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1. UVOD 
 

Ljudska i životinjska populacija, kao i okoliš, međusobno su povezani te može doći do 

prekida prethodno povučene linije koja je razlikovala ljudske bolesti od životinjskih 

(CHOMEL, 1998.). Pojava emergentnih  i reemergentnih patogena je u porastu kao i pojava 

multirezistentnih bakterija, tj. onih bakterija otpornih na više lijekova (WOOLHOUSE, 2002.; 

BENGIS i sur., 2004.). Razvoj antimikrobne rezistencije je pitanje koje zabrinjava u humanoj, 

ali i u veterinarskoj medicini. Brojni su čimbenici koji su povezani s povećanim razvojem 

antimikrobne rezistencije među bakterijama. Povećana patogenost i otpornost na antibiotike 

može proizaći iz genetske promjene među sojevima bakterija (O’BRIEN, 2002.). Promjene 

domaćina, zdravlja populacije i ekologije također utječu na interakcije s potencijalnim 

patogenima (WOOLHOUSE, 2002.). Česta empirijska antibiotska terapija ljudi, dodavanje 

antibiotika kao promotora rasta u stočnoj hrani i općenita zlouporaba antibiotika uključeni su u 

selektivnu proliferaciju rezistentnih sojeva (PANTOSTI i sur., 1999.; DEL GROSSO i sur., 

2000.; MATEU i MARTIN, 2001.; O’BRIEN, 2002.; HERSHBERGER i sur., 2005.) 

Bakterije roda Enterococcus spp. pripadnici su gastrointestinalne mikroflore ljudi i 

životinja, a smatraju se oportunističkim patogenima koji su uglavnom odgovorni za bolničke 

infekcije kod ljudi i mnoge vrste infekcija kod životinja, poput mastitisa kod goveda, proljeva 

kod svinja i goveda i septikemije kod peradi (FRYE i sur., 2006.; JACKSON i sur., 2011.; 

LARSSON i sur., 2014.;  NOWAKIEWICZ i sur., 2016.; WU i sur., 2016.). Te su bakterije 

posebno zabrinjavajuće u humanoj i veterinarskoj medicini jer neki sojevi imaju osobine 

konstitutivne antimikrobne rezistencije, a drugi nose osobine inducibilne otpornosti (EISNER 

i sur., 2005.). Također, enterokoki mogu prenijeti gene antimikrobne rezistencije drugim 

bakterijskim vrstama, uključujući patogene (MOUBARECK i sur., 2003.; LESTER i sur., 

2006.).  

Istraživanja osjetljivosti na antimikrobne pripravke bakterija roda Enterococcus rijetko se 

provode u Republici Hrvatskoj te je cilj ovog istraživanja odrediti u kojoj mjeri su bakterije 

Enterococcus spp., izdvojene iz ptica kućnih ljubimaca, osjetljive na antimikrobne tvari. 
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2. PREGLED REZULTATA DOSADAŠNJIH ISTRAŽIVANJA 
 

 

2.1. Bakterije roda Enterococcus  
 

 

Bakterije iz roda Enterococcus (E.) su nepokretni, Gram pozitivni, katalaza negativni 

mikroorganizmi kokoidnoga oblika (MORISHITA, 2019.) (Slika 1.). Enterokoki se ne smatraju 

izrazito virulentnim bakterijama. Poznato je, da su otporni na niz faktora iz okoline. 

Preživljavaju u mediju s visokom koncentracijom soli i pH, otporni su na žučne soli, detergente, 

etanol i teške metale. Termorezistentni su, preživljavaju temperature od 60 °C čak 30 minuta, 

a rastu u temperaturnom rasponu od 10 do 45 °C. Navedene činjenice, uz nekoliko značajnih 

enzima i polisaharidnu kapsulu, omogućavaju enterokokima preživljavanje u nepovoljnom 

okolišu, izvan organizma domaćina, kao i u njemu, te pridonose otpornosti prema imunološkom 

odgovoru (BILLSTRÖM, 2008.; FISHER i PHILLIPS, 2009.).  

Za dokaz bakterija iz roda Enterococcus potrebno je uzeti uzorke za bakteriološku pretragu. 

Mogu se uzeti obrisci kljuna, ždrijela, voljke, oka, uha, kože i kloake ili se uzima uzorak izmeta. 

Uzeti uzorci nanose se na hranjive podloge i inkubiraju 24 – 48h na temperaturi od 37°C. Uzorci 

se mogu nacijepiti na krvni agar, Mueller Hinton agar, Mac Conkey i Sabouraud agar 

(DEVRIESE i sur. 2007.; MLADENOV i POPOVA, 2020.). Selektivna izolacija bakterija roda 

Enterococcus moguća je na Slanetz & Bartley agaru (DEVRIESE i sur., 2007.). 

Enterokoki (rod Enterococcus) pripadaju gastrointestinalnoj flori i široko su rasprostranjeni 

u okolišu, poput kopnenih i vodenih staništa. Enterokoki se najčešće koriste kao indikatorske 

fekalne bakterije (FIB) ili opći pokazatelji fekalne kontaminacije. Pojava gena površinskih 

proteina enterokoka u okolišu nepouzdan je pokazatelj ljudske fekalne kontaminacije. Kao 

stanovnici probavnog trakta, enterokoki donose brojne koristi, poput probiotičke aktivnosti i 

stvaranja bakteriocina (BYAPPANAHALLI i sur., 2012.). 

Za čovjeka su najznačajnije dvije vrste, Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium koji 

čine dio fiziološke mikrobiote crijeva, usne šupljine i ženskog spolovila. Prepoznati su kao 

oportunistički patogeni, mogući uzročnici endokarditisa, septikemije, infekcija povezanih s 

intravaskularnim kateterima, abdominalnih infekcija te infekcija mokraćnog sustava (IMS). 

Vrste E. faecalis i E. faecium smatraju se sekundarnim uropatogenima koji rijetko uzrokuju 

nekomplicirane, ali su čest uzrok kompliciranih  IMS-a stečenih za vrijeme zdravstvene skrbi 

(BILLSTRÖM, 2008.; FISHER i PHILLIPS, 2009.).  
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Najčešće patogene vrste iz roda Enterococcus koje možemo izdvojiti iz ptica kućnih 

ljubimaca  su E. faecalis, E. gallinarum, E. avium, E. faecium i E. durans  (GERLACH, 1994.; 

MORISHITA, 2019.), dok se kod peradi još mogu izolirati i E. cecorum i E. hirae. 

Patogenost ovih bakterija je niska za ptice te su za nastanak infekcije ključni 

predisponirajući faktori. Prirodna infekcija nastaje oralnim putem i najčešća je u tek izleženih i 

mladih jedinki (GERLACH, 1994.). 

Ove bakterije u ptica mogu uzrokovati akutnu septikemijsku ili subakutnu do kroničnu 

bolest. Akutni oblik češće se javlja u mladih ptica, a kao posljedica se često razvija endokarditis. 

S obzirom da je moguć prijenos jajima, povezuje se s pojavom septikemije koja se javlja nakon 

valenja. Bolest se također može očitovati pojavom subakutnog do kroničnog traheitisa, 

dispnejom i hropcima. U kanarinaca se ne smatra autohtonom mikroflorom, stoga kod njih 

može uzrokovati primarnu respiratornu bolest te će se u tim slučajevima razviti traheitis i 

promjene u glasanju, a može doći i do gubitka glasa (GERLACH, 1994.). 

Vrsta E. cecorum uglavnom je povezana s artritisom, spondilitisom, osteomijelitisom, 

spondilolistezom i nekrozom glave femura u jatima tovnih pilića (DEVRIESE i sur., 2002.; DE 

HERDT i sur., 2008.; STALKER i sur., 2010.; MAKRAI i sur., 2011; SZELESZCZUK i sur., 

2013.).  

Vrsta E. faecalis povezana je s endokarditisom kod pilića, jetrenim granulomima kod 

purana, ascitesom kod kokoši, te plućnom hipertenzijom (TANKSON i sur., 2001.) i 

amiloidnom artropatijom sa sistemskom amiloidozom u tovnih pilića (STEENTJES i sur., 

2002.).  

Vrsta E. durans pronađena je u mladih pilića s bakterijemijom i encefalomalacijom (ABE i 

sur., 2006.). 

 Vrsta E. hirae zabilježena je u slučajevima fokalne nekroze mozga kod mladih pilića i kod 

tovnih pilića s osteomijelitisom i endokarditisom (KOLBJØRNSEN i sur., 2011.; VELKERS i 

sur., 2011.). 
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Slika 1. Mikroskopski prikaz E. faecalis (Izvor: https://microbecanvas.com/Bacteria.php?p=1241 ) 

 

 

2.2. Antimikrobna osjetljivost bakterija 
 

 

Početak antibiotske ere 1940- ih označio je pravu revoluciju u medicini, zahvaljujući kojoj 

su, do tada smrtonosne bakterijske infekcije, postale izlječive. Ubrzo nakon početka liječenja 

antibioticima pojavili su se i prvi mikroorganizmi koji su postali rezistentni na njih. Danas, 

rezistencija na antibiotike predstavlja jedan od najvećih problema čovječanstva (WHO, 2011.). 

U mnogim zemljama godišnja upotreba antibiotika u veterinarskoj medicini višestruko 

premašuje upotrebu antibiotika u humanoj medicini. Kao posljedica metafilakse i profilakse u 

veterinarskoj medicini, čak i zdrave životinje kontinuirano su izložene velikim količinama 

antibiotika. Mikroorganizmi koji su porijeklom od životinja na taj su način izloženi selektivnom 

pritisku koji dovodi do preživljavanja samo onih bakterija koje su rezistentne na antibiotike 

(WHO, 2011.). 

Rezistencija na antibiotike može biti urođena ili stečena. Urođena rezistencija predstavlja 

nasljednu odliku vrste ili roda i nema značajnu ulogu u diseminaciji rezistencije među 

populacijama mikroorganizama. Stečena rezistencija na antibiotike specifična je samo za 

pojedine sojeve u okviru inače osjetljive vrste ili roda i može nastati uslijed mutacija na 

postojećim genima ili uslijed stjecanja novih gena putem lateralnog transfera (AMMOR i sur., 

2007.). 

Rezistencija bakterija na antibiotike nastaje na nekoliko načina: malim promjenama u 

genomu, tzv. točkastim mutacijama - promjenama na jednom paru baza u DNK (tako npr. 

nastaju geni za β-laktamaze proširenog spektra u genima za "stare" β-laktamaze); velikim 

promjenama u genomu, odnosno preinakama velikih dijelova genoma - najčešće umetanjem ili 

https://microbecanvas.com/Bacteria.php?p=1241
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gubitkom transpozona ili insercijskih sljedova kao jednim događajem;  te unosom izvanjske 

DNK (procesima konjugacije, transformacije, transdukcije ili transpozicije). Prva dva 

mehanizma su ograničena na jednu bakterijsku stanicu, ali nakon nastanka gena rezistencije 

može se širiti vertikalno - dijeljenjem bakterija (klonalno širenje) ili horizontalno - od jedne 

bakterije na drugu, na način prijenosa izvanjske DNK. Takvo horizontalno širenje gena 

rezistencije moguće je ne samo unutar iste bakterijske vrste nego i istoga roda, ali i sasvim 

različitih rodova. Rezistencija bakterija na antibiotike važna je evolucijska prednost za 

bakteriju, te se tako dalje u prirodi šire rezistentni klonovi (OPAL i sur., 2000.; MARTINEZ i 

BAQUERO, 2000.) (Tablica 1.). 

 

 

Tablica 1. Mehanizmi rezistencije bakterija na najčešće upotrebljavane antibiotike (OPAL i 

sur., 2000.). 

Mehanizam rezistencije 
Antibiotik 

β-lak AG klo mak link kotr tet kin van 

Enzimi koji razaraju ili 

modificiraju antibiotik 
O O P P - - - - - 

Nepropusnost membrane K K P - - K O - K 

Efluks - - - K K - O K - 

Promjena ciljnog mjesta na 

ribosomu 
- K K O O - O - - 

Promjena prekursora 

stanične stijenke 
- - - - - - - - O 

Promjena ciljnog enzima K - - - - O - K - 

Hiperprodukcija ciljnog 

enzima 
- - - - - K - - - 

Auksotrofi koji preskaču 

inhibirani korak u 

metabolizmu 

- - - - - O - - - 

β-lak = beta-laktamski antibiotik; AG = aminoglikozid; klo = kloramfenikol; mak = makrolid; link = linkozadim;  

kotr = sulfametoksazol -trimetoprim; tet = tetraciklin; kin = kinolon; van = vankomicin; 

O = gen rezistencije smješten na kromosomu i plazmidu; P = gen rezistencije smješten na plazmidu; K = gen 

rezistencije smješten na kromosomu 
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2.3. Metode određivanja osjetljivosti 
 

 

Laboratorijske metode kao disk difuzijski postupak, mikrodilucija, metoda dilucije agara i 

Epsilometer-test (E-test) zadužene su za otkrivanje osjetljivosti bakterija na niz antibiotika 

(GAUDREAU i GILBERT, 1997.; ENGBERG i sur., 1999.; GE i sur., 2002.; LUBER i sur., 

2003.; ONCUL i sur., 2003.). 

 

2.3.1. Kvalitativne metode  

 

Najčešće korištena kvalitativna metodu za određivanje rezistencije kod 

mikroorganizama je disk difuzijska metoda (Slika 2.). Disk difuzijska metoda je postupak kojim 

se određuje osjetljivost bakterija prema antibioticima i kemoterapeuticimaa, a na temelju 

dobivenih rezultata odabire se najdjelotvorniji antimikrobni pripravak za liječenje bakterijske 

infekcije (NAGLIĆ i sur., 1992.).  

 Disk difuzijska metoda izvodi se tako što se na odgovarajuću hranjivu podlogu u 

Petrijevoj zdjelici nanosi inokulum koji sadrži približno 1-2×108 log CFU/mL ispitujućeg 

mikroorganizma, a zatim se na nju stavljaju papirni diskovi koji su impregnirani fiksnom 

koncentracijom antibiotika. Rezultati se očitavaju poslije 16–24h, mjerenjem zone inhibicije 

rasta ispitivanog mikroorganizma (FERRARO i JORGENSEN , 2009.). 

 

 

Slika 2.  Disk difuzijska metoda (Izvor: https://i1.wp.com/microbeonline.com/wp-

content/uploads/2013/08/Kirby-Bauer-Disc-Diffusion-Method.png?ssl=1) 
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2.3.2. Kvantitativne metode  

 

Kvantitativne metode se baziraju na određivanju minimalnih inhibitornih koncentracija 

antibiotika (Minimal Inhibitory Concentration – MIC) (EFSA, 2007.; EFSA, 2008.; EFSA, 

2012.). Minimalna inhibitorna koncentracija predstavlja najnižu koncentraciju antibiotika koja 

ima mogućnost inhibiranja rasta mikroorganizma pri točno definiranim uvjetima (WIEGAND 

i sur., 2008.). Postoji više metoda za određivanje MIC vrijednosti, poput metoda dilucije agara, 

metoda dilucije u bujonu, upotreba E-testova i u novije vrijeme automatiziranih instrumentalnih 

sistema (FERRARO i JORGENSEN, 2009.). 

Kod metode dilucije agara, određena koncentracija antibiotika dodaje se direktno u agar, 

a zatim se na njegovu površinu nasadi ispitivani mikroorganizam. Rezultati se očitavaju na 

osnovu prisustva ili odsustva rasta mikroorganizma na površini agara poslije završene 

inkubacije (WIEGAND i sur., 2008.).  

Kod metoda dilucije u bujonu koriste se tekuće podloge s dodatkom antibiotika u točno 

određenoj koncentraciji za određivanje prisustva rezistencije.  

Metoda makrodilucije se izvodi u epruvetama, a zapremnina bujona u kojeg su dodani 

ispitujući mikroorganizam i antibiotik treba biti veća od 2 mL. Makrodilucijska metoda prva je 

metoda koja je razvijena za određivanje MIC vrijednosti, ali se danas rijetko koristi jer je 

zahtjevnija i skuplja od mikrodilucijske metode (FERRARO i JORGENSEN, 2009.). 

Mikrodilucijska metoda za određivanje MIC vrijednosti podrazumijeva upotrebu 

mikrotitracijskih pločica, pri čemu ukupna zapremina u jažici pločice ne prelazi zapreminu od 

500 µL (WIEGAND i sur., 2008.). Standardne mikrotitracijske pločice imaju veličinu 8×12 

jažica, pa se na jednoj pločici može ispitivati 8 antibiotika u 12 koncentracija ili 12 antibiotika 

u 8 koncentracija. Koncentracije antibiotika koje se nalaze u epruveti ili mikrotitracijskoj 

pločici su obično u nizu dvostrukih razrjeđenja (npr. 1, 2, 4, 8 µg antibiotika/mL podloge). 

Koncentracije antibiotika koje se unose u jažice mikrotitracijskih pločica propisane su 

standardom ili odgovarajućim vodičem (FERRARO i JORGENSEN, 2009.). 

Rezultati kod makrodilucijske metode se tumače na osnovu zamućenja bujona, a kod 

mikrodilucijske na osnovu prisustva ili odsustva sedimenta u mikrotitracijskoj ploči. Najmanja 

koncentracija antibiotika pri kojoj nema vidljivog zamućenja, odnosno stvaranja taloga, 

predstavlja MIC vrijednost za ispitivani izolat (FERRARO i JORGENSEN, 2009.). 

E-testovi predstavljaju tanke plastične trake na čijoj je poleđini antibiotik nanesen u 

rastućim koncentracijama. Na gornjem djelu trake nalazi se skala s brojevima koji označavaju 

koncentracije antibiotika. E-testovi stavljaju se na površinu odgovarajućeg agara koji je 
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prethodno inokuliran ispitujućim mikroorganizmom. MIC vrijednosti s E-testa očitavaju se na 

mjestu presjeka trake sa zonom inhibicije rasta (FERRARO i JORGENSEN, 2009.). 

U novije vrijeme razvijene su poluautomatizirane i automatizirane metode za određivanje 

MIC vrijednosti, poput MicroScan WalkAway (Siemens Healthcare Diagnostics), BD Phoenix 

Automated Microbiology Diagnostics (BD Diagnostics), Vitek 2 System (bioMerieux) i 

Sensititre Aris 2X (Trek Diagnostic Systems). Automatizirane metode omogućuju brzo 

dobivanje i očitavanje rezultata (FERRARO i JORGENSEN, 2009.). 

 

2.4. Rezistencija bakterija roda Enterococcus 
 

 

Enterokoki su, kao dio fiziološke mikroflore probavnog sustava, često izloženi djelovanju 

različitih antibiotika koji se koriste za liječenje infekcija prouzročenih nekim drugim 

bakterijama. Takvo nenamjerno izlaganje enterokoka antibioticima rezultira selekcijom sojeva 

otpornih na pojedine antibiotike. Stečena rezistencija kod enterokoka može biti posljedica 

mutacija već postojećih gena ili stjecanja novog genetskog materijala. Horizontalni prijenos 

gena između enterokoka, ali i drugih bakterijskih vrsta, posredovan je plazmidima i 

transposonima (KRISTICH i sur., 2014.). 

Rezistencija enterokoka na antimikrobne lijekove može biti urođena i stečena 

(HOLLENBECK i RICE, 2012.).  

Urođena otpornost na antimikrobne lijekove karakteristika je pojedine vrste i prisutna je u 

svih ili većine sojeva te vrste, a temelji se na specifičnim osobinama same vrste (ŠEOL i sur., 

2010.). Geni odgovorni za urođenu rezistenciju smješteni su na bakterijskom kromosomu.  

Stečena otpornost specifična je karakteristika pojedinog soja, a posljedica je mutacija 

postojećih gena ili stjecanja novih gena odgovornih za rezistenciju (MURRAY, 1990.). Za 

razliku od urođene, stečena rezistencija se pojavljuje samo u nekih sojeva unutar vrste.  

Enterokoki su urođeno rezistentni na cefalosporine, klindamicin i kombinaciju 

trimetoprima i sulfametoksazola, a smanjene su osjetljivosti (nizak stupanj rezistencije) na 

penicilin i ampicilin te aminoglikozide (KRISTICH i sur., 2014.). 

 

A) Beta-laktamski antibiotici 

 

U β-laktamske antibiotike ubrajamo peniciline i cefalosporine, a njihovo djelovanje 

temelji se na inhibiciji sinteze stanične stjenke tako što se vežu, pa time i koče djelovanje 

enzima koji sudjeluju u završnoj fazi sinteze stanične stjenke. Ti enzimi poznati su kao proteini 
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koji vežu peniciline (engl. Penicillin Binding Proteins, PBP). Za enterokoke je specifično da 

sintetiziraju molekule PBP5 niskog afiniteta za β-laktamske antibiotike te zbog slabe 

prijemljivosti na njih bakterija može preživjeti primjenu antibiotika (MILLER i sur., 2014.). Iz 

tog su razloga, doze β-laktamskih antibiotika za liječenje infekcija prouzročenih enterokokima 

značajno više od doza istih antibiotika koji se koriste za liječenje streptokoknih i drugih 

infekcija prouzročenim srodnim Gram-pozitivnim bakterijama (MURRAY, 1990.; 

HOLLENBECK i RICE, 2012.).  

Svi enterokoki urođeno imaju niski stupanj rezistencije na penicilin i ampicilin, ali su 

rezistentni na djelovanje gotovo svih polusintetskih penicilina i cefalosporina (KRISTICH i 

sur., 2014.). Niski stupanj rezistencije na penicilin i ampicilin iskazuje se kao tolerancija na 

baktericidno djelovanje penicilina. Tolerancija znači da uobičajenim dozama penicilina nećemo 

postići baktericidni učinak nego samo inhibicijski. Baktericidni učinak postiže se znatno višim 

dozama od propisanih za većinu bakterija osjetljivih na β-laktame (HOLLENBECK i RICE, 

2012.). Spomenutu toleranciju enterokoka možemo uspješno zaobići primjenom kombinacije 

penicilina i aminoglikozida. Penicilin će kao β-laktamski antibiotik dovoljno naštetiti sintezi 

stanične stjenke da omogući ulazak aminoglikozida u bakterijsku stanicu koji će potom 

inhibirati sintezu proteina i tako prouzročiti smrt bakterijske stanice (ZIMMERMANN i sur., 

1971.). 

 

B) Glikopeptidi 

 

 Glikopeptidni antibiotici (vankomicin, teikoplanin) su antibiotici baktericidnog 

djelovanja na većinu Gram-pozitivnih bakterija. Njihovo djelovanje temelji se na inhibiciji 

sinteze peptidoglikana, a najčešće se upotrebljavaju u liječenju bolničkih infekcija prouzročenih 

rezistentnim i multirezistentnim Gram-pozitivnim bakterijama (ŠEOL i sur., 2010.; KRISTICH 

i sur., 2014.). Sve češća uporaba vankomicina rezultirala je rezistencijom koja je kod 

enterokoka prvi put opisana 1988. godine i od tada je broj vankomicin-rezistentnih izolata  

enterokoka (VRE) u porastu. Pojava je zabrinjavajuća jer je izbor antibiotika za liječenje 

infekcija prouzročenih VRE-izolatima vrlo malen, a dokazan je i prijenos rezistencije s VRE-

izolata na druge bakterijske vrste, kao što je primjerice MRSA. Antibiotici novijih generacija, 

kvinupristin/dalfopristin, linezolid, daptomicin, tigeciklin, koji djeluju na većinu VRE-izolata, 

malo su poboljšali situaciju, ali rezistencija na svaki od spomenutih antibiotika sve je češća. 

Rezistencija na vankomicin pojavljuje se većinom kod vrste E. faecium, ali opisana je i u vrste 

E. faecalis (HOLLENBECK i RICE, 2012.).  
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Mehanizam rezistencije na vankomicin temelji se na promjenama ciljnog mjesta vezanja 

ovog antibiotika, a dosad je kod enterokoka opisano devet skupina gena odgovornih za 

rezistenciju na vankomicin: vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM i vanN 

(MILLER i sur., 2014.). 

 

C) Aminoglikozidi 

 

Aminoglikozidi su antibiotici koji remete sintezu bakterijskih proteina djelujući na 

bakterijske ribosome, a da bi iskazali svoje djelovanje moraju prodrijeti u bakterijsku stanicu 

(ŠEOL i sur., 2010.). Enterokoki urođeno očituju niski stupanj rezistencije na sve 

aminoglikozide, tj. otporni su na koncentracije aminoglikozida koje je moguće postići u tkivu 

(KRISTICH i sur., 2014.). Ova je pojava posljedica smanjenog unosa antibiotika u bakterijsku 

stanicu što je vjerojatno rezultat fakultativno anaerobnog metabolizma enterokoka. Vrsta E. 

faecium posjeduje još jedan mehanizam urođene rezistencije temeljen na enzimskoj 

modifikaciji aminoglikozida. Na kromosomu vrste E. faecium nalazi se gen odgovoran za 

sintezu enzima acetiltransferaze (AAC(6′)-Ii) koji može inaktivirati tobramicin, sisomicin, 

kanamicin i netilmicin (Costa i sur., 1993.). Također,  E. faecium ima sposobnost promjene 

ciljnog mjesta na ribosomu pomoću rRNA metiltransferaze što ga čini otpornim na kanamicin 

i tobramicin (GALIMAND i sur., 2011.). 

Na enterokoke mogu djelovati samo dva aminoglikozida, gentamicin i streptomicin 

(MILLER i sur., 2014.), ali potrebno ih je primijeniti zajedno s antibioticima koji remete sintezu 

stanične stjenke kao što su β-laktamski antibiotici. 

 

D) Makrolidi, linkozamidi i streptogramini 

 

Makrolidi, linkozamidi i streptogramini imaju sličan mehanizam djelovanja na osjetljive 

bakterije remeteći funkciju ribosoma čime inhibiraju sintezu bakterijskih proteina (ŠEOL i sur., 

2010.). 

Vrsta E. faecalis urođeno je rezistentna na streptogramin A pa time i na kombinaciju 

kvinupristin/ dalfopristin (SINGH i sur., 2002.).  

Također,  E. faecium je osjetljiv na kombinaciju antibiotika kvinupristin/dalfopristin, ali je 

smanjene osjetljivosti na makrolide. Slabije djelovanje makrolida na vrstu E. faecium posljedica 

je djelovanja efluks pumpe koju kodira u te vrste urođeno prisutan gen msrC (PORTILLO i 

sur., 2000.). Osim toga, u većine sojeva vrste E. faecium prisutan je gen ermB pa se cijela vrsta 
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smatra rezistentnom na makrolide i linkozamide. Taj gen kodira enzim eritromicin metilazu 

koji prouzroči promjenu ciljnog mjesta na ribosomu. To ciljno mjesto zajedničko je za 

makrolide, linkozamide i streptogramin B pa je posljedica djelovanja ovog enzima križna 

rezistencija na navedene antibiotike poznata pod nazivom MLSB fenotip. Ovakav fenotip javlja 

se u dva oblika. Prva je inducibilna rezistencija, što znači da je eritromicin metilaza aktivna tek 

u prisutnosti induktora, a to su makrolidi (ponajprije eritromicin). Drugi oblik je konstitutivna 

rezistencija koja je znatno višeg stupnja i prisutna je bez djelovanja induktora. Rezistencija 

posredovana genom ermB kod enterokoka uglavnom je inducibilna što znači da su sojevi koji 

posjeduju ovaj gen rezistentni na makrolide in vitro, a vrlo često osjetljivi na linkozamide. 

Nakon izlaganja makrolidima, koji su snažni induktori sinteze i aktivacije eritromicin metilaze, 

enterokoki postaju rezistentni i na linkozamide te na streptogramin B. Osim toga, ni uporaba 

linkozamida u liječenju infekcija prouzročenih sojevima enterokoka osjetljivim in vitro, nije 

preporučljiva zbog velikog rizika selekcije sojeva s konstitutivnim mehanizmom rezistencije 

zbog čega će liječenje biti neučinkovito (LECLERCQ i COURVALIN, 2002.). 
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3. MATERIJALI I METODE 
 

3.1. Bakterije roda Enterococcus spp. 

 

 

U razdoblju od veljače do listopada 2020. godine u Klinici Zavoda za bolesti peradi 

pregledane su ukupno 392 ptice različitih vrsta, spola i dobi, prilikom čega su, ovisno o 

kliničkim znakovima, uzeti uzorci za bakteriološku pretragu (ukupno 184 različitih uzoraka).  

 Nakon nacjepljivanja uzoraka na Brilliance UTi Clarity agar (Oxoid, Velika Britanija),  

porasle bakterije su identificirane metodom MALDI TOF MS kako bi se enterokoki 

identificirali do razine vrste (Tablica 2.). 

 

Tablica 2. Porijeklo bakterija roda Enterococcus i vrste enterokoka korištene u istraživanju 

(MOHENSKI, 2020.). 

Broj 

izolata 

Vrsta ptice Vrsta uzorka Nalaz bakterija roda 

Enterococcus 

1 Edel (E. roratus), mužjak, 

dob 9 godina 

Skupni uzorak izmeta E. faecium / E. hirae 

2 Afrička siva papiga (P. 

erithacus erithacus), 

nepoznatog spola, dobi 2 

godine 

Obrisak kloake E. faecalis 

3 Australska papigica tigrica 

(M. undulatus), nepoznatog 

spola, dobi 6 tjedana 

Obrisak kloake E. faecalis 

4 Afrička siva papiga (P. 

erithacus erithacus), 

nepoznatog spola, dobi 5 

mjeseci 

Obrisak ždrijela E. faecalis 

5 Modrožuta ara (A. 

ararauna), nepoznatog 

spola, dobi 5 mjeseci 

Skupni uzorak izmeta E. faecalis 
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Slika 3. Bakterije vrste E. faecalis na Brilliance UTi Clarity agar 

 

 

3.2. Određivanje antimikrobne osjetljivosti bakterija roda Enterococcus 

 

 

Iz kulture bakterijskih stanica napravljena je suspenzija enterokoka u 5 ml fiziološke 

otopine NaCl-a sa gustoćom od 0.5 McFarland-a. Suspenzija je potom sterilnim štapićem, 

povlačeći zavojitim potezima u tri različita smjera, nacijepljena na Mueller-Hinton agar (Oxoid, 

Velika Britanija). Nakon sušenja na površinu agara dodani su diskovi s antimikrobnim tvarima 

(Tablica 3.). Petrijeve zdjelice su inkubirane pri 37° C kroz 24 sata, nakon čega su očitane zone 

inhibicije rasta u mm (Tablica 4.). 
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Tablica 3. Popis korištenih antimikrobnih tvari u disk difuzijskom postupku (prema 

SOODMAND i sur., 2018.). 

Antimikrobna tvar Koncentracija Proizvođač 

Amoksicilin  10 μg Oxoid 

Cefaleksin  30 μg MAST 

Doksiciklin  30 μg Oxoid 

Enrofloksacin 5 μg Oxoid 

Flumekvin 30 μg Oxoid 

Gentamicin 10 μg MAST 

Marbofloksacin 5 μg MAST 

Oksitetraciklin  30 μg Oxoid 

Penicilin G 1 i.j. MAST 

Streptomicin  30 μg MAST 

Tilozin 30 μg MAST 

Trimetoprim/sulfametoksazol 25 μg Oxoid 

 

Tablica 4. Zone inhibicije za korištene antimikrobne tvari. 

Antimikrobna tvar 

Zona inhibicije (u mm) 

Osjetljiv Umjereno 

osjetljiv 

Neosjetljiv 

(rezistentan) 

Amoksicilin* ≥ 18 13-18 ≤ 13 

Cefaleksin * ≥ 23 18-23 ≤ 19 

Doksiciklin * ≥ 16 13-15 ≤ 12 

Enrofloksacin** ≥ 23 17-22 ≤ 18 

Flumekvin** ≥ 20 17-19 ≤ 16 

Gentamicin* ≥ 15 13-14 ≤ 12 

Marbofloksacin** ≥ 20 15-19 ≤ 11 

Penicilin G* ≥ 15 - ≤ 14 

Streptomicin* ≥ 15 12-14 ≤ 11 

Oksitetraciklin * ≥ 19 15-18 ≤ 14 

Tilozin** ≥ 26 23-25 ≤ 22 

Trimetoprim/sulfametoksazol* ≥ 16 11-15 ≤ 10 
(* prema uputama proizvođača  za Enterobacteriaceae; ** prema CLSI, 2013.)  
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4. REZULTATI  
 

Istraživanje osjetljivosti bakterija roda Enterococcus spp. na različite antimikrobne tvari 

provedeno je na 5 izolata koji su pripadali vrstama E. faecium/hirae (1 izolat) i E. facealis (4 

izolata) (Tablica 2.).  

Najčešće se rezistencija očitovala na tilozin (svi pretraženi izolati) dok se na 

streptomicin i trimetoprim/sulfametoksazol (po jedan izolat bio je rezistentan) rezistencija 

najrjeđe očitovala.  

Izolat  E. faecium/hirae očitovao je rezistenciju na cefaleksin, gentamicin, flumekvin i 

tilozin (Tablica 5. i 6.). Izolati  E. faecalis očitovali su rezistenciju, u određenom broju, na sve 

ispitujuće antimikrobne tvari (Tablica 5. i 6.). Jedan izolat bio je rezistentan na 3 ispitivane 

antimikrobne tvari, jedan na četiri, dok su preostala tri izolata bila višestruko rezistentna 

(multirezistentna) na 7 i više istraživana antibiotika. Izolat E. faecalis (br. 2), izdvojen iz afričke 

sive papige bio je rezistentan na svih 12 ispitivanih antibiotika (Tablica 5.).  

Od ukupno istraživanih izolata, najveći broj bio je osjetljiv na streptomicin i 

trimetoprim/sulfametoksazol (Tablica 5. i 6.). 
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Tablica 5.  Osjetljivost izolata enterokoka na 12 antimikrobnih tvari disk difuzijskim 

postupkom (n=5). 

BROJ UZORKA ATB NALAZ U MM OSJETLJIVOST 

1 AML  23 S 

CFX  15 R 

ENR  25 S 

DO  23 S 

PG  19 S 

GM  12 R 

MAR  25 S 

OT  17 I 

S  16 S 

SXT  28 S 

UB  0 R 

TY  18 R 

2  AML  0 R 

CFX  0 R 

ENR  6 R 

DO  0 R 

PG  0 R 

GM  11 R 

MAR  8 R 

OT  0 R 

S  0 R 

SXT  0 R 

UB  0 R 

TY  0 R 

3 AML  0 R 

CFX  0 R 

ENR  23 S 

DO  12 R 

PG  0 R 

GM  12 R 

MAR  24 S 

OT  0 R 

S  16 S 

SXT  32 S 

UB  0 R 

TY  0 R 

4 AML  0 R 

CFX  21 I 

ENR  25 S 

DO  15 I 

PG  0 R 

GM  18 S 

MAR  29 S 

OT  19 S 

S  21 S 

SXT  25 S 

UB  25 S 

TY  0 R 

5 AML  0 R 

CFX  0 R 

ENR  19 I 

DO  16 S 

PG  0 R 

GM  0 R 

MAR  18 I 

OT  0 R 

S  16 S 

SXT  31 S 

UB  0 R 

TY  0 R 
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Tablica 6. Skupni prikaz osjetljivosti i rezistencije enterokoka (n=5). 

 

 

Antimikrobna 

tvar 

Izolati Enterococcus spp. 

Osjetljiv 
Umjereno 

osjetljiv 
Rezistentan 

Amoksicilin  1   - 4  

Cefaleksin  - 1  4  

Doksiciklin  2 1 2 

Enrofloksacin 3 1 1 

Flumekvin 1 - 4 

Gentamicin 1 - 4 

Marbofloksacin 3 1 1 

Penicilin G 1 - 4 

Streptomicin 4 - 1 

Oksitetraciklin   1 1 3 

Tilozin - - 5 

Trimetoprim/sulfametoksazol 4 - 1 

 

 

 

 

 

Slika 4. Disk difuzijski postupak, E. faecalis (izolat br. 2.) 
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5. RASPRAVA 
 

Povezanošću ljudi, životinja i okoliša sve češće dolazi i do pojave emergentnih  i re-

emergentnih bolesti, kao i multirezistentnih bakterija, tj. onih bakterija otpornih na više 

antimikrobnih tvari u isto vrijeme (WOOLHOUSE, 2002.; BENGIS i sur., 2004.). Stoga je 

razvoj antimikrobne rezistencije problem o kojem se sve više raspravlja u humanoj, ali i u 

veterinarskoj medicini (WHO, 2011.). Nažalost, ovoj pojavi često pridonosi preventivna ili 

neprikladna primjena antibiotika u svih vrsta životinja, pa tako i u ptica kućnih ljubimaca 

(O’BRIEN, 2002.; HERSHBERGER i sur., 2005.). 

Bakterije roda Enterococcus spp. pripadnici su gastrointestinalne mikroflore ljudi i 

životinja, a smatraju se i oportunističkim patogenima koji su uglavnom odgovorni za bolničke 

infekcije kod ljudi i različite infekcija kod životinja (FRYE i sur., 2006.; JACKSON i sur., 

2011.; LARSSON i sur., 2014.;  NOWAKIEWICZ i sur., 2016.; WU i sur., 2016.). Vrste 

enterokoka koje se najčešće izdvajaju iz ptica kućnih ljubimaca su E. faecalis i E. faecium. Tako 

su CABRAL i sur. (2020.) dokazali prisutnost Enterococcus spp. u 26,9% pregledanih papiga 

vrste amazona, i to vrsta E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. phoeniculicola, E. gallinarum i E. 

casseliflavus. U posljednjem istraživanju provedenom u Hrvatskoj, dokazana je prisutnost 

bakterija roda Enterococcus u 3,87% pretraženih uzoraka porijeklom od različitih vrsta ptica 

kućnih ljubimaca, te su identificirane vrste E. faecalis i E. faecium/E. hirae (MOHENSKI, 

2020.).  

Diljem svijeta sve više zabrinjava pojava multirezistentnih sojeva enterokoka koji mogu 

prenijeti gene antimikrobne rezistencije drugim bakterijskim vrstama (MOUBARECK i sur., 

2003.; LESTER i sur., 2006.). Također, istraživanjem koji su proveli FREITAS i sur. (2017.) 

dokazano je kako su slobodno živuće divlje ptice moguć rezervoar enterokoka rezistentnih na 

vankomicin i gentamicin, ali i  da ptice držane u zatočeništvu mogu biti potencijalni izvor 

multirezistentnih izolata (CABRAL i sur., 2020.). 

Istraživanja osjetljivosti na antimikrobne pripravke bakterija roda Enterococcus rijetko se 

provode u Republici Hrvatskoj, te je cilj ovog istraživanja bio odrediti u kojoj mjeri su bakterije 

Enterococcus spp., izdvojene iz ptica kućnih ljubimaca, osjetljive na određene antimikrobne 

tvari. 

Istraživanje je provedeno na 5 izolata koji su pripadali vrstama E. faecium/hirae (1 izolat) i 

E. facealis (4 izolata), a ispitivana je njihova osjetljivost na 12 različitih antimikrobnih tvari. 

Rezistencija se najčešće očitovala na amoksicilin, cefaleksin, gentamicin, flumekvin, penicilin 

i  tilozin, dok se na enrofloksacin, marbofloksacin, streptomicin i trimetoprim/sulfametoksazol 



19 

 

rezistencija očitovala najrjeđe. Dobiveni rezultati podudaraju se s onima koje su opisali 

SOODMAND i sur. (2018.). koji su također dokazali kako je većina ispitivanih izolata E. 

faecalis i E. faecium bilo rezistentno na spomenute antibiotike. Nalaz čak četiri izolata 

rezistentnih na gentamicin (od pet ispitivanih) podudara se s onim koji su opisali CABRAL i 

sur. (2020.). Vezano za pojavu multirezistentnih enterokoka, u ovom istraživanju jedan izolat 

bio je rezistentan na tri ispitivane antimikrobne tvari, jedan na četiri, dok su preostala tri izolata 

bila višestruko rezistentna na 7 i više istraživana antibiotika. Zabrinjava i nalaz koji govori kako 

je izolat E. faecalis (br. 2), izdvojen iz afričke sive papige, bio rezistentan na svih 12 ispitivanih 

antibiotika. I ovi se rezultati podudaraju s onima drugih istraživača koji također pokazuju kako 

je pojava multirezistentnih enterokoka izdvojenih iz ptica kućnih ljubimaca vrlo česta 

(FREITAS i sur., 2017.; SOODMAND i sur., 2018.). 

Na temelju rezultata dobivenih ovim istraživanjem može se zaključiti kako ptice kućni 

ljubimci predstavljaju mogući izvor rezistentnih enterokoka za druge životinje, ali i ljude. Stoga 

je neophodna potreba za dodatnim istraživanjima na većem broju uzoraka, uz korištenje 

modernih molekularnih metoda kako bi se ovi rezultati potvrdili i omogućilo razumijevanje  

strukture populacije rezistentnih enterokoka i dinamike mogućeg prijenosa ovih bakterija među 

životinje, ljude i okoliš. 
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6. ZAKLJUČCI 
 

1. Pojava multirezistentnih sojeva bakterija, pa tako i onih roda Enterococcus, česta je u 

humanoj i veterinarskoj medicini. 

 

2. Bakterije roda Enterococcus prisutne su u uzorcima porijeklom od ptica kućnih 

ljubimaca, posebice vrste E. faecalis i E. faecium. 

 

3. U pet ispitivanih izolata enterokoka dokazana je osjetljivost na enrofloksacin, 

marbofloksacin, streptomicin i trimetoprim/sulfametoksazol, a rezistencija na 

amoksicilin, cefaleksin, gentamicin, flumekvin, penicilin i  tilozin. 

 

4. Ispitivani izolati bili su istovremeno rezistentni na tri, četiri, sedam ili svih 12 ispitivanih 

antimikrobnih tvari.  

 

5. Iako se i na ovako malom broju ispitivanih uzoraka može zaključiti kako ptice kućni 

ljubimci predstavljaju mogući izvor rezistentnih enterokoka za druge životinje ili ljude, 

potrebna su daljnja istraživanja na većem broju uzoraka radi potvrde ovih nalaza. 
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8. SAŽETAK 
 

Bakterije roda Enterococcus spp. sastavni su dio gastrointestinalne mikroflore ljudi i 

životinja, a smatraju se i oportunističkim patogenima. Vrste enterokoka koje se najčešće 

izdvajaju iz ptica kućnih ljubimaca su E. faecalis i E. faecium. Razvoj antimikrobne rezistencije 

sve češći je problem u humanoj, ali i u veterinarskoj medicini, čemu posebno pridonosi 

neprikladna primjena antibiotika u svih vrsta životinja, pa tako i u ptica kućnih ljubimaca. 

Diljem svijeta sve više zabrinjava pojava multirezistentnih sojeva enterokoka, a dokazano je i 

kako su slobodno živuće divlje ptice moguć rezervoar enterokoka rezistentnih na vankomicin i 

gentamicin, ali i da ptice držane u zatočeništvu mogu biti potencijalni izvor multirezistentnih 

izolata. 

Cilj ovog istraživanja bio je odrediti u kojoj mjeri su bakterije Enterococcus spp., izdvojene 

iz ptica kućnih ljubimaca, osjetljive na antimikrobne tvari. Istraživanje je provedeno na 5 izolata 

koji su pripadali vrstama E. faecium/hirae (1 izolat) i E. facealis (4 izolata), a ispitivana je 

njihova osjetljivost na 12 različitih antimikrobnih tvari disk difuzijskom metodom.  

Rezistencija se najčešće očitovala na amoksicilin, cefaleksin, gentamicin, flumekvin, 

penicilin i tilozin, dok se na enrofloksacin, marbofloksacin, streptomicin i 

trimetoprim/sulfametoksazol rezistencija najrjeđe očitovala. Jedan izolat bio je rezistentan na 

tri ispitivane antimikrobne tvari, jedan na četiri, dok su preostala tri izolata bila višestruko 

rezistentna na 7 i više istraživana antibiotika. Izolat E. faecalis, izdvojen iz afričke sive papige, 

bio je rezistentan na svih 12 ispitivanih antibiotika.  

Dobiveni rezultati potvrđuju kako ptice kućni ljubimci mogu predstavljati izvor 

rezistentnih enterokoka za životinje ili ljude. Neophodna su dodatna istraživanja na većem broju 

uzoraka kako bi se ovi rezultati potvrdili, uz moguće korištenje modernih molekularnih metoda 

radi dokaza gena odgovornih za rezistenciju.  

 

Ključne riječi: antibiotik, antimikrobna rezistencija, disk difuzijska metoda, enterokoki, ptice 
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9. SUMMARY 
 

Antimicrobial susceptibility of bacteria of the genus Enterococcus spp. isolated from pet 

birds 

 

 

 

Bacteria of the genus Enterococcus spp. are an integral part of the gastrointestinal 

microflora of humans and animals, and are also considered opportunistic pathogens. The 

species of enterococci that are most commonly isolated from pet birds are E. faecalis and E. 

faecium. The development of antimicrobial resistance is an increasingly common problem in 

human and veterinary medicine, especially due to the inappropriate use of antibiotics in all types 

of animals, including pet birds. The emergence of multidrug-resistant strains of enterococci is 

of increasing concern around the world, and it has been proven that free-living wild birds are a 

possible reservoir of enterococci resistant to vancomycin and gentamicin, but that captive birds 

can be a potential source of multidrug-resistant isolates, too. 

The aim of this study was to determine the extent to which bacteria Enterococcus spp., 

isolated from pet birds, are susceptible to antimicrobial substances. The study was performed 

on 5 isolates belonging to the species E. faecium/hirae (1 isolate) and E. facealis (4 isolates), 

and their sensitivity to 12 different antimicrobial substances by disk diffusion method was 

examined. 

Resistance to amoxicillin, cephalexin, gentamicin, flumequine, penicillin, and tylosin was 

most common, whereas resistance to enrofloxacin, marbofloxacin, streptomycin, and 

trimethoprim / sulfamethoxazole was low. One isolate was resistant to three tested 

antimicrobials, one to four, while the remaining three isolates were multiple resistant to 7 or 

more investigated antibiotics. The isolate of E. faecalis, isolated from the African gray parrot, 

was resistant to all 12 tested antibiotics. 

The results obtained confirm that pet birds can be a source of resistant enterococci for 

animals or humans. Further research on a larger number of samples is needed to confirm these 

results, with the possible use of modern molecular methods to prove the genes responsible for 

resistance. 

 

Key words: antibiotic, antimicrobial resistance, disk diffusion method, enterococci, birds  
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