seputiene isur., 2012.; Troscianczyk i sur., 2021.; Willis i sur., 2019.).

Prema EUCAST (EUCAST, engl. The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) dokumentu, disk-difuzijski postupak smatra se pouzdanim za ispitivanje
osjetljivosti enterokoka na vankomicin, osobito kod izolata kod kojih je dokazan vanA gen.
Takoder, smatraju ga pouzdanijim za otkrivanje vanB genotipa od automatiziranog postupka
odredivanja osjetljivosti VITEK® (bioMérieux, USA) i mikrodilucije, s naglaskom na strogo
pridrzavanje uputa o izradi i ocitavanju rezultata (EUCAST, 2017). Od ukupnog broja
fenotipski vankomicin-rezistentnih enterokoka, samo je 16 % bilo i genotipski potvrdeno u
ovom istrazivanju. lako dobiveni rezultati daju naslutiti kako disk-difuzijski postupak
ispitivanja osjetljivosti enterokoka na vankomicin nije pouzdan, zbog malog broja ispitanih
uzoraka to se ne moze tvrditi sa sigurno$¢u. Ovako veliko odstupanje izmedu rezultata dviju
koriStenih metoda trebalo bi provjeriti s ve¢im brojem vankomicin-rezistentnih enterokoka

izdvojenih iz zivotinjskih uzoraka.

Penicilin G i ampicilin su antimikrobni lijekovi iz skupine penicilina, preporuceni za
upotrebu u lijeCenju enterokoknih infekcija. Temeljem rezultata ispitivanja osjetljivosti
enterokoka na penicilin G, moze se procijeniti osjetljivost izolata na cijelu skupinu penicilina.
Ipak, u ovom istrazivanju ispitana je i osjetljivost na ampicilin, prije svega kako bi se usporedili
dobiveni rezultati rezistencije na ova dva lijeka. Ispitivanje je pokazalo kako su svi ampicilin-
rezistentni izolati ujedno i penicilin G-rezistentni, odnosno rezistentni su na sve lijekove iz
skupine penicilina. Upotreba penicilina u lijeCenju, kao i kombinacije penicilina i
aminoglikozida, kod rezistentnih izolata nije ucinkovita. Postotak penicilin-rezistentnih
Enterococcus spp. izolata iznosio je 20 %, Sto je u skladu s rezultatima dvaju istraZivanja
provedenima na izolatima enterokoka iz fecesa pasa i macaka (Ossiprandi i Zerbini, 2015.;
Rodrigues i sur., 2002.). U drugim istraZzivanjima provedenim na izolatima enterokoka iz
uzoraka fecesa ili obrisaka rektuma domacih zivotinja (pasa, macaka, goveda, pili¢a) broj
ampicilin-rezistentnih izolata je veci i kre¢e se izmedu 30 i 50 % (Cinquepalmi i sur., 2013.;
Issepi 1 sur., 2020.; Ngbede i sur., 2017.; Willis i sur., 2019.). Suprotno tome, u istraZivanju
Marques i sur. (2018.), provedenom na izolatima enterokoka izdvojenih iz urina pasa i macaka,
dokazano je 12 % izolata rezistentnih na ampicilin, no ako se promatra samo vrsta E. faecium,

gotovo svi izolati bili su rezistentni (89 %). Kirkan i sur. (2019.), objavili su kako je 100 %
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enterokoka vrste E. faecium, izoliranih iz urina pasa s infekcijom mokracnog sustava,
rezistentno na ampicilin.

U vecini istrazivanja provedenih na izolatima vrsta E. facium i E. faecalis iz uzoraka
zivotinjskog porijekla, objavljeni su slicni rezultati. Rezistencija na peniciline uglavnom se
javlja kod vrste E. faecium i krece se izmedu 70 % i 82 %, dok je vrsta E. faecalis osjetljiva na
ovu skupinu lijekova (Ghosh i sur., 2011.; Jackson i sur., 2009.; Kwon i sur., 2012.; Ossiprandi
I Zerbini, 2015.). I u ovom istrazivanju dobiveni su jednaki rezultati ako se promatra
rezistencija na peniciline pojedinacno za svaku od dvije ispitivane vrste. Kod vrste E. faecium,
81 % izolata je bilo rezistentno, dok su svi izolati vrste E. faecalis bili osjetljivi. Usporedujuci
izolate koji su u ovom istrazivanju izdvojeni iz urina, 92 % izolata vrste E. faecium bilo je
rezistentno na ovu skupinu lijekova.

Iz ovih je rezultata vidljivo kako ukupna rezistencija izolata roda Enterococcus na
peniciline proizlazi isklju¢ivo iz rezistentnih izolata vrste E. faecium. Takoder, dobiveni
podatci potvrduju i tvrdnju EUCAST-a, prema kojoj je rezistencija na ampicilin Cesta kod vrste
E. faecium, a rijetka kod vrste E. faecalis (EUCAST, 2021). U humanoj medicini rezistencija
na peniciline prisutna je u obje vrste, takoder s vecom ucestalo$¢u u vrste E. faecium. U
dosadasnjim se istrazivanjima postotak ampicilin-rezistentnih izolata E. faecalis kretao izmedu
9 % i 36 %, a kod vrste E. faecium postotci ampicilin-rezistentnih izolata su u rasponu od 45
% do 99 % (Barisi¢ i Punda-Poli¢, 2000.; Goel i sur., 2016.; Jahansepas i sur., 2018.; Zhang i
sur., 2021.). Sve se cescée biljezi i 100 % ampicilin-rezistentnih izolata vrste E. faecium
izdvojenih iz klini¢kih uzoraka humanog porijekla (EI-Mahdy i sur., 2018.; Kwon i sur., 2012.;
Said i Almagedeer, 2019.).

Glavnim mehanizmom rezistencije enterokoka na peniciline smatraju se mutacije u
genima koji kodiraju PBP molekule. Prve takve mutacije uoc¢ene su kod vrste E. faecium, a s
obzirom da su navedeni geni smjeSteni na kromosomu, jasno je zasto je rezistencija uglavnom
vezana uz tu vrstu te zaSto nema horizontalnog prijenosa i Sirenja rezistencije na peniciline

medu drugim vrstama enterokoka.

U veterinarskoj medicini u Hrvatskoj nitrofurantoin se ciljano koristi samo za lijeCenje
infekcija donjeg dijela mokra¢nog sustava, slicno preporukama u humanoj medicini (Weese i
sur., 2021.). S obzirom da se lijek gotovo u potpunosti izlu¢uje urinom (> 95 %), enterokoki
GI sustava ljudi 1 zivotinja nisu izloZeni djelovanju antibiotika pa je vjerojatnost stjecanja i
Sirenja rezistencije mala. Uz to, da bi djelovanje nitrofurantoina u potpunosti izostalo, U izolatu

istovremeno mora biti prisutno vise mehanizama rezistencije, primjerice hiperekspresija gena
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koji kodiraju efluksne pumpe i delecije u genima koji kodiraju enzime nitroreduktaze (Tu i
Mcecalla, 1975.; Wijma i sur., 2018.; Zhang i sur., 2021.). S obzirom na sve navedeno, u ovom
istrazivanju ocekivan je mali postotak rezistencije na nitrofurantoin. Ta je pretpostavka
potvrdena i rezultatom od samo 19 % nitrofurantoin-rezistentnih enterokoka. Promatrajuci
vrste pojedinac¢no, statisticki znacajno vise izolata vrste E. faecium pokazalo je rezistenciju na
nitrofurantoin, odnosno 15 od 21 izolata (71 %), u usporedbi sa samo jednim rezistentnim
izolatom vrste E. faecalis. Istrazivanja provedena na izolatima izdvojenim iz pasa, macaka,
peradi 1 svinja takoder govore o postojanju rezistencije na nitrofurantoin samo u sojevima vrste
E. faecium. U navedenim istrazivanjima, postotak rezistentnih izolata ove vrste krece se izmedu
27 % 167 %, dok su svi izolati vrste E. faecalis osjetljivi na nitrofurantoin (Ghosh i sur., 2011.;
Jackson 1 sur., 2009.; geputiene isur., 2015.).

IstraZzivanja provedena na klini¢ckim izolatima enterokoka iz humanih uzoraka dala su
slicne rezultate, no rezistencija je prisutna i kod malog broja izolata vrste E. faecalis.
Rezistencija se kod vrste E. faecium kretala izmedu 4 % i 24 %, a kod vrste E. faecalis izmedu
1 % i 14 % (Barisi¢ i Punda-Poli¢, 2000.; Goel i sur., 2016.; Jahansepas i sur., 2018.;
Swaminathan i Alangaden, 2010.). Ipak, kad je rije¢ o enterokokima izdvojenim iz urina
tijekom infekcija mokraénog sustava ljudi, postotak rezistentnih izolata je veci, 50 % (El-
Mahdy i sur., 2018.). U ovome je istrazivanju takoder opazen veci postotak izolata rezistentnih
na nitrofurantoin izdvojenih iz urina (28%), u odnosu na izolate iz ostalih uzoraka. Pritom je
rezistencija zabiljezena samo kod vrste E. faecium. O samim mehanizmima rezistencije
nedostaje znanstvenih spoznaja, no trenutno prevladava misljenje kako je rije¢ o mutacijama u
bakterijskom kromosomu, a ne o stjecanju gena plazmidima. Ova teorija govori u prilog

zapazenome zadrzavanju rezistencije u jednoj vrsti.

Kloramfenikol je lijek koji se koristi prvenstveno u humanoj medicini. Prema
preporukama ISCAID-a (ISCAID, engl. International Society for Companion Animal
Infectious Diseases), rezerviran je za lijeCenje urinarnih infekcija uzrokovanih
multirezistentnim bakterijama za koje nije preostala ni jedna druga terapijska opcija (Weese i
sur., 2021.). Upotreba ovog lijeka zabranjena je za lijeCenje zivotinja namijenjenih ishrani ljudi
(Gigueére i sur., 2013.). S obzirom na to da se u veterinarskoj medicini gotovo ne koristi, malen
broj izolata rezistentnih na kloramfenikol u ovom istrazivanju bio je ocekivan (12 %), ¢ineci
ovu rezistenciju najmanje zastupljenom medu istraZivanim izolatima. Promatrajuci vrste

pojedinacno, kod vrste E. faecalis 15 % izolata bilo je rezistentno na kloramfenikol, a kod vrste
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E. faecium 5 % je rezistentnih izolata. Kada izolate iz urina promatramo zasebno, 30 % njih je
bilo kloramfenikol-rezistentno, a svi su pripadali vrsti E. faecalis.

Gore navedeni podaci u skladu su s velikim brojem istrazivanja koja biljeze mali broj
enterokoka rezistentnih na kloramfenikol. U istrazivanjima provedenim na uzorcima pasa i
macaka, postotak kloramfenikol-rezistentnih enterokoka kre¢e se izmedu 4 % i1 31 %
(Cinquepalmi i sur., 2013.; Kukanich i Lubbers, 2015.; De Leener i sur., 2005.; Kataoka i sur.,
2014.; Poeta 1 sur., 2006.). Sli¢ni rezultati objavljeni su 1 u istraZzivanjima provedenim na
uzorcima konja, peradi, goveda i svinja, sa 6 - 17 % kloramfenikol-rezistentnih izolata E.
faecium i 8 - 33 % rezistentnih E. faecalis izolata (Ngbede i sur., 2017.; Poeta i sur., 2006.;
Seputiene i sur., 2012.; Willis i sur., 2019.). Tako je rezistencija na kloramfenikol u pojedinim
istrazivanjima veca (30 - 33%), to su i dalje vrlo mali, ako ne i najmanji, postotci rezistentnih
izolata u odnosu na druge ispitivane lijekove u navedenim istrazivanjima (De Leener 1 sur.,
2005.; Kataoka i sur., 2014.; Seputiene i sur., 2012.). Iz navedenoga je vidljivo kako je
udestalost kloramfenikol-rezistentnih izolata vec¢a u vrste E. faecalis, za razliku od ostalih
istrazivanih lijekova na koje je rezistencija ¢e$¢e ustanovljena u vrste E. faecium.

Vecinom su za rezistenciju enterokoka na kloramfenikol odgovorni enzimi za
inaktivaciju lijeka, kodirani cat i cfr genima. Zbog ocekivane niske rezistencije te izrazito
rijetke upotrebe ovog lijeka u veterinarskoj medicini, navedeni geni nisu dokazivani u ovom
istrazivanju. Ipak, vazno je imati na umu kako je cfr gen odgovoran za kriznu rezistenciju
enterokoka na kloramfenikol, sve oksazolidine, linkozamid, streptogramin A i pleuromutiline,
kriticno vazne lijekove u humanoj medicini. Zbog opasnosti od prijenosa kloramfenikol-
rezistentnih enterokoka sa Zivotinje na Covjeka, preporuka je ispitati prisutnost ovih gena u

narednim istrazivanjima enterokoka izoliranih iz uzoraka zivotinja.

Rod Enterococcus odlikuje se urodenom rezistencijom niskog stupnja na aminoglikozide,
stoga se lijekovi ove skupine ne mogu koristiti kao monoterapija kod infekcija uzrokovanih
enterokokima. Njihova primjena moze biti u¢inkovita samo u kombinaciji s lijekovima koji
inhibiraju sintezu bakterijske stijenke (penicilini i glikopeptidi). Zbog urodenih mehanizama
rezistencije, na enterokoke djeluju samo dva aminoglikozida, gentamicin i streptomicin, pri
¢emu je gentamicin nesto djelotvorniji. Prije odabira terapije nuZno je razlikovati izolate s
urodenom rezistencijom od izolata sa ste¢enom rezistencijom visokog stupnja. Prema CLSI-u,
visok stupanj rezistencije dokazuje se fenotipski disk-difuzijskim postupkom, ali uz primjenu
antibiotskih diskova s visokom koncentracijom lijeka. Potrebni su diskovi streptomicina s

koncentracijom lijeka 300 pg, te disk gentamicina s koncentracijom lijeka 120 pg. Ukoliko se
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ispitivanjem dokaze rezistencija visokog stupnja na gentamicin, smatra se kako je izolat
rezistentan na sve aminoglikozide, izuzev streptomicina. Ste¢enu rezistenciju visokog stupnja
na streptomicin uvijek je potrebno provijeriti zasebno (CLSI, 2015.).

U ovome je istrazivanju rezistencija visokog stupnja na streptomicin ¢esc¢a (17 %) od
rezistencije visokog stupnja na gentamicin (8 %). Promatrajuci osjetljivost pojedinih vrsta, veéi
je postotak izolata vrste E. faecium koji posjeduje rezistenciju visokog stupnja na streptomicin
(24 %), u odnosu na vrstu E. faecalis (15 %). Rezistencija visokog stupnja na gentamicin rjeda
je od rezistencije visokog stupnja na streptomicin, a dokazana je u 5 % izolata E. faecium i 10
% izolata E. faecalis.

Mnoga istrazivanja enterokoka Zivotinjskog porijekla biljeZze vecu ucestalost HLAR
izolata kod vrste E. faecalis te ¢eS¢u pojavu rezistencije visokog stupnja na streptomicin kod
te vrste (5 - 43 % izolata E. faecium te 7 - 47 % izolata E. faecalis). Rezistenciju visokog
stupnja na gentamicin posjeduje izmedu 3 i 21 % izolata E. faecium te izmedu 3 i 30 % izolata
E. faecalis (Butaye i sur., 2001.; Ghosh i sur., 2011.; Marques i sur., 2017.; Nam i sur., 2009.;
Ngbede isur., 2017.; Poeta i sur., 2006.). U ovom istrazivanju ukupno cetiri izolata, jedan izolat
E. faecium i tri izolata E. faecalis, bila su rezistentna na oba ispitivana aminoglikozida.

U humanoj medicini zabiljezena je veca pojavnost HLAR izolata koji ve¢inom pripadaju
vrsti E. faecium, a rezistencija visokog stupnja na gentamicin je nesto ucestalija. Tako je kod
vrste E. faecium zabiljezeno 48 % - 86 % izolata s rezistencijom visokog stupnja na gentamicin,
a kod vrste E. faecalis izmedu 25 % i 80 %. Sto se ti¢e rezistencije visokog stupnja na
streptomicin, ona se kod izolata vrste E. faecium krece izmedu 48 % i 71 %, a kod vrste E.
faecalis izmedu 24 % i 66 % (Barisi¢ i Punda-Poli¢, 2000.; EI-Mahdy i sur., 2018.; Goel i sur.,
2016.; Jahansepas i sur., 2018.; Lee, 2013.; Said i Abdelmegeed, 2019.).

Rezistencija na peniciline u kombinaciji s HLAR znatno smanjuje terapijske opcije.
Sre¢om, ovim istrazivanjem dokazana su samo cetiri izolata (5 %) rezistentna na obje skupine
lijekova. Od ova cetiri izolata, dva su bila izolirana iz urina. Niska pojavnost ove dvostruke
rezistencije govori kako je kombinirana terapija i dalje djelotvorna te ostaje terapija izbora u
lijecenju enterokoknih infekcija kod Zivotinja.

Kod izolata kojima je disk-difuzijskim postupkom ustanovljena fenotipska rezistencija
visokog stupnja na jedan ili oba aminoglikozida, molekularnom metodom ispitana je prisutnost
gena aph(3’)-1lla, aac(6')-le-aph(2")-la i ant(6)-la. Gen ant(6)-la kodira aminoglikozid-
modificirajuéi enzim adeniltransferazu te uzrokuje rezistenciju visokog stupnja na
streptomicin. Od devet izolata s rezistencijom visokog stupnja na streptomicin, Sest je

posjedovalo ant(6)-1a gen, a kod dva izolata je uz taj gen dokazan i gen aph(3’)-1lla. lako gen
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aph(3’)-1lla uzrokuje rezistenciju viseg stupnja na gentamicin, njegova prisutnost u izolatima
ne ponistava sinergijsko djelovanje gentamicina i penicilina (Chow, 2000.). Imajuéi to na umu,
moze se zakljuciti kako svih Sest izolata posjeduje samo rezistenciju visokog stupnja na
streptomicin te bi terapija gentamicinom i penicilinom trebala biti djelotvorna. Kod preostala
tri izolata s visokom rezistencijom na streptomicin, prisutnost ant(6)-la gena nije dokazana,
¢ime se moze zakljuditi kako je njihova rezistencija posljedica rjede zastupljenog gena ant(3”’)-
la koji kodira sli¢ni enzim, a koji nije dokazivan u ovom istrazivanju. Rezistencija visokog
stupnja na streptomicin moze biti i posljedica mutacije u ribosomu kojom se mijenja vezno
mjesto lijeka (Chow, 2000.).

Rezistenciju visokog stupnja na gentamicin najéeS¢e uzrokuje bifunkcionalni
aminoglikozid-modificiraju¢i enzim kodiran genom aac(6')-le-aph(2")-la. Sojevi koji nose
gen za ovaj enzim rezistentni su na sve aminoglikozide osim streptomicina (Hollenbeck i Rice,
2012.). U ovom istrazivanju, tri su izolata enterokoka imala rezistenciju visokog stupnja na
gentamicin, a sva tri su imala prisutan navedeni gen te uz njega i gen aph(3’)-1lla.

Cetiri izolata pokazala su fenotipski rezistenciju visokog stupnja na oba aminoglikozida.
Analizom genotipa, tri su izolata (75 %) bila pozitivha na barem jedan od ispitivanih gena.
Geni aac(6')-le-aph(2")-l1a i aph(3’)-1lla, odgovorni za rezistenciju visokog stupnja na
gentamicin, bili su prisutni u sva tri izolata. Samo jedan od izolata, uz navedene gene,
posjedovao je i gen ant(6)-la odgovoran za rezistenciju visokog stupnja na streptomicin. U
preostala dva izolata, nije ustanovljen mehanizam rezistencije visokog stupnja na streptomicin.
Ovi rezultati ukazuju na potrebu za ispitivanjem prisustva oba gena, ant(6)-la i ant(3”’)-la,
buduci da se mehanizam rezistencije ne moze potvrditi prisustvom samo gena ant(6)-la.

Fenotipska rezistencija visokog stupnja na aminoglikozide ustanovljena je kod 16 izolata
enterokoka. Nakon molekularnog ispitivanja prisutnosti gena za aminoglikozid-modificirajuce
enzime, mehanizam rezistencije je potvrden kod 13 izolata. Za tri izolata, s visokim stupnjem

rezistencije na streptomicin, nije dokazan mehanizam rezistencije.

Od ukupno 83 izolata enterokoka ukljucenih u ovo istraZivanje, za njih 50 (60 %) je
utvrden multirezistentni fenotip, odnosno bili su rezistentni na jednu ili vi$e antimikrobnih tvari
iz barem tri razli¢ite skupine antimikrobnih lijekova. Promatramo li izolate izdvojene iz urina,
multirezistentni fenotip je ucestaliji 1 zastupljen je u 72 % izolata. Sli¢ni rezultati, sa 60 % ili
viSe multirezistentnih izolata, objavljeni su u prethodnim istraZivanjima s enterokokima
izdvojenim iz razli¢itih uzoraka domacih zivotinja i ljudi (Cinquepalmi i sur., 2013.; EI-Mahdy
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i sur., 2018.; Goel i sur., 2016.; Jackson i sur., 2009.; Jahansepas i sur., 2018.; Kataoka i sur.,
2014.; Ngbede i sur., 2017.; Ossiprandi i Zerbini, 2015.; geputiene 1sur., 2012.; Willis 1 sur.,
2019.).

Promatrajuci zasebno dvije istrazivane vrste, multirezistentni fenotip je ustanovljen kod 90
% izolata vrste E. faecium te kod 69 % izolata vrste E. faecalis. Ces¢u pojavu rezistencije kod
vrste E. faecium uodili su i autori drugih sli¢nih istrazivanja s izolatima enterokoka iz humanih
1 zivotinjskih uzoraka (Ghosh 1 sur., 2011.; Goel i sur., 2016.; Jackson i sur., 2009.; Ossiprandi
i Zerbini, 2015.; Seputiene i sur., 2012.). Uz to, u ovome istrazivanju, multirezistentni izolati
vrste E. faecium ve¢inom su bili rezistentni na pet razlicitih skupina antimikrobnih lijekova,
dok su multirezistentni izolati vrste E. faecalis bili rezistentni na tri ili Cetiri razli¢ite skupine

antimikrobnih lijekova.

Statisticki znacajna razlika u postotku rezistentnih izolata vrste E. faecium dokazana je na
penicilin, ampicilin, ciprofloksacin, nitrofurantoin i tetraciklin (Fisherov egzaktni test, p <
0,05). Analizom rezultata fenotipski ispitivane osjetljivosti, uo¢ena je statistiCki znacajna
razlika u postotku vankomicin-rezistentnih izolata vrste E. faecalis. S obzirom na to da
molekularnim ispitivanjem nisu potvrdeni svi rezistentni izolati, u konac¢nici nije bilo znacajne
razlike u broju vankomicin-rezistentnih izolata izmedu dviju ispitivanih vrsta.

Nije dokazana statisticki znacajna razlika u broju MDR 1 HLAR izolata, vjerojatno zbog
manjeg broja uzoraka vrste E. faecium. Sli¢ne rezultate, odnosno znacajno veéi postotak
rezistencije na ampicilin i ciprofloksacin kod vrste E. faecium zabiljezili su i autori u
istrazivanjima provedenim na izolatima iz pasa i uzoraka humanog porijekla (Ossiprandi i
Zerbini, 2011.; Barisi¢ i Punda-Poli¢, 2000.)

Usporeduju¢i izolate ovih dviju vrsta izdvojenih iz urina, statisti¢ki znaajna razlika
dokazana je u postotku rezistentnih izolata vrste E. faecium na penicilin, ampicilin,

ciprofloksacin, nitrofurantoin i tetraciklin (Fisherov egzaktni test p < 0,05).
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ZAKLJUCCI

1. Veéina bakterija roda Enterococcus izoliranih iz uzoraka Zivotinjskog porijekla u
Republici Hrvatskoj pripada dvjema vrstama, Enterococcus faecium i Enterococcus
faecalis. Vrsta Enterococcus faecalis je naj¢esc¢a vrsta roda Enterococcus izdvojena iz

uzoraka Zivotinjskog porijekla u Republici Hrvatskoj.

2. Rezistencija enterokoka na peniciline prisutna je samo u izolatima vrste Enterococcus
faecium. Zbog mogucnosti prijenosa rezistentnih enterokoka sa zivotinje na ¢ovjeka,
postoji realna opasnost od Sirenja penicilin-rezistentnih sojeva Enterococcus faecium u
ljudsku populaciju. S obzirom na to da su penicilini prvi izbor za lijeCenje enterokoknih

infekcija, mogucénost Sirenja takvih sojeva predstavlja prijetnju javnom zdravlju.

3. Istovremena rezistencija enterokoka zivotinjskog porijekla na peniciline i
aminoglikozide nije Cesta te je kombinacija penicilina i aminoglikozida lijek izbora za

lijeenje zivotinja s enterokoknim infekcijama.

4. Unato¢ svojstvu ukoncentriravanja, enrofloksacin nije dobar izbor za empirijsko
lijeCenje urinarnih infekcija uzrokovanih enterokokima zato Sto je vecina pretrazenih

izolata rezistentna na enrofloksacin.

5. Kirby-Bauer disk-difuzijska metoda nije pouzdana metoda za procjenu osjetljivosti na
vankomicin izolata bakterija roda Enterococcus izdvojenih iz zivotinja. Sve izolate
rezistentne prema disk-difuzijskom postupku treba potvrditi molekularnom ili

mikrodilucijskom metodom.
6. U svrhu preciznijeg odredivanja mehanizma odgovornog za rezistenciju visokog

stupnja na streptomicin, potrebno je molekularnim metodama ispitati prisutnost dvaju

ste¢enih gena, ant(6)-la i ant(3”’)-la.
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