Utjecaj ekoloskih ¢cimbenika na faktore virulencije
klinicki znacajne bakterije Acinetobacter baumannii

Dekié, Svjetlana

Doctoral thesis / Disertacija
2019

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://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:628881

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

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-20

+AWSTE Uz

72
< £,
S %
=) - , . ..
N % Repository / Repozitorij:
7;'_; ET: Repository of the Faculty of Science - University of
% & Zagreb
% Ny
< N
(@) €

L
Ay \
0. MATE‘N"F"

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:628881
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://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:7554
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:7554

PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
BIOLOSKI ODSJEK

Svjetlana Deki¢

UTJECAJ EKOLOSKIH CIMBENIKA NA
FAKTORE VIRULENCIJE KLINICKI
ZNACAJNE BAKTERIJE
ACINETOBACTER BAUMANNII

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2019



FACULTY OF SCIENCE
DEPARTMENT OF BIOLOGY

Svjetlana Deki¢

INFLUENCE OF ECOLOGICAL
FACTORS ON VIRULENCE
PROPERTIES OF CLINICALLY
RELEVANT ACINETOBACTER
BAUMANNII

DOCTORAL THESIS

Zagreb, 2019



Ovaj je doktorski rad izraden na Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, pod vodstvom prof. dr. sc. Jasne Hrenovi¢ u sklopu Sveucilisnog
poslijediplomskog doktorskog studija Biologije pri BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-

matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Ovaj doktorski rad financiran je temeljem natjeCaja ,,Projekt razvoja karijera mladih
istrazivaca — izobrazba novih doktora znanosti“ DOK-2015-10-3123 i u sklopu znanstveno-
istrazivackog projekta 1P-2014-09-5656 ,,Prirodno staniSte klinicki znacajnih Acinetobacter
baumannii*.

L HIrzz

Hrvatska zaklada
Za znanost

Izrada ovog rada potpomognuta je Nacionalnom stipendijom ,,Za Zene u Znanosti“ pod
pokroviteljstvom L’Oréal ADRIA d.o.0. i Hrvatskog povjerenstva za UNESCO pri
Ministarstvu kulture.

For VWOmMen
n Sclence

)

[H” FONDATION
LOREAL

—
——



Informacije of mentoru

Prof. dr. sc. Jasna Hrenovi¢ rodena je 17. 04. 1973. u Zagrebu. Diplomirala je
1996., magistrirala 1999., a doktorirala 2002. godine na Bioloskom odsjeku
Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Trenutno je zaposlena u
znanstveno-nastavnom zvanju redovite profesorice (podru¢je prirodnih znanosti, polje
biologija, grana mikrobiologija) pri Zavodu za mikrobiologiju Bioloskog odsjeka PMF-a
Sveucilista u Zagrebu. 22. 05. 2018. izabrana je u znanstveno zvanje znanstveni savjetnik u
trajnom zvanju.

Od 1997. do danas aktivno sudjeluje u nastavi na Bioloskom odsjeku PMF-a i do
danas je odrzala ukupno 9592 norma sati nastave iz razli¢itih kolegija iz podrucja
mikrobiologije. Bila je mentor 17 zavr$nih radova, 45 diplomska rada, 6 magistarskih radova
i 4 doktorske disertacije.

Bila je voditelj 8 nacionalnih projekta financiranih od strane MZO, SuZ, Hrvatskih
voda i Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo te suradnik na 4 nacionalna projekta. Trenutno je
voditelj projekta Hrvatske zaklade za znanost br. 1P-2014-09-5656 ,,Prirodno stani$te klini¢ki
znacajnih Acinetobacter baumannii*.

Znanstveni opus prof. dr. sc. Jasne Hrenovi¢ vezan je uz mikrobnu ekologiju,
bakterijske biofilmove, primijenjenu mikrobiologiju i epidemiologiju. Objavila je ukupno 88
znanstvenih radova. Objavljeni znanstveni radovi ukupno su citirani 806 puta u bazi Web of
Science uz h-indeks 15, 876 puta u bazi Scopus uz h-indeks 16 te 1423 puta u Google Scholar
uz h-indeks 20. Prof. dr. sc. Jasna Hrenovi¢ koautorica je ili autorica 2 sveucili$na udzbenika i
4 poglavlja u knjigama. Na znanstvenim skupovima osobno je prezentirala 33 priopéenja (od
ukupno 100).



Ovim putem iskreno se zahvaljujem svojoj mentorici, prof. dr. sc. Jasni Hrenovi¢, na
struénom vodstvu, iskazanom razumijevanju, potpori i motivaciji pri izradi doktorske

disertacije.

Zahvaljujem se doc. dr. sc. Tomislavu Ivankovicu i Renati Horvat na savjetima i tehnickoj

pomoci prilikom izvedbe eksperimenata.

Zahvaljujem se izv. prof. dr. sc. Ivani Goi¢-Barisi¢ i prof. dr. sc. Darku Tibljasu na stru¢nim

savjetima prilikom pisanja doktorske disertacije.

Hvala mojoj najuzoj obitelji na strpljenju, ljubavi i podrsci.



Sveuciliste u Zagrebu Doktorski rad
Prirodoslovno-matematicki fakultet

Bioloski odsjek

UTJECAJ EKOLOSKIH CIMBENIKA NA FAKTORE VIRULENCIJE KLINICKI
ZNACAJNE BAKTERIJE ACINETOBACTER BAUMANNII

Svjetlana Deki¢

Bakterija Acinetobacter baumannii uzrokuje teske infekcije imunosuprimiranih bolesnika
zbog otpornosti na antibiotike i dezinficijense te posjedovanja brojnih faktora virulencije.
Multiplo-rezistentni sojevi ove bakterije osim u bolni¢kom, pojavljuju se i u izvanbolni¢kom
okolisu. Cilj disertacije bio je definirati ekoloske ¢imbenice Koji uvjetuju prezivljavanje
klinicki znacajnih A. baumannii u okoliSu. Ispitivano je prezivljavanje okoli$nih i klinickih
izolata A. baumannii u razli¢itim abiotickim (temperatura, pH, dostupnost nutrijenata,
koncentracija otopljenog kisika, isuSivanje) i biotiCkim (interakcija s mikroskopskim
organizmima) uvjetima. Takoder su kvantificirani faktori virulencije (biofilm, pelikula,
povrSinska pokretljivost) kao mehanizmi koji pospjeSuju prezivljavanje A. baumannii.
Klini¢ki znacajni izolati A. baumannii posjeduju izrazene faktore virulencije te su otporni na
Sirok spektar okoliSnih uvjeta. Prirodni zeoliti uspjeSno inhibiraju faktore virulencije A.
baumannii te kao ekonomski prihvatljivi i dostupni materijali mogu pronaéi primjenu u
uklanjanju ovog patogena iz okoliSa. Rezultati ovog istrazivanja omogucuju predvidanje
ponasanja A. baumannii u okoliSu te pruzaju osnovu za razvoj metoda uklanjanja ovog

patogena iz okolisa.
(112 stranica, 34 slike, 13 tablica, 139 literaturnih navoda, jezik izvornika hrvatski)

Klju¢ne rijeci: Acinetobacter baumannii, bakterije, okolis, prezivljavanje, faktori virulencije,

prirodni zeoliti

Mentor: Jasna Hrenovi¢, prof. dr. sc.

Ocjenjivaci: Tomislav Ivankovié, doc. dr. sc.
Ivana Goi¢-Barisic, izv. prof. dr. sc

Darko Tibljas, prof. dr. sc.



University of Zagreb Doctoral thesis
Faculty of Science

Department of Biology

INFLUENCE OF ECOLOGICAL FACTORS ON VIRULENCE PROPERTIES OF
CLINICALLY RELEVANT ACINETOBACTER BAUMANNII

Svjetlana Deki¢

Acinetobacter baumannii causes severe infections in immunosuppressed patients due to
resistance to antibiotics and disinfectants. Multidrug resistant A. baumannii isolates are
common in hospital setting but also in the environment. The aim was to determine which
ecological factors contribute to the survival of clinically relevant A. baumannii in the
environment. The survival of clinical and environmental A. baumannii isolates was tested
under different abiotic (temperature, pH, starvation, dissolved oxygen concentration,
dessication) and biotic (interaction with microscopic organisms) conditions. Virulence factors
(biofilm, pellicle, surface motility) as survival mechanisms were also determined. Clinically
relevant A. baumannii express strong virulence factors and are able to survive a wide array of
ecological conditions. Natural zeolites successfully inhibit A. baumannii virulence factors and
as economically accessible materials could find application in the removal of this pathogen
from the environment. The results of this research provide insight into the behaviour of A.
baumannii as well as a starting point for the development of methods to remove this pathogen

from the environment.
(112 pages, 34 figures, 13 tables, 139 references, original in croatian)

Keywords: Acinetobacter baumannii, bacteria, environment, survival, virulence factors,

natural zeolites

Supervisor: Jasna Hrenovi¢, prof., PhD

Reviewers:  Tomislav Ivankovi¢, assist. prof., Phd
Ivana Goi¢-Barisi¢, assoc. prof., Phd

Darko Tibljas, prof., PhD



Sadrzaj

1 UVOQ iRt n et 2
2 LIteraturni Pregled ... 3
2.1  Bakterije roda ACINEIODACIET ..........ciiiiiiiieieer e 3
2.2 Vrsta Acinetobacter Daumannii...........ccoviiiiiiii e 4
2.2.1  Klinicka znacajnost A. DAUMANNTT.......cccviiiiiiiiiiie e 4
2.2.2  Rezistencija A. baumannii na antibiotike.............cccccoeoeiieiiic i 6
2.2.3  Bakterija A. baumannii U oKOIiSU.........coeiieiiiie e 8
2.2.4  Prezivljavanje A. baumannii u OKOLISU........cccueviiierveriiieieese s 10
2.2.5  Faktori virulencije A. Baumannii........cccccveveiieeiiiieiieese e 12
2.2.5. 1 BIOTHM oot 12
2.2.5.2 Povrsinska pokretljivost rojenjem i trzanjem ...........cocerveneiieeneenesieeseennenns 14
2.2.5.3 Inhibicija faktora VIFUIENCIE ........ccoveiiiiiieiciesie e 14

3 CilJEVI ISTAZIVANJA ...ttt ettt bbbt et beene e 16
4 Materijal 1 MELOUE ....c..eieieie ettt e e et e e s reenaeaneenres 18
O R O 110 - 1o 174 1 1 PSSP PSSRSO 18
4.1.1  Bakterija Acinetobacter baumannii..........ccccooveiiiieiiicie e 18
I R o ] =1 [ TSSOSO 18
4.1.1.2 Profil antibiotske 0SJetlJIVOSt........ccccveiiieiiiiic 18
4.1.1.3 Molekularna KarakterizaCija ..........c.ccevvevueriereneninieieieee e 19

4.1.2  Bakterije Escherichia coli i Enterococcus faeCium..........cocovenireniniienicinennn, 19
4.1.3  Kolnjak AdINeta VAGA........cooiriiiiiiieieie e 20
414  RibaPoecilia reticulata ..........cc.cooviiiiiiiiiiice e 20

4.2 Hranjive mikrobioloske podloge .........ccccviiiiiiiiiiiiiiiiii 20
4.3  Vodeni mediji koriSteni u eksperimentima............cccovevviiiiiiniiicie e 25
4.4  Tlo koriSteno u eKSperimentima .........ccoecviiveiiiiiiiieiie e 25
4.5 Prirodni ZEOIINT TUT......ooiiiii e 27
4.6  1zvedba eKSPEIMENALA ........oiviiiieieitc e 28
4.6.1  Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije Spoja .........cccccevvverveiirnennnn 28
4.6.2  Utjecaj abiotickih ekoloskih ¢imbenika na prezivljavanje A. baumannii .......... 29
4.6.2.1  TEMPEIALUIA.....ovietiieeiiieie ettt ettt nb e e 29
4.6.2.2 VIJEANOSE PH ..o e 29
4.6.2.3 Koncentracija otopljenog KiSiKa ..........ccvveiivieiiiiiieiie e 29
4.6.2.4 Prezivljavanje u morskoj 1 rije€noj Vodi........ccccvvvviiiiiiiiiniiniiiicice e 30

4.6.2.5 Prezivljavanje U tlu......ccoiiiiiiiiiiii 30



4.6.3  Utjecaj biotickih ekoloskih ¢imbenika na prezivljavanje A. baumannii............ 31

4.6.3.1 Medu-bakterijska INterakCija .........ccccevveieriiiiiiiieee e 31
4.6.3.2  Grazing KOINJaKa. .......coooviiiiriiiiiiieeee s 31
4.6.3.3 Kolonizacijski potencijal A. DAUMANNTT.........cooiiiiiiieeee e 32

4.7 FaKLIOM VIFUIBNCIJE....oveeie ettt ste et e e ee e nneas 33
470 BIOTIIM et 33
A4.7.2  PeIKUIA.......ooiiiiii e 34
4.7.3  PovrSinska pOKIEtIJIVOSE .....uiiiiiiiiiiiiiiii i 34
474  HIdrofODNOSE........ciiiiiiiice e 34
4.7.5  HrapaVost KOIONIJA .....c.coeiiiiiiiieiee e 35
4.8  MIKroskopske analize ..........ccooeiiiiiiiiiieee e 35
4.9 StatiStICKE ANALIZE ....vvveiiiee e ae e 35
5 REZUIALE .t 38
5.1  Profil antibiotSKe reZiStENCIJE .......ccovevuiiieiieie e 38
5.1.1  Utjecaj abiotickih ekoloSkih ¢imbenika ...........ccccooviiiiiiiiiiiiiis 38
00 O I R =T 1 0 1T (U TP RROPPR 38
5.1.1.2  VIJEANOSE PH ....oeeiiieiccece et 44
5.1.1.3 Koncentracija otopljenog KiSIKa ..........ccccooiiiiiiiniiieieeese e 45
5.1.1.4 Prezivljavanje u rijecnoj i morskoj VOdi........ccocvriveriniiniiiniiciiece e 51
5.1.1.5 Prezivljavanje U thu ......ccooeeiiiiiiiiiie e 53
5.1.2  Utjecaj biotickih ekoloSkih ¢imbenika..........ccccoooiiiiiiiiiiciieec 61
5.1.2.1 Medu-bakterijska interakCija .........cccceievereiiiiiisiceee e 61
5.1.2.2 Grazing KoINjaKa...........ccceeiiiiiiiiic e 63
5.1.2.3 Kolonizacijski potencijal A. baumannii............cc.cccvvveveiiiiieiie i, 67

5.2 FaKLON VIFUIENCIE...c.oeiie ettt eae e 68
521  Biofilm i peliKUIA .....cooiiiie 68
5.2.2  Povrsinska pokretljivost rojenjem i trzanjem...........cceevrverveninieneenesieeseennenns 71

B RASPIAVA. ... eeeiiiiiiti e n e 75
6.1  Utjecaj abiotickih ¢imbenika na prezivljavanje A. baumannii............c.ccocoovvnnennnn, 75
6.1.1  Temperatura i PH ..o 75
6.1.2  Koncentracija otopljenog KiSIKa...........cccevieiiieiiiiiic i 77
6.1.3  Prezivljavanje u rijecnoj i morskoj vOdi........ccccovvviiiiiniiiiiiciii e 79
6.1.4  Prezivljavanje U tlu. ... 81
6.2  Utjecaj biotickih ¢imbenika na prezivljavanje A. baumannii.............ccccoovvviiinennn, 83

6.3  Kolonizacijski potencijal A. DAUMANNTT.......ccoiiriiiiiriieee e, 85



6.4 FaAKLON VIFUIBNCIE...c.eeeeiiie ettt ne e 86

T ZAKIJUCAK . ...t 89
POPIS TIEEIALUIE ...ttt bbb 92
ZAVOTOPIS 1.vervvrereeteetseeeeeeteseeseesees et st es s es s s s es e s e s e s s s es st st ansensesses s st s nsansansenes 106

10 P OZI .o ———— 108



Popis korisStenih kratica

AMK
CFQR

CFU
CIP

CLSI
CST

DNB

EPS

ESKAPE patogeni

EUCAST

GC

GEN
GIM

Grazing
IC

IMI
IMP
LB

LVX

MALDI TOF MS

MBK

Amikacin

Karbapenem i fluorokinolon rezistentni izolati (engl. Carbapenem and
Fluoroquinolone Resistant)

engl. Colony Forming Unit
Ciprofloksacin (engl. Ciprofloxacin)

Klini¢ki i laboratorijski standardi (engl. Clinical and Laboratory
Standards Institute)

Kolistin (engl. Colistin)

Hranjivi bujon razrijeden s destiliranom vodom u omjeru 1:100 (engl.
Diluted Nutrient Broth)

Izvanstani¢ne polimerne tvari (engl. Extracellular Polymeric
Substances)

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i
Enterobacter sp.

engl. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing

Globalni klon (engl. Global Clone)
Gentamicin

Metalo-p-laktamaza (engl. German imipenemase metallo-4-
lactamase)

Hranjenje kolnjaka bakterijama filtriranjem suspenzije
Internacionalni klon (engl. International Clone)

Imipenem

Metalo-p-laktamaza (engl. Imipenemase metallo-f-lactamase)
Luria-Bertani hranjivi medij

Levofloksacin (engl. Levofloxacin)

Matricom potpomognuta laserska desorpcija/ionizacija s vremenom
proleta (engl. Matrix-assisted Laser Desorption/lonization with Time
of Flight Mass Spectrometry)

Minimalna baktericidna koncentracija



MDR Multiplo-rezistentan izolat (engl. Multidrug-resistant)

MEM Meropenem

MH Mueller-Hinton agar

MHB Mueller-Hinton bujon

MIK Minimalna inhibitorna koncentracija

MIN Minocilin (engl. Minocycline)

MLM Mjesanoslojne gline (engl. Mixed-Layer Clay Minerals)
MLST engl. Multi-Locus Sequence Typing

NDM Metalo-f-laktamaza (engl. New Delhi metallo-S-lactamase)
NZ Prirodni zeolitni tuf (engl. Natural Zeolitic Tuff)

PBS Fosfatni pufer (engl. Phosphate Buffered Saline)

PCR Lancana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)
PDR Sveopce-rezistentan izolat (engl. Pandrug-resistant)

Elektroforeza u pulsiraju¢em polju (engl. Pulsed-Field Gel

PFGE Electrophoresis)

PNAG polisaharid poli-B-(1, 6)-N-acetilglukozamin

rep-PCR engl. Repetitive Extragenic Palindromic Polymerase Chain Reaction

Rpm Okretaji u minuti (engl. Rounds Per Minute)

S Izolat osjetljiv na sve testirane antibiotike (engl. Susceptible)

SAM Ampicilin/sulbaktam (engl. Ampicillin/sulbactam)

SEM Sk_enirajuéi elektronski mikroskop (engl. Scanning Electron
Microscope)

SIM Metalo-p-laktamaza (engl. Seoul imipenemase metallo-f-lactamase)

SwW Komercijalno dostupna izvorska voda (engl. Spring Water)

SXT Trimetroprim/sulfametoksazol (engl. Trimethoprim/sulfamethoxazole)

TEM Tr_ansmisijski elektronski mikroskop (engl. Transmission Electron
Microscope)

TIM Tikarcilin/klavulanska kiselina (engl. Ticarcillin/Clavulanic acid)

TOB Tobramicin (engl. Tobramycin)



VBNC

VIM

WGS
XDR

WW

Vijabilno ali ne kulturabilno stanje (engl. Viable But Not Culturable)

Metalo-p-laktamaza (engl. Verona integron encoded metallo-4-
lactamase)

Sekvenciranje cijelog genoma (engl. Whole Genome Sequencing)
Prosireno-rezistentan izolat (engl. Extensively-Drug Resistant)

»Worldwide* klon (engl. Worldwide Clone)



UvVOD




1 Uvod

Bakterija Acinetobacter baumannii oportunisti¢ki je patogen koji uzrokuje bolnicke
epidemije i izvanbolni¢ke sporadi¢ne infekcije. U imunosuprimiranih bolesnika uzrokuje
pneumoniju, meningitis, infekcije krvozilnog sustava, urinarnog trakta i koze. Velik problem
u bolnicama predstavljaju multiplo-rezistentni izolati (MDR) A. baumannii otporni na
karbapenemske antibiotike. Otpornost na antibiotike i dezinficijense te brojni mehanizmi
rezistencije osigurali su A. baumannii mjesto u grupi ESKAPE patogena (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter sp.). Svjetska zdravstvena organizacija svrstala je
karbapenem rezistentne sojeve A. baumannii na prvo mjesto popisa opasnih patogena za koje

je potrebno §to prije prona¢i nove metode lijeenja.

Osim u bolnicama, dokazana je prisutnost klini¢ki znacajnih A. baumannii s
karbapenemskom rezistencijom u okolisu kao posljedica odlaganja tekuceg i krutog otpada.
Nalazi A. baumannii pronadeni su u komunalnim i bolni¢kim otpadnim vodama, uredajima za
proc¢is¢avanje otpadnih voda, rijekama i tlima. Takoder je dokazan prijenos klini¢ki znacajnih

izolata A. baumannii iz bolnica u okolis.

Bakterija A. baumannii opstaje u bolnickom i izvanbolnickom okolisu zbog
sposobnosti prezivljavanja u razli¢itim okoliSnim uvjetima. NajviSe istrazivanja usmjereno je
na prezivljavanje u su$nim uvjetima na razliitim povrSinama poput stakla, plastike i
keramike na kojima A. baumannii moze prezivjeti neocekivano dugo. Medutim, istrazivanja
koja se bave definiranjem utjecaja ekoloskih ¢imbenika poput temperature, pH, koncentracije
otopljenog kisika i interakcije s drugim organizmima nedostaju ili su vrlo ograni¢ena.
Sposobnost prezivljavanja A. baumannii takoder je uvjetovana faktorima virulencije poput
tvorbe biofilma na biotickim i abiotickim povrSinama, pelikule na granici voda-zrak te
povrsinske pokretljivosti rojenjem i trzanjem. Cilj ovog rada je ispitati uéinak abiotickih i
bioti¢kih ekoloskih ¢imbenika na preZivljavanje klinicki znacajnih okoli$nih izolata A.
baumannii. Zatim, odrediti faktore virulencije te ispitati u¢inak prirodnog zeolitnog tufa na

ekspresiju istih.



2 Literaturni pregled

2.1 Bakterije roda Acinetobacter

Pripadnici roda Acinetobacter nesporogene su gram negativne bakterije (Lee i sur.,
2017.). U logaritamskoj fazi rasta imaju oblik kratkog Stapi¢a, dok u stacionarnoj fazi
preuzimaju oblik koka, mogu formirati kratke lance. Posjeduju aerobni metabolizam s
kisikom kao terminalnim akceptorom elektrona, ne vrSe fermentaciju (Garrity i sur., 2005.).
Sposobni su koristiti Siroki raspon spojeva kao izvor ugljika i dusika, te nisu zahtjevni za
uzgoj u laboratoriju. Veéina sojeva raste izmedu 20 i 37 °C s optimumom izmedu 33 i 35 °C
te vrijednosti pH izmedu 5 i 8 s optimumom 6,5 (Garrity i sur., 2005.). Nepokretne su
bakterije jer ne posjeduju flagele, stoga je za pospjeSivanje rasta Kulture pozeljno koristiti
mijesanje. Neki sojevi pokazuju povrSinsku pokretljivost trzanjem i rojenjem (Antunes i sur.,
2011.; Eijkelkamp i sur., 2011a.; Vijayakumar i sur., 2016.). Bakterije roda Acinetobacter
posjeduju enzim katalazu, no ne enzim oksidazu. Kolonije su nepigmentirane i sluzave,
ukoliko se radi o sojevima koji posjeduju kapsulu (Garrity i sur., 2005.). Ubikvitarne su
saprofitske bakterije koje zive u vodi, zemlji, kanalizaciji 1 hrani (Towner, 2006.). Smatra se
da 0,001 % ukupnih heterotrofnih aerobnih bakterija izoliranih iz tla i vode pripada rodu
Acinetobacter. Takoder naseljavaju kozu i respiratorni trakt ljudi. Smatra se da je koza 42,5 %
zdravih ljudi, te 75 % hospitaliziranih pacijenata kolonizirana s bakterijama roda
Acinetobacter (Doughari i sur., 2011.). Mogu uzrokovati infekcije koze, respiratornog i
krvozilnog sustava te urinarnog trakta ljudi i zivotinja (Towner, 2009.). Bakterije roda
Acinetobacter imaju Siroku primjenu u bioremedijaciji i industriji zbog svoje sposobnosti
uklanjanja fosfora i teSkih metala iz otpadne vode te razgradnje salicilata, aromatskih
ugljikovodika i fenola koji su toksi¢ni za veéinu drugih bakterija. Takoder proizvode
izvanstani¢ne polimere koji emulgiraju masti i ulja te na taj nacin sudjeluju u njihovom

uklanjanju (Doughari i sur., 2011.).

Nizozemski znanstvenik Beijerinck 1911. godine prvi je puta izolirao bakteriju roda
Acinetobacter te ju je imenovao Micrococcus calcoaceticus. Tijekom sljede¢ih 50 godina
pripadnici roda Acinetobacter izolirani su nekoliko puta pod razli¢itim imenima poput
Moraxella Iwoffi, Mima polymorpha, Alcaligenes hemolysans, Mirococcus calcoaceticus i
Herellea vaginicola (Peleg i sur., 2008.). Brisou i Prevot su 1954. godine s obzirom na
nedostatak pokretljivosti 1 pigmenta predlozili svrstavanje svih dotadasnjih izolata u rod
Achromobacter. Medutim, tek nakon publikacije Baumann i sur. 1968. godine prihvacéen je

prijedlog za svrstavanje svih izolata u rod Acinetobacter. Znacajan napredak u taksonomiji



roda Acinetobacter dogodio se 1980-ih godina koriste¢ci DNA-DNA hibridizaciju sto je

rezultiralo podjelom pripadnika roda Acinetobacter u genomske grupe (Peleg i sur., 2008.).

Trenutno su bakterije roda Acinetobacter svrstane u Gamaproteobakterije, porodica
Moraxellaceae i red Pseudomonadales (Asif i sur., 2018.). Zbog medusobne genomske
sli¢nosti i teske identifikacije u literaturi ¢est je naziv Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
kompleks, sastavljen od A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A. seifertii, A. dijkshoorniae
I A. calcoaceticus (Harding i sur., 2018.). Nalaze A. baumannii u radovima prije 2000. godine
treba uzeti s rezervom zbog nepostojanja pouzdanih metoda identifikacije. Danas se koriste
suvremene analiticke metode za pouzdanu identifikaciju 1 genotipizaciju vrsta poput MALDI-
TOF MS (engl. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization with Time of Flight Mass
Spectrometry), WGS (engl. Whole Genome Sequencing), PFGE (engl. Pulsed-Field Gel
Electrophoresis), analiza rpoB gena, rep-PCR (engl. Repetitive Extragenic Palindromic
Polymerase Chain Reaction), MLST (engl. Multilocus Sequence Typing) (van der Kolk i sur.,
2019.). Nove analiticke metode omogucile su pouzdanu identifikaciju novih vrsta unutar roda
Acinetobacter, kojih prema bazi profesora Alexandra Nemeca, trenutno ima 60 imenovanih

(http://apps.szu.cz/anemec/ Classification.pdf). Klini¢ki najznacajniji patogen unutar roda

Acinetobacter je A. baumannii (Towner, 2009.).

2.2 Vrsta Acinetobacter baumannii

Vrsta A. baumannii posjeduje iste karakteristike kao i drugi pripadnici istog roda s ve¢
opisanim karakteristikama. Na triptik soja agaru formira okrugle, konveksne, mlije¢ne
kolonije jasnih rubova promjera 1,5 — 2 mm nakon 24 h inkubacije, te 3 — 4 mm nakon 48 h
izlaganja 30 °C. Temperaturni raspon rasta je 15 — 44 °C. Nekim sojevima potreban je
metionin za rast na minimalnom mediju. U kompleksim medijima nitrati se ne reduciraju do
nitrita. Vecina sojeva proizvodi kiselinu iz D-glukoze. Nema hemolize na krvnom agaru. Ima
sposobnost koristenja citrata (Garrity i sur., 2005.). Na podlozi Kliglerov Zeljezni agar daje

karakteristi¢nu blago narancastu reakciju u dubini.

2.2.1 Klini¢ka znacajnost A. baumannii

Bakterija A. baumannii uzrokuje infekcije imunosuprimiranih bolesnika te se smatra
oportunistickim patogenom. Najvecu opasnost od infekcije ovim patogenom imaju pacijenti u
jedinicama intenzivnog lijeCenja. Bakterija A. baumannii moze uzrokovati pneumoniju,

meningitis, infekcije urinarnog trakta, krvozilnog sustava i koze.


http://apps.szu.cz/anemec/%20Classification.pdf

Bakterija A. baumannii klonalna je po prirodi. Molekularna analiza izolata A.
baumannii iz raznih drzava Europske unije otkrila je postojanje tri europska klona (EU I-11I).
Upotrebom modernih metoda molekularne biologije poput WGS, dokazana je prisutnost osam
klonova nazvanih ,,worldwide* klonovi (WW1-8) (Higgins i sur., 2010). Kasnije je doslo do
promjene terminologije te su WW klonovi (engl. Worldwide Clone) preimenovani u globalne
klonove (engl. Global Clone, GC) i naposlijetku u internacionalne klonove (engl.
Internacional Clone, IC). U Europi 57 % A. baumannii izolata pripada IC2, 18 % IC1te 1 %
IC3 (Higgins i sur., 2010). Osim klonskih izolata A. baumannii, iz okolisa se ponekad mogu

izdvojiti neklonski izolati koje ne pripadaju nijednom klonalnom tipu (Higgins i sur., 2018).

Najces¢i nacin ulaza A. baumannii u tijelo pacijenta je kroz otvorene rane, Katetere i
tubuse za mehaniCku ventilaciju. Kolonizirano osoblje te predmeti, koji su u svakodnevnoj
upotrebi u bolnicama mogu biti potencijalan izvor A. baumannii (Towner, 2009.; McConnell
i sur., 2013.; Antunes i sur., 2014.; Goi¢-Barisi¢, 2018.). Shamsizadeh i sur. (2017.) su
istrazivali prisutnost A. baumannii u bolni¢kom okolisu Cetiri bolnice. Bakterija A. baumannii
zabiljezena je u 11 % uzoraka bolnickog zraka, 17 % bolnickih kreveta i 2 % pitke vode iz
slavine. Vecina pozitivnih nalaza bila je iz jedinica za intenzivno lijeenje. Nedvojbeno je da
A. baumannii iz zarazenih pacijenata prelazi u bolnic¢ki okolis, te da u bolni¢kom okolisu

pacijenti dolaze u kontakt s A. baumannii.

Osim u bolnicama, zabiljezene su izvanbolni¢ke sporadi¢ne infekcije Sto upucuje na
postojanje rezervoara A. baumannii u okolisu (Falagas i sur., 2007; Dexter i sur., 2015.).
Izvanbolnicke infekcije s A. baumannii zabiljeZzene su ve¢inom u tropskom i suptropskom
podneblju u imunosuprimiranih bolesnika, te u alkoholi¢ara i pusaca. Najzastupljenije bolesti
su pneumonija i bakteriemija (Falagas i sur., 2007; Dexter i sur., 2015.). Nakon prirodnih
katastrofa poput potresa i tsunamija zabiljezen je velik udio infekcija s A. baumannii
(Eveillard i sur., 2013.). U Kini je nakon potresa 2008. godine izoliran A. baumannii iz rana,
sputuma i krvi ozlijedenih osoba (Eveillard i sur., 2013.). Bakterija A. baumannii takoder je
najcescée izoliran mikroorganizam (63 %) iz rana americ¢kih vojnika nakon povratka iz rata u
Iraku 1 Afganistanu, te je dobio svojevrsni naziv ,Iraqibacter. Smatra se da slabi higijenski
uvjeti u bolnicama i Cesto seljenje iz jednoga u drugi odjel tijekom kriznih situacija doprinose

kolonizaciji i kasnijoj infekciji pacijenata u bolnicama (Camp i Tatum, 2010.).



2.2.2 Rezistencija A. baumannii na antibiotike

Bakterije roda Acinetobacter, pogotovo A. baumannii, su kao bolnicki patogeni poceli
dobivati paznju 1970-ih godina (Towner, 2009.). U to vrijeme klinicki izolati bili su osjetljivi
na brojne antibiotike poput ampicilina, gentamicina, kloramfenikola i nalidi¢ne kiseline, te je
lijeCenje infekcija uzrokovano tim bakterijama bilo relativno lako (Towner, 2009.). Medutim,
u zadnja tri desetljeca rezistencija bakterija na antibiotike porasla je te su se pojavili multiplo-
rezistentni (MDR) izolati. Nekontrolirana upotreba antibiotika Sirokog spektra uzrokovala je
porast rezistencije na antibiotike (Towner, 2009.). Danas je znacajna rezistencija bakterija na

karbapenemske antibiotike.

Beta-laktamski antibiotici skupina su najkoriStenijih antibiotika na svijetu, koja
ukljucuje peniciline, cefalosporine, monobaktame i karbapeneme. U strukturi svi posjeduju -
laktamski prsten te djeluju na nain da inaktiviraju penicilin-vezujuce proteine (engl.
Penicilin-binding proteins) koji sudjeluju u sintezi stani¢ne stjenke (Meletis, 2016.).
Karbapenemi uz B-laktamski prsten posjeduju karbapenemski prsten. Jedinstvena struktura
¢ini ih vrlo djelotvornima protiv Sirokog spektra bakterija, te se ¢esto koriste kao zadnja linija
obrane protiv MDR bakterija (Meletis, 2016.). U zadnja dva desetljea pojavljuje se
rezistencija bakterija na karbapeneme Sto predstavlja velik javnozdravstveni problem.
Mehanizmi rezistencije bakterija na karbapeneme ukljuuju: smanjenu propusnost
karbapenema u stanicu izmjenom ili nedostatkom porina, pojac¢ano izbacivanje karbapenema
iz stanice putem efluks pumpi, te najuCestalija produkcija enzima oksacilinaza koje

hidroliziraju karbapeneme (Goi¢-Barisi¢, 2009.; Gordon i Warecham, 2010.; Meletis, 2016.).

Bakterija A. baumannii posjeduje urodenu rezistenciju na sljedeCe antibiotike:
ampicilin, amoksicilin-klavulanat, cefalozin, cefotaksim, ceftriakson, ceftazidim, aztreonam,
ertapenem, trimetroprim, fosfomicin, tetraciklin, doksiciklin (EUCAST, 2016). Zbog svoje
genomske plasti¢nosti, A. baumannii, brzo stje¢e otpornost na nove antibiotike te je pojava
karbapenem rezistentnih izolata danas ¢esta pojava. Na globalnom nivou 45 % svih izolata A.
baumannii je MDR, dok je u Latinskoj Americi i Bliskom istoku 70 % (Harding i sur., 2018.).
Uz MDR pojavljuju se prosireno-rezistentni (XDR) te ¢ak sveopée-rezistentni (PDR) izolati
koji su otporni na sve testirane antibiotike. Karbapenem rezistentni izolati A. baumannii prvi
su na popisu opasnih patogena Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, 2017.) za koje je
potrebno u Sto kra¢em roku pronaci nove metode lije¢enja. Zbog visoke prilagodljivosti i

otpornosti na antibiotike, A. baumannii spada u ESKAPE grupu patogena zajedno s



Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa i Enterobacter sp. (Pendleton i sur., 2013.).

Najvazniji mehanizmi karbapenemske rezistencije u A. baumannii su produkcija B-
laktamaza. Klasifikacijom po Ambleru za A. baumannii najznacajnije -laktamaze su klase B,
odnosno metalo-p-laktamaze i klase D, odnosno oksacilinaze koje hidroliziraju karbapeneme.
Hidroliticka sposobnost metalo-f-laktamaza ovisi o interakciji f-laktama i cinka na aktivnim
mjestima u enzimu. Najpoznatije metalo-p-laktamaze su IMP (engl. Imipenemase metallo-4-
lactamase), VIM (engl. Verona integron encoded metallo-f-lactamase), GIM (engl. German
imipenemase metallo-f-lactamase), SIM (engl. Seoul imipenemase metallo-S-lactamase)
NDM (engl. New Delhi metallo-s-lactamase) (Queenan i Bush, 2007.; Santajit i Indrawattana,
2016.). U Hrvatskoj nisu zabiljeZene metalo-p-laktamaze te su s epidemiolos$kog znacaja
najvaznije B-laktamaze klase D, odnosno oksacilinaze koje hidroliziraju karbapeneme. A.
baumannii moze posjedovati urodenu i steCenu rezistenciju na karbapenemene. Oksacilinaze
odgovorne za urodenu rezistenciju pripadaju skupini OXA-51-like. Poznato je da spomenute
urodene oksacilinaze imaju slabu hidroliti¢ku sposobnost, no prisutnost insercijske sekvence
ISAbal uz blaga-si-like gen znatno povecava njegovu aktivnost i pospjeSuje rezistenciju na
karbapeneme (Goi¢-Barisi¢, 2009.). SteCene oksacilinaze razvrstavaju se u sljede¢e skupine:
OXA-23-like, OXA-24/40-like, OXA-58-like, OXA-143-like, OXA-235-like. OXA-23-like
enzimi najrasireniji su u A. baumannii te su zabiljezeni na svim kontinentima (Pagano i sur.,
2016.).

Prva istrazivanja na podrucju rezistencije A. baumannii u Hrvatskoj pocela su 2002.
godine na izolatima iz KBC Split. Genotipizacijom izolata sa smanjenom rezistencijom na
karbapeneme, dokazana je prisutnost 1IC1 u razdoblju od 2002. do 2007. godine. Glavni
mehanizam rezistencije bila je prisutnost urodene oksacilinaze OXA-107 iz skupine OXA-51-
like s insercijskom sekvencom ISAbal (Goi¢-Barisi¢, 2018.). Pocetkom 2009. godine
premjeStanjem pacijenta iz Opce bolnice Mostar (Bosna 1 Hercegovina) u KBC Split, doslo je
do Sirenja novog klona koji pripada IC2. Karakteristike novog klona su visoke vrijednosti
minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK > 32 mg/L) za imipenem i meropenem, te
rezistencija na aminoglikozide (gentamicin, netilmicin, djelomi¢no amikacin) i kinolone
(ciprofloksacin, norfloksacin i levofloksacin). Mehanizam rezistencije je prisutnost urodene
oksacilinaze OXA-90 unutar OXA-51/66 skupine i steCene oksacilinaze OXA-72 unutar

OXA-40 skupine. Mostarski klon danas je dominantan u vecini zdravstvenih ustanova u



Hrvatskoj (Goi¢-Barisi¢, 2018.). U Hrvatskoj se karbapenemska rezistencija kod A.
baumannii povecala s 10 % u 2008. do 86 % u 2016. godini (CAMS, 2017).

Za lijecenje infekcija uzrokovanih karbapenem rezistentnim izolatima A. baumannii
ve¢inom se koriste kolistin (polimiksin E) i ampicilin/sulbaktam. Uporaba kolistina
ograni¢ena je zbog neurotoksi¢nosti i nefrotoksi¢nosti te zabiljezene heterorezistentnosti.
Heterorezistencija se pojavljuje u slucajevima kada je izolat prema MIK (Minimalna
inhibitorna koncentracija) osjetljiv na kolistin, ali sadrzi nekolicinu rezistentnih stanica, koje
¢e se uslijed selektivnog pritiska umnoziti i producirati rezistentan fenotip (Li i sur., 2006.;

Moffatt i sur., 2010.).

2.2.3 Bakterija A. baumannii u okolisu

Prirodni okoli§ A. baumannii jo§ uvijek je nepoznanica. Mnogi autori izolirali su A.
baumannii iz razli¢itih uzoraka, u potrazi za njegovim prirodnim rezervoarom u okolisu.
Bakterija A. baumannii zabiljezena je u tlu kontaminiranom organskim ugljikovodicima u
Indiji i Francuskoj, zatim u 23 % uzoraka tla iz Hong Konga. Nadalje, A. baumannii izoliran
je iz povréa u supermarketima, vo¢arnama i privatnim vrtovima (Eveillard i sur., 2013.).
Osim povr¢a, pronadeni su 1 u komercijalnom mesu, od kojeg je meso peradi najvise bilo
kontaminirano s A. baumannii (van der Kolk i sur., 2019.). Takoder je zabiljezen na brojnim
povrSinama koji su stalno u kontaktu s ljudima poput igrac¢e konzole i stolova u parkovima.
Osim nezivih povrSina, A. baumannii je zabiljezen i na rukama ljudi u izvanbolnickom
okolisu (10,4 % ispitanika) (Eveillard i sur., 2013.). U navedenim slu¢ajevima radi se 0
senzitivnim izolatima A. baumannii koji nisu srodni s klini¢kim izolatima i kao takvi ne

predstavljaju veliku javnozdravstvenu prijetnju.

Klini¢ki znacajni A. baumannii otporni na karbapeneme zabiljeZzeni su u bolnickim
otpadnim vodama. Ferreira i sur. (2011.) zabiljezili su prisutnost tri MDR izolata A.
baumannii s prisutnim blaga-23 genima u otpadnim vodama tri bolnice u Brazilu. Zhang i sur.
(2013.) analizirali su otpadnu vodu iz Cetiri bolnice u Pekingu te su prije dezinfekcije
zabiljezili 9, a nakon dezinfekcije 1 MDR izolat A. baumannii s blanpm-1 genom. Dezinfekcija
je vrsena kloriranjem $to upucuje na to da A. baumannii moze prezivjeti proces dezinfekcije
kloriranjem 1 dospjeti u prirodni okoliS. Na uredaju za prociS¢avanje otpadnih voda, takoder je
zabiljezena prisutnost klinicki znac¢ajnih A. baumannii. Hrenovic i sur. (2016.) su s uredaja za
proc¢is¢avanje otpadnih voda u Zagrebu 2014. godine izolirali 15 MDR A. baumannii iz

ulazne i 6 iz izlazne vode. U nedavnom istrazivanju Higgins i sur. (2018.) su s istog uredaja



izolirali klini¢ki znacajni A. baumannii iz svih stupnjeva procis¢avanja vode osim iz
stabiliziranog mulja. Ukupno je izolirano 119 izolata od kojih je 38 % iz ulazne vode, 15 % iz
aktivnog mulja, 17 % iz digestiranog mulja i 30 % iz izlazne vode. Ukupno 86 % izolata bilo
je MDR, CFQR (karbapenem i fluorokinolon rezistentni) i PDR, dok je samo 14 % izolata
bilo osjetljivo na sve testirane antibiotike. Jedan PDR izolat pronaden je u aktivnom mulju,
dok je u izlaznoj vodi pronadeno ¢ak 3 PDR izolata. Izlazna voda ispusta se u prirodni

recipijent u kojem PDR izolati predstavljaju javnozdravstvenu prijetnju.

Potvrden je prijenos klinicki znaCajnih patogena iz bolnickog okoliSa preko
kanalizacije u prirodni okolis. Kovaci¢ i sur. (2017.) dokazali su prijenos klini¢ki znacajnih A.
baumannii iz pacijenata u bolni¢ku otpadnu vodu iz Klini¢kog bolni¢kog centra, Split koja
odlazi direktno u more bez proé¢is¢avanja. Seruga Musié i sur. (2017.) analizirali su otpadnu
vodu iz Specijalne bolnice za pluéne bolesti u Zagrebu te zabiljezili 10 XDR izolata A.

baumannii, od kojih su 2 izolata posjedovala heterorezistenciju na kolistin.

Prvi klini¢ki znacajni izolat A. baumannii u akvatickom okoli$u zabiljeZen je u rijeci
Seni (Girlich i sur., 2010.). Seruga Musi¢ i sur. (2017.) pronasli su u Savi &etiri XDR izolata
A. baumannii te dokazali njihovu srodnost s klini¢kim izolatima. Nedavno je u rijeci Krapini
pronaden jedan karbapenem rezistentan izolat A. baumannii na utoku bolnicke otpadne vode u
Zaboku (Hrenovi¢ i sur., 2019). Tijekom ekspedicije na Dunavu 2013. godine (Joint Danube
Survey) prikupljeno je ukupno 262 izolata bakterija roda Acinetobacter od ¢ega je 135 izolata
identificirano kao A. baumannii. Ostale vrste bile su A. johnsonnii (62 izolata), A.
haemolyticus (19), A. junii (17), A. lwoffii (16) A. radioresistens (4), A. ursingii (2) i
Acinetobacter sp. (7). Samo 5 izolata A. baumannii (3 kod Beograda, 2 kod Bukuresta)

posjedovala su karbapenemsku rezistenciju (Kittinger i sur., 2018.).

U tlu su takoder zabiljezeni klinicki znacajni A. baumannii. Hrenovi¢ i sur. (2014.)
otkrili su jedan MDR izolat A. baumannii u paleotlu kamenoloma Tri jezerca u Istri. Isti izolat
pokazao je 87 % sli¢nosti s klini¢kim izolatom A. baumannii iz bolnice u Puli. Autori
pretpostavljaju da je A. baumannii dospio u tlo s ilegalno odbac¢enim otpadom te se pomocéu
oborina procijedio u dublji sloj tla. Nadalje, Hrenovi¢ i sur. (2017.) analizirali su tehnotlo
bogato naftnim ugljikovodicima na lokalitetu Sovjak blizu Rijeke gdje se od 1955. do 1990.
godine odlagao opasni industrijski otpad. U tehnotlu pronasli su 2 MDR i 1 XDR izolat A.

baumannii kao posljedicu naknadnog odlaganja ilegalno odbacenog otpada.



Bakterija A. baumannii, osim kod ljudi, izaziva infekcije kod imunosuprimiranih
domacih Zivotinja (stoka, perad, ku¢ni ljubimci) te se smatra opasnim patogenom u
veterinarskim klinikama. U svinja i krava uzrokuje mastitis, pneumoniju i sepsu. Kod konja
zabiljezene su infekcije rana, septikemija, pneumonija, neonatalna encefalopatija i infekcije
oka. Takoder u macaka i pasa uzrokuje infekcije rana, krvozilnog sustava i urinarnog trakta
(van der Kolk i sur., 2019.; Wareth i sur., 2019.). Osim toga, zabiljezene su infekcije riba na
ribljim farmama (Xia i sur., 2008.; Behera i sur., 2017.). U veterinarskim klinikama
zabiljezena je pojava MDR izolata A. baumannii (van der Kolk i sur., 2019.; Wareth i sur.,
2019.). Ewers i sur. (2017.) analizirali su 223 izolata A. baumannii prikupljenih iz
veterinarskih klinika u Njemackoj u periodu od 2000. do 2013. godine. Otkrili su da izolati A.
baumannii prikupljeni iz kuénih ljubimaca (pas, macka, zec, zmija, Stakor, patka, tvor)
posjeduju iste mehanizme rezistencije na antibiotike te da su srodni ljudskim izolatima A.

baumannii, §to upucuje na razmjenu patogenih bakterija izmedu vlasnika i ku¢nih ljubimaca.

Wilharm i sur. (2017.) pronasli su senzitivne izolate A. baumannii u trahealnim i
rektalnim brisevima kokosi (3 %), gusaka (8 %) i mladunaca bijele rode (25 %), te predlozili
da perad i divlje ptice mogu biti potencijalan rezervoar i vektor Sirenja A. baumannii. Nadalje,
Faulde i Spiesberger (2013.) analizirali su 271 primjerak septicke muhe (Diptera:
Psychodidae) iz 4 bolnice u Njemackoj kao potencijalnog vektora za Sirenje patogena.
Septicke muhe obitavaju u vlaznim prostorijama poput kupaonica, kuhinja, spremista te se
razmnozavaju u slabo odrzavanim sudoperima, tu§ kabinama, pisoarima i mjestima gdje voda
curi iz cijevi. Autori su pronasli A. baumannii u koncentraciji 2,0 x 10° CFU (engl. Colony
Forming Unit) po muhi. Nadalje, A. baumannii pronaden je u uSima tijela i glave, koji kao

nametnici takoder mogu biti vektori Sirenja (La Scola i Raoult, 2004.; Kempf i sur., 2012a.).

2.2.4 Prezivljavanje A. baumannii u okoliSu

Brojni nalazi A. baumannii u bolnicama i okoliSu posljedica su njegove
prilagodljivosti na razne okoli$ne uvjete. Antunes i sur. (2011.) pokazali su da klini¢ki izolati
A. baumannii optimalno rastu na temperaturama od 25 do 45 °C, s maksimalnom stopom rasta
pri 37 °C. Obeidat i sur. (2014.) pokazali su da A. baumannii moze prezivjeti u destiliranoj i
vodovodnoj vodi, te fizioloskoj otopini (0,9 % NaCl) do 23 dana pri rasponu pH 4,5 do 8 i
temperaturama 18 do 37 °C. Wendt i sur. (1997.) medu prvima su ispitivali otpornost A.
baumannii na isusivanje te su dokazali da A. baumannii moze prezivjeti na razli¢itim
povrsinama kao Sto je keramika, PVC, guma i Celik preko 100 dana. Jawad i sur. (1998.)

pokazali su da A. baumannii moze prezivjeti od 21 do 32 dana u suSnim uvjetima na
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stakalcima te da ne postoji znaCajna razlika u prezivljavanju epidemicnih i sporadicnih
izolata. Taj period znacajno je duzi u odnosu na A. baumannii ATCC 19606 koji prezivljava
do 6 dana. Antunes i sur. (2011.) su prema istom protokolu zabiljezili prezivljavanje jednog
klinickog MDR izolata A. baumannii preko 100 dana u su$nim uvjetima. Nadalje, zakljucili
su da vrijeme prezivljavanja nije za sve testirane izolate isto te da je ovisno o soju. Espinal i
sur. (2012.) otkrili da su A. baumannii koji formira biofilm duze prezivljava na stakalcima u
odnosu na one izolate koji ne formiraju biofilm. Nadalje, Chapartegui-Gonzalez i sur. (2018.)
ispitivali su prezivljavanje 4 klini¢ka izolata A. baumannii u uvjetima gladovanja u fizioloskoj
otopini 1 isuSivanja na komadicu laboratorijske kute, plastici 1 stakalcima te su zabiljezili
uspjesno prezivljavanje svih izolata do 60 dana pracenja. Nakon izlaganja nepovoljnim
uvjetima A. baumannii zadrzava sposobnost virulentnosti $to je testirano Galleria mellonella
modelom (Chapartegui-Gonzalez i sur., 2018.). Bravo i sur. (2016.) zakljuéili su da u
nepovoljnim uvjetima A. baumannii nuzno ne ulazi u vijabilno ali nekulturabilno stanje
(VBNC) kao npr. P. aeruginosa (Khan i sur., 2010.). Ucestala strategija prezivljavanja A.
baumannii je ,,bust and boom* koja ukljucuje prezivljavanje dijela bakterijske populacije te
zivot na racun mrtvih stanica. Takoder je zabiljezen dimorfizam kolonija, odnosno pojava
malih prozirnih kolonija A. baumannii, koje se pojavljuju kao odgovor na okoli$ni stres uz

normalne mlije¢ne kolonije (Tipton i sur., 2015; Chin i Tipton, 2018.).

U literaturi postoji vrlo malo navoda koji se odnose na interakciju A. baumannii s
drugim organizmima. Repizo i sur. (2015.) pokazali su sposobnost A. baumannii DSM30011
da nadvlada A. baumannii ATCC17978 zatim E. coli, K. pneumoniae i P. aeruginosa kroz
nekoliko sati na 37 °C koriste¢i sekrecijski sustav tipa 6. Medutim, navedeni mehanizam
medu-bakterijske kompeticije nije primjenjiv za sve sojeve A. baumannii kao ni za okoli$ne
uvjete. Lastoria i sur. (2014.) analizirali su podatke iz bolnice u Brazilu u periodu od 2005. do
2010. godine te su otkrili da infekcije s A. baumannii negativno koreliraju sa S. aureus i
Enterobacter sp. infekcijama i nekolicinom manje zastupljenih gram negativnih patogena
(Serratia sp., Citrobacter sp. i dr.). Zakljuc¢ili su da postoji kompeticija medu bolni¢kim
patogenima te da se interakcije medu bakterijama trebaju uzeti u obzir pri planiranju mjera za
kontrolu infekcija. Nadalje, Cateau i sur. (2011.) otkrili su da se A. baumannii unutarstani¢no
uspjeSno umnaza u amebama vrste Acanthamoeba castellanii i A. culbertsoni. Amebe su
bakterivorni organizmi koji obitavaju u vodovodnoj vodi i bazenima. Osim A. baumannii,
amebe mogu pospjesiti Sirenje i prezivljavanje drugih patogena poput vrsta Legionella
pneumophila, Mycobacterium sp., P. aeruginosa i Stenotrophomonas maltophilia (Cateau i
sur., 2014.).
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2.2.5 Faktori virulencije A. baumannii

2.25.1 Biofilm
Brojni faktori virulencije zasluzni su za uspje$no prezivljavanje A. baumannii u
okolisu te njegovu visoku prilagodljivost na nove uvjete unutar i izvan domacina. Jedan od

najvaznijih faktora virulencije je tvorba biofilma.

Biofilm je nakupina stanica okruZena izvanstani¢nim polimernim tvarima (engl. EPS,
Extracellular Polymeric Substances) (Donlan, 2002.). Biofilmovi se mogu tvoriti na razli¢itim
Cvrstim biotickim 1 abiotickim povr§inama. U prirodi je biofilm kompleksna struktura
sastavljena od Cestica supstrata, dijatomeja i filamentoznih bakterija, dok je biofilm u
bolnickom okolisu na medicinskim aparatima sastavljen isklju¢ivo od nakupina jednog tipa
mikroorganizma okruzenog EPS-om (Donlan, 2002.). Idealni uvjeti za nastanak biofilma su
kontakt ¢vrste povrSine i tekuceg medija (voda, krv). Tvorba biofilma ovisi o svojstvima
supstrata (tekstura, hidrofobnost materijala, kondicionirani film od tekucine s kojom je
supstrat u kontaktu), svojstvima tekucine (brzina toka, pH, temperatura, prisutnost kationa) i
svojstvima stanice (produkcija EPS-a, prisutnost pila, povrSinska hidrofobnost stanice)
(Donlan, 2002.). EPS je sastavljen ve¢inom od polisaharida, proteina, nukleinskih Kkiselina i
lipida (Nait Chabane i sur., 2014.). Glavna strukturna jedinica biofilma je mikrokolonija,
odnosno nakupina stanica koje su s drugim mikrokolonijama povezane EPS-om. Izmedu
mikrokolonija su praznine tzv. vodeni kanali kroz koje tece tekuc¢ina omogucavajuci difuziju
nutrijenata i kisika. Biofilm je kompleksna trodimenzionalna struktura koja se prostorno i
vremenski mijenja zbog unutarnjih i vanjskih procesa. Stiti od isusivanja, djelovanja
dezinficijensa i antibiotika te omogucéuje povoljnu sredinu za izmjenu gena (Hathroubi i sur.,
2017.). Biofilm formiran na granici voda — zrak nazivamo pelikulom (Marti i sur., 2011.; Nait
Chabane i sur., 2014.).

Tvorba biofilma zahtjeva formiranje sekrecijskog sustava tipa 1 (Csu pili) potrebnog
za prianjanje na abioti¢ke povrSine (Tomaras i sur., 2003). Odredeni sojevi A. baumannii
produciraju kratke pile koji su odgovorni za pri¢vrs¢ivanje na bioticke povrSine poput
ljudskih respiratornih stanica (de Breij i sur., 2009). Neki sojevi kodiraju protein Bap koji je
odgovoran za stabilizaciju zrelog biofilma na biotickim i abioti¢kim povrSinama (Loehfelm i
sur., 2008). Protein OmpA takoder igra vaznu ulogu u tvorbi biofilma, pri¢vrs¢ivanju na
epitelne stanice i apoptozi stanica domacina (Gaddy i sur., 2009), kao i polisaharid poli-p-(1,
6)-N-acetilglukozamin (PNAG) koji drzi stanice na okupu unutar biofilma (Choi i sur, 2009).
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Bakterija A. baumannii uspjesno tvori biofilm na abiotickim povrSinama poput tubusa
za respiraciju, katetera 1 druge medicinske opreme, te na biotickim povrSinama poput ljudskih
epitelnih stanica (McConnell i sur., 2013.; Longo i sur., 2014.). Stvoreni biofilmovi mogu
predstavljati rezervoar A. baumannii u bolnickom okolisu uzrokujuc¢i povremene epidemije.
Marti i sur. (2011.) pokazali su da klini¢ki izolati Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
kompleksa proizvode snazniji biofilm i pelikulu (81-91 %) nego drugi pripadnici roda
Acinetobacter (5-24 %). Takoder su zabiljezili snazniju formaciju biofilma i pelikule pri 25
°C nego 37 °C §to je znacajno za opstanak A. baumannii u bolnickom okolisu. S druge strane,
De Breij i sur. (2010.) pokazali su da ne postoji razlika u tvorbi biofilma izmedu A.
baumannii, A. calcoaceticus niti A. junii te da epidemic¢ni i sporadi¢ni izolati A. baumannii
tvore biofilm podjednako. Giles i sur. (2015.) zabiljezili su tvorbu robusne pelikule samo kod
8 od ukupno 54 testirana klini¢ka izolata A. baumannii, sugeriraju¢i da tvorba pelikule nije

univerzalno svojstvo svih izolata.

U susnim uvjetima izolati koji tvore biofilm prezivljavaju znatno duze (36 dana) nego
izolati koji ne tvore biofilm (15 dana) (Espinal i sur., 2012.). Ivankovi¢ i sur. (2017.) pokazali
su da biofilm doprinosi otpornosti A. baumannii na komercijalno dostupne dezinficijense
benzalkonij klorid i klorheksidin glukonat. Otpornost na dezinficijense veca je kada stanice
tvore biofilm na keramickim plo¢icama u odnosu na staklene, te je time stavljen naglasak na
interakciju dezinficijensa s materijalom osim s bakterijama (Ivankovi¢ i sur., 2017.). Imane i
sur. (2014.) dokazali su da A. baumannii bolje tvori biofilm na silikonu i lateksu nego na
polivinil Kloridu. Prema nekim autorima, tvorba biofilma povezana je s profilom antibiotske
rezistencije. Izolati A. baumannii koji imaju senzitivni fenotip tvore snazniji biofilm od MDR
izolata $to upucuje na to da bakterije u biofilmu ne trebaju iste mehanizme rezistencije kao
planktonske bakterije (Espinal i sur., 2012.; Kaliterna i sur., 2015.; Perez, 2015.; Qi i sur.,
2016. Krzysciak i sur., 2017.). S druge strane, u literaturi postoje navodi da rezistencija na
antibiotike nije povezana s tvorbom biofilma (De Breij i sur., 2010.; Vijayakumar i sur.,
2016.) Sposobnost izolata da tvori biofilm ovisna je i 0 njegovu porijeklu. Vijayakumar i sur.
(2016.) testirali su sposobnost tvorbe biofilma 60 klinickih izolata A. baumannii iz krvi i
sputuma te su zakljucili da izolati iz sputuma tvore snazniji biofilm, dok su izolati iz krvi
pokretniji. Kaliterna i sur. (2015.) dokazali su snazniju tvorbu biofilma u izolata izdvojenih iz

respiratornog sustava i rana nego izolata iz krvi i urina.

Takoder je uoCena razlika u tvorbi biofilma izmedu izolata razli¢ite klonske

pripadnosti. 1zolati A. baumannii, koji pripadaju u IC1 tvore slabiji biofilm od I1C2 i IC3, dok
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izmedu IC2 i IC3 ne postoji razlika (De Breij i sur., 2010.). Eijkelkamp i sur. (2011a.) su
takoder pokazali da IC2 i neklonski izolati tvore snazniji biofilm od IC1. S druge strane,
postoje radovi u kojima nije potvrdena veza izmedu klonske pripadnosti i tvorbe biofilma

(Wroblewska i sur., 2008.; Kaliterna i sur., 2015.).

2.2.5.2 Povrsinska pokretljivost rojenjem i trzanjem

Vrsta A. baumannii prvotno se smatrala nepokretnom bakterijom (gré. akinetos —
nepokretan), no u literaturi je zabiljezena povrSinska pokretljivost A. baumannii rojenjem
(engl. Swarming) i trzanjem (engl. Twitching). Rojenje podrazumijeva pokretljivost bakterija
po polu-¢vrstim povrSinama, dok trzanje podrazumijeva pokretanje bakterija na ¢vrstim
povrsinama (Antunes i sur., 2011.; Eijkelkamp i sur., 2011a.; Vijayakumar i sur., 2016.).
Smatra se da trzanjem bakterije koloniziraju nove povrsine $to predstavljala potencijalni nacin
Sirenja u bolnicama. Eijkelkamp i sur. (2011a.) testirali su pokretanje rojenjem i trzanjem 52
klinicka izolata na Luria-Bertani (LB) i Mueller-Hinton (MH) agaru s razli¢itim
koncentracijama agara pri 25, 30 i 37 °C. Rojenje je bilo najintenzivnije na LB mediju s
najnizom koncentracijom agara (0,25 %) pri 37 °C, dok je trzanje bilo najizrazenije na MH
mediju s 1 % agara pri 37 °C. Takoder je dokazano da su rojenje i trzanje dva faktora
virulencije A. baumannii koji se medusobno iskljuuju. Oni sojevi koji se dobro pokreéu
rojenjem, ne trzaju i obrnuto (Eijkelkamp i sur., 2011a.). Aktivacija sekrecijskog sustava tipa
IV odgovorna je za pokretljivost A. baumannii (Antunes i sur., 2011.; Eijkelkamp i sur.,
2011a.).

2.2.5.3 Inhibicija faktora virulencije

Razvoj biofilma moZe se inhibirati antibioticima, no postoji opasnost od razvoja
rezistencije te se zato pribjegava novim metodama. Jedni od obecavajucih agenasa su
bizmutovi tioli, koji se mogu koristiti u kombinaciji s antibioticima, zatim ioni srebra u obliku
premaza za medicinske uredaje i cjev€ice (Hathroubi i sur., 2017.). Nadalje, kationski
antimikrobni peptidi, derivati tiazolidin-2,4-diona (Hathroubi i sur., 2017.) i aminokiselina D-
tirozin (Milenkovi¢ i sur., 2014.) pokazuju snazna svojstva protiv tvorbe biofilma. Jednom
formirani biofilm tesko je unistiti, no obecavajuca je primjena proteaza hidrolizirajucih
enzima, DNAza i proteaza u raznim komercijalnim preparatima kao i primjena bakteriofaga
(Hathroubi i sur., 2017.).

U literaturi je dokazana inhibicija povrSinske pokretljivosti trzanjem pomocu plavog

svjetla (Mussi i sur., 2010) te rojenja u uvjetima smanjene dostupnosti zeljeza (Eijkelkamp i
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sur., 2011b.). U realnim okoli$nim uvjetima tesko je posti¢i spomenute uvjete te je potrebno

razviti nove metode inhibicije faktora virulencije.

Lako dostupni prirodni zeoliti mogli bi imati potencijal u inhibiciji faktora virulencije.
Zeoliti su hidratizirani alumosilikati koji se pojavljuju kao prirodni minerali u izmijenjenim
bazi¢nim magmatskim stijenama 1 tufovima, o¢vrsnulim vulkanskim pepelima procesima
alteracije, dijageneze i niskog stupnja metamorfizma. Prirodni zeoliti Siroko su rasprostranjeni
minerali. Lezista prirodnih zeolita nadena su diljem svijeta; Sjeverna Amerika, Kuba, Japan,
Sjeverna Koreja, Kina, Italija, Turska, Grcka, Danska, Ceska, Bugarska, Madarska, Srbija,
Rusija, Armenija, Azerbajdan (Gevorkyan i sur., 2001). U Hrvatskoj se znacajna nalazista

nalaze u Hrvatskom zagorju (Donje Jesenje, Macelj) (Tibljas i S¢avnicar, 2007.).

Prema habitusu, prirodni zeoliti svrstavaju se u tri skupine: kockasti (habazit,
philipsit), vlaknasti (natrolit, laumontit) i listiéasti (heulandit, stilbit). Ce$¢e tvore zrnate,
vlaknaste 1 listiCaste agregate nego zasebne kristale. U Supljinama i1 kanalima kristalne

strukture zeolita nalazi se voda, koja zagrijavanjem lako izlazi iz nje, te se isto tako s lakocom
. . . .| 1 . . - ..
vraca natrag. Tvrdo¢a po Mohsu iznosi 35 do 55, te relativna gustoca 2,1-2,4. Najucestalija

vrsta zeolita koja se uglavnom nalazi u sedimentnim stijenama vulkanskog porijekla je
klinoptilolit, zeolit iz skupine heulandita, za kojeg je svojstven odnos Si/Al > 4,0 (Coombs i
sur., 1997.). Klinoptilolit je najzastupljeniji mineral u nalazistima zeolita kraj Donjeg Jesenja

(Tibljas i S¢avnicar, 2007.).

Zeoliti posjeduju mikroporoznu strukturu s mnogobrojnim kanalima molekularnih
dimenzija, koji variraju u veli¢ini $to dopusta zadrZzavanje molekula ili iona u Supljinama ili
prolaz kroz njih. Specificna struktura zeolita omogucéuje im da sluze kao selektivni
katalizator, ionski izmjenjiva¢, adsorbent ili molekularno sito (Ribeiro i sur., 1995.). Zbog
svojih jedinstvenih svojstava zeoliti pronalaze primjenu u agrikulturi, industriji i okolisu. U
hortikulturi se zeoliti koriste za zadrzavanje vlage u tlu, dodaju se u zemljiSna gnojiva,
zivotinjsku hranu, higijenske produkte, produkte za kontrolu mirisa, mineralna punjenja,
medije za filtraciju zraka i sredstva za ionsku izmjenu. Takoder se koriste u proizvodnji
naftnih derivata, na odlagaliStima radioaktivnog otpada, u uklanjanju ulja s vodenih povrsina,
te za obradu voda (Armbruster, 2001.). Takoder je dokazana imobilizacija bakterija na zeolite
(Hrenovi¢ 1 sur., 2005.; Hrenovi¢ i sur., 2011.), zbog ¢ega bi mogli uspjesno inhibirati faktore

virulencije.
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3 Ciljevi istrazivanja

U literaturi postoji vrlo malo podataka o utjecaju ekoloskih c¢imbenika na
prezivljavanje A. baumannii. Dosadas$nja istrazivanja ve¢inom su fokusirana na klini¢ke
izolate, te je vrlo malo navoda o okoli$nim izolatima A. baumannii. Stoga je cilj istraZivanja
odrediti ekspresiju faktora virulencije i sposobnost prezivljavanja klinicki znacajnih okolisnih
izolata A. baumannii u razli¢itim ekoloskim uvjetima u svrhu razumijevanja i predvidanja
ponasanja ovog patogena u bolnickom 1 izvanbolnickom okoliSu. U istrazivanju ¢e se

ispitivati sljedece:

1. Utjecaj temperature, vrijednosti pH, koncentracije otopljenog kisika i dostupnosti

nutrijenata na prezivljavanje A. baumannii u simuliranim vodenim medijima
2. Prezivljavanje A. baumannii u realnim vodenim medijima (rije¢na i morska voda)
3. Prezivljavanje A. baumannii u suhom i vlaznom tlu
4. Interakcija A. baumannii s drugim bakterijama
5. Utjecaj kolnjaka na prezivljavanje A. baumannii
6. Potencijal A. baumannii da kolonizira slatkovodne ribe

7. Faktori virulencije poput tvorbe biofilma, pelikule te povrSinska pokretljivost A.

baumannii

8. Utjecaj prirodnog zeolitnog tufa na ekspresiju faktora virulencije.
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4 Materijal i metode

4.1 Organizmi
4.1.1 Bakterija Acinetobacter baumannii

4.1.1.1 Porijeklo

Izolati A. baumannii koriSteni u eksperimentima pohranjeni su na Bioloskom odsjeku
Prirodoslovno-matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Koristeno je ukupno 26
okolisnih te 1 klini¢ki izolat (Prilog 1). Okoli$ni izolati su tijekom 2015. i 2016. godine
izdvojeni iz ulazne (influent) i izlazne (efluent) otpadne vode, te aktivnog i digestiranog mulja
na uredaju za prociS¢avanje otpadnih voda u Zagrebu prema Hrenovic¢ i sur. (2016.). Ulazna
otpadna voda prolazi kroz prvi stupanj prociS¢avanja koji ukljucuje odvajanje krupnog
otpada, te pjeskolov i mastolov. Otpadna voda zatim prolazi drugi stupanj proc¢iS¢avanja U
bazenu s aktivnim muljem u kojemu mikroorganizmi uklanjaju otopljene nutrijente. Visak
mulja prolazi mezofilnu anaerobnu digestiju i stabilizaciju vapnom, dok se procis¢ena voda
ispusta u prirodni recipijent rijeku Savu. U eksperimentima je takoder koriSten jedan klinicki
izolat A. baumannii (OB4138) izoliran iz aspirata bronha pacijenta koji je bolovao od bolni¢ki
steCene upale pluca u Specijalnoj bolnici za pluéne bolesti u Zagrebu. U eksperimentu za
ispitivanje kolonizacijskog potencijala A. baumannii koristen je jedan izolat A. baumannii

izdvojen iz rijeke Save opisan u Seruga Musi¢ i sur. (2017.).

4.1.1.2 Profil antibiotske osjetljivosti

Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) A. baumannii izolata odredene su pomocéu
Vitek2 sustava (Biomerieux) koriste¢i AST-XNO5 i AST-N233 kartice za sljedece antibiotike:
karbapeneme (MEM - meropenem, IMI - imipenem), fluorokinolone (CIP - ciprofloxacin,
LVX - levofloxacin), aminoglikozide (TOB - tobramicin, GEN - gentamicin, AMK -
amikacin), tetracikline (MIN - minociklin), peniciline/B-laktamske inhibitore (SAM -
ampicilin/sulbactam, TIM - tikarcilin/klavulanska kiselina), inhibitore folne kiseline
(trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) i polimixin (CST - kolistin). Kolistinska rezistencija
potvrdena je koriste¢i E-test (Biomerieux) i diluciju u bujonu preporuc¢enu od EUCAST-a
(engl. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). MIK vrijednosti
interpretirane su prema EUCAST (2018.) kriterijima za sve antibiotike s definiranim
vrijednostima za Acinetobacter spp., dok su za minociklin koristeni CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2015.) kriteriji. 1zolati su s obzirom na testirane antibiotike

svrstani u jednu od sljedeéih kategorija (Magiorakos i sur., 2012.): senzitivan (S — osjetljiv na
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sve testirane antibiotike), multiplo-rezistentan (MDR — rezistentan na barem jedan antibiotik u
tri ili vise klase antibiotika), prosireno-rezistentan (XDR — rezistentan na sve antibiotike osim
na one iz jedne ili dvije klase antibiotika) i sveopcée-rezistentan (PDR — rezistentan na sve

testirane antibiotike).

4.1.1.3 Molekularna karakterizacija

Molekularna karakterizacija napravljena je za 5 odabranih izolata A. baumannii, koji
su koriSteni u eksperimentima prezivljavanja. Klonska pripadnost i sekvencijski tip odredeni
su MLST metodom (engl. Multi-Locus Sequence Typing) te su geni koji kodiraju za
karbapenemaze odredeni pomoc¢u PCR metode (engl. Polymerase Chain Reaction) (Higgins i
sur., 2018.) (Tablica 1).

Tablica 1. Molekularna karakterizacija odabranih 5 A. baumannii izolata. ST- sekvencijski tip

prema Oxford ili Pasteur klasifikaciji; IC — internacionalni klon.

Izolat Datum ST- ST- Klonska Stecena Profil
izolacije | Oxford | Pasteur | pripadnost | karbapenemaza | antibiotske
osjetljivosti

OB4138 | 2.10.2015 | ST-195 ST-2 IC2 OXA-23 XDR
IN39 28.10.2015 | ST-195 ST-2 IC2 OXA-23 MDR
EF7 9.9.2015 | ST-195 ST-2 IC2 OXA-23 PDR
EF8 23.9.2015 | ST-195 ST-2 IC2 OXA-23 XDR
EF11 18.11.2015 | ST-1523 | ST-647 | neklonski - S

4.1.2 Bakterije Escherichia coli i Enterococcus faecium

Bakterije Escherichia coli (E. coli) i Enterococcus faecium (E. faecium) izolirane su
iz efluenta uredaja za prociS€avanje otpadnih voda u Zagrebu. Otpadna voda uzorkovana je
asepti¢no te dostavljena u laboratorij unutar 1 h. Uzorak je razrijeden u fizoloskoj otopini i
filtriran kroz sterilne membranske filtre promjera pora 0,45 um (Ahlstrom ReliaDisc CN-
Filter). Filtri su prebaceni na selektivne ploce. Bakterija E. coli kultivirana je na EC X-GLUC
agaru (Biolife, Italija) na 44 °C/48 h, dok je bakterija E. faecium kultivirana na Slanetz-
Bartley agaru (Biolife, Italija) na 37 °C/72 h i potvrdena na Bile esculin azide agaru (Biolife,
Italija) na 44 °C/4 h. Identifikacija bakterija potvrdena je MALDI TOF masenom
spektrometrijom (verzija softvera 3.0, Microflex LT, Bruker Daltonics). Osjetljivost bakterija

na antibiotike tesirana je pomocu disk difuzije i Vitek2 sustavom (Biomerieux, Francuska).
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Rezultati su interpretirani prema EUCAST Kkriterijima za klinicke izolate E. coli ili E. faecium
(EUCAST, 2017). Oba izolata bila su osjetljiva na sve testirane antibiotike.

4.1.3 Kolnjak Adineta vaga

Kolnjaci (koljeno Rotifera) su eukariotski vodeni organizmi mikroskopske veliCine.
Svojom brojnoscu, raznolikos¢u i prilagodbama sudjeluju u oblikovanju vodenog ekosustava.
Iz stupca vode filtriraju suspendirane organske Cestice, alge i bakterije te utjeCu na njihovu
brojnost. Bdeloidni kolnjaci razmnozavaju se partenogenetski te se u vodenim tijelima nalaze
u velikom broju. Sposobni su prezivjeti suSne periode ulaze¢i u dormantno stanje
(anhidrobioza). Kolnjak Adineta vaga koristen u eksperimentima pripada u skupinu
bdeloidnih rotifera te je uzgojen iz klonalne kulture. S obzirom na vrlo kratko generacijsko
vrijeme, geneticku uniformnost i jednostavnost uzgoja, A. vaga cest je modelni organizam u

genetickim istrazivanjima (Wallace i sur., 2006).

4.1.4 Riba Poecilia reticulata

Slatkovodna riba vrste P. reticulata (porodica Poeciliidae), zvana ,,gupi®, omiljena je
akvarijska vrsta zbog svog Sarenog izgleda, ponasanja i lako¢e uzgoja. Vrlo Cesto se koristi
kao modelni organizam u raznim istrazivanjima. Glavna karakteristika ove skupine riba je
unutarnja oplodnja i radanje zive mladunéadi (ovoviviparija). P. reticulata koriStena u
eksperimentima uzgojena je u akvariju BioloSkog odsjeka Prirodoslovno-matematickog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Za potrebe izvodenja eksperimenta s vrstom P. reticulata
ishodena je dopusnica Povjerenstva za bioetiku 1 dobrobit Zivotinja Bioloskog odsjeka

Prirodoslovno-matematickog fakulteta (urbroj: 251-58-10617-18-3, 16.01.2018., Zagreb).

4.2 Hranjive mikrobioloske podloge
Hranjivi agar i bujon

Hranjivi agar i bujon (Biolife, Italija) neselektivni su peptonski mediji za uzgoj
ukupnih heterotrofnih bakterija. Sastav podloga prikazan je u Tablici 2. Govedi ekstrakt i
peptoni su izvori ugljika, duSika i1 drugih biogenih elemenata potrebnih za rast vecine
bakterija. Hranjivi agar i bujon prvi su mediji koriSteni u mikrobiologiji, koji se i dalje
rutinski koriste u bakterioloskoj analizi okolisnih uzoraka i hrane. Ovi neselektivni mediji
mogu posluziti kao baza u koju se dodaju ugljikohidrati, soli, boje itd. da bi se pripremile
selektivne i diferencijalne podloge.
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Tablica 2. Sastav hranjivog agara i bujona (Biolife, Italija) za kultivaciju heterotrofnih
bakterija (pH= 7,0 + 0,2).

Sastav podloge (g/L) | Hranjivi agar | Hranjivi bujon
Govedi ekstrakt 3 3
Pepton ) 3)
Agar 15 -

Mueller-Hinton agar i bujon

Mueller-Hinton agar i bujon (Biolife, Italija) neselektivni su mediji za uzgoj
heterotrofnih bakterija. Sastav je prikazan u Tablici 3. Govedi ekstrakt i kiseli hidrolizat
kazeina su izvor ugljika, dusika i drugih biogenih elemenata. Skrob sluZi za apsorbciju
toksicnih metabolita bakterija, ali i kao hrana jer hidrolizom Skroba nastaje dekstroza.
Mueller-Hinton agar i bujon prvotno su koriSteni za kultivaciju patogenih bakterija roda
Neiserria. Danas se ve¢inom rutinski koriste za kultivaciju bakterija iz okolisa i hrane te za

testiranje osjetljivosti bakterija na antibiotike disk difuzijom i dilucijom u bujonu.

Tablica 3. Sastav neselektivnog Mueller-Hinton agara i bujona (Biolife, Italija) za kultivaciju
heterotrofnih bakterija (pH= 7,3 + 0,2).

Sastav podloge (g/L) | Mueller-Hinton agar | Mueller-Hinton bujon
Govedi ekstrakt 2 3
Kiseli hidrolizat kazeina 17,5 17,5
Skrob 1,5 1,5
Agar 17 -

CHROMagar Acinetobacter

CHROMagar Acinetobacter (CHROMagar, Francuska) je selektivno-diferencijalni
kromogeni medij za izolaciju bakterija roda Acinetobacter. Sastav podloge prikazan je u
Tablici 4. Bakterije roda Acinetobacter obojene su crveno, dok su druge gram negativne
bakterije vecinom inhibirane ili su plave. Neke bakterije iz porodice Enterobacteriales
pokazuje plavo obojenje. Gram pozitivne bakterije i plijesni ve¢inom su inhibirane. Usprkos
visokoj selektivnosti podloge moguce je da bakterije roda Pseudomonas i Stenotrophomonas

pokazuju crveno obojenje sli¢no kao i Acinetobacter spp. ¢ak i uz dodatak CR102. Hrenovi¢ i
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sur. (2016.) uspjesno su rijesili ovaj problem inkubiraju¢i plo¢e na 42 °C/24 h i dodajuéi
antibiotik cefsulodin (15 mg/L) kako bi dobili selektivni porast A. baumannii iz okoli$nih

uzoraka.

Tablica 4. Sastav selektivno-diferencijalne podloge CHROMagar Acinetobacter
(CHROMagar, Francuska) za kultivaciju A. baumannii (pH= 7,0 + 0,2).

CHROMagar
] Sastav podloge

Acinetobacter

Ekstrakt peptona i kvasca (g/L) 12

Sol (g/L) 4
Baza

Kromogena mjesSavina (g/L) 1,8

Agar (g/L) 15
Dodatak 1 _

Faktori rasta (mL/L) 4
(092)

MjeSavina antibiotika za
Dodatak 2 o )

selektivni uzgoj karbapenem 5
(CR102) _ ) y

rezistentnih bakterija (mL/L)

EC X-GLUC agar

EC X-GLUC (Biolife, Italija) je kromogeni selektivno-diferencijalni medij za izolaciju
E. coli. Sastav je prikazan u Tablici 5. Gram pozitivne bakterije su inhibirane dodatkom
zuénih soli. Dodatak X-GLUC spoja (5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-D-glukuronid) omogucuje
detekciju aktivnosti enzima [-glukuronidaze, koju medu pripadnicima porodice
Enterobacteriales posjeduje samo E. coli i neki sojevi bakterija roda Salmonella i Shigella. Za
potvrdu E. coli provodi se indol test kapanjem Kovacszevog reagensa direktno na porasle
kolonije. Ukoliko bakterije produciraju indol, Kovacszev reagens ¢e pocrvenjeti. Kolonije
bakterija koje su PB-glukuronidaza pozitivne obojene su plavo, dok su kolonije [-

glukuronidaza negativnih bakterija bezbojne. E. coli se inkubira na 44,5 °C/24 h.

22



Tablica 5. Sastav selektivno-diferencijalne podloge EC X-GLUC agar (Biolife, Italija) za
kultivaciju E. coli (pH= 7,0 +0,2).

Sastav podloge (g/L) EC X-GLUC agar
Tripton 20
Ekstrakt kvasca 5
Zuéne soli 1,5
Na;HPO,4 5
KH2PO4 1,5
NaCl 5
X-GLUC 0,06
Triptofan 1
Agar 12

Slanetz-Bartley agar

Slanetz-Bartley agar (Biolife, Italija) je selektivna podloga za kultivaciju crijevnih
enterokoka. Sastav podloge prikazan je u Tablici 6. Natrijev azid inhibira druge bakterije, dok
je trifenitetrazolij klorid (TTC) indikator ¢ijom redukcijom nastaje formazan, Koji daje
kolonijama crveno obojenje. Crijevni enterokoki se inkubiraju na 37 °C/72 h nakon cega

slijedi potvrda hidrolizom eskulina na Bile Eskulin Azide agaru (Biolife, Italija) 44 °C/ 4 h.

Tablica 6. Sastav selektivne podloge Slanetz-Bartley agar (Biolife, Italija) za kultivaciju

crijevnih enterokoka (pH= 7,2 = 0,1).

Sastav podloge (g/L) Slanetz-Bartley agar
Triptoza 20
Ekstrakt kvasca 5
Glukoza 2
K2HPO, 4
Natrijev azid 0,4
TTC 0,1
Agar 10
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Bile Esculin Azide agar

Bile Esculin Azide agar je selektivno-diferencijalna podloga za kultivaciju i potvrdu
crijevnih enterokoka. Sastav podloge prikazan je u Tablici 7. Selektivni sastojci su zu¢na sol
za inhibiciju rasta gram pozitivnih bakterija i natrijev azid za inhibiciju gram negativnih
bakterija. Podloga sadrzi eskulin, kojeg crijevni enterokoki hidroliziraju pomo¢u enzima
eskulinaze do eskuletina (6,7-dihidroksi-kumarin), pri ¢emu se oko kolonije stvori tamno

obojenje.

Tablica 7. Sastav selektivno-diferencijalne podloge Bile Esculin Azide agar (Biolife, Italija)

za potvrdu crijevnih enterokoka (pH= 7,2 + 0,2).

Sastav podloge (g/L) Bile Esculin Azide agar
Govedi ekstrakt 5

Hidrolizat kazeina 17

Eskulin 1

Zeljezo amonijev citrat 0,5

Oxgall (Zuc¢na sol) 10

Proteoza pepton 3

Natrijev azid 0,15

NaCl 5

Agar 15

Luria-Bertani agar

Luria-Bertani agar neselektivna je hranjiva podloga pogodna za razvoj Sirokog spektra
bakterija. Sastav podloge je: tripton 10 g/L (Biolife, Italija), ekstrakt kvasca 5 g/L (Biolife,
Italija), NaCl 10 g/L (Carlo Erba Reagents, Francuska), agar 20 g/L (Biolife, Italija).

Peptonska voda

Peptoni su mjeSavina polipeptida i aminokiselina nastalih djelomi¢nom hidrolizom
proteina. Peptonska voda/bujon neselektivni je medij za uzgoj Sirokog spektra bakterija. Moze
posluziti kao baza u koju se dodaju drugi spojevi. Sastav podloge je: pepton 10 g/L (Biolife,
Italija) i NaCl 5 g/L (Carlo Erba Reagents, Francuska).
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4.3 Vodeni mediji koriSteni u eksperimentima

U eksperimentima prezivljavanja koriStena je komercijalno dostupna izvorska voda
(SW), pripremljeni hranjivi bujon razrijeden (1:100) s destiliranom vodom (DNB), te rije¢na i
morska voda. Uzorak vode rijeke Save prikupljen je uzvodno od Zagreba nakon utoka rijeke
Krapine u ljeto 2018. Morska voda uzorkovana je u trajektnoj luci Split u zimu 2016. godine.
Suhi ostatak slane vode bio je 38,52 g/L, sto odgovara salinitetu 38 %o. Fizikalno-kemijska
svojstva koriStenih medija odredena su prema Standard Methods for the Examination of

Water and Wastewater (APHA i sur. 2005., Tablica 8).

Tablica 8. Fizikalno-kemijska svojstva vodenih medija koriStenih u pokusima. SW -
komercijalno dostupna izvorska voda; NB - hranjivi bujon razrijeden (1:100) s destiliranom
vodom. Parametri morske vode, osim pH, nisu odredeni zbog velike interferencije s

otopljenim solima.

Kemijski parametri SW NB Sava More
pH 8,1 6,9 7,7 7,9
Kemijska potros$nja kisika (mg/L COD) 3 99 10 -
Ukupni organski ugljik (mg/L C) <1 44 6,5 -
Ukupni dusik (mg/L N) 0,7 13,2 2,7 -
Ukupni fosfor (mg/L P) 0,1 1,1 0,3 -

4.4  Tlo koristeno u eksperimentima

Tri tipa tala/paleotala koriStena u eksperimentima uzorkovana su na tri lokaliteta u
Istri. Crveno paleotlo, Terra Rossa i zeleno-sivo paleotlo nalaze se na karbonatnim naslagama
kredne starosti. Ovi tipovi tala reprezentativni su predstavnici alkalnih, slabo kiselih i snazno
kiselih tala. Iskopane su male pedoloske jame dubine 50 cm, te su uzorci tala sakupljeni iz
iskopanog tla/paleotla s gornjih 30 cm dubine. Uzorci su asepti¢no prikupljeni i preneseni u
laboratorij kroz 24 h nakon uzorkovanja.

Vrijednost pH mjerena je s WTWSenTix81 elektrodom nakon suspenzije tla u
destiliranoj vodi u omjeru 1:2,5 (Prilog 2). Mjerenje pH provedeno je u triplikatu. Kemijski i
mineralni sastav proveo je Laboratorij za analizu geoloSkih materijala Rudarsko-geolosko-

naftnog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (Tablice 9-11).

25



Tablica 9. Kemijski sastav istrazivanih tala (tez.%).

Uzorak SiO, |AlLO3 |Fe,03 [IMnO [MgO [CaO  |[Na,O |[K,O [TiO, |P,Os |LOI* |Suma
Crveno paleotlo |57.56 |15.62 |6.16 |0.12 (154 |462 |0.66 |172 |0.88 |0.09 |10.8 |99.77
Terra Rossa 62.52 |16.55 |6.59 |0.20 |0.55 |0.32 |0.51 |1.33 121 |0.14 |98 99.72
Zeleno-sivo 4442 |2356 |3.68 |<0.01 [240 |3.00 |0.14 398 |1.27 |<0.01 |17.3 |99.75
paleotlo

& gubitak Zarenjem (1000°C).

Tablica 10. Sadrzaj sumpora, ugljika i elemenata u tragovima u istrazivanim tlima. Sumpor i ugljik izrazeni su u tez.%; Elementi od As do Zn

izrazeni su u mg/kg.

Uzorak S C |As |[Ba |Bi |Cd |Co |Cu |Hg Mo Ni Pb Sh U \ Zn
Crveno paleotlo |<0.02|1.42 |14.9 (294 |0.5 |0.5 (19 (22.80.04 |1.3 80 23.3 |0.2 2.9 162 55
Terra Rossa 0.02 [1.19 |16.7 |322 |0.6 [0.4 |29.9 |53.7 |0.05 |[3.0 84 398 |05 4.9 226 33
Zeleno-sivo 2.30 [0.04 9.9 |250 |04 |0.1 |12.1 8.1 |0.01 |13.2 |156 144 |<0.1 8.3 201 46
paleotlo

Tablica 11. Semi-kvantitativan mineralni sastav frakcije manje od 2 mm istraZivanih tala. U tablicu su integrirani i rezultati istrazivanja frakcije Cestica manje
od 2 um. X — relativna brojnost minerala dobivena rendgenskom difrakcijom. MLM — mjesanoslojne gline.

Uzorak Kvarc | Kalcit | Dolomit | Plagioklas | K- Getit | Hematit | Pirit | Gips | Jarosit | Tinjac/ Kaolinit | Klorit | Smektit MLM
feldspar Hiti¢ni i/ili
materijal vermikulit

Crveno paleotlo | XxxX | X X X X X X XX X X X X
Terra Rossa XXX X X X X XX XXX X

-Sj XXX
Zeleno-sivo X % % % XXX
paleotlo
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Kemijski sastav (frakcija < 2 mm) odreden je komercijalnim Bureau Veritas Mineral
Laboratories, Canada. Oksidi i elementi u tragovima odredeni su pomo¢u ICP-ES/MS-a. Udio
sumpora i ugljika odreden je pomocu Leco analizatora. Mineralni sastav odreden je
rendgenskom difrakcijskom analizom koristeé¢i Philips difraktometar (grafitni monokromator,
CuKp zracenje, proporcionalni brojac) na frakciji ¢estica manjoj od 2 mm (praskasti uzorak) i
frakciji Cestica manjoj od 2 pum (orijentirani uzorak). Frakcija Cestica manja od 2 um
dobivena je primjenom metode izvlacenja (Stokesov zakon). Za svaki uzorak (frakcija Cestica
manja od 2 pum) napravljeni su orijentirani preparati na kerami¢kim plo¢icama. Za svaki
orijentirani uzorak napravljeni su sljedeé¢i tretmani: (1) tretiranje uzorka s MgCl,, (2)
tretiranje uzorka s KCI, (3) saturacija s etilen-glikolom uzoraka tretiranih s magnezijem, (4)
saturacija s etilen-glikolom uzoraka tretiranih s kalijem, (5) saturacija s dimetilsulfoksidom
uzoraka tretiranih s kalijem, (6) zarenje uzoraka tretiranih s magnezijem na 350°C, (7) Zarenje
uzoraka tretiranih s kalijem na 350°C, (8) zarenje uzoraka tretiranih s magnezijem na 550°C i
(9) Zarenje uzoraka tretiranih s kalijem na 550°C. Mineralne faze identificirane su koristeci
Powder Diffraction File (1996) data system i Panalytical XPert HighScore (v. 1.0d)
programski paket. Identifikacija minerala glina bazirana je na metodama prema Moore i
Reynolds (1989.). Termin MLM (engl. Mixed-layer Clay Minerals) koriSten je za

mjeSanoslojne gline kojima nije pouzdano odreden sastav.

45 Prirodni zeolitni tuf

Prirodni zeolit iz Donjeg Jesenja (Hrvatsko zagorje) zdrobljen je i prosijan te je
veli¢inska frakcija 0.122 — 0.263 mm koristena u eksperimentima. Uzorak je ispran s
destiliranom vodom, osusen na 105 °C/1 h i steriliziran autoklaviranjem (121 °C/20 min) prije
pocetka eksperimenta. Mineraloska analiza prirodnog zeolitnog tufa napravljena je
rendgenskom difrakcijskom analizom na praskastim uzorcima Koriste¢i Philipsov
difraktometar (Hrenovi¢ i sur., 2011.). Prirodni zeolitni tuf sastoji se ve¢inom od klinoptilolita
(50-55 %) s ve¢im udjelom celadonita, plagioklasa, feldspata i opala-CT (svaki 10 — 15 %). U

tragovima su prisutni analcim i kvarc (Hrenovic¢ i sur., 2011.).
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4.6 lzvedba eksperimenata

4.6.1 Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije spoja

U slucaju da izolat putem Vitek2 sustava pokazuje visoku vrijednost MIK (minimalna
inhibitorna koncentracija) na kolistin (EF7), potrebno je, prema uputama EUCAST-a, provesti
naknadno testiranje dilucijom u bujonu (ISO 20776-1). Jedna puna eza od 10 uL prekonocne
kulture A. baumannii (EF7) suspendirana je u 10 mL sterilne fizioloske otopine. Jedan mL
bakterijske suspenzije inokuliran je u 100 mL Mueller Hinton bujona (MHB). Epruvete su
oznacene sa 160, 80, 40, 20, 10, 5, 2,51 1,25 mg/L (Slika 1). U prvu epruvetu prebaceno je 10
mL bakterijske suspenzije u MHB, u sljede¢e epruvete prebaceno je po 5 mL suspenzije. U
prvu epruvetu dodan je kolistin do koncentracije 160 mg/L, promijeSan s pipetom, te je po 5
mL suspenzije s kolistinom prebaceno u naredne epruvete u seriji smanjujuéi koncentraciju
kolistina. Na taj nacin je dobivena serija dvostrukih razrjedenja kolistina. Takoder je
postavljena pozitivna kontrola s 10 mL bakterijske suspenzije u epruveti bez kolistina.
Uslijedila je inkubacija na 36 °C, 18 + 2 h.

Nakon inkubacije, oc¢ita se MIK kao prva bistra epruveta u nizu. Za o€itanje MBK (minimalna
baktericidna koncentracija) potrebno je iz svake epruvete nacijepiti 10 puL na hranjivi agar te
inkubirati u istim uvjetima. MBK se nakon inkubacije o€ita kao prva koncentracija pri kojoj

nema porasta bakterija na ploci.

Kako bi se ispitao antimikrobni utjecaj Zeljeza prisutnog u ispitivanim tlima odreden je
MIK i MBK Fe po istom protokolu dodatkom soli Fe(NO3) x 9H,0. Takoder je koristen A.
baumannii izolat EF7. Bakterijska suspenzija napravljena je u 100 mL prirodne izvorske vode
umjesto u MHB. Testirane koncentracije Fe bile su 1000, 500, 250, 125, 62 i 31 mg/L.

Slika 1. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije spoja dilucijom u bujonu.
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4.6.2 Utjecaj abioti¢kih ekoloskih ¢imbenika na prezivljavanje A. baumannii

Za ispitivanje ucinka abioti¢kih ¢imbenika na preZivljavanje A. baumannii, izabrano je
5 izolata (Tablica 1). Utjecaj temperature, vrijednosti pH i otopljenog kisika na prezivljavanje
A. baumannii ispitivani su u komercijalno dostupnoj izvorskoj vodi (SW) i hranjivom bujonu
(DNB) razrijedenom s destiliranom vodom u omjeru 1:100 (Tablica 8). Prekono¢na kultura A.
baumannii uzgojena je na hranjivom agaru na 42 °C/18 h. Jedna puna eza od 10 pL
bakterijske biomase suspendirana je u fizioloskoj otopini (0,8 % NaCl) te su napravljene

bakterijske suspenzije svakog od 5 izolata.

4.6.2.1 Temperatura

Volumen od 1 mL bakterijske suspenzije inokuliran je u Shott boce s 200 mL SW i
DNB od ¢ega je 40 mL prebaceno u epruvete i inkubirano na sljede¢im temperaturama: -20,
4, 22, 35, 44 do 5 mjeseci te 50, 63, 72 1 80 °C do uginuc¢a svih vijabilnih bakterija.
Temperature iznad 50 °C postignute su u vodenoj kupelji, dok su temperature od -20 i 4
odrzavane u hladnjaku. Broj A. baumannii pracen je na pocetku eksperimenta, nakon 1, 2 te
kasnije svakih 7 dana izlaganja na Mueller-Hinton agaru na 42 °C/24 h u tehnickom
triplikatu.

4.6.2.2 Vrijednost pH

Prije pocetka eksperimenta, 200 mL SW i DNB prebaceno je u Shott boce te je pH
namjeSten (WTW pH 330/SET-1) na 2,5, 7, 10i 12 s 1 M NaOH i 1 M HCI. Kako bi se
vrijednost pH namjestila na 2 1 12 koriStena je koncentrirana HCl 1 granule NaOH.
Pripremljene otopine su autoklavirane i inokulirane s 1 mL bakterijske suspenzije te
inkubirane na sobnoj temperaturi 22 °C tijekom 5 mjeseci. Broj A. baumannii pra¢en je na
pocetku eksperimenta, nakon 1, 2 te kasnije svakih 7 dana izlaganja na Mueller-Hinton agaru
na 42 °C/24 h u tehni¢kom triplikatu.

4.6.2.3 Koncentracija otopljenog kisika

Praceno je prezivljavanje A. baumannii pri tri razli¢ite koncentracije otopljenog kisika.
Pripremljene su Shott boce s 200 mL SW i DNB te je u svaku inokuliran 1 mL bakterijske
suspenzije. U triplikatu je 40 mL suspenzije rasporedeno u epruvete. Procedura je ponovljena
za svih 5 izolata A. baumannii. Aerobni uvjeti postignuti su pomocu akvarijskih pumpi na
koje je bila nataknuta seroloska pipeta s vatenim filtrom i nesterilnim membranskim filtrom

koji sprjeCavaju unos mikroorganizama (sterilni zrak upuhivan stopom od 1 L/min).
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Intermedijarni uvjeti postignuti su u stacionarnom sustavu u zatvorenim epruvetama.
Anaerobni uvjeti postignuti su u komercijalnom Anaerocult A sistemu (Merck Millipore).

Pripremljene inokulirane epruvete inkubirane su na 22 + 2 °C kroz 50 dana pracenja.

Koncentracija kisika mjerena je dezinficiranom WTW Oxi 330i elektrodom. U
aerobnim uvjetima koncentracija kisika bila je 8,4 mg/L (zasi¢enost kisikom 96%), u
intermedijarnim uvjetima 4,6 mg/L (zasi¢enost kisikom 56%). U Anaerokultu A anaerobni
uvjeti su postignuti 3 h nakon zatvaranja posude. Broj A. baumannii pracen je na pocetku
eksperimenta, nakon 1, 2 te kasnije svakih 7 dana izlaganja na Mueller-Hinton agaru na 42
°C/24 h u tehnickom triplikatu.

4.6.2.4 Prezivljavanje u morskoj i rijeénoj vodi

Prekono¢na kultura A. baumannii (izolati EF7 i OB4138) kultivirana na hranjivom
agaru pri 42 °C/18 h suspendirana je u 10 mL fizioloske otopine. Jedan mL bakterijske
suspenzije svakog izolata prebacen je u 40 mL autoklavirane rije¢ne i morske vode. Epruvete
su rotirane koriste¢i Stuart Tube Rotator SB3 (3 rpm). Broj A. baumannii pracen je na poéetku
eksperimenta, nakon 1, 2 te kasnije svakih 7 dana izlaganja do 50 dana na Mueller-Hinton

agaru na 42 °C/24 h u tehnickom triplikatu.

4.6.2.5 Prezivljavanje u tlu

Prezivljavanje A. baumannii u tlu ispitano je u crvenom paleotlu, Terra Rossi i
zeleno-sivom paleotlu razli¢ite vlaznosti i vrijednosti pH. Karakterizacija koriStenih tala dana
je u Tablicama 9-11. Napravljena je bakterijska suspenzija od prekono¢ne kulture 3 izolata A.
baumannii (EF7, EF8, OB4138) u 200 mL SW u Shott boci. Masa od 300 g svakog tla
odvagana je u staklenu ¢asu i sterilizirana autoklaviranjem, te je zalijevana s bakterijskom
suspenzijom svakog izolata do maksimalnog kapaciteta zadrzavanja vode 1 dobro
promijesana. Case su pokrivene medicinskom gazom i ostavljene na zraku u mraku da se suse
na 22 + 2 °C. Kad je vlaznost tla pala ispod 5 % (maseni udio vode), tlo u ¢aSama se nastavilo
suSiti u eksikatoru sa silika gelom. Isti proces ponovljen je sa nesterilnim tlom. Tijekom
eksperimenta mjerena je vlaznost tla i broj A. baumannii. Vlaznost i pH tla mjereni su prema

protokolu opisanom u Prilogu 2.

Za usporedbu s prezivljavanjem u suhom nativnom nesterilnom tlu, pra¢eno je i
prezivljavanje u vlaznom nesterilnom crvenom paleotlu. Koristen je izolat EF7 te je vlaznost
odrzavana do maksimalnog kapaciteta zadrzavanja vode u tlu (30 %) povremenim dodatkom

sterilne izvorske vode. Vijabilni broj A. baumannii odreden je iz 1 g tla nakon suspediranja i
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vortexiranja (3 min/45 Hz) u sterilnoj fizioloSkoj otopini (0,8% NaCl). Bakterijska suspenzija
je dalje razrijedena i inokulirana na selektivni medij CHROMagar Acinetobacter sa dodatkom
CR102 (CHROMagar) na 42 °C/24 h. U nesteriliziranom tlu odreden je broj heterotrofnih
bakterija po 1 g uzorka na neselektivnom hranjivom agaru (Biolife) na 22 °C/72 h. Broj
bakterija izrazen je kao log CFU po 1 g vlazne mase. U nesteriliziranom tlu nije bilo
heterotrofnih bakterija koje mogu rasti u istim selektivnim uvjetima kao i A. baumannii sto je
omogucilo njegovo nesmetano brojanje. Morfoloski razli¢ite kolonije heterotrofnih bakterija
iz crvenog paleotla su identificirane pomo¢u MALDI-TOF MS. Tlo je prije po¢etka pokusa
pregledano pod svjetlosnim mikroskopom te nije uocena prisutnost kolnjaka, prazivotinja ni

obli¢a koji bi mogli potencijalno utjecati na broj bakterija.

4.6.3 Utjecaj biotickih ekoloskih ¢imbenika na prezivljavanje A. baumannii

4.6.3.1 Medu-bakterijska interakcija

Pracena je interakcija 3 izolata A. baumannii (EF7, EF11, OB4138) s izolatima E. coli
i E. faecium u izvorskoj vodi i hranjivom bujonu razrijedenom s destiliranom vodom (1:100)
kroz 50 dana na 22 + 2 °C. Prekono¢ne kulture bakterija uzgojene su na selektivnim
podlogama te je puna eza od 10 pL bakterijske biomase svakog izolata suspendirana u 10 mL
fizioloske otopine. Jedan mL bakterijske suspenzije svakog od 3 izolata A. baumannii
inokuliran je posebno u epruvete s 40 mL SW i NB u koju je dodan 1 mL bakterijske
suspenzije E. coli (odvojeni mikrokozmosi E. coli s EF7, EF11, OB4138). Procedura je
ponovljena s 1 mL E. faecium (odvojeni mikrokozmosi E. faecium s EF7, EF11, OB4138).

Epruvete su rotirane koriste¢i Stuart Tube Rotator SB3 (3 rpm).

Kontrola A. baumannii oznacava srednju vrijednost log CFU/mL ¢iste kulture sva tri
A. baumannii izolata bez interakcije s fekalnim bakterijama, buduci da su se ponasali sli¢no.
E. coli i E. faecium kontrola srednje su vrijednosti Cistih kultura E. coli i E. faecium bez
interakcije s A. baumannii. Brojnost bakterija mjerena je na poc¢etku eksperimenta, nakon 1, 2
i svakih 7 dana na CHROMagar Acinetobacter 42 °C/24 h (A. baumannii), EC X-Gluc 44,5
°C/24 h (E. coli) i Slanetz-Bartley agar 37 °C/72 h (E. faecium). Svi eksperimenti provedeni

su u triplikatu.

4.6.3.2 Grazing kolnjaka
Praceno je uklanjanje A. baumannii (OB4138) grazingom kolnjaka vrste A. vaga kroz
50 dana. Termin grazing (tzv. ispasa) odnosi se na prehranu kolnjaka, te oznacava ingestiju

bakterija filtriranjem suspenzije. Prije pocetka eksperimenta kolnjaci su isprani i hranjeni
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sterilnom ribljom hranom da se sprije¢i unos heterotrofnih bakterija. Utjecaj kolnjaka na A.
baumannii pracen je u Shott boCicama koje su sadrzavale 50 mL SW i NB na sobnoj
temperaturi (22 + 2° C). Uspostavljena su tri mikrokozmosa: 1) Mikokozmos 1 — kolnjaci s A.
baumannii; 2) Mikrokozmos 2 — kolnjaci s A. baumannii i E. coli; 3) Mikrokozmos 3 —

kolnjaci s A. baumannii i E. faecium.

Prvotni broj kolnjaka na pocetku eksperimenta bio je 20 zivotinja po mL. Brojnost
kolnjaka analizirana je svjetlosnom mikroskopijom (Olympus CX21, povecanje 100x). Jedan
mL iz svakog mikrokozmosa decimalno je razrijeden u fizioloskoj otopini i inokuliran na
selektivne hranjive podloge. Brojnost A. baumannii mjerena je na CHROMagar Acinetobacter
(42 °C/24h), E. coli na EC X-Gluc (44,5 °C/24 h), te E. faecium na Slanetz-Bartley agaru (37
°C/72 h). Brojnost bakterija i kolnjaka mjerena je na pocetku eksperimenta, te nakon 1, 3 i

svakih 7 dana. Svi eksperimenti provedeni su u triplikatu.

4.6.3.3 Kolonizacijski potencijal A. baumannii

Ispitan je potencijal A. baumannii da kolonizira slatkovodne ribe vrste P. reticulata.
Koristen je okolisni izolat A. baumannii izdvojen iz rijeke Save (Sava 4). Pripremljene su 3
razli¢ite koncentracije A. baumannii u 500 mL SW u 3 staklene ¢ase (sustav 1-3). Inicijalna
koncentracija A. baumannii u vodi namjestena je na: 1,0 log CFU/mL (sustav 1); 3,1 log
CFU/mL (sustav 2); 5,7 log CFU/mL (sustav 3). Negativna kontrola bio je sustav 4 bez A.
baumannii. Sest zdravih riba vrste P. reticulata iz laboratorijskog uzgoja stavljene su u svaki
sustav (1-4). Sustavi su umjereno aerirani (1 L/min)i inkubirani na 25 °C/12 dana. Ribe su
hranjene svaki drugi dan sa suhom hranom te izlozene rezimu 12 h dan/12 h no¢. Tijekom
eksperimenta praceno je prezivljavanje P. reticulata kao i znakovi infekcije (gubitak sluzi,
lezije na kozi, promjene na Skrgama). Nakon 1.1 12. dana izlaganja 3 ribe iz svakog sustava
prebacene su u svjezu komercijalnu izvorsku vodu i ostavljene da plivaju 2 h kako bi se
isprale slabo pri¢vrS¢ene bakterije s integumenta. Ribe su eutanazirane pomoc¢u 0.05 mL/L
MS-222 (trikain metansulfonat, Merck, Njemacka). Pojedina cijela riba secirana je sterilnim
Skarama, prebacena u epruvetu s 9 mL sterilne peptonske vode. Sadrzaj epruvete maceriran je
sterilnim staklenim Stapi¢em, vorteksiran (5 min/45 Hz, Kartell TK3S, Italija) da se dobije

heterogena smjesa te ostavljen 1 min da se stalozi.

Brojnost A. baumannii po jednoj cijeloj ribi odredena je filtracijom ribljeg tkiva kroz
sterilne membranske filtre (promjer pora 0,45 pm). Filteri su preba¢eni na CHROMagar
Acinetobacter s CR102 dodatkom i inkubirani na 42 °C/24 h. U vodi u kojoj su se nalazile
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ribe odreden je broj A. baumannii i aerobnih ukupnih heterotrofnih bakterija prije i nakon
razrjedenja u peptonskoj vodi. Brojnost heterotrofnih bakterija odredena je samo u vodi na
hranjivom agaru na 22 °C/72 h. Prije pocetka eksperimenta u koristenoj komercijalnoj
izvorskoj vodi i na P. reticulata nije detektiran A. baumannii po 100 mL vode i jednoj cijeloj
ribi.

4.7 Faktori virulencije

4.7.1 Biofilm

Sposobnost bakterija da stvaraju biofilm testirana je pomocu testa s kristal violetom
prema (Kaliterna i sur., 2015.). Prekonoéne bakterijske kulture svih 27 izolata A. baumannii
uzgojene su na hranjivom agaru na 42 °C/18 h. Jedna puna eza od 10 pL bakterijske biomase
svakog izolata zasebno suspendirana je u 10 mL hranjivog bujona. Bakterijska suspenzija
inokulirana je u kivete s 25 mL hranjivog bujona, ¢ija je apsorbancija namjestena na 0,1 pri
600 nm koriste¢i DR/2500 Hach spektrofotometar. Po 10 mL bakterijske suspenzije iz kiveta
prebaceno je u polipropilenske epruvete te inkubirano na 37 °C/48 h bez mijeSanja. Nakon
inkubacije, planktonske bakterije su odstranjene, te su epruvete njezno isprane s PBS-om
(engl. Phosphate-buffered saline). Formirani biofilm obojan je s 9 mL 0,5 %-tnog kristal
violeta te inkubiran na 37 °C/20 min s mijesanjem (150 rpm). Nakon inkubacije, epruvete su
isprane destiliranom vodom, te je preostala boja otopljena u 10 mL 96%-tnog etanola pri 37
°C/20 min uz mijeSanje (200 rpm), nakon ¢ega je biofilm kvantificiran pri apsorbanciji 550
nm. Na temelju rezultata izolati su podijeljeni u kategorije: Asso < 0,3 tvorba slabog biofilma;
0,3 < Asso < 1 tvorba srednje jakog biofilma; Assp > 1 tvorba jakog biofilma.

Za ispitivanje utjecaja prirodnog zeolitnog tufa (NZ) na tvorbu bakterijskog biofilma,
u polipropilenske epruvete odvagan je 0,1 g NZ nakon ¢ega je dodano 10 mL (1 %)
bakterijske suspenzije namjeStene apsorbancije. Odabrani izolati, koji tvore snazan biofilm
ispitivani su i s dodatkom 1 g NZ (10 %). Nakon inkubacije (37 °C/48 h bez mijeSanja),
planktonske bakterijske stanice zajedno su s NZ njezno isprane PBS-om. Daljnja procedura
bojanja kristal violetom, ekstrakcije etanolom i kvantifikacije spektrofotometrijski ista je kao i
za eksperiment bez NZ. Na kraju eksperimenta izraunat je postotak smanjenja faktora

virulencije prema formuli [1].
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4.7.2 Pelikula

Stvaranje pelikule testirano je prema protokolu opisanom u Nait Chabane i sur.
(2014.). Dva mL prekono¢ne bakterijske kulture u Mueller Hinton bujonu s namje$tenom
apsorbancijom na 0,01 pri 600 nm (DR/2500 Hach spektrofotometar) inokulirano je u
polistirenske epruvete bez NZ, s 1 % NZ i 10 % NZ (za odabrane izolate), te inkubirano na 25
°C/72 h. Stvaranje pelikule odredeno je vizualno, te je njezina konzistencija odredena
okretanjem epruvete. lzolati su podijeljeni u tri grupe: bez stvaranje pelikule (0), slaba
pelikula (1), jaka pelikula (2).

4.7.3 PovrSinska pokretljivost

Sposobnost bakterija da se kre¢u po povrsini trzanjem i rojenjem testirana je prema
protokolu u Antunes i sur. (2011.). KoriSten je Luria-Bertani medij s dodatkom 0,5 %
agaroze. Prekonoc¢ne bakterijske kulture suspendirane su u 1 mL PBS-a, nakon Cega je s
nastavkom za pipetu 10 puL inokulirano u poluskrutnuti medij do dna polistirenske petrijeve
zdjelice, koje su ¢vrsto omotane s parafilmom i inkubirane u vlaznoj atmosferi na 37 °C/24 h.
Rojenje je opazeno na kontaktu zrak-hranjivi medij, te je kvantificirano direktnim mjerenjem
najduzeg promjera. Trzanje je odredeno nakon odstranjivanja hranjivog medija bojanjem
petrijeve zdjelice s 0,5 %-tnim kristal violetom u trajanju od 10 min, nakon ¢ega je izmjeren
najduzi promjer. Izolati su prema prosjecnim vrijednostima pokretljivosti grupirani u tri
kategorije. Izolati koji su imali vrijednosti manje od 25 mm smatraju se slabo pokretnima, oni
S vrijednosti izmedu 25 1 50 mm smatraju se srednje pokretnima, dok se oni izolati s
vrijednosti iznad 50 mm smatraju visoko pokretnima. Eksperimenti su ponovljeni s dodatkom
11 10 % prirodnog zeolitnog tufa na nacin da je NZ dodan direktno u Luria-Bertani medij te
dobro promijesan, nakon Cega je uslijedilo izlijevanje medija u petrijevke i inokulacija
bakterijske suspenzije.

4.7.4 Hidrofobnost

Hidrofobnost bakterija mjerena je pomo¢u BATH testa (Rosenberg i sur., 1980.) s
malim izmjenama. Test se bazira na afinitetu bakterija prema organskom ugljikovodiku kao
Sto je heksadekan. Hidrofobne bakterije migriraju u sloj heksadekana, Sto rezultira
smanjenjem koncentracije bakterija u vodenom stupcu. Prekonoc¢na bakterijska kultura
suspendirana je u 10 mL PBS-a, u koju je dodan 1 mL n-heksadekana. Kivete su protreSene i
ostavljene 2 min bez micanja da se dvije faze uspjeSno odvoje. Smanjenje bakterijske

koncentracije mjereno je spektrofotometrijski (DR/2500 Hach spektrofotometar) prije i nakon
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dodavanja n-heksadekana pri apsorbanciji od 410 nm. Izra¢unat je postotak Smanjenja
bakterija prije i nakon dodatka heksadekana prema formuli [1]. Bakterije se smatraju

hidrofobnima, ako je postotak smanjenja bakterijskih stanica veci od 40 %.

4.7.5 Hrapavost kolonija

Hrapavost kolonija odnosi se na grudanje biomase i vrlo tesko postizanje homogene
bakterijske suspenzije nakon mijeSanja. Uzgojene su svjeze kulture A. baumannii (svih 27
izolata) na hranjivom agaru pri 42 °C/24 h. Nakon inkubacije, s ezom od 10 pL pokupljena je
bakterijska biomasa te promatrano stvaranje grudica ili razvlacenje biomase u obliku sluzi.
Suspektni izolati suspendirani su u 5 mL destilirane vode te vorteksirani 10 sekundi. Ukoliko
se biomasa gruda, te izolati vrlo teSko stvaraju homogenu suspenziju nakon vorteksiranja,

smatra se da formiraju hrapave kolonije.

4.8 Mikroskopske analize

Bakterijske stanice promatrane su svjetlosnim mikroskopom (Olympus CX21,
povecanje 1000x). Za provjeru ¢istoce kulture, stanice su u eksperimentima bojane po Gramu.
Za detekciju izvanstani¢nih polimernih tvari koristila se Alcian blue boja. Protokol bojenja
prikazan je u prilogu 3 i 4.

Analiza bakterijskih stanica pomocu skenirajuée (SEM) i transmisijske (TEM)
elektronske mikroskopije provedena je u Laboratoriju za mikroskopiju i mikroanalizu na
Sveucilistu u Pretoriji, Juzna Afrika. Uzorci su fiksirani u 2,5 %-tnoj otopini glutaraldehida u
PBS-u. Nakon otklanjanja fiksativa, uzorci su isprani u PBS-u, naknadno fiksirani u 1%-tnoj
otopini osmijeva tetroksida u PBS-u, ponovno isprani u PBS-u te potom dehidrirani u seriji
etanola razli¢ite koncentracije do apsolutnog etanola. Za SEM stanice su osuSene s
heksametildisilazanom i presvuc¢ene ugljikom prije promatranja pri niskoj voltazi (0,5 kV) s
Zeiss Ultra PLUS FEG SEM. Uzorci za TEM uklopljeni su u epoksi smolu. Promatrani su
ultratanki prerezi na 200 kV s Jeol 2100F TEM.

4.9 Statisticke analize

Apsolutna brojnost bakterija je logaritmirana i izrazena kao Colony Forming Unit
(CFU) po 1 mL ili 1 g. U eksperimentu s kolonizacijskim potencijalom riba brojnost A.
baumannii izrazena je kao log CFU/mL ili log CFU po jednoj ribi. Brojnost kolnjaka je
logaritmirana i izrazena kao log N/mL. Izrac¢unate su vrijednosti redukcije faktora virulencije

[1] i redukcije broja bakterija i [2].
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StatistiCka analiza provedena je pomocu racunalnog programa Statistica 13.3 (TIBCO
Software, Inc.). Varijable su usporedene koriste¢i Factorial ANOVA i Duncan post hoc test.
Korelacije medu varijablama odredene su koriste¢i Pearsonov i Spearmanov test. Statisticki
znacajnom smatra se razlika od 5 % (p<0,05).

Izracuni:

Pocetna apsorbancija — Finalna apsorbancija

Redukcija faktora virulencije = ( ) *100  [1]

Pocetna apsorbancija

Redukcija bakterija = log CFU /mlL ili 9 potetni broj) log CFU /mlLili 9 finaini broj) [2]

Na temelju dostupnih podataka izradeni su regresijski modeli koji predvidaju
ponasanje A. baumannii u odredenim abiotickim uvjetima. Da bi se pristupilo izradi
regresijskog modela, potrebno je utvrditi postoji li linearan ili nelinearan odnos medu
varijablama, $to se postize preliminarnim Pearsonovim testom. Nadalje, potrebno je odrediti
koji tip krivulje najbolje odgovara podacima crtanjem grafova (engl. Scatterplot). Takoder je
potrebno paziti da varijable, ukoliko ih postoji viSe u modelu, ne koreliraju jedna s drugom. U
tom sluc¢aju moze do¢i do pojave multikolinearnosti i pogresno postavljenog modela. Kada je
krivulja u grafu zakrivljena (kurvilinearna), linearan regresijski model (y = a + bx) nece biti
osobito snazan. Stoga je potrebno podatke transformirati (izvaditi korijen, kvadrirati, kubirati,
logaritmirati). Rezultati su prethodno logaritmirani i naknadno kvadrirani, stoga je koriStena
nelinearna polinomna regresija drugog stupnja (y = a + bx + bx?. R? je koeficijent

determinacije koji pokazuje podobnost izradenog modela.
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5 Rezultati

5.1 Profil antibiotske rezistencije

Profil antibiotske rezistencije testiranih A. baumannii izolata prikazan je u Prilogu 5.
Deset izolata pripada skupini izolata osjetljivih na sve testirane antibiotike (S), 3 izolata su
multiplo-rezistentna (MDR), 13 pripada skupini proSireno-rezistentnih (XDR) te je 1 izolat
sveopce-rezistentan (PDR). Svi MDR, XDR i PDR izolati iskazuju rezistenciju na
karbapeneme (imipenem i meropenem) s MIK vrijednosti > 16 mg/L. Svi testirani izolati
osjetljivi su na kolistin s MIK od < 0.5 mg/L osim sveopce-rezistentnog izolata EF7 kojemu
je MIK odreden Vitek 2 sustavom > 16 mg/L te potvrden dilucijom u bujonu s vrijednosti od
20 mg/L.

5.1.1 Utjecaj abiotic¢kih ekoloskih ¢imbenika

5.1.1.1 Temperatura

Rezultati koji prikazuju prezivljavanje A. baumannii ovisno o temperaturi prikazani su
na slikama 2-6. A. baumannii uspjesno prezivljava na -20, 4, 22, 35 i 44 °C kroz 5 mjeseci
pracenja. Bakterije se nisu umnazale u komercijalno dostupnoj izvorskoj vodi (SW), dok je do
umnazanja doslo u razrijedenom hranjivom bujonu (DNB) samo na 22, 35 1 44 °C. Pri niskim
temperaturama nema velikih odstupanja u krivulji prezivljavanja. Na -20 °C  brojnost
bakterija pada polako i ravnomjerno te dostize najnize vrijednosti (Tablica 12, Slika 2). Na 4
°C brojnost bakterija je konstantna u oba medija, s vrlo malim vrijednostima redukcije bez
statistiCke znacajnosti (Tablica 12, Slika 3). Najvecu vrijednost redukcije brojnosti imali su
izolati IN39 (3,3 log CFU/mL) i EF11 (2,6 log CFU/mL). Pri 22 °C bakterije su najbrojnije s
vrlo niskim vrijednostima redukcije brojnosti bez statisti¢ke znacajnosti (Tablica 12, Slika 4).
Najvece odstupanje imao je izolat EF11 u SW s redukcijom od 2,9 log CFU/mL. Vrijednost
redukcije brojnosti bakterija pri 35 °C podjednaka je u oba medija, dok je na 44 °C znatno
vecéa (Tablica 12, Slika 5). Pri 44 °C u SW izolat IN39 nestaje iz sustava 63. dan, dok izolat
EF11 opstaje do 100. dana. Krivulja prezivljavanja pri 44 °C vrlo je nepravilna s naglim
poveéanjima i padovima (Slika 6). U koncentraciji od 10° log CFU/mL A. baumannii
preZivljava ekstremne temperature: 50 °C = 5 dana; 63 °C = 2h; 72 °C = 10 min; 80 °C =5
min. Najbolje prezivljavanje A. baumannii s najmanjim vrijednostima redukcije brojnosti
zabiljezeno je pri 4 1 22 °C (Tablica 12). A. baumannii bolje prezivljava u DNB u odnosu na
SW kroz 5 mjeseci, $to je statisticki znac¢ajno samo pri 22 (p<0,001) i 44 °C (p<0,001). Izolat
EF11 znacajno se razlikuje od svih ostalih izolata u SW (EF7 p=0,018; EF8 p=0,014; OB4138
p=0,031) osim od IN39 (p=0,476), dok se u DNB oba izolata ponasaju kao i ostali.
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Slika 2. Prezivljavanje A. baumannii izolata kroz 5 mjeseci pra¢enja na -20 °C. SW —
komercijalno dostupna izvorska voda; DNB — razrijeden hranjivi bujon s destiliranom vodom
(1:100).
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Slika 3. Prezivljavanje A. baumannii izolata kroz 5 mjeseci pracenja na 4 °C. SW —
komercijalno dostupna izvorska voda; DNB — razrijeden hranjivi bujon s destiliranom vodom
(1:100).
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Prezivljavanje na 22 °C (log CFU/mL)
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Slika 4. Prezivljavanje A. baumannii izolata kroz 5 mjeseci pracenja na 22 °C. SW —

komercijalno dostupna izvorska voda; DNB — razrijeden hranjivi bujon s destiliranom vodom
(1:100).

Prezivljavanje na 35 °C (log CFU/mL)
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Slika 5. Prezivljavanje A. baumannii izolata kroz 5 mjeseci prac¢enja na 35 °C. SW —

komercijalno dostupna izvorska voda, DNB — razrijeden hranjivi bujon s destiliranom vodom
(1:100).
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Slika 6. Prezivljavanje A. baumannii izolata kroz 5 mjeseci pracenja na 44 °C. SW —
komercijalno dostupna izvorska voda; DNB — razrijeden hranjivi bujon s destiliranom vodom
(1:100).
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Tablica 12. Srednje vrijednosti redukcije brojnosti bakterija izrazene kao redukcija log
CFU/mL na svim testiranim temperaturama (109 CFU posctni broj bakterija— 109 CFUsinaini broj bakterija)-
SW — komercijalno dostupna izvorska voda; DNB — razrijeden hranjivi bujon s destiliranom

vodom (1:100). Vrijednosti za izolate koje imaju ekstremno odstupanje nisu uvrstene.

Temperatura Medij
(°O) SW DNB
-20 37£0,4 | 3.8+ 14
4 0,5+0,1 |0,4+04
22 0,7+0,2 |0,1+04
35 1,5+0,5 | 1,004
44 32+0,0 |2,7£0,5

Rezultati SEM analize pokazuju naborane stanice nakon 5 mjeseci izlaganja na 44 i 4
°C u oba testirana medija (Slika 7), Sto ukazuje na gubitak osmotske aktivnosti bakterijskih

stanica. Nakon 5 mjeseci na 22 °C stanice su bile osmotski stabilne te su izgledale kao iste s

pocetka eksperimenta.

Slika 7. SEM analiza A. baumannii uzoraka a) na pocetku eksperimenta b) nakon 5 mjeseci

na 44 °C u razrijedenom hranjivom bujonu.
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Model prezivljavanja A. baumannii pomoc¢u nelinearne polinomne regresije drugog
stupnja u testiranim medijima nakon 150 dana pri razliitim temperaturama izraden na
finalnim brojevima bakterija prikazan je na Slici 8. R? je koeficijent determinacije koji
odreduje u kojoj mjeri se podaci poklapaju s regresijskom krivuljom, odnosno podobnost
regresijskog modela. U DNB R? iznosi 81,2 % dok je u SW 59,4 %. Regresijske krivulje
imaju oblik parabole te se jasno vidi optimum prezivljavanja A. baumannii u SW oko 10 °C,
te u DNB oko 20 °C. Takoder je vidljivo bolje prezivljavanje u DNB koje je izrazenije pri

viSim temperaturama.

Primjer predvidanja: Kolika ¢e biti brojnost A. baumannii (log CFU/mL) u DNB
nakon 150 dana izlaganja temperaturi od 10 °C pri istim eksperimentalnim uvjetima?
Regresijska jednadzba glasi: y = -0,0035x? + 0,1101x + 6,0432. Na mjesto x uvrsti se Zeljena
temperatura, te se dobije vrijednost od 6,8 log CFU/mL.

8 1y =-0.0034x2 + 0.0891x + 5.4529 y =-0.0035x2 + 0.1101x + 6.0432
- R?=0.594 8§ R2=0.812
L o.. e
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Slika 8. Model prezivljavanja A. baumannii nakon 150 dana u SW (komercijalno dostupna
izvorska voda) i DNB (razrijeden hranjivi bujon s destiliranom vodom) na razli¢itim
temperaturama. Model je izraden koriste¢i nelinearnu polinomnu regresiju drugog stupnja na
finalnim brojevima bakterija (nakon 150 dana izlaganja). R?> — koeficijent determinacije

odreduje podobnost modela. Pocetni broj bakterija bio je 6,7 £ 0,4 log CFU/mL.
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5.1.1.2 Vrijednost pH

Bakterija A. baumannii uspjesno je prezivjela u DNB (pH 6,9) i SW (pH 8,1)
nemodificirane vrijednosti pH kroz 5 mjeseci. U DNB su se bakterije umnazale dok u SW nije
bilo umnazanja. Vrijednost pH otopina koje su namjestene na 5 i 10 promijenila se nakon 2
dana te je, uslijed velikog puferskog kapaciteta otopina, postala pH neutralna. Stoga je
izlozenost A. baumannii vrijednosti pH 5 i 10 trajala samo 2 dana. U tom kratkom periodu
nije doslo do umnazanja, ali ni do opadanja brojnosti bakterija. Pri vrijednosti pH 12 bakterija
A. baumannii je uspjela prezivjeti do 3 h u SW i 5 h u DNB. Nadalje, jedan izolat u DNB
(EF11) prezivio je 24 h pri pH 12. Vrijednost pH 2 bila je najsmrtonosnija s vremenom

prezivljavanja u oba testirana medija do 3 h.

Pri ekstremnim temperaturama (-20, 4, 44, 50, 63, 72, 80 °C) i vrijednostima pH
(2,12) dio populacije A. baumannii formirao je male prozirne kolonije (Slika 9). Male
kolonije su potvrdene kao A. baumannii koriste¢ci MALDI-TOF MS.

Slika 9. Male prozirne i velike mlije¢ne A. baumannii kolonije uzgojene na Mueller-Hinton

agaru nakon izlaganja nepovoljnim okoli$nim uvjetima.
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5.1.1.3 Koncentracija otopljenog Kisika

Svih 5 testiranih izolata uspjesno je prezivjelo aerirane, intermedijarne i anaerobne
uvjete kroz 5 mjeseci pracenja (Slike 10-12). Tijekom prva 2 dana inkubacije u DNB,
bakterije su se umnazale u aeriranim i intermedijarnim uvjetima, te u manjoj mjeri tijekom
prvog dana u anaerobnim uvjetima, dok u SW nije bilo umnazanja bakterija. U SW nije bilo
statistiCki znacajne razlike u prezivljavanju izolata izmedu aeriranih, intermedijarnih i
anaerobnih uvjeta. Srednja vrijednost redukcije brojnosti bakterija u SW u svim istrazivanim
uvjetima bila je 0,4 £+ 0,3 log CFU/mL izuzevsi ekstremnu vrijednost EF11 u SW koji je imao
najviSe vrijednosti redukcije broja bakterija (redukcija log CFU/mL aeracija 2,6;
intermedijarno 3,1; anaerobno 2,4). U DNB nije bilo razlike izmedu preZivljavanja EF11 i
ostalih izolata. Najbolje prezivljavanje bilo je u aeriranim i intermedijarnim uvjetima u DNB
pri kojima je prosjec¢na redukcija brojnosti bila -0,4 + 0,8 log CFU/mL (negativna vrijednost
redukcije oznaCava porast broja bakterija). Naime, prezivljavanje u anaerobnim uvjetima u
DNB bilo je statisti¢ki znacajno slabije od aeriranih (p=0,007) i intermedijarnih (p<0,001)
uvjeta. Prezivljavanje A. baumannii u DNB statisti¢ki pozitivno korelira s koncentracijom
otopljenog kisika (R=0,448; p=0,013), dok prezivljavanje u SW ne pokazuje znacajnu
korelaciju. U anaerobnim DNB uvjetima nakon oStrog pada log CFU/mL kroz prvih 9 dana,
krivulja rasta A. baumannii postaje nepravilana s naglim padovima i porastima brojnosti
vijabilnih bakterija (Slika 12).

Nadalje, u anaerobnim uvjetima formirane su male prozirne kolonije zajedno uz
uobicajene velike mlije¢ne kolonije (Slika 9). Male kolonije pojavljivale su se nepravilno, ali
konstantno na Mueller-Hinton agaru, nakon samo jednog dana inkubacije u anaerobnim
uvjetima, bez obzira na izolat i testirani medij. Male kolonije su potvrdene kao A. baumannii
koriste¢ci MALDI-TOF MS. U aeriranim i intermedijarnim uvjetima male prozirne kolonije

nisu opazene.
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Slika 10. Prezivljavanje A. baumannii izolata kroz 5 mjeseci pracenja u aeriranim uvjetima

(zasi¢enost kisikom 96 %). SW — komercijalno dostupna izvorska voda; DNB — razrijeden
hranjivi bujon s destiliranom vodom (1:100).
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Slika 11. Prezivljavanje A. baumannii izolata kroz 5 mjeseci prac¢enja u intermedijarnim

uvjetima (zasi¢enost kisikom 56 %). SW — komercijalno dostupna izvorska voda; DNB —

razrijeden hranjivi bujon s destiliranom vodom (1:100).
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Slika 12. Prezivljavanje A. baumannii izolata kroz 5 mjeseci pra¢enja u anaerobnim uvjetima
(zasi¢enost kisikom 0 %). SW — komercijalno dostupna izvorska voda; DNB — razrijeden

hranjivi bujon s destiliranom vodom (1:100).
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Da bi se provijerila ¢istoca kulture i razlika u morfologiji stanica, prilikom svakog
uzorkovanja bakterijske kulture bojane su po Gramu i promatrane optickim mikroskopom.
Nakon 14 dana izlaganja anaerobnim uvjetima uz normalne stanice uocene su i napuhnute

nepravilne stanice A. baumannnii, koje nisu primile boju (Slika 13).
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Slika 13. Normalne stanice A. baumannii zajedno s deformiranim stanicama koje se nisu

obojale po Gramu u anaerobnim uvjetima.

SEM analiza A. baumannii nakon izlaganja anaerobnim uvjetima nije pokazala
oSte¢enu povrSinu stanice u usporedbi sa stanicama s poc¢etka eksperimenta. Stanice su bile
grupirane i medusobno povezane izvanstani¢nim tvarima (Slika 14). TEM analiza pokazala je
normalnu strukturu A. baumannii stanica nakon izlaganja aerobnim uvjetima (Slika 15 A).
Nakon izlaganja anaerobnim uvjetima stanice su bile oStecene, te se u nekim sluc¢ajevima
nazirao samo sferoplast (Slika 15 B). Manji broj stanica zadrzao je tamni protoplast s
netaknutom membranom. U manjem broju medu oSte¢enim 1 neoStecenim stanicama, bile su
prepoznatljive stanice s debelom ovojnicom (Slika 15 C, D). Spomenute stanice imale su
oblik kokobacila te su zadrzale osmotsku stabilnost. Pretpostavka je da je rije¢ o dormantnim
stanicama. Dormantne stanice nisu bile znacajno vece (1317 x 1029 nm) od normalnih stanica
(1181 x 996 nm), no postojala je ocita razlika u debljini vanjske ovojnice. Prosje¢na debljina
vanjske ovojnice kontrolnih stanica iz aerobnih uvjeta bila je 30 = 4 nm (od 22 do 41 nm, n =
93), dok je vanjska ovojnica dormantnih stanica iz anaerobnih uvjeta bila 3,3 puta deblja, u
prosjeku 98 = 11 nm (od 83 do 111 nm, n = 17). TEM analiza (Slika 15 D) pokazala je da je
uzrok vece debljine vanjske ovojnice najvjerojatnije rezultat zadebljanja peptidoglikanskog

sloja u stani¢noj stijenci.
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Slika 14. SEM analiza A. baumannii stanica (izolat EF7, DNB). A = stanice bez povrSinskog
oStecenja na pocetku eksperimenta; B = grupirane stanice s izvanstani¢énim tvarima na Kraju

eksperimenta u anaerobnim uvjetima (50 dana). Skala: 1 um.
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Slika 15. TEM analiza A. baumannii stanica (izolat EF7, DNB). A = stanice s normalnom
strukturom na kraju eksperimenta u aerobnim uvjetima; B = oStecene stanice na kraju
eksperimenta u anaerobnim uvjetima (50 dana); C = dormantne stanice iz anaerobnih uvjeta;
D = uvecéana vanjska ovojnica dormantne stanice. Skala: A, B — 2 um; C — 500 nm; D — 200

nm.
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Model prezivljavanja A. baumannii pri istrazivanim koncentracijama kisika nakon 50
dana u dva razli¢ita medija izraZzen je pomoc¢u modela nelinearne polinomne regresije drugog
stupnja prikazane na Slici 16. Oba modela imaju podjednaku R? vrijednost (SW 61,4 %: DNB
62,4 %). Optimum prezivljavanja A. baumannii je oko 60 %-tne zasi¢enosti kisikom u DNB,

dok u SW prezivljavanje pokazuje malu varijaciju pri svim istrazivanim koncentracijama.
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8 R*=0.614 o o
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7 ot oet® . ....00
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Slika 16. Model prezivljavanja A. baumannii nakon 50 dana u SW (komercijalno dostupna
izvorska voda) i DNB (razrijeden hranjivi bujon s destiliranom vodom) pri razliitim
koncentracijama otopljenog kisika. Model je izraden koriste¢i nelinearnu polinomnu regresiju
drugog stupnja na finalnim brojevima bakterija (nakon 50 dana izlaganja). Zbog bolje
aproksimacije, podaci za izolat EF11 izostavljeni su zbog velikog odstupanja od ostalih
izolata. R? — koeficijent determinacije odreduje podobnost modela. Pogetni broj bakterija bio
7€ 6,9 0,2 log CFU/mL.
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5.1.1.4 Prezivljavanje u rije¢noj i morskoj vodi

Bakterija A. baumannii uspjesno prezivljava u rije¢noj vodi kroz 50 dana pracenja
(Slika 17). Izmedu dva testirana izolata ne postoji statisticki znacajna razlika. Zabiljezeno je
umnazanje oba izolata za 0,2 + 0,0 log CFU/mL. Nakon 15 dana pracenja, brojnost A.
baumannii lagano pocinje padati. U odnosu na pocetak eksperimenta brojnost bakterija
znacajno (p=0,002) se smanjila za 1,2 + 0,1 log CFU/mL nakon 50 dana pracenja, no i dalje je
ostao visok broj A. baumannii u sustavu (6,6 + 0,1 log CFU/mL).

-o—EF7 —@-0B4138

log CFU/mL
O = N W Pk~ 00 OO N o W

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Dani

Slika 17. Prezivljavanje A. baumannii u rije¢noj vodi kroz 50 dana pracenja. Pocetni broj
bakterija bio je 7,8 log = 0,0 CFU/mL.

U morskoj vodi A. baumannii takoder uspjesno prezivljava kroz 50 dana pracenja, bez
umnazanja (Slika 18). Brojnost oba izolata statisti¢ki se znacajno smanjila u odnosu na
pocetak eksperimenta (OB4138 redukcija 2,2 + 0,1 log CFU/mL; EF7 redukcija 4,3 + 0,1 log
CFU/mL). Izolat OB4138 nakon 15 dana pracenja pokazuje statisticki bolje prezivljavanje od
izolata EF7 (p<0,001).
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Slika 18. Prezivljavanje A. baumannii u morskoj vodi kroz 50 dana pracenja. Pocetni broj
bakterija bio je 6,4 log + 0,1 CFU/mL.
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5.1.1.5 Prezivljavanje u tlu

Prezivljavanje tri A. baumannii izolata (EF7, EF8, OB4138) u tri tipa steriliziranih tala
prikazano je na Slici 19. Vlaznost tala na pocetku ecksperimenta namjeStena je do
maksimalnog kapaciteta zadrzavanje vode, te je prikazana kao maseni udio vode (%).
Tijekom eksperimenta tlo se suSilo na zraku, te je zabiljeZeno postepeno smanjenje vlaznosti.
U crvenom paleotlu (pH 8,43) bakterije su se umnazale, dok u Terra Rossi i zeleno-sivom
paleotlu nije bilo umnazanja. U crvenom paleotlu dogodio se nagli pad brojnosti A. baumannii
nakon 14. do 30. dana kontakta (za 4,0 log CFU/g) $to je statisticki znacajno korelirano
(R=0,978; p<0,001) s padom vlaznosti tla od 16 do 5 %. OdrZavanje vlaznosti tla na
minimumu (< 1 %) nije rezultiralo daljnjim padom brojnosti A. baumannii (odrzavanje
populacije na 3,4 = 0,3 log CFU/g). U tom periodu pojavljuju se, kod sva tri testirana izolata,

spomenute male prozirne kolonija uz normalne velike kolonije.

Stanice A. baumannii brzo su se imobilizirale na Cestice steriliziranog crvenog paleotla
te su formirale biofilm §to je potvrdeno SEM analizom nakon 6 dana kontakta (Slika 20). U
slabo Kkiseloj Terra Rossi (pH 5,40) zabiljeZen je konstantan pad brojnosti svih izolata do 15.
dana kontakta kada A. baumannii vise nije bio detektiran u sustavu (< 1 CFU/g vlaznog tla).
Pad brojnosti A. baumannii statisti¢ki je znaajno koreliran s vlaznosti tla (R=0,982;
p<0,001). Medutim, nestanak vijabilnih A. baumannii dogodio se pri relativno visokoj
vlaznosti tla od 20 %. U kiselom zeleno-sivom paleotlu (pH 2,51) dogodio se ostar pad
vijabilnih A. baumannii (< 1 CFU/g mokrog tla) unutar 60 minuta kontakta. Pad brojnosti A.
baumannii nije bio koreliran s vlaznos¢u tla koja je ostala pri pocetnoj vrijednosti od 35 %
tijekom kratkog trajanja eksperimenta. Nije bilo statisticki znaCajne razlike izmedu

prezivljavanja tri A. baumannii izolata u svim testiranim tlima.
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Slika 19. Prezivljavanje tri A. baumannii izolata kroz 150 dana u steriliziranom tlu
oplemenjenom s vodom do maksimalnog kapaciteta zadrzavanja vode. Prikazane su srednje
vrijednosti triplikata. Eksperimenti s Terra Rossom i zeleno-sivim paleotlom su prekinuti

nakon §to je A. baumannii nestao iz sustava (< 1 CFU/g vlaznog tla).
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200 nm

Slika 20. SEM slika ¢iste A. baumannii kulture (izolat EF8) imobilizirane na Cestice sterilnog

crvenog paleotla nakon 6 dana kontakta.
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Rezultati interakcije tri izolata A. baumannii u svjeZem, nativnom tlu s heterotrofnim
bakterijama prikazani su na Slici 21. U nativnom crvenom paleotlu identificirane su sljedece
vrste heterotrofnih bakterija: Arthrobacter sp. (6 izolata), Bacillus sp. (2), Burkholderia sp.
(1), Burkholderia caledonica (1), Paenibacillus sp. (2), Pseudomonas sp. (1), Streptomyces
sp. (2). U alkalnom crvenom paleotlu (pH 8,43) A. baumannii se umnazao na pocetku
eksperimenta kroz prvih 5 dana pracenja. Povecanje brojnosti dogodilo se pri vlaznosti tla od
30 do 16 %, dok je nagli pad brojnosti A. baumannii (redukcija 3,2 + 0,4 log CFU/g)
pozitivno koreliran s padom vlaznosti tla (R=0,915; p<0,001) od 16 do 5 %. Brojnost A.
baumannii odrzavala se na 3,1 + 0,7 log CFU/g pri manje od 1 % vlaznosti tla do kraja

eksperimenta.

U Terra Rossi (pH 5,40) polagani pad A. baumannii kroz prvih 5 dana pracen je s
padom vlaZnosti tla od 27 do 17 %, te je zabiljeZena statisticki znacajna pozitivna korelacija
(R=0,915; p<0,001). Nestanak A. baumannii (< 1 CFU/g vlaznog tla) iz sustava zabiljeZen je
nakon 8 dana kontakta pri vlaznosti tla od 6 %. Kontakt sa zeleno-sivim paleotlom (pH 2,51)
rezultirao je kontinuiranim padom brojnosti A. baumannii i nestankom iz sustava (< 1 CFU/g

vlaznog tla) nakon 30 min kontakta unato¢ visokoj vlaznosti tla (35 %).

Razlika izmedu prezivljavanja tri izolata A. baumannii u tri razli¢ita tla nije bila
statisti¢ki znacajna. Bez obzira na vlaznost tla, brojnost nativnih heterotrofnih bakterija ostala
je konstantana tijekom istrazivanog perioda u svim tlima. Izmedu brojnosti A. baumannii i

heterotrofnih bakterija u sva tri tipa tala nije bio statisticki znacajne korelacije.

SEM analiza potvrdila je imobilizaciju nativnih stanica na Cestice svjezih uzoraka tala
(Slika 22). Nakon 5 dana kontakta sa crvenim paleotlom, A. baumannii je stvorio debeli
biofilm na Cesticama tla. Imobilizirane heterotrofne bakterije bile su prisutne na ¢esticama
Terra Rosse (5 dana) i zeleno-sivog paleotla (4 h) unato¢ smanjenju brojnosti A. baumannii.
Nakon dugotrajnog izlaganja niskoj vlaznosti kao i kontakta s tlom niske pH vrijednosti, na

plocama se pojavljuju male prozirne kolonije uz velike uobicajene mlijecne.
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Slika 21. Prezivljavanje tri A. baumannii izolata kroz 150 dana u svjezem tlu s nativnim
heterotrofnim bakterijama oplemenjenom s vodom do maksimalnog kapaciteta zadrzavanja
vode. Prikazane su srednje vrijednosti triplikata. Eksperimenti s Terra Rossom i zeleno-sivim

paleotlom prekinuti su nakon $to je A. baumannii nestao iz sustava (< 1 CFU/g mokrog tla).

57



Crveno palaeotlo, nativno 22 . Zeleno-sivo palaeotlo, nativno

Slika 22. SEM analiza nativnih bakterijskih stanica imobiliziranih na Cestice svjezih uzoraka tala (prvi red) i imobiliziranih bakterijskih stanica na Cestice tala s

dodatkom A. baumannii (izolat EF8) nakon 5 dana kontakta s crvenim paleotlom i Terra Rossom te 4 h kontakta sa zeleno-sivim paleotlom (drugi red).
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Model predvidanja prezivljavanja A. baumannii u tlu ovisno o postotku vlaznosti tla

izraden je koriste¢i nelinearnu polinomnu regresiju drugog stupnja (Slika 23). Linearni model

regresije bi isto tako bio primjenjiv, no nelinearni model ima za 8 % veéi koeficijent

determinacije (R?. Budu¢i da je u alkalnom crvenom paleotlu najmanji uéinak pH na

prezivljavanje A. baumannii, koriSteni su podaci samo za tu vrstu tla pri izradi modela.

Ucinak heterotrofnih bakterija u nativnom tlu neznatno utjeCe na A. baumannii, stoga je

njihov ucinak zanemaren. Model uspjesno predvida prezivljavanje A. baumannii podjednako

u sterilnom (88,9 %) kao i u nativnom (78,7 %) crvenom paleotlu.
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Slika 23. Model prezivljavanja A. baumannii nakon 150 dana u sterilnom i nativnom crvenom

paleotlu ovisno o vlaznosti tla. Model je izraden koriste¢i nelinearnu polinomnu regresiju

drugog stupnja. R? — koeficijent determinacije odreduje podobnost modela. Pocetni broj
bakterija bio je 6,7 = 0,3 log CFU/g.
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U vlaznom nativnom crvenom paleotlu A. baumannii prezivljava do 26 dana pracenja
na sobnoj temperaturi (Slika 24), s$to je znacajno krace u usporedbi s prezivljavanjem do 150
dana pracenja u istom suhom nativnom tlu (Slika 21). Medutim, primijeéena je razlika u
brojnosti A. baumannii ovisno o temperaturi kultivacije. Pri 36 °C, A. baumannii normalno je
rastao na selektivnoj podlozi CHROMAGgar Acinetobacter s CR102 dodatkom (dodatak sadrzi
kombinaciju karbapenema $to omogucuje selekciju rezistentnih izolata) do 50 dana praéenja.
Pri kultivaciji na 42 °C, A. baumannii nakon 26 dana vise nije detektiran na istoj selektivnoj
podlozi. Nakon ponovnog precjepljivanja, bakterije kultivirane na 36 °C su ponovno mogle
rasti na podlozi s antibiotikom pri 42 °C. Da bi se otkrilo je li potencijalni uzrok ovakvog
ponasanja A. baumannii visoka koncentracija zeljeza u crvenom paleotlu, odredena je
minimalna inhibitorna (MIK) i baktericidna koncentracija (MBK) Fe u prirodnoj izvorskoj
vodi. MIK Fe je 500 mg/L, dok je MBK 1000 mg/L.
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Slika 24. Prezivljavanje A. baumannii u vlaznom nativnom nesterilnom crvenom paleotlu
kroz 50 dana pracenja na 36 1 42 °C. VlaZnost tla odrzavana je na 30 % povremenim

dodavanjem sterilne prirodne izvorske vode. Pocetni broj bakterija bio je 6,8 + 0,1 log CFU/g.
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5.1.2 Utjecaj biotickih ekoloskih ¢imbenika

5.1.2.1 Medu-bakterijska interakcija

Rezultati interakcije A. baumannii s E. coli i E. faecium prikazani su na Slici 25. U
SW nije bilo umnazanja bakterija. U DNB je do umnazanja doslo u kombinacijama s E. coli i
E. faecium. Sva tri A. baumannii izolata (EF7, EF11, OB4138) ponasala su se sli¢no, bez
statistiCki znaCajne razlike u svim sustavima, bez obzira na medij.

Nakon 50 dana kontakta nije bilo statisticki znacajne razlike u SW izmedu A.
baumannii u kontroli i A. baumannii u sustavu s E. coli (p=0,443), dok je u DNB ta razlika
bila statisti¢ki znacajna (p=0,040). No, redukcija brojnosti A. baumannii u sustavu s E. coli u
DNB u praksi je zanemariva zbog redukcije od samo 1,0 + 0,5 log CFU/mL. U SW nije bilo
statisti¢ki znacajne korelacije brojnosti A. baumannii s E. coli (R=-0,135; p=0,732). U DNB
postoji pozitivna korelacija, no statisticki beznacajna (R= 0,409; p=0,072).

Nadalje, izmedu A. baumannii u kontroli i A. baumannii u sustavu s E. faecium u SW
(p=0,135) i DNB (p=0,082) nije bilo statisti¢ki znacajne razlike. Brojnost A. baumannii bila je
statisti¢ki pozitivno korelirana s brojnosti E. faecium u SW (R= 0,808; p<0,001). U DNB se
bakterija E. faecium drugacije ponasala (Slika 25) stoga nije postojala znacajna korelacija s A.
baumannii (R=0,083; p=0,850). U prvih 5 dana izlozenosti, srednja vrijednost E. faecium,
smanjila se s 4,3 £ 0,5 na 3,2 = 0,3 log CFU/mL. Nakon 10 dana, brojnost E. faecium pocela

je rasti i rezultirala finalnim brojem od 7,1 + 0,1 log CFU/mL.
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Slika 25. Brojnost A. baumannii u interakciji s E. coli i E. faecium u SW (komercijalno dostupna izvorska voda) i DNB (razrijeden hranjivi bujon s
destiliranom vodom) kroz 50 dana pracenja. A. baumannii kontrola — srednja vrijednost Cistih kultura sva 3 testirana izolata A. baumannii bez interakcije s
drugim bakterijama; E. coli kontrola — brojnost ¢iste kulture E. coli bez interakcije s drugim bakterijama; E. faecium kontrola — brojnost ¢iste kulture E. faecium

bez interakcije. Prikazane su srednje vrijednosti i standardne varijacije. U zagradi je prikazana interakcija E. coli i E. faecium s odredenim izolatom A.
baumannii.
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5.1.2.2 Grazing kolnjaka

Rezultati interakcije A. baumannii s kolnjacima prikazani su na Slikama 26 i 27.
Statisticki znacajne korelacije izmedu kolnjaka i bakterija prikazane su u Tablici 13. U oba
testirana medija (SW i DNB) brojnost A. baumannii, E. coli i E. faecium negativno je
korelirana s kolnjacima u sva tri mikrokozmosa (Tablica 13). Nadalje, brojnost A. baumannii
statisticki je pozitivno korelirana s E. coli u mikrokozmosu 2 i E. faecium u mikrokozmosu 3
u oba medija.

Uklanjanje A. baumannii pomoc¢u kolnjaka u SW iznosilo je 6,6; 6,7 i 4,5 log
CFU/mL, dok su u DNB vrijednosti bile 1,4; 4,7 i 2 log CFU/mL u mikrokozmosima 1-3
(Slika 27). U usporedbi s kontrolom, kolnjaci su prosje¢no uklonili 5,5 + 1,3 log CFU/mL A.
baumannii u SWi 3,5 + 1,7 log CFU/mL u DNB.

Bakterija A. baumannii efikasnije je uklonjena iz SW (p<0,001) nego iz DNB. E. coli
je slijedila isti trend. Medutim, E. coli je nestala iz mikrokozmosa nakon 28 dana izlaganja,
dok je A. baumannii opstala do 50 dana (Slika 26). U DNB bakterije A. baumannii i E. coli
uspjesno prezivljavaju 50 dana. U mikrokozmosu 3, bakterija E. faecium ponasala se
drugacije. Uklanjanje E. faecium bilo je ve¢e u DNB (p<0,001) (6,3 log CFU/mL) nego u SW
(3,6 log CFU/mL).
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Slika 26. Brojnost (srednja vrijednost i standardne devijacije) bakterija i kolnjaka u sljede¢im mikrokozmosima: mikrokozmos 1 (A. baumannii i A. vaga a, b);

mikrokozmos 2 (A. baumannii, E. coli i A. vaga c, d); mikrokozmos 3 (A. baumannii, E. faecium i A. vaga e, f) u SW (komercijalno dostupna izvorska voda) i

DNB (razrijeden hranjivi bujon s destiliranom vodom). U eksperimentu s kolnjacima koristen je jedan A. baumannii izolat (OB4138). OB4138 kontrola —

brojnost (srednja vrijednost i standardna devijacija) ¢iste kulture A. baumannii OB4138 izolata bez interakcija.
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Tablica 13. Vrijednost Spearman R korelacija u sljede¢im mikrokozmosima: mikrokozmos 1
(A. baumannii i A. vaga); mikrokozmos 2 (A. baumannii, E. coli i A. vaga); mikrokozmos 3
(A. baumannii, E. faecium i A. vaga) u SW (komercijalno dostupna izvorska voda) i DNB
(razrijeden hranjivi bujon s destiliranom vodom). Statisticka znacajnost oznaCena je

zvjezdicom (p<0,05).

Mikrokozmos Vodeni Parametar Spearman R p
medij vrijednost vrijednost
1 SW A. baumannii + A. vaga -0,279 0,135
DNB A. baumannii + A.vaga -0,552 0,002*
A. baumannii + A.vaga -0,427 0,100
SW E. coli + A.vaga -0,536 0,000*
5 A. baumannii + E. coli 0,949 0,032*
A. baumannii + A.vaga -0,645 0,007*
DNB E. coli + A.vaga -0,574 0,000*
A. baumannii + E. coli 0,923 0,020*
A. baumannii + A.vaga -0,580 0,012*
SW E. faecium + A.vaga -0,704 0,000*
A. baumannii + E.
3 faecium 0,914 0,002*
A. baumannii + A.vaga -0,634 0,007*
DNB E. faecium + A. vaga -0,653 0,000*
A. baumannii + E.
faecium 0,900 0,006*
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Slika 27. Uklanjanje bakterija pomocu kolnjaka izrazeno kao redukcija log CFU/mL (log
CFU pocetni broj bakterija — 109 CFUrfinaini broj bakterija) U sljede¢im mikrokozmosima: mikrokozmos 1
(A. baumannii i A. vaga); mikrokozmos 2 (A. baumannii, E. coli i A. vaga); mikrokozmos 3
(A. baumannii, E. faecium i A. vaga) u SW (komercijalno dostupna izvorska voda) i DNB
(razrijeden hranjivi bujon s destiliranom vodom). Prikazane su srednje vrijednosti i

standardne devijacije.
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5.1.2.3 Kolonizacijski potencijal A. baumannii

Rezultati interakcije A. baumannii s ribama vrste P. reticulata prikazani su na Slici 28.
Nakon jednog dana kontakta, pocetna koncentracija A. baumannii u vodi (1,0; 3,1; 5,7 log
CFU/mL) povecala se u sva tri istrazivana sustava (2,3; 4,4; 6,6 log CFU/mL). U ribama
sustava 1 nije zabiljeZena prisutnost A. baumannii, dok je 0,8 log CFU/mL A. baumannii
zabiljezeno u ribama u sustavu 2 i 2,9 log CFU/mL u sustavu 3. Brojnost A. baumannii u vodi
statistiCki znacajno korelira s brojnosti A. baumannii u ribama u svim sustavima (R=0,894;
p=0,040).

Nakon 12 dana izlozenosti, brojnost A. baumannii u vodi sva tri sustava bila je
znacajno niza U odnosu na prvi dan (p= 0,005). A. baumannii nije pronaden u ribama nakon
12 dana u nijednom sustavu.

U vodenom mediju sva tri sustava, pocetni broj ukupnih heterotrofnih bakterija bio je
0,3 log CFU/mL. Nakon prvog dana broj se povecao na 1,2 log CFU/mL te je nastavio

znacajno rasti (p<0,001) do 7,1 log CFU/mL na kraju eksperimenta u svim sustavima.
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Slika 28. Brojnost A. baumannii u vodi (AB1-3) i u ribama (F1-3) u tri istrazivana sustava, te

brojnost ukupnih heterotrofnih bakterija (H) u vodi tijekom 12 dana pracenja. Prikazane su

srednje vrijednosti i standardne devijacije.
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5.2 Faktori virulencije

5.2.1 Biofilmi pelikula

Rezultati mjerenja biofilma testiranih izolata prikazani su na Slici 29. Struktura
biofilma promatrana pod svjetlosnim mikroskopom prikazana je na Slici 30. Od ukupnog
broja izolata 37 % tvori snazan biofilm (ODssp > 1). IstiCe se izolat IN58 s vrijednosti ODssg
2,5. Najvise izolata, 52 % tvori srednji biofilm (0,3 > ODssp < 1), te samo 11 % tvori slabi
biofilm (ODsso < 0,3). Izolati A. baumannii osjetljivi na antibiotike statisticki znacajno bolje
tvore biofilm u odnosu na rezistentne izolate (p=0,048). Slabu pelikulu tvori 81 % testiranih
izolata, dok je snazna pelikula zabiljezena kod 4 izolata (IN58, EF11, S9 i D17). Kod samo
jednog izolata IN41 nije zabiljezeno stvaranje pelikule (Slika 31, Prilog 1). Od svih 27
testiranih izolata jedino su izolati EF11 i IN58 posjedovali izrazenu hrapavost kolonija (Slika
31, Prilog 1).

Zabiljezena je statisticki znacajna korelacija izmedu tvorbe biofilma i pelikule
(R=0,593; p=0,012). Takoder, tvorba biofilma na polipropilenskim epruvetama statisticki
znacajno pozitivno korelira s hidrofobnosti izolata (R=0,421; p=0,028) (Prilog 1). Nadalje,
oni izolati koji tvore snaznu pelikulu iskazuju vecu hidrofobnost (R=0,560; p=0,002).
Dodatak 1 % zeolitnog tufa (NZ) u epruvete prilikom inkubacije inhibirao je tvorbu biofilma
za 40 £+ 22 %, dok je 10 % NZ jos vise smanjilo biofilm za 76 + 21 %. Dodatkom 1 % NZ
nije zabiljezena promjena u stvaranju pelikule, dok je 10 % NZ smanjilo konzistenciju

pelikule.
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Slika 30. Stanice A. baumannii (crveno) okruzene izvanstani¢énim polimernim tvarima

(plavo) obojanih Alcian blue bojom.
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Slika 29. Tvorba biofilma (ODss) A. baumannii izolata bez prirodnog zeolitnog tufa (0 % NZ) s 1 % i za odabrane izolate s 10 % NZ. Linije predstavljaju

granice: ODssp < 0,3 slaba; ODss 0,3-1= srednja; ODssp > 1= snazna tvorba biofilma.
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Slika 31. Svojstva klini¢ki znacajnih A. baumannii izolata a) tvorba biofilma na granici voda-
zrak (pelikula) b) hidrofobnost (lijevo hidrofilan izolat, desno hidrofoban izolat koji migrira u
netopivi sloj n-heksadekana na povr$ini) ¢) hrapavost izolata nakon suspendiranja u destiliranoj
vodi (lijevo izolat koji tvori glatke kolonije, desno izolat koji tvori hrapave kolonije) d)
povrsinska pokretljivost rojenjem na polukrutom agaru e) povrSinska pokretljivost trzanjem na

krutoj povrsini petrijeve zdjelice.

70



5.2.2 Povrsinska pokretljivost rojenjem i trzanjem

Rezultati mjerenja pokretljivosti izolata rojenjem i trzanjem prikazani su na Slikama
32 1 33. Svi izolati pokazuju povrsinsku pokretljivost. Visoku pokreljivost rojenjem (> 50
mm) pokazalo je 26 % izolata, dok je srednju (20 — 50 mm) i slabu pokretljivost (< 20 mm)
pokazalo 37 % izolata. Dodatak 1 % NZ pospjesilo je pokretljivost rojenjem za 47 + 27 %
(p<0,001), dok je 10 % NZ inhibiralo rojenje za 18 + 51 %.

Visoku pokretljivost trzanjem pokazalo je 37 % izolata, srednju pokretljivost 63 %,
dok niti jedan izolat nije pokazao slabu pokretljivost trzanjem. Dodatak 1 % NZ znacajno je
inhibirao pokretljivost trzanjem za 48 £+ 19 % (p<0,001), dok je 10 % NZ dodatno inhibiralo
trzanje za 52 + 20 %. Izmedu izolata osjetljivih i rezistentnih na antibiotike nije pokazana
statisticki znacajna razlika u pokretljivosti trzanjem i rojenjem. Takoder, nije bilo statisti¢ki
znacajne korelacije izmedu tvorbe biofilma, pelikule, hidrofobnosti s povrSinskom
pokretljivosti. Nakon zavrSetka eksperimenta, Cestice NZ su pregledane pod svjetlosnim

mikroskopom te je uoena imobilizacija bakterija na Cestice NZ (Slika 34).

10 pm

Slika 34. Imobilizirane stanice A. baumannii na Cestice prirodnog zeolitnog tufa.
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Slika 32. Povrsinska pokretljivost rojenjem A. baumannii izolata bez prirodnog zeolitnog tufa (0 % NZ) s 1 % i za odabrane izolate s 10 % NZ. Linije

predstavljaju grani¢ne vrijednosti: < 20 mm slaba, 20-50 mm srednja, > 50 mm visoka pokretljivost rojenjem. Maksimalan promjer = 85 mm, minimalan
promjer = 10 mm.
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predstavljaju grani¢ne vrijednosti: <20 mm slaba, 20-50 mm srednja, > 50 mm visoka pokretljivost rojenjem. Maksimalan promjer = 85 mm, minimalan
promjer = 10 mm.
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6 Rasprava

6.1 Utjecaj abiotickih ¢imbenika na prezivljavanje A. baumannii

6.1.1 TemperaturaipH

Prema literaturi A. baumannii raste na temperaturama od 15 do 44 °C (Garrity i sur.,
2005.) s optimumom pri 37 °C (Antunes i sur., 2011.), §to je u skladu s rezultatima ovog
istrazivanja. Pri 35 °C metabolizam bakterija je brzi, Sto znaci brzi rast. Medutim, optimalna
temperatura za dugoro¢no prezivljavanje je 4 i 22 °C. Nadalje, pri 22 °C bakterije su se
umnazale, dok pri 4 °C umnazanja nije bilo. Rezultati upucuju na to da A. baumannii ima
velike Sanse za prezivljavanje na sobnoj temperaturi i u hladnjacima, sto je znacajno za
opstanak u bolnickoj sredini gdje se dogadaju povremene epidemije. Na skoro svim
temperaturama A. baumannii bolje prezivljava u DNB nego u SW, no s protokom vremena ta
razlika nije toliko znacajna, §to pokazuje da za dugorocno prezivljavanje nije bitan tip medija
odnosno dostupnost nutrijenata. Prisutnost nutrijenata u DNB, osobito fosfora koji je
limitiraju¢i faktor u prirodnim vodama, omogucilo je umnazanje bakterija u povoljnim
uvjetima (22 1 35 °C). Pri niskim temperaturama bakterije imaju usporen metabolizam, stoga
nije bilo velikih odstupanja u krivulji rasta. S druge strane, pri 44 °C krivulja rasta bila je
nepravilna s velikim odstupanjima. Nepravilna krivulja rasta rezultat je strategije
prezivljavanja u literaturi poznate pod nazivom ,bust and boom* u kojoj otporne stanice
prezivljavaju na racun slabijih pogotovo u uvjetima gladovanja (Bravo i sur., 2016.). Jo$ jedna
poznata strategija preZivljavanja je ulazak bakterija u vijabilno ali nekulturabilno stanje
(VBNC) kao npr. P. aeruginosa (Khan i sur., 2010.). Slijede¢i ovu strategiju bakterije se ne
mogu kultivirati na uobifajenim medijima za kultivaciju, no one zadrzavaju svoju
metaboli¢nu aktivnost i mogu se potencijalno ponasati kao patogeni. Bravo i sur. (2016.) nisu

zabiljezili ulazak A. baumannii u spomenuto nekulturabilno stanje.

Bakterija A. baumannii sposobna je prezivjeti klasiénu metodu pasterizacije: 63 °C/30
min i 72 °C/15 s (Pearce i sur., 2001.), te nakratko izdrzati 80 °C, §to je neocéekivano za
mezofilnu nesporogenu bakteriju. SEM analiza potvrdila je osmotski nestabilne stanice pri
temperaturama iznad 1 ispod optimuma, no to nije imalo u¢inka na dugoro¢no prezivljavanje,
osobito pri niskim temperaturama. lzolat senzitivan na sve antibiotike EF11 i MDR izolat
IN39 slabije su prezivljavali u SW za razliku od ostalih XDR i PDR izolata. Ovakvi rezultati
upucuju na potencijalno bolje prezivljavanje izolata sa Sirim spektrom rezistencije na

antibiotike u vodi siromasnoj nutrijentima. Bazyleu i Kumar (2014.) otkrili su da A.
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baumannii ATCC 19606T soj ima smanjenu rezistenciju na imipenem, ciprofloksacin,
gentamicin i ceftriakson pri 30 °C kao rezultat smanjene ekspresije efluks pumpi. Rezistencija

je bila veca pri 37 °C, no izmedu 37 1 42 °C nije bilo razlike u osjetljivosti.

Prema Garrity i sur. (2005.) Bakterije roda Acinetobacter optimalno rastu pri pH 5,5
do 6,5, dok su ova istrazivanja pokazala optimalan rast A. baumannii pri pH 6,9 u DNB. A.
baumannii takoder moze prezivjeti pri pH iznad optimalnog (SW= 8,1). Zbog nedostatka
nutrijenata, u SW nije bilo umnazanja bakterija. Nadalje, u prva dva dana izlaganja vrijednosti
pH 5 i 10 nije bilo promjene u brojnosti A. baumannii, $to upucéuje na to da A. baumannii
moze prezivjeti Sirok spektar vrijednosti pH. Dezinfekcija vode zagadene s A. baumannii
najucinkovitija je u kiselim uvjetima $to je dokazano najkra¢im vremenom prezivljavanja pri
pH 2 (do 3 h). Sli¢no istrazivanje proveli su Obeidat i sur. (2014.) koji su zabiljezili
prezivljavanje klinickih izolata A. baumannii do 23 dana u destiliranoj, vodovodnoj vodi i
fizioloskoj otopini pri temperaturi 18 — 24 °C i vrijednosti pH 4,5 — 8. Zabiljezili su rast A.
baumannii pri 37, 42 i 45 °C, dok na 4 i 48 °C nije bilo rasta, $to je u skladu s rezultatima

ovog istrazivanja.

U nepovoljnim okolisnim uvjetima A. baumannii ima sposobnost formiranja dva tipa
kolonija — uobicajene krupne mlije¢ne kolonije i male prozirne kolonije, $to je potvrdeno u
literaturi (Tipton i sur., 2015.; Chin i sur., 2018.). Tamo je navedeno da su male prozirne
kolonije vidljive samo uz posebno osvjetljenje pri odredenom kutu (Tipton i sur., 2015.; Chin
i sur., 2018.), dok su u ovom istrazivanju kolonije vidljive pri normalnom dnevnom svjetlu
bez posebnog osvjetljenja, stoga nije sigurno radi li se o istom tipu kolonijalnog dimorfizma.
U spomenutim istrazivanjima normalne mlije¢ne kolonije pokazuju vecu virulenciju u
misevima i Galleria mellonella modelu, bolju povrsinsku pokretljivost, vecu otpornost na
dezinficijense, isuSivanje te tvore deblju kapsulu. Male prozirne kolonije tvore snazniji
biofilm, te eksprimiraju gene za iskoriStavanje Sireg spektra spojeva kao izvora energije.
Smatra se da su stanice koje tvore mlijecne kolonije odgovorne za infekcije domacina, dok
stanice koje tvore male prozirne imaju viSe Sanse za prezivljavanje u okoliSnim uvjetima
(Chin i sur., 2018.). Velike mlije¢ne kolonije imaju sposobnost prelaska u male prozirne i
obrnuto, $to je jedna od strategija prezivljavanja A. baumannii u razli¢itim okolis§ima (Tipton i
sur., 2015.; Chin i sur., 2018.). Osim A. baumannii, kolonijalni dimorfizam zabiljezen je u

Staphylococcus epidermidis, S. aureus, E. coli i P. aeruginosa (Proctor i sur. 2006.).
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6.1.2 Koncentracija otopljenog kisika

Prema literaturi A. baumannii je striktna aerobna bakterija s kisikom kao terminalnim
akceptorom elektrona u procesu aerobnog stani¢nog disanja (Garrity i sur., 2005.). Stoga
uspjeSno prezivljavanje u aeriranim i intermedijarnim uvjetima nije iznenadujuée. Za
stimulaciju rasta bakterija roda Acinetobacter, u literaturi se preporuca Koristiti aeraciju
(Garrity i sur., 2005.), no rezultati ovog istrazivanja upucuju na to da A. baumannii jednako
dobro raste sa i bez aeracije. Zabiljezeno je bolje prezivljavanje MDR, XDR i PDR izolata u
odnosu na izolat osjetljiv na sve testirane antibiotike (EF11) u vodi siroma$noj nutrijentima
pri svim koncentracijama otopljenog kisika, $to upucuje na potencijalni javnozdravstveni rizik

u oligotrofnim vodama.

Higgins i sur. (2018.) pratili su prezivljavanje 17 A. baumannii izolata iz digestiranog
mulja na hranjivom agaru u anaerobnim uvjetima. Dokazali su da A. baumannii ne raste, ali
uspjesno prezivljava u anaerobnim uvjetima tijekom 30 dana izlaganja na 36 °C. Nakon
ponovnog izlaganja zraku, izolati su normalno porasli na hranjivom agaru. Za razliku od
Higgins i sur. (2018.), u ovom istrazivanju zabiljeZen je inicijalni porast broja bakterija u
anaerobnim uvjetima u DNB, §to je vjerojatno rezultat zaostalog kisika prije nastupanja
anaerobije. Krivulja rasta u anaerobnim uvjetima u DNB bila je vrlo nepravilna, te je osim
toga zabiljezena tvorba malih prozirnih kolonija zajedno uz uobicajene krupne mlijecne
kolonije nakon jednog dana izlaganja $to predstavlja brzi odgovor na nepovoljne uvjete. Na
optickom mikroskopu, te SEM i TEM analizom nakon 14 dana uocena je prisutnost vecih
stanica sa zadebljalom vanjskom ovojnicom za koje se pretpostavlja da su dormantne stanice.
Debela ovojnica dormantnih stanica vjerojatno smanjuje propusnost stani¢ne stijenke te
omogucuje odrzavanje minimalnog metabolizma unutar stanice. Dormancija u nesporogenih
bakterija kao stanje u kojem stanice mogu u nepovoljnim Zivotnim uvjetima preZivjeti dugo
vremena bez umnaZzanja, poznata je nekoliko desetljeca (Kaprelyants i sur., 1993.) Dormantne
stanice zadrZavaju nisku metabolicku aktivnost, te se mogu uzgojiti na agaru jedino nakon
faze oporavka, odnosno prestanka nepovoljnih uvjeta (Kaprelyants i sur., 1993.). Faza
oporavka u ovom istrazivanju bila je izlaganje aerobnim uvjetima u postupku kultivacije Sto je
omogucilo normalno formiranje kolonija na agaru. Tvorba dormantnih stanica nije povezana s
malim prozirnim kolonijama, jer se ne pojavljuju u isto vrijeme niti su stanice malih kolonija
morfoloski iste kao dormantne stanice. Tvorba malih kolonija predstavlja brzi odgovor na
nepovoljne uvjete, dok je za tvorbu dormantnih stanica ipak potrebno duze vrijeme izlaganja.

U literaturi se dormantno stanje spominje kao pasivna obrana od nepovoljnih uvjeta i ¢esto se
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veze uz stanje gladovanja (Pu i sur., 2017.). Aktivnom obranom smatra se tvorba perzistentnih
stanica (engl. Persister Cells) stanica koje mogu prezivjeti tretman antibioticima i nastaviti
rasti nakon S§to se antibiotik ukloni (Pu i sur., 2017.). Perzistentne stanice aktivno izbacuju
antibiotike pomocu efluks pumpi te predstavljaju novi nacin prezivljavanja biocidnog
djelovanja antibiotika. Barth i sur. (2013.) otkrili su prisutnost perzistentnih stanica kod A.
baumannii nakon tretmana osjetljivih klinickih izolata s visokim koncentracijama tobramicina

i polimiksina B.

Nepravilna krivulja rasta u literaturi zabiljezena je kao ve¢ spomenuta ,bust and
boom* strategija (Bravo i sur., 2016.). Medutim, malo je vjerojatno da se A. baumannii
umnaza u anaerobnim uvjetima te je nepravilna krivulja potencijalni rezultat formacije
dormantnih stanica. Sude¢i prema relativnho velikoj brojnosti stanica u anaerobnom
eksperimentu, A. baumannii ne ulazi u VBNC stanje, §to je potvrdeno u literaturi (Bravo i
sur., 2016.).

U literaturi postoje navodi o striktnim aerobima poput A. baumannii, koji uspje$no
prezivljavaju anaerobne uvjete. Bakterija P. aeruginosa primjer je ubikvitarne bakterije
otporne na Sirok spektar okoliSnih ¢imbenika. Prema literaturi P. aeruginosa striktna je
aerobna gram negativna bakterija koja vrSi aerobno stani¢no disanje s kisikom kao
terminalnim akceptorom elektrona (Garrity 1 sur., 2005). Medutim, postoje navodi da neki
sojevi bakterije P. aeruginosa uspje$no dugoro¢no prezivljavaju i umnazaju se u anoksi¢nim
uvjetima u kojima su sposobni vrSiti anaerobno stani¢no disanje s nitratima, nitritima ili
dusikovim oksidom kao kona¢nim akceptorom elektrona (Wu i sur., 2005.). Nadalje,
otkriveno je da su neki sojevi bakterije P. aeruginosa takoder sposobni vrsiti fermentaciju u
anoksi¢nim uvjetima (Eschbach i sur., 2004.; Schreiber i sur, 2006.). Ovakvi podaci upuéuju
na to da je P. aeruginosa visoko prilagodljiva bakterija te da je sposobna zivjeti u okoliS§ima
razli¢ite koncentracije otopljenog kisika, poput A. baumannii. No, mehanizam stvaranja
energije u anaerobnim uvjetima kod A. baumannii jo$ uvijek nije razjas$njen. Prema Garrity i
sur. (2005) vecina vrsta roda Acinetobacter ne moze reducirati nitrate u nitrite u ciklusu
dusika, ali postoje neke iznimke. Kod sojeva koji to mogu, nije zabiljeZeno umnazanje u
anoksi¢nim uvjetima na nacin da koriste nitrat kao akceptor elektrona u anaerobnom
stani¢nom disanju, kao $to je to slucaj kod P. aeruginosa. Stoga jedan od mogucih nacina
dugoro¢nog prezivljavanja je stvaranje fizioloSki razli¢itih stanica kao §to su dormantne

stanice.
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6.1.3 Prezivljavanje u rije¢noj i morskoj vodi

Potvrden je prijenos klini¢ki znacajnih izolata A. baumannii iz bolni¢ke sredine u
prirodni okoli§ preko otpadne vode (Kovagié i sur., 2017.; Seruga Musié i sur., 2017.).
Klini¢ki znacajni izolati A. baumannii pronadeni su u rijeci Seni (Girlich i sur., 2010.), Savi
(Seruga Musi¢ i sur., 2017.), Dunavu (Kittinger i sur., 2018.) i Krapini (Hrenovi¢ i sur.,

2019.). Nadalje, u gradovima na obali, otpadne vode ispustaju se direktno u more.

Nakon §to se nadu u rije¢nom i morskom okoli$u, bakterija A. baumannii sposobna je
prezivijeti preko 50 dana. Prezivljavanje u prirodnom okoliSu uvjetovano je brojnim
abiotickim ekoloskim ¢imbenicima poput svjetlosti, temperature, vrijednost pH, koncentracije
otopljenog kisika, nutrijenata i saliniteta. Svjetlost i temperatura utjeCu na gibanje vodenih
masa, primarnu produkciju te time dostupnost nutrijenata, vrijednost pH i koncentraciju
otopljenog kisika u vodi. Utok kanalizacijske vode bogate nutrijentima takoder mijenja sastav
zajednica. A. baumannii vrlo je prilagodljiva bakterija, koja moze podnijeti Sirok rang
temperaturnih i pH vrijednosti te koncentracije otopljenog kisika, $to je dokazano u
eksperimentima provedenih u sklopu ove doktorske disertacije.

Koncentracija otopljene soli u morskoj vodi je oko 3,5 %, dok je u slatkoj vodi oko
0,05 % (Nester i sur., 2004). Bakterije koriste dvije strategije za izjednacavanje osmotskog
tlaka i sprjeCavanja gubitka tekucine iz citoplazme (Rozen i Belkin, 2005.). Halofilne
bakterije akumuliraju soli (KCl) §to zahtijeva posebno prilagoden metabolizam. Druge
bakterije akumuliraju male organske molekule iz okolisa ili ih sintetiziraju da bi izjednacile
osmotski tlak. Spomenute male organske molekule ne ometaju normalne stani¢ne funkcije, te
osim osmoregulacije stabiliziraju proteine i membrane (Zeidler i Miiller, 2019.). Veéina tih
molekula pripada skupini Secera (npr. trehaloza), alkoholnih Secera (npr. manitol),
aminokiselina (npr. glutamat) i njihovih derivata te spojeva trimetil amonija (npr. glicin
betain) (Zeidler i Miiller, 2019.). Bakterija A. baumannii uslijed osmotskog stresa akumulira
glutamat i manitol, te u manjoj mjeri trehalozu (Zeidler i sur. 2017.). Nadalje, A. baumannii

pripada skupini halotolerantnih organizama (Zeidler i Miiller, 2019.).

Morska voda smatra se oligotrofnom sredinom (Nester i sur., 2004), te je nedostatak
nutrijenata uz osmotski Sok jedan od vaznih ¢imbenika preZivljavanja u morskoj vodi.
Hrenovic¢ i Ivankovi¢ (2009.) dokazali su uspjesno umnazanje E. coli (do 5 % NaCl) i A. junii
(do 3,5 % NaCl) u vodi bogatoj nutrijentima s visokim koncentracijama soli, dok se u vodi

siromasnoj nutrijentima umnazanje dogada pri vrlo niskim koncentracijama soli (E. coli 0,4 %
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NaCl) ili u potpunosti izostaje (A. junii). Rezultati prethodnog istrazivanja upucuju na to da u
blizini kanalizacijskih ispusta u more postoji mogucnost boljeg prezivljavanja patogena zbog
prisutnosti nutrijenata. Stimac i sur., (2010.) istraZivali su preZivljavanje fekalne bakterije K.
pneumoniae u sterilnoj morskoj, prirodnoj izvorskoj, destiliranoj vodi i vodi iz slavine. K.
pneumoniae uspjesno je prezivjela izlaganje razli¢itim tipovima voda kroz 6 mjeseci praenja
s oko 10° CFU/mL bakterija na kraju eksperimenta. Najbolje preZivljavanje bilo je u
destiliranoj vodi, dok je najslabije prezivljavanje bilo u izvorskoj vodi. Umnazanja bakterija
nije bilo u izvorskoj kao ni u morskoj vodi, Sto je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja.
Iznenadujuée, prema Stimac i sur., (2010.), K. pneumoniae se nakon perioda prilagodbe

umnazala u destiliranoj vodi i vodi iz slavine.

Hrenovi¢ i sur. (2016.) pratili su prezivljavanje A. baumannii u sterilnoj izlaznoj vodi
Centralnog uredaja za prociS¢avanje otpadnih voda u Zagrebu. Dokazali su da se 6 izolata A.
baumannii izdvojenih iz izlazne vode moze uspjesno umnazati i prezivjeti u istoj vodi kroz 50
dana pracenja. Izlazna voda se nakon tretmana ispusta u prirodni recipijent (rijeka Sava), gdje
A. baumannii moze nastaviti zivjeti te se uslijed vece koncentracije nutrijenata moze ¢ak i

umnazati.

Zbog komplicirane kultivacije A. baumannii, eksperimenti su radeni u sterilnoj
rijecnoj 1 morskoj vodi, S$to je eliminiralo kompeticiju 1 predatorski pritisak drugih
organizama. Slian eksperiment prezivljavanja u rijecnoj vodi proveden je s bakterijom E.
coli (Flint, 1987.). Koristena je realna netretirana i autoklavirana rije¢na voda, te rije¢na voda
filtrirana kroz razliite filtre za eliminaciju suspendiranih Cestica, prazivotinja i bakterija.
Prezivljavanje E. coli bilo je najduze u autoklaviranoj vodi (260 dana), u filtriranoj od 20 do
70 dana, dok je u netretiranoj vodi prezivljavanje bilo do 15 dana. Prezivljavanje je takoder
bilo ovisno o temperaturi, te je brojnost bakterija bila veca pri 4 °C 1 15 °C, nego 37 °C, §to
odgovara stvarnim uvjetima u okolisu (Flint, 1987.). S druge strane, prezivljavanje bakterije
Salmonella sp. u rije¢noj vodi bilo je bolje u netretiranoj nego autoklaviranoj vodi, §to autori
objaSnjavaju malom koncentracijom predatora u vodi, budu¢i da je uzorak vode uzet u kasnu
jesen (Santo Domingo i sur., 2002.). Sude¢i prema prethodnim eksperimentima (Flint, 1987.;
Santo Domingo i sur., 2002.) pretpostavlja se da je prezivljavanje A. baumannii u realnoj,
nesterilnoj vodi krace, no to ne mora biti slucaj. Predacijski i kompeticijski pritisak nije
tijekom cijele sezone isti, §to bitno utjeCe na prezivljavanje bakterija. Iz ovih eksperimenata

dobiven je znacajan podatak da A. baumannii moze prezivjeti izvjesno vrijeme u morskoj i
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rije€noj vodi. Dugoro¢no prezivljavanje ovog patogena moze biti uzrok sporadicnih

izvanbolnickih infekcija, $to predstavlja javnozdravstveni rizik.

6.1.4 Prezivljavanje u tlu

Bakterija A. baumannii u tlo moze dospjeti infiltracijom otpadne vode ili procijedim
vodama na mjestima ilegalno odbacenog ljudskog otpada (Hrenovi¢ i sur., 2014., 2017.).
Bakterije se u tlu suocavaju s brojnim izazovima. Najvazniji ekoloski ¢imbenici koji uvjetuju
prezivljavanje bakterija u tlu su vlaZznost, dostupnost kisika, temperatura, pH, nutrijenti,
poljoprivredna obrada tla, doba godine i dubina tla na kojoj se bakterije nalaze (Alexander,
1977.). Jedan od ogranicavaju¢ih ekoloskih c¢imbenika u tlu za prezivljavanje
mikroorganizama je dostupnost vode. Gravitacija povlaci vodu prema dolje (slobodna ili
gravitacijska voda), koja se zadrZzava u porama tla. Sva voda u tlu nije bioloski dostupna. Dio
vode zadrzava se u porama unato¢ gravitaciji, §to je rezultat privlacnih sila izmedu Cestica tla
i vode. Da bi mogle koristiti tu vodu, mikroorganizmi moraju nadvladati spomenute privlacne
sile. Vlaznost u tlu direktno je povezana s dostupnosti kisika. U slucaju obilnih oborina, pore
u tlu inace ispunjene zrakom, pune se vodom ograniavaju¢i izmjenu plinova. Aerobni
organizmi respiracijom potrose sav kisik, Sto rezultira kratkoro¢nim povecanjem obligatnih
aeroba, te se dalje nastavlja povecanjem fakultativnih i obligatnih anaerobnih bakterija u tlu
(Alexander, 1977). U trenucima smanjene koncentracije kisika u tlu zbog prezasic¢enosti
vodom, A. baumannii bi mogao uspjesno prezivjeti Sto je dokazano prethodnim

eksperimentom u sklopu ove doktorske disertacije.

U ovom istraZivanju najvazniji ekoloski ¢imbenici koji uvjetuju preZivljavanje A.
baumannii u tlu su vlaznost i pH. Prisutnost nativnih heterotrofnih bakterija prilagodenih na

razli¢ite uvjete u tlu ne utjeCe na prezivljavanje A. baumannii u ovom eksperimentu.

Bakterija A. baumannii uspjesno je prezivjela 150 dana u sterilnom i svjeZzem
nesterilnom alkalnom crvenom paleotlu. UmnaZzanje u alkalnom tlu vjerojatno je rezultat
prisutnosti organskog ugljika (0,215 %). A. baumannii normalno prezivljava pri vlaznosti tla
od 32 do 16 %. Prema modelu nelinearne polinomne regresije, optimalna vlaznost za
prezivljavanje A. baumannii u sterilnom i svjezem nesterilnom tlu je oko 25 %. Pad vlaznosti
od 16 do 5 % uzrokuje smanjenje brojnosti (redukcija 3,6 £ 0,5 log CFU/g). Ispod 5 %
vlaznosti, brojnost A. baumannii odrzavala se oko 3,3 + 0,2 log CFU/g do 150 dana. Male
prozirne kolonije pojavile su se kao odgovor na smanjenu vlaZznost u tlu. PreZivljavanje A.

baumannii u potpuno suhom tlu (<1 % vlaznosti) vjerojatno je posljedica tvorbe biofilma na
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Cesticama tla. Razlika u prezivljavanju A. baumannii u svjezoj (8 dana) i sterilnoj (15 dana)
Terra Rossi vjerojatno je posljedica razlike u vlaznosti tla na kraju monitoringa (6 u sterilnoj i
20 % u nesterilnoj Terra Rossi). Sa smanjenjem vlaznosti tla ispod 16 %, brojnost vijabilnih
A. baumannii pada.

Prema literaturi, bakterija A. baumannii prezivijela je na suhim staklenim povrSinama
36 dana pri relativnoj vlaznosti zraka od 31 % (Espinal i sur., 2012.), te na suhim celuloznim
filterima 30 dana pri relativnoj vlaznosti zraka 21-27 % (Bravo i sur., 2016.). U ovom
istrazivanju, pri sliénom rasponu vlaznosti bakterija A. baumannii takoder je neometano
prezivljavala u alkalnom tlu, dok se u slabo kiseloj Terra Rossi i snazno kiselom zeleno-sivom
paleotlu pri jo$ uvijek visokim vrijednostima vlaznosti dogodio drasti¢an pad vijabilnih A.
baumannii. Rezultati ukazuju na to da je vrijednost pH tla najvazniji okolisni faktor koji
utjeCe na prezivljavanje A. baumannii u tlima. Ti rezultati u skladu su s rezultatim
eksperimenata provedenim u sklopu ove doktorske disertacije u kojem se pratilo
prezivljavanje A. baumannii u vodenom mediju razlicite vrijednosti pH. U vodenim medijima
neutralnog do lagano alkalnog pH (6,9 - 8,1), bakterija A. baumannii prezivjela je 5 mjeseci,
dok je pri pH 2 prezivjela do 3 sata. U alkalnom tlu (pH=8,43) prezivljavanje je takoder bilo 5

mjeseci, dok je u kiselom tlu prezivljavanje bilo do 1 sat.

Prosireno-rezistentni okolisni izolat EF8 i klini¢ki izolat OB4138, kao i sveopée
rezistentan izolat EF7, pokazali su sli¢no prezivljavanje u tlu. Rezultati upucuju na to da
profil antibiotske rezistencije i porijeklo izolata nisi bitni za prezivljavanje A. baumannii u tlu.
A. baumannii ne pokazuje znacajnu korelaciju s nativnim heterotrofnim bakterijama u
svjezem tlu Sto znaci da nativne bakterije iz tla nece pridonijeti uklanjanju A. baumannii iz
sustava. Nasuprot tome, zakiseljavanje tla ¢ini se kao obecavaju¢a metoda za bioremedijaciju

tla kontaminiranog s A. baumannii.

U vlaZznom nativnom crvenom paleotlu pri istim uvjetima kultivacije (42 °C/24 h,
CHROMAgar Acinetobacter, CR102 dodatak), prisutnost A. baumannii zabiljezena je
znacajno krace (26 dana) nego u suhom tlu (150 dana). Naime, nakon $to se temperatura
kultivacije smanjila na 36 °C, bakterije su zabiljezene do 50 dana pracenja na istoj podlozi.
Isti postupak kultivacije ponovljen je na podlozi CHROMAGgar Acinetobacter s dodatkom 15
mg/L antibiotika cefsulodina umjesto CR102 dodatka, te je zabiljezena ista pojava gubitka
sposobnosti rasta na podlozi s antibiotikom. Ova pojava mogla bi se okarakterizirati kao
gubitak termotolerancije u prisutnosti karbapenema, ali i drugih antibiotika. Visoka

koncentracija zeljeza u crvenom paleotlu (Fe;O3 6,16 wt %) vjerojatno je rezultirala dodatnim
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stresom na bakterije. Odredeni MIK Fe u izvorskoj vodi je 500 mg/L $to je puno nize od
koncentracije Fe u tlu (43084 mg Fe/kg tla). Uz prisutnost vode, zeljezo potencijalno moze
uzrokovati oksidativni stres putem Fentonove reakcije u kojoj Fe reagira s vodikovim
peroksidom te se stvaraju velike koliCine reaktivnog hidroksilnog iona, koji oStecuju stanice
(Touati, 2000.). Medutim, radi se o priviemenom gubitku termotolerancije i rezistencije na
antibiotike jer su bakterije kultivirane na 36 °C nakon precjepljivanja, odnosno faze oporavka,
ponovno rasle na podlozi s antibiotikom pri 42 °C. Sli¢nu pojavu gubitka i ponovnog
povratka antibiotske rezistencije zabiljezili su Griffiths i sur. (1990.) u bakterije E. coli nakon
izlaganja uvjetima gladovanja. Da bi se otkrio toCan mehanizam posrijedi ove pojave
privremenog izostanka rasta na viSoj temperaturi i rezistencije na antibiotike potrebno je

provesti daljnja istrazivanja.

6.2 Utjecaj bioti¢kih ¢imbenika na preZivljavanje A. baumannii

Klini¢ki znacajni izolati A. baumannii pronadeni su u razli¢itim vodenim okoli§ima
poput otpadnih voda i rijeka gdje uspjesno prezivljavaju razli¢ite abioticke uvjete. Medutim,
utjecaj biotickih uvjeta na prezivljavanja A. baumannii u okolisu slabo je istrazen. U otpadnim
vodama A. baumannii dolazi u kontakt s uobi¢ajenim fekalnim bakterijama poput E. coli i E.
faecium, Cija prisutnost, prema rezultatima ovog istrazivanja, ne ometa prezivljavanje A.
baumannii, $to potencijalno predstavlja javnozdravstveni problem. A. baumannii i E. coli
imali su slicno ponasanje u eksperimentu u oba testirana medija (SW 1 DNB), dok se E.
faecium u DNB drugacije ponaSao vjerojatno zbog sporijeg umnaZanja u odnosu na A.
baumannii. Crijevni enterokoki uspjeSno prezivljavaju u slatkovodnim i morskim
ekosustavima, no njihovo umnaZzanje u tim okoli§ima nije zabiljezeno (Gilmore i sur., 2014.).
U ovom istrazivanju zabiljezeno je umnazanje E. faecium u vodi bogatoj nutrijentima sa i bez
prisutnosti A. baumannii. Nije bilo razlike u prezivljavanju sveopcée-rezistentnog (EF7),
prosireno-rezistentnog (OB4138) i osjetljivog (EF11) izolata A. baumannii. Svi izolati su
pokazali slino ponaSanje sugerirajuci na to da profil antibiotske osjetljivosti bez prisutnosti
antibiotika nije znacajan u kompetitivnim interakcijama s drugim bakterijama, te da se

klini¢ki izolati A. baumannii ponasaju isto kao i okoli$ni.

U literaturi postoji vrlo malo podataka o interakciji A. baumannii s drugim
mikroorganizmima. Lastoria i sur. (2014.) analizirali su bakterije uzro¢nike bolnickih
krvozilnih infekcija u Brazilu izmedu 2005. i 2010. godine. Ucestalost infekcija uzrokovanih s
A. baumannii bila je negativno korelirana s ucestalosti infekcija uzrokovanih s bakterijom S.

aureus i Enterobacter spp. Autori su zakljucili da su interakcije medu patogenima vazan
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¢imbenik koji utjece na epidemije u bolnicama, te da mjere za kontrolu infekcija trebaju uzeti
te interakcije u obzir. Prema nedavnim istrazivanjima (Carruthers i sur., 2013.; Repizo i sur.,
2015.) neki sojevi A. baumannii koristeci sekrecijski sustav tipa VI mogu nadvladati E. coli.

Medutim, u ovom istrazivanju nijedan izolat A. baumannii nije potisnuo E. coli.

U slatkovodnim ekosustavima kolnjaci kao ubikvitarni bakterivorni organizmi utje¢u
na brojnost bakterija (Fiatkowska i Pajdak-Stos 2004.; Kocerba-Soroka i sur., 2013.). U vodi
siromas$noj nutijentima kolnjaci su u potpunosti uklonili A. baumannii i E. coli, dok su
bakterije u vodi bogatoj nutijentima opstale 50 dana. U vodi siromas$noj nutrijentima,
odsutnost organske tvari sprje¢ava umnazanje bakterija te u kombinaciji s grazingom kolnjaka
utjeCe na potpuno nestajanje bakterija iz mikrokozmosa. U vodi bogatoj nutrijentima,
bakterije su se umnazale unato¢ grazingu kolnjaka, $to je rezultiralo generalno nizim stopama
uklanjanja. Prema rezultatima ovog istrazivanja, kolnjaci nemaju znacajnu preferenciju prema
pokretnim (E. coli) ili nepokretnim (A. baumannii, E. faecium), kao ni gram pozitivnim (E.
faecium) niti gram negativnim bakterijama (A. baumannii, E. coli). Sporije umnazanje
bakterija kao $to je E. faecium rezultira ve¢im stopama uklanjanja. Rezultati upucuju na to da
tip vodenog medija zajedno s grazingom kolnjaka utjeCe na brojnost vijabilnih bakterija u
vodi. Kolnjaci su uspjeli ukloniti 5,5 + 1,3 log CFU/mL A. baumannii u vodi siromasnoj
nutrijentima te 3,5 + 1,7 u vodi bogatoj nutrijentima. Grazing kolnjaka mogao bi pruziti novu
perspektivu u uklanjanju patogenih bakterija iz nutrijentima siromasne vode kao §to je pitka

voda, te nutrijentima bogate otpadne vode.

Cateau i sur. (2011.) zabiljezili su interakciju A. baumannii sa slobodno Zivuéim
bakterivornim amebama, koje obitavaju u vodovodnoj vodi i bazenima. A. baumannii se
uspjesno umnazao i prezivljavao unutarstani¢no u amebama Acanthamoeba castellanii i A.
culbertsoni. Slobodno zivuée amebe $tite unutarstanic¢ne bakterije od nepovoljnih okolisnih
uvjeta pospjesujuci njihovo prezivljavanje i Sirenje (Cateau i sur., 2014.). U ovom istrazivanju
nije zabiljeZzeno prezivljavanje A. baumannii unutar kolnjaka A. vaga. Naime, cijeli sadrzaj
epruvete iz mikrokozmosa 1 nakon 50 dana kontakta je vorteksiran, filtriran i inokuliran na
selektivni medij. Kolonije A. baumannii nisu zabiljezene, premda su kolnjaci bili prisutni u
mikrokozmosu. Kolnjak A. vaga je obecavajuci agens za uklanjanje A. baumannii iz raznih

vodenih okolisa.
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6.3 Kolonizacijski potencijal A. baumannii

U prijasnjim istrazivanjima, potencijal A. baumannii da inficira ribe istrazivan je na
nacin da se bakterijska suspenzija direktno injektira u ribu (Xia i sur., 2008.; Rauta i sur.,
2011; Behera i sur., 2017.). Medutim, ovakva istrazivanja nisu primjenjiva u okolisnim
uvjetima. U ovom eksperimentu okoli$ni uvjeti su simulirani u laboratoriju u zatvorenom
sustavu. Kolonizacija ribe prethodi infekciji, te predstavlja potencijalan nacin Sirenja patogena
s riba na ljude. Uzrok sporadi¢nih izvanbolni¢kih infekcija ljudi (Dexter i sur., 2015.) s A.
baumannii nije definiran do danas. Ljudi mogu do¢i u kontakt s inficiranim ili koloniziranim

ribama prilikom ¢i$¢enja akvarija ili konzumacije, $to moze biti potencijalan izvor infekcija.

Bakterija A. baumannii se ne umnaza u izvorskoj vodi, zbog nedostatka nutrijenata.
Medutim, u eksperimentima u sklopu ove doktorske disertacije, dokazano je uspje$no
prezivljavanje A. baumannii u izvorskoj vodi tijekom 150 dana pracenja. U ispitivanom
zatvorenom sustavu s izvorskom vodom, A. baumannii se umnazao tijekom prvog dana
praéenja. S vremenom, ribe metaboliziraju hranu i izlu¢uju metabolicke produkte, koji su
izvor nutrijenata za A. baumannii i druge heterotrofne bakterije, Ciji se broj povecao.
Povecanje broja A. baumannii tijekom jednog dana moze se objasniti odsutno$¢u kompeticije
s drugim bakterijama, koje su bile prisutne u vrlo malom broju u izvorskoj vodi na pocetku
eksperimenta te unosom nutrijenata u sustav zbog ribljih izlu¢evina. Heterotrofne bakterije su
s vremenom prerasle A. baumannii. Nakon 24 h izlaganja, A. baumannii je uspio kolonizirati
ribu P. reticulata. Medutim, nakon 12 dana kontakta, intenzitet kolonizacije se smanjio zbog
umazanja heterotrofnih bakterija. Kolonizacijski potencijal ovisan je o koncentraciji bakterija
u vodi. Sto je veéa koncentracija A. baumannii u vodi, veéi je i kolonizacijski potencijal.
Tijekom eksperimenta, ribe nisu uginule, niti su primijeceni znakovi infekcije (lezije na kozi,

promjene na Skrgama).

U ranijim istrazivanjima izdvojen je jedan okoli$ni izolat A. baumannii iz rijeke Sene
nizvodno od Pariza (Girlich i sur., 2010.) i 4 izolata iz rijeke Save nizvodno od Zagreba
(Seruga Musié i sur., 2017.). Koncentracija A. baumannii u rije¢noj vodi bila je manja od 10
CFU/mL, $to odgovara koncentraciji A. baumannii iz sustava 1 ovog eksperimenta. Pri
spomenutoj najmanjoj testiranoj koncentraciji, nije bilo kolonizacije P. reticulata s A.
baumannii, §to upucuje na niski kolonizacijski potencijal. Ribe su kolonizirane nakon jednog
dana kontakta s koncentracijom A. baumannii u vodi iznad 3,1 log CFU/mL (10° CFU/mL),
$to je ekstremno velika koncentracija za prirodni okoli§. Infektivna doza A. baumannii je 10°

CFU/mL, kada se injektira intraperiotnealno u slatkovodne ribe (Behera i sur., 2017.). Visoke
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doze bakterija potrebne za kolonizaciju i1 infekciju riba upucuju na to da ribe imaju u¢inkovitu
antimikrobnu obranu. Integument i lucenje sluzi su u veéini slucajeva dovoljni za zastitu riba
od bakterija prisutnih u vodi. Krvna plazma i gastrointestinalni trakt dodatno sadrze brojne
antimikrobne faktore (Ellis, 2001.). Medutim, ako je integument oStecen, bakterije mogu uci u
organizam. S obzirom da je A. baumannii oportunisticki patogen, ribe imaju ve¢u Sansu da
budu inficirane ako su ozlijedene ili ako im je kompromitiran imunoloski sustav uslijed
brojnih stresnih faktora poput naglih promjena temperature i saliniteta, prisutnosti parazita,

zagadenja ili prenatrpanosti u spremnicima (Bly i sur., 1997.).

Visoka koncentracija A. baumannii u okolisu moze se o¢ekivati u zatvorenim vodenim
tijelima pod utjecajem ljudskog otpada i kanalizacijske vode. U tim slu¢ajevima postoji veca
Sansa za kolonizaciju i infekciju riba. Da bi se sprijecilo Sirenje A. baumannii na ribljim
farmama, one moraju biti na sigurnoj udaljenosti od utoka kanalizacijske vode. Nadalje, vecu
paznju treba posvetiti pravilnom rukovanju ribom i ¢iS€enju ribolovnog alata kako bi se

sprijecilo Sirenje, ne samo A. baumannii, nego i drugih patogena.

6.4 Faktori virulencije

Svi testirani izolati A. baumannii pokazali su ekspresiju faktora virulencije S$to
doprinosi patogenezi i prezivljavanju u bolnickom 1 izvanbolnickom okoliSu. Sposobnost
tvorbe biofilma 1 pelikule te povrSinska pokretljivost rojenjem 1 trzanjem okoliSnih izolata A.
baumannii usporediva je s klinickim izolatima iz literature (Antunes i sur., 2011.; Eijkelkamp
i sur., 2011a.; Espinal i sur., 2012.; Marti i sur., 2011.; Nait Chabane i sur., 2014.).

Hidrofobne bakterije tvore snazniji biofilm 1 pelikulu kao zastitu od vodenog medija
na Sto ukazuje pozitivna korelacija hidrofobnosti s tvorbom biofilma i pelikule (Kempf i sur.,
2012b.; Nait Chabane i sur., 2014.). Tvorba biofilma na polipropilenu i pelikule dva su
medusobno povezana svojstva. Izolati osjetljivi na testirane antibiotike stvarali su snazniji
biofilm i pelikulu u odnosu na rezistentne izolate, $to je u suglasnosti s podacima iz literature
za klinicke izolate A. baumannii (Kaliterna i sur., 2015.; Perez, 2015.; Qi i sur., 2016.).
Biofilm §titi osjetljive izolate od Stetnog ucinka antibiotika, dok rezistentni izolati posjeduju
druge mehanizme za zastitu od antibiotika i nemaju potrebu stvarati snazan biofilm. Nadalje,
samo dva izolata A. baumannii pokazuju izrazitu hrapavost kolonija (EF11 i IN58). Oba
izolata su senzitivna na sve testirane antibiotike te tvore snazan biofilm. Hrapavost kolonija
potencijalno je svojstvo senzitivnih izolata sa snaznom tvorbom biofilma na polipropilenu, no

potrebno je analizirati ve¢i broj uzoraka da bi se ova pretpostavka potvrdila.
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Vecina ispitanih izolata pokazala je dobru sposobnost povrSinske pokretljivosti
rojenjem i trzanjem. Rojenje i trzanje su dva neovisna fenotipska svojstva koja se medusobno
iskljucuju (Eijkelkamp i sur., 2011.a). U literaturi je povrSinska pokretljivost trzanjem
povezana s klini¢kim izolatima A. baumannii koji tvore snazan biofilm (Eijkelkamp i sur.,
2011a.). Medutim, u ovom istrazivanju nije bilo znacajne korelacije izmedu tvorbe biofilma i
pokretljivosti trzanjem. Sposobnost izolata da tvori biofilm ovisna je i 0 njegovu porijeklu.
Izolati A. baumannii iz sputuma tvore snazniji biofilm, dok su izolati iz krvi pokretniji
(Vijayakumar i sur., 2016.). Kaliterna i sur. (2015.) dokazali su snazniju tvorbu biofilma u
izolata izdvojenih iz respiratornog sustava i rana nego izolata iz krvi i urina. PovrSinska
pokretljivost ne korelira s nijednim drugim ispitivanim parametrom, te se kod okoliSnih

izolata A. baumannii smatra da je ovisna o soju.

Dodatak 1 % NZ u hranjivi medij znacajno je smanjio tvorbu biofilma i pokretljivost
trzanjem. Dodatak 10 % NZ dodatno je inhibirao spomenute faktore virulencije. Utjecaj NZ
najocitiji je u eksperimentima s tvorbom biofilma i pokretljivosti trzanjem jer su bakterije u
direktnom kontaktu s ¢esticama NZ na koje su se imobilizirale. U eksperimentima s tvorbom
pelikule 1 pokretljivosti rojenjem, Cestice NZ su se istalozile na dno epruvete ili petrijeve
zdjelice, te nisu bile u direktnom kontaktu s bakterijama, $to objasnjava zanemarujuci utjecaj
NZ na redukciju tvorbe pelikule i pokretljivosti rojenjem. Udio klinoptilolita u NZ bio je
relativno nizak (50-55%). No, udio klinoptilolita u NZ nije glavni faktor koji utjeCe na
imobilizaciju bakterija (Hrenovi¢ i sur., 2009.). Druga vrsta roda Acinetobacter, A. junii,
uspjesno se imobilizirala na isti NZ veli¢ine Cestica 0,122 — 0,263 mm u velikom broju (1,27
x 10* CFU/g (Hrenovié i sur., 2011.). Imobilizacija na manje &estice (<0,122 mm) vjerojatno
je veca jer se broj imobiliziranih bakterija povecava sa smanjenjem veli¢ine Cestica (Hrenovi¢
i sur.,, 2005.). Imobilizacija A. baumannii u eksperimentima s tvorbom biofilma i
pokretljivosti trzanjem na Cestice NZ potvrdena je mikroskopski, no nije kvantificirana.
Stanice A. baumannii ¢e se radije pri¢vrstiti na nepravilnu i grubu povrSinu Cestice NZ, nego
li na glatku povrSinu epruvete i petrijeve zdjelice koje su gradene od polipropilena i
polistirena. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da je NZ obecavaju¢i materijal za
inhibiciju faktora virulencije klinicki znacajne bakterije A. baumannii. Potencijalna primjena
NZ mogla bi biti u proizvodima za ¢iS¢enje u kojima bi se stanice A. baumannii imobilizirale

na Cestice NZ i na taj nacin lako uklonile iz kontaminiranog okolisa.
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7 Zakljudak

1. Bakterija A. baumannii ima sposobnost prezivljavanja pri razli¢itim temperaturama i
vrijednostima pH u vodenom mediju. Optimalni uvjeti za dugoro¢no prezivljavanje A.
baumannii su temperature izmedu 4 i 22 °C te neutralan pH Sto je preduvjet za
opstanak u okoliSu. Dugoro¢no prezivljavanje (150 dana) pri sobnoj temperaturi i
rashladnim jedinicama znacajno je u bolnicama gdje se dogadaju povremene
epidemije ove bakterije.

2. Bakterija A. baumannii preferira vodeni medij bogat nutrijentima u kojem se umnaza.
Medutim, dostupnost nutrijenata u vodi ne utjeCe znafajno na dugorocno
prezivljavanje.

3. Bakterija A. baumannii uspje$no je prezivjela izlaganje razli¢itim koncentracijama
otopljenog kisika kroz 50 dana pracenja (aerirani, intermedijarni, anaerobni uvjeti). U
anaerobnim uvjetima zabiljeZzene su dormantne stanice kao potencijalni odgovor A.
baumannii na nepovoljne uvjete.

4. U uvjetima ekstremnih temperatura, vrijednosti pH, nedostatka kisika 1 isuSivanja, A.
baumannii stvara male prozirne kolonije uz uobicajene krupne mlijecne kolonije kao
potencijalni mehanizam prezivljavanja nepovoljnih okoli$nih uvjeta.

5. Multiplo-rezistentni, proSireno-rezistentni i sveopce-rezistentni izolati A. baumannii
bolje preZivljavaju u uvjetima gladovanja od izolata osjetljivih na sve testirane
antibiotike.

6. Rijeke i more u koje se ispusta otpadna voda mogu biti potencijalan rezervoar klinic¢ki
znaCajnih A. baumannii, na $to upucuje uspje$no prezivljavanje A. baumannii u
autoklaviranoj rije¢noj i morskoj vodi.

7. Prezivljavanje A. baumannii u tlu ovisno je o vrijednosti pH i vlaznosti tla. U pH
neutralnim i blago alkalnim tlima, pad vlaznosti tla ispod 16 % uzrokuje smanjenje
brojnosti A. baumannii za 4 log CFU. Medutim, u susnim uvjetima kada je vlaznost tla
ispod 1 %, brojnost A. baumannii ¢e i dalje biti visoka (3 log CFU/g). U kiselim tlima
najkrace je prezivljavanje A. baumannii (do 1h), dok je u suhom alkalnom tlu znatno
duze (150 dana). Nativne heterotrofne bakterije ne utjeCu na prezivljavanje A.

baumannii u tlu.
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

U vlaznom nesterilnom crvenom paleotlu A. baumannii privremeno gubi sposobnost
termotolerancije uz simultani gubitak rezistencije na antibiotike. Potencijalni uzrok
ove pojave je oksidativni stres uzrokovan visokom koncentracijom zeljeza u tlu.
Uobicajene fekalne bakterije E. coli i E. faecium ne utjeCu znacajno na prezivljavanje
A. baumannii u vodenom mediju. Profil antibiotske rezistencije i porijeklo izolata A.
baumannii takoder ne utjece na bioti¢ke interakcije s drugim mikroorganizmima.
Kolnjaci su uspjesno uklonili 5,5 + 1,3 log CFU/mL A. baumannii iz vode siromasne
nutrijentima te 3,5 + 1,7 log CFU/mL iz vode bogate nutrijentima. U postrojenjima za
obradu otpadnih voda i pitke vode, predacijom kolnjaka moguce je uklanjanje
patogena poput A. baumannii iz vode.

Kolonizacija riba s A. baumannii ovisna je o koncentraciji A. baumannii u vodi. Niska
koncentracija (< 10 CFU/mL) A. baumannii u prirodnim vodama zajedno s ribljim
imunitetom rezultira niskim potencijalom A. baumannii da kolonizira ribe. Rezultati
upucuju na to da su slatkovodne ribe u prirodnom okoliSu vjerojatno slabi vektori za
Sirenje bolnickih patogena. S druge strane, u zatvorenim sustavima gdje postoji
konstantan dotok kontaminirane vode, ako koncentracija A. baumannii dostize visoke
vrijednosti (iznad 3 log CFU/mL), moze doc¢i do kolonizacije riba i javnozdravstvene
opasnosti.

Okolisni izolati A. baumannii posjeduju iste faktore virulencije kao klinicki izolati, §to
potvrduje pretpostavku da su okoli$ni izolati ustvari klinickog porijektla. lzolati
osjetljivi na antibiotike tvore snazniji biofilm i pelikulu od MDR izolata. Hidrofobnost
je vazno svojstvo stanice koje odreduje tvorbu biofilma 1 pelikule, dok je povrSinska
pokretljivost stanica ovisna o soju bakterije.

Dodatak 1 % NZ u hranjivi medij uspjesno je inhibirao tvorbu biofilma i povrSinsku
pokretljivost trzanjem zbog imobilizacije bakterijskih stanica na Cestice NZ. NZ je
obecavajuci materijal za kontrolu A. baumannii.

Uspjesno prezivljavanje A. baumannii u okoliSu moze se takoder smatrati faktorom

virulencije.
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Svjetlana Deki¢ rodena je 08. studenog 1989. godine u Sisku. Na Bioloskom odsjeku
Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveudilista u Zagrebu zavrSava 2011. godine
Preddiplomski sveucilisni studij i 2013. godine Diplomski sveucili$ni studij znanosti o
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kongresno priopéenje. Mati¢ni broj znanstvenika je 358072 (https://bib.irb.hr/lista-
radova?autor=358072). Broj citata prema bazi Web of Science iznosi 17, prema bazi Scopus
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10 Prilozi

Prilog 1. Popis koriStenih izolata A. baumannii. CUPOVZ — Centralni uredaj za proc¢is¢avanje

otpadnih voda grada Zagreba.

Izolat | Datum izolacije Porijeklo Hidrofobnost Pelikula Morfolqgua
(%) kolonija
D10 23.9.2015. 0.0 1 glatko
D11 14.10.2015. 46.4 1 glatko
D12 14.10.2015. Digestirani mulj 48.6 1 glatko
D13 18.11.2015. CUPOVZ 0.0 1 glatko
D16 26.1.2016. 67.4 1 glatko
D17 10.2.2016 0.0 2 glatko
EF7 09.9.2015. 0.0 1 glatko
EF8 23.9.2015. | . 0.0 1 glatko
EF1l | 18112015, | 2 e, tre“:ja”a 733 2 hrapavo
EF13 02.12.2015. 0 gﬁggl’;’z a 0.0 1 glatko
EF22 26.1.2016. 0.0 1 glatko
EF23 26.1.2016. 0.0 1 glatko
IN31 23.9.2015. 97.1 1 glatko
IN34 23.9.2015. I 0.7 1 glatko
IN36 23.9.2015. nelir:tzirrlgﬁa 2.0 1 glatko
IN39 28.10.2015. otpadna voda 30 1 glatko
IN41 04.11.2015. CUPOVZ 0.0 0 glatko
IN47 18.11.2015. 0.0 1 glatko
IN58 26.1.2016. 92.8 2 hrapavo
S5 23.9.2015. 2.5 1 glatko
S6 04.11.2015. 78.0 1 glatko
S9 26.1.2016. Aktivni mulj 70.3 2 glatko
S10 10.2.2016. CUPOVZ 1.7 1 glatko
S11 10.2.2016. 0.0 1 glatko
S15 23.3.2016. 78.8 1 glatko
Aspirat bronha,
OB4138 | 02102015, | SPecijalnabolnica 10.0 1 glatko
za pluéne bolesti
Zagreb
rijeka Sava
SAVA4 11.10.2015. nizvodno od 2.0 1 glatko
Zagreba
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Prilog 2. Odredivanje vlaznosti i pH tla
Vlaznost tla

e lzvagati masu prazne petrijeve zdjelice bez poklopca (mp)

e lzvagati masu petrijeve zdjelice s oko 10 g tla (Myt+p)

e SuSenje u suhom sterilizatoru u polu pokrivenoj petrijevoj zdjelici na 105 °C/2 h
e Ohladiti u eksikatoru

e lzvagati petrijevu zdjelicu sa suhim tlom (Mst+p)

e IzraCunati masu vlaznog tla (my), masu suhog tla (ms) i vlaznost tla (%)

Myt = Myprp — My
Mgt = Mgryp — My

My — M
Vlaznost tla (%) = (vtm—St)x 100

vt

pH tla

e Mijeriti pH elektrodom nakon suspenzije tla u destiliranoj vodi u omjeru 1:2,5.

Npr. 1gtlau 2,5 mL ili 4 g tlau 10 mL destilirane vode.
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Prilog 3. Bojenje po Gramu
Izrada preparata:

e Oznaciti bruseni dio predmetnog stakla grafitnom olovkom

e Odmastiti predmetno staklo provlacenjem kroz plamen

e Bakterijskom uSicom nanijeti nekoliko kapi vodovodne vode na sredinu predmetnog
stakla

e Razmutiti biomasu u vodi i razmazati po cijeloj povrsini predmetnog stakla

e Pricekati da se preparat osusi na zraku

e Fiksirati preparat provlacenjem kroz plamen 4 x
Postupak bojenja:

e Kiristal violet 3-5 min

e Lugol 1-2 min

e Isprati s 96 %-tnim etanolom
e Isprati s vodom

e Karbol fuksin 0,5-1 min

Koristeni reagensi za metodu bojenja po Gramu

Reagens Sastav

Kristal violet Otopina A
Kristal violet 29
Etanol 96 % 20 mL
Otopina B
Amonij-oksalat 08¢
Destilirana voda 80 mL
PomijeSati otopine A 1 B

Lugol Jod 1g
Kalij-jodid 29
Destilirana voda 300 mL

Karbol fuksin Otopina A
Bazi¢ni fuksin 0,39
Etanol 96 % 10 mL
Otopina B
Fenol 590
Destilirana voda 95 mL
PomijeSati otopine A 1 B
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Prilog 4. Bojenje izvanstani¢nih polimernih tvari s Alcian blue

e lzraditi preparat kao u prethodnom bojenju
e Alcian blue 2 min

e |Isprati s vodom

e Karbol fuksin 20 s

e Isprati s vodom

Alcian blue priprema:

Rastopiti 0,1 g Alcian blue u 10 mL 96 %-tnog etanola, dodati 90 mL destilirane vode.
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Prilog 5. Minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika i profil antibiotske rezistencije za izolate A. baumannii.

Izolat MEM IMI CIP LVX TOB | GEN | AMK | MIN | SAM TIM SXT CST | Profil rezistencije
D10 05S <025S|<025S|<0.12S| <1S | <1S <2S <1S | <28 <8S <20S | <058 S
D11 >16R | >16R >4 R 4R <1S | <18 32R <18 161 |>128R | <20S | <0.5S MDR
D12 >16 R | >16R >4R 4R <1S | <18 161 <18 161 |>128R | <20S | <0.5S MDR
D13 <0.25S <0258 (|<025S(<0.12S| 1S | <18 <28 <1S | €28 <8S <20S | <05S S
D16 <0.25S [ <0258 (| <025S(1<0.12S| 1S | <18 <28 <1S | <28 <8S <20S | <058 S
D17 >16R | >16R >4 R >8R |>16R|>16R | >64 R 81 161 | >128 R |>320R | <0.58S XDR
EF7 >16 R >16 R >4R >8R |>16R|[>16R | >64R 81 >32R | >128R | >320R | 20R PDR
EF8 >16R | >16R >4 R >8R |>16R | >16R 8S >16R|>32R | >128R | <20S | <05S XDR
EF11 | <025S[<025S(<025S|<0.12S| <1IS | <18 <28 <1S | <28 <8S <20S | <05S S
EF13 >16R | >16R >4 R >8R |>16R | >16R | 264R |>16R |>32R | >128R | <20S | <0.5S XDR
EF22 >16R | >16R >4 R 4R 8R 2S 8R 2S 161 | >128R | >320R | <0.5S XDR
EF23 >16 R | >16R >4 R >8R |>16R| 4S 16 R 4S 161 | >128 R | >320R | <058 XDR
IN31 <0255 |<025S|<0255|<012S| <1S | <1S <2S <1S <2S <8S <20S | <05S S
IN34 >16 R >16 R >4R >8R |>16R|>16R | >64R |>16R |>32R | >128R| <20S | <0.5S XDR
IN36 <0255 <0255 (<0255 |<012S| <1S | <1S <2S <1S | <28 <8S <20S | <05S S
IN39 >16 R | >16R >4 R 4R <I1S 4S <28 <1S | <2S [>128R 801 <0.5S MDR
IN41 >16R | >16R >4 R >8R <1S | €£1S | 264R 81 >32R | >128R | >320R | <0.5S XDR
IN47 >16 R | >16R >4 R >8R |>16R| 8R >64 R 81 161 | >128 R | >320R | <0.5S XDR
INS8 | <0.25S [<025S[<025S|<0.12S| <1S | <18 <28 <1S | <28 <8S <20S | <058 S
S5 >16R >16R >4R >8R |[>16R|>16R| >64R |>16R [>32R | >128R | <20S | <0.5S XDR
S6 <0258 [ <025S|<025S [ <0.12S| <1S | <1S <28 <1S | <28 <8S <20S | <058 S
S9 <0.25S <0258 [|<025S(<0.12S| <1S | <18 <28 <1S | <28 <8S <20S | <05S S
S10 >16R | >16R >4R >8R |>16R|>16R | >64R 81 161 | >128R | >320R | <058 XDR
S11 >16 R | >16R >4 R >8R 45 >16 R | >64R 81 161 | >128R | >320R | <058 XDR
S15 <0.25S <0258 (|<025S(<0.12S| 1S | <18 <28 <1S | <28 <8S <20S | <05S S
OB4138 | >16 R | >16R >4R 8R >16R|[>16R | >64R | >16R | 161 128 R <20S | <058 XDR
SAVA4 | >16R | >16R >4R >8R <1S 8R 16 1 81 8S >128R [ >320R | <0.5S XDR
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