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SAŽETAK 

Francisella philomiragia je aerobni, gram–negativni kokobacil. Široko je rasprostranjena u 

prirodi; u vodi, zraku, zemlji, prašini i blatu, a detektirana je u većini krajeva svijeta. Problem 

mogu predstavljati onečišćene površinske, bunarske i ruralne vode jer F. philomiragia može 

rezultirati pojavom povremenih infekcija kod rizičnih skupina ljudi. Također, F. philomiragia 

može izazvati ozbiljne posljedice na ribarstvo jer uzrokuje tularemiju u pojedinih vrsta riba. U 

ovom istraživanju praćena je kinetiku rasta F. philomiragia i A. castellanii u izvorskoj vodi 

„Vela Fontana“ unutar vremenskog perioda od 40 dana. Rezultati su pokazali da F. 

philomiragia dulje preživljava u kokulturi s amebom A. castellanii. Nadalje, F. philomiragia 

se ne razmnožava unutar ameba, ali može opstati u okolišu koji sadrži amebe zbog mogućeg 

endosimbiotskog odnosa. Interakcija između F. philomiragia i A. castallanii ukazuje da su 

amebe važni okolišni rezervoar za bakterije iz roda Francisella, ali one mogu stimulirati 

preživljavanje i drugih ljudskih patogena. Kao takve mogu biti prijenosnici ove bakterije i 

drugih mikroorganizama putem izvorskih i površinskih voda. Za prevenciju F. philomiragia 

je bitno razumjeti kako preživljava, raste i razmnožava se u vodenim ekosustavima, a ova 

saznanja mogu pridonijeti boljem shvaćanju epidemiologije i mikrobiološke ekologije cijelog 

roda Francisella.  

 

Ključne riječi: F. philomiragia, A. catellanii, tularemija, izvorska voda, endosimbiotski 

odnos 
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SUMMARY 

Francisella philomiragia is an aerobic, gram-negative cocobacillus. It is widespread in nature; 

in water, air, earth, dust, and mud and has been detected in most parts of the world. Problem 

can be contaminated rural waters because F. philomiragia can result in occasional infections 

in at-risk groups. In addition, F. philomiragia can cause serious consequences for aquaculture 

and fishing because it causes francisellosis in certain fish species. In this study, the growth 

kinetics of F. philomiragia and A. castellanii in the spring water "Vela Fontana" were 

monitored within a period of 40 days. The results showed that F. philomiragia survives longer 

in coculture with the amoeba A. castellanii. Furthermore, F. philomiragia does not replicate 

within the amoeba, but may oppose the amoeba-containing environment due to a possible 

endosymbiotic relationship. The interaction between F. philomiragia and A. castallanii 

indicates that amoebae are important environmental reservoirs for Francisella species, but 

they can also stimulate the survival of other human pathogens. As such, they can be reservoirs 

of tularemia and other infectious diseases through spring and surface waters. For the 

prevention of F. philomiragia, it is essential to understand how it survives, grows and 

replicates in aquatic ecosystems, and this knowledge can contribute to a better understanding 

of the epidemiology and microbiological ecology of the entire genus Francisella. 

Keywords: F. philomiragia, A. catellanii, franciselloza, spring water, endosymbiotic 

relationship 
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1. UVOD I PREGLED PODRUČJA ISTRAŽIVANJA 

 

1.1 Rod Francisella 

 

1911. godine Charles Chapin i George McCoy su proučavanjem kuge u vjeverica 

detektirali bakteriju koja je izazivala bolest sličnu kugi. Nova bolest je istraživana u gradu 

Tulari, u Kaliforniji pa je po njemu dobila ime Bacterium tularense. Dokazali su da se radi o 

vrlo virulentnoj, asporogenoj bakteriji koja se dugo zadržava u okolišu, a predstavlja rizik za 

zdravlje ljudi. Potvrđeni su slučajevi zaraze u Washingtonu i Japanu gdje je bolest nazvana 

zečja groznica. Edward Francis je imao znatan utjecaj na istraživanje tularemije pa je 1959. 

godine bakterija po njemu dobila ime [1]. Francis je dokazao da F. tularensis ima sposobnost 

ulaska u stanicu i mogućnost razmnožavanja u fagocitima. 

Porodici Franciselaceae pripada rod Francisella spp. koji se, zatim, dijeli u pet vrsta: 

tularensis, philomiragia, novicida, noatunensis te hispaniensis. Potom, F. tularensis pripadaju 

tri podvrste: tularensis, holarctica i mediasiatica, dok u vrstu F. noatunensis spadaju dvije 

podvrste: orientalis i noatunensis. Taksonomija Fransicella prikazana je tablicom 1. Pomoću 

lančane reakcije polimerazom (PCR, eng. polymerase chain reaction) detektirana je nova 

vrsta Francisella koja je povezana s vodenim medijem. Iz morske vode su otkrivene F. 

uligins i F. salina, a u rashladnim tornjevima su izolirane F. frigiditurris te F. guangzhouensis 

[2].  

Tablica 1: Taksonomija Francisella 

PORODICA ROD VRSTA PODVRSTA 

Franciselaceae Francisella 

tularensis 

tularensis 

holarctica 

mediasiatica 

philomiragia  

noatunensis 
orientalis 

noatunensis 
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novicida  

hispaniensis  

 

1.2. Francisella novicida 

 

F. novicida raste u obliku kokobacila na CGBA agaru (engl. cysteine-glucose-blood 

agar) pri temperaturi od 37 °C. Za nju je karakterističan način razmnožavanja i unutarstanični 

rast što je ujedno i zajedničko svim vrstama roda Francisella. F. novicida nije virulentna za 

čovjeka i zbog toga koga se koristi u eksperimentalne svrhe. Imunokompromitirane osobe 

jedina su rizična skupina koja može razviti simptome bolesti F. novicida. Zabilježeni 

slučajevi bolesti uzrokovani ovom bakterijom povezani su s vodenim ekosustavima, boćatom 

i morskom vodom, ledom i tlom [3]. Na području Australije je geografski rasprostranjena [4].  

Nisu opisani slučajevi prijenosa F. novicida s člankonožaca na čovjeka.  S druge 

strane, F. novicida kod životinja uzrokuje bolest sličnu tularemiji i ima mogućnost infekcije 

humanih makrofaga. 

 

1.3. Francisella tularensis 

 

F. tularensis kultivira se na čokoladnom agaru pri temperaturi od 37 °C tijekom 2 - 4 

dana, a porasle kolonije su bijele, glatke i vlažne. F. tularensis stvara usku zonu alfa - 

hemolize te raste na podlogama koje sadrže aminokiselinu cistein i animalne proteine. F. 

tularensis uključuje tri podvrste: tularensis (tip A), holarctica (tip B) i mediasiatica.  

F. tularensis subsp. tularensis je najvirulentnija od svih navedenih podvrsta, a 

pronađena je samo u Sjevernoj Americi. Potrebno je svega 10 bakterija za razvoj bolesti, 

tularemije, a često dovodi do smrtnog ishoda.  

F. tularensis subsp. holartica je pronađena u sjevernoj hemisferi, a F. tularensis 

subsp. mediasiatica u srednjoj Aziji. Kod obje podvrste zabilježeni su blaži oblici bolesti [5].  

Najčešći put zaraze F. tularensis jest ugrizom člankonožaca, najčešće komarcima ili 

krpeljima, koji su ranije hranili  krvlju životinje zaražene ovom bakterijom ili prilikom 

kontakta sa zaraženim životinjama [6]. Zabilježeni su slučajevi zaraze ingestijom hrane ili 
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vode koja je kontaminirana s F. tularensis [7]. Također, do infekcije može doći prilikom 

obavljanja različitih vodenih aktivnosti kao što su ribolov ili plivanje [8]. Za prijenos 

tularemije krpeljima najznačajnije su vrste Ixodes persulcatus, Ixodes ricinus, Dermacentor 

marginatus, Dermacentor reticulans, Haermaphysalis concinna. Tularemija se među 

životinjama najčešće prenosi putem krpelja Dermacentor reticulans. U Skandinaviji se 

tularemija isključivo prenosi ubodom komaraca, a najznačajnije vrste su Culex, Aedes, i 

Anopheles. U Sjevernoj Americi bolest je zabilježena kod domaćih i divljih sisavaca, osobito 

zečeva, te ptica. Tamo je tularemija poznata kao „zečja groznica,“  a lovcima se savjetuje 

izbjegavanje lova na zečeve [9]. 

F. tularensis navodi se i kao potencijalno biološko oružje. Smatra se da raspršivanjem 

50 kg F. tularensis u neku gradsku cjelinu s 5 milijuna stanovnika može rezultirati 

obolijevanjem 250 000 i smrću čak 19 000 ljudi. S druge strane, F. tularensis subsp. 

holarctica dovodi do razvoja blažeg oblika bolesti, a karakteristična je za vodene ekosustave. 

Rezervoari F. tularensis mijenjaju se ovisno o zamljopisnoj regiji, klimatskom pojasu i 

zastupljenosti životinja u određenom području. Glavni domaćin F. tularensis tip B u Euroaziji 

je smeđi zec, a do zaraze najčešće dolazi preko kože životinje [10]. U Skandinaviji komarci 

šire zarazu, dok je u južnoj Europi voda ključni medij za prijenos bakterije na ljude [2]. U 

Sjevernoj Americi domaćini F. tularensis subsp. holarctica su glodavci i vodeni sisavci, npr. 

muskrat i američki dabar [10]. 

 

1.3.1. Tularemija u ljudi 

 

Tularemija je bakterijska zarazna bolest koju uzrokuje F. tularensis. Najčešće je 

rasprostranjena u planinskim i šumskim predjelima sjeverne hemisfere [11]. Međutim, 

nedavna istraživanja ukazuju na preživljavanje ove bakterije u raznovrsnom vodenom okolišu, 

kao što su morske vode, boćate vode te prirodno izvorske vode [2, 12]. Slučajevi zaraze F. 

tularensis, povezani s onečišćenom izvorskom vodom, evidentirani su u državama južne 

Euroazije, uključujući Tursku, Kosovo, Makedoniju, Bugarsku, Gruziju i  Italiju  [2 ,13]. 

Tularemija je prvi put zabilježena kod čovjeka 1914. godine u Sjedinjenim Američkim 

Državama, a bila je objavljena kao „Deer-fly.“ Nakon dvije godine, objavljeno je da se bolest 

prenosi ugrizom krpelja sa zeca na čovjeka. 
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Rezervoari tularemije jesu sisavci, primarno zečevi i glodavci, beskralježnjaci, 

pojedine vrste ptica i vodozemaca. Muhe i komarci su najčešći vektori ove bolesti [10]. 

F. tularensis može prodrijeti u organizam udisanjem, gutanjem, putem insekata ili 

putem ulceracija na koži. Zbog različitog mjesta i načina ulaska F. tularensis u organizam, 

tularemija se može podijeliti na vanjske i unutarnje oblike bolesti. U vanjske oblike bolesti 

ubrajaju se ulceroglandularni, glandularni, okuloglandularni i anginozni oblik, a u unutarnje 

plućni, abdominalni i tifoidni ili septiki oblik. Inkubacija tularemije iznosi od 3 do 10 dana. 

Klinička slika razlikuje se ovisno o obliku bolesti. Međutim, početak bolesti je uglavnom 

jednak kod svakog oblika i očituje se kao groznica, povišena temperatura, glavobolja, 

malaksalost, mučnina i povraćanje [7, 14]. 

Najčešći oblik tularemije je ulceroglandularni oblik koji se javlja prilikom kontakta, 

odnosno ugriza sa zaraženom životinjom. Na mjestu ugriza stvori se papula koja nekrotizira i 

rezultira povećanjem limfnih čvorova u području pazuha ili lakta. Okuloglandularni oblik 

javlja se nakon umivanja kontaminiranom vodom ili zagađenih prstiju, a bolest se manifestira 

kao konjuktivitis i upala limfnih čvorova. Udisanjem zraka kontaminiranog F. tularensis 

razvija se plućni oblik, odnosno atipična pneumonija s afekcijom limfnih čvorova. Može doći 

do komplikacija kao što su apscesi, pleuritis ili gangrene. Abdominalni oblici nastaju nakon 

ingestije zaraženog mesa ili zagađene vode, a očituju se kao ulceracije na tankom i debelom 

crijevu. Osip se može javiti kod svih oblika bolesti, a nastaje zbog prodora  F. tularensis u 

krv, odnosno bakterijemije [7, 14]. 

Zasad ne postoji odobreno cjepivo protiv tularemije. Zbog toga se preporuča nošenje 

zaštitne odjeće, korištenje repelenata i zaštitnih mreža, efikasno uklanjanje krpelja te 

izbjegavanje kontakata sa zaraženim ili uginulim sisavcima. Također, meso je potrebo dobro 

termički obraditi, a potencijalno zagađenu vodu dezinficirati [15]. 

 

1.3.2. Tularemija u životinja 

 

Zaraza F. tularensis u životinja manifestira se obično u obliku akutne febrilne bolesti. 

Klinička slika ovisi o mjestu ulasku u organizam, kao i o infektivnoj dozi. Tularemija je 

zabilježena u više od 200 vrsta divljih i domaćih životinja [16]. Detektirani su slučajevi zaraze 

u pasa prilikom kontakta s zaraženom životinjom, tijekom ingestije i kupanja u 
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kontaminiranoj vodi te tijekom hranjena divljim životinjama (npr. divlji zec) [17]. Između 

ostalog, tularemija je opisana kod pasa koji su bili podvrgnuti istraživanju. Nakon nekoliko 

dana, psi su razvili simptome limfadenopatije, groznice, imali su pustule na mjestu inokulacije 

te mukozne izlučevine iz oka i nosa [18]. 

Slučajevi zaraze F. tularensis opisani su kod mačaka, ali kod njih klinička 

manifestacija zaraze nije nužna. Ukoliko dođe do razvoja bolesti može doći do groznice, 

dehidracije, anoreksije, hepatomegalije, jezičnih ulceracija i splenomegalije. U slučaju teških 

obolijevanja može doći do teške groznice s mogućim smrtnim ishodom. Mačka iako nema 

simptome, može prenijeti bolest na ljude ili druge životinje [19]. 

Osim pasa i mačaka detektirani su slučajevi tularemije u ovaca u SAD-u (Idaho i 

Montana) koja je u većini slučajeva završila fatalno [20]. Simptomi tularemije u ovaca bili su 

febrilitet, dijareja, anoreksija te povećanje limfnih čvorova. Također, opisani su slučajevi 

tularemije u nekoliko divljih životinja kao što su vjeverice, majmuni, miševi i zečevi. Kod 

njih se bolest razvila u obliku nekroze slezene i jetre, splenomegalije i krvarenja sluznice 

crijeva [21].  

 

1.4. Francisella philomiragia 

 

F. philomiragia, ranije zvana Yersinia philomiragia [22], je aerobni, gram - negativni 

kokobacil. Pokretljiva je i stvara sumporovodik zbog čega je  fenotipski u skladu sa 

članovima roda Francisella spp. Također je katala i oksidaza pozitivna. O morfologiji, 

dijagnostici i preživljavanju F. philomiragia bit će više rečeno u ovom diplomskom radu. 

 F. philomiragia je široko rasprostranjena u prirodi. Pronađena je u zraku, vodi, blatu, 

prašini, zemlji i slami u većini krajeva svijeta; Europi, Sjevernoj Americi, Australiji, 

Atlantskom i Tihom oceanu te Meksičkom zaljevu. Otkriveno je da sojevi F. philomiragia 

uzrokuju francisellozu kod različitih vrsta riba, a posebno kod uzgojenih. Također, F. 

philomiragia uzrokuje povremene infekcije kod ljudi. Oboljenja F. philomiragia su 

pronađena kod bolesnika s kroničnom granulomatoznom bolešću. Granulomatozna upala 

nastaje jer leukociti nisu u mogućnosti stvarati aktivne spojeve kisika i zbog poremećene 

fagocitoze. Nadalje, infekcija F. philomiragia evidentirana je kod žrtava utapanja u morskoj 

vodi. Na Tajvanu su zabilježeni slučajevi tularemije kod uzgajane ribe tilapije, a utvrđena je i 

visoka stopa smrtnosti riba. Zbog toga F. philomiragia izravno utječe na akvakulturu. Za 
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njenu prevenciju važno je razumjeti kako preživljava, raste i razmnožava se u vodenim 

ekosustavima [23]. 

1.4.1. F. philomiragia u bolesnika s kroničnom granulomatoznom bolešću 

 

F. philomiragia je opisana kao oportunistički patogen sposoban za stvaranje invazivne 

infekcije kod pacijenata s ugroženom funkcijom neutrofila [22, 24]. U rizične skupine 

ubrajaju se pacijenti s kroničnom granulomatoznom bolešću, oboljeli od 

mijeloproliferacijskih poremećaja te osobe koje su se gotovo utopile u morskoj vodi [25]. F. 

philomiragia ima malu virulenciju za ljude. Međutim, u bolesnika s kroničnom 

granulomatoznom bolešću može rezultirati stvaranjem vezikularnih lezije kože, meningitisa, 

pneumonitisa, peritonitisa ili apscesa slezene [26].  

U svih bolesnika s kroničnom granulomatoznom bolešću, žrtava utapanja ili osoba s 

nekim septičkim procesom nerazjašnjene etiologije treba procijeniti prisutnost F. 

philomiragia. Preporučljivo je provesti biokemijsku studiju nakon koje se sekvencira 16S 

ribosomske RNA. 

Identificiran je cjeloviti genom F. philomiragia koji je sličan F. tularensis. Unatoč 

genetskim sličnostima, infekcija F. philomiragia epidemiološki se razlikuje od bolesti 

uzrokovane F. tularensis. Životinjski i artopodni vektori nisu prenosioci infekcije F. 

philomiragia što nije slučaj kod F. tularensis [27]. Također, F. philomiragia je okidaza - 

pozitivna za razliku od F. tularensis. 

Ponekad, ograničeno znanje o F. philomiragia dovodi do odgode identifikacije s 

posljedičnom smrću pacijenta ili čak pogrešnom identifikacijom kao F. tularensis što 

predstavlja značajan problem [26]. 

 

1.4.2. Dijagnostika F. philomiragia 

 

F. philomiragia može se dijagnosticirati na temelju pripremljenog trostrukog šećera 

željezo agara u kojem bakterija, zbog sposobnosti produkcije sumporovodika, stvara crno 

dno. Može se detektirati na temelju pozitivnog oksidaza testa te djelomične hidrolize želatine. 

Međutim, konačna se dijagnoza mora temeljiti na sekvencira 16S ribosomske RNA. Većinom 
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je osjetljiva na kinolone, kloramfenikol, karbapeneme, cefalosporine, aminoglikozide i 

tetracikline [28].  

 

1.5. Patogeneza i virulencija Francisella 

 

Francisella uzrokuje abnormalno funkcioniranje organizma zbog razmnožavanja 

unutar organizma domaćina. Pokreće se intenzivna upalna reakcija domaćina koja doprinosi 

razvoju bolesti. Neki od činitelja patogenosti Francisella jesu IV skupina pila, kapsula i 

lipopolisaharidi. Najznačajnija je IV skupina pila koje bakterija sadrži na svojoj površini, a 

omogućuje adherenciju bakterija na stanicu domaćina. Na površini stanica makrofaga i 

dendritičkih stanica nalaze se TLR skupina receptora koji pokreću imunološki odgovor na 

bakteriju. TLR skupina receptora djeluje na bakterijske lipoproteine što rezultira indukcijom 

protuupalnih citokina tijekom infekcije. Napredovanjem infekcije aktivirani makrofazi i 

neutrofili otpuštaju matriks metaloprotein 9 koji dovodi do nakupljanja leukocita u tkivima. 

Organizmi koji imaju mutaciju u sintezi ovog proteina lakše će preboljeti bolest za razliku od 

organizama kog kojih je protein normalno prisutan [29, 30].  

Za ulazak u stanicu domaćina, Francisella, koristi već navedeni IV sustav pila, faktor 

elongacije (EF) te protein FsaP koji omogućuju adherenciju na stanice makrofaga. Važnu 

ulogu ima i Fc receptor koji omogućuje ulazak bakterije u stanicu domaćina ukoliko je stanica 

prekrivena protutijelima [31]. 

Francisella ulazi u stanicu domaćina procesom fagocitoze. Bakterija se u fagosomu 

zadržava 2 sata nakon čega izlazi, tzv. bijeg iz fagosoma, i replicira se u citosolu. Potom se 

apoptozom širi iz inficiranih na neinficirane stanice gdje dolazi do nastanka vakuola koje 

sadrže Francisellu tzv. FCV vakuola (engl. Francisella-containing vacuoles). Posljedično 

dolazi do razaranja stanica te stanične smrti. Nakon toga bakterija započinje novi krug 

infekcije (slika 1.) [32-37]. 
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Slika 1. Unutarstaničnog životnog ciklusa Franciselle unutar makrofaga. Francisella 

ulazi u stanicu domaćina procesom fagocitoze. Potom izlazi iz fagosoma i replicira se u 

citosolu. Apoptozom se širi na druge stanice stvarajući FCV vakuole.  Dolazi do razaranja 

stanica te stanične smrti. Nakon toga bakterija započinje novi krug infekcije. Prilagođeno 

prema: Chong, A., Celli, J. The Francisella intracellular life cycle: toward molecular 

mechanisms of intracellular survival and proliferation. Prilagođeno na hrvatski jezik. 

 

 Francisella može ući i razmnožavati se unutar ameba Acanthamoeba castellanii, 

Dictyostelium discoideum i Hartmannella vermiformis. Navedene amebe imaju bitnu ulogu u 

prijenosu tularemije putem izvorskih i površinskih voda. Za razliku od stanica makrofaga gdje 

bakterije bježe iz fagosoma, kako bi se razmnožavale u citosolu, unutar ameba A. castellanii i 

H. vermiformis bakterije se razmnožavaju unutar vakuole [38]. 
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1.6. Acanthamoeba castellanii 

 

Rodu Acanthamoeba pripada A. castellanii. Acanthamoeba spp. su slobodno živuće 

amebe koje su široko rasprostranjene u okolišu. Nalaze se slatkoj i morskoj vodi, jezerima i u 

tlu. Pronađene su u uzorcima klorirane vode iz bazena, bazena za hidroterapiju, jacuzzijima, 

vodovodnoj vodi, kanalizaciji, kontaktnim lećama te u vodama iz klima uređaja i jedinicama 

za grijanje [39 - 41]. Identificirane su i u kulturama stanica sisavaca, ljudskim nosnicama i 

grlu, animalnom i ljudskom tkivu kože, mozga i pluća te povrću. Amebe preživljavaju hraneći 

se bakterijama, gljivama i algama fagocitozom.  

A. castellanii  može dovesti do razvoja bolesti u ljudi. Vrste Acanthamoeba mogu biti 

okolišni domaćini značajnom broju patogena, uključujući Francisella tularensis, Escherichia 

coli, Legionella pneumophila, Coxiella burnetii, Listeria monocytogenes, Chlamydia, te 

mnoge Mycobacterium spp. Genom A. castellanii od 45 Mb čini ju prikladnom za širok 

raspon eksperimentalnih istraživanja [39, 40, 42]. 

 

1.6.1. Životni ciklus A. castellani 

 

Životni ciklus Acanthamoeba sastoji se od dva stadija, trofozoita i ciste (slika 2.). 

Trofozoit je infektivni vegetativni stadij, a cista predstavlja neaktivni oblik amebe. Oba 

stadija imaju promjer od 13 do 23 µm [43]. Ameba se tijekom faze trofozoita udvostručuje 

mitozom ukoliko su ispunjeni optimalni uvjeti uzgoja; temperatura oko 30 °C, pH 7 i 

dovoljna količina hrane. Trofozoit se replicira u vremenskom rasponu 8 - 18 sati. Trofozoit i 

cista ulaze u tijelo kroz oči, donje dišne putove ili ulceracije na koži. Ulaskom u organizam 

trofozoit i cista migriraju u tkiva. Ukoliko uđe kroz oči, Acanthamoeba može izazvati ozbiljne 

upale rožnice naročito kod osoba koje koriste kontaktne leće. Ulaskom u donje dišne putove 

ili kroz ulceracije na koži može zahvatiti središnji živčani sustav i pritom uzrokovati 

granulomatozni amebični encefalitis, diseminiranu intravaskularnu koagulaciju ili kožne lezije 

kod imunokompromitiranih bolesnika  [44].  

Acanthamoebe posjeduju akantopodije, tzv. „lažne nožice“, što ih čini izuzetno 

pokretljivim, a imaju i sposobnost uporabe kemotaksije [45]. Kada se nalaze u životnoj 

opasnosti ili u nepovoljnim životnim uvjetima okoliša, amebe prelaze u stadij ciste s 

dvostrukim stijenkama [43]. 
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Slika 2. Životni ciklus Acanthamoeba. Postoje dva stadija amebe: infektivni oblik je cista te 

trofozoit. Trofozoit se mitozom udvostručuje. Amebe mogu ući u organizam kroz oči, donje 

dišne puteve, slomljenu ili oštećenu kožu. Prilagođeno prema: Acanthamoeba: Pathogen & 

Environmen. Centers for Disease Control and Prevation. Dostupno na: 

https://www.cdc.gov/parasites/acanthamoeba/pathogen.html). Prilagođeno na hrvatski jezik. 

 
1.6.2. A. castellani kao model za proučavanje razmnožavanja bakterija 

 

Različite vrste ameba u okolišu, uključujući Acanthamoeba, mogu biti domaćini 

unutarstaničnih bakterija, odnosno rezervoari iz kojih se mogu razviti mnoge ljudske bolesti. 

Zbog toga je važno razumjeti interakciju između bakterija i ameba. Bakterije rezistentne na 

amebu jesu one koje se mogu obraniti od slobodno živućih ameba. To znači da im amebe 

pružaju zaštitu od  nepovoljnih životnih uvjeta okoliša te u amebama mogu preživjeti i 

umnožiti se [46]. 

https://www.cdc.gov/parasites/acanthamoeba/pathogen.html
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Mehanizam ingestije bakterija u amebu je poprilično jednostavan. Najčešće bakterije 

fagocitozom ulaze u amebu. Unutar fagosoma zbog oksidacijskog stresa, kisele sredine, 

raznovrsnih antimikrobnih supstanci i nedostatka hranjivih tvari unesene bakterije ugibaju. 

No, bakterije rezistentne na amebe razvile su metode preživljavanja unutar fagosoma i 

sposobne su iskoristiti resurse stanice domaćina. Bakterije najčešće migriraju u citosol amebe 

jer on osigurava hranjive tvari za rast bakterije te je zaštićen od imunološkog sustava 

domaćina. Zbog toga je citosol idealno mjesto za napredovanje bakterija nakon izlaska iz 

fagosoma.  

Drugi način preživljavanja bakterija je zadržavanje unutar vakuole fagosoma gdje 

moraju poraziti njene antimikrobne mehanizme. To uključuje sprečavanje fuzije fagosoma i 

lizosoma, oštećenje membrana fagosoma ili promjenu pH unutar fagosoma. Takav 

mehanizam otimanja vakuole razvila je L. pneumophila, ali i druge srodne bakterije.   

A. castellanii se smatra dobrim modelom za proučavanje razmnožavanja bakterija 

zbog njenog brzog rasta (8 sati na temperaturi od 30 °C) te encistcije za izgladnjivanje. 

Bakterije mogu preživjeti unutar A. castellanii kao endosimbionti. Također, ameba može 

poslužiti kao vektor za njihovo širenje [47].  
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Slika 3. Preživljavanje bakterija unutar ameba. Bakterije mogu preživjeti unutar 

ameba na dva načina: (A) mogu pobjeći iz fagosoma ili (B) mogu promijeniti fagosomsku 

vakuolu. Prilagođeno prema: J.E.Strassmann, L.Shu: Ancient bacteria- amoeba relationships 

and pathogenic animal bacteria. Prilagođeno na hrvatski jezik. 

 

1.7. Vodozahvat „Vela Fontana“ 

 

Za vodoopskrbu stanovništva otoka Krka koristi se izvorište Ponikve koji opskrbljuje 

70 % potrebnih količina vode. Zatim, izvorišta u Bašćanskoj kotlini, izvorište Jezero, izvorište 

Paprata, izvorište Stara Baška te Vodovod Rijeka. Izvorišta vode na otoku Krku 

zadovoljavaju kvalitetom i količinom cijele godine, iako tijekom turističke sezone dolazi do 

šest puta veće potrošnje vode [48]. 

Kontinuiranim porastom broja stanovnika otoka Krka postupno je razvijen 

vodoopskrbni sustav Krk. Prvotno se razvilo glavno otočno izvorište Ponikve. Prednost 

izvorišta je akumulacija vode za sušna razdoblja. Povoljni prirodni uvjeti osigurali su da se 

dio vode koja padne na sliv sačuva u akumulaciji Ponikve za periode kada su potrebe za 

vodom veće. Ponikve su nedjeljive pa je potrebno zaštiti akumulaciju koja prihranjuje 

podzemlje. 

Uvala Ponikve je krška dolina smještena unutar karbonatnih stijena. Mala Fontana je 

1938. bila prvi kaptirani izvor u uvali Ponikve, a crpna stanica s rezervoarima i cjevovodima 

puštena je u pogon 1948. godine. 1961. godine su na tu crpnu stanicu priključeni bunari Vela 

Fontana i Škrili pomoću niskotlačnih pumpi, a 1967. galerijski zahvat Vela Fontana [48]. 

Glavni vodozahvat za vodoopskrbu je vodozahvat Vela Fontana. Sastoji se od dva 

kraka horizontalne galerije i vertikalnog okna. Iskop je napravljen u zdrobljenoj vapnenačkoj 

stijeni tijekom suhog ljetnog razdoblja. Tada nije bilo zaliha vode u retenciji, a akumulacija 

Ponikve još nije bila izgrađena. Tijekom izvedbe privremenog nasipa razina vode se 

podignula i danas je kaptaža trajno potopljena.  

Gotovo 50 godina nakon formiranja Vele fontane nastala je akumulacija Ponikve 

izgradnjom brane na području nekadašnjega plitkog povremenog jezera. Oborinska voda iz 

slivnog područja opskrbljuje akumulaciju Ponikve. 

Crpna stanica Ponikve smještena je u blizini vodozahvata Vela Fontana, a predstavlja 

glavnu stanica za vodoopskrbu najvećeg dijela otoka Krka. Stanica se sastoji od strojarnice, 
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vodospreme volumena 4.000 m3, prostorije za elektroopremu, upravljanje i daljinski nadzor te 

uređaja za dezinfekciju vode UV zračenjem i klor dioksidom. Uz crpnu stanicu nalazi se 

filtarsko postrojenje sa četiri višeslojna tlačna filtra [48]. 

1.8. Biokemijske i kemijske karakteristike voda ključne za preživljavanje Francisella 

 

Smatra se da su biokemijske značajke vode, kao i određeni okolišni čimbenici bitni za 

preživljavanje Francisella u određenim vodenim okuženjima. Također, za opstanak i 

razmnožavanje Francisella važna je njihova sposobnost adaptacije na ograničavajuću 

prehrambene faktore. Pa tako, obilje hranjivih tvari pridonosi preživljavanju F. tularensis 

subsp. holartica u jezerskim vodama [49].  Osim toga, F. tularensis subsp. holartica  ulazi u 

tzv. VBNC stanje (engl. viable but non-culturable state) nakon kokulture s protozoama. 

VBNC stanje definirano je kao strategija preživljavanja, gdje bakterije ne mogu rasti i dijeti se 

na uobičajenim kulturama, ali su žive i sposobne obnoviti metaboličku aktivnost. Međutim, 

pokazalo se da unatoč prisutnosti hranjivih tvari bakterija vremenom gubi svoju virulenciju 

[49].  

F. tularensis rabi različite hranjive tvari od svog domaćina. Tu spadaju prijelazni 

metali, poput cinka, mangana i željeza, i upravo su se oni pokazali ključnim za opstanak i 

dijeljenje F. tularensis, ali i ostalih patogena. Prijelazni metali sudjeluju u strukturnoj 

izgradnji enzima, skladišnih proteina te čimbenika transkripcije [50, 51]. Bakterije koriste 

metalne ione u metaboličkim procesima te su neophodni za njihovu virulentnost. Prethodnim 

istraživanjima dokazano je da F. tularensis subsp. tularensis dulje preživljava u bočatoj vodi 

za razliku od slane vode. Porastom slanoće vode povećava se pokretljivost te ukupna 

koncentracija metala (kadmija, bakra i nikla) u vodi. Prisutnost visokohranjivih tvari, kao što 

su sumporni spojevi, te protozoa doprinosi opstanku F. tularensis subsp. holartica u 

jezerskim vodama [49]. 

Poznato je da se u Skandinavskim zemljama tularemija pretežno prenosi ubodom 

komaraca, dok su u Turskoj, Bugarskoj, Kosovu i Makedoniji slučajevi zaraze povezani s 

kontaminiranom pitkom vodom. Zbog toga je bitno razumjeti mehanizme dugotrajnog 

opstanka Francisella u njihovom prirodnom okruženju. Slučajevi obolijevanja u ljudskoj 

populaciji povezani su s životom blizu obale, obuhvaćajući prirodne izvorske vode, bočate i 

morske vode. Unatoč potvrđenim slučajevima zaraze ovom bakterijom nisu utvrđeni točni 
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mehanizmi njenog  dugotrajnog preživljavanja uglavnom zbog ograničenog znanja o 

preživljavanju Francisella u njihovom prirodnom okruženju. 

Na preživljavanje Francisella utječe temperatura vode, iako prijelazni metali imaju 

ključnu ulogu u bakterijskoj patogenezi [52]. Prijelazni metali sudjeluju u širokom rasponu 

neophodnih bioloških procesa. Ukoliko bakterija posjeduje određene defekte u sposobnosti 

iskorištavanja metalnih iona u svom metabolizmu može doći do slabljena virulentnosti [53]. S 

druge strane, prevelika koncentracija metalnih iona može djelovati toksično na bakterije. 

Zbog toga je nužno da unos i raspoloživost metalnih iona bude u ravnoteži s fiziološkim 

potrebama patogena [54]. Pojedine bakterije razvile su specifične mehanizme za 

preživljavanje suviška metalnih iona u okolišu i unutar fagocitnih stanica [54]. Naime, neki 

patogeni imaju nekoliko reguliranih prijenosnika metala za npr. cink, željezo, bakar i mangan. 

To im omogućuje prilagodbu na varijabilne uvjete okoline [55 -57, 83].  

Istraživanja su pokazala da su mangan i cink neophodni za preživljavanje i 

razmnožavanje Francisella u vodenom okruženju. Povišena količina cinka djeluju toksično na 

Francisella, a visoke razine mangana nemaju negativan utjecaj na preživljavanje ove 

bakterije. Može se zaključiti da je za obavljanje fizioloških procesa Francisella potrebna 

odgovarajuća razina cinkovih iona, dok ona tolerira oscilacije u razini manganovih iona. 

Također, na opstanak Francisella u okolišu doprinosi prisutnost ameba, kao što je A. 

castellanii. 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 

 

  Primarni cilj ovog istraživanja bio je istražiti kinetiku rasta F. philomiragia i A. 

castellanii u izvorskoj vodi „Vela Fontana“ unutar vremenskog perioda od 40 dana. Praćeno 

je preživljavanje F. philomiragia pri različitim razrjeđenjima, 1 x 106 CFU/ml te 1 x 107 

CFU/ml, kada je sama u izvorskoj vodi i kada se nalazi u kokulturi s A. castellanii. Također, 

praćen je rast A. castellanii kada je sama u izvorskoj vodi i u kokulturi s bakterijom.  
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3. MATERIJALI I METODE 

 

3.1. Kulture bakterija i ameba 

 

Za potrebe ovog istraživanja korišten je bakterijski soj F. philomiragia ATCC25015 te 

ameba A. castellanii ATC30234. F. philomiragia pribavljena je od prof. H. C. Winther-

Larsen sa Sveučilišta Oslo u Norveškoj. 

 

3.2. Hranjive podloge 

 

F. philomiragia je uzgojena na čokoladnom agaru obogaćenom IsoVitaleX-om 

(BBLTM IsoVitaleXTM Enrichment) na 37 °C uz prisustvo 5% CO2 tijekom 24 sata.   

Čokoladni agar je obogaćena, neselektivna podloga u kojoj crvene krvne stanice 

liziraju. Kao rezultat toga, medij poprima čokoladno - smeđu boju po čemu je agar i dobio 

ime. Lizom crvenih krvnih stanica dolazi do ispuštanja unutarstaničnih hranjivih tvari kao što 

su hemin (faktor X), hemoglobin te koenzim (NAD ili faktor V), a njih koriste bakterije [58 - 

60].  

Pripremljene su dvije otopine. U prvoj se koriste GC agar (DifcoTM GC Medium Base) 

i destilirana voda, a za drugu otopinu sušeni goveđi hemoglobin (BBLTM goveđi hemoglobin). 

Dobivene otopine odvojeno su autoklavirane  na 121 °C tijekom 15 minuta, a potom su 

ohlađene na 50 °C. Druga otopina je aseptično dodana u prvu te je sve skupa promiješano s 

IsoVitaleX-om. Dobivena otopina je ravnomjerno inokulirana na ploče. Goveđi ekstrakt služi 

kao izvor hranjivih tvari, IsoVitaleX opskrbljuje faktorima rasta (faktor V) te vitaminima, a 

hemoglobin daje faktor X. 
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Slika 4. Kolonije F. philomiragia na čokoladnom agaru. Izvor: Sara Marohnić 

 

Ameba A. castellanii je kultivirana u mediju od ekstrakta peptona, kvasca te glukoze 

(PYG = ATCC medij) u flasku za stanične kulture od 75 cm2 (Falcon, Corning Life Sciences, 

Durham, Sjedinjene Američke Države). Ekstarkt peptona, kvasca i glukoze je pripremljen 

miješanjem 0,1% ekstrakta kvasca, 2 % proteaze peptona, 2 M glukoze, 0,05 M kalcijevog 

klorida, 0,44 M magnezijevog sulfata heptahidrata (MgSO4 x 7 H2O), 0,25 M natrijevog 

hidrofosfata heptahidrata (Na2HPO4 x 7 H2O), 0,25 M monokalijevog fosfata (KH2PO4) te 

0,005 M Fe(NH4)2(SO4)2 x 6 H2O. ATCC 30234 medij s dodanom glukozom se koristi za 

uzgoj ameba, dok se medij bez glukoze koristi za eksperimentalna istraživanja. 

 

3.3. Inokulacija A. castellanii 

 

A. castellanii je uzgajana u bočicama za stanične kulture od 75 cm2, u ATCC mediju 

30234 s dodanom glukozom na 27 °C. Nakon uzgoja je uklonjen medij iz bočicama za 

stanične kulture te je dodan ATCC 30234 medij bez glukoze. Zatim su adherirane amebe s 

bočicama za staničnu kulturu sastrugane u suspenziju. Amebe u suspenziji premještene su u 

epruvetu od 50 ml, promiješane te prebrojane pomoću Neubauerove komore pod invertnim 

mikrosopom.  Potom su amebe centrifugirane 10 min na 1000 rpm (engl. revolutions per 



18 
 

minute ili sec-1), a supernatant je izliven. Amebe u talogu su resuspendirane u 3,27 ml sterilne 

vode kako bi se postigao željeni broj od 1 x 107 ameba u 1 ml. 

 

3.4. Inokulacija F. philomiragia 
 

Za pripremu bakterijske suspenzije željene koncentracije potrebno je odrediti 

turbiditet, odnosno optičku gustoću (OD). Prema iskustvu višegodišnje laboratorijske prakse 

utvrđeno je da optička gustoća 1 označava koncentraciju bakterija od 1 x 109 CFU/ml. 

Bakterije su izdvojene iz čokoladnog agara pomoću sterilne eze. Zatim je pripremljena 

suspenzija u fiziološkoj otopini koja je homogenizirana mješalicom. Optička gustoća (OD) 

uzoraka izmjerena je spektrofotometrom pri valnoj duljini 580 nm. Sterilna destilirana voda je 

korištena kao kontrola, odnosno kao slijepa proba. Očitane su apsorbancije slijepe probe i 

pripremljene otopine. Računski je određena željena koncentracija bakterijske suspenzije, 1 x 

106 CFU/ml i 1 x 107 CFU/ml, koju je bilo potrebno pripremiti. 

 

3.5. Priprema uzoraka izvorske vode 

 

Iz vodozahvata Vela Fontana na Krku prikupljena je izvorska voda (pH 7,5) koje je 

autoklavirana na 121 °C tijekom 15 minuta. U 1 l izvorske vode u šest staklenih boca 

kultivirane su F. philomiragia te A. castellanii na sobnoj temperaturi uz nepotpuno zatvoren 

poklopac. U uzorke izvorske vode dodane su koncentracije suspenzija redom: 1 x 106 CFU/ml 

A. castellanii, 1 x 107 CFU/ml A. castellanii, 1 x 106 CFU/ml F. philomiragia, 1 x 107 

CFU/ml F. philomiragia, 1 x 106 CFU/ml F. philomiragia u kokulturi s 1 x 107 CFU/ml A. 

castellanii, 1 x 107 CFU/ml F. philomiragia u kokulturi s 1 x 106 CFU/ml A. castellanii.  

 

Tablica 2. Prikaz dodanih koncentracija suspenzija u uzorke izvorske vode „Vela 

Fontana.“ 

A. castellanii 
106 CFU/ml 

 

A. castellanii 
107 CFU/ml 

 

F. 
philomiragia 
106 CFU/ml 

 

F. 
philomiragia 
107 CFU/ml 

 

A. castellanii 
106 CFU/ml 

+  
F. philomiragia 

107 CFU/ml 

A. castellanii 
107 CFU/ml 

+ F. 
philomiragia 
106 CFU/ml 
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3.6. Kinetika rasta F. philomiragia i A. castellanii 

 

Kinetika rasta F. philomiragia  i A. castellanii praćena je svakih pet dana tijekom 40 

dana. Prije svakog uzorkovanja, otopine su homogenizirane jer je većina ameba bila  

adherirana za stjenke boce. Potom je 1 ml uzorka vode premješteno na ploču s 24 jažice te 

inkubirano na 27 °C tijekom 24 sata. Zatim je broj ameba određen korištenjem svjetlosnog 

mikroskopa.  

Broj bakterija utvrđen je nasađivanjem desetorostrukih razrjeđenja na čokoladni agar. Za 

pripremu deseterostrukih razrjeđenja 200 µl svakog uzorka preneseno je u prvi red jažica 

mikrotitarske pločice koja se sastoji od ukupno 96 jažica. Ostale jažice nadopunile su se s 180 

µL sterilne destilirane vode. Potom je prenijeto 20 µl suspenzije uzoraka krenuvši od prve 

jažice. Dobivena deseterostruka razrjeđenja nasađena su na čokoladni agar i inkubirana na 37 

°C tijekom 24 sata. Sljedeći dan izbrojane su narasle kolonije F. philomiragia. Analizirana je 

morfologija F. philomiragia, uključujući njen oblik, boju, veličinu i gustoću.  

 

Slika 5. Porasle kolonije F. philomiragia nakon pripreme deseterostrukih razrjeđenja i 

inkubacije na 37 °C tijekom 24 sata. Izvor: Sara Marohnić 
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3.7. Statistička obrada podataka 

 

Rezultati su prikazani kao logaritamske vrijednosti s bazom 10 (log10 CFU/ml), a 

dobiveni su u programu Microsoft ® Office Excel. Izračunate su aritmetičke sredine i 

standardna devijacija. Dobivene vrijednosti opisane su grafički. Pomoću programa GraphPad 

Prizm, 5.0 software provedena je statistička obrada podataka koristeći parametrijski 

Studentov t - test. To je test koji omogućuje računanje statističke značajnosti između dvije 

srednje vrijednosti. 
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4. REZULTATI 
 

U razdoblju od 40. dana praćena je kinetika rasta F. philomiragia i A. castellanii u 1 l 

izvorske vode „Vela Fontana“ pri sobnoj temperaturi i slabom dotoku zraka. U 1 l izvorske 

vode, bakterija i ameba su kultivirane u koncentracijama 1 x 106 CFU/ml te 1 x 107 CFU/ml. 

Analizirano je koliko dugo F. philomiragia preživljava sama, a koliko dugo uz prisustvo 

amebe. Također je ispitivan rast A. castellanii u izvorskoj vodi te kako se ona ponaša u 

kokulturi s F. philomiragia. Nakon nasađivanja na hranjivu podlogu i inkubacije, izbrojan je 

broj poraslih kolonija F. philomiragia. Narasle kolonije jesu sjajno sive boje, pravilnog 

oblika. Broj ameba izbrojan je pomoću svjetlosnog mikroskopa. U prvih 20. dana ameba živi 

u obliku trofozoita, odnosno aktivnog parazita, dok su nakon 20. dana nađene samo ciste, 

neaktivni oblici amebe.  

Na početku pokusa, odnosno 0. dan broj F. philomiragia bila je 2,75 x 106 CFU/ml, 5. 

dan se već dvostruko smanjila na 1,3 x 106 CFU/ml. Dvadesetpetog dana broj bakterije 

iznosio je  4 x 105 CFU/ml te je to ujedno i zadnji dan rasta F. philomiragia, dodane u 

razrjeđenju od 1 x 106 CFU/ml, u izvorsku vodu „Vela Fontana.“ Nasuprot tome, količina 

bakterija dodana u istom broju u kokulturi s amebom, nultog dana iznosila je 5,8 x 106 

CFU/ml, 5. i 10. dana 2 x 106 CFU/ml, a 20. dana 1 x 106 CFU/ml, nakon čega više nije 

zabilježen rast F. philomiragia na čokoladnom agaru. 

Broj F. philomiragia u izvorskoj vodi, u drugoj boci, na početku pokusa iznosio je 2 x 

107 CFU/ml, a 5. dana 1,3 x 107 CFU/ml. Desetog dana nije uočen rast F. philomiragia. 

Primijećeno je da bakterija dulje preživljava u vodi kada se nalazi u kokulturi s amebom. U 

tom slučaju preživljava 15. dana i tada je izbrojan količina od 1 x 105 CFU/ml. 

Ameba (1 x 106 CFU/ml) sama i u kokulturi s bakterijom u izvorskoj vodi „Vela 

Fontana“ jednako dugo preživljava, točnije, 20. dana. Nultog dana, izbrojano je 5,6 x 105 

CFU/ml  amebe A. castellanii u obliku trofozoita, 5. dan količina je dvostruko opala, a 15. dan 

je iznosila 1,2 x 105 CFU/ml. 20. dan uočeno je 8,8 x 104 CFU/ml  ameba u cističnom obliku. 

U drugom slučaju, amebe i bakterije zajedno, zabilježeno je 6,72 x 105 CFU/ml  trofozoita 

nultog dana, 5. je dan količina ostala nepromijenjena, dok je 15. dana iznosila 6 x 104 

CFU/ml. 20. dan primijećeno je 1,6 x 104 CFU/ml cističnih oblika. 
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Slika 6. Mikroskopski prikaz A. castellanii pri razrjeđenju 1 x 106 CFU/ml u izvorskoj 

vodi „Vela Fontana“ nakon 0. dana (a), 5. dana (b) i 20. dana (c) pokusa. Izvor: Sara 

Marohnić 

 

A. castellanii dodana u broju 1 x 107 CFU/ml u izvorsku vodu preživljava cjelokupno 

vrijeme trajanja pokusa, odnosno 40 dana. Nulti dan evidentiran je broj od 5,52 x 106 CFU/ml 

trofozoita, 5. dan se vrijednost povećala na 6,4 x 106 CFU/ml, a 20. dan se broj smanjio na 2 x 

106 CFU/ml ameba u cističnom obliku. Zadnjeg dana odvijanja pokusa, primijećeno je 2,4 x 

104 CFU/ml cista. A. castellanii, također, egzistira zajedno s F. philomiragia 40. dana i tada je 

zabilježen veći broj cista nego kada je ameba sama, 5,6 x 104 CFU/ml. Nultog dana 

zabilježeno je 4,68 x 106 CFU/ml trofozoita, 5. dana 5,87 x 106 CFU/ml, dok je 20. dana 

uočeno 1,28 x 106 CFU/ml cista. 

a) 

b) c) 
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Slika 7. Mikroskopski prikaz A. castellanii pri razrjeđenju 1 x 107 CFU/ml u izvorskoj 

vodi „Vela Fontana“ nakon 0. dana (a), 5. dana (b), 20. dana (c) i 40. dana (d) pokusa. 

Izvor: Sara Marohnić 

 

 

Slika 8. Mikroskopski prikaz A. castellanii pri razrjeđenju od 1 x 106 CFU/ml u 

kokulturi s F. philomiragia  u izvorskoj vodi „Vela Fontana“ nakon 0. dana (a) te  5. 

dana (b) pokusa. Izvor: Sara Marohnić 

a) b) 

c) d) 

a) b) 
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Slika 9. Mikroskopski prikaz A. castellanii pri razrjeđenju od 1 x 107 CFU/ml u 

kokulturi s F. philomiragia  u izvorskoj vodi „Vela Fontana“ nakon 0. dana (a), 5. dana 

(b), 20. dana (c) i 40. dana (d) pokusa. Izvor: Sara Marohnić 

 

4.1. Kinetika rasta F. philomiragia pri razrjeđenju od 1 x 106 CFU/ml i A. castellanii  

 

 

0

2

4

6

8

0 5 10 15 20 25

lo
g 

10
CF

U
/m

l

vrijeme (dani)

F.philomiragia 106 F.philomiragia 106 + A. castellanii

a) b) 

c) d) 



25 
 

Slika 10. Kinetika rasta F. philomiragia pri razrjeđenju od 1 x 106 CFU/ml i A. 

castellanii u izvorskoj vodi "Vela fontana" tijekom 40 dana. Bakterija je nasađena na 

čokoladni agar i inkubirana na 37 ℃, dok se preživljavanje amebe pratilo uz pomoć 

svjetlosnog mikroskopa. Pokus je ponovljen u triplikatu tri puta te je određena standarna 

devijacija. 

 

Iz slike 10. je vidljivo da F. philomiragia pri razrjeđenju od 1 x 106 CFU/ml bolje 

raste sama nego u kokulturi s A. castellanii u izvorskoj vodi "Vela Fontana." Veći broj 

bakterija zabilježen je kada one rastu u kokulturi s amebom jer koriste iz nje hranjive tvari. 

Također, uočeno je da se broj bakterije same i bakterije u kokulturi s amebom smanjio 25. dan 

u usporedbi s 0. danom. Rezultati se u ovom periodu statistički značajno razlikuju s obzirom 

na početni dan (p ˂ 0,0001). Nakon 20. dana F. philomiragia u kokulturi s amebom ne 

preživljava u vodi, dok nakon 25. dana nije zabilježen rast F. philomiragia pri razrjeđenju od 

1 x 106 CFU/ml. 

 

4.2. Kinetika rasta F. philomiragia pri razrjeđenju od 1 x 107 CFU/ml i A. castellanii 

 

 

Slika 11. Kinetika rasta F. philomiragia pri razrjeđenju od 1 x 107 CFU/ml i A. 

castellanii u izvorskoj vodi "Vela fontana" tijekom 40 dana. Bakterija je nasađena na 

čokoladni agar i inkubirana na 37 ℃, dok se preživljavanje amebe pratilo uz pomoć 
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svjetlosnog mikroskopa. Pokus je ponovljen u triplikatu tri puta te je određena standarna 

devijacija.  

 

F. philomiragia pri razrjeđenju od 1 x 107 CFU/ml u izvorskoj vodi (1 l) "Vela 

Fontana" preživljava samo pet dana, dok u kokulturi s amebom preživljava i do čak 15 dana 

(slika 11.). Broj F. philomiragia same je prosječno jednak na početku inokulacije i 5. dana te 

njezina vrijednost iznosi 6,71 x 107 CFU/ml. Iz slike je vidljiv značajan pad broja bakterije 

kada ona raste u kokulturi s amebom 0. dana u odnosu na 15. dan. Rezultati se statistički 

značajno razlikuju 10. i 15. dan u odnosu na nulti dan (p ˂ 0,0001). 

 

4.3. Kinetika rasta A. castellanii pri razrjeđenju od 1 x 106 CFU/ml i F. philomiragia 

 

 

Slika 12. Kinetika rasta A. castellanii pri razrjeđenju od 1 x 106 CFU/ml i F.philomiragia 

u izvorskoj vodi "Vela fontana" tijekom 40 dana. Bakterija je nasađena na čokoladni agar i 

inkubirana na 37 ℃, dok se preživljavanje amebe pratilo uz pomoć svjetlosnog mikroskopa. 

Pokus je ponovljen u triplikatu tri puta te je određena standarna devijacija. 

 

Iz slika 12. i 13. može se uočiti da A.castellanii jednako dobro preživljava i sama i u 

kokulturi s F.philomiragia u izvorskoj vodi "Vela Fontana." Slika 3. prikazuje da ameba sama 

i u kokulturi s bakterijom preživljava do 20 dana. Početnog i petog dana inokulacije broj 
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amebe u kokulturi s bakterijom je približno jednak i prosječno iznosi 5,61 x 106 CFU/ml, a 

potom značajno opada. Broj amebe same se s vremenom smanjuje. 

4.4. Kinetika rasta A. castellanii pri razrjeđenju od 1 x 107 CFU/ml i F. philomiragia 
 

 

Slika 13. Kinetika rasta A. castellanii pri razrjeđenju od 1 x 107 CFU/ml i F. 

philomiragia u izvorskoj vodi "Vela fontana" tijekom 40 dana. Bakterija je nasađena na 

čokoladni agar i inkubirana na 37  ℃, dok se preživljavanje amebe pratilo uz pomoć 

svjetlosnog mikroskopa. Pokus je ponovljen u triplikatu tri puta te je određena standarna 

devijacija. 

 

Slika 13. označava da ameba sama i u kokulturi s bakterijom preživljava 40. dana u 

izvorskoj vodi „Vela Fontana,“  a njihov broj se periodično smanjuje. 30. i 35. dana se broj 

bakterija statistički značajno razlikuje s obzirom na početni (p ˂ 0,0001). 
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5. RASPRAVA 

 

Rezultati provedenog istraživanja pokazuju da F. philomiragia dulje preživljava u 

kokulturi s amebom A. castellanii u izvorskoj vodi „Vela Fontana.“ F. philomiragia dodana 

pri razrjeđenju od 107 CFU/ml u kokulturi s amebom opstaje 10 dana dulje nego kada je sama 

u izvorskoj vodi. Broj bakterija periodično se smanjuje s vremenom što znači da se one nisu 

umnožavale. Može se zaključiti da amebe podupiru preživljavanje bakterija. Moguća su dva 

mehanizma koja objašnjavaju preživljavanje bakterija u kokulturi s amebama. Prvi je izravna 

interakcija između F. philomiragia i A.castellanii. Drugi pristup opisuje da ameba proizvodi 

hranjive tvari koje bakterija koristi za njen opstanak. Nakon što bakterije procesom fagocitoze 

uđu u amebu, migriraju u citosol koji osigurava hranjive tvari za napredovanje bakterija i 

zaštićen je od imunološkog sustava domaćina. Također, moguće je da bakterije razgrađuju 

toksične supstance koje izlučuje ameba i na taj način preživljavaju [61]. 

Zabilježeno je da A. castellanii jednako dugo preživljava kada je sama te kada se 

nalazi u kokulturi s F. philomiragia u izvorskoj vodi „Vela Fontana.“ Odnosno, uočeno je da 

amebe preživljavaju cjelokupno vrijeme trajanja eksperimenta. Veći broj cističnih oblika A. 

castellanii primijećen je kada se amebe nalaze same u izvorskoj vodi, tj. bez prisutnosti F. 

philomiragia. Amebe prelaze u stadij ciste s dvostrukim stjenkama kada se nalaze u životnoj 

opasnosti ili u nepovoljnim životnim uvjetima. Također, zbog njihovog brzog rasta i 

encisticije za izgladnjivanje amebe su dobri domaćini za preživljavanje bakterija [43]. 

Postoje više hipoteza o interakcijama između Francisella spp. i ameba. U nekim 

istraživanjima F. philomiragia, F. noatunensis, F. novicida i F. tularensis subsp. tularensis 

multipliciraju se unutar ili zajedno s amebama, kao što su A. castellanii, D. discoideum i V. 

vermiformis. Kontradiktorno tome, druge studije nisu opazile razmnožavanje kliničkih sojeva 

F. tularensis subsp. tularensis i F. novicida u kokulturi s amebama [62 - 67]. Drugačiji 

rezultati u pojedinim istraživanjima moguća su posljedica korištenja različitih 

eksperimentalnih protokola, osobito u pogledu medija za kulturu ameba. Istraživanja u kojim 

je korišten hranjivi medij (npr. PYG medij) zabilježeno je umnožavanje sojeva Francisella 

spp. u kokulturi s amebama tijekom 12 ili 20 dana. U tim slučajevima može biti teško 

identificirati bakterijski rast unutar ili u prisutnosti ameba, a porast naraslih kolonija potrebno 

je pažljivo proučiti [64, 65]. 
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U provedenom istraživanju dokazano je da se F. philomiragia ne razmnožava unutar 

ameba, ali može opstati u okolišu koji sadrži amebe. To se može objasniti endosimbiotskim 

odnosom između F. philomiragia i A. castellanii, a takav odnos se javlja u vodenom okružju 

u kojem su amebe rasprostranjene [68]. Pretpostavlja se da F. philomiragia i F. novicida 

imaju primarni vodeni rezervoar te posljedično izazivaju pojedinačne infekcije u ljudi i 

životinja.  Iako različiti sojevi Francisella spp. mogu opstati i razmnožavati se u zajedničkom 

okolišu s amebama, ne treba isključiti mogućnost i drugih potencijalnih mehanizama 

preživljavanja ovih bakterija, kao što su biofilmovi i ličinke komaraca [69]. 

Verhoeven i suradnici dokazali su da F. philomiragia  in vitro stvara biofilme pri 

temperaturi od 25 do 37 °C. F. philomiragia je sposobna preživjeti, rasti i stvarati mješoviti 

biofilm u kokulturi s amebom A. castallanii. U mješovitom biofilmu A. castellanii se nalazi 

na njegovoj periferiji. U istraživanju je F. philomiragia ATCC 25015 inokulirana u PYG 

medij koji je uvjetovan A. castellanii, odnosno u supernatantu A. castellanii iz kojeg su 

uklonjene amebe. Pokazalo se da je stvaranje biofilma F. philomiragia značajno inhibirano u 

prisutnosti supernatanta A. castellanii, iako je rast bakterija snažno pospješen. Razlog ove 

inhibicije je nepoznat. Rezultati su pokazali da F. philomiragia može zaraziti A. castellanii 

nakon samo 5 dana koinkubacije i da brže zarazi A. castellanii od srodne vrste F. novicida 

[23]. 

S obzirom da je F. philomiragia široko rasprostranjena u okolišu, osobito u vodenom 

okruženju, kontaminacija vode ovim mikroorganizmom povezana je s naknadnim infekcijama 

kod ljudi. Ozbiljan problem mogu predstavljati onečišćene ruralne, bunarske, površinske vode 

te neadekvatni postupci kloriranja i dezinfekcije u vodoopskrbnim sustavima. Slučajevi zaraze 

F. philomiragia zabilježeni su kod pacijenata s kroničnom granulomatoznom bolešću i s 

mijeloproliferacijskim poremećajem. F. philomiragia izolirana je i kod žrtava utapanja u 

morskoj vodi [14] U popravnom domu zbog upotrebe kontaminiranog leda utvrđeno je 

nekoliko slučajeva bakterijemije. Zbog toga je potrebno pravovremeno identificirati 

Francisella spp. kako bi se izbjegla pogrešna identifikacija i smrt pacijenata [70 - 72]. 

Različite studije su pokazale da F. philomiragia uzrokuje tularemiju pojedinih vrsta 

riba, uključujući atlantski  i norveški bakalar, atlantski losos, prugasti bas (lat. Morone 

saxatilis) i tilapiju (lat. Orechromis spp.) [73, 74]. U oba područja zabilježen je značajan 

utjecaj na uzgoj ribe i ribarstvo. Tilapija je bila prva zaražena riba. Na Tajvanu su utvrđeni 

slučajevi tularemije prilikom uzgoja tilapije koji su rezultirali pomorom velikog broja riba. 

Bakterije koje su izolirane iz granuloma posjeduju 16s rRNA gene koji su srodni s F. 
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tularensis subsp. philomiragia, F. tularensis subsp. tularensis te F. tularensis subsp. novicida 

[10, 75, 76]. U Japanu 2005. godine je riba Paraprisipoma trilineatum zaražena F. tularensis, 

a otkrilo se da uzrokuje granulom kod prethodno zdravih riba. Također je dokazano da ptice 

zaražene F. tularensis mogu lako širiti bolest iz jednog područja u drugo [23]. 

Iz vodenog okruženja izolirane su i slobodno živuće amebe, kao što je Acanthamoeba 

spp. One su prisutne u morskim i slatkim vodama, uzorcima klorirane vode iz bazena, 

vodovodnoj vodi, kanalizaciji, bazenima, unutar uređaja za pročišćavanje vode i čak u 

antarktičkim vodama [77 - 79]. Neke publikacije navode da prisutnost ličinki komaraca ima 

značajan utjecaj na populacije praživotinja (amebe, trepetljikaši, kolnjaci). S obzirom da 

ličinke komaraca i amebe preživljavaju i nastanjuju vodeni okoliš moguće su interakcije 

između ameba i Francisella spp. posredovane komarcima u tim ekološkim nišama [80, 81]. 

Interakcija između Francisella spp. i Acanthamoeba spp. ukazuje da su amebe važni okolišni 

rezervoar za vrstu Francisella, ali one također potiču rast i preživljavanje drugih ljudskih 

patogena na bazi vode, poput Mycobacterium spp. i Legionella pneumophila [77, 82]. 

S obzirom da F. philomiragia ostavlja ozbiljne ekonomske posljedice na ribarstvo 

taksonomija sojeva F. philomiragia koji zarazuje ribe se kontinuirano proučava. Zbog toga je 

za prevenciju ovog patogena bitno razumjeti na koji način ova bakterija preživljava u 

vodenim sustavima, kakva je interakcija sa slobodno živućom amebom Acanthamoeba i kako 

formira biofilmove. Također, ova saznanja mogu pridonijeti boljem shvaćanju epidemiologije 

i mikrobiološke ekologije cijelog roda Francisella. 
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6. ZAKLJUČAK 
 

Na temelju provedenog istraživanja o utjecaju ameba na preživljavanje bakterije F. 

philomiragia mogu se izvesti sljedeći zaključci: 

• F. philomiragia dulje preživljava u kokulturi s amebom A. castellanii u izvorskoj vodi 

„Vela Fontana.“ 

• Interakcija između F. philomiragia i A. castellanii ukazuju da su amebe važni okolišni 

rezervoar za preživljavanje bakterija, ali one mogu biti prenositelji tularemije i drugih 

infektivnih bolesti putem izvorskih i površinskih voda. 

• A. castellanii se smatra dobrim modelom za proučavanje razmnožavanja bakterija 

zbog njenog brzog rasta (8 sati na temperaturi od 30 °C). 

• F. philomiragia se ne razmnožava unutar ameba, ali može opstati u okolišu koji sadrži 

amebe zbog mogućeg endosimbiotskog odnosa. 

• F. philomiragia ima malu virulenciju za ljude, ali može izazvati povremene infekcije 

kod pacijenata s ugroženom funkcijom neutrofila. 

• Zaraza riba F. philomiragia može ostaviti ozbiljne ekonomske posljedice na ribarstvo. 

• Za njenu prevenciju je bitno razumjeti kako preživljava, raste i razmnožava se u 

vodenim ekosustavima, a ova saznanja mogu pridonijeti boljem shvaćanju 

epidemiologije i mikrobiološke ekologije cijelog roda Francisella.  
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