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1. Uvod

1. UvOD

Otkri¢em penicilina 1928. godine, britanski znanstvenik Alexander Fleming, pokrenuo je eru
moderne medicine koja ¢e dovesti do raSirenog koriStenja antibiotika u svrhe lijeenja
bakterijskih infekcija gram — pozitivnih i gram — negativnih uzro¢nika. No, tijekom godina
pretjeranom uporabom antibiotika, bakterije su se svojim mehanizmima prilagodavale
uvjetima okolisa. Tako su s vremenom i gram — pozitivne i gram — negativne bakterije razvile
rezistenciju koja zajedno s rastu¢im mortalitetom i morbiditetom predstavlja problem

globalnog zdravlja (1, 2).

1.1. Antibiotska rezistencija

Antibakterijski lijekovi selektivne toksi¢nosti nazivaju se antibioticima, odnosno tzv.
antibakterijskim kemoterapeuticima, koji su primarno prirodno nastali kao produkti bakterija
i gljiva koji se prije uporabe modificiraju u laboratorijima. Osim prirodnih, postoje i
sinteticki kemoterapeutici. Netoksi¢ni su za organizam ¢ovjeka, ali su toksi¢ni za bakterije.
Dva su djelovanja antibiotika: na zaustavljanje bakterijskog rasta i razmnozavanja, tzv.
bakteriostatsko djelovanje, te na ,,ubijanje* bakterija, tzv. baktericidno djelovanje. Razni su
mehanizmi djelovanja antibiotika na bioloske procese bakterijskih stanica: djelovanje na
bakterijsku stani¢nu stijenku; a S obzirom da humane stanice ne sadrze peptidoglikan, postize
se velika selektivna toksi¢nost pa se govori o djelovanju na sintezu prekursora peptidoglikana
ili formiranje peptidoglikanskog sloja; na sprjeCavanje sinteze proteina na ribosomima,
sprjeCavanje sinteze nukleinskih kiselina 1 djelovanje na citoplazmatsku opnu ometajuci
njenu funkcionalnost (3). Antibiotska rezistencija moze biti primarna (urodena, intrizi¢na) i
sekundarna (steCena). Intrizi¢na rezistencija opisuje se kada bakterija nema ciljno mjesto
djelovanja antibiotika, te ona odreduje spektar djelovanja antibiotika prema kojem
razlikujemo antibiotike Sirokog i uskog Spektra. SteCena rezistencija posljedica je
mehanizama: produkcije enzima koji modificiraju ili razgraduju antibiotike; smanjene
propusnosti stani¢ne stijenke; promjene ciljnog mjesta djelovanja antibiotika; efluksa stanice

te stvaranja biofilma. Antibiotsku rezistenciju karakterizira koncentracija antibiotika koja se
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moze posti¢i u ljudskom organizmu, a da ne djeluje na bakteriju koja je prouzrocila infekciju.
Osjetljivost bakterije na antibiotik definirana je testom osjetljivosti ili antibiogramom, uz
definiciju minimalne baktericidne koncentracije i minimalne (bakteriostatske) inhibitorne
koncentracije. Osjetljivost je okarakterizirana djelovanjem antibiotika na bakterijski soj
stvaranjem zone bez bakterijskog rasta uz prisutnost antibiotika (zona inhibicije). Poteskoce
provodenja terapije, lijeCenja bakterijskih infekcija uzrokovanih multirezistentnim
bakterijama i antibiotska rezistencija jedan je od najvaznijih mikrobioloskih, epidemioloskih
i klinickih problema suvremene medicine. Osobita vaznost problema je u nozokomijalnim
infekcijama koje su uzrokovane gram — pozitivnim i gram — negativnim bakterijama, vezana
uz uporabu respiratora, kirurSkih instrumenata, katetera, ali i uz pretjerano prepisivanje i

neodgovarajuéu uporabu antibiotika (4, 5).

1.2. Multirezistentne bakterije iz grupe ESKAPE

Grupa ESKAPE obuhvaca Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter species, a
sam naziv grupe akronim je imena ovih multirezistentnih gram — pozitivnih i gram —
negativnih bakterija. ESKAPE patogeni vode¢i su uzro¢nici nozokomijalnih infekcija u
svijetu, koje najcesce uzrokuju po Zivot opasne infekcije imunokompromitiranih pacijenata, a
kao globalni prioritet investiranja za otkrivanje novih lijekova protiv ovih uzro¢nika uvrstila
ih je i Svjetska zdravstvena organizacija (6). Novija terminologija ukljucuje Clostridium
difficile te Enterobacteriaceae ¢ime su obuhvacene i K. pneumoniae i Enterobacter sp. sa
zavr$snim slovom ,,E“ u akronimu ESCAPE. Na taj nacin obuhvacene su klostridijske
infekcije koje su jedne od vode¢ih bolnickih infekcija, kao i infekcije uzrokovane
enterobakterijama poput E. coli i K. pneumoniae. Koncept ESCAPE bakterija ukazuje
pozornost na najproblemati¢nije bakterijske patogene (7). Nozokomijalne infekcije dijele se
na endogene i egzogene infekcije koje mogu biti direktno ili indirektno prenesene kontaktom
izmedu zdravstvenih radnika, pacijenata, kontaminiranih povrSina ili objekata. ESBL
produciraju¢e bakterije ¢eS¢e su problem nozokomijalnih uvjeta, ali i izvan nozokomijalnih

uvjeta stvaraju probleme s antibiotskom rezistencijom i izborom odgovarajuce terapije u
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lijeCenju infekcija. ESBL naziv stoji za extended spectrum S — lactamase, odnosno radi se 0
bakterijama koje uobicajene antibiotike poput penicilina i cefalosporina ¢ine nedjelotvornima
jer imaju mogucnost hidrolize antibiotika. U njih naj¢e$¢e ubrajamo S. aureus, Enterococci,
Pseudomonas spp. I Enterobacteriaceae. Takoder, aminoglikozidi i
trimetioprim/sulfametoksazol rezistenciju su stekli plazmidima koji su sadrzavali ESBL
kodiraju¢e gene (8). Jo$ jedan aktualni problem c¢ini rezistencija na karbapeneme uslijed
produkcije karbapenemaza, koja se takoder pojavljuje u nozokomijalnim infekcijama,
posebice na odjelu intenzivne njege, pneumonija nastalih prilikom koriStenja respiratora,
infekcija rana, infekcija urinarnog trakta, kao npr. Acinetobacter baumannii, koji je jedan od

najc¢escih klinickih izolata u takvim infekcijama (9).

1.2.1. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter spp. pripada aerobnim gram — negativnim bakterijama, bakterijama koje su
katalaza pozitivne, oksidaza negativne, nefermentativne, posjeduju kapsulu, ali ne posjeduju
flagele, stoga su nepokretne. Cine dio sluznica i koze ljudi, a veliki postotak zdravih,
nehospitaliziranth ljudi kolonizirano je ovim rodom bakterija 1 to u podrucju
gastrointestinalnog trakta. Patogenost A. baumannii osigurava moguénost stvaranja biofilma i
posjedovanje kapsule koja inhibira fagocitozu i adheriranje na sluznice, ¢ime izbjegava
obrambene, imunosne mehanizme organizma. Sadrzi 1 lipopolisaharid te siderofore —
acinetobaktin za akviziciju zeljeza. Dobro raste na vecini uobicajenih agara poput krvnog
agara ili MacConkeyeva agara pri 37 °C. Oportunisti¢ki patogen je jedan od ¢estih klini¢kih
izolata jer su ¢imbenici rizika prolongirana hospitalizacija, umjetna ventilacija, provodenje
invazivnih procedura, kirurskih operacija ili teske osnovne bolesti. Prirodno je rezistentna
bakterija, koja lako stjeCe rezistenciju na antibiotike. NajCeSCe se rezistencija stvara na 3 —
laktamske antibiotike, posebno u pojedinim skupinama kao §to su karbapenemi (CRAB,
carbapenem resistant A. baumannii) gdje se bakterijska stani¢na stijenka brani gubitkom

proteina vanjske membrane i enzimima (3, 10).
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1.2.2. Escherichia coli

Escherichia coli dio je normalne flore crijeva, kolonizira intestinalni sustav novorodenceta
prvih dana zivota, a pripada rodu Escherichia, koje imaju karakteristicnu strukturu i
fiziologiju za enterobakterije: gram — negativni Stapici, metaboliziraju laktozu, a veéina ih je
pokretna, dok neki imaju fimbrije, a neki razvijenu kapsulu uslijed ¢ega razlikujemo O -, K -
I H — antigene. Lako se izolira na obogaéenim podlogama poput krvnog ili ¢okoladnog agara,
a identifikacija se potvrduje biokemijskim testovima. Postoji viSe patotipova E. coli prema
kojima se razlikuju c¢imbenici virulencije 1 klinicke slike: enterotoksi¢na (ETEC),
enteropatogena (EPEC), K1 — pozitivna E. coli, uropatogena (UPEC) i druge. Brzo se
razmnozava u hrani, osjetljiva je na dezinficijense, pa je prevencija prijenosa higijena ruku te
u nozokomijalnim uvjetima pridrzavanje nacela asepse i antisepse u radu s pacijentima (3).
Pripada grupi ESBL izolata kod kojih pronalazimo rezistenciju uslijed produkcije f —
laktamaza prosirenog spektra, ali posljednih godina cest su pronalazak i sojevi koji
produciraju karbapenemaze, a Cest je uzro¢nik infekcija urinarnog trakta te bakterijemija,
posebno u nozokomijalnim uvjetima, ali u palijativnim ustanovama i rehabilitacijskim

centrima (11).

1.2.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus jedan je od najces¢ih humanih patogena, ali i dio normalne flore
vestibula nosa, vlaznih dijelova koze i intestinalnog sustava u nekih ljudi. Ovi gram —
pozitivni koki u skupinama sadrze polisaharidnu kapsulu, a stani¢nu stijenku grade teikoi¢na
kiselina (antigenski specifi¢na za S. aureus), te lanci N — acetilmuramicne Kiseline i N —
acetilglikozamina umreZenih pentaglicinskim mostovima. Na povrSini stijenke je povrSinski
protein A koji se veze na Fc — fragment 1gG i tako postaje neprepoznatljiv humanom
obrambenom sustavu. Osjetljiv je na dezinficijense te na povisenu temperaturu, ali dobro
raste uz visoke koncentracije soli i SeCera. Moze se uzgojiti pri aerobnim uvjetima na krvnom
agaru. Poseban problem ¢ini meticilin — rezistentan S. aureus (MRSA) ¢iji sojevi nose

transmisivne 1 raznolike geneticke elemente upakirane u stafilokoknu kromosomsku kazetu
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mec (SCCmec) od koje su nam poznata tri tipa, a dva su poznata kao humana izolata, mecA i
mecC. Takoder ovo moze biti koriSteno i u razlikovanju MRSA izvanbolnic¢kih i bolni¢kih
sojeva, pa prema tome tipovi bolnic¢kih najcesce su I, I1 1 III, dok su izvanbolnicki tipovi IV —
VIIl. Vode¢i je uzro¢nik hospitalnih infekcija i poveéanog mortaliteta. Za dijagnostiku
MRSA koristimo PCR (lan¢anu reakciju polimeraze) kojom se otkriva prisutnost mecA gena

i gena koji identificiraju S. aureus (3, 12, 13).

1.3. Amidinobenzimidazoli

Strukturalne izostere purinskih baza ¢ine benzimidazolni derivati s heterociklickom jezgrom,
S§to im omogucava interakciju s biopolimerima — daje im $irok raspon bioloskih i klini¢kih
primjena: antitumorskih, antimikrobnih, antituberkulostatskih, antidijabetskih,
antioksidativnih i jo§ mnogih drugih. Posljednjih godina, veliki broj istrazivanja usmjeren je
upravo na nove antibakterijske agense bazirane na benzimidazolima, $to je otkrilo znacajan
unos DNA liganda koji sadrze amidine u bakterije, sposobnost imitacije razli¢itih
funkcionalnih grupa (npr. C — 4 atom ponasa se kao elektrofil, dok na petom mjestu molekule
imamo CH vezu koja se ponasa kao donor vodika, a N — 3 parovi elektrona postaju akceptori
vodika). Farmakolo$ka svojstva benzimidazola koji sadrze azolne prstenove opisujemo
stvaranjem nekovalentnih interakcija s brojnim ciljnim mjestima, zahvaljuju¢i aromatskim
svojstvima bogatim elektronima i heteroatomima. Brojna istrazivanja pokazuju da su neki od
tih spojeva pokazali u¢inkovito djelovanje za Helicobacter pylori, Moraxella catarrhalis,
inhibiciju rasta gram — pozitivnih bakterija, uklju¢uju¢i i dva soja MRSA, a bis —
benzimidazol (ridinilazol) nalazi se u trecoj fazi humanih klinickih istrazivanja za

Clostridium difficile (14, 15, 16).

1.4. Kumarini

Heterociklicki spojevi, kumarini, u svojoj strukturi heteroatoma sadrze atome kisika. Derivati

kumarina nalaze se u biljnim vrstama (npr. vocu) i produktima metabolizma
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mikroorganizama. Osim u industriji parfema i prehrambenoj industriji, ovi spojevi korisni su
u medicinskoj primjeni — kao antikoagulansi, dikumaroli, nastali zagrijavanjem kumarina, a
jedan od najpoznatijih je varfarin; djelovanjem na biosintezu vitamina K; antifugalnim
djelovanjem (umbeliferon); vaskularnim terapeutskim djelovanjem (eskulin), kao i
skopoletin koji regulira krvni tlak, djeluje antibakterijski i regulira razinu serotonina. Ostala
djelovanja su: antihelmenticko, sedativno, hipnoti¢ko, estrogeno, antikancerogeno, a derivati
koji se isticu su aflatoksini, heterociklicki spojevi s kumarinskom jezgrom, koji su produkti
rodova plijesni poput Aspergillus niger. Dokazana je i inhibicija proliferacije stani¢nih linija
dobivenih in vitro iz ljudskog organizma, a prema nekim istraZivanjima pokazalo se da
dodatak kateholne skupine povecava citotoksi¢nu aktivnost na stanice tumora. U jednom
istrazivanju postignuta je inhibicija rasta sojeva S. aureus i MRSA pri MIK 8 — 16 pug/mL
derivatom kumarina, biskumarinom, nazvanim 3,3'-(2-tienil-metilen)-bis-(4-
hidroksikumarin), a provedena su i istrazivanja s dodatkom kumarina antibiotiku kako bi se
dokazala povecana aktivnost ili izostanak aktivnosti te se pokazalo da ukoliko tetraciklinu
dodamo derivate 4 — hidroksi-, 6 — hidroksi- i 7 — hidroksikumarina koji su sintetizirani iz
ovih komercijalnih kumarina alkilacijom, acetilacijom i nitracijom, moze se upola smanjiti
minimalna inhibitorna koncentracija (bez dodatka kumarina rezultat je 64 pg/mL, dok uz
dodatak derivata MIK iznosi 32 pg/mL), a na primjeru norfloksacina dokazano je i
visestruko poboljsanje, odnosno MIK norfloksacina iznosi 128 pg/mL, dok uz koriStene

derivate iznosi od 16 do 64 pg/mL, ovisno o derivatu (17, 18, 19).
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2. CILJEVI RADA

Ciljevi ovoga istrazivanja su:
1. Testirati osjetljivost bakterija na novosintetizirane amidinobenzimidazolne i

kumarinske spojeve mikrodilucijskom metodom;

2. Interpretirati rezultate osjetljivosti;

3. Usporediti osjetljivost izmedu bakterijskih vrsta.
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3. MATERIJALI | METODE RADA

3.1. Ustroj studije

Ova studija je temeljno fundamentalno in vitro istrazivanje.

3.2. Kultura mikroorganizama

Istrazivanje je provedeno na tri ATCC (American Type Culture Collection; referentni
mikrobni sojevi) soja bakterija: Acinetobacter baumannii ATCC (19606), Staphylococcus
aureus ATCC (25923) i Escherichia coli ATCC (25922), te na tri bakterijska soja klini¢kih
izolata: Acinetobacter baumannii (9768), meticilin — rezistentni Staphylococcus aureus
(MRSA) ESBL (11710) i Escherichia coli ESBL (26001) iz zbirke bakterijskih sojeva
Katedre za mikrobiologiju, parazitologiju i klini¢ko laboratorijsku dijagnostiku Medicinskog

fakulteta u Osijeku.

Istrazivanje je obavljeno u laboratoriju Katedre za mikrobiologiju, parazitologiju i klini¢ko

laboratorijsku dijagnostiku na Medicinskom fakultetu u Osijeku.

3.3. Amidinobenzimidazolni i kumarinski spojevi

Aminidinobenzimidazolni i kumarinski de novo sintetizirani spojevi koristeni u ovom
istrazivanju dio su projekta Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ) pod nazivom: ,Novi
spojevi temeljeni na bioizosterima purina za ispitivanje njihovih antitumorskih i
antipatogenih djelovanja“, (PurBioCaPa), $ifra projekta: 4682, voditelj projekta: prof. dr. sc.

Silvana Rai¢ Mali¢, Hrvatska zaklada za znanost; te kao takvi su Sifrirani i zaSti¢eni podatci.
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3.4. Priprema stock solucije i pocetne koncentracije antimikrobne tvari

Ispitivanu tvar otopiti u DMSO (dimetil — sulfoksidu) u izracunatom volumenu prema

zadanoj formuli:

masa (Im otencijal m
volumen (mL) = 2asa(me) - potendljal (ug/me)

koncentracija (ug/mL)

Ukoliko je tvar teze topljiva u dimetil — sulfoksidu, te talog preostaje i nakon vorteksiranja
kivete u kojoj se tvar otapala, koristi se ultrazvuc¢na kupelj sa sterilnom vodom. Neke tvari
potrebno je i nakon otapanja dodatno vorteksirati uslijed sedimentacije. Nakon $to je tvar
otopljena, 50 pL stock solucije dodaje se u 4950 uL. CAMH (Cation adjusted Miiller —

Hinton) bujona te se dobije pocetna koncentracija spojeva od 128 uL/mL.

Jednako se pripremaju antibiotici za kontrolu, 250 pL antibiotika i 4750 uL. CAMH bujona.

3.5. Priprema inokuluma

Nakon prekonoéne inkubacije sojeva bakterija na 37 °C tijekom 16 do 20 sati u inkubatoru u
ambijentalnim uvjetima na krvnom agaru (neselektivnoj podlozi), potrebno je pripremiti

suspenziju ispitivanog soja od 0,5 McFarlanda u 4 — 5 mL fizioloSke otopine.

Potrebno je posti¢i koncentraciju 1 — 2x108 CFU/mL koja ée dodavanjem u 5 mL CAMH
bujona rezultirati s 1 — 2x10° CFU/mL: pipetira se 50 uL pripremljenog inokuluma u 5 mL
CAMH bujona. Sve je potrebno homogenizirati vorteksiranjem. Pripremljeni inokulum
provjerava se na densitometru (OD = optical density, engl. opticka gustoca). Pripremljenu
suspenziju bakterija potrebno je pipetirati u jazice unutar 15 — 30 minuta od pripreme u

volumenu od 50 pL.
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3.6. Priprema Cation adjusted Muller — Hinton bujona i mikrotitarskih plo¢ica —
mikrodilucijska metoda

Svaku sterilnu mikrotitarsku plocicu oznaci se nazivima bakterijskih sojeva koji su koristeni
u istrazivanju: Acinetobacter baumannii (9768), meticilin — rezistentni Staphylococcus
aureus (MRSA) ESBL (11710), Escherichia coli ESBL (26001), Acinetobacter baumannii
ATCC (19606), Staphylococcus aureus ATCC (25923) i Escherichia coli ATCC (25922).
Potom se steriliziraju pod UV lampom 10 minuta. 50 pLL Muller — Hinton Cation Adjusted
bujona (CAMH) pipetira se u sve jazice osim druge jazice po redu jer se u tu jaZicu pipetira
100 pL otopljene tvari. Od iste te druge jazice zapocinje dvostruko razrijedivanje tvari
automatskom multikanalnom CAPP pipetom iz sterilne Petrijeve zdjelice (serijsko
razrijedenje tvari — iz druge jazice pipetom se uzima 50 pL otopljene tvari i prebaci u
sljede¢u, 2 — 3 puta promijesa i postupak se ponavlja do posljednje jazice u koju se dekantira
zadnjih 50 pL (razrijedenja jazica krecu se od 128 pL/mL pa se serijski smanjuju po jazicama
— 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 uL/mL)). Bitno je primijeniti princip po kojem se u prvu jaZicu
nikad ne dodaje spoj, a u zadnju se ne dodaje bakterijski soj — ukoliko se poprati protokol,

......

volumen od 100 pL koji se u prethodnim jazicama postiZze dodavanjem bakterijskog soja.

Nakon dodanih tvari i inokuluma, mikrotitarske ploc¢ice se prekonoéno inkubiraju pri 37 °C u

ambijentalnim uvjetima. Nakon inkubacije, ocitavaju se rezultati.

3.7. Ocitavanje rezultata mikrodilucijskog testa

Minimalna inhibitorna koncentracija je koncentracija pri kojoj antimikrobna tvar u
potpunosti inhibira rast mikroorganizma. Rezultate se ocitava vizualno — prvo je potrebno
provjeriti jesu li kontrole spoja i kontrole rasta soja (koje se nalaze u prvoj i zadnjoj jazici)
validne, odnosno da nije doslo do kontaminacije. Da bi test bio validan, prihvatljiv je rast > 2
mm ,,gumbica®™ ili zamucenost kontrolne jaZice rasta soja. Ukoliko uvjeti jesu zadovoljeni,
mikrotitarska ploc¢ica moze se ocitati. Usporedbom kontrolnih i testiranih jazica, oCitava se

minimalna inhibitorna koncentracija.
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Slika 1. Porast bakterijskih kolonija ocitovan kao pojava ,,gumbic¢a™ na dnu mikrotitarske
plo¢ice meticilin — rezistentnog Staphylococcus aureus (MRSA) ESBL (11710)
(fotografirala Vlatka Stojaci¢, Medicinski fakultet Osijek)
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Slika 2. Porast bakterijskih kolonija o¢itovan kao pojava ,,gumbica‘ na dnu mikrotitarske
plo¢ice Escherichia coli ESBL (26001) (fotografirala Vlatka Stoja¢i¢, Medicinski
fakultet Osijek)
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Slika 3. Prikaz minimalne inhibitorne koncentracije kumarinskog spoja TM5 — 3 pri 16
pug/mL na mikrotitarskoj plocici Staphylococcus aureus ATCC (25923), donji prikaz
(fotografirala Vlatka Stojaci¢, Medicinski fakultet Osijek)
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Slika 4. Prikaz minimalne inhibitorne koncentracije kumarinskog spoja TM5 — 3 pri 16
ug/mL na mikrotitarskoj plocici Staphylococcus aureus ATCC (25923), gornji prikaz
(fotografirala Vlatka Stojaci¢, Medicinski fakultet Osijek)
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Slika 5. Prikaz minimalne inhibitorne koncentracije kumarinskog spoja TM5 — 3 pri 16

ug/mL na mikrotitarskoj plocici Staphylococcus aureus ATCC (25923), pribliZzeni prikaz

Medicinski fakultet Osijek)

¢ic,

(fotografirala Vlatka Stoja
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3.8. Kontrolni sojevi i antibiotici

Kao kontrolni sojevi i antibiotici koristeni su Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853) i

amikacin.

Slika 6. Mikrotitarska kontrolna plo¢ica s amikacinom i Pseudomonas aeruginosa ATCC
(27853) pri MIK 2 pg/mL (fotografirala Vlatka Stojaci¢, Medicinski fakultet Osijek)

3.9. Statisti¢ke metode

Podatci definirani ciljevima istrazivanja kao i rezultati provedenog ispitivanja bit ce
prikazani graficki i tabelarno te obradeni deskriptivnom statistikom. Kategorijski podatci bit

¢e predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama, a numericki podatci bit ¢e opisani
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aritmetickom sredinom 1 standardnom devijacijom u sluCaju raspodjele koja slijede
normalnu, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i granicama intrakvartilnog raspona. Razlike
kategorijskih varijabli bit ¢e testirane hi — kvadrat testom ili Fischerovim egzaktnim testom.
Razlike numerickih varijabli izmedu dvije nezavisne skupine bit ¢e testirane Student-t testom
ili Mann Whitneyevim U testom u ovisnosti 0 normalnosti raspodjele varijabli. Sve P
vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti bit ¢e podeSena na a = 0,05. Podatci ¢e biti
statisticki analizirani upotrebom informatickog programa SPSS (inacica 16.0, SPSS Inc.,

Chicago, IL, SAD) i Microsoft Office Excel tabli¢nog kalkulatora.
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4. REZULTATI

Istrazivanje je napravljeno na ukupno 58 spojeva, 29 izabranih amidinobenzimidazolnih
spojeva i 29 izabranih kumarinskih spojeva te na tri ATCC soja bakterija: Acinetobacter
baumannii ATCC (19606), Staphylococcus aureus ATCC (25923) i Escherichia coli ATCC
(25922) te na tri bakterijska soja klinickih izolata: Acinetobacter baumannii (9768), meticilin
— rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) ESBL (11710) i Escherichia coli ESBL
(26001).

Detekcijom minimalne inhibitorne koncentracije spoja, rezultate se ocitava vizualno —
usporedbom kontrolnih i testiranih jazica mikrotitarskih plo¢ica, uz zadovoljene uvjete

validnosti rasta > 2 mm ,,gumbica“ ili zamucéenos¢u kontrolne jaZice rasta soja.

Gram - pozitivne bakterije (Staphylococcus aureus ATCC (25923), meticilin —
rezistentan S. aureus MRSA (11710))

Od ukupno 29 (100 %) spojeva amidinobenzimidazola testiranih na S. aureus ATCC
(25923), 21 (72 %) spoj nije imao inhibitorni u¢inak, odnosno minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK) iznosila je > 128 pg/mL. Kod ostalih 8 (28 %) spojeva opazeno je
inhibitorno djelovanje pri razli¢itim koncentracijama: MIK 8 ug/mL imala su 2 (7 %) spoja,
MIK 16 ug/mL 2 (7 %) spoja, MIK 32 ug/mL 1 (3 %) spoj i MIK 128 pg/mL 3 (10 %) spoja.
Kod kumarinskih spojeva testiranih na S. aureus ATCC (25923), 28 (97 %) spojeva nije
imalo inhibitornog ucinka, dok se kod 1 (3 %) spoja mogla ocitati MIK 16 pg/mL (Fisherov
egzaktni test, P = 0,06) (Tablica 1).

Jednak broj amidinobenzimidazolnih i kumarinskih spojeva testiran je i na meticilin —
rezistentan S. aureus MRSA (11710) te su rezultati sljede¢i: od ukupnih 29 (100 %)
amidinobenzimidazolnih spojeva, 18 (62 %) spojeva nije imalo inhibitorno djelovanje (MIK
> 128 ug/mL), MIK 2 ug/mL ocitana je kod 1 (3 %) spoja, kao i MIK 8 pg/mL kod 1 (3 %)
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spoja, potom 3 (10 %) spoja MIK 32 ug/mL, 3 spoja (10 %) MIK 64 ug/mL i3 (10 %) MIK
128 pug/mL. MIK 25 (86 %) kumarinskih spojeva iznosi > 128 pg/mL, kod 3 (10 %) spoja
MIK iznosi 128 pg/mL i kod 1 (3 %) spoja iznosi 16 pg/mL (Fisherov egzaktni test, P =
0,06) (Tablica 1).

Tablica 1. Raspodjela prema vrstama bakterija i vrstama spojeva (gram — pozitivne bakterije)

Broj (%) uzoraka

*
Amidinobenzimidazoli Kumarini Ukupno P
Staphylococcus aureus ATCC (25923)
8 2(7) 0 2 (3)
16 2(7) 1(3) 3(5)
32 1(3) 0 1(2) 0,06
128 3 (10) 0 3(5)
> 128 21 (72) 28 (97) 49 (84)
Meticilin — rezistentan S. aureus MRSA (11710)
2 1(3) 0 1(2)
8 1(3) 0 1(2)
16 0 1(3) 1(2)
32 3 (10) 0 3(5) 0,06
64 3 (10) 0 3(5)
128 3 (10) 3 (10) 6 (10)
> 128 18 (62) 25 (86) 43 (74)
29 (100) 29 (100) 58 (100)

*Fisherov egzaktni test

Gram - negativne bakterije (Escherichia coli ATCC (25922), Acinetobacter baumannii
ATCC (19606), Acinetobacter baumannii (9768), Escherichia coli ESBL (26001))

Kod 25 (86 %) amidinobenzimidazolnih spojeva testiranih na Escherichia coli ATCC
(25922) ocitana je MIK > 128 ug/mL, kod 1 (3 %) spoja MIK 128 pg/mL te kod 3 (10 %)
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spoja MIK 64 pug/mL. Kod 29 (100 %) kumarinskih spojeva testiranih na istoj vrsti bakterije,
MIK spojeva su iznosile > 128 pg/mL (Fisher egzaktni test, P = 0,11) (Tablica 2).

MIK iznosila je > 128 pg/mL kod 28 (97 %) amidinobenzimidazolnih spojeva ispitanih na
Acinetobacter baumannii ATCC (19606), dok je kod 1 (3 %) spoja MIK 128 ug/mL. Na istoj
vrsti bakterije testirano je i 29 (100 %) kumarinskih spojeva na kojima je o¢itana MIK > 128
ug/mL (Fisherov egzaktni test, P = 0,99) (Tablica 2).

Jednaki rezultati kao kod Acinetobacter baumannii ATCC (19606), odcitani su i kod
Acinetobacter baumannii (9768): MIK > 128 pg/mL kod 28 (97 %) amidinobenzimidazolnih
spojeva te MIK 128 pg/mL kod 1 (3 %) spoja te MIK > 128 pg/mL kod 29 (100 %)
kumarinskih spojeva (Fisherov egzaktni test, P = 0,99) (Tablica 2).

Testiranjem Escherichia coli ESBL (26001) na amidinobenzimidazolne spojeve, dobiveni su
sljede¢i rezultati: kod 18 (62 %) spojeva je MIK > 128 pg/mL, kod 7 (24 %) spojeva MIK
iznosi 128 pg/mL, kod 2 (7 %) spoja MIK iznosi 64 ng/mL te kod 2 (7 %) spoja MIK iznosi
32 ug/mL. Kod svih 29 (100 %) kumarinskih spojeva testiranih na istu vrstu bakterije, nije
opazeno inhibitorno djelovanje, odnosno MIK > 128 pug/mL (Fisherov egzaktni test, P <
0,001) (Tablica 2).
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Tablica 2. Raspodjela prema vrsti bakterija i vrstama spojeva (gram — negativne bakterije)

Broj (%) uzoraka

*
Amidinobenzimidazoli Kumarini Ukupno P
Escherichia coli ATCC (25922)
64 3 (10) 0 3(5)
128 1(3) 0 1(2) 0,11
> 128 25 (86) 29 (100) 54 (93)
Acinetobacter baumannii ATCC (19606)
128 1(3) 0 1(2) > 0.99
> 128 28 (97) 29 (100) 57 (98) ’
Acinetobacter baumannii (9768)
128 1(3) 0 1(2) > 0.99
> 128 28 (97) 29 (100) 57 (98) ’
Escherichia coli ESBL (26001)
32 2 (7) 0 2 (3)
64 2(7) 0 2 (3)
128 7 (24) 0 7(12) <0001
> 128 18 (62) 29 (100) 47 (81)
29 (100) 29 (100) 58 (100)

*Fisherov egzaktni test
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5. RASPRAVA

Interpretacijom dobivenih rezultata dolazimo do spoznaje da su amidinobenzimidazolni
spojevi pokazali bolju inhibitornu aktivnost, odnosno Sirok raspon minimalnih inhibitornih
koncentracija protiv gram — pozitivnih i gram — negativnih bakterija spram kumarinskih

spojeva.

Ovo istrazivanje mozemo usporediti s istrazivanjem provedenim na takoder de novo
sintetiziranim tvarima koje u svojoj kemijskoj strukturi sadrze benzimidazole, gdje je pet od
pedeset i tri spojeva pokazalo znacajniju inhibitornu aktivnost, odnosno minimalne
inhibitorne koncentracije testiranih spojeva na gram — pozitivne sojeve iznosile su 32 — 64
pg/mL, od kojih su dva spoja imala minimalne inhibitorne koncentracije usporedive s
djelovanjem ciprofloksacina na dva soja meticilin — rezistentnog S. aureus (MRSA) (20).
Nadalje, u jednom od istrazivanja novosintetiziranih benzimidazolnih derivata na sojevima E.
coli uzorkovanim na pacijentima oboljelim od urinarnih infekcija, pokazano je da su izolati

osjetljivi na djelovanje benzimidazole (21).

Jo§ jedno istrazivanje na derivatima benzimidazola u usporedbi s razli¢itim kombinacijama
antibiotika na ESKAPE skupini patogena, koje su koriStene i u ovom istrazivanju, kao
bakterije od interesa, pokazalo je da derivati imaju mogucnost interakcije s vanjskom
membranom gram — negativnih bakterija uz sinergiju derivata i antibiotika koji su ve¢ u
uporabi (22). Takoder, jedno od istrazivanja ucinkovitosti derivata benzimidazola
napravljeno je na S. aureus, vise sojeva E. coli i drugim bakterijama, no rezultati su pokazali
da vecina tvari nije djelovala, osim jedne tvari koja je pokazivala snaznu aktivnost protiv
Cetiri razlicita serotipa E. coli, pri MIK 0,49 pug/mL. Sojevi su bili dio intestinalne flore, pa bi
ovakav rezultat ukazivao na novu moguénost izbora intestinalnog antiseptika. Osim toga,
antimikrobni spektar nifuroksazida (antidijaroicni lijek koji djeluje na gram — pozitivne koke
poput Streptococcus pyogenes, Staphylococcus pyogenes te na gram — negativne bakterije

poput E. coli, Salmonella, Shigella) podrzava prethodno navedenu tvrdnju, s obzirom da je
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minimalna inhibitorna koncentracija testirane tvari bila niza od antibiotika (0,49 pg/mL
spram 31,25 pg/mL), a nadovezuje se i na nekoliko rezultata dobivenih u ovom istrazivanju u
kojem i na ESBL soju E. coli i E. coli ATCC rezultate pronalazimo u rasponu od 32 do 64
pg/mL (23).

Testiranjem in vitro antibakterijske aktivnost 5 — amidinobenzimidazola na gram — pozitivne
bakterije S. aureus ATCC (25923), Enterococcus faecalis ATCC (29212) i na gram —
negativne bakterije ukljucujuci E. coli ATCC (25925), K. pneumoniae (ATCC 700803), P.
aeruginosa ATCC (27853) i Acinetobacter baumannii ATCC (19606) detektirane su
minimalne inhibitorne koncentracije koje su se potom usporedivale s aktivno$¢u ceftazidima,
ciproflaksacina, ampicilina i gentamicina. U ovom istrazivanju, testirani spojevi pokazali su
bolju antibakterijsku aktivnost na gram — pozitivnim bakterijama, $to se moze usporediti s
ovim istrazivanjem, u kojem je raspon MIK koje su pokazale inhibitorno djelovanje
obuhvacen koncentracijama od 2 pg/mL do 128 pg/mL, dok su rezultati gram — negativnih
bakterija u rasponu 32 — 128 pg/mL. Od rezultata, potrebno je spomenuti ucinkovitu
antibakterijsku aktivnost derivata 5 — amidinobenzimidazola na tri gram — negativna soja
bakterija (E. coli ESBL, K. pneumoniae ESBL i P. aeruginosa ESBL), od kojih se jedan od
derivata, 5 — amidinobenzimidazol s N-1-fenil-1,2,3-triazolom pokazao najpotentnijim s
inhibiranim rastom pri koncentraciji od 4 pg/mL na E. coli i 8 ug/mL na K. pneumoniae;
Sirok  raspon  minimalnih  inhibitornth  koncentracija na  MRSA s 5-N-
izopropilamidinobenzimidazolnim derivatima koje su iznosile 8 — 32 ug/mL, a na MSSA je
MIK bila u rasponu 16 — 128 pg/mL; potencijalno obecavajucu aktivnost na MRSA soj (MIK
= 8ug/mL). Ovim istrazivanjem pokazan je potencijal amidinobenzimidazolnih derivata na
gram — pozitivne bakterije (MRSA) te ESBL produciraju¢e E. coli sojeve u usporedbi s

referentnim antibioticima od kojih su vecina tih bakterija testirane i u ovom istrazivanju (16).

Antibakterijska aktivnost kumarina jedno je od aktualnih istrazivanja kao de novo
sintetiziranih derivata, s obzirom da prirodni kumarini, odnosno njihova jednostavna
struktura ima nisku antibakterijsku aktivnost, a uz biotehnolosku intervenciju mogu se

stvoriti potentniji derivati. Jedno od takvih istrazivanja ukazuje da su neki od derivata
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kumarina koristeni u testiranju na gram — pozitivne bakterije, poput MSSA, pokazali niske
minimalne inhibitorne koncentracije (3,125 pg/mL). Takoder, tri od Cetiri testirana MRSA
soja sa SCC mec Il ili III genskim otocima koji su sadrzavali multiplu rezistenciju, inhibirani
su istim derivatom i najniza minimalna inhibitorna koncentracija iznosila je 1,56 pg/mL.
Osim na gram — pozitivnim bakterijama, gram — negativne bakterije poput A. baumannii
testirane su na dva derivata kumarina i inhibiran im je rast pri MIK 6,25 pug/mL. (24)
Nadalje, u jednom istrazivanju, novosintetizirani kumarinski derivat, razmatran je kao
potencijalni inhibitor MRSA i formacije biofilma te je istrazivanje pokazalo da derivati
biskumarina pokazuju aktivnost protiv viSe sojeva S. aureus (klinicki i ATCC MRSA) u
rasponu MIK 4 — 32 pg/mL, ali da ne pokazuju aktivnost na gram — negativnim bakterijama
popust E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae i A. baumannii, kod kojih je MIK iznosio >
256 pg/mL. Takoder, dokazana je inhibicija formacije biofilma na flourescentnom
mikroskopu (25). Stoga, iako se u ovom istrazivanju od 29 kumarinskih derivata nijedan nije
pokazao djelotvornim na testirane gram — negativne bakterije, s obzirom na rezultate gram —
pozitivnih bakterija S. aureus (MIK = 16 pg/mL) i MRSA (MIK = 16 pg/mL i MIK = 128

pg/mL), vidljiv je obecavajuéi potencijal kumarinskih derivata u buduc¢im istrazivanjima.

Buduénost istrazivanja amidinobenzimidazolnih 1 kumarinskih derivata osigurana je
sveprisutnijom i rapidno rastu¢om antibiotskom rezistencijom. RjeSavanju ovoga problema
doprinosi sintetiziranje novih spojeva ¢iju se antibakterijsku aktivnost moze testirati na
razli¢itim metodama (mikrodilucijskom metodom, odredivanjem vijabilnosti bakterija,
odredivanjem sinergistickog djelovanja s konvencionalnim antibioticima) (26). Vaznost
razvoja novih antiinfektivnih tvari je u realnoj mogucnosti klini¢ke uporabe, $t0 im
omogucuju kemijske modifikacije i aplikacije na tvarima koje bi tako imale poboljSanu
bioaktivnost. Osim antibakterijskog inhibitornog djelovanja, ove dvije skupine spojeva

predmet su istrazivanja i antiparazitskog djelovanja, kao npr. u tripanosomskim infekcijama.

Moze se zakljuciti da su rezultati ovog istraZivanja pokazali obe¢avajuce kandidate za daljnji
optimizam i razvoj novih i djelotvornijih tvari, posebno u skupini amidinobenzimidazolnih

derivata, a u skupini kumarina usmjerili su na daljnje testiranje i potragu za odgovaraju¢om
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koncentracijom i bakterijom na koje ¢e djelovati s obzirom na sve veéi broj rezistentnih

bakterija.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata, u nastavku slijede zakljucci.

e Testiranjem spojeva amidinobenzimidazola na S. aureus ATCC (25923) pokazana je
antibakterijska aktivnost u rasponu 8 — 128 ug/mL, $to obuhvaca 8 (28 %)
amidinobenzimidazolnih tvari, a 21 (72 %) tvar nije pokazala antibakterijsku
aktivnost (MIK > 128 pug/mL). 1 (3 %) kumarinski spoj pokazao se osjetljivim, dok je
ostalih 28 (97 %) spojeva imalo MIK > 128 pg/mL.

e 11 (38 %) amidinobenzimidazolnih spojeva pokazali su se osjetljivima u rasponu
minimalnih inhibitornih koncentracija 2 — 128 ug/mL kod meticilin — rezistentnog S.
aureus (MRSA) (11710), a 18 (62 %) spojeva nije pokazalo antibakterijsku aktivnost,
MIK > 128 pg/mL. Kod kumarinskih spojeva, 1 (3 %) spoj pokazao je MIK 16
pg/mL, 3 (10 %) spoja 128 pug/mL, dok je kod ostalih 25 (86 %) spojeva MIK > 128
pg/mL.

e Testiranjem kumarinskih spojeva na E. coli ATCC (25922), A. baumannii ATCC
(19606), A. baumannii (9768) i E. coli ESBL (26001) nije pokazana znacajna
antibakterijska aktivnost, MIK > 128 pg/mL kod svih 29 (100 %) kumarinskih
spojeva.

e Kod 3 (10 %) amidinobenzimidazolnih spojeva testiranih na E. coli ATCC (25922),
o¢itana je MIK 64 pg/mL, kod 1 (3 %) MIK 128 pg/mL, dok je kod ostalih 25 (86 %)
MIK > 128 pg/mL.

e Testiraju¢i amidinobenzimidazolne spojeve na A. baumannii ATCC (19606), 1 (3 %)
spoj pokazao je MIK 128 pg/mL, dok je ostalih 28 (97 %) pokazalo MIK > 128
pg/mL. Jednake rezultate ocitalo se i kod A. baumannii (9786).

e Minimalna inhibitorna koncentracija 18 (62 %) amidinobenzimidazolnih spojeva na
E. coli ESBL (26001) iznosila je vise od 128 pg/mL, dok su kod 2 (7 %) spoja MIK
iznosile 32 pg/mL, kod jos$ 2 (7 %) 64 pg/mL i kod 7 (24 %) 128 pg/mL.

e U istrazivanju je  vidljiva  sposobnost  antibakterijskog  djelovanja

aminidinobenzimidazolnih  spojeva na testirane bakterijske vrste, posebno
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6. Zakljucak

amidinobenzimidazolnih spojeva na gram — pozitivne vrste kao $to su S. aureus
ATCC (25923) i meticilin — rezistentni S. aureus (MRSA) (11710).

S obzirom na rapidno rastuu rezistenciju na vecinu poznatih antibiotika kao i
usporeno otkrivanje novih, ove tvari postaju mogu¢i kemoterapeutici, te pokazuju
potencijal kemijski modificiranih i novosintetiziranih tvari prema mogucnosti

koristenja istih u klini¢ke svrhe.
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7. Sazetak

7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Svrha istrazivanja bila je testirati osjetljivost multirezistentnih bakterija
(Staphylococcus aureus ATCC (25923), meticilin — rezistentan S. aureus MRSA (11710),
Escherichia coli ATCC (25922), Acinetobacter baumannii ATCC (19606), Acinetobacter
baumannii  (9768), Escherichia coli ESBL (26001)) na novosintetizirane
amidinobenzimidazolne i kumarinske spojeve mikrodilucijskom metodom, interpretirati

rezultate osjetljivosti 1 usporediti osjetljivost izmedu bakterijskih vrsta.

Materijali i metode: U istrazivanju su koristene tri bakterijske vrste klinickih sojeva (MRSA
(11710), E. coli ESBL (26001), A. baumannii (9786)) i tri ATCC soja (A. baumannii ATCC
(19606), S. aureus ATCC (25923), E. coli ATCC (25922)) te 29 amidinobenzimidazolnih i
29 kumarinskih spojeva. Nakon uzgoja, pripreme i inkubacije na Cation — adjusted Mller —
Hinton bujonu u mikrotitarskim plocicama, ocitani su rezultati mikrodilucijskog testa.
Rezultati se ocitavaju vizualno, usporedbom kontrolnih jaZica spojeva i sojeva s testiranim

jazicama, a o€itava se minimalna inhibitorna koncentracija.

Rezultati: Rezultati su pokazali da amidinobenzimidazolni spojevi imaju bolji inhibitorni
u¢inak spram kumarinskih s naglaskom na gram — pozitivne bakterije (na S. aureus ATCC
(25923) inhibitorno je djelovalo 8 (28 %) spojeva, 28 (97 %) kumarinskih spojeva nije
pokazalo osjetljivost; na S. aureus MRSA (11710) inhibitornu aktivnost imalo je 11 (38 %)
amidinobenzimidazola, a 25 (86 %) kumarinskih spojeva nije pokazalo osjetljivost.
Kumarinski spojevi kod gram — negativnih bakterija nisu pokazali inhibitornu aktivnost, a
djelovanje amidinobenzimidazolnih spojeva na E. coli ESBL (26001) obuhvaca raspon MIK
32 — 128 pg/mL, dok kod ostalih bakterija nisu ocitane znac¢ajnije minimalne inhibitorne

koncentracije.

Zakljucak: Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na nove mogucénosti de novo sintetiziranih

spojeva kao potencijalnih antibakterijskih kemoterapeutika.

Kljuéne rije¢i: amidinobenzimidazoli, kumarini, osjetljivost, rezistencija
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8. Summary

8. SUMMARY

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF NEWLY SYNTHESIZED
AMIDINOBENZIMIDAZOLE AND COUMARINE COMPOUNDS

Objectives: The aim of this research is to examine the sensitivity of multi — resistant
bacteria: Staphylococcus aureus ATCC 25923, methicillin — resistant S. aureus MRSA
11710, Escherichia coli ATCC 25922, Acinetobacter baumannii ATCC 19606,
Acinetobacter baumannii 9768, Escherichia coli ESBL 26001 to the newly synthesized
amidinobenzimidazole and coumarin compounds by the microdilution method, as well as

to interpret and compare sensitivity with other bacterial species.

Material and methods: Three bacterial species from clinical specimens and three ATCC
species with 29 amidinobenzimidazoles and 29 coumarins were used for this research.
After cultivation, preparation and incubation in Cation-adjusted Muller — Hinton broth in
the 96 — Well microtiter plates, microdilution test results were read visually, comparing
control wells of compounds and strains with the tested wells. Minimal inhibitory

concentrations was determined.

Results: Results showed that amidinobenzimidazole compounds had a better inhibitory
effect than coumarins with emphasis on gram — positive bacteria such as S. aureus ATCC
25923 (there were 8 (28 %) out 29 (100 %) amidinobenzimidazole compounds that
showed sensitivity and 28 (97 %) coumarins did not show sensitivity) and methicilin —
resistant S. aureus (MRSA) 11710 (11 (38 %) amidinobenzimidazoles showed sensitivity
and 25 (86 %) coumarin did not). Coumarin compounds in gram — negative bacteria
showed no inhibitory activity, but amidinobenzimidazole compounds have showed range
of MICs 32 — 128 pg/mL, while ih other bacteria no significant minimum inhibitory

concentrations were read.

Conclusion: The results of this study indicate new possibilities of de novo synthesized

compounds as potential antibacterial drugs.

Keywords: amidinobenzimidazole, coumarin, resistance, sensitivity
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