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SAZETAK

Gram-negativna bakterija Ralstonia pickettii stvara biofilm u farmaceutskim sustavima za
ultracistu 1 procis¢enu vodu. U slucaju neucinkovite sterilizacije moze kontaminirati sterilne
otopine za parenteralnu primjenu putem kojih ulazi u bolnicki sustav i kolonizira bolnicki
okoli$ i pacijente. Studije o antimikrobnoj osjetljivosti i sustavnom pracenju R. pickettii u
bolnickom okruzenju vrlo su ogranicene, posebice na ve¢em broju izolata. Jednako, nevelik je
broj istrazivanja okoli$nih izolata R. pickettii uz nestandardizirano testiranje osjetljivosti na
antibiotike. Ovo ispitivanje provedeno je s ciljem utvrdivanja svojstava i osjetljivosti na
antibiotike izolata R. pickettii s podru¢ja Republike Hrvatske. U petogodiSnjem periodu
prikupljen je 81 izolat iz razli¢itih industrijskih sustava za farmaceutsku ¢istu i ultracistu vodu
i laboratorijsku pro¢iséenu vodu. Osjetljivost na antibiotike ispitana je Epsilometarskim testom
(E-testom) i disk difuzijskim (DD) testom. Lananom reakcijom polimeraze ispitano je
prisustvo gena blaoxaz2z i blaoxaso za oksacilinaze, gena blaive, blavim, i blanom za metalo-p-
laktamazu, gena blaoxass za hidroliziraju¢u karbapenemazu, gena armA, rmtA, rmtB, rmtD za
metil-transferaze i gena aac(3’)-II, aac(6’)-1b, aph(3')-lIa, ant(2") za aminoglikozid-
modificiraju¢e enzyme. Ispitivanje prijenosa gena rezistencije na meropenem i gentamicin S R.
pickettii na primatelja E. coli J53 koja je bila osjetljiva na ta dva antibiotika, a rezistentna na
natrijev azid provedeno je metodom konjugacije. Izolati su genotipizirani gel elektroforezom
u pulsiraju¢em polju. Dobiveni rezultati su otkrili razli¢ite profile osjetljivosti/rtezistencije.
Vecina izolata bila je otporna na kolistin, aztreonam, ertapenem, aminoglikozide i meropenem.
Visoke stope rezistencije uocene su 1 kod tikarcilin/klavulanske kiseline, tikarcilina,
amoksicilin/klavulanske kiseline i ampicilina. S druge strane ispitivani izolati su pokazali
visoke stope osjetljivosti na tetracikline, tigeciklin, trimetoprim-sulfametoksazol, imipenem,
cefepime, cefaleksin, cefoksitin, cefotaksim, piperacilin-tazobaktam, ciprofloksacin,
ceftazidime i piperacilin. Modificirani Hodge test bio je pozitivan u 51,9% izolata, $to bi
upucivalo na stvaranje karbapenemaza. Gen blaoxaz2 je otkriven u 37,0% izolata, a gen
blaoxaso U 80,3% izolata. Tako visoka prisutnost gena blaoxaz2z i blaoxaso ukazuje kako
"sterilna” voda moze predstavljati golemi okoli$ni rezervoar gena rezistencije koji se, onda
primjenom iste, mogu prenijeti u klinicko okruZzenje i predstavljati prijetnju uspjeSnom
lije¢enju infekcija. Nisu detektirani geni za metalo-p-laktamaze niti za karbapenemaze kao ni
geni za najcesc¢e 16SrRNA metil-transferaze niti za aminoglikozid modificiraju¢e enzime. U
izolatima je dokazano prisustvo endotoksina. Dokazana je pokretljivost plivanja i trzanja,

proizvodnja izvan stani¢ne polimerne supstance te sposobnost proizvodnje biofilma. Gel



elektroforeza s pulsiraju¢im poljem pokazala je veliku srodnost izolata i identificirana su tri
glavna klastera koji sadrze podklastere. R. pickettii treba shvatiti ozbiljno kao moguceg
uzro¢nika nozokomijalnih infekcija kako bi se osigurala odgovarajuca terapija, sprijecio razvoj
rezistentnih sojeva i pokusala smanjiti moguénost njezinog prezivljavanja u sustavima za Cistu,

ultra Cistu i laboratorijsku procis¢enu vodu.

Kljuéne rijeci: Ralstonia pickettii, osjetljivost na antibiotike, blaoxa22 i blaoxaeo, blaime,
blavim, i1 blanowm, blaoxass, armA, rmtA, rmtB, rmtD, aac(3°)-11, aac(6°)-1b, aph(3')-1a, ant(2"),

pokretljivost, biofilm, endotoksin.



EXTENDED ABSTRACT

Introduction: Gram-negative bacterium Ralstonia pickettii is often isolated from the various
areas: from industrial water production systems, soil, animals, plants, and from the oral cavity
and upper respiratory tract as part of the commensal flora. It is isolated very often from
pharmaceutical water systems where the concentration of nutrients (carbon) is low. It is
oligotrophic and, in these conditions, despite low amounts of nutrients, it forms a biofilm.
Further reproduction and production of the biofilm takes place at the expense of the dead cells
in the biofilm, which, by lysing, release many substances that can be a nutrients source for
further cell growth. It colonizes the hospital environment and patients. Therefore, in
immunocompromised and seriously ill persons it can cause serious infections, often resistant
to antibiotic treatment. R. picketti is an opportunistic pathogen of low virulence. It rarely causes
infections in healthy individuals but can have high clinical significance. The aim of this
research was to study phenotypic properties, sensitivity to antibiotics, detection of resistance
genes, and the relatedness of tested isolates collected in a five-year period from different areas
of Croatia.

Materials and methods: Eighty-one (81) Ralstonia pickettii isolates were obtained during a
five-year period (2011-2015), from two different areas in Croatia (area | and area I1) and from
different sources: two pharmaceutical-industrial ultra-pure water (UPW) systems and three
laboratory purified water (LPW) systems. Bacterial isolation from water samples was carried
out by the membrane filtration method. The samples were filtered out by 0.45 um membrane
filters, which were then placed on the surface of R2A and Tryptic soy agar and cultured for 24
hours at 37 °C. Grown colonies that indicated a possible R. pickettii were additionally identified
based on the microscopic appearance of the cells, and by biochemical tests. All 81 isolates were
subsequently confirmed as R. pickettii by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight (MALDI-TOF) and by polymerase chain reaction (PCR) using species specific primers.
The reference strain R. pickettii ATCC 27511 was used as a control strain.

Antimicrobial susceptibility testing was performed by Kirby-Bauer disc diffusion test (DD) on
Mueller Hinton agar (MHA) for 26 antibiotics with antimicrobial discs. E-test was performed
to determine minimum inhibitory concentrations (MIC) against 12 antibiotics, ceftazidime,
cefepime, ceftriaxone, cefotaxime, imipenem, meropenem, piperacillin-tazobactam,
tobramycin, gentamicin, amikacin, netilmicin and ciprofloxacin. Zone diameter and
breakpoints were interpreted according to the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) and European Committee on Antibacterial Susceptibility Testing (EUCAST).
Production of carbapenemases, metallo-p-lactamases, and extended spectrum B-lactamases



(ESBL) were assessed phenotypically; modified Hodge test, carbapenem inactivation method
(CIM), combined disk test (CDT). The presence of genes blaoxa2z and blaoxaso for
oxacillinases, genes blaive, blaviv, and blanom for metallo-p-lactamases, gene blaoxass for
hydrolyzing carbapenemase, genes armA, rmtA, rmtB, rmtD for methyl-transferases and the
genes aac(3')-11, aac(6")-1b, aph(3')-la, ant(2") for aminoglycoside-modifying enzymes was
tested by PCR. Transfer of resistance to meropenem and gentamicin was tested by the broth
conjugation method using E. coli J53 resistant to sodium azide as a recipient, but sensitive to
gentamicin and meropenem. Isolates were genotyped by Pulsed-Field Gel Electrophoresis
(PFGE). Endotoxin production was tested with Limulus Amebocyte Lysate (LAL) test. The
production of extracellular polymer substance (EPS) by R. pickettii was tested on different
materials. Biofilm production was investigated by microtiter plate biofilm assay. Motility was
tested on nutrient media in a test tube and in Petri dishes with different agar consistencies of
0.3%-1.5%.

Results: Eighty-one (81) isolates collected from pharmaceutical and laboratory water
production systems from two different areas of Croatia were phenotypically and biochemically
identified as R. pickettii and confirmed by MALDI-TOF and PCR.

The results of R. pickettii antibiotic susceptibility testing using the disk diffusion method were
as follows: high resistance rates were obtained for colistin (100%), aztreonam (96.3%),
ertapenem (91.3%), and all aminoglycosides: netilmicin (88.9%), amikacin and tobramycin
(87.7%), and gentamicin (86.4%). High resistance rates were also observed with beta-lactam
antibiotics of the penicillin group: amoxicillin/clavulanic acid (71.6%), ticarcillin (67.9%),
ticarcillin/clavulanic acid (61.7%), and ampicillin (58.0%). Significantly different resistance
rates were obtained for piperacillin and piperacillin/tazobactam. Almost all isolates were
susceptible to piperacillin and piperacillin/tazobactam, only 2 isolates (2.5%) were resistant,
both from area Il, label K (K82-1 and K82-2). All 81 isolates (100%) were sensitive to
cephalosporin antibiotics ceftriaxone, cefotaxime, cefepime, and most to cephalexin (96.3%),
cefoxitin (97.5%) and ceftazidime (81.5%). All 81 isolates (100%) were susceptible to
imipenem, tigecycline, tetracycline and trimethoprim-sulfamethoxazole, and almost all to
ciprofloxacin (93.8%). Resistance to meropenem was recorded in 29.6% of isolates, while
40.7% of isolates were intermediately sensitive to meropenem. Only 8,6% of the isolates were
resistant to chloramphenicol, 40.7% of the isolates were moderately susceptible to
chloramphenicol, while half of the isolates (50,6%) were susceptible.

In the E-test, all 81 isolates (100%) were susceptible to piperacillin/tazobactam, ceftriaxone
and cefotaxime, 96.3% were susceptible to ciprofloxacin, and three (3.7%) were intermediately



susceptible to ciprofloxacin. 71.6% (58/81) of the isolates were sensitive to imipenem, while
28.4% (23/82) were intermediately sensitive. 67.9% (55/81) of the isolates were sensitive to
ceftazidime and 66.7% (54/81) to cefepime. The E-test obtained a high resistance rate to
meropenem (95.1%), and aminoglycosides, 85.2% for gentamicin and amikacin each, 86.4%
for tobramycin, and 87.7% for netilmicin. Resistance to meropenem obtained in the E-test
(95.1%) is significantly higher than the one obtained by the disk diffusion method (29.6%).
Resistance to all four tested aminoglycoside antibiotics was almost uniform. The most frequent
phenotype of aminoglycoside resistance was T-G-A-N (tobramycin, gentamicin, amikacin,
netilmicin) and was exhibited by 85.2% of the isolates (69/81), and they all were from the same
area (area I), from different sources. Only two isolates from the same area, HL28 and HL30,
were sensitive to tobramycin, amikacin, and gentamicin and resistant only to netilmicin
(phenotype N). On the other hand, all 10 isolates from area 11 showed the opposite results; eight
isolates were sensitive to all four aminoglycoside antibiotics; one isolate was sensitive to
tobramycin and netilmicin and intermediately sensitive to gentamicin and amikacin, and one
was resistant only to tobramycin and sensitive to the other three aminoglycosides.

No R. pickettii isolate showed the production of extended spectrum B-lactamase in the double
disc test.

The modified Hodge test was positive in 51.9% (42/81) of isolates, weakly positive in 25.9%
(21/81) and negative in 22.2% (18/81) of isolates. All 9 CIM tested isolates were positive.
The CDT was positive in 97.5% isolates (79/81) when meropenem was applied as an indicator
disk, whereas 95.1% isolates were negative with imipenem (77/81). Four isolates (4.9%)
exhibited positive CDT with both carbapenems. Despite the positive results of the Hodge and
CDT tests in 28 isolates, gene encoding carbapenemases (blaoxass) and genes encoding
metallo-B-lactamases (blaive, blavim, and blanom) were not detected by molecular testing. The
blaoxaso gene was detected in 80.3% (65/81) whereas the blaoxa22 gene was detected in 37.0%
(30/81) isolates. All isolates that tested positive for blaoxa22 were positive for blaoxaeo as well.
Genes armA, rmtA, rmtB, rmtD for methyl-transferases and the genes aac(3")-I1, aac(6")-1b,
aph(3')-1a, ant(2") for aminoglycoside-modifying enzymes were not detected by PCR.

All tested isolates (81) demonstrated twitching motility on a solid nutrient medium with 1%
agar. Swimming motility on semi-solid substrates with 0.3% agar was also demonstrated for
all tested isolates both in the test tube and in the Petri dish. Swarming was not proven in any
isolate. In this study, the production of EPS in R. pickettii was demonstrated. Production of
biofilm was confirmed in 37% (30/81) isolates. In this study, it was proven that R. pickettii
possesses an endotoxin that is thermostable and is released by destroying the bacterial cell at a



high temperature of 136 °C. PFGE revealed three larger clones, each containing subclones that
differed in one to three bands.

Conclusion: The results obtained in this study characterize environmental bacterium R.
pickettii isolated from water systems in Croatia. Its antibiotic resistance, ability to produce EPS
and biofilm, types of matilities, ability to produce endotoxin, and finally the relatedness of
isolates from different sources from different areas of Croatia were examined.

The antibiotic resistance results of this study are in line with previously published results, the
most of isolates were susceptible to most of the tested antibiotics, except for colistin,
aminoglycosides, ertapenem, aztreonam and meropenem.

The isolates from different locations clustered together, pointing out to a possible common
source. Further comparison with currently unavailable local clinical isolates would be
necessary to analyse the driving force for the development of relevant pathogens from typically
environmental harmless bacteria. R. pickettii should be taken seriously as a possible cause of
nosocomial infections to ensure adequate therapy, to prevent the development of resistant
strains and to reduce the possibility of R. pickettii surviving in clean and ultra clean water
systems.

These are extremely valuable data, and it would be useful to collect clinical isolates and test
their resistance and compare with the obtained results. It might help in monitoring the change
of an environmental bacterium into a potential pathogenic microorganism. It would be equally
interesting to conduct a study in which a possible connection of some metabolic problems and
conditions with the presence of R. pickettii in digestion would be established, because it was
observed that R. pickettii appears more often in some metabolic conditions (e.g., diabetes,
obesity). It would be useful to study biofilm production on different systems, with constant
water flow to mimic the aqueous environment of a pharmaceutical water system. Such a test
could be additionally carried out with the application of disinfection and sanitation at certain
time intervals to determine the optimal removal of biofilm and extend the time of repeated
washing and disinfection/sanitization of the system.

Keywords:

Ralstonia pickettii, antibiotic susceptibility, blaoxaz2z, blaoxaso, blaive, blaviv, blanom, blaoxaas,
armA, rmtA, rmtB, rmtD, aac(3’)-1, aac(6’)-1b, aph(3')-la, ant(2"), motility, biofilm,

endotoxin.



SADRZAJ

L1 UVOD et b bbb et b bRt b bbb en s 1
1.1 RALSTONIA PICKETTH ..ottt 1
1.2 FENOTIPSKA SVOISTVA ...ttt 3

121 ENAOTOKSIN ..ottt bbb 3
1.2.2  Pokretljivost bakterijSke StANICE ........c.coveiiereiiriiiiiseeee e 9
1.2.3  Proizvodnja DIOFIIMa.........cccooiiiiiiie 10
1.2.4  Rezistencija na antibDIotiKe ..o, 13
1.2.41  Otpornost Na StaniCnoj TAZINT .......coververveerriiirerieiieee e 14
1.2.4.1.1 Biokemija bakterijske rezistencije na antibiotike...............cccccocvvervennenn, 14
1.2.4.1.2 Geneticka osnova bakterijske rezistencije na antibiotike...................... 16
1.2.4.2  Otpornost Na razini ZajedniCe .........ceccveieeieiieeieeie et 16
1.2.4.3  Urodena i stecena reZiSteNCIJa ......cvuvrvrivieiiiiieiieiisin e 17

2  OBRAZLOZENJE TEME I CILJEVI RADA .......ccocoooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeesees s 19

3 MATERIJALI I METODE.......cciiiiiiiiieieeie ettt 21
3.1 1Z0Iati R. PICKELLH ...eeveeeeccciecce et 21
3.2 POPIS MALEITJAIA . ..ot 22

3.21  Gotove komercijalne mikrobioloske podloge i njihove komponente................ 22
3.2.2  Komercijalni biokemijsKi teSTOVI.......ccoviiiiiiiriiiiieiccese e 25
3.2.3  Kemikalije, reagensi, dodatci podlogama...........ccocveeeiiiiiiiencienceeeeeen 25
3.2.4  Reagensi za dokazivanje proizvodnje endotoksina (Charles River laboratories,
(0P o151 (0] 1 TR T ISR 26
3.25 Reagensi za gel elektroforezu u pulsiraju¢em polju ........ccccevveiiiiiiininiiennen, 26
3.2.6  Enzimi, proteini i pripadni PUFEIT........cccoeiiiiiiiiiisieeee e 27
3.2.7  Standardi molekulSKin Masa .........cccoeiiiiiiiiiiiiree e 27
3.2.8  Specifi¢ne komercijalne smjese reagencija — KOMPIeti .........cccoveviiiiininienn. 28
3.2.9  NUKIEINSKE KISEINE ......cviiiiiiiiiiiciee s 28
3.2.10 Antibiotici za ispitivanje antibiotiCke reZiSteNCije .........covrvererrverieerinieeseennenn, 29
3.2.10.1 Dijagnosticki diskovi natopljeni antibiotikom (Mast Group, UK)............. 29

3.2.10.2 Trakice s gradijentom antibiotika za epsilometarski test  (Liochem,
HAlTJA) . ..o e e sn e teeee e e nneenees OO

T B R = o] [ TSROSO TPV PRPRPRRRRPTR 31
N A U (< £ DO USSP PP PP UPTURPPROPPIO 31
3.2.13 Laboratorijski pribor i potro$ni materijal...........ccccooovririiiiiiniiniciieieeesee 32
3.3 METODE ... 33
3.3.1  Fenotipska identifikacija R. PICKELtH...........ccoeeririiiiiiiiiieceee e 33

3.3.2  lIspitivanje pokretljivosti R. PICKEI .........c.ccoeeiiiiiiiiiiee e 34



3.3.2.1  Ispitivanje pokretljivosti u epruveti na SIM agaru ...........ccccceevververreseennnn. 34

3.3.2.2  Ispitivanje oblika pokretljivosti R. pIiCKettii ........ccevvvriveiviiiiieiicircienn, 34
3.3.3 lIspitivanje proizvodnje biofilma kod R. pickettii.........c.ccccovvvvviviiiiiiiccieen, 35
3.3.3.1  Proizvodnja izvanstani¢nih polimernih Supstanci ..........cccccevvveeiiveesiineenne 35

3.3.3.2  Ispitivanje stvaranja biofilma u mikrotitarskim plo¢ama s 96-bunarica ....35

3.3.4  lspitivanje proizvodnje enNdOtOKSING .........c.cceieririiiiiieiee e 37
3.3.5 Identifikacija R. pickettii masenom spektrometrijom ............ccccoovvvvrvnvnieeniennn. 38
3.3.6  Potvrda identifikacije R. pickettii lan¢anom reakcijom polimeraze .................. 39
3.3.7  lIspitivanje srodnosti izolata R. pickettii elektroforezom u pulsiraju¢em polju..40
3.3.7.1  Bakterijski uzorak, izolacija i razgradnja DNA........cccccoiiiininininniieen 40
3.3.7.2  Razdvajanje fragmenata kromosomske DNA gel elektoforezom u
PULSITAJUCEIN POLJU. ..ot 41
3.3.8 lIspitivanje osjetljivosti izolata R. pickettii na antibiotike ..............cccocvevviienenn. 41
3.3.8.1  Metoda disK AIfUZIJE .......covriiieieieee e 41
3.3.8.2  Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika................... 42

3.3.8.3  Fenotipska detekcija B-laktamaza proSirenog spektra metodom dvostrukog

QIS o e 43
3.3.8.4  Fenotipska detekcija karbapenemaza ............c.ccccoevveviiiiicc i, 43
3.3.8.,5  Fenotipska detekcija metalo-B-laktamaza metodom kombiniranog disk
L5251 - 44
3.3.8.6  Fenotipska detekcija rezistencije na aminoglikozide .............c.ccooviininnne. 44
3.3.8.7  Detekcija prijenosa gena za karbapenemaze konjugacijom ............c.ccee..e. 45
3.3.9  Detekcija gena rezistencije metodom lan¢ane reakcije polimeraze................... 46
3.3.10  StatiStiCKa analiZa..........cccuveiiieieiiiie e see e nae e 48
REZULT AT oottt ettt e et et nbeeneeneeneeneennens 49
4.1  1ZOLATIR. PICKETTH cooiiieii ettt 49
4.2 FENOTIPSKA SVOISTVA R. PICKETTH ..oooviiiiiiiicicieee e 50
4.2.1  Ralstonia pickettii i POKIetljiVOSE..........ccociviiiiiiiiecec e 51
4.2.1.1  Ispitivanje pokretljivosti U €Pruveti........ccceovveiiiiiiiciie e 51
1.1.1.1  Ispitivanje pokretljivosti tipa trzanja i plivanja na agaru ..........c.ccceveevvenee. 55
422 R.pickettii i DIOTIIM oo 58
4.2.2.1 Proizvodnja izvanstani¢nih polimernih supstanci (IPS)..........ccccccciiiennns 58
4.2.2.2 R.pickettii i proizvodnja biofilma............cccooveviiiiiiii 59
4.2.3 Ispitivanje proizvodnje endotoksina LAL teStOM........c.ccccevvveiiieiiie e sie e, 65
4.2.4  Potvrda identifikacije R. PICKEt......c..coveiiiiiieiie e 66
4241  Masena SPEKIrOMELITA. ....cueiierieeieiiieie ettt 66

4.24.2 LanCana reakcija POIIMETAZe .........ccvviiieeiiiiiiiiie it 66



4.2.4.3  Srodnost izolata R. PICKELtIH.........c.cccveiiiiiiiieiice e 67

4.2.5  Osjetljivost na antibiotike i mehanizmi rezistencije na antibiotike ................... 71
4.25.1  Rezultati ispitivanja osjetljivosti na antibiotike metodama disk difuzije...71

4.25.2  Rezultati ispitivanja osjetljivosti na antibiotike E-testom...........c.cccccoe.... 74
4.25.3  Rezultati testa dvostrukog diska............ccccevevviieiieii e 77

4.25.4  Rezultati modificiranog Hodge testa i testa inhibicije karbapenema.......... 77
4.25.5 Rezultat testa kombiniranih diskova za detekciju metalo-p-laktamaza......79
4.25.6  Analiza viSestruke aminoglikozidne rezistencije na SAGA plo€i.............. 79

4.25.7  Rezultati testa KONJUGACIIE .......eiiiiiiiieie e 80

4.2.6  Detekcija gena rezistencije lan¢anom reakcijom polimeraze ............cc.ccovvennee. 80
4.2.6.1  Detekcija blaoxa2z i DIAOXAG0 .- wververveeriiriiiiiiee e 80
4.2.6.2  Detekcija gena za metalo-B-laktamaze...........ccocovvviveiiiiiieneecee, 83

4.2.6.3  Detekcija gena rezistencije na aminoglikozide ............cccooevvveveiieineiennnn, 84

5 RASPRAVA .. ettt 86
B ZAKLJIUCC ..ottt 99
7 POPIS LITERATURE ..ottt e 100
ZIVOTOPIS ..ot 113
BIBLIOGRAFIJA AUTORA ..ottt 114
POPIS KRATICA ettt bbbttt 121
TEMELJINA DOKUMENTACIISKA KARTICA ...t 122

BASIC DOCUMENTATION CARD......coiiiiiiiieeesee e 123



1 UvOD

1.1 RALSTONIAPICKETTH

Ralstonia pickettii je Betaproteobakterija, pripada rodu Ralstonia koji je osnovan 1995.
godine s ciljem uvrStavanja bakterijskih vrsta Alcaligenes eutrophus, Burkholderia
solanacearum i Burkholderia pickettii (1), a 2004. godine dijeli se na dva: rod Ralstonia i rod
Wautersia (tj. ve¢ postoje¢i Cupriavidus). R. pickettii (prvotno nazvana Pseudomonas pickettii
pa Burkholderia pickettii) ostaje u rodu Ralstonia (2). S obzirom na rezultate prosjene
istovjetnosti nukleotida (engl. Average Nucleotide Identidy - ANIb) smatra se da medu
sojevima R. pickettii postoje najmanje dvije podvrste, moguce i dvije vrste R. pickettii (3). Vrlo
zivotinja i biljaka, iz vodenih sustava svemirskih stanica (4), a nadena je i kao dio komenzalne
flore usne Supljine i gornjih di$nih puteva (5). Podnosi Sirok raspon temperatura, 15°C - 42°C
(6), moze pro¢i kroz pore veli¢ine od 0,2 pm i 0,45 pm o ¢emu treba razmisljati kod sterilizacije
koja se provodi filtracijom (6-9). Opisana je otpornost na neke dezinficijense, poput
klorheksidina (10-12), ali i kontaminacija dezinficijensa (13). Izolira se vrlo ¢esto iz sustava
za proizvodnju farmaceutske vode gdje je niska koncentracija hranjivih tvari (ugljika).
Oligotrofna je (14) i u tim uvjetima, unato¢ niskim koli¢inama hranjivih tvari, stvara biofilm.
Daljnje razmnozavanje i proizvodnja biofilma odvija se na ra¢un uginulih stanica u biofilmu
koje liziranjem oslobadaju sadrZaj od kojega mnoge oslobodene tvari mogu biti izvor za daljnji
rast stanica. Takav rast na liziranim produktima uginulih stanica naziva se kripti¢ni rast (15) i
omogucava stanicama nastavak stvaranja biofilma (9,16-18).

R. pickettii je oportunisti¢ki patogen niske virulencije. Rijetko uzrokuje infekcije u
zdravih osoba, ali moze imati visoki klini¢ki znacaj. Kroz godine su opisivani smrtni ishodi
razli¢itih infekcija ¢iji uzro¢nik je bila R. pickettii. Prvi smrtni ishod zapisan je 1968. godine.
Radilo se o 33-godisnjem muskarcu, narkomanu kod kojeg je ustanovljen endokarditis.
Uzroc¢nik je identificiran kao Grupa 1VVd, a kasnije je identificirana R. pickettii (19). Kolonizira
bolni¢ku sredinu i pacijente. Stoga u imunokompromitiranih i tesko bolesnih osoba moze
uzrokovati ozbiljne infekcije, esto vrlo tvrdokorne u lije¢enju antibioticima. Cesto se izolira
iz dijaliznih sustava opremljenih cjevovodima od kloriranog polivinil klorida (18), a kolonizira
I druge segmente bolnickog okruzenja, ukljucujuéi i druge hemodijalizne uredaje (20-24),

uredaje za potpomognuto disanje (25), produljene i trajne intravaskularne katetere (25-27).



Izolirana je iz mnogih klini¢kih uzoraka, ispljuvka, krvi, rane, urina, brisa nosa, brisa uha,
cerebrospinalne tekuéine (17,28,29). Povezana je sa Sirokim spektrom bolni¢kih infekcija kod
imunokompromitiranih pacijenata kao $to je bakterijemija (21,28,30-34), kod pacijenata s
opekotinama (34), pseudobakterijemija (11,13,35), septikemija u odraslih (20), neonatalna
sepsa (36,37), septicki artritis (38), infekcija umjetnih zglobova (39), osteomijelitis (40),
respiratorne infekcije (41), endokarditis (19), infekcije u bolesnika s cisti¢cnom fibrozom (42—
47). Dovodi se u vezu sa smanjenjem bubrezne funkcije kod pacijenata s ulceroznim kolitisom
(48). Nozokomijalna kolonizacija i infekcije R. pickettii vrlo su ¢esto povezane s uporabom
kontaminiranih otopina koje su deklarirane kao sterilne (6,10,18,30,33,34,49-53), a pronadena
je i kao kontaminanta boca s hranjivim podlogama za hemokulturu (54).

Uz opisane negativne znacajke kolonizacije sustava za vodu, kolonizacije bolnicke
ulogu u bio-razgradnji Stetnih spojeva i kemikalija koje optereéuju ekosustav i ozbiljno
ugrozavaju zdravlje ljudi, zivotinja, ali i biljni svijet. Razgraduje neke herbicide (atrazin) (55),
sinergistickim djelovanjem potpomaze gljive Pleurotus eryngii i Fomitopsis pinicola u
biorazgradnji pesticida DDT (diklor-difenil-trikloretan), hidrofobnog organskog zagadivaca
koji se moze akumulirati u prirodi i takav Stetno djelovati na ljude i zivotinje (58,59).
Potencijalno koristenje R. pickettii u biotransformaciji i dekolorizaciji otpadnih boja, posebno
metilenskog modrila, se istrazuje (60).

Ne postoje standardne in vitro metode ispitivanja osjetljivosti R. pickettii na antibiotike,
Sto mozZe biti izazov za lijeenje sve ucestalijih sluc¢ajeva infekcija na bolni¢kim odjelima za
koje terapija moze biti problemati¢na zbog rezistencije na mnoge antibiotike (31). Moglo bi se
raditi 0 intrinzi¢noj rezistenciji ili rezistenciji uslijed prisutnosti pokretnih genetickih
elemenata (61). U malom broju studija nadeno je da R. pickettii proizvodi kromosomsku,
inducibilnu B-laktamazu klase D, OXA-22, odgovornu za otpornost ili smanjenu osjetljivost na
aminopeniciline, cefalosporine uskog spektra i aztreonam (62) i B-laktamazu OXA-60 koja
hidrolizira imipenem (63,64). Kod R. pickettii izolirane iz krvi kineskog pacijenta prvi put su
otkrivena dva nova gena klase D B-laktamaza (blaoxa-ses i blaoxa-ses) i potvrden gen
rezistencije na sulfonamide sul2 (65). Neki izolati R. pickettii otporni su na kolistin (66).
Studije o osjetljivosti na antimikrobne tvari i sustavnom pracenju R. pickettii u okolisu i u
klinickim uvjetima vrlo su ograni¢ene, osobito na ve¢em broju izolata (3,61,67). Dostupni
podatci se dosta razlikuju, a rezultati ispitivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIK)

antibiotika i osjetljivosti metodom disk difuzije nisu nuzno povezani.



R. pickettii raste na svim rutinskim hranjivim podlogama, a za kontrolu ultra¢iste vode
iz sustava za farmaceutsku vodu koristi se prema europskoj farmakopeji R2A agar, koji je
namijenjen za kultivaciju mikroorganizama iz podruc¢ja s niskom koncentracijom hranjivih
tvari. Identifikacija se zasniva na fenotipskim svojstvima: izgledu i boji kolonija, testu oksidaze

i biokemijskim testovima.

1.2 FENOTIPSKA SVOJSTVA

R. pickettii je prvi put opisana 1964. godine u grupi nefermentativnih Gram-negativnih
Stapica (66). Raste u aerobnoj atmosferi, uz optimalnu temperaturu 30-37°C, varijabilno na
42°C. U mikroskopskom preparatu su to $tapi¢i dugi 1 do 5 um, promjera 0,5 do1,0 pum. Daje
pozitivne reakcije katalaze i oksidaze, pokretna je, ima jedan polarni bi¢ (68). Reakcija lizin- i
ornitin-dekarboksilaze je negativna. Oksidacijom proizvodi kiselinu iz glukoze, maltoze,
laktoze, ksiloze, L-arabinoze, galaktoze, fruktoze i manoze, a ne proizvodi iz saharoze i
adonitola (68,69), ne reducira nitrate u nitrite, nema zelatinazu, nema proteazu, ne hidrolizira
eskulin (68).

1.2.1 Endotoksin

Endotoksin je glavna komponenta vanjske stani¢ne stijenke veéine Gram-negativnih
bakterija. Ima strukturnu ulogu, pridonosi stani¢noj krutosti povecavajuci ¢vrstocu stani¢ne
stijenke, posreduje u kontaktima s vanjskim okoliSem koji mogu potaknuti strukturne promjene
koje omogucuju zivot u razli¢itim uvjetima. Nadalje, niska propusnost vanjske membrane
djeluje kao barijera za zastitu bakterija od antimikrobnih spojeva podrijetlom iz domadina.
Oslobada se dijeljenjem stanice ili kod smrti stanice. Ima vrlo vaznu ulogu u izazivanju
urodenog imunosnog sustava sisavaca, spada u klasu molekula koje prepoznaju receptori
imunosnog sustava domacina i nazivaju se molekularni obrasci povezani s mikrobima,
molekularni znak invazivnih mikroba (Slika 1). Smatra se primarnim stimulatorom urodenog
imuniteta i idealnim kandidatom za ranu detekciju patogena (70). Kod teskih infekcija
uzrokovanih Gram-negativnim bakterijama, otpustanje velikih koli¢ina endotoksina u krv
moze uzrokovati masivan upalni odgovor i septicki Sok koji obi¢no dovodi do zatajenja vec¢ine
organa i smrti.

Kemijski je to lipopolisaharid (LPS), amfifilna (hidrofilna i lipofilna) makromolekula koja je

rezistentna na visoke temperature i stabilna u Sirokom rasponu pH vrijednosti. Sastoji se od tri



primarne komponente koje se razlikuju po svojoj genetici, strukturi i funkciji (71-74) (Slika
2). Lipidni dio (glikofosfolipid - lipid A) je visoko o¢uvana molekula i sastoji se od Cetiri do
sedam repova masnih kiselina koje daju svojstvo hidrofobnosti i vezu se na glavnu skupinu od
dva fosforilirana N-acetilglukozamina. Lipid A se ¢esto naziva i endotoksin i najodgovorniji
je za bioloSke ucinke LPS-a. Moze izazvati septicki Sok kod razli¢itih domacina putem
aktivacije monocita i makrofaga koji oslobadaju niz upalnih citokina kao odgovor na invaziju
patogena. Endotoksi¢ni ucinci lipida A pokreéu se vezanjem ove komponente na receptore
domacina (engl. Toll-Like Receptor 4, TLR 4) i serumske proteine (70). U makrofagima se
aktivacijom TLR4 lipidom A pokrece biosinteza razli¢itih medijatora upale kao $to su tumor
nekrotiziraju¢i faktori i interleukini, a u mononuklaerima i endotelnim stanicama lipid A
stimulira tkivne ¢cimbenike upale (71). Lipid A je kovalentno vezan za manje ocuvanu srediSnju
polisaharidnu jezgru (engl. core), koja je podijeljena na unutarnju jezgru, koja se opcenito
sastoji od Secera 2-keto-3-deoksioktonske kiseline (Kdo) i L-glicero-D-mano heptoze (Hep), i

vanjsku jezgru od heksoza i heksozamina.
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Slika 1. Prikaz biokemijske strukture lipopolisaharida u vanjskoj membrani Gram-negativnih bakterija. Slika preuzeta od
Mazgaeen L, Gurung P (74), uz preinake.



SrediSnja jezgra se proteze do hipervarijabilnog O-polisaharidnog antigena koji se sastoji od 1-
50 podjedinica saéinjenih od 1-7 glikozilnih ostataka. Medu razli¢itim bakterijskim
serotipovima i vrstama, O-antigen moze imati znatniju varijaciju u strukturi i stupnju grananja
glikozilnih ostataka. Ova varijabilnost koristi se za Kklasifikaciju bakterijskog serotipa
(73,75,76).

Iako jezgra opcenito sadrzi dvije jedinice 3-deoksi-D-mano-okt-2-ulozonske kiseline (keto-
deoksioktulozonat) kao oCuvanu znacajku, broj i vrsta Seera (npr. heptoza) koji Cine

oligosaharide razlikuju se s obzirom na fosfate, aminokiseline i supstituente etanolamina.
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Slika 2. Struktura molekularnih komponenti LPS-a

Evolucijski o¢uvana hidrofobna lipidna A skupina, sredi$nji polisaharid i hipervarijabilni O-polisaharidni antigen. Skupina
lipida A moze imati viSe repova masnih kiselina koji uévr§éuju LPS u membranu bakterijske stanice, a prepoznaju je proteini
receptora domacina. Slika preuzeta od Loreen R. Stromberg i suradnika (73), uz preinake.

Postoje dva glavna oblika LPS-a, glatki (engl. Smooth, S) oblici koji sadrze O-
polisaharidne lance s ponavljaju¢im oligosaharidnim jedinicama koje variraju u duljinama
lanaca i hrapavi (engl. Rough, R) oblici LPS-a koji nemaju specifican O-lanac, shematski
prikaz organizacije LPS-a kod E. coli na slici 3. S-oblik je nositelj virulencija, ali i R-oblik
moze izazvati imunosni odgovor (73). Varijacija O-lanca pripisuje se broju ponavljanja
oligosaharida i slijedu/strukturi ponavljaju¢eg motiva (75,76).

Varijacija medu vrstama, a obzirom na lipid A, prvenstveno se temelji na broju masnih
kiselina i supstitucijskom obrascu na fosforiliranoj okosnici glukozamin-disaharida. Lipid A je
acilirani disaharid i ¢ini hidrofobno sidro LPS-a u vanjskom listi¢u stani¢ne membrane Gram-
negativnih bakterija. Promjene iz potpuno aciliranih lipida A u deacilirane oblike lipida A
manifestiraju se u razliCitim prostornim konfiguracijama zbog varijacija u poprecnim

presjecima njihovih hidrofobnih dijelova. Tako, heksa-acilirani lipid A je stozastog izgleda, a



deacilirani oblici imaju tendenciju dobivanja cilindri¢nih do struktura u obliku obrnutog stosca.
Te deacilacije lipida A mogu nametnuti modificirani oblik lipida A Kkoji rezultira promjenom
stani¢ne stijenke i stvaranjem mjehuric¢a (vezikula) vanjske bakterijske stijenke (engl. Outer
Membrane Vesicles, OMV). Mjehuriéi su liposomalne strukture koje strSe, izbocuju stijenku
Gram-negativnih bakterija i mogu igrati razlicite uloge kako kod okolisnih tako i kod patogenih
bakterija, ali i simbiota kao §to su komunikacija medu stanicama (engl. quorium sensing),
horizontalni prijenos gena, medubakterijsko ubijanje, produkcija toksina, hidroliza
polisaharida i olakSani prolaz kroz barijere u ljudskom tijelu. Molekularni mehanizmi Koji
dovode do stvaranja mjehuri¢a vanjske bakterijske stijenke nisu potpuno definirani. OMV
dijeli osnovne komponente s mati¢nom stani¢nom stijenkom, ukljucujuci proteine stani¢ne
stijenke, fosfolipide i lipopolisaharide. Grada stani¢ne stijenke i mjehurica stani¢ne stijenke je
vrlo sli¢na, ali neki autori dopustaju i moguce razlike u proteinskom sastavu kod nekih bakterija
(77).

Ljudska crijevna mikrobiota mijenja se tijekom Zivota, ali mijenja se ovisno o dijeti,
unesenoj hrani, bolesnim stanjima. Uocen je porast Gram-negativnih bakterija u probavnom
traktu kod pretilih pacijenata kao i u modela miseva s bogatom prehranom. Dolazi do niskog
povecanja koli¢ine LPS-a u krvi takvih osoba i na modelima miSeva (78,79). U bolesnika s
metabolickim bolestima dokazana je prisutnost bakterija iz roda Ralstonia i uoceni su, a vezano
uz varijacije u lipidu A, razli¢iti imunosni odgovori (79,80).

Struktura lipida A kod R. pickettii karakterizirana je kao hipo-acilirani, penta-acil lipid
A, zajedno s promjenom Secera arabinozom na N kraju (AraN) na obje fosfatne skupine.
Poznato je da i supstitucija s AraN i nedovoljna acilacija pogoduju stvaranju i oslobadanju
vezikula vanjske bakterijske membrane. Elektronskom mikroskopijom (Slika 3) pokazano je
da debljina bakterijske membrane varira sa strukturama LPS-a i da kratki LPS R. pickettii,
zajedno s nedovoljnom acilacijom lipida A i promjenama fosfatnih skupina, stvara vise
mjehurica iz njene tanke opne. Ti mjehurici prolaze kroz crijevnu membranu lakse nego §to to
mogu uciniti bakterije i oslobadaju vise LPS-a u krv. Medutim, pokazalo se da okarakterizirana
struktura inducira niske razine citokina, ako ih ima, kao $to je prikazano na slici 3, $to je takoder
bilo u skladu s razinom upale niskog stupnja opisanom u pretilih pacijenata. Ovo predstavlja
novi primjer niske upalne sposobnosti LPS-a koji potjece iz crijevnog mikrobioma,
objasnjavajuci da ti LPS-i nisu toliko toksi¢ni i opasni kao klasi¢ne strukture tipa E. coli (79).

Aktivnost endotoksina oznacava se kao jedinice endotoksina (engl. Endotoxin Unit,
EU). Ve¢ male koli¢ine endotoksina (< 1 ng) aplicirane intravenozno dovoljne su za aktivaciju

imunosnog sustava i mogu potaknuti simptome (81). Opcenito, oko 10 EU je ekvivalentno 1



ng endotoksina (82). Najistrazivaniji je endotoksin (LPS) kod bakterije Escherichia coli i zna
se da jedna stanica sadrzi 2x10° LPS-a §to odgovara broju oko 20 femtograma (1 fg=10"°g)
(79).

B
8

= C 4 EcoliJSLPS
A .
g» »
= /
- A Rm\PS
2
- v
s ’
§ 0o 4
£ . v RS
o e v
B & l\ . ° s ) " P » »
3 LPS (ng/mL)
. = Az
2l @ Vanjska stjenka
w ( ) ola
PRI ED
W =
. 8|2
<
<€

.
-l
Lipid A

Slika 3. (A) Debljina stani¢ne stijenke kod tri vrste ralstonija snimljeno elektronskim mikroskopom s (B) njihovim strukturama
lipida A gdje je vidljivo da R. pickettii ima repove pet masnih kiselina, a ostale dvije ralstonije imaju po $est masnih kiselina,
(C) usporedba kapaciteta njihovih LPS IL-6 indukcija i (D) shematski prikaz vanjske membrane R. pickettii, s vezikulama
vanjske membrane (OMV) i molekularni sastav LPS-a. Slika preuzeta od Caroff M, Novikov A. (79), uz preinake.

Puno je napora uloZeno i jos uvijek nisu zadovoljeni svi kriteriji kako bi se dobio pouzdan
I brz test za detekciju LPS-a koji ne trosi bioloske resurse. Metode detekcije LPS-a obi¢no su
usmjerene na kvantifikaciju lipida A ili njegove bioloSke aktivnosti, a ne na identifikaciju
serogrupe. [ako je ova metoda vrijedna za odredivanje kontaminacije endotoksinom u sterilnim
injekcijama i implantatima, ona pruza malu vrijednost za dijagnosticku primjenu. Imunotestovi
za razlikovanje antigena optimizirani su za detekciju proteinskih antigena i ne uzimaju u obzir
amfifilnu biokemiju lipoglikana, §to uzrokuje nisku osjetljivost i ponovljivost. Detekcija O-
antigena klasi¢nim metodama poput lateks aglutinacije ili imunomagnetske separacije koristi
krizno reaktivna poliklonska protutijela, Sto moze dovesti do pogresne identifikacije serogrupe.
Imunoenzimski testovi za otkrivanje LPS-a i O-antigena u svrhu identifikacije serogrupe
takoder su razvijeni, ali zahtijevaju opseznu pripremu uzorka, viSestruka protutijela, a ipak
pokazuju nespecificne interakcije protutijela. Lancana reakcija polimeraze takoder je metoda
za otkrivanje specifi¢nih gena za transport LPS-a i biosintezu polisaharida (73).

Tekuc¢inskom kromatografijom detektiraju se markeri masnih kiselina, 3-OH masne

kiseline, specifi¢éne za Gram-negativne bakterije. Razvijena je metoda za procjenu ekvivalentne



koli¢ine endotoksina, na temelju E. coli koja se koristi kao standard. Manje je osjetljiva od
LAL (limulus-amebocitni lizat) testa, ali je manje sklona interferencijama i moze se koristiti
za detekciju endotoksina u krvi (79).

Masena spektrometrija MALDI-TOF (engl. Matrix Assisted Laser Desorption lonization -
Time of Flight; matriksom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom - analizator masa
vremenom leta) detektira LPS detekcijom lipida A. Moze se koristiti u isto vrijeme za
karakterizaciju LPS-a i za dobivanje informacija o bakterijskim rodovima. PoboljSana je u
smislu osjetljivosti. Razina osjetljivosti povecana je otkrivanjem molekularnih iona koji
odgovaraju ostatku lipida A bakterije E. coli, koristeci serijska razrjedenja bakterijskih kultura,
a ne razrjedenja konacnog koncentriranog ekstrakta lipida A. Ova se metoda moZze koristiti za
karakterizaciju podrijetla otkrivenog LPS-a, kao i sposobnosti bakterije da se odupre
polimiksinu prema prisutnosti ili odsutnosti promjena na sec¢erima fosfatnim skupinama lipida
A (79). Karakteristi¢ni vrh moze se dobiti iz uzorka bakterijske kulture od 1 mL koji sadrzi
samo 1 x 10°-1 x 10* Zivih bakterijskih stanica (engl. Colony Forming Unit, CFU) (79).
Usporedni eksperimenti koje su objavili drugi autori dali su granicu detekcije od 1 x 10° CFU
(83).

Pirogeni test na kuni¢u bio je prvi odobreni test od strane FDA (engl. Food and Drug
Administration). Test je kvalitativni, mjerila se koncentracija endotoksina koja je uzrokovala
poviSenje temperature kod Zzivotinje. Bilo kakav temperaturni odgovor znacio je prisustvo
endotoksina.

Limulus amebocitni lizat (LAL) test je zlatni standard za detekciju lipida A. Godine 1956.
otkriveno je da cirkuliraju¢i amebociti iz tjelesne tekucine raka Limulus polyphemus (rak
bodlja$/potkovicasti rak) aglutiniraju nakon dodavanja endotoksina koji aktivira kaskadnu
reakciju proteaze. Budu¢i da su za test bili potrebni lizati amebocita, nazvan je limulus
amebocitni lizat (LAL) test. Americka i europska farmakopeja su objavile smjernice za
izvodenje LAL testa u ispitivanju endotoksina u sterilnim i bioloSkim lijekovima. Unato¢
od pirogenog testa na kunicu (70). Varijante LAL testa su gel-ugrusak (engl. gel-clot) metoda
- turbidimetrijska i kromogena (70,84). Osjetljivost LAL testova ovisi 0 vrsti uzorka,
primijenjenoj metodi i vremenu obrade, kao 1 faktoru razrjedenja. Osim toga, sam izvor LAL
reagensa bitan je Cimbenik, S§to je ocCito kada se usporeduju razliCite granice detekcije
prijavljene za standarde endotoksina.

Gel-clot metoda je farmakopejska metoda i temelji se na geliranju LAL lizata u
prisustvu bakterijskih endotoksina (85,86). Lizirani amebociti raka tvore ¢vrsti gel u reakciji s



bakterijskim endotoksinima u prisustvu Ca?* iona. Bakterijski endotoksin uzrokuje aktivaciju
prvog proenzima od serije enzima ukljuenih u tipicnu kaskadnu reakciju koja uzrokuje
transformaciju koagulogena prisutnog u LAL reagensu u zelatinozni i netopljivi koagulin
(Slika 4).

Endotoksin + Ca?*

Faktor C —— Aktivirani
faktor C

}

Faktor B — Aktivirani
faktor B

}

Proenzim
koagulacije —— Aktivirani enzim

}

Koagulogen —— Koagulin (gel)

Slika 4. Enzimska kaskadna reakcija LAL-endotoksin.

Turbidimetrijska (engl. turbidimetric gel-clot) metoda moze biti kineticka, mjeri
vrijeme potrebno za postizanje unaprijed zadane vrijednosti zamucenja u reakcijskoj smjesi i
turbidimetrijska metoda krajnje tocke (engl. turbidimetric end-point) gdje se ispituje
kvantitativni odnos izmedu koncentracije endotoksina i zamucenja (apsorbancije) u reakcijskoj
smjesi na kraju vremena inkubacije (84).

Kromogena metoda prvi put je razvijena 1977. godine, kada je utvrdeno da lizat
amebocita hidrolizira specificne sekvence aminokiselina koje sadrze kromatofor pNA (p-
nitroanilid). Ova metoda koristi sintetski kromogeni supstrat koji sadrzi specifi¢nu sekvencu
aminokiselina, koja oponaSa mjesto cijepanja u koagulogenu. LAL aktiviran endotoksinom

cijepa ovo mjesto, uzrokujuci otpustanje pNA, §to testu daje prepoznatljivu zutu boju (84).

1.2.2 Pokretljivost bakterijske stanice

R. pickettii ima jedan bi¢ na polu stanice (87,88). Cesto se izolira iz sustava za vodu
unutar farmaceutskih postrojenja, javlja se kod bolesnika sa cisticnom fibrozom gdje, u
zajednici s drugim bakterijama, sudjeluje u infekciji i mozebitnoj proizvodnji biofilma. O
vrstama pokretljivosti kod R. pickettii nema objavljenih radova.

Kod bakterija su opisani razliciti oblici pokretljivosti: rojenje, plivanje, trzanje, klizanje
preko povrsine i klizanje preko veé poraslog sloja mikroorganizama (engl. swarming,

swimming, twitching, gliding and sliding) (89). Svaki od ovih oblika pokretljivosti zahtijeva



hranjivu podlogu odredene koncentracije agara. Rojenje je viSestani¢no kretanje rotacijom
brojnih lateralnih spiralnih bi¢eva koji su esencijalni za pokretljivost rojenjem, a koje
induciraju viskozni medij ili povrSina 0,5-0,7% agara. Plivanje je kretanje vise individualnih
jedinki u teku¢em mediju s 0,3% agara koju omoguéava rotacija polarnog bica stanice (90,91).
Pokretljivost trzajem ispituje se na ¢vrstoj podlozi s 1% agara. Kod te pokretljivosti stanica se
pokrece trzanjem uslijed skupljanja i produljivanja (retrakcija i ekstenzija) malih pila (90).
Klizanje (engl. gliding) je aktivno kretanje koje ne zahtijeva biceve niti pile nego fokalnu
adheziju uz povrsinu, a drugi oblik kretanja klizanjem je pasivna povrSinska translokacija
(engl. sliding) uslijed rasta preko ve¢ poraslih kolonija (Slika 5) (89). Proizvodnja biofilma
povezana je s pokretljivos¢u stanica u vidu trzanja za S$to su potrebni pili tipa IV koji su

neophodni za inicijalnu agregaciju stanica i razvoj mikro kolonija (92-94).

ROJENIJE
(bicevi)

PLIVANIJE

(bicev) ARG D

TRZANJE

(povlacenje pilima) %

KLIZANJE ; :
(tockasti prianjajuci kompleksi)

KLIZANJE o O >
(Sirenje rastom) OOOOOOOO

Slika 5. Razli¢iti mehanizmi bakterijske pokretljivosti. Slika preuzeta od Kearns DB (89), uz preinake.

1.2.3 Proizvodnja biofilma

Biofilm je zajednica koju stvara jedna ili viSe vrsta mikroorganizama na razli¢itim
povrSinama, ukljuCujuéi Ziva tkiva, trajna ili privremena medicinska pomagala/materijale,
sustave za industrijsku i pitku vodu, ali i prirodne vodene sustave (95). Puno je ¢imbenika o
kojima ovisi stvaranje biofilma, npr. struktura Zive / nezive povrsine, u kakvom mediju je ta
povrsina, rezim protoka tekucine, svojstva tekucine, moguénost stanice za pri¢vr$éivanje /
koloniziranje povrsina, odnos stanice prema povrsini, okoliSni signali, sposobnost stanice za

proizvodnju odredenih supstanci neophodnih za stvaranje biofilma i dr. (95,96). Planktonske
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stanice plivaju slobodno u teku¢em mediju i ukoliko je povrsina grublje strukture, ako dolazi
do zastoja u protoku tekucine ili ve¢ postoje naslage mikroorganizama i / ili sloja natalozenih
materijala koji mogu biti podloga, neke se od tih slobodno plutajuéih stanica mogu zaustaviti
pa i uévrstiti. Sto je podloga grublja i hidrofilnija, stanice se lake hvataju za nju i biofilm se
brze razvija, a svaka sljedeca slobodno plutajuca stanica lakse se pricvrs¢uje na ve¢ postojecu
nakupinu mikroorganizama stvaraju¢i mikro kolonije. Stanice se dijele izlucujuci
izvanstani¢nu polimernu supstancu (IPS), primarno polisaharidnu, koja izgraduje
trodimenzionalnu strukturu biofilma (Slika 6). Vrlo cesto struktura biofilma sadrzi
pojedine stanice odumiru postaju dodatni izvor nutrijenata i takav rast naziva se kriptiéan (engl.
cryptic growth) (97-99).

(a) Prvi kolonizatori (b) Mikrokolonije

O | —
Dijeljenje stanica

@ rosin o 6& ==

| Podloga | Podloga |
(c) Sekundarni kolonizatori (d)
Jedna stanica  Koagregati Grupa stanica

— @,8) Zreli biofilm

S 0 O X

T

Koadhezija  Koadhezija Koadhezija

==

Podloga Podloga I

Slika 6. Razvoj biofilma s vise vrsta mikroorganizama (plak). (a) Rana kolonizacija razliitih bakterijskih vrsta na podlogu,
(b) rast i dijeljenje prvih kolonizatora i stvaranje mikrokolonija (c) proizvodnja izvanstanicnih polimemih supstanci (IPS),

mlkrobne vrste. Slika preuzeta od Lof M i suradnika (99) uz preinake.

Biofilm je trodimenzionalna struktura koja raste uz stvaranje kanala ispunjenih
teku¢inom koji sluZe za transport hranjivih tvari unutar biofilma. Kako volumen stvorenog
biofilma raste, tako se povecava moguénost odcjepljivanja stanica ali i Citavih dijelova
konstrukcije biofilma $to postaje izvor nekom drugom biofilmu uslijed lijepljenja na nekom
novom mjestu (Slika 7) (100). Najve¢i dio zajednice Cine sesilne, dormantne bakterije koje su

biokemijski inertnije i veoma rezistentne na djelovanje antibiotika i razli¢itih dezinfekcijskih
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sredstava. Znacajna je pojava mutacija kod stanica unutar biofilma, horizontalni prijenos gena
te viSestruka rezistencija biofilma na terapiju razliCitim antibioticima, posebice ekspresija
mehanizma efluks pumpe za mnoge antibiotike (101). lzgleda da bakterije postaju visoko
tolerantne na antibiotike kada su hranjive tvari ograniene. Smatra se da je neaktivnost
bakterijskih stanica uzrokovana zaustavljanjem rasta izazvanim gladovanjem klju¢ni
mehanizam koji proizvodi toleranciju na antibiotike. Uoceno je da bakterija u uvjetima S
ograni¢enim hranjivim tvarima i biofilmom toleranciju na antibiotike razvija aktivnim

odgovorima na gladovanje, a ne pasivnim uc¢incima zaustavljanja rasta.

prianjanje stvaranje mikrokolonija  sazrijevanje zreli biofilm

—

Slika 7. Stvaranje biofilma. Slobodno plutajuce stanice i agregati stanica lijepe se za podlogu (1), dijele se i rastu u
mikrokolonije, (2,3), nastaju velike, gljivolike strukture s kanalima izmedu (4) i kad postanu prevelike odvajaju se slobodne
stanice i dijelovi strukture (5) koji ponovo naseljavaju neke druge povrsine. Slika preuzeta od Penesyan i suradnika (100), uz
preinake.

Aktivira se zastitni mehanizam koji kontrolira odgovor na gladovanje, a u eksperimentu
je povezana tolerancija na antibiotike, posredovana tim odgovorom, sa smanjenim razinama
oksidativnog stresa u bakterijskim stanicama. Nakon deaktiviranja ovog zastitnog mehanizma
ispitivani biofilmovi su bili visestruko osjetljivi na Cetiri razliCite klase antibiotika i znac¢ajno
je povecana ucinkovitost lijeCenja antibioticima kod eksperimentalnih infekcija (102).
Detekcija slobodno plivajucih stanica govori u prilog postojanju biofilma, ali ne ukazuje na
njegovu velicinu i rasirenost.

Proizvodnja IPS-a neizostavno je svojstvo bakterije koja proizvodi biofilm. Kod
ispitivanja proizvodnje biofilma i IPS-a koriste se razli¢iti materijali i razli¢iti mediji, a Cesto i
prirodni materijali s grubom povrSinom. Zbog takvih svojstava Cesto se koristi perlit za
kultivaciju i imobilizaciju bakterija, prirodni alumosilikatni materijal koji je po svom sastavu

vulkanski kamen / staklo, velike, grube povrsine i otvorene, lamelarne strukture (94).
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R. pickettii izolirana iz biofilma na plasti¢énim cijevima za pitku vodu proizvodila je
homoserin lakton, signalnu molekulu u medustani¢noj komunikaciji (9). Dokazano je prisustvo
R. pickettii u mjesovitom bakterijskom biofilmu u pitkoj vodi na svemirskim letovima (103).
U jednoj studiji proizvodnje biofilma kod R. pickettii koristen je sustav s protocnim ¢elijama
(engl. flow cells) i dobiveni rezultati su ukazivali kako je bilo vezanja i nakupljanja stanica na
povrSinama celija. Dodatno, struktura nastalih tvorbi mijenjala se tijekom promatranog
vremena S$to bi moglo biti dobar pokazatelj za stvaranje biofilma (104). Biofilm R. pickettii u
sustavima za farmaceutsku vodu uzrokuje probleme ¢is¢enja, dekontaminacije i sterilizacije jer
se mogu primijeniti samo neSkodljiva sredstva koja ne ostavljaju kemijske rezidue. U studiji
ispitivanja dostupnosti vode na medunarodnoj svemirskoj postaji dokazano je da bi se biofilm,
kao i broj bakterijskih stanica, u sustavima za pitku vodu mogao u¢inkovito smanjiti na manje
od 1 CFU dekontaminacijom sa 6% vodikovim peroksidom ili kombinacijom 3% vodikovog
peroksida i 400 ppb koloidnog srebra (105).

1.2.4 Rezistencija na antibiotike

Za R. pickettii ne postoje zadani standardi za procjenu osjetljivosti pa su kod o€itavanja
rezultata disk difuzije 1 minimalne inhibitorne koncentracije koriSteni standardi za druge
bakterije, najéesc¢e standardi za Gram-negativne nefermentativne bakterije (5,31,53,61,67). U
malom broju provedenih studija s ispitivanjem osjetljivosti na antibiotike kod R. pickettii
dobiveni su raznoliki rezultati. R. pickettii proizvodi B-laktamaze klase D, oksacilinaze, koje
doprinose vecoj rezistenciji na karbapeneme (63-65,106). Vrlo Cesta otpornost na gotovo sve
aminoglikozidne antibiotike u prvi mah je upucivala na intrinzi¢nu rezistenciju, ali rad
Spanjolskih 1 portugalskih autora daje moguénost da je ta rezistencija ipak steeno svojstvo
(107,108). U jednom ispitivanju otkriveni su steeni geni rezistencije u dva sli¢na, ali ne
identi¢na soja R. pickettii kod istog pacijenta, aadA2, strA, ant(2")-1a, aph(6)-1d, cmIAl i sull.
Prva cetiri kodiraju rezistenciju na aminoglikozide, cmlAl na kloramfenikol i sull na
sulfonamide. Geni aadA2, ant(2")-1a, cmlAl i sull bili su dio integrona klase I (3).

Bakterijska rezistencija na antibiotike je globalni problem i predstavlja veliku prijetnju
ljudskom zdravlju diljem svijeta, gdje prevencija i ucinkovito lijeCenje sve veéeg broja
patogena postaje tesko. Puno je studija s procjenama ucinaka rezistencije na ucestalost,
smrtnost, duljinu boravka u bolnici i troSkove zdravstvene skrbi za specifiéne kombinacije
patogena i lijeka na odabranim lokacijama. Jedna od novijih studija s vrlo opseznom procjenom

opterecenja bakterijskom rezistencijom na antibiotike, na temelju prediktivnih statisti¢kih
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modela, procjenjuje da je 2019. bilo 4,95 milijuna (3,62—6,57) smrtnih sluc¢ajeva povezanih s
bakterijskom rezistencijom, od toga 1,27 milijuna (95% Ul 0,911-1,71) smrti koje se mogu
pripisati bakterijskoj rezistenciji na antibiotike (109). Bakterije i gljivice prirodno Kkoriste
antibiotike kao oruzje za medusobno ubijanje u natjecanju za prostor i hranu; one to rade vise
od milijardu godina. To znaci da su mikroorganizmi navikli dolaziti u kontakt s antibioticima
u okoliSu te razvijati i dijeliti mehanizme otpornosti na antibiotike. Nasa pretjerana uporaba
antibiotika rezultira Sirenjem i odrzavanjem ovih promjena. Vecina antibiotika koje danas
imamo napravljena je po uzoru na one koje su prirodno osmislile gljive i bakterije (110). Nacin
stjecanja otpornosti razlikuje se medu razli¢itim vrstama bakterija. Rezistencija bakterija moze

se promatrati na stani¢noj razini i na razini zajednice (110).
1.2.4.1 Otpornost na stanicnoj razini

Otpornost na stani¢noj razini ukljucuje razli¢ite mehanizme koji se mogu promatrati s

biokemijskog i s geneti¢kog aspekta.

1.2.4.1.1 Biokemija bakterijske rezistencije na antibiotike

Inaktivacija antibiotika je obrambeni mehanizam gdje bakterije proizvode enzime koji
modificiraju lijek ili ga razgraduju procesima koji ukljucuju hidrolizu, prijenos skupine ili
redoks proces. Velik broj antibiotika ima kemijske veze koje su podlozne hidrolizi (amidi 1
esteri). Mnogi enzimi ponistavaju djelovanje antibiotika razgradnjom tih veza i ¢esto bakterije
proizvode enzime koje mogu inaktivirati antibiotike prije nego $to dodu do ciljnog mjesta. 3-
laktamaze su klasi¢ne hidroliticke amidaze koje cijepaju B-laktamski prsten antibiotika
penicilina i cefalosporina. Identificirano je najmanje 200 ovih B-laktamaza koje izlucuju
razli¢ite Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije. Ostali primjeri hidrolitickih enzima su
skup enzima koji inaktiviraju antibiotike poput aminoglikozida, rifampicina, kloramfenikola i
streptogramina. Kemijska supstitucija dogada se dodavanjem acetilne ili fosforilne skupine
molekuli antibiotika na periferiji. To zauzvrat utjee na vezanje ovih modificiranih lijekova na
ciljno mjesto. Antibiotici se takoder inaktiviraju redoks procesom. Patogene bakterije dovode
do oksidacije ili redukcije lijekova poput tetraciklinskih antibiotika pomoc¢u TetX enzima
(110). Sekvestracija antibiotika je inaktivacija antibiotika stvaranjem kompleksa s proteinima
koji vezu lijek (engl. drug-binding proteins) sto sprjecava antibiotik da dosegne cilj (111).

Modifikacija ciljnog mjesta za antibiotik je vazan mehanizam otpornosti i sprjecava

pravilno vezanje antibiotika na ciljno mjesto. Ova ciljana mjesta imaju vitalne stani¢ne funkcije
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I organizmi ne¢e moci izbje¢i antimikrobno djelovanje ako ostanu bez njih. Ponekad postoji
mogucnost da dode do mutacijskih promjena u meti §to smanjuje osjetljivost, iako se stanicne
funkcije zadrzavaju (110). Promjene ciljnog mjesta na vanjskoj membrani, kao i promjene
propusnosti vanjske stjenke Cesto su udruzene s povecanim izbacivanjem (efluksom)
antibiotika iz stanice (112).

Peptidoglikan je vazna komponenta stani¢nih stijenki bakterija i izvrsna meta za
antibiotike. Enzimi koji su ukljuceni u sintezu peptidoglikana trebali bi biti dobre mete za
selektivnu inhibiciju. Promjena u strukturi peptidoglikana moze smanjiti afinitet lijeka za
njega. Za glikopeptid vankomicin poznato je da koci sintezu stani¢ne stijenke. VeZe se s
ostacima koji sadrze C-terminalni acil-D-alanil-D-alanin u prekursorima peptidoglikana.
Ciljno mjesto moze biti promijenjeno iz D-Ala-D-Ala u D-alanil-D-laktat na C-kraju, $to
dovodi do inhibicije vezanja vankomicina. Afinitet lijeka za novi kraj je tisucu puta manji od
nativnog prekursora peptidoglikana. Otpornost na vankomicin moze biti intrinzi¢na ili ste€ena
(110). Ogroman broj antibiotika utjeCe na razliite razine sinteze proteina. Linkozamidi,
makrolidi i streptogramin B skupine (MLS) vezu se za 50 S ribosomsku jedinicu i blokiraju
proces sinteze proteina. To se dogada kod niza Gram-pozitivnih bakterija. Rezistencija na gore
navedene antibiotike naziva se MLS (B) tip rezistencije i poznato je da nastaje
posttranskripcijskom modifikacijom 50 S RNA. Razvijena rezistencija na makrolidnu skupinu
antibiotika rezultat je mutacije u 23 S rRNA koje su blizu mjesta metilacije. Sli¢cno, ako dode
do mutacije u 16 S rRNA, to daje otpornost na aminoglikozide (110).

Lijekovi poput fluorokinolona pokazuju interakcije s topoizomerazom IV i DNA-
girazom, koje sprjeCavaju replikaciju 1 transkripciju DNA. Ako se mutacija dogodi u
odredenom dijelu strukturnih gena, ona mijenja enzime, ¢ime se sprjecava vezanje antibiotika.
Osim toga, smanjenje propusnosti vanjske membrane jedan je od vrlo vaznih razloga za
otpornost na antibiotike jer rezultira smanjenim unosom lijeka. Molekule lijekova prodiru kroz
vanjsku membranu putem difuzije kroz porine (mali hidrofilni lijekovi, kao beta-laktami) ili
kroz lipidni dvosloj (makrolidi i drugi hidrofobni lijekovi). Kemijski sastav odredenog lijeka
odlucuje o na¢inu unosa. Svaka promjena na vanjskoj membrani sigurno ¢e promijeniti brzinu
difuzije antibiotika (110,112) .

Efluks pumpe su oni membranski proteini koji pomazu u iznoSenju antibiotika izvan
stanice §to rezultira niskom unutar stanicnom koncentracijom antibiotika. Obi¢no to utjece na
sve klase antibiotika, dok je samo nekoliko efluks pumpi specifi¢no za jedan lijek. Vecina
efluks pumpi su prijenosnici za vise lijekova i sposobne su izbaciti iz stanice Sirok spektar

lijekova koji nisu strukturno povezani i time doprinose stvaranju rezistencije na vise lijekova.
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Inducibilne efluksne pumpe za vise lijekova odgovorne su za otpornost na antibiotike kod
mnogih patogena. Vanjska membrana Gram-negativnih bakterija sadrzi fosfolipide i lipidni A
dio LPS-a. Ovaj sustav usporava prodiranje lijekova i transport kroz stani¢cnu membranu. Nacin
ulaska antibiotika ovisi o kemijskom sastavu stani¢ne stijenke bakterije. Svaka promjena

porina dovodi do promjene brzine difuzije antibiotika (110).

1.2.4.1.2 Geneticka osnova bakterijske rezistencije na antibiotike

Tockaste mutacije na razli¢itim lokusima bakterijskog kromosoma, koje su ujedno
spojive s rastom i razmnozavanjem, mogu rezultirati otporno$¢u na antibiotike. One Su
sposobne proizvesti otporne fenotipove uz moguce ukljuéenje velikog broja gena u proces
rezistencije zbog razliCitih pristupa, ciljeva i zastitnih putova u bakterijskoj stanici (110).
Istrazivanja su pokazala prisutnost hipermutabilnih sojeva ili mutatora medu bakterijama.
Svaka stanica u hipermutabilnom stanju raste i razmnozava se, a moze izi¢i iz hipermutabilnog
stanja u isto vrijeme. Stjecanje fenotipa mutatora moze povecati Sanse za otpornost na
antibiotike (110).

Horizontalni prijenos genetickog materijala glavni je mehanizam za Sirenje otpornosti
na antibiotike. Geni se prenose nizom mehanizama poput konjugacije, transdukcije ili
transformacije. Geni rezistencije se takoder mogu rekombinacijom ugraditi u kromosome
primatelja. Vecina bakterija koje pokazuju rezistenciju na tetracikline obi¢no su povezane sa
stjecanjem novih gena iz pokretnih elemenata. Otpornost na vise lijekova kod bakterija Cesto

je rezultat stjecanja gena rezistencije putem pokretnih geneti¢kih elemenata (110).
1.2.4.2 Otpornost na razini zajednice

Otpornost na razini zajednice objasnjava se sposobnoscu toleriranja antibiotika kod
mnogih bakterijskih vrsta mnogo prije nego $to su ljudi poceli masovno proizvoditi antibiotike
za prevenciju i lijecenje zaraznih bolesti. Izolirane Spilje, jezgre permafrosta i druga okruZenja
I uzorci koji su sacuvani od antropogene bakterijske kontaminacije mogu pruziti uvid u
mehanizme rezistencije koji su prevladavali u eri prije antibiotika (113). Vazan pokreta¢ drevne
1 jo§ uvijek aktualne evolucije mehanizama rezistencije vjerojatno ¢e biti neprestana
konkurencija za resurse medu mikroorganizmima, ukljuéujuéi prirodnu proizvodnju
sekundarnih metabolita koji su slicni mnogim antibioticima koji se danas koriste kao lijekovi.
Relativno nedavno uvodenje antibiotika u klinicku primjenu radikalno je promijenilo
preduvjete za razvoj i Sirenje rezistencije pruzajuci nevidene selekcijske pritiske, posebno na

¢lanove mikrobiote ljudi i domacih zivotinja, ali i u okoliSima jako zagadenim antibioticima
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(113). Uoceno je da je tolerancija na okolisni stres veca u bakterijskim zajednicama u usporedbi
s pojedina¢nim stanicama. Ova se tolerancija o¢ituje i u produzenoj rezistenciji na antibiotike.
Tisucu puta veéa otpornost na antibiotike pronadena je u zajednici biofilma u usporedbi s
odgovaraju¢im bakterijskim planktonskim stanicama. Ova otpornost na razini zajednice ima
dodatni u¢inak na otpornost na stani¢noj razini, dajuéi sinergisticku sliku povecane otpornosti.
Bakterije postaju vrlo otporne u sluc¢aju ogranic¢enja hranjivih tvari. To bi mogao biti razlog
povecane otpornosti stanica u biofilmu jer u dubljim slojevima biofilma stanice mogu dozivjeti
ograni¢enje hranjivih tvari. Osim toga, jo$ jedan ¢imbenik koji pridonosi otpornosti u biofilmu
je pojava stanica koje se nazivaju perzisteri (ili i engl. emerger). Stanice perzistera pokazuju
prilagodeni spori ili nerastuci fenotip otporan na sve stresove, uklju¢ujuci izazove koje namecu
antibiotici. Ove postojane stanice mogu pokazati prezivljavanje kada ostale stanice nestanu i
stvaraju rezervoare prezivjelih stanica §to moze dovesti do ponovne pojave infekcije. Te nove,
prezivjele stanice i dalje ¢e biti osjetljive na antimikrobno sredstvo. lako se mehanizam i
priroda rezistencije zajednice i rezistencije jedne stanica (perzistera) razlikuju, oni pokazuju
sinergisticki u¢inak. Razlika je kod rezistentnih bakterija §to ¢e novo izrasle stanice sve biti
rezistentne na taj antibiotik (110,114).

1.2.4.3 Urodena i stecena rezistencija

Mehanizmi urodene (intrinzi¢ne) rezistencije obi¢no su kodirani kromosomima i
ukljucuju nespecificne efluksne pumpe (koje Su vjerojatno evoluirale kao opéi odgovor na
toksine i1z okoliSa), inaktiviraju¢e enzime i mehanizme koji smanjuju propusnost stanicne
stijenke. Ovi mehanizmi su fiksirani u temeljnom genskom sustavu organizma i u pravilu daju
nisku razinu otpornosti na antibiotike u izvornom domacinu, normalnoj komenzalnoj flori ili
bakterijama iz okoliSa, ali mogu postati oportunisticki patogeni u imunokompromitiranih
pacijenata. Intrinzi¢na rezistencija je uvijek izrazena unutar vrste (111). Neke bakterije su
prirodno rezistentne na odredene antibiotike, a neke vremenom postaju otporne, §to moze biti
zbog mutacije ili horizontalnog prijenosa gena. Mutacija koja bi rezultirala otpornoscu na
antibiotike, moze se dogoditi uslijed prekomjerne uporabe antibiotika, ali 1 slucajno bez
prisutnosti antibiotika. Ukoliko takva promjena omogucéava mutiranoj bakteriji prezivljavanje
i daljnje razmnoZavanje, onda to svojstvo moZe napredovati i prerasti u stalno svojstvo
bakterije. Horizontalni prijenos gena rezistencije moze se odvijati izmedu bakterija iste vrste,
ali 1 izmedu bakterija razliCite vrste. Medu bakterijama se moze dogoditi prijenos vise

mehanizama rezistencije i mogu vrlo brzo postati otporne na mnoge vrste antibiotika — sto je
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poznato kao otpornost na viSe lijekova, multipla ili visestruka rezistencija. Zbog toga je
iznimno vazno uzimati antibiotike samo kada su potrebni (110).

Postoje dokazi da je selektivni pritisak uzrokovan ljudskom aktivnos¢u u posljednjih
70 godina rezultirao znacajnim obogacivanje gena otpornosti u bakterijskim populacijama.
Jedna studija je usporedila mikrobe iz pre-antibioticke ere s “modernim* okolisnim bakterijama
u arhiviranom tlu prikupljenim od 1940. do 2008. u Nizozemskoj i pokazalo se povecanje u
velikom broju gena odgovornih za rezistenciju na tetracikline, eritromicin i -laktamske
antibiotike tijekom vremena. Novije hipoteze sugeriraju da raSirena uporaba antibiotika moze
pruziti jaku selekciju za prikupljanje gena otpornosti na antibiotike pokretnim genetickim
elementima (ukljucuju¢i plazmide, transpozone i integrone) i djeluje kao snazna sila u

oblikovanju evolucije mikroorganizama (111).
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2 OBRAZLOZENJE TEME | CILJEVI RADA

Gram-negativna bakterija Ralstonia pickettii je oportunisti¢ki patogen koji se pojavljuje u
farmaceutskim sustavima za ultracistu i pro¢is¢enu vodu. U slucaju neucinkovite sterilizacije
moze kontaminirati sterilne otopine za parenteralnu primjenu putem kojih ulazi u bolnicki
sustav i kolonizira bolnicki okoli$ i pacijente. Studije o antimikrobnoj osjetljivosti i sustavnom
pracenju R. pickettii u bolni¢kom okruzenju vrlo su ograni¢ene, posebice na veéem broju
izolata. Jednako, nevelik je broj istrazivanja okolisnih izolata R. pickettii uz nestandardizirano
testiranje osjetljivosti na antibiotike, a podataka o izolatima na podruc¢ju Republike Hrvatske
nema. Stoga je svrha ovog istraZivanja prosiriti spoznaje o bakteriji Ralstonia pickettii kako bi
se sprijecilo njezino Sirenje te horizontalni prijenos gena za rezistenciju na antibiotike iz okolisa
u klini¢ko okruzenje.

Glavni cilj rada je sakupiti i identificirati izolate bakterije Ralstonia pickettii iz
farmaceutskih postrojenja za ultracistu vodu 1 uredaja za laboratorijsku proc¢is¢enu vodu s
razli¢itth mjesta uzorkovanja i razliCitih podru¢ja Hrvatske, ispitati srodnost i fenotipska
svojstva izolata, ispitati njihovu osjetljivost na antibiotike te analizirati prisutnost gena za
rezistenciju na p-laktamske i aminoglikozidne antibiotike.

Specifi¢nih ciljevi rada su:

- identificirati sakupljene izolate biokemijskim testovima, masenom spektrometrijom
MALDI-TOF te umnaZanjem gena za 16S rRNA lancanom reakcijom polimeraze;

- genotipizacijom ispitati srodnost izolata s razli¢itih mjesta uzorkovanja 1 razlicitih podrucja
Hrvatske;

- ispitati mehanizme pokretljivosti potvrdenih izolata;

- ispitati proizvodnju izvanstani¢ne supstance, endotoksina 1 biofilma;

- ispitati osjetljivost izolata na 26 razliCitih antibiotika disk difuzijskom metodom;

- ispitati minimalnu inhibitornu koncentraciju antibiotika E-testom;

- lancanom reakcijom polimeraze ispitati prisutnost gena za rezistenciju na B-laktamske
antibiotike opisane kod izolata s drugih geografskih podruéja (blaoxazz, blaoxaso, blamve,
blavim, blanom i blaoxaas);

- lan¢anom reakcijom polimeraze ispitati prisutnost gena za rezistenciju na aminoglikozidne
antibiotike koji su najcesc¢i kod srodne vrste Pseudomonas aeruginosa (aac(3')-11, ant(2"),
aac(6")-1Ib i aph(3)-la);
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- lan¢anom reakcijom polimeraze ispitati prisutnost gena armA, rmtA, rmtB i rmtD za 16S
rRNA metil-transferaze kao noviji mehanizam rezistencije na aminoglikozide naden i u

srodnoj vrsti Pseudomonas aeruginosa.
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3 MATERIJALI | METODE

3.1 IZOLATIR. PICKETTII

Bakterijski izolati R. pickettii (81) dobiveni su iz uzoraka ultra &iste vode (UCV) i
laboratorijske proc¢is¢ene vode (LPV) iz pet razli¢itih industrijskih pogona (Pm, Pp, HL, GL,
K) iz dva geografski razlicita podruc¢ja Republike Hrvatske, podrucje I grad Zagreb i1 podrucje
Il grad Koprivnica. Sakupljanje bakterijskih izolata provedeno je u petogodisnjem periodu
(2011.-2015.). Najveci broj izolata, njih 71, sakupljeno je na podruéju I (29 izolata iz uzoraka
ultradiste vode iz postrojenja farmaceutske industrije oznake HL, 42 iz uzoraka laboratorijske
prociS¢ene vode od Cega 29 izolata s mjesta oznake Pm, 6 s mjesta oznake Pp 1 7 izolata iz
uzoraka laboratorijske prociS¢ene vode za potrebe pripreme magistralnih lijekova oznake GL.
Na podruéju IT — farmaceutska industrija — sustavi za ultracistu vodu, sakupljeno je 10 sojeva,
oznake K (Tablica 1). Sakupljeni izolati R. pickettii skladisteni su u zamrzivacu za ultraniske
temperature na -80 °C (New Brunswick Scientific, Velika Britanija). Za planirana ispitivanja

koriSteni su materijali i oprema koji su podlijegali sustavu kvalitete.

Tablica 1. lzolati bakterije Ralstonia pickettii iz dva podruéja Hrvatske (I i IT) i pet mjesta uzorkovanja (Pm, Pp, HL, G i K)

Podrugje  Miesto Izolati Uzorak . B'O
Hrvatske uzorkovanja izolata
GL R. pickettii GL13, GL14, GL54, GL55, .
GL56, GL77, GL103
R. pickettii Pm8, Pm20, Pm68, Pm79,
Pm80, Pm81, Pm88, Pm89, Pm90, Pm91,
Pm92, Pm95, Pm96, Pm104, Pm373,
Pm374, Pm375, Pm376, Pm379, Pm381,
Pm382, Pm383, Pm384, Pm385, Pm386,
Pm387, Pm388, Pm389, Pm390
R. pickettii Pp78, Pp83, Pp94, Pp377,
Pp378, Pp391
R. pickettii HL15, HL16, HL17, HL18,
HL19, HL21, HL22, HL23, HL24, HL25,
HL26, HL27, HL28, HL29, HL30, HL31,
HL32, HL33, HL34, HL35, HL36, HL93, 5
HL392, HL393, HL394, HL395 UCV
HL398,HL399, HL100

R. pickettii K82-1, K82-2, K84, K85,
K97, K98, K99, K100, K101, K102

Pm LPV 29

Pp

HL 29

I K 10

Ukupno 81

UCV - ultragista voda, LPV - laboratorijska pro¢i§¢ena voda
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3.2 POPIS MATERIJALA

3.2.1 Gotove komercijalne mikrobioloske podloge i njihove komponente

- Agar za ¢uvanje mikroorganizama (engl. Stock Culture Agar, Bio-Rad Laboratories,
SAD)
- Agar za hranjive podloge (Sigma-Aldrich, Austrija)
- Dvostruki Sec¢er po Kligleru (Oxoid, Engleska)
kazein pepton, 10 g/L
zeljezov sulfat, 0,2 g/L
glukoza, 1 g/L
laktoza, 10 g/L
mesni ekstrakt, 3 g/L
mesni pepton, 10 g/L
fenol crveno, 0,025 g/L
natrijev klorid, 5 g/L
natrijev tiosulfat, 0,5 g/L
ekstrakt kvasca, 3 g/L
agar, 12 g/L
pH 7,4

- Ekstrakt kvasca (Institut Torlak, Republika Srbija)
- EMB agar (engl. Eosin Methylene Blue) (Oxoid, Engleska)
pepton, 10 g/L
laktoza, 10 g/L
dikalij natrijev fosfat, 2 g/L
eosin Y, 0,4 g/L
metilensko modrilo, 0,065 g/L
agar, 15 g/L
pH 6,8+0,2

- Hranjiva podloga za ispitivanje pokretljivosti

tripton,10 g/L
ekstrakt kvasca, 5 g/L
NaCl, 5g/L



agar 3g/L (59/L,7g/L,10g/L, 15¢g/L)
pH 7,2

- Krvni agar (Columbia agar + 5% ov¢je krvi) (BioMerieux, Francuska)
tripton, 12 g/L
enzimski ekstrakt zivotinjskog tkiva, 5 g/L
ekstrakt kvasca, 3 g/L
govedi ekstrakt, 3 g/L
skrob, 1 g/L
natrijev klorid, 5 g/L
agar, 13,5g/L
defibrinirana ov¢ja krv, 5%
pH 7,3+0,2

- Luria Bertani agar (LB agar) (Becton, Dickinson and Company, SAD)
tripton, 10 g/L
ekstrakt kvasca, 5 g/L
natrijev klorid, 5 g/L
agar, 15 g/L
pH 6,8-7,2

- Luria Bertani bujon (LB bujon) (Becton, Dickinson and Company, SAD)

tripton, 10 g/L
ekstrakt kvasca, 5 g/L
natrijev klorid, 10 g/L
pH 6,8-7,2

- McConkey agar (Oxoid, Engleska)
pepton, 20 g/L
laktoza, 10 g/L
zucne kiseline, 5 g/L
natrijev klorid, 5 g/L
neutralno crveno, 0,075 g/L
agar, 12 g/L
pH 7,4+0,2



- Mozdano-sr¢ani bujon (engl. Brain Heart Infusion (BHI) broth, Oxoid, Engleska)
ekstrakt (infuzija) govedeg mozga, 200 g/L
ekstrakt (infuzija) govedeg srca, 250 g/L
pepton, 10 g/Lglukoza, 2 g/L
natrijev klorid, 5 g/L

dinatrijev fosfat, 2,5 g/L
pH 7,4+0,2
- Mueller-Hinton agar (MH) (BioMerieux, Francuska)
pepton, 17,5 g/L
mesni ekstrakt, 2 g/L
skrob, 1,5 g/L
agar, 17 g/L
pH 7,30,1

- R2A agar (Oxoid, Engleska)
ekstrakt kvasca, 0,5 g/L
proteoza pepton, 0,5 g/L
hidrolizat kazeina, 0,5 g/L
glukoza, 0,5 g/L
skrob, 0,5 g/L
natrijev piruvat, 0,3 g/L
dikalijev fosfat, 0,3 g/L
magnezijev sulfat, 0,024 g/L
agar, 15,0 g/L
pH 7,0-7,4

- SIM agar (engl. Sulfide Indole Motility, sulfid-indol-pokretljivost) (Becton, Dickinson
and Company, SAD)
amonijev Zeljezov citrat, 0,2 g/L
tripton, 20,0 g/L
mesni pepton, 6,6 g/L
natrijev tiosulfat, 0,2 g/L
agar, 3,0 g/L
pH 7,3



- Tripton soja agar (TSA) (BioMerieux, Francuska)
tripton, 15 g/L
enzimski ekstrakt soje, 5 g/L
natrijev klorid, 5 g/L
agar, 15 g/L

pH 7,3£0,2
- Tioglikolatni bujon za mikrobiologiju (Merck KGaA, Njemacka)

tripton, 15 g/L
ekstrakt kvasca, 5 g/L
glukoza, 5,5 g/L
natrijev klorid, 2,5 g/L
L-cistin, 0,5 g/L

natrijev tioglikolat, 0,5 g/L
pH 7,10,2

3.2.2 Komercijalni biokemijski testovi

- API® 20NE za identifikaciju nefermentativnih bakterija (Biomerieux, Francuska)
- Bactident® oksidaza (Merck KGaA, Njemacka)

3.2.3 Kemikalije, reagensi, dodatci podlogama

- Amikacin (Krka, Slovenija)

- Etanol (Kemig d.o.0 , RH Hrvatska)

- Etilendiamin tetraoctena kiselina, EDTA (Merck, Njemacka)

- Gentamicin (Krka, Slovenija)

- Jod (Merck, Njemacka)

- Klorovodic¢na kiselina (Merck KGaA, Njemacka)

- Matriks za masenu spektrometriju (engl. Maldi flexmatrix, Bruker Daltonik, Njemacka)
- Meropenem (Sandoz, Austrija)

- 70% mravlja kiselina (Sigma Life Sciences, Njemacka)
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- Natrijev azid (Sigma Life Sciences, Njemacka)

- Natrijev hidroksid (Sigma Life Sciences, Njemacka)
- Natrijev klorid (Sigma Life Sciences, Njemacka)

- Skrob (Sigma-Aldrich, Irska)

- Tripton (Oxoid, Engleska)

- Zelatina (Kemig d.o.o., RH Hrvatska)

- Zivin klorid (Merck KGaA, Njemacka)

3.2.4 Reagensi za dokazivanje proizvodnje endotoksina (Charles River laboratories,
Charleston, SC)

- Lizat dobiven iz amebocita raka Limulus polyphemus — LAL lizat (engl. Limulus
Amebocyte Lysate, osjetljivosti 0,0625 EU/mL)

- Referentni Standardni Endotoksin (engl. Referent Standard Endotoxin, RSE)

- Kontrolni Standardni Endotoksin (engl. Control Standard Endotoxin, CSE)

- 0,25MTRIS, pH 7,2-9,2

- 0,1MTRIS HCI, pH 8,0

- 0,5M MgSO4u 1,0 M TRIS, pH 6,8-7,6

- Specifi¢ni pufer za endotoksin, pH 7.4 — (engl. Endotoxin Specific Buffer)

- Sterilna voda za injekcije

3.2.5 Reagensi za gel elektroforezu u pulsiraju¢em polju

- TEN pufer
0,1 M Tris HCI, pH 8,0 (Sigma-Aldrich, SAD)
0,1 M EDTA, pH 8,0 (Sigma-Aldrich, SAD)
0,15 M natrijev klorid (Kemika, RH Hrvatska)

- EC pufer
6 mM Tris HCI, pH 8,0 (Sigma-Aldrich, SAD)
1 M natrijev klorid (Kemika, RH Hrvatska)
0,1 M EDTA, pH 8,0 (Sigma-Aldrich, SAD)
0,5% Brij-58 (Serva)
0,2% natrijev deoksikolat (Sigma-Aldrich, SAD)
0,5% natrijev laurilsarkozin (Sigma-Aldrich, SAD)
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- TE pufer
10 mM Tris HCI, pH 8,0 (Sigma-Aldrich, SAD)
5mM EDTA, pH 8,0 (Sigma-Aldrich, SAD)
- Lizozim, 100 mg/mL u TE puferu, pH 8,0 (Sigma-Aldrich, SAD)
- Formaldehid (1% formalin) (Kemika, RH Hrvatska)
- ES(P) pufer
0,5 M EDTA, pH 9,6 (Sigma-Aldrich, SAD)
1% natrijev laurilsarkozin (Sigma-Aldrich, SAD)
1 mg/mL proteinaza K (Sigma-Aldrich, SAD)
- PMSF (fenilmetilsulfonilfluorid), ImM u TE puferu, pH 8,0 (Sigma-Aldrich, SAD)
- TBE pufer (0,5X)
44,5 mM Tris baza (Sigma-Aldrich, SAD)
44,5 mM borna kiselina (Sigma-Aldrich, SAD)
1 mM EDTA, pH 8,0 (Sigma-Aldrich, SAD)
- 1,8% agaroza (engl. low gelling point - LGP) u EC puferu (Bio-Rad Laboratories, SAD)
- Agaroza za separacijski gel PFGE (engl. Pulsed-Field Certified Agarose, Bio-Rad
Laboratories, SAD)
- Tiourea, 50 mM u 0,5 X TBE (Sigma-Aldrich, SAD)

3.2.6 Enzimi, proteini i pripadni puferi

- Restrikcijska endonukleaza Xbal (Gibco-BRL, SAD)
- 10x pufer za Xbal (Gibco-BRL, SAD)

- Tag-polimeraza (Invitrogen, SAD)

- 10X pufer za Tag-polimerazu (Invitrogen, SAD)

- Lizozim (Sigma-Aldrich, SAD)

- Proteinaza K (Sigma-Aldrich, SAD)

3.2.7 Standardi molekulskih masa

- Lambda DNA konkatemer, (Sigma-Aldrich, SAD )
- 100 bp DNA Ladder (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific, SAD)
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3.2.8 Specifi¢ne komercijalne smjese reagencija — kompleti

»QIAamp® DNA Blood Mini Kit* (Qiagen, Njemacka)

3.2.9 Nukleinske kiseline

- 100 mM DNTP set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Qiagen, Njemacka)

- Nukleotidni sljedovi pocCetnica koje su koristene za detekciju i amplifikaciju gena

lan¢anom reakcijom polimeraze prikazani su u tablici 1 i tablici 2 proizvoda¢ svih

pocetnica: Sigma Aldrich, SAD).

Tablica 2. Pocetnice koristene za potvrdu roda Ralstonia i vrste Ralstonia pickettii lan¢anom reakcijom polimeraze koje su
preuzete iz dostupne literature

Veli¢ina
Ime pocetnice Slijed nukleotida (5'-3") Ta (°C) | amplikona Ref.
(pb)
- IR?dn' RalGS-F CTGGGGTCGATGACGGTA cg £46 43)
alstonia RalGS-R ATCTCTGCTTCGTTAGTGGC
Ralstonia Rp-F1 ATGATCTAGCTTGCTAGATTGAT &5 210 (42,46)
pickettii Rp-R1 ACTGATCGTCGCCTTGGTG

Ta — temperatura sparivanja pocetnica s kalupom DNA (od eng. ,,annealing temperature*)

Ref. — referenca
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Tablica 3. Pocetnice koristene za detekciju gena rezistencije bakterije Ralstonia pickettii lan¢anom reakcijom polimeraze

koje su preuzete iz dostupne literature

Veli¢ina
Gen Ime pocetnice Slijed nukleotida (5'-3") Ta (°C) | amplikona | Ref.
(pb)
OXA-22Ncol
blaoxa.zs AAGGCCGTCTTCCATGGAGGCAAG 55 619 (64)
OXA-22EcoRl | AGGTTGGCGAATTCGTAGGTC
OXA-60C
blaoxaso AAGACCCTCGCGTTTGCCGTGGTGG 55 763 (63)
OXA-60D AACTGCTTGCCCAGCGGAATGCGC
armA-F
armA ATTCTGCCTATCCTAATTGG 55 315 (115)
armA-R ACCTATACTTTATCGTCGTC
rmtA-F
— CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 55 635 (115)
rmtA-R TTGCTTCCATGCCCTTGCC
rmtB-F
rmtB GCTTTCTGCGGGCGATGTAA 55 173 (115)
rmtB-R ATGCAATGCCGCGCTCGTAT
rmtD-F
rmtD CGGCACGCGATTGGGAAGC 55 401 (115)
rmtD-R CGGAAACGATGCGACGAT
aac(3)-1l1 F
aac(3)-1l (3) ACTGTGATGGGATACGCGTC 237 (116)
aac(3)-1I R CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA
ant(2") ant(2") F ATGTTACGCAGCAGGGCAGTCG 5 187 (115)
ant(2") R CGTCAGATCAATATCATCGTGC
aac6-1b F
aac(6)-1b TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 479 (117)
aac6-Ib R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
aph(3)-la aph(3)-la F ATGGGCTCGCGATAATGTC 58 600 (116)
aph(3)-1aR CTCACCGAGGCAGTTCCAT
IMP-F
blane GTTTATGTTCATACWTCG 45 432 (134)
IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCAC
VIM-F
blavig TTTGGTCGCATATCGCAACG 65 500 (134)
VIM-R CCATTCAGCCAGATCGGCAT
NDM-F
blanom GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 59 621 (135)
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC
blaoxas OXA-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC 52 438 (135)
OXA-R CATCAAGTTCAACCCAACCG

3.2.10 Antibiotici za ispitivanje antibioti¢ke rezistencije

3.2.10.1 Dijagnosticki diskovi natopljeni antibiotikom (Mast Group, UK)

- Ampicilin (10 pg)
- Amoksicilin/klavulanska kiselina (20/10 pg)
- Cefaleksin (30 ug)
- Cefoksitin (30 pg)
- Ceftriakson (30 pg)
- Ceftazidim (30 pg)
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Cefepim (30 pg)

Cefotaksim (30 ug)

Ertapenem (10 pg)

Imipenem (10 pg)

Meropenem (10 pg)

Piperacilin (10 pg)
Piperacilin/tazobaktam (100/10 pg)
Gentamicin (10 pg)

Amikacin (30 pg)

Tobramicin (10 pg)

Netilmicin (30 pg)

Aztreonam (30 pg)

Tikarcilin (75 ug)

Tikarcilin/klavulanska kiselina (75/10 ug)
Trimetoprim-sulfametoksazol (1,25/23,75 ug)
Ciprofloksacin (5 pg)

Tigeciklin (15 pg)

Tetraciklin (30 ug)

Kolistin (50 pg)

Kloramfenikol (50 pg)

3.2.10.2 Trakice s gradijentom antibiotika za epsilometarski test (Liochem, Italija)

ETEST® Ceftazidim
ETEST® Cefepim
ETEST® Ceftriakson
ETEST® Cefotaksim
ETEST® Imipenem
ETEST® Meropenem
ETEST® Piperacilin/tazobaktam
ETEST® Tobramicin
ETEST® Gentamicin
ETEST® Amikacin
ETEST® Netilmicin
ETEST® Ciprofloksacin



3.2.11 Boje

- Metilen plavo (Merck KGaA, Njemacka)

- Alcijan plavo (Fluka Analytical, Njemacka)
- SYBR® Green (Sigma-Aldrich, Njemacka)

- Etidijev bromid (Sigma-Aldrich, Njemacka)
- Kiristal-violet (Merck KGaA, Njemacka)

- Lugolova otopina (Merck KGaA, Njemacka)
- Karbol fuksin (Merck KGaA, Njemacka)

3.2.12 Uredaji

- Analiti¢ka vaga (Mettler Toledo, Svicarska)

- Automatski pipetori (Eppendorf®, Njemacka)

- Denzimat (Biomerieux, Francuska)

- Dispenzeri (Bio-Rad, Francuska)

- Elektri¢ni vibrator za 1 epruvetu (Tehtnica EV100, Slovenija)

- Elektromagnetska mijeSalica s grijacom plocom (Tehtnica MM 510, Slovenija)

- Gel dokumentacijski sustav ,,VIsave-Q9 Hood* (UVITEC Cambridge, Velika Britanija)

- Mikrocentrifuga s kivetama od 1,5 ml (Haereus, Njemacka)

- Pumpa za pufer s regulacijom protoka (Bio-Rad Laboratories, SAD)

- Rashladni uredaj za CHEF-Dr |1l System (Bio-Rad Laboratories, SAD)

- Spektrofotometar (Spectra Il, Tecan, Austrija

- Sustav za membransku filtraciju (Sartorius, Njemacka)

- Svjetlosni mikroskop (ZEISS, Njemacka)

- Termo mijeSalice (Eppendorf, Njemacka)

- Termostati (Selecta, Spanjolska)

- Ultrazvucna kupelj (Thermo Forma, SAD)

- Uredaj za automatsku izolaciju DNA ,,QlAcube“ (QIAGEN, Njemacka)

- Uredaj za provodenje lan¢ane rakcije polimerazom ,,2720 Thermal cycler« (Applied
Biosystems, SAD).

- Uredaj za gel elektroforezu u izmjeni¢nom elektriénom polju, CHEF-Dr® Il System

(Bio-Rad Laboratories, Francuska)
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- Uredaj za gel elektroforezu u izmjeni¢nom elektri¢cnom polju GEPS 200/2000 (Elchrom
Scientific, Njemacka)

- Uredaj za matriksom potpomognutu ionizaciju desorpcijom laserskog zracenja-analizator
masa s vremenom leta, engl. Matrix-Assisted Laser Desorption lonization - Time of Flight
- MALDI TOF (Bruker Daltonik, Njemacka)

- Uredaj za vizualizaciju DNA pod UV svjetlos¢u (Elchrom Scientific, Njemacka)

- Digitalna kamera (Canon, Japan)

- Vodena kupelj GFL 1086 (GFL, Njemacka)

3.2.13 Laboratorijski pribor i potro$ni materijal

- Epruvete za ¢uvanje mikroorganizama na niskim temperaturama (engl. Cryo tubes,
Cryoinsant VWR, Belgium)

- Membrane za membransku filtraciju, promjer pora 0,45 um (Sartorius, Njemacka)

- Stakleno posude (Duran®, Njemacka)

- Mikrotitarske plo¢e s 96 bunarica s U- dnom (Kartell, Italija)

- Polipropilenska epruveta za centrifugu volumena 50 mL (Corning, SAD)

- Polipropilenske tubice od 100 pL (Thermo Fisher Scientific, SAD) —

- Polipropilenske tubice od 200 puL (Corning, SAD)

- Polistirenska tubica za centrifugu 1,5 mL (Eppendorf®, Njemacka)

- Nastaveci za pipete (Eppendorf®, Njemacka)

- Visekratne metalne plo¢e za masenu spektrometriju (engl. MPT target plate ground steel,
Bruker Daltonik, Njemacka)
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3.3 METODE

3.3.1 Fenotipska identifikacija R. pickettii

Uzorci LPV i UCV sakupljani su u sterilne posude i profiltrirani kroz membrane §irine
pora 0,45 pm (Sartorius, Njemacka) u aseptickim uvjetima metodom membranske filtracije na
uredaju za membransku filtraciju (Sartorius, Njemacka). Membrane su zatim sterilnom
pincetom stavljane na povr$inu &vrste hranjive podloge; na R2A agar za UCV i na TSA za
uzorke LPV (118). Podloge su inkubirane tijekom 24 sata na temperaturi od 37°C u
termostatima za kultivaciju mikroorganizama (Selecta, Spanjolska). Identifikacija je temeljena
na morfologiji poraslih kolonija, mikroskopskom preparatu koji je pregledavan svjetlosnim
mikroskopom (Zeiss, Njemacka) pri povecanju 1000X i biokemijskim svojstvima (68).
Koristeni su komercijalni biokemijski set testova za nefermentativne bakterije (API® 20 NE,
Biomerieux, France) i test trakice za detekciju enzima citokrom-oksidaze, kao i test za
detekciju proteolitickih i amiloliti¢kih svojstva (119).

Komercijalni set testova API® 20 NE se sastoji od 20 mikroepruveta s dehidriranim
supstratima. U mikroepruvete se ukapava bakterijska 0,5 McFarland suspenzija prema pisanim
uputama. Za ispitivanje fermentacije glukoze, arginin dihidrolaze i prisustva ureaze u kupole
bunari¢a ukapa se mineralno ulje kako bi se postigla anaerobna atmosfera. Rezultat se ocitava
nakon 24 sata inkubacije i drugo o€itavanje nakon 48 sati inkubacije. Pozitivan rezultat
manifestira se promjenom boje uslijed ukapavanja indikatorskih reagensa ili zamuc¢enjem u
bunari¢u zbog porasta mikroorganizma. Test oksidaze se izvodi na nacin da se malo bakterijske
kulture nanese na trakicu natopljenu s dimetil-p-fenilen diaminom. R. pickettii daje vrlo brzo
pozitivan rezultat, $to dokazuje posjedovanje enzima citokrom oksidaze, vaznog u lancu
prijenosa elektrona do kisika (konaé¢ni primatelj elektrona) i njegove redukcije u vodu.

Amiloliticka aktivnost R. picketti ispitivana je na hranjivom agaru s 1% topljivog
Skroba. Ispitivani soj nasijan je ubodom na agar i kultiviran tijekom 24 sata na 37°C. Nakon
propisane kultivacije otopina joda prelivena je preko povrSine agara i poraslih kolonija. Jod i
Skrob zajedno daju modroljubicastu boju, koja se ne pojavljuje oko izraslih kolonija
mikroorganizma koji izlucuje amiloliticke enzime (119). Veli¢ina prozirne zone ukazuje na
jacinu amiloliticke aktivnosti mikroorganizma. Kao pozitivna kontrola koristen je Bacillus
subtilis koji proizvodi enzim amilazu, koja razgraduje skrob oko poraslih kolonija i taj dio
ostaje neobojan uslijed vezanja Skroba 1 joda. Ukoliko ispitivani soj ne posjeduje enzim

amilazu, jod ¢e obojati Skrob u podlozi oko porasle kolonije.
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Proteoliticka aktivnost R. pickettii ispitivana je na hranjivom agaru s 15% Zelatine.
Ispitivani soj nasijan je ubodno na agar i kultiviran 24 sata na 37°C. Nakon propisane
kultivacije zivin klorid je preliven preko povrSine agara i poraslih kolonija. HgCl» sa zelatinom
daje tamnosivu do mlije¢no bijelu, neprozirnu zonu (119). Prozirna zona oko poraslih kolonija
dokazuje da mikroorganizam proizvodi Zelatinazu, proteazu koja razgraduje zelatinu u okolnoj

podlozi. Bacillus subtilis proizvodi proteazu i koriSten je kao pozitivna kontrola.

3.3.2 Ispitivanje pokretljivosti R. pickettii

3.3.2.1 Ispitivanje pokretljivosti u epruveti na SIM agaru

Pokretljivost R. picketti ispitivana je na SIM (engl. Sulfide Indole Motility) podlozi u
epruveti koja zbog nize koncentracije agara (0,3%) ima polucvrstu strukturu i takva omogucava
optimalnu detekciju bakterijske pokretljivosti tipa plivanja. Nakon kultivacije od 18-24 sata na
37°C dobro porasla kolonija s krvnog agara je sterilnom ubodnom uSicom nasijana u sredinu

SIM agara u epruveti. Tako nasijane epruvete kultivirane su 24 sata na 37°C i1 nakon toga

......

......

samo na povrsini agara i u ubodnoj liniji uz bistri agar uokolo uboda.
3.3.2.2 lIspitivanje oblika pokretljivosti R. pickettii

Pokretljivost tipa plivanja, rojenja i trzanja kod R. pickettii ispitivana je nasijavanjem
na hranjivu podlogu razli¢ite konzistencije s obzirom na koncentraciju agara (98). Pokretljivost
plivanja ispitivana je nasijavanjem 24-satne kulture mikroorganizma na sredinu LB hranjive
podloge s 0,3% agara. Promjer granice rasta, bakterijska migracija od mjesta nasijavanja,
mjeren je nakon 2, 24, 72 i 96 sati inkubacije na 37°C. Kretanje rojenjem ispitivano je na
viskoznijem, 0,5-0,7% LB agaru. Trazio se porast u vidu roja stanica s vidljivim rubovima
svakog novog vala stanica koje se roje (92). Pokretljivost stanica trzanjem ispitivana je na 1%
LB agaru. Ubodnom usicom ispitivani soj je inokuliran ubodom od povrsine hranjive podloge
do dna Petrijeve ploce, inkubacija je trajala 24 sata na 37°C. Difuzna zona bakterijskog rasta
izmedu povrSnog sloja agara i dna Petrijeve zdjelice bila je mjera trzajne pokretljivosti

(91,93,98). Manje bijele zone u sredini predstavljaju stanice koje rastu na povrsini agara.
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3.3.3 Ispitivanje proizvodnje biofilma kod R. pickettii

3.3.3.1 Proizvodnja izvanstanicnih polimernih supstanci

Proizvodnja IPS-a (engl. extracellular polymeric substance, EPS) neizostavno je
svojstvo bakterije koja proizvodi biofilm. Proizvodnja EPS kod R. pickettii ispitivana je
kultivacijom u teku¢em hranjivom bujonu na kuglicama perlita i na aluminijskoj foliji, u
teku¢em bujonu bez dodataka drugih nosaca i na cvrstoj podlozi. Perlit je prirodni
alumosilikatni materijal koji je po svom sastavu vulkanski kamen/staklo, velike, grube
povrSine i otvorene, lamelarne strukture i koristi se u mikrobiologiji za kultivaciju i
imobilizaciju bakterija. Nakon kultivacije od 48 sati na 37°C priredeni su mikroskopski
preparati s perlita i s aluminijske folije. Prva boja bila je alcijan plavo, a druga karbol fuksin.
Alcijan plavo je obojao prisutnu izvanstani¢nu tvar koju su stanice stvorile nakon kultivacije
od 48 sati, a karbol fuksin je vizualizirao bakterijsku stanicu boje¢i je u crveno (94). Paralelno
je R. picketti kultivirana 24 sata na 37°C u TSB bujonu i na R2A agaru. 1z poraslih kultura
prireden je preparat i obojan po Gramu. U preparatu iz teku¢eg medija jasno su se vidjele
crveno obojane bakterijske stanice i sluzavi materijal uokolo stanica, a u preparatu s ¢vrste

podloge vidjele su se samo bakterijske stanice, obojane crveno.
3.3.3.2 Ispitivanje stvaranja biofilma u mikrotitarskim plocama s 96-bunarica

Proizvodnja biofilma kod sojeva R. pickettii ispitivana je jednostavnom statickom
metodom u mikrotitarskoj plo¢i (120,121). Koristene su mikrotitarske ploce s 96 bunarica s U-
dnom (Kartell, Italija) (Slika 8). Tom metodom se detektira rana faza biofilma, a koli¢ina
stvorenog biofilma mjerena je metodom bojanja bojom kristal-violet (120,121). Neinokulirani

bunari¢i ispunjeni s TSB sluzili su kao negativna kontrola (slijepa proba - SP).

Slika 8. Analiza proizvodnje biofilma metodom bojanja bojom kristal-violet, preuzeto od Kirmusaoglu, 2019. (122).
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Ispitivani su svi izolati R. pickettii. Dobro porasla 24-satna kultura R. pickettii
suspendirana je u tekuéem mediju TSB u razrjedenju 10° CFU/mL. Po 100 pL suspenzije od
svakog ispitivanog izolata ukapano je u 8 bunari¢a. Istovremeno se u 8 bunarica Svake
mikrotitarske ploc¢e ukapalo po 100 ul TSB, kao kontrola. Pokrivene plo¢e su inkubirane na
37°C i bojanje bojom kristal-violet provodeno je nakon 4, 6, 8 i 24 sata. Nakon inkubacije,
teku¢i medij 1 planktonske bakterije uklonjeni su trostrukim njeznim ispiranjem u kadicama s
teku¢om vodom. Vazno je bilo dobro ukloniti medij i nepri¢vr§éene stanice kako bi se obojale
samo stanice u biofilmu pri¢vr§¢enom na stijenku bunaric¢a. U svaki bunari¢ je dodano po 125
puL 0,1% boje kristal-violet. Plo¢e su inkubirane 10-15 minuta na sobnoj temperaturi. Visak
boje koja nije bila specificno vezana, dva puta je ispran vodom, a zaostali sloj boje na stijenki
bunarica predstavlja obojeni biofilm. Sedam sojeva s razli¢itom pokretljivosti tipa plivanja
(HL27, HL30, HL32, GL103, Pp378, Pm379, K100) inkubirano je dodatnih 24 sata, ukupno
48 sati.

Kvantifikacija biofilma. U svrhu kvantifikacije proizvedenog biofilma mikrotitarske
ploce su 15 minuta ostavljene na zraku kako bi se osusile. U svaki bunari¢ dodano je 200 pl
95% etanola. Sadrzaj bunari¢a je promije$an pipetom i 125 pL je preneseno u nove, opticki
prozirne mikrotitarske ploce s ravnim dnom. Opti¢ka gustoca (engl. optical density - OD) je
mjerena spektrofotometrijski na valnoj duljini 620 nm (Spectra I, Tecan, Austrija) (122).
Neinokulirani bunari¢i ispunjeni s TSB sluzili su kao negativna (slijepa) kontrola. Vrijednosti
apsorbancije slijepe probe (negativna kontrola) koristene su za odredivanje stvaranja biofilma
kod izolata ili ne. Bunari¢i izolata ¢ije su vrijednosti OD veée od OD bunari¢a sa slijepom
probom smatrani su proizvoda¢ima biofilma. Grani¢na vrijednost opticke gustoce (engl.
optical density cut-off value — ODc) posluZila je za kategorizaciju proizvodaca biofilma :

ODc = srednja vrijednost OD negativne kontrole + (3x standardna devijacija (SD) negativne
kontrole);
OD:izolata= srednja OD izolata — ODc.
Negativna vrijednost ODc iskazana kao nula ukazuje na izostanak proizvodnje biofilma, a
pozitivna vrijednost indicira proizvodnju biofilma. Kod interpretacije rezultata sojevi su

podijeljeni u 4 kategorije:

- neproizvoda¢ biofilma (NPB), OD <ODc,

- slab proizvoda¢ biofilma (SPB), ODc <OD < 2x0Dc,

- umjeren proizvoda¢ biofilma (UPB), 2xODc <OD <4xODc i
- jak proizvodac biofilma (JPB), OD > 4xODc (122).
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3.3.4 Ispitivanje proizvodnje endotoksina

Proizvodnja endotoksina (lipoplisaharida) ispitivana je testom LAL (engl. Limulus
Amebocyte Lysate) uz pracenje nastanka ugruska u gelu (engl. gel-clot) (85,86). Izabrani su 6
izolata iz razli¢itih podrucja Hrvatske s razliCitim fenotipom rezistencije na aminoglikozidne
antibiotike i razli¢itom proizvodnjom biofilma nakon 24 sata inkubacije, a tri od njih su imala
i rezultate proizvodnje biofilma nakon produljene inkubacije od 48 sati. Kao pozitivna kontrola
koriSten je standardni soj Escherichia coli, ATCC 25922. Osjetljivost LAL reagensa iskazuje
se u broju jedinica endotoksina u mililitru, EU/mL.

Uzorak R. picketti za ispitivanje proizvodnje endotoksina prireden je tako da je
bakterijska suspenzija koncentracije 10° CFU/mL autoklavirana na 136°C kako bi se
bakterijske stanice unistile i oslobodio prisutni endotoksin. LAL test uz pra¢enje nastanka
ugruska u gelu je polu-kvantitativna metoda kojom je uz osjetljivost LAL reagensa od 0,0625
EU/mL odreden raspon koncentracije endotoksina ispitivanih izolata, izmedu vrijednosti gdje
nema geliranja do prethodnog razrjedenja na kojem je bilo stvaranje gela. Reakcija se, uz
pozitivnu i negativnu kontrolu, odvijala u neutralnom pH podru¢ju u trajanju od 60 minuta £ 2
minute, na temperaturi 37°C + 1°C uz pravilno izbalansirane ione Mg?* i Na*, uz izbjegavanje
vibracija. Kontrolni standardni toksin (CSE) koristi se u koncentraciji 2A, 1 A, 0,5 A, 0,25 A.
Lambda je koncentracija endotoksina potrebna da nastane gel u reakciji s lizatom i oznacava
osjetljivost lizata. Priprema osnovne otopine CSE i serijskih razrjedenja prikazano je u tablici

4 i tablici 5. U provedenom, opisanom ispitivanju A je bila 0,0625 EU/mI. Kao pozitivna

Tablica 4. Priprema osnovne otopine CSE koncentracije 1000 EU/mL

5 000 EU/bocici + 5,0 mL vode za LAL test= 1000 EU/mL

Tablica 5.Priprema serije razrjedenja CSE-a koncentracije 2, 14, 0,5X, 0,25X iz osnovne otopine CSE konc. 1000 EU/mL

0,5mL 1000 EU/mL + 4,5mL vode za LAL test 100 EU/mL

0,5 mL 100 EU/mL + 45mL vode za LAL test = 10 EU/mL

0,5 mL 10 EU/mL + 3,5mL vode za LAL test = 1,25 EU/mL (201)

0,5mL 1,25 EU/mL + 2,0mL vode za LAL test = 0,25 EU/mL

+

1,0 mL 0,25 EU/mL 1,0 mL vode za LAL test = 0,125 EU/mL (20)

1,0 mL 0,125 EU/mL

+

1,0 mL vode za LAL test = 0,0625 EU/mL (1n)

1,0 mL 0,0625 EU/mL + 1,0 mL vode za LAL test = 0,03125 EU/m/mL (0,5})

1,0 mL 0,03125 EU/mL+ 1,0 mL vode za LAL test = 0,015625 EU/mL  (0,25))
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kontrola uzorka koriSteno je 10 pL kontrolnog standardnog toksina koncentracije 20 A u 100
uL otopine uzorka, a kao negativna kontrola uzorka koristeno je 100 uL uzorka. Za negativnu
kontrolu LAL vode koristeno je 100 pL vode za LAL test. Nakon isteka inkubacije, tijekom
vadenja iz termobloka, svaka epruveta je pazljivo okrenuta za 180° i olitan je rezultat.
Prisutnost bakterijskih endotoksina odredena je na temelju stvaranja &vrstog gela. Cvrsti gel
koji ostaje cijeli pri vrhu epruvete i nakon okretanja epruvete za 180° zabiljezi se kao pozitivan
(+), a odsutnost ¢vrstog gela koji ne zadrzava integritet nakon okretanja epruvete za 180°
zabiljezi se kao negativan rezultat (-). Istovremeno je ispitivano stvaranje endotoksina kod
standardnog soja E. coli ATCC 25922, radi usporedbe.

3.3.5 ldentifikacija R. pickettii masenom spektrometrijom

Identifikacija svih izolata R. pickettii (81) dobivena biokemijskim testovima za
nefermetativne bakterije potvrdena je primjenom masene spektrometrije MALDI-TOF (engl.
Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time of Flight; matriksom potpomognuta
ionizacija laserskom desorpcijom - analizator masa vremenom leta) na masenom spektrometru
Microflex LT spektrometar masa (Bruker Daltonik, Njemacka) uz racunalni program MALDI
Biotyper 3.0 (123). Uzorak (pojedinac¢na kolonija) je sterilnom ¢ackalicom prenesen na
oznaceno mjesto na MALDI ploc¢i dodan je 1 pL 70% mravlje kiseline. Na uzorak posusen na
sobnoj temperaturi nanesen je 1 plL matrice za masenu spektrometriju (otopina a-Cijano-4-
hidroksicimetne kiseline u 50% acetonitrila i 2,5% trifluorooctene kiseline). Tako pripremljeni
uzorak je osuSen na sobnoj temperaturi. MALDI ploc€ica se unosi u MALDI-TOF spektrometar
masa i radi se identifikacija mikoorganizma. MALDI-TOF snimanje bioloskog materijala
rezultira karakteristicnim spektrima masa proteina za svaki mikroorganizam. Identifikacija 1
klasifikacija mikroorganizma provodi se usporedbom MALDI-TOF spektra nepoznatog uzorka
s referentnim spektrima pohranjenim u bazi podataka i obradom pomoc¢u ra¢unalnog programa
MALDI Biotyper (tzv. spajanje obrazaca ili engl. pattern matching).

Maseni spektri su automatski generirani pomoc¢u microflex LT MALDI TOF masenog
spektrometra koji je koriSten u linearnom pozitivnom nac¢inu unutar raspona mase od 2 000-20
000 Da. Instrument je kalibriran pomocu bakterijskog standardnog testa Bruker.

Dobiveni spektri masa su obradeni softverskim paketom MALDI Biotyper 3,0, koristeci
standardne postavke. Rezultat u rac¢unalnom programu MALDI Biotyper je log vrijednost
rezultata u rasponu 0-3,0 koji predstavlja vjerojatnost identifikacije izolata, izraCunata

usporedivanjem spektra masa nepoznatog izolata s referentnim spektrom u bazi podataka.
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Identifikacijski kriteriji postavljeni su sljede¢im rezultatima: ocjena od 2.300 do 3.000 upucuje
na vrlo vjerojatnu identifikaciju na razini vrste, ocjena od 2.000 do 2.299 upucuje na sigurnu
identifikaciju roda s moguc¢om identifikacijom vrste, ocjena od 1.700 do 1.999 ukazuje na
vjerojatnu identifikaciju na razini roda, a rezultat od <1.700 smatra se nepouzdanim.
Identifikacija izolata odgovarala je vrsti referentnog soja s najboljim podudaranjem u bazi
podataka (123,124).

3.3.6 Potvrda identifikacije R. pickettii lanéanom reakcijom polimeraze

Izolacija DNA svih 81 izolata R. pickettii provedena je na automatiziranom uredaju
QIlAcube (QIAGEN, Njemacka) uz koristenje standardnih QIAGEN kompleta za izolaciju
nukleinskih kiselina na kolonama sa silika-gel membranom. Gotovi kitovi sadrze lizirajuci
pufer AL, pufer za ispiranje AWL1, pufer za ispiranje AW2, pufer za eluciju AE, apsolutni
etanol, proteazu i kolone sa silika-gel membranom. Pro¢i$¢avanje je provedeno prema uputama
proizvodaca. Dobiveni eluat s izoliranom DNA pohranjen je na +4°C (125).

Umnazanje DNA lan¢anom reakcijom polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction,
PCR) provedeno je uz kalup bakterijske DNA i koriStenje po¢etnica za umnazanje 16S RNA
regije (Tablica 2). UmnaZanje je provedeno na PCR uredaju 2720 Thermal cycler (Applied
Biosystems, SAD). Proces umnazanja DNA za potvrdu roda Ralstonia i potvrdu vrste R.
pickettii izvodio se reakcijskom smjesom koja je sadrzavala 2,0 mM MgCl,, 50 mM KCI, 20
mM Tris-HCI (pH 8,4), 250 uM svakog od deoksinukleotid trifosfata (Qiagen, Njemacka), 0,4
uM od svake pocetnice, 1 U Taqg-polimeraze (Invitrogen, SAD), 2 uL genomske DNA i
dopunjeno ultracistom H.O do ukupnog volumena 25 pL. Temperaturni uvjeti lanc¢ane reakcije
polimeraze za potvrdu roda Ralstonia bili su sljedeéi: pocetna denaturacija kalupa DNA i
termalna aktivacija Tag-polimeraze pri 95°C u trajanju 30 sekundi, zatim amplifikacija PCR
produkata u 30 amplifikacijskih ciklusa: (a) denaturacija DNA kalupa 20 sekundi na 94°C, (b)
sparivanje pocetnica i denaturiranog kalupa DNA (engl. annealing) 20 sekundi pri 58°C i (c)
elongacija u trajanju 40 sekundi pri 72°C. Zavrs$na elongacija je trajala 1 minutu na 72°C (43).
Umnazanje DNA za potvrdu R. pickettii odvijalo se kroz sljedece temperaturne cikluse: ciklus
amplifikacije zapoc€eo je inicijalnom denaturacijom 2 minute na 94°C, zatim je slijedilo 30
amplifikacijskih ciklusa: od 1 minute na 93°C, 1 minute na 55°C i 1 minute na 72°C. Zavr$na
elongacija je trajala 10 minuta na 72°C (42). Negativna kontrola je koristena kod svakog

eksperimenta i ukljucivala je sve komponente reakcijske miksture osim kalupa DNA.
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Ulomci DNA umnozeni PCR-om detektirani su na sustavu za elektroforezu GEPS
200/2000 (Elchrom Scientific, Njemacka). Molekularni biljeg nanosio se na gel paralelno s
uzorkom pri svakoj elektroforezi za procjenu velicine PCR produkata, tj. specifi¢nosti
umnozavanja. Koristeno je 50 mL 1,5% gela u koji je tijekom pripreme dodan 1 pL etidijevog
bromida. Nakon §to su uzorci naneseni, gel je prikljucen na izvor istosmjerne struje (APC
Scientific, Svicarska). Zbog negativnog naboja molekula DNA, elektroforeza se odvijala u
smjeru od katode prema anodi pri 120 V i 980 mA, oko 45-60 minuta. Etidijev bromid
interkalira se u strukturu DNA pa PCR produkti postaju vidljivi kada se obasjaju UV-svjetloséu
pri 312 nm na UV transluminatoru (Elchrom Scientific, Njemacka). Gel je dokumentiran
pomocu sustava UVIsave-Q9 Hood-gel (UVITEC Cambridge, Velika Britanija) i veli¢ina

umnozenog PCR produkta usporedena je s vrpcama standarda molekulskih masa.

3.3.7 Ispitivanje srodnosti izolata R. pickettii elektroforezom u pulsiraju¢em polju

Srodnost svih prikupljenih i identificiranih izolata R. pickettii s razli¢itih lokacija u
Republici Hrvatskoj ispitivana je metodom elektroforeze u pulsiraju¢em polju (engl. Pulsed
Field Gel Electrophoresis, PFGE) (126,127). Izolati su ugradeni u agarozu gdje su stanice
razgradene i kromosomska DNA oslobodena. Rezultati su obradeni u programu GelCompare
11® (Applied Maths NV, Belgija) i napravljen je ra¢unalni dendrogram sli¢nosti DNA profila

na osnovu kojega je interpretirana srodnost izolata (128).
3.3.7.1 Bakterijski uzorak, izolacija i razgradnja DNA

Od Cciste, 24-satne kulture s krvnog agara priredena je suspenzija u TEN puferu u
koncentraciji stanica 10° CFU/mL te je 1 mL centrifugiran 2 minute pri 10 000 g. Stanice su
tretirane u 1% formalinu za inaktivaciju DNAze te dva puta isprane u TEN puferu,
resuspendirane u 300 uL EC puferu, a zatim temperirane na 45 °C. Dodano je 10 pL lizozima
(200 mg/mL u puferu TE) i 300 uL 1,8% LGP agaroze (temperirane na 55° C) i suspenzija je
kratko promijesana. Brzo je otpipetirano po 50 pL takve stanicno-agarozne suspenzije u kalupe
za razlijevanje gela i ostavljeno najmanje 10 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se agaroza
skrutnula i zapocelo djelovanje lizozima. Formirani gelovi iz kalupa su preneseni u titracijske
ploc¢e s puferom EC gdje su potpuno uronjeni u pufer inkubirani 1 sat na 37 °C. Nakon toga su
u puferu ESP inkubirani na 56 °C preko no¢i, a zatim jo§ 1 sat na 37 °C u PMSF puferu u
titracijskim plocama za inaktivaciju Proteinaze K. Agarozni gelovi su 2 puta isprani u puferu

TE i ostavljeni 30 minuta na 4 °C izmedu svake izmjene. Neposredno prije razgradnje DNA
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restrikcijskom endonukleazom Xbal gelovi su isprani (ekvilibrirani) restrikcijskim puferom i
inkubirani tijekom 30 minuta na 4 °C. Za razgradnju DNA u gelovima koriStena je smjesa
restrikcijskog enzima, pufera i vode (200 pL smjese sadrzi 2 pL restrikcijskog enzima Xbal, u
20 puL 10x pufera i 178 uL vode). Gelovi su inkubirani bez mijeSanja 5 sati u vodenoj kupelji
na 37 °C. Nakon zavrSetka inkubacije gelovi su prebaceni u prethodno ohladeni (4°C) pufer
TBE te ostavljeni nekoliko minuta da se stisnu radi lakSeg postavljanja u bunari¢e za

odjeljivanje.

3.3.7.2 Razdvajanje fragmenata kromosomske DNA gel elektoforezom u pulsirajucem

polju

Otopljena agaroza (200 ml 1,0%-tnog agaroznog gela u puferu TBE) ohladena je na
50°C i izlivena na nivelirani podlozak za gel. Nakon skrutnjavanja gel je prebacen u kadicu za
elektroforezu s 0,5xTBE puferom s tioureom prethodno ohladenim na 12°C. Elektroforeza je
provedena u sustavu CHEF DR 111 (Bio-Rad, Francuska) uz jakost elektricnog polja 5,6 V/cm,
vrijeme pulsiranja 1 — 24 sekunde, kut pulsiranja 120° u trajanju 19 sati na temperaturi 12° C.

Nakon zavrsetka elektroforeze fragmenti kromosomske DNA vizualizirani su uz
SYBR® Green pri UV svjetlodéu valne duljine 254 nm, usporedeni su sa standardom
molekulskih masa i gel je fotografiran digitalnom kamerom (Canon, Japan) povezanom s
ra¢unalom uz UV transiluminator. Rezultati su obradeni u programu GelCompare 11® (Applied
Maths NV, Belgija.

3.3.8 Ispitivanje osjetljivosti izolata R. pickettii na antibiotike

3.3.8.1 Metoda disk difuzije

Ispitivanje osjetljivosti svih izolata R. pickettii na 26 antibiotika provedena je metodom
disk difuzije prema Kirby-Baueru s papirnatim diskovima natopljenim antibioticima: ampicilin
(AMP 20 pg), amoksicilin/klavulanska kiselina (AMC 20/10 nug), cefaleksin (CN 30 pg),
cefoksitin (FOX 30 ng), ceftazidime (CAZ 30 ng), cefepime (FEP 30 pg), ceftriaxone (CRO
30 pg), cefotaxime (CTX 30 ug), ertapenem (ETP 10 pg), imipenem (IMP 10 pg), meropenem
(MEM 10 pg), piperacilin (PIP 10 pg), piperacilin-tazobaktam (TZP 100/10 pg), tikarcilin
(TIC 75 ug), tikarcilin/klavulanska kiselina (TCC 75/10 ng), aztreonam (ATM 30 pg),
tobramicin (TM 10 pg), gentamicin (GN 10 pg), amikacin (AN 30 pg), netilmicin (NET 30
ug), ciprofloxacin (CIP 5 pg), trimetoprim-sulfamethoxazole (SXT 1,25/23,75 pg), tetraciklin
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(TE 30 pg), tigeciklin (TGC 15 pg), kolistin (CL 50 pg) i kloramfenikol (C 30 pg). Najveci
broj ispitivanih antibiotika, njih 16, bio je iz skupine beta-laktamskih antibiotika (p-laktami);
penicilinski (aminopenicilini - ampicilin, karboksipenicilini - tikarcilin i ureidopenicilini -
piperacilin,), cefalosporinski (1. generacije - cafaleksin, druge generacije - cefoksitin, trece
generacije - ceftriakson, ceftazidim i cefotaksim, Cetvrte generacije - cefepim), karbapenemi
(ertapenem, imipenem i meropenem), monobaktam (aztreonam) i kombinacije s B-laktamskim
inhibitorima (amoksicilin/klavulanska kiselina, piperacilin/tazobaktam, tikarcilin/klavulanska
kiselina). Testirana je i osjetljivost na cetiri aminoglikozidna antibiotika (gentamicin,
amikacin, tobramicin i netilmicin), jedan tetraciklin i njemu sli¢an tigeciklin, po jedan
sulfonamid (trimetoprimom-sulfametoksazol), fluorokinolon (ciprofloksacin), kloramfenikol i
kolistin.

Za ispitivanje osjetljivosti koristila se 24-satna kultura R. pickettii od koje je priredena
bakterijska suspenzija zamuéenja 0,5 McFarlanda, §to odgovara koncentraciji stanica 1,5x10%
CFU/mL. Suspenzija je ravnomjerno nanesena na povrsinu Mueller-Hinton agara (MH agar) i
nakon desetak minuta stavljeni su diskovi antibiotika. Nakon kultivacije na 37°C u trajanju od
24 sata ocitane su zone inhibicije oko svakog pojedinog diska s antibiotikom. Kako za R.
pickettii nema smjernica za ocitavanje zone inhibicije rezultati su o€itani i interpretirani prema
CLSI smjernicama (engl. Clinical and Laboratoy Standards Institute) za Pseudomonas spp,
Acinetobacter spp, Burkholderia spp. Enterobateriaceae i EUCAST smjernicama (engl.
European Committee on Antibacterial Susceptibility Testing) za kolistin za Acinetobacter spp
(129,130).

3.3.8.2 Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) je najniza koncentracija antibiotika koja
sprjecava vidljiv rast bakterije. Osjetljivost svih izolata testirana je odredivanjem MIK
vrijednosti koriste¢i E-test (,,MIC test Strip“, Liochem, Italija) za 12 antibiotika: ceftazidim,
cefepim, ceftriakson, cefotaksim, imipenem, meropenem, piperacilin-tazobaktam, tobramicin,
gentamicin, amikacin, netilmicin i ciprofloksacin. Bakterijska suspenzija je priredena od 24-
satne kulture R. pickettii kao i za disk-difuzijsku metodu, nanesena ravnomjerno na povrsinu
MH agara, nakon Cega su nanesene E-trakice s koncentracijskim gradijentom antibiotika.
Nakon kultivacije na 37°C preko no¢i ocitan je rezultat i MIK je interpretiran prema CLSI-

smjernicama za vrste roda Pseudomonas, Acinetobacter i Burkholderia (129).

42



3.3.8.3 Fenotipska detekcija f-laktamaza prosirenog spektra metodom dvostrukog
diska

Metodom sinergizma dvaju diskova, amoksicilina s klavulanskom kiselinom i
cefalosporinskih antibiotika tre¢e generacije (ceftazidima i ceftriaksona), ispitivana je
proizvodnja beta-laktamaza prosirenog spektra (engl. Extended Spectrum Beta Lactamase,
ESBL). Na MH agar razmazana je 0,5 McFarland suspenzija ispitivanog soja. Na plocu su
stavljeni diskovi CAZ30 — AMC20/10 — CRO 30 na medusobnoj udaljenosti od 20 mm (od
sredista do sredista diskova). Nakon inkubacije 37°C u trajanju 18-24 sata ocitana je zona
inhibicije oko diskova, odnosno prisutnost sinergizma izmedu diskova (Slika 9). Najmanji znak

sinergizma smatra se pozitivnim testom tj. izolat proizvodi ESBL.

Slika 9. Detekcija ESBL soja metodom dvostrukog diska (negativan rezultat).

3.3.8.4 Fenotipska detekcija karbapenemaza

Modificirani Hodge test koristen je za detekciju izolata R. pickettii koji proizvode
karbapenemaze, uz napomenu da modificirani Hodge test ne pruza informaciju o vrsti
karbapenemaze (131). Svi izolati R. pickettii su bili uklju¢eni u ovo ispitivanje, a test je izveden
tako da je E. coli, ATCC 25922, osjetljiva na antibiotik meropenem nasijana je na povrsinu
MH agara u suspenziji gustoée 0,5 McFarlanda (108 CFU/mI) kako bi se dobio konfluentni
rast. Na sredinu je stavljen disk meropenema od ¢ijeg ruba su inokulirani ispitivani sojevi R.
pickettii linearno prema rubu plo¢e. Nakon kultivacije na 37°C u trajanju 24 sata pregledan je
rast indikatorskog soja prema disku meropenema uz liniju nasijanih izolata R. pickettii. Porast
E. coli uz crtu nasijanu s R. pickettii (vidljiva deformacija inhibicijske zone oko diska
meropenema u obliku lista djeteline) govori u prilog posjedovanja enzima koji hidroliziraju

karbapenema. lzolati R. pickettii koji su omogucili rast indikatorskog soja do 3 mm prema
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karbapenemskom disku zabiljeZzeni su kao slabo pozitivni, oni s rastom ve¢im od 3 mm
oznaCeni su kao pozitivni, dok su negativni bili izolati kod kojih nije bilo deformacije
inhibicijske zone.

Metoda inhibicije karbapenema (engl. Carbapenemase Inhibition Method-CIM) je
dodatna metoda kojom je ispitivano prisustvo karbapenemaza kod 9 izabranih izolata R.
pickettii (132). Izolati su izabrani s obzirom na rezultate dobivene u Hodge testu, Cetiri izolata
su bila Hodge pozitivna, tri slabo pozitivna i dva Hodge negativna. Disk meropenema je
inkubiran 2 sata u gustoj suspenziji ispitivanog izolata, potom je usicom stavljen na MH agar
inokuliran osjetljivim sojem E. coli. Ploca je inkubirana preko no¢i i potom pregledana. Kod
soja koji proizvodi karbapenemaze, meropenem ce biti inaktiviran i osjetljiva E. coli ¢e rasti.
Test se smatra pozitivnim ukoliko je zona inhibicije oko meropenema manja od 14 mm ili
ukoliko kolonije rastu unutar zone inhibicije (133). Soj koji ne proizvodi karbapenemaze nece

inaktivirati meropenem i zona inhibicije bit ¢e ve¢a od 14 mm.
3.3.8.5 Fenotipska detekcija metalo-/-laktamaza metodom kombiniranog disk testa

Od svih ispitivanih izolata (81) pripremljene su bakterijske suspenzije gustoce 0,5
McFarlanda 1 svaka suspenzija je razmazana na jedan MH agar. Potom su na povrSinu svakog
MH agara stavljena po dva diska s meropenemom i dva diska s imipenemom. Zatim je na jedan
disk s meropenemom i jedan disk s imipenemom nakapano po 10 pL 0,5 M EDTA koja inhibira
karbapenemaze. Ukoliko izolat proizvodi metalo-p-laktamaze, nakon kultivacije 24 sata na 37
°C, zone inhibicije oko diskova MEM+EDTA i IMP+EDTA bit ¢e jednake ili ve¢e od 7 mm

od zona inhibicije oko diskova MEM, odnosno IMP.
3.3.8.6 Fenotipska detekcija rezistencije na aminoglikozide

Dobiveni rezultati rezistencije na aminoglikozidne antibiotike za sve izolate (81) u
metodi disk difuzije i E-testu potvrdena je metoda kultivacije na superaminoglikozidnoj plo¢i,
eozin-metilen plavi agar (engl. Eosine-Methylen Blue agar — EMB agar) s dodatkom
antibiotika amikacina i1 gentamicina, svaki u koncentraciji po 30 pg/mL. Na toj tzv.
superaminoglikozidnoj (SAGA) selektivnoj podlozi lako se razlikuje porast bakterija koje
fermentiraju laktozu (crne kolonije) i onih koje ne fermentiraju laktozu (bezbojne ili svijetle
kolonije boje lavande) (134). Antibiotici za sprjecavanje rasta gram-pozitivnih bakterija i gljiva
(vankomicin i amfotericin) nisu dodavani u podlogu jer se radilo s ¢istim kulturama R. pickettii.
Superaminoglikozidna podloga uspjesno detektira multirezistentne izolate koji imaju gene za

kodiranje metil-transferaza koje su odgovorne za metilaciju na 16S rRNA u 30 S podjedinici
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ribosoma. Ti geni se nalaze na plazmidima i odgovorni su, uglavnom, za kriznu rezistenciju na
visSe aminoglikozidnih antibiotika. Jednako tako, SAGA ploca ¢e otkriti rezistenciju na
amikacin i gentamicin uzrokovanu djelovanjem nekog od aminoglikozid-modificirajuceg
enzima ili njihove kombinacije; nukleotidiltransferaze (ANT), fosfotransferaze (APH) i
acetiltransferaze (AAC) (134). Test se izvodio tako da su EMB ploce s antibioticima nasijane
sa 100 pL bakterijske suspenzije 10> CFU/mL. Plo¢e nasijane ispitivanim izolatima kultivirane
su na 37°C tijekom 18 sati, pregledane su na porast i ukoliko nije bilo porasta ploca je
inkubirana do 48 sati kako bi se definitivno zakljucilo da nema porasta. Rezistentne bakterije

su rasle na povrsini ploce, a osjetljive nisu.

3.3.8.7 Detekcija prijenosa gena za karbapenemaze konjugacijom

Konjugacija je horizontalni nacin prijenosa gena izmedu srodnih, ali i razli¢itih vrsta
bakterija. Neophodan je bliski kontakt izmedu stanice davatelja i stanice primatelja.
Konjugacija se odvija putem konjugativnih pila preko kojih plazmidi s genima rezistencije
prelaze iz stanice davatelja u stanicu primatelja koja nema te gene. Ispitano je kod svih 81
izolata jesu li geni rezistencije na karbapeneme kod R. pickettii na plazmidima i mogu i ti
plazmidi biti preneseni na bakterije osjetljive na karbapeneme. Prijenos gena rezistencije na
meropenem i gentamicin testiran je metodom konjugacije u bujonu uz uporabu soja E. coli J53
otpornog na natrijev azid (NaNs) kao primatelja (recipijent). Sojevi davatelja i primatelja su
kultivirani u tripton soja bujonu na 37°C tijekom 24 sata uz potresanje od 50 rpm. Drugi dan
su zajedno kultivirani 100 pL suspenzije primatelja i 50 uL suspenzije davatelja u 5 mL bujona
24 sata na 37°C, bez potresanja. Suspenzije su tre¢i dan serijski razrijedene do 10 CFU/mL.
Koristila se McConkey podloga (u nastavku podloga) s dodavanjem antibiotika, meropenem
(MEM), gentamicin (GN) i NaNs. Davatelj je rezistentan na MEM i GN, a osjetljiv na NaNs,
a primatelj je osjetljiv na MEM i GN, a rezistentan na NaNs. Po 50 pL suspenzije davatelja u
razrjedenju 10 i 10 nasijano je na podlogu s 1 mg/L MEM. 50 pL nerazrijedene suspenzije
nasijano je na podlogu s 100 mg/L NaNs za provjeru rasta. Po 50 uL mijeSane suspenzije
(davatelj + primatelj) nasijano je u razrjedenju 102 i 10* na podlogu s MEM-+NaNs.
Razrjedenje 10 nasijano je na podlogu s MEM i na podlogu s NaNs za provijeru rasta davatelja
i primatelja. 50 pL 10° i 10® razrjedenja primatelja nasijano je na podlogu s NaNs, a
nerazrijedena suspenzija primatelja na podlogu s MEM. Paralelno je izveden i postupak s
koriStenjem antibiotika gentamicina.

Davatelj bi trebao porasti na podlozi s MEM i GN ali ne na podlozi s NaN3, a primatelj

obrnuto, trebao bi porasti na podlozi s NaNs, ali ne na podlozi s MEM i GN. Transkonjuganti
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bi trebali biti selektirani na kombiniranoj plo¢i koja sadrzava meropenem (1 mg/L) i natrijev
azid (100 mg/L) i plo¢i koja sadrzava gentamicin (1mg/l) i natrijev azid (100mg/L), a
frekvencija konjugacije bi se raunala tako da bi se broj transkonjuganata koji je porastao na

kombiniranoj plo¢i podijelio s brojem stanica davatelja na GN i MEM plo¢ama (135,136).

3.3.9 Detekcija gena rezistencije metodom lancane reakcije polimeraze

Za detekciju gena rezistencije na antibiotike koriStena je DNA izolirana na
automatiziranom uredaju QIAcube (QIAGEN, Njemacka) uz koristenje standardnih QIAGEN
kompleta za izolaciju nukleinskih kiselina na kolonama sa silika-gel membranom (poglavlje
1.2.6). Koristene pocetnice navedene su u tablici 2.

Svi izolati R. pickettii (81) testirani su metodom lan¢ane reakcije polimeraze na prisustvo
gena koji kodiraju p-laktamaze iz Amblerove klase D, blaoxa22 i blaoxaso (63,64). Reakcijska
smjesa je sadrzavala 2,0 mM MgCl,, 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI (pH 8.,4), 250 uM svakog
od deoksinukleotid trifosfata (Qiagen, Njemacka), 0,4 uM od svake pocetnice, 1 U Taq-
polimeraze (Invitrogen, SAD), 2 uLL genomske DNA i dopunjena ultracistom H2O do ukupnog
volumena 25 pL. Postavljeni su sljedeéi uvjeti termalnih ciklusa: pocetna denaturacija na
temperaturi od 96 °C 5 minuta, zatim 30 ciklusa sa (a) denaturacijom DNA kalupa pri 96 °C
30 sekundi, (b) sparivanjem pocetnica i denaturiranog kalupa DNA pri 55 °C 30 sekundi i (c)
elongacijom na 72 °C 1 minutu. Zavrs$na elongacija odvijala se na 72 °C u trajanju 5 minuta.
Nakon toga je slijedilo hladenje reakcije na 4 °C.

Na 27 izolata (HL16, HL17, HL18, HL19, Pm20, HL21, HL22, HL30, HL31, HL32,
GL54, GL55, Pm68, Pp78, Pm79, Pm80, Pp83, K85, K99, K100, K102, GL103, Pm104,
Pm376, Pp377, Pm386, HL395) ispitano je posjedovanje gena rezistencije na karbapeneme;
metalo-B-laktamaze (B klasa po Ambleru) blaivp, blaviv, i blanom te OXA-48, karbapenem -
hidrolizirajuca B-laktamaza klase D. Izolati su izabrani tako da su bila zastupljena sva podrucja
uzorkovanja, deset izolata bilo je iz podruc¢ja HL, sedam podrucje Pm, Cetiri izolata iz podrucja
K, po tri iz podrucja Pp i GL. Izabrani izolati imali su razlicite fenotipske profile rezistencije
na karbapeneme. Za lanc¢anu reakciju polimeraze pripremljena je reakcijska smjesa od dva
mikrolitra bakterijske DNA dodana u 50 pL reakcijske smjese koja je sadrzavala 10 mM/L
Tris—HCI (pH 8,3), 50 mM/L KCI, 1,5 mM/L MgCl,, 0,125 mM/L svakog deoksinukleotid
trifosfata (ANTP), 10 pM/L od svake pocetnice i 2 U Tag-polimeraze. Umnazanje se odvijalo
u 30 ciklusa u sljede¢im uvjetima za blavim i blaive: po¢etna denaturacija na 95 °C 30 sekundi,

sparivanje pocetnica 1 minutu na temperaturi 66 °C za blavim 1 45 °C za blaiwe, 1 minuta na 72
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°C i zavr$na elongacija 10 minuta na 72 °C (137); za blanpm I blaoxa-ss: pocetna denaturacija
10 minuta na 94 °C 1 36 ciklusa od 30 sekundi na 94 °C, 40 sekundi na 52 °C i 50 sekundi na
72 °C 1 5 minuta na 72 °C za zavr$nu elongaciju. Analiza PCR produkata izvedena je
elektroforezom u 2% agaroznom gelu (138).

Dvadeset i devet izolata (Pm8, GL13, GL14, HL16, HL17, Pm20, HL28, HL30, HL 34,
Pm68, GL77, Pp78, K82-1, K82-2, Pp83, K84, K85, Pm88, Pm92, Pp94, Pm95, K97, K98,
K99, K100, K101, K102, GL103, Pp391) je testirano na prisustvo gena koji kodiraju gene za
16S rRNA metil-transferaze armA, rmtA, rmtB, rmtD i gene za aminoglikozid-modificirajuce
enzime, aac(3’)-1I, aac(6’)-1b, aph(3')-1a, ant(2'"). Birani su izolati s razli¢itih podrudja, izolati
s visokim MIK-om na aminoglikozide, ali i izolati osjetljivi na aminoglikozide, te s razli¢itim
fenotipom rezistencije na aminoglikozide uz porast ili ne na superaminoglikozidnoj ploci.

PCR amplifikacija je provedena za svaki gen u ukupnom volumenu reakcijske smjese od 50
uL koji je sadrzavao 50 ng DNA, 25 pM svake pocetnice, 100 uM dNTP-a i 2 U Tag-polimeraze
(139) uz koristenje razli¢itih temperaturnih uvjeta za svaki set pocetnica. Uvjeti ciklusa za
detekciju gena armA, rmtA, rmtB, rmtD bili su: po¢etna denaturacija na temperaturi od 96 °C 5
minuta, zatim 30 ciklusa na 96 °C 30 sekundi, 55 °C u trajanju 30 sekundi, 72 °C 1 minutu te
zavrs$na elongacija na 72 °C 5 minuta (115), a za detekciju gena za aminoglikozid-modificirajuce
enzime, aac(3’)-1I, aac(6’)-Ib, ant(2") sljededi: poCetna denaturacija na temperaturi od 94 °C 2,5
minute, zatim 30 ciklusa na 94 °C 25 sekundi, 60 °C 25 sekundi, 72 °C 30 sekundi te zavr$na
elongacija na 72 °C 2 minute. Za gen aph(3’)-la provedena je pocetna denaturacija na
temperaturi od 94 °C u trajanju 2,5 minute, zatim 30 ciklusa na 94 °C 25 sekundi, 58 °C 25
sekundi, 72 °C 40 sekundi te zavrSna elongacija na 72 °C 2 minute (116,117). Pocetnice
koristene za detekciju navedenih gena prikazane su u tablici 2. Negativna kontrola je koriStena
kod svakog eksperimenta i ukljucivala je sve komponente reakcijske smjese osim kalupa DNA.

Svi PCR produkti detektirani su na sustavu za elektroforezu GEPS 200/2000 (Elchrom
Scientific, Njemacka). Molekularni biljeg nanosio se na gel paralelno s uzorkom pri svakoj
elektroforezi za procjenu veli¢ine PCR produkata, tj. specificnosti umnozavanja. KoriSteno je
50 mL 1,5% gela u koji je tijekom pripreme dodan 1 pL etidijevog bromida. Nakon §to su
uzorci naneseni, gel je prikljuden na izvor istosmjerne struje (APC Scientific, Svicarska). Zbog
negativnog naboja molekula DNA, elektroforeza se odvijala u smjeru od katode prema anodi
pri 120 V i 980 mA oko 45-60 minuta. Etidijev bromid interkalira se u strukturu DNA pa PCR
produkti postaju vidljivi kada se obasjaju UV-svjetloséu pri 312 nm na UV transluminatoru

(Elchrom Scientific, Njemacka). Gel je dokumentiran pomocu sustava UVIsave-Q9 Hood-gel
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(UVITEC Cambridge, Velika Britanija) i veli¢ina umnozenog PCR produkta usporedena je s

vrpcama standarda molekulskih masa.

3.3.10 Statisti¢ka analiza

Usporedba zastupljenosti izolata rezistentnih na pojedine antibiotike po podruéjima,
zastupljenost pojedinih gena rezistencije, proizvodnja biofilma s obzirom na odredenu
rezistenciju i posjedovanje odredenih gena izmedu skupina izolata s razli¢itog podruéja
provedena je y 2 -testom. Za analizu podataka o pokretljivosti plivanja kroz razli¢ito vrijeme i

proizvodnju biofilma koristen je t-test.
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4 REZULTATI
41 1ZOLATIR. PICKETTII

U studiju su ukljuceni 81 izolat bakterije R. pickettii dobiveni tijekom rutinskih kontrola
postrojenja za farmaceutsku ultradistu vodu (UCV) i laboratorijsku pro¢i§éenu vodu (LPV) s
dva geografska podru¢ja u RH. Metodom membranske filtracije, a prema europskoj
farmakopeji, uzorci ispitivane vode nasijavani su na triptik soja agar (TSA) i/ili R2A agar.
Kolonije koje su izgledom ukazivale na mogu¢u R. pickettii dalje su identificirane prema
izgledu stanica u mikroskopskom preparatu i biokemijskim testovima, komercijalnim i tzv.
kuénim (engl. in house) testovima. lIzolati su potvrdeni MALDI-TOF masenom
spektrometrijom i lan¢anom reakcijom polimeraze uz specifi¢ne pocetnice za rod Ralstonia i
pocetnice za vrstu R. pickettii. Na podrucju grada Zagreba (podrucje I) sakupljeno je najvise
izolata R. pickettii, njih 71 (87,7%), dok je 10 (12,3%) izolata R. pickettii s podrucja ravnicarske
Hrvatske iz podruéja II. Ispitano je 39 (48,2%) uzoraka UCV i 42 (51,8%) uzorka LPV. Na
podrucju I sakupljeno je 29 izolata iz postrojenja za proizvodnju ultraciste farmaceutske vode
oznake HL i 42 izolata iz uzoraka laboratorijske pro¢iséene vode, od ¢ega 29 izolata s mjesta
Pm, 6 izolata s mjesta uzorkovanja oznake Pp i 7 izolata iz uzoraka LPV za potrebe pripreme
magistralnih lijekova oznake GL. Svi izolati R. pickettii s podru¢ja II bili su iz uzoraka
ultraciste vode. Raspodjela izolata po podrucjima, mjestima uzorkovanja i vrsti uzorkovane

vode prikazana je na slici 10 i u tablici 3.
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Slika 10. Udio izolata R. pickettii prema geografskim podruéjima (I i I1), mjestima uzorkovanja (Pm, Pp, HL, GL i K) i vrsti
uzorka vode (UCV - ultradista voda, LPV - laboratorijska pro&iséena voda).
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4.2 FENOTIPSKA SVOJSTVAR. PICKETTII

Fenotipska svojstva su ispitivana na svim izolatima (81) uklju¢enima u ovu studiju. R.
pickettii je Gram-negativna Stapicasta bakterija. Dobro raste na svim hranjivim podlogama. Za
kultivaciju iz uzoraka UCV koristena je, prema europskoj farmakopeji, podloga R2A agar koja
je predvidena za kultivaciju mikroorganizama iz podru¢ja s niskim nutrijentima, a za
kultivaciju iz LPV triptik soja agar (TSA). Nakon kultivacije u trajanju 18-24 sata na 37°C
kolonije R. pickettii rasle su na membranskim filtrima kao sjajne, vlazne, lagano konveksne,
svijetlo smede i/ili smede do prljavo roze boje, promjera 0,5-2 mm, a na krvnom agaru rasle su
u vidu sjajnih sivih kolonija. U mikroskopskom preparatu bojenom po Gramu vidjeli su se

mali, njezni Gram negativni $tapici, veli¢ine od 0,8 —2 um x 0,3 pm (Slika 11).

Slika 11. R. pickettii. Svjetlo smede / prljavo roze kolonije na membranskom filtru; ¢ista kultura (A), mjeSovita kultura
(B) 1 cista kultura sivih, vlaznih kolonija na krvnom agaru (C). Gram-negativni Stapi¢i u mikroskopskom preparatu uz
povecéanje 1000x (D), 2000x (E) i 4000x (F).

Na podlozi s dvostrukim Se¢erom po Kligleru (glukoza i laktoza) R. pickettii raste u
obliku sitnih, njeznih, vlaznih kolonija na crvenoj podlozi jer ne fermentira prisutne Secera §to
rezultira zadrzavanjem crvene boje podloge. R. pickettii daje brzu reakciju oksidaze, znak da
posjeduje enzim citokrom-oksidazu, koji ¢e u prisutnosti atmosferskog kisika katalizirati
oksidaciju fenilendiamina iz testa do tamnoljubicaste boje indofenola. U komercijalnom

biokemijskom setu testova API® 20 NE R. pickettii daje pozitivnu reakciju redukcije nitrata u
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nitrite, daje pozitivnu reakciju asimilacije glukoze, arabinoze, kalijevog glukonata, kaprilne
kiseline, malata (jabucne kiseline) i trinatrijevog citrata. Negativan rezultat dobiven je u
reakciji fermentacije glukoze, ne proizvodi indol iz triptofana, nema arginin-dihidrolazu,
ureazu, B-glukozidazu (ne hidroliza eskulin), zelatinazu (proteazu), B-galaktozidaza, ne
asimilira D-manozu, D-manitol, N-acetil-glukozami, D-maltozu, adipinsku kiselinu i fenil-
octenu kiselinu (Slika 12).
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Slika 12. Biokemijski API® 20 NE test, R. pickettii pozitivne (zamucenje) i negativne (bistro) reakcije.

Amiloliticka i proteoliticka svojstva izolata R. pickettii ispitana su dodatno na
podlogama sa Skrobom za detekciju amilaza, odnosno sa zelatinom za detekciju proteaza. Jod
koji je dodan na porasle kolonije obojao je $krob koji se nalazio u podlozi jer R. pickettii ne
posjeduje amilazu koja bi razgradila Skrob. Negativna je bila reakcija i u testu ispitivanja

proteoliti¢kih svojstava R. pickettii u hranjivoj podlozi s zelatinom.

4.2.1 Ralstonia pickettii i pokretljivost

4.2.1.1 Ispitivanje pokretljivosti u epruveti

Pokretljivost plivanja R. pickettii ispitana je u SIM hranjivoj podlozi u epruveti s nizom
koncentracijom agara (0,3%), a ispitivana je u epruveti zbog mogucénosti pracenja pojave
zamucenja i mjerenja udaljenosti zamucenja od ubodne linije u mm, nakon kultivacije od 24

sata 1 nakon 72 sata. Svi izolati su pokazali odredeni stupanj pokretljivosti 1 Vidjeli su se

Slika 13. Pokretljivost R. pickettii u epruveti - razligiti oblici zamucenja.
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Prate¢i pokretljivost nakon prvog i potom nakon treceg dana kultivacije uocen je znacajno veci
broj izolata s ve¢om udaljenos¢u od ubodne linije nakon tre¢eg dana kultivacije. Ve¢ prvi dan
kultivacije 67% (54) izolata je postiglo udaljenost 3 i visSe mm od ubodne linije, a tre¢i dan
78% (63) izolata. Kod najveceg broja izolata bilo je znacajno povecanje pocetnog zamucenja
nakon tre¢eg dana inkubacije i stanice su, zahvaljuju¢i svojoj pokretljivosti, nastanjivale

podrucja udaljenija od ubodne linije (Slika 14, Tablica 6).
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3.dan 1 10 7 14 11 4 3 4 2 6 10 8 1 81
Broj izolata s porastom u mm nakon 1. i 3. dan kultivacije

Slika 14. Pokretljivost R. pickettii u epruveti — broj izolata R. pickettii s porastom u mm nakon prvog i treeg dana
kultivacije.

Samo kod malog broja izolata nije bilo povecanja pocetne udaljenosti. Kod izolat HL 17 nije
bilo velikog porasta nakon 24 sata kultivacije, porastao je samo 1 mm od ubodne linije i ta
udaljenost nije se promijenila niti nakon tri dana kultivacije. 13 izolata (GL13, HL28, HL30,
GL55, K84, Pm96, K97, K102, GL103, Pm387, Pm390, HL393, HL395) pokazali su
zamucenje 1,5 mm od ubodne linije prvi dan kultivacije, a narednih tri dana inkubacije njih 10
su ostali na istim vrijednostima, dok su izolati GL55 i GL103 napravili dodatni pomak za 0,5
mm, a izolat Pm387 za 1,5 mm, ukupno 3 mm. Unato¢ slaboj pokretljivosti u epruveti njih 7
(HL30, K84, K97, K102, GL103, Pm387, PM390) odnosno 5 po izra¢unu ODc¢ (HL30, K84,
GL103, Pm387, PM390) su proizveli biofilm, a dva su nakon kultivacije od 48 sati promijenila
i svoj status, izolat HL30 je iz NPB presao u SPB, a izolat GL103 iz SPB u UPB (Slika 15,
Tablica 6).
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Slika 15. Pokretljivost u epruveti — usporedba udaljenosti tre¢i dan kultivacije kod izolata koji su prvi dan napravili
udaljenost od 1,5 mm.

Velika vec¢ina izolata je nakon dulje kultivacije znacajno povecala udaljenost od ubodne linije.
Od 13 izolata koji su prvi dan kultivacije napravili zamucenje u Sirini 2 mm od ubodne crte,

tre¢i dan kultivacije svoje zamucenje je povecalo njih 6 za 1, 2 1 3 mm (Slika 16).
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Slika 16. Pokretljivost R. pickettii u epruveti — usporedba udaljenosti tre¢i dan kultivacije kod izolata koji su prvi dan
napravili udaljenost od 2 mm.

Od 5 sojeva koji su tvorili biofilm (K99, K101, Pm373, PM374, Pp391) tri nisu napravila
pomak nakon tre¢eg dana kultivacije (K99, Pm373, Pp391), a dva su se pomakla samo za 1
mm (K101, Pm374), od 2 mm na 3 mm udaljenosti od ubodne linije (Tablica 6). Udaljenosti 3
mm od ubodne linije prvi dan kultivacije bila je kod 29 izolata, a tre¢i dan samo njih 7 nije

povecalo udaljenost. Ostalih 22 izolata povecalo je udaljenost, od 1 mm njih 10, od 2 mm njih
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tri, jedan izolat za 3 mm, dva izolata za 4 mm, dva za 7 mm i Cetiri izolata za 8 mm (Slika 17).
U toj grupi, 16 izolata nisu proizvodili biofilm, tri izolata su bili umjereni proizvodaci biofilma
(GL54, Pm386, Pm388), s time da izolat Pm386 nije nakon tre¢eg dana kultivacije povecao
prvotnu udaljenost od 3 mm, a druga dva su je povecali na 11 mm. Preostalih 11 izolata bili su
slabi proizvodaci biofilma (GL14,Pm79, Pp83, Pm91, K98, Pp377, Pp378, Pm379, Pm382,
Pm383, Pm389) i samo su dva (K98 i GL14) znacajno povecali udaljenost od ubodne linije, sa
3mm prvi dan na 10, odnosno 11 mm treé¢i dan. Ostalih 9 izolata ili se nisu uopée pomaknuli
od 3 mm dalje (Pm91, Pp377, Pm382, Pm383) ili su se pomakli za 1 mm (Pm79, Pp378,
Pm389), 2mm (Pm379) ili 3mm (Pp83). Podatci su prikazani u tablici 6.
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Slika 17. Pokretljivost R. pickettii u epruveti — usporedba udaljenosti tre¢i dan kultivacije kod izolata koji su prvi dan
napravili udaljenost 3 mm.

Izolati koji su ve¢ prvi dan pokazali veliku pokretljivost, 4, 5, 6 i 8 mm od ubodne linije,
pokazali su dodatnu, veliku pokretljivost nakon tri dana kultivacije (Slika 18). Niti jedan izolat
nije ostao na vrijednosti od prvog dana. U ovoj skupini od 25 izolata s velikom pokretljivoséu
ve¢ nakon dana kultivacije bila su samo tri proizvodaca biofilma, tri slaba (HL33, Pm92 i

Pm385) 1 jedan umjereni proizvodac biofilma (Pm384).
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Slika 18. Pokretljivost R. pickettii u epruveti - usporedba udaljenosti tre¢i dan kultivacije kod izolata koji su prvi dan
napravili udaljenost od 4, 5, 6 i 8 mm.

1.1.1.1 Ispitivanje pokretljivosti tipa trzanja i plivanja na agaru

Svi izolati pokazali su pokretljivost trzajuceg tipa (engl. twitching) koji je neophodan

za stvaranje biofilma (Slika 19).

Slika 19. Pokretljivost R. pickettii tipa trzanja.

Pokretljivost tipa plivanja (engl. swimming) ispitivana je u hranjivom, polué¢vrstom /
poluteku¢em mediju s 0,3% agara u Petrijevoj plo¢i (Slika 20) i ve¢ nakon dva sata kultivacije

samo 12,3% (10/81) izolata nije pokazalo nikakvu pokretljivost. Nakon 24 sata kultivacije

Slika 20. Pokretljivost R. pickettii tipa plivanja.

samo se dva izolata nisu se pomakla postrani¢no od ubodnog mjesta. Narednih dana svi izolati

su se pomakli 6 ->30 mm (Tablica 6). U skupini izolata koji su proizvodili biofilm nije uo¢ena
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povezanost s pove¢anom pokretljivoséu plivanja. Medu proizvodacima biofilma bilo je izolata
koji nisu pokazali preveliku pokretljivost plivanja izrazenu u milimetrima, ali bilo je i onih vrlo

pokretljivih (Tablica 6).

Tablica 6. Rezultati ispitivanja razli¢itih tipova pokretljivosti i proizvodnje biofilma

Pokretljivost u Pokretljivost plivanja - 0,3%
epruveti agar

Izolat 1.dan 3.dan 2 sata 24 72 96_
sata sata sati

Biofilm nakon

Pokretljivost

trzanja
J 24 sata 48 sati

mm mm mm mm mm mm

Pm8 3 5 1 20 25 30 + NPB
GL13 1,5 1,5 1 22 30 30 + NPB
GL14 3 11 1 2 5 10 + SPB
HL15 6 12 3 6 15 29 + NPB
HL16 4 11 3 9 15 30 + NPB
HL17 1 1 1 7 17 28 + NPB
HL18 4 10 0 30 30 30 + NPB
HL19 3 4 0 30 30 30 + NPB
Pm20 5 11 2 5 18 45 + NPB
HL21 5 11 1,5 5 10 24 + NPB
HL22 2 2 1,5 5 17 29 + NPB
HL23 5 13 1 30 30 30 + NPB
HL24 6 12 2,5 10 16 20 + NPB
HL25 4 6 0 30 30 30 + NPB
HL26 4 6 1 5 12 25 + NPB
HL27 2 2 1 10 17 29 + NPB NPB
HL28 15 15 15 3 6 12 + SPB
HL29 5 7 1,5 4 9 15 + NPB
HL30 1,5 1,5 1 9 15 32 + NPB SPB
HL31 6 10 2 30 30 30 + NPB
HL32 3 4 1 7 12 18 + NPB NPB
HL33 5 8 1 4 9 15 + SPB
HL34 5 12 1 5 13 25 + NPB
HL35 3 5 0 3 7 14 + NPB
HL36 2 3 1 4 7 11 + NPB
GL54 3 11 1 5 8 18 + UPB
GL55 1,5 2 2 4 9 15 + NPB
GL56 3 10 2 6 10 23 + NPB
Pm68 2 3 3 11 12 14 + NPB
GL77 3 7 0 12 16 20 + NPB
Pp78 3 4 1,5 6 9 11 + NPB
Pm79 3 4 2 9 10 12 + SPB
Pm80 3 3 2,5 5 30 30 + NPB
Pm81 3 4 15 5 9 12 + NPB
K82-1 2 4 2 10 12 18 + NPB
K82-2 2 3 2 12 15 24 + NPB
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Tablica 6 - nastavak
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NPB - neproizvoda¢ biofilma (OD < ODc)

SPB - slabi proizvoda¢ biofilma (ODc < OD <2x ODc)

UPB - umjereni proizvoda¢ biofilma (2x ODc< OD <4x ODc).
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Pokretljivost tipa rojenja (engl. swarming) ispitivana je na 0,7% agaru i nije dokazana
niti kod jednog izolata (Slika 21).

Slika 21. Pokretljivost tipa rojenja nije dokazana kod ispitivanih izolata R. pickettii.

4.2.2 R. pickettii i biofilm

4.2.2.1 Proizvodnja izvanstanic¢nih polimernih supstanci (IPS)

R. pickettii je stvarala izvanstani¢nu polimernu tvar sluzave konzistencije nakon 48 sati
na perlitu i u obi¢cnom TSB bujonu, a nije stvarala na aluminijskoj foliji niti na ¢vrstoj hranjivoj
podlozi. U mikroskopskim preparatima nacinjenim od materijala s perlita jasno su bile vidljive
bakterijske stanice obojane crveno i podrucja obojano plavo koja su predstavljala IPS koju su
stanice stvorile nakon kultivacije od 48 sati. U preparatima s aluminijske folije nije bilo
vidljivih tragova IPS-a. U Gram preparatu iz TSB-a jasno su bile vidljive crveno obojane
bakterijske stanice i crveno obojani sluzavi materijal uokolo stanica, a u preparatu s ¢vrste

podloge vidjele su se samo bakterijske stanice, obojane crveno (Slika 22).

Slika 22. Mikroskopski izgled R. pickettii kultivirane na perlitu (A), u TSB-u (B) i na R2A agaru (C).
Kultivacijom na perlitu (A) R. pickettii proizvodi IPS (plavo IPS, crveno stanice),
isto tako i u teku¢em mediju (crvene stanice i crvena IPS) (B), dok na &vrstoj podlozi ne proizvodi IPS (C).
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4.2.2.2 R. pickettii i proizvodnja biofilma

Ispitivanje proizvodnje biofilma provedeno je kod svih sakupljenih izolata, metodom
mikrotitarske ploce. Svi izolati R. pickettii ispitani su ¢etverostruko na proizvodnju biofilma
koji je kvantificiran bojenjem kristal-violetom i mjerenjem opticke gustoce pri 620 nm nakon
inkubacije od 4 h, 6h, 8 h i 24 h na 37 °C. Na slici 23 prikazana je mikrotitarska ploca s
negativnom kontrolom i primjerima izolata koji nisu proizvodili biofilm (HL27 i HL32), te
izolat slabi proizvodac¢ biofilma (HL30) i primjerima izolata umjerenih proizvodaca biofilma
(GL100, GL103, Pp378, Pm379) nakon kultivacije u trajanju 4 sati (A) i nakon inkubacije od
6 sati (B).

Slika 23. Proizvodnja biofilma u mikrotitarskim plo¢ama, nakon 4 sata kultivacije (A) i nakon 6 sati kultivacije (B).

Nakon uklanjanja tekuceg sadrzaja i planktonskih bakterijskih stanica iz bunari¢a
fotografirani su bunariéi i tragovi boje u podru¢ju formiranja biofilma. Na slici 24 prikazane
su stijenke bunari¢a u kojima je bila negativna kontrola (SP) i ne vide se tragovi stvaranja
biofilma (A). Izolat HL27 nije proizvodac biofilma prema izra¢unu opti¢ke gustoce, ali slabi
tragovi boje na mjestu stvaranja biofilma u odnosu na stijenke bunarica s negativnom
kontrolom vidljive su oku i to govori u prilog pocetnog stvaranja biofilma (B). 1zolati Pp378 i
Pm379 su umjereni proizvodaca biofilma S§to jasno pokazuje vidljivi trag boje stijenkama

bunaric¢a (C i D).
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Slika 24. Stjenke bunari¢a negativne kontrole (A), neproizvodaca biofilma (B) i umjerenih proizvodaci biofilma (C i D).

Bunariéi izolata ¢ije su vrijednosti OD vece od OD bunarica sa slijepom probom smatrani su
proizvodacima biofilma (122), a koriste¢i grani¢nu vrijednost opticke gusto¢e (ODc) za
kategorizaciju proizvodaca biofilma dobiveni su, nakon Kultivacije od 24 sata, sljedeci
rezultati; 63% izolata (51/81) nije proizvodilo biofilm, 30,9% (25/81) izolata bili su u skupini
slabih proizvodaca, a 6,2% (5/81) izolata bili su umjereni proizvodaci biofilma (Tablica 7,
Slika 25).
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Slika 25. Proizvodnja biofilma kod izolata R. pickettii nakon 24 sata kultivacije na 37°C, opti¢ka gustoc¢a (OD) kvantificirana spektrofotometrijski na 620 nm nakon bojanja kristal-violetom.
Ispod plave crte su neproizvodadi biofilma (NPB), izmedu crvene i zelene crte su slabi proizvodaci biofilma (SPB), a iznad zelene su umjereni proizvodadi biofilma (UPB).



Tablica 7. Rezultati proizvodnje biofilma R. pickettii nakon 24 sata

FENOTIP Bunari¢i / opticka gustoca

Biofil
rezistencije (OD 620nm) gy ODc 2*Odc 4*Odc bBionim

nakon
oD 24 sata
T-G-A-N 1 2 3 4 SPB uUPB JPB

Izolati

I Pm8 R-R-R-R 0,071 0,069 0,074 0,073 0,072 0,089 0,177 0,355 NPB
I  GL13 R-R-R-R 0,065 0,069 0,071 0,082 0,072 0,089 0,177 0,355 NPB
I GL14 R-R-R-R 0,101 0,126 0,118 0,132 0,119 0,089 0,177 0,355 SPB
I HL15 R-R-R-R 0,065 0,067 0,071 0,068 0,068 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL16 R-R-R-R 0,063 0,067 0,064 0,067 0,065 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL17 R-R-R-R 0,07 0,074 0,068 0,071 0,071 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL18 R-R-R-R 0,069 0,071 0,073 0,072 0,071 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL19 R-R-R-R 0,072 0,067 0,072 0,076 0,072 0,089 0,177 0,355 NPB
I Pm20 R-R-R-R 0,097 0,082 0,069 0,081 0,082 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL21 R-R-R-R 0,08 0,077 0,079 0,085 0,080 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL22 R-R-R-R 0,075 0,085 0,082 0,083 0,081 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL23 R-R-R-R 0,095 0,083 0,088 0,083 0,087 0,089 0,177 0,355 NPB
I  HL24 R-R-R-R 0,066 0,07 0,071 0,066 0,068 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL25 R-R-R-R 0,068 0,069 0,069 0,073 0,070 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL26 R-R-R-R 0,074 0,072 0,069 0,07 0,0/1 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL27 R-R-R-R 0,062 0,06 0,061 0,062 0,061 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL28 S-S-R-R 0,159 0,103 0,097 0,118 0,119 0,089 0,177 0,355 SPB
I HL29 R-R-R-R 0,078 0,076 0,067 0,068 0,072 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL30 S-S-R-R 0,071 0,08 0,07 0,075 0,0/4 0,089 0177 0,355 NPB
I HL31 R-R-R-R 0,079 0,071 0,069 0,08 0,075 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL32 R-R-R-R 0,064 0,073 0,065 0,064 0,067 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL33 R-R-R-R 0,085 0,089 0,074 0,168 0,104 0,089 0,177 0,355 SPB
I HL34 R-R-R-R 0,087 0,082 0,072 0,073 0,0/9 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL35 R-R-R-R 0,083 0,078 0,085 0,076 0,081 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL36 R-R-R-R 0,078 0,073 0,079 0,077 0,077 0,089 0,177 0,355 NPB
I GL54 R-R-R-R 0,184 0,138 0,229 0,228 0,195 0,089 0,177 0355 UPB
I GL55 R-R-R-R 0,056 0,053 0,05 0,052 0,063 0,089 0,177 0,355 NPB
I GL56 R-R-R-R 0,054 0,049 0,046 0,045 0,049 0,089 0,177 0,355 NPB
I  Pm68 R-R-R-R 0,058 0,06 0,057 0,05 0,066 0,089 0,177 0,355 NPB
I GL77 R-R-R-R 0,069 0,052 0,046 0,044 0,053 0,089 0,177 0,355 NPB
| Pp78 R-R-R-R 0,09 0,087 0,086 0,091 0,089 0,089 0,177 0,355 NPB
I Pm79 R-R-R-R 0,107 0,095 0,081 0,092 0,094 0,089 0,177 0,355 SPB
I Pm80 R-R-R-R 0,094 0,094 0,074 0,086 0,087 0,089 0,177 0,355 NPB
I Pm8l R-R-R-R 0,098 0,093 0,081 0,076 0,087 0,089 0,177 0,355 NPB
11 K82-1 S-S-S-R 0,064 0,064 0,064 0,05 0,058 0,089 0,177 0,355 NPB
I K82-2 S-R-R-R 0,088 0,075 0,07 0,065 0,075 0,089 0177 0,355 NPB
I Pp83 R-R-R-R 0,147 0,143 0,135 0,135 0,140 0,089 0,177 0,355 SPB
I K84 S-S-R-R 0,096 0,134 0,094 0,083 0,102 0,089 0,177 0,355 SPB
Il K85 S-R-R-R 0,061 0,059 0,06 0,058 0,060 0,089 0,177 0,355 NPB
I Pm88 R-R-R-R 0,074 0,083 0,088 0,074 0,080 0,089 0,177 0,355 NPB
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Tablica 7. - nastavak

I  Pm89 R-R-R-R 0,091 0,102 0,088 0,068 0,087 0,089 0,177 0,355 NPB
I Pm90 R-R-R-R 0,074 0,081 0,073 0,061 0,072 0,089 0,177 0,355 NPB
I  Pmol R-R-R-R 0,117 0,119 0,122 0,106 0,116 0,089 0,177 0,355 SPB
I Pm92 R-R-R-R 0,119 0,111 0,119 0,135 0,121 0,089 0,177 0,355 SPB
I HL93 R-R-R-R 0,088 0,065 0,066 0,062 0,070 0,089 0,177 0,355 NPB
I Pp9% R-R-R-R 0,071 0,066 0,067 0,063 0,067 0,089 0,177 0,355 NPB
I Pm95 R-R-R-R 0,069 0,067 0,067 0,061 0,066 0,089 0,177 0,355 NPB
I Pm96 R-R-R-R 0,073 0,066 0,067 0,066 0,068 0,089 0,177 0,355 NPB
I K97 S§-s-s-s 0,086 0,087 0,094 0,093 0,090 0,089 0177 0,355 SPB
I K98 S-S-R-S 0,105 0,092 0,092 0,089 0,095 0,089 0,177 0,355 SPB
I K99 s-S-s-s 0,099 0,102 0,103 0,101 0,101 0,089 0,177 0,355 SPB
11 K100 s-§-s-s 0,075 0,076 0,072 0,069 0,0/3 0,089 0,177 0,355 NPB
I K101 s-s-s-s 0121 0,12 0,116 0,121 0,120 0,089 0,177 0,355 SPB
11 K102 R-s-s-s 0,103 0,107 0,09 0,087 0,097 0,089 0,177 0,355 SPB
| GL103 R-R-R-R 0124 0,129 0,129 0,135 0,129 0,089 0,177 0,355 SPB
I Pml04 R-R-R-R 0,064 0,065 0,071 0,071 0,068 0,089 0,177 0,355 NPB
I Pm373 R-R-R-R 0,108 0,101 0,13 0,117 0,114 0,089 0,177 0,355 SPB
I Pm374 R-R-R-R 0,132 0,135 0,118 0,097 0,121 0,089 0,177 0,355 SPB
I Pm375 R-R-R-R 0,059 0,053 0,05 0,044 0,052 0,089 0,177 0,355 NPB
I Pm376 R-R-R-R 0,054 0,051 0,046 0,043 0,049 0,089 0,177 0,355 NPB
I Pp377 R-R-R-R 0,099 0,092 0,09 0104 0,09 0,089 0,177 0,355 SPB
I Pp378 R-R-R-R 0,095 0,122 0,093 0,092 0,101 0,089 0,177 0,355 SPB
I Pm379 R-R-R-R 0,105 0,109 0,144 0,123 0,120 0,089 0,177 0,355 SPB
I Pm381 R-R-R-R 0,075 0,071 0,081 0,07 0,074 0,089 0,177 0,355 NPB
I Pm382 R-R-R-R 0,108 0,105 0,097 0,084 0,099 0,089 0,177 0,355 SPB
I Pm383 R-R-R-R 0,095 0,096 0,084 0,096 0,093 0,089 0,177 0,355 SPB
| Pm38 R-R-R-R 0,214 019 0,204 0,183 0,198 0,089 0,177 0,355  UPB
I Pm38 R-R-R-R 0,166 0,156 0,164 0,467 0,238 0,089 0,177 0,355 UPB
I Pm386 R-R-R-R 0,269 021 0,186 0,171 0,209 0,089 0,177 0,355  UPB
I Pm387 R-R-R-R 0,181 0,13 0,101 0,075 0,122 0,089 0,177 0,355 SPB
| Pm38 R-R-R-R 0,218 0,203 0,177 0,15 0,187 0,089 0,177 0,355  UPB
I Pm389 R-R-R-R 0,163 0,142 0,139 0,117 0,140 0,089 0,177 0,355 SPB
I Pm3%0 R-R-R-R 0,11 0,105 0,104 0,088 0,102 0,089 0,177 0,355 SPB
I Pp391 R-R-R-R 016 0,148 0,116 0,12 0,136 0,089 0,177 0,355 SPB
I HL392 R-R-R-R 0,081 0,073 0,067 0,059 0,070 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL393 R-R-R-R 0,082 0,071 0,063 0,063 0,070 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL39%4 R-R-R-R 0,08 0,074 0,064 0,064 0071 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL39 R-R-R-R 0,093 0,07 0,069 0,062 0,074 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL398 R-R-R-R 0,06 0,053 0,055 0,053 0,055 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL399 R-R-R-R 0,065 0,064 0,055 0,049 0,058 0,089 0,177 0,355 NPB
I HL100 R-R-R-R 0,073 0,059 0,059 0,063 0,064 0,089 0,177 0,355 NPB
SP 0,089 0078 0,078 0089 0,084 0,089 0,177

T-G-A-N — tobramicin, gentamicin-amikacin-netilmicin
SV OD - srednja vrijednost optickih gusto¢a dobivenih u 4 bunari¢a za svaki izolat
NPB — neproizvodac¢ biofilma (OD < ODc); NPB <0,089
SPB — slabi proizvodac¢ biofilma (ODc < OD <2x ODc); SPB=0,089-0,177
UPB — umjereni proizvoda¢ biofilma (2x ODc< OD <4x ODc); UPB= 0,177-0,355.
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Za dodatnih sedam izolata (HL27, HL30, HL32, K100, GL103, Pp378, Pm379), slabije
pokretnih u testu pokretljivosti u epruveti, razli¢itim rezultatima pokretljivosti u obliku plivanja
i s pokretljivosc¢u u obliku trzanja promatran je razvoj biofilma daljnjih 24 sata, do ukupno 48
sati inkubacije. Za svaki taj izolat napravljena su razrjedenja u dvije epruvete i iz svake je
ukapano u Cetiri bunarica, svaki izolat testiran je osmerostruko. Htjelo se vidjeti hoce li se
tijekom vremena dogoditi promjena statusa proizvodaca biofilma u smislu prelaska iz
neproizvodaca u slabog proizvodaca, iz slabog u umjerenog proizvodaca ili eventualno iz
umjerenog u jakog proizvodaca biofilma. Kod dva izolata (HL27 i HL32) nije se dogodila
promjena, izolati su zadrzali prvotni status neproizvodaca biofilma i nakon 48 sati kultivacije,
dva izolata (HL30 1 K100) su iz neproizvodaca presli u slabe proizvodace biofilma i tri izolata
(GL102, Pp378 1 Pm379) su iz slabih proizvodaca presli u umjerene proizvodace biofilma
(Tablica 8).

Tablica 8. Prikaz rezultata stvaranja biofilma za 7 izolati R. pickettii unutar 48 sati, s razli¢itim pokretljivostima

Pokretljivost Pokretljivost plivanja
u epruveti 0,3% agar

24 48 2 24 72 9

Biofilm Biofilm

Pokretljivost

Izolat sata sati sata  sata  sata safi trzanje 24 sata 48 sati
mm mm mm mm mm mm
HL27 2 2 1 10 17 29 + NPB NPB
HL30 15 15 1 9 15 32 + NPB SPB
HL32 3 4 1 7 12 18 + NPB NPB
K100 2 5 0 5 9 16 + NPB SPB
GL103 15 2 0 7 10 15 + SPB UPB
Pp378 3 4 2 6 7 11 + SPB uPB
Pm379 3 5 0,5 7 8 13 + SPB UPB

NPB - neproizvodac¢ biofilma, SPB - slabi proizvodac¢ biofilma, UPB - umjereni proizvoda¢ biofilma.

Vrijednosti opticke gustoce kroz promatrano vrijeme kod izolata koji proizvode biofilm

ukazuju da postoji rana faza rasta do 8 sati koja onda pada da bi do 48 sati opet rasla (Slika 26).
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Slika 26. Razvoj biofilma do 24 sata i potom do konaénih 48 sati inkubacije kod 7 izabranih izolata (HL27, HL30, HL32,
GL103, Pp378, Pm379, K100), SP-slijepa proba.

4.2.3 Ispitivanje proizvodnje endotoksina LAL testom

Proizvodnja endotoksina testirana je na 6 izabranih izolata iz razli¢itih podrucja
Hrvatske s razli¢itim fenotipom rezistencije na aminoglikozidne antibiotike i razli¢itom
proizvodnjom biofilma. Medu izabranima, njih 5 nisu proizvodili biofilm unutar 24 sata, a
izolat GL103 je proizvodio i kategoriziran je kao slabi proizvoda¢ biofilma. Kod tri izolata,
HL27, HL30 i GL103 promatrana je proizvodnja biofilma nakon produljene inkubacije od 48
sati i jedan neproizvodac biofilma (HL30) presao je u slabog proizvodaca, a izolat GL103 je iz
slabog proizvodaca biofilma presao u umjerenog (Tablica 9). Kao pozitivna kontrola koristen

je standardni soj E. coli, ATCC 25922.

Tablica 9. Fentip rezistencije R. pickettii i proizvodnja biofilma izolata testiranih na prisustvo endotoksina

Izolati Pm20 HL27 HL30 K85 K99 GL103
Fenotip

T-G-A-N R-R-R-R R-R-R-R  S-S-S-R S-I-I-S  S-S-S-S  R-R-R-R
Proizvodad 24 sata Ne Ne Ne Ne Ne Slabi
biofilma 48 sati - Ne Slabi - - Umjereni

T-tobramicin, G-gentamicin, A-amikacin, N-netilmicin, ,,-,, nije testirano.
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Dobiveni su sljedeci rezultati (Tablica 10):

- koncentracija endotoksina manja od 0,5 EU/mL za izolate HL27 i GL103;
- koncentracija endotoksina manja od 1,0 EU/mL za izolate E. coli i K85;

- koncentracija endotoksina manja od 2,0 EU/mL kod izolata K99;

- koncentracija endotoksina manja od 4,0 EU/mL kod izolata Pm20, HL30.

Tablica 10. Koncentracije endotoksina dobivenih LAL metodom kod E. coli i izolata R. pickettii

Uzorak Konc.
E.coli |Pm20 |HL 27 |HL30 | K85 K99 GL 103 | endotoksina
Razrjedenje (EU/mL)
original + + + + + + + 0,0625
1:2 + + + + + + + 0,125
1:4 + + + + + + + 0,25
1:8 + + - + + + - 0,5
1:16 - + + - + 1
1:32 - + - + - - - 2
1:64 - - - - - - - 4

Uzorak (-) ima manje endotoksina nego $to je koncentracija reagensa u tom razrjedenju, uzorak (+) sadrzi koncentraciju
endotoksina kolika je osjetljivost lizata u tom koraku ili vise.

Ispitivani izolati proizvodili su endotoksin u koncentracijama pribliznim onima kod E. coli,
izolati HL27 1 GL103 nesto niZe koncentracije, izolati Pm20, HI30 i K99 vise i izolat K85 istu

koncentraciju.

4.2.4 Potvrda identifikacije R. pickettii

4.2.4.1 Masena spektrometrija

Svi izolati potvrdeni su MALDI-TOF masenom spektrometrijom kao R. pickettii s
identifikacijskom ocjenom 2300 do 3000, §to je visoka potvrda vrste, dodatno su potvrdeni

lancanom reakcijom polimeraze i dalje su uklju€eni u nastavak ispitivanja.
4.2.4.2 Lancana reakcija polimeraze

Svi izolati (81) R. pickettii potvrdeni su metodom lancane reakcije polimeraze uz

primjenu specifi¢nih pocetnica za 16S rRNA koje odgovaraju rodu Ralstonia i vrsti R. pickettii.
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4.2.4.3 Srodnost izolata R. pickettii

Srodnost izolata R. pickettii ispitana je gel-elektroforezom u pulsiraju¢em polju (engl.
pulse-field gel electrophoresis, PFGE). Dobiveni su rezultati koji su hijerarhijskim grupiranjem
sa sli¢nos¢u od >80% formirali tri glavna klastera, a svaki klaster imao je podklastere (Slika
27). Zbog slabije vizualizacije fragmenata DNA, izolati Pm90 i Pm388 nisu bili uklju¢eni u
analizu dendrograma. U prvom klasteru (A) bilo je najvise izolata (45/79), od Pm386 do K101,
koji su bili rasporedeni u pet podklastera. Standardni soj R. pickettii ATCC 27511 nalazio se u
ovom prvom klasteru u ¢etvrtom podklasteru. Prvi podklaster sadrzavao je 11 izolata dobivenih
iz sustava za laboratorijsku proc¢is¢enu vodu, 10 s mjesta uzorkovanja Pm i jedan s mjesta
uzorkovanja Pp. Drugi podklaster je sadrzavao 13 izolata, grupiranih u tri skupine koji su se
razlikovali u jednoj do tri vrpce. Tu su bili zastupljeni izolati R. pickettii dobiveni iz uzoraka
LPV i UCV iz oba podruéja i iz svih mjesta uzorkovanja. U tre¢em podklasteru bilo je sedam
izolata iz uzoraka UCV, svi s podrugja L. Tvorili su dvije skupine s malim razlikama i u svakoj
je bio jedan izolat samac (engl. singleton) (K85 i K98). Cetvrti podklaster &inili su izolati s
mjesta uzorkovanja Pm, HL, GL, od Cega Cetiri izolata dobiveni iz LPV (PmS8, Pm81, GL 13,
GL14) i jedan izolat iz UCV HL93. Peti podklaster imao je 9 izolata dobivenih iz LPV (GL54,
GL55, GL56, Pm374, Pm376, Pm379, Pm382) i UCV (K101 i K102). Tvorili su tri para i tri
samca. Parove su tvorili gotovo identicni GL55 1 GL56, Pm374 1 Pm376 i zadnji par Pm379 i
K102.

Izolati Pm95, Pm96, Pp83, Pp94, Pm104 i Pm91 bili su rasporedeni u drugi klaster.
Unutar drugog klastera identificiran je podklaster s tri gotovo identi¢na izolata (Pm95, Pm96 i
Pp83), dok su tri izolata bili samci (Pp94, Pm104, Pm91).

U trec¢em klasteru je bila velika podskupina od 16 gotovo identi¢nih izolata, od kojih je
12 potpuno identi¢nih (HL29 do HL 34), a ostala Cetiri ¢inila su dva para, HL32 1 HL392 1 par
HL17 i HL15. Manji podklaster sastojao se od tripleta HL100, HL399, HL394 i samca HL33.
Preostali izolati Cinili su skupinu od Cetiri vrlo sli¢na izolata (HL25, HL31, HL396 1 HL385),
par HL393 i HL26 i jedan izolat HL375. Izolat HL18 je bio samac (nije bio povezan s ostalima).
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Slika 27. PFGE dendrogram koji prikazuje srodnost 79 izolata R. pickettii iz razli¢itih podrucja (IT — podrugje I; III —
podrugje IT) i mjesta uzorkovanja (Pm, Pp, HL, GL, K). Izolati nisu bili identi¢ni, ali su mnogi bili usko povezani sa
sliénoséu vrpci od >80%.



U tablici 11 je prikazan broj izolata po klasterima prema podruéju i mjestu uzorkovanja,
prisustvu blacxa22 | blacxaso gena, proizvodnji biofilma i fenotipu aminoglikozidne rezistencije.
U klasteru A je najvise izolata (45/81), tu su svi izolati s podrucja II, njih 10 oznake K, zatim
s podrucja I svi izolati oznake GL (7/7), gotovo svi Pm izolati (21/27), Cetiri Pp izolata i samo
tri izolata s mjesta uzorkovanja HL (3/29). Kod 29 izolata u A klasteru dokazano je prisustvo
blaoxaso gena, dva izolata su imala i blaoxa22 i blaocxaso gen, kod 14 izolata nije dokazan ni jedan
od tih gena. U istom klasteru su 33 izolata rezistentna na sva Cetiri aminoglikozidna antibiotika
(tobramicin, gentamicin, amikacin, netilmicin — profil TGAN). Tu su se nasli i svi izolati
osjetljivi na sva etiri aminoglikozidna antibiotika (9/79). Svi osjetljivi izolati bili su s podrucja
I1, jednako i izolat K102 koji je bio rezistentan samo na tobramicin, a osjetljiv na ostala tri
ispitivana aminoglikozida. U istom A Klasteru su bila dva jedina izolata (HL28 i HL30) iz
podrucja I koja su bili osjetljivi na tri aminoglikozidna antibiotika tobramicin, gentamicin,
amikacin, a rezistentni na netilmicin. U klasteru A su bili gotovo svi izolati koji su proizvodili
biofilm (28/31) i manji broj onih koji nisu proizvodili biofilm (17/48).

U klasteru B bilo je samo 6 izolata, svi s podrucja I, s mjesta uzorkovanja Pm bila su 4
izolata i 2 s mjesta uzorkovanja Pp. Cetiri izolata su imala samo blaoxaso gen, a dva nisu imala
niti jedan OXA gen. Cetiri izolata nisu proizvodila biofilm, dva su bila slabi proizvodagi
biofilma i svih 6 su imala TGAN fenotip. U tre¢em klasteru bilo je 28 izolata i najveéi broj
(26/29) je s mjesta uzorkovanja HL, samo 2 s mjesta uzorkovanja Pm. Kod svih 28 izolata
dokazano je prisustvo blaoxa22 i blaoxaso gena. Samo je jedan izolat proizvodio biofilm, a ostalih

27 nisu. Svi su bili rezistentni na sva Cetiri ispitivana aminoglikozidna antibiotika.
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Tablica 11. Broj izolata R. pickettii po Klasterima, prema posjedovanju blaoxa22 blaoxaso gena, proizvodnji biofilma i fenotipu aminoglikozidne rezistencije

bez

Klaster Podklaster GL Pm Pp HL K gl B:szzé blsz;;:geo OXA NPB SpB ~ UPB TGF)QAN TG? " g ;
(n=7) (n=27) (n=6) (n=29) (n=10) (n=79) (n=30)  (n=33) (gggg) (n=48) (n=24) (n=7) (n=67) (=9) (=2) (n=1)

1. 0 10 1 0 0 11 0 10 1 1 7 3 11 0 0 0

2. 2 5 3 2 1 13 0 10 3 6 5 2 10 1 2 0

A 3. 0 0 0 0 7 7 0 1 6 3 4 0 0 7 0 0

4. 2 2 0 1 0 5 1 3 1 4 1 0 5 0 0 0

5. 3 4 0 0 2 9 1 5 3 3 4 2 7 1 0 1

Ukupno 7 21 4 3 10 45 2 29 14 17 21 7 33 9 2 1

1. 0 2 1 0 0 3 0 1 2 2 1 0 3 0 0 0

2 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0

B 3. 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0

4. 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0

Ukupno 0 4 2 0 0 6 0 4 2 4 2 0 6 0 0 0

1. 0 1 0 15 0 16 16 0 0 16 0 0 16 0 0 0

c 2. 0 0 0 4 0 4 0 0 3 1 0 4 0 0 0

3. 0 1 0 0 8 0 0 8 0 0 8 0 0 0

Ukupno 0 2 0 26 0 28 28 0 0 27 1 0 28 0 0 0

HL, GL, Pm, Pp, - mjesta uzorkovanja na podru¢ju I; K — mjesto uzorkovanja na podrucju II
TGAN - tobramicin, gentamicin, amikacin, netilmicin; N - netilmicin, T- tobramicin, R - rezistentan; S — osjetljiv
K85 ima fenotip S-1-1-S i nalazi se klasteru A3
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4.2.5 Osjetljivost na antibiotike i mehanizmi rezistencije na antibiotike

4.2.5.1 Rezultati ispitivanja osjetljivosti na antibiotike metodama disk difuzije

Rezultati ispitivanja osjetljivosti R. pickettii na antibiotike metodom disk difuzije
prikazani su u tablici 12 uz prikaz podrucja od kuda su izolati dobiveni. Svi izolati (100%) su
bili osjetljivi na imipenem, tigeciklin, tetraciklin i trimetoprim-sulfametoksazol, a gotovo svi
na ceftriakson (98,8%), cefepim (98,8%), pipracilin/tazobaktam (97,5%), cefoksitin (97,5%),
cefaleksin (96,3%), a veliki broj na ciprofloksacin (93,8%) i cefotaksim (90,1%). Osjetljivost
na piperacilin je iskazalo 88,9% izolata, a ne$to manji broj i na ceftazidim (81,5%). Na
kloramfenikol je bilo 50,6% izolata osjetljivo, 40,7% intermedijarno osjetljivo i 8,6%
rezistentno. S druge strane, svi izolati (100%) su bili rezistentni na kolistin. Vrlo visoke stope
rezistencije dobivene su kod aztreonama (96,3%), ertapenema (91,3%), svih aminoglikozida:
netilmicin (88,9%), amikacin i tobramicin (87,7%) i gentamicin (86,4%). Dosta visoke stopa
rezistencije bile su kod p-laktamskih antibiotika penicilinske skupine: amoksicilin/klavulanska
kiselina (71,6%), tikarcilin (67,9%), tikarcilin/klavulanska kiselina (61,7%) i ampicilin
(58,0%). Rezistenciju na meropenem iskazalo je 29,6% izolata, a 40,7% izolata bilo je

intermedijarno osjetljivo na meropenem.
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Tablica 12. Profil rezistencije izolata R. pickettii dobivenih metodom disk difuzije; distribucija po podru¢jima iz kojih su izolati dobiveni

Ralstonia pickettii (n=81)

R /I/ S izolati po podru¢jima i izvorima

Antibiotiks R 1 s  DiSK R | S p(ondi?%el P O&rffg !
He HL Pm GL

No (%) No (%) No (%) (n=29) (n=29) Pp (n=6) (n=7) K (n=10)
Ampicilin <13 1416 =17 10  47(58,0%) 20 (24,7%) 14 (17,3%) 14/12/3  20/4/5  6/0/0  3/1/3 41313
ﬁ?vouﬁf;::;éisl <13 1417 >18 2010  58(716%) 17(200%) 6 (7,4%) 12/13/4 26/2/1  6/0/0  6/10 8/1/1
Tikarcilin <15 1623 >24 75  55(67,9%) 24(29,6%) 2 (2,5%) 12/17/0  24/4/1  6/0/0  4/2/1 9/1/0
L':\"/"l:f:r:;!a G SIS 1623 224 7510  50(6L7%) 25(30,9%) 6 (7.4%) 71U1  24/2/3  6/0/0 4712 9/1/0
Piperacilin <14 1520 >21 100 2(2,5%)  7(86%) 72 (88,9%) 0/3/26  0/2/27  0/U5  0/0/7 2/1/7
gfgggﬂtg% <14 1520 >21 10010 2 (2,5%) 0 79 (97,5%) 0/0/29 0/0/29  0/0/6  0/0/7 2/0/8
Ertapenem <15 1618 =19 10  74(913%) 5(62%) 2 (2,5%) 271210 25/2/2  6/0/0  7/0/0 9/1/0
Imipenem <15 1618 >19 10 0 0 81 (100%) 0/0/29 0/0/29 0/0/6  0/0/7  0/0/10
Meropenem <15 1618 =19 10  24(29.6%) 33(40,7%) 24 (29,6%) 1/12/16 13/12/4  6/0/0  1/3/3 3/6/ 1
Aztreonam <15 1621 >22 30  78(96,3%) 3 (3,7%) 0 27/2/0  28/10  6/0/0  7/0/0  10/0/0
Cefaleksin <19 2022 >3 30 2(25%)  1(1,2%) 78 (96,3%) 0/0/29 0/0/29 0/0/6  0/16 2/0/8
Cefoksitin <14 1517 =18 30 2 (2,5%) 0 79 (97,5%) 0/0/29 0/0/29  0/0/6  0/0/7 2/0/8
Ceftriakson <13 1420 >21 30 0 1(1,2%) 80 (98,8%) 0/0/29 0/0/29  0/0/6  0/0/7 0/1/9
Ceftazidim <14 1517 =18 30  11(13,6%) 4 (4,9%) 66 (81,5%) 0/0/29 2/1/26  0/U5  4/0/3 5/2/ 3
Cefotaksim <14 1522 >3 30 0 8(9,9%)  73(90,1%) 0/1/28  0/2/27  0/U5  0/0/7 0/4/6
Cefepime <14 1517 >18 30 0 1(1,2%) 80 (98,8%) 0/0/29 0/0/29  0/0/6  0/0/7 0/1/9
Gentamicin <12 1314 =15 10  70(865%) 1(1,2%) 10 (12,3%) 27/11  29/0/0  6/0/0  7/0/0 1/0/9
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Tablica 12. - nastavak

Amikacin <14
Tobramicin <12
Netilmicin <12
Tigeciklin <11
Tetraciklin <11
Trimetoprim-

sulfametoksazol —

Ciprofloksacin <15
Kloramfenikol <12

Kolistin <10

15-16
13-14
13-14
12-14
12-14

11-15

16-20
13-17

>17
=15
=15
>15
=15

>16

>21
>18

>11

30
10
30
30
30

1,25/23,75

5
30

50

71 (87,7%)
71 (87,7%)
72 (88,9%)
0
0

0

2 (2,5%)
7 (8,6%)

81 (100%)

0
1 (1,2%)

0

0

0

0

3 (3,7%)
33 (40,7%)

0

10 (12,3%)
9 (11,1%)
9 (11,1%)
81 (100%)
81 (100%)

81 (100%)

76 (93,8%)
41 (50,6%)

0

2710/ 2
2710/ 2
2810/ 1
0/0/ 29
0/0/ 29

0/0/ 29

1/0/ 28
5/13/ 11

29/0/0

29/0/0
29/0/0
29/0/0
0/0/ 29
0/0/29

0/0/29

0/3/ 26
0/14/ 15

29/0/0

6/0/0
6/0/0
6/0/0
0/0/6
0/0/6

0/0/6

0/0/6
1/2/3

6/0/0

7/0/0
7/0/0
7/0/0
0/0/7
0/0/7

0/0/7

0/0/7
0/2/5

7/0/0

2/0/8

2/17

2/0/8
0/0/10
0/0/10

0/0/10

1/0/9
17217

10/0/0

*Kori$tene su zone inhibicije za P. aeruginosa, za Acinetobacter spp i enterobakterije, CLSI, 2018., EUCAST 2019.
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4.2.5.2 Rezultati ispitivanja osjetljivosti na antibiotike E-testom

U tablici 13 prikazani su rezultati dobiveni E-testom. Svi izolati (100%) bili su osjetljivi

na piperacilin/tazobaktam, ceftriakson i cefotaksim, 96,3% bilo je osjetljivo na ciprofloksacin,

a tri (3,7%) bila su intermedijarno osjetljiva na ciprofloksacin. Na imipenem je bilo osjetljivo

71,6% i intermedijarno osjetljivo 28,4%. Na ceftazidim je bilo osjetljivo 67.9% izolata i na

cefepim 66,7%. E-testom je dobivena visoka stopa rezistencije na meropenem (95,1%), i

aminoglikozide, od 85,2% kod gentamicina i amikacina preko 86,4% za tobramicin do 87,7%

na netilmicin. U istoj tablici su prikazani i rezultati dobiveni disk difuzijom za iste antibiotike

radi usporedbe rezultata tih dvije metode. Usporedbom DD i E-testa uocava se dobra

podudarnost rezultata, znacajno se razlikuju samo rezultati za meropenem i ceftazidima

Tablica 13. Profil rezistencije izolata R. pickettii dobivenih E-testom, usporedba s rezultatima disk difuzije

Ralstonia pickettii (n=81)

Broj rezistentnih/intermed/osjetljivih izolata*

Antibiotik Metoda podrucie [ podrucje II
R I S _ _ _ _ _
No (%) No (%) No (%) HL (n=29)Pm(n=29) Pp (n=6) GL (n=7) K (n=10)
Piperacilin- DD 2 (2,5%) 0 79(975%) 0/0/29 0/0/29 0/0/6 0/0/7 2/0/8
tazobaktam E-test 0 0 81(100%) 0/0/29 0/0/29 0/0/6 0/0/7  0/0/10
- DD 0 0 81(100%) 0/0/29 0/0/29 0/0/6 0/0/7  0/0/10
mipenem
P E-test 0 23 (28,4%) 58 (71,6%) 0/15/14 0/4/25 0/1/5 0/2/5 0/1/9
" DD 24 (29,6%) 33 (40,7%) 24 (29,6%) 1/12/16 13/12/4 6/0/0 1/3/3 3/6/1
eropenem
P E-test 77 (95,1%) 0 4 (4,9%) 29/0/0 27/0/2 6/0/0 6/0/1 9/0/1
_ DD 0 1(1,2%) 80(98,8%) 0/0/29 0/0/29 0/0/6 0/0/7 0/1/9
Ceftriakson
E-test 0 0 81(100%) 0/0/29 0/0/29 0/0/6 0/0/7  0/0/10
Coftaid DD 11 (13,6%) 4 (4,9%) 66 (81,5%) 0/0/29 2/1/26 0/1/5 4/0/3 5/2/3
efazidim
E-test 6 (7,4%) 20 (24,7%) 55(67,9%) 0/2/27 2/7/20 1/0/5 1/3/3 2180
. DD 0 8 (9,9%) 73(90,1%) 0/1/28 0/2/27 0/1/5 0/0/7 0/4/6
Cefotaksim
E-test 0 0 81(100%) 0/0/29 0/0/29 0/0/6 0/0/7  0/0/10
Cofoo DD 0 1(1,2%) 80(98,8%) 0/0/29 0/0/29 0/0/6 0/0/7 0/1/9
erepim
P E-test 1 (1,2%) 26 (32,1%) 54 (66,7%) 0 /3/26 0/12/17 0/3/3 1/3/3 0/5/5
Contaric DD 70 (86,5%) 1(1,2%) 10 (12,3%)  27/1/1 29/0/0  6/0/0 71/0/0 1/0/9
entamicin
E-test 69 (85,2%) 1(1,2%) 11 (13,6%) 27/0/2 29/0/0 6/0/0 7/0/0 0/1/9
o DD 71 (87,7%) 0 10 (12,3%) 27/0/2 29/0/0 6/0/0 7/0/0 2/0/8
Amikacin ' '
E-test 69 (85,2%) 1(1,2%) 11(13,6%) 27/0/2 29/0/0 6/0/0 7/0/0 0/1/9
Tobramic DD 71 (87,7%) 1(1,2%) 9(11,1%)  27/0/2 29/0/0 6/0/0 7/0/0 2117
opramicin
E-test 70 (86,4%) 0 11 (13,6%) 27/0/2 29/0/0 6/0/0 7/0/0 1/0/9
Netiimicin DD 72 (88,9%) 0 9 (11,1%) 28/0/1 29/0/0 6/0/0 7/0/0 2/0/8
E-test 71 (87,7%) 10 12,3%) 29/0/0 29/0/0  6/0/0 7/0/0  0/0/10
) . DD 2 (2,5%) 3 (3,7%) 76(938%) 1/0/28 0/3/26 0/0/6 0/0/7 1/0/9
Ciprofioksacin
E-test 0 3(3,7%) 78(96,3%) 0/0/29 0/2/27 0/0/6 0/0/7 0/1/9

*Koristena je grani¢na vrijednost rezistencije/zone inhibicije za P. aeruginosa (tablica 2B-1) osim za ceftriakson i cefotaksim gdje je

koriStena vrijednost za Acinetobacter spp (tablica 2B-2), CLSI, 2018.
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Rezistencija na meropenem dobivena u metodi E-testom (95,1%) znacajno je visa od one
dobivene metodom disk difuzije (29,6%). Kod ceftazidima je u DD dobiveno viSe osjetljivih
izolata (81,5%), samo 4,9% intermedijarno osjetljivih i 13,6% rezistentnih za razliku E-testa
gdje bilo 67,9% osjetljivih, znatno vise (24,7%) intermedijarno osjetljivih i 7,4% rezistentnih.
Takve varijacije u rezultatima dobivenim kod testiranja osjetljivosti ovim dvjema metodama
opisali su i drugi autori (61).

Dobivena je gotovo je uniformna rezistencija za sva Cetiri ispitivana aminoglikozidna
antibiotika. Najucestaliji fenotip aminoglikozidne rezistencije bio je T-G-A-N (tonbramicin,
gentamicin, amikacin, netilmicin) i iskazalo ga je 85,2% izolata (69/81). Svi su bili s podru¢ja
I, iz razli¢itih izvora i niti jedan s podru¢ja II. Dva izolata podruc¢je I, HL28 i HL30, bili su
osjetljivi na tobramicin, amikacin i gentamicin i rezistentni samo na netilmicin (fenotip N).
Izolati s podrucja II, s druge strane, pokazali su obrnute rezultata, osam izolata (9,9%) je bilo
osjetljivo na sva Cetiri aminoglikozidna antibiotika (K82-1, K82-2, K84, K97, K98, K99, K100,
K101) jedan je bio osjetljiv na tobramicin i netilmicin i intermedijarno osjetljiv na gentamicin
i amikacin (K85), a jedan (K102) bio je rezistentan samo na tobramicin, a osjetljiv na ostala tri
aminoglikozida (Tablica 14).

Distribucija izolata prema zonama inhibicije u mm (DD) i prema vrijednostima MIK-
ova u pg (E-test) prikazana je na slici 28 i slici 29 ako je uociti u kojem podrucju se grupiraju
izolati za svaki pojedini antibiotik/grupu antibiotika s obzirom na rezistenciju, odnosno
osjetljivost. Na slici 28 su uz distribuciju izolata prema zonama inhibicije prikazane i
vrijednosti zona inhibicije u mm za rezistentne (R) izolate, intermedijarno osjetljive (1) i
osjetljive (S) izolate uz prikazanu vrijednost sadrzaja aktivne tvari antibiotika u mikrogramima.
Na slici 29 su prikazane grani¢ne vrijednosti MIK-a za svaki antibiotik, zatim raspon
vrijednosti MIK-a unutar kojega su se nalazili svi izolati. Prikazane su vrijednost minimalne
inhibitorne koncentracije antibiotika unutar koje je bilo inhibirano 50% testiranih izolata
(MIKsp) 1 vrijednost minimalne inhibitorne koncentracija antibiotika unutar koje je bilo
inhibirano 90% ispitivanih izolata (MIKgo) (61).
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Antibiotik R s Sadra mm Broj izolata
diskape 0 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 R 1/S
Ampicilin <13 1416 =17 10 15 3 1 8 216 2 7 1 12 5 1 3 T 1 47 20/14
Amoksicilry <13 14-17 =18 2010 48 1 4 5 755 1 2 2 1 58 17/6
Klavulanska Kis.
Tikarcilin <15 16-23 224 75 17 4 8 1 9 811 1 7 5 5 2 50  29/2
Tikarcilin/ <15 16-23 =24 75/10 24 14 4 6 9 2 10 7 7 1 11 2 2 50 25/6
klavulanska Kis.
Piperacillin <14 1520 =24 10 2 7 7154112 9 2 1 12 4 3 2 2 7172
Piperacilin/
<14 15-20 =>21 100/20 2 1 3 9 1512 2 6 3 14 4 5 1 3 1 2 0/79
tazobaktam
Ertapenem <18 19-21 =22 10 7 1 9 8 13 12 11 11 6 1 2 79 2/0
Imipenem <5 16-18 =19 10 3 1 5 617 5 11 4 16 6 4 2 1 0 0/81
Meropenem <15 16-18 219 10 1 2 3 9 914 4 15 2 17 2 3 24 33/24
Aztreonam <15 16-21 =22 30 70 12 1 2 2 1 1 1 78 3/0
Cefaleksin <19 20-22 =23 30 1 1 1 1 5 5 7 2 32 9 12 3 6 2 1/78
Cefoksitin <14 1517 =18 30 2 2 12 1146 26 216 13 2 1 4 1 11 2 2 2 0/79
Cefiriakson <I3 14-20 =21 30 1 1 7 2 2 3 9 2 4 1233 7 5 0 1/80
Ceftazidim <14 15-17 =18 30 2 6 2 1 4 14 3 26 1 7 2 5 4 3 1 11 4/66
Cefotaksim <14 15-22 =23 30 5 3 613 3 11 3 9 1 23 3 1 0 8/73
Cefepim <14 15-17 =18 30 11 1 5 1 9 23 2 9 9 4 3 2 1 0 0/81
Gentamicin <12 1314 =15 10 70 11 1 3 12 1 1 70 1/10
Amikacin <14 1516 =17 30 70 1 4 2 1 3 71 0/10
Tobramicin <12 13-14 =15 10 70 1 1 2 1 1 3 1 1 71 1/9
Netilmicin <12 1314 =15 30 71 1 1 3 2 1 1 1 72 0/9
Tigeciklin <11 12-14 =15 15 1 1 1 5 3 16 14 1 12 11 10 5 1 0 0/81
Tetraciklin <i1 12-14 =15 30 1 2 13 4 6 414115 13 8 5 2 1 1 0 0/81
Trimetoprim- <10 11-15 >16 1.25/23.75 216 5115 10 9 9o 2 7 4 7 o or/s1
sulfametoksazol
Ciprofioksacin <15 16-20 =21 5 1 1 3 1 114 2 5 12 8 2 25 10 9 3 1 2 3/76
K loramfenikol <10 11-15 >16 30 1 6 110 4 14 4 12 18 2 1 7 1 0 22/59
Kolistin <10 - =11 50 81 81 0/0
Slika 28. Distribucija sojeva R. pickettii prema zonama inhibicije u mm za svaki antibiotik
Bez-rezistentni izolati (R), sivo-intermedijarno osjetljivi (1) i plavo-osjetljivi izolati (S).
Granicne MIK pg/mL Broj izolata
Antibiotik vijednostiza o pon 509 90% >256 128 64 48 32 16 8 6 4 3 2 15 1 05 025 012 006 R 1/S
resistenciju*
Piperacilin- >1284 00616 2 8 3 6 4 7 25 25 10 1 0 o/81
tazobaktam
Imipenem >8 0,06-4 2 4 23 41 14 3 0 23/58
Meropenem >8 012-64 16 16 1 7 60 9 1 2 1 77 0/4
Ceftriakson >64 006-4 012 05 2 1 4 10 12 32 20 0 o0/81
Ceftazidim >32 4->128 8 16 4 1 1 20 27 8 2 6 20/55
Cefotaksim >64 006-8 025 1 1 6 15 34 25 0 0/81
Cefepim >32 05128 8 16 1 2% 28 4 6 4 1 1 1 26/54
Gentamicin >16 1->256 128 256 23 46 1 7 3 1 69 1/11
Amikacin >64 4->256 128 256 21 46 2 1 8 3 69 1/11
Tobramicin >16 15->256 128 256 45 22 1 2 2 6 1 2 70 0/11
Netilmicin >32 1->256 128 256 23 46 2 4 6 71 0/10
Ciprofloksacin >4 0,06-2 0,12 0,5 3 4 2 25 46 1 0 3/78

Slika 29. Distribucija sojeva R. pickettii prema minimalnoj inhibitornoj koncentraciji (*MIK / pg) za svaki ispitivani antibiotik

Bez-rezistentni izolati, sivo-intermedijarno osjetljivi i plavo-osjetljivi izolati.
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4.2.5.3 Rezultati testa dvostrukog diska

Testom dvostrukog diska za detekciju proizvodnje B-laktamaza proSirenog spektra niti

jedan izolat R. pickettii od 81 testiranih nije pokazao pozitivan rezultat.
4.2.5.4 Rezultati modificiranog Hodge testa i testa inhibicije karbapenema

Modificiranim Hodge testom i testom inhibicije karbapenema (CIM) izolati su
ispitivani na produkciju AmpC p-laktamaza (karbapenemaza). Suspenzija karbapenem
osjetljivog ATCC soja Escherichia coli zasijana je na Mueller-Hinton ploc¢u i na sredinu ploce
postavljen je disk meropenema. Od ruba diska do ruba plo¢e uSicom je linearno povucen
testirani soj R. pickettii. Nakon inkubacije na 37 °C u trajanju od 24 sata pregledane su
inhibicijske zone oko diska meropenema. Deformacije u obliku lista djeteline na mjestu
testiranog soja upucivale su na hidrolizu karbapenema.

Izolati kod kojih se dogodio rast indikatorskog soja do 3 mm prema karbapenemskom
disku zabiljeZeni su kao Hodge slabo pozitivni (+), oni s rastom ve¢im od 3 mm oznaceni su
Hodge pozitivnima (++), dok su oni bez rasta indikatorskog soja zabiljezeni kao Hodge
negativni (-) (3). Modificirani Hodge test bio je pozitivan u 53,1% (43/81) izolata, slabo
pozitivan u 22,2% (18/81) i negativan u 24,7% (20/81) izolata (Slika 30.A, Tablica 14). CIM

metoda je provedena na devet sojeva; ¢etiri Hodge pozitivna, tri Hodge slabo pozitivna i dva

Hodge negativna. Svi su bili pozitivni na CIM $to bi trebalo ukazivati na proizvodnju
karbapenemaze (Slika 30.B, Tablica 15).

Slika 30. Hodge test (A), CIM- metoda inhibicije karbapenema (B).
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Tablica 14. Rezultati Hodge testa, fenotip aminoglikozidne rezistencije, prisustvo blaoxasz i blaoxaso gena kod R. pickettii

Podrugje  lzolat MO T-G-AN - bla - bla Podrugje Izolat MOd T-G-A-N - bla  bla

Hodge  fenotip  oxaz oxaco Hodge  fenotip OXA22  OXA60
| Pm8 + R-R-R-R - - | Pm90 ++ R-R-R-R - +
| GL13 - R-R-R-R - + | Pma1 ++ R-R-R-R - +
| GL14 - R-R-R-R - + | Pm92 ++ R-R-R-R - +
| HL15 + R-R-R-R + + | HL93 ++ R-R-R-R + +
| HL16 ++ R-R-R-R + + | Pp94 ++ R-R-R-R - +
| HL17 ++ R-R-R-R + + | Pm95 ++ R-R-R-R - -
| HL18 ++ R-R-R-R + + | Pm96 ++ R-R-R-R - -
| HL19 ++ R-R-R-R + + Il K97 ++ S-S-S-S - -
| Pm20 ++ R-R-R-R + + 1l K98 ++ S-S-S-S - -
| HL21 + R-R-R-R + + 1l K99 + S-S-S-S - -
| HL22 ++ R-R-R-R + + 1l K100 + S-S-S-S - +
| HL23 + R-R-R-R + + 1l K101 - S-S-S-S - -
| HL24 + R-R-R-R + + 1l K102 ++ R-S-S-S - +
| HL25 + R-R-R-R + + | GL103 ++ R-R-R-R - +
| HL26 + R-R-R-R + + | Pm104 - R-R-R-R - +
| HL27 - R-R-R-R + + | Pm373 + R-R-R-R - +
| HL28 + S-S-S-R - - | Pm374 + R-R-R-R - -
| HL29 - R-R-R-R + + | Pm375 + R-R-R-R + +
I HL30 ++  S$-S-SR - - I Pm376  + R-R-R-R - -
I HL31 ++  R-R-RR + + I Pp377 ++  R-RRR - +
I HL32 ++  R-R-RR + + I Pp378  ++  R-R-R-R - +
| HL33 - R-R-R-R + + | Pm379 ++ R-R-R-R + +
| HL34 - R-R-R-R + + | Pm381 ++ R-R-R-R - +
| HL35 ++ R-R-R-R + + | Pm382 ++ R-R-R-R - +
I HL36 ++  R-RRR + + I Pm383  ++ R-R-R-R - +
| GL54 + R-R-R-R - + | Pm384 ++ R-R-R-R - +
I GL55 + R-R-R-R - + I Pm385  ++ R-R-R-R - +
| GL56 - R-R-R-R - + | Pm386 ++ R-R-R-R - +
| PmM68 - R-R-R-R - + | Pm387 ++ R-R-R-R - -
| GL77 ++ R-R-R-R - + | Pm388 ++ R-R-R-R - +
I Pp78 ++  R-R-RR - + I Pm389 + R-R-R-R - +
I PmM79 ++  R-R-R-R - + I Pm3%0 - R-R-R-R - +
I PmM8o ++  R-R-R-R . + I Pp391 - R-R-R-R - +
I Pm81 ++  R-R-R-R - + | HL392 - R-R-R-R + +
T K82-1 - 8555 . . | HL393 - R-R-R-R  + +
I K82-2 - §555S . . [ HL394 - R-R-R-R  + +
I P83 ++  R-R-R-R . + | HL395 ++  R-R-R-R  + +
T K84 ) S-5-5-S . i I HL398 ++  R-R-RR + +
1 K85 + S-1-1-S _ _ | HL399 - R-R-R-R + +
| PmM8s —+ R-R-R-R _ + | HL100 - R-R-R-R + +
| Pm89 ++ R-R-R-R - +

Hodge pozitivni (++), slabo pozitivni (+) i negativni (-) izolati
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Tablica 15. Rezultati Hodge i CIM testa

1zolat HL16 HL17 HL21 HL28 Pm81 Pp94 Pm373 Pm391 HL392
Hodge test ++ ++ + + ++ ++ + - -
CIM test + + + + + + + + +

CIM test - test inhibicije karbapenema test.

4.2.5.5 Rezultat testa kombiniranih diskova za detekciju metalo-f-laktamaza

U testu kombiniranih diskova gdje je zona inhibicije oko istih diskova morala biti >7
mm oko diska s EDTA kako bi se rezultat smatrao pozitivnim dobivena je zona inhibicije veéa
od 7 mm kod Cetiri ista izolata za oba karbapenema (GL14, Pp78, HL395, HL399). Gotovo svi
izolati (79/81) dali su pozitivan rezultat u kombinaciji MEM 1 MEM+EDTA, dok je ve¢ina
izolata bila negativna u kombinaciji IMP i IMP+EDTA, kao $to je prikazano u tablici 16.

Tablica 16. Rezultati testa kombiniranih diskova s EDTA za detekciju MBL-a

Rezultat cDT cDT
IMI+EDTA MEM+EDTA

Pozitivni 4 79

Negativni 77 2

CDT - kombinirani disk test.

4.2.5.6 Analiza visestruke aminoglikozidne rezistencije na SAGA ploci

Metodom kultivacije na superaminoglikozidnoj plo¢i, eozin-metilen plavi agar s
dodatkom antibiotika amikacina i gentamicina, mogu se otkriti i potvrditi izolati rezistentni na
aminoglikozidne antibiotike $to je potvrdeno i u ovom radu. Izolati fenotipa T-G-A-N (69/81)
i dva izolata fenotipa N rasli su na SAGA plo¢i, a izolati osjetljivi na sve testirane

aminoglikozide (9/81) i izolat rezistentan na tobramicin (fenotip T) nisu porasli (Slika 31).

A - -

Slika 31. Porast R. pickettii HL27 na SAGA plo¢i.
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4.2.5.7 Rezultati testa konjugacije

Prijenos rezistencije na meropenem i gentamicin testiran je metodom konjugacije u
bujonu uz uporabu E. coli J53 rezistentne na natrijev azid kao recipijenta, a osjetljiva na
gentamicin i meropenem. Sa 16 sojeva R. pickettii rezistentnih na meropenem (HL15, HL18,
HL22, HL25, HL27, HL28, HL33, HL34, HL35, Pm20, K82-2, K98, Gl14, GL54, GL56,
Gl1103) iz razlicitih podrucja 1 15 izolata rezistentnih na gentamicin iz izvora Pm, Pp i HL
(Pm384, Pm385, Pm386, Pm387, Pm388, Pm389, Pm390, Pp391, HL392, HL393, HI394,
HL395, HL398, HI399, HL100) izveden je test konjugacije. Svi testirani transkonjuganti ostali
su osjetljivi na meropenem i gentamicin, nije bilo porasta na kombiniranim plo¢ama koje su

sadrzavale natrijev azid-meropenem te natrijev azid-gentamicin.

4.2.6 Detekcija gena rezistencije lan¢anom reakcijom polimeraze

4.2.6.1 Detekcija blaoxa22 i blaoxaso

Geni blaoxaso i blaoxa22 umnozeni su u lanc¢anoj reakciji polimeraze na kalupu
genomske DNA izolata pomocu specifi¢nih pocetnica. Gen blaoxaso otkriven je u 80,3%
(65/81), a gen blaoxa22 u 37,0% (30/81) izolata. Svi izolati koji su bili pozitivni na blaoxa2z
takoder su bili pozitivni na blaoxaso (Slika 32). Gen blaoxa22 detektiran je u gotovo svih HL
sojeva (27/29) i u tri izolata iz skupine Pm (3/29). Nije detektiran niti u jednom izolatu s mjesta

uzorkovanja Pp, GL i K. Gen blaoxaso detektiran je u svim izolatima u kojih je izoliran blaoxa22

blaoxaco blaoxaso

GL GL HL HL HL HL HL HL HL HL HL HL HL HL HL HL HL HL GL Pm Pm K GL GL GL K K Pm K K K HL GL Pp Pm Pm Pm Pm Pm Pm Pm Pm HL Pp

NC 13 14 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 S4 55 56 84 85 68 98 99 101 28 77 78 79 S0 SI S8 89 90 91 92 93 94 NC +

35 36 16 17 54 9

blaoxan, blaoxar

Slika 32. Prikaz dijela rezultata detekcije blaoxaeo (amplikon 763 pb) i blaoxaz2 (amplikon 619 pb) metodom lanéane reakcije
polimeraze.
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ijo§ kod 35 drugih izolata; u svih Sest Pp, svih sedam GL izolata, u 2/10 K izolata i u 10/29 Pm
izolata (Tablica 14, Slika 33). Kod 16 izolata nije dokazan niti jedan gen, a bili su iz razli¢itih
podrucja i mjesta uzorkovanja. U HL izolatima dva nisu imala niti jedan gen (2/29), u Pm

izolata njih Sest (6/29) i osam u K izolata (8/10).

blagy,,, | blagy e, POzZitivni sojevi
90 81

(=]

E 80
Eo 70 64
f 60

8§ 50

<

3 40

S 272729 29 30 m OXA22
S 30 22

) OXA 60
2 20 10
6 6 77 .
2 10 3 0 0 0 2 ukupno sojeva
(9]
(7] 0 -
HL Pm Pp GL K
1 ] UKUPNO
Podrucja i ustanove prikupljanja sojeva

Slika 33. Prisustvo gena blaoxazz i blaoxago u izolatima prema podruéju u kojem su izolirani.

Tablica 17 prikazuje usporedbe antibioti¢ke osjetljivosti izolata R. pickettii dobivene
DD i E-testom s obzirom na odsustvo gena blaoxaz2 i blaoxaso, posjedovanje gena blaoxazz i
blaoxaeo i izolata koji su imali samo blaoxaso gen. Zbog prisustva gena blaoxazz i blaoxaeo bilo
je za ocekivati vecu stopu izolata rezistentnih na B-laktamske antibiotike, ali rezultati su
pokazali drugaciju sliku. Za statisticku analizu koriSten je y-kvadrat test. Nije uocena statisticki
znacajna razlika u osjetljivosti na f-laktamske antibiotike izmedu izolata koji sadrze blaoxaz2 i
blaoxaso gene. Medutim, postojala je statisticki znacajna razlika u osjetljivosti antibiotika na
aminoglikozide izmedu ovih skupina, budu¢i da je izraZenija rezistencija na te antibiotike
uocena u prisutnosti blaoxa22 1 blaoxaso. Rezultati E-testa pokazali su da izolati bez gena
blaoxaz2z 1 blaoxaso imaju nizu stopu rezistencije na aminoglikozide (37,5% za tobramicin,
gentamicin i amikacin i 50% za netilmicin). Stopa rezistencije u izolatima pozitivnim samo na
blaoxaso bila je 97,14% za tobramicin i 94,29% za tri ostala aminoglikozida, dok je stopa
rezistencije u blaoxaz/ blaoxaso pozitivnim izolatima bila 100% za sve aminoglikozide
(p<0,05).

U tablici 18 su prikazani rezultati ispitivanja osjetljivosti na antibiotike testirane samo
DD metodom za iste skupine izolata kao u tablici 17 (skupina izolata bez blaoxa22 i blaoxaso,

skupina izolata s ta dva gena i skupina izolata koji su imali samo blaoxaeo gen). Vidi se kako
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rezistencija na ampicilin raste s 31,25% kod izolata bez blaoxaz2 i blaoxaeo gena, preko 53,3%

kod izolata s oba gena do 74,3% kod izolata koji imaju samo blaoxaco gen.

Tablica 17. Rezultati i usporedbe osjetljivosti na antibiotike dobivene disk difuzijom i E-testom kod izolata R. pickettii s i
bez blaoxaz2 i blaoxaeo gena

blaoxazz i blaoxaso neg.

blaoxaz2 i blaoxaso poz.

blaoxaeo Poz.

Antibiotik Metoda (n=16) (n=30) (n=35)

RO 1(%) S(%) R®%) 1(%) S©) R%) 1% S %)

Pipercilin DD 125 0 875 0 0 100 0 0 100
/tazobaktam E-test 0 0 100 0 0 100 0 0 100
—— DD 0 0 100 0 0 100 0 0 100
E-test 0 625 9375 0 50 50 0 20 80

Meropenern DD 1875 5625 25 666 4333 50 5428 3142 1428
Eest 9375 0 625 100 0 0 9143 0 857

Coftriakson DD 0 625 9375 0 0 100 0 0 100
E-test 0 0 100 0 0 100 0 0 100

Ceftaric DD 25 1875 5625 333 0 9666 17,14 286 80
eftazidim E-test 125 5625 31,25 0 0 100 1142 3143 5714
Cefotaks DD 0 25 75 0 0 100 0 1143 8857
efotaksim E-test 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Cefegim DD 0 0 100 0 0 100 0 0 100
E-test 0 4375 5625 0 1666 8333 286 40 57,14

Gentamicn DD 375 625 5625 100 0 0 9714 0 286
E-test 375 625 5625 100 0 0 9429 0 571

i DD 4375 0 5625 100 0 0 9714 0 286
Amikacin E-test 375 625 5625 100 0 0 9429 0 571
Tobramicin DD 437 625 50 100 0 0 9714 0 286
E-est 375 0 625 100 0 0 9714 0 286

Netilmicin DD 50 0 50 100 0 0 9714 0 286
E-test 50 0 50 100 0 0 9429 o0 571

Ciprofioksacin °° 0 125 875 0 0 100 0 857 9143
E-test 0 125 875 0 0 100 0 286 97,14

Zanimljivi su rezultati za amoksicilin/klavulanska kiselina gdje je visoka stopa

rezistencije kod izolata bez ta dva gena (62,5%9), niza je kod izolata koji imaju blaoxaz2 i

blaoxaso gene (46,7%), a znacajno visa kod izolata koji imaju samo blaoxaso gen (97,14%).

Kod tikarcilin/klavulanske kiseline se dogodila sli¢na situacija, od visoke stope rezistencije kod

izolata bez ta dva gena (68,7%), niza rezistencija kod izolata s oba gena (30%) do jo$ vise

rezistencije kod izolata s blaoxaso genom (85,71%). | kod tikarcilina je najniza stopa

rezistencije kod izolata koji su posjedovali oba gena, blaoxa22 i blaoxaso (40%), ali gotovo

identic¢ne stope rezistencije kod skupine izolata bez tih gena (75%) i skupine izolata s blaoxaso

genom (74,3%). Kod ertapenema je visoka stopa rezistencija u sve tri skupine izolata, ali raste
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od 75% rezistentnih u skupine bez blaoxaz22 i blaoxaso gena, preko 86,7% rezistentnih u skupini

s oba gena do 97,4% rezistentnih u skupini izolata s blaoxaso genom.

Tablica 18. Rezultati testiranja osjetljivosti dobivene disk difuzijom kod izolata R. pickettii s i bez blaoxa22 i blaoxaso gena

blaoxazz i blaoxaso neg. blaoxazz i blaoxaso poz. blaoxaso poz.
Antibiotik Metoda (n=16) (n=30) (n=35)

R(%) 1(%) S®%) R(@®) 1(%) S%) R(®%) 1(%) S (%)
Ampicilin DD 31,25 31,25 37,5 53,3 36,7 10 74,3 11,4 14,3
Amoksicilin/ DD 62,5 25 125 46,7 40 133 97,14 286 0
klavulanska Kkis.
Tikarcilin DD 75 0 25 40 60 0 74,3 20 5,7
Tikarcilin/ DD 6875 125 1875 30 70 0 8571 571 857
klavulanska kis.
Piperacillin DD 12,5 6,25 81,25 0 10 90 0 857 91,43
Ertapenem DD 75 12,5 12,5 86,7 13,3 0 97,14 2,86 0
Aztreonam DD 93,75 6,25 0 93,33 6,67 0 100 0 0
Cefaleksin DD 12,5 0 87,5 0 0 100 0 2,9 97,1
Cefoksitin DD 12,5 0 87,5 0 0 100 0 0 100
Tigeciklin DD 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Tetraciklin DD 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Trimetoprim- DD 0 0 100 0 0 100 0 0 100
sulfametoksazol
Kloramfenikol DD 6,25 37,5 56,25 13,3 46,7 40 5,7 37,14 57,14
Kolistin DD 100 0 0 100 0 0 100 0 0

U sve tri skupine izolata bila je visoka stopa rezistencije na aztreonam, u skupini bez blaoxa22
i blaoxaso gena 93,75% izolata je bilo rezistentno, u skupini s oba gena bilo je nesto malo manje
rezistentnih (93,33%), a u skupini s blaoxaso genom svi izolati su rezistentni (100% ). Na
cefaleksin i cefoksitin je bilo rezistentno samo 12,5% izolata u skupini bez bez blaoxa2z i
blaoxaso gena. Prisustvo gena blaoxazz i blaoxaso, a jednako i odsustvo istih gena nije utjecalo
na 100% osjetljivost izolata na tigeciklin, tetraciklin i trimetoprim-sulfametoksazol. Stopa
rezistencije na kloramfenikol je bila niska, 6,25% kod izolata bez blaoxa22 i blaoxaso gena pa

13,3% kod izolata s oba gena i najniza (5,7%) kod izolata s blaoxaso genom.
4.2.6.2 Detekcija gena za metalo-g-laktamaze

Za ispitivanje prisustva gena za metalo-B-laktamaze (MBL) i karbapenem
hidrolizirajuce B-laktamaze kod R. pickettii izabrano je 27 izolata iz razli¢itih podrucja i s
razli¢itim rezultatima modificiranog Hodge testa i CDT-a. Od izabranih izolata 18 je bilo

pozitivnih (++), 7 slabo pozitivnih (+) i dva izolata su bila negativna (-) u Hodge testu. U testu
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kombiniranih diskova s MEM+EDTA samo jedan soj (Pm68) bio je negativan, ostali su bili
pozitivni dok je u kombinaciji diskova IMP+EDTA njih 25 bilo negativno i samo dva pozitivna.
Metodom lanc¢ane reakcije polimeraze dobiveni su negativni rezultati na prisustvo gena koji
kodiraju najces¢e metalo-B-laktamaze (MBL) i karbapenem hidrolizirajuc¢e B-laktamaze kod
nefermentativnih bakterija (blaviv, blaive, blanom i blaoxaas) (Tablica 19).

Tablica 19. Rezultati detekcije gena koji kodiraju karbapenemaze (blavim, blaime, blanowm i blaoxass) u odnosu na rezultate
fenotipskih testova Mod. Hodge, IMI+EDTA i MEM+EDTA

Izolat I-'Ylogge IMI+EDTA MEM-+EDTA blavwv blawe, blanom blaoxass
HL16 ++ - + - - - -
HL17 ++ - + - - - -
HL18 ++ - + - - - -
HL19 ++ - + - - - -
Pm20 ++ - + - - - -
HL21 + - + - - - -
HL22 ++ - + - - - -
HL30 ++ - + - - - -
HL31 ++ - + - - - -
HL32 ++ - + - - - -
GL54 + - + - - - -
GL55 + - + - - - -
Pm68 - - - - - - -
Pp78 ++ + + - - - -
Pm79 ++ - + - - - -
Pm80 ++ - + - - - -
Pp83 ++ - + - - - -
K85 + - + - - - -
K99 + - + - - - -
K100 + - + - - - -
K102 ++ - + - - - -
GL103 ++ - + - - - -
Pm104 - - + - - - -
Pm376 + - + - - - -
Pp377 ++ - + - - - -
Pm386 ++ - + - - - -
HL395 ++ + + - - - -

Mod Hodge = modificirani Hodge test; - / +/ ++ = negativan / slabo pozitivan / pozitivan rezultat
IMI+EDTA, MEM+EDTA = test kombiniranih diskova
(IMI-imipenem, MEM-neropenem, EDTA-etilendiamin tetraoctena kiselina).

4.2.6.3 Detekcija gena rezistencije na aminoglikozide

Prisustvo gena koji kodiraju aminoglikozid-modificiraju¢e enzime aac(3)-11, aac(6')-I,
ant(2), aph(3)-1, a najcesce se detektiraju kod Pseudomonas aeruginosa, ispitano je kod 29
izolata R. pickettii. Ispitana je i prisutnost gena za ribosomske metil-transferaze koje
modificiraju vezno mjesto antibiotika (armA, rmtA, rmtB, rmtD). Izabrani su izolati s razli¢itih

podrucja i s razli¢itim fenotipom rezistencije i razli¢itim vrijednostima MIK-ova za
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aminoglikozide. Od tih izolata, njih 15 imalo je MIK amikacina veéi od 128, a 17 izolata je
imalo MIK tobramicina, gentamicina i netilmicina ve¢i od 128. Sedamnaest izolata bilo je
rezistentno na sva 4 aminoglikozidna antibiotika, fenotip rezistencije T-G-A-N i MIK-ovi su
bili u rasponu 64 - >256. S druge strane 8 izolata bilo je osjetljivo na sva Cetiri ispitivana
antibiotika s MIK-ovima 1-32, a izolat K85 je bio osjetljiv na tobramicin i netilmicin, a
intermedijarno je bio osjetljiv na gentamicin i amikacin s MIK-ovima 2-32 ug/ml. Izolati HL28
I HL30 bili su rezistentni na netilmicin s MIK-om >256, a osjetljivi na tobramicin, gentamicin
i amikacin. lzolat K102 s malim MIK-om od 48 bio je rezistentan na tobramicin, a osjetljiv na
ostala tri aminoglikozidna antibiotika. Niti kod jednog ispitivanog izolata nisu otkriveni trazeni
geni (Tablica 20).

Tablica 20. Rezultat ispitivanja prisustva gena za aminoglikozid-modificirajuce enzime i gena za 16 S rRNA metil-
transferaze s obzirom na rezultate Hodge test i fenotipa aminoglikozidne rezistencije

fenotip Aminoglikozid-modificirajuéi

16 S rRNA metil-transferaze

olat M MIK MIK MIK rezist.na  oACA enzimi
tob gen amik net aminoglikoz. porast (;‘;l_cl | (aG‘a;c_:l ént) ép)l?l armA  rmtA  rmtB  rmtD
Pm8 >256 >256 64 64 TGAN da - - - - - - - -
GL13 >256 >256 256 >256 TGAN da - - - - - - - -
GL14 >256 >256 64 64 TGAN da - - - - - - - -
HL16 >256 >256 256 256 TGAN da - - - - - - - -
HL17 >256 >256 256 256 TGAN da - - - - - - - -
Pm20 >256 >256 >256 >256 TGAN da - - - - - - - -
HL28 3 1 8 >256 N NE - - - - - - - -
HL30 2 2 8 >256 N NE - - - - - - - -
HL34 >256 >256 >256 >256 TGAN da - - - - - - - -
Pm68 >256 >128 >128 >128 TGAN da - - - - - - - -
GL77 >128 >128 >128 >128 TGAN da - - - - - - - -
Pp78 >128 >128 >128 >128 TGAN da - - - - - - - -
K82-1 3 4 8 2 - NE - - - - - - - -
K82-2 4 4 8 1 - NE - - - - - - - -
Pp83 >128 >128 >128 >128 TGAN da - - - - - - - -
K84 3 4 8 2 - NE - - - - - - _ -
K85 3 8 32 2 - NE - - - - - . i} )
Pm88 >256 >128 >128 >128 TGAN da - - - - - - - -
Pm92 >256 >128 >128 >128 TGAN da - - - - - - - -
Pp94 >256 >128 >128 >128 TGAN da - - - - - - - -
Pm95 >256 >128 >128 >128 TGAN da - - - - - - - -
K97 3 2 8 1 - NE - - - - - - - -
K98 4 4 8 2 - NE - - - - - - - -
K99 3 4 4 1 - NE - - - - - - - -
K100 1,5 4 8 1 - NE - - - - - - - -
K101 1,5 2 4 1 - NE - - - - - - - -
K102 48 4 4 1 T da - - - - - - - -
GL103  >256 >128 >128 >128 TGAN da - - - - - - - -
Pp391  >256 >128 >128 >128 TGAN da - - - - - - - -

SAGA + = porast na superaminoglikozidnom agaru
TGAN = tobramicin, gentamicin, amikacin, netilmicin rezistencija.
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5 RASPRAVA

U ovom radu su analizirani izolati bakterije Ralstonia pickettii koji su prikupljeni
tijekom petogodiSnjeg perioda iz uzoraka vode farmaceutskih industrijskih sustava za
proizvodnju ultraciste i procis¢ene vode 1 iz aparata za proizvodnju laboratorijske proc¢is¢ene
vode tijekom redovitog nadzora tih sustava. Sustavi su redovito prani i provodena je sanitacija
sredstvima koja ne ostavljaju rezidue i nisu Stetna za ljudsko zdravlje. Ovisno o protokolima,
primjenjivana je vruca para, peroctena kiselina, vodikov peroksid, a gdje je to moguce i
ultravioletno svjetlo. Ta sredstva su vrlo ucinkovita za planktonske stanice, a kombinacija
vodikovog peroksida i peroctene kiseline trebala bi dati biolosku redukciju od 6 logio ciklusa
(140). Medutim, uoceno je da se bakterije, unato¢ opisanom redovitom pranju i sanitaciji
kompletnog sustava, nakon kratkog perioda bez porasta pocinju ponovo pojavljivati u
ispitivanim uzorcima vode. U pocetnim uzorcima mali broj, a svako sljedece uzorkovanje sve
veci i veci broj bakterija. Kako se R. pickettii gotovo redovito pojavljivala u uzorcima, odlu¢eno
je i sakupljani su izolate iste bakterije i iz drugih farmaceutskih postrojenja s razli¢itih podrucja
Republike Hrvatske kako bi se usporedila svojstva i eventualne razlike s obzirom na podrucje
od kuda voda potjece. Cilj istrazivanja bio je ispitati fenotipska svojstva sakupljenih izolata,
proizvodnju supstanci koje bi govorile u prilog invazivnosti i patogenosti, sposobnost
proizvodnje biofilma i osjetljivost / rezistenciju na antibiotike za izolate s podru¢ja Republike
Hrvatske. Takoder je istrazeno utjece li vrsta vode, odnosno geografske znacajke podrucja od
kuda je ulazna voda, na svojstva ispitivane bakterije. Provedena je usporedba rezultata
rezistencije na antibiotike dobivenih u ovom radu s objavljenim rezultatima drugih istrazivaca.

Tijekom pet godina sakupljani su bakterijski izolati koji su svojim fenotipskim
svojstvima (izgled i boja kolonija, test oksidaze) ukazivali na mogucu bakteriju R. pickettii.
Farmaceutska postrojenja iz kojih su sakupljani uzorci ultraciste vode bila su smjestena na tri
razliCita geografska podrucja Republike Hrvatske, podrucje I je bilo grad Zagreb, podrucje 11
sjeverna Hrvatska ravnicarski kraj i1 podrucje III sjeverno priobalno podrucje. Aparati za
proizvodnju laboratorijske proc¢is¢ene vode nalazili su se na podrucju L.

Metodom membranske filtracije, a prema europskoj farmakopeji, uzorci vode
kultivirani su na hranjivim podlogama TSA i R2A agaru. Sve tipine, sjajne, svijetlo smede,
prljavo roze, prozirne kolonije koje su bile jasno vidljive nakon kultivacije od 24 sata na 37°C
1 koje su davale brzi pozitivan test oksidaze s pojavom plave boje na papirnatoj trakici vec

unutar 1-2 sekunde i u Gram preparatu bili Gram-negativni Stapi¢i dalje su testirani na
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biokemijska svojstva. Sakupljeno je bilo 103 izolata koji su komercijalnim biokemijskim
testom API® 20NE Biomerieux identificirani kao R. pickettii.

Daljnja potvrda dobivenih izolata metodom masene spektrometrije MALDI-TOF
identificirala je samo 81 izolat kao R. pickettii, 9 izolata su identificirani kao R. insidiosa (7
izolata iz podrucja III i 2 izolata s podrucja I), 4 kao R. mannitolilytica (podrucje 1), a kod
preostalih 9 sojeva od ulaznih 103 nije dobiven zadovoljavajuci rezultat (bez vrsnih vrijednosti
ili nepouzdana identifikacija). Svi izolati identificirani masenom spektrometrijom kao R.
pickettii potvrdeni su i umnazanjem fragmenata 16S rRNA metodom lanc¢ane reakcije
polimeraze i svi su bili iz podru¢ja I i podrucja II, grad Zagreb i podrucje sjeverne ravnicarske
Hrvatske. Kako niti jedan izolat iz podru¢ja III nije bio potvrden kao R. pickettii tako su svi
iskljuceni iz studije.

Masena spektrometrija je ve¢ opisana kao sigurna metoda za identifikaciju Gram-
negativnih mikroorganizama i jednako uspjesno je diskriminirala soj R. pickettii od R. insidiosa
i R. mannitolilytica (123,141-143), $to je potvrdeno i kod ispitivanih izolata. Komercijalni
sustav za biokemijsku identifikaciju API 20NE (BioM¢érieux, Francuska) u ovom radu nije dao
pouzdanu identifikaciju, Sto je ve¢ je opisano (52). Ta nepouzdanost je bila dosta velika, od
103 izolata koje je API identificirao kao R. pickettii, samo njih 81 potvrdeni su metodama
masene spektrometrije i PCR-om, koje su jednakovrijedne metode i preporucuju se u klini¢koj
dijagnostici, posebno kod pacijenata s cisticnom fibrozom kako bi se izbjegla pogresna
identifikacija vrsta roda Ralstonia i Burkholderia cepacia kompleksa (42). Svi potvrdeni izolati
bili su ukljuceni u daljnja ispitivanje opisana u ovom radu.

Komercijalnim biokemijskim setom testova (API® 20 NE) dobiven je biokemijski profil
zaizolate R. pickettii koji su bili predmet istrazivanja ovog rada. Pozitivne reakcije su dobivene
kod redukcije nitrata u nitrite, asimilacije glukoze, arabinoze, kalijevog glukonata, kaprilne
kiseline, malata (jabu¢ne kiseline) i trinatrijevog citrata, a negativan rezultat dobiven je u
reakciji fermentacije glukoze, ne proizvodi indol iz triptofana, nema arginin-dihidrolazu,
ureazu, B-glukozidazu (ne hidroliza eskulin), zelatinazu (proteazu), p-galaktozidaza, ne
asimilira D-manozu, D-manitol, N-acetil-glukozami, D-maltozu, adipinsku kiselinu i fenil-
octenu kiselinu. Dobiveni rezultat za ureazu je moguce lazno negativan jer neki sojevi R.
pickettii proizvode taj enzim (88). Ureaza je enzim koji katalizira hidrolizu ureu u amonijak i
karbon dioksid (karbamat) 1 doprinosi prezivljavanju bakterija povecanjem pH okoliSa,
oSteCuje epitelne stanice gastrointestinalnog i1 urinarnog trakta i1 kod odredenih bakterija je
¢imbenik virulencije (144,145), ali kod R. pickettii nije navedena kao ¢imbenik virulencije.

Ispitivani izolati nisu proizvodili enzime hemolizin i zeletinazu koji su odgovorni za nekroti¢ne
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i hemoragi¢ne efekte. R. pickettii nema visok patogeni potencijal i nisu opisani znacajni
virulentni ¢imbenici (3). Uglavhom ne uzrokuje infekcije u zdravih osoba, ali je opisana
infekcija rane poslije operacije Stitnjac¢e kod inace zdrave osobe (146). S druge strane, moze
igrati znacajnu ulogu kod hospitaliziranih bolesnika, bilo kao uzro¢nik infekcije, bilo kao
kolonizator kako bolesnika tako i bolni¢ke sredine. Cesto je izolirana kod bolesnika s cisticnom
fibrozom, kod pacijenata na potpomognutoj respiraciji i kod dijaliziranih pacijenata Sto govori
u prilog njenoj sposobnosti da kod bolesnika s oslabljenim imunosnim sustavom izazove
kolonizaciju i infekciju. S druge strane, ne tako rijetki slucajevi kontaminacije ,,sterilnih*
otopina i lijekova, kontaminacije sustava za dijalizu, kontaminacije sustava za potpomognutu
respiraciju, zatim kolonizacija pacijenata s cisti¢cnom fibrozom govore u prilog njenoj sklonosti
mjestima, zivim i nezivim, s vlaznim podruc¢jima. Sklona je prezivljavanju u biofilmu, a jedna
od pretpostavki razvoju biofilma je sposobnost proizvodnje izvanstani¢ne supstance sto je u
ovom radu ispitano i dokazano kod svih izolata R. pickettii. Proizvodnja IPS-a je dokazana u
tekuéem mediju i na perlitu, prirodnom materijalu, a nije dokazana na aluminijskoj foliji.
Proizvodnja IPS-a doprinosi njenom opstanku i razmnozavanju u nepovoljnim uvjetima i
sposobnosti prezivljavanja u podru¢ju s niskom koncentracijom nutrijenata, a tako i unutar
biofilma $to omogucava kolonizaciju i zadrzavanje unutar bolnickog okolisa i samih pacijenata.

R. pickettii je prvi put prepoznata kao uzrok infekcije daleke 1968. godine, tijekom
vremena su opisivane sporadi¢ne infekcije, ali tada joS§ uvijek nije nosila to ime. Godine 1995.
osnovan je rod Ralstonia kako bi se udomile / klasificirale vrste poznate kao Alcaligenes
eutrophus, Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas pickettii (1). U taj rod su uvrStene
mnoge vrste, a medu i njima Ralstonia pickettii, Ralstonia mannitolilytica i Ralstonia insidiosa
koje su bile i najcesci izolati u prikazanom istrazivanju, a medusobno su i najsli¢nije. Ralstonia
pickettii je prvotno nosila ime Pseudomonas pickettii, nakon toga Burkholderia pickettii, a
Ralstonia mannitolilytica je bila poznata kao R. pickettii biovar 3/'thomasi' (147). Naziv
Ralstonia insidiosa sp. nov. predlozen je za izolate sli¢ne Ralstonia pickettii na temelju analize
sekvence 16S rDNA, hibridizacije DNA-DNA, analize proteina cijele stanice, biokemijske
karakterizacije i analiza temeljenih na PCR-u (148).

Za proizvodnju biofilma je, uz proizvodnju IPS-a, potrebna i pokretljivost bakterije i to
pokretljivost tipa trzanja (engl. twitching). Pokretljivost je vazan c¢imbenik, kako za
proizvodnju biofilma i Sirenje u okoli$ u nezivim ekosustavima u prisustvu vode, tako 1 u Zivim
sustavima, posebno kod bolesnika u bolni¢kim sredinama. R. pickettii je pokretna zahvaljujuci
perifernom, polarnom bi¢u koji je pokreta¢ plivanja u tekucini (149). S obzirom na vrstu

pokretljivosti koja je ispitivana u ovom radu koriStene su hranjive podloge s odgovaraju¢im
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koncentracijama agara. Kod svih ispitivanih izolata (81) dokazana je pokretljivost tipa trzanja
na ¢vrstoj podlozi s 1% agara. Pokretljivost tipa plivanja na polu¢vrstim podlogama s 0,3%
agara dokazana je, takoder, za sve ispitivane izolate i u epruveti i u Petrijevoj zdjelici uz
praéenje postignute udaljenosti u mm u epruveti prvi i tre¢i dan, a u Petrijevoj zdjelici nakon
inkubacije od 2 sata potom nakon 24 sata, 72 i 96 sati. Dobivena je statisticki znac¢ajna razlika
u vrijednosti postignute udaljenosti plivanjem u epruveti prvi i tre¢i dan (p < 0,05), jednako za
razliku udaljenosti plivanjem u agaru u Petrijevoj zdjelici 2 sata i 24 sata nakon nasijavanja,
kao 1 izmedu 24 sata i 72 sat nakon nasijavanja. S duljim vremenom inkubacije dobivala se
veca udaljenost od mjesta inokulacije.

Ovaj rad je i zapocet zbog pretpostavke da gotovo stalno pojavljivanje R. pickettii u
uzorcima vode u kontroliranim industrijskim postrojenjima znaci i postojanje biofilma u tim
sustavima. U ovom radu je dokazana proizvodnja IPS-a i pokretljivost R. pickettii, kako
pokretljivost trzanja tako i plivanja. S obzirom da su to svojstva potrebna za proizvodnju
biofilma, ocekivano je bilo i1 svojstvo proizvodnje biofilma kod svih izolata. Medutim,
proizvodnja biofilma nije dokazana kod svih izolata. U ovom radu je dokazana proizvodnja
biofilma kod 37% (30/81) izolata R. pickettii. Medu proizvodac¢ima biofilma su izolati iz svih
podrudja i izolati s razli¢itim fenotipom aminoglikozidne rezistencije. Uoceno je da
produljenjem inkubacije izolati mijenjaju status od neproizvodaca u slabe proizvodace, a neki
1z slabih u umjerene proizvodace biofilma. Nije uoceno da pokretljivost plivanja u epruveti i u
Petrijevoj zdjelici ima utjecaja na proizvodnju biofilma. Kao primjer, izolati HL27 i HL30 su
pokazali vrlo diskretnu pokretljivost u epruveti nakon 24 sata koja se nije povecala niti nakon
48 sati, ali su pokazali znacajno vecu pokretljivost u agaru u Petrijevoj plo¢i. Niti jedan nije
proizvodio biofilm nakon 24 sata. Nakon 48 sati biofilm je proizveo samo izolat HL30 i stekao
status slabog proizvodaca biofilma. lzolat HL27, prema zadanom izracunu, nije proizvodio
biofilm iako se na stijenkama bunari¢a jasno uocavao trag boje koji je ukazivao na zacetke
stvaranja biofilma. Sljedeci primjer, kod izolata HL32 i K100 pokretljivost u epruveti bila je
bolja nakon 48 sati, a pokretljivost u Petrijevoj plo¢i nesto loSija nego u prva dva izolata i niti
jedan nije proizvodio biofilm. S druge strane, izolat GL103 sa slabom pokretljivosti u epruveti,
s pozitivnom pokretljivos¢u u Petrijevoj zdjelici, ali ne tako dobrom kao kod prva dva izolata,
stvarao je biofilm ve¢ nakon 24 sata, jednako kao i izolati Pp378 1 379. Nije dobivena statisticki
znacCajna razlika u pokretljivosti u epruveti izmedu sojeva koji ne proizvode biofilm 1 koji su
proizvodaci biofilma, neovisno o duljini inkubacije (pprvi dan = 0,062, Pireci dan= 0052). Statisticki

znacajna razlika nije zabiljeZena niti kod plivanja nakon 2 sata (p=0,178), medutim znacajnije

89



veci radijusi plivanja zabiljeZeni su kod sojeva koji nisu proizvodili biofilm u prva 24 sata nego
nakon 96 sati inkubacije (p=0,013).

U jednoj studiji je uoceno da sojevi rezistentni na aminoglikozidne antibiotike
povecéavaju sposobnost stvaranja biofilma za 2-4 puta kod nizih MIK-ova za aminoglikozide i
5-11 puta za najvise ispitane aminoglikozidne MIK-ove u usporedbi sa sojevima osjetljivim na
aminoglikozide (150). Pretpostavka je bila da bi se sposobnost stvaranja biofilma mogla
povezati s proizvodnjom polisaharidne kapsule koja olakSava prianjanje na povrsine i stvaranje
biofilma. Stoga se pretpostavilo da bi povecana sposobnost stvaranja biofilma mogla biti
posljedica vidljive prekomjerne proizvodnje polisaharidne kapsule u prisutnosti subinhibitorne
koncentracije gentamicina. Hipoteza u toj studiji nije dokazana jer metoda koriStena za
promatranje stvaranja kapsule nije bila dovoljna osjetljiva (150).

Odmah na pocetku ovog istrazivanja uocena je visoka rezistencija na aminoglikozidne
antibiotike koja je potvrdena i MIK-om. S obzirom na objavljeno da izolati rezistentni na
aminoglikozide bolje proizvode biofilm (150), u ovom radu je istraZzena proizvodnja biofilma
kod svih ispitivanih izolata R. pickettii u odnosu na profil rezistencije na Cetiri aminoglikozidna
antibiotika (tobramicin, gentamicin, amikacin i netilmicin). Od svih izolata koji su bili
rezistentni na sva Cetiri testirana aminoglikozidna antibiotika (69/71) njih 23 su proizvodili
biofilm, a 46 nisu proizvodili biofilm. S druge strane, u skupini izolata osjetljivin na
aminoglikozide (9) bilo je 5 proizvodaca i 4 neproizvodaca biofilma. Nije bilo statisticki
znacajne povezanost izmedu rezistencije na aminoglikozide i proizvodnje biofilma. Niti izolat
K85 koji je bio smanjene osjetljivosti na gentamicin i amikacin nije proizvodio biofilm. Kod
dva izolata rezistentna na netilmicin i osjetljiva na tri ostala aminoglikozidna antibiotika, jedan
je (HL28) proizvodio biofilm, a drugi HL30 nije. Izolat K102 je bio rezistentan na tobramicin
i osjetljiv na ostale aminoglikozide i proizvodio je biofilm. Dakle, svi ispitivani izolati su
proizvodili IPS, posjedovali su pokretljivost trzanja i bilo je za oc¢ekivati kako ¢e oni svi u
ispitivanju pokazati i svojstvo proizvodnje biofilma, ali se to u ovom radu nije dogodilo. Jedan
dio i1zolata je proizveo biofilm, kod odredenog broja izolata biofilm je proizveden nakon
produljene inkubacije. Vidjelo se da pokretljivost plivanja i rezistencija na aminoglikozide ne
utjeCe znacajno na proizvodnju biofilma. Pretpostavka je da bi svi izolati u drugacijim uvjetima
ili s produljenjem inkubacije poceli proizvoditi biofilm jer je uoceno da su i oni izolati koji po
izraCunu nisu proizvodaci biofilma ipak ostavljaju trag boje na stjenkama bunarica i vrlo
vjerojatno su to bili pocetci stvaranja biofilma.

U ovom radu je dokazano da R. pickettii s podru¢ja RH proizvodi lipopolisaharid

(endotoksin) koji je termostabilan i oslobada se uniStavanjem bakterijske stanice visokom
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temperaturom od 136°C. Jednako je dokazano prisustvo endotoksina kod izolata koji su
proizvodili biofilm kao i kod onih koji nisu te kod izolata s razli¢itim fenotipom rezistencije na
aminoglikozidne antibiotike. Zbog posjedovanja endotoksina R. pickettii ima sve predispozicije
da iz jedne obi¢ne okolisne bakterije i oportunistickog patogena prede u vrlo problematic¢an
bolnicki soj. U prilog tome govore i opisane teSke infekcije S R. pickettii od kojih su neke bile
i fatalne.

Dobiven je zanimljiv rezultat proizvodnje biofilma kod izolata koji su posjedovali gene
blaoxa22 i blaoxaso i izolata koji su posjedovali samo gen blaoxaso. 30 izolata su posjedovali
oba gena, samo dva od njih su proizvodila biofilm, a 28 njih nisu. U skupini izolata sa samo
blaoxaso genom (35) bilo je 20 izolata proizvodaca biofilma i 15 neproizvodaca. Od 15 izolata
koji nisu posjedovali niti blaoxaz2 niti blaoxaso gen njih 8 je proizvodilo biofilm, a 7 izolata
nije proizvodilo. Postojala je statisticki znac¢ajna razlika (p < 0,05) u proizvodnji biofilma kod
izolata koji su imali samo blaoxaso gen u odnosu na one izolate s oba gena, a s druge strane nije
bilo statisticki znacajne razlike u stvaranju biofilma izmedu onih izolata koji nisu posjedovali
blaoxaz2 i blaoxaeo i izolata koji su posjedovali blaoxaso gen. Namece se zakljucak da je,
mozda, gen blaoxa22 blokirao proizvodnju biofilma kod izolata koji su ga posjedovali.

Tijekom ispitivanja osjetljivosti na antibiotike koriStene su dvije metode, disk difuzija i
E-test, a rezultati su interpretirani prema CLSI standardu za Gram-negativne nefermentirajuce
bakterije i enterobakterije ovisno o ispitivanim antibioticima i EUCAST standard za kolistin za
Acinetobacter spp. jer za testiranje osjetljivosti R. pickettii ne postoji standardizirani postupak.
Tako je i u objavljenim, ali dosta rijetkim studijama osjetljivost R. pickettii testirana na razlicite
antibiotike, pocesto i na antibiotike koji se, u pravilu, ne primjenjuju za lijecenje infekcija
uzrokovanih Gram-negativnim nefermentiraju¢im bakterijama i smatralo se da su ti mehanizmi
rezistencije uglavnom urodeni (107). Rezultati prikazani u ovom radu gotovo su potpuno u
skladu s prethodno objavljenim rezultatima koji pokazuju visoke stope osjetljivosti na
trimetoprim- sulfametoksazol, tetraciklin, ciprofloksacin, cefalosporine prve skupine (151),
cefotaksim (61,152), piperacilin-tazobaktam i ceftriakson (153), donekle smanjenu osjetljivost
na ceftazidim (153,154), te ujednacenu rezistenciju na aztreonam (32) i tikarcilin-klavulanat
(44) 1 potpunu rezistenciju na kolistin (151). U ovom radu zabiljezena je znac¢ajno visa stopa
rezistencije na meropenem u usporedbi s ve¢ objavljenim rezultatima (95,1% naspram 13,2%
- 50,0%) (61,153,154), a imipenem je pokazao znacajno vecu antimikrobnu aktivnost. Niti
jedan izolat nije bio rezistentan na imipenem u usporedbi s meropenemom kod kojeg su

zabiljezene stope rezistencije od 29,6% u metodi DD do 95,1% u E-testu.
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Tesko je objasniti visoke stope osjetljivosti na imipenem dobivene u ovom radu s
obzirom da je imipenem bolji supstrat za oksacilinaze u usporedbi s meropenemom. Smanjena
osjetljivost na meropenem u ovom radu mogla bi biti posljedica prisutnosti kromosomskih
oksacilinaza ili nekih drugih mehanizama poput nepropusnosti vanjske membrane ili efluksa
(61).

Uoceno je djelomi¢no neslaganje rezultata dobivenih E-testom i DD testom. Dobivena
je statisticki znacajna razlika u rezultatima ta dva testa za ceftazidim, cefepim, imipenem i
meropenem. Najveca nepodudarnost rezultata u ta dva testa dobivena je za antibiotik
meropenem. Metodom E-testa dobivena je veca stopa rezistencije, 95,1% (77/81) u odnosu na
stopu rezistentnih izolata dobivenih metodom DD gdje je samo 29,6% (24/81) izolata bilo
rezistentno na meropenem. S druge strane, u E-testu niti jedan izolat nije bio intermedijarno
osjetljiv na meropenem dok je metodom DD dobiveno 40,7% izolata sa smanjenom,
intermedijarnom osjetljivosti. Svi ti smanjeno osjetljivi izolati dobiveni u DD metodi su kod E-
testa prepoznati kao rezistentni. Znac¢ajno manji broj osjetljivih dobiven je u E-testu, 4,9% u
odnosu na 29,6% u DD testu. Najvece neslaganje rezultata za meropenem bio je u skupini
izolata s prisustvom oba gena, blaoxazz i blaoxaso. U toj skupini izolata u E-testu svi su bili
rezistentni, a u DD testu samo 6,6% su bili rezistentni, a 43,3% smanjeno osjetljivi i 50% izolata
su bili osjetljivi. Slicna neslaganja izmedu rezultata dobivenih ovim navedenim testovima
opisana su i kod drugih autora (61,155,156). Velika podudarnost rezultata E-testa i DD testa
dobivena je kod sva Cetiri aminoglikozidna antibiotika; po jedan rezistentan izolat viSe bio je u
DD testu za gentamicin (70 rezistenih izolata u DD, 69 u E-testu), tobramicin (71 u DD testu u
odnosu 70 u E-test) i netilmicin (72 u DD u odnosu 71 u E-testu), a kod amikacina u DD testu
su dobivena 72 rezistentna izolata i u E-testu 69 rezistentnih. Dosta visoka podudarnost
rezultata dobivenih u DD metodi i E-testu uocena je za ceftriakson, piperacilin-tazobaktam i
ciprofloksacin.

Ispitana je prisutnost gena za OXA P-laktamaze i obzirom na njihovo prisustvo
ispitivani izolati su grupirani u grupu izolata bez blaoxa22 i blaoxaso gena, grupu izolata koji su
imali samo blaoxaso gen i grupu izolata s oba gena. Nisu se posebno ispitivali izolati sa samo
blaoxa22 genom jer su svi izolati koji su imali gen blaoxaz2 imali i blaoxaso gen. Beta-laktamaze
klase D, takoder poznate kao oksacilinaze ili B-laktamaze tipa OXA mogu doprinijeti visokoj
razini otpornosti na karbapeneme kod Gram-negativnih bacila. Prema podatcima iz objavljenih
studija izolati s potvrdenim genom blaoxazz trebali bi biti rezistentniji ili smanjene osjetljivosti

na aminopeniciline, cefalosporine uskog spektra i aztreonam.
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U ovom radu je dobiveno da su u grupi 30 izolata koji su imali oba gena i blaoxazz i
blaoxaso, Njih 53,3% bili su rezistentni na ampicilin, 36,7% su bili smanjeno, intermedijarno,
osjetljivi, a 10% izolata je bilo osjetljivo na ampicilin. Iznenadujuce je da je kod izolata koji su
posjedovali samo blaoxaeo gen bilo vise rezistentnih na ampicilin (74,3%), intermedijarno
osjetljivih bilo je 11,4% 1 neSto veci broj izolata, njih 14,3%, bilo je osjetljivo na ampicilin.
Osjetljivost izolata na ampicilin kod kojih nisu otkriveni ovi geni bila je gotovo ravnhomjerno
rasporedena; osjetljivih je bilo nesto vise od tre¢ine (37,5%), rezistentnih i intermedijarno
osjetljivin gotovo jednako (po 31,25%). S druge strane, zanimljiv je rezultat dobiven za
amoksicilin s klavulanskom kiselinom u grupi ispitivanih izolata koji su posjedovali oba gena,
dakle uz blaoxaeo 1 blaoxa22 gen, njih 30% bili su rezistentni, a ostalih 70% smanjene
osjetljivosti, za razliku grupe izolata koji nisu posjedovali niti jedan gen za OXA p-laktamaze
gdje je dobiven ve¢éi broj rezistentnih izolata (62,5%), a u grupi izolata koji su posjedovali samo
blaoxaso gen udio rezistentni je bio jos ve¢i 97,14% uz samo 2,86% intermedijarno osjetljivih.
Slicna slika rezistencije dobivena je 1 kod drugog antibiotika s klavulanskom kiselinom,
tikarcilina. | kod tikarcilina s klavulanskom kiselinom najvise rezistentnih bilo u grupi izolata
s blaoxaso genom (njih 85,7%). Dobiveni rezultati za amoksicilin s klavulanskom kiselinom i
tikarcilin s klavulanskom kiselinom djelomi¢no koreliraju s objavljenim inhibicijskim
studijama koje su mjerile 50% inhibitornu koncentraciju (ICso) i pokazale su da je OXA-22 B-
laktamaza bila parcijalno inhibirana klavulanskom kiselinom (62).

Nije dobivena potvrda smanjene osjetljivosti na uskospektralne cefalosporine, jer u
skupini izolata s blaoxa22 genom i blaoxaeo niti jedan izolat nije pokazivao rezistenciju na
cefaleksin, dok je u grupi bez tih gena bilo 12,5% rezistentnih (2/16) i u grupi sa samo blaoxaeo
genom bio je 2,9% rezistentnih (1/35).

S druge strane, dobivena je visoka rezistencija na aztreonam. Rezistencija na aztreonam
nije se gotovo uopce razlikovala izmedu izolata bez blaoxaz2 1 blaoxaso gena i onih sa oba,
odnosno sa samo blaoxaeo. U skupini izolata bez tih gena 93,75% ih je bilo rezistentnih, a 6,2%
intermedijarno osjetljivih, u skupini s oba gena bilo je 93,33% rezistentnih i 6,67%
intermedijarno osjetljivih, a u skupini izolata sa samo blaoxaso genom svi izolati (100%) su
bili rezistentni na aztreonam. Visoka stopa rezistencije (91,3%) dobivena je i na ertapenem.
Visoki udio rezistentnih na antibiotik ertapenem bio je u sve tri skupine izolata, a najveci broj
rezistentnih bio je u skupini izolata s genom blaoxaeo. Gotovo identi¢an stupanj rezistencije
dobiven je za antibiotik meropenem.

Kod izolat R. pickettii s genom blaoxaso nije uocena znacajnija rezistencija na imipenem

u odnosu na druge dvije grupe. Metodom disk difuzije dobivena je 100% osjetljivost na
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imipenem u sve tri grupe izolata, a rezultati dobiveni E-testom neznatno su se razlikovali po
tim grupama. Tako su u grupi izolata bez blaoxaz22 i blaoxaso gena gotovo svi (93,75%) bili
osjetljivi na imipenem, samo 6,25% izolata je bilo smanjeno, intermedijarno osjetljivo. U grupi
izolata sa samo blaoxaso genom bilo je 80% osjetljivih i 20% smanjeno osjetljivih, a u grupi s
oba gena, pola izolata (50%) je bilo osjetljivo, a 50% intermedijarno osjetljivo. Kako OXA-60
B-laktamaza hidrolizira imipenem (63) bilo je za ocekivati da izolati s genom blaoxaso U 0VOj
studiji pokazu vecu rezistenciju, odnosno smanjenu osjetljivost na imipenem. Dogodilo se da
je u grupi izolata s oba gena, blaoxaz2 i blaoxaso, ve¢i broj smanjeno osjetljivih nego u skupini
sa samo blaoxaso genom kao da je gen blaoxa22 pridonio smanjenju osjetljivosti na imipenem.
Rezultati dobiveni u ovom radu nisu pokazali o¢ekivanu ujednacenu visoku rezistenciju na -
laktamske antibiotike s obzirom na prisustvo gena za OXA tip p-laktamaze kod izolata, ali
sli¢ni rezultati su i ranije opisani. Mogucéi razlog moze biti nefunkcionalna B-laktamaza ili
nekih drugi mehanizama (3).

Negativan rezultat dobiven je u fenotipskom testu za detekciju B-latamaza Sirokoga
spektra, a u prilog tom rezultatu govori i smanjena osjetljivost na kombinaciju antibiotika
amoksicilina i tikarcilina s klavulanskom kiselinom, koja bi trebala smanjiti / ukloniti
djelovanje eventualno prisutnih ESBL-a.

Karbapenemi su parenteralni baktericidni lijekovi s izuzetno Sirokim spektrom
djelovanja na razlicite skupine bakterija, jednako dobro i na Gram-negativne. U fenotipskim
testovima za metalo-p-laktamaze, modificiranom Hodge testu i testu kombiniranih diskova
(CDT) s meropenemom kao indikatorskim diskom, dobiven je visoki udio izolata s pozitivnim
rezultatom. U CDT-u s imipenemom kao indikatorom dobiven je negativan rezultat za vec¢inu
izolata §to je koreliralo s negativnim PCR rezultatima za prisustvo metalo-p-latamaza u
ispitivanim izolatima R. pickettii. Dobivena razlika izmedu pozitivnih fenotipskih MBL
rezultata i onih negativnih s imipenemom kao indikatorom i negativnih PCR rezultata za
metalo-p-laktamaze moze se objasniti ve¢ opisanim lazno pozitivnim fenotipskim MBL
testiranjem kod P. aeruginosa, A. baumannii i nekih drugih nefermentativnih bakterija.
Moguce objasnjenje je da u prisutnosti EDTA oksacilinaza prelazi u manje aktivno stanje, §to
rezultira pove¢anjem zone inhibicije i dobivanjem lazno pozitivnog rezultata (157-160). U
Hrvatskoj se redovito prati rezistencija najvaznijih/najucestalijih patogenih klinickih izolata 1
objavljuju se godiSnja izvjeSca s podatcima o rezistenciji tih patogena (161). U ovom radu su
usporedeni rezultati objavljeni za Gram-negativne bakterije, nefermentore P. aeruginosa i A.
baumannii, u 2021. godini i rezultati dobiveni u ovom radu za rezistenciju R. pickettii. Dobiveni

su, ovisno o vrsti bakterije 1 antibiotiku, ponegdje sli¢ni, ali za neke antibiotike i razliciti
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rezultati. R. pickettii je pokazala visoku rezistenciju na ertapenem (91,3%) koji se u rutini niti
ne testira kod P. aeruginosa i A. baumannii zbog poznate visoke rezistencije. U ovom radu nije
dobiven niti jedan rezistentan izolat R. pickettii na imipenem za razliku 29% rezistentnih kod
P. aeruginosa i 94% kod A. baumannii. Stopa rezistencije R. pickettii na meropenem (95,1% u
E-testu) je bila izmedu stopa rezistencije P. aeruginosa (21%) i A. baumannii (94%). 1z
navedenih rezultata mogao bi se izvesti zakljucak kako bi R. pickettii, u ovom radu dokazano
vrlo osjetljiva na imipenem, vrlo lako mogla razviti/iskazati rezistenciju na imipenem ukoliko
bi bila u doticaju s ovim bakterijama, $to nije nemoguci scenarij s obzirom na njenu prisutnost
u bolnickom okruzenju, posebno kolonizaciji kod pacijenata s cisticnom fibrozom.

Khajuria i sur. objavili su otkrice VIM-2 metalo-p-laktamaze kod R. pickettii koja je
uspjesno konjugirana na osjetljivu E. coli (162). Stoga je u ovom radu ispitano prisustvo gena
za metalo-p-laktamaze (blamve, blavim, 1 blanom) u izolatima R. pickettii, ali nisu dobiveni
pozitivni rezultati, jednako kao niti za karbapenemazu OXA-48.

Visoka stopa rezistencija na aminoglikozidne antibiotike tijekom pocetnog ispitivanja
osjetljivosti R. pickettii u ovom radu bila je vrlo intrigantna. Upucivala je, u prvi mah, na
mogucu intrinzi¢nu rezistenciju na koju su sumnjali i drugi autori (107). Zbunjujuce je bilo to
Sto su na podrucju I gotovo svi izolati (69/71) bili rezistentni, a izolati s podrucja II gotovo svi
(8/10) bili osjetljivi na sva cCetiri ispitivana aminoglikozidna antibiotika (tobramicin,
gentamicin, amikacin i netilmicin). Uz to je jedan izolat s podru¢ja II bio smanjeno osjetljiv na
gentamicin i amikacin, dok je drugi bio rezistentan na tobramicin, a osjetljiv na ostala tri
aminoglikozidna antibiotika. Dobivena je statisticki znacajna razlika u osjetljivosti na
aminoglikozidne antibiotike izolata podru¢ja Il u odnosu na osjetljivost izolata S podrucja I uz
p < 0,05. I drugi autori su uocili da fenotip aminoglikozidne rezistencije kod R. pickettii varira
unutar vrste Sto sugerira da bi rezistencija mogla biti ipak stecena (107).

Izolati R. pickettii ispitivani u ovom radu dobiveni iz sustava za vodu, najvjerojatnije su
bili dijelovi biofilma pa to donekle moZe pojasniti i visoku rezistenciju, posebno na neke
antibiotike. UocCeno je ve¢ ranije kako su bakterije u biofilmu puno rezistentnije nego
planktonske stanice (163). I kako je ve¢ opisano, rezistencija na aminoglikozidne antibiotike
kod Gram-negativnih bakterija uzrokovana je Cesto proizvodnjom aminoglikozid-
modificiraju¢ih enzima i 16S rRNA metil-transferaza (134,156,164) pa je i u ovom radu
ispitano prisustvo tih gena u sakupljenim izolatima R. pickettii. Izabrane su pocetnice za
najéeSce gene kod P. aeruginosa, predstavnika porodice u kojoj je nekada bila smjestena i R.
pickettii i jedan dio pocetnica za te gene kod E. coli. Koristene su pocetnice za aac(3')-1l,
aac(6")-1, ant(2"), aph(3')-1, armA, rmtA, rmtB i rmtD gene. Izabrani su i potom testirani izolati
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R. pickettii s visokim, ali i izolati s malim MIK-om za aminoglikozidne antibiotike, izolati s
razli¢itih podrucja i s razli¢itim fenotipom aminoglikozidne rezistencije. Nije dokazano u ovoj
studiji prisustvo tih gena kod ispitivanih izolata R. pickettii.

Strateva i autori su ispitivali prisustvo 16S rRNA metil-transferaza, odnosno gena
armA, rmtA, rmtB, rmtC i rmtD metodom PCR-a kod R. pickettii izolirane od pacijenta u sepsi,
a s visokom rezistencijom na aminoglikozidne antibiotike. Nisu dobili potvrdni rezultat (20).
U drugom objavljenom ¢lanku opisano je prisustvo gena rmtB kod R. pickettii izolirane iz
uzorka rane (165). Smatra se da su ti geni uglavhom smjesteni na mobilnim elementima
bakterije i mogucénost stjecanja zahtijeva bliski kontakt bakterije davatelja i bakterije primatelja
tih gena. U radu objavljenom 2021. godine otkriveno je da su geni aadA2, ant(2’)-la, cmIAl i
sull kod R. pickettii izolirane iz uzoraka pacijenta dio integrona klase | (3). Razlog negativnog
rezultata u ispitivanju tih gena moze biti nefunkcionalnost tih gena jer ispitivani izolati nisu bili
izloZeni antibioticima u svom stani$tu, u gotovo sterilnim uvjetima, pa nije bilo ekspresije gena.
Druga moguc¢nost je da ispitivani izolati, bas zbog svog obitavanja u tim kontroliranim uvjetima
nisu dolazili u kontakt s drugim mikroorganizmima od kojih bi preuzeli te gene, jer se ti geni
nalaze na mobilnim elementima kod velikog broja bakterija. Vazno je napomenuti da u ovom
trenutku ne postoje eksperimentalni rezultati koji bi potvrdili da Gram-negativne bakterije s
podru¢ja Republike Hrvatske sadrze gene za 16 S rRNA metil-transferaze koji uzrokuju
rezistenciju na aminoglikozidne antibiotike. U opseznoj studiji klinic¢kih sojeva enterobakterija
otpornih na karbapeneme, metodom PCR ispitana je prisutnost gena armA, rmtA, rmtB, rmtC,
rmtD i npmA i pokazano je da ovi geni nisu bili prisutni u ispitanim izolatima. Stoga je
vjerojatno da niti sojevi R. pickettii istrazivani u ovom radu nisu bili u moguénosti
horizontalnim prijenosom primiti te gene (166). Moguce je takoder, da je u pitanju neki drugi
mehanizam, moZda propusnost stani¢ne stijenke ili aktivno izbacivanje antibiotika iz stanice,
¢ime su i drugi autori znali objasnjavati negativne rezultate ovakvih testiranja (156,167).

Usporedbom rezultata rezistencije Gram-negativnih bakterija, nefermentora, na
aminoglikozidne antibiotike iz godi$nje objave za Hrvatsku i rezistencije izolata R. pickettii iz
ovoga rada uocava se da je znacajno visa stopa rezistencije na amikacin 1 gentamicin kod R.
pickettii (87,7% i 86,50%) u odnosu na stopu rezistencije kod klini¢kog izolata P. aeruginosa
(6%, gentamicin se ne testira) i nesto je niza od stope rezistencije kod klinickog izolata A.
baumannii (90% i 93%). Razlikovali su se i rezultati za ciprofloksacin. Niti jedan izolat R.
pickettii nije bio rezistentan na ciprofloksacin, dok je kod P. aeruginosa bilo rezistentno 20%
izolata, a kod A. baumannii 96% izolata. Sli¢ni rezultati dobiveni su za cefalosporinski

antibiotik ceftazidim, gdje je rezistentno bilo 6% izolata R. pickettii i 15% izolata P.
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aeruginosa. Slican omjer je dobiven je za piperacin/tazobaktam, kod R. pickettii 2%
rezistentnih izolata, a 9% kod P. aeruginosa. To potvrduje da R. pickettii ima potencijala za
izmjenu gena rezistencije u kontaktu s drugim bakterijama.

PFGE-om je utvrdena velika srodnost ispitivanih izolata uz grupiranje u 3 velika
klastera od kojih je najveéi imao 45 izolata s oba podruéja i statisti¢ki znacajna razlika u
proizvodnji biofilma u odnosu na druga dva Kklastera koji su bili broj¢ano manji. Taj najveci
klaster, klaster A, zanimljiv je i zbog rezultata ispitivanja osjetljivosti na antibiotike. Klaster A
Cine izolati iz oba podrué¢ja Hrvatske i izolati iz svih mjesta uzorkovanja, njihova srodnost je
dosta visoka, ali dobivena je znacajna statisti¢ka razlika u rezultatima ispitivanja osjetljivosti
na aminoglikozidne antibiotike. Gotovo svi izolati s podrugja II (9/10) bili su osjetljivi na sva
Cetiri ispitivana aminoglikozidna antibiotika dok su s podru¢ja I samo dva izolata bili osjetljiva
na tri aminoglikozidna antibiotika, tobramicin, gentamicin i amikacin, a rezistentni na
netilmicin. Svi ostali izolati podru¢ja I bili su rezistentni na sva Cetiri aminoglikozidna
antibiotika.

Analizom rezultata ispitivanja osjetljivosti na antibiotike s obzirom na podrucje od kuda
su izolati dobiveni, statisticki znaCajna razlika u rezultatima dobivena je za sva Cetiri
aminoglikozidna antibiotika uz vrlo mali p. Na podru¢ju II svi izolati su bili osjetljivi na gotovo
sve aminoglikozidne antibiotike, a na podrucju I samo dva izolata (2/71). Nije bilo statisticki
znaCajne razlike u osjetljivosti izolata s razli¢itih podru¢ja na imipenem, ciprofloksacin,
pipreracilin-tazobaktam, ceftriakson. Kod testiranjh B-laktamskih antibiotika, statisticki
znacCajna razlika je dobivena kod ceftazidima i cefepima kod usporedbe rezistentnih i osjetljivih
izolata, ali se ta razlika gubi kad se grupi osjetljivih izolata dodaju i intermedijarno osjetljivi
izolati. Znaci, vazno je otkriti inetrmedijarno osjetljive izolate i odrediti u¢inkovitu dozu u
svrhu postizanje klinickog odgovora.

R. pickettii nije invazivna bakterija, oportunisticki je patogen i moze predstavljati veliki
problem, financijski posebno za farmaceutsku industrijsku, isto tako financijski i posebice
zdravstveni za bolnice i zdravstvene sustave, a kod imunokompromitiranih bolesnika i Zivotno
ugrozavajuce infekcije. R. pickettii stoga treba shvatiti ozbiljno kao moguceg uzrocnika
nozokomijalnih infekcija kako bi se osigurala odgovarajuca terapija, sprijeCio razvoj
rezistentnih sojeva i pokusala smanjiti mogucnost prezivljavanja R. pickettii u sustavima Ciste
1 ultra Ciste vode.

R. pickettii moze biti izvor gena rezistencije za druge mikroorganizme s kojima dode u
doticaj, jednako tako moze razviti nove mehanizme rezistencije zbog urodenih potencijala

uslijed selekcijskog pritiska ili razmjenom genetickog materijala s drugim bakterijama. Uoceno
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je 1 da povecana koncentracija cinka i bakra u otpadnim vodama moze selektirati rezistentne
sojeve R. pickettii (168).

R. pickettii ima ogroman biotehnoloski znacaj u nisi bioremedijacije i pokazalo se da
ima sposobnost razgradnje mnogih ksenobioti¢kih zagadivaca, poput trikloroetilena i toluena,
koji se ispustaju u okoli$ razli¢itim industrijskim metodama. Pretpostavlja se da bi u okvirima
ultradiste vode mikroskopski organizmi mogli imati moguénost ¢iS¢enja iz polimera u
plasti¢énim cijevima. Dobro podnosi vece koncentracije zivih i nezivih kontaminanti, brzo se
prilagodava povisenim koncentracijama metala zbog snazne duplikacije gena i horizontalnog
prijenosa nekoliko vrsta gena za rezistenciju (169).

Provedenim ispitivanjem dobiveni su podatci koji karakteriziraju okoli$ne izolate R.
pickettii, to¢nije izolate iz vodenog miljea. Dobiveni su rezultati rezistencije na antibiotike za
izolate R. pickettii iz razli¢itih podruc¢ja Hrvatske. To su iznimno vrijedni podatci i bilo bi
korisno sakupiti i klini¢ke izolate i ispitati njihovu rezistenciju. Time bi se omogu¢ilo i praéenje
moguéeg mijenjanja okolisnog u potencijalno patogeni mikroorganizam. Jednako zanimljivo
bi bilo provesti studiju u kojoj bi se ustanovila moguca veza nekih metabolickih problema i
stanja s prisutnos¢u R. pickettiii u probavi jer je uoceno da se R. pickettii ¢esc¢e pojavljuje kod
nekih metabolic¢kih stanja (npr. dijabetes, debljina). Korisno bi bilo prouditi proizvodnju
biofilma na drugacijim sustavima, sa stalnim protokom vode kako bi se oponasalo vodeno
okruZenje sustava za farmaceutsku vodu. Takvo ispitivanje bi se moglo dodatno provesti uz
primjenu dezinfekcije i sanitacije u odredenim vremenskim intervalima kako bi se odredilo
optimalno uklanjanje biofilma i produljilo vrijeme ponovnih pranja i dezinfekcije/sanitacije

sustava.
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6

ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih ispitivanja, dobivenih rezultata i rasprave moze se zakljuciti sljedece:

Ralstonia pickettii s podru¢ja Hrvatske je, za sada, dobro osjetljiva na veliki broj
antibiotika $to moze biti smjer za empirijsku terapiju;

Svi ispitivani izolati su osjetljivi na imipenem, trimetoprim-sulfametoksazol, tetraciklin i
tigeciklin, a vrlo dobro osjetljivi na piperacilin/tazobaktam;

R. pickettii s podruc¢ja Hrvatske je visoko rezistentna na kolistin, aztreonam i ertapenem;
Rezistencija R. pickettii na aminoglikozidne antibiotike nije intrinzi¢na, izolati s podrucja
| visoko su rezistentni na gentamicin, amikacin, tobramicin i netilmicin uz razliku od
podrucja II gdje su gotovo svi izolati osjetljivi na te iste antibiotike;

Rezistencija na aminoglikozidne antibiotike kod R. pickettii s podru¢ja Hrvatske nije
uzrokovana genima armA, rmtA, rmtB, rmtC i rmtD za 16SrRNA metil-transferaze niti
genima za aminoglikozid-modificiraju¢e enzime aac(3')-1l, aac(6')-1, ant(2"), aph(3')-I;
Za rezistenciju R. pickettii na meropenem nisu odgovorni geni za metalo-p-laktamaze;
blaive, blavim, i blanom niti gen za oksacilinazu blaoxass koja spada u klasu D;

Dokazano je prisustvo blaoxaz22 i blaoxaso gena u R. pickettii s podrucja Hrvatske, $to bi
moglo biti objasnjenje za rezistenciju na ertapenem i meropenem, ali nije poprac¢eno
o¢ekivanom rezistencijom na imipenem i uskospektralne cefalosporine;

R. pickettii pokazuje pokretljivost u obliku plivanja i trzanja;

R. pickettii s podru¢ja Hrvatske proizvodi biofilm u uvjetima testa, ali bi vjerojatno s
korekcijama uvjeta (dulja inkubacija, protok tekucine, promjena podloge i sli¢no) ta
proizvodnja bila obilnija;

R. pickettii nije klasi¢ni patogen, ali zbog svojstva proizvodnje izvanstani¢ne supstance,
proizvodnje biofilma, posjedovanja gena rezistencije i1 zbog izrazene rezistencije na
pojedine antibiotike moze biti vazan oportunisti¢ki patogen;

R. pickettii ima toksigeni potencijal, posjeduje endotoksin u koli¢ini gotovo jednakoj
kolic¢ini kod E. coli, $to u uvjetima infekcije moze biti vazan ¢imbenik virulencije;

Izolati s razlicitih lokacija grupirani su zajedno, §to upucéuje na srodnost, odnosno ukazuje

na mogu¢i zajednicki izvor.
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SAZETAK
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enzime. Metodom konjugacije nije dokazan prijenos gena rezistencije na meropenem i gentamicin s R. pickettii
na primatelja E. coli J53 koja je bila osjetljiva na ta dva antibiotika, a rezistentna na natrijev azid. Gel
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PHENOTYPIC PROPERTIES AND ANTIBIOTIC RESISTANCE OF RALSTONIA
PICKETTII STRAINS FROM HIGH-PURITY WATER SYSTEMS

Ivanka Batarilo
SUMMARY

Studies on antimicrobial susceptibility and systematic monitoring of Ralstonia pickettii in the hospital
environment are very limited, as well as research on environmental isolates of R. pickettii, especially on a larger
number of isolates. The aim of this study was to determine the properties and antibiotic susceptibility of R. pickettii
isolates from the Republic of Croatia. In a five-year period, 81 isolates were collected from two geographical areas
of the Republic of Croatia, from different industrial systems for pharmaceutical ultrapure water and laboratory
purified water. Susceptibility to antibiotics was tested by E-test and disk diffusion test. The presence of genes
blaoxaz2 and blaoxaso for oxacillinases, genes blayve, blavim, and blanom for metallo-B-lactamase, gene blaoxass
for hydrolyzing carbapenemase, genes armA, rmtA, rmtB, rmtD for 16S rRNA methyltransferases and genes
aac(3")-11, aac(6")-1b, aph(3')-1a, ant(2") for aminoglycoside-modifying enzymes was tested by polymerase chain
reaction. The modified Hodge test was positive in 51.9% of the isolates. The blaoxa22 gene was detected in 37.0%,
and blaoxaso gene in 80.3% isolates. Genes for metallo-p-lactamases, carbapenemases, the most common 16S
rRNA methyl-transferases and aminoglycoside modifying enzymes were not detected. The conjugation method
did not detected transfer of resistance genes to the meropenem and gentamicin from R. pickettii to the recipient E.
coli J53, which was sensitive to those two antibiotics and resistant to sodium azide. Pulsed-field gel electrophoresis
showed high relatedness of the isolates and three major clusters containing subclusters were identified. Different
susceptibility/resistance profiles were detected. Most isolates were resistant to colistin, aztreonam, ertapenem,
aminoglycosides and meropenem. High rates of resistance were also observed for ticarcillin/clavulanic acid,
ticarcillin, amoxicillin/clavulanic acid and ampicillin. On the other hand, the tested isolates showed high
susceptibility rates to tetracycline, tigecycline, trimethoprim-sulfamethoxazole, imipenem, cefepime, cephalexin,
cefoxitin, cefotaxime, piperacillin-tazobactam, ciprofloxacin, ceftazidime and piperacillin. High presence of
blaoxaz22 and blaoxaso genes indicates that "sterile™ water can represent a large reservoir of resistance genes. When
such water is used in clinical setting, it could pose a threat to the successful treatment of infections. The presence
of endotoxin was detected. Swimming and twitching motility, the production of extracellular polymeric substances
and the ability to produce biofilms were confirmed. R. pickettii should be taken seriously as a possible cause of
nosocomial infections to ensure adequate therapy, to prevent the development of resistant strains and to reduce
the survival of R. pickettii in clean and ultra clean water systems.
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