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САЖЕТАК 

Увод/циљ У последњој деценији забележено је повећање резистенције Грам-

позитивних кока на антибиотике из групе макролида, линкозамида и стрептограмина 

А/Б (MLSa/b). Сложени механизми резистенције на MLS антибиотике укључују: 

модификацију рибозома, активно избацивање антибиотика и модификацију 

антибиотика. Породица гена одговорних за кодирање ензима који врше метилацију 

рибозома је означена скраћеницом erm (од енгл. erythromycin resistance methylase) и 

доводе до појаве унакрсне резистенције на макролиде, линкозамиде и стрептограмине 

групе Б (MLSb). Профил резистенције познат као MLSb фенотип може бити: 

индуцибилан (iMLSb) и конститутиван (cMLSb). Сојеви са erm посредованом 

еритромицин резистенцијом могу се показати осетљивим на клиндамицин у рутинском 

диск дифузионом тестирању осетљивости.  

Циљеви Утврдити учесталост фенотипова и гена резистенције на MLS антибиотике код 

Грам-позитивних кока на подручју југоисточне Србије. 

Методе MLS фенотипови резистенције: конститутивни (cMLSb), индуцибилни (iMLSb), 

M/MSb и LSa/b, били су утврђени дупли-диск дифузионом методом (D-тестом). 

Испитано је 2366 клиничких изолата Грам-позитивних кока, сакупљених у току 

једногодишњег периода у Центру за микробиологију Завода за јавно здравље Врање. 

Гени који кодирају MLSb резистенцију (ermA, ermB, ermC, msrA, msrB, mefA/E, lnuA, 

lnuB, lsaA и lsaC) су идентификовани коришћењем мултиплекс PCR-а.  

Резултати Највећу учесталост резистенције на еритромицин имали су изолати 

метицилин-резистентних коагулаза-негативних стафилокока (MRCNS, 91,5%), затим 

метицилин-резистентних S. aureus (MRSA, 86,4%) и ентерокока (80,8%). Нижа, али још 

увек висока стопа резистенције на еритромицин је била присутна и код других изолата 

Грам-позитивних кока. Насупрот макролидима, изузев за изолате Enterococcus spp. 

(96,7%), Streptococcus pneumoniae (35,9%) и MRSA (28,4%), други изолати Грам-

позитивних кока су показали значајно нижу резистенцију на клиндамицин. Открили смо 

да je iMLSb фенотип најучесталији код стафилокока, код ентерокока и бактерија S. 

agalactiae и S. pnemoniae био je доминантан cMLSb фенотип, док је M/MSb фенотип био 

најчешће присутан код бактерија S. pyogenes. Од укупног броја изолата четири соја су 
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показала нови "keyhole" фенотип. Најчешћи појединачни гени  и њихове комбинације 

детектоване код стафилокока су биле msrA/B, ermC и ermС+msrA/B, док су код 

ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока биле lsaA, ermB и ermB+lsaA.  

Закључак Утврдили смо високу стопу резистенције на еритромицин код Грам-

позитивних кока. Метицилин-резистентне стафилококе су биле значајно резистентније 

на MLS антибиотике у односу на метицилин-сензитивне стафилококе. Најчешће 

идентификовани ген MLS резистенције међу стафилококама био је ermC, док је међу 

ентерококама и ß-хемолитичким стрептококама био ermB ген.  Утврђена је јасна разлика 

у обрaсцу MLS осетљивости међу стафилококама и ентерококама/стрептококама и 

потврђена је неопходност увођења D теста у рутинском тестирању антимикробне 

осетљивости код изолата стафилокока. 

Кључне речи: Грам-позитивне коке; D-тест; MLS фенотип резистенције; erm; msrA/B; 

lsaA; lnuА/ B ген. 
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ABSTRACT 

Introduction The increase of resistance to macrolide, lincosamide, and streptogramin a/b 

antibiotics (MLSa/b) among Gram-positive cocci has been reported in the last decade. The 

complex mechanisms of resistance to MLS antibiotics include: modification of ribosome, 

active efflux of antibiotics and antibiotic inactivation. The gene family called erm 

(erythromycin resistance methylase) that encoding enzymes responsible for 

ribosome methylation leads to cross- resistance to macrolides, lincosamides and streptogramin 

b (MLSb resistance phenotype). The antimicrobial resistance profile known as MLSb 

resistance phenotype can be either inducible (iMLSb) and constitutive (cMLSb). Macrolide 

resistant strains carrying erm gene can show false sensitivity to clindamycin, using routine 

antimicrobial susceptibility test. 

Objective This study investigated the prevalence of MLS resistance phenotypes and genes in 

Gram-positive cocci in region of the Southeast Serbia. 

Methods MLS resistance phenotypes: constitutive (cMLSb), inducible (iMLSb), M/MSb, and 

LSa/b, were determined by the double-disk diffusion method. We have analyzed 2366 clinical 

isolates of Gram-positive cocci, collected during 1-year period at the Center for Microbiology 

of the Public Health Institute in Vranje, Serbia. The MLS resistance genes (ermA, ermB, ermC, 

msrA, msrB, mefA/E, lnuA, lnuB, lsaA, and lsaC) were identified by multiplex PCR. 

Results The highest frequencies of isolates resistant to erythromycin were found among 

methicillin-resistant coagulase-negative staphylococci (MRCNS, 91.5%), methicillin-resistant 

S. aureus (MRSA, 86.4%) and Enterococcus strains (80.8%). Lower, but still high resistance 

rate to erythromycin was found among other Gram-positive cocci. Contrary to macrolides, 

except for Enterococcus spp. (96.7%), S. pneumoniae (35.9%), and MRSA (28.4%), other 

Gram-positive cocci showed significantly lower resistance to clindamycin. We have found that 

iMLSb is the most prevalent phenotype in staphylococci, the cMLSb is predominantly in 

enterococci, S. agalactiae, and S. pnemoniae, whereas the M/MSb phenotype is the most 

frequent in S. pyogenes. LSa/b phenotype was the most common in enterococci and beta 

haemolytic streptococci, but nearly or totally absented among staphylococci, S. pneumoniae, 

and S. pyogenes. The novel keyhole zone phenomenon was detected in four out of total number 

of clinical isolates. The most prevalent MLS resistance genes and their combinations detected 
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in staphylococci were msrA/B, ermC and ermС+msrA/B, whereas lsaA, ermB и ermB+lsaA 

were predominantly found in enterococci and beta haemolytic streptococci. 

Conclusion Generally, high rates of erythromycin resistance in Gram-positive cocci was 

found. The methicillin-resistant staphylococci were significantly more resistant to MLS 

antibiotics than methicillin-sensitive staphylococci. The most frequent MLS resistance gen 

among staphylococci isolates was ermC, whereas the ermB gen was the most prevalent in 

enterococci and ß-haemolytic streptococci. We have also discovered a clear differences of MLS 

resistance pattern in staphylococci and enterococci/streptococci, and confirmed the necessity 

of routine D-testing of all clinical isolates of staphylococci. 

Keywords: Gram-positive cocci; MLSb resistance phenotypes; D-test; erm; msrA/B; lsaA; 

lnuА/ B genes. 
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1 УВОД 

Резистенција на антибиотике међу Грам-негативним бактеријама је увек била 

израженија и присутнија него код Грам-позитивних кока. Међутим, због све веће и 

неконтролисане примене антибиотика, инфекције изазване Грам-позитивним кокама 

постају све већи терапијски проблем. Гликопептиди и ванкомицин као најпознатији 

њихов представник су последња линија антибиотика у лечењу мултирезистетних Грам-

позитивних кока. Mеђутим, већ су изоловани сојеви бактерија који су резистентни и на 

те антибиотике. Постоје два важна пута преношења гена резистенције на антибиотике 

са животиња на људе, директни и индиректни трансфер. Директна трансмисија 

резистенције се догађа када резистентне животињске бактерије инфицирају људе. 

Индиректни пут је када резистентне бактерије пореклом из животиња пребаце гене 

резистенције хоризонталном трансмисијом на хуману популацију бактерија. Ово се 

дешава када анимални сојеви преживе, бар привремено на људима, превасходно у 

дигестивном тракту људи [1, 2, 3, 4]. Због тога су макролиди и линкозамиди јако битни 

у лечењу инфекција изазваних Грам-позитивним кокама, а утврђивање праве 

осетљивости на њих постаје од суштинске важности. Појава индуцибилне резистенције 

на клиндамицин, која се у току терапије линкозамидима јако брзо конвертује у 

конститутивну и доводи до неуспеха у лечењу представља велики проблем 

клиничарима. Тако да познавање механизама резистенције на антибиотике није питање 

само научно истраживачких институција већ и клиничких микробиолога. 

Мултирезистентне Грам-позитивне, патогене коке (тј. Streptococcus pneumoniae, 

Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Enterococcus 

faecalis и Enterococcus faecium) су одговорне за већину инфекција стечених у заједници 

и болничком окружењу и растућа су претња јавном здрављу. Бактеријска резистенција 

се развила до клинички најзначајнијих антибиотика и настаје кроз један од три 

механизама резистенције: модификација места везивања, инактивација лека или активни 

процес избацивања лека из ћелије. Ови механизми доводе до повећања трошкова у 

лечењу инфекција изазваних овим бактеријама, али трошкови могу бити ублажени 

контролом експресије гена и/или протеина одговорних за резистенцију у одсуству 

антибиотика. Због конститутивне експресије гена резистенције могу се смањити 
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трошкови и може се створити селективни притисак на дисеминацију резистенције, 

пошто се индуцибилни гени резистенције дисеминују много спремније и перзистирају 

дуже у бактеријској популацији. Уз то, често прелазна природа експресије компликује 

клиничку детекцију индуцибилне резистенције фенотипским тестовима осетљивости. 

Ово може довести до неуспеха у лечењу због тога што изолати могу бити много 

резистентнији in vivo него што је утврђено in vitro или могу имати шири спектар 

резистенције од очекиваног. Разумевање молекуларне основе индукције, укључујући 

физиолошку улогу и механизме очитавања и реаговања на антибиотике, дозвољава 

евалуацију индукционих механизама као потенцијалних антимикробних циљева и 

помаже у дизајнирању и откривању неиндукујућих антимикробних агенаса [5]. 

Сојеви Грам-позитивних бактерија, који показују индуцибилну клиндамицин-

резистенцију у конвенционалним in vitro тестовима, одликују се резистентношћу на 

еритромицин и осетљивошћу на клиндамицин. Ови сојеви, међутим, имају високи 

степен мутација и током терапије антибиотицима могу развити конститутивни тип 

резистенције. У тим случајевима терапијска употреба клиндамицина може довести до 

селекције конститутивних MLSb мутаната и неуспешности терапије. Због тога је 

неопходно да се у рутинском раду сви еритромицин резистентни сојеви стафилокока 

испитају D-тестом, како би се издвојили сојеви који имају генетски потенцијал да током 

терапије развију резистенцију од сојева који су заиста осетљиви на клиндамицин. Са 

друге стране, уколико бисмо све сојеве бактерија које су резистентне на еритромицин 

прогласили истовремено резистентним и на клиндамицин, изгубили бисмо могућност 

примене клиндамицина у случајевима инфекција изазваних сојевима који су заиста 

осетљиви на овај антибиотик. Са клиничког аспекта, то значи да се у терапији инфекција 

изазваних бактеријама које су in vitro резистентне на еритромицин, клиндамицин не сме 

користити без претходне провере D-тестом. 

Због свега наведеног неопходно је да се D-тест имплементира у рутински рад свих 

микробиолошких лабораторија, чиме би се направила разлика између сојева који 

показују праву осетљивост на клиндамицин и оних који показују индуцибилну 

клиндамицин-резистенцију. 
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1.1 Staphylococcus aureus 

Стафилококе припадају Phylum Firmicutes, класи III Bacilli, реду Bacillales, фамилији 

Staphylococcaceae [6]. Оне су Грам-позитивне лоптасте коке које се при деоби не деле 

потпуно тако да остају у гроздастој формацији, због деобе у три правца [7]. Стафилококе 

су Грам-позитивне коке, каталаза позитивне, непокретне, не формирају споре [8]. 

Специјација изолата је есенцијална за разликовање бактерија Staphylococcus aureus од 

коагулаза негативних стафилокока [9]. Бактерије су идентификоване као Staphylococcus 

aureus на основу њихових карактеристика раста, каталаза теста, продукције коагулазе, 

слајд теста на "clumping" фактор, ферментацијe манитола и жутих колонија на манитол 

сланом агару [10]. Једина најпоузданија карактеристика Staphylococcus-a важна за 

идентификацију је коагулаза тест. Конвенционални коагулаза тест се може вршити на 

плочици и у епрувети. Највећи број сојева S. aureus врсте имају везану коагулазу 

("clumping factor") на површини ћелијског зида. Овај фактор реагује директно са 

фибриногеном из плазме, изазивајући брзу ћелијску аглутинацију [11]. Аглутинација на 

плочици за детекцију везане коагулазе је веома брзи тест, али до 15% S. aureus сојева је 

негативно, тако да изолати негативни на плочици морају бити тестирани тестом 

аглутинације у епрувети, потврдним тестом [9]. Коагулаза тест у епрувети са плазмом 

кунића и прегледањем епрувете после 4 сата и после 24 сата је стандардни тест за 

рутинску идентификацију vrste S. aureus [9]. Коагулаза у епрувети овом методом се 

секретује екстрацелуларно и реагује са супстанцом у плазми званом коагулаза реагујући 

фактор с којим формира комплекс, који заузврат реагује са фибриногеном да би 

формирао фибрин (угрушак) [11]. Неке друге врсте стафилокока, укључујући 

Staphylococcus schleiferi и Staphylococcus intermedius могу такође дати позитиван 

резултат коагулаза тестом у епрувети, али нису чести изолати код хуманих инфекција 

[9]. S. aureus продукује дезоксирибонуклеазу (DNaza) и термостабилну нуклеазу 

(термонуклеаза, TNazа) и ферментује неке шећере и манитол [7]. Ова својства се користе 

у епидемиолошким студијама да би се детектовао S. aureus из земље, фецеса и у 

скринингу назалног клицоноштва бактеријaма S. aureus. Манитол слани агар се користи 

као селективна и диференцијална подлога за идентификацију врсте S. aureus. Подлога 

добије жуту боју, док коагулаза негативне стафилококе не мењају боју подлоге, и она 

остаје црвена [12]. Гузман и колеге су развили имунолошки тест за идентификацију 

врсте S. aureus који се користи за истовремену детекцију протеина А и endo-beta-N-
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acetilglukozamidaze (SaG), ензима који продукују сви изолати ове врсте [8]. Синтетисани 

су прајмери и пробе за умножавање и детекцију mecA гена S. aureus и испитана је њихова 

корисност у потврди култивацијом и директном детекцијом nuc гена који кодира 

термостабилну ендонуклеазу бактерија S. aureus. 

Типичне 24-оро часовне колоније S. aureus су велике, крем-жуте до наранџасте боје и 

оне хемолизирају крвни агар [13]. Најпознатији површински протеин бактерија S. aureus 

је стафилококни протеин А (Spa). Spa је био изолован први пут из S. aureus после 

лизостафин дигестије 1972. године [14]. Он садржи 5 готово идентичних Ig-везујућих 

домена, полиморфни регион X и C терминалну секвенцу причвршћену за ћелијски зид 

[15, 16, 17]. X регион spa гена садржи високо полиморфну секвенцу која је састављена 

од понављајућих секвенци од 24 bp [18]. Spa се везује за Fc регион IgG и блокира његово 

нормално функционисање. Ово инхибише фагоцитозу и може маскирати бактерију и 

заштитити је од урођеног имуног система спречавајући опсонизација-зависну 

активацију каскаде комплемента [19]. Протеин A је такође способан да се везује за 

тромбоците преко gC1qR/p33 рецептора и вон Вилебрандовог фактора [20, 21]. Уз то, 

spa типизирање је нашироко употребљавана метода генотипизирања за упоређивање 

изолата S. aureus, због високо варијабилног X-региона [18]. Компоненте на површини 

ћелије, укључујући полисахаридну капсулу и компоненте ћелијског зида пептидогликан, 

имају различите улоге у патогенези бактерија S. aureus. Мукоидна капсула може 

блокирати фагоцитозу маскирањем комплемент фактора C3b везаног за ћелијски зид 

[22]. Ћелијски зид S. aureus се састоји од пептидогликана и теихоинске киселине, која је 

повезана или са пептидогликаном или ћелијским зидом [23]. Такође, многи површински 

протеини стафилокока су уграђени у ћелијски зид. Више од 90% свих клиничких изолата 

S. aureus су прекривени полисахаридном капсулом и досад је регистровано 11 наводних 

капсуларних серотипова, од којих су најчешћи серотипови 5 и 8. Оба ова серотипа су 

честа међу изолатима из клиничких инфекција као и из коменсалне флоре [24]. Геном S. 

aureus се састоји од једног кружног хромозома са инсерционим секвенцама, 

транспозонима и геномским острвцима [25]. Профаги и острвца патогености су посебно 

били важни у еволуцији и вируленцији S. aureus [25]. До данас, секвенционирано је 

неколико комплетних генома S. aureus у оквиру различитих пројеката за 

секвенционирање генома [26, 27]. Геноми S. aureus су величине приближно 2,9 

мегабазних парова (Mbp), са релативно ниским садржајем G+C [25]. 
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S. aureus је далеко најважнија патогена бактерија код људи и највирулентнија до сад 

откривена врста рода Staphylococcus [28]. S. aureus чини нормалну хуману флору 

ноздрва, назофаринкса, перинеума и коже, може колонизовати различите епителе или 

слузокоже. Предње носнице се сматрају примарним местом колонизације и приближно 

30% здравих људи носи ову бактерију у својим носницама [29]. 

S. aureus може изазвати велики број различитих обољења, од благих инфекција коже до 

фаталних облика бактеријемија. Најчешћа инфекција бактеријом S. aureus је 

површинска упала коже, фурункул или чир. Друге кожне и поткожне инфекције изазване 

бактеријама S. aureus укључују фоликулитисе, карбункуле, целулитисе, маститисе и 

импетига. S. aureus може такође изазвати хроничне инфекције коже и меког ткива код 

људи са неким другим поремећајима. Много теже инфекције бактеријама S. aureus 

укључују остеомијелитисе, пнеумоније, артритисе, синдром опарене коже, 

ендокардитисе, миокардитисе, перикардитисе и бактеријемије [30, 31]. Пнеумоније 

стечене у заједници које изазива S. aureus нису честе, али се дешавају. У болничком 

окружењу, S. aureus може изазвати пнеумонију, са 15-20% смртности. S. aureus је један 

од најчешћих изазивача нозокомијалних пнеумонија и инфекција хируршких рана и 

трећи по учесталости је изазивач нозокомијалних инфекција крви у јединицама 

интензивне неге у САД-у од 2000. до 2004. године [31]. Уз то, 2005. године, процењено 

је да је било 478 000 хоспитализација због инфекције бактеријом S. aureus у САД-у [32]. 

S. aureus је водећи узрочник бактеријемија и повезан је са високим морбидитетом и 

морталитетом [33]. Према Националном регистру заразних обољења (the National 

Infectious Disease Register (NIDR)), S. aureus је годишње изазвао 1200 бактеријемијских 

инфекција [34]. Неколико обољења изазвана бактеријом S. aureus су последица 

посредовања токсина, укључујући тровање храном, импетиго, токсични шок синдром 

(TSS) и некротизирајућу пнеумонију. Стафилококни ентеротоксин унесен преко 

контаминиране хране изазива самоограничавајуће стафилококно тровање храном. 

Симптоми стафилококног тровања храном укључују мучнину, повраћање, главобољу и 

ређе дијареју [31]. TSS настаје због токсичног шок синдром токсина 1, који је јак 

суперантиген [35, 36]. Менструални TSS је повезан са високо апсорбујућим тампонима 

у популацији претходно здравих жена [37]. Типична места колонизације бактеријом S. 

aureus, осим назофаринкса и носница, укључују кожу, перинеум, фаринкс и, нешто ређе, 

гастроинтестинални тракт, вагину и аксиле [38]. Ван Белкам и сар. су предложили само 

два типа носног клицоноштва S. aureus: перзистентни и други [39]. У студијама 
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израђеним у САД-у, преваленција назалног клицоноштва са бактеријом S. aureus је била 

процењена на око 30% и нађена је највише код деце између 6 и 7 година [40]. Назално 

клицоноштво S. aureus, посебно перзистентно назално клицоноштво, идентификовано је 

као фактор ризика за развој инфекције у различитом окружењу. То је главни фактор 

ризика код одређених група пацијената, као што су пацијенти подвргнути некој 

хируршкој интервенцији или хемодијализи и пацијенти са интраваскуларним уређајима 

и HIV инфекцијом [41]. 

1.2 Коагулаза негативне стафилококе 

Коагулаза негативне стафилококе, међу којима је и Staphylococcus epidermidis један од 

најчешћих, су суштински мање вирулентне од врсте S. aureus и спадају у 

опортунистички патогене микроорганизме. Најчешће инфекције изазване овим 

бактеријама су нозокомијалне бактеријемије повезане са интравенским катетером, 

ендокардитис повезан са вештачким срчаним валвулама, инфекције на месту 

интравенског катетера, инфекције повезане са шантом цереброспиналне течности, 

инфекције повезане са вештачким зглобовима, постхируршке окуларне инфекције као и 

бактеријемије код новорођенчади у јединицама интензивне неге [28]. Staphylococcus 

haemolyticus и Staphylococcus lugdunensis обично изазивају инфекције након 

имплементације медицинских направа [28]. Staphylococcus saprophyticus се често 

повезује са уринарном инфекцијом стеченом у заједници код младих, сексуално 

активних жена [28]. 

1.3 Meтицилин резистентне стафилококе и метицилин сензитивне 
стафилококе 

Непосредно након открића, пеницилин је био лек избора за лечење стафилококних 

инфекција. Појава резистентности на пеницилин код стафилокока је настала ширењем 

гена који кодирају продукцију бета лактамаза путем плазмида. Сада је преко 80% 

изолата стафилокока резистентно на пеницилин [8] због продукције бета-лактамаза, које 

се везују за антибиотик и уништавају га отварајући му бета-лактамски прстен [7]. 

Полусинтетски пеницилини, пеницилиназа резистентни пеницилини, оксацилин и 
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метицилин су постали лекови избора за лечење инфекција изазваних пеницилин 

резистентним стафилококом [8]. Типични сојеви стафилокока имају четири пеницилин 

везујућа протеина (PBP). Ови протеини су ензими који катализују транспептидазну 

реакцију која је неопходна за синтезу ћелијског зида. Антибиотска активност 

оксацилина је заснована на способности лека да формира ковалентну везу са пеницилин 

везујућим протеинима на активном месту и инхибира реакцију транспептидације [9]. 

Метицилин резистентни S. aureus (MRSA) је био први пут откривен 1962. године и од 

онда је постао главни нозокомијални патоген широм света. Каснији тип резистенције је 

настао због присуства промењеног PBP познатог као PBP2а (или PBP2). PBP2 је кодиран 

од стране mecA гена, који је смештен на мобилном елементу, стафилококној 

хромозомској касети mec (Sccmec), која је хоризонтално преносива међу различитим 

врстама стафилокока [42]. PBP2 има низак афинитет за све бета-лактамске антибиотике, 

он наставља да функционише дозвољавајући бактерији да расте и дели се [8]. 

Стафилококе могу експримовати и другачији механизам резистенције на терапију у 

односу на класични механизам. Откриће и карактеризација варијанти малих колонија S. 

aureus (Scvs) је обезбедила нови поглед у разумевању патогенезе повезане са 

стафилококним обољењима [43]. Варијанте малих колонија S. aureus се све више јављају 

у рекурентним и перзистентним инфекцијама [43, 44]. Scvs су стекле способност 

преживљавања пошто могу да се сакрију унутар ћелије домаћина, која их штити од 

одбране домаћина и смањује њихову изложеност антибиотицима [45]. Кашњење тачне 

идентификације и теста осетљивости због све сложенијих процедура у лабораторијама 

може довести до грешака у дијагностици и погрешних терапија [45]. Фенотипска 

детекција MRSA је одувек проблематична још од њеног првог појављивања 1962. године 

[46]. Фенотипска експресија mecA гена може бити хетеротипска или хомотипска и због 

тога детекција метицилин резистенције може захтевати индукцију PBP2а у случају 

хетеротипске експресије [47]. Промене услова раста као што су температура и 

концентрација соли, значајно утичу на експресију резистенције [47]. Диск дифузиона 

метода остаје најшире примењена у рутинском раду клиничких лабораторија, међутим 

постоје и неки комерцијални системи за детекцију метицилин резистентције. Код диск 

дифузионих тестова хиперпродуктори пеницилиназе могу показати мале метицилин, 

оксацилин или цефокситин зоне инхибиције док прави 

метицилин/оксацилин/цефокситин резистентни изолати не показују зону инхибиције 

[9]. Детекција mecA гена или његовог продукта, пеницилин везујућег протеина (PBP2а), 

се сматра златним стандардом за потврду MRSA изолата [46]. mecA gen је регулисан 
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репресором MecI и метицилин-резистентним регулаторним протеином, MecR1. У 

одсуству бета-лактамског антибиотика, MecI потискује транскрипцију mecA, mecR1 и 

mecI. У присуству бета-лактамских антибиотика, MecR1 се аутокаталитички поцепа и 

домен MecR1 који је металопротеаза постаје активан. Ова металопреотеаза цепа MecI, 

дозвољавајући транскрипцију mecA гену продукцију PBP2а [48]. 

Ген mecA је лоциран на мобилном генетском елементу величине од 20 килобазних 

парова (kbp) до више од 100 kbp, који је назван стафилококна хромозомска касета mec 

(енгл. the staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec)) [49]. Сматра се да SCCmec 

води порекло од других бактеријских врста и да је интегрисана у хромозом S. aureus. Уз 

то, постављена је хипотеза да се SCCmec пренси хоризонталном трансмисијом између 

различитих врста стафилокока [50, 51, 52, 53]. SCCmec се састоји из гена који кодирају 

cc рекомбиназе (енгл. cassette chromosome recombinase (ccr)), спајајући регион (J) и 

директно поновљене секвенце 15-базних парова (bp) на оба краја. SCCmec је присутан 

на специфичном месту на хромозому, SCCmec месту везивања (attBscc), на 3’ крају 

отвореног оквира читања (енгл. open reading frame (ORF)) са непознатом функцијом 

(orfX) [50, 49]. На основу разлика у структури и величини, до сада је именовано 10 

главних типова (I-X) SCCmec и неколико варијанти [49, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61]. 

SCCmec типови I, IV, V, VI и VII углавном изазивају резистенцију на бета-лактамске 

антибиотике, док SCCmec тип II и III изазивају мултирезистенцију због додатних гена 

резистенције интегрисане у SCCmec [55]. SCCmec тип је класификован по mec 

комплексу (региону који садржи mecA, mecR, IS/mecI, IS431) и ccr генском комплексу 

(регион са генима који кодирају рекомбиназе као што су ccrA, ccrB или ccrC). SCCmec 

може бити подељен на подтипове на основу различитих J региона (JI-J3), који 

ограничавају mec и ccr комплекс [49, 55, 62]. S. aureus може такође носити додатне гене 

резистенције на другим местима у геному, као што су транспозони и плазмиди [63]. 

Генерално, већина MRSA изолата стечених у заједници (енгл. community aquired CA-

MRSA) носе SCCmec типа IV, V или VII, док се SCCmec типови I, II и III углавном налазе 

међу изолатима стеченим у болници (енгл. hospital-acquired MRSA (HA-MRSA)) [55, 64]. 

До данас нису нађени убедљиви докази да су MRSA сојеви вирулентнији од MSSA 

сојева. SCCmec не садржи ниједан ген вируленције и зато није директно повезан са 

могућим повећањем вируленције MRSA изолата. Међутим, неке епидемиолошке 

студије, укључујући мета-анализе, су откриле повећан морбидитет и/или морталитет од 

нозокомијалних MRSA изолата [65, 66]. Насупрот томе, друге студије су показале да 
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нема повећања у морталитету због нозокомијалних MRSA бактеријемија или 

пнеумонија у поређењу са инфекцијама MSSA сојевима [67, 68]. Међутим, према 

недавно изведеној мета-анализи, колонизација MRSA сојем је повезана са 4 пута већим 

ризиком од инфекције у поређењу са колонизацијом MSSA сојем [69]. Исходи инфекција 

са MRSA сојевима су лошији због тежине болести, неадекватне или неефикасне терапије 

и продуженог болничког лечења [70, 69, 71]. Иако питање да ли је MRSA вирулентнији 

од MSSA остаје нерешено, јасно је да су инфекције MRSA сојевима повезане са већим 

трошковима и ограниченом могућношћу лечења [67, 72, 73]. 

Недавно изведене студије су показале да је диск дифузиона метода тестирања 

осетљивости на цефокситин далеко супериорнија од фенотипске методе тестирања са 

оксацилин диском и оксацилин агаром у идентификацији MRSA изолата [74]. Резултати 

цефокситин диск дифузионог теста су у сагласности резултатима PCR детекције mecA 

гена. Отуд, тест може бити алтернатива за PCR детекцију MRSA сојева у лабораторијама 

где постоје ограничене финансијске могућности [75]. У тестовима за испитивање 

осетљивости на антибиотике, утврђивање MIC-а дилуционом методом је традиционално 

референтна метода, али на тест утврђивања MIC вредности за метицилин утиче много 

фактора, тако да су забележени и нетачни резултати [9]. Као референтне, MIC методе су 

сад замењене молекуларним методама, које детектују mecA ген [9]. Генотипизација 

бактерија је поље у коме се стално ради на техничким иновацијама [76]. Методе 

засноване на PCR техници се рутински користе у референтним лабораторијама као 

стандардне методе за детекцију mecA гена. Детекција MRSA изолата мултиплекс PCR 

методом се користи за Sccmec типизацију MRSA изолата [10]. Добијени умножени 

продукти се детектују електрофорезом на 0,1% агарозном гелу који садржи етидијум 

бромид [76]. 

Подаци генотипизације из великих међународних студија су показали да је неколико 

клонова MRSA одговорно за ширење обољења у различитим деловима света [77]. 

Праћење географске дистрибуције епидемијских клонова може допринети разумевању 

због чега се неки клонови MRSA могу проширити по целом свету, док су други 

ограничени на једну земљу, град или болницу [78]. Ако се нађу неки клинички 

специфични сојеви стафилокока, било би важно идентификовати их фенотипски и 

генотипски да би се детектовале особине које их издвајају у посебну групу [10]. 

Клицоноштво у носу изгледа да има централну улогу у епидемиологији и патогенези 

инфекција са S. aureus [41]. Показано је да у већини случајева да је извор S. aureus који 
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је изазвао бактеријемију пацијентов нос и да колонизација MRSA изолатима доводи до 

аутоинфекције у већем проценту него колонизација са MSSA [79]. Уколико су предње 

носнице биле колонизоване са MRSA сојем, бактерије су присутне и у грлу, тако да и 

грло мора бити укључено у скринингу на клицоноштво [29]. Недавни подаци сугеришу 

да су ректум и ране такође важна места за колонизацију и да ова места морају бити 

испитана као део протокола за праћење MRSA сојева. Једна студија је показала да је 

метицилин резистенција међу изолатима S. aureus достигла веома високу стопу, у неким 

болницама у Индији чак преко 70% [80]. Ширење MRSA сојева међу пацијентима у 

здравственим установама такође захтева ефикасну деколонизацију [29]. 

Разматрајући повећање инциденције инфекција изазваних метицилин резистентним 

стафилококом, поуздано, тачно и брзо тестирање на метицилин резистентност је 

најважније за терапију и контролу инфекција [29]. Инфекција метицилин резистентним 

сојевима има лош исход, дужу хоспитализацију и повећане трошкове у поређењу са 

инфекцијама метицилин осетљивим сојевима [43]. Ова појава сојева стафилокока 

резистентних на метицилин и друге антибиотике је главна брига, посебно у болничком 

окружењу, због повишене смртности услед системске инфекције метицилин 

резистентним стафилококом [81]. Пошто је инфекција MRSA сојевима постала све 

чешћа и у заједницама, развој емпиријске, антибиотске и терапијске стратегије за кожне 

и инфекције меког ткива је постао још проблематичнији [82]. Макролид-линкозамид-

стрептограмин Б (MLSb) група антибитика је често коришћена у лечењу стафилококних 

инфекција [83]. 

1.4 Streptococcus pneumoniae 

Streptococcus pneumoniae изазива тешке инвазивне инфекције као што је менингитис, 

бактеријемија и пнеумонијe, као и неинвазивне инфекције као што су синуситис и акутнe 

упалe средњег уха широм света [84]. Пнеумококи су такође и нормални становници 

слузокожа назофарингеалних мембрана код здраве деце и одраслих [85]. Иако се 

пнеумококна коњугована вакцина (PCV) све чешће користи, пнеумококне инфекције 

изазване не-вакциналним серотиповима и све већа резистенција S. pneumoniae на 

антибиотике постале су главни проблем јавног здравља [86, 87, 88]. 
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S. pneumoniae или пнеумокок је Грам-позитивна, факултативно анаеробна, каталаза-

негативна диплокока која продукује зелени хало (алфа-хемолизу) на крвном агару. 

Пнеумококе могу имати слузаве колоније због продукције различите количине 

капсуларног полисахарида [84]. Код људи, пнеумокок може изазвати лакше до јако 

тешке инфекције, а и назофарингеално клицоноштво пнеумокока је честа појава [84]. 

Полисахаридна капсула представља најспољашнији слој S. pneumoniae. Досада је 

откривен 91 структурно и серолошки различит тип капсуларног полисахарида [89]. 

Дистрибуција различитих серотипова се разликује зависно од година старости и 

географске локације, а посебни типови капсула се повезују са већом вирулентношћу 

[90]. Вишеструке студије су показале да неки серотипови и типови секвенци имају већи 

инвазивни потенцијал од других [91, 92, 93]. Испод дебеле полисахаридне капсуле 

налази се ћелијски зид, који се састоји од пептидогликана и теихоинске и 

липотеихоинске киселине, која садржи фосфорил холин. Теихоинска киселина је 

повезана са пептидогликаном, док је липотеихоинска киселина повезана са 

цитоплазматском мембраном [94, 95]. Уз то, најмање три различита сета пнеумококних 

површинских протеина је усидрено у ћелијски зид: холин-везујући протеини, протеини 

везани за пептидогликан и протеини везани за липид [94, 96]. 2001. године, Тетелин и 

сар. су описали цео геном пнеумококног серотипа [97]. Од тада, неколико комплетних 

пнеумококних генома било је секвенционирано, укључујући инвазивне и неинвазивне 

сојеве [26, 27, 98]. Геном S. pneumoniae се састоји од појединачног циркуларног 

хромозома, величине између 2,03 и 2,24 Mbp, која зависи од соја. Просечан садржај G+C 

пнеумококног генома је 40%. TIGR4, који је вирулентни пнеумококни изолат, има 2236 

отворених оквира читања (open reading frames (ORF)), две трећине њих имају утврђену 

улогу и знају се њихови генетски продукти. Просечно 20% ORF-а постоји само код S. 

pneumoniae. Пнеумококе имају велики број инсерционих секвенци, које чине до 5% од 

целокупног генома [97, 99, 100]. 

Пнеумокок је важан људски патоген који изазива велики број различитих инфекција. Он 

може изазвати инфекцију слузокожа као што су синуситис и акутна упала средњег уха и 

тешке инвазивне инфекције као што је септикемија, менингитис, пнеумонија, артритис, 

перикардитис и перитонитис [85]. Инвазивно пнеумококно обољење је најчешће код 

деце млађе од 2 године, старијих од 65 година и имунокомпромитованих индивидуа. 

Сваке године, милион деце млађе од 5 година умре од пнеумококног обољења, углавном 

у Африци и земљама Азије [101]. Пре 2000. године инфекције бактеријом S. pneumoniae 
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годишње су биле узрок инвазивних обољења у просечно 60.000 случајева, укључујући 

3300 случајева менингитиса у САД-у. Инциденција инфекција стерилних места варира 

од 21 дo 33 случаја на 100.000 становника. Међутим, од увођења пнеумококне 7-

валентне коњуговане вакцине (PCV7) 2000. године, инциденција инвазивних 

пнеумококних обољења била је 13 случајева на 100.000 становника у САД-у [102, 103]. 

У развијеним земљама, од 1995. до 2006. године, морталитет због инвазивних 

пнеумококних обољења кретао се од 5% дo 30%, зависно од година старости, генетске 

предиспозиције, географске локације и основног здравственог стања, мада морталитет 

може бити висок и до 50%, као што је у Африци [92, 102, 104, 105, 106, 107]. У Европи, 

готово све северне земље имају опсежне системе надзора инвазивних пнеумококних 

обољења. 2007. године, пријављена инциденција за инвазивна пенумококна обољења 

била је 21 случај/100.000 становника у Норвешкој и 16/100.000 у Шведској [108]. 

S. pneumoniae је најчешћи узрочник пнеумонија стечених у заједници [109]. Епидемије 

пнеумококних обољења се могу десити у пренатрпаним затвореним просторима, као 

што су здравствени центри, домови за незбринуте, касарне, сигурне куће [110, 111, 112]. 

Неколико фактора ризика су препознати за настанак пнеумококних пнеумонија и 

инвазивних пнеумококних обољења [107, 113, 114]. Акутна упала средњег уха (АОМ) је 

једно од најчешћих инфекција међу млађом децом у развијеним земљама, и представља 

значајно финансијско оптерећење систему здравствене заштите [115, 116]. Антибиотска 

резистенција код сојева S. pneumoniae је постала један од главних проблема јавног 

здравља. Према подацима европске мреже за праћење антимикробне резистенције (the 

European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net)), 7% инвазивних 

изолата S. pneumoniae је пријављено од стране 27 европских земаља који су били 

резистентни на пеницилин 2009. године. Високи ниво (изнад 25%) инвазивних 

пеницилин резистентних сојева S. pneumoniae био је углавном пријављен од стране 

јужних и источних европских земаља, док су северне земље пријављивале ниже стопе 

резистенције, испод 5% [87]. Међутим, у Финској, еритромицин и пеницилин 

резистентни сојеви су били у порасту од 16% до 28%, односно, од 8% до 16% међу 

пнеумококним изолатима откривеним из узорака крви и цереброспиналне течности, 

између 2002. и 2006. године [117]. Пропорција пеницилин- и еритромицин- 

резистентних пнеумококних сојева који изазивају АОМ процењена на глобалном нивоу 

је између 30% и 70% [118]. 
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Запажено је повећање инциденције пнеумококних обољења изазваних не-вакциналним 

серотиповима [86, 88, 119, 120]. S. pneumoniae може колонизовати назофарингеалне 

нише здраве деце и одраслих. Колонизација доводи до асимптоматског клицоноштва, 

мада у неким случајевима колонизација може довести и до обољења [121]. Пнеумококно 

клицоноштво почиње за време првог месеца живота и најзаступљеније је међу младом 

децом [121, 122, 123]. Стопа пнеумококног клицоноштва здраве деце широко варира од 

2% дo 70% [124, 125, 126, 127]. 

Пнеумококна инфекција обично настаје једним серотипом, стеченим непосредно пре 

почетка симптома. Међутим, код пнеумококног клицоноштва често може истовремено 

бити присутно више серотипова [85, 122, 128]. Чести фактори ризика од пнеумококног 

клицоноштва су националност, густина насељености, социоекономске карактеристике 

окружења. Средина и социoекономски фактори ризика укључују број чланова 

домаћинства, приходе, пушење и недавну употребу антибиотика [121]. Уз то, недавна 

студија је показала да за појаву астме, пнеумококно клицоноштво може представљати 

значајан фактор ризика [129]. 

1.5 Enterococcus spp. 

Ентерококе, посебно врсте Enterococcus faecalis и Enterococcus faecium, су одговорне за 

бројне инфекције широм света и друге или треће су по учесталости болничких сојева 

патогених микроорганизама [130]. Последњих година ове опортунистичке бактерије 

постале су све резистентније на антибиотике. У прилог томе говори и податак о појави 

ванкомицин-резистентног соја E. faecium (VREF) [131]. Пошто су VREF изолати 

резистентни на бета-лактамске и гликопептидне антибиотике, само још неколико 

антибиотика могу деловати на њих: квинпристин-далфопристин (Q-D), линезолид и 

даптомицин [131, 132]. Q-D је инјектабилан стрептограмин одобрен од FDA у САД-у за 

лечење тешких VREF инфекција повезаних са бактеријемијом [132]. Стрептограмини 

формирају са макролидима (тј. еритромицином) и линкозамидима (тј. линкомицином и 

клиндамицином) групу структурно различитих антибиотика (названих MLS), који имају 

сличне механизме деловања и унакрсно су резистентни [81]. У ствари, стрептограмини 

одговарају мешавини два једињења која делују синергистички: стрептограмина А (тј. 

далфопристин) и стрептограмина Б (тј. квинпристин). Уз то, плеуромутилини (тј. 
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тиамулин) су такође класа инхибитора синтезе протеина који деле место везивања на 

рибозому са линкозамидима и стрептограмином групе А [133]. Код ентерокока, MLS 

резистенција настаје углавном због алтерације рибозома, посредством рибозомалних 

метилаза кодираних ermB или ermA (раније именован erm(TR)) генима, који су 

одговорни за унакрсну резистенцију на све макролиде, линкозамиде и стрептограмине 

групе Б (MLSб фенотип), а која може бити конститутивна или индуцибилна [81]. 

Постоји такође, јединствен механизам унакрсне резистенције на линкозамиде, 

стрептограмине А и плеуромутилине посредством активног избацивања антибиотика из 

ћелије ABC транспортним системом (LSAP фенотип (LSа фенотип)). На пример, 

урођена LSAP резистенција код E. faecalis настаје услед продукције ABC (ATP-везујућа 

касета) хомолога, LsaA [134, 135, 136]. Други Lsa-слични протеини укључени у LSAP 

резистенцији, LsaB и LsaE идентификовани су код Staphylococcus spp. [137, 138, 139, 

140], док је LsaC протеин описан код S. agalactiae [141, 142]. За разлику од бактерија E. 

faecalis, врста E. faecium је урођено осетљива на све макролиде и њима сродна једињења, 

а LSAP резистенција може настати in vivo после терапије Q-D-ом [143]. Иако је LSAP 

резистенција највероватније последица мутације гена на бактеријском хромозому, 

биохемијски и генетски механизам ове резистенције није у потпуности расветљен [144]. 

1.6 Streptococcus agalactiae 

Streptococcus agalactiae (група Б стрептокока) је главни узрочник инвазивне инфекције 

код новорођенчади и трудних жена. Такође се све чешће јавља као значајан узрочник 

инфекција код одраслих, посебно међу имунокомпромитованим пацијентима [145, 146]. 

S. agalactiae је одговорна за акутна и хронична обољења, као што су инфекције 

респираторног тракта, ендокардитиси, сепсе, менингитиси, пијелонефритиси и 

неуролошки проблеми [147]. Пеницилин Г и ампицилин су терапија избора за инфекције 

узроковане бактеријама S. agalactiae. Међутим, у случају толеранције на пеницилине 

или недостатка клиничког одговора, клиндамицин и макролиди су алтернативни 

антибиотици [148]. S. agalactiae (група Б стрептокок, GBS) је водећи узрочник 

неонаталних инфекција код људи. Важан је узрочник обољевања трудних жена и 

старијих са неком примарном болешћу као што је diabetes mellitus или се налазе на 

имуносупресивној терапији [149, 150, 151]. Овај микроорганизам представља део 

нормалне флоре дигестивног и гениталног тракта и колонизује генитални тракт 10-40% 
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трудних жена [152]. Код одраслих и трудних жена, GBS може изазвати уринарну 

инфекцију, хориоамнионитис, ендометритис, пнеумонију, инфекције коже и меког ткива 

[151, 152]. Код новорођенчади GBS је изазивач неонаталне сепсе, пнеумоније и 

менингитиса [153, 154, 155]. Трансмисија бактерија са мајке на дете се дешава 

асцендентно из гениталног тракта мајке на амнионску течност или при порођају [156]. 

Инфекције новорођенчади GBS бактеријама су класификоване на: обољења са раним 

почетком, када се дешавају у периоду од рођења до 6. дана (70-80% случајева) и обољења 

са касним почетком, када се дешавају у периоду после 7. и пре 90. дана од рођења. Ове 

инфекције настају трансмисијом бактерија од мајке или бабице на дете [157, 158, 159]. 

За лечење инфекција изазваних GBS-ом, пеницилин и ампицилин су лекови првог 

избора, а као алтернативни сматрају се цефалоспорини и ванкомицин [160, 161]. Ниједан 

случај резистенције на пеницилин досада није пријављен. Међутим, пријављени су 

случајеви GBS сојева са интермедијарном осетљивошћу, односно, повећаним 

вредностима минималне инхибиторне концентрације (MIC) за пеницилин [162, 163, 

164]. Поред макролида и линкозамида постоје и други антибиотици који се користе као 

замена за пеницилине код пацијента преосетљивих на пеницилин, један од њих је 

ванкомицин [165, 166, 167]. Механизам резистенције на еритромицин код GBS-а је 

углавном модификација рибозома, кодирана erm генима (ermB, ermA/ermTR), која 

доводи до унакрсне резистенције на макролиде, линкозамиде и стрепторамине групе Б 

(MLSb) или активна ефлукс пумпа, кодирана mefA геном, која изазива резистенцију на 

14-члане и 15-члане макролиде [168, 169, 170]. Резистенција на еритромицин настала 

посредством erm гена може бити индуцибилна (iMLSb) или конститутивна (cMLSb) 

[171, 172]. Резистенција на клиндамицин код GBS-а је мање учестала и настаје као 

последица модификације антибиотика од стране бактеријског ензима кодираног lnuB 

генима [173]. Мултиплекс PCR се може употребити за детекцију главних гена 

резистенције на еритромицин и клиндамицин код GBS сојева [170, 174]. 

1.7 Streptococcus pyogenes 

Билрот је 1874. године први пут открио стрептококе код пацијента са инфекцијом коже, 

а 1879. године Пастер је пронашао ове бактерије у крви пацијенткиње са пуерпералном 

сепсом. Фејлаизен је 1883. године објавио рад о клиничком значају бактерија које 

формирају ланце код људи, а Розенбак је први пут 1884. године употребио име 
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Streptococcus pyogenes. S. pyogenes је Грам-позитивна кока, која је 1933. године сврстана 

у Лансфилдову групу А стрептокока (GAS) [175]. Појединачна бактеријска ћелија је 

сферног облика, величине од 0,5-1 μm, непокретна је и обично се налази у паровима или 

дужим и краћим ланцима. То је факултативно анаеробни микроорганизам, каталаза и 

оксидаза негативан [176]. Лансфилдова класификациона шема је издвојила ове 

стрептококе на основу њиховог групног А угљеног хидрата, сачињеног од N-

acetilglukozamina повезаног са мрежом полимерa рамнозе [175]. На крвном агару, 

колоније формирају велику зону бета-хемолизе, која настаје услед продукције 

стрептолизина-О који врши комплетну лизу еритроцита [177]. 

S. pyogenes изазива широк спектар обољења, од некомпликованих инфекција горњег 

респираторног тракта и коже, до тешких, животно угрожавајућих инфекција [178]. 

Глобалну учесталост инфекција изазваних GAS-ом је тешко проценити. Неке од 

инфекција изазване бактеријама S. pyogenes су веома честе у сиромашним и земљама у 

развоју, међутим, у тим регионима обично не постоје поуздани системи за пријаву 

болести и праћење исте [179]. Са доступним подацима, процењено је да постоји најмање 

517.000 смртних случајева годишње узрокованих тешким GAS инфекцијама, а највише 

реуматским обољењем срца, чија је преваленција око 15,6 милиона случајева, 

инциденција 282.000 а и специфична стопа морталитета је 163.000 случајева годишње. 

Приближно 111 милиона случајева пиодермије и преко 616 милиона случајева 

фарингитиса се пријави годишње у свету [179]. Клиндамицин смањује и продукцију М 

протеина стрептокока групе А, смањењем продукције протеина умешаних у аутоимуни 

одговор, што доводи до бољег терапијског исхода [180, 181]. Удружена терапија 

клиндамицином и бета-лактамским антибиотицима се препоручује у лечењу инфекција 

непознатог узрочника да би се покриле и стрептококе и S. aureus, док се присуство GAS-

а не потврди. Пеницилин је релативно неефикасан у лечењу стрептококних инфекција 

меког ткива с обзиром на велики број бактерија са ниском стопом репликације (eagle 

еffect), што представља парадоксално смањење деловања пеницилина при високој 

концентрацији [182]. 

Постоје велике географске и временске варијације у учесталости макролид-резистентног 

S. pyogenes. Опадање резистентности на макролиде код S. pyogenes се повезује са 

контролисаном и смањеном употребом макролида у популацији, мада и природна 

флуктуација макролид резистентних клонова игра важну улогу у укупној преваленцији 

тих сојева. Разлике пронађене међу GAS изолатима из узорка једног пацијента 
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покренуле су питање да ли је проучавање бактерије на основу једне колоније у 

микробиолошкој лабораторији довело да потцењивања стопе резистенције на макролиде 

међу стрептококама групе А. 321 изолат GAS-а из брисева 35 пацијената са 

фарингитисом прегледан је у једној болници, ради утврђивања потенцијалних разлика у 

профилу резистенције на антибиотике и emm типу [183]. Од тога је по 10 изолата узето 

из једног узорка. Сви изолати из узорка једног пацијента су имала исти профил 

резистенције на антибиотике и припадали су истом emm типу, чиме је утврђено да је 

лабораторијска анализа једне колоније изолата дала поуздану стопу макролид-

резистенције међу стрептококама групе А [183]. 

Механизам деловања бета-лактамских антибиотика укључује везивање и инактивацију 

бактеријских протеина (PBP) који су одговорни за синтезу ћелијског зида [184]. Код 

бактерија S. pneumoniae, резистенција на пеницилин међу дивљим сојевима је везана за 

мозаик гена, који доводе до замене дела PBP-а осетљивог соја са делом резистентног 

соја путем природне трансформације. Упркос широкој употреби пеницилина у лечењу 

инфекција изазваних групом А стрептокока, досад није откривен S. pyogenes резистентан 

на бета-лактаме in vivo. Један од разлога за то је што PBP S. pyogenes не садржи дуге 

регионе сличне онима код других стрептокока, што смањује могућност хомологе 

рекомбинације са другим стрептококама [185]. На основу створених лабораторијских 

мутаната пеницилин-резистентних S. pyogenes, дошло се до закључка да би појава 

пеницилин резистентних стрептокока групе А довела до значајних промена у биологији 

саме бактерије. Дошло би до експресије PBP нижег афинитета, појаве физиолошких 

дефеката, слабог степена раста бактерије, смањења продукције М протеина и појаве 

других морфолошких абнормалности [186, 187]. 

1.8 Макролиди 

Макролиди су позната класа антибиотика често препоручивана за лечење 

неспецифичних инфекција респираторног тракта стечених у заједници. Бројни 

антибиотици са различитим спектром деловања су синтетисани хемијском 

модификацијом структурног језгра макролида, тј. макроцикличног лактамског прстена. 

Иако структурно разноврсни, макролиди деле заједничку способност везивања за 50S 

под-јединицу бактеријског рибозома на месту пептидилтрансфераза центра или ефлукс 
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пумпе. Новији макролиди, а посебно азитромицин са својим широким спектром 

деловања, проширили су терапеутску примену ове класе антибиотика [188]. 

Доктор Абелардо Б. Агвилар, филипински научник, 1949. године је послао узорке земље 

свом послодавцу Ели Лили. Њен истраживачки тим је успео да из тог узорка земље 

одвоји еритромицин од осталих метаболичких продуката актиномицете врсте 

Streptomyces erythreus (назив је промењен у Saccharopolyspora erythraea). 1952. године 

је еритромицин постао доступан за терапијску примену, под именом Илосон (према 

филипинском острву са кога је узорак земље донет, Илиолио). Роберт Б. Вудворд, 

професор са Харвардског универзитета, је 1981. године постхумно добио Нобелову 

награду зато што је заједно са великим бројем других истраживача успео да синтетише 

еритромицин А. 

Антибиотик кларитромицин је откривен од стране јапанске фармацеутске компаније 70-

тих година као резултат труда да се превазиђе нестабилност еритромицина у киселој 

средини. Једињења која су изведена из еритромицина су: азитромицин, кларитромицин, 

диритромицин, митемицанл, олеандомицин, рокситромицин, спирамицин, 

телитромицин. 

Макролиди садрже вишечлане лактонске прстенове (14-члани прстенови еритромицина 

и кларитромицина и 15-члани прстенови азитромицина) за које су припојени један или 

више деокси шећера. Кларитромицин се разликује од еритромицина само по 

метилисаној хидроксилној групи на 6. позицији, а азитромицин се разликује по додатку 

метил групе уместо атома азота у лактонском прстену. Ова структурна модификација 

повећава ацидо-резистентност, пенетрацију лека у ткива и проширује спектар деловања 

лека [189]. 

Еритромицин показује бактериостатско деловање, односно, инхибише раст бактерија. 

Везивањем за 50S подјединицу бактеријског 70S rRNK комплекса, еритромицин и други 

макролиди инхибирају синтезу протеина, важних за структуру, функционисање и 

репликацију бактерија. Еритромицин ремети аминоацил транслокацију, спречава 

пребацивање tRNK са А места на P место rRNK комплекса. Ако не дође до транслокације 

А-место остаје заузето, чиме се спречава везивање нових tRNK са амино киселинама и 

долази до инхибиције елонгације полипептидног ланца (Слика 1). Ово је основни 

механизам деловања макролида на бактерије [189]. 
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Слика 1. Механизам деловања макролида (преузето са сајта NIPA, National information 
program on antibiotics, http://www.antibiotics-info.org/azithromycin.html) 

Еритромицин је антибиотик који се користи за третман бројних бактеријских инфекција. 

Он спада у класу макролида и има исти или незнатно шири спектар деловања од 

пеницилина. Он се често користи као замена за пеницилин код људи преосетљивих на 

пеницилин. Код инфекција респираторног тракта, еритромицин делује и на изазиваче 

атипичних пнеумонија, као што су бактерије рода Mycoplasma и Legionella. Осетљиви 

сојеви S. pyogenes, S. pneumoniae и вириданс стрептокока имају вредности MIC-а за 

еритромицин од 0,015 до 1 µg/ml. Резистенција на макролиде је честа међу 

стрептококама. Резистенција на еритромицин подразумева резистенцију и на све остале 

макролиде, односно унакрсна резистентнција међу макролидима је комплетна [189]. 

Стафилококе често нису осетљиве на еритромицин. Макролид-резистентни сојеви S. 

aureus су потенцијално унакрсно резистентни и на клиндамицин и на стрептограмин 

групе Б [189]. 

Кларитромицин је незнатно делотворнији од еритромицина на стрептококе и 

стафилококе, а има скромнији ефекат на Haemophilus influenzae и Neisseria gonorrhoeae. 

Кларитромицин добро делује на Moraxella catarrhalis, Chlamydia spp., Legionella 

pneumophila, Borrelia burgdorferi, Mycoplasma pneumoniaе и Helicobacter pylori [189]. 

Азитромицин је мање ефикасан од еритромицина на Грам-позитивне микроорганизме и 

за нијансу је ефикаснији и од еритромицина и кларитромицина против H. influenzae и 

Campylobacter spp. Азитромицин је веома ефикасан против бактерија Moraxella 
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catarrhalis, Pasteurella multocida, Chlamydia spp., M. pneumoniae, L. pneumophila, B. 

burgdorferi, Fusobacterium spp. и N. gonorrhoeae [189]. 

1.9 Линкозамиди 

Линкозамиди укључују линкомицин, природни производ неколико актиномицета и 

клиндамицин полусинтетски дериват добијен хлоринацијом линкомицина. Ови 

антибиотици делују на Грам-позитивне коке и анаеробе. Линкозамиди се нормално 

користе за третирање стафилокока и стрептокока и делују ефикасно на Bacteroides 

fragilis и неке друге анаеробе. Они се користе у лечењу токсичног шок синдрома и 

директно блокирају продукцију М протеинa код стрептокока доводећи до јачег 

инфламаторног одговора. Линкозамиди су класа антибиотика која се најчешће повезује 

са настанком псеудомембранозног колитиса врстом Clostridium difficile [190]. 

Линкозамиди делују на све Грам-позитивне коке, изузев на Enterococcus faecalis [134]. 

Они инхибирају синтезу протеина блокирјући активност пептидилтрансферазе 50S 

подјединице бактеријског рибозома [191]. Први откривени линкозамид био је 

линкомицин, а изолован је из актиномицете Streptomyces lincolnensis, нађене у узорку 

земље из Линколна у Небраски [192]. Жуч је важан пут екскреције линкомицина из 

организма. Значајна концентрација линкомицина је присутна у већини ткива. Иако, 

линкомицин дифундује у сереброспиналну течност, концентрација линкомицина није 

довољна за лечење менингитиса. Линкомицин има узак спектар деловања, делује на 

Грам-позитивне бактерије и оне без ћелијског зида: Streptococcus, Staphylococcus, 

Mycoplasma. Линкомицин се користи за лечење тешких бактеријских инфекција код 

људи који су преосетљиви на пеницилине. Линкомицин слабо делује на Грам-негативне 

бактерије. Линкомицини спречавају репликацију бактерија реметећи синтезу протеина 

у њима. Они се везују за 23S део 50S подјединице бактеријског рибозома и доводе до 

прераног одвајања пептидил-tRNK од рибозома. Линкозамиди не ремете синтезу 

протеина у хуманим ћелијама (као ни у другим еукариотским ћелијама) зато што се 

хумани рибозоми структурно разликују од бактеријских рибозома. 

Клиндамицин је полусинтетски дериват линкомицина [189]. Искључиво се везује за 50S 

подјединицу бактеријског рибозома и супримира синтезу протеина (Слика 2). 
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Слика 2. Механизам деловања клиндамицина (преузето са сајта NIPA, National 
information program on antibiotics, http://www.antibiotics-info.org/clindamycin.html) 

Резистенција на макролиде услед метилације рибозома erm-кодираном метилазом, 

такође може довести и до резистенције на клиндамицин. Међутим, пошто клиндамицин 

не индукује продукцију метилаза, унакрсна резистенција се јавља само уколико се ензим 

продукује конститутивно [189]. Клиндамицин није супстрат макролид ефлукс пумпе, па 

сојеви који су резистентни на макролиде, деловањем овог механизма резистенције остају 

и даље осетљиви на клиндамицин. Клиндамицин као и еритромицин in vitro делује на 

пнеумококе, S. pyogenes и вириданс стрептококе. Метицилин осетљиви сојеви S. aureus 

су обично осетљиви, док су метицилин резистентни сојеви стафилокока углавном 

резистентни на клиндамицин. Клиндамицин је ефикасан лек за лечење кожних и 

инфекција меких ткива и озбиљних инфекција изазваних стафилококом, као и 

анаеробним бактеријама. Он одлично продире у сва ткива (изузев централног нервног 

система) и акумулира се у апсцесима, полиморфонуклеарним леукоцитима и 

алвеоларним макрофагима, не показујући потребу за дозним прилагођавањем код 

бубрежних болесника [193]. Добра орална апсорпција чини га важним у терапији 

амбулантних пацијената, али је добар и за наставак лечења хоспитализованих пацијената 

након интравенске терапије. Клиндамицин је такође посебно важан као алтернативни 

антибиотик код пацијената преосетљивих на пеницилин [194]. 
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1.10 Сложени механизми резистенције MLS антибиотикa 

Механизми резистенције на макролиде и линкозамиде су већ описани код 

микроорганизама који их продукују. Ти микроорганизми истовремено поседују и 

механизме заштите од сопствених токсичних метаболита [81]. Резистенција на 

макролиде и линкозамиде је обично разултат деловања једног од три механизма 

резистенције: 

1. Модификација рибозома: Индуцибилна или конститутивна продукција ензима, 

метилаза, који модификују место везивања антибиотика на рибозому и на тај 

начин умањује деловање лека, посредством ermA, ermB и ermC гена. 

2. Активно избацивање антибиотика: Ефлукс антибиотика механизмом активне 

пумпе, кодиране msrA, msrВ, mefA или mefE геном код стафилокока, односно, 

групе А стрептокока или S. pneumoniae. 

3. Модификација антибиотика: Идентификовано је неколико ензима који 

модификују и инактивишу MLS антибиотике, а најзначајнији је линкомицин 

нуклеотидилтрансфераза који кодирају: lnuA ген код стафилокока и lnuB ген код 

бактерија врсте Enterococcus faecium и Streptococcus agalactiae [149]. 

1.10.1 Модификација рибозома 

N6диметилације специфичног аденина, A2058, који се налази у региону пептидил 

трансферазе унутар V домена на 23S RNK - компоненти 50S рибозомске подјединице 

бактерија, доводи до унакрсне резистенције на макролиде, линкозамиде и 

стрептограмине групе Б (MLSb) [195, 196]. 

Породица ензима одговорних за метилацију је означена скраћеницом erm (од енгл. 

erythromycin resistance methylase - еритромицин рибозом метилаза). 

Профил резистенције познат као MLSb фенотип може бити: 

 индуцибилан (iMLSb) 

 конститутиван (cMLSb). 
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Гени одговорни за модификацију рибозома код различитих врста бактерија су: 

 Пет erm гена откривено је код бактерија S. aureus: ermA, ermC, и мање присутни 

ermB, ermF и ermY [197]. 

 Резистентност на макролиде код бактерија S. pyogenes је примарно кодирана erm 

генима, ermA/ermTR и ermB. [81, 198]. 

 Код бактерија S. agalactiae резистентност на еритромицин и клиндамицин се 

углавном приписује ermB, ermA/ermTR и ermC генима [199]. 

 На ограниченом броју изолата бактерија S. pneumoniae и Enterococcus spp. 

доминантно су описани ermB гени. [200]. 

 ДиПерсио и сар. су први објавили присуство ermT гена резистенције код 

бактерија Streptococcus β-haemolyticus групе Д и Enterococcus spp. [201]. 

Метилација је први механизам резистенције на макролиде и јавља се услед 

посттранскрипционе модификације 23S rRNK метилтрансферазама [196]. Генерално, 

гени који кодирају ове метилазе се означавају са erm и до сад је описано неколико класа 

erm гена [202]. Пошто се место везивања на 50S рибозомској подјединици за 

еритромицин преклапа са местом везивања за новије макролиде као и линкозамиде и 

стрептограмин групе Б, модификација метилацијом смањује везивање и највећег броја 

макролида, линкозамида и стрептограмина групе Б, стварајући MLSb фенотип 

резистенције [203]. Експресија MLSb резистенције може бити конститутивна или 

индуцибилна, стварајући cMLSb, односно, iMLSb фенотип. У случају iMLSb фенотипа, 

бактерија продукује инактивну iRNK која постаје активна само у присуству макролида 

као индуктора. У присуству индуктора (обично еритромицина), настаје прерасподела 

iRNK, која дозвољава рибозому да преведе секвенцу која кодира метилазу [81]. 

Насупрот томе, код бактерија које показују cMLSb фенотип резистенције активна iRNK 

метилаза се продукује у одсуству индуктора. Фенотипски, iMLSb изолати показују 

смањену зону инхибиције клиндамицина према еритромицин диску у дуплом диск 

дифузионом тесту, док је уобичајени кружни облик зоне инхибиције присутан око 

клиндамицина кад је удаљен од диска еритромицина [204]. Многи од erm гена су 

повезани са конјугабилним и неконјугабилним транспонзонима који су често повезани 

са другим генима резистенције, мада су неки од ових гена нађени и на плазмидима [202, 

205]. Ови транспонзони, који имају могућност премештања гена резистенције на 
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осетљиве изолате конјугацијом [206, 207], имају велики број могућих домаћина, што 

објашњава запажање да различите врсте бактерија носе erm гене [202]. 

Антибиотиком индуковано заустављање транслације iRNK и синтезе протеина у 

бактеријској ћелији води до повећане реактивности ErmC протеина, метилтрансферазе, 

која модификовањем велике подјединице рибозомалне RNK (rRNK) доводи до 

резистенције на макролиде. Заустављање транслације iRNK од стране насцентног 

полипептидног ланца настаје због интеракције тог ланца и рибозомалног тунела. 

Велики број лидер пептида индукује одлагање транслације и тиме регулише транслацију 

нисходног гена. За време синтезе протеина, насцентни полипептидни ланци унутар 

рибозомалног канала може у цис облику индуковати кочење рибозома и може утицати 

на експресију нисходних гена. ErmCL лидер код пептидa S. aureus индукује кочење у 

присуству клинички важних антибиотика из групе макролида, као што је еритромицин, 

индукујући експресију нисходног гена и продукцију ErmC метилтрансфераза. ErmCL 

насцентни пептидни ланац под утицајем директне везе антибиотика и тунела индукује 

алостеричну конформацију и премештања у пептидилтрансфераза центру (PTC) 

рибозома. ErmCL-индуковано премештање у пептидил трансфераза центар спречава 

стабилно везивање и смештај амино-ацил tRNK на А-место, чиме доводи до инхибиције 

формирања пептида и заустављања процеса транслације.   

1.10.2 Активно избацивање антибиотика 

Ген msrA, msrB и новооткривени msrC кодирају АTP-зависну ефлукс пумпу (АBC), која 

доводи до резистенције на 14-члане и 15-члане макролиде и стрептограмине Б (MSb 

фенотип резистенције) [81, 200]. Други механизам, одговоран за резистенцију на 14- 

члане и 15-члане макролиде и осетљивост на 16-члане макролиде, линкозамиде и 

стрептограмине групе Б (М/МSb фенотип), настаје акцијом протеина везаних за 

цитоплазматску мембрану који испумпавају антибиотике изван ћелије, одржавајући 

интрацелуларну концентрацију антибиотика ниском и спречавајући везивање 

антибиотика за рибозоме. Ова пумпа, повезана са цитоплазматском мембраном, је 

кодирана mef генима (макролид ефлукс) [208]. Описано је већ неколико mef гена, а 

најчешћи међу њима је mefA ген [209]. mefE ген је прво описан код S. pneumoniae и он 

дели 90% DNK и 91% амино киселина са mefA геном, односно, његовим протеином 
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[210]. Присуство овог гена је такође потврђено у изолатима S. pyogenes [211]. Разлика 

између mefA и mefE гена је епидемиолошки важна зато што их носе различити генетски 

елементи, а њихов начин преношења је различит [212, 213]. Код S. pyogenes су нађени и 

други mef гени, као што су mefI, mefO и mef ген мозаичне структуре, код које је 5' регион 

идентичан оном код mefA и 3' регион идентичан оном код mefE [211, 214]. mefA ген је 

обично повезан са химеричним елементом, састављеним од транспонзона инсертованог 

у профаг [215], док су mefE гени често повезани са сложеним транспонзонима, у којима 

се налазе и други гени резистенције [213]. Генетски елементи који носе mef гене су већ 

показали способност хоризонталног преношења унутар врсте S. pyogenes [207, 216, 217]. 

Ген mefA код бактерија S. pyogenes и ген mefE нађен код S. pneumoniae и Enterococcus 

spp., доводе до резистенције на 14-члане и 15-члане макролиде и осетљивости на 

линкозамиде и стрептограмине (М фенотип резистенције) [218]. Бактерије рода 

Enterococcus, према досадашњим истраживањима, могу имати у свом геному и msrC ген, 

који кодира активнo избацивање макролида и стрептограмина групе Б [201]. 

Холенбек и сар. су показали важност lsa гена, одговорног за урођену резистенцију на 

стрептограмине А и линкозамиде код бактерија E. faecalis (LSа фенотип) [219]. 

1.10.3 Модификација антибиотика 

Идентификовано је неколико ензима који модификују MLS антибиотике, а најзначајнији 

међу њима је линкомицин нуклеотидилтрансфераза кога кодирају: 

 lnuA ген код стафилокока 

 lnuB ген код бактерија врсте E. faecium и S. agalactiae. 

Овај ензим је одговоран за настанак резистенције на линкозамиде и стрептограмине Б 

(LSb фенотип резистенције) [220]. Насупрот MLSb фенотипу резистенције, специфична 

резистенција на линкозамиде настаје ензимском инактивацијом антибиотика. 

Фосфорилација и нуклеотидилација хидроксил групе на позицији 3 је била запажена код 

неколико врста стрептомицета [221, 222]. Линкозамид нуклеотидилтрансферазе 

кодиране lnu генима (претходно lin) су биле проучаване и код људи и код животињских 

врста [223, 224, 225, 226]. Код клиничких изолата било је описано 6 lnu гена: lnuA, lnuA′, 

lnuB, lnuB-like, lnuAN2 и linF [227, 228, 229, 230, 231]. O-нуклеотидилтрансферазе 

кодиране овим генима инактивирају аденилацију линкозамида [227, 229]. lnuA и lnuA′ 
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гени су нађени код врсте S. haemolyticus и S. aureus [228, 229]. lnuA и lnuA′ кодирају два 

изоензима од 161 амино киселине, који се разликују у 14 амино киселина. lnuAN2 ген, 

хомологан lnuA и lnuA′ генима (55% идентичности), је нађен код бактерија Bacteroides 

spp. [231]. Овај ген носе мобилни транспонзони. lnuB ген је описан код врсте E. faecium 

[227]. lnuB ген не показују хомологију са другим lnu генима и носи га велики 

конјугабилни плазмид. Недавно су идентификовани lnuB-like ген (79% идентичности са 

lnuB) и linF ген (34,9% идентичности са lnuB) код Eubacterium, односно код врсте 

Escherichia coli [230]. Код E. coli, linF ген даје унакрсну резистенцију на линкомицин и 

клиндамицин, док код других микроорганизама, lnu гени дају резистенцију на 

линкомицин али не и на клиндамицин. Међутим, клиндамицин у том случају више не 

делује бактерицидно на осетљиве сојеве [226]. Нови lnuC ген даје резистенцију на 

линкомицин код клиничких сојева S. agalactiae. 

Изолована резистенција на линкозамиде која дефинише L фенотип је ретка и описана је 

код S. agalactiae. Недавно су на Новом Зеланду пријављени сојеви S. agalactiae 

интермедијарно осетљиви или резистентни на клиндамицин и линкомицин, а осетљиви 

на еритромицин [141]. Међутим, ова резистенција на линкозамиде је комбинована са 

високом вредношћу MIC-а за далфопристин (4 до 32 μg/ml), стрептограмин групе А, што 

дефинише такозвани LSа фенотип. Биохемијска и генетска основа ове резистенције је за 

сад непозната. 

У Канади је пријављен један сој резистентан на клиндамицин и осетљив на еритромицин 

који је носио lnuB (linB) ген, сличан гену који је први пут нађен код соја E. faecium, а 

био је одговоран за линкозамид нуклеотидилацију [227, 232]. 

Нови ген, назван lnuC, није тако блиско сродан другим lnu генима. Масеном 

спектрофотометријом је доказано да он доводи до резистенције на линкомицин због 

нуклеотидилације антибиотика. Прецизно место нуклеотидилације линкомицина и 

клиндамицина није описано. LnuA нуклеотидилтрансфераза модификује хидроксил 

групу на клиндамицину и линкомицину на позицији 3, односно 4. Насупрот томе, LnuB 

модификује хидроксил групу на позицији 3 и на клиндамицину и на линкомицину. lnuC 

ген је посредовао у инактивацији и линкомицина и клиндамицина у Грам-позитивној 

бактерији и у трансформисаној E. coli. Међутим, код S. agalactiae је била констатована 

само резистентност на линкомицин, док је код E. coli била констатована резистентност 

и на линкомицин и на клиндамицин. Разлог за различиту фенотипску експресију гена 
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резистенције остаје неразјашњен. Можда је структурна разлика између два линкозамида 

повезана са разликама у афинитету клиндамицина и линкомицина за везивање на 

рибозому код Грам-позитивних и Грам-негативних бактерија и за LnuC ензим. 

Клиндамицин можда има већи афинитет за рибозоме Грам-позитивних бактерија него за 

LnuC ензим. Ген lnuC је лоциран на генетском елементу који садржи IS1 транспозаза ген 

и који је карактеристичан по несавршеним инвертованим понављањима. Структура овог 

генетског елемента је слична али не и идентична структури транспонзона, а постоје и 

сличности и разлике између овог генетског елемента и класичних инсерционих 

секвенци. 

1.11 D-тест 

Још давне 1969. године примећена је повезаност резистентности на еритромицин и 

клиндамицин [233]. Касније је показано да се индуцибилна резистенција на 

клиндамицин може конвертовати у конститутивну [234], а бројни извештаји о неуспеху 

терапије инфекција изазваних стафилококама, које показују индуцибилни тип МLS 

резистенције, потврђују претходне налазе [235, 236]. 

Клиндамицин осетљив и еритромицин резистентан сој бактерије може развити 

резистенцију на клиндамицин [81]. Производ erm гена је рибозом метилаза чија је 

експресија нормално минимална. Еритромицин индукује продукцију метилазе, због чега 

су ти сојеви резистентни на еритромицин, али мутација у региону промотера erm гена 

доводи до продукције метилаза без индуктора [204, 237]. Ови мутанти су конститутивно 

еритромицин и клиндамицин резистентни, мада се еритромицин резистенција може 

јавити и захваљујући другим механизмима (тј. ефлукс пумпа и ензимска модификација 

лека) [238]. D-тест идентификује индуцибилну клиндамицин резистенцију која указује 

на могућност конвертовања индуцибилне у конститутивну клиндамицин резистенцију 

[239]. Ниски нивои еритромицина су најефикаснији индуктори индуцибилне MLSb 

резистенције. Постоје специјални диск дифузиони тестови који детектују, уз помоћ 

еритромицина као индуктора, сојеве са iMLSb фенотипом резистенције [237]. Ови 

тестови подразумевају стављање еритромицин диска у непосредној близини диска са 

клиндамицином или линкомицином. Пошто еритромицин дифундује кроз агар, индукује 

резистентност на линкозамиде, доводећи до заравњења зоне инхибиције око 
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линкозамида на страни окренутој према диску еритромицина, дајући јој облик великог 

латиничног слова D (ефекат D-зоне). Фибелкорн и сар. су сугерисали да је мањи простор 

између дискова у односу на стандардни, неопходан за добијање индуцибилне 

резистенције, оптимално растојање између дискова је од 10 до 15 mm; растојање 20 mm 

између дискова и већа концентрација еритромицина (30 µg) се такође препоручују [193]. 

Позитивни D-тест указује на присуство erm гена који могу довести до конститутивне 

клиндамицин резистенције и неуспеха у лечењу инфекције клиндамицином [239]. 

Осетљивост D-теста за детекцију iMLSb сојева који садрже ermA или ermC ген била је 

100% на 15 до 20 mm и 97% на 26 до 28 mm за S. aureus, док је за коагулаза негативне 

стафилококе била 100% на 20 и 26 mm растојања између дискова [193]. Осетљивост D-

теста са 15-20 mm растојања између дискова еритромицина и клиндамицина била је 

100% у поређењу са анализом реакције ланчаног умножавања (енг. polymerase chain 

reaction (PCR)) erm и msr гена [193, 240, 241]. Клинички изолати који показују iMLSb 

фенотип резистенције имају високу стопу спонтаних мутација, употреба не-

индукторских антибиотика као што је клиндамицин могу довести до селекције 

конститутивних мутаната са учесталошћу од 10-7 cfu (енг. colonу forming units, јединица 

формираних колонија) [242, 243, 244]. МекГи и други истраживачи су потврдили ову 

брзу in vitro конверзију индуцибилне у конститутивну MLSb резистенцију код 

стафилокока [242]. Постоје бројни случајеви лоших исхода лечења озбиљних инфекција 

изазваних сојевима стафилокока са iMLSb фенотипом резистенције клиндамицином или 

линкомицином [242, 245]. Клиндамицин је био дуго времена коришћен за лечење 

кожних, инфекција меког ткива и озбиљнијих инфекција, и то све због његове 

ефикасности против MRSA и MSSA сојева, као и анаеробних бактерија. Индуцибилна 

клиндамицин резистенција је довела у питање употребу клиндамицина код еритромицин 

резистентних стафилокока. Међутим, уколико индуцибилна резистенција може бити 

рутински поуздано откривена код клинички значајних изолата, клиндамицин се може са 

сигурношћу употребити код пацијената инфицираним сојевима бактерија које показују 

"праву" клиндамицин осетљивост [242]. CLSI препоручује растојање између дискова од 

15 до 26 mm [246]. 

Тестови који се користе за детекцију индуцибилне макролид-линкозамид-

стрептограмин Б (iMLSb) резистенције су: 
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 Фенотипска метода: диск дифузиони индукциони тест односно дупли диск 

дифузиони тест, познат као "D-тест" 

 Генотипска метода: идентификација erm гена мултиплекс PCR-ом. 

Клиндамицин није подесан уколико су изолати D-тест позитивни, све док се 

дефинитивно не докаже да је изолат D-тест негативан [247]. Сојеви са erm посредованом 

еритромицин резистенцијом могу поседовати индуцибилну клиндамицин резистенцију 

али се могу показати и осетљивим на клиндамицин у рутинском диск дифузионом 

тестирању осетљивости. Лабораторије и клиничари морају бити свесни преваленције 

iMLSb фенотипа резистенције међу Грам-позитивним кокама у свом окружењу. 

Преваленција индуцибилне клиндамицин резистенције се може разликовати и између 

две болницe у истом географском подручју [242]. Пошто је D-тест једноставан, јефтин и 

лак за извођење, може бити укључен као део рутинског тестирања бактеријске 

осетљивости на антибиотике. Корист од рутинског извођења D-теста је идентификација 

сојева са правом осетљивошћу на клиндамицин [82].
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2 ЦИЉЕВИ И ХИПОТЕЗЕ ИСТРАЖИВАЊА 

2.1 Циљеви истраживања 

1. Утврдити један од пет фенотипова MLSb резистенције за изолате S. aureus, 

коагулаза негативне стафилококе, Enterococcus spp., S. pneumoniae, S. agalactiae 

и S. pyogenes, коришћењем D-теста. 

2. Идентификовати гене одговорне за MLSb резистенцију: ermA, ermB, ermC, msrA, 

msrB, mefA/E, lnuA, lnuB, lsaA и lsaC за изолате S. aureus, коагулаза негативне 

стафилококе, Enterococcus spp., S. agalactiae и S. pyogenes, коришћењем 

мултиплекс PCR-а. 

3. Утврдити и упоредити учесталост фенотипова и гена MLSb резистенције код 

Грам-позитивних кока према: врстама бактерија, врстама материјала (брисеви 

грла и носа, генитални секрети, пиокултуре) и пореклу материјала (амбулантни и 

болнички). 

4. Утврдити сензитивност и специфичност D-тeста, на основу присуства erm гена, 

код изолата који су показали iMLSb фенотип резистенције. 

2.2 Хипотезе истраживања 

1. Постоји статистички значајна разлика у учесталости фенотипова и гена MLSb 

резистенције између метицилин-резистентних и осетљивих стафилокока. 

2. Постоји статистички значајна разлика у учесталости фенотипова и гена MLSb 

резистенције између различитих врста Грам-позитивних кока. 

3. Постоји статистички значајна разлика у учесталости фенотипова и гена MLSb 

резистенције између болничких и амбулантних изолата Грам-позитивних кока. 

4. Постоји статистички значајна разлика у учесталости фенотипова и гена MLSb 

резистенције између изолата Грам-позитивних кока изолованих из различитих 

врста материјала. 
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3 МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

3.1 План истраживања 

Истраживање спроведено у оквиру ове студије имало је две фазе: 

 У Центру за микробиологију Завода за јавно здравље у Врању извршено је 

микробиолошко испитивање и утврђивање фенотипова MLSb резистенције. 

 У Центру за микробиологију Института за јавно здравље у Крагујевцу обављена 

је екстракција бактеријске DNK и припрема узорака за даљу анализу, изведено 

је умножавање секвенци испитиваних гена резистенције (PCR) као и њихова 

визуелизација гел-електрофорезом на агарозном гелу. 

3.2 Узорковање и примарна изолација 

Бактерије су биле изоловане из редовног материјала који је упућиван из пријемних 

амбуланти свих шест општина Пчињског округа у Центар за микробиологију Завода за 

јавно здравље у Врању, у периоду између новембра 2013. и априла 2014. године. Завод 

за јавно здравље у Врању налази се на територији Пчињског округа смештеног на југу 

Србије (Слика 3). Пчињски округ има површину од 3.520 km², приближно 245.000 

становника и чини га град Врање и општине Владичин Хан, Сурдулица, Босилеград, 

Трговиште, Бујановац и Прешево. 
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Слика 3. Положај Пчињског округа у оквиру територије Републике Србије 

У студију је био укључен само по један изолат од сваког пацијента. Изолати су били 

преузети из различитих врста материјала и то: 881 изолат из брисева грла и носа, 858 из 

пиокултура и 617 из гениталних секрета и из материјала различитог порекла укључујући 

изолате амбулантног и болничког порекла. Узорци су обрађивани унутар двосатног 

временског оквира од тренутка пријема, како је прописано стандардном процедуром 

[28]. Они су засејавани на неселективну чврсту подлогу са 5% овчијом крви (крвни агар), 

ендо агару, диференцијалној подлози, и инокулисани су у декстрозни бујон за 

обогаћивање, а затим су инкубирани 24 до 48 сати на 37 °C. 
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3.3 Бактеријски сојеви 

Истраживање je спроведено у виду експерименталне студије на микроорганизмима in 

vitro. У испитивање су били укључени клинички изолати Грам-позитивних кока: 

Staphylococcus aureus, коагулаза-негативнe стафилококe, Enterococcus spp, Streptococcus 

pneumoniae, Streptococcus agalactiae и Streptococcus pyogenes и референтни сојеви 

Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis 

ATCC 29212 и Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

3.4 Методе анализе бактеријских сојева 

У студији су као варијабле испитиване: врста бактерија и њихова осетљивост на 

антибиотике, MLS фенотипови резистенције и гени MLS резистенције. 

3.4.1 Mикробиолошко испитивање 

Mикробиолошко испитивање подразумевало је идентификацију бактерија и испитивање 

њихове осетљивости на доступне антибиотике. Сви приспели узорци били су засејани 

на храњиву неселективну подлогу крвни агар и инкубирани 18 до 24 часа на 37°C у 

термостату у аеробним условима. Бактерије су биле идентификоване, у зависности од 

морфологије њихових колонија, класичном биохемијском идентификацијом и 

серолошком идентификацијом. Испитивање осетљивости изолованих бактерија на 

антибиотике (антибиограм) било је рађено према препорукама CLSI [246]. 

3.4.1.1 Идентификација бактерија 

 Bakterije roda Staphylococcus: Узорци су били инокулисани у декстрозни бујон 

и на крвном агару, инкубисани од 18 до 24 сата на 37°C. Забележенa је свака 

појава златно жутих или беж обојених, непрозирних колонија на крвном агару. 

Од примарних култура је прављен размаз на предметном стаклу, који је затим био 

бојен по Граму. Микроскопирањем су се на препарату виделе Грам-позитивне 

коке у гроздовима. После опсервације примарних култура, у даљој 



 МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

34 
 

идентификацији стафилокока до нивоа врсте рађен је коагулаза тест на плочици 

(везана коагулаза) за детекцију "clumping" фактора [248]. По две капи 

физиолошког раствора су стављане на два места на предметном стаклу. По једна 

колонија је стављана у круг сваке капи и затим је размућивана. Једна кап плазме 

је додавана на први круг и мешана дрвеним штапићем. Једна кап физиолошког 

раствора је додавана у други круг, мешана и затим коришћена као негативна 

контрола. Плочица је нагињана напред-назад. Посматрана је на присуство 

аглутинације, тј. "clumping" фактора. Слична суспензија позитивне и негативне 

контроле је тестирана истовремено. Хомогена и млечна суспензија контроле са 

физиолошким раствором указивала је на то да нема аутоаглутинације. Тест је 

сматран позитивним уколико се аглутинација појави у року од 10 до 15 секунди. 

Тест је сматран негативним уколико се не виде громуљице после два минута.  

Тест коагулазе у епрувети је вршен тако што је 0,5 ml хумане плазме (растворене 

физиолошким раствором у односу 1:5) одмеравано у стерилну епрувету. Затим је 

у епрувету додавано 0,1 ml једнодневне културе стафилококног бујoна. 

Позитивна контрола S. aureus ATCC 25923 и позната негативна контрола су 

постављане истовремено. Епрувете се инкубирају 4 сата на 37°C. Формација 

угрушка се видела лаганим нагињањем епрувете после 4 сата. Уколико се 

угрушак није видео после 4 сата, епрувета је даље инкубирана на собној 

температури и очитавана после 18 до 24 сата. Тест је сматран позитивним 

уколико се могао видети било који степен згрушавања. Тест је сматран 

негативним уколико није било згрушавања чак ни после 18 до 24 сата инкубације.  

На манитол сланом агару ("Chapman" подлози), од 18 до 24 сата инкубирали смо 

суспектне колоније на стафилокок. Посматрали смо присуство жуто пребојених 

колонија које су указивале на ферментацију манитола и на толеранцију бактерија 

на 7,5% концентрацију соли. Кремасто/златно жуте, бета-хемолитичке колоније, 

каталаза позитивне, коагулаза позитивне и манитол ферментујуће су биле 

идентификоване као S. aureus. Кремасто/беле колоније, каталаза позитивне, 

коагулаза негативне и манитол неферментујуће су биле идентификоване као 

коагулаза негативне стафилококе. 

 Streptococcus pneumoniae: Прелиминарна идентификација вршена је према 

фенотипским карактеристикама колонија примарне културе на крвном агару 

(морфологија и α-хемолиза), после инкубације на 35°C, 24 сата. Тест каталазе за 

S. pneumoniae је био негативан. У каталаза тесту, каталаза ензим разлаже водоник 
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пероксид (H2O2) који се дода у капима на суспектне колоније, на H2O и O2. Код 

каталаза позитивних колонија кисеоник се ослобађа у виду мехурића. Каталаза 

тест примарно служи за диференцијацију бактерија рода Staphylococcus, које су 

каталаза позитивне, од бактерија рода Streptococcus и Enterococcus, које су 

каталаза негативне. Потврдна идентификација S. pneumoniae је вршена тестом 

осетљивости на оптохин (etilhidrokuprein hidrohlorid) [249]. 

 Бактерије рода Enterococcus: На основу фенотипских карактеристика колонија 

на примарној култури на крвном агару (морфологија колоније, α-, ß- и γ- 

хемолизе) извршена је прелиминарна идентификација бактерија рода 

Enterococcus. Сви суспектни изолати субкултивисани су на ескулин жучни агар, 

или Рошеову (Rochaix) подлогу, која је диференцијална подлога намењена за 

идентификацију бактерија рода Enterococcus, и извршен је тест ферментације 

шећера малтозе и сахарозе (бактерије рода Enterococcus врше ферментацију 

малотозе и сахарозе). 

 Streptococcus agalactiae: Прелиминарна идентификација вршена је према 

фенотипским карактеристикама колонија примарне културе на крвном агару 

(морфологија и α'-хемолиза), после инкубације на 35°C, 24 сата. Идентификација 

S. agalactiae је вршена CAMP тестом [250]. Идентификација сваког изолата је 

потврђена на групу Б ß-хемолитичког стрептокока tj. S. agalactiae латекс 

аглутинацијом на плочици (Streptex-Slidex ® Strepto Plus-bioMérieux, Marcy 

l’Etoile, France). 

 Streptococcus pyogenes: Идентификација је вршена провером свих бета-

хемолитичких сјајних колонија, на крвном агару са 5% овчије крви. 

Прелиминарна идентификација је урађена тестирањем осетљивости изолата на 

бацитрацин [251, 252, 253, 254] (0.04 UI, Taxo A, BBL Microbiology system). На 

основу серолошке класификације од стране Ребеке Ленсфилд, 1933. године [175], 

постоји комерцијални кит за идентификацију бета-хемолитичких стрептокока, 

који укључује ензимску екстракцију угљених хидрата и аглутинацију са 

специфичним серумом. Потврдна идентификација бета-хемолитичких 

стрептокока рађена је латекс аглутинацијом на плочици (Streptex-Slidex® Strepto 

Plus-bioMérieux, Marcy l’Etoile, France) [251]. 
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3.4.1.2 Тестирање антибиотске осетљивости 

Тестиран је само један изолат по пацијенту. Чишћење културе изолата је урађено пре 

сваког тестирања осетљивости бактерија на антибиотике. Тестирање осетљивости на 

антибиотике је рађено на Милер Хинтон агару по Кирби Бауер диск дифузионој методи 

према CLSI препорукама [246]. За прављење суспензије је коришћено четири до пет 

колонија од културе старе 16 до 24 часа са чврсте подлоге и 0,85% NaCl раствор. Ова 

суспензија је упоређивана са 0,5 МекФарланд стандардом, да би се добио инокулум 

приближне мутноће, а затим је инокулисан на Милер Хинтон агару да би се добио 

конфлуентни пораст испитиване бактерије. 

Употребљавани су следећи антибиотски дискови:  

1. Ампицилин 10 µg 

2. Амоксицилин /клавуланска киселина 20/10 µg 

3. Еритромицин 15 µg 

4. Клиндамицин 2 µg 

5. Гентамицин 10 µg 

6. Гентамицин 100 µg (висока доза гентамицина за тестирање ентерокока) 

7. Амикацин 30 µg 

8. Ципрофоксацин 5 µg 

9. Тетрациклин 30 µg 

10. Котримоксазол 25 µg 

11. Пеницилин Г 10 µg 

12. Цефтриаксон 30 µg 

13. Цефокситин 30 µg 

14. Ванкомицин 30 μg 

15. Линезолид 30 μg. 

Плоче су биле инкубиране на 37°C, 18 до 24 сата. За очитавање резултата теста мерили 

смо пречнике зона инхибиције. Антибиотска активност очитавана je као пречник зоне 

инхибиције у mm. Изолати су били класификовани као осетљиви (S), резистентни (R) и 

интермедијарно осетљиви (I), према критеријумима CLSI [28]. За контролу квалитета 

коришћени су контролни сојеви S. pneumoniae ATCC 49619 и S. agalactiae ATCC 12403. 

Контрола квалитета (енг. Quality control (QC)) за еритромицин (Er) и клиндамицин (Кli) 

дискове била је извршена са S. aureus ATCC 25923 према стандардној диск дифузионој 
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QC процедури [255]. Додатно, QC је била вршена са сопственим лабораторијским 

сојевима S. aureus, од којих су једни имали позитиван а други негативан резултат D-

теста [255]. Резултати су интерпретирани према CLSI препорукама из 2012. године [256]. 

3.4.1.3 Метицилин резистенција 

Метицилин резистенција била је идентификована на основу осетљивости стафилокока 

на цефокситин. Изолат је сматран метицилин резистентним уколико је зона инхибиције 

имала пречник око цефокситин диска (30 µg) мањи или једнак 21 mm [257]. 

3.4.2 Утврђивање фенотипова MLS резистенције 

Фенотипови резистенције на макролиде и линкозамиде су утврђени D-тестом са 

растојањем између дискова еритромицина (15 µg) и клиндамицина (2 µg) од 12 mm 

(ивица од ивице). Антибиотска активност очитавана je као пречник зоне инхибиције у 

mm. Изолати су били класификовани као осетљиви (S), резистентни (R) и 

интермедијарно осетљиви (I), према критеријумима CLSI [256]. 

У дупли диск дифузионом тесту (D-тест) смо инокулисали Милер Хинтон и Милер 

Хинтон са 5% овчијом крви подлоге суспензијом бактерија густине 0,5 МекФарланда. 

Еритромицин (15µg/ml) диск је стављан на удаљености од 12 mm (ивица од ивице) од 

клиндамицин (2 µg/ml) диска. После једноноћне инкубације на 37°C, вршено је 

очитавање пречника зоне инхибиције у mm, присуство зоне инхибиције облика великог 

латиничног слова D око клиндамицин диска, као и присуство канала осетљивости 

између еритромицин и клиндамицин диска [246]. 

У овој студији су коришћени следећи критеријуми за очитавање фенотипова 

резистенције: 

 Er/Kli S - изолат осетљив на еритромицин (пречник зоне инхибиције ≥23 mm) и 

осетљив на клиндамицин (пречник зоне инхибиције >21 mm) (Слика 4). 

 cMLSb - конститутивни MLSb фенотип - изолат резистентан на еритромицин 

(пречник зоне инхибиције ≤13 mm) и резистентан на клиндамицин (пречник зоне 

инхибиције ≤14 mm) (Слика 5). 
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 М/МSb фенотип - изолат показују резистенцију на еритромицин (пречник зоне 

инхибиције ≤13 mm) и осетљивост на клиндамицин (пречник зоне инхибиције 

>21 mm) (Слика 6). 

 iMLSb - индуцибилни MLSb фенотип - изолат показује резистенцију на 

еритромицин (пречник зоне инхибиције ≤13 mm) и осетљивост на клиндамицин 

(пречник зоне инхибиције >21 mm), зона инхибиције облика слова D око 

клиндамицина са заравњењем према еритромицин диску (Слика 7). 

 LSa/b - изолат осетљив на еритромицин (пречник зоне инхибиције ≥23 mm) и 

резистентан на клиндамицин (пречник зоне инхибиције ≤14 mm) (Слика 8). 

 Нови "кеyhole" фенотип - изолат осетљив на еритромицин (пречник зоне 

инхибиције ≥23 mm) и резистентан на клиндамицин (пречник зоне инхибиције 

≤14 mm) са каналом осетљивости између диска еритромицина и клиндамицина 

указује на нови такозвани "keyhole" фенотип [246, 258] (Слика 9). 

 

Слика 4. Диск дифузиона метода на Милер-Хинтон агару за израду антибиограма и D-
тест (еритромицин и клиндамицин дискови обележени су стрелицама); А: 

Eритромицин осетљиви и клиндамицин осетљиви сој S. pyogenes (Er/Kli S); Б: 
Eритромицин осетљиви и клиндамицин осетљиви сој S. aureus (Er/Kli S) 
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Слика 5. Диск дифузиона метода на Милер-Хинтон агару за израду антибиограма и D-
тест (еритромицин и клиндамицин дискови обележени су стрелицама); А: 

Eритромицин резистентни и клиндамицин резистентни сој S. agalactiae (cMLSb); Б: 
Eритромицин резистентни и клиндамицин резистентни сој коагулаза негативног 

стафилокока (cMLSb) 

 

Слика 6. Диск дифузиона метода на Милер-Хинтон агару за израду антибиограма и D-
тест (еритромицин и клиндамицин дискови обележени су стрелицама); А: 

Eритромицин резистентни и клиндамицин осетљиви сој S. pneumoniae (М/МSb); Б: 
Eритромицин резистентни и клиндамицин осетљиви сој коагулаза негативног 

стафилокока (М/МSb) 
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Слика 7. Диск дифузиона метода на Милер-Хинтон агару за израду антибиограма и D-
тест (еритромицин и клиндамицин дискови обележени су стрелицама); А: 

Eритромицин резистентни и клиндамицин осетљиви сој S. pneumoniae, са заравњењем 
зоне инхибиције око клиндамицин диска са стране окренуте према еритромицин диску, 
у облику слова D (iMLSb); Б: Eритромицин резистентни и клиндамицин осетљиви сој 
S. aureus, са заравњењем зоне инхибиције око клиндамицин диска са стране окренуте 

према еритромицин диску, у облику слова D (iMLSb) 

 

Слика 8. Диск дифузиона метода на Милер-Хинтон агару за израду антибиограма и D-
тест (еритромицин и клиндамицин дискови обележени су стрелицама); А: 

Eритромицин осетљиви и клиндамицин резистентни сој S. agalactiae (LSa/b); Б: 
Eритромицин осетљиви и клиндамицин резистентни сој Enterococcus spp. (LSa/b) 
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Слика 9. Еритромицин (Er) и клиндамицин (Kli) дупли диск дифузиони тест на 
изолату Enterococcus spp.; А: Eритромицин осетљив и клиндамицин резистентни сој 
Enterococcus spp. (LSa/b); Б: LSa/b фенотип који личи на нови "keyhole" фенотип, са 

карактеристичним каналом сензитивности на клиндамицин у присуству еритромицина 
(обележен је стрелицом) 

3.4.3 Идентификација гена MLS резистенције 

3.4.3.1 Изолација DNK и PCR прајмери 

Бактеријска DNK je екстраховaна китом PrepMan Ultra sample Preparation Reagent 

(Applied Biosystems, Inc.), према протоколу произвођача. Промућкали смо пре употребе 

бочицу PrepMan Ultra sample Preparation Reagent, а затим смо оставили бочицу да се 

садржај у њој слегне и нестану мехурићи из ње. У следећем кораку смо, да би спречили 

контаминацију боце са PrepMan Ultra sample Preparation Reagent, при свакој новој тури 

екстракције DNA одвајали у стерилну епрувету од 50 ml потребну количину реагенса 

стерилном пипетом, рачунајући да је за сваки узорак потребна количина од 100µl. У 

трећем кораку смо обележили све епрувете са поклопцем за микроцентрифугирање 

бројем узорка и отворили поклопце. Затим смо расподелили по 100µl PrepMan Ultra 

sample Preparation Reagent у сваку означену епрувету стерилном пипетом. После тога 

смо по пуну езу колонија са осамнаест часова старе културе суспендовали са 100µl 

PrepMan Ultra sample Preparation Reagent у одговарајуће обележене епрувете. Чврсто 

затворене епрувете за микроцентрифугирање су затим појединачно енергично на 

вортексу хомогенизоване од 10 до 30 секунди, а затим су смештене у термостат на 95°С 
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до 100 °С, 10 минута. За то време смо припремили други сет епрувета за 

микроцентрифугирање од 2 ml и означили их бројевима узорака. После вађења епрувета 

из термостата, остављене су на собној температури 2 минута, а затим су центрифугиране 

у микроцентрифуги на највећој брзини 2 минута. Затим је пребачено по 50µl 

супернатанта из сваке центрифугиране епрувете у други сет означених епрувета. После 

завршетка екстракције DNK, епрувете за микроцентрифугирање су чуване на -20°C све 

до започињања термичког циклусног протокола, односно умножавања DNK. 

На 330 изолата, од укупног броја испитиваних сојева Грам-позитивних кока којима је 

утврђен МLS фенотип резистенције, мултиплекс PCR методом идентификовани су гени 

MLS резистенције (ermA, ermB, ermC, msrA/B, mefA/E, lnuA, lnuB, lsaA и lsaC) 

коришћењем прајмера, чије су секвенце (Табела 1) претходно публиковане [137, 143, 

210, 259, 260, 261, 262]. 
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Табела 1. PCR прајмери коришћени за умножавање гена резистенције код Грам-
позитивних кока и услови умножавања код извођења PCR реакције 

Ген Секвенцa прајмера (5′-3′) 
Величина секвенцe 
Референца 

Услови PCR реакције 

ermA F: TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA 
R: CTTCGATAGTTTATTAATATTAG 
421bp 
[259] 

95°C 180s; 
40 циклуса (95°C 30s, 52°C 40s, 72°C 120s); 
72°C 120s. 

ermB F: GAAAAGTACTCAACCAAATA 
R: AGTAACGGTACTTAAATTGTTTA 
639bp 
[259] 

95°C 180s; 
40 циклуса (95°C 30s, 52°C 40s, 72°C 120s); 
72°C 120s. 

ermC F: TCAAAACATAATATAGATAAA 
R: GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT 
572bp 
[259] 

95°C 180s; 
40 циклуса (95°C 30s, 52°C 40s, 72°C 120s); 
72°C 120s. 

msrA F: GGCACAATAAGAGTGTTTAAAGG  
R: AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCTGTT 
940bp 
[260] 

95°C 180s;  
40 циклуса ( 94°C 60s, 50°C 60s, 72°C 90s);  
72°C 120s. 

msrB F: TATGATATCCATAATAATTATCCAATC 
R: AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCTGTT 
595bp 
[260] 

95°C 180s;  
40 циклуса (94°C 60s, 50°C 60s, 72°C 90s);  
72°C 120s. 

mefA F: CTATGACAGCCTCAATGCG 
R: ACCGATTCTATCAGCAAAG 
1400bp 
[261] 

95°C 180s;  
40 циклуса (95°C 30s, 50°C 40s, 72°C 120s); 
72°C 120s. 

mefE F: AAAACTGCAGGCGTTTAAGATAAGCTGGC 
R: CCAATGCATCCTGCACCATTTGCTCCTAC 
1355bp 
[210] 

95°C 180s;  
40 циклуса (95°C 30s, 50°C 40s, 72°C 120s); 
72°C 120s. 

lnuA F: GGTGGCTGGGGGGTAGATGTATTAACTGG 
R: GCTTCTTTTGAAATACATGGTATTTTTCGATC 
323bp 
[262] 

95°C 180s;  
40 циклуса (95°C 30s, 57°C 30s, 72°C 60s);  
72°C 120s. 

lnuB F: CCTACCTATTGTTTGTGGAA 
R: ATAACGTTACTCTCCTATTC 
925bp 
[262] 

95°C 180s;  
40 циклуса (95°C 30s, 54°C 45s; 72°C 120s);  
72°C 120s. 

lsaA F: GGCAATCGCTTGTGTTTTAGCG 
R: GTGAATCCCATGATGTTGATACC 
1200bp 
[136] 

95°C 180 s;  
40 циклуса (95°C 30s, 55°C 30s, 72°C 120s);  
72°C 120s. 

lsaC F: GGCTATGTAAAACCTGTATTTG 
R: ACTGACAATTTTTCTTCCGT 
429bp 
[142] 

95°C 180 s;  
40 циклуса (95°C 30s, 55°C 30s, 72°C 120s);  
72°C 120s. 
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3.4.3.2 Идентификација гена 

Свака реакција била је изведена у коначном волумену од 50 μl и укључивала је 2 μl 

геномске DNK, 1 μl (50 nmol/µl) сваког прајмера (Invitrogen), 25 μL Maxima® Hot Start 

Green PCR Master Mix (Fermentas) и 21 µl DEPC H2O. Позитивне и негативне контроле 

су биле укључене у сваки тест. Умножавање је вршено на SaCycler-96 термосајклеру 

(Sacace Biotechnologies S.r.l.). Услови под којима су се одвијале реакције ланчаног 

умножавања приказани су у Табели 1, са временом, температуром и бројем циклуса за 

сваки прајмер који укључује следеће кораке: 

1. Иницијалну денатурацију 

2. Денатурацију 

3. Везивање прајмера 

4. Екстензију 

5. Финалну екстензију. 

Умножени продукти су детектовани гел-електрофорезом на E-Gel iBase (Invitrogen) на 

2% (w/v) агарозном гелу (E-Gel® 2%, Invitrogen) и визуализовани просветљавањем 

гелова коришћењем UltraBright LED трансилуминаторa (Maestrogen Inc.). Различити 

гени резистенције су анализирани на основу присуства или одсуства трака на агарозном 

гелу [152]. Величина PCR продуката је била упоређивана са стандардном молекуларном 

тежином маркера (Слика 10) [193]. 
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Слика 10. PCR изолати S. aureus; линија 1 и линија 2: умножени производ (572 bp) 
ermC гена; линија 3: умножени производ (421bp) ermА гена; линија 4: молекуларна 

тежина маркера 

3.5 Статистичка анализа података 

Експериментално добијени подаци и њихова статистичка анализа је приказана 

табеларно и графички, коришћењем програма Excel из софтверског пакета Microsoft 

Office 2013. За утврђивање специфичности и сензитивности D-теста коришћен је 

Diagnostic test evaluation calculator [263]. За утврђивање разлика у дистрибуцији 

учесталости коришћен је Фишеров егзактни тест на нивоу значајности од p < 0,05. 
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4 РЕЗУЛТАТИ 

4.1 Учесталост резистенције на антибиотике Грам-позитивних кока 

Учесталост резистенције на антибиотике Грам-позитивних кока приказана је у Табели 

2. 

Табела 2. Учесталост резистенције на антибиотике код Грам-позитивних кока 

  
Cefoksitin 

n (%) 
Ceftriakson 

n (%) 
Penicilin

n (%) 
Eritromicin

n (%) 
Klindamicin

n (%) 
Gentamicin

n (%) 
Ciprofloksa- 

cin n (%) 
Vankomi- 
cin n (%) 

Linezolid
n (%) 

S. aureus 
(N=944) 

162 
(17,2) 

- 
865 

(91,6) 
558 

(59,1) 
78 

(8,3) 
215 

(22,8) 
119 

(12,6) 
0 

(0,0) 
0 

(0,0) 

MSSAа 
(N=782) 

0 
(0,0) 

- 
703 

(89,9) 
418 

(53,5) 
32 

(4,1) 
137 

(17,5) 
45 

(5,8) 
0 

(0,0) 
0 

(0,0) 

MRSAб 
(N=162) 

162 
(100,0) 

- 
162 

(100,0) 
140 

(86,4) 
46 

(28,4) 
79 

(48,8) 
70 

(43,2) 
0 

(0,0) 
0 

(0,0) 

KNSв 
(N=699) 

71 
(10,2) 

- 
637 

(91,1) 
426 

(60,9) 
85 

(12,2) 
141 

(20,2) 
77 

(11,0) 
0 

(0,0) 
0 

(0,0) 

MSKNSг 
(N=628) 

0 
(0,0) 

- 
566 

(90,1) 
361 

(57,5) 
74 

(11,8) 
102 

(16,2) 
52 

(8,3) 
0 

(0,0) 
0 

(0,0) 

MRKNSд 
(N=71) 

71 
(100,0) 

- 
71 

(100,0) 
65 

(91,5) 
11 

(15,5) 
37 

(52,1) 
26 

(36,6) 
0 

(0,0) 
0 

(0,0) 

Enterococcus 
spp. (N=245) 

- - 
7 

(2,9) 
198 

(80,8) 
237 

(96,7) 
86 

(35,1) 
54 

(22,0) 
1 

(0,4) 
0 

(0,0) 

S. pneumoniae 
(N=64) 

21 
(32,8) 

0 
(0,0) 

6 
(9,4) 

42 
(65,6) 

23 
(35,9) 

27 
(42,2) 

0 
(0,0) 

0 
(0,0) 

0 
(0,0) 

S. agalactiae 
(N=150) 

- 
0 

(0,0) 
0 

(0,0) 
47 

(31,3) 
31 

(20,7) 
109 

(72,7) 
49 

(32,7) 
0 

(0,0) 
- 

S. pyogenes 
(N=264) 

- 
0 

(0,0) 
0 

(0,0) 
116 

(43,9) 
47 

(17,8) 
89 

(33,7) 
57 

(21,6) 
0 

(0,0) 
- 

а Метицилин резистентан S. aureus 
б Метицилин сензитиван S. aureus 
в Коагулаза негативни стафилокок 
г Метицилин резистентни коагулаза негативни стафилокок 
д Метицилин сензитивни коагулаза негативни стафилокок 

Од укупног броја изолата S. aureus, 17,2% било је резистентно на цефокситин и ти сојеви 

су идентификовани као метицилин резистентни S. aureus (MRSA), док је од укупног 

броја коагулаза негативних изолата, 10,2% било резистентно на цефокситин, те су ти 
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сојеви идентификовани као метицилин резистентнe коагулаза негативне стафилококе 

(MRKNS). Резистентно на цефокситин је било и 32,8% изолата S. pneumoniae. Међутим, 

сви изолати стрептокока су били осетљиви на цефтриаксон. 

Највећи проценат изолата резистентних на пеницилин имале су врсте S. aureus (91,6%) 

и коагулаза негативне стафилококе (91,1%), а међу њима, резистенција на пеницилин је 

забележена код свих MRSA (100,0%) и MRKNS (100,0%) изолата. 

Резистенција на пеницилин је детектована у 9,4% изолата S. pneumoniae, а само у 2,9% 

изолата Enterococcus spp. Међу изолатима S. agalactiae и S. pyogenes није било сојева 

резистентних на пеницилин. 

Код изолата стафилокока, MRSA (86,4%) и MRKNS (91,5%) су показали највећу 

резистентност на еритромицин, док су изолати MSSA (53,5%) и MSKNS (57,5%) имали 

значајно нижу резистeнцију на овај антибиотик. Велика резистентност на еритромицин 

утврђена је и код изолата Enterococcus spp. (80,8%), S. pneumoniae (65,6%), S. agalactiae 

(31,3%) и S. pyogenes (43,9%). 

Изолати MRSA (28,4%) и MRKNS (15,5%) су показали већи степен резистенције на 

клиндамицин од изолата MSSA (4,1%) и MSKNS (11,8%). Ипак, највећи проценат сојева 

резистентних на овај антибиотик, чак 96,7%, детектовали смо код изолата Enterococcus 

spp. Резистенцију на клиндамицин смо добили и код изолата стрептокока, мада не у тако 

високом проценту: S. pneumoniae (35,9%), S. agalactiae (20,7%) и S. pyogenes (17,8%). 

Међу изолатима стафилокока, највећу резистентност на гентамицин су показали изолати 

MRSA (48,8%) и MRKNS (52,1%), док су изолати MSSA (17,5%) и MSKNS (16,2%) били 

знатно осетљивији. Међу стрептококама, највећу резистенцију на гентамицин су 

показали изолати S. agalactiae (72,7%), а затим су следили изолати S. pneumoniae (42,2%) 

и S. pyogenes (33,7%), док је резистенција на гентамицин забележена код Enterococcus 

spp. изолата била 35,1%. 

Резистенција на ципрофлоксацин је било највиша код MRSA (43,2%) и MRKNS (36,6%) 

изолата, док је значајно мања евидентирана код изолата MSSA (5,8%) и MSKNS (8,3%). 

Међу стрептококама највећу резистентност на ципрофлоксацин су показали изолати S. 

agalactiae (32,7%), а затим S. pyogenes (21,6%). Међу изолатима S. pneumoniae није било 

сојева резистентних на ципрофлоксацин, док је код изолата Enterococcus spp. 

резистенција на ципрофлоксацин била 22,0%. 
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Резистенција на линезолид није била забележена ни код једног изолата Грам-позитивних 

кока, док је резистенција на ванкомицин нађена код само 0,6% изолата Enterococcus spp. 

4.2 Учесталост резистенције на еритромицин код Грам-позитивних 
кока 

На Графикону 1 приказана је осетљивост изолата Грам-позитивних кока на 

еритромицин. MRSA и MRKNS изолати су показали највећу резистентност на 

еритромицин, а затим су следили изолати Enterococcus spp. и S. pneumoniae. Најмању 

резистентцију на еритромицин су показали изолати S. agalactiae. 

 

Графикон 1. Осетљивост на еритромицин код Грам-позитивних кока; SA - S. aureus, 
MRSA- метицилин резистентан S. aureus, MSSA - метицилин сензитиван S. aureus, 

KNS - коагулаза негативни стафилокок, MRKNS - метицилин резистентни коагулаза 
негативни стафилокок, MSKNS - метицилин сензитивни коагулаза негативни 

стафилокок; Er/S - еритромицин сензитивност, Er/R - еритромицин резистентност 
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4.3 Учесталост MLS фенотипова резистенције код Грам-позитивних 
кока 

У Табели 3 приказана је учесталост MLS фенотипова резистенције код Грам-позитивних 

кока. Сумарно, резистенција на MLS антибиотике је у највећем проценту забележена код 

изолата Enterococcus spp. и метицилин резистентних сојева стафилокока, док су сојеви 

S. agalactiae и S. pyogenes показали највећу осетљивост. 

Табела 3. Учесталост MLS фенотипова резистенције код Грам-позитивних кока 

 S. aureus 
n (%) 

MRSAа 
n (%) 

MSSAб 
n (%) 

KNSв

n (%)
MRKNSг

n (%) 
MSKNSд

n (%) 
Enterococcus

spp. n (%) 
S. pneumo-
niae n (%)

S. agalactiae 
n (%) 

S. pyogenes
n (%) 

Er/Cli Sђ 
380 

(40,3) 
19 

(11,7) 
361 

(46,2) 
263 

(37,6)
6 

(8,5) 
257 

(40,9) 
2 

(0,8) 
22 

(34,4) 
94 

(62,7) 
148 

(56,1) 

cMLSbе 
72 

(7,6) 
43 

(26,5) 
29 

(3,7) 
75 

(10,7)
11 

(15,5) 
64 

(10,2) 
192 

(78,4) 
23 

(35,9) 
22 

(14,7) 
47 

(17,8) 

M/MSbж 
141 

(14,9) 
26 

(16,0) 
115 

(14,7) 
148 

(21,2)
23 

(32,4) 
125 

(19,9) 
2 

(0,8) 
12 

(18,8) 
19 

(12,7) 
50 

(18,9) 

iMLSbз 
345 

(36,5) 
71 

(43,8) 
274 

(35,0) 
203 

(29,0)
31 

(43,7) 
172 

(27,4) 
4 

(1,6) 
7 

(10,9) 
6 

(4,0) 
19 

(7,2) 

LSa/bи 
6 

(0,6) 
3 

(1,9) 
3 

(0,4) 
10 

(1,4) 
0 

(0,0) 
10 

(1,6) 
45 

(18,4) 
0 

(0,0) 
9 

(6,0) 
0 

(0) 

Укупно 
944 

(100,0) 
162 

(100,0) 
782 

(100,0) 
699 

(100,0)
71 

(100,0) 
628 

(100,0) 
245 

(100,0) 
64 

(100,0) 
150 

(100,0) 
264 

(100,0) 

а Метицилин резистентан S. aureus 
б Метицилин сензитиван S. aureus 
в Коагулаза негативни стафилокок 
г Метицилин резистентни коагулаза негативни стафилокок 
д Метицилин сензитивни коагулаза негативни стафилокок 
ђ Сензитивни на еритромицин и клиндамицин 
е Конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
ж Резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б 
з Индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
и Резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

4.3.1 Учесталост MLS фенотипова резистенције код S. aureus 

Најчешћи фенотип MLS резистенције код изолата S. aureus је био iMLSb (36,6%), док су 

M/MSb (14,9%) и cMLSb (7,6%) били заступљени у мањем проценту, а у најмањем је био 

заступљен LSa/b (0,6%) фенотип (Табела 3 и Графикон 2). 
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Међу MRSA изолатима, на првом месту по учесталости је био iMLSb фенотип, затим је 

следио cMLSb, док је најређи био LSa/b фенотип (Графикон 2). 

Код изолата MSSA, најчешћи фенотип MLS резистенције је био iMLSb, затим је следио 

M/MSb, а најређе заступљен је био LSa/b фенотип. Највећи број MSSA изолата био је 

осетљив на еритромицин и клиндамицин (Графикон 2). 

Када се упореде метицилин резистентни и метицилин осетљиви изолати S. aureus, уз 

мање разлике, уочава се слично понашање. Наиме, и код MRSA (43,8%) и код MSSA 

(35,0%) изолата, најчешће детектован фенотип MLS резистенције је био iMLSb, при 

чему је проценат cMLSb резистентних сојева значајно већи код MRSA (26,5%) него код 

MSSA (3,7%) изолата (р < 0,001). Учесталост M/MSb фенотипа код MRSA (16,0%) и 

MSSA (14,7%) изолата била је слична (p > 0,05). Учесталост изолата осетљивих на 

еритромицин и клиндамицин је била статистички значајно већа код MSSA у односу на 

MRSA изолате (р < 0,001) (Графикон 2). 

 

Графикон 2. Учесталост MLS фенотипова резистенције код S. aureus; SA - S. aureus, 
MRSA - метицилин резистентан S. aureus, MSSA - метицилин сензитиван S. aureus; 

Er/Кli S - сензитивни на еритромицин и клиндамицин, cMLSb - конститутивна 
резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, M/MSb - 

резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б, iMLSb - индуцибилна 
резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - резистенција 

на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 
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4.3.2 Учесталост MLS фенотипова резистенције код KNS 

Профил резистенције коагулаза негативних стафилокока је веома сличан профилу 

резистенције S. aureus. Најчешћи фенотип MLS резистенције код коагулаза негативних 

стафилокока био је iMLSb (29,0%), затим су следили M/MSb (21,2%) и cMLSb (10,7%), 

док је LSa/b фенотип био најмање заступљен (1, 4%) (Табела 3 и Графикон 3). 

Најучесталији фенотип међу изолатима MRKNS био је iMLSb, затим је следио M/MSb, 

док су на последњем месту по заступљености били изолати осетљиви на еритромицин и 

клиндамицин. Изолати са LSa/b фенотипом нису били детектовани (Графикон 3). 

Међу изолатима MSKNS, најучесталији фенотип MLS резистенције је био iMLSb, затим 

је следио M/MSb, а на последњем месту по учесталости је био LSa/b фенотип. Највећи 

број изолата MSKNS је био осетљив на еритромицин и клиндамицин (Графикон 3). 

Дистрибуција MLS фенотипова резистенција код MRKNS и MSKNS је била потпуно 

иста, уз разлику да је проценат изолата осетљивих на еритромицин и клиндамицин био 

значајно већи код MSKNS (р < 0,001). Такође, iMLSb и M/MSb фенотипови су били 

статистички значајно заступљенији код изолата MRKNS у односу на MSKNS (p < 0,05). 

 

Графикон 3. Учесталост MLS фенотипова резистенције код KNS изолата; KNS - 
коагулаза негативни стафилокок, MRKNS - метицилин резистентни коагулаза 
негативни стафилокок, MSKNS - метицилин сензитивни коагулаза негативни 
стафилокок; Er/Кli S - сензитивни на еритромицин и клиндамицин, cMLSb - 

конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, 
M/MSb - резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б, iMLSb - 

индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - 
резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 
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4.3.3 Учесталост MLS фенотипова резистенције код Enterococcus spp. 

Насупрот стафилококама, најучесталији MLS фенотип резистенције међу изолатима 

ентерокока био је cMLSb (78,4%), а одмах затим по учесталости следио је LSa/b фенотип 

(18,4%). Изолати осетљиви на еритромицин и клиндамицин и сојеви који су показивали 

M/MSb и iMLSb фенотип били су заступљени у веома ниском проценту (Графикон 4). 

 

Графикон 4. Учесталост MLS фенотипова резистенције код ентерокока; EF - 
Enterococcus spp.; Er/Кli S - сензитивни на еритромицин и клиндамицин, cMLSb - 
конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, 
M/MSb - резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б, iMLSb - 

индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - 
резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

4.3.4 Учесталост MLS фенотипова резистенције код стрептокока 

Профил резистенције на MLS антибиотике код различитих врста стрептокока је сличан 

и ближи је профилу резистенције ентерокока него стафилокока. Слично ентерококама, 

мада не у тако високом проценту, доминанти фенотип резистенције код стрептокока био 

је cMLSb, док је iMLSb, насупрот стафилококама, био један од најређе заступљених 

фенотипова резистенције. S. pneumoniae је карактерисала ниска заступљеност сојева 

осетљивих на еритромицин и клиндамицин, са друге стране, готово 60% тестираних 

изолата S. agalactiae и S. рyogenes је било осетљиво на еритромицин и клиндамицин. 

Интересантно је да смо нашли код сојева S. agalactiae, иако у ниском проценту, LSa/b 

фенотип резистенције.   
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Проценат изолата S. pneumoniae са cMLSb фенотипом (35,9%) је био статистички 

значајно учесталији у односу на проценат изолата са iMLSb (10,9%) и M/MSb (18,8%) 

фенотипом резистенције (p < 0,05). Учесталост изолата са овим фенотипом се није битно 

разликовала од учесталости изолата који су били осетљиви на еритромицин и 

клиндамицин (34,4%) (p > 0,05). LSa/b фенотип резистенције није био детектован код 

изолата S. pneumoniae (Табела 3 и Графикон 5). 

Највећи број изолата S. agalactiae је био осетљив на еритромицин и клиндамицин 

(62,7%), а најучесталији MLS фенотип резистенције био је cMLSb (14,7%), затим M/MSb 

(12,7%), док је на последњем месту по заступљености био LSa/b (6,0%) фенотип (Табела 

3 и Графикон 5). 

Највећи број изолата S. pyogenes био је осетљив на еритромицин и клиндамицин (56,1%), 

а најчешћи фенотип резистенције је био M/MSb (18,9%), затим cMLSb (17,8%), док је 

најређе заступљен био iMLSb (7,2%) фенотип. Ниједан изолат S. pyogenes није показао 

LSa/b фенотип резистенције (Табела 3 и Графикон 5). 

 

Графикон 5. Учесталост MLS фенотипова резистенције код стрептокока; SPn - S. 
pneumoniae; SB - S. agalactiae; SPy - S. pyogenes; Er/Кli S - сензитивни на еритромицин 

и клиндамицин, cMLSb - конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-
стрептограмине групе Б, M/MSb - резистенција на макролиде/макролиде-

стрептограмине групе Б, iMLSb - индуцибилна резистенција на макролиде-
линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - резистенција на линкозамиде-

стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 
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4.4 Поређење учесталости MLS фенотипова резистенције код Грам-
позитивних кока 

Упоредном анализом учесталости MLS фенотипова резистенције код Грам-позитивних 

кока, утврдили смо да су cMLSb и LSa/b фенотип најзаступљенији код изолата 

Enterococcus spp, а iMLSb фенотип међу изолатима MRSA и MRKNS, док је M/MSb 

фенотип био најзаступљенији код MRKNS изолата. Са друге стране, осетљивост на 

еритромицин и клиндамицин је била најзаступљенија међу изолатима S. agalactiae и S. 

pyogenes (Графикон 6). 

 

Графикон 6. Учесталост MLS фенотипова резистенције код Грам-позитивних кока; 
MRSA- метицилин резистентан S. aureus, MSSA - метицилин сензитиван S. aureus, 

MRKNS - метицилин резистентни коагулаза негативни стафилокок, MSKNS - 
метицилин сензитивни коагулаза негативни стафилокок, EF - Enterococcus spp., SPn - S. 
pneumoniae, SB - S. agalactiae, SPy - S. pyogenes; Er/Кli S - сензитивни на еритромицин 

и клиндамицин, cMLSb - конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-
стрептограмине групе Б, M/MSb - резистенција на макролиде/макролиде-

стрептограмине групе Б, iMLSb - индуцибилна резистенција на макролиде-
линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - резистенција на линкозамиде-

стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

4.4.1 Поређење учесталости Er/Kli S код Грам-позитивних кока 

Поређењем учесталости изолата осетљивих на еритромицин и клиндамицин код 

различитих врста Грам-позитивних кока, утврдили смо да је она била највећа међу 
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изолатима S. agalactiae и S. pyogenes и статистички се значајно разликовала у односу на 

остале испитиване врсте бактерија (p < 0,01). На другом месту, по учесталости изолата 

осетљивих на еритромицин и клиндамицин, у приближно једнаком проценту, били су 

изолати MSSA, MSKNS и S. pneumoniae (p > 0,05). Најмањи број изолата осетљивих на 

ова два антибиотика био је међу изолатима Enterococcus spp., MRSA и MRKNS и 

статистички се значајно разликовала у односу на остале испитиване врсте (p < 0,001) 

(Графикон 7). 

 

Графикон 7. Учесталост осетљивости на еритромицин и клиндамицин (Er/Kli S) код 
Грам-позитивних кока; MRSA - метицилин резистентан S. aureus, MSSA - метицилин 

сензитиван S. aureus, MRKNS - метицилин резистентни коагулаза негативни 
стафилокок, MSKNS - метицилин сензитивни коагулаза негативни стафилокок, EF - 

Enterococcus spp., SPn - S. pneumoniae, SB - S. agalactiae, SPy - S. pyogenes 

4.4.2 Поређење учесталости cMLSb фенотипа резистенције код Грам-позитивних 
кока 

Поређењем учесталости сMLS фенотипа резистенције код различитих врста Грам-

позитивних кока, утврдили смо да је овај фенотип био статистички значајно 

најзаступљенији код изолата Enterococcus spp. (p < 0,001). Мању заступљеност смо 

добили код изолата S. pneumoniae и MRSA (p > 0,05), а најмању код MSSA изолата (p < 

0,05) (Графикон 8). 
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Графикон 8. Учесталост cMLSb фенотипа резистенције код Грам-позитивних кока; 
MRSA - метицилин резистентан S. aureus, MSSA - метицилин сензитиван S. aureus, 

MRKNS - метицилин резистентни коагулаза негативни стафилокок, MSKNS - 
метицилин сензитивни коагулаза негативни стафилокок, EF - Enterococcus spp., SPn - S. 

pneumoniae, SB - S. agalactiae, SPy - S. pyogenes 

4.4.3 Поређење учесталости M/MSb фенотипа резистенције код Грам-
позитивних кока 

Упоредном анализом учесталости M/MSb фенотипа код различитих врста Грам-

позитивних кока, утврдили смо да је овај фенотип најучесталији код изолата MRKNS (p 

< 0,05). Затим по заступљености следе изолати MSKNS, S. pyogenes, S. pneumoniae, 

MRSA, MSSA и S. agalactiae са приближно једнаком учесталошћу и без статистички 

значајне разлике (p > 0,05). Овај фенотип је био најмање заступљен код изолата 

Enterococcus spp. (p < 0,001) (Графикон 9). 
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Графикон 9. Учесталост М/МSb фенотипа резистенције код Грам-позитивних кока; 
MRSA - метицилин резистентан S. aureus, MSSA - метицилин сензитиван S. aureus, 

MRKNS - метицилин резистентни коагулаза негативни стафилокок, MSKNS - 
метицилин сензитивни коагулаза негативни стафилокок, EF - Enterococcus spp., SPn - S. 

pneumoniae, SB - S. agalactiae, SPy - S. pyogenes 

4.4.4 Поређење учесталости iMLSb фенотипа резистенције код Грам-позитивних 
кока 

Поређењем учесталости iMLSb фенотипа код различитих врста Грам-позитивних кока, 

утврдили смо да је овај фенотип био најзаступљенији код изолата MRSA и MRKNS, са 

статистички значајном разликом у односу на све остале врсте (p < 0,05). Затим су по 

заступљености следили изолати МSSA и MSKNS (p < 0,05), а у значајно нижем и 

међусобно приближно једнаком проценту код изолата стрептокока. Код изолата 

ентерокока је био најмање заступљен (p < 0,05) (Графикон 10). 
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Графикон 10. Учесталост iMLSb фенотипа резистенције код Грам-позитивних кока; 
MRSA - метицилин резистентан S. aureus, MSSA - метицилин сензитиван S. aureus, 

MRKNS - метицилин резистентни коагулаза негативни стафилокок, MSKNS - 
метицилин сензитивни коагулаза негативни стафилокок, EF - Enterococcus spp., SPn - S. 

pneumoniae, SB - S. agalactiae, SPy - S. pyogenes 

4.4.5 Поређење учесталости LSa/b фенотипа резистенције код Грам-позитивних 
кока 

Поређењем учесталости LSa/b фенотипа код различитих врста Грам-позитивних кока, 

утврдили смо да је он најзаступљенији код изолата Enterococcus spp., са статистички 

значајном разликом у односу на све остале врсте (p < 0,05). На другом месту по 

заступљености је био код изолата S. agalactiae, док је у ниском проценту био откривен 

код MRSA, MSKNS и MSSA изолата (p < 0,05). Код изолата MRKNS, S. pneumoniae и S. 

pyogenes, LSa/b фенотип није био идентификован (Графикон 11). 
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Графикон 11. Учесталост LSa/b фенотипа резистенције код Грам-позитивних кока; 
MRSA - метицилин резистентан S. aureus, MSSA - метицилин сензитиван S. aureus, 

MRKNS - метицилин резистентни коагулаза негативни стафилокок, MSKNS - 
метицилин сензитивни коагулаза негативни стафилокок, EF - Enterococcus spp., SPn - S. 

pneumoniae, SB - S. agalactiae, SPy - S. pyogenes 

4.5 Учесталост MLS фенотипова резистенције по врсти материјала 

iMLSb фенотип резистенције је био доминантан у изолатима Грам-позитивних кока из 

брисева грла и носа (32,8%) и пиокултура (24,2%), док је cMLSb преовладавао међу 

изолатима из гениталних секрета (33,3%) и урина (60,0%) (Табела 4). 

Табела 4. Учесталост MLS фенотипова по врсти материјала код Грам-позитивних кока 

  
  

Врста материјала n (%) 

Брисеви грла и носа Пиокултуре Генитални секрети Урин 

Er/Kli Sа 371 (42,7) 363 (42,0) 172 (27,6) 3 (30,0) 

cMLSbб 89 (10,3) 128 (14,8) 208 (33,3) 6 (60,0) 

M/MSbв 120 (13,8) 136 (15,7) 116 (18,6) 0 (0,0) 

iMLSbг 285 (32,8) 209 (24,2) 90 (14,4) 0 (0,0) 

LSa/bд 3 (0,4) 28 (3,3) 38 (6,1) 1 (10,0) 

Укупно 868 (100,0) 864 (100,0) 624 (100,0) 10 (100,0)

а Сензитивни на еритромицин и клиндамицин 
б Конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
в Резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б 
г Индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
д Резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 
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Поређењем учесталости MLS фенотипова резистенције по врсти материјала код Грам-

позитивних кока утврдили смо да је највећи проценат изолата сензитивних на 

еритромицин и клиндамицин био међу изолатима брисева грла и носа и пиокултура. 

cMLSb и LSa/b фенотип су били најчешћи код изолата из уринокултура, M/MSb је био 

најчешћи код изолата из гениталних секрета, док је iMLSb фенотип био најучесталији 

код изолата из брисева грла и носа (Табела 4 и Графикон 12). 

 

Графикон 12. Учесталост MLS фенотипова по врсти материјала код Грам-позитивних 
кока; Er/Кli S - сензитивни на еритромицин и клиндамицин, cMLSb - конститутивна 

резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, M/MSb - 
резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б, iMLSb - индуцибилна 
резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - резистенција 

на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

4.5.1 Учесталост MLS фенотипова резистенције по врсти материјала код S. 
aureus 

Поређењем учесталости MLS фенотипова по врсти материјала код MRSA изолата, 

утврдили смо да је највећи проценат изолата сензитивних на еритромицин и 

клиндамицин био присутан код изолата из пиокултура (p > 0,05). Показало се да је 

cMLSb фенотип такође најчешћи код изолата из пиокултура (р < 0,01). M/MSb и LSa/b 

фенотип су били најучесталији код изолата MRSA из гениталних секрета (p < 0,05 и p > 

0,05 респективно), док је iMLSb био најзаступљенији у изолатима из брисева грла и носа 

(p < 0,05) (Табела 5 и Графикон 13). 
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Поређењем учесталости MLS фенотипова по врсти материјала код MSSA изолата, 

утврдили смо да је највећи проценат изолата сензитивних на еритромицин и 

клиндамицин био присутан међу изолатима из пиокултура (p < 0,05). cMLSb и M/MSb 

фенотип су били најчешћи међу изолатима из гениталних секрета (p > 0,05 и p < 0,05 

респективно), док је iMLSb фенотип био најучесталији код изолата из брисева грла и 

носа (p < 0,05), а LSa/b фенотип код MSSA изолата из пиокултура (p > 0,05) (Табела 5 и 

Графикон 13). 

Табела 5. Учесталост фенотипова резистенције по врсти материјала код MRSA и 
MSSA изолата 

 

 
MRSAа 

Врста материјала n (%) 
MSSAб 

Врста материјала n (%) 

 
Брисеви грла 

и носа 
Пиокултуре

Генитални
секрети 

Брисеви грла
и носа 

Пиокултуре 
Генитални

секрети 

Er/Kli Sв  5 (12,2) 11 (14,3) 3 (6,8) 115 (38,6) 201 (58,1) 45 (32,6) 

cMLSbг  1 (2,4) 30 (39,0) 12 (27,3) 8 (2,7) 13 (3,8) 8 (5,8) 

M/MSbд  2 (4,9) 10 (13,0) 14 (31,8) 26 (8,7) 41 (11,8) 48 (34,8) 

iMLSbђ  33 (80,5) 25 (32,5) 13 (29,5) 149 (50,0) 88 (25,4) 37 (26,8) 

LSa/bе  0 (0,0) 1 (1,3) 2 (4,5) 0 (0,0) 3 (0,9) 0 (0,0) 

Укупно  41 (100,0) 77 (100,0) 44 (100,0) 298 (100,0) 346 (100,0) 138 (100,0) 

а Метицилин сензитиван S. aureus 
б Метицилин резистентни коагулаза негативни стафилокок 
в Сензитивни на еритромицин и клиндамицин 
г Конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
д Резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б 
ђ Индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
е Резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

Поређем учесталости МLS фенотипова резистенције према врсти материјала код изолата 

MRSA и MSSA, утврдили смо да је највећа учесталост изолата осетљивих на 

еритромицин и клиндамицин била код изолата MRSA и MSSA из пиокултура (p < 0,05), 

M/MSb фенотипа резистенције из гениталних секрета (p > 0,05) и iMLSb фенотипа код 

изолата из брисева грла и носа (p < 0,05). cMLSb фенотип је био најучесталији код MRSA 

изолата из пиокултура а код MSSA изолата из гениталних секрета (p < 0,05). LSa/b 

фенотип је био најчешћи код MRSA изолата из гениталних секрета, а код MSSA изолата 

из пиокултура (p > 0,05) (Табела 5 и Графикон 13). 
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Графикон 13. Учесталост MLS фенотипова резистенције по врсти материјала код 
MRSA и MSSA изолата; Er/Кli S - сензитивни на еритромицин и клиндамицин, cMLSb 

- конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, 
M/MSb - резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б, iMLSb - 

индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - 
резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

Када се упореде метицилин резистентни и метицилин осетљиви изолати S. aureus, уз 

мање разлике, уочава се слична тенденција. Наиме, и код MRSA и код MSSA изолата 

најчешће детектован фенотип MLS резистенције међу изолатима из брисева грла и носа 

је био iMLSb, а међу изолатима из гениталних секрета M/MSb фенотип. Дистрибуција 

MLS фенотипова код MSSA и МRSА изолата из пиокултура се разликовала, и iMLSb је 

био доминантан код MSSA изолата, а cMLSb фенотип код МRSА изолата (Табела 5 и 

Графикон 13). 

4.5.2 Учесталост MLS фенотипова резистенције по врсти материјала код KNS 
изолата 

Поређењем учесталости MLS фенотипова по врсти материјала код MRKNS изолата 

утврдили смо да је највећи проценат изолата сензитивних на еритромицин и 

клиндамицин био међу изолатима из брисева грла и носа (р > 0,05), cMLSb и M/MSb 

фенотип међу изолатима из гениталних секрета (p > 0,05) и iMLSb међу изолатима из 

пиокултура (p > 0,05). LSa/b фенотип није идентификован код MRKNS изолата (Табела 

6 и Графикон 14). 
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Поређењем учесталости MLS фенотипова по врсти материјала код MSKNS изолата 

утврдили смо да је највећи проценат изолата сензитивних на еритромицин и 

клиндамицин био међу изолатима из брисева грла и носа (p > 0,05), а да су cMLSb, 

M/MSb и LSa/b фенотип били најчешћи међу изолатима из гениталних секрета (p > 0,05), 

а iMLSb међу изолатима из брисева грла и носа (p > 0,05) (Табела 6 и Графикон 14). 

Табела 6. Учесталост фенотипова резистенције по врсти материјала код MRKNS и 
MSKNS изолата 

  
  

 
MRKNSа 

Врста материјала n (%) 
MSKNSб 

Врста материјала n (%) 

 
Брисеви грла 

и носа 
Пиокултуре

Генитални
секрети 

Брисеви грла
и носа 

Пиокултуре 
Генитални

секрети 

Er/Kli Sв  2 (13,3) 3 (8,3) 1 (5,0) 96 (43,2) 126 (41,3) 35 (34,7) 

cMLSbг  2 (13,3) 5 (13,9) 4 (20,0) 15 (6,8) 36 (11,8) 13 (12,9) 

M/MSbд  5 (33,3) 10 (27,8) 8 (40,0) 33 (14,9) 66 (21,6) 26 (25,7) 

iMLSbђ  6 (40,0) 18 (50,0) 7 (35,0) 75 (33,8) 73 (23,9) 24 (23,8) 

LSa/bе  0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (1,4) 4 (1,3) 3 (3,0) 

Укупно  15 (100,0) 36 (100,0) 20 (100,0) 222 (100,0) 305 (100,0) 101 (100,0) 

а Метицилин резистентни коагулаза негативни стафилокок 
б Метицилин сензитивни коагулаза негативни стафилокок 
в Сензитивни на еритромицин и клиндамицин 
г Конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
д Резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б 
ђ Индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
е Резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

Поређењем учесталости МLS фенотипова резистенције према врсти материјала код 

изолата MRKNS и MSKNS, утврдили смо да је највећа учесталост изолата осетљивих на 

еритромицин и клиндамицин била код изолата MRKNS и MSKNS из брисева грла и носа 

(p < 0,05), а M/MSb, cMLSb и LSa/b фенотипа резистенције из гениталних секрета (p > 

0,05). iMLSb фенотип је био најучесталији код MSKNS изолата из брисева грла и носа, 

а код MRKNS изолата из пиокултура (p < 0,05) (Табела 6 и Графикон 14). 
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Графикон 14. Учесталост MLS фенотипова резистенције према врсти материјала код 
MRKNS и MSKNS изолата; Er/Кli S - сензитивни на еритромицин и клиндамицин, 

cMLSb - конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе 
Б, M/MSb - резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б, iMLSb - 

индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - 
резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

Када се упореди учесталост MLS фенотипова резистенције према врсти материјала код 

метицилин резистентних и метицилин осетљивих изолата коагулаза негативних 

стафилокока, уочава се слична тенденција. Наиме, и код MRKNS и код MSKNS изолата, 

најчешћи је био iMLSb фенотип резистенције међу изолатима из брисева грла и носа и 

пиокултура, а M/MSb фенотип међу изолатима из гениталних секрета (Табела 6 и 

Графикон 14). 

4.5.3 Учесталост MLS фенотипова резистенције по врсти материјала код изолата 
Enterococcus spp. и S. agalactiae 

Поређењем учесталости MLS фенотипова резистенције по врсти материјала код изолата 

Enterococcus spp. утврдили смо да је највећи проценат изолата сензитивних на 

еритромицин и клиндамицин, као и изолата са M/MSb, iMLSb и LSa/b фенотипом био 

међу изолатима из пиокултура (p > 0,05). cMLSb фенотип био најчешћи међу изолатима 

из брисева грла и носа (p > 0,05) (Табела 7 и Графикон 15). 

Поређењем учесталости MLS фенотипова по врсти материјала код изолата S. agalactiae 

утврдили смо да је највећи проценат изолата сензитивних на еритромицин и 
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клиндамицин био међу изолатима из брисева грла и носа (p > 0,05), cMLSb фенотипа 

међу изолатима из уринокултура (p > 0,05), а M/MSb и iMLSb фенотипа међу изолатима 

из гениталних секрета (p > 0,05). LSа/b фенотип је био најчешћи међу изолатима из 

пиокултура (p > 0,05) (Табела 7 и Графикон 15). 

Табела 7. Учесталост фенотипова резистенције по врсти материјала код изолата 
Enterococcus spp. и S. agalactiae 

  

 
Enterococcus spp. 

Врста материјала n (%) 
S. agalactiae 

Врста материјала n (%) 

 Урин 
Брисеви грла 

и носа 
Пиокултуре

Генитални
секрети 

Урин 
Брисеви грла

и носа 
Пиокултуре 

Генитални
секрети 

Er/Kli Sа  0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,9) 1 (0,5) 3 (75,0) 2 (100,0) 7 (63,6) 82 (61,7) 

cMLSbб  5 (83,3) 3 (100,0) 33 (61,1) 151 (83,0) 1 (25,0) 0 (0,0) 1 (9,1) 20 (15,0) 

M/MSbв  0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,9) 1 (0,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (9,1) 18 (13,5) 

iMLSbг  0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,9) 3 (1,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (4,5) 

LSa/bд  1 (16,7) 0 (0,0) 18 (33,3) 26 (14,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (18,2) 7 (5,3) 

Укупно  6 (100,0) 3 (100,0) 54 (100,0) 182 (100,0) 4 (100,0) 2 (100,0) 11 (100,0) 133 (100,0)

а Сензитивни на еритромицин и клиндамицин 
б Конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
в Резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б 
г Индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
д Резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

Поређењем учесталости MLS фенотипова резистенције по врсти материјала између 

изолата Enterococcus spp. и S. agalactiae утврдили смо да је највећа учесталост изолата 

ентерокока осетљивих на еритромицин и клиндамицин била међу изолатима из 

пиокултура, изолата S. agalactiae из брисева грла и носа (p < 0,05), изолата ентерокока 

са cMLSb фенотипом међу изолатима из брисева грла и носа, а изолата S. agalactiae из 

уринокултура (p < 0,05). Највећа учесталост изолата ентерокока са M/МSb и iMLSb 

фенотипом била је међу изолатима из пиокултура, а изолата S. agalactiae из гениталних 

секрета (p > 0,05). Најучесталији изолати ентерокока и S. agalactiae са LSa/b фенотипом 

резистенције су били међу изолатима из пиокултура (Табела 7 и Графикон 15). 
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Графикон 15. Учесталост MLS фенотипова резистенције према врсти материјала код 
изолата Enterococcus spp. (EF) и S. agalactiae (SB); Er/Кli S - сензитивни на 

еритромицин и клиндамицин, cMLSb - конститутивна резистенција на макролиде-
линкозамиде-стрептограмине групе Б, M/MSb - резистенција на макролиде/макролиде-

стрептограмине групе Б, iMLSb - индуцибилна резистенција на макролиде-
линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - резистенција на линкозамиде-

стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б  

Поређењем дистрибуције учесталости MLS фенотипова резистенције према врсти 

материјала, запажене су велике разлике између изолата ентерокока и S. agalactiae. 

Једина сличност у учесталости код изолата Enterococcus spp. и S. agalactiae била је код 

LSа/b фенотипа резистенције, који је био најучесталији међу изолатима обе бактерије из 

пиокултура (Табела 7 и Графикон 15). 

4.5.4 Учесталост MLS фенотипова резистенције по врсти материјала код изолата 
S. pneumoniae и S. pyogenes 

Поређењем учесталости MLS фенотипова по врсти материјала код изолата S. pneumoniae 

утврдили смо да је највећи проценат изолата сензитивних на еритромицин и 

клиндамицин и изолата са M/МSb фенотипом био међу изолатима из гениталних секрета 

(p > 0,05), cMLSb из брисева грла и носа (p > 0,05) и iMLSb фенотип из пиокултура (p > 

0,05) (Табела 8 и Графикон 16). 

Поређењем учесталости MLS фенотипова по врсти материјала код изолата S. pуogenes 

утврдили смо да је највећи проценат изолата сензитивних на еритромицин и 
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клиндамицин био међу изолатима из гениталних секрета (p > 0,05), а cMLSb, M/MSb и 

iMLSb из пиокултура (p > 0,05). LSа/b фенотип није идентификован код ове врсте 

бактерија, као ни код S. pneumoniae (Табела 8 и Графикон 16). 

Табела 8. Учесталост фенотипова резистенције по врсти материјала код изолата S. 
pneumoniae и S. pyogenes 

  

 
S. pneumoniae 

Врста материјала n (%) 
S. pyogenes 

Врста материјала n (%) 

 
Брисеви грла 

и носа 
Пиокултуре

Генитални
секрети 

Брисеви грла
и носа 

Пиокултуре 
Генитални

секрети 

Er/Kli Sа  15 (28,8) 4 (50,0) 3 (75,0) 136 (57,9) 10 (37,0) 2 (100,0) 

cMLSbб  21 (40,4) 2 (25,0) 0 (0,0) 39 (16,6) 8 (29,6) 0 (0,0) 

M/MSbв  10 (19,2) 1 (12,5) 1 (25,0) 44 (18,7) 6 (22,2) 0 (0,0) 

iMLSbг  6 (11,5) 1 (12,5) 0 (0,0) 16 (6,8) 3 (11,1) 0 (0,0) 

LSa/bд  0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Укупно  52 (100,0) 8 (100,0) 4 (100,0) 235 (100,0) 27 (100,0) 2 (100,0) 

а Сензитивни на еритромицин и клиндамицин 
б Конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
в Резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б 
г Индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
д Резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

Поређењем учесталости MLS фенотипова резистенције код изолата S. pneumoniae и S. 

руogenes према врсти материјала утврдили смо да највећи проценат изолата S. 

pneumoniae и S. руogenes осетљивих на еритромицин и клиндамицин био међу изолатима 

из гениталних секрета (p > 0,05), а iMLSb фенотипа из пиокултура (p > 0,05). cMLSb 

фенотип је био најучесталији код изолата S. pneumoniae међу изолатима из брисева грла 

и носа, а код изолата S. pуogenes из пиокултура (p > 0,05). M/МSb фенотип је био 

најчешћи међу изолатима S. pneumoniae из гениталних секрета, а међу изолатима S. 

pуogenes из пиокултура (p > 0,05). iMLSb фенотип је био најзаступљенији међу 

изолатима S. pneumoniae и S. pуogenes из пиокултура (p > 0,05) (Табела 8 и Графикон 

16). 
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Графикон 16. Учесталост MLS фенотипова резистенције по врсти материјала код 
изолата S. pneumoniae (SPn) и S. pyogenes (SPy); Er/Кli S - сензитивни на еритромицин 

и клиндамицин, cMLSb - конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-
стрептограмине групе Б, M/MSb - резистенција на макролиде/макролиде-

стрептограмине групе Б, iMLSb - индуцибилна резистенција на макролиде-
линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - резистенција на линкозамиде-

стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

Када се упореде изолати S. pneumoniae и S. pуogenes, уочава се делимична сличност у 

дистрибуцији фенотипова MLS резистенције међу изолатима из различитих врста 

материјала. Наиме, и код S. pneumoniae и код S. pуogenes изолата најчешће је детектован 

iMLSb фенотип из пиокултура, док LSa/b фенотип није био идентификован ни код једне 

од ових врста бактерија (Табела 8 и Графикон 16). 

4.6 Учесталост MLS фенотипова резистенције по пореклу материјала 

Поређењем учесталости MLS фенотипова резистенције код изолата Грам-позитивних 

кока међу изолатима амбулантног и болничког порекла није утврђена статистички 

значајна разлика (p > 0,05) (Табела 9 и Графикон 17). 
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Табела 9. Учесталост MLS фенотипова по пореклу материјала код Грам-позитивних 
кока 

  
Порекло материјала n (%)

Амбулантни Болнички 

Er/Kli Sа 786 (39,0) 123 (35,1) 

cMLSbб 383 (19,0) 48 (13,8) 

M/MSbв 291 (14,4) 81 (23,1) 

iMLSbг 493 (24,5) 91 (26,0) 

LSa/bд 63 (3,1) 7 (2,0) 

Укупно 2016 (100,0) 350 (100,0) 

а Сензитивни на еритромицин и клиндамицин 
б Конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
в Резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б 
г Индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
д Резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

 

Графикон 17. Учесталост MLS фенотипова по пореклу материјала код Грам-
позитивних кока; Er/Кli S - сензитивни на еритромицин и клиндамицин, cMLSb - 
конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, 
M/MSb - резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б, iMLSb - 

индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - 
резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 
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4.6.1 Учесталост MLS фенотипова резистенције по пореклу материјала код 
стафилокока 

У односу на порекло материјала, профил учесталости MLS фенотипова резистенције код 

изолата MRSA и MRKNS и изолата MSSA и MSKNS био је сличан. iMLSb је био 

доминантан MLS фенотип резистенције код стафилокока међу амбулантним и 

болничким изолатима и није било статистички значајне разлике међу њима (p > 0,05) 

(Табела 10 и Графикон 18). Међутим, постојала је статистички значајна разлика у 

учесталости M/MSb фенотипа међу болничким и амбулантним сојевима стафилокока. 

Наиме, M/MSb фенотип је био чешће заступљен међу болничким изолатима у односу на 

амбулантне  (p < 0,05) (Табела 10 и Графикон 18). 

Табела 10. Учесталост фенотипова резистенције по пореклу материјала код 
стафилокока 

 
 

MRSAа 
Порекло материјала 

n (%) 
 

MSSAб 
Порекло материјала 

n (%) 

MRKNSв 
Порекло материјала 

n (%) 

MSKNSг 
Порекло материјала 

n (%) 

 Амбулантни Болнички  Амбулантни Болнички Амбулантни Болнички Амбулантни Болнички

Er/Kli Sд  16 (12,3) 3 (9,4)  299 (45,7) 62 (48,4) 6 (12,2) 0 (0,0) 225 (42,1) 32 (34,0) 

cMLSbђ  36 (27,7) 7 (21,9)  27 (4,1) 2 (1,6) 10 (20,4) 1 (4,5) 55 (10,3) 9 (9,6) 

M/MSbе  16 (12,3) 10 (31,3)  91 (13,9) 24 (18,8) 13 (26,5) 10 (45,5) 98 (18,4) 27 (28,7) 

iMLSbж  60 (46,2) 11 (34,4)  234 (35,8) 40 (31,3) 20 (40,8) 11 (50,0) 147 (27,5) 25 (26,6) 

LSa/bз  2 (1,5) 1 (3,1)  3 (0,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 9 (1,7) 1 (1,1) 

Укупно  130 (100,0) 32 (100,0)  654 (100,0) 128 (100,0) 49 (100,0) 22 (100,0) 534 (100,0) 94 (100,0)

а Метицилин резистентан S. aureus 
б Метицилин сензитиван S. aureus 
в Метицилин резистентни коагулаза негативни стафилокок 
г Метицилин сензитивни коагулаза негативни стафилокок 
д Сензитивни на еритромицин и клиндамицин 
ђ Конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
е Резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б 
ж Индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
з Резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 
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Графикон 18. Учесталост MLS фенотипова резистенције према врсти материјала код 
MRSA (А), MSSA (Б), MRKNS (В) и MSKNS (Г); Er/Кli S - сензитивни на еритромицин 

и клиндамицин, cMLSb - конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-
стрептограмине групе Б, M/MSb - резистенција на макролиде/макролиде-

стрептограмине групе Б, iMLSb - индуцибилна резистенција на макролиде-
линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - резистенција на линкозамиде-

стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

4.6.2 Учесталост MLS фенотипова резистенције по пореклу материјала код 
ентерокока и стрептокока 

У односу на порекло материјала, проценат изолата ентерокока и стрептокока истог MLS 

фенотипа резистенције је био приближно исти између изолата амбулантног и болничког 

порекла и није било статистички значајне разлике међу њима (Табела 11). 
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Табела 11. Учесталост фенотипова резистенције по пореклу материјала код ентерокока 
и стрептокока 

 
 

Enterococcus spp. 
Порекло материјала 

n (%) 
 

S. pneumonia 
Порекло материјала 

n (%) 

S. agalactiae 
Порекло материјала 

n (%) 

S. pyogenes 
Порекло материјала 

n (%) 

 Амбулантни Болнички  Амбулантни Болнички Амбулантни Болнички Амбулантни Болнички

Er/Kli Sа  1 (0,5) 1 (3,6)  20 (36,4) 2 (22,2) 85 (61,2) 9 (81,8) 134 (56,3) 14 (53,8) 

cMLSbб  173 (79,7) 19 (67,9)  21 (38,2) 2 (22,2) 21 (15,1) 1 (9,1) 40 (16,8) 7 (26,9) 

M/MSbв  1 (0,5) 1 (3,6)  9 (16,4) 3 (33,3) 18 (12,9) 1 (9,1) 45 (18,9) 5 (19,2) 

iMLSbг  2 (0,9) 2 (7,1)  5 (9,1) 2 (22,2) 6 (4,3) 0 (0,0) 19 (8,0) 0 (0,0) 

LSa/bд  40 (18,4) 5 (17,9)  0 (0,0) 0 (0,0) 9 (6,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Укупно  217 (100,0) 28 (100,0)  55 (100,0) 9 (100,0) 139 (100,0) 11 (100,0) 238 (100,0) 26 (100,0)

а Сензитивни на еритромицин и клиндамицин 
б Конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
в Резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б 
г Индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
д Резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

Поређењем учесталости појединачних MLS фенотипова резистенције код ентерокока и 

стрептокока према пореклу материјала, утврдили смо да није било статистички значајне 

разлике у заступљености фенотипова између амбулантних и болничких изолата. 

Доминантан MLS фенотип резистенције код изолата ентерокока и S. agalactiae 

амбулантног и болничког порекла био је cMLSb (p > 0,05). Код изолата S. pneumoniae 

доминантан фенотип међу амбулантним изолатима био је cMLSb (p > 0,05), а међу 

болничким M/MSb (p > 0,05). Међу изолатима S. pуogenes било је обрнуто, доминанатан 

фенотип код амбулатних био је M/MSb (p > 0,05), а код болничких cMLSb (p > 0,05) 

(Табела 11 и Графикон 19). 
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Графикон 19. Учесталост MLS фенотипова резистенције по пореклу материјала; А: 
Enterococcus spp.; Б: S. pneumoniae; В: S. agalactiae; Г: S. pуogenes; Er/Кli S - 

сензитивни на еритромицин и клиндамицин, cMLSb - конститутивна резистенција на 
макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, M/MSb - резистенција на 

макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б, iMLSb - индуцибилна резистенција на 
макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б, LSa/b - резистенција на линкозамиде-

стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

4.7 Учесталост MLS гена резистенције код Грам-позитивних кока 

Триста тридесет изолата Грам-позитивних кока са различитим MLS фенотиповима 

резистенције смо селектовали за даљу генетску анализу. Да бисмо детектовали клинички 

релевантне MLS гене резистенције, урадили смо End-point PCR анализу (Графикон 20). 

Најчешће детектовани MLS гени резистенције међу изолатима Грам-позитивних кока 

били су lsaA, затим су следили erm гени: ermB, ermC и ermA и на трећем месту по 
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учесталости био је msrA/B ген. Код 12,8% изолата Грам-позитивних кока који су 

показивали iMLSb, M/MSb или LSa/b фенотип резистенције, нисмо идентификовали 

MLS гене резистенције (Графикон 20). 

 

Графикон 20. Учесталост MLS гена резистенције код Грам-позитивних кока са једним 
од четири MLS фенотипа резистенције 

4.7.1 Учесталост MLS гена резистенције код изолата стафилокока 

Сто седамдесет девет изолата стафилокока са различитим MLS фенотиповима 

резистенције смо селектовали за даљу генетску анализу. Да бисмо детектовали клинички 

релевантне MLS гене резистенције урадили смо End-point PCR анализу (Графикон 21). 

Најчешће детектовани MLS гени резистенције међу изолатима стафилокока били су 

msrA/B, затим су следили erm гени ermC, ermB и ermA. Код 9,8% изолата стафилокока 

са iMLSb, M/MSb или LSa/b фенотипом резистенције, нису били идентификовани MLS 

гени резистенције (Графикон 21). 
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Графикон 21. Учесталост MLS гена међу изолатима стафилокока који су показивали 
један од четири MLS фенотипа резистенције 

MLS фенотипови резистенције које смо анализирали су углавном настали посредством 

појединачног гена, а то су били најчешће msrA/B и ermC. Међутим, ови фенотипови су 

такође били детерминисани и комбинацијама два или више гена резистенције, а 

најчешће детектоване комбинације гена биле су ermC+msrA/B, ermB+lsaA, и 

ermB+msrA/B (Графикон 22). 

 

Графикон 22. Учесталост MLS гена резистенције и њихових комбинација код 
стафилокока 



 РЕЗУЛТАТИ 

76 
 

4.7.1.1 Учесталост MLS гена резистенције код различитих врста стафилокока 

Учесталост MLS гена резистенције и њихових комбинација код различитих група 

стафилокока приказана је у Табели 12. ermA и ermC ген су били најчешћи код MSSA, 

док је ermB ген био најучесталији код MRКNS изолата. lnuA ген је био у највећем броју 

заступљен код MSКNS изолата, док је lsaA ген био, као појединачни ген, детектован 

само код изолата S. aureus. Највећи проценат msrA/B гена био је идентификован код 

изолата MSКNS. Комбинације два или више гена резистенције су биле углавном 

детектоване код метицилин-резистентних изолата стафилокока (Табела 12). 

Табела 12. Учесталост MLS гена резистенције и њихових комбинација код различитих 
врста стафилокока 

  
Staphylococcus spp. n (%) 

MSSAа MRSAб MSKNSв MRKNSг Укупно 

ermA 8 (16,7) 3 (6,7) 2 (4) 1 (2,8) 14 (7,8) 

ermB  2 (4,4) 1 (2) 3 (8,3) 6 (3,4) 

ermC 8 (16,6) 7 (15,6) 6 (12) 5 (13,9) 26 (14,5) 

lnuA 1 (2,1) 3 (6,6) 6 (12)  10 (5,6) 

lsaA 1 (2,1) 1 (2,2)   2 (1,1) 

msrA/B 14 (29,2) 11 (24,4) 15 (30) 7 (19,4) 47 (26,3) 

ermA+ermC 1 (2,1)    1 (0,6) 

ermA+msrA/B 1 (2,1) 1 (2,2)   2 (1,1) 

ermB+ermC    1 (2,8) 1 (0,6) 

ermB+lsaA   1 (2) 5 (13,9) 6 (3,4) 

ermB+msrA/B  3 (6,7)  1 (2,8) 4 (2,2) 

ermC+lsaA 1 (2,1)    1 (0,6) 

ermC+msrA/B  2 (4,4) 2 (4) 4 (11,2) 8 (4,5) 

lnuA+lnuB   1 (2)  1 (0,6) 

msrA/B+lsaA  1 (2,2)   1 (0,6) 

ermB+msrA/B+lsaA  1 (2,2)   1 (0,6) 

ermC+msrA/B+lnuA 1 (2,1)    1 (0,6) 

ermB+lnuA+lnuB+lsaA    1 (2,8) 1 (0,6) 

Без гена резистенције 12 (25) 10 (22,1) 16 (32) 8 (22,2) 46 (25,7) 

Укупно 48 (100) 45 (100) 50 (100) 36 (100) 179 (100) 

а Метицилин-сензитиван S. aureus 
б Метицилин-резистентан S. aureus 
в Метицилин-сензитиван коагулаза-негативан стафилокок 
г Метицилин-резистентан коагулаза-негативан стафилокок 
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4.7.1.2 Учесталост MLS гена резистенције код различитих фенотипова 
стафилокока 

Учесталост MLS гена резистенције и њихових комбинација код различитих MLS 

фенотипова стафилокока је представљена у Табели 13. 

Табела 13. Учесталост MLS гена и њихових комбинација код различитих фенотипова 
стафилокока 

  
Фенотипови резистенције n (%) 

Er/Cli Sа cMLSbб M/MSbв iMLSbг LSa/bд Укупно 

ermA  1 (2,6)  13 (25,5)  14 (7,8) 

ermB  2 (5,3)  4 (7,8)  6 (3,4) 

ermC  11 (28,9)  15 (29,4)  26 (14,5) 

lnuA    1 (2) 9 (56,3) 10 (5,6) 

lsaA  1 (2,6)   1 (6,3) 2 (1,1) 

msrA/B 1 (3,4) 1 (2,6) 43 (95,6) 1 (2) 1 (6,3) 47 (26,3) 

ermA+ermC    1 (2)  1 (0,6) 

ermA+msrA/B  1 (2,6)  1 (2)  2 (1,1) 

ermB+ermC  1 (2,6)    1 (0,6) 

ermB+lsaA  6 (15,8)    6 (3,4) 

ermB+msrA/B  4 (10,5)    4 (2,2) 

ermC+lsaA  1 (2,6)    1 (0,6) 

ermC+msrA/B  5 (13,2)  3 (5,9)  8 (4,5) 

lnuA+lnuB     1 (6,3) 1 (0,6) 

msrA/B+lsaA  1 (2,6)    1 (0,6) 

ermB+msrA/B+lsaA  1 (2,6)    1 (0,6) 

ermC+msrA/B+lnuA  1 (2,6)    1 (0,6) 

ermB+lnuA+lnuB+lsaA  1 (2,6)    1 (0,6) 

Без гена резистенције 28 (96,6)  2 (4,4) 12 (23,5) 4 (25) 46 (25,7) 

Укупно 29 (100) 38 (100) 45 (100) 51 (100) 16 (100) 179 (100)

а Сензитивни на еритромицин и клиндамицин 
б Конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
в Резистенција на макролиде/макролиде-стрептограмине групе Б 
г Индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
д Резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

M/MSb фенотип резистенције је углавном био детерминисан msrA/B (95,6%) (Графикон 

23A), а LSa/b претежно lnuA геном (56,3%) (Графикон 23Б). ermC (29,4%) и ermA 

(25,5%) су били најучесталији појединачни гени који су детерминисали iMLSb фенотип 
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резистенције (Графикон 23В). ermC (28,9%) је био најчешћи ген код изолата 

стафилокока са cMLSb фенотипом резистенције, који је био карактеристичан по великом 

броју комбинација два или више гена резистенције, а најчешће комбинације гена биле 

су ermB+lsaA (15,8%), ermC+msrA/B (13,2%) и ermB+msrA/B (10,5%) (Графикон 23Г). 

Овај тренд је био посебно заступљен код MRSA (58,3%) и MRКNS (90,9%) сојева, 

односно комбинације гена су доминантно детерминисале cMLSb фенотип код 

метицилин-резистентних врста стафилокока. У складу са овом опсервацијом, код једног 

MRКNS соја детектована је комбинација чак четири гена резистенције 

(ermB+lnuA+lnuB+lsaA) (Табела 12). 

 

Графикон 23. Преваленција и експресија MLS гена и њихових комбинација код 
различитих фенотипова стафилокока; А: M/MSb; Б: LSa/b; В: iMLSb; Г: cMLSb 
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4.7.1.3 Учесталост MLS гена резистенције према пореклу изолата код 
стафилокока 

Учесталост MLS гена резистенције и њихових комбинација према пореклу изолата 

стафилокока приказана је у Табели 14. msrA/B ген је био статистички значајно чешћи 

код болничких изолата стафилокока него код амбулантних (p < 0,05). Није постојала 

статистички значајна разлика у проценту између изолата стафилокока амбулантног и 

болничког порекла који су носили остале MLS гене резистенције и њихове комбинације 

(p > 0,05). 

Табела 14. Учесталост MLS гена резистенције према пореклу изолата стафилокока 

  
Порекло материјала n (%)

p-вредноста 
Амбулантни Болнички 

ermA 13 (8,6) 1 (3,4) 0,47 

ermB 4 (2,6) 2 (6,9) 0,25 

ermC 24 (16,0) 2 (6,9) 0,26 

lnuA 7 (4,6) 3 (10,3) 0,21 

lsaA 2 (1,3) 0 1,00 

msrA/B 34 (22,6) 13 (44,8) 0,02 

ermA+ermC 1 (0,6) 0 1,00 

ermA+msrA/B 2 (1,3) 0 1,0 

ermB+ermC 1 (0,6) 0 1,0 

ermB+lsaA 5 (3,3) 1 (3,4) 1,0 

ermB+msrA/B 4 (2,6) 0 1,0 

ermC+lsaA 1 (0,6) 0 1,0 

ermC+msrA/B 7 (4,6) 1 (3,4) 1,0 

lnuA+lnuB 1 (0,6) 0 1,0 

msrA/B+lsaA 1 (0,6) 0 1,0 

ermB+msrA/B+lsaA 0 1 (3,4) 0,16 

ermC+msrA/B+lnuA 1 (0,6) 0 1,0 

ermB+lnuA+lnuB+lsaA 1 (0,6) 0 1,0 

Без гена резистенције 41 (27,3) 5 (17,2) 0,35 

Укупно 150 (100) 29 (100)  

а Све p-вредности мање од 0,05 сматране су статистички значајним 
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4.7.2 Учесталост MLS гена резистенције код ентерокока и ß-хемолитичких 
стрептокока 

Сто педесет један изолат ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока са различитим MLS 

фенотиповима резистенције смо селектовали за даљу генетску анализу. Да бисмо 

детектовали клинички релевантне MLS гене резистенције урадили смо End-point PCR 

анализу. Због сумње да је дошло до деградације екстраховане DNK, седамнаест изолата 

ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока који су показивали М/МSb фенотип 

резистенције је искључено из даље анализе. Најчешће детектован MLS ген резистенције 

међу изолатима ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока био је lsaA, а затим је следио 

ermB ген. Код 6,5% изолата ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока са iMLSb и LSa/b 

фенотипом резистенције нису били идентификовани MLS гени резистенције (Графикон 

24). 

 

Графикон 24. Учесталост MLS гена резистенције међу изолатима ентерокока и 
стрептокока који су показивали један од три MLS фенотипа резистенције 

MLS фенотипови резистенције које смо анализирали су углавном настали посредством 

појединачног гена, а то су најчешће били lsaA и ermB. Међутим, ови фенотипови такође 

су били детерминисани и комбинацијама два или више гена резистенције, а најчешће 

детектоване комбинације гена биле су lnuA+lsaA и ermB+lsaA (Графикон 25). 
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Графикон 25. Учесталост MLS гена резистенције и њихових комбинација код 
ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока 

4.7.2.1 Учесталост MLS гена резистенције код ентерокока и ß-хемолитичких 
стрептокока 

Учесталост MLS гена резистенције и њихових комбинација код ентерокока и ß-

хемолитичких стрептокока приказана је у Табели 15. ermA ген смо идентификовали само 

код изолата S. agalactiae, док ermC ген нисмо детектовали ни код једног изолата 

ентерокока и ß-хемолитичког стрептокока, док је ermB ген био најучесталији међу 

изолатима S. pуogenes. lnuA, lnuB и lsaA гени су били у највећем броју заступљени код 

ентерокока, док код изолата S. pуogenes нису били идентификовани. Комбинације два 

или више гена резистенције су биле једнако заступљене код све три групе бактерија, док 

је комбинација четири гена MLS резистенције (ermA+ermB+lnuB+lsaA) неочекивано 

идентификована код изолата S. pуogenes (Табела 15). 
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Табела 15. Учесталост MLS гена резистенције и њихових комбинација код ентерокока 
и ß-хемолитичких стрептокока 

  
Enterococcus spp.

n (%) 
S. agalactiae 

n (%) 
S. pyogenes  

n (%) 
Укупно 
n (%) 

ermA 2 (4,9) 2 (1,5) 

ermB 12 (20) 10 (24,4) 15 (45,5) 37 (27,6) 

lnuA 4 (6,7) 1 (2,4) 5 (3,7) 

lnuB 2 (3,3) 2 (1,5) 

lsaA 30 (50) 9 (21,9) 39 (29,1) 

ermB+lsaA 3 (7,3) 3 (9,1) 6 (4,5) 

lnuA+lsaA 5 (8,3) 2 (4,9) 7 (5,2) 

lnuB+lsaA 1 (1,7) 1 (0,7) 

ermB+ermC+lsaA 1 (1,7) 1 (0,7) 

ermB+lnuB+lsaA 1 (2,4) 2 (6,1) 3 (2,2) 

ermA+ermB+lnuB+lsaA 1 (3) 1 (0,7) 

Без гена резистенције 5 (8,3) 13 (31,6) 12 (36,3) 30 (22,4) 

Укупно 60 (100) 41 (100) 33 (100) 134 (100) 

 

4.7.2.2 Учесталост MLS гена резистенције према фенотипу код ентерокока и ß-
хемолитичких стрептокока 

Учесталост MLS гена резистенције и њихових комбинација код ентерокока и ß-

хемолитичких стрептокока са различитим MLS фенотиповима резистенције 

представљена је у Табели 16. 
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Табела 16. Преваленција MLS гена резистенције и њихових комбинација код 
различитих фенотипова резистенције ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока 

  
Фенотипови резистенције n (%) 

Er/Cli Sа cMLSbб iMLSbв LSa/bг Укупно 

ermA 2 (22,2) 2 (1,5) 

ermB 34 (65,4) 3 (33,3) 37 (27,6) 

lnuA 5 (9,6) 5 (3,7) 

lnuB 2 (3,8) 2 (1,5) 

lsaA 4 (7,7) 35 (67,3) 39 (29,1) 

ermB+lsaA 6 (11,5) 6 (4,5) 

lnuA+lsaA 7 (13,5) 7 (5,2) 

lnuB+lsaA 1 (1,9) 1 (0,7) 

ermB+ermC+lsaA 1 (1,9) 1 (0,7) 

ermB+lnuB+lsaA 3 (5,8) 3 (2,2) 

ermA+ermB+lnuB+lsaA 1 (1,9) 1 (0,7) 

Без гена резистенције 21 (100) 3 (5,8) 4 (44,4) 2 (3,8) 30 (22,4) 

Укупно 21 (100) 52 (100) 9 (100) 52 (100) 134 (100) 

а Сензитивни на еритромицин и клиндамицин 
б Конститутивна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
в Индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
г Резистенција на линкозамиде-стрептограмине групе А/стрептограмине групе Б 

LSa/b фенотип је био углавном детерминисан lѕаA геном (67,3%) (Графикон 26А). ermВ 

(33,3%) и ermA (22,2%) су били једини гени који су као појединачни гени детерминисали 

iMLSb фенотип (Графикон 26Б), док код 44,4% изолата нисмо идентификовали MLS ген 

резистенције. ermВ (65,4%) је био најчешћи ген код изолата ентерокока и ß-

хемолитичких стрептокока са cMLSb фенотипом резистенције, који је био 

карактеристичан и по присуству великог броја комбинација два или више гена 

резистенције. Најчешћа комбинација гена код изолата са cMLSb фенотипом 

резистенције била је ermB+lsaA (11,5%) (Графикон 26В). Овај тренд је неочекивано 

највише био заступљен код изолата S. pyogenes (18,2%) и S. agalactiae (14,6%), док је код 

ентерокока број  комбинација гена био присутан у мањем проценту (11,7%). У складу са 

овом опсервацијом, код једног соја S. pyogenes детектована је комбинација чак четири 

гена (ermA+ermB+lnuB+lsaA) (Табела 15). 
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Графикон 26. Преваленција и експресија MLS гена резистенције и њихових 
комбинација код различитих фенотипова ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока; 

А: LSa/b; Б: iMLSb; В: cMLSb 

4.7.2.3 Учесталост MLS гена резистенције према пореклу изолата ентерокока и 
ß-хемолитичких стрептокока 

Учесталост MLS гена резистенције и њихових комбинација према пореклу изолата 

ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока приказана је у Табели 17. ermB и lsaA ген су 

били статистички значајно чешћи код амбулатних у односу на болничке сојеве 

ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока (p < 0,05). Није постојала статистички 

значајна разлика у проценту изолата ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока 

амбулантног и болничког порекла који су носили остале гене MLS резистенције (p > 

0,05). 
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Табела 17. Учесталост MLS гена резистенције према пореклу ентерокока и ß-
хемолитичких стрептокока (амбулантни према болничким) 

 Ентерококе и ß-хемолитичке стрептококе n (%)  
p-вредност

Амбулантни Болнички  

ermA 2 (2,1)   1 

ermB 32 (34,0) 5 (12,5)  0,01131 

lnuA 5 (5,3)  0,32147 

lnuB 1 (1,1) 1 (2,5)   0,50948 

lsaA 36 (38,3) 3 (7,5)  0,0003  

ermB+lsaA 6 (6,4)   0,17824 

lnuA+lsaA 6 (6,4) 1 (2,5)  0,6738 

lnuB+lsaA 1 (1,1)  1 

ermB+ermC+lsaA 1 (1,1)  1 

ermB+lnuB+lsaA 3 (3,2)  0,55408 

ermA+ermB+lnuB+lsaA 1 (1,1)  1 

Без гена резистенције 30 (75,0)  0 

Укупно 94 (100) 40 (100)   

а Све p-вредности мање од 0,05 сматране су статистички значајним 

4.8 Ваљаност D-тeста 

Да бисмо утврдили ваљаност D-теста, упоредили смо резултате које смо добили D-

тестом (користили смо га за детектовање iMLSb фенотипа резистенције) са резултатима 

које смо добили PCR анализом (користили смо је за идентификовање еrm гена, који 

детерминишу iMLSb фенотип) (Табела 18).  

Табела 18. Број изолата коришћених за утврђивање ваљаности D-теста 

D-тест на присуство iMLSbа

фенотипа резистенције  

PCRб тест на erm ген 

Позитиван Негативан Укупно 

Позитиван 42 18 60 

Негативан 0 34 34 

Укупно 42 52 94 

а Индуцибилна резистенција на макролиде-линкозамиде-стрептограмине групе Б 
б Реакција ланчаног умножавања 

Добијени резултати теста ваљаности D-теста приказани су у Табели 19. 
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Табела 19. Резултати теста ваљаности D-теста 

Карактеристика D-теста   Вредност 

Осетљивост 100,0% 

Специфичност 65,4% 

Пропорција лажно позитивних 0,34615 

Пропорција лажно негативних 0 

Позитивна предиктивна вредност 70,0% 

Негативна предиктивна вредност 100,0% 

Преваленција 44,7% 

Укупно 1643 (100)

 

Овом статистичком анализом D-тест је показао осетљивост од 100% и специфичност од 

65,4% у детекцији индуцибилне клиндамицин резистенције на 94 соја Грам-позитивних 

кока (S aureus, коагулаза негативне стафилококе, ентерококе и ß-хемолитичке 

стрептококе) (Табела 19). Исте резултате смо добили и тестом ваљаности D-теста 

појединачно за S aureus, коагулаза негативне стафилококе, ентерококе и ß-хемолитичке 

стрептококе. 
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5 ДИСКУСИЈА 

Открићем и убацивањем у званичну листу лекова сулфонамида 1930-тих година и 

пеницилина 1940-тих година почела је тзв. "антибиотска ера". Овај догађај, који се 

сматра најважнијим у историји медицине, довео је до револуције у пољу инфективних 

обољења и дао је могућност клиничарима да спречавају, лече и редукују преношење 

инфективних болести. Морбидитет и морталитет повезани са инфективним обољењима 

су, почетком ове нове "антибиотске ере", значајно смањени [264]. Након открића првих 

антибиотика, од 1970-тих година уведено је још неколико класа нових антибиотика, а 

онда после дуже паузе од око 30 година, почетком 2000-тих произведени су 

оксазолидини [265]. Више од 60 година, антибиотици су сматрани универзалним 

лековима, без обзира да ли је њихова употреба адекватна и да ли су инфекције изазване 

амбулатним или болничким сојевима. Међутим, још 1954. године у свом говору на 

свечаној додели Нобелове награде, Александар Флеминг, који је открио пеницилин, 

упозорио је јавност на могућу појаву резистентности бактерија на ове универзалне 

лекове. 

Први сведоци неделотворнисти антибиотика на бактерије које су развиле резистенцију 

били су клиничари. Од бактерија које су биле резистентне на један антибиотик, појавиле 

су се бактерије резистентне на више антибиотика одједном и ти сојеви и гени 

резистенције су почели све више да се шире.  Ово је за последицу имало суочавање 

клиничара са неуспесима у лечењу инфекција изазваних мултирезистентним сојевима 

патогених бактерија [266]. Највећи проблем у болницама пре открића антибиотика 

представљале су бактерије S. aureus и ß-хемолитичке стрептококе групе А [267]. Данас, 

када нам је доступан велики број антибиотика, поново се суочавамо са проблемом 

лечења инфекција изазваних пеницилин-резистентним пнеумококама, ванкомицин-

резистентним ентерококама, и метицилин и ванкомицин резистентним сојевима S. 

aureus и коагулаза негативним стафилококама [268, 269]. Инфекције изазване овим 

врстама бактерија, које су у скоријој прошлости ефикасно лечене антибиотицима, данас 

представљају тежак или нерешив проблем. Ово је проблем нове "пост-антибиотске ере", 

у којој узрочници инфекција више неће бити осетљиви на доступне антибиотике [270]. 

Антибиотска резистенција је постала глобални проблем и изазов за јавно здравље и више 



 ДИСКУСИЈА 

88 
 

ниједна појединачна или једноставна стратегија нису у стању да у потпуности обухвате 

настанак и ширење микроорганизама резистентних на доступне антибиотике. 

Истовремено са убрзаном појавом резистенције на антибиотике произведено је само 

неколико нових антибактеријских лекова, те је постало очигледно да је опрезна и мудра 

употреба антибиотика неопходна да би се спречио даљи развој резистенције [271]. Већ 

се може уочити недостатак нових антибиотика којима би се заменили они који су 

постали неефикасни, што тражи хитну потребу да се сачува ефикасност већ постојећих 

антибиотика. Светска здравствена организација [272] и Центар за контролу обољевања 

и превенцију [273] окаракатерисaли су резистенцију на антибиотике као највећи 

проблем јавног здравља у свету. Европска мрежа за праћење антимикробне резистенције 

(EARSS) од 1998. године прати развој резистенције на антибиотике у земљама Европе и 

покушава да смањи употребу антибиотика минимизирањем њихове неадекватне 

употребе [274, 275]. 

Код свих популација организама могу се јавити појединачне јединке са неком 

другачијом особином од других чланова популације. У случају популације бактерија, 

особина резистенције на антибиотике се може јавити код неких јединки бактерија из те 

популације. Сваки пут кад се користи одређени антибиотик, јединка која је носилац те 

специфичне особине отпорности на тај антибиотик се бројчано повећава и на крају 

почиње да доминира над остатком бактеријске популације. Развој резистенције на 

антибиотике је природни феномен и саставни је део еволутивног процеса сваког 

микроорганизма. Међутим, он је значајно убрзан широко распрострањеном употребом 

антибиотика код људи и животиња [276]. Бактерије могу поседовати природну 

резистенцију на неке антибиотике, нпр. бактерије Mycoplasma spр. су урођено 

резистентне на ß-лактамске антибиотике јер немају пептидогликански ћелијски зид на 

чију синтезу ови антибиотици делују, или могу поседовати "стечену резистенцију", 

односно могу се генетски променити и тако постати резистентне на антибиотике [277]. 

Бактерија може стећи гене резистенције спонтаном мутацијом или пак хоризонталним 

трансфером гена, који представља размену генетског материјала између бактерија истих 

или различитих врста. Гени који детерминишу резистенцију на антибиотике се налазе у 

нашој животној средини, а ту су се налазили и милионима година пре открића 

антибиотика [278]. По једној теорији, присуство гена резистенције у животној средини 

се објашњава присуством тих гена код бактерија и гљива које производе антибиотике, а 

имају у свом геному сопствене гене резистенције на антибиотике које производе друге 
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бактерије и гљиве [279]. По другој теорији, извор гена резистенције се налази међу 

нашим генима који кодирају шећерну киназу и ацетилтрансферазу и могу еволуирати и 

модификовати антибиотик, као што је у случају резистенције на аминогликозиде [278]. 

Антибиотици из групе макролида и линкозамида се често користе у терапији инфекција 

изазваних Грам-позитивним кокама. Резистенција на ове антибиотике је константно у 

порасту и то услед раширене, нерационалне и интензивне употребе ових антибиотика за 

лечење људи и у исхрани товних животиња. Рутинским тестирањем диск дифузионом 

методом осетљивости бактеријских изолата на антибиотике, не може се са сигурношћу 

детектовати индуцибилна клиндамицин резистенција. Макролиди са 14-чланим 

прстеновима индукују резистенцију на 16-члане макролиде, линкозамиде и 

стрептограмине групе Б. Диск дифузионим тестом, онда када су стандардни дискови 

еритромицина и клиндамицина смештени један поред другог, може се детектовати 

индуцибилна клиндамицин резистенција у виду заравњења зоне инхибиције око 

клиндамицин диска према еритромицин диску, дајући изглед зоне инхибиције 

клиндамицина у облику великог латиничног слова D. Индуцибилна MLSb резистенција 

настала експресијом erm гена доводи до неефикасног лечења инфекција 

клиндамицином, услед брзе in vitro конверзије индуцибилне у конститутивну MLSb 

резистенцију. Изостављање D-теста у рутинском тестирању може довести до погрешног 

избора антибиотика за лечење тешких инфекција узрокованих Грам-позитивним кокама. 

D-тест је једноставан и поуздан метод за одвајање сојева са правом осетљивошћу на 

клиндамицин, од сојева који показују лажну осетљивoст на клиндамицин. 

Род бактерија Staphylococcus spp. укључује најмање 40 врста. Оне могу изазвати широк 

дијапазон болести код људи и животиња, иако су неке од њих генерално апатогене и 

сматрају се саставним делом коменсалне флоре. S. aureus је Грам-позитивна бактерија 

која може бити део нормалне флоре коже и носница човека, али је и друга по важности 

патогена бактерија људи. S. aureus може изазвати велики број различитих инфекција, 

најчешће меких ткива и коже, костију и сепсу, а чест је узрочник инфекција 

постоперативних рана. Неки сојеви S. aureus продукују токсине који могу да дати 

специфичне симптоме, укључујући токсични шок синдром и тровање храном [280]. Иако 

је на почетку примене пеницилин био делотворан на S. aureus, резистенција на њега се 

код S. aureus развила у истој деценији кад је антибиотик откривен  [281]. Ова 

резистенција је настала посредством продукције ензима ß-лактамазе који инактивира 

пеницилине, ампицилине и амоксицилине. Затим су произведени ß-лактамаза отпорни 
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антибиотици (тј. метицилин и клоксацилин), као и ß-лактамаза инхибитори (тј. 

клавуланска киселина и сулбактам), који су комбиновани са другим антибиотицима. 

Сојеви S. aureus резистентни на ове пеницилиназа отпорне антибиотике су стекли нови 

ген (mecA) који кодира нови пеницилин-везујући протеин и названи су метицилин-

резистентни S. aureus (MRSA). Први MRSA сојеви су се појавили 1960-тих година. На 

почетку, MRSA сојеви су углавном изазивали болничке инфекције [281]. Међутим, од 

пре десетак година, у већем броју земаља је забележено значајно повећање броја 

амбулантних сојева MRSA [276], који су на срећу задржали осетљивост на велики број 

других не-ß-лактамских антибиотика, док су болнички сојеви MRSA углавном били 

резистентни. Као последњи лек избора код мултирезистентних MRSA сојева коришћени 

су гликопептиди, као што су ванкомицин и теикопланин, који су откривени и 

регистровани за употребу 1950-тих година, а могу се давати само парентерално уз 

пажљиво ординирање због могућих нежељених дејстава. Нове опције за лечење 

мултирезистентних MRSA сојева представљају линезолид (1970-тих) и даптомицин 

(1980-тих), који су засад последње регистроване класе антибиотика [276]. 

Staphylococcus epidermidis припада групи коагулаза негативних стафилокока и 

најзаступљенији је код нормалне људске флоре [282]. Као и ентерококе, КNS сојеви се 

јављају као једни од најчешћих узрочника болничких инфкеција, посебно оних 

повезаних са имплантантима [283]. KNS је трећи по учесталости узрочник болничких 

бактеријемија. Инфекције код имунокомпромитованих пацијената су посебно 

компликоване и тешке за лечење због велике резистенције ове групе бактерија на 

антибиотике. S. epidermidis је последњих година постао резистентан на велики број 

антибиотика и углавном представља резервоар гена резистенције у болничкој средини 

[284]. 

Висока учесталост резистенције на пеницилин међу стафилококама у нашој студији је 

била у сагласности са резултатима других аутора [234, 242, 285]. Међу нашим изолатима 

S. aureus готово 20% је било метицилин-резистентно, што значи да се налазимо у опсегу 

преваленције MRSA изолата европских земаља према извештају Светске здравствене 

организације [276]. Према извештају Светске здравствене организације о глобалној 

бактеријској резистенцији на антибиотике из 2013. године, преваленција MRSA изолата 

се кретала од 12 до 80% у Африци, од 21 до 90% у Америци, од 10 до 53% у источно-

медитеранској регији, од 0,3 до 60% у Европи, од 10 до 26% у југоисточној азијској 

регији и од 4 до 84% у западно пацифичкој регији [276]. 
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У нашој студији смо идентификовали 10,16% метицилин резистентних изолата међу 

коагулаза негативним стафилококама. Проценат MRКNS изолата нижи од 20% био је 

забележен у студијама које су испитивале изолате амбулантног порекла [286, 287, 288], 

док је проценат MRКNS изолата виши од 40% био идентификован међу изолатима 

болничког порекла, посебно међу изолатима пацијената из јединица интензивне неге 

[289, 290]. 

Приближно половина наших изолата метицилин резистентних стафилокока била је 

резистентна на гентамицин, док је најмања резистентност на гентамицин била нађена 

код метицилин осетљивих стафилокока. У односу на наше резултате, знатно већи 

проценат резистентних стафилокока на гентамицин евидентиран је у Индији и Ирану 

[291, 292]. Међу МRЅ изолатима забележили смо највећу резистенцију на 

ципрофлоксацин (око 40%) , док смо значајно мању резистенцију на овај антибиотик 

евидентирали код MSS изолата (испод 10%). Други аутори [291, 292, 293] су објавили 

много вишу стопу резистенције на флуороквинолоне МRS изолата у односу на нашу 

студију. Ниједан од изолата стафилокока у нашој студији није показао резистенцију на 

линезолид и ванкомицин, иако су неки аутори детектовали изолате стафилокока 

резистентне на линезолид и ванкомицин код болничких MRSA сојева [294, 295]. Више 

од половине наших изолата стафилокока је било резистентно на еритромицин, као и код 

већине других аутора [234, 286, 296 , 297, 298, 299, 300], за разлику од  Хамилтон-Милера 

и О'Саливана [244, 301], који су забележили значајно нижи проценат. Код приближно 

90% изолата метицилин резистентних стафилокока открили смо резистенцију на 

еритромицин, што се такође подудара са резултатима већине других студија [83, 289, 

297, 302, 303]. У нашој студији мање од 30% MRS изолата је било резистентно на 

клиндамицин, док је резистенција на клиндамицин била забележена у јако високом 

проценту у Турској, Индији и Пакистану [286, 304, 305]. Међу метицилин осетљивим 

стафилококама забележена је ниска резистенција на клиндамицин (око 20%) и у нашој 

студији, и у студијама других аутора [296, 299, 302].  

У нашој студији је највећи број изолата стафилокока био сензитиван на еритромицин и 

клиндамицин, а најзаступљенији фенотип резистенције међу њима био је iMLSb. На 

другом месту по учесталости код MSSA, MRКNS и MSКNS изолата био је M/MSb 

фенотип, док је код MRSA изолата био cMLSb фенотип. Овај образац MLS фенотипова 

резистенције је био исти и код изолата стафилокока амбулантног и код изолата 

болничког порекла. Сличне резултате су добили Хамилтон-Милер и Фокс, код којих је 
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iMLSb фенотип био најучесталији код стафилокока [301, 306]. Наши резултати су у 

сагласности и са резултатима других студија урађених у Србији [307]. За разлику од нас, 

аутори из Индије и Ирана [234, 308] су описали сMLSb фенотип као доминантан код 

MRSA и MRКNS изолата болничког порекла. Такође, различиту у односу на нашу 

дистрибуцију MLS фенотипова резистенције су имали на Универзитетској клиници у 

Индији, где је доминантан фенотип резистенције међу метицилин-резистентним 

стафилококама био M/MSb, а други по учесталости iMLSb [309]. Дистрибуција MLS 

фенотипова резистенције може варирати зависно од географског подручја и од тога да 

ли се испитују изолати амбулантног или болничког порекла. У различитим географским 

регијама постоје различите навике прописивања и употребе макролида и линкозамида, 

а разлике у употреби MLS антибиотика могу постојати чак и на нивоу две здравствене 

установе исте земље [299]. У нашој студији је M/MSb фенотип резистенције био 

статистички значајно више заступљен код изолата амбулантног порекла него код 

изолата болничког порекла (p < 0,05). У складу са тим, детектовали смо msrA ген (који 

детерминише M/MSb фенотип) много чешће код болничких него код амбулантних 

сојева стафилокока (p < 0,05). Ово указује на важност фенотипске диференцијације 

стварно осетљивих од лажно (iMLSb) осетљивих сојева стафилокока на клиндамицин, 

посебно код изолата стафилокока који потичу из болничке средине. Међутим, Лал и сар. 

су, у односу на наше резултате, имали вишу преваленцију iMLSb фенотипа код 

болничких у односу на амбулантне изолате стафилокока (86,5% према 13,4% 

респективно) [294]. 

У оквиру наше студије смо молекуларном анализом идентификовали msrA ген, који 

кодира активну ефлукс пумпу код стафилокока, као најфреквентнији (35%) MLS ген 

резистенције. Више од половине наших изолата стафилокока резистентних на 

макролиде су носили msrA ген као појединачни или у комбинацији са erm генима. Друге 

студије су имале сличне резултате нашим [310, 311]. У нашој студији је ermC ген био 

најчешћи од свих erm гена, како код изолата врсте S. aureus, тако исто и код коагулаза-

негативних стафилокока са cMLSb или iMLSb фенотипом резистенције. Сличне податке 

су објавили и Џад и сар. [312]. Ниску фреквенцију ermB гена код стафилокока коју смо 

имали у нашој студији, имали су и Котино и сар. [313]. У литератури, ermA и ermC ген 

доминантно детерминишу MLSb резистенцију код стафилокока и те гене индукују 14-

члани макролиди (еритромицин) и линкозамид (целестицетин), али не и 16-члани 

макролид и линкомицин [314]. У нашој студији је само мали број изолата стафилокока 
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са lnuA и lsaA генима имало ретки LSa/b фенотип резистенције, што је у сагласности са 

резултатима из студија Лозана и Денга [262, 315]. Најчешће детектоване комбинације 

гена код стафилокока у нашој студији биле су ermC+msrA/B, ermB+lsaA и 

ermB+msrA/B. Као што је и очекивано, идентификовали смо највећи број комбинација 

гена резистенције код метицилин-резистентних изолата стафилокока. Комбинације гена 

резистенције које су посебно забележене међу изолатима стафилокока и то нарочито 

метицилин резистентним стафилококама, постоје и у студијама других аутора [316]. 

Такође, истовремено присуство два или више MLS гена резистенције у истом изолату 

стафилокока код MRSA и MRКNS изолата болничког порекла било је забележено у 

Аргентини, САД и Пољској [240, 317, 318]. Насупрот нашим очекивањима није 

постојала значајна разлика у учесталости изолата стафилокока са комбинацијом MLS 

гена између болничких и амбулантних сојева (p > 0,05). Код 9,8% наших изолата са 

iMLSb, M/MSb или LSa/b фенотипом резистенције нисмо идентификовали ниједан MLS 

ген резистенције. Са сличним дискрепанцама између фенотипа и генотипа резистенције 

су се сретали и у другим студијама [299, 300].  

Већи проценат msrA/B гена смо идентификовали код изолата MS стафилокока у односу 

на MR стафилококе. Резистенција на макролиде као последица експресије msrA гена 

била је превалентнија код коагулаза-негативних стафилокока него код S. aureus. Слични 

подаци постоје и у студији Змантара и сар. [319], док је у другим студијама [193, 320, 

321] стопа заступљености msrA/B гена била различита у односу на нашу. Према студији 

[322] из 2006. године, утврђено је да је стафилококни msrA ген, који кодира макролид 

ефлукс протеин, идентификован код још три нова рода Грам-позитивних и једног рода 

Грам-негативних бактерија, укључујући и род ентерокока и стрептокока. Ови msrA гени 

су показивали од 99 до 100% подударности са msrА геном из стафилокока [322]. У нашој 

студији, ermA (16,7%) и ermC (16,6%) ген су били најчешће идентификовани код MSSA 

изолата. Међутим, Вест и сар. [323] су детектовали ermA ген углавном код изолата 

MRSA, док је код њих ermC ген у највећем проценту био заступљен међу изолатима 

MRКNS. У нашим резултатима је ermB ген био доминантан (8,3%) код MRКNS изолата, 

док у студији Бучамиja и сар. ermB ген није уопште детектован код стафилокока [324]. 

lnuA ген смо најчешће (12%) идентификовали код MSКNS изолата, а готово идентичне 

резултате су добили и Лина и сар. у својој студији [325]. Ми смо по први пут детектовали 

lsaA ген (2 изолата, тј. 1,1%) као појединачни ген код изолата S. aureus. lsaA ген код 

ентерокока кодира протеин сличан ABC транспортерима, који избацују лекове који 
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припадају MLS групи антибиотика из бактеријске ћелије [135]. lsaA ген као урођени ген 

врсте Enterococcus faecalis је показао високи степен сличности новом гену који кодира 

ABC транспортер (lsaE ген који је већ идентификован код стафилокока). Преношење 

гена резистенције са ентерокока на S. aureus је већ обрађено у литератури, и то гена 

резистенције на тетрациклин tetL и триметоприм dfrK [257]. Ипак, lsaA ген који води 

порекло из бактерија рода Enterococcus spp. досад није идентификован код бактерија 

врсте S. aureus [139]. 

У нашој студији је M/MSb фенотип резистенције код изолата стафилокока углавном био 

детерминисан msrA/B генима (95,6%), док је LSa/b фенотип углавном био детерминисан 

lnuA геном (56,3%). ermC (29,4%) и ermA (25,5%) ген су у нашој студији били 

најпревалентнији појединачни гени који су детерминисали iMLSb фенотип. У другим 

студијама, учесталост ermC и ermA гена се разликовала од наше [299, 300, 320, 326, 327]. 

Међутим, код нас је ermC био најчешћи ген (28,9%) код изолата стафилокока са cMLSb 

фенотипом резистенције, слично резултатима објављеним у студији изведеној у Бразилу 

[328]. У нашој студији је cMLSb фенотип био карактеристичан по присутности великог 

броја комбинација гена: ermB+lsaA, ermC+msrA/B и ermB+msrA/B. Овај тренд је био 

посебно карактеристичан за MRSA и MRКNS сојеве, код којих ове комбинације гена 

доминантно детерминишу cMLSb фенотип. У складу са овом опсервацијом је и податак 

да смо код једног MRКNS соја пронашли комбинацију чак четири гена 

(ermB+lnuA+lnuB+lsaA). Хосеини и сар. су имали сличне резултате у својој студији 

[329]. Сароу и сар. су у студији изведеној у Грчкој први идентификовали комбинацију 

lsaE+lnuB код метицилин сензитивног S. aureus који је показивао LSa/b фенотип 

резистенције [330, 331]. Ова lsaE+lnuB комбинација гена је већ описана код S. agalactiae 

[332] и E. faecalis [333], што говори о могућем пореклу те комбинације. 

S. pneumoniae, бактерија која је позната и као пнеумокок, водећи је узрочник амбулатних 

пнеумонија широм света и један је од главних убица деце старости до 5 година. Друга 

обољења изазвана овом бактеријом укључују честе благе инфекције као што је упала 

средњег уха, али такође укључује и инвазивна обољења као што је менингитис. Међу 

бактеријским узрочницима менингитиса S. pneumoniae се повезује са највишом стопом 

смртности и великим неуролошким секвелама после излечења. Пнеумококне инфекције 

су углавном карактеристичне за популацију најстаријих и најмлађих [334]. Према једној 

процени инфекције S. pneumoniae су у свету изазвале 826.000 смртних случајева код деце 

старости између 1 и 59 месеци [101]. Пнеумококе се често налазе код асимптоматских 
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назофарингеалних клицоноша, чија преваленција варира зависно од година старости и 

посматраног региона. Асимптоматско клицоноштво је одговорно углавном за ширење 

бактерије унутар група, какве су нпр. вртићи или старачки домови. Резистенција на ß-

лактамске антибиотике код клиничких изолата S. pneumoniae се ствара углавном 

тачкастом мутацијом гена који кодирају пеницилин-везујуће протеине (PBP), једне од 

суштинских компоненти ћелијског зида. Велики број вишеструких мутација код 

различитих PBP доводи до повећања минималне инхибиторне концентрације за 

пеницилин и друге ß-лактамске антибиотике. Потребно је одређеном методологијом 

одвојити сојеве са градуалним повећањем резистенције на пеницилине и окарактерисати 

их као "не-сензитивне" (NS) и резистентне сојеве (R), који имају други механизам 

резистенције. Извештаји из различитих извора су неконзистентни што се тиче 

обележавања ових сојева и раздвајања два различита механизма резистенције. 

Резистенција на пеницилин је код S. pneumoniae у периоду између 2002. до 2006. године 

у Финској порасла од 8 на 16%, а на еритромицин од 16 на 28%, на територији где до 

1992. године готово да није било изолата S. pneumoniae резистентних на антибиотике 

[117]. 

У нашој студији смо имали мали проценат (9,4%) изолата S. pneumoniae резистентних 

на пеницилин. Према извештају Светске здравствене организације из 2013. године, 

забележена резистенција "не-сензитивних" сојева S. pneumoniae на пеницилин се кретала 

од 3 до 16% у Афици, од 0 до 48% у Америци, од 13 до 34% у источно-медитеранској 

регији, од 0 до 61% у Европи, од 47 до 48% у југоисточно азијској регији и од 17 до 64% 

у западно-пацифичкој регији [276]. S. pneumoniae је у нашој студији показао 100% 

осетљивост на ципрофлоксацин, што је у складу са резултатима других аутора, који су 

забележили ниску резистенцију ове бактерије на флуороквинолоне [335, 336]. Наши 

изолати S. pneumoniae су 100% били осетљиви на линезолид и ванкомицин. Ипак, у 

неким радовима [119, 120, 337, 338] био је забележен велики проценат изолата S. 

pneumoniae резистентних на пеницилин и појава резистенције на ванкомицин. У нашој 

студији смо имали високу резистенцију на еритромицин (65,6%) међу изолатима S. 

pneumoniae, што се поклапа са подацима за Сингапур, неке делове пацифичке Азије, 

јужне Африке и Пенсилваније [200, 338, 339], али не и са подацима за земље Европе, 

САД, Израел, Канаду, Русију и Латинску Америку [340, 341, 342]. Резистенција на 

клиндамицин код наших изолата S. pneumoniae (35,9%) је била много нижа од оне у 

Латинској Америци и Јужној Кореји [200], али је била значајно виша од оне у Италији, 
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Канади, САД, Израелу и Русији [338, 341]. Код изолата S. pnemoniae cMLSb је код нас 

био доминантан фенотип MLS резистенције (35,9%), што је сагласно са резултатима 

аутора из Индије, Русије и Италије [218, 341, 342], као и са резултатима других аутора 

из Србије [343, 344, 345]. 

S. pyogenes најчешће изазива инфекције горњих респираторних путева. Он је стриктно 

патоген за људе и изазива велики број различитих обољења као што су: фарингитис, 

инфекције коже и меког ткива, импетиго, бактеријемије, некротизирајући фасциитис, 

дубоке инфекције меког ткива, целулитис, пнумоније, токсичном шоку-сличан синдром, 

шарлах, реуматску грозницу и постстрептококни гломерулонефритис [346]. Код изолата 

бета-хемолитичких стрептокока имали смо детектовану 100% осетљивост на пеницилин 

и ванкомицин, што се подудара са резултатима објављеним у великом броју других 

радова [347, 348]. Иако је пеницилин лек избора у терапији фарингитиса изазваних S. 

pyogenes бактеријом, макролиди се често препоручују као замена у случају 

преосетљивости пацијената на пеницилине. 43,9% изолата S. pyogenes је у нашој студији 

било резистентно на еритромицин, што је у сагласности са резултатима из других 

студија [349, 350, 351]. Стопа резистенције на макролиде код S. pyogenes је у свету 

некада била ниска, међутим, очигледан је њен пораст што је видљиво у резултатима 

студија из различитих земаља: Финске, Италије, Кореје, Шпаније и Тајланда [351, 352, 

353, 354]. Од увођења нових макролида у терапијске сврхе, дошло је до великог пораста 

резистенције код стрептокока, што је вероватно повезано са њиховом претераном 

употребом. Према студији урађеној у Србији од стране Павловићкe и сар. макролид 

резистенција код изолата S. pyogenes била је мања од 10% [355]. Таква стопа макролид 

резистенције постоји и у другим европским земљама из нашег окружења: Француској 

[356], Аустрији и Мађарској [357]. Нешто већа стопа макролид резистенције код S. 

pyogenes забележена је у Немачкој [358], Грчкој [359] и Шпанији [360]. За разлику од 

земаља са европског и америчког континента, у земљама Азије, посебно у Кини, 

резистенција на еритромицин код S. pyogenes је јако висока и креће се између 78% и 

94%, вероватно као последица повећане и неадекватне употребе макролида [361, 362, 

363]. Инциденција резистенције на макролиде је високо варијабилна и зависи од 

географског региона, односно, употребе макролида у том региону и типа инфекције [364, 

365]. Из ових разлога, праћење учесталости резистенције на макролиде и различитих 

механизама резистенције на локалном нивоу је од суштинске важности за утврђивање 

емпиријске терапије. Резистенција на клиндамицин код S. pyogenes у нашем 
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истраживању је била мања него у неким деловима Кине, Латвије и Азије, али значајно 

већа у односу на Канаду, Мексико и неке европске земље [358, 361, 366, 367]. Највећи 

проценат  наших изолата S. pyogenes је имао M/MSb фенотип резистенције (18,9%), што 

је у сагласности са резултатима аутора који су пратили дистрибуцију MLS фенотипова 

резистенције код S. pyogenes на територији Србије [343, 355]. Сагласни нашим 

резултатима су и резултати студије изведене у Италији, на изолатима S. pyogenes [368]. 

У складу са нашим резултатима, где је М/МSb фенотип доминантан и само мали 

проценат изолата је имао MLSb фенотип резистенције код стрептокока групе А, били су 

и резултати аутора из Грчке [359], Аустрије и Мађарске [357], Немачке [358], Шпаније 

[360] и Аргенитине [369]. 

S. agalactiae се данас сматра водећим узрочником септикемија и менингитиса код 

новорођенчади и трудница, а повезује се са маститисом крава [370]. Изолати S. agalactiae 

су у нашој студији показали изузетно високу резистенцију на гентамицин, док је у 

другим регионима света забележена знатно нижа резистенција на гентамицин међу 

изолатима стрептокока [371]. У нашој студији, највећу резистенцију на ципрофлоксацин 

после стафилокока показали су изолати S. agalactiae, затим су следили изолати S. 

pyogenes, док су најмању резистенцију показали изолати ентерокока. Код других аутора 

резистенција на флуороквинолоне је била значајно нижа [372, 373]. Приближно трећина 

(31,3%) наших изолата S. agalactiae је била резистентна на еритромицин, а сличне 

резултате су имали Кампел и други аутори [199, 374], док је на Тајвану и у Луизијани тај 

проценат био знатно већи [375, 376]. У нашој студији је резистенција на клиндамицин 

код S. agalactiae била много нижа (20,7%) од оне у Тајвану [375] и Јужној Кореји [377], 

али виша од оне у европским земљама [373, 378], земљама латинске Америке [379] и 

Израелу [218]. У нашој студији је најчешћи MLS фенотип резистенције код изолата S. 

agalactiae био cMLSb (14,7%), слично као и у неким земљама Азије, Европе и Латинске 

Америке [218, 373, 379, 380]. LSa/b фенотип је описан у другим студијама као редак 

фенотип [141, 169, 261, 379, 381, 382, 383] међу изолатима S. agalactiae, а сагласно са 

тим и ми смо у нашој студији имали 9 изолата (6%) S. agalactiae са овим фенотипом. 

Грам-позитивне коке рода Enterococcus spp. су нормални становници црева људи и чине 

од 0,1 до 1% гастроинтестиналне бактеријске флоре. Годинама се повећавала важност 

ентерокока као патогених бактерија изазивача болничких инфекција као што су 

ендокардитис и бактеријемије [384]. Ентерококе су познате и по брзом развијању 

резистенције на антибиотике [385]. Убрзо након почетка коришћења пеницилина, 
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појавили су се клонови ентерокока резистентни на пеницилин, и одмах затим потреба за 

другим антибиотицима који су коришћени за лечење инфекција изазваних тим 

клоновима. Данас ентерококе показују висок степен резистенције на хлорамфеникол, 

еритромицин, клиндамицин, тетрациклине, аминогликозиде, пеницилине, 

флуороквинолоне и ванкомицин. Ентерококе поседују урођену резистенцију на неке 

антибиотике. Ове бактерије су урођено мање осетљиве на пеницилине и цефалоспорине 

у односу на друге стрептококе. Уз то, ентерококе су резистентне на клиндамицин и на 

аминогликозиде, односно постигнуте концентрације аминогликозида у серуму 

уобичајеним дозирањем. Када се апликују сами, аминогликозиди не могу да прођу кроз 

ћелијски зид ентерокока. Међутим, када се дају заједно са антибиотицима који делују на 

синтезу ћелијског зида, као што су ампицилин или ванкомицин, деловање 

аминогликозида се повећава [385]. Стечена резистенција ентерокока на гликопептиде, 

која је први пут забележена 1986. године, постала је важан проблем у болницама. 

Учесталост гликопептид-резистентних ентерокока је пратила много учесталију 

употребу ванкомицина у лечењу MRSA сојева почетком 1980-тих. Проценат 

резистентних ентерокока на ванкомицин у јединицама интензивне неге у САД-у се 

повећао од 0,3%, 1989. године до 24%, 1998. године [386]. Амбулантни сојеви 

ентерокока резистентног на ванкомицин су били много мање забележени у САД-у него 

у Европи, могуће због тога што у Европским земљама храна за животиње садржи 

ванкомицин [386]. 

Учесталост резистенције на пеницилин код изолата Enterococcus spp. у нашој студији 

(2,9%) слична је резултатима добијеним у другим студијама [387, 388]. Резистенцију на 

ванкомицин од 0,6% смо забележили и код наших изолата ентерокока, док резистентне 

сојеве на линезолид нисмо пронашли, али су били пријављени у радовима неких других 

аутора [131, 387]. Резистенцију од 22,2% на ципрофлоксацин смо у нашој студији имали 

код изолата ентерокока, а само нешто мало нижу резистенцију на флуороквинолоне су 

имали El-Kersh и сар. [387]. У нашој студији је код изолата Enterococcus spp. више од 

80% било резистентно на еритромицин, што је слично резултатима других аутора [388, 

389]. Високи степен резистенције на клиндамицин који смо имали у нашој студији код 

изолата ентерокока (96,7%) је очекиван, због урођене резистенције на клиндамицин 

кодиране lsaА геном, који је део генома бактерије E. faecalis [219]. У нашој студији је 

cMLSb фенотип резистенције био најучесталији (78,4%), затим је следио LSa/b (18,4%) 

фенотип, који је код других врста био ређе заступљен или није уопште био детектован. 
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У нашој студији је код ентерокока проценат изолата осетљивих на еритромицин и 

клиндамицин био само 0,8%. Мин и сар. су имали резултате који су се битно разликовали 

од наших, од 241 еритромицин резистентног соја ентерокока, 39% је код њих показивало  

cMLSb фенотип резистенције, а осталих 61% iMLSb [390]. Рејес и сар. су у свом 

истраживању дошли до резултата сличних нашим и сви њихови изолати ентерокока који 

су били резистентни на еритромицин су носили еrmB ген, док ниједан њихов изолат није 

поседовао mefA/E ген [389].  

Када посматрамо ентерококе и стрептококе заједно у нашој студији, најзаступљенији 

фенотип резистенције код њих је био cMLSb. Ми смо имали велики број изолата 

осетљивих на макролиде и линкозамиде. Наши MLS фенотипови резистенције су 

углавном настали посредством појединачног гена, а то су најчешће били lsaA (42,0%) и 

ermB (34,8%) ген. Међутим, ови фенотипови су такође били детерминисани и 

комбинацијама два или више гена резистенције, а најчешће детектоване комбинације 

гена биле су lnuA+lsaA (5,2%) и ermB+lsaA (4,5%). Шмиц и сар. су дошли до сличних 

резултата у својој студији [391] анализом 75 еритромицин резистентних изолата E. 

faecium. Код ових аутора ermB је био најучесталији, док је ermA ген био идентификован 

код малог процента изолата (4%). Исти аутори су имали и комбинацију ermA и ermB 

гена резистенције код 3% изолата. У нашој студији смо ermA ген идентификовали код 

само два изолата (4,9%) S. agalactiae, док ermC ген нисмо идентификовали ни код једног 

изолата ентерокока и ß-хемолитичког стрептокока [391]. ermB ген је у нашој студији био 

најучесталији међу изолатима S. pуogenes (45,5%), а сличне резултате су имали и други 

аутори [350]. По Робертсу, гени који кодирају Erm метилазе се могу разликовати 

међусобно и могу се хоризонтално преносити на друге Грам-позитивне бактерије. До 

2012. године било је познато 34 еrm гена и сви осим два су били идентификовани код 

Грам-позитивних бактерија [392]. Најраспрострањеније класе еrm гена међу Грам-

позитивним кокама су ermA, ermB и ermC [393]. Постоје разлике између сваке класе еrm 

гена и односе се на врсту бактерија где се најчешће ти гени идентификују и на MLSb 

фенотип резистенције који они детерминишу. Сваки erm ген је доминантно повезан са 

једним или два рода бактерија, али није ограничен само на њих [392, 393]. ermA ген се 

често повезује са Staphylococcus spp., али је детектован код још 4 рода Грам-позитивних 

кока, укључујући род Streptococcus и Enterococcus. ermB ген углавном детерминише 

MLSb фенотип резистенције код стрептокока, али је откривен код још 17 родова Грам-

позитивних бактерија [392]. Најраспрострањенији и клинички јако важан MLSb ген 
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резистенције код Грам-позитивних кока је ermC, који је идентификован код још најмање 

13 родова Грам-позитивних бактерија и углавном детерминише MLSb резистенцију код 

стафилокока [392]. Чак и када је Erm метилација усаглашена са резистенцијом на MLSb 

антибиотике, експресија еrm гена зависи од присуства индуктора, а то су најчешће 14-

члани и 15-члани макролиди, као што су еритромицин и азитромицин. Отуд, изолати 

који показују iMLSb резистенцију могу бити осетљиви на 16-члане макролиде све док 

не буду индуковани неким другим једињењем. Међутим, Мин и сар. су открили нове 

варијанте ermB гена код изолата ентерокока. Они су доказали да када користимо дискове 

импрегниране високом дозом антибиотика (еритромицин - 40 μg и јозамицин - 100 μg) а 

не уобичајеном (еритромицин - 15 μg и клиндамицин - 2 μg), и када уместо клиндамицин 

диска поставимо диск импрегниран 16-чланим макролидом као што је јозамицин, 

можемо добити riMLSb фенотип резистенције. У том обрнутом iMLSb фенотипу 

резистенције, зона инхибиције око еритромицин диска је заравњена према јозамицин 

диску, и за разлику од ситуације када еритромицин представља индуктор, овде је 

снажнији индуктор 16-члани макролид. Када су коришћени дискови са мањим или 

уобичајеним дозама антибиотика, сви изолати са riMLSb фенотипом су показивали 

лажни cMLSb фенотип резистенције [390]. 

Katаја и сар. у Финској [216] су анализирали 45 еритромицин резистентних изолата S. 

pyogenes, и сви њихови изолати са М/МSb фенотипом резистенције су поседовали mefA 

ген, док је један изолат, који је показивао МLSb фенотип резистенције, имао ermTR. 

Пораст процента М фенотипова резистенције и смањење процента MLSb фенотипова 

код стрептокока повезан је са порастом употребе дугоделујућих макролида након 2001. 

године, који имају високи потенцијал селекције ermB гена [394, 395].  

У нашој студији су lnuA (6,7%), lnuB (3,3%) и lsaA (50%) гени били у највећем проценту 

заступљени код изолата ентерокока, док као појединачни гени нису били 

идентификовани код изолата S. pуogenes. lsaC ген није идентификован ни код једног 

изолата у нашој студији. У студији Паулине и сар. 75% изолата S. agalactiae је имало 

lsaC ген и показивало LSAP (линкозамид-стрептограмин групе А-плеуромутилин) 

фенотип, 18% је имало комбинацију lnuB+lsaE гена и показивало LSAP фенотип, што су 

први случајеви LSAP фенотипа oписани међу S. agalactiae у САД [396]. Боздоган и сар. 

су описали ген резистенције lnuB који детерминише резистенцију на линкозамиде 

аденилацијом хидроксил групе на линкомицину и клиндамицину, њиховом 

инактивацијом код E. faecium [227]. Код неких аутора је lnuB ген био идентификован 
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код чак 15 линкозамид резистентних изолата E. faecium [397]. У нашој студији су 

комбинације два или више гена резистенције биле једнако заступљене код све три групе 

бактерија, док је комбинација четири гена MLS резистенције (ermA+ermB+lnuB+lsaA) 

неочекивано идентификована код изолата S. pуogenes. Интересантно је да смо код 

изолата S. pуogenes, код којих нисмо идентификовали ниједан сој са LSa/b фенотипом 

резистенције, идентификовали гене који детерминишу тај фенотип, али у комбинацији 

са erm генима.  

Највећи број ентерокока и стрептокока са LSa/b фенотипом резистенције су у нашој 

студији углавном имали lsaA ген (67,3%), други по учесталости био је lnuA (9,6%), док 

је само неколико ентерокока поседовало lnuB ген (3,8%). Ови резултати су такође били 

конзистентни са резултатима других аутора [332, 333]. 

У нашој студији су ermВ (33,3%) и ermA (22,2%) гени били једини који су, као 

појединачни гени, детерминисали iMLSb фенотип код ентерокока и стрептокока. У 

складу са резулататима наше студије, где је ermВ најчешће као појединачни ген кодирао 

cMLSb фенотип (65,4%) код изолата ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока, 

Кампело и сар. [199] су анализом 300 изолата S. agalactiae утврдили да 21% изолата 

показује cMLSb фенотип резистенције и сви осим једног изолата поседују еrmB ген. 

cMLSb фенотип резистенције је у нашој студији код ентерокока и ß-хемолитичких 

стрептокока, слично стафилококама, био карактеристичан по присуству великог броја 

комбинација гена резистенције. Најчешћа комбинација гена код тих изолата била је 

ermB+lsaA. Овај тренд је неочекивано највише био заступљен код изолата S. pyogenes и 

S. agalactiae, док је мањи број комбинација гена био присутан код ентерокока. У складу 

са овом опсервацијом, код једног соја S. pyogenes детектовали смо комбинацију од чак 

четири гена (ermA+ermB+lnuB+lsaA).  

Најучесталији MLS фенотип резистенције међу амбулантним и болничким изолатима 

ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока у нашој студији је био сMLSb. Није постојала 

статистички значајна разлика у учесталости са различитим MLS фенотиповима 

резистенције између амбулантних и болничких изолата ентерокока и ß-хемолитичких 

стрептокока. ermB и lsaA ген су у нашој студији били статистички значајно чешћи код 

амбулантних у односу на болничке сојеве (p < 0,05). Остали гени резистенције су били 

приближно једнако заступљени и код амбулантних и болничких изолата ентерокока и ß-

хемолитичких стрептокока (p > 0,05). 
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D-тест је према нашим резултатима показао 100% сензитивности у детекцији 

индуцибилне клиндамицин резистенције на тестираних 94 соја Грам-позитивних кока, 

док је специфичност теста била само 65,38%. У нашој студији је индуцибилна 

клиндамицин резистенција детектована код 18 изолата, што PCR тестом није потврђено 

и није идентификован ниједан еrm ген код тих сојева. Позитивна предиктивна вредност 

од 70% нам указује на тачност позитивног резултата D-теста на индуцибилну 

клиндамицин резистенцију. Није било лажно негативних резултата и негативна 

предиктивна вредност теста је била 100%. То значи да негативне налазе D-теста на 

iMLSb фенотип резистенције код Грам-позитивних кока можемо издавати без претходне 

потврде PCR тестом, док позитивне налазе на iMLSb фенотип морамо претходно 

потврдити PCR тестом на еrm гене. Према овим налазима само би 70% од изолата са 

позитивним D-тестом било заиста позитивнo. Према другим ауторима, D-тест је 

показивао исту осетљивост као и у нашој студији (приближно 100%), при чему су они 

користили растојање између дискова од 12 mm. Фибелкорн и сар. су сугерисали да на 

осетљивост D-теста битно утиче растојање између дискова еритромицина и 

клиндамицина. Такође, према истим ауторима, осетљивост D-теста је зависила и од 

врсте испитиваних бактерија [193]. Код других аутора, осетљивост D-теста са 15-20 mm 

растојања између дискова еритромицина и клиндамицина, била је 100% у поређењу са 

PCR анализом erm гена [239, 240].  

На појаву ниске специфичности D-теста утицала је чињеница да су неки изолати у 

студији показивали неслагања између фенотипа и генотипа резистенције. У нашем 

случају, имали смо изолате са идентификованим msrA/B, lnuA и lsaА геном, који су 

показивали осетљивост на еритромицин и клиндамицин. Змантар и сар. [319] и Кутињо 

и сар. [313] су се такође сретали са овом појавом у својим истраживањима и они су овај 

феномен објашњавали тиме да се он јавља због проблема у нисходној регулацији гена 

или због мутације у региону промотера идентификованог гена резистенције. Насупрот 

томе, Мартин и сар. [398] су показали да такви сојеви који носе гене резистенције, а не 

показују ни један фенотип резистенције, могу показати фенотипску резистенцију 

уколико се субкултивишу на чврстој подлози са растућим градијентом одговарајућег 

антибиотика. Такође, у нашој студији имамо изолате који су показивали један од 

фенотипова MLS резистенције, али нису имали идентификован ни један ген 

резистенције. Кутињо и други аутори, који су се такође сретали са таквим појавама у 
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својим истраживањима, претпоставили су да ти сојеви носе неке друге варијанте erm, 

mef, lnu или lsa гена [313, 398, 399, 400], које нису биле укључене у нашој студији. 

iMLSb је у нашој студији био најчешћи фенотип резистенције међу стафилококама. 

Најчешће изоловани гени MLS резистенције међу стафилококама били су msrA/B и 

ermC. M/MSb (msrA/B), LSa/b (lnuA) и iMLSb (ermA/C) фенотип су били доминантно 

детерминисани појединачним генима резистенције. cMLSb фенотип је углавном био 

детерминисан ermC и комбинацијом гена (ermC+msrA/B и msrA/B+lsaA). M/MSb 

фенотип и msrA/B ген који детерминише овај фенотип су били значајно заступљенији 

код стафилокока болничког порекла. 

сMLSb је био најчешћи фенотип резистенције међу ентерококама и ß-хемолитичким 

стрептококама. Најчешће изоловани гени MLS резистенције међу ентерококама и ß-

хемолитичким стрептококама су били lsaA и ermB. LSa/b (lsaA) и iMLSb (ermВ/А) 

фенотип су били доминантно детерминисани појединачним генима резистенције. 

cMLSb фенотип је углавном био детерминисан ermВ и комбинацијом гена (ermВ+lsaA). 

ermВ и lsaA ген су били значајно заступљенији код ентерокока и ß-хемолитичких 

стрептокока амбулантног порекла. 

Комбинације два или више гена МLS резистенције су били заступљеније код изолата 

стафилокока него код ентерокока и стрептокока. 

Резистенција на антибиотике код ентерокока и стафилокока је важна зато што S. 

epidermidis и ентерококе припадају групи бактерија које повремено изазивају тешке 

инфекције и зато што као представници нормалне флоре могу довести до ширења гена 

резистенције на патогене бактерије преносом са једне на другу врсту (interspecies), 

посебно ако постоји селективни притисак антибиотика. С обзиром на величину 

популације нормалне флоре могуће је да се развију варијанте бактерија резистентне на 

већи број антибиотика. Прегледом литературе и према резултатима наше студије 

можемо рећи да MLS антибиотици нису лек избора за лечење инфекција изазваних 

ентерококама и коагулаза негативним стафилококама. Међутим, према досадашњим 

истраживањима, значај ове две групе бактерија у истраживањима везаним за МLS 

антибиотике се огледа у томе што оне представљају резервоар МLS гена резистенције, 

које те бактерије хоризонталним путем преносе на патогене Грам-позитивне коке. 

Такође, у нашој студији смо идентификовали нови тзв. "keyhole" фенотип дупли диск 

дифузионом методом код једног изолата MSSA и три изолата ентерокока. У настанку 
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овог фенотипа код MSSA изолата је посредовао lnuB ген, док су три изолата ентерокока 

са овим фенотипом поседовала lsaA ген. Нови "keyhole" фенотип је показивао 

осетљивост на еритромицин и резистенцију на клиндамицин, са каналом осетљивости 

између еритромицина и клиндамицина, односно показивао је индуцибилну 

клиндамицин сензитивност. Разлог појаве овог фенотипа можда лежи у комбинацији 

гена резистенције или у тачкастој мутацији идентификованих гена. У једном 

јужнокорејском раду је дупли диск дифузионом методом код 32 изолата S. agalactiae 

откривен нови "keyhole" фенотип. Генетском анализом аутори су установили да су та 32 

изолата S. agalactiae са ermB геном, и да је 29 од њих са lnuB геном. Секвенцирањем 

ermB гена утврдили су постојање више тачкастих мутација на ermB гену, тако да тај ген 

није могао да се експримује. Међутим, 3 изолата  S. agalctiae су била са ermB геном и 

без lnuB гена и показивала су нови фенотип. Код ова три изолата нису били 

идентификовани други гени MLS резистенције, док повезаност фенотипа са генотипом 

нажалост није установљена [401]. У једној болници у Аргентини, експресијом 

комбинације МLS гена резистенције уочен је нови МLS фенотип резистенције. Описане 

су две варијанте новог фенотипа резистенције код МRSA изолата: ELKi фенотип 

(резистенција на еритромицин и линкомицин и индуцибилна резистенција на 

клиндамицин и ови су сојеви имали у свом геному комбинацију ermC+lnuA гена) и ELiK 

фенотип (резистенција на еритромицин и индуцибилна резистенција на линкомицин и 

клиндамицин и ови су сојеви имали само појединачни ermC ген) [317]. Новотна и сар. је 

описала код 15 сојева S. haemolуticus чудан фенотип везан за резистенцију на 

линкомицин-клиндамицин и осетљивост на макролиде, међутим генетском анализом 

нису успели да идентификују ниједан од познатих гена код ових сојева [321]. 

У нашој студији је забележена јасна разлика у обрaсцу MLS осетљивости међу 

стафилококама и ентерококама/стрептококама и потврђена је неопходност увођења D 

теста у рутинском тестирању антимикробне осетљивости код изолата стафилокока. 

Наиме, на први поглед наши резултати без дуплог диск дифузионог теста показују већу 

преваленцију резистенције на клиндамицин код изолата бактерија S. pneumoniae (35,9%) 

него код изолата S. aureus (8,3%). Ипак, у рутинском тестирању можемо превидети 

сојеве који имају генетски потенцијал да постану резистентни током терапије на 

клиндамицин (iMLSb), доводећи до потцењивања стопе резистенције на клиндамицин, 

тако да сви изолати са iMLSb фенотипом могу бити грешком интерпретирани као 

клиндамицин осетљиви. На пример, у нашој студији имали смо 55,2% стварно (M/MSb 
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и Er/Cli S) и 36,5% лажно (iMLSб) клиндамицин осетљивих изолата S. aureus, што 

представља потцењену стопу резистенције на клиндамицин од 8,3% (cMLSб и LSa/b) 

уместо од 44,8% (iMLSб и cMLSб и LSa/b) код S. aureus. Тако, коришћењем D-теста 

закључили смо да је права клиндамицин резистенција, укључујући и сојеве са iMLSb 

фенотипом, веома слична код бактерија врсте S. aureus и S. pneumoniae, 44,8%, односно, 

46,9% респективно. 

Континуирани пораст резистенције на антибиотике код стрептокока наглашава потребу 

за успостављањем контролисане употребе антибиотика. Лекари треба да узму у 

разматрање локалне и регионалне обрасце резистенције онда када морају изабрати 

адекватну антибиотску терапију. Налази наше студије, уз још неколико других са 

територије Србије, наглашавају неопходност правилне употребе антибиотика и 

континуираног праћења стрептококног обрасца резистенције на макролиде путем D-

тестa. Због тога, даља епидемиолошка истраживања сојева стрептокока по регионима 

Србије могу обезбедити, не само комплетнију представу о стрептококним инфекцијама 

у нашој земљи, већ и комплетну фенотипску карактеризацију те популације бактерија. 

Наша студија је први покушај обједињавања информација о MLS резистенцији код 

патогених Грам-позитивних кока у овом региону (Пчињски округ). Наша 

епидемиолошка студија је настала као производ колекције изолата, њихове анализе и 

статистичке обраде добијених података, а указала нам је на неопходност улагања нових 

напора у решавању глобалног проблема антибиотске резистенције. Иако је ово преглед 

MLS резистенције код Грам-позитивних кока за једногодишњи период на целој 

територији Пчињског округа, ипак постоје рупе у познавању правог статуса MLS 

резистенције међу овим бактеријама, посебно у забаченим деловима овог региона.  Са 

увидом у стање ове резистенције, отвара се питање развоја стратегије за спречавање 

њеног ширења, која подразумева рестриктивно и мудрије коришћење антибиотика као и 

спречавање ширења мултирезистентних сојева бактерија. Надамо се да ова студија може 

дати свој допринос у продужавању употребног века актуелних и доступних MLS 

антибиотика. 
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6 Закључци 

На основу добијених резултата, могу се извести следећи закључци: 

1. Поређењем учесталости резистенције на антибиотике, утврдили смо да није било 

резистентних изолата на линезолид међу Грам-позитивним кокама и да је на 

ванкомицин био резистентан само један изолат ентерокока (0,6%). Такође смо 

утврдили да је највећа резистентност била на: 

 цефокситин код MRSA и MRKNS (100%);  

 пеницилин, ципрофлоксацин и еритромицин код MRSA и MRKNS 

изолата;  

 клиндамицин код ентерокока, а затим код S. pneumoniae; 

 гентамицин код S. аgalactiae, а затим код MRSA и MRKNS изолата.  

2. У односу на поједине врсте Грам-позитивних кока утврдили смо да је био 

најучесталији фенотип резистенције код изолата : 

 S. aureus и KNS - iMLSb;  

 ентерокока, S. pneumoniae и S. agalactiae - cMLSb;  

 S. pуogenes - M/MSb; 

3. У односу на све испитиване Грам-позитивне коке утврдили смо да: 

 cMLSb и LSa/b фенотип су били најучесталији код изолата ентерокока; 

 iMLSb фенотип је био најучесталији код MRSA и MRKNS изолата; 

 M/MSb је био најучесталији код MRKNS изолата, односно KNS изолата; 

 је сензитивност на еритромицин и клиндамицин била најучесталија код 

изолата S. agalactiae и S. pyogenes. 

4. Поређењем учесталости MLS фенотипова резистенције код изолата Грам-

позитивних кока из различитих врста материјала, утврдили смо да: 

 су iMLSb и сензитивност на еритромицин и клиндамицин били 

најучесталији код изолата из брисева грла и носа и пиокултура; 

 cMLSb и LSa/b су били најучесталији код изолата из гениталних секрета и 

урина; 

 М/МSb је био најучесталији код изолата из гениталних секрета. 
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5. Поређењем учесталости MLS фенотипова резистенције код изолата различитог 

порекла, утврдили смо да је М/МSb фенотип резистенције био значајно 

учесталији међу болничким  изолатима стафилокока.  

6. Најчешћи појединачни гени  и њихове комбинације детектоване код: 

 стафилокока су msrA/B, ermC и ermС+msrA/B 

 ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока су lsaA, ermB и ermB+lsaA. 

7. Код стафилокока најчешћи појединачни гени који су детерминисали: 

 M/MSb фенотип - msrA/B ген 

 LSa/b  фенотип - lnuA ген 

 iMLSb фенотип - еrmА и ermC ген 

 cMLSb фенотип - ermC и комбинације гена. 

8. Код ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока најчешћи појединачни гени који 

су детерминисали: 

 LSa/b фенотип - lsaA ген 

 iMLSb фенотип - ermB и еrmА ген 

 cMLSb фенотип - ermB и комбинације гена. 

9. Поређењем учесталости гена MLS резистенције између амбулантних и 

болничких сојева утврдили смо: 

 ermB и lsaA ген су били статистички значајно учесталији код амбулантних 

изолата ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока у односу на болничке  

 msrA/B ген је био статистички значајно учесталији код болничких изолата 

стафилокока у односу на амбулантне. 

10. Идентификација iMLSb фенотипа резистенције D-тестом је у поређењу са 

референтном методом, PCR идентификацијом еrm гена показала 100% 

сензитивности и 65,38% специфичности. 
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Извод - ИД: Увод У последњој деценији забележено је повећање 

резистенције Грам-позитивних кока на антибиотике из 

групе макролида, линкозамида и стрептограмина А/Б

(MLSa/b). Сложени механизми резистенције на MLS 

антибиотике укључују: модификацију рибозома,

активно избацивање антибиотика и модификацију

антибиотика. Породица гена одговорних за кодирање 

ензима који врше метилацију рибозома је означена

скраћеницом erm (од енгл. erythromycin resistance 

methylase) и доводе до појаве унакрсне резистенције на 

макролиде, линкозамиде и стрептограмине групе Б

(MLSb). Профил резистенције познат као MLSb 

фенотип може бити: индуцибилан (iMLSb) и 

конститутиван (cMLSb). Сојеви са erm посредованом 

еритромицин резистенцијом могу се показати

осетљивим на клиндамицин у рутинском диск

дифузионом тестирању осетљивости.  
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Циљ Утврдити учесталост фенотипова и гена 

резистенције на MLS антибиотике код Грам-

позитивних кока на подручју југоисточне Србије. 

Методе MLS фенотипови резистенције: конститутивни 

(cMLSb), индуцибилни (iMLSb), M/MSb и LSa/b, били 

су утврђени дупли-диск дифузионом методом (D-

тестом). Испитано је 2366 клиничких изолата Грам-

позитивних кока, сакупљених у току једногодишњег

периода у Центру за микробиологију Завода за јавно

здравље Врање. Гени који кодирају MLSb резистенцију 

(ermA, ermB, ermC, msrA, msrB, mefA/E, lnuA, lnuB, 

lsaA и lsaC) су идентификовани коришћењем 

мултиплекс PCR-а.  

Резултати Највећу учесталост резистенције на 

еритромицин имали су изолати метицилин-

резистентних коагулаза-негативних стафилокока 

(MRCNS, 91,5%), затим метицилин-резистентних S. 

aureus (MRSA, 86,4%) и ентерокока (80,8%). Нижа, али 

још увек висока стопа резистенције на еритромицин је

била присутна и код других изолата Грам-позитивних 

кока. Насупрот макролидима, изузев за изолате

Enterococcus spp. (96,7%), Streptococcus pneumoniae

(35,9%) и MRSA (28,4%), други изолати Грам-

позитивних кока су показали значајно нижу

резистенцију на клиндамицин. Открили смо да je

iMLSb фенотип најучесталији код стафилокока, код 

ентерокока и бактерија S. agalactiae и S. pnemoniae био 

je доминантан cMLSb фенотип, dok je M/MSb фенотип 

био најчешће присутан код бактерија S. pyogenes. Од 

укупног броја изолата четири соја су показала нови

"keyhole" фенотип. Најчешћи појединачни гени  и 

њихове комбинације детектоване код стафилокока су

биле msrA/B, ermC и ermС+msrA/B, док су код 
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ентерокока и ß-хемолитичких стрептокока биле lsaA, 

ermB и ermB+lsaA.  

Закључак Утврдили смо високу стопу резистенције на 

еритромицин код Грам-позитивних кока. Метицилин-

резистентне стафилококе су биле значајно

резистентније на MLS антибиотике у односу на 

метицилин-сензитивне стафилококе. Најчешће 

идентификовани ген MLS резистенције међу

стафилококама био је ermC, док је међу ентерококама 

и ß-хемолитичким стрептококама био ermB ген. 

Утврђена је јасна разлика у обрaсцу MLS осетљивости

међу стафилококама и ентерококама/стрептококама и 

потврђена је неопходност увођења D теста у рутинском

тестирању антимикробне осетљивости код изолата

стафилокока. 
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Abstract - AB: 

 

Introduction The increase of resistance to macrolide, 

lincosamide, and streptogramin a/b antibiotics (MLSa/b)

among Gram-positive cocci has been reported in the last 

decade. The complex mechanisms of resistance to MLS

antibiotics include: modification of ribosome, active efflux 

of antibiotics and antibiotic inactivation. The gene family 

called erm (erythromycin resistance methylase) that 

encoding enzymes responsible for ribosome methylation 

leads to cross- resistance to macrolides, lincosamides and 

streptogramin b (MLSb resistance phenotype). The 

antimicrobial resistance profile known as MLSb resistance 

phenotype can be either inducible (iMLSb) and constitutive

(cMLSb). Macrolide resistant strains carrying erm gene can 

show false sensitivity to clindamycin, using routine 

antimicrobial susceptibility test. 

Objective This study investigated the prevalence of MLS 

resistance phenotypes and genes in Gram-positive cocci in 

region of the Southeast Serbia. 

Methods MLS resistance phenotypes: constitutive

(cMLSb), inducible (iMLSb), M/MSb, and LSa/b, were

determined by the double-disk diffusion method. We have

analyzed 2366 clinical isolates of Gram-positive cocci,

collected during 1-year period at the Center for

Microbiology of the Public Health Institute in Vranje, 

Serbia. The MLS resistance genes (ermA, ermB, ermC, 
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msrA, msrB, mefA/E, lnuA, lnuB, lsaA, and lsaC) were 

identified by multiplex PCR. 

Results The highest frequencies of isolates resistant to

erythromycin were found among methicillin-resistant

coagulase-negative staphylococci (MRCNS, 91.5%),

methicillin-resistant S. aureus (MRSA, 86.4%) and

Enterococcus strains (80.8%). Lower, but still high

resistance rate to erythromycin was found among other

Gram-positive cocci. Contrary to macrolides, except for

Enterococcus spp. (96.7%), S. pneumoniae (35.9%), and

MRSA (28.4%), other Gram-positive cocci showed

significantly lower resistance to clindamycin. We have

found that iMLSb is the most prevalent phenotype in

staphylococci, the cMLSb is predominantly in enterococci, 

S. agalactiae, and S. pnemoniae, whereas the M/MSb 

phenotype is the most frequent in S. pyogenes. LSa/b

phenotype was the most common in enterococci and beta

haemolytic streptococci, but nearly or totally absented

among staphylococci, S. pneumoniae, and S. pyogenes. The

novel keyhole zone phenomenon was detected in four out

of total number of clinical isolates. The most prevalent 

MLS resistance genes and their combinations detected in

staphylococci were msrA/B, ermC and ermС+msrA/B, 

whereas lsaA, ermB и ermB+lsaA were predominantly 

found in enterococci and beta haemolytic streptococci. 

Conclusion Generally, high rates of erythromycin

resistance in Gram-positive cocci was found. The

methicillin-resistant staphylococci were significantly more

resistant to MLS antibiotics than methicillin-sensitive

staphylococci. The most frequent MLS resistance gen 

among staphylococci isolates was ermC, whereas the ermB 

gen was the most prevalent in enterococci and ß-haemolytic 

streptococci. We have also discovered a clear differences 
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of MLS resistance pattern in staphylococci and

enterococci/streptococci, and confirmed the necessity of

routine D-testing of all clinical isolates of staphylococci. 
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SUMMARY
Introduction/Objective The increasing resistance to macrolides and lincosamides among staphylococci 
and streptococci is becoming a global problem. The aim of this study was to investigate the prevalence of 
macrolide-lincosamide-streptogramin (MLS) resistance phenotypes in staphylococcal and streptococcal 
isolates in southeast Serbia.
Methods The MLS phenotypes were determined by the double-disk diffusion method in 2,121 inpatient 
and outpatient staphylococcal and streptococcal isolates collected during a one-year period at the 
Center for Microbiology.
Results The methicillin-resistant staphylococci isolates were significantly more resistant to penicillin, 
erythromycin, clindamycin, gentamicin, and ciprofloxacin (100%, 100%, 29.2%, 65.6%, and 53.1%, respec-
tively) than the methicillin-sensitive ones (93.6%, 64.9%, 12%, 28.9%, and 11.7%, respectively). The induc-
ible clindamycin resistance phenotype was dominant in S. aureus and coagulase-negative staphylococci 
isolates. S. pneumoniae, S. pyogenes, and S. agalactiae isolates showed very high resistance to erythro-
mycin (77.8%, 46.2%, and 32.4%, respectively). All staphylococci and streptococci isolates were sensitive 
to vancomycin and linezolid, and all beta-hemolytic streptococci isolates to penicillin and ceftriaxone.
Conclusion The phenotypic triage of staphylococci is necessary in order to separate inducible resistant 
and truly clindamycin-sensitive isolates. Macrolides should not be recommended for empirical therapy 
of streptococcal infections. Penicillins remain the drug of choice for treatment of streptococcal infec-
tions in our local area.
Keywords: staphylococci; streptococci; MLS resistance phenotypes; inducible clindamycin resistance

ORIGINAL ARTICLE / ОРИГИНАЛНИ РАД 

The prevalence of resistance to macrolides and 
lincosamides among community- and hospital-
acquired staphylococci and streptococci isolates in 
southeast Serbia
Milena Mišić1, Aleksandra Arsović2, Jelena Čukić3, Milenko I. Rosić4, Jelena Tošić-Pajić5, Nevena 
Manojlović5, Ivan Čekerevac6,7, Dejan Vidanović8, Milanko Šekler8, Dejan Baskić3,9

1Vranje Public Health Institute, Department of Microbiology, Vranje, Serbia;
2University of Priština, Faculty of Medical Sciences, Institute of Medical Microbiology and Immunology, 
Kosovska Mitrovica, Serbia;
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Sciences, Department of Microbiology and Immunology, Kragujevac, Serbia

INTRODUCTION

Inpatient Staphylococcus aureus, Streptococ-
cus pyogenes, and Streptococcus pneumoniae 
infections was the biggest problem in the pre-
antibiotic era [1]. Today, when large number 
of antibiotics are available, we are once again 
faced with the problem of treating infections 
caused by penicillin-resistant pneumococci, 
methicillin- and vancomycin-resistant strains 
of S. aureus and coagulase-negative staphylo-
cocci (CNS) [1]. 

S. aureus cause a variety of infections, rang-
ing from mild skin infections to fatal bacte-
remia: osteomyelitis, pneumonia, arthritis, 

staphylococcal scalded skin syndrome, endo-
carditis, myocarditis, pericarditis, and bactere-
mia [2, 3]. The most common CNS infections 
are nosocomial bacteremia related to central 
venous catheter, endocarditis in patients with 
artificial heart valves, infections from an in-
travenous catheter insertion site, and postop-
erative infections in ophthalmic surgery [2]. S. 
pneumoniae bacteria can cause serious invasive 
infections, such as meningitis, bacteremia, and 
pneumonia, as well as non-invasive infections 
such as sinusitis and acute middle ear infec-
tions [4]. S. agalactiae causes serious infections 
in newborns and pregnant women, acute and 
chronic respiratory infections, endocarditis, 
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sepsis, meningitis, and pyelonephritis [5, 6]. S. pyogenes 
causes uncomplicated upper respiratory tract and skin in-
fections, but also severe life-threatening infections, which 
are very common in developing countries [7].

Macrolide and lincosamide antibiotics are often used 
for the treatment of staphylococci and streptococci infec-
tions. Therapeutic use of macrolide-lincosamide-strepto-
gramin group B (MLSb) antibiotics can cause inducible 
macrolide-lincosamide-streptogramin group B (iMLSb) 
resistance and subsequent clinical failure of therapy, espe-
cially in staphylococcal infections. The iMLSb resistance 
phenotype leads to clindamycin treatment failure due 
to rapid in vitro conversion of inducible to constitutive 
macrolide-lincosamide-streptogramin group B (cMLSb) 
resistance phenotype.

A simple way to detect iMLSb-resistant strains is the 
double-disk diffusion method (D-test). Without the D-
test, all clinical isolates with iMLSb resistance would be 
erroneously interpreted as clindamycin-susceptible caus-
ing inappropriate antibiotic therapy.

The aim of this study was to determine and compare 
the prevalence of MLS resistance in staphylococcal and 
streptococcal isolates from inpatient and outpatient clini-
cal samples in southeast Serbia. To determine observed 
MLS resistance phenotypes, D-test was used.

METHODS

We analyzed 2,121 clinical isolates of staphylococci and 
streptococci, collected during a one-year period (Octo-
ber 2012 to October 2013) at the Center for Microbiology 
of the Public Health Institute in Vranje, Serbia, includ-
ing 865 isolates from nasal and throat swabs, 810 from 
purulent discharge, 442 from genital secretions, and four 
isolates from the urine. Multiple specimens from the same 
patient were avoided. The following clinical species were 
considered: S. aureus, CNS, S. pneumoniae, S. agalactiae, 
and S. pyogenes. The local ethics committee approved the 
study according to the Declaration of Helsinki (No. 01-
5072/2013). The authors declare that informed consent 
was not required.

Bacterial identification

S. aureus was identified using Gram stain, catalase test 
(positive), the mannitol salt agar (Chapman medium), and 
the tube coagulase test. The staphylococcal strains, which 
turn the color of the medium from red to yellow and pro-
duce free coagulase were identified as S. aureus, else were 
identified as CNS [2]. S. pneumoniae was identified using 
Gram stain, catalase (negative), and optochin test (BioRad 
Laboratories, Hercules, CA, USA). The slide agglutination 
test was used as confirmatory identification of S. pneu-
moniae (Slidex pneumo-kit; bioMérieux, Marcy-l’Étoile, 
France) [8]. S. agalactiae was identified using Gram stain, 
catalase test (negative), CAMP test, and rapid latex agglu-
tination test (Streptex-Slidex® Strepto Plus, bioMérieux) 
[8]. The identification of S. pyogenes was performed us-

ing Gram stain, catalase test (negative), the susceptibility 
test to bacitracin (0.04 UI, Taxo A, BBL, BD Microbiology 
Systems, Cockeysville, MD, USA), and rapid latex aggluti-
nation test (Streptex-Slidex® Strepto Plus, bioMérieux) [8].

Antibiotic susceptibility testing

The antibiotic susceptibility test was performed by the 
standard disk diffusion method using Mueller–Hinton 
agar according to the Clinical & Laboratory Standards In-
stitute guidelines [9]. The following antibiotic discs were 
used: erythromycin 15 μg, clindamycin 2 μg, gentamicin 
10 μg, ciprofloxacin 5 μg, penicillin G 10 μg, ceftriaxone 
30 μg, cefoxitin 30 μg, vancomycin 30 μg, linezolid 30 μg 
(Bioanalyse®, Ankara, Turkey). Methicillin resistance in 
staphylococci was determined by the cefoxitin disk dif-
fusion method (30 μg) [9]. Penicillin-susceptible Staphy-
lococcus isolates were further tested for beta-lactamase 
production using a nitrocefin disk test (Bioanalyse®) [2]. 
Reference strains S. pneumoniae ATCC 49619 and S. aga-
lactiae ATCC 12403 were used for quality control (QC). 
QC of erythromycin and clindamycin disks was performed 
by reference S. aureus ATCC 25923 strain according to 
a standard disk diffusion QC procedure [9]. In addition, 
QC was also performed with laboratory’s own strains of S. 
aureus and S. pyogenes which show results of both positive 
and negative D-test.

Determination of resistance phenotypes

MLSb resistance phenotypes were determined by the D-
test. Erythromycin (15 μg) and clindamycin (2 μg) disks 
were placed at an edge-to-edge distance of 12 mm on in-
oculated Mueller–Hinton agar. The following MLS resis-
tance phenotypes were detected: erythromycin-sensitive 
and clindamycin-sensitive (Er/Cli S), cMLSb which were 
resistant to erythromycin and clindamycin, iMLSb which 
were determined by placing erythromycin and clindamy-
cin disks in adjacent positions resulting in a D-shaped 
zone around the clindamycin disk, susceptible to clinda-
mycin (without blunting zone) and resistant to erythromy-
cin (M/MSb), and resistant to clindamycin and sensitive 
to erythromycin (LSa/b).

RESULTS

The overall antimicrobial resistance of the tested isolates is 
presented in Table 1, except for vancomycin, linezolid, and 
ceftriaxone, since resistance to vancomycin and linezolid 
among staphylococci and streptococci, and resistance to 
ceftriaxone among streptococci were not detected.

Staphylococci showed the highest resistance rate to 
penicillin, while the lowest showed S. pyogenes and S. 
agalactiae isolates (Table 1). Methicillin-resistant Staphy-
lococcus aureus (MRSA) (86.2%, 112/130 community- and 
87.5%, 28/32 hospital-acquired) and methicillin-resistant 
coagulase-negative staphylococci (MRCNS) (87.8%, 43/49 
community- and 100%, 22/22 hospital-acquired) isolates 
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showed the highest resistance rate to erythromycin, while 
S. agalactiae showed the lowest resistance. The highest 
resistance rates to clindamycin were among community-
associated strains of S. pneumoniae (38.2%, 21/55) and 
MRSA (29.2%, 38/130), while the lowest were among 
community-associated strains of methicillin-sensitive 
Staphylococcus aureus (MSSA) and methicillin-susceptible 
coagulase-negative Staphylococcus (MSCNS). S. agalactiae 
(72.7%, 101/139 community- and 72.7%, 8/11 hospital-
associated) and MRSA (65.6%, 21/32 hospital-acquired) 
isolates showed the highest resistance rate to gentamicin, 
while MSSA and MSCNS isolates showed the lowest re-
sistance. MRSA (40.8%, 53/130 community- and 53.1%, 
17/32 hospital-acquired) and MRCNS (34.7%, 17/49 
community- and 40.9%, 9/22 hospital-acquired) isolates 
showed the highest resistance rate to ciprofloxacin, while 
S. pneumoniae and MSSA isolates showed the lowest re-
sistance rate (Table 1).

A comparison between hospital- and community-asso-
ciated isolates showed significantly (p < 0.05) higher resis-
tance rate to gentamicin in hospital-associated S. aureus, 
MSSA, and MRSA isolates than in community-associat-
ed ones (Table 1). MRSA compared to MSSA hospital- 
and community-acquired isolates showed significantly 
(p < 0.05) higher resistance rate to all observed antibiotics. 
CNS isolates showed significantly (p < 0.05) higher resis-
tance rate to cefoxitin and erythromycin in hospital- than 
in community-associated isolates. MRCNS compared to 
MSCNS community-acquired isolates showed significant-
ly (p < 0.05) higher resistance rate to penicillin and gen-
tamicin. MRCNS compared to MSCNS community- and 
hospital-acquired isolates showed significantly (p < 0.05) 
higher resistance to cefoxitin, erythromycin, and cipro-
floxacin. A comparison between S. pneumoniae isolates 
showed significantly (p < 0.05) higher resistance rate to 
cefoxitin in hospital- than in community-associated iso-

lates. Significant differences (p < 0.05) were found between 
S. pneumoniae and S. agalactiae to penicillin, clindamycin, 
gentamicin, and ciprofloxacin (in community-acquired 
isolates), and to erythromycin (in community- and hos-
pital-acquired isolates); between S. pneumoniae and S. 
pyogenes to penicillin, erythromycin, and clindamycin (in 
community-acquired isolates); between S. agalactiae and 
S. pyogenes to penicillin, gentamicin, and ciprofloxacin (in 
community-acquired isolates) (Table 1).

The iMLSB was the most prevalent phenotype among 
methicillin-resistant and methicillin-susceptible staphy-
lococci except among hospital-acquired MSCNS strains, 
where M/MSb resistance phenotype was dominant (Ta-
ble 2). The cMLSb phenotype was the most prevalent in 
MRSA strains (27.7%, 36/130 from outpatient and 21.9%, 
7/32 inpatient specimens). LSa/b phenotype was the rar-
est among all of MLS resistance phenotypes and most 
common in MRSA strains from inpatient samples and in 
MSCNS and MSSA strains from outpatient samples.

A comparison between inpatient and outpatient iso-
lates showed a significant (p < 0.05) difference in MRSA 
and MSCNS isolates with M/MSb phenotype (Table 2). A 
comparison between MRSA and MSSA isolates showed 
a significant (p < 0.05) difference among community-ac-
quired isolates in the frequency of Er/Cli S, cMLSb, and 
iMLSb phenotypes, and among hospital-acquired isolates 
in the frequency of Er/Cli S and cMLSb phenotypes. A 
comparison between MRCNS and MSCNS isolates showed 
a significant (p < 0.05) difference among community-ac-
quired isolates in the prevalence of Er/Cli S, and among 
hospital-acquired isolates in the prevalence of Er/Cli S and 
iMLSb phenotypes (Table 2).

The cMLSb was the most prevalent phenotype among 
S. pneumoniae from outpatient isolates, among S. agalac-
tiae from inpatient and outpatient isolates, and among 
S. pyogenes from inpatient isolates (Table 3). The M/MSb 

Table 1. Antimicrobial resistance rates among community- and hospital-acquired staphylococci and streptococci isolates

Bacteria
Cefoxitin Penicillin Erythromycin Clindamycin Gentamicin Ciprofloxacin

Comm.
n/N (%)

Hosp.
n/N (%)

Comm.
n/N (%)

Hosp.
n/N (%)

Comm.
n/N (%)

Hosp.
n/N (%)

Comm.
n/N (%)

Hosp.
n/N (%)

Comm.
n/N (%)

Hosp.
n/N (%)

Comm.
n/N (%)

Hosp.
n/N (%)

S. aureus 130/784
(16.6)

32/160
(20)

723/784
(92.2)

142/160
(88.8)

464/784
(59.2)

94/160
(58.8)

68/784
(8.7)

10/160
(6.3)

159/784
(20.3)

56/160
(35)

96/784
(12.2)

23/160
(14.4)

MRSA 130/130
(100)

32/32
(100)

130/130
(100)

32/32
(100)

112/130
(86.2)

28/32
(87.5)

38/130
(29.2)

8/32
(25)

58/130
(44.6)

21/32
(65.6)

53/130
(40.8)

17/32
(53.1)

MSSA 0/654
(0)

0/128
(0)

593/654
(90.7)

110/128
(85.9)

352/654
(53.8)

66/128
(51.6)

30/654
(4.6)

2/128
(1.6)

100/654
(15.3)

37/128
(28.9)

40/654
(6.1)

5/128
(3.9)

CNS 49/583
(8.4)

22/116
(19)

527/583
(90.4)

110/116
(94.8)

343/583
(58.8)

83/116
(71.6)

74/583
(12.7)

11/116
(9.5)

112/583
(19.2)

29/116
(25)

58/583
(9.9)

19/116
(16.4)

MRCNS 49/49
(100)

22/22
(100)

49/49
(100)

22/22
(100)

43/49
(87.8)

22/22
(100)

10/49
(20.4)

1/22
(4.5)

28/49
(57.1)

9/22
(40.9)

17/49
(34.7)

9/22
(40.9)

MSCNS 0/534
(0)

0/94
(0)

478/534
(89.5)

88/94
(93.6)

300/534
(56.2)

61/94
(64.9)

64/534
(12)

10/94
(10.6)

82/534
(15.4)

20/94
(21.3)

41/534
(7.7)

11/94
(11.7)

S. pneumoniae 14/55
(25.5)

7/9
(77.8)

5/55
(9.1)

1/9
(11.1)

35/55
(63.6)

7/9
(77.8)

21/55
(38.2)

2/9
(22.2)

24/55
(43.6)

3/9
(33.3)

0/55
(0)

0/9
(0)

S. agalactiae - - 0/139
(0)

0/11
(0)

45/139
(32.4)

2/11
(18.2)

30/139
(21.6)

1/11
(9.1)

101/139
(72.7)

8/11
(72.7)

45/139
(32.4)

4/11
(36.4)

S. pyogenes - - 0/238
(0)

0/26
(0)

104/238
(43.7)

12/26
(46.2)

40/238
(16.8)

7/26
(26.9)

79/238
(33.2)

10/26
(38.5)

51/238
(21.4)

6/26
(23.1)

MRSA – methicillin-resistant S. aureus; MSSA – methicillin-susceptible S. aureus; CNS – coagulase-negative staphylococci; MRCNS – methicillin-resistant 
coagulase-negative staphylococci; MSCNS – methicillin-susceptible coagulase-negative staphylococci
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was the most prevalent phenotype among S. pneumoniae 
from inpatient isolates, and among S. pyogenes from out-
patient isolates.

There was no significant (p > 0.05) difference between 
community- and hospital-acquired streptococci isolates 
in the frequency of MLS resistance phenotypes (Table 3). 
A comparison between S. pneumoniae and S. agalactiae 
showed a significant (p < 0.05) difference among com-
munity-acquired isolates in the frequency of Er/Cli S and 
cMLSb phenotypes, and among hospital-acquired isolates 
in the frequency of Er/Cli S. A comparison between S. 
pneumoniae and S. pyogenes showed a significant (p < 0.05) 
difference among community-acquired isolates in the fre-
quency of Er/Cli S and cMLSb phenotypes (Table 3).

DISCUSSION

Development of antimicrobial resistance in staphylococci 
and streptococci includes the emergence of multidrug-
resistant bacteria. Initially, MRSA strains mainly caused 
hospital infections [10]. However, since about a decade 
ago, the number of community-acquired MRSA strains 
has significantly increased in a number of countries [10].

All of our staphylococcal and streptococcal isolates were 
susceptible to vancomycin and linezolid, and all of beta-
hemolytic streptococcal isolates were susceptible to penicil-
lin and ceftriaxone, similar to other researchers [11, 12, 13].

In our study, 20% (32/160) of hospital-associated and 
16.6% (130/784) of community-associated S. aureus iso-
lates were resistant to methicillin, with no significant 

difference in prevalence between hospital and commu-
nity MRSA strains. The prevalence of hospital-associated 
MRSA strains in Belgium, Bulgaria, and France based on 
2015 surveillance data were similar to ours, whereas those 
in Romania, Malta, Portugal, Cyprus, and Greece were 
much higher (over 30%) [3]. Regarding coagulase-nega-
tive staphylococci, we found 8.4% (49/583) of community-
acquired and 19% (22/116) of hospital-acquired MRCNS 
isolates, whereas other authors found higher percentage 
(62.2%) of MRCNS isolates among hospital strains [14].

In our study, all of MRSA and MRCNS isolates were re-
sistant to penicillin, which was in accordance with a global 
report of antimicrobial susceptibility testing [10]. More 
than half of Staphylococcus isolates in our study were resis-
tant to erythromycin, similar to global macrolide resistance 
rate in staphylococci [15]. We found that more than 85% 
of MRSA and MRCNS isolates showed significantly higher 
resistance to erythromycin than the MSSA and MSCNS 
isolates (about 55%). Similar data have been reported in 
other regions of Serbia and Greece [14, 16]. We found high 
prevalence of resistance to clindamycin, gentamicin, and 
ciprofloxacin among community- and hospital-associated 
MRSA and MRCNS isolates, and low among MSSA and 
MSCNS isolates, similar to other studies [11, 17]. We did 
not find a significant difference between community- and 
hospital-acquired S. aureus isolates in resistance to all an-
timicrobial agents, except to gentamicin (for both MRSA 
and MSSA isolates). In addition, among our CNS isolates, 
there were significantly more inpatient isolates resistant 
to cefoxitin and erythromycin than outpatient isolates. 
Both hospital- and community-acquired MRSA showed 

Table 2. The frequency of macrolide-lincosamide-streptogramin resistance phenotypes among community- and hospital-acquired staphylo-
cocci isolates

Phenotypes
MRSA MSSA MRCNS MSCNS

Comm.
n (%)

Hosp.
n (%) p Comm.

n (%)
Hosp.
n (%) p Comm.

n (%)
Hosp.
n (%) p Comm.

n (%)
Hosp.
n (%) p

Er/Cli S 16 (12.3) 3 (9.4) 0.768 299 (45.7) 62 (48.4) 0.628 6 (12.2) 0 (0) 0.167 225 (42.1) 32 (34) 0.172
cMLSb 36 (27.7) 7 (21.9) 0.656 27 (4.1) 2 (1.6) 0.205 10 (20.4) 1 (4.5) 0.154 55 (10.3) 9 (9.6) 1.00
M/MSb 16 (12.3) 10 (31.3) 0.014 91 (13.9) 24 (18.8) 0.172 13 (26.5) 10 (45.5) 0.169 98 (18.4) 27 (28.7) 0.024
iMLSb 60 (46.2) 11 (34.4) 0.242 234 (35.8) 40 (31.3) 0.362 20 (40.8) 11 (50) 0.605 147 (27.5) 25 (26.6) 0.900
LSa/b 2 (1.5) 1 (3.1) 0.485 3 (0.5) 0 (0) 1.00 0 (0) 0 (0) 1.00 9 (1.7) 1 (1.1) 1.00
Total 130 (100) 32 (100) 654 (100) 128 (100) 49 (100) 22 (100) 534 (100) 94 (100)

MRSA – methicillin-resistant S. aureus; MSSA – methicillin-susceptible S. aureus; MRCNS – methicillin-resistant coagulase-negative staphylococci; MSCNS 
– methicillin-susceptible coagulase-negative staphylococci; Er/Cli S – susceptibility to erythromycin and clindamycin; cMLSb – constitutive resistance to 
macrolide-lincosamide-streptogramin B; M/MSb – resistance to macrolide/macrolide-streptogramin B; iMLSb – inducible resistance to macrolide-lincosamide-
streptogramin B; LSa/b – resistance to lincosamide-streptogramin A / streptogramin B

Table 3. The frequency of macrolide-lincosamide-streptogramin resistance phenotypes among community- and hospital-acquired streptococci 
isolates

Phenotypes
S. pneumoniae S. agalactiae S. pyogenes

Comm. n (%) Hosp. n (%) p Comm. n (%) Hosp. n (%) p Comm. n (%) Hosp. n (%) p
Er/Cli S 20 (36.4) 2 (22.2) 0.706 85 (61.2) 9 (81.8) 0.211 134 (56.3) 14 (53.8) 0.837
cMLSb 21 (38.2) 2 (22.2) 0.469 21 (15.1) 1 (9.1) 1.00 40 (16.8) 7 (26.9) 0.276
M/MSb 9 (16.4) 3 (33.3) 0.351 18 (12.9) 1 (9.1) 1.00 45 (18.9) 5 (19.2) 1.00
iMLSb 5 (9.1) 2 (22.2) 0.253 6 (4.3) 0 (0) 1.00 19 (8) 0 (0) 0.232
LSa/b 0 (0) 0 (0) 1.00 9 (6.5) 0 (0) 1.00 0 (0) 0 (0) 1.00
Total 55 (100) 9 (100) 139 (100) 11 (100) 238 (100) 26 (100)

Er/Cli S – susceptibility to erythromycin and clindamycin; cMLSb – constitutive resistance to macrolide-lincosamide-streptogramin B; M/MSb – resistance to 
macrolide/macrolide-streptogramin B; iMLSb – inducible resistance to macrolide-lincosamide-streptogramin B; LSa/b – resistance to lincosamide-streptogramin 
A / streptogramin B
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higher resistance rates to all tested antimicrobial agents 
than MSSA isolates, and MRCNS showed higher resistance 
rates to all antibiotics than MSCNS isolates (except inpa-
tient isolates to clindamycin), similar to a study conducted 
by Kim et al. [17]. However, Považan et al. [14] found ex-
tremely higher resistance rates to clindamycin, gentamicin, 
and ciprofloxacin among their hospital-acquired MRCNS 
strains (more than 70%) in relation to ours.

Generally, the iMLSb was the most frequent phenotype 
among methicillin-resistant (about 40%) and methicillin-
susceptible staphylococci (about 30%) except outpatient 
MSCNS isolates, where the M/MSb phenotype was domi-
nant (28.7%), similar to studies from different geographic 
locations [11, 18]. In Europe, there was a high prevalence 
(more than 80%) of the cMLSb phenotype in MRSA, 
whereas the iMLSb was dominant in MSSA isolates [15, 
16]. In our study, there were no significant differences of 
prevalence of MLS phenotypes between inpatient and out-
patient staphylococci isolates, except for M/MSb pheno-
type, which was significantly more prevalent in inpatient 
than in outpatient MRSA, and MSCNS isolates. Among all 
of MLS phenotypes, the rarest LSa/b was found in MRSA, 
MSSA, and MSCNS isolates, as well as in France and the 
Czech Republic [19, 20]. One of MSSA isolates was differ-
ent from other LSa/b phenotypes by channel of sensitivity 
between clindamycin and erythromycin disc, and it looked 
like a “keyhole.” In South Korea, similar novel phenotype 
has been described in 46 of S. agalactiae isolates [5].

There were no significant differences between our com-
munity- and hospital-associated S. pneumoniae isolates in 
their resistance to antibiotics. Only a small percentage of our 
S. pneumoniae isolates showed resistance to penicillin (9.1%, 
5/5 community- and 11.1%, 1/9 hospital-acquired), while 
Mladenović-Antić et al. [21] discovered higher resistance 
to penicillin (27%) in hospital-acquired pneumococci iso-
lates in the first decade of this century in the Nišava region, 
Serbia. In our region, we discovered a very high resistance 
rate to erythromycin in S. pneumoniae (63.6%, 35/55 com-
munity- and 77.8%, 7/9 hospital-acquired isolates), which 
was in accordance with findings by Dinić et al. [22] (78.4% 
and 65.6%, respectively). However, Hadnađev et al. [23] and 
Mijač et al. [4] found lower rate of resistance to erythromy-
cin in S. pneumoniae (36% and 45%, respectively) in their 
studies in Serbia. Some parts of Malta and Romania had 
similar prevalence rate of macrolide resistance among S. 
pneumoniae in 2012 and 2015 to our findings. Wide inter-
country variations in the emergence of macrolide-resistant 
S. pneumoniae were recorded across Europe, with preva-
lence ranging from 0% to 74% in a period from 2012 to 2015 
[3]. Also, a very high resistance rate to clindamycin among 
our community-associated strains of S. pneumoniae (38.2%, 
21/55) was detected, while neither one of our S. pneumoniae 
isolates showed resistance to ciprofloxacin, which was simi-
lar to other researches from Serbia [22, 24].

In our region, cMLSb phenotype was the most preva-
lent (38.2%) of all S. pneumoniae isolates from outpatient 
samples, whereas the M/MSb (33.3%) was dominant 
among hospital-acquired isolates. Different from our 
findings, authors from the Nišava district and central and 

northern parts of Serbia found that the dominant MLS 
resistance phenotype was cMLSb among hospital isolates 
of S. pneumoniae, but authors from Italy yielded results 
similar to our findings [22, 23, 25, 26].

There have been no S. agalactiae isolates resistant to 
penicillin and ceftriaxone in Italy either [13]. Our S. aga-
lactiae isolates showed relatively high resistance rates to 
erythromycin (32.4%, 45/139 community- and 18.2%, 
2/11 hospital-acquired) and clindamycin (21.6%, 30/139 
community- and 9.1%, 1/11 hospital-acquired). In Italy, 
the same resistance to erythromycin (19%) was observed 
among S. agalactiae isolates as was the case in Spain, but 
the resistance to clindamycin was significantly higher 
(53%) [6, 13]. There was a similarity between our region 
and regions of the United States regarding resistance rate 
to erythromycin among S. agalactiae isolates (ranged from 
38% to 41.9%) [27]. In our area, very high resistance rates 
to gentamicin (about 70%) and ciprofloxacin (about 30%) 
among both community- and hospital-associated S. aga-
lactiae isolates were found.

The cMLSb resistance phenotype was dominant among 
S. agalactiae community-acquired strains, whereas the 
same proportions of cMLSb and M/MSb were found as 
the commonest resistance phenotype among hospital-
acquired S. agalactiae isolates, consistent with other stud-
ies [13, 27]. We  detected a small percentage of rare LSa/b 
resistance phenotype (6.5%, 9/139) among community-
acquired S. agalactiae isolates, similar to another study 
[13]. Resistance rate to macrolides and lincosamides in 
S. agalactiae has been steadily increasing, although it varies 
greatly between regions [13].

We did not find a strain resistant to penicillin among 
S. pyogenes isolates, so it remains the first-line antibiotic 
in the treatment of S. pyogenes infections [28]. Very high 
resistance rates to erythromycin among our S. pyogenes 
(43.7%, 104/238 community- and 46.2%, 12/26 hospital-
acquired) isolates were found, while the reported resis-
tance rate to erythromycin among community-acquired 
S. pyogenes isolates in Serbia from 2004 to 2009 was only 
19% [4]. Resistance rates to erythromycin, clindamycin, 
gentamicin, and ciprofloxacin among our S. pyogenes iso-
lates were higher than in other parts of Serbia and some 
European countries [7, 29]. The very high resistance to 
erythromycin among our S. pyogenes isolates can be ex-
plained by uncontrolled and excessive consumption of 
total macrolides and long-acting macrolides (i.e. azithro-
mycin) and other antibiotics in Southeast Serbia.

Dominance of the M/MSb phenotype among commu-
nity-acquired S. pyogenes isolates observed in our study 
corresponds well with the results of many other studies 
[25, 28, 29]. In addition, cMLSb was the most common 
resistance phenotype among our hospital-associated 
S. pyogenes isolates. However, MLS phenotype is increas-
ingly reported in Europe [7].

In general, the resistance rates to macrolides and lin-
cosamides showed wide variations in bacterial species and 
geographical region. These variations were mostly devel-
oped because of differences in antimicrobial use, infec-
tion prevention, and infection control practices in different 
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regions. Monitoring the frequency of staphylococcal and 
streptococcal resistance to macrolides and lincosamides 
and various mechanisms of resistance at the local level 
is essential for determining empirical therapy. Physicians 
should consider local and regional resistance patterns 
when they choose an appropriate medication for the treat-
ment of both inpatient and outpatient staphylococcal and 
streptococcal infections.

CONCLUSION

This study is the first extensive report on macrolide and 
lincosamide resistance of common hospital- and commu-
nity-associated staphylococcal and streptococcal isolates 
in Southeast Serbia. Our results indicated that there was a 
significant prevalence of the iMLSb resistance phenotype 
in all inpatient and outpatient staphylococcal isolates, and 
phenotypic triaging of all staphylococci is necessary in or-
der to distinguish inducible resistance and truly clindamy-
cin-susceptible isolates. The methicillin-resistant inpatient 
and outpatient staphylococci isolates were significantly 

more resistant to penicillin, erythromycin, clindamycin, 
gentamicin, and ciprofloxacin than methicillin-sensitive 
ones. Our findings also indicate a very high resistance to 
macrolides in both inpatient and outpatient S. pneumoni-
ae, S. pyogenes, and S. agalactiae isolates, which reached 
77.8%, 46.2%, and 32.4%, respectively, so these antibiot-
ics should not be recommended for empirical therapy of 
infection caused by these bacteria. Penicillins remain the 
drugs of choice for treatment of streptococcal infections 
in our local area. Because of constant changes of resistance 
rates to antibiotics, survey of the antibiotic usage and de-
velopment of resistance is recommended.
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САЖЕТАК
Увод/Циљ Растућа резистенција на макролиде и линкоза-
миде код стафилокока и стрептокока је постала глобални 
проблем. 
Циљ ове студије је био да истражи учесталост макролид-
линкозамид-стрептограмин (МЛС) фенотипова резистен-
ције код изолата стафилокока и стрептокока у југоисточној 
Србији.
Методе MЛС фенотипови били су утврђени дифузионом 
методом дуплог диска на 2.121 болничком и амбулантном 
изолату стафилокока и стрептокока прикупљеном током 
једногодишњег периода у Центру за микробиологију.
Резултати Изолати стафилокока резистентних на метицилин 
били су резистентнији на пеницилин, еритромицин, клинда-
мицин, гентамицин и ципрофлоксацин (100%, 100%, 29,2%, 
65,6% и 53,1%, редом) него осетљиви на метицилин (93,6%, 

64,9%, 12%, 28,9% и 11,7%, редом). Индуцибилни фенотип  
резистентан на клиндамицин је био доминантан код изолата 
S. aureus и стафилокола негативних на коагулазу. Изолати 
S. pneumoniae, S. pyogenes и S. agalactiae показали су веома 
високу резистенцију на еритромицин (77,8%, 46,2% и 32,4%, 
редом). Сви изолати стафилокока и стрепрокока били су 
осетљиви на ванкомицин и линезолид, а сви изолати бета-
хемолитичких стрептокока на пеницилин и цефтриаксон.
Закључак Фенотипска тријажа стафилокока је неопходна 
да би се одвојили индуцибилно резистентни од изолата 
стварно осетљивих на клиндамицин. Макролиди се не пре-
поручују за емпиријску терапију стрептококних инфекција. 
Пеницилин остаје лек избора за третман стафилококних 
инфекција у нашем округу.
Кључне речи: стафилококе; стрептококе; МЛС фенотипови 
резистенције; индуцибилна резистенција на клиндамицин
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and lincosamides in serbia
Milena Mišić1, Jelena Čukić2, Dejan Vidanović3, Milanko Šekler3, Sanja Matić4,  
Mihailo Vukašinović4 and Dejan Baskić2,5*

1 Department of Microbiology, Public Health Institute Vranje, Vranje, Serbia, 2 Department of Clinical Microbiology, Laboratory 
for Virology, Serology, Immunology and Molecular Diagnostics, Public Health Institute Kragujevac, Kragujevac, Serbia, 
3 Department of Laboratory Diagnostics, National Reference Laboratory for Avian Influenza and Newcastle Disease of Poultry 
Republic of Serbia, Veterinary Specialized Institute Kraljevo, Kraljevo, Serbia, 4 Faculty of Medical Sciences, Doctoral Studies, 
University of Kragujevac, Kragujevac, Serbia, 5 Center for Molecular Medicine and Stem Cell Research, Faculty of Medical 
Sciences, University of Kragujevac, Kragujevac, Serbia

Macrolides, lincosamides, and streptogramins (MLS) resistance genes are responsible
for resistance to these antibiotics in Staphylococcus infections. The purpose of the study 
was to analyze the distribution of the MLS resistance genes in community- and hospital- 
acquired Staphylococcus isolates. The MLS resistance phenotypes [constitutive
resistance to macrolide–lincosamide–streptogramin B (cMLSb), inducible resistance to
macrolide–lincosamide–streptogramin B (iMLSb), resistance to macrolide/macrolide–
streptogramin B (M/MSb), and resistance to lincosamide–streptogramin A/streptogramin 
B (LSa/b)] were determined by double-disc diffusion method. The presence of the MLS 
resistance genes (ermA, ermB, ermC, msrA/B, lnuA, lnuB, and lsaA) were determined
by end-point polymerase chain reaction in 179 isolates of staphylococci collected during 
1-year period at the Center for Microbiology of Public Health Institute in Vranje. The most 
frequent MLS phenotype among staphylococcal isolates, both community-acquired and 
hospital-acquired, was iMLSb (33.4%). The second most frequent was M/MSb (17.6%) 
with statistically significantly higher number of hospital-acquired staphylococcal isolates 
(p < 0.05). MLS resistance was mostly determined by the presence of msrA/B (35.0%) 
and ermC (20.8%) genes. Examined phenotypes were mostly determined by the pres-
ence of one gene, especially by msrA/B (26.3%) and ermC (14.5%), but 15.6% was
determined by a combination of two or more genes. M/MSb phenotype was the most
frequently encoded by msrA/B (95.6%) gene, LSa/b phenotype by lnuA (56.3%) gene,
and iMLSb phenotype by ermC (29.4%) and ermA (25.5%) genes. Although cMLSb
phenotype was mostly determined by the presence of ermC (28.9%), combinations of
two or more genes have been present too. This pattern was particularly recorded in
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) (58.3%) and methicillin-resistant
coagulase-negative staphylococci (MRCNS) (90.9%) isolates with cMLSB phenotype.
The msrA/B gene and M/MSb phenotype were statistically significantly higher in 
hospital-acquired than community-acquired staphylococci strains (p < 0.05). There are 
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no statistically significant differences between staphylococci harboring the rest of MLS 
resistance genes acquired in community and hospital settings (p > 0.05). The prevalence 
of iMLSb phenotypes may change over time, so it is necessary to perform periodic 
survey of MLS resistance phenotypes, particularly where the D-test is not performed 
routinely.

Keywords: staphylococci, MLS resistance, resistance phenotypes, erm genes, polymerase chain reaction 
genotyping, hospital-acquired infection, community-acquired infection

INTRODUCTION

The Staphylococcus spp. includes at least 40 species, some of them 
may cause a wide variety of diseases in humans and animals, while 
some of them are generally non-pathogenic and considered to be 
commensal. Staphylococcus aureus is one of the most important 
bacteria that cause skin and soft tissue infections and number 
of serious other medical problems in human. Today, coagulase-
negative staphylococci (CNS), as opportunists, become one of a 
major cause of hospital acquired infection (1).

Since Staphylococcus spp. has become resistant to many impor-
tant antibiotics, the possibility that “older” compounds such as 
erythromycin and clindamycin still have ability to maintain the 
efficiency is very important to keep new resistance from develop-
ing. Over the past decade, an excessive and inappropriate use of 
antibiotics for human and animal treatment, as well as, animal 
feed supplements for growth promotion, has led to an increase 
in a number of staphylococci acquiring cross-resistance to mac-
rolides, lincosamides, and streptogramins (MLS) antibiotics.

The mechanisms of resistance to MLS antibiotics are mainly 
related to the inhibition of protein synthesis. This can be mediated 
by several mechanisms: (a) ribosomal binding site modification 
(by methylation or mutation in the 23S rRNA gene) encoded by 
erm genes (ermA, ermB, ermC, ermY, and ermF), (b) active efflux 
mediated by msrA/B gene, and (c) enzymatic modification of 
antibiotics (2).

The dimethylation of adenine A2058, at the N6 position which 
is located in the region of the peptidyl transferase loop in domain 
V of 23S rRNA in the 50S ribosomal subunit of bacteria, leads 
to cross-resistance between macrolides, lincosamides, and strep-
togramin group B (MLSb) (2). The family of genes responsible 
for this methylation is named erm (erythromycin ribosomal 
methylase) and now there are 21 different classes of identified 
erm genes (3). Since the erythromycin binding site on the 50S 
ribosome subunit overlaps the binding site of the newer MLSb, 
the modification by methylase(s) reduces the binding of all three 
classes of antibiotics, causing MLSb resistance phenotype (4). 

Abbreviations: MLS, macrolides, lincosamides, and streptogramins; Er/Cli S, 
susceptibility to erythromycin and clindamycin; cMLSb, constitutive resistance 
to macrolide–lincosamide–streptogramin B; M/MSb, resistance to macrolide/
macrolide–streptogramin B; iMLSb, inducible resistance to macrolide–lincosa-
mide–streptogramin B; LSa/b, resistance to lincosamide–streptogramin A/strep-
togramin B; MSSA, methicillin-sensitive S. aureus; MRSA, methicillin-resistant S. 
aureus; MSCNS, methicillin-sensitive coagulase-negative staphyloccoci; MRCNS, 
methicillin-resistant coagulase-negative staphylococci; PCR, polymerase chain 
reaction; CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute.

The expression of erm genes is manifested as either constitu-
tive or inducible macrolides, lincosamides, and streptogramin  
B phenotype [constitutive resistance to macrolide–lincosamide–
streptogramin B (cMLSb) or inducible resistance to macrolide–
lincosamide–streptogramin B (iMLSb)]. In iMLSb phenotype, 
the bacteria produce inactive methylase mRNA, which becomes 
active only in the presence of a macrolide as an inducer. In the 
presence of inducer (erythromycin) a rearrangement of the mRNA 
occurs, allowing the methylase-coding sequence translation (5). 
In contrast, in bacteria showing cMLSb resistance phenotype, 
active methylase mRNA is produced in the absence of an inducer.

The active efflux of antibiotics is the second important mecha-
nism of resistance in staphylococci. The msrA, msrB, and newly dis-
covered msrC gene encode the ATP-dependent efflux pump (ABC), 
which determines resistance to 14-membered and 15-membered 
macrolides and streptogramin type B in Staphylococcus spp. (MSb 
resistance phenotype) (6). An active efflux ABC transporter-like 
transmembrane protein is encoded by lsa genes: lsaA and lsaC. 
It belongs to mechanism of resistance mediated by active efflux 
of antibiotics, causing the resistance to lincosamides and strepto-
gramin type A phenotype (7).

In contrast to MLSb resistance phenotype, specific resistance 
to lincosamides and streptogramin type B (LSb) is mediated by 
enzymatic inactivation of the antibiotic. The most important 
enzymes that modify antibiotics are lincosamide nucleotidyl 
transferases encoded by lnu genes (formerly lin): lnuA and lnuB 
genes. In staphylococci, these enzymes are responsible for resist-
ance to lincosamides and streptogramin type B phenotype (8).

Macrolides, lincosamides, and streptogramins resistance 
genes are responsible for resistance to MLS in community- and 
hospital-acquired Staphylococcus infections. Therefore, the 
purpose of the study was to analyze the distribution of the MLS 
resistance genes in Staphylococcus isolates and their distribution 
among community- and hospital-acquired isolates.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains
A total of 1,643 staphylococcus isolates collected during 1-year 
period at the Center for Microbiology of Public Health Institute 
in Vranje were obtained from various clinical specimens including 
nasal and throat swabs, purulent discharge, and genital secretions, 
originating from both outpatient and inpatient populations. 
Multiple specimens from the same patient were avoided. The 
presence of the MLS resistance genes: ermA, ermB, ermC, msrA/B, 
lnuA, lnuB, and lsaA was determined in 179 staphylococcal isolates 
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Table 1 | Primer sequences and PCR fragment size of tested MLS resistance 
genes.

Gene Primers sequence (5′–3′) PCR 
fragment 
size (bp)

Reference

ermA F: TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA 645 (10)
R: CTTCGATAGTTTATTAATATTAG

ermB F: GAAAAGTACTCAACCAAATA 639 (10)
R: AGTAACGGTACTTAAATTGTTTA

ermC F: TCAAAACATAATATAGATAAA 642 (10)
R: GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT

msrA F: GGCACAATAAGAGTGTTTAAAGG 940 (11)
R: AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCTGTT

msrB F: TATGATATCCATAATAATTATCCAATC 595 (11)
R: AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCTGTT

lnuA F: GGTGGCTGGGGGGTAGATGTATTAACTGG 323 (12)
R: GCTTCTTTTGAAATACATGGTATTTTTCGATC

lnuB F: CCTACCTATTGTTTGTGGAA 925 (12)
R: ATAACGTTACTCTCCTATTC

lsaA F: GGCAATCGCTTGTGTTTTAGCG 1,200 (13)
R: GTGAATCCCATGATGTTGATACC

MLS, macrolides, lincosamides, and streptogramins; PCR, polymerase chain reaction.
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by end-point polymerase chain reaction (PCR). The bacterial 
DNA extraction and amplification of the specific resistance genes 
were performed at the Center for Microbiology Institute of Public 
Health in Kragujevac, Serbia.

The local ethics committee approved the study according to 
the Declaration of Helsinki (No. 01-5072/2013). The authors 
declare that informed consent was not required.

Isolation and Identification
Isolation and identification of bacterial strains were performed 
using routine microbiological tests. The strains were identified 
to the species or genus level by the conventional microbiological 
methods.

Determination of Resistance 
Phenotypes
All recovered isolates were tested by the double-disc diffusion 
method. The MLS resistance phenotypes: cMLSb, iMLSb, 
resistance to macrolide/macrolide–streptogramin B (M/MSb), 
and resistance to lincosamide–streptogramin A/streptogramin 
B (LSa/b) were determined by double-disc diffusion method 
according to Clinical and Laboratory Standards Institute 
recommendations (9). Erythromycin (15 µg) and clindamycin 
(2 µg) disks were placed at an edge-to-edge distance of 12 mm 
on inoculated Mueller–Hinton agar. Resistance to erythromy-
cin and clindamycin indicates a constitutive MLSb resistance 
(cMLSb). The clindamycin diffusion zone which was blunted 
proximal to the erythromycin disk or showing D shape was 
considered as inducible type of resistance (iMLSb phenotype). 
Susceptibility to clindamycin and resistance to erythromycin 
defined the M/MSb phenotype. The isolates resistant to clin-
damycin and sensitive to erythromycin were defined as LSa/b 
phenotype.

Isolation of Bacterial DNA
Bacterial DNA were extracted by PrepMan Ultra sample 
Preparation Reagent (Applied Biosystems, Inc.), according to 
the manufacturer’s guidelines. All extracted DNA samples were 
stored at −70°C prior to further analysis.

Identification of Genes  
by Multiplex PCR
The sequences of the primers are presented in Table 1. PCR con-
ditions for the primer sets have been as previously described by 
Rizzotti et al., Matsuoka et al., Lozano et al., and Singh and Murray 
in their studies (10–13). The final volume of each PCR reaction 
was 50 µl and contained 2 µl of genomic DNA, 1 µl of each primer 
(Invitrogen), 25 µl of Maxima® Hot Start Green PCR Master Mix 
(Fermentas), and 21 µl of DEPC H2O. Positive and negative con-
trols were included in each assay. The reactions were performed 
using the Sa Cycler-96 thermocycler (Sacace Biotechnologies 
S.r.l. Como, Italy), whereas the PCR products were detected by 
gel electrophoresis on the E-Gel iBase (Invitrogen) in 2% (w/v) 
agarose gel (E-Gel® 2%, Invitrogen) and visualized on the Gel 
Doc XR System, including an ultraviolet light transilluminator 
(Bio-Rad) (14).

Statistics
Fisher’s exact test is used to compare two proportions at a sig-
nificance level of p  <  0.05. The results of the experiments are 
presented in tables and figures.

RESULTS

Among 1,643 examined isolates of staphylococci, 944 were iden-
tified as S. aureus. The rest of 699 isolates were characterized as 
CNS. Those isolates were further characterized by double-disc 
diffusion method to determine the MLS resistance phenotype. 
However, the largest number of staphylococcal isolates showed 
sensitivity to both macrolide and lincosamide (39.1%). Among 
staphylococcal isolates the most common resistance phenotype 
was iMLSb (33.4%), the second most prevalent was M/MSb 
(17.6%). cMLSb phenotype was detected in only 8.9% of staphy-
lococcal isolates, and the rarest detected resistance phenotype 
was LSa/b (1%).

Distribution of MLS resistance phenotypes by origin of the 
staphylococcal isolate (community acquired versus nosocomial) 
is presented in Table  2. The most frequent MLS phenotype 
among staphylococci isolates, both community-acquired and 
hospital-acquired, was iMLSb. There were no statistically sig-
nificant differences between community- and hospital-acquired 
staphylococci isolates showing iMLSb, cMLSb, LSa/b phenotype, 
and sensitivity to both erythromycin and clindamycin (p > 0.05). 
However, there was statistically significantly higher number of 
hospital-acquired staphylococcal isolates showing M/MSb phe-
notype (p < 0.05) (Table 2).

One hundred and 79 strains of staphylococcus isolates show-
ing different MLS phenotypes were selected for further analysis. 
End-point PCR was performed to detect clinically relevant MLS 
resistance genes. The most commonly detected MLS resistance 
genes among staphylococci isolates were msrA/B, followed by 
erm genes: ermC, ermB, and ermA. In 9.8% of staphylococcal 
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Figure 1 | The prevalence and expression of macrolides, lincosamides, and streptogramins resistance genes and their combinations among different phenotypes 
of staphylococcal isolates: (A) resistance to macrolide/macrolide–streptogramin B; (B) resistance to lincosamide–streptogramin A/streptogramin B; (C) inducible 
resistance to macrolide–lincosamide–streptogramin B; (D) constitutive resistance to macrolide–lincosamide–streptogramin B.

Table 2 | Distribution of MLS resistance phenotypes by origin of the 
staphylococcal isolate (community-acquired versus hospital-acquired); 
p-value < 0.05 is considered as statistically significant.

Staphylococcus spp., n (%)

Community-acquired Hospital-acquired p-Value

Er/Cli S 546 (39.9) 97 (35.1) 0.16
cMLSb 128 (9.3) 19 (6.8) 0.20
M/MSb 218 (15.9) 71 (25.7) 0.0001
iMLSb 461 (33.7) 87 (31.5) 0.52
LSa/b 14 (1.0) 2 (0.7) 1.0
Total 1,367 (100.0) 276 (100.0)

Er/Cli S, susceptibility to erythromycin and clindamycin; cMLSb, constitutive resistance 
to macrolide–lincosamide–streptogramin B; M/MSb, resistance to macrolide/
macrolide–streptogramin B; iMLSb, inducible resistance to macrolide–lincosamide–
streptogramin B; LSa/b, resistance to lincosamide–streptogramin A/streptogramin B.
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determined by combinations of two or more resistance genes 
and the most common detected gene combinations were 
ermC + msrA/B, ermB + lsaA, and ermB + msrA/B.

erm A and ermC genes were the most common in methicillin-
sensitive S. aureus (MSSA) isolates, while ermB gene was the 
most frequent among methicillin-resistant coagulase-negative 
staphylococci (MRCNS). The greatest presence of lnuA genes was 
detected in methicillin-sensitive coagulase-negative staphylo-
cocci (MSCNS), whereas lsaA gene was, as a single case, detected 
only in S. aureus isolates. The highest percentage of msrA/B gene 
was identified in MSCNS. The combinations of two or more 
resistance genes were the most common in methicillin-resistant 
staphylococci isolates (Table S1 in Supplementary Material).

M/MSb resistance phenotype was mostly determined by 
msrA/B (95.6%) (Figure 1A), while LSa/b phenotype was mostly 
determined by lnuA gene (56.3%) (Figure 1B). ermC (29.4%) and 
ermA (25.5%) were the most prevalent genes determined as a single 
gene iMLSb phenotype (Figure 1C). However, ermC (28.9%) was 
the most common gene in staphylococcal isolates with cMLSb-
resistant phenotype. This phenotype was also characterized by 
the presence of great number of combinations with two or more 
resistance genes. The most common gene combinations in these 

isolates showing iMLSb, M/MSb, or LSa/b resistance phenotype, 
MLS resistance genes have not been found.

The observed MLS phenotypes of resistance were the most 
frequently determined by a single gene, and those genes mostly 
were msrA/B and ermC. However, these phenotypes were also 
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Table 3 | Distribution of macrolides, lincosamides, and streptogramins 
resistance genes by origin of the staphylococcal isolate (community-acquired 
versus hospital-acquired); p-value < 0.05 is considered as statistically significant.

Staphylococcus spp., n (%)

Community-
acquired

Hospital-
acquired

p-Value

ermA 13 (8.6) 1 (3.4) 0.47
ermB 4 (2.6) 2 (6.9) 0.25
ermC 24 (16.0) 2 (6.9) 0.26
lnuA 7 (4.6) 3 (10.3) 0.21
lsaA 2 (1.3) 0 1.00
msrA/B 34 (22.6) 13 (44.8) 0.02
ermA + ermC 1 (0.6) 0 1.00
ermA + msrA/B 2 (1.3) 0 1.0
ermB + ermC 1 (0.6) 0 1.0
ermB + lsaA 5 (3.3) 1 (3.4) 1.0
ermB + msrA/B 4 (2.6) 0 1.0
ermC + lsaA 1 (0.6) 0 1.0
ermC + msrA/B 7 (4.6) 1 (3.4) 1.0
lnuA + lnuB 1 (0.6) 0 1.0
msrA/B + lsaA 1 (0.6) 0 1.0
ermB + msrA/B + lsaA 0 1 (3.4) 0.16
ermC + msrA/B + lnuA 1 (0.6) 0 1.0
ermB + lnuA + lnuB + lsaA 1 (0.6) 0 1.0
No resistance gene 41 (27.3) 5 (17.2) 0.35
Total 150 (100) 29 (100)
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isolates were ermB + lsaA (15.8%), ermC + msrA/B (13.2%), and 
ermB + msrA/B (10.5%) (Figure 1D) (Table S2 in Supplementary 
Material). This trend was especially observed in methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) (58.3%) and MRCNS (90.9%) strains. 
Combinations of genes predominantly determined cMLSb phe-
notype in methicillin-resistant staphylococci. In accordance with 
this observation, in one MRCNS strain the combination of four 
genes (ermB + lnuA + lnuB + lsaA) has been detected.

Distribution of MLS resistance genes and their combinations 
by origin of the staphylococcal isolate are shown in Table  3. 
The msrA/B gene was statistically significantly more common 
in hospital-acquired staphylococci isolates than in community-
acquired staphylococci strains (p < 0.05). There are no statistically 
significant differences between percentage of staphylococci har-
boring the rest of MLS resistance genes acquired in community 
and hospital settings (p > 0.05).

DISCUSSION

Soon after penicillin was introduced, S. aureus strains resist-
ant to penicillin had been found. These penicillin-resistant  
S. aureus strains first became prevalent in health-care settings 
but then, these strains have also been spread into the community. 
Rapidly after introduction of newer antibiotics such as methicil-
lin, erythromycin, and clindamycin, S. aureus and some other 
staphylococci species have become resistant to those and other 
antibiotics. Finally, multidrug-resistant Staphylococcus strains 
have evolved, often causing infections with a fatal outcome (15). 
Multidrug-resistant S. aureus and CNS have become a common 
cause of both hospital- and community-acquired infection. 
The necessity in phenotypic and genotypic tests for discovering 

resistance in clinically relevant staphylococci has become clearer 
with the occurrence of strains having borderline minimum 
inhibitory concentrations of antibiotics. Identifying MLS resist-
ance phenotype is very important, because iMLSb phenotype 
under intensive antibiotic selective pressure converts into cMLSb 
phenotype and may lead to treatment failure in patients with 
serious staphylococcal infection (16).

In our study, the greatest number of staphylococcal isolates 
showed sensitivity to both macrolide and lincosamide and the 
most frequent phenotype of resistance was iMLSb, while cMLSb 
phenotype was almost the rarest MLS resistance phenotype. This 
pattern of MLS resistance was the same among community- and 
hospital-associated staphylococcal isolates. Different distribu-
tion of MLS resistance phenotype among methicillin-resistant 
staphylococci isolates in India has been reported by Zachariah 
et al. (16). They found that the most prevalent phenotype was 
M/MSb, and the second most prevalent phenotype was iMLSb. 
In contrast, Hamilton-Miller and Shah, Fokas et al. have found 
that iMLSb phenotype was more prevalent in relation to the 
other phenotypes (17, 18), data similar to our study. The dis-
tribution of MLS resistance phenotypes may vary depending 
on geographic area and even the type of patient. This difference 
occurs because of various prescription and consumption rates of 
macrolides and lincosamides in different geographical regions 
and even institutions in the same region because of different 
origins of the isolates (hospital- versus community-acquired) 
(19). In our study, we found that M/MSb phenotype was sig-
nificantly higher in inpatient than outpatient isolates (p < 0.05). 
Similarly, we have detected that msrA gene determining M/
MSb phenotype more frequently in hospital-acquired than in 
community-acquired staphylococcal isolates (p  <  0.05). This 
finding suggests importance of phenotypic differentiation of 
truly clindamycin sensitive from false clindamycin-sensitive 
staphylococci (iMLSb), especially for staphylococci isolates 
from hospital environments. In contrast, Lall and Sahni sug-
gested a higher prevalence of iMLSb in health care-associated 
Staphylococcus than community associated (86.5 versus 13.4%, 
respectively) (20). Yet, the implication of their study is the same 
as ours.

The molecular analysis identified the msrA gene, encod-
ing active efflux pumps in staphylococci bacterial cells, as the 
most frequent MLS resistance gene. More than half of the 
macrolide-resistant isolates of staphylococci harbored the msrA 
gene either alone or in combination with erm genes. Recent 
studies demonstrated similar results (21, 22). The ermC gene 
was the most common among all erm genes in both S. aureus 
and CNS exhibiting cMLSb or iMLSb phenotype. Similar data 
were reported by Juda et al. (23). In Brazil, Coutinho et al. (24) 
reported low frequency of the ermB gene, data which did not 
differ from our study. However, there was only a small number 
of staphylococcal isolates with the unusual LSa/b phenotype 
harboring lnuA and lsaA genes, in this study. These results are in 
line with the studies of Singh and Murray and Deng et al. (13, 25). 
The most common detected gene combinations in our study were 
ermC + msrA/B, ermB + lsaA, and ermB + msrA/B. As expected, 
we identified the greatest number of resistance gene combina-
tions in methicillin-resistant staphylococci isolates. Likewise, 
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the simultaneous presence of two or more MLS resistance genes 
in the same staphylococcal isolate has been reported previously 
for hospital-acquired MRSA and MRCNS isolates in Argentina, 
USA, and Poland, respectively (26–28). We proposed that the 
majority of isolates with simultaneous presence of two or more 
MLS resistance genes would have been found among strains iso-
lated from inpatients. Regardless of our expectation, there were 
no significant differences in number of staphylococcal isolates 
with MLS gene combinations between hospital- and community-
acquired strains (p > 0.05). 9.8% of our isolates showing iMLSb, 
M/MSb, or LSa/b resistance phenotype had no MLS resistance 
gene. Similar finding has been reported in other studies (19, 29).

In the present study, the highest percentage of msrA/B gene 
was identified in MSCNS. Macrolide resistance due to msrA 
was more prevalent in CNS than in S. aureus. Similar data were 
observed in one study (30), whereas in other studies, the presence 
of msrA/B genes has been reported in different rates (31–33).  
In our study, ermA and ermC genes were most common in 
MSSA isolates. In contrast, Westh et al. (34) detected that ermA 
gene is most common in MRSA isolates, whereas ermC gene 
was mostly found among their MRCNS isolates. We found ermB 
gene mostly among MRCNS, whereas in the study conducted 
by Bouchami et al. ermB has not been detected in staphylococci 
(35). In our study, lnuA gene was the most commonly detected 
in MSCNS and similar, almost the same, results were found in 
study by Lina et al. (36). For the first time, we detected lsaA gene 
as a single gene in S. aureus isolates. lsaA gene in enterococci 
encodes a protein, similar to ABC transporters, which export 
antimicrobials belonging to the MLS family (37). The lsaA gene 
as an intrinsic gene of Enterococcus faecalis showed a high degree 
of similarity to a novel gene encoding the ABC transporter 
(lsaE gene), which has been already detected in staphylococci. 
Transfer of resistance from enterococci to S. aureus has also been 
reported to occur for the tetracycline resistance gene tetL and 
the trimethoprim resistance gene dfrK (38). Yet, the lsaA gene, 
originating from Enterococcus spp. (39), has never been reported 
before for S. aureus.

In our study, M/MSb resistance phenotype in staphylococci 
isolates was mostly determined by msrA/B, while LSa/b pheno-
type was mostly determined by lnuA gene. ermC and ermA were 
the most prevalent single genes determining iMLSb phenotype.  
In other studies, the presence of ermC and ermA genes has been 
reported with different rates (19, 29, 33, 40, 41). However, ermC 
gene was the most common gene in staphylococcal isolates with 
cMLSb-resistant phenotype. This result is in accordance to the 
previous report (42). cMLSb phenotype was also characterized by 
the presence of great number of gene combinations: ermB + lsaA, 
ermC + msrA/B, and ermB + msrA/B. This trend was particularly 
observed in MRSA and MRCNS strains, where these combinations 
of genes predominantly determined cMLSb phenotype. In accord-
ance with this observation, in one MRCNS strain the combination 
of four genes (ermB +  lnuA +  lnuB +  lsaA) has been detected. 
Hosseini et al. have come across pattern of similar kind (43).

After all, according to all investigated staphylococci, the 
iMLSb was the most frequently occurring phenotype. The most 
frequently isolated MLS resistance genes among staphylococci 
were msrA/B and ermC. M/MSb (msrA/B), LSa/b (lnuA), and 

iMLSb (ermA/C) were dominantly determined with a single 
gene. cMLSb phenotype was mostly determined by ermC and 
combinations of genes (ermC  +  msrA/B and msrA/B  +  lsaA). 
The M/MSb phenotype and msrA/B gene that determine this 
phenotype were significantly more frequent in staphylococci 
acquired in hospital than in community. Based on these results, 
clindamycin can be used for empiric antimicrobial therapy for 
infections such as skin and soft tissue infections in inpatients, 
before the individual’s laboratory results of in  vitro antibiotic 
susceptibility testing are available.

However, the iMLSb phenotype was the most common 
in our study, either among community- or hospital-acquired 
Staphylococcus isolates. Therefore, the big concern remains for 
patients with severe staphylococcal infection treated with clinda-
mycin, they could be at risk of unsuccessful treatment and poor 
outcome if staphylococcal isolates showed inducible clindamycin 
resistance (44). The simple test like D-test on staphylococcal 
strains can separate the isolates with genetic mechanism for the 
development of clindamycin resistance during therapy from 
those that are truly susceptible to clindamycin. If we do not 
perform routinely D-test, all strains of staphylococci including 
those with iMLSb resistance phenotype will be reported as clin-
damycin sensitive. On the contrary, if all erythromycin-resistant 
staphylococcal strains are declared as a resistant to clindamycin, 
a safe and effective antibiotic will be omitted from the treat-
ment in patients infected with isolates carrying an active efflux 
mechanism that confers only resistance to macrolides (35). In our 
study, we reported that 56.7% actually (M/MSb and susceptibil-
ity to erythromycin and clindamycin) and 33.4% falsely (iMLSb) 
clindamycin-sensitive Staphylococcus spp. strains have led to such 
a small percentage of clindamycin resistance 9.9% (cMLSb and 
LSa/b) instead of 49.0% (iMLSb and cMLSb and LSa/b) among 
staphylococcal isolates. Therefore, it is necessary to monitor 
the prevalence of iMLS phenotype, especially in areas where 
the occurrence of methicillin-resistant staphylococcal strains 
resulted in empirical use of macrolides and lincosamides for the 
treatment of staphylococcal infections. The prevalence of iMLSb 
phenotypes may change over time, so it is necessary to perform 
sporadically survey of MLS resistance phenotypes, particularly 
where the D-test is not performed routinely.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

MM contributed to the conception, design, and drafting of 
the study, data acquisition and processing, and writing of the 
manuscript. JČ contributed to the conception of the study, data 
acquisition, and corrected the manuscript. DV contributed to 
the design of the study, data analysis and interpretation, and 
corrected the manuscript. MŠ contributed to the conception 
of the study, data analysis and interpretation, and corrected 
the manuscript. SM contributed to the conception of the study, 
data analysis and interpretation, and drafting of the study. MV 
contributed to the conception and design of the study, data 
analysis and interpretation, and corrected the manuscript. DB 
contributed to the conception and design of the study, guided 
in data acquisition, analysis, and interpretation, and corrected 
the manuscript.

http://www.frontiersin.org/Public_Health
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Public_Health/archive


7
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resistance to macrolides and type B streptogramin, but 
clindamycin remains active (MSB resistance). Second 
mechanism is modifi cation of the drug-binding site on the 
bacterial ribosome, mediated by ribosomal methylases, which 
leads to the reduced binding of MLS antibiotics. Ribosomal 
methylases are encoded by erm genes (erm (A) or erm (C) 
in staphylococci) and results in resistance to macrolides, 
lincosamides and type B streptogramin (MLSB resistance).[2,3]

Phenotypic expression of this resistance can 
be constitutive (cMLSB resistance phenotype) and 
inducible (iMLSB resistance phenotype). In inducible 
expression, the bacteria produce inactive methylase mRNA 
that is unable to translate in to ribosomal methylase, but 
becomes active only in the presence of a strong inducer, such 
as erythromycin. By contrast, in constitutive expression, 
active methylase mRNA is produced in continuity, and in 
the absence of an inducer. In vitro, staphylococcal isolates 
with cMLSB phenotypes are resistant to all MLSB antibiotics, 
whereas those with iMLSB phenotypes demonstrate 
resistance to macrolides, while appearing susceptible to 
lincosamides and type B streptogramin.[3,4]

To detect iMLSB resistant strains, there are special 
disk-approximation test that involve the placement of an 
erythromycin disk in close proximity to a disk containing 
clindamycin. As the erythromycin diffuse through the agar, 
resistance to the clindamycin is induced, giving a D shape to 
the zone of clindamycin disk.[4]

Published data of inducible clindamycin resistance 
among pathogen staphylococcal isolates in Serbia, to 
the best of our knowledge, are missing. Because of 
that, the present study was aimed, to investigate MSB 
and MLSB resistance and to record the current trend in 
regard to the prevalence and distribution of inducible 

Introduction

The increasing prevalence of resistance to most 
antimicrobial agents in staphylococci, especially 
spread of resistant strains in the community, signify the 
need for new effective agents to treat staphylococcal 
infections. Widespread use of macrolide–lincosamide–
streptogramin (MLS) antibiotics, has led to an increase in a 
number of staphylococci acquiring cross-resistance to MLS 
antibiotics.[1] This cross-resistance to MLS antibiotic (MLS 
resistance) in staphylococci, is generally attributable to one of 
two mechanisms.

First is an active effl ux, due to energy-dependent pump, 
which expels antimicrobial agents from the bacterial cell. 
Effl ux mechanism is encoded by mrs (A) gene and confers 
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Abstract
The emergence of resistance to most antimicrobial agents in staphylococci indicates the need for new effective agents 
in the treatment of staphylococcal infections. Clindamycin is considered to be one safe, effective and less costly 
agent. We analysed 482 staphylococcal isolates. Detection of inducible clindamycin resistance was performed by the 
D-test, while the presence of methylases genes: erm (A), erm (B) and erm (C), as well as, macrolide effl ux gene mef 
was determined by polymerase chain reaction. Inducible clindamycin resistance phenotype was signifi cantly higher in 
Staphylococcus aureus (S. aureus) strains then in coagulase-negative staphylococci (CNS). Among analysed S. aureus 
isolates, the predominance of the erm (C) gene, followed by the erm (A) gene were detected. These results indicate that 
the D-test should be routinely performed on each staphylococcal isolates.
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clindamycin resistance among community-associated (CA) 
Staphylococcus aureus (S. aureus) and coagulase-negative 
staphylococci (CNS) in region of central Serbia.

Materials and Methods

Bacterial isolates

We analysed 482 staphylococcal isolates, collected 
from the Public Health Institute, Kragujevac. The 
Public Health Institute in Kragujevac provides 
microbiology laboratory services to primary health care 
centre (e.g. general practitioner, preventative care) in an 
outpatient setting. Staphylococcal isolates were labelled 
as community-associated staphylococcal isolates if the 
source patient had none of the following risk factors: 
a history of hospitalisation or surgery within one year 
prior to the date of specimen collection, haemodialysis 
and residence in long-term care facility. Staphylococcal 
isolates were collected from different patient samples (pus, 
wound swab, aspirates, eye swab, sputum, nasal and 
throat swab). Strains were identifi ed using conventional 
bacteriological methods, and their susceptibility testing was 
fi rst performed by the standard disk diffusion method on 
Mueller–Hinton agar (MHA), according to the standards of 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).[5] Each 
erythromycin-resistant clindamycin susceptible isolates 
were further tested for inducible resistance with D-test, as 
described in the CLSI recommendations. Isolates with the 
MSB resistance, demonstrated circular clindamycin zone, 
while isolates with the iMLSB phenotype, demonstrated a 
fl attening of the clindamycin zone. Isolates resistant to both 
erythromycin and clindamycin confers to cMLSB resistance 
phenotype.

Detection of resistance genes

Polymerase chain reaction (PCR) was performed on 20 
S. aureus strains displaying MLSB resistance phenotype. 
Genomic DNA was extracted from staphylococcal overnight 
cultures using a QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) following 
protocol for isolation of genomic DNA from Gram-positive 
bacteria. Presence of erythromycin resistance methylase 
erm genes erm (A), erm (B) and erm (C), as well as 
macrolide effl ux gene mef was determined by PCR using 
the primer pairs as described by Lim et al.,[6] All primers 
were synthesised by Invitrogen. Each reaction was carried 
out in a fi nal volume of 50 μl using 2 μl of template, 1 μl 
of each primer (100 μM), 25 μl of Maxima® Hot Start 
Green PCR Master Mix (Fermentas) and 21 μl of PCR 
grade water. PCR conditions consisted of a denaturation 
step (4 min at 94°C), followed by 35 cycles at 94°C for 
30 s of denaturation, 30 s of annealing at 52°C, 1 min 
of elongation at 72°C and a fi nal extension step (5 min 
at 72°C). Amplifi ed products were detected by gel 
electrophoresis on E-Gel iBase (Invitrogen) in 2% (w/v) 
agarose gels (E-Gel® 2%, Invitrogen) and visualised in Gel 

Doc XR system (Bio-Rad). The size of the PCR products 
was determined by comparison with a 100-1000 bp 
molecular weight marker O'GeneRuler™ 100 bp DNA 
Ladder (Fermentas). Positive control strains used in this 
study were: Escherichia coli NM522 (ermA), Bacillus 
subtilis 168 (ermB), Bacillus subtilis BD170 (ermC), 
Streptococcus pyogenes 02C1064 (mef).

Data were analysed using Chi-squared test (χ2) and the 
probability level of 0.05 was considered to be statistically 
signifi cant.

Results

Our study included 482 staphylococcal isolates, of which 
395 (82%) were S. aureus and 87 (18%) were CNS. Of the 
482 staphylococcal isolates, 191 (40%) were resistant to 
erythromycin (ERY-R).

In order to accurate insight into the possibility 
of misinterpretation of staphylococcal resistance to 
clindamycin, we performed D-test and found that 
majority of ERY-R S. aureus isolates, display iMLSB 
phenotypes, while most of ERY-R CNS, show 
MSB phenotypes [Table 1]. Truly susceptible isolates (MSB 
phenotype) were signifi cantly higher in CNS strains then in 
S. aureus strains (χ2 = 13.19; P < 0.001). Falsely susceptible 
isolates (iMLSB phenotype) were signifi cantly higher in S. 
aureus strains then in CNS strains (χ2 = 16.52; P < 0.001). 
However, no statistically signifi cant difference of truly 
resistant isolates (cMLSB phenotype) was observed between 
S. aureus and CNS isolates (χ2 = 0.20; P = 0.655).

The predominant genes associated with macrolide 
resistance among S. aureus were the erm (C) and the 
erm (A), which were detected in 55% (11/20) and 
40% (8/20) of the isolates, respectively [Table 2]. The 
erm (C) determinant was found in six (60%) cMLSB 
S. aureus isolates and one of these strains also contained 
erm (A). Similarly, half of iMLSB strains harboured 
erm (C) gene. The distribution of erm (A) gene in cMLSB 

Table 1: Distribution of the MSB, iMLSB and cMLSB 
resistance phenotypes among erythromycin resistant

S. aureus and CNS isolates
n (%)

ERY-R; S. aureus ERY-R; CNS Total
MSB 31 (24) 32 (52) 63 (33)
iMSLB 64 (50) 11 (18) 75 (39)
cMLSB 34 (26) 19 (30) 53 (28)
Total 129 (100) 62 (100) 191 (100)
*ERY-R: Erythromycin resistant, MSB: Macrolides and type B 
streptogramin resistance, iMSLB: Inducible macrolides, lincosamides 
and type B streptogramin resistance, cMLSB: Constitutive macrolides, 
lincosamides and type B streptogramin resistance, CNS: Coagulase-
negative staphylococci
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and iMLSB S. aureus isolates was identical since both 
phenotypes carried this gene in 40% of the cases. Two of the 
MLSB isolates did not harbour any of the resistance genes. 
Among tested isolates erm (B) and mef genes were not 
detected [Figure 1].

Discussion

One of the major concerns with regard to the therapeutic 
use of clindamycin in staphylococcal infection is the 
possible presence of inducible resistance to clindamycin, 
and subsequent clinical failure of therapy.[7]

Simple laboratory testing, (i.e. erythromycin-
clindamycin ‘D-zone’ test) can separate strains that have 
the genetic potential to become resistant during therapy 
from strains that are truly susceptible to clindamycin. 
Without the double-disk test, all staphylococcal isolates 
with iMLSB would have been mistakenly interpreted as 
clindamycin-susceptible. On the other side, to categorically 
consider all erythromycin resistant staphylococci as 
clindamycin resistant would deny potentially safe and 
effective therapy for patients infected with isolates that carry 
only the export mechanism.[8]

For instance, in our study we had 24% truthfully (MSB) 
and 50% untruly (iMLSB) clindamycin susceptible S. aureus 
isolates, resulting in an underestimated clindamycin 
resistance rate of 26% (cMLSB) instead of 76% (iMLSB and 
cMLSB) among S. aureus and similarly, 30% instead 48% 
among CNS [Table 1].

Also, our results support the fact that erm (C) and 
erm (A) genes predominated within erythromycin-resistant 
S. aureus isolates with MLSB phenotype.[9,10] Yet, whereas, 
some of previous reports demonstrated prevalence of 
erm (A) genes,[11] other, similar to our study, showed that 
the erm (C) gene was more common than erm (A) in MLSB 
S. aureus strains.[12]

For these reasons it is necessary to examine the 
prevalence of iMLSB, especially in a setting where 
methicillin resistance leads physicians to prescribed different 
macrolides or lincosamides empirically.[13] This prevalence 
may change over time with the emergence of strains with 
different sensitivity patterns, so periodic surveys should be 
performed if testing is not routine.
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� Four new palladium(II) complexes
were synthesized.
� Characterized by microanalysis,

infrared, 1H and 13C NMR
spectroscopy.
� Antimicrobial activity was tested in

relation to 6 species of
microorganisms.
g r a p h i c a l a b s t r a c t

The complexes have been obtained by direct reaction of potassium-tetrachloridopalladate(II) with corre-
sponding esters of ethylenediamine-N,N0-di-S,S-(2,20-dibenzyl)-acetic acid.
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unović, J.

http://dx.doi.org/10.1016/j.molstruc.2014.05.008
mailto:srecko@kg.ac.rs
http://dx.doi.org/10.1016/j.molstruc.2014.05.008
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00222860
http://www.elsevier.com/locate/molstruc
http://dx.doi.org/10.1016/j.molstruc.2014.05.008


Pd
N

N Cl

Cl

O

O

O

O

H

H

1

2

45

6

7

8

9
10

11
12

13

3

Fig. 1. Numbering of compounds used for NMR data.
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Introduction

Antimicrobials have been used in the infection treatments by
different disease-causing microorganisms, including bacteria,
mycobacteria, viruses, parasites and fungi. In the vast majority of
cases where antimicrobials are used, the microorganisms have
found a way to evade or resist the antimicrobial agent [1,2]. Bacte-
rial resistance to antibiotics is a serious threat to the successful
treatment of infectious diseases and becomes a major clinical
and public health problem, leading to increased morbidity and
mortality [3–5]. There have been numerous attempts to synthesize
new compounds acting against multi-resistant microorganisms
[6]. The synthesis and evaluation of the biological activity of the
new metal-based compounds is the field of growing interest [7].
The present study was performed to investigate the antimicrobial
effects of newly synthesized ligands and their palladium(II) com-
plexes against six bacterial strains using the CLSI broth microdilu-
tion method.

The biological activities of the numerous palladium(II) com-
plexes have been reported [8–10]. Also, the influence of the pre-
pared palladium(II) complexes on the growth and metabolism of
various types of microorganisms has been investigated. A lot of
papers regarding to anti-viral, antibacterial and antifungal activity
of palladium(II) complexes have been reviewed [11].

The aim of this paper is to synthesize new palladium complexes
and in vitro research their antimicrobial activities.

This study is focused on the antimicrobial activity of four
R2edda-type ligand precursors: O,O-ethyl- (L1) O,O-dipropyl-
(L2), O,O-dibutyl- (L3), O,O-dipentyl ethylenediamine-N,N0-di-S,S-
(2,20-dibenzyl)acetate (L4) [12], and the synthesis, characterization
and antimicrobial activity their corresponding palladium(II) com-
plexes: dichlorido-(O,O0-diethyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N0-
di-(2,20-dibenzyl)-acetate)-palladium(II) (C1), dichlorido-(O,O0-
dipropyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N0-di-(2,20-dibenzyl)-acetate)-
palladium(II), (C2), dichlorido-(O,O0-dibutyl-(S,S)-ethylenedia-
mine-N,N0-di-(2,20-dibenzyl)-acetate)-palladium(II) (C3), dichlori-
do-(O,O0-dipentyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N0-di-(2,20-dibenzyl)-
acetate)-palladium(II) (C4).
Experimental

Chemistry

Reagents and instruments
(S,S)-ethylenediamine-N,N0-di-2-(3-methyl)-butanoic acid,

(H2-(S,S)-eddv) and its esters were prepared as already described
in literature [12]. K2[PdCl4] was purchased from Merck and used
without further purification. Infrared spectra were recorded by a
Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR spectrometer using the KBr pel-
let technique (4000–400 cm�1). 1H and 13C NMR spectra were
recorded by a Varian Gemini-2000 (200 MHz) spectrometer in
and CDCl3 using tetramethylsilane as internal standard (Fig. 1). Ele-
mental microanalyses for C, H and N were performed by standard
methods by a Vario EL III C, H, N Elemental Analyzer.
Preparation of dichlorido-(O,O0-diethyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N0-
di-(2,20-dibenzyl)-acetate)-palladium(II), [PdCl2(det-S,S-eddba)]

K2[PdCl4] (0.100 g, 0.306 mmol) was dissolved in 10 mL of
water on a steam bath and O,O0-diethyl-(S,S)-ethylenediamine-
N,N0-di-(2,20-dibenzyl)acetate) dihydrochloride, det-S,S-eddba�
2HCl, (0.1485 g, 0.306 mmol) was added. The mixture was stirred
for 2 h and during this period water solution of LiOH�H2O
(0.0257 g, 0.612 mmol in 10 mL of water) was introduced
(Scheme 1). The complex, [PdCl2(det-S,S-eddba)] (C1) as a yellow
precipitate, was filtered, washed with water and air-dried. Yield:
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0.12 g (66.48%). Anal. Calc. for C24H32Cl2N2O4Pd (Mr = 589.836)
(%): C, 48.87; H, 5.47; N, 4.75. Found (%): C, 48.42; H, 5.51; N,
4.82. Isomer A: 1H NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 1.25 (t, 6H,
C10H3), 2.84 (m, 4H, C1H2), 3.22 (d, 4H, C3H2), 4.03 (t, 2H, C2H),
4.21 (q, 4H, C9H2), 6.20–6.40 (broad s, 2H, NH), 7.29 (m, 10H,
C5,6,7H), 13C NMR (50 MHz, CDCl3, d ppm): 13.83 (C10H3), 35.82
(C1H2), 49.19 (C3H2), 61.66 (C2H), 63.45 (C9H2), 126.74 (C7H),
128.29 (C5H), 129.46 (C6H), 135.69 (C4), 168.71 (C8OO-Et). Isomer
B: 1H NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 1.25 (t, 6H, C10H3), 2.84 (m,
4H, C1H2), 3.22 (d, 4H, C3H2), 4.03 (t, 2H, C2H), 4.21 (q, 4H, C9H2),
6.20–6.40 (broad s, 2H, NH), 7.29 (m, 10H, C5,6,7H), 13C NMR
(50 MHz, CDCl3, d ppm): 14.00 (C10H3), 37.00 (C1H2), 50.08
(C3H2), 61.80 (C2H), 63.59 (C9H2), 127.37 (C7H), 128.94 (C5H),
129.91 (C6H), 137.00 (C4), 170.59 (C8OO-Et). IR (cm�1): 3130,
2928, 2854, 1734, 1455, 1399, 1384, 1373, 1275, 1215, 1096,
1031, 919, 749, 701.

Preparation of dichlorido-(O,O0-dipropyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N0-
di-(2,20-dibenzyl) -acetate)-palladium(II), [PdCl2(dpr-S,S-eddba)]

The complex, [PdCl2(dpr-S,S-eddba)], (C2) was prepared as
described in Section 2.1.2. using O,O0-dipropyl-(S,S)-ethylenedia-
mine-N,N0-di-(2,20-dibenzyl)acetate) dihydrochloride, dpr-S,S-edd-
ba�2HCl, (0.1573 g, 0.306 mmol) instead of det-S,S-eddba�2HCl
(Scheme 1). Yield: 0.14 g (74.04%). Anal. Calc. for C26H36Cl2N2O4Pd
(Mr = 617.888) (%): C, 50.54; H, 5.87; N, 4.53. Found (%): C, 50.51;
H, 5.94; N, 4.48. Isomer A: 1H NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm):
0.88 (t, 6H, C11H3), 1.61 (m, 4H, C10H3), 2.94 (m, 4H, C1H2), 3.26
(d, 4H, C3H2), 3.90 (t, 2H, C2H), 4.18 (t, 4H, C9H2), 6.25–6.50 (broad
s, 2H, NH), 7.31 (m, 10H, C5,6,7H), 13C NMR (50 MHz, CDCl3, d ppm):
10.17 (C11H3), 21.63 (C10H2), 35.80 (C1H2), 49.32 (C3H2), 63.45
(C2H), 67.27 (C9H2), 126.71 (C7H), 128.26 (C5H), 129.14 (C6H),
135.62 (C4), 168.83 (C8OO-Pr). Isomer B: 1H NMR (200 MHz, CDCl3,
d ppm): 0.88 (t, 6H, C11H3), 1.61 (m, 4H, C10H2), 2.94 (m, 4H, C1H2),
3.26 (d, 4H, C3H2), 3.90 (t, 2H, C2H), 4.18 (t, 4H, C9H2), 6.25–6.50
(broad s, 2H, NH), 7.31 (m, 10H, C5,6,7H), 13C NMR (50 MHz, CDCl3,
d ppm): 10.33 (C11H3), 21.84 (C10H2), 36.91 (C1H2), 49.79 (C3H2),
63.49 (C2H), 67.49 (C9H2), 127.45 (C7H), 129.03 (C5H), 129.94
(C6H), 137.06 (C4), 170.70 (C8OO-Pr). IR (cm�1): 3127, 2967,
2935, 2894, 1736, 1456, 1397, 1385, 1337, 1274, 1219, 1099,
1057, 909, 747, 700.

Preparation of dichlorido-(O,O0-dibutyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N0-
di-(2,20-dibenzyl)-acetate)-palladium(II), [PdCl2(dbu-S,S-eddba)]

The complex, [PdCl2(dbu-S,S-eddba)], (C3) was prepared as
described in Section 2.1.2. using O,O0-dibutyl-(S,S)-ethylenedia-
, http://dx.doi.org/10.1016/j.molstruc.2014.05.008
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mine-N,N0-di-(2,20-dibenzyl)acetate) dihydrochloride, dbu-S,S-edd-
ba�2HCl, (0.1657 g, 0.306 mmol) instead of det-S,S-eddba�2HCl
(Scheme 1). Yield: 0.14 g (73.33%). Anal. Calc. for C28H40Cl2N2O4Pd
(Mr = 645.94) (%): C, 52.06; H, 6.24; N, 4.34. Found (%): C, 52.31; H,
6.12; N, 4.41. Isomer A: 1H NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.89 (t,
6H, C12H3), 1.23 (m, 4H, C11H2), 1.67 (m, 4H, C10H2), 2.83 (m, 4H,
C1H2), 3.33 (d, 4H, C3H2), 3.97 (t, 2H, C2H), 4.34 (t, 4H, C9H2),
6.25–6.45 (broad s, 2H, NH), 7.29 (m, 10H, C5,6,7H), 13C NMR
(50 MHz, CDCl3, d ppm): 12.88 (C12H3), 19.27 (C11H3), 29.47
(C10H2), 34.48 (C1H2), 47.66 (C3H2), 61.27 (C2H), 68.93 (C9H2),
126.45 (C7H), 127.96 (C5H), 129.54 (C6H), 136.74 (C4), 169.44
(C8OO-Bu). Isomer B: 1H NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.89 (t,
6H, C12H3), 1.23 (m, 4H, C11H2), 1.67 (m, 4H, C10H2), 2.83 (m, 4H,
C1H2), 3.33 (d, 4H, C3H2), 3.97 (t, 2H, C2H), 4.34 (t, 4H, C9H2),
6.25–6.45 (broad s, 2H, NH), 7.29 (m, 10H, C5,6,7H), 13C NMR
(50 MHz, CDCl3, d ppm): 12.92 (C12H3), 19.44 (C11H3), 29.68
(C10H2), 34.98 (C1H2), 48.26 (C3H2), 61.87 (C2H), 68.97 (C9H2),
126.65 (C7H), 127.97 (C5H), 129.88 (C6H), 137.84 (C4), 170.41
(C8OO-Bu). IR (cm�1): 3120, 2959, 2932, 2873, 1736, 1456, 1397,
1385, 1345, 1273, 1216, 1187, 1080, 1031, 940, 746, 700.

Preparation of dichlorido-(O,O0-dipentyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N0-
di-(2,20-dibenzyl)-acetate)-palladium(II), [PdCl2(dpe-S,S-eddba)]

The complex, [PdCl2(dpe-S,S-eddba)], (C4) was prepared as
described in Section 2.1.2. using O,O0-dipentyl-(S,S)-ethylenedia-
mine-N,N0-di-(2,20-dibenzyl)acetate) dihydrochloride, dpe-S,S-edd-
ba�2HCl, (0.1743 g, 0.306 mmol) instead of det-S,S-eddba�2HCl
(Scheme 1). Yield: 0.14 g (69.24%). Anal. Calc. for C30H44Cl2N2O4Pd
(Mr = 673.992) (%): C, 53.46; H, 6.58; N, 4.16. Found (%): C, 53.98;
H, 6.35; N, 4.38. Isomer A: 1H NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm):
0.93 (t, 6H, C13H3), 1.23 (m, 4H, C12H2), 1.34 (m, 4H, C11H2), 1.56
(m, 4H, C10H2), 2.77 (m, 4H, C1H2), 3.09 (d, 4H, C3H2), 4.01 (t, 2H,
C2H), 4.45 (t, 4H, C9H2), 6.25–6.50 (broad s, 2H, NH), 7.34 (m,
10H, C5,6,7H), 13C NMR (50 MHz, CDCl3, d ppm): 11.23 (C13H3),
18.89 (C12H2), 26.76 (C11H3), 31.11 (C10H2), 35.78 (C1H2), 48.23
(C3H2), 62.12 (C2H), 69.34 (C9H2), 126.23 (C7H), 127.12 (C5H),
129.18 (C6H), 136.44 (C4), 169.28 (C8OO-Pe). Isomer B: 1H NMR
(200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.93 (t, 6H, C13H3), 1.23 (m, 4H, C12H2),
1.34 (m, 4H, C11H2), 1.56 (m, 4H, C10H2), 2.77 (m, 4H, C1H2), 3.09
(d, 4H, C3H2), 4.01 (t, 2H, C2H), 4.45 (t, 4H, C9H2), 6.25–6.50 (broad
s, 2H, NH), 7.34 (m, 10H, C5,6,7H), 13C NMR (50 MHz, CDCl3, d ppm):
11.28 (C13H3), 18.94 (C12H2), 26.97 (C11H3), 31.18 (C10H2), 35.99
(C1H2), 48.44 (C3H2), 62.68 (C2H), 69.87 (C9H2), 126.56 (C7H),
127.32 (C5H), 129.55 (C6H), 136.89 (C4), 171.06 (C8OO-Pe). IR
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(cm�1): 3118, 2956, 2931, 2871, 1736, 1456, 1397, 1356, 1228,
1200, 1083, 1032, 960, 743, 699.
In vitro antimicrobial assay

Test substances
The ligands and corresponding Pd(II) complexes were tested for

their in vitro antimicrobial activity. Each tested substance (1 mg)
was dissolved in 50 lL DMSO (Dimethyl Sulfoxide: SIGMA D-
8779) and then diluted with 450 lL of normal saline to the final
concentration of stock solution at 2000 lg/mL (10% DMSO).
Test microorganisms
Antimicrobial activity was tested against 6 pathogenic bacterial

strains including five standard strains: Bacillus cereus ATCC 10876,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC
29212 and a clinical isolate of Proteus vulgaris. The tested bacterial
strains were provided from the collection held in the Center for
Microbiology, Public Health Institute Vranje.
Microdilution method
Antimicrobial activity was tested using the broth microdilution

method according to the CLSI Standards [13] and minimum inhib-
itory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC) were determined. Direct colony suspensions were prepared
using overnight broth cultures and suspensions were adjusted to
0.5 McFarland turbidity standard (1 � 108 CFU/mL). A twofold
serial dilution of tested compounds was prepared in a 96 well
microtiter plate (range 1000–7.81 lg/mL) in inoculated nutrient
broth adjusted to the final concentration of 5.0 � 105 CFU/mL for
each bacterial strain. The plates were covered with a plastic lid
and incubated at 37 �C for 18–24 h. Ceftriaxone and vancomycin
(Galenika AD, Belgrade) served as a positive control, while the sol-
vent was used as a negative control. MIC was defined as the lowest
concentration of tested compounds inhibiting the visible growth of
each tested organism. To determine MBC, the broth was taken from
all the wells without visible growth as well as from the wells with
the highest concentration of substances still showing visible
growth and inoculating onto Mueller–Hinton agar plates (Torlak,
Beograd). At the end of the incubation period (24 h/37 �C) the low-
est concentration with no growth (no colony) was defined as the
minimum bactericidal concentration.
, http://dx.doi.org/10.1016/j.molstruc.2014.05.008
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Table 1
Antibacterial activity of tested ligands and corresponding palladium(II) complexes (lg/mL).

Species L1 C1 L2 C2 L3 C3 L4 C4

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

Bacillus cereus ATCC 10876 500 >1000 250 >1000 1000 >1000 250 >1000 1000 >1000 250 >1000 500 >1000 250 1000
Escherichia coli ATCC 25922 1000 >1000 500 500 1000 1000 1000 1000 1000 >1000 1000 1000 1000 >1000 1000 >1000
Staphylococcus aureus ATCC 25923 250 >1000 500 500 1000 >1000 250 500 1000 >1000 250 500 1000 1000 1000 >1000
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1000 >1000 500 1000 1000 >1000 1000 >1000 1000 >1000 1000 1000 1000 >1000 1000 >1000
Enterococcus feacalis ATCC 29212 1000 1000 500 1000 1000 >1000 1000 >1000 1000 >1000 500 1000 1000 >1000 125 500
Proteus vulgaris, clinical strain >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000

Table 2
Antibacterial activity of antibiotics (lg/mL).

Species Vancomycin Ceftriaxsone

MIC MBC MIC MBS

Bacillus cereus ATCC 10876 15.625 62.5 500 >1000
Escherichia coli ATCC 25922 125 125 15.625 15.625
Staphylococcus aureus ATCC 25923 <15.625 <15.625 15.625 31.25
Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853
125 1000 500 >1000

Enterococcus feacalis ATCC 29212 62.25 250 15.625 500
Proteus vulgaris, clinical strain 1000 >1000 15.625 125
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Results and discussion

Synthesis and characterization

The neutral palladium(II) complexes C1–C4 were prepared by
using appropriate modifications of known methods [7,14,15]. The
content of isolated complexes was confirmed by elemental analysis
and coordination mode of ligands to the palladium(II) ion was pre-
dicted on the basis of their infrared and NMR (1H and 13C) spectra.

Absorption bands for secondary amino groups in infrared spec-
tra of C1–C4 were found at 3130, 3127, 3120, 3118 cm�1, respec-
tively. In the same region of IR spectra of free ligand precursors
only bands for secondary ammonium groups can be observed
(L1–L4: m(R2NH2

+) at 3469, 3436, 3434, 3436 cm�1) [12]. Based on
these facts, it can be concluded that ligands were coordinated to
the central metal ion via nitrogen atoms. All other specific bonds
were found at similar positions for corresponding ligand precursor
and complexes, thus indicating that no other atom was coordi-
nated to the palladium center [12]. The following bands were
found for complexes C1–C4: m(C@O) at 1734, 1736, 1736, 1736,
m(CAO) at 1215, 1219, 1216, 1200 cm�1 and m(CH3) at 2928,
2935, 2932, 2931 cm�1, respectively.

The expected signals were found in 1H and 13C NMR spectra. In
the 1H NMR spectra of complexes the broad signals of hydrogen
atoms belonging to secondary amino groups occur between 6.20
and 6.50 ppm. The signals of CH2 protons of the ethylenediamine
bridge showed coordination induced shifts in spectra of C1–C4
(up to 0.9 ppm) giving a clear indication of nitrogen coordination.
Signals for all methyl protons were found within the range of
0.88–1.25 ppm for all complexes.

In 13C NMR spectra two sets of signals were found for all com-
plexes indicating the formation one of three possible diastereoiso-
mers. Coordination of ligands [12] to the palladium(II) ion induced
formation of two extra chiral centers of ligating N atoms. So, three
diastereoisomers should be expected for [PdCl2(R2-S,S-eddba)]
(R = ethyl, n-propyl, n-butyl and n-pentyl; (R,R), (R,S„S,R) and
Please cite this article in press as: D.P. Dimitrijević et al., J. Mol. Struct. (2014)
(S,S)) (Fig. 2) and only (R,S) diastereoisomer should give rise to
two sets of signals since the ester branches are inequivalent (other
two diastereoisomers (R,R) and (S,S) will give rise to (due to C2

symmetry) one set of resonances). The ester carbon atom reso-
nances were found as expected, at around 170 ppm for all com-
plexes verifying that oxygen is not a ligating atom.
Microbiology

The results of the antimicrobial activity of the ligands and their
palladium(II) complexes against all tested bacterial strains are
shown in Tables 1 and 2. Broth microdilution assay showed that
the tested compounds were moderately active against gram-posi-
tive bacteria, whereas they have weak activity against gram nega-
tive bacteria. Antibacterial activity against Gram(+) bacteria was in
the following range of concentrations: MIC/MBC = 125–1000/500–
1000 lg/mL, while the referent antibiotic vancomycin had an effect
at MIC/MBC = 15.625–62.25/15.625–250 lg/mL. Palladium(II)
complexes showed the highest activity against Bacillus cereus ATCC
10876 (MIC/MBC = 250/1000 lg/mL). Enterococcus faecalis ATCC
29212 (C4 complex: MIC/MBC = 125/500 lg/mL) was particularly
susceptible. Gram (–) bacteria were more resistant where only
, http://dx.doi.org/10.1016/j.molstruc.2014.05.008
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C1 complex showed some antibacterial effects with MIC/
MBC = 500–1000 lg/mL, whereas the referent antibiotic ceftriax-
one showed effects at MIC/MBC = 15.625–500/15.625–1000 lg/
mL. The lowest susceptibility showed Proteus vulgaris (clinical
strain), where the tested compounds at the highest tested concen-
tration (1000 lg/mL) showed no microbiostatic/microbicidal
effects. It is important to note that the complexes showed more
inhibitory effects than the ligands.

Numerous studies have demonstrated the antimicrobial effects
of Pd(II) complexes [16–19]. In their study Gulcan and coworkers
showed antibacterial activity of Pd(II) complexes with MICs values
between 80 and 160 lg/mL greater than those in our study. Simi-
larly to our study their Pd(II) complexes were more effective
against gram positive than gram negative bacteria [17]. Recent
research confirmed that Pd(II) complexes showed more activity
than free ligands [20].
Conclusions

The palladium(II) complexes of R2-S,S-eddba esters were syn-
thesized and characterized.

The antibacterial activity results show that all of the ligands and
their corresponding complexes have low to moderate activity
against gram-positive bacteria, while having weak activity against
gram-negative bacteria. Generally, the antibacterial activities of all
of the complexes are greater than those of the ligands. All the
tested compounds show significantly lower activity than the stan-
dard antibiotics.
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a b s t r a c t

In reaction of 3-acetyl-4-hydroxy coumarine with methionine methyl ester hydrochloride and trypto-
phane methyl ester hydrochloride the corresponding enamine ligands were obtained. Palladium (II)
complexes were prepared in reaction of potassium-tetrachloridopalladate (II) and corresponding
enamine. All compounds were characterized by microanalysis, infrared, 1H and 13C NMR spectroscopy.
In vitro antitumor activity of the mentioned ligands and corresponding palladium (II) complexes, as well
as me-Gly and me-Val ligands and [Pd (me-Gly)]Cl and [Pd (me-Val)2] complexes was determined by
MTT assay against two leukemia cell lines (JVM-13 and MOLT-4) and against primary leukemic cells
isolated from chronic lymphocytic leukemia (CLL) patients. Antimicrobial activity of the tested com-
pound was evaluated by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
microbicidal concentration (MMC) against three reference bacterial strains: E. faecalis, P. aeruginosa,
S. aureus and one clinical isolate of yeast: Candida spp.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Coumarine and their derivatives represent very important class
of the natural compounds that exhibit awide spectrum of biological
activity such as cytotoxic activity against several human tumor cell
lines [1,2] as well as spasmolytic, antiarrhythmic, cardiotonic and
photodynamic [3] and antioxidant [4] activity. They are also used in
flavoring food and in cosmetic products as flagrants [5e7]. Anti-
coagulant [8,9] and antitumor activity [2,10e12] of the metal
complexes was investigated.

Although palladium (II) complexes have structural analogy with
platinum (II) complexes, those complexes generally showed lower
antitumor activity than cisplatin due to the fact that palladium (II)
complexes are more labile in comparison to the corresponding
platinum (II) complexes [13]. However, some of palladium (II)
complexes exerted higher antitumor activity in comparison with
cisplatin and carboplatin [14].

Moreover, the emergence and spread of antibiotic resistance in
bacteria lead to the increased need for new antibacterial agents.
There are numerous attempts to synthesize new compounds that
might be active against multiresistant microorganisms. A large
number of newly synthesized metal complexes have been studied
for their antimicrobial activity. The synthesis of metal complexes
with organic bioactive ligands is becoming increasingly important
field in science research [15e17]. The experimental analyses so far
have suggested that antimicrobial activities of organic ligands and
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their metal complexes are strongly dependent on the central metal
ion [15]. The cellular components and palladium complex create
new formationwhich favors the palladium (II) complex permeation
through the lipid layer of the microorganisms. Oxidation processes
may also be involved in antimicrobial activity of palladium (II)
complexes against different microorganisms. The final targets and
the mechanisms through which palladium complexes act against
microorganisms remain unknown [18]. However, palladium com-
plexes were found to possess a remarkable antibacterial activity
against gram positive and gram negative bacteria [19].

Herein we described the synthesis, characterization, antimi-
crobial and antitumor activity of the new coumarine derivatives
with methionine methyl ester hydrochloride and tryptophane
methyl ester hydrochloride as well as their palladium (II) com-
plexes. This paper also reports the antimicrobial and antitumor
activity of the previously prepared coumarine derivatives with
glycine methyl ester and valine methyl ester and their palladium
(II) complexes [20,21].

2. Experimental

2.1. Materials and methods

2.1.1. Chemistry
Methyl esters hydrochlorides of S-Glycine, S-Valine, S-Methio-

nine and S-Tryptophane, triethylamine, methanol, ethanol, toluene,
acetone and potassium-tetrachloridopaladate (II) were obtained
from Sigma Aldrich, Germany. Compound 3-acetyl-4-hydroxy-
coumarine was synthesized by the previously described procedure
[22].

2.1.1.1. Synthesis of enamines 3b and 4b. A mixture of 3-acetyl-4-
hydroxy coumarin (0.5 g, 0.00245mol), hydrochlorides of methyl
ester of tryptophan (3a) or methionine (4a) (0.00245mol) and
trimethylamine (0.202 g, 0.002mol) in methanol (50mL) was
refluxed for 2 h (Scheme 1.) [1,2]. The progress of the reactions was
monitored by TLC (toluene: acetone¼ 8: 2). After the completion of
the reactions, the evaporation of solvent to the half of volume and
addition of 5mL of water, the obtained white crystals were filtered,
dried and recrystallized from 96% ethanol.

2.1.1.2. Methyl 2-(1-(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-3-
(1H-indol-3-yl)propanoate 3b. Chemical Formula: C23H20N2O5,
MW: 404.41, Elemental Analysis: Calc. C, 68.31; H, 4.98; N, 6.93;
found C, 68.55; H, 5.03; N, 6.96. M. p. 186. Yield: 0.84 g (85%),
Rf¼ 0.46.

IR (KBr) n cm�1: 3420 (NH), 3051 (¼CH), 2997 (CH), 1738 (C]O
from COOCH3), 1693 (C]O from 2,4-dioxochroman part), 1615,
1578, 1484 and 1438 (C]C), 1221 (nasC-OeC from COOCH3), 1094
(nsC-OeC from COOCH3).
Scheme 1. Transformation of 3-acetyl-4-hydroxy coumarin 1 to enamines 3b and 4b.
1H NMR (200MHz, CDCl3) d ppm: 2.29 (s, 3H, CH3eC-10), 3.43
(m, 1H, C-100), 3.77 (s, 3H, CH3 from COOCH3), 4.79 (m, 2H, C-200),
7.09 (m,1H, C-6000), 7.09 (m,1H, C-5000), 7.11 (s, 1H, C-2000), 7.21 (m,1H,
C-6), 7.31 (m,1H, C-4000), 7.32 (m,1H, C-5), 7.51 (m,1H, C-7), 7.53 (m,
1H, C-7000), 8.03 (d, 1H, C-8, J¼ 7.7 Hz), 8.73 (s, 1H, NH), 14.81 (s, 1H,
NH).

13C NMR (50MHz, CDCl3) d ppm: 18.3 (CH3eC-10), 29.4 (C-200),
53.1 (CH3 from COOCH3), 57.9 (C-100), 97.4 (C-3), 108.3 (C-7000), 111.3
(C-8), 116.4 (C-5000), 117.7 (C-3000), 119.6 (C-4), 122.2 (C-6000), 123.1 (C-
5), 123.5 (C-6), 124.4 (C-9000), 125.9 (C-10), 126.9 (C-2000), 133.7 (C-7),
133.9 (C-8000), 153.4 (C-9), 159.4 (C-2), 176.4 (C-10), 181.1 (C-4).

2.1.1.3. Methyl 2-(1-(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-4-
(methylthio)butanoate 4b. Chemical Formula: C17H19NO5S, MW:
349.40, Elemental Analysis: Calc. C, 58.44; H, 5.48; N, 4.01; found C,
58.39; H, 5.55; N, 4. 11. M. p. 99. Yield: 0.69 g (81%), Rf¼ 0.53.

IR (KBr) n cm�1: 3418 (NH), 3080 (¼CH), 2994 and 2921 (CH),
1739 (C]O from COOCH3), 1705 (C]O from 2,4-dioxochroman
part), 1612, 1571, 1486 and 1469 (C]C), 1163 (nasC-O from COOCH3).

1H NMR (200MHz, CDCl3) d ppm: 2.11 (s, 3H, SeCH3), 2.31 (m,
2H, C-200-H), 2.65 (m, 2H, C-300), 2.74 (s, 3H, CH3eC-10), 3.84 (s,
3H,COOCH3), 4.86 (m, 1H, C-100eH, 3J¼ 6.1 Hz), 7.21 (m, 2H, CeH-6,
CeH-7), 7.54 (dd, 1H, 3JH-8, H-7¼ 7.89 Hz, 4JH-8, H-6¼ 2.14 Hz, CeH-8),
8.05 (dd, 1H, 3JH-5, H-6¼ 6.23 Hz, 4JH-5, H-7¼1.91 Hz, CeH-5), 14.73
(br s, 1H, NH).

13C NMR (50MHz, CDCl3) d ppm: 15.0 (SeCH3), 18.7 (C-10eCH3),
29.6 (C-300), 31.4(C-200), 52.3 (CH3 from COOCH3), 55.0 (C-100), 97.4
(C-3), 116.3 (C-8), 117.7 (C-5), 123.4 (C-6), 133.8 (C-10), 153.3 (C-7),
159.2 (C-9), 162.2 (C-2), 169.2 (C-10), 176.9 (C-4).

2.1.1.4. Synthesis of palladium(II) complexes 3c and 4c.
Potassium-tetrachloridopalladate (II) (0.05 g, 1.53.10�4mol) was
dissolved in 10.0mL of water on steam bath and the same amount
of the corresponding enamine (3b or 4b) (1.53.10�4mol) dissolved
in methanol (10.0mL) was added (Scheme 2.) [1]. The mixture was
stirred for 3 h and the yellow precipitate was obtained. The pre-
cipitate was filtered off.

2.1.1.5. The preparation of the chlorido-(methyl 2-(1-(2,4-
dioxochroman-3-ylidene) ethylamino)-3-(1H-indol-3-yl)propanoate
palladium(II) complex 3c. Chemical Formula: C23H21ClN2O6Pd,
MW: 564.288, Elemental Analysis: Calcd: C, 48.95; H, 3.75; N, 4.96,
found C, 48.81; H, 3.80; N, 4.94. Yield: 0.027 g (31.39%).

IR (KBr) n cm�1: 3421 (NH), 2953, 2925, 2852 (CH), 1737 (C]O
from COOCH3), 1697 (C]O from 2,4-dioxochroman part), 1604 (C]
N), 1572, 1486, 1466 and 1437 (C]C), 1213 (nasC-OeC from
COOCH3), 1060 (nsC-OeC from COOCH3), 526 (PdeO), 469 (PdeN).

1H NMR (200MHz, DMSO‑d6) d ppm: 2.44 (s, 3H, CH3eC-20),
3.24 (m, 2H, C-100), 3.37 (s, 3H, CH3 fromCOOCH3), 7.01 (m, 1H, C-
7000), 7.01 (m, 1H, C-6000), 7.05 (m, 1H, C-5000), 7.40 (m, 1H, C-4000), 8.67
(s, 1H, NH), 7.18 (s, 1H, C-2000), 5.24 (m, 2H, C-200), 7.32 (m, 1H, C-5),
7.28 (m, 1H, C-6), 7.90 (m, 1H, C-7), 7.99 (d, 1H, C-8, J¼ 7.7 Hz).

13C NMR (50MHz, DMSO‑d6) d ppm: 18.65 (CH3eC-10), 28.64 (C-
200), 53.2 (C-100), 57.25 (CH3 from CH3OOC), 96.5 (C-3), 107.2 (C-3000),
111.6 (C-7000), 116.2 (C-8), 117.8 (C-10), 119.9 (C-5000), 120.15 (C-4),
121.2 (C-6000), 123.7 (C-5), 124.6 (C-6), 125.8 (C-9000), 126.95 (C-7),
133.3 (C-2000), 136.03 (C-8000), 153.05 (C-9), 158.3 (C-2), 163.31 (C-10),
176.2 (C-4).

2.1.1.6. The preparation of the chlorido-(methyl 2-(1-(2,4-
dioxochroman-3-ylidene) ethylamino)-4-(methylthio)butanoate)-
palladium(II) complex 4c. Chemical Formula: C17H18ClNSO5Pd,
MW: 490.234, Elemental Analysis: Calcd: C, 41.65; H, 3.70; N, 2.86,
S, 6.53; found C, 41.59; H, 3.74; N, 2.80, S, 6.51. Yield: 0.029 g
(38.67%).
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IR (KBr) n cm�1: 3139 (¼CH), 2934 and 2852 (CH), 1738 (C]O
from COOCH3), 1693 (C]O from 2,4-dioxochroman part), 1601 (C]
N), 1566, 1485 and 1421 (C]C), 1207 (CeOeC from COOCH3), 528
(PdeO), 467 (PdeN).

1H NMR (200MHz, DMSO‑d6) d ppm: 2.34 (s, 3H, SeCH3), 2.43
(m, 2H, C-200), 2.48 (m, 2H, C-300), 2.63 (s, 3H, CH3eC-1), 3.42 (s, 3H,
CH3OOC), 3.81 (m, 1H, C-100eH, 3J¼ 6.1 Hz), 7.34 (m, 2H, CeH-6,
CeH-7), 7.68 (dd, 1H, 3JH-8, H-7¼ 7.89 Hz, 4JH-8, H-6¼ 2.14 Hz, CeH-8),
7.88 (dd, 1H, 3JH-5, H-6¼ 6.23 Hz, 4JH-5, H-7¼1.91 Hz, CeH-5).

13C NMR (50MHz, DMSO‑d6) d ppm: 17.74 (SeCH3), 20.1
(CH3eC-10), 21.6 (C-300), 28.8 (C-200), 53.2 (CH3 from COOCH3), 60.0
(C-100), 109.6 (C-3), 116.1 (C-8), 117.9 (C-5), 123.9 (C-6), 125.9 (C-7000),
134.2 (C-10), 153.5 (C-7), 161.5 (C-9), 169.9 (C-2), 173.5 (C-10), 173.7
(C-4).

Elemental microanalyses for C, H and N were performed by
standard methods by a Vario EL III C, H, N Elemental Analyzer. The
melting point of the ligand was determined by using Kofler-hot
stage apparatus and is uncorrected. Infrared spectra were run on
Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR spectrometer by using the KBr
pellet technique (4000-400 cm�1). The NMR spectra were recorded
on a Varian Gemini 200 spectrometer (Varian, Palo Alto, CA); 1H
NMR at 200MHz and 13C NMR at 50MHz, solvents CDCl3 and
DMSO‑d6, TMS internal standard. Chemical shifts were given in
d (ppm) and coupling constants (J) in hertz (Hz) (abbreviations: s-
singlet, d-doublet, dd-doublet of doublet, m-multiplet, br-
broadened s-singlet). Analytical TLC was performed on silica gel
(Silica gel 60, layer 0.20mm, Alugram Sil G, Mashery-Nagel, Ger-
many). The visualization of TLC plates was performed by using UV
lamp at 254 nm and 365 nm (VL-4. LC, 365/254, VilberLourmat,
France).
2.1.2. Biological evaluation
Previously synthesized ligands and their complexesme-Val (1b),

[Pd (me-Val)2] (1c), me-Gly (2b) and [Pd (me-Gly)]Cl2 (2c) [20,21],
as well as newly prepared me-Trp (3b), [Pd (me-Trp)]Cl2 (3c), me-
Met (4b) and [Pd (me-Met)]Cl2 (4c) were evaluated for their anti-
microbial and cytotoxic activities.
2.1.2.1. Cytotoxic activity
2.1.2.1.1. Preparation of drug solution. Tested palladium com-

plexes 1c, 2c, 3c and 4c as well as ligand precursors 1b, 2b, 3b and
4b were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO, Fisher Scientific,
United Kingdom) at the concentration of 20mM, filtered through a
0.22mm millipore filter prior to their utilization, and diluted by a
culture medium to different concentrations, so the final concen-
tration of DMSO in culture medium never surpassed 0.5% (v/v).

2.1.2.1.2. Cell lines. Human leukemia cell lines JVM 13 (ATCC®

CRL-3003™) and MOLT-4 (ATCC® CRL-1582™) were a generous
donation by professor Sonja Den�ci�c, Department of Biochemistry,
Belgrade University School of Medicine, Serbia. These cell lines
were maintained in a medium consisting of RPMI-1640, 2mM L-
glutamine, 100 mg/mL streptomycin and 100 IU penicillin, supple-
mented with 10% of heat-inactivated fetal bovine serum (FBS).

2.1.2.1.3. Patients. The local Ethics Committee approved the
research and the written informed consent was obtained from all
subjects according to the Declaration of Helsinki. Peripheral blood
samples from 5 chronic lymphocytic leukemia (CLL) patients were
included in the study. CLL was diagnosed by establishing the clinical
criteria and it was confirmed by immunophenotypic analysis for the
expression of CD5, CD19 and monoclonal immunoglobulin in
accordancewith updated NCIWorking Group Guidelines [23]. There
were no patients positive for parameters of systemic inflammation
and diseases that might have influenced the cell viability.

2.1.2.1.4. Cell preparation. The blood samples from every patient
were obtained in the morning and collected in silicone coated
blood collection tubes (Terumo). All samples that contained about
9mL of peripheral blood were centrifuged at 400� g for 10min to
separate plasma and cells. Afterward, peripheral blood poly-
morphonuclear and mononuclear leukocytes were separated by
single step continuous density-gradient centrifugation with His-
topaque 1077 (Sigma, Germany). The separated mononuclear cells
were washed three times with culture medium RPMI 1640 and
resuspended in RPMI 1640 supplemented with 10% autologous
serum, 100 IU/mL penicillin G and 100mg/mL streptomycin. The
monocytes were eliminated by adhesion on plastic Petri dishes
[24].
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2.1.2.1.5. MTT assay. Palladium complexes 1c, 2c, 3c and 4c as
well as their corresponding ligand precursors 1b, 2b, 3b and 4b
were examined for their effect on viability of two diverse leukemic
cell lines (JVM-13 and MOLT-4) and lymphocytes isolated from five
CLL patients (CLL cells). The viability of cultivated cells was
measured by assaying the reduction of MTT to formazan [25].
Briefly, the examined cells were maintained in cell culture medium
containing increasing concentrations of palladium complexes and
ligand precursors (10 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM and 250 mM) or
maintained in the cell culture medium that contained none of the
tested substances, but contained the appropriate amount of DMSO
(control). After 24 and 48 h of maintaining cells in the atmosphere
that contained 5% CO2 at 37 �C, the 96 well plates were centrifuged
for 5min at 400� g, the culture medium was removed, and MTT
solution (5mg/mL) was added to the cells. After additional 4 h of
incubation, the microtiter plates were centrifuged again for 5min
at 400� g, the cell culture mediumwithMTT solutionwas removed
and DMSO (150 mL/well) was added to each well to dissolve the
crystals of formazan. The microtiter plates were shaken for 10min
and later, the absorbance was measured at 595 nm with a multi-
plate reader (Zenyth 3100, Anthos Labtec Instruments, Austria). The
results were presented as relative to the control value (untreated
cells). The IC50 values were determined using Microsoft Office Excel
2010.

2.1.2.2. Antimicrobial activities
2.1.2.2.1. Preparation of drug solution. Tested palladium com-

plexes 1c, 2c, 3c and 4c and ligand precursors 1b, 2b, 3b and 4b
were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO), and then diluted
with normal saline solution to achieve a final DMSO concentration
of 10% prior to testing. The following steps are required to prepare
concentrated stock solutions: 1mg of the test substance was dis-
solved in 50 mL of DMSO, then 450 mL of normal saline was added,
yielding a final concentration of 2000 mg/mL. A commercial anti-
biotics, vancomycin and ceftriaxone (Galenika a. d., Belgrade) were
dissolved in sterile physiological solution (Torlak, Belgrade).

2.1.2.2.2. Microorganisms. The antimicrobial screening of all test
compounds was carried out against three reference strains of
bacteria (American Type Culture Collection [ATCC]) (Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and
Staphylococcus aureus ATCC 25923) and a clinical strain of yeast
Candida albicans.

2.1.2.2.3. Preparation of bacterial and fungal inocula (McFarland
0.5). The bacterial and fungal inocula were prepared to match
McFarland 0.5 turbidity standard by the direct colony suspension
method. The colonies were directly taken from the plate and were
suspended in 5mL of sterile saline (0.85% NaCl). The suspension
was adjusted tomatch the 0.5McFarland turbidity standard (0.5mL
of 1:17% w/v of BaCl2 2H2O þ 99.5 mL of 1% w/v H2SO4) by per-
forming visual comparisons and by using a spectrophotometer. The
spectrophotometer was set at a wavelength of 620 nm for bacteria
and 513 nm for yeast to get an absorbance of 0.08e0.1 for bacteria
and between 0.09 and 0.13 for yeast. This results in a suspension
containing approximately 1e1.5� 108 CFU per ml for bacteria and
0.5e2.5� 104 yeasts per milliliters. A hundred microliters of each
inoculum was then resuspended in 2000 mL of normal saline, the
resulting concentration of bacteria was 5� 106 CFU/mL and
103 CFU/mL of yeast. A portion (10 mL - 5� 104 bacteria or 10 yeast
cells) of each strain was inoculated into each well of a 96-well
microplate. The final concentration of bacteria in each well was
5� 105 CFU/mL and 102 CFU/mL of yeast [26].

2.1.2.2.4. Broth microdilution method. Antimicrobial activities of
ligands and their palladium (II) complexes were determined by the
broth microdilution method and expressed as the minimal inhibi-
tory concentration (MIC) and theminimal bactericidal/microbicidal
concentration (MBC/MMC).
Each well of “U”-bottom microtiter plate (Spektar, �Ca�cak) was

filled with 100 mL of nutrient broth. Then, 100 mL of the 2000 mg/mL
stock solution of test substances was placed into the first well (well
A) of each column of the microtiter plate. Double serial dilutions
were made from rows A to H. The concentration of the resulting
solutions was 1000 mg/mL in the first row of wells to 15.625 mg/mL
in the second to last row of wells. Ten microliters of test bacterial
and yeast suspension were inoculated into each well of the plate,
resulting in a final inoculum of 0.5� 104 bacteria per ml and 102

yeasts per mL. The inoculated microtiter plates with bacterial
inoculawere incubated at 37�C for 24 h, and yeast inoculum at 37�C
for 48 h.

MIC90 is defined as the lowest concentration of the test sub-
stances inhibiting visible growth of bacteria and yeast (e.g. no
turbidity), and MIC50 is defined as the highest concentration with
visible growth of bacteria and yeast (e.g. the lowest turbidity).
Standard commercial antibiotics, vancomycin and ceftriaxone were
used as positive controls. In addition, bacterial and yeast growth in
the presence of 5% DMSO was used as a control. The concentration
of DMSO was additionally decreased because of the twofold serial
dilution assay. Also, the test for bacterial and fungal contamination
and the nutritive properties test or fertility test were carried out
within each test.

After incubation, 10 mL of the dilution of the each well with no
visible growth was spread onto a nutrient agar (Torlak, Belgrade,
Serbia) plates and allowed growth at 37 �C overnight to determine
minimal bactericidal/microbicidal concentration (MBC/MMC) of
test compounds. The lowest test compound concentration on the
agar plate, with no visible bacterial growth observed (zero colony),
was defined as MBC/MMC [26].

2.1.2.2.5. Statistical analysis. Each experiment was done in
triplicate and conducted on every sample. Every value was pre-
sented as mean± standard deviation (SD). Statistical analysis was
performed using commercial version of SPSS 20.0 forWindows. The
data distributions were evaluated for normality using the Shapiro-
Wilk test. Depending on the data distribution, the statistical
assessment was executed by one-way ANOVA or Student's t-test for
paired observations and only p values less than 0.05 were consid-
ered significant.

3. Results and discussion

3.1. Chemistry

The obtained ligands are soluble in methanol, while their
complexes are soluble only in dimethyl sulfoxide.

The ligands 3b and 4b as well as corresponding palladium
complexes 3c and 4c were synthesized as depicted in Schemes 1
and 2. The treatment of equimolar amounts of 3-acetyl-4-
hydroxy coumarine 1 and methyl esters as hydrochlorides (3a or
4a) in the presence of triethylamine in refluxing methanol yielded
ligands 3b and 4b. Palladium (II) complexes of ligand 3c and 4c
were synthesized by mixing corresponding enamines (3b or 4b)
and potassium tetrachloridopalladate (II) in 1:1M ratio in water/
methanol (1:1, v/v) solution at room temperature for 3 h.

The structures of compound 3b or 4b were confirmed by spec-
troscopic methods (IR, 1H NMR, 13C NMR and MS) as well as by
elemental analysis. The IR spectra of enamines (3b or 4b) showed
characteristic bands for NH group (3420 cm�1 for 3b; 3418 cm�1 for
4b). Stretching vibrations of carbonyl group from COOCH3 from
corresponding enamines (3b or 4b) were observed at 1738 and
1739 cm�1, respectively, while carbonyl groups from 2,4-
dioxochroman part showed absorptions at 1693 and 1705 cm�1,
respectively. In the 1H NMR spectrum of ligands 3b and 4b, the
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signals of methyl protons from carbon attached to C-10 in a form of
singlet appeared at 2.29 and 2.74 ppm, respectively, while the
singlets from COOCH3 were observed at 3.77 and 3.84 ppm,
respectively. Enamino NH protons of ligands 3b and 4b were
observed as broadened singlets at 14.81 ppm and 14.73 ppm,
respectively.

In the 13C NMR spectra of ligands 3b and 4b, C-10 carbons
showed resonances at 176.1 ppm and 169.2 ppm, respectively,
whereas methyl carbon attached to C-10 were noted at 18.35 ppm
and 18.70 ppm, respectively. The C-2 carbons in ligands 3b and 4b
were observed at 159.4 ppm and 162.2 ppm, respectively, while C-4
carbons were noted at 176.2 ppm and 176.9 ppm, respectively.

Spectral analysis showed significant difference compared to the
results gained from ligand analysis. In this regard, IR spectra of
complexes (3c and 4c) showed absence of NH group signal, and
instead characteristic bands of C]N group (1604 cm�1, 1601 cm�1

respectively) were identified. Therefore, during the formation of
palladium (II) complexes enamino form of ligand transferred to
imine form. Despite this, PdeO (526 cm�1 and 528 cm�1 respec-
tively) and PdeN (469 cm�1 and 467 cm�1 respectively) bands
were observed. Also, the bands observed at 1697 cm�1 and
1693 cm�1 (3c and 4c respectively) were dissimilar to the ones
observed in ligand corresponds to 2,4-dioxochroman part.

In the 1H NMR spectrum of corresponding palladium (II) com-
plexes 3c and 4c, the broadened singlet signals of NH were not
found in contrast to the ligand. The signals of methyl protons from
carbon attached to C-10 showed resonation at 2.3 ppm, 2.44 ppm
Fig. 1. JVM-13, MOLT-4 and CLL cells isolated from five CLL patients were incubated for 2
and 2.43 ppm respectively which is for 4c complexes 0.4 and
0.31 ppm lower than in corresponding ligands, while in the case of
3c complex situation is reversed and signal of methyl protons from
carbon attached to C-10 in spectrum of complex show increased
resonation for 0.15 ppm. Noticed were also the lower signals cor-
responding to singlets from COOCH3 which in spectrum of com-
plexes appeared at 3.37 ppm and 3.42 ppm (3c and 4c respectively).
Out of all of this data, confirmed was that in the formation of
palladium (II) complexes involved were oxygen from C-40

belonging to coumarine part and nitrogen from imino group.
The 13C NMR spectrum of palladium (II) complexes 3c and 4c

showed significant difference considering spectrums of ligands. As
for the 3c complex, corresponding carbons were also noted
showing the lower resonance with the exception of methyl carbon
attached to C-10 showing the increased resonation for 0.35 ppm.
The mentioned carbons in the example of 4c complex in spectrum
showed the increased resonance for carbonsmarked as C-10, methyl
carbon attached to C-10 and C-2, while in the case of carbon at
position 4, the resonance was decreased.
3.2. Biological evaluation

3.2.1. Cytotoxic activity
In order to determine whether palladium complexes 1c, 2c, 3c

and 4c and their respective ligands 1b, 2b, 3b and 4b demonstrated
cytotoxic effects toward cancer cells, three types of human leuke-
mia cells (JVM-13, MOLT-4 and CLL cells) had been treated with
4 and 48 h with increasing concentrations of palladium complexes 1c, 2c, 3c and 4c.
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various concentrations of palladium complexes or ligands for 24
and 48 h and the resulting number of remaining viable cells was
assessed. The viability of examined human cancer cells observed
24 h and 48 h after treatment with increasing concentrations of
selected palladium complexes is presented in Fig. 1. The cytotoxic
effects of palladium complexes and ligands are also presented as
IC50 values and are shown in Table 1.

Tested palladium complex 1c had very little effect on viability of
examined leukemic cells after 24 and 48 h with IC50 values over
450 mM (Table 1). The treatment of all three types of tumor cells for
24 h and 48 h with complexes 2c, 3c and 4c reduced the viability of
cancer cells in a dose-dependentmanner, as shown by the results of
MTT assay (Fig. 1.). Only palladium complexes 2c and 3c demon-
strated time-dependent cytocidal action toward MOLT-4 and JVM-
13 cells, respectively (24 h vs. 48 h, p< .05). All other investigated
complexes exhibited no time-dependent cytotoxic effect on tumor
cells.

The MTT assay results showed that palladium complex 3c
exhibited the highest cytotoxicity against JVM-13, MOLT-4 and CLL
cells compared to the other tested compounds after 24 and 48 h of
treatment (Fig. 1). After 48 h of incubation, the IC50 values for
complex 3c were 73.3± 12.7 mM, 5.6± 3.4 mM and 76.7± 18.1 mM
for JVM-13, MOLT-4 and CLL cells, respectively. Alternatively, the
respective ligand 3b exhibited low toxicity against all three types of
tumor cells with IC50 values of 442.7± 77.6 mM, 286.3± 65.2 mM
and 423.9± 68.2 mM for JVM-13, MOLT-4 and CLL cells, respectively
(Table 1).

Conversely, the IC50 values for palladium complexes 2c and 4c
were significantly lower than for complex 3c, but there were no
significant difference in cytotoxic effects between complex 2c and
4c toward examined cancer cells (2c vs. 4c, p> .05). Also, the
Table 1
IC50 (mM) values determined by MTT assay for investigated palladium complexes (1c, 2c
treatment of JVM-13, MOLT-4 and CLL cells.

IC50 (mM) JVM-13

Compound 24h

1c >500
2c 369.8± 2
3c 47.2± 11
4c 161.3± 2
1b >500
2b >500
3b 481.9± 9
4b >500

MOLT-4

24h

1c >500
2c 187.8± 2
3c 32.9± 9.2
4c 145.5± 1
1b >500
2b >500
3b 288.7± 5
4b 447.3± 6

CLL cells

24h

1c >500
2c 207.7± 1
3c 78.3± 14
4c 107.1± 1
1b >500
2b >500
3b 463.8± 8
4b >500
corresponding ligand 2b showed the lowest cytotoxicity after 48 h
treatment to all three types of investigated tumor cells with IC50
values of over 500 mM for all three types of examined leukemic
cells.

Furthermore, the incubation of all three types of tumor cells
with palladium ligands for 24 and 48 h had no effect on viability of
these cells at concentrations lower than 250 mM compared to the
untreated cells. The only exception is ligand 3b that decreased
viability of MOLT-4 cells to 88.4± 7.6% and 83.4± 8.5% in concen-
tration of 100 mM after 24 h and 48 h incubation, respectively.

In general, the investigated palladium (II) complex 3c showed
high potency as an antitumor agent against all three types of tumor
cells (JVM-13, MOLT-4 and CLL cells) after 48 h of incubation. The
cytotoxicity of studied complex after 48 h of incubation was the
highest against MOLT-4 cells with IC50¼ 5.6± 3.4 mM. Also, all
palladium (II) complexes showed more potent cytotoxic activity
than its corresponding ligands, which had no cytotoxic effect on the
examined tumor cells.
3.2.2. Antimicrobial activity
The results of in vitro testing of the antimicrobicidal activities of

the ligands and their corresponding palladium (II) complexes
(Fig. 2) are shown as MIC50, MIC90, MBC and MMC in mg/mL in
Table 2. All the MIC50, MIC90, MBC and MMC values of commercial
antibiotics are listed in Table 3. The final DMSO concentration
bellow 5% had no activity against bacteria and yeast.

The intensity of antimicrobial action of ligands and their cor-
responding palladium (II) complexes varied depending on the
species of microorganism. However, these tested substances
showed significantly lower antimicrobial activity compared to
commercial antibiotics. Antibiotics, vancomycin and ceftriaxone
, 3c and 4c) and their corresponding ligands (1b, 2b, 3b and 4b), after 24 h and 48 h

48h

>500
7.6 126.4± 12.9
.3 73.3± 12.7
2.1 138.8± 16.5

>500
>500

7.2 442.7± 77.6
>500

48h

420.7± 35.8
2.4 128.4± 13.1

5.6± 3.4
1.2 112.7± 13.5

453.0± 62.5
>500

7.1 286.3± 65.2
9.7 448.7± 53.1

48h

>500
8.6 138.4± 19.6
.8 76.7± 18.1
7.6 113.5± 20.3

>500
>500

6.4 423.9± 68.2
>500



Fig. 2. In vitro antibacterial and antifungal activity of the palladium (II) complexes and their corresponding ligands. A) Staphylococcus aureus; B) Pseudomonas aeruginosa; C)
Enterococcus faecalis; D) Candida albicans.

Table 2
The antibacterial and antifungal activities of newly synthesized compounds.

Species
Compounds

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Enterococcus faecalis ATCC 29212 Candida albicans, clinical strain

1b 1MIC50 1000± 0.0 1000± 0.0 1000± 0.0 500± 0.0
2MIC90 >103 >103 >103 833.3± 288.7
3MBC/MMC >103 >103 >103 >103

2b 1MIC50 1000± 0.0 833.3± 288.7 1000± 0.0 500± 0.0
2MIC90 >103 >103 >103 833.3± 288.7
3MBC/MMC >103 >103 >103 >103

3b 1MIC50 833.3± 288.7 1000± 0.0 1000± 0.0 1000± 0.0
2MIC90 >103 >103 >103 >103
3MBC/MMC >103 >103 >103 >103

4b 1MIC50 833.3± 288.7 1000± 0.0 1000± 0.0 666.7± 288.7
2MIC90 >103 >103 >103 1000± 0.0
3MBC/MMC >103 >103 >103 >103

1c 1MIC50 333.3± 144.3 416.7± 144.3 416.7± 144.3 208.3± 72.2
2MIC90 666.7± 288.7 833.3± 288.7 833.3± 288.7 416.7± 144.3
3MBC/MMC 833.3± 288.7 >103 1000± 0.0 666.7± 288.7

2c 1MIC50 208.3± 72.2 166.7± 72.2 208.3± 72.2 166.7± 72.2
2MIC90 416.7± 144.3 333.3± 144.3 416.7± 144.3 208.3± 72.2
3MBC/MMC 666.7± 288.7 500± 0.0 833.3± 288.7 333.3± 144.3

3c 1MIC50 416.7± 144.3 >103 416.7± 144.3 666.7± 288.7
2MIC90 833.3± 288.7 >103 833.3± 288.7 1000± 0.0
3MBC/MMC >103 >103 >103 >103

4c 1MIC50 333.3± 144.3 208.3± 72.2 666.7± 288.7 166.7± 72.2
2MIC90 666.7± 288.7 416.7± 144.3 833.3± 288.7 416.7± 144.3
3MBC/MMC 1000± 0.0 500± 0.0 1000± 0.0 1000± 0.0

MIC, minimum inhibitory concentration (mg/mL).
MBC/MMC, minimum bactericidal concentration/minimum microbicidal concentration (mg/mL).
1MIC50, 2MIC90 and 3MBC/MMC values are means of three measurements (Mean value ± SD).
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Table 3
The antibacterial and antifungal activities of standard antibiotics, vancomycin and ceftriaxone.

Species Vancomycin Ceftriaxone

1MIC50 2MIC90 3MBC/MMC 1MIC50 2MIC90 3MBC/MMC

Staphylococcus aureus ATCC 25923 <15.625 <15.625 <15.625 <15.625 <15.625 15.625
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >1000 >1000 >1000 26.0± 9.0 52.1± 18.0 62.5± 0.0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 20.8± 9.0 41.7± 18.0 62.5± 0.0 416.7± 144.3 500± 0.0 833.3± 288.7
Candida albicans, clinical strain >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000

MIC, minimum inhibitory concentration (mg/mL).
MBC/MMC, minimum bactericidal concentration/minimum microbicidal concentration (mg/mL).
1MIC50, 2MIC90 and 3MBC/MMC values are means of three measurements (Mean value ± SD).
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showed no activity against C. albicans, as was expected. Observed
MIC50 and MIC90 values of ligands were in the range of 500 mg/mL
to 1000 mg/mL and 833.3 mg/mL to >1000 mg/mL, respectively.
MIC50 andMIC90 values of complexes were in the range of 166.7 mg/
mL to 666.7 mg/mL and 208.3 mg/mL to >1000 mg/mL, respectively,
depending on the species of microorganism and the tested
compound.

The highest antimicrobial activity was found in 2c, where the
lowest MIC50 and MIC90 was 166.7 mg/mL and 208.3 mg/mL,
respectively and MMC was 500 mg/mL against C. albicans. Antimi-
crobial activity of complexes, such as 2c and 4c was greater against
gram negative than gram positive bacteria (MIC50 was 166.7 mg/mL
and 208.3 mg/mL, respectively) and MBC/MMC values were 500 mg/
mL, whereas 1c complex was less active against Pseudomonas aer-
uginosa, but more active against staphylococci and enterococci.
Also, our results suggest that 2c was more efficient against gram
positive bacteria than 4c and 1c. However, complex 3c was less
active than 2c, 4c and 1c complexes, especially against gram posi-
tive cocci and yeast. Ligands were only active against C. albicans.

Palladium complex 3c exhibited similar antimicrobial effect as
the ligand and its Cu(II), Ni(II), Mn(II) and Fe(II) complexes in the
study by Al-Shaalan [27]. These compounds were found to have
higher activity against gram positive cocci and Candida albicans,
while for gram negative bacteria, the activity was only exhibited for
100% concentration [15,27]. In accordance with our results for 3c
and 1c complexes, recent studies of newly synthesized ligands and
their corresponding palladium (II) complexes have shown that the
complexes presented antimicrobial activity against gram positive,
but were not effective against gram negative bacteria [28]. How-
ever, our results for 2c and 4c complexes did not accord with that
previous studies [15,27,28]. The two of palladium (II) complexes
exhibited higher antibacterial activity against gram positive bac-
teria, while the other two palladium (II) complexes showed higher
antibacterial activity against gram negative bacteria in our study,
which means that the organic ligand, plays important role in the
mode of antimicrobial action. The cell wall is different in Gram-
positive and Gram-negative bacteria, meaning that bacterial cell
wall was not the target for the attack of palladium (II) complexes.

The present study demonstrats that palladium (II) complexes
have greater antimicrobial activity than their corresponding li-
gands being in accordance with some previous studies [29,30]. The
ligands and their palladium (II) complex were generally shown to
have stronger antifungal activity than antibacterial activity. Also,
the tested complexes 3c and 1c were more active against gram
positive than gram negative bacteria, while 2c and 4c complexes,
have higher antibacterial activity against gram negative bacteria.

4. Conclusion

Two novel enamines of methyl esters of methionine or trypto-
phane, as well as its corresponding Pd(II) complexes were prepared
and structurally characterized by using NMR and IR spectroscopy.
On the basis of results of microanalysis, as well as deep spectro-
scopic studies, we conclude that ligand was tridentate coordinated
(via two oxygens (hydroxyl group from coumarine part and
carbonyl group from ester moiety) and nitrogen from imino group)
to the Pd(II) ion. The newly synthesized palladium (II) complexes
show anticancer activity against different types of leukemia cells.
Moreover, it is very important to delineate that their respective
ligands had almost no effect in tested concentrations on viability of
cancer cells in vitro. The precise mechanism of action of investi-
gated palladium (II) complexes is still not fully understood. How-
ever, our results showed that all examined complexes, especially
complex 3c significantly decreased viability of cancer cells, which
implies that it might have an important role as promising anti-
cancer agent.
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CRYSTAL AND MOLECULAR STRUCTURE  

OF A NEW PALLADIUM(II) COMPLEX  

WITH A COUMARIN-VALINE DERIVATE 
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The new coumarine derivate with methyl ester of 2-((Z)-1(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)- 

3-methylbutanoic acid and the corresponding palladium(II) complex are synthesized and characterized by 

microanalysis, infrared, 1H and 13C NMR spectroscopy. The proposed structure of the ligand was confirmed 

based on the X-ray structural study. 

DOI: 10.1134/S0022476617030179 

Keywords: coumarine-derived ligand, palladium(II) complex, crystal structure. 

INTRODUCTION 

Coumarins and their derivatives are widely spread in nature, especially in the world of plants, although they are also 

found in the metabolites of microorganisms and animals [1]. Coumarine derivatives have spasmolytic, antiarrhythmic, 

cardiotonic, and photodynamic properties [2], as well as antioxidant [3] and antitumor activity [4]. Metal complexes with 

coumarine derivatives are also used in significant anticoagulant [5, 6] and antitumor activity [2, 7] investigations. Some 

researchers showed that cerium(III), zirconium(IV), copper(II), zinc(II), bismuth(III), and cadmium(II) were significantly 

cytotoxic in vitro [8, 9]. 

The initial results of antitumor testing of palladium complexes, due to their structural analogy with platinum(II) 

complexes, were not very encouraging. The palladium(II) complexes generally showed a lower antitumor activity than 

cisplatin. This could be explained due to a more labile nature of the palladium(II) complexes in comparison to the 

corresponding platinum(II) complexes [10]. However, some palladium(II) complexes exerted a higher antitumor activity in 

comparison to cisplatin and carboplatin. Budzisz et al. found that the palladium(II) complex with 4-hydroxy-3- 

(1-iminoethyl)-2H-chromen-2-one was 7800 times more active than carboplatin [11]. 

The rapid emergence of pan-resistant bacterial strains is a major medical problem throughout the world. Some 

resistant strains have developed mechanisms of resistance to all existing antibiotics. The great number of newly synthesized  
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ligands and their metal(II) complexes have been screened for their antimicrobial activities. The antibacterial screening has 

demonstrated that copper(II) and silver(I) complexes have the greatest and broad activities among the investigated complexes 

[12-14]. A wide range of biochemical processes may be responsible for the action mechanism of free ligands and their 

metal(II) complexes against different microorganisms [15]. 

Herein we described the synthesis and characterization of the new coumarine derivate with methyl ester of amino 

acid S-valine, methyl 2-(1-(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-3-methylbutanoate and the corresponding palladium(II) 

complex. The crystal structure of methyl 2-(1-(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-3-methylbutanoate is also described. 

EXPERIMENTAL 

Materials and methods. S-Valine methyl ester hydrochloride, triethylamine, methanol, ethanol, toluene, acetone 

and potassium tetrachloridopaladate(II) were obtained from Sigma Aldrich, Germany. The 3-acetyl 4-hydroxy-coumarine 

compound was synthesized by the previously described procedure [11]. 

Elemental microanalyses for C, H, and N were performed by the standard methods on a Vario EL III C, H, N 

Elemental Analyzer. The melting point of the ligand was determined using a Kofler-hot stage apparatus and was uncorrected. 

Infrared spectra were measured on a Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR spectrometer by the KBr pellet technique (4000-

400 cm–1). The NMR spectra were recorded on a Varian Gemini 200 spectrometer (Varian, Palo Alto, CA); 1H NMR at 

200 MHz and 13C NMR at 50 MHz, solvent DMSO-d6, TMS internal standard. The chemical shifts were given in δ (ppm) 

and coupling constants (J) in Herz (Hz) (abbreviations: s – singlet, d – doublet, dd – doublet of doublet, m – multiplet, br s – 

broadend singlet). Mass spectra were recorded on a 5973 mass spectrometer (Agilent, Santa Clara, CA) (MS quadruple 

temperature 150°C; mass scan range, 40-600 amu at 70 eV). Analytical TLC was performed on silicagel (Silica gel 60, layer 

0.20 mm, Alugram Sil G, Mashery-Nagel, Germany). The visualization of TLC plates was performed using an UV lamp at 

254 nm and 365 nm (VL-4.LC, 365/254, Vilber Lourmat, France). 

Synthesis of methyl 2-(1-(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-3-methylbutanoate, L. A mixture of  

3-acetyl 4-hydroxy coumarine (0.400 g, 0.002 mol), S-valine methyl ester hydrochloride (0.335 g, 0.002 mol), and 

trimethylamine (0.202 g, 0.002 mol) in methanol (50 ml) was refluxed for 2 h. The progress of the reaction was monitored by 

TLC (toluene:acetone = 8:2). After the completion of the reaction the solvent was evaporated to half of its volume. Upon the 

addition of 5 ml of water, the obtained white crystals were filtered, dried, and recrystallized from 96% ethanol. Yield: 0.53 g 

(83%) (Scheme 1). 

 

Scheme 1. Preparation of methyl 2-(1-(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-3-methylbutanoate L and 
bis(methyl 2-(1-(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-3-methylbutanoate)-palladium(II) complex C 

 
Chemical formula: C17H19NO5, MW: 317.34, Elemental analysis: calcd: C 64.34, H 6.03, N 4.41, found C 64.34,  

H 6.03, N 4.41. M.p. 182-184°C. IR (KBr) ν, cm–1: 3467 and 3210 (NH), 3030 (=CH), 2969 and 2850 (CH), 1743 (C=O 

from COOCH3), 1706 (C=O from 2,4-dioxochroman part), 1609, 1571, 1487 and 1467 (C=C), 1138 (C–O–C from 

COOCH3). 
1H NMR (DMSO-d6, 200 MHz): δ (ppm) 1.69 (6H, d, 3 2 4 2

3

H , H ; H , H
J

″ ″ ″ ″
 = 6.3 Hz, CH3″; CH4″), 1.97 (1H, m, 

CH2″), 2.70 (3H, s, C1′CH3), 3.84 (3H, s, COOCH3), 4.62 (1H, m, C–H1″), 7.25 (2H, m, CH6, CH7), 7.53 (1H, dd, 
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3JH8, H7 = 7.96 Hz, 
4JH8, H6 = 2.71 Hz, CH

8), 8.07 (1H, dd, 3JH5, H6 = 8.14 Hz, 
4JH5, H7 = 1.99 Hz, C–H

5), 12.62 (0.18 H, bs, NH) 

and 14.74 (0.82H, bs, NH) from two isomers. 13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz): δ (ppm) 18.70 (C1′CH3), 18.92 (C
3″, C4″), 

42.35 (C2″), 52.48 (C1″), 53.10 (COOCH3), 98.87 (C
3), 116.46 (C8), 123.51 (C6), 126.05 (C5), 128.95 (C10), 133.94 (C7), 

153.09 (C9), 165.94 (C2), 170.59 (CH3OOC), 176.01 (C
1′) and 182.64 (C4). 

Synthesis of palladium(II) complexes, C. Potassium tetrachloridopalladate(II) (0.0500 g, 1.53⋅⋅10–4 mol) was 

dissolved in 10 ml of water on a steam bath and the double amount of methyl 2-(1-(2,4-dioxochroman- 

3-ylidene)ethylamino)-3-methylbutanoate (0.0971 g, 3⋅10–4 mol) dissolved in methanol (10 ml) was added. The mixture was 

stirred for 3 h and the yellow precipitate was obtained. The precipitate was filtered off. Yield: 0.056 g (49.6%) (Scheme 1). 

Chemical formula: C34H36N2O10Pd, MW: 739.05, Elemental analysis: Calcd: C 55.25, H 4.91, N 3.79, found C 

55.89, H 4.82, N 3.68. IR (KBr) ν, cm–1: 3011 (=CH), 2958, 2925 and 2851 (CH), 1742 (C=O from COOCH3), 1708 (C=O 

from coumarine), 1606 (C=N), 1570, 1543 and 1486 (C=C), 1138 (C–O–C from COOCH3), 526 (Pd–O), 463 (Pd–N).  
1H NMR (DMSO-d6, 200 MHz): δ (ppm) 1.60 (6H, d, 3 2 4 2

3

H , H ; H , H
J

″ ″ ″ ″
 = 6.01 Hz, CH3″; CH4″), 2.35 (1H, m, CH2″), 2.62 

(3H, s, C1′CH3), 3.76 (3H, s, COOCH3), 4.91 (1H, m, CH1″), 7.30 (2H, m, CH6, CH7), 7.66 (1H, m, CH8), 7.99 (1H, dd, 
3JH5, H6 = 8.00 Hz, 

4JH5, H7 = 2.00 Hz, CH
5). 13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz): δ (ppm) 17.42 (C1′CH3), 18.75 (C

3″, C4″), 31.13 

(C2″), 52.67 (C1″), 53.17 (COOCH3), 96.78 (C
3), 116.36 (C8), 120.28 (C6), 123.80 (C5), 125.76 (C10), 134.30 (C7), 152.87 

(C9), 161.72 (C2), 169.87 (CH3OOC), 177.08 (C
1′) and 180.60 (C4). 

X-ray data collection and structure refinement. A summary of the X-ray diffraction experiment and structure 

refinement for L is given in Table 1. The data collection for L was performed on an Oxford Diffraction Xcalibur 2 

diffractometer equipped with a Sapphire2 CCD detector with graphite-monochromatized MoKα radiation (λ = 0.71073 Å). 

Crysalis CCD [16] was used for data collection while Crysalis RED [16] was used for cell refinement, data reduction, and 

absorption correction. The structure was solved by SUPERFLIP [17] and subsequent Fourier syntheses using SHELXL2013 

 

TABLE 1. Crystal Data and Structure Refinement of 2-(1-(2,4-Dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-3-methylbutanoate L 

Compound L 

Empirical formula C17H19NO5 
Formula weight 317.33 
Temperature, K 173(2) 
Wavelength, Å 0.71073 

Crystal system;  space group Monoclinic;  P21 
Unit cell dimensions: a, b, c, Å;  β, deg. 5.1467(2), 12.9904(5), 11.8223(5);  96.644(4) 

Volume, Å3 785.10(5) 
Z;  Dc, g⋅cm

–3 2;  1.342 
Absorption coefficient, mm–1 0.099 

F(000) 336 
Crystal shape;  color Prism;  colorless 
Crystal size; mm 0.406×0.189×0.091 

θ range for data collection, deg. 3.136-26.493 
Index ranges –6 ≤ h ≤ 6,  –16 ≤ k ≤ 16,  –14 ≤ l ≤ 14 

Reflections collected / independent 6596 / 3260  [R(int) = 0.0240] 
Data / restraints / parameters 3260 / 1 / 213 

Goodness-of-fit on F 2 1.015 
Final R indices [I > 2σ(I)] R1 = 0.0385,  wR2 = 0.0773 

R indices (all data) R1 = 0.0528,  wR2 = 0.0842 
Absolute structure parameter 0.6(5) 

Extinction coefficient 0.013(4) 
Largest diff. peak and hole, e/Å3 0.151 and –0.144 
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[18], implemented in the WinGX program suit [19]. Anisotropic displacement parameters were refined for all non-hydrogen 

atoms. The hydrogen atoms of aromatic carbon atoms, methyl, methine, and amine groups were placed in the calculated 

positions and refined riding on their parent C or N atoms with C–H or N–H distances of 0.95 Å, 0.98 Å, 1.00 Å, and 0.88 Å, 

respectively with Uiso(H) = 1.2, Ueq(C,N). The analysis of bond distances and angles was performed using SHELXL2013; 

DIAMOND [20] was used for molecular graphics. 

Computational study. Geometry optimizations were performed with the Gaussian 09 package [21]. All structures 

were optimized using the B3LYP functional. The SDD basis set for all atoms was employed in the calculations. All systems 

were optimized without symmetry restrictions. The resulting geometries were characterized as equilibrium structures by the 

analysis of the force constants of normal vibrations. Supplementary data associated with the quantum chemical calculations 

can be obtained from the authors upon request.  

RESULTS AND DISCUSSION 

Chemistry. The ligand L as well as the corresponding palladium(II) complex C were synthesized as depicted in 

Scheme 1. The treatment of equimolar amounts of 3-acetyl 4-hydroxy coumarine and S-valine methyl ester hydrochloride in 

the presence of triethylamine in refluxing methanol yielded the ligand L. The palladium(II) complex C was synthesized by 

mixing L and potassium tetrachloridopalladate(II) in a 2:1 molar ratio in a water/methanol (1:1, v/v) solution at room 

temperature for 3 h. 

The structure of the compound L was confirmed by spectroscopic methods (IR, 1H NMR, 13C NMR, and MS) as 

well as by elemental analysis. The IR spectra showed characteristic bands at 3467 cm–1 and 3210 cm–1 for the NH group, 

1743 cm–1 for the carbonyl group from COOCH3 and 1706 cm–1 for the carbonyl group from the 2,4-dioxochroman part. In 

the 1H NMR spectrum of the ligand L, the signals of 2,4-dioxochroman protons (four aromatic protons) appeared at 7.25 ppm 

(multiplets from CH6 and CH7), 7.53 ppm (doublet of doublet from CH8), and 8.07 ppm (doublet of doublet from CH5), 

respectively. Methyl protons from the carbon atom attached to C1′ in a form of a singlet showed a resonance at 2.70 ppm, 

while the singlet from COOCH3 was observed at 3.87 ppm. Proton magnetic resonance of the NH group at 12.62 ppm and 

14.74 ppm, indicated that the compound L exists in a CHCl3 solution in two forms. Based on the ratio of integrals 

(0.82:0.18), a more stable isomer La (the structure with a hydrogen bond between the NH proton and the C4 carbonyl group) 

showed a resonance of the NH proton at 14.74 ppm in contrast to the isomer Lb (the structure with a hydrogen bond between 

the NH proton and the C2 carbonyl group) (Fig. 1). 

In the 13C NMR spectra, C1′ carbon atom was observed at 176.01 ppm, whereas the methyl carbon atom attached to 

C1′ was noted at 18.70 ppm. Two carbonyl groups from the 2,4-dioxochroman moiety, lactone and ketone, were noticed at 

165.94 ppm and 182.64 ppm, respectively. Six aromatic carbon atoms showed resonances at 116.46 ppm (C8), 123.51 ppm 

(C6), 126.05 ppm (C5), 128.95 ppm (C10), 133.94 ppm (C7), and 153.09 ppm (C9), while the C3 carbon atom was observed 

at 98.87 ppm. Carbonyl from the methyl ester group, as well as the carbon atom from the position C1″, appeared at chemical 

shifts at 170.59 ppm and 52.48 ppm, respectively. The base peak in MS spectra at 258 m/z corresponds to the M-–COOCH3 

fragment ion. 

The IR spectral data of the obtained palladium(II) complex C exhibited significant differences in comparison to the 

ligand L. The observed stretching vibration of the enamino NH group in the ligand L was not present in the complex C. Also,  

 

 

Fig. 1. Structure of La and Lb isomers. 
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TABLE 2. Characteristic Group in the IR Spectra and Their Wavenumbers 

Compound 
ν, cm–1 

NH C=O C=N Pd–O Pd–N 

L 3467 and 3210 1706 / / / 
C / 1708 1606 526 463 

 
the bands at 1606 cm–1 and 463 cm–1 belonging to the C=N and Pd–N groups, respectively, indicate that the nitrogen atom is 

involved in the coordination (Table 2). The presence of a Pd–O band at 526 cm–1 and the identified coumarine lactone band at 

1708 cm–1 indicated that the formation of the Pd complex caused a transformation of the enamine ligand into the imino form. 

The 1H NMR spectra of the palladium(II) complex C show no broadened singlets at 14.74 ppm and 12.62 ppm from 

the NH group of the enamine ligand part. The protons from the methyl group attached to C-1′ show a resonance at 2.62 ppm, 

being 0.08 ppm lower than that in the ligand L. However, multiplets from CH2 protons from C-1″ and CH protons from C-2″ 

were observed at higher frequencies (4.91 ppm and 2.35 ppm, respectively) (Table 3). 

Structure description. The crystal structure of L (Fig. 2) indicates that the compound occurs in a keto-amine 

tautomeric form in the solid state, stabilized by an intramolecular N1–H1…O3=C4 hydrogen bond, confirming the 

dominance of the more stable La isomer in the solution, and conjugated by a double-bond system. Considering the O3=C4–

C3=C1′–N1–H1 fragment, we can observe the equalization of the C3–C4 (1.434(4) Å) and C3=C1′ (1.437(4) Å) bond 

lengths although the bonds are formally single and double, respectively. The exocyclic C3=C1′ double bond has an E 

 

TABLE 3. Differences of Characteristic Chemical Shifts in the Ligand L and the Corresponding Palladium(II) Complex C 

1H NMR (200 MHz) δ, ppm 

Compound 
δ, ppm 

L (DMSO-d6) C (DMSO-d6) 

2.70 (s, 3H, CH3C
1′) 2.62 (s, 3H, CH3C

1′) –0.08 

4.62 (m, 2H, CH2C
2″) 4.91 (m, 2H, CH2C

2′′) 0.29 

1.97 (m, 1H, CHC1″) 2.35 (m, 1H, CHC1′′) 0.38 

14.74 and 12.62 (br s, 1H, NH) / / 
 

 

Fig. 2. Crystal structure of L (displacement ellipsoids are drawn at 40% probability, 
intramolecular hydrogen bond is shown as dashed line). 
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TABLE 4. Hydrogen Bonds for L (Å) and Angles (deg) 

D–H…A d(D–H) d(H…A) d(D…A) ∠(DHA) 

N1–H1…O3 0.88 1.77 2.529(3) 142.9 

C2′′′–H2B…O2i 0.98 2.52 3.394(4) 148.0 

C3″–H3″B…O3ii 0.98 2.41 3.325(4) 154.6 
 

 

 

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms: i –x–1, y+1/2, –z;  ii x–1, y, z.  
 

geometry, obviously due to the effect of the above mentioned hydrogen bond. We also observed the elongation and 

shortening of the C4=O3 (1.259(3) Å) and C1′–N1 (1.321(3) Å) bonds, respectively. The same bond lengths (within 3σ) were 

observed in the related 3-[(1-benzylamino)ethylidene]-2H-chromene-2,4(3H)-dione compound [23]. However, in the similar 

3-(1-((2-hydroxyphenyl)amino)ethylidene)-2H-chromene-2,4(3H)-dione compound [24] the equivalence of the C3–C4 

(1.437(3) Å) and C3=C1′ (1.429(3) Å) bond lengths was not fully achieved although all the other above discussed bond 

lengths are equal (within 3σ) to the corresponding bonds in L. The π-electron delocalization effect in L is strong due to the 

planarity and aromatic character of the coumarin part of the molecule (the largest deviation from the mean plane being 

0.029(2) Å for the O2 atom). Moreover, due to the π-electron delocalization, not only the coumarin-ring system is essentially 

planar but an atomic ensemble involving coumarin rings along with the C2″–C1″–N1–C1′–C2′ fragment is also essentially 

planar, as indicated by the maximum deviation of 0.114(3) Å at the C1″ atom. All the other bond lengths and angles in the 

molecule of L are within normal ranges [25]. 

The L molecule itself is stabilized by the intramolecular N1–H1…O3 hydrogen bond forming a cyclic S6 motif [26] 

(Table 4). The molecular packing is governed by intermolecular C–H…O hydrogen bonds and π–π stacking interactions. The 

C2′′′–H2B…O2i hydrogen bond producing a C10 chain motif [26] links the molecules to form an infinite zig-zag chain along 

the b axis (Fig. 3) being further tied to the neighboring chain by the C3″–H3″B…O3ii  hydrogen bond (producing a C9 chain 

motif [26]) to form a wave-like plane in the ab plane (Fig. 4). The next stabilization of the so formed plane comes from face 

to face π–π interactions [27] between the phenyl and pyran-2,4-dione rings from coumarin rings in two adjacent chains, as 

evidenced by distances between the ring centroids (Cg) (3.716(2) Å) and by the angle between the phenyl ring normal and the 

vector connecting ring centroids (23.2°). Finally, the structure is also stabilized by C–H…Cg (π ring) interactions involving 

C2′–H2′B and the pyran-2,4-dione ring (with a H2′B…Cg distance of 2.77 Å and C2′–H2′B…Cg angle of 125°). 

Quantum chemical calculations. Structural isomers La and Lb were investigated by DFT calculations. La appears 

to be energetically more favorable being 1.93 kcal/mol more energetically stable than Lb. The results are within the error of  

 

 

Fig. 3. Part of the chain formed in the structure of L (intramolecular and intermolecular 
hydrogen bonds are shown as dashed lines). [Symmetry code: (i) = –x–1, y+1/2, –z]. 
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Fig. 4. Part of the wave-like plane formed in the structure of L (intramolecular and 
inter-molecular hydrogen bonds are shown as dashed lines). [Symmetry codes:  
(i) = –x–1, y+1/2, –z;  (ii) = x–1, y, z]. 

 
DFT calculations, but are in accordance to the finding from NMR spectroscopy stating that the La isomer is found much 

more abundant than Lb. In the reaction of the ligand precursor methyl-2-(1-(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-3-

methylbutanoate with K2[PdCl4] two isomers might be obtained: cis and trans arranged k2-N,O ligands. In order to determine 

which of the two isomers is formed, chemical calculations were employed. 

The structures were fully optimized without any symmetry constraints and were found to represent the equilibrium 

structures. The calculated results for the bis(methyl-2-(1-(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-3-methyl-

butanoate)palladium(II) complex showed that the trans isomer appeared to be structurally and synthetically feasible. The 

energy differences between trans- and cis-bis(methyl-2-(1-(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-3-methylbutanoate) 

palladium(II) isomers is 11.2 kcal/mol. DFT calculations are in agreement with the results of the NMR spectroscopy (within 

the sensitivity limits of the NMR spectroscopy) where the presence of only one isomer is observed. Thus, the DFT 

calculations indicate that the isolated isomer could be assigned to trans-bis(methyl-2-(1-(2,4-dioxochroman-3-

ylidene)ethylamino)-3-methylbutanoate) palladium(II). 

CONCLUSIONS 

Methyl 2-(1-(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-3-methylbutanoate crystallized in the monoclinic crystal 

system with the P21 space group. The crystal structure is dominantly stabilized by the intramolecular N–H…O3=C4 

hydrogen bond. Based on the DFT calculation, the trans geometry to the corresponding Pd(II) complex with methyl 2-(1-

(2,4-dioxochroman-3-ylidene)ethylamino)-3-methylbutanoate can be assigned. 
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via http://www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html, or from the Cambridge Crystallographic Data Centre, 12 Union Road, 
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Abstract

Introduction: The majority of studies pu-
blished so far on bacterial vaginosis (BV) have not 
been consistent in associating BV and cervical dy-
splasia. The aim of this study was to determine the 
correlation between BV and cervical intraepithe-
lial neoplasia (CIN), and between BV and degree 
of severity of these changes on the uterine cervix.

Materials and Methods: The study included 
sexually active women who were referred by 
gynecologists to colposcopic examination. Based 
on histopathological results, the examinees were 
divided into three groups: 41 women with con-
firmed CIN changes; 30 women without precan-
cerous and cancerous changes in the cervix and 
29 women with histopathologically confirmed 
invasive cervical cancer. Microbiological testing 
of samples from the genital tract included direct 
microscopic smears, wet and stained, and inocu-
lation of culture medium, testing for Chlamydia 
trachomatis and genital mycoplasmas.

Results: BV was present among 18 (43.9%) 
women with cervical intraepithelial neoplasia and 
13 (44.8%) women with invasive cancer, which in 
both cases meant statistically significantly higher 
frequency compared to women without precan-
cerous and cancerous cervical changes, who had 
confirmed bacterial vaginosis in 3 (10.0%) cases 
(p = 0.003). The risk of finding the precancero-
us changes on the cervix was 8.36 (1.89 to 37.04) 

times higher in patients with BV than in women 
without that infection.

Conclusion: BV was significantly more co-
mmon in women with the finding of precancero-
us changes in the cervix, and was not associated 
with severity of histopathological changes in the 
cervix.

Key words: Bacterial vaginosis; Precancerous 
changes; Cervical intraepithelial neoplasia

Introduction

Bacterial vaginosis (BV) is a non-inflamma-
tory, infectious syndrome described in the vaginal 
pathology. Clinically, it is polymicrobial,  primari-
ly anaerobic infection with subacute course, which 
is followed by homogenous secretions adherent to 
vagina, odor and poor leukorrhea. Dysuria may 
be present and external vaginal itching or redness 
may be seen. Many women with bacterial vagino-
sis do not have any signs or symptoms [1].

Microbiologically, BV is defined as a dis-
ruption in the balance of bacterial morphotypes,  
overgrowth of a large number of anaerobic and 
microaerophilic bacteria, Gram-positive cocci, 
Mycoplasma spp. and reduction in the number of 
Lactobacillus spp. In women with BV, lactobacilli 
are absent or severely reduced, while concentrati-
ons of other bacteria are generally increased 100- 
to 10000-fold over normal levels [2-6].

Association between bacterial 
Vaginosis and precancerous changes 
of the Cervix
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The human papillomavirus (HPV) is the ma-
jor etiologic agent in the development of cervical 
cancer, while BV and other genital infections are 
considered to increase the risk of cervical cancer 
[7-9]. The majority of infected women are found 
to heal spontaneously with no ill effects, probably 
due to a competent immune response. However, 
if woman develops persistent infection, the cervix 
is prone to the transformation of cells and develo-
pment of precancerous changes [10].

The majority of studies published so far on bac-
terial vaginosis (BV) have not been consistent in 
associating BV and cervical dysplasia. Marrazzo et 
al., as well as many other researchers, found that 
BV causes inflammatory changes of the cervix and 
that chronic inflammation of the cervix with BV 
may be considered as one of the mechanisms for 
the development of malignant changes in the cervix 
[11-14]. Co-factors that are also associated with an 
increased risk of cervical intraepithelial neoplasia 
(CIN) and cervical cancer are smoking, poor nu-
tritional status, hormonal factors (age of women 
at first childbirth), use of hormonal contraception, 
having sex at an early age (less than 16 years) and 
a large number of sexual partners, race, multiple 
births, low socioeconomic status. Older women 
have increased risk of CIN and cervical cancer, as 
well as women with sexually transmitted infection 
(STI), such as infection with  bacteria Chlamydia 
trachomatis (C.trachomatis) and protozoa Tricho-
monas vaginalis (T.vaginalis) [7, 15, 16].

The aim of this study was to determine the 
correlation between BV and CIN, and between 
BV and degree of severity of these changes on the 
uterine cervix.

Materials and Methods:

The study enrolled sexually active women 
who were primarily examined by gynecologi-
sts and then referred to colposcopic examination 
from May 2005 to January 2007 for a biopsy and 
further histopathological examination. Ethical 
approval was obtained from the local ethics com-
mittee. Written, informed consent was taken from 
the patients for participation in the study.

Based on histopathological results (results of biop-
sy), the participants were divided into three groups:

-- The target group: 41 women with 
histologically confirmed CIN 1, CIN 2 and 
CIN 3.

-- The negative control group: 30 women 
without precancerous and cancerous 
cervical changes.

-- The positive control group: 29 women with 
histologically confirmed invasive cervical 
cancer.

Samples were taken from women examined by 
speculum for microbiological examination:

-- Two high vaginal swabs were taken 
from each woman for bacteriological 
examination;

-- Vaginal swab from the posterior vaginal 
fornix which was immediately after taking 
suspended in 1 ml of normal saline solution 
and incubated at 37°C in order to identify 
the protozoa T. vaginalis by using the wet 
mount technique;

-- Two cervical swabs for bacteriological 
examination;

-- Endocervical swab for detection of genital 
mycoplasmas was collected using a Dacron 
endocervical swab;

-- Endocervical swab for detection of 
C.trachomatis was collected using a Dacron 
endocervical swab [17].

Microbiological testing of samples from the 
genital tract included direct swabs for wet and 
stained smears for microscopy, and inoculation of 
culture medium, testing for C. trachomatis and ge-
nital mycoplasmas.

The wet preparation method was used for the di-
agnosis of trichomoniasis, bacterial vaginosis, and 
candidiasis in women.  BV diagnosis was based on 
the presence of the "clue cells", which are vaginal 
epithelial cells covered with numerous tiny rods 
and coccobacilli. If the swabs from women with 
bacterial vaginosis are  positive for Mobiluncus 
spp., the abundance of highly motile bacteria  can 
be observed on the microscopic preparation.

Gram-stained vaginal smears were used for 
the direct cytobacteriological examination. Gram-
stained vaginal smear enables observing the epithe-
lial cells, and at the same time provides the insight 
into the number and presence of leukocytes and 
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microbial flora. "Clue cells" in the Gram-stained 
vaginal smear are covered by masses of Gram-labi-
le and Gram-negative bacilli and coccobacilli. BV 
was diagnosed also by using the Nugent score, a 
semi quantitative scoring system to evaluate bacte-
rial morphotypes on the direct Gram stain of vagi-
nal fluid [17]. The increased number of polymorp-
honuclear leukocytes (PMN) in the DMP indicates 
the presence of inflammatory reaction.

Different microbiological culture media were 
used for the inoculation of vaginal and cervical 
swabs. For the isolation of aerobic Gram-positive 
bacteria (Columbia agar), differential medium for 
isolation of Enterobacteriacae (Mac Conkey), a 
selective medium for the isolation of Gardnerella 
vaginalis (Blood agar: a selective medium with 
5% Human Blood), enriched medium for the se-
lective isolation of Neisseria gonorrhoeae (Thayer 
Martin Medium  with selective supplements) and 
medium for the isolation of yeasts of the genus 
Candida (Sabouraud's Dextrose Agar). Medium 
(Mac Conkey agar ) for Enterobacteriaceae was 
incubated at 37°C and examined after 24 hours. 
Other culture media  were incubated in an atmosp-
here of high relative humidity and a CO2–enriched 
atmosphere for 48 hours. Microorganisms cultiva-
ted from positive culture media were identified by 
using standard microbiological methods [17].

Confirmation of BV diagnosis was done by the 
growth of G.vaginalis in pure culture or by its pre-
sence in relatively large numbers compared to the 
other bacteria on the selective medium with 5% Hu-
man Blood. Colonies of G.vaginalis are easy to iso-
late on the solid medium. They are round, transpa-
rent, smaller than 0.5 mm in diameter, surrounded 
by discrete weak β-hemolysis. On the Gram-stained 
smear using a plate culture of G.vaginalis, we obser-
ved Gram-negative or Gram-labile short rods [17].

Diagnosis of genital mycoplasmas was perfor-
med with the commercially available Mycopla-
sma IST 2 Kit (bioMérieux, France), by means of 
which the genital Mycoplasma were identified and 
quantified; simultaneously antibiotic susceptibili-
ty tests were performed.

C. trachomatis infection was diagnosed by di-
rect immunofluorescence using commercial Flu-
orotect Chlamydia test (Omega Diagnostics Ltd, 
Scotland. United Kingdom). In women with histo-
pathologically verified invasive cancer, testing for 

C.trachomatis was not performed, due to inability 
to get adequate samples for  testing (presence of 
blood on the swab).

Biopsy samples were taken from colposcopically 
suspect changes of the cervix (white-colored after 
the application of acetic acid, mosaic, irregular vas-
cularization) with a Q-tip or hook; the depth of biop-
sy specimens was about 3mm. The cervical biopsy 
results were reported as without precancerous and 
cancerous changes in the cervix, as CIN 1= mild dy-
splasia; CIN 2 = moderate dysplasia; CIN 3= severe 
dysplasia or ICC = invasive cervical cancer [18].

The participants completed a questionnaire pre-
pared for the research purposes. A questionnaire 
was a series of questions posed to women to obtain 
statistically useful information about sexual behavi-
or and socio-demographic data (date of birth, age of 
first sexual intercourse, number of sexual partners,  
frequency of sexual activity,  presence of   sexually 
transmitted diseases, number of childbirths, age of 
first childbirth, use of hormonal contraceptives and 
hormonal drugs, data on vaginal washing practices, 
kinds of lower genital tract symptoms, education 
level, nationality, smoking status).

Quantitative statistical analysis was performed 
using SPSS version 10.0 and the StatCalc function 
of Epi Info software package version 6th.

The Student t-test was used to compare the 
mean values of numerical symbols; comparison 
of the frequency of the descriptive characteristics 
among groups was performed using Mantel-Ha-
enszel Chi square test, and in cases where expec-
ted frequencies were less than five - Fisher's exact 
probability test for testing the zero hypothesis. 
The assessment of correlation between each indi-
vidual risk factor and the finding of precancerous 
changes in the cervix was carried out using a lo-
gistic regression analysis. As the threshold value 
for declaring statistical significance was estimated 
error of less than 5% (p <0.05) in all analyses. The 
results of statistical analysis are shown in tables.

Results

On average, women in the group with invasive 
cervical cancer were 50.28 ± 9.17 years old, and 
they were significantly older than women in the 
test group with precancerous changes in the cer-
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vix (43.95 ± 9.27 years old and p-value = 0.019), 
and they also were older than women without 
precancerous and cancerous changes on the cer-
vix (41.97 ± 10.89 years old and p value = 0.007) 
(Table 1). The difference in age between women 
with precancerous changes in the cervix and wo-
men without precancerous and cancerous changes 
in the cervix was not statistically significant.

Bacterial vaginosis was found in 18 (43.9%) 
women with precancerous changes in the cervix 
and 13 (44.8%) women with invasive cervical can-
cer, which in both cases meant that the frequencies 
of women with BV was significantly higher in both 
groups compared to the group of women without 

precancerous and cancerous changes in the cervix, 
where BV was confirmed only in 3 (10.0%) cases 
(p = 0.003) (Table 2). It is very important that BV in 
our research was not proven as a co-infection with 
other tested infectious agents in combination.

C. trachomatis was confirmed in 24 (58.5%) ca-
ses in the test group, while the percentages of fe-
males with this infection was significantly lower in 
women without precancerous and cancerous chan-
ges in the cervix (30.0% and p = 0.029). The frequ-
encies of infection with other bacteria did not differ 
significantly among the groups (p >0.05) (Table 3).

In women with precancerous changes of the cer-
vix, yeasts of the genus Candida were not found.

Table 1.  Age of patients by groups

Variables
Examinees

Comparison between groups
with CIN (I) with Ca (II) without CIN and Ca (III)

A 43.95 50.28 41.97
I vs II: p-value = 0.019

II vs III: p-value = 0.007
SD 9.27 9.17 10.89
Min 26.00 31.00 23.00
Max 63.00 63.00 63.00

A: arithmetic mean; SD: standard deviation; Min: minimal value; Max: maximal value; CIN: cervical intraepithelial neo-
plasia; Ca: invasive cervical cancer

Table 2.  Association between bacterial vaginosis and CIN

BV
Examinees

Comparison between groups
with CIN (I) with Ca (II) without CIN and Ca (III)

BV present no. (%) 18
(43.9%)

13
(44.8%)

3
(10.0%) I vs III: p-value = 0.003

II vs III: p-value = 0.003
BV absent no. (%) 23

(56.1%)
16

(55.2%)
27

(90.0%)
CIN: cervical intraepithelial neoplasia; Ca: invasive cervical cancer; BV: bacterial vaginosis

Table 3.  Association between other bacteria and CIN

Findings
Examinees

Comparison between groups
with CIN (I) with Ca (II) without CIN and Ca (III)

Chlamydia 
trachomatis

24
(58.5%) ... 9

(30.0%) I vs III: p-value = 0.029

Mycoplasma 
hominis

6
(14.6%)

4
(13.8%)

3
(10.0%) n.s.

Ureaplasma 
urealyticum

1
(2.4%)

1
(3.4%)

2
(6.7%) n.s.

Streptococus 
agalactiae

6
(14.6%)

6
(20.7%)

5
(16.7%) n.s.

Escherichia coli 5
(12.2%)

3
(10.3%)

3
(10.0%) n.s.

CIN: cervical intraepithelial neoplasia; Ca: invasive cervical cancer; n.s.: statistically not significant difference
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The frequencies of infection caused by the pro-
tozoa Trichomonas vaginalis did not differ signi-
ficantly between the groups (p >0.05) (Table 4).

Eight (53.3%) women had bacterial vaginosis 
among 15 women with CIN 1; seven (50.0%) had 
bacterial vaginosis among 14 women with CIN 2; 
and three (25.0%) had bacterial vaginosis among 
12 women with CIN 3. The incidence of bacterial 
vaginosis did not differ significantly between the 
groups with various severity of cervical dysplasia 
(p >0.05) (Table 5).
Table 5.  Association between bacterial vaginosis 
and severity of CIN

CIN
BV

BV present
no. (%)

BV absent
no. (%)

low-grade 8 (53.3%) 7 (46.7%)
moderate-grade 7 (50.0%) 7 (50.0%)

high-grade 3 (25.0%) 9 (75.0%)
Comparison between 

CIN 1, CIN 2 and 
CIN 3

n.s.

CIN: cervical intraepithelial neoplasia; BV: bacterial vagi-
nosis; n.s.: statistically not significant  difference; CIN 1: 
low grade CIN; CIN 2: moderate grade CIN; CIN 3: high 
grade CIN

The assessment of association between bac-
terial vaginosis and other risk factors for the de-
velopment of precancerous changes in the cervix 
was carried out by logistic regression analysis. It 
was found that the risk of the development of pre-
cancerous changes in the cervix was 7.04 (1.84 
to 26.95) times higher in women with bacterial 
vaginosis than in women without BV (p=0.004). 
Univariate logistic regression analysis confirmed 
that BV is statistically significant predictor of pre-
cancerous changes of the cervix (Table 6).

Table 6.  Assessment of association between bac-
terial vaginosis and CIN
Microbiological 

results OR
Limits of 95% CI p

valueThe upper The lower
BV present 7.040 1.838 26.955 0.004
BV absent 0.142 0.037 0.544 0.004

CIN: cervical intraepithelial neoplasia; OR: odds ratio; CI: 
confidence interval; BV: bacterial vaginosis

Univariate logistic regression analysis revealed 
also a significant relationship between the develo-
pment of precancerous changes in the cervix and 
other possible factors such as the following: the 
presence of Chlamydia trachomatis, a positive fa-
mily history of cancer, irregular visits to gynecolo-
gist, having six or more than six sexual partners in 
patient’s lifetimes, having sex seven and more times 
per week, being 26 or older at the first childbirth, 
the use of contraceptive pills, having a low educa-
tional level, and smoking 11–20 cigarettes per day.

Multivariate analysis identified the four risk 
factors which significantly influence   the develo-
pment of precancerous changes in the cervix: bac-
terial vaginosis, irregular visits to gynecologist, 
use of contraceptive pills and having low educa-
tion level (Table 7). The final multivariate logistic 
regression model showed that, if the other risk fac-
tors that contribute to development of CIN can be 
controlled, BV increases the risk for development 
of precancerous changes in the cervix about 8.36 
times (1.89 to 37.04).

The model that includes as independent variables 
the listed risk factors and the regression constant  
explains the change of risk for development of CIN 
in our sample by 49.2% (The model was assessed 
by coefficient of determination, R2 = 0.492).

The frequencies of irregular visists to gyneco-
logist, use of contraceptive pills and having low 
education level did not differ significantly among 

Table 4.  Association between Candida spp. and Trichomonas vaginalis and CIN

Finding
Examinees

Comparison between groups
with CIN with Ca without CIN and Ca

Candida spp. - 1
(3.4%)

3
(10.0%) n.s.

Trichomonas vaginalis 2
(4.9%)

2
(6.9%) - n.s.

CIN: cervical intraepithelial neoplasia; Ca: invasive cervical cancer; n.s.: statistically not significant difference
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the groups in women with BV (p >0.05). The 
compared frequencies of the listed factors among 
women with bacterial vaginosis and without it did 
not significantly differ in study groups. This result 
showed that irregular visists to gynecologist,  use 
of contraceptive pills and low education level in-
fluence the development of precancerous changes 
in the cervix apart from bacterial vaginosis.

Discussion

In 1863, the great pathologist Rudolf Virchow 
formulated the hypothesis that transformation of 
cells occures areas affected with chronic infec-
tion. He explained this as a consequence of tissue 
injury, inflammation and increased cell prolifera-
tion during  chronic infection [19, 20]. Schwebke 
et al. in their study by univariate analysis pointed 
out a significant linkage between BV and cervici-
tis and between the use of metronidazole gel and 
resolution of cervicitis  [21]. Plasma cell endome-
tritis in women with symptomatic bacterial vagi-
nosis is very common, and it is not associated with 
vaginal and cervical infections by other bacteria. 
These results suggest a possible link between BV 
and  non-chlamydial and non-gonococcal infec-
tion of the upper genital tract in women  [22]. BV 
causes cervical inflammatory epithelial changes, 
and cervical chronic inflammation in women with 
BV could be considered as a possible mechanism 
that causes potentially malignant cellular changes 
anywhere on the cervix  [11, 12, 14]. By univari-
ate analysis, Lehtovirt et al. revealed that BV was 
significantly associated with increased risk of de-
veloping CIN  [9].

In our study, bacterial vaginosis was found in 
18 (43.9%) women with CIN and in 13 (44.8%) 

with invasive cervical cancer, which in both cases 
was statistically significantly higher compared to 
the group of examinees without precancerous and 
cancerous changes of cervical biopsy specimen, in 
which bacterial vaginosis was confirmed only in 3 
(10.0%) cases (p = 0.003). The risk for develop-
ment of CIN was 7.04 (1.84 to 26.95) times higher 
in women with bacterial vaginosis than in women 
without BV (p = 0.004). Univariate logistic regre-
ssion analysis showed that BV is a statistically sig-
nificant predictor for the precancerous changes in 
the cervix. The model for a multivariate regressi-
on separated BV as cofactor that increases the risk 
for development of precancerous changes in the 
cervix about 8.36 times (1.89 to 37.04) and three 
other factors as factors that significantly influence 
the development of CIN.

Our results are quite compatible with the results 
of Clomp et al. who found a correlation between 
cytologically diagnosed G.vaginalis infection and 
CIN  [23]. They collected data from 800,498 Dutch 
asymptomatic women, participating in the Dutch na-
tional screening program. Clomp et al. showed that 
the prevalence of (pre) cancerous changes of cytolo-
gically diagnosed G.vaginalis infection was 0.6 per 
thousand women. The risk of (pre)cancerous chan-
ges was significantly higher in women with cyto-
logically diagnosed G.vaginalis infection than in 
women with normal vaginal flora (Odds ratio (OR), 
10.3, 95% confidence interval, 6.6 to 16.1).

Uthayakumar et al. found in their retrospective 
study performed in England that women with BV 
were at increased risk of CIN  [24]. Diagnosis of 
bacterial vaginosis was based on the presence of 
the “clue cells” in the direct Gram stain preparati-
on of vaginal fluid taken from the upper part of the 
vagina, positive amine test, pH over 4.5, presence 
of characteristics vaginal discharge. Our results 

Table 7.  Assessment of impact of BV and other risk factors on CIN development

Risk factors OR
Limits of 95% CI

Test and p-value
The upper The lower

BV 8.360 1.887 37.042 0.005
Irregular visits to gynecologist 3.380 1.032 12.256 0.048

Using oral contraceptives 19.476 2.048 185.242 0.010
Low level of education 11.089 1.181 104.100 0.035
The regression constant 0.205 0.004

CIN: cervical intraepithelial neoplasia; OR: odds ratio; CI: confidence interval; BV: bacterial vaginosis
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are also consistent with the findings of Nam et al. 
who found that the incidence of CIN was signifi-
cantly higher in the BV-present group (p = 0.043), 
however, no statistically significant relationship 
between BV and CIN was demonstrated by multi-
variate analysis (p=0.081) [25].

A retrospective, longitudinal, cohort study was 
performed as a part of the Dutch Cervical Scree-
ning Program, involving the population of 100,605 
women, each of whom had 2 smears taken over a 
period of 12 years  [26]. The dysbacteriotic cohort 
was significantly more likely to have low-grade 
squamous intraepithelial lesions (LSIL) and high-
grade squamous intraepithelial lesions (HSIL) in 
their follow-up smear (OR, 1.85; 95% confidence 
interval [95% CI], 1.28-2.67 and OR, 2.00; 95% CI, 
1.31-3.05, respectively) compared to women in the 
control group. The results obtained in this study are 
consistent with our results. In addition, Schiff et al. 
found similar results to ours: an association between 
the presence of the "clue cells" in vaginal wet mount 
and precancerous changes of the cervix  [27].

We found the negative correlation between 
bacterial vaginosis and degree of cervical dyspla-
sia in our study. Of 15 women with 8  (53.3%) 
had bacterial vaginosis and CIN 1, of 14 women  
7  (50.0%) had BV and CIN 2, and of 12 women 
3   (25, 0%) had BV and CIN 3. Nam et al. [25]. in 
their study found no correlation between BV and 
severity of precancerous changes of the cervix; 
this result is consistent with our results. Peters et 
al. also found in their work that BV has no effect 
on the severity of CIN, or on the mitotic index in 
cervical intraepithelial neoplasia  [28]. Neuer et al. 
also did not find statistically significant difference 
between bacterial vaginosis and the grade of cer-
vical dysplasia in their study  [29].

Zbroch et al. found in their study that CIN 1 
is more common in women with BV and in wo-
men with Chlamydia trachomatis infection than in 
women without these infections  [30]. Discacciati 
et al. found that BV was similarly present among 
women of both their study groups: in 18% of wo-
men with SIL and in 12% of women without SIL. 
Their results were also similar when the grade of 
SIL was taken into consideration. BV was detec-
ted in 16% of women with low-grade SIL, and in 
33% women with high-grade SIL when compared 
to the controls (12%)  [8].

Platz-Christensen et al. investigated the relati-
onship between the presence of clue cells in Pa-
panicolaou-stained vaginal smears and CIN. They 
examined a total of 6.150 specimens and discove-
red that any grade CIN was more common among 
women with BV (p <0.001). The relative risk of 
having CIN 3/carcinoma in situ was 5.0 for the 
confidence interval in 95% of women with BV. 
Their conclusion was that BV can be associated 
with the development of CIN, ie. BV infection 
may be an independent factor or cofactor for HPV 
in the development of cervical precancerous chan-
ges  [31]. However, not all scientists accept this 
correlation as statistically significant.

Peters et al. did not reveal a significantly higher 
prevalence of bacterial vaginosis in women with 
dysplasia in the cervix  [28]. Boyle et al. showed 
that women with BV were not found to have CIN 
more frequently than women with normal vaginal 
flora, and the quantities of nitrosamines produced 
by women with BV did not differ significantly from 
women without BV  [32]. Frege et al. found the 
opposite conclusion to ours in their study. In their 
investigation diagnosis of BV is based on four cri-
teria: presence of clue cells, pH 4.5, positive amine 
test and increased vaginal discharge. The results of 
their study demonstrated that there is no significant 
correlation between CIN and BV (P <0.00005) [33].

Numerous studies were conducted to evaluate 
the correlation between bacterial vaginosis and 
CIN, however, their results were not consistent 
because the methods of investigation varied from 
study to study. Sensitivities and specificities vary 
for different diagnostic tests for bacterial vagi-
nosis depending on several different diagnostic 
criteria which must be taken into account when 
comparing the results of various studies. Taking 
into consideration that there are many risk factors, 
it is necessary to examine all of them, especially 
the infection with HPV. Our study has potential li-
mitations that must be considered in interpretation 
of results: lack of validation of interview data; our 
study did not involve the entire female populati-
on but only the patients referred to colposcopic 
examination for sampling material for pathohisto-
logical examination; a limitation of this study is 
also the small sample size. We reminded the study 
subjects at several points in the interview about 

the confidential nature of all data collected so as to 
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increase the likelihood of accurate responses about 
sexual behavior. We must bear in mind that the di-
agnosis of HPV infection has not been made. Ho-
wever, all mentioned limitations of this study lea-
ve room for further study, by using a larger sample 
and tests with high sensitivity and specificity.

In conclusion, based on the obtained results, we 
found that bacterial vaginosis was  significantly 
more frequent in women with CIN and in women 
with invasive cervical cancer. We did not confirm 
neither correlation between BV and the severity 
of precancerous changes in the cervix, nor signifi-
cant effect of BV on development of precancerous 
changes in the cervix apart from other confirmed 
risk factors.
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