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Antimikrobna aktivhost halkona i in vitro uticaj na fizioloSko-biohemijske
karakteristike i ekspresiju faktora virulencije meticilin-rezistentnih sojeva

Staphylococcus aureus
REZIME

Uvod: Meticilin-rezistentan S. aureus (MRSA) je jedan od glavnih izaziva
intrahospitalnih infekcija saestim letalnim ishodom i infekcija kod mladih i adrh
ljudi koji dolaze iz vanboltke sredine. Brz razvoj rezistencije stafilokoka mave
antimikrobne agense i interhumano Sirenje rezistensojeva su glavni terapijski
problemi danasnjice. Iz tog razloga je neophodmvitianove agense koji bi imali
primenu u prevenciji ili l&enju stafilokoknih infekcija. Halkoni spadaju u gru
flavonoida, jedinjenja koja se mogu izolovati izrpdnih izvora kao Sto su biljke, ¢e

I povrée ili se dobiti metodama klasie i kombinatorne sinteze. Hemijska struktura
halkona se sastoji od dva aril prstena koja su paveo,f-nezasienim ketonom.
DosadaSnja istrazivanja su pokazala da diéizlhalkoni ispoljavaju Sirok spektar
bioloskih aktivnosti, kao Sto su antibakterijskatiarusna, antigljivéna, antiangiogena,

antitumorska, antiproliferativna i antiinflamatoralativnost.

Ciljevi istrazivanja: Osnovni cilj istrazivanja je bilo ispitivanje ogetbsti genotipski i
fenotipski heterogenih MRSA sojeva na tri sintetsahalkona: Bis-(2-hydroxy-
phenyl)-propenona (u daljem tekstu O-OH), 3-(3-Hygrphenyl)-1-(2-hydroxy-
phenyl)-propenona (u daljem tekstu M-OH) i 3-(4-lydy-phenyl)-1-(2-hydroxy-
phenyl)-propenona (u daljem tekstu P-OH) i ispitijgain vitro uticaja halkona na
biohemijsko-fizioloSke osobine MRSA sojeva, ekspuesfaktora virulencije
(produkciju glikokaliksa, produkciju biofilma i veanje za humani fibronektin) i
produkciju stafilokoknih hemolizina. Talle je izvrSeno i ispitivanje efekta
kombinovane primene halkona i antibiotika sa tdthin mehanizmima delovanja na

rast izolovanih MRSA sojeva.

Materijal i metode: Izolovani sojeviS. aureussu identifikovani kao MRSA ponta

konvencionalnih metoda, komercijalnim automatizorarsistemom (VITEK 2 ID
karticama) i molekularnim metodama (PCR metod -kigfa nuc i med@d gena).
Genotipizacija izolovanih MRSA sojeva je izvrSerazlkitim PCR protokolima na



osnhovucega su MRSA sojevi klasifikovani u ragte SCGnectipove,agr tipove,spa
tipove i grupisani ispaklonske komplekse. PCR metodom je d@o i prisustvo gena
koji kodira sintezuPanton-Valentin leukocidin@PVL). Analiza klonske povezanosti i
klonske diseminacije izolovanih sojeva MRSA je end PFGE metodom. Osetljivost
MRSA sojeva na antibiotike i hemioterapeutike saiégim mehanizmom dejstva je
odrelena automatizovanim sistemom pamoVITEK 2 kartica AST-P580 (na 19
antibiotika) i dopunjena agar difuzionim metodontilsiograma (na 17 antibiotika)
prema preporukama CLSI (eng. Clinical and Laboya&iandard Institute).

Ispitivanje osetljivosti MRSA sojeva na tri sintgna halkona je izvrSeno bujon-
mikrodilucionom metodom prema preporukama CLSI. MR$bjevi su kultivisani
tokom 24/48h sa razitim subinhibitornim koncentracijama testiranih ijgeénja nakon
¢ega je ispitann vitro uticaj halkona na biohemijsko-fizioloSke osobine $#Rsojeva,
ekspresiju faktora virulencije (produkciju glikokeda, produkciju biofilma i vezivanje
za humani fibronektin) i produkciju stafilokoknileimmolizina. Ispitivanjen vitro uticaja
halkona na biohemijsko-fizioloSke osobine MRSA sajge izvrSeno komercijalnim
automatizovanim sistemom (VITEK 2 ID) na osnovuetetje 43 biohemijske osobine.
Uticaj halkona na ekspresiju faktora virulencijgrodukciju stafilokoknih hemolizina je
ispitan prema prethodno opisanim protokolima. Efdékenbinovane primene halkona i
antibiotika sa razditim mehanizmima delovanja na rast izolovanih MRSdjeva je

ispitan tzv. “checkerboard” metodom.

Rezultati: Svi testirani sojevi su VITEK 2ID sistemom iderkdivani kaoS. aureussa
nivoom pouzdanosti iznde 98.57-99.00%. Kod svih sojeva je detektovanougtig
nuci med gena. MRSA sojevi su klasifikovani u S@@ctipove |-V, agr tipove 1-3,
13 spatipova i 6spaklonskih kompleksa, od kojih su dominantni klonk&mpleks bili
CC5 (43.3%) i CC8 (30%). PVL gen je detektovan B@d6 sojeva. PFGE metodom
sojevi su klasifikovani u 9 razitih PFGE pulsotipova (A, B, C, D, E, F, G, H i M).
Dominantan PFGE pulsotip je bio A.

Ispitivanjem osetljivosti na antibiotike i hemiotgeutike je utvdeno da 86.7% sojeva
ispoljava multirezistentan fenotip (rezistenciju ehae i viSe grupa antibiotika osift
laktamskih antibiotika), odega je 73.3% sojeva pripadalo S@EL tipu I-1ll (tzv.
bolnickim sojevima MRSA) a 13.3% S@&ctipu V-V (tzv. vanbolntkim sojevima
MRSA).



Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivhost O-OM;OH i P-OH halkona su pokazali
da sva tri jedinjenja imaju zta@jan antimikrobni efekat prema klégkim izolatima
MRSA, sa vrednostima minimalnih inhibitornih kontmwija (MIK) u opsegu 25.0-
200.0 pg/ml i minimalnih baktericidnih koncentracija u @gs 50.0-400.0ug/ml.
Najizrazeniji inhibitorni efekat je ispoljio O-OH atkon, zatim M-OH halkon a
najslabiji P-OH halkon.

Kultivacija MRSA sa subinhibitornim koncentracijarhalkona je dovela do gubitka
aktivnosti enzima beta-galaktozidaze (55% sojeadfp-glukozidaze (30% sojeva) i
ureaze (15% sojeva) i gubitka sposobnosti razgeadhgalaktoze (35% sojeva) i
laktoze (65% sojeva).

Produkcija glikokaliksa kod MRSA sojeva je odieaa primenom Kongo-crveno agar
metoda i Christensenovog metoda. Rezultati dobigemin metodama su pokazali da
67.7%-80.6% sojeva produkuje glikokaliks, a 19.4243% sojeva ima nedefinisanu
produkciju glikokaliksa. Nakon kultivacije sa subibitornim koncentracijama halkona
doSlo je do smanjenja produkcije glikokaliksa. Wegzeniji inhibitorni efekat na
produkciju glikokaliksa je detektovan nakon kultijja MRSA sa O-OH halkonom
(80.6% sojeva) zatim sa P-OH halkonom (71.0%) i M4@lkonom (64.5%).

Rezultati ispitivanja produkcije biofilma su pokézia 48.4% sojeva ispoljava izrazenu
sposobnost produkcije biofilma, 48.4% sojeva umer@nodukuje biofilm a 3.2%
sojeva slabo produkuje biofilm. Nakon kultivacije subinhibitornim koncentracijama
ispitanih jedinjenja dosSlo je do dozno zavisne lntije produkcije biofilma.
Najizrazeniji inhibitorni efekat je ispoljio O-Okatim M-OH i P-OH halkon.
Subinhibitorne koncentracije halkona su &@jao smanjile vezivanje MRSA sojeva za
humani fibronektin. NajizraZeniji inhibitorni efekge imao P-OH halkon (87.0%
sojeva; p<0.05, p<0.01, p<0.001) zatim M-OH (77.44jeva; p<0.05, p<0.01,
p<0.001) a najslabiji O-OH halkon (71.0% sojeva®8, p<0.01). Nakon produzene
inkubacije sa halkonima deno je statistki znatajno smanjenje adherencije za humani
fibronektin kod svih sojeva (p<0.05, p<0.01).

Da bi se ispitao uticaj halkona na produkeaifinemolizina MRSA sojevi su kultivisani
u prisustvu MIK i cetiri subinhibitorne koncentracije halkona do kasne
posteksponencijalne faze rasta (44-48h). Najizigzehibitorni efekat je ispoljio O-

OH, zatim M-OH i P-OH halkon. Inhibicija produkcipehemolizina u supernatantima



kultura MRSA sa O-OH halkonom je ¢gna pri koncentracijama halkona u opsegu 1/2-
1/16 MIK (p<0.01, p<0.001), sa M-OH halkonom u apsel/2-1/8 MIK (p<0.05,
p<0.01, p<0.001) i sa P-OH halkonom u opsegu M2IMUK (p<0.05, p<0.01,
p<0.001).

Efekat kombinovane primene halkona i antibiotikarast izolovanih MRSA sojeva je
iIspitan sa antibioticima sa radtim mehanizmom delovanja:p-laktamskim
antibioticima  (cefotaksim i ceftriakson), fluorobionima (ciprofloksacin),
aminoglikozidima (gentamicin) i antimikrobnim lekiava koji inhibiraju sintezu folata
(trimetoprim/sulfametoksazol). Ukupan efekat konaloije halkona sa antibioticima se
kretao izméu sinergizma i indiferentnog efekta. NajZapniji sinergisttki efekat je
zapazen u kombinaciji sva tri halkona sa gentaroioin ciprofloksacinom i

trimetoprim/sulfametoksazolom.

Zaklju ¢ak: Rezultati ove studije ukazuju da Bis-(2-hydroxy-pyigpropenon, 3-(3-
Hydroxy-phenyl)-1-(2-hydroxy-phenyl)-propenon i &ydroxy-phenyl)-1-(2-
hydroxy-phenyl)-propenom vitro inhibiSu rast i razmnoZzavanje genotipski i fenskip
heterogenih, multirezistentnih sojeva MRSA, delojumetabotike procese vezane za
metabolizam ugljenih hidrata, smanjuju adherenajeva za plasitne polimerne
povrSine i komponente ekstracelularnog matriksaarguju produkcijua-hemolizina i
stupaju u sinergistke interakcije sa antibioticima iz ragtih klasa. Najizrazeniji
inhibitorni efekat na rast MRSA sojeva, produkciglikokaliksa, biofilma i a-
hemolizina uin vitro uslovima je imao O-OH halkon, dok je najizrazemijnibitorni

efekat na vezivanje MRSA za humani fibronektin infa®H halkon.

Klju ¢ne reti: halkoni, MRSA, biofilm, glikokaliksp-hemolizin
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Antimicrobial activity of chalcones and in vitro effect on physiological and
biochemical characteristics and expression of virg@nce factors of methicillin-

resistant Staphylococcus aureus
ABSTRACT

Introduction : Staphylococcus aureus potentially pathogenic bacterium that causes a
broad spectrum of diseases, ranging from minoictidas of the skin and soft tissue in
the community, to severe nosocomial infections l&adocarditis, bacteremia and
sepsis. Multiresistance of methicillin-resistéiaureus(MRSA) is one of the most
serious therapeutical problems nowadays, and megjuirgent development of new
antibacterial compounds. Chalcones belong to apgobuaturally occurring flavonoids
with chemical structure made of two aryl rings &akby ao,p-unsaturated ketone.
Although these compounds are usually isolated fvanous plant species, they can also
be obtained by the methods of classical and cortdriaé synthesis. Chalcones are
compounds with potent biological activities, amdnghich are antibacterial, antiviral,

antifungal, antiproliferative and antiinflammatory.

The aim of the study: The goal of this study was to evaluate the antdr&d effect of

three newly-synthesized chalcones: 1,3- Bis-(2-oxyghphenyl)-propenone (further
referred as O-OH), 3-(3-hydroxy-phenyl)-1-(2-hydyephenyl)-propenone (further
referred as M-OH) and 3-(4-hydroxy-phenyl)-1-(2-hydy-phenyl)-propenone (further
referred as P-OH) against genetically diverse @ihisolates of MRSA, and the effect
on physiological and biochemical characteristicd axpression of virulence factors
(production of glycocalyx, biofilm and adherencehtaman fibronectin) and production
of a-hemolysin of these bacteria. One of the aims ©f $kudy was also to investigate

the synergism of chalcones with varigiiactam and nonB-lactam antibiotics.

Methods:

Clinical isolates ofS. aureuswere identified as MRSA with classical methods,
commercial automated microbiological identificatisystem (VITEK 2 ID test cards)
and molecular methods (PCR method for detectiamuofandme@ gene). Genotyping
of MRSA was performed with adequate PCR protocofstiie detection of SG@ec
type, agr type, Panton-Valentin leucocidifPVL) gene andspa type. Differentspa



types were clustered ingpaclonal complexes (CC). Generic subtyping of baatemas
determined with PFGE typing. Antibiotic resistangmfile of MRSA strains was
determined by VITEK 2 test card AST-P580 and furtsepplemented with disc
diffusion test according to Clinical and Laborat@&tandard Institute (CLSI) guidelines.
Antibacterial activity of investigated chalcones swadetermined with broth-
microdilution test according to CLSI guidelines. ®waluate then vitro effect of
chalcones on physiological and biochemical charatites and expression of virulence
factors (production of glycocalyx, biofilm and adéece to human fibronectin) and
production ofa-hemolysin, MRSA strains were cultivated in thegemce of various
subinhibitory concentrations of chalcones. The atffef chalcones on biochemical
properties of MRSA was evaluated with commercidbmated system (VITEK 2 ID
test cards). The effect of chalcones on the praoailuaif glycocalyx, biofilm, adherence
to human fibronectin andi-hemolysin production was determined by previously
described protocols. The synergism wftfiactams (cefotaxime and ceftriaxone) and
nong-lactam  antibiotics  (trimethoprim/sulfamethoxazole ciprofloxacin  and

gentamicin) was investigated by the checkerboarithoae

Results:

All isolated strains were identified & aureuswith 98.57-99.00% level of confidence.
Identification of the isolates and methicillin retsince were determined by VITEK 2
test cards GP and AST-P580 and confirmed by PCRuUomnd me® genes. MRSA
strains were classified into S@@ctype I-V, agr type 1-3, 13spatypes and Gpa
clonal complexes. The most frequent clonal com@ewxere CC5 (43.3%) and CC8
(30%). PVL gene was detected in 10% of the str&fRSA strains were classified into
9 different PFGE subtypes (A, B, C, D, E, F, G, M)i with dominant subtype A.

Most of the strains (86.7%) expressed multiresigpdaenotype, amongst which 73.3%
were SC@nectype I-lll (i.e. hospital-acquired MRSA) and 13.33€0nectype V-V
(i.e. community-acquired MRSA).

All tested compounds exerted signifficant antimiad activity against MRSA strains,
with minimal inhibitory concentrations (MIC) in theange of 25.0-200.@g/ml and
minimal bactericidal concentrations in the rang&@0-400.Qug/ml.

After cultivation of MRSA strains in the presendesabinhibitory concentrations of the

tested chalcones, significant alterations in mdiabactivity of the bacteria were



detected for the following biochemical featuresssloof the enzyme activity B-
galactosidase (55% of the straing)glucosidase (30% of the strains) and urease (15%
of the strains) and loss of substrate degradatiDrgalactose (35% of the strains) and
lactose (65% of the strains).

Glycocalyx production of MRSA strains was investeghwith Congo-red agar method
and Christensens method. Most of the strains (6-B@%%) produced glycocalyx and
19.4%-32.3% of the strains showed indeterminatedymrtion of glycocalyx. After
precultivation in the presence of chalcones, alleghtested compounds exerted
significant inhibitory effect on the slime produuii detected by both methods. O-OH
chalcone was the most effective chalcone since%006 the strains reduced the
production of glycocalyx, following P-OH (71.0%) &rnM-OH (64.5%) chalcone
respectively.

All tested MRSA strains produced biofilm as follagi 3.2% of the strains showed low
biofilm production, 48.4% of the strains were maderbiofilm producers and 48.4% of
the strains were strong biofilm producers. Inhdsitiof biofilm production after
cultivation of MRSA strains in the presence of siiibitory concentrations of
chalcones was dose dependent, with most of thmstsaowing no production or low
biofilm production at highest concentration of tlehalcones applied. The most
significant suppression of the biofilm productioxh#ited O-OH chalcone, following
M-OH and P-OH chalcone, respectively.

Adherence of MRSA strains to human fibronectin vgagnificantly decreased after
cultivation with subinhibitory concentrations ofsted compounds. Most significant
inhibition was observed in the cultures with P-ORhalcone (87.0% of the strains;
p<0.05, p<0.01, p<0.001), following M-OH (77.4% tfe strains; p<0.05, p<0.01,
p<0.001) and O-OH chalcone (71.0% of the strains).@b, p<0.01). Prolonged
incubation of bacteria with chalcones significantigluced fibronectin-binding ability
of the strains that were primary resistant to tffecé of chalcones during the 24h
incubation (p<0.05, p<0.01).

The effect of chalcones on production ehemolysin was tested after cultivation of
MRSA strains in the presence of MIC and four sulbitbry concentrations of
chalcones untill the late postexponential growtlhgeh(44-48h). The most signifficant
dose-dependent inhibition of rabbit erythrocyte bbmis was observed in MRSA



supernatants cultivated with O-OH chalcone, follogviM-OH and P-OH chalcone,
respectively. Inhibition ofi-hemolysin production was observed in the supentsitaf
cultures of MRSA strains cultivated in the preseat®-OH chalcone in the range of
1/2-1/16 MIC (p<0.01, p<0.001), M-OH chalcone ie ttange of 1/2-1/8 MIC (p<0.05,
p<0.01, p<0.001) and P-OH chalcone in the rangé&/a&f1/4 MIC (p<0.05, p<0.01,
p<0.001).

The checkerboard method was performed with antdsidhat represent different groups
of antimicrobial agentsf-lactam antibiotics cephalosporins (cefotaximetri@fone)
and non B-lactam antibiotics fluoroquinolone (ciprofloxacin)aminoglycoside
(gentamicin) and folate synthesis inhibitor (tritngtrim/sulfamethoxazole). Overall
effect of antibiotic-chalcone combination variedrfr synergistic to indifferent. Most
significant synergism was observed in the combomatiof all three tested compounds

with gentamicin, ciprofloxacin and trimethoprim/&rhethoxazole.

Conclusion:

Results obtained in this study suggest that Biky@oxy-phenyl)-propenone, 3-(3-
Hydroxy-phenyl)-1-(2-hydroxy-phenyl)-propenone and-(4-Hydroxy-phenyl)-1-(2-
hydroxy-phenyl)-propenonm vitro exhibit strong inhibitory effect against genetigal
diverse clinical isolates of MRSA, alter metabolgathways associated with
carbohydrate metabolism, inhibit adherence of becte plastic polymer surfaces as
well as to the extracellular matrix proteins, inhid-hemolysin production and evince
synergistic interactions with different classesasotibiotics. Most significanin vitro
inhibitory effect against MRSA strains, glycocalyiofilm ando-hemolysin production
exerted O-OH chalcone, and most significant intohitof adherence to human

fibronectin exerted P-OH chalcone.
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1. UVOD



Stafilokoke su Gram pozitivne koke wghe 0.5-1.5 pm grupisane u parove, tetrade,
kratke lance koji sadrze tri deetiri ¢elije ili u nepravilne skupine koje podsgu na
grozd (geki staphylongrozd icoccuszrno), pocemu su ove bakterije i dobile ime. Ove
bakterije su nepokretne, asporogene, katalaza iyoziti fakultativno anaerobne
bakterije, sa izuzetkon®. saprophyticus S. aureussubspec.anaerobiuskoje su
anaerobne i katalaza negativne. Pripadnici r8tphylococcusu svrstani u filum
Firmicutes klasuBacilli, redBacillalesi familiju StaphylococcaceaéKoneman 2006,
Ludwig et al., 2009). Rodstaphylococcusobuhvata preko 40 vrsta i 17 podvrsta
stafilokoka, od kojih se vrst8. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, Stisaf.
caprae, S. saccharolyticus, S. warneri, S, pastefri haemolyticus, S. hominis, S.
lugdunensis, S. auricularis, S. cohnii, S. xylas8ssimulansnogu izolovati kod ljudi i
drugih primata (Murray et al., 2003). &pa ovih stafilokoknih vrst&ini rezidentnu ili
tranzitornu floru, dok su najztajniji izazivai infekcija kod ljudi S. aureus, S.
epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticeislugdunensis.

U okviru vrsteS. aureusse nalazi podvrst&. aureussubspecaureus koji je izaziva
humanih infekcija iS. aureusubspecanaerobius koji nema véeg zn&aja u humanoj
medicini.

S. aureussubspecaureus(skraeno, S. aureuy je ubikvitarna bakterija koja izaziva
Sirok spektar infekcija kod ljudi. Ona kolonizujedu i sluzokoZe respiratornog,
urogenitalnog trakta i kolona kod priblizno 30%adh osoba (Gorwitz et al., 2008).

S. aureuge Gram pozitivha, nepokretna, asporogena, kaapazitivna i koagulaza
pozitivha koka. Na mikroskopskom preparatu grupsse grozdove, a na krvnom agaru

formira zlatnozute kolonije (latinskiureuszlato) pocemu je vrsta dobila naziv.

S. aureugoseduje veliki broj faktora virulencije koje setuju u spoljasnju sredinu ili
su vezani zatelijsku membranu kao sastavni deo bakterijgskéje (Foster, 2005;
DeLeo i Chambers, 2009). Ovi molekutiestvuju u kolonizaciji tkiva donéaa, utcu

na mobilizaciju i funkciju leukocita (Wang et &007; Rooijakkers i Van Strijp, 2007),
inhibiSu komponente komplementa (Rooijakkers i \&njp, 2007) ili antimikrobnih
peptida-defenzina, protegrina icslih molekula (Peschel et al., 1999; 2001; Collihs e
al., 2002; Li et al., 2007) ili dovode do destry&deukocita (Prevot et al., 1995; Valeva
et al., 1997 b; Wang et al., 2007).



1.1. Faktori virulencije S. aureus

U sastavucelijskog omotaa stafilokoka nalaze se peptidoglikan, teihoinsiselkha
(kovalentno vezana za peptidoglikan ili membrankgiele-lipoteihoinska kiselina) i
membranski lipidi. Ovi faktori virulencije su 8&tie grae i funkcije kao i kod ostalih
Gram pozitivnih bakterija. Peptidoglikan i teihdraskiselina imaju ulogu u adherenciji
bakterija zatelije dom&ina. V&ina sojevas. aureugprodukuje kapsularne polisaharide
5 i 8 koji imaju antifagocitnu funkciju (Gotz, 2002004). Zn&ajnu ulogu u procesima
adherencije stafilokoka ostvaruje familija MSCRAMbteina (eng. microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules)lekula koji su kovalentno
vezani za peptidoglikaielijskog zida. U ovu familiju spadaju fibronektiezujLti
proteini A i B (FnBPA i FnBPB), fibrinogen-vezigu proteini CIfA, CIfB (eng.
clumping factors A, B) i Efb (eng. extracellulabrinogen-binding protein), Cna (eng.
collagen-binding adhesin) i protein Ap@ (Gotz, 2002; 2004). Osim ovih proteina,
ulogu u adherenciji imaju i polisaharidni interdelmi adhezini, Ebh (eng. extracellular-
matrix (ECM)-binding protein homolog), autolizin €a), SasG protein, AAP (eng.
acumulation-associated protein, homolog SasG pragiaureuys(Roche et al., 2003),
Eap (eng. extracellular adherence protein), Bag.(biofilm-associated protein), vWbp
(eng. von Willebrand factor binding protein), i (fFoster i Hook, 1998). Pono
adhezivnih molekula stafilokoke se vezuju za tkilkokomponente ekstracelularnog
matriksa-kolagen, elastin, laminin, fibronektifyrinogen, imunoglobuline, protrombin
i dr., vrSe invaziju n&elije dom&ina ili dovode do formiranja biofilma.

S. aureusprodukuje veliki broj toksina koji deluju raziiim mehanizmima naelije

doma&ina dovodéi do njihovog ostéenja ili smrti, ili deluju kao superantigeni.

1.1.1.a-hemolizin

Alfa hemolizin @-toksin) spada u grupu toksina koji formiraju pama celijskoj
membrani ciljnih ¢elija. Nakon vezivanja toksina dolazi do osmotskee I¢elije
(Menestrina, 1986; Valeva et al., 1997a; Vandara. £1997). Pored izrazenog afiniteta
prema eritrocitimag-hemolizin se vezuje i za keratinocite, fibroblastenfocite i ima
dermonekrotiko i neurotoksino dejstvo (Bhakdi i Tranum-Jensen, 1991; Dinged.et
2000).



1.1.2.8-hemolizin (sfingomijelinaza C)

Beta hemolizin je sfingomijelinaza koja hidroliziggngomijelin¢elijske membrane do
ceramida i fosforilholina (Doery et al., 1963). @lmn mehanizam kojim nastaje
oSte€enje i smrtéelija nakon delovanja ovog toksina nije poznat. etsije celija
najverovatnije nastaje usled porem@@ fluidnosticelijiske membrane i destabilizacije
lipidnog dvosloja, ili kao posledica nagomilavargaramida ucelijskoj membrani
(Vandenesch et al.,, 2012). Zbog réittig udela sfingomijelina u sastauelijske
membrane eritrocita, osetljivost eritrocita na hemopod uticajemB-hemolizina nije
ista melu pripadnicima raztitih vrsta sisara (Doery et al., 1965).

1.1.3.y-hemolizin i Panton-Valentin leukocidin (PVL)

Gama hemolizin i PVL su dvokomponentni toksini kfgrmiraju pore na membrani
ciline ¢elije. Oni se sastoje od dva dusobno nepovezana sekretovana proteina - Si F
komponente, koje su ime dobile prema brzini kretaimkom elektroforeze (eng. S-
slow, F-fast) (Woodin 1959; 1960). Skoro svi soj8viaureugprodukujuy-hemolizin,
dok PVL produkuje 2-3% sojeva (Dinges et al., 2000yi toksini imaju sknu
strukturu,y-hemolizin se sastoji od dve kombinacije S kompoa€HigA i HigC) sa F
komponentom (HigB) a PVL se sastoji od LukS-PV KEtPV. Svaka monomerna
komponenta se vezuje za povrSiéelijske membrane ciljnéelije i oligomerizuje u
kompleks pre-pore koji se sastoji oetiri S komponente ¢etiri F komponente. Zreli
hetero-oktamer formira transmembransku poru Stoodiodo osmotske lizeelije
(Vandenesch et al., 2012). Oba toksina imaju a&fimtema neutrofilima i makrofagama
dovodéi do oslobdanja proinflamatornin medijatora i zapaljenske ofek a vy-

hemolizin dovodi i do hemolize eritrocita raglih sisara.

Toksini LUKED (Morinaga et al., 2003) i LukGH (iliukAB) (Ventura et al., 2010;
Dumont et al., 2011) ispoljavaju strukturnu homdlogisti mehanizam dejstva kaoe
hemolizin i PVL. LUKGH moze postojati u formi setaeanog proteina ali je on tage
i glavni povrsSinski protein kasne eksponencijalaeef rastaS. aureugVentura et al.,
2010).



1.1.4.6-hemolizin i PSM (eng. phenol-soluble modulins)

Delta hemolizin produkuje 97% soje$a aureus 50-70% sojeva koagulaza-negativnih
stafilokoka (KNS) (Dinges et al.,, 2000). Ovaj taksispoljava Sirok spektar
citotoksnih efekata na eritrocite i veliki broj drugelija sisara, kao i na subcelularne
strukture -c¢elijske organele vezane za membranu, sferoplagi®toplaste (Freer i
Birbeck, 1982)35-hemolizin je amfipatski molekul koji se sastoji echeliksa koji ima
hidrofilan i hidrofoban domen na dva ra&#ia kraja. Mehanizam hemolikog dejstva
ovog toksina nije u potpunosti razjasnjen. Zbogjevepeciféne grae koja mu
omoguava prolazak krozelijsku membranu ciljnéelije hemoliza moze nastati usled
formiranja pora, destabilizacijglijske membrane ili solubilizacije membrane (Veardo
et al., 2009).

PSM spadaju u familiju malih citotoksiih peptida koji imaju isti gdu kao i 6-
hemolizin. Do sada su opisane dve familije ovilotoksina: PSM (koji se sastoji od
20-26 aminokiselina) u koju spadafithemolizin, PSM1-4 i PSM mec, i PSP
(PSMB1 i PSM32) (koji se sastoji od 44 aminokiseline). M@égunehanizmi dejstva
ovih toksina su isti kao i kod-hemolizina (Wang et al., 2007; Queck et al., 2009;

Periasamy et al., 2011).

1.1.5. Proteinski toksini sa ulogom superantigena

Toksicni-Sok sindrom toksin-1 (TSST-1) i enterotoksinitelsini proteinske prirode i
otporni su na dejstvo visokih temperatura i prodea@vi toksini se sekretuju u
posteksponencijalnoj fazi rasta stafilokoka. Omadgju u familiju superantigena zato
Sto izazivaju poliklonsku aktivaciju T limfocita sestim VB lancem T ¢elijskog
receptora (Marrack i Kappler, 1990; Dinges et 2000). Geni koji kodiraju sintezu
TSST-1 i enterotoksina se nalaze na plazmidima,tebiakagima ili posebnim
heterologim genskim elementima koji se nazivajuvest patogenosti (Lindsay et al.,
1998; Zhang et al., 1998).

TSST-1 (ranije poznat kao stafilokokni pirogeni eigksin C ili stafilokokni
enterotoksin F) je homodimer koji se sastoji od doenA i domena B (Prasad et al.,
1993). Izrazito je otporan na dejstvo visokih terapgra i proteoliitku razgradnju pod
dejstvom tripsina. Ovaj toksin izaziva stafilokokioksicni Sok sindrom zahvaljugu



sposobnosti prolaska kroz mukozne membrane (Harhad.,e1997; Bohach et al.,
1998), nakortega dolazi do aktivacije makrofaga i T limfocitaslobaanja velikih

koli¢ina proinflamatornih limfokina i monokina.

S. aureusprodukuje viSe od dvadeset antigenski i enterotoksina (SEA, SEB,
SEC, SED, SEE, SEG, SEH i SEI) od kojih su SEA BSffavni uzr@nici trovanja
hranom (Pinchuk et al., 2010). Enterotoksini sécgad vée subjedinice A i manje
subjedinice B (Swaminathan et al., 1992). Mehaniztgjstva ovih toksina nije u
potpunosti razjasnjen. Simptomi bolesti (pd@eade i proliv) nastaju kao posledica
degranulacije mastelija i oslob@anja proinflamatornih medijatora: prostaglandina E2
leukotriena B4, 5-hidroksieikozatetraetime kiseline (Jett et al., 1990) i leukotriena E4
(Scheuber et al., 1987) koji direktno deluju natmerza povréanje u produzenoj
mozdini. Smatra se da degranulacija mastocita jeasialed direktnog vezivanja
enterotoksina za spedifie receptore na povrsSini ciljnigelija, a ne usled interakcije
enterotoksina sa IgE (Jett et al., 1990).

1.1.6. Eksfolijativni toksini A-I

Eksfolijativni toksini se vezuju za povrSinski skpiderma uzrokuji sindrom oparene
koZe (eng. staphylococcal scalded skin syndrom&S$SOvi toksini se vezuju sa
visokim afinitetom za glavni glikoprotein dezmozagnigezmoglein 1, koji se nalazi u
stratum corneumepidermisa. Nakon vezivanja, toksini ispoljavajktivanost serin-
proteaza i dovode do proteailkbg cepanja peptidne veze glutaminske kiseline na
poziciji 381, koja se nalazi iznda ekstracelularnog domena 3 i 4 adhezivhog molekula
dezmogleina 1 (Hanakawa et al., 2002). Na ovajinnamastaje oSteenje stratum
corneumepidermisa, Sto dovodi do njegovog raslojavamialjeg Sirenja bakterija. lako
tokom infekcije eksfolijativni toksini slobodno kuliSu po celom telu, zbog visoke
specifinosti prema povrSinskintelijama epiderma ne dolazi do drugih taksih
manifestacija bolesti.

U Tabeli 1 je ukratko prikazana uloga pojedinih téatl viruencije S. aureussa
pregledom gena koji ih kodiraju 1 kligkih sindroma koji su posredovani ovim

faktorima.



Tabela 1. Uloga faktora virulencijeS. aureus

Uloga

Faktori virulencije

Geni

Klini &ki sindromi

Vezivanje za
¢eliju

Perzistencija

Evazija

imunskog
odgovora
dom&ina

MSCRAMM (clumping
faktori, fibronektin-

clfA, clfB, fnbA,
fnbB, cna, sdr

vezujuwi proteini,kolagen i bbp

sijaloprotein-vezujti
proteini)

Biofilm, intracelularna
perzistencija

Leukocidini (PVL iy-
toksin), kapsularni

ica locus,hemB
mutacije

lukS-PV, IukF-
PV, hlg, cap5 8

polisaharid 5 i 8, protein /genski klaster,

Eap, PSM

spa, chp, eap,
psmo genski
klaster

Invazja u tkivo Proteaze, lipaze, nukleazé&/8, hysA, hla,
hijalurinidaza, fosfolipaza plc, sepA

domaina

Bolesti
posredovane
toksinima i
sepsa

C, metaloproteinaze
(elastaza)

Enterotoksini, TSST-1,
eksfolijativni toksin,a-
toksin, peptidoglikan,
lipoteihoinska kiselina

sea-qtstH, eta,
etb, hla

Endokarditis,
osteomijelitis, sepni
artritis, infekcije
pacijenata sa ugitanim
medicinskim
implantima*

Rekurentne infekcije,
cisticna fibroza i gore
navedene bolesti*

Invazivne infekcije koze
i nekrotizujuta
pneumonija (PVL),
apscesi (kapsularni
polisaharid)

Osteenje tkiva
domaina i metastatsko
Sirenje infekcije

Trovanje hranom,
toksicni Sok sindrom,
sindrom oparene koze,
bulozni impetigo i sepsa




1.1.7. Biofilm

Jedan od zr@ajnijih faktora virulencije stafilokoka kome se pexnjih godina pridaje
sve Veéi zn&aj u patogenezi rekurentnih i prolongiranih infgkcje sposobnost
formiranja biofilma. Biofilm je kompleksna vigelijska struktura koja se formira na
razlicitim biotskim i abiotskim povrSinama (Periasamy at, 2011). U odnosu na
bakterije koje se nalaze u planktonskoj formi, bal¢ u biofilmu pokazuju razlite
fenotipske osobine, osetljivost na antibiotike imi@erapeutike i mehanizme denog

I stetenog imuniteta (Donlan i Costerton, 2002). Tokommficanja biofilma stafilokoke
adheriSsu za povrSinu zivielija ili za plasttne polimerne povrSine ratiiih
medicinskih urdaja i implantata. Vezivanje za abiotske povrSin@deja direktno za
plastini polimer, ili indirektno, vezivanjem stafilokokaa komponente ECM i proteine
dom&ina koji oblazu implantat (Periasamy et al., 201djhutar biofilma se nalazi
razvijena mreza kan&h kojima se kréu voda i nutrijenti obezlaijuci ¢elijjama uslove
za rast i razmnozavanje (Watnick i Kolter 2000)figikoke se u biofilmu nalaze u
cetiri razlicita metabolika stanjain vitro - prisutne swelije koje rastu u aerobnim
uslovima, c¢elije koje energiju obezldeju procesima fermentacije, metals&li
neaktivne ¢elije (tzv. perzistori icelije koje veoma sporo rastu) i mrtveelije.
Metabolcki najaktivnije ¢elije se nalaze u povrSinskom sloju biofilma kai pogat
kiseonikom, i u dubljim slojevima biofilma koji sogati hranljivim nutrijentima iz
tecne faze. Ostaléelije nalaze se u anoksioj sredini u metabalki neaktivnom stanju
(Rani et al., 2007). Ratlta koncentracija nutrijenata kroz slojeve biofilmslovljava
drug&iju gensku ekspresiju i sintezu proteina dmeklasterimacelija unutar istog
biofilma (Brady et al., 2007). Specéin n&in organizacije ¢elija omogudava
stafilokokama evaziju imunskog odgovora déma (otpornost na fagocitozu ili dejstvo
proteaza i slobodnih radikala), kao i rezistenoiguantimikrobne agense (Archer et al.,
2011). Kompaktnost biofilma i gustina ECM predsfau fizicku barijeru koja
onemogudava difuziju antibiotika kroz slojeve biofilma, éelije koje se nalaze u
metaboléki neaktivnom stanju imaju smanjen stepen deolamim tim smanjen broj
cilinih molekula na koje bi antibiotici delovali.ePzistornecelije su tolerantngak i na
visoke koncentracije baktericidnih antibiotika ikoa ukidanja antibiotske terapije
spontano prelaze u metaligdi aktivno stanje predstavljajukonstantan izvor bakterija

za rekurentne infekcije (Lewis 2005; 2010).



1.1.8. Genska regulacija ekspresije faktora viruleaje i formiranja

biofilma

Regulacija ekspresije faktora virulencije k&l aureusse obavlja preko nekoliko
regulatornih sistema (eng. quorum sensing siste®), @d kojih su najbolje préena
dva opSta regulatoragr (eng. accessory gene regulatogarA (eng. staphylococcal
accessory regulator). Pored njih, regulatornu ulolgavlja joS nekoliko QS sistendga
aktivnost prevashodno zavisi od faktora sredinejojlstafilokoke rastu.

agr quorum-sensing sistemse smatra glavnim regulatorom ekspresije gena %od
aureus Ovaj regulatorni sistem se uldjuje kadacelijska populacija dostigne odienu
gustinu i reguliSe ekspresiju gena koji kodirajuntszu toksina i ostalih faktora
virulencije. agr genski lokus kodira dva primarna RNK transkrigedNKIl i RNKIII)
koji imaju ulogu u sintezi signalnih i efektorskimoteina. P2 operoagr lokusa sadrZi
cetiri strukturna genaagrB, agrD, agrC i agrA koji preko RNKII transkripta kodiraju
agr signalni mehanizam (Novick et al., 1995). AgrBtjansmembranski protein koji
ima ulogu u posttranslacionoj modifikaciji AgrD prarnog transkripta u oktapeptid
(Saenz et al., 2000, Zhang et al., 2004) i njegavaglifikaciji u aktivan oblik prstenaste
forme (Otto et al., 1998). Ovako nastao autoindugkio peptid (AIP) aktivira
dvokomponentni AgrC-AgrA sistem vezivanjem za traembranski protein AgrC, koji
ima aktivnost histidin-kinaze i1 vrSi fosforilacijdgrA regulatora. Aktiviran AgrA
dovodi do zn&ajnog poveéanja transkripcije P2 i P3 operona tokom kasnefédag-
rasta stafilokoka. Transkripcija P3 operona prelKRI transkripta dovodi do sinteze
o-toksina i drugih sekretornih faktora virulencijeao Sto su TSST-1 @-hemolizin
(Novick et al., 1995; Morfeldt et al., 1995) i vrénhibiciju sinteze proteina A
(Huntzinger et al., 2005). Tokom eksponencijalneefaasta stafilokoka sinteza
enterotoksina A i K nije pod uticajem RNKIII, a sza enterotoksina B, C i D je samo
delimi¢no regulisana preko RNKIII transkripf#arwood i Schlievert, 2003).

Na osnovu razlike u sekvenagrB, agrD i agrC gena, utwieno je da postojetiri agr
tipa S. aureusAlP koje produkuju raztiti agr tipovi metusobno deluju inhibitorno -
AIP jednogagr tipa inhibiSe ekspresijagr drugih tipova (Novick, 2003).

Osim agr QS sistema koji ima centralnu ulogu u regulacijulencije stafilokoka,

opisano je joS nekoliko regulatora koji svoju fuipkmbavljaju samostalno, ili u sprezi



saagr regulatornim sistemom. SaeRS, ArlS-ArIR i SrrABdtokomponentni sistemi
¢ija regulatorna aktivnost zavisi od faktora sredinjoj stafilokoke rastu.

SaeRSje sistem koji omogtava stafilokokama prepoznavanje i reakciju na dtisei
iz sredine: visoke koncentracije soli, niske vremtinpH, glukozu i subinhibitorne
koncentracije antibiotika (Novick, 2003ae mutanti proizvode manje kdlne

hemolizina i koagulaze bez uticaja na transkripdNKIII (Yarwood i Schlievert,
2003), ali je takde pokazano da ssae sistem uklj@uje nishodno odagr lokusa

(Giraudo et al., 2003).

ArlS-ArIR reguliSe autolitiku aktivnost, aktivnost NorA efluksne pumpe (Yandao
Schlievert, 2003) i deluje suprotno adr sistema suprotstavljajuse AIP, Sto dovodi
do smanjenja produkcijetoksina,f-hemolizina, egzoenzima - lipaze, koagulaze i serin
proteaze (Ssp) i proteina A (Fournier i Hooper,@OBournier et al., 2001). Mutanti za
arlRS gen povéavaju produkciju adhezivnih molekula i polisaharfidmtercelularnih
adhezina préemu nastaje po¢ano stvaranje biofilma, sto ukazuje da ovaj regulat
svom nemutiranom obliku deluje inhibitorno na foramje biofilma (Toledo-Arana et
al., 2005).

SrrAB (eng. staphylococcal respiratory response regulgoregulatorni sistem koji
inhibiSe ekspresiju RNKIII, a sam je pod kontrolagr gena koji vrSi njegovu represiju
(Yarwood et al., 2001»rrAB mutanti gube sposobnost rasta u anaerobnoj sneaise
smatra da je ekspresijarrAB neophodna za regulaciju gena kojtestvuju u

energetskom metabolizmu (Throup et al., 2001).

Pored navedenih sistema koji reguliSu ekspresijktofa virulencije u procesu
formiranja biofilma w@estvuju dodatni genski lokusi. Njihova aktivnostvddi do
poveane ekspresije faktora virulencije koji imaju uloguformiranju biofilma, ali i
drugih faktora virulencije koji nedestvuju direktno u ovom procesu. Jedna od vaznih
komponenti biofilma je i ekstracelularna DNK (eDNKdja povéava adherentnost
biofilma za povrSinu na kojoj se on formira, Stovjazno u prvoj fazi formiranja
biofilma (Mann et al., 2009). U lizéelija i oslobaanju eDNK westvuje nekoliko
enzima, od kojih je glavni murein hidrolaza kojiedirancidA genom. Pokazano je da
delecija ili mutacije ovog gena dovode do smanjesmjdnerentnosti biofilma usled
smanjene kodine eDNK u matriksu biofilma (Rice et al., 2007yo8ukti IrgAB gena
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negativno regulisSwcidA, aktivnost murein hidrolaze i oslatenje eDNK, Sto takie
dovodi do smanjenja adherentnosti biofilma (Manalgt2009).

U oslobaianju eDNK @estvuju i autolizini stafolokoka- Atl autolizi8. aureukodiran
atl genom (Takahashi et al., 2002), odnosno, AtlIE |einoS. epidermidikodiranatlE
genom (Heilmann et al.,, 1997). U ranoj fazi formjea biofiima AtIE omogdava
adherencijuS. epidermidiglirektno za hidrofobne povrSine medicinskih impaa, ili
indirektno, adherencijom za proteine ekstraceldgrmatriksa dom@ana koji oblazu
implantat (kao Sto je vitronektin) (Heilmann et 4997). Atl autolizin ima sthu ulogu

u adherencijiS. aureus

U ranoj fazi formiranja biofilma kodS. aureusucestvuje i produktsigB operona.
Produkt ovog lokusa - faktas® povetava ekspresiju CIf A i B, FnbpA i koagulaze,
proteina koji su neophodni u inicijalnoj adherenstgfilokoka (Nicholas et al., 1999;
Nair et al., 2003). Nasuprot tome, aktivnest dovodi do smanjenja ekspresije
hemolizina, enterotoksina B, serin i cistein pratge&SplA i B), metaloproteinaze Aur i
leukotoksina D koji su karakterigtii za planktonski fenotip stafilokoka (Kullik i
Giachino, 1997).

1.2. Patogenoss. aureus

Staphylococcus aureusolonizuje nazalnu mukozu, aksile i perineum katblgEno
30% zdravih osoba. Ova bakterija degfe izaziva blage ili umereno tesSke infekcije
koZe i mekih tkiva, kao Sto su impetigo bulosa,capg furunkuli i sindrom oSurene
koZe ili infekcije rana. Infekcije mogu biti posied direktne invazije mikroorganizma
(infekcije koze i mekih tkiva, sistemske infekcijsa letalnim ishodom-sepsa,
endokarditis i pneumonija) ili produkcije stafildkah toksina (toksini Sok sindrom i
trovanje hranom) (Lowy, 1998; Tenover i Gorwitz,080 Durupt et al, 2007; Safdar i
Bradley, 2008). Ove infekcije se fafe javljaju kod novordertadi, pacijenata
obolelih od hroninih bolesti pléa (kao Sto su cistna fibroza, emfizem i hrodémi
bronhitis), leukemija, malignih bolesti, gripa, penata sa opekotinama, hrénim
koznim bolestima, dijabetesom, transplantiranimaamga, postoperativhim ranama,
intravenskim  kateterima, ugtenim  medicinskim implantatima ili  kod

imunokompromitovanih pacijenata (Gotz, 2004).
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Poslednjih godina se pridaje za@ biofilmu kao posebnom faktoru virulencif®.
aureusi bolestima koje nastaju kao posledica formirahjafiima. Ove bolesti se
karakteriSu prolongiranim tokom, otporgasna konvencionalnu antibiotsku terapiju,
rekurentnim infekcijama i diseminacijom biofilma sestankom udaljenih ZariSta
infekcije. Stafilokokni biofilm je naje&i patoanatomski supstrat kod osteomijelitisa,
infekcija kod pacijenata sa implantiranim medicinskureiajima ili pomagalima,
endokarditisa, infekcija rana, oka, nosa i usndjdupnfekcija uzrokovanih mesovitom

florom mikroorganizama.

1.2.1. Uloga biofilma u patogenezi osteomijelitisa

Osteomijelitis  je infekcija kosti koja moze biti quzrokovana raalitim
mikroorganizmima, mdu kojima je S. aureusnagegi izazivat hroniine infekcije.
Bakterije najefe dolaze hematogenim putem ili direktnom inokutaaij nakon
povrede ili hirurSke intervencije (Ziran, 2007).vPkorak u formiranju biofiima je
poveanje ekspresije adhezivnih molekula kojima se ba&tgezuju za odgovaraje
receptore u koStanom matriksu: fibrinogen, fibrasteopontin, fibronektin, kolagen,
elastin i dr. (Resch et al.,, 2006). Nakon adhezg povrSinu kosti dolazi do
umnozavanja bakterija i formiranja ranog biofilnsa porastom bakterijske populacije
menja se i ekspresija molekula, smanjuje se ekigpdhezivnih molekula a povava
ekspresija sekretornih faktora virulencije: toksieazima i drugih imunomodularnih
molekula kojim se izbegava imunski odgovor déma (Dunman et al., 2001).
Uporedo sa tim dolazi i do oslatenja bakterijskin medijatora inflamacije,
formilmetionil peptida, lipoteihoinske kiseline, pi@oglikana, hemolizina i
stafilokokne DNK (tj. nemetilisanih citozin-fosfaignozin sekvenci DNK). Ovi
medijatori aktiviraju polimorfonuklearne leukocitepeiutim, usled sekrecije velike
kolicine razltitin faktora virulencije nastaje njihova liza i rektivha fagocitoza
(Anwar et al., 2009). Aktivhost fagocita dodatnogpsava tkivno ostenje, Sto
poveava devitalizovanu povrSinu na kojoj se formirafimo. Uporedo sa Sirenjem
biofilma po koStanom tkivu dolazi i do njegovog s@aanja, otkidanja delova biofilma i
formiranja metastatskih zariSta infekcije. Najefkga terapija osteomijelitisa kod
odraslih je kombinovanje hirurSkog odstranjivangrigta infekcije sa antibiotskom

terapijom. Tokom antibiotske terapije kod decete@e dolazi do spontane resorpcije
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nekrotine kosti i tkiva i nestanka povrSine na kojoj bi feemirao biofilm, pa je
dovoljna samo primena antibiotika bez hirurSkogvaash (Lew i Waldvogel, 2004).

1.2.2. Formiranje biofilma na implantiranim medicinskim uredajima i
pomagalima

S. aureuge jedan od glavnih uzéoika hronénih infekcija nastalih usled formiranja
biofilma na povrSini ili u unutrasnjosti medicinbkureiaja ili pomagala. Inokulacija
stafilokoka nastaje tokom hirurske intervencijemiagogenim putem ili naknadnom
povredom implanta. Biofiilm se nr#&%e obrazuje na ortopedskim implantima-
veStakim zglobovima i osteosintetskom materijalu (hiking Zicama, pléama,
spoljasnjim fiksatorima, Srafovima, klinovima i)slkao i na materijalima na bazi
plasténih polimera i silikona (intravenski i urinarni legéri, stentovi, veSt&e valvule,
endotrahealni tubusi, drenovi, Santovi, kozmetsiplanti i dr.) (Costerron et al., 2005).
Od medicinskih urdaja biofilm se obrazuje na povrSini aspiratora, tNaora,
defibrilatora ili elektrénih predvodnika sianog ritma. Bakterije se vezuju direktno za
hidrofobnu povrSinu implanta, ili indirektno za peme i komponente ekstracelularnog
matriksa doména koji ih oblazu (Periasamy et al., 2011). Gusligaharidni matriks
biofilma predstavlja fiziku barijeru za difuziju antibiotika pa je jedinietman ovih
infekcija hirurSko odstranjivanje implantata i zanjieanje sa novim (Herrmann et al.,
1988).

1.2.3. Endokarditis

Infekcija skanih valvula saS. aureusudruzena je sa visokom stopom mortaliteta.
Formiranje biofilma i njegova velina su ogrardieni usled sila strujanja krvi. N@gse
nastaje hematogenim putem i predstavlja stalarr ina&terija koje se metastatski Sire

po cirkulaciji i daju udaljena Zarista infekcijer@er et al., 2011).

1.2.4. Infekcije rana

Hronicne infekcije rana kod kojih se formira stafilokolridfilm nage&e nastaju kod

osoba sa poremajem periferne arterijske ili venske cirkulacijgofim se obrazuje na

povrSini venskih ili arterijskih ulceracija i na w8ini rana koje se javljaju kod
dijabettara (npr. dijabetesno stopalo), otezavijepitelizaciju i zarastanje rana
(Schierle et al., 2009).
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1.2.5. Infekcije nosa, oka i usta

Hroni¢ni rinosinuzitis je inflamatorno oboljenje nepozmaitiopatogenezes. aureus
formira biofilm u 50% sldajeva, 5to dovodi do teskih oblika bolesti sa lofikom i
ucestalim postoperativnim komplikacijama (Foreman ervidald, 2010; Stephenson et
al., 2010). Multirezistentni sojevb. aureusformiraju biofilm na sluzokozi oka i
nage&e uzrokuju konjunktivitis, a u tezim slajevima dolazi do prodora infekcije u
dublje strukture oka sa nastankom keratitisa i &abhoitisa. Meticilin-rezistentars.
aureus se znatnoce&e izoluje od sojeva osetljivih na meticilin (eng.etmicillin
susceptibleS. aureusMSSA), Sto dodatno otezava terapiju ovih obo§eftjeid et al.,
2002; Murugan et al., 2010). Biofilm sesto formira i u okolini zuba dovoéiedo
nastanka periodontitisa (inflamacije ligamenataostk koji se nalaze u okolini zuba
dajuti mu potporu) i periinplantitisa (destruktivne iafhacije mekog tvrstog tkiva
koje se nalazi u okolini zubnih implanta). Osim Staureudormira biofilm na povrSini
sluzokoZze usne duplje, bakterije se sa visokimitafom vezuju i za titanijjumske

povrSine zubnih implanta (Heitz-Mayfield i Lang,121).

1.2.6. Infekcije udruzene sa meSovitom florom mikrorganizama

U brisu oralne ili vaginalne sluzokozZe e se izolujuCandida albicans S. aureus
kao uzr@nici udruzenih infekcija. Pored stafilokoka kojerforaju biofilm, C. albicans
takaie ima sposobnost formiranja biofilma. Osim &o aureusformira biofilm na
povrSini sluzokoze, vezuje se i za povrSinu lgfaalbicansi na njima dodatno formira
biofilm. Hife C. albicansimaju sposobnost prodiranja u epiteliedije domaina, Sto
dovodi do prenosa stafilokoka u intracelularnu sned nastanka lokalne i/ili sistemske
infekcije (Peters et al., 2010).
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1.3. RezistencijaS. aureus na antibiotike i hemioterapeutike

Kada je penicilin uveden u Siru terapijsku upotrédi®44. godine proslog veka doslo je
do zn&ajnog smanjenja stope mortaliteta od infekcija kavanih saS. aureus Na
samom poetku klinicke upotrebe penicilina 94% soje® aureuge bilo osetljivo na
ovaj antibiotik. Tokom narednih nekoliko godina o$e do pojave rezistencije na
penicilin tako da se broj osetljivih sojevacve948. god. smanjio na 50% (Barber i
Rozwadowska-Dowzenko, 1948). Rezistencija na plani@ je nastala kao posledica
produkcije penicilinazapflaktamaza), enzima koji vrSe hidrolizu penicilidavodei
do njegove inaktivacije (Kirby, 1944). Krajem 50-igodina izolovani su prvi
multirezistentni sojeviS. aureuskoji su pored penicilina G bili rezistentni na
hloramfenikol, tetraciklin i eritromicin. Sa razem nove generacije antibiotika
rezistentnih na dejstv@-laktamaza, kao Sto je meticilin, doSlo je do keat&jnog
poboljSanja u l&enju ovih infekcija, méutim, prvi soj meticilin-rezistentno§. aureus
je izolovan 1961. god., na samonxetku terapijske upotrebe meticilina (Jevons et al.,
1961). Tokom narednih decenija, MRSA je postao mlazaziva intrahospitalnih
infekcija sacestim letalnim ishodom (eng. hospital-acquired MR$M-MRSA), a
krajem 90-ih godina, MRSA sojevi su izolovani i kquhcijenata koji dolaze iz
vanbolntke sredine (eng. community-acquired MRSA ili comitysassociated
MRSA, CA-MRSA). Sticanjem gena koji kodiraju re&stiju i na druge antibiotike
MRSA sojevi su tokom vremena razvili multirezisemtfenotip. Najaktuelniji problem
u dosadasSnjem denju infekcija izazvanih MRSA sojevima predstavijava
vankomicin-intermedijarno osetljivog. aureus(VISA) (Hiramatsu i sar., 1997) i

vankomicin-rezistentno§. aureugVRSA) (Chang i sar., 2003).

Pored nekoliko ugenih mehanizama rezistencif aureusna meticilin, rezistencija
nage&e nastaje kao posledica produkcije novog PBP, fgogrieao PBP2a (ili PBP2),
koji ispoljava nizak afinitet za vezivanje svifrlaktamskih antibiotika (Brown i
Reynolds, 1980; Hayes et al., 1981; Hartman i Tan&984; Utsui i Yokota, 1985).
Zbog niskog afiniteta vezivanja, PBP2a moze da marfumkciju ostalih PBP Kkoiji
vezujup-laktamske antibiotike sa visokim afinitetom, pa B#Rsojevi mogu da rastu u
prisustvu letalnih koncentracijf-laktamskih antibiotika. PBP2a je inducibilni PBP

velike molekulske mase (76 kDa) i kodirannee genom.me® gen se nalazi na

15



hromozomuS. aureusu mecregionu koji je poznat i kao stafilokokna hromozka
kasetamec(SCOneq (Chambers, 1997).

1.3.1. Stafilokokna hromozomska kasetenec-SCCmec

Stafilokokna hromozomska kasat@ecje locirana na 3’ krajworfX regiona u blizini
mesta koje je origin replikacij&. aureus(Kuroda et al, 2001; Baba et al, 2002).
SCQamecje mobilni genski element koji se sastoji otec genskog kompleksa, koji
sadrzimecAgen i regulatorne gene,ccr genskog kompleksa, koji sadrzi gene koji
kodiraju rekombinaze (Katayama et al, 2000; 1toQ40 Razléiti SCCmec alotipovi
nastaju méusobnom kombinacijom razltih tipova meci ccr genskog kompleksa.
Prema ,Meunarodnoj radnoj grupi za klasifikaciju SCC elentaha (eng.
“International Working Group on the Classificatioof Staphylococcal Cassette
Chromosome (SCC) Elements (IWG-SCC)”) S0&t je klasifikovan u jedanaest
alotipova koji su prikazani u Tabeli Bt{p://www.sccmec.org/

Tabela 2. SCQ@nec tipovi S.aureus

SCCmec ccr genski  mec genski MRSA sojevi

tip kompleks  kompleks

I 1 (A1B1)* B NCTC10442, COL

Il 2 (A2B2) A N315, Mu50, Mu3, MRSA252, JH1, JH9

1] 3 (A3B3) A 85/2082

v 2 (A2B2) B CAO05, MW2, 8/6-3P, 81/108, 2314, cm11
JCSC4469, M03-68, E-MRSA-15, JCSC6668,
JCSC6670

\Y 5(C1) Cc2 WIS(WBG8318), TSGH17, PM1,

VI 4 (A4B4) B HDE288

Vil 5(C1) C1 JCSC6082

VIII 4 (A4B4) A C10682, BK20781

IX 1(A1B1) Cc2 JCSC6943

X 7(A1B6) C1 JCSC6945

XI 8(A1B3) E LGA251

* ccr gen/geni koji ulaze u sastav genskog kompleksazerade navedeni u zagradi.

Poredmed@, SCOmec moze sadrzati i dodatne gene rezistencije kojlosirani na
integrisanim plazmidima (pUB110, pl258 i pT181)tianspozonu (Tsb4) (lto et al.,
2003; Deurenberg et al., 2007).

16



1.3.2.mec genski kompleks

mecgenski kompleks sadrzi jednu ili dve insercionkveace 1831, me® gen i gene
koji reguliSu njegovu transkripcijumed i med1 (Deurenberg et al., 200hed vrSi
represiju transkripciieme® gena, amedR1l aktivira transkripciju ovog gena. U
odsustvu B-laktamskih antibiotika, produkined gena-mecl protein je vezan za
operatorski regiommed i vrSi represiju transkripcijene@ i medR1l. U prisustvup-
laktamskih antibiotika dolazi do autokatalkog cepanja citoplazmatskog domena
med1, koji ima funkciju metaloproteinaze. Nakon odrgpa i aktivacije
metaloproteinaze dolazi do isecam&d iz med\, transkripcijeme i sinteze PBP2a
(Berger-Bachi i Rohrer, 2002). Da bi vrsili repjasiranskripcijemed, regulatorni
genimed i medR1l moraju da budu strukturno i funkcionalnéueani (Ryffel et al.,
1992; Kuwahara-Arai et al., 1996). Delecija regoiath gena (Hurlimann-Dalel et al.,
1992; Suzuki et al., 1993; Archer et al., 1994 priisustvo insercionih mutacija (kao Sto
su insercione sekvenced$li 1S1272 dovode do derepresijee® i povetane sinteze
PBP2a (Katayama et al.,, 2001). Regulatorni genplaamidima koji vrSe kontrolu
produkcijep-laktamaza takide mogu biti koregulatori ekspresije PBP2a (Ubuledtal.,
1989; Hackbarth i Chambers, 1993).

Prema IWG-SCC utdeno je Sest tipovanec genskog kompleksa koji su prikazani u

Tabeli 3 fttp://www.sccmec.or/

Tabela 3. Tipovimec genskih kompleksaS.aureus

SCCmec tipovi koji imaju

mec genski S
odgovarajuée mec genske
kompleks
komplekse
Klasa A IS131-med-medk1-med I, 1, VIII
Klasa B IS131-medA-4medR1-1S1272 [, IV, VI

Klasa C1 1931-meA-AmedR1-1431(dve ISA31 VI, X
aranzirane u istom smeru)

Klasa C2 1931-meA-4medR1-IA31(dve I131  V, IX
aranzirane u suprotnom smeru)

Klasa D I31-med-4medR1l
Klasa E blaZ-me®@ALGA25EmedR1LGA25% Xl
medLGA251
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1.3.3.ccr genski kompleks

ccr genski kompleks sadrzi genecfA, ccrB i ccrC) koji kodiraju rekombinaze
odgovorne za mobilnost S@t&c elementa. Ovi enzimi vrSe precizno isecanje i
integrisanje SC@ec na specitno mesto na hromozom@8. aureusattBscc, koje se
nalazi na 3’ kraju otvorenog okvikgtanja koji ima nepoznatu funkcijarfX (Ito et al.,
1999). Prema IWG-SCC utieno je 8 tipovacr genskog kompleksa koji su prikazani

u Tabeli 4 bttp://www.sccmec.ord/

Tabela 4. Tipoviccr genskih kompleksaS.aureus

ccr genski cor geni SCCmec tipovi koji imaju odgovaraju ¢e ccr
kompleks genske komplekse

Tip 1 AlB1 I, IX

Tip 2 A2B2 I, v

Tip 3 A3B3 1

Tip 4 A4B4 VI, VI

Tip 5 C1 V, VIl

Tip 6 A5B3

Tip 7 Al1B6 X

Tip 8 Al1B3 Xl

Regioni SCnec elementa koji oiiavaju meci ccr genski kompleks nazivaju se
~otpadni® regioni (eng. junkyard, J). Postoje trirégiona, J1 region predstavlja deo
hromozoma od petka SCnecelementa dacr gena, J2 region koji predstavlja deo
hromozoma izmdu ccr gena imecgenskog kompleksa i J3 region koji se nalazi iume
mecgenskog kompleksa i kraja S@@celementa (Shore et al., 2005; Chongtrakool et
al., 2006; Deurenberg et al., 2007).

Struktura me®@ gena je visoko konzervirana the razlgitim pripadnicima
Staphylococcus sppsa 96-99% nmiisobne strukturne homologije (Beck et al., 1986;
Reynolds i Fuller, 1986; Chambers, 1987; Ubukat.et1990; Wu et al., 1992; Archer
et al., 1994). Poreklme® gena kodS. aureugos uvek nije sa sigurnés potvideno.
Kod Staphylococcus sciuje utvideno prisustvane® homologa koji ispoljava 88%
strukturne homologije smme®@ genom MRSA (Wu et al., 1996me@ je naien i kod
nekih vrsta bakterija iz familijgEnterobacteriaceagProteus vulgaris, Morganella

morgani), Enterococcus hirad Enterococcus faecaligKkassem et al, 2008). Kod
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meticilin rezistentnih koagulaza negativnih stdfdka (MRKNS) takde je utvdeno
prisustvo SC@ecelementa. Pojedini sojeftaphylococcus epidermidimaju prisutan
SCQmec element IV (Wisplinghoff et al., 2003; Miragaia al., 2005). Novija
istrazivanja su pokazala da je mégprisustvo i SCC elemenata bee® gena, pa se
pretpostavlja da ovi elementi predstavljaju rezarvgena rezistencije kads. aureus
(Corkill et al., 2004; Mongkolrattanothai et alQa2).

Smatra se da su MRSA sojevi stakie@d gen horizontalnim transferom od koagulaza
negativnih stafilokoka (Archer et al., 1994; Hiramg 1995; Wu et al., 1996), i da svi
sojevi predstavljaju klonske potomke jednog ili oiko ancestralnih klonova
(Kreiswirth et al., 1993). Precizan mehanizam kojendoslo do inkorporacijene®
gena u hromozong.aureusnije sa sigurnadl utviden, ali se na osnovu strukture
SCQamecregiona moZe pretpostaviti da je ovaj gen unespanicijom (Gillespie et al.,
1987; Skinner et al., 1988; Archer i Niemeyer, 198tewart et al, 1994; Hiramatsu,
1996; Chambers, 1997).

1.4. Klaskna identifikacija i molekularna tipizacija MRSA

sojeva

1.4.1. Identifikacija S. aureus
Identifikacija S. aureusse vrSi klaginim metodama (testovi koagulaze, lateks-
aglutinacioni test, detekcija enzima dezoksiribdeake i termostabilne endonukleaze i

komercijalni biohemijski testovi) i molekularnim noelama.

1.4.1.1. Testovi koagulaze

Za razlikovanjeS. aureusod koagulaza-negativnih stafilokoka (KNS) koriseetestovi
slobodne i vezane koagulaze. Test slobodne koagyéastandardni test za rutinsku
identifikaciju S. aureus.On se izvodi u epruveti sa @m plazmom a stvaranje
fibrinskog ugruska se proverava nakon 4h i 24hikBm tumaenja ovog testa moze
doci do gresSke zato Sto neke vrSwmphylococcus sppaju pozitivan koagulaza teS.(
schleiferii S. intermediusa neki sojeviS. aureusne daju pozitivan test slobodne
koagulaze (Cookson, 1997; Wichelhaus et al., 1999).

Detekcija vezane koagulaze (eng. clumping fac®frg dijagnostki test koji se vrsi
na plaici. Nedostatak ovog testa je Sto oko 15% soj8vaaureusdaje negativan
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rezultat (Bannerman, 2003), a druge vrste stafkak(. schleiferii S. lugdunens)s
daju pozitivan test vezane koagulaze (Brown e2805).

1.4.1.2. Lateks-aglutinacioni test

Prvi komercijalni lateks-aglutinacioni testovi z#entifikacijuS. aureussu se zasnivali
na detekciji stafilokoknog proteina A i/ili vezakeagulaze. Ovi testovi nisu pogodni za
identifikaciju MRSA sojeva koji produkuju malu kailnu vezane koagulaze ili proteina
A (Kuusela et al., 1994). Novija generacija latekgdtinacionih testova pored vezane
koagulaze ili proteina A detektuje i raite povrSinske antigene stafilokoka. Ovi testovi
imaju veu senzitivnost od prvobitnih testova, ali im je naarspecifénost zbog
unakrsne reakcije sa KNS (Blake i Metcalfe, 200dn Griethuysen et al., 2001). Kao i
u sltaju koagulaza testa, druge vrste stafiloko®a gchleiferii S. lugdunens)sdaju

pozitivan lateks-aglutinacioni test (Wichelhauslet 1999).

1.4.1.3. Detekcija enzima dezoksiribonukleaze (DNax i termostabilne
endonukleaze

Detekcija DNaze se vrSi na DNaza agaru a termds&l@ndonukleaze na toluidin-
plavo metahromatskom agaru (Menzies, 1977). Ngkvs®&NS daju pozitivne testove
DNaze i termostabilne endonukleaze pa se ovi testev koriste samostalno za
identifikaciju S. aureusve¢ kao dodatni testovi za identifikaciju stafilokoka.
Termostabilna endonukleaza se moze detektovatitakdeaglutinacionim testom
(Bannerman, 2003).

1.4.1.4. Komercijalni biohemijski testovi

Postoje brojni komercijalni biohemijski testovi z@dentifikaciju stafilokoka koji se
izvode manuelno, sa kitovima za identifikaciju stédoka, ili pomau automatizovanih
sistema kao Sto su Phoenix ili VITEK. Ovi testovnaju veliku senzitivnost i
specifinost ali traju duze i skuplji su od koagulaza alieks-aglutinacionih testova pa

se retko koriste u rutinskoj identifikaciji (Ligozet al., 2002; Spanu et al., 2004).

1.4.1.5. Molekularne metode za identifikacijuS. aureus

Identifikacija S. aureus molekularnim metodama se retko Kkoristi u rutinskoj
dijagnostici, osim u skajevima kada sve ostale metode nisu dale jasantatzu
Identifikacija se n&e&e izvodi PCR metodom za detekciju vrsno-spégifi gena kao
Sto su geni za nukleazayo, koagulazu €oq), protein A épa, femA i fenB, Sa442
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16S rRNK i gena koji kodiraju ekspresiju fibrinogeezujweg proteina (Keams et al.,
1999; Mason et al., 2001; Grisod et al., 2002).

1.4.2. Detekcija rezistencije na meticilin
Detekcija rezistencije na meticilin se vrSi kiasm metodama antibiograma, lateks-
aglutinacijom, automatizovanim metodama, fluoretdem bojenjem i molekularnim

metodama.

1.4.2.1. Klaséne metode antibiograma

Klasicne metode antibiograma koje se koriste za detekegestencije na meticilin su
agar-difuzioni, agar i bujon-dilucioni metod i Este Na rezultat ovih testova &
nekoliko faktora: medijum koji se koristi za kuli®iju, veltina inokuluma, uslovi
inkubacije (duzina i temperatura) i vrsta antimtknog agensa kojim se testira
osetljivost na meticilin. 1zudenje testova za detekciju rezistencije na metidiieba
vrSiti prema standardima Nacionalnog Komiteta zamikke i Laboratorijske Standarde
(eng. National Committee for Clinical LaboratoryaGdards, NCCLS) ili Britanskog
DruStva za Antimikrobnu Hemoterapiju (eng. Britisbociety for Antimicrobial
Chemotherapy, BSAC). U rutinskoj dijagnostici sgéag&e primenjuje agar-difuzioni
metod antibiograma uz upotrebu diskova/tableta aiietd, oksacilina ili cefoksitina.
Poslednjih godina se prepdwje upotreba cefoksitina zato Sto je pouzdaniji od
oksacilina, i na rezultat testa necetivrsta medijuma ili uslovi inkubacije (Mougeot et
al., 2001; Cauwelier i Gordts, 2004). Soj8viaureusoji pokazuju heterorezistenciju
na meticilin se teSko detektuju agar-difuzionim odetm, a sojeviS. aureuskoji
produkuju velike koliine penicilinaze ovim metodom mogu biti pogreSno

dijagnostikovani kao MRSA.

1.4.2.2. Lateks-aglutinacioni test

Za brzu detekciju MRSA je razvijen lateks-aglutimat test za detekciju PBP2’
(Nakatomi i Sugiyama, 1998). Ovaj test ima velikmaAtivnost i specifinost (Jureen et
al., 2001; Smyth et al., 2001). MRSA sojevi kojogukuju malu kokiinu PBP2’ daju
slabu aglutinaciju, ili je produzeno vreme za daghtiju, pa mogu greSkom biti
dijagnostikovani kao MSSA.
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1.4.2.3. Detekcija osetljivosti na meticilin automgzovanim metodama

Osetljivost na oksacilin/meticilin se moze odredid velikim stepenom pouzdanosti
pomaiu VITEK/VITEK2 (bioMerieux), Phoenix (Becton Dickson) ili Microscan
(Dade Behring) automatizovanog sistema (Farre®71%igozzi et al., 2002; Spanu et
al., 2004).

1.4.2.4. Fluorescentne tehnike za detekciju osetpsti na meticilin

Detekcija osetljivosti na meticilin se moze izw3bomaiu fluorescentne metode sa
BBL Crystal MRSA identifikacionim sistemom (Bectddickinson). Ovaj metod se
zasniva na detekcijéelijske respiracije ponta fluorescentnog indikatora (Tris-1,4-
difenil-1,10-fenatrolin rutenijum hlorid pentahidyakoji je osetljiv na prisustvo
kiseonika. Oksacilin je inkorporiran u podlogu najdi se ispituje osetljivost sojeva.
Ako je soj osetljiv na oksacilin, dolazi do inhiljec njegovog rasta i povanja
koncentracije kiseonika u podlozi, Sto se detekk#e gaSenje signala fluorescencije.
MRSA sojevi troSe kiseonik iz podloge tokatelijske respiracije pa se fluorescentni

signal detektuje UV lampom (Quadril et al., 1994).

1.4.2.5. Molekularne metode za identifikaciju MRSAsojeva

Za brzu identifikaciju MRSA sojeva se tege koristi multipleks-PCR koji kombinuje
molekularne metode za identifikacifp. aureusuz istovremenu detekcijme® gena
(Bignardi et al., 1996).

1.4.3. Molekularna tipizacija MRSA sojeva

Da bi se izvrSila analiza klonske diseminacije iidemiologije MRSA sojeva,
neophodno je da se sojevi najpre okarakteriSu mskgen nivou. Genska tipizacija
MRSA sojeva se n&&e vrSi na osnovu MLST (eng. multilocus sequencee)typ
tipizacije, tipizacije gena za stafilokokni protédn(spatipizacija), odrdivanja SC@nec
tipa, agr tipa i tipa koagulaze. Zlatni standara ispitivanje molekularne epidemiologije

MRSA sojeva je PFGE (eng. pulsed-field gel eledtapsis) metod.

1.4.3.1. MLST tipizacija
MLST tipizacija se koristi za utdivanje klonske evolucije MRSA sojeva. Ovaj metod
se zasniva na odiizanju sekvence fragmenata DNK watie 0.5 kb kod sedam tzv.

.housekeeping” gen&. aureuqarcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpiygiL) (Deurenberg et
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al., 2007). Dobijen tip sekvenci, odnosno, alelgkofil predstavlja ST tip (eng.
sequence type). Na osnovu dobijenih ST tipova ktose grupisu u klonske komplekse
(CC) pom@u eBURST softvera (eng. based upon related sequdgpes)
(http://eburst.mlist.nét/ i baze podataka koja je dostupna na MLST vebsajtu

(http://www.mlst.nely (Enright et al., 2000). Sojed. aureusse grupisSu u isti CC kada

imaju identéne sekvence pet od sedam ,housekeeping” genateiqresvakog CC se
smatra ST tip sa najvien brojem varijanti pojedinaog lokusa (Deurenberg et al.,
2007).

1.4.3.2.spatipizacija

Za razliku od MLST tipizacije, koja se dobija nanosu analize sedam gena,
odredivanje spatipa se vrSi na osnovu analize sekvence polimgrfregiona X kod
stafilokoknog gena za protein Agg (Frenay et al., 1996). Postéjespa tipovi su
dostupni u javnoj bazi podatakatp://tools.egenomics.comDobijeni spa tipovi se

grupiSu u spa klonske komplekse (CC) porw algoritma baziranog na obrascu
ponavljanja (eng. based upon repeat pattern, BUHaFRidom Staph-Type softverom

(http://spaserver.ridom.de/ Svaki klon odréenog ST tipa moZe imati nekoliko

razli¢itih spatipova (Shopsin et al., 1999; Harmsen et al., 20Q8een et al., 2004).
Prednosspatipizacije u odnosu na MLST je Sto se jednostavizyodi (tj. detektuje se
sekvenca pojeditaog genskog lokusa) i ima & mat diskriminacije od MLST
tipizacije. Kao i MLST spatipizacijom se utwtuje klonska evolucija MRSA sojeva, ali
se za razliku od MLST koristi i za utlivanje porekla i pravca Sirenja intrahospitalnih

infekcija izazvanih odenim MRSA sojem.

1.4.3.3. SCnec tipizacija

SCAQmectipizacija se vrSi pomi multipleks-PCR metode kojom se ¢&fe detektuje
tip meci ccr genskog kompleksa, ili se odrge i tip J regiona (Oliveira et al., 2002; Ito
et al., 2004; Zhang et al., 2005; IWG-SCC). Pre&1SCC klasifikaciji do sada je
utvrdeno prisustvo jedanaest S@Ec alotipova (sa nekoliko podtipova prisutnih kod
SCQmedl, Il IV tipa), Sest tipovamecgenskog kompleksa i osam tiposar genskog
kompleksa Iittp://www.sccmec.ordy/ Smatra se da MRSA sojevi S@&cl, I, i Il
tipa predstavljaju HA-MRSA, a da S@clV i V tipovi predstavljaju CA-MRSA
sojeve (Enright et al., 2002; Robinson i Enrigli02; Vandenesch et al., 2003; Ender
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et al., 2004; Boyle-Vavra et al., 2005; Lee et 2007; Diep et al., 2008; Takano et al.,
2008).

1.4.3.4.agr tipizacija

agr tipizacija se vrsi pomi PCR metode. Do sada je w&no postojanjagr tipova I-
IV, od kojih tip agrl ima nekoliko podtipova (Gilot et al., 2002; Stroranger et al.,
2004).

1.4.3.5. Odrdivanje tipa koagulaze

Odreiivanje tipa koagulaze je moémi izvrSiti pom@u standardnih kitova koji sadrze
antitela na raziite tipove koagulaze. Do sada je atbro osam tipova koagulaze (I-
VIII). Tip koagulaze je u korelaciji sa ST tipomipizacija coa gena za koagulazu
pomaiu PCR metode nije pouzdana, tako da se standaranipizaciju koagulaze
koriste specifina antitela na tipove koagulaze I-VIII (Kinoshitaat., 2008; Sakai et
al., 2008).

1.4.4. Molekularna epidemiologija MRSA sojeva

Pored navedenih metoda koje se koriste za genpkiadiju MRSA sojeva, pongo
PFGE metode se vrSi identifikacija epidemijskihes@aj i analiza njihove divergencije,
odnosno, klonske povezanosti (Tenover et al., 20Dépover i Goering, 2009).
Fragmentacija DNK se vrdn situ u agaroza gelu pomio Smd endonukleaze nakon
¢ega se fragmenti razdvajaju elektroforezom u puisetektrcnom polju. Odréivanje
PFGE tipa se vrSi prema postéya kriterijumima Tenovera i sar. (Tenover et aB95;
Tenover et al., 2006; Tenover i Goering, 2009). BF@etod ima veliku mo
diskriminacije i koristi se za analizu povezanegtidemijskih sojeva ili analizu porekla

sojeva prilikom prenosa boltkih sojeva iz jedne bolnice u drugu.
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1.5. Terapija infekcija izazvanin MRSA sojevima

Infekcije uzrokovane MRSA sojevima se &&e l&e antibioticima iz grupe
glikopeptida, kao Sto su vankomicin i teikoplaniedutim, od 1995. god. je u nekoliko
laboratorija u Evropi, SAD i Japanu registrovangapa glikopeptid-intermedijarno
osetljivih sojevaS. aureugGISA) (Hiramatsu et al., 1997; Ploy et al., 1998alsh et
al., 2001). Do sada su opisana dva fenotipa GI13évaoGISA u uzem smislu ¢g kod
kojih je MIK za vankomicin i teikoplanin > 4mg/lheterogeni sojevi GISA (hGISA)
kod kojih je MIK za vankomicin i teikoplanig 4 mg/l, ali sadrze subpopulacielija
koji imaju MIK za vankomicin > 4 mg/l (Garnier et.,a2006). Sa pojavom MRSA
rezistentnin na vankomicin postavilo se pitanjei Kej terapijski pristup najbolje
primeniti u empirijskoj terapiji infekcija uzrokow&h ovim sojevima. Vé&na CA-
MRSA joS uvek pokazuje osetljivost na vankomicireikbplanin, gentamicin,
klindamicin, trimetoprim-sufametoksazol (TMP-SMX)doksiciklin, minociklin,
hloramfenikol, fluorohinolone, rifampin i linezoligMaltezou i Goamarellou, 2006).
Izbor antibiotika koji se primenjuju kao prva liaitakaie zavisi i od tipa infekcije.
Sepsa i invazivne infekcije (pneumonija, endokasditrtritis i osteomijelitis) se
empirijski le¢e vankomicinom, teikoplaninom i linezolidom (Faleoet al., 2009). Kod
nekomplikovanih infekcija koZze i potkoznih mekihivik nageie se empirijski
primenjuje TMP-SMX (Szumowski et al., 2007), konee g potrebi dodaje rifampin
koji vrSi eliminaciju intracelularnits. aureus(Krut et al., 2004). lako ¥ina MRSA
sojeva pokazuje osetljivost na klindamicin, empkd primena ovog leka nije pogodna
zato Sto se inducibilna rezistencija na klindamicime detektuje rutinskim
laboratorijskim testovima za ispitivanje osetljitiosa antibiotike (Lewis i Jorgensen,
2005). Véi problem u terapiji predstavljaju HA-MRSA sojeviojk ispoljavaju
multirezistentan fenotip zahvaljujuprisustvu gena rezistencije koji se mogu premosit
izmedu sojeva S. aureus Infekcije uzrokovane ovim sojevima Bege se lée
kombinovanom antibiotskom terapijom ili novim ambticima kao Sto su daptomicin,
linezolid, tigeciklin i sl. Brojni antimikrobni agesi koji bi se potencijalno primenijivali
u terapiji infekcija izazvanih multirezistentnimjeeima S. aureusse joS uvek nalaze u

fazi klini¢kih ispitivanja.
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1.5.1. Vankomicin i teikoplanin

Vankomicin i teikoplanin su glikopeptidni antibioti koji vrSe inhibiciju sinteze
¢elijskog zida. Na mestu izlaska prekursora peptidaga kroz ¢elijsku membranu
molekul antibiotika se vezuje vodénom vezom za karboksilnu grupu terminalnog D-
alanil-D-alanina. Zbog veline molekula antibiotika vezanog za D-alanil-D-atan
onemoguen je pristup enzimima kojicestvuju u reakciji transglikozilacije, uslédga
nastaje inhibicija sinteze peptidoglikana.

Vankomicin i teikoplanin imaju slan spektar dejstva. Teikoplanin ima duze poluvreme
eliminacije (83-168h), manje toksiih nezeljenih dejstava od vankomicina i moze se
primenjivati i intravenski i intramuskularno, ak ju terapiji sepse manje efikasan od
vankomicina ili antistafilokoknih penicilina (Faloe et al., 2009). Klika primena
vankomicina je ogratena zbog pojave sojeva hGISA, vankomicin-internesdg
osetljivih- (VISA) i vankomicin rezistentnils. aureus(VRSA), a u terapiji sepse i
endokarditisa zbog sporog Kklkiog odgovora i prolongirane bakterijemije tokom
upotrebe ovog leka (Levine et al., 1991). Empigdjskpotreba vankomicina u terapiji
bakterijemije i endokarditisa je udruzena s&ove stopom mortaliteta (Garau et al.,
2009).

1.5.2. Trimetoprim-sufametoksazol

Kombinacija sulfonamida sulfametoksazola sa tripgtoom dovodi do inhibicije
sinteze folne kiseline kod mikroorganizama na daana: sulfametoksazol je analqg
aminobenzeove kiseline i vrSi kompetitivhu inhipioenzima dihidropteroat-sintetaze, a
trimetoprim je pirimidinski analog koji inhibira esfie€i korak u sintezi folata-enzim
dihidrofolat reduktazu. Usled blokade sinteze fokmgeline dolazi do prekida sinteze
purinskih i pirimidinskih nukleotida i sinteze bakijske DNK. Sinergistki efekat ove
kombinacije je baktericidan. ¥ma MRSA sojeva pokazuje osetljivost na TMP-SMX
in vitro (Garau et al., 2009). Ovaj antibiotik se korisibkalternativa klagnoj terapiji
kod bolesnika kod kojih postoji loSa tolerancijameki od aktivnijih lekova, kao Sto su
glikopeptidi ili linezolid. Nage&e se primenjuje u terapiji hramog osteomijelitisa.
Sepsa i apscesi izazvani MRSA sojevima nisu pogadnig€enje TMP-SMX usled
prisustva velikog broja bakterija i nekr@ipg tkiva u kome se oslota timidin koji
inaktivira TMP-SMX.
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1.5.3. Hloramfenikol

Hloramfenikol je bakteriostatski antibiotik kojihibiSe sintezu proteina. Ovaj antibiotik
se vezuje za 50S subjedinicu bakterijskog ribozamaestima A2451 i A2452 na 23S
rRNK, blokira aktivhost peptidil-transferaze, reglictranspeptidacije i elongaciju
polipeptidnog lanca. Osetljivost klgkih izolata MRSA na hloramfenikol se Kee
izmedu 82-98% (Hoban et al., 2003; Cuevas et al., 20Ki8)i cka upotreba ovog leka u
terapiji infekcija izazvanih MRSA sojevima je ogré&na zbog izrazenog toksog
dejstva na koStanu srz i brojnih nezeljenih efekdtko da se ovaj antibiotik
upotrebljava samo kada postoji rezistencija nadsuge antibiotike.

1.5.4. Tetraciklini

Tetraciklini su bakteriostatski antibiotici Sirokapektra dejstva koji inhibiSu sintezu
proteina. Antibiotik se vezuje za 30S subjedinitiozoma, blokira pristup aminoacil-
tRNK kompleksu RNK-ribozom i onemo@ava dodavanje nove aminokiseline na
polipeptidni lanac koji se sintetiSe. Tetraciklisa dugim dejstvom, kao Sto su
doksiciklin i minociklin, pokazuju bolju antistafikoknu aktivhost od tetraciklina
(Garau et al., 2009). Do sada je pokazano da nkiwéma vetu anti-MRSA aktivnost
od doksiciklinain vitro (Minuth et al., 1974).

1.5.5. Streptogramini

Streptogramini se vezuju za 50S subjedinicu ribczdnprekidaju sintezu proteina.
Kvinupristin-dalfopristin je prva kombinacija sttegramina za parenteralnu upotrebu
nastala kombinacijom hidrosolubilnih derivata stogpamina grupe B-pristinamicina
Ia (kvinupristina) i streptogramina grupe A-pristinama Il (dalfopristina). Vezivanje
dalfopristina za 23S subjedinicu ribozoma dovodi kdmformacione promene, $to
poveava afinitet za vezivanje kvinupristina. DalfopinsinhibiSe peptidil-transferazu i
stvaranje peptidne veze tokom elongacije polip@giidlanca, dok kvinupristin dovodi
do otpusStanja nekompletnog polipeptidnog lancalsoma (Hugo et al, 2007).
Kombinacija kvinupristin-dalfopristirin vitro ima baktericidan efekat na veliki broj
MRSA sojeva. Ovaj lek taki® utce na metabolizam drugih lekova u jetri putem
blokade citohroma P450. Zbog brojnih nezeljeninkafa koji se ispoljavaju u vidu
flebitisa na mestu primene leka, reverzibilne &yty@ i mijalgije i koznih reakcija, ovaj

antibiotik se najeXe primenjuje u terapiji infekcija koze i mekih tkiwuzrokovanih
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MRSA sojevima i kao alternativna terapija ddaju infekcija izazvanih VISA i VRSA
(Garau et al., 2009).

1.5.6. Kombinovana antibiotska terapija u l€enju infekcija izazvanih
MRSA sojevima

Lecenje infekcija izazvanih multirezistentnim sojeviltlRSA nageXe podrazumeva
kombinovanu antibiotsku terapiju u cilju postizasjaergisttkog efekta antibiotika. Do
sada su dobar terapijski efekat pokazale kombiacipkomicina sa aminoglikozidima
i rifampinom i kombinacija fosfomicina sa imipenemg¢Garau et al., 2009).
Kombinacija vankomicina sa gentamicinom je pokazagolji terapijski efekat kod
vecine infekcija koje su izazvane sa MRSA, ukljuci i bakterijski endokarditis na
veStgkim valvulama. Ova kombinacija dovodi do brzog aeka bakterijemije i
smanjenja broja metastatskih Zarista infekcije @#irhoglu et al., 1996). Kombinacije
vankomicina sa rifampinom i fosfomicina sa imipereen u terapiji endokarditisa su

joS uvek u fazi ispitivanja i nisu uSle u Siru kéiku upotrebu (Garau et al., 2009).

1.5.7. Antibiotici novije generacije koji se korise u terapiji infekcija

izazvanih MRSA sojevima

1.5.7.1. Daptomicin

Daptomicin je lipopeptidni antibiotik koji delujeasmo na Gram pozitivhe bakterije.
Ovaj antibiotik se vezuje zéelijsku membranu preko fosfatidil-glicerolskog repa
Nakon vezivanja dolazi do stvaranja agregata daiptoenkoji dovode do porentaja
zakrivljenostic¢elijske membrane i stvaranja otvora kroz koje stbiwocirkuliSu joni.
Kao krajnji rezultat nastaje depolarizacijéelijske membrane, prekid sinteze
makromolekula (proteina, DNK i RNK) i sméelije (Pogliano et al., 2012). Osetljivost
S. aureusa daptomicin je u korelaciji sa osetlji¢asna vankomicin, sojeVs. aureus
koji su osetljivi na vankomicin su u 97% &hjeva osetljivi i na daptomicin (Patel et al.,
2006). Heterorezistencij&. aureusna vankomicin koja se razvija tokom dugotrajne
upotrebe vankomicina je u korelaciji sa heterotenisjom na daptomicin. VISA sojevi
pokazuju smanjenu osetljivost na daptomicin, navamije usled zadebljanfzlijskog
zida koji predstavlja fiztku barijeru za prolazak daptomicina i vezivanjeéedijsku

membranu stafilokoka (Cui et al., 2006). Za razliklvankomicina, baktericidni efekat
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daptomicina je dozno zavisan, ima duzi post-antsBioefekat i deluje na MRSA i u
stacionarnoj, a ne samo u eksponencijalnoj fatar@arau et al., 2009).

Daptomicin je lek izbora u terapiji bolesnika ksji intolerantni na vankomicin ili imaju
infekciju uzrokovanu VISA ili VRSA sojevima koji sasetljivi na daptomicin. Ovaj
antibiotik nije pogodan za terapiju pneumonija za@zh MRSA sojevima zato Sto ga
inaktivira plwni surfaktant. Najbolji terapijski efekat se postikod infekcija kozZe i
potkoznog tkiva, endokarditisa desne polovine srbakterijemije udruZzene sa ovim

bolestima (European Medicines Agency, 2006).

1.5.7.2. Linezolid

Linezolid spada u klasu oksazolidinona, lekova kojhibiSu sintezu proteina
spre&avanjem formiranja inicijalnog kompleksa koji sestegi od tRNA, mMRNA i 30S i
50S subjedinice ribozoma. Ovaj antibiotik se vezujg 23S komponentu 50S
subjedinice ribozoma, Sto dovodi do promene meataezivanje rRNA i izostanka
formiranja funkcionalnog 70S inicijalnog komplek@d4errmann et al. 2008). Linezolid
deluje bakteriostatski n&. aureusi koristi se kao alternativha terapija ucéaju
infekcija uzrokovanih MRSA i VRSA sojevima. Duggtra Klinicka upotreba ovog
leka nije preporéljiva zbog ozbiljnih nezeljenih efekata kao Sto sipresija koStane
srzi, trombocitopenija, periferna neuropatija i rogpatija opttkog nerva. Zbog
jedinstvenog mehanizma dejstva do sada nij@nm@ unakrsna rezistencija na linezolid

sa drugim antibioticima (Garau et al., 2009).

1.5.7.3. Tigeciklin

Tigeciklin je novi lek koji predstavlja strukturdierivat minociklina. On pripada grupi
glicilciklina, antibiotika koji imaju tetraciklinsl jezgro sa supstituisanim dugim
bo¢nim lancem (9-tert-butil-glicilamid) na polozajul® prstena (Pankey, 2005). 8o
lanac stetiki ometa aktivni efluks leka pa ne dolazi do raav@zistencije na tigeciklin.
Tigeciklin ima bakteriostatski efekat prema MRSAkdje antimikrobna aktivnost
prema VISA i VRSA do sada pokazanavitro (Chopra, 2001). Klirka upotreba ovog
antibiotika je opravdana kod lakih ili umereno tbskfekcija koze i potkoznog tkiva i
komplikovanih abdominalnih infekcija, dok ne postpodaci o upotrebi tigeciklina kod
sepse i endokarditisa uzrokovanin MRSA sojevima@§Gat al., 2009).

Novi antibiotici koji se koriste kao poslednja |aterapije kod multirezistentnin MRSA

sojeva, ili su joS uvek u fazi kligkih ispitivanja, su polusintetski lipoglikopeptidi
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(telavancin, dalbavancin i oritavancin), everninoimi lizostafin, iklaprim i ceftobiprol
(Kollef, 2009; Falcone et al., 2009).

1.5.7.4. Telavancinje derivat vankomicina. On deluje baktericidndMi@SA sojeve na
dva n&ina: inhibicijom sintezecelijskog zida i porem@mjem integritetacelijske
membrane. Poluvreme eliminacije iz plazme iznosi. HKoristi se u terapiji

komplikovanih infekcija koze i mekih tkiva (Higgireg al., 2005).

1.5.7.5. Dalbavancinpripada drugoj generaciji polusintetskih lipogldeptida. Ima
dugo poluvreme eliminacije iz plazme (7 dana) paae u dve doze sa razmakom od
nedelju dana. Odobren je za terapiju infekcija koheekih tkiva koje su uzrokovane
MRSA sojevima (Falcone et al., 2009).

1.5.7.6. Oritavancintakade pripada drugoj generaciji polusintetskih lipoglieptida.
Ovaj antibiotik ima brz i snazan baktericidamvitro efekat prema multirezistentnim
sojevima Gram pozitivnih bakterija. Poluvreme ehagije iz plazme je neSto duze od
dalbavancina (195h). Upotreba oritavancina u tg@rapiekcija uzrokovanih MRSA
sojevima je u fazi Il klintkih ispitivanja (Belley et al., 2010).

1.5.7.7. Everninomicin pripada grupi oligosaharidnih antibiotika iz faipeil

everninomicina sa dobrom antimikrobnom aktivo$rotiv multirezistentnih sojeva
Gram pozitivnih bakterija. Bakteriostatski efekaveminomicina nastaje nakon
vezivanja leka za L16 protein ribozoma Sto dovadlirthibicije sinteze proteina. Ovaj

lek ima snazno antibakterijsko dejstvo na MRSA wojali je njegova terapijska

upotreba ogratiena zbog izrazene tokssti (Terakubo et al., 2001; Falcone et al.
2009).

1.5.7.8. Lizostafinje glicil-glicin endopeptidaza koja vrSi presecapgentaglicinskih
mostova uéelijskom zidu stafilokoka. Antimikrobna aktivnostgma MRSA sojevima
je dokazanan vitro i in vivou modelu z&jeg MRSA endokarditisa i keratitisa (Falcone
et al., 2009). Novija istrazivanja ukazuju na pot@inu terapijsku primenu lizostafina
u tretmanu stafilokoknih infekcija udruzenih saasanjem biofilma (Aguinaga et al.,
2011).

1.5.7.9. Iklaprim je inhibitor dihidrofolat-reduktaze. Ostvaruje Wyaktericidan efekat
prema MRSA, VRSA i sojevim&. aureusrezistentnim na TMP. Ovaj lek se dobro
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podnosi uz minimalna nezeljena dejstva pa je uSdd tazu Klini¢kih ispitivanja
(Falcone et al., 2009).

1.5.7.10. Ceftobiprolje novi cefalosporin pete generacije sa Sirokinkspen dejstva
(Kollef, 2009). Ovaj antibiotik ima dobru antimikvou aktivhost prema MRSA
sojevima zato Sto ima visok afinitet vezivanja PR’ i stabilan je prema dejst\is
laktamaza. Trenutno se nalazi u fazi Il kdkih ispitivanja (Kollef, 2009; Falcone et
al., 2009).

1.6. Antimikrobna aktivhost halkona

Brz razvoj rezistencije stafilokoka na nove antiratkine agense i interhumano Sirenje
rezistentnih sojeva su glavni terapijski problemndSnjice. 1z tog razloga je neophodno
razviti nove agense koji bi imali ulogu u prevendijle¢enju stafilokoknih infekcija,
kao samostalni antimikrobni agensi ili kao adjuwantterapija konvencionalnim
antibioticima. Brojne studije se poslednjih godbeve uticajem razlitih jedinjenja na
patogeni potencijal ilspecifcne faktore virulencije razitih mikroorganizama. Naj\@
deo ovih istrazivanja bavi se ispitivanjem uticalicitih jedinjenja dobijenih iz
prirodnih izvora, kao Sto je biljni svet, ili jedemja dobijenih sintetskim putem.
Antimikrobna aktivnost biljnih proizvoda je r@&Xe uslovljena prisustvom malih
molekula kao Sto su terpenoidi, flavonoidi i palied (Mahady, 2005). Tokom
poslednje decenije nekoliko studija je detaljno sajm antimikrobnu aktivnost
flavonoida (Nowakowska, 2007; Batovska i Todorovaddrova, 2010; Cushnie i
Lamb, 2011). Halkoni spadaju u grupu flavonoiddjngnja koja se mogu izolovati iz
prirodnih izvora kao Sto su biljke, ¥® i povie. Osim halkona koji se izoluju iz
prirodnih izvora, brojna jedinjenja se mogu dobitaboratorijskim uslovima metodama
klasicne i kombinatorne sinteze. Hemijska struktura hadkse sastoji od dva aril
prstena koja su povezanafp-nezasienim ketonom. DosadaSnja istraZivanja su
pokazala da razliti halkoni ispoljavaju Sirok spektar bioloskih akiosti kao Sto su
antibakterijska, antivirusna, antigljna, antiangiogena, antitumorska,
antiproliferativna i antiinflamatorna (Nowakowsk&007; Mojzis et al., 2008;
Kontogiorgis et al., 2008; Boumendjel et al., 20@8&tovska i Todorova Todorova,
2010).
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Precizan mehanizam antibakterijskog dejstva hallklmsada nije utden, ali se smatra
da njihova antimikrobna aktivnost zavisi od henmgjsitrukture molekula (Nielsen et al.,
2005; Nowakowska, 2007; Batovska i Todorova Todaraz010). Osim ispitivanja
antimikrobnog efekta halkona, novija istrazivanja bave sinergizmom izrie
flavonoida/halkona i antibiotika koji se koristedk&onvencionalna terapija ucknju
infekcija prouzrokovanih s&. aureus(Williamson, 2001; Hemaiswarya et al., 2008;
Talia et al., 2011; Tran et al., 2012).

Na osnovu pregleda dostupne literature sa sigtmneg® moze zakljiti da nema
podataka o ispitivanju osetljivosti MRSA sojeva tma sintetisana halkona: Bis-(2-
hydroxy-phenyl)-propenona, 3-(3-Hydroxy-phenyl)ZtHydroxy-phenyl)-propenona i
3-(4-Hydroxy-phenyl)-1-(2-hydroxy-phenyl)-propengnkao ni o ispitivanju uticaja
ovih jedinjenja na fizioloSko-biohemijske karakgike i ekspresiju faktora virulencije
MRSA sojeva.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA



U skladu sa prethodno iznetim, formulisani su sted#jevi istraZivanja :

1. Identifikacija izolovanih sojevaS. aureus konvencionalnim metodama,
komercijalnim automatizovanim sistemom i molekularn metodama i

dokazivanje rezistencije na meticilin.

2. Genotipizacija izolovanih MRSA sojeva:
* PFGE tipizacija;
» odreiivanje SC@nectipa;
e odreiivanjeagr tipa;
e odrefivanje spatipa i grupisanje dobijenilspa tipova u spa klonske
komplekse (CC);
e analiza genoma na prisustvo gena koji kodirajuegmPanton-Valentin

leukocidina.

3. Ispitivanje osetljivosti MRSA sojeva na antibiotike hemioterapeutike sa

razlicitim mehanizmom dejstva.

4. Ispitivanje ekspresije faktora virulencije izolovlarMRSA sojeva (produkcije
glikokaliksa, formiranja biofilma, vezivanja za ham fibronektin i produkcije

hemolizina).

5. Ispitivanje osetljivosti MRSA sojeva na tri sintgtna halkona:
Bis-(2-hydroxy-phenyl)-propenona,
3-(3-Hydroxy-phenyl)-1-(2-hydroxy-phenyl)-propenona
3-(4-Hydroxy-phenyl)-1-(2-hydroxy-phenyl)-propenona
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6. Ispitivanjein vitro uticaja halkona na:
* biohemijsko-fizioloSke osobine MRSA sojeva,
» ekspresiju faktora virulencije (produkciju glikokada, produkciju
biofilma i vezivanje za humani fibronektin);

» produkciju stafilokoknih hemolizina.

7. Ispitivanje efekta kombinovane primene halkona titaotika sa razititim

mehanizmima delovanja na rast izolovanih MRSA sajev
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3. MATERIJAL | METODE



3.1. Poreklo i izolacija MRSA sojeva

Klini ¢ki izolati MRSA sojeva su prikupljeni u periodu @ghuara do juna 2007. godine
u mikrobioloSkim laboratorijama u Srbiji. Sakupljgnjedan MRSA soj po pacijentu.
Za svaki prikupljen soj je popunjavan upitnik sen@&im podacima o pacijentu,
zdravstvenoj ustanovi u kojoj je pacijent hosp#adian ili ambulantno teen |
mikrobioloskoj laboratoriji koja vrsi analizu uza@kDrugi deo upitnika odnosio se na
podatke o uzorku iz koga je izolovan MRSA soj¢ina identifikacije soja i ispitivanju
osetljivosti na antimikrobne agense. Nakon izo&a@pjevi su poslati Institutu za
mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog fakultetdJniverziteta u Beogradu. Svi
sojevi MRSA sucuvani na -70°C u triptikaza-soja bujonu (TSB, Laltsl, Velika
Britanija) sa dodatkom 12.5% sterilnog glicerolare Peksperimenata sojevi su
odmrznuti i presejani na triptikaza-soja agar (T&abM Itd.) i kultivisani u aerobnim
uslovima tokom 18-24h na 35°C.

Kao pozitivna kontrola rezistencije na meticilirekisperimentima je kog&n kontrolni
soj meticilin-rezistentnogS. aureusATCC 43300 (KWIK-STIKM, Microbiologics,
SAD).

3.2. ldentifikacija MRSA sojeva

Izolovani MRSA sojevi su identifikovani konvencidnem metodama, komercijalnim
automatizovanim sistemom za identifikaciju i mollknim metodama. Identifikacija
sojeva konvencionalnim metodama je izvrSena u pnima laboratorijama koje su
primile uzorak na mikrobioloSku analizu a potvrdénbsti identifikacije je izvrSena na
Institutu za mikrobiologiju i imunologiju Medicingk) fakulteta Univerziteta u

Beogradu komercijalnim metodama i PCR metodom.
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3.2.1. Identifikacija sojeva konvencionalnim metodma

Pripadnost vrstS. aureusodreiena je na osnovu morfoloSkih osobina analizirardgh n
preparatu bojenom po Gramu, kulturelnih osobinatotema slobodne koagulaze (u
epruveti) i/ili vezane koagulaze (na ¢@ilg) ili latex aglutinacionim testom (Slidex
Staph Plus, bioMérieux, Francuska).

Rezistencija na meticilin je odtena disk difuzionim metodom antibiograma p@omno
tableta ili diskova meticilina (1ug) (Torlak, Beagl;, Srbija), oksacilina (1jug) (Becton
Dickinson Diagnostic Systems, SAD) ili cefoksitif&0 pg) (Becton Dickinson).

3.2.2. ldentifikacija sojeva komercijalnim automatzovanim sistemom
Identifikacija sojevaS. aureusizvrSena je VITEK 2 ID karticama za Gram pozitivhe
mikroorganizme (VITEK 2 GP, bioMérieux). GP Kkarticeadrzi udubljenja sa
odgovarajdim supstratima za detekciju 43 biohemijske osolnaeedene u Tabeli 5.
Bakterijska suspenzija je podeSena pémodenzitometra (VITEK Densichek,
bioMérieux) sa rastvorom 0.45% NaCl na gustinu dsl o McFarland standardu.
Svaka test kartica je automatski napunjena bagkemy suspenzijom i inkubirana
tokom 3h u VITEK aparatu. Tokom ovog perioda, skiakb minuta je automatski
ocitavano oslobdanje fluorescence koja nastaje kao posledica rdmgrasupstrata
usled rasta mikroorganizama u odgovatmuudubljenjima kartice. Analiza podataka
uraiena je automatski pordo VITEK 2 softvera, nakoega su dobijeni rezultati za

svaki soj.
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Tabela 5. Biohemijske osobine na osnovu kojih je veSena identifikacija MRSA
sojeva VITEK 2 GP karticom

polje test skraéenica koli¢ina po polju
2 D-amigdalin AMY 0.1875 mg
4 Fosfatidilinozitol fosfolipaza C PIPLC 0.015 mg

5 D-ksiloza dXYL 0.3 mg

8 Arginin dihidrolaza 1 ADH1 0.111 mg

9 Beta-galaktozidaza BGAL 0.036 mg
11 Alfa-glukozidaza AGLU 0.036 mg
13 Ala-Phe-Pro arilamidaza APPA 0.0384 mg
14 Ciklodekstrin CDEX 0.3 mg

15 L-Aspartat arilamidaza AspA 0.024 mg
16 Beta-galaktopiranozidaza BGAR 0.00204 mg
17 Alfa-manozidaza AMAN 0.036 mg
19 Fosfataza PHOS 0.0504 mg
20 Leucin arilamidaza LeuA 0.0234 mg
23 L-Prolin arilamidaza ProA 0.0234 mg
24 Beta-glukuronidaza BGURr 0.0018 mg
25 Alfa-galaktozidaza AGAL 0.036 mg
26 L-Pirolidonil-arilamidaza PyrA 0.018 mg
27 Beta.glukuronidaza BCUR 0.0378 mg
28 Alanin arilamidaza AlaA 0.0216 mg
29 Tirozin arilamidaza TyrA 0.0276 mg
30 D-sorbitol dSOR 0.1875 mg
31 Ureaza URE 0.15 mg

32 rezistancija na POLIMIKSIN B POLYB 0.00093 mg
37 D-galaktoza dGAL 0.3 mg

38 D-riboza dRIB 0.3 mg

39 L-laktat alkalinizacija ILATK 0.15 mg

42 Laktoza LAC 0.96 mg

44 N-Acetil-D-Glukozamin NAG 0.3 mg

45 D-Maltoza dMAL 0.3 mg

46 rezistancija na BACITRACIN BACI 0.0006 mg
a7 rezistancija na NOVOBIOCIN NOVO 0.000075 mg
50 rast u prisustvu 6.5% NacCl NC6.5 1.68 mg

52 D-Manitol dMAN 0.1875 mg
53 D-Manoza dMNE 0.3 mg

54 Metil-B-D-Glukopiranozid MBdG 0.3 mg

56 Pululan ¢-1,4- o-1,6-glukan) PUL 0.3 mg

57 D-Rafinoza dRAF 0.3 mg

58 rezistancija na 0/129 (comp. vibrio.) 0129R 0.0084 mg
59 Salicin SAL 0.3 mg

60 Saharoza SAC 0.3 mg

62 D-Trehaloza dTRE 0.3 mg

63 Arginin dihidrolaza 2 ADH2S 0.27 mg

64 rezistancija na OPTOHIN OPTO 0.000399 mg
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3.2.3. Identifikacija sojeva molekularnim metodama
Klini ¢ki izolati MRSA su identifikovani PCR metodom detgkm nuci me@ gena.

Ispitivanje je izvrSeno radi potvrde fenotipskentifkacije izolata kao MRSA.

3.2.3.1. Ispitivanje prisustvanuc gena
Prisustvonuc gena (gena za termonukleazu) koji je spéaffi za vrstuS. aureus
ispitano je PCR metodom prema protokolu Brakstaghn. (1992). Kao pozitivha
kontrola je korigen S. aureusNCTC 8325, a kao negativna kontr@a sciuriNCTC
12103.

3.2.3.2. Ispitivanje prisustvamecA gena
Prisustvome@ gena je ispitano PCR metodom u skladu sa protwkdBignardi i sar.
(1996). Kao pozitivna kontrola kotién je sojS. aureusCl a kao negativha s@&.
aureusNCTC 8325.

3.3. Genotipizacija izolovanih MRSA sojeva

3.3.1. PFGE tipizacija

Analiza klonske povezanosti i klonske disemina@ovanih sojeva MRSA je izvSena
PFGE metodom prema Bannerman i sar. (1995). Ovotodom su bakterijskeéelije
lizirane in situ u agaroza gelu, nakafega je urdena makrorestrikcija hromozomske
DNK sa 30USmd endonukleazom na 30°C u toku 3h. Razdvajanje Dfdmenata je
izvrSeno elektroforezom u pulsnom ele&tiom polju poméu CHIEF-DR |l sistema
(BioRad, Hemel Hempstead, Velika Britanija) koji mpe smer struje prema zadatom
programu: péetni interval 5s i zavrsni interval 35s u ukupnagjanju od 23h na 17°C.
Nakon elektroforeze, gelovi su obojeni rastvoromigim-bromida (1 pl/ml) tokom 30
min, pregledani u komori pod UV zracima i fotogsaini.

Dobijeni PFGE profili su analizirani prema kritenipu Tenovera i sar. (1995) (Tabela
6).

Rezultati dobijeni PFGE metodom analizirani su uSy3 pc ver. 2.02g (Exeter
Software Ltd., SAD) i BioNumerics ver. 3.50 (ApmlieMaths, Belgija). PFGE

pulsotipovi su ozngvani prema abecednom redosledu. Blisko srodnirowatno
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srodni PFGE profili predstavljali su podtipove PFGiilsotipa i oznéavani su

arapskim brojem kao sufiksom (Tenover et al., 1995)

Tabela 6. Odralivanje PFGE tipa prema kriterijumu Tenover i sar. (1995)

Tipi¢an broj

Razlika u broju
fragmenata za

Kategorija fragmenata u odnosu . . Epidemiolo3ka interpretacija
S razlikovanje od
na glavni soj .
glavnog soja

Ne mogu se 0 0 Izolat je deo epidemije

razlikovati

Blisko srodni 1 2-3 Iquat Je verovatno deo
epidemije

Verovatno srodni 2 4-6 Iquat J€ mogul deo
epidemije

Razliiti >3 >7 Izolat nije deo epidemije

3.3.2. Odralivanje SCQOmec tipa
Kod klinickih sojeva MRSA SC@ec tip je analiziran PCR metodom prema

prepordenom protokolu (Kondo et al., 2007). Kontrolni sojega SCC@nectipove su
bili sledeti:

NCTC10442 za tip | SC@iec

MRSA soj N315 za tip Il SCRec

MRSA soj 85/2082 za tip 1ll SQGec

MRSA soj MR108 za tip IV SCaec

MRSA soj WIS-JCSC3624 zatip V S@G@c

3.3.3. Odralivanje agr tipa
Kod klinickih izolata MRSA odréivanje agr tipa je izvriSeno PCR metodom prema
protokolu Lina i sar. (2003). Kao kontrolni sojéwris¢eni su:

S. aureufkRN6390 zaagr 1

S. aureusRN6923 zaagr 2

S. aureukRN8462 zaagr 3

S. aureusA880740 zagr 4
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Za analizu zn&ajnosti korelacije izm#u agr tipa i kolicine produkovanog biofilma
koris¢cen je ANOVA test. Granicom statigltie zn&ajnosti smatrana je verovati@od
0.05 (p<0.05).

3.3.4. Odrdlivanje spa tipa

Odretivanje Staphylococcus aureyzotein A 6pg tipa kod klintkih sojeva MRSA
izvrSeno je prema protokolu Harmsen i sar. (200®)pijeni spatipovi grupisani su u
spaklonske komplekse (CC) por@w algoritma baziranog na obrascu ponavljanja (eng.
based upon repeat pattern, BURP) sa Ridom Stapb-Typ4 softverom
(http://www.ridom.de).

3.3.5. Detekcija gena koji kodiraju sintezuPanton-Valentin leukocidina
Da bi se ispitao patogeni potencijal kéikih izolata MRSA odréeno je prisustvdukS
PV i lukF-PV gena koji kodiraju sintezu PVL poiio PCR metode prema protokolu
Lina i sar. (1999).

3.4. Ispitivanje osetljivosti MRSA na antibiotike i

hemioterapeutike

Ispitivanje osetljivosti MRSA na antibiotike i heoterapeutike izvrSeno je agar

difuzionim metodom i automatizovanim sistemom.

3.4.1. Ispitivanje osetljivosti na antibiotike agardifuzionim metodom

antibiograma

Agar difuzioni metod je izvrSen prema preporukamsSIC(CLSI, 2007) na Mueller-
Hinton agaru (Oxoid Limited, Basingstoke, Hampshir€elika Britanija) sa
antibioticima iz grupe aminoglikozida; makrolidapkozamida i streptogramina (MLS);
tetraciklina i hloramfenikolom (BioRad, Herculesalifornia, SAD) (Tabela 7).

Za ispitivanje inducibilne rezistencije na makrelidinkozamide i streptogramin B

(MLSg) uraden je D-test prema preporukama CLSI. Diskovi enii@na i klindamicina
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su postavljeni na rastojanju od 20 mm. Rezultacj@n nakon 24h inkubacije na 35°C
u aerobnim uslovima. Pozitivnu inducibilnu rezistgm MLSg tipa je ozn#&avala

pojava ,,D“ oblika zone inhibicije rasta oko diskinklamicina u prisustvu eritromicina.

Tabela 7. Spisak antibiotika kojima je izvrSeno isfivanje osetljivosti MRSA
sojeva agar difuzionim metodom

AMINOGLIKOZIDI MLS TETRACIKLINI
Amikacin (30pg) Linkomicin (15ug)* Tetraciklin (30ug)
Gentamicin (1Qug) Klindamicin (2ug)* Doksiciklin (30ug)
Kanamicin (30ug) Eritromicin (15ug)° Minociklin (30 ug)
Tobramicin (10ug) Klaritromicin (15pg)?

Netilmicin (30pug) Azitromicin (15pg)® OSTALI
Streptomicin (1Qug) Spiramicin (10Qug)* Hloramfenikol (30ug)

Pristinamicin (15:9)°
Yinkozamidi; 214<lani makrolidi, 315<lani makrolid, *16<lani makrolid;
>streptogramin

3.4.2. Ispitivanje osetljivosti na antibiotike autanatizovanim sistemom
Osetljivost MRSA na antibiotike je ispitana autdim@avanim sistemom ponga
VITEK2 kartica AST-P580 (bioMérieux). AST karticadrZze ukupno 62 udubljenja sa
supstratima za ispitivanje osetljivosti bakterija ©9 antibiotika (57 udubljenja), 3
udubljenja za detekciju mehanizama rezistencijeaiaksitin i klindamicin, udubljenje
za pozitivnu kontrolu na oksacilin i udubljenje gazitivhu kontrolu rasta (Tabela 8).
Bakterijska suspenzija je podeSena na gustinu 6dp0. McFarland standardu sa
rastvorom 0.45% NaCl ponio denzitometra (VITEK Densichek, bioMérieux). Svaka
test kartica je automatski napunjena bakterijskaspenzijom i inkubirana tokom 3h u
VITEK aparatu. Tokom ovog perioda, svakih 15 minggaautomatski étavano
oslobaanje fluorescence koja nastaje kao posledica rdmgrasupstrata usled rasta
mikroorganizama u odgovargjm udubljenjima kartice. Analiza podataka deaa je

automatski pomé&u VITEK 2 softvera, nakotega su dobijeni rezultati za svaki soj.
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Tabela 8. Spisak antibiotika VITEK AST-P580 kartice pomoéu kojih je izvrSeno
ispitivanje osetljivosti MRSA sojeva na antibiotikeautomatizovanim sistemom

KLASA ANTIBIOTIKA  GENERI CKO IME LEKA MIK (ng/ml) ggcl)jja
Penicilini Benzilpenicilin 0.03-0.5 3
Det.ekcua"mehanlzama Cefoksitin skrining +/- 1
rezistencije

Linkozamidi Klindamicin 0.25-8 3
Makrolidi Eritromicin 0.25-8 3
Drugi Fosfomicin 8-128 2
Drugi Fuzidinska kiselina 0.5-32 3
Aminoglikozidi Gentamicin 0.5-16 3
Det_ekcija__mehanizama In_ducibi!n_a rezistencija na e 5
rezistencije klindamicin

Fluorohinoloni Levofloksacin 0.125-8 3
Oksazolidin Linezolid 05-8 3
Fluorohinoloni Moksifloksacin 0.25-8 3
Drugi Mupirocin 2-8 1
Drugi Nitrofurantoin 16 - 512 3
Izoksazolil penicilini Oksacilin 0.25-4 3
Drugi Rifampicin 0.5-32 3
Glikopeptidi Teikoplanin 0.5-32 4
Tetraciklini Tetraciklin 1-16 3
Glicilciklini Tigeciklin 0.12-2 3
Aminoglikozidi Tobramicin 1-16 3
Drugi Trimetoprim/Sulfametoksazol 10 - 320 3
Glikopeptidi Vankomicin 0.5-32 5
Pozitivha kontrola V2 1
Pozitivna kontrola-oksacilin 1
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3.5. Halkoni

U ovoj studiji je ispitana antimikrobna aktivnost hovosintetisana halkona: Bis-(2-
hydroxy-phenyl)-propenona (u daljem tekstu O-OH)}(33ydroxy-phenyl)-1-(2-
hydroxy-phenyl)-propenona (u daljem tekstu M-OHB-{4-Hydroxy-phenyl)-1-(2-
hydroxy-phenyl)-propenona (u daljem tekstu P-OHye Sestirane supstance su
sintetisane na Katedri za farmaceutsku hemiju ukstirnu analizu Farmaceutskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Halkoni su dobijeni Claisen-Schmidt kondenzacijarto, meta ili para hidroksi
substituisanih benzaldehida sa 2-hidroksi acetofien®. Sve sintetisane supstance su
dalje okarakterisane infra-crvenom spektroskopij@mg. Infra Red spectroscopy, IR),
NMR spektroskopijom (eng. Nuclear Magnetic ResorarcNMR spectroscopy) |
masenom spektrometrijom (MSJisto¢a supstanci je proverena hromatografijom pod
visokim pritiskom (eng. High Pressure Liquid Chrdogagaphy, HPLC) i
hromatografijom na tankom sloju (eng. Thin Layer&hatography, TLC).

Sinteza i strukture novosintetisanih halkona suagtavijene na Figuri 1.
U toku eksperimenata ispitani halkoni su rastvaransteriinom dimetilsulfoksidu

(DMSO, Sigma-Aldrich Chemical Company Inc, SAD) ankentraciji 100Qug/ml a

zatim su rastvori dalje razblazeni u odgovaraju medijumu do radnih koncentracija.
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Figura 1. a) sinteza i b) hemijska struktura testianih halkona:
1,3- Bis-(2-hydroxy-phenyl)-propenon (O-OH),
3-(3-Hydroxy-phenyl)-1-(2-hydroxy-phenyl)-propen{ivi-OH) i
3-(4-Hydroxy-phenyl)-1-(2-hydroxy-phenyl)-propen(i-OH).
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3.5.1. Ispitivanje osetljivosti MRSA sojeva na hal&ne

Osetljivost MRSA sojeva na halkone je atkra bujon-mikrodilucionim testom. Nakon
rastvaranja supstanci u DMSO do koncentracije 1,0§@nl, halkoni su razblazeni u
mozdano-sfanom infuzionom bujonuefig Brain heart infusion broth, BHI, Lab M
Limited, Velika Britanija) do radnih koncentracijeopsegu 3.1 — 200 @/ml.

Svakom razblazenju je dodato Adml 2,3,5 trifenil tetrazolijum hlorida (TTC, Sigan
Aldrich) koji je redoks indikator koji se koristazdetekcijucelijske respiracije i samim
tim za diferenciranje metaboki aktivnih od metabobki neaktivnih ¢elija. Pod
uticajemcelijskih dehidrogenaza dolazi do enzimske redukKE€ koji je bezbojan do
1,3,5 trifenilformazana (TFF) koji je crvene boj&nzimska redukcija TTC je

predstavljena na Figuri 2.

QNMN donor elektrona (NADE[) HN
[, \ sukcinat dehidrogenaza
N
=N N\\“N
cl

TTC (bezbojan) TFF (crvene boje)

Figura 2. Enzimska redukcija trifenil tetrazolijum hlorida pod uticajem éelijskih

dehidrogenaza

U mikrotitracionu pléu sa 96 mesta sa ravnim dnom (Starstedt, SAD)datdgoo 180
ul razblazenja halkona u triplikatima i po 20 bakterijske suspenzije gustine 0.5 po
McFarland standardu. Kao pozitivna kontrola su gdgna dva triplikata bakterija u
BHI bujonu bez dodatka halkona. Nakon 24h kultisaal termostatu na 35°C u
aerobnim uslovimadtana je minimalna inhibitorna koncentracija (MIKao vrednost
MIK je uzeta najmanja koncentracija halkona u kojej boja medijuma ostala

nepromenjena (Zuta). Svaki eksperiment je ponovtjguta.
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Minimalna baktericidna koncentracija je ode@a presejavanjem svake koncentracije
halkona u kojoj je boja medijuma ostala nepromemjea TSA. Nakon 24h kultivacije
na 35°C MBK je odréena kao najmanja koncentracija halkona koja je amal

baktericidan efekat.

3.5.2. Ispitivanje uticaja halkona na biohemijske eobine

MRSA sojeva i osetljivost na antibiotike

Uticaj halkona na biohemijske osobine MRSA i oseift na antibiotike je ispitan
automatizovanim sistemom potwo VITEK2 GP i AST-P580 kartica, kao Sto je
prethodno opisano. MRSA sojevi su kultivisani s&ishibitornim koncentracijama
halkona (0.5 x MIK) u pleama sa 24 mesta (Sarstedt, SAD). Razblazenja realkkon
napravljena u 2 ml TSB, nakotega je dodat bakterijski inokulum gustine 0.5 po
McFarland standardu. Bakterije su inkubirane u laira uslovima na 35°C tokom 24h,
nakon ¢ega su presejane na TSA. Nakon 24h inkubacije ri&,3Bpitan je uticaj
halkona na biohemijske osobine i osetljivost nabéotike. Kao pozitivna kontrola
postavljene su bakterije kultivisane pod istim uslta samo u medijumu. Svaki test je

ponovljen tri puta.

3.5.3. Ispitivanje uticaja halkona na ekspresiju fatora

virulencije MRSA sojeva

Na izolovanim MRSA sojevima je ispitan vitro uticaj halkona na ekspresiju sléde
faktora virulencije: produkciju glikokaliksa, prokitiju biofilma, adherenciju MRSA za
humani fibronektin i produkciju stafilokoknih henmha.

3.5.3.1. Ispitivanje uticaja halkona na produkcijuglikokaliksa

Produkcija glikokaliksa je ispitana primenom Kongweno agar metoda (eng. Congo
red agar method; CRA) prema Freeman i sar. (198%hristensenovog metoda
(Christensen et al., 1982).
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Za detekciju uticaja halkona na produkciju glikoks& kori€ene su subinhibitorne
koncentracije halkona (0.5 x MIK) utiene bujon-mikrodilucionim testom koji je
prethodno opisan. RazblaZzenja halkona su napravljed SB. Bakterijski inokulum
gustine 0.5 po McFarland standardu je inkubiraremolanim uslovima na 35°C u 2 mi
razblazenja halkona u glama sa 24 mesta (Sarstedt) za darmge CRA metoda, ili u
plastécnim mikrotubama (Eppendorf, Neia) za Christensenov metod. Kao pozitivha
kontrola postavljene su bakterije kultivisane psiii uslovima samo u medijumu bez

prisustva halkona. Svaki test je ponovljen tri puta

3.5.3.1.1. Congo red agar metod

Nakon 24h ili 48h kultivacije u prisustvu halkorimkterije su presejane na agarcplo
sa 20 ml BH agara (Himedia, Indija) kome je doda% saharoze i 0.08% Kongo
crvene boje (Fisher scientific, Velika Britanij@loce su inkubirane 24h na 35°C u
aerobnim uslovima nakortega su o&itani rezultati prema sledem kriterijumu
(Freeman et al., 1989; Cree et al., 1995):

Pozitivan rezultafprodukcija glikokaliksa) prisustvo suvih, crnih kolonija kristalnog
izgleda

Negativan rezultafnema produkcije glikokaliksaprisustvo vlaznih ru#astih kolonija

Nedefinisan rezultaprisustvo tamnijih, manje suvih kolonija bez kalsog izgleda.

3.5.3.1.2. Christensenov metod

Nakon 48h kultivacije bakterija u st&tim uslovima, sadrzaj plastiih mikrotuba je
pazljivo odliven nakortega je u svaku dodat 1 ml 0.4% vodenog rastvgparirplavog
(BDH chemicals Ltd., Velika Britanija). Tube su fjad rotirane da bi se obezbedilo
uniformno bojenje glikokaliksa i nakon odlivanjaj@a suSenja na vazduhu«itan je
rezultat. Prisustvo obojenog taloga u donjojcitre epruvete je kategorisano kao
pozitivna produkcija glikokaliksa. Odsustvo obojgntaloga na dnu epruvete ili
prisustvo obojenog prstena na prelazu idmeazduha i medijuma, ili u gornjoj tiai
epruvete tum&no je kao negativan rezultat (Christensen etl@B2; Freeman et al.,
1989).
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3.5.3.2. Ispitivanje uticaja halkona na produkcijubiofilma

Sposobnost produkcije biofilma je ispitana u mikrationim pl@&dama sa 96 mesta
prema protokolu Stepanda i sar. (2007). Jedna kolonija prekéne kulture MRSA
sojeva je resuspendovana u fizioloSkom rastvoru dabijanja bakterijske suspenzije
koja odgovara McFarland standardu G:5@ CFU/mI).
Napravljena su serijska razblazenja halkona (13®.0ug/ml za M-OH i P-OH, i 6.2 -
25.0pug/ml za O-OH halkon) u TSB bujonu (sa dodatkom l&kage) ili BHI bujonu
(sa dodatkom 2% glukoze i 2% saharoze) prema Kibblo sar. (2002). U
mikrotitracionu pl@éu je dodato po 18Ql svakog razblazenja u triplikatima. U svako
polje plaie je dodato po 2Ql prethodno pripremljene bakterijske suspenzijezitRma
kontrola svakog soja su bile bakterije kultivisas@mo u medijumu bez prisustva
halkona. Dva triplikata samog medijuma su predgbvinegativhu kontrolu svake
ploce.
Nakon 24h ili 48h kultivacije na 35°C u aerobnimowgna, plae su odlivene, tri puta
isprane sa 30Ql temperiranog fosfatnog pufera (eng. phosphatéebed saline, PBS;
pH 7.2) i osuSene na vazduhu. d&esu fiksirane tokom 20 min. sa 1pDmetanola po
polju plcce, osuSene i obojene sa JB0astvora 2% kristal violeta (Himedia) tokom 15
min. ViSak nevezane boje je ispran tédmn vodom a boja vezana za adherentne
bakterije je oslobdena sa 15Qu 96% etanola tokom 20 min. Ofik@a gustina je
procitana na 570 nm  (ICN Flow Titertek Multiscan Pluskoncéega su izréunate
srednje vrednosti triplikata za sve testirane sojawvegativne kontrole. Da bi se odredila
kategorija produkcije biofilma, za svaku mikrottranu pla@u je definisana ,cut off
vrednost (ODc) kao srednja vrednost apsorbance timet| kontrola uvéana za
vrednost 3 SD (srednja vrednost OD negativne kntiBSD). Prema dobijenoj
vrednosti ODc su pretanati rezultati prema sleéigy Semi (Stepanoviet al., 2000):

OD < ODc - nema produkcije biofilma (kategorija 0)

ODc < OD< 2 x ODc - slaba produkcija biofilma (kategorijdi 1)

2 x ODc < OD< 4 x ODc — umerena produkcija biofilma (kategogjai ++)

4 x ODc < OD - izraZzena produkcija biofilma (katego3 ili +++)

Svaki eksperiment je ponovljen tri puta tokom rastopna dana.
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Da bi ispitali da li je inhibicija formiranja bidfna pod uticajem halkona trajni efekat,
MRSA sojevi su nakon 24h kultivacije u medijumulsdkonima presejani na TSA i
nakon 24h je ponovo ispitana sposobnost formirdmgdilma kao Sto je prethodno

opisano. Svaki eksperiment je ponovljen tri puta.

3.5.3.3. Ispitivanje uticaja halkona na adherencijuMRSA za humani

fibronektin

Sposobnost MRSA sojeva da adheriSu za humani féton je ispitana prema
protokolu Peacock i sar. (2000). MRSA sojevi sutikidani tokom 24h i 48h sa
subinhibitornim koncentracijama testiranih halkaraaisti n&in kao Sto je opisano kod
ispitivanja sposobnosti produkcije glikokaliksa.zRiwna kontrola svakog soja su bile
bakterije kultivisane pod istim uslovima bez prisashalkona.

Mikrotitracione pl@e (polysorp microtitre plates, NUNC, Danska) suodbhe sa 25
pg/ml humanog fibronektina (Serva, Netka) tokom 1h na 37°C, nakotega je
izvrSena prekonma blokada preostalih veznih mesta sa 208% goveieg serumskog
albumina (Sigma-Aldrich) u PBS na 4°C. &csu isprane tri puta sa PBS nakega je
svakom polju plée dodat inokulum od 1x2OCFU/mI u PBS. Svaki uzorak je
postavljen u triplikatu. Pl su inkubirane 1h na 37°C nakieyga su isprane tri puta sa
PBS, fiksirane sa 2% glutaraldehidom (TCI EuropelPBS tokom 1h i obojene sa
kristal violetom (Himedia) tokom 5 min. Nakon ispija sa vodom i suSenja na
vazduhu, boja vezana za adherentne bakterije mbal#na sa 15Ql 96% etanola
tokom 20 min i izmerena je apsorbanca nas$2CNegativna kontrola svake g® su
bila dva triplikata PBS bez bakterija. Rezultati prer&unati kao srednje vrednosti
apsorbance triplikata i izraZeni kao procenat apmure pozitivne kontrole (izraZzene
kao 100%). Svaki eksperiment je ponovljen tri puta.

Da bi ispitali da li je inhibicija vezivanja MRSAazhumani fibronektin pod uticajem
halkona trajni efekat, MRSA sojevi su nakon 24hikatije u medijumu sa halkonima
presejani na TSA i nakon 24h ponovo je ispitanagpnost adherencije za fibronektin,

kao Sto je prethodno opisano. Svaki eksperimepoi®vljen tri puta.
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3.5.3.4. Ispitivanje uticaja halkona na produkciju stafilokoknih

hemolizina

Produkcijao-hemolizina u supernatantima kultura MRSA aldmea je prema metodi
Rowe i Welch (1994). Za detekciju hemalike aktivnostia-hemolizina odabrani su
odnosu na humane eritrocite.

Bakterije su kultivisane u Mdueller-Hinton bujonu prisustvu subinhibitornih
koncentracija halkona (kao 5to je prethodno opisdooposteksponencijalne faze rasta
(ODgp=2.5, ili 1x10 CFU/ml). Kontrolne kulture su kultivisane pod imstuslovima bez
dodatka halkona. Bakterijske kulture su zatim ckrgirane na 5.500xg na 4°C tokom
1 min i filtrirane kroz membranski filter promerana 0.22 um u cilju otklanjanja
rezidualnih¢elija. Po 100 ul supernatanta je razblazeno sadBffhalne zapremine od
1 ml nakoncega je dodato 25 pl defibrinisaneige krvi. Nakon 15 min inkubacije na
37°C, neliziran&elije su otklonjene centrifugiranjem na 5.500xgsoénoj temperaturi
tokom 1 min, a hemolitka aktivnost je &itana na Olg,s Rezultati su predstavljeni kao
procenat hemolitke aktivnosti pozitivne kontrole (izrazene kao 100f&moliticke

aktivnosti). Svaki test je ponovljen tri puta.

3.5.4. Ispitivanje efekta kombinovane primene halkoa i
antibiotika sa razli¢itim mehanizmima delovanja na rast

izolovanih MRSA sojeva

Efekat kombinacije halkona sa antibioticima na M&SA sojeva je ispitan ponio
tzv. “checkerboard” metoda prema White i sar. ()99@stiranje je izvrSeno sa pet
antibiotika sa raztitim mehanizmom delovanja:f-laktamskim antibioticima
cefotaksimom (CFX) i ceftriaksonom (CTX), fluoroblonom ciprofloksacinom (CIP),
aminoglikozidom gentamicinom (GEN) i inhibitorom ntze folne kiseline
trimetoprim/sulfametoksazolom (TMP-SMX) (Sigma-Ald). Ispitivanje je izvrSeno u

mikrotitracionim pl@dama sa 96 mesta sa serijskim razblazenjima ankaiohalkona u
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deset opadafiih koncentracija ptev od 2 x MIK. Interakcija izm# antibiotika i
halkona je procenjena nakon iawaavanja frakcione inhibitorne koncentracije (eng
fractional inhibitory concentration; FIC) i indek$akcione inhibitorne koncentracije
(eng. fractional inhibitory concentration indic&€sCl).

FIC za svaku supstancu je pr&mat deljenjem MIK supstance u kombinaciji halkona
antibiotika sa MIK same supstance (Rfena= MIKkombinacije halkon-antibiothV1K haikong-
FICI vrednosti su izraunate kao suma FlGikona I FlCantibiotika | tumaiene prema
sledéem kriterijumu: FICI< 0.5 sinergizam; 0.5 < FIGI 1 aditivnost; 1 < FICK 2
indiferentan efekat i FICt 2 antagonizam (Hu et al., 2002; Orhan et al., 208%aki

test je ponovljen tri puta.

3.5.5. Statistéka analiza podataka

Podaci dobijeni u ovoj studiji su analizirani u SPStatisitkom programu (PASW
statistics for Windows, Version 18.0. Chicago: SRES) poma@u Studentovog-testa.
Za analizu korelacije iznde agr tipa i sposobnosti produkcije biofilma kareh je
ANOVA test.

Granicom statistke zn&ajnosti smatrana je verovati@ood 0.05 (p<0.05).
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4. REZULTATI



4.1. Poreklo MRSA sojeva

U ispitivanje je ukljgeno ukupno 30 MRSA sojeva izolovanih od hospitai@oh
pacijenata (25) i pacijenata koji dolaze iz vanbida sredine (5). U eksperimentima je
kao kontrola kori&en standardni soj MRSA ATCC 43300. Distribucija MRSojeva
prema polu ispitanika i prema poreklu uzorka sugtavljeni na Grafikonu 1. i u Tabeli
9.

 7enski pol

i Mudki pol

Grafikon 1. Distribucija MRSA sojeva prema polu isptanika

Tabela 9. Distribucija MRSA sojeva prema poreklu unrka

Uzorak Broj sojeva (%) Poreklo

Krv 3 (10.0%) Hospitalizovani bolesnik
Bris rane 11 (36.7%) Hospitalizovani bolesnik
Trahealni aspirat 3 (10.0%) Hospitalizovani bolk&sni
Sputum 3 (10.0%) Hospitalizovani bolesnik
Bris traheostome 2 (6.7%) Hospitalizovani bolesnik
Aspirat abdominalnog drena 2 (6.7%) Hospitalizovasiesnik
Bris nosa 2 (6.7%) Ambulantni bolesnik
Bris koze 1 (3.3%) Ambulantni bolesnik
Urin 1 (3.3%) Hospitalizovani bolesnik
Bris uretre 1 (3.3%) Ambulantni bolesnik
Bris spoljasnjeg usnog kanala 1 (3.3%) Ambulanthesnik
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4.2. ldentifikacija MRSA sojeva

Identifikacija MRSA sojeva je izvrSena konvencianal metodama, komercijalnim

automatizovanim sistemom za identifikaciju i moleknim metodama.

4.2.1. ldentifikacija sojeva konvencionalnim metodma

Identifikacija sojeva konvencionalnim metodama jevr$ena u primarnim
laboratorijama koje su primile uzorak na mikrob&dao analizu, a potvrda daosti
identifikacije je izvrSena u Institutu za mikrolagiju i imunologiju Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu. Za identifikacigu korigeni koagulaza test u
epruveti, koagulaza test na @ld i kombinacija ova dva testa kao i kombinacija
koagulaza testa u epruveti i latex aglutinacioresgeat.

Svih 30 sojeva je konvencionalnim metodama idémifano do nivoa vrste kaS.
aureus

Rezistencija na meticilin je odtena disk difuzionim metodom antibiograma p@mo
tableta ili diskova meticilina, oksacilina ili cédsitina. Kod svih 30 sojeva ukienih u

istraZivanje je detektovana rezistencija na maticil

4.2.2. ldentifikacija sojeva primenom VITEK automatizovanog sistema
Identifikacija sojevaS. aureusVITEK 2 ID karticama izvrSena je na osnovu detgkci

43 biohemijske osobine. Svi testirani sojevi suntdikovani kaoS. aureussa nivoom
pouzdanosti izmiu 98.57-99.00%.

4.2.3. ldentifikacija sojeva molekularnim metodama

Radi potvrde fenotipske identifikacije izolata kMRSA, klinicki izolati MRSA su
identifikovani PCR metodom detekcijomuc gena (gen za termonukleazu), koji je
specifcan za vrstus. aureus med gena, koji je specitian za MRSA. Svi sojevi koji
su konvencionalnim metodama identifikovani kao wikti-rezistentni su bili pozitivni

nanuci med gen.
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4.3. Genotipizacija izolovanih sojeva

Genotipizacija izolovanih sojeva izvrSena je PFGEtodom, ispitivanjem SQ@ec
tipa, agr tipa, ccr tipa, spatipa i grupisanjenspatipova u klonske komplekse (CC tip)
(Tabela 10).

Tabela 10 . Genska tipizacija MRSA sojeva

Broj soja PFGE tip SC@ectip agr tip certip spatip CCtip
3 - 1 2 1 TO41 CC5
4 - 1 2 1 TO15 CC45
5 F 3 1 5 TO30 CCs8
6 H 5 1 5 T6371 CC152
7 Al 1 2 1 TO41 CC5
8 - 4 3 2 T044 CC80

10 A 1 2 1 TO41 CC5
12 C 1 2 1 TO41 CC5
13 F 3 1 5 TO30 CCs8
14 G 4 1 2 T583 CC45
15 H 5 1 0 T595 CC152
16 - 2 2 2 TOO03 CC5
17 E 1 2 1 TO41 CC5
18 A 1 2 1 TO41 CC5
19 Al 1 2 1 TO41 CC5
20 D 3 1 5 T969 CcCs8
21 - 3 2 5 TO30 CccCs
24 C 1 2 1 TO41 CC5
25 C 1 2 1 TO41 CC5
26 - 1 1 1 TO41 CC5
27 - 5 1 5 T1183 CC152
28 M 4 1 2 T292 CCs8
29 - 3 2 5 TO30 CCs8
34 F 3 1 5 TO30 CC5
35 B2 3 1 5 T969 CcCs8
47 B 3 1 5 TO30 CCs8
50 A5 1 2 1 TO41 CC5
53 - 4 1 2 T032 CC22
58 - 3 1 5 TO30 CccCs
89 G 4 1 2 T630 CC45
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4.3.1. Tipizacija sojeva PFGE metodom

Od 30 testiranih MRSA sojeva, 20 sojeva (66.7%0)k&E metodom klasifikovano u 9
razlicitih PFGE pulsotipova (A, B, C, D, E, F, G, H i M)stalih 10 sojeva (33.3%) je
imalo jedinstven PFGE profil i nije se moglo klasiivati u neki od PFGE pulsotipova.
Dominantan PFGE pulsotip je bio A (16.7% sojevagl@la 11).

Tabela 11. PFGE tipizacija MRSA sojeva

PFGE. A B C D E F G H M
pulsotip

Broj sojeva 5 2 3 1 1 3 2 2 1

(%) (16.7%) (6.7%) (10%) (3.3%) (3.3%) (10%) (6.7%) (6.7%) (3.3%)

4.3.2. Odrdalivanje SCQOmec tipa
Najveli broj izolovanih sojeva je pripadao S@&c tipu | (40.0%). Distribucija

SCQmectipova prema poreklu uzorka prikazana je u Takli 1

Tabela 12. Distribucija SCOnec tipova kod MRSA sojeva

. Hospitalizovani Ambulantni bolesnik  Ukupan broj izolata
SCamectip bolesnik (%) (%) (%)
I 11 (36.7%) 1 (3.3%) 12 (40.0%)
Il 1 (3.3%) - 1 (3.3%)
1] 9 (30.0%) - 9 (30.0%)
v 3 (10.0%) 2 (6.7%) 5 (16.7%)
Vv 1 (3.3%) 2 (6.7%) 3 (10.0%)
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4.3.3. Odrdlivanje agr tipa
Najveti broj izolovanih sojeva je pripadaagr tipu 1 (50.0%) iagr tipu 2 (46.7%).

Distribucijaagr tipova je predstavljena u Tabeli 13.

Tabela 13. Distribucija agr tipova kod MRSA sojeva

agr tip 1 2 3 4

Broj sojeva (%) 15 (50.0%) 14 (46.7%) 1 (3.3%) -

4.3.4. Odrdlivanje ccr tipa
Odreiivanjem ccr tipa je utviieno da najv@ broj MRSA imaccr tip 1 (40.0%) i 5

(36.6%).ccr tip nije identifikovan kod jednog soja, a ostedir tipovi nisu prondeni
kod MRSA sojeva (Tabela 14).

Tabela 14. Distribucija ccr tipova kod MRSA sojeva

certip 1 2 3 4 5

Broj sojeva (%) 12 (40.0%) 6 (20.0%) - - 11 (36.6%)

4.3.5. Odrdlivanje spa tipa

MRSA sojevi su klasifikovani u 13patipova od kojih su najzastupljeniji bili TO41
(36.7%) 1 TO30 (23.3%). Distribucija MRSA sojevaepraspa tipu je prikazana u
Tabeli 15.
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Tabela 15. Distribucija MRSA sojeva premaspa tipu

spatip Broj izolovanih sojeva (%)
T003 1 (3.3%)
TO15 1 (3.3%)
TO30 7 (23.3%)
T032 1 (3.3%)
T041 11 (36.7%)
T044 1 (3.3%)
T292 1 (3.3%)
T583 1 (3.3%)
T595 1 (3.3%)
T630 1 (3.3%)
T969 2 (6.7%)
T1183 1 (3.3%)
T6371 1 (3.3%)

Nakon spa tipizacije, MRSA sojevi su grupisani u Sest klohskompleksa. Najv&
broj izolovanih sojeva je pripadao klonskom kompglelCC5 (43.3%) i CC8 (30.0%).
Pripadnost MRSA sojeva klonskim kompleksima prespatipu je prikazana u Tabeli
16.

Tabela 16. Pripadnost MRSA sojeva klonskim kompleksa prema spa tipu

Klonski kompleks Broj sojeva (%) spatip ( %)

CC5 13 (43.3%) T041 (36.7%); TO30 (3.3%); TO03%3)3
CCs8 9 (30.0%) T030 (20.0%); T969 (6.7%); T292 (313%
CC22 1 (3.3%) T032 (3.3%)

CC45 3 (10.0%) T015 (3.3%); T583 (3.3%); T630 (3)3%
CC80 1 (3.3%) T044 (3.3%)

CC152 3 (10.0%) T595 (3.3%); T1183 (3.3%); T637.3%3
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4.4. Ispitivanje faktora virulencije MRSA sojeva

U cilju ispitivanja faktora virulencije MRSA tes#ini su:

- produkcija glikokaliksa

- formiranje biofilma

- vezivanje za humani fibronektin

- produkcijao-hemolizina

- prisustvoPVL gena koji kodira sintezu Panton-Valentin leukaaadi

4.4.1. Ispitivanje produkcije glikokaliksa

Produkcija glikokaliksa je oddena primenom CRA i Christensenovog metoda kao Sto
je opisano u poglavlju Materijal i metode. Svaksp&riment je ponovljen tri puta.
Rezultati dobijeni CRA metodom su pokazali da jé€32580.6%) sojeva (ukljwjuci i
kontrolni MRSA ATCC 43300) formiralo suve, crne &olje kristalnog izgleda, Sto
ukazuje na pozitivhu produkciju glikokaliksa. KofBf (19.4%) sojeva rezultat je bio
nedefinisan zato Sto je &eno formiranje tamnih, roze-crvenih kolonija berstainog
izgleda (Tabela 11).

Rezultati dobijeni Christensenovim metodom su mblivprodukciju glikokaliksa kod
21/31 (67.7%) sojeva dok je kod 10/31 (32.3%) smjevodukcija glikokaliksa bila
nedefinisana. Diskrepanca izéweCRA i Christensenovog metoda je diema kod 4/31
(12.9%) sojeva kod kojih je CRA metodom wt®na pozitivna produkcija glikokaliksa
a Christensenovim metodom nedefinisana produkékalgliksa (Tabela 19).

4.4.2. Ispitivanje sposobnosti MRSA da produkuju bofilm

Sposobnost produkcije biofilma kod MRSA je ispitanatri eksperimenta koji su
uradeni tokom tri uzastopna dana. Produkcija biofilneaigpitana u TSB bujonu (sa
dodatkom 1% glukoze) ili BHI bujonu (sa dodatkom g¥koze i 2% saharoze), bez
statisttki znaajne razlike u produkciji biofilma u odnosu na peinfen medijum
(p>0.05). Predstavljeni rezultati su dobijeni kaog&na vrednost tri eksperimenta koja
Su izvedena sa TSB medijumom sa dodatkom 1% glukoze
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Ispitivanjem sposobnosti produkcije biofilma kod BR utvideno je da je 1/31 (3.2%)
sojeva ispoljio slabu produkciju biofilma (kategaril), 15/31 (48.4%) sojeva je
umereno produkovalo biofilm (kategorija 2) i 15/3B.4%) sojeva je ispoljilo izrazenu
sposobnost produkcije biofilma (kategorija 3). Ni@rdena statistki znaajna razlika
u produkciji biofilma kod MRSA sojeva izolovanihiiazli¢itin uzoraka (p>0.05, Tabela
17).

Tabela 17. Produkcija biofilma kod MRSA sojeva izabvanih iz uzoraka razli¢itog
porekla

Kategorija produkcije biofilma

Uzorak Broj sojeva

2 3
Krv 3 - 3 -
Bris rane 11 - 5 6
Trahealni aspirat 3 - 1 2
Sputum 3 1 1 1
Bris traheostome 2 - 1 1
Aspirat abdominalnog drena 2 - 1 1
Bris nosa 2 - - 2
Bris koze 1 - - 1
Urin 1 - 1 -
Bris uretre 1 - 1 -
Bris spoljasnjeg usnog kanala 1 - - 1
ATCC 43300 1 - 1 -
> 31 1 15 15

* 1 - slaba produkcija biofilma, 2 - umerena prodik biofilma i 3- izraZzena produkcija

biofilma.
Odnosagr tipa i kolicine produkovanog biofilma MRSA sojeva je predse&vly Tabeli

18. Nije utvdena statistka povezanost iznde agr tipa i kolicine produkovanog
biofilma (p>0.05).
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Tabela 18. Distribucija agr tipa u odnosu na kol€inu biofilma koju su produkovali
MRSA sojevi

Kolic¢ina produkovanog biofilma (broj i % sojeva)

agr tip 1 2 3
1 - 6 (20.0%) 8 (26.7%)
2 1 (3.3%) 7 (23.3%) 6 (20.0%)
3 - 1 (3.3%)

* 1 - slaba produkcija biofilma, 2 - umerena prodik biofilma i 3- izraZzena produkcija
biofilma.

4.4.3. Ispitivanje adherencije MRSA sojeva za humariibronektin

Rezultati dobijeni nakon kultivacije MRSA sa 25 p@)/humanog fibronektina su
pokazali da svi testirani sojevi imajucsiu sposobnost vezivanja za fibronektin (Tabela
19). Nije u@ena statistki znatajna razlika u vezivanju za humani fibronektin izdime
sojeva kultivisanih sa halkonima tokom 24h ili 48ap ni izméu sojeva izolovanih iz

razli¢itin uzoraka (p>0.05).
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Tabela 19. Produkcija glikokaliksa, biofilma i vezvanje za humani fibronektin
izolovanih MRSA

Broj soja

CRA

Christensenov Produkcija

Vezivanje za

Vezivanje za

metod biofilma fibronektin 24h  fibronektin 48h
3 + +/- 1 0.080 £ 0.006 0.134 £ 0.016
4 +/- +/- 3 0.085 £ 0.003 0.142 + 0.006
5 +/- +/- 2 0.091 £ 0.003 0.130 + 0.006
6 + + 3 0.077 £0.003 0.111 + 0.007
7 + + 3 0.095 +0.010 0.123 + 0.007
8 + + 2 0.084 £ 0.004 0.123 £ 0.007
10 + + 2 0.083 + 0.006 0.114 £0.014
12 + + 3 0.092 +0.011 0.122 £ 0.003
13 + + 2 0.086 +0.003 0.131+£0.018
14 + + 3 0.097 £0.012 0.116 £ 0.008
15 + + 3 0.077 £ 0.003 0.118 £ 0.003
16 + + 3 0.101 £0.001 0.133+£0.021
17 +/- +/- 3 0.085 + 0.001 0.139 £ 0.021
18 + + 2 0.097 £ 0.010 0.102 £ 0.003
19 + + 2 0.164 + 0.019 0.113+£0.013
20 + + 2 0.123 £ 0.004 0.109 £ 0.010
21 + + 2 0.079 + 0.001 0.098 + 0.006
24 + + 3 0.077 £0.001 0.140 £ 0.017
25 + + 2 0.125 +0.017 0.115+0.001
26 + + 3 0.120 + 0.021 0.124+ 0.006
27 + +/- 3 0.109 £ 0.013 0.123 £0.016
28 + +/- 2 0.095 £ 0.001 0.107 £ 0.001
29 +/- +/- 2 0.122 £0.018 0.111 £ 0.004
34 + + 3 0.125 + 0.002 0.120 £ 0.003
35 +/- +/- 2 0.109 + 0.003 0.146 +£0.023
47 + + 3 0.136 + 0.001 0.116 £ 0.003
50 + + 2 0.136 +0.014 0.126 £ 0.006
53 +/- +/- 2 0.119 £ 0.005 0.128 £ 0.011
58 + + 3 0.104 + 0.002 0.129 + 0.007
89 +/- 3 0.109 £ 0.001 0.112 £ 0.003
ATCC 43300 + + 2 0.110 + 0.002 0.144 £ 0.014

* Pozitivna produkcija glikokaliksa (+), nedefinisarezultat (+/-) i negativha produkcija
glikokaliksa (-). Kategorija produkcije biofilma: 4 slaba produkcija biofilma, 2 - umerena
produkcija biofilma i 3- izraZena produkcija biofi. Vezivanje za fibronektin je predstavijeno
kao srednja vrednost apsorbance * SD.
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4.4.4. Ispitivanje prisustvaPVL gena

Rezultati dobijeni ispitivanjem prisust®VL gena koji kodira sintezu Panton-Valentin
leukocidina su potvrdili prisustvo ovog gena kod doja (10.0%) dobijena od dva
ambulantna bolesnika i jednog hospitalizovanog smola. Poreklo sojeva i genska
tipizacija su prikazani u Tabeli 20.

Tabela 20. Poreklo i genskaipizacija MRSA sojeva

Broj Poreklo soja SV SCCmec F.)FGE ccrtip spatip CCtip
soja tip tip tip

8 Bris rane + 3 4 - 2 T044 CC80
15 Bris koze + 1 5 H 0 T595 CC152
27 Bris spoljaSnjeg 1 5 ; 5 T1183 CC152

udnog kanala

4.5. Ispitivanje osetljivosti MRSA sojeva na antibotike

Ispitivanje osetljivosti MRSA na antibiotike i heoterapeutike izvrSeno je
automatizovanim sistemom i agar difuzionim metodémtomatizovanim sistemom je
ispitana osetljivost na 19 antibiotika koji su @mici 15 grupa antibiotika sa raatim

mehanizmom dejstva. Agar difuzionim metodom je dgeno ispitivanje osetljivosti

MRSA na antibiotike koji nisu bili obuh¢ani testiranjem automatizovanim sistemom.

Multirezistentnost (rezistenciju na dve i viSe gaupntibiotika osimp-laktamskih
antibiotika) je utvdena kod 26 sojeva (86.7%) od kojih je 22 soja @3.pripadalo
SCQmectipu I-lll a 4 soja (13.3%) SQ@ectipu IV-V. Kontrolni MRSA soj ATCC
43300 je takde ispoljio multirezistentan fenotip.

Dva soja (6.7%) SC@ectipa IV su bila osetljiva na sve antibiotike ogptaktamskih
antibiotika, a dva soja SG@ectipa IV i V su pokazala rezistenciju na jednu grup

antibiotika osimB-laktamskih antibiotika (aminoglikozide ili tetr&tiine).

Svi testirani sojevi (ukljéujuci i kontrolni MRSA ATCC43300) su bili osetljivi na
vankomicin (100% S), teikoplanin (100% S), trimetogsulfametoksazol (100% S),
pristinamicin (100% S), linezolid (100% S), mupirm¢100% S), nitrofurantoin (100%
S), tigeciklin (100% S) i netilmicin (97% S, 3% I).
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Najveti broj sojeva (95-100%) je ispoljio rezistenciju banzilpenicilin, ampicilin i
kombinacije penicilina sa inhibitorima beta laktaaa drugu i tréu generaciju

cefalosporina, oksacilin i imipenem (Tabela 21).22

Rezistencija nha aminoglikozide je utena kod svih sojeva S@t&ctipa I-11l (73.3%) i
4 soja (13.3%) SCdec tipa IV-V. Pripadnost razditim profilima rezistencije na
aminoglikozide je pokazala dominantan tip rezisfen8/RSA na Kan, Tob, Gen
(92.3%), dok su se ostali tipovi rezistencije (Kaop i Kan) pojavili kod po jednog
soja (3.8%).

Konstitutivna rezistencija na makrolide, linkozamidstreptogramin B (ML§) ispitana
agar difuzionim metodom antibiograma jetepna kod 19 sojeva (63.3%).

Ispitivanje inducibilne rezistencije MlgStipa automatizovanim sistemom je pokazalo
MLSg rezistenciju kod 5% sojeva, dok je D-test pokazmistenciju kod 13.3% sojeva.
Rezistencija je indukovana Tanim (eritromicin, klaritromicin, roksitromicin ahe i
oleandromicin) i 1%lanim makrolidima (azitromicin) kod 10.0% sojeva, igtim

makrolidima uz dodatak 1&anog oleandromicina kod 3.3% sojeva.

Takaie je u@geno da MRSA sojevi SQ@ectipa I-Ill pokazuju véi stepen rezistencije
na sve testirane antibiotike u odnosu na sojevens@pa IV i V. Osetljivosti MRSA
sojeva na antibiotike prema S@@ctipu dobijena VITEK automatizovanim sistemom i

agar difuzionim metodom predstavljena je u Tabel2®a24.

U odnosu na aminoglikozidne antibiotike, MRSA sojsu sa hajvéom westalogu
ispoljili rezistenciju na kanamicin (14.4%), tobriam (13.9%) i gentamicin (13.3%); u
MLS grupi antibiotika na eritromicin, klaritromicinazitromicin (po 11.0%), a u grupi
tetraciklina na tetraciklin (14.4%). Relativha dpedst MRSA sojeva na pojedine
antibiotike koji pripadaju grupi aminoglikozida, NBLi tetraciklina predstavljena je u
Tabeli 25.
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Tabela 21. Osetljivosti 20 MRSA sojeva na antibioke ispitana VITEK
automatizovanim sistemom

Antibiotik osetljivost (% sojeva)

S I R
Benzilpenicilin 0 0 100
Klindamicin 45 0 55
Eritromicin 50 5 45
Fosfomicin 90 0 10
Fuzidinska kiselina 75 10 15
Gentamicin 35 0 65
Levofloksacin 45 0 55
Linezolid 100 0 0
Moksifloksacin 45 35 20
Mupirocin 100 0 0
Nitrofurantoin 100 0 0
Oksacilin 5 0 95
Rifampicin 55 5 40
Teikoplanin 100 0 0
Tetraciklin 40 0 60
Tigeciklin 100 0 0
Tobramicin 25 0 75
Trimetoprim/Sulfametoksazol 100 0 0
Vankomicin 100 0 0

Predvidena osetljivost na antibiotike dobijena softverskondedukcijom VITEK sistema
(% sojeva)

S I R
Amoksicilin/klavulanska kiselina 5 0 95
Ampicilin 0 0 100
Ampicilin/sulbaktam 5 0 95
Azitromicin 50 5 45
Cefaklor 5 0 95
Cefotaksim 5 0 95
Ceftriakson 5 0 95
Cefuroksim 5 0 95
Klaritromicin 50 5 45
Imipenem 5 0 95
Ostali testovi dobijeni VITEK sistemom (% sojeva)
+ -
Cefoksitin skrining 95 5
Inducibilna rezistencija na klindamicin 5 95
* Ispitano na 20 sojeva, 14 sojeva (70%) SGCI, 11 i 11l i 6 sojeva (30%) SC@eclV iV
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Tabela 22. Osetljivost MRSA sojeva na antibiotike gpitana agar difuzionim

metodom antibiograma

Antibiotik osetljivost (% sojeva)

S I R
AMINOGLIKOZIDI
Amikacin (30ug) 40.0 3.3 56.7
Gentamicin (1Qug) 20.0 0.0 80.0
Kanamicin (30ug) 13.3 0.0 86.7
Tobramicin (10ug) 16.7 0.0 83.3
Netilmicin (30puQ) 96.7 3.3 0.0
Streptomicin (1Qug) 26.7 0.0 73.3
MLS
Linkomicin (15ug) 33.3 0.0 66.7
Klindamicin (2ug) 36.7 0.0 63.3
Eritromicin (15pQ) 23.3 0.0 76.7
Klaritromicin (15ug) 23.3 0.0 76.7
Azitromicin (15pQ) 23.3 0.0 76.7
Spiramicin (10Qug) 36.7 0.0 63.3
Pristinamicin (15.9) 100.0 0.0 0.0
TETRACIKLINI
Tetraciklin (30ug) 56.7 0.0 43.3
Doksiciklin (30u9) 63.3 16.7 20.0
Minociklin (30 pg) 73.3 20.0 6.7
OSTALI
Hloramfenikol (30ug) 76.7 0.0 23.3

% sojeva

Ostali testovi + -
Indukcija rezistencije D oblika 13.3 86.7

* Ispitano na 30 sojeva, 20 sojeva SG& I, IV i V i 10 sojeva SCaec Il i |l
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Tabela 23. Osetljivosti MRSA sojeva na antibiotikgorema SCQmec tipu dobijena
VITEK automatizovanim sistemom

Antibiotik SCCmec [, 11, 1 SCCmec v, Vv

(% sojeva) (% sojeva)

S | R S | R
Benzilpenicilin 0 0 70 0 0 30
Klindamicin 20 0 50 25 0 5
Eritromicin 30 5 35 20 0 10
Fosfomicin 60 0 10 30 0 0
Fuzidinska kiselina 50 5 15 25 5 0
Gentamicin 20 0 50 15 0 15
Levofloksacin 15 0 55 30 0 0
Linezolid 70 0 0 30 0 0
Moksifloksacin 20 35 15 25 0 5
Mupirocin 70 0 0 30 0 0
Nitrofurantoin 70 0 0 30 0 0
Oksacilin 5 0 65 0 0 30
Rifampicin 25 5 40 30 0 0
Teikoplanin 70 0 0 30 0 0
Tetraciklin 25 0 45 15 0 15
Tigeciklin 70 0 0 30 0 0
Tobramicin 10 0 60 15 0 15
Trimetoprim/Sulfametoksazol 70 0 0 30 0 0
Vankomicin 70 0 0 30 0 0

Predvidena osetljivost na antibiotike dobijena softverskondedukcijom VITEK sistema

(%jeva)

S I R S I R
Amoksicilin/klavulanska kiselina 5 0 65 0 0 30
Ampicilin 0 0 70 0 0 30
Ampicilin/sulbaktam 5 0 65 0 0 30
Azitromicin 30 5 35 20 0 10
Cefaklor 5 0 65 0 0 30
Cefotaksim 5 0 65 0 0 30
Ceftriakson 5 0 65 0 0 30
Cefuroksim 5 0 65 0 0 30
Klaritromicin 30 5 35 20 0 10
Imipenem 5 0 65 0 0 30
Ostali testovi dobijeni VITEK sistemom (% sojeva)

+ - + -
Cefoksitin skrining 65 5 30 0
Inducibilna rezistencija na klindamicin 0 70 5 25
* Ispitano na 20 sojeva, 14 sojeva (70%) S, I 111i 6 sojeva (30%) SC@eclV iV
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Tabela 24. Osetljivosti 30 MRSA sojeva ha antibiokie ispitana agar difuzionim
metodom prema SCQ@nec tipu

SCQnec |, II, 1 SCQnec IV, V
(% sojeva) (% sojeva)
S I R S I R
AMINOGLIKOZIDI
Amikacin (30ug) 13.3 3.3 56.7 26.7 0.0 0.0
Gentamicin (1Qug) 3.3 0.0 70.0 16.7 0.0 10.0
Kanamicin (30ug) 0.0 0.0 73.3 13.3 0.0 13.3
Tobramicin (10ug) 0.0 0.0 73.3 16.7 0.0 10.0
Netilmicin (30puQ) 70.0 3.3 0.0 26.7 0.0 0.0
Streptomicin (1Q.g) 3.3 0.0 70.0 23.3 0.0 3.3
MLS
Linkomicin (15pug) 13.3 0.0 60.0 20.0 0.0 6.7
Klindamicin (2ug) 13.3 0.0 60.0 23.3 0.0 3.3
Eritromicin (15ug) 3.3 0.0 70.0 20.0 0.0 6.7
Klaritromicin (15ug) 3.3 0.0 70.0 20.0 0.0 6.7
Azitromicin (15ug) 3.3 0.0 70.0 20.0 0.0 6.7
Spiramicin (10Qug) 13.3 0.0 60.0 23.3 0.0 3.3
Pristinamicin (15.9) 73.3 0.0 0.0 26.7 0.0 0.0
TETRACIKLINI
Tetraciklin (30ug) 40.0 0.0 33.3 16.7 0.0 10.0
Doksiciklin (30ug) 43.3 13.3 16.7 20.0 3.3 3.3
Minociklin (30 ug) 46.7 20.0 6.7 26.7 0.0 0.0
OSTALI
Hloramfenikol (30ug) 50.0 0.0 23.3 26.7 0.0 0.0

* Kategorija osetljivosti: S-osetljiv, I-intermeeéino osetljiv i R-rezistentan (ispitano na 30
sojeva, 22 soja (73.3%) S@@cl, Il i lll i 8 sojeva (26.7%) SC@eclV i V).
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Tabela 25. Relativni procenat osetljivosti 30 MRSAsojeva na antibiotike prema
grupi antibiotika

Svi sojevi sccmec, Ii, 1li ScCmec IV, V
(SCOmec I-V) (% sojeva) (% sojeva)
(% sojeva)
S I R S I R S I R

AMINOGLIKOZIDI
Amikacin (30ug) 6.7 0.6 9.4 2.2 0.6 9.4 4.4 0.0 0.0
Gentamicin (1Qug) 3.3 0.0 13.3 0.6 0.0 11.7 2.8 0.0 1.7
Kanamicin (30ug) 2.2 0.0 144 0.0 0.0 122 22 0.0 2.2
Tobramicin (10ug) 2.8 0.0 139 0.0 0.0 122 238 0.0 1.7
Netilmicin (30ug) 16.1 0.6 0.0 11.7 0.6 0.0 4.4 0.0 0.0
Streptomicin (1Qug) 4.4 0.0 12.2 0.6 0.0 11.7 3.9 0.0 0.6

> 356 1.1 63.3 150 1.1 57.2 20.6 0.0 6.1
MLS
Linkomicin (15ug) 4.8 0.0 9.5 1.9 0.0 8.6 2.9 0.0 1.0
Klindamicin (2pug) 5.2 0.0 9.0 1.9 0.0 8.6 3.3 0.0 0.5
Eritromicin (15ug) 3.3 0.0 11.0 05 0.0 100 29 0.0 1.0
Klaritromicin (15ug) 3.3 0.0 11.0 05 0.0 100 29 0.0 1.0
Azitromicin (15ug) 3.3 0.0 11.0 05 0.0 100 29 0.0 1.0
Spiramicin (10Qug) 5.2 0.0 9.0 1.9 0.0 8.6 3.3 0.0 0.5
Pristinamicin (15.9) 143 0.0 0.0 105 0.0 0.0 3.8 0.0 0.0

> 395 0.0 60.5 17.6 0.0 55.7 219 0.0 4.8
TETRACIKLINI
Tetraciklin (30ug) 189 0.0 144 133 0.0 111 5.6 0.0 3.3
Doksiciklin (30ug) 211 56 6.7 144 4.4 5.6 6.7 1.1 1.1
Minociklin (30 ug) 244 6.7 2.2 156 6.7 2.2 8.9 0.0 0.0

> 644 122 233 433 111 189 211 11 4.4
OSTALI
Hloramfenikol (30ug) 76.7 0.0 23.3 50.0 0.0 23.3 26.7 0.0 0.0

* Kategorija osetljivosti: S-osetljiv, I-interme@ijno osetljiv i R-rezistentan (ispitano na 30

sojeva, 20 sojeva S@aecl, IV i Vi 10 sojeva SC@ecll i lll).
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------------------ Rezultati------

4.6. Ispitivanje osetljivosti MRSA sojeva na halkoe

Sva tri ispitana halkona su ispoljila Zagn antimikrobni efekat prema kldkim
izolatima MRSA, sa MIK vrednostima u opsegu 25.0-BQug/ml, i standardnom soju
MRSA ATCC 43300 u opsegu 50.0-7@/ml (Tabela 26; Slika 1).

Najizrazeniji inhibitorni efekat na MRSA sojeve igpoljio O-OH halkon, sa 93.5%
sojevacije su se vrednosti MIK kretale u opsegu 25.0-74%0nl i MBK 50.0-150.0
pug/ml. Samo dva ispitana soja su imala vrednosti MIK0.0ug/ml (soj br. 17 i 18), a
MBK vrednosti kod ovih sojeva nisu utiene.

M-OH halkon je delovao na MRSA sojeve u opsegu NsI&K0-200.0pug/ml i MBK
100.0-400.0ug/ml. Vetina sojeva je imala vrednosti MIK u opsegu 50.0-074&/ml
(22 soja) dok je devet sojeva imalo MiK00.0 pg/ml. Vrednosti MBK su iznosile
2XMIK a za tri sojatija je vrednost MIK bila véa od 200.Qug/ml vrednost MBK nije
utvrdena. P-OH halkon je delovao na MRSA u opsegu MIKOB(T5.0ug/ml i MBK
100.0-350.Qug/ml.

Dva soja (broj 17 i 18) su pokazala slabiju oseift na delovanje ispitanih halkona, sa
MIK vrednostima od 175.Qug/ml (O-OH i P-OH) i 200.0ug/ml (M-OH) i MBK
vrednostima preko 400i&/ml za sva tri halkona.

125.0 pg/ml 100.0 pg/ml 75.0 pg/ml 50.0 pg/ml  25.0 pg/miKontrola rasta

i
-'»\
\ .‘

g A ]

1 J_ﬁ. \ﬁ i

Slika 1. MIK vrednosti O-OH halkona
Crveno obojeni bunaici-pozitivan rast; Zuto obojeni buridi-negativan rast bakterija.
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Tabela 26. Minimalne inhibitorne koncentracije i minimalne baktericidne
koncentracije O-OH, M-OH i P-OH halkona

O-OH (pg/ml) M-OH (pg/ml) P-OH (ng/ml)
Broj soja MIK MBK MIK MBK MIK MBK
3 50.0 100.0 75.0 150.0 125.0 250.0
4 50.0 100.0 100.0 200.0 125.0 250.0
5 50.0 100.0 100.0 200.0 125.0 250.0
6 50.0 100.0 100.0 200.0 125.0 250.0
7 50.0 100.0 175.0 350.0 125.0 250.0
8 50.0 100.0 150.0 300.0 125.0 250.0
10 50.0 100.0 >200.0 n.t. 125.0 250.0
12 50.0 100.0 >200.0 n.t. 125.0 250.0
13 50.0 100.0 75.0 150.0 100.0 200.0
14 50.0 100.0 125.0 250.0 125.0 250.0
15 50.0 100.0 125.0 250.0 125.0 250.0
16 50.0 100.0 125.0 250.0 125.0 250.0
17 175.0 >400.0 200.0 >400.0 175.0 >400.0
18 175.0 >400.0 200.0 >400.0 175.0 >400.0
19 50.0 100.0 200.0 400.0 125.0 250.0
20 50.0 100.0 50.0 100.0 50.0 100.0
21 50.0 100.0 100.0 200.0 125.0 250.0
24 75.0 150.0 200.0 400.0 175.0 350.0
25 50.0 100.0 200.0 400.0 175.0 350.0
26 75.0 150.0 >200.0 n.t. 125.0 250.0
27 50.0 100.0 75.0 150.0 100.0 200.0
28 75.0 150.0 150.0 300.0 125.0 250.0
29 50.0 100.0 75.0 150.0 100.0 200.0
34 50.0 100.0 75.0 150.0 100.0 200.0
35 25.0 50.0 50.0 100.0 50.0 100.0
47 25.0 50.0 175.0 350.0 125.0 250.0
50 25.0 50.0 200.0 400.0 175.0 350.0
53 25 50.0 150.0 300.0 125.0 250.0
58 25.0 50.0 50.0 100.0 75.0 150.0
89 25.0 50.0 75.0 150.0 100.0 200.0
ATCC 43300 50.0 100.0 50.0 100.0 75.0 150.0

* n.t. - nije testirano
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4.7. Ispitivanje uticaja halkona na biohemijske osbine MRSA

| osetljivost na antibiotike

4.7.1. Ispitivanje uticaja halkona na biohemijske sobine MRSA sojeva
Biohemijska tipizacija MRSA sojeva je pokazala glaispitivani sojevi pripadaju vrsti
Staphylococcus auress nivoom pouzdanosti koji se kretao izim@®8.57 i 99.00%.
Prekultivacijia MRSA sa halkonima je dovela do nafapijih promene sledéh
osobina detektovanih VITEK GP karticom: aktivhastizima beta-galaktozidaze, alfa-
glukozidaze, ureaze; razgradnje D-galaktoze i lekta alkalinizacije L-laktata
(Grafikon 2; Tabele 27-30).

4.7.1.1. Beta-galaktozidaza

Nakon kultivacije sa halkonima 55% MRSA sojeva {stalo negativno na aktivnost
beta-galaktozidaze u odnosu na kontrolne sojevéegd 30% sojeva nakon kultivacije
sa sva tri halkona (O-OH, M-OH ili P-OH), 15% s@ewmakon kultivacije sa dva
halkona (10% sa O-OH ili P-OH i 5% sa M-OH ili P-DH 10% sojeva nakon

kultivacije sa jednim halkonom (M-OH).

4.7.1.2. Alfa-glukozidaza

Odsustvo aktivnosti alfa-glukozidaze nakon kultijga halkonima je weno kod
30% sojeva koji su prethodno bili pozitivni na akibst ovog enzima. Pet procenata
sojeva je imalo negativnu aktivnost ovog enzimaomakultivacije sa sva tri halkona,
10% sojeva u prisustvu O-OH ili P-OH, 5% u prisus®@-OH ili M-OH i 10% nakon

kultivacije sa jednim halkonom (M-OH).

4.7.1.3. Ureaza
Negativna aktivnost ureaze jedeama kod 15% sojeva u odnosu na kontrolne sojeve koj

su pre kultivacije sa halkonima bili ureaza-poxzitiv

4.7.1.4. D-galaktoza
Nakon kultivacije sa halkonima 35% MRSA sojeva @stalo negativno na razgradnju
D-galaktoze u odnosu na kontrolne sojeve. Dvadgsetenata sojeva je imalo

negativnu razgradnju D-galaktoze nakon kultivasgeO-OH ili P-OH (15%) i M-OH
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------------------ Rezultati------

ili P-OH (5%) a 15% sojeva nakon kultivacije sarjed halkonom (5% O-OH i 10% P-
OH).

4.7.1.5. Laktoza

Razgradnja laktoze je inhibirana kod 65% MRSA sajkgji su prethodno bili laktoza-
pozitivni. Najvei broj sojeva (35%) je imao negativnu razgradnktdae pod uticajem
sva tri halkona, 20% sojeva pod uticajem dva hak@®% M-OH ili P-OH; 5% O-OH
ili P-OH i 5% O-OH ili M-OH) i 10% pod uticajem jedg halkona (P-OH).

4.7.1.6. Alkalinizacija L-laktata
Nakon kultivacije sa halkonima 30% MRSA sojeva ¢&aalo pozitivhu alkalinizaciju
L-laktata u odnosu na kontrolu, dok je 15% sojevalo negativnu reakciju u odnosu

na kontrolu koja je bila pozitivna.

100

90

80

70 -

60

% 50

= B-galaktozidaza

ma-glukozidaza
Razgradnja D-galaktoze
m Razgradnja laktoze

NN

30 -

20 - /*
10 B
.
|l

% negativnih sojeva

Grafikon 2. Uticaj halkona na biohemijske osobine MRSA sojeva
* Rezultati su prikazani kao % negativnih sojevadmosu na pozitivhu kontrolu.

4.7.2. Ispitivanje uticaja halkona na osetljivost MRSA sojeva na

antibiotike

VITEK automatizovanim sistemom je u#é&no da prekultivacijia MRSA sojeva sa

ispitanim halkonima ne dovodi do promena u oset§tvMRSA na antibiotike.
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Tabela 27. Biohemijske osobine kontrolnih MRSA sojea dobijene VITEK GP karticom

Biohem. SoJ

test 3 4 5 6 8 13 15 16 20 21 27 29 34 35 47 50 53 58 8 %
AMY - - - - - - - - - - - - + - - - - - - 5
PIPLC S - - - - - - - - - - - - - - 0
dXxYL - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
ADH1 + + + + + + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + + + + 100
BGAL + + + - - + - - - - - + + + + + + - + 60
AGLU + ? - - 27 - - - - + - - - - - + o+ - - 20
APPA S - - - - - - - - - - - - - - 0
CDEX - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
AspA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
BGAR S - - - - - - - - - - - - - - 0
AMAN - - == - - - - - - - - - - - - - - - - 0
PHOS + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + 4+ + + 100
LeuA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
ProA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
BGURr - - = - - - - - - - - - - - - - - - -

AGAL S N - - - - - - - - - - - - - - 0
PyrA + + + + + + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + + 100
BCUR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
AlaA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
TyrA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
dSOR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
URE S N - - - - - - - + o+ - - ? - - 10
POLYB + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ - + + + o+ o+ o+ o+ 95
dGAL -+ + - - 4+ + + + - + + + + + - + + + + 75
dRIB - - - - -+ + - 4+ - - - -+ ? - - + - - 25
ILATK - -+ -+ o+ 4+ - + + o+ - + 4+ o+ O+ - + o+ + 70
LAC + 4+ + o+ - + + + - - + + + + + + + - + + 80
NAG -+ - -+ o+ + - + + + - + + ? - - + + + 60
dMAL + + 4+ -+ o+ o+ + + + + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4 95
BACI + 4+ -+ - + - + + - - - - - + - + + 55
NOVO S - - - - - - - - - - - - - - 0
NC6.5 + + + + + 4+ + + + + + + + + + + + + + + 100
dMAN + + 4+ + + + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + + 100
dMNE + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - + o+ o+ o+ 95
MBdG -+ + + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ O+ - + o+ 4+ 90
PUL S N - - - - - - - - - - - - - -

dRAF - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

0129R -+ -+ o+ - + + o+ o+ 4+ - + 4+ - - + o+ o+ + 70
SAL S - - - - - - - - - - - - - - 0
SAC + + + o+ o+ + o+ o+ o+ + 100
dTRE + - 4+ + + + + + - 90
ADH2S S - - - - - - - + - - - + - - 10
OPTO + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + 4+ + + 100

* Rezultati su prikazani kao procenat pozitivniesa. K — MRSA ATCC 43300.
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Tabela 28. Biohemijske osobine MRSA sojeva nakon Kkivacije sa O-OH halkonom

Biohem. SoJ

test 3 4 5 6 8 13 15 16 20 21 27 29 34 35 47 50 53 58 8 %
AMY - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
PIPLC S - - - - - - - - - - - - - - 0
dXxYL - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
ADH1 + + + + + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + + 100
BGAL S L S T T - -+ - - + - 30
AGLU - - - -+ - - - -+ - - - - -+ - - - 15
APPA S - - - - - - - - - - - - - - 0
CDEX - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
AspA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
BGAR S - - - - - - - - - - - - - - 0
AMAN - - == - - - - - - - - - - - - - - - - 0
PHOS + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + 4+ + + 100
LeuA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
ProA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
BGURr - - = - - - - - - - - - - - - - - - -

AGAL S N - - - - - - - - - - - - - -

PyrA + + + + + + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + + 100
BCUR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
AlaA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
TyrA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
dSOR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
URE S N - - - - - - - - - - -+ - - 5
POLYB + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + + + + 100
dGAL - -+ - - - + o+ - - - + - + + + + o+ o+ + 55
dRIB - - 2?2+ - 0?7+ - - -+ - -+ - - -+ - - 25
ILATK + + + + + 0+ + + - + + + + + + + + - + + 90
LAC -+ + - -+ - + - - - - + - + - - - + - 35
NAG - - - -+ - + + + + + + - + 70
dMAL + + 4+ + + + + + + + + 100
BACI + - - + - - - - - 4+ + - + + 60
NOVO S - - - - - - - - - - - - - - 0
NC6.5 + + + + + 4+ + + + + + + + + + + + + + + 100
dMAN + + 4+ + + + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + + 100
dMNE -+ + + 4+ + + + o+ + 4+ + 4+ o+ 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ 95
MBdG + + + + + + 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ 95
PUL S N - - - - - - - - - - - - - -

dRAF - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

0129R + + - + 4+ + + + 4+ o+ 4+ -+ o+ - -+ o+ o+ o+ 80
SAL S - - - - - - - - - - - - - - 0
SAC + o+ o+ + o+ + + o+ o+ o+ 100
dTRE + - 4+ + + + + + + + 95
ADH2S - -+ - -+ - -+ - - - -+ - - -+ - - 25
OPTO + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + 4+ + + 100

* Rezultati su prikazani kao procenat pozitivniesa. K — MRSA ATCC 43300.
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Tabela 29. Biohemijske osobine MRSA sojeva nakon kivacije sa M-OH halkonom

Biohem. SoJ

test 3 4 5 6 8 13 15 16 20 21 27 29 34 35 47 50 53 58 8 %
AMY - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
PIPLC S - - - - - - - - - - - - - - 0
dXxYL - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
ADH1 + + 4+ + + + 4+ + 4+ o+ 4+ o+ 4+ 0?7 4+ o+ o+ o+ o+ O+ 95
BGAL - -+ - -+ - - - - - - - - - - - - + - 15
AGLU - - - - - - - - + - - - - - + - - - + 15
APPA S - - - - - - - - - - - - - - 0
CDEX - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
AspA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
BGAR S - - - - - - - - - - - - - - 0
AMAN - - == - - - - - - - - - - - - - - - - 0
PHOS + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + 4+ + + 100
LeuA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
ProA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

BGURr - - = - - - - - - - - - - - - - - - -

AGAL S N - - - - - - - - - - - - - - 0
PyrA + + + + + + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + + 100
BCUR - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

AlaA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
TyrA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
dSOR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
URE - - -+ - - - - - - - - - ? 4+ - - ? - - 10
POLYB + + + + o+ o+ 4+ - + + 4+ o+ 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ O+ 95
dGAL + + + -+ o+ - + - + + + + o+ o+ o+ o+ o+ O+ 85
dRIB - - 2?2+ -+ + - - -+ - -+ o+ - -+ - - 35
ILATK + + + + + 0+ + + + + + - + + + + + - + - 85
LAC - -+ - - + - + - - - + - - + - - - + - 30
NAG - - - -+ ? + - + + + + + + + - + + + + 65
dMAL + + 4+ + 4+ O+ + + + + + + + + + + + + 100
BACI + 4+ -+ O+ - + + - + + - - - - + - + 60
NOVO S - - - - - - - - - - - - - - 0
NC6.5 + + + + + 4+ + + + + + + + + + + + + + + 100
dMAN + + 4+ + + + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + + 100
dMNE -+ + + 4+ + + + o+ + 4+ + 4+ o+ 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ 95
MBdG + + + + + + 4+ o+ 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ - + o+ 4+ 95
PUL S N - - - - - - - - - - - - - -

dRAF - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

0129R + + - o+ - - + + o+ o+ o+ o+ - + o+ - + o+ o+ o+ 75
SAL S - - - - - - - - - - - - - - 0
SAC + o+ o+ + o+ + + + + + + + + + 4+ 100
dTRE + - 4+ + o+ + + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ 95
ADH2S - -+ -+ o+ - - + - - + - - - - - - - - 25
OPTO + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + 4+ + + 100

* Rezultati su prikazani kao procenat pozitivniesa. K — MRSA ATCC 43300.
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Tabela 30. Biohemijske osobine MRSA sojeva nakon kivacije sa P-OH halkonom

Biohem. SoJ

test 3 4 5 6 8 13 15 16 20 21 27 29 34 35 47 50 53 58 8 %
AMY - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
PIPLC S - - - - - - - - - - - - - - 0
dXxYL - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
ADH1 + + + + + + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + + + + 100
BGAL S N - + - - - - + - - + - - + - 20
AGLU + - - -+ - ? - - + 7 - - - - ? 0+ - - - 20
APPA S - - - - - - - - - - - - - - 0
CDEX - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
AspA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
BGAR S - - - - - - - - - - - - - - 0
AMAN - - == - - - - - - - - - - - - - - - 0
PHOS + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + 4+ + + 100
LeuA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
ProA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
BGURr - - = - - - - - - - - - - - - - - - - 0
AGAL S N - - - - - - - - - - - - -

PyrA + + + + + + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + + + + 100
BCUR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
AlaA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
TyrA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
dSOR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
URE - - -+ - - - - - - - - - ? - - - - - - 5
POLYB + + + + + + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + + + + 100
dGAL - -+ - -+ - - - - - + + + + - - - + + 40
dRIB e T -+ o+ -+ - - - - -+ 30
ILATK - -+ + + o+ + + + + + + + + + + + + + 90
LAC S N - + - - - - - - + o+ - - - - 15
NAG - -+ -+ - + + + + + + + - - + - + 65
dMAL + o+ + + o+ + o+ o+ + o+ o+ o+ + + 100
BACI + - + + - + + - - - - + + - + + 65
NOVO - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0
NC6.5 + + + + + 4+ + + + + + + + + + + + + + + 100
dMAN + + 4+ + + + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + + 100
dMNE + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 100
MBdG -+ + + + 0+ + + + + + + + + + + - + + + 90
PUL S N - - - - - - - - - - - - - -

dRAF - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

0129R + + + + + + + o+ o+ o+ o+ - + + + o+ o+ o+ o+ O+ 95
SAL S - - - - - - - - - - - - - - 0
SAC + + + + o+ o+ 4+ + o+ + + o+ o+ o+ o+ + 100
dTRE + - 4+ + + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ + o+ + 95
ADH2S S - - - - - - - - - - - - - - 0
OPTO + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + 4+ + + 100

* Rezultati su prikazani kao procenat pozitivniesa. K — MRSA ATCC 43300.
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4.8. Ispitivanje uticaja halkona na ekspresiju fakbra

virulencije izolovanih MRSA sojeva

U cilju ispitivanja uticaja halkona na adhezivnedtderistike MRSA sojeva ispitana je
sposobnost produkcije glikokaliksa, formiranja Brog i adhezije za humani

fibronektin.

4.8.1. Ispitivanje uticaja halkona na produkciju glikokaliksa

Produkcija glikokaliksa je oddena u tri nezavisna eksperimenta primenom CRA i
Christensenovog metoda kao Sto je opisano u pgglidterijal i metode.

CRA metodom je utdeno da je prekultivaciia MRSA sojeva sa O-OH (2sdiml),
M-OH (500 pg/ml) i P-OH halkonom (50 pg/ml) dovela do zrajnog smanjenja
produkcije glikokaliksa (Tabela 31; Slika 2).

Najizrazeniji inhibitorni efekat na produkciju gbkaliksa je uéen nakon kultivacije sa
O-OH halkonom, gde je 25 sojeva (80.6%) izgubilodoikciju glikokaliksa, 5 sojeva
(16.1 %) je imalo nedefinisanu produkciju glikokath a samo jedan soj je zadrZzao
produkciju glikokaliksa kao pozitivna kontrola. @8 sojeva koji su izgubili produkciju
glikokaliksa, kod 19 sojeva (61.3 %) je prethodete#ftovana produkcija glikokaliksa a
6 sojeva (19.4%) je imalo nedefinisanu produkgljkokaliksa.

Nakon kultivacije sa M-OH halkonom 20/31 (64.5%)es@a je izgubilo produkciju
glikokaliksa (od kojih je 14 sojeva (45.2 %) predno produkovalo glikokalik,s a 6
sojeva (19.4%) je imalo nedefinisanu produkcijkagfialiksa), 10/31 (32.3 %) sojeva
koji su prethodno produkovali glikokaliks je imatedefinisanu produkciju, a jedan soj
je zadrzao produkciju glikokaliksa.

Najslabiji efekat na produkciju glikokaliksa je dem nakon kultivacije sa P-OH
halkonom, gde je 4/31 (12.9 %) sojeva zadrzalo kstegoriju produkcije glikokaliksa
kao kontrola (3 soja pozitivnu i 1 soj nedefinisgradukciju), 22/31 (71.0%) sojeva je
izgubilo produkciju glikokaliksa (17 sojeva (54.8) %oji su prethodno produkovali
glikokaliks i 5 sojeva (16.1 %) sa nedefinisanomdukcijom) a kod 5/31 (16.1 %)

sojeva produkcija glikokaliksa je bila nedefinisana
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Tabela 31. Produkcija glikokaliksa nakon kultivacije MRSA sojeva sa O-OH, M-
OH i P-OH halkonom — Kongo-crveno metod

Broj soja Kontrola O-OH M-OH P-OH
25.0 pg/ml 50.0 pg/ml 50.0 pg/ml
3 + - +/- -
4 +/- - - -
5 +/- - - -
6 + - +/- +/-
7 + - +/- -
8 + - - -
10 + - - -
12 + - - -
13 + - - -
14 + +/- +/- +
15 + + + +
16 + - - -
17 +/- - - +l-
18 + - - -
19 + - - -
20 + - - -
21 + - - -
24 + - - -
25 + - - +/-
26 + +/- +/- +/-
27 + - +/- +/-
28 + +/- +/- +/-
29 +- - - -
34 + - - -
35 +/- - - -
47 + +l- +/- -
50 + - - -
53 +- - - -
58 + - - -
89 + +/- +/- +
ATCC 43300 + - +/- -

* Pozitivna produkcija glikokaliksa (+), nedaBan rezultat (+/-) i negativna produkcija
glikokaliksa (-).
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------------------ Rezultati------

+ produkcija - produkcija

- produkcija

i produkcij

Slika 2. Produkcija glikokaliksa ispitana CRA metodom
Pozitivna produkcija glikokaliksét+)-suve, crne kolonije kristalnog izgleda;
Negativna produkcija glikokaliks@)-vlazne ruztaste kolonije;
Nedefinisan rezultatt/-)-tamnije, manje suve kolonije bez kristalnagleda.
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------------------ Rezultati------

Rezultati dobijeni Christensenovim metodom su pekaia nakon kultivacije sa O-OH
halkonom kod 28/31 (90.3%) sojeva nije dema produkcija glikokaliksa dok je 3/31
(9.7%) sojeva imalo nedefinisanu produkciju glikiksa. Kultivacija sa M-OH
halkonom je dovela do inhibicije produkcije glikdkaa kod 23/31 (74.2%) sojeva,
7/31 (22.6%) sojeva je imalo nedefinisan rezul&atl/31 (3.2%) soj je zadrzao
produkciju glikokaliksa. Najslabiji efekat na prdauju glikokaliksa je opet detektovan
kod sojeva kultivisanih sa P-OH halkonom, gde jed5/31 (48.4%) sojeva izgubilo
produkciju glikokaliksa, 15/31 (48.4%) sojeva jealm nedefinisan rezultat a 1/31
(3.2%) sojeva je zadrzalo produkciju glikokalik3alpela 32; Slika 3).

f-:-\

- produkcija + produkcija

Slika 3. Produkcija glikokaliksa odredena Christensenovom metodom

Ispitan je uticaj O-OH, M-OH i P-OH halkona na pu&diju glikokaliksa klintkog izolata
MRSA broj 50. Na slici se vidi pozitivna produkcijgikokaliksa kod kontrolnog soja MRSA 50
koji nije rastao u prisustvu halkona (mikrotuba iKddsustvo produkcije glikokaliksa nakon
kultivacije ovog soja sa halkonima (mikrotube M@,
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Tabela 32. Produkcija glikokaliksa nakon kultivacije MRSA sojeva sa O-OH, M-
OH i P-OH halkonom — Christensenov metod

Broj soja Kontrola O-OH M-OH P-OH
25.0 ug/ml_ 50.0 pg/ml_ 50.0 pg/ml

3 +/- - : i
4 +/- ) ] ]
5 +/- ) ] ]
6 + ) ) n
7 + ) ) )
8 + _ i )
10 + ) ] ]
12 + ) ] ]
13 + ) ] n
14 + +/- +/- +/-
o * - +/- +/-
16 * - +/- +/-
17 +/- _ ) o
18 * B +/- +/-
19 + ) ) )
20 + ) ) ]
21 + ) ) ]
24 + ) ) o
25 * - +/- +/-
26 + ) N .\
27 +/- _ ) -
28 +/- _ ) -
29 +/_ _ ) +/_
34 + ) ] o
35 +/- _ +/- )
47 + ) ) ]
50 + ) ) ]
53 +/- _ ) )
> y +- +- i
89 +/- _ ) o

ATCC 43300 + ) ] ‘.

* Pozitivna produkcija glikokaliksa (+), nefthisan rezultat (+/-) i negativna produkcija
glikokaliksa (-).
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4.8.2. Ispitivanje uticaja halkona na produkciju biofilma

Produkcija biofilma kod izolovanih MRSA sojeva jalreiena nakon 24h i 48h
kultivacije bez statistki znatajne razlike u produkciji biofilma u odnosu na dufi
kultivacije (p>0.05). Iz tog razloga je uticaj hatla na produkciju biofilma ispitan
posle 24h kultivaciie MRSA u prisustvu tri opadagukoncentracije O-OH halkona
(25.0, 12.51 6.2 pg/ml) i tri opaddje koncentracije M-OH i P-OH halkona (50.0, 25.0
i 12.5 pg/ml). Kultivacija sa O-OH halkonom je dévedo smanjenja produkcije
biofilma kod svih MRSA na sleden&in: pod uticajem najuwe koncentracije O-OH
(25.0 pg/ml), 21/31 (67.7%) sojeva nije produkovaiofilm, pod uticajem srednje
inhibitorne koncentracije (12.5 pg/ml) 18/31 (58)086jeva nije produkovalo biofilm i
pod uticajem najnize inhibitorne koncentracije (§.g/ml) 8/31 (25.8%) sojeva nije
produkovalo biofilm. Osim jednog soja koji je pajnizoj primenjenoj koncentraciji O-
OH halkona zadrzao produkciju biofilma kao kontrotestali sojevi su produkovali
manju koltinu biofilma u odnosu na pozitivhu kontrolu u svigrimenjenim
koncentracijama O-OH (Tabela 33).

M-OH i P-OH halkon su najzgajniji inhibitorni efekat na produkciju biofilma trili

u najveoj primenjenoj koncentraciji (50.0 pg/ml) gde j@gukcija biofilma inhibisana
kod 6/31 (19.3%) sojeva pod uticajem M-OH i 2/314%6) sojeva pod uticajem P-OH
(Tabela 34 i 35). Pri najnizoj primenjenoj koncewtji P-OH i M-OH (12.5 pg/mL)
13/31 (42.0%) sojeva je dostiglo produkciju biofinkao pozitivha kontrola pod
uticajem P-OH, i 18/31 (58.0%) sojeva pod uticajdrOH.

Dobijeni rezultati su pokazali da je inhibicija pidkcija biofilma pod uticajem sva tri
halkona dozno zavisna (Tabele 33-35) i da je redioséjizraZzenijeg inhibitornog efekta
O-OH > M-OH > P-OH halkon.
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Tabela 33. Produkcija biofima MRSA sojeva nakon 24 kultivacije sa O-OH
halkonom (25.0 pg/ml, 12.5 pg/mli 6.2 pg/ml)

Produkcija biofilma

kod kontrolnih

Produkcija biofilma nakon kultivacije sa O-OH (pg/ml)

sojeva kategorija 25.0 12.5 6.2
Slaba (1/31) 0 1/1 1/1 -
1 - - 1/1
2 - - -
3 - - -
Umerena (15/31) 0 11/15 11/15 6/15
1 4/15 4/15 9/15
2 - - -
3 - - -
Izrazena (15/31) 0 9/15 6/15 2/15
1 6/15 9/15 13/15
2 - - -
3 - - -

* 0 — odsustvo produkcije biofilma, 1 - slaba prkdia biofilma, 2 - umerena produkcija

biofilma i 3- izraZzena produkcija biofilma.

Tabela 34. Produkcija biofilma MRSA sojeva nakon 2B kultivacije sa M-OH
halkonom (50.0 pg/ml, 25.0 pg/mli 12.5 pg/ml)

Produkcija biofilma

kod kontrolnih

Produkcija biofilma nakon kultivacije sa M-OH (ug/ml)

sojeva kategorija 50.0 25.0 12.5
Slaba (1/31) 0 1/1 1/1 -

1 - - 1/1

2 - - -

3 - - -
Umerena (15/31) 0 5/15 - -

1 10/15 14/15 5/15

2 - 1/15 10/15

3 - - -
lzraZzena (15/31) 0 - - -

1 11/15 3/15 -

2 4/15 10/15 8/15

3 - 2/15 7/15

* 0 — odsustvo produkcije biofilma, 1 - slaba prkdija biofilma, 2 - umerena produkcija

biofilma i 3- izraZzena produkcija biofilma.
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Tabela 35. Produkcija biofilma MRSA sojeva nakon 24 kultivacije sa P-OH
halkonom (50.0 pg/ml, 25.0 pg/mli 12.5 pg/ml)

Produkcija biofilma Produkcija biofilma nakon kultivacije sa P-OH (ug/ml)
kod kontrolnih
sojeva kategorija 50.0 25.0 125
Slaba (1/31) 0 - - -
1 1/1 1/1 1/1
2 - - -
3 - - -
Umerena (15/31) 0 2/15 - -
1 13/15 14/15 10/15
2 - 1/15 5/15
3 - - -
IzraZena (15/31) 0 - - -
1 10/15 5/15 -
2 3/15 8/15 8/15
3 2/15 2/15 7/15

* 0 — odsustvo produkcije biofilma, 1 - slaba prkdia biofilma, 2 - umerena produkcija
biofilma i 3- izrazena produkcija biofilma.

Da bi ispitali da Ii je inhibicija formiranja bidfna pod uticajem halkona trajni efekat,
MRSA sojevi su nakon 24h kultivacije sa halkonintagejani na TSA i nakon 24h
rekultivacije bez halkona ponovo je ispitana spossb formiranja biofilma.

Svi sojevi su nakon 24h kultivacije na TSA ponovakgrali sposobnost formiranja
biofilma. Kultivacija sa najy@m koncentracijom O-OH halkona (25.0 pug/ml) je kod
7131 (22.6%) sojeva dovela do smanjenja kategmrgelukcije biofilma od umerene
(kategorija 2) na slabu produkciju (kategorija Kod 6/31 (19.3%) sojeva od izrazene
produkcije biofilma (kategorija 3) na umerenu (B6)1i slabu (3.2%). Nize
koncentracije O-OH halkona nisu imale efekat nanmmou kategorije produkcije
biofilma nakon rekultivacije na TSA (Tabela 36).

Najveca primenjena koncentracija M-OH i P-OH (50.0 pg/pe)takate dovela do
smanjenja kategorije produkcije biofilma od umeraaeslabu kod 6/31 (19.3%) sojeva
pod uticajem M-OH i 3/31 (9.7%) pod uticajem P-OHsmanjenja kategorije od
izrazene produkcije biofilma na umerenu kod 4/31.9%) sojeva pod uticajem M-OH
ili P-OH halkona. Nize koncentracije oba halkongunimale uticaja na promenu
kategorije produkcije biofilma (Tabela 37 i 38).

87



Tabela 36. Produkcija biofilma MRSA sojeva posle 24 rekultivacije na TSA
nakon kultivacije sa O-OH halkonom (25.0 pg/ml, 1% pg/mli 6.2 pg/ml)

Produkcija biofilma

kod kontrolnih

Produkcija biofilma posle 24h kultivacije ha TSA n&on
kultivacije sa O-OH (pg/ml)

sojeva kategorija 25.0 12.5 6.2
Slaba (1/31) 0 - - -

1 1/1 1/1 1/1

2 - - -

3 - - -
Umerena (15/31) 0 - - -

1 7115 1/15 -

2 8/15 14/15 15/15

3 - - -
IzraZena (15/31) 0 - - -

1 1/15 - -

2 5/15 1/15 -

3 9/15 14/15 15/15

0 — odsustvo produkcije biofilma, 1 - slaba prodjakbiofilma, 2 - umerena produkcija
biofilma i 3- izrazena produkcija biofilma.

Tabela 37. Produkcija bioflma MRSA sojeva posle 24 rekultivacije na TSA
nakon kultivacije sa M-OH halkonom (50.0 pg/ml, 25 pug/mli 12.5 pg/ml)

Produkcija biofilma posle 24h kultivacije na TSA n&kon

Produkcija biofilma kultivacije sa M-OH (ug/ml)

kod kontrolnih

sojeva kategorija 50.0 25.0 12.5
Slaba (1/31) 0 - - -

1 1/1 1/1 1/1

2 - - -

3 - - -
Umerena (15/31) 0 - - -

1 6/15 - -

2 9/15 15/15 15/15

3 - - -
lzraZzena (15/31) 0 - - -

1 - - -

2 4/15 2/15 -

3 11/15 13/15 15/15

0 — odsustvo produkcije biofilma, 1 - slaba prodjakbiofilma, 2 - umerena produkcija
biofilma i 3- izraZzena produkcija biofilma.
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Tabela 38. Produkcija biofilma MRSA sojeva posle 24 rekultivacije na TSA
nakon kultivacije sa P-OH halkonom (50.0 pg/ml, 29. ug/ml i 12.5 pg/ml)

Produkcija biofilma

kod kontrolnih

Produkcija biofilma posle 24h kultivacije na TSA n&kon
kultivacije sa P-OH (ug/ml)

sojeva kategorija 50.0 25.0 12.5
Slaba (1/31) 0 - - -

1 1/1 1/1 1/1

2 - - -

3 - - -
Umerena (15/31) 0 - - -

1 3/15 - -

2 12/15 15/15 15/15

3 - - -
lzraZzena (15/31) 0 - - -

1 - - -

2 4/15 - -

3 11/15 15/15 15/15

0 — odsustvo produkcije biofilma, 1 - slaba prodjakbiofilma, 2 - umerena produkcija

biofilma i 3- izrazena produkcija biofilma.
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4.8.3. Ispitivanje uticaja halkona na adherenciju MRSA za humani
fibronektin

Rezultati dobijeni nakon kultivacije MRSA sa 25.@/ml humanog fibronektina su
pokazali da svi testirani sojevi imajucsiu sposobnost vezivanja za humani fibronektin.
Nakon 24h inkubacije sa O-OH (25.0 pg/ml), M-OHRKOH (50.0 pg/ml) ugeno je
statistéki znatajno smanjenje adherencije MRSA za humani fibranektodnosu na
pozitivne kontrole (Tabela 39). Najizrazenija inhila adherencije je u®na u
kulturama sa P-OH, gde je 27/31 (87.0%) sojevassitdi znatajno smanijilo vezivanje
za humani fibronektin (p<0.05, p<0.01, p<0.001pdenat vezivanja za fibronektin se
kretao izmédu 30.6% - 79.6% adherencije pozitivhe kontrole.tkmakija sa M-OH je
dovela do statistki znatajnog smanjenja adherencije za fibronektin kod 2473 .4%)
sojeva, sa procentom adherencije i2Zme7.5% - 80.3% pozitivnhe kontrole (p<0.05,
p<0.01, p<0.001), dok je u kulturama sa O-OHeamp statistiki znatajno smanjenje
vezivanja za fibronektin kod 22/31 (71.0%) soje@apsocentom adherencije izthe
31.2% - 73.7% pozitivne kontrole (p<0.05, p<0.01).

Nakon produzene inkubacije sa O-OH, M-OH i P-OHotok48h udeno je statistki
zna&ajno smanjenje adherencije za humani fibronektid &aih sojeva kultivisanih sa
halkonima (p<0.05, p<0.01, Tabela 40).

Nije uctena statistki znaajna razlika u vezivanju za humani fibronektin izime
MRSA izolovanih iz uzoraka iz respiratornog traktana, hemokultura i drugih mesta
nakon 24h/48h kultivacije sa halkonima (p>0.05utedi nisu prikazani).

Da bi ispitali da li je inhibicija vezivanja MRSAazhumani fibronektin pod uticajem

halkona trajni efekat, MRSA sojevi su nakon 24hikatije sa halkonima presejani na
TSA i nakon 24h rekultivacije bez halkona ponovasjgtana sposobnost adherencije
za fibronektin. Nije utena statistiki znatajna razlika u adherenciji MRSA za humani
fibronektin izmeu sojeva kultivisanih sa halkonima i pozitivnih kaa (p>0.05,

rezultati nisu prikazani).
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Tabela 39. Vezivanje MRSA sojeva za humani fibrondkn nakon 24h kultivacije u
prisustvu O-OH, M-OH i P-OH halkona

O-OH 24h M-OH 24h P-OH 24h
Brojsoja  25.0 pg/ml 50.0 pg/ml 50.0 pg/ml Kontrola 24h

3 66.7 +2.7* 71.7+12.4 66.0+1.3* 100.0 £ 8.
4 73.7+£1.1* 63.7 £ 5.2 ** 77.9+8.6 100.0 #83.
5 69.4 £ 0.6 ** 60.1 £ 1.3 ** 55.1 +2.8 ** 100.035
6 68.0+4.0* 80.3+4.6* 64.1£1.4* 100.0 #14
7 55.1+4.0* 63.5+15.2 55.6 £0.4* 100.0 £a0
8 63.1+8.0* 65.5+05* 59.5+0.6 ** 100.0 #15
10 56.4+15* 75.2+11.4 66.7£2.6* 100.0.2 7
12 543+1.5 61.1+3.9 62.7+7.6 100.0 +12.3
13 71.3+8.0* 65.5+6.3* 58.6 +1.4 ** 100.38+7
14 68.2 + 8.6 58.9+0.7* 522+1.4* 100.0 +112.
15 66.0£55* 66.7 £ 1.4 ** 79.6 £5.7* 100.04+1
16 56.8+11.1* 50.9 £ 1.4 *** 49.4 + 2.8 *** 100+ 1.0
17 57.4+7.3* 68.0 £ 13.5 63.3+145* 100.08
18 522 +1.4* 56.8+12.9 496 +0.3* 100.0 29.
19 31.2+83* 275+3.1* 30.6+14.1* 100.a%7
20 59.3+9.7* 39.4 +4.4* 40.7 £ 5.7 ** 100.03t4
21 73.7+73* 55.9 + 6.4 ** 53.3+3.4** 100.013
24 62.8 +1.5** 59.5+9.2 ** 57.0 +3.2** 100€81.4
25 38.2+4.3* 43.5+1.3* 424 +26* 100.02.9
26 35.3+8.0 36.3+1.3 39.7+15.4 100.0 +17.7
27 48.5+6.1 55.8+8.2 45.6 £ 10.5 100.0+12.4
28 65.1 £ 4.6 ** 55.6 £ 0.6 ** 55.1 £ 6.7 ** 1009€1.1
29 590.7£11.6 429+6.7* 43.4+0.8* 100.0 +714
34 64.7+11.4 442 £ 5.1 ** 44.6 £ 3.8 ** 100.0L7
35 59.3+14.3 52.0 + 6.3 ** 58.9 + 2.2 ** 100.(@9
47 56.7 £12.9 44.6 £ 1.2 ** 449 +7.0 ** 100.0048
50 48.3+7.6* 51.2+11.2* 41.6+38* 100.a&.2
53 64.6 £12.9 45.3+2.6 ** 48.2 + 8.6 ** 100.044
58 58.9 £ 2.3 ** 522 £2.6 ** 50.7 £ 1.3 ** 100€2.0
89 63.9+1.0* 61.6 £ 4.2 ** 49.2 £ 4.0 ** 100€1.0

ATCC 43300 63.4 £5.5 ** 63.0 £ 10.2 ** 475+54* 100.0%9

Rezultati su prikazani kao procenat apsorbaneéiyee kontrole (izrazene kao 100% + SD).

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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Tabela 40. Vezivanje MRSA sojeva za humani fibrondkn nakon 48h kultivacije u
prisustvu O-OH, M-OH i P-OH halkona

O-OH 48h M-OH 48h P-OH 48h
Broj soja  25.0 ug/ml 50.0 pg/ml 50.0 pg/ml Kontrola 48h

3 41.4+89* 399+1.3* 37.3+5.7* 100.0 .61
4 43.7 £ 6.8 ** 39.4+£0.3* 43.0£7.0* 100.04.0
5 45.0 £ 1.2 ** 48.1+14.7* 385+08* 100.044
6 52.3+ 4.9 * 48.6 £ 0.4 ** 50.9+8.8* 100.06:4
7 56.1 £12.3* 41.9+1.4* 41.9 £6.9 ** 100.05t7
8 447 £ 7.7 ** 43.9+7.9* 447 £ 7.7 ** 100.0%7
10 46.9+6.6* 51.3+6.0* 40.4+0.6* 100.024
12 49.6 +12.9 ** 46.3 £11.3* 52.9+14.3* 100t 2.3
13 447 +£6.0* 47.3+11.4* 42.0+154* 100.04.0
14 51.3+1.2* 51.3+1.2* 54.7+145* 100.08
15 449 + 5.3 ** 445+ 6.7 ** 44.9 £ 13.3 ** 1009€2.4
16 47.0+124* 41.0+11.7* 36.8+£0.6* 100.0%9
17 353+8.7* 33.1+04* 324+04* 100.0%3
18 44.6 £7.8** 451 +£3.1* 51.5+148* 100402.8
19 40.7+0.3* 46.0 +10.9 * 420+74* 100.0%3
20 56.4+149* 427+15* 505+26* 100.04
21 45.4 +7.9 ** 47.4 +7.6 ** 50.0 £ 2.9 ** 100:€5.8
24 325+4.7* 30.4+50* 425+154* 100.a2.1
25 543 +14.7* 57.4+129* 39.6 £ 4.7 ** 0.2
26 46.4 + 6.1 ** 452 £ 5.1 ** 41.5+6.9* 100:04.6
27 48.0+0.4* 46.7+11.1* 41.1+7.0* 100.a2.6
28 59.8+11.0* 56.5+12.9* 54.2 +7.3** 0.3
29 48.6 + 2.6 ** 53.2+2.4* 45.9 £ 5.5 ** 100€3.8
34 46.3 + 3.8 ** 50.0+14.1* 42.1£12.6 ** 10042.4
35 36.3+2.7* 36.6+6.6* 43.2+08* 100.0%5
47 49.1 +0.3 ** 57.3+13.8* 43.1+0.3* 100.2#4
50 43.3+1.3* 448 +11.3 ** 429 +2.6 ** 10094.5
53 473+35* 49.2+0.7* 488+ 1.1* 100.0 88
58 48.1 +£16.0* 43.8+13.8* 40.3 £ 2.7 ** 10G:®.5
89 50.4 £ 6.3 ** 45.1 +9.8 ** 50.4 £11.3 ** 1009€2.5

ATCC 43300 41.8 + 4.0 ** 38.2+2.6* 37.5+7.9* 100.0 £8

Rezultati su prikazani kao procenat apsorbaneéiywe kontrole (izrazene kao 100% + SD).
* p<0.05; ** p<0.01
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4.8.4. Ispitivanje uticaja halkona na produkciju a-hemolizina

Uticaj halkona na produkcije-hemolizina je ispitan u tri nezavisna eksperimenta
MRSA sojevi su kultivisani u prisustvu MIK éetiri subinhibitorne koncentracije
halkona (1/2xMIK; 1/4xMIK; 1/8xMIK i 1/16xMIK) do lasne posteksponencijalne faze
rasta (44-48h). Kontrola hemotikie aktivnosti supernatanata su bili supernatanti
MRSA sojeva koji su kultivisani u medijumu bez hatla. Rezultati su prikazani kao
procenat hemolize u odnosu na kontrolu, koja jelstessljena kao 100.0% hematke
aktivnosti svakog pojedigaog soja.

Najznaajnija inhibicija hemolize z8jih eritrocita se javila u supernatantima kultsiaa
O-OH halkonom. Pri koncentraciji 1/2xMIK (25.0 pdjm 1/4xMIK (12.5 pg/ml),
hemoliza se kretala iznde 3.8-8.2% kontrolne hemolize (p<0.001), dok jetikakija

sa ostalim subinhibitornim koncentracijama testigrjedinjenja dovela do blagog
porasta hemolitke aktivnosti na 19.0% (1/8xMIK) (p<0.01) i 34.6%/16xMIK)
(p<0.01) (Grafikon 3; Tabela 41). Pri najmanjojnpenjenoj koncentraciji halkona
(1/16xMIK) nije doSlo do zn&jnog porasta hemolike aktivnosti.

Za razliku od O-OH halkona, uticaj M-OH i P-OH haitla na inhibiciju produkcije-
hemolizina je ispitan u koncentracijama od 50.0mlg(1/2xMIK) do 6.2 pg/ml
(1/26xMIK). Inhibicija hemolize pod uticajem M-OHalkona se javila pri koncentraciji
1/2xMIK i 1/4xMIK, i kretala se izméu 7.1-18.8% kontrolne hemolize (p<0.01,;
p<0.001), dok je subinhibitorna koncentracija odBxMIK dovela do porasta
hemoliticke aktivnosti na 40.7% (p<0.05). Pri najmanjoj kemicaciji M-OH halkona
hemoliticka aktivnost supernatanata je iznosila 62.8% akstinkontrole (1/16xMIK)
(Grafikon 4; Tabela 42).

Najslabiji inhibitorni efekat na produkciju-hemolizina je zapazen u supernatantima
kultura sa P-OH halkonom. Statidti znatajna inhibicija produkcijex-hemolizina se
javila pri koncentraciji 1/2xMIK i iznosila je 7.7%p<0.01), ali se brzi porast
hemoliticke aktivnosti zapaza vepri dvostruko (43.8%; p<0.05) ¢etvorostruko
(72.6%; p>0.05) manjim koncentracijama ispitivan@glinjenja, dok do potpunog
oporavka hemolitke aktivnosti dolazi pri koncentraciji 1/16xMIK (206) (Grafikon

5; Tabela 43).
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Grafikon 3. Procenat hemolize z&jih eritrocita u prisustvu supernatanta kultura

MRSA kultivisanih sa subinhibitornim koncentracijama O-OH halkona

Rezultati su prikazani kao procenat apsorbanceipoikontrole (izrazene kao 100% + SD).
** p<0.01; *** p<0.001

Tabela 41. Procenat hemolize Zgih eritrocita u prisustvu supernatanta kultura
MRSA kultivisanih sa subinhibitornim koncentracijama O-OH halkona

% hemolize O-OH (ug/ml)

MIK 1/2xMIK 1/4xMIK 1/8xMIK 1/16xMIK K
broj soja (25.0ug/ml) (12.5 pg/ml) (6.2 pg/ml) (3.1 pg/ml)
5 0.4+0.1 05+0.1 1.4+0.2 13.4+20 19.0+2.1100.0+ 4.9
6 0.2+0.0 0.3+0.0 3.7+0.3 7.9+0.9 146+1.6100.0+1.9
7 2.1+0.2 25+0.3 3.4+0.3 6.6 +0.8 36.0+3.2100.0+2.4
8 0.3+0.0 3.4+0.2 40104 11.3+11 20.3+2.0100.0+2.6
10 45+0.3 8.2+04 13.6 £ 0.6 22.7+2.3 31.6%3. 100.0+3.2
12 3.1+0.2 6.9+0.3 17.7+£0.9 28.8+2.8 48.5% 3. 100.0+8.3
13 22+0.1 3.7+0.3 12.2+0.7 20.6+1.9 38.74 3. 100.0+1.6
14 6.0+0.3 8.0+04 17.3+£1.0 375140 62.53 5. 100.0+8.6
15 0.8+0.1 3.0+0.3 6.6 +0.5 27.6+3.7 55.7 +4.9100.0 £ 6.7
17 1.3+0.1 1.5+0.2 23+0.3 13.1+2.3 18.9+2.0100.0+ 2.7

srvr+SD  2.1+0.1 3.8+0.3 8.2+0.5 19.0+2.2 34.6+3.2 100.0+4.3

K-kontrolna hemoliza (MRSA kultivisane u MHB bezd#tka halkona). Rezultati su prikazani
kao procenat hemolize u odnosu na kontrolu, kojgrgdstavljena kao 100% hemadlke
aktivnosti svakog pojedigaog soja.
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Grafikon 4. Procenat hemolize z&jih eritrocita u prisustvu supernatanta kultura
MRSA kultivisanih sa subinhibitornim koncentracijama M-OH halkona

Rezultati su prikazani kao procenat apsorbanceipoikontrole (izrazene kao 100% + SD).

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001

Tabela 42. Procenat hemolize Zgih eritrocita u prisustvu supernatanta kultura
MRSA kultivisanih sa subinhibitornim koncentracijama M-OH halkona

% hemolize M-OH (ug/ml)

MIK 1/2xMIK 1/4xMIK 1/8xMIK 1/16xMIK K
broj soja (50.0 ug/ml)  (25.0 ug/ml)  (12.5 pg/ml)  6(2 pg/ml)
5 3.0+0.1 7.7+0.2 225+13 442 +3.2 60.2% 6. 100.0+4.9
6 06+0.1 6.9+0.3 129+11 30.2+3.0 50.54 5. 100.0+1.9
7 1.7+0.2 73104 115+1.2 324+29 68.128. 100.0+2.4
8 05+0.1 6.7+0.4 226+2.0 46.1+4.7 58.8% 3. 100.0+2.6
10 44+0.3 8.0+0.8 13.7+10 29.0+3.2 63.23 3. 100.0+3.2
12 3.4+0.2 5.0+0.6 21.2+23 46.5+4.1 67.1& 6. 100.0+8.3
13 3.2+0.1 9.0+0.8 23.3+23 476 +3.9 57.9& 4. 100.0+1.6
14 5.6 +0.3 89+1.0 36.7+3.1 56.7+5.0 70.1& 7. 100.0+ 8.6
15 09+0.1 48+0.6 124+11 37929 57.526. 100.0+6.7
17 1.4+0.2 6.4+0.5 11.0+04 36.9+4.0 66.0% 6. 100.0+2.7
srvr£SD 25+0.2 7.1+£0.6 18.8+1.6 40.7#3. 62.8+5.8 100.0+4.3

K-kontrolna hemoliza (MRSA kultivisane u MHB bezdi#dka halkona). Rezultati su prikazani
kao procenat hemolize u odnosu na kontrolu, kojgrgdstavljena kao 100% hemadlke
aktivnosti svakog pojedigaog soja.
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Grafikon 5. Procenat hemolize z&jih eritrocita u prisustvu supernatanta kultura
MRSA kultivisanih sa subinhibitornim koncentracijama P-OH halkona

Rezultati su prikazani kao procenat apsorbanceipoikontrole (izrazene kao 100% + SD).
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001

Tabela 43. Procenat hemolize Zgih eritrocita u prisustvu supernatanta kultura
MRSA kultivisanih sa subinhibitornim koncentracijama P-OH halkona

% hemolize P-OH (ug/ml)

MIK 1/2xMIK 1/4xMIK 1/8xMIK 1/16xMIK K
broj soja (50.0 pyg/ml)  (25.0 pg/ml)  (12.5 pg/ml)  6(2 pg/ml)
5 3.2+0.3 7.7+0.2 379+3.2 80.0x7.4 98.0#010 100.0+4.9
6 1.6+0.2 8.8+0.3 48.3+4.1 75.2+6.9 95.3#11 100.0+1.9
7 1.8+0.3 6.4+0.2 36.7+3.6 68.6 £ 8.1 89.91011 100.0+2.4
8 25+04 59+04 453+5.1 81.4+98 97.7&9. 100.0+2.6
10 3.4+0.3 6.5+0.2 495+5.2 69.7+7.1 91.2%#9. 100.0+3.2
12 2503 8.7+0.5 37941 68.7 £ 6.8 87.949. 100.0+8.3
13 33+x04 7.6+0.3 36.4+4.6 58.3x54 98.1 #6610 100.0+1.6
14 51+0.3 8.8+0.5 40.8 4.7 66.0+£7.1 96.73 9. 100.0+8.6
15 28+0.2 76+0.5 496 +5.6 70.0£8.6 92.6 #/11 100.0 £6.7
17 24+0.3 8.6+0.5 55.1+7.6 88.2+9.2 94.8 112 100.0 £+ 2.7
srvr+SD  2.9+0.3 7.7+04 43.8+4.8 72.6 67. 94.2+105 100.0+4.3

K-kontrolna hemoliza (MRSA kultivisane u MHB bezdidka halkona). Rezultati su prikazani

kao procenat hemolize u odnosu na kontrolu, kojagelstavljena kao 100% hemalke

aktivnosti svakog pojedigaog soja.

96



4.9. Ispitivanje efekta kombinovane primene halkonai

antibiotika na rast izolovanih MRSA sojeva

Ispitivanje efekta kombinacije halkona sa antilwiotia je izvrSeno na dvadeset
odabranih MRSA sojeva kojima su prethodnim ispitjean utvdene najnize MIK
vrednosti za halkone. Ispitivanje je izvrSeno siagmgibiotika koji su predstavnici grupa
antibiotika sa razditim mehanizmom delovanja {-laktamskim antibioticima
cefotaksimom (CFX) i ceftriaksonom (CTX), fluoroblonom ciprofloksacinom (CIP),
aminoglikozidom gentamicinom (GEN) i inhibitorom ntze folne kiseline
trimetoprim/sulfametoksazolom (TMP-SMX). Odeme su vrednosti MIK za
antibiotike koje su se kretale u opsegu 4.0-@40nl (CFX), 4.0-128.Qug/ml (CTX),
0.5-64.0pg/ml (CIP), 1.0-16.Qug/ml (GEN) i 1/19-2/38g/ml (TMP-SMX). Redosled
inhibitorne  aktivnosti halkona (srednja vrednost KM$D) je bio: O-OH
(MIK=42.5+11.8 ug/ml) > M-OH (MIK=98.8+£43.3ug/ml) > P-OH (MIK=108.8+29.6

ug/ml). MIK vrednosti za halkone i antibiotike swegsstavljene u Tabeli 44.

Ukupan efekat kombinacije halkona sa antibioticsa&retao izmiu sinergizma (FICI
< 0.5) i indiferentnog efekta (1 < FIGI2). Srednje FICI vrednosti su predstavljene na
Grafikonu 6.

Najznaajniji sinergizam ututen je u kombinaciji O-OH sa GEN (FICI=0.125-0.500),
CIP (FICI=0.188-0.750) i TMP-SMX (FICI=0.250-0.750Efekat je ostvaren u
kombinaciji O-OH/GEN pri koncentracijama 1/16-1/8KWM(3.1-1