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ZASTUPLJENOST VANKOMICIN REZISTENTNIH ENTEROKOKA IZOLOVANIH 1Z
HEMOKULTURA U PERIODU 2008-2010. GODINE
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CULTURES FROM 2008 TO 2010
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Sazetak — Zbog visoke zastupljenosti rezistencije na vankomicin i druge antibiotike, enterokoke se nalaze medu vode¢im uzro¢nicima
bolnic¢kih infekcija. Cilj rada je bio da se utvrdi prisustvo i ucestalost rezistencije na vankomicin i druge najéesce koris¢ene antibiotike
enterokoka izolovanih iz hemokultura. Osetljivost na antibiotike 132 soja Enterococcus spp. izolovana u periodu 2008-2010. godine ispi-
tana je pomocu disk difuzione metode prema preporukama Clinical and Laboratory Standards Institute i automatizovanog VITEK siste-
ma. Rezistencija se kretala od 15,9% na vankomicin do 81,3% na ciprofloksacin. Vankomicin rezistentne enterokoke, ispitane pomocu
VITEK sistema, pripadale su vrsti Enteroccocus faecium i fenotipu VanA. Njihova rezistencija na ostale antibiotike bila je izrazito viso-
ka, osim na quinupristin/dalfopristin i linezolid (4,7%). Od 21 soja, devet je bilo osetljivo samo na ove antibiotike. Visoko uc¢es¢e multire-
zistentnih sojeva, osetljivih samo na quinupristin/dalfopristin i linezolid, od posebnog je znacaja, §to zahteva dalje pracenje osetljivosti i
preduzimanje mera za kontrolu i prevenciju pojave i Sirenja rezistentnih sojeva.

Kljuéne reé¢i: Rezistencija na Vankomicin; Enterococcus; Enterococcus faecalis; Enterococcus faeccium; Krv + mikrobiologija; Bol-

nicke infekcije; Rezistencija na lekove, mikrobna

Uvod

Enterokoke su deo normalne flore intestinalnog
trakta ljudi, ali su i znacajni uzroc¢nici razlicitih obolje-
nja, kao Sto su infekcije urinarnog trakta, intraabdomi-
nalni 1 pelvi¢ni apscesi, bakteriemija i endokarditis [1].
Poslednjih dvadeset godina Sirom sveta enterokoke sve
vise ucestvuju u infekcijama, pre svega u bolnickoj sre-
dini. Zbog ispoljavanja rezistencije na velik broj antibio-
tika, oboljenja njima izazvana velik su terapijski pro-
blem. Najcesce izolovane vrste ovog roda, Enterococcus
faecalis (E. faecalis) i Enterococcuc faecium (E. faeci-
um), nalaze se na trecem ili ¢etvrtom mestu po ucesta-
losti medu uzro¢nicima nozokomijalnih infekcija [2—4].
Ovako visoko mesto enterokoke zauzimaju zbog urode-
ne rezistencije na nekoliko naj¢esc¢e koris¢enih antibio-
tika, kao 1 sposobnosti razvoja steCene rezistencije pu-
tem mutacija sopstvenih ili sticanja novih gena. Entero-
koke poseduju urodenu rezistenciju na cefalosporine,
nalidiksinsku kiselinu, klindamicin i rezistenciju niskog
nivoa na aminoglikozide. Rezistencija na vecinu beta
-laktamskih antibiotika zasnovana je na postojanju pe-
nicili vezuju¢ih proteina (PVP), pre svega PVPs sma-
njenog afiniteta za ove antibiotike. Mogu da steknu re-
zistenciju na peniciline, lu¢eci beta -laktamaze, hloram-
fenikol, tetraciklin, rifampicin, ﬂuorohinolone, vanko-
micin i visok nivo rezistencije na aminoglikozide. Poja-
va sojeva sa steCenom rezistencijom na penicilin/ampi-
cilin, aminoglikozide visokog nivoa i vankomicin sve je

veci problem za klinicare jer ozbiljno ograniCava tera-
pijske mogucnosti i ugrozava ishod lecenja teskih obo-
ljenja izazvanih ovim sojevima. Do devedesetih godina
proslog veka glikopeptidi su bili lekovi izbora u terapiji
teskih enterokoknih infekcija, ali njihova efikasnost
znatno je smanjena s pojavom rezistentnih izolata. Prvi
sojevi rezistentni na vankomicin zabelezeni su u Velikoj
Britaniji i Francuskoj 1986. godine, godinu dana kasnije
u SAD, a ubrzo posle toga, s promenljivom ucestaloscu,
u mnogim zemljama Sirom sveta [S—7]. Rezistencija na
glikopeptide posledica je sinteze modifikovanih prekur-
zora Celijskog zida sa smanjenim afinitetom za antibio-
tike iz ove grupe. Opisano je Sest fenotipova rezistencije
na vankomicin: VanA, VanB, VanC, VanD, VanE i
VanG. Najces¢i su VanA sojevi, koji poseduju rezisten-
ciju visokog nivoa na vankomicin i teikoplanin, i VanB,
s umerenom rezistencijom na vankomicin 1 osetljivos¢u
na teikoplanin [8,9]. Postojanje podataka o ponasanju
uzro¢nika oboljenja prema moguce efikasnim antibioti-
cima presudno je za izbor odgovarajuce inicijalne tera-
pije. Cilj rada je bio da se utvrdi prisustvo i ucestalost
rezistencije na vankomicin i druge najCeS¢e koriS¢ene
antibiotike enterokoka izolovanih iz hemokultura.

Materijal i metode
Ispitivanjem su obuhvacena 132 izolata Enteroco-

ccus spp. iz hemokultura bolnicki le¢enih pacijenata u
periodu 2008-2010. godine.
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Skracenice

PVP — penicilin vezujuéi protein

E. faecalis — Enterococcus faecalis

E. faecium — Enterococcus faecium

VRE — vankomicin rezistentna enterokoka

Izolacija i identifikacija izvedene su u Laboratoriji za
piogene infekcije i hemokulture Centra za mikrobiologi-
Jju Instituta za javno zdravlje Vojvodine pomocu primene
standardnih dijagnostic¢kih postupaka i automatizovanog
VITEK sistema (bio Merieux).

Osetljivost na antimikrobne lekove ispitana je disk
difuzionom metodom na Mueller-Hinton agaru, uz upo-
trebu diskova proizvodnje BioRad, SAD, prema preporu-
kama Clinical and Laboratory Standards Institute 2010 i
pomocu VITEK sistema [10].

Disk difuzionom metodom ispitana je osetljivost na
sledece antibiotike: ampicilin, gentamicin (rezistencija
visokog nivoa), vankomicin, teikoplanin, eritromicin,
hloramfenikol, ciprofloksacin. Sojevi s intermedijernim
stepenom osetljivosti svrstani su u rezistentne.

1zolati enterokoka koji su u disk difuzionoj metodi bili
rezistentni na vankomicin, identifikovani su do nivoa vr-
ste 1 ispitana im je osetljivost pomoc¢u VITEK sistema na
navedene antibiotike, kao i na linkozamin, quinopristin/
dalfopristin 1 tigeciklin. Produkcija beta-laktamaza ispi-
tana je pomocu diskova nitrocefina (Becton Dickinson).

Za kontrolu kvaliteta testova osetljivosti koris¢en je
soj iz American Type Culture Collection: Enterococcus
faecalis 29212.

Za odredivanje statisticki znacajne razlike izmedu
pojedinih podataka koriS¢en je Pearsonov y test.

Rezultati

Osetljivost na ispitivane antibiotike enterokoka izo-
lovanih 1z hemokultura u periodu 2008-2010. godine
prikazana je u tabelama 11 2.

Tabela 1. Osetljivost enterokoka na antibiotike u periodu 2008—
2010. godine
Table 1. Susceptibility of enteococci to antibiotics

Antibiotik Broj testiranih Broj (%) rezistentnih sojeva
Antibiotic Number of tested Number (%) of resistant strains
Ampicilin/dmpicillin 132 59 (44,7)
Vankomicin/Vancomycin 132 21 (15,9)
Gentamicin (vn/hl) 127 67 (51,9)
Eritromicin/Erythromycin 132 97 (73,5)
Hloramfenikol/Chloramphenicol 130 30 (23,1)
Ciprofloksacin/Ciprofloxacin 129 105 (81,3)

*vn — rezistencija visokog nivoa/hl — high-level resistance
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ZabeleZena je rezistencija na sve ispitivane antibioti-
ke. Procenat rezistencije kretao se od 15,9% na vanko-
micin do 81,3% na ciprofloksacin.

U 2009. godini izolovan je manji procenat enteroko-
ka rezistentnih na vankomicin nego prethodnih godina,
ali nije nadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti
rezistencije izmedu pojedinih godina. Rezistencija na
ampicilin, gentamicin 1 eritromicin bila je visoka 1 pro-
menljiva, dok se kod hloramfenikola i ciprofloksacina
povecavao procenat rezistencije tokom posmatranog
perioda, ali nije bilo statisticki znacajnih razlika u za-
stupljenosti rezistentnih izolata izmedu pojedinih godi-
na.

Sve vankomicin rezistentne enterokoke (VRE) ispi-
tane su pomoc¢u VITEK sistema i identifikovane kao E.
faecium.

Osetljivost izolata E. faecium na antimikrobne le-
kove ispitana je i pomo¢u VITEK sistema i prikaza-
na u Tabeli 3.

Tabela 3. Osetljivost E. faecium na antibiotike pomoc¢u VITEK
sistema
Table 3. Susceptibility of E. faecium to antibiotics determined by
VITEK

Antibiotik Broj testiranih broj (%) rezistentnih sojeva
Antibiotic Number of tested Number (%) resistant strains
Ampicilin/Ampicillin 21 21 (100)
Gentamicin (vd/hl)’ 21 18 (85,7)
Streptomici}n (vd/hl)* o 20 95.2)
Streptomycin

Eritromicin/Erythromycin 21 21 (100)
Teikoplanin/Teicoplanin 21 21 (100)
Vankomicin/Vancomycin 21 21 (100)
Ciprofloksacin/Ciprofloxacin 21 21 (100)
Linezolid 21 14,7)
Quinupristin/Dalfopristin 21 14,7)
Tigeciklin/Tigecycline 7 0

"vn — rezistencija visokog nivoa; hl — high-level resistance

Sviizolati E. faecium pripadali su fenotipu VanA,
to jest bili su rezistentni na vankomicin i teikopla-
nin. Najveci broj izolata (9 od 21) bio je osetljiv samo
na quinupristin/dalfopristin i linezolid. Rezistencija
na ostale antibiotike bila je izrazito visoka, osim na
tigeciklin. Svi pripadnici ove vrste bili su osetljivi
na tigeciklin, ali s obzirom na to da se radilo o ma-
lom broju ispitanih izolata, ne mogu se donositi po-
uzdani zakljucci.

Najveci broj VRE (11 od 21) izolovan je iz hemo-
kultura pacijenata s hematoloskim oboljenjima.

Tabela 2. Osetljivost enterokoka na antibiotike u pojedinim godinama
Table 2. Susceptibility of enterococci to antibiotics in each tested year

2008.

2009. 2010.

Osetljiv/Susceptible Rezistentan/Resistant Osetljiv/Susceptible Rezistentan/Resistant Osetljiv/Susceptible Rezistentan/Resistant

Ampicilin/Ampicillin 23 (46,9%) 26 (53,1%)

Vankomicin/Vancomycin 40 (81,6%) 9 (18,4%)
Gentamicin (vn/hl)® 21 (45,7) 25 (54,3)
Eritromicin/Erythromycin 10 (21%) 39 (79%)
Hloramfenikol/Chloramphenicol 41 (84%) 8 (16%)

Ciprofloksacin/Ciprofloxacin 14 (30%) 33 (70%)

27 (71%) 11 (29%) 23 (51,1%) 22 (48,8%)
34 (89,4%) 4 (10,5%) 27 (82,2%) 8 (17,7%)
21 (58,3) 26 (41,7% 18 (40) 27 (60)
17 (45%) 21 (55%) 8 (17,7%) 37 (82,2%)
26 (72%) 10 (28%) 33 (73%) 12 (27%)
5 (13%) 33 (87%) 5 (13%) 39 (87%)

“vn — rezistencija visokog nivoa; hl — high-level resistance
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Diskusija

Zbog visoke zastupljenosti rezistencije enterokoka
na vankomicin i druge antibiotike, one danas zauzima-
ju jedno od vode¢ih mesta medu uzrocnicima intra-
hospitalnih infekcija u mnogim zemljama. Mada je
glavni uzrok pojave VRE u bolnicama velika upotreba
glikopeptida, selekciji rezistentnih sojeva doprinosi i
primena drugih antibiotika, pre svega cefalosporina
tre¢e generacije, kao i fluorohinolona 1 antibiotika koji
deluju na anaerobne bakterije [7,11]. Visoka ucestalost
1 razliita geografska rasprostranjenost VRE moze biti
i posledica upotrebe glikopeptida avoparcina u hrani
za poboljsanje rasta Zivotinja koji kod bakterija dovodi
do unakrsne rezistencije na vankomicin i teikoplanin
[12,13]. U prilog tome govore podaci da je nakon za-
brane upotrebe avoparcina 1997. godine, u zemljama
gde je ucestalost VRE bila visoka doslo do njenog
smanjenja 1 kod Zivotinja 1 kod ljudi [14,15]. Kako su
rezistentni sojevi velik terapijski problem, velika pa-
znja se posvecuje pracenju razvoja i ucestalosti rezi-
stencije na antibiotike i sprovodenju mera u cilju zau-
stavljanja 1 kontrole Sirenja rezistentnih sojeva.

Rezistencija enterokoka na vankomicin tokom
trogodisnjeg ispitivanja iznosila je 10,5% u 2009. go-
dini, 18,4% 1 17,7% u 2008. i 2010. godini i nije se
znatno promenila u odnosu na podatke iz 2007. go-
dine, kad je dokazana kod 13% izolata [16].

Vankomicin rezistentni sojevi izolovani su u
svim delovima sveta, ali postoje znatne razlike u re-
gionalnoj zastupljenosti.

Nakon prve izolacije VRE u Njujorku 1987. godine,
doslo je do brzog Sirenja i dramaticnog porasta rezisten-
cije u svim delovima SAD, $to je bila posledica, pre sve-
ga, velike upotrebe vankomicina u bolnicama [17]. Pre-
ma podacima iz visegodiSnjih multicentri¢nih ispitiva-
nja, rezistencija se kretala u rasponu od 28 do ¢ak 60 i
70% [18—20]. U Evropi je ucestalost rezistencije znatno
manja nego u SAD, ali postoje bitne razlike izmedu po-
jedinih geografskih podrugja [21]. Najmanje prisustvo
VRE nadeno je u zemljama Severne Evrope, gde je uce-
stalost iznosila manje od 1% [22]. U Norveskoj 1 Dan-
skoj radilo se o sporadi¢nim slu¢ajevima, uglavnom
bolnicki leCenim pacijentima koji su dosli iz SAD ili
evropskih zemalja s visokom ucestalos¢u VRE [23]. |
Francuska, Holandija, Poljska, Italija i Bugarska beleze
veoma nizak procenat vankomicin rezistentnih entero-
koka. Najveca ucestalost nadena je u Grckoj, Irskoj,
Portugaliji 1 Velikoj Britaniji, gde se kretala od 26 do
46%. U periodu 2005—-2008. godine znatan pad je posti-
gnut u Francuskoj (sa 2 na 0,6%), Grckoj (od 37 na
28%), Itall_]l (19 na 6%) i Izraelu (46 na 20%) [24,25].
Svi ili vecina izolata pripadala je vrsti E. faecium i ima-
la VanA fenotip rezistencije [22,26—29].

Svi VRE u nasem uzorku identifikovani su kao E.
faecium i imali su VanA fenotip rezistencije. Kako
nije vrsena identifikacija do nivoa vrste za sve izolo-
vane enterokoke, ne moze se reci kolika je bila zastu-
pljenost vankomicin osetljivih E. faecium, niti koje su

483

druge vrste ovog roda izolovane iz hemokultura.
Medu VRE nije bilo pripadnika vrste E. faecalis, kod
koje je, prema navodima iz literature, rezistencija na
vankomicin veoma retka [5,22,30].

Faktori rizika za selekciju i Sirenje VRE sojeva su:
boravak u jedinicama intenzivne nege, primena vise
vrsta antibiotika, produzena hospitalizacija, hemato-
loska maligna oboljenja, transplantacija koStane srzi i
izlozenost kontaminiranoj opremi [5].

U nasem ispitivanju najveci broj izolata E. faecium
rezistentnih na vankomicin naden je kod pacijenata s
hematoloskim malignim oboljenjima, $to je u skladu s
podacima iz literature [27].

Zastupljenost visokog nivoa rezistencije na amino-
glikozide u nasem uzorku iznosila je 51,9% kod svih
ispitanih enterokoka, a kod E. faecium 85,7 i 95,2%
na gentamicin, to jest streptomicin. Na visok stepen
rezistencije na ove antibiotike ukazuju podaci iz veci-
ne zemalja [6,24].

Rezistencija na ampicilin zabelezena je kod svih
izolata E. faecium. UCestalost ampicilin rezistentnih
izolata bila je veoma visoka i u drugim ispitivanjima
i iznosila je od 43% (Island) do preko 90% (Nemac-
ka, Madarska, Slovenja, Irska) [24].

Kombinacija aminoglikozida i beta laktamskih
antibiotika terapija je izbora teskih infekcija, kao Sto
je endokarditis, zbog njihovog sinergistickog bakteri-
cidnog delovanja. S pojavom visokog nivoa rezisten-
cije na aminoglikozide, izgubljen je ovaj efekat [1].

U naSem radu rezistencija na novije antibiotike
linezolid 1 quinupristin/dalfopristin, koji su pokazali
dobro delovanje na enterokoke, zabelezena je samo
kod 4,76% (1 od 21), sto je u skladu s navodima iz li-
terature [27,31].

Zbog dramati¢nog porasta VRE, u cilju sprecava-
nja daljeg razvoja i Sirenja rezistentnih sojeva, Centre
for Disease Control and Prevention (CDC) dao je sle-
dece preporuke [32]:

— razumna upotreba vankomicina, smanjenje upo-
trebe cefalosporina trec¢e generacije i drugih antibiotika
koji mogu da dovedu do kolitisa izazvanog Clostridi-
um difficile;

— edukacija bolnickog osoblja o epidemiologiji
VRE i njihovom uticaju na ishod i cenu lecenja;

— efikasno koriS¢enje mikrobioloskih laboratorija
u cilju ranog otkrivanja pacijenata kolonizovanih ili in-
ficiranih VRE;

— primena mera prevencije infekcija, nosenje ruka-
vica 1 zastitne odece, kao i izolacija ili grupisanje paci-
jenata.

Zakljucak

Visoko ucesce multirezistentnih izolata osetljivih
samo na linezolid i quinupristin/dalfopristin medu
vankomicin rezistentnim enterokokama jeste od po-
sebnog znacaja, Sto zahteva dalje pracenje osetljivo-
sti ovih bakterija i preduzimanje mera za kontrolu i
prevenciju pojave i Sirenja rezistentnih sojeva.
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Summary

Introduction

Enterococci are important hospital-acquired pathogens. The
most commonly isolated species of the genus, Enterococcus fae-
calis and Enterococcus faecium are the third to fourth-most pre-
valent nosocomial pathogens worldwide. The aim of this study
was to determine the frequency of resistance to vancomycin and
other antimicrobial agents of Enterococcus spp strains isolated
from blood cultures of hospitalized patients.

Material and methods

During the three-year period, from 2008 to 2010, 132 strains of

Enterococcus spp isolated from blood cultures of hospitalized
patients were tested for their susceptibility to ampicillin, vanco-
mycin, gentamycin (high-level resistance), erythromycin, chlo-
ramphenicol, teicoplanin, ciprofloxacin by disc diffusion method
according to the Clinical and Laboratory Standards Institute re-
commendations. Susceptibility of vancomycin resistant E. faeci-
um to the same antibiotics and to linezolid, quinopristin/dalfo-
pristin and tigecyclin was determined using VITEK system.

Results and discussion

Resistance to vancomycin was detected in 21 (15.9%) Enteroco-
ccus spp strains. The percentage of resistance to other antimi-
crobial agents varied from 23.1% for chloramphenicol to 81.3%
for ciprofixacin. All vancomycin resistant enterococci were
identified as E. faecium and belonged to phenotype VanA. The
resistance to other antibiotics was very high, except for linezolid
and quinopristin/dalfopristin (4.7%). The high-level aminoglyco-
side resistance was 87.6% for gentamycin and 95.2% for strepto-
mycin. All isolates were resistant to ampicillin, teicoplanin and
ciprofloxacin.

Conclusion

The detected high frequency of multidrug-resistant isolates among
vancomycin resistant enterococci is of great importance and sug-
gests the need for further monitoring of susceptibility in order to
take adequate measures to prevent and control spreading of resi-
stant strains.
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