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SAZETAK

Acinetobacter baumannii predstavlja jako vazan patogen u bolnickom okruZenju.
Pokazao se kao velika opasnost jer je uvelike otporan na antibiotike. Pored toga je vazna i
mogucénost rasta i postojanja u biofilmu. Prezivljava na gotovo svim povrSinama i u Sirokom

rasponu nepovoljnih uvjeta.

Posljednjih je godina sve vise bakterija koje imaju moguénost stvaranja biofilma i s tim
svojstvom razviju i otpornost na djelovanje antibiotika. Bakterijama, biofilm sluzi kao zastita
od antibiotickog lijeCenja, dezinficijensa, imunoloske obrane domacina i isusivanja. Zajednice

bakterija, biofilm, se stvaraju kad bakterije dodu u nepovoljne uvjete za rast.

Cilj ovog istrazivanja je saznati kako isuSivanje Acinetobactera baumannii utjece na

porast i stvaranje biofilma. IstraZzuje se prezivljavanje 1 adhezija na plasticnoj podlozi.

Dobiveni rezultati nam daju uvid u sposobnost prezivljavanja A. baumannii na
plasti¢noj podlozi bez vecih problema. Nakon izlaganja susenju u periodu od 14 dana pokazao
se pad broja bakterija ali i dalje ne dovoljno za zdravstveni znacaj, te brojke su i dalje visoke.
Acinetobakteri koriSteni u ovim ispitivanjima s lako¢om stvaraju biofilmove u kojima lako
prezivljavaju susenje. Adheriraju na plasti¢nu podlogu i tako s medusobnim vezivanjem tvore

zajednice biofilma.

Moze se zakljuciti kako svi koriSteni sojevi mogu stvarati biofilm 1 na taj nacin
prezivljavati postupak isuSivanja. To dokazuje da je Acinetobacter baumannii veliki problem u

bolnic¢kim sredinama i ostat ¢e tako sve do pojave novog, uvelike potrebnog, lijeka.

Kljuéne rijeci: Acinetobacter baumannii, biofilm, suSenje



SUMMARY

Acinetobacter baumannii is a very important pathogen in the hospital environment. It
has proven to be a great danger because it is highly resistant to antibiotics. In addition, the
possibility of growth and existence in biofilm is important. It survives on almost all surfaces

and in a wide range of adverse conditions.

In recent years, more and more bacteria have the ability to create a biofilm and with this
property developes resistance to antibiotics. To bacteria, the biofilm serves as protection against
antibiotic treatment, disinfectants, host immune defense, and drying. Bacterial communities,

biofilm, are formed when bacteria come under unfavorable conditions for growth.

The aim of this study is to find out how drying of Acinetobacter baumannii affects the

growth and formation of biofilm. Survival and adhesion to a plastic substrate are investigated.

The obtained results give us an insight into the viability of A. baumannii on a plastic
surface without major problems. After exposure to drying for a period of 14 days, the number
of bacteria decreased, but still not enough for health significance, and those numbers are still
high. The acinetobacteria used in these tests easily create biofilms in which they survive drying
process. They adhere to the plastic surface and thus interconnect to form a biofilm community.

It can be concluded that all the strains used can form a biofilm and thus survive the
drying process. This proves that Acinetobacter baumannii is a major problem in hospital

environments and will remain so until a new, much needed, drug emerges.

Key words: Acinetobacter baumannii, biofilm, drying
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Acinetobacter je rod bakterija iz porodice Moraxellaceae. To su gram - negativne
bakterije koje su kroz proslost promijenile vise od 15 naziva, a njihov utjecaj se poceo vise
istrazivati pred kraj 20.-og stoljeca. Acinetobakteri, naj¢es¢e Acinetobacter baumannii,
uzrokuju moguce probleme u bolnicama i medicinskim ustanovama jer su otporne na razne

nepovoljne uvjete. (1)

Glavna tema ovog rada je utjecaj isusSivanja raznih sojeva bakterije Acinetobacter
baumannii na stvaranje biofilma. Biofilm predstavlja stvaranje zajednice s drugim
mikroorganizmima. Moguénost stvaranja te zajednice bitna je bakterijska znacajka na koju se
nailazi na prirodnim i umjetnim povr$inama. U prirodnom okruzenju biofilm predstavlja nacin
zivota bakterije u kojem mogu imati ucinke na poticanje rasta biljki, razgradnju organskih tvari.
Pokazali su se korisnim i u fermentaciji hrane, proizvodnji raznih materijala na bio-bazi i sl.
Pored korisnih uloga u prirodnom okruzenju, biofilmovi predstavljaju veliku prijetnju za javno
zdravstvo koje je odgovorno za brigu o infekcijama. Oni su ukljuéeni u 65% mikrobnih bolesti
i oko 80% kroni¢nih infekcija povezanih s medicinskim uredajima, povrSinama i priborom.
Pojavljuju na svim povr§inama bilo to medicinskog porijekla, poput katetera i implantata dojke,
sve do predmeta svakodnevne uporabe, poput kontaktnih le¢a. Bakterijske infekcije biofilmom

tesko se lijece jer su vrlo otporne na imunoloske odgovore i antibiotike. (2)

1.1. Karakteristike acinetobaktera

Acinetobakteri su kratki, gram-negativni Stapi¢i. Bojanje po Gramu moze varirati unutar
jedne bakterijske kulture. U stacionarnoj fazi su vise u obliku koka dok su u fazi rasta tipi¢no
veli¢ine od 1,0 do 1,5 um Sirine i od 1,5 do 2,5 um duzine. Imaju kapsulu i nepokretni su. Svi
¢lanovi roda su obligatni aerobi, ne fermentativni, oksidaza negativni i katalaza pozitivni.
Oksidaza test sluzi kao brzi postupak za razlikovanje acinetobaktera od inace slicnih ne

fermentativnih bakterija. (1)

Acinetobacter tvori glatke blijedozute do sivkastobijele kolonije na ¢vrstom mediju.

Kolonije su sli¢nih veli¢ina kao i one enterobakterija. Upravo zbog visoke rezistencije na

1



nepovoljne uvjete, velika vecina sojeva moze rasti u jednostavnom mineralnom mediju koji
sadrzi jedan izvor ugljika, dusika i energije. Za znatan broj idealna temperatura rasta je izmedu
201 30°C, dok je za Acinetobacter baumannii 37°C. (1)
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Slika 1. (A), Bojanje po Gramu Acinetobacter baumannii u stacionarnoj fazi, prikazani
kokoidni i kokobacilarni oblici. (B) i (C), skenirajuca elektronska mikrofotografija sojeva A.
baumannii AYE i ACICU.

1.1.1. Patogeneza

Vrste acinetobaktera dobivaju sve ve¢u vaznost kao znacajni oportunisticki patogeni. U
bolni¢kim uvjetima uklju¢ene su u Sirok raspon infekcija. NajviSe problema uzrokuju kod
kriti¢no bolesnih pacijenata s oslabljenim imunitetom. Ove infekcije najcesée ukljucuju upalu
pluca, infekcije koze i mekog tkiva, infekcije rana, infekcije mokraénog sustava, meningitis i
infekcije krvotoka. Od svih acinetobaktera, bolnicke infekcije i epidemije pripisuju se

uglavnom A. baumannii. (3)

Acinetobakteri ne predstavljaju problem kao primarne infekcije. Iako se mogu naci u
svim segmentima okoliSa, za sad ne prikazuju prijetnju. Do infekcija dolazi u bolnickom
okruzenju gdje prezivljavaju rezistentni sojevi koji su nastali upravo nekim invazivnim

lije¢enjima i prekomjernom uporabom antibiotika. (4)

Tablica 1. Neke vrste roda Acinetobacter i njihova stanista



Ime vrste Broj genomske Tip ili s0j Primarno staniste ili

vrste izvor
A. baumannii 2 ATCC 19606 Ljudski klini¢ki uzorcei
A. beijerinckii / NIPH 838 Tlo, voda
A. bouvetii / DSM 14964 Aktivni mulj
A. guillouiae 11 ATCC 11171 Hudeld szes’ voda
A. johnsonii 7 ATCC 17909 Ljudska lt(l(;za voda,
A. lwoffii 8/9 ATCC 15309 Ljudska koza
A. parvus / NIPH384 Ljudi i Zivotinje

1.1.2. Laboratorijska dijagnostika

Acinetobakteri se naj¢esc¢e uzgajaju na uobicajenim laboratorijskim podlogama, kao §to
su hranjivi agar i tripti¢ni agar od soje. Definirane su podloge koje se sastoje od mineralne baze,
koja u sebi sadrzi soli amonijaka ili nitrata, i jedan ili vi$e izvora ugljika. One su ipak koriStene
samo u posebne svrhe. Za izravnu izolaciju od klinickih uzoraka korisnije je koristiti selektivni
medij koji potiskuje rast drugih mikroorganizama. Selektivni i diferencijalni medij koji sadrzi
zuéne soli, Secere i bromkrezol ljubicastu boju, dostupan je kao Herellea agar (Difco). Ta

podloga je nastala dodavanjem razli¢itih antibiotika. (1)

Kod uzoraka iz okolisa, ponajvise u podruc¢jima gdje Acinetobacter moze biti prisutan
u samo malom broju, uzgoj u tekuéini za obogacivanje moze biti koristan. Uzorci koji su
kontaminirani raznim mikroorganizmima mogu se Koristiti za inokulaciju teku¢eg mineralnog
medija koji sadrzi jedan izvor ugljika i energije te sol amonijaka ili nitrata kao izvor dusika, s
potrebnim pH od 5,5 do 6,0. Potrebno je snazno muckanje tijekom inkubacije kako bi svi
prisutni acinetobakteri mogli prerasti sve pseudomonase. Nakon inkubacije od 24 do 48 sati,

medij iz kulture inokuliran je u selektivni medij i kolonije acinetobaktera se dalje identificiraju.



Ova metoda koriStena je za izlu¢ivanje Acinetobacter iz fekalnih uzoraka i razlicitih klinic¢kih i

ekoloskih uzoraka.

Klini¢ki izolati, koji pripadaju A. baumannii rastu na 37 °C, dok neke druge genomske
vrste rastu na nizim temperaturama. Preporucena je op¢a temperatura uzgoja od 30 °C. Moze

se preporuciti I niza temperatura ili kombinacija temperatura, ovisno o vrsti i podrijetlu uzorka.

1)

1.1.3. Identifikacija

Acinetobacter se dijeli na genomske vrste temeljem DNA - DNA srodnosti. Koristeno
je nekoliko razli¢itih metoda hibridizacije DNA. To ukljué¢uje metodu nitroceluloznog filtera,
metodu S1 endonukleaze i metodu kvantitativne bakterijske tockice. Posljednja metoda
vjerojatno je najjednostavnija, ali sve te metode su naporne i neprikladne za uporabu u rutinskoj
praksi. Fenotipske metode identifikacije za pojedine vrste nisu potpuno pouzdane, a to moze
biti izvor zabune u mikrobioloSkim laboratorijima. Kako bi se izbjegli buduc¢i problemi, vazno

je da osobe koje rade s Acinetobacter vrstom jasno navedu metodu identifikacije. (1)

1.1.4. Klini¢ka slika

Acinetobakter je izoliran iz razli¢itih vrsta oportunistickih infekcija. One ukljucuju
upalu pluca, sepsu, endokarditis, meningitis, infekciju koZe 1 rana te infekciju mokra¢nog
sustava. Infekcije se ne razlikuju previse od drugih bolni¢kih infekcija uzrokovanih gram -
negativnim bakterijama. Kao glavna mjesta infekcije su se pokazali donji disni trakt i mokraéni
trakt. (1)

Pravu ucestalost bolnickih infekcija uzrokovanih acinetobakerom nije lako procijeniti.
Najvise zbog toga §to izolacija ovih mikroorganizama iz uzoraka ne mora znaditi uzrok

infekcije, ve¢ moze biti posljedica kolonizacije. (1)



Najvece probleme uzrokuju kod osoba s oslabljenim imunim sustavom, pusaca,
alkoholicara, 1 ostalih kroni¢nih bolesnika. Kako je najveci postotak infekcija diSnog sustava

zakljuc€uje se da su ugrozene osobe koje koriste respirator u medicinskim ustanovama.

1.1.5. Lijecenje i sprje¢avanje nastanka infekcije

Vrlo mali broj antibiotika je pouzdano ucinkovit za lije¢enje tezih bolnic¢kih infekcija
nastalih bakterijom Acinetobacter. (1) Lijecenje ozbiljnijih infekcija nastalih acinetobakterom
treba obuhvacati kombiniranu terapiju na temelju laboratorijskih rezultata osjetljivosti. (4)
Smrtonosnost infekcija acinetobakterom izazvana je u vise od 50% slucajeva. Najzastupljeniji,
od acinetobaktera je Acinetobacter baumannii koji je odgovoran za 95% infekcija i izbijanja u

bolnicama, a slijede ga A. nosocomialis i A. pittii. (5)

U suzbijanju se koristi kombinacija mjera kako bi se sprijecio rast i razvoj te Sirenje tih
mikroorganizama. Potrebna je kontrola okolisa, dekontaminacija opreme, naglasak na pranju
ruku i postupcima izolacije pacijenata. Potrebna je i kontrola uporabe antibiotika, osobito u

podru¢jima visokog rizika. (1)

Troskovi povezani s suzbijanjem infekcija acinetobakterom mogu biti izrazito velike, a
pored toga neke su institucije ¢ak bile prisiljene zatvoriti Citave odjele kako ne bi doslo do
daljnjeg Sirenja bakterije. Stoga postoji velika potreba da se sprijeci prijenos acinetobaktera u
zdravstvenim ustanovama. Dezinfekcija ruku s dezinficijensima na bazi alkohola i promatranje

standardne bolnicke prakse uvijek se naglasava.

Smatra se da bi laboratoriji trebali provoditi aktivni nadzor nad pacijentima koji su
kolonizirani s rezistentnim acinetobakterom. Moguca ispitivanja novih antibiotskih tvari, od
biljaka i drugih prirodnih izvora, koje imaju aktivnost protiv roda Acinetobacter od velikog je

znacaja. (6)



Resistance of Acinetobacter spp (MDR)
Antibiotics

n Y0
Amikacin 290 92
Amoxicillin + Calvulanic acid 305 97
Piperacillin / Tazobactam 290 92
Ceftriaxone 302 96
Ceftazidime 277 88
Gentamicin 261 83
Ciprofloxacin 284 90
Tobramycin 95 30
Imipenem 287 91
chloramphenicol 290 92
Polymixin B - -
Salbactam + Cefoperazone 284 90
Co-trimoxazole 290 92

Slika 2. Tabli¢ni prikaz otpornosti rezistentnog Acinetobacter na odredene antibiotike u

ukupnom broju uzoraka n — 315.

1.2. Stvaranje biofilma

Biofilmovi se sastoje od mikroorganizama koji se pri¢vr§¢eni na povrsinu i omotani u
hidratizirani polimer napravljen od polisaharida, proteina i nukleinskih kiselina. Biofilm
funkcionira na slican nacin kao tkiva. Uz pomocu primitivnog cirkulacijskog sustava za
pumpanje tekuéina i hranjive tvari kroz kanale u matrici. Zivot u biofilmu pruza zastitu

bakterijama od napada iz vanjskog svijeta. on predstavlja prepreku protiv prodiranja



antimikrobnih sredstava, kisika i hranjivih tvari. Takoder omogucuje organizmima da se odupru

imunom sustavu domacina. (6)

Posljednjih godina broj bakterija rezistentnih na antibiotike povezanih s stvaranjem
biofilma se uvelike povecao. U tim zajednicama bakterija, biofilmovi daju zastitu od
antibiotickog lijecenja, dezinficijensa, imunoloske obrane domacina i isuSivanja. Stvaranje

biofilma je izazvano suoavanjem bakterija s nepovoljnim uvjetima za rast. (2)

Bakterija zapocinje vezivanje opéim fizio-kemijskim silama supstrata i bakterijske
ovojnice. Nakon prvog kontakta, ukljucuju se specifi¢ni ili nespecificni adhezini na stani¢noj
povrsini §to dovodi do nepovratnog vezivanja koje stvara mikro-kolonije. Vezivanjem i
proliferacijom vise takvih kolonija nastaju strukture koje pocinju proizvoditi izvanstani¢ne

polisarharide i druge tvari, te na kraju kona¢nu gradu biofilma. (2)

U slucaju gram-negativnih bakterija adhezija na stani¢noj povrSini moze biti
uzrokovana fimbrijalnim i ne fimbrijalnim adhezinima, kao i razli¢itim polisaharidima.
Fimbrijalni adhezini su proteinska vlakna koja nose vaznu ulogu u adheziji bakterija na
povrsini. (2) Acinetobacter baumannii ima sposobnost stvaranja biofilma na Sirokom rasponu
povrsina. To ukljucuje i abioti¢ke povrsine, poput nehrdajuceg Celika i plastike, kao i epitelne
stanice domacina. Razni faktori virulencije ukljuceni su u prianjanje bakterijskih stanica,
medutim plasti¢nost uofena u genomima A. baumannii dovodi do znacajnih varijacija u

stvaranju biofilmova specifi¢nih za svaki soj. (7)

Slika 3. Prikaz biofilma Acinetobacter baumannii na elektronskom mikroskopu. (A),

jaka formacija biofilma; (B), slabija formacija biofilma.



1.3. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii je postao jedan od najuspjesnijih patogena u zdravstvenom
sustavu zbog svoje nevjerojatne sposobnosti stjecanja antimikrobne rezistencije. Nekoliko
sojeva A. baumannii visoko su rezistentni na vecinu klinicki dostupnih antibiotika. Ova
bakterija ima niz mehanizama rezistencije, ukljucujuci pB-laktamaze, enzime koji modificiraju
aminoglikozide, efflux pumpe i modifikacije ciljnih mjesta. Kod kombinacije od nekoliko ovih
mehanizama rezistencije postupno se smanjuje broj antibiotika dostupnih za lijeenje infekcija

u klinickoj praksi.(8)

Saznanje da A. baumannii moze stvarati biofilm u bolni¢kim uvjetima, tako $to mijenja
ekspresiju razli¢itih proteina, dovodi do raznih pitanja. Osim zdravstvenih ustanova to mu
uspijeva i unutar domacéina, $to dovodi do kroni¢nih infekcija. Upravo zbog te moguénosti je

otporan na antimikrobne lijekove, deterdzente, dezinficijense i isuSivanje. (2)

SZO je proglasila da je A. baumannii jedan od najozbiljnijih organizama iz skupine
ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A.
baumannii, Pseudomonas aeruginosa i vrsta Enterobacter) koji izrazito u¢inkovito izbjegavaju

djelovanje antibakterijskih lijekova.(8)

Prvi testovi identifikacije vrsta Acinetobacter su temeljeni na njihovom biokemijskom
profilu. Koristenje molekularnih metoda kao $to je DNA - DNA hibridizacija se pokazalo
korisno. Metoda je koriStena za utvrdivanje identiteta najmanje 33 razliCite vrste
acinetobaktera. Medu tim vrstama osim Acinetobacter baumannii se nalazi, Acinetobacter
calcoaceticus, Acinetobacter genske vrste 3 i Acinetobacter genske vrste 13TU. Ove vrste dijele
fenotipske karakteristike zbog kojih ih je tesko razlikovati. Iz tog razloga su, gore spomenulti,

grupirani u Acinetobacter baumannii-calcoaceticus (ACB) kompleks. (9)

Najbolje opisan faktor virulencije Acinetobacter baumannii do sada je OmpA
proteinska domena. To je protein koji se nalazi na vanjskoj membrani mnogih gram-negativnih
bakterija. Protein OmpA pridonosi sposobnosti A. baumannii da opstane i raste u ljudskom
serumu. Medutim, OmpA nije jedini faktor koji pridonosi serumskoj rezistenciji, jer razliiti
sojevi, od kojih svi sadrze gene OmpA, imaju znacajno razli¢ite sposobnosti prezivljavanja u
ljudskom serumu. U okoliSu ovaj protein moze olaksSati postojanost i prezivljavanje
acinetobaktera pomazu¢i kod stvaranja biofilma. Zbog visestrukih funkcija u patogenezi,

OmpA domena moze biti privlatna meta za razvoj novih strategija lijeCenja i prevencije
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infekcija nastalih A. baumannii. Takoder, uz sve gore navedeno, ima ulogu u prianjanju i

invaziji epitelnih stanica kod ljudi. Moze pridonijeti Sirenju bakterije tijekom infekcije. (10)

Efflux pumpa je mehanizam koji se ve¢inom pojavljuje u svim stanicama i ima
fiziolosku ulogu. U stanici prokariota kao glavnu funkciju ima uklanjanje metabolic¢kih
produkata i toksina. Izvanredno, taj mehanizam uklanja koristene antibiotike iz stanice u terapiji
infekcija. Geni i proteini pumpe prisutni su u svim organizmima. Nekoliko je studija pokazalo
da efflux pumpe u bakterijama mogu ostvariti smanjenu osjetljivost na antibiotike. Ipak, takvo

smanjenje ne utjece trajno na razinu rezistencije na antibiotike.

Efflux transponter hvata Zeljene supstrate iz fosfolipidnog dvosloja unutarnje membrane
ili citoplazme, a nakon toga ih transportira u izvanstani¢ni medij. Efflux pumpa igra vaznu
ulogu u antimikrobnoj otpornosti A. baumannii. Ti mehanizmi mogu biti specifi¢ni za jednu
podlogu ili mogu transportirati niz razli¢itih spojeva. Tako mogu izbacivati i antibiotike
razli¢itih kemijskih klasa. (11)
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Slika 5. Acinetobacter izoliran iz klinickih uzoraka rezistentan na karbapeneme

A. baumanni se Hrvatskoj pojavila 2002. godine. Otkrilo se da ova bakterija brzo razvija
otpornost na razli¢ite antibiotike. Problem predstavlja njena sposobnost na dugotrajno
prezivljavanje izvan Covjeka ili Zivotinja i to u nepovoljnim uvjetima. Klinicki izolati A.
baumannii u Hrvatskoj su vrlo otporni na antibiotike, ¢ak i na karbapenemsku skupinu.
Karbapenemi su antibiotici visoke ucinkovitosti koji se koriste za lijeGenje infekcija
uzrokovanih multirezistentnim bakterijama. 1z tog razloga je A. baumannii, prema procjeni
Svjetske zdravstvene organizacije, na vrhu popisa patogena. Prioritetet je razviti nove

antibiotike kako bi se mogle bolje lijeciti infekcije. (12)

»Hrvatski zavod za javno zdravstvo, Sluzba za mikrobiologiju, sudjeluje u projektu
Hrvatske zaklade za znanost Prirodno staniSte klini¢ki znacajnih Acinetobacter baumannii koji
se provodi radi Sireg pracenja 1 epidemioloskih istrazivanja utjecaja otpada iz okolisa (npr.
otpadnih voda) na rasprostranjivanje bakterije A. baumannii koja je viSestruko otporna na

lijekove.” (12)
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je saznati kako i koliko isuSivanje, sedam razlicitih sojeva,
bakterije Acinetobacter baumannii utjeCe na njezin porast i stvaranje biofilma. Istrazuje se
prezivljavanje i adhezija na plasti¢noj podlozi. Bakterija je promatrana kroz vrijeme isusivanja

od 14 dana.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Bakterijski sojevi

U pokusima je koriSteno 7 sojeva bakterije Acinetobacter baumannii. Koristeni sojevi
su: ATCC 1605, 19606, 771, 54531, 56781, 53154, 555/214. Bakterije su ¢uvane u 10% glicerol

bujonu na -80°C. Za kultivaciju je koristen Muller Hinton agar.

3.2. Hranjive podloge

e Mueller Hinton agar

Mueller i Hinton razvili su 1941. MH agar za izolaciju patogenih vrsta Neisseria. To je
neselektivna i nediferencijalna podloga . To znaci da ¢e gotovo svi organizmi rasti na njemu.

Sastoji se od:

- 2,00 g govedeg ekstrakta
17,50 g kiselog hidroizolata kazeina
1,50 g skroba
17,00 g agara
1000 ml destilirane vode (13)

3.3. Aparati

e UV-VIS Eppendorf BioPhotometer

3.4. SuSenje bakterija

Bakterije su s podloge prenesene u sterilnu vodu u kojoj su otopljene i izmjerena im je
gustoca fotometrom kako bi dobili jednake koncentracije kod svih sedam sojeva bakterije

Acinetobacter baumannii.
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Nakon toga, koriStenjem prethodno pripremljenih uzoraka, na mikrotitar plocCice
nakapane su kapi od 20 ul te su stavljene na suSenje u komoru za sterilni rad sa strujanjem

zraka. Nakon jednog sata, ploc¢ice sa suhim bakterijama su prebacene na ¢uvanje na 35 °C.

3.5. Metode rada

Suhe bakterije se uzimaju za provodenje postupka nakon 3, 7 i 14 dana. Postupak se
provodi rehidracijom bakterija i njihovim stavljanjem na agar kako bi se provjerilo

prezivljavanje 1 stvaranje biofilma.

Prvi dio postupka se vrsio tako da bi prvotno i$la rehidracija s 200 pl sterilne vodovodne
vode. Radena su po Cetiri razrijedenja za svaku bakteriju kako bi se dobio bolji prikaz rezultata.
Nakon toga ide nakapavanje ne podlogu ( kapi od 10 ul). Podloge idu na inkubaciju 24 sata na
37 °C. Nakon toga slijedi o¢itavanje broja bakterijskih kolonija na podlogama i zabiljezavanje

rezultata.

Drugi dio pokusa je raden tako da bi se suhe bakterije rehidrirale, nakon 3, 7 i 14 dana,
ali umjesto prvotnog nakapavanja na podlogu, ostavljene su da adheriraju 24 sata na 35 °C.
Nakon adhezije bakterije su ispirane fizioloSkom otopinom kako bi se uklonile necistoce. U
takve isprane jazice s bakterijama ubaceno je po 200 pl fizioloske otopine i stavljeno na jednu
minutu u ultrazvuénu kadicu. Taj postupak se radi kako bi doslo do odvajanja svih bakterija
koje su se slijepile na plastiku. Nakon tog postupka slijede 2 razrjedenja i nakapavanje na
podlogu (kapi od 10 ul). Inkubacija 24 sata na 37 °C.

Nakon brojanja poraslih kolonija sve vrijednosti su zapisane i u krajnjim rezultatima su

uzimane srednje vrijednosti kako bi rezultat bio §to reprezentativniji.
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Slika 6. Porast Acinetobacter baumannii na MH agaru
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4. REZULTATI

Praden je utjecaj suSenja na sposobnost prezivljavanja i adhezije sedam sojeva
Acinetobacter baumannii. Rehidrirane bakterije su nakapavane na ¢vrsti Mueller hinton agar.

Nasadivanje na podloge je provodeno nakon 3, 7 i 14 dana kako bi se dobili kontinuirani

rezultati utjecaja suSenja.

4.1. A. baumannii, soj ATCC 1605

A.b. ATCC 1605

logl0CFU/mL
O B N W &> 01O

3. Dan 7. Dan 14. Dan

dani susenja

Graf 1. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon treceg, sedmog i ¢etrnaestog dana susenja. Na

grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna devijacija.
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Graf 2. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon tri, sedam i Cetrnaest dana susenja i adhezije

24 sata. Na grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna devijacija.
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Na grafu 1. je vidljiv pad broja bakterija u periodu od 14 dana. Soju ATCC 1605 polako
opada broj prezivjelih bakterija susenjem na plasticnoj podlozi. Iako se vidi razlika u broju, nije
toliko znacajna. Kod gafa 2. vidimo malo vec¢i pad ako se usporede rezultati nakon 3 i 14 dana
suSenja. Na grafu su prikazani rezultati adheriranih bakterija §to nam govori da vrlo lako

adheriraju 1 prezivljavaju na plasti¢noj podlozi.

4.2. A. baumannii, soj ATCC 19606

A.b. ATCC 19606

log10CFU/mL

3. Dan 7.Dan 14. Dan
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Graf 3. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon treceg, sedmog i Cetrnaestog dana susenja. Na

grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna devijacija.
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A.b. ATCC 19606
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Graf 4. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon tri, sedam i Cetrnaest dana susenja i adhezije

24 sata. Na grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna devijacija.

Na grafu 3. i 4. primjetan je pad broja bakterija soja ATCC 19606. Kod rezultata na
grafu 3. vidimo postepen pad broja bakterija kako prolazi period od 14 dana. Dok je kod grafa
4. prikazan broj bakterija koje su preZivjele adherirane na plasti¢noj povrsini. Na 14. danu se

vidi znacajniji pad bakterijskih kolonija.
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4.3. A. baumannii, soj 771

A.B. 771
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Graf 5. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon tre¢eg, sedmog i ¢etrnaestog dana suSenja. Na

grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti & standardna devijacija.
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Graf 6. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon tri, sedam i Cetrnaest dana susenja i adhezije

24 sata. Na grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti = standardna devijacija.
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Na gafu 5. i 6. vidljiv je prikaz rezultata dobivenih za soj 771. Rezultati na grafu 5.
prikazuju blagi pad broja bakterija po CFU. Ovaj soj se pokazao jako oporan na susenje $to je
vidljivo po visokom porastu na stupcu koji oznacava 14. dan. U odnosu na predhodni graf, graf
6. pokazuje malo veci pad broja bakterija nakon adhezije. Taj broj je 1 dalje visok §to se moglo

vidjeti po gustoci rasta bakterijskih kolonija na podlozi.

4.4. A. baumannii, soj 54531

A.b. 54531
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Graf 7. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon treceg, sedmog i ¢etrnaestog dana susenja. Na

grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna devijacija.
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A.b. 54531
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Graf 8. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon tri, sedam i Cetrnaest dana susenja i adhezije

24 sata. Na grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna devijacija.

Na grafu 7. vidljiv je ravnomjeran pad broja bakterija u periodu od 14 dana. Soju 54531
postepeno opada broj prezivjelih bakterija suSenjem na plasti¢noj podlozi. Kod rezultata na gafu
8. vidljiv je minimalan pad broja prezivjelih acinetobaktera. Ovaj prikaz nam daje uvid kako

ovaj soj ima veliku tendenciju vezivanja na podlogu i tako prezivljava susenje.
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4.5. A. baumannii, soj 56781

A.b. 56781
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Graf 9. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon tre¢eg, sedmog i ¢etrnaestog dana suSenja. Na

grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna devijacija.
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Graf 10. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon tri, sedam i Cetrnaest dana susSenja i adhezije

24 sata. Na grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna devijacija.
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Kod primjera soja 56781 na grafu 9. vidljiv je ve¢i pad u periodu od 14 dana. lako
prezivljava, uocljiv je veliki pad broja bakterija. Na grafu 10. ipak su vidljivi razli¢iti kona¢ni
rezultati. U usporedbi ova dva grafa uocljivo je kako ovaj soj bolje prezivljava nakon adhezije

na plasti¢noj podlozi.

4.6. A. baumannii, soj 53154

A.b. 53154
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Graf 11. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon treceg, sedmog i Cetrnaestog dana susenja.

Na grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna devijacija.
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A.b. 53154
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Graf 12. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon tri, sedam i ¢etrnaest dana suSenja i adhezije

24 sata. Na grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna devijacija.

Na primjeru soja 53154 u oba grafa, graf 11. i 12., vidljiv je postupan pad broja bakterija.

Na tre¢em danu su vidljivi visoki brojevi bakterija po CFU koji opadaju do 14. dana.

4.7. A. baumannii, soj 555/214
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Graf 13. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon treceg, sedmog i Cetrnaestog dana susenja.

Na grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna devijacija.
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A.b. 555/214
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Graf 14. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon tri, sedam i ¢etrnaest dana suSenja i adhezije

24 sata. Na grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna devijacija.

Na grafu 13. i 14. su prikazani rezultati porasta soja 555/214. Graf 13. daje uvid u stanje
broja prezivjelih bakterija u periodu od 14 dana. Vidljiv je pad broja bakterija kako dani susenja
prolaze. U slucaju rezultata na grafu 14. vidi se da je bakterija dosta otporna na isusivanje nakon

adhezije na plasti¢nu podlogu.
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4.8. Ukupan prikaz rezultata svih koristenih sojeva A. baumannii
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Graf 15. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon treceg, sedmog i ¢etrnaestog dana susenja,
za sve koristene sojeve. Na grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti + standardna

devijacija.

Graf 15. daje uvid u ukupan broj prezivjelih bakterija Acinetobacter baumannii u
periodu od 14 dana. Na grafu je vidljiv otprilike slican broj bakterija za sve sojeve osim kod
soja ATCC 19606. Po podatcima je od starta vidljiv slabiji porast tog soja Sto je bilo uocljivo 1
na podlogama. Ovi podatci daju na znanje kako je A. baumannii izrazito otporna na susenje jer

i nakon 14. dana ne vidi se preveliki pad broja bakterija koji bi imao zdravstveni znacaj.
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Graf 16. Prikaz broja prezivjelih bakterija nakon tri, sedam i ¢etrnaest dana suSenja i adhezije
24 sata, za sve koriStene Sojeve. Na grafu su prikazane srednje logaritamske vrijednosti +

standardna devijacija.

Na grafu 16. su prikazani podatci o broju prezivjelih bakterija adheriranih na plasti¢noj
podlozi. Po broju bakterija se uocava isticanje soja 771 koji je pokazao veliku otpornost i
moguénost adhezije $to je bilo vidljivo kod oc€itanja porasta ovih bakterija na podlozi. Dok je
suprotnost od njega soj ATCC 19606 koji je imao slabi porast od starta i jako slab porast nakon

14. dana u usporedbi sa svim ostalim sojevima.
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5. RASPRAVA

Rod bakterija Acinetobacter ima vise razli¢itih vrsta, ali A. baumanii ima najvazniji
poznati klinicki znacaj. Acinetobakter se moze naéi u tlu i vodi. Kod pacijenata se cesto uzgaja
iz urina, sline, respiratornih sekreta i otvorenih rana. Uobicajeno ovaj rod bakterija ima nisku
virulenciju, ali je sve vazniji jer izazva infekcije kod imunokompromitiranih pacijenata. Kako
vecina infekcija acinetobakterima ima tendenciju grupnim izbijanjima potrebna je izrazito

velika paznja kod izolacije ove bakterije.

Cimbenici rizika za infekciju bakterijom Acinetobacter su: boravak na odjelu intenzivne
njege, dugotrajno izlaganje antibioticima, umjetna mehanicka ventilacija, upotreba centralnog

venskog katetera i hemodijaliza.

Iz navedenog se vidi da Acinetobacter uzrokuje najveée probleme u bolnickim
sredinama. Stoga je vazno pripaziti na gore navedene rizike i pokusati ih izbjeci §to je vise

moguce. (14)

Acinetobacter baumannii pojavio se 1980 — ih godina kao problematic¢an patogen. Doslo
je do porasta virulencije i poteSkoce u lijeCenju zbog rezistencije na lijekove. Ve¢ tada su poceli
biti jedan od najvaznijih prijetnji [judskom zdravlju. Stjecanje rezistencije na karbapeneme, koji
predstavljaju glavne antimikrobne lijekove za lijecenje multirezistentnih infekcija, povecava se
medu sojevima A. baumannii. To dovodi do dodatnog oteZavanja problema bolnic¢kih infekcija.
Razlog tome je izuzetna genetska plasticnost koja rezultira sposobnoscu rezistencije na

antimikrobne lijekove. (15)

Polimiksini su vrsta antibiotika otkrivena 1950-ih i napustena 1980-ih zbog toksi¢nosti.
Trenutno se koriste kao lijekovi prve linije protiv karbapenem otpornih A. baumannii (CRAB).
Polimiksini imaju snazno in vitro djelovanje protiv A. baumannii ali pate od nedostatka klinicki
relevantnih granica osjetljivosti. Pored toga mogu dovesti i do ozbiljnih nuspojava poput
nefrotoksi¢nosti i neurotoksi¢nosti. Terapije na bazi polimiksina daleko su od sigurnih i
ucinkovitih za lijecenje ovih bolnickih infekcija.

Razni novi lijekovi se koriste u istrazivanjima nad rezistentnim sojevima Acinetobacter
baumannii, ali niti jednom jo$ nije sa sigurno$¢u potvrdena djelotvornost. Cefiderocol ce
vjerojatno biti prvi od novijih lijekova koristenih protiv CRAB-a. Njegova in vitro u¢inkovitost

protiv razlicitih sojeva daje mnogo nade. (16)

27



Stvaranje biofilma postalo je glavno obiljezje patogeneze za A. baumannii koji ¢ini
organizam otpornim na vise lijekova. Vecina A. baumannii ima pile koji utjecu na ekspresiju
gena 1 omogucuju izgradnju zastitne kapsule kao odgovor na antibiotike. Mnogi izvjestaji
govore da quorum sensing igra vaznu ulogu u stvaranju biofilma kod acinetobaktera. To je
naCin komunikacije medu bakterijama radi odrzavanja gusto¢e naseljenosti, obicno
proizvodnjom signalnih molekula. Te molekule su spojevi sli¢ni hormonima, koji su odgovorni

za regulaciju pokretljivosti, stvaranje biofilma i druge karakteristike. (17)

Kao $to je ve¢ istaknuto, sposobnost A. baumannii da raste kao biofilm predstavlja vazan
faktor virulencije. Podatci govore da moze zadrzati ili ¢ak povecati svoj kapacitet za formiranje
biofilma ako se rehidrira nakon 60 dana susenja. Uocena je i brza prilagodba na temperaturni
pomak i na dostupnost hranjivih tvari. U drugim studijama, biofilmovi koje je formirao multi
rezistentni A. baumannii pokazali su znatno veliku otpornost na isusivanje i djelovanje
uobicajenih dezinficijensa, kao $to su etanol, klorid i klorheksidin. Treba napomenuti da sojevi
ove bakterije koji izazivaju infekcije pokazuju znacajno veci potencijal proizvodnje biofilma u
usporedbi s onima koji potjecu s koloniziranih mjesta. U istrazivanju je otkriveno da sojevi Koji
imaju sposobnost proizvodnje biofilma, koloniziraju respiratorni trakt dulje vrijeme od onih
koji ne mogu formirati biofilm. Tijekom kolonizacije pokazali su zna¢ajno drustveno ponasanje
promicuci kolonizaciju s drugim vrstama bakterija, najvise S. aureus. Interakcija i povezivanje
A. baumannii s drugim bakterijskim vrstama mogla bi uistinu rezultirati povecanom

patogenosti. (2)

Vecina studija o A. baumannii fokusira se na klinicke znacajke, a rijetko koja
istrazivanja govore o mikrobioloskim karakteristikama koje se koriste za napredovanje ovog
mikroorganizma od zari$ne do infekcije krvotoka. Vecina studija uzima na usporedbu sojeve
otporne na karbapenem. U ovom istrazivanju (18) se izolati rezistentni na karbapenem ne
razlikuju znacajno gledajuci odnos izmedu bakterijskih pnumonia i ne bakterijskih pneumonia.
Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da pacijenti koji su podvrgnuti operaciji mogu lakse
razviti bakterijsku pneumoniu u usporedbi s kontrolnom skupinom (ne operirani). To moze biti
uzrokovano mehanickom ventilacijom, zaostalim u¢incima anestetika ili nedovoljnim kasljem,
koju su stekli kirurski pacijenti. Ti problemi rezultiraju kolonizacijom odredenih sojeva
acinetobaktera koji zahvacaju pluca. Potreban je rani nadzor i uklanjanje tih kolonija kako bi

doslo do lakseg i brzeg ozdravljenja pacijenta. (18)

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da Acinetobater baumannii nema problem kod
prezivljavanja na plasti¢noj podlozi. Otporan je na utjecaj suSenja tako da tvori biofilm i zastiti
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se od tog vanjskog, nepovoljnog, uvjeta. Kroz 14 dana testiranja acinetobakter je pokazao blagi
pad u broju prezivjelih bakterija. Svih sedam sojeva je prezivilo i opstalo adheriranjem na
podlogu. Takvi rezultati su se mogli i ocekivati jer su za uzorke uzeti sojevi iz klinickih sredina,

koji su znacajno otporni.

Zaklju¢no se moze shvatiti da je Acinetobacter baumannii izrazito otporna bakterija
koja ¢e 1 dalje praviti probleme. NajviSe tih problema je u bolnickoj sredini i kod
imunokomprimitiranih osoba. Kako nema specificnog lijeka, potrebno je redovno ciscenje,
dezinfekcija i sterilizacija povrSina i uredaja da bi sprijecili infekcije ovom bakterijom. Uz sve

to treba konstantno provoditi kontrolu povrSina na postojanje ove rezistentne bakterije.
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6. ZAKLJUCAK

Svih sedam sojeva A. baumannii koristenih u ovom istrazivanju su pokazali otpornost
na isuSivanje u periodu od 14 dana. Najvecu otpornost je pokazao soj 771 koji u aheriranom
obliku prezivljava bez znacajnog pada broja bakterija. Najmanju mogucnost prezivljavanja u
biofilmu je pokazao soj ATCC 19606, koji je imao najveéi pad broja bakterija u odnosu na

druge koriStene sojeve.

Koristeni izolati lako adheriraju na plasticnu podlogu i tako razvijaju bolju otpornost na
vanjski utjecaj, u ovom slucaju susenje. SuSenje na 35 °C se nije pokazalo korisnim u smislu

unistavanja biofilma kod ovih bakterija.
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