Izolacija i karakterizacija bakteriofaga specificnih za
vrste Acinetobacter baumannii i Escherichia coli iz
efluenta zagrebackog uredaja za prociscavanje
otpadnih voda

Mihaljevi¢, Marina

Master's thesis / Diplomski rad
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:217:046004

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-16
QC\L\STE Uzq G

Repository / Repozitorij:

£ %

o = . . . .

7;'.; i_,“; Repository of the Faculty of Science - University of
S

e Zagreb
X

zir.nsk.hr

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:046004
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:10468
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:10468
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:10468

SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek

Marina Mihaljevic

Izolacija | karakterizacija bakteriofaga
specificnih za vrste Acinetobacter baumannii i
Escherichia coli iz efluenta zagrebackog

uredaja za procis¢avanje otpadnih voda

Diplomski rad

Zagreb, 2022.



University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology

Marina Mihaljevic
Isolation and characterization of
bacteriophages specific for Acinetobacter
baumannii and Escherichia coli species from
effluent of the Zagreb wastewater treatment

plant

Master thesis

Zagreb, 2022.



Ovaj rad je izraden na Zavodu za mikrobiologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu,
pod voditeljstvom izv. prof. dr. sc. Silvije Cerni, te neposrednim voditeljstvom dr. sc. Lucije
Nuskern Karaica. Rad je predan na ocjenu BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-matematickog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu radi stjecanja zvanja magistre eksperimentalne biologije.



\eliko hvala mentorici izv. prof. dr. sc. Silviji Cerni na vodstvu ovog diplomskog rada,
pristupacnosti i velikom strpljenju. Veliko hvala dr. sc. Luciji Nuskern Karaica na neposrednom
vodstvu izvedbe ovog rada, svoj strpljivosti i pristupacnosti te ugodnoj radnoj atmosferi. Veliko
hvala prof. dr. sc. Mladenu Krajaci¢u na ideji za temu diplomskog rada, te pomoci oko uvoda ovog
rada. Puno zahvaljujem prof. dr. sc. Jasni Hrenovi¢ na sakupljanju uzorka efluenta otpadne vode i
ustupljenom uzorku bakterije Acinetobacter baumannii, bez kojih ne bih mogla izvesti ovo
istrazivanje, te na Kratkom ustupanju svog laboratorija i opreme te na utroSenom vremenu i svoj
pomodi. Puno zahvaljujem izv. prof. dr. sc. Petri Peharec Stefani¢ na detaljnom pregledu uzoraka
transmisijskim elektronskim mikroskopom, na fotografijama, svom utrosenom vremenu, trudu i
ugodnoj radnoj atmosferi. Zahvaljujem tehnicarkama Barbari Novotni i Darinki Kaji¢ na
rjesavanju velike kolicine otpadnog materijala i posuda, na svoj pomoci kod snalaZenja u
laboratoriju i ugodnoj radnoj atmosferi. Zahvaljujem svim djelatnicima zavoda za mikrobiologiju
koji su stvorili ugodnu radnu atmosferu.

Zahvaljujem svim svojim profesorima i asistentima s PMF-a na prenesenom znanju i vjestinama, te
mojoj srednjoskolskoj profesorici biologije Mihaeli Marceljak 1li¢, koja je pokazala koliko je
biologija interesantna i logi¢na znanost.

Veliko hvala mojoj obitelji na uzdrzavanju i emocionalnoj potpori kroz cijelo Skolovanje. Puno

hvala mojim prijateljima i kolegama na potpori.



TEMELIJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek Diplomski rad

Izolacija 1 karakterizacija bakteriofaga specifi¢nih za vrste
Acinetobacter baumannii i Escherichia coli iz efluenta
zagrebaCkog uredaja za proc¢iS¢avanje otpadnih voda

Marina Mihaljevié

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

Bakteriofagi (fagi) su virusi koji inficiraju bakterije, te ih posljediéno &esto liziraju. Sirenjem
antibiotske rezistencije je porastao interes za terapijsko koriStenje faga, osobito kod infekcija
rezistentnim sojevima patogenih bakterija, poput Acinetobacter baumannii. Jedna od osnovnih
metoda proucavanja i izoliranja faga je uzgoj plakova na bakterijskim livadama, a razliciti fagi se
Cesto razlikuju po morfologiji plakova koje stvaraju. Cilj ovog istrazivanja bio je izolirati i
karakterizirati fage specifiéne za bakteriju A. baumannii, te visoko zastupljenu bakteriju
Escherichia coli iz efluenta centralnog uredaja za procis¢avanje otpadnih voda grada Zagreba.
Namjera je bila prouciti plakove koje fagi stvaraju na bakterijskim livadama te fage izolirane iz
plakova razli¢ite morfologije prouciti transmisijskim elektronskim mikroskopom. Uzorci eluenta
obogaceni su inkubacijom s navedenim bakterijama pri razli¢itim temperaturama, a prisutnost faga
potvrdena je konfluentnom lizom bakterijske livade te metodom Ccistina i plakova tehnikom
nakapavanja. Fagi izolirani iz plakova, uzgojenih metodom c¢istina u dvostrukom agaru, umnozeni
su metodom konfluentne lize bakterijske livade te im je odreden titar. Na livadama E. coli utvrdene
su Cetiri razli¢ite morfologije plakova iz kojih su izolirani fagi, dok fagi specifi¢ni za A. baumannii
nisu izolirani iz testiranih uzoraka. Koristenom metodom proc¢i§¢avanja i koncentriranja uzoraka
nisu dobiveni uzorci zadovoljavaju¢e kvalitete za karakterizaciju faga elektronskom
mikroskopijom.

(89 stranica, 15 slika, 4 tablica, 96 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)
Rad je pohranjen u SredisSnjoj bioloskoj knjiznici
Kljuéne rijeci: plak, metoda plakova u dvostrukom agaru, terapija fagima
Voditelj: prof. dr. sc. Silvija Cerni
Neposredni voditelj: Lucija Nuskern Karaica, dr. sc.
Ocjenitelji:

izv. prof. dr. sc. Silvija Cerni

prof. dr. sc. Mladen Krajaci¢

doc. dr. sc. Sofia Ana Blazevi¢

Rad prihvacen: 10.02.2022.



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology Master Thesis

Isolation and characterization of bacteriophages specific for
Acinetobacter baumannii and Escherichia coli species from
effluent of the Zagreb wastewater treatment plant

Marina Mihaljevi¢

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

Bacteriophages (phages) are viruses that infect bacteria, and consequently often lyse host cells.
Interest in the therapeutic usage of phages has increased due to the spread of antibiotic resistance,
especially in infections caused by resistant strains of pathogenic bacteria, such as Acinetobacter
baumannii. One of the fundamental methods for studying and isolating phages is growing plaques
on bacterial lawns, where different phages can often be distinguished by the morphology of plaques
they produce. The aim of this research was to isolate and characterize phages specific for A.
baumannii and highly abundant Escherichia coli from effluent of the Zagreb wastewater treatment
plant; to study phage produced plaques on bacterial lawns; and to observe phages isolated from
plagues of different morphology by transmission electron microscopy. Effluent samples were
enriched by incubation with the mentioned bacteria at different temperatures, and the presence of
phages was confirmed by both confluent lysis of bacterial lawn and combined spot and plaque
assay. Phages, isolated from plaques grown by double agar overlay, were multiplied by confluent
lysis of bacterial lawns and their titer was determined. Four plaques of different morphology were
observed on E. coli bacterial lawns, from which specific phages were isolated, while phages
specific for A. baumannii were not isolated from tested samples. The methodology used for phage
purification and concentration was not of satisfactory quality for their characterization by electron
microscopy.

(89 pages, 15 figures, 4 tables, 96 references, original in: Croatian)
Thesis is deposited in Central Biological Library.

Keywords: plaque, double agar overlay, phage therapy

Supervisor: Assoc. Prof. Silvija Cerni

Assistant Supervisor: Lucija Nuskern Karaica, PhD.

Reviewers:
Assoc. Prof. Silvija Cerni
Prof. Mladen Krajaci¢
Assist. Prof. Sofia Ana Blazevié¢

Thesis accepted: 10.02.2022.



SADRZAJ

IO Y I SR 1
1.1. Bakterijska rezistencija na antibiotike — potreba za novim terapijama ............c.ccccevenene. 1
1.2. ACINetobacter DAUMANNTT ........c.ciiiiieiie e sre e 3

1.2.1. SVOjStVa i KIASITIKACI]A.......cc.ecieiiecie i 3
1.2.2. LaboratorijSKi UZQOJ.....c.ciuerreeiiiiesiesiesieesieeieseeste e ssae e esessaessaesessaessaenaesnaesseeneas 5
I = To ] [ 1 OSSR 5
1.2.4, PAOGENEZA.....cceiiieieiee ettt ettt b ettt e st e e be e s b e e beeenb e e nbe e e nreeneas 7
1.2.5. A. baumannii — znacajan problem u bolnicama.............cccoovvririniinincieinnee 8
1.2.6. Rezistencija na antibiotike i terapija..........ccoovevieiieerieiesiiese e 10
1.3, ESCNEIICRIA COI .ot 13
1.3.1. Svojstva i KIaSITIKACI]A. .......ccveieiiiiiiice e 13
1.3.2. MOeINT OFQANIZAM.......coiuiiiiiieieeeie ettt sne e 15
1.3.3. LaboratorijSKi UZQO].....c.civeiuieieireeiieaiesieeste e seeste et ste et sre e sneeneaneesne e 16
1.3.4. Patogeni sojevi i rezistencija na antibiotiKe ...........ccccovevieieiinne e, 16
1.4, BAKLEITOTAGE .veveeieeeiete sttt bbbttt b bbb nne 18
1.4.1. Osnovne ¢injenice 1 Klasifikacija...........ccovvveiiiiiiiiiiiie e 18
1.8.2. ZIVOUNE CIKIUS 1ovvvovveveeesceseees s 20
IR T (o] (oo |- USROS 21
1.4.4. Rezistencija bakterija na bakteriofage..........ccoovvieieiiiiiiiiee 22
1.4.5. Tehnike uzgoja i proucavanja bakteriofaga..........cccoovvriiiiiiiiiiicin e, 23
I T o =10 1Y PSS PSRP PRI 23
1.5, Terapija fagiMma .......coveiiiie et ns 26
1.5.1. KaraKteriStiKe I POVIJEST......cceiiiiiiiiiiieiieeee ettt 26
1.5.2. 1zolacija faga U SVINU TEraPIJE......coviiriiiiiiiiiisieie e 28
1.6. Bakteriofagi specifiéni za A. DAUMANNTT........ccoiiiiiiiiiiiie s 29
1.7. Bakteriofagi specifiéni za E. COl......ccooviiiiiiiiiiiiicee e 30
1.8. Centralni uredaj za procis¢avanje otpadnih voda grada Zagreba ............ccccoevveeiiiennnnnn, 30

2. CILT ISTRAZIVANTA ...ttt 31

3. MATERIJALI I METODE ..ottt 32
3.1 MATERIJALL .ottt bbbttt 32
3.2  IMETODE ...ttt bbbkttt 33

3.2.1. Priprema hranjivih medija i pufera za fage .........cccocoovieiiiine i 35
3.2.2. Priprema bakterija dOmacina..........ccooveeiiiiiiiiiiiiiiiiics e 36

3.2.3. Obogacivanje uzorka — umnazanje specifiCnih faga ..........c.cccoooiiiiiniiniiiicnins 37



4.

© N o v

3.2.4. Preliminarno utvrdivanje prisutnosti faga .........c.cccoeveriiiin i 39

3.2.5. Metoda ¢istina i plakova tehnikom nakapavanja............c.ccoceevinninninencncnenn, 39
3.2.6. Metoda plakova u dvOStruKOmM @garu ...........ccoeeeeieienene s 40
3.2.7. Opisivanje plakova i izolacija bakteriofaga iz plaka............cccccoeviiiiiiiiiciicins 41
3.2.8. Procis¢avanje izoliranih bakteriofaga..........ccccoviiiiiiiiiiiiii e 42
3.2.9. Dodatni postupci sa svrhom izolacije faga specifi¢nih za A. baumannii .............. 43
3.2.10. Priprema koncentriranih suspenzija izoliranih bakteriofaga...........cccccooeveninnnnn. 44
3.2.11. Odredivanje titra bakteriofaga u konacnim izolatima .............ccecevvveiiiiiiinniinens 45
3.2.12. Fotografiranje i mjerenje promjera plakova izoliranih faga..........cccccccoveeiiiinnns 46
3.2.13. Elektronska mikroskopija izoliranih faga..........ccccccovviiiiieniiie e 47
REZULTAT L.ttt sttt ettt sttt e et e sbe e eneenas 48
4.1. Rezultati preliminarnif POKUSA...........cooiiiiiiiicie e 48
4.1.1. Utvrdivanje prisutnosti faga specifi¢nih za E. coli i njihova brojnost .................. 48
4.1.2. Utvrdivanje prisutnosti faga specifi¢nih za A. baumanii i njihova brojnost ......... 49
4.2. 1zolacija i pro¢iS¢avanje faga specificnih za E. COli......cccovvviiiiiiiiiiecc e 51
4.3. Izolacija faga specifiénih za A. DAUMANTT ......ccoiiiiiiiiiii 56
4.4. Morfoloske karakteristike plakova faga specifi¢nih za E. COl..........cooovviiiiiiiiiiiien 57
4.5. Zbirni rezultati izolacije bakteriofaga specifi¢nih za vrste E. coli i A. baumanii............ 61
4.6. Titar faga specificnih za E. COlN ......ccviiiiiiiiiic e 62
4.7. Elektronska MiKroSKOPIJA ........cceiviiiiiiiiiiieiee e 63
RASPRAVA ..t bbb bbb Rt bt e bbbt b et enas 66
ZAKLIUCAK ..ottt 81
LITERATURA L. ettt bbbt bbbt bbb nn e 82
ZIVOTOPIS ..ottt 89



1. UvOD

1.1. Bakterijska rezistencija na antibiotike — potreba za novim terapijama

Antibiotike je 1947. godine definirao S. A. Waksman kao kemijske supstance koje proizvode
mikroorganizmi, a 1imaju sposobnost inhibiranja rasta ili uniStenja bakterija 1 drugih
mikroorganizama; danas se antibiotik moZe definirati 1 kao organska kemikalija prirodnog ili
sintetskog podrijetla koja inhibira ili ubija patogene bakterije, ili kao bilo koja antimikrobna tvar, te
se sve tri definicije koriste u literaturi (Mohr 2016). Antibiotici se smatraju najuspjesnijim oblikom
kemijske terapije u povijesti medicine, spasavaju¢i mnogo zivota i doprinose¢i kontroli zaraznih
bolesti koje su dugo bile medu glavnim uzrocima smrtnosti (Aminov 2010). Pridonijeli su
produljenju ocekivanog trajanja zZivotnog vijeka ¢ovjeka, te pomogli u sprje¢avanju i izljecenju
bakterijskih infekcija kod pacijenata koji su podvrgnuti kompleksnim medicinskim pothvatima kao
Sto su suvremeni kirurski zahvati i1 transplantacija organa, kao i kod kroni¢nih bolesnika (Ventola
2015). Sirenje rezistencije na antibiotike stoga predstavlja veliki zdravstveni problem, te je WHO
prozvao antibiotsku rezistenciju jednom od tri najvaznije prijetnje javnom zdravstvu u 21. stoljec¢u
(Munita i Arias 2016). Procijenjeno je da ¢e bakterijska rezistencija na antibiotike do 2050. godine
uzrokovati oko 300 milijuna preranih smrti (Munita i Arias 2016).

Pocetkom moderne ere antibiotika se smatra otkrice penicilina 1928. godine; prvi put je
propisivan za lijeCenje bolesti u 1940-ima, a ve¢ u 1950-ima je rezistencija na ovaj antibiotik
postala znacajan problem. Primijecena je rezistencija na skoro sve proizvedene antibiotike, koja bi
se ponekad pojavila samo nekoliko godina nakon uvodenja novog antibiotika kao terapeutika.
Danas se stanje u podru¢ju istraZivanja novih antibiotika opisuje kao ,,dry pipeline® (,,presuseni
cjevovod®) zbog malog broja novorazvijenih i odobrenih antibiotika, a kao glavni razlozi se navode
ekonomska neisplativost i regulatorne prepreke; takoder postoji svijest da ¢e se naposljetku
najvjerojatnije pojaviti rezistencija i na nove antibiotike (Ventola 2015).

Antibiotici imaju vise razli¢itih mehanizama djelovanja na bakterije, gdje im glavna ,,meta*
djelovanja moze biti: DNA replikacija, transkripcija, translacija, CI-metabolizam, stani¢na
membrana ili biosinteza peptidoglikana (Davies i Davies 2010).

Bakterije su razvile mnogo razli¢itih mehanizama rezistencije, koji su svrstani u nekoliko
glavnih skupina ovisno o biokemijskom putu kojim se postize rezistencija: 1) modifikacija
antimikrobne molekule, 2) sprefavanje antimikrobne tvari u dosezanju ciljnog mjesta unutar
bakterije, tako Sto se spreCava ulazak tvari u bakteriju ili se antibiotik aktivno izbacuje iz bakterijske
stanice, 3) kemijske promjene ciljnog mjesta (,,mete) antibiotika, povecana proizvodnja ,,mete*

antibiotika ili zamjena ciljne molekule drugom molekulom iste funkcije, 4) rezistencija uzrokovana



globalnim adaptivnim promjenama unutar stanice. Rezistencija na neku skupinu antibiotika se moze
postici kroz vise razli¢itih mehanizama, te bakterija moze koristiti vise razli¢itih mehanizama protiv
jednog antibiotika (Munita i Arias 2016).

Rezistencija na antibiotike se moze razviti kao posljedica mutacijskih adaptacija, promjena u
ekspresiji gena, te stjecanja genetickog materijala od drugih bakterija horizontalnim transferom
gena (Munita i Arias 2016). Horizontalni transfer gena (HGT) se moZe posti¢i preko tri razlicita
mehanizma: transformacija kompetentnih bakterija slobodnom DNA, transdukcija posredovana
bakteriofagima, te konjugacija. Svi navedeni mehanizmi HGT-a se s odredenom ucestalo$¢éu
dogadaju u prirodi (Peterson i Kaur 2018). Bakterije su sposobne odrzavati 1 prenositi gene za
rezistenciju u sklopu mobilnih genetickih elemenata: plazmida, transpozona 1 integrona (Sultan i
sur. 2018).

Smatra se da postoji kontinuum gena za rezistenciju kod bakterija koje proizvode antibiotike
(rezistencija na vlastite antibiotike), okolisnih bakterija i patogenih bakterija, te se skup svih gena za
rezistenciju nadenih u mikroorganizmima nazivaju rezistom (Peterson i Kaur 2018). Izvoris$ni geni
okolisnih bakterija ne moraju imati ulogu u antibiotskoj rezistenciji u prirodnom okoliSu, dok
ulaskom u mikrobiom ljudi ili Zivotinja moze do¢i do njihove selekcije antibioticima i Sirenja medu
bakterijama (Aminov 2010). Ljudska populacija je uzrokovala suvremeni problem antibiotske
rezistencije razli¢itim aktivnostima, poput prekomjernog koriStenja antibiotika (pogotovo u
zemljama gdje njihovo koriStenje nije dobro regulirano), pogreSnog propisivanja antibiotika
(propisivanje nepotrebnih antibiotika, terapija pogresnog trajanja), raSirenog koristenja antibiotika u
poljoprivredi, prvenstveno kod prehrambenih zivotinja kao dodatak za rast i preventivu protiv
bolesti (rezistentne vrste bakterija prisutne kod tretiranih Zivotinja se mogu dalje prosiriti na ljude i
okolis)(Ventola 2015). Kanalizacija, postrojenja za obradu otpadnih voda, otpadne vode bolnica,
akvakultura, poljoprivredni otpadi i otpadi klaonica se smatraju ,,vru¢im to¢kama® razmjene
genetskog materijala zbog visoke koncentracije bakterija, plazmida i faga. Utjecaj u takvim
okoliS$ima mogu imati i subinhibitorne koncentracije antibiotika, metala i toksi¢nih tvari koje
stvaraju selektivni pritisak i mogu potaknuti kompetentnost bakterije na transformaciju i aktivaciju
profaga, odnosno potaknuti transdukciju (Peterson i Kaur 2018).

Kad se karakterizira Sira rezistencija bakterija na antibiotike, najvazniji pojmovi su:
visestruko rezistentne (MDR — multidrug-resistant) bakterije, ekstenzivno rezistentne (XDR —
extensively drug-resistant) bakterije, pan-rezistentne (PDR - pandrug-resistant) bakterije
(Magiorakos i sur. 2012), te se ponekad spominju potpuno rezistentni sojevi (fully drug-resistant)
kao ne-istoznacnica sa pan-rezistentnim sojevima (Wang i Qin 2019). U medicinskoj literaturi se
koriste mnoge razli¢ite definicije za MDR, XDR i PDR bakterije, zbog cega se pokusalo razviti

standardizirane internacionalne definicije: viSestruka rezistencija (MDR) se definira kao stecena



neosjetljivost na barem jedan agens iz tri ili viSe kategorija antimikrobiotika, ekstenzivna
rezistentcija (XDR) kao neosjetljivost na barem jedan agens u svim osim dvije (ili manje) kategorije
antimikrobiotika (Sto znaci da su osjetljivi na samo jednu ili dvije kategorije antimikrobiotika), a
pan-rezistencija (PDR) se definira kao neosjetljivost na sve agense u svim kategorijama
antimikrobiotika (Magiorakos i sur. 2012).

Bakterije koje najesCe uzrokuju teze infekcije rezistentnim sojevima nazivaju se
zajednickim imenom (akronimom) ESKAPE bakterije, a to su: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, te Enterobacter spp. (Gordillo Altamirano i Barr 2019).

Sirenjem rezistencije na antibiotike zdravstveno stanje u svijetu se sve vise priblizava tzv.
,,postantibiotskoj eri®, stoga se predlaze poticanje istrazivanja novih antibiotika, kao i istraZivanje
novih, ali 1 napustenih alternativnih terapija, u koje spada terapija fagima (Gordillo Altamirano i

Barr 2019).

1.2. Acinetobacter baumannii
1.2.1. Svojstva i klasifikacija

Bakterija Acinetobacter baumannii je Gram-negativna, striktno aerobna (katalaza-pozitivna i
oksidaza-negativna), nepomi¢na, nefermentirajuca bakterija (Peleg i sur. 2008). Bakterije iz roda
Acinetobacter su S$irine 1,0-1,5 pum i duljine 1,5-2,5 pum (Almasaudi 2018), te su po obliku
kokobacili (Peleg i sur. 2008, Howard i sur. 2012). Bakterije A. baumannii imaju sposobnost
quorum-sensing-a, gdje bakterija moze osjetiti gustocu bakterija u svojoj blizini zbog akumulacije
signalnih molekula, te posljedi¢no specificno reagirati — smatra se da taj fenomen moze kontrolirati
stvaranje biofilma (Dijkshoorn i sur. 2007), koji pomaze prezivljavanju bakterije na zivim i nezivim
povrSinama (Howard 1 sur. 2012, Asif i sur. 2018).

Bakterija ~A. baumannii je klasificirana u koljeno Proteobacteria, razred
Gammaproteobacteria, red Pseudomonadales, porodicu Moraxellaceae, te rod Acinetobacter
(Almasaudi 2018).

Bakterija A. baumannii je po fenotipskim svojstvima tesko razdvojiva od nekoliko vrsta iz
istog roda, ukljucujuci vrstu A. calcoaceticus, stoga se ta skupina bakterija naziva A. calcoaceticus-
A. baumannii kompleks (Dijkshoorn i sur. 2007, Peleg i sur. 2008). U taj kompleks su ranije
svrstavane Cetiri vrste: A. baumannii, A. calcoaceticus, Acinetobacter genomska vrsta 3 i
Acinetobacter genomska vrsta 13TU (Dijkshoorn i sur. 2007, Peleg i sur. 2008, Howard i sur. 2012,
Vijayakumar i sur. 2019). Kasnije je Acinetobacter genomska vrsta 3 preimenovana u Acinetobacter
pittii, Acinetobacter genomska vrsta 13TU preimenovana u Acinetobacter nosocomialis, te su u

skupinu (kompleks) dodane jo$ dvije vrste: Acinetobacter seifertii (prije poznata kao genomska



vrsta bliska 13TU) i Acinetobacter dijkshoorniae, koja je blisko srodna s A. pittii (Vijayakumar i
sur. 2019). Bakterija A. calcoaceticus je okolisna vrsta, ¢esto izolirana iz uzoraka tla i vode, za koju
se smatra da nije nikada izazvala teSke kliniCke bolesti (Peleg i sur. 2008), te ju neki nazivaju
nepatogenom vrstom (Jung i Park 2015, Vijayakumar i sur. 2019), odnosno navode ju kao vrstu koja
je rijetko povezana sa bolesti (Vijayakumar i sur. 2019). Ostale vrste koje se nalaze u ovom
kompleksu (A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A. seifertti i A. dijkshoorniae) su klini¢ki
znaCajne, pogotovo A. baumannii, A. pittii i A. nosocomialis. Bakterija A. baumannii je
najznacajnija vrsta ovog kompleksa, te se smatra da je uzrok 80% oboljelih od infekcije bakterijom
iz tog kompleksa (Vijayakumar i sur. 2019). Posto vrsta A. calcoaceticus nije klinicki znacajna, neki
smatraju da je sam naziv kompleksa zavaravaju¢i ili neprimjeren (Peleg i sur. 2008, Howard i sur.
2012). Zbog poteskoca u razlikovanju vrsta A. baumannii, A. pittii i A. nosocomialis, koje se moze
sa sigurnoS¢u posti¢i jedino molekularnim metodama (Vijayakumar i sur. 2019), infekcije
uzrokovane bilo kojom od navedene tri vrste ¢esto su se dijagnosticirale kao infekcije uzrokovane
bakterijom A. baumannii (Dijkshoorn i sur. 2007), te ih neki iz tog razloga, poput Dijkshoorn i sur.
(2007), nazivaju A. baumannii u Sirem smislu. Danas se isti¢e vaznost to¢ne identifikacije vrste, s
obzirom da ove razliCite vrste imaju razli¢itu epidemiologiju, patogenost i rezistenciju na
antibiotike (Chen i sur. 2014, Vijayakumar i sur. 2019), te vrsta A. baumannii izaziva drugaciju,

Cesto tezu klinicku sliku i pokazuje veéi spektar rezistencije (Chen 1 sur. 2014).

U proslosti je A. baumannii opisana kao organizam koji Zivi u tlu, ali se najvjerojatnije
radilo o pogreSnom zaklju¢ku zbog drugih vrsta ovoga roda koje jesu izolirane iz tla i vode
(Dijkshoorn i sur. 2007), poput okolisne vrste A. calcoaceticus (Peleg i sur. 2008). Smatra se da je
A. baumannii rijetka u okolisu (Dijkshoorn i sur. 2007), ali je vazan uzro¢nik bolnic¢kih infekcija u
svijetu (Wang i Qin 2019). Postoje rijetki sigurni izolati A. baumannii iz okoli$a, poput uzoraka tla
u Hong-Kongu ili uzoraka povréa u Velikoj Britaniji, ali se i dalje smatra da A. baumannii nije
tipi¢ni okoli$ni organizam (Peleg i sur. 2008). Bakterija A. baumannii je prvenstveno povezana sa
zdravstvenim ustanovama (Howard i sur. 2012). Ipak, A. baumannii se moze proSiriti u okoli$ iz
bolnickog okruzenja, te je dokazana prisutnost klinicki vaznih izolata u otpadnim vodama bolnica,
postrojenjima za obradu otpadnih voda, te prirodnom rije¢nom sustavu rijeke Seine u Francuskoj i u
rijeci Savi u Hrvatskoj (Deki¢ i sur. 2018); takoder je izoliran i soj A. baumannii srodan klinickom
izolatu iz kiselog paleosola u Hrvatskoj, te je pretpostavka da je povezan s ilegalnim odlaganjem
krutog otpada (Seruga Music i sur. 2017). Sirenje klini¢ki vaznih sojeva u okoli§ predstavlja
mogucéu opasnost od Sirenja zaraze (Deki¢ i sur. 2018). Bakterije iz roda Acinetobacter su dio
mikrobiote ljudske koze (Peleg i sur. 2008), ali ¢ini se da je vrsta A. baumannii rijetko njen dio

(Peleg i sur. 2008, Howard i sur. 2012). Bakterija A. baumannii je izolirana sa ruku medicinskih



radnika (Dijkshoorn i sur. 2007, Peleg i sur. 2008, Wang i Qin 2019), §to predstavlja moguéi nacin
Sirenja infekcije u bolnicama (Dijkshoorn 1 sur. 2007).

Bakterija A. baumannii je nosokomijalni patogen kojeg karakterizira sve jace Sirenje
visestruke rezistencije na antibiotike (Dijkshoorn i sur. 2007, Peleg i sur. 2008, Howard i sur. 2012,

Garcia-Quintanilla i sur. 2013, Wang i Qin 2019).

1.2.2. Laboratorijski uzgoj

Bakterija A. baumannii se tipi¢no uzgaja na LB-mediju, te se mogu koristiti i mnogi drukg¢iji
hranjivi mediji poput triptiénog sojinog bujona (Jacobs i Zurawski 2014), tripti€énog sojinog agara,
krvnog agara (Peleg i1 sur. 2008), ¢okoladnog agara i1 dr. (Asif i sur. 2018). Razli¢iti sojevi A.
baumannii su sposobni koristiti, osim Secera, i druge razli¢ite ugljikove spojeve kao jedini izvor
ugljika, poput aminokiselina, masnih kiselina i razli¢itih intermedijarnih spojeva Krebsovog
ciklusa. Moze se umnazati u rasponu temperature od 15 °C do 44 °C, te u rasponu pH od 4,0 do 8,0,
iako se neutralni pH smatra najpogodnijim (Jacobs i Zurawski 2014). Dobro se umnaZa na
temperaturi od 37 °C (Peleg 1 sur. 2008), te se ta temperatura koristi u preporu¢enim protokolima
uzgoja ove vrste (Jacobs i Zurawski 2014). Moze prezivjeti na 4 °C, zbog Cega se ploce koje ih
sadrze mogu Cuvati u hladnjaku; pohranjuje se u obliku zamrznute kulture unutar 25-40% glicerola
pri -80 °C (Jacobs i Zurawski 2014). Na LB-agaru stvara bijele, neprozirne, mukoidne kolonije
okruglog oblika (Jacobs i Zurawski 2014), veli¢ine 1,5-3 mm nakon prekono¢ne inkubacije (Peleg i

sur. 2008). Bakterija A. baumannii je patogen biosigurnosne razine 2 (Jacobs i Zurawski 2014).

1.2.3. Bolesti

Patogena bakterija A. baumannii najces¢e uzrokuje bolesti u imunokompromitiranih
pacijenata i pacijenata koji dulje borave u bolnici, pogotovo na odjelu intenzivne njege, gdje Cesto
izaziva bolni¢ke epidemije (Howard i sur. 2012, Almasaudi 2018). Rizi¢nom skupinom se smatraju,
osim imunokompromitiranih i kroni¢no bolesnih pacijenata bolnica, i pacijenti kojima su potrebni
kateteri, uredaji za mehanicko disanje, te ljudi koji su prosli kroz postupak dijalize ili primali
antimikrobnu terapiju unutar zadnjih 90 dana (Howard i sur. 2012). Osim u bolnicama, A.
baumannii je uzro¢nik i epidemija izvan bolnice (tzv. community-acquired), uglavnom u tropskim
krajevima (Dijkshoorn i sur. 2007, Peleg i sur. 2008). Dijelovi tijela koji mogu biti kolonizirani ili
inficirani ovom bakterijom su: diSni putevi, pleuralna tekuc¢ina, krv, urinarni trakt, kirurSke rane,
koza, o¢i i srediS$nji ziv¢ani sustav (Howard i sur. 2012). Infekcija bakterijom A. baumannii moze
uzrokovati pneumoniju steCenu u bolnici (Peleg 1 sur. 2008), infekcije krvotoka, infekcije
(traumatskih) rana, infekcije urinarnog trakta, meningitis, endokarditis, endoftalmitis, keratitis

(Peleg 1 sur. 2008), bronhiolitis i traheobronhitis steCene u zajednici (Asif i sur. 2018), te



pneumoniju steenu u zajednici (engl. community-acquired pneumonia)(Peleg i sur. 2008). Najéesce
bolesti uzrokovane infekcijom A. baumannii su pneumonija povezana s uredajem za mehani¢ko
disanje i infekcija krvotoka (Dijkshoorn i sur. 2007). Pneumonija steCena u bolnici je najcesce
povezana s infekcijom preko uredaja za mehanicko disanje (Dijkshoorn i sur. 2007, Peleg i sur.
2008, Howard i sur. 2012). Infekcije krvi su najée$¢e uzrokovane pneumonijom, urinarnom
infekcijom ili infekcijom rane (Peleg i sur. 2008). Smatra se da pneumonija povezana S
mehanickom ventilacijom 1 infekcije krvotoka imaju veliku stopu smrtnosti, do 52% (Dijkshoorn 1
sur. 2007). Urinarne infekcije su najces¢e uzrokovane infekcijom preko koloniziranog katetera
(Peleg i sur. 2008), te se smatra da uglavnom imaju blazu klinicku sliku (Dijkshoorn i sur. 2007).
Infekcije rana bakterijom A. baumannii su ¢este kod opeklina, te su bile ¢este kod borbenih rana
steCenih u Iraku i Afganistanu (Peleg i sur. 2008), zbog Cega je A. baumannii dobila nadimak
,Iragibacter” (Howard i sur. 2012, Lee i sur. 2017). Smatra se da je do Sirenja bakterija u ratnim
podru¢jima doSlo u poljskim bolnicama i zdravstvenim ustanovama. Nosokomijalno Sirenje
infekcija rana bakterijom A. baumannii znalo se dogadati, osim pri katastrofama uzrokovanim
ljudskim djelovanjem i ratovanjem, i nakon prirodnih katastrofa poput potresa (Dijkshoorn i sur.
2007). Meningitis uzrokovan infekcijom A. baumannii je najées$¢i u pacijenata koji su imali
neurolosku operaciju i imaju ventrikularni dren, te je Cesto uzrokovan bakterijom viSestruko
rezistentnom na antibiotike. Smatra se da bi takav oblik meningitisa mogao imati mortalitet i do
70%, iako je to tesSko odrediti sa sigurnos¢u (Peleg 1 sur. 2008). Endokarditis uzrokovan infekcijom
A. baumannii je rijedak, te je najceS¢e povezan sa umjetnim zaliscima (Peleg i sur. 2008).
Endoftalmitis i keratitis su ponekad povezani s koristenjem leca ili operacijom oka (Peleg i sur.
2008). Bakterija A. baumannii moZe kolonizirati mjesto traheostomije u djece i
imunokompromitiranih odraslih osoba, te dovesti do bronhiolitisa i traheobronhitisa (Asif i sur.
2018). Pneumonija ste¢ena u zajednici se pojavljivala u tropskim podrucjima Azije i Australije,
uglavnom za vrijeme kiSne sezone, i to u ljudi s povijeséu pretjerane konzumacije alkohola (Peleg i
sur. 2008), ili s drugim zdravstvenim stanjima poput puSenja, kroni¢ne obstruktivne pulmonarne
bolesti i dijabetes mellitusa (Dijkshoorn i sur. 2007). Pneumonija steena u zajednici ima veliku
incidenciju razvoja bakteremije, te veliku stopu mortaliteta od 40-64% (Dijkshoorn i sur. 2007).

Tezina oboljenja uzrokovanih infekcijom A. baumannii, prognoza toka bolesti i stopa
smrtnosti diskutabilni su zbog prvotnih bolesti od kojih su pacijenti postali podlozni infekciji ovom
bakterijom i zbog koje ve¢ imaju loSu prognozu, te neki istraziva¢i navode da infekcija nema
velikog utjecaja na povecanje smrtnosti, dok drugi ukazuju na veliko povecanje stope smrtnosti
(Dijkshoorn 1 sur. 2007). Postoji moguc¢nost da je razlika u tezini bolesti zapravo uzrokovana
nerazlikovanjem infekcije A. baumannii od infekcije vrstama A. nosocomialis ili A. pittii, koje
mogu imati blazu klinicku sliku (Chen i sur. 2014, Vijayakumar i sur. 2019).



1.2.4. Patogeneza

Patogenost A. baumannii potjece od razli¢itih faktora koji imaju razli¢ite uloge, kao $to su:
stvaranje biofilma, kolonizacija domacina, prianjanje bakterije uz stanice domacina, uniStavanje
stanica domacina, izbjegavanje imunoloskog odgovora, prezivljavanje u tkivima domacina i dr.
(Lee i sur. 2017). Smatra se da A. baumannii ima relativno malu sposobnost prianjanja uz stanice
domacina u usporedbi sa drugim patogenima (poput Pseudomonas aeruginosa, Neisseria
meningitides, Helicobacter pylori itd.), te da stoga ima manju virulenciju, ali ima dobro razvijenu
sposobnost prianjanja uz plasticne abioticke povrSine (poput intravaskularnih uredaja) zbog
hidrofobne povrsine (Asif'i sur. 2018).

Neki od faktora virulencije identificirani u vrste A. baumannii su: porini (ukljucujuéi
OmpA), pili, kapsularni polisaharidi, lipopolisaharidi (LPS), fosfolipaze, proteaze, vezikule vanjske
membrane (engl. outer membrane vesicles, OMV), sustavi za pribavljanje metala (Zeljeza, cinka i
mangana), sustavi za sekreciju proteina (engl. protein secretion system, I, V i VI), penicilin-
vezujuci protein 7/8 (engl. penicillin-binding protein 7/8 — PBP7/8), B-laktamaza, plazminogen-
vezujuci proteini i dr. U usporedbi s drugim Gram-negativnim bakterijama, identificirano je
relativno malo faktora virulencije kod bakterije A. baumannii (Lee i sur. 2017).

Porini su proteini vanjske membrane, od kojih je u A. baumannii najbrojniji OmpA (Lee i
sur. 2017), za kojeg je dokazno da znacajno pridonosi patogenosti ove bakterije (Howard i sur.
2012). OmpA ima vaznu ulogu u prianjanju i invaziji epitelnih stanica, ima sposobnost indukcije
apoptoze stanica ciljanjem mitohondrija i uzrokovanjem ispusStanja proapoptotskih molekula
(citokroma c 1 faktora indukcije apoptoze), veze se na serumski faktor H, §to mozda omogucéava
izbjegavanje sustava komplementa, potpomaze stvaranje biofilma, regulira biogenezu vezikula
vanjske membrane (OMV), te sudjeluje u otpornosti bakterije na odredene antibiotike. Osim
OmpA, prepoznat je porin s citotoksi¢nim djelovanjem oznake Omp33-36 (Lee i sur. 2017).

Pili omogucavaju prianjanje uz stanice domacina, te imaju ulogu u stvaranju biofilma (Lee i
sur. 2017). Fimbrije takoder imaju ulogu u prianjanju bakterija uz epitelne stanice domacina
(Howard i sur. 2012).

Kapsularni polisaharidi pomazu prezivljavanju bakterije u serumu i mekom tkivu domacina,
povecavaju otpornost bakterije na djelovanje komplementa domacina, imaju ulogu u stvaranju
biofilma, te sudjeluju u antibiotskoj rezistenciji (Lee i sur. 2017). Polisaharidna kapsula bakterije je
glavni faktor u zastiti A. baumannii od fagocitoze imunoloskih stanica domacina (Asif i sur. 2018).
Lipopolisaharid (LPS, u sastavu vanjske membrane bakterijske stijenke) pomaze u prezivljavanju
bakterije unutar domacina, sudjeluje u otpornosti bakterije na serum domacina, pomaze

izbjegavanju imunoloskog sustava domacina (Lee i sur. 2017), te je jak endotoksin (Peleg i sur.
2008).



Fosfolipaze C i D su virulentni faktori A. baumannii koji pomazu prezivljavanje bakterija u
domacinu, sudjeluju u otpornosti na serum domacina, te pomazu invaziju stanica domacina (Lee 1
sur. 2017).

Vezikule vanjske membrane (OMV) su male kuglaste vezikule koje se sastoje od vanjske
membrane, lipopolisaharida, periplazmatskih proteina, fosfolipida, i DNA ili RNA, te mogu
dostaviti virulentne faktore bakterije u stanice domacina bez kontakta. Vezikule vanjske membrane
A. baumannii dokazano dostavljaju OmpA, fosfolipaze i proteaze u stanice domacina, a imaju ulogu
I u horizontalnom prijenosu gena za antibiotsku rezistenciju (Lee i sur. 2017). Vezikule vanjske
membrane poti¢u djelovanje urodenog imunoloSkog odgovora na mjestu infekcije, Sto uzrokuje
oStecenje tkiva (Asif i sur. 2018).

Siderofore, male molekule $to ih izlu€uju bakterijske stanice radi preuzimanja Zeljeza, mogu
imati ulogu u patogenezi. Dokazana je uloga acinetobactina (siderofora vrste A. baumannii) u
prezivljavanju bakterije unutar domacina, a moguce i u ubijanju domacinskih stanica. Sustavi za
pribavljanje cinka i sustavi za pribavljanje mangana omogucavaju prezivljavanje bakterije u
domacinu s obzirom da omogucavaju bakteriji pribavljanje cinka/mangana u uvjetima u kojima je
njihova koncentracija smanjena djelovanjem imunoloskog proteina kalprotektina (Lee i sur. 2017).

Sustavi za sekreciju proteina imaju razlicite uloge: sustav za sekreciju proteina tipa II ima
ulogu u prezivljavanju bakterije, tip V ima ulogu u prianjanju uz stanice domacina i stvaranje
biofilma, dok tip VI vjerojatno ima ulogu u ubijanju konkurentnih bakterija i kolonizaciji domacina
(Lee i sur. 2017).

B-laktamaza ima ulogu u prianjanju uz stanice domacina, dok penicilin-vezujuéi protein 7/8

ima ulogu u prezivljavanju bakterija unutar domacina i otpornosti bakterije na serum (Lee i sur.

2017).

Istrazivanja genoma A. baumannii su pokazala postojanje mnogo otoka patogenosti, te

postoji moguénost da ova bakterija moZze primiti determinante za virulentnost od drugih vrsta (Peleg
i sur. 2008).

1.2.5. A. baumannii — znacajan problem u bolnicama

bolnicama zbog sposobnosti dugog preZivljavanja u bolnickom okruZenju, izazivanja bolnickih
epidemija, te brzog razvoja sve vece antibiotske rezistencije (Peleg 1 sur. 2008). Odjeli intenzivne
njege u bolnicama su mjesta na kojima se lako Sire oportunisticki patogeni (kao Sto su bakterije iz
roda Acinetobacter), koji su ¢esto i viSestruko rezistentni na antibiotike, s obzirom da se tamo

nalaze kriti¢no bolesni i ugrozeni pacijenti podlozni bolestima. Bakterija A. baumannii izaziva



epidemije na takvim odijelima, te na taj nafin povecava smrtnost osjetljivih pacijenata. Osim
epidemija visestruko rezistentnih bakterija unutar bolnica, ponekad se pojavljuju i endemski,
odnosno s konstantnom prisutno$¢u u nekoj bolnici ili na nekom podrucju (Dijkshoorn i sur. 2007).
Bakterija A. baumannii moze lako prezivjeti unutar bolni¢kog okruzenja, s obzirom da je
otporna na isusivanje, dezinficijense i (odredene) antibiotike, moze koristiti razliite supstrate za
rast, te moze stvarati biofilm (Dijkshoorn i sur. 2007). Dokazano je da moze prezivjeti na suhim
povrSinama viSe od 25 dana (Wang 1 Qin 2019). Iako se pravilno koriStenje dezinficijensa pokazalo
ucinkovitim pri uklanjanju ove bakterije, dokazano je da razvodnjavanje dezinficijensa (koriStenje u
koncentraciji manjoj od preporucene), ili nanoSenje dezinficijensa na kra¢e vrijeme od
preporu¢enog (manje od 30 s) nije dovoljno za unistavanje A. baumannii, a postoji mogucnost da je
takva praksa u nekim bolnicama (Peleg i sur. 2008). Ova bakterija pokazuje veliku rezistenciju na
UV-zrake i kemijske dezinficijense (Wang i Qin 2019). Bakterija A. baumanii moze stvarati
biofilmove na razli¢itim abiotickim povrSinama kao §to su endotrahealne cijevi kod mehanicke
ventilacije 1 druga medicinska oprema, ali 1 na bioti¢kim povrSinama poput epitelnih stanica, §to im
omogucava prezivljavanje i umnaZanje u nepovoljnim uvjetima te kolonizaciju pacijenata.
Stvaranje biofilma je kontrolirano razli¢itim faktorima, kao $to su dostupnost hranjivih tvari,
prisutnost pila na bakteriji, utjecaj proteina vanjske membrane, ali i okoli$ni ¢imbenici poput
prisutnosti metalnih kationa. Nakon prianjanja bakterije na povrSinu dolazi do sinteze pila, koji
takoder prionu uz povrsinu i1 potaknu stvaranje mikrokolonije; zatim pili 1 povrSinski proteini zvani
proteini povezani s biofilmom (engl. biofilm-associated protein, BAP) potaknu sazrijevanje
biofilma (Howard i sur. 2012). Bakterije postanu metabolicki inertne u dubljim slojevima biofilma,
zbog Cega su otporne na antibiotike, a 1 antibiotici tesko prodiru kroz biofilm (Asif i sur. 2018).
Smatra se da je bakterija uglavhom unesena u bolnicu preko koloniziranog pacijenta, ili
rjede preko kontaminiranog materijala. Sa zarazenog pacijenta prelazi na druge pacijente 1 okolinu
preko kapljica aerosola (na manje udaljenosti), oljustene koze, sputuma i razlicitih ekskreta
(Dijkshoorn i sur. 2007). Smatra se da se A. baumannii najvise rasprostranjuje unutar bolnice preko
kontaminiranih ruku zdravstvenih zaposlenika, a moguée i zarazenom medicinskom opremom
(Dijkshoorn i sur. 2007), poput cijevi koje se koriste pri mehani¢kom disanju, katetera, intravenskih
cijevi i dr. (Peleg i sur. 2008). Bakterija A. baumannii je pronadena i na zastorima bolnickih kreveta,
bolnickom pokuéstvu, jastucima (Dijkshoorn i sur. 2007), te su mnoga mjesta u bolnickom
okruzenju ocijenjena kao potencijalni izvor zaraze, kao $to su posude za sakupljanje urina, vlazna
krevetnina, ovlazivaci zraka, kompjuterske tipkovnice i dr. (Peleg 1 sur. 2008). Postoje izvjestaji i o
pronalasku A. baumannii u zraku odjela intenzivne njege (Seruga Music i sur. 2017), te je dokazana
mogucénost otpustanja nekih vrsta u zrak prostorije iz pernatih jastuka (Almasaudi 2018). Bakterija

A. baumannii je najcesce izoliran Gram-negativni bacil u medicinskog osoblja i medicinske opreme,



te Cesto pokazuje Siroku rezistenciju na antibiotike (Wang i1 Qin 2019). Kad bakterija prijede na
podloznog domacina, moze kolonizirati njegovu kozu i mukozne povrsine, ili intravenske katetere,
intraureteralne katetere (Dijkshoorn i sur. 2007), ventrikularne katetere (Peleg i sur. 2008) i
endotrahealne cijevi, te uzrokovati infekciju (Dijkshoorn i sur. 2007). Bolnice uglavnhom provode
razli¢ite procedure kako bi zaustavile Sirenje zaraze, Sto moze ukljucivati izolaciju koloniziranog
pacijenta, analizu pacijentove okoline na prisutnost bakterije, provjeru svih pacijenata na prisustvo
zaraze, poboljSanje higijene ruku, dezinfekciju prostora, kohortno njegovanje pacijenata,
ograniCenje pristupa odijelu, pa Cak i zatvaranje odjela dok se ne provede detaljno CiScenje i
dezinfekcija (Dijkshoorn i sur. 2007). U nekim slucajevima je i nakon provodenja bitnih procedura
zaustavljanja i uklanjanja viSestruko rezistentne A. baumannii doslo do nastavka Sirenja zaraze
(Peleg i sur. 2008).

Osim u bolnicama, A. baumannii se pojavljuje i u veterinarskim klinikama kao

nosokomijalni patogen (Seruga Music i sur. 2017).

1.2.6. Rezistencija na antibiotike i terapija

Prije 1970-ih A. baumannii nije pokazivala viSestruku rezistenciju na antibiotike, te su se za
lije¢enje infekcija koristili (uobiCajeni) antibiotici f-laktami, aminoglikozidi i tetraciklini (Jung i
Park 2015). Za vrijeme 1970-ih ova bakterija se smatrala osjetljivom na veéinu antibiotika (Howard
i sur. 2012), ali se od 1970-ih Sire viSestruko rezistentni sojevi unutar bolnica uzrokujuéi epidemije,
a 1 Cini se da su postale ucestalijima i infekcije steCene u zajednici (Dijkshoorn i sur. 2007). Zbog
viSestruke rezistencije na antibiotike u ove bakterije, povecava se incidencija oboljenja iz godine u
godinu (Wang i Qin 2019). Doslo je do globalnog Sirenja viSestruko rezistentnih sojeva A.
baumannii, gdje je broj u¢inkovitih antibiotika znac¢ajno smanjen (Garcia-Quintanilla i sur. 2013).
Nekoliko sojeva pokazuje visoku rezistenciju na ve¢inu dostupnih antibiotika (Lee 1 sur. 2017), te
su otkriveni sojevi koji su rezistentni na prakticki sve postojece antibiotike (Dijkshoorn i sur. 2007).
WHO (World Health Organization) je 2017. godine proglasio sojeve A. baumannii rezistentne na
karbapenem primarnim izvorom zabrinutosti — number one concern (Deki¢ i sur. 2018).
Karbapenem je bio vrlo vazan antibiotik u lijeCenju infekcija uzrokovanih bakterijom A. baumannii
od 1990-ih, ali su u novije vrijeme u nekim podrué¢jima otkriveni veliki udjeli sojeva rezistentnih na
ovu skupinu antibiotika, u nekim drzavama dosezuci ucestalost preko 50% (Asif i sur. 2018). U
Hrvatskoj je ucestalost A. baumannii rezistentne na karbapaneme narasla sa 10% klini¢kih izolata u
2008. godini na 87% klinickih izolata u 2015. godini (Hrenovic i sur. 2017).

Kad se karakterizira Sira rezistencija A. baumannii na antibiotike, koriste se uobicajeni
pojmovi: viSestruka rezistencija (MDR), pan-rezistencija (PDR) (Peleg i sur. 2008, Howard i sur.
2012, Almasaudi 2018, Wang i Qin 2019), ekstenzivna rezistencija (XDR) (Almasaudi 2018), i
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potpuna rezistentcija (Wang i Qin 2019), iako ne uvijek s istim zna¢enjem. Koristi se definicija
MDR A. baumannii kao bakterija rezistentna na najmanje tri kategorije antimikrobiotika
(Almasaudi 2018), ali i druga, specifi¢nija definicija u kojoj se A. baumannii smatra visestruko
rezistentnom (MDR) ako je rezistentna na viSe od dvije od slijede¢ih pet klasa lijekova:
antipseudomonalni  cefalosporini,  antipseudomonalni  karbapenemi,  ampicilin-sulbaktam,
fluorokinolon, i aminoglikozidi (Peleg i sur. 2008, Almasaudi 2018). Neki znanstvenici su pan-
rezistentne (PDR) A. baumannii definirali kao bakterije koje pokazuju rezistenciju na sve
antimikrobiotike prve linije terapije protiv A. baumannii (svi B-laktami ukljucujuci karbapeneme,
fluorokinoloni i aminoglikozidi), ostavljaju¢i moguénost za proSirenje pojma na rezistenciju i na
sve ceSce koristene polimiksine i tigeciklin (Peleg 1 sur. 2008), koji su jedni od novije koristenih
antibiotika protiv Siroko rezistentnih A. baumannii (Garcia-Quintanilla i sur. 2013). Drugi
znanstvenici pan-rezistentne A. baumannii jednostavno definiraju kao bakterije rezistentne na sve
klini¢ki koristene antibiotike (Garcia-Quintanilla i sur. 2013). Ekstenzivno rezistentne (XDR)
bakterije roda Acinetobacter neki znanstvenici definiraju kao MDR bakterije koje su rezistentne na
karbapeneme, a pan-rezistentne (PDR) bakterije ovog roda kao XDR bakterije rezistentne na
polimiksine i tigecikline (Almasaudi 2018).

A. baumannii ima Sirok spektar mehanizama rezistencije na antibiotike, te ima potencijal
brzog prilagodavanja selektivnim pritiscima uzrokovanim antibioticima (Peleg i sur. 2008). Neki od
mehanizama rezistencije na antibiotike u ove vrste su: enzimska razgradnja lijekova, enzimska
modifikacija lijekova, modifikacija mete, efluks pumpe (izbacivanje antibiotika iz bakterije),
defekti u permeabilnosti vanjske membrane (smanjena moguénost unosa antibiotika) i dr. (Lee i sur.
2017).

Rezistencija na B-laktame, koji djeluju na biosintezu peptidoglikana (Davies i Davies 2010),
u ove bakterije najceSCe je postignuta enzimskom razgradnjom [-laktamazama, a moze biti
postignuta i promjenama proteina vanjske membrane, efluks pumpama djelotvornim na vise
lijekova (engl. multidrug efflux pump), te promijenama u ekspresiji ili afinitetu penicilin-vezujuc¢ih
proteina (Peleg i sur. 2008). Vise razli¢itih mehanizama c¢esto djeluju zajedno, tako proizvodeci
odredeni rezistentni fenotip (Peleg i sur. 2008). Posebno je vazna rezistencija na karbapeneme, koji
su P-laktami Sirokog spektra (Dijkshoorn 1 sur. 2007), najceS¢e uzrokovana posebnim -
laktamazama — (OXA) karbapenemazama klase D (Almasaudi 2018). Rezistencija na
aminoglikozide, koji djeluju na translaciju (Davies i Davies 2010), je u ove vrste postignuta
aminoglikozid-modificiraju¢im enzimima — acetiltransferazama, nukleotidiltransferazama i
fosfotransferazama, metilacijom 16S rRNA (Sto postize zastitu mete od djelovanja aminoglikozida),
te efluks pumpama (Peleg i sur. 2008). Rezistencija na tetracikline, koji takoder djeluju na

translaciju (Davies i Davies 2010), i njihove derivate glicilcikline, se postize preko djelovanja
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efluks-pumpi (specifi¢nih ili djelotvornih na vise lijekova), te zastitom ribosoma (Peleg i sur. 2008).
Rezistencija na kvinolone, koji djeluju na replikaciju DNA (Davies i Davies 2010), je postignuta
mutacijama (za DNA girazu i topoizomerazu 1V) koje mijenjaju mjesto vezanja na metu, te preko
djelovanja efluks-pumpi (Peleg i sur. 2008). Mehanizmi rezistencije na polimiksine, lipopeptidne
kationske antibiotike koji djeluju na staniénu membranu bakterije i uzrokuju istjecanje sadrzaja
bakterijske stanice (Wang 1 Qin 2019), se navode kao joS uvijek nerazjasnjeni (Almasaudi 2018), ali
je pokazano da moze biti uzrokovana potpunim gubitkom lipopopisaharida (Wang i Qin 2019).

Poznato je da i neki virulentni faktori imaju ulogu u rezistenciji na antibiotike, poput OmpA,
koji ima sposobnost izbacivanja odredenih antibiotika iz periplazmatskog prostora tako
nadopunjujuci rad efluks pumpi unutarnje membrane, ili kapsularnih polisaharida, koji povecavaju
otpornost na peptidne antibiotike (Lee i sur. 2017).

Sto se ti¢e genetike mehanizama rezistencije, A. baumannii ima sposobnost uzrokovati up-
regulaciju postoje¢ih unutarnjih mehanizama rezistencije, ali i primiti Strane determinante za
rezistenciju (Dijkshoorn i sur. 2007, Peleg i sur. 2008). Rezistencija na odredene antibiotike
(fluorokvinolone) moze biti uzrokovana tockastim mutacijama. Neki geni za rezistenciju se nalaze
na bakterijskom kromosomu, te mogu biti pojacano eksprimirani (up-regulirani) nakon uzvodne
insercije posebne sekvence koja sluzi kao dobar promotor. Odredeni geni za rezistenciju, poput
inaktiviraju¢ih enzima i specificnih efluks-pumpi, su povezani s transpozonima, integronima i
plazmidima, te su najvjerojatnije steCeni horizontalnim prijenosom. Pronadena je i posebna genska
struktura u genomu (MDR soja) A. baumannii prozvana otokom rezistencije, koja bi mogla biti
,vruéa tocka” kod stjecanja gena za rezistenciju horizontalnim prijenosom gena (Dijkshoorn i sur.
2007). Bakterija A. baumannii je prirodno kompetentna primati egzogenu DNA, a dokazano je i da
krvni protein albumin mozZe pojacati to svojstvo (Lee 1 sur. 2017). Znacajan broj gena koji kodiraju
rezistenciju na antibiotike, teSke metale 1 antiseptike najvjerojatnije potjeCu od drugih patogenih

bakterija, poput Pseudomonas spp., Salmonella spp., i E. coli (Peleg i sur. 2008).

LijecCenje infekcija uzrokovanih bakterijom A. baumannii je oteZzano zbog sve veceg Sirenja
viSestruke rezistencije na razliite skupine antibiotika, Sto je joS viSe otezano Cinjenicom da se
unutar ove vrste razvila rezistencija na sve klinicki koristene antibiotike (Dijkshoorn i sur. 2007,
Peleg i sur. 2008, Garcia-Quintanilla i sur. 2013). Zbog toga je vazno provodenje testiranja
osjetljivosti ove bakterije na antibiotike, ali to moze odgoditi pocetak lijeCenja (Howard i sur.
2012). Karbapenemi su bili smatrani najboljim izborom za lije¢enje, ali Sirenje rezistentnih sojeva
smanjuje uspjeSnost takvog lijeCenja, kao 1 Sto koriStenje antibiotika moze potaknuti Sirenje
rezistencije (Peleg i sur. 2008). Kao mogu¢i tretmani se jo§ navode antibiotici polimiksini (koji

pokazuju nefrotoksic¢nost) i tigeciklini (Dijkshoorn i sur. 2007), ali su poznati slucajevi infekcija u
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kojima je bakterija bila otporna i na njihovo djelovanje (Garcia-Quintanilla i sur. 2013). Kao
mogucénost se nudi sulbaktam, koji je inhibitor B-laktamaza (Dijkshoorn i sur. 2007, Peleg i sur.
2008, Almasaudi 2018), ponekad u kombinaciji s drugim antibiotikom (Asif i sur. 2018), te
op¢enito antimikrobioti¢ka kombinacijska terapija (Dijkshoorn i sur. 2007). Sve se viSe istice
potreba za razvojem novih alternativnih tretmana (Dijkshoorn i sur. 2007, Howard i sur. 2012,
Garcia-Quintanilla i sur. 2013), kao $to su fotodinamicka terapija, terapija nanoCesticama i
dusikovim spojevima (Howard i sur. 2012, Garcia-Quintanilla i sur. 2013), radioimunoterapija,
terapija transfera baktericidnih gena vektorom (Howard i sur. 2012), terapija kelacijom zeljeza i
terapija galijem, antimikrobni peptidi, profilakti¢na i pasivna cjepiva (Garcia-Quintanilla i sur.
2013), te terapija fagima (Howard i sur. 2012, Garcia-Quintanilla i sur. 2013, Lee i sur. 2017, Asif i
sur. 2018).

1.3. Escherichia coli
1.3.1. Svojstva i klasifikacija

Bakterija Escherichia coli je Gram-negativna, fakultativno anaerobna (katalaza-pozitivna i
oksidaza-negativna), uglavnom pokretna bakterija, koja je sposobna (veina sojeva) fermentirati
laktozu (Percival i Williams 2014), te koja ne stvara spore (Schaechter 2009). Uobicajeno je
Stapicastog oblika s oblim rubovima (bacil), iako oblik moze varirati izmedu okruglastog i1 vrlo
izduljenog (Percival i Williams 2014). Bakterija E. coli je Sirine 0,35 pm i duljine 1 um s
mogucnos¢u velikih varijacija u veli¢ini ovisno o soju i uvjetima (Blount 2015), odnosno, po
drugom navodu, $irine 1,1-1,5 pum i duljine 2,0-6,0 um (Percival i Williams 2014). Pokretnost
potjeCe od peritrihno rasprostranjenih biceva (Percival 1 Williams 2014) uobicajene veli¢ine 5-10
pm, kojih je najces¢e 5-10 po stanici (Schaechter 2009). Vrsta E. coli posjeduje fimbrije ili pile
razli¢itih struktura i1 antigenskih svojstava (Percival i Williams 2014), koji se mogu podijeliti na
uobicajene fimbrije (uobicajeno 100-1000 po stanici) i konjugativne fimbrije/pile (Schaechter
2009). Odredeni sojevi mogu izmjenjivati stanje ekspresije fimbrija i stanje bez fimbrija
(Schaechter 2009). Mnoge stanice E. coli imaju kapsulu ili mikrokapsulu gradenu od kiselih
polisaharida, a postoje 1 mukoidni sojevi koji proizvode izvanstani¢nu polisaharidnu sluz razlicite
grade i antigenosti (Percival i Williams 2014).

Bakterija E. coli je klasificirana u koljeno Proteobacteria, razred Gammaproteobacteria, red
Enterobacteriales, porodicu Enterobacteriaceae, te rod Escherichia, u kojeg je uvrSteno sveukupno
pet razlicitih vrsta (Liu 2019).

Bakterija E. coli pokazuje veliku genetsku raznolikost izmedu razli¢itih sojeva, te
posljedi¢no 1 fenotipsku raznolikost. Pangenom ove bakterije (set svih gena nadenih u svim

sojevima vrste) sadrzi vise od 16000 gena, od kojih je samo 20% srznih gena vrste. Ostatak ¢ini
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fleksibilni genom koji sadrzi pomocéne gene, profage i transpozone. Te gene soj moZe steci
horizontalnim genetickim transferom. Fleksibilni genom moze pomo¢i u prilagodenosti soja
odredenoj nisi, povecati metaboli¢ku fleksibilnost, ali i utjecati na patogenost (Blount 2015).

Sojevi E. coli se uglavnom definiraju prema njihovom antigenskom sastavu (Schaechter
2009). Neki od antigena koji se koriste u tu svrhu su lipopolisaharidni antigeni — O antigeni,
kapsularni antigeni — K antigeni, flagelarni proteini — H antigeni, fimbrijski proteini — F antigeni
(Schaechter 2009), kiseli polisaharidi (od kolanske kiseline) mukoidnih sojeva — M antigeni
(Percival i Williams 2014).

Vrsta E. coli se uglavnom nalazi u donjem crijevnom traktu toplokrvnih Zivotinja, od kuda
se putem fecesa otpusta u okoli§ (Jang 1 sur. 2017), stoga se smatra bakterijom fekalnog podrijetla
(Percival i Williams 2014). Bakterija E. coli je uglavnhom sastavni dio probavnog mikrobioma
sisavaca, te je ponekad nadena kao dio probavne mikrobiote ptica, gmazova i riba. Bakterija E. coli
je najcesca aerobna bakterija u donjem dijelu probavnog sustava, ali ¢ini samo 0,1-5% mikrobne
zajednice, ¢iju vecinu ¢ine obligatni anaerobi (poput vrsta iz bakterijskih skupina Bacteroides i
Firmicutes), s obzirom da je donji dio probavnog sustava anoksi¢an okolis. U probavnom sustavu
Covjeka E. coli stvara kompleksne interakcije s ostalim bakterijama mikrobioma, s viromom
domacina, kao i sa samim domac¢inom (Blount 2015). Bakterija E. coli kolonizira, osim debelog
crijeva, 1 ileum (zavr$ni dio tankog crijeva), u kojem stvara prolazne populacije koje brzo bivaju
pogurane u pocetak debelog crijeva (Schaechter 2009). U ljudskom probavnom sustavu se nalaze
stalni i prolazni sojevi E. coli koji ovise o domac¢inovoj prehrani, zdravstvenom stanju i konzumaciji
antibiotika. Unutar donjeg dijela probavnog sustava E. coli zivi u tankom sloju mukusa formirajuci
kompleksne biofilmove sastavljene od vise vrsta bakterija. Domacin i E. coli su u mutualistickom
odnosu u kojem domacin pruza temperaturno pogodan okoli$ 1 nutrijente, dok bakterija proizvodi
domacinu potrebne vitamine K i B12, te kompetitira s patogenim vrstama unutar probavnog sustava
domacina (Blount 2015). Do kolonizacije domacina dolazi za vrijeme njegovog radanja izlaganjem
fekalnoj tvari majke ili naknadnim rukovanjem novorodencetom. Kolonizirajuéi sojevi posjeduju
sekretorne sustave i pile kojima se pricvrste na epitelne stanice probavnog sustava novog domacina,
formiraju rastu¢u populaciju, te uzrokuju strukturne i funkcionalne promjene epitelnih stanica koje
su vazne za formiranje zdravog mikrobioma (Blount 2015). Koncentracija E. coli po gramu fecesa
ovisi 0 domacinovoj vrsti, te je u domaéih Zivotinja u rasponu 10*-10° bakterija po gramu fecesa, a
u ljudi uobicajeno 10’-10° bakterija po gramu fecesa (Jang i sur. 2017). PoSto se mukus probavnog
sustava konstantno ljusti i izbacuje unutar fecesa, populacija E. coli koja se nalazi u njemu se

zajedno izlucuje u okolis§ (Blount 2015).
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U proslosti se smatralo da E. coli ne moze dugo prezivjeti izvan tijela domacina, odnosno da
se ne moze razmnozavati u vanjskom okolisu, ali je u novije vrijeme dokazano da ova bakterija
moze prezivjeti dugo vremena izvan tijela domacina i razmnozavati se u tlu, sedimentu i pijesku
tropskih, sutropskih i umjerenih klima, te postati dio autohtone mikrobiote tih podrué¢ja (Jang i sur.
2017), kao i dio nekih vodenih mikrobnih zajednica poput onih povezanih s biljkama (Blount
2015). Zbog prijelaza iz mukusa domacina u vanjski okoli$, Zivotni ciklus E. coli se moze opisati
kao bifazi¢an (Blount 2015). Uspjesnost prezivljavanja i umnazanja E. coli u vanjskom okolisu
ovisi 0 abiotickim faktorima poput temperature, pH, sunceve radijacije i dostupnosti nutrijenata, te
o biotickim faktorima poput kompeticije s drugim mikroorganizmima i mogucnosti stvaranja
biofimova (Jang i sur. 2017). Postoji mogucnost da perzistentne varijante E. coli unutar populacije,
koje su u dormantnom stanju i1 metabolicki neaktivne kao posljedica aktivacije redundantnih
metaboli¢kih puteva poput stresnog odgovora, imaju vaznu ulogu u prezivljavanju E. coli u
nepovoljnim okoliSnim uvjetima. Smatra se da izdrzljivost, metabolicka fleksibilnost i sposobnost
koriStenja razli¢itih nutrijenata u ove vrste, zbog kojih je odlican modelni organizam, omogucuju
bakteriji prezivljavanje nepogodnih okolisnih uvjeta do pronalaska novog domacina. Odredene
domacina (Blount 2015). Potencijalno patogeni sojevi takoder mogu prezivjeti u okolisu, kao sto je
povrsina razli¢itog lisnatog zelenog povréa (Jang i sur. 2017). Zbog intestinalnog podrijetla ove
bakterije, E. coli se koristi kao vazan indikator fekalnog zagadenja vodenih okolisa (Percival i

Williams 2014).

1.3.2. Modelni organizam

Bakteriju E. coli je 1884. godine otkrio mikrobiolog Theodor Escherich, dok je proucavao
mikrobe djecjeg probavnog sustava. Zbog svojstva brzog rasta, nepatogenosti, prilagodljivosti 1
izdrZljivosti, te opcenito jednostavnosti rukovanja, kao i ¢injenice da se lako moze izolirati iz ljudi s
kojima je simbiotskom odnosu, E. coli je u 20. stoljecu postala modelnim organizmom u mnogim
bioloskim podru¢jima istrazivanja. Bakterija E. coli je modelni organizam u podruéju
mikrobiologije, te su na njoj provedena vazna istraZivanja o bakterijskoj fiziologiji i genetici. Uz
pomo¢ ove bakterije su postignuta mnoga otkri¢a o bakteriofagima, kao §to je Zivotni ciklus litickih
I lizogenih faga. Kao modelni organizam u podruc¢ju molekularne biologije, posluzila je za
razrjeSenje prirode genetickog koda, DNA-replikacije, transkripcije, translacije, genske regulacije,
te strukture i funkcije ATP-sintetaze. Prou¢avanjem E. coli su otkriveni i restrikcijski enzimi. Ova
bakterija je postala vrlo vazan organizam u podruc¢ju genskog inzenjerstva, posluzivsi razvijanju
mnogih tehnika i tehnologija tog podru¢ja, kao Sto su molekularno kloniranje i tehnologija

rekombinantne DNA. Vazna je i u podrucju biotehnoloSke industrije, te se koristi u proizvodnji
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bioloskih goriva i industrijskih kemikalija. Vazna je u podru¢ju farmaceutske proizvodnje, sluzeci
za sintezu rekombinantnih proteina koji se koriste u terapijama, poput inzulina, ljudskog hormona
rasta, eritropoetina, ljudskih faktora zgruSavanja i dr. Ova bakterija je vazan modelni organizam i u
podrucju eksperimentalne evolucije, te je na njoj dokazana nasumic¢na priroda mutacija. Bakterija E.

coli se navodi kao najvazniji modelni organizam u biologiji (Blount 2015).

1.3.3. Laboratorijski uzgoj

Bakterija E. coli je kemoheterotrof, te moze koristiti razli¢ite Secere i aminokiseline za rast i
umnazanje. U slucaju samo jednog ugljikovog izvora, kolonija nabolje raste ukoliko je taj izvor
glukoza. NajbrZe raste u hranjivim medijima bogatim nutrijentima (Schaechter 2009). Smatra se da
je sposobnost E. coli da koristi razli¢ite izvore nutrijenata posljedica kompeticije s drugim
bakterijama koje su dio mikrobiote domaéina, a mozda i Zivota izvan domaéina na razli¢itim
supstratima. Ova bakterija ima sposobnost metabolizma laktoze, s obzirom da je prirodno dio
mikrobiote sisavaca (Blount 2015). Bakterija E. coli ima sposobnost iskoriStavanja respiratornih i
fermentativnih metabolickih puteva (Schaechter 2009). Tipi¢ni laboratorijski sojevi rastu na
velikom broju razli¢itih tekuéih i ¢vrstih hranjivih medija u aerobnim ili anaerobnim uvjetima, iako
se umnazaju puno brze kad je kisik prisutan (Tuttle i sur. 2021). Najbolje se umnaza pri 37 °C
(Tuttle 1 sur. 2021), ali se moZe umnazati i u temperaturnom rasponu od 8 °C do 48 °C, ovisno o
soju i hranjivom mediju (Schaechter 2009). Moze se umnazati u pH rasponu od 6,0 do 8,0, s
manjom sposobnoscu kad je pH vrijednost do jednu pH jedinicu iznad ili ispod navedenog raspona
(Schaechter 2009), ali se za laboratorijski uzgoj najcesée koristi pH vrijednosti 7 (Tuttle i sur.
2021). U pogodnim uvjetima temperature, pH, kisika i bogatog tekuceg hranjivog medija (poput
LB-bujona), E. coli se umnaza brzinom vremena udvostru¢enja od ~20 min. MoZe preZivjeti na
temperaturi od -4 °C na krutom mediju kroz dulje vremenske periode (do 3 mjeseca). Dugoro¢no se
pohranjuje pri -80 °C u 30%-tnom glicerolu. Tipi¢ni laboratorijski sojevi smatraju se nepatogenim

mikroorganizmima. Vecéina sojeva su mikroorganizmi biosigurnosne razine 2 (Tuttle i sur. 2021).

1.3.4. Patogeni sojevi i rezistencija na antibiotike

Razliciti sojevi E. coli mogu uzrokovati razliita oboljenja, te je ova bakterija jedan od
glavnih uzro¢nika bolesti povezanih s proljevom, peritonitisa, kolitisa, infekcija urinarnog trakta,
bakteremija i dojenacke smrtnosti (Blount 2015). Najcesce infekcije uzrokovane ovom bakterijom
su infekcije intestinalnog sustava ili urinarnog trakta (Schaechter 2009). Smatra se da svake godine
umre oko 2 milijuna ljudi od bolesti uzrokovanih infekcijom E. coli (Blount 2015). Neke zaraze
mogu biti uzrokovane uobi¢ajeno neopasnim ili korisnim sojevima kad prijedu u dijelove tijela

izvan probavnog sustava ili u ve¢ bolesne domacine, tako uzrokujuéi oportunisticke infekcije. Osim
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uobicajenih simbiotskih sojeva, postoje 1 patogeni sojevi koji posjeduju faktore virulencije.
Patogeni sojevi su podijeljeni na patotipove, ovisno o mjestu 1 nacinu uzrokovanja oboljenja
(Blount 2015). Postoji sedam enterickih patotipova E. coli: enteropatogena E. coli (EPEC),
eneterohemoragi¢na E. coli (EHEC), enterotoksi¢na E. coli (ETEC), enteroagregativna E. coli
(EAEC), difuzno adherentna E. coli (DAEC), enteroinvazivna E. coli (EIEC) i adherentno
invazivna E. coli (AIEC), te tri ekstraintestinalna patotipa E. coli: uropatogena E. coli (UPEC), E.
coli koja uzrokuje neonatalni meningitis (NMEC), te pti¢ja patogena E. coli (APEC) (Allocati i sur.
2013). EPEC uzrokuje teski proljev u male djece i vodenast proljev u odraslih popraceno s
povra¢anjem i abdominalnim bolovima (Percival i Williams 2014), EHEC uzrokuje hemoragicni
kolitis s krvavim proljevom, ETEC uzrokuje putnicki proljev, EAEC uzrokuje proljev u djece,
DAEC uzrokuje akutni proljev u djece i ponavljajucu infekciju urinarnog trakta, EIEC uzrokuje
bolesti slicne Sigelozi s vodenastim proljevom i dizenterijom, dok je AIEC povezana s Chronovom
bolesti, uzrokujuéi ustrajnu intestinalnu upalu (Allocati i sur. 2013). UPEC uzrokuje infekcije
urinarnog trakta (cistitis, pijelonefritis) i sistemske infekcije, dok NMEC uzrokuje neonatalni
meningitis. APEC uzrokuje ekstraintestinalne bolesti u razli¢itih vrsta ptica, te postoji moguénost da
mogu uzrokovati bolesti koje se prenose hranom, ali sposobnost da uzrokuje bolest u ljudi nije
dokazana (Allocati i sur. 2013). Morbiditet i mortalitet infekcije ovom bakterijom ovisi 0 soju i
domacinu, te je veca vjerojatnost tezih oboljenja i smrtnih ishoda u zemljama u razvoju gdje se
bolesti povezane s proljevom lakse prenose (Percival i Williams 2014).

Posto E. coli uglavnom Zivi u probavnom sustavu toplokrvnih zivotinja, ¢esto dolazi u dodir
s antibioticima koje konzumiraju domacini. Antibiotici na taj nacin stvaraju konstantan selektivni
pritisak unutar probavnog sustava domacina, te postoje sojevi rezistentni na njih. Smatra se da
bakterije mogu steci gene za rezistenciju i u razli¢itim okoli§ima poput voda, tla i postrojenja za
obradu otpadnih voda (Jang i sur. 2017). Zbog tretiranja zivotinja antibioticima, MDR sojevi se
mogu pronadi u izolatima iz zivotinja i prehrambenih proizvoda, Sto predstavlja zdravstveni rizik za
ljude (Allocati i sur. 2013). U okolisu je otkrivena visestruko rezistentna E. coli koja predstavlja
zdravstveni rizik (Jang i sur. 2017), te se smatra da su otpadne vode bolnica jedan od izvora MDR
E. coli (Allocati i sur. 2013). ViSestruka rezistencija je sve ¢eS¢a u Europi, te su u Hrvatskoj nadeni
sojevi rezistentni na cefalosporine, fluorokvinolone i aminoglikozide, kao i MDR sojevi (Allocati i
sur. 2013). Mehanizmi rezistencije na antibiotike kod ove vrste su raznoliki, kao $to su enzimatska
inaktivacija (B-laktamaze, karbapenemaze, rezistencija na aminoglikozide), promjene u meti
antibiotika (rezistencija na fluorokvinolone i aminoglikozide), smanjen unos antibiotika, te efluks-
pumpe. Jedna od predlozenih alternativnih terapija infekcija uzrokovanih rezistentnom E. coli je
terapija fagima, a fagi se mogu koristiti i u prehrambenoj industriji za spreCavanje kontaminacije

bakterijama (Allocati i sur. 2013).
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1.4. Bakteriofagi
1.4.1. Osnovne ¢injenice 1 klasifikacija

Bakteriofagi su virusi koji inficiraju bakterije (Moineau 2013). Otkrili su ih nezavisno
Frederick Twort 1915. godine 1 Félix d’Hérelle 1917. godine, koji ih je i prozvao bakteriofagi, §to
znadi ,izjelica bakterija” (Salmond 1 Fineran 2015). Gradeni su od nasljednog materijala, koji
moze biti dvostruka ili jednostruka DNA ili RNA, unutar proteinskog omotaca, a virusne Cestice
mogu biti razli¢itih oblika. Neki posjeduju i unutarnju ili vanjsku lipidnu membranu. Poznat je i
fag (jedini ¢lan porodice Plasmaviridae) koji nema proteinski omotac, ve¢ dsDNA pakiranu u
proteinsko-lipidnu membranu (Dion i sur. 2020). Veli¢ina bakteriofaga se mjeri u nanometarskoj
skali (Moineau 2013).

Najranija istrazivanja bakteriofaga su se fokusirala na koriStenje faga u terapeutske svrhe,
Sto je kasnije zapuSteno otkriCem i Sirenjem antibiotika, te ponovno istrazivano Sirenjem
antibiotske rezistencije. Eksperimentiranjem s bakteriofagima je dokazano da su geni sastavljeni
od DNA, dokazano je cCitanje genetickog koda u tripletima, postignuta su vazna otkrica u
podrucju genske regulacije, te je dokazano da mutacije nastaju bez selekcije. Istrazivanja na
fagima su rezultirala otkricem mnogih alata u molekularnoj biologiji, genetickom inzenjerstvu i
biotehnologiji, kao §to su restrikcijski enzimi i CRISPR-Cas sustav. Neki alati molekularne
biologije su podrijetlom iz faga, kao §to su T4 DNA ligaza, fag A kao vektor za kloniranje i
kozmidi, te T7 DNA polimeraza. Genomi faga su prvi sekvencirani genomi — sSRNA genom faga
M2, ssDNA genom faga ®X174, te dsSDNA genom faga A (Salmond i Fineran 2015). Bakteriofagi
se proucavanju za koriStenje u medicini 1 biotehnologiji kao terapeutici, prijenosnici DNA i
proteina u svrhu cijepljenja, kao dijagnosticki alat, biokontrolni agens protiv problemati¢nih
bakterija u agrikulturi i industriji i dr. (Haq i sur. 2012).

Tradicionalno su bakteriofagi klasificirani prema tipu genoma, morfologiji i specifi¢nosti
prema domacinu, ali se danas takva podjela revidira prema rezultatima genomskih istrazivanja
(Dion i sur. 2020). Vec¢ina klasificiranih faga spada u red Caudovirales, koje karakterizira
poliedricna glava s repom 1 dsDNA kao nasljedni materijal. Spomenuti red se ranije dijelio na tri
porodice: Siphoviridae, koje karakterizira izduZen ne-kontraktilni rep, Myoviridae, koji posjeduju
kontraktilne repove, te Podoviridae koji imaju kratke ne-kontraktilne repove (Moineau 2013,
Dion i sur. 2020). Naknadno su u red dodane dvije porodice kao zasebne skupine od porodice
Myoviridae: Ackermannviridae, koje karakterizira morfologija slicna Myoviridae s repnim
Siljcima na bazi repa, te Herelleviridae, morfologije jednake kao i Myoviridae (Dion i sur. 2020).

Danas se u ovom redu nalazi 14 porodica i jedna vrsta neodredene porodice (talk.ictvonline.org/).

Otkriva se sve vise DNA virusa morfologije bez repa, te postoji moguc¢nost da prevladavaju u

odredenim biomima (Dion i sur. 2020). Osnovna morfologija faga se moze vidjeti na Slici 1.
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Razli¢iti bakteriofagi pokazuju velike razlike u genomu, te ne postoji niti jedan gen ili
protein koji se nalazi u genomu svih faga. Usprkos tome, pronaden je ogranicen broj virionskih
struktura, odnosno proteinskih struktura koje ne pokazuju homologiju niti u aminokiselinskom
slijedu, niti u genima koji ih kodiraju (Dion i sur. 2020).

Bakteriofagi pokazuju mozaicizam genoma, odnosno posjeduju gene i genske blokove
koji evolucijski potjecu od razli¢itih izvora. Mozaicizam genoma je posljedica horizontalnog
prijenosa gena izmedu razliitih bakteriofaga, koji se postize razliitim oblicima genske
rekombinacije izmedu dva faga koji ko-inficiraju istu bakterijsku stanicu. Fagi kodiraju
rekombinaze, enzime koji kataliziraju prijenos njihovih gena i specificne rekombinacije.
Umyjereni fagi, koji se mogu integrirani u genom domacina, pokazuju veci stupanj mozaicizma, te
se smatra da Cesto djeluju kao posrednici u razmjeni genskog materijala. Genske domene za
proteine koji se vezu na receptore (engl. receptor binding proteins, RBP) su jedne od genskih
struktura koje se mogu razmjenjivati izmedu faga, §to moze uzrokovati promjenu specificnosti za

domacina (Dion i sur. 2020).

dsDNA
Fagi s repom Tectivirus
[ Myovirus Podovirus Siphovirusl corticlovirus
(T4) (T7) (A)

(PRD1, PM2)

kapsida

ovratnik
rep ————

repne niti
bazalna ploc¢a Plasmavirus
(L2)
ﬂ;a;a‘b\
[ RPN o?
/;:5
Membrana
ssDNA dsRNA ssRNA
Microvirus Inovirus Cystovirus Levivirus
OX174 (M13) (phi6) (MS2)

¢ 7 a

Slika 1: Osnovne morfologije faga. Naznaceni su nazivi rodova i primjerak vrste iz tog
roda. Na primjeru Myovirusa su naznaéeni osnovni dijelovi viriona. Preuzeto iz Ofir i
Sorek (2018) i prilagodeno (prevedeno).
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1.4.2. Zivotni ciklus

Bakteriofagi imaju nekoliko razli¢itih Zivotnih ciklusa: liticki, lizogeni, te slabije prouceni
pseudolizogeni i stanje nositelja (Diaz-Mufioz i Koskella 2014).

Bakteriofag zapocCinje ciklus interakcijom s receptorom na bakteriji i adsorpcijom, nakon
cega slijedi unos genskog materijala u stanicu injektiranjem ili mehanizmom nalik endocitozi.
Ukoliko je fag liticki, bakterijska stanica proizvodi proteine kodirane virusnim genomom,
replicira virusni genom, nakon ¢ega dolazi do sastavljanja faga, lize stanice litickim ezimima 1i
otpustanja novih viriona (Diaz-Mufioz i Koskella 2014). Fagi koji imaju isklju¢ivo liticki ciklus
se jo§ nazivaju virulentnim fagima. Umjereni fagi mogu uci u liticki ili lizogeni ciklus. Lizogeni
ciklus znaci ulazak faga u stabilno stanje s bakterijom domac¢inom u obliku koji se naziva profag,
pri ¢emu se nasljedni materijal faga integrira u kromosom bakterije ili se u njoj nalazi u obliku
plazmida, te se replicira zajedno s bakterijskom DNA. Profagi mogu uci u liticki cilus koji
rezultira proizvodnjom novih viriona, a taj prijelaz moZe biti induciran stresom (Salmond i
Fineran 2015). Pseudolizogen je fenomen koji se dogada samo kada je bakterija u stanju
gladovanja, a oznaCava stanje kada fag ude u stanicu domacina ali ne ulazi u liti¢ki ili lizogeni
ciklus. Nakon sto bakterija ude u povoljnije uvjete s dovoljno nutrijenata, bakteriofag nastavlja s
normalnim ciklusom. Nije sasvim utvrdeno radi li se o zasebnom ciklusu ili o jednostavnom
zaustavljanju litickog/lizogenog ciklusa (Diaz-Mufioz i Koskella 2014). Stanje nositelja (engl.
carrier state) je posebno stanje faga u kojem stvara kroni¢nu infekciju bakterije bez integracije u
genom, neovisno o dostupnosti nutrijenata potrebnih bakteriji. Fagi neprestano ,,pupaju” iz
bakterije bez njene lize, ili se asimetri¢no dijele na stanice kceri. Takvo stanje moze usporiti
bakterijsko umnazanje (Diaz-Mufioz i Koskella 2014).

Adsorpcija, odnosno receptori na koje se bakteriofagi vezu, odreduje specificnost faga za
domacina (Rakhuba i sur. 2010). Odredeni fagi su uskog raspona specificnosti za domacina 1
mogu inficirati samo nekoliko sojeva iste vrste, neki mogu inficirati veliki broj sojeva iste vrste, a
rijetki imaju polivalentan raspon specificnosti za domacina i mogu inficirati vise od jedne vrste
(Hyman 2019). Adsorpcija ovisi o nasumi¢nim sudarima bakteriofaga i receptora na bakterijama,
a njena brzina ovisi o specificnom fagu 1 domacinu, njihovoj koncentraciji, fizioloSkom stanju
domacina, kao i o temperaturi, pH i prisutnosti odredenih supstanci i iona. Receptori se mogu
nalaziti na stani¢noj stijenci bakterije, kapsuli, pilima i bi¢evima. Receptori lokalizirani na
stani¢noj stijenci Gram-negativnih bakterija mogu biti proteini vanjske membrane i
lipopolisaharid (LPS). Moguéi proteinski receptori su: strukturni proteini vezani na sloj
peptidoglikana, porini (specificni 1 nespecifi¢ni), enzimi, receptori supstrata visokog afiniteta, te
transportni sekretorni proteini. Ukoliko se fag veZze na receptore distalnog dijela bica bakterije,

takav oblik vezanja je reverzibilan, a ireverzibilno se vezu tek kad se pomaknu na bazalni dio
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bica ili povrSinu bakterijske stanice. Vezanje na kapsulu ili bakterijsku sluz je takoder
reverzibilno i uglavnom ukljucuje enzimsku razgradnju, nakon ¢ega slijedi ireverzibilno vezanje
na stani¢nu stijenku. Nakon ireverzibilnog vezanja faga na bakterijsku stanicu, fag unosi svoj
genski materijal, a taj proces ovisi o samom fagu i domacinu. Na mehanizam unosa genskog
materijala moZe utjecati membranski potencijal, te dio tog procesa moze biti enzimska razgradnja
peptidoglikana (Rakhuba i sur. 2010). Proteini faga koji se vezu na receptore (engl. receptor
binding proteins, RBP) nalaze se na povrSini viriona, te se u faga s repom nalaze na repnim
nitima ili repnim $iljcima (Doore i sur. 2021), vrhu repa ili bazalnoj ploc¢i (Dion i sur. 2020). U
faga koji ne posjeduju rep, RBP se mogu nalaziti na siljcima vezanima na kapsidu (Doore i sur.
2021). Vezanje RBP na bakterijski receptor uzrokuje konformacijsku promjenu u faga, $to
rezultira unosom njegovog genskog materijala u bakteriju (Doore i sur. 2021).

Ukoliko fag prolazi kroz liticki ciklus, nakon unosa genskog materijala dolazi do
ekspresije njegovih gena. Eksprimiraju se rani geni, ¢ija je uloga zaStita genoma faga i
rekonstrukcija domacina za potrebe faga, nakon Cega se aktiviraju srednje eksprimirani geni, §to
je potrebno za umnazanje nasljednog materijala faga. Na kraju se aktiviraju kasni geni koji
kodiraju slaganje kapside, maS$ineriju za pakiranje nasljednog materijala, proteine repa, te
proteine Kkoji liziraju bakteriju (Moineau 2013). Kod dsDNA faga tri enzima imaju ulogu u lizi
Gram-negativnog domacina: holin ili pinholin, endolizin i spanin. Holin ili pinholin se nakupljaju
u stanici dok ne dostignu kriticnu koncentraciju, nakon ¢ega formiraju otvore koji propustaju
endolizine u periplazmu. Enzolizini razgrade peptidoglikanski sloj, nakon ¢ega spanini poremete
strukturu vanjske membrane §to dovodi do lize stanice (Young 2013). Kod nekih manjih ssDNA i
sSRNA faga samo jedan protein stvara proteinske kanale koji uzrokuju autolizu bakterije

domacina (Young 2013).

1.4.3. Ekologija

Bakteriofagi su najbrojniji i najraznolikiji bioloSki entiteti na Zemlji, s procijenjenom
brojnoséu od 10, Pronadeni su u svim istrazenim mikrobiomima, a u nekim ekosustavima je
broj bakteriofaga oko deset puta vec¢i od broja bakterija (Dion i sur. 2020).

Bakteriofagi imaju veliki utjecaj na mikrobnu populaciju ekosustava, u kojem odrzavaju
ravnotezu i raznolikost bakterijskih populacija (Moineau 2013). Populacije bakteriofaga uzrokuju
selekciju u bakterijskim populacijama, poticuéi njihovu evoluciju, a vrijedi 1 obrnuto. Fagi mogu
imati predator-plijen odnos sa bakterijama, smanjuju¢i njihovu brojnost, ali mogu imati i
kompleksnije odnose. Primjer kompleksnijeg odnosa su odredeni fagi koji nose pomocéne
metabolicke gene, homologne genima bakterija domacina, koji poboljSavaju fiziologiju bakterija

na nacin koji pomaze virusnu replikaciju (Diaz-Mufioz i Koskella 2014). Fagi mogu uzrokovati
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horizontalni transfer gena izmedu bakterija transdukcijom, kao i poticati transformaciju lizom
bakterija. Profagi mogu opskrbiti bakterije novim korisnim genom, §to se naziva lizogena
konverzija. Dokazano je da profagi mogu nositi gene za virulenciju, te na taj nacin utjecati na
razvoj bakterijske patogenosti (Salmond i Fineran 2015). U vodenim okoliSima bakteriofagi
imaju vaznu ulogu u biogeokemijskim ciklusima jer liziraju bakterije, $to uzrokuje otpustanje
organskih spojeva u okoli$. Vrlo su brojni u morskim sustavima, gdje omjer prema bakterijama
moze biti i 100:1. Bakteriofagi su takoder izolirani iz razli¢itih vrsta tla (Dion i sur. 2020).
Najbrojniji su u Sumskom i moc¢varnom tlu (Dion i sur. 2020), a izolirani su i iz pustinja i polarnih
regija (Diaz-Mufioz i Koskella 2014).

Bakteriofagi su nadeni i na ljudskom tijelu — na kozi, u ustima, crijevima te respiratornom
sustavu (Moineau 2013). U probavnom sustavu Covjeka se nalaze u velikom broju, te je
istrazivanjem otkriveno do 10° virusu sli¢nih &estica (engl. viruse-like particle, VLP) po mililitru
filtrata fecesa. Elektronska mikroskopija i metagenomska istrazivanja su pokazala da su u
Covjekovom probavnom sustavu najbrojniji raznoliki ¢lanovi reda Caudovirales, a sama
metagenomska istrazivanja su pokazala i prisutnost virusa iz reda Microviridae (SSDNA fagi s
ikozaedarskom kapsidom), ali je i veliki broj detektiranih virusa neklasificiran. Virom individue
je specifi¢an i stabilan kroz vrijeme, osim u ranijim godinama zivota kada dolazi do brzih
promjena sastava. Sastav viroma ovisi o zdravstvenom stanju ¢ovjeka, te moze biti specifi¢no
promijenjen pri kroni¢nim upalnim bolestima crijeva. Virom razli¢itih jedinki se jako razlikuje, te
iako postoje Siroko rasprostranjeni fagi koji Cine jezgreni virom, on sadinjava manjinu viroma
jedinke. Smatra se da su bakteriofagi u probavnom sustavu covjeka Cesto dio lizogena u obliku

profaga (Dion i sur. 2020).

1.4.4. Rezistencija bakterija na bakteriofage

Bakterije imaju vise razli¢ith mehanizama kojima se mogu obraniti protiv infekcije
bakteriofagima, ili Sirenja infekcije na druge bakterije u populaciji. Mehanizmi rezistencije koji Stite
bakteriju mogu djelovati u razli¢itim fazama infekcije: rezistencija na adsorpciju faga, blokiranje
primanja genetskog materijala faga, obrana restrikcijskim mjerama koje spreCavaju fag u
preuzimanju bakterijske stanice, abortivna infekcija pri kojoj umire bakterijska stanica i zaustavlja
se ciklus faga, smanjenje veliCine otpusta i povecanje latentnog perioda faga, te smetnje u
diseminaciji faga (Hyman i Abedon 2010). Mehanizmi rezistencije ukljuCuju otpustanje vanjskih
membranskih vezikula koje nose receptore za fage i mogu ih vezati, sakrivanje receptora na
povrsini bakterije kapsulom ili biofilmom, post-translacijske modifikacije receptora i modifikacije
receptora drugim proteinima, mutacije samih receptora i regulacija ekspresije receptora; blokiranje

ulaska DNA bakteriofaga u stanicu; restrikcijsko-modifikacijski sustavi, odnosno restrikcijski
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enzimi Kkoji degradiraju nasljedni materijal faga, CRISPR-Cas mehanizmi prepoznavanja i
uni$tavanja nasljednog materijala faga; programirana stani¢na smrt (abortivna infekcija), toksin-
antitoksin sustavi koji mogu djelovati smetanjem samog zivotnog ciklusa faga, uzrokovati ulazak
bakterije u stanje mirovanja ili smrt inficirane bakterije; ometanje sastavljanja viriona aktivacijom
genetiCkih elemenata koji rezultiraju manjim Cesticama virusa koji prenose bakterijske gene; te jo§
nerazjasnjeni mehanizmi rezistencije (Rostel i Marraffini 2019). Razvoj rezistencije na fage moze
imati negativan utjecaj na bakterije: moze uzrokovati smanjenje fitnesa, smanjenu efikasnost
produkcije polisaharida, gubitak virulencije, skracenje zivotnog vijeka, te povecanu osjetljivost na
antibiotike (Gordillo Altamirano i Barr 2019). Kod bakteriofaga se mogu razviti mehanizmi kojima

zaobilaze bakterijske mehanizme rezistencije (Rostel i Marraffini 2019).

1.4.5. Tehnike uzgoja i prouc¢avanja bakteriofaga

Neke od postoje¢ih tehnika uzgoja i prouCavanja bakteriofaga su: liza bakterijske kulture
(engl. culture lysis) — uzgoj faga u tekué¢im bakterijskim kulturama te promatranje lize bakterija u
kulturi; metoda plakova (engl. plaque testing) — izlijevanje vise serijskih razrjedenja suspenzije faga
i bakterije domacina (razmaz ili unutar mekog agara) na podloge kako bi se uzgojili plakovi;
metoda Cistina tehnikom nakapavanja (engl. spot testing) — nakapavanje suspenzija faga na medij
inokuliran bakterijama kako bi se, nakon inkubacije, dobile ¢istine na bakterijskoj livadi
uzrokovane lizom bakterija; kombinirana tehnika ¢istina i plakova (mijesani spot i plaque testing; u
ovom radu zvano metoda Cistina i plakova tehnikom nakapavanja) — nakapavanje serijalnih
razrjedenja suspenzije faga na medij inokuliran bakterijama kako bi se na dijelu ploce dobile
Cistine, a na dijelu zasebni plakovi (Hyman 2019); konfluentna liza — liza cijele bakterijske livade
nastala spajanjem velikog broja uzgojenih plakova (Abedon 2018). Uzgoj plakova je centralna i
najvaznija tehnika u istrazivanjima faga (Abedon 1 Yin 2009). Jedan od oblika metode plakova je
metoda plakova u dvostrukom agaru, gdje se mjeSavina bakterije 1 razrjedenja suspenzije faga

izlijeva unutar rastopljenog agara manje gustoce na agar vece gustoce (Francis i sur. 2017).

1.4.6. Plakovi

Plak je prostorno ograni¢ena populacija bakteriofaga nastala iz jedne tocke inicijacije
(jednog faga ili inficirane bakterije), koja uzrokuje lokalno smanjenje broja bakterija domacina na
bakterijskoj livadi, zbog ¢ega je vidljiv golim okom (Abedon 2018). Jednostavnije receno, plak je
Cistina u bakterijskoj livadi nastala djelovanjem faga koji se difuzno Sire iz jedne tocke inicijacije
(Abedon i Yin 2009). Plakovi, odnosno bakterijska livada u kojoj nastaju, se uzgaja na ili unutar
krutog ili polukrutog medija, koji je najes¢e agarni. Tocka inicijacije plaka, koja nastaje infekcijom

jedne bakterije fagom (prije ili nakon izlijevanja na kruti medij), se naziva ,,plaque forming unit” -
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PFU (Abedon 2018). Bakterije se uglavhom ne mogu kretati unutar agara u kojem su izlivene, stoga
su bakteriofagi jedini koji difundiraju na plo¢i (Abedon i Yin 2009). Plakovi unutar (polukrutog)
medija rastu u obliku sfere, ¢iji oblik mogu ograniéiti dimenzije (debljina) agara u kojem rastu
(Abedon 2018).

Metoda uzgoja plakova se koristi u svrhu izolacije, pro¢is¢avanja i prebrojavanja faga, te
proucavanja njihovih odredenih svojstava, poput raspona mogucih domacina, vijabilnosti 1 dr.
(Abedon 2018). Smatra se da uzgoj plakova na bakterijama unutar polukrutog medija simulira rast
populacije faga unutar prirodnih prostornih struktura u kojima rastu bakterije, poput biofilma,
unutar tla, te na ili unutar tkiva biljaka i zivotinja (Abedon i Yin 2008).

Plakovi rastu za vrijeme formiranja bakterijske livade, a rast im prestaje kada bakterije udu u
stacionarnu fazu rasta, osim u slucaju iznimke kao $to je fag T7 (Abedon 2018). Plak se formira
ponavljanjem nekoliko koraka: 1) adsorpcija faga na ne-inficiranu bakteriju domacdina, 2) infekcija
bakterije, 3) inhibicija umnaZanja bakterije, koja je najCeSce rezultat lize bakterijske stanice, 4)
otpustanje novosintetiziranih faga, 5) difuzija bakteriofaga (Abedon 2018). Plak ima nekoliko faza
formiranja: 1) primarna adsorpcija faga na bakteriju domacina, 2) po¢etna umnazanja bakteriofaga
(stopa rasta plaka nije konstantna), 3) faza povecanja plaka (sa konstantnom stopom/brzinom rasta),
te 4) konacna faza prestanka umnazanja faga (Abedon i Yin 2009). Plakovi odredenih faga mogu
imati i peti korak modifikacije plaka nakon zavrSetka rasta plaka (Abedon i Yin 2008). Rast plaka je
posljedica izmjene difuzije virusa i povecanja njithovog broja umnazanjem u bakterijama nakon
infekcije. Za vrijeme rasta plaka raste i broj bakterija koje prolaze kroz svoje stadije rasta i
umnazanja (Abedon i Yin 2008). Bakterije rastu u obliku mikrokolonija (mala kolonija nastala

klonalnim umnaZzanjem bakterije), Sto ima poseban utjecaj na morfologiju plaka (Abedon 2018).

Morfologije plakova se mogu razlikovati kvantitativno, odnosno mjerom promjera plaka, te
kvalitativno, odnosno generalnim izgledom plakova, poput zamucenosti (Abedon i Yin 2008).
Izgled plakova istog faga je uglavnom konstantan u standardiziranim uvjetima (Gallet i sur. 2011),
te se razliciti tipovi faga ¢esto mogu razlikovati prema morfologiji plakova koje stvaraju (Abedon
2018).

Plak se tijekom rasta moZe podijeliti u nekoliko zona: 1) zona gdje su sve (osjetljive)
bakterije lizirane, 2) zona gdje su sve bakterije inficirane, ali nisu sve i lizirane, 3) zona gdje se
inficiraju nove bakterije, te liziraju zarazene bakterije, 4) vode¢i rub — prostor neinficiranih
bakterija u kojeg prodiru fagi (Slika 2). ZavrSetkom rasta iz tre¢e zone, te ponekad druge zone, se
mogu razviti dijelovi plaka ve¢e zamucenosti (mjesto gdje sve bakterije nisu lizirane, stoga je plak

na tom dijelu manje proziran) (Abedon 2018).
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bakterijska 4) vodedi rub

livada (ulaz faga u prostor
neinficiranih bakterija)

3) zona infekcije novih
bakterija i lize
inficiranih

2) zona lize inficiranih
bakterija; sve bakte-
rije inficirane

1) sve (osjetljive)
bakterije lizirane

Slika 2: Zone rastuceg plaka na bakterijskoj livadi (2D prikaz, pogled sa gornje/donje strane
ploce). Prilagodeno prema Abedon (2018).

Veli¢ina plaka ovisi o njegovoj stopi/brzini rasta (koja je uglavnom konstantna za vrijeme
rasta tog plaka), i viemenu dostupnom za rast prije nego bakterijska livada ude u stacionarnu fazu.
Kasnija inicijacija plaka stoga rezultira manjim plakom (Abedon 2018). Na veli¢inu plaka utjece
nekoliko faktora: sposobnost difuzije faga, brzina adsorpcije odnosno afinitet faga za bakteriju,
duljina latentnog perioda faga (vrijeme u kojem fagi inficiraju stanicu prije otpustanja novih faga),
veli¢ina otpusta (engl. burst size), fiziolosko stanje bakterija i gustoca livade, dostupnost
nutrijenata, gusto¢a agara i njegova isuSenost (Abedon 1 Yin 2009, Abedon 2018). Veca sposobnost
difuzije faga 1 veca veliina otpusta rezultiraju ve¢im plakovima (Abedon 1 Yin 2009, Abedon
2018). Kraci latentni period moze rezultirati ve¢im plakovima (Abedon i Yin 2009, Abedon 2018),
iako mogucée da postoji kompliciraniji odnos izmedu vremena lize bakterije i veli¢ine plaka sa
optimalnim vremenom lize koji rezultira najve¢im plakovima (dok manje ili veée vrijednosti
uzrokuju manje plakove), moguce zbog veze izmedu vremena lize i veli¢ine odpusta faga (Gallet i
sur. 2011). Manja sposobnost adsorpcije rezultira ve¢om difuzijom, ali manjim brojem faga koji
stvaraju plak (Abedon i Yin 2009), stoga se teoretski ocekuje da postoji optimalna stopa adsorpcije,
a da bi vece ili manje vrijednosti rezultirale manjim plakom (Gallet i sur. 2011). Dulje vrijeme rasta
kulture bakterija rezultira veéim plakovima. Manja gustoca bakterijske livade omogucéava

difundiranje faga kroz vece udaljenosti prije adsorpcije i stoga veée plakove, te veca gustoca
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bakterija pri inicijaciji livade uzrokuje brze sazrijevanje livade i manje plakove (Abedon i Yin
2009). Veca dostupnost kvalitetnih nutrijenata 1 dobra mogu¢nost puferiranja medija (na Sto mogu
utjecati i donji i gornji agar kod metode u dvostrukom agaru) uzrokuje vremenski dulji rast
bakterijske livade i kraci latentni period faga, te stoga i vece plakove (Abedon 2018). Manja
gustoca agara uzrokuje brzu difuziju i veée plakove, dok isuSenost agara uzrokuje manje plakove
(Abedon i Yin 2009, Abedon 2018). Veca stopa difuzije, te time veéi plak, moze biti posljedica
malih dimenzija faga (Abedon 1 Yin 2009). Pokazano je da neki fagi s ve¢im dimenzijama glava
stvaraju manje plakove, najvjerojatnije uzrokujuci sporiju difuziju faga kroz agar (Jurczak-Kurek i
sur. 2016).

Morfologija plaka ovisi o sposobnosti faga da lizira mikrokolonije — liza manjeg broja
mikrokolonija ili djelomi¢na liza mikrokolonija rezultira zamucenijim izgledom. Sposobnost faga
da lizira mikrokoloniju ovisi o trenutku kada fagi dodu do mikrokolonije koja raste tijekom
inkubacije. Sirenjem vodeéi rub plaka dolazi u doticaj sa sve veéim mikrokolonijama (posto su
imale viSe vremena za rast) koje je teze lizirati, stoga ¢e najvjerojatnije srediSte plaka biti prozirnije,
sa povecanjem zamucenja (turbiditet) prema rubu plaka. Veca sposobnost faga da lizira vece
mikrokolonije rezultira manje zamuéenim plakom, a moguce i veéim promjerom plaka (Abedon
2018). Jedna od teorija uzroka manje sposobnosti lize ve¢e mikrokolonije je ulazak bakterija unutar
mikrokolonija u stacionarnu fazu rasta, odnosno fazu rasta otporniju na lizu fagima, zbog ¢ega je
teze lizirati srediSte mikrokolonije (Abedon 2018, Eriksen i sur. 2018). Druga dokazana teorija
ukazuje da postoji kriti¢cna masa mikrokolonije, nakon koje umnazanje bakterija u unutarnjem dijelu
mikrokolonije nadbrojava bakterije koje liziraju fagi na periferiji mikrokolonije (Eriksen i sur.
2018). Plakovi mogu imati razli¢itu kona¢nu morfologiju: proziran plak, plak sa prozirnim centrom
i mutnom periferijom, kao i mutni plak (Jurczak-Kurek i sur. 2016). Plak sa prozirnim centrom i
povecanjem zamucenosti prema periferiji se naziva ,,bullseye” morfologijom. Alternativno se tim
imenom prozivaju plakovi sa mutnim sredi$tem i prozirnijom periferijom, $to je posljedica stvaranja
lizogena i imuniteta superinfekcije (Abedon 2018). Izvan samog ruba plaka se moze formirati tzv.
,halo” - prostor izvan plaka koji je manje zamuéen od livade i zamuéeniji od samog plaka, a
posljedica je difuzije virusnih hidroliziraju¢ih enzima (depolimeraze izvanstani¢ne polimerne tvari),
koji mogu lizirati kapsule bakterija (Abedon 2018). Umjereni fagi Cesto stvaraju mutne plakove

(Abedon i Yin 2008, Jurczak-Kurek i sur. 2016).

1.5. Terapija fagima
1.5.1. Karakteristike i povijest
Terapija fagima je primjena virulentnih faga direktno na pacijenta sa svrhom lize

bakterijskog patogena koji uzrokuje klinicki vaznu infekciju (Gordillo Altamirano i Barr 2019).
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Terapija fagima moZe biti monofagna, gdje se koristi samo jedan soj faga, ili polifagna, gdje se
koristi viSe razli¢itih bakteriofaga u obliku ,,virusnog koktela”. Monofagna terapija se smatra manje
ucinkovitom od polifagne terapije (Gordillo Altamirano 1 Barr 2019). Polifagna terapija moze imati
viSe razli¢itih oblika: ustaljena gotova mjeSavina razlicitih faga, kokteli faga koji se konstantno
modificiraju dodavanjem faga protiv novih cirkuliraju¢ih sojeva bakterija, personalizirana terapija
fagima, te in vitro i geneticki modificirani fagni terapeutici (Nikolich i Filippov 2020).

Terapija fagima se moze koristiti i u sinergiji s antibioticima, koji u subletalnim

koncentracijama mogu imati pozitivan ucinak na propagaciju faga (Nikolich i Filippov 2020).

Pozitivne strane terapije fagima, odnosno prednosti terapije fagima nad terapijom antibioticima
su: brza i lagana izolacija, manji troSkovi izolacije (Taati Moghadam i sur. 2020), specifi¢nost za
bakteriju domacina zbog Cega ne Stete prirodnoj mikroflori pacijenta, samoograni¢avanje — prestaju
djelovati nakon nestanka bakterije domacina, samoumnazanje zbog Cega primijenjene doze mogu
biti manje, aktivnost protiv bakterijskih biofilmova, ne utjeu na stanice sisavaca, mogu ju Koristiti
ljudi alergi¢ni na antibiotike (Gordillo Altamirano i Barr 2019), te se lako manipuliraju razli¢itim
genetskim te in vitro i in vivo evolucijskim tehnikama (Burrowes i sur. 2011).

Nedostatci terapije fagima su: potreba za to¢nom identifikacijom bakterije koja uzrokuje
infekciju jer specifi¢nost faga ogranicava njihov raspon (Gordillo Altamirano i Barr 2019), bakterije
mogu razviti rezistenciju na fage, fagi mogu biti prijenosnici gena za antibiotsku rezistenciju ili
virulenciju, brzo liziraju bakterije Sto moze uzrokovati prebrzo otpusStanje endotoksina (Taati
Moghadam 1 sur. 2020), mogu biti inaktivirani djelovanjem urodenog i adaptivnog imunoloskog
odgovora, varijabilnost u ,,roku trajanja” i potreba nekih faga za drzanjem u hladnim uvjetima
(Burrowes i sur. 2011), problemi s formulacijom i stabilizacijom kao farmaceutskih preparata
(Principi i sur. 2019), te je teSko sa sigurno$¢u zakljuivati o djelovanju faga in vivo prema
rezultatima in vitro uzgoja (Taati Moghadam i sur. 2020). Terapija fagima nema jo$ to¢no utvrdene
regulatorne smjernice (Gordillo Altamirano i Barr 2019) i fagi nisu priznati kao farmaceutski
lijekovi (Taati Moghadam i sur. 2020).

Bakteriolog Ernest H. Hankin je 1896. godine otkrio bioloski entitet koji prolazi kroz
miliporni fiter (koji zadrZava bakterije) 1 uniStava kulture bakterija koje uzrokuju koleru (Wittebole
i sur. 2014). 1915. godine je Frederick Twort objavio rad o ,,prenosivoj bakterijskoj lizi”, gdje je
opisao pokus (bez objaSnjenja uzroka) u kojem je izolirao entitet koji uzrokuje lizu kolonija vrsta iz
roda Staphylococcus, ¢iji je filtrirani izolat uzrokovao Cistine unutar bakterijske livade razlicitih
sojeva navedene vrste (Chanishvili 2012). Iste godine je Felix d’Herelle eksperimentirao s fekalnim
filtratima francuskih vojnika oboljelih od dizenterije, gdje je na hranjivoj plo¢i inkubirao izolat

filtriran od bakterija i bakterije izolirane iz istih izvora i dobio Cistine koje je na Kraju prozvao
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plakovi. Rezultate je javno iznio 1917. godine. On je tvrdio da je fenomen uzrokovan virusima
kojima je dao naziv bakteriofagi, te ih je ubrzo poceo koristiti u terapeutske svrhe za lijeCenje
dizenterije, kolere i kuge (Chanishvili 2012). Prvi komercijalni preparat faga protiv kolere je
pripravljen u institutu u Tbilisiju (Gruzija), a preparati za lijeCenje razlic¢itih bolesti su
(komercijalno) proizvedeni i koriSteni i u Indiji, Parizu, Brazilu i SAD-u (Chanishvili 2012).
Rezultati terapija su bili kontradiktorni, a kako su se antibiotici poceli Siroko koristiti, terapija
fagima je napustena u veéini zapadnih zemalja (Chanishvili 2012) u 1940-ima (Wittebole i sur.
2014). Istrazivanja u podrucju terapije fagima su nastavljena u zemljama bivseg SSSR-a, Poljskoj i
Indiji (Wittebole i sur. 2014), s Eliava Institute of Bacteriophage u Thilisiju kao jednim od
najvaznijih institucija (Chanishvili 2012), zajedno sa Ludwik Hirszfeld Institute of Immunology and
Experimental Therapy u Poljskoj (Gordillo Altamirano i Barr 2019). Interes za terapiju fagima se
vratio na zapadu 1980-ih, s velikim porastom u zadnjih deset godina (Principi i sur. 2019). Do danas
su provedena razliCita istrazivanja terapije fagima u zivotinja i ljudima protiv razli¢itih bakterija,
kao $to su E. coli, A. baumannii i Pseudomonas aeruginosa (Principi i sur. 2019). Neka od vaznijih
istrazivanja su klini¢ko istrazivanje faze I/II provedeno 2009. godine lijeCenja kroni¢nog otitisa
uzrokovanog sojem P. Aeruginosa rezistentnim na antibiotike, te Phagoburn studija 2015-2017.
godine, koja je opisana kao prvo klinicko testiranje provedeno po potrebnim standardima.
Provedene su i individualne studije milosrdne primjene terapije fagima (Gordillo Altamirano i Barr
2019). U novija vremena su provedena istrazivanja terapije fagima na ljudima za lijeGenje urinarnih
infekcija (faze II/III, Gruzija), gastrointestinalnih poremecaja (kao prebiotik, SAD), venskih ulkusa
uzrokovanih bakterijama E. coli, P. aeruginosa i Staphylococcus aureus (faza I, SAD), dijabetic¢kih
ulkusa stopala uzrokovanih bakterijom S. aureus (faza I/ll, Francuska), proljeva uzrokovanih
enterotoksiénom E. coli (Banglades), opeklina inficiranih bakterijom P. Aeruginosa (Belgija,
Francska, Svicarska), te intravenske terapije protiv razli¢itih oboljenja u Poljskoj (Furfaro i sur.

2018).

1.5.2. Izolacija faga u svrhu terapije

Bakteriofage za protubakterijsku terapiju treba izolirati iz okoliSa. Okoli§ pogodan za
izolaciju faga je onaj u kojem je prisutna bakterija za koju zelimo izolirati specificne fage. Glavna
metoda izolacije se sastoji od nekoliko koraka: 1) uzorkovanje iz okolisa, 2) procesiranje uzorka
(centrifugiranje, filtriranje; ovaj korak nije obavezan), 3) obogacivanje uzorka, odnosno umnazanje
specificnih faga mijeSanjem uzorka i bakterija domacina te inkubacijom koja je najcesce
prekono¢na, 4) prociS¢avanje uzorka centrifugiranjem i filtracijom, 5) testiranje uzorka na prisustvo
faga, Sto se moze posti¢i razliitim metodama (liza tekuce kulture bakterija, metoda Cistina

tehnikom nakapavanja, metoda plakova), 6) izolacija faga i prociScavanje izolata, najcesce
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tehnikom plakova, 7) testiranje na poZeljna svojstva faga za primjenu u terapijske svrhe. Ukoliko se
ciljana bakterija teSko kultivira ili je visoke patogenosti, mogu se Kkoristiti srodne bakterije koje su
pogodnije za laboratorijski rad, ali se nakon izolacije mora provjeriti sposobnost faga da inficiraju
ciljanu bakteriju (Hyman 2019). Otpadne/kanalizacijske vode se smatraju optimalnim izvorom

mnogih specifi¢nih bakteriofaga (Mattila i sur. 2015).

1.6. Bakteriofagi specifi¢ni za A. baumannii

Zbog Sirenja visestruke rezistencije na antibiotike u vrste A. baumannii, terapija fagima se
smatra obec¢avaju¢om alternativnom terapijom (Baginska i sur. 2019).

Najboljim izvorom faga specifiénih za A. baumannii se smatra bolni¢ka kanalizacija.
Izolacija 1 umnaZanje ovih faga se navodi izazovnim zadatkom, gdje je iznimno vazno prilagoditi
metode za svaki individualni fag (Baginska i sur. 2019). Mnogi fagi specifi¢ni za A. baumannii su
izolirani iz kanalizacije ili otpadnih voda, a kao izvor su koristeni i farmsko tlo, feces domacih
Zivotinja, kirurSke rane (Baginska i1 sur. 2019), sputum pacijenata, klini¢ki uzorci, te morske i
jezerske vode (Garcia-Quintanilla i sur. 2013). Ubrzo nakon povratka interesa za terapiju fagima u
zapadnom svijetu (oko 1980-ih), dokazano je da specifi¢ni bakteriofagi mogu kontrolirati infekciju
A. baumannii u miSeva (Principi i sur. 2019). Prvi izvjestaji koji karakteriziraju litiCke fage
specifiéne za A. baumannii su iz 2010. godine, a radi se o fagima AB1 i AB2. Fag AB2 je lizirao 25
od 125 testiranih klinickih izolata, a pokazalo se da ima liticku aktivnost i protiv soja ATCC 19606
(kojeg sam koristila u svojem istrazivanju). Prvi izolirani fagi su uglavnom imali manji raspon
bakterija domacina, ali su kasnije nadeni i fagi s nesto ve¢im rasponom (Garcia-Quintanilla i sur.
2013). Fagi specifi¢ni za A. baumannii (kao i neke druge ESKAPE bakterije) su prepoznati kao fagi
s malim rasponom bakterija domacina, a i bakterija Cesto razvija mutante otporne na fage, stoga je
za terapeutske svrhe vazno koristiti vise faga odjednom (Nikolich 1 Filippov 2020). Mnoge izolirane
fage specificne za A. baumannii odlikuje morfologija s repom (Garcia-Quintanilla i sur. 2013,
Baginska 1 sur. 2019).

Provedena su razli¢ita istrazivanja na Zivotinjskim modelima (miSevi i $takori) s razli¢itim
mjestima infekcije (pluca, rane, peritonealna Supljina, intranazalna infekcija, sepsa), gdje se testirala
terapeutska sposobnost jednog ili viSe faga, te su ta istrazivanja imala pozitivne rezultate s veCom
stopom prezivljavanja tretiranih Zivotinja u odnosu na kontrolu. Terapija fagima je uspjesno
iskoristena i za lijeCenje pacijenta s pankreatitisom koji je bio inficiran s MDR A. baumannii, gdje

je koristeno nekoliko koktela bakteriofaga (Baginska i sur. 2019).
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1.7. Bakteriofagi specifi¢ni za E. coli

Fagi specificni za bakterije koje obitavaju u crijevima sisavaca se lako izoliraju iz
kanalizacije i fekalne materije (Hyman 2019), s obzirom da se defekacijom otpustaju u okolis, a
smatra se da tamo mogu odolijevati okoliSnim uvjetima dulje od samih domacina (Muniesa i sur.
2011). Stovise, kolifagi se mogu koristiti kao indikatori fekalne kontaminacije odredenih vodenih
podrucja (Wentsel i sur. 1982, www.epa.gov). Bakteriofagi specifi¢ni za E. coli se uobi¢ajeno
izoliraju iz kanalizacije, bolni¢kih otpadnih voda, zagadenih rijeka, te fekalnih uzoraka ljudi 1
zivotinja (Bolocan i sur. 2016).

LijeCenje rezistentnih i invazivno-adherentnih sojeva E. coli antibioticima moze uzrokovati
teSki poremecaj mikrobiote i reinfekciju, stoga se proucava terapija fagima kao alternativa za
lije¢enje takvih oboljenja. Postignuti su uspjesni rezultati u nekim in vitro i preklini¢kim in vivo
istrazivanjima, stoga postoji mogucnost buduceg razvoja terapije fagima za lijeCenje oboljenja
uzrokovanih bakterijom E. coli (Bolocan i sur. 2016). Jednim od najvaznijih istrazivanja terapije
fagima na zivotinjskim modelima u zapadnom svijetu se smatraju uspjes$na istrazivanja iz 1980-ih,
kada je procjenjivana mogucnost sprec¢avanja i lijeCenja akutnog proljeva uzrokovanim bakterijom

E. coli (Principi i sur. 2019).

1.8. Centralni uredaj za procis¢avanje otpadnih voda grada Zagreba

Centralni uredaj za proc¢is¢avanje otpadnih voda grada Zagreba (CUPOVZ) je postrojenje za
sekundarnu obradu otpadnih voda. Otpadne vode potjecu od kombiniranog kanalizacijskog sustava
otpadnih voda bolnica, §to ukljucuje otpadne vode svih devet klini¢kih bolnica grada Zagreba
(Hrenovic i sur. 2016), domacinstava, industrijskih otpadnih voda i oborinskih voda (Hrenovic i sur.
2016, Hrenovic i sur. 2017), te voda Sest potoka koji su dio gradske kanalizacije (Tusar i sur. 2009).
Postrojenje provodi mehanicko procis¢avanje otpadnih voda (prvi stupanj obrade otpadne vode), §to
ukljucuje otklanjanje grubih i finih tvari, pijeska i masti iz otpadne vode, na $to se nadovezuje

biolosko procis¢avanje, odnosno drugi stupanj procis¢avanja otpadne vode (Www.zov-zagreb.hr),

Sto ukljucuje mijeSanje otpadne vode s aktivnim muljem u aeriranim bioloSkim reaktorima i njihovo
odvajanje, ¢ime se dobiva prociS¢ena otpadna voda (Tusar 1 sur. 2009).

Vrsta A. baumannii je prije izolirana iz influenta i efluenta otpadnih voda CUPOVZ
(Hrenovic i sur. 2016). Posto su bakterije E. coli fekalnog podrijetla i indikatori zagadenja vode
fekalnom materijom (Percival i Williams 2014, Blount 2015, Jang i sur. 2017), trebale bi se nalaziti

u otpadnim vodama koje obraduje CUPOVZ.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

U sklopu rastu¢eg interesa za terapiju fagima u tretiranju infekcija uzrokovanih bakterijom

A. baumannii, primarni cilj ovog istrazivanja je izolirati bakteriofage specifi¢ne za tu vrstu. Posto je

za okolisni uzorak, iz kojeg je cilj izolirati fage, izabran uzorak efluenta otpadne vode, kao kontrolu

metodologije je bilo potrebno izolirati fage specifi¢ne za E. coli.

Specificni ciljevi ovog rada su bili:

Izolirati bakteriofage koji inficiraju bakteriju A. baumannii i bakteriofage koji inficiraju
bakteriju E. coli iz kompozitnog uzorka efluenta otpadnih voda uzorkovanog iz centralnog
uredaja za procis¢avanje otpadnih voda grada Zagreba

Optimizirati metodu detekcije i izolacije specifi¢nih faga koriStenjem tehnika konfluentne
lize bakterijske livade, metode ¢istina i plakova tehnikom nakapavanja, te tehnikom uzgoja
plakova na livadama bakterija domac¢ina metodom plakova u dvostrukom agaru

Opisati morfologiju dobivenih plakova, te odrediti broj uspjesno izoliranih razli¢itih faga
specifi¢nih za bakteriju A. baumannii te za bakteriju E. coli

Prirediti Ciste izolate faga iz plakova razli¢ite morfologije, umnoziti ih, te odrediti titar
kona¢nih izolata

Morfoloski  okarakterizirati izolirane bakteriofage transmisijskom elektronskom

mikroskopijom u svrhu potvrdivanja njihove razli¢itosti.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

Bakterije
Acinetobacter baumannii Bouvet and Grimont ATCC 19606 (www.atcc.org)

Escherichia coli LMM2632 (Buljubasic i sur. 2019)

Uzorak efluenta otpadnih voda

Efluent otpadne vode iz centralnog uredaja za prociS€avanje otpadnih voda grada Zagreba
(CUPOVZ) uzorkovan 6. 10. 2020. — kompozitni uzorak za period od 8 do 14 h, sakupljen u

sterilnoj staklenoj boci volumena 1 L (uzorkovala prof. dr. sc. Jasna Hrenovi¢)

Kemikalije
e etanol, 99,8%, Lach-ner, Ceska
e kloroform, Carlo Erba, Francuska
e klorovodi¢na kiselina, min. 36,5%, Kemika, Hrvatska
e Tris (hydroxymethyl) aminomethane buffer substance, Alkaloid, Sjeverna Makedonija
e Magnezijev sulfat heptahidrat pro analysi, Pliva tvornica lijekova, Hrvatska (MgSO4 X
7H,0)
e Natrijev klorid, Kemika, Hrvatska (NaCl)
¢ Nutrient broth (general purpose medium), Biolife, Italija
e LB-Broth (high salt for microbiology), Fluka Analytical
e Tripticni sojin agar — TSA, Biolife, Italija
e EC X-gluc, Biolife, Italija

Uredaji
e Deionizator (Stakpure Ominatap 12 UV)
e Orbitalna tresilica (Biosan OS-10)
e Termostatirana tresilica (Edmund Buhler GmbH, KS-15)
e \odene kupelji (Memmert, Julabo SW22)
e Inkubatori (Memmert; Kambi¢ Laboratorijska oprema, 1-50)
e Suhi termoblok (Eppendorf Thermomixer Comfort)
e VrtloZzne mijesalice (vortex Tehtnica Vibromix 10; vortex technoKartell TK 35)

e Magnetska mjesalica (technoKartel TK 23)
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pH metar (Sartorius)

Tehnicke vage (Mettler Toledo; Core Balace, Adam)

Analiticka vaga (SwissQuality, Precisa 62 A)

Centrifuge (Eppendorf Centrifuge 5804 R; Sigma 4-16KS)

Autoklav (Kambi¢ Laboratorijska oprema, Avtoklav A-21)

Spektrofotometar (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific), s pripadaju¢im Nanodrop 2000
racunalnim programom na racunalu

Transiluminator (Cole Parmer CL-5000L)

Mikroskopi (Olympus CX21; Zeiss)

Lupa (Pro-Lux Microscope)

Fotoaparat Nikon D3500 (dio D3500 15-55 VR kit)

Adapter za fotoaparat i mikroskop NDPL-1(2x)

Transmisijski elektronski mikroskop (Morgagni 268D, napona 70 kV); pripadajuc¢i racunalni
program na racunalu (Microscope control TEM1)

Kabinet s laminarnim strujanjem zraka (Klimaoprema, Cleanroom Tehnology)

3.2. METODE

Pokus izolacije i karakterizacije faga specificnih za vrste A. baumannii ili E. coli iz uzorka

efluenta sam provela po metodama razvijenim i prilagodenim prema Hyman (2019), Regeimbal i
sur. (2016), Mattila i sur. (2015), Shende i sur. (2017), Ghajavand i sur. (2017), te Popova i sur.
(2012). Glavni koraci u radu bili su (Slika 3):

1.
2.
3.

Obogacivanje uzorka, odnosno umnazanje faga specifi¢nih za A. baumannii ili E. coli.
Testiranje uzoraka na prisutnost specifi¢nih faga.

Izoliranje 1 prociS¢avanje specificnih faga iz plakova razli¢ite morfologije (uzgojenih
metodom plakova u dvostrukom agaru).

Detaljno opisivanje morfoloski razli¢itih plakova, fotografiranje plakova i mjerenje njihovih
dimenzija.

Odredivanje titra kona¢nih (umnoZenih) izolata faga.

Elektronska mikroskopija konac¢nih izolata faga — pokusaj dobivanja slika specifi¢nih faga.

Sav rad s bakterijskim kulturama, uzorcima, suspenzijama bakteriofaga i hranjivim

medijima sam provodila u sterilnim uvjetima uz Bunsenov plamenik ili u kabinetu s laminarnim

strujanjem zraka.

33



filtriranje
efluenta

Gotovi uzorci

Obogacivanje uzorka - umnazanje specifi¢nih
faga inkubiranjem uzorka s dodanim bakte-

Efluent iz uredaja za
protiscavanje otpadnih rijama domacinima na 37 °Ci 42 °C centrifugiranjem i filtracijom

Prociscavanje obogacenog uzorka

voda

OBOGACIVANJE UZORKA

Testiranje koncentracije
specifi¢nih faga u uzorku -
Metoda ¢istina i plakova
tehnikom nakapavanja

Testiranje na prisutnost
specifi¢nih faga u uzorku
- Konfluentna liza

Metoda plakova u dvostrukom
agaru sa svrhom dobivanja
odvojenih plakova

TESTIRANJE UZORAKA NA PRISUSTVO SPECIFICNIH FAGA

Pregled ploca, karakterizacija
plakova, izolacija bakteriofaga
iz morfoloski razli¢itih plakova

l

Cisti izolati bakteriofaga

i UmnaZanje bakteriofaga - uzgoj veceg broja bakteriofaga u

¥ g S dvostruko mekom agaru konfluentnom lizom bakterijske livade;
_ ) Izolacija bakteriofaga iz agara centrifugiranjem i odvajanjem
T ——

. S - e supernatnata
Prociscavanije izoliranih bakteriofaga - ponavljanje metode plakova u P

dvostrukom agaru s izolatom bakteriofaga i izolacija bakteriofaga
iz plakova iste morfologije (3x)

v

IZOLIRANJE | PROCISCAVANJE SPECIFICNIH FAGA IZ PLAKOVA RAZLICITE MORFOLfGIJE

/

:

&

{4 g = Koncentriranje
Analiza konacnih izolata faga, te izolata bakteriofaga

Mijerenje promjera
Fotografiranje plakova plakova uz pomo¢

Odredivanje titra bakteriofaga

u konacnom izolatu metodom " koncentriranih izolata pomocu i izmjena otopine s
plakova u dvostrukom agaru pod povecanjem lr:\caugr;ajlg'osge'zrograma TEM-a ’ desti:iranor; 5odom
ODREDIVANJE TITRA FAGA  ANALIZA PLAKOVA ELEKTRONSKA MIKROSKOPUJA

Slika 3: Pojednostavljeni slikovni prikaz koriStene metodologije. Fotografija centralnog uredaja za
procis¢avanje otpadnih voda je preuzeta sa sluzbene stranice Zagrebackih otpadnih voda (www.zov-
zagreb.hr/media).
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3.2.1. Priprema hranjivih medija i pufera za fage

Priprema Luria-Bertani (LB) medija

Pri izvodenju ovog istrazivanja bili su mi potrebni: teku¢i LB-medij, kruti LB-medij, tzv.
meki LB-medij i tzv. dvostruko meki LB-medij. Potrebne volumene deionizirane vode sam
odmjeravala prikladnim menzurama, a masu potrebnog LB-medija i agara uz pomo¢ tehnicke vage,
ili analiticke vage ukoliko je masa potrebnog praha bila manja od 2 g. Sve medije sam sterilizirala
autoklaviranjem 20 min na 121 °C.

Teku¢i LB-medij sam pripremala prema uputama proizvodaca, otapanjem LB-praha u
deioniziranoj vodi, tako da je masena koncentracija bila 25 g/L. Nakon autoklaviranja sam ga
pohranila pri 4 °C do koristenja.

Kruti LB-medij (1,5%-tni agar) sam pripremala kao i teku¢i LB medij s dodatkom 15 g/L
agara. Nakon autoklaviranja sam izlijevala priblizno 20 mL medija u Petrijeve zdjelice promjera 90
mm. Pripremljene krute LB-podloge sam ¢uvala pri 4 °C ili na sobnoj temperaturi, a prije koristenja
sam ih temperirala pri 37 °C.

Meki LB-medij (0,75%-tni agar) sam pripremala kao i teku¢i LB medij s dodatkom 7,5 g/L
agara. Nakon autoklaviranja sam ga pohranila pri 4 °C, a po potrebi ga otapala u mikrovalnoj
pecnici.

Dvostruko meki LB-medij (0,375%-tni agar) sam pripremala na dan pokusa, mijesanjem
tekuceg i mekog LB medija u omjeru 1:1, ili mijeSanjem tekuceg i krutog LB medija u omjeru 3:1,

stoga je masena koncentracija agara bila 3,75 g/L.

Priprema pufera za fage

Pufer za fage sam pripremila prema popratnom internetskom materijalu rada Hanauer i sur.
(2006).
Sastav pufera za fage:

10 mM Tris

10 mM MgSO, x 7H,0

68,45 mM NaCl (4 g/L)

Za pripremu pufera (150 mL) sam odvagala potrebne mase kemikalija na analiti¢koj vagi, te
ih otopila u deioniziranoj vodi. Podesila sam vrijednost pH na 7,5 dodatkom klorovodi¢ne kiseline
(pH=3, kasnije razrijedenu) uz mijeSanje na magnetskoj mijesalici, te nadopunila deioniziranom

vodom do potrebnog volumena. Pufer sam sterilizirala autoklaviranjem 20 min pri 121 °C.

35



3.2.2. Priprema bakterija domacina

Prije provodenja pokusa, bakterija A. baumannii je ¢uvana imobilizirana na kuglicama, dok
je bakterija E. coli ¢uvana u 25%-tnom glicerolu, obje pri -80 °C. Za vrijeme daljnjeg provodenja
pokusa (nakon postupka obogacivanja uzorka) obje bakterije su ¢uvane u 25%-tnom glicerolu pri
-80 °C.

Bakterije domacine sam presadivala iz glicerola na krute LB-podloge streak-plate metodom,
te inkubirala preko noci pri 37 °C, kako bih dobila zasebne kolonije. Tako pripremljene ploce s
bakterijama sam cuvala pri 4 °C 1 koristila po potrebi najviSe dva tjedna, nakon cega sam

pripremala nove kulture.

Priprema tekudéih bakterijskih kultura

Tekuce bakterijske kulture sam pripremila prenoSenjem jedne bakterijske kolonije sterilnom
ezom u 5 mL tekuceg LB-medija za postupak preliminarnog utvrdivanja prisutnosti faga, jedne
bakterijske kulture u 3 mL tekuéeg LB-medija za postupak metode Cistina i plakova tehnikom
nakapavanja, te dvije do tri bakterijske kolonije u 10 mL teku¢eg LB-medija za ostale postupke.
Sadrzaj sam dobro promijesala uz pomo¢ vrtlozne mijesalice (vortex technoKartell), te inkubirala u
termostatiranoj tresilici pri 37 °C s konstantnim mijeSanjem na 300 mot/min u vremenskom trajanju
odredenim pokusom, ili do opticke gustoce (ODggo, 0d engl. ,,optical density ) odredene pokusom.
Vrijednost ODggo je kod svih postupaka, osim preliminarnog utvrdivanja prisutnosti faga i metode
Cistina i plakova tehnikom nakapavanja, bila u rasponu 0,400 — 0,500 za bakteriju E. coli i 0,700 —
0,800 za A. baumanii (Francis i sur. 2017).

Svjezu tekucu kulturu E. coli sam uvijek pripremala na dan pokusa. Svjezu tekucu kulturu A.
baumannnii sam za postupak preliminarnog utvrdivanja prisutnosti faga pripremila na dan pokusa,
ali posto je A. baumannii imala sporije vrijeme umnazanja, za metodu plakova u dvostrukom agaru
pripremala sam je dan prije provedbe pokusa i inkubirala preko noci. Pripremljenu prekonoénu
kulturu razrijedila sam teku¢im LB-medijem tako da vrijednost ODggo bude u rasponu od 0,700 do
0,800, kako bi se izbjegli problemi s uzgojem bakterijske livade koji se znaju pojavljivati uglavhom
kada je ODgq iznad 0,8 (Francis i sur. 2017).

Mjerenje opti¢ke gustoce tekucih bakterijskih kultura

Kod metode plakova u dvostrukom agaru, bakterije unutar tekuée kulture moraju biti u
povoljnom stadiju rasta da bi, nakon prekono¢ne inkubacije u mekom LB-mediju, stvorile
bakterijsku livadu na kojoj su vidljivi plakovi (Francis i sur. 2017). Kod svih metoda je bitno da su
bakterije u pogodnoj fazi rasta kako bi bile prijemljive na bakteriofage, s obzirom da su bakterije u

stacionarnoj fazi uglavnom otporne na infekciju fagima (Abedon 2018). Jesu li bakterije u dobrom
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stadiju rasta sam provjeravala mjerenjem opticke gustoce tekuce bakterijske kulture na valnoj
duljini od 600 nm (ODg(p).

Vrijednost ODgy odredivala sam spektrofotometrijski u 500 pL bakterijske kulture, koju
sam dobro resuspendirala mikropipetom prije uzorkovanja, u plasticnoj kiveti. Za nuliranje
instrumenta sam koristila 500 pL tekuc¢eg LB-medija. Ukoliko je vrijednost ODggo narasla preko
zeljenog raspona kulturu sam razrijedila teku¢im LB-medijem do potrebne vrijednosti i ponovno

izmjerila.

3.2.3. Obogacivanje uzorka — umnazanje specifi¢nih faga

Provela sam postupak obogacdivanja uzorka kako bi se povecala vjerojatnost za uspjesnu
izolaciju specifi¢nih faga iz okolisSnog uzorka (Hyman 2019). Postupak je prilagoden prema Mattila
i sur. (2015) i Regeimbal i sur. (2016). Bakterijama od interesa sam obogacivala nefiltrirani (sirovi)
i filtrirani efluent.

Otprilike polovina uzorka (=500 mL) efluenta je profiltrirana kroz filter pora 0,45 pm
(Ahlstrom-Munksjé ReliaDisc™ CN-filter, steril) sustavom za vakuum filtraciju kako bi se uklonile
bakterije prisutne u uzorku (Hyman 2019), a koje su u kompeticiji s bakterijama domacinima
ciljanih faga (Serwer i sur. 2004). Fliter pora 0,45 um je dobar izbor za propustanje najvecih
bakteriofaga, ali 1 neke bakterijske vrste mogu proci kroz filter i zadrzati se u uzorku (Hyman
2019).

Bakterija E. coli je sterilnom plasticnom ezom nasadena iz zamrznute kulture na unaprijed
pripremljenu EC X-gluc i LB hranjivu podlogu. Bakterija A. baumannii je s kuglica na kojima je
bila imobilizirana nasadena na unaprijed pripremljenu TSA i1 LB hranjivu podlogu. Inkubirala sam
ih 24 sata pri 37 °C u inkubatoru (Memmert). Nakon inkubacije sam pripremila suspenzije svake od
bakterija tako da je ezom dodano =30 pL bakterijske kulture s obje hranjive podloge na kojima je
uzgojena bakterija u 9 mL hranjivog bujona (Nutrient broth; Biolife, 8 g/L), te sam sadrzaj obje
epruvete dobro pomijesala na vrtloznoj mijesalici (Vorteks Tehtnica Vibromix 10) na 40 Hz u
trajanju od 3 min. Takoder sam bakterije s hranjivih podloga obojala po Gramu s unaprijed
pripremljenim kompletom kemikalija prema protokolu opisanom u Stilinovi¢ i Hrenovi¢ (2009),
kako bih okvirno provjerila Cistocu kultura bakterija i upoznala se s nekim morfoloskim svojstvima
bakterija koje ¢u koristiti u pokusu. Ukratko, razmazala sam malu koli¢inu bakterija po
predmetnom stakalcu, fiksirala provla¢enjem kroz plamen, nanijela boju kristal violet u trajanju od
3 min, nanijela Lugolovu otopinu u trajanju od 1 min, isprala preparat 70%-tnim etanolom i vodom
te osusila, nanijela safranin u trajanju od 30 sek 1 isprala tekucom vodom; osuseni preparat sam

pogledala pod imerzijskim objektivom mikroskopa Zeiss povecanja 1000x.
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Postupak obogacivanja uzoraka sam provela u staklenim bocama s po 100 mL sirovog ili
profiltriranog efluenta obogac¢enog s 3 g praha za hranjivi bujon (Nutrient broth, Biolofe)
dodavanjem po 2 mL odgovarajuce suspenzije bakterija domacina. Kulture sam inkubirala 24 sata
pri 37 ili 42 °C uz konstantno mijeSanje pri 150 rpm (37 °C — orbitalna tresilica Biosan OS-10,
42 °C — horizotalna tresilica Memmert). U konac¢nici sam za svaku bakteriju imala Cetiri razlicita

uzorka (Tablica 1).

Tablica 1. Razli¢iti tretmani umnazanja specifi¢nih faga i oznake pripremljenih otopina.

Oznaka Vrsta bakterije Temperatura Filtrirani efluent
inkubacije prilikom | DA/NE
umnazanja faga [°C]

AB, 37 A. baumannii 37 NE

AB, 37 F A. baumannii 37 DA

AB, 42 A. baumannii 42 NE

AB, 42 F A. baumannii 42 DA

EC, 37 E. coli 37 NE

EC,37F E. coli 37 DA

EC, 42 E. coli 42 NE

EC,42F E. coli 42 DA

Uzorke s potencijalno umnozenim specificnim fagima sam centrifugirala i profiltrirala kako
bi se uklonile bakterije i ostatci liziranih bakterija (Hyman 2019), te otpad iz efluenta. Po 90 mL
svakog obogacenog uzorka sam raspipetirala u tri sterilne plasticne epruvete od 30 mL, te ih
centrifugirala 10 minuta na 8000 x g, pri 4 °C. Zatim sam medicinskom $trcaljkom (20 mL) s iglom
odvajala supernatant od taloga, te ga filtrirala kroz filtere za Strcaljke velic¢ine pora od 0,2 pm
(Whatman syringe filter 25MM GDI/X, sterile) u sterilnu staklenu bocu. Tako pripremljene
obogacene 1 proCis¢ene uzorke efluenta (u daljnjem tekstu samo ,,uzorci efluenta”) sam cuvala
pohranjene pri 4 °C i koristila u daljnjim pokusima, odnosno iz njih sam pokusala izolirati

specifi¢ne fage.
U slucaju da je tijekom kasnijeg rada uofeno zagadenje nekog uzorka (vidljivo kao

kontaminiraju¢e kolonije u hranjivim podlogama), te uzorke (EC 37F, AB 37) sam profiltrirala

filterima za medicinske $trcaljke veli¢ine pora 0,22 pL (Rotilabo-Spritzenfilter, CME, steril).
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Napomena: u daljem tekstu sve Petrijeve zdjelice koje sadrze meki ili dvostruko meki LB-medij

izliven na kruti LB-medij, radi jednostavnosti i preglednosti, nazivam ,,ploce”.

3.2.4. Preliminarno utvrdivanje prisutnosti faga

Prisutnost bakteriofaga specificnih za odabrane bakterije domadine u uzorcima sam
provjerila metodom konfluentne lize bakterijske livade. U ovoj fazi nisam pokuSavala dobiti
zasebne plakove iz kojih se mogu izolirati fagi, ve¢ utvrditi dolazi li do lize bakterija u agaru koja bi
ukazivala na moguce prisustvo barem jednog soja specifi¢nih bakteriofaga. Postupak je prilagoden
prema Jothikumar i sur. (2000), s detaljnim postupcima i volumenima odredenima prema internom
postupku laboratorija.

Priredila sam po 5 mL dvostruko mekog agara u plasticnim epruvetama, te ga pohranila u
termostatiranu tresilicu pri 45 °C, s konstantnim mijesanjem od 120 mot/min, dok nije bio potreban
za nastavak pokusa.

Potreban volumen teku¢ih bakterijskih kultura pripremila sam postupkom opisanim u
poglavlju 3.2.2., s inkubacijom od 2 h.

Pomijesala sam 1 mL tekuée bakterijske kulture (E. coli ili A. baumannii) i 1 mL

pripadajuéeg uzorka efluenta (EC 37, EC 37F, EC 42, EC 42F s E. coli; AB 37, AB 37F, AB 42, AB
42F s A. baumannii) u duplikatu, te inkubirala u vodenoj kupelji (Julabo SW22) 45 minuta pri 37
°C, s konstantnom treSnjom na 120 rpm. Na isti nac¢in sam pripremila i bakterijske kontrole koje su
sadrzavale samo 1 mL tekucée bakterijske kulture.
Nakon 45 min inkubacije sam suspenziju bakterija i uzorka pomijesala s 5 mL dvostruko mekog
agara, sadrzaj promijeSala pazljivim okretanjem zatvorene epruvete nekoliko puta, te ga izlila na
krutu LB-podlogu. Nakon polimeriziracije agara pripremljene ploce sam inkubirala preko noéi pri
37 °C okrenute poklopcem prema gore.

Sve ploce sam pregledala nakon ~21 h inkubacije. Pregledala sam bakterijske kontrole kako
bih utvrdila je li bakterijska livada narasla, je li homogena, te utvrdila da nema inhibicije rasta
bakterija (Sto bi ukazivalo na mogucu kontaminaciju bakterijske kulture i nevaljanost rezultata).
Provjerila sam je li doslo do konfluentne lize na plocama s mjeSavinom uzoraka i bakterija, postoje

li zone inhibicije rasta bakterija, te postoje li razlike naspram kontrolnih ploca.

3.2.5. Metoda ¢istina i plakova tehnikom nakapavanja

Metodu Ccistina i plakova tehnikom nakapavanja sam provela kako bih odredila okvirnu
koncentraciju svih faga specifi¢nih za bakteriju domacina (E. coli ili A. baumannii) u priredenim
uzorcima, te time znala odrediti koja razrjedenja uzoraka ¢u trebati koristiti u daljnjim postupcima

kako bih dobila jasno odvojene plakove. Postupak je prilagoden prema Hajsig i Delas (2016).
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Tekucée bakterijske kulture E. coli i A. baumannii priredila sam postupkom opisanim u
poglavlju 3.2.2.; mjerila sam vrijednost ODgo obje kulture nakon 2 h, nakon ¢ega sam bakterijsku
kulturu A. baumannii inkubirala dodatna 2 h, te ponovno mijerila vrijednost ODgy. Pogodnom
vrijednosti ODgoo Sam smatrala ~0,1. lako je ODggo tekuce kulture E. coli bila vec¢a, smatrana je
prihvatljivom.

Meki LB-medij sam otopila u mikrovalnoj peénici, raspipetirala po 5 mL u plasti¢ne
epruvete, te ih stavila u vodenu kupelj pri 45 °C s konstantnom treSnjom pri 120 rpm, dok nije bio
potreban za nastavak pokusa.

Priredila sam seriju decimalnih razrjedenja svih uzoraka 10™-107 u LB-mediju, ukupnog
volumena 1000 pL (svako razrjedenje).

Za formiranje bakterijske livade sam pomijeSala 5 mL mekog LB-medija i 100 pL tekuce
bakterijske kulture, promijeSala smjesu pazljivim okretanjem zatvorene epruvete nekoliko puta, te
izlila na krutu LB-podlogu. Za svaku bakteriju sam priredila Cetiri bakterijske livade. Nakon $to su
se ploce skrutnule, s donje strane sam naznacila 16 pravokutnika podjednakih veli¢ina, koji
oznacavaju mjesta na koja treba nakapati odredena razrjedenja uzoraka. Na bakterijsku livadu sam
nakapala po 10 uL originalnog uzorka i njegova serijalna decimalna razrjedenja (107-10™) na za to
predvidene pravokutnike, svaku otopinu u duplikatu. Nakon otprilike 1 h, kad su se kapljice upile u
meki LB-medij, plo¢e sam stavila na inkubaciju pri 37 °C okrenute poklopcem prema dolje.

Nakon =21 h inkubacije za A. baumannii, odnosno =24 h za E. coli, detaljno sam

pregledala ploce da utvrdim zone inhibicije rasta bakterija, odnosno pojavu Cistina i plakova.

3.2.6. Metoda plakova u dvostrukom agaru

Metoda plakova u dvostrukom agaru se sastoji od mijeSanja suspenzije faga, bakterija i
rastopljenog mekog agara, te izlijevanja na krutu LB-podlogu. Nakon inkubacije bi umnozeni fagi
trebali stvoriti plakove u bakterijskoj livadi. Postupak je prilagoden prema Francis 1 sur. (2017).

Pripremila sam tekucu kulturu bakterije E. coli ili A. baumannii na nacin objasnjen u
poglavlju 3.2.2.

Pipremila sam 3 mL mekog LB-medija na jednak na¢in kao i u poglavlju 3.2.5.

Priredila sam seriju decimalnih razrjedenja svih uzoraka s LB-medijem, a potrebna
razrjedenja sam odredila na temelju rezultata dobivenih metodom Cdistina 1 plakova tehnikom
nakapavanja (poglavlje 3.2.5.). Za uzorke EC 37, EC 42, EC 42F to su bila razrjedenja 10-108, za
EC 37F 10"-10°, zaAB 37 i AB 37F 10™-107, te za AB 42 i AB 42F 10™-10°.

Sljede¢i korak je adsorpcija faga na bakterijske stanice prije formiranja bakterijske livade,
jer naknadna adsorpcija faga i inicijacija plaka moze rezultirati manjim plakom (Abedon 2018),

¢ime se otezava prepoznavanje plakova uzrokovanih razliitim fagima. Takoder, posto neki fagi
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mogu imati prvi liticki ciklus 10-12 min nakon infekcije, inkubacija ne smije trajati dulje od 10 min
(Francis i sur. 2017). Za postizanje adsorpcije faga inkubirala sam 100 pL razrjedenja (Cetiri najveca
priredena razrjedenja za svaki uzorak efluenta) s 1000 pL tekuce bakterijske kulture u epruvetama
od 2 mL (posto su oblog dna) 8 min pri sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije sam mjesavinu
bakterija i razrjedenja uzoraka pomijeSala s pripremljenih 3 mL mekog LB-medija, promijesala
sadrzaj okretanjem zatvorene epruvete nekoliko puta, te paZljivo izlila na oznacenu krutu LB-
podlogu. Postupak sam provodila u triplikatima za svako razrjedenje.

Na isti nac¢in sam pripremila i kontrolne ploce: i) kontrolu na kontaminaciju LB-medija (K
LB - 1100 pL tekuc¢eg LB-medija), ii) kontrolu na kontaminaciju uzorka (K ef - 100 pL uzorka
efluenta i 1000 uL tekuc¢eg LB-medija) i iii) kontrolu bakterijske livade (K EC/K AB - 100 uL
tekuceg LB-medija 1 1000 pL tekucée bakterijske kulture).

Nakon polimerizacije, sve ploce sam inkubirala pri 37 °C okrenute poklopcem prema dolje.
Ploce s E. coli sam inkubirala =24 h, a s A. baumanii sam napravila procjenu rezultata nakon ~24
h, te ih inkubirala dodatna ~24 h za potvrdu rezultata.

Za uzorke AB 37F, AB 42 i AB 42F sam, zbog negativnog rezultata na ve¢im razrjedenjima,
postupak metode plakova u dvostrukom agaru provela i s razrjedenjima 102 107 te s

nerazrijedenim uzorcima.

3.2.7. Opisivanje plakova i izolacija bakteriofaga iz plaka

Nakon inkubacije sam pregledala sve ploce s dvostrukim agarom. Provjerila sam sve tri
kontrolne ploce: Cistocu kontrola K LB i K ef (prozirnost mekog agara i prisutnost bakterijskih
kolonija), te izgled bakterijske livade K EC/K AB — op¢i izgled, homogenost livade, prisutnost
plakova. Ru¢no sam prebrojala sve plakove na svim plo¢ama s uzorcima efluenta, pazeci da ih ne
zamijenim za moguce zaostale mjehurice zraka. Plakove sam dobro proucila bez optickih pomagala
pod razli¢itim osvjetljenjima (pod halogenom rasvjetom laboratorija, na transiluminatoru), te pod
lupom (Pro-Lux Microscope) na povecanjima 10x i 15x (te ponekad 20x i 25x), s osvjetljenjem
iznad 1 ispod ploc¢e koju sam proucavala. Opisala sam izgled plakova, te medusobne sli¢nosti i
razlike. Temelje za razlikovanje plakova sam proucila iz Abedon (2018), te iz fotografija i opisa
plakova iz Jurczak-Kurek i sur. (2016) i Shende i sur. (2017). Obratila sam pozornost na veli¢inu
plakova, zamucenost (turbiditet) plakova — zamucenost cijelog plaka, postojanje razlika izmedu
zamudenosti centra, prostora prema rubu i samog ruba plaka, debljinu prijelaznog prostora prema
rubu, oblike rubova, te na prisutnost ikakvih vidljivih zona (poput ,,halo”) izvan samog ruba plaka.

Za svaku pretpostavljenu morfologiju plakova sam odabrala dva pokazna plaka (ukoliko

sam nasla dva jednaka) koji su jasno odvojeni od drugih plakova, §to je vazno kako ne bi doslo do

41



mijeSanja dvaju razli€itih faga. Iz odabranih plakova sam izolirala bakteriofage (opisano na kraju
potpoglavlja) te ih oznacila istom oznakom zbog pretpostavke da se radi o istom fagu.

Potencijalne izolirane fage iz razli¢itih plakova sam nazvala EC-F[redni broj izoliranog
plaka] za fage specifi¢ne za E. coli izolirane iz EC otopina, odnosno AB-F[redni broj izoliranog
plaka] za fage specifi¢ne za A. baumannii izolirane iz AB otopina. Svaki od faga izoliranih iz
jednog od dva razlicita plaka iste morfologije imao je dodatnu oznaku ,, 1”ili,, 2”.

Izolacija bakteriofaga iz plaka — Postupak je prilagoden prema opisu u Abedon i Yin (2009). U

sterilne plasti¢ne epruvete sam stavila 100 pL pufera za fage. Vrhom sterilnog plasticnog nastavka
za mikropipetu od 10-100 puL sam zagrebla plak, te prenijela vrh nastavka u pufer. Par puta sam
uvukla pufer u mikropipetu i ispustila nazad u otopinu kako bih isprala sve fage u pufer.

Na taj na¢in sam pripremila prve izolate bakteriofaga.

3.2.8. ProciS¢avanje izoliranih bakteriofaga

Izolirane fage potrebno je procistiti posto postoji mogucnost da se u prvotnom izolatu iz
plaka nalazi mjeSavina vise sojeva faga (Mattila i sur. 2015). Postupak procis¢avanja sam provela tri
puta po uzoru na literaturu (Mattila i sur. 2015, Regeimbal i sur. 2016, Hyman 2019). Sam postupak
se sastoji od ponavljanja prilagodene metode plakova u dvostrukom agaru, sli¢ne ranije opisanoj u
poglavlju 3.2.6., te izolacije faga iz novonastalih plakova po postupku opisanom u poglavlju 3.2.7.

Uzgoj tekuce bakterijske kulture i priprema mekog LB medija je jednaka kao i u postupku
metode plakova u dvostrukom agaru opisanom u poglavlju 3.2.6.

Pripremila sam seriju decimalnih razrjedenja izolata bakteriofaga ukupnog volumena 100 pL
za razrjedenje 10, odnosno 200 uL za veca razrjedenja, koriste¢i pufer za fage. Za prvo
prociS¢avanje sam koristila razrjedenja 10210, dok sam za sljedeca dva koristila razrjedenja 107
103U slucaju prevelike lize bakterijske livade postupak sam ponovila s ve¢im razrjedenjima (10'4,
10°, 10°). Ukoliko plakovi nisu bili vidljivi ili ih je bilo premalo za sigurno utvrdivanje
morfologije, postupak sam ponovila s razrjedenjem 107 ili nerazrijedenim izolatom faga. Priredila
sam i dvije kontrolne ploce: i) kontrolu na kontaminaciju LB-medija i pufera (K LB - 1000 pL
tekuceg LB-medija i 100 puL pufera za fage) i ii) kontrolu bakterijske livade (K EC/ K AB - 1000 uL
tekuce kulture bakterije 1 100 pL pufera za fage).

Postupak mijesanja faga s tekuc¢im bakterijskim kulturama i mekim LB-medijem provela
sam kako je opisano u poglavlju 3.2.6., s time da su fagi inkubirani s bakterijama 15 min (prema
popratnom internetskom materijalu rada Hanauer i sur. (2006)).

Ploc¢e sam inkubirala pri 37 °C =24 h. Nakon inkubacije sam izolirala fage iz barem dva
plaka iste morfologije kakve je bio i plak originalnog izolata faga, po postupku opisanom u

poglavlju 3.2.7.
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Prvo prociS¢avanje sam provela s izolatom plakova oznake ,, 1, a ukoliko rezultati s prvim
nisu bili o¢ekivani (pogresna morfologija plakova, premali broj ili nedostatak plakova) postupak
sam ponovila s izolatom oznake ,, 2. Nakon prvog i drugog procis¢avanja sam uvijek izolirala
fage iz barem dva razlicita plaka iste morfologije (dva izolata istog faga), te sam drugo i trece
proc¢iséavanje provela s barem dva izolata istog faga. Nakon treceg procis¢avanja sam priredila tri

izolata iz razlicitih plakova iste morfologije (tri izolata istog faga).

3.2.9. Dodatni postupci sa svrhom izolacije faga specifi¢nih za A. baumannii
U AB uzorcima efluenta nisam utvrdila prisutnost faga, stoga sam na tim uzorcima provela
dodatne postupke s kojim sam pokuSala povecati vjerojatnost izolacije potencijalnih faga

specifi¢nih za vrstu A. baumannii.

Ponovno obogaéivanje uzorka i testiranje na prisustvo faga

U slu¢aju neuspjeSne izolacije faga, postupak umnazanja moguc¢ih faga unutar uzroka se
moze ponoviti vise puta (Mattila i sur. 2015). Postupak obogaéivanja uzoraka sam ponovila u
uzorcima efluenta AB 37F, AB 42 1 AB 42F koji su ve¢ jednom bili obogacivani, kako je opisano u
poglavlju 3.2.3. s nekoliko razlika: umjesto hranjivog bujona sam koristila LB-medij (3 g), bakteriju
A. baumannii sam uzgojila na krutoj LB-podlozi, te sam uzorke obogacene bakterijama inkubirala
(=24 h) u sli¢nim uredajima drugih proizvodaca pod istim uvjetima — otopine AB 42 i AB 42F sam
inkubirala u vodenoj kupelji (Edmund Buhler GmbH, KS-15) pri temperaturi 42 °C, a otopinu AB
37F sam inkubirala u termostatiranoj tresilici (Julabo SW22) pri temperaturi od 37 °C. U uzorku
AB 37 nisam ponovila postupak obogaéivanja jer sam tada smatrala da bi se u tom uzorku mogli
nalaziti fagi, Sto se kasnije pokazalo zagadenjem. Uzorke sam procistila centrifugiranjem 1i
filtracijom na nacin opisan u dijelu poglavlja 3.2.3. s nekoliko razlika: obradila sam ukupno 75 mL
svakog uzorka, te sam supernatante profiltrirala kroz filtere za medicinske Strcaljke pora 0,22 pm
(Rotilabo-Spritzenfilter, CME, steril) u sterilne staklene boce.

Kako bih provjerila uzorak na prisustvo bakteriofaga i odredila koncentraciju potencijalnih
faga, provela sam postupak metode Cistina i plakova tehnikom nakapavanja opisan u poglavlju
3.2.5. s razlikama: tekucu kulturu bakterija sam pripremila tako da je ODggo bio u rasponu od 0,700-
0,800, koristila sam 1000 pL tekuce bakterijske kulture 1 3 mL mekog LB-medija po ploci, priredila
sam kontrolu LB-medija (K LB) mijesanjem 1000 pL teku¢eg LB-medija s 3 mL mekog LB-

medija. Plo¢e sam pregledala nakon ~19 h inkubacije.

Ukoncentriravanje uzoraka i provjera prisutnosti faga

Iako sam i nakon ponovnog obogaéivanja bakterijom A. baumanii dobila negativne

rezultate, smatrala sam da je 1 dalje postojala mogucnost da su fagi prisutni, ali u izuzetno malim
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koncentracijama. Zato sam ukoncentrirala sve AB uzorke efluenta (AB 37, AB 37F, AB 42, AB
42F) i provela metodu plakova u dvostrukom agaru.

Uzorke sam ukoncentrirala u epruvetama za ukoncetriravanje (Amicon Ultra-15 Centrifugal
Filters, 50K) po uputama proizvodaca. U svaku epruvetu sam stavila 12 mL uzorka i centrifugirala
(centrifuga Sigma 4-16KS) 20 min pri 5000x g, pri 4 °C. Ukoncentrirala sam sveukupno 24 mL
svakog AB uzorka efluenta, na kona¢ni volumen od otprilike 500-900 pL. Pripremljene koncentrate
sam Cuvala pri 4 °C.

Provela sam metodu plakova u dvostrukom agaru opisanu u poglavlju 3.2.6. s
nerazrijedenim koncentratima i razrjedenjima 10™-10™. Priredila sam 200 uL svakog razrjedenja s
puferom za fage. Nakon =23 h inkubacije pri 37 °C sam pregledala sve ploce, vratila ih na
inkubaciju pod jednakim uvjetima te ih ponovno pregledala nakon =46 h inkubacije kako bih

potvrdila rezultate.

Metoda plakova u dvostrukom agaru s dvostruko mekim agarom

Ukoliko fagi ne stvaraju plakove u standardnom mediju, za njihovu izolaciju se moze
pokusati koristiti hranjivi mediji manje gusto¢e (Hyman 2019). Zbog rezultata prijasnjih pokusa u
uzorku AB 37 sumnjala sam na prisutnost bakteriofaga koji nisu sposobni stvarati plakove u
mekom LB-mediju (0,75%-nom agaru). 1z tog razloga sam s tim uzorkom provela metodu plakova
u dvostrukom agaru s dvostruko mekim LB-medijem (0,375%-tni agar). Pokus sam provela po
postupku opisanom u poglavlju 3.2.6. s nekoliko razlika, od kojih je najvaznija koristenje duplo
mekog LB-medija umjesto mekog LB-medija kao gornjeg medija u kojem se razvijaju bakterijska
livada i plakovi (ukoliko su prisutni specificni bakteriofagi). Pokus sam provela s razrjedenjima 10
3.10° (priredila sam 200 pL svakog razrjedenja s puferom za fage), te s uobi¢ajenim kontrolama K

LB i K AB. Rezultate sam pregledala nakon 22 h inkubacije, te jedan dan nakon prve provijere.

3.2.10. Priprema koncentriranih suspenzija izoliranih bakteriofaga

Izolirane prociS¢ene bakteriofage treba umnoziti kako bi se dobila koncentrirana suspenzija
izoliranih faga koja se moze dalje koristiti u istraZzivacke svrhe. UmnaZanje bakteriofaga se moze
posti¢i unutar bakterijske livade u mekom agaru postizanjem konfluentne lize, nakon Cega se fagi
izoliraju iz agara (Jothikumar i sur. 2000). Metodu konfluentne lize bakterijske livade sam provela
za sve izolirane fage, prilagodeno prema Jothikumar i sur. (2000), s detaljnim postupcima i
volumenima odredenima prema internom postupku laboratorija i metodi plakova u dvostrukom

agaru opisanoj u poglavlju 3.2.6.
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Konfluentna liza u svrhu umnazanja faga

Priredila sam tekucu kulturu bakterija po postupku opisanom u poglavlju 3.2.2. (ODgy U
rasponu 0,400-0,500). Pipetirala sam po 3 mL dvostruko mekog LB-medija u sterilne epruvete, te
stavila u vodenu kupelj pri 46 °C s konstantnom treSnjom pri 120 rpm.

UmnaZzala sam sve izolirane fage koji su tri puta prociS¢eni, i to po dva izolata od istog faga.
Od svakog izolata sam pripremila 100 uL razrjedenja 10 s puferom za fage. Kontrole K LB i K EC
sam pripremila kako je opisano u poglavlju 3.2.8.

Pomijesala sam 100 pL razrjedenja faga s 1000 pL tekuce bakterijske kulture, te sam sve
pripremljene suspenzije inkubirala 45 min u suhom termobloku pri temperaturi od 37 °C, s
konstantnim mijesanjem pri 300 rpm.

Nakon inkubacije sam bakterije s fagima pomijesala s 3 mL dvostruko mekog LB-medija na
jednak nacin kao u poglavlju 3.2.6. Ploe sam inkubirala preko no¢i u inkubatoru pri 37 °C,

okrenute poklopcem prema gore.

Izolacija bakteriofaga iz dvostruko mekog agara — priprema konaénih izolata bakteriofaga

Nakon =17 h inkubacije sam s plo¢a na kojima je doslo do konfluentne (prihvatljivo
polukonfluentne) lize bakterijske livade (obje ploce svakog faga) sastrugala dvostruko meki agar u
sterilnu plasti¢nu epruvetu flambiranim staklenim Stapi¢em u obliku slova ,,.L*“ . Obje ploce istog
faga sam objedinila u istu epruvetu. U svaku epruvetu sam dodala 200 pL kloroforma, sadrzaj
epruveta dobro promijesala uz pomo¢ vrtlozne mjesalice (vortex technoKartell) u trajanju od 30
sekundi na najvecoj brzini, te inkubirala 30 min pri sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije sam
uzorke centrifugirala (centrifuga Eppendorf Centrifuge 5804 R) 10 min na 8000 x g, pri temperaturi
od 4 °C. Odvojila sam supernatant mikropipetom u sterilne plasti¢ne epruvete, te tako pripremila

konac¢ne izolate bakteriofaga.

3.2.11. Odredivanje titra bakteriofaga u kona¢nim izolatima

Priredila sam seriju decimalnih razrjedenja konac¢nih izolata faga ukupnog volumena 100 pL
za razrjedenje 107, odnosno 500 pL za razrjedenja 102-10%, s puferom za fage. Titar bakteriofaga u
kona¢nim izolatima sam odredila metodom plakova u dvostrukom agaru na nacin opisan U
poglavlju 3.2.6. s razrjedenjima 10™-10® u triplikatima. Priredila sam i kontrolu medija (K LB) i
kontrolu bakterijske kulture (K EC) na nacin opisan u poglavlju 3.2.8.

Nakon 22 h inkubacije sam ru¢no izbrojala plakove na svim plo¢ama na kojima je broj
plakova bio brojiv. U slucaju da je broj plakova bio prevelik za ru¢no brojanje ili su plakovi na

ploci spojeni tako da se ne moze odrediti tocan broj, te plo¢e sam oznacila kao nebrojive. Izra¢unala
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sam srednju vrijednost broja plakova za svako razrjedenje koje je bilo brojivo, te sam izracunala
titar faga (PFU/mL) po formuli:
[PFU/mL] = srednji broj plakova na plocama istog razrjedenja X faktor razrjedenja x 10
Za izolate koji su imali viSe brojivih plo¢a odredila sam titar za svako razrjedenje te
izraCunala srednju vrijednost. Francis 1 sur. (2017) preporucuju da se za izraCunavanje titra koriste

ploce s 20-200 plakova.

3.2.12. Fotografiranje i mjerenje promjera plakova izoliranih faga

Provela sam metodu plakova u dvostrukom agaru na nacin opisan u poglavlju 3.2.6. s
razrjedenjima 10™*-107 pripremljenim s puferom za fage (na nacin pisan u poglavlju 3.2.8.), s
kontrolom medija (K LB) i kontrolom bakterijske kulture (K EC) pripremljenim na na¢in opisan u
poglavlju 3.2.8. Ploce sam pregledala nakon 20 h inkubacije. Po 10 nasumi¢no odabranih plakova
potpune veli¢ine sam fotografirala uz pomo¢ fotoaparata (Nikon D3500), lupe (Pro-Lux
Microscope) i adaptera za mikroskop NDPL-1(2x). Plakove sam fotografirala tako da je donja
strana ploCe bila okrenuta prema fotoaparatu, a poklopac uklonjen, s osvjetljenjem ispod ploce.
Plakovi svih faga fotografirani su na jednakom povecanju. Uz jedan od plakova sam fotografirala 1
ravnalo s milimetarskom skalom kako bih imala referentnu skalu veli¢ine plakova.

Veli¢inu plakova sam izmjerila uz pomo¢ programa ImageJ 1.53e. U programu sam oznacila
duljinu koja je u stvarnosti jednaka 1 mm na fotografiji plaka s ravnalom koja sadrzi milimetarsku
skalu — program je na taj nacin kalibrirao skalu, odnosno oznacio koliko piksela na fotografiji je
jednako duljini 1 mm u stvarnosti. Na fotografijama plakova sam oznacila promjer plaka, program
je izratunao njegovu stvarnu veliinu, te sam izraCunala prosjeCan promjer plaka svakog faga u
desetinu milimetra, kao i standardnu devijaciju. Prikaz kalibriranja skale i oznacavanja promjera se

nalazi na Slici 4.
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Slika 4: Prikaz mjerenja promjera plakova nastalin metodom plakova u dvostrukom agaru. a)
Postavljanje skale. b) Mjerenje promjera plaka.
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3.2.13. Elektronska mikroskopija izoliranih faga

Kako bih potvrdila da su izolirani fagi iz plakova razli¢itih morfologija uistinu razliite
vrste/sojevi bakteriofaga i pod uvjetom da su bakteriofagi dovoljno razli¢ite morfologije da se to
moze uociti na slikama elektronskog mikroskopa, dobiveni izolati faga pregledani su transmisijskim

elektronskim mikroskopom.

Priprema konacnih izolata bakteriofaga za proucavanije elektronskom mikroskopijom

Kona¢ne izolate bakteriofaga treba ukoncentrirati kako bi pronalazak bakteriofaga
postupkom elektronske mikroskopije bio laksi. Posto konacni izolati sadrze razlicite soli ¢iji kristali
mogu ometati mikroskopiranje, treba prodistiti uzorak, odnosno zamijeniti otopinu U kojoj se nalazi.
Kako bih to postigla, ukoncentrirala sam sve izolate bakteriofaga u epruvetama za
ukoncentriravanje (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filters, 50K) po uputama proizvodaca, pri tome
mijenjajuci otopinu u kojoj se nalaze fagi sa sterilnom destiliranom vodom.

U epruvete za ukoncentriravanje sam stavila 15 mL sterilne deionizirane vode i 1000 pL
kona¢nog izolata bakteriofaga, te centrufigurala (centrifuga Sigma 4-16KS) 20 min pri 5000 g i
temperaturi od 4 °C. Mikropipetom sam pazljivo odvojila koncentrate i prenijela ih u sterilne

plasti¢ne epruvete. Koncentrate sam pohranila pri 4 °C.

Elektronska mikroskopija izolata bakteriofaga

Uzorke bakteriofaga (pripremljene koncentrate i originalne kona¢ne izolate bakteriofaga) je
transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM) pregledala izv. prof. dr. sc. Petra Peharec
Stefani¢, uz moju prisutnost. Za postavljanje uzorka je koristena bakrena mreZica prekrivena
formvarom i ugljikom sa 100 okasca (engl. mesh). Uzorci su tretirani na razli¢ite nacine kako bi se
nasla §to bolja slika: bojanje uzoraka kontrastnim bojilima (2%-tna fosfovolframska kiselina —
PWK i 2%-tni uranil-acetat) u razli¢itim omjerima, razliciti postupak stavljanja uzorka na mrezicu
(nakapavanje mjesavine uzorka i bojila na mrezicu i analiza nakon S§to se osusi, ili stavljanje
mrezice u kapljicu uzroka i bojila, inkubacija 10 min i analiza nakon §to se osusi), te pregledavanje
neobojanih uzoraka. KoriStena su negativna kontrastna bojila kako bi se dobila slika svjetlijeg

bakteriofaga okruzenog tamnim bojilom. Potencijalni bakteriofagi su fotografirani.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati preliminarnih pokusa

4.1.1. Utvrdivanje prisutnosti faga specifi¢nih za E. coli i njihova brojnost

Rezultati preliminarnih testova oba duplikata svih EC uzoraka su pokazali potpunu
konfluentnu lizu bakterijske livade E. coli (Slika 5), §to je ukazivalo na prisutnost barem jednog

soja specifi¢nih faga u svim uzorcima.

Slika 5: Konfluentna liza bakterijske livade bakterije Escherichia coli (EC): a) EC kontrola —
Cista homogena livada bakterije E. coli. b) Uzorak EC 42 — potpuna konfluentna liza
bakterijske livade (vidljive su kontaminiraju¢e kolonije nepoznatog uzroka). Fotografije su
snimljene iznad transiluminatora.

U preliminarnom pokusu odredivanja koncentracije faga metodom distina i plakova
tehnikom nakapavanja svi EC uzorci su pokazali relativno visok titar faga (Slika 6 a). U uzorcima
EC 37, EC 42 1 EC 42F su jasno razlucivi plakovi bili vidljivi pri razrjedenjima 102§ 10° a u
uzorku EC 37F pri razrjedenjima 10° i 107. Iz tog razloga sam za nastavak pokusa odabrala

navedena razrjedenja i po dva veca razrjedenja svakog uzorka.

48



Slika 6: Rezultati metode Cistina i plakova tehnikom nakapavanja uzoraka efluenta. Prikazani su
neki od relevantnih rezultata za svaku od istrazivanih bakterija: a) Rezultat uzorka EC 37 na
bakterijskoj livadi bakterije Escherichia coli. Na razrjedenjima 10"-10" vidljiva je potpuna liza
bakterijske livade; s porastom razrjedenja razluduju se pojedina¢ni plakovi, dok na razrjedenju 107
nema vidljivih plakova. b) Rezultat uzorka AB 37 na bakterijskoj livadi bakterije Acinetobacter

baumannii. Vidljiv je drugadiji izgled bakterijske livade u zonama nakapavanja uzorka, moguce
zbog lize bakterija bez nastanka plakova, ali zasebni plakovi nisu uo€ljivi ni na jednom polju.
Razrjedenja uzoraka su nanesena u naznacena polja u duplikatima.

4.1.2. Utvrdivanje prisutnosti faga specifi¢nih za A. baumanii i njihova brojnost

Rezultati preliminarnih testova oba duplikata uzorka AB 37 su pokazali potpunu
konfluentnu lizu bakterijske livade A. baumannii (Slika 7), $to je ukazivalo na prisustvo barem
jednog soja specifi¢nih faga. Na plo¢ama su se nalazile crvenkasto-narancaste kolonije neutvrdene
bakterijske vrste, vjerojatno prisutne kao kontaminacija uzorka.

Uzorci AB 37F i AB 42 nisu uzrokovali konfluentnu lizu bakterijske livade A. baumannii,
ali su na oba duplikata svakog uzorka bila vidljiva sitna prazna polja na razvijenoj bakterijskoj
livadi, ve¢a nego na kontrolnoj AB plo¢i (Slika 8 a-c). Navedeni rezultati nisu sasvim jasni, te sam
ih smatrala najvjerojatnije negativnima, ali sam usprkos tome provela sve daljnje postupke s
navedenim uzorcima kako bih bila sigurna u rezultat.

Oba duplikata uzorka AB 42F nisu uzrokovala konfluentnu lizu livade A. baumannii,
odnosno imale su potpuno razvijenu homogenu bakterijsku livadu (Slika 8 d). Rezultat ovog uzorka

je negativan na prisustvo specifi¢nih faga.
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Slika 7: Konfluentna liza bakterijske livade bakterije Acinetobacter baumannii (AB): a) AB
kontrola — ¢ista homogena livada bakterije A. baumannii. b) Uzorak AB 37 — potpuna konfluentna
liza bakterijske livade (vidljive su crvenasto-narancaste kolonije nepoznatog izvora). Fotografije su
snimljene ispod halogene rasvjete prostorije.

Slika 8: Preliminarno utvrdivanje prisutnosti faga specifi¢nih za Acinetobacter baumannii (AB): a)
AB kontrola — ¢ista livada bakterije A. baumannii. b) uzorak AB 37F — vidljive sitne praznine
izmedu nakupina bakterija. ¢) uzorak AB 42 — vidljive male praznine izmedu nakupina bakterija. d)
uzorak AB 42 — livada bakterije A. baumannii bez vidljivih razlika naspram AB kontrole.
Fotografije su snimljene iznad transiluminatora.
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Rezultati metode Cistina i plakova tehnikom nakapavanja uzoraka AB 37 i AB 37F nisu bili
sasvim jasni. Kod oba uzorka je bila vidljiva promjena izgleda bakterijske livade u zonama
nakapavanja (jaCe vidljiva kod uzorka AB 37), ali ne 1 potpuna liza, te pojedina¢ni plakovi nisu bili
vidljivi niti na jednom razrjedenju (Slika 6 b). Rezultati ukazuju na mogucu djelomic¢nu lizu
bakterijske livade, §to bi ukazivalo na prisutnost specificnih faga, ali se ne moze tvrditi sa
sigurnoS¢u. Na temelju rezultata sam odabrala razrjedenja 10%107 za koristenje u daljnjim
pokusima.

Uzorci AB 42 i AB 42F nisu uzrokovali nikakvu promjenu bakterijske livade u pokusu
metode Cistina i plakova tehnikom nakapavanja, stoga se uzorci smatraju negativnima na prisustvo
specifi¢nih litickih faga. U daljnjim postupcima sam tu pretpostavku dodatno ispitala koriste¢i mala

razrjedenja (102-10"), a naknadno 10™ i nerazrijedene uzorke.

4.2. Izolacija i procis¢avanje faga specificnih za E. coli

Uzorak EC 37

Na plo¢ama s optimalnim brojem plakova (=50 plakova po ploéi razrjedenja 10®) bili su
vidljivi plakovi razli¢itih veli¢ina koje sam podijelila na ,,velike plakove” i ,,male plakove”. Kod
nekih ,,velikih plakova” sam primijetila ,,08triji” rub, a kod drugih pomalo zamucen rub. Sveukupno
sam uocila tri razli¢ite morfologije plakova, te sam iz njih izolirala potencijalno razli¢ite fage i
imenovala ih EC-F1 (,,mali“ plakovi), EC-F2 (,,veliki* plakovi ostrijih rubova) i EC-F3 (,,veliki*
plakovi zamucenih rubova) (Slika 9). Svi plakovi su promatrani golim okom bili okrugli, dok je pod
lupom bio vidljiv nepravilan rub. Pod lupom (povecanja 10x i 15x) su EC-F1 plakovi bili vidljivi
samo pod odredenim fokusima, za razliku od vec¢ih EC-F2 i EC-F3, koji su bili vidljivi kroz cijeli
meki agar, $to znac¢i da su EC-F1 plakovi bili manje dubine. EC-F1 plakovi su bili manje prozirni
kad su promatrani bez lupe. Potencijalno razli¢ite fage izolirane iz plakova razli¢itih morfologija

sam provela kroz tri ciklusa proc¢iS¢avanja.
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Slika 9: Plakovi dobiveni metodom plakova u dvostrukom agaru s uzorkom EC 37 na bakterijskoj
livadi bakterije Escherichia coli. Lijevo - fotografija donje strane ploce, sredina - fotografija dijela
iste ploce ispod halogene svjetiljke, desno - fotografije pojedina¢nih plakova specifi¢ne morfologije
nadene u ovom uzorku (EC-F1, EC-F2 i EC-F3), snimljene pod lupom (poveéanje 10x).

Pro¢is¢avanje EC-F1: Jedan od dva izolata EC-F1 nije rezultirao zadovoljavaju¢im brojem
plakova prilikom prvog proc¢is¢avanja. Iz drugog izolata sam dobila plakove koji vise nisu mogli
biti opisani kao "mali", s obzirom da je vecina uzgojenih plakova imala veli¢inu i izgled sli¢an
plakovima originalnih EC-F2 ili EC-F3, uz rijetku pojavu malih zamucenih plakova. Daljnje
izoliranje 1 pro¢iS¢avanje malih zamucenih plakova je ponovno rezultiralo ve¢im plakovima sli¢nih
originalnim EC-F2 ili EC-F3. Proces procis¢avanja ovog faga je pokazao da, kada plak ima
dovoljno vremena za rast (prije ulaska bakterijske livade u stacionarno stanje) ne rezultira malenom
zamuc¢enom morfologijom, ve¢ plakovima veli¢ine originalnih EC-F2 ili EC-F3 s nepravilnim
nazubljenim zamucenim rubom. Prilikom proc¢is¢avanja, ploce s koristenim (malim) razrjedenjima
(10 i 10™) su &esto rezultirale vrlo malim brojem plakova (<10).

Procis¢avanje EC-F2: Procis¢avanje izolata EC-F2 je rezultiralo plakovima jednake
morfologije kao i originalno oznac¢eni EC-F2, odnosno jednake morfologije kao i kona¢ni EC-F1
("veci" plakovi nepravilnog nazubljenog zamucenog ruba), te su najvjerojatnije uzrokovani istim
fagom. Zato sam fage izolirane iz plaka ovog izolata u konac¢nici smatrala izolatom EC-FL.
Prilikom procis¢avanja neki izolati nisu doveli do pojave plakova, dok su drugi rezultirali s manjim
brojem plakova (=~20) na plo¢ama malih razrjedenja (1079).

Pro¢is¢avanje EC-F3: Prvo prociS¢avanje jednog izolata EC-F3 je rezultiralo plakovima
morfologije iste kao originalni EC-F2 (kasnije preimenovan u EC-F1), s iznimnom pojavom dva

plaka morfologije sli¢ne originalnom EC-F3. Prvo proc¢is¢avanje drugog izolata je rezultiralo s obje

52



morfologije plakova (originalni EC-F2 i EC-F3), s time da su plakovi izgleda EC-F3 bili malo ve¢i.
Izolacija i proc¢isc¢avanje plakova morfologije EC-F3 je rezultiralo plakovima morfologije originalno
prozvane EC-F2, odnosno prepoznate kao EC-F1 ("veéi" plakovi nepravilnog nazubljenog
zamucenog ruba), $to je pokazalo da se ne radi o zasebnoj morfologiji plaka, ve¢ najvjerojatnije o
fagima EC-F1. Izolati su ve¢inom rezultirali manjim brojem plakova (nekoliko desetaka ili <10) na
plodama malih razrjedenja (1072 i 107%).

U konacnici, nakon provedenih postupaka izolacije i proc¢iS¢avanja faga, iz uzorka EC 37

sam izolirala jednu vrstu/soj faga kojeg sam prozvala EC-F1.

Uzorak EC 37F

Na plo¢ama su bili vidljivi plakovi koji su veli¢inom sli¢ili originalnom opisu EC-F1, EC-
F2 i EC-F3 (plakovima uzgojenim iz uzorka EC 37), te ih tada nisam razlikovala od plakova
dobivenih iz uzorka EC 37. Na jednoj od plo¢a (razrjedenje 107, >50 plakova na ploi) su se
nalazila dva ,,plaka“ drugacije morfologije — imali su izduljen oblik, s potpuno prozirnim dijelom
okruzenim zamucenim dijelom koji postaje manje proziran prema rubu, te koji se izduljuje u
jednom smjeru (Slika 10). Nije bilo sigurno radi li se o rijetkim plakovima nove morfologije ili o
dva ili viSe spojena plaka, stoga sam izolirala fage iz jednog takvog navodnog plaka, dodijelila im

naziv EC-F4, te provela kroz proces procis¢avanja. Najpogodnije razrjedenje je bilo 10”7 (ploce

razrjedenja 10°° su imale nebrojivo mnogo plakova).

Slika 10: Plakovi dobiveni metodom plakova u dvostrukom agaru s uzorkom EC 37F na
bakterijskoj livadi bakterije Escherichia coli. Lijevo - fotografija donje strane ploce, sredina -
fotografija dijela iste ploce ispod halogene svijetiljke, desno - ,,plak* specifi¢ne morfologije nadene
u ovom uzorku (originalno prozvan EC-F4; nije isti kao prikazani na srednjoj slici), snimljen pod
lupom.
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Prvo procis¢avanje izolata EC-F4, kao i naknadna procdis¢avanja uzgojenih plakova, nisu
rezultirala plakovima neobi¢ne izduzene morfologije, ve¢ plakovima nove morfologije u odnosu na
one u uzorku EC 37 - plakovi os$trih rubova, prozirnog centra i postepeno sve vise zamuéenog
prostora prema rubu ("bullseye™ morfologija). Izduljeni oblik, uocen nakon metode plakova u
dvostrukom agaru uzorka EC 37F, je najvjerojatnije bio posljedica spajanja dvaju plakova ili
nepravilnog rasta plaka uzrokovanog nepravilnostima u krutom hranjivom mediju. Sva
proc¢iS¢avanja su rezultirala ve¢im brojem plakova (uglavnom nebrojivim na razrjedenju 102 j
nekoliko desetaka na razrjedenju 107%) opisane "bullseye" morfologije.

U konacnici, nakon provedenih postupaka izolacije i pro¢iS¢avanja faga, iz uzorka EC 37F
sam izolirala jednu vrstu/soj faga kojeg sam prozvala EC-F4. Nije sigurno jesu li se u uzorku
nalazili i fagi EC-F1, posto prilikom provedbe pokusa nisam imala iskustva u prepoznavanju
plakova faga. Naknadnim proucavanjem fotografija plo¢a metode plakova u dvostrukom agaru
uzorka EC 37F (koje sam napravila uz pomo¢ kamere mobilnog uredaja) sam zakljucila da se na
plo¢ama ovog uzorka najvjerojatnije nisu nalazili plakovi faga EC-F1, ve¢ da su svi primijeceni
plakovi bili plakovi faga EC-F4, ali ne mogu to tvrditi sa sigurno$¢u. Naknadnim pregledom
fotografija sam i primijetila da se oko plaka EC-F4 moze vidjeti obru¢ koji se ¢ini svjetlijim ili
tamnijim od bakterijske livade, ovisno o upadu svjetla na plak.

Uzorak EC 42

Na plocama ovog uzorka (nakon metode plakova u dvostrukom agaru) sam detektirala
plakove nove jedinstvene morfologije koju nisam primijetila kod drugih uzoraka, te sam ih nazvala
EC-F5: vrlo veliki plakovi, otprilike dvostruko veceg promjera od predhodno opisanih plakova,
prozirnog srediSta i mutnijeg ostatka plaka gdje se prozirnost smanjivala prema rubu ("bullseye™
morfologija) (Slika 11). Pod lupom (povecanje 10x) se vidjelo da su pravilno okrugli, te se dobro
vidjelo smanjenje prozirnosti prema rubu plaka. Osim EC-F5, na plo¢ama su se rijetko nalazili i
manji plakovi mutnijeg izgleda, koji su najvjerojatnije bili nepotpuno narasli plakovi istog faga.
Nisam primijetila plakove drugacijih morfologija. 1z plakova EC-F5 sam izolirala fage i provela ih
kroz tri ciklusa proc¢iS¢avanja. Za proucavanje morfologije plakova sam koristila razrjedenja 10°

(>50 plakova po ploci), a za izolaciju razrjedenja 10 (s malo manje od 10 plakova po ploci).
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Slika 11: Plakovi dobiveni metodom plakova u dvostrukom agaru s uzorkom EC 42 na bakterijskoj
livadi bakterije Escherichia coli. Lijevo - fotografija donje strane ploce, sredina - fotografija dijela
iste ploCe ispod halogene svjetiljke, desno - plak specificne morfologije nadene u ovom uzorku
(EC-F5), snimljen pod lupom.

Sva tri ciklusa prociS¢avanja su uvijek rezultirala istom ocekivanom morfologijom. S
obzirom na specifiénu veli¢inu plakova, Eesto sam na razrjedenju 10 dobivala potpuno liziranu
livadu ili veci broj spojenih plakova, stoga sam za izolaciju faga iz zasebnog plaka kod svih ciklusa
prociS¢avanja koristila razrjedenje 107 (desetak ili vie desetaka plakova po ploci).

U konacnici, nakon provedenih postupaka izolacije i prociS¢avanja faga, iz uzorka EC 42
sam izolirala jednu vrstu/soj faga kojeg sam prozvala EC-F5. U uzorku nisam primijetila prisutnost

drugih faga.

Uzorak EC 42F

Na svim plocama su se nalazila dva tipa ,,malenih* plakova: jedni promjera oko 1 mm sli¢no
originalnom opisu EC-F1, i drugi jo§ manjeg promjera i zamudeni, te stoga tesko uocljivi. Pod
lupom (povecanja 15x, 20x 1 25x) se vidjelo da su veéi plakovi puno prozirniji, dok su manji imali
proziran centar i zamucene deblje rubove (Slika 12). Iz plakova manjeg promjera i manje
prozirnosti sam izolirala fage, prozvala ih EC-F6 i provela kroz tri ciklusa procis¢avanja.
Najpogodnije razrjedenje za proucavanije i izoliranje plakova je bilo 10° s 50-ak plakova po ploéi,

dok je na razrjedenju 10 bilo nebrojivo mnogo plakova.
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Slika 12: Plakovi dobiveni metodom plakova u dvostrukom agaru s uzorkom EC 42F na
bakterijskoj livadi bakterije Escherichia coli. Lijevo - fotografija donje strane ploce, sredina -
fotografija dijela iste ploce ispod halogene svjetiljke, desno - plakovi specificne morfologije nadene
u ovom uzorku (EC-F6), snimljen pod lupom.

Prvo procis¢avanje plaka EC-F6 je rezultiralo malim plakovima od kojih sam izolirala dva.
Nakon drugog prociS¢avanja sam izolirala dva manja i manje prozirna plaka procijenjenog promjera
oko 0,5 mm 1 jedan prozirniji veci plak procijenjenog promjera oko 1 mm, te ih provela kroz proces
treceg procis¢avanja. Rezultati tre¢eg procis¢avanja su bili jednaki kod oba izolata, $to ukazuje da
se radi o plakovima istog faga koji nekada nisu narasli potpuno pa imaju manji promjer i prozirnost.
Sva prociS¢avanja su rezultirala velikim brojem plakova, >100 1li nebrojivim na razrjedenju 1072,

U konacnici, nakon provedenih postupaka izolacije 1 pro¢iS¢avanja faga, iz uzorka EC 42F
sam izolirala jednu vrstu/soj faga kojeg sam prozvala EC-F6. U uzorku nisam primijetila prisutnost
drugih faga.

4.3. Izolacija faga specificnih za A. baumanii

Rezultati izolacije faga iz originalnih uzoraka

Rezultati svih testiranih razrjedenja AB uzoraka, ukljucujuci i nerazrijedene uzorke, su bili
negativni, odnosno ni na jednoj ploci se nije razvio niti jedan plak, niti je bilo naznaka ikakve lize
bakterija.

Na plocama metode plakova u dvostrukom agaru uzorka AB 37 sam uocila pojave
nepravilnog oblika, promjera oko 3-4 mm, pomalo tamnije i crvenije nijanse od livade A.

baumannii s izrazitim tamnijim srediStem, a brojnost im je bila proporcionalna s razrjedenjem

56



uzorka. PokuSaj prociS¢avanja uzroka pojave metodom prociS€avanja faga iz plakova, kao i
izlijevanje izolata pojave bez prisutnosti bakterija su pokazala da se radi o zagadenju koje raste u

obliku kolonija.

Rezultati dodatnih postupaka

Nakon drugog ciklusa obogac¢ivanja AB uzoraka efluenta bakterijom A. baumannii, rezultati
metode ¢istina i plakova tehnikom nakapavanja svih testiranih AB uzoraka su bili negativni. lako su
na nekoliko razrjedenja svakog uzorka bili vidljivi rubovi kapi nanesenog uzorka omedeni
agregiranim bakterijama (pogotovo kod uzroka AB 37F gdje je pojava bila vidljiva na
nerazrijedenom uzorku i skoro svim razrjedenjima), nije bilo nikakvih promjena na bakterijskoj
livadi koje bi ukazivale na lizu.

Postupak ukoncentriravanja svih AB uzoraka je takoder dao negativne rezultate metode
plakova u dvostrukom agaru, odnosno nisu nastali plakovi niti ikakve Cistine uzrokovane lizom
bakterija.

Metodom plakova u dvostrukom agaru za uzorak AB 37 proveden s dvostruko mekim
agarom kao gornjim agarom nisam uspjela detektirati prisutnost faga u uzorku, odnosno nisam
primjetila formiranje plakova niti ikakve zone gdje su bakterije odsutne. Jedino $to sam primijetila
su vece i viSe razmaknute mikrokolonije bakterija na ploCama s uzorcima naspram bakterijske

kontrole K AB, medutim nije bilo lize bakterija.

4.4, Morfoloske karakteristike plakova faga specifi¢nih za E. coli

Izgled plakova

EC-F1

Promatrani bez opti¢kih pomagala, plakovi faga EC-F1 su okrugli s nepravilnim
,hazubljenim* zamuc¢enim rubovima, dok je vec¢ina plaka potpuno prozirna (Slika 13 a).

Pod povecanjem, odnosno na fotografijama plakova faga EC-F1 pod lupom se mogu
primijetiti vrlo nepravilni nazubljeni rubovi plakova, kao i blago zamucéen rub s bljedim
mikrokolonijama bakterija. Na fotografijama svih plakova se nalazio tamniji prostor s vanjske

strane plaka ¢iji uzrok nisam odredila (Slika 14 a).
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EC-F4

Promatrani bez optickih pomagala, plakovi faga EC-F4 su savrSeno okrugli s pravilnim
rubom, imaju prozirno srediste te im se povecava zamucenost prema rubu plaka, odnosno imaju tzv.
"pbullseye™ morfologiju (Slika 13 b).

Pod povecanjem, odnosno na fotografijama plakova faga EC-F4 pod lupom su vidljivi
potpuno pravilni o$tri rubovi plaka koji opisuju pravilne kruznice. Unutar plakova su vidljive
mikrokolonije bljedeg izgleda, koje stvaraju zamucen izgled dijela plaka oko sredista, Cija se
zamucenost povecava prema rubu plaka s povecanjem vidljivosti mikrokolonija bakterija. Kao i kod

plakova faga EC-F1, s vanjske strane svih plakova EC-F4 se nalazio tamniji prostor, koji je uZi,

Slika 13: Plakovi izoliranih bakteriofaga specifi¢nih za bakteriju Escherichia coli: a) EC-F1, b) EC-
F4, c¢) EC-F5, d) EC-F6. Pored fotografije plo¢e se nalazi uvecana fotografija oznacenog
pravokutnika. Fotografije su napravljene ispod halogene svjetiljke.
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Slika 14: Fotografije plakova svakog izoliranog bakteriofaga specifi¢nih za bakteriju Escherichia
coli, snimljene pod istim povecanjem lupe: a) EC-F1, b) EC-F4, c) EC-F5, d) dva plaka EC-F6.
Skala prikazuje duljinu od 1 mm.

EC-F5

Promatrani bez opti¢kih pomagala, plakovi faga EC-F5 su vrlo veliki (puno ve¢i od EC-F1 i
EC-F4). SavrSeno su okrugli s pravilnim rubom, imaju prozirno srediste te veliki zamuceni prostor
kojemu se smanjuje prozirnost prema rubu plaka, odnosno imaju tzv. "bullseye” morfologiju (Slika
13 c).
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Pod poveéanjem, odnosno na fotografijama plakova faga EC-F5 pod lupom je bilo jasno
vidljivo da su plakovi puno ve¢i od plakova ostalih izoliranih faga, te da rub plaka opisuje pravilnu
kruznicu. Kao 1 kod plakova faga EC-F4, unutar plakova se nalaze mikrokolonije bljedeg izgleda
koje stvaraju zamucéeni izgled dijela plaka od sredista do ruba plaka. Prozirnost plaka se takoder
smanjuje prema rubu plaka povecanjem broja mikrokolonija koje ujedno postaju tamnije i jasnije

vidljive (Slika 14 c).

EC-F6

Promatrani bez optickih pomagala, plakovi faga EC-F6 su vrlo sitni, okrugli, prozirni sa
zamucenim rubom (Slika 13 d).

Pod povecanjem, odnosno na fotografijama plakova faga EC-F6 pod lupom je bilo jasno
vidljivo da su plakovi puno manji od razvijenih plakova ostalih faga. Mogao se dobro primijetiti
pravilan okrugao rub plaka, kao i zamucéenost samog ruba sastavljen od bljedih mikrokolonija (Slika

14 d).

Veli¢ina plakova

Svakom od izoliranih faga odredila sam promjer plakova (Tablica 2). lako je skala po kojoj
sam kalibrirala mjere plakova milimetarska skala, zbog ocitih razlika u veli¢inama plakova sam

promjere prikazala u jednu desetinu milimetra (program moze dati veci broj decimala).

Tablica 2. Promjeri opisanih plakova faga specifi¢nih za bakteriju Escherichia coli.

Redni broj plaka EC-F1 EC-F4 EC-F5 EC-F6
1 3,5 2,6 5,7 1,2
2 2,6 2,5 6,1 1,2
3 2,8 2,3 6,1 1,0
4 3,0 2,6 5,6 1,2
5 2,3 2,4 6,1 1,3
6 2,3 2,3 52 1,2
7 1,8 2,1 54 11
8 2,3 2,4 6,0 11
9 1,8 2,7 6,4 11
10 1,5 2,4 53 11
srednja vrijednost
promjera plaka 24+0,6 24402 5810, 1,240,
standardna
devijacija
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4.5. Zbirni rezultati izolacije bakteriofaga specifi¢nih za vrste E. coli i A. baumanii

Iz uzorka efluenta otpadnih voda, odnosno &etiri razlicito tretirana EC uzorka efluenta sam
sveukupno izolirala Cetiri faga specifi¢na za vrstu E. coli koji stvaraju plakove razli¢ite morfologije,
odnosno najvjerojatnije Cetiri razliite vrste/soja faga (Tablica 3). U svakom wuzorku se
najvjerojatnije nalazila samo jedna vrsta/soj faga: u uzorku EC 37 fag EC-F1, u uzorku EC 37F fag
EC-F4, u uzorku EC 42 fag EC-F5, te u uzorku EC 42F fag EC-F6. U uzorku EC 37F su se mozda
uz fage EC-F4 nalazili i fagi EC-F1. Posto je na pocetku bilo tesko razlikovati morfologiju plakova
ovih faga, postoji moguénost da sam inicijalno zamijenila plakove EC-F4 za EC-F1. Nakon
naknadne analize fotografija plakova dobivenih metodom plakova u dvostrukom agaru, ¢ini se da su
svi plakovi na plo¢ama uzorka EC 37F morfologije EC-F4 (koja je sigurno utvrdena nakon procesa
prociS¢avanja). Na zalost, zbog kvalitete fotografija i moguénosti analize plakova s fotografija
navedeno ne mogu tvrditi sa sigurnoscu.

Nisam uspjela izolirati niti jedan fag specifican za vrstu A. baumannii, ali preliminarni
rezultati, pogotovo pozitivni rezultati konfluentne lize uzorka AB 37 ukazuju na mogucu prisutnost

specifi¢nih faga koje nisam uspjela izolirati koriStenim metodama.

Tablica 3. Fagi specifi¢ni za bakteriju Escherichia coli izolirani iz etiri razli¢ito tretirana
uzorka efluenta* i njihove morfoloske znacajke u LB-mediju s 0,75% agara (uzgojeni
metodom plakova u dvostrukom agaru).

Naziv faga Uzorak iz Prosjecna Morfologija Fotografija dijela
kojeg je | veli¢ina plaka + potpuno ploce s plakovima
izoliran standardna razvijenog plaka

fag* devijacija (gledano bez
optickih
pomagala)
EC-F1 EC 37 2,4+0,6 Okrugao,

(u pocetku nepravilnog <
izoliran i kao nazubljenog ‘ 5 \\\\\
EC-F2i EC- ruba, proziran sa ‘

F3) zamucéenim
rubom A ‘

EC-F4 EC 37F 2,4+0,2 Okrugao,
pravilnog ruba, = : |
prozirnog Z 9

sredista i
zamucenog
prostora prema
rubu koji postaje
manje proziran 4
Sto je dalje od

srediSta

(,,bullseye”

morfologija)
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EC-F5

EC 42

58+04

Okrugao,
pravilnog ruba,
prozirnog
sredista i
zamucenog
prostora prema
rubu koji postaje
manje proziran
Sto je dalje od
srediSta
(,,bullseye”
morfologija)

EC-F6

EC 42F

1,2+0,1

Okrugao,
pravilnog ruba,
proziran sa
zamucéenim
rubom

* Svi uzorci efluenta su obogaceni bakterijom E. coli; EC 37 — sirovi efluent, inkubacija pri
37 °C; EC 37F — filtrirani efluent, inkubacija pri 37 °C; EC 42 — sirovi efluent, inkubacija pri

42 °C; EC 42F — filtrirani efluent, inkubacija pri 42 °C.

4.6. Titar faga specifi¢nih za E. coli

Titar u kona¢nim izolatima (odredenim triplikatima razrjedenja) je iznosio [PFU/mL]: EC-

F1 — 7,6x10", EC-F4 — 6,3x10°, EC-F5 — 1,4x10°, EC-F6 — 8,2x10°%; titar faga odreden samo uz

pomoc¢ razrjedenja koji je statisticki znacajan prema Francis i sur. (2017) je iznosio [PFU/mL]: EC-
F1—7,2x10’, EC-F4 — 6,5x10°, EC-F5 — 1,22x10°, EC-F6 — 8,6x10° (Tablica 4).

Tablica 4. Titar izoliranih bakteriofaga specifi¢nih za bakteriju Escherichia coli u kona¢nim

izolatima.
razrjedenje (10%)
fag Replika 4 5 6 7 8
1 nebrojivo 65 5 1 0
Broj 2 nebrojivo 75 7 0 0
plakova 3 nebrojivo 76 12 1 0
EC-F1 ;
Srednja X 72 8 X X
vrijednost

Titar [PFU/mL] X 7,2x10" | 8,0x10’ X X

Srednja vrijednost titra 7

[PFU/mL] 7,6x10
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skoro

1 potpuna liza potpuna liza nebrojivo 42 1
Broj 2 potpuna liza potgtﬁ:)liza nebrojivo 67 4
plakova 3 potpuna liza 5 otgﬁﬁgoliza nebrojivo 86 13
EC-F4 Srednja X X X 65 5
vrijednost
Titar [PFU/mL] X X X 6,5x10° 6x10°
Srednja vrijednost titra 9
[PFU/mL] 6,3x10
skoro skoro
1 potpuna liza | potpuna liza 133 15 0
skoro skoro
Broj 2 potpuna liza | potpuna liza 132* 18 0
lak skoro skoro
plakova 3 potpuna liza | potpuna liza 101* 1 1
e Srednja X X 122% 15 X
vrijednost
Titar [PFU/mL] X X 1,22x10° | 1,5x10° X
Srednja vrijednost titra 9
[PFU/mL] 1,4x10
1 b otps)tcrigoliza nebrojivo 89 10 1
Broj 2 X** nebrojivo 88 3 2
plakova 3 X** nebrojivo 82 10
EC-F6
prosjek X 86 8
Titar [PFU/mL] X 8,6x10° | 7,7x10°
Srednja vrijednost titra 8
[PFU/mL] 8,2x10

*EC-F5 procijenjen broj plakova (broj potpuno prozirnih sredista gdje se plakovi preklapaju) jer
su se zbog specifi¢ne velicine plakovi preklapali.

**nema podataka zbog tehnicke pogreske

X — srednju vrijednost nije bilo moguce odrediti zbog prevelikog ili premalog broja plakova

4.7. Elektronska mikroskopija

Uz pomo¢ elektronske mikroskopije nismo uspjeli dobiti neosporive fotografije izoliranih
faga. Uzorci su uglavnom imali puno oneciS¢enja (najvjerojatnije kristala soli i dr.), zbog Cega je
bilo vrlo tesko pretrazivati uzorak koji je bio nakapan direktno na bakrenu mrezicu. Zato je
postupak stavljanja uzorka na mrezicu modificiran tako da se mrezica stavi na kapljicu uzorka na
kratko vrijeme (10 min). Tako su tako pripremljeni uzorci na mreZici bili puno ¢is¢i, i dalje nisu
pronadene dobre i neosporive slike bakteriofaga. Uslikane su fotografije (Slika 15) nekih
nepoznatih struktura (kristalne strukture, pravilne okrugle strukture), koje su mozda povezane s

bakteriofagima, ali bez daljnjih istrazivanja ne mogu biti sigurna $to su to¢no te strukture.
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Slika 15. Konacni izolati bakteriofaga specifi¢nih za vrstu Escherichia coli obojeni s
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fosfovolframskom  kiselinom (PWK) snimljeni pod transmisijskim elektronskim
mikroskopom. Uzorci pod c), e), ), g), h) su obojani tako da je mrezica inkubirana na
mjeSavini PWK 10 min.

a) Ukoncentrirani uzorak EC-F1, uvecanje 71 000 x — vidljive su kristalne strukture
okruglastog ili trokutastog oblika; mjerka na slici - 0,2 um.

b) Ukoncentrirani uzorak EC-F1 (isti kao na fotografiji a), uvecanje 110 000 x — dvije
strukture su bile izmjerene i promjer je iznosio 90 nm i 70 nm; mjerka na slici — 0,2 pm.

c) Ukoncentrirani uzorak EC-F1, uvecanje 22 000 x — vidljive su bijele okruglaste strukture
koje okruzuju crno onecis¢enje; mjerka na slici — 1 pm.

d) Ukoncentrirani uzorak EC-F4, uvecanje 36 000 x — vidljive su bijele Stapicaste strukture
kroz cijeli uzorak, duljine oko 200 nm; mjerka na slici — 0,5 pm.

e) Talog ukoncentriranog uzorka EC-F5, uvecanje 44 000 x — vidljive su male svjetlije
okruglaste strukture; mjerka na slici — 0,5 pm.

f) Talog ukoncentriranog uzorka EC-F5, uvecanje 71 000 x — vidljive su bijele okruglaste
strukture ostrijih rubova, nepravilnog oblika; mjerka na slici — 0,2 pum.

g) Talog ukoncentriranog uzorka EC-F6, uveéanje 56 000 x — vidljiva je bijela okrugla
struktura €iji je promjer iznosio 190 nm; mjerka na slici — 0,2 pm.

h) Talog ukoncentriranog uzorka EC-F6, uvecanje 140 000 x — vidljive su dvije svjetlije
okrugle strukture s drugac¢ijom strukturom sredista; mjerka na slici — 0,1 pm.
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5. RASPRAVA

Iz uzorka efluenta centralnog uredaja za prociS€avanje otpadnih voda grada Zagreba sam
uspjes$no izolirala fage specificne za vrstu Escherichia coli, ali ne i za vrstu Acinetobacter
baumannii, iako preliminarni rezultati (konfluentna liza bakterijske livade s uzorkom AB 37)
upucuju da su u uzorku efluenta mozda bili prisutni fagi specifi¢ni za tu bakteriju. Zasto izolacija
faga specifi¢nih za bakteriju A. baumannii nije bila uspjes$na nije potpuno jasno, ali literatura (Latz i
sur. 2016, Mattila i sur. 2015, Baginska i sur. 2019) upucuje da ovaj rezultat nije neuobicajen. Latz i
sur. (2016), koji su se fokusirali na izolaciju faga specifi¢nih za bakterije iz ,,ESKAPE® grupe (u
koju spada vrsta A. baumannii), isticu kako su u literaturi navedeni okoliSni uzorci iz kojih su
uspjesno izolirani fagi specifi¢ni za bakterije od interesa, ali da postoji malo informacija o tome
koliko je okoli$nih uzoraka bilo potrebno za uspjesnu izolaciju i da li je tokom procesa izolacije bilo
potrebno mijenjati uvjete dok izolacija nije rezultirala uspjehom. 1z tog razloga je tesko zakljuciti
kolika je vjerojatnost uspjesne izolacije faga za ove bakterije (Latz i sur. 2016). Rad Kkoji je obratio
pozornost na uspjesnost izolacije specificnih faga iz otpadnih voda je Mattila i sur. (2015). Ovi
autori su istrazivali mogucnost izolacije faga specifi¢nih za razliCite bakterijske vrste, ukljucujuéi E.
coli i A. baumannii, iz kanalizacijske vode uzorkovane vise puta kroz vremenski period od skoro
dvije godine, unutar jednog postrojenja za obradu otpadnih voda (u gradu Jyvéskyla, Finska). lako
su uspjeli izolirati fage specificne za E. coli (testirano na Sesnaest razliitih sojeva) u oko 90%
pokusaja, fage specificne za A. baumannii (devet sojeva) su uspjeli izolirati u manje od 40%
pokusaja, te nisu uspjeli izolirati fage specificne za sve koristene sojeve (uspjeli su za njih pet od
devet), dok su za skoro sve koriStene sojeve E. coli (15/16) izolirali specifi¢ne fage (Mattila i sur.
2015). lako su Mattila i sur. (2015) istrazivanje proveli na samo jednoj lokaciji koja ne mora biti
slicna CUPOVZ, njihovi rezultati ipak sugeriraju da bi izolacija faga specifiénih za vrstu A.
baumannii mogla biti manje uspjesna od izolacije faga specificnih za E. coli iz kanalizacijskih voda.
Ja sam specificne fage pokusala izolirati iz samo jednog kompozitnog uzorka efluenta (kojeg sam
obogatila na nekoliko razli¢itih na¢ina), te za samo jedan soj A. baumannii, pa prema rezultatima
autora Mattila i sur. (2015) nije neuobicajeno §to izolacija specificnih faga za ovu bakteriju nije
uspjela. No, treba imati na umu da su spomenuti autori izolirali fage najvjerojatnije iz sirove
neobradene kanalizacije, dok su u ovom pokusu izolirani iz efluenta otpadne vode procis¢ene kroz
postrojenje CUPOVZ, §to bi eventualno moglo imati utjecaj na relativnu uspjesnost izolacije faga
specificnih za bakteriju A. baumannii. Poznato je da u postrojenjima za obradu otpadnih voda
kolifagi bivaju uklonjeni iz otpadne vode (Ewert i Paynter 1980, Mandilara i sur. 2006), zajedno sa
svojim domaéinima na koje su vezani, u procesu koji ukljucuje aktivni mulj u aeriranom reaktoru

djelovanjem prazivotinja (Ewert i Paynter 1980). No, Ewert i Paynter (1980) su pronasli povecanje
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ukupnog broja faga u efluentu iz reaktora naspram influenta u reaktor postrojenja za procis¢avanje
otpadnih voda (u gradu Gaffney, Juzna Karolina) te nisu utvrdili koje bakterije uzrokuju povecanje
broja faga (Ewert i Paynter 1980). Dokazano je da se vrsta A. baumannii nalazi u aktivnom mulju
CUPOVZ (Higgins i sur. 2018), pa mozda postoji teoretska moguénost da u aktivnom mulju dolazi
do umnazanja faga specifi¢nih za ovu bakteriju koji bi mogli zavrsiti u efluentu, s obzirom da dolazi
do povecéanja broja nekih faga u reaktoru s aktivnim muljem (Ewert i Paynter 1980). Naravno,
postoji mogucénost da nema znacajne razlike u koncentraciji faga u influentu i efluentu ili da dolazi
do smanjenja broja faga specifi¢nih za A. baumannii, kao $to su Ewert i Paynter (1980) nasli da se
dogada s fagima specifi¢énim za bakterije koje su uspjeli izolirati iz postrojenja.

Kao najbolji izvor faga specificnih za A. baumannii se navodi bolni¢ka kanalizacija
(Baginska 1 sur. 2019), a Higgins i sur. (2018) procjenjuju da bolnic¢ke otpadne vode ¢ine samo 0,3 -
1,7% ukupnog influenta otpadnih voda u CUPOVZ. S druge strane, Latz i sur. (2016) su uspjesno
izolirali fage specificne za A. baumannii iz nekoliko vodenih izvora koji su, osim bolnicke
kanalizacije, ukljucivali 1 netretirani influent u postrojenje za obradu otpadnih voda, ali i dva jezera.
No, oni su izolaciju provodili na sojevima koji su izolirani iz bolnice iz ¢ije su okoline uzimali
uzorke te su nasli specifi¢ne fage za tri od pet koristenih klinickih sojeva (Latz i sur. 2016). Ja sam
u svojem pokusu koristila samo jedan laboratorijski soj A. baumannii (www.atcc.org), a ne sojeve
izolirane iz bolnica grada Zagreba.

Kao §to sam napomenula u uvodu, Baginska i sur. (2019) navode da je vrlo tesko izolirati i
umnoziti fage specificne za vrstu A. baumannii i da je stoga potrebno optimizirati postupak za svaki
zasebni fag. Sve prije navedeno (Latz i sur. 2016, Mattila i sur. 2015, Baginska i sur. 2019) ukazuje
na probleme izolacije faga specifiénih za vrstu A. baumannii te da, iako je moguce postici pozitivne
rezultate, nije neobicno §to ja nisam uspjela izolirati fage specificne za samo jedan soj iz samo
jednog okolisnog uzorka. Unato¢ tome, postoji mogucnost da se u uzorku ipak nalazio specifican
fag s obzirom na pozitivni preliminarni rezultat. PoSto je poznato da su fagi specificni za bakteriju
A. baumannii u vise slucajeva uspjesno izolirani iz uzoraka kanalizacijske vode i otpadnih voda
(Baginska 1 sur. 2019), smatram da bi trebalo nastaviti s pokusajima izolacije specifi¢nih faga za
ovu bakteriju iz uzoraka ZagrebaCkih otpadnih voda. Smatram da bi trebalo provesti vise
uzorkovanja i pokuSaja izolacije faga iz efluenta otpadnih voda iz CUPOVZ, pogotovo jer moji
preliminarni rezultati impliciraju da bi pokusaji mogli biti uspjeSni. Takoder smatram da bi bilo
dobro pokusati izolirati fage iz uzoraka neprocis¢ene otpadne vode, odnosno influenta u CUPOVZ,
posto influent u postrojenje za obradu otpadnih voda moze biti izvor faga specifi¢nih za vrstu A.
baumannii (Latz i sur. 2016), ali bi sam postupak mozda mogao biti tezi zbog otpada koji se uklanja
procesom procis¢avanja CUPOVZ, pa i opasniji po zdravlje. Zbog specifi¢nosti faga prema

bakterijama domacinima (Hyman 2019, Nikolich i Filippov 2020), smatram da bi bilo korisno
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pokusati izolirati fage specificne za vrstu A. baumannii koriste¢i sojeve koji su pronadeni u
Zagrebackoj otpadnoj vodi, odnosno influentu, aktivnom mulju i efluentu CUPOVZ. Higgins i sur.
(2018) su dokazali konstantan priljev odredenih klonova A. baumannii u CUPOVZ tijekom godine
dana, a ova je bakterijska vrsta izolirana sporadi¢no i ranije (Higgins i sur. 2018). Problem bi mogla
biti sigurnost rada s takvim sojevima, s obzirom da su iz CUPOVZ izolirane A. baumannii
neosjetljive na razlicite antibiotike, ukljucuju¢i karbapenem (Higgins 1 sur. 2018). Bilo bi mozda
najviSe korisno pokusati izolirati fage na sojevima izoliranima iz Zagrebackih bolnica ¢ije otpadne
vode ulaze u CUPOVZ, sli¢no kao §to su napravili Latz i sur. (2016), posto je ideja izolacije u svrhu
potecijalne terapije fagima pa fagi trebaju biti specificni za bakterije od interesa (Hyman 2019). Da
je izolacija faga bila uspjeSna sa sojem kojeg sam koristila u ovom pokusu, mogla bih naknadno
testirati njihovu uc€inkovitost protiv viSestruko rezistentnih sojeva za koje bi terapija fagima bila
znacajna, s obzirom da je ovaj soj bio ,surogat soj sigurniji za rad u danim laboratorijskim
uvjetima (Gill i Hyman 2010, Hyman 2019).

Zbog rezultata koje su postigli Mattila i sur. (2015), Mandilara i sur. (2006) te Jurczak-
Kurek i sur. (2016), uspjeh u izolaciji faga specifi¢nih za E. coli se ¢ini o¢ekivanim. Jurczak-Kurek
i sur. (2016) su iz urbane kanalizacije uspjesno izolirali 60 razli¢itih faga specifi¢nih za vrstu E.
coli, od kojih je 59 moglo inficirati soj MG1655 (Jurczak-Kurek i sur. 2016), iz kojeg je izveden E.
coli soj LMM2632 kojeg sam koristila u ovom pokusu (Buljubasi¢ i sur. 2019). Iako se kolifagi
uklanjaju unutar postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda (Ewert i Paynter 1980, Mandilara 1 sur.
2006), Mandilara i sur. (2006) su dokazali prisutnost somatskih kolifaga i u efluentu postrojenja za
sekundarno pro¢is¢avanje otpadnih voda. Mandilara i sur. (2006) su unutar svog pokusa (mjesecno
tokom dvije godine) uzorkovali influent i efluent postrojenja za sekundarnu obradu otpadnih voda
(u gradu Ateni) te su odredili koncentraciju od oko 10-100 PFU/mL somatskih kolifaga u efluentu
postrojenja (=10° PFU/mL u influentu); oni su takoder otkrili korelaciju izmedu broja odredenih
bakterija indikatora fekalnog zagadenja, ukljuCujuéi intestinalnih enterokoka, i prisutnosti
specificnih bakteriofaga, te mogucu djelomi¢nu korelaciju izmedu koncentracije intestinalnih
enterokoka i somatskih kolifaga. Koncentracija intestinalnih enterokoka koju su Mandilara i sur.
(2006) odredili u influentu i efluentu je slicna kocentraciji intestinalnih enterokoka koje su
Hrenovic i sur. (2017) otkrili u influentu i efluentu CUPOVZ (oboje malo manje od 10° CFU/mL u
influentu i oko 10> CFU/mL u efluentu), pa je stoga mozda i koncentracija somatskih kolifaga

sli¢na, iako ne nuzno.
Uspjesno sam izolirala najvjerojatnije Cetiri razlicite vrste/soja faga specificnih za vrstu E.

coli, s obzirom da sam izolirala Cetiri razli¢ite morfologije plakova (razli¢iti tipovi faga se Cesto

mogu razlikovati prema morfologiji plakova koje stvaraju (Abedon 2018)), iako se na pocetku
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¢inilo da sam nasla Sest razli¢itih morfologija plakova. Razlog zamijene jednog faga (EC-F1) za tri
razli¢ita (EC-F1, EC-F2 i EC-F3) je velika razlika u veli¢ini plakova i razlika u izgledu ruba
plakova, koja je mozda uzrokovana slabijom adsorpcijom faga na bakteriju — Sto je adsorpcija faga
na bakterije sporija, to je veca varijacija u vremenu kada se individualni fag veze na bakteriju
(Abedon i Yin 2009), a plak ¢e imati viSe vremena za rast ako se ranije veze na bakteriju (Abedon
2018). 1z tog razloga se smanjuje varijabilnost veli¢ine plakova ukoliko se na plo¢i iniciraju
inficiranim bakterijama, a ne slobodnim fagima koji se prvo moraju adsorbirati na bakteriju da bi
zapoceo rast plaka (Abedon 2018). Danih 8 minuta inkubacije faga i bakterija prije izlijevanja
najvjerojatnije nije bilo dovoljno da se vec¢ina faga EC-F1 adsorbira na bakterije prije izlijevanja,
zbog Cega su se mnogi fagi adsorbirali na bakterije naknadno u samoj plo¢i. Kasnija adsorpcija je
uzrokovala da njihovi plakovi imaju manje vremena za rast do sazrijevanja livade i stoga budu
manje veli¢ine (originalno prozvani EC-F1) nego plakovi faga koji su se adsorbirali ranije
(originalno prozvani EC-F2 i EC-F3). Originalno prozvani plakovi EC-F3 su stoga najvjerojatnije
uzrokovani fagima Kkoji su se prvi adsorbirali na bakterije, te time imali najviSe vremena za rast.
Kada je vrijeme inkubacije faga 1 bakterija bilo 15 min (tokom prociS¢avanja faga iz plakova),
varijacija u veli¢ini plakova je bila puno manja, najvjerojatnije jer je trajanje inkubacije bilo
dovoljno da se vec¢ina faga adsorbira na bakterije prije izlijevanja.

Kako sam tokom cijelog pokusa za provodenje metode plakova u dvostrukom agaru za sve
fage koristila jednake hranjive podloge, Sto znaci jednaku koli¢inu nutrijenata, agara, te jednaku
vlaznost ploca, ti uvjeti, koji inace mogu utjecati na veli¢inu plakova (Abedon i Yin 2009, Abedon
2018), nisu utjecali na razlike u veli€ini plakova razlic¢itih izoliranih faga u mom pokusu. Jednako
tome, posto sam koristila jednaku koli¢inu bakterija sa odredenim stadijem rasta, gustoca livade i
stanje bakterija, koji ina¢e mogu utjecati na veli¢inu plakova (Abedon i Yin 2009, Abedon 2018),
nisu utjecali na razlike u veli¢ini plakova razli¢itih izoliranih faga u mom pokusu. Na razliku u
veli¢ini plakova razli¢itih faga su stoga utjecala svojstva faga: sposobnost difuzije faga, adsorpcija,
latentni period, veli¢ina otpusta (Abedon i Yin 2009, Gallet i sur. 2011, Abedon 2018) te sposobnost
lize bakterija u kasnijoj fazi rasta (Abedon 2018). Difuzivnost faga u hranjivoj podlozi moze ovisiti
o njegovoj veliCini (Abedon i1 Yin 2009) pa je mozda i veliina faga utjecala na veli¢inu plakova,
iako to nisam mogla dokazati zbog neuspjeha dobivanja slika faga TEM-om. Svojstva faga kao §to
su stopa adsorpcije, latentni period i veli¢ina otpusta se mogu mjeriti metodama koje nisam
provodila (Hyman i Abedon 2009), stoga ne mogu donositi nikakve pouzdane zakljucke o tim
svojstvima izoliranih faga. Plakovi EC-F6 su bili jako malenih dimenzija, $§to bi moglo biti
uzrokovano: fagima koji slabo difundiraju u koristenoj hranjivoj podlozi (Abedon i Yin 2009,
Abedon 2018), mozda zbog vecih viriona (Abedon i Yin 2009), vece stope adsorpcije (Gallet i sur.
2011, Abedon 2018), dugog latentnog perioda (Abedon i Yin 2009, Abedon 2018) te vrlo male
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veli¢ine odpusta (Abedon i Yin 2009, Abedon 2018). Plakovi EC-F5 su imali vrlo velike promjere,
Sto bi moglo biti uzrokovano: fagima koji bolje difundiraju u koristenoj hranjivoj podlozi (Abedon i
Yin 2009, Abedon 2018), mozda zbog manjih viriona (Abedon i Yin 2009), manje stope adsorpcije
(Gallet i sur. 2011, Abedon 2018), kraceg latentnog perioda (Abedon i Yin 2009, Abedon 2018) te
vece veli¢ine odpusta (Abedon i Yin 2009, Abedon 2018). Plakovi EC-F1 i EC-F4 su bili sli¢nih
dimenzija kad su narasli do pune veliCine, ali je varijabilnost u veli¢ini plakova bila veca kod faga
EC-F1 (nakon metode plakova u dvostrukom agaru kada je vrijeme inkubacije bakterija i faga prije
izlijevanja bilo 15 min i kada je bilo 8 min), §to bi moglo biti uzrokovano slabijom adsorpcijom
faga EC-F1 (Abedon i Yin 2009, Abedon 2018).

Uzrok razlike u morfologijama plakova razli¢itih faga koje sam izolirala nije poznat, posto
je nehomogenost unutar plakova slabo istrazivana (Abedon i Yin 2008). Kao $to sam ve¢ objasnila
U uvodu, na turbiditet plaka utjeCu bakterijske mikrokolonije koje nisu lizirane, $to bi moglo
ukljucivati broj neliziranih mikrokolonija ili mikrokolonije koje su djelomic¢no lizirane. Posto su
mikrokolonije u sredistu plaka (odakle je krenulo stvaranje plaka) bile manje tokom stvaranja plaka,
njih fagi mogu lakse lizirati 1 stoga srediSte plaka moze biti prozirnije. Dok plak raste, rastu 1
bakterijske mikrokolonije koje stoga mogu biti teze za lizirati, pa zamucenost plaka moze rasti
prema njegovoj periferiji. Prema tome fagi koji lakse liziraju starije/ve¢e mikrokolonije bi mogli
stvarati plak koji je prozirniji prema svome rubu (Abedon 2018). MoZda je bolja sposobnost lize
starijih/ve¢ih mikrokolonija uzrok prozirnijeg izgleda faga EC-F1 i nesto manje faga EC-F6. Uzrok
stvaranja ,,bullseye” morfologije plaka (koju su imali plakovi EC-F4 i EC-F5) je nepoznat, iako
postoji vise teorija o njihovom mogu¢em uzroku: gustoca bakterija se poveéava rastom livade, kao
Sto se i vjerojatno mijenja njihovo fiziolosko stanje. Stoga, ako se mutacijama razvijaju bakterije
rezistentne na fage biti ¢e ih viSe $to su se dulje razvijale bakterije, odnosno dalje od sredista plaka
(Abedon i Yin 2008). Ukoliko mikrokolonije postaju otpornije na lizu fagima tokom rasta, $to bi
moglo biti uzrokovano vremenski duljom lizom ve¢e mikrokolonije ili moguénosti da su sredista
mikrokolonija usla u stacionarnu fazu rasta, onda bi ih bilo teZe lizirati $to kasnije fagi dodu do njih,
odnosno dalje od sredista plaka (Abedon i Yin 2008). ,,Bullseye* morfologija u slucaju T4 faga
moze biti povezana s inhibicijom lize — fenomen gdje adsorpcija vise faga na bakteriju uzrokuje
znacajno produljenje latentnog perioda (Abedon i Yin 2008). Smatra se da bi u razli¢itim dijelovima
plaka mogli djelovali razliciti selekcijski pritisci, te da bi prema periferiji plaka mogla postojati
selekcija za kra¢im latentnim periodom jer se time fagima povecava pristup neinficiranim
bakterijama koje su gusto narasle (Abedon i Yin 2008). Prema tome pretpostavljam da bi mozda
fagi s duljim latentnim periodom mogli imati mutnije ,,bullseye plakove te da bi veliki ,,bullseye*
plak kojeg stvara EC-F5 mozda mogao biti uzrokovan fagima koji imaju veliku sposobnost difuzije

I dugi latentni period.
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Tamniji prostor oko plakova EC-F1 i EC-F4, koji je bio vidljiv na fotografijama faga pod
lupom (kao i obru¢ oko plakova vidljiv na neuvecanim fotografijama ploc¢a s plakovima EC-F4), bi
mogao biti uzrokovan difuzijom hidrolitickih enzima podrijetlom iz faga koji liziraju kapsule
bakterija (Abedon 2018), odnosno enzimima podrijetlom iz faga koji uniStavaju vanjski dio
bakterije (Jurczak-Kurek i sur. 2016), stvarajuci prostor oko plaka zvan ,,halo* (Abedon 2018,
Jurczak-Kurek i sur. 2016). ,,Halo* raste preko granica plaka jer enzimi, zbog svoje male veliCine,

mogu difuzijom prelaziti vece udaljenosti od faga (Abedon 2018).

Cini se da sam iz svakog EC uzorka izolirala samo jedan fag, te iz svakog uzorka drugu
vrstu/soj faga specifican za bakteriju E. coli. Smatram da je to posljedica metode obogacivanja
uzoraka. Metode obogacivanja uzorka mogu uzrokovati ,,pristranost™ u kona¢noj izolaciji faga jer
¢e se prilikom obogacivanja uzorka vjerojatno najvise umnoziti fag ili fagi koji se najbrze umnazaju
u danim uvjetima, te time potisnuti fage koji se sporije umnazaju (Gill i Hyman 2010). Postupak
obogacivanja uzorka u tekucoj kulturi uzrokuje kompeticiju izmedu razli¢itih bakteriofaga (u
uzorku u kojem je prisutno vise razliCitih faga), stoga rezultat tog procesa moze biti jedan
najuspjesniji bakteriofag u kulturi (Serwer i sur. 2004). Posto razliciti fagi mogu imati razlicitu
uspje$nost umnazanja na razli¢itim temperaturama (Seeley i Primrose 1980), temperatura je mogla
biti selektirajuci faktor u procesu obogacivanja faga u tekucoj kulturi kojeg sam provela u svojem
pokusu — razli¢iti fagi su mozda bili uspjesniji na razli¢itim temperaturama (EC-F1 i EC-F4 na 37
°C, EC-F5 i EC-F6 na 42 °C) i time najuspjesniji ili jedini bakteriofagi umnozeni u uzorku.
Jurczak-Kurek i sur. (2016) su testirali razliite fage, koje su izolirali iz kanalizacije, na moguc¢nost
,»prezivljavanja“ odredenih temperatura, te je od 60 izoliranih faga specifi¢nih za vrstu E. coli 35
faga imalo postotak prezivljavanja <50% nakon 40-minutne inkubacije pri temperaturi od 40 °C
(nekoliko njih <10%), ali je i 15 faga imalo 100% prezivljavanja pri toj temperaturi. Svi fagi su
izolirani nakon postupka obogaéivanja na temperaturi od 37 °C, na kojoj su i inkubirane ploce s
fagima i bakterijama u svrhu dobivanja plakova za izolaciju faga i odredivanje termalne inaktivacije
faga, §to znaci da se mogu umnazati pri toj temperaturi (Jurczak-Kurek i sur. 2016). Ovakva razlika
u sposobnosti prezivljavanja temperature od 40 °C izmedu razli¢itih faga specifi¢nih za bakteriju E.
coli ukazuje kako su razliCiti rezultati izolacije faga nakon postupka obogaéivanja uzorka kod
razli¢itih temperatura u mom pokusu mogli biti ocekivani, s obzirom da odredeni fagi nisu niti
sposobni ,,prezivjeti takve temperature, a time najvjerojatnije nisu ni sposobni biti najuspjesniji
bakteriofagi u uzorku. Seeley i Primrose (1980) su istrazivanjem bakteriofaga iz vodenih 1 drugih
medija (uzorci rijeke, kanalizacija, ljudski izmet 1 izmet odredenih domacih Zivotinja) pronasli
kolifage koji imaju razli¢ite temperaturne raspone na kojima stvaraju plakove (na plo¢ama s E. coli)

1 razli¢itu relativnu uspjeSnost stvaranja plakova pri razli¢itim temperaturama (odnosno tzv.
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,efficiency of plating®). 1z tog razloga su ih podijelili na tri skupine: ,,low temperature phages* (fagi
niskih temperatura; stvaraju plakove na temperaturama <30 °C), ,,mid-temperature phages* (fagi
srednjih temperatura; stvaraju plakove na temperaturama 15-42 °C) i ,,high temperature phages*
(fagi visokih temperatura; stvaraju plakove na temperaturama >25 °C). Kako mnogi fagi niskih
temperatura ne stvaraju plakove pri temperaturi od 37 °C, te kako im je optimalna temperatura pri
20-30 °C (Seeley i Primrose 1980), takve fage najvjerojatnije nisam izolirala. No, fagi srednjih
temperatura i fagi visokih temperatura uspijevaju pri temperaturi od 37 °C (Seeley i Primrose
1980), stoga sam mogla izolirati fage koji spadaju u bilo koji od ta dva tipa. Prema njihovim
prikazanim rezultatima ¢ini se kako bi fagi srednjih temperatura i fagi visokih temperatura mogli
imati sli¢nu relativnu uspjesSnost stvaranja plakova pri temperaturi od 37 °C, dok su pri viSim
temperaturama fagi visokih temperatura uspjesniji. Oba tipa faga su pronasli u sirovoj kanalizaciji,
te smatraju da potjeCu iz probavnog sustava toplokrvnih zivotinja u kojima su takoder pronasli obje
skupine faga (ljudski izmet ima podjednaki udio oba tipa faga, dok kanalizacija ima puno vise faga
srednjih temperatura)(Seeley i Primrose 1980). Prema tome, postoji moguénost da su se u mom
pokusu u kulturi prilikom procesa obogacivanja uzorka pri temperaturi od 37 °C natjecali fagi oba
tipa, dok su pri viSim temperaturama fagi visokih temperatura imali prednost, iako je moguce da sve
ovisi o pojedina¢nim fagima u uzorku. Ovi rezultati sugeriraju da bi primjena razlicitih temperatura
inkubacije kod postupka obogacivanja uzorka u tekucoj kulturi mogla rezultirati izolacijom vise
razli¢itih faga, $to bi se trebalo potvrditi pokusima dizajniranima u svrhu testiranja ove hipoteze. U
tom slucaju smatram da bi trebalo testirati viSe razlicitih temperatura koje su pogodne za umnazanje
bakterije domacina. Fagi koji se zele koristiti u terapijske svrhe bi se trebali moéi umnazati u
bakterijama u ljudskom tijelu (Gordillo Altamirano i Barr 2019), stoga smatram da bi bilo korisno,
tijekom postupka obogadivanja uzorka u tekucoj kulturi koristiti temperature koje moze imati
ljudsko tijelo u zdravlju (36,1-37,8 °C) i bolesti, $to ukljucuje i poviSene temperature pri groznici
(Herlihy 2007), ali i nize temperature koze (Herlihy 2007) za izolaciju faga namijenjenih lijecenju
koznih infekcija.

Treba napomenuti da se odredeni uzorci mogu izravno testirati na prisustvo faga bez
postupka obogacivanja uzorka, ¢ime se uklanja ,,pristranost®, ali ti uzorci trebaju sadrzavati
relativno vecu koncentraciju faga (Hyman 2019). Alternativno se fagi iz uzorka mogu
ukoncentrirati ultracentrifugiranjem, ali i taj postupak bi mogao uvesti manje poznate ,,pristranosti®,
te se kao moguénosti navode inaktivacija ili ,,zarobljavanje* faga ultrafiltracijskom membranom, te
usporedna kocentracija spojeva koji mogu inaktivirati fage (Gill i Hyman 2010). No, ¢injenica da se
postupkom obogacivanja selektiraju virulentni fagi koji se brzo umnazaju u danim uvjetima se
smatra i pozitivnom stranom, s obzirom da bi se fagi, koji se zele korisiti u terapijske svrhe, trebali

lako umnazati i manipulirati u laboratorijskim uvjetima (Gill i Hyman 2010).
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Razlog zasto je doslo do umnazanja razli¢itih faga ovisno o tome je li uzorak bio filtriran se
¢ini nejasnijim te smatram da u obzir treba uzeti viSe moguénosti: 1) Postoje vrlo veliki fagi koji
spadaju u skupinu tzv. ,,Jumbo* faga (bakteriofagi s genomom vec¢im od 200 kpb), kao Sto je fag G
¢ija je glava veli¢ine 160 nm i rep duljine 453 nm (Yuan i Gao 2017), koji bi mozda u velikom
broju zapeli na filteru pora 0,45 um, ali bi u tom slucaju tesko mogli pro¢i kroz filter pora 0,2 pm
(kojeg sam koristila za kona¢no proc¢is¢avanje svih uzoraka, ukljucujuéi nefiltrirane), stoga se takvi
fagi najvjerojatnije uopc¢e ne bi ni nalazili u kona¢no obradenim uzorcima, osim u malo vjerojatnom
slucaju slucajne kontaminacije procis¢enog uzorka neprocis¢enim uzorkom ili velikih gresaka
filtera pora 0,2 um (poput rupe u filteru). Ipak, posto ,,Jumbo “ fagi ne stvaraju vidljive plakove u
poluc¢vrstom mediju (Yuan i Gao 2017), njih najvjerojatnije ne bih ni detektirala. 2) Hyman (2019)
izvjestava da je u sluCaju obrade odredenih vrsta uzoraka (fekalni uzorci 1 tlo) u svom laboratoriju
dobivao bolje rezultate kada bi se presko¢io postupak filtriranja prije prvog ciklusa infekcije
bakterija domacina s uzorkom te pretpostavlja da su mozda uzrok fagi vezani na vece Cestice iz
uzorka, ukoliko su receptori faga slobodni kako bi bili sposobni inficirati bakterije (Hyman 2019).
Ukoliko su u mom pokusu odredeni fagi bili vezani na Cestice iz efluenta koje ne mogu proci kroz
filter pora 0,45 pum (koje su sigurno bile prisutne u uzorku s obzirom da su neke bile vidljive golim
okom), a koji su zadrzali sposobnost infekcije bakterija, mozda su mogli inficirati bakterije
domacine u uzorku i dominirati uzorkom tokom procesa obogacivanja. 3) Ukoliko se fag nalazio
unutar bakterija koje se ,,prirodno‘ nalaze u uzorku efluenta, takve bakterije su mogle biti uklonjene
iz dijela filtriranog uzorka, ali zadrzane u nefiltriranom dijelu uzorka. Posto se odredeni fagi mogu
nalaziti u posebnom stanju mirovanja unutar bakterije koja je u stanju gladovanja (pseudolizogeni
ciklus), nakon ¢ega ulaze u normalan liticki/lizogeni ciklus kada bakterija ude u povoljno stanje
(Diaz-Mufioz i Koskella 2014), mozda su fagi u takvom obliku mogli biti prisutni u bakterijama
uzorka te se aktivirati 1 namnoziti ulaskom bakterija u povoljne nutritivne 1 temperaturne uvijete
tijekom procesa obogacivanja u nefiltriranom dijelu uzorka. Takoder, poSto umjereni fagi mogu biti
u stanju profaga unutar bakterija i prijeci u liticki dio ciklusa spontano ili pod utjecajem stresora
(Howard-Varona i sur. 2017), tokom procesa obogacivanja u nefiltriranom dijelu uzorka je mozda
moglo do¢i do aktivacije profaga bakterija koje se ,,prirodno* nalaze u uzorku te do njihovog
umnazanja u bakterijama domacinima. lako lizogeni fagi Cesto uzrokuju zamucéenu morfologiju
plakova koju nisam primijetila u svom pokusu, nezamuceni plakovi nisu dokaz da fag koji ih stvara
nije sposoban stvarati stabilne lizogene pod drugim uvjetima ili kod druge bakterije domacina (Gill
1 Hyman 2010). Stoga moZzda postoji moguénost da profag bakterije koja se nalazi u uzorku, nakon
prelaska u liticki ciklus, zarazi bakteriju domacina 1 u njoj se ponasSa poput virulentnog faga. Mozda
postoji moguénost da ulazak u liticki ili lizogeni ciklus nekih umjerenih faga E. coli ovisi o

temperaturi okolisa, kao kod faga specificnih za patogenu bakteriju koja zivi u tlu (Burkholderia
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pseudomallei i njenog nepatogenog modela B. thailandensis) koje su izolirali i testirali Shan i sur.
(2014). Spomenuti su fagi imali lizogeni ciklus pri niZzoj temperaturi (25 °C), a liticki pri viSoj
temperaturi (37 °C; obje temperature se pojavljuju u njihovom prirodnom stanistu), koja je ujedno 1
povoljnija temperatura za umnazanje njihove bakterije domacina (Shan i sur. 2014). Posto se
pokazalo da E. coli ima bifazic¢an ciklus koji uklju¢uje Zivot u domacéinu i vanjskom okolisu (Blount
2015), mozda postoje umjereni fagi specificni za ovu vrstu sa slicnim nac¢inom izmjene litickog 1
lizogenog ciklusa ovisno o temperaturi okoliSa. Poznati su mutanti lambda faga ¢iji liticki ciklus
moze biti potaknut promjenom temperature (Lieb 1979, Shan i sur. 2014), gdje je represor profaga,
koji sprecava indukciju i prijelazak u liticki ciklus, nestabilan pri vi§im temperaturama (Lieb 1979).
4) Posto se u nefiltriranom dijelu uzorka nalaze 1 druge, kontaminirajuc¢e bakterije koje se mogu
umnazati tijekom procesa obogacivanja uzorka, ukoliko postoji fag sposoban inficirati takve
bakterije i bakterije domacine, taj fag bi mozda mogao imati prednost pred drugim fagima u uzorku.
Dodatne bakterije iz uzorka mogu imati pozitivan utjecaj na umnazanje ciljanih faga ukoliko ih fagi
mogu inficirati (Hyman 2019), ali se smatra da postoji ravnoteza izmedu Sirine raspona moguéih
domacina 1 virulentnosti bakteriofaga prema specificnom domacinu (Gill 1 Hyman 2010). 5) Mozda
je doslo do slucajne raspodijele bakteriofaga u razli¢ite uzorke/boce (Sto bi moglo objasniti i razliku
u uzorcima inkubiranima na razli¢itim temperaturama), pogotovo ako su fagi relativno male
koncentracije unutar originalnog uzroka efluenta, ali vjerojatnost da bi doSlo do takve slucajne

raspodijele faga je upitna.

Kako je preliminarni test uzorka AB 37 bio pozitivan, odnosno doslo je do konfluentne lize
bakterijske livade na obje ploCe, moguce je da su se u uzorku nalazili fagi specifi¢ni za bakteriju A.
baumannii. Sa sigurno$¢u se moze utvrditi da se u uzorku nalazilo nesto $to je ometalo umnazanje
bakterije na plocama, te da taj entitet nije djelovao niti u jednom drugom uzorku. PoSto su svi
uzorci profiltrirani kroz filter pora 0,22 pm prije testiranja na prisutnost faga, entitet je morao biti
dovoljno malen da prode kroz filter, §to znaci da bi uzrok mogao biti fag, neki kemijski spoj/spojevi
prisutni u efluentu (poput antibiotika koji mogu biti prisutni u kanalizacijskoj vodi (Davies i Davies
2010)), ili bakterija (posto je dokazano da neke bakterije mogu pro¢i kroz filter pora 0,2 um (Hahn
2004)) koja moze inhibirati rast A. baumannii, a sama ne stvara kolonije. Da je uzrok kemijski spoj
inhibicija bi se primijetila kod svih uzoraka, osim ako je osjetljiv na temperaturu od 42 °C, ali bi i u
tom slucaju inhibicija bila vidljiva u uzorku AB 37F. Da je uzrok neka nepoznata bakterija koja
moze proci kroz filter pora 0,22 um (koja ne stvara kolonije) ocekivala bih inhibiciju 1 kod drugih
uzoraka, ili barem AB 37F ukoliko je osjetljiva na vise temperature. Uzrok prisutnosti faga u samo
jednom od Cetiri uzorka sam ve¢ raspravljala kod izoliranih faga E. coli, s razlikom u tome §to

ovdje uopc¢e nema kompeticije izmedu faga koji bi prednjacili u razli¢itim uzorcima, ve¢ o potpunoj
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eliminaciji faga, ili o slu¢ajnom ,,upadu® faga u bocu uzorka AB 37. Posto je uzrok konfluentne lize
najvjerojatnije fag, vrlo vazno je pitanje zasto nije stvarao plakove iz kojih bih ga mogla izolirati.
Neki fagi nisu sposobni stvarati plakove zbog male produktivnosti ili ograni¢ene moguénosti
difuzije u agaru (Hyman 2019), odnosno zbog male veliine otpusta, vrlo dugog latentnog perioda
ili vrlo spore difuzije u agaru (Abedon 2018). Nemogu¢nost difuzije faga (ili vrlo spora difuzija)
zbog pregustog krutog medija je mozda mogao biti razlog negativnih rezultata metode plakova u
dvostrukom agaru (Serwer i sur. 2004, Abedon i Yin 2009, Hyman 2019), s obzirom da sam
preliminarni test prisutnosti faga provodila u dvostruko mekom LB-mediju koji je 0,375%-tni agar,
1 to nakon 45 min inkubacije faga i bakterija u tekuc¢oj kulturi pri pogodnoj temperaturi (37 °C), dok
sam metodu plakova u dvostrukom agaru provodila u mekom LB-mediju, odnosno 0,75%-tnom
agaru. 0,75%-tni agar sam koristila po uzoru na Francis i sur. (2017) te su slicne koncentracije
(uspjesno) koristili drugi autori za izolaciju faga specificnih za A. baumannii. Mattila i sur. (2015) i
Ghajavand i sur. (2017) su koristili 0,7%-tni agar, Regeimbal i sur. (2016) su koristili 0,6%-tni agar,
ali o€ito postoji mogucénost da je ova koncentracija agara bila prevelika za navodne fage u uzorku
AB 37. Postoji teorija da su koncentracije agara koje se koriste po uzoru na 1950-¢ godine, §to
ukljucuje 0,7%-tni gornji i 1,5%-tni donji agar, prevelike za danaSnje vrijeme zbog efikasnije
metode izolacije agara koji je vece molekularne gustoce i bolje se ,,zelira®, stoga viSe ograni¢ava
difuziju faga (Abedon i Yin 2009). U slucaju prevelikih faga ili faga koji agregiraju se moze
koristiti razrijedeni kruti medij za uspjesnije izoliranje (Hyman 2019), te fag moze imati znacajno
razli¢ite veli¢ine plakova u razli¢itim gusto¢ama krutog medija (Serwer i sur. 2004). 1z tog razloga i
jesam provela prilagodeni postupak metode plakova u dvostrukom agaru sa dvostruko mekim
agarom kao gornjim agarom, ali sam taj postupak provela viSe od tri mjeseca nakon uzorkovanja
efluenta (postupak sam provela 21.1.2021., efluent je uzorkovan 6.10.2020.; proces sam provela
toliko kasno jer sam tek naknadno saznala za postojanje faga koji nisu sposobni stvarati plakove u
agaru vecih koncentracija). Mattila i sur. (2015) su otkrili prosjecan pad titra faga unutar mjesec
dana, ¢uvanih u LB-mediju pri 4 °C, od =0,5 x logio za sve izolirane fage specifi¢ne za razli¢ite
bakterije, odnosno pad od skoro log;o kod faga specifi¢nih za A. baumannii. Prema tome, velika je
vjerojatnost da je doSlo do potpunog nestanka vijabilnih faga u mom uzorku u vremenu koje je
proslo izmedu uzorkovanja i provodenja prilagodene metode plakova u dvostrukom agaru. Da sam
prilagodeni postupak provela ubrzo nakon uzorkovanja mozda bih uspjela uzgojiti plakove. Posto je
postupak preliminarnog testiranja uklju¢ivao 45-min inkubaciju bakterija i faga u tekucoj kulturi
prije izlijevanja u agaru, mozda postoji mogucénost da je ve¢ tada doslo do lize znacajnog broja
bakterija u uzorku ili barem adsorpcije faga na veéinu bakterija. Fagi mogu uzrokovati
neproduktivnu infekciju ili lizu bakterija, Sto u slucaju tekuée kulture moze uzrokovati lazno

pozitivan rezultat (Hyman 2019) pa je mozda moglo do¢i do takve infekcije tokom 45-min
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inkubacije. I kod direktne inkubacije faga 1 bakterija na ploci moZze do¢i do prividno konfluentne
lize bakterijske livade i kada fagi nisu sposobni stvarati plakove, ali pod uvjetom da je broj faga
dovoljan naspram broja bakterija (Abedon 2018). Isti problem s lazno pozitivinim rezultatima se
moze pojavljivati 1 kod tehnike Cistina nakapavanjem (Hyman 2019). NeobiCan rezultat metode
Cistina 1 plakova tehnikom nakapavanja kojeg sam dobila s uzorkom AB 37 (mutne distine na
nerazrijedenom uzorku i manjim razrjedenjima, najprozirnije na nerazrijedenom) je stoga mogao
biti uzrokovan neproduktivhom lizom manjeg broja bakterija na podru¢ju na kojem je nakapan
uzorak ili produktivnom lizom manjeg broja bakterija fagima koji ne mogu difundirati u 0,75%-
tnom agaru pa su uspjeli lizirati samo bakterije na koje su dospjeli nakapavanjem. Mattila i sur.
(2015) su prilikom tehnike Cistina nakapavanjem ponekad dobili mutne Cistine, a isti fagi su Cesto

stvarali prozirne Cistine na nekom drugom soju iste bakterijske vrste (Mattila i sur. 2015).

Postupak povecanja titra faga se pokazao uspjeSnim, s obzirom da je titar u kona¢nom
izolatu bio oko 10%-10* puta veéi nego u izolatima tokom pro&iséavanja. Titar svih faga koje sam
izolirala u kona¢nim lizatima se ¢ini uobicajenim ako ga usporedujem s rezultatima autora Mattila 1
sur. (2015), ¢iji su konacni lizati od 29 izoliranih faga specifi¢nih za E. coli (dobiveni na malo
drugaciji nacin koji ukljucuje semi-konfluentne ploce inkubiranih faga i bakterija) bili u rasponu od
>10° do <10™ PFU/mL. Konacni lizati faga s titrom ve¢im od 10° PFU/mL se smatraju lizatima

visokog titra (https://phagesdb.org/media/workflow/protocols/ - PhageHunting Program), stoga sam

uspjela proizvesti konaéne lizate visokog titra za dva izolirana faga (EC-F4 i EC-F5), malo manju
vrijednost titra od toga za fag EC-F6, te manju vrijednost titra za fag EC-F1. Nepoznato je zasto je
titar konacnog lizata faga EC-F1 znatno manji od titra kona¢nih lizata ostalih faga jer svi su
pripremljeni na jednak nacin, svi su uzrokovali potpunu konfluentnu lizu livade i svi su izolirani na
jednak nacin. Iz tog razloga pretpostavljam da su uzrok tome najvjerojatnije sama svojstva faga.
Pretpostavljam da bi uzrok mogao biti manja veli¢ina otpusta tog faga, Sto bi mozda objasnilo i
o¢ito manju koncentraciju faga izoliranih iz plakova tokom procesa proc¢is¢avanja jer manja veli¢ina
otpusta faga znaci manji broj nastalih faga po infekciji (Abedon 2018). Mozda postoji moguénost
da taj fag slabije podnosi kloroform koriSten tokom izolacije faga iz agara, poSto odredeni fagi
opc¢enito brze gubi vijabilnost pri ¢uvanju u hladnjaku, s obzirom da razli¢iti fagi imaju razlicitu
stopu gubitka vijabilnosti tokom ¢uvanja (vidljivo u mjerenju opadanja titra nakon mjesec dana u
istrazivanju Mattila 1 sur. (2015)), ali nije mi poznato postoje li fagi kojima bi toliko brzo opadao
titar.

Postoji vise metoda odredivanja titra faga u suspenziji te sve imaju prednosti i mane.

Odredivanje titra prebrojavanjem plakova smatra se ,,zlatnim standardom* (Anderson i sur. 2011,
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Acs i sur. 2020). Ipak, odredivanje titra prebrojavanjem plakova ima negativnih strana, kao $to je
¢injenica da su rezultati slabo reproducibilni — razli¢iti laboratoriji mogu dobiti razli¢ite rezultate te
cak razli¢iti izvodaci pokusa u istom laboratoriju mogu dobiti razliCite rezultate za istu suspenziju
(Anderson i sur. 2011). Stovise, testiranje iste suspenzije faga na razli¢itim bakterijama domaéinima
Cesto rezultira razli¢itim mjerama titra (Anderson i sur. 2011). Titar faga se jo§ moze odrediti: TEM-
om, protoénom citometrijom, masenom spektrometrijom (Acs i sur. 2020), kvantitativnim PCR-om
(QPCR) te NanoSight tehnologijom — detekcijom nanocestica laserski osvijetljenom optickom
mikroskopijom (Anderson i sur. 2011, Acs i sur. 2020). Prednost odredivanja titra prebrojavanjem
plakova nakon metode plakova u dvostrukom agaru, osim jednostavnosti, je i Cinjenica da se tom
metodom odreduje titar viruletnih faga, dok neke druge metode ne mogu razlikovati vijabilne
virusne Gestice od defektnih (Acs i sur. 2020). Za potrebe ovog pokusa je ova metoda bila dobra, ali
je za druge svrhe, poput terapije fagima, negativna strana ¢injenica da ova metoda iziskuje vrijeme

(Anderson i sur. 2011, Acs i sur. 2020).

Transmisijska elektronska mikroskopija je vrlo vazan aspekt proucavanja bakteriofaga, s
obzirom da je TEM posluzila kao temelj za formiranje bakteriofagnih porodica, te je i dalje vrlo
vazan dio postupka klasifikacije novoizoliranih faga (Ackermann 2012), stoga je teoretski dobar
izbor za okvirno razlikovanje faga iz mojih uzoraka. Fosfovolframati i uracil-acetat su najéesce
koriStena bojila kod elektronske mikroskopije bakteriofaga (Ackermann 2012), stoga je izbor bojila
najvjerojatnije bio dobar. Velike necisto¢e unutar uzoraka su otezale, a mozda i potpuno
onemogucile vizualizaciju faga uz pomo¢ TEM-a. Moguée je i da uzorak nije dovoljno
ukoncentriran. Uzorci faga se prije mikroskopije procis€avaju (Ackermann 2012), za Sto
ukoncentriravanje i mijenjanje otopine s destiliranom vodom unutar epruveta za ukoncentriravanje
Amicon Ultra-15 najvjerojatnije nije najprikladnija metoda. Jurczak-Kurek i sur. (2016) su postigli
dobre fotografije izoliranih faga, a prije provodenja mikroskopije su procistili uzorke metodom
centrifugiranja u gradijentu gusto¢e CsCl. Istu metodu prociS¢avanja su proveli Popova i sur.
(2012), te su time dobili dobre slike faga kojeg su izolirali (specificnog za A. baumannii), ali su
proveli i kompliciraniji postupak pripreme uzorka za samo mikroskopiranje. Ghajavand i sur.
(2017) su proveli jednostavniji postupak prociS¢avanja i1 ukocentriravanja, koji se sastojao od
centifugiranja i filtriranja teku¢e kulture s umnozenim fagima, nakon ¢ega su fage precipitirali uz
pomo¢ polietilen glikola (sve tri skupine su koristili uranil-acetat kao bojilo).O¢ito je potrebna
pogodnija metoda proc¢is¢avanja faga od metode koju sam provela, a najvjerojatnije 1
ukoncentriravanja, kako bi mikroskopiranje bilo uspjesnije. Mozda bi filtracija supernatanta (nakon
centrifugiranja mjeSavine mekog agara s fagima i kloroformom) kroz filter pora 0,22 um bila

dovoljna, s obzirom da se filtracija kroz pripadaju¢i filtar (od 0,45 ili 0,2 pm), nakon centrifugiranja
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1 tretiranja uzorka kloroformom, smatra dovoljnom za uklanjanje bakterija i veceg otpada (Gill 1
Hyman 2010). Vrlo Cisti pripravci faga se mogu dobiti precipitacijom uz pomo¢ polietilen glikola i
provodenjem kroz metodu centrifugiranja u gradijentu CsCl, ali to iziskuje puno vremena, rada i
specificnu opremu (Gill i Hyman 2010). Za procis¢avanje se moze koristiti i kromatografija (Gill 1
Hyman 2010). Kao moguénost bi se mogla razmotriti flokulacija, odnosno koriStenje flokulacijskih
agenasa koji uzrokuju agregaciju faga u velike komplekse, te njihovo sakupljanje filtracijom,
sedimentacijom ili centrifugiranjem (Gill i Hyman 2010). Ukoliko poboljSani proces pro¢iS¢avanja i
ukoncentriravanja ne bi bio dovoljan za postizanje slike faga, trebalo bi probati poboljsati proces
same elektronske mikroskopije.

Iz fotografija koje jesu postignute u mom pokusu se ne moze donijeti nikakav zakljucak.
Iako neke fotografije pokazuju relativno pravilne oblike veli¢ine =100 ili =200 nm (okruglaste ili
trokutaste), nista od toga se ne moze identificirati sa sigurnoscu, te su vjerojatno zapravo necistoce
u uzorku. Ocekivala sam slike faga koji imaju morfologiju s repom, zbog njihove ucestalosti u
probavnom sustavu ¢ovjeka i posto je to najéesce izolirana morfologija faga (Dion i sur. 2020) ili
male pravilne ikozaedarske fage bez repa, poput virusa iz reda Microviridae za koje se takoder zna
da su prisutni u probavnom sustavu covjeka (Dion i sur. 2020), no niSta od toga nisam uocila u

svojim izolatima.

Cijeli pokus je relativno dobro dizajniran, iako bih poucena rezultatima uvela nekoliko
preinaka. Proces obogacivanja koji je proveden u ovom pokusu je odli¢no proveden te pokazuje
koliko je vazno provoditi taj proces na razli¢itim temperaturama te na filtriranom i nefiltriranom
uzorku, s obzirom da bih izolirala samo jedan fag specifican za E. coli, a ne Cetiri, da sam provela
taj postupak pri samo jednoj temperaturi obogaéivanja i samo na filtriranom ili nefiltriranom uzorku
jer selekcija koja se dogada tokom procesa obogacivanja ocito ima utjecaj na broj faga koji ¢e biti
izoliran (Serwer 1 sur. 2004, Gill i Hyman 2010). Kao $to sam ve¢ spomenula, ukoliko postoji
potrebna laboratorijska oprema, proces obogacivanja bi se mozda trebao provesti i pri vise razliitih
temperatura, poSto fagi imaju razli¢itu uspjeSnost umnazanja na razli¢itim temperaturama (Seeley 1
Primrose 1980). Postupak bi se mozda mogao provesti i sa dodatnim uzorkom efluenta koji je
filtriran kroz filter pora 0,22 um, kako bi se provjerilo ima li filtracija kroz filtere razlicite
poroznosti utjecaj na uspjesnost izolacije vise razlicitih faga, s obzorom da se filteri pora 0,22 um
koriste za uklanjanje svih bakterija u uzorku, a filteri pora 0,45 um kada se zele propustiti veci fagi
s rizikom propustanja i nekih bakterija (Hyman 2019). Iz navedenog razloga propustanja razlicitih
veli¢ina faga kroz filtere pora 0,22 pm 1 0,45 um, mozda bi bilo dobro provesti konac¢no filtriranje
uzoraka (nakon obogacivanja, prije izoliranja faga) kroz filtere pora 0,45 pm, a ne 0,22 um, ali bi

takav postupak mogao biti manje pozeljan zbog moguceg propustanja bakterija (Hyman 2019).
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Smatram da je preliminarno odredivanje prisutnosti faga postupkom koji pokuSava dovesti do
konfluentne lize livade bilo korisno i informativno. No, kako bi se bakterijska livada pravilno
razvijala, umjesto inkubacije odredene vremenski, smatram da bi trebalo mjeriti ODgo bakterijske
tekuce kulture i1 provoditi pokus kada je u rasponu kojeg sam koristila za metodu plakova u
dvostrukom agaru. Jednako tome, kod metode Cistina i plakova tehnikom nakapavanja, umjesto
ODegoo u vrijednosti od 0,1 (koju sam koristila prema Hajsig i Delas (2016)), trebalo bi koristiti
vrijednosti koriStene kod metode plakova u dvostrukom agaru. Sama metoda cistina i plakova
tehnikom nakapavanja je bila korisna u potvrdivanju prisutnosti faga specifi¢nih za E. coli, kao i u
odredivanju potrebnih razrjedenja za provodenje metode plakova u dvostrukom agaru, ¢ime se
znatno smanjio broj ploca koji bih ina¢e morala napraviti za pronalazenje potrebnih razrjedenja
pripremljenih EC uzoraka. Metoda plakova u dvostrukom agaru je bila dobra za izolaciju faga
specifiénih za E. coli te bi mozda mogla biti i za izolaciju faga specificnih za bakteriju A.
baumannii, iako u ovom pokusu to nisam postigla. Cinjenica da je zabuna morfologije plakova
jednog faga (EC-F1) za tri (EC-F1, EC-F2 i EC-F3), zbog velike varijacije u veli¢ini plakova,
uklonjena manjom varijacijom u veli¢ini plakova kod dulje inkubacije faga i bakterija prije
izlijevanja (tokom procesa procis¢avanja faga), ukazuje na veliku vaznost duljine vremenskog
intervala danog za adsorpciju faga na bakterije. Kod izolacije plakova sam slijedila protokol od
Francis i sur. (2017), koji je dizajniran za odredivanje titra faga i preporuca vrijeme inkubacije od 8-
10 min te napominje da se vrijeme od 10 min ne smije premasiti; time sam mogla dobro odrediti
koli¢inu faga u obogac¢enim uzorcima, ali odredivanje razlike u morfologiji u ovom stupnju pokusa
ocito nije sigurno. Zato je dobro sto sam kod prociS¢avanja faga koristila dulje vrijeme inkubacije
prema popratnom internetskom materijalu autora Hanauer i sur. (2006), iako je pokus dizajniran s
drugom bakterijom domacinom, koji upucuje na inkubaciju od 15-30 min ¢ime sam postigla
ujednacenu veli¢inu plakova i jasne rezultate. Kako bi se smanjila vjerojatnost zamjene nove
morfologije plakova za prije uocene i izolirane (kao §to se najvjerojatnije dogodilo kod uzorka EC
37F gdje sam najvjerojatnije zamijenila plakove faga EC-F4 za EC-F1(F3), koje sam uzgojila dan
ranije), smatram da bi bilo dobro napraviti bolje fotografije ploc¢a i plakova tokom pokusa ili
saCuvati ploce s razvijenim plakovima u hladnjaku. U slu€aju ¢uvanja plo¢a u hladnjaku radi
usporedbe s novim plakovima uzgojenima u narednim danima, treba imati na umu da ,,halo“ moze
nastaviti rasti 1 u uvjetima Cuvanja pri nizim temperaturama (Abedon 2018). Ta Cinjenica bi se
mozda mogla iskoristiti kako bi se naknadno bolje utvrdila prisutnost ili odsutnost ,,halo*. Ukoliko
preliminarni rezultati ukazuju na prisutnost faga, ali se fagi ne uspiju izolirati metodom plakova u
dvostrukom agaru po provedenom postupku, smatram da bi trebalo odmah provesti istu metodu s
agarom manje koncentracije zbog moguce ograni¢ene difuzije faga kod pregustog agara (Serwer i

sur. 2004, Abedon i Yin 2009, Hyman 2019). Postupak pripravljanja konac¢nih lizata s ve¢im titrom
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faga koji sam provela se takoder pokazao dobrim i uspjeSnim. Iako ja nisam imala nikakvih
vidljivih problema kod provodenja tog postupka, treba obratiti paznju da neki fagi mogu imati
odredenu osjetljivost na kloroform (Jurczak-Kurek i sur. 2016, Hyman 2019) pa u slucaju da
postupkom umnazanja kojeg sam ja provela dode do inaktivacije faga kloroformom, bilo bi
potrebno razviti drugaciji postupak povecanja titra. Metoda kojom sam odredivala titar faga u
kona¢nim lizatima je takoder dobra. Ukoliko bi se htjelo smanjiti broj ploca potrebnih za
odredivanje titra, mogao bi se provesti dodatan postupak metode Cistina 1 plakova tehnikom
nakapavanja za svaki fag kako bi se bolje odredila razrjedenja koja bi mogla dati koristan (brojiv)
broj plakova, ali bi se time dodao jedan dan rada. Fotografije faga pod lupom su bile informativne —
omogucile su mjerenje promjera plakova te bolju vizualizaciju njihove morfologije. Kako bi mjere
promjera bile preciznije trebalo bi fotografirati mjerku koja prikazuje desetine milimetra ili manje
dimenzije, kako bi se provela dobra kalibracija mjerke. Ja sam za kalibriranje koristila milimetarsku
mjerku, a mjerila promjere plakova u desetinu milimetra kompjutorskim programom zbog ocitih
razlika u veli¢ini plakova koja se nije mogla prikazati u milimetarskoj skali - kako skala nije toliko
precizna te mjere mozda nisu sasvim tocne, ali bi trebale dobro prikazivati odnos veli¢ina medu
plakovima, posto je jedna kalibracija vrijedila za sve fotografije plakova. Postupak pripreme
uzoraka konacnih lizata za transmisijsku elektronsku mikroskopiju najvjerojatnije nije bio
najpogodniji posto su uzorci imali puno necistoca te nepobitne fotografije faga nisu nadene.

Fage specificne za E. coli koje sam izolirala bi se moglo testirati na klinicki znac¢ajnim
sojevima (ukoliko bi postojali sigurni laboratorijski uvjeti) kako bi se odredilo imaju li potencijal za
terapeutske svrhe protiv specifi¢nih patogena, a jednak postupak bi se trebao provesti i da sam
uspjela izolirati fage specifiéne za A. baumannii, posto su koristeni sojevi bili zamjenski za MDR
sojeve radi vece sigurnosti rada (Gill i Hyman 2010, Hyman 2019). Kada su Jurczak-Kurek i sur.
(2016) testirali fage koje su izolirali na E. coli soju MG1655 (soj iz kojeg je izveden E. coli soj
kojeg sam koristila u ovom pokusu (Buljubasi¢ i sur. 2019)) na Sest razlicitih klini¢ki znacajnih
sojeva E. coli, vec¢ina faga je mogla lizirati barem jedan klinic¢ki znacajan soj (Jurczak-Kurek i sur.
2016) pa postoji mogucnost da su fagi koje sam ja izolirala isto sposobni lizirati neki klini¢ki vazan
S0j.

Temeljem navedenih razloga i dobivenih rezultata, smatram da bi trebalo provesti pokus
specificno dizajniran kako bi se provjerio utjecaj odabira razli¢itih temperatura kod procesa
obogacivanja uzorka i utjecaj izolacije faga iz filtriranih 1 nefiltriranih uzoraka obogacenima pri

razli¢itim temperaturama.
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6. ZAKLJUCAK

U skladu s postavljenim ciljevima zakljucila sam sljedece:

Iz razli¢ito tretiranih uzoraka efluenta centralnog uredaja za prociS€avanje otpadnih voda
grada Zagreba uspjesno sam izolirala fage specifi¢ne za bakteriju E. coli primjenom metode
plakova u dvostrukom agaru. Fage specificne za bakteriju A. baumannii nisam uspjela
izolirati iako rezultati preliminarnog testa ukazuju na eventualnu prisutnost specificnog faga.
Sude¢i prema rezultatima izolacije faga specifi¢nih za E. coli, metodologiju detekcije i
izolacije specifiénih faga uspjeSno sam optimizirala. Postupak podrazumijeva: postupak
obogacivanja filtriranog i ne-filtriranog uzorka efluenta (kroz filter pora 0,45 pm)
inkubacijom s bakterijama domacinima pri razliCitim temperaturama (37 °C ili 42 °C),
preliminarno testiranje na prisustvo faga konfluentnom lizom bakterijske livade i metodom
Cistina i plakova tehnikom nakapavanja, metodu plakova u dvostrukom agaru, koju treba
provesti i s dvostruko mekim agarom kao gornjim agarom u slucaju negativnih rezultata.
Postupak procis¢avanja uzoraka za elektronsku mikroskopiju treba optimizirati. Zbog niske
o¢ekivane koncentracije, postupak uzorkovanja efluenta i izolacije faga specificnih za A.
baumannii trebalo bi provesti vise puta uz obogacivanje sa viSe sojeva ove bakterije Cija je
prisutnost u uzorku otpadne vode izglednija.

Na bakterijskim livadama E. coli unutar hranjivog medija (LB-medij, gornji 0,75% agar),
nakon metode plakova u dvostrukom agaru, identificirala sam plakove cetiri razlicite
morfologije: vrlo mali (promjer oko 1,2 mm) i prozirni plakovi s mutnim rubom, vrlo veliki
plakovi (promjer oko 5,8 mm) s ,bullseye* morfologijom, te plakovi sli¢ne veli¢ine
(promjer oko 2,4 mm), gdje je jedan proziran s mutnim rubom, a drugi ,,bullseye“
morfologije. Pretpostavljam da odgovaraju Cetirima razlicitim fagima.

Uspjesno sam izolirala Ciste suspenzije faga specifi¢nih za E. coli postupkom procis¢avanja
faga (ponavljanjem metode plakova u dvostrukom agaru i izolacije faga iz zasebnog plaka)
te ih umnozila (konfluentnom lizom bakterijske livade). Konaéni titar svih izolata bio je veci
od 10" PFU/mL.

Elektronskom mikroskopijom iz priredenih uzoraka niti u jednom uzorku nije potvrdena
prisutnost faga zbog visokog pozadinskog oneci$¢enja. Prije provedbe postupka bilo bi
potrebno provesti dodatno prociS¢avanje i ukoncentriravanje faga, po mogucénosti u

gradijentu gustoce.
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