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PREZIVLJAVANJE BAKTERIJE
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Acinetobacter baumannii je oportunisticki patogen koji izaziva infekcije
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uspjesnosti prezivljavanja ovog patogena u prirodnom okolisu, cilj rada bio
je odrediti stopu prezivljavanja A. baumannii u razlic¢itim tipovima voda.
Tri izolata A. baumannii visestruko rezistentnih na antibiotike inokulirana
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otpadnih voda, te inkubirana na 20°C tijekom 50 dana. U izvorskoj vodi broj
vijabilnih A. baumannii bio je konstantan sa stopom prezivljavanja 92%
nakon 50 dana. U morskoj vodi zabiljezen je pad broja bakterija sa stopom
prezivljavanja 67% nakon 50 dana. U efluentu je doSlo do umnazanja
bakterija, te je broj A. baumannii bio veci od inicijalnog broja i nakon 50
dana pracenja. Umnazanje te bolje prezivljavanje A. baumannii u efluentu
u odnosu na izvorsku ili morsku vodu objasnjava se ve¢om dostupnoscu
nutrijenata. A. baumanniiviSestruko rezistentni na antibiotike sposobni su
prezivjeti u razlicitom vodenom okoliSu kroz duze vrijeme, Sto predstavlja

mogucénost njihovog Sirenja putem voda u prirodni okolis.

1. UvOD

Bakterije roda AcinetobacterSiroko su rasprostranjene
u okolidu (Peleg et al., 2008.). Vrste A. baumannii, A.
nosocomialis, A. pittii i A. calcoaceticus poznati su ljudski
patogeni. Od navedenih vrsta, A. baumannii najopasniji je
patogen. A. baumannii zajedno s vrstama Enteroccocus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter sp. spada u tzv.
ESKAPE patogene, $to zna¢i da moZe izbje¢i biocidno
djelovanje antibiotika, te da navedene vrste predstavljaju
nove paradigme u patogenezi, transmisiji i rezistenciji
(Pendleton et al., 2013.). Posebnu opasnost predstavljaju
sojevi A. baumannii rezistentni na karbapenemske
antibiotike. Karbapenemi su skupina antibiotika koja se
uspjesno koristila za tretiranje infekcija uzrokovanih s A.
baumannii. No medutim, rezistencija na karbapeneme
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povecala se od 2008. s 10% na 86% u 2017. godini (CAMS,
2017). A. baumannii je Gram-negativni nesporogeni
kokobacil. Smatra se oportunistickim patogenom koji
izaziva infekcije u imunosuprimiranih bolesnika. Izuzetno
je opasna bakterija u bolnickom okruZju, pogotovo u
jedinicama intenzivnog lijecenja i operacijskim salama
(Towner, 2009.). Putem medicinske opreme (tubusi
za ventilaciju i kateteri), koloniziranog osoblja, ¢ak
i bolnickog zraka, pacijent moZe doc¢i u kontakt s A.
baumannii(Peleg et al., 2008.; Yakupogullari et al., 2016.).
Kod imunosuprimiranih bolesnika A. baumannii moze
uzrokovati pneumoniju, bakteremiju, meningitis, infekcije
koze, krvozZilnog sustava i urinarnog trakta (McConnell
et al, 2013.). Osim u bolnitkom okruzju, zabiljezene
su i sporadi¢ne izvanbolnicke infekcije uzrokovane A.
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baumannii (Dexter et al., 2015.). Sve veca pojava sojeva
viSestruko rezistentnih na antibiotike, otpornost na
komercijalno dostupne dezinficijense i preZivljavanje u
nepovoljnim okoliSnim uvjetima kroz nekoliko mjeseci
¢ini ovu bakteriju velikom prijetnjom za ljudsko zdravlje
(Espinal et al., 2012.; McConnell et al., 2013.; Ivankovi¢
et al., 2017.). U prirodnoj povr3inskoj vodi pronadeno je
nekoliko izolata viSestruko rezistentnih na antibiotike. U
rijeci Seni, nizvodno od Pariza, pronaden je jedan takav
izolat A. baumannii (Girlich et al., 2010.), a u rijeci Savi,
nizvodno od Zagreba, Cetiri izolata u 10 mL vode (§eruga
Musi¢ et al., 2017.). Prisutnost A. baumannii u prirodnim
je vodama znacajna, jer moze predstavljati put zaraze
ljudi i zivotinja. Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti
stopu prezivljavanja A. baumannii u razlicitim tipovima
vode kroz 50 dana.

2. MATERIJAL | METODE

U istrazivanju su koristena tri okoliSna izolata A.
baumannii izdvojena iz: tla (Hrenovi¢ et al., 2017.),
sirove bolnicke otpadne vode (Kovaci¢ et al., 2017.)
te efluenta iz Centralnog uredaja za prociscavanje
otpadnih voda grada Zagreba (Hrenovi¢ et al., 2016.).
Svi ispitivani izolati pokazuju viSestruku rezistenciju
na antibiotike (Magiorakos et al., 2012.), uklju¢ujuci
karbapeneme. Bakterijska biomasa suspendirana je u
sterilnoj destiliranoj vodi s dodatkom 0,3% natrijevog
klorida. 1 mL bakterijske suspenzije dodano je u 100
mL tri razli¢ita prethodno autoklavirana vodena medija
poznate KPK (kemijska potrosnja kisika) vrijednosti.
KoriSteni vodeni mediji bili su: komercijalno dostupna
prirodna izvorska voda (Jana), morska voda uzorkovana
u Kastelanskom zaljevu, te efluent iz Centralnog
uredaja za prociS¢avanje otpadnih voda grada Zagreba.
KPK vrijednosti uzoraka voda bile su: izvorska voda=
3 mg0,/L, morska voda=4 mg0,/L, efluent=24 mgO,/L.
Izmjerena pH vrijednost bila je podjednaka za sva tri
ispitivana vodena medija (izvorska voda=7,96; morska
voda=7,93; efluent=7,83). U izvorsku vodu inokuliran
je izolat iz tla, u morsku vodu izolat iz bolnicke
otpadne vode i u efluent izolat izdvojen iz istog
medija. Eksperiment je bio postavljen u staklenim
Shott bocama. éep nije bio maksimalno zatvoren, kako
bi se osigurali aerobni uvjeti. Inokulirani vodeni mediji
inkubirani su na 20°C/50 dana uz mije3anje (150 rpm).
Prva dva dana i nakon toga jednom tjedno po 1 mL
iz svakog vodenog medija razrijeden je u sterilnoj
destiliranoj vodi s 0,3% natrijevog klorida metodom
decimalnih razrjedenja (-1 do -9 razrjedenje), nakon
cega je 0,1 mL suspenzije inokulirano na hranjivu
podlogu. Nakon inkubacije (42°C/24h), prebrojane su
porasle kolonije te je izratunat CFU (colony forming
unit), ¢ije vrijednosti su logaritmirane i izrazene kao
CFU/mL vode. Odredivanje broja bakterija provedeno
je u triplikatu. Za uzgoj A. baumannii koristen je
CHROMagar Acinetobacter (CHROMAgar) inkubiran

na 42°C/48h (slika 1 a), dok je za odredivanje broja
bakterija koristen hranjivi agar na 42°C/24h (Nutrient
agar, Biolife) (slika 1 b). Pocetna koncentracija A.
baumannii u izvorskoj vodi bila je 7,1 + 0,4 log CFU/
mL, u morskoj vodi 6,6 + 0,1 log CFU/mL i u efluentu
6,6 + 0,3 log CFU/mL. Stope prezivljavanja izracunate
su prema jednadzbi (1) u kojoj log CFU/mI(t) oznactava
broj bakterija na dan mjerenja, dok log CFU/mL(t,)
oznacava broj bakterija na pocetku eksperimenta.

log CFU/mL(t)

Stopa prezivijavanja = (m x100 (1)

Slika 1: Kolonije A. baumannii na razli¢itim agarima koristenim u eksperimentu:
a) CHROMagar Acinetobacter b) Nutrient agar (izvor: Dekic, S.)

3. REZULTATI

Rezultati istraZivanja prikazani su na slici 2. U
izvorskoj vodi, kao ni u morskoj, nije doslo do umnaZzanja
bakterija. U izvorskoj vodi stopa preZivljavanja bila je
konstantna (100%) do 21. dana, nakon kojega se pocinje
polako smanjivati do 929% na kraju eksperimenta. U
morskoj vodi stopa preZivljavanja iznosila je 100%
do 7. dana kada pocinje opadati. Znacajniji pad stope
prezivljavanja dogodio se izmedu 13. (84%) i 28. dana
(66%). Nakon 28. dana stopa prezivljavanja ostala je na
67% do kraja eksperimenta. U efluentu su se bakterije
umnazale do 21. dana (1239%), nakon kojeg umnazanje
prestaje, te stopa prezivljavanja pocCinje lagano opadati
do 116% na kraju eksperimenta.
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Slika 2: Stopa prezivljavanja bakterije A. baumannii u izvorskoj, morskoj vodi i
izlaznoj vodi (efluent) iz uredaja za procis¢avanje otpadnih voda kroz 50 dana
pracenja na hranjivom agaru. Prikazane su srednje vrijednosti i standardne
devijacije.
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4. RASPRAVA

Odabir izolata i medija u koje je bakterija A
baumannii inokulirana pridonosi ve¢em razumijevanju
prezivljavanja i mogucih putova Sirenja ovog opashog
patogena u prirodi. Jedan klinicki znacajan izolat A.
baumannii pronaden je u tlu u koji je procijedena voda
iz ilegalno odlozenog otpada (Hrenovi¢ et al., 2014.).
Procjednim vodama A. baumannii iz tla moZe dospjeti u
prirodne vode s kojom ljudiiZivotinje mogu do¢i u kontakt.
Takoder su izolati A. baumannii pronadeni u bolnickoj
otpadnoj vodi i efluentu uredaja za prociS¢avanje
otpadne vode (Hrenovi¢ et al.,, 2016.; §eruga Musié¢ et
al,, 2017.) iz kojih A. baumannii moze dospjeti u prirodni
vodeni recipijent, bilo to more ili rijeka. Rezultati ovog
istrazivanja ukazuju da A. baumannii moze uspjesno
prezivjeti kroz 50 dana u prirodnoj izvorskoj i morskoj
vodi, kao i u efluentu uredaja za prociS¢avanje otpadnih
voda. Do umnaZzanja bakterija u izvorskoj i morskoj vodi
nije doslo, $to je moguce zbog siromadnosti nutrijentima.
Efluent je procis¢ena kanalizacijska voda koja jo$ uvijek
ima znatno vecu koncentraciju nutrijenata od izvorske i
morske vode, stoga su se bakterije uspjeSno umnazale.
Bakterije roda Acinetobacter podnose pH od 5 do 8, dok
je optimalna vrijednost oko 6,5 (Garrity et al. 2005.).
pH vrijednost u eksperimentu svih medija bila je blizu
gornje granice tolerancije, Sto moZe takoder biti uzrok
nedostatku umnazanja u izvorskoj i morskoj vodi. Uzrok
izostanka umnaZanja te ugibanja bakterija u morskoj
vodi, osim navedenih Cinjenica, moze biti prisutnost
razli¢itih mineralnih komponenti prisutnih u vodi koje
ometaju razvoj bakterija. Male koncentracije klorida
u vodi (0,1-0,5%) poti¢u razvoj bakterija, dok veca
koncentracija kao $to je u morskoj vodi (3,8-3,9%) moze
smanijiti njihov rast (Heller et al., 1998.; Rozen i Belkin,
2005.). Trenutno ne postoje literaturni podatci o tome koji

ekoloSki ¢imbenici i u kojoj mjeri utjeCu na prezivljavanje
A. baumannii u okolidu. Stimac et al. (2010.) pratili su
prezivljavanje bakterije K. pneumoniae u izvorskoj,
morskoj, destiliranoj vodi i vodi iz slavine kroz Sest
mjeseci. Rezultati su pokazali da K. pneumoniae najduze
prezivljava u destiliranoj vodi, dok je prezivljavanje u
izvorskoj vodi bilo najkrace. Ti se rezultati razlikuju od
rezultata ovog istraZivanja, gdje je stopa preZivljavanja
A. baumannii u izvorskoj vodi gotovo konstantna.
Legnani et al. (1999.) pratili su prezivljavanje bakterije
P. aeruginosa u prirodnoj mineralnoj vodi s razli¢itom
vrijednostima ukupnog ugljika i ukupnih otopljenih tvari
kroz pet godina. Rezultati su pokazali da se P. aeruginosa
uspjesno umnaza i prezZivljava u uvjetima pokusa u
svim medijima. Wendt et al. (1997.) pokazali su da A.
baumannii moze uspjeSno prezivjeti, osim u vlaznom
okolisu i na razli¢itim podlogama bez vode (keramika,
plastika, guma, nehrdajuci Celik). Sve navedeno upucuje
na zaklju¢ak da je A. baumannii otporna bakterija koja
moze prezivjeti duze vrijeme u razli¢itim okolisima.

5. ZAKLJUCAK

A. baumannii uspjeSno prezivljava u izvorskoj vodi,
morskoj vodi i efluentu uredaja za prociS¢avanje otpadnih
voda kroz 50 dana pracenja. U izvorskoj i morskoj vodi ne
dolazi do umnazanja bakterija, dok je efluent pogodniji
medij za prezivljavanje i umnazanje A. baumannii.
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Survival of Acinetobacter baumannii in different water types

Abstract. Acinetobacter baumannii is an opportunistic bacterial pathogen which causes infections in
immunosuppressed patients. Considering insufficient data on the survival success rate of this pathogen in the natural
environment, the purpose of this paper was to determine the A. baumannii survival rate in different water types.
Three A. baumannii isolates with multiple antibiotic resistance multiply were inoculated in spring water, sea water and
wastewater treatment plant effluent and incubated on 20°C in the period of 50 days. The number of viable A. baumannii
in spring water was constant, with a survival rate of 92% after 50 days. In sea water, there was a recorded decrease of
the bacterial numbers with a survival rate of 67% after 50 days. The bacteria in the effluent multiplied, and the number
of A. baumannii was higher than the initial number even after 50 days of monitoring. The multiplication of bacteria and
improved survival of A. baumannii in the effluent in comparison to spring or sea water is attributed to higher nutrient
availability. A. baumannii with multiple antibiotic resistance can survive in different aquatic environments for a longer
time period, which provides an opportunity for its spreading through water into the natural environment.

Key words: Acinetobacter baumannii, survival, spring water, sea water, effluent

Uberleben des Bakteriums Acinetobacter baumannii
in verschiedenen Wassertypen

Zusammenfassung. Acinetobacter baumannii ist ein opportunistischer Erreger von Infektion bei
immunosupprimierten Patienten. Da die Angaben zum erfolgreichen Uberleben dieses Pathogens in der natiirlichen
Umwelt unzureichend sind, war das Ziel dieser Arbeit die Uberlebungsrate von A. baumannii in verschiedenen
Wassertypen festzustellen. Quellwasser, Meereswasser und Abwasser aus der Kldranlage wurden mit drei Isolaten
von mehrfach Antibiotika-resistentem A. baumanniiinokuliert und bei 20°C fiir 50 Tage inkubiert. In der Quellwasser
wurde die Anzahl von variabilen A. baumannii konstant mit einer Uberlebungsrate von 92 Prozent nach 50 Tagen.
Im Meereswasser wurde eine Senkung der Anzahl der Bakterien mit einer Uberlebungsrate von 67 Prozent nach 50
Tagen beobachtet. Im Abwasser kam es zur Vermehrung der Bakterien, so war die Bakterienanzahl hoher als die
urspriingliche Anzahl sogar nach 50 Tagen. Die Vermehrung und die héhere Uberlebungsrate von A. baumanniiim
Abwasser im Vergleich zu Quellwasser und Meereswasser wird durch das hohere Vorhandensein von Nahrstoffen im
Abwasser erklart. Die mehrfach Antibiotika-resistenten A. baumanniikénnen in verschiedenen Wassertypen fiir eine
langere Zeit lberleben, folglich kénnen sie sich liber Gewdsser weiter in die natiirliche Umwelt verbreiten.

Schliisselwdrter: Acinetobacter baumannii, Uberleben, Quellwasser, Meereswasser, Abwasser

Hrvatske vode | 26 (2018) | 103 | 35-38



