PROCJENA UCINKOVITOSTI DEZINFICIJENSA NA RAST
FRANCISELLA NOVICIDA NAKON UZGOJA U
ACANTHAMOEBA CASTELLANII

Spoljarié¢, Nikolina

Master's thesis / Diplomski rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Rijeka, Faculty of Medicine / Sveuciliste u Rijeci, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:184:084268

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-12

(MED

Medicinski fakultet i Repository / Repozitorij:

Repository of the University of Rijeka, Faculty of
Medicine - FMRI Repository

™ UAT s aopar

Zi r. n 5 k. h r DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:184:084268
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repository.medri.uniri.hr
https://repository.medri.uniri.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/medri:2714
https://www.unirepository.svkri.uniri.hr/islandora/object/medri:2714
https://dabar.srce.hr/islandora/object/medri:2714

SVEUCILISTE U RIJECI
MEDICINSKI FAKULTET
DIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ

SANITARNOG INZENJERSTVA

Nikolina Spoljari¢

PROCJENA UCINKOVITOSTI DEZINFICIJENSA NA RAST
FRANCISELLA NOVICIDA NAKON UZGOJA U ACANTHAMOEBA
CASTELLANII

Diplomski rad

Rijeka, 2018.



SVEUCILISTE U RIJECI
MEDICINSKI FAKULTET
DIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ

SANITARNOG INZENJERSTVA

Nikolina Spoljari¢

PROCJENA UCINKOVITOSTI DEZINFICIJENSA NA RAST
FRANCISELLA NOVICIDA NAKON UZGOJA U ACANTHAMOEBA
CASTELLANII

Diplomski rad

Rijeka, 2018.



Mentorica rada: Prof. dr. sc. Marina Santié, dipl. sanit. ing.

Rad je u potpunosti izraden na Zavodu za mikrobiologiju i1 parazitologiju Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Rijeci.

Diplomski rad obranjen je dana 27.09.2018., u 8.30 sati, na Medicinskom fakultetu
Sveucilista u Rijeci, pred Povjerenstvom u sastavu:

1. Doc. dr. sc. Nada Staréevi¢ Cizmarevi¢, dipl. sanit. ing.
2. Prof. dr. sc. Sasa Ostoji¢, dr. med.

3. Prof. dr. sc. Marina Santié, dipl. sanit. ing.

Rad ima 67 stranica, 15 slikai 152 literaturna navoda.



ZAHVALA

Ovaj diplomski rad posvecujem svojoj Obitelji, ponajvise voljenim roditeljima, koji su me
poducili pravim vrijednostima Zivota, postivanju, ljubaznosti i povjerenju prema drugima, pa
i onda kada nam ne bude isto uzvraceno. Hvala Tata, hvala Mama, na radosti i ponosu
kojima ste pratili sve moje lijepe trenutke i, jos vece Hvala za utjehu i podizanje kada bi
naletjeli mracni dani.

Mojim najdrazim i najblizim prijateljima, svim onim dragim ljudima koji su me na ovom
petogodisnjem putu bodrili, veselili se i plakali, pa opet veselili, . . hvala dragom Bogu, puno
vas je i ne znam s ¢ime sam zasluZila Vasu naklonost . . . moja druga obitelji!

Medu tim dragim ljudima je i moja mentorica, Prof. dr. sc. Marina Santi¢. Draga mentorice,
imala sam Vas tu cast poznavati i uciti od Vas. O francizelama, o Zivotu,.. mnoge sam greske
zaredala svojom nevinom zaigrano$cu, neiskustvom i naivnoscéu no, Vi ste uvijek bili tu za
mene da na iste ukaZete, savjetujete,.. Hvala od srca na svoj podrsci u lijepim i teSkim
trenucima, razumijevanju, zauzimanju i vjeri koju ste u mene imali i prije negoli bih sama
vjerovala da sam sposobna uciniti. Hvala!

Od svih ostalih nastavnika u ovih pet godina kojima dugujem zahvalu, jedan je koji mi to
zapravo i nije bio, ali je bio UCcitelj i inspiracija. Da je u Zivotu zaista moguce ostvariti sve
svoje snove i ne birati izmedu onoga Sto manje ili vise volis, nego raditi bas sve Sto te

ispunjava i veseli . . . da je u redu biti Mali Princ i kada si Velik . . . rijeC je o jednom
profesoru, prodekanu, znanstveniku, DJ-u, poeti, slikaru, motivacijskom predavacu, . . Prof.
dr. sc. Sasi Ostojicu . . . Hvala Vam Sto ste me naucili onome cega nema u knjigama, Sto ste

znali saslusati i usmijeriti.

Brace Branchetta 20, u meni ce ostaviti neizbrisiv trag, ponajvise zbog ljudi, od 'malih’ do
velikih' i predivnih uspomena . . . one manje lijepe cemo zaboraviti.

Vasa Nikolina

“Remember to look up at the stars and not down at your feet. Try to make sense of what you
see and wonder about what makes the Universe exist. Be curious. And however difficult Life
may seem, there is always something You can do and succeed at.
It matters that you don't just give up.”

- Stephen Hawking



SAZETAK

PROCJENA UCINKOVITOSTI DEZINFICIJENSA NA RAST
FRANCISELLA NOVICIDA NAKON UZGOJA U ACANTHAMOEBA
CASTELLANII

Francisella tularensis je fakultativna unutarstanicna gram-negativna bakterija 1 uzro¢nik
zooonoze - tularemije. Dosad je prepoznato pet vrsta unutar roda Francisella koje se
medusobno razlikuju prema virulentnim, genetskim i metabolickim karakteristikama. To su
redom: F. tularensis, F. philomiragia, F. hispaniensis, F. noatunesis 1 F. novicida. Bakterija
je izolirana iz viSe od 250 divljih vrsta, uklju¢ujuéi stanice protozoa. Francisella ima
sposobnost prezivjeti u razli¢itim tipovima stanica poput epitelnih stanica, neutrofila,
makrofaga i ameba. Visoku virulentnost bakteriji daje sposobnost da izbjegne detekciju i
imunoloski odgovor te se brzo razmnozi unutar i izvan stanice domacina. Acanthamoeba
castellanii rezervoar je bakterije u okoliSu. Francisella se u amebi razmnozi izbjegavanjem
mehanizma autofagije. Bakterija je postala javnozdravstveni problem otkako je klasificirana
kao smrtonosno biolo§ko oruzje koje se moze prenijeti aecrosolom. Stoga je vrlo vazno utvrditi
baktericidnu/bakteriostatsku ucinkovitost dezinfekcijskih sredstava kada se koriste za
inaktivaciju ovog uzro¢nika bolesti. U istrazivanju je koristena avirulentna F. novicida kao
modelni organizam te tri dezinficijensa razliCitih koncentracija i kemijskih komponenti.
Prijasnji rezultati, provedeni na ¢istoj bakterijskoj kulturi, pokazali su kako 5%-tni Asepsol
eko ima baktericidni u¢inak na F. novicida, dok 0,2%-tni Bigvasan i 1%-tni Descocid djeluju
bakteriostatski. U ovome istrazivanju, dodatno smo ispitali ucinkovitost triju dezinficijensa
(0,2%-tni, 0,5%-tni 1 1,0%-tni Bigvasan; 0,2%-tni, 0,5%-tni 1 1%-tni Descocid; 1%-tni, 2%-
tni 1 5%-tni Asepsol eko) na dekontaminaciju F. novicida nakon uzgoja bakterija u A.
castellanii tijekom 48 sati. Rezultati su pokazali da Asepsol (1%-tni, 2%-tni 1 5%-tni) 1 1%-tni
Descocid potpuno inhibiraju bakterijski porast, bez obzira na vrijeme izlaganja (10 sekundi, 1
minuta, 5, 10 1 15 minuta). U¢inkovitost Bigvasana 1 Descocida ovisila je o koncentraciji i
vremenu izloZenosti Francisella uzgojenim u amebama. Iznenadujuce, u usporedbi s ranijim
rezultatima, F. novicida uzgojena u amebi je osjetljivija na dekontaminaciju 1%-tnim
Descocidom i 0,2%-tnim Bigvasanom. Zaklju¢ujemo kako medu ispitanim dezinficijensima
Asepsol eko, ¢ije su aktivne supstance kvaterne amonijeve soli, ¢ak kod cetri puta nize
koncentracije od proizvodaceve preporuke pokazuje najbolju baktericidnu aktivnost protiv F.
novicida uzgojene u amebi, dok se PHMB iz Bigvasana pokazao slabijim u nizim
koncentracijama.

Kljuéne rije€i: Francisella novicida, Acanthamoeba, dezinficijensi, PHMB, QAC, kinetika
rasta.



SUMMARY

THE EVALUATION OF EFFECTIVENESS OF DISINFECTANTS ON
THE GROWTH OF FRANCISELLA NOVICIDA AFTER CULTURING
IN ACANTHAMOEBA CASTELLANII

Francisella tularensis is a facultative intracellular Gram-negative bacterium and the causative
agent of zoonotic disease - tularemia. So far, five species have been recognized within the
Francisella genus, which differ between virulent, genetic and metabolic characteristics, as
follows: F. tularensis, F. philomiragia, F. hispaniensis, F. noatunesis and F. novicida.
Bacteria are isolated from more than 250 wild species, including protozoa cells. Francisella
has the ability to survive in various cell types such as epithelial cells, neutrophils,
macrophages and amoeba cells. The ability to avoid detection and immune response and to
rapidly multiply inside and outside of the host cell, gives bacteria a high virulence.
Acanthamoeba castellanii is a reservoir of bacteria in the environment. Francisella is
expanding in the amoeba cells by avoiding the autophagy mechanism. Bacteria have become a
public health issue since it was classified as a deadly biological weapon that can be
transmitted by aerosol. It is, therefore, very important to determine the
bactericidal/bacteriostatic efficacy of disinfectants, when used to inactivate this pathogen. The
avirulent F. novicida was used as a model organism and the three disinfectants of different
concentrations and chemical components. Previous results, implemented on pure bacterial
culture, showed that 5% Asepsol eko had a bactericidal effect on F. novicida, while 0,2%
Bigvasan and 1% Descocid acted bacteriostatic. In this study, we have further investigated the
effectiveness of three disinfectants (0,2%, 0,5% and 1,0% Bigvasan; 0,2%, 0,5% and 1%
Descocid; 1%, 2% and 5% Asepsol eko) on decontamination of F. novicida after growing of
the bacterium in A. castellanii for 48 hours. The results showed that Asepsol (1%, 2% and
5%) and 1% Descocid completely inhibit bacterial growth, regardless the exposure time (10
seconds, 1 minute, 5, 10 and 15 minutes ). The efficacy of Bigvasan and Descocid was
concentration and the time of the exposure dependent, on the Francisella-growing amoebae.
Surprisingly, compared to earlier results, F. novicida in growing amoebae are more sensitive
to decontamination by 1% of Descocid and 0,2 % of Bigvasan. We conclude that among the
tested disinfectants Asepsol eko, with quaternary ammonium salts (QAC) as active
substances, even at four times lower concentrations than the manufacturer's recommendation,
exhibits the best bactericidal activity against F. novicida growth in amoeba, while the PHMB
in Bigvasan showed weaker at lower concentrations.

Key words: Francisella novicida, Acanthamoeba, disinfectants, PHMB, QAC, growth
kinetics
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1. UVOD

1.1. Francisella spp.

Znanstvenici McCoy i Chapin, jo§ 1911. godine u okrugu Tulare u Kaliforniji —
Sjedinjene Americke Drzave, izolirali su malu gram-negativnu bakteriju iz uginulih vjeverica
s boles¢u koja je nalikovala kugi [1]. Prema podru¢ju pronalaska, bakterija je nazvana
Bacterium tularense [2]. Edward Francis, posvetivsi svoju istrazivacku karijeru izuc¢avanju
novootkrivenog organizma prepoznaje bakteriju, ne samo kao uzro¢nika bolesti u zivotinja,
ve¢ 1 kao potencijalno kobnu bolest za ¢ovjeka, koja od tada nosi naziv tularemija [3]. U Cast
velikim doprinosima za temelj danasnjih saznanja o bakteriji, ona biva preimenovana u
Francisella tularensis, prema Dr. Edwardu Francisu [4]. F. tularensis mala je, gram-

negativna, kapsulirana i nepokretna bakterija koja za svoj rast treba aerobne uvijete [5].

Fakultativni unutarstani¢ni patogen izoliran je iz vise od 250 Zivotinjskih vrsta i Siroko
rasprostranjen u okoliSu; prenosiv putem vektora i kontaktom sa zarazenim zivotinjama —
zbog ¢ega je bolest ujedno i zoonoza-tipa; prenosiv kontaminiranim aerosolom, hranom i
vodom; sposoban prezivjeti velike raspone uvjeta okoliSa/medija u kojemu se nade te
razmnoZavati rapidnom brzinom u stanicama domacina poput humanih makrofaga, epitelnih
stanica 1 neutrofila pa sve do slobodnozivuc¢ih ameba — pripadnika prazivotinja, protozoa [6-

8].

Rod Francisella pripadnikom je obitelji Francisellaceae. Unutar genoma, novija saznanja
potvrduju kako je identificirano i u rod Francisella klasificirano pet bakterijskih vrsta, a to su
slijedom: visoko virulentna F. tularensis, potom F. hispaniensis, F. noatunensis, F.

philomiragia i F. novicida [9].



1.1.1. F. tularensis vs F. novicida

Francisella tularensis je gram-negativan intracelularni patogen 1 uzrocnik bolesti
tularemije, opisane kod ljudi i Zivotinja, s izrazitom sposobnoS¢u fatalnog zavrSetka za
domacina nositelja. F. tularensis se razvrstava u tri podvrste, sude¢i prema staniStu gdje
obitava te razini virulentnosti, genetskih i metabolickih znacajki. To su redom: F. tularensis
subspecies tularensis (tip A), F. tularensis subsp. holarctica (tip B) 1 F. tularensis subsp.
mediasiatica. Podvrsta tularensis (tip A) je najvirulentnija i oko 70% slucajeva tularemije u
Sjevernoj Americi su rezultat F. tularensis tipa A, s infektivnom dozom za ¢ovjeka od samo
deset bakterija, 10 CFU (engl. colony-forming units, CFU), kada se unose inhalacijskim

putem — aerosolom, $to razvija i najtezi oblik ove bolesti s lako mogu¢im smrtnim ishodom

[11].

Soj zivog cjepiva (engl. Live Vaccine Strain, LVS) je derivat ruskog soja S15, iz tadasnjeg
Sovjetskog Saveza, dobivenog od F. tularensis subsp. holarctica (tip B). F. tularensis LVS
ujedno je 1 najbolji pokusaj ucinkovitog cjepiva no, zbog nestabilnosti i tezih nuspojava kod
cijepljenih osoba, osobito ve¢ imunokompromitiranih, nije odobren za masovna cijepljenja u
SAD-u [12]. F. tularensis LVS je relativno avirulentan soj kod ljudi i stoga se obicno koristi
kao zamjena za viSe virulentniji SchuS4 soj u proucavanju patogeneze tularemije. F.
tularensis subsp. mediasiatica, kao 1 F. novicida, rijetko su povezane s boles¢u kod ljudi te su
izolirani u Aziji, Sjevernoj Americi i1 Australiji [13]. U proSlosti je F. tularensis bila koriStena
u programima kreiranja biloSkog oruzja zbog vrlo male koncentracije bakterija koje bi se

prenosile aerosolom. Danas se smatra potencijalnim biolo§kim agentom u tu svrhu [14].

F. novicida takoder ima tipi¢ne karakteristike francizela $to se tice morfoloSkog izgleda i
unutarstani¢énog Zivota ali, suprotno virulentnijoj F. tularensis, nije bilo slu¢ajeva izolacija iz

zivotinja koji su se mogli dokazati, odnosno, ne smatra se zoonozom. StaniSte bakterije je



okoli$. Osobito je se povezuje s vodenim ekosustavima, slanom i bocatom vodom, ledom i
tlom [15-17]. Pri laboratorijskom uzgoju, F. novicida ne zahtjeva rad u BSL-3 komorama radi
avirulentnosti prema covjeku, ve¢ u BSL-2 zastitnim komorama ili manje. Na hranjivoj
podlozi poput cistein-glukoza krvnog (engl. cysteine-glucose-blood agar, CGBA) agara, kao 1
F. tularensis, zahtjeva prisutnost cisteina no, rast 1 formiranje bakterijskih kolonija na 37 °C
koje se ve¢ nakon 24 sata mogu uociti, a nakon 48-72 h izbrojiti, karakteristicno je za F.

novicida. Pri istim uvjetima, F. tularensis isto postize tek nakon 3 do 7 dana [18].

F. novicida avirulentna je za covjeka. Genom F. novicida Ul12 soja, sadrzi 84
evidentiranih gena koji su kod sojeva visoko virulentne F. tularensis subsp. tularensis —
SchuS4 te LVS soja F. tularensis subsp. holartica — inaktivirani [19]. Za omogucavanje
prezivljavanja i odrZavanja F. novicida izvan stanica Zivotinjskog domacina, u vanjskom
okoliSu, ovi su se geni pokazali iznimno vaznima u ciklusima proizvodnje energije i
metabolizma ugljikohidrata, prijenosa metabolita, biosintezu aminokiselina, ali i prijenos te
modifikaciju DNA molekule [20]. F. novicida U112 avirulentna je za imunokompromitirane
osobe, ali vrlo virulentna za eksperimentalne misSeve, gdje se pokazalo kako je samo

nekolicina bakterija dovoljna da prouzroci bolest i smrtni ishod [21].

Ekstremna infektivnost 1 virulencija F. tularensis je u velikoj mjeri zbog sposobnosti
izbjegavanja imunoloSkog otkrivanja 1 suzbijanja od strane urodenog imuniteta domacina.
Medutim, ¢imbenici 1 mehanizmi koji kodiraju Francisella 1 odgovorni su za izazivanje

imunoloSkih supresija u domacinu u kojeg invadira, nisu jo§ potpuno razjasnjeni.

F. novicida, prema navedenome, prikladniji je modelni organizam u daljnjem izu¢avanju

uzrocnika tularemije.



1.1.1.1. Taksonomija Francisella

Francizele su mali, aerobni, nutritivno brzorastu¢i, pleomorfni gram-negativne
koccobacilli u rasponu veli¢ine od 0,2 um x 0,2 um do 0,2 pm x 0,7 um. Pleomorfizam se

povecava s vremenom nakon aktivnog rasta na hranjivoj podlozi [22].

Posebni znacaj je u stani¢noj stijenci Francisella, gdje vise od 50% gradivnih komponenti
¢ine lipidi. Francisella je jedini rod unutar obitelji Francisellaceae, pripadnici y-podskupine
proteobakterija [23]. Zbog ranije povezanosti s etioloSkim uzro¢nikom kuge, Yersinia pestis,
kada je tek prvi puta bakterija izolirana iz uginulih vjeverica od bolesti nalik na kugu,
novootkrivenu su bakteriju klasificirali u rod Pasteurella, zajedno s Yersinia pestis [23,1].
Obje su uzro¢nicima zoonotske infekcije uz klinicku sliku vruéice i limfadenopatije kod ljudi.

Covijek je slu¢ajni domaéin F. tularensis [23].
1.1.1.2. Epidemiologija i geografska rasprostranjenost

Bakterije iz roda Francisella pronadene su vecim dijelom na podrucju Sjeverne Zemljine
polutke no, neke vrste izolirane su 1 potvrdene na Juznoj polutci, poput slucajeva F. novicida

u Australiji [24].

F. tularensis subsp. tularensis (tip A) (Slika 1) obitava u Sjevernoj Americi odakle su
izolirani brojni slucajevi razvoja bolest [25] te je za ovo podrucje tip A gotovo endemska, dok
su vrlo rijetki slucajevi zabiljezeni u Europi [26]. Podvrsta tularensis najcesce se povezuje sa
tularemijom nastalom prilikom kontakta sa zarazenim sisavcima, ze¢evima, primatima ili pak,
putem krpeljnih vektora [27, 28]. Prije nego li je bila primjenjiva antibiotska terapija za
oboljele, postotak smrtnost od ukupno oboljelih od tularemije tipa A kod ljudi je dosezala
izmedu 5% 1 30% [29, 30]. U SAD-u je izmedu 1927. i 1948. godine bilo 22 812 slucaja
oboljelih od tularemije sa stopom smrtnosti od 7,7% [31]. Od 1999. 1 2000., godis$nja brojka

oboljelih krec¢e se oko 100-ak za podrucje SAD-a [32].
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Slika 1. Prikaz geografske rasprostranjenosti (oznaceno crveno) Cetri (tri) podvrste F. tularensis i F.
novicida. Izvor: Petra C.F. Oyston, Anders Sjostedt, Richard W. Titball (2004). Tularaemia:
bioterrorism defence renews interest in Francisella tularensis. Nature Reviews Microbiology. 2; 967-

978.

F. tularensis subsp. holarctica (tip B) (Slika 1) izolirana je duz cCitavog podrucja
Sjeverne Polutke, od Japana, drzava Sjeverne Amerike i Europe, Skandinavije pa do Turske.
Veci broj oboljelih uzorkovan tipom B zabiljezen je u Svedskoj, gdje se uzroénik prenosio
vektorski, putem komaraca [33-35]. U Turskoj je holarctica izolirana i povezuje se S

ingestijom kontaminirane vode za pice, osobito u seoskim krajevima [36].

F. tularensis subsp. mediaasiatica (Slika 1) nije jo§ dovoljno istraZena, ali je dokazano

da ima nisku virulenciju prema zecevima i ¢ovjeku. Izolirana je samo u Sredi$njoj Aziji [37].

Slucaj tularemije uzorkovan od F. novicida (Slika 1) koja se je ranije svrstavala kao
podvrsta F. tularensis, prvi je puta zabiljezen 1950. godine u americkoj saveznoj drzavi Utah

[38, 39]. Uz vrste F. philomiragia i F. hispaniensis, povezuje se s vodenim okoliSem.



Francisella moze prezivjeti tjednima u inficiranom tkivu Zivotinja ili pak, mogu biti
mjesecima sacuvane u vodi, zemlji, prasini i slami [40]. U zamrznutom mesu zeca, bakterija

je sposobna prezivjeti 1 nekoliko godina [41].

Sposobnost prezivljavanja i razmnozavanja u vodenom okoliSu, osobito u odrzivom i
nekultiviranom obliku u vodi [42] 1 moguénost rasta u slobodno-zivu¢im amebama —
Acanthamoeba castellanii [43], dovodi do pretpostavke da su protozoe potencijalni okoliSni
rezervoar za F. tularensis, 1 da upravo amebe mogu igrati vaznu ulogu u prirodnom prijenosu

patogena u okoliSu, osobito vodenim ekosustavima [43].

Antropodni vektori koji su odgovorni za prijenos uzro¢nika izmedu domacina sisavaca
u SAD-u su muhe i krpelji. U Europi su vazni vektorski prijenosnici Dermatocentor

reticulates 1 Ixodes ricinus, uz krpelje 1 komarce u Skandinavskim zemljama [23].

Covijek nije prirodni, ve¢ slu¢ajni domaéin Francisella. Zarazi se najéei¢e prilikom
kontakta s vektorima koji nose uzrocnika te ga na covjeka prenesu ugrizom ili ubodom, u
dodiru s kozom inficirane Zivotinje, inhalacijom aerosola ili ingestijom kontaminirane hrane i
vode [23]. Interhumani prijenos uzrocnika nije karakteristican. ZabiljeZeni slucaj dogodio se
kada je sluc¢ajno doslo do prijenosa izmedu majke i sina, prilikom tretiranja inficirane rane

djeteta, dok je majka imala otvorenu ogrebotinu na palcu [44].

1.1.1.3. Unutarstani¢ni Zivot i virulencija

Relativno malo je poznato o putevima virulencije F. tularensis. Visoki stupanj
infektivnosti koji ova bakterija ima dokazale su visoke stope pojava infekcija medu

laboratorijskim osobljem koji rukuju s organizmom [45]. Rane studije prikazuju kako



inokulacijom s oko 10 bakterija, bilo subkutano ili putem aerosola, dolazi do razvoja

tularemije kod ljudi [46,47].

Francisella nema toksine ili sekrecijske sustave koji su, primjerice, tipi¢ni za bakterije
roda Yersinia, Shigella, Salmonella, Legionella ili Brucella. Umjesto toga, Cini se da

virulencija dosta ovisi o sposobnosti izbjegavanja imunoloske obrane domacina.

Kapsula bogata lipidima koju F. tularensis posjeduje, pruza zastitu od komplementom-
posredovane lize u izvanstanicnom okruzenju [48]. Nije poznato pruza li kapsula bakteriji bilo
kakvu prednost jednom kada se nade unutar makrofaga. Kapsula nije dovoljno imunogena

[23].

Francisella ima sposobnost prezivjeti u razli¢itim tipovima stanica domacina, ukljucujuci
pluéne epitelne stanice [49], fibroblaste [50], fagocitne stanice koje se sastoje od dendritickih
stanica [51], neutrofila [52] i makrofaga [53]. Makrofagi se smatraju primarnim ciljem i dosad
ve¢ Siroko proucavanim tipom stanica u svrhu istrazivanja Francisella. F. tularensis ima
jedinstveni intramakrofagni zivotni ciklus koji ukljucuje ulazak [54], inhibiranje fagosom-
lizosom fuzije [55-57], fagosomski bijeg te citosolnu replikaciju [58,59]. Takoder, pokazano
je da se dio citosolnih Francisella translocira u vakuole sposobne izazvati autofagiju, ve¢
nakon samo nekoliko sati replikacije no, medutim, vecina bakterija ipak ostaje unutar citosola
1 proliferira dalje u razmnoZavanju, bez induciranja mehanizma autofagije domacina [60]. U
stanicama domacina sisavaca, lokacija Francisella u citosolu nakon bijega iz
vakuola/fagosoma je kljucni korak ka produktivnom unutarstani¢om razmnoZavanju, dok se
tijekom infekcije stanica ameba, poput Acanthamoeba castellanii, bakterija nalazi unutar

fagosoma gdje se i razmnozava [43,61].



Izbjegavanje autofagije pretpostavlja se jednim od mehanizama kojime se F. tularensis
sluzi kako bi se izbjegla imunoloski odgovor domacina i nastavila svoju proliferaciju i

unutarstanicni ciklus [62].

Prilikom prodiranja u stanice domacina, Francisella iz unutarstani¢nog okruzenja mora
preuzeti te za svoj rast iskoristiti sve dostupne anaboli¢ke supstrate i izvore energije u citosolu
stanica. Nutrijenti koji imaju najvec¢i znacaj za njen rast nisu odmah dostupni, ve¢ se nalaze u
uskladistenima kompleksnim strukturama kao Sto su molekule glikogena, lipidnih kapljica 1
proteina [63]. Da bi doSlo do proliferacije u stanicama, Francisella mora svojim
metabolizmom razgraditi spomenute makromolekule na manje molekulske strukture poput

ugljikohidrata, masnih kiselina i aminokiselina ili povecati unos hranjivih tvari [64,65].

Francisella inficira preko 200 razli¢itih stanica, od humanih, antropodnih pa sve do
stanica protozoa koje imaju vaznu ulogu u odrzavanju Francisella u vodenom okolisu, dok su

humani makrofazi najbitniji te najvise ispitivani u patogenezi uzro¢nika kod covjeka [66].

Unutarstaniéni Zivotni ciklus kod bakterija koje imaju takav nacin razmnoZavanja
uglavnom je isti za razli€ite vrste stanica koje inficiraju, ali za bakterije roda Francisella ta
teza ne vazi. lako, korak koji je klju€an i1 zajednicki u ciklusu je upravo bijeg ili ostanak u
vakuoli stanice koju inficira, bilo da se radi o domacinima protozoama ili sisavcima. Nekoliko
minuta nakon ulaska u stanicu domacina, protozoe ili sisavca, Francisella boravi u
fagosomu/vakuoli manje od 2 sata. Kod sisavaca, fagosom se razvija i sazrijevanjem prelazi u
oblik ranog endosoma (engl. Early Endosome, EE) reguliran s Rab5 GTP-aznim proteinom
koji stvara rani endosomalni antigen 1 (engl. Early Endosomal Antigen-1, EEA-1). Rani
endosom potom prelazi u kasni endosom (engl. Late Endosome, LE) koji takoder producira
svoje kasne endosomalne markere, takozvane lizosomski povezane membranske proteine

(engl. Lysosomal Associated Membrane Protein, LAMP) no, djelovanjem ATP protonske



pumpe dolazi do zakiseljavanja medija te ne dolazi do daljnjeg nastanka lizosoma. Ovisno o
kojoj je stanici sisavca rije¢, dovoljno je Cak i oko 30 minuta od inficiranja stanice da se
dogodi bijeg Francisella iz fagosoma. Bakterija se dalje vrlo brzo razmnozava u citosolu
domacina. Nadalje, zbog prevelikog broja namnozenih bakterija, stanica domacina podlijeze
apoptozi i ispustanju novonastalih bakterija na druge neinficirane stanice u okoliSu domacina
¢ime iznova krec¢e krug inficiranja. Medutim, postoji i druga opcija kod domacina sisavaca, a
ta je da, nakon razmnoZzavanja u citosolu Francisella, nakon 24 sata, prelazi u autofagicnu

vakuolu [67-71] (Slika 12).
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Slika 2. Model unutarstani¢nog Zivotnog ciklusa Francisella u humanim stanicama

makrofaga [66].

Kada se unutarstani¢ni Zivotni ciklus odvija u stanicama protozoa poput amebe — A.

castellani, tada Francisella ne izlazi iz vakuole kao u stanica sisavaca, ve¢ se unutar vakuole



razmnozava [67]. Medutim, sam sastav i mehanizam nastanka vakuole, odnosno fagosoma,

unutar koje se razmnozava bakterija nije jo$ poznat.

Kompletan unutarstanicni zivot Francisella je vrlo kompleksan, s brojnim 1 joS
nedovoljno istrazenim mehanizmima i ¢initeljima virulencije koji ovu bakteriju Cine

multifunkcionalnim patogenom i potencijalnim bioloskim oruzjem.

1.1.1.3.1. Francisella lipopolisaharid i faktori virulencije

Faktori koji doprinose virulentnosti i1 infektivnosti francizela te svojstvenom nacinu

zivotnog ciklusa su brojni, iako jo$ ne tako dovoljno istraZeni.

Kao i veéina gram-negativnih bakterija, Francisella spp. u vanjskoj membrani sadrzi
lipopolisaharide (engl. Lipopolysaccharides, LPSs). Struktura LPS-a sastoji se od tri glavne
komponente: a) lipid A, koji veze lipopolisaharid za vanjsku membranu; b) polisaharidnu
jezgru povezanu s lipidom A; c¢) oligosaharid ili O-antigen koji sadrzi ponavljajuci slijed

tetrasaharida [72].

LPS Francisella spp. je unikatan te se razlikuje po strukturi i sadrZzaju komponenti od
tipicnog LPS-a koje ima vecina gram-negativnih bakterija. Od kljuéne vaznosti je manjak
fosfatnih ostataka u molekulskim strukturama Sto potom rezultira 1 vrlo niskom
endotoksi¢nosc¢u, budu¢i da kod ostalih gram-negativnih bakterija s LPS-om to nije slucaj i
one produciraju endotoksine. Takoder, gubitak O-antigena rezultirao bi povecanom
osjetljivos¢u na baktericidno djelovanje komponenti aktivnih prema stanicnim membranama,
poput serumskih i antimikrobnih peptida, koji bi smanjili moguénost unutarstani¢nog
prezivljavanja Francisella spp. u stanicama domacina te uvelike smanjili njihovu virulentnost

[73].
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Idu¢i vazni ¢imbenik virulencije svakako je Francisella patogeni otok (engl. Francisella
pathogenicity island, FPI). Francisella patogeni otok identificiran je prilikom slucajne
transpozicijske mutageneze zbog defekta tijekom unutarstani¢nog razmnozavanja bakterije.
Unutar FPI identificirano je 19 gena. Geni ig/lABCD 1 pdpABCD esencijalni su za virulentnost
Francisella spp. [74]. F. tularensis subsp. tularensis i subsp. holartica posjeduju dvije, dok F.
novicida samo jednu kopiju FPI Sto je jedan od razloga njene smanjene mogucnosti za

virulentnost u odnosu na navedene F. tularansis, tip A i tip B [74].

F. tularensis 1 F. novicida razli¢ito lu¢e FPI proteine. Nakon Sto F. tularensis subsp.
holarctica LVS soj dovede do infekcije humanih makrofaga, 8 FPI proteina (IglE, IglC, IglJ,
Igll, IglF, VgrF, PdpA 1 PdpE) se izlu€uje, dok se nakon infekcije s F. novicida izlu¢uje samo

4 FPI proteina (IglE, IglC, PdpE 1 PdpA) [75-77].

Prije otkri¢a FPI, smatralo se da Francisella nema sekrecijske sustave kao vecina sli¢nih
unutarstani¢nih gram-negativnih bakterija no, pokazalo se kako FPI posjeduje gene koji su
homologni genima za kodiranje Tip 6 sekrecijskih sustava (engl. Type 6 Secretion Systems,
T6SS) u slicnim bakterijama [78]. Homolozi pdpB, iglA, vrgG 1 dotU nalaze se unutar T6SS.
U unutarnjoj membrani Francisella nalaze se i homolozi T6SS proteinima DotU i IcmF,
odnosno DotU 1 PdpB [79]. Ukoliko dode do mutacije IglA i IglB, bakterija nece biti

sposobna pobjeci fagosomu te se razmnozavati u citosolu stanice [80].

F. tularensis MglA regulator je zaduZen za aktiviranje procesa transkripcije gena koje
kodira FPI, ali 1 drugih 90 gena. MglA 1 FPI zasluZni su za doprinos virulenciji F. tularensis u

miSevima, razmnozavanje u stanicama ameba i sisavaca [81], te za fagosomalni bijeg [82].

Ono §to francizelama omogucava vecu virulentnost prilikom infekcije domacina, svakako
je 1 sposobnost formiranja biofilma — zajednice bakterija koje su adherirane unutar

izvanstanicnog polimernog matriksa [83,84]. Formirnje takve zajednice omogucéava
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komunikaciju medu bakterijama, brzi pronalazak nutrijenata, ve¢u sigurnost i osjetljivost na
razne vanjske utjecaje 1 opasnosti koje bi onemogucili normalno razmnozavanje bakterija.
Biofilm Francisella spp. moze formirati na vise vrsta povrSina i medija [85]. Otkako je F.
novicida povezana s transmisijom uzro¢nika putem vodenog medija, upravo je formacija
biofilma ovdje klju¢na u prezivljavanju i razmnozavanju F. novicida u vodenim staniStima

[86-88].

1.1.1.4. Klinicka manifestacija tularemije

Klinicka slika tularemije 1 teZina oboljenja ovisi o ulaznom mjestu Francisella spp. u
ljudski organizam. Prema mjestu inficiranja, stoga postoji sedam tipi¢nih oblika tularemije:
glandularni, ulceroglandularni, okuloglandularni, angiozni, abdominalni, tifoidni i pluéni
oblik [89,90]. Inkubacija traje 3 do 10 dana. Tularemija ima nagli nastup. Javljaju se
povecana tjelesna temperatura, vrucica i op¢i algicki sindromom. Istovremeno se javljaju i
lokalni simptom bolesti, ovisno o primarnom mjestu infekcije. Ukoliko se tularemija ne lijeci,

temperatura ¢e ostati poviSena i 10-ak dana, uz svakodnevne oscilacije [89,90].

Ulceroglandularni oblik razvija se prilikom dolaska u kontakt sa zarazenom zivotinjom
gdje se na ruci, obi¢no prstima, formira primarni afekt u obliku bezbolne papule koja s
vremenom nekrotizira (Slika 3). Na podru¢ju pazuha ili lakta zabiljezeno je povecanje

limfnih ¢vorova, odnosno limfadenitis [89,90].
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Slika 3. Ulceroglandularna tularemija — primarni afekt na palcu ruke u obliku papule s
zapocetom nekrotizacijom. Izvor: Tularemija, Medicina (autor nepoznat). URL:

https://zdravlje.eu/medicina/infektologija/tularemija/

Glandularnog oblik (Slika 4) biljezi samo limfadenitis, dok je kod okuloglandularnog
oblika tularemije razvijen jednostran konjuktivitis (Slika 5) uz limfadenitis ispred uske i kod

susjednih vratnih limfnih ¢vorova [89,90].

Slika 4. Glandularna tularemija — limfadenitis vratnih limfnih ¢vorova. Izvor: Radi¢, M.
Tularemija. Veterina.info, URL: http://veterina.info/vesti/25-goveda/bolesti-goveda/196-

tularemija
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Slika 5. Okuloglandularna tularemija — konjuktivitis [89].

Angiozni oblik tularemije ima razvijen primarni afekt na jednoj ili obje tonzile, u

obliku ulceromembranozne nakupine ili nekroze.

Abdominalni oblik bolesti razvija ulceracije u crijevima i uzrokuje povecane
mezenterijalne limfne ¢vorove. Tifoidna tularemija ide bez tipi¢nih limfadenitisa i primarnog

afekta ve¢, prema klinickoj slici bolesnika, nalikuje trbusnom tifusu ili sepsi [89,90].

Pluéni oblik tularemije pojavljuje se s karakteristicnom atipicnom pneumonijom (Slika
6) uz afekciju traheobronhalnih limfnih ¢vorova. Ovaj oblik bolesti moZe biti najsmrtonosniji,
ukoliko bi nepravodobno tretirana infekcija bila izazvana visoko virulentnom F. tularensis
tipa A, za koju je dovljno unijeti u organizam covjeka tek 10-ak bakterija inhalacijski,

aerosolom, da prouzroci teski pluéni oblik bolesti s moguc¢im letalnim ishodom [89,90].
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Slika 6. Plu¢ni oblik tularemije — atipi¢na pneumonija na RTG snimci bolesnika. Izvor: autor

nepoznat; URL: http://path.upmc.edu/cases/casel 86/images/gross2.jpg

Infekcije uzorkovane s F. novicida rijetko su bile povezane sa zdravim covjekom, poradi
cega je tesko postaviti tocnu dijagnozu prilikom identifikacije uzroénika [91]. Zabiljezeno je
samo 12 sigurnih slucajeva bolesti gdje je kod pacijenata izolirana F. novicida [92,93].
Klinic¢ka slika te bolesti nije nalikovala tipi¢noj tularemiji. Od 11 pacijenata, devetero ih je
bilo imunokompromitirano. Svi su pokazivali samo akutne simptome i poviSenu tjelesnu
temperaturu. Od evidentiranih, kod dvojice se zdravih pojedinaca infekcija s F. novicida
razvila u lokalni limfadenitis, ali bez znacajnijeg poviSenja tjelesne temperature i bez
prisustva op¢ih simptoma. Ulceroglandularni, okuloglandularni, orofaringealni ili pluéni
oblici klini¢ke slike tularemije nisu uoceni prilikom zaraze s F. novicida, i to kod prethodno

zdravih pojedinaca.
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1.1.1.4.1. Dijagnostika

Dijagnoza tularemije Cesto se odgada, odnosno teze se to¢no identificira, zbog
nespecificnog klinickog stanja manifestacije simptoma, jedinstvenih nutritivnih zahtjeva za
rasta organizma ili pak zbog nedostatka epidemioloske podrske povijesti bolesti Sto sve moze
dovesti do pogresne dijagnoze. Uobicajene metode su identifikacija bakterije iz bioloskog
uzorka oboljelog, nasadivanjem na specificne hranjive agare koji u sastavu imaju cistein, radi
dokaza porasta kolonija Francisella. Takoder, moguca je 1 izolacija DNA koriste¢i PCR (engl.

Polymerase chain reaction, PCR) metodu [94].

1.1.1.4.2. Terapija

U terapiji se koriste antibiotici. Otkako se od 1946. pokazao djelotvornim, pripadnik
skupine aminoglikozida — streptomicin, postaje lijekom prvog izbora za sve klinicke oblike
tularemije, osim meningitisa. Minimalna doza je 7,5-10 mg/kg streptomicina, danog
intramuskularno svakih 12 sati tijekom 7-14 dana. Od ostalih antibiotika djelotvoran je 1
tetraciklin, prema F. fularensis. Oralno se mogu primjeniti florokinoloni za tip A ili tip B F.

tularensis, iako je u¢inak minimalan [94].

1.1.1.4.3. Prevencija

Agencija za kontrolu 1 prevenciju bolesti (engl. Centers for Disease Control and
Prevention, CDC ) klasificirala je F. tularensis subsp. tularensis u A kategoriju potencijalnog

bioloSkog oruzja [94].

a. Antibakterijska profilaksa

Antibiotska profilaksa ukljucivala bi tetraciklin, doksiciklin 1 ciprofloksacin jer su se
pokazali dobrom zaStitom kod volontera izloZenih aerosolu F. tularensis, a s ciljem da se

ispita zaStitni u¢inak za razvoj obrambenog ,,mehanizma* ukoliko bi doslo do bioteroristickog
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napada s ovim virulentnim patogenom putem aerosola na velike mase ljudi. lako, upitna je
pravovremena primjena profilakse zbog male vjerojatnosti da bi se za takav napad znalo 14
do 28 dana ranije, koliko je bilo potrebno da se kod ispitanika postigne smanjena osjetljivost

na razvoj najteze klinic¢ke slike tularemije, Sto upucuje na potrebu za brzim rjeSenjem [94].

b. Cjepivo

Potreba za efikasnim cjepivom za Siroku humanu uporebu koji ¢e biti stabilan protiv
genskih mutacija te efektivan prema uzroc¢niku tularemije je velika. Cjepivo sa zivim
oslabljenim uzro¢nikom proizvedeno je iz F. tularensis subsp. holarctica u Sovjetskom
Savezu 1952. godine — takozvani LVS, soj zivog cjepiva (engl. Live Vaccine Strain, LVS).
Poradi  podloznosti genskim mutacijama, nestabilnosti 1 loSe reakcije kod

imunokompromitiranih ljudi, ono jo$ uvijek nije odobreno za Siroku upotrebu [47].

F. novicida, kao modelni organizam, posljednjih se godina sve viSe proucavana u svrhu
izrade kompletnog cjepiva protiv tularemije uzorkovane, za covjeka, virulentnijom F.

tularensis [95,96].
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1.1.2. Francisella u vodenom okoliSu

F. tularensis moze prezivjeti u vodi dugi vremenski period. Opstanak organizma u
steriliziranoj vodi iz slavine bio je prijavljen u dvije odvojene in vitro studije. Koristenje
postupaka temeljenih na odrzivosti bakterijske kulture pokazalo se da F. tularensis subsp.
holarctica (NY98) normalno prezivljava u sterilnoj vodi iz slavine na 8°C tijekom 28 dana,
dok F. tularensis subsp. holartica soj LVS tijekom 21 dana [97]. Pod sli¢nim uvjetima, LVS

s0j se mogao ocitati, u sve manjim koncentracijama, jo§ 70 dana [98].

Studije s F. novicida i F. philomiragia u vodi pokazale su da interakcija s amebama moze
povecati njihovo prezivljavanje u vodenom okoliSu [99]. F. tularensis subsp. holarctica LVS
soj u ko-kulturi s slobodno-zivuéim amebama, A. castellanii, pronadena je u oba oblika
amebe — trophozoitesu i cisti. Bakterija se umnozila unutar unutarstani¢nih vakuola i ubila

mnoge stanice domacina [43].

Pretpostavlja se da bi F. tularensis mogla formirati biofilmove, $to bi ovoj najvirulentnijoj
vrsti roda Francisella povecalo prezivljavanje u vodenom okoliSu [84]. Formiranje biofilma
bi bilo u skladu s nac¢inom Zivota mnogih drugih bakterija. U laboratorijskim studijama F.
tularensis subsp. holarctica LVS soj, F. novicida 1 F. philomiragia inducirali su formiranje
biofilmova u dubljim plasti¢nim plo¢ama [100,101]. Znacaj stvaranja biofilmova 1 interakcija
sa slobodno-Zivu¢im amebama u odnosu na postojanost F. tularensis u vodenom okoliSu tek

¢eka daljnje razjasnjenje.
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1.2. Acanthamoeba spp.

Slobodno-zivuée amebe (engl. Free-living amoebae, FLA) pripadnice su prazivotinja,
Siroko rasprostranjene u prirodi te normalni stanovnici slatkovodnih mikrobnih ekosustava
[102,103]. Ipak, amebe imaju 1 veliki utjecaj na dinamiku multimikrobnih biofilmova buduc¢i

se hrane razli¢itim mikroorganizmima, pridonosec¢i tako recikliranju hranjivih tvari [104].

Iako se amebe hrane bakterijama, odnosno u odnosu na njih su predatori, neke su bakterije
razvile sposobnost unutarstanicnog zivota s amebama, i tada imaju nekoliko koristi:
sposobnost da izbjegnu predatorstvo ameba te rastu u njihovoj prisutnosti koji bi bakteriju
ina¢e normalno fagocitirali i1 probavili nerrezistentne bakterijske vrste; sposobnost
izbjegavanja unutarstani¢ne lize i prezivljavanje unutar same amebe; sposobnost da se

neometano razmnozavaju i rastu u vegetativnom obliku amebe, trofozoitu [105].

Zivotni ciklus FLA uklju¢uje najmanje dvije faze, hranidbeni trofozoiti (vegetativni oblik)

i,,uspavanu‘ cistu. Cista se sastoji od dva sloja, ektociste i endocista [105].

Trofozoit je aktivna faza i razmnozava se binarnom diobom. To je tipicna eukariotska
stanica koja sadrzi jezgru s velikim srediSnjim jezgricom, endoplazmatski retikulum,
ribosome, Golgijev aparat, mitohondrij, mikrotubule i razli¢ite vakuole. Citoplazmatska
membrana okruzuje citoplazmatski (citosol) sadrzaj trofozoita koji na povrSini posjeduje
pseudopodije s pomocu kojih se pokreée kroz medij. Citosolne vakuole ukljuc¢uju kontraktilne
vakuole, koji su regulatori osmoze, tj. kontrole sadrzaja vode u stanici. Sekretorne vakuole
obicno sadrZe enzime za specificne funkcije kao kod digestije hrane [106]. Trofozoit uzima
potrebni kisik iz vode koja prolazi kroz polupropusnu stanicnu membranu, dok se raspadni
produkti CO2 1 H20 potom eliminiraju kroz stanicnu membranu. Trofozoiti Acanthamoeba
duljine su 25 do 40 um, ovisno o vrsti, s rasponom temperature potrebne za rast od 12 °C do
45 °C [107].
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Trofozoit se hrani bakterijama, algama 1 kvascima u okolisSu, ali takoder moze uzeti i

hranjive tvari u teku¢em obliku putem pinocitoze [108,109].

Iz javnozdravstvene perspektive, amebe, a narocito amebne ciste, mogu biti vrlo otporne
na razli¢ita fizikalna i kemijska stanja te stoga tako mogu zastititi bilo koji unutarstani¢an

mikroorganizam od Stetnih okoli$nih uvjeta koji bi ih inace ubio [110-112].

Struktura ciste ameba moze objasniti njihovu otpornost na ekstremne temperature [113],
dezinfekciju nekih vrsta biocida [114], antibiotika [115] 1 razine klora koja bi mogla biti

prisutna u adekvatno spremistima vode [116].

1.2.1. Acanthamoeba castellanii

A. castellanii je mala ubikvitorna ameba koja je izolirana iz razli¢itih prirodnih izvora
okolisa kao Sto su tlo, svjeza voda, prasina, zrak, ali i iz antropogenih ekosustava [117]. 4.
castellanii uzrokuje granulomatozni amebni encefalitis, kobnu infekciju srediSnjeg ziv€anog
sustava koja se pojavljuje kod pacijenata s imunoloSkim poremecajima. Ameba uzrokuje i
bolni keratitis koji moze rezultirati sljepo¢om koja se javlja ¢ak 1 kod zdravih osoba. Infekcija
je Cesto pogreSno dijagnosticirana 1 teSko ju je lijeCiti, jer su amebe otporne na mnoga

terapijska sredstva [118,103,119].

Citoplazmatska membrana Acanthamoeba sastoji se od oko 25% fosfolipida [120].
Karakteristicna osobina amoebnih fosfolipida je prisutnost C20 [121-123] i, nedavno
otkrivenih, C28 i C30 masnih kiselina [124]. To su poprilicno neobi¢ni masni kiselinski
ostaci 1 mogu biti vrlo korisnim pokazateljima, lipidnim biomarkerima, na prisutnost ovog

mikroorganizma.
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1.3. Interakcija izmedu ameba i unutarstani¢nih patogena

Posljednjih nekoliko desetlje¢a opstanak 1 razmnozavanje unutar domacina, tj.
unutarstani¢ni nacin prezivljavanja bakterija u protozoama, kao obrambena strategija, dobiva
sve viSe paznje [125,126]. Ovakvu strategiju koristi nekoliko patogena poput: Salmonella
enterica, Legionella pneumophila, Mycobacterium avium, Vibrio cholerae 1 Francisella

tularensis, koje sve mogu izbjeci degradaciju unutar predatorskih protozoa [127-130].

Rezervoar u okoliSu F. tularensis subsp. holarctica (tip B) je dugo vremena bio nepoznat,
ali dokazi koji upucuju na stil zivota u vodenom ekosustavu stalno su se povecavali.
Istrazivanja povezana s vodom pokazala su da se tip B moze naéi u vodenim zonama u blizini

zarista infekcije [5,131] Sto upucuje da su okolis$ni rezervoar bakterije upravo vodeni sustavi.

U amebi se bakterija umnaza unutar hranidbene vakuole/fagosoma [61]. Unatoc¢ razlikama
u mehanizmu prezivljavanja u stanicama protozoa i sisavaca, otkriveno je da su IglC-protein i
njegov regulator MglA neophodni za degradaciju avirulentnih sojeva, F. tularensis LVS i
F.novicida, u amebi 1 makrofazima sisavaca. IglC-protein, stoga je vrlo vazan za proliferaciju
kod ameba 1 makrofazima sisavaca [68,81,82]. Sli¢nost amoeba i makrofaga sisavaca kljuc je
za relativno nekompliciran korak od vode do zemlje, gdje bi ove avirulentne bakterije mogle
posti¢i potpunu virulentnost. Zapravo, toliko su sli¢ni da se postavlja pitanje jesi li amebe

preci makrofaga [120].

1.3.1. Javnozdravstveni znacaj

Americki centri za kontrolu i prevenciju bolesti (CDC) klasificiraju F. tularensis kao
agens bioterorizma, u kategoriji A, zbog vjerojatne upotrijebe takvog oruzja radi lakoce

Sirenja zrakom putem aerosola, potencijalnog uzrokovanja bolesti, vjerojatnog smrtnog
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ishoda, utjecaja na javno zdravlje i vjerojatnost stvaranja drustvenih poremecaja [132]. F.
tularensis je postala javnozdravstveno pitanje zbog svoje potencijalne uporabe u bioloskom
ratovanju od strane organiziranih vojnih ili nezavisnih teroristickih skupina. Poznavanje
epidemiologije, patofiziologije 1 klinicke bolesti organizma omogucit ¢e strucnjacima
zdravstvene skrbi da bolje identificiraju neobi¢ne uzroke tularemije koji mogu nastati kao

posljedica upotrebe kao biooruzja [132].

U slucaju bioteroristickog napada, tularemija ¢e vjerojatno biti otpusStena u
aerosoliziranom obliku u gusto naseljenom urbanom okruZenju [45]. Svjetska zdravstvena
organizacija (engl. World health organisation, WHO) je 1970. procijenila kako bi oslobadanje
50 kg F. tularensis zrakoplovom iznad podruc¢ja s 500 000 ljudi, rezultiralo sa 30 000
slucajeva smrti i 125 000 onesposobljenih. Takoder su primijetili da bi cijepljeni pojedinci biti
samo djelomi¢no zasti¢eni od aerosolne izloZenosti. Godine 1997., CDC je procijenio da bi
izlaganje 100 000 osoba u aerosol F. tularensis rezultiralo s 82 500 slucajeva tularemije 1 6
188 smrtnih slucajeva (6,2% smrtnosti), a troskovi bi dosezali izmedu 456 milijuna i 561,88

milijuna dolara [133].
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1.4. Dezinficijensi

Dezinficijensi su kemijski aktivne otopine koje se koriste u postupcima dezinfekcije gdje
se zele ukloniti, inaktivirati ili uniStiti svi vegetativni oblici mikroorganizma, ali ne i
bakterijske spore. Dezinfekcija se moze izvoditi na povrsini tijela i predmeta, u vodi i

prostorijama ili, pak, na namirnicama [134,135].

Da bi se neki dezinficijens mogao nazvati u¢inkovitim i staviti u promet, on mora: imati
Siroki spektar primjenjivosti; biti aktivan u niskim koncentracijama, uz prisutnost organskih
tvari; brzo djelovati pri sobnim temperaturama i na temperaturi ljudskog tijela; biti $to je
manje moguce toksi¢an prema covjeku 1 okoliSu te ne smije razvijati otpornost
mikroorganizama na kemijske tvari; biti jednostavan 1 siguran za primjenu; biti
hidrosolubilan; biti otporan prema stvaranju pjene. Zatim, ne smije biti eksplozivan i zapaljiv,
a djelovanje mora biti aktivno i djelotvorno i poslije duljeg vremenskog perioda od nanosenja

na povrsinu koja se je tretirala [134,135].

Ucinkovitost dezinficijensa Cesto ¢e ovisiti o Cimbenicima poput temperature, pH,
vremenskog perioda izlaganja i vrsti mikroorganizama na koje se zeli djelovati, a ponajvise o

koncentraciji pripremljene otopine [134,135].

Dezinficijense dijelimo prema stupnju djelotvornosti na: a) visoki stupanj — baktericidno 1
sporocidno djelovanje; b) srednji stupanj — ne djeluje sporocidno, ve¢ inaktivira bakterije iz
roda Mycobacterium; c) niski stupanj - ubija vegetativne oblike bakterija i nekih virusa (u ovu

se skupinu ubrajaju kvaterne amonijeve soli)[134,135].

Prema aktivnim tvarima, u dezinficijensima mogu biti sadrzane: kiseline, luzine, alkoholi,
fenoli 1 derivati, halogeni spojevi, aldehidi, bigvanidi, tenezidi (kvaterne amonijeve soli) ili

oksidacijska sredstva [134,135]. Bigvanidi djeluju bakteriostatski, jednako kao i tenezidi.
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Kvaterni amonijevi spojevi uzrokuju inaktiviranje produkcije enzima, a potom i denaturaciju

bjelancevina [134].

1.4.1. Mehanizam djelovanja na bakterijsku stanicu

Dezinficijensi, prema mehanizmu djelovanja, za primarni cilj imaju denaturaciju

bjelancevina, osteCenje citoplazmatske membrane bakterije i onemogucavanje formiranja

stani¢ne stjenke ili pak, mogu ometati izmjenu i resorpciju tvari zbog djelovanja na enzimske

procese [134,135].

Dezinficijensi djeluju na sljedece stani¢ne dijelove [136-139]:

a)

b)

Vanjska membrana stanicne stjenke

Bakterija je zasti¢ena od svoje okoline pomoc¢u vanjske membrane, ¢ija je postojanost
bitna za opstanak bakterije u okoliSu. Ova se membrana sastoji od bazi¢nih spojeva
poput fosfolipida i lipopolisaharida, ina¢e vaznog faktora virulencije F. tularensis, te
je stabilizirana kationima magnezija 1 kalcija. Stoga, ako su ionizirane dezinficijske
molekule apsorbirane ili odbijene zbog elektrostatskih sila pri prvom kontaktu 1 stadiju
apsorpcije, teoretski su moguce reakcije:

- nepolarne molekule mogu se otopiti i u¢i u lipidnu fazu,

- specificni sustavi prenosenja tvari propustat ¢e druge molekule kroz membranu,

- druge molekule ¢e ulaskom moc¢i poremetiti organizaciju membrane vezajuci se za
odredene dijelove stjenke;

Stanicna stjenka

Stani¢na stjenka bakterijama vrlo bitna, jer im daje oblik 1 otpornost te prema njoj
razlikujemo gram-pozitivne od gram-negativnih bakterija. Ta raznolikost vodi do

velikih varijacija u afinitetima hidrofilnih dezinficijensa;
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¢) Citoplazmatska membrana
Aktivna molekula iz dezinficijensa, poput hranjivih tvari, moZe prodrijeti u
citoplazmatsku membranuu na sljedece nacine:
- pasivnom difuzijom (nespecificna i spora),
- aktivnim transportom (specificna — omogucava nakupljanje aktivne molekule
dezinficijensa u bakterijama nakon transformacije ili vezanja na membranski protein);
d) Metabolizam energije
Neki dezinficijensi djeluju na proizvodnju adenozin trifosfataze (ATP), enzima
zaduzenog za normalni metabolizam stvaranja energije;
e) Citoplazmu i jezgru
Mehanizam djelovanja aktivne molekule dezinficijensa moze djelovati na citoplazmu i
jezgri na razini kromosoma;
f) Bakterijske spore
Nepropusnost 1 prisutnost dipikolinske kiseline u bakterijskim sporama ¢ini spore
mnogo otpornije na dezinficijense nego kada se djeluje na vegetativne oblike
bakterije. Aktivno djelovanje dezinficijensa ukljuCuje tvari visoke oksidacijske
sposobnosti, kao Sto su vodikov peroksid i klor, Sto uvelike moze destabilizirati tu

strukturu u bakterijskim sporama.

1.4.2. Kvaterne amonijeve soli

Kvaterni amonijevi spojevi kationske su i povrSinski aktivne tvari koje u svojoj strukturi
sadrZe tetra-amonijeve soli i1 karakterizira ih pozitivno nabijen kvaterni dusikov atom, po
kojemu 1 nose ime, odnosno ovi spojevi imaju 4 funkcionalne skupine koje su kovalentno

vezane na centralni duSikov atom pozitivnog naboja (Slika 7).
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Slika 7. Op¢a molekulska struktura kvaternih amonijevih soli, gdje R predstavlja
funkcionalnu skupinu - alkilnu, metilnu, benzilnu; dok X" predstavlja negativno nabijen ion

kao, npr. CI', Br™ ili NOs3". Izvor: https://www.google.com/patents/US6306805

Kvaterni amonijevi spojevi (engl. Quaternary ammonium compounds, QACs) se
nepovratno vezu na fosfolipide 1 proteine membrane, ¢ime se smanjuje njezina propusnost.
Kapacitet bakterijske stanice da apsorbira takve molekule utjece na osjetljivost, kako slijedi

[140-144]:

- antimikrobna aktivnost kvarternog amonijaka s alkilnim lancem povezana je s lipofilijom —
lanci duljine od 12 do 16 ugljikovih atoma za gram-pozitivne 1 gram-negativne bakterijske

sojeve;

- nekoliko aktivnih QAC spojeva ima manji inhibitorski u¢inak na rod Pseudomonas nego na
rod Bacillus, a sve zbog prisustva veceg udjela lipoproteina i liposaharida u vanjskoj ovojnici

sloja peptidoglikana;

- kod Pseudomonas spp., ve€i sadrzaj fosfolipida i1 neutralnih lipida povecava rezistenciju na
QAC. Benzalkonijev klorid ¢ini stanicu propusnijom, a isti fenomen se opaza i kod
Enterobacter cloacae.
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- kod gram-pozitivnih bakterija, QAC se veze za proteine membrane i na taj na¢in mogu lako

uci 1 unistiti membranu;

- jedinstvena apsorpcija moZe se promatrati i kod gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija,

gdje dolazi do oStecenja membrana i povecanja propusnosti tvari.

Manja akutna toksi¢nost djelovanja kvaternih amonijevih spojeva detaljno je
ispitivana na glodavcima i raznim vodenim organizmima [145]. Genotoksi¢nost za ljude jos

treba biti istrazenom, ukoliko je vjerojatna.

Djelovanje benzalkonijevog klorida (engl. Benzalconium chloride, BAC) (Slika 8) na
ljudskim stanicama, izvedenom u in vitro studiji [146] uoceno je da BAC uzrokuje relevantne
promjene na molekuli DNA kod vecéeg broja respiratornih epitelnih stanica 1 to u komercijalno

dostupnim preparatima za nosnu Supljinu.

n=8,10, 12, 14, 16, 18

Slika 8. Molekulska struktura benzalkonijevog klorida gdje n predstavlja broj ugljikovih i

vodikovih atoma u spoju. Izvor: https://en.wikipedia.org/wiki/Benzalkonium_chloride

Ispitivanja  genotoksicnog ucinka didecildimetilamonijevog klorida  (engl.
Didecyldimethylammonium chloride, DDAC) (Slika 9) pokazale su negativne rezultate na

gonotoksi¢nost prema stanicama glodavaca no, dulje izlaganje kod Covjeka dovodi do slabije
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kozne iritacije, iritacije oc¢iju i/ili probavnog sustava [147]. DDAC inace je aktivan sastojak u

nekim antisepticima i dezinficijensima.

CH,
H4C 1. CH,
8 8

CHs -

Slika 9. Molekulska struktura didecidimetilamonijevog klorida. Izvor:
http://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Didecyldimethylammonium-

chloride, MDA CHEM-814364?ReferrerURL=https://www.google.hr/

1.4.3. Bigvanidi

Nacin djelovanja skupine poliheksametilen bigvanida (PHMB) (Slika 10), koji ukljucuje i
spoj klorheksidin, opisan je u brojnim publikacijama [138, 139, 148, 149]. Koriste se u
antisepticima, konzervansima u kozmetici, za zara$¢ivanje rana i, opcenito, kao dezinficijens

Siroke upotrebe i spektra djelovanja.
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Slika 10. Molekulska struktura poliheksametilen bigvanida; n oznacava broj jedinki (4 do 19)
1 predstavlja duljinu alkilnog lanca. Izvor:

http://www.google.com.ar/patents/ W0O2005040323 A1?hl=hr&cl=en

Primarno mjesto djelovanja je citoplazmatska membrana, koja rezultira modifikacijom
propusnosti membrane. Taj je ucinak zapazen zbog elektrostatske interakcije PHMB s kiselim
fosfolipidima u citoplazmatskoj membrani. S obzirom na veli¢inu molekula PHMB, to
podrazumijeva stvarnu adsorpciju na citoplazmatske membrane gram-pozitivnih ili gram-
negativnih bakterija, Sto dovodi do destruktivnog djelovanja na ovoj razini. Za razliku od
nekih antibiotika (penicilini, bacitracin 1 novobiocin), nema akumulacije bakterijskih
membranskih prekursora, odnosno unistavanje je uzrokovano raskidom membrane 1 gubitkom

propusnosti bez lize stani¢ne stjenke.

Otpustanje sastojaka stanica nastaje pri vrlo niskim koncentracijama. Na visokom
koncentracijama koje se koriste pod antiseptickim uvjetima, baktericidni ucinak je vrlo brz,
zbog koagulacije citoplazme. Stoga, bakterijska smrt nije rezultat samo zbog propustanja

sastojaka stanica u svim (zapravo, samo nizim) koncentracijama PHMB.
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PHMB, osim §to djeluje nepovoljno na gram-pozitivne i gram-negativne bakterije, ima
1 virucidan ucinak za neke viruse. Stabilan je pri rasponu pH od 1 do 11, nema u sastavu

formaldehid 1 ne pjeni se.

Preporucene koncentracije u humanoj medicini za postupke dezinfekcije opreme,

povrsina i predmeta su 0,2%, 0,4%, 0,8% 1 1,0%,,.

PHMB u koncentraciji od 0,2% koristi se za higijenu usne Supljine u sprjecavanju
nastanka zubnog plaka, pritom ne oste¢ujuci sluznicu [150], a zbog netoksi¢nog djelovanja

predlaze se u toj koncentraciji i za tretiranje tezih povrsinskih infekcija.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj rada bio je odrediti u¢inak razlic¢itih koncentracija otopina dezinficijensa Asepsol eko,
Bigvasan i Descocid na rast F. novicida u dva aspekta, kao Ciste bakterijske kulture i nakon

Sto je bakterija bila inficirana i rasla u amebi — A. castellanii.

Specificni cilj bio je usporediti ucinke kemijskih supstanci o€itavanjem porasta kolonija
na BCYE ploci kada dezinficijensi djeluju na cCistu bakterijsku suspenziju F. novicida,
odnosno kada djeluju na bakterijsku suspenziju F. novicida nakon unutarstani¢nog zivota u A.

castellanii.

Hipoteza je da ¢e F. novicida, nakon infekcije i unutarstanicnog ciklusa u amebi, biti

rezistentnijom na djelovanje ispitanih dezinficijansa, nego li Cista kultura F. novicida.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Francisella novicida
F. novicida soj U112 uzgojena je na BCYE (engl. Buffered Charcoal Yeast Extract,
BCYE) agaru, tijekom 48 sati na temperaturi 3542 °C. Nakon inkubacije na BCYE plo¢i su

porasle sivo-bijele kolonije F. novicida soj U112 (Slika 11).

Slika 11. Nakon inkubacije pri 35+£2 °C/24 h na BCYE plo¢i porasle su sivo-bijele kolonije F.

novicida soja U112.

3.1.1.1. Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) agar
BCYE agar, 1978., razvio je Freely sa suradnicima, a potom modificirao Edelstein
dodaju¢i mu a-ketoglutarat radi bolje stimulacije rasta mikroorganizama i veée osjetljivosti

medija.
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U hranjivoj podlozi nalazi se ekstrakt kvasca koji bakteriji osigurava potrebu za
vitaminima, duSikom i ugljikom. Aktivni ugljen ima ulogu u razgradnji toksi¢nih produkata,
poput vodikovog peroksida, te veze CO,. ACES pufer dodan je radi odrzavanja optimalnog
pH za rast (6,940,2, pri 25 °C). Zeljezo (III) pirofosfat pruZa izvor Zeljeza, a esencijalna

aminokiselina L-cistein nuzna je za rast Francisella na hranjivoj podlozi.

3.1.2. Acanthamoeba castellanii

A. castellanii dobavljena je iz ATCC (American Type Culture Collection, ATCC) 30234

kulture te uzgojena u mediju 30234 na 25 °C.

3.1.3. Dezinfekcijska sredstva

U istrazivanju su koriStena tri dezinficijensa: Asepsol eko, Descocid 1 Bigvasan. Za

provedbu eksperimenta koriStene su po tri koncentracije za svaki od dezinficijensa.

Otopina Asepsola pripremljena je u koncentracijama od 1%, 2% i1 5%. Otopina Descocida
pripremljena je u koncentracijama od 0,2%, 0,5% 1 1%. Otopina Bigvasana pripremljena je,

takoder, u koncentracijama od 0,2%, 0,5% 1 1%.

Sigurosno-tehnicke liste za svaki od dezinficijensa, o njithovom sastavu i1 namjent,
sukladne su Uredbi 1907/2006 1 dostupne na web stranici Hrvatskog Zavoda za toksikologiju 1

antidoping.
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3.1.3.1. Asepsol eko
Asepsol eko pripremljen je u tri otopine od 100 mL, koncentracija 1%, 2% 1
5%. Pocetna otopina razrijedi se s vodovodnom vodom u omjeru 1:99 mL, 2:98
mL 1 5:95 mL, kako bi dobili Zeljene koncentracije dezinficijensa.
3.1.3.2. Descocid
Descocid je pripremljen u tri otopine od 100 mL, koncentracija 0,2%, 0,5% 1
1%. Pocetna otopina razrijedi se s vodovodnom vodom u omjeru 0,2:99,8 mL,
0,5:99,5 mL 1 1:99 mL, kako bi dobili Zeljene koncentracije dezinficijensa.
3.1.3.3. Bigvasan
Bigvasan je pripremljen u tri otopine od 100 mL, koncentracija 0,2%, 0,5% 1
1%. Pocetna otopina razrijedi se s vodovodnom vodom u omjeru 0,2:99,8 mL,

0,5:99,5 mL 1 1:99 mL, kako bi dobili zeljene koncentracije dezinficijensa.

34



3.2. Metode

3.2.1. Priprema bakterijske suspenzije

S sterilnom ezom pokupi se odredena koli¢ina poraslih 48-satnih kolonija F. novicida na
BCYE plo¢i te suspendira u 10 mL fizioloSke otopine kako bi, nakon spektrofotometrijski
izmjerene apsorbancije (OD 1), dobili bakterijsku suspenziju F. novicida s otprilike 10°

CFU/mL.

3.2.2. Priprema amebne kulture

Za pripremu inokuluma A. castellanii je sakupljena iz flaska nakon kultivacije u ATCC
30234 mediju, centrifugirana (350xg, 30 min), resuspendirana u puferiranoj slanoj otopini
(engl. phosphate-buffered saline, PBS) te su se potom stanice ameba brojale u Neubauerovoj

komorici svjetlosnim mikroskopom. Broj iznosio je 10° stanica ameba po mililitru.

3.2.3. Invitro infekcija A. castellanii s F. novicida

Za pripremu F. novicida inficiranih u 4. castellani, stanice prethodno prebrojanih ameba u
flasku su inokulirane s pripremljenom suspenzijom F. novicida kako bi dobili MOI (engl.
multiplicity of infection, MOI) 10 tijekom 60 minuta termostatiranja na 27 °C. Nakon 60
minuta, suspenzija se ispire s ATCC medijem (bez glukoze) kako bi se uklonile izvanstani¢ne
bakterije koje nisu inficirale amebu. Dodaje se svjezi ATCC medjj i sadrzaj u flasku inkubira

u termostatu tijekom iducih 48 sati pri 27 °C.

Nakon inkubacije, stanice ameba se razaraju s Triton x 100 (0.1%) otopinom tijekom 10
minuta i ispiru u PBS-u. Takva suspenzija, u kojoj su sada oslobodene F. novicida nakon
unutarstani¢nog rasta u amebi, nasaduje se L-Stapi¢em na BCYE agar kako bi, nakon
termostatiranja na 37 °C tijekom 48 sati, bile kultivirane kolonije F. novicida uzgojene u A.
castellanii.
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3.2.4. Ispitivanje ucinka otopina dezinficijensa razlic¢itih koncentracija na rast F.

novicida nakon porasta u A. castellanii u ovisnosti o vremenu

Porasle kolonije 48-satne BCYE kulture F. novicida koje su prethodno uzgojene u
amebama uzimaju se za pripremu bakterijske suspenzije u 10 mL fizioloske otopine. Broj
bakterija odreduje se spektrofotometrijski, uz slijepu probu — fiziolosku otopinu. Bakterijska
suspenzija koncentracije 10° CFU/mL dalje se koristi u eksperimentu ispitivanja ucinka
pripremljenih otopina triju dezinficijensa, razli¢itih koncentracija, u ovisnosti o vremenskom
periodu izlaganja: 10 sekundi, 1 minuta, 5, 10 i 15 minuta. Izvode se deseterostruka
razrijedenja u mikrotitarskim plo¢icama, u duplikatima. Postupak je isti za sva tri
dezinficijensa 1 svaku od triju koncentracija. Kao kontrola, koristi se ¢ista kultura F. novicida
koja je u prethodnom istraZivanju bila izloZena najve¢ima od pripremljenih koncentracija:

5%-tnom Asepsolu eko, 1%-tnom Descocidu i 1%-tnom Bigvasanu.

Postupak je identican i preuzet od naSeg proslog istrazivanja ucinka istih dezinficijensa na
Gistu bakterijsku kulturu F. novicida, opisanim u zavr$nom radu: Spoljari¢, N., Santi¢, M.!
(2016). Procjena ucinkovitosti kemijskih dezinficijensa u smanjenju rasta Francisella

novicida. Medicinski fakultet, UNIRI.

Postupak: Volumen od 0,5 mL, od pripremljenih otopina Asepsola eko (1%, 2%, 5%),
Bigvasana (0,2%, 0,5%, 1%) i1 Descocida (0,2%, 0,5% 1 1%), dodali smo u 15 epruveta, po 5
za svaki dezinficijens, gdje svaka epruveta predstavlja vremenski period (10 sekundi, 1
minuta, 5, 10 1 15 minuta) izlaganja dezinficijensa bakterijskoj suspenziji F. novicida

uzgojenih u A. castellanii.

Prije no $to se pomijeSa s bakterijom uzgojenom u amebi, u mikrotitar plo¢icama

potrebno je u triplikatima pripremiti deseterostruka razrijedenja na nacin da se, po¢evsi od

! Mentorica zavrénog rada: Prof. dr. sc. Marina Santi¢
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drugog reda nadalje, dodaje po 180 pL fizioloske otopine. Potom se u epruvetu s 0,5 mL
dezinficijensa pomijesa 0,5 mL bakterijske suspenzije F. novicida uzgojene u A. castellani te
se u tom trenutku starta vrijeme na 10 sekundi, koliko iznosi prvi period izlaganja bakterije
djelovanju dezinficijensa. Prije inokulacije, sadrzaj suspenzije potrebno je promijeSati, a
potom 200 pL prenijeti u prvi red mikrotitar plocice. Time dobivamo nulto razrijedenje.
Zatim se iz prvog reda, pomocu multikanalne pipete, istodobno prebacuje po 20 pL suspenzije

1z reda u red, kako je to pokazano na Slici 12.

Slika 12. Postupak deseterostrukog razrijedivanja bakterijske suspenzije u duplikatima

mikrotitar jazica.

Prilikom svakog prijenosa potrebno je uvijek dobro resuspendirati sadrzaj te mijenjati
nastavke. Na Cetvrtastim BCYE plo¢ama pravilno se ispiSu svi podaci te nakapava suspenzija
iz mikrotitar jaZzica na BCYE agar. Po 10 pL suspenzije iz svake jaZice na agar se prenosi
pomocu pipete, bez zamjene nastavaka, na nacin da se krene od najnizih koncentracija (zadnji

red jazica) ka viSima. Isti postupak ponavlja se i za preostale vremenske periode izlaganja (1
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minuta, 5, 10 1 15 minuta) te za svaki dezinficijens. Nasadene BCYE ploc¢e inkubiraju se na

3542 °C kroz 24 sata.

3.2.5 Statisticka obrada podataka

StatistiCka obrada rezultata izradena je u programu MedCalc. Izvodi se test komparacije

(comparison of means), odnosno Student t-test, za izracun statisti¢ke znacajnosti (p).

U izraunu se koriste broj ponavljanja, prosjean broj poraslih bakterija (average) i

standardna devijacija rezultata ocitanja porasta bakterija za svaki dezinficijens i1 koncentraciju.

Dvije su grupe rezultata koje usporedujemo u ovisnosti o vremenu i koncentraciji:
usporeduju se podaci uzorka (F. novicida uzgojene u A. castellanii) s kontrolom (F. novicida)
iste koncentracije; medusobno se usporeduju podaci uzoraka preostalih ispitivanih
koncentracija nizih od koncentracije kontrole (F. novicida) i pripadaju¢eg uzorka iste

koncentracije.

Kontrola za 5%-tni Asepsol eko u ispitivanju u¢inka na F. novicida uzgojenu u A.
castellanii bili su rezultati dobiveni prethodnim ispitivanjem ucinka 5%-tnog Asepsola eko na
rast F. novicida. Kontrola za 1%-tni Descocid u ispitivanju u¢inka na F. novicida uzgojenu u
A. castellanii jesu rezultati dobiveni prethodnim ispitivanjem ucinka 1%-tne otopine
Descocida na rast F. novicida. Kontrola za 1%-tni Bigvasan u ispitivanju ucinka na F.
novicida uzgojenu u A. castellanii jesu rezultati dobiveni prethodnim ispitivanjem ucinka

1%-tne otopine Bigvasana na rast F. novicida.

2#P < 0,05 i P < 0,001 prihvaéene su kao statisti¢ki zna¢ajna razlika.

2 *na grafovima oznacava statisti¢ki znacajnu razliku kontrole s uzorkom ( p < 0,05)
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4. REZULTATI

4.1. Ucinak razli¢itih koncentracija otopine Asepsol eko na rast F. novicida nakon

porasta u A. castellanii

Nasi rezultati pokazuju izostanak bakterijskih kolonija F. novicida nakon uzgoja u amebi
(MOI 10), izolacije i inokulacije u suspenzije s 1%-tnim, 2%-tnim i 5%-tnim Asepsolom eko
tijekom svih ispitanih vremenskih perioda djelovanja (10 sekundi, 1 minuta, 5, 10 i 15
minuta) (Slika 13). Kontrola sa ¢istom kulturom F. novicida tretiranom 5%-tnim Asepsolom
eko takoder nije biljezila nikakav porast bakterija na BCYE agaru (Slika 13). Statistic¢ki

znacajne razlike nema.

Slika 13. Udinak razli¢itih koncentracija otopine Asepsol eko na rast F. novicida
nakon porasta u A. castellanii. F. novicida nakon uzgoja u stanicama ameba je izolirana,
inokulirana u suspenziju od 1%-tnog, 2%-tnog i 5%-tnog Asepsola eko i tako izlozena
djelovanju dezinficijensa tijekom perioda od 10 sekundi, 1 minute 5, 10 i 15 minuta.
Kinetika rasta F. novicida nakon uzgoja u amebi odredena je porastom na BCYE agaru.
Kao kontrola, koriStena je Cista kultura F. novicida izlozena 5%-tnom Asepsolu eko.
Reprezentativna BCYE ploc¢a ne pokazuje rast bakterija.
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4.2. Uc¢inak razlic¢itih koncentracija otopine Descocida na rast F. novicida nakon

porasta u A. castellanii

Nakon termostatiranja 24 sata pri 37 °C, na BCYE agaru nasi rezultati pokazuju da je
doslo do porasta bakterijskih kolonija F. novicida nakon uzgoja u amebi (MOI 10), izolacije i
inokulacije u suspenzije s 0,2%-tnim 1 0,5%-tnim Descocidom. Poslije 10 sekundi djelovanja
0,2%-tnog Descocida na suspenziju F. novicida poraslih u amebi s 10° CFU/mL, broj opada
na prosjecan broj bakterija od 1,75:10° CFU/mL. Nakon 1 minute djelovanja nastavlja se
smanjivati na 2,05-10° CFU/mL. U produljenom vremenu djelovanja (5, 10 i 15 minuta)
0,2%-tnog Descocida na F. novicida nakon uzgoja u A. castellanii, nije dosSlo do porasta
bakterija na BCYE agaru (Slika 14).

Za djelovanje 0,5%-tnog Descocida na suspenziju F. novicida poraslih u amebi s pocetnih
10° CFU/mL, nakon 10 sekundi, o¢itano smanjene broja na 7-10* CFU/mL, a nakon 1 minute
djelovanja broj se smanjuje na 4,5-10° CFU/mL. U produljenom vremenu djelovanja (5, 10 i
15 minuta) 0,5%-tnog Descocida na F. novicida nakon uzgoja u 4. castellanii, nije doslo do
porasta bakterija na BCYE agaru (Slika 14).

Izmedu u 0,2%-tnog i 0,5%-tnog Descocida u tretmanu inokulacije s F. novicida uzgojene
u A. castellanii postoji statisti¢ki znacajna razlika (p < 0,001) za rezultate ocCitane prilikom
izlaganja periodima od 10 sekundi i 1 minute, dok kod produljenog vremena (5, 10 1 15 min)
rasta kolonija, kod oboje, nema te statisticki znacajna razlika ne postoji (Slika 14).

Nakon inokulacije F. novicida uzgojenih u A. castellanii u suspenziju s 1%-tnim
Descocidom na BCYE agaru ne biljeZimo ocitanje porasta bakterijskih kolonija tijekom
izlaganja svim vremenskim periodima (10 sec, 1 min, 5,10 1 15 min) (Slika 14).

U tretmanu s kontrolom — suspenzija F. novicida s 10° CFU/mL inokuliranom u otopinu
1%-tnog Descocida, rast kolonija F. novicida se ocitava na BCYE agaru tijekom svih

vremenskih perioda izlaganja (10 sec, 1 min, 5,10 i 15 min) gdje se nakon 10 sekundi broj
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kolonija smanjio na 3,5-10" CFU/mL, a nakon 15 minuta djelovanja iznosio je 4,5-10?
CFU/mL. Usporeduju¢i rezultate kontrole (F. novicida u tretmanu s 1%-tnim Descocidom) s
rezultatima dobivenim u tretmanu otopine 1%-tnog Descocida na F. novicida uzgojene u A.
castellanii gdje ne dolazi do rasta bakterijskih kolonija na BCYE agaru, prisutna je statisticki

znacajna razlika (p<0,001) (Slika 14).

m 10 sec
—
E H 1 min
s
o 5 min
S
§° MW 10 min
M 15 min

0.2% 0.5% 1% control
koncentracija dezinficijensa Descocid

Slika 14. U¢inak razlicitih koncentracija otopine Descocida na rast F. novicida nakon
porasta u A. castellanii. F. novicida nakon uzgoja u stanicama ameba je izolirana,
inokulirana u suspenziju od 0,2%-tnog, 0,5%-tnog 1 1%-tnog Descocida 1 tako izloZena
djelovanju dezinficijensa tijekom perioda od 10 sekundi, 1 minute 5, 10 i 15 minuta.
Kinetika rasta F. novicida nakon uzgoja u amebi odredena je porastom na BCYE agaru.
Kao kontrola, koriStena je cCista kultura F. novicida izloZena 1%-tnom Descocidu.
Zvjezdice ukazuju na statisticki znacajnu razliku (p<0,05) izmedu kontrole (F. novicida u
tretmanu s 1%-tnim Descocidom) 1 rezultata dobivenih nakon tretiranja F. novicida
uzgojene u amebi s 1%-tnim Descocidom.
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4.3. Uc¢inak razli¢itih koncentracija otopine Bigvasana na rast F. novicida nakon
porasta u A. castellanii
Nakon termostatiranja 24 sata pri 37 °C, na BCYE agaru nasi rezultati pokazuju da je
doslo do porasta bakterijskih kolonija F. novicida nakon uzgoja u amebi (MOI 10), izolacije i
inokulacije u suspenzije s 0,2%-tnim, 0,5%-tnim i1 1%-tnim Bigvasanom (Slika 15). Poslije 10
sekundi tretmana s 0,2%-tnim Bigvasanom nakon inokulacije F. novicida uzgojene u amebi s
10° CFU/mL u suspenziju dezinficijensa, broj kolonija se smanjuje na prosje¢an broj bakterija
od 3,65:10° CFU/mL no, tijekom daljnjeg izlaganja (1 min, 5, 10 i 15 min) broj bakterija

blago oscilira u smanjenu, ali je jo$ uvijek 10° CFU/mL (Slika 15).

Nakon 10 sekundi tretmana s 0,5%-tnim 1 1%-tnim Bigvasanom, nakon S$to smo
inokulirali pripremljenu bakterijsku suspenziju F. novicida uzgojene u amebi s 10° CFU/mL u
suspenziju s dezinficijensom, pocetni broj F. novicida uzgojenih u amebi (10° CFU/mL)
naglo se smanjuje na 10* CFU/mL, za obje koncentracije otopine Bigvasana. Poslije 5 minuta
djelovanja, za obje koncentracije, broj bakterija smanjuje se na 10> CFU/mL, a u produljenom
vremenu djelovanja (10 1 15 minuta) na BCYE agaru ne o€itavamo rast bakterijskih kolonija

F. novicida vzgojenih u A. castellanii (Slika 15).

Izmedu u 0,5%-tnog 1 1%-tnog Bigvasana u tretmanu inokulacije s F. novicida uzgojene u
A. castellanii postoji statisticki znacajna razlika (p<0,05) za rezultate ocitane prilikom
izlaganja periodima od 10 1 15 minuta, dok kod produljenog vremena (5, 10 i 15 min) rast
kolonija na BCYE ne oc¢itavamo, kod obje koncentracije, te nema statisticki znacajna razlike

(Slika 15).

U tretmanu s kontrolom — suspenzija F. novicida s 10° CFU/mL inokuliranom u otopinu
1%-tnog Bigvasana, rast kolonija F. novicida se ocitava na BCYE agaru tijekom svih

vremenskih perioda izlaganja (10 sec, 1 min, 5,10 i 15 min) gdje je broj kolonija nakon 10
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sekundi tretmana visokih 10° CFU/mL, a u produljenom vremenu do 15 minuta taj broj blago
oscilira ali se zadrzava u visokoj koncentraciji. Usporedujuci rezultate kontrole (F. novicida u
tretmanu s 1%-tnim Bigvasanom) s rezultatima dobivenim u tretmanu otopine 1%-tnog
Bigvasana na F. novicida uzgojene u A. castellanii, postoji statisticki znacCajna razlika
(p<0,05) za svih pet ispitanih vremenskih parametara (10 sec, 1 min, 5, 10 i 15 min). U
tretmanu otopine 1%-tnog Bigvasana na F. novicida uzgojene u A. castellanii i inokulirane u
otopinu dezinficijensa, poslije 10 sekundi izlaganja po&etnog broj bakterija (10° CFU/mL) se
smanjuje na 10* CFU/mL, dok u produljenom vrmenu djelovanja (10 i 15 minuta) rast

bakterija na BCYE agaru se ne o€itava (Slika 15).
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Slika 15. U¢inak razlicitih koncentracija otopine Bigvasana na rast F. novicida nakon
porasta u A. castellanii. F. novicida nakon uzgoja u stanicama ameba je izolirana,
inokulirana u suspenziju od 0,2%-tnog, 0,5%-tnog 1 1%-tnog Bigvasana i tako izlozena
djelovanju dezinficijensa tijekom perioda od 10 sekundi, 1 minute 5, 10 i 15 minuta. Kinetika
rasta F. novicida nakon uzgoja u amebi odredena je porastom na BCYE agaru. Kao kontrola,
koristena je Cista kultura F. novicida izloZzena 1%-tnom Bigvasanu. Zvjezdice ukazuju na
statistiCki znacajnu razliku (p <0,05) izmedu kontrole (F. novicida u tretmanu s 1%-tni
Bigvasanom) i rezultata dobivenih nakon tretiranja F. novicida uzgojene u amebi s 1%-tnim
Bigvasanom.
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S. RASPRAVA

Sposobnost prezivljavanja i razmnozavanja u vodenom okoliSu i moguénost rasta u
slobodno-zivu¢éim amebama poput A. castellanii [42,43], razvilo je pretpostavke da su
protozoe potencijalni rezervoar bakterije u vodenom ekosustavu [43]. F. novicida se, uz F.
philomiragia 1 F. hispaniensis, povezuje s vodenim okoliSem [40], gdje stvara biofilm radi

veée sposobnosti prezivljavanja i razmnozavanja F. novicida u vodenim staniStima [86-88].

U A. castellanii, unutarstanicnim razmnozavanjem, Francisella ne izlazi iz vakuole
domacina kao kod inficiranja stanica sisavaca, ve¢ se razmnozava unutar hranidbene vakuole
(fagosoma) amebe [61,67] Sto bi bakteriji trebalo povecati otpornost na vanjske utjecaje zbog
preuzimanja dijela amebnih gena za rezistenciju zbog kojih one dobro opstaju u raznim
uvjetima. Primjerice, klor dioksid, se pokazao najefektivnijim u studiji kontrole Legionella
pneumophila u vodenim sustavima no, kada se primjenio na amebe, one su potpuno prezivjele
djelovanje te na taj nacin legionelama sluze kao rezervoari, omogucuju¢i im brzu

rekolonizaciju jer, brane¢i sebe od djelovanja klor dioksida, ujedno 1 Stite legionelu [151].

Ovakve informacije trebale bi poduprijeti 1 tezu da ¢e, kada Francisella inficira amebe,
nakon unutarstanicnog ciklusa, kao 1 sli¢na L. pneumophila imati ve€u otpornost na vanjske

Cinitelje, jednom kada napusti amebu.

U naSem istraZivanju hipoteza je bila da ¢e nakon infekcije 1 rasta u A. castellanii, F.
novicida biti rezistentnija na djelovanje aktivnih tvari iz dezinficijensa. Rezultati koje smo
dobili pobijaju tu hipotezu. Iznenadujuce, ali djelovanjem Asepsola eko, Descocida i
Bigvasana na F. novicida nakon porasta u A. castellanii, bakterija je bila joS viSe osjetljivija

nego u prijasnjoj studiji s ¢istom kulturom F. novicida [152].

Djelovanje svo troje dezinficijensa ispitivano je u istim uvijetima, unutar BSL-2 komore,
te se najucinkovitijim pokazao Asepsol eko. U svim koncentracijama koje su radene (1%, 2%,
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5%), imao je potpuno baktericidan uc¢inak na F. novicida poraslu u amebi, za sve vremenske
intervale izlaganja tijekom pokusa (10 sekundi, 1 minuta, 5, 10 i 15 minuta). Kontrola je bila
Cista kultura F. novicida tretirana s 5%-tnim Asepsolom eko, gdje je ucinak takoder
baktericidan i rast bakterijskih kolonija nije ocitan. Izmedu kontrole i uzorka ne postoji

statististiCki znacajna razlika — potvrden je baktericidan ucinak u oba slucaja.

Glavna aktivna komponenta Asepsola eko jesu kvaterne amonijeve soli —

didecildimetilamonijev klorid i benzalkonijev klorid.

Rezultati nastali djelovanjem Descocida, koji u svom sastavu ima takoder kvaterne
amonijeve soli, pri koncentracijama od 0,2% i 0,5% djelovao je bakteriostatski mnogo
efikasnije nego $to je to bio sposoban Bigvasan u koncentracijama od 0,2%, 0,5% i 1%, gdje
se je broj poc&etnih bakterija (10° CFU/mL) reducirao na jo$ uvijek visokih 10 CFU/mL za
0,2%-tni, tj. na 10* CFU/mL za 0,5%-tni i 1%-tni Bigvasan. Rast bakterija na BCYE plo¢i
kod svih je koncentracija bio o¢itan u svim vremenskim intervalima izlaganja, te se je moglo
uociti bakteriostatsko djelovanje koje bi se, pretpostavljamo, produciralo i u duljem vremenu
izlaganja od 15 minuta, s ne znac¢ajnijim smanjenjem broja kolonija. S Descocidom to nije
slucaj. Prema F. novicida porasloj u A. castellanii on je sve vise djelotvorniji kao
bakteriostatik, ovisno kako raste koncentracija 1 vrijeme izlozenosti, djelovanje prelazi 1 u
biocidno. Nakon izlaganja 1%-tnom Descocidu, nema ocitanja rasta kolonija F. novicida
poraslih u amebama. Ovdje postoji statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (F.
novicida) pri djelovanju Descocida iste koncentracije, jer je zabiljezen rast kolonija, ali s

opadanjem s vremenom — bakteriostatski uc¢inak.

Zasto su naSi rezultati suprotni postavljenoj hipotezi da ¢e F. novicida biti osjetljivija
odrzi li svoj unutarstani¢ni Zivotni ciklus u A. castellanii prije tretiranja s dezinficijensima,

trebalo bi jo$ biti istraZenim na stani¢noj i molekulskoj razini interakcije aktivnih komponenti
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ovih dezinficijensa — kvaterne amonijeve soli i PHMB — sa komponentama stanice F.
novicida. Ono Sto se moze uzeti u obzir kao razlog ovakvog ponasanja, lezao bi u samoj
interakciji 1 vrsti molekula koje dolaze u interakciju. Stijenka Francisella ima vise od 50%
lipidnog udijela, dok se citoplazmatska membrana Acanthamoeba sastoji se od oko 25%
fosfolipida [120]. Molekule kvaternih amonijevih soli koje su se nalazile u ispitivanim
dezinficijensima imaju duge alkilne lance koji su nepolarnog karaktera. U stijenci i membrani
F. novicida nalaze se lipidi 1 fosfolipidi koji kao nepolarne molekule u dezinfekcijskom
mediju reagiraju sa aktivnim supstancama dezinficijensa te, prema pravilu ,,sli¢no se otapa u
sliénome*, zbog ¢ega dolazi do moguénosti oSte¢enja vanjskih membrana 1 prodiranja tvari u

citosol i jezgru stanice — razaraju bakteriju.

Prema strukturi, dugolanfane kvaterne amonijeve soli i bigvanid mogu se ubrojiti u
povrsinski aktivne tvari (surfaktante) za koje je karakteristicno da u strukturi sadrZe polarni
hidrofilni dio i nepolarni, hodrofobni, odnosno lipofilni dio (dugi alkilni lanci) §to im
omogucava slaganje u dvosloje ili micele. Tim strukturama slaganja, kao i samim strukturama
molekula, nalikuju 1 stani¢ne membrane, zbog fosfolipidnog dvosloja. Tu dolazi do interakcija
spojeva s membranskim dijelovima stanica. Elektrostatskom interakcijom izmedu negativno
nabijenih fosfatnih skupina i1 pozitivno nabijenih amonijevih iona te lipofilne interakcije
izmedu alkilnih lanaca fosfolipida i surfaktanata doSlazi do razaranja stanicne membrane F.

novicida .

Sto se na molekularnoj razini toéno dogodilo, izmedu organskih molekula u stani¢noj
strukturi bakterije 1 molekula aktivnih tvari iz dezinficijensa, da je F. novicida nakon porasta
u amebi bila jos osjetljivijom trebalo bi joS istraziti, kao 1 sa ¢iStom kulturom F. novicida kada

interreagira s ovim supstancama.
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6. ZAKLJUCAK

Kompletan unutarstani¢ni zivot bakterija iz roda Francisella vrlo je kompleksan, s
brojnim mehanizmima i Ciniteljima virulencije koji su jo§ nedovoljno istrazeni, ali koji
francizele Cine interesantnima za proucavanje. Takoder i opasnim, multifunkcionalnim,
patogenom koji moze biti koriSten kao efikasno bioloSko oruzije za transmisiju aerosolom, za
koje trenutacno ne bi postojao efektivan lijek. Iz tog su razloga francizele uvijek aktualnim
javnozdravstvenim pitanjem, a osobito zbog sve cCeSéeg potvrdivanja kako uz pomoc
okoliSnog rezervoara — ameba, F. novicida, moze biti ocuvana u vodenom okolisu i ondje

stvarati biofilmove.

Nasi rezultati pokazali su kako F. novicida nakon uzgoja u A. castellanii ima jo$ vecu
osjetljivost na dezinficijense s aktivnim supstancama — kvaternim amonijevim solima i
bigvanidima. Asepsol eko jo§ se jednom pokazao potpuno biocidnim sredstvom za F.
novicida, pa i nakon kultivacije u amebi. Cak i u koncentraciji &etri puta manjoj od
preporucene, ucinak je bio isti, dok su Descocid i Bigvasan djelovali bakteriostatski na rast F.
novicida nakon porasta u 4. castellani, s ja¢inom ucinka ovisnim o koncentraciji 1 vremenu

izlozenosti, gdje Descocid ima bolje rezultate.
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