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SAZETAK

Rod Francisella svrstava se u porodicu Franciselaceae, a dijeli se u pet razli¢itih vrsta: F.
philomiragia, F. noatunensis, F. hispaniensis, F. tularensis i F. novicida. Takoder, 3 su podvrste
bakterije F. tularensis: tularensis (tip A), holartica (tip B) te mediasiatica. Tularemija, kao zoonozna
bolest, najvise se pojavljuje na Sjevernoj zemljinoj polutci, a kao vodena bolest opisana je ve¢ 1930-
te godine. Prijenos bolesti mogu¢ je preko pitke, bocate i morske vode. Vrste F. novicida i F.
philomiragia usko su povezane uz vodeni okoli§, a F. novicida izolirana je samo iz vodene nise kao

jedinog rezervoara. Fakultativno-anaerobna, mezofilna Escherichia. coli, kao gram-negativna

bakterija u obliku $tapica, svrstana je u porodicu Enterobacteriaceae. Najznacajnija vrsta za humanu
medicinu je E. coli koja se koristi kao indikator fekalnog zagadenja (FIB) u procjeni kakvoce vode i
hrane, a normalno se nalazi u Gl-sustavu ljudi i zivotinja. Cilj istrazivanja bio je odrediti kako
Escherichia coli utjeCe na prezivljavanje i razmnozavanje Francisella novicida u vodenom
okruzenju, odnosno pratiti kinetiku rasta 1 uvidjeti razliku u kvantitativnoj analizi prilikom zajednicke
kultivacije bakterija u slanoj i slatkoj vodi. Na prezivljavanje bakterija utjecali su nedostatak hrane,
temperatura te borba s autohtonom mikrobiotom u moru i jezeru, odnosno razli¢iti biotski i abiotski
faktori. Nasi rezultati pokazuju da F. novicida prezivljava bolje u sterilnom moru u odnosu na
nesterilno, a ista je situacija i za slatkovodnu vodu iz jezera Potkos. Usporedujuci slanu i slatku vodu,
bilo u sterilnim ili nesterilnim uzorcima, F. novicida pokazala je da se bolje razmnozava i raste u
moru, uzorkovanog iz Rijecke luke. Jo$ uvijek nije razjasnjeno prezivljava li E. coli bolje u slanoj ili
slatkoj vodi. Prema naSim rezultatima bakterija bolje prezivljava u nesterilnom jezeru u odnosu na
nesterilno more, a isto tako bolje prezivljava u sterilnim uzorcima u odnosu na nesterilne, Sto se
poklapa i s prijasnjim istrazivanjima. F. novicida i E. coli, inkubirane zajedno, i u sterilnom i u
nesterilnom moru nemaju medusobni utjecaj na rast i razmnozavanje §to moze predstavljati razli¢itu

nutritivnu potrebu u razli¢itim koncentracijama. F. novicida u sterilnom jezeru nije bilo moguce



izbrojati nakon 3 dana inkubacije. Moguci razlozi su grube pogrjeske tijekom eksperimentalnog rada
ili nemoguénost uocavanja i kvantifikacije kolonija F. novicida zbog prerastanja istih od strane E.
coli. Odredene genetske malformacije i mehanizme koji bakterijama omoguc¢uju da opstanu u okolisu
bez domacina, posebice u vodenom okruzenju, gdje nema velikih zaliha hrane, potrebno je dodatno

istraziti za detaljno objasnjenje situacije.

KLJUCNE RIJECI: Francisella novicida, Escherichia coli, kinetika rasta, morska i slatka voda



SUMMARY

The genus Francisella belongs to the family Franciselaceae and it is divided into five
different species: F. philomiragia, F. noatunensis, F. hispaniensis, F. tularensis and F. novicida. In
addition, there are 3 subspecies of F. tularensis: tularensis (type A), holarctica (type B) and
mediasiatica. Tularemia, as a zoonotic disease, occurs the most in the Northern Earth's hemisphere,
and was described as a waterborne disease in the early 1930s. The transmission of the disease is
possible through fresh, brackish and seawater. F. novicida and F. philomiragia species are closely
related to the aquatic environment, but F. novicida is isolated only from the water niche as the sole
reservoir. Facultative-anaerobic, mesophilic Escherichia coli, as rod-shaped Gram-negative
bacterium, is classified in the family of Enterobacteriaceae. The most important species for human
medicine is E. coli, which is used as a fecal pollution indicator (FPI) in the assessment of water and
food quality and is normally found in the GI system of humans and animals. The aim of the study
was to determine how E. coli affects the survival and reproduction of F. novicida in an aquatic
environment. In addition, the aim was to monitor growth Kinetics and to see the difference in
quantitative analysis between co-cultivating bacteria in salt and fresh water. Food shortages,
temperatures and the fight against the indigenous microbiota in the sea and the lake, respectively
various biotic and abiotic factors, influenced the survival of the bacteria. Our results show that F.
novicida survives better in the sterile sea than non-sterile ones and it is the same for freshwater from
Lake Potkos. Comparing salt and freshwater, in either sterile or non-sterile samples, F. novicida
showed that it reproduces and grows better in the sea, a sample from the port of Rijeka. It is still
unclear whether E. coli survives better in salt or fresh water. According to our results, bacteria survive
better in a non-sterile lake than a non-sterile sea but also survive better in sterile samples than non-
sterile ones, which is consistent with previous research. F. novicida and E. coli, incubated together,

in both sterile and non-sterile seas, do not interact on growth and reproduction, which may represent



different nutritional needs at different concentrations. F. novicida in a sterile lake could not be
counted after 3 days of incubation. Possible reasons are gross mistakes during experimental work or
an inability to detect and quantify F. novicida colonies due to their outgrowth by E. coli. Certain
genetic malformations and mechanisms that allow bacteria to survive in a host-free environment,
especially in an aquatic environment where there is no large food supply, need to be further

investigated to explain the situation in detail.

KEY WORDS: Francisella novicida, Escherichia coli, growth Kinetics, salt and freshwater
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1.Uvod

1.1. Povijest roda Francisella

Visoko patogena za Covjeka i Zivotinje te vrlo znaCajna za humanu medicinu vrsta je
Francisella tularensis, mala asporogena, gram-negativna bakterija otkrivena davne 1911. godine.
Samo tri godine kasnije u ¢asopisu The Journal of Infective Diseases objavljen je prvi dokumentirani
humani slu¢aj tularemije u Ohio-u ¢iji uzroénik je etioloski identificiran kao Bacterium tularense, a
izoliran je pomocu klini¢kih i mikrobioloskih metoda sa konjuktivnog Cira radnika restorana [1].
Takoder zabiljeZeni su redom slucajevi u Utahu 1908. godine, 1980-ih u Norveskoj gdje su bolest
nazvali ,,bolest glodavaca“ te jedno od najstarijih izvjes¢a koje datira jo$ iz 1818. godine pod
naslovom ,,zeCja bolest™ [2,3,4]. Proucavaju¢i kugu u vjevericama, znanstvenici George McCoy i
Charles Chapin otkrili su da spomenuta bakterija uzrokuje drugaciju bolest te su je prvobitno nazvali
Bacterium tularense. Tek je 1928. bakteriolog ameri¢ke javne zdravstvene sluzbe Edward Francis B.
tularense povezao s boles¢u koju i sama izaziva, tularemijom. Utvrdio je takoder prijenos bolesti sa
zivotinje na ¢ovjeka pomocu vektora kao $to je krpelj, a isto tako i direktnim kontaktom s inficiranim
glodavcem gdje bi najcesce stradali lovei [5]. Danas je poznato 14 vrsta krpelja kao vektora koji
prenose tularemiju, a vrste koje dominiraju po americkom tlu su krpelj Sikare Dermacentor variabilis
i Dermacentor andersonii poznat kao Sumski krpelj. Dvadesetih godina 20. stoljeca otkriva se da F.
tularensis, kao parazit, ima sposobnost unutar stani¢nog prezivljavanja u domaéinu te da se lako
prenosi, kao zoonoza, ugrizom hematofagnog ¢lankonosca [5]. Da se bakterijom mozZe zaraziti ne
samo preko hrane i zaraZzenih zivotinja ve¢ i preko kontaminirane vode dokazuju podatci iz 1930-ih
gdje je u Europi i Rusiji zabiljezen poviSeni morbiditet. 1950. bakterija je izolirana iz slane vode iz
Velikog slanog jezera u SAD-u. 1970-ih Svedsku i Rusiju zahvaéa i atipi¢ni oblik bolesti &iji je glavni
rezervoar bio pas [9]. 1974. godine bakterija je u Cast znanstveniku Francisu za doprinos i

unapredenje znanja o tularemiji preimenovana u F. tularensis dok drugi naziv imena potjece od male



(,- dses

pokrajine u Kaliforniji, Toulare Country, u kojoj je bolest bila endemi¢na [6,7]. Pocetkom 21.

stolje¢a samo se nekoliko znanstvenika bavilo prou¢avanjem mehanizama patogeneze i virulencijom

F. tularensis, medutim kako se otkrilo da tip A drzi virulenciju bioloskog oruzja i moguénost

zlouporabe istog, interes za istrazivanjem znatno je porastao, a posebno u SAD-u [8].

Pojavnost tularemije bila je mnogo ¢es¢a u ranim godinama 20. stoljeca, nego $to je to danas.

Mnogi su lovacki klubovi u 1920-ima i 1930-ima $irili tularemiju uvozeci zarazene zeceve. Razlozi

za veci pobol nekada u odnosu na sadasnjost: jesu urbanizacija ruralnih dijelova, manje prirodnih

stani$ta za artropode i druge toplokrvne zivotinje kao rezervoara bakterije, smanjio se i broj ljudi koji

borave u prirodi, a i seoba iz ruralnih u urbane dijelove doprinosi smanjenju tularemije (Slika 1)[76].
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Slika 1. Prikaz pojavnosti slu¢ajeva tularemije kroz 20. i 21.
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stolje¢e. Grafikon prikazuje vec¢i morbiditet u

20. u odnosu na 21. stolje¢e. (Hofmann, J. (2012) Geographic distribution and magnitude of disease Burden.

Netters Infectious Disease.)



1.2. Vrste i podvrste roda Francisella

Rod Francisella svrstava se u porodicu Franciselaceae, a dijeli se u pet razli¢itih vrsta: F.
philomiragia, F. noatunensis, F. hispaniensis, F. tularensis i F. novicida. Takoder, 3 su podvrste
bakterije F. tularensis: tularensis (tip A), holartica (tip B) te mediasiatica (Tablica 1) [10]. Razli¢ite
vrste roda Francisella mozemo razlikovati PCR-om (PCR, eng. polymerase chain reaction), takoder
na osnovi fermentacije glicerola, stupnju virulencije na zivotinjskim modelima, a nedavno su
otkrivene i novije tehnike za diferenciranje podvrsta poput elektroforeza gel s pulsnim poljem (PFGE,
engl. Pulsed-field gel electrophoresis), analiza ponovljenog tandema s viSestrukim lokusom (MLVA,
engl. Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis) te varijacija pojedina¢nih nukleotida
[10]. Vrste iz roda Francisella dijele slican genetski sadrzaj, no pokazuju znatne razlike glede
virulencije, geografske rasprostranjenosti, mehanizama patogeneze te biokemijskih testova po kojima
ih razlikujemo [11]. Takoder, bakterije roda Francisella ve¢inom obitavaju na podru¢ju Sjeverne
Zemljine polutke gdje je prema istrazivanju Tip A od 1964. do 2004. izoliran najvise puta u Koloradu,
dok je Tip B najzastupljeniji bio u Kentaki [10]. No potvrdeni su i slu¢ajevi na Juznoj polutci poput
F. novicida u Australiji te sluc¢ajevi na jugu Meksika, u Sjevernoj Africi, Venezueli (Slika 2) i drugim

neoc¢ekivanim mjestima [1,12].



Tablica 1. Taksonomija roda Francisella

Rod Vrsta Podvrsta
tularensis tularensis
holarctica
mediasiatica
Francisella novicida
hispaniensis
philomiragia
noatunensis noatunensis
orientalis

Biolosko oruzje klasificirano kao Tip A od strane Centra za kontrolu i prevenciju bolesti smatra se
F. tularensis subsp. tularensis koja dominira u Sjevernoj Americi (Slika 2). Ne napada samo glodavce
i njima srodne, ve¢ pokazuje visoku virulenciju i za ljude popracenu s najce$ce respiratornim
bolestima [13]. Osim §to je patogena za Covjeka, najugrozeniji su glodavci poput $takora i kunica iz
kojih potjecu i mnogobrojni izolati, a napada i vece Zivotinje poput ovaca, jelena, konja koji ve¢inom
budu zarazeni putem vektora. Bakterija se prenosi svim putevima prijenosa odnosno putem vode,
hrane, aerosolom ili direktnim kontaktom pa je samo 10 njih dovoljno da izazove infekciju prilikom
subkutanog unosa dok ih pri udisaju kontaminiranog aerosola treba nesto vise, njih 25 [14,15].
Spomenutu podvrstu americki su znanstvenici podijelili u dvije genetski razlicite grupe poznatije kao
tip Ari tip A2. Prema americkom istrazivanju, promatrajuci oboljele od tularemije, tip A1 nazvan je

tip A- istok, a tip A2 predstavljao je tip A-zapad gledajuci isto¢no ili zapadno od stotog meridijana



na zemljopisnoj karti. [zvori izolata oboljelih najbrojniji su bili iz krvi 1 limfnih ¢vorova, nesto manje
iz pluca, a u par slucajeva bakteriju su izolirali i iz cerebralne tekuéine te oka. Isto tako, zakljucili su
datip A-zapad izaziva blaze oblike bolesti, negoli A-istog i B tip koji predstavlja podvrstu holarctica.
Infekcije tipom A bile su vise povezane ugrizom artropoda, a manje izlaganjem lagomorfima i
mackama, dok infekcije tipom B viSe prate izlaganje glodavcima i domac¢om Zivotinjom mackom
[10]. Francisella tularensis subsp. holarctica, poznata i kao tip B, rasprostranjena je gotovo po
¢itavoj Sjevernoj Polutci pocevsi od Japana i Europe pa do SAD-a (Slika 2). Tip B izaziva naj¢esci
oblik bolesti, a to je uleceroglandularni oblik tularemije. Veéi broj oboljelih biljezi Svedska gdje je
glavni vektor bio komarac dok je u Turskoj popracen ve¢i morbiditet putem kontaminirane vode
[16,17]. Podvrsta holarctica zivi je atenuirani soj (LVS eng. live vaccine strain) te ujedno predstavlja
1 jedino dostupno cjepivo protiv tularemije. Kao virulentni soj izoliran je iz vodenog Stakora u
zemljama bivSeg Sovjetskog saveza te je jednostavnim bakterioloskim metodama proizvedeno
cjepivo protiv tularemije [18]. Kako bakterija voli obitavati i u vodenoj nisi u Sjevernoj Americi je
najcesce povezujemo s glodavecima poput ameri¢kog dabra i muskarta [19]. lako najmanje istrazena,
F. tularensis subsp. mediasiatica izolirana je u centralnoj Aziji , odnosno u odredenim dijelovima
Kazahstana i Turkmenistana te u jugozapadnoj Rusiji (Slika 2). Kao i F. novicida rijetko se povezuje
S humanim infekcijama iako ima nekoliko slucajeva zaraze kod imunokompromitiranih, a za
glodavce poput miseva moze biti letalna i u manjim dozama [20]. Cesto otkrivanje F. philomiragia
u uzorcima vode ukazuje da je vodeni okoli§ primarni rezervoar bakterije, a zemljopisna joj je
rasprostranjenost o¢ito $iroka na Sto ukazuju dokumentirani sluéajevi infekcija kod ljudi u Kanadi,
Europi i Turskoj. Iako joj je slanost vode glavni element zivotnog ciklusa pronadena je i u izvorskoj
vodi u SAD-u, u balastnoj vodi iz transportnih vozila te u rashladnim tornjevima u Kini, sto je
odrzavalo distribuciju u razli¢itim vodenim okruzenjima [33]. F. philomiragia rijedak je humani
patogen za kojeg je zabiljezeno samo 17 slucajeva infekcije u posljednjih 40-ak godina, a 15 od njih

dogodio se u Sjevernoj Americi. To su uglavnom bile osobe koje su boravile u blizini vode ili su veé



imale kroni¢ne granulomatozne bolesti. Spomenuta bakterija jest halofil te je mozemo pronaci oko
morskih stanista sjeverne Europe te Sjeverne Amerike. Iako su slucajevi zaraze uglavnom povezani
sa slanom vodom, bakterija je takoder izolirana iz moc¢vara, toplih izvora te slatkovodnih ribnjaka u
SAD-u. Nije bilo sumnje da bi se spomenuta bakterija mogla prenositi ugrizom artropoda, no
znanstvenici su nedugo zatim otkrili da je Dermacentor reticulatus (pseci krpelj) moguéi prijenosnik
infekcije u kojem je ¢ak u 20% uzoraka pronadena F. philomiragia sto je bilo dio francuske studije.
Spomenuti vektor Siroko je rasprostranjen diljem Europe, kao 1 nasi ku¢ni ljubimci, pa ovo otkrice
sugerira da bi mogao imati vaznu ulogu u zivotnom ciklusu F. philomiragia [21]. F. hispaniensis,
kao i F. novicida, obitava uglavnom u vodenoj nisi, a izolirana je u odredenim dijelovima Spanjolske.
Prvi slucaj tularemije uzrokovan od F. novicida zabiljezen je 1951. godine u Ogden Bayu (Utah).
Iako je u pocetku bila svrstana u rod Pasteurella, 1954. godine klasificirali su je u rod Francisella.
Nekoliko desetljeca kasnije klasificirana je kao posebna vrsta roda Francisella. Takoder je utvrdeno
da ima jednaku DNA kao i ostale vrste [22,23]. Vrsta F. noatunensis riblji je patogen koji najvise
inficira vrste bakalara i tilapije, a dijeli se u dvije podvrste: F. noatunensis subsp. orientalis i F.
noatunensis subsp. noatunensis. Podvrste su prilagodene razli¢itim tjelesnim temperaturama pa
subsp. orientalis izaziva granulome riba u toplih voda dok subsp. noatunensis vise inficira ribe

hladnijih voda [24].
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Slika 2. Prikaz pojavnosti i geografske rasprostranjenosti razli¢itih sojeva F. tularensis i vrste F. novicida
diljem svijeta. (Oyston, Sjostedt, Titball, (2004) Tularemia: bioterrorisam defence renews interest in

Francisella tularensis. Nature Reviews Microbiology, 2: 967-978)

1.3. Sli¢énosti i razlike F. tularensis i F. novicida

Sli¢na morfologija prilikom uzgoja, nepokretnost zbog neposjedovanja flagela, gram negativci
bez sposobnosti da stvaraju spore te tanka, lipidima obloZena, kapsula samo su neke od sli¢nosti F.
tularensis i F. novicida. Kisik, aminokiselina cistein te zeljezo od esencijalne su vaznosti za
bakterijski rast i reprodukciju, a da bi prezivjele u organizmu u kojem parazitiraju poprimaju koloidni
oblik. U smrznutom mesu glodavaca, bakterija ima sposobnost prezivjeti i nekoliko godina dok
tjednima uspijeva opstati u vodi, zemlji, slami, pa ¢ak i u prasini [25,26]. Starije kulture na izgled

imaju oblik duzih $tapica, a kolonije su glatke, vlazne i bijele te se ve¢ nakon 48 h na 37 °C lako



kultiviraju. BCYE i ¢okoladni agar, uz optimalni pH od 6.8 do 7.3, odli¢ne su podloge za uzgoj obje
vrste sadrzavajuéi esencijalni cistein i animalne bjelancevine. Vrste dijele 97 % nukleotidni identitet
stoga nije ni ¢udno $to je nekad F. novicida bila podvrsta F. tularensis, a vise je razloga zasto je
klasificirana zasebno. Jedan od prvih razloga bio je razli¢ito vrijeme inkubacije na cistein-glukoza-
krvnom agaru (CGBA) na kojem bi F. novicida porasla za jedan dan, dok bi F. tularensis trebalo 2
do 7 dana. Isto tako velika je razlika glede njihove virulencije gdje samo 10 bakterija F. tularensis
uzrokuje zarazu kod ljudi i smrt kod Zivotinjskih domacina, dok je F. novicida potrebno 100 puta
vise bakterija [26]. Podvrste holarctica i tularensis razlikuju se od F. novicida po ,,O* antigenu koji
patogene vrste §titi od autofagi¢ne detekcije domacina nakon §to stignu do citosola. Kod F. novicida
tri gena manje, njih 12, kodira ,,O* antigen. Otkriveno je da F. novicida ima 11 razli¢itih metabolic¢kih
osobina koje nisu prisutne u podvrstama F. tularensis, a isto tako soj F. novicida U112 ima samo 3
nepotpuna procesa sinteze aminokiselina dok soj F. tularensis subsp. tularensis Schu S4 ima 9 puteva
sinteze $to ¢ini virulentnu razliku. 84 gena, koji kodira genom soja F. novicida U112, zasluzni su za
bakterijski metabolizam ugljikohidrata, biosintezu aminokiselina, energetski metabolizam i njihov
transport te modifikaciju DNA, dok su isti inaktivni u sojevima tularensis Schu S4 i holartica LVS.
Upravo oni su glavni omogucitelji postojanja i opstanka F. novicida u okoliSu, izvan domacina. Da
F. novicida u svom okruzenju susrece i strane organizme govori podatak da je razvila 4 sustava
barijera u svom genomu koji joj omogucuju zastitu na nacin da smanjuju nakupljanje strane
metilirane DNK. Za razvoj svojih restriktivnih barijera, sojevi F. tularensis, razvili su ,,glasnike*
odnosno pseudogene koji sugeriraju bakteriji, kada prelazi u intracelularni patogen, da sustav barijera
vise nije potreban za prezivljavanje. Drugi nacin kojim F. novicida zadrzava funkcije za opstanak
jesu 5 gena (FTN_0451-0456) odgovornih za sintezu i raspad sekundarnog glasnika, bis-(3'-5") —
ciklicki dimer GMP (cdGMP). Prekomjerna proizvodnja cdGMP-a omogucéuje stvaranje biofilma, a
Smanjenjem istog omogucava se bolje razmnozavanje bakterija unutar misjih makrofaga [32].

Genomske analize ukazuju da su se F. novicida i F. philomiragia razvijale u drugacijem pravcu negoli



podvrste F. tularensis. Sojevi F. tularensis visoko su klonski i ne podlijezu rekombinaciji kao $to je
to slu¢aj sa F. novicida i F. philomiragia. U 10 % gena jezgre 742 Francisella koji su testirani u 7
genoma F. novicida primije¢ena je rekombinacija dok nije bilo dokaza o rekombinaciji prilikom
testiranja istih gena kod F. tularensis. Kod soja Schu S4 dokazano je da proliferacijom IS elemenata
u genomu dolazi do inaktivacije najmanje 22 gena $to se ujedno smatra odgovornim i za umnozavanje
FPI patogenog otoka odgovornog za visoku virulentnost bakterije. Sveukupno gledano, vrste s uzom
bakterijskom niSom, poput unutar stani¢nog patogena F. tularensis, imaju tendenciju razvijati
jednoli¢ne odnosno monomorfne genome, dok vrste poput F. novicida ili F. philomiragia da bi
opstale u Sirokom krugu obitavanja, podvrgavaju vlastiti genom za prezivljavanje u razliitijim
uvjetima [32]. F. novicida i F. tularensis dijele vrlo sli¢an genom, no unato¢ ukupnoj genetskoj
sli¢nosti homologni geni spomenutih vrsta imaju razli¢itu ulogu i regulaciju, a posebice §to se tice
patogeneze. Zato F. tularensis uspjesno izbjegava imunoloski odgovor domacina dok to kod F.
novicda nije tako. Knockout studije homolognih gena dokazale su razli¢itu ekspresiju istih gena.
Primjerice, inaktivacijom gena koji kodiraju regulator transkripcije ICIR rezultirala je stagnaciju
razmnozavanja kod F. novicida u misjem modelu infekcije, ali ne i kod F. tularensis subsp. tularensis
Schu S4 [32]. Takoder, genetske varijacije mogu se zapaziti promatrajuéi njihove siderofore, kapsulu
te pile zbog Cega i postoji tolika razlika u virulenciji [27,28]. lako F. novicida mozemo pronaci u
razli¢itim uvjetima i na razli¢itim staniStima kao §to su tlo, led, slana i bocata voda nije bilo
zabiljezenih slucajeva identifikacije kod divljih Zivotinja Sto ukazuje da F. novicida, za razliku od F.
tularensis, nije zoonotska bakterija. Takoder, F. novicida u prirodi nije nikada identificirana u
ClankonoScima $to se ne prepisuje neadekvatnim metodama ispitivanja jer su mnogobrojni
endosimbioti, Franciselli sli¢ni, izolirani i identificirani u krpeljima sekvenciranjem te PCR-om. F.
tularensis uzrokuje zoonotsku tularemiju Cija se klinicka slika kod ljudi manifestira u razlicitim
oblicima bolesti ovisno o putu ulaska bakterije. Ugrizi muha, komaraca ili krpelja, skidanje

inficiranih Zivotinja nakon lova, oralni unos kontaminirane vode (Slika 3) ili hrane ili pak udisanjem



aerosola samo su neki od primjera potencijalnih unosa bakterije u organizam. Prilikom infekcije
spomenutim vektorima, kao posljedica se javlja Cir na mjestu ugriza artropoda te nastupa
ulceroglandularni tip tularemije, a ista klinicka slika javlja se i nakon skinninga zaraZzene Zivotinje.
Onaj najtezi oblik kojemu je tesko, na temelju klinicke slike, identificirati uzrok bolesti, a samim
time i lijeCiti istu je pluéni oblik tularemije. Postoje i ostali oblici kao $to je okuloglandularna, nastala
izravnom inokulacijom oka te orofaringealna tularemija nastala prilikom konzumacije inficirane
hrane ili vode. Dok F. tularensis itekako ima virulenciju da inficira zdrave pojedince, za F. novicida
to slucaj nije. Infekcija F. novicida vrlo je rijetka te ju je teSko i identificirati kao takvu [32].
Dokumentirano je svega 12 slucajeva infekcije F. novicida i to kod imunokompromitiranih osoba.
Poznato je par sluéajeva infekcije kao §to je sluc¢aj u Australiji, slu¢aj iz 2006. gdje se petnaesto-
godis$nji muskarac iz Arizone zali na muc¢ninu, povracanje, bolove u zglobovima te malaksalost [29],
takoder se Culo i za bakterijemiju iz Juzne Karoline nakon skorog utapanja 69-godisnjaka kojemu je,
pomocu analize metil estera masne kiseline plinskom kromatografijom, otkrivena Francisella, a
daljnjom analizom sekvenci gena 16S rDNA 100%-i identitet soja F. novicida Fx2 [30]. Poznati su i
slucajevi izlaganja vruéoj izvorskoj vodi u blizini slanog jezera te vodi iz privatnog vodovoda, a
posebnu paznju privukao je i sluéaj bakterijemije zatvorenika iz SAD-a koji su konzumirali led iz
ledomata te je pomoc¢u PCR-a detektirana DNA F. novicida [31]. Dokumentirana je i bakterijemija
iz 2007. godine na Tajlandu kod Zene koja je oboljela od raka jajnika [34], te kod alkoholi¢ara s losim

imunoloskim statusom u SAD-u [35].
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1.4. Unutar stanicéni zivot roda Francisella

Jo§ je davne 1920. Edward Francis dokazao da je F. tularensis unutar stani¢ni patogen gdje
bakterija ne samo da moze prezivjeti ve¢ se i uspjeSno razmnozava [36,37]. Brojna in vitro
istrazivanja pokazala su F. tularensis primarno napada makrofage, ali da se i uspjesno razmnozava u
pluénim stanicama epitela, hepatocitima, neutrofilima, stanicama misjeg fibroblasta te protozoama
gdje inducira upale, ometaju¢i normalne funkcije domacina [38]. Istrazeni mehanizmi i Cinitelji
virulencije poput toksina i odredenih sekrecijskih sustava roda Salmonella, Brucella, Yersinia,
Shigela ili Legionela nisu tipi¢ni za Francisella. Posebnim mehanizmima, ne do kraja istrazenih, F.
tularensis razvila je sustav za ulazak, prezivljavanje i uspjeSno razmnozavanje u stanicama
inficiranog, gdje pritom vrlo vjesto izbjegava imunoloSku obranu domacina [39]. Kako bi definirali
unutar stani¢ni zivot Francisella, znanstvenici su koristili razli¢ite stani¢éne modele miSeva i ljudskih
makrofaga te podvrste, kao §to su to F. novicida, atenuirani holarctica LVS soj te virulentni Schu S4
soj [40,41]. Siroko proucavani tip stanica, makrofazi, primarni su dijelovi koje Francisella napada i
u kojem ima jedinstveni zivotni ciklus, a on ukljucuje ulazak bakterije u stanicu domacina [42],
inhibiciju fuzije fagosoma i lizosoma i bijeg iz istog te uspjesnu citosolnu replikaciju [43]. Ulazak
bakterije fagocitozom u stanicu domacina kljucni je korak za unutar stani¢ni zivotni ciklus pri cemu
se aktiviraju receptori koji, poticavsi specificne signale, omogucuju sazrijevanje fagosoma
sprecavajuci takoder, biocidni odgovor stanice domacina [45]. Takoder je dokazano da Francisella
ima mogucnost da se translocira iz citosola u vakuole imajuéi sposobnost da, ve¢ samo nekoliko sati
nakon replikacije, izazove autofagiju stanica domacina, no vecina bakterija ipak ostaje u citosolu
proliferiraju¢i daljnju reprodukciju vlastitih stanica [46]. Razli¢iti je put unutar stani¢nog
razmnozavanja u stanicama sisavaca, negoli je to u protozoama. Dok je klju¢ni korak ka uspjeSnom
razmnozavanju bijeg iz spomenute vakuole, odnosno fagosoma u stanicama sisavaca, kod ameba ne
samo da bakterija ne bjezi iz fagosoma, ve¢ se u njemu 1 uspjeSno razmnozava [47]. Nakon §to

Francisella ude u stanicu domacina, bilo protozoe ili sisavca, prvo se mora pobrinuti da se opskrbi
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svim, njoj potrebnim, nutrijentima koji nisu odmah na raspolaganju. Da bi se uspje$no razmnozavala,
bakterija koristi potrebne mehanizme za razgradnju glikogena, proteina te lipidnih kapljica u manje
strukture kao $to su masne kiseline, ugljikohidrati i aminokiseline, a sve ve¢ navedene esencijalne
tvari za bakterijsku egzistenciju nalaze se u kompleksnim strukturama smjeStene u citosolu [48].
Nakon fagocitoze Francisella, boraveci u fagosomu manje od 2 sata, aktivno ispoljava mehanizme
virulencije za konac¢ni bijeg bakterije u citosol §to je od esencijalne vaznosti za daljnje prezivljavanje
i reprodukciju. U stanicama sisavaca, iz fagosoma u koji je usla bakterija, sazrijevanjem nastaje oblik
ranog endosoma (engl. Early Endosome, EE), a regulacijom istog pomoc¢u Rab5 GTP-aznog proteina
nastaje EEA-1 (engl. Early Endosomal Antigen, EEA-1), odnosno rani endosomalni antigen 1. Rani
endosom prelazi u kasni (engl. Late Endosome, LE) produciraju¢i endosomalne markere, odnosno
lizosomske membranske proteine LAMP-1 i LAMP-2 (engl. Lysosomal-associated membrane
protein) iz kojih bi morao nastati lizosom, medutim djelovanjem ATP protonske pumpe dolazi do
acidifikacije fagosoma, gdje pH pada na 6,7 s odgodom interakcije s hidrolazama lizosoma. Navedeni
proces je nacin da se stanica domacina obrani od stranog organizma, a naziva se endosomalni
lizosomalni degradacijski put. Aktivacijom gena za virulenciju Francisella razvija sposobnost, ve¢
nakon 30 min, da razori fagosom i ude u citosol stanice, gdje se dalje razmnozava. Krug inficiranja
zatvara se kada, zbog velikog broja namnozenih bakterija, nastupa apoptoza i1 daljnje inficiranje
zdravih stanica domacina. Da bi razorila membranu fagosoma bakterija koristi djelatne proteine, no
njihova stvarna funkcija i sam mehanizam razgradnje fagosoma nije do kraja razjaSnjen kao ni
mnogobrojni mehanizmi i €initelji virulencije zbog kojih ovu bakteriju, s punim pravom, svrstavamo

u biooruzje tipa A [49,50,51,52].
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5. Virulencija i patogeneza

Mali, gram negativni kokobacil, nepokretan i asporogen sadrzi najpoznatijih 5 ¢initelja
virulencije u koje svrstavamo: lipopolisaharid, pile, kapsulu, siderofore i Francisella patogeni otok

[53].

5.1. Francisella patogeni otok

FPI (engl. F. tularensis phatogenity island) u vecini sojeva pronaden je u dvije kopije, samo u
F. novicida nalazi se u jednoj kopiji, a sastoji se od 16-19 gena. Brojne su funkcije Francisella spp.
kodirane unutar FPI, a bijeg iz fagosoma i unutar stanicni rast jesu najvaznije. FPI je otkriven
slu¢ajno, kada je doslo do transpozicijske mutageneze ¢iji je rezultat bio inaktivacija gena i
nemogucnost daljnjeg razmnozavanja bakterije [54]. MgIA protein, pokazuju istrazivanja, veli¢ine
je 30 kb 1 yjedno glavni regulator virulencije, zaduzen za aktivaciju procesa prepisivanja gena koje
kodira FPI. Nakon infekcije stanica domacina, primjerice humanog makrofaga, FPI poti¢e izlu¢ivanje
8 proteina (IglE, 1gIC, Igll, 1glJ, 1glF, VgrF, PdpE i PdpA) koji sluze za infekciju, razmnozavanje i
,bjezanje* bakterijske stanice iz fagosoma. Najvazniji geni za odrzavanje toliko visoke virulencije
Francisella spp. su iglABCD i pdpABCD [40,55]. Razli¢ite su funkcije navedenih proteina, pa
primjerice, MglA i MgIB proteini kodirani bicistri¢cnim operonom smjesteni su izvan FPI i pokazuju
slicnosti sa SspA i SspB proteinima E. coli, a drze funkciju regulatora stacionarne faze transkripcije.
Zatim, IglA, 1gIC, IgID, PdP, PdpD, MglA i MgIB proteini esencijalni su za bakterijsku reprodukciju
unutar makrofaga te pojavu tularemije, kao bolesti, u miSevima, a delecijom ili insercijom istih,
Francisella spp. ne uspijevaju opstati unutar makrofaga [40,54]. Da je FPI jedan od glavnih ¢initelja
virulencije govori istrazivanje koje je pokazalo da se induciranom mutacijom FPI gena kod F.

tularensis uvelike smanjuje virulentnost, a mutacijom IglA i 1gIB proteina bakterija gubi sposobnost

razgradnje fagosomalne membrane te razmnozavanje u stani¢nom citosolu [54,56].
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5.2. Lipopolisaharid (LPS)

Osnovnu gradu i sastavni dio vanjske stjenke, gotovo svih gram negativaca, ¢ini slozena
molekula lipopolisaharid koji dijeli naziv i endotoksin. Tri osnovne komponente ¢ine strukturu
lipopolisaharida, a to su: 1) lipid A koji je odgovoran za toksi¢nost, a ujedno i veze lipopolisaharid
za vanjsku membranu; 2) sredi$nji polisaharidni lanac; 3) oligosaharidni ili O-antigen koji sezu u
bakterijsku unutrasnjost i specifi¢ni su za svaku vrstu gram-negativnih bakterija. LPS Francisell spp.
jedinstveni je usporedujuci ga s ostalim gram-negativnim bakterijama, gdje je znanstveno dokazano,
da podvrgnute velikim temperaturnim amplitudama, induciraju ekspresiju gena bitne za
prezivljavanje, dok vrste Francisella, kako bi opstale, poti¢u promjenu lipidne strukture koja im je
od velike vaznosti u nepovoljnim Zivotnim uvjetima [57,58]. Struktura LPS-a F. tuarensis sadrzi
nekoliko prilagodba zbog kojeg bakterija vjesto izbjegava imunolosku reakciju domacina. Manjak
fosfata u strukturi LPS-a rezultira drugacijim rasporedom, duljinom i brojem lanaca masnih kiselina
Sto dovodi do niske toksi¢nosti i odgodenog upalnog odgovora, §to nije slucaj ostalim Gram-
negativnim bakterijama [59]. Takoder, posjedovanje O-antigena jo$ je jedna od prednosti za
utiSavanje imunoloskih, a samim time i1 odgodenih upalnih odgovora domacina. Gubitkom O-
antigena bakterija gubi na virulentnosti 1 povecava vlastitu osjetljivost na baktericidno djelovanje
serumskih i antimikrobnih peptida, koji inace reduciraju moguénost bakterijskog razmnozavanja

unutar stanica domacina [60].

5.3 Pili

Francisella spp. izrazava povrSinska vlakna koja pripadaju tipu IV strukturi pila (T4P).
Pomocu prijenosne elektronske mikroskopije, odnosno TEM pretrage duz LVS-a, koji potjece iz

soja F. tularensis subsp. holarctica, otkrivene su duge i tanke polarno lokalizirane strukture koje
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imaju mogucnost formiranja snopova u medusobno povezanu mrezu pomocu kojih bakterija adherira
za tkivo, formira biofilm te izmjenjuje vlastiti DNK. Isto tako, u visoko virulentnom soju Schu S4
oktriveni su geni koji kodiraju T4P s potvrdom da su ti isti geni eksprimirani i u LVS-u. BLAST
analizom otkriveni su homologni geni za T4P i drugim patogenim bakterijama kao $to su Neisseria
meningittidis i Pseudomonas aeruginosa. Pili Francisella spp. kodirani su pomoc¢u piINOPQ gena
koji dijele razli¢ite funkcije. PilQ tvori vanjski membranski kanal za izluCivanje pila na povrSini
stanice dok lipoprotein PilP djeluje kao ,,pilot* pri stabilizaciji sekreta na vanjskoj membrani kod
podvrste novicida. Obzirom na to da su povrSinske strukture klju¢ virulencije u patogenim

bakterijama, pili su definitivno jedan od faktora virulentnosti [61].

5.4 Kapsula

Znanstvenici su, kako bi otkrili je li kapsula takoder klju¢na u virulenciji, odvojili spomenutu
strukturu od bakterijskih stanica i dokazali da iste nisu uzrokovale bolest kod namjerno inficiranih
miseva i zamoraca, $to je veliki dokaz da i kapsula ima svoj doprinos glede virulencije. Nekoliko je
uloga koje se pripisuju kapsuli, a primarna je da ona stiti F. tularensis od nepovoljnih vanjskih uvjeta,
takoder, od serumskih komponenti domacina koje nastoje unistiti bakteriju, od fagocitoze te ima

limitiraju¢u ulogu u broju transformacije DNA [61,62].
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5.5 Patogeneza

Klju¢na uloga bakterije je da ude u stanicu, razmnozi se i prosiri na ostale zdrave stanice iz
kojih ¢e crpiti esencijalne hranljive tvari. Bakterija da bi usla u organizam trazi osjetljiva mjesta poput
posjekotina koze na Sakama, podlaktici, takoder, moze uci preko spojnice oka, sluznica kao $to je
zdrijelo ili usna Supljina te isto tako, preko plucéa i crijeva. Ovisno o primarnom mjestu infekcije,
javljaju se lokalne promjene uz moguce nastajanje primarnog afekta, ulceracija na sluznici probavnog
trakta i na kozi, ulceromembranozne angine, konjuktivitisa, pluéne zariSne promjene, a osim
navedenih vidljivih promjena mogu nastati i one fizi¢ki nevidljive. Infekcija se uglavnom S$iri iz
primarnog zarista putem limfe, a zaustavlja se na regionalnim limfnim dijelovima kao §to su vrat,
pazusi, lakat gdje dolazi do oticanja. Kako F. tularensis ima sposobnost duljeg prezivljavanja u
stanicama domacina, na posljetku se infekcija ispoljava kao bolest zvana tularemija, koja najcesce

metastazira u periferne organe jetru, pluca, slezenu, abdomen i druge [63].

6. Klinic¢ka slika

Klini¢ka manifestacija tularemije ovisi o mjestu ulaska bakterije u domacina Sto daje razlicite
klini¢ke slike oboljelih. Ukupno je poznato 7 oblika tularemije, a moZemo ih podijeliti na unutarnje
1 vanjske. Unutarnje oblike ¢ine: pluéni, prilikom udisanja kontaminiranog zraka, tifoidni, ujedno i
vrlo opasni septicki oblik te abdominalni koji se dobije konzumacijom kontaminirane vode, odnosno
hrane. Vanjski oblici pokazuju nesto laksu klinic¢ku sliku, a u njih ubrajamo: ulceroglandularni oblik
zadobiven najc¢e$¢e ugrizom ili preko nekog drugog kontakta s inficiranom Zivotinjom,
okuloglandularni koji biljezi kontakt oka s bakterijom najéeSé¢e preko vode ili necistim rukama,
glandularni te angiozni oblik s prate¢im primarnim afektom na jednoj ili obje tonzile. Nakon

inkubacije koja traje od 3-10 dana, javljaju se simptomi nalik gripi, gdje je veliki problem, ako se ne
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lije¢i, visoka temperatura koja moze trajati i 10-ak dana. Ubrzo se javljaju i lokalni simptomi koji

ovise o0, ve¢ spomenutim, putevim ulaska.

Limfadentitis vratnih limfnih ¢vorova klini¢ka je slika glandularnog oblika tularemije, dok se
kod ulceroglandularnog tipa lokalno javlja primarni afekt u obliku papule koja s vremenom

nekrotizira odnosno dolazi do propadanja tkiva, a najéesée su zahvaceni prsti.

Kod angioznog oblika javlja se ulceromembranozna ili nekroticna angina s izrazitim

povecanjem limfnih ¢vorova vrata.

Pluéni oblik, ujedno 1 najtezi, popracen je s atipicnom pneumonijom koja je inace
karakteristi¢na kod virusnih uzro¢nika bolesti. Gangrena, apsces, kaverna, pleuritis samo su neki od
mogucih komplikacija, a dijagnosticira se obi¢no rengenom s poprac¢enim mrljastim zasjenjenjima u

pluc¢ima.

Pojava ulceracija na tankom i debelom crijevu popracene oteklinama mezenterijalnih limfnih
¢vorova abdominalni je oblik tularemije. Prema klini¢koj slici bolest nalikuje trbuSnom tifusu,

odnosno sepsi, a ¢vorovi se mogu ponekad palpirati i preko trbusne stijenke.

Tifoidni oblik po klini¢koj slici nalikuje na sepsu uz mogucu pojavu osipa §to je dokaz ulaska

bakterije u krv, odnosno bakterijemije [63,64].
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7. Terapija

Danas postoje mnoge metode za dijagnosticiranje uzro¢nika F. tularensis kao $to su na
primjer, test aglutinacije u nizu epruveta, mikroaglutinacija te mnoge druge, no uobicajene metode
kojima se Cesto pristupa su specifi¢ne hranljive podloge, obogacene esencijalnim tvarima za rast
bakterije te PCR koji se Cesto koristi za izolaciju bakterijske DNA [65]. Jo$ od 1946. pripadnik
skupine aminoglikozida — streptomicin pokazao se ucinkovitim za sve oblike tularemije osim
meningitisa, a moze se primijeniti intramuskularno u dozi od 7,5-10 mg/kg tijekom 14 dana. Kod
laksih oblika bolesti mogu se primijeniti stariji tetraciklini, a uzrok tome je toksi¢nost streptomicina.
Gentamicin i kloramfenikol takoder su u upotrebi, a najbolje ih je primjenjivati u akutnoj fazi bolesti.
Sto se ti¢e cjepiva, ono je proizvedeno davne 1952. iz Zivog oslabljenog soja F. tularensis subsp.
holarctica, no takozvano LVS cjepivo jo§ uvijek nije odobreno zbog lose reakcije kod
imunokomprimitiranih, a isto tako i nestabilnosti te podloznosti mutacijama [63,65]. U posljednje se
vrijeme alternativa trazi u model organizmu F. novicida u svrhu izrade kompletnog cjepiva za

prevenciju humane tularemije [66].

8. Tularemija kao vodena bolest

Gram-negativna, unutar stani¢na bakterija koja izaziva zoonoznu bolest tularemiju, uglavnom
u ljudski organizam ulazi izravnim kontaktom sa zaraZenom Zivotinjom ili ubodom krpelja. Medutim,
u posljednjem desetljecu pojavljuju se epidemije Sirom svijeta, gdje je izvor tularemije upravo vodeni
okoli$. Sa specificnim klini¢kim i epidemioloSkim osobinama, infekcije predstavljaju veliki javno
zdravstveni znacaj, a kontaminacija ljudi obi¢no nastupa pri konzumaciji vode kontaminirane F.
tularensis, a isto tako, plivanjem i ribolovom. Pretpostavlja se da su stvaranje biofilma, interakcija s

amebama te prijelaz u ,hibernacijsko* stanje kada se bakterija ne nalazi u domacinu, samo neki od
b

18



mehanizama bakterijskog opstanka u vodenom okolisu, no potrebno je provesti jos istrazivanja da bi

se potvrdio doprinos tih potencijalno moguc¢ih mehanizama [67].

8.1. Rezervoari F. tularensis

Poznato je podosta rezervoara F. tularensis. Mnogo je zivotinja koje bakterija moze inficirati,
a primarni su izvori ljudskih infekcija lagomorfi i mali glodavci. Nadalje, krpelji Ixodidae su vektori,
ali i vjerojatni rezervoari zbog poznatog transstadijalnog prenosenja izmedu spomenutih
¢lankonozaca. Tako se ne smatraju dugotrajnim rezervoarima ovog patogena, komarci i jelene muhe,
takoder, su bakterijski prenositelji na ljudsku populaciju. Ve¢ 1930-ih u SSSR-u opisana je vodena
tularemija, a vodena niSa kao rezervoar bakterije. Posljednjih 20-ak godina biljeze tularemiju
povezanu s pitkom vodom iz razli¢itih zemalja, poput Kosova, Gruzije, Bugarske, Turske,
Makedonije, Norveske i Svedske, te Italije i Njemacke. Izazvana vodom, epidemija je u Turskoj izbila
1988. godine s pojavom orofaringealne tularemije, a do 2018. godine prijavljeno je 28 slucajeva. U
vecini sluc¢ajeva izvori kontaminacije bili su izvorska voda, voda iz Spine ili bunara te voda iz fontana.
Pretpostavljalo se da su izvor kontaminacije vode bili zaraZena Zivotinjska trupla i njihove izlu€evine.
lako su mnoge vrste ostale neidentificirane, subsp. holarctica najéesce je dijagnosticirana podvrsta
koja je izazvala bolest. Ista bakterija izolirana je iz miSa pronadenog u bunaru, na Kosovu 1999.
godine kada su zemljom vladali, ratom izazvani, losi sanitarni uvjeti, gdje se pretpostavljalo da je
izvor izbijanja orofaringealne tularemije bila voda. Uzro¢nik epidemije koja se dogodila u Bugarskoj
i trajala 8 godina, do 2005., takoder je bila voda iz privatnih bunara, a sli¢na situacija dogodila se i u
Gruziji 2006. godine popracena s 26 slucajeva orofaringeusa te Skandinaviji gdje je od iste bolovalo
39 osoba. Akvadukt te neprocis¢ena povrSinska voda bili su slucajevi kontaminacije u Italiji i
Njemackoj. DNA F. tularensis potvrdena je PCR analizom, a podvrste ve¢inom nisu identificirane

[67].
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Takoder, poznati su i drugi sporadi¢ni slucajevi izbijanja tularemije povezani s vodenim
izvorima. U Francuskoj 1 Finskoj zabiljeZeni su slucajevi gdje su pacijenti razvili pneumoniju nakon
udisanja kontaminirane slatkovodne vode. Prilikom hvatanja slatkovodnih rakova, 19 pacijenata iz
Spanjolske razvilo je Zljezdani i ulceroglandularni oblik tularemije preko ozljeda koZe. Ozljeda prsta
tijekom ribolova i ¢iS¢enja Stuke dogodili su se u Kanadi i SAD-u, a tularemiju je izazvala F.

tularensis subsp. holarctica [67].

Da je prevalencija tularemije povezana s prebivaliStem u blizini obale, gdje ulogu
potencijalnog rezervoara F. tularensis ima bocata voda, pokazala je kanadska studija na teritoriju
Nunavika. Genetskim analizama ustanovljeno je da predci roda Francisella potjecu iz morske vode

[67].

Dvije vrste koje su usko povezane uz vodeni okoli$ i uglavnom izazivaju bolest u osoba koje
su loSeg imunostatusa te su izlozeni vodi su F. novicida i F. philomiragia. Pregledom 14 slucajeva
gdje su svi bili inficirani F. philomiragia, pokazalo se da su to pacijenti koji zive blizu morske obale.
Zemljopisna rasprostranjenost Siroka je Sto se tice F. philomiragia jer su infekcije opisane u Kanadi,
Europi, SAD-u te Turskoj. Dvije norveske studije pokazale su da je F. philomiragia stanovnik samo
slane 1 bocate vode, §to sugerira da je salinitet glavni element zivotnog ciklusa iste, medutim F.
philomiragia otkrivena je i u izvorskoj vodi u blizini slanog jezera u SAD-u. Uzrok tome prepisuje
se da je vjerojatni rezervoar bio neki sisavac, a tome u prilog govori podatak da je ista izolirana u

blizini iz krpelja Dermacentor [67].

Nisu zabiljezeni slucajevi identifikacije F. novicida kod ¢lankonozaca i Zivotinja, §to sugerira
da je jedini rezervoar ove vrste, vodeni okoliS. ZabiljeZeni su slucajevi zaraze putem slane, izvorske

i bocate vode u SAD-u i Australiji [67].

Odredene su studije utvrdile dugoro¢no prezivljavanje F. tularensis u razli¢itim uzgojnim

uvjetima s ciljnim parametrima kao $to je temperatura i slanost vode. Ovisno o uvjetima,
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prezivljavanje F. tularensis biljezi veliku vremensku amplitudu u rasponu od 1 do 70 dana. Soj
holarctica opstaje na temperaturi vode od 5 °C samo jedan dan, a na 28 °C i do 8 dana. Na 21 °C tip
A itip B prezivljavaju u slatkovodnoj vodi i do 10 dana, a u bocatoj do 42 dana. F. novicida je takoder
dokazano da prezivljava u bocatoj vodi 30-42 dana na 21 °C. Takoder, zabiljezeno je da riblji
patogeni, odnosno sojevi noatunensis i orientalis prezivljavaju u vodi i bez odgovaraju¢eg domacina.
Soj noatunensis prezivi u slatkoj vodi 2 dana, a u slanoj 3 dana, dok je orientalis dugovjecnija bez
domacina pa u slatkoj vodi prezivi 12 dana te i do 50 dana u morskom okolisu. Za soj holarctica
dokazalo se da, kako bi se zastitila od hipoosmotkog Soka prelaskom iz Zivu¢eg domacina u vodu,

posjeduje mehanosenzibilni kanal [68].

Zanimljivo je da F. tularensis, na agarskim plo¢ama, nije bilo moguce kultivirati, no bakterija,
nakon dugog boravka u vodi, i dalje zadrzava metabolicku aktivnost i integritet Sto je definirano kao
VBNC stanje. VBNC stanje definiramo kao ,,odrzivo®, ali ,,nekultiviraju¢e®, a upravo ono bi moglo
biti uzrok dugoroCnog opstanka bakterija u vodenoj nisi. Osim toga, VBNC stanje moze biti i
reverzibilno, jer pod odredenim uvjetima, na acelularnim medijima, bakterije mogu postati
kultivabilne, a spomenuto stanje opisano je i kod vrsta E. coli, Legionella pneumophila,
Campylobacter spp. i Vibrio spp. Ovisno o vrsti te bakterijskoj virulentnosti i patogenom potencijalu,
Forsman i suradnici govore o tome kako F. tularensis VBNC stanice nisu bili u moguénosti

reanimirati te iste nisu pokazivale virulenciju kod miseva [67].

8.2. Prezivljavanje u biofilmovima

Stvaranje biofilma, radi zastite i opstanka samih bakterija, smatra se kao jedan od bitnih
mehanizama za prezivljavanje. Mnogo je vrsta koje u vodenom okoliSu stvaraju biofilm nastojeci
tako prezivjeti, a neke od njih su V. cholere, L. pneumophila, Helicobacter pylori te P. aeruginosa.

Dokazano je da su sojevi holarctica, tularensis te vrste F. novicida i F. philomiragia takoder
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eksperimentalno sposobni da stvore biofilm. F. novicda sposobna je stvoriti biofilm (Slika 3) na
plastici, dok F. philomiragia vise stvara biofilm na 25 °C, nego na 37 °C, $to se podudara s njezinim
akvatickim rezervoarom. Prema dosadasnjim saznanjima, u prirodnom vodenom mikrokozmosu

Francisella biofilm jos nije opisan [67].

8.3 Prezivljavanje u komarcima

Jedan od dugotrajnih rezervoara F. tularensis predstavljaju i li¢inke komaraca, gdje je
pokazano da iste mogu progutati bakterija koja, zatim, preZivljava razlicite faze sazrijevanja sve do
odraslog komarca. Zemlje koje tijekom godina imaju problem s komarcima, kao prijenosnicima

tularemije (Slika 3), su Finska i Svedska, no treba naglasiti da se odrasla jedinka komarca moze

zaraziti i putem kontaminirane krvi, gdje izvor tularemije nije vise voda [67].

Slika 3. Prikaz potencijalnih izvora zaraze u vodenom okoliSu, kao i odredenih rezervoara F. tularensis.
Covjek se moze zaraziti na razli¢ite nacine: pijuéi kontaminiranu vodu (D), prilikom plivackih aktivnosti (S),
ugrizom komaraca ( M) i putem ribolova (F). Bakterija preZivljava u vodi (W), biofilmu (B), li¢inki komarca
(L) i uamebi (A). (Hennebique, Boisset, Maurin, 2019.)
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9. Escherichia coli: ekologija i javno zdravstvo

Theodor Escherich je u svojoj publikaciji iz 1885. godine izvijestio o izolaciji kratkih Stapica
iz dje¢je stolice, nazvavsi ih Bacterium coli communne, a 70-ak godina kasnije bakterija dobiva puno

ime po kojemu je danas i raspoznajemo [70]. Fakultativno-anaerobna, mezofilna E. coli, kao gram-

negativna bakterija u obliku S$tapica, svrstana je u porodicu Enterobacteriaceae u razred
Gammaproteobacteria. Rod Escherichia sadrzi nekoliko bakterijskih vrsta, no samo je jedna vrsta
znacajna za humanu medicinu, a to je Escherichia coli. Unutar spomenute vrste nalaze se mnogi, po
ljude opasni, sojevi gdje neki od njih sadrZe i kapsulu i flagele $to povecava njihovu virulenciju i ¢ini
ih pokretnima. E. coli je danas dobro proucena bakterija i uvelike se koristi kao model kod genetskih
manipulacija. Analiza sekvenci genoma PCR-om prvi je puta prijavljena 1997. i od tada biljezimo
4800 gena E. coli. Bakterija ima vaznu ulogu u bioloskom inzenjerstvu jer je obi¢no dobar model u
rekombinantnoj tehnologiji, a jedan od prvih primjena iste je proizvodnja inzulina za dijabeticare
pomocu genetske bakterijske manipulacije. Isto tako bakterija se moze koristiti kao ,,tvornica® za
proizvodnju znatnih koli¢ina proteina i DNK. Bakterija ima karakteristike prilagodbe na razlicite
zivotne uvjete 1 mogucnost brzog rasta, zbog cega je prikladna za izuCavanje evolucije
mikroorganizama. lako su se prikupila opSirna saznanja glede laboratorijskih istrazivanja E. coli,
znanje o ovoj bakteriji u okoliSu i nije toliko Siroko. Kao koliformna bakterija i uobi¢ajeni stanovnik
gastrointestinalnog trakta ljudi i Zivotinja, koristi se kao indikator fekalnog zagadenja (FIB) u
procjeni kakvoce vode i hrane te potencijalni pokazatelj postojanja patogenih sojeva, odnosno
patotipova. Medutim, odredene su studije pokazale da specifi¢ni sojevi mogu stvarati mikrobne
zajednice u okoliSu i samim time stvaraju mogucnost dugoro¢nog prezivljavanja u vanintestinalnom
okruzenju, §to dovodi u pitanje pouzdanosti pokazatelja E. coli kao fekalnog indikatora. lako je E.
coli neskodljiv stanovnik crijeva, patogeni sojevi izazivaju razliCite probleme, a naj¢e$ce su to

izvanintestinalna mjesta poput, krvotoka, srediSnjeg ziCanog sustava ili mokraénih puteva te
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gastrointestinalnog trakta. lako, nemaju svi patogeni jednak javnozdravstveni profil, svi oni

predstavljaju izazove ljudskom zdravlju i veliki su potencijalni uzro¢nici bolesti [69,70].

9.1. E. coli kao ljudski patogen

E. coli ne ukljucuje samo komenzalne sojeve, ve¢ i patogene kao uzro¢nike razli¢itih ljudskih
bolesti. Patogenost odredenog soja ovisna je o razli¢itim ¢imbenicima virulencije, gdje se, na temelju
povrsinskih antigena i moguénosti stvaranja toksina, mogu dijagnosticirati. Patogeni se sojevi mogu
podijeliti, na temelju klini¢ke slike i patoloskih stanja koje uzrokuju, u dvije skupine, a to su crijevne
i izvancrijevne infekcije [71]. Sojevi, kao uzroc¢nici izvancrijevnih infekcija (engl. Exstraintestinal
phatogenic E. coli, Expec), uglavnom su domacini crijevne flore zdravih Zivotinja, a mozemo ih
podijeliti u Cetiri serotipova: pti¢ji patogeni soj (engl. Avian phatogenic E. coli, APEC), uropatogeni
soj (engl. Uropatogenic E. coli, UPEC), septikemijski soj (engl. Septicaemia associated E. coli,
SePEC) i soj kao uzro¢nik meningitisa u djece (engl. Newborn meningitic E. coli, NMEC). Mogu
uzrokovati infekcije mokra¢nog sustava i rana, upalu plu¢a, meningitis kod novorodencadi,
osteomijelitis, apscese te sepsu. Crijevne patogene mozemo klasificirati prema specifi¢nostima u
njihovoj patogenezi, a posebno treba istaknuti one koji imaju moguénost stvaranja citotoksina, kao
inhibitora sinteze proteina u eukariotskih stanica, a uobi¢ajeno ih nazivamo verotoksinima (VT) koji
utjeu na Vero stanice i Shiga toksinima (STX) koji su sli¢ni onima u Shigella dysenteriae. Sojevi
koji stvaraju Shiga toksin nazivamo STEC (engl. STX producting E.coli), a one koji produciraju
verotoksine VTEC (engl. VT producting E. coli). VTEC infekcije povezane su s verotiksi¢nom E.
coli O 157:H7, a bolesti se manifestiraju posebice kod male djece i starijih osoba izazivajuéi

hemoragijski kolitis te hemoliticki uremijski sindrom [72].

Crijevni patogeni E. coli posjeduju odredene ¢imbenike virulencije zbog Cega ih i nazivamo

patotipovi. U tu skupinu ubrajamo enterotoksi¢nu (ETEC), enteropatogenu (EPEC),
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enteroagregativnu (EAEC), enteroinvazivnu (EIEC), enterohemoragi¢nu (EHEC,STEC) te difuzno

adherentnu E. coli (DEAC) [71].

Enterotoksi¢na E. coli (ETEC) posjeduje dva termolabilna toksina, kao ¢initelja virulencije, a
uglavnom kolonizira tanko crijevo Covjeka, koza, goveda, psa te svinja. Klinicka slika obi¢no
podrazumijeva vodenasti proljev kod dojencadi i male djece, a posebno je Cesta za zemlje u razvoju.
Poznata je i pod imenom ,,proljev putnika®, a prenosi se s kontaminiranom hranom ili vodom. Ste¢ena

imunost, na ovaj patotip, nije rijetkost pa pojavnost bolesti kod odraslih nije moguca [69,71].

Enteropatogeni tip (EPEC) na svojoj membrani posjeduju pile te protein intimin kao glavni i
odgovorni za izazivanje dijareje. Domacini su naj¢escée djeca na podru¢ju razvijenih zemalja, a mogu
biti i domace zivotinje poput psa, macke, konja ili kuni¢a. Zbog obilnih proljeva moze do¢i do

dehidracije i naposljetku, smrti [71].

Enteroinvazivni soj (EIEC) uglavnom napada djecu mladu od 5 godina, odrasle,
imunokompromitirane te putnike. Nastanjuje debelo crijevo izazivaju¢i vodenast proljev, s
mogucno$éu prelaska u dizenteri¢ni sindrom koji je popracen krvlju u stolici. Takoder, ima potencijal

da izazove hemoliti¢ki-uremic¢ki sindrom (HUS) [69,71].

Enteroagregativna E. coli (EAEC) i difuznoagregacijski sojevi (DAEC) posjeduju fimbrije
kojima se bakterija uspjeSno adherira i vrsi agregaciju na epitelne stanice tankog crijeva, a dodatni
¢imbenik virulencije im je 1 plazmidni toksin. Obi¢no kolonizira probavni trakt kod male djece u

nerazvijenim zemljama uz pojavu vodenastog proljeva, kojeg jo§ nazivamo i proljevom putnika [71].

Enterohemoragi¢na E. coli (EHEC) poznata kao i VTEC ili STEC posjeduje pile te Shiga-toksin
1 1 2 kao skupinu virulentnih ¢imbenika kojima izaziva vodenaste proljeve koji postaju krvavi
(hemoragi¢ni kolitis), a u 10% slucajeva moze nastati hemoliticko-uremijski sindrom (HUS) i

naposljetku zatajenje bubrega [69,71].
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Najpoznatiji serotip EHEC sojeva je zloglasna E. coli O157:H7 ¢iji je Shiga-toksin, kao produkt
spomenutog serotipa, prepoznat tek 1982. te od tada postaje vazan zdravstveni problem zbog ucestale
kontaminacije hrane i vode. Uz jake gréeve i proljev izaziva i hemoliti¢ki kolitis te HUS $to se o€ituje
kao sekundarna pojava trombocitopenije, hemolitiGke anemije i zatajenja bubrega. Cvrsta potrbugnica
primarni je dijagnosti¢ki pregled kod zaraze jer toksin uzrokuje crijevni vaskulitis i upalu.
Epidemioloskim istrazivanjima utvrdilo se da je glavni rezervoar serotipa upravo domaca stoka,
nakon §to je, posebice kod goveda, izbila enterohemoragi¢na dijareja. Prenosi se feko-oralnim putem,
a najceS¢e konzumacijom nedovoljno termicki obradenog mesa te mlijeka. Takoder moguéi je 1
prijenos preko vode, povréa i voca te nepasteriziranih pica. Uzrok je tome sekundarno oneciS¢enje

prilikom gnojidbe obradivih povrsina kontaminiranih sa serotipom O157:H7 [73].

9.2 Rast i prezivljavanje E. coli u prirodnom okolisu

Donedavno se je smatralo da E. coli nema sposobnost prezivljavanja, odnosno moguénost
razmnoZzavanja izvan domacina, no odredene su studije pokazale upravo suprotno. Istrazivanja isti¢u
da bakterija, izvan crijevnog trakta, moze ne samo prezivjeti, ve¢ se 1 razmnoZavati u tlu, pijesku, te
sedimentu tropskih, suptropskih i umjerenih klima. Odredeni se tipovi E. coli mogu naturalizirati,
odnosno postati dio normalne flore u sredinama u kojima se nalaze. Byappanahalli i suradnici
otkrivaju jedan od naj¢e$¢ih patogenih gena u okolisu koji kodira intimin EPEC-a, a to je eaeA gen
koji je otkriven u morskoj vodi na nakupinama alga Cladophora. Isto tako, na morskim plazama,
pomocu qPCR-a, otkriveni su ftsZ, uidA i eaeA geni specifi¢ni za E. coli, §to sugerira da, kada uvjeti
postanu povoljni, bakterija moze rasti u takvim okruzenjima i imati utjecaj na kakvo¢u morske vode.
Primijec¢eno je da odredeni entericki patogeni, koji se mogu na¢i na povrtnim biljkama, imaju

sposobnost kolonizacije povr¢a jer ukljucuju slicne gene koje su im potrebne pri kolonizaciji crijeva
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domacina [70]. Takoder, otkriveni su i razli¢iti geni koji ¢ine bakteriju otpornom na odredene
antibiotike. To su bili sojevi izolirani iz okolisa, odnosno iz rijeke Yeongsan u Juznoj Koreji.
Znanstvenici su utvrdili da se serotipovi E. coli, koji se nalaze u samom sedimentu rijeke, genetski
razlikuju od onih koji se nalaze slobodni u vodi. Isto tako, su primijetili da za vrijeme ljetnih mjeseci,
odnosno za vrijeme kiSne sezone kada je protok vode ve¢i, dolazi do resuspendiranja sedimenta i
same vode te bakterije imaju moguénost da medusobno razmjenjuju gene, a samim time se povecava
broj genotipova E. coli. Osim resuspendiranja sedimenta i vode, na vecu raznolikost genotipova u
ljeti u odnosu na zimske mjesece utjeCe temperatura i veci izvor hranljivih sastojaka. Osim toga,
neprekidno unoSenje fekalija, bilo ljudskih ili Zivotinjskih, takoder moze biti uzrok genetskih
promjena, Stovise adaptivnih mutacija populacijske genetike E. coli. Medutim, podaci o tome kako
se populacije E. coli prilagode ovisne o okolisu trenutno nisu dovoljni za potpuno objasnjenje

situacije [74].

Nekoliko je vaznih okoli$nih faktora koji utjeCu na rast i prezivljavanje E. coli, a oni mogu biti
bioticke ili abioticke prirode. Abiotski faktori uklju¢uju dostupnost hranljivih tvari i vode,
temperaturu, pH te sucevo UV zracenje. Biotski faktori, pak ukljucuju sposobnost bakterije da
nabavlja hranu, prisutnost drugih mikroba i njihova medusobna borba te stvaranje biofilmova u

okoli$u koji ih okruzuje [70].

Kao najvazniji faktor koji utjeCe na rast i prezivljavanje E. coli je temperatura. 36-40 °C
optimalna je temperatura za stanicni rast koje posjeduju i Zivotinje i ljudi, no postoje temperaturne
amplitude na koje se bakterija uspjesno prilagodi. Kad se bakterija nade u prirodnom okruzenju, brze
odumire na vis§im temperaturama (>30 °C), negoli na hladnim (<15 °C). Primjer toga je prezivljavanje
E. coli u liofiliziranim algama na 4°C pohranjene u plasti¢ne vrec¢ice u razmaku od 6 mjeseci, $to
pokazuje da bakterija moze prezZivjeti dugo vremena i1 na temperaturama nizim od onih u sisavaca.
Isto tako, odredeni sojevi u tlu prezivljavaju dulje na fluktuiraju¢im temperaturama, nego na stalnim

toplim temperaturama. lako, fluktuacija temperatura i bakterijsko prezivljavanje ovisi o serotipu, §to
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je i dokazano, jer E. coli O157:H7 ima vecu stopu prezivjelih na stalnim temperaturama bez velikih

amplituda [70].

PreviSe soli ili Sec¢era smanjuje aktivitet vode koji kontrolira moguénost bakterijskog rasta.
Poznato je da kod velikih suSa baterije naprezu svoje mehanizme da bi prilagodile membranu i
reguliraju gena koji bi im omogucili prilagodbu na surove uvjete. Ustanovljeno je da je isuseno tlo
negativno utjecalo na bakterijski rast, dok je nakon rehidratacije bakterija pokazala pozitivni porast

iz Cega se da zakljuciti da voda ima znacéajnu ulogu u zivotnom ciklusu E. coli [70].

Istrazivanje, na divljem tipu E. coli i dvostrukom mutantu E. coli nakon §to su ih podvrgnuli
hipoosmotkom Soku, pokazalo je da stanice poveéavaju svoj volumen koji je proporcionalan
intezintetu Soka. Nadalje, kod koncentracije soli od 450 mM divlji tip uspijeva oporaviti vlastite
stanice nakon svakog hipoosmotkog Soka, dok dvostruki mutant to ne uspijeva te na 650 mM NaCl
stanice pocinju odumirati. Kod divljeg tipa stanice gube prekomjernu koli¢inu vode na spomenutoj
koncentraciji od 650 mM NaCl koju zatim nadoknaduju uzimanjem kalija iz okoline i ¢ime postepeno

obnavljaju vlastiti volumen [80].

Dostupnost nutrijenata kao Sto su dusik, ugljik 1 fosfor od esencijalne je vaZnosti za opstanak
bakterije. Prirodno okruZenje nudi manje hrane, nego naprimjer, epitel crijeva domacina, stoga je E.
coli razvila mehanizme gdje moze razgraditi ¢ak i aromatske spojeve ne bi li dosla do ugljikovih

spojeva [70].

Odredeni sojevi prezivljavaju selektivno ovisno o pH okolisnog tla. Uglavnom sojevima E. coli
odgovara vi$i pH, no to nije slucaj za serotip O157:H7. On vise vole kiselu sredinu kao acidofilne
bakterije. E. coli, da bi se oduprjela niskom pH koristi mehanizme kao §to je sistem otpornosti na

kiseline ovisne o dekarboksilazi / antiporistu [70].

Stvaranje biofilma u vodenom okruZenju dobro je poznat ¢cimbenik opstanka bakterije u takvom

okoliSu. Biofilm bakterije Stiti od isuSivanja, UV zracCenja, raznih kemikalija i dezinficijensa te
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protozao. Biofilm je, takoder jedna vrsta Sirenja samih bakterija po prirodnom stanistu, sto ukazuje
da se bakterija moze tako prenositi na alternativna mjesta bez odredenog dokaza da je izvor toga

fekalna kontaminacija [70].

Kada govorimo o utjecaju drugih mikroorganizama na postojanost E. coli, bitno je spomenuti
da na broj E. coli, bilo u vodenom okolisu ili zemlji, utjecu predatori poput protozoa i virusa koji
imaju moguénost lizirati bakterijske stanice te antagonizam i borba za hranljive tvari s drugim
bakterijama. Prema odredenim istrazivanjima pokazalo se da E. coli u slatkovodnoj vodi slabije
prezivljava, negoli u morskoj vodi te da sunceva svjetlost ¢esto bude glavni faktor kod ranih faza
raspadanja dok je bioticka uloga veca u kasnijim fazama odumiranja bakterija [75]. E .coli takoder
se natjece s drugim mikrobama za izvore hranljivih tvari i brani se od antagonizma, a to potvrduje i
istrazivanje da su vrste E. coli bolje rasle u sterilnom tlu, nego u sterilnom [70]. Isto tako, na genetske
osobine E. coli utjecu okoli$ni uvjeti u kojima bakterija obitava. Prema istrazivanju okolisni se sojevi
razlikuju od enterickih, koji nastanjuju GI-sustav toplokrvnih sisavaca. Filogenetskom analizom
genoma odredenih sojeva ustanovljeno je da sojevi adaptirani na okoliSne uvjete na koje utjecu
biotski 1 abiotski faktori, bolje prezivljavaju u vanjskom okruzenju nego u crijevu covjeka. Pokazano
je i da populacije okolisnih sojeva E. coli medusobno razmjenjuju gene, ali ne i sa sojevima unutar

probavnog sustava covjeka Sto ukazuje na moguce ekoloske prepreke glede protoka gena [70].

Kao §to je ve¢ navedeno, postoje ekoloski sojevi koji su prilagodeni prezivljavati i razmnozavati
se u okolisu i oni fekalnog porijekla koji se medusobno genetski razlikuju. Prisutnost ekoloske E. coli
moze dovesti u pitanje metodu za ispitivanje kakvoce vode u kojoj se E. coli koristi kao indikator
fekalnog onecis¢enja, jer trenutna metoda ne moze razlikovati porijeklo E. coli i bilo bi je pozeljno

poboljsati radi kvantifikacije samo E. coli fekalnog porijekla [70].
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10. Cilj rada

Cilj istrazivanja bio je odrediti kako Escherichia coli utje¢e na preZivljavanje i razmnozavanje
Francisella novicida u vodenom okruzenju.
Isto tako, pratila se kinetika rasta u sterilnim i nesterilnim uzorcima morske i slatkovodne vode

s ciljem da se utvrdi razmnozava li se F. novicida i E. coli bolje u prisutnosti autohtone mikrobiote

ili bez prisutnosti ostalih mikroorganizama.

Takoder, prate¢i kinetiku rasta u sterilnim uzorcima, cilj je bio uvidjeti vlada 1i odredeni
komenzalizam prilikom zajedni¢kog uzgoja obiju vrsta ili F. novicida i E. coli bolje uspijevaju

zasebno.
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11. Materijali I metode

11.1 Materijali

11.1.1.Bakterijski sojevi

Prilikom izvedbe eksperimentalnog rada koristio sam bakterijski soj F. novicida U112,
Bakterijski soj U112 vrlo je pogodan za laboratorijska istraZivana ne pokazuju¢i virulentnost prema
ljudima ¢ime ne predstavlja opasnost za osoblje. F. novicida kao visoko virulentna za zamorce i
miseve odlican je model prilikom istrazivanja humane tularemije. Isto tako koristio sam bakterijsku

vrstu E. coli ¢iji soj nismo identificirali.

11.1.2. Hranljive podloge

Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) agar

Za uzgoj bakterijskog soja U112 koristio sam BCYE agar (engl. Buffered Charcoal Yeast
Extract). Agar pogoduje rastu F. novicida jer sadrzi, kao vazan izvor energje i ugljika, aminokiseline
treonin i L-cistein. Sadrzi i kvascev ekstrakt koji sluzi kao izvor proteina i vitamina te aktivni ugljen
koji sprecava oksidaciju L-cisteina i detoksicira te apsorbira produkte razgradnje masnih kiselina. Za
dodatnu modifikaciju hranljive podloge pobrinuo se Edelstein koji mu je dodao tvar a-ketoglutarat
¢ime medij postaje viSe osjetljiv stimulirajuéi pritom veci rast bakterija. Agar takoder sadrzi i ACES
(N-2-acetomido-2-aminoetan sulfonska kiselina), zeljezov pirosulfat i colistin koji dodatno

pospjesuju rast bakterija (Slika 4) [81].
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Slika 4. Prikaz pozitivnog porasta F. novicida i E. coli na BCYE podlozi

11.1.3. TTC (Triphenyltetrazolium chloride) Tergitol-7 agar

TTC agar selektivna je podloga za brojanje koliformnih bakterija, a samim time i E. coli ¢iju
izolaciju je dodatno razvio Chapman poboljsavsi spomenutu podlogu. Chapmanova formula za
pripremu medija sadrzi Tergitol 7, proteozni pepton br. 3, ekstrakt kvasca, laktozu i bromotimol plavo
¢ime se postize neograniceni razvoj koliforma 1 pritom inhibira rast gram pozitivaca i Proteus spp.
Medij se obi¢no koristi prilikom izolacije koliforma iz hrane i vode. Za vodeni medij Kkoristi se
membranska filtracija koja se bazira na prolazenju odredene koli¢ine uzorka vode kroz filter koji se
zatim stavlja na TTC agar te se na taj nacin kvantifikaciju bakterije. Agar sadrzi natrij heptadecil
sulfat (Tergitol-7) kao selektivno sredstvo koje djeluje inhibitorno na gram pozitivne bakterije,
bromtimol plavo koji sluzi kao indikator prilikom fermentacije laktoze 1 trifenil tetrazolijev klorid
koji se moze reducirati u formazan. Nastale laktoza pozitivne kolonije inkubirane na 37 °C tijekom
24 h daju specifi¢nu Zuto-naran¢astu boju jer slabo reduciraju TTC za razliku od gram- pozitivnih

bakterija koje reducirajuci ga daju tamno-crvene kolonije [82].
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11.1.4. LES endo

Mikrobioloski medij svijetlo ruziCaste boje prvenstveno se koristio za izolaciju Salmonella
typhi, a danas se koristi za odredivanje broja ukupnih koliforma. Veéina gram-negativnih bakterija
ima pozitivan porast dok rast gram-pozitivaca bude inhibiran. Podloga sadrzi vitamine, minerale,
dusik te peptone kao izvor ugljika. Za rast bakterija potreban je vitamin B-kompleksa, a izvor istog
ekstrakt je kvasca. Fosfat u obliku KoHPO4 djeluju kao pufer dok natrij-klorid odrzava osmotsku
ravnotezu medija. Kao pH indikator dodaje se fuksin, a za dekolorizaciju istog koristi se natrij-sulfit.
U ovom mediju koliformi fermentiraju laktozu, stvarajuéi zeleni metalni sjaj (npr. E. coli) dok laktoza
nefermentiraju¢e bakterije tvore bezbojne 1 Ciste kolonije. Aldehid, kao produkt laktoza
fermentirajucih bakterija, vrlo brzo razlaze laktozu pri ¢emu nastaje specifi¢ni metalni sjaj (slika 5)

[83].

Slika 5. Prika pozitivnog porasta E. coli na Les endo podlozi
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11.1.5. Prilikom eksperimentalnog rada uz spomenute bakterijske vrste koristilo
se slijedece:

e uzorak morske vode (Jadransko more)

e uzorak slatkovodne vode iz jezera Potko$

e Sartorius uredaj za membransku filtraciju vode

e Vakuum pumpa

e Membranski filter

e Bunsenov plamenik

e Multikanalna pipeta od 200 pL

e Pipetaod 20 pL

e Tresilica

e Spektrofotometar (Eppendorf, Biophotometar)

e Mikrotitarska plocCica

e Kivete i epruvete

11.2. Metode

11.2.1. Postupak rada na Sartorius uredaju za membransku filtraciju

Prije postupka membranske filtracije iz uzoraka mora i jezera izdvojili smo po dvije litre iz
svakog te stavili u autoklav na sterilizaciju pri 121 °C na 15 minuta da bi dobili sterilnu vodu potrebnu
za daljnja istrazivanja. Da bi filtracija bila uspjesna potrebno je prije postupka sterilizirati uredaj za
filtraciju pri ¢emu smo koristili Bunsenov plamenik. Sam postupak membranske filtracije koristio se

kako bi se iz prikupljenih uzoraka izolirao koliform E. coli potreban za daljnja istrazivanja.
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Plamenom se sterilizira svaki dio lijevka, poklopca, drzaca filtera te frita. Zatim je potrebno staviti
membranski filter (0,45 um) na srediSte frita, vratiti lijevak na drzac te usuti 100 mL svakog uzorka
u dva lijevka. Nakon toga otvaramo ruckice i uklju¢ujemo vakuum pumpu. Pri zavrsetku filtracije
isklju¢ujemo vakuum pumpu te uklanjamo filtere s drzaca, a sterilnom pincetom stavljamo filter na
TTC hranljivu podlogu. Postupak se za oba uzorka ponovio dva puta. Nakon 48 h na temperaturi od

37 °C porasle bakterije E. coli koriste se za pripremu bakterijske suspenzije.

11.2.2. Priprema bakterijske suspenzije

Bakterijski soj F. novicida U112 izvadi se s temperature skladistenja od -78 °C te se nasadi
pomocu sterilne eze na BCYE agar i nakon 48 h pri temperaturi od 37 °C Koristi se za pripremu
suspenzije. Mala koli¢ina poraslih kolonija uzima se brisnim $tapi¢em i umuti u 3 mL fizioloske
otopine, a zatim se 450 pL prenosi u kivetu da bi se izmjerila apsorbancija. Kao slijepa proba koristi
se sama fizioloSka otopina. Spektrofotometrom izmjerena apsorbancija suspenzije s bakterijskim
sojem F. novicida U112 iznosila je 1,001 dok je apsorbancija bakterijske suspenzije E.coli iznosila
1,069. Opticka gustoéa (,,0D*) priblizna je broju 1 u obje suspenzije, odnosno broj bakterija je = 10°
CFU/mL. Nakon pripremljene suspenzije izra¢unao se volumen od 50 pL koliko je bilo potrebno
dodati u 50 mL uzorka da bi uzorci sadrzavali Zzeljenih 108 CFU/mL. U svaki uzorak, od ukupno 12,

dodane su zasebno i u kombinaciji pripremljene suspenzije.

11.2.3. Priprema uzoraka i nasadivanje bakterija na hranljive podloge

Uzorci vode uzorkovani su s jezera Potko$ (Fuzine) te iz mora u blizini Rijecke luke. Na
pocetku samog eksperimentalnog dijela od svakog uzorka izdvojili smo 2 L i sterilizirali u autoklavu

15 minuta na 121 °C. Takoder, pomo¢u Sartorius uredaja za membransku filtraciju izolirali smo E.

35



coli iz uzorka mora koja je porasla na TTC agaru, dok je TTC podloga s uzorkom jezera bila
negativnog porasta. Bakterijski soj F. novicida U112 sa -78 °C gdje je ¢uvan u glicerolu, odmrznuli
smo na 25 °C i nasadili na BCYE podlogu. Nakon pripremljenih suspenzija potrebno je bilo prirediti
12 uzoraka. Svaki uzorak morske i slatkovodne vode dodan je u epruvetu od 50 mL u koju se zatim
inokulirala odredena bakterijska vrsta u koli¢ini od 50 pL iz prethodno pripremljenih suspenzija.
Sest uzoraka pripremljeno je sa sterilnom, a sljedeéih Sest s uzorkovanom morskom i jezerskom
vodom. U triplet uzoraka sterilizirane morske vode dodane su bakterije F. novicida i E. coli. U prvi
uzorak dodana je samo F. novicida, u drugi samo E. coli, dok su u tre¢i dodane u kombinaciji. Istim
redom dodavane su tako u 3 uzorka sterilizirane vode iz jezera, a isto tako u prikupljene uzorke
morske i slatkovodne vode koje nisu bile sterilne. Nakon tako pripremljenih uzoraka radila su se
deseterostruka razrjedenja u triplikatima mikrotitar jazica. U prvi red jazica dodalo se 200 puL od
svakog od ukupno 12 uzoraka §to je predstavljalo nulto razrjedenje. Zatim se u ostale jazice dodalo
180 puL fiziolosko otopine, a potom se iz prvog reda jazica, multikanalnom pipetom, pipetiralo po 20
uL iz reda u red ne bi li razrijedili uzorke i lakSe pratili kinetiku rasta bakterija. Nakon toga se po 10
ML nanosi na BCYE i Les endo agar krenuvsi od najniZe koncentracije prema najvisoj, a prije svakog
nanosenja potrebno je resuspendirati uzorak. Isti postupak ponavlja se svakih 24 sata narednih 5 dana
te se prati kinetika rasta. Na BCYE agar nanosilo se svih 12 uzoraka svakih 24 sata, dok su se na Les
endo nanosili isklju¢ivo uzorci koji su sadrzavali E. coli radi pra¢enja kinetike rasta iste i mogu¢nosti
usporedbe rezultata dobivenih na BCYE podlozi. Na Les endo podlogu u volumenu od 10 pL nanosili
su se redom uzorci: sterilizirani uzorak mora s inokuliranom E. coli, nesterilni uzorci mora sa E. coli
i kombinacija E. coli i F. novicida, sterilan uzorak jezera s dodanom E. coli te uzorkovano jezero sa
inokuliranom E. coli i kombinacijom E. coli te F novicida. Svaki dan kvantitativno se pratila kinetika

rasta i biljezili rezultati.
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12. Rezultati

12.1. Kinetika rasta Francisella novicida i Escherichia coli u morskoj vodi uzgajane zasebno

Bakterijski soj F. novicida U112 i E. coli, koju smo izolirali membranskom filtracijom iz
morske vode, inkubirali smo na 37 °C u razmaku od 4 dana odnosno 5 brojanja. 1z uzoraka morske i
slatkovodne vode pratili smo kinetiku rasta u sterilnim i nesterilnim uzorcima, od ¢ega ih je ukupno
bilo 12. Uzorci su sadrzavali zasebno inokulirani soj F. novicida U112, zatim E. coli te obje

bakterijske vrste zajedno koje smo nasadivali na BCYE i Les endo agar.
12.1.1. Sterilno more (BCYE agar)

Pocetna koncentracija bakterija, kojom je zapoceo eksperimentalni dio, iznosila je priblizno 108
CFU/mL. Dva sata nakon kultivacije na BCYE podlozi broj F.novicida u sterilnom moru iznosi
1,0x10% CFU/mL dok je E. coli nesto manje, 0,9x10° CFU/mL. 24 h nakon kultivacije vidljiv je porast
broja F. novicida na 9,0x10° CFU/mL, dok je broj E. coli pao na 5,0 x10° CFU/mL. 2 dana nakon
kultivacije uvidamo smanjenje broja F. novicida te 72 sata nakon inkubacije iznosi 5,5 x10® CFU/mL,
dok je E.coli 4,0 x10° CFU/mL. 96 sati bilo je potrebno da bi broj F. novicida pao na 2x10° CFU/mL,

a E. coli na 2x10° CFU/mL (Slika 6).

12.1.2. Nesterilno more (BCYE agar)

Nakon 2 sata inkubacije broj F. novicida i E.coli bio je 1,0x10° CFU/mL. Dan nakon, broj F.
novicida iznosio je 3,4x10’ CFU/mL, a broj E. coli je pao na 2,0x10° CFU/mL. Dva dana nakon
inkubacije vidljivo je da broj F. novicida polako opada na 2,0x10% CFU/mL, dok broj E. coli varira i

porasta na 5,0x10° CFU/mL. Broj F. novicida nakon 3 dana uzgoja opada na 5,0 x10® CFU/mL, a E.
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logl0CFU/mL

coli vise nije moguée izbrojiti. Cetvrti dan uzgoja F. novicida broj se smanjuje na 2,9x10° CFU/mL,

a negativni porast ostaje i dalje za E. coli (Slika 6).

MORE

5

=@=Fn st
4

==@==Fn nest
3

E.coli st

2
1 E.coli nest
0

2 24 48 72 96
Vrijeme ( sati )

Slika 6. Pokus je raden u triplikatu, a grafikon prikazuje kinetiku rasta E. coli i F. novicida zasebno u sterilnom

i nesterilnom moru u razmaku od 4 dana..
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12.2 Kinetika rasta Francisella novicida i Escherichia coli u
slatkovodnoj vodi uzgajane zasebno

12.2.1. Jezero sterilno (BCYE agar)

2 sata nakon inkubacije broj F. novicida iznosio je 1,1x106 CFU/mL, a E. coli 0,9x10° CFU/mL.
24 sata nakon biljezimo porast broja F. novicida na 4,1x10% CFU/mL, dok broj E. coli pada na 5,0x10°
CFU/mL. 6,5x10% CFU/mL bio je porast F. novicida nakon 2 dana, a vidljiv je i porast broja E. coli
koji iznosi 1,6x10% CFU/mL. Proteklih 2 dana vidljiv je pad broja u obje vrste te je 4 dan inkubacije

broj F. novicida iznosio 5,1x10° CFU/mL, a broj E. coli 2,0x10° CFU/mL (Slika 7).

12.2.2. Nesterilno jezero (BCYE agar)

Broj F. novicida i E. coli nakon 2 sata inkubacije iznosio je 1,0x10® CFU/mL. Dan nakon F.
novicida broj¢ano raste na 8,0x10® CFU/mL, a broj E. coli 4,0x10° CFU/mL. 48 sati kasnije vidljiv
je porast F. novicida na 9,0x10% CFU/mL, dok broj E. coli opada na 6,0x10° CFU/mL. Vidljivo je da
nesterilno jezero ne pogoduje rastu bakterija pa broj F. novicida nakon 4 dana uzgoja pada na niskih

2,6x10% CFU/mL, a E. coli bude jo$ manje, svega 1,05x10° CFU/mL (Slika7).
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Slika 7. Pokus je raden u triplikatu, a grafikon prikazuje kinetiku rasta E. coli i F. novicida zasebno u
sterilnom i nesterilnom jezeru u razmaku od 4 dana.
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12.3. Kinetika rasta Francisella novicida i Escherichia coli uzgajane
zajedno u morskoj vodi

12.3.1 Sterilno more

Pracenjem Kkinetike rasta F. novicida i E. coli moze se primijetiti pozitivni porast u
steriliziranom moru i zakljuciti da takavo okruzenje odgovora objem vrstama. 2 sata nakon inkubacije
priblizno je broj i F. novicida i E. coli iznosio 1,0x10° CFU/mL. Slijedeéih je 24 sata broj F. novicida
narastao nesto vise (2,0 x10° CFU/mL), nego E. coli ¢&iji broj je iznosio 9,0x10° CFU/mL. U narednih
dva dana broj F. novicida neznatno je porastao na 2,5x10° CFU/mL, dok je broj E. coli varirao i pao
na 3x10° CFU/mL. Zadnji dan inkubacije broja F. novicida iznosio je 3,0x10° CFU/mL, a E. coli

9,0x10°5 CFU/mL (Slika 8).

12.3.2. Nesterilno more

U nesterilnim uzorcima broj F. novicida i E. coli s vremenom opada. Nakon proteklih 24 sata
inkubacije broj F. novicida iznosio je 2,0x10® CFU/mL, a broj E. coli 5,0x10° CFU/mL. Drugi je dan
F. novicida bilo nesto vise 4,0x10® CFU/mL, dok broj E. coli pao na 3,0x10° CFU/mL. U narednih
dva dana broj bakterija vidno opada pa brojimo F. novicida 5,75x10° CFU/mL, dok je brojéano E.

coli jos manje, a iznosi 7,0x10* CFU/mL (Slika8).
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Slika 8. Pokus je raden u triplikatu, a grafikon prikazuje kinetiku rasta E. coli i F. novicida inkubirane

zajedno u sterilnom i nesterilnom moru u razmaku od 4 dana.
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12.4. Kinetika rasta Francisella novicida i Escherichia coli uzgajane
zajedno u slatkovodnoj vodi

12.4.1. Sterilno jezero

Nakon 2 sata inkubacije izbrojali smo F. novicida 0,9x10® CFU/mL, a E.coli 1,0x10° CFU/mL.
24 sata nakon pobrojano je F. novicida 11x108 CFU/mL te E.coli 8 x10® CFU/mL. Nakon proteklih
48 sati F. novicida je bilo 9,0x10° CFU/mL, a E. coli 1,3x10® CFU/mL CFU/mL. Treéi i ¢etvrti dan
F. novicida vise nije bilo moguée izbrojati, dok je broj E. coli porastao na 1,15x10° CFU/mL CFU/mL

(Slika 9).

12.4.2. Nesterilno jezero

Broje¢i bakterije E. coli i F. novicida nakon 2 sata inkubacije broj je iznosio 1,0x10® CFU/mL.
Nakon proteklog dana broj F. novicida iznosio je 7,0x10® CFU/mL dok je E. coli bilo nesto manje,
3,25x10® CFU/mL. F. novicida je porasla na 3,0x10® CFU/mL nakon 48 sati inkubacije, a E. coli bilo
je 9,77x10° CFU/mL. Proteklih 2 dana bakterije vise nije bilo moguée izbrojati, odnosno broj F.

novicida i E. coli pada na nulu (Slika 9).
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Slika 9. Pokus je raden u triplikatu, a grafikon prikazuje kinetiku rasta E. coli i F. novicida inkubirane
zajedno u sterilnom i nesterilnom jezeru u razmaku od 4 dana.

Les endo podloga koristila se za uzgoj E. coli u sterilnom i nesterilnom moru i u sterilnom i
nesterilnom jezeru te isto tako za nesterilne uzorke mora i jezera u koje su F. novicida i E. coli
inokulirane zajedno. Kvantifikacija E. coli na spomenutoj podlozi posluzila je kao proba, odnosno
usporedba broja bakterija sa onima kultiviranim na BCY A podlozi. Mnogi su se rezultati podudarali,
a neki od njih posluzili su u prac¢enju kinetike rasta gdje nebi bilo moguce izbrojati bakterije zbog

prevelike koncentracije istih 1 medusobnog prerastanja kolonija.
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13. Rasprava

Nesto Sto je zapocelo, prije gotovo jednog stoljeca, opreznim istrazivanjem bolesti nalik
kugi pronadenoj u vijevericama iz kalifornijskog okruga Tulare, pokrenulo je niz kontinuiranih istraga
koje ne prestaju ni danas. Sve je to dovelo do otkri¢a novog, jedinstvenog patogena F. tularensis.
Opisuje se nova bolest koja se prenosi na sve moguce nacine s razli¢itom ekspresijom i pratecom
klinickom slikom. Isto tako, daju se odradena objaSnjenja prijenosa bakterije ¢lankonoScima te
pojasnjava zivotni ciklus i ljudske aktivnosti koje olaksavaju prijenos i postojanost patogena. Rod
Francisella svrstava se u porodicu Franciselaceae, a dijeli se u pet razli¢itih vrsta: F. philomiragia,
F. noatunensis, F. hispaniensis, F. tularensis i F. novicida. Takoder, 3 su podvrste bakterije F.
tularensis: tularensis (tip A), holartica (tip B) te mediasiatica [10]. Brojna in vitro istraZivanja
pokazala su F. tularensis primarno napada makrofage, ali da se i uspje$no razmnozava u pluénim
stanicama epitela, hepatocitima, neutrofilima, stanicama miSjeg fibroblasta te protozoama gdje
inducira upale, ometaju¢i normalne funkcije domacina zbog ¢ega na posljetku i predstavlja javno
zdravstveni problem izazivaju¢i razlicite klinicke slike [38]. Kako bi definirali unutar stani¢ni Zivot
Francisella, znanstvenici su koristili razli¢ite stani¢ne modele miseva i ljudskih makrofaga te
podvrste, kao $to su to F. novicida, atenuirani holarctica LVS soj te virulentni Schu S4 soj [40,41].
Ve¢ 1930-ih u SSSR-u opisana je vodena tularemija, a vodena nisa kao rezervoar bakterije.
Posljednjih 20-ak godina biljeze slucajeve tularemije povezane s pitkom vodom, bocatom te
morskom vodom iz mnogih razlicitih zemalja [67]. Najvise slucajeva bude na Sjevernoj polutci, koja
je 1 glavno obitavaliSte za vrste iz roda Francisella. Dvije vrste koje su usko povezane uz vodeni
okoli§ 1 uglavnom izazivaju bolest u osoba koje su loSeg imunostatusa te su izloZeni vodi su F.
novicida i F. philomiragia. Nisu zabiljezeni slucajevi identifikacije F. novicida kod ¢lankonozaca i
zivotinja, Sto sugerira da je jedini rezervoar ove vrste, vodeni okoliS. Zabiljezeni su slucajevi zaraze

putem slane, izvorske i bocate vode [68]. Takoder, isklju¢ivi domacini organizama iz vodenog
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okolisa su sojevi noatunesis i orientalis koji mogu prezivjeti samostalno u vodi i nekoliko tjedana
[68]. Istrazivanja su pokazala da tip A i tip B te F. novcida preZivljavaju relativno dugo u bocatoj
vodi uz odgovaraju¢u temperaturu kao bitnog faktora, a pomocu odredenih metoda utvrdeno je da su
preci roda Francisella porijeklom iz morske vode [68]. Nekoliko je vaznih okoli$nih faktora koji
utjecu na rast i prezivljavanje bakterija, a oni mogu biti bioticke ili abioti¢ke prirode. Abiotski faktori
uklju¢uju dostupnost hranljivih tvari i vode, temperaturu, pH te suc¢evo UV zraCenje. Biotski faktori,
pak ukljucuju sposobnost bakterije da nabavlja hranu, prisutnost drugih mikroba i njihova medusobna
borba te stvaranje biofilmova u okoliSu koji ih okruzuje [70]. Prate¢i kinetiku rasta, nasi rezultati
pokazuju da brojéano ima najvise F. novicida u sterilnom moru, $to potkrjepljuje postavljenu
hipotezu. Kvantifikacijom F. novicida u nesterilnom moru, u kojoj je prisutna autohtona mikribiota
Rijecke luke iz kojeqg se i vrsilo uzorkovanje, pobrojano je manje kolonija u odnosu na sterilno more,
§to se i ocekivalo obzirom da na broj bakterija utjecu navedeni kako bioti¢ki tako i abioti¢ki
¢imbenici. Iz navedenog, moze se zakljuéiti da se mikroorganizmi medusobno bore za hranljive tvari,
da vlada grabljivost i antagonizam posebice ako u vodama ima protozoa koje mogu lizirati bakterije.
Da je bilo razli¢itih vrsta mikroorganizama u naSim prikupljenim uzorcima, pokazala je i
membranska filtracija na Sartorius uredaju te pozitivan porast istih na TTC podlozi, ali nije se
identificirala mikrobiota i moguca postojanost protozoa. Sli¢na je situacija i kod slatkovodne vode
uzorkovane iz jezera Potko$. Sterilni uzorci sa inokuliranom F. novicida, gledajuci rezultate,
prezivjeli bi duze i u ve¢em broju u odnosu na nesterilno jezero. Takoder, moze se primijetiti veci
broj prezivjelih F. novicida usporedujuci opcenito slanu i slatku vodu, bila ona sterilna ili ne, iz cega

se opet da zakljuciti kako morski okoli§ ima vrlo vazan utjecaj na zivotni ciklus Francisella.

Nasi se rezultati podudaraju s istrazivanjem Berrande i Telforda iz ameri¢ke savezne drzave
Massachusets, koji su htjeli otkriti izvor pneumonic¢ne tularemije na otoku Marthas Vineyard (MV) i
opstanak tipa A u boc¢atoj vodi. Dokazali su da salinitet pozitivno utjeCe na zivotni ciklus Francisella.

Naime, usporedili su preZivljavanje tipa A (SSTR9) i tipa B (LVS) te F. novicida U112 u bocatoj i
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slatkovodnoj vodi te fizioloSkoj otopini (0,9% NaCl). Prikupljeni uzorci iz povrSinskih voda MV dali
su slijedece rezultate. U slatkovodnoj vodi sva tri soja prezivjeli su relativno kratko te su pokazivali
negativni porast ve¢ nakon 8-10 dana. U bocatoj vodi najduze prezivlajvaju sva tri soja, dok se tip B
istiCe kao najizdrzljiviji, prezivjevsi 42 dana. U fiziolo§koj otopini sojevi su prezivjeli nesto manje u
odnosu na bocatu vodu, a najdulje je Zivio tip A u razmaku od 24 dana. Da bi dobili odgovore na
pitanje zaSto je tome tako, analizirali su kvantitetu nutrijenata u slatkoj i bo¢atoj vodi te zakljucili da
bocata voda ima mnogo viSe magnezija, kalija, kalcija, natrija te sumpora negoli slatkovodna voda
[68]. Relativno velike koncentracije sumpora, koji je bitan jer ga sadrzavaju esencijalne
aminokiseline cistin i cistein koje bakterije rabe kao hranu, objaSnjavaju zasto sojevi dulje
prezivljavaju u bocatoj vodi nego u slatkoj, odnosno fizioloskoj otopini. FizioloSka otopina jest
sterilna gdje druga mikrobiota nema utjecaj na prezivljavanje sojeva, ali je relativno siromasna
hranljivim tvarima. Primjecuje se i da divlji sojevi tip A i tip B duze prezivljavaju u vodenom

okruZenju u odnosu na soj U112 kao laboratorijski model.

Da Francisella bolje prezivljava u moru nego u slatkoj vodi te da je temperatura jedan od vaznih
¢imbenika za opstanak, pokazuje istrazivanje Revana i Sota. Oni su proucavali kako temperatura te
filtrirana 1 nefiltrirana slatka, odnosno slana voda utjee na prezivljavanje F. noatunensis subsp.
orientalis izolirana iz bakalara i lososa. Kao parazit slatkovodnih riba, podvrsta orinetalis u razmaku
od 334 sati najbolje raste na 20°C u slanoj vodi u odnosu na slatku vodu i temperature od 25°C i
30°C. Isto tako, zakljucili su da bakterije bolje rastu u filtriranoj slanoj i slatkoj vodi u odnosu na
nefiltrirane uzorke u kojima ima drugih mikroba, a moguce i virusa te protozoa koje napadaju

bakterije [77].

Fakultativno-anaerobna, mezofilna E. coli, kao gram-negativna bakterija u obliku Stapica,

svrstana je u porodicu Enterobacteriaceae u razred Gammaproteobacteria. Rod Escherichia sadrzi
nekoliko bakterijskih vrsta, no samo je jedna vrsta znacajna za humanu medicinu, a to je Escherichia

coli. lako su se prikupila opsirna saznanja glede laboratorijskih istrazivanja E. coli, znanje o ovoj
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bakteriji u okoliSu i1 nije toliko Siroko. Kao koliformna bakterija i uobiCajeni stanovnik
gastrointestinalnog trakta ljudi i1 zivotinja, koristi se kao indikator fekalnog zagadenja (FIB) u
procjeni kakvoce vode i hrane te potencijalni pokazatelj postojanja patogenih sojeva, odnosno
patotipova [69,70]. Crijevni patogeni E. coli posjeduju odredene ¢imbenike virulencije zbog ¢ega ih
i nazivamo patotipovi. U tu skupinu ubrajamo enterotoksi¢nu (ETEC), enteropatogenu (EPEC),
enteroagregativnu (EAEC), enteroinvazivnu (EIEC), enterohemoragi¢nu (EHEC,STEC) te difuzno
adherentnu E. coli (DEAC) [71]. Najpoznatiji serotip EHEC sojeva je zloglasna E. coli 0157:H7 koja
producira Shiga-toksin, kao produkt spomenutog serotipa, a moze izazvati hemoliti¢ki kolitis i
zatajenje bubrega [73]. Znanstveno je utvrdeno da se bakterijski sojevi vrlo dobro prilagodavaju na
okruzenje u kojem se nalaze. Isto tako, utvrdene se adaptivne mutacije ovisno o tome nalaze li se
sojevi u sedimentu rijeka/jezera ili slobodno zive u vodi. Prilagodba gena ocituje se ovisno o
temperaturnim uvjetima, pH okolisa te izvoru hranljivih tvari, a isto tako je prepoznata genetska
raznolikost u sojeva koji su stanovnici Gl-sustava te onih koji zive u okolisu. Medutim, podaci o
prilagodbi populacija E. coli, ovisne o okoli$u, trenutno nisu dovoljni za potpuno objasnjenje situacije
[74]. Ustanovljeno je da je isuSeno tlo negativno utjecalo na bakterijski rast, dok je nakon
rehidratacije bakterija pokazala pozitivni porast iz ¢ega se da zakljuditi da voda ima znacajnu ulogu

u zivotnom ciklusu E. coli [70].

Prezivljava li E. coli bolje u slatkim ili slanim vodama jos nije do kraja razjasnjeno. Neki autori
navode da to ovisi 0 sojevima i genetskoj adaptaciji na okruzenje. Nayak i suradnici proucavali su
postojanost genetskog markera LA35, kao indikatora fekalija peradi, uz patogene sojeve i FIB
(enterokoki i E. coli) u optjecajnim vodama te su zakljucili da se koncentracija E. coli u slatkoj i
slanoj vodi nije previse razlikovala, odnosno u razdoblju od 7 dana broj bakterija je padao. U
slatkovodnoj vodi biljezilo se nesto vise bakterija u odnosu na slanu. Usporedivsi s nasim rezultatima,
ne uocavaju se znatne razlike. U nesterilnim uzorcima morske vode broj E. coli pada na nulu vec¢

nakon 3 dana, dok je u jezeru moguca kvantifikacija i 96 sati nakon inkubacije. Razlika u
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prezivljavanju E. coli moguca je zbog spomenute genetske adaptacije na uvjete u kojima se bakterija
nalazila prije nego je izolirana i podvrgnuta laboratorijskom istrazivanju, a bitno je istaknuti da vaznu
ulogu ima i autohtona mikrobiota te nedostatak hranljivih tvari [78]. U vidu naseg eksperimentalnog

rada soj E. coli nije identificiran.

Nasi rezultati pokazuju da bakterija E. coli u sterilnom moru te sterilnom jezeru prezivljavaju
bolje u odnosu na nesterilne uzorke $to opet potvrduje nasu hipotezu da uloga hrane i biote ima ulogu

u prezivljavanju.

Studija iz Sveucili$ta JuZzne Floride ukazuje da prirodna mikrobiota u slatkovodnoj vodi nije
utjecala na rast odnosno raspadanje patogenog serotipa O 157:H7. U razmaku od 5 dana pratili su
kinetiku rasta spomenutog patogena i E. coli porijeklom iz fekalija. Rije¢ni sediment te vodu
dezinficirali su temperaturom, filtracijom i kanamicinom. Dezinfekcija vode u kojoj nije bilo strane
mikrobiote, povecala je broj O 157:H7 i FIB-a, no dezinfekcija sedimenta povecala je samo broj FIB-
a, ali ne 1 patogena. Zakljucujemo da vrsta, odnosno soj bakterije te lokacija mogu utjecati na
prezivljavanje vise, nego konkurencija same mikrobiote [79]. Istrazivanje moZemo povezati s nasim
rezultatima, gdje u sterilnom moru zajedno inokulirane F. novicida i E. coli nemaju medusobni utjecaj
na rast 1 razmnozavanje Sto moze predstavljati razliCitu nutritivnu potrebu u razli¢itim
koncentracijama. Medutim, trajanje eksperimentalnog rada nije bilo duze od 4 dana, stoga ne bi
trebalo generalizirati donesene zakljucke na osnovi dobivenih eksperimenata ograni¢enih na

laboratorijske uvijete koji ne mogu pruziti one kakvi su u prirodnom okruzenju.

Zajedno inokulirane F. novicida i E. coli u nesterilno more pokazuju pozitivan porast i nakon
cetvrtog dana inkubacije. Opet je moguce uociti da morska voda odgovara zivotnom ciklusu F.
novicida, sto su potvrdile i prijasnje studije te je vidljivo da E. coli ne utjece na rast i razmnozavanje

F. novicida.
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Zajedni¢ko uzgajanje F. novicida i E. coli u nesterilnom jezeru ponudilo je oscilirajuce i
neocekivane rezultate. Rezultati se uvelike razlikuju od kvantitativne analize spomenutih vrsta u
morskim uzorcima. Obje vrste pokazivale su negativni porast nakon 3 dana i moguce je da jezero
nudi manje nutrijenata, nego more te da vlada surovija mikrobiota koja igra vaznu ulogu u
razmnozavanju i rastu E. coli i F. novicida. Da bi obje vrste trebale nesmetano rasti u sterilnim
uvjetima bilo je za o¢ekivati, medutim F. novicida nakon tre¢eg dana vise nije bilo moguce izbrojati.
Odgovor, zasto F. novicida u sterilnom jezeru nije moguée izbrojati nakon 3 dana inkubacije,
proizlazi iz mogucih grubih pogrjeSaka tijekom eksperimentalnog rada ili nismo bili u moguénosti

uoditi i kvantificirati kolonije F. novicida zbog prerastanja istih od strane E. coli.

Mnogo je joS pitanja koja traze odgovor. Stvaranje biofilma, izbjegavanje imunoloskog
odgovora domacina, prezivljavanje bakterija izvan domacdina, interakcija s amebama, VBNC stanje
samo su neki od potencijalnih mehanizama koje je potrebno dodatno istraziti kako bi do kraja zivotni
ciklus Francisella bio shvacen. Isto tako, bitno je, u buduc¢im studijima, istraziti kako autohtona
mikrobiota u razli¢itim vodenim staniStima utjeCe na propadanje fekalnih indikatora, a isto tako
identificirati kljune taksone ukljucene u biotske interakcije antagonizma ili moguéeg komenzalizma.
Odredene genetske malformacije i mehanizme koji omoguéuju da E. coli opstane u okoliSu bez
domacina, posebice u vodenom okruzenju gdje nema velikih zaliha hrane, potrebno je dodatno

istraziti za detaljno objasnjenje situacije.

50



14.

>

Zakljucak

Bioticki faktori (hrana, prisutnost drugih mikroorganizama, stvaranje biofilma) te abioticki
faktori (temperatura, pH, UV-zracenje) utjeCu na rast i razmnozavanje F. novicida i E. coli
Broj F. novicida u sterilnom moru veci je u donosu na broj iste u nesterilnom moru zbog
prisutnosti autohtone mikrobiote i nedovoljno hrane

F. novicida u sterilnim uzorcima jezera Potkos preZivljava duze i u veéem broju u odnosu na
nesterilne uzorke

Usporedujuci slanu i slatku vodu, bilo u sterilnim ili nesterilnim uzorcima, zaklju¢ujemo da
slana voda ima vazan utjecaj na zZivotni ciklus F. novicida sto utjece na bolji rast i reprodukciju
iste.

E. coli bolje prezivljava u nesterilnom jezeru u odnosu na nesterilno more. Razlika u
prezivljavanju E. coli moguca je zbog genetske adaptacije na uvjete u kojima se bakterija
nalazila prije nego je izolirana 1 podvrgnuta laboratorijskom istraZivanju, a bitno je istaknuti
da vaznu ulogu ima 1 autohtona mikrobiota te nedostatak hranljivih tvari.

E. coli bolje prezivljava u sterilnom moru i jezeru u odnosu na nesterilne vode.

F. novicida i E. coli, inkubirane zajedno u sterilnom moru, nemaju medusobni utjecaj na rast
1 razmnozavanje Sto moze predstavljati razli¢itu nutritivnu potrebu u razlicitim
koncentracijama.

Zajedno inokulirane F. novicida i E. coli u nesterilnom moru pokazuju pozitivan porast i
nakon Cetvrtog dana inkubacije. Opet je moguce uociti da morska voda odgovara zivotnom
ciklusu F. novicida, $to su potvrdile i prijasnje studije te je vidljivo da E. coli ne utjece na rast
I razmnoZzavanje F. novicida.

Uzgajane zajedno u nesterilnom jezeru, F. novicida i E. coli odumiru ve¢ nakon 3 dana.

Mogu¢i razlozi tome su surova mirkobiota te nedostatak esencijalnih nutrijenata .
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» F. novicida u sterilnom jezeru nije bilo moguce izbrojati nakon 3 dana inkubacije. Moguc¢i
razlozi su grube pogrjeske tijekom eksperimentalnog rada ili nemogucénost uocavanja i

kvantifikacije kolonija F. novicida zbog prerastanja istih od strane E. coli.
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