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Sazetak. Cilj: Istraziti odabrane ¢imbenike virulencije te antimikrobnu osjetljivost/rezistenciju
uropatogenih bakterija Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium. Materijali i metode:
Ukupno 96 urinarnih izolata enterokoka identificirano je standardnim i automatiziranim
biokemijskim postupcima. Fenotipskim metodama dokazana je prisutnost kazeinaze i
Zelatinaze te lipaze. Metodom agar dilucije odredena je rezistencija prema lizozimu. Disk-
difuzijskom i mikrodilucijskom metodom ispitana je osjetljivost/rezistencija izolata prema
odabranim antibioticima. Rezultati: Od ukupnog broja uropatogenih enterokoka E. faecalis
identificiran je u 79,2%, a E. faecium u 20,8 % slucajeva. Vedina sojeva uropatogenih
enterokoka pokazivala je lipoliticku aktivnost, dok je produkcija Zelatinaze i kazeinaze
dominantna karakteristika E. faecalis, a izostaje u E. faecium. Rezistencija prema nizim
koncentracijama lizozima uocena je u 97 % od ukupnog broja testiranih uropatogenih
enterokoka. Visok stupanj rezistencije na lizozim zabiljezen je u 72 % svih ispitanih sojeva. Svi
izolati E. faecalis bili su osjetljivi prema glikopeptidima i imipenemu. Vankomicin (VanA
fenotip) rezistentni enterokoki (VRE) prisutni su isklju¢ivo medu sojevima E. faecium. Isti
sojevi rezistentni su prema imipenemu, ampicilinu i gentamicinu. Zakljucak: S obzirom na
rastucu vaznost vrsta iz roda Enterococcus kao uzroénika hospitalnih i izvanbolnickih infekcija
te sve vecu ucestalost glikopeptidne rezistencije, utvrdivanje ¢imbenika virulencije i njihove
uloge u patogenezi infekcija mokra¢nog sustava od posebnog je znacenja.

Kljuéne rijeci: antimikrobna rezistencija; cimbenici virulencije; Enterococcus; infekcije
mokraénog sustava; uropatogeni

Abstract. Aim: To investigate the selected virulence factors and the antimicrobial resistance
profile of uropathogenic bacteria Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium. Materials
and methods: A total of 96 urinary isolates of enterococci were identified by standard and
automated biochemical procedures. Using phenotypic methods the presence of caseinase
and gelatinase, as well as lipase were detected. Resistance to lysozyme was determined by
the agar dilution method. Disk diffusion and microdilution methods were used to test the
sensitivity/resistance of isolates to selected antibiotics. Results: Of the total number of
uropathogenic enterococci, E. faecalis was identified in 79.2 % and E. faecium in 20.8 % of
cases. The majority of uropathogenic enterococci strains exhibited lipolytic activity while
gelatinase and caseinase production dominated in E. faecalis, and was absent in E. faecium.
Resistance to lower concentrations of lysozyme was observed in 97 % of the total number of
uropathogenic enterococci. High levels of resistance to lysozyme were observed in 72 % of all
strains tested. All E. faecalis isolates were susceptible to glycopeptides and imipenem.
Vankomycin (VanA phenotype) resistant enterococci (VRE) were present exclusively among E.
faecium strains. The same strains were resistant to imipenem, ampicillin and gentamicin.
Conclusion: Given the growing importance of Enterococcus species as a cause of hospital and
infections in general population, as well as an increasing frequency of glycopeptide
resistance, determining virulence factors and their role in pathogenesis of urinary tract
infections is of particular significance.

Key words: drug resistance; Enterococcus spp; urinary tract infection; uropathogens; virulence
factors
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uvoD

Rod Enterococcus velika su grupa gram-pozitivnih
kuglastih bakterija. Za Covjeka su najznacajnije
dvije vrste, Enterococcus faecalis i Enterococcus
faecium koji ¢ine dio fizioloSke mikrobiote crijeva,
usne Supljine i Zenskog spolovila. Prepoznati su

Termorezistentni su, prezivljavaju temperature od
60 °C ¢ak 30 minuta, a rastu u temperaturnom ras-
ponu od 10 do 45 °C. Navedene Cinjenice, uz neko-
liko znacajnih enzima i polisaharidnu kapsulu,
omogucavaju enterokokima prezivljavanje u nepo-
voljnom okolisu, izvan organizma domacina, kao i
u njemu, te pridonose otpornosti prema imuno-

kao oportunisticki patogeni, moguci uzrocnici lotkom odgovoru'2.

endokarditisa, septikemije, infekcija povezanih s Dodatno, poznata je intrinzi¢na rezistencija ovih

intravaskularnim kateterima, abdominalnih infek- bakterija prema cefalosporinima, klindamicinu i

cija te kompliciranih infekcija mokraénog sustava. kloksacilinu te umjerena osjetljivost prema ami-

Infekcije mokraénog sustava (IMS) predstavljaju

najcesce bakterijske infekcije u izvanbolnickoj po- L. . .
Enterococcus faecalis i E. faecium smatraju se sekun-

darnim uropatogenima koji rijetko uzrokuju nekomplici-
rane, ali Cesto komplicirane urinarne infekcije. Otporni
su prema nizu faktora iz okoline, dok im nekoliko zna-
Cajnih enzima i polisaharidna kapsula omogucavaju
prezivljavanje u nepovoljnom okoliSu u organizmu doma-
¢ina, kao i izvan njega, te pridonose otpornosti prema

pulaciji te najcesée infekcije povezane sa zdrav-
stvenom skrbi. Escherichia coli i Staphylococcus
saprophyticus su primarni uropatogeni koji uzro-
kuju > 80 % nekompliciranih IMS-a u osoba s nor-
malnim mokraénim sustavom. Primarni patogeni
oboruZani su ¢imbenicima virulencije dovoljno ja-
kim da infekciju mokraénog sustava mogu uzro-

kovati i kod anatomski i funkcionalno normalnog
urotrakta. Sekundarni patogeni mogu uzrokovati
infekciju kad u domacina postoji jos i neki od pre-
disponirajucih ¢imbenika za razvoj IMS-a te rijet-
ko izazivaju infekcije u osoba bez anatomskih ili
fizioloskih anomalija urotrakta. U sekundarne
uropatogene ubrajaju se druge enterobakterije
osim E. coli, Pseudomonas aeruginosa te entero-
koki. Enterococcus faecalis i E. faecium smatraju
se sekundarnim uropatogenima koji rijetko uzro-
kuju nekomplicirane, ali su Cest uzrok komplicira-
nih i IMS-a stecenih za vrijeme zdravstvene skrbi.
Cimbenici rizika za razvoj urinarnih infekcija su
spol, dob, trudnoca, vezikoureteralni refluks i
druge funkcionalne i anatomske abnormalnosti
mokra¢nog sustava, dijabetes i transplantacija
bubrega. Ostali ¢imbenici rizika, poput urinarnih
katetera, starije Zivotne dobi i muskog spola (vje-
rojatno radi ucestalije uporabe trajnih urinarnih
katetera) opisani su kao dodatni rizi¢ni ¢imbenici
za nastanak kolonizacije, a potom i infekcije ente-
rokokima. Osobine uzrocnika, vrsta, broj te posje-
dovanje razli¢itih c¢imbenika virulencije, od
izuzetnog su znacenja za patogenezu urinarne in-
fekcije. Enterokoki se ne smatraju izrazito virulen-
tnim bakterijama. Poznato je, medutim, da su
otporni na niz faktora iz okoline. PrezZivljavaju u
mediju s visokom koncentracijom soli i pH, otporni
su na zucne soli, detergente, etanol i tesSke metale.
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imunoloskom odgovoru.

noglikozidima3. Brine pojava sojeva rezistentnih
prema jednom ili oba glikopeptidna antibiotika,
posebno u E. faecium, ¢ime je znatno oteZzana te-
rapija enterokoknih infekcija zbog ograni¢enog
broja djelotvornih antibiotika. Stoga je cilj rada
bio istraziti prevalenciju, antimikrobni profil i
odabrane ¢imbenike virulencije medu uropatoge-
nim enterokokima.

MATERIJALI | METODE

Bakterijski izolati

U Klinickom zavodu za klinicku mikrobiologiju
KBC-a Rijeka, u okviru rutinske, klinicki indicirane
bakterioloSke analize urina, u periodu od 1. rujna
do 30. studenog 2016. godine prikupljeno je 96
urinarnih izolata iz roda Enterococcus. Svi urinar-
ni izolati bili su povezani sa signifikantnom bakte-
riurijom > 10° cfu/ml (colony forming units/ml).
Bakterije su pohranjene u 20 %-tnom glicerol bu-
jonu i cuvane u zamrzivacu na -80 °C, nakon Cega
su supkultivirane na krvnom agaru (KA) i Mueller
Hinton agaru — MHA (Oxoid, Engleska). Koristenje
uropatogenih izolata u znanstveno-istrazivacke
svrhe odobrilo je Povjerenstvo za eticka pitanja
Klinickog bolnickog centra Rijeka (Klasa 003-
05/17-1/99).

http://hrcak.srce.hr/medicina
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Identifikacija izolata

Uzorak urina nacijepljen je na kromogeno urinsko
hraniliste (HiCrome UTI, Himedia, Indija). Nakon
24-satne inkubacije na 35 °C iz suspektnih koloni-
ja ucinjen je mikroskopski preparat i obojen po
Gramu te je provedena identifikacija temeljem
hidrolize eskulina i rasta u prisutnosti 40 % Zuci
(Bile Eskulin agar, Himedia, Indija), fermentacije
arabinoze (Merck, Germany) i odredivanja po-
kretljivosti (SIM agar — sumporovodik, indol, po-
kretljivost- Liofilchem, Italija). Identifikacija je
potvrdena na automatiziranom sustavu VITEK 2
(bioMerieux, Francuska) pomocu kartica za iden-
tifikaciju gram-pozitivnih bakterija (VITEK 2 GP,
bioMerieux, Francuska).

Priprema preparata za transmisijsku
elektronsku mikroskopiju (TEM)

E. faecalis uzgojen je na MHA tijekom 24 sata na
35 + 2 °C. Pripremljena je bakterijska suspenzija
(1 x 108 cfu/ml) iz koje je 10 uL postavljeno na
ugljikom obloZene mrezice za elektronsku mikro-
skopiju (SPI Supplies, SAD). Nakon dvije minute
visak tekucine uklonjen je filtarskim papirom.
Bakterije na mrezicama bojene su 1 %-tnim ura-
nil acetatom (UA, Sigma-Aldrich, SAD) kroz jednu
minutu, nakon Cega je suvisak UA-a pazljivo uklo-
njen filtarskim papirom, a mreZice osuSene na
zraku. Bakterije su vizualizirane na transmisij-
skom elektronskom mikroskopu (JEM-2100F, Jeol,
Japan) pri povecanju od 14 000x.

Fenotipska detekcija ¢imbenika virulencije

Za dokaz solubilnih ¢imbenika virulencije izolati
su kultivirani na hranilistima koja sadrzavaju spe-
cificne supstrate. Produkcija kazeinaze detektira-
na je u agaru s dodatkom obranog mlijeka kao
supstratom (Dukat, Zagreb, Hrvatska). Bakterijska
kultura nacijepljena je mikrobioloSkom usicom u
vidu crte na povrsinu agara, koji je zatim inkubi-
ran na 37 °C, tijekom 48 sati. Prisutnost bistre
zone oko bakterijskih kolonija dokazuje prisut-
nost i aktivnost kazeinaze.

Produkcija Zelatinaze dokazana je inokulacijom
bakterijske kulture u epruvetu s 1 ml sterilne fizi-
oloske otopine u kojoj se nalazi kockica Zelatine
veli¢éine 10 mm x 5 — 8 mm. Suspenzija je inkubi-
rana kroz 48 sati na 37 °C. Razgradnja Zelatine,

http://hrcak.srce.hr/medicina

zbog ¢ega se medij obojio u crno, znak je aktivno-
sti Zelatinaze.

Ekspresija lipaze dokazana je u hranilistu s dodat-
kom maslinovog ulja i Tween 80 (Biolife, Italija)
kao supstratima, zbog Cega je hraniliste neprozir-
no. Bakterijski soj nasaden je na povrsinu agara
te inkubiran tijekom 48 sati na 37 °C. Vidljivo bi-
strenje uz rub bakterijskih kolonija ukazuje na
razgradnju lipida, odnosno prisutnost lipaze.
Produkcija kazeinaze i Zelatinaze te lipaze procje-
njivana je kvalitativno kao pozitivna ili negativna
reakcija bez pokusaja kvantifikacije.

Odredivanje antimikrobne osjetljivosti
Rezistencija prema lizozimu

Rezistencija prema lizozimu odredivana je meto-
dom agar dilucije koriste¢i MHA s dodatkom lizo-
zima (Serva Electrophoresis GmbH, Germany) u
koncentraciji od 20, 40 i 60 mg/ml. Bakterijska
suspenzija u koncentraciji 1 x 10° cfu/ml, nacije-
plijena je na pripremljeni agar te inkubirana 24
sata na 37 °C. Rezistencija prema lizozimu utvrde-
na je porastom bakterija na povrsini hranilista.

Disk-difuzijska metoda

Antimikrobna osjetljivost klinickih izolata E. fae-
calis i E. faecium te kontrolnog soja (E. faecalis
ATCC 29212) ispitana je disk-difuzijskom meto-
dom prema Kirby-Baueru. Suspenzija ispitivanog
soja bakterija nanesena je na MHA te su na povr-
Sinu agara postavljeni diskovi promjera 6 mm, na-
topljeni standardiziranom koli¢cinom antibiotika:
gentamicin (30 pg), ampicilin (2 pg), norfloksacin
(5 pg), vankomicin (5 pg), teikoplanin (30 pg) i
imipenem (10 pg) (Becton, Dickinson and Com-
pany, Heidelberg, Njemacka). Rezultati su inter-
pretirani prema vaZzecem EUCAST-u (The
European Committee on Antimicrobial Susceptili-
ty Testing) standardu koji aZurira i izdaje Europski
odbor za testiranje antimikrobne osjetljivosti*.

Metoda mikrodilucije

Metodom mikrodilucije odredena je minimalna
inhibicijska koncentracija (MIK) za vankomicin, ci-
profloksacin i norfloksacin (Sigma-Aldrich Co., Ta-
ufkirchen, Germany). Svaki antibiotik, prvotno u
obliku praska, pripravljen je kao izvorna otopina
(engl. stock solution) u koncentraciji od 5120 ug/
ml, sukladno njegovoj potenciji te rastocen u
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N

Escherichia coli

33%

epruvete po 1 ml. Tako pripravljene otopine Cu-

Ostalo
Enterobacter 7v,

vane su na temperaturi od -20 °C kroz maksimal-
Staphylococcus %
3%

no dva tjedna, nakon Cega se postupak ponavljao.

U MH bujonu (Sigma-Aldrich Co., Taufkirchen, e Sl
Germany) pripremljen je bakterijski inokulum od iy
5 x 10° cfu/ml te su ucinjena dvostruka razrjede-

nja antibiotika u rasponu koncentracija od 0,25

do 256 pg/ml. Minimalna inhibicijska koncentra-

cija (MIK) najniZa je koncentracija antibiotika kod

koje nema vidljivog porasta mikroorganizama na-

Enmterococcus
19%

kon prekonoéne inkubacije®. 14%

REZULTATI

Unutar tromjesecnog razdoblja tijekom kojeg su |

Slika 1. Raspodjela urinarnih izolata u 2016. godini

prikupljani uropatogeni enterokoki, od pocetka ‘/ Ate -:
rujna do kraja studenog 2016., primijeéeno je 2 f
kako se od ukupnog broja urinarnih izolata, iza * ¢

.

najcesceg uzrocnika cistitisa bakterije Escherichia
coli, na drugom mjestu nalazi Enterococcus spp. s
uCestaloS¢u od 22 %. Rezultati se podudaraju i s
godisnjom prevalencijom razli¢itih uzro¢nika in-
fekcija mokra¢nog sustava u KBC-u Rijeka (slika
1). Vise od jedne trecine (33 %) IMS-a izazvano je
E. coli. Sljede¢i po ucestalosti su enterokoki u

Slika 2. Kultura E. faecalis na kromogenom urinskom agaru te specificna
morfologija u mikroskopskom preparatu bojenom po Gramu (svjetlosni

0 . . . .
19 % slucajeva, zatim bakterije iz roda Klebsiella mikroskop, povecanje 1000x)

(14 %) i roda Proteus (9 %), dok su ostali uzrocnici
nadeni u manjem broju. Medu 96 sojeva entero-
koka izoliranih iz urina, koristenjem standardnih i
automatiziranih identifikacijskih postupaka doka-
zane su dvije vrste, od kojih dominira E. faecalis
(79,2 %), dok je znatno rjede prisutan E. faecium
(20,8 %).

Uzorci urina rutinski su kultivirani na kromoge-
nom urinskom agaru koji omogucava brzu preli-
minarnu identifikaciju uropatogenih bakterija.
Jedan od kromogenih supstrata ugraden u ovo
hraniliste razgraduje se posredstvom enteroko-
kne B-glukozidaze rezultirajuéi porastom sitnih,
tirkizno plavih kolonija. Svjetlosnom mikroskopi-
jom u preparatu iz kulture utvrdene su morfolos-

Slika 3. Mikrostruktura bakterijskih stanica E. faecalis snimljenih pomocu

ke karakteristike enterokoka. Bakterije iz roda ! o
transmisijskog elektronskog mikroskopa (povecanje 14 000x).

Enterococcus prikazuju se kao karakteristicni
gram-pozitivni koki, poredani u krace lance (slika

2). Transmisijskom elektronskom mikroskopijom
vide se proliferirajuce stanice, uniformno obliko-
vane, s unutarstanicnom DNK regijom koja poka-
zuje relativno homogenu elektronsku gustoc¢u te
intaktnom i jasno definiranom stani¢nom stijen-

medicina fluminensis 2018, Vol. 54, No. 3, p. 304-311

kom. U stanicama uhva¢enim u procesu razmno-
Zavanja vide se poprecni zidovi koji potpuno
razdvajaju novostvorene stanice kceri (slika 3).

Od ukupnog broja (96) ispitanih urinarnih izolata
enterokoka, njih 32 (33,3 %) pokazuje aktivnost

http://hrcak.srce.hr/medicina
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kazeinaze koja je potvrdena u agaru s obranim
mlijekom na temelju prisutnosti prozirne zone
oko poraslih kolonije. Produkcija kazeinaze utvrde-
na je u 31 od 76 izolata E. faecalis (41 %) i svega
jednom od 20 izolata E. faecium (5 %). Razvoj cr-
nog obojenja bujona zbog razgradnje Zelatine,
odnosno zbog aktivnosti enzima Zelatinaze zabilje-
Zena je u 62 % izolata E. faecalis, dok niti jedan izo-
lat E. faecium nije pokazao ovu sposobnost.
Svojstvo produkcije lipaze uoceno je u 91% od
ukupnog broja izolata, od cega medu veéinom (72
od 76 ili 95 % sojeva) E. faecalis i u dvije trecine
(15 od 20 ili 75 % sojeva) E. faecium (tablica 1).

Zabrinjavajuca je pojava sojeva enterokoka, posebno E.
faecium, rezistentnih prema jednom ili oba glikopeptid-
na antibiotika, ¢ime je znatno oteZana terapija entero-
koknih infekcija zbog ograni¢enog broja djelotvornih

antibiotika.

Rezistencija prema 20, odnosno 40 mg/ml lizozi-
ma uocena je u 97 % od ukupnog broja testiranih
uropatogenih enterokoka, dok je rezistencija na
koncentraciju od 60 mg/ml lizozima zabiljeZena u
72 % svih ispitanih sojeva. Svi izolati vrste E. fae-
calis bili su rezistentni na lizozim pri nizim kon-
centracijama od 20 i 40 mg/ml, dok je rezistenciju
na koncentraciju od 60 mg/ml lizozima pokazalo
52 od 76 ili 68 % izolata. Medu sojevima E. faeci-
um, rezistencija prema najvisoj ispitanoj koncen-
traciji lizozima detektirana je u 17 od 20 (85 %)
testiranih izolata (tablica 2).

Svi izolati E. faecalis bili su osjetljivi prema vanko-
micinu, teikoplaninu i imipenemu. Jedan izolat
(1,3 %) bio je rezistentan na ampicilin, dok je vi-
soki stupanj rezistencije prema aminoglikozidima
(HLAR, engl. High level aminoglycoside resistan-
ce) detektiran pomodu diska gentamicina od 30
pg, uocen u 23,7 % slucajeva. Od 20 ukljucenih
sojeva E. faecium, njih 12 (60 %) pripada skupini
enterokoka rezistentnih prema glikopeptidima i

Tablica 1. Prisutnost odabranih faktora virulencije u testiranih uropatogenih enterokoka

L. . Kazeinaza ‘ Lipaza ‘ Zelatinaza
Faktori virulencije S .
Broj pozitivnih izolata (%)
E. faecalis (N = 76) 31 (41) 72 (95) 47 (62)
E. faecium (N = 20) 1(5) 15 (75) 0(0)
Ukupno (N = 96) 32 (33,3) 87 (91) 47 (49)
Tablica 2. Rezistencija uropatogenih enterokoka prema lizozimu
L 20 mg/ml ‘ 40 mg/ml ‘ 60 mg/ml
Koncentracija lizozima
Broj (%) rezistentnih sojeva
E. faecalis (N = 76) 76 (100) 76 (100) 52 (68)
E. faecium (N = 20) 17 (85) 17 (85) 17 (85)
Ukupno (N = 96) 93 (97) 93 (97) 69 (72)
Tablica 3. Antimikrobna osjetljivosti uropatogenih enterokoka testiranih metodom disk-difuzije
AMPICILIN GENTAMICIN NORFLOKSACIN IMIPENEM VANKOMICIN TEIKOPLANIN
2pg 30 pug 10 pg 10 pg 5ug 30 ug
S* R** S R S R S R S R S R
Enterococcus
faecalis 75 1 58 18 60 16 76 76 76
(N =76) (98,6 %)  (1,3%) (76,3%) (23,7 %) (78,9 %) (20,7 %) (100 %) 0 (100 %) 0 (100 %) 0
Enterococcus
faecium 20 10 10 20 2 18 8 12 8 12
(N =20) 0 (100 %) | (50 %) @ (50 %) 0 (100 %) @ (10%) @ (90%) @ (40%) @ (60%) @ (40%) | (60 %)

*S = osjetljivi sojevi (engl. Susceptible); **R = rezistentni sojevi (engl. Resistant)
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to VanA fenotipa, s obzirom na to da su pokazali
istovremenu rezistenciju prema vankomicinu i te-
ikoplaninu. Ovi sojevi karakteristicno izrazavaju
viSestruku rezistenciju, jer su otporni i prema
drugim klasama antibiotika, ampicilinu, imipene-
mu, kinolonima i gentamicinu (tablica 3).
Rezultati disk-difuzijskog antibiograma potvrdeni
su metodom mikrodilucije. Dvanaest izolata E. fa-
ecium bilo je visoko rezistentno na vankomicin
(MIK = 250 pg/ml ). Za ostale pripadnike iste vr-
ste, MIK vrijednosti kretale su se u rasponu od
0,25 do 2 pug/ml. Za izolate E. faecalis, MIK vrijed-
nosti za vankomicin kretale su se u rasponu od
0,25 do 4 pg/ml, a MIK, iznosio je 1 pug/ml.

RASPRAVA

Enterokoki su gram-pozitivne bakterije, Siroko ra-
sprostranjene u prirodi na biljkama, u tlu te pro-
bavnom sustavu covjeka, drugih sisavaca, ptica,
reptila i insekata. Povijesno su smatrani nepato-
genim, komenzalnim bakterijama, no u posljed-
njih 30-ak godina postaju globalno znacajni
uzrocnici nozokomijalnih infekcija®. Rod Enteroco-
ccus obuhvaca vise od 50 vrsta, od kojih dvije, En-
terococcus faecalis i E. faecium, uzrokuju najveci
broj svih humanih infekcija, posebno infekcija
mokraénog sustava (IMS) koje spadaju u najcesée
bakterijske infekcije u opcoj populaciji, kao i naj-
cesce infekcije povezane sa zdravstvenom skrbi.
Tromjesecno razdoblje tijekom kojeg je prikuplje-
no 96 izolata ukljucenih u ovu studiju, kao i godis-
nja prevalencija, pokazuju da su u Klinickom
bolnickom centru Rijeka enterokoki drugi najcesdi
uzroc€nici IMS-a te da su dominantno E. faecalis, a
riede E. faecium dvije vrste koje se uobicajeno
identificiraju. S obzirom na to da se enterokoki ne
smatraju posebno virulentim u odnosu na druge
gram-pozitivne bakterije, kao npr. Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae ili Streptoco-
ccus pyogenes, o enterokoknim cimbenicima vi-
rulencije i njihovoj ulozi u patogenezi IMS-a se
relativno malo zna. Kao potencijalno znacajni fak-
tori spominju se citolizin i proteoliticki enzimi,
adhezini te polisaharidi kapsule i stani¢nog zida®.
U nasih smo izolata, realtivno jednostavnim feno-
tipskim testovima, istrazili produkciju proteaza
(kazeinaze i Zelatinaze) i lipaze. Lipoliticku aktiv-
nost pokazala je vedina ispitanih uropatogenih
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izolata enterokoka (95 % sojeva E. faecalis i 75 %
sojeva E. faecium). U istraZivanjima Biswasa i sur.
produkcija lipaze dokazana je u vecine enteroko-
ka izoliranih iz uzoraka rana, ali potpuno izostaje,
npr. u vrste E. gallinarum’. lako uloga lipaze u kli-
nickih izolata enterokoka, kao i uloga u patogene-
zi IMS-a jos$ uvijek nije poznata, pretpostavljamo
da pridonosi formiranju biofilma, kao i u nekih
drugih gram-pozitivnih bakterija. Eksperimental-
no je dokazano kako mutante zlatnog stafilokoka
s delecijom gena koji kodira produkciju lipaze
imaju znacajno smanjenu sposobnost stvaranja
biofilma te intraperitonealnog apscesa. Poznato
je da je lipoliticka aktivnost odgovorna za mikrob-
no kvarenje hrane, kao i da lipaza nekih bakterija,
kao Sto su Propionibacterium acnes i Staphyloco-
ccus epidermidis, razgradujudi lipide na povrsini
koZe, olaksava adherenciju, odnosno omogucava
bakterijsku kolonizaciju i perzistenciju®®.

Proteoliticka aktivnost enterokoka nesto je bolje
istrazena. Produkciju kazeinaze detektirali smo u
41 % uropatogenih sojeva E. faecalis te samo u
jednog soja (5 %) E. faecium. Zelatinazu je produ-
ciralo 62 % E. faecalis, dok to svojstvo nije posje-
dovao niti jedan soj E. faecium. Nedostatak
Zzelatinaze, ili izuzetno rijetko pozitivne sojeve E.
faecium, objavljuju i drugi autoril®!. Zelatinaza
producirajuci enterokoki virulentni su i invazivni
uzrocnici endokarditisa u animalnom modelu. Uz
klinicke sojeve, Zelatinazu podjednako uspjesno
produciraju sojevi izolirani iz peradi kao i mlijecni
enterokoki®??, Xu i sur. nedavno su pokazali da je
upravo mokracni sustav idealni okolis za optimal-
nu ekspresiju enterokoknih proteaza te da je po-
vecanje njihove koncentracije u urinu ovisno o
detekciji kvoruma u enterokoknom biofilmu?3,
Nasi rezultati govore da je proteoliticka aktivnost
enterokoka, narocito produkcija Zelatinaze u E.
faecalis ¢imbenik virulencije znacajan za formira-
nje biofilma i patogenezu IMS-a.0sim adhezina,
invazina i toksina, u ¢imbenike virulencije neke
bakterije mozemo ubrojiti i sposobnost izbjega-
vanja imunog odgovora domacina, a u Sirem smi-
slu i razvoj antimikrobne rezistencije. Lizozim je
jedinstvena supstancija prirodnog podrijetla
prisutna u razli¢itim stanicama i tjelesnim tekudi-
nama. Nalazi se u polimorfonuklearima, makrofa-
gima, slini, suzama, znoju, urinu i dr. sekretima
kao jedan od vaznih faktora nespecificne lokalne
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imunosti. Primarna funkcija lizozima je hidroliza
peptidoglikana u stanicnom zidu bakterija te de-
gradacija same bakterijske stanice, zbog Cega ga
¢esto nazivaju prirodnim tjelesnim antibiotikom.
U ovoj studiji, veéina ispitivanih uropatogenih en-
terokoka uspjesno je rasla pri koncentracijama li-
zozima do 60 mg/ml. Visok stupanj rezistencije
prema lizozimu (> 60 mg/ml) zabiljezili smo u
85 % testiranih sojeva E. faecium te 68 % sojeva
E. faecalis. Za razliCite vrste bakterija u literaturi
se spominju dva osnovna mehanizma rezistencije
prema lizozimu. Prvi mehanizam povezan je s
modifikacijom strukture peptidoglikana. U gram-
-pozitivnih bakterija geni koji su odgovorni za ove
aktivnosti kodiraju proteine OatA (O-acetiltran-
sferaze A) i PgdA (peptidoglikan N-acetilglukoza-
min deacetilazu A)'*. Drugi mehanizam temelji se
na proizvodnji inhibitora lizozima koji imaju za-
$titnu funkciju®®*. Medutim, to¢an mehanizam od-
govoran za enterokoknu rezistenciju, za sada,
ostaje nepoznat.

Osim vece rezistencije prema lizozimu, E. faecium
pokazuje i visi stupanj prirodene te sposobnost
brzeg razvoja stecene rezistencije prema razlici-
tim antibioticima®®. U klinickom, terapijskom i
epidemioloskom smislu, posebno je znacajna re-
zistencija prema glikopeptidnim antibioticima,
vankomicinu i teikoplaninu. Medu uropatogenim
sojevima E. faecalis nismo zabilljezili glikopeptid-
nu, niti rezistenciju prema imipenemu. Visok stu-
panj rezistencije prema gentamicinu detektirali
smo u 24 %, a prema kinolonima u 21 % sojeva.
Vankomicin rezistentni enterokoki (VRE) prisutni
su isklju¢ivo medu sojevima E. faecium. U svim
slucajevima radilo se o VanA fenotipu, s obzirom
na to da je istovremeno detektiran visok stupanj
rezistencije i prema vankomicinu i teikoplaninu.
Karakteristika VRE izolata je viSestruka rezistenci-
ja, pa je i u nasoj studiji bila prisutna rezistencija
prema imipenemu, ampicilinu, kao i gentamicinu.
Zabrinjavaju¢i su podaci o rezistenciji prema
onim antibioticima koji se koriste za lijeCenje van-
komicin rezistentnih enterokoka (VRE) kao Sto su
linezolid, tigeciklin ili daptomicin®’°.

ZAKLJUCAK

S obzirom na rastuéu vaznost vrsta iz roda Entero-
coccus kao uzrocnika hospitalnih i izvanbolnickih
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infekcija te sve vecu ucestalost glikopeptidne re-
zistencije, utvrdivanje ¢imbenika virulencije od
posebnog je znacenja. U ovoj studiji vecéina soje-
va uropatogenih enterokoka pokazivala je lipoli-
ticku aktivnost, za razliku od produkcije Zelatinaze
i kazeinaze koje su dominantna karakteristika E.
faecalis, a izostaje u E. faecium. Utvrdivanje ulo-
ge ovih ¢imbenika u patogenezi IMS-a, kao i ispi-
tivanje supstancija prirodnog podrijetla koje
mogu inhibirati njihovo djelovanje, tema su nasih
buducih istrazivanja.
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