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EDITORIAL

Dear colleagues, 

We are happy to have an opportunity to present 
you with a new issue of Medicinski Glasnik, de-
voted to cardiovascular system. 

The main goal of this issue was to cover various 
aspects of cardiovascular system, from etiology 
and epidemiology to physiology and pathophysi-
ology and to clinical presentations of cardiovas-
cular diseases. 

Cardiovascular diseases are the main cause of 
morbidity and mortality in the Western countri-
es. Hypertension and diabetes, together with at-
herosclerosis (all of which have underlying en-
dothelial dysfunction (Ruzic)) are the main risk 
factors in etiology of cardiovascular diseases. 
One example of involvement of immune system 
in pathophysiology of cardiovascular diseases is 
atherosclerosis as an inflammatory disease which 
includes the activation of native immune respon-
se via Toll-like receptors (Dzumhur et al) and the 
other one is in antiphospholipid syndrome which 
can sometimes be accompanied by acute myo-
cardial infarction (AMI) (Glasnovic et al). Life 
style (eating habits and obesity, physical activi-
ty, smoking, stressful circumstances, personality 
type (Kozul et al)) has a significant impact on in-
cidence of cardiovascular diseases. 

According to the World Health Organization 
(WHO), in 2001 16.6 million people died of 
coronary diseases. Prediction of risk factors for 
occurrence of coronary disease (Martinovic et 
al), better early diagnosis (e.g. ischemia modifed 
albumin (IMA) as a marker of acute myocardial 
infarction (AMI) (Gavranovic et al)  or utilizati-
on of the ratio of exercise and recovery systolic 
blood pressure integrals in severity of coronary 
artery disease (Buksa and Mirat), more accurate 
prognosis of the outcomes of AMI in hyperten-
sive patients (Ivanusa et al), and sometimes com-
plications whose etiology is difficult to determine 
(Prvulovic et al) are all very important to consider 
the best treatment options for patients.

Preoperative comorbidities (e.g. hypertension) 
may significantly influence the conduct of ane-

sthesia and patients’ outcome, as shown in the 
paper by Kvolik et al, chronic pain therapy and 
hypertension (Rados et al), and importance of 
continuous education of medical staff and techni-
cal equipment in high quality and success of CPR 
in the paper by Ruzman et al. are all topics of the 
papers published in this issue. 

In this issue we also have several specific topics, 
such as impairment of tissue perfusion in sepsis 
(Kvolik et al), and changes in cerebral hemody-
namics in parkinsonism (Stenc Bradvica et al). 
The paper by Marusic et al demonstrates dry div-
ing as a model of pulmonary microembolization. 
We are also presenting two case-reports on op-
tional treatment with hyperbaric oxygenation in 
therapy of vascular diseases (Takac et al, Brad-
vica et al). Haemodynamic changes during tra-
cheal intubation in anaesthezied children might 
be the important determinants of the selection of 
anesthesiology procedure (Goranovic et al).

On behalf of the Editorial Board of Medicinski 
Glasnik we would like to thank to all contributing 
authors, whose work has helped us to increase 
the quality of the journal, and ultimately improve 
understanding of etiology, pathophysiology and 
physiology of cardiovascular diseases. We invi-
te to enjoy the January 2009 issue of Medicinski 
Glasnik. 

Prof. Ines Drenjancevic-Peric, MD, PhD 
Guest Editor 

Ass. Prof. Selma Uzunovic-Kamberovic
Editor-in-Chief

Medicinski Glasnik
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REVIEW

Med Glas 2010; 7(1):1-11

Urogenitalne infekcije – antimikrobno liječenje

Višnja Škerk, Alemka Markotić
Klinika za infektivne bolesti „Dr. Fran Mihaljević“, Referentni centar Ministarstva zdravstva i socijalne skrbi RH za infekcije mokraćnog 

sustava, Zagreb, Hrvatska

SAŽETAK

Urogenitalne infekcije se ubrajaju u najčešće infektivne bolesti 
ljudi u svijetu. Jedan su od vodećih uzroka akutnih bolesti, kro-
ničnog oštećenja zdravlja i smrtnosti. Spolno prenosive infekcije 
(SPI) su javnozdravstveni problem radi epidemijske proširenosti, 
mnogobrojnih komplikacija i trajnih posljedica za zdravlje te radi 
velikih troškova što ih zdravstveni sustavi i pojedinci izdvajaju za 
njihovo otkrivanje, sprečavanje i liječenje. Infekcije mokraćnog 
sustava (IMS) su najčešće bakterijske infekcije ljudi i najčešći su 
razlog opravdanog propisivanja antibiotika. Sindrom prostatitisa 
(SP) najčešći je urološki problem u muškaraca mlađih od 50 godi-
na i treći najčešći urološki problem u starijih muškaraca. U ovom 
radu nisu obuhvaćeni svi problemi koji postoje u antimikrobnom 
liječenju SPI, IMS i SP, ali su dane osnovne smjernice kojima se 
većina situacija može obuhvatiti.

Ključne riječi: infekcije mokraćnog sustava, spolno prenosive in-
fekcije, prostatitis, antimikrobno liječenje
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UVOD

Infekcije mokraćnog i spolnog sustava – uroge-
nitalne infekcije (UGI) se ubrajaju u najčešće 
infektivne bolesti ljudi u svijetu. Jedan su od vo-
dećih uzroka akutnih bolesti, kroničnog oštećenja 
zdravlja i smrtnosti. Važan su javnozdravstveni 
problem spolnog i reproduktivnog zdravlja. UGI 
najčešće uzrokuju različiti uzročnici za koje je 
seksualni kontakt važan – iako ne nužno i jedini 
– način prenošenja te se ubrajaju u spolno preno-
sive infekcije (SPI). SPI su javnozdravstveni pro-
blem radi epidemijske proširenosti, mnogobroj-
nih komplikacija i trajnih posljedica za zdravlje 
kao što su neplodnost, spontani pobačaj, zdjelična 
upalna bolest, izvanmaternična trudnoća, anoge-
nitalni karcinom, kongenitalne infekcije, infekcije 
novorođenčeta i dojenčeta, smrt, reaktivni artritis, 
psihičke posljedice, povećana osjetljivost HIV-u i 
širenje u populaciji te radi golemih troškova što ih 
zdravstveni sustavi i pojedinci izdvajaju za njiho-
vo otkrivanje, sprečavanje i liječenje (1). 

Naziv SPI označava prisutnost potencijalnog 
uzročnika u organizmu i mogućnost njegova 
prenošenja na seksualne partnere. Naziv spolno 
prenosiva bolest (SPB) označava stanje s već za-
mjetnim simptomima (2).

Procjenjuje se da svake godine više od 400 mili-
juna odraslih osoba u svijetu oboli od spolno pre-
nosivih bolesti, a da se oko 60% infekcija pojav-
ljuje u osoba mlađih od 25 godina (3). Aktualno 
stanje SPB u Republici Hrvatskoj je razmjerno 
povoljno što se može procijeniti prema podatcima 
Epidemiološke službe Hrvatskog zavoda za javno 
zdravstvo koja prikuplja izvješća o oboljelima od 
zaraznih bolesti u cijeloj zemlji (Tablica 1).

Infekcije mokraćnog sustava (IMS) su najčešće 
bakterijske infekcije ljudi i najčešći su razlog 
opravdanog propisivanja antibiotika (4). IMS 
heterogena su grupa kliničkih sindroma i bole-
sti od asimptomatske bakteriurije do urosepse 
(5). Istraživanje IMS u ordinacijama obiteljske 

medicine u gradovima RH, što ga je proveo Re-
ferentni centar Ministarstva zdravstva i socijalne 
skrbi Republike Hrvatske (MZSS) pokazalo je da 
se tek u oko 33% bolesnika s IMS inicijalno pro-
pisuje ciljana antimikrobna terapija prema nalazu 
izoliranog uzročnika i njegovog antibiograma 
(6,7). Ta spoznaja ističe potrebu kontinuiranog 
sustavnog praćenja najčešćih uzročnika IMS te 
donošenje i redovito obnavljanje smjernica za di-
jagnostiku i liječenje IMS. Rezistencija E.coli u 
RH na najčešće primjenjivane antibiotike u 2008. 
godini prikazana je na Tablici 2 (8).

Sindrom prostatitisa (SP) najčešći je urološki 
problem u muškaraca mlađih od 50 godina i treći 
najčešći urološki problem u starijih muškaraca. 
Prevalencija SP u muškaraca u dobi od 24-74 go-
dine iznosi približno 10%. SP utječe na kvalitetu 
života bolesnika u jednakoj mjeri kao bolest ko-
ronarnih arterija ili Chronova bolest, a na zdrav-
lje bolesnika u jednakoj mjeri utječe kao šećerna 
bolest ili kongestivno srčano zatajenje (9).

ANTIMIKROBNO LIJEČENJE SPOLNO PRENO-
SIVIH INFEKCIJA

Ni jedna SPI ne smije se promatrati kao izdvo-
jen problem, jer su česte istodobne infekcije ra-
zličitim uzročnicima (2,3,10). Uzročnici SPI su 
mnogobrojni: bakterije Chlamydia trachomatis, 
Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum, 
Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma genita-
lium, virusi (virus humane imunodeficijencije, 
humani papiloma virus, virus B hepatitisa, her-
pes simpleks virus, te citomegalovirus), paraziti 
(uzročnici svraba i stidne uši), protozoa (vagi-
nalni trihomonas) i gljive (kandida). Lijek koji 
rabimo u liječenju SPI treba zadovoljavati kri-
terije Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) 

Bolest Broj novootkrivenih bolesnika 
tokom godine

2007. 2008.
Sifilis 31 31
Gonoreja 15 10
Hepatitis B 136 126
Klamidijska infekcija 374 549
HIV/AIDS 47/10 52/17

Tablica 1. Spolno prenosive bolesti u Hrvatskoj*

*Podaci Epidemiološke službe Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo

Antibiotik Rezistencija (intermedijarna 
osjetljivost) %  n=15760

nitrofurantoin 2 (0)
trimetoprim/sulfametoksazol 24 (1)
amoksicilin 49 (0)
cefaleksin 8 (3)
koamoksiklav 4 (3)
cefuroksim 4 (0)
ceftibuten 3 (0)
ceftriakson 3 (0)
gentamicin 6 (0)
norfloksacin 11 (0)
ciprofloksacin 11 (0)

Tablica 2. Rezistencija E.coli na najčešće primjenjivane 
antibiotike u Hrvatskoj u 2008. godini (Preuzeto iz: Tambić 
T, Tambić Andrašević A. Osjetljivost i rezistencija bakterija na 
antibiotike u Republici Hrvatskoj u 2008. g. Zagreb: Akademija 
medicinskih znanosti Hrvatske, 2009.
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a to su: 1. visoka djelotvornost (najmanje 95% 
mikrobiološke učinkovitosti), 2. niska cijena, 3. 
prihvatljiva toksičnost i podnošljivost, 4. mala 
mogućnost poticanja  razvoja rezistencije uzroč-
nika na antimikrobna sredstva, 5. jednokratna 
primjena, 6. peroralna primjena i 7. mogućnost 
primjene kod trudnica (2). Poželjno je da lijek 
koji se upotrebljava u liječenju SPI bude učinko-
vit kod simptomatskog i asimptomatskog tijeka 
SPI, da njegova primjena minimalno utječe na 
način života bolesnika, da postoji mala moguć-
nost slučajnog propuštanja uzimanja lijeka, te da 
je aktivan na više različitih uzročnika SPI (2,3).

Genitalni herpes

Genitalni herpes (GH) je kronična doživotna vi-
rusna infekcija i jedna je od najučestalijih SPI. 
Smatra se da preko 50 milijuna ljudi u SAD-u 
boluje od genitalnog herpesa. Uzrokuju ga herpes 
simpleks virus tip 1 (HSV-1) i HSV tip 2 (HSV-2). 
Većinu rekurentnih epizoda genitalnog herpesa 
uzrokuje HSV-2 dok je oko 50% primarnih in-
fekcija uzrokovano s HSV-1. Inkubacija primar-
ne infekcije iznosi 2-7 dana. Recidivi se pojav-
ljuju u gotovo polovice oboljelih od genitalnog 
herpesa, a broj im varira od 3 do više od 10 na 
godinu. Genitalni herpes visoko je kontagiozan u 
aktivnoj fazi, no infekcija se prenosi i od osoba 
s blagom i neprepoznatom pa i asimptomatskom 
infekcijom koje intermitentno luče virus.

Prvu kliničku epizodu genitalne infekcije herpes 
simpleks virusom uvijek treba liječiti (Tablica 3) 
(2,3,11). Liječiti treba i bolesnike s blagom klinič-
kom slikom jer u protivnom mogu kasnije dobiti 
teške i prolongirane epizode. Rekurentne epizode 
genitalnog herpesa liječe se prema procjeni teži-
ne kliničke slike (Tablica 4) (2,3,11). Supresivna 
terapija za rekurentni genitalni herpes provodi se 

u osoba koje imaju ≥ 6 epizoda genitalnog her-
pesa u jednoj godini (Tablica 5) (2,3,11). Liječe-
nje genitalnog herpesa treba započeti što ranije, 
optimalno u prvih 24 sata od pojave kliničkih 
simptoma. Primjenjuju se aciklovir, njegov pro-
lijek valaciklovir, te famciklovir. Ti lijekovi ne 
eradiciraju latentan virus niti djeluju na učesta-
lost i težinu rekurentnih epizoda u času kada se 
lijek prestaje davati. Lokalna terapija se pokazala 
slabo djelotvornom. Asimptomatskog seksualnog 
partnera se ne liječi (3,11). 

Terapijski postupci  u liječenju genitalne infekcije 
ljudskim papilomavirusima (HPV) su oni u koji-
ma bolesnik sam primjenjuje preparat (podofilox 
ili imiquimod) i oni u kojima aktivnu ulogu ima-
ju zdravstveni djelatnici (krioterapija, podofilin, 
trikloroctena kiselina ili bikloroctena kiselina, 
kirurško odstranjenje, laser, infekcije interferona 
u mjesto lezije). Primjenom HPV cjepiva propor-
cionalno broju cijepljenih, očekuje se prevencija 
najvažnijih bolesti povezanih s HPV infekcijom.

Negonokokni uretritis i mukopurulentni cervicitis 

Ovo su najčešće kliničke manifestacije spolno 
prenosive infekcije uzrokovane sa vrstom Chla-
mydia trachomatis. Asimptomatska klamidijska 
infekcija česta je u oba spola, kod 70% inficira-
nih žena i 50% inficiranih muškaraca. Asimpto-
matski inficirane osobe glavni su izvor infekcije 
u populaciji.

Akutni uretritis očituje se polakizurijom, dizuri-
jom, ejakulatornim tegobama i uretrorejom mu-
kopurulentnog ili purulentnog iscjetka. Upute 
za liječenje prikazane su u Tablici 6 (2,3,11). C. 
trachomatis uzrokuje 10-55% negonokoknih ure-
tritisa (NGU). Uzročnici NGU nadalje su Urea-
plasma urealyticum, Mycoplasma genitalium, 

ACIKLOVIR  3x400 mg p.o./ 7-10 dana ili
ACIKLOVIR  5x200 mg p.o./7-10 dana ili
FAMCIKLOVIR 3x250 mg p.o./ 7-10 dana ili
VALACIKLOVIR 2x1,0 g p.o./ 7-10 dana
Istovremeno liječenje samo simptomatskog seksualnog partnera

Tablica 3. Liječenje genitalnog herpesa – prva klinička epizoda

ACIKLOVIR  3x400 mg p.o./ 5 dana ili
ACIKLOVIR  2x800 mg p.o./ 5 dana ili
ACIKLOVIR  3x800 mg p.o./ 2 dana ili
FAMCIKLOVIR 2x125 mg p.o./ 5 dana ili
FAMCIKLOVIR 2x1000 mg p.o./ 1 dan ili
VALACIKLOVIR 2x500 g p.o./ 3 dana ili
VALACIKLOVIR 1x1,0 g p.o./ 5 dana
Istovremeno liječenje samo simptomatskog seksualnog partnera

Tablica 4.  Liječenje rekurentne epizode genitalnog herpesa

ACIKLOVIR  2x400 mg p.o. ili
FAMCIKLOVIR 2x250 mg p.o. ili
VALACIKLOVIR 1x500 g  p.o. ili
VALACIKLOVIR 1x1,0 g p.o.
Istovremeno liječenje samo simptomatskog seksualnog partnera

Tablica 5. Supresivna terapija rekurentnog genitalnog herpesa

AZITROMICIN  1,0 g p.o. jednokratno ili
DOKSICIKLIN  2x100 mg p.o./ 7 dana ili
ERITROMICIN baza 4x500mg p.o./ 7 dana ili
ERITROMICIN etilsukcinat 4x800 mg p.o./ 7 dana ili
OFLOKSACIN 2x300 mg p.o./ 7 dana ili
LEVOFLOKSACIN 1x500 mg p.o./ 7 dana
Istovremeno liječenje seksualnog partnera

Tablica 6. Liječenje akutnog negonokoknog uretritisa/ muko-
purulentnog cervicitisa
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Trichomonas vaginalis, HSV, adenovirusi, a rjeđe 
i enterobakterije. Komplikacije NGU u muškara-
ca su epididimitis, prostatitis i Reiterov sindrom. 
Oko 50% muškaraca s kroničnim nebakterijskim 
prostatitisom i sindromom kronične boli u zdjeli-
ci bez dokažljive infekcije imaju upalu uretre bez 
identifikacije infektivnog uzročnika. U ovim je 
slučajevima uz metronidazol ili tinidazol potreb-
no primijeniti azitromicin 1x1,0 g p.o. tjedno kroz 
3 tjedna, ukupno 3,0 grama (Tablica 7) (12). 

Mukopurulentni cervicitis (MPC) kojeg najčešće 
uzrokuje C. trachomatis, predstavlja ekvivalent 
negonokoknom uretritisu u muškarca (Tablica 6 
i 8) (2,3,11). Širenje SPI iz endocerviksa u gornji 
dio spolnog sustava žene može dovesti do zdje-
lične upalne bolesti i do njezinih posljedica na 
plodnost, primjerice biti uzrokom ektopične trud-
noće i infertiliteta. Uzorci za dokaz urogenitalne 
klamidijske infekcije su u žene obrisak endo-
cerviksa ili uretre, te urin, a u muškarca obrisak 
uretre, urin, eksprimat prostate ili ejakulat. Kod 
sumnje na rektalnu infekciju uzima se obrisak 
rektuma. Metode dokaza C. trachomatis su kul-
tura, direktna imunofluorescencija, enzimatski 
imunotest, hibridizacija nukleinskih kiselina i 
test amplifikacije nukleinskih kiselina (NAAT) 
koji je najosjetljiviji test. 

Osobe koje se liječe od klamidijske infekcije i 
njihovi seksualni partneri moraju se suzdržavati 
od spolnih odnosa do kraja terapije ako su lije-
čeni 7 dana, odnosno 7 dana nakon što su popili 
jednokratno 1,0 g  azitromicina. Bakteriološka 
kontrola provedenog liječenja klamidijske infek-
cije treba se učiniti 3-4 tjedna nakon provedenog 
liječenja u trudnica, ako je provedena terapija 
bila neadekvatna i nekompletna, kod perzistenci-
je kliničkih simptoma i kod moguće reinfekcije. 

Rezultat kontrolne pretrage učinjene u razdoblju 
< 3 tjedna nakon završene terapije može biti laž-
no negativan zbog malog broja klamidija u perzi-
stentnoj klamidijskoj infekciji ili lažno pozitivan 
zbog prisutnosti uginulih klamidija. 

Druge infekcije

Gonoreja je zarazna spolna bolest uzrokovana 
bakterijom Neisseria gonorrhoeae, i koja prven-
stveno zahvaća urogenitalne sluznice, a znatno 
rjeđe i druge organe. U svijetu od gonoreje godiš-
nje oboli 25 milijuna ljudi. U 50 % žena infekcija 
je asimptomatska (Tablica 9) (13). 

Sifilis je kronična zarazna bolest uzrokovana spi-
rohetom Treponema pallidum. Bolest se najčešće 
prenosi spolnim kontaktom, rjeđe transplacentar-
no od zaražene majke na plod, a danas iznimno 
rijetko transfuzijom ili slučajnom inokulacijom. 
Lijek prvog izbora za liječenje sifilisa je penici-
lin. U osoba preosjetljivih na penicilin preporuča 
se desenzibilizacija. Kod trudnica preosjetljivih 
na penicilin dolazi u obzir azitromicin 500 mg 
p.o./1 puta dnevno tijekom 10 dana. Potrebna je 
istovremena kontrola i liječenje seksualnog par-
tnera (14).

Bakterijska vaginoza je polimikrobni klinički sin-
drom koji označava neravnotežu između smanje-
nog broja laktobacila i povećanog broja anaeroba, 
posebno Gardnerella vaginalis, te Mycoplasma ho-
minis. Najčešća je vaginalna infekcija u žena repro-
duktivne dobi. Povećava rizik od zdjelične upalne 
bolesti nakon histeroskopije ili kiretaže, a tijekom 
trudnoće povećava rizik od prijevremenog poro-
đaja. Liječenje metronidazolom 2x500 mg p.o./7 
dana ili klindamicinom 2x300 mg p.o./ 7 dana je 
uspješnije od lokalne primjene metronidazola ili 

METRONIDAZOL  1x2,0 g p.o. jednokratno ili
TINIDAZOL  1x2,0 g p.o. jednokratno +
AZITROMICIN  1x1,0 g p.o. jednokratno
TJEDNO, TIJEKOM 3 TJEDNA
Istovremena kontrola i liječenje seksualnog partnera

Tablica 7. Rekurentni i perzistentni uretritis

AZITROMICIN 1,0 g p.o. jednokratno ili
ERITROMICIN baza 4x500 mg p.o./ 7 dana ili
ERITROMICIN baza 4x250 mg p.o./14 dana ili
ERITROMICIN etilsukcinat 4x800 mg p.o./ 7 dana ili
ERITROMICIN etilsukcinat 4x400 mg p.o./ 14 dana ili
AMOKSICILIN 3x500 mg p.o./ 7 dana*

Istovremeno liječenje seksualnog partnera

Tablica 8. Liječenje infekcije C. trachomatis u trudnoći

*bakteriološka djelotvornost < 60 %; na kulturi tkiva penicilin potiče 
nastanak perzistentnih oblika klamidije

METRONIDAZOL 2 g p.o. – jednokratno ili
TINIDAZOL 2 g p.o. – jednokratno ili
METRONIDAZOL 2x500 mg p.o./ 7 dana ili
ZA PROSTATITIS: METRONIDAZOL 2 x 1g p.o. / 14 dana
Istovremeno liječenje seksualnog partnera

Tablica 10. Liječenje trihomonijaze

CEFIKSIM  400 mg p.o. jednokratno ili
CEFTRIAKSOM 125 mg IM jednokratno ili
CIPROFLOKSACIN 500 mg p.o. jednokratno ili
OFLOKSACIN 400 mg p.o. jednokratno ili
LEVOFLOKSACIN 250 mg p.o. jednokratno +
ako klamidijska infekcija nije isključena
AZITROMICIN 1,0 g p.o. jednokratno ili
DOKSICIKLIN  2x100 mg p.o./ 7 dana
Istovremena kontrola i liječenje seksualnog partnera

Tablica 9.  Liječenje nekomplicirane gonokokne infekcije 
cerviksa,  uretre i rektuma
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klindamicina (3). Jednokratna primjena metronida-
zola 1x2,0 g p.o. se više ne preporučuje radi slabe 
djelotvornosti. Intravaginalna primjena laktobacila 
nije uspješna za liječenje bakterijske vaginoze. Li-
ječenje seksualnog partnera nije obavezno.

Trihomonijaza je urogenitalna infekcija uzroko-
vana bičastim protozoonom, Trichomonas vagi-
nalis. U žena se očituje kao vaginitis, cervicitis, 
uretritis i cistitis, a u muškaraca uzrokuje 5-10% 
svih uretritisa. Rijetke komplikacije u muškaraca 
su epididimitis i prostatitis. Liječi se metronida-
zolom ili tinidazolom peroralno. Djelotvornost 
intravaginalnog liječenja je slabija od peroral-
nog. Radi relativne rezistencije vaginalnog tri-
homonasa kod neuspjeha jednokratne terapije 
od 2,0 g p.o., doza se može povećati, a liječenje 
produžiti. U liječenju prostatitisa metronidazol se 
dozira 2x1,0 g p.o. tijekom 2 - 4 tjedna. Potrebno 
je istovremeno liječenje seksualnog partnera (Ta-
blica 10) (2,3,11). 

Kandidoza je klinički uočljivo prekomjerno bu-
janje komenzalne krasnice na sluznici vagine i 
penisa. Uglavnom se ne prenosi spolnim putom. 
Nekomplicirana vulvovaginalna kandidoza – 
sporadična ili rijetka, klinički blaga do umjere-
no teška, najčešće uzrokovana vrstom Candida 
albicans liječi se 1-3-7-14 dana lokalno klotri-
mazolom, mikonazolom, ketokonazolom ili ni-
statinom ili peroralno jednokratnom primjenom 
flukonazola 1x150 ili s itrakonazolom 2x200 mg 
kroz jedan dan.

Komplicirana vulvovaginalna kandidoza – re-
kurentna, koja se javlja 4 i više puta godišnje, 
klinički teška, uzrokovana najčešće vrstama 

Candida  non- albicans, javlja se u žena s nekon-
troliranim dijabetesom, mentalnom retardacijom, 
imunosupresijom ili u trudnica. Liječi se lokalno 
ili peroralno dulje od nekomplicirane kandidoze 
(Tablica 11) (3,11). Liječiti treba samo simpto-
matskog seksualnog partnera. 

Zdjelična upalna bolest klinički je sindrom po-
vezan s uzlaznim širenjem mikroorganizama iz 
rodnice. Širokog je spektra kliničkih manfestaci-
ja od supkliničkog endometritisa do piosalpinksa 
i tuboovarijskog apscesa. Infekcija je najčešće 
polimikrobna. C. trachomatis ima važnu ulogu u 
etiologiji i najvažniji je uzrok sprečivog infertili-
teta (Tablice 12 i 13) (2,3,11). 

Novi pogled na primjenu azitromicina u liječenju 
spolno prenosivih infekcija

Dvadesetak godina je prošlo od prve registracije 
tada novog antimikrobnog lijeka azitromicina. 
Ispitan je u nizu kontroliranih kliničkih studija, 
primalo ga je više milijuna bolesnika, pokazao se 
djelotvoran prema brojnim uzročnicima različi-
tih kliničkih sindroma, razmotrene su i otklonje-
ne predrasude i nedoumice o njegovoj primjeni. 
Kliničkom primjenom azitromicina postignut je 
svjetskim razmjerima bitan napredak u liječenju 
SPI.  Danas je međutim jasno da u SPI postoje 
indikacije u kojima je jednokratna primjena od 
1,0 g azitromicina nedostatna, te se doza i duljina 
primjene moraju mijenjati (Tablica 14) (15,16).

ANTIMIKROBNO LIJEČENJE INFEKCIJA 
MOKRAĆNOG SUSTAVA

Prema Infectious Diseases Society of America 
(IDSA) i European Society of Clinical Microbi-
ology and Infectious Diseases (ESCMID) infek-
cije mokraćnog sustava (IMS) se dijele na: akutni 
nekomplicirani cistitis žena, akutni nekomplici-
rani pijelonefritis žena, komplicirane IMS i IMS 
muškaraca, asimptomatska bakteriurija i reku-
rentne IMS (reinfekcije i relapsi) (17,18). 

STANDARDNA  LOKALNA TERAPIJA -  7-14 dana ili
FLUKONAZOL 1., 4., 7. dan  100-200 mg p.o.
SUPRESIVNA TERAPIJA     6-12 mjeseci
intravaginalno azoli ili acidi borici – svaku treću večer ili
 FLUKONAZOL ili ITRAKONAZOL  jednom tjedno
Upute o rutinskom istovremenom liječenju asimptomatskog 
partnera su kontroverzne. Liječiti treba simptomatskog partnera

Tablica 11. Liječenje komplicirane-rekurentne vulvovaginalne 
kandidijaze

Parenteralna terapija pa “switch” – ukupno 14 dana
KLINDAMICIN + GENTAMICIN ili
OFLOKSACIN ili LEVOFLOKSACIN + METRONIDAZOL
ili
AMPICILIN/ SULBAKTAM + DOKSICIKLIN
AMOKSICILIN/KLAVULANSKA 
KISELINA+AZIROMICIN*
CEFOTETAN†  ili CEFOKSITIN† + DOKSICIKLIN
Istovremena kontrola i liječenje seksualnog partnera

Tablica 12. Liječenje zdjelične upalne bolesti

*vidi tablicu 14; †nisu registrirani u RH, 

Oralna terapija – 14 dana
OFLOKSACIN ili LEVOFLOKSACIN  + METRONIDA-
ZOL ili
CEFTRIAKSON  IM jednokratno + DOKSICIKLIN + ME-
TRONIDAZOL ili
AMOKSICILIN/KLAVULANSKA 
KISELINA+AZITROMICIN*
Istovremena kontrola i liječenje seksualnog partnera

Tablica 13. Liječenje zdjelične upalne bolesti

* vidi tablicu 14
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Dijagnoza IMS zasniva se na kliničkim simp-
tomima i laboratorijskim nalazima. Neki od tih 
kliničkih simptoma upućuju ujedno i na infekciju 
genitalnog trakta. Dizurija (otežano bolno mo-
krenje), polakizurija (učestalo mokrenje malih 
količina mokraće), urgencija mokrenja i inkon-
tinencija nastaju zbog nadražaja sluznice mo-
kraćnog mjehura i uretre. Akutna dizurija žene 
može biti znak bakterijskog cistitisa, kolpitisa 
uzrokovana kandidom, trihomonasom ili herpes 
simpleks virusom i uretritisa uzrokovana raznim 
uzročnicima spolno prenosivih infekcija.

Kod IMS urin je taman, gust, neugodna mirisa, 
povremeno krvav. Kod uretritisa javlja se uretral-
ni iscjedak koji je lakše uočljiv u muškaraca.

Povišena tjelesna temperatura s tresavicama te mu-
kla bol lumbalno, često lokalizirana uz epigastrij 
sa širenjem u donji dio trbuha znak su pijelone-
fritisa, kao i nikturija (učestalo noćno mokrenje) i 
poliurija (izlučivanje povećanih količina mokraće) 
koje nastaju zbog oslabljene koncentracijske spo-
sobnosti bubrega. Jaka lumbalna bol sa širenjem 
prema preponama znak je opstrukcijske bolesti. 
Kod pijelonefritisa mogu biti izraženi i simptomi 
afekcije donjeg dijela urotrakta. U starijih osoba 
s pijelonefritisom češće su zastupljeni samo opći 
simptomi, a katkad i inkontinencija urina.

Bol u preponama i perinealna bol znak su prosta-
titisa. Akutni bakterijski prostatitis manifestira se 

općim simptomima infekta, visokom temperatu-
rom, učestalim, bolnim i urgentnim mokrenjem, 
nekad i kompletnom retencijom mokraće, te ote-
čenom i bolnom prostatom. Simptomi akutnog 
prostatitisa traju do 3 mjeseca. Ukoliko su uzroč-
nici akutnog bakterijskog prostatitisa Chlamydia 
trachomatis, Ureaplasma urealyticum, Strepto-
coccus agalactiae i Enterococcus, klinička slika 
nije burna, a dominiraju uretralni i prostatički 
simptomi te seksualni poremećaji.

Kronični se prostatitis očituje simptomima od 
strane mokraćne cijevi i mokraćnog mjehura 
(učestalo, otežano, urgentno, noćno mokrenje, 
pečenje kod mokrenja, tanak isprekidan mlaz, 
uretralni iscjedak); simptomima od strane pro-
state (neugoda, pritisak, bol u perineumu, pre-
ponama, donjem dijelu trbuha i leđa, napetost u 
predjelu testisa i epididimisa, anorektalna osjet-
ljivost); seksualnim poremećajima (otežana erek-
cija, bolna ejakulacija) i drugim simptomima po-
put mijalgije, glavobolje, slabosti, subfebriliteta.

Uzorak urina za analizu uzima se od prvog jutar-
njeg urina ili nakon što bolesnik barem četiri sata 
nije mokrio, najčešće metodom čistog srednjeg 
mlaza, znatno rjeđe urinarnim kateterom ili su-
prapubičnom punkcijom. Čisti srednji mlaz urina 
uzima se nakon uobičajene toalete spolovila ili 
pranja spolovila sterilnom fiziološkom otopinom. 
Urin treba nasaditi na hranjive podloge unutar 
dva sata, a ako to nije moguće uzorak urina može 
stajati na +4 ºC do 24 sata.

Na IMS upućuju leukociturija i bakteriurija, a po-
vremeno se susreće hematurija, češće terminalna 
kao znak hemoragičnog cistitisa i proteinurija do 
najviše 2 g u 24-satnom urinu.

Povećan broj leukocita u mokraći može biti uzro-
kovan prisutnošću urinarnog katetera, kamenci-
ma, vulvovaginitisom, erozijama u vagini i cer-
viksu ili dehidracijom.

Bakteriurija je naziv za rast i umnožavanje bak-
terija u mokraći. Za dokaz bakteriurije najbolja je 
metoda kultivacije ispravno uzetog uzorka mo-
kraće, brojenje bakterija u 1 mL mokraće i ispiti-
vanje njihove osjetljivosti na razna antimikrobna 
sredstva. U 95% uzoraka mokraće bolesnika sa 
nekompliciranim IMS izolira se samo jedna vrsta 
bakterija, a u 5% izoliraju se dvije ili više vrsta. 
Urin je normalno sterilan, no distalni dio uretre je 
koloniziran saprofitnom florom susjednih regija 

      I n d i k a c i j a AZITROMICIN: doza i duljina 
liječenja

akutni negonokokni 
uretritis/cervicitis
asimptomatski seksualni 
partneri

1 x 1,0 g p.o. jednokratno

perzistentna klamidijska 
infekcija rekurentni i 
perzistentni uretritis*

1 x 1,0 g  p.o. tjedno/ 3 tjedna 
(ukupno 3,0 g)

zdjelična upalna bolest† 1 x 1,0 g p.o. – 3 dana zaredom, ili
1 x 500 mg p.o. – 3 dana u tjednu / 3 
tjedna ukupno (4,5 g) ili
1 x 1,0 g p.o. tjedno/3 tjedna (ukupno 
3,0 g) ili
500 mg i.v./1-2 dana; nastaviti sa 
1x250 mg p.o. do ukupno 7 dana 
liječenja

prostatitis akutni, kro-
nični, asimptomatski
(C.trachomatis, 
U.urealyticum)

1 x 500 mg p.o.– 3 dana u tjednu/ 3 
tjedna (ukupno 4,5 g), ili
1 x 1,0 g p.o. tjedno/ 4 tjedna (uku-
pno 4,0 g)

postvenerični reaktivni 
artritis i Reiterov sin-
drom posredovan 
C. trachomatis

1 x 1,0 g p.o. /tjedno/ 3 tjedna 
(ukupno 3,0 g)

Tablica 14.  Preporuke za primjenu azitromicina u spolno 
prenosivim infekcijama

* plus metronidazol; †plus metronidazol, plus betalaktam ili amino-
glikozid
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te uzorak izmokrenog urina može biti kontamini-
ran tim mokroorganizmima.

Pojam ”signifikantna bakteriurija“ označava broj 
bakterija po 1 mL mokraće kojim se želi razgrani-
čiti značajna, patološka bakteriurija kao znak IMS 
od kontaminacije mokraće prolazom kroz distalni 
dio uretre. Klasičan kriterij signifikantne bakteri-
urije kojim se s 95% vjerojatnosti određuje posto-
janje IMS je ≥105 bakterija/mL mokraće. Danas 
važeći kriteriji za signifikantnu bakteriuriju su ad-
ministrativno postavljeni uvažavajući mogućnost 
da kod nekih kategorija IMS i manji broj bakterija 
može biti značajan (Tablica 15) (19,20).

Test nitrita brzi je skrining test za dokaz bakteri-
urije „dipstick“ metodom. Lažno negativan test 
dat će bakterije koje ne reduciraju nitrate (stafilo-
koki, enterokoki, pseudomonas).

Cilj antimikrobnog liječenja IMS je nestanak kli-
ničkih simptoma i eradikacija infekcije u svrhu 
prevencije nastanka rekurirajućih epizoda. Liječe 
se sve simptomatske IMS i asimptomatske u oda-
branih osoba.

Antimikrobno liječenje IMS mora biti potrebno, 
učinkovito, usmjereno prema pretpostavljenom 
ili dokazanom uzročniku infekcije, što jednostav-
nije, što jeftinije, što užeg spektra djelovanja, što 
manjeg utjecaja na normalnu floru crijeva, mora 
se primijeniti u optimalnoj dozi i dovoljno du-
gom razdoblju za eradikaciju uzročnika. Djelo-
tvornost primijenjenog antimikrobnog lijeka ko-
relira s njegovom inhibitornom koncentracijom u 
urinu. Koncentracije mnogih antimikrobnih lije-
kova mnogo su više u mokraći od odgovarajućih 
koncentracija u drugim tkivnim tekućinama pa 
mogu doseći minimalnu inhibitornu koncentraci-
ju nekih rezistentnih in vitro mikroorganizama. 
Za liječenje urosepse, pijelonefritisa i komplici-
ranih IMS važne su serumske koncentracije anti-

mikrobnih lijekova te koncentracije u bubregu i 
prostati (20,21).

U bolesnika s bubrežnom insuficijencijom po-
trebno je modificirati dozu antimikrobnih lije-
kova koji se primarno izlučuju bubregom te se 
iz organizma ne mogu odstraniti drugim meha-
nizmima. Insuficijentni bubrezi neće moći kon-
centrirati antimikrobni lijek u mokraći što će re-
zultirati otežanom eradikacijom bakteriurije. To 
je i razlog neuspjeloj terapiji urinarnih infekcija 
aminoglikozidima u bolesnika s renalnom insu-
ficijencijom. Minimalnu inhibitornu koncentra-
ciju aminoglikozida za gram-negativne bakterije 
u urinu povisit će visoke koncentracije kalcija i 
magnezija te nizak pH urina. U bolesnika s bu-
brežnom insuficijencijom sredstva su prvog izbo-
ra za liječenje IMS betalaktamski antibiotici.

Ove upute za antimikrobno liječenje IMS do-
nešene su na temelju proučene opsežne stručne 
i znanstvene medicinske literature, iskustava u 
dugogodišnjem kliničkom radu s bolesnicima s 
IMS, nacionalnih smjernica za liječenje i pro-
filaksu IMS, rezultata praćenja rezistencije na 
antibiotike što ga kontinuirano provodi Odbor 
za praćenje rezistencije bakterija na antibiotike 
koji djeluje pri Akademiji medicinskih znanosti 
Hrvatske, primjedaba što su ih kolege liječnici 
dali na Tečajevima trajne edukacije što ih konti-
nuirano provodimo preko 4 godine u gradovima 
Republike Hrvatske (20-25).

Akutni nekomplicirani cistitis žene

Liječenje sporadične epizode akutnog nekompli-
ciranog cistitisa žene u premenopauzi, koja nije 
trudnica započinje se na temelju kliničkih simp-
toma i leukociturije. Urinokultura nije potrebna. 
Antimikrobna terapija je empirijska. Preporuke 
su date u Tablici 16 (20).

Akutni nekomplicirani pijelonefritis

Bolesnike s akutnim pijelonefritisom treba zbog 
težine općeg stanja često hospitalizirati. Potrebno 
je osigurati dobru hidraciju i analgoantipiretike 

NITROFURANTOIN 2-3x100mg p.o. / 7 dana
KOAMOKSIKLAV 2x1,0g p.o. / 7 dana
CEFALEKSIN 2x1,0g p.o. / 7 dana
NORFLOKSACIN 2x400mg p.o. / 3 dana

Tablica 16. Antimikrobno liječenje akutnog nekompliciranog 
cistitisa žene

Broj bakterija po mL čistog 
srednjeg mlaza urina Kategorija IMS

≥103 akutni nekomplicirani cistitis 
žene

≥104 akutni nekomplicirani pijelone-
fritis žene

≥105 u žena
≥104 u muškaraca komplicirane IMS

≥105 identičnih bakterija u 
dva uzastopna uzorka urina u
 ≥24 sata-u žena
≥105 u muškaraca

asimptomatska bakteriurija

Tablica 15. Kriteriji signifikantne bakteriurije za različite 
kategorije infekcije mokraćnog sistema
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po potrebi. Za liječenje pijelonefritisa preporu-
čuje se što prije staviti infekciju pod kontrolu 
visokim dozama parenteralnih antibiotika i time 
spriječiti ireverzibilno oštećenje samog bubrega, 
pa zatim relativno rano (24-72 sata od postizanja 
afebrilnosti) prijeći na peroralnu primjenu pri-
kladnog antibiotika. Bolesnice s blažom klinič-
kom slikom pijelonefritisa koje mogu peroralno 
uzeti antimikrobni lijek, liječe se ambulantno. 
Kod pijelonefritisa obavezno je prije započete 
antimikrobne terapije učiniti urinokulturu. Te-
rapija se vrlo često započinje kao empirijska, a 
kasnije se usklađuje prema nalazu urinokulture. 
Preporuke se nalaze na Tablici 17 (20).

Komplicirane infkecije mokraćnog sustava

Komplicirane IMS su IMS u osoba koje imaju bo-
lest ili stanje koje omogućuje propagaciju infekci-
je, a otežava njeno izlječenje (Tablica 18) (20).

U Tablicama 19 - 22 prikazane su preporuke za 

antimikrobno liječenje IMS muškaraca, trudni-
ca, osoba s trajnim urinarnim kateterom i dru-
gim stranim tijelima urotrakta, te IMS u osoba 
s funkcionalnim i anatomskim abnormalnostima 
urotrakta (20,26,27).

U bolesnika s kompliciranim IMS obavezno se 
treba prije započete antimikrobne terapije učiniti 
urinokultura prema čijem će se rezultatu naknad-
no evaluirati empirijski započeta terapija.

Važno je utvrditi i pokušati ukloniti ili barem sta-
viti pod kontrolu čimbenike koji IMS čine kom-
pliciranom.

Asimptomatska bakteriurija

Liječi se prema antibiogramu u osoba u kojih 
predskazuje nastanak simptomatske IMS i kada 
može dovesti do tihog oštećenja bubrega. Ne li-

Ambulantno liječenje
KOAMOKSIKLAV 2x1g p.o. / 10-14 dana
CEFALOSPORINI II GENERACIJE Cefuroksim aksetil 
2x500mg p.o./ 10-14 dana
CEFALOSPORINI III GENERACIJE Cefiksim ili Ceftibuten 
1x400mg p.o./ 10-14 dana
CIPROFLOKSACIN 2x500mg p.o./ 7-10 dana

Bolničko liječenje (započeti parenteralno, nastaviti p.o.)
KOAMOKSIKLAV 3x1,2g IV zatim p.o. / 10-14 dana
CEFALOSPORINI II GENERACIJE Cefuroksim 3x750-1500mg 
IV/ 10-14 dana
CEFALOSPORINI III GENERACIJE Ceftriakson 1 x 1-2 g IV 
ili IM, zatim p.o. / 10-14 dana
GENTAMICIN 2-5mg/kg IV ili IM podijeljeno u 1-3 dnevne 
doze / 10 dana
Cefalosporini II i III generacije i koamoksiklav mogu se primije-
niti sami ili u kombinaciji s gentamicinom
CIPROFLOKSACIN  2x200-400mg IV, zatim p.o. / 7-10 dana

Tablica 17. Antimikrobno liječenje akutnog nekompliciranog 
pijelonefritisa žene

muški rod
trudnoća
bolnički akvirirana IMS
prisutnost urinarnog katetera ili drugog stranog tijela uretera, 
uretre ili bubrega
interminentna kateterizacija mokraćnog mjehura
vezikoureteralni refluks i druge funkcionalne ili anatomske 
abnormalnosti urinarnog trakta (rezidualni urin nakon mokrenja 
>100 mL; kemijske ili radijacijske ozljede uroepitela; obstruk-
tivna uropatija bilo koje etiologije uključujući obstrukciju vrata 
mokraćnog mjehura, neurogeni mokraćni mjehur, kamence, 
tumore; postoperacijske anomalije urotrakta)
bubrežna insuficijencija i transplantacija
 intervencija na urotraktu unatrag 15 dana
uzimanje antibiotika unatrag 3 mjeseca
 trajanje simptoma IMS dulje od 7 dana
šećerna bolest
imunosupresija

Tablica 18. Čimbenici koji infekcije mokraćnog sustava čine 
kompliciranom

Ambulantno liječenje
Febrilna IMS bez simptoma i znakova prostatitisa
CIPROFLOKSACIN 2x500mg p.o. / 14 dana
KOAMOKSIKLAV 2x1,0g p.o. / 14 dana
CEFUROKSIM-AKSETIL 2x500mg p.o. / 14 dana
Febrilna IMS sa simptomima i znakovima prostatitisa
CIPROFLOKSACIN 2x500mg p.o. / 4 tjedna
KOTRIMOKSAZOL 2x960mg p.o. / 4 tjedna ... ako je prethodno 
poznata    osjetljivost uzročnika
KOAMOKSIKLAV 2x1,0g p.o. / 4 tjedna
CEFUROKSIM-AKSETIL 2x500mg / 4 tjedna
Bolničko lječenje (započeti parenteralno i nastaviti p.o. iden-
tičnim lijekom ili kotrimoksazolom ako je poznata osjetljivost 
uzročnika)
Febrilna IMS bez simptoma i znakova prostatitisa liječi se 14 
dana, a sa simptomima i znakovima prostatitisa 4 tjedna
CIPROFLOKSACIN 2x400mg IV
KOAMOKSIKLAV 3x1,2g IV
CEFUROKSIM 3x1,5g IV
CEFTRIAKSON 1x2,0g IV

Tablica 19. Antimikrobno liječenje infekcije mokraćnog 
sustava muškaraca

Akutni cystitis 
Asimptomatska bakteriurija (prema antibiogramu)
CEFALOSPORINI II GENERACIJE Cefuroksim-aksetil 
2x500mg p.o. / 7 dana
CEFALOSPORINI III GENERACIJE Ceftibuten 1x400mg p.o. 
/7 dana
KOAMOKSIKLAV 2x1,0 g p.o./ 7 dana
NITROFURANTOIN samo u I i II trimestru 2-3x100mg p.o./ 7 
dana
Pijelonefritis
Ambulantno liječenje
CEFALOSPORINI II GENERACIJE Cefuroksim-aksetil 
2x500mg p.o. / 10-14 dana)
CEFALOSPORINI III GENERACIJE  Ceftibuten 1 x 400 mg 
p.o./ 10-14 dana
KOAMOKSIKLAV 2x1,0g p.o./ 10-14 dana
Bolničko lječenje (započeti parenteralno i nastaviti p.o.)
CEFALOSPORINI II GENERACIJE Cefuroksim 3x750-1500mg 
IV / 10-14 dana)
CEFALOSPORINI III GENERACIJE 10-14 dana
KOAMOKSIKLAV 3x1,2g IV/ 10-14 dana

Tablica 20. Antimikrobno liječenje infekcije mokraćnog 
sustava trudnica
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Ambulantno liječenje
CEFALOSPORINI II GENERACIJE Cefuroksim-aksetil 
2x500mg p.o./ 10-14 dana
CEFALOSPORINI III GENERACIJE Ceftibuten ili Cefiksim 
1x400 mg p.o./ 10-14 dana
KOAMOKSIKLAV 2x1g p.o./ 10-14 dana
CIPROFLOKSACIN 2x500mg p.o./ 7-10 dana
Bolničko liječenje (započeti parenteralno, nastaviti p.o.)
CEFALOSPORINI II GENERACIJE Cefuroksim 3x750-1500mg 
IV/ 10-14 dana
CEFALOSPORINI III GENERACIJE IV ili IM, zatim p.o. / 
10-14 dana
KOAMOKSIKLAV 3x1,2g IV zatim p.o. / 10-14 dana
GENTAMICIN 2-5mg/kg IV ili IM podijeljeno u 1-3 dnevne 
doze / 10 dana
Cefalosporini II i III generacije i koamoksiklav mogu se primije-
niti sami ili u kombinaciji s gentamicinom
CIPROFLOKSACIN 2x200-400mg IV, zatim p.o. / 7-10 dana

Tablica 21. Antimikrobno liječenje infekcije mokraćnog 
sustava u osoba s funkcionalno i anatomski abnormalnim 
urotraktom

Ambulantno liječenje
CIPROFLOKSACIN 2x500mg p.o. / 10-14 dana
Bolničko lječenje
NETILMICIN 4-6mg kg/ dan IV podijeljeni u 1-3 doze /10-14 
dana +
CEFTAZIDIM 3x1-2g IV ili
CIPROFLOKSACIN 2x400mg IV, nastaviti p.o. / 10-14 dana

Tablica 22. Antimikrobno liječenje bolničkih infekcija 
mokraćnog sustava i infekcija mokraćnog sustava sa stranim 
tijelom

Bolesnici Duljina liječenja
trudnice 7 dana
novorođenčad

3 – 7 dana prema 
antibiogramu

predškolska djeca s V-U refluksom i 
abnormalnim urotraktom
prije invazivnih uroloških, ginekoloških 
ili ortopedskih zahvata
primaoci transplantiranog bubrega

Tablica 23. Liječenje asimptomatske bakteriurije

Broj uro-
infekcija 
u godini 

dana

Antimikrobna profilaksa

≤2
Samoinicijativno uzimanje terapijske doze lijeka 
prema nalazu urinokulture i uspjeha liječenja 
prethodne uroinfekcije tijekom jednog ili 3 dana

≤3

Kontinuirano uzimanje profilaktičke doze lijeka 
svaku večer ili tri puta na tjedan
Uzimanje profilaktičke doze lijeka nakon 
spolnog odnosa
NITROFURANTOIN 50-100mg p.o.
KOTRIMOKSAZOL 480mg p.o.
CEFALEKSIN 250mg p.o.
NORFLOKSACIN 200mg
CIPROFLOKSACIN 125mg
Intravaginalna primjena estrogena
Intravaginalna primjena suspenzije laktobacila
Brusnice

Tablica 24. Antimikrobna profilaksa rekurentnog cistitisa u žena

ječi se u osoba u kojih je najčešća, a to su: dje-
vojke školske dobi, starije osobe, posebno žene 
u menopauzi, bolesnici sa šećernom bolesti, kod 
interminentne i dugotrajne kateterizacije (Tablica 
23) (20).

Rekurentne infekcije mokraćnog sustava

To su IMS dokazane i urinokulturom koje se jav-
ljaju 2 ili više puta u 6 mjeseci, odnosno 3 ili više 
puta u jednoj godini. Najčešće je to rekurentni ci-
stitis žene, a u >95% žena radi se o reinfekciji.

Akutna epizoda liječi se kao sporadična infekcija 
(Tablice 16 i 17). Bolesnice koje imaju ≤2 epizo-
de uroinfekcija u jednoj godini mogu kod pojave 
prvih simptoma samoinicijativno uzeti terapijsku 
dozu lijeka prema nalazu urinokulture i uspjeha 
liječenja prethodne uroinfekcije kroz tri dana. 
U bolesnica u kojih su isključene strukturalne i 
funkcionalne abnormalnosti urotrakta i koje ne-
maju u času započinjanja profilakse simptome i 
znakove akutne infekcije, a koje imaju ≥3 epi-
zode uroinfekcija u jednoj godini preporuča se 
profilaksa 6 mjeseci ili duže prema antibiogramu 
(Tablica 24) (20).

Antimikrobno liječenje IMS u većine se bolesni-
ka započima kao empirijsko, a zatim se usklađuje 

prema nalazu urinokulture. Jedino u bolesnica sa 
sporadičnom epizodom nekompliciranog bakte-
rijskog cistitisa ne mora se učiniti urinokultura pa 
empirijska terapija ostaje na razini empirijske.

Asimptomatska bakteriurija liječi se samo u oda-
branih osoba, a ne liječi se upravo tamo gdje je 
najčešća! Nalaz piurije u asimptomatskoj bakte-
riuriji ne opravdava antimikrobnu terapiju.

Empirijska antimikrobna terapija primjenjuje se 
prema rezultatima istraživanja najčešćih uzroč-
nika kliničkih sindroma i njihove osjetljivosti na 
antimikrobna sredstva pa je upute za antimikrob-
no liječenje i profilaksu IMS potrebno revidirati 
barem svakih pet godina.

Ovim pregledom nastojali smo predočiti što više 
svakodnevnih problema koji postoje u terapiji 
spolnoprenosivih infekcija, infekcija mokraćnog 
sustava i sindroma prostatitisa, pa su dane osnov-
ne smjernice kojima se većina situacija može 
obuhvatiti.

ZAHVALE/IZJAVE

Komercijalni ili potencijalni dvostruki interes: ne 
postoji.
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Urogenital infections – antimicrobial treatment

Višnja Škerk, Alemka Markotić
University Hospital for Infectious Diseases „Dr. Fran Mihaljević“

Reference Centre for Urinary Tract Infections of the Croatian Ministry of Health and Social Welfare, Zagreb, Croatia

ABSTRACT 

Urogenital infections are among the most common infectious diseases of humans in the world. They 
are one of the leading causes of acute diseases, chronic health impairment and mortality. Sexually 
transmitted infections are important public health problem due to their epidemic spread, numerous 
complications leaving permanent consequences on the human health as well as large expenses that 
health care systems and individuals have to pay for their detection, prevention and treatment. Urinary 
tract infections are the most common bacterial infections in humans and the most common reason for 
justified antibiotic prescriptions. Prostatitis syndrome is the most common urological problem in males 
younger than 50 years of age and third most common urological problem in older men. This paper does 
not deal with all existing problems regarding antimicrobial treatment of sexually transmitted infections, 
urinary tract infections and prostatitis syndrome, however basic guidelines that cover the majority of 
conditions are presented.

Key words: urinary tract infections, sexually transmitted infections, prostatitis, antimicrobial trea-
tment 
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ABSTRACT 

Cancer of the cervix is one of the most predictable and preventable 
types of cancer, however, it is still one of the most common mali-
gnancies. Due to a lack of information available to women about 
the causes of the disease, accessibility of screening programs, and 
limitations to the existing screening techniques, cervical cancer 
is the second most common type of cancer in women worldwide. 
Detection and follow-up of pre-cancer stages of the disease are ba-
sed on the Pap test, which is now well established as a basic met-
hod of secondary prevention. Relative low sensitivity of the Pap 
test has initiated the development of additional technologies and 
methods towards enhanced screening quality and error elimination 
not only in the process of sample taking and analysis but also in 
screening and interpretation. Immunocytochemical methods and 
liquid based cytology are the new diagnostics possibilities in se-
condary prevention. In order to decrease morbidity, thus mortality 
too, it is necessary that the primary prevention (vaccination) be 
also implemented.  

Key words: Pap test, immunocytology, liquid based cytology, 
HPV vaccines

INTRODUCTION

 Even nowadays, cervical cancer still remains one of the leading 
causes of death in women and presents one of the most common 
malignancies affecting women worldwide (1,2). Since the intro-
duction of the Pap test, incidence and mortality of cervical cancer 
have dramatically declined. Cervical cytology has become one of 
the most valuable cancer prevention interventions with significant 
diagnostic accuracy. In the countries where organized screening 
program is absent, the incidence of cervical cancer continues to 
rise, while in countries with adequate screening program preven-
tion is shifted towards detection of precursor lesions of cancer 
(1). In countries of the developing world up to 80% of cases of 
cervical cancer and deaths occur because of the absence or poor 
screening programs. One of the most established and well known Med Glas 2010; 7(1):12-17
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screening methods is cervical smear popularly 
called Pap smear. 

Conventional Pap test

Conventional Pap test includes three diagnoses: 
microbiological (detection of microorganism that 
can be identified either directly or indirectly by 
cytopathic effects on the cells), hormonal (qu-
antitative analysis of estrogen effect on the cells 
depending on patient’s age or/and history) and fi-
nally analysis of malignant changes of the cells. 

In Croatia, a classification named “Zagreb 2002“, 
which is a slightly modified classification of 
the „NCI Bethesda System 2001“, has been 
used in cytological analysis. By this classifica-
tion squamous cell lesions are divided into three 
groups: 1) atypical squamous cells subdivided 
into ASC-US (atypical squamous cells of undeter-
mined significance), ASC-H (atypical squamous 
cells where high grade lesion cannot be exclud-
ed); 2) low grade squamous intraepithelial lesion 
(LSIL), high grade squamous intraepithelial le-
sion (HSIL) lesion and 3) squamous carcinoma. 
A parallel terminology and terms of cervical in-
traepithelial neoplasia – (CIN), and carcinoma in 
situ (CIS) has been retained to leave an opportu-
nity for cytological and colposcopical follow-up.  
Glandular lesions are also classified into three 
groups as follows: atypical glandular cells with 
subdivisions as probably reactive changes, intra-
epithelial and invasive changes; adenocarcinoma 
in situ (AIS) and adenocarcinoma with  noted ori-
gin of atypical cells. Conventional Pap test is also 
used as a differential diagnostic method predict-
ing histological diagnosis and in that way genera-
tes diagnostic and therapeutic procedures (3).

Since 1953, when the first laboratory for cytolo-
gy was established in Croatia, a network of la-
boratories has been developed. High number of 
cytological experts and their education, as well 
as education of cytotechnologists presents a force 
adequate to cover the female population if scree-
ned once in three years (3). As the result, 68% 
of the target population in Croatia was covered 
so incidence and mortality of cervical cancer has 
decreased (4). 

Cytology as part of the screening program has 
some shortfalls, like an increasing number of ta-
ken Pap smears as a result of over-screening of 

the population (usually well educated women 
with higher socio-economic status). On the other 
hand, women mainly from the rural parts make 
a part of population that is still un-screened. 
Besides, cytology results  depend on quality of 
sampling and knowledge and experience of the 
observer. Being a subjective method, cytology 
and its potential interpretative mistakes resulted 
in a wide range of sensitivity and specificity ra-
tes. Sensitivity of cytology varies from only 30% 
- 90% and specificity is better and varies from 
86 – 98.7 %. (3, 5)

Screening program is successful only if it covers 
as much female population as possible, and when 
the coverage is achieved, sensitivity of the scree-
ning test becomes very important (6). 

Liquid-based cytology

Liquid based cytology (LBC) or thin layer cyto-
logy is a new technique for transferring exfoli-
ated cells from cervix to the microscope slide. 
The sampling device, usually cervical broom, is 
immersed in a container with special transport 
medium.  For conventional smears most of the 
sample is discarded with the sampling device 
while in LBC almost all collected cells are rinsed 
into the liquid and the entire sample is preserved. 
The liquid is aspirated through a membrane that 
detains the cells which are stamped onto a sli-
de as a monolayer.  There are several advanta-
ges of LBC: immediate liquid fixation prevents 
artifacts, smaller screening area makes screening 
easier, and clean background because of the redu-
ced debris, blood or granulocytes which lead to 
significantly fewer unsatisfactory cases. Beside, 
various molecular tests (e.g. testing for human 
papilloma virus - HPV) and immunocytochemi-
stry can be performed from the residual material 
without recalling the patients.

In studies comparing conventional Pap smears and 
LBC, cytology abnormalities such as LSIL or less 
were reported in larger number in LBC than in 
conventional smears while sensitivity and specifi-
city for HSIL are similar in both techniques (7). 

In spite the fact that liquid-based cytology is 
nowadays widely used in many European co-
untries, evidence for confirming superiority and 
accuracy of liquid-based cytology to conventio-
nal cytology is yet insufficient (8).

Krivak Bolanča et al Methods in cervical carcinoma prevention
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HUMAN PAPILLOMA VIRUS AS ETIOLOGICAL 
FACTOR FOR CERVICAL CARCINOMA

Viral etiology of cervical cancer is firmly esta-
blished. There are over 100 different types of hu-
man papilloma viruses but only dozen are highly 
carcinogenic for humans. The most frequent high 
risk types (hrHPV) are 16 and 18 associated with 
70% of the cervical cancer, followed by 33, 31, 
45, and 52 genotypes. These hrHPV types are 
responsible for precursor lesions as well as for 
cervical cancer. Types 16 and 18 were found in 
50%-60% of high grade squamous lesions (HSIL) 
and in 25% of low grade lesions (L SIL) (9, 10). 

HPV infection is extremely common and is tran-
smitted between sexually active people. Almost 
50% of sexually active young women are in-
fected with HPV (9) but luckily, most high risk 
infections are subclinical and are spontaneously 
cleared by host immune response. 

Cuzick (11) and coworkers compared sensitivity 
of cytology and a hrHPV testing showing hrHPV 
testing much more sensitive than cytology, with 
more variable specificity. Sensitivity range of 
hrHPV testing is from 68%-100% while cytolo-
gy showed much more variations in sensibility 
depending on authors and country they come 
from and existence of uniform classification of 
cervical precancerous lesions in their country 
(12-16). The International Agency for Research 
on Cancer (IARC) recommended the following: 
“There is sufficient evidence, based on surrogate 
markers, that the efficacy of HPV testing, using a 
validated system, as the primary screening moda-
lity can be expected to be at least as good as that 
of conventional cytology“.(9) 

According to that a wide range of countries su-
pport the idea of using hrHPV testing as the pri-
mary screening test starting at age of 25 (17-19). 
HPV infections with high risk types are very co-
mmon in women younger than 25 years of age, 
but the percentage of persistence of HPV infecti-
on is rather low, probably because of the adequ-
ate immune answer of young women for dealing 
with the HPV infection. Kjaer and coauthors (20) 
estimate the risk of atypia in general population 
of Danish women whose cervical cytology was 
negative and hrHPV DNA positive during more 
than 10 years of follow-up. Younger women 

experienced 8% of moderate dysplasia or worse 
within five years of follow-up, and 13.4% wit-
hin 10 years. Elderly women had risk of HSIL of 
15.6% after five years, and 27.4% after 10 years. 
But patients with both negative tests had a much 
lower risk of cervical abnormalities (3.4%) after 
10 years regardless of patient’s age. These results 
indicate a high negative predictive value in pa-
tients with negative hrHPV DNA test as well as 
cytology on one hand, and on the other, single 
positive hrHPV DNA test can stratify patients at 
a different level of risk for developing cervical 
abnormalities. 

There are lot of data suggesting usage of hrHPV 
testing in the 1) triage of borderline cytology and 
proving its better sensitivity than repeated cyto-
logy in women with equivocal cytology; 2) as a 
follow-up test for recurrence after cervical lesion 
treatment but no sooner than six months. That 
is the most sensitive way to detect persistent or 
recurrent lesions (5, 9). Hopefully, the clinicians 
will benefit from knowing about presence of spe-
cific HPV type, so infections with hrHPV with 
high oncogenic potential can be separated from 
those that can be less intensively managed (low 
risk HPV infections). That means that hrHPV po-
sitive test identifies those women who have risk 
of developing cervical lesions as long as the in-
fection persist, but we cannot be sure if that is 
really going to happen. 

TUMOR MARKERS IN PREDICTING OUTCOME OF 
CERVICAL LESION 

To predict an outcome of HPV infection is a ma-
jor challenge. A persistent high risk HPV type 
infection can lead towards malignant transforma-
tion by complex molecular pathways mediated 
by specific cellular proteins. These proteins – bi-
omarkers can be categorized into different cla-
sses such as oncogenes, tumor suppressor gene, 
apoptotic markers, metabolic markers, imaging 
markers etc. (12), each of them is used in  a spe-
cific way to understand the mechanism of cancer 
initiation and progression (21). The main event 
for carcinogenesis is integration of viral oncoge-
nes E6 and E7 into host genom. If these genes are 
expressed at high levels, they interrupted normal 
cell cycle regulation and induce genomic insta-
bility (22).
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There are lots of regulating proteins involved in 
cell cycle control including p16 INK4a, minichrome 
maintenance proteins 2, 4 and 5, Cyclin D1, pro-
staglandin E syntetase, TOP2A (topoisomerase 2 
alpha). Telomerase overexpression has also been 
acknowledged as one of the markers of cervical 
carcinoma and high grade lesions on cervical bi-
opsies (23). Expression of the E7 oncogene of hr 
HPV leads to functional inactivation of tumor su-
ppressor retinoblastoma protein (pRB), because 
of  hypermethylation or mutation which in turn, 
results in strong overexpression of the cyclin-de-
pendent kinase inhibitor p16 INK4a. This indicates 
that an active expression of the viral E7 oncogene 
is present in cancer and dysplastic cells whitch 
can be detected throughout the epithelium. Fur-
thermore, p16INK4a expression may help identify 
low grade lesions that are at an increased risk for 
progression to a high grade lesion (Figure 1) or 
cancer (Figure 2) and it has been found to reduce 
interobserver disagreement compared with the 
histological diagnosis (24-26).

In certain cervical lesions (mild to moderate) 
virus replication is evident in the upper part of 
epithelium, and the viral major capsid L1 antigen 
is expressed allowing immunochemical detection 
of an infected cell (Figure 3). This can be used 
as a tool for triaging early cervical abnormalities 

with tendency to progress from those which are 
more likely regressible. Griesser et al. provided 
evidence that mild dysplasia without immuno-
chemically detectable HPV L1 capsid protein can 
be expected to progress more likely (26). Reason 
for that is yet unknown, but probably the loss of 
L1 expression is due to the abnormalities in tran-
scription pathways and to the process of integra-
tion into the genome.

Many molecular markers were evaluated for the-
ir role in cervical screening. Some of them like 
Ki-67, PCNA (proliferating cell nuclear marker) 
have shown limited potential, while others like 
CDC6 (DNA replication protein), mini-chromo-
some maintenance protein (MCM5) and p16IN-
K4a have shown high potential. (23)

A combination of tumor markers with other met-
hods of secondary prevention will increase sensi-
tivity and specificity of the assay (27).

VACCINATION

The development of prophylactic vaccine, based 
on the L1 capsid protein has started a new era in 
primary prevention of cervical carcinoma. Pre-
sently, there are two available vaccines: bivalent 
vaccine containing L1 of hrHPV types 16 and 18 
(“Cervarix”, Glaxo Smith Kline, UK), and qua-
drivalent including two low risk types (HPV 6 
and HPV 11, responsible for most condilomma 
cases), and two high risk types 16 and 18 (“Gar-
dasil”, MSD, USA). Both vaccines have shown 
cross protection against infection with HPV 45 
and 31 because of their genetic relatedness to 
HPV 18 and 16 respectively (28).  HPV vacci-
nation as a primary prevention together with se-
condary prevention (Pap test) will significantly 
reduce cervical cancer morbidity and mortality. 
However, integration of vaccination with scree-

Figure 1. Positivity for p16 INK4a suggesting HSIL (x 450)

Figure 2. Positive p16INK4a reaction in malignant cells (x 450) Figure 3. HPV L1 in LSIL lesion (x 450)

Krivak Bolanča et al Methods in cervical carcinoma prevention



Medicinski Glasnik, Volumen 7, Number 1, February 2010

16

ning is a complex issue. Vaccination will likely 
prevent at least 70% of potential cancer. Protecti-
on is limited because of the multiplicity of HPV 
types, and vaccines contain only two most frequ-
ent types (1, 27-29). Other problems include yet 
uncertain need for booster doses, expensiveness 
of vaccines, undetermined population for vacci-
nation (boys and girls or only girls), right age of 
first vaccination and etc. (30).

Besides vaccination, the cervical cancer primary 
prevention includes health education, and se-
condary prevention in addition to conventional 
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ABSTRACT

Clinical diagnostics of HPV infection is based on analytically and 
clinically validated assays for qualitative detection of HPV DNA 
from high risk genotypes. New generation of HPV DNA assays 
combines qualitative detection of 12 high-risk HPV genotypes 
with HPV-16 and HPV-18 genotyping. New generation of HPV 
molecular assays designed to increase clinical specificity of mole-
cular testing is based on detection of mRNA for E6 and E7. 

Key words: HPV DNA, molecular diagnostics, PCR, hybridisa-
tion

INTRODUCTION  

Establishment of an unequivocal association between persistent 
genital infection with high-risk human papillomavirus (HPV) ge-
notypes and development of cervical cancer encouraged a develo-
pment of molecular assays for clinical diagnostics of HPV infec-
tion (1-3). In addition to well-established standard-of-care clinical 
HPV DNA assays, new generations of molecular assays incorpo-
rating partial HPV genotyping (HPV-16/HPV-18) or mRNA E6/
E7 detection have been developed and are extensively evaluated 
(4). Emerging new technologies for cervical cancer screening in 
both developed countries as well as in resources-limited settings 
are currently being developed in order to increase positive predic-
tive value of testing (5). 

The purpose of this review is to summarize current data on exi-
sting diagnostic methods aimed at cervical cancer prevention and 
to present emerging technologies for the future. 

CLINICAL UTILITY OF HPV DNA ASSAYS

Human papillomaviruses (HPV) are a genetically heterogeneous 
group of DNA viruses that can induce benign proliferation and 
malignant transformation of its target epithelial cells (skin, ano-Med Glas 2010; 7(1):18-25
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genital and oropharyngela mucosa) (1-3). To this 
date, more than 200 genotypes of HPV have been 
described and a little more than a 100 of them 
have been officially designated and classified (6). 
Forty HPV genotypes from the alpha genus infect 
anogenital area and are transmitted mainly throu-
gh sexual intercourse. 

HPV infection is common in adolescents and 
young women upon the onset of sexual activi-
ty. However, the majority of the newly-acquired 
HPV infections will resolve spontaneously. 

Persistent infection with at least 14 alpha HPV 
genotypes (designated high-risk) can, over the 
period of several years and in association with 
other co-factors, lead to progressive cervical di-
sease and subsequently invasive cervical cancer 
(3). The ability of high-risk HPV genotypes to 
induce malignant transformation of target cells is 
related to E6 and E7 viral oncoproteins that inte-
ract with key cell cycle proteins (p53 and pRB) 
and override physiological G1/s and G2/M cell 
cycle check-points (2). These molecular events 
result in chromosomal instability, accumulation 
of other oncogenic mutations, increased loss of 
growth control and subsequently result in mali-
gnant transformation of cells that can be morp-
hologically recognised and classified as various 
stages of cervical intraepithelial neoplasia by 
cytology. 

Epidemiological classification of HPV genotypes 
with respect to the risk for cervical cancer is 
based on the study by Munoz et al (2003) that 
analyzed the data from 11 case-control studies 
conducted in 9 countries on 1918 patients with 
histologically confirmed squamous-cell cervical 
cancer and 1928 controls (7). The study showed 
that HPV-16 and HPV-18 are associated with 
70.7% of cervical cancers worldwide.  In addi-
tion to HPV types 16 and 18, HPV genotypes 
-31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59, -68, 
-73, and -82 should be classified as high-risk ge-
notypes whereas HPV genotypes 26, 53, and 66 
should be considered probably carcinogenic (7). 
Noteworthy, HPV-66 is included in the high-risk 
HPV genotype group targeted by the new genera-
tion of HPV molecular assays. 

Exceptional oncogenic potential of HPV-16 and 
HPV-18 in vivo has been confirmed by Khan et 
al (2005) (8). Over the period of the 10-year fo-

llow-up, Khan et al (2005) showed an increased 
risk of cervical cancer development in women 
with persistent infection with HPV-16 and HPV-
18 compared with other high-risk genotypes (8). 
Noteworthy, distribution of HPV genotypes in cer-
vical samples of women with normal cytology and 
low grade cervical lesions is quite heterogeneous.

Recognition of an association between persistent 
HPV infection and cervical cancer encouraged a 
development of various molecular assays for cli-
nical diagnostics of HPV infection (4). 

Food and Drug Administration (FDA) approved 
combined HPV DNA testing and Pap smear for 
primary cervical cancer screening of women aged 
30 years or older (9). A number of studies from 
Europe and the USA evaluated cervical cancer 
screening programs based on a combination of 
cytology and HPV DNA testing. A pooled anal-
ysis of these studies by Cuzic et al (2006) showed 
superior sensitivity and specificity of HPV DNA 
testing for detection of CIN2 or more in women 
aged 30 or older (95% and 93%, respectively) 
(10). In women with ASC-US, pooled sensitivity 
of cytology was only 60% with very high speci-
ficity (97%) (10). 

In addition to primary screening, HPV DNA te-
sting is recommended for triage of women with 
ASC-US to help determine if women should be 
referred to colposcopy (9). HPV DNA assays are 
also clinically useful as a part of the recommen-
ded postcolposcopy management to detect possi-
ble residual disease (9). 

In a recent meta-analysis and systematic review, 
Cuzick et al (2008) identified four main clinical 
applications of HPV molecular assays: 1. triage of 
women with equivocal or low-grade cytological 
abnormalities; 2. follow-up of women with ab-
normal screening result who are negative at col-
poscopy/biopsy; 3. prediction of the therapeutic 
outcome after treatment of cervical intraepithelial 
neoplasia (CIN); 4. primary screening HPV DNA 
test, solely or in combination with Pap smear to 
detect cervical cancer precursors (5). 

Additionally, Cuzick et al (2008) argued that in 
countries with good quality of cytology, primary 
screening should be based on HPV DNA testing 
only and that cytology should be used for triage 
of HPV-positive women only (5).  
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STANDARDIZED ASSAYS FOR MOLECULAR 
DIAGNOSTICS OF HPV INFECTION

Standardized molecular assays for HPV diagno-
stics are quite heterogeneous and can be classifi-
ed as signal amplification assays (hybridization 
assays), target amplifications assays (PCR, real-
time PCR) as well as other types of technologies 
(microarrays etc.). 

Based on assay design and target molecules, 
HPV assays can be classified into four main gro-
ups: clinical HPV DNA assays that are based on 
qualitative detection of HPV DNA from high 
risk genotypes, new generation of clinical HPV 
DNA assays that, in addition to qualitative detec-
tion of high risk genotypes, provides individual 
genotyping of HPV-16 and HPV-18, assays for 
individual HPV genotyping mainly used for epi-
demiological purposes and assays for detection 
of HPV mRNA. 

Clinical HPV DNA assays

American Society for Colposcopy and Cervical 
Pathology (ASCCP) 2006 guidelines emphasize 
that clinical diagnostics of HPV infection should 
be based on assay that „have been analytically 
and clinically validated with proven acceptable 
reproducibility, clinical sensitivity, specificity, 
and positive and negative predictive values for 
cervical cancer and verified precancer (CIN 2,3), 
as documented by FDA (Food and Drug Admini-
stration) approval and/or publication in peer-re-
viewed scientific literature“ (9). 

Meier et al (2009) published guidelines on the 
requirements for clinical HPV DNA assays that 
can be used in primary cervical cancer screening 
in women 30 years and older (11). The authors 
emphasize that clinical HPV DNA tests should 
achieve „an optimal balance between clinical 
sensitivity and specificity for detection of high-
grade CIN and cervical cancer to minimize re-
dundant or excessive follow-up procedures for 
high-risk HPV positive women without cervical 
lesions“(11). Assays with very high sensitivi-
ty but low clinical specificity can yield a large 
number of clinically insignificant positive findin-
gs that will results in unnecessary follow-up and 
diagnostics procedures that will fail to contribute 
to women’s health. 

Clinical diagnostics of HPV infection today is 
based on qualitative molecular assays designed 
to detect 13 or 14 high risk HPV genotypes 
(HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, 
HPV-39, HPV-45, HPV-51, HPV-52, HPV-56, 
HPV-58, HPV-59, HPV-66 and HPV-68) in cer-
vical samples. 

Currently two FDA-approved assays are available: 
digene Hybrid Capture 2 HPV DNA assay (Qiagen, 
Inc., Gaithersburg, MD) and Cervista HPV HR test 
(Third Wave Technologies Inc./Hologic Inc.; Ma-
dison, WI, USA). Additionally, a large number of 
clinical and public health laboratories use a CE-
certified Roche Amplicor HPV test (Roche Dia-
gnostics, USA) that has not been FDA-approved 
but has consistently confirmed its clinical usefulne-
ss in peer-reviewed scientific literature. 

Hybrid capture 2 is a signal amplification assay 
that uses full-length complementary RNA probes 
that hybridize to DNA from high-risk HPV ge-
notypes, either as episomal targets or after inte-
gration to a provirus (12). The assay is technically 
simple, accessible to non-PCR laboratories and is 
available in semi-automated (Rapid Capture Sy-
stem) format that is currently being modified into 
high throughput system (QIAensemble) (12).

Hybrid capture 2 is FDA-approved for: (1) reflex 
testing from an ASC-US Pap smear and liquid-
based cytology and (2) for adjunctive screening 
with cytology in women aged 30 or older (12). 
Clinical sensitivity of hybrid capture 2 for detec-
tion of CIN2 or more and cervical cancer ranges 
between 85-100% (5,9,13-15). Negative predicti-
ve value (NPV) of 99-100% was obtained when 
results of hybrid capture 2 and cytology were 
considered together (5,13,16). A high NVP indi-
cates that women with normal cytology and ne-
gative hybrid capture 2 results have exceptionally 
low risk of developing cervical cancer. However, 
several studies raised a concern over analytical 
inaccuracy of this assay due to the cross-reacti-
vity of its probes with a number of low-risk HPV 
types not included in the assay (17,18).

Several studies compared the analytical specifici-
ty and clinical sensitivity of Amplicor HPV assay 
and hybrid capture 2 assay for the detection of 
high risk HPV genotypes as well as for detection 
of high-grade cervical lesions and cervical cancer 
(15,19-21). Mo et al (2008) analyzed the perfor-
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mance of the two assays on 470 cervical samples 
and found 96.2% agreement (19). The main con-
clusion of the study was that both assays have 
comparable sensitivity and specificity and are 
appropriate for use in routine diagnostic setting.

Wentzensen et al. (2009) published the most 
extensive comparison between Amplicor HPV 
test and hybrid capture 2 test in ASC-US and 
LSIL triage study that enrolled a total of 3277 
women (22). The study compared the ability to 
detect 2-year cumulative incidence of CIN3 and 
ability to detect 13 high-risk HPV genotypes. 
At the cutoff value 0.2, Amplicor HPV test had 
significantly higher sensitivity for CIN3 detecti-
on compared with hybrid capture 2 (95.8% vs. 
92.6%) but lower specificity (38.9% vs. 50.6%) 
(22). Wentzensen et al (2009) showed that anal-
ytical specificity of Amplicor HPV test was su-
perior to that of hybrid capture 2, confirming the 
results of Poljak et al (2002) on cross-reactivity 
of hybrid capture probes with HPV genotypes not 
declared by the assay (22,17). 

Recently, Day et al (2009) described the analyti-
cal performance of Cervista HPV HR test that 
has been approved by the FDA in March 2009 
(23). Analytical sensitivity of the assay ranged 
between 1250 and 7500 copies per reaction, de-
pending on the high risk HPV genotype and no 
cross-reactivity with seven non-oncogenic HPV 
types was observed. Further studies on clinical 
performance of this assay are expected (23). 

In Croatia, HPV DNA testing by clinical assays 
(hybrid capture II and Amplicor HPV test) is ava-
ilable in Zagreb, Rijeka, Split and Osijek and is 
reimbursed by health insurance. Several studies 
conducted in Croatian patients by hybrid capture 
2 (Vince et al, 2002; Židovec Lepej et al, 2007) 
and Amplicor HPV assay (Marjan et al, 2008) 
provide an insight into the burden of HPV infec-
tion in Croatia (16, 24, 25). 

New generation of clinical HPV DNA assays

New generation of HPV DNA assays combines in-
dividual HPV-16 and HPV-18 genotyping with qu-
alitative detection of other 12 high risk genotypes 
(HPV-31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59, 
-66 and -68). In contrast to hybrid capture 2 and 
Amplicor HPV test, new generation HPV DNA 
assays also detect high risk HPV-66 genotype. 

Introduction of HPV-16/HPV-18 individual ge-
notyping in assays designed for routine diagno-
stic purposes was based on the results of two 
well-established clinical studies conducted in the 
USA and Brasil (8,9,26). In the first study, Khan 
et al (2005) analyzed the incidence of CIN3 in 
a cohort of women with normal cytology from 
Portland aged 30 or older during a 10-year fo-
llow-up (8). At the end of the follow-up period, 
CIN3 was detected in 21% of women infected 
with HPV-16 and 18% of women infected with 
HPV-18 whereas only 1.5% of women infected 
with other high-risk genotypes developed CIN3. 
In a study conducted in Brazil, Schlecht et al. 
also demonstrated increased incidence of HSIL 
in women infected with HPV-16 and HPV-18 
versus other high-risk HPV genotypes (26). The 
results of these studies clearly demonstrated an 
exceptionally high oncogenic potential of HPV-
16 and HPV-18 compared to other high-risk HPV 
genotypes in vivo. 

These observations were a basis for the statement 
on individual HPV genotyping in the recent 2006 
ASCCP guidelines that „specific type of high-risk 
or oncogenic HPV that a women has may be an 
important indication of her risk for CIN2 or gre-
ater (9). At the time of ASCCP 2006 guidelines 
publication, no FDA-approved assays for indivi-
dual HPV-16 and HPV-18 genotyping were avai-
lable. Nevertheless, ASCCP presented a concept 
of clinical usefulness of individual genotyping in 
women aged 30 years or older with normal cyto-
logy and positive result of qualitative HPV DNA 
assay stating that this group of women could be-
nefit from individual HPV-16/HPV-18 genoty-
ping. ASCCP recommends that women infected 
with HPV-16 and HPV-18 would be referred for 
colposcopy whereas women infected with other 
high-risk genotypes could be tested again after 
one year (both cytology and HPV DNA test) (9). 
Wright et al (2007) emphasized that this concept 
could ensure that women at increased risk of ha-
ving false-negative cytology still get referred for 
colposcopy (9). 

Since the publication of ASCCP 2006 publicati-
on, Cervista HPV 16/18 test was approved by the 
FDA for two clinical indications: (1) in women 
30 years or older the test may be used adjuncti-
vely with the Cervista HPV HR test in combina-
tion with cervical cytology to assess the presence 
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or absence of specific high-risk HPV types and 
(2) used adjunctively with the Cervista HPV HR 
test in patients with ASC-US cervical cytology 
results, to assess the presence or absence of spe-
cific high-risk HPV types (23). 

In 2009, the first new generation real-time PCR 
assay based on individual HPV-16 and HPV-18 
genotyping and simultaneous detection of 12 
other high-risk genotypes (including HPV-66) 
Abbott RealTime High Risk HPV test (Abbott 
Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA) was intro-
duced to the European market. Abbott HPV test 
is a fully-automated high-throughput assay that 
uses a mixture of modified GP5+/6+ primers and 
is validated for PreservCyt samples (Hologic, 
Marlborough, USA). 

Literature data on analytical and clinical valida-
tion of this assay are scarce. To the best of our 
knowledge, to this date only five studies on this 
assay have been published; three manufacturer-
based validation studies and two independent 
studies (27-31). Poljak et al (2009) analyzed the 
analytical specificity and clinical sensitivity of 
the new Abbott HPV assay for detection of high-
risk HPV genotypes in samples from women with 
cervical cancer and CIN3 in comparison with the 
standard hybrid capture 2 assay (30). The results 
of this study showed comparable clinical sensi-
tivity of Abbott HPV assay and hybrid capture 2 
assay for detection of high-risk HPV genotypes 
in samples from women with CIN3 (91.8% vs. 
89.1%) and cervical cancer (88.4% and 87.3%) 
(30). This study showed that the new Abbott 
HPV assay has comparable clinical sensitivity 
for CIN3 and cervical cancer with the standard 
hybrid capture 2 assay. 

Diagnostic value of this assay in primary scree-
ning setting was analyzed by Kaliterna et al 
(2009) (31). The performance of the Abbott HPV 
assay was compared with the standard method 
(hybrid capture 2) in by testing samples (n=108) 
collected from Croatian women as a part of ro-
utine screening in public health setting and dis-
cordant samples were further analyzed by using 
INNO-LiPA assay (Innogenetics, Belgium) main-
ly used for epidemiological purposes. The results 
of this study showed that both assays produced 
comparable results but some analytical and cli-
nical discrepancies were noted. Hybrid capture 2 

failed to detect two samples with CIN2 whereas 
Abbott HPV test failed to detect HPV-18 in two 
samples (detected by INNO-LiPA) (31).    

Roche Diagnostics (USA) announced a new ge-
neration HPV assay to be launched in Europe 
at the end of 2009. The assay is also based on 
a combined individual HPV-16 and HPV-18 ge-
notyping as well as detection of 12 other high-
risk genotypes in cervical samples. The assay is 
based on real-time PCR technology and will be 
performed on a newly-developed fully automated 
molecular platform. Castle et al (2009) published 
the first available validation of the prototype real-
time PCR assay for detection of 12 high-risk HPV 
genotypes and simultaneous individual HPV-16/
HPV-18 genotyping designated cobas 4800 HPV 
test (32). The assay was analytically validated by 
comparing results with Linear Array assay for 
individual HPV genotyping. Overall agreement 
between the two assays was 94.7% (32). 

In conclusion, a new generation of molecular 
assays for clinical diagnostics of HPV infection 
that, in addition to detection of high-risk HPV 
genotypes, allows individual HPV-16/HPV-18 
genotyping could represent a standard of HPV 
molecular diagnostics in the future. However, 
introduction of these assays in routine diagno-
stics should be based on results of future studies 
designed to demonstrate clinical value of these 
assays, particularly in screening. 

Assays for individual HPV genotyping 

Monitoring of HPV genotype distribution in wo-
men with normal cytology, low and high grade 
cervical lesions and cervical carcinoma provides 
important data on the molecular epidemiology 
of HPV infection, natural history of disease and 
vaccine coverage (32,33). Distribution of HPV 
genotypes in cervical samples was extensively 
investigated in 1990-s by a variety of in house 
molecular assays mostly in research setting. The 
advent of standardized molecular assays for in-
dividual HPV genotyping enabled routine mo-
lecular laboratories to perform individual HPV 
genotyping in various patient groups. 

Standardized molecular assays for HPV genoty-
ping are based on amplification of common HPV 
sequences by consensus primers and line-probe 
hybridization step with type-specific oligonucle-
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otide probes that allow precise identification of 
HPV genotypes. The most frequently used assays 
for individual HPV genotyping are Linear Array 
(Roche Diagnostics, USA) that identifies 37 HPV 
genotypes and INNO-LiPA Extra (Innogenetics, 
Belgium) that identifies 27 HPV genotypes (5). 
Both assays are able to identify coinfections 
with multiple HPV genotypes that are present in 
approximately 30% of infected women. 

Recently, a new Digene HPV genotyping assay 
has been introduced and validated (34). This as-
say identifies 18 high-risk HPV genotypes and 
has been developed primarily for possible clini-
cal use. Recently, Seme et al (2009) published the 
first evaluation of Digene HPV Genotyping RH 
Test RUO (Qiagen, Hilden, Germany) in compa-
rison with INNO-LiPA HPV Genotyping Extra 
Test (Innogenetics, Gent, Belgium) (34).  The re-
sults of this study showed that the novel Digene 
test is suitable for detection of high-risk HPV ge-
notypes from clinical samples. Due to increased 
sensitivity, INNO-LiPA identified more samples 
with multiple HPV genotypes compared with Di-
gene assay. However, clinical implications of this 
finding need to be fully evaluated in the future. 

Assays for detection of HPV mRNA

One of the biggest challenges in the clinical HPV 
diagnostics is how to discriminate between clini-
cally insignificant transient infections and persi-
stent infections with high risk genotypes that can 
lead to the subsequent development of cervical 
carcinoma. One of the new concepts in efforts 
to increase the specificity of HPV testing is the 
development of nucleic acid amplification tests 
based on detection of E6/E7 mRNA (4,5). It has 
been unequivocally established that expression of 
mRNA for oncoproteins E6 and E7 is an essential 
step leading to the malignant transformation of 
cells and development of cervical cancer (3). De-
tection of mRNA for E6/E7 could predict more 
accurately the likelihood of progression to high-
grade cervical lesions and cancer compared with 
DNA detection (4). 

Currently, two mRNA assays for E6/E7 are avai-
lable: Norchip Proffer Assay that detects five high 
risk HPV genotypes and Gen-Probe APTIMA 
HPV Assay that detects E6/E7 mRNA from 14 
high risk HPV genotypes (4). Dockter et al (2009) 

analyzed the clinical performance of the APTIMA 
HPV Assay for detection of infection with high 
risk HPV genotypes and high grade cervical le-
sions, in comparison with hybrid capture 2 (15). 
The most important finding of this study was an 
increased clinical specificity of APTIMA HPV 
Assay for detection of CIN2+ and CIN 3+ com-
pared with hybrid capture 2 test. Clinical specifi-
cities of APTIMA HPV Assay and hybrid capture 
2 for detection of CIN2+ were 55% and 47%, res-
pectively. Clinical specificities of APTIMA HPV 
Assay for detection of CIN3+ (53%) was higher 
compared with hybrid capture 2 (44%) (15). 

EMERGING TECHNOLOGIES IN HPV DIAGNOSTICS

In an attempt to increase the positive predictive 
value of diagnostic techniques for cervical cancer 
screening, a number of novel molecular technolo-
gies are currently being developed and validated: 
determination of HPV viral load, HPV integrati-
on assay, methylation profile and TERC-gain as-
says (4). Gravitt et al (208) recently published an 
extensive review on new technologies in cervical 
cancer screening including both molecular met-
hods as well as a variety of other approaches. 

Possible clinical importance of HPV viral load 
was documented in two studies showing an asso-
ciation between HPV-16 viral load and progressi-
on to CIN2/3 as well as cervical carcinoma in situ 
(35,36). Diagnostic concept of HPV viral load 
determination is limited by the need for type-
specific quantitation, presence of coinfection 
with high-risk HPV genotypes in some women 
and the lack of an association between viral load 
and clinical progression for HPV genotypes other 
than 16 (4). 

The role of integration of HPV-16 and other high-
risk genotypes and malignant transformation of 
cells has been very well established (4). However, 
it should be emphasized that detection of integra-
ted transcripts does not presume their transcripti-
onal activity. Therefore, future strategies should 
focus on development of molecular assays capa-
ble of detecting transcriptionally active integrants 
that are of moderate complexity and could be im-
plemented in routine diagnostic setting. 

In vitro data from tumor-derived cell lines and 
analysis of cervical samples from HPV-infected 
women with both normal and abnormal cytolo-
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gy suggest that CpG hypomethylation correlated 
with carcinogenic progression (37). This finding 
was the basis of the concept that methylation may 
represent a cervical cancer screening marker that 
would have superior specificity compared with 
cytology or HPV DNA testing. By using a pa-
nel of 3 methylated genes (DAPK1, RARB and 
TWIST1, Feng et al (2005) enabled detection of 
CIN3 or cervical cancer with a sensitivity of only 
60% (lower than HPV DNA testing) but high 
specificity (95%) (38). Another emerging con-
cept is the combination of detection of integrated 
HPV DNA and promoter methylation analysis to 
increase sensitivity (4). 

Gain in the human telomerase gene RNA compo-
nent (TERC) (> 2 copies of the q-arm of chromo-
some 3) occurs in around 80% of invasive cer-
vical cancers and is one of the most pronounced 

chromosomal abnormalities in squamous cells 
and cervical adenocarcinomas (4,39). Genomic 
amplification of TERC gene in Pap smears pre-
dicted progression of CIN1/2 to CIN3 with very 
high sensitivity (100%) and 70% sensitivity (39). 
Further studies are needed to evaluate the possi-
ble clinical value of this method. 

In conclusion, clinical utility of standardized 
HPV DNA assays in cervical cancer prevention 
and treatment-follow-up of patients has been 
very well established. Introduction of individual 
HPV-16 and HPV-18 genotyping as well as other 
emerging molecular technologies are likely to in-
crease the clinical specificity of molecular testing 
for HPV infection. 
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SAŽETAK

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) danas je najčešći bakte-
rijski uzročnik spolno prenosivih  bolesti. Uspjeh liječenja ovisi 
o izboru antimikrobnog lijeka, te je veoma važno poznavati an-
timikrobnu osjetljivost ovog patogena. Kultivacija u staničnoj 
kulturi metoda je izbora dijagnostike C. trachomatis, kada se radi 
o sudsko medicinskim vještačenjima, kontroli nakon provedene 
terapije, a služi i u svrhu određivanja antimikrobne osjetljivosti C. 
trachomatis.  Tetraciklini, makrolidi i kinoloni uobičajeno se pri-
mjenjuju za liječenje infekcije C. trachomatis. Na ove antibiotike 
opisana je rezistencija kod sojeva izoliranih u neuspješno liječenih 
bolesnika. Svi do sada opisani izolirani rezistentni klinički soje-
vi pokazuju tzv. „heterotipnu rezistenciju“. Do danas nije opisana 
„homotipna rezistencija“ u izolata izoliranih u ljudi. Procjena an-
timikrobne rezistencije i ishoda liječenja infekcije C. trachomatis 
otežana je nedostatkom standardizacije testova kao i činjenicom 
da in vitro rezistencija ne korelira s kliničkim ishodom. S ciljem 
stjecanja što više podataka o rezistenciji C. trachomatis preporuča 
se svaku sumnju u neuspješno liječenje infekcije spolnomokrać-
nog sustava uzrokovane C. trachomatis potvrditi ili isključiti di-
jagnostičkom metodom izolacije na staničnoj kulturi te izolirane 
sojeve proslijediti u specijalizirani  laboratorij.

Ključne riječi: C. trachomatis, kultivacija, heterotipna rezisten-
cija 

Med Glas 2010; 7(1):26-31
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UVOD

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) danas 
je najčešći bakterijski uzročnik spolno prenosi-
vih bolesti (1). Simptomatske infekcije spolno-
mokraćnog sustava u muškaraca se očituju kao 
uretritis, epididimitis i prostatitis, a u žena kao 
cervicitis, uretritis  i zdjelična upalna bolest. 
U Hrvatskoj, u muškaraca uretritis uzrokuje 
u 18,5% slučajeva, s najvećom prevalencijom 
(35,3%) u dobi od 18 do 25 godina (2), dok kro-
nični prostatitis uzrokuje u 10% slučajeva (3). 
U žena s kliničkom prezentacijom mukopurulen-
tnog cervicitisa dokazana je  u 9,4% slučajeva 
(4). Prevalencija u žena, jednako kao i kod muš-
karaca najviša je u adolescentskoj dobi (15-19 
godina) i iznosi  od 3,6-16,4% (5,6). Nažalost, 
velik je broj asimptomatskih infekcija i pro-
cjenjuje se da 50-80% žena i muškaraca nema 
nikakvih ili pokazuje blage i teško prepoznat-
ljive simptome unatoč infekciji (2,7,8). Ovakve 
„tihe“ infekcije teško se otkrivaju i kasno liječe 
što ima za posljedicu ozbiljne komplikacije kao 
što su izvanmaternična trudnoća i/ili sterilitet 
(1). Stoga se u novije vrijeme puno pažnje pola-
že na programe probira i aktivno traženje infici-
ranih osoba kako bi liječenje bilo što uspješnije 
(9). Osim aktivnog traženja, sve veća detekcija 
inficiranih osoba  rezultat je i razvoja i imple-
mentacije molekularnih metoda u dijagnostici 
C. trachomatis (10,11). Zbog veće osjetljivosti 
u odnosu na metodu kultivacije na staničnoj kul-
turi ove su metode ubrzo zamijenile kultivaciju 
i postale zlatni standard u dijagnostici ove in-
fekcije (12). Opisani su slučajevi nemogućnosti 
detekcije novih varijanti C. trachomatis nekim 
od komercijalno dostupnih testova amplifikaci-
je nukleinskih kiselina, pa su u novije vrijeme 
na tržištu dostupni poboljšani testovi koji obu-
hvaćaju i nove varijante (13,14). Osim o ranom 
otkrivanju, uspjeh liječenja ovisi o izboru anti-
mikrobnog lijeka, te je veoma važno poznavati 
antimikrobnu osjetljivost ovog patogena. Stoga 
je kultivacija u staničnoj kulturi i nadalje važna 
metoda dijagnostike C. trachomatis, ne samo u 
svrhu sudsko medicinskog vještačenja (izolirani 
soj kao dokazni materijal) i kontrole nakon pro-
vedene terapije (dokaz živog mikroorganizma), 
nego i u svrhu određivanja antimikrobne osjet-
ljivosti C. trachomatis (10).

SPECIFIČNOST LABORATORIJSKE METODE 
ODREĐIVANJA ANTIMIKROBNE OSJETLJIVOSTI  
C. TRACHOMATIS

Karakteristike testova za određivanje antimikrob-
ne osjetljivosti C. trachomatis značajno se razli-
kuju od standardnih postupaka određivanja anti-
mikrobne osjetljivosti u drugih bakterija. Kako je 
C. trachomatis obvezatni unutarstanični patogen 
testovi antimikrobne osjetljivosti određuju spo-
sobnost umnažanja ove bakterije u stanicama u 
prisutnosti različitih koncentracija antibiotika. 
Ovo se tradicionalno izvodi na staničnoj kultu-
ri  uz dodatak serijski razrijeđenih koncentracija 
antibiotika (15). Umnažanje klamidija unutar sta-
nica nekada se detektiralo vizualizacijom unutar-
staničnih inkluzija bojanjem jodom ili po Giemsi 
(16,17). Ova su bojenja danas napuštena te se 
detekcija izvodi pomoću monoklonskih protuti-
jela obilježenih fluoresceinom (18). Određuje se 
minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) i mi-
nimalna klamicidna koncentracija (MCC) (19). 
Nažalost, metoda nije standardizirana i ovisi o 
tipu stanične kulture, veličini inokuluma i vreme-
nu između infekcije stanica i dodavanja antibioti-
ka u staničnu kulturu (20). Stoga su Suchland RJ 
i sur. na temelju istraživanja ovih parametara dali 
preporuke za izvođenje ovoga testa. To su: stalna 
upotreba jedne vrste stanica - najreproducibilnije 
rezultate daje upotreba McCoy stanica; veličina 
inokuluma trebala bi iznositi ne manje od 5000 
IFU (engl. inclusion forming units) po jažici mi-
krotitarske pločice odnosno 5-10 IFU po vidnom 
polju povećanja 400X; precizna definicija MIC-a 
i MCC-a; MIC=koncentracija antibiotika koja 
iznosi jedno razrijeđenje više od MICTP (engl. 
transition point) gdje je MICTP ona koncentracija 
antibiotika kod koje dolazi do promjene u bro-
ju i morfologiji inkluzija; MCC= koncentracija 
antibiotika kod  koje nema pojave inkluzija na-
kon pasaže soja sa stanične kulture s dodatkom 
antibiotika na staničnu kulturu bez antibiotika 
i antibiotik dodati u inficiranu staničnu kulturu 
unutar 8 sati od infekcije (21). Osim nestandar-
diziranosti metode jedan od razloga što se ona ne 
provodi rutinski u  kliničkom laboratoriju nego 
samo u usko specijaliziranim laboratorijima je i 
činjenica da se radi o tehnički zahtjevnoj, skupoj 
i dugotrajnoj metodi (puno pasaža uz dugotrajan 
biološki ciklus klamidije). 
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U svrhu povećanja osjetljivosti metode opisana 
je metoda koja se sastoji od kombinacije uzgoja 
na staničnoj kulturi s detekcijom živih bakterija u 
supernatantu pomoću molekularnih metoda.  Me-
toda se temelji na detekciji C. trachomatis speci-
fičnog transkripta DnaK pomoću RT-PCR-a (22). 
Vrijednosti MIC-ova dobivenih ovom metodom 
značajno su viši nego vrijednosti MIC-ova kada 
se rast C. trachomatis očitava imunofluorescen-
tnom metodom.

ANTIMIKROBNA OSJETLJIVOST C. TRACHOMA-
TIS  IN VITRO I  IN VIVO

Testovi antimikrobne osjetljivosti in vitro poka-
zali su da C. trachomatis pokazuje najniže MIC-
ove na tetracikline, makrolide, fuorokinolone 
i rifampin, dok puno veće vrijednosti MIC-ova 
pokazuju penicilinski antibiotici (16, 22-26). I 
unutar pojedine skupine antibiotika postoje ma-
nje razlike u učinkovitosti. Tako doksiciklin po-
kazuje manje MIC-ove od oksitetraciklina (27), 
u skupini makrolida najučinkovitiji je čini se 
klaritromicin, a slijede azitromicin i eritromicin, 
dok u skupini fluorokinolona ofloksacin pokazuje 
nešto manje MIC-ove od ciprofloksacina (22).   

I klinička istraživanja pokazala su da najbolji od-
govor u bolesnika (nestanak simptoma, negativan 
kontrolni bakteriološki nalaz) pokazuju navedene 
skupine antibiotika (27-29). Stoga se tetraciklini, 
makrolidi i kinoloni uobičajeno se primjenjuju 
za liječenje infekcije C. trachomatis i dio su pre-
poruka  Centra za kontrolu i prevenciju bolesti 
SAD-a (engl. Centers for Disease Control and 
Prevention, CDC)-a za liječenje ovih infekcija 
(30). Jedna od najnovijih izmjena u ovim prepo-
rukama je i uporaba azitromicina kao antibiotika 
izbora  u liječenju trudnica, dok je do nedavno 
to bila uporaba amoksicilina. Kako su novije stu-
dije dokazale  sigurnost i netoksičnost  uporabe 
azitromicina u  trudnica (31), novije preporuke 
su logičan izbor  s obzirom na mehanizam djelo-
vanja penicilinskih antibiotika na C. trachomatis 
(dopuštaju konverziju elementranih tjelešaca u 
retikularna, ali inhibiraju replikaciju retikularnih 
tjelešaca što potiče pitanje moguće indukcije per-
zistentne infekcije) (22). Rezistencija na makro-
lide, fluorokinolone i rifampin se može inducirati 
in vitro kultivirajući C. trachomatis uz dodatak 
subinhibitornih koncentracija antibiotika (32-

35).  Iako se u in vitro studijama pokazao kao 
jedan od najaktivnijih antibiotika, rifampin se ne 
preporuča u rutinskom liječenju C. trachomatis 
infekcija zbog njegove sklonosti k brzom razvoju 
rezistencije (34,36,37).

Čini se da je rezistencija in vivo na tetracikline, 
makrolide i kinolone rijetka, ali sigurna pojava.  
Nekoliko studija opisalo je izolaciju multirezi-
stentnih sojeva C. trachomatis u neuspješno lije-
čenih bolesnika s infekcijom spolno mokraćnog 
sustava. Jones i sur. 1990 g. opisali su 5 bolesni-
ka (od kojih je u 4 postojala sumnja na neuspjeh 
liječenja) u kojih je izolirana C. trachomatis re-
zistentna (MIC≥8μg/mL) na teraticiklin, doksici-
klin i eritromicin, i osjetljiva na ofloxacin (38).

Nadalje, Lefevre i sur. 1997 g. opisuju  rezistentni 
soj na teraciklin (MIC i MCC>64μg/ml) izoliran 
u simptomatskog bolesnika nakon neuspješnog 
liječenja ovim antibiotikom (39). 2000.-te godine 
Somani i sur. opisuju 3 bolesnika inficirana re-
zistentim sojem C. trachomatis (MCC>4μg/mL) 
na doksiciklin, ofloksacin i azitromicin. U dvoje 
od njih radilo se o neuspješnom liječenju dok je 
treći  bila supruga jednog od inficiranih (40). Svi 
ovi do sada opisani izolirani rezistentni klinički 
sojevi pokazuju tzv. „heterotipnu rezistenciju“ tj. 
onu u kojoj veoma mali broj bakterija preživlja-
va vrlo visoke antimikrobne koncentracije (~1% 
bakterijske populacije). Točnije, termin „hetero-
tipne rezistencije“ odnosi se na pojavu heteroge-
ne populacije rezistentnih i osjetljivih bakterija 
dobivene subkultivacijom jednog rezistentnog 
mikroorganizma izoliranog u hranilištu s anti-
biotikom. Nasuprot tome je pojam „homotipne 
rezistencije“ koji se odnosi na pojavu homogene 
klonalne populacije rezistentnih mikroorganiza-
ma dobivenih subkultivacijom jednog rezisten-
tnog mikroorganizma. (41). Do danas nije opisa-
na „homotipna rezistencija“ u izolata izoliranih u 
ljudi (21), ali je opisana u sojeva C. trachomatis 
izoliranih iz svinja (42). Za sada je nepoznata 
korelacija između rezultata animikrobne osjetlji-
vosti C. trachomatis dobivene laboratorijskim te-
stovima in vitro i kliničkog ishoda liječenja (43) 
budući da je „heterotipna rezistencija“ opažena 
i u bolesnika s uspješno izliječenom akutnom 
klamidijskom infekcijom kao i u neuspješno li-
ječenih bolesnika s rekurentnom i perzistentnom 
infekcijom (21,40). 
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U zaključku, procjena antimikrobne rezistencije 
in vitro i ishoda liječenja infekcije C. trachomatis 
otežana je nedostatkom standardizacije testova 
kao i činjenicom da in vitro rezistencija ne mora 
korelirati s kliničkim ishodom. In vitro rezisten-
cija C. trachomatis pojavljuje se u obliku „hete-
rotipne rezistencije“, te je danas jedan od glavnih 
izazova znanstvenika razjasniti kliničku implika-
ciju ovog tipa rezistencije (42). Zbog svega na-
vedenog, neuspješno liječenu infekciju spolno-

mokraćnog sustava uzrokovanu C. trachomatis 
preporuča se potvrditi ili isključiti dijagnostičkom 
metodom izolacije na staničnoj kulturi te izolira-
ne sojeve proslijediti u specijalizirani  laboratorij 
koji će  po mogućnosti primijeniti testove antimi-
krobne osjetljivosti C. trachomatis (20).

ZAHVALE/IZJAVE

Komercijalni ili potencijalni dvostruki interes: ne 
postoji.
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ABSTRACT

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) is the most common bacterial causative agent of sexually tran-
smitted diseases today. Treatment outcome will depend on the choice of antimicrobial drug. Therefore, 
it is very important to know antimicrobial sensitivity of this pathogen. Cultivation in cell culture is a 
method of choice for diagnosis of C. trachomatis infection, in terms of medico-legal investigations and 
follow-up after completed therapy, but also serves for determining the antimicrobial sensitivity of C. 
trachomatis.  Tetracyclines, macrolides and kinolones are commonly used in the treatment of the C. 
trachomatis infection. Resistance to these antibiotics was described for strains isolated from unsucce-
ssfully treated patients. All described resistant clinical strains demonstrated in vitro heterotypic resistan-
ce. To date no homotypic resistance was described for human isolates. An evaluation of antimicrobial 
resistance and treatment outcome in C. trachomatis infection is complicated by the lack of standardized 
tests, as well as by the fact that in vitro resistance does not correlate with clinical outcome. In case of 
any suspicion of unsuccessful treatment of genitourinary infection caused by C. trachomatis isolation 
should be attempted and isolated strains forwarded to a specialized laboratory.
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ABSTRACT  

Aim Molecular characterization of ESBL-producing K. pneumo-
niae strains isolated from urine of outpatients in Zagreb region 
during the last five years. 

Methods During the five-year study period a total of 2, 651 K. 
pneumoniae strains were isolated from urine of nonhospitalized 
patients with significant bacteriuria. ESBL production was detec-
ted by double-disk diffusion technique and by ≥3-dilution reduc-
tion in the minimal inhibitory concentration of ceftazidime in the 
presence of clavulanate. A total of 441 ESBL-producing K. pneu-
moniae strains (15.5%) were collected and 17 strains were further 
characterised. 

Double-disk synergy test was used to detect ESBLs. Minimum 
inhibitory concentrations (MICs)  were determined by broth mi-
crodilution method according to CLSI. The transferability of ce-
fotaxime resistance was tested by conjugation (broth mating met-
hod).  PCR was used to detect alleles encoding ESBL enzymes. 
The genotypes of the strains  were compared by  pulsed-field gel 
electrophoresis (PFGE) of Xba I-digested genomic DNA.

Results A significant difference in frequencies of ESBL isola-
tes was observed. In the first year of study only 4.9% of isola-
ted strains were ESBL producers, while in the second year 17.3% 
ESBL-positive strains were detected (p<0.01), and the frequency 
remained stabile within following years. All strains yielded an am-
plicon with primers specific for SHV β-lactamases and CTX-M 
β-lactamases. Based on sequencing of blaCTX-M genes enzymes of 
nine strains were identified as CTX-M 15 β –lactamase and three 
as CTX-M-14. Isolates were not clonally related. 

Conclusion The study demonstrated community-associated emer-
gence of CTX-M 1 β-lactamase–producing K. pneumoniae stra-
ins. 

Key words: community-acquired urinary tract infections, ce-
fotaxime, extended-spectrum β-lactamase (ESBL, CTX-M 15 
β-lactamase, CTX-M-14 β-lactamase

Corresponding author:

Branka Bedenić, 

Klinički zavod za kliničku i molekularnu 

mikrobiologiju, 

Klinički bolnički centar Zagreb, 

Kišpatićeva 12, 10 000 Zagreb, Hrvatska 

Phone: +385 1 492 0026

Fax: +385 1 459 0130

E-mail: branka.bedenic@zg.t-com.hr

Med Glas 2010; 7(1):32-39



33

Bedenić et al ESBL in the community

INTRODUCTION

Since plasmid-mediated extended-spectrum 
β-lactamases (ESBLs) were first detected in 
Klebsiella oxytoca isolate in 1983 in Germany, 
they have been increasingly reported worldwide 
(1). Production of ESBLs is the major mecha-
nism of resistance to oxymino-cephalosporins 
and aztreonam in Gram-negative bacteria (1-2). 
ESBLs are predominantly derivatives of plas-
mid-mediated TEM or SHV β-lactamases and 
arise through mutations that alter the configura-
tion of the active site, thereby expanding the 
hydrolytic spectrum of the enzyme (3). The 
CTX-M family of β-lactamases groups evolu-
tionary related ESBLs with a much higher level 
of activity against cefotaxime than ceftazidime; 
and their similarity to some species-specific 
β-lactamases, like those of Klebsiella oxytoca 
and Citrobacter diversus, has been known for 
years (4-5). The recent finding of 99% homol-
ogy between the CTX-M-2 enzyme and the 
β-lactamase of Kluyvera ascorbata has indi-
cated the origins of at least a fraction of the 
CTX-M-variants (6).  In contrast to TEM and 
SHV- ESBLs which rely on point mutations in 
blaTEM and blaSHV genes to expand their sub-
strate profiles, CTX-M β-lactamases have an 
intrinsic extended-spectrum profile. Whereas 
only three enzymes of this family (CTX-M-1, 
MEN-1, CTX-M-2, and Toho-1) were de-
scribed between 1990 and 1995, in recent years 
the list has been increasing very quickly (6). In 
some countries CTX-M β-lactamases are the 
most prevalent types of ESBLs, for instance in 
Russia (7), Greece (8), Spain (9), Switzerland 
(10), Japan (11), Taiwan (12), China (13) and 
Argentina (14).

Recently an increase in the prevalence of ESBL 
producing K. pneumoniae was observed in Za-
greb Institute of Public Health. Very little data 
regarding the molecular epidemiology of com-
munity acquired ESBLs in Croatia are available.  
The majority of strains showed unusual resistan-
ce phenotype  with no inhibition zones around 
cefotaxime disks, consistent with the production 
of CTX-M β-lactamases. The aim of this study 
was to determine the prevalence and molecular 
epidemiology of CTX-M β-lactamases in com-
munity population in Zagreb region. 

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains

Fourteen isolates from 2005 and 4 from 2007 
were selected for further study. Isolates were 
collected from urine of non-hospitalised patients 
with significant bacteriuria. 

Detection of ESBL

ESBL production was determined by double-disk 
synergy test (DDST) and confirmed by at least 
threefold reduction in ceftazidime minimum 
inhibitory concentration (MIC) by clavulanate 
(15). For DDST, an overnight broth culture of 
test strain was diluted in saline, adjusted to Mc-
Farland standard suspension 0.5 and inoculated 
onto Mueller-Hinton (MH) agar. Disk containing 
amoxycillin/clavulanate (20/10 µg) was placed in 
the middle of the plate and surrounded by disks 
containing ceftazidime, cefotaxime, ceftriaxone 
and aztreonam (30 µg). Plates were incubated 
overnight at 37ºC. Distortion of the inhibition 
zones around cefalosporine disks toward co-
amoxiclav disk was indicative of ESBL produc-
tion. ESBL production was confirmed by CLSI 
combined disk test  and by 8 fold reduction in   
ceftazidime MIC in the presence of clavulanate.

Antibiotic susceptibility testing

Antibiotic susceptibilities to a wide range of an-
tibiotic were determined by disk diffusion and  
broth microdilution method in MH broth and 96 
well microtiter plates according to CLSI (16).

A phenotype consistent with production of a 
CTX-M-type β lactamases was defined by cefo-
taxime MIC>8-fold higher than the ceftazidime 
MIC, with the MICs of both agents reduced si-
gnificantly (again >8-fold) in the presence of 4 
mg/L clavulanic acid.

Transfer of resistance determinants

K . pneumoniae isolates were investigated for 
the transferability of their resistance determi-
nants. Conjugation experiments were set up em-
ploying E. coli A15 R− strain free of plasmids 
and resistant to rifampicin (17). Overnight BHI 
(Brain-Heart Infusion) broth cultures of K. pne-
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umoniae donor strain and E. coli recipient strain 
were mixed in the ratio 1:2 in 5 ml BHI  broth 
and incubated 18 h at 37 °C without shaking. 
Transconjugants were selected on the combi-
ned plates containing cefotaxime (1 mg/L) and 
rifampicin (256 mg/L).  The frequency of conju-
gation was expressed relatively to the number of 
donor cells.

Characterization of extended-spectrum ß-lacta-
mases

The presence of  blaESBL genes was determined 
by polymerase chain reaction (PCR) using pri-
mers targeting blaTEM, blaSHV, blaCTX-M  and con-
ditions as described previously (18-20). Bacte-
rial DNA was extracted by the boiling method. 
PCR mix (50 µl) contained: 21 µl of ultrapure 
water, 25 µl of master mix (Roche), 1 µl of each 
primer and 2 µl of template DNA.  PCR was 
performed under the following conditions: 94° 
for 3 min, the 35 cycles  consisting of 95°C for 
30 s, 55°C for 30 s, and 72°C for 45 s  each, 
followed by a final extension at 72°C for 5 
min.  Primers used in this study were: MN-1 (5’ 
CGC CGG GTT ATT CTT ATT TGT CGC-3’)  
and MN-2 (5’ TCT TTC CGA TGC CGC 
CGC CAG TCA-3’)(18) for detection of SHV 
β-lactamases, OT-3 (5'-ATG-AGT-ATT-CAA-
CAT-TTC-CG-3’)  and  OT-4 (CCA-ATG-CTT-
AAT-CAG-TGA-GG-3') for detection of TEM 
(19) β-lactamases,  MA-1 (5’-SCS-ATG-TGC-
AGY-ACC-AGT-AA-3’) and MA-2 (5’-CGC-
CRA-TAT-GRT-TGG-TGG-TG-3’) (20) for de-
tection of CTX-M β-lactamases, and PER-1-F 
(5’GGG- ACA -(A/G) TC- (G/C)(G/T)-ATG- 
AAT-GTC A and PER-1R: 5’ gg (C/T) (G/C) 
GCT-TAG ATA-GTG-CTG-AT (21) for detecti-
on of PER β-lactamases.  Strains were further 
tested by multiplex PCR with primers specific 
for CTX-M groups 1, 2, 8,  9 and 25 (22). Pri-
mers IS26F (5’-GCG-GTA-AAT-CGT-GGA-
GTG-AT-3) and IS26R (5’-ATT-CGG-CAA-
GTT-TTT-GCT-GT-3’)  were used to amplify 
400 bp fragment spanning the link between IS26 
insertion sequence and blaCTX-M gene in CTX-M 
producing isolates (23). Primers ISEcp1L1 (CA-
GCTTTTATGACTCG) and ALA-5 (CCTAAA-
TTCCACGTGTGT) were applied to amplify 
the ISEcpI insertion sequence (23). 

Reference strains producing CTX-M-15 and 
CTX-M-2  β-lactamases were provided by 
Neil Woodford from Health Protection Agency, 
London,UK.   The PCR products were visuali-
zed by agarose gel electrophoresis, after staining 
with ethidium bromide.  Amplicons were then 
column-purified (Quiagen DNA purification kit) 
and sequenced directly using the ABI PRISM 377 
Genetic Analyser (Applied Biosystems). After 
sequencing the PCR products obtained, we used 
the BLAST program to look for sequence homo-
logy with the other blaESBL genes. More specific 
primers for each cluster of the CTX-M-family 
were then used to amplify the entire coding sequ-
ence  of the blaCTX-M gene. Reference  strains pro-
ducing CTX-M-15 and CTX-M-2  β-lactamases 
were provided by Neil Woodford (Health Protec-
tion Agency, London,UK). Reference strains pro-
ducing TEM-1, TEM-2 and SHV-1 β-lactamase 
were kindly provided by Prof. A. Bauernfeind 
(Microer, Munich, Germany). 

PCR Nhe test was performed to distinguish 
between SHV-1 and SHV-ESBL. The PCR pro-
ducts of blaSHV-ESBL genes are cleaved in three 
fragments of  1017, 770 i 247 bp as described 
previously (18) in contrast to blaSHV-1 which is not 
digested by NheI restriction endonuclease. 10 µl 
of the PCR product was mixed with 1 µl of Nhe 
enzyme, 2 µl of buffer and 10 µl pf water. The 
samples were incubated for 2 h at 37 °C in water 
bath. The fragments were detected after electrop-
horesis in 1% agarose gel, after staining with et-
hidium bromide. 

Molecular typing of the isolates by pulsed-field 
gel electrophoresis

Isolates were compared by PFGE of Xba I-dige-
sted genomic DNA as described previously. Iso-
lation of chromosomal DNA was performed as 
described by Kaufman et al (24). For each isolate 
1,0 ml (optical suspension density 0,6-0,7 at 540 
nm) of an overnight culture grown in BHI broth 
was pelleted by centrifugation at 10 000 rpm 
for 2 min. After being washed in 1 ml SE buffer 
(75mM  NaCl; 25mM EDTA, Sigma), bacteria 
were resuspended in 500μl SE buffer with 10 μl 
lysosime (Boehringer Mannheim GmbH) Next, 
500 μl of this bacterial suspension was mixed 
with 500 μl 2,0% low- melting-temperature aga-
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rose (InCert agarose; FMC Bioproducts) and left 
to solidify. Solid agarose plugs were then incu-
bated for 24h at 560 C in 2ml of ESP buffer (1% 
N-lauril sarcosine; 0,5 M EDTANa2, pH 9,5; 500 
μg/ml proteinase K, Sigma). After 24h, the plugs 
were incubated at the room temperature for 2 h 
in PMSF (phenylmethanesulfonyl-fluoride, Al-
drich) and then  were bedded three  times for 30 
min at 40 C with TE buffer (10mM Tris-Hcl,pH 8, 
0,1 mM EDTA, Sigma) before macrorestriction 
with 10U / 1 μl  XbaI for 3 h at 370 C. Restriction 
fragments of DNA were separated by PFGE with 
a CHEF-DRIII apparatus (Bio-Rad Laboratories) 
through 1% pulsed-field certified agarose (Bio-
Rad)  at a field strength of 6 V/cm for 20 h at 110 
C; with pulses from 5  to 50 -s in 0,5 TBE buffer 
with thiurea (50mM, Sigma). A lambda ladder 
(Roche) was used as the molecular size marker. 
After electrophoresis, gels were stained with et-
hidium bromide, rinsed, and photographed under 
UV light. The PFGE patterns were compared 
following the criteria of Tenover and coleagues 

for bacterial strain typing (25) and analysed by 
computer software (GelComparII). The patterns 
obtained were compared by clustering methods 
(unweighted pair group method with arithmetic 
averages) using the Dice coefficient. An optimi-
zation of 0,50% and position tolerance of 3,00% 
were applied during the comparison of PFGE fin-
gerprinting patterns.   

RESULTS 

A dramatic increase in the prevalence of ESBL 
positive K.  pneumoniae was observed between 
2003 (4.9%) and 2007 (17.8%) as shown in Table 
1. Very high prevalence of ESBLs persisted from 
2004 till 2007. 

ESBLs were detected in all tested strains by 
DDST and confirmed by >3 fold decrease of  cef-
tazidime MICs by clavulanate. 

All strains were uniformly resistant to amoxyci-
llin and narrow and expanded-spectrum cepha-
losporins (Table 2). Isolates belonging to group 
1 CTX-M β-lactamases were resistant to genta-
micin, netilmicin and ciprofloxacin. Three strains 
producing CTX-M-2 group showed susceptibi-
lity to ceftazidime, gentamicin, netilmicin and 
ciprofloxacin.  

Strains isolated in 2002-2003 were susceptible to 
piperacillin/tazobactam and susceptible or inter-
mediate susceptible to amoxycillin/clavulanate 

Year

Klebsiella pneumoniae
Total

No of isolates 
(%)

No of
ESBL isolates 

(%)

No of
non ESBL 

isolates (%)
2003 27 (1,02) 520 (19,60) 547 (20,62)
2004 96 (3,62) 460 (17,34) 554 (20,96)
2005 94 (3,54) 215 (8,10) 309 (11,64)
2006 109 (4,11) 493 (18,58) 602 (22,69)
2007 114 (4,29) 525 (19,80) 639 (24,09)
Total 440 (16,58) 2213 (83,42) 2651 (100,00)

Table 1. Distribution of ESBL–producing Klebsiella pneumo-
niae strains

Stra-
in

AMX CN CXM CAZ CTX FEP FOX AMC
CAZ/

cl
TZP IMI GM NET AMI CIP

19 >128 >128 >128 2 >128 >128 8 16 0.12 2 0.25 1 0.5 8 1
22 >128 >128 >128 2 >128 >128 8 8 0.12 2 0.25 1 0.5 4 0.12
34 >128 >128 >128 2 >128 >128 8 4 0.06 4 0.5 2 4 128 0.25
48 >128 >128 >128 >128 >138 >128 8 16 0.5 64 0.5 64 32 8 128
49 >128 128 32 >128 32 8 8 8 1 16 0.25 0.5 0.5 1 0.12
50 >128 >128 >128 >128 >128 >128 8 8 0.5 16 0.25 32 32 64 0.03
51 >128 >128 >128 >128 >128 >128 8 16 1 16 0.25 64 16 2 64
53 >128 >128 >128 >128 >128 >128 8 16 1 16 0.5 64 32 8 64
57 >128 >128 >128 >128 >128 >128 4 16 1 16 0.5 128 64 32 >128
61 >128 >128 >128 >128 >128 >128 8 16 2 16 0.5 128 32 8 128
65 >128 >128 >128 >128 >128 >128 8 16 1 16 0.25 64 32 4 128
67 >128 >128 >128 64 >128 >128 8 16 2 16 0.25 128 64 8 64
69 >128 >128 >128 64 >128 >128 8 16 2 16 0.25 128 64 4 128

Stra-
in

AMX CN CXM CAZ CTX FEP FOX AMC
CAZ/

cl
TZP IMI GM NET AMI CIP

22598 >128 >128 >256 >256 >256 >128 32 128 4 >128 0.5 128 32 4 128
23857 >128 >128 >256 >256 >256 >128 32 64 0.5 128 0.25 8 4 4 256
4986 >128 >128 >256 128 >256 >128 16 64 0.25 64 1 0.5 0.5 1 32
7590 >128 >128 >256 256 >256 >128 32 128 2 128 0.25 128 64 4 256

Table 2. Minimum inhibitory concentrations of Klebsiella pneumoniae isolates from 2002-2003 and 2007* 

a. 2002-2003

b. 2007

*AMX, amoxycillin; AMC, amoxycillin/clavulanic acid; CAZ/cl-ceftazidime/clavulanic acid; CXM, cefuroxime;CN,cephalexin;  CAZ, ceftazidi-
me; CAZ/cl, ceftazidime/clavulanic acid; CTX,cefotaxime; CRO,ceftriaxone; FEP,cefepime; FOX, cefoxitin; AMT, aztreonam; TZP, piperacillin/
tazobactam; MEM,meropenem; GM, gentamicin; NET, netilmicin; AMI,amikacin; CIP, ciprofloxacin
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contrary to the strains collected in 2007 which 
showed resistance to β-lactam combinations with 
inhibitors. Resistance to imipenem was not obser-
ved as shown in Table 2. Interestingly the strains 
from 2007 showed reduced susceptibility or resi-
stance to cefoxitin unlike those from 2002-2003. 

Six out of 13 isolates collected in 2002-2003 tran-
sferred resistance to E. coli recipient. Resistance 
to gentamicin and netilmicin was cotransferred 
alongside with cefotaxime resistance from four 
strains. Tranconjugants showed similar resistance 
phenotype to expanded-spectrum cephalosporins 
as their respective donors. Only one isolate from 
2007 transferred cefotaxime resistance to recipi-
ent strain with the frequency of 10-4.  Gentamicin 
resistance was cotransferred. 

All isolates yielded an amplicon of 545 bp 
with concensus MA primers (Figure 1). Multi-
plex PCR was positive for group 1 of CTX-M 
β-lactamases in all  except three strains. Three 
strains (19,22,34) collected  in 2005 yielded an 
amplicon with group 2 primers. Sequencing of 
selected amplicons belonging to group 1 revealed 
the presence of blaCTX-15/28 with coding regions 
containing identical nucleotide sequences. The 
obtained DNA sequence of the PCR products ex-
hibited 98% similarity with blaCTX-M-15 from the 
gene bank. Three strains were positive for group 
2 CTX-M β-lactamases and were identified by 
sequencing of bla genes as CTX-M-14. PCR-
Nhe test was negative indicating the presence 
of naturally occurring SHV-1 β-lactamase. TEM 
β-lactamases were detected in 8 strains (19, 22, 

34, 57, 61, 65, 67 and 69). Clinical isolates of K. 
pneumoniae yielded an amplicon of 1016 bp with 
primers specific for SHV β-lactamases.

IS26 insertion sequence  was found upstream of 
the blaCTX-M-15 gene. ISEcpI was not found.

The isolates showed distinct PFGE fingerprints. 
No clonal relatedness was observed among the 
isolates. 

DISCUSSION

The results of this work provided insights into 
the molecular epidemiology of the community 
spread of ESBLs positive Klebsiella pneumoni-
ae. The study found CTX-M-15 β-lactamase to 
be the most prevalent among isolates of K. pneu-
moniae. This type of CTX-M β-lactamase is the 
most prevalent around the world and was previo-
usly reported in our neighbouring countries such 
as Hungary (26), Austria (27), Slovenia (28) and 
Italy (29). It was for the first time described in 
New Delhi, India in 1999 (30). CTX-M-15 is also 
predominant in Switzerland (10),  Bulgaria (31), 
and in France (32). Previous studies also found 
CTX-M-15 and CTX-M-3 β-lactamase among 
hospital isolates of E. coli from Croatia (33,34). 
CTX-M-15 differs from CTX-M-3 β-lactamase 
by a single amino-acid change (Asp-240-Gly). 
While these genes were found in all isolates, ot-
her rare types of ESBLs like WEB or IBC cannot 
be excluded without further testing, but were 
beyond this study. The spread of CTX-M-15 
β-lactamase was not due to clonal dissemination 
of related isolates as expected for community iso-
lates. Characterization of plasmids is necessary 
to be determined if dissemination of CTX-M-15 
β-lactamase is  due to the horizontal transfer of 
plasmids containing blaCTX-M-15 genes. 

Carbapenems are frequently the only therapeutic 
option available for treatment of severe infecti-
ons caused by multiresistant ESBL producing 
K. pneumoniae isolates described in this work. 
Nevertheless, universal susceptibility to these 
last-line antimicrobials is no longer guaranteed. 
Resistance to ceftazidime observed in all strains 
is consistent with the production of CTX-M-15 
β-lactamase which efficiently hydrolyze cefta-
zidime similarly as CTX-M-16 and CTX-M-28. 
These data suggest that phenotypic approach 
based on comparison of cefotaxime and cefta-

Lane
E. coli1.	 -CTX-M-15-positive control
E. coli2.	  ATCC 25922-negative control
K. pneumoniae3.	  48
K. pneumoniae4.	  51
K. pneumoniae5.	  61
empty lane6.	
K. pneumoniae 7.	 65
K. pneumoniae8.	  67
K. pneumoniae9.	  69

Figure 1. Multiplex PCR for detection of CTX-M groups
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zidime MICs has a limited value in predicting 
the presence of CTX-M-ESBLs in clinical isola-
tes.  All strains were susceptible to combination 
of ceftazidime and clavulanate, but in general, 
β-lactam combinations with inhibitors are not 
recommended for the therapy of serious infecti-
ons caused by ESBL producing bacteria due to 
pronounced inoculum effect and possibility of 
developing mutants hyperpoducing ESBL during 
the therapy (35). The strains displayed interme-
diate susceptibility or resistance to cefepime. 
The fluctuations in the level of cephalosporin 
resistance most probably reflects the variable 
levels of blaCTX-M gene expression as previously 
reported for TEM and SHV-ESBLs (36,37). The 
strains with increased resistance could have the 
mutations in the promoter region, more gene co-
pies or higher plasmid copy number. Associated 
aminoglycoside and fluoroquinolone resistance 
is frequent in ESBL producing bacteria. Some 
of the strains were resistant to cefoxitin but re-
sistance was not transferable to E. coli recipient 
indicating chromosmal origin of the resistance 
gene. Concerning non β-lactam susceptibilities 
of CTX-M producers, all strains were resistant to 
ciprofloxacin. High rates of resistance to cipro-
floxacin in CTX-M producers were also reported 
from Austria (27), Canada (38) and Italy (29). 
Coresistance to non β-lactam antibiotics is also 
frequent, either by the cotransfer of the resistance 
determinants in the same genetic elements (such 
as aminoglycosides resistance) or simply by the 
coselection of both resistance mechanism, as it 
occurs in fluoroquinolones. 

Since plasmids encoding ESBLs also contain re-
sistance genes for aminoglycosides it is possible 
that consumption of these antibiotics could also 
exert the selection pressure which favours the 
spread of plasmids with ESBL genes. 

A number of risk factors have been identified as 
linked with the acquisition of community-acqui-
red infections involving ESBL-positive isolates. 
The risk factors are a previous hospitalization or 
antibiotic therapy, within the past three mont-
hs, old age (>60), male gander, confinement to 
bed with debilitation and urinary catheterization 
(39,40). The emergence of CTX-M enzymes in 
Croatia and elsewhere highlights the importance 
of using either both ceftazidime and cefotaxime, 
or cefpodoxime to detect possible ESBL produc-
tion prior to performing cephalosporin-clavula-
nate synergy tests for confirmation (41). 

This demonstrates the need to monitor both hos-
pitalized and general practice patients for further 
emergence of transferable resistance to expan-
ded-spectrum cephalosporins. Continuous sur-
veillance in order to track CTX-M-producing K. 
pneumoniae in the community is necessary to 
prevent their influx into the hospitals. The appe-
arance of CTX-M-15 β-lactamase in the commu-
nity is a serious threat to public health. 
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Antibiotic resistance of coliform bacteria from community-ac-
quired urinary tract infections in the Zenica-Doboj Canton, Bos-
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ABSTRACT

Aim To collect routine susceptibility data for coliform organisms 
isolated from patients with community-acquired urinary tract in-
fections (CAUTIs) in Zenica-Doboj Canton during 2004, with a 
view to guiding empiric therapy.

Methods  Consecutive urine samples were analyzed by standard 
procedures. Antimicrobial susceptibility testing to fifteen antimi-
crobials was performed by disc-diffusion method according to ca-
usative agents (E. coli/non E. coli), age (0-6, 7-14, 15-19, 20-64, 
≥65) and gender of patients.

Results E. coli and other coliforms (non-E. coli) were isolated 
from 2473 (11%) out of 22,451 urine samples submitted, 1,618 
(65.4%) and 856 (34.6%), respectively. Inclusion of non-E. coli 
significantly increased overall resistance rates in all tested antibio-
tics except for ampicillin and trimethoprim/sulfamethoxazole, and 
it was significantly higher in males than in females in all analysed 
subsets (p<0.05). Specific age resistance rates to nitrofurantoin 
was in the range of  15-63% and 2-12% in males and females, 
respectively. Resistance rates to ciprofloxacin in the two oldest age 
groups were  51% and 57% in males, and 11% i 17% in females. 

Conclusions Because of significant proportion of non-E. coli iso-
lates, CAUTIs represent important problem in this region. Due to 
high ampicillin and trimethoprim/sulfamethoxazole resistance ra-
tes for all analysed subsets these drugs should be left for empiric 
therapy, and it is highly recommended to perform urinalysis in all 
patients. Ciprofloxacin and nitrofurantoin should also be conside-
red as the first-line therapy in women above 20 years of age and 
in children, respectively. Continuous surveillance of antibiotic re-
sistance of CAUTIs as well as introduction of drug prescribing 
control is important. 

Key words: Escherichia coli, ampicilin, trimethoprim/sulfamet-
hoxazole, ciprofloxacin, empiric therapy; 
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INTRODUCTION

Urinary tract infections (UTIs) are the second 
most common infections of any organ system 
with 150 million infections occurring yearly 
worldwide (1). Increasing resistance to ampicillin 
and trimethoprim/sulfamethoxazole in Escheric-
hia coli, the main causative pathogen of commu-
nity-acquired urinary tract infections (CAUTIs), 
has been reported (2-7). Instead, flouroquinolones 
have been prescribed more frequently for the trea-
tment of such infections which has been followed 
by an increase in fluoroquinolone-resistant E. coli 
infections, which are difficult to treat (3,4,7).   

According to the recommendations of the Infec-
tious Diseases Society of America (IDSA), there 
is a need for current information on local suscep-
tibility percentages, as well as knowledge of cu-
rrent bacterial susceptibility data and trends are 
important when making optimal empirical cho-
ices (8). The results of antimicrobial susceptibi-
lity of coliforms causing CAUTIs in Zenica-Do-
boj Canton in the period 1998-2001 have shown 
exceptionally high prevalence of resistance to 
ampicillin and trimethoprim/sulfamethoxazole 
(9). Moreover, emergence of isolates producing 
extended spctrum β-lactamases (ESBLs) in this 
region demonstrates quinolone resistance too 
(10) limiting treatment of these infections.  

Using the results of routine diagnostic and sus-
ceptibility analyses, the aim of this retrospective 
study was to investigate antimicrobial resistance 
and occurrence of the coliform community-acqu-
ired UTI pathogens in Zenica-Doboj Canton in 
the course of 2004 in relation to age, gender, 
identified microorganisms, and to propose appro-
priate empiric therapy.

MATERIALS AND METHODS

The Laboratory for sanitary and clinical microbi-
ology of the Cantonal Public Health Institute in 
Zenica covers a population of 331,229 in the Ze-
nica-Doboj Canton (112,471 males and 218,758 
females). All consecutive urine samples submi-
tted to the Laboratory during 2004 were analy-
zed. It was not known whether the submitted uri-
ne samples came from patients with symptomatic 
upper or lower UTI or from patients with asymp-
tomatic bacteriuria, or whether UTI was compli-

cated or uncomplicated.  All urinary specimens 
with significant bacteriuria (≥ 105 cfu / mL urine) 
were further processed. E. coli and other coli-
form microorganisms were identified according 
to standard biochemical tests, which identified 
most coliforms isolated to genus level and many 
to species (11).  

The disc diffusion method using Mueller-Hinton 
agar (Oxoid, Besingstoke, UK) was used to test 
fifteen  antimicrobials (Oxoid). The applied sus-
ceptibility criteria were according to CLSI (12). 

Escherichia coli control strain ATCC 25922 was 
used. 

Name, surname, ID, address, date of birth, and 
gender of the patient, date of isolation, specimen 
number, organism isolated and susceptibility re-
sults of positive UTI isolates were recorded as 
well as the number of urine specimens submitted 
during the study. The isolation of the same or-
ganism with the same susceptibility pattern from 
the same patient in the two months period was 
considered as duplicate and was not calculated. A 
few subsets in the group of coliform isolates were 
calculated: E. coli / non-E. coli isolates, male/fe-
male, and age groups (0-6, 7-14, 15-19, 20-64, 
>65 years). 

The significance of differences in resistance 
according the all analyzed subsets was determi-
ned by means of the χ2 test for independence. A 
statistically significant difference was defined as 
a p value of <0.05, and 95% confidence interval 
was used.

RESULTS

During 2004 a total number of 22,451 consecuti-
ve urine samples were analyzed. The data of sus-
ceptibility results were obtained for 2,473 (11%) 
(non-duplicate) coliform UTI isolates. E. coli was 
isolated in 1,418 (65.4%), non-E. coli isolated in 
855 (34.6.8%) urine samples. E. coli/non-E. coli 
ratio for males and females was 35.2/74.4% and 
64.7/25.6%, respectively (p<0.001) (Table 1).

Male/female distribution of coliform UTI isolates 
was 23.0%/77.0%, resulting in incidence values 
of 5.1 and 8.7 /1000/year, respectively (Table 2). 
Most isolates were obtained from patients over 
the age of 20 years, 71.1% of  males and 77.3% 
of females. 

Uzunović-Kamberović et al Antibiotic resistance of coliform organisms 
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Overall resistance rates for all tested antibioti-
cs was significantly higher in the isolates from 
male population than from female population 
(p<0.001) except for imipenem and trimetho-
prim/sulfamethoxazole in which these values 
were lower in the male population (p>0.05). Am-
picillin and trimethoprim/sulfamethoxazole dis-
played highest resistance rates in both groups as 
compared to other antibiotics, 81.2% and 47.2% 
in males, and 71.4% and 56.1% in females, res-
pectively. 

Inclusion of non-E. coli isolates (25.8%) in the 
analysis significantly (p<0.001) influences the 
resistance rates against all antibiotics in all anal-
ysed subsets except to ampicillin and imipenem 
in females and ciprofloxacin in males. Both am-
picillin and trimethoprim/sulfamethoxazole have 
displayed exceptionally high resistance rates in 
all age groups of both, male and in female pa-
tients (up to 95.0% and 87.1%, and 60.0% and 
76%, respectively). The highest resistance rates 
to extended-spectrum beta-lactam antibiotics 
were found at male patients in the age groups 20-
64 and  >64 years, reaching 55.0% and 57.0% 
for cefuroxime and cefotaxime, respectively 
(p<0.001). The proportion of resistant isolates 
to all tested quinolones and nitrofurantoin was 

exceptionally high in male patients, up to 68.0% 
and 63.0%, respectively, but  in females it was 
up to 20.0%  and 12.0% respectively, in the two 
oldest age groups.  

DISCUSSION

This study examined antimicrobial susceptibility 
of the community-acquired urinary tract infecti-
ons (CAUTIs) as related to etiologic agents (E. 
coli/ non-E. coli coliforms), gender and age. 

According to some reports where the number of 
positive urine samples reached 53.6%, urine sam-
ples in many cases are sent for microbiological 
analyses after empirical treatment failure, recu-
rrent or relapsing infection which might overesti-
mate resistance rates (2,6,7,13). No evidence was 
found that practices with high resistance rates were 
more selective in submitting urine samples to the 
laboratory (14). The study has found a low number 
of positive samples (11.5%) and it has to be poin-
ted out that no selection was done prior to sending 
urine samples (9). Still, as with all the laboratory-
based surveys, possible bias due to obtaining uri-
ne samples for laboratory analyses could not be 
excluded which might influence the susceptibility 
obtained data, as previously stated  (15).

No of male/female patients with urinary tract infection according to age 
Causative agent 0-6 7-14 15-19 20-64 ≥65 Total
Escherichia coli 85/214 5/41 2/42 58/667 50/454 200/1418
non-E.coli 65/121 8/6 1/8 152/246 145/106 368/487
     Klebsiella spp. 49/81 3/5 1/6 84/173 98/76 235/341
    Enterobacter spp. 0/0 3/0 0/0 26/0 19/0 48/0
   Citrobacter spp. 5/13 1/0 0/1 7 /14 8/12 21/40
   Proteus spp. 9/27 1/1 0/1 34/59 20/18 64/106
Total 148/335 13/47 3/50 209/913 195/560 568/1905

Table 1. Distribution of causative agents of urinary tract infections in male/female population in  Zenica-Doboj Canton during 2004

Age

No of 
isolates  
male/
female

Percentage of resistance to antimicrobial agents*

AMP AMC CEF CXM CTX IMP ATM GEN NAL NOR OFX CIP STX CHL NIT

0 - 6 148/335 82/81 27/27 29/19 13/8 7/1.6 3/0 13/8 13/15 16/8 5/30 1.4/3 6/4 41/76 15/18 15/7
7 - 14 13/47 77/87 36/11 27/8.8 38/6.5 18/5 0/0 0/0 23/11 38/6 8/4.2 8/6.3 0/4.4 60/59 33/13 38/8.6
15-19 3/50 66/55 33/7.8 33/4.5 0/2 0/2 0/4.3 0/1.9 0/0 0/1.9 0/0 0/0 0/0 0/30.5 0/4.1 0/2
20-64 209/913 86/68 52/25 61/14.6 55/8.2 26/4.2 1.3/1 23/8 46/15 64/18 48/12 57/13 51/11 66/45 57/12 51/12
>65 195/560 95/66 68/21 69/10.9 57/5.1 27/1.9 1/0.9 42/4.9 61/7.1 73/22 67/20 68/20 57/17 69/50 67/11 63/7.9

Total 
coli-
form

568/1905 81.2/71.4 43.2/18.4 43.8/9 32.6/5.6 15.6/3.8 1/1.2 15.6/4.6 28.6/9.6 38.2/11.2 25.6/13.2 26.9/8.5 22.8/7.3 47.2/56.1 34.4/11.6 33.4/7.5

Total  
E. 

coli
200/1418 71.5/73.4 29/15.4 16.5/4.7 8.5/2.6 4/0.8 0/1.3 4.5/3.6 14.5/4.9 29/9.6 21.5/6 14.5/6.1 22/5.8 36.5/50 25/10.2 17.5/2

Total 
non-E. 

coli
368/487 88.8/84.4 32.5/31.6 42.9/37.3 34.5/12.7 31.1/7 1.5/1.5 25.8/5.3 34.8/20.3 61.1/20 80.5/16 87.6/15.5 33/15 32.9/43.2 32.1/23.4 52.4/26

Table 2. Antimicrobial reistance of coliform urinary tract infection isolates during  2004 according to age and gender

*AMP, ampicillin; AMC, amoksicillin+klavulanska kiselina; CEF, cefalotin; CXM, cefuroksim; CTX, cefotaksim; IMP, imipenem; AZT, aztreo-
nam; GEN, gentamicin; NAL, nalidiksična kiselina; NOR, norfloksacin; OFX, ofloxacin; CIP, ciprofloxacin; STX, sulfometoksazol-trimetoprim; 
CHL, hloramfenikol; NIT, nitrofurantoin. 
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Although this laboratory-based study did not 
provide the data about the presence and nature of 
symptoms and whether infection was complica-
ted or not, the age, gender and identified micro-
organisms might provide necessary information 
needed for selection of empirical therapy (16).  

E. coli was isolated from 74.4% of the urine sam-
ples from females, but in only 35.2% of those 
from males. Corresponding rates for coliforms 
other than E. coli were 25.6% and 64.8%, respec-
tively. Such a distribution of coliform CAUTI pa-
thogens was observed only in a few reports from 
Southern part of Europe (17), Latin America (18), 
and Britain (19), and in previous report from this 
region, but not in other countries (3). According 
to postulate stated previously, the distribution of 
CAUTI pathogens in this region with significant 
proportion of non-E. coli coliforms (34.6%), na-
mely Klebsiella spp. (23.3%), which comprised 
secondary pathogenic species, corresponded to 
the distribution that occurred in hospital settings, 
or complicated CAUTIs (3,20). Therefore, it is 
evident that the number of complicated UTIs in 
this report was probably large.

The higher resistance rate to all the tested agents 
in males than in females observed in this study 
is a usual finding and it probably reflects the 
complicated nature of UTI in man (2,18,20,21). 
Complicated UTI, including male gender, uri-
nary tract abnormalities, urinary catheterization 
and older age were found to be associated with 
high ciprofloxacin resistance rates (4,21).

Ampicillin- and trimethoprim/sulfamethoxazole 
resistance rates in this report were far higher in 
comparision other reports (19,21). Empirical the-
rapy with ampicillin and trimethoprim/sulfamet-
hoxazole in our region seems inadequate even for 
some usual population category, and should be 
avoided. In some regions trimethoprim/sulfamet-
hoxazole also showed such high frequencies of 
resistance (2,4,5), but in most European countries 
it is still useful (3,17). According to our results 
ciprofloxacin resistance has shown high value in 
two oldest age groups of male patients and sho-
uld be avoided for empirical therapy, but it is sti-
ll useful in females. Nitrofurantoin has shown a 
low resistance rate in the age groups 0-6 and 7-14 
years of female patients and in the age group 0-6 
of males, and should be considered as the first-
line therapy in this region (4). 

According to previously given suggestion about 
a cut-off point of 20% as the level of resistance at 
which an agent should no longer be used empiri-
cally (22), it is highly recommended to perform 
urinalysis and antibiotic susceptibility testing in 
all patients in this region, except in the age gro-
up 0-6 years of both male and female patients in 
which nitrofurantoin can be applied, and in the 
age groups 20-64 and ≥65 years of female pati-
ents, in which ciprofloxacin can be applied.

The steady increase in resistance of uropathoge-
nic E. coli to co-trimoxasol, ampicillin and fluo-
roquinolones emphasizes the need for an alterna-
tive, effective oral compound for the treatment 
of UTIs. It seems that fosfomycin tromethamine 
could replace these drugs as well as nitrofuranto-
in because of low level of resistance (0.5%) (23) 
and less side- effects, respectively (24).

Our results suggest a decrease in the resistance 
to ampicillin, co-amoxiclav, all cefalosporines, 
gentamicin and chloramphenicol for both males 
and females in 2004 as compared to 2001 in the 
range 0.4-22.7% . On the other hand, resistance 
to cotrimoxazole, norfloxacin and ciprofloxacin 
has decreased in males (15.1%, 3.8% and 1.6%, 
respectively), but increased in females (9.3%, 
7.4% and 3%, respectively) in the same period 
(9). Moreover, it was previously reported about 
high prevalence of extended-spectrum beta-lac-
tamase producing (ESBL) coliforms in CAUTIs 
in this region in 2004 (3.5%) even in children 
below 6 years of age (3.8%) (10). Also, higher 
prevalence of ESBL-producing strains among K. 
pneumonia than among E. coli (7.8% v.s. 0.7%) 
was noted including predominance of SHV-type 
ESBL among community isolates (25). As it 
was previously stated, exposure to second- and 
third-generation cephalosporins is an important 
risk factor for the occurrence of ESBL bacteria 
(26,27), it is very important to introduce active 
surveillance of antibiotic usage in this region in 
order to limit misuse and overuse of antimicro-
bial drugs.  

It is likely that an intensive usage of ampici-
llin, cotrimoxazole and ciprofloxacin (fluoroqu-
inolones) might have contributed to their high 
resistance rates, although the reports about re-
lationship between usage and resistance are con-
troversial. (5,19,28,29). Sometimes it was not po-
ssible to demonstrate this relationship for some 
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antibiotics such as ampicillin and trimethoprim/
sulfamethoxasole, but for others such as cipro-
floxacin, a statistically significant relationship 
was established, and it could be concluded that 
relationship between usage and resistance has 
multi-factorial origin (the age profile of the po-
pulation, social deprivation, locality and the use 
of antibiotics in veterinary and agricultural prac-
tice (28-30).  The ease of procuring antibiotics 
without a prescription in this region could result 
in inordinate and irrational use of antibiotics. 

To optimise the use of empiric antibacterial the-
rapy for UTI, physicians should know the etiolo-
gy and susceptibility patterns of UTI pathogens 
in their population as well as clinical and epide-
miological data of the patients. 
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SAŽETAK 

Cilj istraživanja: Utvrditi prevalenciju izvanbolničkih ESBL-
producirajućih izolata E. coli i K. pneumoniae, izoliranih iz uri-
na izvanbolničkih pacijenata u trogodišnjem razdoblju, utvrditi 
njihovu distribuciju prema spolu i dobi, odrediti osjetljivost na 
ostale skupine antibiotika, ispitati prenosivost ESBL rezistencije 
i kotransfer rezistencije, te molekularno tipizirati izolirane beta-
laktamaze.

Materijal i metode: Antibiotska osjetljivost ispitana je metodama 
disk difuzije i bujonske mikrodilucije. ESBL-produkcija utvrđena 
je metodom dvostrukog diska, a potvrđena bujonskom mikrodi-
lucijom. Prijenos rezistencije ispitan je metodom konjugacije, a 
karakterizacija izoliranih beta-laktamaza lančanom reakcijom po-
limeraze.

Rezultati: Prevalencija ESBL-pozitivne E. coli iznosila je 1,5%, a 
K. pneumoniae 4,1%, dok je svaka vrsta pokazivala drugačiju distri-
buciju s obzirom na dob i spol pacijenata. ESBL-producirajući sojevi 
K. pneumoniae pokazivali su visoku rezistenciju na aminoglikozide, 
kotrimoksazol, nitrofurantoin i kinolone, dok su ESBL-produciraju-
ći sojevi E. coli, s izuzetkom visoke rezistencije na aminoglikozide, 
pokazivali niske stope rezistencije na ostale antibiotike. Metodom 
konjugacije ostvaren je prijenos ESBL gena u 25% sojeva E. coli, 
te u 76,2% sojeva K. pneumoniae. Izolati K. pneumoniae ostvarili 
su, u odnosu na izolate E. coli, veću stopu kotransfera rezistencije 
na aminoglikozide i kotrimoksazol. Ispitivani sojevi posjedovali su 
β-laktamaze TEM, SHV i CTX-M porodica.

Zaključci: U ispitivanoj izvanbolničkoj populaciji utvrđeno je 
prisustvo multiplorezistentnih ESBL-producirajućih urinarnih izo-
lata E. coli i K. pneumoniae. ESBL-producirajući izolati K. pne-
umoniae pokazivali su, u odnosu na ESBL-producirajuće izolate 
E. coli, veću stopu rezistencije na ne-beta-laktamske antibiotike, 
vjerojatno uzrokovanu kotransferom gena smještenima na istom 
plazmidu kao i geni za ESBL. Potrebno je daljnje aktivno praćenje 
učestalosti ovakvih izolata, te njihovog eventualnog širenja u izva-
nbolničkoj populaciji zagrebačke regije. 

Ključne riječi: infekcije mokraćnog sustava, konjugacija, kotran-
sfer rezistencije.Med Glas 2010; 7(1):46-53
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UVOD

Bakterije koje produciraju beta-laktamaze proši-
renog spektra (ESBL), osim u hospitaliziranih pa-
cijenata, sve se češće izoliraju i u izvanbolničkoj 
populaciji (1-3). Prvi opisi bolničkih ESBL-pro-
ducirajućih izolata u Hrvatskoj potječu iz 1994. 
godine (4), a odnosili su se, kao i druga istraživa-
nja koja su uslijedila, na bolničke izolate Klebsie-
lla pneumoniae i Escherichia coli (5, 6). Izvješće 
Odbora za praćenje rezistencije na antibiotike u 
Republici Hrvatskoj, koji uključuje bolničke i 
izvanbolničke ESBL-producirajuće sojeve, po-
kazuje blagi pad ESBL-producirajućih sojeva E. 
coli (6% 1997.; 3% 2000.; 2% 2003.) (7, 8). Nešto 
drugačiju tendenciju kretanja, u istom razdoblju, 
pokazuju izolati K. pneumoniae rezistentni na 
cefalosporine treće generacije (21% 1997.; 24% 
2000.; 18% 2003.) (7, 8). Navedeni podaci ne ra-
zlučuju između bolničkih i izvanbolničkih ESBL-
producirajućih izolata.
Ciljevi istraživanja bili su utvrditi prevalenciju 
ESBL-producirajućih izolata, utvrditi njihovu dis-
tribuciju prema spolu i dobi pacijenata, odrediti 
osjetljivost na ostale skupine antibiotika, ispitati 
prenosivost ESBL rezistencije i kotransfer rezisten-
cije na ostale antibiotike, te molekularno tipizirati 
izolirane beta-laktamaze. Svrha ovog istraživanja 
bila je okarakterizirati izvanbolničke ESBL-produ-
cirajuće izolate E. coli i K. pneumoniae, kako bi 
se dobio uvid o njihovoj zastupljenosti i osnovnim 
karakteristikama, te, na taj način, postavila osnova 
za daljnje epidemiološko praćenje.

MATERIJAL I METODE

U laboratoriju za mokraćno-spolne infekcije Za-
voda za javno zdravstvo “Dr. Andrija Štampar” u 
Zagrebu, u razdoblju od 01. 01. 2001. do 31. 12. 
2003. godine, pregledani su svi uzorci urina izva-
nbolničkih pacijenata, u okviru rutinske, klinički 
indicirane, bakteriološke analize. Svim izoliranim 
sojevima E. coli i K. pneumoniae, izoliranim iz 
urina pacijenata sa signifikantnom bakteriurijom, 
napravljen je test osjetljivosti na antibiotike i ispi-
tana produkcija beta-laktamaza proširenog spek-
tra, te analizirana njihova distribucija s obzirom 
na spol i dob pacijenata. Svim primoizolatima 
ESBL-producirajuće E. coli, izoliranim u razdo-
blju od 01. 06. 2003. do 31. 12. 2003. godine, te 
svim primoizolatima K. pneumoniae, izoliranim 
tijekom cijele 2003., ispitana je antibiotska osjet-
ljivost, prijenos ESBL-gena i kotransfer rezisten-

cije, te provedena molekularna karakterizacija 
izoliranih beta-laktamaza. 
Svim primoizolatima E. coli i K. pneumoniae, 
prema važećim standardima CLSI-a, metodom 
bujonske mikrodilucije određena je antibiotska 
osjetljivost na beta-laktamske antibiotike, amino-
glikozide i kinolone (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
SAD), a osjetljivost na trimetoprim-sulfametoksa-
zol (1,25/23,75 µg), nitrofurantoin (300 µg), tetra-
ciklin (30 µg) i kloramfenikol (30 µg) (Bio-Rad, 
Marnes-la-Coquett, Francuska) disk difuzijskom 
metodom (9). Produkcija beta-laktamaza prošire-
nog spektra utvrđena je metodom dvostrukog dis-
ka, a potvrđena metodom bujonske mikrodilucije 
prema standardu CLSI-a (9, 10). 
Prijenos rezistencije ispitan je metodom konjuga-
cije u moždano-srčanom infuzijskom (BHI) bujo-
nu (11, 12). Kao recipijent korišten je soj E. coli 
A 15 R-. Nakon konjugacije, bakterijske suspenzije 
inokulirane su na slijedeće selektivne podloge: Ma-
cConkey agar (Oxoid LTD, Hampshire, Engleska) 
s 2 mg/L ceftazidima (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
SAD), MacConkey agar s 256 mg/L rifampicina 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) i MacConkey 
agar s 2 mg/L ceftazidima i 256 mg/L rifampici-
na. Osim prijenosa rezistencije na beta-laktamske 
antibiotike, ispitan je i prijenos rezistencije na ami-
noglikozide, kotrimoksazol, ciprofloksacin, nitro-
furantoin, tetraciklin i  kloramfenikol.
Lančana reakcija polimeraze izvedena je na izolati-
ma pacijenata (sojevi donori), te na njihovim tran-
skonjugantima (12). Ukratko, izolacija nukleinske 
kiseline sojeva izvedena je kuhanjem sojeva 10 
min. na 95°C, u sterilnoj destiliranoj vodi. 5 μl tako 
pripremljenog uzorka dodano je u 45 μl reakcijske 
smjese (Roche Molecular Systems, Inc., Pleasan-
ton, SAD) koja je sadržavala: 18 μl sterilne destili-
rane vode, 25 μl PCR master mixa (25 U Taq DNA 
polimeraze u 20 mM Tris-HCL, 100 mM KCl, 3 
mM MgCl2, Brij 35, 0,01%(v/v), dNTP mix (dATP, 
dCTP, dGTP, dTTP-svaki 0,4 mM)) i 1 μl svakog 
primera. Za detekciju TEM β-laktamaza korišteni 
su primeri: OT-3 (TIB MOLBIOL) 5’- ATG AGT 
ATT CAA CAT TTC CG i OT-4 (TIB MOLBIOL) 
5’- CCA ATG CTT AAT CAG TGA GG. Za detek-
ciju SHV β-laktamaza korišteni su primeri: SHV-F 
(TIB MOLBIOL) 5’- GCCCGGGTTATTCTTA-
TTTGTCGC i SHV-R (TIB MOLBIOL) 5’- TC-
TTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA. Za detekciju 
CTX-M β-laktamaza korišteni su primeri: MA-1 
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(TIB MOLBIOL) 5’- SCS ATG TGC AGY ACC 
AGT AA i MA-2 (TIB MOLBIOL ) 5’- CCG CRA 
TAT GRT TGG TGG TG (S=G/C, Y=C/T, R=A/G). 
Reakcije su izvedene na aparatu GeneAmp PCR 
System 9600, Version 2.00 (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA). Nakon amplifikacije, uzor-
ci su podvrgnuti elektroforezi u 1% agaroza-gelu, 
uz 1 x TBE pufer. DNA vrpce su vizualizirane na 

UV transiluminatoru nakon bojenja etidijum bro-
midom. 
Statistička obrada rezultata izvedena je χ-kvadratom 
i Fisherovim egzaktnim testom. Statistički značaj-
nom smatrana je p-vrijednost <0,01.

REZULTATI 

Od ukupno 21 918 izolata E. coli i 1 553 izolata 
K. pneumoniae, produkcija beta-laktamaza proši-
renog spektra značajno je češće utvrđena u sojeva 
K. pneumoniae u odnosu na E. coli (p<0,01), 63 
(4,1%), odnosno 336 (1,5%). Izolati su pokazivali 
različitu distribuciju s obzirom na dob i spol paci-
jenata (Tablica 1).  
Najveću osjetljivost, među ispitivanim amino-
glikozidima, izolati E. coli pokazivali su na ne-
tilmicin (50,0%), dok je osjetljivost na gentami-
cin i amikacin bila podjednaka (20,8%; 22,9%). 
Suprotno tome, izolati K. pneumoniae najbolju 
osjetljivost pokazivali su na amikacin (52,4%), 

E. coli K. pneumoniae

Dob (godine) Muški 
spol (N)

Ženski 
spol (N)

Muški 
spol (N)

Ženski 
spol (N)

0-1 45 30 3 4
2-10 15 24 0 1
11-20 2 6 0 1
21-30 3 31 1 8
31-40 2 28 0 3
41-50 2 26 4 4
51-60 8 27 3 4
61-70 14 20 3 3
71-80 7 25 8 5
≥ 81 2 6 2 3
Nepoznata 2 11 0 3
Ukupno 102 234 24 39

Tablica 1. Distribucija ESBL-pozitivnih izolata E. coli i K. 
pneumoniae s obzirom na dob i spol pacijenata

Oznaka 
soja

Minimalne inhibitorne koncentracije (μg/ml) na različite antibiotike*
AMX CN CXM CAZ CTX FEP FOX IPM AMC TZP GM NET AN CIP

1 >128 64 32 32 8 2 4 1 4 2 32 16 64 <0,008
2 >128 64 32 128 1 4 8 0,125 4 2 64 8 1 16
3 >128 64 32 32 8 1 4 0,125 4 2 32 8 64 <0,008
4 >128 128 16 128 8 1 4 0,125 4 1 32 8 64 <0,008
5 >128 >128 32 32 8 1 2 0,125 4 1 16 8 64 <0,008
6 >128 >128 16 32 8 1 4 0,125 4 1 32 16 64 <0,008
7 >128 64 16 64 16 2 8 0,125 4 2 0,5 0,25 1 0,125
8 >128 64 16 32 8 2 4 0,125 4 1 32 16 64 <0,008
9 >128 >128 >128 >128 64 16 8 0,125 4 2 16 8 64 <0,008

10 >128 64 16 64 16 4 4 0,25 4 2 16 8 64 0,016
11 >128 >128 128 >128 64 32 8 0,125 4 2 64 64 64 0,016
12 >128 >128 >128 >128 >128 >128 4 0,125 8 >256 32 64 64 0,008
13 >128 64 32 128 16 4 4 0,125 4 1 64 64 64 <0,008
14 >128 64 32 32 64 8 2 0,125 16 64 64 32 64 <0,008
15 >128 64 32 >128 16 2 4 0,125 4 1 32 16 64 <0,008
16 >128 >128 64 128 16 8 4 0,25 4 2 4 0,5 2 <0,008
17 >128 128 128 >128 32 8 4 0,125 4 2 0,5 0,5 1 <0,008
18 >128 64 16 128 32 2 4 0,125 4 1 32 8 64 0,008
19 >128 >128 >128 2 >128 >128 8 0,25 16 2 1 0,5 8 1
20 >128 64 32 64 16 2 4 0,25 4 1 0,5 0,25 1 32
21 >128 64 64 128 32 1 8 0,125 4 2 64 16 64 <0,008
22 >128 >128 >128 2 >128 >128 8 0,25 8 2 1 0,5 4 0,125
23 >128 >128 >128 >128 >128 64 8 0,125 16 64 64 16 64 <0,008
24 >128 128 128 128 128 1 4 0,06 4 2 64 16 64 <0,008
25 >128 128 64 16 16 2 4 0,125 4 1 64 8 64 <0,008
26 >128 64 64 32 32 8 4 0,25 16 64 0,5 2 8 <0,008
27 >128 >128 128 64 64 16 4 0,125 4 2 64 16 64 <0,008
28 >128 128 64 128 64 8 4 0,25 4 1 0,5 2 8 <0,008
29 >128 64 64 64 64 4 8 0,125 4 2 128 8 64 <0,008
30 >128 >128 64 >128 128 8 8 0,125 4 4 64 16 32 0,016
31 >128 128 128 64 128 128 4 0,25 16 256 128 32 64 <0,008
32 >128 64 16 64 32 2 8 0,25 4 2 32 8 64 <0,008
33 >128 >128 128 >128 128 8 4 0,125 4 1 >128 16 64 <0,008
34 >128 >128 >128 2 >128 >128 8 0,5 4 1 2 4 128 0,25
35 >128 128 8 >128 64 1 4 0,125 4 2 128 8 64 <0,008
36 >128 16 16 16 64 1 4 0,125 4 1 64 16 64 <0,008
37 >128 >128 64 >128 >128 16 4 0,125 4 2 >128 8 64 <0,008
38 >128 64 32 128 16 2 8 0,125 4 2 32 8 64 0,016
39 >128 32 16 8 4 1 2 0,125 8 16 32 32 64 <0,008
40 >128 16 8 16 16 1 2 0,25 16 16 32 16 64 <0,008
41 >128 32 64 128 32 2 2 0,125 4 1 32 16 64 <0,008
42 >128 32 16 32 32 1 2 0,125 8 2 32 16 64 <0,008
43 >128 128 64 >128 32 4 4 0,25 2 2 32 16 64 <0,008
44 >128 32 8 32 8 2 4 0,125 2 2 32 8 64 0,016
45 >128 >128 128 >128 32 8 2 0,125 4 2 0,5 0,25 2 <0,008
46 >128 32 64 128 16 0,5 4 0,125 4 2 32 16 64 0,016
47 >128 64 32 64 16 2 4 0,25 4 2 16 32 64 <0,008
48 >128 >128 >128 >128 >128 >128 8 0,5 16 64 64 32 8 128

Tablica 2. Osjetljivost izolata E. coli na različite antibiotike, utvrđena metodom bujonske mikrodilucije

*AMX, amoksicilin; CN, cefaleksin; CXM, cefuroksim; CAZ, ceftazidim; CTX, cefotaksim; FEP, cefepim; FOX, cefoksitin; IPM, imipenem; 
AMC, amoksicilin/klavulanat; TZP, piperacilin/tazobaktam; GM, gentamicin; NET, netilmicin; AN, amikacin; CIP, ciprofloksacin.
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a najslabiju na netilmicin (33,3%). Sojevi E. coli 
značajno su u većem postotku bili osjetljivi na flu-
orokinolone (93,8%) u odnosu na sojeve K. pne-
umoniae (42,9%). Primijećena je i visoka stopa 
rezistencije na tetraciklin (E. coli 50,0%, K. pneu-
moniae 47,6%), te vrlo niska stopa rezistencije na 
kombinaciju beta-laktama s inhibitorom beta-lak-
tamaza u obje ispitivane vrste (Tablice 2 i 3). Čak 
je 71,4% sojeva K. pneumoniae bilo rezistentno na 
kotrimoksazol. Osjetljivost na kotrimoksazol ispi-
tana je u svih 336 sojeva ESBL-producirajućih E. 
coli, a rezistentno je bilo 7,1% sojeva. Od toga niti 
jedan soj E. coli, rezistentan na kotrimoksazol, nije 
utvrđen kod djece do godinu dana starosti, dok je u 

starijih od godinu dana, rezistencija na kotrimok-
sazol iznosila 9,3% (p<0,01). 
Beta-laktamaze proširenog spektra prenesene su 
metodom konjugacije u ukupno 28 (40,6%) od 
ispitivanih 69 sojeva. Prijenos beta-laktamske re-
zistencije ostvaren je u 12 (25%) od 48 sojeva E. 
coli, te, u čak 16 (76,2%) od 21 soja K. pneumoni-
ae. Stopa kotransfera aminoglikozidne rezistencije 
bila je u izolata E. coli izrazito niska (18,2%), a u 
izolata K. pneumoniae vrlo visoka (83,3%). U K. 
pneumoniae kotransfer rezistencije na kotrimoksa-
zol ostvaren je u 18,2%, na tetraciklin u 28,6%, 
na kloramfenikol u 25% sojeva, a do prijenosa 
nitrofurantoinske rezistencije nije došlo. U E. coli 

Oznaka 
soja

Minimalne inhibitorne koncentracije (μg/ml) na različite antibiotike*
AMX CN CXM CAZ CTX FEP FOX IPM AMC TZP GM NET AN CIP

49 >128 128 32 >128 32 8 8 0,25 8 16 0,5 0,5 1 0,125
50 >128 >128 128 >128 64 8 8 0,25 8 16 32 32 64 0,03
51 >128 >128 >128 >128 >128 >128 8 0,25 16 16 64 16 2 64
52 >128 128 32 128 32 2 4 0,5 4 2 1 128 64 0,125
53 >128 >128 >128 128 >128 >128 8 0,5 16 16 64 32 8 64
54 >128 >128 >128 128 16 >128 8 0,5 2 2 2 64 64 0,25
55 >128 >128 64 >128 64 16 8 0,25 8 64 4 32 64 1
56 >128 128 32 64 8 2 8 0,5 8 4 32 64 64 0,5
57 >128 >128 >128 128 >128 >128 4 0,5 16 16 128 64 32 >128
58 >128 128 128 >128 64 8 8 0,25 4 16 0,5 0,5 1 0,125
59 >128 >128 64 >128 >128 16 4 1 4 2 2 128 64 2
60 >128 64 32 >128 32 2 8 0,5 4 2 0,5 0,25 1 0,03
61 >128 >128 >128 >128 >128 >128 8 0,5 16 16 128 32 8 128
62 >128 128 128 64 4 32 8 0,5 1 4 0,5 1 2 0,03
63 >128 >128 64 128 128 4 8 0,125 4 16 0,5 1 0,5 4
64 >128 >128 >128 >128 128 8 4 0,5 4 16 32 8 32 2
65 >128 >128 >128 128 >128 >128 8 0,25 16 16 64 32 4 128
66 >128 >128 64 >128 64 32 8 0,5 4 16 32 8 32 16
67 >128 >128 >128 64 >128 >128 8 0,25 16 16 128 64 8 64
68 >128 >128 128 >128 64 16 8 0,25 8 32 16 32 64 64
69 >128 >128 >128 64 >128 >128 8 0,25 16 16 128 64 4 128

Tablica 3. Osjetljivost izolata K. pneumoniae na različite antibiotike, utvrđena metodom bujonske mikrodilucije

*AMX, amoksicilin; CN, cefaleksin; CXM, cefuroksim; CAZ, ceftazidim; CTX, cefotaksim; FEP, cefepim; FOX, cefoksitin; IPM, imipenem; 
AMC, amoksicilin/klavulanat; TZP, piperacilin/tazobaktam; GM, gentamicin; NET, netilmicin; AN, amikacin; CIP, ciprofloksacin.

Oznaka soja TEM SHV CTX-M Oznaka soja TEM SHV CTX-M Oznaka soja TEM SHV CTX-M
1 + + - 17 - + - 33 - + -

2 + + - 18 + + - 34 + - +
2T + + - 18T + + -

35 + + -
3 + + - 19 + - + 35T + + -

4 + + - 20 - + - 36 - + -
4T + + - 20T - + -

37 + + -
5 + + - 21 + + - 37T + + -

21T + + -
6 + + - 38 + + -

6T + + - 22 + - +
39 + + -

7 + + - 23 + + -
40 + + -

8 + + - 24 - + -
24T - + - 41 - + -

9 - + -
25 - + - 42 + + -

10 - + -
26 + + - 43 - + -

11 - + -
27 + + - 44 - + -

12 + + -
12T + + - 28 - + - 45 - + -

13 + + - 29 + + - 46 - + -
13T + + - 29T + + -

47 - + -
14 + + - 30 + + -

48 - - +
15 + + - 31 + + -

16 + + - 32 - + -

Tablica 4. Pripadnost beta-laktamaza porodicama TEM, SHV i CTX-M u izolatima E. coli i njihovim transkonjugantima (T)
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kotransfer rezistencije na tetraciklin ostvaren je u 
40% sojeva, a kotransfer rezistencije na kotrimok-
sazol i nitrofurantoin nije zamijećen. U dva soja 
K. pneumoniae postavljena je sumnja na prijenos 
kinolonske rezistencije konjugacijom. MIK na ci-
profloksacin u jednog je soja iznosio 4 μg/ml, a 
u njegovog transkonjuganta 2 μg/ml, dok je MIK 
drugog soja iznosio 0,5 μg/ml, a njegovog transko-
njuganta 1 μg/ml.  
Od 48 ispitivanih sojeva E. coli blaTEM gen je utvr-
đen u 30 (62,6%), blaSHV u 44 (91,7%), a blaCTX-M 

u četiri (8,3%) soja. U 26 (54,2%) sojeva utvrđe-
no je prisustvo i blaTEM i  blaSHV gena. Samo blaSHV  
imalo je 17 (35,4%) sojeva E. coli, dok niti jedan 
soj nije imao samo blaTEM gen. Od 21 ispitivanog 
soja K. pneumoniae, svi su sojevi nosili blaSHV 
gen. U svih sojeva koji su konjugacijom u reci-
pijent prenijeli ESBL-pozitivan fenotip, prenesen 
je i blaSHV gen. Deset (47,6%) sojeva posjedovalo 
je blaTEM  gen, a osam (38,1%) sojeva blaCTX-M gen 
(Tablice 4 i 5).

DISKUSIJA 

I u ovom istraživanju ESBL-producirajući izolati 
češće su bili zastupljeni kod žena. Od svih ESBL-
producirajućih E. coli, izoliranih u pacijenata 
muškog spola, čak je 58,8% otpadalo na djecu do 
desete godine života, većinom (75%) dječaka doje-
načke dobi. Kod žena nije zamijećena razlika u po-
javnosti ESBL-pozitivne E. coli s obzirom na dob, 
dok je ESBL-producirajuća K. pneumoniae bila 
najzastupljenija kod žena generativne dobi. To se 

može tumačiti najvećom učestalosti mokraćnih in-
fekcija u toj dobnoj skupini. U istraživanju prove-
denom u Kanadi, od ukupno izoliranih 157 izolata 
s ESBL-produkcijom, 71% je pripadalo pacijen-
tima s izvanbolnički stečenom infekcijom, češće 
su bili izolirani kod žena u svim dobnim skupina-
ma, a najveća incidencija ESBL-pozitivnih izolata 
opažena je u dobnoj skupini starijih od 65 godina, 
dok je kod mlađih od 10 godina bila iznimno mala 
(13). U našoj populaciji, osim u dojenačkoj dobi, 
većina ESBL-producirajućih izolata (kako E. coli, 
tako i K. pneumoniae) izolirana je kod pacijena-
ta starijih od 40 godina, što se pak može tumačiti 
činjenicom da se u toj dobi kod muškaraca, zbog 
komplicirajućih čimbenika, infekcije mokraćnog 
sustava javljaju češće. I drugi autori navode stariju 
životnu dob kod muških pacijenata, kao jedan od 
rizičnih faktora za stjecanje infekcije uzrokovane 
ESBL-producirajućim bakterijama (14, 15). Me-
đutim, zabrinjava podatak da je velik udio ESBL-
pozitivnih izolata izoliran kod dojenčadi. Može se 
pretpostaviti da se radi o produženom kliconoštvu 
stečenom na neonatalnim odjelima. Tome u prilog 
govore podaci istraživanja provedenog u Klinič-
koj bolnici Split, gdje je daleko veća zastupljenost 
ESBL-producirajućih izolata primijećena kod pe-
dijatrijskih pacijenata, osobito u neonatalnoj jedi-
nici intenzivnog liječenja (6). Sve je više navoda u 
literaturi koji govore o epidemijama na neonatal-
nim odjelima, uzrokovanih ESBL-producirajućim 
enterobakterijama, do kojih dovodi širenje jednog 
ili više klonova, ili pak plazmidni prijenos bla gena 
između iste ili različitih bakterijskih vrsta (16-18).
Sojevi koji produciraju ESBL često posjeduju 
multiplu rezistenciju, budući da su beta-lakta-
maze proširenog spektra kodirane genima na 
plazmidima koji često nose i gene rezistencije na 
aminoglikozide, sulfonamide, trimetoprim i klo-
ramfenikol (19, 20). Rezultati ovog istraživanja 
pokazali su da je prijenos gena za ESBL ostvaren 
u 25% sojeva E. coli i 76,2 % sojeva K. pneu-
moniae. Istraživanja drugih autora daju raznolike 
postotke uspješnosti prijenosa gena rezistencije u 
enterobakterija (23,5% do 87%), te opisuju čest 
kotransfer rezistencije na aminoglikozide, kotri-
moksazol i tetracikline (21-23). Rezultati ovog 
istraživanja pokazali su da je stopa kotransfera 
rezistencije u značajno većem broju postignuta 
kod izolata K. pneumoniae, u odnosu na izolate 
E. coli, osobito kod prijenosa gena rezistencije za 
aminoglikozide i kotrimoksazol. 

Oznaka 
soja

TEM SHV CTX-M
Oznaka 

soja
TEM SHV CTX-M

49 - + - 59 + + -
49T - + - 59T + + -

50 - + + 60 - + -
60T - + -

51 - + +
51T - + + 61 + + +

61T + + +
52 + + -

52T + + - 62 - + -

53 - + + 63 - + -
53T - + + 63T - + -

54 + + - 64 - + -
54T + + -

65 + + +
55 + + - 65T + + +

+5+5T + + -
66 - + -

56 + + -
56T + + - 67 + + +

57 + + + 68 - + -
57T + + + 68T - + -

58 - + - 69 + + +
58T - + - 69T + + +

Tablica 5. Pripadnost beta-laktamaza porodicama TEM, SHV i 
CTX-M u izolatima K. pneumoniae i njihovim transkonjugantima (T)
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Stopa rezistencije na aminoglikozide, utvrđena 
ovim istraživanjem, bila je značajno viša od one 
utvrđene istraživanjem koje je obuhvatilo različite 
urinarne izolate izvanbolničke populacije zagrebač-
kog područja (24). U tom se istraživanju rezistenci-
ja na gentamicin u ESBL-negativnih izolata E. coli, 
kretala od 3,9% do 11,1%, ali je opažena visoka 
stopa rezistencije na kotrimoksazol (26,4%-36,3%) 
(24). Rezultati ovog istraživanja pokazali su visoku 
stopu rezistencije na kotrimoksazol u sojeva K. pne-
umoniae (71,4%), dok je u sojeva E. coli ona bila 
začuđujuće niska (7,1%). Čak 30,2% ispitivanih so-
jeva E. coli, izolirano je kod djece mlađe od godinu 
dana kod kojih je primjena kotrimoksazola izuzetno 
rijetka. Razlog za tako nisku stopu rezistencije na 
kotrimoksazol, ipak se ne može tumačiti velikim 
udjelom sojeva izoliranih u djece, budući da se po-
stotak rezistencije na kotrimoksazol nije značajno 
mijenjao ni kada su izostavljeni izolati djece mlađe 
od godinu dana. Do rezultata sličnih ovima doš-
li su i autori istraživanja provedenog u Splitu (6). 
Niska stopa rezistencije na kotrimoksazol, a visok 
udio ESBL-producirajućih sojeva E. coli u dječjoj 
populaciji, može se tumačiti selektivnim pritiskom 
upotrebe beta-laktamskih antibiotika uz nemoguć-
nost ili vrlo nisku stopu kotransfera rezistencije na 
kotrimoksazol. Kao što i istraživanja drugih auto-
ra izvještavaju o gotovo 100%-tnoj osjetljivosti 
ESBL-producirajućih izolata na karbapeneme, i u 
ovom istraživanju niti jedan soj nije pokazivao rezi-
stenciju na imipenem (23, 25, 26). 
Rezistencija na kinolone češće je prisutna u ESBL-
producirajućih enterobakterija (27). Izolati ESBL-
pozitivne E. coli bili su svega u 6,3% slučajeva 
rezistentni na ciprofloksacin, što se nije značajno 
razlikovalo od, u prethodnom istraživanju, utvrđe-
ne rezistencije na norfloksacin ESBL-negativnih 
izolata E. coli izoliranih kod osoba zagrebačkog 
područja, mlađih od 65 godina starosti, dok je kod 
starijih osoba postotak rezistencije na norfloksacin 
u ESBL-negativnih E. coli bio značajno viši, te 
iznosio 13,8% do 23,8% (24). Nasuprot tome, za-
pažena je vrlo visoka rezistencija ESBL izolata K. 
pneumoniae na ciprofloksacin. Od 1998. godine, 
kada je prvi put opisana plazmidno kodirana rezi-
stencija na kinolone u K. pneumoniae, pa do danas, 
sve se češće pojavljuju opisi gena kinolonske re-
zistencije na plazmidu (28-30). Plazmid koji kodi-
ra gnrA često sadržava i gene za ESBL (SHV-7, 
CTX-M-9), ampC β-laktamazu FOX-5, te druge 

β-laktamaze (31). MIK na ciprofloksacin, budući 
da ga ovaj mehanizam rezistencije uvećava svega 
4-8 puta, ponekad ostaje u kategoriji osjetljiv (32). 
U pokusima konjugacije transkonjugant obično po-
stiže puno niže vrijednosti MIK-a na ciprofloksacin 
u odnosu na soj donora, što se tumači činjenicom 
da soj donora, uz plazmidno kodiranu, posjeduje 
i kromosomalno kodiranu kinolonsku rezistenciju 
(31, 33, 34). Svakako je potrebno dalje istražiti dva 
soja K. pneumoniae iz ovog istraživanja, u kojih na 
prisustvo qnr gena upućuje MIK ciprofloksacina 
njihovih transkonjuganata koji je 8-16 puta veći od 
MIK-a ciprofloksacina recipijentnog soja E. coli.
Dosadašnja istraživanja, provedena u Republici 
Hrvatskoj, obuhvatila su molekularnu tipizaciju 
bolničkih ESBL-producirajućih sojeva K. pneu-
moniae i utvrdila u različitim razdobljima domina-
ciju različitih SHV β-laktamaza proširenog spektra 
(4, 35, 36). Osim ovih istraživanja, kao i nedavno 
objavljenog prvog opisa CTX-M β-laktamaze u 
Hrvatskoj, te istraživanja koje je obuhvatilo karak-
terizaciju β-laktamaza proširenog spektra bolnič-
kih izolata, nema drugih studija o zastupljenosti 
pojedinih tipova β-laktamaza proširenog spek-
tra u Hrvatskoj, a osobito su nedostatni podaci o 
ESBL-producirajućim izolatima u izvanbolničkoj 
populaciji (37, 38). U ovom istraživanju ispitana je 
pripadnost β-laktamaza porodicama TEM, SHV i 
CTX-M PCR reakcijom sa specifičnim primerima 
za blaTEM, blaSHV i blaCTX-M gene. Sekvencioniranje 
dobivenih PCR produkata nije izvedeno, te se za 
veliki broj izolata koji posjeduju i TEM i SHV 
β-laktamazu, ne može utvrditi koja od β-laktamaza 
pripada porodici β-laktamaza proširenog spektra. 
Potrebna je daljnja karakterizacija izoliranih beta-
laktamaza metodom sekvencioniranja, kako bi se 
odredilo koji tipovi TEM i SHV beta-laktamaza 
pripadaju beta-laktamazama širokog spektra, a 
koji su tipovi TEM, SHV i CTX-M beta-laktamaza 
proširenog spektra prisutni u izolatima ispitivane 
populacije.
Zbog ograničenog izbora antibiotika u liječe-
nju infekcija uzrokovanih multiplorezistentnim 
ESBL-producirajućim izolatima, potrebno je 
daljnje aktivno praćenje njihove učestalosti, te 
eventualnog širenja u izvanbolničkoj populaciji 
zagrebačke regije. 

ZAHVALE/IZJAVE

Komercijalni ili potencijalni dvostruki interes ne 
postoji.
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Characterization of ESBL-producing Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae 
strains isolated from urine of nonhospitalized patients in the Zagreb region
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Kalenić2
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ABSTRACT 
Aim To determine the prevalence of ESBL-producing Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae 
strains isolated from urine of nonhospitalized patients during a three-year period, to determine their 
antibiotic susceptibility, investigate the transfer of ESBL genes with cotransfer of resistance and to 
characterize isolated beta-lactamases.
Methods Antimicrobial susceptibility was determined by disk diffusion and broth microdilution met-
hods. The double-disk test was used for ESBL detection. Transfer of resistance was performed by broth 
mating method and characterization of isolated beta-lactamases by polymerase chain reaction. 
Results The prevalence of ESBL-producing E. coli was 1.5% and of K. pneumoniae 4.1% with its dif-
ferent distribution according to patients`age and gender. ESBL-producing K. pneumoniae showed high 
resistance rates to aminoglycosides, cotrimoxazole, nitrofurantoin and quinolones while ESBL-produ-
cing E. coli isolates, with exception of high aminoglycoside resistance, showed low resistance rates to 
other antibiotics. Successful conjugation of ESBL genes was obtained with 25% E. coli and 76.2% K. 
pneumoniae strains. Comparing to E. coli, K. pneumoniae strains showed higher rates of aminoglyco-
side and cotrimoxazole resistance cotransfer. Beta-lactamases of investigated strains belonged to TEM, 
SHV and CTX-M families.
Conclusion The existence of multiple-resistant ESBL-producing E. coli and K. pneumoniae strains was 
confirmed in observed outpatient population. ESBL-producing K. pneumoniae isolates, in contrast to 
ESBL-producing E. coli, showed higher resistance rates to non-beta-lactam antibiotics, probably caused 
by cotransfer of resistance genes located on the same plasmid as ESBL genes. It is important to monitor the 
prevalence of such strains and their possible spreading in the outpatient population of the Zagreb region.
Key words: urinary tract infections, conjugation, cotransfer of resistance
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SAŽETAK  

Cilj: Usporedba rezistencije uropatogenih sojeva Escherichia coli 
(UPEC) na antibiotike, izoliranih u žena generativne dobi i trudni-
ca, u dvogodišnjem razdoblju (2004. i 2008.) u Zagrebu te uspo-
redba rezistencije i potrošnje antibiotika. 

Metode: Ispitivanje osjetljivosti na 16 antibiotika provedeno je 
standardnom disk difuzijskom metodom. Pomoću prikupljenih 
podataka o potrošnji antibiotika izračunate su definirane dnevne 
doze (DDD) i DDD na 1.000 stanovnika pomoću Anatomsko-te-
rapijsko-kemijske (ATK)/DDD metodologije. Podaci o potrošnji 
antibiotika u trudnoći prikupljeni su anketiranjem 893 žene nakon 
poroda.

Rezultati: Tijekom 2004. godine rezistencija UPEC-a utvrđena 
kod trudnica nije se razlikovala od rezistencije utvrđene kod žena 
generativne dobi koje nisu bile trudne, osim za amoksicilin i nitro-
furantoin gdje je utvrđena statistički značajno viša rezistencija kod 
trudnica (p<0.01). Četiri godine kasnije opažena je statistički zna-
čajno češća rezistencija samo na norfloksacin kod žena koje nisu 
bile trudne  (p<0,01). Uspoređujući rezistenciju u 2004. i 2008. 
godini, kod svih žena je zapaženo statistički značajno smanjenje 
rezistencije na cefaleksin i nitrofurantoin (p<0,01). Izvanbolnička 
potrošnja antimikrobnih lijekova u Zagrebu značajno je porasla od 
32 na 39 DDD/1.000 stanovnika na dan. Najviše upotrebljavani 
antibiotik bio je koamosiklav, a njegova potrošnja porasla je od 9,6 
na 12,2 DDD/1.000/dan. Amoksicilin ili koamoksiklav upotreblja-
valo je čak 9,6% anketiranih žena tijekom trudnoće.

Zaključak: Zbog opaženog značajnog pada rezistencije, cefalek-
sin je lijek izbora u liječenju infekcija mokraćnog sustava žena 
generativne dobi te se, uz koamoksiklav, može davati u trudno-
ći. Potrebno je i daljnje praćenje rezistencije uzročnika urinarnih 
infekcija kod trudnica, što osigurava učinkovitost empirijske te-
rapije čije su varijacije sužene zbog potencijalno štetnog učinka 
antibiotika na plod. 

Ključne riječi: infekcije mokraćnog sustava, potrošnja lijekova, 
trudnoća
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UVOD

Jedna od najčešćih lokalizacija infekcija kod lju-
di jest mokraćni sustav, pa je to jedna od čestih 
indikacija za primjenu antimikrobne terapije. Na-
ročito su im sklone žene kod kojih su, zbog krat-
koće mokraćne cijevi, uroinfekcije prosječno tri 
puta češće nego kod muškaraca (1). Escherichia 
coli je uzročnik 80% nekompliciranih infekcija 
mokraćnog sustava, a neki sojevi mogu poka-
zati otpornost, koja je u porastu kao posljedica 
široke i često neadekvatne primjene antibiotika 
(2). Učestalost rezistencije na antibiotike je u ko-
relaciji s njihovom upotrebom. Bakterije imaju 
razvijene mehanizme genetske prilagodbe i po-
sljedica uporabe antibiotika jeste uvijek brži ili 
sporiji razvoj rezistencije (3, 4). Zbog porasta 
rezistencije bakterija na antibiotike neophodno je 
stalno praćenje i poznavanje stope rezistencije za 
pojedine patogene u vlastitoj sredini. Ukoliko je 
rezistencija na određeni antibiotik viša od 20%, 
taj antibiotik ne treba propisivati u empirijskom 
antimikrobnom liječenju. 

U trudnoći su česte uroinfekcije koje zahtijevaju 
određenu terapiju. Pojava infekcije kod trudnice 
može ugroziti i majku i plod, pa se u trudnica li-
ječi i asimptomatska bakteriurija. Uz to, postoji 
mogućnost da tijekom porođaja dođe i do intra-
uterine fetalne infekcije zbog rupture fetalnih 
membrana, koje su jedan od važnih uzroka pe-
rinatalne smrtnosti i poroda (5-7). Liječenje in-
fekcija u trudnoći, puerperiju i laktaciji, razlikuje 
se od liječenja izvan trudnoće, između ostaloga 
i zbog toga što se mora voditi računa o zdravlju 
fetusa/djeteta i majke (8).

Svi antimikrobni lijekovi prolaze kroz placentnu 
membranu u manjoj ili većoj mjeri te stoga sva-
ka primjena antimikrobnog lijeka znači izravno 
izlaganje djeteta mogućim štetnim učincima. Da-
nas se kao sigurni u trudnoći smatraju penicilini 
(kategorija B prema FDA - Food and Drug Ad-
ministration), cefalosporini (B) i makrolidi (osim 
klaritromicina koji je označen s C). 

Cilj ovoga rada bio je utvrditi postoje li razlike 
u rezistenciji E. coli na antimikrobne lijekove 
ovisno o tome je li soj izoliran u trudnice ili u 
žene generativne dobi koja nije trudna te uspore-
diti rezistenciju s potrošnjom antibiotika u pro-
matranom razdoblju te potrošnjom antibiotika u 
trudnoći.

MATERIJAL I METODE

U Laboratoriju za urogenitalne infekcije Zavoda 
za javno zdravstvo „Dr. Andrija Štampar„ obra-
đivani su uzorci mokraće izvanbolničkih paci-
jenata s područja grada Zagreba. Uspoređena je 
rezistencija UPEC-a utvrđena tijekom 2004. i 
2008. godine. Antimikrobna osjetljivost ispiti-
vana je na 16 antibiotika standardnom metodom 
disk difuzije, pomoću antibiotskih diskova (BIO-
RAD, Marnes-la Coquette, Francuska). 

Izvanbolnička potrošnja antibiotika prikazana je 
pomoću dnevnih definiranih doza na 1.000 sta-
novnika na dan (DDD/1.000/dan). Pomoću pri-
kupljenih podataka iz zagrebačkih ljekarni o po-
trošnji za svaki antibiotik registriran u Hrvatskoj, 
izračunate su definirane dnevne doze (DDD) i 
DDD na 1.000 stanovnika upotrebom Anatom-
sko-terapijsko-kemijske (ATK) klasifikacije lije-
kova i definiranih dnevnih doza, odnosno ATK/
DDD metodologije Svjetske zdravstvene organi-
zacije (9).

Istraživanje o korištenju antibiotika u trudnoći 
provedeno je u razdoblju od mjesec dana (svibanj 
2004. godine) u sva četiri zagrebačka rodilišta, a 
obuhvaćeno je 893 rodilja od ukupno 11.430 u 
2004. godini. Provedeno je putem jednostavno 
strukturiranog standardiziranog upitnika, koji se 
sastojao od dva dijela - intervjua majke i bolničkih 
podataka. Rodilje je, u prvom tjednu nakon poro-
da, intervjuirao bolnički liječnik ginekolog zajed-
no s liječnikom specijalistom javnog zdravstva. 

REZULTATI

U analizi dviju godina (2004. i 2008.) bio je 
uključen gotovo jednak broj izolata (n=17.447, 
2004.; n=17.906, 2008.). Nešto veći broj rezi-
stentnih izolata evidentiran je u 2004. godini, s 
tim da je odnos rezistentnih izolata između trud-
nica i ostalih žena u dobi 15-50 godina, gotovo 
jednak u obje istraživane godine.

Tablica 1. prikazuje senzitivne i rezistentne izola-
te kod trudnica i ostalih žena na pojedine antimi-
krobne lijekove u 2004. i 2008. godini. Na vode-
ćem mjestu među antimikrobnim lijekovima na 
koje bakterije E. coli pokazuju rezistenciju nalazi 
se amoksicilin (ukupno 1.614 rezistentnih izola-
ta), zatim slijede sulfametoksazol + trimetoprim 
(792), cefaleksin (577), gentamicin (150), nitro-
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furantoin (130), norfloksacin (80), amoksicilin + 
klavulanska kiselina (74), cefuroksim (60), cefik-
sim (28) i ceftibuten (27).

Tijekom 2004. rezistencija E. coli, utvrđena 
kod trudnica, nije se razlikovala od rezistencije 
utvrđene u žena generativne dobi koje nisu bile 
trudne, na pojedine antimikrobne lijekove, osim 
za amoksicilin i nitrofurantoin gdje je utvrđena 
statistički značajno viša rezistencija kod trudnica 
nego kod ostalih žena generativne dobi koje nisu 
bile trudne (χ2=6,79; p<0.01, odnosno χ2=4,61; 
p<0.01).

Četiri godine kasnije opažena je statistički zna-
čajno češća rezistencija na norfloksacin kod žena 
koje nisu bile trudne  (χ2=8,62; p<0,01), dok se 
rezistencija na ostale ispitivane antibiotike nije 
razlikovala.

Uspoređujući rezistenciju u 2004. i 2008. godi-
ni, kod trudnica je zapaženo statistički značajno 
smanjenje rezistencije na cefaleksin (χ2=18,04; 
p<0,01) i nitrofurantoin (χ2=14,98; p<0,01), a isto 
je zapaženo kod ostalih žena generativne dobi 
(χ2=67,17; p<0,01; odnosno χ2=47,39; p<0,01), 
dok se rezistencija na ostale ispitivane antibiotike 
nije statistički značajno mijenjala tijekom proma-
tranog razdoblja.

Izvanbolnička potrošnja antimikrobnih lijekova 
u Zagrebu značajno je porasla u promatranom 

razdoblju, od 32 na 39 DDD/1.000 stanovnika na 
dan (Tablica 2). Najviše upotrebljavani antibiotik 
bio je koamosiklav, a njegova potrošnja porasla 
je od 9,6 na 12,2 DDD/1.000/dan u promatranom 
razdoblju.

Tablica 3. pokazuje koje su antibiotike tijekom 
trudnoće koristile intervjuirane rodilje u 2004. 
godini. Ukupno, potrošnja antibiotika u ovih 893 
žena bila je visoka te je 31,6% trudnica koristi-
lo antibiotike, a najviše su korišteni ampicilin/
amoksicilin (zajedno 6,4%), koamoksiklav, cefa-
leksin i cefuroksim (oko 5% intervjuiranih žena 
svaki), a 2% žena koristilo je azitromicin tijekom 
trudnoće, dok se zabilježena potrošnja ostalih an-
tibiotika kretala oko 1%.

DISKUSIJA

Kombinacija amoksicilina i klavulanske kiseline 
već je godinama najpropisivaniji antibiotik čija je 
potrošnja i dalje u porastu te u Zagrebu čini go-
tovo trećinu izvanbolničke potrošnje antibiotika, 
iako bi prednost trebalo davati antibioticima uskog 
spektra djelovanja. Često empirijsko propisivanje 
antibiotika širokog spektra prijeti razvojem rezi-

Antibiotik

2004. 2008.
Trudnice
(n=313)

Ostale
(n=1853)

Trudnice
(n=261)

Ostale
(n=1606)

n % n % n % n %
Amoksicilin 144 46,0 705 38,0 105 40,2 660 41,1
Amoksicilin + 
klavulanska kis. 9 2,9 37 2,0 2 0,8 26 1,6

Cefaleksin 68 21,7 345 18,6 22 8,4 142 8,8
Cefuroksim 6 1,9 26 1,4 2 0,8 26 1,6
Ceftibuten 6 1,9 21 1,1 - - - -
Cefiksim - - - - 2 0,8 26 1,6
Gentamicin 16 5,1 66 3,6 10 3,8 58 3,6
Sulfametoksazol 
+ trimetoprim 67 21,4 366 19,8 55 21,1 304 18,9

Nitrofurantoin 25 8,0 90 4,9 2 0,8 13 0,8
Norfloksacin - - 75 4,0 2 0,8 78 4,9

Tablica 1. Rezistentni izolati u trudnica i ostalih žena na 
pojedine antibiotike u 2004. i 2008. godini

ATK šifra Antimikrobni lijek FDA 2004. 2005. 2006. 2007. 2008.
J 01 CA Penicilini širokog spektra B/C amoksicilin 4,83 4,28 3,96 3,64 3,48
J 01 CR Kombinacije penicilina amoksicilin + klavulanska kiselina 9,63 9,61 10,15 11,21 12,22
J 01 C Penicilini ukupno 14,81 17,99 18,55 18,56 19,72
J 01 DB Cefalosporini I generacije B cefaleksin 1,85 1,60 1,44 1,67 1,43
J 01 DC Cefalosporini II generacije B cefuroksim 2,57 2,53 5,49 5,21 6,14
J 01 D.D. Cefalosporini III. gen. B ceftibuten 0,01 0,47 0,45 0,55 0,58
J 01 d.d. Cefalosporini III. gen. cefiksim 0,01 0,12 0,16 0,01 0,00
J 01 D Drugi beta-laktamski 5,18 4,79 7,65 7,80 8,38
J 01 E Sulfonamidi + trimetoprim B sulfametoksazol+trimetoprim 2,18 1,65 1,39 1,41 1,11
J 01 XE Derivati nitrofurana B nitrofurantoin 0,87 0,91 0,91 0,76 0,83
J 01 MA Fluorokinoloni C norfloksacin 0,12 1,6 1,51 1,38 1,06
J 01 M Svi kinoloni 2,28 2,16 2,16 2,15 2,02
J 01 Antibiotici ukupno 32,07 34,62 37,38 38,31 39,28

Tablica 2. Izvanbolnička potrošnja pojedinih antimikrobnih lijekova (DDD/1.000/dan) u Zagrebu, u razdoblju 2004-2008. godine

                                 Antimikrobni lijek Ukupno
  n (%)Šifra ATK     Naziv lijeka

J01AA doksiciklin 6 (0,7)

J01CA ampicilin 10 (1,1)
amoksicilin * 47 (5,3)

J01CE benzilpenicillin 11 (1,2)
benzatin fenoksimetilpenicillin 9 (1,0)

J01CF kloksacilin 4 (0,4)
J01CR amoksicilin+klavulanska kiselina * 38 (4,3)

J01DA cefaleksin * 55 (6,2)
cefazolin 5 (0,6)

J01DC cefuroksim * 13 (1,5)
cefuroksimaksetil * 38 (4,3)

J01DD ceftibuten * 1 (0,1)
J01EE sulfonamidi + trimetoprim * 2 (0,2)

J01FA eritromicin 6 (0,7)
azitromicin 18 (2,0)

J01GB gentamicin * 9 (1,0)

J01MA ciprofloksacin 4 (0,4)
norfloksacin * 4 (0,4)

J01XD metronidazol 5 (0,6)

Tablica 3. Žene (n=893) koje su koristile lijekove u trudnoći 
(2004. godina) 

* antibiotici čija je rezistencija istraživana u radu
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stencije mikroorganizama koja ima niz nepovolj-
nih posljedica, kako za bolesnike, tako i za zdrav-
stvo u cjelini te u konačnici poskupljuje liječenje, 
čineći antibiotik neučinkovitim. Visoka potrošnja 
antibiotika u Zagrebu, pokazana u rezultatima 
ovog istraživanja, koja k tome pokazuje i zabrinja-
vajući trend stalnog rasta, povezuje se s trendom 
porasta rezistencije na antibiotike. Dodatno za-
brinjava upotreba antibiotika u trudnoći, ne samo 
zbog razvitka rezistencije mikroorganizama, već 
i zbog mogućih neželjenih djelovanja na plod. U 
ovom istraživanju utvrđeno je da je 31% ispitiva-
nih žena rabilo antibiotike u trudnoći, što je slično 
finskoj studiji koju su objavili Malm i sur. (10). 
U Mađarskoj je, također, provedena velika stu-
dija o uporabi antibiotika u trudnih žena. Bilo je 
obuhvaćeno 38.151 trudnica koje su rodile djecu 
bez kongenitalnih anomalija, a njih 17,2% su ti-
jekom trudnoće uzimale antibiotike. Najveći broj 
trudnica uzimao je penicilin (14,5%) i ampicilin 
(6,9%). Važno je napomenuti da je cefalosporine 
rabilo samo 1,2% trudnica, a tetraciklin, za koji je 
dokazana štetnost tijekom trudnoće, 0,7% trudni-
ca. Dokazano je da je niža porođajna težina bila 
značajno češća kod žena koje su tijekom trudnoće 
uzimale antibiotike, za razliku od trudnica koje ih 
nisu upotrebljavale (11). U danskoj studiji, koja je 
rađena na osnovi obrade recepata, antimikrobne je 
lijekove rabila četvrtina trudnica (12). Istraživanje 
Lacroixa i sur. u Francuskoj, koje je obuhvatilo 
1.000 žena, kazuje da su antimikrobni lijekovi 
propisani u više od polovice trudnica (13), što sve 
zajedno ilustrira činjenicu da se antibiotici ubraja-
ju među lijekove koji se najčešće upotrebljavaju 
u trudnoći. Prema studiji o korištenju lijekova u 
trudnoći, provedenoj 2004. godine u Zagrebu, vi-
soku potrošnju antibiotika tijekom trudnoće činili 
su, u najvećoj mjeri, cefalosporini i penicilini, koji 
su lijekovi izbora u trudnoći (14).   
Rezultati ovog istraživanja pokazali su da je 1% 
žena liječeno aminoglikozidima tijekom trudno-
će. Aminoglikozidi su toksični lijekovi koji kod 
fetusa mogu uzrokovati iste neželjene učinke kao 
i kod majke, pa se u trudnoći mogu rabiti samo 
u iznimnim situacijama, kada drugi antibiotici 
nisu učinkoviti ili se ne mogu primijeniti. Slič-
no, kombinacija sulfametoksazola i trimetopri-
ma (kategorija C) je kontraindicirana u trudnoći 
zbog djelovanja trimetoprima na metabolizam 
folata (15), a upotreba ovog antimikrobnog li-

jeka, kao i aminoglikozida, utvrđena je u ovom 
istraživanju.  
Antibiotici se ne upotrebljavaju samo u terapiji 
infekcija mokraćnog sustava već, također, i u pre-
venciji, no, u ovom istraživanju, upotreba antibi-
otika prikazana je skupno, bez obzira jesu li dani 
u terapijske ili profilaktičke svrhe. Hrvatske naci-
onalne smjernice antimikrobnog liječenja i profi-
lakse infekcija mokraćnog sustava navode način 
postupanja kod trudnica s ciljem sprečavanja po-
java infekcija mokraćnog sustava (16, 17). Probir 
na asimptomatsku bakteriuriju (≥105 bakterija/
mL u dvije uzastopne kulture srednjeg mlaza 
urina, u razmaku ≥24 sata) treba učiniti u prvom 
trimestru trudnoće, a u slučaju ranije prisutne in-
fekcije ili asimptomatske bakteriurije, prilikom 
svake posjete liječniku do poroda (18, 19, 20), 
te se u slučaju asimptomatske bakteriurije propi-
suju antibiotici. Većina simptomatskih infekcija 
kod trudnica prezentira se kao akutni cistitis (21). 
Preporuča se korištenje beta-laktamskih antibio-
tika u trudnoći (sedam dana za cistitis, 14 dana za 
pijelonefritis), budući da su učinkoviti u liječenju 
infekcija mokraćnog sustava i sigurni za korište-
nje u trudnoći (21, 22, 23). Kinoloni, tetracikini 
i kombinacija sulfametoksazola i trimetoprima, u 
trudnoći se ne smiju primjenjivati (24, 25). Nitro-
furantoin se može koristiti u liječenju cistitisa i 
asimptomatske bakteriurije sedam dana, ali samo 
u prvom i drugom trimestru trudnoće (26). 
S obzirom da su rezultati ovog istraživanja poka-
zali da je došlo do statistički značajnog smanje-
nja rezistencije E. coli na cefaleksin (s 20% na 
samo 8%), ovaj antibiotik može se preporučiti i 
za empirijsku terapiju uroinfekcija žena genera-
tivne dobi, a s obzirom na njegovu neškodljivost 
opravdana je i njegova upotreba u trudnoći. Po-
trebno je i daljnje praćenje rezistencije uzročnika 
urinarnih infekcija kod trudnica, što osigurava 
učinkovitost empirijske terapije čije su varijacije 
sužene zbog potencijalno štetnog učinka nekih 
antibiotika na plod.
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Prikazani rezultati proizašli su iz znanstvenih pro-
jekata provedenih uz potporu Ministarstva znano-
sti, obrazovanja i sporta Republike Hrvatske, br. 
121-1080114-0305, te 121-0000000-0304.
Komercijalni ili potencijalni dvostruki interes ne 
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Resistance of uropathogenic strains of Escherichia coli in pregnant women and other 
women in generative ages in comparison with antibiotics consumption in Zagreb
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ABSTRACT

Aim To compare resistance of uropathogenic strains of Escherichia coli (UPEC) to antibiotics in wo-
men in generative ages and pregnant women during two year period (2004 and 2008) in Zagreb, and 
comparison of resistance and the consumption of antibiotics.

Methods The standard disk-diffusion method was used for sensitivity testing to 16 different antibiotics. 
Data on antibiotic utilization were used to calculate the number of defined daily doses (DDD) and DDD 
per 1000 inhabitants using Anatomical-Therapeutic-Chemical/DDD methodology. Data on antibiotic 
consumption during pregnancy were collected using a questionnaire filled in by 893 women after deli-
very. 

Results  During 2004 resistance of UPEC to antimicrobial drugs was not different in pregnant and in 
non-pregnant women, with the exception of amoxicillin and nitrofurantoin, with statistically higher re-
sistance in pregnant women (p <0.01). Four years later the statistically higher resistance to norfloxacin 
was observed in non-pregnant women (p <0.01). Comparing the resistance in 2004 and 2008, in the both 
groups of women a statistically significant decrease of resistance to cefalexin and nitrofurantoin was 
detected (p <0.01). Outpatient utilization of antimicrobial drugs in Zagreb increased significantly, from 
32 to 39 DDD/1000 inhabitants per day. The most used antibiotic was co-amoxiclav, and its utilization 
increased from 9.6 to 12.2 DDD/1000/day. Amoxicillin and co-amoxiclav were used during pregnancy 
by 9.6% interviewed women. 

Conclusion The observed significant decrease of resistance to cefalexin makes that antibiotic the drug 
of choice for treatment of urinary tract infections in women in generative ages, and together with co-
amoxiclav can be administered in pregnancy. Constant monitoring of urinary tract pathogens resistance 
to antimicrobial agents ensures the effectiveness of empirical therapy, whose versatile use is limited due 
the potentially harmful effects of antimicrobial drugs on fetus.

Key words: urinary tract infections, drug utilization, pregnancy
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SAŽETAK 

Cilj: Ustanoviti u kojem se postotku kod žena u postmenopauzi, 
koje pate od simptoma urinarne infekcije, mikrobiološkom pretra-
gom može potvrditi infekcija, utvrditi najčešći uzročnici infekcija, 
te eventualna istovremena kolonizacija uretre i rodnice patogenim 
mikroorganizmima kod ispitanica s cistitisom. 

Metode: U laboratorijima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo 
u Zagrebu, u dvogodišnjem razdoblju, pregledani su uzorci 245 
ispitanica s urinarnim simptomima, koje su bile najmanje jednu 
godinu u postmenopauzi. Kod svake ispitanice uzimani su uzorci 
urina, obrisci uretre i  rodnice, koji su analizirani na uzročnike 
urogenitalnih infekcija, genitalne mikoplazme i klamidije.

Rezultati: Mikrobiološkom pretragom, cistitis je potvrđen kod 77 
(31,4%), uretritis kod 61 (24,8%), a upala rodnice kod 37 (15,1%) 
ispitanica. Najčešći uzročnik uretritisa bila je Ureaplasma ureal-
yticum, a infekcije rodnice Gardnerella vaginalis. Bakterija Es-
cherichia coli istovremeno je izolirana iz uzoraka uretre i rodnice 
kod 28 (65,1%) ispitanica s E. coli cistitisom, a beta-hemolitički 
streptokok grupe B (BHSB) izoliran je istodobno u uretri i u rod-
nici kod svake ispitanice koja je imala BHSB cistitis. 

Zaključak: Kolonizacija sluznice uretre i rodnice doprinosi uče-
stalosti cistitisa kod žena u postmenopauzi. Provođenje mikro-
biološke dijagnostike neophodno je zbog razlikovanja simptoma 
koji se javljaju uslijed starenja urogenitalnog sustava i onih koji se 
javljaju uslijed infekcije, a u cilju izbjegavanja provođenja nepo-
trebne antibiotske terapije.   

Ključne riječi: infekcije mokraćnog sustava, bakterijska vagino-
za, vaginitis, uretritis, postmenopauza
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UVOD

Infekcije mokraćnog sustava (IMS) jedne su od 
najčešćih bakterijskih infekcija žena svih dobnih 
skupina (1, 2). Godišnje se bilježi oko 150 mili-
ona IMS-a na globalnom nivou.

Samo u Sjedinjenim Američkim Državama troš-
kovi liječenja IMS-a prelaze šest milijardi  dola-
ra (2). Iako je poznato da IMS najčešće zahvaća 
populaciju žena generativne dobi,  istraživanja 
pokazuju da učestalost infekcija raste s dobi. 
Bakteriurija, bez simptoma IMS-a, prisutna je 
kod 10-15% žena između 65 i 70 godina, te kod 
15-20% žena starijih od 80 godina (3-5).  

Za razliku od predisponirajućih faktora za IMS 
kod žena mlađe dobi, predisponirajući faktori za 
nastanak IMS-a kod žena u postmenopauzi nisu 
dovoljno razjašnjeni (6). 

Menopauza najčešće nastupa kod žena u razdo-
blju između 45. i 55. godine, stoga žene veliki dio 
svog životnog vijeka provedu u postmenopauzi 
(7). Epidemiološki podaci govore da je  1990. go-
dine u svijetu bilo oko 467 miliona žena starih 50 
i više godina (8), a da će 2030. godine ovaj broj 
narasti na 1.200 miliona (9). 

Simptomi koji nastaju uslijed starenja urogenital-
nog sustava i nedostatka estrogena, a dovode do 
smanjenja kvalitete života žena u peri i post me-
nopauzi, sve se više prepoznaju zbog produženog 
očekivanog trajanja života i napretka u liječenju. 
Promjene koje se zbivaju tijekom menopauze 
mogu povećati osjetljivost urinarnog sustava na 
infekciju. Ove promjene uključuju povišeni pH 
vagine i promjene u flori rodnice, te zamjenu 
dominacije laktobacila u flori rodnice s gram-ne-
gativnim bakterijama (10). Zbog smanjenog lu-
čenja estrogena, dolazi i do atrofije rodnice (11), 
što, također, pogoduje nastanku infekcija. Stoga 
su u donjem dijelu urinarnog sustava infekcijom 
najčešće zahvaćeni mokraćni mjehur i uretra, a u 
genitalnom sustavu rodnica. 

Ciljevi ovog istraživanja bili su ustanoviti u 
kojem se postotku mikrobiološkom pretragom 
može potvrditi cistitis, uretritis ili upala rodnice, 
kod simptomatskih žena u postmenopauzi, utvr-
diti koji su najčešći uzročnici, te eventualnu isto-
vremenu kolonizaciju uretre i rodnice patogenim 
mikroorganizmima kod ispitanica s cistitisom.

MATERIJAL I METODE 

Istraživanje je provedeno u razdoblju od lipnja 
2005. do siječnja 2008. u ginekološkim ordina-
cijama domova zdravlja Novi Zagreb, Sesvete 
i Kruge u Zagrebu. U studiju je bilo uključeno 
ukupno 245 ispitanica, koje su bile najmanje jed-
nu godinu u postmenopauzi. Svaka od ispitanica 
imala je najmanje jedan od simptoma urinarne 
infekcije - dizuriju, polakizuriju ili urgenciju mo-
krenja, što je ustanovljeno anamnestički izravnim 
upitom pacijentice. Uputne  dijagnoze nadležnih 
ginekologa bile su cistitis, uretritis, upala rodnice 
ili kronične upalne bolesti donjeg dijela mokrać-
nog sustava.   

Uzimani su uzorci urina, obrisci uretre i rodnice, 
koji su analizirani na uzročnike urogenitalnih in-
fekcija. Obrisci uretre ispitani su i na prisutnost 
genitalnih mikoplazmi i klamidije. Uzorci su uzi-
mani tijekom ginekoloških pregleda u ambulan-
tama primarne zdravstvene zaštite. 

Za mikrobiološku analizu urina uzimani su uzor-
ci dobiveni metodom srednjeg mlaza, prema na-
putcima Europskog društva za analizu urina (12). 
Obrisci uretre i rodnice uzimani su tijekom gine-
kološkog pregleda, te su dostavljeni u laboratorij 
u transportnim podlogama po Stuartu.

Uzorci urina kultivirani su na podlogama krvnog 
agara s dodatkom konjske krvi i selektivnoj pod-
lozi za gram-negativne bakterije (MacConkey, 
Becton & Dickinson, SAD). Nakon 24h inku-
bacije u aerobnim uvjetima na 37ºC, izvedena 
je identifikacija na temelju morfoloških i bioke-
mijskih karakteristika bakterija (13), a potvrđe-
na komercijalnim testovima (API, BioMerieux, 
Francuska). 

Obrisci su kultivirani na podlogama krvnog agara 
s dodatkom konjske krvi, podlogama s koagulira-
nom krvi (čokoladni agar) i podlogama s dodat-
kom ljudske krvi za identifikaciju G. vaginalis. 
Identifikacija mikroorganizama izvršena je na 
temelju morfoloških i biokemijskih karakteristi-
ka bakterija, a potvrđena komercijalnim testovi-
ma (API, BioMerieux, Francuska). Identifikacija 
bakterije Gardnerella vaginalis izvedena je teme-
ljem mikroskopskog preparata, tipične morfologi-
je i beta-hemolize na podlogama s humanom krvi, 
negativnih reakcija katalaze i oksidaze, te testom 
osjetljivosti na metronidazol (disk od 80 µg).
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Obrisci uretre i rodnice također su prikupljeni 
u transportni medij za genitalne mikoplazme, 
te su nasađeni i kultivirani na krutim i tekućim 
podlogama za bakterije Mycoplasma hominis i 
Ureaplasma urealyticum. Kultivacija je izvršena 
u mikroaerofilnim uvjetima. Identifikacija je iz-
vršena na temelju morfoloških i biokemijskih ka-
rakteristika bakterija, a potvrđena komercijalnim 
testovima (API, BioMerieux, Francuska). Dodat-
na identifikacija genitalnih mikoplazmi rađena je 
molekularnom amplifikacijskom metodom (Real 
Time PCR, Applied Biosystem, SAD). Identifi-
kacija Chlamydia trachomatis izvršena je PCR 
molekularnom metodom na aparatu COBAS 
AMPLICOR (Roche Diagnostics, Njemačka).     

Bakteriološkom analizom ustanovljeni su uzroč-
nici infekcije prema kriterijima za signifikantnu 
bakteriuriju objavljenim u Smjernicama antimi-
krobnog liječenja i profilakse infekcija mokrać-
nog sustava (14). Svaki uzorak urina pregledan je 
mikroskopski na prisutnost leukocita. Svi nalazi 
s patogenim izolatima praćeni su leukociturijom. 
Među uzročnike  cistitisa svrstali smo gram-po-
zitivne (enterokok, beta-hemolitički strepotokok 
grupe B -  BHSB, Staphyloccous aureus) i gram-
negativne bakterije (enterobakterije). Uzročni-
cima uretritisa smatrane su samo genitalne mi-
koplazme i klamidije, iako su u obriscima uretre 
nađene i uropatogene bakterije G. vaginalis i 
C. albicans. Uzročnik bakterijske vaginoze G. 
vaginalis i gljiva Candida albicans smatrani su 
uzročnicima upale rodnice. 

REZULTATI  

Od 245 ispitanica, uključenih u studiju, dobiveno 
je ukupno 735 uzoraka - po 245 uzoraka urina, 
uretre i rodnice. Mikrobiološkom dijagnostikom 
kod 77 (31,4%) ispitanica ustanovljene su pato-
gene bakterije u urinu, kod 172 (70,2%) u obrisku 
uretre, te kod 112 (45,7%) u obrisku rodnice. Ci-
stitis je ustanovljen kod 77 (31,4%), uretritis kod 
61 (24,8%), a infekcija rodnice kod 37 (15,1%) 
ispitanica s uputnom dijagnozom cistitisa, ure-
tritisa, odnosno infekcije rodnice, te je infekcija 
rodnice statistički značajno rjeđe mikrobiološki 
potvrđena nego druge dvije dijagnoze  (p<0,01) 
(Tablica 1.).

U uzorcima urina najčešće izolirani bakterijski 
patogeni bili su E.coli kod 43 (55,8%) i beta-
hemolitički streptokok grupe B (BHSB) kod 25 
(32,5%) pacijentica. Bakterija Enterococcus sp. 
izolirana je iz tri (3,9%) uzorka, Staphyloccocus 
aureus iz dva (2,6%), a bakterije Proteus mirabi-
lis i Klebsiella pneumoniae u jednom uzorku (1,3 
%) (Tablica 2). E. coli i BHSB izolirane su iz 39 
(49,4%), odnosno 34 (43,0%) uzorka, te su bili 
najčešće izolirani uropatogeni u obriscima uretre. 
Ostale uropatogene bakterije izolirane su malom 
broju uzoraka (Tablica 2). U obriscima uretre U. 
urealyticum je izolirana kod 59 (34,3%) obrisaka 
od ukupnog broja patogenih izolata u uretri, a M. 
hominis i C. trachomatis nađene su u po jednom 
uzorku obriska uretre (0,6%) (Tablica 3). U. ure-
alyticum je nađena kao najčešći  uzročnik ure-
tritisa (96,7%). Od ukupno 112 uzoraka obrisaka 
rodnice s patogenim izolatima najčešće je bila 
izolirana E. coli, iz 28 (25%) uzoraka, G. vagina-
lis iz 19 (17%), te U. urealyticum i C. albicans, 
koje su izolirane iz 18 (16,0%) obrisaka rodnice. 

Uputna dijagnoza (245) Broj (%) uputnih dijagnoza (ne)
potvrđenih mikrobiološkom analizom 

DA NE
Cistitis 77  (31,4)  168 (68,6)
Uretritis 61 (24,8) 184 (75,2)
Upala rodnice 37(15,1) 208 (84,8)

Tablica 1. Rezultati mikrobiološke pretrage kod žena u post-
menopauzi s urinarnim simptomima*

*Χ2=18,24; p<0,01; statistički značajno manje mikrobiološki potvr-
đenih cistitisa, uretritisa ili upala rodnice od dijagnoza postavljenih u 
ordinaciji temeljem ginekološkog pregleda i simptoma pacijentica

Mikroorganizam urin
N (%)

uretra
N (%)

rodnica
N (%)

E. coli	 43 (55,8) 39 (49,3) 28 (49,1)
Beta-hemolitički streptokok 
grupe B (BHSB) 25 (32,4) 34 (43,0) 27 (47,3)

Enterococcus sp. 3 ( 3,8) 5 (6,3) 1 (1,7)
Klebsiella pneumoniae 1 (1,2) 1 (1,2) 1 (1,7)
Proteus mirabilis 1 (1,2) 0 0
Staphylococcus aureus 2 (2,5) 0 0
Ukupno*	 75  (100) 79 (100) 57 (100)

Tablica 2. Distribucija urinarnih patogena prema vrstama 
uzoraka 

* broj uzoraka s urinarnim patogenima 

Mikroorganizam uretra
N (%)

rodnica
N (%)

ukupno
N (%)

Mycoplasma hominis 1 (1,6) 0 1 (1,2)
Ureaplasma u realyticum 59 (96,7) 18 (100) 77 (97,4)
Chlamydia trachomatis 1 (1,6) 0 1 (1,2)
Ukupno* 61 (100) 18 (100) 79

Tablica 3. Učestalost uzročnika uretritisa u istraživanoj popu-
laciji u obriscima uretre i rodnice

*broj uzoraka s uzročnicima nespecifičnog negonoričnog uretritisa

Mikroorganizam uretra
N (%)

rodnica
N (%)

ukupno
N (%)

Candida albicans 9 (28,12) 18 (48,64) 27 (39,13)
Gardnerella vaginalis 23 (71,87) 19 (51,3) 42 (60,86)
Ukupno* 32 (100) 37 (100) 69

Tablica 4. Zastupljenost uzročnika infekcija rodnice u uretri 
i rodnici

* broj uzoraka s uzročnicima bakterijske vaginoze i gljivičnih infek-
cija rodnice;  Χ2=3,03; p>0,05
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Od ukupno 37 žena s bakterijskom vaginozom ili 
gljivičnom infekcijom, G. vaginalis je bila češći 
izolat u 19 (51,35%) uzoraka, od C. albicans koja 
je dokazana kod 18 (48,6%) obrisaka, no ovi su 
mikroorganizmi bili podjednako zastupljeni i 
u uzorcima urina i uretre (p>0,05) (Tablica 4.). 
Svaka od 25 ispitanica s cistisom uzrokovanim 
s BHSB-om imala je rodnicu i uretru istodobno 
koloniziranu s BHSB-om, za razliku od 43 ispi-
tanice s cistitisom uzrokovanim s E. coli, među 
kojima je E. coli istodobno izolirana iz uretre i 
rodnice kod 28 (65,11%) žena. Enterokoki i K. 
pneumonniae izolirane su kod po jedne ispitanice 
u svakom od ispitivanih materijala. 

DISKUSIJA  

Infekcije mokraćnog sustava žena generativne 
dobi često su predmet istraživanja, za razliku od 
urinarnih infekcija žena u postmenopauzi (6). 
U ovom istraživanju svi uzorci dobiveni su od 
izvanbolničke populacije žena u postmenopa-
uzi, a mikrobiološka obrada zatražena je zbog 
simptoma urinarne infekcije. Od ukupnog broja 
ispitanica, mikrobiološkom pretragom cistitis je 
bio najčešće ustanovljena infekcija mokraćnog 
sustava (31,4%), a zatim uretritis (24,8%) i upala 
rodnice (15,1%). Hextall i sur. ustanovili su da je 
učestalost IMS-a kod žena u postmenopauzi iz-
među 20% i 50%, što je u skladu sa rezultatima 
ovog istraživanja (15). Rezultati ovog istraživa-
nja pokazali su da su ženama u postmenopauzi 
infekcije mokraćnog sustava, uključujući cistitis 
i uretritis, veći problem od infekcija rodnice, bu-
dući da su ustanovljene u znatno manjem postot-
ku od infekcija mokraćnog sustava. Moguće je 
da je u istraživanoj skupini postmenopauzalnih 
žena očuvana flora rodnice s predominacijom 
laktobacila, koji priječe razvoj infekcije rodnice. 
Oko 50% odraslih žena tijekom života ima ba-
rem jednu IMS (9, 10), a neke se bakterije, koje 
su dokazani uzročnici akutnih nekompliciranih 
infekcija donjeg dijela mokraćnog sustava – ci-
stitisa, mogu izolirati iz uretre i rodnice, kao što 
su E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mira-
bilis, ali i Enterococcus sp. U ovom istraživanju 
najčešći uzročnik cistitisa bila je bakterija E. coli 
(55,8%), što je inače u  skladu s izvještajima 
drugih autora (16, 17, 18). Međutim, BHSB je 
u ovom istraživanju izoliran kod 32,5% žena s 
cistitisom, a bakterije S. aureus, enterokok i K. 

pneumoniae u znatno manjem postotku. Potreb-
no je osvrnuti se na činjenicu da je u ispitivanoj 
populaciji BHSB bio češći izolat od enterokoka. 
Nasuprot ovom rezultatu, istraživanja o etiologiji 
IMS-a u svijetu pokazuju da su vodeći uzročnici 
IMS-a kod žena među gram-pozitivnim bakte-
rijama Enterococcus sp. i S. saprophyticus (19, 
20). Međutim, enterokok u Hrvatskoj zauzima 
značajno mjesto među gram-pozitivnim uzročni-
cima infekcija općenito, za razliku od BHSB-a 
(21).

Beta-hemolitički streptokok grupe B dio je fizi-
ološke flore urogenitalnog sustava žena (22), ali, 
ukoliko je izoliran u čistoj kulturi i broju višem 
od 104 kolonija, može se smatrati uzročnikom in-
fekcije. Kod svake naše ispitanice, kod koje je 
izoliran BHSB, ustanovljena je leukociturija i 
potvrđeni su simptomi cistitisa, te je BHSB ubro-
jen među uzročnike IMS-a. Prema smjernicama 
za liječenje, svaka IMS praćena leukociturijom 
zahtijeva liječenje, bez obzira na uzročnika (14, 
23).

Genitalne mikoplazme M. hominis i U. ureal-
yticum dokazani su uzročnici uretritisa (ali ne 
uretralnog sindroma) kod žena (14). U. urealyti-
cum, kao i BHSB, ima učinak na infekcije žena 
generativne dobi i perinatalne komplikacije, dok 
uloga u infekcijama žena u postmenopauzi još 
nije dokazana. Nadalje, genitalne mikoplazme 
izoliraju se u visokom postotku i kod zdrave po-
pulacije (24). 

Rezultati ovog istraživanja pokazali su da je U. 
urealyticum vrlo čest uzročnik negonoroičnog 
nespecifičnog uretritisa (96,7%). Visoka uče-
stalost izolata U. urealyticum u uretri kod žena 
s urinarnim simptomima, upućuje na moguću 
važnu ulogu ove bakterije kod uretritisa žena u  
postmenopauzi. S obzirom da ureplazme spadaju 
u skupinu spolno prenosivih uzročnika, za pret-
postaviti je da su naše ispitanice, unatoč postme-
nopauzi, bile spolno aktivne. 

Iako je C. trachomatis dokazani uzročnik spol-
no prenosivih infekcija kod muškaraca i mladih 
žena, značajna uloga C. trachomatis u infekcija-
ma donjeg dijela urogenitalnog sustava kod žena 
u postmenopauzi, ovim istraživanjem nije potvr-
đena. Naime, C. trachomatis izolirana je samo u 
jedne ispitanice. 
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Atrofične promjene sluznice urogenitalnog susta-
va kod žena u postmenopauzi imaju ulogu u pa-
togenezi infekcija urinarnog sustava (11). Mogu-
ći uzročnici atrofičnog vaginitisa su bakterijska 
vaginoza, a najčešći uzročnici su G. vaginalis, 
C. albicans i Trichomonas vaginalis. Osim atro-
fičnog vaginitisa, i kolonizacija rodnice entero-
bakterijama povisuje osjetljivost sluznice na IMS 
(25). Od bakterijskih uropatogena u obriscima 
rodnice kod naših pacijentica ponovo su najčešće 
izolirani E. coli (49,1%) i BHSB (47,4%). Re-
zultati su pokazali i visoku učestalost izolata G. 
vaginalis (51,3 %) među patogenim izolatima u 
obriscima rodnice. Bakterijska vaginoza česti je 
problem žena u postmenopauzi, stoga bi bilo po-
trebno provesti liječenje kod simptomatskih žena 
s mikrobiološki potvrđenom infekcijom G. vagi-
nalis. U svim dobima žene pate od gljivičnih va-
ginalnih infekcija, a naše istraživanje je pokazalo 
visok postotak izolata C. albicans u obriscima 
rodnice, te se, također, preporučuje terapija, uko-
liko se mikrobiološki potvrdi gljivična infekcija.  

Ovo istraživanje u skladu je s literaturom u ko-
joj se navodi da se IMS češće javljaju kod žena 
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Evaluation of microbiological diagnostics in urogenital infections in postmenopausal 
women 

Blaženka Hunjak , Zdenka Peršić
Department of Bacteriology, Croatian National Institue of Public Health

ABSTRACT 

Objective To establish the percentage of infections in postmenopausal women with urinary symptoms 
which can be confirmed by microbiological analysis, the most common causative agents and whether 
the urethra and vagina in patients with cystitis are concurrently colonized by pathogenic microorgani-
sms.

Methods Laboratories of the Croatian National Institute of Public Health in Zagreb, in the period of two 
years, analyzed 245 samples taken from patients with urinary symptoms who had been postmenopausal 
at least for a year. Urine samples, as well as urethral and vaginal swabs were taken from each patient and 
tested for causative agents of urogenital infections, genital mycoplasma and Chlamydia trachomatis.

Results Cystitis was confirmed by microbiological analysis in 31.4% women, urethritis in 24.8%, and 
vaginitis in 15.1%. The most common causative agent of urethritis was Ureaplasma  urealyticum, while 
Gardnerella vaginalis was the most common in vaginal infections.  E. coli was concurrently isolated 
in urine, urethral and vaginal samples in 65.1% of patients with E. coli cystitis, while Streptococcus 
agalactiae was isolated in urethral and vaginal samples in each patient with Streptococcus agalactiae 
cystitis.

Conclusion Mucosal colonization of the urethra and vagina contributes to the incidence of cystitis in 
postmenopausal women. Microbiological diagnostics is necessary to distinguish between the symptoms 
of ageing of the urogenital system and infection, with a view to preventing unnecessary antibiotic the-
rapy.

Key words: urinary tract infections, bacterial vaginosis, vaginitis, uretritis, postmenopausal women
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SAŽETAK

Cilj istraživanja: Odrediti prevalenciju, te antimikrobnu osjetlji-
vost sojeva bakterija Haemophilus influenzae i H. parainfluenzae 
iz uzoraka mokraćnog i genitalnog sustava. 

Metode: Sojevi bakterija roda Haemophilus spp. identificirani su 
API NH sistemom, a osjetljivost im je ispitana Kirby-Bauer disk 
difuzijskom metodom.

Rezultati: Iz ukupno 180.415 uzoraka iz urogenitalnog sustava 
izolirano je 50 (0,03%) sojeva H. influenzae, te 14 (0,01%) sojeva 
H. parainfluenzae. Kao uzročnici IMS-a, bakterije H. influenzae i 
H. parainfluenzae izolirane su u značajnom broju (≥104CFU/ml) u 
uzorcima mokraće djevojčica do 15 godina u 13 (0,88%), odnosno 
dva slučaja (0,13%), a kod dječaka samo u jednoj epizodi (0,11%) 
IMS-a (H. influenzae). Kod osoba fertilne dobi, kao uropatogen 
u uzorcima mokraće, nađena je bakterija H. influenzae kod pet 
(0,04%) žena, te tri (0,22%) muškarca. Kao uzročnik vulvovagini-
tisa, bakterija H. influenzae izolirana je kod četiri (5,63%), a bak-
terija H. parainfluenzae kod dvije (2,82%) djevojčice. Kod osoba 
fertilne dobi bakterija H. influenzae u velikom broju izolirana je 
iz 10 (0,49%) obrisaka cerviksa, te devet (1,74%) uzoraka oso-
ba muškog spola, dok je bakterija H. parainfluenzae izolirana iz 
sedam (1,36%) uzoraka osoba muškog spola. Opaženo je da se u 
fertilnoj dobi H. parainfluenzae statistički značajno češće nalazi 
u urogenitalnom sustavu osoba muškog spola (p<0,01). Ispitiva-
njem osjetljivosti sojeva H. influenzae i H. parainfluenzae uoče-
na je značajna rezistencija oba patogena jedino na kotrimoksazol, 
26,0%, odnosno 42,9%.

Zaključak: U etiologiji infekcija mokraćnog sustava dječje dobi, 
genitalnog sustava žena fertilne dobi, te muškaraca s epidimitisom 
i/ili orhitisom, važno je razmišljati i o ovim rijetkim i kultivacijski 
zahtjevnim bakterijama.

Ključne riječi: Haemophilus influenzae, Haemphilus parainfluen-
zae, prevalencija, antimikrobna osjetljivost
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UVOD 

Haemophilus influenzae i Haemophilus parain-
fluenzae, kao komenzali sluznice gornjeg dije-
la respiratornog sustava, nalaze se kod gotovo 
75% zdrave djece i odraslih osoba. Infekcije 
koje uzrokuju ovi mikroorganizmi kod djece i 
odraslih, mogu biti - invazivne, poput meningi-
tisa (1, 2), pneumonije (2), epiglotitisa (2, 3), 
celulitisa (3), bakterijemije (3), artritisa, te oste-
omijelitisa (4), koje većinom uzrokuju sojevi sa 
sposobnošću produkcije polisaharidne kapsule; 
odnosno - neinvazivne, poput otitis media (5), 
sinusitisa ili urogenitalnih infekcija (6-9), koje 
uzrokuju neinkapsulirani sojevi. Etiološka ulo-
ga bakterija H. influenzae i H. parainfluenzae, 
kao patogena urogenitalnih infekcija, do sada 
je dokazana u slučajevima infekcija mokrać-
nog sustava (IMS) kod djece i starijih osoba s 
funkcionalnim i anatomskim abnormalnostima 
sustava (8, 9), uretritisa u oba spola (6, 10, 11), 
epididimo-orhitisa (12, 13), cervicitisa i/ili va-
ginitisa (14-16), apscesa Bartolinijeve žlijezde 
(16, 17), endometritisa povezanog s intrauteri-
nim uloškom (14, 15), tuboovarijskog apscesa 
(18), te brojnim opstetričkim komplikacijama 
poput korioamnionitisa ili prijevremenog pu-
knuća plodnih ovoja (18-20). Rast ovih bakte-
rija zahtijeva prisutnost faktora X (hemina) i/
ili faktora V (nikotinamid adenin dinukleotida), 
što pri kultivaciji zahtijeva upotrebu podloga 
koje omogućavaju rast tih mikroorganizama, a 
rutinski se primjenjuju u radu našeg Laborato-
rija. Zahtjevnost kultivacije, te mogućnost pre-
rastanja drugih mikroorganizama u miješanim 
kulturama, često dovodi do različitih podataka u 
literaturi o prevalenciji ovih bakterija u etiološ-
koj patogenezi infekcija urogenitalnog sustava. 

Cilj ovog mikrobiološkog praćenja bio je odre-
diti prevalenciju i osjetljivost na antimikrobne 
lijekove izolata bakterija H. influenzae i H. pa-
rainfluenzae iz uzoraka mokraćnog i genitalnog 
sustava.

MATERIJAL I METODE

Istraživanje je provedeno u Laboratoriju za mo-
kraćno-spolne infekcije Zavoda za javno zdrav-
stvo “Dr. Andrija Štampar’’ retrospektivnom 
analizom rezultata mikrobiološke obrade uzora-
ka urogenitalnog sustava, u razdoblju od siječnja 

2005. do prosinca 2008. godine. Uzorci čistog 
srednjeg mlaza prvog jutarnjeg urina, po dola-
sku u laboratorij, obrađeni su prema uputama 
za obradu i analizu uzoraka mokraće Hrvatskog 
društva za medicinsku mikrobiologiju i parazito-
logiju (32, 33). Obrisci vagine, cerviksa, vulve, 
uretre, te glansa penisa, pristigli su u laboratorij 
uronjeni u Amies transportni medij s ugljenom 
(Biolab, Hungary), dok su uzorci ejakulata i ek-
sprimata prostate prikupljeni u sterilnu transpor-
tnu posudicu. Uzorci genitalnog sustava rutinski 
su kultivirani na selektivni čokoladni agar (7% 
konjske krvi, AES Laboratorie, France), krvni 
agar (5% konjske krvi, AES Laboratorie, Fran-
ce), McConkey agar (AES Laboratorie, France), 
Gardnerella vaginalis agar (Columbia agar i GV 
suplementi, Oxoid LTD, United Kingdom), te 
Saboraud agar (Oxoid LTD, United Kingdom). 
Kultivirani mediji su potom inkubirani u atmos-
feri s 5% CO2 na 35ºC, kroz 18-20 sati, osim Sa-
boraud agara koji je inkubiran u aerobnoj atmos-
feri na 35ºC, kroz 18-20 sati, a potom 24 sata 
na sobnoj temperaturi. Karakteristične kolonije 
za bakterije roda Haemophilus identificirane su 
preparatom po Gramu, te komercijalnim API 
NH sistemom (bioMérieux, France). Bakterije 
roda Haemophilus spp. smatrane su uzročnicima 
infekcije urogenitalnog sustava ukoliko su izoli-
rane u broju ≥104 CFU/ml iz uzorka urina, odno-
sno u čistoj kulturi i značajnom broju iz uzoraka 
genitalnog sustava. 

Osjetljivost sojeva ispitana je Kirby-Bauer disk 
difuzijskom metodom na Haemophilus testnom 
mediju (Oxoid LTD, United Kingdom), a sâm po-
stupak, te interpretacija rezultata izvedena prema 
naputcima Instituta za kliničke i laboratorijske 
standarde (CLSI) (34). Pri ispitivanju osjetljivosti 
korišteni su diskovi (Bio-Rad, France) standar-
dne potencije slijedećih antimikrobnih lijekova: 
ampicilina (10 µg), koamoksiklava (20/10 µg), 
cefuroksima (30 µg), ceftriaksona (30 µg), cipro-
floksacina (5 µg), tetraciklina (30 µg), te kotri-
moksazola (1.25/23.75 µg). Produkcija enzima 
beta-laktamaze testirana je kromatogenom nitro-
cefinskom metodom (BD BBLTM, USA) (36).

Prevalencija je promatrana kroz tri dobne skupi-
ne bolesnika - osoba mlađih od 15 (0-14) godina 
starosti, osoba fertilne dobi (15-50 godina staro-
sti), te osoba starijih od 50 godina starosti.
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REZULTATI

Tijekom četverogodišnjeg praćenja, iz 180.415 
uzoraka mokraćnog i genitalnog sustava ukupno 
je izolirano 50 (0,03%) sojeva H. influenzae, te 
14 (0,01%) sojeva H. parainfluenzae. Kod osoba 
mlađih od 15 (0-14) godina starosti obrađeno je 
11.027 uzoraka urina i 254 uzoraka genitalnog 
sustava pri čemu je izolirano 18 (0,16%) sojeva 
H. influenzae i četiri (0,03%) soja H. parainflu-
enzae. Gotovo svi izolati potjecali su iz uzoraka 
osoba ženskog spola, osim jednog soja H. influ-
enzae koji je izoliran u broju 104 CFU/ml iz uzor-
ka urina četverogodišnjeg dječaka. 

Od ukupno 1.485 uzoraka urina kod kojih je do-
kazan uropatogen, H. influenzae, kao uzročnik 
infekcije mokraćnog sustava (IMS) djevojčica, 
izoliran je u 13 (0,88%), a H. parainfluenzae u 
2 slučaja (0,13%). Kao uzročnik vulvovaginitisa 
H. influenzae je izoliran u četiri (5,63%), a H. pa-
rainfluenzae u dva (2,82%) slučaja (Tablica 1). 

Kod osoba fertilne dobi (od 15-50. godine sta-
rosti) u laboratoriju je obrađeno 62.917 uzoraka 
urina, te 5.246 raznovrsnih uzoraka genitalnog 
sustava osoba ženskog spola, te 9.924, odnosno 
2.474 uzoraka urogenitalnog sustava osoba muš-
kog spola (Tablica 2). Kao uzročnik IMS-a, H. in-
fluenzae je izoliran kod pet (0,04%) žena, te kod 
tri (0,22%) muškarca, dok H. parainfluenzae nije 
izoliran. U obriscima cerviksa, uretre (oba spola), 
te uzorcima ejakulata bolesnika, H. influenzae je 
izoliran u 19 (0,75%) uzoraka (10 obrisaka cer-
viksa, 8 obrisaka uretre osoba muškog spola i u 
jednom uzorku ejakulata), a H. parainfluenzae u 
7 (0,28%) uzoraka (pet obrisaka uretre muškarca 

i u dva uzorka ejakulata). H. parainfluenzae zna-
čajno je češće izoliran kao patogen genitalnog su-
stava kod osoba muškog spola u odnosu na žen-
sku populaciju (p<0,01). Iz ostalih 198 uzoraka 
genitalnog sustava osoba oba spola fertilne dobi 
(obriska vagine, vulve, glansa penisa, te ekspri-
mata prostate) Haemophilus spp. nije izoliran. 

Kod osoba starijih od 50 godina, iz uzoraka mo-
kraćnog i genitalnog sustava oba spola, ukupno 
je izolirano osam (0,009%) sojeva Haemophilus 
spp. Kod žena starije životne dobi H. influenzae 
je izoliran u tri (0,02%) uzorka urina, dok je H. 
parainfluezae izoliran kod tri (0,02%) osobe žen-
skog spola (jedan soj iz uzorka urina, a druga 
dva iz obriska cerviksa). Kod muškaraca starije 
životne dobi, iz uzoraka ejakulata, u dva (0,03%) 
slučaja izoliran je H. influenzae uz prisutnost 
velikog broja polimorfonuklearnih leukocita u 
uzorku.

Gotovo svi izolati obje vrste bakterija bili su 
osjetljivi na beta-laktamske antimikrobne lijeko-
ve, osim sedam (10,94%) kod kojih je rezistencija 
na amoksicilin nastala uslijed produkcije enzima 
beta-laktamaze, što je potvrđeno kromatogenom 
nitrocefinskom metodom. Dok rezistencija na 
ciprofloksacin nije zabilježena, na tetraciklin je 
intermedijarna osjetljivost opažena u dva (4%) 
soja H. influenzae, a rezistencija u 4 (8%) sojeva, 
dok je kod H. parainfluenzae zabilježena kod 4 
(28,6%) izolata. Najviša prevalencija rezistencije 
opažena je na kotrimoksazol, kod 13 (26%) i 6 
(42,9%) izolata H. influenzae, odnosno H. para-
influenzae (Tablica 3).

Vrsta uzorka
Broj 

uzora-
ka

Broj 
pozitivnih 
uzoraka 

(%)

Broj 
izolata 

H. influen-
zae (%)

Broj izolata 
H. para-

influenzae 
(%)

Urin 7804 1485 (19,03) 13 (0,88) 2 (0,13)
Obrisak vulve/
vagine 241 71 (29,46) 4 (5,63) 2 (2,82)

UKUPNO 8045 1556 (19,34) 17 (1,09) 4 (0,26)

Tablica 1. Distribucija izolata Haemophilus spp. kod 
djevojčica starosti do 15 godina, s obzirom na vrstu uzorka

Vrsta uzorka Broj uzoraka Broj pozitivnih uzoraka
(%)

Broj izolata
H. influenzae (%)

Broj izolata 
H. parainfluenzae (%)

M Ž M Ž M Ž M Ž
Urin 9924 62917 1384 (13,95) 12619 (20,06) 3 (0,22) 5 (0,04) 0 0
Obrisak cerviksa - 4780 - 1868 (39,08) - 10 (0,53) - 0
Obrisak uretre 358 275 56 (15,64) 86 (31,27) 8 (14,28) 0 5 (8,93) 0
Ejakulat 2109 - 458 (21,72) - 1 (0,22) - 2 (0,44) -
Ostali uzorci genitalnog sustava 7 191 2 (28,57) 59 (30,89) 0 0 0 0

Tablica 2. Distribucija izolata H. influenzae i H. parainfluenzae s obzirom na spol kod osoba fertilne dobi (15-50 godina)

Antimikrobni lijek
Broj rezistentnih izolata (%)

H. influenzae H. parainfluenzae
amoksicilin 3 (6,0) 4 (28,6)
koamoksiklav 0 0
cefuroksim 0 0
ceftriakson 0 0
tetraciklin 4 (8,0) 4 (28,6)
kotrimoksazol 13 (26,0) 6 (42,9)
ciprofloksacin 0 0

Tablica 3. Antimikrobna rezistencija sojeva H. influenzae i H. 
parainfluenzae iz uzoraka mokraćnog i genitalnog trakta



69

DISKUSIJA

Novo područje istraživanja bakterija roda Hae-
mophilus jeste njihov patogeni značaj u infekci-
jama urogenitalnog sustava, a što posljednjih tri-
desetak godina privlači pažnju istraživača. Isprva 
u literaturi su bili opisani tek sporadični slučajevi 
IMS-a (21), epididimo-orhitisa (12), te uretritisa 
(22), povezani s ovim mikroorganizmima. Nakon 
što je uočena povećana incidencija neonatalne 
sepse uzrokovane H. influenzae (19, 20), kao i 
urogenitalnih infekcija, te opstetričkih komplika-
cija kod žena (18-20), što se povezivalo s koloni-
zacijom ovim patogenom genitalnog sustava žene 
i ascedentnim putem infekcije (23), uslijedile su 
brojne studije incidencije izolata bakterija H. in-
fluenzae i H. parainfluenzae iz uzoraka urogeni-
talnog sustava. Dok su Sturm (11) i Drouet (10) 
ustanovili prevalenciju od 5,3%, odnosno 6,3% 
izolacije ovih patogena iz uzoraka urogenitalnog 
sustava, Vazquez je zamijetio nižu prevalenciju 
(2,8%) (16). Najnižu prevalenciju (0,2%) zabilje-
žio je Verweij (6) koji je iz 3.329 obrisaka cer-
viksa, te 3.279 obrisaka vagine, izolirao svega 12 
sojeva bakterije H. influenzae. Niska prevalencija 
ovih patogena iz uzoraka urogenitalnog sustava 
zabilježena je i u ovom istraživanju. Osim razlika 
u prevalenciji od studije do studije, zamijećena je 
i razlika u zastupljenosti ove dvije vrste bakterija 
u uzorcima, pa se učestalost izolacije bakterije H. 
influenzae kretala između 0,7% (10, 16) i 1,3% 
(11), a učestalost bakterije H. parainfluenzae iz-
među 1,6% (16) do 5,6% (10). Rezultati našeg 
istraživanja govore o niskoj prevalenciji (0,35%) 
ovih mikroorganizama iz uzoraka genitalnog su-
stava kod osoba fertilne dobi, što vjerojatno nije 
posljedica primjene manje osjetljivih metoda 
kultivacije ovih mikroorganizama, već različitih 
ciljnih populacija i geografskih razlika u pre-
valenciji. Već ranije zamijećena, značajno veća 
učestalost izolacije H. parainfluenzae kod osoba 
muškog spola, dokazana je i u ovom istraživanju 
(8, 35). 

Kod djece do 14 godina starosti, bakterija H. in-
fluenzae smatra se rijetkim patogenom mokrać-
nog sustava. Učestalost IMS-a, prema rezultati-
ma studijâ incidencije španjolskih (24) i švedskih 
autora (8), povezanih s ovim patogenom jeste 
0,88%. Identičan postotak (0,88%) pronađen je 
i u ovom istraživanju, a potvrđena je i, već ra-

nije zamijećena, znatno češća izolacija ovog mi-
kroorganizma iz uzoraka urina kod djevojčica u 
odnosu na dječake, te iznimno rijetka izolacija 
H. parainfluenzae. Kao uzročnik vulvovaginitisa 
kod djevojčica, H. influenzae, prema navodima iz 
literature, nalazi se na drugom mjestu po učesta-
losti, nakon Streptococcus pyogenes (8, 25). Po-
stotak izolacije H. influenzae, kao uzročnika vul-
vovaginitisa, u ovom je istraživanju (1,66%) vrlo 
sličan rezultatu studije engleskog autora (3,74%), 
te nešto niži od rezultata istog autora šest godina 
ranije (10,0%) (26). Kao najčešći patogen vulvo-
vaginitisa u ovome istraživanju, dokazana je bak-
terija S. pyogenes, dok su drugi uzročnici, kao što 
su Enterobacteriaceae, Candida albicans, Stap-
hylococcus spp., te H. influenzae, izolirani s po-
djednakom učestalošću. 

Kod osoba starije životne dobi, bakterije roda 
Haemophilus rijetko se nalaze kao uzročnici 
IMS-a ili infekcija genitalnog sustava (9), što su 
pokazali i rezultati ovog istraživanja. Potrebno je 
istaknuti da se IMS dječje (8) ili starije životne 
dobi (9), uzrokovane ovim patogenima, povezuju 
s funkcionalnim ili anatomskim abnormalnosti-
ma urogenitalnog sustava, pa je stoga u etiologiji 
infekcija urinarnog sustava kod osoba s anoma-
lijama, u dijagnostici važno upotrijebiti metode 
pogodne za kultivaciju ovih uzgojno zahtjevnih 
bakterija.

U ovom istraživanju opažena je rezistencija na 
amoksicilin u 10,9% (u svim slučajevima po-
vezana s produkcijom beta-laktamaza), te na 
tetraciklin i kotrimoksazol u 12,5%, odnosno 
29,7% izolata Haemophilus spp. Svi izolati bili 
su osjetljivi na ciprofloksacin. Rezistencija Hae-
mopilus spp. na istovjetne antimikrobne lijekove, 
no u nešto višem postotku, opažena je i u drugim 
studijama (6, 26, 27), kao i njihova osjetljivost 
na fluorokinolone (28). U Hrvatskoj preporuče-
ni prvi izbor antimikrobnih lijekova u liječenju 
IMS-a, osim u slučaju nekompliciranog cistitisa 
kod žena, jesu koamoksiklav, cefalosporini II/III 
generacije, te ciprofloksacin (29, 30). U sindro-
mu prostatitisa prvi izbor antimikrobnog lijeka 
je ciprofloksacin (31). S obzirom na preporuke, 
te opaženu rezistenciju bakterija roda Haemop-
hilus, navedena terapija omogućava adekvatnu 
terapiju IMS-a, te infekcija genitalnog sustava 
uzrokovanih ovim mikroorganizmima. 
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Frequency of Haemophilus spp. in urinary and and genital tract samples
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ABSTRACT 

Aim To determine the prevalence and antibiotic susceptibility of Haemophilus influenzae and H. para-
influenzae isolated from the urinary and genital tracts.

Methods Identification of strains bacteria Haemophilus spp. was carried out by using API NH identifi-
cation system, and antibiotic susceptibility was performed by Kirby-Bauer disk diffusion method.

Results A total number of 50 (0,03%) H. influenzae and 14 (0,01%) H. parainfluenzae (out of 180, 415 
samples) were isolated from genitourinary tract. From urine samples of the girls under 15 years of age 
these bacteria were isolated in 13 (0,88%) and two (0,13%) cases, respectively, and only in one case 
(0,11%)  of the UTI in boys (H. influenzae). In persons of fertile age, it was only H. influenzae bacteria 
that was found in urine samples of the five women (0,04%) and in three men (0,22%). As a cause of 
vulvovaginitis, H. influenzae was isolated in four (5,63%), and H. parainfluenzae in two (2,82%) girls. 
In persons of fertile age, H. influenzae was isolated from 10 (0,49%) smears of the cervix, and in nine 
(1,74%) male samples. H. parainfluenzae was isolated from seven (1,36%) male samples. (p<0.01). 
Susceptibility testing of H. influenzae and H. parainfluenzae revealed that both pathogens were signifi-
cantly resistant to cotrimoxasol only (26.0% and 42.9%, respectively).

Conclusion In the etiology of genitourinary infections of girls during childhood, genital infections of 
women in fertile age (especially in pregnant women), and men with cases of epididimytis and/or orchi-
tis, it is important to think about this rare and demanding bacteria in terms of cultivation.

Key words: Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae, prevalence, antibiotic susceptibi-
lity
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SAŽETAK 

Cilj ovoga rada bio je istražiti postotak genotipova visokog rizika, 
koji nisu uključeni u vakcinu trenutno dostupnu na tržištu, u žena s 
različitim citološkim nalazima, te na temelju učestalosti pojedinih 
genotipova, procijeniti zaštitnu ulogu dostupnih cjepiva. 

Metode: U istraživanje je uključeno 70 žena s različitim citološkim 
nalazima (25 žena s CIN 1, 25 žena s CIN 2/3 i 20 žena s urednim 
citološkim nalazom) kojima je iz obrisaka vrata maternice PCR 
reakcijom, uz začetnice MY09/MY11, dokazana prisutnost DNA 
HPV-a. Genotipizacija HPV-a napravljena je RFLP metodom.

Rezultati: U čak 38,8% uzoraka svih skupina žena nađeni su ge-
notipovi visokog rizika koji nisu uključeni u trenutno dostupne 
vakcine; u skupini žena s urednim citološkim nalazom, ovi ge-
notipovi nađeni su u čak 29,9% uzoraka. Dokazani su genotipovi 
visokog rizika u 47% uzoraka žena s normalnim citološkim nala-
zom, dok su u žena s CIN 1 nađeni u 64%, a u žena s CIN 2/3 u 
94% uzoraka. 

Zaključak: Navedeni rezultati upućuju da bi kod više od trećine 
ispitanica postojeća cjepiva bila minimalne djelotvornosti, no po-
trebna su daljnja istraživanja koja bi uključila veći broj ispitanica.

Ključne riječi: HPV, RFLP, genotipizacija, cjepivo
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UVOD

Humani papiloma virusi (HPV) vrlo su raznovrs-
na grupa virusa čiji genom čini DNK. Pokazuju 
afinitet za pločasti epitel i uzrokuju infekciju ka-
rakteriziranu neobičnim prirodnim tijekom koji je 
najčešće supklinički, s mogućim rijetkim, ali oz-
biljnim posljedicama (1-3). HPV infekcija jedna 
je od najčešćih spolno prenosivih infekcija (engl. 
sexually transmitted infection – STI) virusne eti-
ologije. Primjerice, u SAD-u se svake godine re-
gistrira 5,5 milijuna novih slučajeva; procjenjuje 
se da je 20 milijuna Amerikanaca inficirano ovim 
virusom (4). 

Epidemiološka istraživanja pokazuju da 50% žena 
postane inficirano HPV-om unutar dvije godine 
od početka seksualnog života (4-6). Međutim, 
točnu je prevalenciju teško utvrditi zbog velikog 
broja asimptomatskih i supkliničkih infekcija (7, 
8), kao i zbog teškog razlikovanja recidiva i re-
infekcije (9). Procjenjuje se da su supkliničke ili 
latentne infekcije među mladim, seksualno aktiv-
nim ljudima, češće nego kondilomi; prevalencija 
se općenito navodi od 20% – 50% (10 ).     

U Hrvatskoj ove infekcije su, također, najčešće 
spolno prenosive infekcije (11-17). U jednom 
epidemiološkom istraživanju, DNK virusa nađe-
na je u obrisku vrata maternice u 60% seksualno 
aktivnih žena (18). 

Kao i ostale STI, HPV genitalne infekcije se, 
također, najčešće pojavljuju kod mladih, spolno 
aktivnih ljudi; incidencija je najveća u dobi od 
20. do 24. godine, te naglo opada nakon 40. go-
dine (7, 19-21). 

Postoje različite podjele HPV-a: prema genetičkoj 
srodnosti, onkogenom potencijalu i afinitetu za 
pojedina tkiva. Prema genetičkoj srodnosti ra-
zvrstani su u različite genotipove. Do danas je 
poznato više od 150 različitih genotipova HPV-a, 
a svakodnevno se otkrivaju novi (22). Međutim, 
samo njih 40-tak ima afinitet za anogenitalni epitel 
(22). Na temelju epidemioloških i molekularno-
bioloških istraživanja, te kliničkih zapažanja, 
utvrđeno je nedvojbeno značenje HPV infekcija u 
razvoju cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN) 
i karcinoma cerviksa (22). U skladu s onkogenim 
promjenama, dijele se u HPV visokog i niskog 
rizika. U genotipove visokog rizika uključeni su 
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 

73 i 82. Genotipovi 26, 53, 66, prema nekim au-
torima, za sada se smatraju genotipovima vjero-
jatno visokog rizika (22). Potrebno je istaknuti da 
se ova podjela stalno mijenja i dopunjuje novim 
genotipovima (22, 23). Zastupljenost genotipova 
varira u odnosu na geografske regije. U Sjevernoj 
Americi i Europi, HPV 16 je najčešći genotip vi-
sokog rizika (1). 

U dosadašnjim istraživanjima u Hrvatskoj, tako-
đer je utvrđeno da je od genotipova visokog rizi-
ka najčešći genotip 16, a po učestalosti ga slijede 
31 ili 18 i 33 (11-17); međutim, nisu rađena veli-
ka multicentrična istraživanja, koja bi obuhvatila 
veliki dio populacije.	

Profilaktičke vakcine pružaju tipno-specifičnu 
zaštitu; zaštita od genotipova HPV-a koji nisu 
uvršteni u vakcinu je minimalna i temelji se na 
unakrsnoj zaštiti (24). U Hrvatskoj je odobre-
na četverovalentna vakcina („Gardasil“, MSD, 
SAD) koja pruža zaštitu od dva najčešća geno-
tipa visokog rizika (HPV 16 i HPV 18) i dva 
najčešća genotipa niskog rizika (HPV 6 i HPV 
11), te dvovalentna vakcina (HPV 16 i HPV 18) 
(„Cervarix“,GSK, UK).

Cilj ovog istraživanja bio je utvrditi koliki je po-
stotak genotipova visokog rizika, koji nisu uklju-
čeni u cjepiva, utvrđen u obriscima cerviksa. 

PACIJENTI I METODE

Istraživanje je uključilo 70 žena s različitim cito-
loškim nalazima (25 žena s CIN 1, 25 žena s CIN 
2/3 i 20 žena s urednim citološkim nalazom) kod 
kojih je PCR reakcijom, uz korištenje začetnice 
MY09/MY11, dokazana prisutnost DNA HPV-a. 
Uzorci su bili izabrani metodom slučajnih bro-
jeva između pozitivnih uzoraka, koji su stigli u 
Klinički zavod za kliničku i molekularnu mikro-
biologiju KBC-a Zagreb, u periodu od 01. 09. 
2003. do 01. 10. 2004. godine.

Uzorci za ispitivanje bili su obrisci vrata materni-
ce. Uzimani su prema indikacijama pri rutinskom 
ginekološkom pregledu i pohranjeni u komerci-
jalni transportni medij HC 2 (Digene Specimen 
Collection Kit, Silver Spring, Maryland, SAD). 
Iz istog uzorka rađena je i genotipizacija. Do 
obrade su bili pohranjeni na -20ºC. Prisutnost 
DNA HPV-a u uzorcima dokazivana je PCR 
reakcijom, uz korištenje dva degenerativna gru-

Žele-Starčević et al Tipizacija HPV-a u žena 
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pno-specifična oligonukleotida, MY09/MY11, 
koji umnožavaju dio gena L1 veličine 450 bp 
koji obuhvaća više od 50 različitih genotipova. 
Za svaki uzorak korištena je interna kontrola. 
Specifičnost produkata PCR reakcije određivana 
je elektroforezom. Za genotipizaciju je korištena 
metoda cijepanja dobivenih amplifikata restrik-
cijskim enzimima (engl. restriction fragment len-
gth polymorphism – RFLP) koja se ne temelji na 
određivanju redoslijeda nukleotida. Dio gena L1, 
omeđen spomenutim oligonukleotidima MY09 i 
MY11, cijepan je restrikcijskim enzimima. To su 
jedini početni oligonukleotidi za koje je razvijena 
osjetljiva metoda genotipizacije koja ima visoku 
osjetljivost i specifičnost, a koja se ne temelji na 
određivanju redoslijeda nukleotida. Nakon cije-
panja, fragmenti su elektroforetski razdvojeni. 
Genotipovi su određeni prema specifičnom ras-
poredu fragmenata (25).

Uzorci su testirani i Digene Hybrid Capture 2 
metodom (HC 2), koristeći obje probe (A i B) 
koje sadrže mješavinu začetnica za pet genotipo-
va niskog, odnosno 13 genotipova visokog rizika 
(26, 27). 

REZULTATI 

Od ukupno 70 uzoraka, u tri uzorka, uzetih od 
žena s urednim citološkim nalazom, nije umno-
žena dovoljna količina DNK HPV koja je potreb-
na za genotipizaciju RFLP metodom. HC 2 me-
todom samo je jedan uzorak bio negativan (jedan 
od tri uzorka u kojima nije umnožena količina 

DNK HPV koja je potrebna za genotipizaciju). 
Ukupno je genotipizirano 67 uzoraka i dobiveno 
17 različitih genotipova. Najčešće zastupljeni bili 
su HPV 16 (39,6%) i HPV 31 (10,4%). Slijedeći 
po učestalosti bio je HPV 6 (7,5%). U dva uzorka 
(3,0%) nije se uspio odrediti genotip (označeni 
su kao genotipovi X), a u četiri uzorka nađena je 
miješana infekcija (6,0%). 

Najčešći genotip u svim skupinama žena bio je 
HPV 16. Učestalost mu raste s rastućim stupnjem 
citoloških promjena; nađen je kod 23,5% žena 
s urednim citološkim nalazom, kod 28% žena s 
CIN 2, odnosno kod 60% u žena s CIN 2 i/ili 3. 
Od genotipova visokog rizika sličnu učestalost u 
svim skupinama žena imao je genotip 31. Nađen 
je kod 11,7% žena s urednim citološkim nalazom, 
kod 8% žena s CIN 1 i kod 12% žena s CIN 2 i/ili 
3. Od genotipova visokog rizika relativno je če-
sto (5,9%) izoliran HPV 58 koji nije nađen jedino 
kod žena s najvećim stupnjem citoloških promje-
na. Također, nađena je relativno visoka učestalost 
genotipa 53. HPV 33 nije nađen jedino u skupi-
ni žena s CIN 1. Najzastupljenija dobna skupina 
žena bila je između 20. i 30. godine života. Nai-
me, to je generativno doba i doba povećane spol-
ne aktivnosti, kada su i ostale spolno prenosive 
bolesti najčešće, te se ova dobna skupina žena če-
šće javlja ginekologu. U ovoj skupini žena učesta-
lost genotipova visokog rizika koji nisu prisutni u 
cjepivima iznosi (78,9%), a samo tip 31 nađen je 
u šest uzoraka žena ove dobne skupine (60% od 
ukupnog broja žena) (Tablica 1 i 2).

Raspodjela genotipova u žena, s obzirom na dob, 
te citološki nalaz, prikazuju Tablice 2 i 3. Broj ra-
zličitih genotipova bio je podjednak u svim skupi-
nama žena (devet kod žena s urednim citološkim 
nalazom, 11 kod žena s CIN 1 i osam kod žena 
s CIN 2 i/ili 3). Nije uočena statistički značajna 

Genotip Dobne skupine
≤20 21-30 31-40 ≥41 Ukupno

HPV6 2 8 4 0 14
HPV11 0 1 1 0 2
HPV16 5 25 3 2 35
HPV18 1 1 1 0 3
HPV31 2 6 2 0 10
HPV33 2 1 0 0 3
HPV39 0 0 0 1 1
HPV40 1 0 1 0 2
HPV52 1 0 0 0 1
HPV53 1 3 0 0 4
HPV56 2 0 0 0 2
HPV58 0 5 0 0 5
HPV 61 0 1 0 0 1
HPV73 0 1 1 0 2
HPV62 1 0 1 0 2
16+70 0 1 0 0 1
58+X 0 1 0 0 1
54+X 0 1 0 0 1
66+x 0 1 0 0 1
33+x 0 0 1 0 1
Ostali 1 1 1 1 4
Ukupno 19 57 16 4 96

Tablica 1. Raspodjela genotipova prema dobnim skupinama

Genotip

Dobne skupine
≤20

N ( %)
21-30

N ( %)
31-40

N ( %)
≥41

N ( %)
Ukupno 
N ( %)

Visoki rizik 13 (68,3) 41 (71,9) 8  (50,0) 3 (75,0) 65 (67,7)

Niski rizik 4 (21,1) 11 (19,3) 7  (43,8) 0           22 (22,9)

Vjerojatno visoki 
rizik 1 (5,3) 4 ( 7,0) 0           0           5 (5,2)

Ostali 1 (5,3) 1 (1,8) 1 (6,2) 1 ( 25,0) 4 (4,2)

Ukupno 19 
(100,0)

57 
(100,0)

16 
(100,0)

4 
(100,0)

96 
(100,0)

Tablica 2. Dobne skupine u odnosu na onkogeni potencijal HPV-a
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razlika u zastupljenosti pojedinih genotipova u 
odnosu na citološki nalaz (p>0,05), osim u zastu-
pljenosti genotipa 16, čija je učestalost značajno 
češća u skupini žena s CIN 2 i/ili 3 (p<0,05).

DISKUSIJA  

Najvažnija posljedica HPV genitalne infekcije 
jeste karcinom vrata maternice. Po učestalosti je 
u svijetu na drugom mjestu (procjenjuje se da se 
u svijetu godišnje javlja 500.000 novih slučaje-
va), a među vodećim uzrocima smrti na petom. 
2001. godine od ove bolesti u svijetu je umrlo 
oko 258.000 žena, od toga 30.000 u Europi (5, 
28-30). Šestogodišnja prospektivna studija, u ko-
joj je u Amsterdamu bilo pregledano 405 žena, 
pokazala je da je za nastanak CIN 3 isključivo 
odgovorna perzistentna infekcija visokorizičnim 
genotipovima HPV-a (31). 

Prevalencija visokorizičnih genotipova HPV-a, 
dokazana u različitim populacijama žena u svije-
tu, kreće se između 25-45% kod žena s CIN 1, iz-
među 60-80% kod žena s CIN 2 i između 90-95% 
kod žena s CIN 3 (32, 33). U ovom istraživanju 
učestalost genotipova visokog rizika u cervikal-
nim uzorcima žena s CIN 1 bila je viša (64%), 
dok je u uzorcima žena s CIN 2 i/ili 3 bila podjed-
naka kao u drugim istraživanjima (94%).

U nedavno objavljenoj meta-analizi o povezano-
sti genotipova HPV-a i karcinoma vrata mater-

nice, uključeno je 85 istraživanja (34). HPV 16 
nađen je u oko 50% karcinoma, a HPV 18 u 10% 
do 14% tumora. To je samo potvrdilo dosadašnja 
saznanja da je HPV 16 najčešći genotip nađen u 
karcinomu vrata maternice. Ostali izolirani geno-
tipovi bili su slijedeći (poredani po učestalosti): 
HPV 45, 31, 33, 58, 52, 35, 59, 56, 6, 51, 68, 39, 
82, 73, 66 i 70 (34).

Bosch i suradnici 1995. godine objavili su rezul-
tate velikog multicentričnog istraživanja među 
ženama s karcinomom vrata maternice, koje je 
obuhvatilo 22 zemlje (5). Nađeno je više od 20 
različitih genotipova; HPV 16 bio je najčešće 
izoliran genotip u svim zemljama, osim u Alžiru 
i Indoneziji gdje je HPV 18 bio najčešće izoliran 
genotip. U svim ostalim zemljama HPV 18 bio je 
po učestalosti na drugom mjestu. I u drugim istra-
živanjima, u žena s karcinomom vrata maternice 
HPV 16 i 18 su najčešće izolirani genotipovi (35, 
36), osim na Tajvanu i u Kini gdje je na drugom 
mjestu po učestalosti bio genotip 58 (37-39).

U svim istraživanjima u Hrvatskoj, HPV 16 bio 
je najučestaliji, dok je u nekim istraživanjima na 
drugom mjestu bio genotip 18 (16, 18). Prema 
rezultatima ovog istraživanja, slijedeći po učesta-
losti bio je genotip 31, a isti rezultat dobili su i 
Grahovac i suradnici (15). Međutim, na trećem 
mjestu nađen je genotip 58, što se razlikuje od 
ostalih istraživanja u Hrvatskoj (11-18). Također 
je nađen HPV 39, koji, prema nama dostupnim 
podacima, nije utvrđen ni u jednom istraživanju 
u Hrvatskoj. Ove razlike u učestalosti pojedinih 
genotipova, kao i otkrivanje nekih rjeđih, mogu 
se djelomično objasniti primjenom različitih me-
toda za genotipizaciju, veličinom uzorka, ali bi 
mogli biti i posljedica različite raspodjele genoti-
pova u različitim regijama u Hrvatskoj.     

Vrlo je zanimljivo da su rezultati istraživanja o 
raspodjeli genotipova u populaciji žena s ured-
nim citološkim nalazom različiti, kako u učesta-
losti, tako i u prisutnosti određenih genotipova 
ovisno u odnosu na pojedine geografske loka-
lizacije. U ovom istraživanju, u skupini žena s 
urednim citološkim nalazom, genotipovi visokog 
rizika nađeni su kod čak 47% uzoraka što se ne 
opisuje u radovima drugih autora. Jacobs i sur. 
su 2000. godine, u Nizozemskoj, u populaciji od 
3.305 žena s urednim citološkim nalazom našli 
3,3% genotipova visokog rizika (40). Najčešće 

Genotip
Žene s različitim citološkim nalazom Ukupno

N (%)uredan CIN 1 CIN 2 i/ili 3
6 4 1 0 5 (7,5)
11 1 0 0 1 (1,5)

16 4 7            
p=1.0000

15           
p=0.0198 2 (38,8)

18 0 1 1 2  (3,0)
31 2 2 3 7  ( 10,4)
33 1 0 1 2  (3,0)
39 0 0 1 1 (1,5)
40 1 1 0 2  (3,0)
52 0 0 1 1  (1,5)
53 1 2 1 4  (5,9)
56 0 2 0 2  (3,0)
58 1 3 0 4  (5,9
61 1 0 0 1 (1,5)
62 0 2 0 2  (3,0)
73 0 0 1 1 ( 1,5)
X 1 1 0 2  (3,0)
16 + 70 0 1 0 1 (1,5)
33 + X 0 0 1 1 (1,5)
54 + X 0 1 0 1 (1,5)
58 + X 0 1 0 1 (1,5)
Ukupno 17 25 25 67  (100,0)
Broj različitih 
genotipova 9 11 8 17

Tablica 3. Raspodjela genotipova kod žena s različitim 
citološkim nalazom
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izolirani genotipovi bili su 16, 31 i 18. U radovi-
ma drugih autora, u ovoj skupini žena, uz visok 
postotak infekcije s HPV-om 16 i 31, nađeni su 
genotipovi koji u Nizozemskoj nisu nađeni, pri-
mjerice, HPV 53, 73 i MM4 u Češkoj (36). 

Rozendaal i suradnici pokazali su da žene s HPV-
om visokog rizika i urednim citološkim nalazom 
vrata maternice, imaju 116 puta veći rizik za ra-
zvoj CIN 3, u usporedbi sa ženama s urednim ci-
tološkim nalazom kod kojih nije pronađen HPV 
visokog rizika (41). Slične rezultate objavili su 
još neki autori (5, 32, 42). 

Zbog toga je uvođenje profilaktične vakcine veli-
ki napredak u prevenciji karcinoma vrata mater-
nice. Trenutno prisutna cjepiva pružaju zaštitu od 
dva genotipa visokog rizika (HPV 16 i HPV 18) 

koji se najčešće povezuju s nastankom karcino-
ma vrata maternice. Međutim, ova vakcina pruža 
minimalnu zaštitu od ostalih genotipova visokog 
rizika; unakrsna zaštita dokazana je samo za ne-
koliko genotipova (HPV 31, HPV 45) (43). 

Rezultati ovog istraživanja pokazuju da bi kod 
više od trećine ispitanica potencijalna upotreba 
cjepiva bila minimalne djelotvornosti, a potrebno 
je provesti veće istraživanje, te istražiti učestalost 
pojedinih genotipova na većem broju uzoraka da 
bi se dobila prava slika o distribuciji pojedinih 
genotipova u našoj populaciji. 

ZAHVALE/IZJAVE

Komercijalni ili potencijalni dvostruki interes ne 
postoji.
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Detection and typing of human papillomaviruses by restriction fragment length poly-
morphism in women with different cytology
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ABSTRACT

Aim The aim of this study was to determine a percentage of high risk genotypes which are included in 
the current vaccines in women with different cytology and on the basis of obtained results to evaluate 
the protective activity of the current vaccines.  

Methods  Endocervical swabs were taken from 70 women with different cervical cytology (25 women 
with CIN 1, 25 women with CIN 2/3 and 20 women with negative cytology). The samples were tested 
by  PCR method using MY09/MY11 primers to determinate the HPV status, especially the percentage 
of high risk genotypes which are not included in the current vaccines. Genotyping was done by RFLP 
method. 

Results In as much as 38.8% of all samples high risk genotypes (hrHPV), not included in the current va-
ccine, were detected; in a group of women with normal cytology hrHPV genotypes were found in 29.9% 
samples. HrHPV were found in 47%, and 64% of samples taken from women with normal cytology and 
CIN 1, respectively, while in women with CIN 2 /3 hrHPV were found in 94%. 

Conclusion These results indicate that in more than in one third of tested women the current available 
vaccines would be of minimal protective activity, but further studies which should include more women 
are needed. 

Key words: HPV, RFLP, genotyping, vaccines
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SAŽETAK
Cilj ovog istraživanja jeste odrediti prevalenciju 
pojedinih uropatogena, te zastupljenost sojeva 
koji proizvode beta-laktamaze proširenog spektra 
(ESBL), među sojevima koji su izolirani iz urina 
izvanbolničkih pacijenata s područja Primorsko-
goranske županije u Republici Hrvatskoj. Re-
trospektivno smo analizirali rezultate dobivene 
pretragom 44 321 mikrobiološke kulture urina, 
u razdoblju od 01. 01. 2008. do 30. 06. 2009. 
godine. Rezultati studije su pokazali da ESBL 
proizvodi 189 (1,8%) od ukupno 10 757 izolata. 
Zastupljenost ESBL izolata bila je 19% za vrstu 
Klebsiella pneumoniae,  0,6% za vrstu Escheric-
hia coli, te 5,2% za vrstu Proteus mirabilis. Zbog 
geografskih različitosti, nužno je pratiti lokalnu 
prevalenciju i osjetljivost uropatogena, kako bi se 
olakšalo provođenje empirijskog liječenja. 
Ključne riječi: beta-laktamaze proširenog spektra 
(ESBL), uropatogeni, infekcije mokraćnog sustava 

UVOD 

Infekcije mokraćnog sustava (IMS) česte su u 
izvanbolničkoj praksi i nerijetko se njihovom li-
ječenju pristupa empirijskom primjenom antibi-
otika (1). Empirijska terapija temelji se na poda-
cima o učestalosti izolacije pojedinih patogena i 
njihovoj osjetljivosti (2). Mikrobiološke pretrage 
urina (urinokulture) ne predstavljaju samo po-

moć prilikom postavljanja dijagnoze i liječenju 
IMS, već analiza dobivenih rezultata omogućava 
objektivnije sagledavanje lokalnih specifičnosti 
glede zastupljenosti pojedinih izolata i njihove 
osjetljivosti na antibiotike (3). Potonje je osobito 
značajno u liječenju rekurentnih i kompliciranih 
IMS koje češće uzrokuju multiplorezistentni 
patogeni (4). Antimikrobno liječenje, u svakom 
slučaju, mora biti prije svega usmjereno prema 
pretpostavljenom ili dokazanom uzročniku in-
fekcije (1). Nekomplicirane infekcije mokrać-
nog sustava, u općoj populaciji, obično uzrokuje 
uropatogena Escherichia coli, a zatim predstav-
nici iz roda Klebsiella i ostale enterobakterije, te 
enterokoki (2). Komplicirane, odnosno rekuren-
tne infekcije, češće su uzrokovane enterobakte-
rijama rodova Proteus, Enterobacter, Klebsiella, 
te nefermentirajućim gram-negativnim bacilima 
vrste Psudomonas aeruginosa i roda Acineto-
bacter (5).
Proizvodnja beta-laktamaza najznačajniji je me-
hanizam rezistencije gram-negativnih bakterija 
na antibiotike. Sposobnost produkcije beta-lakta-
maza širokog spektra u gram-negativnih bakteri-
ja dokazana je prije više od četiri desetljeća (6). 
Posljednjih dvadesetak godina s povećanom uče-
stalošću, u svijetu se bilježi izolacija gram-nega-
tivnih sojeva koji proizvode beta-laktamaze pro-
širenog spektra (engl. ESBL, extended spectrum 
β-lactamases), rezistentne na sve beta-laktame, 
osim karbapenema (7). S različitom učestalošću 
ESBL sojevi, prije svega Klebsiella pneumoniae 
i Escherichia coli, pojavljuju se i kao uzročnici 
infekcija kod izvanbolničke populacije (8).    
Retrospektivnom analizom rezultata dobivenih 
mikrobiološkim pretragama urina u Nastavnom 
zavodu za javno zdravstvo Primorsko-goranske 
županije u Rijeci (Republika Hrvatska), željeli 
smo utvrditi učestalost ESBL izolata najčešćih 
uropatogena u uzorcima koji su na analizu do-
stavljani iz ordinacija opće prakse. 

MATERIJAL I METODE

U razdoblju od 01. siječnja 2008. do 30. lipnja 
2009. godine, u Laboratoriju za urogenitalne in-
fekcije Mikrobiološkog odjela Nastavnog zavoda 
za javno zdravstvo u Rijeci, obrađivani su uzorci 
urina bolesnika s područja Primorsko-goranske 
županije (300.000 stanovnika). Uzorci su na mi-
krobiološku pretragu dostavljani iz 14 pedijatrij-
skih i 54 ordinacije opće prakse. U retrospektivnoj 

Notes
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analizi koristili smo podatke iz računalne baze 
medicinske dokumentacije Nastavnog zavoda za 
javno zdravstvo Primorsko-goranske županije u 
Rijeci.
Uzorci urina dobiveni su srednjim mlazom i u 
Laboratorij dostavljeni u sterilnim transportnim 
bočicama. Neposredno po zaprimanju, urinokul-
ture su nacjepljivane na CPS ID 3 kromogeni 
agar (bioMérieux, Francuska) 10 µL-skom ezom, 
te aerobno inkubirane na 37°C kroz 24 sata. 
Identifikacija izoliranih sojeva izvršena je bio-
kemijskim testovima, uz primjenu standardnih 
laboratorijskih protokola i komercijalnih kitova 
(API, bioMerieux, Francuska) (9). 
Osjetljivost na antibiotike ispitivana je tehnikom 
disk difuzije, prema metodi Bauer-Kirby (10), 
koja je usklađena s laboratorijskim preporuka-
ma CLSI-a (Clinical and Laboratory Standards 
Institute) (11). Detekcija gram-negativnih so-
jeva koji proizvode beta-laktamaze proširenog 
spektra, određivana je ispitivanjem sinergizma 
između klavulanata i beta-laktama pomoću dvo-
strukog disk difuzijskog testa (engl. Double-Disk 
Diffusion Assay - DD), izvođenog prema prepo-
rukama za disk difuzijsko ispitivanje osjetljivosti 
na Mueller-Hinton agaru (12, 13). Diskovi s 30 
µg ceftazidima, ceftriaksona i cefotaksima, stav-
ljani su (na udaljenosti od 25 mm od ruba) oko 
diska s amoksicilinom (20µg) i klavulanskom 
kiselinom (10 µg). Povećana zona inhibicije, u 
prisutnosti klavulanske kiseline, ukazivala je na 
moguću ESBL produkciju izolata. Sinergistički 
učinak klavulanata s cefotaksimom i ceftazidi-
mom potvrđen je korištenjem komercijalnih E-
testova (AB Biodisk, Švedska). 

REZULTATI

U razdoblju od 01. 01. 2008. – 30. 06. 2009. go-
dine, obrađen je 44 321 uzorak urina izvanbol-

ničkih bolesnika. Mikrobiološkom obradom, ne-
gativan nalaz utvrđen je kod 34 263 uzoraka, a 10 
058 uzoraka bilo je pozitivno (23%). U navede-
nom razdoblju, ukupno je izolirano 10 757 soje-
va bakterija. Najčešći izolirani uropatogen bila je 
Escherichia coli (57,3%). Po učestalosti, slijedi 
izolacija Enterococcus spp. (14,7%), zatim izola-
cija bakterija iz rodova Klebsiella (6,6%) i Prote-
us (6,2%). Udio ostalih gram-negativnih fermen-
tirajućih i nefermentirajućih bakterija bio je, po 
zastupljenosti izolacija, niži od 5% (Tablica 1). 
Za 189 gram-negativnih sojeva, što iznosi 1,8% 
od ukupnog broja izolata, utvrđeno je da proizvo-
de beta-laktamaze proširenog spektra.
Najčešći su ESBL-pozitivni bili izolati vrste Kle-
bsiella pneumoniae, kojih je, u razdoblju obuhva-
ćenom analizom, bilo 120 (1,1% svih izolata), 
odnosno 19% od 631 izoliranog soja vrste Kle-
bsiella pneumoniae. Proizvodnja beta-laktamaza 
proširenog spektra dokazana je kod 0,6% od 6 
159 izolata vrste Escherichia coli (0,3% svih izo-
lata), te kod 5,2% izoliranih bakterija vrste Prote-
us mirabilis (0,3% svih izolata) (Tablica 2).

DISKUSIJA

Infekcije mokraćnog sustava ubrajamo među naj-
učestalije bakterijske infekcije u izvanbolničkoj i 
bolničkoj medicinskoj praksi. Obolijevaju osobe 
oba spola i svih dobnih skupina, a češće se javlja-
ju kod žena u reproduktivnoj dobi. Antimikrobna 
terapija infekcija mokraćnog sustava često se za-
počinje empirijski, dok još nisu poznati uzročnik 
i njegova osjetljivost na antibiotike (14). Cilj an-
tibiotskog liječenja jeste nestanak kliničkih simp-
toma i eradikacija uzročnika sa svrhom prevenci-
je rekurirajućih infekcija (1). Dok se osjetljivost 
uzročnika nekada mogla predvidjeti, danas je, 
zbog sve raširenije rezistencije bakterija na an-
tibiotike, pri odabiru empirijske antimikrobne te-
rapije IMS-a neophodno poznavati učestalost re-
zistencije u određenoj geografskoj regiji (8, 15). 
U većini slučajeva, ESBL se izoliraju kod Kle-
bsiella pneumoniae i Escherichia coli, ali su, ta-

Izolirani uzročnik Broj izolata (%) 
Escherichia spp. 6 159 (57,26)
Enterobacter spp. 310 (2,88)
Serratia spp. 121 (1,12)
Citrobacter spp. 87 (0,81)
Proteus spp. 663 (6,16)
Morganella spp. 116 (1,08)
Klebsiella spp. 711 (6,61)
Pseudomonas spp. 247 (2,3)
Acinetobacter spp. 55 (0,51)
Stenotrophomonas spp. 8 (0,07)
Burkholderia spp. 1 (0,01)
Alcaligenes spp. 2 (0,02)
Aeromonas spp. 2 (0,02)
Achromobacter spp. 1 (0,01)
Staphylococcus spp. 240 (2,23)
Streptococcus spp. 455 (4,23)
Enterococcus spp. 1 579 (14,68)
UKUPNO 10 757 (100)

Tablica 1. Distribucija izolata iz uzoraka urina

Izolirani uzročnik No. ESBL-nega-
tivnih (%) izolata

No ESBL-pozitiv-
nih (%) izolata

Klebsiella pneumoniae 511 (81,0) 120 (19,0)
Escherichia coli 6 124 (99,4) 35 (0,6)
Proteus mirabilis 616 (94,8) 34 (5,2)
Ostali 3 317 (100,0) 0 (0)
UKUPNO 10 568 (98,2) 189 (1,8)

Tablica 2. ESBL-negativni i ESBL-pozitivni izolati iz uzoraka 
urina izvanbolničkih bolesnika na području Primorsko-goran-
ske županije u Republici Hrvatskoj
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kođer, detektirane i u slučajevima infekcija s dru-
gim vrstama iz porodice Enterobacteriaceae, kao 
što su Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, te 
gram-negativnim nefermentirajućim bakterijama 
vrste Pseudomonas aeruginosa i Acinetobacter 
spp. (16). U pravilu radi se o multirezistentnim 
izolatima koji danas predstavljaju sve veći iza-
zov u antibiotskom liječenju. Prevalencija ESBL 
gram-negativnih izolata različita je u pojedinim 
zemljama, a, prema nekim podacima iz literature, 
globalna prevalencija iznosi oko 25% (17). 
Iz urinokultura izvanbolničkih pacijenata s po-
dručja naše županije, od siječnja 2008. do konca 
lipnja 2009. godine, izolirano je 189 ESBL soje-
va, što predstavlja 2% gram-negativnih izolata, 
odnosno 1,8% ukupnog broja izolata. 
U Hrvatskoj udio sojeva Escherichia coli koji 
produciraju ESBL iznosi 2%, a sve češće se vi-
đaju i u izvanbolničkoj sredini (3). Iako je Esche-
richia coli najčešći uzročnik urinarnih infekcija 
kod populacije naših bolesnika (57,3% izolata), 
udio ESBL Escherichia coli sojeva iznosi sve-
ga 0,4% gram-negativnih izolata, odnosno 0,3% 
ukupnog broja izolata. Za 19% Klebsiella pne-
umoniae, izoliranih u razdoblju obuhvaćenom 
našom retrospektivnom analizom, dokazana je 
sposobnost proizvodnje beta-laktamaza prošire-
nog spektra. U odnosu na broj izoliranih gram-
negativnih sojeva, ESBL Klebsiella pneumoniae 
izolati bili su zastupljeni s 1,4% (1,1% svih izo-
lata). Prema podacima iz literature, zbog većeg 
udjela ESBL sojeva među izolatima Klebsiella 
pneumoniae (preko 20%), posebice u bolnič-
kim sredinama, otežano je empirijsko liječenje 
urinarnih infekcija. Pojava ESBL izolata mogla 
bi u budućnosti utjecati na antibiotsko liječenje 
izvanbolničkih pacijenata s infekcijama mokrać-
nog sustava (3, 18).
Rekurentne i komplicirane infekcije mokraćnog 
sustava češće uzrokuju enterobakterije iz rodova 
Proteus, Enterobacter, Klebsiella, te nefermen-
tirajući gram-negativni bacili vrste Psudomonas 
aeruginosa i roda Acinetobacter (20). Prema na-
šim rezultatima, Proteus mirabilis, nakon vrsta 
Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae, najčešći 
je gram-negativni uropatogen. Iako su, u većini 
slučajeva, izolati bili osjetljivi na beta-laktamske 
antibiotike, produkcija beta-laktamaza proširenog 
spektra ustanovljena je u oko 5% sojeva izoliranih 
iz urina (0,4% gram-negativnih, odnosno 0,3% 
svih izolata).

Poznati su rizični čimbenici povezani s pove-
ćanom učestalošću rezistentnih izolata. Kod 
izvanbolničke populacije, kao predisponirajući 
čimbenici, navode se ranija hospitalizacija, dija-
betes, rekurentne infekcije, dugotrajna primjena 
penicilina i kinolona, a, posebice, neracionalno 
korištenje snažnih ESBL induktora, kao što su 
cefalosporini treće generacije (ceftazidim) (19). 
Izolacija rezistentnih patogena obično je češće 
povezana s kompliciranim infekcijama mokrać-
nog sustava i primjenom urinarnih katetera (20). 
Iz dostupne medicinske dokumentacije nismo 
bili u mogućnosti izvršiti analizu čimbenika koji 
su mogli imati utjecaja na pojavu ESBL izolata 
kod naših bolesnika. Rezultati našeg istraživanja 
pokazali su da je prevalencija ESBL izolata u 
uzorcima urina naših pacijenata od svega 1,8%, u 
korelaciji s  manjom zastupljenosti kompliciranih 
IMS-a kod izvanbolničkih pacijenata na području 
županije. 
Iako prevalencija ESBL izolata iz urina izvanbol-
ničkih pacijenata s područja Primorsko-goranske 
županije nije visoka, dobiveni rezultati ukazuju na 
potrebu stalnog praćenja učestalosti izolacije po-
jedinih patogena i kretanja rezistencije, kako bi se 
odabirom djelotvornog antibiotskog liječenja što 
brže eradicirali uzročnici, te smanjila učestalost 
rekurentnih infekcija i multirezistentnih izolata. 

ZAHVALE/IZJAVE

Komercijalni ili potencijalni dvostruki interes ne 
postoji.
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ABSTRACT
The aim of this study was to report the prevalence 
of uropathogens and the frequency of extended 
spectrum β-lactamases (ESBL) producing strains 
isolated from urine of outpatients in Primorsko-
Goranska County in Croatia. We have retrospec-
tively analyzed the results of 44, 321 urine cul-
tures from January 01, 2008 till June 30, 2009. 
The study showed that ESBL production was 
confirmed in 189 (1,8%) of the total of 10,757 
isolates. Rates of ESBL-producing isolates were 
19%, 0,6%, and 5.2% for Klebisella pneumoniae, 
Escherichia coli and Proteus mirabillis, respec-
tively. Geographic variations in pathogen occu-
rrence and susceptibility profiles require continu-
ous monitoring to provide information to guide 
the empiric therapeutic options. 
Key words: extended spectrum β-lactamases 
(ESBL), uropathogens, urinary tract infections 
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SAŽETAK 

Tijekom dvije godine istraživana je prevalenci-
ja uzročnika bakterijskih infekcija mokraćnog 
sustava povezanih s kateterima (IMSPK) kod 
izvanbolničkih pacijenata, s ciljem određivanja 
razlika u bakterijskoj osjetljivosti na antibiotike 
s obzirom na spol i dob. Uzorci urina iz katetera 
činili su 0,3% svih obrađenih uzoraka urina. U 
92,5% utvrđena je signifikantna bakteriurija, a u 
63,2% polimikrobna etiologija.Većina IMSPK-a 
(79,3%) bila je u starijih muškaraca (>65 godina). 
Najčešći uropatogeni su Escherichia coli, ostale 
enterobakterije,  Pseudomonas aeruginosa i en-
terokoki. Enterobakterije pokazuju visoku rezi-
stenciju prema betalaktamima, fluorokinolonima 
i kotrimoksazolu. Kod starijih muškaraca utvr-
đena je značajno viša rezistencija prema fluoro-
kinolonima (p<0,01) i kotrimoksazolu (p<0,05) 
nego kod mlađih.

Ključne riječi: urinarni kateteri, infekcije mo-
kraćnog sustava, antibiotska rezistencija

UVOD

Sve veći udio u populaciji čine starije osobe s pri-
druženim kroničnim bolestima, kao i primjenom 
urinarnih katetera zbog kompliciranih urogeni-
talnih problema, što tu skupinu čini posebno izlo-
ženu dodatnom riziku za nastanak infekcija mo-
kraćnog sustava povezanih s kateterom (IMSPK) 
(1-3). Infekcije mokraćnog sustava (IMS) jedne 
su od najčešćih infekcija ljudi (4-6), a čak 40% 
svih hospitalnih infekcija otpada na IMSPK. 
Iako primjena sustavne antimikrobne profilakse 

s kotrimoksazolom ili fluorokinolonima može 
smanjiti rizik nastanka IMSPK-a kod kratkotraj-
no kateteriziranih pacijenata, dužina trajanja ka-
teterizacije i dalje je vodeći čimbenik njihovog 
nastanka (7).
Cilj ovog dvogodišnjeg istraživanja bilo je odre-
đivanje razlike u osjetljivosti bakterijskih uzroč-
nika IMSPK-a na antibiotike s obzirom na spol 
i dob.

MATERIJAL I METODE

Istraživanje je provedeno u Zavodu za javno 
zdravstvo “Dr. Andrija Štampar“, tijekom dvo-
godišnjeg perioda (2006. i 2007. godine), u La-
boratoriju za urogenitalne infekcije. Ukupno 294 
uzoraka urina iz katetera (UIK) obrađeno je kvan-
titativnom kultivacijom (zasijavanje urina kali-
briranom ezom od 0,01 mL na krvni i McConkey 
agar (Oxoid LTD, Engleska). U istraživanje su 
uključeni samo oni uzorci kod kojih je utvrđena 
signifikantna bakteriurija (105 i >105 CFU/mL), 
dok je leukociturija (pozitivna leukocitna estera-
za) ispitivana uro-test trakom.
Za interpretaciju testova osjetljivosti na anti-
biotike primijenjeni su kriteriji CSLI-a za disk 
difuzijsku metodu: amoksicilin (10 µg), amok-
sicilin-klavulanska kiselina (20/10 µg), piperaci-
lin-tazobaktam (100/10 µg), cefaleksin (30 µg), 
cefuroksim (30 µg), ceftibuten (30 µg), cefiksim 
(5 µg), ceftazidim (30 µg), cefepim (30 µg), gen-
tamicin (10 µg), amikacin (30 µg), kotrimoksazol 
(1,25/23,75 µg), nitrofurantoin (300 µg), norflok-
sacin (10 µg), ciprofloksacin (5 µg) i imipenem 
(10 µg). Intermedijarno osjetljivi uzročnici sma-
trani su osjetljivima. Istraživani uzorci podijelje-
ni su po dobi i spolu, u četiri grupe: muškarci <65 
godina, muškarci >65 godina, žene <65 godina i 
žene >65 godina.
Podaci su statistički obrađeni χ2 testom, a stati-
stički značajna smatrana je vrijednost p<0,05.

REZULTATI

Distribucija uzorka prikazana je u Tablici 1. Omjer 
urina iz katetera (UIK) iznosio je 2,2:1 u korist 
muškaraca, odnosno 79,3% u starijih bolesnika, 
bez obzira na spol. Bez izolata bilo je 22 UIK (11 
kod muškaraca i 11 kod žena). Većina IMSPK, 172 
(63,2%), bilo je polimikrobne etiologije (s dva ili tri 
bakterijska izolata), bez obzira na spol ili dob paci-
jenta, a na prvom mjestu, s obzirom na vrstu izolata, 
bile su enterobakterije, kako kod starijih muškara-

Notes
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Broj izoliranih uzročnika (%)*
Spol Dob (godine) E. coli GNB NF Enterococcus sp.
Muškarci Mlađi (0-65) n=40 13 (21,3) 22 (18,6) 22 (27,5) 11 (15,1)

Stariji (≥ 65) n=162 48 (78,7) 96 (81,4) 58 (72,5) 62 (84,9)
Ukupno 61 (100,0) 118 (100,0) 80 (100,0) 73 (100,0)
Žene Mlađe (0-65) n=21 8 (25,0) 7 (12,1) 8 (30,8) 3 (10,3)

Starije (≥ 65) n=71 24 (75,0) 58 (89,2) 18 (69,2) 26 (89,7)
Ukupno 32 (100,0) 65 (100,0) 26 (100,0) 29 (100,0)

Tablica 1. Distribucija bakterija po spolu i dobi

*E. coli, Escherichia coli; GNB, gram-negativni bacili, osim E. coli; NF, gram-negativni nefermentori

Spol Dob (godine) Broj izoliranih uzročnika (%)*
E. coli GNB NF

Muškarci Mlađi (0-65) n=40 1 (3,6) 6 (12,5) 8 (42,1)
Stariji (≥ 65) n=162 27 (96,4) 42 (87,5) 11 (57,9)

Ukupno 28 48 19
Žene Mlađe (0-65) n=21 6 (35,3) 1 (4,5) 4 (80,0)

Starije (≥ 65) n=71 11 (64,7) 21 (95,5) 1 (20,0)
Ukupno 17 22 5

Tablica 2. Distribucija multiplorezistentnih bakterija po spolu 
i dobi

*E. coli, Escherichia coli; GNB, gram-negativni bacili, osim E. coli; 
NF, gram-negativni nefermentori

ca (n=179; 53,9%), tako i kod starijih žena (n=97; 
63,8%). Leukociturija je utvrđena u 195 (66,3%) 
uzoraka.
Tablica 1 pokazuje distribuciju uzročnika po dobi i 
spolu. Kod starijih muškaraca s IMSPK-om, vode-
će mjesto po broju izolata pripalo je enterokokima 
(21,5%), a od enterobakterija najčešće je izolirana 
E. coli (34,1% od svih enterobakterija, odnosno 
20,3% od svih izolata u muškaraca >65 g). 
Uočena je vrlo visoka rezistencija svih entero-
bakterija na beta-laktamske antibiotike, ali i na 
fluorokinolone i kotrimoksazol. Dok se rezisten-
cija E. coli prema beta-laktamima i aminogliko-
zidima nije statistički značajno razlikovala s ob-
zirom na dob i spol ispitanika, u skupini starijih 
muškaraca utvrđena je značajno viša rezistencija 
prema fluorokinolonima (p<0,01) i kotrimoksa-
zolu (p<0,05) u usporedbi s mlađim muškarcima. 
U skupini starijih pacijenata (muškarci i žene za-
jedno) utvrđena je značajno viša rezistencija E. 
coli prema fluorokinolonima (p<0,05), ali ne i 
prema kotrimoksazolu (p>0,05).
Udio ESBL-producirajućih sojeva E. coli goto-
vo je dva puta bio veći kod starijih žena (4,1%) 
nego kod starijih muškaraca (2,1%), dok je zastu-
pljenost ESBL-producirajućih sojeva Klebsiella 
pneumoniae kod starijih muškaraca 3,3 puta bila 
veća (41,7%) nego kod starijih žena (12,5%).
Ako multiplorezistentne sojeve definiramo kao 
one u kojih je prisutna rezistencija na tri ili više 
skupina antimikrobnih lijekova, onda je multi-
plorezistentnih sojeva E. coli bilo  statistički zna-
čajno više kod starijih muškaraca (p<0,01). Kod 
žena je utvrđeno signifikantno više multiplore-
zistentnih sojeva nefermentativnih gram-nega-
tivnih štapića u mlađoj dobnoj skupini (p<0,05) 
(Tablica 2).

DISKUSIJA

Najveći broj naših pacijenata bilo je s područja 
grada Zagreba i Zagrebačke županije. Prema po-
pisu stanovništva grada Zagreba iz 2001. godine, 
osoba starije dobi bilo je 115.980, a od toga 71.837 
žena, što čini 61,9% (9). Podaci ovog istraživanja 

pokazuju 2,2 puta češću pojavu IMSPK-a kod sta-
rijih muškaraca izvanbolničke populacije u odnosu 
na žene starije dobi. Za hospitalne IMSPK, Tam-
byah i sur. (10) navode 2,6 puta veću incidenciju 
kod žena, ali bez podataka o njihovoj distribuciji 
po dobi.
Kod starijih bolesnika tipični simptomi infekcije 
mokraćnog sustava (IMS) često su odsutni, a čak 
20-30% osoba s ozbiljnim IMS-om nema povi-
šenu tjelesnu temperaturu (11). Tambyah i sur. 
utvrdili su da se većina subjektivnih simptoma 
(bol, urgencija, dizurija) statistički nije razliko-
vala između nekateteriziranih i kateteriziranih 
izvanbolničkih pacijenata s IMS, kao ni poviše-
na tjelesna temperatura ili leukocitoza, koja nije 
prediktor IMSPK-a, posebice jer se većina tih in-
fekcija dešava kod starijih, s već spomenutim iz-
mijenjenim ili odsutnim simptomima (10). Kate-
terizirani pacijenti s IMS-om imaju signifikantni 
porast leukocita u urinu, u odnosu na kateterizi-
rane pacijente bez infekcije (10), što se podudara 
i s leukociturijom koja je utvrđena u ovom istra-
živanju u 66,3% UIK-a.
Stvaranje biofilma važan je čimbenik u patoge-
nezi IMSPK-a (12). Različiti materijali koriste se 
u izradi urinarnih katetera ili su oni impregnirani 
plemenitim metalima, ne bi li se smanjila adhe-
rencija bakterija na njihovu površinu (13). U 
ovom istraživanju nije analiziran utjecaj različi-
tih vrsta urinarnih katetera koji se kod nas koriste 
u izvanbolničkoj populaciji na smanjenje pojave 
IMS-a i antibiotske rezistencije uropatogena, što 
će, svakako, biti predmetom jednog od slijedećih 
istraživanja.
Analizirajući rizične čimbenike za razvoj rezi-
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stencije E. coli prema ciprofloksacinu kod izva-
nbolničkih pacijenata s IMS-om, Arslan i sur. (5) 
utvrdili su da muški spol, prisutnost katetera i 
uzimanje ciprofloksacina više od jednog puta ti-
jekom zadnje godine, pokazuje signifikantnu po-
vezanost s rezistencijom prema ciprofloksacinu. 
U ovom istraživanju E. coli je pokazala statistički 
značajno višu rezistenciju prema fluorokinoloni-
ma u starijih pacijenata bez obzira na spol. Kao 
rizik nastanka rezistencije E. coli prema fluoro-
kinolonima u hospitaliziranih pacijenata s IMS-
om, navodi se starija dob (>65 godina) i pret-
hodna infekcija mokraćnog sustava (14), a Lin 
i sur. rizik razvoja rezistencije u E. coli prema 
ciprofloksacinu povezuju s upotrebom kinolona 
unutar dva tjedna od uzorkovanja urina i katete-
rom u mokraćnom sustavu na dan uzorkovanja 
urina (15). 
Analize prethodne potrošnje antibiotika i ostalih 
faktora rizika za razvoj rezistentnih sojeva E. coli 
kod izvanbolničke populacije pacijenata s IMS-
om pokazale su da je prethodna kateterizacija ili 
operacija mokraćnog mjehura, te vrijeme trajanja 
terapije trimetoprimom dužim od sedam dana, 
povezano s rezistencijom E. coli prema trime-
toprimu koji je dan kao monoterapija (16). Za 
kotrimoksazol-rezistentnu E. coli u hospitalizira-
nih nađena su tri rizična čimbenika - muški spol, 
produljena hospitalizacija i prethodna infekcija 
mokraćnog sustava - dok prethodna terapija ko-
trimoksazolom nije imala signifikantnog utjecaja 
na pojavu rezistentnih sojeva (14). 
Prema hrvatskim nacionalnim smjernicama anti-
mikrobnog liječenja, bolesnike s urinarnim kate-
terom za dugotrajnu upotrebu i asimptomatskom 
bakteriurijom, ne treba liječiti antibioticima, 
već samo one simptomatske. Za simptomatske 
IMSPK, kao i IMS kod muškaraca, koji su raz-
vrstani u kategoriju kompliciranih IMS, prvi iz-
bor u ambulantnom liječenju jeste ciprofloksacin, 
alternativno koamoksiklav, cefalosporini II i III 
generacije (6). Liječenje se bazira na antibiotici-
ma odabranim prema testovima osjetljivosti uz 
izmjenu katetera.
Rezultati ovog istraživanja pokazali su da je re-
zistencija uzročnika IMSPK-a, kod izvanbolnič-
kih pacijenata zagrebačke regije, na preporuče-
ne antibiotike vrlo visoka, posebice kod starijih 
muškaraca, a činjenica da ove multiplorezisten-
tne bakterije na površini katetera stvaraju polimi-
krobni biofilm, što dodatno doprinosi rezistenci-

ji, razlog je neophodnosti odstranjenja katetera u 
slučaju infekcije.

ZAHVALE/IZJAVE

Komercijalni ili potencijalni dvostruki interes ne 
postoji.
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ABSTRACT 
During the two years period the prevalence of 
uropathogens responsible for catheter-associated 
urinary tract infection (CAUTI) in outpatients 
was investigated including their differences in 
antimicrobial susceptibility according to the age 
and gender. Indwelling urinary catheter (IUC) 
constitutes 0.3% of all processed urine samples. 
Significant bacteriuria was found in 92.5% of 
IUC, and polimicrobial ethiology in 63.2%. The 
most CAUTI (79.3%) was found in elderly male 
patients (>65 years). The most frequently isolat-
ed uropathogens were Esherichia coli and other 
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, 
and enterococci. The very high resistance of all 
Enterobacteriaceae to beta-lactams, fluoroquino-
lones, and co-trimoxazole was observed with sig-
nificantly much higher fluoroquinolone (p<0.01) 
and co-trimoxazole (p<0.05) resistance in elderly 
male patients as compared with younger ones.
Key words: urinary catheters, urinary tract infec-
tions, antibiotic resistance
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SAŽETAK 
Prospektivnom studijom analizirano je 40 pa-
cijentica s kliničkim znacima kolpitisa i mikro-
biološki izolovanim uzročnicima, kod kojih je 
primijenjena šestodnevna terapija vaginalnim ta-
bletama nifuratel 500 mg i nistatin 200 000 i.j., a 
nakon koje je ponovljen pregled vaginalnih i cer-
vikalnih briseva. Analizom vaginalnog sekreta 
mikrobiološkim putem pronađena je bakterijska 
flora kod 34 (65%) ispitanica, gljivična kod 15 
(24%), te Trichomonas vaginalis u 7 (11%) paci-
jentica. Lokalna vaginalna terapija, kombinacija 
nifuratela i nistatina, kod trihomonadnih kolpitisa 
dovela je do izliječenja kod svih 7 slučajeva, kod 
gljivičnih u 14 (93%), a kolpitisa uzrokovanog 
bakterijama kod 29 (71%) pacijentica.
Ključne riječi: kolpitis, kombinacija nifuratel-
nistatin, lokalna terapija

UVOD

Vodeći problem žena u reproduktivnom periodu 
jesu infekcije vagine i cerviksa. Samo u SAD-u, 
svake godine, više od 10 miliona žena zatraži po-
moć ginekologa radi vaginalne infekcije (1). Oko 
50% infekcija izazvano je bakterijama, a gljivama 
i protozoama po 25% (2). Liječenje vaginitisa i 
cervicitisa u principu se započinje na osnovu po-
stojanja kliničkih znakova upalnih promjena va-
gine i cerviksa, antibioticima širokog spektra (2), 
a ukoliko njihova upotreba ne otkloni znakove 
upale, radi se vaginalni i cervikalni bris, te mikro-
biološki utvrđuje uzročnik i antibiogram. Kombi-
nacija 500 mg nifuratela i 200 000 i.j. nistatina u 
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obliku vaginaleta, čini se opravdana za liječenje 
većeg broja kolpitisa budući da aktivne kompo-
nente ovog lijeka obezbjeđuju širok spektar dej-
stva koji zahvata bakterije, gljive i protozoe (3).  
S obzirom da su, prema našem kliničkom isku-
stvu, infekcije vagine najčešće miješanog tipa, 
uzrokovane bakterijama udruženim s Trichomo-
nas vaginalis i gljivama, a uobičajena terapija 
koja se primjenjuje jeste kombinacija metronida-
zola s antibiotikom, željeli smo ispitati efikasnost 
šestodnevne vaginalne terapije preparatom koji 
sadrži nifuratel i nistatin. 

MATERIJAL I METODE

U Službi za zdravstvenu zaštitu žena JZU Dom 
zdravlja s poliklinikom ,,Dr. Mustafa Šehović” u 
Tuzli, u periodu 01. 01. do 30. 04. 2009. godine, 
analiziran je vaginalni sekret (nativni mikroskop-
ski pregled), te vaginalni i cervikalni bris (mikrobi-
ološki pregled, Zavod za laboratorijsku dijagnosti-
ku) svih pacijentica s kliničkim znacima kolpitisa 
- pojačanom vaginalnom sekrecijom, bolom u dnu 
stomaka i bolnim spolnim odnosima.
Vaginalne tablete nifuratel (500 mg) i nistatin 
(200 000 i.j.) uključene su kod pacijentica s kli-
ničkim i mikrobiološkim znacima bakterijskog, 
gljivičnog i trihomonadnog kolpitisa. Primije-
njena je šestodnevna terapija, po jedna vaginalna 
tableta uveče, nakon koje je ponovljen nalaz va-
ginalnog sekreta, bakteriološki pregled vaginal-
nih i cervikalnih briseva, te ginekološki pregled. 
Statistička analiza značajnosti razlika učinjena je 
χ2 testom, a vrijednost p<0,05 smatrana je stati-
stički značajnom.
Od strane etičkog komiteta naše Ustanove odo-
breno je sprovođenje ovog istraživanja.

REZULTATI

U periodu od 01. 01. do 30. 04. 2009. godine, 
ispitano je 40 pacijentica starosne dobi od 20 do 
40 godina (prosjek 31,4 ± 1,1 godina) s kliničkim 
znacima kolpitisa.

Bolnu osjetljivost grlića, u toku ginekološkog 
pregleda, imala je 21 (52,5%,) ispitanica. Svih 40 
pacijentica imalo je pojačanu vaginalnu sekreciju, 
a kod 14 (35%) pacijentica to je bio jedini simp-
tom; bol u dnu stomaka, uz pojačanu vaginalnu 
sekreciju, imalo je 19 (47%), dok je tri udružena 
simptoma (pojačana vaginalna sekrecija, bol u 
dnu stomaka i bolni spolni odnosi) imalo 7 (18%) 
pacijentica. Boja vaginalnog sekreta najčešće je 
bila siva kod 16 (40%), a najrjeđe zelena kod 4 
(10%) ispitanice. Analizom vaginalnog sekreta 
najčešće je pronađena bakterijska flora (najčešće 
Enterococcus sp. i E. coli) kod 34 (65%) ispitani-
ce, gljivična (Candida albicans) kod 15 (24%), te 
Trichomonas vaginalis kod 7 (11%) ispitanica. 
Nakon provedene lokalne vaginalne terapije nifu-
ratelom i nistatinom, došlo je do smanjenja subjek-
tivnih smetnji - pojačanu vaginalnu sekreciju, na-
kon terapije, imalo je samo 5 (12%), a bolove u dnu 
stomaka 6 (15%) pacijentica. Lokalna vaginalna 
terapija nifuratelom i nistatinom, primijenjena kod 
trihomonadnih kolpitisa, dovela je do izliječenja 
svih 7 (100%) pacijentica, kod kolpitisa uzrokova-
nog gljivama došlo do izliječenja 14 (93%) od 15 
ispitanica, a kod kolpitisa izazvanog bakterijama 
izliječeno je 28 (71%) pacijentica (p<0,05). 

DISKUSIJA

Pojačana vaginalna sekrecija pronađena je kod 
svih 40 (100%) pacijentica sa znacima kolpitisa, 
što je u skladu s do sada objavljenim rezultatima 
drugih autora (4). Trihomonadna infekcija javlja 
se kod 10% do 25% slučajeva vaginitisa i često je 
udružena s drugim seksualno prenosivim bolesti-
ma, gljivične infekcije u kombinaciji s aerobnim 
vaginitisom i anaerobnom vaginozom u oko 30% 
slučajeva, a u 15% uzrok infekcije su samo gljive 

(6). Rezultati ovog istraživanja pokazali su da su 
uzročnici kolpitisa najčešće bile bakterije, potom 
gljive, dok je trihomonadni vaginitis bio zastu-
pljen nešto rjeđe.
Lokalna vaginalna terapija, kombinacijom nifura-
tela i nistatina, primijenjena kod naših pacijentica 
kod kolpitisa uzrokovanog Trichomonas vagina-
lis i onog uzrokovanog gljivama, dovela je do izli-
ječenja u svim slučajevima, u odnosu na slučajeve 
kolpitisa uzrokovane bakterijama (71%) (p<0,05). 
Slično ispitivanje s vaginaletama izveo je Zlatkov 
(1998.) u Bugarskoj, ispitujući 52 žene koje nisu 
bile trudne, te ustanovio, nakon 7-10-dnevnog 
liječenja nifuratel-nistatin vaginaletama, reduk-

Mikroorganizmi Prije 
terapije

Poslije 
terapije (% izliječenja)

Enterococcus species 18 5 (72)
Escerichia coli 7 4 (43)
Streptococcus beta 
haemoliticus 5 1 (80)

Staphylococcus aureus 5 0 (100)
Klebsiella pneumoniae 3 0 (100)
Proteus mirabilis 5 5 (0)

Tabela 1. Mikroorganizmi izolovani mikrobiološkim putem 
kod ispitanica s kolpitisom, prije i nakon lokalne vaginalne 
terapije kombinacijom nifuratela i nistatina

Notes
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ciju bakterijske vaginoze kod 84% i kandidijaze 
kod 69% slučajeva (7). Široka klinička upotreba 
nifuratela pokazuje da je lijek siguran i efikasan 
za tretman trihomonijaze, bakterijske vaginoze, 
kandidijaze i djelimično kod pacijenata kod kojih 
je nađena miješana bakterijska flora. Meta-anali-
zom utvrđena je daleko veća efikasnost nifurate-
la od metronidazola kod pacijenata s miješanom 
infekcijom, kod kandidijaze i trihomonijaze (8). 
Naša studija je pokazala da je upotreba lokalne 
vaginalne terapije nifuratelom i nistatinom efika-
sna kod kolpitisa koji su izazvani s Trichomonas 
vaginalis, Candidom albicans, dok je djelimično 
efikasna kod miješane bakterijske flore. Međutim, 
veoma bitan učinak terapije nifuratelom i nistati-
nom kod naših pacijentica, bila je eliminacija En-
terococcus species i E. coli u visokom procentu 
(72%- 43%), a za koje je poznato da imaju veoma 
visok stepen rezistencije na antibiotike (9). Ne-
željena dejstva ovog lijeka opisuju se kao veoma 
rijetka, kako zbog lokalne primjene, tako i zbog 
osobina samog lijeka, te stoga predstavlja dobar 
izbor za liječenje većine vaginalnih infekcija.
U ovom istraživanju nije ispitivana primjena li-
jeka kod žena s bakterijskom vaginozom (Gar-
dnerla vaginalis) i infekcije uzrokovane i anaero-
binim bakterijama, što će, svakako, biti predmet 
narednog istraživanja. 
Šestodnevna vaginalna terapija, s kombinacijom 
nifuratela i nistatina, terapija je izbora u liječenju 
miješanih vaginalnih infekcija, s posebno značaj-
nim dejstvom na infekcije uzrokovane Trichomo-
nas vaginalis i gljivama.

ZAHVALE/IZJAVE

Komercijalni ili potencijalni dvostruki interes ne 
postoji.
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ABSTRACT 
A test included 40 women in the reproductive age 
with clinical symptoms of vaginitis and microbi-
ologycal examination. They were treated by com-
bined therapy of vaginal tablets of nifuratel, 500 
mg and nistatin 200 000 i. u. during six days, after 
which they underwent  gynaecological reexami-
nation and repeated microbiologycal examination 
of vaginal and cervical smears. An analiysis of va-
ginal secretion found bacterial flora in 34 smears 
(65%), fungus (Candida albicans) in 15 (24%) 
and Trichomonas vaginalis in 7 (11%). Local va-
ginal therapy in vaginitis caused by Trichomonas 
vaginalis was successfull in all 7 patients, vagini-
tis caused by Candida albicans was successly tre-
ated in 14 (93%) patients. Bacterial vaginitis was 
cured in 29 (71%) patients during this tharapy. 
Local vaginal combined therapy of nifuratel and  
nistatin is eficient in patients with vaginitis caused 
by fungi and Trichomonas vaginalis too.
Key words vaginitis, nifuratel nistatin, local the-
rapy
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