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1. UvOD

Najbolji primjer kako u znanstvenom istrazivanju ponekad glavnu ulogu ima puka
slucajnost je Alexander Fleming i otkri¢e prvog antibiotika, penicilina. Kada je 1928. godine
Fleming opazio kako kontaminacija kolonijama plijesni inhibira rast bakterije Staphylococcus
aureus, nije mogao ni naslutiti da ¢e pokrenuti globalnu revoluciju u medicini koja ¢e spasiti
nebrojeno zivota. U razdoblju izmedu Cetrdesetih i Sezdesetih godina proslog stoljeca otkrivena
je veéina antibiotika koja je i danas u primjeni pa se taj period smatra zlathom erom antibiotika.
S otkri¢em novih molekula antibiotika znacajno je smanjena smrtnost od bakterijskih infekcija.
Medutim, tu zlatnu eru prekinula je pojava sojeva rezistentnih na antibiotike. Bakterije, iako
prosjecnog genoma veli¢ine od samo 5 Mb, imaju iznimnu sposobnost adaptacije okoliSu u
kojem zive uslijed promjena nasljednog materijala. Neracionalnim i neodgovornim
koriStenjem antibiotika kontinuirano Se selekcionira jedinke koje su razvile odredeni oblik
rezistencije. 1z jedne rezistentne bakterijske stanice vertikalnim prijenosom genetickog
materijala ta se rezistencija prenosi na stanice kéeri, a horizontalnim prijenosom putem
plazmida geni za rezistenciju dodatno se Sire kroz populaciju. Paznja koja je do pocetka 21.
stoljeca bila usmjerena na Sirenje rezistentnih Gram-pozitivnih bakterija (meticilin-rezistentnih
stafilokoka i vankomicin-rezistentnih enterokoka) (Nicasio i sur., 2008) preusmjerena je na
Gram-negativne bakterije rezistentne na [-laktame. B-laktamski antibiotici su najcesce
koriSteni antibiotici u lijeCenju bakterijskih infekcija zbog niske toksi¢nosti, velike
djelotvornosti 1 Sirokog spektra djelovanja, ali njihovo ucestalo koristenje rezultiralo je
selekcijom i Sirenjem bakterija rezistentnih na sve podskupine ovih antibiotika. Posebice
zabrinjava sve veci porast rezistencije na cefalosporine 3. generacije koji su iznimno
djelotvorni antibiotici za lijeCenje infekcija uzrokovanim Gram-negativnim bakterijama
(Paladino i sur., 2008). U pozadini ove rezistencije lezi proizvodnja enzima [-laktamaza
prosirenoga spektra djelovanja (engl. ,.extended spectrum p-lactamase”, ESBL) koje
hidroliziraju sve generacije cefalosporina, monobaktame i peniciline te dovode do rezistencije
(Colodner, 2005). Za lije¢enje infekcija uzrokovanim ESBL-produciraju¢im Gram-negativnim
bakterijama, obi¢no se primjenjuju karbapenemi, vrlo moéna podskupina B-laktama, kao
zadnja terapijska opcija. No s porastom njihove uporabe doslo je do razvoja rezistencije koja
je najcesce posredovana enzimima karbapenemazama i samim time gubitka djelotvornosti tih
dragocjenih lijekova. Zabrinjavajuca Cinjenica je da su geni za ESBL 1 karbapenemaze
uglavnom smjeSteni na mobilnim geneti¢im elementima - plazmidima, zbog ¢ega je uvelike
olakSano njihovo horizontalno Sirenje medu istim ili razli¢itim vrstama. Vecina istraZivanja
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koja se bave problematikom plazmidnog prijenosa gena za antibioticku rezistenciju usmjerena
je na klini¢ke izolate, dok su spoznaje o Sirenju rezistencije medu bakterijama otpadnih voda
nedostatne usprkos saznanjima da su otpadne vode rezervoari rezistentnih bakterija putem
kojih te bakterije dospijevaju u okolis, a putem okoli$a se mogu prenijeti natrag na ljude. Danas
se priblizavamo toc¢ki u kojoj ¢e normalna (osjetljiva) mikrobna populacija biti zamijenjena
rezistentnom, a izvori djelotvornih antibiotika bit ¢e iscrpljeni. lako izgleda da se trenutno
nalazimo u "postantibiotskoj eri”, u kojoj je problem antibioticke rezistencije globalni, mozemo
ga premostiti razvijanjem novih alternativnih terapija i pristupa u lijeenju bakterijskih
infekcija, u kombinaciji s donoSenjem odluka na globalnoj razni koje ¢e usporiti Sirenje

rezistentnih sojeva.

Cilj ovog rada bio je procijeniti horizontalni prijenos gena za rezistenciju na
cefalosporine 3. generacije putem plazmida iz bakterija bolnic¢kih otpadnih voda u modelni
patogen, Escherichia coli CV601 te karakterizirati mobilne plazmide. Otpadne vode bolnica
izabrane su zbog velike prevalencije rezistentnih bakterija, ali i rezidualnih antibiotika koji
pogoduju nastanku i Sirenju rezistencije. Transkonjuganti su testirani na osjetljivost na
antibiotike iz skupine B-laktama, aminoglikozida, fluorokinolona i kombinaciju trimetroprima
i sulfonamida, a njihovi plazmidi karakterizirani s obzirom na prisutnost gena za ESBL i
karbapenemaze te skupinu inkompatibilnosti. Svrha ovog istrazivanja bila je procijeniti rizik
daljnjeg plazmidnog Sirenja gena za rezistenciju na cefalosporine 3. generacije putem bolnickih

otpadnih voda.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. B-LAKTAMSKI ANTIBIOTICI

Uvodenje antibiotika u klini¢ku praksu Cetrdesetih godina proslog stoljeca rezultiralo
je drasticnim smanjenjem smrtnosti uzrokovane bakterijskim infekcijama. Antibiotici
pripadaju antimikrobnim lijekovima koji imaju visoku fiziolosku aktivnost prema odredenim
grupama bakterija djeluju¢i na njih bakteriostatski (inhibirajuc¢i rast) ili baktericidno
(uniStavanje bakterijskih stanica). Prvi otkriveni antibiotik, penicilin, pripada skupini B-
laktamskih antibiotika. [B-laktamski antibiotici su trenutno najkoristenija skupina
antimikrobnih lijekova zbog svog Sirokog spektra djelovanja i niske toksi¢nosti. U B-laktamske
antibiotike se ubrajaju penicilini, cefalosporini 1.-4. generacije, karbapenemi i monobaktami
(Pandey i Cascella, 2022).

2.1.1. Struktura i mehanizam djelovanja

B-laktamski antibiotici su baktericidni agensi koji inhibiraju sintezu bakterijske
staniCne stijenke kovalentnim vezanjem na esencijalne penicilin-vezujuée proteine (engl.
Penicillin Binding Protein, PBP), enzime koji kataliziraju zavr$ne korake umrezavanja
peptidoglikana u Gram-negativnim i Gram-pozitivnim bakterijama (Bush i Bradford, 2016). U
svojoj strukturi imaju jezgru tj. ¢etveroclani prsten s amidnom funkcionalnom skupinom koji
se obi¢no naziva "B-laktamski prsten™ ili “azetidinon”. U penicilinima, cefalosporinima i
karbapenemima, ovaj prsten je spojen s drugim 5- ili 6-¢lanim prstenom, dok je u

monobaktamima B-laktamski prsten monociklican (slika 1).

Ry

R‘\n/ l{)},’*a \ﬂ/ - :23 ;I;/\,}L %Nj;

‘COOH SOzH
COOH COOH
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Slika 1. Struktura jezgre razli¢itih podskupina B-laktamskih antibiotika
U penicilinima, B-laktamski dio je fuzioniran na peteroclani tiazolidinski prsten, u cefalosporinima na Sesteroclani
dihidrotiazinski prsten, u karbapenemima na pirolinski prsten, a kod monobaktama, B-laktamski prsten nije
fuzioniran ni s jednim drugim prstenom. U svim podskupinama, B-laktamski prsten je istaknut crvenom bojom

(prema De Rosa i sur., 2021.)



Ciljno mjesto B-laktama je PBP enzim koji ima N-terminalnu domenu transglikozilaze
rezistentne na penicilin (uklju¢ena u formiranje linearnih glikanskih lanaca), C-terminalnu
domenu transpeptidaze osjetljive na penicilin (ukljuc¢ena u umrezavanje peptidnih podjedinica)
i serinski aminokiselinski ostatak u aktivnom myjestu koji je konzerviran kod svih ¢lanova
obitelji PBP (Basu i sur., 1992). Mehanizam djelovanja B-laktamskih antibiotika ukljucuje
vezanje karbonilnog dijela B-laktama na serinski nukleofil u aktivnom mjestu PBP-a $to
rezultira stvaranjem inaktivnog kompleksa acil-enzim (Georgopapadakou i sur., 1977).
Dobiveni kompleks potom hidrolizira antibiotik, a inhibicija kataliticke aktivnosti PBP-a
dovodi do promjena u strukturi stani¢ne stijenke i nepravilnosti u obliku stanice, na primjer
filamentacije, pseudomulticelularnih oblika ili lezija zbog Cega se formiraju sferoplasti i dolazi
do konacne stani¢ne smrti i lize stanice (Cushnie i sur., 2016). Osim u aktivno mjesto, pojedini
B-laktami kao $to je ceftarolin, vezu se u alostericko mjesto PBP2a iz Staphylococcus aureus,
Sto rezultira povecanom osjetljivo$¢u organizma na antibiotik (Gonzales i sur., 2015; Otero i

sur., 2013).

2.1.2. Cefalosporini 3. generacije

Nedugo nakon otkrivanja prvog antibiotika primije¢ena je pojava rezistentnih sojeva
na penicilin zbog ¢ega je bilo potrebno pronaé¢i ucinkovitije antibiotike. Tijekom 1950-ih,
otkrice prirodnog cefalosporina C izoliranog iz gljiva roda Acremonium, stabilnog na
penicilinazu, otvorilo je novi put razvoju stotina novih cefalosporina koji su bili djelotvorni u
lijeCenju infekcija uzrokovanih penicilin rezistentnim patogenim sojevima (Tansey | Reynolds,
2000). Razliciti cefalosporini u¢inkoviti su u lijeCenju mnogih stanja, ukljucujuéi upalu pluca,
infekcije koZze 1 mekih tkiva, bakteriemiju 1 meningitis. Medutim, njihova §iroka uporaba
rezultirala je razvojem rezistencije kod bakterija, zbog ¢ega je postupno doslo do razvitka cak
Cetiri generacije ove podskupine B-laktamskih antibiotika. Nastankom svake sljedece
generacije cefalosporina, poboljSani su odredeni aspekti spektra antimikrobne aktivnosti
(Reygaert, 2011). Pra¢enjem trendova potroSnje antibiotika 2019. godine primijecen je pad
potrosnje cefalosporina 1. generacije, ali povecan trend potro$nje 3. generacije (Tambié

Andrasevi¢ 1 sur., 2020).

U cefalosporine 3. generacije ubrajaju se cefoperazon, cefotaksim, ceftazidim,
ceftizoksim, ceftriakson, cefiksim, cefpodoksim-proksetil, cefdinir, cefditoren-pivoksil,
ceftibuten 1 moksalaktam (Franceti¢, 2015). To su polusintetski analozi s razli¢itim kemijskim

supstitucijama na 7-aminocefalosporskoj jezgri (slika 2), a razlic¢ite kemijske modifikacije



rezultirale su poboljSanjem antibakterijskog spektra kao i1 farmakokinetickih svojstava

(Garzone i sur., 1983).
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Slika 2. Kemijska struktura cefalosporina 3. generacije cefoperazona, cefotaksima i

ceftazidima (prema Stocco i sur., 2020)

Glavna prednost ove generacije cefalosporina nad drugim generacijama je visok stupanj
djelotvornosti protiv Gram-negativnih Stapicastih bakterija (Paladino i sur., 2008). Osim toga,
veéina cefalosporina 3. generacije djelotvorna je protiv Gram-pozitivnih stafilokoka, s
izuzetkom ceftazidima koji pokazuje smanjenu aktivnost (Bennett i Brown, 2003). Za razliku
od cefalosporina 2. generacije, cefalosporini 3. generacije ceftazidim i cefoperazon ucinkoviti
su u lije¢enju bolnickih bakteremija zbog antimikrobnog djelovanja prema P. aeruginosa
(Fernandes i sur., 2013). Druga vrlo bitna znacajka ove podskupine B-laktama je mogucnost
prelaska krvno-mozdane barijere zbog ¢ega se mogu primjenjivati u lijeCenju meningitisa i
drugih infekcija centralnog Ziv¢anog sustava (Fernandes i sur., 2013). Intravenozna terapija
cefotaksimom, ceftriaksonom ili ceftizoksimom prvi je izbor pri lijecenju sepse ili meningitisa

uzrokovanog Gram-negativnih bakterijama (O’Neill i sur., 2006).

2.1.3. Karbapenemi

lako su cefalosporini 3. generacije poznati kao vrlo djelotvorni lijekovi Sirokog
antibakterijskog spektra i1 povoljnih farmakoloskih karakteristika (Reygaert, 2011), njthova
ucestala primjena dovela je do pojave rezistencije medu bakterijama zbog ¢ega se nametnula
potreba za novom, mo¢nijom podskupinom B-laktama. Tako su razvijeni karbapenemi, vrlo
mo¢ni B-laktamski antibiotici koji se koriste kao lijekovi posljednje linije obrane u lijecenju

infekcija uzrokovanih ESBL-produciraju¢im Gram-negativnim bakterijama koje su Cesto



visestruko rezistentne (Papp-Wallace i sur., 2011). Izrazita otpornost na hidrolizu pomocu
ESBL posljedica je specifi¢ne strukture karbapenema (slika 3) koja se razlikuje od strukture
ostalih f-laktamskih antibiotika. Strukturna razlika o€ituje se u smjestaju ugljikovog atoma na
C1 mjestu i prisutnost nezasi¢ene dvostruke veze izmedu ugljikovih atoma na pozicijama C2 i
C3 tiazolidinskog prstena (EI-Gamal i sur., 2017). Supstitucija sumpora na poziciji C1 i
prisutnost trans-1-hidroksietil supstituenta na -laktamskom prstenu omogucuju otpornost na
hidrolizu (EI-Gamal i sur., 2017; Jeon i sur., 2015). Karbapenemi se medusobno razlikuju po
strukturi bo¢nih lanaca vezanih za p-laktamsku jezgru (slika 3). Medutim, bo¢ni lanci uzrokuju
1 nestabilnost cijele molekule antibiotika zbog Cega karbapenemi, za razliku od drugih -
laktamskih antibiotika, imaju najmanji broj predstavnika, a to su imipenem, ertapenem,

meropenem i doripenem (Nicolau, 2008).

0]

OH

ertapenem imipenem meropenem

Slika 3. Kemijska struktura karbapenema ertapenema, imipenema i meropenema (prema
Kardos, 2020)

2.2. REZISTENCIJA BAKTERIJA NA ANTIBIOTIKE

Bakterija se smatra rezistentnom ako je sposobna prezivjeti uc¢inak antibiotika (Dzidi¢
1 sur., 2007). Ako je rezistencija posljedica normalnog genetickog, strukturnog ili fizioloskog
stanja bakterije rijeC¢ je o urodenoj rezistenciji. Primjerice, urodena rezistencija najcesceg
bolnickog patogena Pseudomonas aeruginosa na niz B-laktamskih antibiotika potjece od
kromosomske, inducibilne AmpC B-laktamaze, velikog broja regulatornih gena te gena koji
kodiraju efluks pumpe (Sardeli¢ i Bedeni¢, 2009). SteCena rezistencija posljedica je mutacija
u bakterijskom genomu ili horizontalnog prijenosa gena (HGT) (Blair i sur., 2015) i nastaje
najéesce kao odgovor bakterije na promjene u okoliSu. Horizontalni prijenos oznacava prijenos

6



genetickog materijala iz jedne bakterijske stanice u drugu mehanizmima transformacije,
transdukcije ili konjugacije (Sabtu i sur., 2015). Prijenos bakterijskih plazmida konjugacijom
smatra se naj¢e$¢im HGT mehanizmom za Sirenje rezistentnih gena, dok se transformacija i

transdukcija smatraju manje vaznima.

a) Nepropusna b) Efluks pumpe
stani¢na stjenka m
A

c) Promjena mjesta
djelovanja
antibiotika ¥

d) Inaktivacyja
antibiotika

Slika 4. Mehanizmi rezistencije na antibiotike u Gram-negativnim bakterijama
(prema Allen i sur., 2010)

Mehanizmi rezistencije na antibiotike u Gram-negativnim bakterijama shematski su
prikazani na slici 4, a ukljucuju:

a) Nepropusnost stani¢ne Stijenke kao posljedica urodene ili steCene rezistencije koja
sprjecava ulazak antibiotika u bakterijsku stanicu (slika 4a)

b) Stani¢ni efluks, gdje se transmembranskim proteinima, efluks pumpama, antibiotik
direktno izbacuje iz stanice ili izIuCuje u periplazmatski prostor (slika 4b)

c) Promjene u specificnim mjestima u makromolekulama na koja se veze antibiotik
(DNA, RNA, proteini) (slika 4c)

d) Enzimska razgradnja ili inaktivacija antibiotika pomocu enzima (slika 4d)



2.2.1. Mehanizmi rezistencije na cefalosporine 3. generacije

Mehanizmi rezistencije na cefalosporine 3. generacije najc¢e$¢e ukljuCuju stabilnu
hiperprodukciju AmpC B-laktamaza i produkciju ESBL enzima. Buduc¢i da cefalosporini 3.
generacije nisu jaki induktori AmpC B-laktamaza, djelotvorni su u borbi protiv enterobaktera,
citrobaktera i seracija sve dok oni proizvode fizioloSke koli¢ine ovih enzima (Sanders i
Sanders, 1992). Medutim, u prirodnoj populaciji nastaju spontani derepresirani mutanti koji
bez prisutnosti induktora hiperproduciraju veliku koli¢inu AmpC B-laktamaza. U tom slucaju
cefalosporini 3. generacije su labilni supstrati za AmpC B-laktamaze (Andrasevic i sur., 2009).
Rizik od selekcioniranja ovakvih mutanata tijekom lijeCenja bakterijemije cefalosporinima 3.
generacije iznosi oko 20 % (Chow i sur., 1991). Geni za AmpC B-laktamaze prvotno su bili
smjeSteni na kromosomu, ali zbog evolucijskih prilagodbi bakterija, preneseni su s kromosoma
na plazmide te su se poceli §iriti medu bakterijama u kojima nije bilo hiperprodukcije ovih
enzima npr. Klebsiella spp. i E. coli (Livermore, 1998). Drugi mehanizam rezistencije na
cefalosporine 3. generacije posredovan je ESBL enzimimima, ucestaliji je 1 predstavlja veci
klini¢ki problem. ESBL enzimi su nastali mutacijama u genima koji kodiraju za B-laktamaze
sirokog spektra poput blatem-1, blatem-2 i blaskv-1. Zbog ucestalog koristenja p-laktamskih
antibiotika Sirokog spektra, penicilina i cefalosporina 1. i 2. generacije, bakterije su stalno
producirale f-laktamaze prilikom ¢ega su nastajale slucajne mutacije $to je rezultiralo Sirenjem

hidrolitickog spektra B-laktama (Tomi¢ Paradzik, 2019).
2.2.2. Vrste ESBL enzima

Po definiciji, ESBL su plazmidno kodirane B-laktamaze koje hidroliziraju peniciline,
monobaktame, cefalosporine 1. i 2. generacije i cefalosporine 3. generacije, ali ne i cefamicine
(npr. cefoksitin i cefotetan) i karbapeneme (npr. imipenem, meropenem i ertapenem)
(Colodner, 2005). ESBL su heterogena skupina enzima koji medusobno dijele od 20 % do vise
od 99 % sli¢nosti (Jeli¢, 2018). Uglavnom su to derivati f-laktamaza TEM-1, TEM-2 i SHV-
1. Do danas se opisuje vise od 140 TEM i vise od 60 SHV tipova ESBL. Prva TEM ESBL
(TEM-3) nastala je zamjenom aminokiselina na aktivnim mjestima Glul04Lys i Gly238Ser
enzima TEM-2 (Tomi¢ Paradzik i sur., 2019). Daljnjim tofkastim mutacijama dolazi do
promjena u strukturi aktivnoga mjesta tako da i ve¢e molekule, poput oksimino-cefalosporina,
mogu udi 1 biti hidrolizirane. Analizom plazmida koji nose gene za ESBL varijantu TEM-a
dokazan je visok stupanj razli€itosti plazmida $to upucuje na visoku diversifikaciju gena i
njihovu ugradnju u plazmide (Baraniak i sur., 2005). Zamjena aminokiselinskog ostatka glicina

na poziciji 283 u enzimu SHV-1 rezultirala je nastankom ESBL varijante enzima nazvane
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SHV-2 (Paterson i Bonomo, 2005). | ostale varijante SHV enzima nastale su ve¢inom kao
posljedica to¢kastih mutacija, a najrasirenije medu njima su SHV-5 i SHV-12. Tre¢a podgrupa
ESBL enzima, CTX-M, za razliku od ESBL varijanti TEM i SHV, nije nastala mutacijama
poznatih B-laktamaza vec¢ prijenosom kromosomskih gena bakterija roda Kluyvera na plazmide
(Paterson i Bonomo, 2005). Ovi enzimi su dobili ime po cefotaksimu (CTX) iz razloga $to
prema njemu imaju jacu aktivnost nego prema ostalim oksiimino-f-laktamskim antibioticima.
Poznate su preko 172 varijante CTX-M enzima te su svrstane u 5 grupa: CTX-M-1, CTX-M-
2, CTX-M-8, CTX-M-9 i CTX-M-25 (Bonnet, 2004). OXA skupina ESBL enzima,
oksacilinaze, prvotno je otkrivena u izolatima Pseudomonas aeruginosa s podru¢ja Turske i
Francuske, a danas je ve¢inom proSirena medu izolatima roda Acinetobacter (Naas i
Nordmann, 1997). Sli¢nost medu enzimima ove grupe iznosi 20 — 30 % zbog Cega se smatralo
da predstavljaju fenotipsku, a ne genotipsku grupu. Veéina novootkrivenih OXA enzima
nastala je tockastim mutacijama u OXA-2 i OXA-10 enzimima (Danel i sur., 1997). Neke

oksacilinaze pokazuju slabu hidroliti¢ku aktivnost i prema karbapenemima.

2.2.3. Ostale ESBL

ESBL koje su pronadene i okarakterizirane u posljednjih dvadesetak godina, a nisu bile
srodne dotad opisanim skupinama, svrstane su u posebnu grupu nazvanu ostale ESBL
(Bradford, 2001). PER-1 (engl. Pseudomonas extended-resistance) je prva ESBL, a otkrivena
je u Turskoj kod izolata Pseudomonas aeruginosa (Nordmann i sur., 1993), a potom i u drugim
bakterijama kao $to su Acinetobacter baumannii i Salmonella Typhimurium (Vahaboglu i sur.,
1996). Danas na podrucju Turske 46 % bolnicki izoliranih acinetobakterai 11 % pseudomonasa
lu¢e PER-1 (Tomi¢ Paradzik i sur., 2019). Iz PER-1 mutacijama je nastala ESBL PER-2 sa 86
% sli¢nosti u aminokiselinskom slijedu. Iz PER-1, osim PER-2, razvile su se jo§ 3 srodne
ESBL: VEB-1, CME-1i TLA-1. Navedene ESBL varijante pokazuju samo 40 — 50 % sli¢nosti
u strukturi (Bradford, 2001). Jedna od novije otkrivenih varijanti ostalih ESBL enzima je
varijanta GES (engl. Guiana Extended-Spectrum Beta-Lactamases, GES), prethodnog imena
IBC (engl. Integron-Borne Cephalosporinases, IBC). Ovi enzimi su kodirani genima
smjeStenim na plazmidimima u sklopu integrona kod vrste Pseudomonas aeruginosa i
raznovrsnih enterobakterija, a pronadeno je 24 inacice koje se medusobno razlikuju po jednoj
aminokiselinskoj zamjeni ili najvise tri koja odreduje sposobnost hidrolize B-laktama i
osjetljivosti na inhibitore (Tomi¢ Paradzik i sur., 2019). Neki od ostalih neuobicajenih ESBL
enzima uklju¢uju BES-1, CME-1, VE-B-1, PER i SF te su svjedoci vrlo brze prilagodbe

bakterija razli¢itim supstratima i inhibitorima.



2.2.4. Karbapenemaze

Kao $to je to sluéaj i s ostalim B-laktamskim antibioticima, nedugo nakon uvodenja
karbapenema u klini¢ku praksu pojavljuju se rezistentni izolati, a najefikasniji i dominantan
mehanizam rezistencije temelji se na proizvodnji enzima karbapenemaza (Narayanan i sur.,
2016). Karbapenem-rezistentni izolati enterobakterija (engl. Carbapenem-Resistant
Enterobacteriaceae, CRE) predstavljaju veliki klini¢ki problem u cijelom svijetu zbog suzenog
izbora antibiotika dostupnih za lije¢enje takvih infekcija. Karbapenemaze hidroliziraju sve [3-
laktamske antibiotike te su uglavnom otporne na djelovanje klasi¢nih inhibitora -laktamaza.
Sli¢nost karbapenemaza i PBP-a u aminokiselinskom slijedu konzerviranog aktivnog mjesta i
tercijarnoj strukturi upucuje na to da su karbapenemaze nastale uslijed nasumi¢nih mutacija u
PBP-u zbog Cega su ti mutirani enzimi brZe 1 bolje vrsili deacilaciju odnosno uklanjali -
laktame iz aktivnog mjesta (Wax i sur., 2008). Godine 1980. Ambler je klasificirao f-laktamaze
u 4 molekularna razreda (A, B, C i D) obzirom na primarnu strukturu, a karbapenemaze

pripadaju u tri razreda: A, B i D.

Glavna Kkarakteristika karbapenemaza razreda A je konzervirani serinski
aminokiselinski ostatak u aktivnom mjestu enzima. Hidroliziraju Sirok spektar p-laktama:
peniciline, cefalosporine, karbapeneme i aztreonam, a inhibirane su klavulonskom kiselinom i
tazobaktamom. Najznac¢ajni predstavnici su SME (engl. Serratia marcescens enzyme, SME),
KPC (engl. Klebsiella pneumoniae carbapenemase, KPC), NmcA/IMI (engl. not
metalloenzyme carbapenemase/imipenem-aydrolysing p-lactamase, NmcA/IMI), GES (engl.
Guiana extended-spectrum, GES) i SHV-38 (engl. sulphydryl variable, SHV) (Bubonja-Sonje
i Abram, 2014). Geni koji kodiraju za KPC i GES lokalizirani su na plazmidima, a za
NmcA/IMI i SME na bakterijskom kromosomu (Queenan i Bush, 2007). Smatra se da je KPC
epidemioloski i klini¢ki najznacajnija karbapenemaza iz Amblerovog razreda A zato $to KPC-
produciraju¢i sojevi uglavnom uzrokuju sustavne bolesti 1 bolni¢ke infekcije (Nordmann i
Poirel, 2014). Do sada je u svijetu identificirano desetak varijanti KPC gena, klasificiranih od
blakpc-2 do blakpc-13 (Chen i sur., 2014), a najznacajnije varijante su blakpc-2 i blakpc-3 koje se
razlikuju u samo jednom aminokislinskom ostatku. Za razliku od KPC-a, karbapenemaza SME
je kromosomski kodirana zbog ¢ega joS uvijek ne predstavlja veliki epidemioloski problem.
Karbapenemaza SME-1 pronadena je 1982. godine u izolatima Serratia marcescens, ali
rezervoar sojeva jo§ uvijek nije utvrden. NmcA i IMI su takoder kromosomski kodirane
karbapenemaze koje se razlikuju samo u 3 % aminokiselinskih ostataka, a izolirane su iz sojeva

Enterobacter cloacae. Pojavljuju se sporadi¢no u klini¢kim izolatima enterobakterija. U
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skupini GES ESBL koju ¢ini 9 grupa enzima, postoje 4 enzima (GES-2, GES-4, GES-5 i GES-
6) koja pokazuju i karbapenemaznu aktivnost. GES enzim koji pripada molekularnom razredu
A prvi put je pronaden u izolatu K. pneumoniae u Francuskoj 1998. godine (Poirel i sur., 2000).
SFC i SHV skupine karbapenemaza sadrze samo po jednog ¢lana: SFC-1 i SHV-38 (Bubonja-
Sonje i Abram, 2014).

Karbapenemaze Amblerovog razreda B su metalo-p-laktamaze koje u aktivnom mjestu
sadrze cink zbog Cega su inhibirane kelatorima metalnih iona, a hidroliziraju Sirok spektar 3-
laktamskih antibiotika. Nisu inhibirane klasi¢nim komercijalno dostupnim inhibitorima [3-
laktamaza. U ovu grupu ubrajamo enzime NDM (engl. New Delhi metallo-flactamase, NDM),
VIM (engl. Verona integron-encoded metallo-s-lactamase, VIM), IMP (engl. Imipenemase,
IMP), SPM (engl. Sao Paulo metallo-s-lactamase, SPM), SIM (engl. Seoul imipenemase,
SIM), GIM (engl. German imipenemase, GIM), AIM (engl. Adelaide imipenemase, AIM), DIM
(engl. Dutch imipenemase, DIM), KHM (C. freundii strain KHM243 — Kyorin Hospital MBL),
SMB (engl. Serratia MBL, SMB), TMB (Tripoli MBL) i FIM (engl. Florence imipenemase,
FIM) (Bubonja-Sonje i Abram, 2014). Obzirom na strukturnu raznolikost, karbapenemaze
razreda B podijeljene su u 3 podskupine. U B1 podskupinu svrstane su sve klini¢ki znacajne
karbapenemaze poput VIM, IMP i NDM, a glavno obiljezje skupine je koordinacija atoma
cinka u aktivhom mjestu s tri histidina i jednim cisteinom (Jeli¢, 2018). Sirenje gena koji
kodiraju za karbapenemaze VIM, IMP i NDM te u manjoj mjeri SPM, GIM i SIM, ubrzano je
ugradivanjem gena u plazmide i transpozone putem integrona. IMP-1 je prva dokazana metalo-
B-laktamaza koja je pronadena u pseudomonasu rezistentnom na karbapeneme 1988. u Japanu
(Watanabe i sur., 1991), a najveca prevalencija enterobakterija koje proizvode IMP danas je i
dalje u zemljama dalekog istoka. VIM je trenutno najrasirenija plazmidna metalo-p-laktamaza
(Queenan 1 Bush, 2007) koja ima preko 40 alelskih inacica otkrivenih u brojnim drzavama
diljem svijeta. Prva otkrivena, VIM-1, izolirana je u Italiji 1997. iz P. aeruginosa (Lauretti i
sur., 1999). NDM-1 opisana je 2009. godine u Svedskoj u izolatu K. pneumoniae od bolesnika
prethodno hospitaliziranog u Indiji (Nordmann i sur., 2011). Do sada je opisano 17 varijanti
ovog enzima, a vecina ih potjeCe iz Azije. Jedan od najvecih pokretaca Sirenja NDM-1
producirajucih enterobakterija su medunarodna putovanja, a velika prevalencija zabiljeZena je
u drzavama u kojima Zive velike zajednice Indijaca i Pakistanaca npr. Ujedinjeno Kraljevstvo

(Nordmann i Poirel, 2014).
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Medu ve¢ spomenutim ESBL oksacilinazama postoje i inacice (npr. OXA-40, OXA-
48, OXA-51, OXA-198) koje pokazuju slabu, ali znacajnu hidroliticku aktivnost prema
karbapenemima te se svrstavaju u Amblerov razred D. Novije studije ukazuju na razli¢itu
antimikrobnu aktivnost tih enzima u razli¢itim bakterijskim domacinima, primjerice, kada su
prisutne u E. coli ponaSaju se kao karbapenemaze uskog spektra, a ako su prisutne unutar
Acinetobacter baumannii ponasaju se kao karbapenemaze (Tomi¢ Paradzik i sur., 2019).
Karbapenemazna aktivnost oksacilinaza mnogo je manja nego aktivnost karbapenemaza
drugih razreda tj. one mogu hidrolizirati imipenem, ali ne uvijek i meropenem. Rezistencija na
karbapeneme obi¢no se manifestira tek u kombinaciji s drugim mehanizmom rezistencije npr.

gubitak porina vanjske membrane (Bubonja-Sonje i Abram, 2014).

2.3. OTPADNE VODE KAO MEDIJ ZA SIRENJE REZISTENCIJE NA
ANTIBIOTIKE

Antibiotici ili njihovi aktivni metaboliti nakon terapijske primjene izlucuju se iz
ljudskog organizma 1 ispustaju zajedno s urinom i fekalijama u otpadne vode te povecavaju
selektivni pritisak u populaciji bakterija. Selektivni pritisak pogoduje stvaranju antibioticke
rezistencije, ali i njezinom daljnjem S$irenju. Ipak, najveci rezervoari rezidualnih antibiotika i
gena za rezistenciju na antibiotike predstavljaju otpadne vode iz farmaceutskih industrija i
bolnica. Primjerice, Bielen i sur. (2017) pokazali su kako otpadne vode iz proizvodnje i
formulacije antibiotika sadrze visoke koncentracije razli¢itih antibiotika. Industrijske otpadne
vode i sedimenti njihovih recipijentnih voda spremnici su poznatih i potencijalno novih gena
za rezistenciju na makrolide odnosno [B-laktame, 2,4- diaminopirimidine, sulfonamide i
tetracikline (Milakovi¢ i1 sur., 2019). U Republici Hrvatskoj otpadne vode bolnica se ne
podvrgavaju pred-tretmanu prije ispusta u kanalizacijsku mrezu ve¢ idu direktno na uredaj za
prociS¢avanje otpadnih voda. To nosi rizik da bolnicki patogeni koji su cesto viSestruko
rezistentni preZive obradu u uredajima za prociS¢avanje (Smyth i sur., 2020; Hultman i sur.,

2018) te putem izlazne vode dospiju u okolis.

2.4. ULOGA PLAZMIDA U SIRENJU REZISTENCIJE NA CEFALOSPORINE 3.
GENERACIJE

RaSirenost gena za rezistenciju na antibiotike najve¢im dijelom je posljedica
horizontalnog prijenosa gena medu bakterijama istih ili razli€itih vrsta, a tu glavnu ulogu imaju
plazmidi: ekstrakromosomske kruzne molekule DNA koje imaju sposobnost samostalne
replikacije. Plazmidi ¢esto nose vise od jednog gena za rezistenciju pa posljedi¢no istovremeno

ispoljavaju rezistenciju na razli¢ite skupine antibiotika (Caratolli, 2013). Osim gena za
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rezistenciju, na plazmidima se Cesto nalaze i pokretni geneticki elementi, poput transpozona i
insercijskih sekvenci, zbog ¢ega postoji mnogo razlicitih plazmida koje je teSko okarakterizirati
i svrstati u srodne skupine. Ipak, usprkos velikoj plasticnosti plazmidnih molekula, na temelju
konzervirane regije odgovorne za proces replikacije (replikon), plazmidi se svrstavaju u
skupine inkompatibilnosti (Carattoli, 2013). Tako primjerice plazmidi iste skupine imaju isti
replikon 1 medusobno su inkompatibilni pa ne mogu u isto vrijeme egzistirati u bakterijskoj
stanici. Neki plazmidi, npr. plazmidi skupine IncF, imaju uzak spektar bakterijskih domacina,
dok su plazmidi iz skupina IncA/C, IncL/M i IncN izrazito promiskuitetni i konjugiraju izmedu
velikog broja bakterijskih vrsta (Thomas i Nielsen, 2005). Epidemioloski najznacajniji
plazmidi spadaju u 6 skupina inkompatibilnosti: IncF, IncA/C, Incl, IncHI, IncN i IncL/M
(Jeli¢, 2018).

Plazmidi imaju vrlo vaznu ulogu u globalnom Sirenju rezistencije, posebice u Sirenju
rezistencije posredovane ESBL enzimima i karbapenemazama. Geni za ove enzime su
uglavnom se nalaze na velikim konjugativnim plazmidima koji se relativno brzo §ire medu
bakterijskom populacijom. Plazmidi koji nose ESBL gene vrlo ¢esto, gotovo uvijek, nose i
druge gene odgovorne za rezistenciju na razli¢ite skupine antibiotika pa tako doprinose Sirenju
visestruke rezistencije (Wang i sur., 2015). Branger i suradnici (2018) pokazali su da se
stjecanje razlicitih gena koji kodiraju ESBL dogodilo neovisno kroz viSestruke dogadaje na
srodnim ili nepovezanim plazmidima. Zbog toga ve¢ina ESBL gena nisu vezani za specificne
plazmide ve¢ se nalaze na plazmidima razliCitih skupina inkompatibilnosti. Plazmidi iz Inc
skupina A/C, ColE, F, HI2, I1a/y, K, L/M, N, P i R povezani su sa Sirenjem gena koji kodira
za SHV-12 B-laktamazu (Liakopoulos i sur., 2016). Geni koji kodiraju za VIM karbapenemaze
najcesS¢e se nalaze na plazmidima skupina IncA/C, IncR, IncHI2, Incll 1 IncW (Martinez-
Martinez i Gonzalez-Lopez, 2014). Nadalje, insercijske sekvence, integroni i transpozoni na
plazmidu takoder pogoduju Sirenju gena za rezistenciju. Tako primjerice prisutnost Tn2-
blaTEM-1 transpozona na IncF plazmidu pogoduje uspjesnom Sirenju blactx-m-15 gena

(Branger i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. POPIS MATERIJALA
3.1.1. Uzorci otpadne vode i recipijentne bakterije

Uzorci neobradenih otpadnih voda uzeti su iz dviju bolnica grada Zagreba: Klinicke
bolnice ,,Sv. Duh* (H1) i Klini¢kog bolni¢kog centra ,,Rebro* (H2) i sluzili su kao donori
plazmida u pokusima egzogene izolacije plazmida. Uzorci otpadnih voda su prikupljani tri dana
zaredom u dvije replike te odmabh profiltrirani (60-90 mL) kroz membranske filtere napravljene
od mijesanog celuloznog estera, promjera 47 mm i veli¢ine pora 0,2 um (GE Healthcare Life
Sciences, Whatman, Njemacka) metodom membranske filtracije. Filteri su potom usitnjeni
sterilnim Skarama i prebaceni u 10 %-tni triptoza sojin bujon (TSB) i 15 %-tni glicerol te
pohranjeni na -80 °C.

Kao recipijent u egzogenoj izolaciji plazmida koristen je soj bakterije Escherichia coli
CV601 koji je rezistentan na antibiotike kanamicin i rifampicin te nosi gen koji kodira za zeleni
fluorescentni protein GFP (engl. green fluorescence protein, GFP) zbog kojeg kolonije ovog
soja pod ultraljubicastim svijetlom svijetle zeleno.

3.1.2. Antibiotici
3.1.2.1. Antibiotici koristeni za pripremu selektivnih hranjivih podloga
e rifampicin (RIF, prasak za otopinu >98 %-tne ¢istoce, TCI, Japan)
e kanamicin monosulfat (KAN, prasak za otopinu, Thermo Scientific, Njemacka)

o cefotaksim (CTX, prasak za otopinu Sigma-Aldrich, Izrael)

3.1.2.2. Dijagnosticki diskovi natopljeni antibiotikom za disk difuzijski test po Kirby-Baueru
e amoksicilin (AML, 25 pug; OXOID, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e amoksicilin/klavulanska kiselina (AMC, 20/10 pg; BD BBLTM, SAD)
e cefaleksin (CL, 30 pg; OXOID, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e cefuroksim (CXM, 30 pg; BD BBLTM, SAD)
e ceftazidim (CAZ, 10 pg; OXOID, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e cefepim (FEP, 30 pg; BD BBLTM, SAD)
e ertapenem (ETP, 10 pg; BD BBLTM, SAD)
e imipenem (IPM, 10 pg; BD BBLTM, SAD)
e meropenem (MEM, 10 nug; BD BBLTM, SAD)
e gentamicin (GM, 10 pg; BD BBLTM, SAD)
e trimetoprim/sulfametoksazol (SXT 1,25/23,75; BD BBLTM, SAD)
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e ciprofloksacin (CIP, 5 pg; BD BBLTM, SAD)
e cefotaksim (CTX, 5 ug; OXOID, Ujedinjeno Kraljevstvo)

3.1.2.3. Antibiotici koristeni za testiranje osjetljivosti izolata na antibiotike metodom
mikrodilucije

e crtapenem, praSak za otopinu (Carbosynth Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo)

imipenem/cilastatin, prasak za otopinu (Aptamedica, Slovenija)

e meropenem, prasak za otopinu (Sigma-Aldrich, Njemacka)

kolistin sulfat, prasak za otopinu (Sigma-Aldrich, Njemacka)

3.1.2.4. Priprema izvornih otopina antibiotika i antimikotika

Izvorne (engl. stock) otopine antibiotika pripremljene su otapanjem praska antibiotika
u sterilnoj miliQ vodi u koncentraciji od 50 mg/mL za rifampicin i kanamicin te 5 mg/mL za
cefotaksim. Otopine su profiltrirane kroz filter Filtropur S promjera pora 0,2 pm (Sarstedt,

Njemacka) i cuvane na — 20 °C.

Izvorna otopina antimikotika cikloheksimida pripremljena je otapanjem praska
cikloheksimida Cisto¢e >98 % (Sigma- Aldrich, Kina) u sterilnoj miliQ vodi u koncentraciji od

10 mg/mL. Otopina je profiltrirana kroz filter Filtropur S i ¢uvana na -20 °C.
3.1.2.5. Priprema radnih otopina antibiotika za testiranje osjetljivosti izolata na antibiotike
metodom mikrodilucije

Radne otopine koriStenih karbapenemskih antibiotika i kolistina pripremljene su

otapanjem praSka antibiotika u sterilnoj miliQ vodi u koncentraciji od 1 mg/mL. Radne otopine

antibiotika su svjeze pripremane svaki dan.

3.1.3. Hranjive podloge i otopine

3.1.3.1. Priprema cvrste Luria-Bertani hranjive podloge sa i bez dodatka antibiotika i
cikloheksimida

Luria-Bertani (LB) ¢vrsta hranjiva podloga pripremljena je otapanjem 25 g LB Broth
podloge (Difco, Francuska) i 15 g agara (Biolife, Italija) u 1 L destilirane vode. Podloga je
potom sterilizirana autoklaviranjem pri 121°C 15 minuta. Za eksperiment su koristene i LB
podloge s dodatkom cikloheksimida (100 mg/L) (LB+CHX100), cikloheksimida (100 mg/L),
rifampicina (50 mg/L) i kanamicina (50 mg/L) (LB+CHX100+RIFs0+KANs) te LB podloge s
dodatkom cikloheksimida (100 mg/mL), rifampicina (50 mg/L), kanamicina (50 mg/L) i
cefotaksima (2 mg/L) (LB+CHXi100+RIFs0+KANse+CTX2). Antibiotici i cikloheksimid su u
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sterilnim uvjetima u laminaru (LN 090-120, Kompass, Turska) dodani u podlogu nakon

sterilizacije 1 hladenja na 50-55 °C.

3.1.3.2. Priprema Mueller-Hintonovog agara
Mueller-Hintonov agar pripremljen je otapanjem 38 g Mueller-Hintonove Cvrste
podloge (OXOID, Ujedinjeno Kraljevstvo) u 1 L destilirane vode. Podloga je sterilizirana

autoklaviranjem pri 121°C 15 minuta.

3.1.3.3. Priprema CHROMagar Orientation cvrste podloge s dodatkom selektivnih antibiotika

CHROMagar Orientation ¢vrsta kromogena podloga (CHROMagar, Francuska)
pripremljena je otapanjem 33 g podloge u 1 L destilirane vode. Podloga je sterilizirana
autoklaviranjem 15 minuta na 121 °C. Nakon sterilizacije i hladenja na 50-55 °C, podlozi je u
sterilnim uvjetima dodan cikloheksimid (100 mg/L), rifampicin (50 mg/L), kanamicin (50
mg/L) i cefotaksim (2 mg/L) (ORI+CHX100+RIFs0+KANs50+CTX>).

3.1.3.4. Priprema 10 %-tnog TSB
10 %-tni TSB (engl. Tryptic Soy Broth, TSB) pripremljen je otapanjem 4 g podloge
(Difco, Francuska) u 1 L destilirane vode. Podloga je sterilizirana autoklaviranjem pri 121 °C

kroz 15 minuta.

3.1.3.5. Priprema Mueller-Hintonove tekuce podloge

Mueller-Hintonova tekuca podloga pripremljen je otapanjem 21 g Mueller-Hintonovog
bujona (Merck, Njemacka) u 1 L destilirane vode. Podloga je potom sterilizirana

autoklaviranjem na 121 °C u trajanju od 15 minuta.

3.1.3.6. Priprema Mueller-Hintonovog bujona Il

Mueller-Hintonov bujon II (s podeSenim kationima; Sigma-Aldrich, Njemacka)
pripremljen je otapanjem 22 g Mueller-Hinton broth Il podloge u 1 L destilirane vode. Podloga

je sterilizirana autoklaviranjem na 121 °C kroz 10 min.

3.1.3.7. Priprema 1 x Tris-acetatnog EDTA pufera (TAE)
U 900 mL destilirane vode dodano je 100 mL 10 x TAE komercijalnog pufera

(Invitrogen, Ujedinjeno Kraljevstvo).
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3.1.3.8 Priprema fizioloske otopine
Fizioloska otopina (0,85 % NaCl) pripremljena je otapanjem 0,85 g natrijeva klorida u
1 L destilirane vode nakon ¢ega je provedena sterilizacija u autoklavu na 121 °C u trajanju od

15 minuta.

3.1.3..9 Priprema agaroznog gela

Agarozni gel (1,5 %) pripremljen je otapanjem (u mikrovalnoj pecnici) agaroze (2,25
g; Sigma, SAD) u 1 x TAE puferu (150 mL). Prije izlijevanja gela u kadicu za elektroforezu
(OWL DR-14, Thermo Scientific, SAD), u gel je dodan etidijev bromid (0,5 pg/mL) Koji

interkalira u baze te zbog toga DNA mozemo vizualizirati pod UV svjetlom.

3.2. EGZOGENA IZOLACIJA PLAZMIDA KOJI NOSE GENE ZA REZISTENCIJU
NA CEFOTAKSIM
3.2.1. Transkonjugacija

Recipijentna bakterija E. coli CV601 uzgojena je preko no¢i inkubacijom pri 28 °C
(inkubator ,,Memmert BE 200 , Memmert, Njemacka) na krutoj LB podlozi s rifampicinom i
kanamicinom. Jedna kolonija bakterija s krute podloge precijepljena je u 8 mL tekuée 10 %-
tne TSB podloge te uzgajana preko noc¢i na 28 °C na tresilici (160 rpm) (Innova 4340, New
Brunswick Scientific, SAD). Ta je prekono¢na kultura recipijenta potom rasporedena u
eppendorf tubice po 2 mL te centrifugirana (centrifuga 5430R, Eppendorf, Njemacka) 5 minuta
na 5000 rpm. Supernatant je odbacen, a peleti recipijenta isprani s 1 mL 10 %-tnog TSB-a te
centrifugirani 5 minuta na 5000 rpm. Ovaj korak ponovljen je dva puta kako bi se maknuli
zaostali antibiotici. Pelet recipijenta iz jedne od Cetiri eppendorf tubice resuspendiran je u 10
%-tnom TSB, a ostali su pohranjeni na -20 °C. 10 mL uzorka donora (bakterije iz otpadne vode

na filteru) stavljeno je na tresilicu 2 sata na 60 rpm.

Miks za transkonjugaciju pripremljen je mijeSanjem 3 mL uzorka donora i 100 pL
recipijenta (E. coli CV106) u plasti¢nim epruvetama (50 mL), nakon ¢ega je ta mjeSavina
razdijeljena u dvije eppendorf tubice po 1,5 mL. Za kontrolu uzorka tj. donora (sample control)
uzeto je 3 mL donora raspodijeljenog u tubice po 1,5 mL, a za recipijentnu kontrolu (recipient
control) uzet je ostatak kulture recipijenta (900 uL). Uzorci miksa i obje kontrole centrifugirani
su 10 minuta na 3100 g, nakon ¢ega je odbacen supernatant. Bakterijske stanice u talogu su

potom resuspendirane u 100 uL 10 %-tnog TSB-a.
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Slika 5. Nacjepljivanje miksa, recipijentne kontrole i kontrole uzorka na filter na LB podlozi

sa cikloheksimidom (vlastita fotografija)

Na 3 suhe LB podloge sa cikloheksimidom sterilnom pincetom stavljeni su filteri
Durapore (promjer pora 0,22 um, PVDF Membrane, Merck, Irska). Na sredinu filtera
ispipetiran je cijeli volumen miksa, recipijentne kontrole i kontrole uzorka (slika 5). Bakterijske

stanice na filterima uzgajane su preko no¢i inkubacijom na 28 °C.

3.2.2. Nacjepljivanje na selektivne podloge

Nakon prekonoéne inkubacije, bakterijske stanice su prikupljene s filtera
vorteksiranjem filtera u 2 mL fizioloske otopine u plasti¢nim epruvetama (50 mL). Potom su
pripremljena serijska razrjedenja bakterijskih stanica iz miksa od 10 do 10® u sterilnoj
fizioloSkoj otopini. Od svakog razrjedenja nacijepljeno je po 20 pL u triplikatu na ploce
LB+RIFs50+KANs0+CHX100 kako bi se odredio broj bakterija recipijenta u miksu koji je
potreban za izracunavanje frekvencije transkonjugacije (slika 6A). Istovremeno je na podloge
LB+RIF50+KANsg+CHX100+CTX2 i ORI+ RIFs50+KANso+CHX100+CTX2 nacijepljeno u
duplikatu po 100 pL razrjedenja miksa od 10" do 10* kako bi izolirali potencijalne
transkonjugante.
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Slika 6. Shema nacjepljivanja na selektivne podloge

A Decimalna razrjedenja (102-10%) suspenzije bakterija iz miksa nacjepljuju se po 20 pL u triplikatu na ploce
LB+RIFs0+KANso+CHX1g0. 100 pL razrjedenja od10 do 10 nacjepljuje se u duplikatu na LB i ORI podloge

sa selektivnim antibiotikom. 100 pL suspenzije bakterija s filtera za B recipijent kontrolu i C kontrolu uzorka

nacjepljuje se na LB ploce sa selektivnim antibiotikom.

Provjera rasta recipijentnog soja i donora provedena je nacjepljivanjem 100 pL

recipijentne kontrole i kontrole uzorka na podloge LB+RIFs0+KANso+CHX100+CTX2 (slika
6B i C).

Sve podloge inkubirane su 48 sati na 28 °C.
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Slika 7. Porasle kolonije bakterija iz miksa pod UV-svijetlom. Kolonije recipijentne bakterije

E. coli CV601 svijetle zelenim svjetlom (vlastita fotografija)

Porasle kolonije recipijentnih bakterija su izbrojane pod ultraljubi¢astim svijetlom
(transiluminator UVT-20L, Herolab GmbH, Njemacka), zbog toga $to soj E. coli CV601
eksprimira protein GFP koji fluorescira zeleno pod ultraljubicastim svjetlom zbog ¢ega ga je
moguce fenotipski razlikovati od ostalih bakterija iz miksa (slika 7). Broj bakterija recipijenta
potreban je za izraCunavanje frekvencije transkonjugacije koja se racuna kao omjer broja

transkonjuganata (CFU/mL) i recipijenta (CFU/mL).

3.2.3. Selekcija 1 procis¢avanje potencijalnih transkonjuganata

Nakon 48-satnog rasta selekcionirani su potencijalni transkonjuganti odnosno kolonije
koje imaju fenotipska obiljezja recipijentnog soja. To su kolonije koje na LB+
RIF50+KANsg+CHX100+CTX2 podlozi na transiluminatoru svijetle zeleno (slika 8A), i
ruziCaste kolonije na ORI+ RIFso+KANso+CHX100+CTX2 podlozi (slika 8B). Porasle kolonije
iz uzorka recipijentne kontrole i kontrole uzorka takoder su pogledane pod UV svijetlom. Na
ploci s kontrolom recipijenta ne smije biti bakterijskog rasta, jer genom recipijentog soja nema
gene za rezistenciju za CTX. Kontrola uzorka pokazuje posjeduju li bakterije iz uzoraka

rezistenciju na cefotaksim.
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Slika 8. A Porasle kolonije bakterija iz miksa na LB+ RIFso+KANso+CHX100+CTX2 podlozi
pod UV svijetlom (vlastita fotografija)

Strelicom je oznacena zelena kolonija odnosno potencijalni transkonjugant B Porasle kolonije bakterija iz miksa
na ORI+ RIF50+KANse+CHX100+CTX; podlozi. Strelicom je oznaéena ruzicasta kolonija odnosno potencijalni

transkonjugant.

Potencijalni transkonjuganti precijepljeni su na svjeze LB podloge s antibioticima
metodom iscrpljivanja i inkubirani 48 sati na 28 °C, nakon ¢ega su ponovo provjereni pod UV-
svijetlom. Porasle kolonije koje su svijetlile pod UV svjetlom precijepljene su ponovno na
svjeze podloge metodom iscrpljivanja u svrhu dobivanja ¢iste kulture i vece koli¢ine biomase
(slika 9).

Slika 9. Potencijalni transkonjugant pod UV-om nakon proc¢is¢avanja na LB+
RIFso+KANso+CHX100+CTX2 podlozi (vlastita fotografija)

Po jedna kolonija potencijalnih transkonjuganata nakon iscrpljivanja precijepljena je u
tekucu LB+RIF50+KANso+CHX100+CTX2 podlogu te inkubirana 24 sata pri 28 °C na tresilici.
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Nakon inkubacije Cistoca 1 izgled stanica potencijalnih transkonjuganata provjereni su pod
svjetlosnim mikroskopom (M20EB, Wild Heerbrugg, Svicarska) nakon bojanja safraninom
(Biogram 4 kit, Biognost, Hrvatska) na povecanju od 1000X s imerzijskim objektivom.
Ukoliko je kultura bila ¢ista, pripremljen je glicerolski stock mijesanjem 900 puL 50 %-tnog
glicerola (Gram-mol, Hrvatska) i 900 uL tekuée bakterijske kulture (kona¢na koncentracija
glicerola 25 %). Tako pripremljeni glicerolski stockovi potencijalnih transkonjuganata

spremljeni su na— 20 °C do daljnje obrade.

3.3. DETEKCIJA POZITIVNIH TRANSKONJUGANATA POMOCU METODE BOX-
PCR

Kako bi se potvrdilo da je fluorescirajuci potencijalni transkonjugant doista recipijentna
bakterija E. coli CV 601 s plazmidom koji nosi rezistenciju na CTX, provedena je metoda
lancane reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) ponavljajucih sljedova
koristeci pocetnicu BOX, tzv. BOX PCR (Martin i sur., 1992). Ta metoda ukljuéuje koristenje
samo jedne pocetnice BOX_AlR CTA CGG CAA GGC GAC GCT GACG (Metabion
International AG, Njemacka) koja se veze na rasprSene BOX sekvence §to rezultira da se
tijekom PCR-a umnaza vise fragmenata razlicite veli¢ine $to daje odgovaraju¢i DNA profil

tzv. fingerprint specifican za pojedinu vrstu bakterija.

Tablica 1. Komponente BOX-PCR reakcije

Komponenta Volumen [uL] za 1 Konaéna
P PCR reakciju koncentracija
H20 10,75
10 X pufer 5 »

(Thermo Scientific, Litva)

mjesavina deoksinukleozid-trifosfata,
2 mM svakog
(Thermo Scientific, Litva) 2.5 0,2mM

25 mM MgCl,
(Thermo Scientific, Litva) 3,75 3,75mM
DMSO 1,25 5%
Pocetnica BOX_AIR 0,5 0,2 uM
Taq polimeraza 0,25 1,25 U/A
(Thermo Scientific, Litva)
DNA 1
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DNA kalup za BOX-PCR pripremljen je tako da je sterilnom ezom uzeta 1 kolonija
potencijalnog transkonjuganta i resuspendirana u 50 puL vode bez nukleaza (Qiagen, Njemacka)
te kuhana 10 minuta na 99 °C u termobloku (Corning LSE, Kanada). 1 uL tako pripremljene
DNA dodan je u PCR reakcijsku smjesu ukupnog volumena 25 uL i sastava navedenog u tablici
1. Umnazanje je provedeno na uredaju PCRMax Alpha Cycler 1 (Antylia Scientific, SAD) kroz
30 ciklusa pod uvjetima prikazanim u tablici 2. Kao pozitivna kontrola koriStena je skuhana
biomasa recipijentne bakterije E. coli CV 601, a kao negativna kontrola koristena je voda

umjesto bakterijske DNA.

Tablica 2. Uvjeti BOX-PCR reakcije

Temperatura

Faza °C] Trajanje
Pocetna denaturacija 94 7 min
Denaturacija 94 1 min
Sparivanje pocetnica 53 1 min
Sinteza komplementarnih lanaca 65 8 min
65 16 min

Zavr$na elongacija

Dobiveni PCR produkti razdvojeni su horizontalnom gel elektroforezom u 1,5 %-tnom
agaroznom gelu. U prvu, sredi$nju i zadnju jaZicu gela naneseno je 2 uLL DNA markera (1 kb;
Promega, SAD), a u ostale jazice po 10 uLL. PCR produkta pomijesanog s 2 uL boje (Gel loading
solution, Sigma, SAD). Elektroforeza je trajala 4 sata pri naponu od 40 V, nakon ¢ega su PCR
produkti vizualizirani pod UV svjetlom na transiluminatoru. Transkonjuganti koji su imali

DNA vrpce iste kao recipijentni soj isli su na daljnju obradu.

3.4. TESTIRANJE OSJETLJIVOSTI TRANSKONJUGANATA NA ANTIBIOTIKE
3.4.1. Testiranje osjetljivosti transkonjuganata na antibiotike metodom disk difuzije

Osjetljivost transkonjuganata odredena je metodom disk difuzije po Kirby-Baueru za
antibiotike iz skupine B-laktama (amoksicilin, amoksicilin/klavulanska kiselina, cefaleksin,
cefuroksim, ceftazidim, cefepim, ertapenem, imipenem, meropenem i cefotaksim),
aminoglikozida (gentamicin), fluorokinolona (ciprofloksacin) te sulfonamida i trimetoprima
(trimetoprim/sulfametoksazol). Transkonjuganti iz glicerolskog stocka nacijepljeni su u svjezu
tekucu podlogu (10 %-tni TSB) s dodatkom rifampicina i kanamicina (50 mg/L) te cefotaksima
(2 mg/L) i inkubirani preko no¢i na 28 °C. Prekono¢na kultura precijepljena je na Mueller-

23



Hintonov agar i inkubirana na 35 °C preko no¢i. 1z nekoliko morfoloski sli¢nih kolonija
prekonoc¢ne kulture napravljene su suspenzije bakterijskih stanica u 0,85 %-tnoj fizioloskoj
otopini do opticke gustoce koja odgovara standardu 0,5 McFarland-a. Opticka gustoca mjerena
je denzitometrom (,,Suspension Turbidity Detector DEN-1%, Biosan, Latvija). Na povrsinu
Mueller-Hintonovog agara vatenim S$tapiem ravnomjerno je nanesena homogenizirana
bakterijska suspenzija u obliku bakterijske livade razmazivanjem u tri smjera. Na bakterijsku
livadu naneSeni su diskovi koji sadrzavaju definiranu koli¢inu pojedinog antibiotika pomocu
dispenzera (,,BLL Sensi Disc 8 Place Dispenser, BD BBLTM, SAD). Rezultati su ocitani
nakon 18 sati inkubacije na 35 °C mjerenjem promjera inhibicijskih zona oko diskova.
Rezultati su interpretirani prema EUCAST (The European Comittee on Antimicrobial

Susceptibility Testing, 2022) smjernicama.
3.4.2. Testiranje osjetljivosti transkonjuganata na antibiotike metodom mikrodilucije

Osijetljivost svih transkonjuganata na kolistin testirana je odredivanjem minimalne
inhibitorne koncentracije (MIK), a osjetljivost na antibiotike iz skupine karbapenema -
ertapenem, meropenem i imipenem, samo onim transkonjugantima koji su metodom disk
difuzije pokazali rezistenciju na jedan ili viSe karbapenema. MIK vrijednosti su odredene
pomocu metode mikrodilucije koja ukljucuje dvostruka serijska razrjedenja navedenih
antibiotika u mikrotitarskim ploCicama s 96 jazica. Pojedina¢ne kolonije transkonjuganata
nacijepljene su u teku¢u Mueller Hintonovu podlogu za prekono¢nu inkubaciju pri 37 °C uz
vrtnju (150 rpm). Takoder su uzgojene i prekono¢ne kulture kontrolnih bakterijskih sojeva:
Escherichia coli ATCC® 25922™ koja je osjetljiva na karbapenemske antibiotike i kolistin te
Escherichia coli NCTC® 13846™ koja je osjetljiva na karbapenemske antibiotike i rezistentna
na kolistin te recipijentni soj Escherichia coli CV601 koji je osjetljiv na karbapenemske
antibiotike i kolistin. Prekono¢ne kulture razrijedene su do gustoée koja je odgovarala 5 - 10°
CFU/mL. Testiranje osjetljivosti na karbapenemske antibiotike provedeno je u mikrotitarskim
tretiranim plo¢icama koriste¢i Mueller-Hintonov bujon. Raspon koncentracija meropenema i
imipenema u ovom istrazivanju bio je od 1 do 64 mg/L, dok je koncentracija ertapenema bila
u rasponu od 0,25 do 16 mg/L. Testiranje osjetljivosti na kolistin provedeno je u mikrotitarskim
netretiranim plo¢icama koriste¢éi Mueller-Hintonov bujon II s podeSenim kationima.
Koncentracijski raspon kolistina bio je od 1 do 64 mg/L. U svaku je jazicu dodan pripadajuci
bujon te antibiotik u odgovarajucoj koncentraciji u ukupnom volumenu od 90 pL te 10 pL
bakterijske suspenzije gustoée 5 - 10° CFU/mL tako da je ukupni volumen u svakoj jaZici bio
100 pL. Uz kontrolne sojeve koji imaju poznate MIK vrijednosti (E. coli ATCC® 25922™ -
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karbapenemi <1 mg/L, kolistin 0,5 do 1 mg/L; E. coli NCTC® 13846™ karbapenemi <1 mg/L;
kolistin 4 mg/L), svaka mikrotitarska ploCica je sadrzavala jazice s bujonom bez antibiotika
kao kontrola rasta bakterija (mora biti prisutno zamucenje). Mikrotitarske plo¢ice su inkubirane
pri temperaturi od 35 °C u trajanju od 18 h nakon ¢ega je ocitana vrijednost MIKa, a to je ona
koncentracija pri kojoj dolazi do vidljive inhibicije rasta bakterijske kulture (nema zamucenja).

Dobiveni rezultati su interpretirani prema EUCAST (2022) smjernicama.

3.5. IZOLACIJA PLAZMIDNE DNA

Izolacija plazmidne DNA transkonjuganata provedena je koriste¢i komplet reagensa za
izolaciju plazmidne DNA "Plasmid mini prep kit" (Qiagen, Njemacka) prema uputama
proizvodaca. 100 pL kulture iz glicerolskog stocka nacijepljeno je u 1,5 mL LB tekuée podloge
u koju je dodan cefotaksim (2 mg/L) te je inkubirano preko no¢i na 28 °C. Te su prekono¢ne
kulture potom centrifugirane 3 minute na 10 000 rpm, nakon ¢ega je supernatant odbacen. Pelet
bakterijskih stanica resuspendiran je u 250 uL Pufera P1 (Qiagen) u kojeg je prethodno dodana
RNAza A (Qiagen). Zatim je dodano 250 uL Pufera P2 (Qiagen), a reakcija lize stanica je
zaustavljena dodavanjem Pufera N3 (Qiagen) nakon 5 minuta. U digestoru je potom dodano
100 uL kloroforma (Merck, Njemacka) nakon ¢ega su eppendorf tubice stavljene 5-10 minuta
na led kako kloroform ne bi ispario. Poslije hladenja, smjesa se centrifugira 10 minuta pri 14
000 rpm. U ciste eppendorf tubice ispipetirano je 750 uL supernatanta te dodano 75 pL 3M
NaOAc, pH 5.2. Nadalje, dodano je 750 uL hladnog izopropanola (Gram-mol, Hrvatska) nakon
¢ega su tubice centrifugirane na maksimalnoj brzini 25 minuta na 4°C. Supernatant je odbacen,
a talog plazmidne DNA ispran sa 70 %-tnim etanolom (LabExpert, Slovenija) i centrifugiran
pri maksimalnoj brzini 4 minute. Korak ispiranja s etanolom ponovljen je jos jedanput. Nakon
centrifugiranja odvojen je supernatant, a talog resuspendiran u 50 uL vode bez nukleaza.
Koncentracija izolirane plazmidne DNA izmjerena je na NanoDrop spektrofotometru (BioSpec
Nano, Shimadzu, Japan) te razrijedena u vodi bez nukleaza na 10 ng/uL i pohranjena na -20
°C do PCR analize.

3.6. DETEKCIJA ESBL GENA POMOCU METODA PCR I AGAROZNE GEL

ELEKTROFOREZE
Izolirana plazmidna DNA iz transkonjuganata koristena je u reakciji PCR-a u svrhu
detekcije prisutnosti 9 ESBL gena: blarem, blashv, blarer, blaves, blaces, blasme, blactx-m-1,
blactx-m-2 1 blacTx-m-9. Detekcija gena blarem, blaswy 1 blarer provedena je u istoj reakcijskoj
smjesi - "multiplex PCR grupa 1", gena blaves, blaces i blasve u "multiplex PCR grupi 2" dok
su geni za blactx-m-1, blactx-m-2 1 blactx-m-o grupe analizirani zasebno u tzv. "singlplex
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reakcijama”. Volumen reakcijske smjese iznosio je 12 puL neovisno o tome sadrzava li reakcija
jedan (singleplex) ili vise parova pocetnica (multiplex). Koli¢ina dodanog razrijedenog DNA
kalupa iznosila je 0,5 uL, a sastav ostalih komponenata smjese naveden je u tablici 3. Sekvence
podetnica (Sintetizirane u komercijalnom servisu Microsynth, Svicarska) navedene su u tablici
4. Za svaku PCR reakciju napravljena je pozitivna kontrola koja je ukljucivala DNA iz bakterije

pozitivne na odredeni gen i negativna kontrola s vodom umjesto DNA.

Tablica 3. Sastav A Singleplex i B Multiplex PCR reakcijske smjese za umnazanje
odabranih gena

Volumen [pl] za B Volumen [pL] za

A Komponenta Komponenta
P 1 PCR reakciju P 1 PCR reakciju
Emerald AmpMix PCR EmeraldAmpMix PCR
Master Mix (Takara 7.5 Master Mix (Takara 7.5
Biotechnology, Kina) Biotechnology, Kina)
Uzvodna poéetnica 0.25 Uzvodne podetnice 3x 0,25
Nizvodna pocetnica 0,25 Nizvodne poéetnice 3x 0,25
H20 4 H20 3
DNA 0.5 DNA 0.5

Uvjeti PCR reakcija bili su sljedeci: 1) pocetna denaturacija kalupa DNA u trajanju od
2:30 minuta pri 94 °C, 2) faza umnaZzanja PCR produkta trajala je 35 ciklusa za multiplexe i 30
ciklusa za singleplexe, a sastojala od tri segmenta: a) denaturacije DNA kalupa pri 94 °C u
trajanju od 30 za multiplexe i 20 sekundi za singleplexe, sparivanja pocetnica i denaturiranog
DNA kalupa u vremenu od 30 sekundi za multiplexe i 25 sekundi za singleplexe pri temperaturi
specifi¢noj za svaki par pocetnica i navedenoj u tablici 4. i ¢) elongacijskog segmenta na 72 °C
pri kojem se sintetizirao komplementarni lanac DNA, nakon ¢ega je uslijedila 3) faza zavr$ne

elongacije na 72 °C u trajanju od 2 minute te hladenje na 4 °C.

PCR produkti detektirani su horizontalnom gel elektroforezom u 1,5 %-tnom
agaroznom gelu s dodatkom etidij bromida za vizualizaciju DNA. U prvu i zadnju jaZicu
naneseno je 2 uL. DNA markera (,,GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder”, Thermo Fisher
Scientific, SAD), a u ostale jazice po 12,5 uL PCR produkta svakog uzorka. Elektroforeza je

trajala 1 sat pri 100 V, nakon €ega su umnozeni fragmenti vizualizirani pod UV svjetlom.
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Tablica 4. Sekvence pocetnica koriStenih u PCR reakcijama za umnaZanje gena za rezistenciju
na cefalosporine 3. generacije

Reakcijska Gen axep:)lllicligﬁa Oztlakrfl Sekvenca pocetnice (5'-3") Ta
smjesa [pb] pocetni Ref.
! P ce [°C]
blarey 620 TEM-F GCGGTAAGATCCTTGAGAGT
TEM-R TACGATACGGGAGGGCTTA
Multiplex
PCRgrupal plagyy 494 SHV-F TTCGCCTGTGTATTATCTCC 55 Jeli¢
SHV-R CGCCTCATTCAGTTCCG (2018)
blapex 349 PER-F CTGGGCTCCGATAATGA
PER-R CTGGTCGCCWATGATGA
WEB-F ATGCCAGAATAGGAGTAGC
blaves 673 WEB-R  AATTGTCCATTCGGTAAAGTAAT
Multiplex bla S04 GES-F CTAGCATCGGGACACAT - Jeli¢
PCR grupa 2 GES GES-R GACAGAGGCAACTAATTCG (2018)
blasye 350 SME-F GCTCAGGTATGACATTAGGT
SME-R CCAATCAGCAGGAACACTA
grupa Saladin i
SinglpleX  placr. 864 M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC 55 sur.,
reakcija . M13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC (2002)
grupa Saladin i
Singlplex  placrym. 866 M25U ATGATGACTCAGAGCATTCG 55 sur.,
reakcija , M25L TGGGTTACGATTTTCGCCGC (2002)
grupa Saladin i
Singlplex  blactx.wm- 870 MoU ATGGTGACAAAGAGAGTGCA 55 sur.,
reakcija 9 ML CCCTTCGGCGATGATTCTC (2002)

Ta—temperatura sparivanja podetnice s kalupom DNA (engl. ,,annealing temperature*, Ta)
Ref.-referenca

3.7. DETEKCIJA GENA KOJI KODIRAJU ZA KARBAPENEMAZE POMOCU

METODA PCR | AGAROZNE GEL ELEKTROFOREZE

Pomoc¢u metoda PCR i agarozne gel elektroforeze na svim transkonjugantima provedena je

detekcija prisutnosti gena koji kodiraju za karbapenemaze iz razreda A (blakec), razreda B

(blavim, blanom i blaive) i razreda D (blaoxa-28). PCR je proveden u singleplex reakcijama ¢iji

su uvjeti opisani u poglavlju 3.6, a sastav reakcijske smjese prikazan u tablici 3A. Sekvence

pocetnica navedene su u tablici 5.
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Tablica 5. Sekvence pocetnica koristenih u PCR reakcijama za umnazanje gena za rezistenciju

na karbapeneme

Vell_c 1na Oznaka Sekvenca pocetnice (5'-3")
Gen amplikona potetnice Ta Ref
[pb] [°C] '
bla 793 KPC-F AGTTCTGCTGTCTTGTCT 57 Jeli¢ (2018)
KPC KPC-R CTTGTCATCCTTGTTAGGC
blaoxa.ss 744 OXA-48A TTGGTGGCATCGATTATCGG 57 Poirel i sur., (2004)
OXA-48B GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
blanom 813 NDM-F ATGGAATTGCCCAATATTATGC Revathi i sur., (2013)
NDM-R TCAGCGCAGCTTGTCGG 57
blavim 442 Vimf GGTGAGTATCCGACAGTC
Vimrl CAGCACCRGGATAGAAGAG - Jeli¢, (2018)
bla o35 IMP-f1 GGYGTTTATGTTCATACWTC
IMP IMP-r1 GGATYGAGAATTAAGCCACTC

Ta-temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA (engl. ,,annealing temperature, Ta)
Ref.-referenca

3.8. ODREDPIVANJE SKUPINE INKOMPATIBILNOSTI PLAZMIDA PCR
METODOM ZA IDENTIFIKACIJU REPLIKONA

Plazmidi izolirani iz transkonjuganata dalje su podvrgnuti tipizaciji prema skupinama
inkompatibilnosti (tzv. "Inc skupine") koriste¢i PCR metodu za identifikaciju replikona (engl.
PCR-based replicon typing, PBRT) u kojoj se koriste pocetnice specificne za najucestalije Inc
skupine plazmida zabiljezenih u enterobakterija. Prvi put su je opisali Carattoli i sur. (2005)
¢ije pocetnice, koristene u ovom radu, obuhvacaju 18 razli¢itih grupa inkompatibilnosti (HIZ,
HI2, 11-Ty, X, L/M, N, FIA, FIB, W, Y, P, FIC, A/C, T, FIIA i FrepB). Takoder, koriitene su
pocetnice ColE, ColEtp, U i R preuzete iz rada Garcia-Fernandez i sur. (2009). ). Za potvrdu
IncL/M skupine, osim standardnih pocetnica preuzetih iz studije Carattoli i sur. (2005),
koristene su i pocetnice repA, traU i paraA iz studije Poirel i sur., (2011) koje umnazaju gene
koji sudjeluju u replikaciji, transferu i preraspodjeli plazmida. Sekvence pocetnica
(sintetizirane u akreditiranom servisu Microsynth, Svicarska) navedene su u tablici 6, a u tablici
7. prikazani su uvjeti PCR reakcija s obzirom na rad iz kojeg su pocetnice preuzete. Replikoni
HI1, HI2 i 11-Iy analizirani su zajedno u Multipleks PCR grupi 1; X, L/M (Carattoli i sur.,
2005) i N u Multipleks PCR grupi 2; FIA, FIB i W u Multipleks PCR grupi 3; Y, P i FIC u
Multipleks PCR grupi 4; A/C, T i FIIA u Multipleks PCR grupi 5 dok su ostali replikoni

analizirani u "singleplex” PCR reakcijama. Sastav reakcijske smjese identican je sastavu PCR
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reakcija za umnazanje rezistentnih gena prikazanom u tablici 3 i opisanom u poglavlju 3.6.

Produkti PCR-a vizualizirani su na nacin takoder opisan u poglavlju 3.6.

Tablica 6. Pocetnice koristene u tipizaciji plazmida PBRT metodom

Veli¢ina . Y . .
. - Oznaka i sekvenca pocetnice (5'-3") Ta Ref.
Replikon amplikona °C]
[pb]
HI1 471 HILf: GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 60 Carattoli i sur.,
HILr: TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA (2005)
HI2 644 HI2f: TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 60 Carattoli i sur.,
HI2r: GGCTCACTACCGTTGTCATCCT (2005)
11 139 I1f: CGAAAGCCGGACGGCAGAA 60 Carattoli i sur.,
Y I1r: TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT (2005)
X 376 XT: AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 60 Carattoli i sur.,
Xr: TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC (2005)
285 L/Mf. GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 60 Carattoli i sur.,
L/Mr: CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG (2005)
975 RepA-A: GACATTGAGTCAGTAGAAGG
L/M RepA-B: CGTGCAGTTCGTCTTTCGGC
577 TraU-A: ATCTCACGCAATCTTACGTC 55 Poirel i sur., (2011)
TraU-B: TCGCGTCATGCGTGATCTTC
53 ParA-A:GCAGTGAAAACGTTGATCAG
ParA-B: GATCGCAATGCGTCTTGGTG
N 559 Nf: GTCTAACGAGCTTACCGAAG 60 Carattoli i sur.,
Nr: GTTTCAACTCTGCCAAGTTC (2005)
FIA 462 FIAf: CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 60 Carattoli i sur.,
FIAr: GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG (2005)
FIB 702 FIBf: GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 60 Carattoli i sur.,
FIBr: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT (2005)
w 242 Wf. CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 60 Carattoli i sur.,
Wr: GGTGCGCGGCATAGAACCGT (2005)
v Yf. AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 60 Carattoli i sur.,
765 Yr: GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT (2005)
Pf: CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 60 Carattoli i sur.,
P 534 Pr: TCACGCGCCAGGGCGCAGCC (2005)
FICf. GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 60 Carattoli i sur.,
FIC 262 FICr: TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT (2005)
A/C AJICf. GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 60 Carattoli i sur.,
465 A/Cr: ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT (2005)
TF. TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 60 Carattoli i sur.,
Tr. CGTTGATTACACTTAGCTTTGGA 5
T 750 CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC 200
FIISf. CTGTCGTAAGCTGATGGC 60 Carattoli i sur.,
Flls 270 FIISr: CTCTGCCACAAACTTCAGC (2005)
FrepBf: TGATCGTTTAAGGAATTTTG 52 Carattoli i sur.,
Freps 2170 FrepBr: GAAGATCAGTCACACCATCC (2005)
K/Bf: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 60 Carattoli i sur.,
K 160 Kr: TCTTTCACGAGCCCGCCAAA (2005)
/ K/Bf: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 60 Carattoli i sur.,
B/O 159 B/Or: TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA (2005)
| oricolEf: GTTCGTGCATACAGTCCA 57 Garcia-Fernandez i
ColE 187 oricolEr: GGCGAAACCCGACAGGACT sur., (2009)
ColE 106 or!coIEf: GTTCGTGCATACAGTCCA 57 Garcia-Fernandez i
TP oricolETr: GGTTTACCGGTGTCATTCC sur., (2009)
IncRf: TCGCTTCATTCCTGCTTCAGC 62 Garcia-Fernandez i
R 251 IncRr: GTGTGCTGTGGTTATGCCTCA sur., (2009)
IncUf: TCACGACACAAGCGCAAGGG 62 Garcia-Fernandez i
U 843 IncUr: TCATGGTACATCTGGGCGC sur., (2009)

Ta—temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA (engl. ,,annealing temperature®, Ta)
Ref.-referenca
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Tablica 7. Uvjeti PCR reakcije za identifikaciju skupine inkompatibilnosti plazmida

Carattoli i sur., (2005)

Garcia-Fernandez i

Poirel i sur., (2011)

sur., (2009)
Temperatura Trajanje Temperatura Trajanje Temperatura Trajanje
[°C] [°C] [°C]

Pocetna denaturacija 94 5 min 94 5 min 94 2:30 min
Denaturacija 94 1 min 94 1 min 94 255
Sparivanje pocetnica 60* 30s S57** 30s 55 255
Sinteza
komplementarnog 72 1 min 72 1 min 72 1 min
lanca
Zavr$na elongacija 72 5 min 72 5 min 72 2 min

* Za pocCetnicu Frepg sparivanje pocetnica s kalupom DNA odvija se pri temperaturi od 52 °C.

** Za pocCetnice IncR i IncU sparivanje pocetnica s kalupom DNA odvija se pri temperaturi od 62 °C
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju pra¢eno je horizontalno Sirenje gena za rezistenciju na
cefalosporine 3. generacije izmedu bakterija bolnic¢kih otpadnih voda. Cilj istrazivanja bio je
pratiti plazmidni prijenos ESBL gena iz bakterija bolnic¢kih otpadnih voda u recipijentni soj E.
coli CV601 kao modelni patogen metodom egzogene izolacije plazmida. Dobivenim
transkonjugantima je potom testirana osjetljivost na antibiotike metodama disk difuzije i
mikrodilucije. Plazmidi izdvojeni iz transkonjuganata su analizirani na prisutnost gena za
ESBL i karbapenemaze te skupinu inkompatibilnosti primjenom metoda PCR-a i agarozne gel
elektroforeze.

U nastavku su prikazani rezultati uspje$nosti transkonjugacije iz bakterija otpadne vode
u E. coli CVv601 te fenotipski profil rezistencije dobivenih transkonjuganata. Takoder su
prikazani rezultati analize ESBL i karbapenemaznih gena na mobilnim plazmidima kao i

rezultati klasifikacije tih plazmida prema skupinama inkompatibilnosti.

4.1. DETEKCIJA MOBILNIH PLAZMIDA KOJI NOSE ESBL GENE

Osim u klini¢kih patogena, ESBL produciraju¢i plazmidi se sve ¢eSée opisuju i u
okoli$nim bakterijama, napose onima iz otpadnih voda, §to je potvrdeno i U Ovom istraZivanju.

Nakon provedene selekcije na dvije razli¢ite podloge na temelju fenotipa i dodatnog
proc¢is¢avanja, potencijalni transkonjuganti potvrdeni su BOX-PCR-om usporedbom s
recipijentnim sojem E. coli CV601. S obzirom na to da u otpadnoj vodi postoje bakterije koje
prirodno fluoresciraju, selekcija i potvrda transkonjuganata samo na temelju fenotipa nije bila
pouzdana. Iz tog razloga koriStena je metoda BOX-PCR-a koja omogucuje razlikovanje 31
razli¢itog genotipa E. coli (Kottowski i sur., 2020).

Na slici 10 prikazana je agarozna gel elektroforeza produkata BOX-PCR-a
transkonjuganata i pozitivne kontrole. Prema rezultatima, DNA fingerprint recipijentne
bakterije odgovara jednoj intenzivnoj vrpci veli¢ine oko 2400 pb i tri slabije od 1000, 1500 i
2000 pb (jazica 2). Svi potencijalni transkonjuganti s istim fingerprint-om kao i pozitivna
kontrola E. coli CV601 (primjerice u jazicama 4 i 5) smatraju se potvrdenim transkonjugantima

odnosno E. coli CV601 koja je primila plazmid na kojem se nalazi ESBL gen/i.
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Slika 10. Analiza DNA umnozene BOX-PCR-om na 1,5 %-tnom agaroznom gelu

M — DNA marker raspona veli¢ine 250-10000 pb, +K — pozitivna kontrola, -K — negativna kontrola. Zutom bojom
su oznadeni neki od transkonjuganata koji imaju isti fingerprint kao i pozitivna kontrola E. coli CV601 (K+)

Potvrdena su 4 takva transkonjuganta iz otpadne vode Klini¢ke bolnice ,,Sv. Duh* (H1),
a 7 transkonjuganata je potvrdeno iz otpadne vode Klinickog bolni¢kog centra ,,Rebro* (tablica
8). 1z izraCunatog omjera broja transkonjuganata i recipijenta dobiveno je da frekvencija
transkonjugacije za otpadnu vodu bolnice H1 iznosi 1,50 x 107, a za otpadnu vodu bolnice H2
7,37 x 108,

Tablica 8. Ukupan broj potvrdenih transkonjuganata u uzorcima bolnickih otpadnih voda,
izraCunate koncentracije transkonjuganata i recipijenta (CFU/mL) te frekvencija

transkonjugacije
Broj Transkonjugant  Recipijent Frekvencija
Bolnica transkonjuganata CFU/mL CFU/mL transkonjugacije
H1 4 8,00 - 10? 5,33 - 10° 1,50 -10”7
H2 7 1,40 - 10° 1,90 - 10 7,37 -10%

Gonzélez i suradnici (2019) takoder su koristili metodu egzogene izolacije plazmida u
svrhu pracenja horizontalnog prijenosa gena za rezistenciju na tetraciklin medu bakterijama
otpadnih voda farmaceutske industrije. Frekvencija transkonjugacije koju su dobili (3,16-10°)
bila je vec¢a nego u ovom istrazivanju, moguée zbog ocekivano veceg selektivnog pritiska

zaostalih antibiotika u industrijskim otpadnim vodama u odnosu na bolnicke.
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Rezistencija na cefalosporine 3. generacije uzrokovana ESBL enzimima ciju
proizvodnju kodiraju geni na plazmidima prvi put je opisana u Europi sredinom 1980-tih
godina. Zbog cinjenice da se ti plazmidi relativno lako Sire medu istovrsnim sojevima, ali i
medu sojevima razliCitih vrsta, rezistencija posredovana ESBL je danas raSirena u cijelom
svijetu (Papp-Wallace i sur., 2011) te je odgovorna za epidemije bolnic¢kih infekcija. Novija
istrazivanja ukazuju na prisutnost ESBL produciraju¢ih enterobakterija u komunalnim i
bolni¢kim otpadnim vodama (Paredes Paliz i sur., 2019). U istrazivanju Zhenga i sur. (2020)
geni za ESBL i karbapenemaze detektirani su u u razli¢itim bakterijskim vrstama porijeklom
iz sirove 1 obradene otpadne vode triju bolnica na podrucju Kine. Studije provedene u proslom
desetljecu na podru¢ju Hrvatske (2000. — 2010.) ukazale su na visoku prevalenciju ESBL-
producirajuéih E. coli i K. pneumoniae medu klini¢kim izolatima (Vrani¢-Ladavac i sur., 2010;
Tonki¢, 2006). Godine 2020. 16 % klini¢kih E. coli bilo je okarakterizirano kao ESBL-
producirajuée (Tambi¢ Andrasevi¢c i sur.,, 2021). Medutim, znanstvena literatura
problematikom ESBL-produciraju¢ih bakterija iz okolisa na podru¢ju Hrvatskoj vrlo je

oskudna.

4.2. TESTIRANJE OSJETLJIVOSTI TRANSKONJUGANATA NA ANTIBIOTIKE

Osjetljivost transkonjuganata na antibiotike testirana je metodom disk difuzije tako $to
se izmjeri promjer zone inhibicije oko diska kako je prikazano na slici 11 te metodom
mikrodilucije mjerenjem MIK-a. Pritom je testirana osjetljivost svakog transkonjuganta na
ukupno 15 antibiotika razvrstanih u 9 skupina: 1) penicilini: (AMC, AML), 2) cefalosporini 1.
generacije (CL), 3) cefalosporini 2. generacije (CXM), 4) cefalosporini 3. generacije (CAZ,
CTX) , 5) cefalosporini 4. generacije (FEP), 6) karbapenemi (ETP, IPM, MEM), 7)
aminoglikozidi (GM), 8) kombinacija sulfonamida i trimetoprima (SXT) te 9) fluorokinoloni
(CIP).

Slika 11. Primjer disk difuzijskog testa gdje se mjerio promjer zone inhibicije oko diska

nakon 18 sati inkubacije na 35 °C (vlastita fotografija)
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Na slikama 12 i 13 prikazan je broj osjetljivih i rezistentnih transkonjuganata porijekom iz
otpadnih voda dviju bolnica s obzirom na ispitivanu skupinu antibiotika.

Transkonjuganti porijeklom iz otpadne vode bolnice H1 (slika 12) bili su rezistentni na
ispitivane peniciline (AMC, AML) i sve cefalosporine (CL, CXM, CAZ, CTX i FEP), sto je
bilo o¢ekivano, jer ESBL enzimi hidroliziraju peniciline i cefalosporine svih generacija.
Medutim, ono §to zabrinjava je zapaZanje da je polovica transkonjuganata bila rezistentna i na
karbapeneme ertapenem i imipenem S$to upuéuje na Vjerojatnu prisutnost enzima
karbapenemaza koji hidroliziraju ove antibiotike. Trenutno su karbapenemi antibiotici prvog
izbora u lijeenju teSkih infekcija uzrokovanih sojevima koji proizvode ESBL (Papp-Wallace
i sur., 2011) pa rezistencija na ovu podskupinu antibiotika zna¢ajno smanjuje izbor antibiotika
dostupnih za lijeCenje. Svi transkonjuganti iz otpadne vode bolnice H1 osjetljivi su na
karbapenem meropenem, fluorokinolon ciprofloksacin, kombinaciju trimetroprima i

sulfonamida te aminoglikozid gentamicin, osim jednog transkonjuganta koji je rezistentan na

CL CXM CAZ CTX FEP ETP IPM GM  SXT CIP

gentamicin.

Broj transkonjuganata

M osjetljivi o, 0 0 O O O o0 2 2 4 3 4
M rezistentni 4 4 4 4 4 4 4 2 2 0 1 0

M rezistentni W osjetljivi

Slika 12. Profil rezistencije transkonjuganata iz bolnice H1, AML-amoksicilin, AMC-
amoksicilin/klavulanska kiselina, CL-cefaleksin, CXM-cefuroksim, CAZ-ceftazidim, CTX-
cefotaksim, FEP-cefepim, ETP-ertapenem, IPM-imipenem, MEM-meropenem, GM-
gentamicin, SXTsulfametoksazol/trimetoprim, CIP-ciprofloksacin

U tablici su naznaceni brojevi osjetljivih i rezistentnih transkonjuganata po antibiotiku

Kao $to je bilo o¢ekivano, svi transkonjuganti porijeklom iz otpadne vode bolnice H2
(slika 13) bili su rezistentni na ispitivane peniciline (AMC, AML) i sve cefalosporine (CL,
CXM, CAZ, CTX i FEP), osim transkonjuganta H2B koji je bio osjetljiv na cefaleksin
(cefalosporin 1. generacije) i ceftazidim (cefalosporin 3. generacije). U Hrvatskoj je

podskupina cefalosporina u 2020. godini ¢inila 30 % ukupne bolnicke potrosnje antibiotika te
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biljezi trend porasta s najviSom vrijednoS¢u potrosnje do sada (Tambi¢ AndraSevi¢ i sur.,
2020). Ocekivano, povecana uporaba cefalosporina dovela je do porasta broja ESBL-
produciraju¢ih patogena koji su ¢esto visestruko rezistentni, Sto predstavlja izazov u lijecenju
(Livermore, 2012).

Iz slike 13 nadalje je vidljivo da su svi transkonjuganti iz otpadne vode bolnice H2
pokazali osjetljivost na sva tri karbapenemska antibiotika (ETP, IPM i MEM) §to upucuje na
odsutnost gena za karbapenemaze na ovim plazmidima. Izuzetak je transkonjugant H2B koji
je ispoljavao rezistenciju na ertapenem. Suprotno transkonjugantima iz otpadne vode bolnice
H1, svi transkonjuganti iz otpadne vode bolnice H2 bili su rezistentni na gentamicin, a gotovo
svi (osim jednog) su dodatno ispoljavali rezistenciju na ciprofloksacin. Ovo zapazanje upucuje
na zakljucak da se na ovim plazmidima, pored ESBL gena, nalaze i geni za rezistenciju na
aminoglikozide i fluorokinolone, $to se Cesto opisuje u literaturi (Pitout i Laupland, 2008;
Paterson, 2006). Nadalje, zapaZena karakteristika transkonjuganata iz otpadne bolni¢ke vode
H2 da ispoljavaju rezistenciju na aminoglikozide i fluorokinolone, za razliku od
transkonjuganata iz otpadne bolni¢ke vode H1, je najvjerojatnije posljedica vece izlozenosti
bakterija iz bolnice H2 navedenim antibioticima u usporedbi s bolnicom H1. U kona¢nici,
sliéno kao 1 u slucaju bolnice H1, svi transkonjuganti iz otpadne vode bolnice H2 bili su

osjetljivi na kombinaciju trimetroprima i sulfonamida.

AML AMC CL CXM CAZ CTX FEP ETP IPM ME GM  SXT CIP

Broj transkonjuganata

M osjetljivi 0 0 1 0 1 0 0 6 7 7 0 7 1
M rezistentni| 7 7 6 7 6 7 7 1 0 0 7 0 6

M rezistentni M osjetljivi

Slika 13. Profil rezistencije transkonjuganata iz bolnice H2, AML-amoksicilin, AMC-
amoksicilin/klavulanska kiselina, CL-cefaleksin, CXM-cefuroksim, CAZ-ceftazidim, CTX-
cefotaksim, FEP-cefepim, ETP-ertapenem, IPM-imipenem, MEM-meropenem, GM-
gentamicin, SXTsulfametoksazol/trimetoprim, CIP-ciprofloksacin

U tablici su naznaceni brojevi osjetljivih i rezistentnih transkonjuganata po antibiotiku
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Kod transkonjuganata koji su metodom disk difuzije pokazali rezistentni fenotip na
minimalno jedan od tri testirana karbapenema (transkonjuganti H1A, H1B, H1D i H2B),
provedeno je dodatno testiranje njihove osjetljivosti na karbapeneme odredivanjem MIK-a
metodom mikrodilucije (slika 14) u skladu s preporukama EUCAST-a.

Slika 14. Primjer mikrotitarske plocice gdje se nakon 18 sati inkubacije na 35 °C odredivala
vrijednost minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) tj. koncentracije pri kojoj dolazi do

vidljive inhibicije rasta bakterijske kulture (nema zamucéenja)(vlastita fotografija)

Na slici 15 grafi¢ki su prikazane MIK vrijednosti ertapenema, imipenema i meropenema za 4
transkonjuganta. Kao $to je vidljivo na slici, svi transkonjuganti rezistentni su na ertapenem,
jer su njihove MIK vrijednosti ertapenema >0,5 mg/L. Nasuprot tome, samo jedan
transkonjugant je pokazao rezistenciju na imipenem dok su MIK-ovi imipenema za ostale
transkonjugante bili <2 mg/L te se oni smatraju osjetljivim na imipenem. Svi transkonjuganti

pokazali su osjetljivost na meropenem.
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Slika 15. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) za ertapenem, imipenem i meropenem
za 4 transkonjuganta

Isprekidana linija predstavlja grani¢nu vrijednost osjetljivosti na ertapenem (0,5 mg/L), a puna linija grani¢nu
vrijednost osjetljivosti na imipenem (2 mg/L). Plavom linijom prikazana je grani¢na vrijednost osjetljivosti na
meropenem (8 mg/L)

Sva Cetiri testirana transkonjuganta pokazala su rezistenciju samo na ertapenem, a jedan
transkonjugant iz otpadne vode bolnice H1 na imipenem. Osim produkcijom karbapenemaza,
ovakav fenotip u kojem je antibakterijska aktivnost ertapenema inhibirana, a imipenema i
meropenema uglavnom netaknuta, moze se objasniti posebnim mehanizmom posredovanim
ESBL enzimima. Negativni naboj i veli¢ina molekule ertapenema ¢ini ovaj antibiotik vrlo
osjetljivim u sluéajevima promjene propusnosti vanjske membrane enterobakterija, jer dovodi
do smanjenja koncentracije antibiotika unutar same stanice. U takvim uvjetima gdje je
koncentracija ertapenema snizena, ESBL enzimi mogu uspjes$no inaktivirati ovaj antibiotik
prije negoli dosegne optimalnu koncentraciju za ispoljavanje antibakterijskog djelovanja
(Chung i sur., 2016).

Za svih 11 transkonjuganata odredene su MIK vrijednosti kolistina. Svi transkonjuganti
pokazali su osjetljivost na kolistin istom metodom mikrodilucije. Ovakav rezultat moze se
objasniti manjom primjenom starog antibiotika kolistina u usporedbi s ostalim antibioticima,
jer se tek odnedavno ponovo koristi i to u lijecenju infekcija uzrokovanih visestruko
rezistentnim bakterijama koje ispoljavaju rezistenciju na karbapeneme (Tambi¢ Andrasevi¢ i

sur., 2018).
37



4.3. DETEKCIJA ESBL GENA | GENA KOJI KODIRAJU ZA KARBAPENEMAZE
NA PLAZMIDIMA

Metodama PCR-a i agarozne gel elektroforeze u svih 11 analiziranih transkonjuganata
ispitana je prisutnost ukupno 14 gena za antibioti¢ku rezistenciju, od kojih 9 kodira za ESBL
(blatem, blasnv, blarer, blaves, blaces, blasme, blactx-m-1, blactx-m-2 i blactx-m-9), a 5 za

karbapenemaze (blakpc, blavim, blanowm, blaive i blaoxa-4s).

Na gelu prikazanom na slici 16 vidljivi su produkti umnazanja DNA s po¢etnicama za
grupu gena blactx-m-1 i gena blatem. U jaZicama oznac¢enim s H1C, H2A, H2C, H2D, H2E,
H2F i H2G vidljiva je po jedna intenzivna vrpca veli¢ine oko 900 pb $to odgovara ocekivanoj
veli¢ini amplikona za grupu gena blacTx-m-1. Nadalje, u jazici oznacenoj s HIC* vidljiva je
intenzivna vrpca veli¢ine oko 600 pb §to odgovara ocekivanoj veli¢ini amplikona za gen
blarem. U jazicama H1D*, H2E* i H2F* na istoj poziciji vidljiva je slaba vrpca koja se takoder

smatra kao pozitivan PCR produkt.

H1A~..H18 H1C H1D H2A H2B H2C H2D H2E H2F H2G H1A* H1B* H1C* H1D* H2A* H2B* H2C* H2D* H2E* H2F* H2G* M
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Slika 16. Agarozna gel elektroforeza PCR produkata gena blactx-m-1 (jazice HLA-H2G) i
gena blatem (jazice HLA*-H2G*) na 1,5 %-tnom agaroznom gelu. M — DNA marker raspona
100-3000 pb

U svim analiziranim transkonjugantima ustanovljena je prisutnost barem jednog ESBL
gena odgovornog za rezistenciju na cefalosporine 3. generacije. Od ukupno 4 potvrdena
transkonjuganta iz otpadne vode bolnice H1, dva su pozitivna na blarem, sva Cetiri na blacTx-
M1, a niti jedan na blages (tablica 9). Od ukupno 7 analiziranih transkonjuganta iz otpadne vode
bolnice H2, svi su bili pozitivni na blactx-m-1, 6 je bilo pozitivno na blatem, a samo jedan na
blaces (tablica 9). Valja naglasiti da je u 8 (2 iz H1 i 6 iz H2) od ukupno 11 analiziranih
transkonjuganata potvrdeno postojanje dva ESBL gena.
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Tablica 9. Fenotipska i molekularna karakterizacija transkonjuganata

Oznaka Geni Inc skupina Fenotip rezistencije
transkonjuganata

H]_A blac'rx.M.l, blav||v| L/M AMC, AML, CL, CXM, CTX, CAZ, FEP,
ETP, IMP, GM

H1B | blactx-m-1, blavim L/M AMC, AML, CL, CXM, CTX, CAZ, FEP,
IPM

H]_C blac'rx.M.l,blaTEM L/M AMC, AML, CL, CXM, CTX, CAZ, FEP

H]_D blac'rx.M.l, bIaTEM, L/M AMC, AML, CL, CXM, CTX, CAZ, FEP,

blav||v| ETP

H2A | blactx-m-1, blatem L/M, colE, colErp  AMC, AML, CL, CXM, CTX, CAZ, FEP,
GM, CIP

H2B | blactx-m-1, blatem LIMiT AMC, AML, CXM, CTX, FEP, ETP, GM

H2C | blactx-m-1, blaces, L/M, colE AMC, AML, CL, CXM, CTX, CAZ, FEP,

b|aGEs GM, CIP

H2D | blacrx-m-1, blatem L/M AMC, AML, CL, CXM, CTX, CAZ, FEP,
GM, CIP

H2E | blactx-m-1, blatem L/M, colE AMC, AML, CL, CXM, CTX, CAZ, FEP,
GM, CIP

H2F | blactx-m-1, blatem L/M, colE, colErp  AMC, AML, CL, CXM, CTX, CAZ, FEP,
GM, CIP

H2G | blactx-m-1 L/M AMC, AML, CL, CXM, CTX, CAZ, FEP,
GM, CIP

AML-amoksicilin, AMC-amoksicilin/klavulanska kiselina, CL-cefaleksin, CXM-cefuroksim, CAZ-ceftazidim,
CTX-cefotaksim, FEP-cefepim, ETP-ertapenem, IPM-imipenem, GM-gentamicin, CIP-ciprofloksacin

Prisutnost barem jednog ESBL gena na plazmidima ispitivanih transkonjuganata je u
skladu s njihovim fenotipom rezistencije na cefalosporine 1.-4. generacije. Prema izvjescu
Europskoga centra za spreavanje i kontrolu bolesti (ECDC) iz 2015. godine, naj¢esci
dosadasnji tipovi ESBL enzima - TEM, SHV i OXA, zamijenjeni su CTX-M tipom koji je
prisutan u 5 razli¢itih skupina koje su razli¢ito geografski zastupljene. Tako je primjerice
skupina 1 uglavnom rasprostranjena u Europi sto je u skladu i s rezultatima ovog istrazivanja,
jer je upravo blacrx-w-1 gen (skupina 1) bio prisutan u svim transkonjugantima. Nasuprot tome,
geni blasnv i blaoxa nisu detektirani niti u jednom. Medutim, u vecini transkonjuganata
detektirana je istovremena prisutnost blatem i blactx-m-1 gena. To upucuje na zajednicko
horizontalno Sirenje ova dva ESBL gena medu bakterijama $to je zapazeno i u ranijim
istrazvanjima (Brolund i sur., 2014). U samo jednom transkonjugantu detektiran je gen blaces
koji za sada ne predstavlja veliki klini¢ki problem, jer nije pokazao sposobnost epidemijskog

Sirenja.

Analizom prisutnosti gena za karbapenemaze, od 11 analiziranih transkonjuganata, u
samo 3 transkonjuganta porijeklom iz otpadne vode bolnice H1, potvrdena je prisutnost gena
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koji kodira karbapenemazu - gena blavim. Produkcija karbapenemaza smatra se najefikasnijim
i dominantnim mehanizmom rezistencije na karbapeneme, a glavni pokreta¢ Sirenja ovog
mehanizma rezistencije je horizontalni prijenos karbapenemaznih gena (Narayanan i sur.,
2016). Karbapenemaza VIM trenutno je najrasirenija plazmidna metalo-f3-laktamaza na svijetu
(Queenan i Bush, 2007), a geni blavim su ¢esto lokalizirani unutar genskih kazeta integrona pa
se vezano nasljeduju s genima za rezistenciju na ostale skupine antibiotika, poput
aminoglikozida, kloramfenikola i fluorokinolona (Kenneth i Thomson, 2010) sto je potvrdeno
I u ovom radu. Za razliku od transkonjuganata u kojima je detektiran gen blavim i potvrden
rezistentni fenotip na karbapeneme, u transkonjugantu H2B nije detektiran gen za
karbapenemazu, a potvrden je rezistentni fenotip na ertapenem. Ovo zapaZanje upucuje na
pretpostavku da rezistencija na ertapenem u ovom slucaju potjee od veé spomenutog

mehanizma posredovanog ESBL enzimima blactx-m-1 i blatem.

4.4, KLASIFIKACIJA PLAZMIDA PREMA SKUPINAMA INKOMPATIBILNOSTI
Klasifikacija plazmida prema skupinama inkompatibilnosti provedena je primjenom
PBRT analize, a skupina inkompatibilnosti (Inc) uspjesno utvrdena za plazmide svih 11
transkonjuganata. Kao $to je vidljivo iz tablice 9, dominantna inkompatibilna skupina plazmida
bila je IncL/M identificirana u 6 transkonjuganata, nakon c¢ega slijedi IncColE u 4
transkonjuganta te IncColEtm u 2 transkonjuganta. Svi plazmidi iz transkonjuganata
porijeklom iz bolnice 1 pripadali su u IncL/M, dok su plazmidi iz transkonjuganata porijeklom

iz bolnice 2 uvrsteni u IncL/M, IncT, IncColE i IncColErwm (tablica 9).

Primjer agarozne gel elektroforeze PBRT-PCR produkata za detekciju plazmida iz IncL/M
skupine sa standardnim pocetnicama L/Mf i L/Mr (Carattoli i sur., 2005) prikazan je na slici
17. U svim jazicama, 0sim U jazicama oznac¢enim s H1C i H2B, vidljiva je po jedna jaka vrpca
veli¢ine oko 900 pb $to odgovara ocekivanoj veli¢ini amplikona umnoZenog sa standardnim

pocetnicama za detekciju plazmida iz Inc L/M skupine (slika 17).

H1A H1B H1C H1D _H2A H2B H2C H2D H2E H2F H2G M

I+ g

Slika 17. Agarozna gel elekroforeza za detekciju plazmida iz Inc L/M skupine (jazice H1A-
H2G) sa standardnim pocetnicama (Carattoli i sur., 2005)

M — DNA marker raspona 100-3000 pb
40



Valja naglasiti da su u nekim transkonjugantima identificirane dvije ili tri razli¢ite
inkompatibilne skupine plazmida. Tako primjerice plazmidi iz transkonjuganata H2C i H2E
pripadaju dvjema Inc skupinama (IncL/M i IncColE) dok plazmidi transkonjuganata H2A i
H2F ¢ak trima (IncL/M, IncColE i IncColETm) (tablica 9). Nadalje, plazmidi transkonjuganta
H2B, osim $to pripadaju skupini L/M jedini pripadaju i skupini IncT.

IncL/M skupinu inkompatibilnosti ¢ine konjugativni plazmidi velikog potencijala
Sirenja izmedu razli¢itih vrsta enterobakterija te su prepoznati kao jedni od najvaznijih
plazmida za Sirenje rezistencije na antibiotike. U istrazivanju kojeg su 2015. proveli Adamczuk
1 suradnici, sekvenciranjem 20 plazmida iz ove skupine detektirano je 28 razliitih gena koji
kodiraju za B-laktamaze iz svih razreda po Ambleru. Ono $to je zanimljivo, a vidljivo i na
plazmidima transkonjuganata iz ovog istrazivanja, jest da su svi plazmidi na kojima se nalazio
gen blarem imali i gen za jo$ jedan ESBL enzim, i to blactx-m-1. Osim toga, svi VIM pozitivni
transkonjuganti u ovom istrazivanju imali su plazmid IncL/M skupine. Veza izmedu plazmida
IncL/M skupine i gena blavim takoder je opisana u literaturi (Bedeni¢ i sur., 2016), a rezultati
analize plazmida iz klinickih izolata enterobakterija rezistentnih na karbapeneme porijeklom
iz hrvatskih bolnica (Jeli¢, 2018.) potvrduje i nadopunjuje ranije opise.

Pored IncL/M skupine, plazmidi iz 4 transkonjuganta pripadali su u IncColE, od ¢ega
su dva pripadnici podskupine IncColEtm. ColEtp amplifikacija je osmis$ljena kako bi se
specificno otkrila podskupina ColE-pozitivnih plazmida koji pokazuju razlicitu oriV sekvencu
od ostalih pripadnika skupine (74 % homologije s drugim varijantama plazmida ColE skupine),
a 100% identi¢nu oriV sekvenci plazmida pTPqnrS-la Salmonelle Typhimurium DT193
(Garcia-Fernandez i sur., 2009). Plazmidi IncColE skupine su uglavnom male veli¢ine i nisu
samokonjugativni, ali ih mogu mobilizirati ko-rezidentni konjugativni plazmidi, kroz
prisutnost mobABC gena (Garcia-Fernandez i sur., 2009). 1z navedenog se moze pretpostaviti
da transkonjuganti koji sadrze dva plazmida (npr. H2C i H2E) koja pripadaju skupinama
IncL/M i IncColE sadrZe jedan konjugativni plazmid (IncL/M) i jedan (IncColE) koji je
konjugirao uz pomo¢ konjugativne masinerije prvog.

IncT skupinu inkompatibilnosti €ine plazmidi slicni prototipu Rtsl, velikom
konjugativnom plazmidu izvorno izoliranom iz Proteus vulgaris koji pokazuje pleiotropne
termoosjetljive fenotipove, a na kojem su detektirani ESBL geni (Murata i sur., 2002). Jedini
transkonjugant ¢iji plazmid je pripadao IncT skupini je transkonjugant iz otpadne vode bolnice

H2, koji je jos posjedovao i plazmid iz IncL/M skupine.
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Iz tablice 9 je nadalje vidljivo da svi transkonjuganti imaju visestruko rezistentan
fenotip tj. ispoljavaju rezistenciju na barem jedan antibiotik iz minimalno tri razli¢ite skupine
antibiotika. Ta karakteristika je posljedica zajedni¢kog prijenosa vise gena odgovornih za
rezistenciju na razli¢ite skupine antibiotika koji se nalaze na istom plazmidu.

U okviru ovog rada provedeno je istrazivanje ¢iji je fokus usmjeren na pracenje
horizontalnog prijenosa gena za rezistenciju na cefalosporine 3. generacije izmedu bakterija
bolnickih otpadnih voda te karakterizaciju plazmida na kojima se ti geni nalaze. Rezultati
fenotipskog i molekularnog testiranja transkonjuganata upucuju na to da se rezistencija na
cefalosporine 3. generacije posredovana ESBL genima, poglavito blacTtx-m-1, prenosi putem
plazmida zajedno s rezistencijom na druge skupine antibiotika, ukljucuju¢i fluorokinolone i
aminoglikozide. Ono S$to zabrinjava jest to da svi transkonjuganti sadrze plazmide koji
pripadaju IncL/M skupini koju su nekad ¢inili endemski plazmidi regije Mediterana, no zbog
velikog potencijala Sirenja, u danasnje vrijeme su globalno rasprostranjeni (Potter i sur., 2016).
Budué¢i da ovi plazmidi cesto nose Citav spektar rezistentnih gena, imaju potencijal da
doprinesu razvoju viSestruko rezistentnih sojeva, ukljucujuéi i sojeve s ve¢im potencijalom
Sirenja, §to moze izazvati vece ili manje epidemije. lako ovo istrazivanje daje uvid u prirodu
mobilnih plazmida koji nose ESBL gene, za bolje razumijevanje spomenutih plazmida

potrebna je daljnja detaljna analiza, poput sekvenciranja cijelih plazmida.
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5. ZAKLJUCCI

1. Primjenom metode egzogene izolacije plazmida, uspjesno je proveden plazmidni prijenos
gena za rezistenciju na cefalosporine 3. generacije iz bakterija bolni¢kih otpadnih voda u
modelni patogen E. coli CV601. Frekvencija transkonjugacije za otpadnu vodu bolnice H1
iznosila je 1,50 - 107, a za otpadnu vodu bolnice H2 7,37 - 10

2. Dobiveno je 11 transkonjuganata kojima je metodama disk difuzije i mikrodilucije

ustanovljen visestruko rezistentan fenotip.

3. Molekularnim metodama (PCR i gel elektroforeza) utvrdeno je da plazmidi svih 11
transkonjuganata sadrze minimalno jedan ESBL gen. Gen blactx-m-1 detektiran je u svim

transkonjugantima, a drugi po ucestalosti bio je blaTtem.

4. Osim ESBL gena, molekularnim metodama utvrdena je prisutnost gena za karbapenemaze

blavim na plazmidima tri transkonjuganta.

5. Na temelju PBRT analize plazmidi su svrstani u 4 skupine inkompatibilnosti: IncL/M,

IncColE, IncColEtm i IncT, pri ¢emu je dominantna skupina bila IncL/M.

6. Neprocis¢ene bolnicke otpadne vode predstavljaju rizik za javno zdravlje budu¢i da sadrze
ESBL-produciraju¢e plazmide koji imaju Sirok raspon bakterijskih domacina i nose visestruku

rezistenciju pa mogu pridonijeti stvaranju i Sirenju viSestruko rezistentnih patogena.
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