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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).

11



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).

13



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
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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).
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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

27



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).

31



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.

47



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

57



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).
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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(3.1-12.5ug/mL O-OH) i
1/16-1/4 MIK (0.5-4.0ng/mL GEN), kod O-OH/CIP kombinacije u koncentraci
1/16-1/2 MIK (3.1-25.0pg/mL O-OH) i 1/256-1/2 MIK (0.2-4.0ug/mL CIP) i
kombinaciji O-OH/TMP-SMX u koncentracijama 1/8-IVEK (6.2-25.0ug/mL O-OH)

I 1/8-1/4 MIK (0.2/4.7-0.5/9.51g/mL TMP-SMX) (Tabela 37). Redosled sinerdiktig
efekta (srednji % redukcije MIK, srednji FICI) Jao GEN (80.3%, 0.334) > CIP
(87.6%, 0.402) > TMP-SMX (83.1%, 0.413) > CTX (8&.20.455) > CFX (71.9%,
0.519). Sve kombinacije O-OH/GEN su bile u katggsmergizma; 80% O-OH/TMP-
SMX kombinacija je bilo u kategoriji sinergizma #.@% je imalo aditivni efekat;
75.0% kombinacija O-OH/CIP je bilo u kategoriji sigizma a 25.0% je imalo aditivni

efekat. Kombinacije O-OH sa cefalosporinima bileusdategoriji sinergizma u 70.0-
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------------ Rezultati------

75.0% sldajeva, jedna kombinacija (O-OH/CFX) je pokazalaifer@ntni efekat a

ostale kombinacije su pokazale aditivni efekat @lala5).

Efekat kombinacija M-OH sa antibioticima je biocaln efektu kombinacija sa O-OH
halkonom (Tabela 46). Redosled sinergisig efekta (srednji % redukcije MIK,
srednji FICI) je bio CIP (96.0%, 0.229) > GEN (740.349) > TMP-SMX (83.1%,
0.421) > CTX (79.7%, 0.449) > CFX (70.9%, 0.503).

Najslabiji efekat je ugen kod kombinacija P-OH sa cefalosporinima (srediiT]
CFX=0.700, CTX=0.527) i GEN (srednji FICI =0.57683 najvéim brojem interakcija
(55.0% - 60.0%) koje su pokazale aditivan efek2®.0% interakcija sa indiferentnim
efektom (Tabela 47). Za razliku od toga, kombir@€&ljOH/CIP (srednji FICI=0.305) i
TMP-SMX (srednji FICI=0.489) su bile u kategorijinergizma (90.0% P-OH/CIP i
65.0% P-OH/TMP-SMX kombinacija).

I'1C] vrednost

/ M-OH
/
- = \/ 0-OH
TMP/SMX
CEX CIx CIp GEN TMP/SMX
" 0-0H 0.519 0.435 C.402 (.334 0.413
M-OH 0.503 0.449 0.229 0.349 0.421
P-OH 0.7 0.527 (.305 0.576 0.489

Grafikon 6. Srednje FICI vrednosti testiranih halkona u kombinaciji sa
antibioticima

CFX-cefotaksim, CTX-ceftriakson, CIP-ciprofloksacinGEN-gentamicin i TMP-SMX-
trimetoprim/sulfametoksazol; FIG 0.5 sinergizam; 0.5 < FIGI 1 aditivnost.
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Tabela 44. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK, pg/ml) halkona i antibiotika

Soj O-OH M-OH P-OH CFX CTX CIP GEN TMP-SMX
MIK MIK MIK MIK CLSI MIK CLSI MIK CLSI  MIK CLSI  MIK CLSI
(Mg/ml)  (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (ng/ml) (Lg/ml) (Lg/ml) (Lg/ml)
3 50.0 75.0 1250  64.0 R 64.0 R 16.0 R 4.0 S 2.0/38
4 50.0 100.0 1250 4.0 S 4.0 S 8.0 R 4.0 S 1.0/1%0
5 50.0 1000 1250  32.0 R 32.0 R 16.0 R 8.0 R 8.0/3 S
6 50.0 100.0 1250 32.0 R 32.0 R 16.0 R 8.0 R 8.0/3 S
8 50.0 150.0 1250 16.0 R 32.0 R 32.0 R 2.0 S 2.0/3S
13 50.0 75.0 100.0  16.0 R 64.0 R 16.0 R 8.0 R 8.0/3 S
15 50.0 1250 1250 64.0 R 1280 R 64.0 R 8.0 R /380 S
16 50.0 125.0 1250 16.0 R 64.0 R 16.0 R 1.0 S 19.0/ S
20 50.0 50.0 50.0 32.0 R 64.0 R 8.0 R 8.0 R 2.0/385
21 50.0 100.0 1250 8.0 R 16.0 R 16.0 R 4.0 S 8.0/3S
27 50.0 75.0 100.0  64.0 R 1280 R 64.0 R 8.0 R 33.0/ S
29 50.0 75.0 1000  32.0 R 32.0 R 64.0 R 8.0 R 8.0/3 S
34 50.0 75.0 100.0  16.0 R 32.0 R 16.0 R 8.0 R 8.0/3 S
35 25.0 50.0 50.0 8.0 R 16.0 R 32.0 R 8.0 R 2.0/38S
47 25.0 175.0 1250 16.0 R 32.0 R 16.0 R 8.0 R 33.0/ S
50 25.0 2000 1750  32.0 R 64.0 R 8.0 R 16.0 R 19.0/ S
53 25.0 150.0 1250  32.0 R 32.0 R 16.0 R 2.0 S 380/ S
58 25.0 50.0 75.0 8.0 R 32.0 R 16.0 R 8.0 R 2.0/385
89 25.0 75.0 100.0  16.0 R 64.0 R 16.0 R 2.0 S 2.0/3S
ATCC 50.0 50.0 75.0 8.0 R 16.0 R 0.5 S 16.0 R 1.0/19.0 S
43300

* CFX-cefotaksim, CTX-ceftriakson, CIP-ciprofloksacGEN-gentamicin i TMP-SMX-trimetoprim/sulfametekzol. Kategorija

osetljivosti na antibiotike prema preporukama CLSbsetljiv i R-rezistentan.
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Tabela 45. Efekat kombinacije O-OH halkona i antibotika

O-OH/CFX O-OH/CTX O-OH/CIP O-OH/GEN O-OH/TMP-SMX
MIK FICI eff MIK FICI eff MIK FICI eff MIK FICI eff MIK FICI eff
3 6.2/4.0 0.188 sin 6.2/2.0 0.156 sin 12.5/2.0 9.38in 6.2/0.5 0.250 sin 12.5/0.2/4.7 0.375 sin
4 6.2/4.0 0.375 sin 6.2/2.0 0.625 adi 12.5/0.2 D.28in 3.1/1.0 0.312 sin 12.5/0.2/4.7 0.500 sin
5 6.2/4.0 0.250 sin 12.5/8.0 0500 sin 25.0/2.0 29.6adi 6.2/2.0 0.375 sin 6.2/0.2/4.7 0.250 sin
6 12.5/40 0.375 sin 125/16.0 0.750 adi 12.5/4.050@ sin 12.5/1.0 0.375 sin 6.2/0.5/9.5 0.375 sin
8 125/8.0 0.750 adi 125/4.0 0.375 sin 12.5/0.225®. sin 6.2/0.5 0.375 sin 6.2/0.2/4.7 0.250 sin
13 6.2/40 0.375 sin 6.2/2.0 0.156 sin 6.2/1.0 8.18in 3.1/2.0 0.312 sin 6.2/0.2/4.7 0.250 sin
15 12.5/4.0 0.313 sin 12.5/32.0 0500 sin 12.5/40.313 sin 3.1/0.5 0.125 sin 6.2/0.2/4.7 0.250 sin
16 12.5/4.0 0.500 sin 125/4.0 0.313 sin 6.2/1.0 18®. sin 3.1/0.2 0.312 sin 25.0/0.2/4.7 0.750 adi
20 12.5/4.0 0.375 sin 125/4.0 0.313 sin 12.5/2.0500 sin 6.2/2.0 0.375 sin 6.2/0.2/14.7 0.250 sin
21 12.5/8.0 1.250 ind 12.5/8.0 0.750 adi 12.5/0.2.260 sin 3.1/0.5 0.187 sin 6.2/0.5/9.5 0.375 sin
27 12.5/4.0 0.313 sin 12.5/64.0 0.750 adi 12.5/0@.254 sin 12.5/2.0 0.500 sin 25.0/0.2/4.7 0.625 adi
29 12.5/4.0 0.375 sin 125/4.0 0.375 sin 12.5/4.031® sin 12.5/1.0 0.375 sin 6.2/0.2/14.7 0.250 sin
34 12.5/4.0 0500 sin 125/4.0 0.375 sin 12.5/4.0500 sin 12.5/1.0 0.375 sin 25.0/0.5/9.5 0.750 adi
35 6.2/40 0.750 adi 6.2/2.0 0.375 sin 6.2/1.0 D.28in 3.1/2.0 0.375 sin 6.2/0.2/4.7 0.375 sin
47 6.2/4.0 0500 sin 6.2/4.0 0.375 sin 12.5/0.2 1®.5adi 3.1/1.0 0.250 sin 6.2/0.2/4.7 0.375 sin
50 12.5/2.0 0.563 adi 125/16.0 0.750 adi 12.5/20.750 adi 3.1/2.0 0.250 sin 6.2/0.2/4.7 0.500 sin
53 6.2/4.0 0.375 sin 6.2/4.0 0.375 sin 6.2/1.0 ®.3Ein 6.2/0.5 0.500 sin 6.2/0.2/4.7 0.375 sin
58 6.2/8.0 1.250 ind 125/40 0.625 adi 6.2/1.0 18.3sin 3.1/2.0 0.375 sin 6.2/0.2/4.7 0.375 sin
89 6.2/4.0 0500 sin 6.2/2.0 0.281 sin 12.5/4.0 50.7 adi 3.1/0.5 0.375 sin 12.5/0.2/4.7 0.625 adi
ATCC 125/20 0500 sin 125/20 0.375 sin 3.1/0.2 0.56li 3.1/4.0 0.312 sin 6.2/0.2/4.7 0.375 sin
43300
0.519 0.455 0.402 0.334 0.413

* CFX-cefotaksim, CTX-ceftriakson, CIP-ciprofloksacGEN-gentamicin i TMP-SMX-trimetoprim/sulfametsdzol.
FICI< 0.5 sinergizam (sin), 0.5 < FIGI1 aditivnost (adi) i 1 < FICE 2 indiferentan efekat (indMIK vrednosti su izrazene u pg/ml.
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Tabela 46. Efekat kombinacije M-OH halkona i antibotika

M-OH/CFX M-OH/CTX M-OH/CIP M-OH/GEN M-OH/TMP-SMX
MIK FICI eff MIK FICI eff MIK FICI eff MIK FICI eff MIK FICI eff
3 25.0/2.0 0.458 sin 12.5/8.0 0.292 sin 25.0/0.2 9.34in 6.2/1.0 0.333 sin  25.0/0.2/4.7 0.458 sin
4 6.2/20 0.563 adi 25.0/20 0.750 adi 12.5/0.2 0.15 25.0/2.0 0.500 sin 12.5/0.2/4.7 0.375 sin
5 25.0/2.0 0.375 sin 25.0/8.0 0.500 sin 25.0/0.2 ®.26in 25.0/2.0 0.500 sin 6.2/0.2/4.7 0.188 sin
6 25.0/2.0 0.313 sin 25.0/16.0 0.750 adi 6.2/0.2 ®.038in 6.2/1.0 0.188 sin  50.0/0.5/9.5 0.750 adi
8 25.0/20 0.292 sin 25.0/40 0.292 sin 25.0/0.2 4.18in 25.0/1.0 0.667 sin 25.0/0.2/4.7 0.292 sin
13 25.0/2.0 0.458 sin 12520 0.198 sin 6.2/0.2 0.08th 6.2/2.0 0.333 sin  12.5/0.2/4.7 0.292 sin
15 6.2/2.0 0.175 sin 25.0/32.0 0.450 sin 25.0/0.2 4.2@in 6.2/0.5 0.113 sin  25.0/0.2/4.7 0.325 sin
16 25.0/2.0 0.450 sin 25.0/40 0.263 sin 25.0/0.2 ®.25in 6.2/0.2 0.300 sin  50.0/0.2/4.7 0.650 adi
20 12.5/2.0 0.375 sin 12.5/40 0.313 sin 25.0/0.2 D.5&di 6.2/2.0 0.375 sin  12.5/0.2/4.7 0.375 sin
21 6.2/20 1.063 sin 25.0/8.0 0.750 adi 12.5/0.2 0.14in 6.2/1.0 0.313 sin  6.2/0.5/9.5 0.313 sin
27 12.5/2.0 0.229 sin 25.0/64.0 0.833 adi 25.0/0.2 3D.3sin 12.5/2.0 0.417 sin  50.0/0.2/4.7 0.792 adi
29 12.5/2.0 0.417 sin 25.0/40 0.458 sin 25.0/0.2 D.33in 12.5/1.0 0.292 sin 6.2/0.2/4.7 0.208 sin
34 12.5/2.0 0.667 sin 25.0/4.0 0.458 sin 12.5/0.2 D.18in 12.5/1.0 0.292 sin  50.0/0.5/9.5 0.917 adi
35 25.0/20 0.750 adi 12520 0.375 sin 6.2/0.2 0.13kh 6.2/2.0 0.375 sin  25.0/0.2/4.7 0.625 adi
47 6.2/20 0.536 sin 25.0/4.0 0.268 sin 25.0/0.2 0.15&h 6.2/1.0 0.161 sin  6.2/0.2/4.7 0.161 sin
50 25.0/2.0 0.250 sin 25.0/16.0 0.375 sin 12.5/0.2 949.0sin 25.0/2.0 0.250 sin  6.2/0.2/14.7 0.281 sin
53 6.2/20 0.104 sin 25.0/4.0 0.292 sin 25.0/0.2 0.18h 25.0/0.5 0.417 sin  12.5/0.2/4.7 0.208 sin
58 25.0/2.0 1500 adi 25.0/40 0.625 adi 6.2/0.2 0.14in 6.2/2.0 0.375 sin  12.5/0.2/4.7 0.375 sin
89 25.0/2.0 0.583 sin 25.0/20 0.365 sin 12.5/0.2 2.18in 12.5/0.5 0.417 sin  25.0/0.2/4.7 0.458 sin
ATCC 12.5/20 0.500 sin 125/2.0 0.375 sin 6.2/0.2 0.62%l 12.5/2.0 0.375 sin 6.2/0.2/4.7 0.375 sin
43300
0.503 0.449 0.229 0.349 0.421

* CFX-cefotaksim, CTX-ceftriakson, CIP-ciprofloksacGEN-gentamicin i TMP-SMX-trimetoprim/sulfametsdzol.
FICI< 0.5 sinergizam (sin), 0.5 < FIGI1 aditivnost (adi) i 1 < FICk 2 indiferentan efekat (ind). MIK vrednosti su izeae u pg/ml.
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Tabela 47. Efekat kombinacije P-OH halkona i antibotika

P-OH/CFX P-OH/CTX P-OH/CIP P-OH/GEN P-OH/TMP-SMX
MIK FICI eff MIK FICI eff MIK FICI  eff MIK FICI eff MIK FICI eff

3 25.0/2.0 0.231 sin 25.0/4.0 0.263 sin 25.0/2.0 ©.33in 6.2/2.0 0.550 adi 50.0/0.5/9.5 0.650 adi
4 6.2/20 0.550 adi 12.5/2.0 0.600 adi 12.5/0.2 0.13In 6.2/20 0.550 adi 50.0/0.5/9.5 0.900 adi
5 50.0/8.0 0.650 adi 50.0/8.0 0.650 adi 25.0/2.0 %.33in 12.5/4.0 0.600 adi 6.2/0.5/9.5 0.300 sin
6 50.0/8.0 0.650 adi 50.0/8.0 0.650 adi 12.5/0.2 ®.1Ein 12.5/4.0 0.600 adi 6.2/0.5/9.5 0.300 sin
8 25.0/2.0 0.325 sin 25.0/4.0 0.325 sin 25.0/2.0 3.26in 6.2/1.0 0.550 adi 50.0/0.5/9.5 0.650 adi
13 6.2/8.0 0.563 adi 12.5/2.0 0.156 sin 25.0/2.0 0.3&mn 12.5/4.0 0.625 adi 6.2/0.5/9.5 0.313 sin
15 50.0/8.0 0.525 adi 50.0/8.0 0.463 sin 12.5/4.0 3.16in 12.5/4.0 0.600 adi 25.0/0.5/9.5 0.450 sin
16 75.0/8.0 1.100 ind 75.0/8.0 0.725 adi 25.0/20 9.3Zin 6.2/0.5 0.550 adi 25.0/0.5/9.5 0.700 adi
20 50.0/8.0 1.250 ind 50.0/8.0 1.125 ind 12.5/0.2 0.2&in 6.2/2.0 0.375 sin 6.2/0.5/9.5 0.375 sin
21 50.0/8.0 1.400 ind 50.0/8.0 0.900 adi 25.0/2.0 9.3Zin 6.2/2.0 0.550 adi 6.2/0.5/9.5 0.300 sin
27 50.0/8.0 0.625 adi 50.0/8.0 0.563 adi 12.5/0.2 ®9.13in 12.5/4.0 0.625 adi 25.0/0.5/9.5 0.500 sin
29 50.0/8.0 0.750 adi 50.0/8.0 0.750 adi 12.5/4.0 8.18in 12.5/4.0 0.625 adi 6.2/0.5/9.5 0.313 sin
34 50.0/8.0 1.000 adi 50.0/4.0 0.625 adi 12.5/4.0 9.33in 12.5/4.0 0.625 adi 25.0/0.5/9.5 0.500 sin
35 25.0/2.0 0.750 adi 25.0/4.0 0.750 adi 25.0/2.0 ¥.5&di 6.2/20 0.375 sin 6.2/0.5/9.5 0.375 sin
47 50.0/8.0 0.900 adi 50.0/8.0 0.650 adi 25.0/2.0 %.33in 6.2/2.0 0.300 sin 50.0/0.5/9.5 0.650 adi
50 25.0/2.0 0.205 sin 25.0/4.0 0.205 sin 25.0/2.0 3®.3%in 6.2/20 0.161 sin 50.0/0.5/9.5 0.786 adi
53 6.2/8.0 0.300 sin 12.5/2.0 0.163 sin 25.0/2.0 0.3%mn 6.2/20 1.050 ind 6.2/0.5/9.5 0.300 sin
58 6.2/8.0 1.083 ind 12.5/2.0 0.229 sin 25.0/2.0 0.458n 12.5/4.0 0.667 adi 6.2/0.5/9.5 0.333 sin
89 6.2/8.0 0.563 adi 12.5/2.0 0.156 sin 12.5/0.2 0.14In 12.5/2.0 1.125 ind 25.0/0.5/9.5 0.500 sin

ATCC 25.0/2.0 0.583 adi 25.0/4.0 0.583 adi 6.2/0.2 0.5&8li 12.5/4.0 0.417 sin 6.2/0.5/9.5 0.583 adi
43300

0.700 0.527 0.305 0.576 0.489

* CFX-cefotaksim, CTX-ceftriakson, CIP-ciprofloksacGEN-gentamicin i TMP-SMX-trimetoprim/sulfametsdzol.
FICI< 0.5 sinergizam (sin), 0.5 < FIGI1 aditivnost (adi) i 1 < FICk 2 indiferentan efekat (ind). MIK vrednosti su izeae u pg/ml.
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5. DISKUSIJA



Pojava rezistencije stafilokoka na jedan od pmdlaktamaza-rezistentnipenicilina,
meticilin, koja se javila odmah nakon uiemja ovog leka u Siru klitku upotrebu,
postavila je ozbiljno pitanje izbora optimalne @@ za l€enje infekcija izazvanih
multirezistentnim sojevima stafilokoka. lako se joaatibiotik odavno ne koristi u
klinickoj upotrebi, obelezio je naziv MRSA sojeva stdfdka. Jedan od osnovnih
cilieva u borbi protiv ovih mikroorganizama je idéikacija novih antibakterijskih
jedinjenja i razvoj novog leka. Osim jedinjenja &ojmaju bakteriostatski ili
baktericidan efekat, poslednje decenije veliki begsperimentalnih studija se bavi

razvojem novih agenasa koji bi delovali na faktaralencije bakterija.

U skladu sa savremenim istrazivanjima, cilj ovogktdoata je bilo ispitivanje
antimikrobnog efekta novih jedinjenja: Bis-(2-hy”yephenyl)-propenona, 3-(3-
Hydroxy-phenyl)-1-(2-hydroxy-phenyl)-propenona i (8Hydroxy-phenyl)-1-(2-
hydroxy-phenyl)-propenona i njihovog uticaja nadiasko-biohemijske karakteristike i
faktore virulencije klinékih izolata MRSA.

Svi klini¢ki izolati ispitani u ovoj studiji su identifikovalkonvencionalnim metodama i
automatizovanim sistemom k& aureusRezistencija na meticilin je detektovana disk
difuzionim metodom antibiograma i automatizovanimtesnom, a potvena PCR
metodom. Rezistencija na meticilin moze da se jskab rezistencija niskog (eng. low-
level resistance) ili visokog nivoa (eng. high-lexesistance). Rezistencija niskog nivoa
je uglavnom posredovana prekomernom produkcij@slaktamaza, pov@nom
ekspresijom intrinzikih PBP ili smanjenjem afiniteta vezivanja za PBBrfiasz et al.,
1989; Barg et al., 1991 ), a rezistencija visokoga nastaje usled produkcije PBP2’
koji je kodiranme® genom (Berger-Bachi, 1994; Chambers, 1997). Hsparme®&
moze biti konstitutivna, inducibilna (nastala podicajem drugih p-laktamskih
antibiotika, a ne oksacilina ili meticilina) ili kerogena, gde see® gen eksprimira
samo kod pojedinih subpopulacgalija (Berger-Bachi, 1994).

Svi sojevi ispitani u ovoj studiji fenotipski supmljili konstitutivnhu rezistenciju na
meticilin homogenog tipaPrisustvome® gena je kod svih sojeva pofieno PCR

metodom, koja se smatra tzv. ,zlatnim standardoantietekciju MRSA sojeva (Kampf
et al., 1997; Tenover et al., 1999).
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Jedan od osnovnih ciljeva ove studije je bio d#sp#a uticaj halkona na Sto &iebroj
genski heterogenih MRSA sojeva, pa je u daljenaibtanju urdena tipizacija MRSA
sojeva. PFGE tipizacijom je utieno prisustvo 9 raziitih PFGE pulsotipova, u koje je
svrstano 2/3 ispitanih sojeva, dok preostali sofesu mogli biti klasifikovani u neki od
PFGE pulsotipova zato Sto su imali jedinstven PR@Hil. Sojevi koji su svrstani u isti
PFGE pulsotip spadaju u blisko srodne i pokazugokistepen klonske povezanosti, a
neklasifikovani sojevi spadaju u spor&auk izolate. Distribucijaagr i ccr tipova meu
blisko srodnim sojevima je bila homogenadungripadnicima istog SQ@ectipa, Sto je

u skladu sa postajem klasifikacijom fttp://www.sccmec.ory/ Svi sojevi PFGE

pulsotipa A i C su bili nosioci SG@ec elementa tipa lagr tipa Il i ccr tipa 1;
pulsotipovi B i F SC@ecelementa tipa llagr tipa | i ccr tipa 5; pulsotipa G SQ@ec
elementa tipa I\agr tipa | i ccr tipa 2 i pulsotipa H SCecelementa tipa Vagr tipa |
I ccrtipa 5.

Distribucija agr tipova me&u neklasifikovanim sojevima je bila heterogenacatipa
homogena miu pripadnicima istog SQ@ectipa. Sporadéni izolati SCCGnectipa | su
imali agr tip | (1 soj) iliagr tip 1l (2 soja) iccr tip 1; SCQGnectipa Il agr tip 11i ccr tip
2; SCGQnectipa lll agr tip | (1 soj) iagr tip 1l (2 soja) iccr tip 5; SCCnectipa IV agr
tip 1 (1 soj) iagr tip Il (1 soj) iccrtip 2 i SCQnectipa Vagrtip I i ccrtip 5.

lako PFGE metod ima veliku maaiskriminacije i predstavlja tzv. ,zlatni standamh
epidemiolosku tipizaciju MRSA sojeva, pdemje rezultata dobijenih ovim metodom je
teSko usled nepostojanja adekvatne baze podatakauniformne Kklasifikacije
pulsotipova. PFGE profili dobijeni u ragiiim populacijama imaju lokalni z&aj i ne
mogu se mdéusobno porediti i zbog toga Sto se PFGE tipizagjanenjuje u
epidemioloSke svrhe, na ogré@nom broju sojeva izolovanih tokom kratkog
vremenskog perioda (1-3 meseca), gde je dapid genska varijabilnost sojeva
minimalna. Ovaj metod nije primenljiv za ispitivengenske povezanosti sojeva koji su

prikupljani tokom vremenskog perioda duzeg od godiana (Trindade et al., 2003).

Na osnovuspatipizacije, sojevi su klasifikovani u Sest klonskiompleksa: CC5, CCS8,
CC22, CC45, CC80 i CC152. Svaki klonski komplekshehvatao izmdu jednog i tri
razlicita spatipa. Pordenje publikovanih podataka dobijerspatipizacijom je otezano
usled postojanja dva sistama nomenklature (Harrasah, 2003; Koreen et al., 2004).
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Rezultati populaciono-genetskih studija bazirangéh MLST tipizaciji su pokazali da
glavni MRSA klonovi vode poreklo od pet klonskihrkpleksa: CC5, CC8, CC22,
CC30 i CC45 (Tristan et al., 2007). dflea MRSA sojeva ispitanih u ovoj studiji je bila
svrstana u jedan odetiri klonska kompleksa od kojih péti glavni MRSA sojevi.
Najzastupljeniji klonski kompleksi su bili CC5 (8386) i CC8 (30.0%), Sto je u skladu
sa rezultatima drugih istraziga (Enright et al., 2002; Deurenberg et al., 2005).

Na osnovu polimorfizmagrB, agrD i agrC gena je utwteno da kodS. aureugostoji
cetiri agr tipa (Novick, 2003). Distribucijaagr tipova meu sojevimaS. aureusse
razlikuje u zavisnosti od geografske rasprostrasgérsojeva. Na primer, u Francuskoj
je na osnovu analizegr tipova kod 198 sojevéS. aureusutvrdena homogena
distribucija svacetiri agr tipa (Jarraud et al., 2002), dok je uckdj, koja spada u
zemlje sa veoma visokom incidencom MRSA u Evropirdena homogena distribucija
agr tipova I, 11'i IV kod 74 testirana soja (Ikonomsdet al., 2009). Nasuprot tome, u
Holandiji, koja spada u zemlje sa najnizom incidendzolacije MRSA sojeva (0.3%)
kod 192 analizirana sofa. aureuge utvideno da je dominantaagr tip 1 (92.2%), dok
su seagr tip 1l i Il javljali znatno rete, a prisustvagr tipa IV nije potvdeno (van
Leeuwen i sar., 2000).

Za razliki od Evrope, studije izvedene u Aziji ukgr na nesto druggu distribuciju
agr tipova. Manago i saradnici su na osnovu analizé BIRSA sojeva utvrdili
prisustvoagr tipova I-lll, od¢ega seagr tip Il javljao sa najvéom westalogu (63.9%)

u Japanu (Manago et al., 2006). Novija studija &vana, koja je obuhvatila 1000
MRSA sojeva, je pokazala da je na ovom geografsgodrju dominantna pojavagr
tipa 1 (91.2%), dok seagr tip Il javlja znatno rée (7.8%), a ostalagr tipovi u
minimalnom broju sltiajeva (0.1%-0.2%) (Ho et al., 2010).

Najveti broj MRSA sojeva ispitanih u ovoj studiji je imagr tip | (50.0%) iagr tip Il
(46.7%), dok je prisustvagr tipa Ill utvrdeno kod jednog soja, &gr tip IV nije bio
prisutan kod ispitivanih sojeva. Precizni podadilistribuciji agr tipova u ovom delu
Evrope ne postoje. Studija naSeg autora koja jéndtila agr tipizaciju 196 sojeva.
aureusizolovanih u razliitim mikrobioloSkim laboratorijama u Republici Sjibje
ukazala na dominantno prisustagr tipova Il (54.9%) i | (43.9%), dok je prisustagr
tipa 11l utvrdeno kod malog broja sojeva (1.2%) a tddmije utvdeno prisustvaagr
tipa IV (Cirkovi¢, 2009).
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Osim razlike u geografskoj distribucaigr tipova, dosadasnja istrazivanja su ukazala i
na korelaciju izméu odreienih agr tipova i patogenog potencijala MRSA. Soj&vi
aureuskoji uzrokuju endokarditis uglavnom ispoljavaqgr tip 1 i Il (Jarraud et al.,
2002; Dufour et al., 2002). Korelacija iztheagr tipa Il i bakterijemije je pokazana kod
viSe od 60% MRSA izolata u SAD (Moise-Broder et 2004). Véa westalostagr tipa

| je uctena kod VISA i heterorezistentnih VISA (hVISA) sege(Ho et al., 2010) agr
tipa Il kod hVISA sojeva (Sakoulas et al., 2002)nfekcija izazvanih MRSA sojevima
koje nisu imale adekvatan terapijski odgovor nakeamcin (Moise-Broder et al.,
2004). Stafilokokni toksni Sok sindrom je nag&e izazvan sojevima sagr tipom lll
(Naimi et al., 2003) agr tip IV se ceXe javlja kod sojevé&. aureuskoji produkuju
eksfolijatin, Sto dovodi do generalizovanog ek$éivnog sindroma i sindroma
oparene koze (Jarraud et al., 2000; 2002). Poreeldeaihagr tipova koji koreliraju sa
odraienim klinickim sindromom,agr genski lokus ima ziajnu ulogu i u regulaciji

procesa formiranja biofilma (Vuong et al., 2000;ngcet al., 2006).

Rezultati genske tipizacije MRSA su pokazali dassjevi genski heterogeni, Sto je
zadovoljilo polazni kriterijum ove studije. Posebanaaj za tumaenje rezultata
dobijenih u ovoj studiji je imala SGfectipizacija. Kao Sto je spomenuto u uvodnom
delu, smatra se da MRSA sojevi S@G€xl, Il, i lll tipa predstavljaju HA-MRSA, a da
SCQmeclV iV tipovi predstavljaju CA-MRSA sojeve (Enriglet al., 2002; Robinson i
Enright, 2003; Vandenesch et al., 2003; Ender .et2804; Boyle-Vavra et al., 2005;
Lee et al., 2007; Diep et al., 2008; Takano et2008). CA-MRSA i HA-MRSA se
medusobno razlikuju po genskoj strukturi, osetljivaséi antibiotike i hemioterapeutike
I bolestima koje izazivaju.

HA-MRSA su epidemioloSki definisani kao MRSA sojevizolovani kod
hospitalizovanih bolesnika koji su pre hospitaligbili MRSA negativni, ili sojevi
izolovani kod bolesnika do 48h nakon otpusStanjaalnice. Faktori rizika za nastanak
infekcije uzrokovane HA-MRSA su prethodne hirurSk&ervencije, boravak u
stacionarnim zdravstvenim ustanovama za dugotrajegu, ugradnja medicinskih
implantata ili katetera, imunosupresija, transgaija organa i hemodijaliza (Brumfitt i
Hamilton-Miller, 1989; Tacconelli et al., 1998; Mai et al., 2003; Vandenesch et al.,
2003). Do sada je identifikovano nekoliko ra#ih tipova HA-MRSA koji su

najverovatnije nastali preuzimanjem S@G€ckasete od MSSA (Enright et al., 2002;
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Robinson i Enright, 2003; Aires de Sausa et abD520Smatra se da se sticanje S@&C
kasete kod MSSA desilo ogr&an broj puta, ali se ovako mali broj nastalih MRSA
klonova neo¢ekivano brzo diseminovao Sirom sveta dovdid pojave epidemija u
bolnickoj sredini (Aires de Sausa et al., 2005; Notd.ea08).

Nasuprot sojevima izolovanim kod hospitalizovandcignata, CA-MRSA sojevi se
definiSu kao MRSA sojevi izolovani kod pacijenatgikisu bili hospitalizovani tokom
prethodne godine i nemaju nijedan faktor rizika ra@avoj MRSA infekcije. Ove
infekcije se javljaju kod midh i zdravih osoba i n&g&e se prenose direktnim
kontaktom preko koze. U ri@u grupu za razvoj koznih infekcija izazvanih CA-BR
spadaju zdrave osobe koje borave u kolektivima, &@mosu deca Skolskog uzrasta,
adolescenti, studenti, sportisti, vojnici, zatvacgnclanovi porodice obolelih od CA-
MRSA, Zrtve elementarnih nepogoda i ljudi sa tefawaa (Zetola et al., 2005; Tenover
et al., 2006; Wijaya et al., 2006; Okubo et alQ20Redziniak et al., 2009). Smatra se
da su CA-MRSA sojevi virulentniji od HA-MRSA, alioBazuju véi stepen osetljivosti
na antibiotike raztiitih klasa u odnosu na HA-MRSA.

Prema SC@ectipizaciji, u ovoj studiji je ututeno prisustvo 73.3% sojeva S@Ec
tipa I, II, ili 1l i 26.7% sojeva SC@ectipa IV ili V. Najvedi broj sojeva SC@ectipa

[, 1l, ili Il je izolovan kod hospitalizovanih pgenata (70.0%), dok je, suprotno
oc¢ekivanjima, polovina sojeva S@t&ctipa IV ili V izolovana kod hospitalizovanih
pacijenata a druga polovina kod ambulantnih paatgnTakde je jedan soj SQGec
tipa | izolovan kod ambulantnog pacijenta. U odnoatporeklo uzorka, sojevi S@&c
tipa IV ili V su izolovani iz briseva nosa, spolg8g usnog kanala, koze, rane,
trahealnog aspirata i hemokulture. Kao Sto je male spomenuto, CA-MRSA su
tipicni uzrainici koznih infekcija, pa nije @kivano da budu izolovani kod tezih
infekcija, kao Sto su plune infekcije ili sepsa.

lako su ustanovljeni precizni kriterijumi za detiju i razlikovanje CA-MRSA i HA-
MRSA, poslednjinh godina se sv&eXe izoluju CA-MRSA sojevi kao uztmici
intrahospitalnih infekcija. 1z tog razloga se CA-BR sojevi vise ne definiSu samo po
epidemioloskim, vé i prema bakterioloSkim kriterijumima - na osnoviengke
tipizacije (ST tip,spatip i SCOnectip), PFGE tipizacije, pozitivhe produkcije PVL,
prisustvu SC@ec tipa IV ili V i rezistenciji samo naB-laktamske antibiotike
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(Vandenesch et al., 2003; Tenover et al., 2006; &faato et al., 2006; Diep et al, 2006;
Takano et al., 2008; Tenover i Goering, 2009).

U skladu sa navedenim bakterioloskim kriterijumirsajevi ispitani u ovoj studiji se ne
mogu precizno definisati kao CA-MRSA ili HA-MRSA. RBA sojevi SC@ectipa IV

I 'V su ispoljili rezistenciju na pojedine lekove grupe aminoglikozida, MLS i
tetraciklina pa se moze pretpostaviti da su ovewostekli dodatne gene rezistencije
lokalizovane izvan SC@ec elementa, na hromozomu ili plazmidima. Té#&osu ovi
sojevi izolovani i kod hospitalizovanih pacijena&o govori u prilogcinjenici da je
poslednjih godina doslo do Sirenja CA-MRSA u btkoi sredinu, kao i HA-MRSA u

vanbolniku sredinu.

Na osnovu SCRectipizacije takde se moZe pretpostaviti kakav profil osetljivosdi n
antibiotike i hemioterapeutike ima odeni MRSA soj. Smatra se da S@€Ectipovi |,

IV iV kodiraju rezistenciju iskljgivo nap-laktamske antibiotike, dok S@@ectipovi

I 1l kodiraju multirezistentan fenotip zahvaljuprisustvu dodatnih gena rezistencije
na plazmidima (pUB110, pI258 i pT181) ili transpoina (Trb54) integrisanim u
okviru SCGnecelementa (Deurenberg et al., 2005). Plazmid pUBid€iant(4’) gen
za rezistenciju na kanamicin, tobramicin i bleomjglazmid pl258 nosblaZ gen za
rezistenciju nap-laktamske antibiotike i teSke metale, a pT181 ne$K gen za
rezistenciju na tetracikline. Transpozon5bd nosiermAgen odgovoran za inducibilnu
rezistenciju na makrolide, linkozamide i streptagirge (MLS) iant(9) gen odgovoran
za rezistenciju na spektinomicin (Leclercq, 200®; ét al., 2003; Deurenberg et al.,
2007).

Vecina sojeva testiranih u ovoj studiji je pokazalaistenciju na antibiotike iz grupe
aminoglikozida. Rezistencija na aminoglikozide¢gsta kod bakterija i nastaje usled
produkcije enzima koji modifikuju molekul leka. Dsada je opisano preko pedeset
enzima koji vrSe inaktivaciju aminoglikozida, a $ifékovani su u tri glavne grupe:
aminoglikozid-acetiltransferaze (AAC), aminoglikdzdeniltransferaze (poznate i kao
aminoglikozid-nukleotidiltransferaze, ANT) i amindgzid-fosfotransferaze (APH)
(Fluit et al., 2001). Modifikacija molekula leka gp@ejstvom enzima nastaje na amino
grupama (AAC) ili hidroksilnim grupama (ANT, APHgRa, Sto dovodi do izostanka
vezivanja aminoglikozida za ribozome i nastavkateziea proteina kod bakterija

(Paulsen et al., 1997). U retkim &hjevima rezistencija na aminoglikozide moze nastati
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kao posledica aktivnosti efluksnih pumpi ili mufjacirRNK (Shaw et al., 1993;
Quintiliani i Courvalin, 1995; Schmitz i Fluit, 199 Kod stafilokoka je glavni
mehanizam rezistencije na aminoglikozide enzimsk&tivacija leka.

Najveti procenatsojeva ispitanih u ovoj studiji (92.3%) je premafpima rezistencije
na aminoglikozide pokazao dominantan tip rezisjenna gentamicin, tobramicin i
kanamicin. Rezistencija ha gentamicin, tobramide@anamicin nastaje usled produkcije
enzima sa bifunkcionalnom AAC(6’) i APH(2”) aktia¥u (Matsumura et al., 1984;
Ubukata et al., 1984 ). Gen koji kodira sintezugenmzima nalazi se na kompozitnom
transpozonu T4001, koji je prisutan kodS. aureusi KNS na plazmidima ili na
razli¢itim lokacijama na hromozomu (Paulsen et al., 1997)

Rezistencija na kanamicin i tobramicin se kod MR&}eva takde mozZe objasniti
prisustvom integrisanog plazmida pUB110 u predeC&ec elementa, koji nosi
ant(4’) gen za rezistenciju na kanamicin, tobramicin ioblein (Ito et al., 2003;
Deurenberg et al., 2007). Rezistencija na neomla@mamicin, tobramicin i amikacin
moze biti posredovana i produkcijom ANT(4")-I enzrkoji je kodiran genom koji se
nalazi na malim plazmidima integrisanim nativkonjugativni plazmid lociran umec
regionu S. aureus(Byrne et al., 1991; Stewart et al., 1994). Tékge opisana i
rezistencija na neomicin i kanamicin koja je poskatha produkcijom APH(3")-llI
enzima koji je kodiran genom koji se nalazi na sozonu TB405 koji moze biti

lociran na hromozomu ili plazmidima (Derbise et 4096).

Do sada je opisano nekoliko mdagu mehanizama rezistencije Gram-pozitivnih
bakterija na makrolide, od¢ega najeXi mehanizam rezistencije predstavlja
posttranskripciona modifikacija 23S rRNK pod ut@aj enzima adenihf-
metiltransferaze koji je kodiraarm (eng. erythromycin ribosome methylation) genima
(Leclercq i Courvalin, 1991; Roberts et al., 1998eisblum, 1999). Metilacija 23S
rRNK dovodi do izmene mesta za vezivanje svih MES8tibiotika (MLS-rezistencija).
Kod S. aureusrezistencija na makrolide, linkozamide i streptzgine moze biti
konstitutivna i inducibilna. Sojevi koji ispoljauaj konstitutivni tip rezistencije su
rezistentni na sve MLS antibiotike, dok kod induicie rezistencije dolazi do
rezistencije na l1ldékane i 15¢élane makrolide, a @uvana je osetljivost sojeva na 16-
¢lane makrolide, linkozamide i streptogramine (F&tial., 2001). V&na MRSA sojeva

obuhvadena ovom studijom (63.3%) je ispoljila MgStip rezistencije, dok se
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inducibilna rezistencija indukovana £#nim (eritromicin, klaritromicin, roksitromicin

I oleandromicin) i 1%lanim makrolidima (azitromicin) javila u 13.3% ghjeva. MLS
rezistencija kod MRSA taki® moZe biti posledica prisustva transpozon®5¥nu
okviru SCGnecelementa koji nosermAgen odgovoran za inducibilnu rezistenciju na
makrolide, linkozamide i streptogramine (Ito et, &003; Deurenberg et al., 2007).
Pored opisanih mehanizama rezistencije, 8odureussu otkriveni i geni koji kodiraju
efluksne pumpe ili enzime koji dovode do inaktiyaantibiotika, Sto za posledicu ima
rezistenciju na pojedigae antibiotike iz MLS grupe (Leclercqg i Courvalib991;
Roberts et al., 1999; Weisblum, 1999).

Fluorohinoloni su antibiotici koji inhibiSu baktggku DNK girazu i topoizomerazu IV.
Rezistencija na fluorohinolone se ¢&e javlja usled izmene ciljnog enzima, ali je kod
Gram-negativnih bakterija opisan i smanjen unos lelkunutrasnjost bakterijskelije
usled promena u spoljasnjoj membrani (Quintilial@aurvalin, 1995; Drlica i Zhao,
1997; Everett i Piddock, 1998; Hooper, 1998, 198®zistencija MRSA na ispitivane
fluorohinolone (levofloksacin i moksifloksacin) f@jverovatnije bila posledicamene

u funkciji ciljnog enzima. Do sada je k@] aureusopisana mutacija u GrlA subjedinici
topoizomeraze IV koja dovodi do inaktivacije ovogzena (Quintiliani i Courvalin,
1995; Drlica i Zhao, 1997; Pan i Fisher, 1997; Eter Piddock, 1998; Schmitz et al.,
1998; Hooper, 1998, 1999; ). Osim izmene ciljnogima, kodS. aureuge utvideno i
prisustvo NorA efluksne pumpe koja moZze imati ulaguwaktivnom efluksu leka iz
bakterijske ¢elije usled ¢ega nastaje rezistencija na fluorohinolone (Neyfakhal.,
1993).

Rezistencija na glikopeptidne antibiotike nastagked prisustvavanA gena, koji kodira
enzim VanA (D-Ala-D-Ala ligazu). Ovaj enzim resitite b@ni lanac peptidoglikana
dovode&i do zamene D-alanil-D-alanina sa D-alanil-D-la@tatkoji ima zn&ajno maniji
afinitet za vezivanje glikopeptidnih antibiotikal(E et al., 2001). Smanjena osetljivost
S. aureusna glikopeptidne antibiotike je do sada opisan@aalom broju sldajeva i
uglavnom se pripisuje fenotipski heterogenoj rezisiji (Hiramatsu et al., 1997; Ploy
et al., 1998, Sieradzki et al., 1999; Smith etE99; Walsh et al., 2001). MRSA sojevi
obuhva&eni ovom studijom nisu ispoljili rezistenciju nankamicin i teikoplanin, iz
¢ega se indirektno moze zakdjti da ovi sojevi ne ispoljavaju prisustw@nrA gena, Sto

je u skladu sa podacima iz dostupne literature.
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Rezistencija na trimetoprim-sulfametoksazol ¢e&je nastaje usled prekomerne
produkcije dihidrofolat-reduktaze, mutacije gena @&j enzim ili izmene ciljnog
enzima (Schmitz i Fluit, 1999). Svi ispitani MRSAjevi su bili osetljivi na TMP-
SMX, §to je u skladu sa podacima koje navode dautpri (Garau et al., 2009).

Najveli broj sojeva ispitanih u ovoj studiji (87.0%) jmao multirezistentan fenotip, od
¢ega je 73.3% sojeva pripadalo S@€xtipu I-lll a 13.3% SCaectipu IV-V. Na
osnovu prethodno iznesetimjenice da SC@ectipovi |, IV i V kodiraju rezistenciju
iskljucivo na B-laktamske antibiotike, cekivalo bi se da sojevi ispitani u ovoj studiji
koji ispoljavaju SC@nectip IV i V nemaju multirezistentan fenotip. Metim, osim u
okviru SCQnec elementa, geni rezistencije se mogu nalaziti &gira razBitim
mestima u hromozom8. aureusili na plazmidima, tako da se multirezistentandig
ovih sojeva moZe objasniti prisustvom drugih gesaistencije (Deurenberg et al.,
2005).

Kao Sto je prethodno spomenuto, glavni problem napig infekcija uzrokovanih
multirezistentnim sojevima stafilokoka predstaWjee razvoj rezistencije bakterija na
nove antimikrobne agense i Sirenje multirezisténtedjeva u vanboltku sredinu.
Stoga je neophodno razviti nove antimikrobne agé&ngiebi se koristili kao samostalni
agensi ili u kombinaciji sa konvencionalnim antigt&oknim antibioticima. Prilikom
dizajniranja novih lekova sa potencijalnim antinonim dejstvom kao polazna
jedinjenjanage&e se koriste jedinjenja dobijena iz prirodnih izvdr njihovi sintetski
analozi. Flavonoidi su heteroci&tia jedinjenja koja su prisutna u biljkama ili bifn
proizvodima kao Sto su propolis i med. Prepardjii $adrze flavonoide se tradicionalno
koriste u l€enju razltitin infekcija kao Sto su infekcije rana, furunkulakne,
respiratorne infekcije, gastrointestinalne boléstifekcije urinarnog trakta (Cushnie i
Lamb, 2011). Na osnovu hemijske strukture flavoneid podeljeni u 14 klasa, rhe
koje spadaju i halkoni. Halkoni su jedinjenja kagj@ mogu izolovati iz raalitih
prirodnih izvora ili dobiti u laboratorijskim uslowa metodama Kklagne i
kombinatorne sinteze. Pored brojnih bioloskih aktisti, halkoni poseduju i ztajnu
antibakterijsku, antivirusnu, antigljému i antiparazitarnu aktivnost (Nowakowska,
2007).
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Antimikrobna aktivnost halkona zavisi od hemijskeukture molekula (Nielsen et al.,
2005; Nowakowska, 2007; Batovska i Todorova, 20M@&).osnovu brojnih studija koje
su se bavile ispitivanjem odnosa strukture i akistnjedinjenja (eng. structure-activity
relationship, SAR) u&no je viSe razitih hemijskih karakteristika molekula halkona
koje su neophodne za ostvarivanje antimikrobnogtafddo sada je utdeno nekoliko
osobina molekula halkona koje su vezane za anltdtaknu aktivnost, méu kojima su
najvaznije lipofilnost molekula i prisustvi funkeialnih grupa, kao Sto je hidroksilna
grupa (OH) na razl¢itim polozajima A ili B prstena halkona (Nowakowskz2007;
Alcaraz et al., 2000; Kromann et al., 2004). Osamsg prisustva OHyrupe, vazna je i
njena lokalizacija zbog intramolekulskih interalacij koje ona stupa. Hidroksilacija u A
prstenu, narg&ito u poloZzajima 2 i 4 je vazna za antibakterijskktivnost halkona
(Alvarez et al., 2004; Avila et al., 2008; Morei@sorio et al., 2012). Hidroksilna grupa
u polozaju 2 A prstena stupa u interakciju sa kaithom grupom halkona, a u polozaju
4 A prstena aktivira deo molekula na kome se ndlairioksilna grupa u polozaju 2 A
prstena ia,p-nezastena karbonilna grupa (Moreira Osorio et al., 20123im toga,
prisustvo hidroksilne grupe u poloZzaju/ prstena obezliije strukturnu stabilnost
samog jedinjenja, Sto indirektno moze uticati nagojyu antibakterijsku aktivnost
(Avila et al., 2008). Nasuprot tome, acetilacijaniletoksilacija A prstena u polozaju 2,
ili fluorinacija u polozaju 3 ili 5 zn&jno redukuju antimikrobnu aktivnost halkona
(Avila et al., 2008). Prisustvo hidroksilne grupepaloZaju 4 B prstena je vazno za
antimikrobni efekat halkona, ali je samo po sebdawwljno. Osim hidroksilnih
supstituenata, za antimikrobnu aktivnost je vadiofilnost A prstena, pa se smatra da
zn&ajan antimikroban efekat ostvaruju halkoni sa ovaraekteristikom (Avila et al.,
2008; Batovska et al., 2009).

U ovoj studiji ispitana je antimikrobna aktivnostjedinjenja: Bis-(2-hydroxy-phenyl)-
propenona, 3-(3-Hydroxy-phenyl)-1-(2-hydroxy-phgaytopenona i 3-(4-Hydroxy-
phenyl)-1-(2-hydroxy-phenyl)-propenona, i uticaj ilovjedinjenja na fizioloSko-
biohemijske karakteristike i ekspresiju faktorauéncije MRSA sojeva. Sva tri
sintetisana halkona poseduju hidroksilnu grupu nezapolozZaju 2 A prsteriza jedan
od C atoma B prstena (2, 3 ili 4). Rezultati daijespitivanjem antimikrobne
aktivnosti ovih jedinjenja su pokazali da sva édipjenja ispoljavaju inhibitorni efekat

na rast i razmnozZavanje MRSA sojeva, sa MIK vretdnm@su opsegu 25.0-50403/ml
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za O-OH i 50.0-200.Qug/ml za M-OH i P-OH halkon. Antibakterijska aktivsto
prirodnih ili sintetisanih halkona je predmet igike@nja brojnih autora. Flavonoidi
prirodnog porekla koji imaju MIK vrednostil00 ug/ml se smatraju zgajnim za dalja
istrazivanja, a flavonoidi koji imaju MIK vrednostilO ug/ml veoma zné&jnim za
dalja istrazivanja (Cushnie i Lamb, 2011). Hatarsai. i Fukai i sar. su pokazali da
Likohalkon A izolovan iz korena i rizomd&lycyrrhiza spp ispoljava zn&jnu
antibakterijsku aktivnost prema MRSA sojevima, sadwnostima MIK izméu 6.2-16.0
ug/ml (Hatano et al., 2000; Fukai et al., 2002). iBakterijska aktivhost analoga
Likohalkona A se pripisuje prisustvu hidroksilneuge u polozaju 4 B prstena
(Kromann et al., 2004 ).

Prilikom sinteze halkona, n#&e se dobija veliki broj jedinjenja od kojih samo
nekoliko ispoljava bilo kakav bioloSki efekat. Bowmi sar. (2007) su od 198 ispitanih
halkona identifikovali samo pet jedinjenja sa aaltierijskom aktivno&u, od kojih je
samo jedno jedinjenje imalo zfagan inhibitorni efekat prema MRSA. Moreira Osario
sar. (2012) su od 49 ispitanih jedinjenja identfilli tri halkona sa zr@ajnim
inhibitornim efektom prema MRSA sa MIK vrednostinmaneiu 15.6-250.0pg/ml.
Dihidroksi- i trihidroksi-halkoni takde ispoljavaju snazan antibakterijski efekat prema
MRSA sojevima, sa MIK vrednostima u rangu od 15%34.g/ml i 25.0-50.0ug/ml
(Sato et al., 1996; Talia et al., 2011). Svojimragivanjima Alcaraz i sar. (2000) su
potvrdili da su halkoni sa najsnaznijim dejstvomMRSA upravo jedinjenja koja se
sastoje od dva aroméatia prstena koja su povezanaosgnezastenom karbonilnom
grupom. Prisustvo OH- grupe u polozaju 2 ili 2, 4 pBstena je esencijalno za
antimikrobnu aktivnost ovih jedinjenja prema MRSéjevima, sa MIK vrednostima u
opsegu 12.7-38.4g/ml (Alcaraz et al., 2000).

lako su brojne SAR studije ukazale na hemijske Warestike halkona koje su bitne za
antimikrobni efekat, precizan mehanizam antibajdieog dejstva do sada nije ufen.
Flavonoidi i farmakoloSka jedinjenja &hie strukture antimikrobni efekat ostvaruju
putem nekoliko raztitih mehanizama: smanjenjem fluidnosti ili o&tajem celijske
membrane (lkigai et al., 1993; Tsuchiya i linum®0@); inhibicijom enzima koji
ucestvuju u sintezi DNK ili RNK, kao Sto su DNK gi@z topoizomeraza ili
dihidrofolat-reduktaza (Mori et al., 1987; Ohemegtgal., 1993; Bernard et al., 1997;
Plaper et al., 2003; Gradisar et al., 2007; Wang.e2010) i smanjenjem energetskog
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metabolizma blokadom NADH-citohrom c¢ reduktaze ATP-sintetazecime se
smanjuje energija neophodna za aktivni transpdrtbibsintezu makromolekula
(Haraguchi et al., 1998; Chinnam et al., 2010).nOsvih mehanizama, opisana je i
inhibicija enzima koji destvuju u sinteztelijskog zida (kao Sto je D-alanin-D-alanin
ligaza) ili sintezicelijske membrane (Cushnie i Lamb, 2011). Potagenice da
navedene studije ukazuju na raznovrsne mehanizrmmilrobnog dejstva raalitih
jedinjenja, ozbiljan nedostatak ovih studija jeitispnje ogranienog broja jedinjenja
(samo jednog ili nekoliko raziitih jedinjenja). Na osnovu toga bi se moglo poges
zakljwiti da jedno ispitano jedinjenje pokazuje viSe r&@ih mehanizama delovanja. S’
obzirom da svi pripadnici razitih klasa flavonoida pokazuju strukturnuc¢siost, mala
je verovatnda dace razltita jedinjenja imati viSe raglitih mehanizama delovanja.
Pretpostavlja se da ova jedinjenja imaju jedan miglaan dejstva, Sto za posledicu ima
viSe razlEitih promena uceliji. Na primer, oStéenje ¢elijske membrane dovodi do
poremeéaja u transportu protona, Sto dovodi do por&jeeu sintezi ATP i transporta
kroz ¢elijsku membranu. Usled smanjenog stvaranja ereiigifansporta nutrijenata
kroz ¢elijsku membranu dolazi do poretaga u sintezi peptidoglikana, nukleinskih

kiselina, proteina i ostalih esencijalnih kompomnéakterijskecelije.

Na osnovu navedenih podataka o uticaju flavonoidalkona na enzimsku aktivnost i
transport energije u metab&kim procesima, u ovoj studiji je poseban interesvaten
ispitivanju uticaja tri halkona na biohemijske Kemaistike MRSA sojeva. Aktivhost
enzima koji @estvuju u metabolizm8. aureugprevashodno zavisi od uslova sredine u
kojoj raste, odnosno od koncentracije kiseonikagystva ugljenih hidratés. aureuge
fakultativno anaerobna bakterija koja energiju adivne materije dobija uglavnom
razgradnjom ugljenih hidrata putem Krebsovog cialusnunske kiseline, pentoza-
fosfatnog puta (tj. heksoza-monofosfatnog Santdikolize (Kim i Gadd, 2011; Sun et
al., 2012). Takde je mogde dobijanje energije i putem oksidacije aminokiszliSto se
deSava u uslovima kada su prisutne manje koncdetrglukoze tokom kultivacije
(Strasters i Winkler, 1963). U aerobnim uslovimargija se obezldeje razgradnjom
glukoze, alanina, arginina, glicina, izoleucinaudma, fenilalanina i acetata, a u
anaerobnim uslovima razgradnjom glukoze, arginingeonina (Sun et al.,, 2012).
Aktivhost odréenih enzima se koristi za preciznu identifikacijaflokoka pomau
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komercijalnih testova, kao Sto je API Staph, ilt@uatizovanih sistema kao Sto su
VITEK ili BD Phoenix sistem.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da podagim ispitanih halkona dolazi do
smanjenja aktivnosti enzima koji¢estvuju u metabolizmu ugljenih hidratd- (
galaktozidaze n-glukozidaze), smanjene razgradnje D-galaktozétolze i smanjene
aktivnosti ureaze. Najizrazenija redukcija enzimsideivnosti je udena kod p-
galaktozidaze (55% sojeva) i razgradnje laktoze/(&ojeva). Beta galaktozidaza je
enzim koji katalizuje razgradnju laktoze i analodgktoze - o-nitrofenil-B-D-
galaktopiranozida (ONPG). Ovaj enzim razlaze lalktaako Sto hidrolizuje-
glikozidnu vezu izméu galaktoze i glukoze. Smanjena aktivnost ovog reazikoja
posledéno ima i smanjenu razgradnju laktoze, moZze namtatekoliko razloga: usled
mutacije gena koji kodiraju sintezu ovog enzima,tanije gena koji &estvuju u
transportu laktoze ili ONPG, promene u funkciji uegornih gena ili konformacione
promene samog enzima (Morse et al., 1968). U mbtato galaktoze &estvuju tri
glavna enzima: galaktokinaza, galaktozo-1-fosfailransferaza i UDP-galaktozo-4’
epimeraza. Aktivnost ovih enzima dovodi do konyergjalaktoze u glukozu, koja se
dalje metabotiki degradira obezldejuc¢i bakterijama energiju neophodnu za druge
biosintetske procese. Osim Sto galaktoza predat@aiencijalni izvor energije, deno

je da ima zn&jnu ulogu i u procesu formiranja biofilma k&acillus subtilis(Chai et
al., 2012). Smanjena razgradnja D-galaktoze nakohivkcije MRSA sojeva sa
halkonima je udena kod 35% sojeva.

U literaturi nema podataka o aktivnosti halkonadiérsh jedinjenja na enzime koji
ucestvuju u metabolizam laktoze ili galaktoze, alstoge istrazivanja koja ukazuju na
uticaj flavonoida ili halkona na inhibiciju pfi&cenih bakterijskin enzima wn vitro
uslovima (Cushnie i Lamb, 2011). Ansari i sar. 08u testirali 24 halkona od kojih
su sva jedinjenja ispoljila ztajan inhibitorni efekat na aktivnost-glukozidaze, a
jedno jedinjenje na aktivnost ureaze. Té&ge pokazano da derivat halkona-sofalkon
smanjuje ativnost ureaze i ispoljava mukoprotektivaefekat kod infekcija
prouzrokovanih saH. pylori u kombinaciji sa rabeprazolom, amoksicilinom i
klaritromicinom (Isomoto et al., 2005). Ovaj efekaibze biti posledica smanjenja
aktivnosti ureaze, ali i direktnog antibakterijskefgkta naH. pylori.
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Pod uticajem sva tri jedinjenja koja su ispitanawoj studiji doslo je do smanjenje
aktivnostia-glukozidaze kod 30% MRSA sojeva, Sto je u sklagluexzultatima drugih
istraziva&a (Ansari et al., 2005). Talle je zapaZena i smanjena aktivnost ureaze, koja
se javila kod 15% MRSA sojeva. Za razliku od ure&ng ima zn&ajnu ulogu u
patogenezi gastritisa i ulkusne bolesti izazvanddsaylori, smatra se da aktivnost
ureaze kodS. aureusnema zné&ajan efekat na tok infekcija prouzrokovanih ovom
bakterijom.

Na osnhovu iznesenih podataka postavlja se pitamjjenknehanizmom dejstva halkoni
vrSe smanjenje aktivnosti enzima kofiestvuju u razliitim metabolékim putevima i
da li je to zaista posledica prave inhibicije eraiith neteg drugog. Poznato je da svaki
enzim ima aktivno mesto za koje se supstrat vemaj@snovu svoje konformacione
kompatibilnosti. Veze koje se uspostavljaju izime&nzima i supstrata su tege slabe,
kao Sto su vodonine veze, tako da se supstrat otpusta iz aktivnagiarenzima nakon
zavrsene reakcije. Molekul halkona ima viSe slollodimnkcionalnih grupa preko kojih
moZe da se vezZe za aktivno mesto enzima. Svadirijgmja ispitana u ovoj studiji su
skoro identne strukture, sa dve slobodne hidroksilne grupeiBArstenu, koja moze
da uspostavlja vodotie veze sa drugim molekulima. Na osnovu toga bmseglo
pretpostaviti da ova jedinjenja mogu da ostvareuvea aktivnim mestom enzima. S’
obzirom da su sva tri jedinjenja dovela do smanjekie/nosti razkitih enzima koji
imaju razltitu konformaciju aktivnih mesta, mala je verovataoda je doSlo do
potpunog vezivanja molekula halkona za aktivho meshzima i kompetitivhe
inhibicije enzima. Véa verovatnéa je da su se molekuli halkona vezali za jedndvé
funkcionalne grupe aktivhog mesta, i na taginaonemogdili vezivanje samog
supstrata. To je moga zato Sto je konformacioni oblik molekula halkgianaran, a
sam molekul se sastoji od dva prstena koji bi swojelicinom onemoggili pristup
molekulu supstrata. Take postoji mogénosti da molekul halkona uspostavi vezu sa
dva ili viSe molekula enzima dovagdedo njihove agregacije, Sto bi indirektno dovelo
do smanjene aktivnosti enzima a ne do njegove grdnibicije. Do sada je Weopisana
agregacija purifikovanog FabG enzinka coli (eng. 3-ketoacyl-acyl carrier protein
reductase) pod uticajem flavonoida epigallocatedalate (Li et al., 2006; Zhang et
al.,, 2008), tako da se agregacija enzima moze athggdnim od potencijalnih

mehanizama dejstva halkona.
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Drugi mogu«i mehanizam dejstva halkona na aktivnost enzimadpreko uticaja ovih
jedinjenja na gene koji kodiraju enzime, uticaja negulatorne gene ili gene koji
kodiraju sintezu transportnih proteina za déree supstrate. Do sada nije pokazano da
halkoni ispoljavaju mutageni potencijal na ove ggre se moZe pretpostaviti da
smanjena aktivnost enzima ne nastaje usled mutstaykturnih ili regulatornih gena.
Takade je vé spomenuto da halkoni i &ha jedinjenja mogu da dti na smanjenje
energetskog metabolizma blokadom NADH-citohromduktaze ili ATP-sintetaze, Sto
dovodi do smanjenja energije potrebne za aktivamdport makromolekula (Haraguchi
et al., 1998; Chinnam et al., 2010). Na osnovu s@aoze pretpostaviti da bidsmo
smanjenje aktivnosti enzima pod uticajem halkopéasih u ovoj studiji moglo nastati

i usled deficita energije i poslétiog smanjenja preuzimanja supstrata iz

ekstracelularne sredine.

Osim enzima koji su sastavna komponenta metdbbliputeva,S. aureusprodukuje
veliki broje ekstracelularnih enzima koji imaju glo faktora virulencije. Glavna uloga
ovih enzima je u invaziji i diseminaciji stafilokakkroz razkita tkiva domaina. Osim
enzima, ekstracelularni produl8i aureussu i toksini koji su vazni u patogenezi STSS,
SSSS ili stafilokoknog trovanja hranom, a baktepijedukuju i veliki broj toksina koji
nisu vezani za oddeni klinicki sindrom. Veliki zndaj u patogenezi infekcije izazvane
MRSA sojevima, natmto CA-MRSA sojevima, pridaje se produkciji toksirkji
izazivaju direktnu lizuc¢elija. Dva najbolje protena toksina koji spadaju u grupu
glavnih faktora virulencije stafilokoka su PVlaihemolizin.

Efekat leukocidina je prepoznao joS 1894. god. darvVelde, a Panton i Valentin su
1932. god. pokazali da ovaj toksin nema letalnkatfen vivoi da se zn&ajno razlikuje
od ostalih hemolitikih toksinaS. aureusoji imaju letalni efekat (van de Velde, 1894;
Panton i Valentin, 1932). Ova dva autora su prii pkazala na korelaciju iznda
leukocidina i teskih infekcija koze i mekih tkiiegao Sto su furunkuli ili apscesi, koje su
u to doba bile potencijalno fatalne usled nedostatiekvatne antibiotske terapije. PVL
se sastoji od LukS-PV i LukF-PV subjedinice kojeksdirane genim#ukS-PVi lukF-
PV. Ovi geni se nalaze u spe¢ifim bakteriofagima pa je mogunorizontalni transfer
gena izmdu razlcitih sojevaS. aureugKaneko et al., 1998; Baba et al., 2002; Diep et
al., 2006). Uloga PVL u patogenezi r&ilh stafilokoknih infekcija joS uvek nije sa

preciznogu utvidena. Ovaj toksin ima izrazen afinitet pretadijama mijeloidne linije,

118



posebno prema granulocitima i makrofagama. Veligackntracije toksina izazivaju
lizu neutrofila, dok manje (subline) koncentracije dovode do degranulacije,
oslobatanja proinflamatornin medijatora (leukotriena Bihterleukina 8) i reaktivnih
kiseontnih radikala (Konig et al.,1995; Colin i Monteilp@3). Krajnji rezultat dejstva
PVL je mobilizacija i aktivacija neutrofila, Sto pionosi razvoju zapaljenske reakcije.
Prve epidemioloske studije su utvrdile postojanpeelacije izmédu sekrecije PVL i
tesSkih infekcija koZe (Finck-Barbancon et al., 19%ribier et al., 1992), da bi
istrazivanja koja su sledila utvrdila korelaciju $eSkim oblikom furunkuloze i
hemoraginom nekrotizujgom pneumonijom kod prethodno zdravih osoba (Linal.et
1999; Gillet et al., 2002). Odieni CA-MRSA sojevi, kao Sto su USA300 i USA400 su
nosioci gena koji kodiraju PVL (Baba et al., 2002ndenesch et al., 2003; Diep et al.,
2006), pa se smatra da se PVL moze koristiti kadeepioloSki marker CA-MRSA. S’
obzirom n&injenicu da PVL produkuje manje od 5% soj&aaureugCouppie et al.,
1994; Holmes et al., 2005; Robert et al., 2005ingtbn et al., 2007), odnosno, da je
prevalenca PVL-pozitivnih sojeva kod nazalnog ktiestva malaX 0.6%) (Melles et
al., 2006; Gorwitz et al., 2008), verovatno je @dgVL u patogenezi infekcija koje
izazivaju CA-MRSA mala. Shallcross i sar. su 20J&]. objavili rezultate meta-analize
509 nadnih radova koji su se bavili ulogom PVL u patogerstafilokoknih infekcija
na osnovu koje su dosli do zaklka da postoji snazna korelacija izineprisustva
PVL-pozitivnih sojeva i infekcija kozZe i mekih tlay dok je prisustvo ovih sojeva retko
kod pacijenata sa stafilokoknom pneumonijom, ostekularnim infekcijama,
bakterijemijom ili kod kliconoSa (Shallcross et &013).

Rezultati prikazani u ovoj studiji su potvrdili pustvoPVL gena kod tri soja (10%)
dobijena od dva ambulantna bolesnika i jednog halspbvanog bolesnika. Zbog
ograntenog broja ispitanih sojeva u ovoj studiji, relatv veliki procenat PVL-
pozitivnih sojeva se ne moze uzeti kao siguran fada estalosti izolacije ovih
sojeva na nasoj teritoriji. Studija koja je ispitadrisustvaPVL gena kod 196 sojeva.
aureusizolovanih u razliitim mikrobioloSkim laboratorijama u Republici Sjibje
ukazala na prisustvo malog broja (2.5%) PVL-pomnitivsojeva na naSoj teritoriji
(Cirkovié, 2009). Genska tipizacija PVL-pozitivnih sojevapekazala da jedan soj ima
SCQmeclV i agr tip 1lll, a dva preostala soja S@@cV i agr tip I. PVL-pozitivni

sojevi sa SC@ecV i agr tipom | su takde pripadali istom klonskom kompleksu
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CC152. Kao Sto je vespomenuto, smatra se da MRSA sojevi §@ClI, 11, i Il tipa
predstavljaju HA-MRSA, a da S@aeclV i V tipovi predstavljaju CA-MRSA sojeve.
Dominantan evropski klon ST80, koji ima S@EclV i agr tip lll, je rezistentan na sve
B-laktamske antibiotike, kanamicin i tetraciklinritérmedijerno osetljiv na fuzidinsku
kiselinu (Vandenesch et al., 2003). Jedan PVL-pa@aitsoj u ovoj studiji sa SGftec
IV i agr tipom Il je imao isti profil rezistencije kao iTBO pa se moze pretpostaviti da
ovaj klon pripada dominantnom evropskom klonu STBIL-pozitivhih CA-MRSA.
Pored prisustva SG@ec |V i V tipa, sva tri PVL-pozitivha soja u ovoj stijidsu
izolovana kod pacijenata sa koznim infekcijamagqixoze, bris rane i bris spoljasnjeg
usSnog kanala) Sto dodatno govori u prilog tome wlaw CA-MRSA (Vandenesch et
al., 2003).

Za razliku od PVL, koji produkuje mali broj sojed aureusa-hemolizin produkuje
vecina sojeva ove bakterije (Bhakdi i Tranum-Jens@91). a-hemolizin(poznat i kao
Hla ili a-toksin) je jedan od najbolje préenih toksinaS. aureus.Ovaj toksin nije
konstitutivno eksprimiran, vese sekretuje u kasnoj posteksponencijalnoj fastarkao
hidrosolubilan monomer molekulske mase 33.2 kDaaki8hi Tranum-Jensen, 1991).
Pored eritrocita, ovaj hemolizin dovodi do destijgkwelikog brojacelija kao Sto su
epitelnecelije, fibroblasti, makrofagé monociti, a njegov letalni potencijal je dokazan
in vivo u animalnom modelu bakterijemije prouzrokovane Ssaaureus(Bhakdi i
Tranum-Jensen, 1991; Menzies i Kernodle, 1994).j @ksin spada u grupu toksina
koji stvaraju pore naelijskoj membrani ciljneelije. Monomerio-hemolizina se vezuju
za povrsinuelija i integriSu unutar lipidnog dvoslofslijske membrane. Vezivanje za
¢eliju moze biti posredovano speéifim receptorima (kada se toksin nalazi u niskim
koncentracijama) ili dolazi do nespecife adherencije zéelijsku membranu (kada se
toksin nalazi u visokim koncentracijama) (Hildeldaet al., 1991). Nakon vezivanja
monomera dolazi do njihove difuzije kroz lipidniasloj i oligomerizacije u cilinddian
kompleks veliine 1-2 nm, molekulske mase 232.4 kDa, koji seofiasd sedam
monomernih podjedinica (homoheptamer) (Valeva et #997a; Gouaux, 1998).
Formiranja pre-pore izaziva konformacione promeneamom homoheptamernom
kompleksu Sto dovodi do aktivacije pore (Vandanaalet 1997). Krajnji rezultat je
izlazak malih molekula i jona Kiz éelije i ulazak N3, Ca™ i drugih malih molekula

mase ispod 2 kD Sto dovodi do osmotske ¢ela (Menestrina, 1986).

120



Smatra se da-hemolizin ima vodéu ulogu u patogenezi infekcija prouzrokovaniltsa
aureus(Menzies i Kernodle, 1994). lako se ranije smatdd PVL ima glavnu ulogu u
nastanku teskih oblika pneumonije uzrokovane saMFFSA, brojniin vivo modeli
ukazuju na korelaciju iznd@ produkcijea-hemolizina i tezine klirike slike pli¢nih
infekcija (Bubeck Wardenburg et al., 2007; Burlakaké, 2007; Montgomery et al.,
2008). Wang i sar. i Montgomery i sar. su ukazaljelza tezinu klirtke slike infekcije
izazvane sa CA-MRSA najverovatnije odgovorna pgama ekspresija faktora
virulencije koji su kodiranagr regulatornim sistemom (Wang et al., 2007; Montggme
et al., 2008).

Poslednjih godina veliko interesovanje priida studije koje se bave razvojem
antimikrobnih jedinjenja koja selektivno deluju fektore virulencije (enterotoksine,
hemolizine i adhezine) (Escaich, 2008; Cegelskalet2008). Poznato je da Kliki
uspeh konvencionalnih antibiotika ne zavisi samdakiteriostatskog ili baktericidnog
efekta, vé i od njihovog uticaja na sintezu i oslaaaje faktora virulencije, u prvom
redu egzotoksina. Mnogi antibiotici u suboptimalnikoncentracijama utu na
sekreciju egzotoksina koje produkige aureusLekovi koji inhibiSu sintezu proteina,
kao Sto su klindamicin, linezolid i kvinupristind@@pristin, u subinhibitornim
koncentracijama dovode do smanjene produkeijey-hemolizina, SEA, SEB, TSST-1
| proteina A (Edwards-Jones i Foster, 2002; Herbesdl., 2001; Bernardo et al., 2004;
Koszczol et al., 2006). Nasuprot tome, antibiokoji ostvaruju baktericidan efekat
dejstvom n&telijski zid, kao Sto sy-laktamski i glikopeptidni antibiotici, dovode do
poveane ekspresije-hemolizina, enterotoksina i TSST-1 preko stimyéadinteze
egzoproteina kod. aureus(Stevens et al.,, 2007). Tal® postoje podaci o uticaju
jedinjenja prirodnog porekla na produkcithemolizina i drugih egzotoksina. Do sada
je pokazano da odtena jedinjenja u biljnim ekstraktima (oleuropeirpicatechin
gallate, thymol, eugenol) ili etarska ulja lovocaneta ili karanfiléa u subinhibitornim
koncentracijama dovode do smanjenja produkcije tegsma (Tranter et al., 1993;
Smith-Palmer et al., 2004; Shah et al., 2008; Qal.e2010a, 2010c; Qiu et al., 2011).
Rezultati ove studije su pokazali da subinhibitdtnacentracije sva tri halkona dovode
do smanjenja produkcijen-hemolizina, sa potpunom inhibicijom produkcije u
koncentracijama 1/2-1/4 MIK. Wena inhibicija hemolitike aktivnosti je bila dozno-

zavisna. Halkon sa hidroksilnom grupom u poloZajB Prstena je imao najizrazeniji
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efekat na smanjenje produkcighemolizina. Pri najmanjoj primenjenoj koncentracij
ovog halkona (1/16xMIK, odnosno 3.1 upg/ml) nije ldo%lo zn&ajnog porasta
hemoliticke aktivnosti ispitanih MRSA sojeva. Ostala dvaingehja su ispoljila stine
efekte, sa delindnim ili potpunim oporavkom hemolike aktivnosti testiranih sojeva
pri najmanjim primenjenim koncentracijama (1/16xMidnosno 6.2 pg/ml).

U literaturi ne postoje podaci o uticaju jedinjebgatiranih u ovoj studiji na produkciju
a-hemolizina kod MRSA. Jedinjenja prirodnog porekiga spadaju u klasu halkona,
kao Sto su likohalkon A i E, u subinhibitornim kemtracijama dovode do inhibicije
produkcijea-hemolizina (Qiu et al., 2010b; Zhou et al., 2012kohalkon A ispoljava
inhibitorni efekat na MRSA i MSSA sojeve sa vredimos MIK 2.0-8.0 pg/ml (Fukai
et al., 2002; Qiu et al., 2010b) i inhibitoran efeka produkciju-hemolizina u opsegu
1/2-1/8xMIK (Qiu et al., 2010b). Od svih ispitaniikohalkona, likohalkon E je
pokazao najbolji efekat. Zhou i sar. (2012) sunstdi da ovaj likohalkon ima izrazen
antistafilokokni efekat, sa MIK vrednostima u opsed.0-4.0 pg/ml. Osim
bakteriostatskog efekta na. aureus likohalkon E je pokazao inhibitorni uticaj na
produkcijua-hemolizina u koncentracijama 1/4-1/16xMIK, Stovgoma znéajan nalaz
ako se uzme u obzir da su to veoma male koncejragog jedinjenja (125-500
ng/ml).

Kao Sto je prethodno spomenuto, ekspresija faktordencije je kodS. aureuspod
kontrolom nekoliko regulatornih sistema, od kojibh sajzn&ajniji agr, sar i sae
(Novick et al., 1995; Morfeldt et al., 1995; Yarwbo Schlievert, 2003; Kong et al.,
2006; Yarwood et al., 2007). Dosadasnja istrazavasy pokazala da subinhibitorne
koncentracije antibiotika Wi na translaciju genskih produkata ovih gena, $twodi
do promene nivoa transkripcije gena koji kodirajptezu egzoproteina (Herbert et al.
2001; Kuroda et al. 2007). Lekovi koji inhibiSu t&nu proteina, kao Sto je klindamicin,
dovode do inhibicije transkripcije gena koji kogirasintezu egzoproteina prelsar
regulatornog sistema (Herbert et al. 2001),B-daktamski antibiotici stimuliSu
hemoliticku aktivnost preko SaeRS dvokomponentnog sistemaoffa et al. 2007).
Jedinjenja prirodnog porekla, kao sto su timol (@iwal., 2010c) ili likohalkon A (Qiu
et al.,, 2010b) inhibiSu produkciju stafilokoknih rhelizina putem inhibicije
transkripcijeagrA, dok likohalkon E pored ovog mehanizma inhibiskspresijuhla

gena koji kodira sinteza-hemolizina (Zhou et al., 2012).
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Precizan mehanizam dejstva O-OH, M-OH i P-OH hadkmpitanih u ovoj studiji nije
utvrden, ali se na osnovu nalaza drugih autora mozegstviti da ova jedinjenja
smanjuju ekspresiju gena koji kodira sinteathemolizina, bilo putem inhibicije
transkripcije jedne od komponen#gr lokusa, ili na direktan @, inhibicijom

ekspresijéhla gena.

Kao jedan od najvaznijih QS sistema kod stafilokagalokus ima zn&ajnu ulogu i u
procesu stvaranja biofilma. Formiranje biofilma y&efazni proces koji zagmje
adherencijom bakterija za komponente ECM ili paw&telija pom@u MSCRAMM
proteina, nakonéega sledi umnozavanje bakterija, njihova agregacifarmiranje
viSeslojne strukture. Kada se formira zreo biofittnlazi do odvajanja bakterija sa
njegove povrsine i Sirenja biofilma na druga mestaorganizmu, Sto dovodi do
metastatskog Sirenja infekcije (Otto 2008, Wanglget2011). Debljina biofilma zavisi
od uslova sredine u kojima se on formira. Biofilneza biti jednoslojan ili se sastoji od
viSe slojeva gusto zbijeniéelija koje retkomogu formirati izrastaje u obliku stuba ili
pecurke (Costerton et al., 1995). Unutar biofiima itbke su povezane telijske
agregate pomim amorfne sluzave materije koja se sastoji od sekamih
egzopolisaharida (tj. glikokaliksa), teihoinskedlise, proteina i ekstracelularne DNK
koja se oslohda iz liziranih ¢elija (Otto 2008). Ranija istrazivanja su pokazdéase
glikokaliks sastoji od teihoinske kiseline (80%)meSavine proteina stafilokoka i
dom&ina (Hussain et al., 1993), ali su kasnije studilentifikovale specitian
polisaharidni intercelularni adhezin koji se sastg p-1,6-N-acetilglukozamina (80-
85%) i frakcije neacetilisanih D-glukozamina kojjdsze fosfate i estarski vezan
sukcinat (15-20%) (Mack et al., 1996). Danas sdrag&slularni polisaharidni matriks
kod S. epidermidisnaziva polisaharidni intercelularni adhezin (Playinosno PNAG
(eng. poly-N-acetylglucosamine) kdsl aureus(Fitzpatrick et al., 2005). Formiranje
biofilma je slozen proces koji zavisi od uslovadsne u kojoj se biofilm formira, i
razlikuje sein vitro i in vivo. Do sada je opisano nekoliko r&#ih in vitro metoda za
detekciju sposobnosti formiranja biofilma. Ove niEtanogu biti specitne, kao Sto su
ispitivanje adherencije za kultuéelija ili za proteine ECM, ili nespectine, kao Sto su
ispitivanje produkcije glikokaliksa ili adherenciga plas@ine polimerne povrSine (Cree
et al., 1995).
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Da bi se kod MRSA sojeva utvrdila sposobnost pragekiofilma ili uticaj halkona na
ovaj proces, u ovoj studiji je ispitana sposobrmusidukcije glikokaliksa i sposobnost
formiranja biofilma na plasthim polimernim povrSinama (tj. u mikrotitraciondjpi).
Takaie je ispitana i sposobnost vezivanja MRSA sojevauwaani fibronektin. Uticaj
halkona na produkciju glikokaliksa kod MRSA sojeja ispitan poméu CRA i
Christensenovog metoda. Nakon kultivacije sa subitdmim koncentracijama
testiranih halkona doSlo je do Ziagnog smanjenja produkcije glikokaliksa i adhergnci
bakterija za plastne polimerne povrSine. CRA i Christensenov meto&alitativne i
subjektivne metode koje pokazuju r&itli pouzdanost prilikom @tavanja rezultata.
Christensenov metod se moze koristiti za skrinioig\& S. aureuskoji pokazuju jaku
produkciju biofilma ali nije pouzdan za detekcijojeva koji slabo produkuju biofilm
(Christensen et al., 1982; Johannes et al., 2023 metod je u dobroj korelaciji sa
kvantitativnim metodom detekcije biofilma u mikrpécionim pl&ama, pa se mogu
koristiti zajedno radi pouzdanije detekcije soj&ei produkuju vée koli¢ine biofilma.
Kod CRA metoda moze dodo nepravilne interpretacije rezultata usledjeaija u boji
crnog pigmenta koji prebojava kolonije ili opadaiyoje pigmenta koje nastaje nakon
duzeg stajanja kulture (Freeman et al., 1989; Maret al., 2009). U ovom istrazivanju
nije utvridena zna&ajna razlika izméu CRA i Christensenovog metoda, Sto je u skladu
sa rezultatima Freeman i sar. (1989) i Cree i(4895). Nasuprot tome, Johannes i sar.
(2002) nisu pronasli korelaciju iz morfoloSkog izgleda kolonijaS. aureus
detektovanog CRA metodom i produkcije biofilma ukrotitracionim pl@&ama ili
mikrotubama.

Produkcija PIA/PNAG je kodirana genima koji se zalal sastavica operona (eng.
intercellular adhezin operon) (Heilmann et al., 898ramton et al., 1999ica operon
se sastoji odcaADBC gena koji kodiraju sintezu enzima kogastvuju u formiranju
PIA/PNAG i icaR regulatornog gena. Transkripcijaa operona je pod kontrolom
faktora sredine kao Sto su koncentracija kiseorflBeamton et al., 2001), glukoza
(Dobinsky et al., 2003; Lim et al., 2004), etangh¢bloch et al., 2001; 2002), visoka
osmolarnost i temperatura (Knobloch et al., 20013ubinhibitorne koncentracije
tetraciklina ili kombinacija kvinupristin-dalfoptis (Rachid et al., 2000; Fitzpatrick et
al., 2005). TranskripcijgcaADBC genskog klastera i sinteza PIA/PNAG su negativno

regulisane prekdcaR genskog produktaTcaR lokusa (eng. teicoplanin-associated

124



locus) (Jefferson et al., 2003; 2004) i Spx regukatkoji modifikuje aktivnosicaR
(Pamp et al., 2006). Nasuprot tome, proteinski letgu formiranja biofilma Rbf (eng.
regulator of biofilm formation) vrSi represiju trskripcije icaR lokusa Sto indirektno
poveava aktivnosicaADBCgena, sintezu PIA/PNAG i formiranje biofilma (Ceieal.,
2009).

Ispitivanjem velikog broja klirikih izolata S. aureusje utvideno da jeica operon
prisutan kod skoro svih sojeva ove bakterije (Coamet al., 2001; Johannes et al.,
2002; Fitzpatrick et al., 2005). Ispitivanja komdja izmeiu prisustvaica operona i
pozitivne produkcije biofilma koja je detektovanazlicitim metodama je dalo
kontradiktorne rezultate. Generalno se smatra gaigeistvoica operona u korelaciji sa
pozitivnom produkcijom biofilma utdenom CRA metodom (Aricola et al., 2001;
2002) ili produkcijom biofilma u mikrotitracionimlgéama (Gad et al., 2009; lorio et
al., 2011). Na osnovu toga se moze zaijula su svi biofilm-pozitivni MRSA sojevi
detektovani sa navedenim metodama u ovoj studipviemeno bili nosiociica
operona.

Samo prisustvoica operona ne zga i njegovu ekspresiju, odnosno, produkciju
PIA/PNAG. U sl¢aju mutacije ili delecijeca genskog klastera formiranje biofilma se
deSava nezavisno od produkcije PIA/PNAG (Archealet2011). Takde je zapazeno
da delecijaicaADBC genskog klastera dovodi do potpunog izostanka ifanja
biofilma kod MSSA sojeva, dok MRSA sojevi i daljadrzavaju sposobnost formiranja
biofilma (O’Neill et al., 2007). Kodca-delecionih mutanata formiranje biofilma zavisi
od drugih molekula koji imaju ulogu u adherendi@o Sto su AAP, protein A (Merino
et al., 2009), FnBP (Houston et al., 2011) i Bags@.i Penades, 2005). 1z tog razloga je
u ovoj studiji, osim produkcije glikokaliksa, kaoontel alternativhog ri@gna formiranja

biofilma ispitana i sposobnost vezivanja MRSA sajea humani fibronektin.

Vezivanje stafilokoka za fibronektin se odvija pamd-nBPA i FnBPB koji spadaju u
familiju MSCRAMM proteina (Peacock et al., 2000)niCse sintetiSu tokom rane
eksponencijalne faze rasta i oméguaju adherenciju stafilokoka za fibronektin kagi s
nalazi u plazmi ili na povrsinéelija (Cree et al., 1995). U stacionarnoj fazi aast
moguta je modifikacija ovih proteina pod dejstvom stfibknih proteaza, Sto dovodi
do smanjenog vezivanja bakterija za fibronektinmasjene sposobnosti formiranja

biofilma (Peacock et al., 2000). Svi sojevi ispitanovom istraZivanju su pokazali
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slicnu sposobnost vezivanja za humani fibronektin, kejana&ajno smanjena nakon
kultivacije u prisustvu subinhibitornih koncentijachalkona.

Osimicai fnb genskih lokusa stafilokoke u biofilmu desobno komuniciraju ponga
QS sistema koji reguliSe ekspresiju gena i sinfgpteina koji @estvuju u svim fazama
formiranja biofilma ili imaju ulogu faktora virulaije (Yarwood i Schlievert, 2003;
Fitzpatrick et al., 2005 ). Kod stafilokoka je dads opisano dvadesetak raitih gena
koji imaju regulatornu ulogu u procesu formiranjafttma (O’Gara 2007) od kojih je
najzn&ajnija uloga vé spomenutihagr i sarA regulatornih sistema (Beenken et al.,
2010). Ova dva regulatora imaju suprotne uloge acgsu formiranja biofilma,
ekspresijeagr regulatora inhibiSe formiranje biofilma (Vuongadt, 2000; Kong et al.,
2006; Yarwood et al., 2007) i ué na otpuStanje bakterija iz biofilma (Yarwood kt a
2004; Boles i Horswill, 2008; Lauderdale et al.02}) dok ekspresijgarA stimuliSe
formiranje biofilma kodS. aureud S. epidermidigVVuong et al., 2000; Beenken et al.,
2003; Valle et al., 2003; Kong et al., 2006; Yandai al., 2007).

U ranim fazama formiranja biofilma, produldarA lokusa inhibiSu aktivnost proteaza,
ekspresiju nuc gena i produkciju termostabilne endonukleadme se spré&ava
degradacija proteina i ekstracelularne DNK koji dstavljaju vazne strukturne
komponente biofilma (Archer et al., 20119arA mutanti imaju zn&jno smanjen
kapacitet formiranja biofilma (Beenken et al., 2PD0Bkspresijaagr lokusa dovodi do
nishodne regulacije gena koji kodiraju sintezu gowkih faktora adherencije, Sto
dovodi do smanjenja sposobnosti adherencije skafii@ i smanjenog formiranja
biofilma. Produktiagr lokusa su bitni u kasnoj fazi formiranja biofilm&da dovode do
ushodne regulacije gena koji kodiraju sintezu @ap#e nukleaza i peptida koji imaju
ulogu surfaktanata i omogavaju otpustanja stafilokoka sa povrSine zrelodilma
(Kong et al.,, 2006; Beeneken et al., 2010). Gapau ulogu u maturaciji biofilma i
otpusStanjucelija i ¢elijskih klastera sa povrSine biofilma imaju i PBMeptidi, koji
deluju kao surfaktanti (Wang et al., 2007; Cheung@le 2010). Transkripcija PSM
operona je pod direktnom kontroloagrA, pa agr mutanti formiraju zn&jno deblji
biofilm zbog smanjene produkcije PSM (Vuong et 2004; Wang et al., 2007; Queck
et al., 2008). Pored uloge u otpusSta¢glija sa povrSine biofilma, tokom prelaséelija

iz kasne eksponencijalne faze u stacionarnu fazy, lokus dovodi do pou@ne

ekspresije gena koji kodiraju sintezu sekretorraktdra virulencije, omogdiavajli
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otpuStenim celijama izbegavanje imunskog odgovora doéma, prezivljavanje i
kolonizaciju udaljenih tkiva (Novick, 2003; Archet al., 2011).

Kao Sto je prethodno spomenuto dosadasnja istmgaivau ukazala na korelaciju
izmedu odrelenih agr tipova i patogenog potencijala MRSA sojeva. Takaijvideno
da postoji korelacija izndi agr tipa | i slabe produkcije biofilma (Manago et &006)

i agr tipa Il i jake produkcije biofilma (Manago et akR006; Cafiso et al., 2007,
Ikonomidis et al., 2009). Istrazivanje sprovedendaritoriji Republike Srbije je takie
potvrdilo prisustvo MRSA sojevagr tipa Il koji pokazuju jaku sposobnost produkcije
biofiima (Cirkovié, 2009). Nasuprot tome, rezultati ove studije, Kejaobuhvatila 30
MRSA sojeva, nisu pokazali korelaciju izdweagr tipa Il i jake produkcije biofilma.
Ovaj rezultat je najverovatnije posledica malogjdliepitanih MRSA sojeva, relativho
homogene distribucijagr tipova | i Il i istog broja sojeva koji produkujumerenu i

veliku koli¢inu biofilma.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da su MRS#jevi kultivisani u prisustvu
subinhibitornih koncentracija halkona produkoval&zajno manje kotiine glikokaliksa

i biofilma i slabije se vezivali za humani fibroriegk Na osnovu toga se moze zakiju
da ispitani halkoni dovode do smanjenog vezivanjRIA sojeva za plaste
polimerne povrSine i proteine ECM i tkiva, odnosdejuju na prvu fazu u nastanku
infekcije - adherenciju bakterija. U literaturi pestoje podaci o efektu ova tri jedinjenja
na faktore virulencije koji utu na adherenciju MRSA sojeva, a mali broj studga s
bavio ispitivanjem uticaja razitih jedinjenja iz klase flavonoida na produkciju
biofilma kodS. aureusNajnovija studija u kojoj su Manner i sar. (2018)itali uticaj
500 flavonoida na produkciju biofilma ko8. aureusje identifikovala samo deset
jedinjenja koja imaju zri@jan inhibitorni efekat (>85%) na produkciju biofih kada su
primenjena u koncentraciji od 400.0 uM. Tri od degelinjenja su pripadala grupi
prirodnih halkona koji imaju prisutnu jednu ili d¥@H grupe u polozajima 2 i/ili 4 A
prstena. Glavna aktivna komponenta bilfMentingia calabura 2’,4’-dihidroksihalkon
je pokazao znzjan inhibitoran efekat n@. aureusa MIK vrednostima od 5040y/mL
(208.0 uM) (Sufian et al., 2013). Primenom nizih koncenijeovih halkona (100.0
KUM) nije detektovan zrajan inhibitorni efekat na formiranje biofilma.

Kao Sto je vé prethodno spomenuto, prisustvo hidroksilne grupA ii B prstenu

halkona ima ulogu u antistafilokoknom dejstvu ojgdinjenja. O-OH, M-OH i P-OH
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halkoni koji su testirani u ovoj studiji su dovelo smanjenja formiranja biofilma kod
MRSA sojeva u subinhibitornim koncentracijama (6@0ug/ml) koje su bile zn&jno
nize od onih koje su testirali Manner i sar. i @dfii sar. Takée sva tri testirana
jedinjenja imaju prisutnu OHgrupu u polozaju 2 A prstena, kao i najaktivnije
jedinjenje koje su testirali Manner i sar. (20185 osnovu toga se moze pretpostaviti
da prisustvo OHgrupe osim direktnog antistafilokoknog efekta iat@gu i u inhibiciji
formiranja biofilma.

Potencijalni mehanizmi kojim halkoni inhibiSu fomanje biofiima do sada nisu
opisani. Odréeni flavonoidi deluju inhibitorno na enzim sortazoja katalizuje
sklapanje povrsinskih proteina u koje spadaju eadh. Kang i sar. (2006) su pokazali
da flavonoid morin u subinhibitornim koncentracigwrsi specifinu inhibiciju sortaze
A i B kod S. aureussto dovodi do smanjenog vezivanja stafilokokdizanogen. Na
ovaj n&in se ometa prva faza u nastanku biofilma (Cushb&mb, 2011).

Poslednjih godina se brojna istrazivanja bave r@mmojedinjenja koja bi vrsila
inhibiciju formiranja biofilma, ili bi dovela do mgradnje vé formiranog biofilma.
Narctita paznja je posvena jedinjenjima u formi malih molekula, koja bisbpogodna
za upotrebun vivo. Smatra se da ovi molekuli mogu uticati na formjeai disperziju
biofilma kod razl¢itih vrsta bakterija preko ubikvitarnih signalnibtpva, kao Sto su QS
sistemi. Do sada su identifikovana jedinjenja kagduju na autoinduktorske peptide i
reguliSu formiranje biofilma ko& aureusprekoagr lokusa, AgrAC dvokomponentnog
sistema, ciklinog-di-guanozin-monofosfata, sinteze i metabolizmdola ili sinteze
nukleotida i replikacije DNK (Fowler et al., 2008andini et al., 2010; Lee et al., 2012,
Worthington et al., 2012). lako &@a tih jedinjenja ne pokazuje visok stepen struieu
homologije sa halkonima, zbog hemijske strukturbxdrea se moze pretpostaviti da i

oni mogu inhibirati formiranje biofilma preko nekog navedenih mehanizama.

Osim ispitivanja antimikrobnog efekta halkona icaja ovih jedinjenja na pojedine
faktore virulencije, novija istrazivanja se baveesgizmom izméu flavonoida/halkona

i antibiotika koji se koriste kao konvencionalnarafdja u Il€enju infekcija
prouzrokovanih s&. aureugWilliamson, 2001; Hemaiswarya et al., 2008; Tatial.,
2011; Tran et al., 2012). Ovim pristupom secajreo redukuju MIK vrednosti halkona i
antibiotika,¢ime se smanjuje mognost za nastanak nezeljenih efekata usled terapijsk

primene visokih doza antibiotika. Rezultati ovotrdZivanja su pokazali da dolazi do
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zn&ajnog sinergistkog efekta u kombinaciji ispitanih jedinjenja santgmicinom,
trimetoprim-sulfametoksazolom i ciprofloksacinormésto slabijeg sinergizma $a
laktamskim antibioticima.

Sinergizam izméu halkona prirodnog porekla ili novosintetisanihdifgenja i
antibiotika su uaili i drugi istrazivai. Lee i saradnici (2010) su pokazali da halkoni
prirodnog porekla, kao sto je 7,9,2',4'-TetrahigieB-izopentenil-5-metoksihalkon, koji
se izoluje iz korenaSophora flavescengit. ispoljavaju izrazenu aktivnost prema
MRSA sojevima, sa MIK vrednostima halkona 1.0-8@'ml. U kombinaciji ovog
halkona sa ampicilinom i gentamicinom dolazi daestguke redukcije MIK (2-10 puta)
za obe supstance (Lee et al., 2010). Za razlikovadto niskih MIK vrednosti prirodnih
halkona, heterocikini analozi halkona pokazuju umerenu inhibitornuvaddst prema
S. aureussa vrednostima MIK u opsegu 32.0-51gdIml, metutim, u kombinaciji sa
antibioticima dolazi do zrgajne redukcije MIK halkona (2-4 puta) i antibiotikdo 16
puta) (Tran et al., 2012). Talia i saradnici (20K2) ispitivali efekat kombinacije
dihidroksi- i trihidroksi-halkona sa oksacilinontakaie pokazali zn&jan sinergizam
izmedu novosintetisanih halkona i antibiotika (Taliaaét 2012).

Sinergistéki efekat kombinacije halkona sa antibioticima kojiaju razl€it mehanizam
delovanja se ne moze objasniti jedinstvenim melmaoi. Sinergizam halkona $a
laktamskim antibioticima najverovatnije nastaje kawsledica izmena u PBP2’ usled
njegove inaktivacije (Bernal et al., 2009) ili dtturnih promena ¢elijskoj membrani
koje dovode do njegove delokalizacije (Bernal et 2010). Sinergizam sa ostalim
antibioticima se moze objasniti preko inhibicijelaktamaza (Kusuda et al., 2006;
Eumkeb et al., 2010), inaktivacije efluksnih punfipujita et al., 2005; Lechner et al.,
2008), destabilizacijeelijske membrane (Wang et al., 2010; Eumkeb et2410),
poremeéaja sinteze PBP2’ (Eumkeb et al., 2010) ili inhijeicopoizomeraze (Liu et al.,
2009).

Rezultati ove studije su pokazali da dolazi do rgistickog efekta sva tri ispitana
jedinjenja sa antibioticima koji imaju ra&k mehanizam delovanja na multirezistentne
sojeve MRSA. NajizraZzenije smanjenje vrednosti MHftibiotika je udeno u
kombinaciji ispitanih jedinjenja sa ciprofloksacmo Uateni efekat najverovatnije
nastaje usled uticaja na funkciju efluksnih pumpieksu specifine za véi broj

antibiotika (tzv. multidrug resistance efflux pumpdDR). Kod S. aureuge opisana
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NorA efluksna pumpa koja spada u MFS superfamitijansportera (eng. major
facilitator superfamily), klasu PMF zavisnih pum(@ng. proton motive force). Ova
pumpa ima ulogu u transportu r&#ih metabolita i lekova kao Sto su fluorohinoloni
(Kaatz et al., 1993; Neyfakh et al.,, 1993), feraji, tioksanteni, verapamil,
omeprazol, dezinficijensi i boje (etidijum bromidkridin i rodamin) (Holler et al.,
2012). Pojaana ekspresija MDR transportera dovodi do rezigenca razl€ite
antibiotike, ali se ovaj efekat moze prevazstovremenom primenom antibiotika i
inhibitora efluksnih pumpi. Do sada je opisan ntabj inhibitora efluksnih pumpi, pa
se brojna istrazivanja bave ispitivanjem efektali&dih jedinjenja na ovaj sistem.
Najnovija studija iz 2012. god. se bavila ispitijgan inhibitornog efekta 117
sintetisanih halkona na funkciju NorA efluksne pwrpdS. aureus Rezultati ovog
istrazivanja su identifikovali samo Sest supstarsa zna&ajnom inhibitornom
aktivnoZu, od kojih je pet imalo hidroksilnu grupu vezana ¢etvrti C atom u B
prstenu (Holler et al., 2012). U kombinaciji ovikdjnjenja sa ciprofloksacinom,
antibiotikom iz grupe fluorohinolona koji predst@vlprirodan supstrat za NorA
efluksnu pumpu, ugeno jecetvorostruko smanjenja MIK za ciprofloksacin, Stadtno
potvrduje inhibiciju NorA efluksne pumpe.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da svaddinjenja (O-OH, M-OH i P-OH)
najizrazeniji sinergistki efekat ispoljavaju u kombinaciji sa ciproflokga@m, od kojih
jedno jedinjenje ima hidroksilnu grupu u B prstezanu z&etvrti C atom. Na osnovu
rezultata Holler i sar. se mozZe pretpostaviti dageencijalan mehanizam sinergigig

efekta tri halkona ispitana u ovoj studiji izmerdivanosti NorA efluksne pumpe.

Rezultati ove studije ukazuju da Bis-(2-hydroxy-pyig-propenon, 3-(3-Hydroxy-
phenyl)-1-(2-hydroxy-phenyl)-propenon i 3-(4-Hydyeghenyl)-1-(2-hydroxy-phenyl)-
propenonin vitro inhibiSu rast i razmnozavanje MRSA sojeva, deligumetabotike

procese vezane za metabolizam ugljenih hidrata,ngngoa adherenciju sojeva za
plasténe polimerne povrSine i komponente ECM, smanjupdpkciju a-hemolizina i

stupaju u sinergistke interakcije sa antibioticima iz radgtih klasa. Na osnovu
dobijenih rezultata bi trebalo koncipirati daljarézivanja koja bi detaljnije ispitala
mehanizam dejstva ovih jedinjenja i njihovu evefrtuaterapijsku upotrebu. Zbog

izrazenog inhibitornog efekta na faktore viruleacikoji westvuju u adherenciji
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bakterija, ova jedinjenja bi mogla da se korist@bkkaganje plastninh materijala koji se
koriste u medicinske svrhe. Rezultati istrazivam@icitih grupa autora su ukazali da se
kolonizacija sa stafilokokama smanjuje kada se oldaganje silikonskih katetera sa
kombinacijom rifampina i trimetoprima (Kohnen et,al998; Kockro et al., 2000),
srebrom (Gatter et al., 1998; lllingworth et aDQR) ili zelatinom (Farooq et al., 1999).
Imaju¢i u vidu ¢injenicu da testirani halkoni stupaju u sinergdisti interakcije sa
antibioticima, mozda bi oblaganje pl&sih polimera moglo da se vrSi sa
kombinacijom halkona i antibiotika u subinhibitamikoncentracijama. Kao Sto jedve
spomenuto, biofilm se drugge formira u zavisnosti od uslova sredine u kgejnalaze
stafilokoke. Iz tog razloga bi dalja istrazivanjatimmikrobnog potencijala ispitanih
halkona morala biti dopunjenia vivo studijama, pa bi se tek nakon sagledavanja

efekatain vivo moglo razmisljati o eventualnoj terapijskoj primnaalkona.
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6. ZAKLJU CAK



1. Sva tri sintetisana halkona su ispoljila gaan in vitro antimikrobni efekat
prema genotipski heterogenim, multirezistentnimikkim izolatima MRSA, sa
MIK vrednostima u opsegu 25.0-20Q.g/ml.

2. Najizrazeniji inhibitorni efekat na MRSA sojeve igpoljio O-OH halkon, sa
vrednostima MIK manjim od 10040y/ml i vrednostima MBK manjim od 150.0

ug/ml.

3. Kultivacija MRSA sojeva sa halkonima je dovela dmasjenja aktivnosti
enzima koji @estvuju u metabolizmu ugljenih hidrat@-galaktozidaze io-
glukozidaze), smanjene razgradnje D-galaktoze tolaki smanjene aktivnosti

ureaze.

4. VITEK automatizovanim sistemom je ufieno da kultivacija MRSA sojeva sa

ispitanim halkonima ne dovodi do promena u osetjtvMRSA na antibiotike.

5. Kultivacija MRSA sojeva sa subinhibitornim koncexdijama O-OH, M-OH i
P-OH halkona je dovela do gubitka sposobnosti groigei glikokaliksa.

6. Kultivacija MRSA sojeva sa subinhibitornim koncexdijama O-OH, M-OH i
P-OH halkona je dovela do dozno zavisne inhibipijedukcije biofilma, pri
c¢emu je najizrazeniji inhibitorni efekat ispoljio OH halkon, zatim M-OH
halkon a najslabiji P-OH halkon.

7. Kultivacija MRSA sojeva sa subinhibitornim konceadijama ispitanih halkona
je dovela do dozno i vremenski zavisnog smanjedfeeeencije stafilokoka za
humani fibronektin, préemu je najizrazeniji inhibitorni efekat ispoljio ©H
halkon, zatim M-OH halkon a najslabiji O-OH halkon.

8. Nije uatena statistki zna&ajna razlika u vezivanju MRSA za humani
fibronektin izmeu sojeva rekultivisanih na TSA nakon 24h kultivacga

najveéom subinhibitornom koncentracijom halkona, i pazith kontrola.

9. Nije uctena statistki znaajna razlika u vezivanju za humani fibronektin

izmedu ispitanih MRSA sojeva izolovanih iz uzoraka réirtig porekla.
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10.Kultivacija MRSA sa subinhibitornim koncentracijamspitanih halkona je
dovela do dozno zavisnog smanjenja produkaeieemolizina, sa potpunom
inhibicijom produkcije u koncentracijama halkonald@-1/4 MIK. NajizraZeniji
inhibitorni efekat je imao O-OH halkona, zatim M-Qidlkon a najslabiji P-OH
halkon.

11.Efekat kombinacije ispitanih halkona sa antibiatiaisa razéitim mehanizmom
dejstva na MRSA je bio u kategoriji sinergizma,tiadiosti ili indiferentnog

efekta.

12.Najzna&ajniji sinergizam je utvden u kombinaciji O-OH i M-OH halkona sa
gentamicinom,  ciprofloksacinom i sulfametoksazoh@toprimom |

kombinaciji P-OH sa ciprofloksacinom i gentamicinom

13.Najizrazeniji inhibitorni efekat na rast MRSA sogwrodukciju glikokaliksa,
biofilma i a-hemolizina uin vitro uslovima imao je O-OH halkon, dok je
najizrazeniji inhibitorni efekat na vezivanje MRSA humani fibronektin imao
P-OH halkon.

134



/. LITERATURA



Aguinaga A, Francés ML, Del Pozoa JL, Alonso M,r8ex A, Lasa | et al. Lysostaphin
and clarithromycin: a promising combination for teeadication ofStaphylococcus
aureusbiofilms. Int J Antimicrob Agents 2011; 37(6): 585

Aires de Sousa M, Conceicao T, Simas C, de LeredsdtrComparison of genetic
backgrounds of methicillin-resistant and -suscégptiBtaphylococcus aureusolates
from Portuguese hospitals and the community. J Klerobiol 2005; 43: 5150-7.

Alcaraz LE, Blanco SE, Puig ON, Tomas F, Ferrett. FAntibacterial activity of
flavonoids against methicillin-resista@taphylococcus aureustrains. J Theor Biol
2000; 205: 231-40.

Alvarez MD, Zarelli VEP, Pappano NB, Debattista NBacteriostatic action of
synthetic polyhydroxylated chalcones agalstherichia coliBiocell 2004; 28: 31-4.

Ansari FL, Umbreen S, Hussain L, Makhmoor T, Naws&, Lodhi MA et al.
Syntheses and biological activities of chalcone artbenzothiazepine derivatives:
promising new free-radical scavengers, and esterasease, anda-glucosidase
inhibitors. Chem Biodivers 2005; 2: 487-96.

Anwar S, Prince LR, Foster SJ, Whyte MK, SabroeThe rise and rise of
Staphylococcus aureukughing in the face of granulocytes. Clin Expmiomol 2009;
157: 216-24.

Archer G L, Niemeyer DM, Thanassi JA, Pucci MJ. dBimination among
staphylococci of DNA sequences associated with imi#th resistance. Antimicrob
Agents Chemother 1994; 38: 447-54.

Archer G L, Niemeyer DM. Origin and evolution of BN\associated with resistance to
methicillin in staphylococci. Trends Microbiol 1992 343-7.

Archer NK, Mazaitis MJ, Costerton W, Leid JG, PosveME, Shirtliff ME.
Staphylococcus aureuiofilms. Properties, regulation and roles in handisease.
Virulence 2011; 2(5): 445-59.

Aricola CR, Baldassarri L, Montanaro L. Presencecaf andicaD genes and slime
production in a collection of staphylococcal steafrom catheter-associated infections.
J Clin Microbiol 2001; 39: 2151-6.

Aricola CR, Campoccia D, Gamberini S, Cervellati Bpnati E, Montanaro L.
Detection of slime production by means of an optadi Congo red agar plate test based
on a colourimetric scale iStaphylococcus epidermiddinical isolates genotyped for
ica locus. Biomaterials 2002; 23: 4233-9.

Avila HP, Smania EdeFA, Monache FD, Smania Juniar Structure—activity
relationship of antibacterial chalcones. Bioorg M&tem 2008; 16: 9790-4.

136



Baba T, Takeuchi F, Kuroda M, Yuzawa H, Aoki K, @QuA et al. Genome and
virulence determinants of high virulence commuritguired MRSA. Lancet 2002;
359: 1819-27.

Bannerman TLStaphylococci, Micrococcusnd other catalase-positive cocci that grow
aerobically. U: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen gisl.urednici). Manual of Clinical
Microbiology, 8" ed. Washington: American Society for Microbiologyess; 2003.
384-404.

Barber M, Rozwadowska-Dowzenko M. Infection by pdhn-resistant staphylococci.
Lancet 1948; ii: 641-4.

Barg N, Chambers H, Kernodle D. Borderline sustdpy to antistaphylococcal
penicillins is not conferred exclusively by the kyproduction of beta-lactamase.
Antimicrob Agents Chemother 1991; 35: 1975-9.

Batovska D |, Todorova Todorova |. Trends in usitibn of the pharmacological
potential of chalcones. Curr Clin Pharmacol, 2@(Q): 1-29.

Batovska D, Parushev S, Stamboliyska B, Tsvetkqvalihova M, Najdenski H.
Examination of growth inhibitory properties of slgatic chalcones for which
antibacterial activity was predicted. Eur J Med @H2009; 44: 2211-8.

Beck WD, Berger-Bachi B, Kayser FH. Additional DN# methicillin-resistant
Staphylococcus aurewmd molecular cloning aheespecific DNA. J Bacteriol 1986;
165: 373-8.

Beenken KE, Blevins JS, Smeltzer MS. MutationsafA in Staphylococcus aureus
limits biofilm formation. Infect Immun 2003; 71: 8@-11.

Beenken KE, Mrak LN, GriffinLM, Zielinska AK, ShawN, Rice KC et al. Epistatic
relationships betweesarA andagr in Staphylococcus aureusofilm formation. 2010;
PLoS ONE 5(5): €10790. doi: 10.1371 /journal.pd@@.0790

Belley A, McKay GA, Arhin FF, Sarmiento |, Beauli¢€y Fadhil | et al. Oritavancin
disrupts membrane integrity oBtaphylococcus aureuand vancomycin-resistant
Enterococci to effect rapid bacterial killing. Amicrob Agents Chemother 2010;
54(12): 5369-71.

Berger-Bachi B, Rohrer S. Factors influencing n@lim resistance in staphylococci.
Arch Microbiol 2002; 178: 165-71.

Berger-Bachi B. Expression of resistance to mdthmciTrends Microbiol 1994; 2: 389-
93.

Bernal P, Lamaire S, Pinho MG, Mobashery S, Hinddaylor PW. Insertion of
epicatechin gallate into the cytoplasmic membrané rmethicillin-resistant
Staphylococcus aureudisrupts penicillin-binding protein (PBP) 2a-mead@f-lactam
resistance by delocalizing PBP2. J Biol Chem 2@88; 24055-65.

137



Bernal P, Zloh M, Taylor PW. Disruption of D-alamgsterification ofStaphylococcus
aureuscell wall teichoic acid by thp-lactam resistance modifier (-)-epicatechin gallate
J Antimicrob Chemother 2009; 63: 1156-62.

Bernard FX, Sable S, Cameron B, Provost J, DesdgCrouzet J et al. Glycosylated
flavones as selective inhibitors of topoisomerage Antimicrob Agents Chemother
1997; 41: 992-8.

Bernardo K, Pakulat N, Fleer S, Schnaith A, UtertaolO, Krut O et al. Subinhibitory
concentrations of linezolid redu@&aphylococcus aureusrulence factor expression.
Antimicrob Agents Chemother 2004, 48: 546-55.

Bhakdi S, Tranum-Jensen J. Alpha-toxin Staphylococcus aureudMicrobiol Rev
1991, 55: 733-51.

Bignardi GE, Woodford N, Chapman A, Johnson AP |lIBp®C. Detection of thenec
A gene and phenotypic detection of resistanc8taphylococcus aureusolates with
borderline or low-level methicillin resistance. dtAnicrob Chemother 1996; 37: 53-63.

Blake JE, Metcalfe MA. A shared noncapsular antigeresponsible for false-positive
reactions by Staphylococcus epidermidisn commercial agglutination tests for
Staphylococcus aureud Clin Microbiol 2001; 39: 544-50.

Bohach G A, Jablonski L, Roggiani M, Sadler |, $&\ert PM, Mitchell D et al.
Biological activity of pyrogenic toxins delivered the mucosal surface. U: J Arbuthnott
and B Furman (urednici), European Conference on icTo8hock Syndrome.
International Congress and Symposium Series 22% Nerk: Royal Society of
Medicine Press Ltd.; 1998. 170-2.

Boles BR, Horswill AR.agr-mediated dispersal dbtaphylococcus aureusiofiims.
PLoS Pathog 2008; 4: e1000052.

Boumendjel A, Ronot X, Boutonnat J. Chalcones dgnes acting as cell cycle
blockers: potential anti cancer drugs? Curr Druggéts 2009; 10(4): 363-71.

Bowman MD, O’Neill JC, Stringer JR, Blackwell HE.apid identification of
antibacterial agents effective againStaphylococcus aureussing small-molecule
microarrays. Chem Biol 2007; 14: 351-7.

Boyle-Vavra S, Ereshefsky B, Wang CC, Daum RS. 8ssful multiresistant
community-associated methicillin-resist&@taphylococcus aureumeage from Taipei,
Taiwan, that carries either the novel Staphylocbodaromosome cassettenec
(SCQmeq typeVt or SCQGnectype IV. J Clin Microbiol 2005; 43: 4719-30.

Brady RA, Leid JG, Kofonow J, Costerton JW, SHirtME. Immunoglobulins to
surface-associated biofilm immunogens provide aehaweans of visualization of
methicillin-resistanStaphylococcus auredmsofiims. Appl Environ Microbiol 2007; 73:
6612-9.

138



Brakstad OG, Aabakk K, Maeland JA. Detection ®Sfaphylococcus aureuby
polymerase chain reaction amplification of timéc gene. J Clin Microbiol, 1992; 30:
1654-60.

Brown DFJ, Raynolds PE. Intrinsic resistance to abbattam antibiotics in
Staphylococcuaureus FEBS Lett 1980; 122: 275-8.

Brumfitt W, Hamilton-Miller J. Methicillin-resistanStaphylococcus aureudl Engl J
Med 1989; 320: 1188-96.

Bubeck Wardenburg J, Bae T, Otto M, DeLeo FR, Sehired O. Poring over pores:
alpha-hemolysin and Panton-Valentine leukocidin Btaphylococcus aureus
pneumonia. Nat Med 2007; 13: 1405-6.

Burlak C, Hammer CH, Robinson MA, Whitney AR, Mc@awJ, Kreiswirth BN et
al. Global analysis of community associated melllieiesistantStaphylococcus aureus
exoproteins reveals molecules produ@ed/itro and during infection. Cell Microbiol
2007; 9: 1172-90.

Byrne ME, Gillespie MT, Skurray RA. 4’- 4”-Adenylyyansferase activity on
conjugative plasmids isolated fro8taphylococcus aureus encoded on an integrated
copy of pUB110. Plasmid 1991; 24: 70-5.

Cafiso V, Bertuccio T, Santagati M, Demelio V, SpiD, Nicoletti G et al.agr-
genotyping and transcriptional analysis of bioffimeducing Staphylococcus aureus
FEMS Immunol Med Microbiol 2007; 51: 220-7.

Cauwelier B, Gordts B, Descheemaecker P, Van Lgn#u Evaluation of a disk
diffusion method with cefoxitin (30 microg) for detion of methicillin-resistant
Staphylococcus aureugur J Clin Microbiol Infect Dis 2004; 23: 389-92.

Cegelski L, Marshall GR, Eldridge GR, Hultgren $8e biology and future prospects
of antivirulence therapies. Nat Rev Microbiol 206817-27.

Chai Y, Beauregard PB, Vlamakis H, Losick R, KoferGalactose metabolism plays a
crucial role in biofilm formation byBacillus subtilis MBio 2012; 3(4):e00184-12. doi:
10.1128/mBi0.00184-12

Chambers FH. Methicillin resistance in Staphylocosmlecular and biochemical basis
and clinical implications. Clin Microbiol Rev 199¥§(4): 781-91.

Chambers HF. Coagulase-negative staphylococcitaesiso p-lactam antibioticsin
vivo produced penicillin-binding protein 2a. Antimicréfgents Chemother 1987; 31.:
919-24.

Chang S, Sievert DM, Hageman JC, Boulton ML, Temdv€, Downes FP et al.
Infection with vancomycin-resistanStaphylococcus aureusontaining thevanA
resistance gene. N Engl J Med 2003; 348: 1342-7.

139



Cheung GY, Righy K, Wang R, Queck SY, Braughton KRhithey AR et al.
Staphylococcus epidermidstrategies to avoid killing by human neutrophi.oS
Pathog 2010; 6: €1001133.

Chinnam N, Dadi PK, Sabri SA, Ahmad M, Kabir MA, whad Z. Dietary
bioflavonoids inhibitEscherichia coliATP synthase in a differential manner. Int J Biol
Macromol 2010; 46: 478-86.

Chongtrakool P, Ito T, Ma XX, Kondo Y, Trakulsomlm®, Tiensasitorn C et al.
Staphylococcal cassette chromosomec (SCOmeq typing of methicillin-resistant
Staphylococcus aureustrains isolated in 11 Asian countries: a propdsala new
nomenclature for SQ@ecelements. Antimicrob Agents Chemother 2006; 5@1102.

Chopra I. Glycylcyclines: third generation tetralaye antibiotics. Curr Opin Pharmacol
2001; 1: 464-9.

Christensen GD, Simpson WA, Bisno AL, Beachey Eldhérence of slime-producing
strains ofStaphylococcus epidermidie smooth surfaces. Infect Immun, 1982; 37(1):
318-26.

Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) 2007Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing, 17th Infornmatal Supplement. Approved
Standard. CLSI document M100-S17. Wayne, PA, USA.

Colin DA, Monteil H. Control of the oxidative burstf human neutrophils by
staphylococcal leukotoxins. Infect Immun 2003; 37124-9.

Collins LV, Kristian SA, Weidenmaier C, Faigle Maw Kessel KP, Van Strijp JA et
al. Staphylococcus aureustrains lacking D-alanine modifications of teichaicids are
highly susceptible to human neutrophil killing aak virulence attenuated in mick
Infect Dis 2002; 186: 214-9.

Cookson B.Staphylococcus aureuls): Emmerson M, Kibbler C, Hawkey P (urednici).
Principles of Clinical Bacteriology. Oxford: Johnily; 1997. 109-30.

Corkill JE, Anson JI, Griffiths P, Anthony Hart Metection of elements of the
staphylococcal cassette chromosome (SCC) in mbithisusceptible ihe®@ gene
negative) homologue of fucidin-resistant MRSA. JtiAmcrob Chemother 2004; 54:
229-31.

Costerron JW, Montanaro L, Aricola BR. Biofilm implant infections: its production
and regulation. Int J Artif Organs 2003; 28: 1062-8

Costerton JW, Lewandowski Z, Caldwell DE, Korber,kRppin-Scott HM. Microbial
biofilms. Annu Rev Microbiol 1995; 49: 711-45.

Couppie P, Cribier B, Prevost G. Leukocidin froBtaphylococcus aureuand
cutaneous infections: an epidemiologic study. Abelnmatol 1994; 130: 1208-9.

140



Cramton SE, Gerke C, Schnell NF, Nichols WW, GotZlTke intercellular adhesion
(ica) locus is present istaphylococcus aurewmnd is required for biofilm formation.
Infect Immun 1999; 67: 5427-33.

Cramton SE, Ulrich M, Gotz F, Doring G. Anaerobmnditions induce expression of
polysaccharide intercellular adhesin 8taphylococcus aureuand Staphylococcus
epidermidis Infect Immun 2001; 69: 4079-85.

Cree RGA, Phillips I, Noble WC. Adherence charastms of coagulase-negative
staphylococci isolated from patients with infectemdocarditis. J Med Microbiol 1995;
43: 161-8.

Cribier B, Prevost G, Couppie P, Finck-Barbancon Gfosshans E, Piemont Y.
Staphylococcus auredsukocidin: a new virulence factor in cutaneousatfons? An
epidemiological and experimental study. Dermatol®§92; 185: 175-80.

Cue D, Lei MG, Luong TT, Kuechenmeister L, Dunmavi, RO’'Donnell S et al. Rbf
promotes biofilm formation byStaphylococcus aureusia repression oficaR, a
negative regulator a€aADBC. J Bacteriol 2009; 191: 6363-73.

Cuevas O, Cercenado E, Goyanes MG, A. Vindel, fhc@do, T. Boquete et al.
Staphylococcus sppin Spain: present situation and evolution of rantrobial
resistance. Enferm Infecc Microbiol Clin 2008; 269-77.

Cui L, Tominaga E, Neoh HM, Hiramatsu K. Correlatioetween reduced daptomycin
susceptibility and vancomycin resistance in vanadgmyntermediateStaphylococcus
aureus Antimicrob Agents Chemother 2006; 50: 1079-82.

Cushnie TP, Lamb AJ. Recent advances in understgride antibacterial properties of
flavonoids. Int J Antimicrob Agents 2011; 38: 99710

Cirkovi¢ | (2009). Genotipska i fenotipska karakterizasiggeva meticilin-rezistentnog
Staphylococcus aureugolovanih u Republici Srbiji. Doktorska disert@ci Beograd:
Univerzitet u Beogradu-Medicinski fakultet.

Derbise A, Dyke KG, El Solh N. Characterization afStaphylococcus aureus
transposon Te¥405located withinTn5404and carryingthe aminoglycoside resistance
genesaphA-3andaadE Plasmid 1996; 35: 174-88.

Deurenberg RH, Vink C, Kalenic S, Friedrich AW, Bgeman CA, Stobberingh EE.
The molecular evolution of methicillin-resistaé®taphylococcus aureu€lin Microbiol
Infect 2007; 13: 222-35.

Deurenberg RH, Vink C, Oudhuis GJ, Mooij JE, Draas€, Coppens G et al. Different
clonal complexes of methicillin-resistataphylococcus aurease disseminated in the
Euregio Meuse-Rhine Region. Antimicrob Agents Chéman2005; 49(10): 4263-71.

141



Diep BA, Gill SR, Chang RF, Phan TH, Chen JH, Dawvid MG et al. Complete
genome sequence of USA300, an epidemic clone ofreority acquired meticillin-
resistanStaphylococcus aureuksancet2006; 367: 731-9.

Diep BA, Stone GG, Basuino L, Graber CJ, Millerdes Etages SA et al. The arginine
catabolic mobile element and staphylococcal chrammas cassettemec linkage:
convergence of virulence and resistance in the WBAGone of methicillin-resistant
Staphylococcus aureud Infect Dis 2008; 197: 1523-30.

Dinges MM, Orwin PM, Schlievert PM. Exotoxins &taphylococcus aureu<lin
Microbiol Rev 2000; 13(1): 16-34.

Dobinsky S, Kiel K, Rohde H, Bartscht K, Knoblod, Horstkotte MA et al. Glucose-
related dissociation betweeirtaADBC transcription and biofilm expression by
Staphylococcus epidermidisevidence for an additional factor required for
polysaccharide intercellular adhesin synthesisacdiol 2003; 185: 2879-86.

Doery HM, Magnuson BJ, Cheyne IM, Galasekharam J.pKospholipase in
staphylococcal toxin which hydrolizes sphingomyeliature (London) 1963; 198:
1091-3.

Doery HM, Magnuson BJ, Galasekharam J, Pearson The properties of
phospholipase enzymes in staphylococcal toxingen) I@icrobiol 1965; 40: 283-96.

Donlan RM, Costerton JW. Biofilms: survival mechams of clinically relevant
microorganisms. Clin Microbiol Rev 2002; 15: 167-93

Drlica K, Zhao XL. DNA gyrase, topoisomerase |V dathe 4-quinolones. Microbiol
Rev 1997; 61: 377-92.

Dufour P, Gillet Y, Bes M, Lina G, Vandenesch Foret D et al. Community-acquired
methicillin-resistantStaphylococcus aureusfections in France: emergence of a single
clone that produces Panton-Valentin leukocidinn@iifect Dis 2002; 35: 819-24.

Dumont AL, Nygaard TK, Watkins R L, Smith A, Kozkay., Kreiswirth BN et al.
Characterization of a new cytotoxin that contrilsuteo Staphylococcus aureus
pathogenesis. Mol Microbid011; 79: 814-25.

Dunman PM, Murphy E, Haney S, Palocios D, Tuckelldg G, Wu S et al.
Transcription profiling-based identification &taphylococcus aureugenes regulated
by theagr and/orSarA loci. J Bacteriol 2001; 183: 7341-53.

Durupt F, Mayor L, Bes M, Reverdy ME, Vandeneschi lkgmas L et al. Prevalence of
Staphylococcus aureutoxins and nasal carriage in furuncles and impetigr J
Dermatol 2007; 157: 1161-7.

Edwards-Jones V, Foster HA. Effects of silver safihzine on the production of
exoproteins bystaphylococcus aureud Med Microbiol 2002; 51: 50-5.

142



Ellington MJ, Hope R, Ganner M, Ganner M, East G¢IBG et al. Is Panton-Valentine
leucocidin associated with the pathogenesiStaiphylococcus aureusacteraemia in
the UK? J Antimicrob Chemother 2007; 60: 402-5.

Ender M, McCallum N, Adhikari R, Berger-Bachi B.t&ss cost of SQ@ec and
methicillin resistance levels iStaphylococcus aureugntimicrob Agents Chemother
2004; 48: 2295-7.

Enright MC, Day NP, Davies CE, Peacock SJ, Spr&t Blultilocus sequence typing
for characterization of methicillin-resistant andethmcillin-susceptible clones of
Staphylococcus aureud Clin Microbiol 2000; 38: 1008-15.

Enright MC, Robinson DA, Randle G, Feil EJ, GrundmaH, Spratt BG. The
evolutionary history of methicillin-resista®taphylococcus aureyMRSA). Proc Natl
Acad Sci USA 2002; 99: 7687-92.

Escaich S. Antivirulence as a new antibacterialr@g@gh for chemotherapy. Curr Opin
Chem Biol 2008; 12: 400-8.

Eumkeb G, Sakdarat S, Siriwong S. Reverspiactam antibiotic resistance of
Staphylococcus aureusith galangin fromAlpinia officinarumHance and synergism
with ceftazidime. Phytomedicine 2010; 18: 40-5.

European Medicines Agency (EMEA). Cubicin. Europ&arblic Assessment Report.
2006.

Everett MJ, Piddock LJV. Mechanisms of resistanoefluoroquinolones. U: J.
Kuhlmann, A. Dahlhoff, and H. J. Zeiler (urednicQuinolone antibacterials. Berlin,
Germany: Springer-Verlag KG; 1998. 259-97.

Falcone M, Serra P, Venditti M. Serious infectiodse to methicillin-resistant
Staphylococcus aureuan evolving challenge for physicians. Eur J Intéfted 2009;
20: 343-7.

Farooq M, Freischlag J, Kelly H, Seabrook G, Cami®, Towne J. Gelatin-sealed
polyester resisbtaphylococcus epidermidiofilm infection. J Surg Res 1999; 87: 57-
61.

Farrell DJ. The reliability of Microscan conventanand rapid panels to identify
Staphylococcus aureuand detect methicillin resistance: an evaluatismgi the tube
coagulase test amde®@ PCR. Pathology 1997; 29: 406-10.

Finck-Barbancon V, Prevost G, Piemont Y. Improvedification of leukocidin from
Staphylococcus aureusnd toxin distribution among hospital strains. Réisrobiol
1991, 142: 75-85.

Fitzpatrick F, Humphreys H, O’'Gara JP. The genewfsstaphylococcal biofilm
formation-will a greater understanding of pathogemdead to better management of
device-related infection? Clin Microbiol Infect ZR0L1: 967-73.

143



Fluit AC, Visser MR, Schmitz F-J. Molecular detectiof antimicrobial resistance. Clin
Microbiol Rev 2001; 14(4): 836-71.

Foreman A, Wormald PJ. Different biofilms, diffetetisease? A clinical outcomes
study. Laryngoscope 2010; 120: 1701-6.

Foster TJ, Hook M. Surface protein adhesins Stéphylococcus aureuslrends
Microbiol 1998; 6: 484-8.

Foster TJ. Immune evasion by staphylococci. Nat Revobiol 2005;3: 948-58.

Fournier B, Hooper DC. A new two-component regukatystem involved in adhesion,
autolysis, and extracellular proteolytic activity $taphylococcus aureus Bacteriol
2000; 182: 3955-64.

Fournier B, Klier A, Rapoport G. The two-componsgstem ArlS-ArIR is a regulator
of virulence gene expression $taphylococcus aureudol Microbiol 2001; 41: 247-
61.

Fowler SA, Stacy DM, Blackwell HE. Design and syagis of macrocyclic peptomers
as mimics of a quorum sensing signal fr@taphylococcus aureu®rg Lett 2008;
10(12): 2329-32.

Freeman DJ, Falkiner FR, Keane CT. New method &edating slime production by
coagulase negative staphylococci. J Clin Patho9198: 872-4.

Freer JH, Birbeck TH. Possible conformation of adysin, a membrane-damaging
peptide ofStaphylococcus aureud Theor Biol 1982; 94: 535-40.

Frenay HM, Bunschoten AE, Schouls LM, van Leeuwed, Wandenbroucke-Grauls
CM, Verhoef J et al. Molecular typing of methitilresistantStaphylococcus aureus
on the basis of protein A gene polymorphism. EGtid Microbiol Infect Dis 1996; 15:
60-4.

Fujita M, Shiota S, Kuroda T, Hatano T, YoshidaMizushima T et al. Remarkable
synergies between baicalein and tetracycline, aaidalein andp-lactams against
methicillin-resistanStaphylococcus aureuslicrobiol Immunol 2005; 49: 391-6.

Fukai T, Marumo A, Kaitou K, Kanda T, Terada S, NomnT. Antimicrobial activity of
licorice flavonoids against methicillin-resistai@taphylococcus aureud-itoterapia
2002; 73: 536-9.

Gad GF, El-Feky MA, El-Rehewy MS, Hassan MA, AbldeH, El-Baky RM.
Detection oficaA, icaD genes and biofilm production &taphylococcus aureuwsnd
Staphylococcus epidermidisolated from urinary tract catheterized patiedtdnfect
Dev Ctries 2009; 3: 342-51.

Garau J, Bouza E, Chastre J, Gudiol F, Harbarte®iagement of methicillin-resistant
Staphylococcus aureusfections. Clin Microbiol Infect 2009; 15: 125-36

144



Garnier F, Chainier D, Walsh T, Karlsson A, BolmstrA, Grelaud C et al. A 1 year
surveillance study of glycopeptide-intermedié&phylococcus aureustrains in a
French hospital. J Antimicrob Chemother 2006; 16-9.

Gatter N, Kohnen W, Jansen B vitro efficacy of a hydrophilic central venous
catheter loaded with silver to prevent microbialooization. Zentralbl Bakteriol 1998;
287: 157-69.

Gillespie MT, Lyon BR, Loo LS, Matthews PR, StewBR, Skurray RA. Homologous
direct repeat sequences associated with mercurythicilén, tetracycline, and

trimethoprim resistance determinantsStaphylococcus aureusEMS Microbiol Lett

1987; 43: 165-71.

Gillet Y, Issartel B, Vanhems P, Fournet JC, LinaB&és M et al. Association between
Staphylococcus aurewssrains carrying gene for Panton-Valentine leukimcahd highly
lethal necrotizing pneumonia in young immunocompefetients. Lancet 2002; 359:
753-9.

Gilot P, Lina G, Cochard T, Poutrel B. Analysis tbe genetic variability of genes
encoding the RNA lll-activating components Agr am@®AP in a population of
Staphylococcus aurewsdrains isolated from cows with mastitis. J ClimcMbiol 2002;
40: 4060-7.

Giraudo AT, Mansilla C, Chan A, Raspanti C, NagelSudies on the expression of
regulatory locusaein Staphylococcus aureu€urr Microbiol 2003; 46: 246-50.

Gorwitz RJ, Kruszon-Moran D, McAllister SK, McQuh G, McDougal LK, Fosheim
GE et al. Changes in the prevalence of nasal czdtion withStaphylococcus aureurs
the United States, 2001-2004. J Infect Dis 2008; 1226-34.

Gotz F. Staphylococci in colonization and disegmespective targets for drugs and
vaccines. Curr Opin Microbiol, 2004; 7: 477-87.

Gotz F.Staphylococcuand biofilms. Mol Microbiol 2002; 43(6): 1367-78.

Gouaux E. Alpha-hemolysin froitaphylococcus aureuén archetype of beta-barrel,
Channel-forming toxins. J Struct Biol 1998; 1210122.

Gradisar H, Pristovsek P, Plaper A, Jerala R. Gteartatechins inhibit bacterial DNA
gyrase by interaction with its ATP binding siteMdd Chem 2007; 50: 264-71.

Grisold AJ, Leitner E, Muhlbauer G, Marth E, KesdidH. Detection of methicillin-
resistantStaphylococcus aureusnd simultaneous confirmation by automated nucleic
acid extraction and real-time PCR. J Clin Microl#6D2; 40: 2392-7.

Hackbarth CJ, Chambers Hmblal and blaR1 regulate f-lactamase and PBP 2a
production in methicillin-resistantStaphylococcus aureusAntimicrob Agents
Chemother 1993; 37: 1144-9.

145



Hamad AR, Marrack P, Kappler JW. Transcytosis @pBylococcal superantigen
toxins. J Exp Med 1997; 185: 1447-54.

Hanakawa Y, Schechter NM, Lin C, Garza L, Li H, Yagachi T et al. Molecular
mechanisms of blister formation in bullous impetigad staphylococcal scalded skin
syndrome. J Clin Invest 2002; 110: 53-60.

Haraguchi H, Tanimoto K, Tamura Y, Mizutani K, Kstata T. Mode of antibacterial
action of retrochalcones fro@lycyrrhiza inflata Phytochemistry 1998; 48: 125-9.

Harmsen D, Claus H, Witte W, Rothganger J, TurnwldVogel U. Typing of
methicillin-resistantStaphylococcus aureus a university hospital setting by using
novel software fosparepeat determination and database managemenh M{clobiol
2003; 41: 5442-8.

Hartman DJ, Tomasz A. Low-affinity penicillin-bindi protein associated witB-
lactam resistance iBtaphylococcuaureus J Bacteriol 1984; 158: 513-6.

Hatano T, Shintani Y, Aga Y, Shiota S, Tsuchiyardshida T. Phenolic constituents of
Licorice. VIII. Structures of glicophenone and glisoflavanone, and effects of licorice
phenolics on methicillin-resistai@taphylococcus aureu€hem Pharm Bull 2000; 48:
1286-92.

Hayes MV, Curtiss NAC, Wyke AW, Ward JB. Decreasdtnity of a penicillin-
binding protein for beta-lactam antibiotics in anidal isolate ofStaphylococcuaureus
resistant to methicillin. FEMS Microbiol Lett 1981Q: 119-22.

Heilmann C, Hussain M, Peters G, Gotz F. Evidemmreatitolysin-mediated primary
attachment ofStaphylococcus epidermidi® a polystyrene surface. Mol Microbiol
1997; 24: 1013-24.

Heilmann C, Schweitzer O, Gerke C, VanittanakomMsick D, Gotz F. Molecular
basis of intercellular adhesion in the biofilm-fang Staphylococcus epidermidisiol
Microbiol 1996; 20: 1083-91.

Heitz-Mayfield LJ, Lang NP. Comparative biology afhronic and aggressive
periodontitis vs. peri-implantitis. Periodontol Z0R010; 53: 167-81.

Hemaiswarya S, Kruthiventi AK, Doble M. SynergisratWween natural products and
antibiotics against infectious diseases. Phytonieeli2008; 15: 639-52.

Herbert S, Barry P, Novick RP. Subinhibitory clinggcin differentially inhibits
transcription of exoprotein genes 8taphylococcus aureusnfect Immun 2001; 69:
2996-3003.

Herrmann DJ, Peppard WJ, Ledeboer NA, Theesfeld Wejgelt JA, Buechel BJ.
Linezolid for the treatment of drug-resistant irifens. Expert Rev Anti Infect Ther
2008; 6(6): 825-48.

146



Herrmann M, Vaudaux PE, Pittet D, Auckenthaler BWwLPD, Schumacher-Perdereau
F et al. Fibronectin, fibrinogen and laminin actrasdiators of adherence of clinical
staphylococcal isolates to foreign material. Jdhfis 1988; 158: 693-701.

Higgins DL, Chang R, Debabov DV, Leung J, Wu T, lig@ KM et al. Telavancin, a
multifunctional lipoglycopeptide, disrupts both lcelall synthesis and cell membrane
integrity in methicillin-resistanStaphylococcus aureusntimicrob Agents Chemother
2005; 49 (3): 1127-34.

Hildebrand A, Roth M, Bhakdi SStaphylococcus aurewdphatoxin: dual mechanisms
of binding to target cells. J Biol Chem 1991; 268195-200.

Hiramatsu K, Aritaka N, Hanaki H, Kawasaki S, Hogod Hori S et al. Dissemination
in Japanese hospitals of strainsStéphylococcus aureuseterogeneously resistant to
vancomycin. Lancet 1997; 350: 1670-3.

Hiramatsu K, Konodo N, Ito T. Genetic basis for smllar epidemiology of MRSA. J
Infect Chemother 1996; 2: 117-29.

Hiramatsu, K. Molecular evolution of MRSA. Microbilmmunol 1995; 39: 531-43.

Ho CM, Hsueh PR, Liu CY, Lee SY, Chiueh TS, Shyr &wal. Prevalence and
accessory gene regulataangf) analysis of vancomycin-intermediat&taphylococcus
aureusamong methicillin-resistant isolates in Taiwan-SRIRA program, 2003. Eur J
Clin Microbiol Infect Dis 2010; 4: 383-9.

Hoban DJ, Biedenbach DJ, Mutnick AH, Jones RN. &@&h of occurrence and
susceptibility patterns associated with pneumoniahospitalized patients in North
America: results of the SENTRY Antimicrobial Suance Study (2000). Diagn
Microbiol Infect Dis 2003; 45: 279-85.

Holler JG, Slotved H-C, Molgaard P, Olsen CE, Gknisen SB. Chalcone inhibitors of
the NorA efflux pump inStaphylococcus aureushole cells and enriched everted
membrane vesicles. Bioorg Med Chem 2012; 20: 45114-

Holmes A, Ganner M, McGuane S, Pitt TL, Cookson BBarns AM.Staphylococcus
aureusisolates carrying Panton-Valentine leucocidin geme€ngland and Wales:
frequency, characterization, and association withical disease. J Clin Microbiol
2005; 43: 2384-90.

Hooper DC. Bacterial topoisomerases, anti-topoigases and anti-topoisomerase
resistance. Clin Infect Dis 1998; 27: 54-63.

Hooper DC. Mechanisms of fluoroquinolone resistameig Resist Updates 1999; 2:
38-55.

Houston P, Rowe SE, Pozzi C, Waters EM, O’GaraEH3ential role for the major
autolysin in the fibronectin-binding protein-medidtStaphylococcus aureusiofilm
phenotype. Infect Immun 2011; 79: 1153-65.

147



Hu ZQ, Zhao WH, Asano N, Yoda Y, Hara Y, Shimamiur&pigallocatechin gallate
synergistically enhances the activity of carbapeneagainst methicillin-resistant
Staphylococcus aureuéntimicrob Agents Chemother 2002; 46(2): 558-60.

Hugo WB, Denyer SP, Hodges NA, Gorman SP. Hugo Russell's pharmaceutical
microbiology. 7" ed, Oxford, United Kingdom: Wiley-Blackwell; 200212p.

Huntzinger E, Boisset S, Saveanu C, Benito Y, Gegs T, Namane A et al.
StaphylococcusureusRNAIII and the endoribonuclease Il coordinateggulatespa
gene expression. EMBO J 2005; 24: 824-35.

Hurlimann-Dalel RL, Ryffel C, Kayser FH, Berger-Bad. Survey of the methicillin
resistance-associated gemaecA mecR1-me¢landfemA-femBin clinical isolates of
methicillin-resistantStaphylococcus aureusntimicrob Agents Chemother 1992; 36:
2617-21.

Hussain M, Wilcox MH, White PJ. The slime of coaagé-negative staphylococci:
biochemistry and relation to adherence. FEMS MimioRev 1993; 10: 191-207.

Ikigai H, Nakae T, Hara Y, Shimamura T. Bacteritidatechins damage the lipid
bilayer. Biochim Biophys Acta 1993; 1147: 132-6.

Ikonomidis A, Vasdeki A, Kristo I, Maniatis AN, Tkas A, Malizos KN et al.
Association of biofilm formation and methicillingistance with accessory gene
regulator &gr) loci in Greek Staphylococcus aureudones. Microbial Pathogenesis
2009; 47: 341-4.

lllingworth B, Bianco RW, Weisberg $n vivo efficacy of silver-coated fabric against
Staphylococcus epidermidis Heart Valve Dis 2000; 135-41.

International Working Group on the Classificatiorf &taphylococcal Cassette
Chromosome (SCC) Elements (IWG-SCC) [http://wwwnsec.org/]. Currently
identified SC@nec types in S.aureusstrains. [cited 2014 Feb 15]. Available from:
http://www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.html

lorio NLP, Lopes APCN, Schuenck RP, Barcellos AGr@dzki AN, Lopez GL et al. A
combination of methods to evaluate biofilm prodoictimay help to determine the
clinical relevance ofStaphylococcusn blood cultures. Microbiol Immunol 2011; 55:
28-33.

Isomoto H, Furusu H, Ohnita K, Wen CY, Inoue K, KohS. Sofalcone, a
mucoprotective agent, increases the cure rateladiicobacter pyloriinfection when
combined with rabeprazole, amoxicillin and clamtimycin. World J Gastroenterol
2005; 11: 1629-33.

Ito T, Katayama Y, Hiramatsu K. Cloning and nucdléetsequence determination of the
entire mecDNA of pre-methicillin-resistanStaphylococcus aureud$315. Antimicrob
Agents Chemother 1999; 43: 1449-58.

148



Ito T, Ma XX, Takeuchi F, Okuma K, Yuzawa H, Hiraisia K. Novel type V
staphylococcal cassette chromosomec driven by a novel cassette chromosome
recombinasegcrC. Antimicrob Agents Chemother 2004; 48: 2637-51.

Ito T, Okuma K, Ma XX, Yuzawa H, Hiramatsu K. Inktg on antibiotic resistance of
Staphylococcus auredsom whole genome: genomic island SCC. Drug Rddjslate
2003; 6: 41-52.

Jarraud S, Lyon GJ, Figueiredo AM, Lina G, Vandehds, Etienne J et al. Exfoliatin-
producing strains define a fourdgr specificity group inStaphylococcus aureus
Bacteriol 2000; 182: 6517-22.

Jarraud S, Mougel C, Thioulouse J, Lina G, MeughigForey F et al. Relationships
between Staphylococcus aureugenetic background, virulence factosgr groups
(alleles), and human disease. Infect Immun 2002630-41.

Jefferson KK, Cramton SE, Gotz F, Pier GB. Ideadfion of a 5-nucleotide sequence
that controls expression of the&a locus inStaphylococcus aurewmnd characterization
of the DNA-binding properties of IcaR. Mol Microhid003; 48: 889-99.

Jefferson KK, Pier DB, Goldmann DA, Pier GB. Thecoplanin-associated locus
regulator (TcaR) and the intercellular adhesin $oregulator (IcaR) are transcriptional
inhibitors of theica locus inStaphylococcus aureud Bacteriol 2004; 186: 2449-56.

Jett M. Brinkley W, Neill R, Gemski P, Hunt Btaphylococcus aurelenterotoxin B
challenge of monkeys: correlation of plasma lewélarachidonic acid cascade products
with occurrence of illness. Infect Immun 1990; 3894-9.

Jevons MP, Rolinson GN, Knox R. Celbenin-resiststaphylococci. British Med J
1961; 1: 124-5.

Johannes KM, Knobloch MA, Horstkotte HR, Mack D. aitwation of different
detection methods of biofilm formation iStaphylococcus aureusvied Microbiol
Immunol 2003; 191: 101-6.

Jureen R, Bottolfsen KL, Grewal H, Digranes A. Camgbive evaluation of a
commercial test for rapid identification of methiiorresistantStaphylococcus aureus
APMIS 2001; 109: 787-90.

Kaatz GW, Seo SM, Ruble CA. Efflux-mediated fluanowplone resistance in
Staphylococcus aureuéntimicrob Agents Chemother 1993; 37(5): 1086-94.

Kampf G, Weist K, Swidinsky S, Kegel M, Ruden H.rimarison of screening methods
to identify methicillin-resistanStaphylococcus aureugur J Clin Microbiol Infect Dis
1997; 16: 301-7.

Kaneko J, Kimura T, Narita S, Tomita T, Kamio Y.r@glete nucleotide sequence and
molecular characterization of the temperate staygogical bacteriophage phiPVL
carrying Panton-Valentine leukocidin genes. Geréd81915: 57-67.

149



Kang SS, Kim JG, Lee TH, Oh KB. Flavonols inhibartases and sortase-mediated
Staphylococcus aurewsumping to fibrinogen. Biol Pharm Bull 2006; 2B751-5.

Kassem II, Esseili MA, Sigler V. OccurrencemecAin nonstaphylococcal pathogens
in surface waters. J Clin Microbiol 2008; 46: 38&8-

Katayama Y, Ito T, Hiramatsu K. A new class of genelement, staphylococcal
casette chromosommeG encodes methicillin resistance Btaphylococcus aureus
Antimicrob Agents Chemother 2000; 44: 1549-55.

Katayama Y, Ito T, Hiramatsu K. Genetic organizatiof the chromosome region
surroundingme@ in clinical staphylococcal strains: role of 4%l-mediated mecl
deletion in expression of resistance nmre@-carrying, low-level methicillin-resistant
Staphylococcus haemolyticusntimicrob Agents Chemother 2001; 45: 1955-63.

Kearns AM, Seiders PR, Wheeler J, Freeman R, Stewhr Rapid detection of
methicillin-resistant staphylococci by multiplex RCJ Hosp Infect 1999; 43: 33-7.

Kim BH, Gadd GM. Bacterial Physiology and Metabwlis3rd ed, Cambridge, United
Kingdom: Cambridge University Press; 2011.

Kinoshita M, Kobayashi N, Nagashima S, Ishino MoKaizawa S, Mise K et al.
Diversity of staphylocoagulase and identificatidmovel variants of staphylocoagulase
gene inStaphylococcus aureuslicrobiol Immunol 2008; 52: 334-48.

Kirby WMM. Extraction of highly potent penicillinniactivator from penicillin resistant
staphylococci. Science 1944; 99: 452-3.

Knobloch JK, Bartscht K, Sabottke A, Rohde H, Fe¢utetH, Mack D. Biofilm
formation byStaphylococcus epidermidieepends on functional RsbU, an activator of
the sigB operon: differential activation mechanisms dueetbanol and salt stress. J
Bacteriol 2001; 183: 2624-33.

Knobloch JK, Horstkotte MA, Rohde H, Kaulfers PMatk D. Alcoholic ingredients
in skin disinfectants increase biofilm expressidn Siaphylococcus epidermidig
Antimicrob Chemother 2002; 49: 683-7.

Kockro RA, Hampl JA, Jansen B, Peters G, Scheilhdsiacomelli R et al. Use of
scanning electron microscopy to investigate theplpytactic efficacy of rifampin-
impregnated CSF shunt catheters. J Med Microbi6D2@9: 441-50.

Kohnen W, Schaper J, Klein O, Tieke B, Jansen Bsillsone ventricular catheter
coated with a combination of rifampin and trimethopfor the prevention of catheter-
related infections. Zentralbl Bakteriol 1998; 2847-56.

Kollef MH. New antimicrobial agents for methicilliresistantStaphylococcus aureus
Crit Care Resusc 2009; 11(4): 282-6.

Kondo Y, Ito T, Ma XX, Watanabe S, Kreiswirth BN,ti&hne J, Hiramatsu K.
Combination multiplex PCRs for staphylococcal c#ssehromosome mec type

150



assignment: rapid identification system foeg ccr and major differences in junkyard
regions. Antimicrob Agents Chemother 2007; 51: 7@4-

Koneman EW, Winn W Jr, Allen S, Janda W, ProcofsEhreckenberger P, Woods G.
Gram - positive cocci. Deo . Staphylococci andarel Gram - positive cocci. U:
Koneman's Color atlas and textbook of diagnostomrabiology. 6th ed, Philadelphia,
New York: Lippincot; 2006. 623-71.

Kong KF, Vuong C, Otto M. Staphylococcus quorumssen in biofilm formation and
infection. Int J Med Microbiol 2006; 296: 133-9.

Konig B, Prevost G, Piemont Y, Konig W. Effects &taphylococcus aureus
leukocidins on inflammatory mediator release froomlan granulocytes. J Infect Dis
1995; 171: 607-13.

Kontogiorgis C, Mantzanidou M, Hadjipavlou-Litina. @halcones and their potential
role in inflammation. Mini Rev Med Chem, 2008; 8]12224-42.

Koreen L, Ramaswamy SV, Graviss EA, Naidich S, MusBJ, Kreiswirth BN.spa
typing method for discriminating amorgtaphylococcus aureusolates: implications
for use of a single marker to detect genetic miarad macrovariation. J Clin Microbiol
2004; 42: 792-9.

Koszczol C, Bernardo K, Kronke M, Krut O. Subinhdsy quinupristin/dalfopristin
attenuates virulence &taphylococcus aureud Antimicrob Chemother 2006; 58: 564-
74.

Kreiswirth B, Kornblum J, Arbeit RD, Eisner W, Masl JN, McGeer A et al. Evidence
for a clonal origin of methicillin resistance Btaphylococcus aureu$cience 1993;
259: 227-30.

Kromann H, Larsen M, Boesen T, Schgnning K, NielS&n Synthesis of prenylated
benzaldehydes and their use in the synthesis dbgunes of licochalcone A. Eur J Med
Chem 2004; 39: 993-1000.

Krut O, Sommer H, Kronke M. Antibiotic-induced pmstence of cytotoxic
Staphylococcus aureurs non-phagocytic cells. J Antimicrob Chemothe02053: 167-
73.

Kullik 1, Giachino P. The alternative sigma factsigmaB inStaphylococcus aureus
regulation of the sigB operon in response to gropttase and heat shock. Arch
Microbiol 1997; 167: 151-9.

Kuroda H, Kuroda M, Cui L, Hiramatsu K. Subinhibigcconcentrations of beta-lactam
induce haemolytic activity iStaphylococcus auretisrough the SaeRS two-component
system. FEMS Microbiol Lett 2007; 268: 98-105.

Kuroda M, Ohta T, Uchiyama I, Baba H, Yuzawa |, ldgashi L et al. Whole genome
sequencing of methicillin-resistaBtaphylococcus aureuksancet 2001; 357: 1225-40.

151



Kusuda M, Inada K, Ogawa TO, Yoshida T, Shiota 8jchiya T et al. Polyphenolic
constituent structures @anthoxylum piperitunfruit and the antibacterial effects of its
polymeric procyanidin on methicillin-resistanGtaphylococcus aureus Biosci
Biotechnol Biochem 2006; 70: 1423-31.

Kuusela P, Hilden P, Savolainen K, Vuento M, Lygiiken O, Vuopio-Varkila J. Rapid
detection of methicillin-resistarBtaphylococcus aureusrains not identified by slide
agglutination tests. J Clin Microbiol 1994; 32: 143.

Kuwahara-Arai K, Kondo K, Hori S, Tateda-Suzuki Hiramatsu K. Suppression of
methicillin resistance in amecAcontaining premethicillin-resistan$taphylococcus
aureusis caused by theneckmediated repression of PBP2’' production. Antimicro
Agents Chemother 1996; 40: 2680-5.

Landini P, Antoniani D, Burgess JG, Nijland R. Makar mechanisms of compounds
affecting bacterial biofilm formation and dispersAbpl Microbiol Biotechnol 2010;
86: 813-23.

Lasa |, Penades JR. Bap: a family of surface prstigivolved in biofilm formation. Res
Microbiol 2006; 157: 99-107.

Lauderdale KJ, Boles BR, Cheung AL, Horswill ARtdrconnections between Sigma
B, agr, and proteolytic activity inStaphylococcus aureusiofilm maturation. Infect
Immun 2009; 77: 1623-35.

Lechner D, Gibbons S, Bucar F. Plant phenolic caimps as ethidium bromide efflux
inhibitors inMycobacterium smegmatid Antimicrob Chemother 2008; 62: 345-8.

Leclercq R, Courvalin P. Bacterial resistance tocmolde, lincosamide, and
streptogramin antibiotics by target modificatiomtinicrob Agents Chemother 1991;
35(7): 1267-72.

Leclercq R. Mechanisms of resistance to macrolates lincosamides: nature of the
resistance elements and their clinical implicatid®isn Infect Dis 2002; 34: 482-92.

Lee G-S, Kim E-S, Cho S-l, Kim J-H, Choi G, Ju Ye$% al. Antibacterial and
synergistic activity of prenylated chalcone isatatérom the roots ofSophora
flavescensJ Korean Soc Appl Biol Chem 2010; 53(3): 290-96.

Lee J-H, Kim Y-G, Kim C-J, Lee J-C, Cho MH, Leelddole-3-acetaldehyde from
Rhodococcus s@BFI 332 inhibitsEscherichia coliO157:H7 biofilm formationAppl
Microbiol Biotechnol 2012; DOI: 10.1007/s00253-03281-y

Lee SM, Ender M, Adhikari R, Smith JM, Berger-Ba&hiCook GM. Fitness cost of
staphylococcal cassette chromosamexin methicillin-resistanStaphylococcus aureus
by way of continuous culture. Antimicrob Agents Giather 2007; 51: 1497-9.

152



Leid JG, Costerton JW, Shirtliff ME, Gilmore MS, @aibert M. Immunology of
Staphylococcal biofilm infections in the eye: newols to study biofilm
endophthalmitis. DNA Cell Biol 2002; 21: 405-13.

Levine DP, Fromm BS, Reddy BR. Slow response ta@earycin or vancomycin plus
rifampin in methicillin-resistanStaphylococcus aurewsndocarditis. Ann Intern Med
1991; 115: 674-80.

Lew DP, Waldvogel FA. Osteomyelitis. Lancet 20084 3369-79.

Lewis JS, Jorgensen JH. Inducible clindamycin tasie in staphylococci: should
clinicians and microbiologists be concerned? Giiiedt Dis 2005; 40: 280-5.

Lewis K. Persister cells and the riddle of biofiguarvival. Biochemistry (Mosc) 2005;
70: 267-74.

Lewis K. Persister cells. Annu Rev Microbiol 2083 357-72.

Li BH, Zhang R, Du YT, Sun YH, Tian WX. Inactivatianechanism of thp-ketoacyl-
[acyl carrier protein] reductase of bacterial typefatty acid synthase by
epigallocatechin gallate. Biochem Cell Biol 2008; 855-62.

Li M, Cha DJ, Lai Y, Villaruz AE, Sturdevant DE, ©0tM. The antimicrobial peptide-
sensing systerapsof Staphylococcus aureusiol Microbiol 2007; 66: 1136-47.

Ligozzi M, Bernini C, Bonora MG, De Fatima M, Zaii J, Fontana R. Evaluation of
the VITEK 2 system for identification and antimibral susceptibility testing of
medically relevant Gram-positive cocci. J Clin Mibiol 2002; 40: 1681-6.

Lim Y, Jana M, Luong TT, Lee CY. Control of glucesend NaCl-induced biofilm
formation byrbf in Staphylococcus aureud Bacteriol 2004; 186: 722-9.

Lina G, Piemont Y, Godail-Gamot F, Bes M, Peter MGauduchon V et al.
Involvement of Panton-Valentine leukocidin-produgistaphylococcus aureus
primary skin infections and pneumonia. Clin InfBe$ 1999; 29: 1128-32.

Lindsay JA, Ruzin A, Ross HF, Kurepina N, Novick.RPe gene for toxic shock toxin
is carried by a family of mobile pathogenicity istls in Staphylococcus aureusol
Microbiol 1998; 29: 527-43.

Liu MH, Otsuka N, Noyori K, Shiota S, Ogawa W, KdeoT et al. Synergistic effect of
kaempferol glycosides purified froniaurus nobilis and fluoroquinolones on
methicillin-resistanStaphylococcus aureuBiol Pharm Bull 2009; 32: 489-92.

Lowy FD. Staphylococcus aureusfections. N Engl J Med 1998; 339: 520-32.

Ludwig W. Schleifer KH. Whitman WB. Revised road pni@ the phylumFirmicutes

U: Vos PD, Garrity G, Jones D, Krieg NR, Ludwig \WRainey FA, Schleifer KH,
Whitman WB, (urednici). Bergey's Manual of Systeim&acteriology. 2 Ed. Vol. 3.
Springer; New York: 2009.

153



Mack D, Fischer W, Krokotsch A, Leopold K, Hartmam) Egge H et al. The
intercellular adhesion involved in biofilm accumiida of Staphylococcus epidermidis
is a linear beta-1,6-linked glucosaminoglycan: fieation and structural analysis. J
Bacteriol 1996; 178: 175-83.

Mahady GB. Medicinal plants for the prevention darehtment of bacterial infections.
Curr Pharm Des 2005; 11: 2405-27.

Maltezou HC,Giamarellou H. Community-acquired methin-resistantStaphylococcus
aureusinfections. Int J Antimicrob Agents 2006; 27: 88-9

Manago K, Nishi J, Wakimoto N, Miyanohara H, SaugmatJ, Tokuda K et al. Biofilm
formation by and accessory gene regulator typing methicillin-resistant
Staphylococcus aureustrains recovered from patients with nosocomiakdtibns.
Infect Control Hosp Epidemiol 2006; 27: 188-90.

Mann EE, Rice KC, Boles BR, Endres JL, Ranjit Da@tiramohan L et al. Modulation
of eDNA release and degradation affeBtsphylococcus aureusiofilm maturation.
PLoS ONE 2009; 4: 5822; PMID:19513119; DOI:10.1§tirhal.pone.0005822

Manner S, Skogman M, Goeres D, Vuorela P, Fallafer&ystematic exploration of
natural and synthetic flavonoids for the inhibitiohStaphylococcus aureusofilms.
Int J Mol Sci 2013; 14: 19434-51.

Mariana NS, Salman SA, Neela V, Zamberi S. Evatuatf modified Congo red agar
for detection of biofilm produced by clinical istds of methicillin-resistance
Staphylococcus aureuéfr J Microbiol Res 2009; 3(6): 330-8.

Marrack P, Kappler J. The staphylococcal enteroxand their relatives. Science
1990; 248: 705-11.

Mason WJ, Blevins JS, Beenken K, Wibowo N, OjhaSieltzer MS. Multiplex PCR
protocol for the diagnosis of staphylococcal ini@et J Clin Microbiol 2001;39:3332-8.

Matsumura M, Karakura T, Imanaka T, Aiba S. Enzymand nucleotide sequence
studies of a kanamycin inactivating enzyme encdaeé plasmid from thermophilic
bacilli in comparison with that encoded by plasmpidB110. J Bacteriol 1984; 160:
413-20.

Melles DC, van Leeuwen WB, Boelens HA, Peeters\d&tpbrugh HA, van Belkum A.
Panton-Valentine leukocidin genes Staphylococcus aureugmerg Infect Dis 2006;
12:1174-5.

Menestrina G. lonic channels formed 8yaphylococcus aurewspha-toxin: voltage-
dependent inhibition by divalent and trivalent cati. J Membr Biol 1986; 90: 177-90.

Menzies BE, Kernodle DS. Site-directed mutagenedighe alpha-toxin gene of
Staphylococcus aureusole of histidines in toxin activityn vitro and in a murine
model. Infect Immun 1994; 62: 1843-7.

154



Menzies RE. Comparison of coagulase, deoxyribomiseleDNase), and heat-stable
nuclease tests for identification 8taphylococcus aureus Clin Pathol 1977; 30(7):
606-8.

Merino N, Toledo-Arana A, Vergara-lrigaray M, Vallk Solano C, Calvo E et al.
Protein A-mediated multicellular behavior $taphylococcus aureud Bacteriol 2009;
191: 832-43.

Minuth JN, Holmes TM, Musher DM. Activity of tetrgcline, doxycycline, and
minocycline against methicillin-susceptible and sistant staphylococci. Antimicrob
Agents Chemother 1974; 6: 411-4.

Miragaia M, Couto |, de Lancastre H. Genetic diitgreamong methicillin-resistant
Staphylococcus epidermidisIRSE). Microb Drug Resist 2005; 11: 83-93.

Moise-Broder PA, Sakoulas G, Eliopoulos GM, Schgnitd, Forrest A, Moellering Jr
RC. Accessory gene regulator group 1l polymorphism methicillin-resistant
Staphylococcus aureus predictive of failure of vancomycin therapy.rCinfect Dis
2004; 38: 1700-5.

Mojzis J, Varinska L, Mojzisova G, Kostova |, Misay L. Antiangiogenic effects of
flavonoids and chalcones. Pharmacol Res, 2008) 52%2-65.

Mongkolrattanothai K, Boyle S, Murphy TV, Daum RiSovel nonme®-containing
staphylococcal cassette composite island contaigpbhpg4 and tagF genes in a
commensal staphylococcal species: a possible @séov antibiotic ressistance islands
in Staphylococcus aureuéntimicrob Agents Chemother 2004; 48: 1823-36.

Montgomery CP, Boyle-Vavra S, Adem PV, Lee JC, HusaN, Clasen J et al.
Comparison of virulence in community-associatedhieélin-resistantStaphylococcus
aureuspulsotypes USA300 and USA400 in a rat model of pmzuia. J Infect Dis
2008; 198: 561-70.

Moreira Osorio T, Monache FD, Chiaradia LD, Mastard, Stumpf TR, Zanetti CR
et al. Antibacterial activity of chalcones, hydraee and oxadiazoles against
methicillin-resistanStaphylococcus aureuBioorg Med Chem Lett 2012; 22: 225-30.

Morfeldt E, Taylor D, von Gabain A, Arvidson S. Action of alpha-toxin translation
in Staphylococcus aureusy the trans-encoded antisense RNA, RNAIIl. EMBIRI5;
14: 4569-77.

Mori A, Nishino C, Enoki N, Tawata S. Antibacteriattivity and mode of action of
plant flavonoids againd®roteus vulgarisand Staphylococcus aureu®hytochemistry
1987; 26: 2231-4.

Morinaga N, Kaihou Y, Noda M. Purification, cloniraqnd characterization of variant
LukE-LukD with strong leukocidal activity of staplegoccal bi-component leukotoxin
family. Microbiol Immunol 2003; 47: 81-90.

155



Morse ML, Hill KL, Egan JB, Hengstenberg W. Metaboi of lactose by
Staphylococcus aurewnd its genetic basis. J Bacteriol 1968; 95(67.022.

Mougeot C, Guillaumat-Talilliet J, Libert JINbtaphylococcus aureusew detection of
intrinsic resistance using the diffusion methodhBeBiol (Paris) 2001; 49: 199-204.

Mulazimoglu L, Drenning SD, Muder RR. Vancomycinatgmicin synergism
revisited: effect of gentamicin susceptibility ofethicillin-resistantStaphylococcus
aureus Antimicrob Agents Chemother 1996; 40: 1534-5.

Murray PR, Baron EJ, Jorgensen HJ, Pfaller MA, ¥alkRH. Manual of clinical
microbiology. 8th ed. Washington DC, USA: ASM Pre&303.

Murugan K, Usha M, Malathi P, Al-Sohaibani AS, CHeasekaran M. Biofilm forming
multi drug resistantStaphylococcus sppmong patients with conjunctivitis. Pol J
Microbiol 2010; 59: 233-9.

Naimi TS, LeDell KH, Como-Sabetti K, Borchardt S®Moxrud DJ, Etienne J et al.
Comparison of community- and health care associatedthicillin-resistant
Staphylococcus aureusfection. JAMA 2003; 290: 2976-84.

Nair SP, Bischoff M, Senn MM, Berger-Bachi B. ThiggnsaB regulon influences
internalization ofStaphylococcus aureulsy osteoblasts. Infect Immun 2003; 71: 4167-
70.

Nakatomi Y, Sugiyama J. A rapid latex agglutinatiagsay for the detection of
penicillin-binding protein 2'. Microbiol Immunol 8B; 42: 739-43.

Neyfakh AA, Borsch CM, Kaatz GW. Fluoroquinolonesigtance protein NorA of
Staphylococcus aureus a multidrug efflux transporter. Antimicrob AgerChemother
1993; 37(1): 128-9.

Nicholas RO, Li T, McDevitt D, Marra A, Sucoloskj Bemarsh PL et al. Isolation and
characterization of a sigB deletion mutant Sthphylococcus aureusgnfect Immun
1999; 67: 3667-9.

Nielsen SF, Larsen M, Boesen T, Schgnning K, Kram&h Cationic chalcone
antibiotics. Design, synthesis, and mechanism tbmacJ Med Chem; 2005; 48: 2667-
7.

Noto MJ, Kreiswirth BN, Monk AB, Archer GL. Gene @dgsition at the insertion site
for SCOmeg the genomic island conferring methicillin resigta in Staphylococcus
aureus J Bacteriol 2008; 190: 1276-83.

Novick RP, Projan SJ, Kornblum J, Ross HF, Ji GeisWirth B et al. Theagr P2
operon: an autocatalytic sensory transduction Byste Staphylococcus aureusfol
Gen Genet 1995; 248: 446-58.

Novick RP. Autoinduction and signal transductionttve regulation of staphylococcal
virulence. Mol Microbiol 2003; 48: 1429-49.

156



Nowakowska Z. A review of anti-infective and amtftfammatory chalcones. Eur J Med
Chem, 2007; 42: 125-37.

O’Gara JP.ica and beyond: biofilm mechanisms and regulationStaphylococcus
epidermidisand Staphylococcus aureuSEMS Microbiol Lett 2007; 270: 179-88.

O'Neill E, Pozzi C, Houston P, Smyth D, Humphreys Robinson DA et al.
Association between methicillin susceptibility dmdfilm regulation inStaphylococcus
aureusisolates from device-related infections. J ClircMbiol 2007; 45: 1379-88.

Ohemeng KA, Schwender CF, Fu KP, Barrett JF. DNAagg inhibitory and
antibacterial activity of some flavones (1). Biodigd Chem Lett 1993; 3: 225-30.

Okubo T, Yabe S, Otsuka T, Takizawa Y, Takano Thidae S et al. Multifocal pelvic
abscesses and osteomyelitis from community-acquiretethicillin-resistant
Staphylococcus aureus a 17-year-old basketball player. Diagn Microbiofect Dis
2008; 60: 313-8.

Oliveira DC, de Lencastre H. Multiplex PCR stratefyy rapid identification of
structural types and variants of tecelement in methicillin-resistar@taphylococcus
aureus Antimicrob Agents Chemother 2002; 46: 2155-61.

Orhan G, Bayram A, Zer Y, Balci I. Synergy testsbbyest and checkerboard methods
of antimicrobial combinations againBtucella melitensisJ Clin Microbiol 2005; 43:
140-3.

Otto M, Sussmuth R, Jung G, Gotz F. Structure ef plheromone peptide of the
Staphylococcus epidermicagr system. FEBS Lett 1998; 424: 89-94.

Otto M. Staphylococcal biofilms. Curr Top Microbimhmunol 2008; 322: 207-28.

Pamp SJ, Frees D, Engelmann S, Hecker M, IngmeBpk is a global effector
impacting stress tolerance and biofilm formatiorStaphylococcus aureud Bacteriol
2006; 188: 4861-70.

Pan XS, Fisher LM. Targeting of DNA gyrase 8treptococcus pneumonidey
sparfloxacin: selective targeting of gyrase or tspmerase IV by quinolones.
Antimicrob Agents Chemother 1997; 41: 471-4.

Pankey GA. Tigecyclinel Antimicrob Chemother 2005; 56(3): 470-80.
Panton PN, Valentine FCO. Staphylococcal toxin.detari932;1: 506-8.

Patel JB, Jevitt LA, Hageman J, McDonald LC, Temdv€. An association between
reduced susceptibility to daptomycin and reducesceptibility to vancomycin in
Staphylococcus aureu€lin Infect Dis 2006; 42: 1652-3.

Paulsen IT, Firth N, Skurray RA. Resistance to raittiobial agents other thaj-
lactams, p. 175-212. K. B. Crossley G. L. Archer (urednici), The stajgtpcci in
human disease. London, United Kingdom: Churchiingstone, Inc.; 1997.

157



Peacock SJ, Day NPJ, Thomas MG, Berendt AR, FoBlerClinical isolates of
Staphylococcus aureusibit diversity infnb genes and adhesion to human fibronectin.
J Infect, 2000; 41: 23-31.

Periasamy S, Joo HSJ, Duong AC, Bach THL, Tan V¥at@&rjee SS et al. How
Staphylococcus aureubiofilm develop their characteristic structure. &N 2011;
doi:10.1073/pnas.1115006109

Peschel A, Jack RW, Otto M, Collins LV, Staubita\N#cholson G et alStaphylococcus
aureusresistance to human defensins and evasion of rphikrkilling via the novel
virulence factor MprF is based on modification cémbrane lipids with I-lysine. J Exp
Med 2001; 193: 1067-76.

Peschel A, Otto M, Jack RW, Kalbacher H, Jung Gt{zG& Inactivation of thellt
operon inStaphylococcus aurewdnfers sensitivity to defensins, protegrins, atiteo
antimicrobial peptides. J Biol Chem 1999; 274. 8405

Peters BM, Jabra-Rizk MA, Scheper MA, Leid JG, @dsnh JW, Shirtliff ME.

Microbial interactions and differential protein egpsion inStaphylococcus aureus-
Candida albicanglual-species biofilms. FEMS Immunol Med Microb&8l10; 59: 493-

503.

Pinchuk 1V, Beswick EJ, Reyes VE. Staphylococcalemtoxins. Toxins 2010; 2:
2177-97.

Plaper A, Golob M, Hafner I, Oblak M, Solmajer Terdla R. Characterization of
quercetin binding site on DNA gyrase. Biochem BiggpRes Commun 2003; 306: 530-
6.

Ploy MC, Grelaud C, Martin C, de LumleyL, Denis First clinical isolate of
vancomycin-intermediat&taphylococcus aureus a French hospital. Lancet 1998;
340: 493-501.

Pogliano J, Pogliano N, Silverman JA. Daptomycirdiaged reorganization of
membrane architecture causes mislocalization oéngiss cell division proteins. J
Bacteriol 2012; 194(17): 4494-504.

Prasad GS, Earhart CA, Murray DL, Novick RP, Satli¢ PM, Ohlendorf DH.
Structure of toxic shock syndrome toxin-1. Biochsinyi 1993; 32: 13761-6.

Prevost G, Cribier B, Couppie P, Petiau P, SupefBad-inck-Barbancon V et al.
Panton-Valentine leucocidin and gamma-hemolysimf8iaphylococcus auredsICC
49775 are encoded by distinct genetic loci and li#féerent biological activities. Infect
Immun 1995; 63: 4121-9.

Qiu J, Feng H, Lu J, Xiang H, Wang D, Dong J etalgenol reduces the expression of
virulence-related exoproteins 8taphylococcus aureu8ppl Environ Microbiol 2010a;
p.5846-51.

158



Qiu J, Jiang Y, Xia L, Xiang H, Feng H, Pu S et @libinhibitory concentrations of
licochalcone A decrease alpha-toxin production mthbmethicillin-sensitive and
methicillin-resistantStaphylococcus aureusolates. Lett Appl MicrobioR010b; 50:

223-9.

Qiu J, Wang D, Xiang H, Feng H, Jiang Y, Xia L et@ubinhibitory concentrations of
thymol reduce enterotoxins A and B and alpha-hesiolgroduction irStaphylococcus
aureusisolates. PLoS One 2010c; 5(3):e 9736. doi: 1AL48udrnal.pone.0009736

Qiu J, Zhang X, Luo M, Li H, Dong J, Wang J et @ubinhibitory concentrations of
perilla oil affect the expression of secreted \ende factor genes iStaphylococcus
aureus PLoS One 2011; 6(1):e16160. doi: 10.1371/joupasle.0016160

Quadril SMH, Ueno Y, Imambaccus H, Almodovar E. Ragetection of methicillin-
resistantS. aureusdy Crystal MRSA ID system. J Clin Microbiol 1998R(7): 1830-2.

Queck SY, Jameson-Lee M, Villaruz AE, Bach TH, KHaA, Sturdevant DE et al.
RNAIlI-independent target gene control by #gr quorum sensing system: Insight into
the evolution of virulence regulation 8taphylococcus aureusiol Cell 2008; 32: 150-
8.

Queck SY, Khan BA, Wang R, Bach TH, Kretschmer Def L et al. Mobile genetic
element-encoded cytolysin connects virulence tchiadtn resistance in MRSA. PLoS
Pathog 2009; 5(7): €1000533. doi: 10.1371/ jounmadt. 1000533

Quintiliani R, Courvalin P. Mechanisms of resistario antimicrobial agents, WP. R.
Murray, E. J. Baron, M. A. Pfaller, F. R. TenovBr, H. Yolken (urednici), Manual of
clinical microbiology. 6th ed. Washington, D.C.: MSress, 1995. p. 1308-26.

Rachid S, Ohlsen K, Witte W, Hacker J, Ziebuhr Vife& of subinhibitory antibiotic
concentrations on polysaccharide intercellular asthexpression in biofilm-forming
Staphylococcus epidermidi&ntimicrob Agents Chemother 2000; 44: 3357-63.

Rani SA, Pitts B, Beyenal H, Veluchamy RA, LewandkiwZ, Davison WM et al.
Spatial patterns of DNA replication, protein syrsiseand oxygen concentration within
bacterial biofilms reveal diverse physiologicalteta J Bacteriol 2007; 189: 4223-33.

Redziniak DE, Diduch DR, Turman K, Hart J, GrindisfBL, MacKnight JM et al.
Methicillin-resistantStaphylococcus aureU$1RSA) in the Athlete. Int J Sports Med
2009; 30: 557-62.

Resch A, Leicht S, Saric M, Pasztor L, Jakob A,zZGetet al. Comparative proteome
analysis ofStaphylococcus aureusiofilm and planktonic cells and correlation with
transcriptome profiling. Proteomics 2006; 6: 1867-7

Reynolds PE, Fuller C. Methicillin-resistant stiaiof Staphylococcus aureupresence
of identical additional penicillin-binding protein all strains examined. FEMS
Microbiol Lett 1986; 33: 251-4.

159



Rice KC, Mann EE, Endres JL, Weiss EC, Cassat dfgltder MS et al. TheidA
murein hydrolase regulator contributes to DNA rete@and biofilm development in
Staphylococcus aureuBroc Natl Acad Sci USA 2007; 104: 8113-8.

Robert J, Etienne J, Bertrand X. Methicillin-reargtStaphylococcus aureysoducing
Panton-Valentine leukocidin in a retrospective casdes from 12 French hospital
laboratories, 2000-2003. Clin Microbiol Infect 2004.: 585-7.

Roberts M C, Sutcliffe J, Courvalin P, Jensen LBp& J, Seppala H. Nomenclature for
macrolide and macrolide-lincosamide streptogramin r&sistance determinants.
Antimicrob Agents Chemother 1999; 43: 2823-30.

Robinson DA, Enright MC. Evolutionary models of tleenergence of methicillin-
resistantStaphylococcus aureudntimicrob Agents Chemother 2003; 47: 3926-34.

Roche FM, Meehan M, Foster TJ. TB@phylococcus aurewsirface protein SasG and
its homologues promote bacterial adherence to hudemguamated nasal epithelial
cells. Microbiology 2003; 149: 2759-67.

Rooijakkers SH, Van Strijp JA. Bacterial complemewasion. Mol Immunol 2007; 44:
23-32.

Rowe GE, Welch RA. Assays of hemolytic toxins. Meth Enzymol 1994; 235: 657-
67.

Ryffel C, Kayser FH, Berger-Bachi B. Correlationtween regulation ofmecA
transcription and expression of methicillin resms® in staphylococci. Antimicrob
Agents Chemother 1992; 36: 25-31.

Saenz HL, Augsburger V, Vuong C, Jack RW, Gotz &p ™. Inducible expression
and cellular location of AgrB, a protein involvadthe maturation of the staphylococcal
quorum-sensing pheromone. Arch Microbiol 2000; 145R-5.

Safdar N, Bradley EA. The risk of infection afterasal colonization with
Staphylococcuaureus Am J Med 2008; 121: 310-5.

Sakai F, Takemoto A, Watanabe S, Aoyama K, Ohkub¥ahahira S et al. Multiplex
PCRs for assignment of Staphylocoagulase types sambtypes of type VI
Staphylocoagulase. J Microbiol Methods 2008; 72-31

Sakoulas G, Eliopoulos GM, Moellering Jr RC, Wemstem C, Venkataraman L,
Novick RP et al. Accessory gene regulatagrf locus in geographically diverse
Staphylococcus aureusolates with reduced susceptibility to vancomya@ntimicrob
Agents Chemother 2002; 46: 1492-502.

Sato M, Tsuchiya H, Miyazaki T, Fujiwara S, YamaguR, Kureshiro H, linuma M.
Antibacterial activity of hydroxychalcone againsethmicillin-resistantStaphylococcus
aureus Int J Antimicrob Agents, 1996; 6: 227-31.

160



Scheuber PH, Golecki JR, Kickhofen B, Scheel D,kB& Hammer DK. Cysteinyl
leukotrienes as mediators of staphylococcal erdgnotB in the monkey. Eur J Clin
Investig 1987; 17: 455-9.

Schierle CF, De la Garza M, Mustoe TA, Galiano Faphylococcal biofilms impair
wound healing by delaying reepithelialization inmaurine cutaneous wound model.
Wound Repair Regen 2009; 17: 354-9.

Schmitz F-J, Fluit AC. Mechanisms of resistanceDlWArmstrong, S. Cohen (urednici),
Infectious diseases. London, United Kingdom: CMésby, Ltd.; 1999. 7.2.1-7.2.14.

Schmitz F-J, Jones ME, Hofmann B, Hansen B, Schgu8, Luckefahr M et al.
Characterization ofrlA, griB, gyrAand gyrB mutations in 116 unrelated isolates of
Staphylococcus auretus relation to minimal inhibitory concentrations @profloxacin.
Antimicrob Agents Chemother 1998; 42: 1249-52.

Shah S, Stapleton PD, Taylor PW. The polyphenckf#¢atechin gallate disrupts the
secretion of virulence-related proteins Btaphylococcus aureutett Appl Microbiol
2008; 46: 181-5.

Shallcross LJ, Fragaszy E, Johnson AM, Hayward AGe role of the Panton-
Valentine leucocidin toxin in staphylococcal dismaa systematic review and meta-
analysis. Lancet Infect Dis 2013; 13(1): 43-54.

Shaw K J, Rather PN, Hare RS, Miller GH. Molecuigmetics of aminoglycoside
resistance genes and familial relationships ofaimenoglycoside-modifying enzymes.
Microbiol Rev 1993; 57: 138-63.

Shopsin B, Gomez M, Montgomery SO, Smith DH, Wadthn M, Dodge DE et al.
Evaluation of protein A gene polymorphic region DNs&quencing for typing of
Staphylococcus aurewsrains. J Clin Microbiol 1999; 37: 3556-63.

Shore A, Roossney AS, Keane Ct, Enright MC, Colemén Seven novel variants of
the staphylococcal chromosomal cassettc in methicillin-resistantStaphylococcus
aureusisolates from Ireland. Antimicrob Agents ChemotBe05; 49: 2070-83.

Sieradzki K, Roberts RB, Haber SW, Tomasz A. Theeltgmment of vancomycin
resistance in a patient with methicillin-resist&tphylococcus aureusfection N Engl
J Med 1999; 340: 517-23.

Skinner S, Inglis B, Matthews PR, Stewart PR. Mgycand tetracycline resistance
genes and flanking repeats associated with mdthiodsistance on the chromosome of
Staphylococcus aureultiol Microbiol 1988; 2: 289-97.

Smith TL, Pearson ML, Wilcox KR, Cruz C, Lancask4¥, Robinson-Dunn B et al.
Emergence of vancomycin resistanceSiaphylococcus aureudl Engl J Med 1999;
340: 493-501.

161



Smith-Palmer A, Stewart J, Fyfe L. Influence of istitbitory concentrations of plant
essential oils on the production of enterotoxins aAd B and alpha-toxin by
Staphylococcus aureud Med Microbiol 2004; 53: 1023-7.

Smyth RW, Kahlmeter G, Olsson Liljequist B, Hoffm& Methods for identifying
methicillin resistance istaphylococcus aureud Hosp Infect 2001; 48: 103-7.

Spanu T, Sanguinetti M, D’Inzeo A, Ciccaglione DorRano L, Leone F et al.
Identification of methicillin-resistant isolates Staphylococcus aurewmd coagulase-
negative staphylococci responsible for bloodstr@sfections with the Phoenix system.
Diagn Microbiol Infect Dis 2004; 48: 221-7.

Stepanovd S, Vukovi D, Hola V, Di Bonaventura G, DjukiS, Cirkovi¢ |, Ruzicka F.
Quantification of biofilm microtiter plates: oveew of testing conditions and practical
recommendations for assessment of biofilm prodadiip staphylococci. APMIS, 2007;
115: 891-9.

Stepanou S, Vukovi D, Daki |, Savt B, Svabé-Vlahovi¢ M. A modified microtiter-
plate test for quantification of staphylococcalfiio formation. J Microbiol Methods,
2000; 40: 175-9.

Stephenson MF, Mfuna |, Dowd SE, Wolcott RD, BatbeB Poisson M et al.
Molecular characterisation of polymicrobial floran ichronic rhinosinusitis. J
Otolaryngol Head Neck Surg 2010; 39: 182-7.

Stevens DL, Ma Y, Salmi DB, McIndoo E, Wallace RJk Impact of antibiotics on
expression of virulence-associated exotoxin genes miethicillin-sensitive and
methicillin-resistanStaphylococcus aureud Infect Dis 2007; 195: 202-11.

Stewart PR, Dubin DT, Chikramane SG, Inglis B, Matts PR, Poston SM. IS257 and
small plasmid insertions in thmec region of the chromosome @taphylococcus
aureus Plasmid 1994, 31: 12-20.

Strasters KC, Winkler KC. Carbohydrate metabolignStaphylococcus aureud Gen
Microbiol 1963; 33: 213-29.

Strommenger B, Cuny C, Werner G, Witte W. Obvioaekl of association between
dynamics of epidemic methicillin-resista®taphylococcus auretis central Europe and
agr specificity groups. Eur J Clin Microbiol Infect §2004; 23: 15-9.

Sufian AS, Ramasamy K, Ahmat N, Zakaria ZA, Yusdf Molation and identification
of antibacterial and cytotoxic compounds from thavies ofMuntingia calaburaL. J
Ethnopharmacol 2013; 146: 198-204.

Sun J-L, Zhang S-K, Chen J-Y, Han B-Z. Metaboliofiing of Staphylococcus aureus
cultivated under aerobic and anaerobic conditioith WH NMR-based nontargeted
analysis. Can J Microbiol 2012; 58(6): 709-18.

162



Suzuki E, Kuwahara-Arai K, Richardson JF, Hirama&sistribution ofmecregulator
genes in methicillin-resistant clinical strains.t#mcrob Agents Chemother 1993; 37:
1219-26.

Swaminathan S, Furey W, Pletcher J, Sax M. Crystalcture of staphylococcal
enterotoxin B, a superantigen. Nature (London) 1292: 801-6.

Szumowski JD, Cohen DE, Kanaya F, Mayer KH. Treatmand outcomes of
infections by methicillin-resistanBtaphylococcus aureuat an ambulatory clinic.
Antimicrob Agents Chemother 2007; 51: 423-8.

Tacconelli E, Tumbarello M, Cauda Rtaphylococcus aureusfections. N Engl J Med
1998; 339: 2026-7.

Takahashi J, Komatsuzawa H, Yamada S, Nishida bisthinski H, Fujiwara T et al.
Molecular characterization of aatl null mutant ofStaphylococcus aureuicrobiol
Immunol 2002; 46: 601-12.

Takano T, Higuchi W, Otsuka T, Baranovich T, EnaBy Saito K et al. Novel
characteristics of community-acquired methicillesistant Staphylococcus aureus
strains belonging to multilocus sequence type 59Taiwan. Antimicrob Agents
Chemother 2008; 52: 837-45.

Talia JM, Debattista NB, Pappano NB. New antimicabltombinations: substituted
chalcones-oxacillin against methicillin resistaftaphylococcus aureusBraz J
Microbiol 2011; 42: 470-5.

Tenover F, Gorwitz RJ. The epidemiology $faphylococcusnfections U: Fischetti
VA, Novick RP, Ferreti JJ, Portnoy DA, Rood Jl,€dnici). Gram positive pathogens.
2nd ed. Washington, DC: American Society for Micaobigy; 2006. 526-34.

Tenover FC, Goering RV. Methicillin-resistaBtaphylococcus aurewtrain USA300:
origin and epidemiology. J Antimicrob Chemother 2064: 441-6.

Tenover FC, Jones RN, Swenson JM, Zimmer B, Mc#ltis, Jorgensen JH. Methods
for improved detection of oxacillin resistance inagulase-negative staphylococci:
results of a multicenter study. J Clin MicrobioloP9 37: 4051-8.

Tenover FC, McDougal LK, Goering RV, Killgore G, dpan SJ, Patel JB et al.
Characterization of a strain of community assodatenethicillin-resistant
Staphylococcus aurewgidely disseminated in the United States. J Cliorbbiol 2006;
44: 108-18.

Terakubo S, Takemura H, Yamamoto H, Ikejima H, Ishitha H, Kanemitsu K et al.
Antimicrobial activity of everninomicin against wgical isolates oEnterococcusspp.,
Staphylococcuspp., andStreptococcuspp. tested by Etest. J Infect Chemother 2001,
7(4): 263-6.

163



Throup JP, Zappacosta F, Lunsford RD, Annan RSy SAr Lonsdale JT et al. The
srhSRgene pair fronBtaphylococcus aureugenomic and proteomic approaches to the
identification and characterization of gene funatiBiochemistry 2001; 40: 10392—-401.

Toledo-Arana A, Merino N, Vergara-Irigaray M, Debauille M, Penades JR, Lasa |I.
Staphylococcus aurewgevelops an alternativesa-independent biofilm in the absence
of the arlRS two-component system. J Bacteriol 2085%: 5318-29.

Tomasz A, Drugeon HB, de Lencastre HM, Jabes D, ddgjall L, Bille J. New
mechanism for methicillin resistance 8taphylococcus aureuslinical isolates that
lack the PBP2a gene and contain normal penicilimibg protein with modified
penicillin-binding capacity. Antimicrob Agents Chether 1989; 33: 1869-74.

Tran TD, Nguyen TTN, Do TH, Huynh TNP, Tran CD, Th&M. Synthesis and
antibacterial activity of some heterocyclic chale@nalogues alone and in combination
with antibiotics. Molecules 2012; 17: 6684-96.

Tranter HS, Tassou SC, Nychas GJ. The effect ofdine phenolic compound,
oleuropein, on growth and enterotoxin B productigrStaphylococcus aureus Appl
Bacteriol 1993; 74: 253-9.

Trindade PA, McCulloch JA, Oliveira GA, Mamizuka EMlolecular techniques for
MRSA typing: current issues and perspectives. Bredect Dis2003; 7(1): 32-43.

Tristan A, Ferry T, Durand G, Dauwalder O, Bes Mnd G et al. Virulence
determinants in community and hospital methicitigsistantStaphylococcus aureus
Hosp Infect2007; 65(52): 105-9.

Tsuchiya H, linuma M. Reduction of membrane flyiditby antibacterial
sophoraflavanone G isolated frédophora exiguaPhytomedicine 2000; 7: 161-5.

Ubukata K, Nonoguchi R, Matsuhashi M, Konno M. Eegsion and inducibility in
Staphylococcus aureusf the mecA gene, which encodes a methicillin-resist&t
aureusspecific penicillin-binding protein. J Bacteridd89; 171: 2882-5.

Ubukata K, Nonoguchi R, Song MD, Matsuhashi M, Korivi. Homology ofmecA
gene in methicillin-resistar@taphylococcus haemolyticasd Staphylococcus simulans
to that ofStaphylococcus aureuntimicrob Agents Chemother 1990; 34: 170-2.

Ubukata K, Yamashita N, Gotoh A, Konno M. Purificat and characterization of
aminoglycoside-modifying enzymes fro8taphylococcus aureusnd Staphylococcus
epidermidis Antimicrob Agents Chemother 1984; 25: 754-9.

Utsui Y, Yokota T. Role of an altered penicillinAbding protein in methicillin-resistant
Staphylococcuaureus Antimicrob Agents Chemother 1985; 28: 397-403.

Valeva A, Palmer M, Bhakdi S. Staphylococcal exotoformation of the heptameric
pore is cooperative and proceeds through multiplermediate stages. Biochemistry
1997a; 36: 13298-304.

164



Valeva A, Walev |, Pinkernell M, Walker B, Bayley, Ralmer M et al. Transmembrane
beta-barrel of staphylococcal alpha-toxin formssensitive but not in resistant cells.
Proc Natl Acad Sci USA 1997b; 94: 11607-11.

Valle J, Toledo-Arana A, Berasain C, Ghigo JM, Aema B, Penades JR et ShrA
and not sigmaB is essential for biofilm developmentStaphylococcus aureusiol
Microbiol 2003; 48: 1075-87.

van de Velde H. Etude sur le mecanisme de la vindeluStaphylocoque pyogenkea
Cellule 1894; 10: 401-60.

van Griethuysen A, Bes M, Etienne J, Zbinden R, ykhans J. International
multicenter evaluation of latex agglutination tefds identification ofStaphylococcus
aureus J Clin Microbiol 2001; 39: 86-9.

van Leeuwen W, van Nieuwenhuizen W, Gijzen C, Vieghr H, van Belkum A.
Population studies of methicillin-resistant andenstiveStaphylococcus aureustrains
reveal a lack of variability in thagrD gene, encoding a staphylococcal autoinducer
peptide. J Bacteriol 2000; 182: 5721-9.

Vandana S, Raje M, Krishnasastry MV. The role @& #&mino terminus in the kinetics
and assembly of a hemolysin®faphylococcus aureus Biol Chem 1997; 272: 24858-
63.

Vandenesch F, Lina G, Henry Btaphylococcus aureusemolysins, bi-component
leukocidins, and cytolytic peptides: a redundansenaal of membrane-damaging
virulence factors? Front Cell Infect Microbiol 2Q2Xarticle 12): 1-15.

Vandenesch F, Naimi T, Enright MC, Lina G, Nimmo GReffernan H et al.
Community-acquired methicillin-resistarstaphylococcus aureusarrying Panton-
Valentine leukocidin genes: worldwide emergenceeigninfect Dis 2003; 9: 978-84.

Ventura CL, Malachowa N, Hammer CH, Nardone GA, iRstn MA, Kobayashi SD
et al. Identification of a novebtaphylococcus auredg/o-component leukotoxin using
cell surface proteomics. PLoS ONE 2010; 5(7): e#16d0i:10.1371/ journal.
pone.0011634

Verdon J, Girardin N, Lacombe C, Berjeaud JM, Hedhd. Delta-hemolysin, an
update on a membrane-interacting peptide. Pep2d@3;30: 817-23.

Vuong C, Durr M, Carmody AB, Peschel A, Klebanoff, SOtto M. Regulated
expression of pathogen-associated molecular patteofecules inStaphylococcus
epidermidis Quorum-sensing determines pro-inflammatory capaaid production of
phenol-soluble modulins. Cell Microbiol 2004; 6:37S.

Vuong C, Saenz HL, Gotz F, Otto M. Impact of g quorum-sensing system on
adherence to polystyrene $taphylococcus aureud Infect Dis 2000; 182: 1688-93.

165



Walsh TR, Holmstrom A, Qwarnstrom A, Ho P, Wootttdvh Howe RA et al.
Evaluation of current methods for detection of bidpcocci with reduced susceptibility
to glycopeptides. J Clin Microbiol 2001; 39: 2439-4

Wang Q, Wang H, Xie M. Antibacterial mechanism dafylsean isoflavone on
Staphylococcus aureuérch Microbiol 2010; 192: 893-8.

Wang R, Braughton KR, Kretschmer D, Bach TH, Qus¥k Li M et al. Identification
of novel cytolytic peptides as key virulence det@ants for community-associated
MRSA. Nat Med 2007; 13: 1510-4.

Wang R, Khan BA, Cheung GY, Bach TH, Jameson-Lee Kdng KF et al.
Staphylococcus epidermidisurfactant peptides promote biofilm maturation and
dissemination of biofilm-associated infection inceniJ Clin Invest 2011; 121: 238-48.

Watnick P, Kolter R. Biofilm, city of microbes. JaBteriol 2000; 182: 2675-9.

Weisblum B. Resistance to macrolide-lincosamidepitrgramin antibiotics, p. 682—
698. U:V. A. Fischetti (ed.), Gram-positive pathogens. 498merican Society for
Microbiology, Washington, D.C.

White RL, Burgess DS, Mandru M, Bosso JA. Comparieb three different in vitro
methods of detecting synergy: time-kill, checkerdoand E-test. Antimicrobial Agents
Chemother 1996; 40: 1914-18.

Wichelhaus TA, Kern S, Schafer V, Brade V, Hunf&@. Evaluation of modern
agglutination tests for identification of methigiHsusceptible and methicillin-resistant
Staphylococcus aureugur J Clin Microbiol Infect Dis 1999; 18(10): 746

Wijaya L, Hsu LY, Kurup A. Community-associated metllin-resistant
Staphylococcus aureusverview and local situation. Ann Acad Med Singag2006;
35: 479-86.

Williamson EM. Synergy and other interactions inyggmedicines. Phytomedicine
2001; 8: 401-9.

Wisplinghoff H, Rosato AE, Enright MC, Noto M, CggWV, Archer GL. Related clones
containing SC@ectype IV predominate among clinically signifficaBtaphylococcus
epidermidisisolates. Antimicrob Agents Chemother 2003; 47/435.

Woodin AM. Fractionation of the two components efikocidin fromStaphylococcus
aureus Biochem J 1959; 73: 225-37.

Woodin AM. Purification of the two components olikecidin from Staphylococcus
aureus Biochem J 1960; 75: 158-65.

Worthington RJ, Richards JJ, Melander C. Small ewdke control of bacterial biofilms.
Org Biomol Chem 2012; 10: 7457-74.

166



Wu CY, Hoskins J, Blaszczak LC, Preston DA, Skatilid Construction of a water-
soluble form of penicillin-binding protein 2a froma methicillin-resistant
Staphylococcus aureusolate. Antimicrob Agents Chemother 1992; 36: 933-

Wu S, Piscitelli C, deLencastre H, Tomasz A. Tragkihe evolutionary origin of the
methicillin resistance gene: cloning and sequench@ homologue ofnecAfrom a
methicillin susceptible strain &taphylococcus sciurMicrob Drug Resistance 1996; 2:
435-41.

Yamamoto T, Dohmae S, Saito K, Otsuka T, TakandcChiba M et al. Molecular
characteristics anth vitro susceptibility to antimicrobial agents, includitige des-
fluoro(6) quinolone DX-619, of Panton-Valentine degidin-positive methicillin-
resistantStaphylococcus aureusolates from the community and hospitals. Antioic
Agents Chemother 2006; 50: 4077-86.

Yarwood JM, Bartels DJ, Volper EM, Greenberg EP.o@Qm sensing in
Staphylococcus aureumsofilms. J Bacteriol 2004; 186: 1838-50.

Yarwood JM, McCormick JK, Schlievert PM. Identifin of a novel two-component
regulatory system that acts in global regulatiorviofilence factors oftaphylococcus
aureus J Bacteriol 2001; 183: 1113-23.

Yarwood JM, Paquette KM, Tikh IB, Volper EM, Greemp EP. Generation of
virulence factor variants iStaphylococcus aureusofilms. J Bacteriol2007;22:7961-7.

Zetola N, Francis JS, Nuermberger EL, Bishai WRm@8uwnity acquired methicillin-
resistantStaphylococcus aureuan emerging threat. Lancet Infect Dis 2005; 5-88.

Zhang F, Luo SY, Ye YB, Zhao WH, Sun XG, Wang ZQakt The antibacterial
efficacy of an aceraceous plant [Shantung mapleer truncatumBunge)] may be
related to inhibition of bacteriaB-oxoacyl-acyl carrier protein reductase (FabG).
Biotechnol Appl Biochem 2008; 51: 73-8.

Zhang K, McClure JA, Elsayed S, Louie T, Conly JNavel multiplex PCR assay for
characterization and concomitant subtyping of sgiqmoccal cassette chromosomec
types I to V in MRSA. J Clin Microbiol 2005; 43: 86-33.

Zhang L, Lin J, Ji G. Membrane anchoring of the DdN-terminal amphipathic region
is required for its processing to produce a quos@msing pheromone in
Staphylococcus aureud Biol Chem 2004; 279: 19448-56.

Zhang S, landolo JJ, Stewart GC. The enterotoxpiaddmid ofStaphylococcus aureus
encodes a second enterotoxin determinant (sej).F-Ehdrobiol Lett 1998;168:227-33.

Zhou T, Xuming D, Qiu J. Antimicrobial activity oticochalcone E against
Staphylococcus aurewnd its impact on the production of staphyloco@pha-toxin.
J Microbiol Biotechnol 2012; 22(6): 800-5.

Ziran BH. Osteomyelitis. J Trauma 2007; 62: 59-60.

167



BIOGRAFIJA

Mr sc. med. Dragana BaZ{rodena Viicevi¢) je raiena 22.09.1975. godine u
Beogradu, gde je zavrSila osnovnu i srednju Skétudije na Medicinskom fakultetu u
Beogradu je upisala Skolske 1994/95. godine. Tokstodija je bila stipendista
Ministarstva za prosvetu Republike Srbije i stipetad Vlade Kraljevine NorveSke u
Skolskoj 2000/01. god. Diplomirala je 2001. gods@eprosénom ocenom 9,77. Tokom
2001/02 godine je obavila opsti lekarski staz kdazexr Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, nakéega je poloZzila stitni ispit.

Poslediplomske studije iz Imunologije je upisalalSke 2002/03. godine na
Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, apimentalni deo magistarskog
rada je obavila pod rukovodstvom mentora akaderpilcd. dr sc. med. Miodraga
Colica u Institutu za medicinska istraZivanja VMA. Mdgisku tezu pod nazivom
"Diferentovanje T limfocita sa regulatornom aktio u kokulturi timocita pacova i
kortikalne timusne epitelnéelijske linije in vitro” odbranila je u junu 2007. godine na
Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu. WlISkoj 2006/07 godini upisala je
prvu godinu specijalizacije iz Mikrobiologije sa rpaitologijom na Medicinskom
fakultetu Univerziteta u Beogradu, a u Skolskoj @09 prvu godinu doktorskih
akademskih studija-modul Farmaceutska mikrobiotogip Farmaceutskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu.

Zaposlena je na Farmaceutskom fakultetu UniveeziteBeogradu od februara
2004. godine, gde radi najpre kao saradnik u nasiaKatedri za mikrobiologiju i
imunologiju, a od 2007. godine kao asistent. U dasajem natno-istraziv&ékom radu
Dragana Bo& je objavila 19 radova @asopisima méunarodnog znsmja (dva u
vrhunskim medunarodnim casopisima kategorije M21, 4 rada u istaknutim
medunarodnimcéasopisima kategorije M22 i 13 radova uduearodnimcéasopisima
kategorije M23), 1 rad wWwasopisu hacionalnog zfga (M52), 2 saopStenja na
skupovima méunarodnog znsmja Stampana u celini (M33), 20 saopStenja na
skupovima méunarodnog zn#@mja Stampanih u izvodu (M34) i 15 saopStenja na
kongresima nacionalnog ztega (M64).

Od 2011. godine angazovana je kao saradnik na kpuoj®linistarstva za
prosvetu, nauku i tehnoloSki razvoj Republike Srbipod nazivom ,Bakterije
rezistentne na antibiotike u Srbiji: fenotipskaengtipska karakterizacija“ (broj projekta
175039).

Clan je Drustva imunologa Srbije od 2004. godine.



OBJAVLJENI | SAOPSTENI REZULTATI KOJI  CINE SASTAVNI DEO
DOKTORSKE DISERTACIJE

Radovi iz teze prihvaeni za publikaciju:

Bozi¢ DD, Milenkovié M, Ivkovi¢ B, Cirkovi¢ |. Antibacterial activity of newly-

synthesized chalcones and synergism with antilsioigainst clinical isolates of
methicillin-resistant Staphylococcus aureudndian Journal of Medical Research,
submitted 15.02.2013., accepted 12.07.204i¢le in press(M21)

BoZi¢ DD, Milenkovié M, Ivkovi¢ B, Cirkovi¢ |. Newly-synthesized chalcones-
inhibition of adherence and biofilm formation of thieillin-resistantStaphylococcus
aureus. Brazilian Journal of Microbiology, submitted 04.R@12., accepted
24.05.2013.Article in press (M23)

Saopstenja na m@&unarodnim nauénim skupovima Stampana u izvodu (M34) iz
teze:

Vucicevic D, Ivkovic B, Cirkovic I, Milenkovic M. Antibacterial activity of chalcones
against biofilm producing MRSA."4Congress of European Microbiologists, FEMS
2011. Geneva, Switzerland, June 26-30, 2011. AbSR624.

D. Bozé, M. Milenkovi¢, B. Ivkovi¢, I. Cirkovié. Synergism with antibiotics and
antibacterial activity of chalcones against MRSA" Tongress of European
Microbiologists, FEMS 2013. Leipzig, Germany, JAly-25, 2013.

Radovi saopsteni na skupu nacionalnog zitaja Stampani u izvodu (M64) iz teze:

Radoti¢ R, Vuciéevié¢ D, Ivkovi¢c B, Milenkovic M. Novosintetisani halkoni kao
potencijalni antimikrobni lekovi. Mikromed 2008, Vlkongres medicinske
mikrobiologije, Beograd 11-14. jun 2008. Zbornikstaka 87-88.



IIpnor 1.
U3jaBa o ayTopcTBY

[Mornucanu-a [parana /1. boxuh
Opoj ynuca 42/08

HzjaBbyjem
Jla je JOKTOpCKa ucepTalyja moj HaclIoBOM
» AHTUHMHUKPOOHA aKTHBHOCT XaJKOHA 1 IN Vitro yrunaj Ha ¢pu3noaomko-
0MOXeMHjCKe KapaKTepUCTHUKE U eKclipecujy ¢pakTopa BUPYJIEHIIHje MeTHIMJINH-
pPe3uCTEeHTHHUX cojeBa Staphylococcus aureus’
*  Ppe3yiTar CONCTBEHOT MCTPaKMBAYKOT paja,

* Ja IpeUIoKeHa JucepTalrja y LUEJIHMHA HU y JIeJOBUMA HUje Ouia mpeaoxeHa
3a nobujame OWJIO KOje AWIUIOME TpeMa CTYIHJCKUM IporpaMuMa JApYyTrHX
BHCOKOIIIKOJICKMX YCTaHOBA,

* la cy pe3yJITaTd KOPEKTHO HaBEICHU U

* Ja HHCaM Kpumo/la ayTOpcKa IMpaBa W KOPUCTHO HHTEIEKTYalHy CBOjUHY
JIpYTUX JIULA.

IHoTnuc K1oKTOpPaHTA

4:%&&& B

VY beorpany, 10.04.2014.




Ipuaor 2.

MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Nwme u npe3nme aytopa Hparana /1. boxuh
bpoj ynuca 42/08
Cryaujcku mporpam dapmarieyTcka MUKpOOHOJIOTH]a

HacmoB paga ,, AHTHMHKPOOHA AKTHBHOCT XaJIKOHA U iN VItro yrunaj Ha
u3noI0MIKO-0M0XEeMUjCKe KAPAKTEPUCTHKE U eKcipecujy ¢pakTopa BUpYJIeHIIH]e
MeTHIHINH-Pe3UCTEHTHHX cojeBa Staphylococcus aureus”

MenTop: ap Mapuna MunenkoBuh, penosuu npodecop, YHuBep3utet y beorpany -
dapmaneyTcku hakynTeT

Tloroucauu Jparana 1. boxuh

u3jaBJbyjeM Ja je LITaMIlaHa Bep3hja MOT JTOKTOPCKOI paja MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEp3WjH KOjy caM mpemao/nma 3a oOjaB/bHBamkbe Ha TOpTady JIMruTajaHor
peno3utopujyma YHuBep3uteray beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Ja ce 00jaBe MOjH JIMYHH TOJAIM BE3aHH 3a JO0H]jambe aKaJeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy M€ U Mpe3uMe, TOJMHA U MECTO polerma U JaTyM oa0paHe
pana.

OBM nMYHM TOAalKM MOTy ce OO0jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHHULAMa TUTHUTAIHE
O6ubnMoTeKke, y EJIEeKTPOHCKOM KaTalory W y MmyOiluKanujama YHHBEp3UTeTa Yy
beorpany.

IHoTnuc 1oKTOPaHTa

o%afm B

VY beorpany, 10.04.2014.




Ipuaor 3.
UsjaBa o kopuwherwy

Opnamthyjem YHuUBep3uTeTcKy OmOMMoTeky ,CBerozap Mapkosuh” na y Jururannu
penozutopujyMm YHuBep3uTera y beorpany yHece Mojy IOKTOPCKY AMCEPTaLUjy IMOJ
HACIJIOBOM:
» AHTUHMHKPOOHAa AKTHBHOCT XaJKOHAa U IN VIroO yrumaj Ha (U3NOJIOLIKO-
0HOXeMHUjCKe KApaKTePUCTHKE U eKcnpecHujy (pakTopa BUpPYJIEHIHje METHIIUIUH-
pe3ucTeHTHHUX cojeBa Staphylococcus aureus* koja je Moje ayTopcKo Jelo.
JlucepTanjy ca CBUM MPHUIIO3MMA Mpeiao/aa caM y eeKTPOHCKOM (hopMmary morogHomM
3a TPajHO apXUBUPAE.
Mojy TOKTOPCKY AUCEpTaln]jy MOXpameHy y Jurutanau perno3uTopujymMm Y HUBEP3UTETa
y beorpany mory na kopucte CBM KOju HOLITY]Yy oJpeade caapikaHe y 0labpaHOM THITY
munenie Kpeatusne 3ajequuie (Creative Commonsh kojy cam ce ouryunol/ia.
1. AyropcTBoO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITH]aTHO

@ AyTOpCTBO — HEKOMEpIHjaiHO — 0e3 mpepase
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPITU]JATHO — ACIUTH MO HCTHM YCIOBHUMA
5. AyropctBo — 6€3 mpepane
6. AyTOpCTBO — JIEJIUTH MO/ UCTHM yCIOBUMA
(Monumo 51a 3a0KpyXXHTE CaMO je[HY Ol HIeCT MOHYHEHUX JHUIICHIM, KpaTak OIHC
JIMIICHITA JIaT j€ Ha MoJichuHu JTucTa).

IHoTnue noxkTopanTra

4:%[@&& B

VY Beorpany, 10.04.2014.




