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1. uvOD

U 19. je stolje¢u dokazano da bolesti mogu biti uzrokovane mikroorganizmima Koji
ukljucuju bakterije, gljivice i prazivotinje te viruse. Bakterije su jednostani¢ni prokariotski
organizmi s dobro razvijenom stanicnom stijenkom te bez prave jezgre i organela. Neke
bakterije, zbog svojih genetickih i fizioloskih osobina, imaju potencijalnu sposobnost
izazivanja zaraznih bolesti u Zivom organizmu. Pacijenti oboljeli od bakterijskih infekcija
imali su male Sanse za prezZivljavanje sve do otkri¢a prvog antibiotika — penicilina. Godine
1928. Sir Alexander Fleming otkrio je da plijesan roda Penicillium proizvodi tvar penicilin
koja ubija bakterije. Nakon penicilina, tijekom godina otkriveni su i proizvedeni mnogi
antibiotici c¢ije je koristenje doprinijelo poboljSanju ljudskog zdravlja te produljilo oéekivani
zivotni vijek. Od pocetka koristenja antibiotika postojale su bakterije otporne na neke od njih.
Stalnim i relativno brzim otkrivanjem novih antibiotika takve bakterije nisu predstavljale
veliki problem, no nazalost, takvo stanje nije potrajalo. U dana$nje su vrijeme bakterije
otporne na antibiotike postale globalni zdravstveni problem. Istrazivanja takvih bakterija
usredoto¢ena su na pronalazenje naina za smanjenje njihova broja, sprjeCavanje Sirenja
takvih bakterija u okoli§ te sprecavanje razvoja novih mehanizama rezistencije na antibiotike.
Cilj ovog rada je objasniti problem bakterijske rezistencije na antibiotike, dati pregled na koje
nacine bakterije mogu postati rezistentne na antibiotike te okarakterizirati otpadne vode kao

nalazisSte ovih bakterija.



2. URODENA REZISTENCIJA NA ANTIBIOTIKE

Antibiotici su lijekovi selektivno toksi¢ni za bakterije, a netoksicni ili slabo toksicni za
organizam domacina. Antibiotici mogu biti modificirani prirodni spojevi izolirani iz nekih
bakterija i gljivica ili sinteticki lijekovi. Prema mehanizmu djelovanja na bakterijske stanice
dijelimo ih na cetiri skupine: antibiotici koji djeluju na bakterijsku stani¢nu stijenku, oni koji
djeluju na citoplazmatsku membranu, inhibitori sinteze proteina te inhibitori sinteze
nukleinskih kiselina. Unutar ove podjele, antibiotici se dalje dijele prema njihovoj kemijskoj
strukturi. Na bakterijsku stani¢nu stijenku djeluju betalaktamski antibiotici (penicilin,
cefalosporini, monobaktami i karbapenemi), glikopeptidini antibiotici i bacitracin; na funkciju
citoplazmatske membrane djeluju polimksini; na sintezu proteina utjeCu aminoglikozidi,
kloramfenikol, tetraciklini, makrolidi, inkozamidi, streptogramini i oksazolidinoni; a na
sintezu nukleinskih kiselina djeluju kinoloni, rimfampicini, metronidazol, treimetoprim,

sulfonamidi te nitrofuranotoin (Kaleni¢ i sur. 2013).

Rezistencija bakterija na antibiotike podrazumijeva sposobnost bakterija da prezivi
djelovanje antibiotika. Razina rezistencije izrazava se vrijednostima minimalne koncentracije
antibiotika koja izaziva vidljivu inhibiciju rasta bakterija, tj. MIC-om (eng. minimal inhibitory
concetration). Bakterijska rezistencija na antibiotike moze se posti¢i na vise nacina te jedna
bakterijska stanica moZe istovremeno imati nekoliko razli¢itth mehanizama rezistencije, no
ve¢inom bakterije "preferiraju” odredeni mehanizam. Mehanizmi rezistencije se mogu
podijeliti u tri glavne skupine: modifikacije ciljnog mjesta djelovanja antibiotika, djelovanje
na unos ili izbacivanje antibiotika iz stanice, te najces¢i i najefikasniji mehanizam,
proizvodnju enzima koji razgraduju ili modificiraju antibiotik. Mehanizmi rezistencije mogu
biti prirodeni bakteriji ili ith ona moZe ste¢i pa razlikujemo urodenu ili primarnu te stecenu ili

sekundarnu rezistenciju (Duvanci¢ 2019).

Urodena ili primarna rezistencija razvila se kao posljedica normalnih strukturnih,
fizioloskih 1 genetskih karakteristika bakterija. Urodena rezistencija odreduje spektar
djelovanja antibiotika, koji oznaCava skupinu odnosno skupine bakterija na koje neki
antibiotik djeluje. Primjeri urodene rezistencije su grada stani¢ne stijenke Gram negativnih
bakterija, nedostatak ciljnog mjesta za vezanje antibiotika, nemoguénost ulaska antibiotika u

bakterijsku stanicu te urodena proizvodnja enzima koji inaktiviraju antibiotik.

Stani¢na stijenka bakterija gradena je od peptidoglikana te stanici daje ¢vrstocu, oblik te

sprjeava da se stanica rasprsne uslijed osmotskog tlaka. Prema gradi stani¢ne stijenke



bakterije se, uz iznimke, dijele na dvije velike skupine — Gram pozitivne i Gram negativne
bakterije. Za razliku od Gram pozitivnih bakterija, Gram negativne bakterije imaju tanak sloj
peptidoglikana u periplazmatskom prostoru te imaju dodatnu vanjsku membranu. Vanjska
membrana ¢ini stanice Gram negativnih bakterija manje propusnima te posljedi¢no

rezistentnima na mnoge antibiotike (Kaleni¢ i sur. 2013).

Enterococcus, rod Gram pozitivnih kuglastih bakterija, primjer je urodene rezistencije radi
nedostatka ciljnog mjesta za vezanje antibiotika. Enterokoki su prirodno rezistentni na

cefalosporine koji se vezu na specifi¢ne proteine u peptidoglikanu stani¢ne stijenke koje ovaj

rod bakterija nema (EUCAST 2016, Abram i sur. 2018).

Neke bakterije prirodno proizvode enzime koji inaktiviraju odredene antibiotike
modifikacijom ili razgradnjom. Geni koji kodiraju za te enzime mogu se nalaziti na
nukleoidu, bakterijski kromosom, ili plazmidu. Plazmid je kruzna dvostruka molekula DNA
koja se replicira neovisno o bakterijskom kromosomu. U stanici se moZe nalaziti viSe
razlicitih plazmida istovremeno, a geni na njima nisu nuzni za normalan metabolizam stanice.
Primjer za ovaj mehanizam urodene rezistencije su vrste roda Klebsiella koje su prirodno
otporne na betalaktamski antibiotik amplicin zbog proizvodnje beta-laktamaza koje unistavaju

lijek prije nego $to se uspije vezati za svoja ciljna mjesta (EUCAST 2016, Abram i sur. 2018).



3. STECENA REZISTENCIJA NA ANTIBIOTIKE

SteCena ili sekundarna rezistencija rezultat je prirodnih mutacija bakterijskog genoma
ili horizontalnog prijenosa gena. Bakterija moZe postati rezistentna na odredeni antibiotik
mutacijom u genu ili genima uklju¢enima u mehanizam djelovanja tog antibiotika. Na
primjer, tockaste mutacije gena koji kodira ciljno mjesto antibiotika dovodi do nemoguénosti
njegovog vezanja za stanicu te posljedi¢no djelovanja na nju, tj. ta bakterijska stanica postaje
rezistentna na taj antibiotik ili skupinu antibiotika. Ako bakterije sa novoste¢enom
rezistencijom nisu izloZzene tom antibiotiku, odnosno ako se on ne upotrebljava za lijeCenje
infekcije koju ta bakterija uzrokuje, te bakterijske jedinke ostaju rijetke unutar osjetljive
populacije bakterija. Medutim, pri koristenju tih antibiotika, bakterijski sojevi sa steCenom
rezistencijom su u selektivnoj prednosti, prezivljavaju i razmnoZavaju se te s vremenom

prevladaju u toj bakterijskoj populaciji.

Bakterije sa ste€enom rezistencijom mogu prenositi gene rezistencije vertikalnim i
horizontalnim prijenosom. Vertikalan prijenos gena je prijenos genetskog materijala sa
roditelja na potomke razmnozavanjem. Bakterije se nespolno umnazaju binarnom diobom
kojom nastaju geneticki istovjetne jedinke, tj. klonovi. Horizontalni prijenos gena je izmjena
genetickog materijala izmedu DNA razli¢itih jedinki, odnosno to je rekombinacija u bakterija.
Transformacija, konjugacija i transdukcija tri su mehanizma rekombinacije u bakterija
(Kalenic i sur. 2013)

Transformacija je proces prijenosa i ugradnje vecih fragmenta strane gole DNA iz
okolisa u DNA stanice recipijenta (Sl. 1.). Stanice kompetentne za transformaciju na svojoj
povrsini imaju proteine primatelje za koje se, uz utroSak energije, veze strana dvolan¢ana
DNA. U stanicu recipijenta ulazi samo jedan lanac dvolanane DNA te se homolognom
rekombinacijom ugradi u genom recipijenta. U prirodnim se uvjetima u okolini zivih bakterija
jedne wvrste uvijek nalaze i raspadnute bakterije iste vrste te fragmenti njihovih
makromolekula kao Sto je DNA. Transformacija omogucuje bakterijama pribavljanje novih
korisnih gena kao §to su geni rezistencije na antibiotike. U prirodi transformaciju nalazimo
kod wvrsta Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meninigitidis,

Haemophilus influenzae i Helicobacter pylori (Kaleni¢ i sur. 2013).
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Slika 1. Koraci transformacije kod bakterije Streptococcus pneumoniae
Preuzeto iz Talaro i Chess 2012.

Konjugacija je prijenos genetickog materijala iz stanice donora u stanicu primatelja
preko spolnog pilusa (SI. 2.). F-plazmid je plazmid koji nosi gene za stvaranje spolnog ili F-
pilusa. Bakterijska stanica sa slobodnim F-plazmidom je donor ili F* stanica, a stanica bez F
plazmida je recipijent ili F~ stanica. Izlu¢ivanjem male signalne molekule F~ stanica potice
ekspresiju gena na F-plazmidu u F* stanici ¢ime nastaje F-pilus. F-pilus je Suplja cjev¢ica koja
spaja citoplazme ovih dviju stanice te preko koje jedna kopija prethodno repliciranog F-
plazmida prelazi iz F* u F stanicu. Prijenosom F-plazmida F stanica postaje F* te moze
konjugirati s drugim F stanicama. Na F-plazmidu mogu se nalaziti i drugi geni kao $to su geni
rezistencije na antibiotike te tada te plazmide zovemo R-plazmidi. Neki su plazmidi vrlo
specifi¢ni pa se konjugacija odvija samo medu tim vrstama bakterija, dok drugi imaju manju
specificnost 1 mogu se prenositi izmedu bakterija razli€itih vrsta, rodova ili porodica (Kaleni¢

i sur. 2013).
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Slika 2. Prikaz koraka konjugacije
Preuzeto iz Talaro i Chess 2012.

Transdukcija je prijenos genetickog materijala iz jedne bakterijske stanice u drugu
pomocu bakteriofaga. Bakteriofag je virus koji inficira bakterije. Graden je od glave u kojoj
se nalazi DNA te repa s repnim fibrilima pomoc¢u kojih se specificno veze za bakterijsku
stanicu. Prilikom infekcije u bakterijsku stanicu ulazi samo virusna DNA koja dovodi do
razgradnje genetickog materijala bakterija te kontrolira proizvodnju novih dijelova buducih
bakteriofaga (SI. 3.). U odredenim slucajevima pri sastavljanju novih bakteriofaga umjesto
DNA virusa u glavu bakteriofaga moze se ,,zapakirati“ fragment DNA bakterije. Prilikom
infekcije slijedece bakterijske stanice taj se fragment DNA prenese i rekombinacijom ugradi u
genom druge bakterije. Postoji i drugi nacin transdukcije koji ukljuCuje bakteriofage sa
lizogenim ciklusom. Tijekom lizogenog ciklusa bakteriofag ugradi svoju DNA u kromosom
bakterije domacina te se dalje pasivno replicira kao dio bakterijskog kromosoma. U
nepovoljnim uvjetima DNA bakteriofaga se izrezuje iz kromosoma domacina i ulazi u
normalan ciklus replikacije 1 sastavljanja novih bakteriofaga $to se jos naziva 1 liticki ciklus.
Prilikom izrezivanja DNA virusa iz bakterijskog kromosoma moze do¢i do greske — zahvati
se i dio bakterijske DNA te dolazi do replikacije i sastavljanja novih bakteriofaga sa
fragmentom bakterijske DNA. Infekcijom drugih stanica ta se DNA prenosi i moze Se



homolognom rekombinacijom ugraditi u genom druge bakterije. Transdukcija je visoko
specificna zbog specificnih receptora za bakteriofage na povrSini bakterijske stanice pa se

odvija samo unutar odredenog tipa odredene bakterijske vrste (Kaleni¢ i sur. 2013).
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Slika 3. Koraci transdukcije

Preuzeto iz Talaro i Chess 2012.



4. BAKTERIJE S VISESTRUKOM REZISTENCIJOM NA ANTIBIOTIKE

Usporedno s pojavom i koristenjem prvih antibiotika javlja se i problem bakterijske
rezistencije na njih. U proSlosti, problem rezistencije rjeSavao se uvodenjem novih antibiotika.
U danaSnje je vrijeme sve manje novih antibiotika dok broj bakterija sa ste¢enom
rezistencijom raste. Glavni pokreta¢ razvoja rezistencije na antibiotike je prekomjerna i
neracionalna uporaba antibiotika u medicini i veterini. Zlouporaba antibiotika Cest je problem
diljem svijeta, a obuhvaca koriStenje antibiotika kada nisu potrebni, ne pridrzavanje
prepisanih doza, samolijeCenje antibioticima te drugo. Prekomjerna i nepotrebna uporaba
antibiotika predstavlja selekcijski pritisak na bakterijsku populaciju, poti¢e njihovu
prilagodbu te posljedi¢no dolazi do razvoja rezistencije. Horizontalnim prijenosom rezistentne
bakterije mogu prenositi tu rezistenciju na druge bakterije ¢ime se povecava broj bakterija
rezistentnih na odredeni antibiotik. Bakterije s viSestrukom rezistencijom predstavljaju
globalnu prijetnju ljudskom zdravlju. Suzeni izbor antibiotika koji se mogu koristiti za
lijeCenje infekcija uzrokovanima ovim bakterijama dovodi do produljenja bolnic¢kog lijeCenja
te je smrtnost vec¢a u usporedbi s infekcijama uzrokovanim konvencionalnim bakterijama.
Problem bakterija s viSestrukom rezistencijom najizrazeniji je u bolnicama, posebice na
kirurS$kim odjelima i odjelima za intenzivnu njegu gdje je upotreba antibiotika razli¢itih klasa

najveca te su pacijenti izrazito podlozni infekcijama (Volar 2017).

Na europskoj razini, sustavno pracenje bakterijske rezistencije na antibiotike pocelo je
1999. godine u okviru European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS)
projekta. EARSS je 2010. godine prerastao u kontinuirani program EARS-Net (European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network) Europskog centra za prevenciju i kontrolu
bolesti u kojem Hrvatska sudjeluje od samog pocetka. lako postoje mnoge patogene bakterije
s rezistencijom na antibiotike, u sklopu EARS-Net-a prioritetno se prati rezistencija osam
bakterijskih vrsta: Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa i

Acinetobacter baumannii (Akademija medicinskih znanosti Hrvatske 2017).

Acinetobacter baumannii jedan je od vode¢ih bolni¢kih patogena. To je Gram
negativan, nefermentativan, nepokretan, aeroban kokobacil. Otporan je na razli¢ite okolisne
uvjete te moze stvoriti biofilm. Veéinom uzrokuje bolnicke infekcije te je posebno
problemati¢an u odjelima za intenzivnu njegu, N0 zabiljezen je 1 kao povremen uzrocnik
infekcija dobivenih izvan bolnica. Uzro¢nik je raznih infekcija kao S$to su: upala pluca,

infekcije koze 1 mekanog tkiva, sekundarni meningitis, infekcije urinarnog trakta,



endokarditis. A. baumannii je urodeno rezistentan na mnoge antibiotike te lako i brzo stjece
rezistenciju na preostale antibiotike. Urodeno je rezistentan na amplicin, amoksicilin-
klavulansku kiselinu, cefazolin, cefaleksin, cefotaksim, ceftriakson, aztreonam, ertapenem,
trimetoprim, fosfomicin i tetracikline (EUCAST 2016). Prije su se infekcije uzrokovane ovom
bakterijom uspjesno lije¢ile karbapenemima, no od 2008. godine rezistencija A. baumannii na
karbapeneme se naglo prosirila §to otezava lijeCenje (SI. 4.). Prema zadnjim podacima iz
2016. godine stope neosjetljivosti na karbapeneme su i dalje visoke te iznose 85% za
imipenem i 86% za meropenem. Neosjetljivost na ampicilin/sulbaktam takoder je u visokim
vrijednostima te je iznosila 49% u 2016. Osjetljivost na kolistin se zasada odreduje samo kod
acinetobaktera rezistentnih na karbapeneme, no ve¢ su zabiljezeni izolati A.baumannii

rezistentni i na kolistin (Akademija medicinskih znanosti Hrvatske 2017).

Acinetobacter baumannii
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100

90

80 ——
. /

60

50 /

40

30
20
10

0

\>—d—\-’/’4

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

imipenem meropenem ampicillin sulbactam

Slika 4. Prikaz stope neosjetljivosti Acinetobacter baumannii na antibiotike u Hrvatskoj,
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Preuzeto iz Akademija medicinskih znanosti Hrvatske 2017



5. NALAZI BAKTERIJA SA STECENOM REZISTENCIJOM NA ANTIBIOTIKE U
OTPADNIM VODAMA

Uz kontinuirano pracenje bakterija sa steCenom rezistencijom na antibiotike u
bolnickim okruzenjima, u posljednje se vrijeme postavlja pitanje Sirenja tih bakterija iz
bolnica u okoli§. Sirenje bakterija iz bolnica u okoli§ prati se analizama otpadnih voda.
Prioritetno se prati Sirenje bakterija s viSestrukom rezistencijom koje uzrokuju bolnicke
infekcije, a na vrhu te liste je ve¢ prethodno spomenuti A. baumannii. U vodi rijeke Siene
(Girlich i sur. 2010) pronaden je prvi okoli$ni izolat A. baumannii s visestrukom rezistencijom
na antibiotike te je dokazana njegova veza s bolnickim izolatom. U Brazilu (Ferreira i sur.
2011) su iz netretiranih bolni¢kih otpadnih voda izolirana tri izolata A. baumannii s
viSestrukom rezistencijom. Iz netretiranih bolnickih otpadnih voda u Kini (Zhang 1 sur. 2013)

su takoder izolirani izolati ove bakterije sa steCenom rezistencijom.

U Hrvatskoj je 2014. godine provedeno prvo istrazivanje (Hrenovi¢ i sur. 2016) koje
je dokazalo prisustvo A. baumannii sa steCenom rezistencijom na karbapeneme u otpadnim
vodama grada Zagreba te vezu pronadenih izolata s bolni¢kim izolatima. Analizirana otpadna
voda sakupljena je u Komunalnom postrojenju za prociS¢avanje otpadnih voda grada Zagreba.
U to postrojenje dolazi otpadna voda iz domacinstava, bolnica, industrijska otpadna voda te
oborinska voda. Prema nacionalnom zakonodavstvu, sanitarne bolni¢ke otpadne vode su
pustene u sistem kanalizacije bez prethodnog tretmana; samo se radioaktivne otpadne vode i
infektivan kruti otpad odlazu zasebno. Zagrebacko komunalno postrojenje za procis¢avanje
otpadnih voda dizajnirano je za sekundarni tretman otpadnih voda. Nakon primarnog
tretmana, otpadne vode odlaze u bazene za aeraciju s aktivnim muljem. Zatim viSak mulja
odlazi na razgradnju anaerobnim mezofilnim bakterijama. Taj je visak mulja koncentrat
razli¢itih mikroorganizama, ukljucujuéi i one patogene. Konac¢no, nakon razgradnje, iz mulja
se uklanja voda te mu se povisi pH tretmanom vapnom. Nedezinficirana otpadna voda se
otpusta u svoj konacni recipijent - rijeku Savu. U istrazivanju iz 2014. godine svi izolati A.
baumannii iz otpadnih voda pokazali su rezistenciju na karbapeneme te opcenitu visestruku

rezistenciju na antibiotike (Tab. 1.).

U otpadnim vodama koje utjeCu u komunalno postrojenje za procis¢avanje otpadnih
voda, bakterije s rezistencijom na karbapeneme ¢inile su 34 - 57% , ovisno o uzorku, ukupne
koli¢ine heterotrofnih bakterija. U otpadnim vodama koje otjeCu iz postrojenja u rijeku Savu
te su bakterije Cinile 22 - 29% ukupnih heterotrofnih bakterija. Velika zastupljenost A.

baumannii rezistentnih na karbapeneme u otpadnim vodama upucuje na njihovo bolnicko
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porijeklo. Dodatna potvrda bolnickog porijekla A. baumannii sa steGenom rezistencijom na
karbapeneme u otpadnim vodama su sli¢ne stope rezistencije izolata iz otpadnih voda s onima

izoliranima iz bolnica (Hrenovi¢ i sur. 2016).

Tablica 1. Minimalne inhibitorne koncentracije testiranih antibiotika i osjetljivost izolata
A. baumannii na njih

Preuzeto iz Hrenovié i sur. 2016.

Minimum Iinhibition concentration values of antiblotics (mg/L)

Isolate MEM IPM VX CIp TOB GEN AMEK SXT CST 019 i
INg 3168 1168 »8E & 1167 gk & 20 0.50 bl o
N5 »16° 116° »8F & r16* 116° 4 20 0.25 Not tested
NG 2167 1167 28" 16° 2 116° a 10 0.19 Not tested
IN8 3168 1167 »8F gt 2 1167 ] 10 0.25 -

INg ) 16" v16° » 8" 16 8 2 2 20 0.25 bl gy 4 sk
IN10 )16 v16° »8" g 16" y16° 2 16 0.25 Bl gy ik
IN11 3 16E 1168 »BE BE 116R 1168 2 16 0.25 Not tested
IN12 316" 1167 »8° 5 S » 16" 4 16 0.50 L1
IN13 »32° y32° »8f gt & y16° 4 20 0.50 [ ———
IN1g 3168 1168 HEL & 167 1167 g 16 075 big o
IN15 »16° 116° »8f & 2 116° 4 20 0.50 Not tested
IN15 2167 116" IS 16 & & 4 20 0.50 [ ——
INi7 32" 132" »8F 16% 167 1167 ] 15 0.50 Not tested
IN18 2167 1167 28" 8t S ) 16" 4 20 0.50 [ ——
M1 116" 1167 e & 8t aF 167 16 0.50 Not tested
EF1 3 16E 1168 5 & 116R 1168 i 20 0.50 Not tested
EF2 316" 1167 5 8° a° ar 4 20 0.25 o] —
EF3 316" 1167 »8° 5 & » 16" 4 20 0.50 [ ———
EFg 332° 132" HEL & 1160 1167 167 32 075 big o
EFg »16° 116° »8f & y16° 116° 32" 32 0.50 |-l ———
EF& 3167 116" 28" & 116" » 16" &4" 32 0.50 |-l ——

AMK: amikacin: CIP: ciprofloxacin: C5T: collstin: GEN: gentamicin; |PM: imipenem; LVX: levofloxacin: MEM: meropenem: SXT: trimethoprim-
sulfamethoxazole; TOB: tobramycin; R: resistant according to European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing criteria.

i The constitutive gene bla

®No acquired bla,,  gene.

.z apa W 35 CONFIrmed In all solates.

A

IN —izolati A. baumannii iz otpadnih voda koje utje¢u u komunalno postrojenje za proci¢avanje voda;

EF —izolati A. baumannii iz otjecajnih otpadnih voda; nazivi antibiotika su napisani ispod tablice

Podrobnijim istrazivanjem otpadnih voda grada Zagreba tijekom perioda od dva
mjeseca 2015. godine dobiveni su jasniji dokazi o Sirenju A. baumannii s visestrukom
rezistencijom iz bolnica u okoli§ putem otpadnih voda (Seruga Musié i sur. 2017).
Usporedivali su se izolati A. baumannii izolirani iz pacijenata u bolnicama s izolatima ove
bakterije iz netretiranih bolnickih otpadnih voda, iz uzoraka otpadnih voda uzetih iz
komunalnog postrojenja za proc¢iS¢avanje otpadnih voda te iz povrSinske vode rijeke Save kao
finalnog recipijenta svih otpadnih voda. Genetickim analizama te usporedivanjem stopa

rezistencije na antibiotike dokazana je veza izmedu bolnickih izolata A. baumannii i A.
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baumannii pronadenima u otpadnim vodama i rijeci Savi. Svi su izolati, bolnicki i okoli$ni,

pokazali vigestruku rezistenciju na antibiotike (Seruga Musié i sur. 2017).

Kako bi se dobila cjelokupna slika o prisutnosti i Sirenju bolni¢ke bakterije A.
baumannii s visSestrukom rezistencijom na antibiotike u otpadnim vodama, provedeno je
istrazivanje u kojem se godinu dana pratila prisutnost ove bakterije u razli¢itim fazama
tretmana otpadnih voda (Higgins i sur. 2018). Uzorci su uzimani iz komunalnog postrojenja
za proc¢iS¢avanje otpadnih voda grada Zagreba i to iz pet faza sekundarnog tretmana: otpadne
vode koja utjece u postrojenje, otpadne vode koja otjeCe iz postrojenja, aktivnog mulja, mulja
nakon razgradnje anaerobnim mezofilnim bakterijama te iz stabiliziranog mulja. Jedino u
stabiliziranom mulju nije pronaden A. baumannii. 86% svih izolata ove bakterije pokazalo je
rezistenciju na vedéinu testiranih antibiotika, dok je ostatak bio osjetljiv na sve testirane
antibiotike. Vecina izolata pokazala je rezistenciju na karbapeneme i fluorokinolone, dok je
manji broj izolata pokazao rezistenciju i na kolistin (SI. 5.). Prisustvo A. baumannii u
aktivnom i digestiranom mulju te u otpadnim vodama koje odlaze u rijeku Savu navodi da dio
ovih bakterija zaostaje u aktiviranom mulju, a dio odlazi zajedno s otpadnom vodom iz
postrojenja u Savu. Dodatnim istrazivanjima je potvrdeno prezivljavanje ove bakterije tijekom
procesa digestije aktivnog mulja anaerobnim mezofilnim bakterijama. To sve navodi da je
anaeroban okoli$ kao ekoloska nisa vazan u prezivljavanju i epidemiologiji ovog patogena. S
druge strane, prisutnost izolata osjetljivih na antibiotike asocira kanalizaciju i otpadne vode
kao sekundarno staniste ove bakterije izvan bolnica. Prisutnost A. baumannii sa steCenom
rezistencijom u tretiranim otpadnim vodama i rijeci Savi (Seruga Musi¢ i sur. 2017, Higgins i
sur. 2018) te dokaz o sposobnosti prezivljavanja ove bakterije u otpadnoj vodi (Hrenovi¢ i
sur. 2016) upucuju na opasnost Sirenja ovog patogena dalje u okoli§ preko prirodnih voda.
lako je ovim istrazivanjem klasi¢na dezinfekcija viska mulja vapnom dokazana kao
ucinkovita metoda uniStavanja ove bakterije u mulju, potrebne su nove metode dezinfekcije
otpadnih voda koje odlaze u prirodne vode kako bi se sprijecilo Sirenje ovog patogena u

okolis.
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Slika 5. Osjetljivost izolata A.baumannii izoliranih iz razli¢itih faza tretmana otpadnih voda
na antibiotike
Preuzeto iz Higgins i sur. 2018.

CFQR - rezistencija na karbapeneme i fluorokinone; PDR — rezistencija na karbapeneme, fluorokinone i kolistin
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6. OTPADNE VODE KAO MEDIJ ZA PRACENJE BAKTERIJA SA STECENOM
REZISTENCIJOM NA ANTIBIOTIKE U ZDRAVOJ POPULACUI

Kontinuirano prac¢enje i pouzdani podaci o broju i raznolikosti bakterija sa steCenom
rezistencijom na antibiotike u cjelokupnoj populaciji nuzni su za rje$avanje ovog problema na
globalnoj razini. Dosada, vecina istrazivanja bakterija sa steCenom rezistencijom koncentrirala
SuU se na analize rezistencije odredenih patogena izoliranih iz pacijenata u bolnicama. Podaci
dobiveni tim istrazivanjima ¢esto SU medusobno neusporedivi te daju suzenu sliku bakterijske
rezistencije. Kako bi se dobila prava slika problema bakterijske rezistencije na antibiotike
potrebno je pratiti i analizirati rezistentne bakterije pronadene u cjelokupnoj populaciji koja je
dominantno zdrava. Otpadne vode gradova prepoznate su kao dobar medij za pracenje
bakterija sa steCenom rezistencijom u zdravoj populaciji. Prednosti urbanih voda kao medija
za istrazivanje bakterijske rezistencije na antibiotike su: jednostavnost, mali ekonomski
troskovi, ¢injenica da uzimanje uzorka ne zahtjeva informirani pristanak gradana te dobivanje
podataka o cjelokupnoj, dominantno zdravoj, populaciji. Prijasnja su se istraZivanja bakterija
sa steCenom rezistencijom na antibiotike u otpadnim vodama koncentrirala Samo na pracenje

Sirenja odredenih patogena iz bolnica u okolis.

Prvi pokusaj globalnog pracenja rezistencije bakterija na antibiotike u dominantno
zdravim populacijama opisan je u znanstvenom radu (Hendriksen i sur. 2019) objavljenom
2019. godine. U ovom istrazivanju analizirani su uzorci otpadnih voda uzetih sa 79 lokacija u
74 gradova u 60 drzava (Sl. 6.). Metagenomskom analizom uzoraka dobiveni su podaci o
genima bakterijske rezistencije na antibiotike. Usporedujuci podatke dobivene iz razlicitih
lokacija uocene su razlike u ukupnoj koli€ini 1 raznolikosti gena bakterijske rezistencije.
Najvece koli¢ine gena rezistencije uoCene su u africkim zemljama, no od svih zemalja
najvecu koli¢inu gena rezistencije imao je Brazil. Najmanje koli¢ine gena rezistencije na
antibiotike imala je Oceanija kojoj pripadaju Australija i Novi Zeland. Iz uzoraka je ukupno
identificirano 1625 razliCitih gena rezistencije na antibiotike koji pripadaju 408 grupa gena.
Najvise identificiranih gena kodira za rezistenciju na makrolide, tetracikline, aminoglikozide,
betalaktame i sulfonamide. Prema razlikama u koli¢ini i raznolikosti pronadenih gena
rezistencije na antibiotike moze se napraviti podjela svijeta na dvije grupe — Europa/Sjeverna
Amerika/Oceanija 1 Afrika/Azija/Juzna Amerika. U uzorcima grupe Europa/Sjeverna
Amerika/Oceanija pronaden je velik broj tocno odredenih gena rezistencije na makrolide, dok
su uzorci iz Afrike/Azije/Juzne Amerike sadrzavali velik broj razli¢itih gena rezistencije iz

razli¢itih grupa gena (Sl. 7.). Uzorci iz Afrike/Azije/Juzne Amerike pokazali su rezistenciju
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na tetracikline, aminoglikozide, betalaktame, sulfonamide i trimetroprim. Uzorci iz
Vijetnama, Indije i Brazila pokazali su najvecu raznolikost gena rezistencije na antibiotike §to
navodi na pretpostavku da su ove zemlje vruée toCke za pojavu novih mehanizama

rezistencije na antibiotike.
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Slika 6. Karta mjesta iz kojih su uzimani uzorci otpadnih voda

Preuzeto iz Hendriksen i sur. 2019.
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Slika 7. Heat map rezistencije uzoraka na antibiotike

Preuzeto iz Hendriksen i sur. 2019.
relativna koli¢ina gena rezistencije (FPKM — fragments per kilo base per million fragments) pridruzena je

klasama antibiotika
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Testiranjem povezanosti koli¢ine koriStenih antibiotika s brojem 1 raznolikoS¢u gena
rezistencije u pojedinim regijama uoCeno je da je uzimanje antibiotika odredene klase
povezano s koli¢inom gena koji kodiraju za rezistenciju na tu odredenu klasu antibiotika.
Medutim, ukupna koli¢ina koriStenih antibiotika nema znacajan efekt na cjelokupan broj
razliCitih gena rezistencije na antibiotike. S druge strane, uocena je veza izmedu razvijenosti
pojedine zemlje i ukupnog broja gena rezistencije pronadenog u njoj. Broj pronadenih gena
rezistencije korelira s razli¢itim varijablama specifi¢nim za pojedinu zemlju i to prvenstveno S
varijablama vezanima uz provodenje zdravstvenih mjera te cjelokupno zdravlje ljudi u zemlji
(SI. 8.). To navodi na zakljucak da koli¢ina koristenih antibiotika objasnjava samo dio pojave
bakterijske rezistencije u svijetu, a da velik utjecaj na ukupnu koli¢inu bakterijskih gena
rezistencije na antibiotike imaju lokalni/nacionalni parametri vezani uz zdravlje i zdravstvene

mjere.

Famale chik motalty rin Waiar el sankabon imesiment Time o kgt

Slika 8. Prikaz korelacije ukupnog broja gena rezistencije na antibiotike s razlic¢itim
varijablama specificnima za pojedinu zemlju

Preuzeto iz Hendriksen i sur. 2019.
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7. ZAKLJUCAK

Horizontalnim prijenosom gena bakterije svakodnevno stjecu rezistenciju na razlicite
antibiotike. Veliku opasnost predstavljaju patogene bakterije s viSestrukom rezistencijom na
antibiotike, a neracionalnim koriStenjem antibiotika takvih je bakterija sve vise. Broj
pacijenata koji umiru od infekcija dobivenih u bolnicama svakodnevno raste, a najcesci
uzro¢nik tih infekcija su upravo bakterije koje su stekle rezistenciju na razliCite klasa
antibiotika kao $to je Acinetobacter baumannii. Osim $§to se javljaju u bolnicama gdje
uzrokuju bolni¢ke infekcije, dokazano je da takve bakterije mogu dospjeti u otpadne vode
koje im postaju sekundarno staniste te medij za daljnje Sirenje u okolis. Sirenje patogenih
bakterija sa steCenom rezistencijom na antibiotike u okoli§ predstavlja veliku opasnost za
ljudsko zdravlje zbog ¢ega je potrebno uvesti nove metode procis¢avanja otpadnih voda koje
¢e uniStiti ove bakterije prije nego Sto dospiju u prirodan okoliS. Klasi¢na dezinfekcija
vapnom pokazala se kao ucinkovita metoda unistavanja ovih bakterija u mulju dobivenom

sekundarnim tretmanom otpadnih voda.

Rjesavanje problema rezistencije bakterija na antibiotike na globalnoj razini zahtjeva
pracenje rezistentnih bakterija u cjelokupnoj, dominanto zdravoj populaciji. Otpadne vode su
dobar medij za pracenje rezistentnih bakterija radi jednostavnosti sakupljanja uzoraka, malog
ekonomskog troska te eti¢kih razloga. Podaci o broju i raznolikosti rezistentnih bakterija u
otpadnim vodama diljem svijeta medusobno su usporedivi te daju sliku rezistencije na
antibiotike u cijeloj populaciji. Prvim takvim globalnim pracenjem rezistencije na antibiotike
uocene su razlike u brojnosti i raznolikosti rezistentnih bakterija izmedu razli¢itih regija
svijeta. Analize su pokazale da su te razlike vezane uz varijable specifi¢ne za pojedinu zemlju
1 prvenstveno se odnose na zdravstvo i1 zdravstvene mjere. To upucuje na zakljucak da se
poboljsanjem zdravstva, sanitacije i, potencijalno, edukacijom moze efektivno djelovati na

smanjenje globalnog problema rezistencije bakterija na antibiotike.
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9. SAZETAK

Bakterije mogu biti prirodno otporne na antibiotike ili ste¢i rezistenciju na njih mutacijom u
genomu ili horizontalnim prijenosom gena. Sve je viSe bakterija sa steCenom rezistencijom na
antibiotike Sto otezava lijeCenje infekcija uzrokovane njima. Najveéi problem izazivaju
bakterije s viSestrukom rezistencijom na antibiotike koje uzrokuju bolni¢ke infekcije.
Dokazano je da se takve bakterije mogu prosiriti iz bolnica u okoli§ putem otpadnih voda.
Nuzne su efikasne metode procis¢avanja 1 dezinfekcije otpadnih voda kako bi se sprijecilo
Sirenje patogenih bakterija viSestruko rezistentnih na antibiotike u okoliS. Kontinuirano i
pouzdano pracenje bakterija sa steGenom rezistencijom na antibiotike prvi je korak u
rjeSavanju ovog globalnog problema. Otpadne vode gradova su dobar medij za pracenje
bakterija sa steCenom rezistencijom na antibiotike u zdravoj populaciji zbog jednostavnosti
uzimanja uzorka, etickih razloga i niskih troskova. Analizama otpadnih voda uocene su
razlike u brojnosti i raznolikosti rezistentnih bakterija izmedu pojedinih dijelova svijeta. Te su
razlike primarno povezane sa zdravstvenim mjerama i razvijenosti pojedinih zemlja $to
navodi na zakljucak da bi Sse poboljsanjem zdravstva i sanitacije moglo u¢inkovito djelovati

na smanjenje problema bakterijske rezistencije na antibiotike.
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10. SUMMARY

Bacterial antibiotic resistance can be either intrinsic, or bacteria can become acquired resistant
as the result of mutation or horizontal gene transfer. The number of bacteria with acquired
resistance to antibiotics is increasing which makes disease treatment more difficult. The
biggest problem cause multidrug-resistant bacteria that cause nosocomial infections. It is
proven that such bacteria can spread from hospitals to the natural environment via the sewage.
Proper disinfection of wastewater is needed to prevent emission of pathogenic multidrug-
resistant bacteria to the natural environment. The first step in solving this global problem is
continuous and reliable monitoring of bacteria with acquired resistance to antibiotics. Urban
wastewater is found to be a good medium for monitoring bacteria with acquired resistance in
a healthy population due to ethical reasons and because taking samples is fairly easy and
affordable. Differences in abundance and diversity of resistant bacteria between certain parts
of the world were found after analyzing wastewater samples. The differences are primarily
connected to the country's development and health measures that leads to a conclusion that the

problem of antibiotic resistance can be reduced by improving healthcare and sanitation.
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