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SAZETAK

Rezistencija bakterija na antibiotike je jedan od vodecih problema danasnje medicine, a
smatra se da okoli$ zagaden antibioticima pridonosi ovom problemu. Cilj ovog diplomskog
rada bio je usporediti mehanizme rezistencije na makrolidne antibiotike izmedu skupine
bakterijskih izolata porijeklom iz okoliSa zagadenog makrolidima i skupine koju ¢ine relevantni
bakterijski patogeni (streptokoki i stafilokoki) iz hrvatskih bolnica. Sekvenciranjem umnozenog
16S rRNA gena utvrdena je veca raznolikost okolisnih bakterijskih izolata s lokacije ispusta
industrijskih otpadnih voda u odnosu na uzvodnu lokaciju Sto upucuje na moguci unos
bakterija putem otpadne vode i/ili selekciju bakterija iz sedimenta kao odgovor na visok
selektivni pritisak makrolida. PCR detekcija gena za makrolidnu rezistenciju pokazala je da je
u izolatima s lokacije ispusta doslo do povedéanja zastupljenosti tri mehanizma rezistencije
posredovana metiltransferazama (veé¢inom geni ermB i ermF), zastitnim proteinima ribosoma
(uglavnom gen msrE) i fosfotransferazama (gen mphE) u usporedbi sa izolatima sa uzvodne
(kontrolne) lokacije. Medu analiziranim klini¢kim izolatima najzastupljeniji mehanizam
ukljucuje efluks pumpe, a slicno kao u izolatima s lokacije ispusta, preostala dva dominantna
mehanizma ukljucuju metiltransferaze i zastitne proteine ribosoma. lako je vecinu analiziranih
izolata odlikovao jedan mehanizam rezistencije na makrolide, u okolisnih izolata sa zagadene
lokacije i klinickih izolata zamijecena je pojava viSestrukih mehanizama rezistencije kao jedan
od nacina prilagodbe i prezivljavanja bakterija u okoliSu s visokim koncentracijama antibiotika.
Utvrdena visoka sli¢cnost nukleotidnih sekvenci gena ermB koji je dominirao medu izolatima iz
zagadenog sedimenta i bolnica ukazuje na mogucnost Sirenja ovog gena izvan okolisa.

Kljuéne rijeci: antibioticka rezistencija, mehanizmi rezistencije, okolis, makrolidni antibiotici,
otpadne vode, farmaceutska industrija, streptokoki, stafilokoki.



SUMMARY

Antibiotic resistance is one of the leading medical problems and it is believed that the
environment contaminated with antibiotics contributes to this problem. The aim of this
master thesis was to compare the mechanisms of resistance to macrolide antibiotics between
bacterial isolates originating from the environment polluted with macrolides and clinically
relevant bacterial pathogens (streptococci and staphylococci) from Croatian hospitals. 16S
rRNA gene sequencing revealed higher diversity of environmental isolates originating from
the discharge site of industrial wastewaters compared to the upstream (control) site, possibly
due to input of wastewater bacteria and / or selection of bacteria from the sediment in
response to the high selective pressure of macrolides. PCR detection of genes for macrolide
resistance showed prevalence of three resistance mechanisms in isolates from the discharge
site, which are mediated by ribosomal methyltransferases (mostly ermB and ermF genes),
ribosomal protective proteins (mainly msrE gene) and macrolide phosphotransferases (mphE
gene) compared to the isolates from the upstream site. Among the analyzed clinical isolates,
the most common mechanism was efflux pumps, and similar to the isolates from the discharge
site, other two dominant mechanisms included ribosomal methyltransferases and ribosomal
protective proteins. Although most isolates had one mechanism of resistance to macrolides,
environmental isolates from polluted site and clinical isolates possessed multiple resistance
mechanisms possibly as the way of adaptation and survival of the bacteria in the environment
with high concentrations of antibiotics. High similarity of nucleotide sequences of ermB gene
between environmental isolates from polluted site and clinical isolates indicates the possibility
of spreading of this gene outside the environment.

Keywords: antibiotic resistance, resistance mechanisms, environment, macrolides,
wastewater, pharmaceutical industry, streptococci, staphylococci.



1. UvOoD

Otkrice antibiotika i njihova klinicka primjena smatra se jednim od najveéih postignuca
medicine proslog stolje¢a. Medutim, nerazumna primjena u humanoj i veterinarskoj medicini
te prekomjerno ispustanje antibiotika u okoliS dovelo je do gubitka djelotvornosti tih
dragocjenih lijekova (Peterson i Kaur, 2018; Marathe i sur., 2013). Zahvaljujuci sposobnosti
brze prilagodbe okolisu u kojem Zive, bakterije su do danas razvile mehanizme rezistencije na
gotovo sve grupe antibiotika, a do novih antibiotika se sve teZe dolazi. Iz tog razloga
rezistencija bakterija na antibiotike koji se primjenjuju u lijeenju ljudi i Zivotinja predstavlja
jedan od vodedih problema danasnje medicine na globalnoj razini (Gaze i Depledge, 2017).

Dobro je poznata Cinjenica da pojedini mikroorganizmi u prirodnom okoliSu proizvode
antibiotike uslijed kompeticije s drugim mikroorganizmima te stoga posjeduju urodenu ili
intrinzi¢nu rezistenciju na antibiotike kako bi sami sebe zastitili. Takva urodena rezistencija
moze biti posljedica nedostatka ciljnog mjesta za vezanje antibiotika, nemogucnosti ulaska
antibiotika u bakterijsku stanicu ili poja¢anog izbacivanja iz stanice te proizvodnje enzima koji
inaktiviraju antibiotik (Abram, M. i sur., 2018). Osim urodene rezistencije, bakterije mogu steci
rezistenciju novim mutacijama u genima i horizontalnim prijenosom gena (Blair i sur., 2015).
Kontinuirano zagadenje okolisa antibioticima pospjeSilo je ove procese i dovelo do
umnozavanja bakterija rezistentnih na antibiotike (Thomas i Nielsen, 2005). Smjestaj gena za
rezistenciju na antibiotike na pokretnim genetickim elementima, kao Sto su primjerice
plazmidi, omogudio je Sirenje ovih gena medu bakterijama, ukljucujuci patogene bakterije. S
obzirom na to da Covjek stalno izmjenjuje svoju mikrobiotu s okoliSnom, razvoj rezistencije u
okolisu povecava rizik prijenosa rezistentnih patogena na ljude. Tome u prilog idu i studije koje
su pokazale identicne mehanizme rezistencije u okoliSnih (nepatogenih) i bolnickih
(patogenih) bakterija (Surette i Wright, 2017). Zato je u borbi protiv Sirenja rezistencije na
antibiotike, pored pradenja rezistencije u bolni¢kim sredinama, neophodno rezistenciju pratiti
i u okoliSu. Medutim, usprkos tome, jo$ uvijek u svijetu i u Hrvatskoj ne postoje programi
kojima bi se rezistencija pratila u okoliSu, posebice okolisu visokog rizika za daljnje Sirenje
rezistencije unutariizvan njega.

Do danas se relativno malo zna o vaznosti vodenog okoliSa kao rezervoara mikroorganizama
rezistentnih na antibiotike koji mogu uzrokovati bolesti u ljudi. Istrazivanja su pokazala da je
vodeni okoli$ koji sluzi kao recipijent otpadnih voda iz postrojenja za proizvodnju antibiotika
znacajan izvor rezistentnih mikroorganizama. Naime, otpadne vode iz industrijskih postrojenja
mogu sadrZavati smjese antibiotika u visokim koncentracijama, ali i druga zagadivala koja
poti¢u razvoj antibioti¢ke rezistencije, poput teSkih metala te bakterije rezistentne na
antibiotike (Larsson, 2014; Li i sur., 2009; Li i sur., 2010).

Zbog toga se smatra da vodeni okoli§ koji je pod utjecajem ovakvog otpada, narocito
sedimenti, predstavlja jedinstvene "vruée toc¢ke" u smislu da sadrzi specificne mikroorganizme
koji Zive pod selektivnim pritiskom dugotrajne izloZzenosti antibioticima, a s kojima bi se u
buduénosti mogli susresti u bolnicama. Putevi kojima ljudi mogu doc¢i u kontakt s tim
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rezistentnim bakterijama su brojni. Oni ukljucuju konzumaciju vode porijeklom iz zagadene
podzemne ili povrSinske vode, sudjelovanje u rekreativnim aktivnostima u zagadenoj
povrsinskoj vodi ili inhalacija aerosola (Pruden i sur., 2013).

Prethodna istraZivanja (Bielen i sur., 2017; Milakovi¢ i sur., 2019) potvrdila su visoke
koncentracije makrolidnih antibiotika i bakterija rezistentnih na te antibiotike u otpadnim
vodama farmaceutske industrije Pliva, kao i u uzorcima sedimenta iz rijeke Save koja sluzi kao
recipijent tih otpadnih voda. Nadalje, koli¢ina gena za rezistenciju na makrolide i druge
skupine antibiotika, kao i pokretnih geneti¢kih elemenata kao $to integroni skupine I. i
plazmidi takoder je znatno povecana u izloZzenoj bakterijskoj populaciji u sedimentu rijeke
Save (Gonzalez-Plaza i sur., 2019, Milakovi¢ i sur., 2019). Ove spoznaje ukazale su na znacajan
doprinos lokalne farmaceutske industrije problemu zagadenja okolisa antibioticima i
rezistentnim determinantama (bakterije, geni, pokretni geneticki elementi), Sto s jedne strane
ugrozava zdravlje okolisa, ali takoder predstavlja i rizik za zdravlje ljudi zbog moguceg Sirenja
rezistencije izvan okolisa.

U ovom radu su po prvi puta provedena istrazivanja s ciljem usporedbe rezistencije na
makrolidne antibiotike izmedu skupine okolisnih bakterija porijeklom iz sedimenta rijeke Save
zagadenog makrolidima i skupine klinicki relevantnih patogena rezistentnih na makrolide koji
su prikupljeni u Referentnom centru za pracenje rezistencije bakterija na antibiotike Ministarstva
zdravstva pri Klinici za infektivhe bolesti “Dr. Fran Mihaljevi¢”. Identifikacija okoliSnih izolata do
razine vrste ili roda provedena je sekvenciranjem 16S rRNA gena, a testiranje njihove
osjetljivosti na makrolide i ostale skupine antibiotika provedeno je odredivanjem minimalnih
inhibitornih koncentracija. Mehanizmi rezistencije na makrolide identificirani su PCR
detekcijom specificnih gena u ukupnoj DNA iz svih analiziranih izolata. Gen ermB koji je
dominirao medu okoliSnim izolatima iz zagadenog sedimenta i klini¢kim izolatima odabran je
za detaljniju analizu sekvenciranjem kako bi se dobio uvid u potencijalnu sli¢nost sekvenci iz
ove dvije skupine izolata.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Antibiotici

Otkrice antibiotika jedno je od najznacajnijih postignu¢éa moderne medicine, jer je njihova
uporaba uvelike pridonijela poboljSanju zdravlja ljudi i Zivotinja, produljenju Zivotnog vijeka i
povecanju kvalitete Zivota (D'Costa i sur., 2011). Antibiotici su kemijski spojevi koji djeluju na
mikroorganizme, tocnije bakterije, tako da ih ubijaju (baktericidno djelovanje) ili sprjecavaju
njihov rast (bakteriostatsko djelovanje) (Walsh i Wencewicz, 2016). Njihovo glavno obiljezje je
Sto su selektivno toksi¢ni, odnosno toksi¢ni su za bakterije, dok su netoksi¢ni za ljudski
organizam. Vecina antibiotika koja se primjenjuje u lije¢enju razli¢itih bakterijskih infekcija u
posljednjih 60 godina je prirodnog porijekla, a najveéu skupinu prirodnih proizvodaca
antibiotika ¢ine aktinomicete. Osim prirodno dobivenih antibiotika, postoje antibiotici koji se
dobivaju u potpunosti sintetickim postupkom u laboratoriju ili polusintetickim postupkom,
odnosno dodatnom kemijskom modifikacijom prirodnih antibiotika (Walsh, 2003). S obzirom
na Sirinu djelovanja razlikuju se antibiotici Sirokog spektra djelovanja te oni s uzim spektrom
djelovanja.

2.1.1. Mehanizmi djelovanja antibiotika

Razlicite strukture antibiotika uvjetuju i razli¢ite mete odnosno mehanizme djelovanja (Walsh,
2003). Prepoznato je pet osnovnih mehanizama djelovanja antibiotika na bakterije, prikazanih
na Slici 1., a to su:

1) inhibicija sinteze nukleinskih kiselina

Antibiotici koji ovako djeluju inhibiraju enzime u biosintetskom putu nukleinskih kiselina sto
dovodi do inhibicije nastanka prokariotske RNA i DNA. Fluorokinoloni primjerice djeluju tako
dainhibiraju bakterijske enzime topoizomeraze ¢ime onemogucavaju transkripciju i replikaciju
DNA (Espelli i Marians, 2004). Rifampicin inhibira DNA ovisnu RNA-polimerazu te posljedi¢no
nastanak RNA (Walsh i Wencewicz, 2016).

2) inhibicija sinteze stani¢ne stjenke

Ovaj mehanizam djelovanja karakteristiCan je za antibiotike iz skupine B-laktama i
glikopeptida. Bakterije imaju stani¢nu stjenku gradenu od kompleksnih polimera
peptidoglikana (N-acetilmuraminske kiseline i N-acetilglukozamina) koji su medusobno
povezani peptidnim lancima. Aktivirajuci enzime koji kidaju peptidne veze peptidoglikana gore
spomenuti antibiotici dovode do degradacije stani¢ne stjenke (Holtje, 1998, Kahne i sur.,
2005).



3) inhibicija sinteze proteina

Ovo je mehanizam djelovanja velikog broja antibiotika koji pripadaju skupinama
aminoglikozida, tetraciklina, makrolida, streptogramina i fenikola. Meta djelovanja je
iskljucivo bakterijski ribosom (70S), a ne ribosom sisavaca (80S) ¢ime ovi antibiotici djeluju
selektivno toksi¢no na bakterije, ali ne i na ¢ovjeka. Sinteza proteina se odvija na ribosomima
u tri osnovne faze: inicijacija, elongacija, terminacija. Pritom razli¢iti antibiotici inhibiraju
razli¢ite korake u sintezi proteina. Tako primjerice tetraciklini blokiraju vezanje aminoacil-
tRNA na ribosomu, aminoglikozidi uzrokuju pogresno ¢itanje genetickog koda na ribosomima
dok makrolidi inhibiraju aktivnost peptidil-transferaznog centra koji je odgovoran za stvaranje
peptidne veze izmedu aminokiselina (Johnston i sur., 2005; Kohanski i sur., 2010).

4) blokiranje metabolickih puteva

Ovaj mehanizam djelovanja je karakteristican za sulfonamide i trimetropim. Spomenuti
antibiotici inhibiraju sintezu folne kiseline koja je bakterijama neophodna prilikom sinteze
DNA (Yoneyama i Katsumata, 2006). Sulfonamidi inhibiraju konverziju p—aminobenzoi¢ne
kiseline u dihidropteroat, koji bakterije trebaju za sintezu folne kiseline, a trimetropim
sprjecava redukciju dihidrofolata u tetrahidrofolat (Kapoor i sur., 2017).

5) povecanje propusnosti stanicne membrane

Ovaj mehanizam djelovanja temelji se na vezanju antibiotika na specificne komponente u
stani¢noj membrani. Ovako djeluju primjerice polimiksin B i kolistin, koji pripadaju polipeptidima
i vezu se na fosfatne skupine fosfolipida u stani¢noj membrani povecavaju njezinu propusnost.
Polipeptidi uzrokuju zamjenu magnezijevih i kalcijevih iona u lipopolisaharidima sto dovodi do
destabilizacije stanicne membrane, a na kraju rezultira povecanjem propusnosti, dolazi do
gubljenja stani¢nog sadrZaja, a na kraju i do smrti bakterijske stanice (Falagas i Kasiakou,
2005).



70S ribosom

Slika 1. Mehanizmi djelovanja antibiotika. Preuzeto i prilagodeno od Lewis (2013).



2.1.2. Makrolidni antibiotici

Makrolidni antibiotici su poliketidna skupina spojeva koji se ¢esto primjenjuju za lije¢enje
zaraznih bolesti, narocito infekcija diSnog sustava (Eerakovi¢ Haber, 2011). Oni selektivho
djeluju tako da se reverzibilno vezu na bakterijske ribosome (50S podjedinicu) i sprjecavaju
sintezu proteina inhibirajuéi aktivnost peptidil-transferaznog centra, odnosno mjesta gdje se
odvija kataliza stvaranja peptidnih veza (Cattoir i Leclercq, 2017). Najce$ée na stanicu djeluju
bakteriostatski, ali mogu djelovati i baktericidno, Sto je viSe izrazeno kod novih generacija
makrolida kao $to su klaritromicin ili rokitamicin (Omura, 2002; Seral i sur., 2003). Djeluju
uglavnom na Gram-pozitivne bakterije, a puno slabije na Gram-negativne bakterije. Vecina
Gram-negativnih bakterija je prirodno (urodeno) otporna na makrolide, jer oni tesko prodiru
kroz njihovu stani¢nu stjenku.

Kao $to je prikazano na Slici 2., medicinski vazni makrolidi u svojoj strukturi sadrze veliki 14-,
15- ili 16- erolancani makrociklicki laktonski prsten na koji su vezani Seceri; obi¢no kladinoza i
dezozamin (Fyfe i sur., 2016; Zukerman, 2004). Eritromicin A je glavni predstavnik 14-
erolancanih makrolida i prvi prirodni makrolidni antibiotik koji je imao klinicku primjenu, a
izoliran je iz bakterije Streptomyces erythraeus 1952. godine (Zhanel i sur., 2001). Medutim,
nepovoljne karakteristike eritromicina A, kao $to su razgradnja u kiselom mediju Zeluca i
posljedi¢no gubitak antibakterijskog djelovanja, rezultirale su pripravom druge generacije
makrolida, odnosno polusintetskih derivata eritromicina A sa Sirim spektrom djelovanja,
boljim farmakoloskim svojstvima i bioraspolozZivosti (Dinos, 2017; Zukerman, 2004).

Glavni predstavnik druge generacije 14-eroclanih makrolida je klaritromicin, dok je azitromicin
glavni predstavnik makrolida s 15-ero¢lanim prstenom (Slika 2.) Azitromicin je sintetiziran
1980. godine od strane hrvatskog tima znanstvenika u tvornici lijekova Pliva, a proizvodi se i
dan danas u istoj tvornici u Savskom Marofu. Azitromicin karakterizira Sirok spektar djelovanja
koji osim Gram pozitivnih koka (streptokoki i stafilokoki) uklju¢uje i Gram-negativne patogene
kao Sto su Haemophilus influenzae i Moraxella catarrhalis. Radi jednodnevnog doziranja,
akumulacije visokih tkivnih i stani¢nih koncentracija, moguénosti primjene u trudnodi i kod
djece, azitromicin je jedan od najprodavanijih lijekova u svijetu. Propisuje se kod odraslih za
lijecenje kroni¢nog bronhitisa, upale plu¢a uzrokovanih bakterijama Chlamydia pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae i Streptococcus pneumoniae, te upala
Zdrijela i tonzila uzrokovanih bakterijom Streptococcus pyogenes. Takoder, propisuje se i kod
blazih infekcija koZe i mekih tkiva uzrokovanih vrstama Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes i Streptococcus agalactiae, kod infekcija uretre i grliéa maternice uzrokovanih
bakterijama Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae i Haemophilus ducreyi, te kao
profilaksa protiv malarije (Eerakovi¢ Haber, 2011).

Makrolidi druge generacije sa 16- eroc¢lanim laktonskim prstenom, predvodeni tilozinom (Slika
2.), takoder predstavljaju znacajnu skupinu antibiotika te se koriste u humanoj i veterinarskoj
medicini. Zbog sve vece bakterijske rezistencije na makrolidne antibiotike razvijena je i treca



generacija makrolida koju ¢ine ketolidi. Oni u svojoj strukturi imaju karbonilnu skupinu na C-3
atomu laktonskog prstena umjesto Secera kladinoze. Osim toga, ketolidi sadrze i druge
modifikacije ukljuCujuci vezanje ciklickog karbamata i alkil-arilnog lanca na laktonski prsten
(Dinos, 2017; Katz i Ashley, 2005). Jedini ketolid koji se danas koristi u lijeenju je telitromicin,
i njegova struktura je prikazana na Slici 2. (Farrell i sur., 2016).

1. GENERACIJA MAKROLIDA 2. GENERACIJA MAKROLIDA 3. GENERACIJA MAKROLIDA
(KETOLIDI)

14- eroclani eritromicin A 14- eroélani klaritromicin telitromicin

16- eroclani tilozin

15- eroclani azitromicin

Slika 2. Strukturne formule nekih makrolidnih antibiotika. Preuzeto i prilagodeno od Dinos (2017).

2.1.3. Antibiotici u okolisu

Povecana proizvodnja i masivna potrosnja antibiotika u humanoj medicini, stocarstvu i
poljoprivredi dovela je do unosa velikih koli¢ina antibiotika u okolis. To je, s jedne strane,
ugrozilo zdravlje okolisa zbog toksi¢nih u¢inaka antibiotika na okoliSne organizme, a s druge
strane predstavlja potencijalnu opasnost za zdravlje ljudi zbog razvoja rezistentnih bakterijskih
populacija, ukljucujudi i patogene koje se mogu prenijeti na ljude (Surette i Wright, 2017). No,
vazno je istaknuti da za razliku od klasiénih prioritetnih zagadivala Cije je unoSenje u okolis
ograni¢eno propisima, zakonska regulativa o dozvoljenim koncentracijama antibiotika u
okolisu i otpadnim vodama jos uvijek nije propisana te nije predvideno njihovo stalno pracenje
u okoliSu (Grenni i sur., 2018). Medutim, istrazivanja su potvrdila da ¢ak i vrlo niske, sub-
inhibitorne koncentracije antibiotika, koje se Cesto detektiraju u prirodnim vodama, mogu
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potaknuti razvoj rezistencije medu bakterijama i tako potencijalno ugroziti zdravlje ljudi
(Gullberg i sur., 2011).

Kao Sto je prikazano na Slici 3., antibiotici dospijevaju u okoli$ na nekoliko nacina, ukljucujudi
ispustanje komunalnih i industrijskih otpadnih voda u prirodne vodotokove, gnojenje
poljoprivrednih povrsina stajskim gnojem, direktnu aplikaciju na biljke te neprikladno
odlaganje neiskoristenih antibiotika ili onih kojima je istekao rok trajanja (Qiao i sur., 2018).
Nakon uzimanja antibiotika, odredena se koli¢cina metabolizira u tijelu, dok se vedi dio
antibiotika nepromijenjen izluCuje iz tijela putem urina ili fecesa. Na taj nacin tragovi
antibiotika i njihovih metabolita dospijevaju u komunalne otpadne vode i Zivotinjski gnoj (Gaze
i Depledge, 2017). Komunalne otpadne vode odlaze na uredaje za prociS¢avanje otpadne voda
gdje se antibiotici opcenito slabo ili nepotpuno uklanjaju, pa se zadrzavaju u obradenoj

otpadnoj vodi i ispustaju u prirodne vode, najcesce rijeke (Gobel i sur., 2005; Le-Minh i sur.,
2010; Xu i sur., 2007).

Konzumacija Bolnica

Otpadne \
Antibiotici \ ” vode
o — i

Tretiranje Zivotinja
antibioticima

Gnojivo OKOLIS

Slika 3. Nacini unosa i Sirenja antibiotika te bakterija/gena za rezistenciju na antibiotike u
okolisu. Preuzeto i prilagodeno od Qiao i sur. (2018).

Za razliku od komunalnih otpadnih voda u kojima su antibiotici ¢esto zastupljeni u niskim
(ug/L) koncentracijama, istraZivanja su pokazala da otpadne vode iz pogona za proizvodnju
antibiotika u azijskim zemljama poput Indije i Kine mogu sadrZavati vrlo visoke koncentracije
antibiotika mjerene u mg/L (Simatovi¢ i Udikovié-Koli¢, 2019). Ispust tako zagadenih otpadnih
voda doveo je do zagadenja povrsinskih i podzemnih, pa i pitkih voda antibioticima (Fick i sur.,
2009) te posljedi¢no, do toksi¢nih uc¢inaka na vodene organizme (Carlsson i sur., 2009). Uz to,
istraZivanja su pokazala da ispust ovako zagadenih industrijskih otpadnih voda dovodi do



obogacenja rezistentnih determinanti u recipijentnom okolisu ukljucujuéi bakterije, gene i
pokretne geneticke elemente kao Sto su plazmidi (Bengtsson-Palme i sur., 2014; Kristiansson
i sur., 2011; Marathe i sur., 2013;). Medutim, ovakvo zagadenje okolisa putem farmaceutskih
otpadnih voda nije ograni¢eno samo na azijske zemlje, ve¢ se u manjem opsegu pojavljuje i u
Europi (Sidrach-Cardona i sur., 2014), ukljucujuci i Republiku Hrvatsku (Bielen i sur., 2017;
Milakovi¢ i sur., 2019). Naime, Bielen i sur. (2017) dokazali su da otpadne vode iz hrvatske
farmaceutske industrije Pliva koja proizvodi antibiotik azitromicin i koje se ispustaju u rijeku
Savu, sadrzZe visoke koncentracije makrolida azitromicina (do 3,8 mg/L) i eritromicina (do 2
mg/L). Posljedi¢no, oba makrolida su detektirana u povisenim koncentracijama (ukupno 20-
30 pg/L) u rijeci Savi nizvodno od ispusta u usporedbi s kontrolnom lokacijom uzvodno od
ispusta. U narednom istrazivanju, Milakovi¢ i sur. (2019) dokazali su da su ti ispusti takoder
doveli do oneciséenja sedimenta rijeke Save makrolidnim antibioticima, narocito
azitromicinom, Cija je koncentracija na mjestu ispusta dosezala gotovo 23 mg/kg sedimenta.
Zapazena akumulacija makrolida u sedimentu ukazala je na moguénost razvoja i Sirenja
rezistencije na makrolidne antibiotike u rijeci Savi.

2.2. Rezistencija bakterija na antibiotike

Rezistencija bakterija na antibiotike je svojstvo bakterija da se obrane protiv prisutnosti
antibiotika u svojem okolisu. lako je ovaj fenomen poznat joS od samog pocetka razvoja
antibiotika, unatrag dvadesetak godina zabrinjavajuce raste prvenstveno zbog prekomjerne
upotrebe antibiotika. Kao sto je vidljivo na Slici 4., pri svakom uvodenju novog antibiotika u
klinicku primjenu dolazi do pojave rezistencije bakterija na taj antibiotik, a brzina pojave
rezistencije varira od nekoliko mjeseci do godina.

Skupine antibiotika

® reviont @ makroLD! @ «arBAPENEMI
TETRACIKLINI FLUOROKINOLONI

Pojava
rezistencije

1953

U posljednjih
30 godina

Otkric¢e .
antibiotika nema razvoja
nove skupina
- antibiotika!
Godina  |VIHHLEEN[EEEEEERER[EREEEEENE R VR i i, il
1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Slika 4. Prikaz razvoja antibioti¢ke rezistencije. Preuzeto i prilagodeno od Newton i Fenton
(2015).



Do razvoja rezistencije dolazi zbog adaptacije bakterija na uvjete okolisa i zahvaljujuéi upravo
brzoj prilagodbi, bakterije su do danas razvile mehanizme rezistencije na gotovo sve skupine
antibiotika koji se sistemski upotrebljavaju u humanoj i veterinarskoj medicini zbog ¢ega oni
postaju neucinkoviti u lije¢enju. Takva moc¢ bakterijske evolucije, zajedno s ograni¢enim
investiranjem farmaceutske industrije u razvoj novih antibiotika, ucinili su antibioticku
rezistenciju jednom od najozbiljnijih prijetnji modernom zdravlju u 21. stoljecu. Bakterije
mogu biti prirodno (urodeno) rezistentne na neke antibiotike, ali mogu i stedi rezistenciju
novim mutacijama u genomu i horizontalnim prijenosom gena, Sto je posebno olaksano za
gene koji se nalaze na plazmidima (Coates i sur., 2002; Munita i Arias, 2016).

2.2.1. Mehanizmi antibioticke rezistencije

Postoje cetiri osnovna mehanizama kojima se bakterije nastoje zastititi od djelovanja
antibiotika (Slika 5.), a to su:

1) modifikacija ciljnog mjesta djelovanja antibiotika

Ovo je jedan od najcées¢ih mehanizama rezistencije kojim se ciljno mjesto djelovanja
antibiotika mijenja ili nestaje te se na taj nacin onemogucéava vezanje antibiotika i Stiti
bakterija od njegovog Stetnog djelovanja (Munita i Arias, 2016).

2) promjena metabolickog puta

Rezistentne bakterije zaobilaze metabolicki put na koji djeluje antibiotik i stvaraju novi,
alternativni put (Munita i Arias, 2016).

3) smanjenje permeabilnosti stanicne membrane ili aktivno izbacivanje antibiotika
Smanjenjem permeabilnosti membrane onemogucen je ulazak antibiotika u stanicu, a
pomocu efluks pumpi bakterije aktivno izbacuju antibiotik iz stanice (Munita i Arias,
2016; Pageés i sur., 2008).

4) inaktivacija antibiotika

Bakterije proizvode enzime koji mijenjaju ili razgraduju molekule antibiotika te oni
gube svoje djelovanje (Ramirez i Tolmasky, 2010).
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Smanjenje permeabilnosti
stanicne
membrane/onemogucen ulazak

Izbacivanje antibiotika iz
stanice pomocu efluks

akc pumpe antibiotika u stanicu
* B-laktami i
ml * B-laktami
* makrolidi ~ /\ ) * tetraciklini
* aminoglikozidi Z

- * fluorokinoloni
fluorokinoloni e ee————— /
tetraciklini PN 4 (I

Modifikacija ciljnog

mjesta

Inaktivacija antibiotika * fluorokinoloni
enzimima * rifamicini
* B-laktami * vankomicin
* makrolidi * B-laktami
* aminoglikozidi * makrolidi

* rifamicini * aminoglikozidi

Slika 5. Mehanizmi rezistencije na antibiotike. Preuzeto i prilagodeno od Wright (2011).

2.2.2. Rezistencija na makrolidne antibiotike

Svi antibiotici koji pripadaju skupini makrolida inhibiraju sintezu proteina na nacin da se vezu
na 23S rRNA regiju koja se nalazi na velikoj podjedinici (50S) ribosoma (Fyfe i sur., 2016).
Rezistencija na makrolide moguca je na slijedeca Cetiri nacina:

1) modifikacije na ribosomu

Ukljuéuju promjenu u mjestu vezanja makrolida. Najées¢i mehanizam modifikacije
ribosomskog mjesta vezanja makrolida je metilacija 23S rRNA pomocu enzima
metiltranferaza Sto dovodi do smanjenog vezanja makrolida na ribosom zbog sterickih
smetnji (Dinos, 2017). Ove metiltransferaze kodiraju geni iz skupine erm i do sada je
identificirano 38 erm gena medu kojima su najceséi geni ermB, ermCi ermF (Fyfeisur.,
2016). Osim navedenih metilacija, ovaj mehanizam rezistencije ukljucuje i mutacije 23S
rRNA te nekih ribosomskih proteina.
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2)

3)

4)

enzimski posredovana kemijska modifikacija makrolida

Sprije¢eno je vezanje makrolida na 50S podjedinicu bakterijskog ribosoma (Fyfe i sur.,
2016). Poznate su dvije klase enzima koje modificiraju makrolide i sudjeluju u stvaranju
rezistencije, a to su makrolidne fosfotransferaze i makrolidne esteraze. Makrolidne
fosfotransferaze fosforiliraju specificnu hidroksilnu grupu makrolidnog prstena, a
prisutne su u velikom broju Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (Roberts,
2008). Najcesce ih kodiraju geni iz skupine mph lokalizirani na plazmidima, ukljucujudi
mphA , mphB, mphC, mphD, mphE te relativho novo identificirani gen mphG (Noguchi
i sur.,, 1998; Nonaka i sur., 2015; Taniguchi i sur., 1999). Makrolidne esteraze
hidroliziraju estersku vezu u laktonskom prstenu pri ¢emu lineariziraju makrolid, koji
se tada vise ne moZe vezati na ribosom (Morar i sur., 2012). Geni ereA i ereB su prvi
otkriveni geni koji kodiraju za makrolidne esteraze, a determinirani su klinickom soju
vrste Escherichia coli (Ounissi i Courvalin, 1985; Arthur i sur., 1986). Osim spomenutih,
za makrolidne esteraze kodiraju jos geni ereA2, ereCi ereD, s tim da se gen ereD nalazi
na kromosomu, dok su ostali geni iz ere skupine lokalizirani na pokretnim genetickim
elementima (Golkar i sur., 2018; Xing i sur., 2015).

aktivno izbacivanje makrolida iz stanice putem proteinskih transportera (tzv. efluks
pumpi)

Ovaj mehanizam je jedan od naj¢es¢ih mehanizama rezistencije na makrolidne
antibiotike pri ¢emu je od osobite vainosti Mef obitelj pumpi koje kodiraju geni iz
skupine mef. Ti se geni uglavhom nalaze u Gram-pozitivnim bakterijama, iako su
detektirani i u nekim Gram-negativnim vrstama (Ojo i sur., 2004). Glavni predstavnici
Mef pumpi su MefA i MefE pumpe kodirane genima mefA i mefE koji se nalaze na
razli¢itim pokretnim genetickim elementima, najc¢esSée transpozonima i uglavnom
uzrokuju rezistenciju na 14-eroclane i 15-eroc¢lane makrolide, ali ne i na 16-eroclane
(Varaldo i sur., 2009). Osim mefA i mefE, za efluks pumpe kodiraju i geni mefB i mefC
koji su smjeSteni na plazmidima (Liu i sur., 2009, Nonaka i sur., 2015).

zastita veznog mjesta na ribosomu
Posredovana je proteinima koji se veZu za ribosom ¢ime sprjecavaju vezanje antibiotika
(Sharkey i sur., 2016; Wilson, 2016). Geni iz skupine msr su odgovorni za sintezu

zastitnih proteina, a posebno se isti¢u geni msrA, msrC, msrD i msrE koji su odgovorni
za rezistenciju na 14- eroc¢lane i 15-ero¢lane makrolide (Vimberg i sur., 2015).
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Osim navedenih glavnih mehanizama koji se pojavljuju kod bakterija rezistentnih na
makrolide, nedavno je opisan novi mehanizam makrolidne rezistencije koji je posredovan
ekspresijom specificnih tzv. GTP-aza vezujuéih proteina koje kodira gen hfIX. Smatra se da
navedeni protein reagira s molekulom makrolida vezanom na ribosomu i izbacuje ju iz njezinog
veznog mjesta, dopustajuci da se ribosom ponovno ukljuci u sintezu stanicnih proteina (Duval
i sur., 2018). Duval i sur. (2018) navode da je taj gen odgovoran za rezistenciju na eritromicin
i da je dominantan kod bakterija koje pripadaju koljenu Firmicutes, a izoliran je iz vaznih
patogena kao Sto su Bacillus cereus, Bacillus anthracis i Clostridum difficile.

2.2.3. Sirenje antibioticke rezistencije

2.2.2.1. Pracenje rezistencije u bolnicama

Smatra se da je glavni pokretac rezistencije bakterija na antibiotike pretjerana i neadekvatna
potrosnja antibiotika u humanoj medicini pa je veéina dosadasnjih istrazivanja o pojavi i Sirenju
rezistencije uglavnom bila usmjerena na klinicke izolate. Najveéa koli¢ina antibiotika u
humanoj medicini trosi se za infekcije diSnih puteva, najéescih infekcija kod ljudi, ve¢inom
uzrokovanih virusima te u manjem opsegu i bakterijskim vrstama poput Streptococcus
pyogenes (B-hemoliticki streptokok grupe A), Streptococcus pneumoniae (pneumokok) i
Haemophylus influenzae. Podaci o rezistenciji lokalnih bakterija su prijeko potrebni kao
polaziSna tocka za sve intervencije usmjerene ka kontroli razvoja i daljnjeg Sirenja rezistentnih
sojeva (Tambi¢ Andrasevi¢, 2007).

U Hrvatskoj se rezistencija na antibiotike prati u bolnickim sredinama kroz redovitu aktivnost
Nacionalnog programa praéenja rezistencije na antibiotike, a izolati koji se analiziraju dolaze
iz svih klinickih materijala. Izolati rijetkog ili neuobicajenog fenotipa, kao Sto su na primjer,
pneumokoki rezistentni na makrolide, $alju se u Referentni centar Ministarstva zdravlja za
pracenje rezistencije na antibiotike osnovan 2003. godine pri Klinici za infektivne bolesti "Dr.
Fran Mihaljevi¢". Tako je primjerice, u Hrvatskoj u 2017. godini, stopa rezistencije
pneumokoka na makrolide iznosila visokih 32%, a B-hemolitickog streptokoka grupe A 7%
(Tambié¢ Andrasevi¢ i sur., 2017). Kod infekcija uzrokovanih B-hemolitickim streptokokom
grupe A, makrolidi se daju kao alternativa penicilinu u osoba preosjetljivih na penicilin, no
stecena rezistencija na makrolide moZe ugroziti ishod terapije. Stoga su poseban problem
sojevi koji su istodobno rezistentni i na penicilin i na makrolide.

2.2.2.2. Uloga okolisa u Sirenju rezistencije

Pojedine bakterije prisutne u okoliSu (voda, tlo) ispoljavaju rezistenciju na odredene
antibiotike zbog posjedovanja urodenih mehanizama rezistencije. Tako je primjerice,
Escherichia coli urodeno rezistentna na makrolide zbog posjedovanja efluks pumpi koje
izbacuju te antibiotike iz stanice (Gomes i sur., 2017). Nadalje, enterokoki imaju urodenu
rezistenciju na cefalosporine zbog nedostatka specifi¢nih proteina u peptidoglikanu stani¢nog
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zida na koje se ovi antibiotici vezu (Murray, 1990; Vesi¢ i Kristich, 2012). Medutim, bakterije
mogu stedi rezistenciju na antibiotik mutacijom u genima ili ¢esée, horizontalnim prijenosom
gena ako se u bakterijsku stanicu nasumi¢no unese pokretni geneticki element (npr. plazmid)
koji nosi gene za rezistenciju. Pokazalo se da sve veée oneciséenje okolisa antibioticima potice
ove procese, posebice plazmidni prijenos gena medu bakterijama (Gonzalez-Plaza i sur, 2019;
Milakovié i sur., 2019). Prema tome, antropogeni unos antibiotika u okoliS pogoduje razvoju i
Sirenju rezistencije medu bakterijama, kako bezopasnim (komenzalnim) tako i patogenim
bakterijama koje se mogu prosiriti izvan okolisa i ugroziti uspjeh lijecenja bakterijskih infekcija
(Gaze i Depledge, 2017).

Otpadne vode iz bolnica, kuéa, farmi i farmaceutskih industrija sadrze ne samo antibiotike, ve¢
i bakterije rezistentne na te antibiotike koji potjecu iz ljudskih i Zivotinjskih sekreta. Buduci da
se te otpadne vode iz postrojenja za obradu otpadnih voda ispustaju u prirodne vodotokove,
najcesce rijeke, upravo su prirodne vode prepoznate kao rezervoari rezistencije i zarista za
daljnje Sirenje rezistentnih populacija i njihovih gena za rezistenciju (Gaze i Depledge, 2017;
Gonzalez-Plaza i sur., 2018; Qiao i sur., 2018.). Razlic¢ita istraZivanja navode da geni za
antibioticku rezistenciju koji cirkuliraju medu patogenima potjecu iz okoliSnih bakterija,
ukazujuéi na vaznu ulogu okolisa u Sirenju rezistentnih patogena (Nordmann i sur., 2008;
Wellington i sur., 2013). Ljudi mogu doc¢i u kontakt s rezistentnim bakterijama u okolisu na
razli¢ite nacine ukljuCujuc¢i konzumaciju oneciséene pitke vode ili hrane te kupanjem u
onecis¢enoj rijeci/jezeru. Zato je u borbi protiv rezistentnih patogena, pored bolnickih sredina,
vazno rezistenciju pratiti i u okoliSu kako bi se identificirali kljucni izvori i provele mjere
kontrole daljnjeg Sirenja rezistentnih sojeva.

2.2.2.3. Uloga farmaceutske industrije

Kao jedan od vaZnih faktora u Sirenju antibioticke rezistencije u okoliSu su otpadne vode
porijeklom iz farmaceutske industrije. Takve otpadne vode mogu sadrzavati smjese antibiotika
u visokim koncentracijama, ali i druga zagadivala koja poti¢u selekciju rezistencije na
antibiotike poput teskih metala (Bielen i sur, 2017; Gonzalez-Plaza i sur., 2019). Prema tome,
ispust ovakvih otpadnih voda moZe s jedne strane ugroziti zdravlje okolisa toksi¢nim
djelovanjem antibiotika i drugih zagadivala na okolisne organizme (Dyer i sur., 2003; Spanhoff
i sur., 2007), ali s druge strane i zdravlja ljudi poticanjem razvoja i Sirenja rezistentnih
bakterijskih populacija (Zhang i sur., 2018).

Problem farmaceutskih otpadnih voda visoko zagadenih antibioticima se narocito isti¢e u Indiji
gdje su u otpadnim vodama iz uredaja za prociséavanje otpadnih voda na koji dolaze otpadne
vode iz 90-tak farmaceutskih industrija zabiljeZene koncentracije ciprofloksacina, antibiotika
iz skupine fluorokinolona, od 31 mg/L (Larsson i sur., 2007; Larsson, 2014).

Posljedi¢no, ispust ovakvih otpadnih voda doveo je do oneciséenja rijeCnog sedimenta te
povrsinskih, podzemnih i pitkih voda (Fick i sur., 2009), ali takoder i do obogacenja rezistentnih
determinanti (bakterija, gena i pokretnih genetickih elemenata poput plazmida) u izloZenom
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okolisu (Bengtsson-Palme i sur., 2014; Kristiansson i sur., 2011; Marathe i sur., 2013). Sli¢na
situacija zabiljezena je i u Kini, gdje su u otpadnim vodama iz proizvodnje tetraciklina i B-
laktama detektirane visoke koncentracije oksitetraciklina (19,5 mg/L) (Li i sur., 2009) odnosno
penicilina (44 mg/L) (Li i sur., 2010).

Sto se tice situacije u Hrvatskoj, Bielen i sur. (2017) pokazali su da otpadne vode iz proizvodnje
azitromicina mogu sadrzavati vrlo visoke koncentracije makrolidnih antibiotika, azitromicina
kao konaénog produkta proizvodnje (do 3,8 mg/L) i eritromicina kao ishodisne tvari u sintezi
(do 2 mg/L). Ispusti ovako nedovoljno obradenih otpadnih voda u rijeku Savu su stoga doveli
do zagadenja povrsinske rijecne vode i sedimenta na mjestu ispusta i nizvodno od ispusta, ¢ak
11 km nizvodno. Bitno je spomenuti da su koncentracije azitromicina u sedimentu na mjestu
ispusta dosezale vrlo visoke razine, ¢ak do 23 mg/kg sedimenta (Milakovi¢ i sur., 2019). Zbog
svega navedenog, nuzno je konstantno pracenje i kontrola ispusta otpadnih voda iz
farmaceutske industrije kako bi se smanjio unos antibiotika u okolis, a samim time i ogranicio
razvoj i Sirenje rezistencije bakterija na antibiotike.
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3. HIPOTEZE

Hipoteze ovog istraZivanja su:

e Sediment rijeke Save zagaden makrolidnim antibioticima predstavlja spremnik
bakterija rezistentnih na makrolide;

e Bakterije porijeklom iz zagadenog sedimenta posjeduju mehanizme rezistencije sli¢ne
onima koji prevladavaju medu bakterijama u bolni¢kim sredinama;

e Okoli$ zagaden antibioticima moze biti ZariSte za daljnje Sirenje gena za antibioti¢ku
rezistenciju unutar i izvan okolisa.
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4. CILJ ISTRAZIVANJA

Buduci da porast rezistencije na antibiotike unutar okolisa izlozenog ispustu otpadnih voda iz
farmaceutske industrije predstavlja opasnost od daljnjeg Sirenja gena za rezistenciju izvan
okolisa, glavni cilj ovog rada je usporediti mehanizme rezistencije na makrolidne antibiotike
izmedu skupine izolata porijeklom iz okolisa zagadenog makrolidima i skupine klinickih izolata
prikupljenih pri Klinici za infektivne bolesti “Dr. Fran Mihaljevi¢”.

Specifi¢ni ciljevi ovog istrazivanja su:

e |zolirati bakterije rezistentne na makrolide iz sedimenta rijeke Save na mjestu ispusta
otpadnih voda iz proizvodnje azitromicina i uzvodno od ispusta (kontrolna lokacija);

e |dentificirati izolirane okolisne bakterije i klinicke izolate uklju¢ene u istrazZivanje te
potvrditi rezistenciju fenotipskim metodama;

e |dentificirati mehanizme za makrolidnu rezistenciju u okolisnih i bolnickih izolata;

e Utvrditi postoji li slicnost sekvenci dominantnog gena za makrolidnu rezistenciju
izmedu okolisnih i klini¢kih izolata.
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5. MATERUALI

5.1. Priprema hranjivih podloga i otopina

5.1.1. R2A (Reasoner's 2A agar) ¢vrsta podloga s ekstraktom kvasca

R2A ¢vrsta hranjiva podloga (Lab M Limited, Engleska) pripremljena je otapanjem 3 g podloge
u 1 L destilirane vode. Sterilizacija je izvrSena u autoklavu na 121 °C u trajanju od 15 minuta.
Podloga je imala pH vrijednost 7,2 + 0,2. Nakon sterilizacije i hladenja podloge na priblizno 50
°C, u sterilnim uvjetima dodan je ekstrakt kvasca (5 g/L; Biolife, Italija) i antimikotik
cikloheksimid (100 mg/L; Sigma Aldrich, Njemacka) te antibiotik azitromicin (15 mg/L; Fluka,
Njemacka). Za izolaciju bakterija rezistentnih na antibiotik azitromicin, primijenjena je ista
podloga uz dodatak azitromicina (15 mg/L; Fluka, Njemacka).

5.1.2. Mueller-Hintonova ¢vrsta podloga s dodatkom selektivhog Staph/Strepp
suplementa

Mueller-Hintonova ¢vrsta hranjiva podloga (Merck, Njemacka) pripremljena je otapanjem 38
g podloge u 1 L destilirane vode. Podloga je sterilizirana autoklaviranjem 15 minuta na 121 °C
i ima pH 7,4 + 0,2. Nakon sterilizacije i hladenja, podlozi je u sterilnim uvjetima dodan
cikloheksimid (100 mg/L) i Staph/Strepp suplement (5 ml/L; Mast group, Engleska) za
selektivni rast stafilokoka i streptokoka. Za izolaciju bakterija rezistentnih na azitromicin,
primijenjena je ista podloga uz dodatak azitromicina (15 mg/L).

5.1.3. Mueller-Hintonov bujon

Mueller-Hintonov bujon (Merck, Njemacka) pripremljen je otapanjem 21 g podloge u 1 L
destilirane vode. Podloga je sterilizirana autoklaviranjem 15 minuta na 121 °C. Cikloheksamid
(100 mg/L) je dodan nakon autoklaviranja i hladenja podloge na 50 °C. Za izolaciju bakterija
rezistentnih na azitromicin, podlozi je jo$ dodan antibiotik azitromicin (15 mg/L).

5.1.4. Columbia ¢vrsta hranjiva podloga s dodatkom Staph/Strepp suplementa i
konjske krvi

Columbia ¢vrsta hranjiva podloga (Mast Group, Engleska) pripremljena je otapanjem 39 g
podloge u 1 L destilirane vode. Sterilizacija je izvrSena na 121 °C u trajanju od 15 minuta. Nakon
sterilizacije i hladenja na 50 °C, podlozi je u sterilnim uvjetima dodan Staph/Strepp suplement
(5ml/L), defibrinirana konjska krv (5%; Biognost, Hrvatska) i cikloheksimid (100 mg/L). Za
izolaciju bakterija rezistentnih na azitromicin, podlozi je jos dodan azitromicin (8 mg/L).

5.1.5. Columbia ¢vrsta hranjiva podloga s dodatkom konjske krvi

Columbia ¢vrsta hranjiva podloga (Mast Group, Engleska) pripremljena je otapanjem 39 g
podloge u 1 L destilirane vode. Nakon sterilizacije podloge (121 °C, 15 minuta) i hladenja na
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50 °C, u podlogu je u sterilnim uvjetima dodano jos 5% defibrinirane konjske krvi. Za izolaciju
bakterija rezistentnih na azitromicin, podlozi je jos dodano i 2 mg/L azitromicina.

5.1.6. Priprema 1%-tnog agaroznog gela

1%-tni agarozni gel pripremljen je polaganim zagrijavanjem agaroze (1 g; Sigma, Njemacka) do
taliSta u 1 x TAE puferu (100 mL). Nakon hladenja rastaljene agaroze na 50-60 °C, a prije
izlijevanja gela u kadicu za elektroforezu, u gel je dodan etidijev bromid (0,5 pg/mL) za
detekciju umnozenih fragmenata DNA.

5.2. Priprema koristenih otopina

5.2.1. Priprema fizioloske otopine

FizioloSka otopina (0,9%) pripremljena je otapanjem 9 g natrijevog klorida u 1 L destilirane
vode. Sterilizacija je izvrSena u autoklavu na 121 °C u trajanju od 15 minuta.

5.2.2. Priprema 0,5 McFarland standarda

U staklenu posudu od 100 mL dodano je 0,05 mL 1%-tnog barijeva klorida dihidrata i 9,95 mL
1%-tne sumporne kiseline, te nadopunjeno destiliranom vodom do 100 mL.

5.2.3. Priprema 1 x tris-acetatnog EDTA pufera (TAE)

U 900 mL destilirane vode dodano je 100 mL 10 x TAE komercijalnog pufera (Invitrogen, SAD).
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6. METODE

6.1. Uzorkovanje rijecnog sedimenta

Uzorkovanje sedimenta iz rijeke Save provedeno je na dvije lokacije: 1) na lokaciji ispusta
otpadnih voda iz farmaceutske industrije Pliva u blizini grada Zapresiéa i 2) na kontrolnoj
lokaciji smjeStenoj priblizno 7,5 km uzvodno od ispusta u Samoborskom Otoku. Uzorci
povrsinskog sedimenta (5-10 cm) sakupljeni su pomocu plasticnih korera s Cetiri mjesta na
svakoj lokaciji (medusobno udaljene otprilike 2 m) kako bi se dobio reprezentativni uzorak. Na
svakoj lokaciji sakupljeno je priblizno 2 kg mokrog sedimenta (500 g/poduzorku) i pohranjeno
u sterilne plasti¢ne vrecice. Prikupljeni uzorci su na ledu transportirani do laboratorija te
upotrijebljeni za pripremu kompozitnog uzorka sedimenta za svaku lokaciju (mjeSavina 50 g
sedimenta svakog poduzorka). Kompozitni uzorci su isti dan upotrijebljeni za mikrobioloske
analize.

6.2. Izolacija bakterija rezistentnih na azitromicin iz sedimenta

Za izolaciju bakterija iz sedimenta, 1 g uzorka dodan je u epruvetu s 9 mL fizioloSke otopine
(razrjedenje 10?), te je smjesa vorteksirana 1 minutu na laboratorijskoj mijesalici da se dobije
jednoli¢na suspenzija. Potom je napravljena serija decimalnih razrjedenja u rasponu od 10
do 10 i po 100 pL suspenzije svakog razrjedenja nacijepljeno je u tri replike na évrste hranjive
podloge sa i bez dodatka azitromicina. Hranjive podloge bez dodatka antibiotika koristene su
za izolaciju ukupnih bakterija iz sedimenta, dok je za izolaciju bakterija rezistentnih na
azitromicin, u podloge dodan azitromicin u kona¢noj koncentraciji od 15 mg/L.

Nacijepljene hranjive podloge R2A i Mueller Hinton s dodatkom Staph/Strep suplementa
inkubirane su 5-7 dana pri temperaturi od 28 °C, dok je Columbia agar inkubiran pri 35 °C 2
dana, nakon cdega su izbrojane ukupne i rezistentne bakterije porasle na odgovaraju¢im
podlogama. Makromorfoloski razlicite kolonije porasle na podlogama sa azitromicinom
odabrane su za daljnju izolaciju. lIzolacija pojedinaénih kolonija provedena je viSestrukim
precjepljivanjem odabranih kolonija na iste ¢vrste hranjive podloge sa azitromicinom. Od
procis¢enih kolonija, jedna je kolonija karakteristicne makromorfologije nacijepljena u
Mueller-Hintonov bujon s dodatkom azitromicina u odgovarajucoj koncentraciji (8 mg/L ili 15
mg/L) te inkubirana preko noci pri 37 °C. Po 900 uL svake prekonoéne kulture pomijesano je s
50%-tnim glicerolom (900 pL), izmijeSano na mijesalici i pohranjeno na -80 °C.

6.3. Klinicki bakterijski izolati uklju€eni u istraZivanje

IstraZivanje je provedeno na ukupno 90 bakterijskih izolata, veéinom streptokoka, prikupljenih
tijekom 2014. do 2018. godine u Referentnom centru za pracenje rezistencije bakterija na
antibiotike Ministarstva zdravstva pri Klinici za infektivne bolesti “Dr. Fran Mihaljevié¢”. Svi
izolati su zadovoljavali kriterij smanjene osjetljivosti na makrolidne antibiotike, utvrdene disk
difuzijom prema smjernicama EUCAST-a (engl. European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). Identifikacija bakterijskog roda svakog izolata provedena je
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standardnim biokemijskim testovima. lIzolati su dostavljeni u Laboratorij za okolisSnu
mikrobiologiju i biotehnologiju Instituta Ruder Boskovié, gdje je ponovnim testiranjem
potvrden fenotip rezistencije na makrolide (odredivanjem minimalne inhibitorne
koncentracije za makrolide) i provedena identifikacija bakterijske vrste sekvenciranjem 16S
rRNA gena.

6.4. Izolacija ukupne bakterijske DNA

Izolacija ukupne bakterijske DNA svih okolisnih i klinickih izolata provedena je primjenom
enzimskog tretmana i toplo-hladnog Soka. Postupak je bio sljedeci: mikrobioloSkom ezom
uzeta je jedna kolonija s hranjive podloge i resuspendirana u 150 pL 5 mM Tris HCI pufera (pH
= 8,5). Potom je dodan 1 pL lizozima (100 pug/mL) i suspenzija je izmijeSana vorteksiranjem, te
inkubirana 1 sat pri 37 °C. Nakon inkubacije dodano je 6,5 pL proteinaze K (1 mg/L; Promega,
SAD) i slijedila je inkubacija 2 sata pri 55 °C. Nakon toga uslijedila je inaktivacija enzima
grijanjem uzoraka 10 minuta u vodi zagrijanoj na 100 °C, pa hladenjem u ledu tijekom 3
minute. Posljednja dva koraka ponovljena su jo$ dva puta nakon cega su mikroepruvete
centrifugirane (13 000 g, 10 minuta), a supernatant koji sadrzi bakterijsku DNA prebacen u
nove mikroepruvete i pohranjen na -20 °C.

6.5. Identifikacija okolisnih i klinickih izolata

Za identifikaciju izolata do razine vrste koriStene su metode lancane reakcije polimerazom
(engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) i sekvenciranja 16S rRNA gena. Za umnaZanje 16S rRNA
gena PCR metodom koriStene su univerzalne pocetnice: 27F
(5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3') i 1492R (5'GGTTACCTTGTTACGACTT 3’) (Lane, 1991), koje
umnazaju segment 16S rRNA gena veli¢ine 1,476 kb. Ukupan volumen PCR reakcijske smjese
bio je 37,5 uL, a sastav smjese naveden je u Tablici 2. UmnaZanje 16S rRNA gena provedeno je
kroz 35 ciklusa pod uvjetima prikazanim u Tablici 3. Kao pozitivna kontrola koristena je DNA
bakterije Streptococcus pyogenes, a kao negativna kontrola koristena je voda bez RNA/DNA
umjesto bakterijske DNA.

Tablica 2. Komponente PCR reakcije za umnazanje 16S rRNA gena.

Komponenta Pocetni volumen (pL) Konacna koncentracija
EmeraldAmpMax PCR 22,5 -
Master Mix (Takara
Biotechnology, Kina)

Uzvodna pocdetnica 27F 0,75 10 mM
Nizvodna pocetnica 1492R 0,75 10 mM
H20 12,0 -
DNA kalup 1,5 -
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Tablica 3. Uvjeti PCR reakcije za umnazanje 16S rRNA gena.

Faza Temperatura (°C) Trajanje
Pocetna denaturacija 98 5 min
Denaturacija 98 10s
Sparivanje pocetnica 55 30s
Sinteza komplementarnih 72 1mini30s
lanaca
Zavr$na elongacija 72 5 min

Dobiveni PCR produkti razdvojeni su horizontalnom gel elektroforezom u 1%-tnom agaroznom
gelu. U prvui zadnju jazicu gela naneseno je 3,5 uL DNA markera (10 kb; Takara Biotechnology,
Kina), a u ostale jazice po 2,5 pL PCR produkta. Elektroforeza je trajala 30 minuta pri naponu
od 90 V, nakon ¢ega su PCR produkti vizualizirani pod UV svjetlom na transiluminatoru.
Ostatak PCR produkta (35 plL) poslan je na sekvenciranje u komercijalni servis (Macrogen,
Amsterdam, Nizozemska). Dobivene sekvence uredene su u programu Chromas Lite v2.1.
(https://technelysium.com.au/wp/chromas/) i usporedene s onima u NCBI GeneBank (engl.

National Center for Biotechnology Information) bazi podataka putem BLAST servisa (Altschul i
sur. 1990), kako bi se pronasle najsli¢nije sekvence.

6.6. Detekcija i karakterizacija gena za rezistenciju na makrolidne antibiotike

6.6.1. Detekcija odabranih gena PCR metodom

Kod svih okolisnih i klinickih izolata napravljena je PCR analiza na ukupno 11 gena za
rezistenciju na makrolide koji kodiraju metiltransferaze (ermA, ermB, ermC i ermF),
fosfotransferaze (mphE), makrolidne efluks pumpe (mefA i mefC), proteine za zaStitu
ribosoma (msrA, msrE i msrD) i GTP-aza vezujuce proteine (hflX). Volumen reakcijske smjese
iznosio je 12,5 uL, a sastav smjese naveden je u Tablici 4. PoCetnice koriStene za umnaZzanje
odabranih gena prikazane su u Tablici 5. Uvjeti PCR reakcija bili su sljedeci: 1) pocetna
denaturacija kalupa DNA u trajanju od 10 sekundi pri 94 °C, 2) faza umnaZanja PCR produkta
koja se sastojala od tri segmenta: a) denaturacije DNA kalupa pri 98 °C u trajanju od 10
sekundi, sparivanja pocetnica i denaturiranog DNA kalupa u vremenu od 30 sekundi pri
temperaturi specificnoj za svaki par pocetnica i navedenoj u Tablici 5. i c) elongacijskog
segmenta na 72 °C pri kojem se sintetizirao komplementarni lanac DNA i Cije je trajanje
definirano velicinom PCR produkta (Tablica 5.), nakon cega je uslijedila 3) faza zavrSne
elongacije na 72 °C u trajanju od 7 minuta. Za svaku PCR reakciju napravljena je pozitivna
kontrola koja je ukljucivala DNA iz bakterije pozitivhe na odredeni gen i negativna kontrola s
vodom umjesto DNA.
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Tablica 4. Sastav PCR reakcijske smjese za umnazanje odabranih gena.

Komponenta Pocetni volumen (pL) Konaéna koncentracija
EmeraldAmpMax PCR 7,5 -
Master Mix (Takara
Biotechnology, Kina)

Uzvodna pocetnica 0,25 10 mM
Nizvodna pocetnica 0,25 10 mM
H0 4,0 -
DNA kalup 0,5 -

Tablica 5. Sekvence pocetnica i uvjeti PCR reakcije za umnaZanje gena odgovornih za

makrolidnu rezistenciju.

Duzina Vrijeme Broj
Gen gena Sekvenca pocetnice (5'-3') T.(°C)* sinteze ciklusa Referenca
(pb) lanaca
ermA 645 F*: TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA 53 1 min 35 Misic¢ i sur., 2017
R*: CTTCGATAGTTTATTAATATTAG
ermB 639 F: GAAAAGGTACTCAACCAAATA 51 1 min 30 Gygax i sur., 2006
R :AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC
ermC 642 F: TCAAAACATAATATAGATAAA 51 45 sec 35 Misic¢ i sur., 2017
R: GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT
ermF 466 F: CGGGTCAGCACTTTACTATTG 59 45 sec 35 Roberts i sur., 1999
R: GGACCTACCTCATAGACAAG
mefA 1759 F: GCGTTTAAGATAAGCTGGCA 55 2 min 35 Grivea i sur., 2012
R: CCTGCACCATTTGCTCCTAC
mefC 1156 F: GGCTGGACAGTTTGCTTC 52 2 min 30 Gonzalez Plazai sur.,
R: CATTAAGTTGCGAGTGCTAAAC 2018
msrA 940 F: GGCACAATAAGAGTGTTTAAAGG 56 1 min 35 Misic i sur., 2017
R:AAGTTATATCATGAATAGATTGTCC
TGTT
msrE 1352 F: GCGAGAAACATACGCTTG 53 2 min 30 Gonzalez Plazai sur.,
R: GGTCAAGATAGTTTCCTGGTTC 2018
msrD 1202 F: TGCCTATATTCCCCAGTTG 57 1mini30 35 Amezaga i sur., 2002
R: GTAATCGTTTATCGTGGGTG S
mphE 855 F: CACTTGCTGAAGCACACG 53 1 min 30 Gonzalez Plazai sur.,
R: CTCCCAACTGAGCTTTTGC 2018
hflX 1191 F: CTGAAGACCGAAGAGCCATC 58 2 min 30 Gonzalez Plazai sur.,
R: CTTCGACCAGTGTACCTTCTTCC 2018

*T,- temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA (engl. annealing temperature)

*F - uzvodna pocetnica; R — nizvodna pocdetnica
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Dobiveni PCR produkti razdvojeni su horizontalnom gel elektroforezom u 1%-tnom agaroznom
gelu u trajanju od 30 minuta pri 90 V. Za provjeru veli¢ine fragmenta dobivenog amplikona
koristen je DNA marker 1 kb (Promega, SAD). Dobiveni PCR produkti vizualizirani su na UV
transiluminatoru.

6.6.2. Sekvenciranje odabranih gena

Od 11 analiziranih gena za rezistenciju na makrolide, Cetiri gena (ermB, mefA, msrD i mphE) su
odabrana za analizu sekvenciranjem nakon $to im je prisutnost u okoliSnim i klinickim izolatima
potvrdena PCR-om. Za potrebe sekvenciranja, geni su prvo umnozeni PCR metodom u veéem
volumenu (37,5 uL), nakon ¢ega je prisutnost PCR produkta provjerena gel elektroforezom i
vizualizacijom gela, kao $to je opisano u poglavlju 6.6.1. PCR reakcije provedene su prema
uvjetima i postavkama prikazanim u Tablici 5. PCR produkt (35 pL) poslan je na sekvenciranje
u Macrogen servis (Nizozemska).

Dobivene sekvence uredene su pomocu programa Chromas Lite v2.1.
(https://technelysium.com.au/wp/chromas/) i usporedene s onima u NCB/ bazi podataka

putem BLAST servisa. Uredene sekvence, zajedno s odabranim sekvencama iz baze podataka,
dalje su obradene u programu ClustalX v2.1. (http://www.clustal.org/clustal2/). Za izradu

filogenetskog stabla koriSten je program Mega-X (Tamura i sur., 2013), a za vizualizaciju stabla
program ITOL (engl. Interactive Tree of Life) (https://itol.embl.de/).

6.7. Testiranje osjetljivosti izolata na antibiotike

Osjetljivost izolata na antibiotike testirana je odredivanjem minimalne inhibitorne
koncentracije (MIK) za antibiotike iz skupina makrolida (eritromicin, azitromicin i
klaritromicin), tetraciklina (tetraciklin), B-laktama (ampicilin) i fluorokinolona (ciprofloksacin).
Odredivanje MIK vrijednosti provedeno je metodom mikrodilucije, koja je ukljucivala
dvostruka razrjedenja antibiotika u mikrotitarskim plo¢icama s 96 jaZica. Prvi korak ukljucivao
je nacjepljivanje izolata na ¢vrste hranjive podloge s dodatkom azitromicina (15 mg/L) i
inkubaciju pri 37 °C/24 sata. Pojedinacna kolonija precijepljena je u teku¢u Mueller-Hinton
podlogu sa azitromicinom (15 mg/L) za prekonocnu inkubaciju pri 37 °C uz vrtnju (150 rpm).
Dobivena kultura razrijedena je u tekucoj Mueller-Hinton podlozi do opticke gustoée koja je
odgovarala standardu 0,5 McFarlanda (1 McFarland standard = 108 CFU/mL). U svaku jaZicu
nacijepljeno je 100 pL ovako pripremljenog inokuluma. Za testiranje osjetljivosti na makrolide,
tetracikline i B-laktame koristene su koncentracije antibiotika u rasponu od 2 mg/L do 128
mg/L, dok su za ciprofloksacin koncentracije bile u rasponu od 0,25 mg/L do 16 mg/L.
Mikrotitarske plocice su inkubirane 18 sati pri 28 °C, nakon ¢ega je ocitana vrijednost MIK-a, a
to je koncentracija koja se nalazila u prvoj jazici (u koncentracijskom nizu) u kojoj nema rasta
bakterija (zamuéenja). Dobivene MIK vrijednosti interpretirane su prema CLS/-ovim (engl.
Clinical and Laboratory Standards Institute) smjernicama za okolisSne izolate (priru¢nik M45
Methods for Antimicrobial Dilution and Disk Susceptibility Testing of Infrequently Isolated or

24


https://technelysium.com.au/wp/chromas/
http://www.clustal.org/clustal2/

Fastidious Bacteria) (2016) i za klinicke izolate (priru¢nik M100-S24 Performance Standards
for Antimicrobial Susceptibility Testing) (2014).
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7. REZULTATI

7.1. Identifikacija okolisnih i klinickih izolata sekvenciranjem 16S rRNA gena

U ovom istrazivanjuizolirano je ukupno 228 azitromicin-rezistentnih izolata iz sedimentarijeke
Save (okolisni izolati), od kojih je 104 izolata bilo s kontrolne (uzvodne) lokacije, a 124 izolata
s lokacije ispusta industrijskih otpadnih voda. Nakon izolacije na prikladnim selektivnim
podlogama, izracunat je udio bakterija rezistentnih na azitromicin u sedimentu rijeke Save na
mjestu ispusta i uzvodno od ispusta industrijskih otpadnih voda (Tablica 6). Iz prikazanih
rezultata vidljiv je izrazito visoki udio rezistentnih bakterija (34% odnosno 55%) na lokaciji
ispusta u odnosu na uzvodnu lokaciju (oko 3%). Vecina okolidnih izolata pripadala je skupini
Gram-pozitivnih bakterija i to 103 izolata (99%) na uzvodnoj lokaciji i 90 izolata (72,6%) na
lokaciji ispusta. Sekvenciranjem 16S rRNA gena okolisni izolati identificirani su do razine
roda/vrste te je njihovim grupiranjem u taksonomske jedinice uoéena razlika na razini koljena
i roda izmedu lokacije ispusta i uzvodne lokacije (Tablica 7., Slika 6.). 1z Tablice 7. vidljivo je da
je na lokaciji ispusta doSlo do znacajnog porasta zastupljenosti bakterijskog koljena
Proteobacteria i znac¢ajnog smanjenja udjela koljena Firmicutes u odnosu na uzvodnu lokaciju.
Nasuprot tome, bakterijsko koljeno Actinobacteria podjednako je zastupljeno (= 50%) i
dominantno na obje lokacije.

Tablica 6. Udio rezistentnih bakterija u sedimentu rijeke Save na dvije istrazivane lokacije.

Hranjiva podloga Lokacija
Uzvodno Ispust
R2A+Y+AZI15 3,1% 34,0%
MH+SS+AZI15 2,5% 55,4%

*R2A+Y+AZI15 — R2A &vrsta hranjiva podloga s ekstraktom kvasca i dodatkom azitromicina (15mg/L);

*MH+SS+AZI15 — Mueller-Hinton ¢€vrsta hranjiva podloga sa Staph/Strepp selektivnim suplementom i dodatkom
azitromicina (15mg/L).

Tablica 7. Zastupljenost bakterijskih koljena u sedimentu rijeke Save na istraZivanim

lokacijama.
Koljeno Actinobacteria Firmicutes Bacteroidetes Proteobacteria
Razred o-Proteobacteria  B-Proteobacteria  y-Proteobacteria
Uzvodna 56,7% 42,3% 0% 0% 0% 1,0%
lokacija
Lokacija 52,4% 20,2% 5,7% 8,1% 5,7% 8,1%
ispusta
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Iz taksonomske podjele okolisnih izolata na razini roda, prikazane na Slici 6., mozZe se uociti da
je na lokaciji ispusta identificirano vise razli¢itih rodova (n=31) u odnosu na uzvodnu lokaciju
(n=11). Na obje lokacije dominantan rod je Microbacterium (Actinobacteria). Na uzvodnoj
lokaciji podjednako (38%) je zastupljen i rod Bacillus (Firmicutes), dok se na lokaciji ispusta rod
Cellulosimicrobium (Actinobacteria) isti¢e kao dominantan.

rodoV!

Uzvodna lokacija jeni Lokacija ispusta

7astup!
0

Chryseobacterium Dietzia

<3
Agromyces Streptococcus 50
Arthrobacter Microbacterium Brevundimonas 5%
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dysgalactiae
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pneumoniae
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Streptococcus
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Klinicki izolati

Slika 6. Raznolikost rodova okolisnih i klini¢kih izolata.

U skupini klinickih izolata uklju¢enih u ovu studiju (90 izolata), sekvenciranjem 16S rRNA gena
utvrdeno je da vecina tih izolata (84 izolata, 93,3%) pripada rodu Streptococcus, a maniji udio
(6 izolata, 6,7%) rodu Staphylococcus (Slika 6.). Najbrojniji klini¢ki izolati unutar roda
Streptococcus su vrste Streptococcus pyogenes (62,2%), Streptococcus dysgalactiae (18,9%) i
Streptococcus salivarius (5,6%), dok su u manjem postotku (oko 2%) izolirane vrste
Streptococcus anginosus, Streptococcus pneumoniae i Streptococcus agalactiae. 1z roda
Staphylococcus izolirane su vrste Staphylococcus aureus, Staphylocccus epidermis i
Staphylococcus warneri, sve u istom postotku od 2,2%.
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7.2. Identifikacija mehanizama makrolidne rezistencije detekcijom gena
7.2.1. Okolisni izolati

Prisutnost gena za makrolidnu rezistenciju potvrdena je PCR metodom u 17 izolata (16,3%) sa
uzvodne lokacije te u 58 izolata (46,8%) s lokacije ispusta. Iz Slike 7.A. vidljivo je da je u
izolatima sa uzvodne lokacije detektirano 7 od 11 ispitivanih gena koji predstavljaju 5 razlicitih
mehanizama rezistencije na makrolide posredovanih metiltransferazama (gen ermfF),
zasStitnim proteinima bakterijskog ribosoma (geni msrA, msrD i msrE), efluks pumpama (mefA),
fosfotransferazama (mphE) i GTP-aza vezuju¢im proteinima (gen hflX). Pritom je u najveem
broju izolata sa uzvodne lokacije (n=7; 6,7%) detektiran mehanizam rezistencije posredovan
zasStitnim proteinima ribosoma koji je kodiran genima msrA, msrD i msrE, a mehanizmi koje
kodiraju geni ermF i hflX pronadeni su u 4 izolata (3,8%). U niti jednom izolatu na uzvodnoj
lokaciji nisu pronadeni geni ermA, ermB, ermC i mefC.

Iz Slike 7.A. takoder se moze uociti da je u izolatima s lokacije ispusta detektirano 9 od ukupno
11 ispitivanih gena i da je medu tim izolatima u usporedbi s kontrolnim izolatima doslo do
znacajnog porasta zastupljenosti tri mehanizma makrolidne rezistencije. Oni ukljucuju
mehanizam posredovan metiltransferazama (geni ermB i ermF) koji je porastao s 4% na 28%,
mehanizam posredovan zastitnim proteinima ribosoma (najveci porast udjela gena msrE) koji
je porastao sa 7% na 17% te mehanizam posredovan fosfotransferazama (gen mphE) koji
biljezi porast s 2% na 13%. Ostala dva mehanizma posredovana efluks pumpama (prvenstveno
gen mefA) i GTP-aza vezujuéim proteinima (gen hflX) bila su podjednako zastupljena medu
izolatima porijeklom s obje lokacije (u 2% do 4% izolata).
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Slika 7. Raspodjela pojedinacnih (A) i viSestrukih (B) mehanizama rezistencije u okolisnih
izolata sa uzvodne lokacije i lokacije ispusta industrijskih otpadnih voda.

Daljnja analiza razli¢itih mehanizama rezistencije u okolisnih izolata, prikazana na Slici 7.B.,
pokazala je da je vedina izolata sa uzvodne lokacije (88,1%) i lokacije ispusta (72,4%) imala
jedan mehanizam za makrolidnu rezistenciju (1 gen za rezistenciju). Dva razli¢ita mehanizma
rezistencije detektirana su u 11,8% izolata sa uzvodne lokacije i u dvostruko vise izolata
(24,1%) s lokacije ispusta. Kod izolata sa uzvodne lokacije, dvostruki mehanizmi su ukljucivali
kombinacije gena msr grupe i gena mphE (5,9%) ili hfIX (5,9%). Nadalje, iz Slike 7.B. moze se
uociti da je pojava tri ili vise razli¢itih mehanizama rezistencije detektirana samo u izolatima s
lokacije ispusta. Pritom su u 1,7% izolata detektirana istovremeno tri razli¢ita mehanizma
rezistencije posredovana kombinacijom gena iz erm grupe, msr grupe i gena mphE, a u 1,7%
izolata detektirana je kombinacija od ¢ak Cetiri razli¢ita mehanizma rezistencije posredovana
kombinacijom gena msr-mef-mphE-hfiIX.
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7.2.2. Klinicki izolati

Od ukupno 90 istrazivanih klinickih izolata, geni za makrolidnu rezistenciju detektirani su u 51
izolatu (56,7%). Iz raspodjele mehanizama makrolidne rezistencije medu tim pozitivnim
izolatima (Slika 8.A) vidljivo je da je utvrdena prisutnost Cetiri razli¢ita mehanizma, pri cemu
su najzastupljeniji mehanizmi posredovani efluks pumpama (28,9%), metiltransferazma
(27,7%) i zastitnim ribosomskim proteinima (23,3%). 1z Slike 8.A. nadalje proizlazi da su u
mehanizam posredovan efluks pumpama ukljuéeni geni mefA i mefC koji su detektirani u
16,7% odnosno 12,2% izolata. Metilacija ribosoma putem metiltransferaza posredovana je
prvenstveno genom ermB koji je detektiran u 24,4% izolata te u manjoj mjeri genima ermC i
ermF, detektiranim u ukupno 3,3% izolata. Mehanizam koji ukljucuje zaStitne ribosomske
proteine kodiran je uglavnom genom msrD koji je detektiran u 21% izolata te u manjoj mjeri
genom msrA (2,2% izolata). Mehanizam posredovan fosfotransferazama kojeg kodira gen
mphE detektiran je u najmanjem broju klini¢kih izolata (4,4%). Za razliku od okolisnih izolata,
u klinickim izolatima detektiran je mehanizam rezistencije posredovan genom ermC, dok
mehanizmi posredovani genima msrE i hflX nisu pronadeni niti u jednom klinickom izolatu.
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Slika 8. Raspodjela pojedinacnih (A) i visestrukih (B) mehanizama rezistencije u klini¢kih izolata.
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Iz daljnje analize raspodjele mehanizama rezistencije u klini¢kih izolata, prikazane na Slici 8.B.,
proizlazi da je najveci postotak klini¢kih izolata (58,5%) imao jedan mehanizam rezistencije
posredovan genom iz erm, msr, mef ili mph grupe. Manji broj izolata (35,3%) imao je po dva
razli¢ita mehanizma makrolidne rezistencije, koji su ukljucivali kombinacije gena erm-msr,
erm-mphE, msr-mef i mef-mphE, pri ¢emu je najzastupljenija dvostruka kombinacija gena
msrD-mefA. Tri razli¢ita mehanizma rezistencije posredovana kombinacijom gena erm-msr-
mef potvrdena su u 5,9% klini¢kih izolata. Cetiri mehanizma rezistencije nisu pronadena ni kod
jednog klini¢kog izolata.

7.3. Fenotipske i genotipske karakteristike izolata rezistentnih na azitromicin
7.3.1. Okolisni izolati

Okolisni izolati u kojima je PCR-om potvrdena prisutnost gena za makrolidnu rezistenciju su
testirani odredivanjem MIK-a na osjetljivost na ukupno 6 antibiotika razvrstanih u 4 skupine:
makrolidi (eritromicin, azitromicin i klaritromicin), tetraciklini (tetraciklin), B-laktami
(ampicilin) i fluorokinoloni (ciprofloksacin).

Iz Tablice 8. vidljivo je da je veéina analiziranih izolata sa uzvodne lokacije pripadala rodovima
Bacillus i Microbacterium, koji su posjedovali uglavnhom pojedinacne i razli¢ite gene za
rezistenciju na makrolide. Gen hflX koji je dominirao medu izolatima sa uzvodne lokacije,
pronaden je samo u rodu Bacillus, dok je jednako zastupljen gen ermF bio pronaden u
izolatima roda Bacillus, Microbacterium i Arthrobacter. Svi izolati iz ovih rodova ispoljavali su
rezistenciju na sva tri makrolidna antibiotika, pri ¢emu je izolat Microbacterium sp. 768, koji je
imao gen mefA, bio dodatno rezistentan i na tetraciklin, a izolat Microbacterium sp. HCD0OS8
bio je umjereno rezistentan na ciprofloksacin. U dva izolata, Acinetobacter johnsonii i Bacillus
licheniformis, potvrdena je prisutnost dva rezistentna gena, msrE-mphE odnosno msrA-hfiX,
koji kodiraju razli¢ite mehanizme makrolidne rezistencije.
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Tablica 8. Raspodjela detektiranih gena za rezistenciju na makrolide i profil rezistencije u skupini izolata
sa uzvodne lokacije.

Gen za MIK (mg/L)
makrolidnu

rezistenciju ERI AZl KLA TET AMP CIPRO
1 msrD
1 mefA
1 mphE
1

1

1

Rod ili vrsta Broj

Koljeno izolata izolata

Actinobacteria  Microbacterium sp.

msrD
ermF
ermF

Arthrobacter sp.
Bacillus
licheniformis

Firmicutes msrA+hfX

ermF
msrE
msrD
ermF
hiTX
hiTx
hiTx
msre+mphE 128

RN T T T S I (I S

Proteobacteria Acinetobacter sp.

*ND — nije odredeno; crveno — rezistentan; zeleno -intermedijarno osjetljiv; plavo- osjetljiv; bez boje — ne postoje
CLSI smjernice za odredivanje razine rezistencije na tu vrstu antibiotika (priru¢nik M45 Methods for Antimicrobial
Dilution and Disk Susceptibility Testing of Infrequently Isolated or Fastidious Bacteria) (2016). ERI — eritromicin,
AZI- azitromicin, KLA -klaritromicin, TET — tetraciklin, AMP-ampicilin, CIPRO — ciprofloksacin.

Fenotipske i genotipske karakteristike analiziranih izolata porijeklom s lokacije ispusta
prikazane su u Tablici 9. Rezultati su pokazali da je gen ermB, koji je detektiran u najve¢em
broju izolata s lokacije ispusta (Slika 6.A.), pronaden u 11 razli¢itih rodova i to najviSe u
rodovima Enterococcus i Streptococcus. Gen ermF, koji takoder dominira medu izolatima na
ovoj lokaciji, pronaden je u 8 rodova ukljucujuéi Arthrobacter, Microbacterium, Enterococcus,
Trichococcus, Chryseobacterium, Brevunidomonas, Citrobacter i Dietzia. Svi ovi izolati su
pokazali visoku rezistenciju na sva tri ispitivana makrolida (MIK>128 mg/L). Pored makrolidne
rezistencije, neki izolati koji su posjedovali gen ermB pokazali su rezistenciju na jo$ jednu
skupinu antibiotika, na primjer, na peniciline (ampicilin - Streptococcus, Bacillus,
Enterococcus), fluorokinolone (ciprofloksacin - Microbacterium, Lysinibacillus fusiformis,
Enterococcus avium, Aerococcus viridans) ili tetracikline (tetraciklin - Microbacterium
esteraromaticum, Enterococcus saccharolyticus, Enterococcus) dok su neki bili rezistentni na
jos$ dvije skupine antibiotika (Enterococcus i Lysinibacillus fusiformis).
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Tablica 9. Raspodjela detektiranih gena za rezistenciju na makrolide i profil rezistencije u
skupini izolata s lokacije ispusta.

Koljeno Rod ili vrsta izolata Broj  Geniza makrolidnu MIK (mg/L)
izolata rezistenciju ERI AZl KLA TET AMP CIPRO
Actinobacteria ~ Arthrobacter sp. 1 ermF -
Dietzia sp. 1 erm F+mph E ND ND ND ND
Microbactenum sp. 1 ermB
1 mefA
Microbacternum esteraromaticum 1 ermB
1 ermB
Microbactenum keratanolyticum 1 hfl X
Microbactenum saccharophilum 1 ermF
1 ermF
1 mphE
Microbactenum paraoxydans 1 hff X
1 ermF+msrE
1 ermF
Micrococcus aloeverae 1 msrE
Lysinib acillus fusiformis 1 ermB
1 ermB
Tessaracoccus flavescens 1 mphE 8 64 <2 <2 =2 =0.25
Cellulosimicrobium cellulans 1 ermB
Firmicutes Bacillus sp. 1 ermB+msrE
Bacillus cereus 1 ermB
Enterococcus saccharolyticus 1 ermB+emF
1 ermB
1 ermB
Enterococcus sp. 1 ermB+mefC
Enterococcus asini 1 ermB
Enterococcus avium 1 ermB
Streptococcus sp. 3 ermB
1 ermB
1 ermB
Trichococcus flocculiformis 1 ermF =128 =128 =128 =<2 16 =025
Trichococcus sp. 1 ermB =128 =128 =128 <2 =2 =025
Staphylococcus epidermidis 1 msrA+msrE
Lactococcus lactis 1 ermB
Aemococeus vindans 1 ermB =128
Bacteroidetes =~ Chryseobacterium sp. 1 ermF+msrD =128 =128 >128 <2 64 =025
1 ermF ND ND ND ND ND ND
1 msrD ND ND ND ND ND ND
Flavihumibacter sp. 1 msrA+msrE ND ND ND ND ND ND
Proteobactenia  Acidovorax sp. 1 hflx ND ND ND ND ND ND
Acinetob acter johnsonii 1 msrE+ mphE =2 =2 =2 _
Rhodobacter sp. 1 msrE+mphE 16 16 =2 =2 =2 =0.25
Brevundimonas bullata 1 ermF =2 =2 =2 <2 <2 <025
1 msrE =128 =128 64 <2 <2 =0.25
Brewundimonas diminuta 1 ermB =128 =128 =128 <2 128 <025
Comamonas sp. 1 msrE+mphE =128 =128 232 =2 =2 =025
Comamonas denitrificans 1 msrE+mphE =128 32 16 =2 =2 =025
Citrob acter freundii 1 msrE+mphE =128 =128 128 <2 64 =0.25
1 ermF+msrE+mphE =128 128 128 =2 =128 =025
1 msrE+mphE =128 128 128 <2 128 <025
Acidovorax sp. 1 mefA+msrE+mphE+hfiX =128 =128 =128 <2 128 =025
1 msrE+mphE =128 =128 =128 =<2 16 =025
Neissena sp. 1 mphE 64 16 32 <2 =2 =0.25
Pseudomonas sp. 1 msrg 128 128 128 =2 =2 16
Pseudoxanthomonas sp. 1 mphE =128 =128 64 =2 =2 =0.25
Stenotrophomonas sp. 1 msrE+mphE 128 8 32 =2 64 =025
Themrmomonas brevis 1 mphE =128 =128 32 <2 =2 =0.25 |

*ND — nije odredeno; crveno — rezistentan; zeleno -intermedijarno osjetljiv; plavo- osjetljiv; bez boje — ne postoje CLS/ smjernice za
odredivanje razine rezistencije na tu vrstu antibiotika (prirucnik M45 Methods for Antimicrobial Dilution and Disk Susceptibility Testing
of Infrequently Isolated or Fastidious Bacteria) (2016). ERI — eritromicin, AZI- azitromicin, KLA -klaritromicin, TET — tetraciklin, AMP-
ampicilin, CIPRO — ciprofloksacin.
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Osim najvise zastupljenog gena ermB, geni msrk i mphE dominirali su medu izolatima s lokacije
ispusta. Za razliku od uzvodne lokacije na kojoj je prisutnost ovih gena potvrdena u rodovima
Acinetobacter, Bacillus i Microbacterium, iz Tablice 9. proizlazi da su oba ova gena pronadena
u cak 13 razli¢itih rodova te dominiraju u rodovima Citrobacter i Comamonas. Profil
rezistencije na analizirane antibiotike bio je, medutim, varijabilan medu spomenutim
izolatima. Interesantno, od ukupno 18 izolata u kojima su detektirani klasteri od dva ili vise
rezistentnih gena, njih ¢ak 10 pripadalo je koljenu Proteobacteria (rodovi: Acinetobacter,
Rhodobacter, Comamonas, Stenotrophomonas, Citrobacter i Acidovorax). Veéina tih
proteobakterija posjedovala je genski klaster msrE-mphE. Medutim, iako je vecina
proteobakterijskih izolata pokazivala visoke MIK vrijednosti za makrolide (uglavhom >128
mg/L), rezultati se ne mogu jasno interpretirati, jer za ove rodove nisu dostupne CLS/ smjernice
za odredivanje razine rezistencije (priru¢nik M45 Methods for Antimicrobial Dilution and Disk
Susceptibility Testing of Infrequently Isolated or Fastidious Bacteria) (2016).

Od ostalih slabije zastupljenih rezistentnih gena, gen hfIX pronaden je u izolatima iz rodova
poput Microbacterium, Bacillus i Acidovorax, koji su pokazali visoke MIK vrijednosti za
ispitivane makrolide (>128 mg/L), sa izuzetkom izolata Acidovorax sp. za koji nije provedeno
testiranje osjetljivosti na antibiotike. Nadalje, gen msrD detektiran je u samo dva izolata
Chryseobacterium sp., a gen mefC u jednom izolatu roda Enterococcus.

Takoder, na temelju rezultata testiranja osjetljivosti na antibiotike i dostupnih CLS/ smjernica
za interpretaciju osjetljivosti, moZe se uoditi da je samo 6 izolata (10,3%) zadovoljilo kriterij
visestruke rezistencije, odnosno bili su rezistentni (ukljuujuéi i umjereno rezistentne) na
barem jedan antibiotik iz minimalno tri razli¢ite skupine antibiotika. Ti izolati su pripadali rodu
Enterococcus (4 izolata), te rodovima Lysinibacillus (1 izolat) i Microbacterium (1 izolat), a svi
su posjedovali gen ermB, od ¢ega je jedan enterokok posjedovao jos i mefC.

7.3.2. Klinicki izolati

Kao Sto je spomenuto u poglavlju 7.2.2., od 90 klini¢kih rezistentnih izolata uklju¢enih u ovo
istrazivanje, geni koji kodiraju rezistenciju na makrolide detektirani su u 56,7% izolata,
veéinom streptokoka i u manjem udjelu stafilokoka (Tablica 10.). 1z raspodjele rezistentnih
gena u identificiranim klini¢kim izolatima, prikazane u Tablici 10. proizlazi da je gen ermB
detektiran u najvecem broju izolata (43%), pri ¢emu najviSe u vrsti Streptococcus pyogenes.
Slijedi gen msrD u 37%, gen mefA u 15% i gen mefC u 11% izolata, dok su ostali geni (mphE,
ermC, msrA i ermF) zastupljeni s <5%. Najveci broj traZenih gena detektiran je u izolatima koji
pripadaju vrstama Streptococcus dysgalactiae (ermB, msrA, msrD, mefA, mefC i mphE) i
Streptococcus pyogenes (ermB, ermC, msrD, mefA i mefC). U vrstama Streptococcus salivarius
i Streptococcus pneumoniae potvrdeni su isti geni (ermB, msrD i mefA), pri ¢emu je u izolatu
vrste Streptococcus salivarius potvrden jos i gen mefC. Gen ermF potvrden je samo u izolatu
vrste Streptococcocus agalactiae, u kojem je detektiran i gen ermB. Geni msrD i mefA
potvrdeni su u izolatu vrste Streptococcus anginosus. U izolatu vrste Staphylococcus
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epidermidis potvrdena su tri gena (ermC, msrA i mefC), dok je u izolatu vrste Staphylococcus
aureus pronaden samo gen mefA.

Tablica 10. Raspodjela klini¢kih izolata koji nose gene za makrolidnu rezistenciju po bakterijskoj vrsti.

Izolat Broj izolata s odredenim genom

Geni ermB  ermC  ermF  msrA  msrD  mefA mefC mphE

Streptococcus
pyogenes

13 1 - - 5 3 7 -

Streptococcus
dysgalactiae

Streptococcus
salivarius

Streptococcus
anginosus

Streptococcus
pneumoniae

Streptococcus
agalactiae

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
epidermidis

UKUPAN BROJ
IZOLATA S

% IZOLATA S
GENOM

22 2 1 2 19 15 11 5

43% 4% 2% 4% 37% 29% 22% 10%

7.3.3. Sekvenciranje gena ermB porijeklom iz okolisnih i klinickih izolata

Od 11 gena za rezistenciju na makrolide analiziranih u ovom radu, gen ermB je odabran za
daljnju analizu sekvenciranjem, jer je bio najzastupljeniji medu okoliSnim izolatima sa
zagadene lokacije (ispust) i u klinickim izolatima streptokoka. Filogenetskom analizom
nukleotidnih sekvenci gena ermB, prikazanom na Slici 9., utvrdeno je grupiranje sekvenci u
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dvije skupine od kojih je jedna ukljucivala ve¢inom ermB sekvence okolisnih izolata sa ispusta,
dok je druga skupina obuhvacala ve¢inom ermB sekvence klini¢kih izolata lokacije.

Tree scale: 0.001 ————

AD23 Brevudimonas diminuta DIS
AD12 Streptococcus pyogenes HOSP
AD14 Streptococcus salivarius HOSP
AD22 Enterococcus sp. DIS

585

AD21 Streptococcus dysgalactiae HOSP
AD3 Streptococcus pyogenes HOSP
LR536656 Enterococcus faecium plasmid
LR216060 Streptococcus pneumoniae chromosome
AD1 Streptococcus pyogenes HOSP
LR130238 Streptococcus pyogenes chromosome
AD8 Streptococcus pyogenes HOSP
AD24 Streptococcus pneumoniae HOSP
AD13 Streptococcus pyogenes HOSP
AD38 Enterococcus avium DIS

CP030125 Streptococcus suis chromosome
AD18 Streptococcus dysgalactiae HOSP
AD19 Streptococcus pyogenes HOSP
AD@ Streptococcus pyogenes HOSP
AD? Streptococcus dysgalactiae HOSP
ADE6 Streptococcus pyogenes HOSP

AD15 Streptococcus pyogenes HOSP
5‘#7401 1 Streptococeus pneumoniae HOSP

457

AD25 Enterococcus saccharolyticus DIS
=55 AD& Streptococcus salivarius HOSP
g3l ADA40 Aerococcus viridans DIS
ADA43 Microbacterium sp DIS
AD28 Trichococcus sp DIS
MF443384 Enterococcus faecalis plasmid
CP019978 Streptococcus agalactiae chromosome
AD4 Streptococcus pyogenes HOSP
AD? Streptococcus pyogenes HOSP
AD27 Bacillus sp. DIS
AD39 Streptococcus sp. DIS
AD42 Enterococcus saccharolyticus DIS
AD33 Streptococcus sp. DIS
AD37 Streptococcus sp. DIS
AD10 Streptococcus pyogenes HOSP
AD17 Streptococcus agalactiae HOSP
AD31 Microbacterium esteraromaticum DIS
AD35 Streptococcus sp. DIS
AD36 Enteracoccus asini DIS
AD41 Cellulosimicrobium cellulans DIS
AD34 Streptococcus sp. DIS
AD30 Lactococeus lactis DIS
AD32 Microbacterium esteraromaticum DIS

Grupa 2

AD44 Lysinibacillus fusiformis DIS

839 AD45 Lysinibacillus fusiformis DIS

|
969 L AD?9Bacillus cereus DIS

ADZ0 Streptococcus pyogenes HOSP

Slika 9. Filogenetsko stablo dobiveno usporedbom sekvenci gena ermB iz klinickih i okolisnih izolata s lokacije ispusta
te reprezentativnih ermB sekvenci (prikazane podebljano) iz NCBI baze podataka. Stablo je izgradeno metodom
povezivanja susjeda (engl. Neighbor joining) pomocu racunalnog programa Mega X. Podrska za grananja unutar stabla
odredena je na temelju 1000 ponavljanja. DIS oznacava izolate s lokacije ispusta, dok su klinicki izolati oznaceni HOSP.
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8. RASPRAVA

U ovom radu analizirana je zbirka izolata sacinjena od 228 okolisnih i 90 klinickih izolata koji
su ispoljavali rezistenciju na makrolidni antibiotik azitromicin. Okolisni izolati prikupljeni na
prikladnim selektivnim podlogama, potjecali su iz sedimenta rijeke Save s lokacije ispusta
otpadnih voda iz proizvodnje azitromicina i lokacije smjestene uzvodno od ispusta (kontrolna
lokacija). Prema rezultatima Milakovic i sur. (2019), sediment rijeke Save je na mjestu ispusta
industrijskih otpadnih voda zagaden makrolidnim antibioticima (do 23 mg/kg), posebno
azitromicinom i eritromicinom, koji bi mogli potaknuti razvoj i Sirenje makrolidne rezistencije
medu bakterijama sedimenta. Klinicki izolati analizirani u ovom radu ukljucivali su najucestalije
bakterijske patogene diSnog sustava (streptokoke i stafilokoke) koji su bili rezistentni na
makrolide i prikupljeni u periodu od 2014. do 2018. godine u Referentnom centru za pracenje
bolnicke rezistencije na antibiotike pri Klinici za infektivne bolesti “Dr. Fran Mihaljevi¢”. Bududi
da mnogi geni za rezistenciju na antibiotike koji cirkuliraju medu ljudskim patogenima potjecu
iz okoli$nih bakterija (Forsberg i sur., 2012; Zhou i sur., 2018), osnovni cilj ovog istrazivanja bio
je usporediti mehanizme makrolidne rezistencije u izolata izloZzenih visokom selektivhom
pritisku makrolida, i to onih porijeklom iz zagadenog okolisa i bolnickih sredina u RH.

Uzgojem bakterija iz sedimenta rijeke Save na selektivnim hranjivim podlogama poput R2A,
Mueller-Hinton i Columbia agara, dobiven je veéi broj bakterija rezistentnih na azitromicin na
lokaciji ispusta u usporedbi s kontrolnom lokacijom. Ovi rezultati bi mogli biti posljedica unosa
rezistentnih populacija putem otpadne vode, ali i selekcije prirodnih populacija iz sedimenta
kao odgovor na visoki selektivni pritisak makrolida. Do sli¢nih spoznaja dosli su i Flach i sur.,
(2015) koji su uocili veci udio kultivabilnih rezistentnih bakterija u rije€nom sedimentu
zagadenom antibioticima iz skupine fluorokinolona u usporedbi sa kontrolnim, nezagadenim
sedimentom.

Na osnovu taksonomske analize na razini koljena vidljivo je da je na lokaciji ispusta doslo do
znacajnih promjena u zastupljenosti koljena Firmicutes i Proteobacteria u usporedbi sa
uzvodnom lokacijom. Smanjenje udjela rezistentnih bakterija iz koljena Firmicutes na lokaciji
ispusta je u suprotnosti s rezultatima Milakovi¢ i sur. (2019) koji su potvrdili obogaéenje tog
koljena u sedimentu na istoj lokaciji. Medutim autori nisu uzgajali prisutne bakterije ve¢ su
izolirali ukupnu DNA iz sedimenta i sekvencirali prisutne gene za 16S rRNA. Moguci razlog
postojeée razlike u zastupljenosti Firmicutes mogao bi se objasniti negativnim utjecajem
primijenjenih hranjivih podloga (nedostatan izvor nutrijenata) ili uvjeta uzgoja na
zastupljenost koljena Firmicutes u postupku izolacije bakterija. Stoga bi se u nastavku
istraZivanja, s ciljem determinacije joS veéeg broja izolata iz veceg broja koljena, trebao
koristiti veci broj razli¢itih hranjivih podloga i/ili uvjeta uzgoja. Nasuprot tome, rezultati su
pokazali da je na lokaciji ispusta doslo do znadajnog porasta udjela rezistentnih bakterija iz
koljena Proteobacteria (razredi a-, B- i y-Proteobacteria). Sli¢ni rezultati potvrdeni su i u
drugim istraZivanjima gdje je zagadenje vodenog okoliSa antibioticima (tetraciklinima,
sulfonamidima i fluorokinolonima) dovelo do obogacenja bakterija iz ovog koljena (Li i sur.,
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2010; Xiong i sur., 2015). Razlog tome bi mogla biti ¢injenica da su mnoge proteobakterije
prirodno rezistentne na mnoge antibiotike, ali i imaju vrlo plastican genom te lako primaju
dodatne gene za rezistenciju horizontalnim prijenosom gena (Berendonk i sur, 2015).

Na razini roda, uocena je veca raznolikost bakterijske populacije sedimenta na lokaciji ispusta
(31 rod) u usporedbi sa uzvodnom lokacijom (11 rodova). Kao Sto je gore spomenuto, razlog
tome vjerojatno je unos rezistentnih bakterija u sediment rijeke Save putem otpadne vode
(Bielen i sur., 2017), ali i umnoZavanje rezistentnih bakterija iz sedimenta na lokaciji ispusta u
usporedbi s kontrolnom lokacijom (Milakovi¢ i sur, 2019). Pritom se, na lokaciji ispusta, osim
visoke koncentracije organske tvari i nutrijenata (dusik, fosfor) koji pogoduju rastu i razvoju
razli¢itih bakterija, posebno istic¢e visoka koncentracija makrolidnih antibiotika koja bi mogla
promijeniti strukturu bakterijske zajednice putem selekcije onih bakterija koje imaju gene za
rezistenciju i daljnjeg Sirenja tih gena medu bakterijama sedimenta (Gonzalez-Plaza i sur.,
2019).

Bez obzira na razlike u bioraznolikosti, na obje lokacije dominirale su rezistentne bakterije iz
roda Microbacterium. Osim toga, na lokaciji ispusta dominirale su kultivabilne bakterije iz roda
Cellulosimicrobium (9%) koje nisu izolirane s uzvodne lokacije, vjerojatno zbog niskog udjela u
ukupnoj populaciji ili su unesene u sediment putem otpadne vode. Bharagava i Mishra (2018)
naglasavaju dominaciju bakterija iz roda Cellulosimicrobium u okoliSu zagadenom teskim
metalima i antibioticima zbog posjedovanja visestrukih gena za rezistenciju na antibiotike i
tesSke metale. S obzirom na to da je u prijasnjem istrazivanju (Milakovi¢ i sur, 2019) utvrdeno
onecis¢enje sedimenta na lokaciji ispusta ne samo antibioticima ve¢ i teskim metalima,
posebice Cu i Zn, to bi mogao biti razlog povecane detekcije roda Cellulosimicrobium.

Nadalje, u ovom su istraZivanju identificirani najucestaliji bakterijski patogeni, uglavhom
diSnog sustava, koji su prikupljeni u hrvatskim bolnicama i koji su pokazivali smanjenu
osjetljivost na azitromicin. Na temelju rezultata sekvenciranja 16S rRNA gena vidljivo je da je
vecina tih klinickih izolata pripadala rodu Streptoccoccus (93%), vrsti S. pyogenes. Ta
bakterijska vrsta Cesto izaziva upale grla, Zdrijela, Sarlah, ali moZe izazvatii infekcije rana i koZe,
upalu pluéaidr. (Barnettisur., 2019; Laabei i Ermert, 2018.). Makrolidni antibiotici se najcesce
koriste u lijecenju infekcija diSnih putova uzrokovanih Gram pozitivnim bakterijama, ali i kao
alternativna terapija kod ljudi koji su alergi¢ni na penicilin (Golkar i sur., 2018). Medutim, zbog
njihove prekomjerne uporabe, najc¢esée u virusnim infekcijama diSnog sustava, uslijedio je
porast rezistencije kod najucestalijih bakterijskih patogena diSnog sustava, streptokoka i
stafilokoka (Fyfe i sur., 2016).

Prikupljene klini¢ke izolate iz ovog istraZivanja karakterizirala je smanjena osjetljivost na
makrolidne antibiotike, ali u svega 56,7 % analiziranih izolata detektirani su analizirani geni za
rezistenciju na makrolide. Daljnjom PCR analizom tih izolata potvrdena je prisutnost Cetiri
mehanizma rezistencije, pri ¢emu je u najveéem broju izolata detektiran mehanizam
posredovan efluks pumpama (28,9%) koje kodiraju geni mefA i mefC. Gen mefA bio je najvise
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zastupljen u vrsti Streptococcus dysgalactiae, dok je mefC bio uglavom detektiran u vrsti
Streptococcus pyogenes. Nadalje, prema zastupljenosti uslijedio je mehanizam posredovan
djelovanjem enzima metiltransferaza (27,7% izolata) koje su uglavnhom bile kodirane genom
ermB i detektirane u vrsti Streptococcus pyogenes te mehanizam posredovan zastitnim
proteinima ribosoma (23,3%). Ovaj posljednji mehanizam bio je uglavnom posredovan genom
msrD koji je detektiran najviSe u vrstama Streptococcus pyogenes i Streptococcus dysgalactiae.
Zajednicka pojava mefA i msrD gena Cesto se veZe za klinicke izolate u znanstvenoj literaturi,
jer se nalaze na istom plazmidu (Roberts, 2011). Takoder, Fyfe i sur. (2016) navode da ta dva
gena zajedno sa genom ermB dominiraju u klini¢kim izolatima streptokoka, sto je u skladu sa
rezultatima ovog istrazivanja. Prema tome, temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti da
je vecina analiziranih klini¢kih streptokoka, kao posljedica visokog selektivnog pritiska
antibiotika u bolni¢kim sredinama u RH, razvila mehanizme rezistencije koji ukljucuju efluks
pumpe, metiltransferaze i zastitne proteine ribosoma, dok je mehanizam posredovan
djelovanjem fosfotransferaza zastupljen u manjem broju analiziranih izolata. Takoder,
analizirani klinicki streptokoki su kao jednu od strategija za prezivljavanje tijekom tretmana
antibiotikom stvorili kombinaciju vise, najéesce dva razlic¢ita mehanizma rezistencije.

Gledajuci bakterijsku populaciju okolisnih izolata koji su ispoljavali rezistenciju na azitromicin,
njih 46,8% s lokacije ispusta posjedovalo je neki od analiziranih gena za makrolidnu
rezistenciju, dok je samo 16,3% izolata sa uzvodne lokacije imalo ciljani/e gen/e za rezistenciju.
Lekunberri i sur. (2017) su dobili slicne rezultate u svom istraZivanju gdje je na lokaciji ispusta
komunalnih otpadnih voda (Spanjolska), koja je zagadenija antibioticima u odnosu na uzvodnu
lokaciju, utvrden vedi broj gena za rezistenciju na antibiotike, ukljucuju¢i makrolide. Daljnja
analiza i usporedba mehanizama rezistencije izmedu izolata s lokacije ispusta i uzvodne
lokacije pokazala je da je na lokaciji ispusta doSlo do znatnog obogadenja tri mehanizma
makrolidne rezistencije. Pritom je dominirao mehanizam posredovan djelovanjem enzima
metiltransferaza koje su veéinom kodirali geni ermB i ermF, zatim je uslijedio mehanizam
posredovan zastitnim proteinima kodiranim uglavnhom genom msrE te u konacnici mehanizam
posredovan djelovanjem enzima fosfotransferaza koje je kodirao gen mphE. Ovi rezultati
upucuju na zaklju€ak da su se ova tri mehanizma pokazala kao najefikasniji nacini kojima izolati
na lokaciji ispusta osiguravaju rezistenciju na vrlo visoke koncentracije makrolida. Pritom
mehanizmi posredovani metiltransferazama i zastitinim proteinima ribosoma dominiraju
medu okolisnim i bolnickim izolatima $to bi moglo znaditi da su to jedni od najefikasnijih nacina
za borbu bakterija protiv vrlo visokih koncentracija makrolida.

Rezultati ovog istraZivanja pokazali su nadalje da je gen ermB odgovoran za rezistenciju vecine
izolata s lokacije ispusta kao i za rezistenciju klini¢kih izolata. U skladu s tim, van Hoek i sur.
(2011) navode da je gen ermB najc¢esc¢e odgovoran za rezistenciju na makrolidne antibiotike.
Spomenuti gen je u ovom radu detektiran u izolatima s lokacije ispusta koji su pripadali
rodovima Enterococcus, Microbacterium, Bacillus i Streptococcus, dok u izolatima s uzvodne
lokacije nije detektiran. U literaturi se takoder navodi uéestala zastupljenost gena ermB u
okolisnim izolatima, narocito u rodovima Enterococcus i Streptococcus (Jensen i sur., 2002;
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Hayes i sur., 2005), a isto tako, velika zastupljenost gena ermB zabiljeZzena je u okoliSnim
izolatima porijeklom sa ispusta komunalnih otpadnih voda u Kini (Liu i sur., 2018). Treba
naglasiti da su u humanoj medicini enterokoki vrlo visoko na listi najéeséih uzroénika bolnickih
infekcija i kod njih je gen ermB odgovoran za visoku stopu stecene rezistencije na eritromicin
(Tian i sur., 2019). Osim toga, u literaturi se kao problem isti¢e velika sposobnost stjecanja
novih mehanizama rezistencije u odredenih bakterijskih vrsti iz rodova Enterococcus i
Streptoccocus (van Hoek i sur., 2011; Tian i sur., 2019).

lako je mehanizam posredovan genom ermB dominantan mehanizam makrolidne rezistencije
kod izolata s lokacije ispusta, dobiveni rezultati ukazuju da prisutnost enzima fosfotransferaza
(gen mpheE) i proteina iz porodice Msr (geni msr) takoder igra bitnu ulogu u pojavi rezistencije.
Duijkeren i sur. (2018) navode da geni iz msr grupe pokazuju manju razinu rezistencije u
odnosu na gene iz erm grupe pa bi to mogao biti razlog veée zastupljenosti gena erm nego
gena msr u izolata s lokacije ispusta. Isti autori istiCu da je mehanizam rezistencije putem
djelovanja fosfotransferaza naj¢es¢e prisutan u Gram-negativnim bakterijama, Sto je
potvrdeno i u ovom istrazivanju buduci da je gen mphE detektiran u izolatima iz rodova kao
Sto su Neisseria, Thermomonas, Comamonadaceae, Flavihumibacter, Stenotrophomonas, i
Citrobacter, koji svi pripadaju skupini Gram-negativnih bakterija i potjecu s lokacije ispusta.
Bududi da neki od ovih rodova ukljuCujuéi Neisseria i Stenotrophomonas sadrze patogene
vrste, u slucaju prijenosa na ljude i bolesti, terapija makrolidima bi mogla biti nedjelotvorna
(Unemo i Nicholas, 2012; Chang i sur., 2015).

Interesantno, 24% izolata s lokacije ispusta, ve¢inom proteobakterija, razvilo je rezistenciju na
makrolide kombinacijom gena msrE i mphE. Zajednicka pojava ovih gena u okoliSnim izolatima
vjerojatno je rezultat njihove povezanosti s plazmidima (Hayes-Plazaisur., 2018, Nonakai sur.,
2012) i posljedi¢no, njihova zajednickog Sirenja medu bakterijama. Spomenuta rezistencija
posredovana kombinacijom zastitnih proteina ribosoma i fosfotransferaza (kombinacija gena
msrE-mphE) djelomicno se poklapa s dvostrukim mehanizmima rezistencije zabiljezenim u
klinickim izolatima koji su ukljucivali kombinirano djelovanje zastitnih proteina i efluks pumpi
(kombinacija gena msrD-mefA). Takoder, treba naglasiti da je osim dvostrukih mehanizama
makrolidne rezistencije, u klinickim izolatima i izolatima sa lokacije ispusta, potvrdena i
kombinacija tri ili ¢ak cetiri razli¢ita mehanizma makrolidne rezistencije. Ovo zapaZzanje
upucuje na zakljuéak da bi razvoj viSestrukih mehanizama rezistencije mogao biti jedan od
nacina za borbu bakterija protiv visokih koncentracija makrolida. Pritom je kombinacija gena
erm-msr-mph uocena u okoliSnih i klini¢kih izolata, dok je kombinacija gena erm-msr-mef
zabiljeZzena samo u klinickih izolata.

Analizirajuéi profile rezistencije okolisnih izolata, kod nekih izolata sa lokacije ispusta poput
rodova Enterococcus i Lysinibacillus, uo€en je visSestruko-rezistentan fenotip tj. rezistencija na
barem jedan antibiotik iz 3 razli¢ite skupine. Ovo zapaZanje upucuje na zaklju¢ak da je
viSestruka rezistencija u rodovima Enterococcus i Lysinibacillus posljedica prisutnosti viSe gena
za rezistenciju na razliCite skupine antibiotika. Ve¢ je spomenuto da su vrste iz roda
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Enterococcus Cesti uzrocnici bolni¢kih infekcija (Tian i sur., 2019), a Goel i sur. (2016) te Kwon
i sur. (2012) potvrdili su viSestruku rezistenciju kod vrsta Enterococcus saccharolyticus i
Enterococcus avium, koja je utvrdena i u okoliSnih izolata u ovom istrazivanju. Kwon i sur.
(2012) posebice isticu vrstu Enterococcus saccharolyticus kao potencijalan spremnik
rezistentnih gena bududi da je pokazivala rezistenciju na 5 razlicitih skupina antibiotika.

S obzirom da je u ovom istrazivanju gen ermB dominirao medu okoliSnim izolatima sa
zagadene lokacije (ispust) i u klinickim izolatima streptokoka, analizirane su nukleotidne
sekvence tog gena kako bi se procijenila njihova medusobna sli¢nost. Filogenetskom analizom
utvrdeno je grupiranje sekvenci u dvije skupine od kojih je jedna obuhvacala veéinom okolisne
ermB sekvence, a druga vedinom klinicke sekvence. No, bez obzira na grupiranje, razlike u
sekvencama izmedu skupina bile su vrlo male Sto ukazuje na vrlo veliku sli¢nost sekvenci ermB
gena (>98%) iz okolisnih i klinickih izolata. Ti rezultati nadalje upuéuju na to da je sediment
zagaden makrolidima rezervoar rezistencije posredovane genom ermB koja bi se mogla Siriti
izvan okoli$a. Cesta lokalizacija gena ermB na plazmidima u sklopu transpozona potkrepljuje
tu pretpostavku (Berglund, 2015; Rahube i sur., 2014). lako se u znanstvenoj literaturi navodi
da geni za rezistenciju koji kruze medu klinickim patogenima potjecu iz okolisa (Poirel i sur.,
2005; Wright, 2017), na temelju rezultata ovog rada nije moguce donijeti zaklju¢ak o putevima
tog prijenosa sto Cini dobru osnovu za buducda istrazivanja.
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9. ZAKLIUCCI
Na osnovu rezultata dobivenih u ovom istrazivanju mozemo zakljuditi slijedece:

Vodeni okoli$ izloZzen zagadenju makrolidnim antibioticima putem otpadnih voda iz
lokalne farmaceutske industrije predstavlja spremnik bakterija rezistentnih na
azitromicin, ukljuc€ujudi i klini¢ki relevantne patogene iz roda Streptococcus;

Razlicita struktura i veéa raznolikost kultivabilne bakterijske zajednice s lokacije ispusta
u odnosu na uzvodnu lokaciju upucuje na vjerojatan unos rezistentnih bakterija putem
otpadne vode, ali i selekciju bakterija iz sedimenta kao odgovor na visoki selektivni
pritisak makrolida i drugih toksi¢nih spojeva iz proizvodnje azitromicina;

U usporedbi s izolatima s kontrolne lokacije, medu izolatima s lokacije ispusta doslo je
do znacajnog porasta zastupljenosti tri mehanizma rezistencije na makrolide
posredovana metiltransferazama (ErmB i ErmF), zastitnim proteinima bakterijskog
ribosoma (MsrE) i fosfotransferazama (MphE).

lako je vecinu analiziranih okolisnih izolata odlikovao jedan mehanizam rezistencije na
makrolide, u izolata s lokacije ispusta zabiljezena je veéa pojava dvostrukih
mehanizama rezistencije u odnosu na izolate s kontrolne lokacije. Pojava trostrukih i
Cetverostrukih mehanizama zamijeéena je samo u izolata s lokacije ispusta Sto upucuje
na vaznost stjecanja visestrukih mehanizama rezistencije u prilagodbi bakterija na
uvjete Zivota u kojima je okoli$ pun antibiotika;

Najzastupljeniji mehanizam makrolidne rezistencije u analiziranih klini¢kih izolata
(streptokoka i stafilokoka) je mehanizam posredovan efluks pumpama iz porodice Mef.
Slicno kao kod izolata s lokacije ispusta, preostala dva dominantna mehanizma
ukljuCuju metiltransferaze (prvenstveno ErmB) i zastitne proteine ribosoma (uglavnom
MsrD);

Slicno okolisnim izolatima s lokacije ispusta, klinicke izolate takoder odlikuje pojava
viSestrukih mehanizama makrolidne rezistencije Sto ukazuje na slican nacin borbe
bakterija protiv visokih koncentracija makrolida;

Utvrdena visoka slicnost nukleotidnih sekvenci gena ermB koji dominira medu

okolisnim izolatima s lokacije ispusta i klini¢kim izolatima, ukazuje na moguénost
Sirenja tog gena izvan okolisa.
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