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ABSTRACT
Intoduction: Streptococcus pneumoniae is an important human pathogen and the most 
common cause of acute otitis media (AOM), especially in children. It is also a common 
cause of community acquired pneumonia, sepsis and bacterial meningitis. Drug of choice 
in the treatment of these disease are beta lactam antibiotics, and the first alternative are 
macrolides. The increasing prevalence of resistance to penicillin and macrolides, among 
pneumococci, has considerably complicated the treatment.
Aim: The aim of this study was to determine susceptibility of pneumococcal isolates from 
pediatric AOM in Serbia to antibiotics. 
Material and methods: Antimicrobial susceptibility testing of 61 pneumococcal AOM was 
performed, collected from December 2014 to December 2015, using disk diffusion method 
and E test. Macrolide resistance profile was determined by double disk diffusion test. 
Results: In our study, 40 strains (65.6%) showed reduced sensitivity to penicillin and eryth-
romycin. There were 9 (14.8%) high resistant isolates to penicillin, while 31 (50.8%) showed 
reduced susceptibility. The most frequent resistance phenotype was cMLS. Co-resistance to 
penicillin and macrolides was found in 14.8% strains.
Conclusion: Our results showed high resistance rate of S. pneumoniae, which causes AOM 
among children, to penicillin and macrolides. Further active surveillance of pneumococcal 
susceptibility to antibiotics is necessary, and use of these medications in empirical therapy 
should be limited. 
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 Uvod

Streptococcus pneumoniae je alfa hemolitički, 
gram-pozitivni diplokok. Deo je normalne mikroflore 
gornjih respiratornih puteva, a kliconoštvo je posebno 
često kod dece. Jedan je od najznačajnijih humanih pato-
gena. Bolesti koje izaziva se karakterišu visokom stopom 
morbiditeta i mortaliteta, kako u svetu, tako i kod nas (1). 
Vodeći je uzročnik bakterijskog meningitisa i sepse, kao i 
vanbolničkih pneumonija i dominantni je uzročnik bla-
gog, ali vrlo čestog oboljenja među decom, akutnog zapa-
ljenja srednjeg uha (akutni otitis media, AOM) (2).

Antibiotici prve linije u lečenju AOM su beta lak-
tamski antibiotici (BLA) - derivati penicilina (amoksici-
lin ili njegove kombinacije sa klavulanskom kislinom) ili, 
eventualno, cefalosporini (3). U slučaju alergije na penici-
linske preparate primenjuju se antibiotici iz grupe makro-
lida. Poseban problem za uspeh terapije predstavlja porast 
učestalosti rezistencije pneumokoka na penicilinske i ma-
krolidne preparate (4).

Rezistencija Streptococcus pneumoniae na BLA na-
staje mehanizmom izmene ciljnih mesta, koja se javlja kao 
posledica mutacije gena odgovornih za kodiranje proteina 
koji se vezuju za penicilin (PVP). Promene su postepe-
ne, pa je potrebno da dođe do akumulacije mutacija da 
bi pneumokok stekao visok nivo rezistencije. Rezistencija 
na BLA kod ove vrste može da nastane i kao rezultat hori-
zontalnog prenošenja mutiranih gena za PVP sa viridans 
streptokoka (5).

S. pneumoniae rezistenciju na makrolide (eritro-
micin i derivate) najčešće razvija pomoću dva mehaniz-
ma: promenom ciljnog mesta na ribozomu i/ili aktivnim 
izbacivanjem antibiotika iz ćelije, tj. efluksom. Izmene ri-
bozoma su posledica njegove metilacije i kodirane su erm 

genom. Na ovaj način nastaje visoka rezistencija na one 
antibiotike koji dele isto vezno mesto na ribozomu: ma-
krolide, linkozamide i streptogramine (MLS grupa antibi-
otika). Stoga se naziva i MLS rezistencija, a može da bude 
inducibilna (iMLS) i konstitutivna (cMLS). Drugi meha-
nizam rezistencije je posledica aktivnog izbacivanja anti-
biotika iz ćelije zbog prisustva efluks pumpe, koju kodira 
mefA gen. Ona je ograničena samo na makrolide, naziva 
se M-tip rezistencije i umerenog je nivoa (6).

U Srbiji je antibiotska terapija AOM najčešće em-
pirijska, bez dokazivanja etiološkog uzročnika. Retko se 
uzima sadržaj srednjeg uha u cilju izolacije bakterija i izra-
de antibiograma. Stoga je cilj ovog istraživanja bio da se 
ispita osetljivost sojeva pneumokoka, izazivača akutnog 
otitisa, na penicilin i makrolide i utvrdi stepen rezistencije 
na ove antibiotike. 

Materijal i metode

Istraživanje je obuhvatilo 61 soj S. pneumoniae 
izolovan iz sadržaja srednjeg uha pacijenata mlađih od 15 
godina sa dijagnozom AOM, a sprovedeno je od decembra 
2014. do decembra 2015. godine. Nakon izolacije u sedam 
kliničkih laboratorija, sojevi pneumokoka su poslati Refe-
rentnoj laboratoriji za streptokok na Institutu za mikrobi-
ologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta 
u Beogradu. 

Potvrdna identifikacija pneumokoka je izvršena na 
osnovu morfoloških, kulturalnih, biohemijskih i antigen-
skih karakteristika: gram-pozitivnih diplokoka na prepa-
ratu, prisustva alfa hemolize na krvnom agaru, osetljivosti 
na optohin (BioRad, SAD), hidrolize žučnih soli i reakcije 
lateks aglutinacije sa grupno specifičnim antiserumom 
(Slidex PneumoKit, bioMerieux, Francuska). Prekonoćna 
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bakterijska kultura u Brain Heart bujonu (Biolife, Italija) 
konzervirana je i čuvana na temperaturi od -80 °C do dalje 
obrade. 

Osetljivost na penicilin je procenjena na osnovu 
disk difuzionog metoda antibiograma sa diskom oksa-
cilina od 1 μg (BioRad, SAD), a E-testom (bioMerieux, 
Francuska) utvrđena je i vrednost minimalne inhibitorne 
koncentracije (MIK) penicilina. 

Fenotipovi rezistencije na makrolide su ispitani 
testom dvostruke disk difuzije (7). Aplikovani su diskovi 
eritromicina (15 μg) i klindamicina (2 μg) (BioRad, SAD) 
na udaljenosti od 12 do 16 mm, a rezultati su očitavani 
posle prekonoćne inkubacije. M-fenotip je definisan kao 
pojava smanjene osetljivosti na eritromicin (R < 21 mm), 
uz osetljivost na klindamicin (R ≥ 19 mm). Fenotip cMLS 
bio je prisutan u slučaju rezistencije na oba antibiotika, 
dok je iMLS fenotip karakterisalo odsustvo zone inhibicije 
rasta oko eritromicina i pojave zone inhibicije rasta u obli-
ku slova D oko diska klindamicina, prema disku eritromi-
cina. Za sojeve sa smanjenom osetljivošću na eritromicin 
vrednost MIK određena je E-testom. 

Za ispitivanje osetljivosti na antibiotike korišćena 
je bakterijska suspenzija turbiditeta 0,5 McFarland (McF), 
koja je zasejavana na komercijalne podloge Mueller Hin-
ton agara sa dodatkom 5% defibrilirane konjske krvi i sa 
20 mg/L β-NAD (bioMerieux, Francuska), nakon čega 
su aplikovani diskovi antibiotika, odnosno E-test trake. 
Inokulirane podloge su inkubirane tokom 18+/-2 h, na 
temperaturi od 35 °C u atmosferi sa 5% ugljen-dioksida 
(CO2). Prečnici zona inhibicije rasta, MIK, očitavani su 

i interpretirani prema preporukama Evropskog komiteta 
za testiranje antimikrobne osetljivosti (engl. The Europe-
an Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EU-
CAST) iz 2015. godine (8). Za nemeningealne izolate kori-
šćene su granične vrednosti penicilina. Kao kontrolni soj 
korišćen je Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.

Podaci su obrađeni metodama deskriptivne stati-
stike.

Rezultati

Od 61 ispitanog soja na penicilin je bilo osetlji-
vo 21. Njihova vrednost MIK je bila manja od 0,06 mg/l. 
Smanjenu osetljivost na penicilin pokazalo je 40 sojeva 
(65,6%). Većina izolata (31) bila je intermedijarno osetlji-
va, sa vrednošću MIK u rasponu od 0,125 do 2 mg/l, dok 
je visokorezistentnih sojeva, sa MIK većim od 2 mgl, bilo 
9. Vrednosti MIK koja inhibira rast 50% izolata bila je 1 
mg/l, dok je MIK koji inhibira rast 90% izolata iznosio 3 
mg/l (tabela 1). 

	Rezistencija na eritromicin zabeležena je kod čak 
40 izolata (65,6%). Nije bilo intermedijarno osetljivih, 
dok je 21 soj bio osetljiv. Vrednosti MIK eritromicina kod 
sojeva sa smanjenom osetljivošću bile su u rangu od 1,5 
mg/l do ≥ 256 mg/l. Čak 33 soja bila su visokorezistentna, 
sa vrednošću MIK eritromicina većom ili jednakom 256 
mg/l. Koncentracije eritromicina koje inhibiraju rast 50% 
i 90% izolata bile su vrlo visoke (256 mg/l I > 256 mg/l) 
(tabela 1). 

Tabela 1. Učestalost rezistencije na penicilin i eritromicin i vrednosti MIK50 i MIK90 kod izolata Streptococcus pneumoniae

 

Antibiotik Osetljivi  
(S)

Intermedijarno 
osetljivi (I)

Rezistentni  
(R)

ukupno MIK50 
(mg/l)

MIK90 
(mg/l)

N % N % N %

Penicilin 21 34,4 31 50,8 9 14,8 61 (100) 1 3

Eritromicin 21 34,4 / / 40 65,6 61 (100) 256 >256

!1

Testom dvostruke disk difuzije otkrivena su sva tri 
fenotipa makrolidne rezistencije: preovladavao je visoko-

rezistentni cMLS fenotip (90%), dok su iMLS i M fenotip 
bili znatno ređi (tabela 2).

Tabela 2. Profili rezistencije S.pneumoniae na eritromicin 

Rang MIK MIK50 (mg/l) MIK90(mg/l) Ukupno

Osetljivi ≤ 0,016-0,125 0,047 0,094 21

M-fenotip 4 4 4 1

iMLS fenotip 1,5- > 256 12 > 256 3

cMLS fenotip 3- > 256 256 > 256 36

!1



Medicinski podmladak / Medical Youth 29

Jovanović L. et al. Frequency of resistance to penicillin and erythromycin of pneumococcal strains that caused ottis media. 
MedPodml 2017, 68(1):26-30

Od 40 sojeva koji su pokazivali smanjenu osetlji-
vost na penicillin, njih 36 (90%) istovremeno je bilo rezis-
tentno na eritromicin, što znači da je od 61 ispitanog izola-
ta 59% pokazivalo smanjenu osetljivost na oba antibiotika. 
Svih devet (14,8%) visokorezistentnih sojeva na penicilin 
pokazivalo je cMLS fenotip rezistencije na makrolide. 

Diskusija

Analizom 61 soja bakterije Streptococcus pneumo-
niae, izolovanih od pedijatrijskih pacijenata sa kliničkim 
znacima AOM, utvrđena je visoka učestalost rezistencije 
na penicilin i eritromicin. Rezultati ove studije pokazu-
ju da je stopa visoke rezistencije na penicilin (sojevi sa 
vrednošću MIK > 2 mg/l) u ispitivanoj kolekciji umerena 
(14,8%). Broj izolata sa smanjenom osetljivošću na pen-
icillin (intermedijarno osetljivi), čije su vrednosti MIK u 
rasponu od 0,125 mg/l do 2mg/l, bio je, međutim, znatno 
veći  i iznosio je 31 (50,8%). Iz ovoga se može zaključiti 
da, ukoliko se primeni interpretacija po EUCAST-u, čak 
65,6% sojeva pneumokoka izazivača AOM dece kod nas 
ima smanjenu osetljivost na penicilin. Isti procenti se do-
bijaju i kada se rezultati interpretiraju prema američkom 
CLSI standardu (engl. Clinical Laboratory Standard Insti-
tute) iz 2015. godine za pneumokok i oralni penicilin V 
(9). Ukoliko se, međutim, preporuke CLSI, prema kojima 
se sojevima sa smanjenom osetljivošču na ovaj antibiotik 
smatraju samo oni čija je vrednost MIK ≥ 4 mg/l, primene 
na parenteralno dati penicilin, broj takvih izolata je 9, dok 
se svi ostali (52, odnosno 85,2%) mogu smatrati osetljivim. 
U našoj zemlji se proteklih godina koristio ovaj standard, a 
preporuka je da se od 2016. godine u Srbiji pređe na stan-
dard po EUCAST-u. Očigledno je da se prilikom inter-
pretacije rezultata uzimaju u obzir oblik i način aplikacije 
antibiotika, s obzirom na to da se pri oralnom i parenter-
alnom davanju postižu različite koncentracije leka u krvi. 
Samim tim, nisu ni iste granične vrednosti MIK za iste 
izolate već zavise od doze i načina davanja penicilina. Ovo 
je logično, ali može da pravi problem u interpretaciji rezu-
ltata i upoređivanju incidencije rezistencije pneumokoka 
na penicilin u različitim studijama iz različitih zemalja. 

Kada analiziramo podatke o rezistenciji pneumo-
koka na penicilin iz zemalja u okruženju, uočavamo da je 
incidencija rezistencije invazivnih izolata pneumokoka u 
2015. godini u Sloveniji iznosila 16,8% i u Hrvatskoj 31% 
u 2013. godini (10, 11). Studija o osetljivosti pneumokoka 
izazivača AOM u Bugarskoj iz 2014. godine prikazala je 
28,1% rezistentnih izolata (12). U zemljama Mediterana, 
gde su stope rezistencije pneumokoka na antibiotike bile 
tradicionalno visoke, beleži se pad nakon uvođenja obav-
ezne pneumokokne vakcine. Prema podacima iz 2013. go-
dine, one sada iznose 27,6% u Španiji, 22,4% u Francuskoj, 
a 14,6% u Italiji. Standardno niske stope su registrovane 
u zemljama Skandinavije: Norveškoj (3,3%), Švedskoj 
(6,8%) i nešto veće u Finskoj (14,1%) (13).

Naša studija je pokazala da je rezistencija na er-
itromicin, što istovremeno znači i rezistenciju na ostale 
makrolidne antibiotike (azitromicin i klaritromicin), ve-

oma visoka i iznosi 65,6%. Nešto nižu incidenciju rezis-
tencije prikazuju okolne zemlje, Bugarska (46,9%), Rumu-
nija (58,3%) i Hrvatska (37%) (12, 14, 11). Do sada je već 
opisana pojava da rezistencija streptokoka na makrolide 
raste sa većom potrošnjom ovih antibiotika (15). Makroli-
di, posebno azitromicin, u našoj zemlji su već godinama 
unazad često korišćeni kao empirijska terapija za lečen-
je infekcija respiratornog trakta, od kojih najčešće boluju 
deca. Zbog toga se visoke stope rezistencije pneumokoka 
na makrolide mogu objasniti i činjenicom da su u studiji 
korišćeni uzorci pedijatrijskih bolesnika (16).

Stopa udružene rezistencije na makrolide i peni-
cilin (14,8%) svrstava nas u grupu zemalja sa umerenom 
stopom istovremene rezistencije na ova dva antibiotika. 
Slične stope udružene rezistencije zabeležene su i u Hr-
vatskoj (15,5%) i Španiji (16%). Najviše stope udružene 
rezistencije u Evropi zabeležene su na Kipru (26,7%), u 
Poljskoj (24,5%) i Rumuniji (21,4%) (13).

Preovlađujući fenotip rezistencije u uzorku koji 
je obuhvatila ova studija bio je konstitutivni MLS, koji se 
odlikuje visokom rezistencijom na sve antibiotike MLS 
grupe: makrolide, linkozamide i streptogramine. U svetu 
postoje velike varijacije u odnosu na preovlađujući fenotip 
rezistencije. Prema podacima iz literature, početkom dve-
hiljaditih MLS fenotip bio je dominantan u Španiji i veći-
ni evropskih zemalja, dok je M-fenotip bio znatno češći u 
Severnoj Americi, Engleskoj i Grčkoj. Skorašnji podaci iz 
Turske, Španije i Irana (17, 18, 19) pokazuju da je i u tim 
sredinama, kao i kod nas, najčešći fenotip cMLS. U Južnoj 
Americi i Saudijskoj Arabiji i dalje je najčešći fenotip M 
(20, 21).

Rezultati ovog ispitivanja pokazuju da su sojevi 
pneumokoka, izazivači zapaljenja srednjeg uha u dečijoj 
populaciji u Srbiji, vrlo rezistentni na eritromicin, dok je 
rezistencija na oralni oblik penicilina visoka, a na paren-
teralne umerena. Kako je učestalost rezistencije pneumo-
koka na antibiotike generalno visoka, sa tendencijom 
porasta, ima autora koji savetuju nešto drugačiji pristup 
lečenju AOM. Prema njihovim preporukama, u slučaju 
blagog oblika AOM sa mogućom virusnom etiologijom 
antibiotici se ne uvode odmah u terapiju već se prati stanje 
pacijenta u narednih 48–72h pa se, u zavisnosti od toka 
bolesti, odlučuje o uvođenju antibiotika u lečenje. Pred-
nost ovog pristupa oni vide u izbegavanju potencijalno 
štetnih nuspojava leka i smanjenju rezistencije bakterija 
na antibiotike (22). Treba, ipak, imati u vidu da neblagov-
remena primena antibiotičke terapije u slučaju bakterijsk-
og AOM može da poveća rizik za nastanak komplikaci-
ja: rupturu bubne opne, mastoiditis, hronično zapaljenje 
srednjeg uha, bakteriemiju, pa čak i meningitis.

Ova studija je pokazala da je među izolovanim 
sojevima Streptococcus pneumoniae, najčešćeg izazivača 
akutnog zapaljenja srednjeg uha kod dece, visoka stopa 
učestalosti rezistencije na oralni penicilin i makrolidne 
antibiotike. Stoga je neophodno aktivno i kontunirano 
pratiti osetljivost pneumokoka na antibiotike i ograničiti 
njihovu primenu u cilju smanjenja ili ograničenja rezis-
tencije i, po potrebi, korigovati aktuelne vodiče za tera-
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piju akutnog otitisa. Uvođenje pneumokokne vakcine bi 
takođe imalo pozitivan efekat ne samo na smanjenje in-
vazivnih pneumokoknih bolesti već i na smanjenje rezis-
tencije ove bakterijske vrste na antibiotike. 
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