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1. UVOD

Ljudi su od davnina koristili vodu uglavnom za pice i eventualno za navodnjavanje. S napretkom
covjecanstva i povecanjem broja stanovnistva na Zemlji, povecavala se potreba za vodom. Voda
postaje temeljem razvoja moderne ljudske civilizacije, a gospodarski interesi za vodom postaju

sve vedl.

Kombinirani efekti urbanizacije, industrijalizacije i rasta stanovni$tva mijenjaju prirodni
okoli$ 1 uzrokuju promjene u hidroloskom rezimu te dovode do naruSavanja ekoloSke ravnoteze
priobalnih vodenih ekosustava. Priobalna podrucja su izuzetno osjetljivi prostori velike ekoloske,
socijalne 1 kulturne vrijednosti 1 spadaju medu najvrednija gospodarska i prirodna bogatstva
Republike Hrvatske. Upravo priobalna podrucja najgusée su naseljeni i najintenzivnije koristeni
prostori na Zemlji. Procjenjuje se da vise od 60% svjetske populacije zivi u relativno uskom

obalnom pojasu, a predvida se da ¢e taj postotak 2020. godine iznositi i do 75%.

Priobalna podruc¢ja imaju visestruke prednosti za zivot ljudi prije svega more je izvor
hrane; pomorski promet najjeftiniji je nacin transporta; obalna podruc¢ja imaju blazu i ugodniju
klimu nego njihovo neposredno kopneno zalede. Resursi i pogodni uvjeti probalnih podrucja
osnova su za brojne djelatnosti: od industrije 1 proizvodnje energije; preko ribarstva i marikulture
koji koriste golemo bogatstvo i proizvodni potencijal samoobnovljivih morskih resursa; do
turizma koji iskoriStava njegov estetski i zdravstveni potencijal. Medutim, priobalna podrucja su
izuzetno osjetljivi prostori velike ekoloSke vrijednosti u kojem se odvijaju dinami¢ni prirodni

procesi koji nastaju uzajamnim djelovanjem mora i kopna.

Najveci broj nezeljenih promjena u moru nastaje kao posljedica ispustanja industrijskih 1
komunalnih otpadnih voda bez prethodnog prociS¢avanja. Na taj nacin se dovodi u pitanje
zdravstvena 1 estetska kakvoca obalnih voda, koje su vrlo vazne za priobalne zemlje Mediterana
kojima je turizam jedna od najvaznijih gospodarskih grana (Wollenberger 1 sur., 2000).
Istrazivanja u raznim zemljama ukazuju na visoke koncentracije antibiotika u obalnim vodama u
koje dospijevaju bolnickim ispustima, gradskim i industrijskim otpadnim vodama (Kiimmerer,
2004). U more ovim putem dospijevaju i razli¢ite skupine mikroorganizama od kojih su neki

patogeni, uzroc¢nici Sirokog spektra infekcija ljudi i zivotinja. Prisustvo takvih mikroorganizama



u moru predstavlja mikrobiolosko oneciS¢enje, te se na temelju stupnja oneciS¢enja definira

mikrobioloska ili sanitarna kvaliteta mora (Edge 1 Hill, 2005).

Antibiotici su jedan od najvaznijih terapijskih otkrica u povijesti medicine koji su
promijenili tijek 1 ishod velike vec¢ine bakterijskih infekcija. Djelotvornost antibiotika i
mogucénost kontroliranja bakterijskih infekcija osnove su na kojima pocivaju brojna dostignuca
moderne medicine. Nazalost, rezistencija bakterija, potaknuta Sirokom i1 ucestalom primjenom
antimikrobnih lijekova predstavlja danas jedan od najznacajnijih medicinskih problema (Tambi¢
Andrasevi¢, 2009). Naime, Hrvatska pripada skupini zemalja s najve¢im stupnjem rezistentnih
klinickih sojeva osobito onih iz porodice Enterobacteriaceae. Zbog toga a s obzirom na rastuci
problem rezistencije bakterija na antibiotike u Hrvatskoj a i diljem svijeta, od izuzetne je
vaznosti poznavanje osjetljivosti pojedinih potencijalnih uzro¢nika infektivnih bolesti kao i
njihovih molekularnih mehanizma, te procjene potencijala prijenosa gena rezistencije na
filogenetski nesrodne mikroorganizme u vlastitoj sredini, zbog S$to racionalnijeg pristupa u

terapiji, te ujedno i u€inkovitijoj zdravstvenoj i1 zastiti morskih ekosustava.

Veliki broj istrazivanja o mehanizmima rezistencije bakterija na antibiotike, te
raznolikosti njihovih gena bila su uglavnom usmjerena na klini¢ke izolate, medutim spoznaje o
stupnju rezistencije na antibiotike kao 1 raznolikost gena koji kodiraju rezistenciju u izolatima iz
okolisa su nedostatne. Istrazivanja u raznim zemljama ukazuju na visoke koncentracije
antibiotika i znacajnu prisutnost bakterija rezistentnih na antibiotike u vodama koje su zagadene
bolni¢kim ispustima, te gradskim i industrijskim otpadnim vodama (Kiimmerer, 2004; Tacéo 1
sur., 2012). Bakterije iz okoliSa Cesto su prepoznate kao viSestruko rezistentne, i ponekad
tolerantne na visoke doze antibiotika (Bhullar 1 sur., 2012), dok su vodeni ekosustavi koji su pod
snaznim utjecajem ljudskih aktivnosti prepoznati kao zariSne tocke koje utjeCu na
rasprostranjivanje rezistentnih bakterijskih populacija i njihovih gena rezistencije (Canton i sur.,
2012). Detekcija 1 brza identifikacija rezistentih vrsta bakterija koje obitavaju u okoliSu je
klju€an korak u evaluaciji potencijalnih rezervoara rezistentnih bakterija u okoliSu (Girlich i sur.,

2011; Tacao i sur., 2012).

Tijekom posljednjeg desetlje¢a osobitu pozornost s epidemioloSkog aspekta predstavljaju
pojave sve veceg broja infektivnih oboljenja vezanih uz konzumiranje morske faune, osobito

Skoljkasa (Janda 1 Abbott, 2010; WHO, 2010). Naime, zbog svog sesilnog nacina Zivota vezanog
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za sediment 1 filtriranje morske vode, Skoljkasi i drugi organizmi bentosa imaju znacajnu ulogu u
ekologiji 1 prijenosu mnogih mikroorganizama, $to znacajno povecava rizik od infekcija uslijed
konzumacije nedostatno termicki obradenog ili pak sirovog mesa. Takoder, Skoljkasi mogu u
sebi akumulirati sojeve rezistentne na antibiotike (Aravena-Roman i sur., 2012; Maravi¢ i sur.,
2012; Ottaviani i sur. 2006), Sto dodatno povecava rizik za ljudsko zdravlje ali 1 ukazuje i na
ulogu SkoljkaSa kao mogucih rezevoara gena rezistencije.

S toga su u ovom radu po prvi put provedena istrazivanja u cilju odredivanja fenotipske
osjetljivosti Enterobacter sp. izoliranih iz §koljkaSa u priobalnom podrucju Kastelanskog zaljeva,
te molekularnim metodama su identificirani, pored beta-laktamaze proSirenog spektra, geni koji
kodiraju beta-laktamaze AmpC kako bi se bolje razumjela evolucija i Sirenje rezistencije na
novije antibiotike iz skupine cefalosporina, te procijenila moguca uloga onecis¢enog mora kao
rezervoara u nastanku i Sirenju infekcija uzrokovanih viSestruko rezistentnim sojevima koji

simultano pored beta-laktamaza ESBL produciraju i1 beta-laktamaze AmpC.

Vrste Enterobacter pripadaju porodici Enterobacteriaceae. To su Gram-negativne
bakterije Siroko rasprostranjene u prirodi ukljucujuéi tlo, vodu i kanalizacijske sustave, a takoder
su 1 dio normalne mikroflore gastrointestinalnog sustava covjeka i zivotinja (Mezzatesta 1 sur.,
2012). Vrste Enterobacter sp. prirodno su osjetljive na antibiotike, no njihova nekontrolirana i
prevelika upotreba dovela je do razvoja rezistencije na Siroki spektar antibiotika. Tijekom
posljednjeg desetljeca vrste roda Enterobacter se pojavljuju kao znacajni uzrocnici sve veceg

broja oportunistickih infekcija.



2. OSNOVNA OBILJEZJA VRSTA ENTEROBACTER 1 UCESTALOST
REZISTENCIJE NA ANTIBIOTIKE

Rod Enterobacter prvi put su prije 50 godina opisali Hormaeche i Edwards 1960. godine
(Hoffmann 1 Roggenkamp, 2003; Morand 1 sur., 2009). Vrste Enterobacter su Gram-negativni
Stapici iz porodice Enterobacteriaceae koje uzrokuju Siroki spektar infekcija ukljucujuéi infekcije
mokra¢nog sustava, koze i probavnog sustava. To su pokretne bakterije, Siroko rasprostranjene u
prirodi pa ih tako mozemo na¢i u tlu 1 kanalizacijskim odvodima, a isto tako su 1 dio normalne
mikroflore gastrointestinalnog sustava covjeka 1 zivotinja (Mezzatesta 1 sur., 2012). Metabolicki
su vrlo aktivne, fermentiraju glukozu uz produkciju plina, arabiozu, celobiozu, maltozu, manitol,
manozu, ramnozu, trahalozu 1 ksilozu, reduciraju nitrate u nitrite, indol su negativne, ne stvaraju

H>S i pigmente (Gurtler i sur., 2005).

Fenotipska identifikacija vrsta koje pripadaju ovom taksonu je kopleksna i i nije uvijek
vjerodostojna, stoga je potrebno provoditi dodatne molekularne metode identifikacije. Prema
najnovijoj klasifikaciji rodu Enterobacter pripadaju 22 vrste. Biokemijske 1 molekularne metode
provedene na E.cloaceae su pokazale genomsku heterogenost medu Sest vrsta ovog roda:
E.cloaceae, E.asburiae, E.hormaechei, E.kobei, E.ludwigii 1 E.nimipressuralis. Ovih Sest vrsta
pripada takozvanom E.cloaceae kompleksu zbog sli¢nost genomske DNA koja varira izmedu 61-

67% (Hoffmann 1 Roggenkamp, 2003).

Tijekom posljednjih desetlje¢a vrste roda Enterobacter se pojavljuju kao znacajni
uzro¢nici nozokomijalnih infekcija u jedinicama intenzivne njege (Saunders i1 Paine-Sanuders,
1997). Studija provedena na nazokomijalnim infekcijama koje uzrokuju bakterijemiju u
razdoblju od 1995-2002. godine je uvrstila Enterobacter medu deset najucestalijih izoliranih
nazokomijalnih patogena, a njihova ucestalost u jedinicama intenzivne njege je joS 1 veca
(Wisplinghoff 1 sur., 2004). Razlog zaSto je pojava infekcija uzrokovanih Enterobacter
zabrinjavajuca jest zato Sto su vrste ovog roda prirodno osjetljive na antibiotike, no njihova
nekontrolirana i prevelika upotreba dovela je do razvoja rezistencije na Siroki spektar antibiotika
koji se danas najceSce koriste u konvencionalnoj medicini. Danas se sve ¢eS¢e uoCavaju vrste
koje stjeu otpornost prema vecini antibiotika, naro¢ito medu klinickim izolatima. Na osjetljive

sojeve su djelotvorni aminoglikozidi, betalaktamski antibiotici (osim penicilina), kloramfenikol,



tetraciklini, kinoloni 1 trimetroprim-sulfomatoksazol. Kod ovih bakterija vrlo je zna€ajna stecena
otpornost prema antibioticima koja se prenosi plazmidima. U terapiji infekcija koje uzrokuju
Enterobacter sp. obi¢no se koriste karbapenemi i fluorokinoloni. Medutim, ve¢ je zabiljezena

rezistencija prema oba antibiotika (Gurtler i sur., 2005).

U Gram-negativnih bakterija otpornost na beta-laktamske antibiotike je povezana s
proizvodnjom [-laktamaza (Bush i Jacoby, 2010). Zbog svoje niske toksi¢nosti i1 visoke
djelotvornosti B-laktamski antibiotici se najceSce upotrebljavaju u klinickoj praksi, te najvise
zabrinjava razvoj rezistencije na njih. Jedan od obrambenih mehanizama kod bakterija je
prisustvo beta-laktamaza-enzima koji su odgovorni za rezistenciju na beta-laktamske antibiotike.
Osnovni mehanizam djelovanja beta-laktamskih antibiotika (penicilina, cefalosporina,
karbapenema i monobaktama) je inaktivacija penicilin vezucih proteina (PBP), koji su neophodni
u sintezi peptidoglikana. Primjerice, cefalosporini ometaju sintezu peptidoglikana u stani¢noj
stijenci bakterije tako §to ometaju djelovanje PBP-a, a PBP omogucuje zavr$nu transpeptidaciju
u sintezi peptidoglikana. Na ovaj nacin se prekida sinteza stanicne stijenke u bakterija, aktiviraju

se autoliti¢ke hidrolaze, a krajnji rezultat je liza bakterijske stanice.

Na temelju molekularne strukture klasifikacijom prema Ambleru ti su enzimi podjeljeni u
cetiri klase na A, B, C i D B-laktamaze (Tablica 1), dok se prema spektru djelovanja dijele na
penicilinaze, cefalosporinaze 1 karbapenemaze i svrstane su u 16 grupa prema Bush-Jacoby-
Medeiros klasifikaciji (Bush i Jacoby, 2010). Prema ucestalosti i broju tipova, klinic¢ki je
najznacajnija klasa A B-laktamaza u koje spadaju B-laktamaze Sirokog spektra (penicilinaze) te
B-laktamaze prosirenog spektra (engl. extended spectrum p-lactamases, ESBL). B-laktamaze
sirokog spektra (TEM-1, -2, 1 SHV-1) su kodirane plazmidnim genima, a posreduju rezistenciju
na peniciline i uzi spektar cefalosporina. Beta-laktamaze ESBL su odgovorne za rezistenciju na
sve B-laktamaske antibiotike, ukljuc¢ujuéi peniciline, oksimino-cefalosporine (III i IV generacija
cefalosporina) i monobaktame, osim karbapenema. Vecina B-laktamaza ESBL je nastala
mutacijom plazmidnih gena koji kodiraju B-laktamaze Sirokog spektra TEM-1, TEM-2 i SHV-1.
Danas je TEM-1 najceS¢e identificirana B-laktamaza u Gram-negativnih bakterija. Ostale B-
laktamaze Sirokog spektra su takoder rasprostranjene u Enterobacteriaceae, ali u odnosu na
TEM-1 su ipak manje ucestalosti, 1 mogu biti kodirani genima na plazmidu ili na kromosomu

(Bush i Jacoby, 2010).



Tablica 1. Podjela i karakteristike B-laktamaza

Bush-Tacoby

Buosh-Jaooby  Mlolekmlzme Inhibicijz sz o
Zrups Madsiros Easa Substrati e  Farkteristike : ng ]
2009y zrupe {1993 (podklass) TR EDTA
1 1 e Cefzlosporind — Ne Ne Bolja hidrokiza E colf AmpT
cefalosposmamess ACT-1.CMY-L
benzilpenicilins; FOX-1,MIE-1
hidrolizacefamicing
1z NI® [ Cefalosparini.  Na Ne  Povecama hidralizn GC1, CMY-37
okiiming-f-lalsms
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benzilpeniciling ad
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monabalsmd
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CTX-M enzimi se pocinju Siriti 1990-ih godina proSlog stoljeca, najprije medu izolatima
Enterobacteriaceae, da bi tijekom posljednjeg desetljeca njihovo Sirenje doseglo epidemijske
razmjere i postalo fenomen u smislu epidemiologije Sirenja gena. Danas su CTX-M ESBL
najcesce identificirani ESBL enzimi kod Enterobacteriaceae u svijetu, medu kojima je E. coli
najznacajnija (Canton et al., 2012). Zanimljivo je da CTX-M nisu nastali mutacijom B-laktamaza
Sirokog spektra, ve¢ su kodirani genima na plazmidu koji potjecu od kromosomskih gena

bakterijskih vrsta K/uyvera rasprostranjenih u okoliSu. (Poirel et al., 2012).

Klasa C ukljucuje B-laktamaze AmpC (cefalosporinaze) koje hidroliziraju i Siri spektar
cefalosporina, ali za razliku od ESBL enzima, nisu inhibirane klavulanskom kiselinom. Najcesce
su kromosomski kodirane kod velikog broja Gram-negativnih bakterija, gdje je njihova
ekspresija inducibilna narocito kod vrsta Enterobacter spp. Naime, cefalosporini prve generacije,
te ampicilin 1 amoksicilin induciraju B-laktamaze AmpC i podlozni su hidrolizi od strane tih
enzima, pa su kao posljedica toga AmpC inducibilini sojevi rezistentni na te antibiotike. S druge
strane, cefalosporini tree generacije 1 monobaktami su slabi induktori pa su zbog toga ovakvi
sojevi uobicajeno osjetljivi na ove antibiotike ako ne postoje drugi mehanizmi rezistencije.
Nadalje, Sirenje gena koji kodiraju za B-laktamaze proSirenog spektra kod patogenih bakterija je
znacajno zato Sto su oni uglavnom locirani na plazmidu, §to opet uzrokuje rezistenciju i na druge
antimikrobne lijekove, te rezultira jako suZzenim izborom terapije.

S druge strane, novija istrazivanja ukazuju da mikroorganizmi u onecis¢enim vodenim
ekosustavima izlozeni selektivnom pritisku nepovoljnih fizikalno-kemijskih ¢initelja, te da imaju
izvanrednu sposobnost adaptacije na nepovoljne uvjete okoliSa (Zhang i sur., 2009; Baquero i
sur., 2008). Tijekom procesa adaptacije dolazi do simultane ekspresije ne samo gena rezistencije
na antibiotike nego i drugih gena smjesStenih na istom genetickom elementu koji kodiraju enzime

za razgradnju toksi¢nih tvari 1 teSkih metala te virulenciju (Baquero 1 sur., 2008).



3. CILJEVI RADA

- Istraziti sastav bakterijskih zajednica u $koljkaSima sakupljenim na tri postaje u
priobalnom podrucju Kastelanskog zaljeva koji je onecis¢en industrijskim 1 gradskim
otpadnim vodama s posebnim naglaskom na znacaj bakterija iz roda Enterobacter.

- Izolirati i identificirati Enterobacter sp. iz Skoljkasa sakupljenim u blizini ispusta
fekanih otpadnih voda S§to je od velikog znacaja u u cilju procjene mogucih posljedica
na zdravlje ljudi i morske faune.

- Odrediti fenotipsku osjetljivosti bakterija roda Enterobacter na antibiotike.

- Molekularnim metodama identificirati raznolikost gena koji kodiraju beta-laktamaze
prosirenog spektra (ESBL) kako bi dobili bolje spoznaje o rasprostranjenosti i
molekularnoj raznolikosti gena, te kako bi se bolje razumjelo nezaustavljivo Sirenje
rezistencije na antibiotike koje postaje problem svjetskih razmjera.

- Uocavanje stupnja oneciS¢enja mora i njegova uloga u Sirenju i razmjeni gena unutar
bakterijskih zajednica te procjenu mogucéeg stupanja opasnosti za ljude tijekom
rekreativnih aktivnosti ili konzumiranja hrane iz mora.

- Istrazivanje u ovom radu pomoc¢i ¢e u proucavanju i identifikaciji vrsta Enterobacter 1
njihovih gena odgovornih za rezistenciju te moguceg prijenosa gena na klinicke

patogene.



4. MATERIJALI I METODE

4.1. Opis mjesta istrazivanja i sakupljanja uzoraka za analizu

Istrazivanje 1 sakupljanje uzoraka morske vode i Skoljkasa je provedeno u priobalnom podrucju
Kastelanskog zaljeva koji je smjesten u srediSnjem dijelu Jadranskog mora. Uzorci su sakupljeni
na tri postaje (Slika 1.) u Kastelanskom zaljevu: postaja A (Kastel Sucurac), postaja B (Kastel
Gomilica), postaja C (Resnik). Odabir postaja je proveden s ciljem da se obuhvate podrucja koja

su pod snaznim utjecajem gradskih i industrijskih otpadnih voda.

Slika 1. Prikaz postaja u Kastelanskom zaljevu

Kastelanski zaljev je smjesten u srednjem dijelu Jadranskog mora u kojem je provedeno
istrazivanje. Iznad Kastela se u smjeru zapad-istok proteze planina Kozjak (779 m), a neSto dalje
prema istoku i planina Mosor (1339 m). Kastelanski zaljev, juzna granica KasStelanskoga polja,
predstavlja potonulu depresiju izmedu spomenutih planina na sjeveru ipoluotoka Marjana i
otoka Ciovana jugu. Rub izmedu kopna i mora prate plicaci s Gestim Zalom, hridima i
minijaturnim otocima. U geoloSskom smislu prevladavaju vapnenac i fliS. Fli§ ne prelazi visinu
od 400 m i njegove blage padine, osobito prema moru, prekrivene su obradivim plodnim tlima.
Izvori vode izbijaju upravo na liniji dodira fliSa 1 vapnenca, te su Kastela bogata podzemnim i
nadzemnim vodotokovima. Rijeka Jadro se ulijeva u isto¢ni dio zaljeva i ona je najvazniji izvor

slatke vode, a potok Pantana (kod Trogira) u zapadni dio zaljeva. Njegovu vodu karakterizira



visoki omjer duSika i fosfora (N/P). Podruc¢je istrazivanja se proteze oko 20 km uzduz

Kastelanskog zaljeva koji ima povrsSinu 61 km2, a prosje¢nu dubinu 23m. (Orli¢, 2007.)

Broj stanovnika u podruc¢ju Kastelanskog zaljeva je u kratkom roku utrostrucen (oko 35
000 stanovnika). Obzirom da se komunalna infrastruktura odnosno izgradnja vodoopskrbe i
kanalizacijske mreze nije paralelno znacajnije razvijala, u ovom dijelu Jadrana pojavila se i
najveca koncentracija zagadenja. Na tom podrucju se najvec¢i dio otpadnih voda sakupljao u
septicke jame, ostale otpadne vode su se direktno ili indirektno bez prociS¢avanja ispustale na
viSe mjesta direktno u priobalno more. Hrvatski sabor je 1994. godine proglasio Kastelanski

zaljev crnom tockom zagadenja Jadrana (KuSpili¢, 2001.).

Uzorci morske vode i1 Skoljkasa su sakupljani tijekom lipnja i srpnja 2014. godine.
Prosje¢na temperatura mora se kretala od 22-24°C. Uzorci morske vode za mikrobioloska
ispitivanja su se uzimali neposredno uz obalu pomocu sterilne boce od 3L na dubini 20-30cm.
Na istim postajama takoder je sakupljeno 10 do 25 jedinki dagnji (Mytilus galloprovincialis)
priblizno jednake duzine ljuSture koje su pohranjene u Ciste 1 sterilne plasticne vrecice. Nakon
sakupljanja svi uzorci su pohranjeni u hladnjak na 4°C 1 u kratkom roku prevezeni su u

laboratorij.

Nakon dolaska u laboratorij, dagnje su oprane pod teku¢om vodom radi uklanjanja
obrastaja 1 necistoca a zatim otvorene sterilnim skalpelom. Metodom razrjedenja pripremljeno je
pocetno razrijedenje tako da je odvagana masa 25 g mekog tkiva i intervalvularne teku¢ine u 225
ml sterilne destilirane vode. Od inicijalnog razrjedenja napravljen je niz razrjedenja od 10! do
10 i po 0,1 ml svakog razrjedenja nasijan je na eosin- metilen- plavi (EMB) agar i na
MacConkey agar (BD Becton Dickinson, Sparks, MD), zbog toga Sto takve vrste agara
omogucuju preliminarno grupiranje Enterobacteriaceae na temelju fermentacije laktoze, te sluze
za odredivanje broja bakterija. Nakon inkubacije 18-24 sata na 37°C, sve porasle laktoza
pozitivne kolonije na EMB i MacConkey agaru su zabiljezene kao potencijalni Enterobacter te
su presijane na trypticase soja agar i potom ¢uvane na 4°C, zbog buducih biokemijskih analiza i

istrazivanja na molekularnoj razini.
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4.2. Izolacija i identifikacija vrsta Enterobacter sp.

Sakupljeni uzorci morske vode su filtrirani primjenom metode membranske filtracije. Metoda
membranske filtracije je danas najpovoljnija metoda za mikrobiolosku analizu voda, jer je
prakti¢na, jednostavna i ekonomic¢na, ponovljiva, omogucuje kvantitativno odredivanje broja
mikroorganizama. Zasniva na filtraciji poznatog volumena morske vode kroz membranske filtere
¢iji promjer pora osigurava zadrzavanje bakterija. Na drza¢ filtera (poroznu plo¢u metalnog
filtarskog lijevka) se stavi membranski filter s odgovaraju¢im promjerom pora, i uzorak se
profiltrira. Mikroorganizmi iz uzorka zaostaju na membranskom filteru. Tada se membranski
filter skine s drzaca, stavi na hranjivu podlogu i inkubira. Nutrijenti i metaboliti se izmjenjuju
kroz sustav pora membranskog filtera. Kolonije, koje se razvijaju na povr§ini membranskog
filtera tijekom inkubacije, se broje i preracunavaju s obzirom na volumen uzorka. Za filtraciju je
koristen filtracijski uredaj tvrtke Pall Corporatin-Life Sciences (Slika 2), filteri promjera 47 mm i
veli¢ine pora 0.45 pm. Nakon filtracije razli¢itih volumena (10 mL, 50 mL, 100 mL), filteri su
postavljeni na na eosin- metilen- plavi (EMB) i na MacConkey agar (BD Becton Dickinson,

Sparks, MD) 1 inkubirani na 37°C tijekom 24 sata.

Slika 2. Uredaj za membransku filtraciju

Nakon 24 sata inkubacije na membranama su izrasle kolonije onih bakterija koje su bile u

uzorcima. Ciste kulture su izolirane radi smanjenja veli€ine populacije kako bi nakon inokulacije
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pojedina¢ne kolonije bile dovoljno razdvojene. Sterilnom mikrobioloSkom ezom se zahvati mali
dio kolonije, priljubi se vrh uz rub Petrijeve posudice, a potom nekoliko puta se razvuce po
povrsini hranjive podloge. Okrene se Petrijeva posudica za 90°. Potom se dotakne kraj nanesene
kulture i razvuce nekoliko puta. Ponovo se okrene posudica i ponovi postupak. Postupak je
proveden u sterilnim uvjetima. Nakon inokulacije izoliranih kultura Petrijeve posude su stavljene

u inkubator na 37 °C tijekom 24 sata.

Porasle velike 1 sjajne kolonije okruglog oblika, glatke povrSine i1 rubova, laktoza
pozitivne su izolirane kao moguce Enterobacter sp. Sterilnom mikrobioloSkom ezom uzete su
sve potencijalne kolonije porasle na odgovaraju¢im podlogama te je svaki uzorak prenesen na

predmetnicu i proveden je postupak bojanja po Gramu kako bi se utvrdila mikromorfologija.

Gram-negativne bakterije, Stapi¢astog oblika, nesporogene i kaspularnog izgleda su

prepoznate kao potencijalne Enterobacter sp. (Slika 3).

Slika 3. Mikromorfologija stanice Enterobacter sp. - bojanje po Gramu

4.3. Biokemijska identifikacija vrsta Enterobacter

Sve izolate koji su svojom mikromorfologijom odgovarali vrsti Enterobacter smo
podvrgnuli preliminarnoj kratkoj seriji biokemijskih reakcija IMVC, koja obuhvaca osnovne
Cetiri biokemijske reakcije 1 to: indol, metilno crvenilo, Voges-Proskauerova reakcija i citrat test.
Ukoliko je u preliminarnom testu izolat pokazao biokemijska obiljezja karakteristicna za vrste

Enterobacter njegova je identifikacija je dodatno proSirena primjenom API testa.
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API test se koristi u mikrobiologiji kao metoda biokemijske identifikacije bakterija.
Predstavlja niz od 20 biokemijskih reakcija pomocu kojih se odreduju sljedece biokemijske
reakcije proizvodnje: oksidaze, B-galaktozidaze-ONGP, arginin dekarboksilaze-ADH, lizin
dekarboksilaze — LDC, ornitindekarboksilaze — ODC, citrata, H2S, uree, TDA, indola, acetona
(Voges-Proskauer), Zelatinaze, kao i1 fermentacije. glukoze, manoze, inozitola, sorbitola, ramoze,

saharoze, melobioze, amilaze, arabinoze.

4.4. Odredivanje osjetljivosti na antibiotike

Fenotipska osjetljivost na antibiotike svih izolata odredena je metodom disk-difuzije na Mueller-
Hinton agaru prema uputama Instituta za klinicke i1 laboratorijske standarde (CLSI, 2015).

Postupak se sastoji od nekoliko faza kako je prikazano slici 4, a to su:

1) izolacija kolonija

2) priprema inokuluma bakterijske kulture

3) inokulacija na krutu podlogu (Mueller-Hinton agar)
4) postavljanje odgovarajucih antibiotika

5) inkubacija pripremljenih kultura na 37°C

6) odredivanje zone inhibicije rasta nakon 24 sata
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Slika 4. Odredivanje osjetljivosti na antibiotike

U testovima su koriStene prekonocne bakterijske kulture, gusto¢e 0.5 McFarland, §to odgovara
gustoéi od 1.5 x 108 CFU/mL. Osjetljivost izolata Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter gergoviae te Enterobacter hormaechei je testirana na sljedece
antibiotike: ampicilin (30 pg), piperacilin (75 pg), cefotaksim (30 pg), ceftazidim (30 pg),
aztreonam (30 pg), cefepim (30 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), tobramicin (10 pg),
gentamicin (15 pg), amikacin (30 pg),), ciprofloksacin (5 pg), kloramfenikol (30 pg), tetraciklin
(30 pg) 1 sulfametoksazol-trimetoprim (1.25/23.75) (Slika 5).

Nakon inkubacije od 24 sata na 37°C zone inhibicije su izmjerene i prikazane u milimetrima.
Na temelju promjera zone inhibicije svi sojevi su klasificirani u tri kategorije osjetljivosti:
osjetljiv (S), srednje osjetljiv (I) i otporan (R) a prema kriterijima Instituta za klinicke i

laboratorijske standarde (CLSI, 2015).
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Slika 5. Metoda disk difuzije primjenjena kod E. cloacae

Izolati kod kojih je nakon testiranja antimikrobne osjetljivosti utvrdena rezistencija na
cefalosporine (ceftazidim, cefotaksim, cefepim) su potom ispitani primjenom fenotipskog
testa na produkciju beta-laktamaza proSirenog spektra metodom dvostrukog diska prema
uvjetima i kriterijima opisanim u Jarlier i sur. 1988., te CLSI, 2015 (Slika 6). Testiranje
osjetljivosti je provedeno postavljanjem diskova ampicilina, cefotaksima, cefotaksim-
klavulanat, ceftazidima, ceftazidim-klavulanat, aztreonama i cefoksitina. Vidljiva ve¢a zona
inhibicije oko diska cefotaksim-klavulanat nego oko diska cefotaksim ukazuje na prisustvo
beta-laktamaza progirenog spektra. Sirenje inhibicijske zone oko diska cefalosporina ili

aztreonama u smjeru prema centralnom disku takoder se smatra pozitivnim rezultatom testa.

Slika 6. Dvostruki disk (sinergisticki) test izolat je pozitivan na produkciju beta-laktamaza

prosirenog spektra.
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Za fenotipsko odredivanje produkcije beta-laktamaza AmpC koriSten je dvostruki-disk test
(sinergisticki) koji ukljuCuje inhibitor beta-laktamaza AmpC - bornu kiselinu. Borna kiselina

(120 mg) se doda otpini koja sadrzi 3 mL dimetil sulfoksida i 3 mL destilirane vode (Slika 7).

Slika 7. Test za fenotipsko odredivanje AmpC beta-laktamaza

Dvadeset mikrolitara otopine se stavi na disk koji sadrzi 30 pg antibiotika cefoksitina (CTT). Na
M-H agar se postavi disk koji sadrzi cefotetan i disk koji sadrzi cefotetan natopljen bornom
kiselinom. Nakon inkubacije od 24 sata na 35 °C zone inhibicije su izmjerene i prikazane u
milimetrima. Vidljiva ve¢a zona inhibicije (= 5 mm) oko diska cefotetan/borna kiselina nego oko

diska sa cefotetanom ukazuje na prisustvo beta-laktamaza AmpC.
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4.5. Identifikacija gena koji kodiraju beta laktamaze proSirenog sprektra pomoéu PCR

tehnike

Molekularna identifikacija gena koji kodiraju B-laktamaze proSirenog spektra je provedena
metodom lancane reakcije polimeraze (PCR, prema eng., polymerase chain reaction). Za

detekciju TEM, SHV i1 CTX-M tipa B-laktamaze proSirenog spektra koriStena je genomska DNA.

Izolacija nukleinske kiseline testiranih sojeva provedena je kuhanjem sojeva 10 minuta
na 95°C u sterilnoj destiliranoj vodi. Koli¢ini od 5ul pripremljenog uzorka je dodano 45ul
reakcijske smjese (Roche Molecular Systems, Inc., Pleasanton, SAD), a koja je sadrzavala: 18 pl
sterilne destilirane vode te 25 pl PCR smjese (25 U Taq DNA polimeraze u 20 mM Tris-HCL,
100 mM KCI, 3mM MgCl,, Brij 35, 0,01% (v/v), dNTP smjese (dATP, dCTP, dGTP, dTTP-
svaki 0,4 mM)) i 10 pl istrazivane pocetnice. Parovi pocetnica koji su koriSteni u ovom radu

prikazani su u Tablici 2.

Za amplifikaciju koriSten je sljede¢i program: inicijalna denaturacija na 94 °C tijekom 1-3
minute; 30-32 ciklusa denaturacije na 94 °C tijekom 40 sekundi, vezanje pocetnica na
odgovaraju¢oj Tm tijekom 40 sekundi i produljenje lanca na 72 °C tijekom 40 sekundi; konacno
produljenje lanca na 72 °C tijekom 10 minuta, nakon ¢ega je slijedilo hladenje i cuvanje na 4 °C.
PCR reakcije izvedene u uredaju Applied Biosystem Gene Amp PCR system 9700. Nakon
amplifikacije, PCR produkti naneseni su u koli¢ini od 5 ul u 1% agarozni gel i razdvojeni
elektroforezom pri jacini struje od 100 V, uz marker molekularne veli¢ine DNK od 100 parova
baza (MWM XIV, Roche). PCR produkti procis¢eni su kitom za purifikaciju (QIAquick PCR
Purification Kit, Qiagen, Njemacka), a slijed nukleotida u PCR produktima odreden je u DNK
servisu Macrogen Inc.,Seoul, South Korea. Kompjuterska analiza redoslijeda sekvenciranih
nukleotida (baza) provedena je uz pomo¢ programa BioEdit verzija 7.0.9. (Ibis Biosciences) i

dostupnih nukleotidnih online baza podataka (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
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Tablica 2. Pocetnice koriStene u PCR reakcijama za detekciju gena koji kodiraju beta-laktamaze

prosirenog spektra

Tipovi Poletnice | Redoslijed baza (5" -3") Veli¢ina

Gena produkta (bp)

TEM TEM-A ATAAAATTCTTGAAGAC 1.075
TEM-B TTACCAATGCTTAATCA

SHV SHV-FOR TGGTTATGCGTTATATTCGCC 867
SHV-REV GCTTAGCGTTGCCAGTGCT

PER PER-FOR AATTTGGGCTTAGGGCAGAA 933
PER-REV ATGAATGTCATTATAAAAGC

VEB VEB-FOR CGACTTCCATTTCCCGATGC 643
VEB-REV GGACTCTGCAACAAATACGC

CTX-M-3 | M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC 840
MI13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC

CTX-M-9 | M9U ATGGTGACAAAGAGAGTGCA 850
MOIL CCCTTCGGCGATGATTCTC

CTX-M-2 | M25U ATGATGACTCAGAGCATTCG 850
M25L TGGGTTACGATTTTCGCCGC

OXA-1 OXA-1-FOR | ACACAATACATATCAACTTCGC 813

AGTGTGTTTAGAATGGTGATC
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5. REZULTATI

5. 1. Rezultati biokemijskih obiljeZja identificiranih vrsta Enterobacter

Na istrazivanim postajama u Kastelanskom zaljevu izolirano je ukupno 54 izolata Enterobacter

sp., 26 na postaji u Kastel Su¢uracu, 14 na postaji u Kastel Gomilici, te 14 na postaji u Resniku.

Pomocu API 20E testa odredene su slijedec¢e biokemijske reakcije proizvodnje: oksidaze,
B-galaktozidaze-ONGP, arginin dekarboksilaze-ADH, lizin dekarboksilaze -~ LDC,
ornitindekarboksilaze — ODC, citrata, HoS, uree, TDA, indola, acetona (Voges-Proskauer),
zelatinaze, kao 1 fermentacije glukoze, manoze, inozitola, sorbitola, ramoze, saharoze,
melobioze, amilaze, arabinoze (Slika 8). Na temelju ovog testa potvrdeno je da se radi o vrstama
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter gergoviae te Enterobacter
hormaechei (Tablica 3). Treba napomenuti kako rezultati koji se dobiju provodenjem API testa

¢esto nisu vjerodostojni te smo stoga proveli i dodatne metode molekularne identifikacije.

Slika 8. Rezultat biokemijske identifikacije Enterobacter cloacae pomocu API 20E testa
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Tablica 3. Rezultati biokemijskih obiljezja identificiranih vrsta roda Enterobacter

Identificirane vrste roda Enterobacter

Biokemijske reakcije
E.cloacae E.aerogenes E.gergoviae E.hormaechei
Oksidaza - - - -
B-galaktozidaza — ONGP + + + +
Arginin dekarboksilaza ~ADH + - - +
Lizin dekarboksilaza- LDC - + - -
Ornitin dekarboksilaza- ODC + + + +
Citrat + + + +
H»S - - - -
Urea - - + +
TDA - - - -
Indol - - - -
Aceton (Voges-Proskauer) + + + +
Zelatinaza - - - -
Fermentacija:
Glukoza + + + +
Manoza + + + +
Inozitol - + - -
Sorbitol + + - -
Ramoza + + + +
Saharoza + + + +
Melobioza - + + -
Amilaza + + + +
Arabinoza + + + +
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5. 2. Rezultati fenotipske osjetljivosti na antibiotike identificiranih vrsta Enterobacter

Rezultati osjetljivosti svih 54 Enterobacter sp. izolata testiranih na 15 antibiotika relevantnih u
antimikrobnoj terapiji prikazani su na Slici 9. Svi izolati su pokazali visoku stopu rezistencije na
peniciline, tako je postotak rezistencije na ampicilin iznosio 95,55%. Osim sniZene osjetljivosti
na peniciline ovi izolati takoder ne pokazuju osjetljivost prema monobaktamima, pa je
rezistencija prema aztreonamu iznosila 100%. Izolati su pokazali 1 postojanje rezistencije na
aminoglikozide kao §to je gentamicin te je ona iznosila 60,78%, dok je ¢ak 51,43% izolata

posjedovalo rezistenciju prema tetraciklinu.

Stupanj rezistencije prema antibiotiku koji pripada cefalosporinima II. generacije
odnosno ciprofloksacinu je iznosio 31,43%. Izolati su pokazali visoku rezistenciju prema
drugom antibiotiku iz iste skupine, cefoksitinu, §to pak ukazuje na postojanje beta-laktamaza
AmpC. Stupanj rezistencije na cefalosporine III. generacije, cefotaksim i ceftazidim je iznosio
63,6%, odnosno 39,47%. Visoke stopa rezistencije na cefalosporine trece generacije upucuje na

produkciju B-laktamaza proSirenog spektra.
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Slika 9. Postotak rezistencije na 15 antibiotika kod 54 izolata Enterobacter sp. izoliranih iz

SkoljkaSa- metoda disk difuzije

Zbog visoke rezistencije prema cefalosporinima tre¢e generacije, ceftazidimu i cefotaksimu

proveli smo metodu dvostruke disk-difuzije. Testiranje osjetljivosti je provedeno postavljanjem
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diskova ampicilina, cefotaksima, cefotaksim / klavulanat, ceftazidima, ceftazidim / klavulanat,
aztreonama 1 cefoksitina. Vidljiva veca zona inhibicije oko diska cefotaksim-klavulanat nego oko

diska cefotaksim ukazuje na prisustvo beta-laktamaza proSirenog spektra.

Kako su neki izolati prilikom testa dvostrukog diska pokazali rezistenciju na klavulansku
kiselinu, izvrsili smo dvostruki-disk test (sinergisticki) koji ukljucuje inhibitor beta-laktamaza
AmpC - bornu kiselinu. Povecana zona inhibicije oko dvostrukog diska ukazuje na produkciju

beta-laktamaza AmpC.

5. 3. Rezultati ucestalosti i postotak rezistencije izolata Enterobacter na antibiotike

Ucestalost rezistencije izolata Enterobacter na antibiotike je prikazana na slici 10. Svi
izolati koji su pokazali rezistenciju na 3 1 viSe razliitih skupina antibiotika nazivaju se

viSestruko rezistentnima.
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Slika 10. Rezultati ucestalosti rezistencije izolata Enterobacter na antibiotike

Rezultati testiranja poklapaju se s prethodnjim tvrdnjama o viSestrukoj rezistenciji bakterija iz

okoliSa. Najmanji postotak izolata (5,55%) je rezistentan na jedan antibiotik, dok je rezistencija
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na dva antibiotika uocena kod pet izolata (9,26%). Rezistenciju na tri antibiotika posjeduje devet
izolata (16,67%), isti broj izolalata pokazuje rezistenciju na &etiri antibiotika (16,67%). Sest od
54 izolata posjeduje rezistenciju na pet antibiotika (11,11%), dok je kod 8 izolata identificirana
rezistencija na Cak Sest antibiotika (14,81%). Posljednju skupinu ¢ini 12 izolata koji posjeduju

rezistenciju na sedam testiranih antibiotika (22,22%).

5. 4. Rezultati molekularne identifikacije gena u izolatima Enterobacter sp. koji
produciraju ESBL

Rezultati molekularne identifikacije gena u ESBL produciraju¢im izolatima su prikazani u tablici
4. Metodom lancane reakcije polimeraze htjeli smo dokazati postojanje gena koji kodiraju za 3-
laktamaze proSirenog spektra, te gena AmpC. Od 18 izolata, koliko ih je obuhvaceno ovom
metodom, njih cak 15 je pokazalo prisutstvo gena ESBL. TEM-1 posjeduje 5 izolata (33,33%),
upravo ti rezultati su bili rezistentni na cefotaksim, koji pripada cefalosporinima III. generacije.
TEM-1 i SHV-12 posjeduju 4 izolata (26,67%). Jedan izolat je posjedovao Cak tri gena ESBL,
TEM-1, SHV-12 i CTX-15, dok su samo dva izolata pokazala postojanje CTX-15 (13,33%).

Prisustvo gena AmpC odgovornih za produkciju B-lakatamaza AmpC smo uspjesno
dokazali u 10 izolata (55,55%). Upravo ti izolati su kod ispitivanje bakterijske osjetljivosti na
antibiotike imali visoku stopu rezistencije prema cefalosporinima II. generacije, te su ujedno

pokazali i rezistenciju prema klavulanskoj kiselini.
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Tablica 4. Molekularna identifikacija gena ESBL i AmpC u izolatima Enterobacter

Vrste Broj ESBL geni AmpC geni
izolata

E. cloacae 61 TEM-1

E. hormaechei 68 TEM-1

E. cloacae 69 TEM-1

E. intermedius 236 TEM-1

E. cloacae 86 TEM-1, SHV-12 DHA-1
E. aerogenes 296 TEM-1, SHV-12

E. cloacae 298 TEM-1, SHV-12 DHA-1
E. cloacae 306 TEM-1, SHV-12 DHA-1
E. intermedius 243 TEM-1, SHV-12, CTX-15, CMY
E. agglomerans 241 TEM-1, CTX-15

E. cloacae 244 TEM-1, CTX-15

E. cloacae 51 TEM-1, CTX-15, DHA-1
E. hormaechei 64 TEM-1, AmpC
E. cloacae 62 CTX-15

E. cloacae 73 CTX-15, AmpC
E. cloacae 311 AmpC
E. cloacae 81 AmpC
E.asburiae 80 AmpC

Gen koji pripada porodici CMY beta-laktamaza identificiran je kod jednog izolata E.

cloacae, a u tri izolata su pronadeni geni koji kodiraju produkciju beta-laktamaza DHA-1 (Slika

11). Sva Cetiri izolata su su bila rezistentna na cefalosporine, ampicilin, tikarcilin, aztreonam i

sulfametoksazol-trimetropin.
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462 bp -
405 bp -

Slika 11. Elektroforeza na gelu agaroze za odvajanje produkata PCR-a za gene AmpC kod
razli¢itih izolata Enterobacter. Linija M: marker, linije 6,7 1 9 pozitivan signal zaprisustvo gena

DHA-1 i linija 5 pozitivan signal za prisustvo gena CMY
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6. RASPRAVA

U ovom radu istraZzena je problematika povecanja rezistencije bakterija na antimikrobne lijekove,

te potencijalni utjecaj istih na zdravlje ¢ovjeka u sluc¢aju onecis¢enja okolisa.

Upravo neucinkovitost vecine antimikrobnih sredstava nam ukazuje na pojavu
rezistencije bakterije koja posljednjih 20 godina kontinuirano raste. Rezistencija bakterija
predstavlja jedan od glavnih zdravstvenih problema danasnjice jer rezultira pojavom bolesti kod
ljudi, a istovremeno izbor terapije uslijed rezistencije je jako suzen. Bakterije izolirane iz
oneciS¢enih voda pokazuju znatno vecu vitalnost i imaju Siru ekoloSku valenciju pri nepovoljnim
fizikalno-kemijskim uvjetima, te tako uspjeSno koloniziraju morske ekosustave. Morski
ekosustavi pak na takav nacin postaju dugotrajna izvorista otpornih bakterija i gena koji uvjetuju
rezistenciju. U takvim uvjetima fond rezistentnih mikroorganizama bi se mogao uvecati, a to

opet predstavlja problem za ljude prilikom konzumiranja hrane iz mora.

Priobalno podrucje predstavlja najvece gospodarsko i prirodno bogatstvo u Republici
Hrvatskoj. To je podrucje u kojem se odvijaju brojni dinami¢ni i meduovisni procesi uvjetovani
medusobnim djelovanjem mora 1 kopna. Nazalost, uslijed urbanizacije, prekomjernog
naseljavanja priobalnih podrucja, te postojanja razvojnog pritiska veliki je broj negativnih
utjecaja koji pak imaju posljedice na morske ekosustave. Naime, u more dospijevaju sve otpadne
vode obalnog podrucja i Sireg kontinentalnog zaleda. Te vode su uglavnom neprociscene ili samo
djelomicno prociS¢ene i kao takve predstavljaju znacajan izvor patogenih mikroorganizama,
teSkih metala, aromatskih ugljikovodika, ksenobiotika, radioaktivnih elemenata i drugih tvari
opasnih za okoli§ i1 zdravlje ljudi (Edge i Hill, 2005). OneciS¢enjem su najcéeS¢e pogodena
relativno zatvorena mora, kakvo je i samo Jadransko more. Osim otpadnih voda izvor

onecis¢enja mogu biti atmosfera 1 tlo, ispiranje tla, vjetrovi i sli¢no.

Sljede¢i vazan izvor mikroorganizama su sami kupaci. Utvrdeno je da upravo ta
“rekreacijska” morska podrucja koja nisu pod utjecajem voda mogu biti oneciS¢ena
enterovirusima, bakterijama i gljivicama (Shuval, 1986). Kupanje na napu¢enim plazama koje su
kontaminirane patogenima moze biti efikasan nacin prijenosa bakterijskih i gljivicnih infekcija
(Papadakis 1 sur, 1992; Feeisher u sur, 1993). Otporni patogeni mikroorganizmi svojim

uplitanjem u prirodni tok hranidbenih lanaca mijenjaju Zivotne uvjete svih karika u lancu, pa
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tako 1 Covjeka (Wollenberger i sur, 2000). Svjedoci smo visoke incidencije infekcija u svijetu
medu alohtonim pucanstvom priobalnih podrucja i otoka, a nerijetko zrtvama infekcija bivaju i

sami turisti uslijed konzumiranja hrane iz mora.

Mnoga znanstvena istrazivanja u svijetu ukazuju na visoke koncentracije antibiotika u
obalnim vodama mora i pove¢anom broju rezistentnih sojeva u njima, §to je posljedica visoke
godiSnje proizvodnje 1 potros$nje antibiotika, koja se kre¢e izmedu 100 000 i 200 000 tona.
Postoji tek mali broj epidemioloskih istrazivanja koja bi argumentirano i1 bez dvojbe ukazala na
more kao moguci izvor infekcije (Skocibusi¢, 1998). Istrazivanja o ucestalosti, nacinu pojave i
raznolikosti gena koji kodiraju beta laktamaze proSirenog spektra, kao i o njihovoj prisutnosti u
priobalnim podru¢jima imaju znacajnu ulogu u procjeni ugrozenosti i otkrivanju mogucih izvora

infekcije.

Rezultati dobiveni u ovom radu ukazuju na prisutnost brojnih vrsta Enterobacter u
priobalnim vodama Kastelanskog zaljeva, za koje smo dokazali da su rezistentne ne samo prema
penicilinima, monobaktamima, aminoglikozidima nego ¢ak 1 prema svim skupinama
cefalosporina. Osim §to izolati posjeduju rezistenciju prema novijim skupinama antibiotika,
nerijetko posjeduju rezistenciju prema viSe skupina antibiotika, odnosno su viSestruko

rezistentni. Upravo to je Cesto karakteristika mikroorganizama iz okolisa.

Nakon §to smo identificirali vrste Enterobacter ispitali njihovu osjetljivost na antibiotike,
odabrali smo manji broj izolata koji su pokazali vjerojatnost posjedovanja gena ESBL. U ovom
radu je primjenom PCR tehnike sa specificnim pocetnicama provedena identifikacija gena
blaTEM, blaSHV 1 blaCTX-M u izolatima Enterobacter. Postoji naime slicnost izmedu gena koji
kodiraju ESBL koje smo ovim radom identificirali u moru i onih prisutnih u izolatima iz
hrvatskih bolnica $to ukazuje da bi sojevi koji produciraju ESBL mogli djelovati kao posrednici
u protoku gena izmedu priobalnih podrucja i bolnickih sredina. Usprkos velikom broju radova o
raznolikosti gena koji kodiraju ESBL u klinickim izolatima Enterobacter, broj radova u kojma su
opisani izolati iz okoliSa je ograniCen. Stoga je potrebno daljnje aktivno pracenje ucestalosti

takvih izolata te njihovo eventualno Sirenje u priobalnim podrucjima.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovi provedenog istrazivanja odredivanja antimikrobne rezistencije u vrstama Enterobacter
1 odredivanja prisutnosti gena koji kodiraju za B-laktamaze proSirenog spektra mozemo izvesti

sljedece zakljucke:

1. Podrucje priobalnog mora Kastelaskog zaljeva je oneciS¢eno urbanim otpadnim vodama
fekalnog porijekla.

2. Ispustanje neprociS¢enih otpadnih voda u more uzrokuje intenzivno bakterijsko
oneciS¢enje priobalnog mora i koncentriranje razli¢itih vrsta Enterobacter.

3. Ovakvom degradacijom morskih ekosustava dovodi se u pitanje zdravstvena, nutritivna,
rekreativna kao i estetska kakvoca obalnih voda.

4. Skoljkasi zbog svog sesilnog nadina Zivota i filtriranja mora u sebi mogu akumulirati
patogene mikroorganizme i njihove gene rezistencije, te se upravo zbog konzumacije
takve hrane dovodi u pitanje zdravlje ljudi.

5. Istrazivanja pokazuju da Enterobacter sp. dolaskom u morski okolis, koriste raznolike
fenotipske 1 genotipske mehanizme kako bi razvile otpornost ne samo prema nepovoljnim
abiotickim Ciniteljima u okoliSu nego 1 prema antibioticima

6. Ispitivanjem fenotipske osjetljivosti ustanovili smo da izolati Enterobacter sp. posjeduju
rezistenciju prema velikom broju antibiotika, od penicilina, preko cefalosporina I. i IL.
generacije, pa sve do cefalosporina III. generacije. Takvi izolati predstavljaju velik
terapijski problem jer su viSestruko rezistentni na sve beta-laktamske antibiotike a ¢esto 1
na ostale skupine antibiotika.

7. Fenotipskom identifikacijom primjenom metoda dvostrukog diska identificirano je
posjedovanje gena koji kodiraju ESBL i AmpC beta-laktamaze.

8. Molekularnom identifikacijom gena pomocu tehnike PCR kod 15 izolata identificirali
smo gene ESBL, a kod 10 izolata gene AmpC.

9. Rezultati ukazuju na visoki stupanj rezistencije vrsta Enterobacter na antibiotike kao i
znacaj istraZivanja okoliSa za bolje razumijevanje nastanka i Sirenja bakterija rezistentnih
na antibiotike 1 njihovih gena a u cilju zastite zdravlja ljudi i Zivotinja, te utvrdivanje
moguce uloge ekoloskih faktora u razvoju i Sirenju rezistencije na antibiotike u morskim

ekosustavima kao moguceg rezervoara gena rezistencije.
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