Identifikacija plazmida koji kodiraju karbapenemazu
KPC-2 kod Enterobacteriaceae iz okolisa

Bellulovich, Ema

Master's thesis / Diplomski rad
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split, Faculty of Science / Sveuciliste u Splitu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:166:225663

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-06-26

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Science

AN

zir.nsk.hr

é UNIVERSITY OF SPLIT i i O i ;O r

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:166:225663
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmfst.unist.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmfst:1425
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/pmfst:1425
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmfst:1425

Sveuciliste u Splitu
Prirodoslovno-matematicki fakultet u Splitu
Odjel za biologiju

Ema Bellulovich
IDENTIFIKACIJA PLAZMIDA KOJI KODIRAJU
KARBAPENEMAZU KPC-2 KOD ENTEROBACTERIACEAE 1Z
OKOLISA

Diplomski rad

Split, 2022.



Sveuciliste u Splitu
Prirodoslovno-matematicki fakultet u Splitu
Odjel za biologiju

Ema Bellulovich

IDENTIFIKACIJA PLAZMIDA KOJI KODIRAJU
KARBAPENEMAZU KPC-2 KOD ENTEROBACTERIACEAE 1Z
OKOLISA

Diplomski rad

Split, 2022.



Ovaj rad, izraden u Splitu, pod vodstvom doc.dr.sc. Ivice Samaniéa, predan je na ocjenu Odjelu
za biologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Splitu radi stjecanja zvanja

magistra edukacije biologije i kemije.



IZIJAVA

kojom izjavljujem s punom materijalnom i moralnom odgovornos¢u da sam diplomski rad s

naslovom

IDENTIFIKACIJA PLAZMIDA KOJI KODIRAJU
KARBAPENEMAZU KPC-2 KOD ENTEROBACTERIACEAE 1Z
OKOLISA

izradila samostalno pod voditeljstvom doc. dr. sc. Ivice Samaniéa. U radu sam primijenila
metodologiju znanstveno-istrazivatkog rada i koristila literaturu koja je navedena na kraju
diplomskog rada. Tude spoznaje, stavove, zakljucke, teorije i zakonitosti koje sam izravno ili
parafraziraju¢i navela u zavr§nom radu na uobicajen, standardan nacin citirala sam 1 povezala s

fusnotama s koriStenim bibliografskim jedinicama. Rad je pisan u duhu hrvatskog jezika.

Studentica

Ema Bellulovich



ZAHVALA

Prije svega, posebno se zahvaljujem svom mentoru doc. dr. sc. Ivici Samaniéu na svom
prenesenom znanju, strpljenju i posve¢enom vremenu. Hvala od srca $to ste uvijek podrzavali

moje ideje, uvijek bili neizmjerna podrska te mi otvorili vrata za sve ono $to me ¢eka u buduénosti.

Posebno hvala i izv. prof. dr. sc. Ani Maravi¢ na posvecenom vremenu, na svoj pomo¢i i podrsci
koju ste mi uvijek pruzali. Takoder na mikrobioloskim uzorcima, vremenu provedenom u

laboratoriju i savjetima. Veliko hvala na znanju koje ste mi prenjeli i na ukazanom povjerenju.

Hvala i doktorandici Miji DZelaliji na divnim satima rada u laboratoriju, strpljenju, podrsci i svemu

$to ste me naucili.

Zahvaljujem se i profesoru Mirku Rusc¢i¢u na nau¢enom metodickom znanju i svim savjetima koji

nastavu ¢ine zanimljivom!

Takoder, moje zahvale idu svima koji su doprinijeli pisanju ovog znanstveno-istrazivackog rada,

profesorima i profesoricama koji/koje su oblikovali i §irili moje znanje.

Iako rije¢i ne mogu opisati zahvalnost i ljubav prema vama, posebno hvala mojoj obitelji! Hvala
na svemu §to ste mi omogucili i pruzili u zivotu, hvala na neizmjernoj ljubavi, toplini i vjeri u

mene. Bez vas ne bih bila ono $to jesam!

Naposlijetku, hvala mojim prijateljima koji su uvijek bili uz mene i koji su satima slusali

znanstvene ¢injenice koje ne razumiju. Hvala na ljubavi i podrsci!



Temeljna dokumentacijska kartica

Sveuciliste u Splitu Diplomski rad
Prirodoslovno-matematicki fakultet u Splitu

Studij: Biologija i kemija

Odjel za biologiju

Rudera Boskovica 33, 21000 Split, Hrvatska

IDENTIFIKACIJA PLAZMIDA KOJI KODIRAJU KARBAPENEMAZU KPC-2 KOD
ENTEROBACTERIACEAE IZ OKOLISA
Ema Bellulovich
SAZETAK
Pojava rezistentnih sojeva Enterobacteriaceae posljedica je nerijetke uporabe karbapenemskih antibiotika
u klini¢koj praksi. Karbapenemaze hidroliziraju karbapenemske antibiotike, a geni koji ih kodiraju su
povezani s visokorizi¢nim klonovima i $ire se horizontalnim prijenosom pomoc¢u plazmida. Cilj ovog
istrazivanja bio je identificirati plazmide koji kodiraju KPC-2 kod Enterobacteriaceae iz okolisa. Od 30
izolata u kojima je sekvencioniranjem utvrdena prisutnost blakpc gena u njih 18 utvrden je njihov polozaj
na plazmidima. Plazmidi koji kodiraju blakpc-> gen veli¢ine su od 33.3 kb do 160 kb, medu kojima su neki
od njih ve¢ prethodno identificirani u bolnickom okruzenju te otpadnim vodama u Hrvatskoj $to ukazuje
na njihovu diseminaciju u prirodni okoli$. Bitno je takoder istaknuti da KPC-producirajuéi sojevi nisu do
sada izolirani iz morske vode s javne plaze u Hrvatskoj $to ukazuje na moguci javnozdravstveni problem
olakSanog Sirenja medu ljudskom populacijom i potrebu za daljnjim istrazivanjem njihove
rasprostranjenosti u okolisu.
Kljuéne rijedi: blakec gen, karbapenemaza-produciraju¢e Enterobacteriaceae, morski okolis$, obalne
vode, rezistencija na karbapeneme
Rad je pohranjen u knjiznici Prirodoslovno-matematickog fakulteta, Sveucilista u Splitu
Rad sadrzi: 62 + VII stranica, 15 grafi¢kih prikaza, 8 tablica i 24 literaturnih navoda. Izvornik je na
hrvatskom jeziku.
Mentor: Dr. sc. Ivica Samani¢, docent Prirodoslovno-matematickog fakulteta, Sveucilista u Splitu
Ocjenjivadi: Dr. sc. Ivica Samanié, docent Prirodoslovno-matematickog fakulteta, Sveucilista u Splitu
Dr. sc. Ana Maravié, izvanredna profesorica Prirodoslovno-matematickog fakulteta, Sveucilista u Splitu
Mia DzZelalija, mag. educ. biol. et chem. , asistentica na projektu Prirodoslovno-matematickog fakulteta,
Sveucilista u Splitu

Rad prihvacen: rujan, 2022.



Basic documentation card
University of Split Graduating thesis
Faculty of Science
Study: Biology and chemistry
Department of biology
Rudera Boskovica 33, 21000 Split, Croatia

IDENTIFICATION OF CARBAPENEMASE KPC-2 ENCODING PLASMIDS AMONG
ENVIRONMENTAL ENTEROBACTERIACEAE

Ema Bellulovich
ABSTRACT
The emergence of resistant Enterobacteriaceae strains is a consequence of the not so rare use of
carbapenems in clinical practice. Carbapenemases hydrolyse carbapenems, while KPC encoding genes are
associated with high-risk clones and spread through horizontal transmission. The aim of this study was to
identify the plasmids encoding the KPC-2 in environmental Enterobacteriaceae. In 18 out of 30 blakec-
positive isolates their position on plasmids was determined. Plasmids encoding the blakec-> gene range from
33.3 kb to 160 kb, among which some of them have already been identified in the hospital environment and
wastewaters in Croatia, indicating their dissemination into the natural environment. It is important to note
that KPC-producing strains have not yet been isolated from seawater from a public beach in Croatia which
may present a public health risk due to easier spreading among the human population, as well as the need
for further investigation of their distribution in the environment.
Key words: blakpc gene, carbapenemase-producing Enterobacteriace, carbapenem resistance, coastal
waters, marine environment
Thesis deposited in library of Faculty of science, University of Split
Thesis consists of: 62 + VII pages, 15 figures, 8 tables and 24 references
Original language: Croatian
Mentor: Ivica Samanié, Ph.D. Assistant Professor of Faculty of Science, University of Split
Reviewers: Ivica Samanié, Ph.D. Assistant Professor of Faculty of Science, University of Split
Ana Maravié, Ph.D. Associate Professor of Faculty of Science, University of Split

Mia Dzelalija, mag. educ. biol. et chem, Project assistant of Faculty of Science, University of Split

Thesis accepted: September 2022.



Lo UVOD bbb bbbttt et 1
1.1 Opce znacajke bakterija iz porodice Enterobacteriaceae .............cccocvvvvevivevviieiivesecnnn, 1
I 00 1V o T (o] [T [ - USSR 1
1.1.2 Metabolizam i biokemijske znacajke.................cccccooviiiiiiiiiiii e 1
1.1.3 Struktura i KliniCKko Znacenje ...............c.ccceoiiiiiiiiiiiii e 2
1.1.4 Klini¢ki znacajni rodovi ENterobacteriaCag............ccovvvveiiiiriiniininienese s 4
1.2, KAIDAPENEM L.ttt bt 6
1.2.1 Otkrice i struktura karbapenemskih antibiotika ........................c.occoo s 6
1.2.2. Mehanizam djelovanja Karbapenema ..........ccccoeiereiinininineseee s 8
1.2.3. KIHNGCKI ZNACAJ ... 8
1.2 Rezistencija enterobakterija na karbapeneme. ... 9
1.3.1 Rezistencija na karbapeneme posredovana proizvodnjom karbapenemaza........ 12
1.3.2 Rezistencija na karbapeneme posredovana drugim mehanizmima....................... 13
1.4 Klasifikacija Karbapenemaza............ccccoveiueiieiicie e 14
1.4.1 Karbapenemaze AmDbIerove KIase A.........cooiiiiiieiiic e 14
1.4.2. Karbapenemaze Amblerove Klase B, C i D .....ccccocooviiiiiieccieece e 15
2. MATERIJALI I METODE ..ottt 17
2.1 Podrijetlo blakpc-pozitivnih bakterijskih izolata ............ccocoiiiiiiieiiee s 17
2.1.1 Uzorkovanje i analiza morske i rije€ne vode .................ccccooviiiniiiiiiicie, 17
2.2.2 Identifikacija bakterija i odredivanje fenotipske osjetljivosti na antibiotike........ 18
2.2 ldentifikacija DIaKPC GBNA........cviiiiiiii e 20
2.3 Probir CRE iz0lata 00 INTEIESA........ccuiiviiiiiiiiiieieie et 20

\



2.3.1 Gel elektroforeza u pulsiraju¢em polju (PFGE) nakon razgradnje ukupne

bakterijske DNA S1 NUKIEAZOM .......c.ocviiiiiiiie et 22
2.3.2. Southern hibridizacijska analiza.............ccccooiiiiiiiii 26

K =4 | I 1N I PRSP 36
3.1. Identifikacija plazmida Koji N0Se Blakpc 8N .......ccooviieiiiiiiiiic 36
A RASPRAV A . et — e e e e e nare e e nnaee e 40
5. ZAKLIUCAK .....ooiviiiiiiiieiesies s 47
6. METODICKI DIO ..ottt sttt 48
POPIES SLIKA ettt b et h e bt e b e e e e e e s b e e s b e e s be e e nneenneeanns 58
POPIS TABLICA . .ottt h ettt e et s b e e e b e e s re e e n e e nne e 60
POPIS LITERATURE ... .ottt 61
SKIRACENICE:.........coouiiimiiietieeeseessaeesse st 63

Vi



Vil



1. UVOD

1.1 Opcée znacajke bakterija iz porodice Enterobacteriaceae

Porodica Enterobacteriaceae pripada domeni Bacteria, koljenu Proteobacteria, razredu
Gammaproteobacteria te redu Enterobacteriales te obuhvaca velik broj heterogenih gram-
negativnih bakterija. Komenzali su probavnog sustava covjeka gdje ¢ine 1-2 % ukupne normalne
crijevne flore!, ali i kraljeznjaka, gmazova i insekata. Porodica Enterobacteriaceae zastupljena je
i u okoliSu odnosno u tlu, vodi i biljnim organizmima. Danas je poznato oko 50 rodova i 150 vrsta,
no tridesetak vrsta odgovorno je za bolesti ¢ovjeka?. Uz stafilokoke i streptokoke, enterobakterije

su najéeséi uzrodnici bakterijskih infekcija ¢ovjekal.

1.1.1 Morfologija

Porodicu Enterobacteriaceae karakteriziraju bakterije Stapicastog oblika- bacili i kokobacili,
duljine od 2 do 6 um, a Sirine od 0,5 do 0,7 um! . Veéina ih je pokretna zbog peritriho smjestenih
flagela, no ima i nepokretnih predstavnika te sve posjeduju fimbrije. Kako pripadaju gram
negativnim bakterijama imaju 1 vanjsku 1 unutarnju membranu, a neke vrste imaju jasno izraZzenu
kapsulu. Dobro rastu na osnovnim i selektivnim podlogama (MacConkey, SS i XLD agar). Na
osnovnim hranjivim podlogama kolonije su velike, glatke, sjajne i sivog pigmenta, a na

selektivnim podlogama boja kolonija varira.

1.1.2 Metabolizam i biokemijske znacajke

Fakultativni su anaerobi, ne produciraju spore te dobro prezivljavaju nepovoljne uvjete odnosno
vrlo su otporne na vanjske uvjete. Niske temperature i vlaznost pogoduju njihovom rastu i
omogucéuju njihovo prezivljavanje mjesecima. Optimalna temperatura rasta i razmnoZzavanja
iznosi 37 °C.! Metaboli¢ki su vrlo aktivne te se determiniraju po razli¢itim biokemijskim
znaCajkama. Karakteristicne su po tome da fermentativno razgraduju ugljikohidrate ili koriste
Krebsov ciklus trikarbonskih kiselina. Porodicu Enterobacteriaceae karakterizira razgradnja

glukoze do kiseline, redukcija nitrata i ne moguénost lucenja oksidaze tj. oksidaza su negativne.



1.1.3 Struktura i klini¢ko znacenje

Tri su temeljna antigena porodice Enterobacteriaceae- O antigen ili antigen stani¢ne stijenke, H-
antigen ili antigen bi¢eva i K-antigen ili kapsularni antigen. O antigen ili somatski antigen je
lipopolisaharid i sastavni je dio stani¢ne stijenke gram negativnih bakterija. Graden je od tri dijela
koji su medusobno spojeni. Vanjski dio €ini postrani¢ni lanac oligosaharida koji je zasluzan za
antigensku specifi¢nost vrste tj. serotip. U srednjem dijelu nalazi se polisaharid koji je varijabilan
izmedu rodova u porodici Enterobacteriaceae. Unutarnji dio ¢ini lipid A koji povezuje LPS s
peptidoglikanskim kompleksom i ¢ije masne kiseline djeluju kao endotoksin. O-antigen je
termostabilan te se detektira aglutinacijom. Protutijela ovog antigena ¢esto su IgM tipal. H- antigen
prisutan je u pokretnih rodova i graden je od proteina flagelina te mu aminokiselinski slijed
odreduje visoku antigensku specifi¢nost. K- antigen takoder nije prisutan u svih rodova ve¢ samo
kod inkapsuliranih predstavnika. Kapsula moze biti jasno izraZzena negativnim bojanjem,
primjerice kod roda Klebsiella, a u drugim rodovima uocljiv je zbog nemoguénosti dokaza O-
antigena hiperimunim serumima®. K- antigen po kemijskom sastavu je uglavnom polisaharid

medutim ima i proteinskih komponentni (E. coli, Salmonella).

lipopolisaharid

stanic¢na stijenka

Slika 1. Shematski prikaz antigenske strukture bakterija iz porodice Enterobacteriaceae’.



Patogenost ove porodice jedan je od globalnih problema danasnjice. Cinitelji patogenosti
enterobakterija jesu brojni ¢initelji kolonizacije, ¢initelji invazivnosti, endotoksin, enterotoksin,
citotoksini, hemolizini, siderofore i antimikrobna rezistencija koja ¢e biti opisana u posebnom
poglavlju. Cinitelji kolonizacije su adhezini (fimbrije, kapsula ili LPS) i imaju zna¢ajnu ulogu u
kolonizaciji bakterije na ciljnu stanicu. Cinitelji invazivnosti su povrsinski proteini ili enzimi poput
kinaza i fosfataza koji razaraju stanice. Endotoksin tj. lipid A imaju svi sojevi, a odgovoran je za
vruéicu, trombocitopeniju, leukopeniju, septic¢ki Sok i diseminiranu intravaskularnu koagulaciju.
Enterotoksini unutar ove porodice djeluju na epitel stanica crijeva te uzrokuju sekreciju elektrolita
u lumen crijeva i dijareju. Citotoksini oste¢uju stanice sisavaca, a hemolizini djeluju na eritrocite
1 leukocite. Siderofore omogucuju bakterijama da unesu ione Zeljeza u stanice kako bi prezivjele

u tkivima i tjelesnim tekuc¢inama covjeka.

Primarno patogene bakterije prenose se feko-oralno (kontaminirana hrana i voda) pa su opce

higijenske mjere i higijenske mjere u proizvodnji hrane glavni nacin zastite od infekcija.

Infekcije koje uzrokuju mogu biti endogene i egzogene te se dijele u dvije skupine crijevne
infekcije i infekcije izvan crijevnog sustava. Za crijevne infekcije odgovorni su rodovi Salmonella,
Shigella, neki serotipovi E. coli i Yersinia entecolitica. Infekcije izvan crijevnog sustava najcesce
podrazumijevaju infekcije mokra¢nog sustava, intraabdominalne infekcije, sepse, meningitis,
infekcije kirurskih rana ili pneumonije. Yersinia pestis uzrokuje kugu koja se ne moze klasificirati
niti u jednu prethodno navedenu skupinu. Laboratorijska dijagnostika infekcija relativno je
jednostavna zbog olakSanog rasta ove porodice, no zahtjeva raznovrsne testove osjetljivosti zbog

rastuéeg trenda rezistencije na antibiotike'.



1.1.4 Klini¢ki znacéajni rodovi Enterobacteriaceae

Klini¢ki znacajni rodovi porodice Enterobacteriaceae dijele se u dvije skupine: pravi i
oportunisti¢ki patogeni. Pravi patogeni obuhvacaju neke serotipove E. coli te tu spadaju i
Sallmonella sp., Shigella sp. i Yersinia sp. Oportunisti¢ki patogeni jesu Klebsiella sp.,
Enterobacter sp., Citrobacter sp., Serratia sp., Proteus sp., Providencia sp. i Morganella sp.

Rod Escherichia obuhvaca gram-negativne pokretne bacile. Neki sojevi imaju jace izrazenu
kapsulu, a svi su asporogeni i fakultativno anaerobni. Najznacajniji predstavnici roda su: E. coli,
E. fergusoni, E. hermanii i E. vulneris medu kojima je E. coli najvazniji humani patogen. Istu je
prvi izolirao Escherich 1885. godine iz stolice djece!. Komenzal je crijeva ljudi i Zivotinja.
Pripadnici vrste su §tapié¢i duljine 2-6 pum, veéina ih je pokretna s peritrihijalnim flagelama?. E.
coli pokazuje dobar rast i na obi¢nim hranjivim podlogama i stvara okrugle, konveksne i glatke
kolonije te je laktoza pozitivna. Biokemijska identifikacija vrste je sljedeca: oksidaza negativna,
glukoza pozitivna, H»S negativna i plin pozitivha. Antigenska struktura obuhvaca preko 50 H-
antigena, oko 100 K-antigena i preko 160 razli¢itih O-antigena?. E. coli uzrokuje crijevne infekcije,
infekcije mokraénih puteva te neonatalni meningitis i sepsu. Prema navedenom razlikujemo cetiri
skupine crijevnih patogena- enteropatogene (EPEC), enterotoksi¢ne (ETEC), enteroinvazivne
(EIEC) i enterohemoragi¢ne (EHEC) E. coli. Za oko 80% infekcija mokra¢nog sustava odgovorne
su uropatogene E. coli ¢iji su ¢initelji virulencije kapsula, adhezini, siderofore, endotoksin o i 8
hemolizinil. Isti proizvode faktore virulencije specifiéne za svaki patotip, koji su kodirani
bakteriofazima, na plazmidima ili na dijelovima kromosoma (otoci patogenosti). Usporedbe
potpuno sekvencioniranih genoma nepatogenih i patogenih sojeva pokazuju da je veli¢ina genoma

E. coli priblizno 5000 gena?.

Rod Shigella karakteriziraju gram-negativni nepokretni bacili bez kapsule. Takoder su asporogeni
i fakulativni anaerobi. Cetiri su zna¢ajne vrste: S. dsyenteriae, S. flexneri, S. boydii i S. sonnei, a
uzrocnici su bacilarne dizenterije. Uzgoj podrazumijeva i obi¢ne i selektivne podloge, a kolonije
su oblika slova S, bezbojne i laktoza negativne. Biokemijska obiljezja ovog roda jesu: oksidaza
negativna, glukoza pozitivna, H>S negativna i plin negativna. Prema gradi O- antigena i

biokemijskim obiljezjima dijele se u &etiri seroskupine s 40-tak serotipoval. Vrste iz roda Shigella



vrlo su infektivne, ¢ak manje od 200 stanica dovoljno je za razvoj infekcije, a ¢initelji patogenosti

su egzotoksin ,,SHIGA toksin“, proteini vanjske opne, enzimi te endotoksin.

Rod Salmonella jesu gram negativni pokretni bacili. Ne stvaraju spore te su fakultativni anaerobi.
Genetickom analizom utvrdene su dvije vrste S. enterica i S. bongori. Kolonije su sive, male,
konveksne i glatke te laktoza negativne. Biokemijska obiljezja su: oksidaza negativna, glukoza
pozitivna, H2S pozitivna i plin negativna. Na temelju antigene strukture postoji 2435 serotipova,
a najznacajniji je uzro¢nik trbusnog tifusa S. enterica serotip Typhi. Rasprostranjenost ukljucuje
okolis$ te probavni sustav Zivotinja, gmazova, ptica i insekata. Na temelju O-antigena podijeljene
suu 67 grupa od kojih su klini¢ki najznagajnije oznacene slovima od A do E. Cinitelji patogenosti

roda Salmonella jesu adhezini, Vi antigen, sekrecijski sustav, lipid A, enterotoksini i citotoksini.

Rod Klebsiella podrazumijeva nepokretne bacile s jasno izraZzenom kapsulom. Ne stvaraju spore i
fakultativno su anaerobni. Istrazivanjem genoma otkrivene su Cetiri znacajne vrste K. pneumoniae,
K. oxytoca, K. granulomatis, K. variicola, medutim klini¢ki znaéaj imaju i dvije podvrste K.
pneumoniae subsp. ozenae i K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis. Laktoza su pozitivne,
stvaraju velike, mukozne i sjajne kolonije. Biokemijskom identifikacijom utvrdeno je da su
oksidaza negativne, glukoza pozitivne, H>S negativne i plin pozitivne. K. pneumoniae
najznacajnija je vrsta koja uzrokuje infekcije diSnog 1 mokra¢nog sustava, meningitis 1 sepsu.
Medutim, izvor vecine infekcija uzrokovana K. pneumoniae jesu bolnice i/ili se javljaju kod
pacijenata s oslabljenim osnovnim stanjima. Komenzal je probavnog sustava covjeka i Zivotinja,

medutim nalazi se 1 na sluznici nazofarinksa te u prirodi.

Clanovi roda Citrobacter nazvani su po svojoj sposobnosti koristenja citrata kao jedinog izvora
ugljika. Prirodno se nalaze u humanom i Zivotinjskom probavnom sustavu te u prirodi. Najcesci
uzro¢nici bolnic¢kih infekcija jesu C. freundii i C. koseri i C. amalonaticus te su odgovorni za
intraabdominalne infekcije, infekcije mekog tkiva i osteomijelitis, infkecije kod pacijenata s

kateterom i sli¢no?.

Rod Enterobacter obuhvaca E. cloacae, E. aerogenes, E. sakazakii i E. asburiae. Ove bakterije
fermentiraju laktozu, pokretne su i stvaraju mukoidne kolonije. Sojevi obi¢no proizlaze iz
endogene crijevne flore hospitaliziranih bolesnika ili se Sire od pacijenta do pacijenta. Infekcije su
nerijetke u bolesnika koji su primali antimikrobnu terapiju i u bolesnika na jedinici intenzivnog

lijeCenja. Enterobacter spp. moze uzrokovati Siroku paletu bolni¢kih infekcije, ukljucujuci upalu
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pluéa, mokraéne infekcije, infekcije rana i opeklina, infekcije protetskih uredaja te meningitis?.

Komenzali su probavnog sustava i covjeka i zivotinja, no nalaze se i u okolisu.

1.2. Karbapenemi

Karbapenemi (imipenem, meropenem, ertapenem i doripenem) spadaju u beta-laktamske
antibiotike (djeluju na sintezu bakterijske stani¢ne stijenke) Sirokog spektra te su smatrani ,,prvom

linijjom obrane* protiv infekcija uzrokovanih viSestruko rezistentnim bakterijama.

1.2.1 Otkrice i struktura karbapenemskih antibiotika

1960. godina, pojavom B-laktamaza rasla je i bakterijska rezistencija na peniciline i znanstvenici
pocinju tragati za inhibitorima istih koje uspje$no otkrivaju 1967. godine®. Prvi potencijalni
inhibitor bile su olivanske kiseline koje proizvodi Streptomyces clavuligerus®. Iste obiljezava
karbapenemska okosnica, no radi kemijske nestabilnosti i neefikasnog prodiranja u bakterijsku
stanicu nisu bile pogodne za klini¢ku upotrebu. Nedugo nakon, uslijedilo je otkri¢e klavulanske
kiseline iz bakterije Streptomyces clavuligerus i tienamicina iz bakterije Streptomyces cattleya®

koji je danas ishodisna struktura svih karbapenemskih antibiotika.

Pojam karbapenem karakterizira fuzirani 4:5 laktam penicilina koji sadrzi dvostruku vezu, izmedu
drugog i treéeg atoma ugljika medutim supstituiran je prvi ugljikov atom, atomom sumpora®.
Suprotno od ostalih -laktamskih antibiotika, transkonfiguracija hidroksietil postrani¢nog lanca
nalazi se na poziciji Sest §to osigurava stabilnost -laktamaza te isti ne sadrze atom kisika ili
sumpora u biciklickoj jezgril. Navedeno je prvi puta predstavljeno znanstvenoj zajednici 1967.
godine na 16. konferenciji ICAAC (Interscience Conference on Antimicrobial Agents and
Chemotherapy)3. lako je tienamicin ,,prirodni spoj* zbog slabog prinosa prilikom purifikacijskog
procesa danas se proizvodi sintetickim putem i karbapenemi su po svom kemijskom sastavu
semisinteticki derivati tienamicina. Saznanje da je tienamicin nestabilan u vodenim otopinama,
osjetljiv na baznu hidrolizu (pH veéi od 8)° i izrazito reaktivan u dodiru s nukleofilima, dovodi do
sinteze derivata tienamicina, odnosno derivata N-formimidola- imipenema i srodnog panipenema.

1985. godine impinem je postao prvi karbapenem za lijedenje tezih oblika bakterijskih infekcija®.



I imipenem i panipenem osjetljivi su na dehidropeptidazu | (humani bubrezni enzim) stoga je

nuzna bila primjena s dodatnim inhibitorima kao $to su cilastatin i betamipron®. Veliki napredak u

ovome “sintetiCkom putovanju” bilo je dodavanje metilne skupine na 1-f polozaj koja je

odgovorna za prevenciju hidrolize uzrokovane dehidropeptidazom 13. U potrazi za stabilnijim i

djelotvornijim antibioticima u sljede¢a dva desetlje¢a razvijaju se danas dostupni meropenem,

ertapenem i doripenem.

Imipenem
MK-O787

OH

COOH

Meropenem
SM7338

\

COOH

COOH

Doripenem
S-4661

D-03895

O,
OH

COOH H

Ertapenem
MK-0826
L-74 5
DB
LS-187017

LS-18776

Slika 2. Kemijska struktura imipenema, doripenema, meropenema i ertapenema®.



1.2.2. Mehanizam djelovanja karbapenema

Karbapenemi prodiru kroz bakterijsku membranu gram-negativnih i gram-pozitivnih bakterija
preko proteina porina odnosno proteina vanjske membrane, prolaze periplazmatski prostor i trajno
acetiliraju penicilin vezujuée proteine tj. PBP proteine (engl. Penicillin-binding proteins). PBP
proteini odgovorni su za katalizu sinteze peptidoglikanskog sloja. Glikanska okosnica formira
desno zavijeni heliks s periodi¢noS¢u od tri okreta po zavojnici. Karbapenemi djeluju kao
mehanicki inhibitori peptidazne domene PBP-a i1 inhibiraju umrezavanje peptida kao i druge
reakcije u kojima sudjeluje enzim peptidaza. Klju¢ni ¢imbenik uc¢inkovitosti je njihova sposobnost
da se vezu na vise razli¢itih penicilin vezujuéih proteina. Budu¢i da je formiranje stani¢ne stijenke
dinamican i “trodimenzionalni proces” u kojem se formiranje i autoliza odvijaju istovremeno, kada
su PBP inhibirani, autoliza se nastavlja, peptidoglikan slabi i posljedi¢no tome stanica puca zbog

velikog osmotskog tlaka.

1.2.3. Klinicki zna¢aj

Karbapenemski antibiotici danas imaju najsiri spektar djelovanja od svih poznatih antibiotika i
rezistentne na ostale B-laktamske antibiotike te na nefermentivne bakterije. Imipenem i
meropenem Kkoriste se prvenstveno za lijeCenje umjereno do teSkih bolnickih i polimikrobnih
infekcija, ukljucuju¢i intraabdominalne infekcije, bolnicke pneumonije, septikemije i febrilne
neutropenije*. Meropenem ima kljuénu ulogu u borbi protiv infekcija uzrokovanih sljede¢im
bakterijama: Streptococcus spp., MSSA, Bacteroides fragilis, Enterobacterales (ukljucujuci
ESBL, extended spectrum f-lactamases), P. aeruginosa i Acinetobacter spp®. Kombinacija
meropenema i vaborbaktama koristi se protiv nekoliko KPC-producirajué¢ih sojeva. Imipenem je
poznati karbapenemski antibiotik sa Sirokim spektrom djelovanja i samostalnom stabilno$¢u protiv
brojnih beta-laktamaza, ukljuc¢uju¢i ESBL. Imipenem/cilistatin kompleks koristi se protiv AmpC
i KPC koji proizvode Enterobacterales i P. aeruginosa®. Imipenem pokazuje efikasniju in vitro
aktivnost protiv gram-pozitivnih patogena, dok meropenem ima snaznije in vitro djelovanje protiv

gram-negativnih patogena, uklju¢ujuc¢i P. aeruginosa. U usporedbi s ostalim karbapenemskim



antibioticima, ertapenem pokazuje smanjenu aktivnost protiv bolnic¢kih infekcija povezanih s
Enterococcus spp., Acinetobacter spp. i P. aeruginosa, medutim u kombinaciji s drugim
inhibitorima B-laktamaza ertapenem ima efikasnu ucinkovitost u lijeCenju kompliciranih
intraabdominalnih infekcija, akutnih infekcija zdjelice, infekcija na mjestu kirurS§kog zahvata,
pneumonije, infekcija mokraénog sustava i dijabeti¢kog stopala®. Doripenem najvise nalikuje
meropenemu, osim njegove povecane in vitro aktivnosti protiv P. aeruginosa. Indiciran je za

bolesnike s intraabdominalnim i mokraénim infekcijama ukljucujuéi pijeloneftitis®.

1.2 Rezistencija enterobakterija na karbapeneme

Otpornost na karbapeneme u gram-negativnih bakterija izazvala je globalnu epidemiju koja
poprima sve vece razmjere. lako su Enterobacteriaceae koje proizvode karbapenemazu dobile
najvecu pozornost jer je prvo uoéena njihova patogenost poc¢etkom 1990.-ih godina, znac¢ajne su i

nefermentirajuce gram-negativne bakterije.

Porast infekcija uzrokovanih enterobakterijama koje proizvode B-laktamaze proSirenog spektra,
ESBL dovela je do velikog rasta koristenja karbapenema kao antibiotika posljednje linije obrane
od infekcije. Nakon toga, u Sjedinjenim Americkim Drzavama su Se pojavili otporni sojevi
Klebsiella pneumoniae koji nose prenosive gene za karbapenemaze smjestene na plazmidima®.
Rezistencija enterobakterija ostala je sporadi¢na sve do pocetka treceg milenija zbog neizmjerno

brzog Sirenja viSestruko otpornih sojeva K. pneumoniae (engl. multi drug resistant, MDR).

Iako su podaci ograniceni za odredene regije, opus bolesti uzrokovane patogenima rezistentnim na
karbapeneme je slican u vecini regija (npr. Azija, indijski kontinent, Europa, Sjeverna Amerika i
slijede CRE (engl. Carbapenem-resistant Enterobacterales) izolati. Stope rezistencije na

karbapenem za nefermentore &esto su vece od 60%, a za fermentirajuce bakterije iznose oko 10%’.

Prema podacima iz 2019. godine 82, 3% svih infekcija otpornih na karbapenem uzrokovano je A.
baumannii ili P. aeruginosa, dok je 17, 7% uzrokovano K. pneumoniae ili E. coli’. Otpornost na
karbapeneme razlikuju se i ovisno o mjestu infekcije- stope za P. aeruginosa i A. baumannii su

nize kod infekcija krvotoka nego respiratornih infekcija. S. maltophilia koja je intrinzicki otporna



na karbapeneme najceS¢e se javlja kod hospitaliziranih pacijenata s nozokomijalnom
pneumonijom u Aziji, Europi i Sjevernoj Americi. Japansko bolnic¢ko izvje$ce o pracenju infekcija
(JANIS) 2016. godine, koje ukljuc¢uje 1653 ustanove, navodi da su stope rezistencije imipenema
I meropenema, (grani¢ne tocke prema CLSI 2012) bile 0, 1% i 0, 2% za E. coli, 0, 2% 1 0, 5% za
K. pneumoniae, 17, 9% i 12, 3% za P. aeruginosa i 3, 1% i 1, 9% za vrste Acinetobacter’. Europski
multicentricni COMBACTE nadzor je opsezan program koji prikuplja informacije o metodologiji
koja se koristi za otkrivanje mehanizama rezistencije na karbapenem kao i stope rezistencije, koje
odreduju i CLSI i EUCAST prijelomne toc¢ke. U proteklih nekoliko godina javlja se sve vise
bakterijskih izolata otpornih na karbapeneme, a posljedi¢no tome i veéi porast tezeg i bolnijeg
lije¢enja pacijenata i rast mortaliteta u bolnicama diljem svijeta. Podaci Europske mreZe za nadzor
otpornosti na antimikrobna sredstva (EARS-net) ukazuju na znafajno poveéanje trendova
otpornosti na karbapenem u K. pneumoniae u Europskoj uniji izmedu 2015. i 2019. godine®.
Rezistencija na karbapenem ostala je rijetka kod E. coli, ali isto je uo¢eno poveéanje izmedu 2015.
i 2019. godine®. U Hrvatskoj je, takoder, sve vise CRE izolata pronadeno i prijavljeno u bolnicama
zbog brzog Sirenja porodice Enterobacteriaceae koje proizvode KPC®. Slozenost cjelokupnog
problema lezi U upotrebi razli¢itih karbapenemskih antibiotika u bolnicama, razlikama u
prijelomnim tockama osjetljivosti, neadekvatnoj razini kontrole infekcije te niskoj dostupnosti
brzih dijagnostickih metoda za olakSavanje otkrivanja i lije¢enja bolesnika zarazenih patogenima
rezistentnima na karbapeneme. Shodno tome, prisutno je Sirenje proizvodaca karbapenemaza
(OXA-23) u A. baumannii, uglavnom kod pacijenata hospitaliziranih u jedinici intenzivne njege.
Vrste karbapenemaza u Enterobacteriaceae su vise varijabilne, s trendom Sirenja KPC
proizvodaca u bolni¢kim patogenima, a najcesce je to u K. pneumoniae te Sirenje proizvodaca
OXA-48 i NDM u Enterobacteriaceae ste¢enim u zajednici (uglavnom E. coli), osobito u Europi.
Sve dok bolnice nemaju bolje brze dijagnosticke metode, klinicari bi se trebali Koristiti
nacionalnim studijama nadzora, regionalnim bazama podataka i lokalnim podacima o osjetljivosti
na razini bolnice 1 odjela koji ¢e im pomo¢i u vodenju odluke o lije¢enju antibioticima kada su
njihovi pacijenti zarazeni patogenom otpornim na karbapeneme. Terapiju za CRE infekcije treba
individualizirati i temeljiti na molekularnim fenotipovima rezistencije, profilima osjetljivosti,
tezini bolesti i karakteristikama bolesnikal®. Potrebna su kvalitetnija ispitivanja kako bi se

usmjerilo u¢inkovito lijeCenje infekcija uzrokovanih CRE izolatima.
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Zbog svega navedenog, 2017. godine WHO (World Health Organization) objavljuje globalnu listu

prioritetnih patogena te rangira Enterobacteriaceae otporne na karbapenem (CRE), Pseudomonas

aeruginosa i Acinetobacter baumannii u kategoriju najviseg prioriteta (engl. crtical) kako bi se

razvila svijest i aktivno trazilo rjeSenje ovog globalnog problema.

Tablica 1. WHO globalna lista prioritetnih patogena, 2017.godina. (preuzeto s

https://www.who.int/)

PRIRORITET 1: KRITICAN

Acinetobacter baumannii, rezistencija na karbapeneme

Pseudomonas aeruginosa, rezistencija na karbapeneme

Enterobacteriaceae, rezistencija na karbapeneme

PRIRORITET 2: VISOK

Enterococcus faecium, vankomicin rezistentne

Staphylococcus aureus, meticilin i vankomicin rezistentne

Helicobacter pylori, klaritromicin rezistentne

Campylobacter spp., rezistencija na fluorokinolone

Salmonella, rezistencija na fluorokinolone

Neisseria gonorrhoeae, rezistencija na cefalosporine i
fluorokinolone

PRIRORITET 3: SREDNJE

Streptococcus pneumoniae, penicilin rezistentne

Haemophilus influenzae, ampicilin rezistentne

Shigella spp., rezistencija na fluorokinolone
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1.3.1 Rezistencija na karbapeneme posredovana proizvodnjom karbapenemaza

Mechanizmi rezistencije na karbapeneme ukljuéuju proizvodnju B-laktamaza, promjene u efluks
pumpama i mutacije koje mijenjaju ekspresiju i/ili funkciju porina i PBP-a.® Kako bi se znatno
umanjilo trajanje hospitalizacija i/ili vrijeme provedeno u jedinici intenzivne njege kljucan je
odabir najprikladnije antibiotske terapije u ranoj fazi lijeCenja gram-negativnih infekcija §to se

postize odredivanjem mehanizama otpornosti na karbapeneme’.

B-laktamaze su periplazmatski enzimi koji hidroliziraju -laktamske antibiotike, sprjecavajuci
lijek da djeluje na PBP te ujedno i glavni mehanizam otpornosti. Laktamaze klase B koriste cinkov
kation za inaktivaciju p-laktama, a svi pripadaju karbapenemazema®. Klase A, C i D koriste serin
kao nukleofil za hidrolizu B-laktamske veze®. Sve veéi broj karbapenemaza klase A (npr. KPC i
GES enzimi), metalo-B-laktamaze klase B (npr. VIM, IMP i NDM) i karbapenemaze klase D (npr.
OXA-23,24/40, 48, 51, 55, 58 i 143) uzrokuju infekcije koje se teSko lijece. Osim toga,
prekomjerna proizvodnja laktamaze klase C, kao $to su CMY-10 i PDC, koje nisu robusne
karbapenemaze, dovode do rezistencije na karbapenem, osobito u kombinaciji s drugim

mehanizmima.

Karbapenemaze su sloZena skupina kromosomski kodiranih B-laktamaza koje odlikuje izraZajna
genska raznolikost te imaju sposobnost inaktivacije gotovo svih [B-laktamskih antibiotika,
ukljucujuéi 1 karbapeneme. Geni za karbapenemaze smjeSteni su na plazmidima ili integronima
zajedno s genima koji kodiraju rezistenciju na ostale razrede antibiotika naprimjer na kinolone i
aminoglikozide $to znacajno smanjuje izbor antibiotika za lije¢enje infekcija®. Shodno tome,
karbapenemaza-producirajuci sojevi P. aeruginosa, A. baumannii i K. pneumoniae, postaju
viSestruko otporni na tri ili viSe razli¢itih skupina antibiotika uz globalni problem prodora sojeva
rezistentnih na sve dostupne antibiotike (engl. pandrug-resistant). Karbapenemaze jesu problem u
klini¢koj praksi zbog Siroke raznolikosti enzima, moguénosti horizontalnog prijenosa gena
rezistencije medu razli¢itim bakterijama te zbog Cestog smjeStaja bla gena koji kodiraju
karbapenemaze na prenosivim genskim elementima. Zbog svega navedenog infekcije uzrokovane
ovim sojevima nerijetko se javljaju u obliku epidemija u bolnicama, starackim domovima te
ustanovama za palijativnu skrb®. Utvrdeno da je najéeiée K. pneumoniae odgovorna za Sirenje

ESBL gena u zdravstvenim ustanovama tijekom posljednjih 30 godina®?.
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1.3.2 Rezistencija na karbapeneme posredovana drugim mehanizmima

Neenzimski mehanizmi rezistencije na karbapeneme ukljuc¢uju gubitak ekspresije gena koji
kodiraju porine, mutacije u porinskim genima (OprD) i prekomjernu ekspresiju gena koji kodiraju
efluks pumpe (npr. MexAB-OprM, MexXY-OprM ili MexCD-OprJ)’. Porini su nespecifi¢ni
kanali u vanjskoj membrani gram-negativnih bakterija koji omogucéavaju pasivni prijenos malih
hidrofilnih molekula, hranjivih tvari i nekih antibiotika. Gubitak porina i prekomjerna ekspresija
gena za efluks pumpe doprinosi unakrsnoj rezistenciji i na druge B-laktame. Unutar porodice
Enterobacteriaceae, vrste Proteus, Providencia i Morganella morganii imaju intrinzi¢nu
otpornost na imipenem’ (CRE). Otpornost na karbapenemske antibiotike takoder se moze pripisati
mutacijama ili modifikacijama koje mijenjaju razinu proizvodnje ili afinitet vezanja proteina koji

vezu penicilin, $to je opazeno u vrsta Escherichia coli, P. aeruginosa i A. baumannii’.

‘ antibiotics . .
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B ® g
(i 3) 7 -_
m Efflux pumps — @ outer lipid bilayer
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“B NP 8.
. G’ O periplasmic space

inner lipid bilayer

(B) AmpC & Extended

< Jspectrum
transposons, Insertion sequences B-lactamases
Itiple pl. i i (C
E & multiple plasmid copies @ élrbapcn s

Slika 3. Mehanizam rezistencije na karbapeneme!?.
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1.4 Klasifikacija karbapenemaza

Karbapenemaze pripadaju Amblerovim molekularnim razredima B-laktamaza A, B, C i D°.
Molekularna klasifikacija temelji se na usporedbi nukleotidnih i aminokiselinskih sekvenci
enzima®. Takoder, postoji starija funkcionalna klasifikacija po Bush-u koja se temelji na supstratu
kojeg hidroliziraju i tvari koje iste inhibira®. Najvisi stupanj otpornosti na karbapeneme pokazuju
metalo-pB-laktamaze (MBL) razreda B koje su naj¢eSce prisutne u vrsti P. aeruginosa, a kodirane
su prenosivim genskim elementima. Danas je vidljiv porast enterobakterija, posebno sojeva K.
pneumoniae, sa steCenim genima za karbapenemaze od kojih su naj¢es¢i su MBL, VIM i IMP te

KPC enzimi razreda A.

1.4.1 Karbapenemaze Amblerove klase A

Karbapenemaze Amblerove klase A jesu serinske karbapenemaze jer se u njihovom u aktivhom
mjestu enzima nalazi aminokiselina serin. Hidroliziraju peniciline, cefalosporine, karbapeneme i
aztreonam®. Inhibicija je moguéa klavulanskom kiselinom i tazobaktamom?®. U ovu klasu spadaju:
SME (engl. Serratia marcescens enzyme), KPC (engl. K. pneumoniae carbapenemase),
NmcA/IMI (engl. not metalloenzyme carbapenemase/imipenem-hydrolysing p-lactamase), GES
(engl. Guiana extended-spectrum), SHV-38 (engl. sulphydryl variable) i SFC-1 (S. fonticola)®.
Geni koji ih kodiraju nalaze se ili na kromosomskoj ili na plazmidnoj DNA. Ve¢i dio
karbapenemaza razreda A pripada porodici Enterobacteriaceae osim GES i KPC karbapenemaza
koje su rasprostranjene medu pseudomonasima i u acinetobakteru®. S klini¢kog i epidemioloskog
aspekta najvaznija je KPC karbapenemaza. Danas je ista globalan problem, posebno KPC iz vrste
Klebsielle pneumoniae sa sirokim spektrom plazmida odgovornih za neosjetljivost na vise lijekova
i, $to je jos vaznije, za horizontalni prijenos blakpc gena. Isti se ¢esto nalazi u obliku kompozitnog
transpozona Tn4401 koji moZe varirati ovisno o duzini uz zadrzavanje sli¢nog sadrzaja gena®3. Do
uspjesnog Sirenja KPC-a doslo je prvenstveno zbog Sirenja izolata K. pneumoniae koji pripadaju
uspjesnom klonalnom kompleksu 258 (CC258) ili ST258 (klasa I i II), utvrdenom u bolnickim i
okoli§nim izolatima®®. KPC produciraju¢i sojevi najées¢e uzrokuju sustavne bolesti, a jedan su od

vodecih uzro¢nika bolnickih infekcija. KPC enzim ima smanjenu osjetljivost na sve beta-laktame
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odnosno sposoban je hidrolizirati sve beta-laktame ukljucuju¢i i karbapeneme. Minimalna
inhibicijska koncentracija (MIK) imipenema iznosi od 1 mg/l do > 64 mg/1.6 Od svih karbapenema
ertapenem pokazuje najslabiji antimikrobni u¢inak®. Prva skupina A karbapenemaza pronadena u
Hrvatskoj bila je KPC-2 identificirana u soju K. pneumoniae u Sveucilisnom bolnickom centru u
Zagrebu pocetkom 2011. godine'*. SME-1 je kromosomski kodirana karbapenemaza opisana
1994. godine u dva soja S. marcescens®. Sojevi koji lu¢e SME-1, SME-2 i SME-3 sporadi¢no
uzrokuju infekcije sto je posljedica toga da se SME lokus nalazi na kromosomu te da su sojevi
osjetljivi na neke cefalosporine®. NmcA i IMI karbapenemaze jesu vrlo homologne, to¢nije 97%
aminokiselina im je zajedni¢ko i izolirane su iz sojeva Enterobacter cloacae®. NmcA i IMI
pronadene su sporadi¢no u klini¢kim izolatima enterobakterija te u okolisu. Prvi GES izolat K.
pneumoniae pronaden je 1998. godine u Francuskoj, a najceS¢e se nalaze u pseudomonasa i
enterobakterija. SFC-1 izoliran je iz S. fonticola pronadene u okolisu u Portugalu, a SHV-38 iz

klini¢kog izolata K. pneumoniae u Francuskoj te se geni za oba nalaze na kromosomskoj DNAS®,

1.4.2. Karbapenemaze Amblerove klase B, Ci D

Karbapenemaze razreda B jesu MBL ¢iji enzim u aktivnom mjestu ima cink. Inhibicija je moguca
uz pomo¢ kelatora metalnih iona®. Hidroliziraju sve peniciline, cefalosporine i karbapeneme®.
Pronalazimo ih u fermentiraju¢im i nefermentiraju¢im gram-negativnim bacilima. Karbapenemaze
ovog razreda jesu: NDM (engl. New Delhi metallo-g-lactamase), VIM (engl. Verona integron-
encodedmetallo-g-lactamase), IMP (engl. imipenemase), SPM (engl. Sao Paulo metallo-$-
lactamase), SIM (engl. Seoul imipenemase), GIM (engl. German imipenemase), AIM (engl.
Adelaide imipenemase), DIM (engl. Dutch imipenemase), KHM (C. freundii strain KHM243 —
Kyorin Hospital MBL), SMB (engl. Serratia MBL), TMB (Tripoli MBL) i FIM (engl. Florence
imipenemase)®. VIM-1 je prvi put izoliran u Italiji 1997. godine iz P. aeruginosa, a sojevi su bili
odgovorni za epidemije bolni¢kih infekcija u Italiji®. Blavim geni su smjesteni na mobilnim
genskim dijelovima §to za posljedicu ima potencijal za ekspresiju i diseminaciju u gram-negativnih

bakterija.

Za karbapenemaze molekularnog razreda C znacajna je CMY-10 (engl. cephamycinase activity)

koja samostalno dovodi do smanjenja djelotvornosti karbapenema.
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Karbapenemaze molekularnog razreda D jesu oksacilinaze. ProSirene su medu nefermentiraju¢im
gram-negativnim bacilima 1 enterobakterijama. Znacajne karbapenemaze u acinetobaktera su:
OXA-23, OXA-40, OXA-51 i OXA-58. OXA-48 oksacilinaze se javljaju u enterobakterijama, a
OXA-198 je prisutna u pseudomonasu®.
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2. MATERIJALI | METODE

Istrazivanje provedeno u sklopu ovog diplomskog rada dio je istrazivacke aktivnosti uspostavnog
istrazivackog projekta Hrvatske zaklade za znanost po nazivom "Sezonska i prostorna raspodijela
gena rezistencije na antibiotike u morskim mikrobnim zajednicama duz trofickog gradijenta u
srednjem Jadranu (ARGAS)" (broj projekta: UIP-2019-04-9778).

2.1 Podrijetlo blakec-pozitivnih bakterijskih izolata

2.1.1 Uzorkovanje i analiza morske i rije¢ne vode

Blakrc-pozitivni bakterijski izolati sakupljeni su u sklopu istrazivanja sa tri postaje: plaza Trstenik,
Kastelanski zaljev i usée rijeke Jadro. Uzorci su sakupljeni s postaja koje predstavljaju raznovrstan
antropogeni utjecaj i karakteriziraju ih razliciti bioloski i fizikalno-kemijski parametri®®. Plaza
Trstenik je odabrana kao obalna postaja zbog njezinog javnozdravstvenog znacaja bududi da se
radi o javnoj §ljuncanoj plazi s velikim brojem kupaca i rekreacijskih sadrzaja u ljetnom periodu.
Nadalje, obalne vode Kastelanskog zaljeva identificirane su prethodno kao spremnik
oportunisti¢kih patogenih bakterija koje karakterizira rezistencija na razli¢ite skupine antibiotika
te je uzorkovanje odradeno na sredini Kastelanskog zaljeva® . Postaja na uséu rijeke Jadra u
Kastelanski zaljev odabrana je s ciljem istrazivanja utjecaja rijeke Jadro na morske mikrobne
zajednice’®. Uzorci su sakupljeni u ozujku 2021. godine istraziva¢kim brodom Bios Dva®®. Ukupno
je uzeto 10 uzoraka morske vode s povrSine mora i donjeg sloja vodenog stupca, a sakupili su ih
Mia Dzelalija (Prirodoslovno-matematicki fakultet u Splitu) i dr. sc. Slaven Jozi¢ (Institut za

oceanografiju i ribarstvo Split)®®.

Uzorcima morske vode odredena je temperatura i salinitet sa SeaBird 25 CTD profilerom te
koncentracija otopljenog anorganskog hranjiva. Uzorci su zatim predfiltrirani, pohranjeni na
temperaturi od -20 °C i kolorimetrijski analizirani s QuAAtro Seal Analytical kontinuiranim
protoénim segmentiranim analizatorom prema Hansenu i Korolefful®. Metodom mebranske
filtracije 1 brojenjem indikatorskih bakterija fekalnih koliforma (E. coli) (ISO 9308-1) i fekalnih

enterokoka (ISO 7899-1) utvrden je antropogeni utjecaj te razina fekalnog oneciscenja.
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2.2.2 Identifikacija bakterija i odredivanje fenotipske osjetljivosti na antibiotike

100 ul morske i rije¢ne vode su u triplikatu naneseni na plo¢e Marine agara (BD Difco, SAD) i
triptikaza soja agara (TSA; Biolife)'®. Takoder, metodom membranske filtracije filtrirani su
alikvoti morske i rije¢ne vode kroz celulozne membrane pora 0.22 pm*®. Potom su membrane
stavljene na iste agare s dodatkom antibiotika cefotaksim, sulfametoksazol, azitromicin, tetraciklin
i gentamicin. Nakon inkubacije od 5 do 7 dana na 28 °C utvrden je broj kolonija'®. Broj poraslih
kolonija (CFU) rezistentnih bakterija na antibiotike po ml vode podijeljen je s ukupnim brojem
bakterija (CFU) za svaki uzorak kako bi se izracunala uéestalost bakterija rezistentnih na pojedini
antibiotik'®>. Zatim su s ciljem dobivanja ¢&iste bakterijske kulture pojedinacne kolonije
primoizolirane na TSA ili MacConkey (Biolife) agaru *°. Izvrsen je test oksidaze te identifikacija
izolata MALDI-TOF MS tehnologijom (engl. Matrix Assisted LASER Desorption/lonization Time
Of Flight Mass Spectrometry) upotrebom Microflex LT masenog spektrometra i MALDI-Biotyper
4.1.80 (PYTH) verzije programa (Bruker Daltonics, Bremen, Njemacka).

Metodom disk-difuzije na Mueller-Hinton agaru (MH, Biolife) prema protokolu (EUCAST, 2020)
ispitana je fenotipska osjetljivost izolata. Cista bakterijska kultura uzeta je jednokratnom
mikrobioloSkom ezom i suspendirana u 0.85%-tnu fizioloSku otopinu natrijeva klorida (NaCl)
vorteks mjesalicom®®. Densitometrom DEN-1 (Biosan, Litva) je utvrdena bakterijska suspenzija
gustoc¢e 0.5 McFarlanda. Ista je inokulirana na sobnoj temperaturi na plo¢i s MH agarom. Nakon
petnaest minuta na nasijane ploce dispenzorom su postavljeni papirnati diskovi antibiotika (BD
Difco, SAD) promjera 6 mm (EUCAST, 2020)®. Takoder, prema protokolu (EUCAST, 2020)

ispitana je osjetljivost izolata na antibiotike za detekciju Ampc B-laktamaza®®.
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Slika 4. Metodom disk-difuzije odreden antibiogram vrste K. pneumoniae (foto: Nora Ballarin).

Za ovaj diplomski rad uzeti su izolati rezistenti na imipenem i/ili meropenem, a pripadaju
sljede¢im vrstama: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella variicola, Raoultella
ornithinolytica, Enterobacter bugandensis, Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae,

Citrobacter freundii i Escherichia coli.
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2.2 ldentifikacija blakpc gena

Genomska DNA bakterija izolirana je koriStenjem NucleoSpin Microbial DNA kita (Macherey-
Nagel, UK) prema uputama proizvodaca te skladistena pri temperaturi od -20°C. Regija veliine
798 pb blakpc gena umnoZena je pocetnicama KPC-Fm CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG i KPC-
Rm CTTGTCATCCTTGTTAGGCG, prema sljedeéim uvjetimal®. Dva pL ukupne bakterijske
DNA umnozene su multipleksnom PCR reakcijom (engl. Multiplex PCR technique) u reakcijskoj
smjesi od 50 pL. Reakcijska smjesa za detekciju gena blakec sadrzi 1 X PCR pufer (10 mmol/L
Tris-HCI [pH 8,3], 50 mmol/L KCI), 1,5 mmol/L MgCl;, 0,125 mmol/L svakog
deoksinukleozidnog trifosfata, 10 umol/L svake pocetnice i 2 U AmpliTaq Gold polimeraze
(Roche, Meylan, Francuska). Amplifikacija je provedena uz sljedece uvjete: 10 min na 94°C 1 36
ciklusa amplifikacije koji se sastoje od 30 sekundi na 94°C, 40 sekundi na 52°C i 50 sekundi na
72°C te 5 minuta na 72°C. DNA fragmenti su analizirani elektroforezom na 2% agaroznom gelu
na 100 V tijekom 1 h u otopini 1 X TAE pufera koji sadrzi 0,05 mg/L etidijevog bromida®.

2.3 Probir CRE izolata od interesa

Ukupno 37 karbapenamaza-pozitivnih izolata ukljuceno je u istrazivanje s ciljem identifikacije
plazmida koji kodiraju karbapenemazu KPC kod porodice Enterobacteriace. Kod 30 izolata
uspjesno je identificiran blakec gen, kod 6 izolata blakpc+vim dok je 1 izolat bio pozitivan samo na
blavim gen. Daljnje istrazivanje u cilju identifikacije plazmida ukljucilo je 30 izolata kod kojih je
identificiran blakec gen. Radilo se o ukupno 12 izolata K. pneumoniae, 1 izolat K. oxtoca, 3 izolata
Raoultella ornithinolytica, 2 izolata Enterobacter bugandensis, 1 izolat Enterobacter cloacae, 5
izolata Citrobacter freundii i 6 izolata Escherichia coli. Probrani izolati viSestruko su rezistentni
na antibiotike te su PCR-om detektirani i drugi geni rezistencije na antibiotike te isti jesu globalni
zdravstveni problem c¢ije rjesenje je primarni zadatak znanstvene zajednice u smislu razvijanja

novih antibiotika i otkrivanja molekularno geneti¢ke pozadine mehanizama rezistencije.
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Tablica 2. Lista ukupnih izolata kod kojih je identificiran blakKPC gen.

KPC
(793 bp)

Broj izolatau PCR | ID izolata Bakterijska vrsta
eksperimentima

1 J14 Klebsiella pneumoniae +
2 KZ69 Raoultella ornithinolytica | +
3 KZ72 Raoultella ornithinolytica | +
4 KZ74 Raoultella ornithinolytica | +
5 T200 Enterobacter bugandensis | +
6 J204 Klebsiella pneumoniae +
7 T205 Escherichia coli +
8 T206 Escherichia coli +
9 T207 Citrobacter freundii +
10 T208 Citrobacter freundii +
11 T209 Citrobacter freundii +
12 T212 Klebsiella oxytoca +
13 T213 Enterobacter cloacae +
14 T214 Enterobacter bugandensis | +
15 T219 Citrobacter freundii +
16 T222 Citrobacter freundii +
17 T224 Escherichia coli +
18 T225 Klebsiella pneumoniae +
19 T226 Escherichia coli +
20 T227 Escherichia coli +
21 J229 Klebsiella pneumoniae +
22 J231 Klebsiella pneumoniae +
23 J232 Klebsiella pneumoniae +
24 J233 Klebsiella pneumoniae +
25 J237 Klebsiella pneumoniae +
26 J241 Klebsiella pneumoniae +
27 J244 Klebsiella pneumoniae +
28 J245 Klebsiella pneumoniae +
29 T253 Klebsiella pneumoniae +
30 T228 Escherichia coli +
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2.3.1 Gel elektroforeza u pulsiraju¢em polju (PFGE) nakon razgradnje ukupne
bakterijske DNA S1 nukleazom

Ukupna bakterijska DNA podvrgnuta je gel elektroforezi u izmjeni¢nom polju nakon razgradnje
ukupne bakterijske DNA S1-nukleazom (engl. S1 Pulsed Field Gel Electrophoresis, S1-PFGE)

radi odredivanja veli€ine i broja plazmida u svim izolatima koji proizvode karbapenemaze.

2.3.1.1 Priprema agaroznih blokova za PFGE elektroforezu

Kolonije iz prekono¢nih kultura izolata uzgojenih na MacConkey agaru suspendirane su u
fizioloSkoj otopini opticke gustoce 4,0 McF. Jedan mL suspenzije zatim je centrifugiran 5 minuta
na 7500 x g. U 150 pL pufera za suspenziju bakterijskih stanica (Cell Suspension Buffer)
resuspendiran je talog i inkubiran 10 minuta na 55°C . Nadalje, dodano je 20 pL proteinaze K
(,,Proteinase K*, 20 mg/mL, Qiagen) te je slijedila inkubacija u trajanju od 2 minute na 55°C. 170
ML otopljene agaroze niskog talista (Agarose Low Melting) prethodno zagrijane na 55 °C dodano
je u bakterijski lizat te promijeSano mikropipetom. Ukupni bakterijski lizat ugraden je u
odgovarajuci kalup (Reusable plug mold, Bio-Rad Laboratories, SAD) i time su formirani agarozni
blokovi za PFGE elektroforezu. Ovako pripremljena reakcijska smjesa hladena je 15 minuta na
4°C. Nadalje, agarozni blokovi prebaceni su u Falcon tube volumena 50 mL te je u iste dodano 5
mL pufera za lizu bakterija (Cell Lysis Buffer) i 20 pL proteinaze K te je smjesa inkubirana 1 sat
na 54°C uz tre$nju od 55 rpm. Nakon zavrSene inkubacije pufer za lizu stanica je uklonjen. S 15
mL sterilne ultra Ciste vode 2 puta su isprani agarozni blokovi u trajanju od 15 minuta pri 50°C u
vodenoj kupelji uz tresnju od 50 rpm. Pri istim uvjetima inkubacije agarozni blokovi su zatim
isprani 3 puta s 15mL 1 X TE pufera (10 mM Tris, ImM EDTA, pH 8.0) pripremljenim u sterilnoj
ultra ¢istoj vodi. Agarozni blokovi potom su pohranjeni u 5 mL 1 X TE pufera u Falcon tubama
volumena 50 mL na 4°C.
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2.3.1.2 Razgradnja ukupne bakterijske DNA S1 nukleazom

Ukupna bakterijska DNA u uklopljena u agaroznim blokovima tretirana je S1-nukleazom. S1-
nukleaza je enzim koji kida jednolan¢anu DNA i RNA molekulu te ima sposobnost linearizacije
svih superspiraliziranih plazmida. Kidanje DNA molekule se odvija u blago denaturiranim
regijama koje nastaju uslijed mehanic¢kog torzijskog stresa zbog veli¢ine molekule DNA. Takoder,
S1 nukleaza prikazuje ograni¢enu nukleaznu aktivnost naspram kromosomske DNA. Svaki
agarozni blok odrezan kako bi se dobio fragment specificnih dimenzija za daljnju obradu.
Navedeni fragment tretiran je sa 100 pL 1 X reakcijskim puferom za nukleazu S1 (,,S1 buffer®,
Thermo Fisher Scientific, SAD) u trajanju od 30 minuta pri 37°C. Zatim je reakcijski pufer
uklonjen, a ukupna bakterijska DNA ukalupnjena u agarozne fragmente tretirana sa S1-nukleazom
inkubacijom na 37°C u trajanju od sat vremena u 100 UL restrikcijskog pufera (3,5 U S1-nuclease®,
1 X reakcijski pufer za nuklezu S1; Thermo Fisher Scientific, SAD) pripremljenog u sterilnoj ultra
Cistoj vodi. Razgradnja je zaustavljena uklanjanjem restrikcijskog pufera uz dodatak 100 pL 5
XTE pufera (50 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 8,0) temperature 4°C.

2.3.1.3 PFGE elektroforeza

Agarozni blokovi tj. fragmenti, standard molekulskih masa ,,CHEF DNA Size Standard“ (Bio-Rad
Laboratories, SAD) 1 procis¢eni PCR produkt odgovarajueg gena naneseni su u jazice. Zatim je
dodan 1% gel za elektroforezu u izmjeni¢nom polju prethodno pripremljen na nacin da je 1.3 g
PDFE agaroze otopljeno u sterilnom 0,5 X TBE puferu (45 mM Tris-baza, 45 mM borna kiselina,
1mM EDTA, pH 8.0) pri temperaturi od 55°C. Elektroforeza je provedena u istom puferu koristec¢i
,,CHEF Mapper XA* (Bio-Rad Laboratories) prema sljede¢im parametrima: napon 6 V/cm, kut
elektri¢nog polja 120°, vrijeme pulsa 6,8 — 38,4 sekundi pri 14°C u trajanju od 19 sati (Slika 5).
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Slika 5. Uredaj za provodenje PFGE elektroforeze.

Bakterijska DNA je nakon elektroforeze vizualizirana bojanjem gela s 300 mL vodene otopine
Sybr® Safe interkalacijske boje (¢=0,1 %). Tako obojani gelovi snimljeni su pod UV-svjetlos¢u
koriste¢i ,,Genebox“ (Syngene, UK) uredaj (Slika 6).
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Slika 6. Agarozni gel s ukupno 13 razlicitih izolata; gledajuci redom s lijeva na desno izolati u

jazicama su slijedeci: C. freundii, E. asburiae, K. pneumoniae, C. freundi, E. coli, K. pneumoniae,
E. coli, marker, E. coli, K. pneumoniae, K. pneumoniae, K. pneumoniae, K. pneumoniae, K.

pneumoniae, K. pneumoniae, K. pneumoniae, PCR produkt.
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2.3.2. Southern hibridizacijska analiza

Southern hibridizacijska analiza koristi se za prijenos fragmenta DNA s gela na membranu, nakon

njihova razdvajanja PFGE elektroforezom.

2.3.2.1 LuZnati prijenos DNA s gela na membranu

Za vrijeme kapilarnog prijenosa luznati pufer prolazi kroz gel i denaturira dvolan¢anu molekulu
DNA te na pozitivno nabijenu najlonsku membranu prenosi i veze jednolancane fragmente
negativnog naboja. Prvi korak je inkubacija gela u 0,25 M HCL 5 do 10 min. Gel se zatim
neutralizira uranjanjem u 0,5 M Tris-HCI (pH 7,5) dva puta po 15 min uz zibanje. Gel je prije
slaganja konstrukcije za prijenos potrebno isprati u vodovodnoj vodi. Slojevi papirnatih maramica
sloZeni su na ravnu povrsinu, zatim se 3 komada filtar-papira (dimenzije veée od povrsine gela)
slazu na isti stog papira. Gornji filtar-papir uronjen je u 0,4 M NaOH i izravnan staklenom pipetom.
Zatim se pozitivno nabijena najlonska membrana (Roche) postavlja na filtar-papir koji je
prethodno takoder natopljen s 0,4 M NaOH. Nadalje, gel se postavlja na najlonsku membranu, a
rubovi gela obloze trakama parafilma. Gel je potrebno prekriti filtar-papirom koji je izrezan u
veli€ini gela 1 natopiti s 0,4 M NaOH. Naposljetku, na vrh je postavljena spuzva (otprilike u
dimenzijama gela) natopljena s 0,4 M NaOH i pritisnuta staklenom plo¢om s utegom te ostavljena
preko no¢i (Slika 7).
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Slika 7. Hibridizacijska piramida za obrnuti transfer.
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Nakon zavrSenog prijenosa pincetom je skinuta membrana s gela (Slika 8), te isprana u 2 X SSC
puferu (3 x 5 minuta). Membrana je osusena na zraku na filtar-papiru te pohranjena na suhom i

¢istom mjestu, pri sobnoj temperaturi, do trenutka hibridizacije.

Slika 8. Gel nakon prekonoénog luznatog prijenosa DNA na najlonsku membranu.
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2.3.2.2. Neradioaktivno obiljeiavanje sonde odsjecka gena blakpc digoksigeninom metodom

nasumicne klice

U tehnikama hibridizacijske analize sonda sluzi za detekciju specificnih komplementarnih DNA

sljedova s kojima tvori hibridnu molekulu.

Obiljezavanje sonde temelji se na sparivanju fragmenata gena blakpc s nasumicnim
oligonukleotidnim pocetnicama te sintezi drugog lanca na kalupu jednolancanog odsjecka gena
Klenowim enzimom koji ugraduje nukleotide, medu kojima su i nukleotidi neradioaktivno
obiljezeni digoksigeninom (DIG-11-dUTP). Za pripremu sonde upotrjebljen je komplet za
obiljezavanje iz DIG DNA Labeling and Detection Kit-a (Roche, Cat. No. 11 093 657 910).
Fragment gena blakpc, prociséen s gela i otopljen u mikroepruveti u 15 pL sterilne destilirane
vode, denaturiran je 10 minuta pri 99 °C u termobloku. Cep mikroepruvete omotan je parafilmom
i alu-folijom. Nakon toga uzorak je ohladen u ledu 5 minuta i centrifugiran kako bi se spustio
sadrzaj. Uzorak je zatim pohranjen na ledu. U denaturirani uzorak navedenim redoslijedom dodano
je dva uL smjese nukleotida (1 mM dATP, 1 mM dGTP, 1 mM dCTP, 0,65 mM dTTP i 0,35 mM
DIG 11-dUTP), Dva puL mjesavine heksanukleotida, jedan pL Klenow-og enzima (2 U/ pL).
Sadrzaj je promijesan uz pomo¢ vibracijske mijesalice pri najmanjoj brzini te kratko centrifugiran.
Zatim je reakcijska smjesa inkubirana preko no¢i pri 37 °C. Dodatkom jednog uL 0,5 M EDTA
(pH=8) reakcija je zaustavljena. U svrhu pretalozenja gena u reakcijsku smjesu dodano je 2,5 uL
5M LiCl i 75 pL apsolutnog alkohola. Sadrzaj je mijeSan pomocu vibracijske mijesalice, kratko
centrifugiran te pohranjen 1 sat pri — 80 °C. Nadalje, uzorak je centrifugiran u mikrocentrifugi pri
najvecem broju okretaja na 4 °C i 5 minuta. Nakon uklanjanja supernatanta, 200 pL hladnog 70%
etanola dodano je u talog i provedeno centrifugiranje u trajanju od 5 minuta pri 12 000 okretaja i
4 °C. Talog je zatim osusen na zraku i otopljen u 50 uL sterilne destilirane vode. Sonda se ¢uva
pri — 20 °C.
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2.3.2.3. Hibridizacija i detekcija hibridizacijskih signala

Prvi korak je prehibridizacija koji zapocinje stavljanjem membrane u cilindar za hibridizaciju tako
da strana membrane na kojoj su uzorci bude okrenuta prema unutrasnjosti tube. Zatim je niz
stjenku cilindra dodano 10 mL prethodno zagrijanog hibridizacijskog pufera (10 mL pufera / 100

cm? membrana)

Tablica 3. Kemijski sastav hibridizacijskog pufera.

Reagensi — radna otopina Kona¢na koncentracija | Volumen (mL)
20 x SSC pufer (pH=7) 5X 25
laurilsarkozil (10 %) 0,1% 1

natrijev dodecil sulfat, SDS | 0,02 % 0,2

(10%)

reagens za blokiranje 1% 1g

sterilna destilirana voda 73,8

Ukupni volumen: 100

Potom je cilindar stavljen u hibridizacijsku pe¢nicu s vrtnjom (Slika 9) pri sljede¢im uvjetima:
temperaturi hibridizacije 68 °C, 1,5 do 2 sata. Drugi korak je hibridizacija, a izvrSena je na sljedeci
nacin. DNA sonda denaturirana je 10 minuta pri 99 °C u mikroepruveti osiguranoj od otvaranja
(parafilm i alu-folija), u termobloku. Zatim je sonda ohladena na ledu kroz 5 minuta, i kratko
centrifugirana do ponovne uporabe. Pufer koristen u prehibridizaciji je uklonjen, dodano 10 mL
svjezeg pufera, prethodno zagrijanog na temperaturu hibridizacije. U tako pripremljenu smjesu
dodana je blakrc sonda (svih 50 pL), cilindar s membranom stavljen je u hibridizacijsku peénicu
s vrtnjom. Reakcijska smjesa pustena je preko noc¢i (12 - 16 h) pri temperaturi 68 °C.
Hibridizacijski pufer s DNA sondom prebacen je u staklenu epruvetu i pohranjen pri — 20 °C.
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Slika 9. Hibridizacijska pecnica s Cetiri membrane.
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2.3.2.4 Ispiranje nespecificno vezane cDNA sonde

U cilindar je dodan pufer za ispiranje membrane A, a ista je isprana 2 puta po 5 minuta pri sobnoj

temperaturi.

Tablica 4. Kemijski sastav pufera A.

Reagensi — radna otopina Konac¢na koncentracija | Volumen
(mL)

20 x SSC pufer (pH=7) 2 X 10

natrijev dodecil sulfat, SDS (10%) 0,1 % 1

sterilna destilirana voda 0,02 % 89

Ukupni volumen: 100

Membrana je dodatno isprana u puferu za ispiranje B, 2 puta po 30 minuta pri temperaturi 65 °C.

Tablica 5. Kemijski sastav pufera B.

Reagensi — radna otopina Konac¢na Volumen (mL)
koncentracija

20 x SSC pufer (pH=7) 05 X 2,5

natrijev dodecil sulfat, SDS (10%) | 0,1 % 1

sterilna destilirana voda 0,02 % 96,5

Ukupni volumen: 100

Radi detekcije hibridizacijskih signala metodom kolorimetrije membrana je inkubirana 1 minutu

u 10 mL pufera 1 (pH =7,5).

Tablica 6. Kemijski sastav pufera 1.

Reagensi — radna otopina Konac¢na Volumen (mL)
koncentracija

1AM Tris-HCl pufer (pH=7,4) (0,1 M 50

5M NaCL 0,15 M 15

sterilna destilirana voda 435

Ukupni volumen: 500
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Zatim je membrana inkubirana u 80 mL pufera 2 (1g reagensa za blokiranje / 100 mL pufer 1)
tijekom 60 minuta, uz okretanje u hibridizacijskoj peénici prethodno ohladenoj na sobnu
temperaturu. Protu-DIG-AP otopljen je pri 4 °C, centrifugiran 5 minuta pri 10 000 okretaja i
otopljen u puferu 2 (4 uL protu-DIG-AP /20 mL pufer 2, razrjedenje 1 : 5000). Potom je membrana
inkubirana 30 minuta uz okretanje u hibridizacijskoj pe¢nici. Membrana je isprana 2 puta po 15
minuta u 100 mL pufera 1 i inkubirana tijekom 5 minuta u 20 mL svjeze pripremljenog pufera 3
(pH =9,5).

Tablica 7. Kemijski sastav pufera 3.

Reagensi — radna otopina Konacna Volumen (mL)
koncentracija

1M Tris-HClI pufer (pH=9,5) (0,1 M 10

5M NaCL 01M 2

1M MgCl2 x 6H.0 0,05 M 5

sterilna destilirana voda 83

Ukupni volumen: 100
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Zatim je NBT/BCIP supstrat za alkalnu fosfatazu razrijeden u puferu 3 (200 uL NBT/BCIP u 10
mL pufera 3, razrjedenje 1 : 50),a membrana postavljena u plasti¢nu vreéicu sa ZIP zatvaratem
razvucenu preko staklene Petrijeve zdjelice. Otopina za bojenje je nanesena na membranu i
hermeticki zatvorena (Slika 10).

Slika 10. Razvijanje signala na membrani nakon dodatka NBT/BCIP supstrata za alkalnu

fosfatazu.

Naposljetku, membrana je inkubirana na 37 °C dok se nisu razvili signali potrebnog intenziteta
nagon ¢ega je membrana isprana u destiliranoj vodi. Membrana je postavljena izmedu 2 lista filtar-

papira, poklopljena ravnom povrSinom i susena preko no¢i na zraku (Slika 11).
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Slika 11. Membrana s 13 bakterijskih izolata; tamnije obojenje predstavlja hibridiziranu sondu
blaKPC gena na plazmidnoj DNA; gledaju¢i redom s lijeva na desno izolati u jaZicama pripadaju
slijede¢im vrstama: K. pneumoniae, R. ornithinolytica, E. bugandensis, C. freundi, K. pneumoniae,
E. coli, E. coli, marker, C. freundii, C. freundii, K. oxytoca, E. cloaceae, E. bugandensis, E.

asburiae, PCR produkt.
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3. REZULTATI

3.1. Identifikacija plazmida koji nose blakpc gen

Elektroforezom u pulsiraju¢em polju (PFGE), u uvjetima opisanim u drugom poglavlju 2.3.1.3.,
razdvojeni su bakterijski genomi svih 30 izolata. Salmonella serotip Braenderup soj H9812
koriSten je kao marker za usporedbu i odredivanje veli¢ine DNA bakterijskih izolata. Pro¢is¢eni

PCR produkt blakec gena tj. pozitivna kontrola nalazi se u zadnjoj jazici s desne strane gela (Slika
6).

Southern hibridizacijskom metodom identificirana je plazmidna DNA koja kodira blakpc gen
(Slika 11). Od 30 KPC-pozitivnih izolata u njih 18 utvrdena je plazmidna DNA odgovorna za
rezistenciju na karbapeneme razli¢itih veli¢ina (Slike 12 i 13). Proc¢is¢eni PCR produkt blakpc

gena, odnosno pozitivna kontrola eksperimenta nalazi se na desnom kraju membrane.
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Slika 12. Usporedni prikaz gela i membrane 1 s utvrdenom veli¢inom plazmida; Crvenom bojom

oznaceni su izolati €iji su plazmidi veli€ine 160 kb, zelenom bojom izolati veli¢ine 60.5 kb, a

crnom bojom izolati kod kojih nije utvrden plazmid.
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Od ukupno 12 izolata vrste K. pneumoniae kod 8 je utvrdeno prisustvo blakpc gena na plazmidnoj
DNA. Kod izolata iz vrste K. oxtoca ovim istrazivanjem nije utvrdeno da se gen za rezistenciju na
karbapeneme nalazi na plazmidnoj ili genomskoj DNA. Tri izolata vrste R. ornithinolytica
ukljucena su u istrazivanje medutim samo kod jednog je utvrden blakec gen na plazmidnoj DNA.
Dva izolata vrste E. bugandensis nisu pokazala prisustvo ciljanog gena dok je kod jedinog izolata
E. cloacae uspjesno identificiran. Od ukupno 5 izolata C. freundii, 3 izolata sadrze plazmidnu
DNA s blakec genom. Pet od 6 izolata E. coli na plazmidu nosi gen odgovoran za rezistenciju na
karbapeneme.

18 19 20 21 22 23 24 &

v

Citrobacter freundi
Enterobacter asburiae
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter freundi
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
P

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Slika 13. Usporedni prikaz gela i membrane 2 s utvrdenom veli¢inom plazmida; Crnom bojom

oznaceni su izolati kod kojih nije utvrden plazmid koji nosi blakpc gen, plavom bojom oznaceni

su izolati ¢iji su plazmidi veli¢ine 40 kb, zelenom bojom oznaceni su izolati s plazmidima veli¢ine

78.2 kb, crvenom bojom oznaceni su izolati ¢iji su plazmidi veli¢ine 154 kb, a Zutom bojom izolati

s plazmidima veli¢ine 114 kb.
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Usporedbom polozaja fragmenata DNA na agaroznom gelu razdvojenih metodom PFGE

elektroforeze i polozaja pozitivno razvijenih signala sonde blakpc gena na membrani (Slike 12 i

13) utvrdene su veli¢ine plazmida kod ukupno 18 izolata te su rezultati prikazani u Tablici 8.

Tablica 8. Veli¢ina plazmida koji kodiraju blakec gen.

BROJ IZOLATA VRSTA VELICINA PLAZMIDA
1 Klebsiella pneumoniae 160 kb
7 Klebsiella pneumoniae 160 kb
20 Klebsiella pneumoniae 33.3kb
26 Klebsiella pneumoniae 154 kb
27 Klebsiella pneumoniae 40 kb
28 Klebsiella pneumoniae 114 kb
29 Klebsiella pneumoniae 78.2 kb
31 Klebsiella pneumoniae 78.2 kb
2 Raoultella ornithinolytica 60.5 kb
6 Citrobacter freundii 60.5 kb
10 Citrobacter freundii 60.5 kb
12 Citrobacter freundii 60.5 kb
15 Enterobacter cloacae 60.5 kb
8 Escherichia coli 60.5 kb
9 Escherichia coli 60.5 kb
22 Escherichia coli 33.3 kb
24 Escherichia coli 33.3kb
25 Escherichia coli 78.2 kb
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4. RASPRAVA

Cesta uporaba karbapenemskih antibiotika u klini¢koj praksi dovela je do pojave rezistentnih
sojeva Enterobacteriaceae. Danasnje globalno Sirenje karbapenemaza-produciraju¢ih
Enterobacteriaceae je alarmantno te ima prioritet u pronalasku rjeSenja zato $to karbapenemaze
hidroliziraju karbapenemske antibiotike, a geni koji kodiraju karbapenemazu su povezani s
visokoriziénim klonovima te se Sire horizontalnim prijenosom. Posljedi¢no tome, vise su stope
mortaliteta i povecani su ekonomski troskovi. Unazad nekoliko godina izolati K. pneumoniae koji
posjeduju blakpc gen postali su jedan od najvaznijih multirezistentnih gram-negativnih patogena

kod hospitaliziranih pacijenata®’.

Hrvatsko povjerenstvo za pracenje rezistencije na antibiotike od 1997. godine vodi aktivan
program nadzora nad vise od 90% stanovnistva. Od 2001. godine CRE izolati oznaceni su kao
visoko zabrinjavajuéi organizmi te ih je potrebno poslati na ponovno testiranje u Referentni centar
za utvrdivanje mehanizma otpornosti. Bedenic¢ i sur . u velja¢i 2011. godine opisuju pojavu prve

bakterijske infekcije uzrokovane K. pneumoniae koja proizvodi KPC,

Prirodni okoli§ Kkoji je pod antropogenim utjecajem, posebno obalna morska podruéja, rijeke,
jezera i $koljkasi, uz bolnicki okoli§ predstavljaju njihov glavni rezervoar. Takoder, efluenti iz
postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda jesu znacajni putovi za Sirenje otpornosti na antibiotike
putem bolnickih otpadnih voda kroz koje novonastali patogeni ulaze iz bolnice u vodeni okolis®.

Trenutno su u Hrvatskoj objavljena samo dva rada s ovom tematikom.

Zbog svega navedenog, cilj ovog istrazivanja bio je identificirati plazmide koji kodiraju KPC kod
Enterobacteriaceae iz okolisa. Od 30 izolata u kojima je sekvencioniranjem utvrdena prisutnost

blakpc-2 gena u njih 18 utvrden je njihov polozaj na plazmidima.

Od veljace 2011. do kolovoza 2013. 547 enterobakterijskih izolata poslano je u Hrvatski referentni
centar za pracenje rezistencije na antibiotike. Kod 167 izolata utvrdeno je da proizvode
karbapenemaze- 59% VIM, 31% KPC, 8% NDM, 2% OXA-48°. Proizvodnja KPC-a otkrivena je
samo u K. pneumoniae. 48 KPC izolata iz devet centara ukljuceni su u studiju Jeli¢ i sur. lzolati
su prikupljeni iz krvi, urina, trahealnog aspirata koze, mekog tkiva, katetera, cerebrospinalne

teku¢ine te uzoraka pregleda (uzorci stolice i rektalni brisevi)®. Ispitivanje antimikrobne
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osjetljivosti provedeno je metodom disk difuzije, a minimalne inhibitorne koncentracije za

ertapenem, imipenem, meropenema i kolistin otkriveni su E-testom. Rezultati su o¢itani uz pomo¢

EUCAST prijelomnih to¢aka®®. Fenotipska detekcija proizvodnje karbapenemaza provedena je

metodom koja se sluzi fenilbornom kiselinom za detekciju klase A B-laktamaza. Izolati su

tipizirani gel elektroforezom s pulsiraju¢im poljem Xbal digestirane genomske DNA pomocu

sustava CHEF Mapper XA,

Size af MIC (mg/L)* Disk diffusion (mm)
PFGE b].‘imﬂc
Isolate  Date  profile plasmid (kb) Specimen  Institution City ETP IMP MEM CST GEN 5TX
2IZE Nov 11 B ~ 60 5 HI Zagreb =32 =32 =32 0.094 6 6
I48/E May 12 A ~ 160 TA H2 Zabok 24 24 24 0.047 18 20
163/E® Jun 12 A ~ 160 RS H2 Zabok 3 2 L5 0.094 19 21
I83E  Jun 12 A ~ 160 u H3 Zagreb 8 3 2 0.047 18 22
275/E  Aug 12 A ~ 160 CSF H2 Zabok - 2 2 0094 17 20
29YE  Sep 12 A ~ 160 U H4 Varazdin =32 4 4 0.094 20 24
324/E® Qct 12 A ~ 160 u H2 Zabok 24 8 6 0.064 17 21
325/E® Qct 12 A ~ 160 TA H2 Zabok »32 32 =32 0.047 17 21
3I26/E Oect 12 A ~ 160 TA H2 Zabok »32 8 6 0.016 17 21
I2YE" Oct 12 A ~ 160 u H2 Zabok 2 1.5 I 0.094 19 22
I39/E" Oct 12 A ~ 180 TA H2 Zabok =32 =32 =32 0.094 18 19
I6I/E  Oct 12 A ~210 u H4 Varazdin =32 =32 24 0.094 18 23
IGG/E® Oct 12 A ~ 160 U H2 Zabok =32 8 16 0.125 17 20
IT9E  Nov 12 A ~ 160 RS H2 Zabok =32 16 12 0.032 17 20
IZWE" Nov 12 A ~ 180 5T H2 Zabok 12 24 24 0.094 17 21
471/E  Dec 12 A ~ 160 u H2 Zabok =32 =32 =32 0.094 19 17
IS5fE  Jan 13 A ~ 160 B H5 Zagreb =32 16 =32 0.047 18 20
T4E  Mar 13 A ~ 160 u H5 Zagreb  =»32 32 =32 0.0%4 20 22
243/E  Mar 13 A ~ 160 RS Hb Zagreb 32 6 16 0.094 20 20
103/E  Apr 13 A ~ 160 ND H3 Zagreb =32 60 =32 0.125 18 21
240/E  Apr 13 A ~ 160 TA H6 Zagreb i 075 2 0064 17 20
238/E May 13 A ~ 160 RS H6 Zagreb 6 6 3 0.047 16 18
239/E May 13 A ~ 160 u H6 Zagreb 6 16 12 0.094 17 20
24/E May 13 A ~ 160 TA H6 Zagreb 12 8 =32 0.064 17 20
244E May 13 Al ~ 160 RS H6 Zagreb =32 6 30 0125 18 20
244/E May 13 A ~ 160 B H6 Zagreb 8 8 6 0.047 19 20
245/E May 13 A ~ 160 RS H6 Zagreb 8 6 6 0.064 17 19
246/E May 13 A ~ 160 B H6 Zagreb 6 6 12 0.094 18 20
IS/E May 13 A ~ 160 u H6 Zapreb  »32 12 12 0.094 19 21
IS2YE May 13 A ~ 160 RS H6 Zagreb =>32 R =32 0.0M 18 20
I53E May 13 A ~ 160 TA Hb Zagreb =32 4 =32 (.125 18 20
IS4/E May 13 A ~ 160 RS H6 Zagreb 12 6 6 0.094 17 20
173/E® Jun 13 A ~ 160 B H7 Zagreb 6 6 4 0125 17 19
I176/E  Jun 13 A ~ 160 ND H6 Zagreb 6 3 6 0.047 20 20
ITHE Jun 13 A ~ 160 ND H6 Zagreb 8 6 6 0.064 18 19
ITR/E  Jun 13 A ~ 160 ND H6 Zagreb E 6 3 0032 18 20
I83%E  Jun 13 A ~ 160 RS HE& Cakovec 6 6 6 0125 18 22
247/E  Iun 13 A ~ 160 TA H6 Zagreb 8 8 24 15 19 20
248/E  Jun 13 A ~ 180 u Hb Zagreb 16 =32 =32 0.016 20 20
20/E Iul 13 A ~ 180 u HY Zagreb =32 32 32 0.094 20 20
249/E  Jul 13 A ~ 160 RS H6 Zagreb 6 12 4 0.032 20 21
250/E Jul 13 A ~ 180 RS H6 Zagreb 8 6 32 0125 18 21
251/E® Tul 13 A ~ 160 u H6 Zagreb 24 =32 12 0.032 18 20
254E  Jul 13 A ~ 180 RS H6 Zagreb 12 12 3 0016 17 21
253/E" Jul 13 A ~ 160 RS H6 Zagreb 12 6 6 0.032 20 20
254/E” Tul 13 A ~ 160 WS H6 Zagreb 16 16 =32 0.125 18 18
230/E" Aug 13 A ~ 160 WS H3 Zagreb 6 8 2 0.064 19 18
255/E  Aug 13 A ~ 160 C HI Zagreb =32 =32 =32 (0.125 18 17

Slika 14. Epidemioloski podaci i profili antimikrobne osjetljivosti KPC izolata u Hrvatskoj®.
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Nekoliko gena odgovornih za rezistenciju na karbapeneme umnoZeni su PCR reakcijom i
sekvencionirani geni koji kodiraju B-laktamaze klase A. Broj i veli¢ina plazmida u KPC-
produciraju¢im izolatima su odredeni pomoc¢u S1-nukleazne PFGE elektroforeze ° koja je
pokazala da svi izolati imaju plazmide veli¢ine od 60 do 210 kb*®. Southern blot i hibridizacija s
blakpc specificnom sondom otkrili su da se blakec u svakom izolatu nalazi na jednom jedinom
plazmidu, ali da variraju u veli¢ini'®. Iako je navedeno istraZivanje provedeno na klini¢kim
izolatima, metode i rezultati ne odskacu u usporedbi s ovim istrazivanjem. KPC-pozitivni izolati
sakupljeni u ovom istrazivanju imaju plazmide veli¢ine od 33,3 kb do 160 kb $to je neznatno manja
veli¢ina od otkri¢a Jeli¢ i sur. Jeli¢ i sur. identificirali su u vrsti E. coli i K. pneumoniae plazmide
veli¢ine 160 kb, a ovim je istraZivanjem plazmid jednake veli¢ine utvrden u vrsti K. pneumoniae.
Takoder, dva izolata K. pneumonie ovog istrazivanja i jedan izolat K. pneumoniae iz istraZivanja
Jeli¢a 1 sur. jesu veli¢ine 60 kb. Navedeno ukazuje na moguénost da se radi o istim plazmidima.
Ukoliko je zaista rije¢ o istima, pokazalo bi se bolni¢ko porijeklo rezistentnih plazmida odnosno
rezistentnih sojeva koji su u ovom istrazivanju sakupljeni u morskom okolisu. Kako bi ovu
pretpostavku dokazali potrebna su dodatna molekularna istrazivanja kao §to je tipizacija plazmida
i sekvenciranje. U dosadasnjim prijavljenim istrazivanjima plazmidi tipova IncFIB(K), IncN i
IncFIIK su najucestaliji nositelji blakpc gena, a u navedeno spada i rad Jelica i sur. gdje su svi

blakpc geni smjesteni na plazmidima IncFII grupe.

2019. godine Jeli¢ i suradnici provode istrazivanje KPC-produciraju¢ih izolata iz vode rijeke
Krapine, uzorkovane 300 metara nizvodno od kanalizacijskog ispusta Opce bolnice Zabok.
Pokazalo se da je rije¢na voda rezervoar bakterija rezistentnih na vise lijekova koje potjecu iz
antropogenih izvora (bolni¢ke 1 komunalne otpadne vode) te njihovo istraZivanje izvjeStava o
prvom sludaju proizvodnje KPC kod K. pneumoniae u prirodnom okolisu u Hrvatskoj 7. Analiza
S1-nukleaze-PFGE elektroforeze otkrila je varijabilne profile plazmida medu ispitivanim
izolatimal’. Southern analiza s blakpc-om i sondom specifi¢cnom za IncFll pokazala je da su blakpc
geni locirani na IncFIl plazmidu 140, 230, 225 i 220 kb'’, $to su veli¢ine plazmida ipak veée od

onih dobivenih istrazivanjem u sklopu ovog diplomskog rada.

Sposobnost duzeg prezivljavanja K. pneumoniae koja proizvodi KPC u rije¢noj vodi pokazuje

razmjere Sirenja rezistencije na karbapeneme kao i rapidno Sirenje gena medu vrstama ¢ime istice
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potrebu ovog istrazivanja. Isto tako, ne manje vazan cilj ovog istrazivanja je utvrditi sve vecu

prisutnost KPC-producirajuéih sojeva u okolisu.

U lipnju, srpnju i rujnu 2020. u sklopu projekta usmjerenog proucavanju utjecaja procisc¢enih
podmorskih otpadnih voda u obalnim vodama srednjeg Jadranskog mora u Hrvatskoj Kvesi¢ i
suradnici su identificirali 15 izolata Enterobacteriaceae (9 E. coli, 4 K. pneumoniae i 2 C.
freundi)®. Uzorkovana je morska voda u neposrednoj blizini podmorskih kanalizacijskih ispusta
Katalini¢a brig i Stupe-Stobre¢ koji nakon mehanickog tretmana ispustaju otpadne vode Sireg
podrugja grada Splita u Splitski i Bracki kanal®. Svi osim jednog izolata pokazali su otpornost na
najmanje jedan karbapenemski antibiotik®. Navedeno istrazivanje opisuje prvu identifikaciju E.
coli koja proizvodi KPC u obalnom podru¢ju morske vode tj. do tada je gen blakpec u E. coli bio
prijavljen samo u zemljama s visokom prevalencijom KPC-produciraju¢e K. pneumoniae. To
ukazuje na interspecijski prijenos gena s K. pneumoniae. Veli¢ina plazmida u E.coli koji nose
blakpc iznosila je ~40 kb i podudarali su se s IncP6 plazmidima. C. freundii iz otpadnih voda u
Spanjolskoj, K. oxytoca u otpadnim vodama Kine te K. quasipneumoniae iz Argentine §to jo$
jednom je dokaz globalne diseminacije®. 2014. godine Galler i suradnici izvje$éuju o prvim KPC
produciraju¢im Enterobacteriaceae izoliranih izvan medicinske ustanove u Austriji te naglasavaju
da je njihova prisutnost u otpadnim vodama niska ali u rastu®®. PMCRI2-IT plazmid otkriven je
2017. godine u Italiji u klinickom izolatu ST512 K. pneumoniae koji proizvodi KPC-3 te su iste
godine Caltagirone i suradnici in-silico analizom podataka o NGS transkonjugantu J53R7T E. coli
otkrili prisutnost gena mcr na plazmidu IncX4 veli¢ine 33.303 bp. Isti je pokazivao 99% sli¢nosti
s PMCR12-IT plazmidom*. Kao $to je prethodno navedeno, ovo istraZivanje i istrazivanje Jeli¢a
i suradnika utvrdilo je takoder plazmid veli¢ine 40 kb Sto ukazuje na cCinjenicu da je isti

rasprostranio u prirodan okoli§ Republike Hrvatske putem otpadnih voda.
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Slika 15. Usporedba plazmida pM12-KPC2, pM14-KPC2, pM17-KPC2 i pM20-KPC2 s
plazmidima koji nose IncP6 blaKPC-2 okolisnog i klinickog porijekla opisanih u literaturi:
pCF121SC21-KPC2 iz Spanjolske otpadne vode Citrobacter freundii, pKOX3- P5-KPC iz
klinicke Klebsiella oxytoca u Kini, pWW14A-KPC2 iz otpadne vode Klebsiella quasipneumoniae
u Argentini, p?WW19C-KPC2 iz otpadne vode Enterobacter asburiae u Argentini, p10265-KPC
iz klinicke Pseudomonas aeruginosa u Kini i pKPC-cd17 iz Aeromonas sp. iz bolnickog okruzenja
u SAD-u (koji je 100% identi¢an plazmidu koji nosi blakpc-2 U Klebsiella oxytoca iz $panjolskih
bolnica. Plazmid pCF121SC21-KPC2 uzet je kao referentni plazmid (crni krug)®.

Do danas je 27 glavnih skupina plazmida povezano s ARG-ovima u Enterobacteriaceae?’. Siroka
distribucija plazmidnih skupina replikona zabiljeZena je u CRE-ovima, ukljucujuéi IncF, N, X,
AIC, LIM, R, P, H, I i W2, Ove skupine replikona povezane su s razli¢itim karbapenemazama
medu kojima su IncF, A/ C i1 X najzastupljeniji u proizvodnji karbapenemaza u usporedbi s drugim

grupama?®!. Najéeséi su IncF plazmidi koji su objavljeni u razli¢itim izvorima diljem svijeta.

U Kanadi je u izolatu ST258 E. cloacae identificiran blakpc-s gen na HI2 plazmidu veli¢ine ~120
kb?! §to je ujedno i veli¢ina plazmida identificirana u ovom istrazivanju u izolatu K. pneumoniae.
Takoder, jo$ jedno istrazivanje u Kanadi je identificiralo u vrsti K. pneumoniae plazmid FlI, 12

velicine 80 kb koji nosi blakec-2 gen?! sto se podudara s veli¢éinom plazmida otkrivenom u ovom
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istrazivanju, takoder u vrsti K. pneumoniae. Godine 2014 u SAD-u je zabiljezen FIB plazmid
veli¢ine 30 kb koji nosi blaxpc-2 gen u vrsti E. cloaceae? sto se opet podudara s veli¢inom plazmida
otkrivenih ovim istrazivanjem. Nadalje, 2019. godine u SAD-u utvrden je plazmid FII veli¢ine
~116 kb u E. coli®* 3to je priblizno veli¢ini plazmida identificiranog ovim istrazivanjem u K.
pneumoniae. Globalna rasprostranjenost utvrdena je i u istraZivanju provedenom u Spanjolskoj
gdje je 2017. godine u bakteriji K. oxytoca utvrden blakpc-2 gen na plazmidu veli¢ine 60 kb,
odnosno veli¢ine 40 kb u C. freundii 2. S obzirom na geografsku udaljenost Spanjolske i Hrvatske
I na iznimnu sposobnost Sirenja CRE izolata moguce je da su u nasem istrazivanju pronadeni isti

plazmidi.
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Slika 16. Ucestalost gena karbapenemaze prijavljenih u razli¢itim drzavama?!
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Ovo istrazivanje je tek jedno od svega nekoliko koje dokumentira nalaz i molekularnu
karakterizaciju KPC-produciraju¢ih enterobakterija u prirodnom okolisu u Hrvatskoj. Bitno je za
istaknuti da KPC-produciraju¢i sojevi nisu do sada izolirani u Hrvatskoj iz morske vode s javne
plaze $to ukazuje na potencijalni javno-zdravstveni problem u smislu njihovog olakSanog Sirenja
medu ljudskom populacijom. Plazmidi koje nose blakec gen, posebice oni od 40 kb, 60 kb i 160
kb, ve¢ su prethodno identificirani u bolnickom okruzenju te otpadnim vodama u Hrvatskoj $to
ukazuje na Sirenje u prirodni okolis. Ono §to dodatno zabrinjava je Cinjenica da su tijekom
terenskog istrazivanja istovremeno izolirani KPC-producirajuci sojevi iz rije¢ne vode (izolat K.
pneumoniae J14) te morske vode s javne plaze i sredine Kastelanskog zaljeva. To sve ukazuje kako
bi ova globalno rasirena karbapenemaza mogla ve¢ sad imati Siroku rasprostranjenost u vodenom
okolisu u Hrvatskoj. Prisutnost ovih vrlo otpornih sojeva u obalnim vodama gusto naseljenih
urbanih sredina predstavlja ozbiljnu zabrinutost buduci da takav okoli§ pruza rezervoar za njihovo
uspjes$no Sirenje putem horizontalnog prijenosa na druge srodne kao i filogenetski udaljene
bakterijske vrste, povecavajuci time vjerojatnost ucestalosti infekcija karbapenem-rezistentnim
sojevima van bolni¢kog okruzenja. S druge strane, identifikacija rezistentnih plazmida kao
uspjesnih nositelja bitna je sa aspekta istrazivanja epidemiologije Sirenja samog gena jer moze
pridonijeti boljem razumijevanju porijekla rezistentnih gena kao i pruzanju boljih smjernica kod
terapijskog lije¢enja infekcija uzrokovanima CRE sojevima obzirom na njihov genotip
rezistencije, povecavajuci tako uspjeSnost empirijske terapije, a istovremeno reducirajuci

potro$nju samih antibiotika.

46



5. ZAKLJUCAK

S obzirom na vlastito istrazivanje, dobivene rezultate te dostupnu literaturu navodim sljedece

preliminarne zakljucke:

1.

Od 30 KPC-pozitivnih izolata u njih 18 utvrdena je plazmidna DNA odgovorna za
rezistenciju na karbapeneme razliitih veli¢ina Sto ukazuje na prodor CRE izolata u
prirodni okoli§ Republike Hrvatske iz otpadnih voda zdravstvenih ustanova.

Od ukupno 18 potvrdenih plazmida odgovornih za rezistenciju na karbapeneme najvise ih
pripada (8) vrsti K. pneumoniae koja se globalno i smatra rezervoarom istih. Druga
najucestalija vrsta (5) u kojoj je utvrden plazmid s blakpc-2 genom je E. coli. Manji broj
izolata pripada (3) C. freundii, dok po 1 izolat pripadaju vrsti R. ornithinolytica i E.
cloacae.

Najucestaliji plazmid veli¢ine je 60.5 kb i identificiran je u R. ornithinolytica, E. cloacae,
C. freundii i E. coli. Isto ukazuje na moguénost da se radi o istim plazmidima unutar
razli¢itih bakterijskih vrsta odnosno na olaksano Sirenje gena horizontalnim prijenosom.
Kod izolata E. coli plazmidi su ne$to manje veli¢ine u odnosu na K. pneumoniae, pa se
kre¢u od 33.3 do 78.2 kb.

Takoder, razlicite veli¢ine plazmida koji nose blaxpc-2 detektiranih u K. pneumoniae (160
kb, 154 kb, 114 kb, 78.2 kb, 40 kb, 33.3 kb) jesu pokazatelj kako je ista uistinu rezervoar
blakec-2 gena te zbog raznovrsnosti plazmida uvelike pridonosi Sirenju ovog gena i

posljedicno povecanju mortaliteta i hospitalizacija pacijenata u bolnicama diljem svijeta.

Shodno tome, KPC-produciraju¢e Enterbacteriaceae jesu patogeni Ciji je prodor u okoli$ i

horizontalni prijenos gena prioritetan javno-zdravstveni problem koji zahtjeva viSe istrazivanja i

potrebu za pronalaskom ucinkovitih antibiotic¢kih tretmana.
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6. METODICKI DIO

Ime i prezime ucitelja Predmet Razred
] _ - 4. razred
Ema Bellulovich Biologija _ N
gimnazije
Nastavna tema Odrediti na osnovu godisnjeg izvedbenog kurikuluma (GIK). Datum
Genetika bakterija 3.10.2022.

Cilj nastavne teme Odrediti u skladu s ciliem poucavanja dijela nastavne teme.

Stjecanje znanja o0 geneti¢kom materijalu bakterija

Klju€ni pojmovi Pojmovi koje uéenik treba usvojiti
uz poucavanje.

Temeljni koncepti Ideje koje ucenici trebaju usvojiti na razini
razumijevanja i/ ili primjene (uz pomo¢ konceptualnog okvira
poucavanja biologije).

Nukleoid, plazmid, binarna dioba,
transformacija, transdukcija,
konjugacija, antibiotici, rezistencija na
antibiotike

Genom prokariota naziva se nukleoid. Bakterije svoj
genom imaju zapisan kao jednu kruznu dvolancanu
molekulu DNA. Jedan bakterijski kromosom sadrzi
sve informacije koje su potrebne za uspjesno
funkcioniranje bakterijske stanice. Osim bakterijskog
kromosoma, bakterije imaju i plazmide. Plazmidi su
male kruzne dvolan¢ane molekule DNA koji
sadrZavaju vrlo mali broj gena koji su najcesce
odgovorni za stjecanje novih korisnih obiljezja poput
rezistencije na antibiotike. Bakterije se razmnozavaju
nespolno, odnosno binarnom diobom pri kojoj se jedna
stanica dijeli na dvije nove koje su identi¢ne t;.
nazivamo ih klonovi. Bakterije su u danas$njem svijetu
vrlo raznolikog genoma zbog mutacija i zbog procesa
izmjene genoma kao Sto su transformacija,
transdukcija i konjugacija. Transdukcija je mehanizam
kojim se strana molekula DNA umetne u bakterijsku
stanicu pomoc¢u bakteriofaga. Transformacija je
mehanizam kojim bakterijska stanica unosi stranu
molekulu DNA iz neposredne blizine u citoplazmu, a
konjugacija je prijenos DNA molekule iz jedne
bakterijske stanice u drugu. U modernom svijetu,
rezistencija na antibiotike je globalni problem i uzrok
sve veceg broja hospitalizacija i mortaliteta pacijenata
oboljelih od bakterijskih infekcija.

Kontekst pouc¢avanja koncepta SadrZajni okvir u¢enja (na kojim ce se primjerima uciti).

nasljedni materijal.

Na temelju mikroskopskog preparata ucenici otkrivaju nastavnu jedinicu, genetiku bakterija.
Na temelju slike 1 modela bakterijske stanice ucenici otkrivaju gradu bakterija s naglaskom na
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Na temelju slike ucenici shvacaju binarnu diobu bakterija.

Uz pomo¢ slike ucenici u€e o procesu transdukcije.

Na temelju video isjecka ucenici shvacaju procese konjugacije i transformacije.

Uz pomo¢ pretrazivanja literature na internetu ucenici zakljuéuju o znacaju odgovorne upotrebe
antibiotika i dimenzije problema uzrokovanih rezistencijom na antibiotike.

Odgojno-obrazovni ishodi Odabrati i preslikati iz Kurikuluma uz oznaku ($ifru) ishoda.

BIO SS. A1 Objas$njava molekularnu osnovu zivoga svijeta.

BIO SS B.4.2. | Objasnjava zivotne procese na molekularnoj razini.

BIO SS B.4.3. | Analizira utjecaj promjenjivih Zivotnih uvjeta na evoluciju.

Argumentira i preispituje razli¢ita misljenja o etickim pitanjima u bioloSkim
BIO S§ D.4.2 istrazivanjima i primjeni rezultata bioloskih otkri¢a u svakodnevnome Zivotu
o suvremenoga covjeka te donosi odluke o vlastitim postupanjima povezanim s

njihovom primjenom

Primjeri:

0S8 PRI A.5.1. Uenik objasnjava temeljnu gradu prirode

BIO OS B.8.4. Povezuje razli¢ite nacine razmnozavanja organizama s nasljedivanjem roditeljskih osobina i evolucijom.
BIO SS$ C.3.2. Analizira principe iskoristavanja energije na razini stanice.

Ocekivanja medupredmetnih tema Odabrati i preslikati iz Kurikuluma uz oznaku (ifru) ishoda.

Upravljanje informacijama
uku A.4/5.1 Ucenik samostalno trazi nove informacije iz razli€itih izvora, transformira ih u
novo znanje i uspjesno primjenjuje pri rjeSavanju problema.

Kreativno misljenje
uku A.4/5.3. | Ugenik kreativno djeluje u razli¢itim podru¢jima udenja.

Kriticko misljenje
uku A.4/5.4. | Ugenik samostalno kriticki promislja i vrednuje ideje.

B52B Obrazlaze vaznost odgovornoga donoSenja zivotnih odluka.
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Br. Ishoda u
razradi(RI/IA)

Razrada ishoda

Koristiti prema Kurikulumu.

Ishodi aktivnosti
Prema potrebi dodati i specificno razraditi ishod
iz razrade ishoda.

Zadatak/ primjer pitanja za provjeru
Pitanja trebaju polaziti od razine propisane Kurikulumom
(minimum), ali treba planirati i pitanja vise razine

KR

PU

BIO SS.
A4l

Povezuje gradu nukleinskih
kiselina s njihovim ulogama

oznaci dijelove bakterije 1
iste pokaZzi na modelu

Sto je plazmid i za koja
obiljezja bakterija je
odgovoran?

Sto je binarna dioba?

Kako bi izracunali koliko ¢e
stanica bakterije nastati od
jedne ishodi$ne stanice?

R1

R1

R1

R2

+/-

BIO SS
B.4.2.

Analizira promjene na razini
gena (mutacije), grade i broja
kromosoma.

Sto je transdukcija?

Sto je konjugacija?

Koja je razlika izmedu
bakterijske stanice koja
sadrzava f plazmid u odnosu
na onu koja nema taj
plazmid?

Sto je transformacija?

R2
R1

R2

R1

+/-

+/-

BIO SS
B.4.3.

Opisuje utjecaj civilizacije na
zivotne uvjete te pojavu i
Sirenje bolesti

Zasto nije dobro stalno
koristiti antibiotike 1 ,na
svoju ruku® uzimati lijekove
Prema svjetskoj
zdravstvenoj organizaciji
(WHO) koje su bakterije
svrstane u listu prioritetnih
patogena iz 2017. godine?
Koji antibiotici se koriste
kao ,,zadnja linija obrane”
organizma od bakterijskih
infekcija?

R3

R3

R3

+/-

BIO SS
D.4.2

Prepoznaje znacenje vlastite
odgovornosti za svoje zdravlje

Zasto je moderno doba
ujedno i doba rastuce
rezistencije na antibiotike i
Sto moze$ uciniti kako bi to
sprijecio?

R3

Kognitivna razina (KR): I. reprodukcija, . konceptualno razumijevanje i primjena znanja, lll. rjeSavanje problema

Procjena uspje3nosti uéenja (PU): — odgovara manje od 5 uéenika, +/- odgovara otprilike polovina uéenika, + odgovara veéina uéenika
Br. ishoda u razradi (RI): dodati prema odgovarajucem broju iz dokumenta Kurikuluma Prirode i Biologije — numerirana razrada ishoda(npr. OS5 PRI A.5.1.2 Uo¢ava na temelju prakti¢nih radova
da su tvari gradene od sitnih ¢estica;BIO OS B.8.4.9. Povezuje mitozu s razmnozavanjem jednostaniénih te s rastom i obnavljanjem visestani¢nih organizama; BIO S$ C.3.2.2. Analizira prijenos
tvari kroz membranu/membranom s aspekta koristenja energije)

(1A): broj ishoda aktivnosti generirati prema nadredenom broju (RI) ishoda u razradi (npr. OS PRI A.5.1.2.1.Zaklju¢uje na temelju prakti¢nog rada da je u morskoj vodi otopljena sol.)
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T

Artikulacija (pregledni nacrt nastavnog sata) - Kratki tablicni pregled strukture nastavnog sata s iskazanim dominantnim aktivnostima i

ijek

socioloskim oblicima rada te predvidenim trajanjem za svaki strukturni element sata (po potrebi dodati retke tablice). Uz svaku aktivnost
obavezno navesti oznaku ishoda u razradi (prema Kurikulum Prirode i Biologije — numerirana razrada ishoda) koji se njome ostvaruje.

Tipsata | Obrada novog nastavnog sadrZaja Trajanje

45 minuta

BR. NASTAVNOG SATA

STRUKTURNI
ELEMENT
NASTAVNOG SATA

DOMINANTNA AKTIVNOST

BR. ISHODA
1| MPT OCEKIVANJA

KORISTITI

METODA

OBLIK RADA

TRAJANJE (min)

Pocetni
dio

Ucenike srda¢no pozdravljam i predstavljam im se. Ucenike
dijelim u grupe po ¢etvero, dijelim im mikroskope te im zadajem
da prepoznaju koji organizam promatraju. Ona grupa koja prva
odgonetne da je rije¢ o bakterijama dobiva nagradu. Time
najavljujem cilj sata i naslov piSem na ploc¢i ,,Genetika bakterija“

c

®
ul

SrediSnji
dio

Na slajdu broj 1 prikazana je grada bakterija s naglaskom na
nasljedni materijal- nukeloid i plazmid. Pitam jednog ucenika da
oznaci dijelove bakterije (nukleoid, plazmid, stani¢na membrana,
stanic¢na stijenka, citoplazma, R2), te drugog ucenika da iste
pokaze na modelu bakterijske stanice. Pitam ucenike da opisu
nasljedni materijal bakterija (jedna kruzna dvolan¢ana molekula
DNA, R1) i navodim ih da je isto bakterijski kromosom.
Ucenike podsje¢am da se genom prokariota naziva nukleoid.
Opisi izgled plazmida (mala kruZzna dvolana¢ana DNA, R1) te
promisli za kakva svojstva bakterija bi taj plazmid bio
odgovoran (za neka korisna obiljezja poput rezistencije na
antibiotike, R2).

U/N

PP,
MD,

Slajd broj 2 prikazuje razmnozavanje bakterija, odnosno binarnu
diobu (od jedne stanice nastaju dvije, R1). Jednog uc¢enika
zaduzujem da opiSe sliku binarne diobe, a druge da nadopune
odgovor ukoliko nesto nedostaje. Zajednicki zaklju€ujemo da se
bakterije razmnozavaju nespolno, i da od jedne stanice nastaju
dvije potpuno identi¢ne stanice, odnosno klonovi. Uc¢enicima
ukazujem na to da se bakterije vrlo brzo razmnozavaju te
navodim primjer dijeljenja E.coli svakih 20 minuta. Takoder,
ucenike navodim da broj bakterija raste eksponencijalno te ih
pitam kako bi to zapisali matemati¢kom formulom (2", R2).
Time se na slajdu broj 2 otvara formula za izratun ukupnog
broja bakterija. Naglasavam da rast bakterija ovisi o nekoliko
¢imbenika (nutrijenti, prostor) te da ¢e broj dobiven
matematickim ra¢unom biti procjena. Nacrtaj na ploci diobu
bakterijske stanice do 7 generacije.

U/N

PP,

Slajd broj 3 prikazuje proces transdukcije. Ucenike upitam da
opiSu sliku te zajednicki definiramo proces transdukcije

U/N

PP

F,l
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(mehanizam kojim se strana molekula DNA umetne u
bakterijsku stanicu pomocu bakteriofaga, R2).

Na slajdu broj 4 nalazi se kratki video isjecak o procesu
konjugacije. Nakon videnog sadrzaja ucenike pitam $to je proces
konjugacije (mehanizam prijenosa iz jedne bakterijske stanice u
drugu izravnim kontaktom R1). Kako se oznac¢avaju te dvije
stanice? (F* i F', R1) Objasni ih? ( F* je donorska stanica koja
posjeduje F faktor tj. plazmid koji omogucuje stvaranje spolnog
nastavka, a F~ stanica recipijent, kad se te dvije stanice povezu
donorska stanica moze svoj plazmid ubaciti u recipijentsku
stanicu, R2). U¢enike upoznajem i trazim da razmisle te
odgovore koja su s tri moguca scenarija nakon uspjesnog
prijenosa DNA molekule u drugu bakterijsku stanicu.

U/N

PP,
VL

Na slajdu broj 5 nalazi se kratki video isjecak o procesu
transformacije. Nakon $to ucenici pogledaju video, trazim da
objasne transformaciju (transformacija je mehanizam kojim
bakterijska stanica unosi stranu molekulu DNA iz neposredne
blizine u citoplazmu, a konjugacija je prijenos DNA molekule iz
jedne bakterijske stanice u drugu, R1). Navodim da bakterija
mora za takav unos imati specifiéne gene ili mora biti potaknuta
vanjskim podrazajima u laboratorijskim uvjetima.

U/N

PP,
VL

Kako se lijece bakterijske infekcije? (antibioticima, R1) te im
prikazujem Sumamed i1 zamolim jednog od ucenika da procita
koje se sve infekcije lijece tim antibiotikom. Zasto nije dobro
stalno koristiti antibiotike i ,,na svoju ruku* uzimati lijekove
(organizam nece reagirati na antibiotik, bakterije ¢e postati
otporne na iste.., R3). Zatim, na slajdu broj 6 se nalaze kratke
smjernice za grupni istrazivacki rad ucenika (prikazano u
prilozima, kliznica 6) o globalnom problemu rezistencije na
antibiotike i posljedica istog. Navodim ih da se sluze i
udzbenikom 1 internetom. Nakon §to pronadu odgovore na
pitanja, zajedno raspravljamo o na¢inima prevencije 1
odgovornom drustvenom ponasanju.

PP,
MO

N«

@

H Rl

Zavrsni
dio

U zavr$nom dijelu sata u¢enicima dijelim radne listove s
pitanjima za ponavljanje (Sest je pitanja za ponavljanje).
Rjesavamo jedno po jedno pitanje te provjeravam usvojenost
sadrZaja 1 objasnjavam ukoliko postoje nejasnoce.

RL

Nositelji aktivnosti: N — nastavnik, U - uéenici (dodati i mijenjati uloge ukoliko je potrebno uz svaku aktivnost)
Koristiti u izvedbi: RL — radni listi¢ za u¢enike, UDZ — udzbenik, RB — radna biljeznica, P — plo¢a, PM — prirodni materijal, E — pokus/eksperiment, MD — model, AP — aplikacija, PP — projekcija prezentacije,
VL - video lekcija, APP — digitalni alat, P/SU — platforma/sustav uéenja na daljinu, V — video zapis, A —animacija, | —igra, IU — igranje uloga, RS — ratunalna simulacija, M —mikroskop, L— lupa, F —fleks
kamera, T —tablet, MO — mobitel, OP — organizator paznje, AL - anketni listi¢ TM - tekstualni materijali (dodati prema potrebi)
Metode: PR — prakticni radovi, D — demonstracija, C —crtanje, | — usmeno izlaganje, R — razgovor, T — rad na tekstu i pisanje
Oblici rada: | — individualno, P — rad u paru, G — grupni rad, F — frontalno
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Materijalna priprema Popis nastavnog materijala, izvora znanja, sredstva i pomagala, odnosno svega sto je potrebno
pripremiti za uspjesno odvijanje nastave prema postavljenom cilju i zamisljenom planu. Treba biti ukljucena izvora stvarnost kad
god je to moguce, kao i nastavna sredstva te nastavna pomagala koja e se koristiti tifekom poucavanja i ucenja.

Izvorna stvarnost: Mikroskopski preparat E.coli, antibiotik, model bakterijske stanice
Nastavna sredstva: PPT prezentacija, list za ponavljanje, Internet, Ziva rije¢ nastavnika, udzbenik
Nastavna pomagala: LCD projektor, ploca, mobitel

Plan ucenickog zapisa Moze biti plan ploce ili zapis koji nastaje na temelju drugih poticaja.

GENETIKA BAKTERUA
- Jedna kruzna molekula DNA
- Plazmid
- Binarna dioba
- Transdukcija
- Transformacija
- Konjugacija
- Rezistencija na antibiotike
Vrednovanje Razliciti pristupi vrednovanju.

Vrednovanje za u¢enje Vrednovanje kao ucenje Vrednovanje naucenog
Kroz pitanja koja postavljam | Na samom kraju sata Ucenicima na kraju obrade novog
tijekom nastavnog sata ucenike pitam je li im sve nastavnog sadrzaja dijelim radne
nakon svake kliznice jasno te treba li im jos §to listove. Prozivajuéi ucenike
provjeravam jesu li uCenici | pojasniti. provjeravam to¢nost odgovora i
sve razumjeli te jesu li usvojili obradeni sadrzaj.
objasnjavam ono $to nisu.

Prilagodba za ucenike s teSkocama u ucenju Navesti nacin prilagodbe ucenja moguénostima i potrebama ucenika te
priloZiti zadatke prilagodbe.

Nema ucenika s teSko¢ama u ucenju.

Prilagodba za darovite ucenike Navesti nacin prilagodbe ucenja moguénostima i potrebama ucenika te priloZiti zadatke
prilagodbe.

Nema darovitih ucenika.
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Prilozi Popis materijala koji e se koristiti u nastavi (radni listovi, ispis PP prezentacije i ostali materijal).

PowerPoint prezentacija, list za ponavljanje.
PowerPoint prezentacija:
Kliznica 1

NASLJEDNI MATERUJAL

* 1 kruzna dvolancana
molekula DNA-
bakterijski kromosom

BAKTERUA

nukleoid

Nukleoid- genom

kapsula prokariota

lazmid 5 o
4 Plazmid- mala kruzna

molekula DNA
odgovorna za nova,
korisna obiljezja poput
rezistencije na
antibiotike

W/

stanina stijenka
stani¢na membrana

citoplazma

ribosomi

Kliznica 2

RAZMNOZAVANJE
BAKTERIJA

* Binarna dioba

* Klonovi

Broj bakterija= 2"
n-broj diobi

Kliznica 3
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1. TRANSDUKCUA

&

2)

\
\

O = @=x|

A
eslesles

@D BakterijskaDNA | @ Virusna DNA

Kliznica 4

2. KONJUGACIA

Kliznica 5
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TRANSFORMACIJA BAKTERIJA

3. TRANSFORMACIA

Kliznica 6

o
ISTRAZI SAM!
)
Prema svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHQO) koje su

bakterije svrstane u listu prioritetnih patogena iz 2017.
godine?

Koji antibiotici se koriste kao ,,zadnja linija obrane”

organizma od bakterijskih infekcija?

Zasto je moderno doba ujedno i doba rastuce
rezistencije na antibiotike i $to mozes uciniti kako bi to
sprijecio?

56




Pitanja za ponavljanje:

Ime i prezime

Datum

4. Objasni mehanizam konjugacije.

=
GEN'ET]KA BAKTERIJA

1. ZaokruZi tofan odgovor. Sto nije neophodno za tivot bakterijske stanice?
@) Bakterijski kromozsom

b Bibosar.

<) Blazruid 5. Nukleinska kiselina nekih bakteriofaza ngraduje se u bakterijsld kxomosom ili plazmsid.
d) Stanifna stijenka Takav integrirani virusni genom mode se izrezati iz balterijske molekule DNA u
specififnim uvjetima okolifa i zapodeti svoje umnaZanje, éime ée unidtiti bakterijslu
2. Imenuj svaki prikazani mehanizam izmjene genoma bakterija. stanicu. Samo izrezivanje vimsne DNA molekule regulirano je proteinom represerem koji
kad se veZe za balterijsku molebulu DNA spriefava njezino izrezivanje i umnoZavanje.
O W Ako je bakterija izloZena étetom djelovanju okolifa poput UV zracenja ili nekih toksina
L O I Cl o ona poéinje proizvoditi specifitne spojeve kojl joj mogu pomodi u popravku Etete na
O o) staniénoj razini. Neki spojevi nastali na ovaj natin mogu se vezati 1 na spomenuti protein

Tepresor fime zapotinje umnoZavanje bakterinfaga.

2) Koju molekulu blokira protein represor koji je vezan za molekulu DNA?

3. Kultura bacila sijena (Bggiliys subitilis) uzgaja se na hranjivoj pedlozi. Poznato je da se
brojnost bacila sijena ugetverostruci svakih 4 sata u laboratorijskim uvjetima.
2) Izratunaj koliko traje binama dioba bacila sijena u laboratorijskim wvjetima. b) Koje su prednosti z2 bakteriofag,ako protein represor inkibiraju spomenuti spojevi?

6. Rarmisli i predloZi nafine na koje se pojedini mehanizmi izmjene bakterijskog genoma

mogu koristiti u genetitkom inZenjerstin.

b) Izratunaj keliko je vremena pofrebno da od 1 ishodiine bakterijske stanice nastane vise
od 1000 bakterijskih stanica.

Literatura izvori za ucenike i izvori koje je ucitelj koristio za pripremu poucavanja.

Cacev T., Grozdani¢ G., Horvatin K., Krstanac Z.,2021., Biologija 4, Udzbenik iz biologije za
Cetvrti razred gimnazije, Profil Klett, Zagreb.

Grozdani¢ G., Horvatin K., Krstanac Z., 2021., Biologija 4, Radna biljeznica iz biologije za
cetvrti razred gimnazije, Profil Klett, Zagreb.

I Refleksija nakon poucavanja Zabiljeske nakon izvedbe nastavnog sata o uspjesnosti sa sugestijama za poboljsanje.

Ova tema je ucenicima izrazito zanimljiva jer je vezana za svakodnevni Zivot te je poucavanje
prozeto ucenic¢kim iskustvima.
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