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SAZETAK

Sustavi CRISPR-Cas pruZaju ste¢enu imunost protiv pokretnih genetskih elemenata, uklju¢ujuéi plazmide koji
nose gene otpornosti na antimikrobne lijekove. Sojevi K. pneumoniae otporni na karbapeneme predstavljaju
znacajnu javnozdravstvenu prijetnju zbog kasnjenja u lijeCenju i povecane smrtnosti. U ovom se istrazivanju
proucavao odnos izmedu sustava CRISPR-Cas i viSestruke otpornosti na lijekove kod klini¢kih izolata K.
pneumoniae. Prikupljeno je 400 izolata K. pneumoniae — 200 otpornih na karbapeneme i 200 osjetljivih na
karbapeneme. Geni koji kodiraju za karbapenemaze (blaoxa-ss, blanowm-1, blakec-2), kljuéni gen povezan sa
sustavom CRISPR, casl, domac¢inski gen rpoB i lokusi CRISPR1-3 dokazani su metodom PCR. Metode PFGE,
MLST i analiza razmaknica nakon sekvenciranja provedene su kako bi se utvrdila genetska srodnost izolata.
Statisticka analiza provedena je pomocu hi-kvadrat i Fisherovog egzaktnog testa. Sustavi CRISPR-Cas
otkriveni su u 15.8 % izolata, pri ¢emu su u 93.3 % tih izolata pronadeni podtipovi I-E i I-E*. Identificirana su
dva klonska kompleksa: ST14/15/101 (kod sojeva otpornih na karbepeneme) i ST35 (kod sojeva osjetljivih na
karbepeneme). U izolatima otpornima na karbapeneme, gen blaoxa-ss bio je Ce$¢i u sojevima bez sustava
CRISPR-Cas, dok su geni blanpwm-1 1 blakec-2 bili ucestaliji kod sojeva sa sustavom CRISPR-Cas (p < 0.0001).
Otpornost na imipenem + relebaktam bila je znacajno vi$a u izolatima bez sustava CRISPR-Cas. Sustavi
CRISPR-Cas kod sojeva K. pneumoniae u korelaciji su sa specifi¢nim profilima gena za karbapenemaze, sto
upucuje na selektivni pritisak protiv stjecanja gena blaoxa-4s. Korelacija izmedu razmaknica lokusa CRISPR i
dominantnih klonskih kompleksa poput ST14, ST15i ST101 kod izolata otpornih na karbapeneme upucuje na
to da bi lokusi CRISPR mogli biti vrijedan alat za subtipizaciju nakon metode MLST.
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SUMMARY

CRISPR-Cas systems provide acquired immunity against mobile genetic elements, including plasmids that
carry antimicrobial resistance genes. Carbapenem-resistant K. pneumoniae strains represent a significant public
health threat due to treatment delays and increased mortality. This study investigated the relationship between
the CRISPR-Cas system and multidrug resistance in clinical K. pneumoniae isolates. A total of 400 K.
pneumoniae isolates were collected — 200 carbapenem-resistant and 200 carbapenem-susceptible. Genes
encoding for carbapenemases (blaoxa4s, blanom-1, blakec2), the key CRISPR-associated gene casl, the
housekeeping gene rpoB, and CRISPR1-3 loci were detected by PCR. PFGE, MLST, and post-sequencing
spacer analysis were performed to determine the genetic relatedness of the isolates. Statistical analysis was
conducted using the chi-square and Fisher's exact tests. CRISPR-Cas systems were detected in 15.8 % of
isolates, with subtypes I-E and I-E* found in 93.3 % of these isolates. Two clonal complexes were identified:
ST14/15/101 (in carbapenem-resistant strains) and ST35 (in carbapenem-susceptible strains). In carbapenem-
resistant isolates, the blaoxa-4s gene was more common in strains without the CRISPR-Cas system, whereas
the blanom-1 and blakec-2 genes were more prevalent in strains with the CRISPR-Cas system (p < 0.0001).
Resistance to imipenem + relebactam was significantly higher in isolates without the CRISPR-Cas system.
CRISPR-Cas systems in K. pneumoniae strains correlate with specific carbapenemase gene profiles, suggesting
a selective pressure against the acquisition of the blaoxa-ss gene. The correlation between CRISPR loci spacers
and dominant clonal complexes, such as ST14, ST15, and ST101, in carbapenem-resistant isolates indicates
that CRISPR loci could be a valuable tool for subtyping after MLST.
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1. UVOD



Klebsiella pneumoniae je vrsta Gram-negativnih bakterija reda Enterobacterales koja
kolonizira probavni sustav ljudi, a klini¢ki je dominantan oportunisticki patogen koji uzrokuje Sirok
raspon infekcija, ukljuuju¢i pneumoniju, meningitis, infekcije krvotoka te infekcije mokra¢nog
sustava (Tang i sur., 2020.; Rocha i sur., 2022.). Otprilike tre¢ina infekcija uzrokovanih Gram-
negativnim bakterijama u bolnicama pripisuje se sojevima K. pneumoniae, a genom ove bakterije je
veli¢ine ~ 5,5 mbp, s ~ 5500 gena, od Cega je ~ 3500 gena pomoc¢nih, §to upucuje na dinamican i
plasti¢an karakter ovog genoma (Martin i Bachman, 2018.). Zbog poveéane ucestalosti infekcija
uzrokovanih enterobakterijama koje proizvode beta-laktamaze proSirenog spektra (eng. Extended-
Spectrum Beta-Lactamases, ESBL), u svrhu lijeCenja su se u velikoj mjeri poceli koristiti
karbapenemi. Karbapenemi su beta-laktamski antimikrobni lijekovi Sirokog spektra djelovanja ¢ija se
djelotvornost temelji na vezanju i inhibiciji transpeptidaza PBP (eng. Penicillin-Binding Protein),
dobrom prodiranju kroz vanjsku membranu Gram-negativnih bakterija i stabilnosti pri djelovanju
beta-laktamaza. Cesta upotreba karbapenema dovodi do pojave enterobakterija koje proizvode
posebnu vrstu beta-laktamaza (karbapenemaze), koje hidroliziraju karbapeneme, $to se najvise ocituje
u bolnickoj sredini (Sheu i sur., 2019.; Tang i sur., 2020.; Pu i sur. 2023.). Enterobakterije otporne na
karbapeneme (eng. carbapenem-resistant Enterobacterales, CRE) predstavljaju javno-zdravstveni
problem zbog ogranienog izbora djelotvornih antimikrobnih lijekova i1 posljedi€no povecane
smrtnosti (Tacconelli i sur., 2018.). Naime, kod bolesnika, kod kojih su detektirani sojevi CRE,
zabiljeZena je dva do tri puta visa stope smrtnosti od bolesnika s infekcijama uzrokovanim patogenima
osjetljivima na karbapeneme (Martin i sur., 2018.; CDC, 2019.). Ove enterobakterije su na vrhu
popisu prioriteta Svjetske zdravstvene organizacije za istraZivanje i razvoj novih antimikrobnih

lijekova (Tacconelli i sur., 2018.).

Uzrok otpornosti na karbapeneme jesu mutacije u genomu i/ili izmjena genetskog materijala
medu bakterijama koja je uvelike olakSana zbog genskih informacija koje se nalaze na MGE-ovim
(eng. Mobile Genetic Elements, MGES), ponajvise plazmidima i transpozonima (Tambi¢ Andrasevic¢
i sur., 2018.; Tambi¢ AndraSevi¢ i sur., 2019.). NajuCestalija karbapenemaza u enterobakterija iz klase
A je KPC (eng. K. pneumoniae Carbapenemase), iz klase B su to enzimi NDM (eng. New Delhi
Metallo-5-lactamase), VIM (eng. Verona Integron-encoded Metallo-f-lactamase) i IMP (eng.
Imipenemase), dok su karbapnemaze OXA (eng. Oxacillinase) svrstane u klasu D (Sheu i sur., 2019.).
OXA-48 je najzastupljenija karbapenemaza medu bakterijskim izolatima K. pneumoniae otpornima
na karbapeneme u Hrvatskoj (Bedenic i sur., 2018.; Tambi¢ Andrasevi¢ i sur., 2019.). U Hrvatskoj se
primarna otpornost sojeva K. pneumoniae na karbapeneme pripisuje prisutnosti gena blaoxa-ss,
blanpowm-1, blakec-2 i blavim-2 koji se najéesce Sire horizontalnim prijenosom gena (eng. horizontal gene
transfer, HGT) (Tambi¢ AndraSevi¢ i sur., 2019.; Kuzina i sur., 2023.).



Unato¢ potencijalnim prednostima HGT-a, u smislu prikupljanja korisnih gena, bakterije
moraju uravnoteziti stjecanje korisnih osobina s izbjegavanjem Stetnih genetskih elemenata koji bi
mogli iscrpiti njihove zalihe energije ili biti letalni. Kako bi ogranicile ulazak invazivnih genetskih
elemenata, kao $to su bakteriofagi i plazmidi, bakterije koriste obrambeni sustav CRISPR-Cas (eng.
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats and their associated cas genes) koji
osigurava adaptivni imunitet sprjeCavanjem ulaska strane DNA i/ili RNA (Kamruzzaman i Iredell,
2020.). CRISPR-Cas je otkriven u oko 45 % bakterijskih genoma, a klasificiran je u dva razreda, Sest
tipova (I-VI) i 33 podtipa (Newire i sur., 2020.). Funkcionalni sustav CRISPR-Cas sastoji se od
lokusa CRISPR, klastera pripadnih gena cas i vodece sekvence. Lokusi CRISPR obi¢no se sastoje od
visoko konzerviranih ponavljaju¢ih sekvenci (21-48 bp) pravilno odvojenih jedinstvenim
razmaknicama (21-72 bp). Vodeca sekvenca nalazi se uzvodno od prve razmaknice i djeluje kao
promotor za transkripciju lokusa CRISPR (Shen i sur., 2017.; Jwair i sur., 2023.). Broj gena cas moze
varirati od 4 do viSe od 20, a produkti tih gena, proteini Cas, osiguravaju enzimatski sklop potreban
za stjecanje razmaknica kao i za prepoznavanje stranih genetskih elemenata (Ostria-Hernandez i sur.,
2015.). Put do imuniteta moze se podijeliti u tri faze: prilagodba (adaptacija), ekspresija i sazrijevanje
te interferencija (Xue i Sashital, 2019.). Tijekom prve faze cijepa se strana DNA na kratke fragmente
- protorazmaknice. Proteini Cas prepoznaju kratke slijedove PAM (eng. Protospacer Adjacent Motif),
i odabiru one protorazmaknice u blizini motiva PAM za ugradnju u lokus CRISPR. U drugoj fazi se
stvara primarni transkript (pre-RNA) lokusa CRISPR (pre-crRNA) koji se procesira u kratke crRNA.
Svaka crRNA sadrZi prepisanu razmaknicu i dio 5' 1 3' od ponavljajuceg slijeda. crRNA se spaja s
efektorskim proteinima Cas kako bi formirala kompleks. Tijekom faze interferencije, novonastali
kompleks pretrazuje stanicu na temelju komplementarnog sparivanja baza u stranoj DNA sa slijedom
crRNA. Ciljno vezanje pokre¢e nukleoliticko cijepanje 1 degradaciju ciljne nukleinske kiseline

(Anders i sur., 2014.; Sternberg i sur., 2014.; Wang i sur., 2020.).

Ostria-Hernandez i suradnici su 2015. godine izvijestili da su sustavi CRISPR-Cas
identificirani u 6 od 52 (11.5 %) genoma sojeva K. pneumoniae koristenjem alata CRISPRFinder, dok
ih je ukupno 37 (54.4 %) pronadeno istim alatom medu 68 genoma sojeva Klebsiella spp. preuzetih
iz NCBI-jevih (eng. National Center for Biotechnology Information) baza podataka (Li i sur., 2018.).
Tri razlicita podtipa (I-E, I-F i I-E*) sustava CRISPR-Cas tipa | otkrivena su u objavljenim genomima
Klebsiella spp. Ovi podtipovi imaju razli¢ite karakteristike: protein Cas1 podtipa I-E* razlikuje se od
podtipova I-E i I-F, sva tri sustava prepoznaju razli¢ite sekvence PAM i njihovi geni se nalaze na
razli¢itim poloZajima na bakterijskom kromosomu. Prema relativnom poloZaju na kromosomu, lokusi
CRISPR su oznaceni od CRISPR1 do CRISPRS. Podtip I-E sadrzi lokus CRISPR-1, dok podtip I-E*
sadrzi lokuse CRISPR2 i CRISPR3. Oba podtipa dijele svih osam gena cas s razlikom u relativnom
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poloZaju gena cas6 (Shen i sur., 2017.). U klini¢kih izolata K. pneumoniae nedavno je otkriven i tip
IV-A3 koji je specifi¢no lociran na plazmidu IncHI1B/IncFIB. Tip IV se ranije nazivao nepoznati tip
(tip U) zbog svoje rijetke pojave, no danas se pretpostavlja da je stekao sposobnost prilagodbe
povezujuci se s elementom sli¢nim transpozonu koji sadrzi gene casl i cas2, $to ukazuje na to da ovaj
sustav, kao i drugi sustavi tipa 1V, ne mogu funkcionirati kao neovisni adaptivni imunoloski sustavi
(Newire i sur., 2020.; Makarova i sur., 2013.; Rath i sur., 2015.).

Prethodne studije ukazale su na to da sustav CRISPR-Cas utje¢e na virulenciju bakterija na
razli¢ite nacine. Kod bakterije Pseudomonas aeruginosa sustav modulira stvaranje biofilma, dok kod
Enterococcus faecalis obrnuto korelira s otporno$¢u na antimikrobne lijekove. Osim toga, sustav
CRISPR-Cas moze utjecati na sadrzaj profaga i virulenciju kod sojeva Streptococcus pyogenes (Wang
i sur., 2020.). Medutim, sustavi CRISPR-Cas u bakterija Salmonella i E. coli nisu u potpunosti
funkcionalni jer pokazuju ograni¢enu ucinkovitost u blokiranju prijenosa plazmida i otpornosti na
antibiotike (Shen i sur., 2017.; Wang i sur., 2020.). S druge strane, u klini¢kim izolatima K.
pneumoniae uoceno je da ovaj sustav nije jednoliko rasporeden medu izolatima, ve¢ da je specifi¢no
povezan s odredenim tipovima sekvenci (eng. Sequence Type, ST), Sto sugerira da bi mogao igrati
ulogu u adaptaciji i virulenciji odredenih sojeva K. pneumoniae (Wang i sur., 2020.; Li i sur., 2018.;
Alkompoz i sur., 2023.). Nedavno je pokazano da izolati K. pneumoniae bez sustava CRISPR-Cas
imaju bolju sposobnost stjecanja gena otpornosti na antimikrobne lijekove, ukljucujuéi gene koji
kodiraju za karbapenemaze, ESBL-ove i enzime za modifikaciju aminoglikozida (eng.
aminoglycoside-modifying enzymes, AMESs) (Wang i sur., 2020.; Liao i sur., 2020.; Jwair i sur., 2023.;
Kadkhoda i sur., 2024.). Unatoc¢ tome, veza izmedu sustava CRISPR-Cas i otpornosti na antimikrobne
lijekove, specifi¢no karbapeneme, u izolata K. pneumoniae ostaje nejasna. Cilj ovog istrazivanja bio
je istraziti korelaciju sustava CRISPR-Cas i otpornosti na antimikrobne lijekove usporedbom
pojavnosti podtipova I-E i I-E* sustava CRISPR-Cas | u izolatima bakterija K. pneumoniae osjetljivih

I otpornih na karbapeneme.

1.1. Ciljevi i hipoteze istrazivanja

Glavna svrha ovog rada bila je istraziti pojavnost i molekularne karakteristike imunoloskog
sustava CRISPR-Cas u izolata bakterije K. pneumoniae otpornih na karbapeneme (eng. carbapenem-
resistant, CR) i osjetljivih na karbapeneme (eng. carbapenem-susceptible, CS) i njegovu povezanost
s otpornosti na antimikrobne lijekove, s naglaskom na karbapeneme. Stoga su postavljeni sljedeéi

istrazivacki ciljevi:



1) Utvrditi i usporediti pojavnost sustava CRISPR-Cas kod izolata bakterije K. pneumoniae s
obzirom na otpornost na ostale testirane antimikrobne lijekove.

2) Utvrditi pripadnost izolata odredenoj grupi ST na temelju konstitutivnih gena domacina i
razmaknica lokusa CRISPR kako bi se istrazilo je li doslo do njihovog klonalnog Sirenja.

3) Usporediti pojavnost sustava CRISPR-Cas, razmaknica u lokusu CRISPR i pripadnost grupi
ST s klinickim karakteristikama bolesnika (dob, dijabetes, hipertenzija, maligne bolesti,

boravak u jedinici intenzivnog lije¢enja, mortalitet unutar 30 dana) i vrstom uzorka.

Ostvarivanje ovih ciljeva doprinijet ¢e boljem razumijevanju i novim spoznajama o
povezanosti sustava CRISPR-Cas i otpornosti bakterije K. pneumoniae na karbapeneme i ostale
antimikrobne lijekove te ¢e definirati mogucu ulogu sustava CRISPR-Cas u distribuciji gena koji
kodiraju za karbapenemaze, o ¢emu do sada nema podataka u Hrvatskoj. Takoder ¢e se dobiti
informacije o mogucénosti upotrebe ovog sustava kao dodatne metode za definiranje klonalnog Sirenja
bakterija unutar odjela bolnica, budu¢i da su do sada koristene prvenstveno metode genotipizacije i
cjelogenomskog sekvenciranja. Naime, metode analize podudarnosti razmaknica, multilokusnog
sekvenciranja i prisutnost gena cas moci ¢e se primijeniti za daljnja istrazivanje interakcije sustava
CRISPR-Cas i antimikrobne otpornosti kod sojeva K. pneumoniae, ali i kod drugih klinickih i
okolisnih patogenih bakterija. Ocekuje se da ¢e ovi rezultati biti korisni prilikom buducih istrazivanja
0 potencijalnoj primjeni endogenog sustava CRISPR-Cas u lijeCenju infekcija te spreCavanju Sirenja
viSestruko otpornih bakterijskih sojeva s obzirom na to da DNA nukleaza vodena s RNA moze
specifi¢no cijepati bakterijsku DNA, ¢ime bakterijske stanice otporne na antibiotike mogu ponovo

postati osjetljive.
U skladu s prethodnim istraZzivanjima i definiranim ciljevima, postavljane su sljedece hipoteze:

1) Prisutnost sustava CRISPR-Cas medu izolatima bakterije K. pneumoniae se razlikuje ovisno
0 osjetljivosti na karbapeneme i vrsti karbapenemaze.

2) Sekvence lokusa CRISPR su razli¢ite u izolata K. pneumoniae osjetljivih i otpornih na
karbapeneme.

3) Kod izolata bakterije K. pneumoniae postoji povezanost izmedu pripadnosti pojedinim
grupama ST i pojavnosti lokusa CRISPR.

4) Prisutnost sustava CRISPR-Cas razlikuje se ovisno o klinickim karakteristikama bolesnika
(dijabetes, hipertenzija, maligne bolesti, boravak u jedinici intenzivnog lije¢enja, smrtnost
unutar 30 dana od prve izolacije iz klinickog uzorka) i vrsti uzorka iz kojeg izolat K.

pneumoniae potjece.
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2.1. Bakterijska vrsta Klebsiella pneumoniae

Bakteriju K. pneumoniae prvi je opisao Carl Friedldnder 1882. godine, izoliravsi je iz
pluéa pacijenata koji su umrli od upale pluca (Friedlaender, 1882.). Iako se u medicinskom
kontekstu prvi put spominje kao Friedldnder-ov bacil, nazvana je po Edwinu Klebsu,
njemackom mikrobiologu koji je ranije prouc¢avao ovu bakteriju (Long i sur., 2017.a). Rod
Klebsiella pripada porodici Enterobacteriaceae, redu Enterobacterales, razredu
Gammaproteobacteria i koljenu Proteobacteria. Napretkom genetske analize ¢lanovi kompleksa
vrsta Klebsiella pneumoniae (eng. Klebsiella pneumoniae species complex, KpSC) prvi su put
razdvojeni na temelju sekvenci gena gyrA i oznaceni kao filogrupe K. pneumoniae, a kasnije i
na temelju genomske analize vise od 300 izolata K. pneumoniae, ¢iji rezultati podupiru podjelu
na tri razli¢ite vrste (Brisse 1 Verhoef, 2001.; Holt i sur., 2015.). Sekvenciranjem cijelog genoma
utvrdilo se da znacajan udio sojeva identificiranih kao K. pneumoniae zapravo pripada blisko
srodnim vrstama koje dijele od 95 do 96 % genoma. Ovo saznanje dovodi do identifikacije
novih vrsta unutar kompleksa (Wyres i sur., 2020.). U vrijeme pisanja ove disertacije, KpSC

ukljucuje sedam filogrupa prikazanih na slici 1. (Wyres i sur., 2020.; Dong i sur., 2022.).

K. pneumoniae

K. quasivariicola

K. quasipneumoniae
Kompleks vrsta | gy, bsp. similipneumoniae
K. pneumoniae

K. africana

g . K. variicola subsp. tropica
K. quasipneumoniae

subsp. quasipneumoniae K. variicola subsp. variicola

K. terrigena K. aerogenes

_S .
5 K. electrica Cronobacter
3 K. planticola -
‘g K. omithinolytica
\ Leclercia
Enterobacter

K. huaxiensis

K. oxytoca
K. michiganensis

K. pasteurii K. grimontii

Citrobacter

Salmonella

0.02 Kluyvera

Escherichia

Slika 1. Filogenetska analiza prikazuje odnose genoma bakterije K. pneumoniae, njezinih bliskih
srodnika unutar kompleksa vrsta K. pneumoniae te drugih ¢lanova roda Kilebsiella i reda
Enterobacterales. Taksonomski polozaj nekih vrsta unutar roda Klebsiella, poput K. terrigena, K.
planticola i K. ornithinolytica, trenutno je predmet rasprave. lako su ove vrste na temelju sekvenci gena
gyrB dodijeljene rodu Raoultella, ova klasifikacija bi znadila da je rod Klebsiella nemonofiletski.

Preuzeto i prilagodeno prema radu Wyres i sur. (2020.).



Genom K. pneumoniae sadrzi oko 5500 gena koji kodiraju za oko 30 000 proteina
(Rocha i sur., 2022.; Holt i sur., 2015.). Veéina genoma sastoji se od akcesornih (pomo¢nih)
gena koji mogu kodirati za ¢imbenike virulencije, enzime koji razgraduju antibiotike i druge
znacajke koje pomazu bakteriji da se prilagodi razli¢itim okruzenjima (Rocha 1 sur., 2022.;
Martin i Bachman, 2018.). Pomo¢ni geni se ¢esto stjecu HGT-om izmedu bakterijskih vrsta, $to
dokazuju brojni genomski otoci i MGE-ovi. Taksonomske i GC analize ukazuju na to da su
pomo¢ni geni pronadeni i kod velikog broja drugih bakterijskih vrsta, najées¢e drugih vrsta
roda Klebsiella s kojima K. pneumoniae dijeli 90.0 % genoma, ali i kod drugih enterobakterija,
kao i udaljenijih redova (Holt i sur., 2015.; Wyres i sur., 2020.).

Dinamic¢na priroda genoma K. pneumoniae proizlazi i iz brojnih plazmida koje ova
bakterija moze nositi. Tako je istrazivanje iz 2017. godine pokazalo da genom sojeva K.
pneumoniae u prosjeku nosi 4.5 plazmida u studiji provedenoj na 1.777 sojeva K. pneumoniae
koji proizvode enzime ESBL (Long i sur., 2017.b). K. pneumoniae se na temelju svog genoma
moze podijeliti na oportunisticke, hipervirulentne i viSestruko otporne skupine, ali se na temelju
njega moze razlikovati i od blisko srodnih vrsta - bakterija Klebsiella variicola i Klebsiella
quasipneumoniae. Filogenetske analize temeljene na 1000-2000 kljuénih ili zajednickih
kromosomskih gena pokazuju da se populacija K. pneumoniae sastoji od stotina loza koje se
medusobno razlikuju za ~ 0.5 % nukleotidne divergencije (Martin i Bachman, 2018.; Holt i
sur., 2015; Wyres i sur., 2020.).

Bakterija K. pneumoniae je Stapicasta, kapsulirana nesporogena bakterija, a $irine je od
0.3 do 2 um i duljine od 0.6 do 6 um. Na ¢vrstim podlogama stvara tipicne mukoidne kolonije,
a optimalno raste na temperaturi ljudskog tijela (37 °C). Kao fakultativni anaerob, ova bakterija
pokazuje iznimnu otpornost na razli¢ite temperaturne uvjete, uspijevajuci prezivjeti u Sirokom
rasponu od 12 °C do 42 °C (Abbas i sur. 2024.; Ochonska i Brzychczy-Wtoch, 2024.).
Sposobnost razgradnje glukoze, ¢ak i na poviSenim temperaturama, daje joj znacajnu prednost
u razli¢itim okoli§ima, osiguravajuci energiju potrebnu za stvaranje biofilma i prilagodbu na
nepovoljne uvjete (Ochonska 1 Brzychczy-Wtoch, 2024.). Takva metabolicka fleksibilnost
omogucuje bakteriji da dulje opstane u razliitim staniStima ukljucujuéi tlo, vodu, biljke,

zivotinje 1 ljude te povecava njezinu sposobnost infekcije novih domacina.

Infekcije uzrokovane sojevima K. pneumoniae mogu nastati endogeno, iz vlastitog
rezervoara kolonizacije bolesnika, ili egzogeno, iz okoline ili prijenosom od drugih osoba
(Martin i Bachman, 2018.). Bakterija K. pneumoniae Kklasificirana je kao endemski

oportunisti¢ki patogen, a najcesc¢e izaziva infekcije kod hospitaliziranih bolesnika ili osoba s
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oslabljenim imunitetom, uzrokuju¢i Ceste infekcije povezane sa zdravstvenom skrbi poput
pneumonije, infekcija mokraénog sustava i bakterijemije, a prevalencija se razlikuje ovisno o
dobi bolesnika i geografskom polozaju (Martin i Bachman, 2018.; Wyres i sur., 2020.). Studije
provedene u SAD-u, Australiji i Engleskoj pokazale su znacajno veéu prevalenciju crijevne
kolonizacije s K. pneumoniae medu osobama koje su nedavno bile hospitalizirane (oko 25 %)
u usporedbi s opé¢om populacijom (oko 5 %) (Wyres i sur., 2020.). U Europi je K. pneumoniae
jedan od najces¢ih uzro¢nika infekcija uzrokovanih Gram-negativnim bakterijama, a u
Sjedinjenim Americkim Drzavama zauzima tre¢e mjesto, odmah nakon Clostridioides difficile
i Staphylococcus aureus (Coppola i sur., 2022.; Magill i sur., 2014.). Pneumonija uzrokovana
bakterijom K. pneumoniae predstavlja znacajan problem u jedinicama intenzivne njege, gdje su
Ceste pneumonije povezane sa strojnom ventilacijom (Martin i Bachman, 2018.). Infekcije
mokraénog sustava predstavljaju najéeScu klinicku manifestaciju infekcija uzrokovanih
sojevima K. pneumoniae, dok bakterijemija zauzima drugo mjesto medu gram-negativnim
bakterijama, odmah iza bakterije E. coli (Magill i sur., 2014.; Martin i Bachman, 2018.).
Sposobnosti formiranja biofilma omoguéuje K. pneumoniae da se bolje adherira na umjetne
materijale 1 katetere Sto moze dovesti do infekcija povezanih s medicinskim pomagalima koje

se Cesto tesko lijece (Martin 1 Bachman, 2018.).

Hipervirulentni sojevi, s druge strane, mogu inficirati i zdrave pojedince u zajednici,
uzrokujudi teske infekcije poput apscesa jetre i endoftalmitisa (Tang i sur., 2020.). Geni koji
odreduju hipervirulenciju K. pneumoniae ¢esto su smjesteni na plazmidima poput pLVPK i
pK2044 (Choby i sur., 2020.; Russo i sur., 2021.). Od ranije je poznato da ¢imbenici virulencije
uklju€uju kapsulu, lipopolisaharide, siderofore 1 pile. Osim toga, nedavna istraZivanja su opisala
1 ostale bitne ¢imbenike virulencije: koriStenje alantoina, sustave za preuzimanje Zeljeza,
efluksne pumpe te sustav sekrecije tipa VI (Podschun i Ullmann, 1998.; Martin i Bachman,
2018.).

Enterobakterije su klju¢na komponenta crijevne mikrobiote te su cesto izlozene
djelovanju antibiotika. Posljedi¢no, crijevni ekosustav predstavlja optimalno okruzenje za
selekciju 1 Sirenje antimikrobne otpornosti. UcCestala primjena antibiotika stvara snaZan
selektivni pritisak koji pogoduje prezivljavanju i proliferaciji otpornih sojeva koji mogu razviti
vlastite mehanizme otpornosti ili ste¢i gene otpornosti HGT-om od drugih, prirodno otpornih
bakterija (Canton i sur., 2003.; Jeli¢, 2018.). Upravo kao rezultat selektivnog pritiska
uzrokovanog Sirokom upotrebom karbapenema u svrhu lijeenja infekcija uzrokovanih

bakterijama koje proizvode enzime ESBL, javlja se tre¢a skupina koju ¢ine epidemijski,



visestruko otporni sojevi K. pneumoniae koji proizvode karbapenemaze, §to ih ¢ini iznimno
teSkima za lijeCenje antimikrobnim lijekovima (Rabaan i sur., 2022.; Navon-Venezia i sur.,
2017.). Visestruka otpornost odnosi se na neosjetljivost na najmanje jedan antimikrobni lijek iz
najmanje tri razlicite skupine, a ako je bakterijska vrsta prirodno otporna na odredeni antibiotik,
isti se ne ukljucuje u definiciju visestruko otpornog fenotipa (Magiorakos i sur., 2012.; Schultsz
I Geerlings, 2012.). Prema podacima Centara za kontrolu i prevenciju bolesti iz 2014. godine,
vrste Klebsiella su bile odgovorne za oko 80 % svih infekcija uzrokovanih enterobakterijama
otpornima na karbapeneme u Sjedinjenim Americkim Drzavama, ¢ime su ove bakterije postale
ozbiljna prijetnja javnom zdravlju (Martin i Bachman, 2018.). Karbapenemi su beta-laktamski
antimikrobni lijekovi koji su se tradicionalno koristili za lije¢enje teskih infekcija uzrokovanih
sojevima K. pneumoniae, ali je u porastu otpornost na ovu klasu antibiotika (Karampatakis i
sur., 2023.).

2.2. Razvoj beta-laktamskih antimikrobnih lijekova i pojava otpornosti na

beta-laktame u enterobakterija — kratki povijesni pregled

1929. godine je Alexander Fleming primijetio je da gljivicni kontaminant utjece na rast
obliznjih bakterija. Pokazalo se da se radi o gljivici Penicillium notatum, a antibakterijska
molekula koju je proizvela nazvana je penicilin (Fleming, 1929.). Ve¢ 1940. godine zabiljezena
je prva otpornost na penicilin kod soja E. coli. Ova otpornost je kasnije povezana s
proizvodnjom kromosomske penicinilaze AmpC, odnosno enzimskim mehanizmom kojim se
bakterija prirodno branila (Abraham and Chain, 1988.; Bush 2018.). Uvodenje penicilina 1940-
th u klini€¢ku praksu predstavljalo je prekretnicu u borbi protiv bakterijskih infekcija. Svi
penicilini temelje se na zajednickoj molekulskoj strukturi koja ukljucuje tiazolidinski i beta-
laktamski prsten, s varijabilnom postranicnom aminokiselinom (R skupina). Ovi antibiotici se
tradicionalno proizvode fermentacijom sojeva plijesni roda Penicillium, a kao produkt se
dobivaju prirodni derivati poput benzilpenicilina (penicilin G) i fenoksimetilpenicilina
(penicilin V) (Strohl, 1997.; Bedeni¢, 2009.). Njegovim stavljanjem na trziSte 1941. godine,
prevalencija sojeva Staphylococcus aureus otpornih na penicilin porasla je ve¢ iduce godine
(Hutchings i sur., 2019.). Modifikacije osnovne strukture penicilina dovele su do stvaranja
novih generacija polusintetskih penicilina - aminopenicilina. Tako je razvoj ampicilina,
meticilina i tikarcilina tijekom 1950-ih godina omogucio ucinkovito lijeCenje Sirokog spektra
patogena, ukljucujuc¢i i mnoge Gram-negativne bakterije (Rapp i Urban, 2012.; Jeli¢, 2018.).

Otkrice penicilinaza Temoniera-1 (TEM-1) i sulfihidril varijante 1 (SHV-1) u izolatima

E. coli i K. pneumoniae sredinom 20. stolje¢a, oznaéilo je pocetak globalne epidemije
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otpornosti na beta-laktamske antibiotike (Paterson i Bonomo, 2005.; lovleva i Doi, 2017.). Gen
blaskv-1 bio je lokaliziran na konjugativnom plazmidu p453, §to je omogucilo brzo §irenje gena
medu bakterijskim populacijama, a SHV-1 je posljedi¢no pokazao hidroliticku aktivnost prema
penicilinima i cefalosporinama prve generacije (Liakopoulos i sur., 2016.). Cefalosporini su
izvorno izolirani iz gljiva Cephalosporium acremonium. Njihova temeljna struktura, 7-
aminocefalosporanska kiselina, sadrzi karakteristicni beta-laktamski prsten. Na temelju
vremena otkri¢a i spektra djelovanja, cefalosporini se klasificiraju u pet generacija (Lin i Kiick,
2022.; Bui i sur., 2025.). Stoga Sirenje enzima TEM-1 i SHV-1 medu razli¢itim bakterijskim
vrstama, ukljuCuju¢i primarno sojeve E. coli i K. pneumoniae, dovodi do uvodenja
cefalosporina trec¢e generacije u klini¢ku praksu 1980-ih. Cefalosporini su pokazivali izvrsnu
ucinkovitost protiv Gram-negativnih bakterija sve do pojave enterobakterija koje prirodno
proizvode beta-laktamaze AmpC (Paterson i Bonomo, 2005.; Livermore, 2012.) U prirodnim
uvjetima, gen koji kodira za beta-laktamazu AmpC se nalazi na bakterijskom kromosomu, a
proizvodnja enzima AmpC je inducibilna u prisutnosti beta-laktama. Medutim, genetske
mutacije mogu dovesti do njegove kontinuirane proizvodnje, a HGT-om su se ovi geni pojavili
1 na plazmidima §to je rezultiralo visokom razinom otpornosti na cefalosporine trece generacije
(Jacoby, 2009.). Za sojeve K. pneumoniae je danas poznato da je blasqyv konstitutivni genomski
marker povezan s intrinzicnom otpornosti na ampicilin, dok su TEM-1 i AmpC plazmidom
posredovane beta-laktamaze koje rezultiraju otporno$¢éu na gotovo sve peniciline (Martin i
Bachman, 2018.; Jacoby, 2009.).

Mutacije u genima koji kodiraju beta-laktamaze TEM-1 i SHV-1 dovode do pojave
beta-laktamaza prosirenog spektra (eng. Extended-Spectrum Beta-Lactamases, ESBLS)
(Paterson i Bonomo, 2005.). Dana$nji sojevi K. pneumoniae nose dvije kopije gena blashv:
kromosomsku varijantu gena i steCenu plazmidnu varijantu koja je pod kontrolom jakog
promotora (transpozaze 1S26) (Wyres i sur., 2020.). Pocetkom 21. stolje¢a javljaju se novi
tipovi enzima iz skupine ESBL - CTX-M, odnosno plazmidima kodirane cefotaksimaze. Za
razliku od prethodno dominantnih enzima TEM i SHV, geni za CTX-M potje¢u s kromosoma
bakterija roda Kluyvera (Zhao i Hu, 2013.). Danas je poznato najmanje 109 varijanti enzima
CTX-M, a u Europi je najzastupljenija skupina jedan, preciznije enzim CTX-M-15 (Paterson i
Bonomo, 2005.; Livermore, 2012.; Zhao i Hu, 2013.).

Uvodenje karbapenema imipenema u klinicku praksu 1985. godine predstavljalo je
znacajan napredak u lijeenju infekcija uzrokovanih gram-negativnim bakterijama koje
proizvode enzime ESBL i AmpC (Grundmann i sur., 2010.). Meropenem je bio drugi

karbapenem koji je dobio odobrenje Americke agencije za hranu i lijekove (eng. Food and Drug
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Administration, FDA) 1996. godine, dok je ertapenem dobio regulatorno odobrenje 2001.
godine u SAD-u i 2002. godine u Europskoj uniji (Lister, 2007.; Shah i Isaacs, 2003.).
Pocetkom 2000-ih incidencija enterobakterija s oslabljenom osjetljivos¢u na karbapeneme bila
je zanemariva, s prvim zabiljeZenim slucajevima kod sojeva K. pneumoniae i roda
Enterobacter. No zbog sve jafeg selektivnog pritiska uzrokovanog Sirokom uporabom
karbapenema dolazi do pojave bakterija koje proizvode karbapenemaze (Grundmann i sur.,
2010.; lovleva i Doi, 2017.).

Prvi gen za karbapenemazu blaivp-1 detektiran je i opisan na plazmidu izolata bakterije
P. aeruginosa krajem 1980-ih godina, u Japanu (Watanabe i sur., 1991.), a 1991. godine je
IMP-1 (eng. Imipenemase) identificirana i u bakterije Serratia marcescens (Osano i sur., 1994.).
Karbapenemaza VIM-1 (eng. Verona Integron-encoded Metallo-beta-lactamase 1), detektirana
uizolatu P. aeruginosa, je prvi put opisana u ltaliji 1997. godine, a gen blavim-2 je 1996. godine
identificiran u Marseille-u, u juznoj Francuskoj (Poirel i sur., 2001.). Stoga se moze reci da je
kraj 1990-ih ujedno i pocetak ere globalnog Sirenja karbapenemaza. U Hrvatskoj se
enterobakterije koje proizvode VIM-1 pojavljuju od 2007. godine, a prva bolni¢ka epidemija
opisana je kod izolata Enterobacter cloacae u KBC-u Split 2012. godine (Novak i sur., 2014.;
Jeli¢, 2018.).

2001. godine, Sjedinjene Americke Drzave (SAD) izvijestile su o soju K. pneumoniae
koji nosi gen blakpc-1za plazmidom kodiranu karbapenemazu, kasnije nazvanu karbapenemaza
K. pneumoniae (eng. Klebsiella pneumoniae Carbapenemase, KPC), nakon ¢ega se ovaj gen
prosirio diljem SAD-a, a potom i globalno. Prvi izolati bakterija otpornih na karbapeneme, koji
nose gen blakec-2, identificirani su 2007. godine u Kini, a od tada je prevalencija karbapenemaza
KPC-2 znacajno porasla (Cui i sur., 2019.). Prvi slu¢aj pojave gena blakpc-2 zabiljezen je u
Hrvatskoj 2011. godine, a izoliran je iz soja K. pneumoniae ST37 (Bedeni¢ i sur., 2012.; Jelic,
2018.).

Epidemija karbapenemaze OXA-48 krece nakon §to je ista prvi put identificirana u
izolatu K. pneumoniae iz Turske 2001. godine. Skupina OXA-48 ukljucuje klasi¢nu OXA-48 i
njene varijante, OXA-181 i OXA-23 (Cui i sur., 2019.). Bakterija K. pneumoniae koja proizvodi
karbapenemazu OXA-48 pojavila se u Hrvatskoj 2012. godine (Jeli¢ i sur., 2018.), a trenutno
je ova karbapenemaza najzastupljenija u klinickih izolata K. pneumoniae u Hrvatskoj (Bedeni¢
i sur., 2018.). 2008. godine je u Indiji prvi put prijavljen izolat K. pneumoniae otporan na
karbapeneme kod kojeg je detektiran gen blaypm-1 (Yong i sur., 2009), nakon ¢ega svjedoimo
znacajnom porastu incidencije bakterija koje proizvode karbapenemazu NDM u Europi. U

Hrvatskoj je prvi slucaj izolata K. pneumoniae koji proizvodi NDM-1 zabiljezen 2009. godine
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(Mazzariol i sur., 2012.).

U posljednje vrijeme sve je ¢eSca pojava enterobakterija koje istodobno proizvode vise
razli¢itih karbapenemaza. Tako su kod sojeva K. pneumoniae ¢esto istovremeno prisutni enzimi
NDM-1 i IMP-4, a kod izolata E. cloacae i Citrobacter freundii se javlja kombinacija enzima
KPC i NDM (Cui i sur., 2019.). Ekstremni primjeri su bakterijski izolati koji kodiraju za cak tri
razli¢ite karbapenemaze. Tako je veé opisan soj Klebsiella oxytoca koji proizvodi KPC-2,
NDM-1 i IMP-4 te soj C. freundii koji kodira za karbapenemaze VIM-1, NDM-1 i OXA-48
(Wang i sur., 2017.; Biez i sur. 2022.). Pojava trostruke prisutnosti gena bla (blavim-2, blanom-
11 blaoxa-48) prvi put je opisana u Hrvatskoj 2024. godine kod dva izolata bakterije Enterobacter
hormaechei (Bosnjak i sur., 2025.). Ovakvi nalazi ukazuju na sve vecu sloZenost mehanizama

otpornosti na karbapeneme, posebno kod enterobakterija.

2.3. Karbapenemi

U beta-laktamske antimikrobne lijekove se danas ubrajaju penicilini, cefalosporini,
monobaktami i karbapenemi, dok inhibitori beta-laktamaza (klavulanska kiselina, sulbaktam,
tazobaktam; te od novijih avibaktam, relebaktam i vaborbaktam) unatoc¢ slaboj antibakterijskoj
aktivnosti, igraju klju¢nu ulogu u sinergistickim kombinacijama (Cui i sur.,, 2019.).
Karbapenemi predstavljaju esencijalnu skupinu beta-laktamskih antibiotika poznatih po svojoj
potentnosti i djelotvornosti protiv Sirokog spektra Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija,
a njihova klini¢ka vrijednost posebno je naglasena u lijeCenju infekcija uzrokovanih visestruko
otpornim enterobakterijama, gdje se istic¢u kao antibiotici posljednjeg izbora (Nicolau, 2008.;

Papp-Wallace i sur., 2011.).

Strukturno, karbapenemi se odlikuju karakteristicnim beta-laktamskim prstenom
spojenim s peteroclanim tiazolidinskim prstenom preko atoma duSika 1 ugljika, Sto osigurava
stabilnost i otpornost na hidrolizu posredovanu beta-laktamazama, poput enzima ESBL i AmpC
(El-Gamal i sur., 2017.; Papp-Wallace i sur., 2011.). Karbapenemi starije generacije ukljucuju
imipenem, meropenem, biapenem, ertapenem i doripenem, a razlikuju se od penicilina po
prisutnosti ugljikovog atoma umjesto sumpora na poziciji 1 u sekundarnom prstenu te dvostruke
veze izmedu C2 1 C3 (Mgcik 1 sur., 2024.). Hidroksietilna grupa na C6 i trans konfiguracija
veze izmedu C5 1 C6 u beta-laktamskom prstenu takoder doprinose njihovoj otpornosti na

hidrolizu (Papp-Wallace i sur., 2011.; Jeli¢, 2018.).

Raznolikost unutar skupine karbapenema proizlazi iz varijacija u strukturi bo¢nih

lanaca, koji utjeCu na njihovu stabilnost, spektar djelovanja i farmakokineticka svojstva (Slika
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2.) (Papp-Wallace i sur., 2011.; Jeli¢, 2018.). Medutim, struktura bo¢nih lanaca moze
uzrokovati i nestabilnost zbog ¢ega je relativno mali broj karbapenema u klini¢koj upotrebi
(Nicolau, 2008.). Tako se prvi otkriveni karbapenem (tienamicin), kojeg proizvodi bakterija
Streptomyces cattleya iz tla, pokazao nestabilnim u vodenim otopinama i visoko reaktivan
prema nukleofilima $to je ograni¢ilo njegovu stabilnost i potencijalnu klini¢ku primjenu (Kahan
I sur., 1979.; Mgcik i sur., 2024.). Njegov derivat imipenem se zbog osjetljivosti na bubreznu
dehidropeptidazu | (DHP-1) primjenjuje isto kao i panipenem, u kombinaciji s cilastatinom ili
betamipronom, inhibitorima DHP-I. Kasnije su razvijeni i meropenem, ertapenem i doripenem
koji su otporniji na DHP-I zbog metilne skupine na C1, imaju $iri spektar djelovanja dodatkom
pirolidinske skupine na C2, a R konfiguracija na C8 povecava njihovu potentnost (Nicolau,
2008.; Papp-Wallace i sur., 2011.; Jeli¢, 2018.).
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Slika 2. Kemijska struktura karbapenemskih antibiotika. Preuzeto i prilagodeno prema radu Jeli¢
(2018.).

Imipenem, meropenem, ertapenem i doripenem su karbapenemi odobreni od strane
Europske agencije za lijekove te se koriste u klini¢koj primjeni za lijeCenje intraabdominalnih
i urinarnih infekcija, infekcija krvotoka i koze, vanbolni¢ke i bolni¢ke pneumonije te
meningitisa (Shah, 2008.; Huang, 2022.; Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023.). Panipenem i
biapenem su prvotno odobreni u Japanu, a biapenem je naknadno odobren i u Indiji, Kini i na
Tajlandu (Shah, 2008.; Bakthavatchalam i sur., 2024.)
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Ertapenem je ucinkovit protiv mnogih enterobakterija, ali ima ograni¢enu primjenu
zbog nedostatka aktivnosti protiv sojeva roda Pseudomonas i Acinetobacter pa se najéesce
koristi za lijeCenje vanbolnickih infekcija. Suprotno tome, imipenem, meropenem i doripenem
su djelotvorni protiv nefermentiraju¢ih Gram-negativne bakterija i otporniji su na hidrolizu
(Shah i Isaacs, 2003.; Mecik i sur., 2024.). Takoder, imipenem zahtijeva kombinaciju s
cilastatinom pa se ne primjenjuje kod neuroloskih bolesnika, i to specificno u lijeCenju
meningitisa (Zhanel i sur., 1998.). Meropenem je stabilan i ne zahtijeva dodatne lijekove, a
zbog svog Sirokog spektra djelovanja, najéeSce se Kkoristi za lijeCenje teSkih infekcija
uzrokovanih Gram-negativnim bakterijama, ukljuCuju¢i enterobaterije, P. aeruginosa i
Haemophilus influenzae (Edwards, 1995.). Doripenem ima nizu minimalnu inhibitornu
vrijednost nego imipenem i meropenem u usporedbi s P. aeruginosa i A. baumannii te je
karbapenem s najmanjom osjetljivos¢u na hidrolizu karbapenemazama (Mecik i sur., 2024.).
Zbog sve slozenijih mehanizama otpornosti, u posljednjih 10 godina, razvijale su se nove
terapijske strategije. One ukljuéuju kombinacije ceftolozan-tazobaktama, ceftazidim-
avibaktama, aztreonam-avibaktama, imipenem-relebaktama i meropenem-vaboraktama, kao i
primjenu plazomicina, eravaciklina i cefiderokola (Karampatakis i sur., 2023.; Cui i sur.,
2019.). Tako je primjerice cefiderokol inovativni cefalosporin s izrazenim afinitetom prema
PBP-u la kod P. aeruginosa i PBP-u 2 kod K. pneumoniae, $to mu omoguéava visoku aktivnost
protiv Sirokog spektra aerobnih Gram-negativnih bakterija, ukljucuju¢i i one otporne na

karbapeneme i kolistin (Silva i sur., 2021.).

Mehanizam djelovanja karbapenema temelji se na inhibiciji peptidazne domene PBP-
ova. Vezanjem za PBP-ove, karbapenemi blokiraju umrezavanje peptida, odnosno inhibiraju
sintezu peptidoglikana stani¢ne stijenke $to dovodi do poremecaja u rastu i diobi bakterija te
konac¢no do njihove lize. Karbapenemi se veZu za razli¢ite PBP-ove s razli¢itim afinitetima Sto
objasnjava varijabilan spektar djelotvornosti pojedinih karbapenema. Meropenem pokazuje
visok afinitet vezanja prema PBP-ovima 2, 3 i 4, imipenem prema PBP-ovima 1a, 1b i PBP-u
2 dok ertapenem kod E. coli veze PBP-ove 1a, 1b, 2, 3, 41 5, a preferencijalno PBP-ove 213
(Shah i lIsaacs, 2003.; Nicolau, 2008.; Jeli¢, 2018.). Djelotvornost karbapenema se temelji na
dobrom prodiranju kroz porinske kanale vanjske membrane Gram-negativnih bakterija,
visokom afinitetu vezanja za PBP-ove i stabilnosti pri djelovanju beta-laktamaza (Papp-
Wallace i sur., 2011.)

Spomenuti karbapenemi se primjenjuju parenteralno zbog slabe apsorpcije iz

gastrointestinalnog trakta, a izluCuju se putem bubrezne glomerularne filtracije (Papp-Wallace
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i sur., 2011.). Tebipenem-PI-HBr je potencijalni oralni prolijek karbapenema tebipenema koji
je u fazi ispitivanja kao moguce rjesenje za lijeCenje kompliciranih infekcija urinarnog trakta
(Cotroneo i sur., 2020.). Uz tebipenem, u karbapeneme nove generacije se svrstavaju i
razupenem, tomopenem i sanfetrinem (Mgcik i sur., 2024.). Sigurnosni profil karbapenema je
slican ostalim beta-laktamima - uzrokuju nefrotoksi¢nost, neurotoksi¢nost i imunomodulaciju.
Stoga se pri primjeni bilo kojeg karbapenema moraju uzeti u obzir predisponirajuci ¢cimbenici,
s najces¢im nuspojavama poput proljeva i mucnine (Papp-Wallace i sur., 2011.; EI-Gamal i
sur., 2017.; Jeli¢, 2018.).

2.4. Otpornost bakterije K. pneumoniae na karbapeneme

Kako je prethodno navedeno, bakterije otporne na karbapeneme prvi put su opisane 90-
ih godina proslog stoljeca, nakon identifikacije soja K. pneumoniae Kkoji proizvodi
karbapenemaze (Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023.). Od tada se biljezi znacajan porast
infekcija uzrokovanih ovim bakterijama, osobito unutar roda Enterobacterales (Coppola i sur.,
2022.). Kolonizacija s K. pneumoniae povezana je s kasnijom pojavom infekcija u
hospitaliziranih bolesnika gdje glavnu ulogu imaju pomo¢ni geni bakterije, a HGT takvih gena
medu bakterijama odvija se putem transformacije, transdukcije i konjugacije. Osim toga,
transpozoni su specijalizirani fragmenti DNA koji se ne repliciraju samostalno, ali ¢esto
prenose gene otpornosti migracijom s kromosoma na plazmide. Suprotno tome, integroni, iako
nepokretni, doprinose kodiranju gena otpornosti mehanizmima hvatanja i ekscizije gena
(Martin i Bachman, 2018.; Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023.).

U Europi je 2017. godine zabiljezeno preko 30 000 invazivnih izolata K. pneumoniae
otpornih na karbapeneme, dok je 2019. godine 43 % zemalja prijavilo regionalno ili
meduregionalno Sirenje enterobakterija otpornih na karbapeneme (eng. Carbapenem-Resistant
Enterobacterales, CRE) (Coppola i sur., 2022.). U Sjedinjenim Americkim Drzavama Sojevi
CRE su prouzrocili 1100 smrtnih slucajeva te vise od 13 000 infekcija. Ovakve infekcije
predstavljaju poseban rizik za bolesnike s invazivnim medicinskim pomagalima, dugotrajnom
antibiotskom terapijom i imunokompromitiranim stanjima (Caliskan-Aydogan i Alocilja,
2023.).

Sojevi CRE se definiraju se kao sojevi otporni na barem jedan karbepenem prema
njihovom fenotipskom profilu osjetljivosti na antimikrobne lijekove. Otpornost na
karbapeneme moze nastati razli¢itim mehanizmima: (1) aktivacija efluksnih pumpi koje

uklanjaju antibiotike i reguliraju unutarstani¢no okruZenje; (2) smanjenje ili gubitak specifi€nih
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vanjskih membranskih porina ¢ime se onemogucava ulazak karbapenema na mjesto djelovanja;
(3) strukturne modifikacije PBP-a; (4) stjecanje karbapenemaza i beta-laktamaza, koje
hidroliziraju karbapeneme i ostale beta-laktamske antibiotike (Coppola i sur., 2022.; Caliskan-
Aydogan i Alocilja, 2023.). Ipak, najc¢esci oblik otpornosti je proizvodnja karbapenemaza koja
je zabiljeZena kod 85 % CRE diljem svijeta. Terminologija koja se koristi u tom slu¢aju je CPE
(eng. Carbapenemase-Producing Enterobacterales), a oznacava specifican mehanizam
otpornosti temeljen na proizvodnji karbapenemaza. S obzirom na interpretaciju grani¢nih
vrijednosti (eng. clinical breakpoints), nisu svi sojevi CPE otporni na karbapeneme, $to ih ¢ini
teSkima za otkrivanje samo jednom metodom laboratorijskog probira (Coppola i sur., 2022.;
Patel i sur., 2020.). Dodatno, strukturne mutacije mogu inducirati ekspresiju beta-laktamaza s
nizom karbapenemaznom aktivnoséu (npr. AmpC, ESBL i CMX-M) §to rezultira i nizom

razinom otpornosti na karbapeneme (Rabaan i sur., 2022.; Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023.).
2.4.1. Otpornost na karbapeneme posredovana karbapenemazama

Karbapenemaze karakterizira Siroki spektar hidroliticke aktivnosti koji obuhvaca vecinu
beta-laktamskih antibiotika. Za razliku od enzima ESBL, karbapenemaze su otporne na
inhibiciju klasi¢énim inhibitorima beta-laktamaza, §to ih ¢ini posebno problemati¢nima u
klini¢koj praksi (Queenan i Bush, 2007.). Uz to, geni blagssL se najéesce Sire HGT-om medu
razli¢itim vrstama bakterija, dok je Sirenje karbapenemaznih gena bla ¢eSée povezano s
klonskom ekspanzijom bakterijskih sojeva, kao $to je to slucaj s izolatima K. pneumoniae
ST258 koji proizvode karbapenemaze KPC (Wyres i sur., 2020.).

S obzirom na navedeno, vazno je razlikovati pojmove izolat, soj i klon. Izolat predstavlja
Cistu bakterijsku kulturu dobivenu iz klinickog uzorka, kod koje su poznati rod i vrsta, dok
ostale karakteristike ostaju Cesto neodredene. Izolati mogu biti pojedinacni predstavnici
odredenog soja, pri ¢emu pojam soj oznacava skupinu bakterija iste vrste sli¢nih fenotipskih 1
genotipskih osobina, dok se pojam klon obi¢no koristi za opisivanje izolata koji, unato¢
razli¢itim geografskim lokacijama, vremenskim razdobljima izolacije ili izvorima uzoraka,
dijele vrlo slicne fenotipske 1 genotipske osobine, ukazujuci na zajedni¢ko porijeklo. Pojam
bakterijski klon odnosi se na potomstvo nastalo binarnom diobom jedne bakterijske stanice, pri

¢emu ga ¢ine genetski povezani izolati koji potjecu od istog zajednickog pretka (Jeli¢, 2018.).

Soj ST258 i njegov derivat ST512 najzastupljeniji su klonovi K. pneumoniae otpornih
na karbapeneme u Americi i juznoj Europi, dok je njihova prisutnost u drugim dijelovima

svijeta je znatno rjeda. Suprotno tome, sojevi ST11, koji ¢ini oko 12 % izolata u Europi, Sire se
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geografski i vodeci su uzro¢nik infekcija u Kini. Iako su klonalne linije poput ST11, ST15,
ST1011ST258/ST512 glavni pokretaci Sirenja sojeva K. pneumoniae otpornih na karbapeneme
(Slika 3.), lokalni epidemioloski ¢imbenici i1 karakteristike zdravstvenih ustanova takoder

znatno oblikuju epidemioloski obrazac (Wyres i sur., 2020.).

CG258 CG15 CG20 Ostalo
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Slika 3. Geografska distribucija i regionalne u¢estalosti sekvencijskih tipova (ST-ova) i klonalne grupe
(eng. Clonal Group, CG) u koju analizirani sojevi K. pneumoniae otporni na karbapeneme spadaju.

Preuzeto i prilagodeno prema radu Wyres i sur. (2020.).

Osim toga, vazno je naglasiti i da sojevi K. pneumoniae, ¢ija otpornost nije povezana s
karbapenemazama, ve¢ sa smanjenom propusnoS$¢u stani¢ne membrane, narusava njihovu
kompetentnost, dovode¢i do rijetke i nasumic¢ne pojave otpornih izolata, ograni¢ene klonalne
distribucije, kao i velike genetske heterogenosti bez dominantnih klonova. Suprotno tome,
karbapenemazama posredovana otpornost, zahtijeva manje metabolic¢kih resursa §to dovodi do
pojave visoko adaptiranih klonovima s plazmidima koji nose gene za karbapenemaze. Ovakav
ishod potom rezultira sinergijskom prednoS¢u, odnosno pojavom viSestruko otpornih
fenotipova K. pneumoniae s ograni¢enim terapijskim opcijama (Jeli¢, 2018.; Nordmann i sur.,
2011.). Takoder, razina otpornosti na karbapeneme moZe varirati 1 ovisno o vrsti
karbapenemaze. Tako izolati koji proizvode karbapenemazu OXA-48 ¢esto pokazuju nizu
razinu otpornosti na karbapeneme u usporedbi s izolatima koji proizvode karbapenemaze KPC
(Narayanan 1 sur., 2016.; Jeli¢, 2018.). Ova varijabilnost moze biti posljedica razli¢itih
¢imbenika, ukljucujuéi razinu ekspresije enzima, prisutnost drugih mehanizama otpornosti i

specificne interakcije izmedu enzima i antibiotika.
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2.4.1.1. Klasifikacija karbapenemaza

Prve opisane karbapenemaze su metalo-enzimi, karakterizirani prisutno$¢u cinka u
aktivnom mjestu 1 osjetljivos¢éu na kelatore, poput EDTA. Medutim, otkri¢e serinskih
karbapenemaza u enterobakterija, koje su otporne na EDTA, ali ih inhibiraju klavulanska
kiselina i tazobaktam, proSirilo je spektar djelovanja ovih enzima. Prekretnica u razumijevanju
karbapenemaza je pak obiljeZzena sredinom 1990-ih, prijelazom od kromosomski kodiranih
enzima, specificnih za pojedinu vrstu bakterije, prema pokretnim, plazmidno kodiranim
varijantama kao §to su IMP-1, OXA-23 i KPC-1. Sirenje ovih plazmida medu razli¢itim
bakterijskim vrstama dovelo je do znacajne promjene u epidemiologiji otpornosti na

karbapeneme, pretvarajuci lokalne probleme u globalnu prijetnju (Queenan i Bush, 2007.).

1995. godine Bush, Jacoby i Medeiros revidirali su funkcionalnu klasifikaciju beta-
laktamaza koja ih dijeli u Cetiri skupine na temelju genetskog podrijetla beta-laktamaza
(kromosomalno ili plazmidno), hidrolitickog spektra beta-laktamaza, osjetljivosti na inhibitore,
izoelektri¢ne tocke i molekularne tezine (Samaha-Kfoury i Araj 2003.). lako je funkcionalna
podjela preciznija, prva i najzastupljenija klasifikacija je ona Amblerova, koja datira jo§ iz
1980-ih, na osnovu slijeda nukleotida i pripadnih aminokiselina, koja svrstava ove enzime u
Cetiri skupine (A, B, C i D), s tim da su skupine A, C i D serinske proteaze drugacijeg
evolucijskog podrijetla (Ambler, 1980.; Ambler i sur., 1991.).

Skupina A obuhvaca serinske hidrolaze s molekularnom masom od ~ 29 kDa,
karakterizirane visokom afinitetom prema penicilinskim spojevima. Medu njima se isticu
penicilinaza Staphylococcus aureus i dominantni predstavnici enzima ESBL (Ambler, 1980.;
Ambleri sur., 1991.). Skupinu B ¢ine metalo-enzimi ovisni o cinkovim ionima kao kofaktorima
koji preferentno djeluju na cefalosporinske supstrate. U skupinu C svrstane su serinske
cefalosporinaze ¢ija su strukturno-enzimatska svojstva prvobitno dokumentirana u seminalnom
radu iz 1981. godine (Jaurin i Grundstrom, 1981.). Kona¢no, klasa D predstavlja skupinu
oksacilinaza s jedinstvenim katalitickim profilom, sistematiziranu kao zasebnu filogenetsku

granu krajem 1980-ih, $to je potvrdeno i kasnijim istrazivanjima (Bush i sur., 1995.).

Geni koji kodiraju za karbapenemaze se najcesée nalaze na MGE-ovim stoga je Sirenje
takvih gena ubrzano, sloZzeno i nepredvidivo (Nordmann i Poirel 2002.). Enzimi iz skupine A
hidroliziraju karbapeneme, cefalosporine, peniciline i aztreonam. Iako su neki ¢lanovi ove
skupine kodirani kromosomski, najvecu klini¢ku vaznost imaju plazmidno kodirani enzimi IMI

(eng. Imipenem-hydrolyzing beta-lactamase), GES (eng. Guiana Extended Spectrum), i KPC
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kao najprevalentniji uzro¢nici epidemije u mnogim europskim, sjevernoamerickim, azijskim 1
africkim zemljama (Taggar i sur., 2020.; Codjoe i Donkor, 2017.; Caliskan-Aydogan i Alocilja,
2023.). Gen blakec uglavnom se nalazi unutar pokretnog transpozona Tn4401 duljine 10 kb,
cesto prisutnog na konjugativnim plazmidima, Sto olakSava intraspecijski prijenos i Sirenje
ovog gena. Od ukupno 84 verzije alela, karbapenemaze KPC-2 i KPC-3 su najrasprostranjenije
(Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023.).

Metalo-beta-laktamaze (MBL) iz klase B karakterizira sposobnost razgradnje svih beta-
laktamskih spojeva, osim monobaktama, §to ih ¢ini posebnim izazovom u odabiru antimikrobne
terapije. Medu 10 poznatih tipova MBL-a, klinicki su najznacajnije karbepenemaze NDM, VIM
i IMP (eng. Imipenemase) (Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023.). Geni koji kodiraju ove enzime
se nalaze na integronima, a insercijom u plazmide ili transpozone se omogucava njihovo brzo
Sirenje (Thomson, 2010.). Dok su geni blamve i blavim uglavnom povezani s genskim kazetama
integrona iz skupine 1 i 3, najcesc¢e ugradenima u transpozone, gen blanom se najéescée nalazi
na plazmidima. Bakterije koje proizvode NDM cesto posjeduju i genetske klastere za sustav
sekrecije tipa IV (T4SS), $to dodatno povecava njihovu virulenciju (Caliskan-Aydogan i
Alocilja, 2023.).

Klasa D obuhvaca preko 200 enzimskih varijanti s primarnom sposobnos¢u hidrolize
oksacilina. OXA-48 i OXA-181 predstavljaju najdominantnije karbapenemaze unutar vise od
40 poznatih tipova, a endemicne su za sojeve K. pneumoniae u Turskoj, mediteranskim
zemljama, Bliskom istoku, Sjevernoj Africi i Europi, uz zna¢ajan epidemioloski utjecaj (Berger
i sur., 2013.; Boyd i sur., 2022.). Zanimljivo je da sojevi K. pneumoniae koji eksprimiraju
oksacilinaze ¢esto pokazuju nisku razinu otpornosti na antibiotike zbog slabe ekspresije gena,
Sto komplicira dijagnosticku detekciju 1 odgovarajuéu terapeutsku intervenciju (Boyd i sur.,
2022). Najucestalije karbapenemaze u patogenih sojeva K. pneumoniae su KPC, NDM i OXA-
48 (Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023.; Sheu i sur., 2019.). Nedavno su nove kombinacije s
inhibitorima beta-laktamaza stvorile dodatne terapijske moguénosti za infekcije uzrokovane
sojevima CRE. Medutim, novi inhibitori beta-laktamaza ne djeluju protiv svih karbapenemaza.
Tako avibaktam inhibira KPC iz klase A i OXA-48 iz klase D, dok vaborbaktam i relebaktam
inhibiraju samo KPC iz klase A. Supstrati hidrolize karbapenemaza KPC su svi beta-laktami,
NDM hidrolizira sve beta-laktame osim aztreonama, a OXA-48 specificno razgraduje

peniciline i karbapeneme (Sheu i sur., 2019.; Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023.).
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2.4.2. Otpornost na karbapeneme posredovana ostalim mehanizmima

Jedan od kljuénih sporednih mehanizama otpornosti, posredovan genima na
bakterijskom kromosomu, ukljucuje promjene u ekspresiji gena koji kodiraju za proteine
efluksnih pumpi, poput OgxAB i AcrAB, koje aktivno izbacuju antibiotike iz bakterijske
stanice. Ove promjene su ¢esto posljedica mutacija u regulatornim genima poput ramA (utjece
na obje efluksne pumpe), rarA (utje¢e na OgxAB) i SOXS (utjeCe na AcrAB) (Wyres i sur.,
2020.). Najbolje prouceni sustav efluksnih pumpi u sojeva K. pneumoniae je tripartitni
kompleks AcrAB-TolC koji omogucuje izbacivanje raznolikih toksi¢nih spojeva, ukljucujuci
antibiotike, doprinose¢i razvoju visestruke otpornosti (Padilla i sur., 2010.; Masi i sur., 2019.;
Jang, 2023.).

Vanjska membrana Gram-negativnih bakterija sadrzi specijalizirane transmembranske
proteine, kao $to su porini, koji su zaduzeni za nespecificnu difuziju hidrofilnih spojeva
(Martinez-Martinez, 2008.). Promjene u strukturi i funkciji porina, kao §to su gubitak ili
inaktivacija OmpK35 i OmpK36 kod K. pneumoniae, znafajno smanjuju propusnost za
antimikrobne spojeve. Ti defekti, osobito u kombinaciji s proizvodnjom karbapenemaza,
sinergijski povecavaju otpornost na karbapeneme tako $to, primjerice, prilikom prozvodnje
beta-laktamaze OXA-48 su defekti porina klju¢ni za postizanje klinicki relevantne razine
otpornosti (Wyres i sur., 2020.). Mutacije u PBP-ima dodatno doprinose otpornosti na
karbapeneme, no njihov utjecaj je relativno ograni¢en u usporedbi s drugim mehanizmima

(Logan i Weinstein, 2017.; Jeli¢, 2018.).

2.4.3. Uloga plazmida u Sirenju otpornosti na karbapeneme

Plazmidi su samorepliciraju¢e molekule DNA koje igraju klju¢nu ulogu u prijenosu
gena povezanih s antimikrobnom otpornosc¢u 1 virulencijom medu bakterijama. Plazmidi mogu
nositi gene otpornosti na razli¢ite klase antibiotika (beta-laktame, aminoglikozide, tetracikline,
kloramfenikol, sulfonamide, trimetoprim, makrolide i kinolone) zbog mogucnosti HGT-a istih
i prisutnosti razli¢itth MGE-ova - transpozona i insercijskih sekvenci (Carattoli, 2013.; Jelié,
2018.). Kod sojeva K. pneumoniae, veéina gena otpornosti nalazi se na velikim konjugativnim
plazmidima koji su tipizacijom replikona svrstani u iste skupine inkompatibilnosti (IncFll,
IncN, IncR, IncX3) §to podrazumijeva da su plazmidi s istim replikonom (konzerviranom
regijom DNA neophodnom za replikaciju) inkompatibilni (Novick, 1987.; Carattoli, 2013.;

vvvvv

najucestalijih klonova K. pneumoniae, pokazala je da su replikoni FIBk, Fllk i R
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najzastupljeniji medu visestruko otpornim plazmidima, dok su mali plazmidi (Col), odredene
varijante F plazmida (FII, FIA and FIB) i inkompatibilni tipovi X3, N, HI1B i AC/2, takoder
Cesti (Wyres i sur., 2020.).

Unato¢ varijacijama unutar istog klona, odredeni plazmidi ostali su stabilni tijekom
desetljeca evolucije. Primjerice, klon ST258 nosi plazmid pKpQIL s identificiranim markerom
FIBk i genom blakpc jo§ od njegovog otkrica sredinom 1990-ih (Wyres i sur., 2020.). Osim
toga, gen blakpec prvenstveno je povezan s plazmidima tipa IncFll, iako je prisutan i u drugim
skupinama (Incl2, IncX, IncA/C, IncR, ColE), a Cesto se javlja u kombinaciji s genima
otpornosti na aminoglikozide, kinolone, trimetoprim, sulfonamide i tetracikline (Carattoli,
2013.; Jeli¢, 2018.). Prisutnost insercijske sekvence ISAbal25 (eng. Insertion Sequence A.
baumannii 125) u svim dosad opisanim izolatima A. baumannii koji su nosili gen blanpwm,
upucuje na to da je primarno transpozon Tn125 odgovoran za mobilizaciju gena blanom (Acman
i sur., 2022.). Znacajna povezanost izmedu geografskog podrijetla izolata i konstrukcije
plazmida koji nose gen blanom sugerira da je globalno Sirenje gena blanom prvotno potaknuto
uzastopnim prijenosima izmedu transpozona i plazmida, a kasnija se razmjena plazmida
ogranicila na specifi¢ne bakterijske domacine. Do sada je gen blanom povezan s najmanje 20
razlicitih tipova plazmida, prvenstveno IncFIB, IncFII, IncA/C (IncC), IncX3, IncH i IncL/M
(Acman i sur., 2022.). U drugu ruku, gen blaoxa-4s ekskluzivno je povezan s konjugativnim
plazmidima IncL/M (~ 65 kb) koji rijetko sadrze dodatne gene rezistencije. Karbapenemaza
OXA-438 je prvobitno bila endemi¢na za Tursku i Sredozemlje, ali je vremenom postala marker
otpornosti za vec¢inu enterobakterija na globalnoj razini (Berger i sur., 2013.; Jeli¢, 2018.; Boyd
i sur., 2022.).

2.5. Otkrice i uloga sustava CRISPR-Cas

Istrazivanja bakterijskih genoma tijekom 1980-ih godina omoguc¢ila su identifikaciju do
tada nepoznatih ponavljaju¢ih genetskih elemenata, ¢ija je uloga ostala enigmati¢na sve do
pocetka 21. stoljeca. Jedan od prvih znacajnih koraka na ovom podruc¢ju dogodio se kada je
japanski znanstvenik Yoshizumi Ishino sa suradnicima sekvencirao regiju genoma bakterije E.
coli koja je obuhvacala podrucje oko gena iap (eng. isozyme of alkaline phosphatase). Tijekom
analize rezultata, prvotno je otkriveno pet homolognih sekvenci od 29 nukleotida koje su
nazvane izravnim ponavljanjima (eng. direct repeats) s 32 nukleotida izmedu (eng. spacing).
Ove neobic¢ne palindromske sekvence smjestene su nizvodno od stop kodona gena iap te nisu

pokazivale slicnost s dotad poznatim ponavljaju¢im nizovima u prokariotskim genomima (Slika
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4.) (Ishino i sur., 1987.; Miti¢, 2023.). Nedugo nakon, Nakata i sur. su 1989. godine prosirili
spoznaju o ovim sekvencama otkrivsi ponavljajuce slijedove na kromosomu sojeva E. coli K-
12, C600 i Ymel, ali su potvrdili i prisutnost slicnih sekvenci u drugim enterobakterijama poput
Salmonella typhimurium i Shigella dysenteriae. U meduvremenu, Hermans i sur. su opisali
klaster direktnih ponavljanja kompleksa Mycobacterium tuberculosis kao specifi¢no podrucje
(eng. hot-spot) za integraciju insercijskih elemenata u kromosom (Nakata i sur., 1989.; Hermans
i sur., 1991.). Slicne strukture su 1990-ih pronadene i u arhejama, a napretkom metoda
sekvenciranja otkriveno je da su ti ponavljajuci elementi prisutni u velikom broju prokariotskih

genoma, ali ne i u eukariotima (Mojica i sur., 1995.; She i sur., 2001.).
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Slika 4. Prikaz ponavljaju¢ih palindromskih sekvenci soja E. coli, nizvodno od stop kodona gena iap.
Prvih pet sekvenci unutar crvenog okvira su direktna ponavljanja (29 pb) odvojena varijabilnim
sljedovima (32 pb). Crnim strelicama u rozom okviru oznaceni su palindromski nukleotidi u direktnim
ponavljaju¢im sljedovima. Daljnja analiza pokazala je ukupno 14 ponavljaju¢ih sekvenci, §to je
shematski prikazano ispod sekvenci. Preuzeto i prilagodeno prema radovima Ishino i sur. (1987.) i Miti¢
(2023.).

Povezanost ovih sekvenci s mehanizmima zastite mikroorganizama od napada stranom
DNA, odnosno adaptivnim imunosnim sustavom, dugo je ostala nejasna. No, pocetkom 21.
stoljeca, prepoznata je njihova medusobna funkcionalna povezanost jer je primijeceno da se
slicni elemenati SRSR (eng. Short Regularly Spaced Repeats) javljaju u vrlo udaljenim
filogenetskim skupinama (Mojica 1 sur., 2000.). Zbog terminoloske neujednacenosti i razlicitih
naziva koriStenih za iste strukture, 2002. godine je predloZen standardizirani naziv CRISPR
(eng. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) koji je postao

opc¢eprihvacen u znanstvenoj literaturi (Jansen i sur., 2002.). Uz lokuse CRISPR, genomske

23



analize otkrile su i gene cas (eng. CRISPR-associated genes) koji se nalaze u neposrednoj
blizini lokusa. Posebno su se istaknuli geni casl, 2, 3 i 4, koji su pokazali visoku evolucijsku
ocuvanost, gdje je gen casl pronaden u svim vrstama s lokusima CRISPR, dok su ostala tri
gena bila prisutna u vecini, ali ne u svim genomima koji sadrze CRISPR (Jansen i sur., 2002.).
Osim gena cas Spoznala se prisutnost viSestrukih kratkih ponavljanja s minimalnim
varijacijama unutar specificnog lokusa; kao i da se izmedu ovih ponavljanja nalaze
"neponavljajuée” razmaknice sli¢ne veli¢ine; da vecina vrsta koje sadrze vise lokusa CRISPR
takoder imaju zajedniCku vodecu sekvencu; i da nema dugih otvorenih okvira ¢itanja (eng.
Open Reading Frame, ORF) prisutnih unutar lokusa. lako je do 2002. godine sustav CRISPR-
Cas otkriven u preko 40 prokariotskih organizama, isti nije pronaden u sojevima K. pneumoniae
(Jansen i sur., 2002.).

Prava funkcija sustava CRISPR-Cas postala je jasnija tek 2005. godine kada su dvije
zasebne istrazivacke grupe primijetile da veliki postotak razmaknica izmedu direktnih
ponavljanja odgovara sekvencama bakteriofaga, profaga i plazmida, dok preostali dio odgovara
kromosomskim sekvencama. Ovo je dovelo do hipoteze da sustav CRISPR-Cas predstavlja
adaptivni imunosni sustav prokariota koji kontrolira kretanje ekstrakromosomskih elemenata
poput bakteriofaga (ili profaga) koji mogu dovesti do lize stanice, odnosno plazmida koji ¢esto
nose gene otpornosti na antimikrobne lijekove (Mojica i sur., 2005.; Pourcel i sur., 2005.).
Pourcel i sur. su takoder ukazali na osnovna "pravila" evolucije sustava CRISPR: (1) mogu se
pojaviti slucajne delecije razmaknica, ali 1 ponavljanja; (2) dodavanje novih razmaknica je
usmjereno te zahtijeva dupliciranje direktnog ponavljanja uz vodecu sekvencu te kopiranje i
dodavanje nove sekvence DNA (razmaknice); (3) prisutnost identi¢nih razmaknica u lokusima
CRISPR odrazava zajednicko podrijetlo, a ne nezavisne dogadaje (Pourcel i sur., 2005.). U isto
vrijeme se eksperimentalno dokazalo da postoji korelacija izmedu broja razmaknica virusnog
podrijetla i razine otpornosti bakterije na infekciju bakteriofagom te se istovremeno sugeriralo
da geni cas sudjeluju u ovom obrambenom procesu (Bolotin i sur., 2005.). Ova hipoteza je
2007. godine konac¢no i potvrdena kada je dokazano da bakterija Streptococcus thermophilus
moze postati otporna na infekciju bakteriofagima ako se u lokusu CRISPR nalazi odgovarajuca
sekvenca faga, odnosno da je bakterija osjetljiva ako sekvenca razmaknice nedostaje, a
otpornost osigurava "enzimska masinerija Cas" (Barrangou i sur., 2007.).

Nedugo nakon toga, otkriveno je da viSe proteina Cas, s naglaskom na helikazu Cas3,
sudjeluje u procesiranju CRISPR-RNA (cr-RNA), nastale transkripcijom lokusa CRISPR, §to
omogucuje zreloj, navodecoj crRNA specificno prepoznavanje ciljnih sekvenci. Time lokusi

CRISPR ne samo da su klju¢an mehanizam antivirusne obrane, ve¢ reguliraju razlidite
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mehanizme HGT-a (Marraffini i Sontheimer, 2008.; Brouns i sur., 2008.). Danas je poznato da
se odgovor CRISPR-Cas sastoji od tri klju¢ne faze. U fazi adaptacije, specificni kompleks
proteina Cas prepoznaje stranu nukleinsku kiselinu i odabire krace fragmente u blizini kratke
sekvence PAM (eng. Protospacer-Adjacent Motif). Zatim kompleks izrezuje protorazmaknicu
(eng. protospacer) odredene duljine koja se, nakon dupliciranja direktnih ponavljaju¢ih
sekvenci lokusa CRISPR, inkorporira u lokus kao nova razmaknica (eng. spacer). U nekim
sustavima, alternativni mehanizam omogucava uzimanje razmaknice iz RNA putem reverzne
transkripcije. Tijekom faze ekspresije, cijeli lokus CRISPR se prepisuje u jedan pre-crRNA
transkript, koji se procesira u zrelu crRNA molekulu koja sadrzi sekvencu razmaknice i direktna
ponavljanja. U konac¢noj fazi interferencije, crRNA ostaje vezana uz svoj efektorski kompleks
i sluzi kao vodi¢ za prepoznavanje te kasniju razgradnju ciljne DNA ili RNA (Makarova i sur.,
2015.; Mohanraju i sur., 2016.)

2.6. Klasifikacija, distribucija i primjena sustava CRISPR-Cas

U odnosu na prethodnu Kklasifikaciju sustava CRISPR-Cas iz 2015. godine, koja opisuje
5 tipova i 16 podtipova, daljnja istrazivanja temeljena na kompleksnijim filogenetskim
analizama i kohezivnim analizama bipartitnih mreza dijeljenja gena pokazala su veliku
strukturnu i funkcionalnu raznolikost sustava, sto je dovelo do klasifikacije u dvije glavne klase
(11 2), Sest tipova (I, II, III, TV, V, VI) i viSe od 33 podtipa (Slika 5.) (Makarova i sur., 2015.;
Makarova i sur., 2020.; Pinilla-Redondo i sur., 2020.). Sustavi klase 1 (tip I, IlI, 1V)
karakterizirani su viSekomponentnim, efektorskim proteinskim kompleksom, dok sustavi klase
2 (tip 11, V, VI) koriste jedan klju¢ni efektorski protein koji samostalno obavlja funkcije
prepoznavanja ciljne sekvence, obrade pre-crRNA (direktno ili uz pomo¢ dodatnih enzima) te
razgradnje ciljne nukleinske kiseline. Razlike u domenama ovih proteina, kao $to su prisutnost
domena ,,HNH* i ,,RuvC-like* kod Cas9 (tip II), iskljuc¢ivo domene ,,RuvC-like* kod Cas12
(tip V) te dvojne domene ,,HEPN* (eng. Higher Eukaryotes and Prokaryotes Nucleotide-binding
domain) kod Cas13 (tip VI), osiguravaju specificnost mehanizama cijepanja te odreduju njihov
cilj - DNA ili RNA (Shmakov i sur., 2017.; Makarova i sur., 2020.).

Osnovni proteini Cas (Casl, Cas2, Cas3, Cas9, Cas10, Casl12 i Casl3) zaduzeni Su za
primarne funkcije, ovisno o kojem tipu sustava CRISPR-Cas se radi. Uz njih, javljaju se i
pomo¢ni gena koji ¢esto kodiraju za proteine s pomo¢nom funkcijom (Makarova i sur., 2015.;
Mohanraju i sur., 2016.; Makarova i sur., 2018.). Stoga se navedeni proteini mogu podijeliti u
Cetiri medusobno preklapaju¢a funkcionalna modula. Adaptacijski modul podrazumijeva

proteine Casl (integrazu) i Cas2, a u nekim podtipovima ukljucuje i nukleazu poput Cas4 te
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reverznu transkriptazu. Enzim Cas6 predstavlja modul koji osigurava pretvorbu pre-crRNA u
zrelu crRNA u sustavima klase 1, dok tipovi Il koriste bakterijsku RNazu I11, a kod nekih tipova
V i VI veliki efektorski protein posjeduje vlastiti kataliticki centar za obradu. Interferencijski
modul, pomoc¢u komplementarnosti crRNA, prepoznaje i cijepa ciljne nukleinske kiseline - U
klasi 1 se sastoji od vise proteina (npr. kompleks ,,Cascade®), dok je u klasi 2 zastupljen jednim
multidomenskim proteinom (npr. Cas9, Casl2 ili Casl3) (Slika 5.). Modul za signalnu
transdukciju i pomoc¢ne proteine koji reguliraju signalne puteve u sustavima tipa III HEPN
RNaze HEPN (npr. Csm6 ili Csx1) ciklicnim oligoadenilatnim spojevima sintetiziranim od
strane Cas10 (Mohanraju i sur., 2016.; Koonin i sur., 2017.; Makarova i sur., 2018.; Makarova
i sur., 2020.).

a cas8 4 RAZMAKNICE
cas3 cas10 casl1 cas7 cas5 cas6 cas1 cas2 cas4

kLasa1 DNNDEEDT I A Z %

VVVVV S - ’ G

= . ==
PODJEDINICE EFEKTORSKOG KOMPLEKSA 1

cas9 / casl2 / casl3 casl cas2 cas4 CRISER
kLasaz @ I | b h EORON
tracrRNA JEDINSTVENI EFEKTORSKI PROTEIN
b
T l 1 r
ADAPTACIJA EKSPRESIJA INTERFERENCIJA POMOCNI PROTEINT
ac 1

K s | [ casy Casy'

L

‘; Casl0or LS

A

1 L

S| ey e @ )

A

2 | ( Cast3 )
Slika 5. Klasifikacija sustava CRISPR-Cas u dvije klase (1 i 2) i Sest tipova (I, Il, III, IV, V, VI). a)

Prikaz organizacije lokusa CRISPR sustava klase 1, u kojima efektorski kompleks ¢ini vise podjedinica,
i sustava klase 2 u kojima je funkcija efektora koncentrirana u jednom proteinu. b) Prikaz Sest tipova
sustava CRISPR-Cas ovisno o sastavu i funkciji proteina Cas. Tamnoplava boja predstavlja lokuse
CRISPR s umetnutim razmaknicama, koji su prisutni u svim sustavima. Proteini Cas, zaduZeni za
adaptaciju, oznaCeni su svijetloplavom bojom, a oni koji sudjeluju u transkripciji i sazrijevanju crRNA
prikazani su ljubi¢astom bojom, dok su proteini odgovorni za prepoznavanje strane DNA i/ili RNA
oznaceni narancastom bojom. Proteini s nukleaznom aktivnos¢u istaknuti su Zutom bojom, a pomo¢ni
proteini prikazani su zelenom i smedom bojom. Simbol ljestvi pokazuju da bi drugi nepoznati proteini
mogli biti ukljuceni u isti signalni put. Zvjezdica oznacava potencijalnu malu podjedinicu (eng. small
subunit, SS) koja se mozZe spojiti s velikom podjedinicom (eng. large subunit, LS) u odredenim
podtipovima tipa I. Elementi koji nedostaju u nekim podtipovima naznac¢eni su isprekidanim linijama.
Trobojna shema za proteine Cas9, Cas10, Cas12 i Casl13 ilustrira da ovi proteini sudjeluju u razli¢itim
fazama djelovanja sustava CRISPR-Cas. Preuzeto i prilagodeno prema radovima Makarova (2020.) i
Miti¢ (2023.).

26



Tipovi I-I11 dobro su prouceni te se nalaze na kromosomima bakterija i arheja, s tim da
sustavi tipa I i Il osiguravaju imunitet protiv strane DNA, a sustavi tipa 111 mogu ciljati DNA
ili RNA (Newire i sur., 2020.). Tip IV se obi¢no nalazi na plazmidima, ali mu nedostaju proteini
krucijalni za fazu adaptacije (Casl i Cas2) koje vjerojatno "posuduje" od sustava tipa I. Sustavi
tipa V su evolucijski nastali iz transpozonski kodiranih nukleaza TnpB i pronadeni su samo kod
arheja, dok tip VI ukljucuje sustave koji ciljaju RNA (Newire i sur., 2020.; Pinilla-Redondo i
sur., 2020.; Makarova i sur., 2020.). Takoder su otkrivene, naizgled defektne, varijante sustava
klase 1, poput "minimalnih" sustava tipa I-F, I-B i I-E. Cesto su povezani s MGE-ovim (npr.
Tn7-sli¢nim transpozonima) i, premda ne posjeduju kompletnu interferencijsku funkciju (npr.
nedostaje im Cas3), vjerojatno obavljaju druge, specijalizirane funkcije koje nadilaze adaptivnu
imunost (Makarova i sur., 2020.).

Statisticka analiza 13 116 genoma bakterija 1 arheja pokazala je neujednacenu
distribuciju sustava CRISPR-Cas. Vecina arheja (85.2 %) posjeduje CRISPR-Cas, a kod
bakterija se javlja u oko 42.3 % genoma. Sustavi klase 2 se gotovo isklju¢ivo pojavljuju kod
bakterija, dok su odredeni tipovi klase 1, osobito tip III, znacajnije zastupljeni u arhejama.
Takoder, postoje taksonomske grupe, poput Tenericutes, u kojima su prisutni samo sustavi
klase 2, dok kod pripadnika roda Chlamydia i Candida, sustav CRISPR-Cas uglavnom izostaje
(Makarova i sur., 2020.).

Revolucionarna primjena sustava CRISPR-Cas dogodila se kada je otkriveno da
primjena samo jedne efektorske nukleaze (Cas9) s dizajniranom ciljaju¢om gRNA (od eng.
guide) omogucuje precizno ciljanje i cijepanje DNA, otvaraju¢i mogucénosti za uredivanje
genoma, a time i nove opcije za gensku terapiju i sintetsku biologiju (Jinek i sur., 2012.; Cong
isur., 2013.; Mali 1 sur., 2013.). Osim §to su Cong i sur. 2013. godine dokazali da se Cas9 moze
usmijeriti kratkim molekulama RNA, kako bi precizno cijepale endogene genomske lokuse u
ljudskim 1 mi§jim stanicama, uvidjeli su i da se Cas9 moZe modificirati u enzim koji uzrokuje
jednostruke lomove DNA, ¢ime se olakSava popravak homolognom rekombinacijom uz
minimalnu mutagenu aktivnost. Nadalje, prisutnost vise ciljaju¢ih sekvenci kloniranih na
plazmidu, omogucuje istodobno uredivanje viSe lokusa unutar genoma sisavaca, ¢ime se
dodatno istakla Siroka primjenjivost tehnologije RNA-usmjerenih nukleaza (Cong i sur., 2013.)
Modifikacije sustava, poput mutanta dCas9 (eng. dead) bez nukleazne aktivnosti, omogucile su
precizno obiljezavanje dijelova DNA vezanjem fluorescentno obiljezenog dCas9 za sekvencu
od interesa, i regulaciju ekspresije gena vezanjem istog za promotorsku regiju kada je fuzioniran
s represorom ili aktivatorom transkripcije (Bikard i sur., 2013.; Chen i sur., 2013.). Takoder,

istrazuju se i drugi efektorski proteini, poput Casl2 i Casl3, koji se koriste za uredivanje gena
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za toleranciju na bioticke ¢imbenike u biljkama, ali 1 u klini¢koj medicini kod primjene ciljane
genske terapiju za razne bolesti, ukljucuju¢i karcinome (Mascarenhas i sur., 2024.; Morris i
Chan, 2015.; Qin i sur., 2024.). Uz primjenu u uredivanju genoma, tehnologija CRISPR-Cas
pokazala je potencijal u antimikrobnoj terapiji, omogucujuci eliminaciju bakterijskih patogena
otpornih na antibiotike s posebnim naglaskom na enterobakterije, i to u prvom redu sojeve E.
coli koji se najcesce koriste kao modelni organizmi (Bikard i sur., 2014.; Backes i Phillips,
2021.).

Tehnologija CRISPR-Cas9 takoder je primijenjena i na klini¢kim izolatima K.
pneumoniae divljeg tipa za inaktivaciju gena povezanih s antimikrobnom otpornoscu.
Zanimljivo je i da se endogeni sustavi CRISPR-Cas mogu iskoristiti za uredivanje genoma,
ukljucujuéi Clanove reda Enterobacterales s funkcionalnim sustavima CRISPR-Cas klase 1.
Primjerice, tip I-F soja Pectobacterium atrosepticum sadrzi sekvence razmaknica homologne
vlastitom genomu, $to upucuje na mogucnost da je samociljanje evolucijski pokreta¢ ovog soja

(Backes i Phillips, 2021.).

2.7. Sustav CRISPR-Cas bakterije K. pneumoniae — raznolikost, organizacija

I mehanizam djelovanja

Vec je ranije spomenuto da je bakterija K. pneumoniae poznata po svojoj sposobnosti
akumulacije faktora virulencije i1 razvijanja viSestruko otpornih fenotipova putem HGT-a,
ponajvise u bolnickom okruzenju (Montazeri i sur., 2024.; Kadkhoda i sur., 2024.). U kontekstu
sve ucestalije otpornosti na Siroki spektar antimikrobnih lijekova, razumijevanje imunosnih
obrambenih mehanizama ove bakterije, poput sustava CRISPR-Cas, postaje klju¢no za razvoj
novih terapijskih strategija i kontrole prijenosa gena otpornosti na antimikrobne lijekove
(Kadkhoda i sur., 2024.). lako aktivni sustav CRISPR-Cas moze ograni€iti ulazak plazmida koji
nose gene otpornosti, njihova zastupljenost u sojevima K. pneumoniae nije univerzalna (Wang
i sur., 2020.; Alkompoz i sur., 2023.; Jwair i sur., 2023.; Kadkhoda i sur., 2024.; Montazeri i
sur., 2024.; Li i sur., 2025.).

U sojevima bakterije K. pneumoniae najc¢esce su prisutni sustavi CRISPR-Cas klase 1
tipa I. Prvotno je u vecini ispitivanih sojeva otkriven sustav CRISPR-Cas tipa I-E, koji se sastoji
od osam klju¢nih gena (cas3-cas8/casA/csel—-casll/casB/cse2—cas6—cas7/—cas5—casl-cas?)
te jednog ili dva lokusa CRISPR (Shen i sur., 2017.; Li i sur., 2025.). U sustavima tipa I-E,

lokus CRISPR se nalazi u konzerviranoj regiji izmedu regije gena iap, odgovornog za

konverziju izoenzima alkalne fosfataze, i operona cysH zaduzenog za biosintezu L-cisteina, §to
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osigurava stabilnu nasljednu prenosivost ovog imunosnog sustava (Shen i sur., 2017.; Ishino i
sur., 1987.; Mansilla i sur., 2000.). Osim klasi¢nog tipa I-E, 2017. godine je opisan i podtip
I-E* nizvodno od ABC transportnog sustava, a uzvodno od gena glioksalaze. Analiza je
pokazala da oba sustava dijele svih osam gena cas, pri ¢emu se razlikuje relativni polozaj gena
cas6, preciznije u jednom sustavu nalazi se nizvodno od cas7-cas5, dok je u drugom pomaknut
uzvodno. Takoder postoji znatna filogenetska razlika u proteinu Casl kod ova dva sustava, ali
zato unutar istog tipa I-E ili I-E*, veéina proteina Cas dijeli vise od 90 % identiteta
aminokiselina, a neki ¢ak 1 100 %. Osim toga, razlicit je specifi¢an set sekvenci PAM za tip I-E
(5’-AAG-3'"ili 5'-ATG-3’), u odnosu na tip I-E* za koji je karakteristi¢na sekvenca PAM 5'-
NAA-3’ (Shen i sur., 2017.). Prema relativnoj poziciji na kromosomu lokusi CRISPR
kategorizirani su kao CRISPR1, CRISPR2 i CRISPR3 gdje je lokus CRISPR1 specifi¢an za tip
I-E, a lokusi CRISPR2 i 3 su specifi¢ni za tip I-E* (Slika 6.).

U navedenim lokusima su kratka direktna ponavljanja veli¢ine od 29 do 48 pb
medusobno razdvojena razmaknicama, koje potjecu iz strane DNA, veli¢ine od 21 do 72 bp,
dok su geni cas organizirani u operon te kodiraju za proteine s razli¢itim funkcijama i
mehanizmima djelovanja (Shen i sur., 2017.). Proteini Cas8 (ili CasA) i Cas11 (ili CasB), prema
prijasnjoj nomenklaturi, sada su poznati kao Csel, odnosno Cse2 (Shen i sur., 2017.;

Ostria-Hernandez i sur., 2015.; Hille i sur., 2018.).

29



95“
15¢°
gse?

A s % 289 .
cysH "3 b ?.:'_ v, CRISPR1 trp iap

. kpvier [ _-ﬂﬂ“ﬂﬂ<>€:|
BV Qs s e S
Ko.caviss [O)  EEEE)EEE)E/EE)E) ) < (omm

Kp. CAV1183 I:D m*-@{:‘ﬂ
Kp.useors [y  EEEEEpEhEE)EpmEY < (e
Kp. Kp52,145 Eg __‘-‘MOO{OG ] —
Kp. 583432 :}m

S . ey -
oo ) I ) u <> -

Kp.YH43 l::) -<>€: _

Ko. HKOPLA l::}_<> -

Ko. KCTC1|;B=|:>—<> —

-
-
-
-
-

Q) Q
i % B

B ABC transportni a q‘n Gen za
sustav ) % %.;, %""o%‘o %“’l\%“'w%%"a KA glioksalazu
Kp. NTUH.K2044 Dy () ) spe)mm) mpmmpy< > [

Ko AToc assts COE—)) ) o) mpmi > .

Ketoms EE—ye) O ) ) mpempi <> .

ropwct )y () e—— ) ) mpm) > .

e e e e s i i o .

e ey O e—)—) o) ) mpumpi <> .

o meoner (D) O > O .

KP. UZ5 :b\:;i::) O —mmo <:| h
o ) O e——C > O

Slika 6. Prikaz organizacije lokusa CRISPR i gena cas sustava CRISPR-Cas tipa I-E (A) i tipa I-E* (B)
s obzirom na uzvodne i nizvodne gene - regiju iap-cysH i regiju ABC transportnog sustava i gena za
glioksalazu. Bijeli "dijamanti" predstavljaju lokuse CRISPR1, 2 i 3; plave strelice predstavljaju gene
cas, izuzev cas6 (crvene strelice); sive i crne strelice predstavljaju gene uzvodno i nizvodno od lokusa
CRISPR; zute strelice predstavljaju transpozone; a zelene strelice predstavljaju gen koji kodira

tetratrikopeptidni ponavljajuéi protein. Preuzeto i prilagodeno prema radu Shen i sur. (2017.).

Geni casl i cas2 kodiraju za adaptivni kompleks (Casl),-(Cas2), koji veze
protorazmaknicu na dva aktivna mjesta unutar proteina Casl (metalo-deoksiribonukleaza i
integraza) koja se nalaze s obje strane dimera Cas2. Time se precizno definira razmak izmedu
aktivnih mjesta, a posljedi¢no i optimalna duljina fragmenta DNA Koji ¢e biti integriran nakon
Sto se iz njega ukloni sekvenca PAM (Killelea i sur., 2023.). Ugradnja svake nove razmaknice
zahtijeva sintezu novog direktnog ponavljanja. Protein Cas2 je RNAza specifi¢na za regije
bogate uracilom koja olakSava odabir i/ili integraciju razmaknice, a pretpostavlja se da sudjeluje

i u cijepanju crRNA (Makarova i sur., 2011.; Killelea i sur., 2023.).
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Skup gena csel, cse2, cas7, casb i cas6 kodira za proteine koji tvore efektorski
kompleks Cascade ((Cas5)1-(Cas6)1-(Cas7)s-(Csel)1-(Cse2)2) molekularne tezine 405 kDa koji
veze crRNA te je odgovoran za prepoznavanje strane DNA. Klju¢nu ulogu u prepoznavanju
strane DNA ima tzv. sekvenca "seed"”, odnosno prvih osam nukleotida PAM-proksimalnog
dijela crRNA, izuzev Sestog nukleotida koji ne komplementira sa sekvencom PAM. Mutacije u
sekvenci "seed" znacajno smanjuju vezanje kompleksa Cascade, $to potvrduju ispitivanja
provedena na sojevima bakterije E. coli (Shen i sur., 2017.; Hille i sur., 2018.). Okosnicu
kompleksa Cascade Cine "misteriozni" proteini povezani s ponavljanjem (eng. Repeat-
Associated Mysterious Proteins RAMPs), Cas5 i Cas7, koji sadrze domenu za prepoznavanje
RNA (eng. RNA Recognition Motif, RRM). Treci protein iz skupine RAMP, Cas6, je RNAza
(endonukleaza) odgovorna za obradu pre-crRNA. Upravo su ova tri proteina predstavnici tri
velike skupine "nadskupine” RAMP. Csel i Cse2 su mali proteini alfa heliks oblika, najcescée
prisutni u dvije kopije u slucaju Cse2, a ¢ine malu podjedinicu kompleksa Cascade (Makarova
i sur.; 2020.; Makarova i sur., 2011.). Kada se kompleks Cascade, zajedno s crRNA, vezao za
ciljnu sekvencu strane DNA, formira se R-petlja/om¢a (eng. R-loop) koja omoguéuje dovodenje
proteina Cas3 koji ima ATP-ovisnu helikazu i nukleaznu funkciju i sudjeluje u razdvajanju

lanaca strane dvolan¢ane DNA i njenom cijepanju (Makarova i sur., 2011.).

Kamruzzaman i sur. su 2020. godine po prvi put opisali jedinstveni sustav CRISPR-Cas
tipa IV koji se ne pojavljuje na bakterijskom kromosomu, a pronaden je u 44 plazmida iz vrsta
roda Klebsiella. Identi¢an sustav je pronaden i u tri plazmida drugih vrsta enterobakterija,
takoder s razmaknicama koje potjecu s razliCitih plazmida i kromosoma (Kamruzzaman i
Iredell, 2020.). Nedugo zatim, opisan je sustav CRISPR-Cas tipa IV-A koji je pronaden
specifi¢no na plazmidima enterobakterija IncHI1B/IncFIB, s naglaskom na tri klinicka izolata
K. pneumoniae. Ovaj sustav posjeduje jedan lokus CRISPR smjesten neposredno uz operon
Cas. Razmaknice u tom lokusu pokazuju visok stupanj konzerviranosti te su ¢esto homologne
dijelovima gena plazmida IncFIIK/IncFIB(K), $to implicira ulogu u interplazmidnoj
kompeticiji (Newire i sur., 2020.). Genetska organizacija sustava CRISPR-Cas tipa IV-A
ukljucuje jedinstvenu raspodjelu gena cas, a prisutnost transpozona u blizini nagovjestava
horizontalni prijenos medu sojevima enterobakterija §to je primije¢eno i kod sustava tipa I-E i

I-E* u istrazivanju Shen i sur. iz 2017. godine (Newire i sur., 2020.; Shen i sur., 2017.).

Plazmidni sustavi enterobakterija tipa IV karakteristi¢ni su po tome §to, za razliku od

kromosomskih sustava, ne sadrze gene casl i cas2 za uzimanje novih razmaknica
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(Kamruzzaman 1 Iredell, 2020.). Takoder im nedostaju 1 geni koji kodiraju za enzime s
nukleaznom aktivno$c¢u (cas3 ili casl0), ali je pronaden gen sli¢an genu casl0 (Makarova i
sur., 2015.; Kamruzzaman i Iredell, 2020.). Pretpostavlja se da je sustav tipa IV sli¢an prvotnom
imunosnom sustavu "bakterije pretka" koji je stekao sposobnost prilagodbe povezivanjem s
elementom sli¢nim transpozonu koji sadrzi gene casl i cas2 (Koonin i Krupovic, 2015.; Rath i
sur., 2015.). Transpozon je "udomacen", ali je zadrzao zavr$na "invertna" ponavljanja iz kojih
su dupliciranjem nastala palindromska direktna ponavljanja CRISPR, a razmaknice su dodane
djelovanjem proteina Cas1. Proces je u konac¢nici rezultirao formiranjem sustava CRISPR-Cas
tipa | i Il (Nufiez i sur., 2015.; Rath i sur., 2015.). Osim toga, vrlo je vjerojatno da ovaj
plazmidni sustav tipa IV ovisi o tipu I-E i/ili I-E*, to¢nije da koristi proteine Casl i Cas2
navedenih sustava jer je prisutan samo kod sojeva koji imaju iste. Ova hipoteza bi mogla biti
to¢na jer je procesiranje RNA i stvaranje efektorskog kompleksa eksperimentalno dokazano
kod sustava tipa IV u soju Aromatoleum aromaticum koji koristi kromosomski sustav tipa 1-C
za funkcionalnu ugradnju razmaknica (Ozcan i sur., 2019; Kamruzzaman i Iredell, 2020.).
Stoga se plazmidni sustavi, iako sami ne posjeduju gene casl i cas2, vjerojatno oslanjaju na
komplementarnu funkciju kromosomskih sustava koji im potpomazu u obrani od invazivnih
elemenata. Razmaknice sustava CRISPR-Cas, porijeklom s kromosoma i plazmida, kod sojeva
K. pneumoniae su dokaz da ovi sustavi ciljaju veliki broj plazmida, $to dodatno sugerira moguce
klju¢éne uloge sustava CRISPR-Cas u epidemiologiji velikih plazmida koji ¢esto nose gene
otpornosti na razne antimikrobne lijekove (Shen i sur., 2017.; Newire i sur., 2020.;

Kamruzzaman i Iredell, 2020.).

2.8. Dosadasnja saznanja o povezanosti sustava CRISPR-Cas i otpornosti na

antimikrobne lijekove kod sojeva K. pneumoniae

Sojevi bakterije K. pneumoniae otporni na karbapeneme predstavljaju ozbiljan
javnozdravstveni problem s obzirom na ograniCene terapijske mogucnosti lijecenja teskih
infekcija uzrokovanih ovim bakterijama. Mehanizmi otpornosti u prvom redu ukljucuju
proizvodnju karbapenemaza, ¢iji geni bla se uglavnom nalaze na plazmidima koji su glavna

meta sustava CRISPR-Cas podtipova I-E i I-E*, kako je opisano u poglavljima 2.4., 2.5.i 2.6..

Uloga sustava CRISPR-Cas u ograni¢avanju HGT-a, koji dovodi do otpornosti na
antibiotike, sve se vise istrazuje, pri ¢emu dosadasnja istrazivanja pokazuju da prisutnost ovog

sustava moze biti povezana s niZom ucestalo$¢u gena otpornosti na antimikrobne lijekove (Li 1
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sur., 2018.; Liao i sur., 2020.; Wang i sur., 2020.; Owaid i Al-Ouqaili, 2024.). Odnosnho, manje
je vjerojatno da ¢e patogeni sojevi K. pneumoniae sa sustavom CRISPR-Cas nositi gene
otpornosti na karbapeneme nego oni koji nemaju ovaj obrambeni sustav. Prvo istrazivanje koje
je opisalo ovu korelaciju napravljeno je 2018. na Tajvanu, otkrivs§i da su sojevi koji su
sadrzavali podtip I-E*, imali smanjen broj plazmida, profagnih regija i steCenih gena otpornosti
na antibiotike (Li i sur., 2018.). Nedugo nakon toga, u istrazivanju provedenom na 168 klinickih
izolata K. pneumoniae otpornih na karbapeneme, ucestalost gena blakec bila je znacajno visa u
CRISPR-Cas negativnim izolatima nego u onima s tipovima I-E ili I-E*, dok su Wang i sur.
otkrili da su se sekvence razmaknica unutar lokusa CRISPR podudarale s genomima plazmida
ili faga, od kojih su neki nosili gene povezane s otpornosti na antimikrobne lijekove (Liao i sur.,
2020.; Wang i sur., 2020.). Slicno istrazivanje provedeno na 181 klinickom izolatu K.
pneumoniae i 888 cjelovitih sekvenci genoma preuzetih iz baze podataka Nacionalnog centra
za biotehnoloske informacije (eng. National Center for Biotechnology Information, NCBI) je
pokazalo da su CRISPR-Cas negativni sojevi sadrzavali veéi broj plazmida i gena otpornosti te
da je prevalencija odredenih gena otpornosti, poput blakec, bila znac¢ajno visa u genomima
CRISPR-Cas negativnih sojeva (Alkompoz i sur., 2023.). Suprotno tomu, studija provedena na
156 izolata K. pneumoniae otpornih na karbapeneme je pokazala da je ucestalost gena blanpm
bila znacajno visa u izolatima s podtipom I-E CRISPR-Cas sustava, a druga studija, u Kini, je
utvrdila da plazmidi IncFIl koji nose gene blakpc mogu koegzistirati sa sustavima CRISPR-Cas
tipa I-E* u sojeva K. pneumoniae ST15 (Kadkhoda i sur., 2025.; Hu i sur., 2023.). Vazno je
napomenuti i da u objavljenim genomima izolata klonalnog kompleksa 258 (ST11 i ST258),
koji predstavljaju najvec¢u klonalnu skupinu K. pneumoniae otpornu na vise lijekova na
globalnoj razini, jo§ uvijek nije identificiran niti jedan sustav CRISPR-Cas (Li i sur., 2018.;
Alkompoz i sur., 2023.; Kadkhoda i sur., 2024.).

Analizom profila osjetljivosti na niz testiranith antimikrobnih lijekova, vecina
dosadasnjih istrazivanja je utvrdila da izolati K. pneumoniae sa sustavom CRISPR-Cas
pokazuju vecéu osjetljivost na odredene antibiotike u usporedbi sa sojevima u Kojima sustav
cefazolin, cefuroksim i gentamicin u usporedbi s klini¢kim izolatima K. pneumoniae bez
sustava CRISPR-Cas, dok je istrazivanje Jwair-a i sur. pokazalo da je otpornost na imipenem i
ertapenem bila znacajno niza kod CRISPR-Cas pozitivnih izolata (Li i sur., 2018.; Jwair i sur.,
2023.). Uz to, studija Hu i sur. je pokazala da su izolati sa sustavom CRISPR-Cas pokazali vecu

osjetljivost na deset ispitivanih antimikrobnih lijekova, ukljucujuéi karbapeneme, u usporedbi
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s CRISPR-negativnim izolatima (Hu i sur., 2023.). Takoder, kod sojeva K. pneumoniae, koje
proizvode karbapenemaze, razina antimikrobne otpornosti se povecava od sojeva "MDR" (eng.
Multidrug-resistant), "XDR" (eng. Extensively drug-resistant) pa do "PDR" (eng. Pandrug-
resistant), dok ucestalost pojavljivanja sustava CRISPR-Cas opada (Owaid i Al-Ougqaili,
2024.). Studije su takoder pokazale da je u nekim viSestruko otpornim izolatima K. pneumoniae
sustav CRISPR-Cas inaktivan. Smatra se da su sustavi ranije bili §iroko rasprostranjeni, ali su
vjerojatno zbog selektivnog pritiska postali nefunkcionalni te u tom slucaju isti vjerojatno nisu
ucinkovita prepreka Sirenju gena otpornosti koji se nalaze na plazmidima (Tao i sur., 2022.;
Owaid i Al-Ouqaili, 2024.).

Prevalencija sustava CRISPR-Cas tipa I medu izolatima K. pneumoniae ovisi o mnostvu
faktora, pa tako i o geografskom polozaju. Analiza 1607 genoma K. pneumoniae pokazala je
da je gotovo jedna Cetvrtina sojeva imala sustav CRISPR-Cas, od ¢ega ih je 220 pripadalo
podtipu I-E*, koji je bio znac¢ajno ¢eS¢i u Aziji, a 183 podtipu I-E specifi¢nijem za europske
zemlje (Kannadasan i sur., 2023.). Prema podacima preuzetih iz baze podataka NCBI, sustav
CRISPR-Cas je prisutan u 14-42 % slu¢ajeva, gdje je u nekim istrazivanjima ¢es¢i podtip I-E,
a u drugima pak I-E* (Li i sur., 2018.; Wang i sur., 2020.; Liao i sur., 2020.; Alkompoz i sur.,
2023.; Hu i sur., 2023.; Owaid i Al-Ougqaili, 2024.; Kadkhoda i sur., 2024.).

Osim §to moze ograni¢iti horizontalni prijenos plazmida s genima otpornosti na
antimikrobne lijekove, sustav CRISPR-Cas moze se koristiti i kao alat za uredivanje genoma
bakterija. Potrebno je dizajnirati vode¢u RNA (eng. guide RNA, gRNA) koja usmjerava
masSineriju Cas da cilja regiju gena otpornosti na antimikrobne lijekove ili specificne sekvence
otpornih sojeva K. pneumoniae, ¢ime se ponovo uspostavlja osjetljivost na pojedine antibiotike
ili dolazi do ,,eliminacije* bakterije. Kao vektori za prenosenje sustava CRISPR-Cas u bakteriju
koriste se plazmidi, izvanstani¢ne vezikule, bakteriofagi ili nanocestice (Tao i sur., 2022.). U
slu¢aju K. pneumoniae, mogao bi se iskoristiti vlastiti endogeni sustav CRISPR-Cas tipa | na
nacin da se dizajnira umjetni sustav mini-CRISPR na plazmidu koji ¢e omoguciti ekspresiju
dizajnirane crRNA. Ovisno o aktivnosti kompleksa Cascade i nukleaze Cas3, do¢i ¢e ili do
interferencije i smrti bakterije ili se sustav moze Koristiti za regulaciju ekspresije gena ako nema

nukleaze Cas3 (Zheng i sur., 2020.).

Tako su Gomaa i sur. ciljali genom endogenim sustavom tipa I-E iz E. coli (Slika 7.) i
ucinak pratili mjerenjem ,,stope bijega stanica“ (eng. cell escape rates). Rezultati su pokazali

da usmjeravanje crRNA na jedno ili viSe mjesta unutar kodirajucih ili nekodirajucih regija, bilo
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esencijalnih ili neesencijalnih gena, rezultira dramati¢no niskom ,,stopom bijega stanica®,
odnosno prezivljenjem. Time je dokazano da je ciljanje ucinkovito, specificno i fleksibilno,
buduc¢i da zahtijeva samo prisutnost ciljne sekvence s optimalnim PAM-om (Gomaa i sur.,
2014.; Zheng i sur., 2020.). Sli¢no istrazivanje o antimikrobnom potencijalu sustava CRISPR-
Cas napravljeno je pomocu lambda profaga u koji je dodan lokus CRISPR koji eksprimira
crRNA usmjerene na gene otpornosti na antibiotike u stanicama domacina E. coli. Primitkom
ovog dizajniranog endogenog sustava, "lizogenizirana™ stanica postaje "imunizirana™ protiv
vlastitih gena otpornosti na antibiotike, odnosno postaje osjetljiva na ciljne antimikrobne
lijekove te blokira daljnje preuzimanje ciljnih gena otpornosti. Na taj na¢in "liticki" lambda
profag ustrajno napada zaostale stanice E. coli otporne na antibiotike, ¢ime se osigurala

selektivna prednost osjetljivih stanica (Yosef i sur., 2015.; Zheng i sur., 2020.).

g ‘ :
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Slika 7. Struktura tipa I-E kompleksa Cascade bakterije E. coli koja se veZe na ciljnu dvolanéanu DNA

(lijevo) 1 simulirani model prema strukturi (desno). Preuzeto i prilagodeno prema radu Zheng i sur.
(2020.).

Za ciljano inaktiviranje bakterijskih gena moze se kombinirati sustav CRISPR-Cas9 za
cijepanje genoma te sustav lambda Red za rekombinaciju. Nadalje, razvijen je i sustav za
preciznu konverziju C—T u kromosomskim i plazmidnim genima putem fuzije deaminaze
citozina APOBECL i nikaze Cas9. Primjenom oba alata potvrdeno je da je gen blakpc-2 kljuéni

¢imbenik odgovoran za karbapenemsku otpornost hipermukoviskoznog soja K. pneumoniae
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rezistentnog na karbapeneme (Wang i sur., 2018.). Zahvaljuju¢i ovim alatima 2019. godine
napravljena je studija kojom su istrazivane funkcije gena mgrB, tetA i ramR u posredovanju
otpornosti na kolistin i tigeciklin kod sojeva K. pneumoniae otpornih na karbapeneme.
Inaktivacija gena tetA ili ramR, odnosno gena mgrB, utjecala je na osjetljivost bakterija na
tigeciklin ili kolistin, ¢ime je pokazano da se sustav CRISPR-Cas9 moze ucinkovito primijeniti
u inaktiviranju gena kod klini¢kih sojeva K. pneumoniae (Sun i sur., 2019.). Ovakvi koncepti i
rezultati pruzaju ¢vrstu osnovu za daljnja istrazivanja i razvoj inovativnih antimikrobnih alata
temeljenih na sustavu CRISPR-Cas, ¢ime se otvaraju nove perspektive u borbi protiv

bakterijskih patogena.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Popis materijala
3.1.1. Kemikalije i reagensi

e alfa-cijano-4-hidroksicinaminska kiselina (HCCA) matriks (5 x 200 mg) (Bruker Daltonik
GmbH, Njemacka)

e Agaroza (BioReagent; Sigma-Aldrich, Merck, Njemacka)

e Sterilna ultra-¢ista voda (,,Ambion™ Nuclease-Free Water”; Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, SAD)

e Agaroza niskog talista (,,Agarose Low Melting*; Eurobio, Francuska)

e Agaroza za elektroforezu u izmjeni¢nom elektriécnom polju (,,Pulsed Field Certified™
Agarose®; Bio-Rad, Laboratories, SAD)

e Borna kiselina (Sigma Life Science, SAD)

e Deionizirani formamid (,,Hi-Di™ Formamide*; Thermo Fisher Scientific, SAD)

e Etanol 96% (Kemig, Hrvatska)

e Etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) (Sigma-Aldrich, Merck, Njemacka)

e Glicerol (Kemig, Hrvatska)

e Lauroil-sarkozin (Sigma-Aldrich, Merck, Njemacka)

e Natrijev dodecil-sulfat (Sigma-Aldrich, Merck, Njemacka)

e Ledena octena kiselina (95 %-tna) (T.T.T, Hrvatska)

e Sterilna ultra-cista voda (,,Nuclease-Free Water; Qiagen, Njemacka)

e Tris-baza (,, Trizma® base*; Sigma-Aldrich, Merck, Njemacka)

3.1.2. Antibiotici i inhibitori beta-laktamaza

- Komercijalni dijagnosti¢ki diskovi natopljeni antibiotikom ili antibiotikom + inhibitorom

beta-laktamaza (Oxoid, UK; BioMaxima, Poljska):

e Ampicilin/famoksicilin (10 pg)

e Amoksicilin + klavulanska kiselina (20 + 10 pg)
e Cefaleksin (30 pg)

e Cefuroksim (30 pg)

e Ciprofloksacin (5 pg)

e Levofloksacin (5 ug)

e Cefpodoksim (10 ng)
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e Cefiksim (5 pg)

e Gentamicin (10 pg)

e Amikacin (30 pg)

e Trimetoprim + sulfametoksazol (1.25 + 23.75 pg)
e Ceftazidim (10 pg)

e Cefotaksim (5 ug)

e Ceftriakson (30 pg)

e Cefepim (30 pg)

e Piperacilin + tazobaktam (30 + 6 ug)

e Ertapenem (10 ug)

e Imipenem (10 pg)

e Meropenem (10 pg)

e Ceftazidim + avibaktam (10 + 4 pg)

e Ceftolozan + tazobaktam (30 + 10 pg)

e Imipenem + relebaktam (35 pg)

e Cefiderokol (30 pg)

*Proizvoda¢ antimikrobnih lijekova cefiksima, piperacilina i tazobaktama te imipenama i

relebaktama je BioMaxima (Poljska). Proizvoda¢ svih ostalih navedenih antibiotika je Oxoid
(UK).

- Antibiotici koji se dodaju u selektivne hranjive podloge (Mueller-Hinton bujon):

e Meropenem prasak za otopinu za injekciju ili infuziju od 1000 mg (AptaPharma, UK)
e Imipenem prasak za otopinu za injekciju ili infuziju od 1000 mg (AptaPharma, UK)

e Kolistin prasak za otopinu za injekciju ili infuziju (> 19 000 TU/mg) (Sigma-Aldrich, SAD)

3.1.3. Hranjive podloge i mediji

- Sastojci hranjivih podloga i medija:

e Krvni agar (,,Blood Agar Base No.2*; biolab, Hrvatska)

e Konjska krv (,,BIOSAP HCO*; BioGnost, Hrvatska)

e Agar Mueller-Hinton (,,Mueller-Hinton II Agar*; biolab, Hrvatska)

e Bujon Mueller-Hinton (,,Mueller-Hinton Broth*; Condalab, Spanjolska)
e Agar MacConkey (,,MacConkey Agar No.3“; biolab, Hrvatska)

39



Baza za bujon ,,Brucella® (,,Brucella broth base*; Millipore, Merck, Njemacka)
Glicerol (Fagron, Nizozemska)
Demineralizirana (DEMI) H20

3.1.4. Boje koristene za vizualizaciju fragmenata DNA prilikom provodenja agarozne gel

elektroforeze

DNA-vezujuca boja za bojanje agaroznog gela ,,Sybr Safe* (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, SAD)

Boja za nanosenje uzoraka na agarozni gel (,,Gel loading solution; Sigma-Aldrich, Merck,
Njemacka)

Ksilen-cijanol - komponenta 6 X pufera za nanoSenje na agarozni gel (Sigma-Aldrich,
Merck, Njemacka)

Bromfenol-plavo - komponenta 6 X pufera za nanosenje na agarozni gel (Fluka Analytical,
Svicarska)

6 X pufer za nanoSenje uzoraka na agarozni gel (0.25 % m/v bromfenol-plava, 0.25

% m/v ksilen-cijanol, 30 % v/v glicerol)

3.1.5. Standardi molekulskih masa (markeri veli¢ina)

,»mi-Low Range DNA Marker Go* (metabion, Germany)

,,O'GeneRuler™ Express DNA Ladder* (Thermo Fisher Scientific, SAD)
,,GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder* (Thermo Fisher Scientific, SAD)
,,CHEF® DNA Size Standard“ (Bio-Rad Laboratories, SAD)

3.1.6. Proteini, enzimi i pripadajucdi reakcijski puferi

Alkalna fosfataza $kampa (1 U/pL) (,,FastAP™<; Thermo Fisher Scientific, SAD)
Egzonukleaza I (20 U/uL) (,,Exonuclease I*; Thermo Fisher Scientific, SAD)

Hot Start Tag-polimeraza (,,Hot Start Pol‘; Jena Bioscience, Njemacka)

10 X ,,HotStart Buffer complete* (Jena Bioscience, Njemacka)

Proteinaza K (20 mg/mL) (Qiagen, Njemacka)

Restrikcijski enzim Xbal (10 U/puL) (Thermo Fisher Scientific, SAD)

10 X Pufer Tango za restrikcijski enzim Xbal (Thermo Fisher Scientific, SAD)
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3.1.7. Komercijalne smjese reagencija — kompleti

e Imunokromatografski test ,,RESIST-5 O.K.N.V.L.“ (Coris BioConcept, Belgija)

e 5 X, FIREPol® Master Mix“ (12.5 mM MgClz) (Solis BioDyne, Estonia)

e Kit za procis¢avanje PCR produkata (,,GeneJET PCR Purification Kit*“; Thermo Fisher
Scientific, SAD)

e _ABI PRISM BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit* (Thermo Fisher Scientific,
SAD)

3.1.8. Nukleinske kiseline

e Smjesa deoksinukleozid-trifosfata (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (2.5 mM) (,,Geneamp
dNTP blend*“; Thermo Fisher Scientific, SAD)

e Nukleotidni sljedovi pocetnica (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, SAD) koje su
koriStene za amplifikaciju i detekciju gena lancanom reakcijom polimeraze i u reakcijama

sekvenciranja prikazani su u tablicama od 1. do 3.
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Tablica 1. Pocetnice koristene za detekciju gena koji kodiraju za karbapenemaze lan¢anom reakcijom

polimeraze.

Veli¢ina PCR

Naziv gena Slijed nukleotida (5'-3") Ta (°C) produkta (pb)

ola F-TGTCACTGTATCGCCGTC 045
K¢ 'R-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC

blaime F-GAAGGYGTTTATGTTCATAC
R-GTAMGTTTCAAGAGTGATGC
blanon F-CGGTTTGGCGATCTGGTTTT 60 207
R-GACCGGCAGGTTGATCTCC
F-GTTTGGTCGCATATCGCAAC

v CAATTTGCTTYTCAATCTCCG 195

F-GCTCTGGAATGAGAATAAGCAGCA
b|aOXA.43 125
R-TAACCACGCCCAAATCGAG

Y (eng. pyrimidine) — oznacava pirimidinske baze citozin ili timin kod degenerativnih pocetnica
Ta (eng. annealing temperature) — temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA

738

Tablica 2. Pocetnice koristene za detekciju gena casl i rpoB lan¢anom reakcijom polimeraze te lokusa

CRISPRL1, 2, i 3 lan¢anom reakcijom polimeraze i sekvenciranjem.

Naziv »
gena/CRISPR Slijed nukleotida (5'-3") Ta | Velitina PCR
lokusa (°C) | produkta (pb)

F-GGCGAAATGGCWGAGAACCA
rpoB o4 1120
R-GAGTCTTCGAAGTTGTAACC

F-GCTGTTTGTCAAAGTTACCCGCGAACTC

casl 58 150
R-GGTTTTGATCGCCTCATGAGTCACAGTTG
F-GACGGTGGTTATATGGTGAC T

I-E CRISPR1 52 varijabilno
R-CATTGATGCCTCTACGTCAG (400-900)
F-GTAGCGAAACCCTGATCAAGCG T

I-E* CRISPR2 57 varijabilno
R-GCGCTACGTTCTGGGGATG (900-1300)
F-GACGCTGGTGCGATTCTTGAG T

I-E* CRISPR3 58 varijabilno
R-CGCAGTATTCCTCAACCGCCT (1300-2100)

W (eng. Weak) — oznacava mjesto sa slabom A/T vezom (dvije vodikove veze) gdje moze biti adenin ili timin kod
degenerativnih pocetnica
Ta (eng. annealing temperature) — temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA
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Tablica 3. Pocetnice koriStene za analizu izolata bakterije K. pneumoniae metodom tipizacije sljedova

vise lokusa (eng. MultiLocus Sequence Typing, MLST).

- o swe
22512/ Naziv potetnice Slijed nukleotida (5'-3") Taco er‘Z'acJ'.l?aP(ﬁS
Vic3oF F-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGGCGAAATGGCWGAGAACCA
rpoB Vic20R R-TTGTGAGCGGATAACAATTTCGAGTCTTCGAAGTTGTAACC > H20
rpoB MLST 1f* F-CCTGAAGGTCCGAACATC * /
gapAl73oF F-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTATGAAATATGACTCCACTCACGG
gapA gapAl81oR R-TTGTGAGCGGATAACAATTTCCTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT o
mdh1300F F-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACCCAACTCGCTTCAGGTTCAG
mdh mdh8670R R-TTGTGAGCGGATAACAATTTCCCGTTTTTCCCCAGCAGCAG oo
pgilFoF F-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC
pai pgilRoR R-TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT o
phoE604.10F F-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG >
Phok phoE604.20Rcv R-TTGTGAGCGGATAACAATTTCTGATCAGAACTGGTAGGTGAT o
infB1FoF F-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTCGCTGCTGGACTATATTCG
infB infB1IRoR R-TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGCTTTCAGCTCAAGAACTTC >0
tonB1FoF F-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTTTATACCTCGGTACATCAGGTT
ton8 tonB2RoR R-TTGTGAGCGGATAACAATTTCATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG °%
Univerzalne primer oF* F-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA
poéetnicg za * /
sekvencira- ) R-TTGTGAGCGGATAACAATTTC
nje primer oR*

W (eng. Weak) — oznacava mjesto sa slabom A/T vezom (dvije vodikove veze) gdje moze biti adenin ili timin kod

degenerativnih pocetnica

Ta (eng. annealing temperature) — temperatura sparivanja pocetnice s kalupom DNA
* — Ta nije navedena za pocetnice koriStene samo u svrhu sekvenciranja

3.1.9. Puferi i otopine

e 5 X TBE (45 mM Tris-baza, 450 mM borna kiselina, 10 mM EDTA, pH 8.0)

sarkozin)

e FizioloSka otopina (0.9 % m/v NaCl)

10 X TE (100 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8.0)
Pufer za suspenziju bakterijskih stanica (100 mM Tris, 100mM EDTA, pH 8.0)
Pufer za lizu bakterijskih stanica (50 mM Tris, 50 mM EDTA pH 8.0, 1 % m/v lauroil

10 X TAE (40 mM Tris-baza, 1 % v/v ledena octena kiselina, 1 mM EDTA pH 8,0)
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3.1.10. Potrosni materijal

e Jednokratne nitrilne rukavice, bez pudera i lateksa (semprecare; nitrile skin2, UK)
e Sterilne polipropilenske tubice s poklopcem od 1.5 mL (Sarstedt, Njemacka)

e Tuba s ¢epom na navoj od 50 mL (,,Screw cap tube, 50 mL*; Sarstedt, Njemacka)
e Sterilne mikrobioloske eze od 1 ul (ProMed, Hrvatska)

e Jednokratni sterilni nastavci s filterom, raspona volumena od 0.1 do 10 pl; od 10 do 100 pl;
od 20 do 200 pl; od 50 do 1000 pl, kompatibilni s pipetama ,,Eppendorf®* (Eppendorf®,
Njemacka)

e Staklena ¢asa od 500 mL

e Staklena tikvica od 3000 mL

e Polipropilenske tubice od 200 pL u nizu od 8 tubica s vezanim pojedina¢nim poklopcima
(Sarstedt, Njemacka)

e Polipropilenska epruveta za centrifugu volumena 50 mL (Corning, SAD)

e Polipropilenske tubice od 200 pL u nizu od 8 tubica (,,MicroAmp® Fast 8-Tube Strip*,
Thermo Fisher Scientific, SAD)

e Polipropilenski poklopci u nizu od 8 (,,MicroAmp® 8 cap Strips*, Thermo Fisher Scientific,
SAD)

e Polistirenska tubica za centrifugu od 1.5 mL (Eppendorf®, Njemacka)

3.1.11. Uredaji

e Maseni spektrometar ,,Bruker MALDI Biotyper* (Bruker Daltonik GmbH, Njemacka)
e Mehanicke pipete raspona volumena od 0.1 do 10 pl; od 10 do 100 pul; od 20 do 200 pl; od
50 do 1000 pl (Eppendorf®, Njemacka)

e Uredaj za vrtloZenje ,,Vibromix 10 (Tehtnica, Domel, Slovenija)

e Uredaj za centrifugu ,,Centric 250 s rotorom i adapterom prikladnim za tubice od 1.5 mL

(Domel, Slovenija)
e Termoblok ,,Isotemp” (Fisherbrand, Thermo Fisher Scientific, SAD)

e Uredaj za provodenje lancane reakcije polimerazom “ProFlex 3x32-well PCR System”
(Thermo Fisher Scientific, SAD)

e UV-Vis mikrovolumenski spektrofotometar ,,NanoDrop Lite* (Thermo Fisher Scientific,
SAD)
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e Kadica za horizontalnu elektroforezu ,,VG-SYS Vari-gel Maxi Gel Electrophoesis System”
(SCIE-PLAS, Thermo Fisher Scientific, SAD)

e Laboratorijska vaga ,,Kern EMB” (Kern & Sohn, Njemacka)

e Parafilm (Sigma-Aldrich, Merck, Njemacka)

e Ispravlja¢ za horizontalnu elektorofrezu ,,EPS 101 (Amersham Biosciences, SAD)

e Uredaj za vizualizaciju DNA pod UV syjetlos¢u ,,TFX-20.MC* (Vilber Lourmat,
Francuska)

e DNA-sekvencer ,,ABI Prism 310 (Thermo Fisher Scientific, SAD)

e Kadica za horizontalnu elektroforezu ,,Sub-Cell® Model 96 cell* (Bio-Rad Laboratories,
SAD)

e Ispravljac za horizontalnu elektorofrezu ,,Powerpac™ Basic* (Bio-Rad Laboratories, SAD)

e Uredaj za centrifugu ,,Eppendorf Centrifuge 5417 R* (Eppendorf®, Njemacka)

e Uredaj za dobivanje ultra &iste vode klase 1 ,,Simplicity®™* (Millipore, Merck, Njemacka)

e Uredaj za gel elektroforezu u izmjeni¢nom elektri¢nom polju ,,CHEF-DR® III (Bio-Rad
Laboratories, SAD)

e Uredaj za provodenje lancane reakcije polimerazom ,,Veriti'™ Thermal Cycler” (Thermo
Fisher Scientific, SAD)

e Uredaj za vizualizaciju DNA pod UV svjetlos¢u ,,Genebox* (Syngene, UK)

e Uredaj za vizualizaciju DNA pod UV svjetlos¢u ,,OmniDOC* (Cleaver Scientific,UK)

e Vodena kupelj s tresilicom (Thermo Forma, SAD)

3.2. Izolati bakterije K. pneumoniae

Istrazivanje je provedeno na 400 sojeva K. pneumoniae izoliranih iz klinickih uzoraka
bolesnika Klinickog bolnickog centra Zagreb, uzetih s razli¢itih bolnic¢kih odjela u svrhu
rutinskih dijagnostic¢kih pretraga u razdoblju od sije¢nja 2021. godine do travnja 2024. godine.
Klini¢ki uzorci iz kojih su izolirani bakterijski sojevi obuhvacali su: urin, bris rektuma, stolicu,
bris grla, hemokulturu, bris rane, aspirat traheje, bronhoalveolarni lavat, iskasljaj,
intraoperativni uzorak, bris nazofarinksa, bris prepone, ascites, perianalni bris, aksilarni bris,
punktat, apsces, aspirat gornjeg diSnog trakta, bris kanile, dren, sekret sinusa i bris oko

intravaskularnog katetera.

Identifikacija bakterijske vrste svakog izolata provedena je pomocu masenog

spektrometra ,,Bruker MALDI Biotyper“ (Bruker Daltonik GmbH, Njemacka). Za
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identifikaciju masenom spektrometrijom ,MALDI-TOF*“ (eng. Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization-Time of Flight) koristen je direktni transfer iz 24-satne kulture. Nakon
nano$enja soja na ploc€icu i susenja, nanesen je i 1 uL HCCA (a-cijano-4-hidroksicinaminska
kiselina) matriksa. Rezultati dobiveni u obliku score-a interpretirani su prema uputi
proizvodaca: iznad 2.000 se vrsi identifikacija na razini vrste, od 1.700 do 1.999 identifikacija
na razini roda i rezultat < 1.700 znaci bez pouzdane identifikacije. Izolati koriSteni u ovom
istrazivanju pohranjeni su u mediju koji sadrzi 300 mL demineralizirane vode, 8.4 g baze za
bujon ,,Brucella® (Millipore, Merck, Njemacka) i 45 mL glicerola (Fagron, Nizozemska), na

temperaturi od - 80 °C do trenutka njihove upotrebe.

3.3. Testiranje antimikrobne osjetljivosti izolata K. pneumoniae metodom
disk difuzije

Sojevi K. pneumoniae se nasade na krvni agari i inkubiraju preko noci na 37 °C. Krvni
agar se priredio tako da se dodalo 42 g agar baze (,,Blood Agar Base No.2*; biolab, Hrvatska)
u 950 mL demineralizirane vode, nakon ¢ega se dodalo 50 mL konjske krvi (,,BIOSAP HCO*;
BioGnost, Hrvatska). Sve hranjive podloge koriStene U Ovom istrazivanju su pripremljene

pomoc¢u komercijalnih agara koji se dodaju u demineraliziranu vodu, potom steriliziraju te

razlijevaju u petrijevke koje se pospremaju na + 4 °C do koriStenja.

Iz nekoliko kolonija prekono¢ne kulture napravljene su suspenzije bakterijskih stanica
u fizioloskoj otopini opticke gustoée koja odgovara standardu 0.5 McFarlanda (1 McF, ~ 108
CFU/mL). Osjetljivost na antimikrobne lijekove testirana je na agaru Mueller-Hinton (MH) koji
je prireden tako da se 38 g agara (,,Mueller-Hinton II Agar®; biolab, Hrvatska) doda u jednu
litru demineralizirane vode. Bakterijska suspenzija ravnomjerno se nanosi u 3 sloja na agar MH
pomocu vatenog Stapica, nakon Cega se postavljaju diskovi s precizno odredenom koli¢inom

svakog antibiotika.

Osjetljivost izolata odredena je metodom disk-difuzije po Kirby-Baueru za sljedece
antibiotike: ampicilin/amoksicilin (10 pg), amoksicilintklavulansku kiselinu (20+10 pg),
cefaleksin (30 pg), cefuroksim (30 pg), ciprofloksacin (5 pg), levofloksacin (5 pg),
cefpodoksim (10 pg), cefiksim (5 pg), gentamicin (10 pg), amikacin (30 pg),
trimetoprim+sulfametoksazol (1.25 + 23.75 pg), ceftazidim (10 pg), cefotaksim (5 pg),
ceftriakson (30 pg), cefepim (30 pg), piperacilin+tazobaktam (30 + 6 pg), ertapenem (10 pg),
imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), ceftazidim+avibaktam (10 + 4 pg), ceftolozan +
tazobaktam (30 + 10 pg), imipenem+relebaktam (35 pg) i cefiderokol (30 pg) (Oxoid, UK i
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BioMaxima, Poljska). Rezultati testiranja osjetljivosti na antibiotike ocitani su sljedeé¢i dan,
nakon inkubacije na 37 °C, mjerenjem promjera inhibicijskih zona oko diskova u milimetrima.
Sojevi su interpretirani kao otporni, intermedijarni ili osjetljivi na pojedine antibiotike (Watts i
sur., 2007.). Testiranje osjetljivosti na antimikrobne lijekove metodom disk-difuzije u skladu je
s preporukama Europskog odbora za testiranje antimikrobne osjetljivosti (eng. European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST), verzija 14.0 (EUCAST, 2024.).

Otpornost na karbapeneme je u ovom istrazivanju definirana otpornos$¢u na ertapenem
i prisutnos¢u karbapenemaza. Indikacije za testiranje na karbapenemaze su: ertapenem < 25
mm; ili imipenem < 22 mm; ili meropenem < 25 mm; ili meropenem 25-27 mm + otpornost na
piperacilin + tazobaktam; ili, za probirne uzorke, vidljivi porast na plo¢i CRE. Za detekciju
produkcije pojedine karbapenemaze se potom Kkoristi imunokromatografski test RESIST-5
O.K.N.V.IL. (Coris BioConcept, Belgija). Nekoliko kolonija iz prekonoéne kulture stavi se u 11
kapi LY-D pufera, vorteksira (,,Vibromix 10%; Tehtnica, Domel, Slovenija) te se potom 100 pl
doda na imunokromatografsku plocicu. Ako se nakon 15 minuta uz kontrolnu crticu pojavi i
crtica za neku od pet karbapenemaza (KPC, IMP, NDM, VIM ili OXA-48), to zna¢i da je test
pozitivan na istu, a rezultat se potvrduje metodom lancane reakcije polimerazom (eng.

Polymerase Chain Reaction, PCR) i agaroznom gel elektroforezom.

3.4. Testiranje antimikrobne osjetljivosti izolata K. pneumoniae metodom

mikrodilucije u bujonu

Kod izolata otpornih na ertapenem odredena je i najniza koncentracija antibiotika koja
spre¢ava umnazanje testiranog soja, odnosno minimalna inhibitorna koncentracija (MIK), za
imipenem, meropenem i kolistin metodom mikrodilucije u bujonu. Rezultati su takoder
interpretirani prema smjernicama EUCAST-a, verzija 14.0 (EUCAST, 2024.). Prije
razrjedivanja, 20 mg imipenema otopljeno je u 4 mL destilirane vode, nakon ¢ega su 2 mL
prenesena u epruvetu s 8 mL bujona, ¢ime je postignuta pocetna koncentracija od 1024 pg/mL.
Zatim je pripremljeno 12 sterilnih epruveta, rasporedenih u Cetiri serije po tri epruvete. Svaka
serija sadrzavala je epruvete ispunjene s 2, 3 1 7 mL bujona. Iz epruvete s koncentracijom od
1024 pg/mL uzeti su uzorci od 2, 1 i 1 mL te preneseni u epruvete prve serije. Postupak je
ponovljen u preostalim serijama, pri ¢emu su uzorci u istim volumenima preneseni iz posljednje
epruvete prethodne serije u sljedecu seriju, $to je rezultiralo razrjedenjima u rasponu od 512
pg/mL do 0.25 pg/mL (makrodilucija). Kako bi se postigle konacne koncentracije antibiotika,

u svaku jazicu dodano je 50 pL bakterijske suspenzije, ¢ime su pocetne koncentracije
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prepolovljene, rezultiraju¢i rasponom od 256 pg/mL do 0.12 ug/mL (mikrodilucija).
Meropenem i kolistin razrijedeni su prema istom postupku, pri ¢emu je 1 mL pocetne otopine
prenesen u 9 mL bujona, ¢ime je postignuta pocetna koncentracija od 512 pg/mL. U
mikrotitarskim plo¢icama konacne koncentracije antibiotika kretale su se od 128 ug/mL do
0.125 pg/mL. Potom su plocice zatvorene sterilnim poklopcem te inkubirane u termostatu na
37 °C tijekom 24 sata (Watts i sur., 2007.; Barisi¢, 2012.). Za kontrolu kvalitete koriStena su
dva referentna soja: Escherichia coli NCTC 13846 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Testirani sojevi inokulirani su u 5 mL MH bujona 1 inkubirani preko no¢i na 37 °C, u
vodenoj kupelji. Prekonoéna kultura sadrzavala je izmedu 10° i 10 CFU/mL. Kona¢na
koncentracija od 5 x 10° CFU/mL postignuta je serijskim razrjedivanjem, pri ¢emu je 100 pL
bakterijske kulture dodano u 9.9 mL fizioloske otopine, ¢ime je dobiveno razrjedenje od 108
CFU/mL. Zatim je 100 pL ovog razrjedenja preneseno u 9.9 mL MH bujona, ¢ime je postignuta
koncentracija od 10° CFU/mL. Iz dobivenog razrjedenja uzeto je 50 pL i dodano u jazice
mikrotitarskih plocica koje su ve¢ sadrzavale 50 uL antibiotika, ¢ime je kona¢na koncentracija
inokuluma iznosila 5 x 10° CFU/mL. Mikrotitarske plogice se potom inkubiraju oko 16-24 h.
Minimalna inhibitorna koncentracija odreduje se vizualizacijom zamucenosti. Toc¢nije, prva
bistra jazica ozna¢ava MIK, odnosno minimalnu koncentraciju antibiotika koja je dovoljna da
ne poraste niti jedna bakterijska kolonija (Watts 1 sur., 2007.; Bari$i¢ 2012.). Sojevi ¢ije su
vrijednosti MIK iznad 4 mg/L za imipenem; 8 mg/L za meropenem; i 2 mg/L za kolistin su

proglaseni otpornima na navedeni antimikrobni lijek (EUCAST, 2024.).

3.5. Detekcija i karakterizacija gena koji kodiraju za karbapenemaze,

sustava CRISPR-Cas i sedam domacinskih gena izolata K. pneumoniae

3.5.1. lzolacija bakterijske DNA

Deoksiribonukleinska kiselina (eng. Deoxyribonucleic Acid, DNA) svih bakterijskih
izolata ekstrahirana je metodom vrenja (eng. Boiling Method). Bakterijski lizati pripremljeni su
1z nekoliko morfoloski identi¢nih bakterijskih kolonija (5-10 pg), resuspendirani u 1 mL ultra-
giste PCR vode (,,Ambion™ Nuclease-Free Water”; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
SAD), zagrijani na 95 °C na termobloku (Fisherbrand, Thermo Fisher Scientific, SAD) tijekom
15 minuta te centrifugirani pri 12 000 okretaja dvije minute (Domel, Slovenija). Nakon
centrifugiranja, supernatant je koristen kao uzorak za PCR amplifikaciju. 1.5 pl supernatanta
analizirano je spektrofotometrijski koriste¢i ,,NanoDrop Lite* (Thermo Fisher Scientific, SAD)

mjerenjem apsorbancije na 260 i 280 nm. Za dovoljno Cistu DNA, omjer A260/A280 iznOSi
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izmedu 1.6 i 1.8, dok apsorbancijska vrijednost Azso = 1 odgovara koncentraciji dvolan¢ane
DNA od 50 pg/ml.

3.5.2. Lanc¢ana reakcija polimerazom (PCR) i agarozna gel elektroforeza

LanCana reakcija polimerazom primijenjena je za detekciju gena otpornosti na
karbapeneme, za detekciju gena i lokusa sustava CRISPR-Cas te za tipizaciju sljedova viSe
lokusa (eng. MultiLocus Sequence Typing, MLST). Prilikom provedbe PCR-a za detekciju
pojedinih karbapenemaza, istovremeno se amplificiralo pet gena pomocu pet parova pocetnica,
ukljucujuci gen za karbapenemazu klase A (blakpc-2), metalo-beta-laktamaze klase B (blavim,
blanowm, blaivpe) te beta-laktamaza klase D (blaoxa-4s), kako je ranije opisano (Poirel i sur.,
2011.; Wang i sur., 2012.; Watahiki i sur., 2020.). Nasuprot tome, geni rpoB i casl te CRISPR
lokusi 1, 2 i 3 amplificirani su pojedina¢no, pomocu jednog para pocetnica, singleplex PCR
metodom kako je navedeno u prethodnim radovima (Diancourt i sur., 2005.; Lin i sur., 2016.;
Wang i sur., 2020.).

PCR je prvotno proveden pomocu uredaja ,,ProFlex 3x32-well PCR System* (Thermo
Fisher Scientific, SAD) u ukupnom volumenu od 20 pL, pri ¢emu je reakcijska smjesa
sadrzavala: 1x reaction buffer B, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP-ova, 1 jedinicu enzima
polimeraze ,,FIREPol® DNA polymerase* (Solis BioDyne, Estonija), 600 nM svake podetnice
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, SAD) te 5 pL genomske DNA kao kalupa. PCR uvjeti
ukljucivali su pocetnu denaturaciju kalupa DNA 1 aktivaciju polimeraze pri 95 °C tijekom 4
minute; zatim 30 ciklusa koji su se sastojali od 30 s denaturacije DNA pri 95 °C, 30 s prianjanja
pocetnica (Ta vrijednosti su prikazane u tablicama 1 1 2) te 2 minute elongacije pri 72 °C pri

¢emu se sintetizira dvolan¢ana DNA od interesa i zavr$nu elongaciju od 7 minuta pri 72 °C.

PCR za 7 domacinskih gena izolata K. pneumoniae (rpoB, gapA, mdh, pgi, phoE, infB i
tonB) proveden je pomo¢u uredaja ,,Veriti™ Thermal Cycler” (Thermo Fisher Scientific, SAD)
u Klinici za infektivne bolesti dr. Fran Mihaljevi¢, na Odjelu za bakteriologiju, bolnicke
infekcije i sterilizaciju (Jeli¢, 2018.). Ukupni volumen PCR reakcijske smjese, iznosio 9 pL te
je za amplifikaciju koriSteno 1 pL genomske DNA kao kalup. Sastav reakcijske smjese
ukljucivao je: 1.5 mM MgCl. (,,Hot Start Pol®, Jena Bioscience, Njemacka), 1X PCR buffer
(50 mM KCl) (,,Hot Start Pol“, Jena Bioscience, Njemacka), 0.2 mM svakog deoksinukleozid-
trifosfata (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (,,Geneamp dNTP blend*, Thermo Fisher Scientific,
SAD), pocetnice u koncentraciji 200 nM (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, SAD) te 0.05
U HotStart Tag-polimeraze (,,Hot Start Pol®“, Jena Bioscience, Njemacka). PCR je zapoceo
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denaturacijom DNA na 94 °C tijekom dvije minute i 30 sekundi, nakon ¢ega je uslijedila
amplifikacija kroz 30 ciklusa. Svaki ciklus sastojao se od denaturacije pri 94 °C, 20 sekundi,
temperature sparivanja pocetnica s kalupom (eng. annealing temperature, Ta) definirane
pomocu temperature taljenja (eng. melting temperature, Tm) (25 sekundi) i elongacije (72 °C)
¢ije je trajanje ovisilo o velic¢ini PCR produkta. Reakcija je zavrSena kona¢nom elongacijom pri
72 °C (dvije minute). Tm pocetnica odredena je njihovom duljinom i nukleotidnim sastavom

(Jeli¢, 2018.).

Za procjenu Tm-a pocetnica za gene otpornosti i sustav CRISPR-Cas koristen je program
,»Im Calculator” (Thermo Fisher Scientific, www.thermofisher.com) uz parametre 1.5 mM
MgCl,, 50 mM KCl i koncentraciju pocetnica od 600 nM, dok je za pocetnice za MLST koristen
program ,.Beacon Designer” (PremierBiosoft, www.premierbiosoft.com) uz iste parametre,
izuzev koncentracije pocetnica od 200 nM. Ta je bila 3-5 °C niza od Tm-a, dok je Ta pocetnica
lokusa CRISPR 1, 2 i 3 optimizirana koriste¢i temperaturni gradijent zbog varijabilne veli¢ine
amplikona. Veli¢ina PCR produkta je za sve ostale reakcije unaprijed odredena odabranim
pocetnicama, a za izracun duljine amplikona koriSten je program NCBI-a ,,Primer Blast™ (
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) (Jeli¢, 2018.). Sve pocetnice (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, SAD) koje su koriStene za navedene reakcije, kao i oc¢ekivane

veli¢ine amplifikacijskih produkata, prikazane su u tablicama od 1 do 3.

PCR produkti analizirani su horizontalnom elektroforezom u 1.5 %-tnom agaroznom
gelu (,,Agarose BioReagent®, Sigma-Aldrich, Merck, Njemacka), pripremljenom u 1 X TAE
puferu (40 mM Tris-baza, 1 % v/v ledena octena kiselina, 1 mM EDTA, pH 8.0) uz dodatak
0.1 %-tne DNA-vezujuce boje (,,Sybr Safe®, Thermo Fisher Scientific, SAD). Elektroforeza je
za prvi dio istrazivanja provedena u kadici ,,VG-SYS Vari-gel Maxi Gel Electrophoesis
System” (SCIE-PLAS, Thermo Fisher Scientific, SAD) pomocu ispravljaca ,,EPS 101
(Amersham Biosciences, SAD), dok je elektroforeza za drugi dio ispitivanja provedena pomocu
,Sub-Cell® Model 96 cell* (Bio-Rad Laboratories, SAD) uz izvor napajanja ,,PowerPac Basic
power supply* (Bio-Rad Laboratories, SAD) pri naponu od 4 VV/cm tijekom 90 minuta za prvi
dio istrazivanja (detekciju gena koji kodiraju karbapenemaze i gena/lokusa sustava CRISPR-
Cas), odnosno 60 minuta za analizu MLST (Jeli¢, 2018.).

Za analizu PCR produkata elektroforezom je koristeno 10 uL. amplikona pomijesano s
2 uL boje za nanoSenje uzoraka na agarozni gel (,,Gel loading solution*; Sigma-Aldrich, Merck,

Njemacka), odnosno 6 X pufera za nanoSenje uzoraka (0.25 % m/v bromfenol-plava, 0.25 %
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m/v ksilen-cijanol, 30 % v/v glicerol) za drugi dio istrazivanja. Za procjenu veli¢ine fragmenata
DNA za gene casl i rpoB primijenjen je standard molekulskih masa od 50 do 1000 pb (,,mi-
Low Range DNA Marker Go*; metabion, Njemacka), za lokuse CRISPR standard veli¢ine od
100 do 5000 pb (,,0'GeneRuler ™ Express DNA Ladder; Thermo Fisher Scientific, SAD), a
za detekciju sedam domacinskih gena K. pneumoniae standard veli¢ine od 100 do 3000 pb
(,,GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, SAD). PCR produkti
(fragmenti DNA) vizualizirani su pod UV svjetlom koristeéi ,,TFX-20.MC* (Vilber Lourmat,

Francuska) te sustav za digitalnu dokumentaciju ,,OmniDOC* (Cleaver Scientific, UK).
3.5.3. Odredivanje slijeda nukleotida (sekvenciranje)

Sekvenciranje nukleotida koristeno je za analizu lokusa CRISPR1, 2 i 3 te sedam
domacinskih gena sojeva K. pneumoniae kod kojih je sustav CRISPR-Cas prethodno detektiran
putem PCR-a kako je opisano u poglavlju 3.5.2. Pocetnice koristene za amplifikaciju ovih regija
prikazane su u tablici 2 i 3. PCR amplifikacija izvedena je u volumenu od 40 uL (30 pL
reakcijske smjese i 10 uL bakterijske DNA) za prvi dio istrazivanja u KBC-u Zagreb, odnosno
20 uL (18 uL reakcijske smjese i 2 puL bakterijske DNA) za drugi dio istrazivanja u Klinici za
infektivne bolesti dr. Fran Mihaljevi¢. Reakcija je trajala 35 ciklusa prema uvjetima navedenim

u poglavlju 3.5.2., dok je validacija PCR produkata provedena gel elektroforezom (Jeli¢, 2018.).

Proc¢is¢avanje umnozenih 30 pLL PCR produkata lokusa CRISPR izvrSeno je pomocu
komercijalnog kita za prociS¢avanje ,,GeneJET PCR Purification Kit“ (Thermo Fisher
Scientific, SAD) prema uputama proizvodaca, a Exo-Sap metodom, uz kombinaciju enzima
egzonukleaze | (eng. Exonuclease I, Exo) i alkalne fosfataze Skampa (eng. Shrimp Alkaline
Phosphatase, SaP), su proc¢is¢eni amplikoni za MLST. Reakcijski volumen od 3.75 pL
sadrzavao je 1 U alkalne fosfataze skampa (,,FastAP™< Thermo Fisher Scientific, SAD), 5 U
egzonukleaze 1 (,,Exonuclease I, Thermo Fisher Scientific, SAD) i 2.5 uL PCR produkta.
ProciS¢avanje je provedeno na uredaju ,,Veriti™ Thermal Cycler* kroz enzimski tretman pri
37 °C tijekom 20 minuta, nakon ¢ega je enzimska inaktivacija izvedena na 80 °C tijekom 15
minuta, uz zavr$no hladenje na 4 °C. Reakcijski produkti razrijedeni su dodatkom 15 pL sterilne

ultra-Ciste vode (,,Nuclease-Free Water*; Qiagen, Njemacka).

Amplificirani i procis¢eni produkti PCR lokusa CRISPR1, 2 i 3 sekvencirani su u
servisu Macrogen Europe BV, u Nizozemskoj. Identifikacija lokusa CRISPR provedena je
koristenjem algoritma CRISPRCasFinder (https://crisprcas.i2bc.paris-

saclay.fr/CrisprCasFinder/Index) koji prepoznaje direktne ponavljajuce sekvence duljine 23-55
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bp, razdvojene varijabilnim sekvencama (razmaknicama) duljine 25-60 bp. Lokusi CRISPR
klasificirani su prema razini dokaza (eng. evidence level) od 1 do 4. Razina 1 ukljucuje kratke
sekvence lokusa CRISPR (s tri ili manje razmaknica), dok se razine 2 do 4 odreduju na temelju
sli¢nosti direktnih ponavljanja i razmaknica. U analizu su ukljuceni samo potvrdeni CRISPR
lokusi, svrstani u razine 2, 3 ili 4. Svaka jedinstvena razmaknica dodatno je analizirana
pretrazivanjem u  bazi  podataka  GenBank-a pomoc¢u algoritma  BLASTn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PA

GE_TYPE=BlastSearch).

Sekvenciranje u sklopu analize MLST je provedeno pomocu specifi¢nih pocetnica za
gene od interesa koristeé¢i komplet reagensa ,,ABI PRISM BigDye® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit“ (Thermo Fisher Scientific, SAD). Svaka reakcija za sekvenciranje je u
volumenu od 3 pL sadrzavala 1.6 pM pocetnice, 0.6 pL ,BigDye® Terminator v1.1 Ready
Reaction Mix-a“, 0.3 uL ,,5 X Sequencing Buffer-a“ i 1 uL proc¢is¢enog PCR produkta.
Sekvenciranje je provedeno na uredaju ,,Veriti™ Thermal Cycler” prema preporuc¢enom
protokolu: pocetna denaturacija DNA na 96 °C jednu minutu, zatim 25 ciklusa koji ukljucuju
(a) denaturaciju na 96 °C (10 sekundi), (b) prijanjanje pocetnica na 50 °C (pet sekundi) i (c)

elongaciju na 60 °C (Cetiri minute), uz zavr$no hladenje na 4 °C (Jeli¢, 2018.).

Nakon sekvenciranja, produkti reakcije su pro¢is¢eni metodom precipitacije etanolom,
natrijevim acetatom i EDTA. Svakom uzorku je dodano 9.3 pL otopine koja sadrzi 0.3 pL 125
mM EDTA, 0.3 uL 3M natrijevog acetata i 8.7 pL 96 %-tnog etanola. Nakon inkubacije pri
sobnoj temperaturi (15 minuta), produkti reakcije su centrifugirane pri 2000 x g tijekom 35
minuta, a supernatant je uklonjen. Ispiranje se izvr$ilo dodatkom 15 pL 70 %-tnog etanola te
ponovnim centrifugiranjem pri 1650 x g (15 minuta). Konacni produkt otopljen je u 20 uL
deioniziranog formamida (,,Hi-Di Formamide*, Thermo Fisher Scientific, SAD). Analiza
sekvenciranih nukleotida provedena je na uredaju ,,ABI Prism® 310 Genetic Analyzer
(Thermo Fisher Scientific, SAD) prema uputama proizvodaca, koriste¢i 10 pL prethodno
procis¢enog produkta. Dobivene sekvence sastavljene su pomocu ra€unalnog programa ,,DNA
Baser* (Heracle BioSoft S.R.L., Rumunjska), dok su varijante gena identificirane analizom
DNA sekvenci putem baze podataka Instituta Pasteur, namijenjene za analizu MLST sojeva K.
pneumoniae (http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.ntml) (Jeli¢, 2018.).
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3.6. Molekularna epidemiologija

3.6.1. Gel elektroforeza u izmjeni¢énom elektricnom polju (PFGE)

Geneticka srodnost izolata K. pneumoniae analizirana je gel elektroforezom u
izmjeni¢nom elektricnom polju (eng. Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE) koristeci
ukupnu bakterijsku DNA razgradenu restrikcijskim enzimom Xbal prema standardiziranom
Pulsenet protokolu za genotipizaciju enterobakterija (Kitchel i sur., 2009.; Jeli¢, 2018.). Iz
bakterijskih kolonija izolata uzgojenih na krvnom agaru pripremljene su bakterijske suspenzije
opticke gustoce 4.0 McF. Nakon centrifugiranja (7500 x g, pet minuta), talog je resuspendiran
u 150 pL pufera (100 mM Tris, 100 mM EDTA, pH 8.0) i inkubiran na 55 °C tijekom 10
minuta. Potom je dodano 20 pL proteinaze K (Qiagen, Njemacka) uz dodatnu inkubaciju na 55
°C tijekom dvije minute. Dobiveni bakterijski lizat pomijeSan je s 170 uL otopljene agaroze
niskog talista (,,Agarose Low Melting®; Eurobio, Francuska; 1.5 % m/v u 1 X TE puferu, 1 %
m/v natrijev dodecil-sulfat) temperirane na 50 °C. Nakon pazljivog mije$anja agaroze niskog
taliSta i bakterijskog lizata pipetom, izradeni su agarozni blokovi koriStenjem kalupa
(,,Reusable plug mold*, Bio-Rad Laboratories, SAD), koji su zatim polimerizirani hladenjem
na 4 °C tijjekom 10 minuta. Blokovi agaroze s bakterijskom DNA su prebaceni u
polipropilenske epruvete za centrifugu od 50 mL (Corning, SAD) i inkubirani su u puferu za
lizu (50 mM Tris, 50 mM EDTA, pH 8.0, 1 % m/v lauroil sarkozin) s 20 pL proteinaze K pri
54 °C tijekom dva sata. Nakon uklanjanja pufera, blokovi su isprani dva puta sterilnom ultra-
¢istom vodom 1 tri puta 1 X TE puferom (10 mM Tris, ]| mM EDTA, pH 8.0) pri 50 °C. Svaka
inkubacija je trajala 15 minuta uz treSnju od 50 rpm-ova. Proc¢iS¢eni agarozni blokovi su potom
pohranjeni u 5 mL 1 X TE pufera i ¢uvani u polipropilenskim epruvetama za centrifugu
volumena 50 mL na 4 °C do daljnje uporabe (Kitchel i sur., 2009.; Jeli¢, 2018.).

Od svakog agaroznog bloka se odrezao fragment specificnih dimenzija koji se koristio
u daljnjoj obradi, nakon ¢ega su se fragmenti inkubirali u 100 pL 1 X Tango pufera (Thermo
Fisher Scientific, SAD) na 37 °C tijekom 30 minuta. Potom je ukupna bakterijska DNA
razgradena enzimom Xbal pri 37 °C tijekom dva sata i 30 minuta. Razgradnja je prekinuta
uklanjanjem restrikcijskog pufera (20 U Xbal + 100 uL 1 X pufera Tango; Thermo Fisher
Scientific, SAD) 1 dodavanjem 100 pL 1 X TE pufera. Agarozni blokovi s pocijepanom
bakterijskom DNA i standard molekulskih masa (,,CHEF DNA Size Standard“, Bio-Rad
Laboratories, SAD) naneseni su na odgovarajuce pozicije na plasticnom ¢eslju nakon ¢ega su

postavljeni u kalup za izradu agaroznog gela. Zatim je dodan 1.0 %-tni agarozni gel za
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elektroforezu u izmjeni¢nom elektri¢nom polju (,,Pulsed Field Certified™ Agarose*, Bio-Rad
Laboratories, SAD) otopljen u sterilnom 0.5 X TBE puferu (45 mM Tris-baza, 45 mM borna
kiselina, 1 mM EDTA, pH 8.0) na 55 °C (Jeli¢, 2018.). Elektroforeza je izvedena u izmjeni¢nom
elektricnom polju pomoc¢u sustava ,,CHEF-DR® III“ (Bio-Rad Laboratories, SAD), prema
modificiranom Pulsenet protokolu: napon = 6 V/cm; kut elektricnog polja = 120°; vrijeme pulsa
= 6-36 s; pri 14 °C, u trajanju od 19 sati. DNA je vizualizirana inkubacijom gela u 300 mL
vodene otopine 0.1 %-tne Sybr® Safe DNA-vezujuce boje (Thermo Fisher Scientific, SAD).
Obojeni gelovi, to¢nije fragmenti DNA, su vizualizirani UV-svjetlos¢u pomocu sustava
,Genebox“ (Syngene, UK). Izolati su svrstani u istu grupu PFGE ako nisu imali viSe od Sest
razlika u makrorestrikcijskim profilima ukupne genomske DNA (Tenover i sur., 1995.; Han i
sur., 2013.; Jeli¢, 2018.).

3.6.2. Tipizacija sljedova vise lokusa (MLST) izolata K. pneumoniae

Metoda MLST koristena je za tipizaciju izolata K. pneumoniae kako bi se odredila
njihova klonalna povezanost. Za svaki pulsotip dobiven analizom PFGE odabran je
reprezentativni izolat metodom nasumi¢nog uzorka, a tipizacija je provedena prema prethodno
standardiziranom protokolu (Brisse i sur., 2009.; Jeli¢, 2018.). Analizirano je sedam

konstitutivnih, domacinskih gena (eng. housekeeping genes):
rpoB — beta podjedinica RNA polimeraze;

gapA — gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza;

mdh — malat dehidrogenaza;

pgi — glukoza-6-fosfat izomeraza;

phoE — fosfoporinski protein;

infB — inicijacijski faktor IF-2;

tonB — receptor TonB.

Amplifikacija gena provedena je PCR-om, a dobiveni PCR produkti analizirani su
elektroforezom u 1.5 %-tnom agaroznom gelu kako je opisano u poglavlju 3.5.3. Nakon
provjere uspjesnosti amplifikacije, PCR produkti su prociS€eni i pripremljeni za sekvenciranje.
Podaci sekvenciranja obradeni su prema protokolima navedenim u poglavljima 3.5.2 1 3.5.3..
Dobivene sekvence analizirane su usporedbom s bazom podataka Instituta Pasteur, a

kombinacija alelnih varijanti sedam analiziranih gena definirana je kao sekvencijski tipovi (ST-
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ovi). Svakom izolatu dodijeljena je odgovaraju¢a grupa ST na temelju kombinacije alela. Za
dodatnu filogenetsku analizu i identifikaciju klonskih kompleksa koriSten je program eBURST,
verzija 3, koji omogucava grupiranje ST-ova u klonske komplekse temeljem zajednickih alelnih
profila $to daje uvid u evolucijske odnose izmedu izolata i njihovu mogucéu epidemiolosku

povezanost (Spratt i sur., 2004.; Jeli¢, 2018.).

3.7. String test

Fenotip hipermukoviskoznosti (HMV) poznat je kao znacajan faktor virulencije kod
bakterije K. pneumoniae koji je karakteristiCan po pojacanoj proizvodnji polisaharida
povezanih s genima virulencije rmpA/rmpAz2, §to se moze potvrditi jednostavnom metodom —
string testom. Pozitivan string test definiran je kao stvaranje viskozne niti duljine > 5 mm na
krvnom agaru (Slika 8.) (Hagiya i sur., 2014.; Neumann i sur., 2023.). String test je napravljen
za sve CRISPR-Cas pozitivne izolate K. pneumoniae, ukljucene u ovo istrazivanje, kako bi se
utvrdilo javlja li se hipermukoviskoznost kod ispitivanih klinickih izolata, i ako se javlja, je li

u korelaciji s pojavom fenotipa otpornosti na karbapeneme i/ili prisutnos¢u sustava CRISPR-

Cas.

Slika 8. Prikaz stvaranja niti istezanjem kolonija soja K. pneumoniae izoliranih iz urina bolesnika.
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3.8. Prikupljanje arhivskih podataka

U zadnjoj fazi istrazivanja prikupljali su se arhivski podaci o pacijentima od kojih
potjecu izolati (dob, dijabetes, hipertenzija, maligne bolesti, boravak u jedinici intenzivnog
lije¢enja i mortalitet unutar 30 dana) pohranjeni u bolni¢kom informati¢kom sustavu (BIS) i
podaci o izolatima (datum primitka uzorka, vrsta klini¢kog uzorka, odjel i osjetljivost na
antimikrobne lijekove) iz laboratorijskog informati¢kog sustava (LIS) Klini¢ckog bolnickog
Centra Zagreb. Budué¢i da se eksperimentalni dio istrazivanja provodio na bakterijskim
izolatima te bolesnici nisu bili podvrgnuti nikakvim dodatnim pretragama za potrebe
predlozenog istrazivanja, informirani pristanak ispitanika u istrazivanju nije bio potreban.
Istrazivanjem je provedena analiza podataka prikupljenih tijekom rutinskih dijagnostickih
postupaka kod bolesnika koji nisu podvrgnuti invazivnim dijagnosticko-terapeutskim
zahvatima od strane istrazivaca, niti bilo kakavim dodatnim pretragama za potrebe predloZzenog
istrazivanja. U istraZivanju se takoder ne spominju imena i prezimena ispitanika, kao ni njihovi
inicijali, spol i godina rodenja, a analiziraju se samo rezultati prikupljeni tijekom rutinskog rada

Klinickog zavoda za klinicku mikrobiologiju, prevenciju i kontrolu infekcija.
3.9. Statisticka analiza

Svi izolati bakterije K. pneumoniae kategorizirani su kao CRISPR-Cas pozitivni ili
negativni te je usporedivana prisutnost sustava CRISPR-Cas s klinickim karakteristikama,
bolnickim odjelima, tipom uzorka, genima Koji kodiraju za karbapenemaze, osjetljivos¢éu na
antimikrobne lijjekove te skupinama sekvencijskih tipova. Za statisti¢ku analizu koriSteni su hi-
kvadrat test i Fisher-ov egzaktni test. Sve p-vrijednosti su dvostrane, a statisticka znacajnost
definirana je kao p < 0.05. Distribucija lokusa CRISPR analizirana je primjenom logisticke
regresije, dok je za usporedbu dobi medu grupama koriSten test Mann-Whitney. Statisticka
analiza provedena je pomocu ,,MedCalc Statistical Software*, verzija 20.0.4 (MedCalc
Software Ltd, Belgija). Prilikom usporedbe dvije ili vise skupina, uz p-vrijednost, prikazan je i
omjer izgleda ili koeficijent izgleda (eng. Odds Ratio, OR). To je statisticka mjera koja
pokazuje kolika je vjerojatnost (izgled) da se neki dogadaj dogodi u jednoj skupini u usporedbi

s drugom.
e Vrijednost OR > 1 sugerira da je pojava koju se ispituje ¢eSc¢a u ispitivanoj skupini.
e Vrijednost OR < 1 sugerira da je pojava rjeda.

e Vrijednost OR = 1 znaci da nema razlike izmedu skupina.
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Uz vrijednost OR se prikazuje i interval pouzdanosti (eng. Confidence Interval, CI). To je
raspon vrijednosti unutar kojeg se, s odredenom razinom sigurnosti (npr. 95 %), nalazi stvarna
vrijednost OR-a u cjelokupnoj populaciji. Ako CI ne ukljucuje broj 1, rezultat se smatra

statisti¢ki znacajnim, §to potvrduje i p-vrijednost koja je u tom slu¢aju manja od 0.05.

57



4. REZULTATI

58



4.1. Izolati K. pneumoniae i klinicke karakteristike bolesnika

U ovoj retrospektivnoj studiji, provedenoj od sije¢nja 2021. godine do travnja 2024.
godine, prikupljeno je ukupno 400 razli¢itih sojeva bakterije K. pneumoniae za koje je masena
spektrometrija ,,MALDI-TOF* dala pouzdane rezultate identifikacije na razini (> 2.000).
Bakterijski sojevi su izolirani iz uzoraka urina (n = 153, 38.3 %), brisa rektuma (n=71, 17.8 %),
stolice (n = 37, 9.3 %), brisa zdrijela (n = 25, 6.3 %), hemokulture (n = 21, 5.3 %), brisa rane
(n = 15, 3.8 %), aspirata traheje (n = 15, 3.8 %), bronhoalveolarnog lavata (n = 14, 3.5 %),
iskasljaja (n = 13, 3.3 %), intraoperativnog uzorka (n = 9, 2.3 %), brisa nazofarinksa (n = 6,
1.5 %), brisa prepone (n =5, 1.3 %), uzorka ascitesa (n = 3, 0.8 %), perianalnog brisa (n = 3,
0.8 %), brisa aksile (n =2, 0.5 %), punktata (n = 2, 0.5 %) te ostalih uzoraka — apscesa, aspirata
gornjih diSnih puteva, brisa kanile, sadrzaja drena, sekreta sinusa i briseva intravaskularnog
katetera (n = 6, 1.5 %). U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 89 odjela Klinickog bolnickog
Centra Zagreb, koji su svrstani u 14 skupina pri ¢emu je najveci broj uzoraka bolesnika dobiven
s internisti¢kih odjela (INT) te pedijatrijskih 1 kirurskih jedinica intenzivnog lije¢enja (PJIL;
KJIL) (Tablica 4.).

Tablica 4. Distribucija prikupljenih klini¢kih uzoraka s obzirom na bolnicki odjel (n = 400).

Bolnicki odjel Broj uzoraka (%0)
Internisticki odjeli 64 (16.0)
Intemistiékelj?djnige intenzivnog 57 (14.3)
jjecenja
Pedijatrijske jgdjnige intenzivnog 51 (12.8)
lijeCenja
Kirurske jedinice intenzivnog lijeCenja 45 (11.3)
Kirurski odjeli 44 (11.0)
Vanjski bolesnici 40 (10.0)
Hematoloski odjeli 25 (6.3)
Pulmoloski odjeli 23 (5.8)
Hitna sluzba 21 (5.3)
o COVID-19 bolesike 1230
Pedijatrijski odjeli 9(2.3)
Onkoloski odjeli 6 (1.5)
Odjeli za COVID-19 bolesnike 3(0.8)

Od ukupno 400 sojeva K. pneumoniae, 206 (51.5 %) je izolirano iz uzoraka muskaraca,
a 194 (48.5 %) iz uzoraka zena, s medijanom dobi od 62 godine (0-90). Analiza pet klini¢kih

karakteristika bolesnika pokazala je da je hipertenzija je zabiljezena kod najveceg broja
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bolesnika, odnosno kod njih 191 (47.8 %), boravak u jedinici intenzivnog lije€enja (JIL) kod
166 bolesnika (41.5 %), maligne bolesti kod 113 (28.3 %), a dijabetes kod 84 bolesnika (21.0
%). Unutar 30 dana od prvog pozitivnog uzorka na bakteriju K. pneumoniae zabiljezena je
smrtnost od 8.3 % (33/400 ) (Slika 9.).

28.3%

Utestalostklini¢kih karakteristika (%)

Hipertenzija Boravak ujedinici  Maligne bolesti Dijabetes Smrtnost unutar 30
intenzivnog dana od prve
lije€enja izolacije iz

klini¢kog uzorka

Klini¢ke karakteristike

Slika 9. Ucestalost pet klinickih karakteristika kod bolesnika s izoliranom bakterijom K. pneumoniae iz

razli¢itih klinickih uzoraka.
4.2. Antimikrobna osjetljivost izolata K. pneumoniae

Osjetljivost bakterijskih izolata ispitana je na 24 razlic¢ita antimikrobna lijeka svrstana u
15 razlicitih skupina (Tablica 5.). Nisu svi bakterijski izolati ispitani na sva 24 antimikrobna
lijeka jer se ispitivanje antimikrobne osjetljivosti po€inje s antimikrobnim lijekovima uZeg
spektra djelovanja (red I) te se postepeno Siri na one Sireg spektra djelovanja (red 11, odnosno
red 111) ako to zahtijeva stupanj otpornosti pojedinog izolata.
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Tablica 5. Klasifikacija testiranih antimikrobnih lijekova (n = 24) u 16 razli¢itih grupa.

Klasa antimikrobnog lijeka Antimirobni lijek
Penicilini (aminopenicilini) Ampicilinfamoksicilin
Kombinacija penicilina i Amoksicilin + klavulanska
inhibitora beta-laktamaza kiselina
Kombinacija
antipseudomonasnog penicilina i Piperacilin + tazobaktam
inhibitora beta-laktamaza
Cefalosporin 1. generacije Cefaleksin
Cefalosporin 2. generacije Cefuroksim
Cefiksim, cefpodoksim,
Cefalosporini 3. generacije cefotaksim, ceftriakson,
ceftazidim
Cefalosporin 4. generacije Cefepim
Sideroforni cefalosporin Cefiderokol

Kombinacija cefalosporina 3.
generacije i inhibitora Ceftazidim + avibaktam
beta-laktamaza

Kombinacija cefalosporina 5.
generacije i inhibitora Ceftolozan + tazobaktam
beta-laktamaza

Ertapenem, imipenem,

Kar nemi
arbapene meropenem

Kombinacija karbapenema i

inhibitora beta-laktamaza Imipenem + relebaktam

Aminoglikozidi Gentamicin, amikacin
Fluorokinoloni Ciprofloksacin, levofloksacin
Komblna(_:ua dlamlnoplrlmldlna Trimetoprim + sulfametoksazol
i sulfonamida
Polimiksin Kolistin

Intermedijarno osjetljivi i osjetljivi sojevi su Klasificirani kao sojevi osjetljivi na testirani
antimikrobni lijek. NajviSa razina otpornosti bakterija je zabiljezena za aminopeniciline
ampicilin/amoksicilin (100 %) na koji su sojevi K. pneumoniae intrinzi¢no otporni, dok su
izolati imali najnize stope otpornosti na sideroforni cefalosporin — cefiderokol (11.8 %),
aminoglikozid — amikacin (14.4 %) i polimiksin — kolistin (22.0 %). Stope otpornosti na
ertapenem, meropenem i imipenem iznosile su 50.0 %, 37.0 % i 26.3 %, redom (Tablica 6.,
Slika 10.). Na osnovu zabiljezene otpornost izolata na ertapenem, uz detekciju barem jednog
gena bla koji kodira za karbapenemazu, izolati su svrstani u skupinu sojeva K. pneumoniae
otpornih na karbapeneme (eng. carbapenem-resistant K. pneumoniae, CRKp) (50.0 %).

Preostalih 200 izolata (50.0 %) je bilo osjetljivo na sva tri karbapenema te kod istih nije
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detektiran neki od karbapenemaznih gena bla, stoga su svrstani u skupinu sojeva K. pneumoniae
osjetljivih na karbapeneme (eng. carbapenem-susceptible K. pneumoniae, CSKp). Svi izolati
CRKp ukljuéeni u ovu studiju spadaju u sojeve MDR. Preciznije, izolati CRKp su zadovoljavali
kriterij viSestruke otpornosti, odnosno otpornosti na barem jedan antibiotik iz minimalno tri
razli¢ite klase antibiotika, ne uzimajuci u obzir intrinzi¢ku otpornost sojeva K. pneumoniae na
ampicilin/amoksicilin. Oznaka ampicilin/amoksicilin u kontekstu disk difuzijskog testa znaci
da se osjetljivost na amoksicilin zakljuuje na temelju rezultata dobivenog testiranjem
ampicilina. Za sve antimikrobne lijekove su u tablici 6. i na slici 10. prikazani rezultati dobiveni
metodom disk difuzije, osim u slucaju 200 sojeva CRKp gdje su rezultati za imipenem,

meropenem i kolistin dobiveni na osnovu vrijednosti MIK.

Tablica 6. Prikaz ukupnog broja osjetljivih i otpornih izolata bakterije K. pneumoniae na pojedine

antimikrobne lijekove (n = 24).

Antimikrobni lijek (n) srol ;;Sgaet('g/'og'h B{;g,gggc(’;;)'h
Ampicilinfamoksicilin (n = 400 ) 0(0) 400 (100)
Amoksicilin + klavulanska kiselina (n = 400 ) 199 (49.8) 201 (50.3)
Cefaleksin (n = 143) 74 (51.7) 69 (48.3)
Cefuroksim (n = 399) 201 (50.4) 198 (49.6)
Ciprofloksacin (n = 400) 198 (49.5) 202 (50.5)
Levofloksacin (n = 397) 205 (51.6) 192 (48.4)
Cefpodoksim (n = 148) 75 (50.7) 73 (49.3)
Cefiksim (n = 146) 76 (52.1) 70 (47.9)
Gentamicin (n = 400) 273 (68.2) 127 (31.8)
Amikacin (n = 376) 322 (85.6) 54 (14.4)
Trimetoprim + sulfametoksazol (n = 312) 167 (53.5) 145 (46.5)
Ceftazidim (n = 373) 181 (48.5) 192 (51.5)
Cefotaksim (n = 373) 178 (47.7) 195 (52.3)
Ceftriakson (n = 372) 179 (48.1) 193 (51.9)
Cefepim (n = 374) 180 (48.1) 194 (51.9)
Piperacilin + tazobaktam (n = 373) 174 (46.6) 199 (53.4)
Ertapenem (n = 400) 200 (50.0) 200 (50.0)
Imipenem* (n = 373) 275 (73.7) 98 (26.3)
Meropenem™* (n = 373) 235 (63.0) 138 (37.0)
Kolistin* (n = 200) 156 (78.0) 44 (22.0)
Ceftazidim + avibaktam (n = 185) 139 (75.1) 46 (24.9)
Ceftolozan + tazobaktam (n = 109) 10 (9.2) 99 (90.8)
Imipenem + relebaktam (n = 22) 8 (36.4) 14 (63.6)

Cefiderokol (n = 17) 15 (88.2) 2(11.8)

* — antibiotik za koji je profil osjetljivosti za 200 sojeva CRKp odreden vrijednostima MIK dobivenim

mikrodilucijskom metodom
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Slika 10. Prikaz stope otpornosti izolata bakterije K. pneumoniae na 24 razli¢ita antimikrobna lijeka.
AMP/AMX — ampicilin/famoksicilin, AMC — amoksicilin + klavulanska kiselina, CLX — cefaleksin,
CXM — cefuroksim, CIP — ciprofloksacin, LVX — levofloksacin, CPD — cefpodoksim, CFM — cefiksim,
GEN — gentamicin, AMK — amikacin, SXT — trimetoprim + sulfametoksazol, CAZ — ceftazidim, CTX
— cefotaksim, CRO — ceftriakson, FEP — cefepim, TZP — piperacilin + tazobaktam, ETP — ertapenem,
IPM — imipenem, MEM — meropenem, COL — kolistin, CAZ + AVI — ceftazidim + avibaktam, TOL +
TAZ — ceftolozan + tazobaktam, IPM + REL — imipenem + relebaktam, FDC — cefiderokol.

Nove kombinacije beta-laktama i inhibitora beta-laktamaza, ukljucujuci ceftazidim +
avibaktam, ceftolozan + tazobaktam, imipenem + relebaktam, uz kolistin i cefiderokol, ispitane
su samo za sojeve CRKp koji su pokazali stope otpornosti od 90.8 % za ceftolozan +
tazobaktam, 63.6 % za imipenem + relebaktam i 24.9 % za ceftazidim + avibaktam. Sojevi K.
pneumoniae imali su najniZe stope otpornosti na cefiderokol (11.8 %), potom amikacin (14.4
%), kolistin (22.0 %), ceftazidim + avibaktam (24.9 %), imipenem (26.3 %) i gentamicin (31.8
%). Svi ostali testirani antimikrobni lijekovi, izuzev ampicilina/amoksicilina, kombinacije
ceftolozana + tazobaktama i imipenema + relebaktama, pokazuju stope otpornosti od 46.5 %
do 53.4 % (Tablica 6., Slika 10.).

Za sve sojeve koji su metodom disk difuzije pokazali otpornost na jedan ili vise
karbapenema (n = 200), su metodom mikrodilucije odredene vrijednosti MIK u rasponu od
0.125 do 128 pg/ml za imipenem, meropenem i kolistin. Najveca otpornost izolata CRKp je

zabiljezena za meropenem (69.9 %), a najmanja za kolistin (22.0 %) (Slika 11.).
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Slika 11. Prikaz vrijednosti MIK za imipenem, meropenem i kolistin kod izolata K. pneumoniae
otpornih na barem jedan karbapenem (n = 200).

4.3. Otpornost izolata na karbapeneme s obzirom na vrstu uzorka i klinicke

karakteristike bolesnika

Medijan dobi bolesnika kod kojih su izolirani sojevi CRKp bio je 66.5 godina (0-92), a
kod onih s izoliranim sojevima CSKp 50.5 godina (0-92), pri ¢emu je utvrdena statisticki
znacajna razlika (p < 0.0001). 31.5 % sojeva CSKp izolirano je iz uzoraka novorodencadi.
Sojevi CRKp su cesce izolirani iz briseva rektuma (74.6 %) u usporedbi sa sojevima CSKp

(25.4 %). Nasuprot tome, sojevi CSKp €esce su izolirani iz briseva Zdrijela (10.5 %) u odnosu
na izolate CRKp (2.0 %) (Tablica 8.).
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Tablica 8. Usporedba izolata K. pneumoniae osjetljivih i otpornih na karbapeneme prema distribuciji u

razli¢itim klini¢kim uzorcima.

Vrsta uzorka Ukupan broj Broj izolata osjetljivih Broj izolata otpornih
(%) na karbapeneme (%) na karbapeneme (%)
Urin 153 (38.3) 73 (36.5) 80 (40)
Bris rektuma 71 (17.8) 18 (9.0) 53 (26.5)
Stolica 37 (9.3) 19 (9.5) 18 (9.0)
Bris zdrijela 25 (6.3) 21 (10.5) 4 (2.0)
Hemokultura 21 (5.3) 9(4.5) 12 (6.0)
Bris rane 15 (3.8) 5(2.5) 10 (5.0)
Aspirat traheje 15 (3.8) 10 (5.0) 5(2.5)
Bronhoalveolarni
lavat 14 (3.5) 12 (6.0) 2 (1.0)
Iskasljaj 13 (3.3) 12 (6.0) 1(0.5)
Intraoperativni
uz%rak 9(2.3) 5 (2.5) 4(2.0)
Bris nazofarinksa 6 (1.5 6 (3.0) 0(0)
Bris prepone 5(1.3) 2(1.0) 3(1.5)
Ascites 3(0.8) 0 (0) 3(1.5)
Perianalni bris 3(0.8) 3(1.5) 0(0)
Bris pazuha 2 (0.5 1(0.5) 1(0.5)
Punktat 2 (0.5) 1(0.5) 1(0.5)
Apsces 1(0.3) 0 (0) 1(0.5)
Aspirat gornje
respiFr)atorr?og tjra?da 1(03) 1(09) 0(0)
Bris kanile 1(0.3) 1(0.5) 0 (0)
Dren 1(0.3) 0(0) 1(0.5)
Sekret sinusa 1(0.3) 1(0.5) 0(0)
Bris oko
intravaskularnog 1(0.3) 0 (0) 1(0.5)
katetera
) 400 (100) 200 (50) 200 (50)

Ucestalost hipertenzije bila je statisticki znacajno veca kod bolesnika kod kojih su
detektirani izolati CRKp (131/200, 65.5 %) u usporedbi s bolesnicima s CSKp (60/200, 30.0
%) (p <0.0001). Kod bolesnika s izolatima CRKp ucestalost boravka u JIL-u, malignih bolesti,
dijabetesa te 30-dnevna smrtnosti iznosila je, redom, 39.5 % (79/200), 30.5 % (61/200), 26.5
% (53/200) i 11.5 % (23/200). S druge strane, kod bolesnika s izoliranim sojevima CSKp, ove
vrijednosti su bile statisti¢ki znac¢ajno nize, za dijabetes (31/200, 15.5%; p = 0.007) i 30-dnevnu
smrtnost (10/200, 5.0 %; p =0.0183), dok se ucestalost malignih bolesti nije statisticki znac¢ajno
razlikovala (52/200, 26.0 %; p = 0.3181). Suprotno tome, ucestalost boravka u JIL-u bila je visa
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kod bolesnika s izolatima CSKp (87/200, 43.5 %; p = 0.4175) (Slika 12.). Ova diskrepancija se

moze pripisati velikom broju sojeva CSKp izoliranih iz uzoraka novorodencadi s PJIL-a.

B [zolati otporni na karbapeneme (n = 200) B Izolati osjetljivi na karbapeneme (n = 200)

70% 65.5%

30.0%

60%
50%
40%
30%

43.5%
30.5%
20%
11.5%

39.5%
26.0% 26.5%
15.5%

Hipertenzija(n=  Boravak ujedinici Maligne bolesti (n= Dijabetes (n=284) Smurtnost unutar 30
191) intenzivnog lijeéenja 113) dana od prve
(n=166) izolacije iz klini¢kog
uzorka (n =33)

10%

0%

Ucestalost klinic¢kih karalkteristika (%)

Klini¢ke karakteristike

Slika 12. Ucestalost klini¢kih karakteristika kod bolesnika s izoliranom bakterijom K. pneumoniae s

obzirom na osjetljivosti izolata na karbapeneme.

4.4. Distribucija gena bla koji kodiraju za karbapenemaze kod izolata K.

pneumoniae i povezanost s otpornosé¢u na karbapeneme

Nakon $to je za 200 izolata utvrdena otpornost na barem jedan karbapenem, napravljen
je imunokromatografski test koji je kod svakog od 200 izolata utvrdio produkciju barem jedne
od tri vrste karbapenemaza (KPC, NDM i/ili OXA-48). Potom je metodom multiplex PCR
potvrdena prisutnost gena bla pri ¢emu je gen blaoxa-s bio najéesci buduci da je detektiran kod
123 izolata (61.5 %, 123/200). Gen blanpwm je otkriven kod 53 izolata (26.5 %, 53/200),
kombinacija gena blanowm i blaoxa-4s detektirana je kod 14 izolata (7.0 %, 14/200), dok je gen
blakec bio prisutan kod 10 sojeva (5.0 %, 10/200) (Slika 13.). Zanimljivo je da je najveéi broj
izolata CRKp koji produciraju KPC iz 2021. godine (10/10, 100 %), onih koji produciraju NDM
iz 2022. godine (31/53, 58.5 %) te onih koji produciraju OXA-48 i kombinaciju NDM i OXA-
48 iz 2023. i 2024. godine (91/137, 73.0 %).
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70%
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= 14)
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Udio izolata koji proizvode
karbapenemaze (%)

0%

Tip karbapenemaze

Slika 13. Udio izolata K. pneumoniae s obzirom na vrstu karbapenemaze koju proizvode.

Izolati CRKp koji su proizvodili karbapenemaze ispoljavali su varijabilnu fenotipsku
otpornost na karbapeneme ovisno o vrsti karbapenemaze koju proizvode. Svih 200 izolata koji
nose gen bla za neku od karbapenemaza su bili otporni na ertapenem (100 %, 200/200). Od
toga je 138 izolata (69.0 %, 138/200) bilo otporno na meropenem, a 98 izolata (49.0 %, 98/200)
na imipenem. Svi izolati koji su otporni na ertapenem i imipenem su bili otporni i na meropenem
(99.0 %, 97/98), osim jednog soja koji nosi gen blaoxa4s. Najvisa razina otpornosti na
imipenem 1 meropenem zabiljezena je medu izolatima koji proizvode KPC (100 %) 1
kombinaciju karbapenemaza NDM i OXA-48 (imipenem — 78.6 %; meropenem — 85.7 %), dok
je otpornost na imipenem i meropenem bila najniza u izolata koji proizvode OXA-48 (31.7 %;

61.0 %) (Tablica 9., Slika 14.).

Tablica 9. Udio izolata K. pneumoniae otpornih na ertapenem, imipenem i meropenem s obzirom na

vrstu karbapenemaze koju izolati proizvode.

L . | Broj otpornih izolata s obzirom na vrstu karbapenemaze koju
Antlrr_1_|krobn| proizvode (%) ¥
lijek KPC NDM OXA-48 NDM i OXA-48
Ertapenem 10 (100) 53 (100) 123 (100) 14 (100) 200 (100)
Imipenem 10 (100) 38 (71.4) 39 (31.7) 11 (78.6) 98 (49.0)
Meropenem 10 (100) 41 (77.4) 75 (61.0) 12 (85.7) 138 (69.0)
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Slika 14. Udio izolata K. pneumoniae otpornih na ertapenem, imipenem i meropenem s obzirom na

vrstu karbapenemaze koju proizvode.

Od ukupno 97 izolata otpornih na sva tri testirana karbapenema, 10 ih je proizvodilo
KPC (100 %), 38 NDM (39.2 %), 38 OXA-48 (39.2 %) i 11 NDM + OXA-48 (11.3 %). S druge
strane, 61 izolat CRKp s detektiranim genom bla je bio osjetljiv i na imipenem i na meropenem,
41 samo na imipenem te jedan na meropenem. Od toga je najvise proizvodilo karbapenemazu
OXA-48 (Tablica 10.).

Tablica 10. Udio izolata K. pneumoniae osjetljivin na imipenem i/ili meropenem s obzirom na vrstu

karbapenemaze koju proizvode.

Broj osjetljivih izolata (%0)

Tip karbapenemaze i
Imipenem (n = 41) | Meropenem (n =1) mer é?;ﬁ:&e?;z 61)

NDM (n = 15) 3(7.3) 0(0) 12 (19.7)
OXA-48 (n = 85) 37 (90.2) 1 (100) 47 (77.0)
NDM i OXA-48 (n = 3) 1(2.4) 0(0) 2(3.3)
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4.5. Distribucija sustava CRISPR-Cas kod izolata osjetljivih i otpornih na
karbapeneme s obzirom na bolnicke odjele, vrstu uzorka i klinicke

karakteristike bolesnika

Gen casl je pronaden kod 15.8 % (63/400), a lokusi CRISPR kod 15.0 % (60/400)
izolata $to ukazuje na nisku distribuciju ovog imunosnog sustava kod analiziranih klinickih
sojeva K. pneumoniae. Od 60 izolata koji su nosili lokuse CRISPR, kod 56 izolata (93.3 %) su
pronadeni lokusi CRISPR1, CRISPR2 i/ili CRISPR3, odnosno kod ovih izolata su otkrivena
oba podtipa | sustava CRISPR-Cas: I-E i I-E*. Kod tri izolata CSKp je pronaden samo lokus
CRISPR1 (podtip I-E), dok je kod samo jednog izolata CRKp utvrdeno prisustvo lokusa
CRISPR3 (podtip I-E*). Tri izolata CSKp, kod kojih lokusi CRISPR izostaju, su svrstana u
grupu izolata pozitivnih na sustav CRISPR-Cas zbog prisutnosti gena casl. Lokus CRISPR3
bio je statisticki znacajno ¢es¢i kod izolata CRKp (OR = 2.03, 95.0 % CI [1.154, 3.790]; p =
0.0150), dok se ucestalost lokusa CRISPR1 i CRISPR2 nije statisticki znacajno razlikovala
izmedu ove dvije skupine (CRISPR1: OR = 1.556, 95.0 % CI [0.888, 2.727]; p = 0.1228;
CRISPR2: OR = 1.778, 95.0 % CI [0.982, 3.221]; p = 0.0575) (Slika 15.). Takoder nije bilo
statisticki znacajne razlike u ucestalosti sustava CRISPR-Cas izmedu izolata CS (27/200,

12.0 %) i CR (36/200, 18.0 %) (p = 0.2173).

® Bez lokusa (n =337) = CRISPR1 (n=159) mCRISPR2 (n=353) ®mCRISPR3 (n=355) ®Casl bez lokusa (n=3)

0 86.5%
0% 82.0%

80%
70%
60%
50%
40%

30%

Stopa ucestalosti (%)

20% 17.5% 16.5% 18.0%

120% 1000 959
10%
0%

Izolati osjetljivi na karbapeneme (n = 200) Izolati otporni na karbapeneme (n = 200)

Slika 15. Ucestalost lokusa CRISPR 1, 2 i 3 kod izolata K. pneumoniae osjetljivih i otpornih na

karbapeneme.
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Bolesnici iz ¢ijih uzoraka su izolirani sojevi sa sustavom CRISPR-Cas imali su vecu
ucestalost hipertenzije, malignih bolesti 1 dijabetesa s obzirom na to da je veéi broj izolata sa
sustavom CRISPR-Cas pronaden kod izolata koji su otporni na karbapeneme. Hipertenzija
(65.1 % naspram 44.5 %; p = 0.0027) i dijabates (31.7 % naspram 19.0 %; p = 0.0227) su bili
znacajno ¢es¢i kod bolesnika ¢iji su bakterijski izolati imali sustav CRISPR-Cas u usporedbi s

bolesnicima u ¢ijim izolatima sustav nije pronaden (Slika 16. i Tablica 11.).

CRISPR-Cas negativni izolati (n =337) CRISPR-Cas pozitivni izolati (n=63)
70% 65.1%

60%

50%  44.5%

41.8% 39 7%

40%
31.7%

30% 28.2% 28.6%

19.0%
20%

Stopa ucestalosti (%o)

10% 83% 7.9%

0%
Hipertenzija (n=191) Boravak u JIL-u (n= Maligne bolesti (n= Dijabetes (n=84) 30-dnevna smrtnost
166) 113) (n=33)

Klini¢ke karakteristike

Slika 16. Ucestalost CRISPR-Cas pozitivnih i negativnih izolata K. pneumoniae s obzirom na klini¢ke

karakteristike bolesnika.

Izolati kod kojih je pronaden sustav CRISPR-Cas bili su znacajno c¢eS¢i medu
bolesnicima hospitaliziranima na COVID-19 JIL-u (11.1 %) u usporedbi s CRISPR-Cas
negativnim izolatima (1.5 %) (p = 0.0007). Suprotno tome, CRISPR-Cas negativni izolati bili
su ¢es¢i kod bolesnika hospitaliziranih na pedijatrijskom JIL-u (14.8 %) u usporedbi s 1.6 %
CRISPR-Cas pozitivnih izolata (p = 0.0016) (Tablica 11., Slika 17.).
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Tablica 11. Ucestalost CRISPR-Cas pozitivnih i negativnih izolata K. pneumoniae s obzirom na

klini¢ke karakteristike bolesnika i bolnicke odjele s kojih izolati potjecu.

Klinicke karakteristike i bolnicki Broj (.:RI.SP.R_CaS BFOJ_ (.:R!SI?R_CaS p-vrijednost
odjeli negativnih izolata | pozitivnih izolata
(%) (%)
Klinicke karakteristike
Hipertenzija (n = 191) 150 (44.5) 41 (65.1) 0.0027
Boravak u JIL-u (n = 166) 141 (41.8) 25 (39.7) 0.7501
Maligne bolesti (n = 113) 95 (28.2) 18 (28.6) 0.9508
Dijabetes (n = 84) 64 (19.0) 20 (31.7) 0.0227
30-dnevna smrtnost (n = 33) 28 (8.3) 5(7.9) 0.9216
Bolnicki odjeli
Internisticki odjeli (n = 64) 54 (16.0) 10 (15.9) 0.4180
Interna JIL (n = 57) 50 (14.8) 7 (3.0) 0.4380
Pedijatrijski JIL (n = 51) 50 (14.8) 1(1.6) 0.0016
Kirurski JIL (n = 45) 35(10.4) 10 (15.9) 0.2064
Kirur$ki odjeli (n = 44) 37 (11.0) 7(11.1) 0.9755
Vanjski bolesnici (n = 40) 31(9.2) 9(14.3) 0.2173
Hematoloski odjeli (n = 25) 24 (7.1) 1(1.6) 0.1511
Pulmoloski odjeli (n = 23) 17 (5.0) 6 (9.3) 0.1615
Hitna sluzba (n =21) 19 (5.6) 2(3.2 0.5512
COVID-19JIL (n=12) 5(1.5) 7(11.1) 0.0007
Pedijatrijski odjeli (n = 9) 8 (2.4) 1(1.6) 1.0000
Onkoloski odjeli (n = 6) 5(1.5) 1(1.6) 1.0000
COVID-19 odjeli (n =3) 2 (0.6) 1(1.6) 0.4028

JIL — jedinica intenzivnog lijeCenja

CRISPR-Cas negativni izolati (n =337)

17%

15%

13%

11%

9%

7%

5%
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Slika 17. Ucestalost CRISPR-Cas pozitivnih i negativnih izolata K. pneumoniae s obzirom na bolnicke

odjele s kojih izolati potjecu.
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Kada su izolati iz invazivnih i neinvazivnih uzoraka usporedivani prema prisutnosti sustava

CRISPR-Cas, nije bilo znacajne razlike medu razli¢itim vrstama klini¢kih uzoraka. Medutim, izolati

kod kojih nije pronaden sustav CRISPR-Cas su bili znac¢ajno ¢e$¢i u uzorcima stolice (10.7 %

naspram 1.6 %) (Tablica 12.).

Tablica 12. Usporedba CRISPR-Cas pozitivnih i negativnih izolata K. pneumoniae s obzirom na vrstu

uzorka.

Vrsta uzorka

Broj CRISPR-Cas
negativnih izolata (%)

Broj CRISPR-Cas
pozitivnih izolata (%)

p-vrijednost

Invazivni uzorci (n = 79) 65 (19.3) 14 (22.2) 0.5917
Hemokultura (n = 21) 16 (4.7) 5(7.9) 0.3503
Bris rane (n=15) 14 (4.2) 1(1.6) 0.4832
Aspirat traheje (n = 15) 13 (3.9) 2(3.2) 1.0000
Bronhoalveolarni lavat (n = 14) 11 (3.3) 3(4.8) 0.4701
Intraoperativni uzorak (n = 9) 7(2.1) 2(3.2) 0.6377
Ascites (n = 3) 2 (0.6) 1(1.6) 0.4028
Punktat (n = 2) 2 (0.6) 0(0) 1.0000
Neinvazivni uzorci (n = 315) 266 (78.9) 49 (77.8) 0.8374
Urin (n = 153) 126 (37.4) 27 (42.9) 0.4129

Bris rektuma (n = 71) 57 (16.9) 14 (22.2) 0.3121
Stolica (n = 37) 36 (10.7) 1(1.6) 0.0172

Bris zdrijela (n = 25) 22 (6.5) 3(4.8) 0.7801
Iskasljaj (n=13) 11 (3.3) 2(3.2) 1.0000

Bris nazofarinksa (n = 6) 4(1.2) 2(3.2) 0.2406
Bris prepone (n = 5) 5(1.5) 0 (0) 1.0000
Perianalni bris (n =3) 3(0.9) 0(0) 1.0000
Bris pazuha (n =2) 2 (0.6) 0 (0) 1.0000
Ostali uzorci (n = 6) 6 (1.8) 0 (0) 0.5957

4.6. Korelacija izmedu prisutnosti sustava CRISPR-Cas i antimikrobne

otpornosti

U izolatima bez sustava CRISPR-Cas statisticki je znacajno ¢e$ce bio prisutan gen

blaoxa-4s (35.6 %), dok su u izolatima sa sustavom CRISPR-Cas, to¢nije S podtipovima I-E i/ili

I-E*, statisticki znaajno ¢eS$¢e bili prisutni geni blanom-1 (44.6 %) i blakec2 (10.7 %).

Istovremeno prisustvo gena koji kodiraju za karbapenemaze blaoxa-ss i blanom-1 bilo je ¢esée u

CRISPR-Cas negativnim izolatima, ali ta razlika nije bila statisticki znacajna (p = 0.9290).
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Odsutnost gena bla bila je statisticki zna¢ajno ¢e$¢a kod sojeva u kojima nije pronaden sustav

CRISPR-Cas (51.3 %) (Tablica 13.).

Tablica 13. Usporedba pojave gena bla koji kodiraju za karbapenemaze i prisutnosti sustava CRISPR-

Cas u izolatima K. pneumoniae (n = 400).

Sustav CRISPR-Cas -
G;f;rlggj Ieﬁoecrir:;ija I(i) aksulsge(:] Podtip I-E | Podtip I-E* | Podtipovi I-E i | Odsutan (n = | vrijednost
P =3 (n=3) (n=1) I-E* (n = 56) 337)

blanoms (N = 53) 0 0 0 25 (446 %) | 28(83%) | <0.0001

blakec. (n = 10) 0 0 1(100%) | 6(10.7 %) 3(09%) | <0.0001
blaoxa.ss (n = 123) 0 0 0 3(53%) | 120(35.6 %) | <0.0001
b'aoxa']‘“*:' ﬂ‘;‘“w'l 0 0 0 1(1.8 %) 13(39%) | 0.9290
Odsutan (n=200) | ° &)oo 3 (100 %) 0 21 (375%) | 173(513%) | 0.0296

Kada se usporedivala antimikrobna otpornost, ve¢i postotci otpornosti zabiljezeni Su za
CRISPR-Cas pozitivne izolate, premda razlike u odnosu na CRISPR-Cas negativne izolate nisu
bile statisti¢ki znacajne za ve¢inu antimikrobnih lijekova. Tako su izolati sa sustavom CRISPR-
Cas pokazali otpornost na kolistin u 55.6 % slucajeva kod sojeva CRKp u usporedbi s 14.6 %
kod sojeva CSKp; na kombinaciju ceftazidim + avibaktan u 50.0 % slu¢ajeva u usporedbi s
20.0 % slucajeva; na imipenem u 47.4 % u usporedbi s 22.5 %; na trimetoprim +
sulfametoksazol u 59.2 % u usporedbi s 44.1 % te na meropenem u 49.1 % u usporedbi s 34.8
% slucajeva. Statisticki znacajna razlika je zabiljeZzena jedino za kombinaciju imipenem +
relebaktam, pri ¢emu su CRISPR-Cas negativni izolati pokazali statisti¢ki znacajno vecu
otpornost (73.3 %, 11/15) u odnosu na CRISPR-Cas pozitivne izolate (42.9 %, 3/7) (Tablica
14.). Samo je jedan soj CRKp, izoliran iz punktata, bio otporan na svih 18 testiranih
antimikrobnih lijekova s vrijednostima MIK 128 pg/ml za imipenem i meropenem te 32 ug/ml
za kolistin. Stoga se za ovaj soj moze reci da je spada u sojeve PDR, odnosno da je neosjetljiv
na sve lijekove u svim testiranim antimikrobnim klasama. Ovaj izolat takoder proizvodi dvije
vrste karbapenemaza, odnosno nosi gene blanpm i blaoxa-4s te kod njega nije detektiran sustav
CRISPR-Cas.

73



Tablica 14. Usporedba stope antimikrobne otpornosti CRISPR-Cas negativnih i pozitivnih izolata K.

pneumoniae (n = 400).

Broj CRISPR-Cas Broj CRISPR-Cas
negativnih izolata pozitivnih izolata
(%) (%)
Antimikrobni lijek (n) Ulgupgn Stopa Ukup_an Stopa P
roj . broj . | vrijednost
testiranih otpornosti testiranih otpornosti
izolata (%) izolata (%)
Ampicillinfamoksicilin (n = 400 ) 337 100.0 63 100.0 N/A
Amoksicilin + k_lavulanska kiselina 337 490 63 571 N/A
(n=400)
Cefaleksin (n = 143) 122 49.2 21 42.9 0.6632
Cefuroksim (n = 399) 336 48.2 63 57.1 1.0000
Ciprofloksacin (n = 400) 337 48.7 63 60.3 N/A
Levofloksacin (n = 397) 335 46.3 62 59.7 0.4028
Cefpodoksim (n = 148) 127 50.4 21 429 0.5119
Cefiksim (n = 146) 125 48.8 21 429 0.5700
Gentamicin (n = 400) 337 29.7 63 42.9 N/A
Amikacin (n = 376) 318 14.5 58 13.8 0.5603
Trimetoprim Jr:s?l’Jllfze;metoksazol (n 263 441 49 592 0.9630
Ceftazidim (n = 373) 315 49.8 58 60.3 0.5945
Cefotaksim (n = 373) 315 50.5 58 62.1 0.5945
Ceftriakson (n = 372) 314 50.3 58 60.3 0.7873
Cefepim (n = 374) 316 50.3 58 60.3 0.5810
Piperacilin + tazobaktam (n = 373) 315 514 58 63.8 0.5945
Ertapenem (n = 400) 337 48.7 63 57.1 N/A
Imipenem* (n = 373) 316 22.5 57 47.4 0.3396
Meropenem* (n = 373) 316 34.8 57 49.1 0.3396
Kolistin* (n = 200) 164 14.6 36 55.6 0.2173
Ceftazidim + avibaktam (n = 185) 155 20.0 30 50.0 0.8125
Ceftolozan + tazobaktam (n = 109) 96 90.6 13 92.3 0.1994
Imipenem + relebaktam (n = 22) 15 73.3 7 42.9 0.0335
Cefiderokol (n = 17) 16 125 1 0.0 0.4920

* — antibiotik za koji je profil osjetljivosti za 200 sojeva CRKp odreden vrijednostima MIK dobivenima
mikrodilucijom u bujonu

N/A (eng. Not Applicable) — p-vrijednost nije primjenjiva kada su svi izolati (n = 400) testirani na sva antimikrobna
sredstva (n = 400)
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4.7. Rezultati string testa

String test je proveden na ukupno 16 CSKp i 35 CRKp CRISPR-Cas pozitivnih izolata
uspjesno poraslih na selektivnom hranjivom agaru MacConkey kako bi se utvrdilo javlja li se
HMYV kod ispitivanih klini¢kih izolata, i ako se javlja, je 1i u korelaciji s pojavom fenotipa
otpornosti na karbapeneme i/ili prisutno$¢u sustava CRISPR-Cas. Za ukupno 13.7 % (7/51)
izolata je otkriven virulentni HMV fenotip u obliku viskozne vrpce ve¢e od 5 mm, a od toga su
4 soja bila CRKp (13, 23, 32, 36), a 3 CSKp (43, 49, 57) (Slika 18.). Izolati CRKp (4/35; 11.4
%) 1 CSKp (18.8 %; 3/16) se nisu statisticki znacajno razlikovali (p = 0.2076).

B Negativan String test (n=44) B Pozitivan String test (n="7)
100%
88.6%

0% 81.3%
80%
70%
60%
50%
40%

30%
18.8%
20%

11.4%
]
0%

CRISPR-Cas pozitivni izolati osjetljivi na CRISPR-Cas pozitivni izolati otporni na
karbapeneme (n = 16) karbapeneme (n = 35)

Ucestalost izolata sa sustavom
CRISPR-Cas (%)

Slika 18. Rezultati String testa izolata K. pneumoniae osjetljivih i otpornih na karbepeneme kod kojih
je detektiran sustav CRISPR-Cas (n = 51).

4.8. Molekularna epidemiologija

Kako bi se utvrdila geneticka srodnost sojeva, nakon razgradnje ukupne bakterijske
DNA restrikcijskim enzimom Xbal, gel elektroforeza u izmjeni¢énom elektri¢cnom polju (PFGE)
je provedena na ukupno 50 CRISPR-Cas pozitivnih izolata K. pneumoniae (15 CSKp i 35
CRKp) koji su uspjesno porasli na selektivnom hranjivom agaru MacConkey. Po zavrsetku
PFGE-a, provedena je vizualna analiza makrorestrikcijskih profila kromosomske DNA s ciljem
tipizacije bakterija, tocnije odredivanja pulsotipova. Izolati su na osnovu razli€itih pulsotipova
svrstani u 20 razli¢itih PFGE grupa (0001-0020) od kojih se svaka grupa razlikuje od ostalih za
vise od Sest DNA fragmenata u restrikcijskom profilu te se takve grupe smatraju nesrodnima
(Tenover 1 sur., 1995; Jeli¢ 2018.). Iako je opisano 20 razli¢itih PFGE grupa, utvrdena su samo
tri klonalna klastera jer prema definiciji klaster ¢ine barem tri izolata sa slicnos¢u > 85.0 %.

Stoga su ukupno 33 od 50 izolata (66.0 %) Klasificirana u tri dominantna PFGE Kklastera:
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Klaster I obuhvaca 22 izolata CRKp (13. 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
31, 35, 36, 37, 40, 70, 71) — 44.0 % (22/50); klaster 1 tri izolata CSKp (51, 58, 59) — 6.0%
(3/50), a klaster 111 osam izolata CRKp (1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 12) — 16.0 % (Slika 19.).

S 6 7 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 SM

3 ) 5":'5 o i

R —~—

Slika 19. Makrorestrikcijski profili 18 CRISPR-Cas pozitivnih CRKp izolata (1-7; 10-20) dobivenih gel
elektroforezom u izmjeni¢nom elektricnom polju. SM — standard molekulskih masa ,,CHEF DNA Size

Standard*.

Osim metode PFGE, za detaljnije odredivanje klonskog tipa izolata koristena je i metoda
tipizacije sljedova vise lokusa (MLST) na jednom predstavniku svakog pulsotipa, pod
pretpostavkom da svi izolati iste PFGE grupe dijele isti klonski tip. Izolati su birani nasumi¢no,
a analiza MLST je provedena na 39 od ukupno 63 CRISPR-Cas pozitivnih izolata. Od toga je
bilo 26 reprezentativnih PFGE izolata s prethodno odredenim pulsotipom te 13 izolata (8, 41,
42, 43, 45, 57, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 69) koji nisu porasli na agaru MacConkey te zato za iste
nije bilo moguce provesti PFGE analizu, zbog ¢ega tih 13 izolata nije prikazano na slici 20.
Metodom MLST odredene su sekvence sedam domacinskih gena (gapA, infB, mdh, pgi, phoE,
rpoB, tonB) za 63 izolata bakterije K. pneumoniae sa sustavom CRISPR-Cas. Na osnovu
razli¢itih kombinacija gena (alela) sojevi su svrstani u pripadne grupe ST. Utvrdeno je 19
razli¢itih klonskih tipova s razli¢itim kombinacijama alela, od kojih su najzastupljenije grupe

ST bile ST15 (38.0 %), ST35 (15.9 %), ST101 (12.7 %), ST23 (4.8 %) i ST14 (3.71 %). U
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preostalih 14 grupa ST je svrstan po jedan izolat. Dva izolata CSKp (47 i 49) se nisu mogla
tipizirati metodom MLST te su oznaceni kao netipabilni (NT) (Tablica 15.).

Tablica 15. Grupe ST CRISPR-Cas pozitivnih izolata K. pneumoniae (n = 63) i pripadaju¢e kombinacije

alela.
Ukupan
Gg_era gapA| infB | mdh | pgi | phoE |rpoB |tonB | CRISPR-Cas pozitivni izolati (CSP) iz?)rlgjta
(%)
13 (CR)*, 14 (CR), 15 (CR)*, 16 (CR),
17 (CR), 18 (CR), 19 (CR), 21 (CR), 22
15%* | 1 1 1 |1 1 1 1 (((c:jlg),12273((((::|%),,2284(((?%2’;,2259(((:(:?),,2361 24 (38.0)
(CR), 35 (CR), 36 (CR), 37 (CR), 40
(CR)*, 70 (CR)*, 71 (CR)*, 46 (CS)*
42 (CS)*, 51 (CS)*, 55 (CS), 57 (CS),
35** | 2 1 2 | 1| 10 1 | 19 [58(CS), 59 (CS), 62 (CS), 65 (CS)*, 6810 (15.9)
(CS)*, 69 (CS)*
1(CR), 2 (CR), 3(CR), 4 (CR), R),
101 2 6 1 |5 4 1 6 ( )G(éR),)7(é:CI:?),) 12((CC::R))*5 (CR) 8 (12.7)
23 2 1 1 |1 9 4 | 12 41 (CS)*, 43 (CS), 54 (CS)* 3(4.8)
14 1 6 1 |1 1 1 1 8 (CR)*, 10 (CR)* 2(3.17)
13 2 3 1 1] 10 1 |19 44 (CS) 1(1.6)
111 2 1 5 |1 17 4 | 42 53 (CS)* 1(1.6)
147 3 4 6 |1 7 4 | 38 20 (CR) 1(1.6)
151 | 4 1 132 |1 7 4 |10 48 (CS)* 1(1.6)
392 3 4 6 |1 7 4 | 40 39 (CR) 1(1.6)
437 3 3 1 |1 1 1 |31 11 (CR) 1(1.6)
866 2 9 2 |1 1 1 4 50 (CS) 1(1.6)
879 2 1 1 | 1] 145 1 9 52 (CS)* 1(1.6)
1391 | 2 1 1 26| 10 1 | 14 45 (CS) 1(1.6)
1414 | 2 1 120 |1] 10 9 | 38 60 (CS) 1(1.6)
381 | 10 | 6 1 19| 12 42 | 9 61 (CS) 1(1.6)
306 2 1 1 | 1] 66 1 6 63 (CS)* 1(1.6)
2515 | 2 1 2 |1 1 1 |19 56 (CS)* 1(1.6)
3661 | 2 6 5 |1 1 4 | 223 64 (CS) 1(1.6)
NT / / / / / / / 47 (CS) 1(1.6)
NT / / / / / / / 49 (CS)* 1(1.6)

** _jzolati grupe ST za koje je pronadeno vise od jednog pulsotipa PFGE

NT (eng. Non-Typable) — nije tipabilan

CSP (eng. Carbapenem Susceptibility Profile) — profil osjetljivosti na karbapeneme
CR (eng. Carbapenem-Resistant) — izolati otporni na karbapeneme

CS (eng. Carbapenem-Susceptible) — izolati osjetljivi na karbapeneme

* — 23 izolata ¢iji su lokusi CRISPR sekvencirani

Ista PFGE grupa se uglavnom podudarala s jednom ST grupom. lzuzetak je izolat CRKp

14 koji proizvodi karbapenemaze NDM-1 i OXA-48 te je klasificiran kao pulsotip 0013, dok
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svi ostali izolati CRKp iz grupe ST15 proizvode karbapenemazu NDM-1 i klasificirani su kao
pulsotipovi 0012. Sli¢no je opazeno i kod pet izolata iz grupe ST35 (51, 55, 58, 59, 68) koja se
povezuje s tri razliita makrorestrikcijska pulsotipa (0002, 0018, 0020). Neocekivano je i da
izolati CRKp 11 (ST347), 20 (ST147) i 39 (ST392) proizvode karbapenemaze, a imali su
makrorestrikcijske i ST profile najsli¢nije osjetljivim sojevima CSKp 49 (NT), 53 (ST111)152
(ST879). Zanimljivo je i dasvatri CRKp izolata (11, 20, 39) potjecu s internistickih odjela, dok
su sva tri CSKp soja (49, 53, 52) izolirana iz vanjskih pacijenata (Slika 20.). Tablica 16.

prikazuje dominantne grupe ST za svaku od 14 razli¢itih skupina odjela.

Tablica 16. Prikaz odjela s kojih su 63 CRISPR-Cas pozitivna izolata K. pneumoniae potekla s obzirom

na prevladavajucu grupu ST.

Bolnicki odieli Broj CRISPR-Cas Dominantna
] pozitivnih uzoraka (%o) grupa ST
Internisticki odjeli 10 (15.87) ST15
KlrurskeJeq.mvlcellntenzwnog 10 (15.87) sT101
lijeCenja
Vanjski pacijenti 9 (14.29) ST35
Internisticke _]“ed}nl(.:e intenzivnog 7 (11.11) ST15
lijecenja
Jedinice intenzivnog lijecenja za
COVID-19 bolesnike (1110 ST1S
Kirurski odjeli 7 (11.11) ST35
Pulmoloski odjeli 6 (9.52) ST15
Hitna sluzba 2(3.17) ST15
Hematoloski odjeli 1(1.59) ST35
Odjeli za COVID-19 bolesnike 1(1.59) ST15
Onkoloski odjeli 1(1.59) ST35
Pedijatrijske J_gdjnlge intenzivnog 1(1.59) ST3661
lijeCenja
Pedijatrijski odjeli 1(1.59) ST35

Nakon $to se odredila pripadnosti grupama ST, izolati su analizirani i prema otpornosti
na karbapeneme i posjedovanju sustava CRISPR-Cas. Tako je kod 27 izolata CSKp, koji su
imali sustav CRISPR-Cas, identificirano ukupno 14 razli¢itih grupa ST, pri ¢emu su izolati
grupe ST35 (10/27, 37.0 %) i ST23 (3/27, 11.1 %) bili najzastupljeniji, a ostalih 14 sojeva
CSKp su svrstani svaki u svoju grupu ST: ST35, ST23, ST15, ST13, ST111, ST151, ST866,
ST879,ST1391, ST1414, ST381, ST306, ST2515i ST3661. Kod 36 izolata CRKp sa sustavom
CRISPR-Cas otkriveno je Sest grupa ST, od kojih je najcesca bila grupa ST15 (23/36, 63.9 %),
zatim ST101 (8/36, 22.2 %) i ST14 (2/36, 5.6 %). U preostale tri grupe ST je svrstan po jedan
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izolat CRKp: ST147 (2.8 %), ST392 (2.8 %) i ST437 (2.8 %) (Tablica 15.). Analize PFGE i
MLST otkrile su genetske srodnosti i raznolikosti izolata sa sustavom CRISPR-Cas te na taj
nacin utvrdile klonsku povezanost istih. Primije¢eno je da izolati CRKp koji proizvode
karbapenemaze pokazuju smanjenu genomsku raznolikost, grupirajuci se u dva PFGE klastera,
odnosno dvije grupe ST - ST15 je povezana s prisutno$¢u gena blanom (n = 22), a ST101 s
prisutnos¢u genima blakrc (n = 7). Znacajno je da su sojevi iz grupe ST15 CRKp uglavnom
izolirani kod bolesnika hospitaliziranih na COVID-19 odjelu i COVID-19 JIL-u tijekom 2022.
godine (8/23, 34.8 %), dok su sojevi CRKp sojevi iz grupe ST101 bili dominantni 2021. godine
na razli¢itim odjelima. Medu izolatima CSKp, ST35 skupina bila je najzastupljenija na
kirurskim odjelima (KIR) (Slika 20.). Od ukupno 63 izolata pozitivna na sustav CRISPR-Cas,
23 soja su odabrana za detaljnu analizu lokusa CRISPR.
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Slika 20. Prikaz 50 CRISPR-Cas pozitivnih izolata K. pneumoniae prema klasterima PFGE definiranim

s obzirom na minimalnu sli¢nost uzoraka od 85.0 % s najmanije tri takva izolata, identifikacijskom broju

izolata, profilu osjetljivosti na karbapeneme (eng. Carbapenem Susceptibility Profile, CSP),

sekvencijskom tipu (ST-u), tipu karbapenemaze, godini uzorkovanja, tipovima lokusa CRISPR (1, 2 i/ili

3), podtipu sustava CRISPR-Cas (I-E i/ili I-E*) te bolni¢kom odjelu. CR — izolati otporni na

karbapeneme (eng. Carbapenem-Resistant), CS — izolati osjetljivi na karbapeneme (eng. Carbapenem-
Susceptible); PUL — pulmoloski odjeli, JIL COVID-19 — jedinice intenzivnog lije¢enja za COVID-19
bolesnike, NIL — internisticke jedinice intenzivnog lijecenja, COVID-19 — odjeli za COVID-19

bolesnike, INT — internisticki odjeli, KJIL — kirurske jedinice intenzivnog lijeCenja, HS — hitna sluzba,

PED — pedijatrijski odjeli, ONK — onkoloski odjeli, KIR — kirurski odjeli, VP — vanjski pacijenti.
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4.9. Polimorfizmi lokusa CRISPR i korelacija s otporno$¢u na karbapeneme,

grupom ST i bolni¢kim odjelima

23 CRISPR-Cas pozitivna izolata K. pneumoniae su odabrana za detaljnu analizu lokusa
CRISPR1, 2 i 3. Ukupno je sekvencirano 40 lokusa CRISPR — 13 lokusa CRISPR1, 12 lokusa
CRISPR2 i 15 lokusa CRISPR3. Sva tri lokusa su sekvencirana kod $est izolata te su ti izolati
posluzili kao reprezentativni. Od toga su tri izolata pripadala skupini CSKp — 46 (ST15), 63
(ST306), 65 (ST35), a tri skupini CRKp — 8 (ST14), 28 (ST15), 71 (ST15). Zanimljivo je da
izolat CSKp 46, iako je osjetljiv na karbapeneme i ne proizvodi karbapenemaze, pripada grupi
ST15 koja je specifi¢na za izolate otporne na karbapeneme. Preciznije, izolat CSKp 46 ima iste
razmaknice kao izolati CRKp grupe ST15 koji veé¢inom potjecu s COVID-19 odjela i JIL-a.
Dakle izolat CSKp 46 ima sve karakteristike CRKp izolata, osim §to ne nosi niti jedan
karbapenemazni gen bla. Soj potjece s kirurskog JIL-a $to ukazuje na to da su sojevi grupe
ST15 tijekom 2022. godine bili rasprostranjeni na gotovo svim odjelima Klinickog bolnickog

centra Zagreb te je vecina tih sojeva nosila iste razmaknice u svojim lokusima CRISPR.

Svaki lokus CRISPR1-3 imao je od 3 do 10 razmaknica raznolikog slijeda nukleotida.
Najveci broj razmaknica imao je lokus CRISPR1 izolata CSKp 52 (ST879) s 10 razmaknica,
dok je lokus CRISPR2 izolata CSKp 41 (ST151) sadrzavao samo 3 razmaknice. Iste razmaknice
iz lokusa CRISPRI1 ¢esto su bile pronadene u razli¢itim izolatima s razli¢itih odjela. Tako je
lokus CRISPR1 izolata CRKp 8 (ST14) i CSKp 49 (NT) bio identi¢an lokusima CRISPR1
izolata grupe ST15 (28, 40, 71, 46). Navedeni izolati sa sojem CSKp 54 (ST23) dijele 6
razmaknica, odnosno sa sojem 53 (ST111) dijele dvije razmaknice, $to ukazuje na dinami¢nu

rasprostranjenost razmaknica ovog lokusa (Slika 21.).

81



a) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR1
izolata 8, 28, 40, 46, 49, 71
TGCCTCCAATGCAATCACCGGCCTGCTAACCGG
CGTGTCGAAGCGCACCTCGTAGCCGAGCCAGTC
CGTCATCAGCGCCTTGTTCCAGCGGCGACCACC
TCCAGTCGTCGTAGTCCTCGGTAATGTCCTCGA
TATCGTGCAGAGTCACAACCTGACGGGATTATC
TCGTGCATGGTGAGGATTCTACAGTCGCACCAT

b) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR1
izolata CSKp 54

CGGCTCTTTTTTATCTCCTTCATCCTTCGCTAT
TGATCGGCGTGCCGTTTGTTGGACCCGAAATAG
CGTCATCAGCGCCTTGTTCCAGCGGCGACCACC
TATCGTGCAGAGTCACAACCTGACGGGATTATC
TCGTGCATGGTGAGGATTCTACAGTCGCACCAT

TACCTCCCGGCGTCCGCGCCAGGGCGATCACGT

¢) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR1
izolata CSKp 53

CGATTTACCTCTTCCACCCGCTTGGCGGGAAAA
TGGTCATCGCGCCCCTTGGCCTGCTCTGCGCTG
TGCGCGATATCCGCGCCGCGTTAGCGATGTGGT
TTGTCTGGGACAGCAAAGGACGCCGTAACGAGG
TCCTTCATTAAGTGAGCAATTGCTTCCTTTTITT

TACCTCCCGGCGTCCGCGCCAGGGCGATCACGT

Slika 21. Prikaz razmaknica sekvenciranih lokusa CRISPR1 sojeva K. pneumoniae otpornih i osjetljivih
na karbapeneme. a) Lokus CRISPR1 sojeva CRKp i CSKp (8, 28, 40, 46, 49, i 71) s istim setom
razmaknica. b) i c) Prikaz lokusi CRISPR1 sojeva CSKp 54 i 53 koji dijele Sest, odnosno dvije
razmaknice sa sojevima 8, 28, 40, 46, 49 i 71. Crvena boja — razmaknice specifi¢ne za sve sojeve 8, 28,
40, 46, 49, 71; plava boja — zajednicke razmaknica lokusa CRISPR1 sojeva 8, 28, 40, 46, 49, 71 i 54;
naranasta boja — zajednicke razmaknice lokusa CRISPR1 svih izolata CRKp (8, 28, 40 i 71) i Cetiri
izolata CSKp (46, 49, 53 i 54); crna boja — "nove" razmaknice izolata CSKp 53 koje nisu pronadene
drugdje u sekvenciranim lokusima CRISPRL1.

Lokus CRISPR2 je bio visoko konzerviran $to znaci da je sadrzavao slican set
razmaknica primije¢en kod vecine sojeva CSKp — 56 (ST2515), 65 (ST35), 63 (ST305), 69
(ST35) te potpuno drugadiji set razmaknica kod svih sojeva CRKp — 8 (ST14), 12 (ST15), 15
(ST15), 71 (ST15) (Slika 22.). lzuzetak je lokus CRISPR2 soja 41 (ST23) koji, iako spada u
skupinu izolata CSKp, prvih Sest razmaknica dijeli s lokusom CRISPR2 svih sekvenciranih
izolata CRKp, dok su zadnje dvije razmaknice lokusa "nove", odnosno nisu pronadene u drugim
sekvenciranim lokusima CRISPR sojeva iz ovog istraZivanja, ali su homologne s drugim
sekvencama iz baze podataka GenBank. Sli¢no je uoc¢eno i1 kod lokusa CRISPR2 izolata 48
(ST151) koji dijeli samo prvu razmaknicu sa sojem 41 te sojevima CRKp 8, 12, 15 71, dok su
zadnje dvije razmaknice takoder "nove". Stoga se moZe re¢i da je proksimalna razmaknica 5'-
AGGATAGAGCCAAATCCGCTCACACGTGATGA-3', za koju se smatra da je zadnja
ugradena, zajedni¢ka lokusima CRISPR2 izolata CRKp 8, 12, 151 71 te CSKp 41 i 48 (Slika
22.). lako su lokusi kod izolata CRKp konzervirani, pojavnost prve proksimalne razmaknice i
kod osjetljivih izolata, moze ukazivati na nedavnu aktivnost. Suprotno tomu, lokusi CRISPR1
i CRISPR2 izolata 63 (ST306) i 65 (ST35) su identi¢ni §to sugerira da lokusi mozda nisu aktivni
ili da su sojevi bili izloZeni istom stranom genetskom materijalu s obzirom na to da oba soja

potjecu s kirurskih odjela.
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a) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR2
izolata CRKp 8, 12,151 71

AGGATAGAGCCAAATCCGCTCACACGTGATGA

FGACTACGACGACTGG

GACTGGCTCGGCTACGAGGTGCGCTTCGACAC
CCGGTTAGCAGGCCGGTGATTGCATTGGAGGC

b) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR2
izolata CSKp 41

AGGATAGAGCCAAATCCGCTCACACGTGATGA

CTATTTCGGGTCCAACAAACGGCACGCCGATC
ATAGCGAAGGATGAAGGAGATAAAAAAGAGCC

d) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR2
izolata CSKp 69
CCTTTGCCGATTGTCCAGGCGCCACAGCCAATG
TAAATGCTAAAAGCCGTCGATGACGTTCGAAAA
GCGGAGATCGAGCCATCGGAGCGAATGAAACAG
CGAGCGTGCTGGCTGAAATCCCGGTAAATATCG

¢) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR2
izolata CSKp 48

AGGATAGAGCCAAATCCGCTCACACGTGATGA

e) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR2
izolata CSKp 56, 63 i 65
CCTTTGCCGATTGTCCAGGCGCCACAGCCAATG
TAAATGCTAAAAGCCGTCGATGACGTTICGAAAA
GCGGAGATCGAGCCATCGGAGCGAATGAAACAG

TCTTAATCTTTTTATTAATAGCGTTGGTGAAG
CGAGCGTGCTGGCTGAAATCCCGGTAAATATCG

TTTGCCAAAAATGCGCTCACCGTCGCGAATTT

Slika 22. Prikaz razmaknica sekvenciranih lokusa CRISPR2 sojeva K. pneumoniae otpornih i osjetljivih
na karbapeneme. a) Prikaz lokus CRISPR2 sojeva CRKp 8, 12, 15 i 71 s konzerviranim setom
razmaknica. b) i ¢) Lokusi CRISPR2 sojevi CSKp 41 i 48 imaju zajedni¢ku proksimalnu razmaknicu sa
sojevima CRKp 8, 12, 15 71, dok soj 41 dijeli jo$ pet razmaknica sa sojevima CRKp 8, 12, 15i 71. d)
i €) Konzerviran set razmaknica lokusa CRISPR2 sojeva CSKp 69, 56, 63 i 65. Plava boja — zajednic¢ka
proksimalna razmaknica sojeva 8, 12, 15 71, 41 i 48; zlatna boja — razmaknice koje dijele svi izolati
CRKp (8, 12, 15i 71) i soj CSKp 41; crvena boja — razmaknice specificne samo za sojeve CRKp 8, 12,
15 i 71; crna boja — "nove" razmaknice sojeva CSKp 41 i 48 koje nisu pronadene drugdje u
sekvenciranim lokusima CRISPR2; ljubi¢asta boja — razmaknice specifi¢ne za sojeva CSKp 69, 56, 63

i 65; zelena boja — razmaknice pronadene samo kod sojeva CSKp 56, 63 i 65.

Prvu proksimalnu razmaknicu lokusa CRISPR3 (5'-
TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA-3") dijele brojni izolati CSKp (41, 42,
46, 63, 68) i CRKp (8, 10, 12, 13, 28, 70, 71) svrstani u grupe ST23, ST35 i ST306, odnosno
grupe ST14, ST15i ST101. Osim prve razmaknice, ve¢ina navedenih sojeva (8, 10, 12, 13, 28,
46, 63, 70 i 71) dijeli i CRISPR3  (5-
AGAACGAATGCCCGCGCTGGTACGGCGCGTCGTGGATTCC-3) (Slika 23.). Oba
izolata CSKp grupe ST23 (41, 54) imaju varijabilne lokuse CRISPR - dijele barem jednu

razmaknicu lokusa CRISPRI1, CRISPR2 i CRISPR3 s barem jo§ jednim sekvenciranom

drugu razmaknicu lokusa

lokusima drugih izolata, dok su preostale razmaknice "nove". Lokus CRISPRL1 izolata 54 je
prikazan na slici 21., dok su lokusi CRISPR2 i CRISPR3 izolata 41 prikazani na slikama 22. i
23. Dijeljenje razmaknica potencijalno ukazuje na izlozenost istom stranom genetskom
materijalu s obzirom na to da su svi sojevi izolirani iz uzoraka pacijenata KBC-a Zagreb te da
pojedini sojevi potjecu s istih odjela. 1zolat CSKp 53 potjece s pulmoloskog odjela kao i izolat
CRKp 8 s kojim dijeli 6 razmaknica (Slika 21.). Isto je primijeceno i kod sojeva CSKp 63 i
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CRKp 12, koji u lokusima CRISPR3 imaju prve dvije razmaknice iste, a oba soja potjecu s

kirurskog JIL-a (Slika 23.).

ST14

ST15

ST101

a) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3
izolata CRKp 8110

TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA
AGAACGAATGCCCGCGCTGGTACGGCGCGTICG
TGGATTCC
GAGCCTCAAAAATTGCACTTTCAGAATGTTAA
CTGCAAATGTTATATATTGCTTACCCAGCGGG
ATTCAGCTGAAAACTGCCAGTATCGCGGCGGT
TCGCCGTCGAAGTGCTGCGCGATAGGGATGAT

ST23

b) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3
izolata 13, 28, 46, 70

TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA
AGAACGAATGCCCGCGCTGGTACGGCGCGTCG
TGGATTCCA

TGCACCCCTTCACGCCAAATGCAGCCGTATCT

c) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3 izolata CRKp 12
TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA
AGAACGAATGCCCGCGCTGGTACGGCGUGTCGTGGAT
TCCA

TGCACCCCTTCACGCCAAATGCAGCCGTATCT

GCAGTCGATTCGTCTCGACAGTGACAGGGGC

d) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3
izolata CSKp 41
TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA
AAAAAGTGGCACTGAGTGAAGCCTCTAAGGTC
AGGTCCAGTTCGTGCTGCCGGATAACGCAGCC
GCATGCTTCCACTCCTTTTGGCGCTCACCTTIC
CTTCGACACCAACCCAAACAGATCTGGCCTGG
GTATCGACTTTTTCACCAGCAGCTCGCCATCG
GATAACCCATTTCCCCGCGTCATCCTTAACAG

ST35 ST306
€) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3 izolata 1) Sekvence mzmakmm,lukusa CRISPRS izolata
CSKp 42 CSKp 63

TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA
TGGAATTTITCGCGTCTCCAAAAACTGCGCATC
ATCGCCTTACGGTCAATGGCGATCATTTCCTC
GCAGGATCTGCTCGAACTCACGAGGGCGCGGC
GATTTGCTTAGTATCATGGATCACCCCCGTTT
GCOGGACGCGCTCCATGAAGTAGTCCCGCAGGT

TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA
AGAACGAATGCCCGCGCTGGTACGGCGCGTCGTGGA
TTCC
ATACCGGCAGCATAACGCGCGTTTTCCTGAAT
CCGCAGCCGCGGCGGCTTITTGCCGGTGCTGAC
TGCCTGCTGATCTGCGGCGTTATCTGGACAGCAG
TGTCCCGGATACGCTTTCCGCCATTGATGCGC

AAACTGCGCATCGTTCGACGCGAGCGACATCGA

TGTGTGACAAAGCCACGTCCGGGAAGAACAAT ACCAACATATTGTGAAAGAGCG

Slika 23. Prikaz proksimalne razmaknice lokusa CRISPR3 kod sojeva K. pneumoniae otpornih i
osjetljivih na karbapeneme s obzirom na razli¢itu grupa ST (ST14, ST15, ST101 — CRKp; ST23, ST35,
ST306 — CSKp). a) Prikaz lokusa CRISPR3 sojeva CRKp 8 i 10 s konzerviranim setom razmaknica
specifi¢nih za grupu ST14. b) i ¢) Razmaknice lokusa CRISPR3 sojeva grupe ST15 (13, 28, 46 i 70) i
soja CRKp 12 grupe ST101 uz izuzetak posljednje, nehomologne razmaknice soja CRKp 12. d) i e)
Prikaz proksimalne razmaknica lokusa CRISPR3 sojeva CSKp 41 (ST23) i 42 (ST35) koja je jednaka
kao i kod ostalih lokusa CRISPR3 prikazanih sojeva, ali je ostatak razmaknica "novi" te je posljednja
razmaknica nehomologna. f) Istaknute su prve dvije razmaknice soja CSKp 63 (ST306) koje su prisutne
u lokusu CRISPR3 veceg broju izolata, dok je ostatak razmaknica "novi". Plava boja — zajednic¢ka
proksimalna razmaknica sojeva 8, 10, 12, 13, 28, 46, 70, 41, 42 i 63; crvena boja — druga razmaknica
koju dijele svi izolati CRKp (8, 10, 12, 13, 28, 70) i izolati CSKp 46 i 63; ljubicasta boja — razmaknice
specificne za lokuse CRISPR3 sojeva grupe ST14 (CRKp 8 i 10); narancasta boja — razmaknice
specifi¢ne za sojeva grupe ST15 i ST101 (12, 13, 28, 46 i 70); roza boja — nehomologne razmaknice
sojeva 12, 41 i 42; crna boja — "nove" razmaknice sojeva CSKp 41, 41 i 63 koje nisu pronadene drugdje

u sekvenciranim lokusima CRISPR3.

Sekvence direktnih ponavljanja unutar sva tri lokusa CRISPR su specifi¢na za vrstu K.
pneumoniae, ne pokazujuc¢i znacajnu homologiju s drugim organizmima. Osim toga, svaka od
razmaknica je odvojena jedinstvenom, konzerviranom, direktnom ponavljaju¢om sekvencom

od 28 parova baza (pb) (5'-GTCTTCCCCACACGCGTGGGGGTGTTTC-3") u lokusu
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CRISPR1, od 28 pb (5-GAAACACCCTCACGCAGGTGGGGAAGAC-3) u lokusu
CRISPR2 te od 29 pb (5-GTCTTCCCCACGCACGTGGGGGTGTTTCT-3") u lokusu
CRISPR3. Takoder, niti jedna razmaknica i niti jedno direktno ponavljanje lokusa CRISPR1
nije bilo pronadeno u lokusima CRISPR2 i/ili 3, i obrnuto.

Korelacija razmaknica lokusa CRISPR s grupom ST i/ili bolni¢kim odjelom pokazala
se otezanom jer nisu svi lokusi CRISPR svih izolata koji sadrze sustav CRISPR-Cas
sekvencirani. Na primjer, lokusi CRISPR3 izolata ST35 (42, 65 i 68) pokazali su varijabilan
sastav razmaknica — izolat 42 sadrzavao je jednu nehomolognu razmaknica, izolat 65 dvije, a
CSKp 68 cetiri nehomologne razmaknice (Tablica 17.), Sto sugerira da im je lokus CRISPR3
zbog varijabilnih razmaknica mozda aktivan ili da sojevi nisu klonalno rasprostranjeni unatoc
podrijetlu s istog bolnickog odjela (Slika 24.). S druge strane, izolati CSKp 56 (ST2515), 63
(ST306) 1 65 (ST35) su imali razlicite razmaknica u lokusu CRISPR3, izuzev prve proksimalne

razmaknice kod sojeva 42 i 48, ali identi¢ne razmaknice u lokusu CRISPR2.

Tablica 17. Sekvence nehomolognih razmaknica lokusa CRISPR1 i 3 u usporedbi s profilom

osjetljivosti na karbapeneme, grupom ST i bolni¢kim odjelom.

Lokus . Uku_pan ot ae
CRISPR Nehomologna sekvenca razmaknice (5’ - 3') broj izolata ST grupa Bolni¢ki odjel
(CSP)
Kirurska jedinica
CRISPR3 | GCAGTCGATTCGTCTCGACAGTGACAGGGGC 12 (CR) ST101 intenzivnog
lije¢enja
CRISPRL | TCTTGCTTGGAGAGGATTCTACAGTCTCACCAT
CRISPRL | TACGTCCCGAAGACCACTGCCGGGGGATCAAGG 40 (CR) ST15 Pulmologki odjel
CRISPRL | CTGGGGGCAGGACCCCGATATGACGGAGGTGA
CRISPR3 | TGTGTGACAAAGCCACGTCCGGGAAGAACAAT 41(CS) ST23 Kirurski odjel
CRISPR3 | AAACTGCGCATCGTTCGACGCGAGCGACATCGA 42 (CS) ST35 Vanjski pacijent
CRISPRL | CGTGTTTTTGTGTTTAATGGTCATTTATGATTT 52 (SC) ST879 Vanjski pacijent
CRISPR3 | ACACGAAATGACGGGGTTTCGCCGGTCGTCTCA o
CRISPR3 | CCGGCTACAATGCGATCGGTGGGCAGTGGTTGC 56 (CS) ST2515 Vanjski pacijent
CRISPR3 | AAAACCCAGTAGACGGGGATAGAGACAAAAG -
CRISPR3 | TACGTGGAATACCGTGTTGCACCAATGAATATG 65(C9) ST Kirurski odjel
CRISPR3 | AAATTCAGCAGGTCGCGGGATGCCGTGGTTGT
CRISPR3 | ACCGCGATCCGTTCCGGCTTAGGCCGTTTAT o
CRISPR3 | CCGTCATTCATATTTCCGGGGAAACTGGGTT 68 (CS) ST Kirurski odjel
CRISPR3 | CAACGAAGTAAACGGGGATCGTCCGTCCAAGA
CRISPR3 | GGCACCCCTTCCGCCCAAAGGGGCCCTATTCTA Internisticka
AAACCAATCAAAATTCTTCCCCACATGGAAAGT- 71(CR) ST15 jedinica intenzivnog
CRISPR3 a Inten
GGCCA lijeCenja

CSP (eng. Carbapenem Susceptibility Profile) — profil osjetljivosti na karbapeneme
CR (eng. Carbapenem-Resistant) — izolati otporni na karbapeneme
CS (eng. Carbapenem-Susceptible) — izolati osjetljivi na karbapeneme
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a) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3
izolata CSKp 42
TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA

b) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3
izolata CSKp 65

AGATCTACTATCGCCATGCGCAGTCAGCGCCGGT
TGCTCTCCTGCGAGATCGTGGCGTGCGAACT

¢) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3
izolata CSKp 68

TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCATA
AAATTCAGCAGGTCGCGGGATGCCGTGGTTGT

TGGAATTTTCGCGTCTCCAAAAACTGCGCATC
ATCGCCTTACGGTCAATGGCGATCATTTCCTC
GCAGGATCTGCTCGAACTCACGAGGGCGCGGC
GATTTGCTTAGTATCATGGATCACCCCCGTTT

GCGATCAGTCAGTCAAACCCGAACAGCGAGC
TAAACGAGCTTTTGTGCGCGCTGCCGGGTT

CTCGGCCGGGCTGAATGCCCAGTTACCCCAG
ACCACTACGCTGATCAGGTACGTGATCCAGTCGG
ACCGCGATCCGTTCCGGCTTAGGCCGTTTAT
CCGTCATTCATATTTCCGGGGAAACTGGGTT
TCATAGCCGTTGTCCTGGCAAAAAATAGC
CAACGAAGTAAACGGGGATCGTCCGTCCAAGA

AAAACCCAGTAGACGGGGATAGAGACAAAAG

CGTTCTCTCGCTGCGTCCAGTTAGCCTCATTT
GCGGACGCGCTCCATGAAGTAGTCCCGCAGGT

A AR e GCGGTATCGCAAGAAGGCCGCAGAGCTGGTGAG
AAACTGCGCATCGTTCGACGCGAGCGACATCGA

TACGTGGAATACCGTGTTGCACCAATGAATATG

Slika 24. Prikaz tri razli¢ita lokusa CRISPR3 izolata CSKp 42, 65 i 68 grupe ST35 koja potic¢u s
kirurskih odjela. Plava boja — proksimalna razmaknica lokusa CRISPR3 koju dijeli ve¢ina sojeva ¢iji Su
se lokusi CRISPR3 sekvencirali; crna boja — "nove™ razmaknice kod sva tri izolata koje nisu pronadene
drugdje u sekvenciranim lokusima CRISPR3; roza boja — nehomologne razmaknice sojeva 42 i 68;
ljubicasta boja — razmaknice lokusa CRISPR3 soja 65 (ST35) koje dijeli sa sojem 56 (ST2515) ¢iji lokus
CRISPR3 je prikazan na slici 26..

Gotovo su svi izolati CRKp iz dominantnih grupa ST14, ST15i ST101 (8, 10, 12, 13,
15, 28, 40, 70, 71) imali identi¢ne lokuse CRISPR 1-3, unato¢ podrijetlu s razli¢itih odjela. Cetiri
su izolata ¢inila iznimku: izolat 40 (ST15) posjedovao je tri jedinstvene razmaknice u lokusu
CRISPRI, izolati 8 1 10 (ST14) dijelili su medusobno identi¢ne razmaknice u lokusu CRISPR3,
a izolati 71 (ST15) i 12 (ST101) nosili su dvije, odnosno jednu nehomolognu razmaknicu u
lokusu CRISPR3. Ipak, osim navedenih razlika u krajnjim razmaknicama lokusa, izolati su
dijelili preostale razmaknice sa skupinom CRKp Sto je ujedno dokaz da sekvence razmaknica
lokusa CRISPR izolata CRKp koreliraju s dominantnim grupama ST specifi¢nima za odredeni
vremenski period uzorkovanja (npr. 2021. ili 2022. godinu), ali ne i s lokacijom uzorkovanja.
Suprotno izolatima CRKp, izolati CSKp (posebno 41, 42, 52, 56, 65 i 68) su pokazali znatno
vecu raznolikost razmaknica, ¢ak i unutar iste grupe ST, ukljucujudi i rijetko rasprostranjene
("nove™) ili nehomologne razmaknice ponajvise u lokusima CRISPR3, dok je za lokuse
CRISPR1 i 2 sojeva ST35 CSKp (posebno 51, 65 i 69) primjecena korelacija razmaknica i
sekvencijskog tipa (Slika 25.).
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ST35

b) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR1 izolata
CSKp 65

a) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR1 izolata

e ¢) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR1 izolata
CSKp 51

CSKp 69

d) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR2 izolata
CSKp 65
CCCTTTGCCGATTGTCCAGGCGCCACAGCCAATG
TAAATGCTAAAAGCCGTCGATGACGTTCGAAAA

GCGGAGATCGAGCCATCGGAGCGAATGAAACAG

€) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR2 izolata CSKp 69

CCTTTGCCGATTGTCCAGGCGCCACAGCCAATG
TAAATGCTAAAAGCCGTCGATGACGTTCGAAAA
GCGGAGATCGAGCCATCGGAGCGAATGAAACAG

CGAGCGTGCTGGCTGAAATCCCGGTAAATATCG

CGAGCGTGCTGGCTGAAATCCCGGTAAATATCG

Slika 25. Prikaz razmaknica lokusa CRISPR1 triju izolata CSKp i razmaknica lokusa CRISPR2 dvaju
izolata CSKp svrstanih u grupu ST35. a), b) i ¢) Prikaz razmaknica lokusa CRISPR1 izolata CSKp 51,
65 i 69. d) i e) Prikaz razmaknica lokusa CRISPR2 izolata CSKp 65 i 69. Zlatna boja — zajednicke
razmaknice lokusa CRISPR1 sojeva CSKp 51, 65 i 69 grupe ST35; plava boja — razmaknice koje nisu
specifi¢ne iskljucivo za lokus CRISPR1 sojeva grupe ST35, ve¢ su pronadene i u lokusu CRISPR1 soja
CSKp 63 (ST306); ljubicasta boja — zajedni¢ke razmaknice lokusa CRISPR2 sojeva CSKp 65 i 69 grupe
ST35; zelena boja — razmaknice koje nisu specifi¢ne iskljuc¢ivo za lokus CRISPR2 sojeva grupe ST35,
ve¢ su pronadene i u lokusu CRISPR2 sojeva CSKp 56 (ST2515) i 63 (ST306).

Ukupno je identificirano 17 nehomolognih razmaknica (15.5 %, 17/110) — cetiri u
lokusima CRISPR1 izolata 40 i 52 te 13 u lokusima CRISPR3 izolata 12, 71, 41, 42, 56, 65 i
68, koji su potjecali iz Cetiri razliCita bolni¢ka odjela (Tablica 17., Slika 26.). Kod ovih
razmaknica nije pronadena podudarnost niti s jednom sekvencom faga, plazmida te bakterijskih

ili drugih genoma iz baze podataka GenBank.
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ST23

ST879

ST35

a) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3
izolata CSKp 41
TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA
AAAAAGTGGCACTGAGTGAAGCCTCTAAGGTC
AGGTCCAGTTCGTGCTGCCGGATAACGCAGCC
GCATGCTTCCACTCCTTTTGGCGCTCACCTTC
CTTCGACACCAACCCAAACAGATCTGGCCTGG
GTATCGACTTTTTCACCAGCAGCTCGCCATCG
GATAACCCATTTCCCCGCGTCATCCTTAACAG
TGTGTGACAAAGCCACGTCCGGGAAGAACAAT

b) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3J izolata

TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA
TGGAATTTTCGCGTCTCCAAAAACTGCGCATC

GCAGGATCTGCTCGAACTCACGAGGGCGCGGC

GCGGACGCGCTCCATGAAGTAGTCCCGCAGGT
AAACTGCGCATCGTTCGACGCGAGCGACATCGA

CSKp 42

ATCGCCTTACGGTCAATGGCGATCATTTCCTC

GATTTGCTTAGTATCATGGATCACCCCCGTTT

S$T2515

ST35

d) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3 izolata
CSKp 56

AGATCTACTATCGCCATGCGCAGTCAGCGCCGGTA
TGCTCTCCTGCGAGATCGTGGCGTGCGAACTC
CTCGGCCGGGCTGAATGCCCAGTTACCCCAGT
ACCACTACGCTGATCAGGTACGTGATCCAGTC
GCCAGCTCGGTCCGGTGACTTTGGACCCATCG

ACACGAAATGACGGGGTTTCGCCGGTCGTCTCA
CCAGATTTTACAGCGACGTTATTGATCCACTG
CCGGCTACAATGCGATCGGTGGGCAGTGGTTGC

c) Sekvence razmaknica lokusa CRISPRI izolata CSKp 52

CGTGTTTTTGTGTITAATGGTCATTTATGATTT
TCTGCCGGAGAGCGGGAATACTCGTCATTGTCG
TCTGCCGGAGAGCGGGAATACTCGTCATTGTCG
TGTAGCGCGGCTGGTTGATGCACTGAGGCACTA
TGACGATGGCTCTACCGGCCCGGCGGGTTCCGG

TAGCGTGATCAATAGCATTGTCCAGGTGGGCGT
CGAAACCCAGATACCGGTAAGCCAGATTCTGGO
CAAATGGGAGAAGCTAATCGTTGGGGTGCTGAA

TATGTTCCAGGCGTTCTATGCCCCTGCTGATGC

TTCCATCATCTGCGGCGGGATAGCGCTGCGGGT

€) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3 izolata
CSKp 65
AGATCTACTATCGCCATGCGCAGTCAGCGCCGGT
TGCTCTCCTGCGAGATCGTGGCGTGCGAACT
CTCGGCCGGGCTGAATGCCCAGTTACCCCAG
ACCACTACGCTGATCAGGTACGTGATCCAGTCGG
AAAACCCAGTAGACGGGGATAGAGACAAAAG
CGTTCTCTCGCTGCGTCCAGTTAGCCTCATTT
GCGGTATCGCAAGAAGGCCGCAGAGCTGGTGAG
TACGTGGAATACCGTGTTGCACCAATGAATATG

ST35

f) Sekvence razmaknica lokusa CRISPR3 izolata
CSKp 68
TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA
AAATTCAGCAGGTCGUGGGATGCCGTGGTTIGT
GCGATCAGTCAGTCAAACCCGAACAGCGAGC
TAAACGAGCTTTTGTGCGCGCTGCCGGGTT
ACCGCGATCCGTTCCGGCTTAGGCCGTTTAT
CCGTCATTCATATTTCCGGGGAAACTGGGTT
TCATAGCCGTTGTCCTGGCAAAAAATAGC

CAACGAAGTAAACGGGGATCGTCCGTCCAAGA

Slika 26. Prikaz najraznovrsnijih lokusa CRISPR kod $est izolata CSKp (41, 42, 52, 56, 65 i 68) u
kojima su pronadene rijetko rasprostranjene ("nove") i/ili nehomologne razmaknice. Plava boja —
proksimalna razmaknica lokusa CRISPR3 sojeva CSKp 41, 42 i 68 koju dijeli vecina sojeva Sa
sekvenciranim lokusom CRISPR3; crna boja — "nove" razmaknice koje nisu pronadene drugdje u
sekvenciranim lokusima CRISPR; roza boja — nehomologne razmaknice sojeva 41, 42 i 68; zelena boja
— dupla razmaknica soja CSKp 52; ljubicasta boja — Getiri proksimalne razmaknice koje dijele iskljucivo
sojevi CSKp 56 i 65.

4.10. Podrijetlo razmaknica lokusa CRISPR

Genomsko podrijetlo razmaknica CRISPR odredeno je analizom sli¢nosti sekvenci
razmaknica sa sekvencama plazmida, bakteriofaga ili bakterijskih kromosoma (Slika 27.).

Analizirali

smo razli¢ite sekvence razmaknica (n 110) pomocu baza podataka
CRISPRCasFinder, BLASTn GenBank-a te manualno, uz minimalni prag podudarnosti
nukleotida od 90.0 %. Kod 93 od 110 razmaknica (84.5 %) je pronadena homologija s ve¢
poznatim sekvencama, tocnije razmaknice su se podudarale s barem jednom poznatom
sekvencom baze podataka GenBank, dok je preostalih 17 razmaknica bilo nehomologno. Od
ukupno 93 analizirane homologne razmaknice, 92 (98.9 %) su pokazale podudarnost s
kromosomskim regijama bakterije K. pneumoniae. Jedina iznimka bila je razmaknica lokusa
CRISPR3, sekvence 5-TGTCCCGGATACGCTTTCCGCCATTGATGCGC-3, identificirana

u izolatu CSKp 63. Ova razmaknica nije pronadena u kromosomskim regijama, ve¢ isklju¢ivo

u jednom bakteriofagu, ¢ija je sekvenca pohranjena u GenBank bazi pod pristupnim brojem
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0OU509537.1. Taj fag sekvenciran je 2021. godine na institutu Wellcome Sanger u Ujedinjenom
Kraljevstvu. Daljnja analiza pokazala je da 25 od 93 razmaknica (26.9 %) takoder imaju
slicnosti sa sekvencama drugih bakterijskih vrsta, ukljucujuci sojeve K. variicola, E. coli,
Klebsiella oxytoca, Klebsiella michiganensis, Raoultella ornithinolytica, Klebsiella aerogenes,
Klebsiella grimontii, Citrobacter freundii i P. aeruginosa. Osim toga, 27 razmaknica (29.0 %)
pokazalo je sli¢nost s bakteriofagima, dok je za 17 razmaknica (18.3 %) uocena podudarnost s

plazmidnim sekvencama.

Genom K. pneumoniae
(92/93, 98.9 %)

Genomi drugih

bakterija (25/93,
sehlg\?gr?ge](zllo%ﬁo 250 Bakteriofagi
! 0,
15.5 %) (27193, 29.0 %)
A A
Plazmidi Homologne
(27793, sekvence
18.3 %) (93/110, 84.5 %)
Cetverostruka
podudarnost
sekvenci (2/93,
3.2 %)

Slika 27. Podudarnost sekvenci razmaknica lokusa CRISPR1, 2 i 3 sa sekvencama bakteriofaga,

plazmida i bakterijskih genoma pohranjenih u GenBank-u.

Od 93 analizirane homologne razmaknice, dvije sekvence razmaknica
(5'-CAAATGGGAGAAGCTAATCGTTGGGGTGCTGAA-3’ i
5'-CCGGTTAGCAGGCCGGTGATTGCATTGGAGGC-3") se isticu zbog cetverostruke
podudarnosti sa sekvencama iz Cetiri razlicita izvora: genoma K. pneumoniae, genoma drugih
bakterija, bakteriofaga i plazmida. Prva razmaknica je pronadena u lokusu CRISPR1 soja CSKp
52 (ST879; vanjski pacijent) koji se ujedno pokazao lokusom s najraznolikijim razmaknicama
koje nisu pronadene u ostalim lokusima CRISPR1 sekvenciranih izolata u ovom istrazivanju
(Slika 26.). Sekvenca ove razmaknice se podudarala s preko 100 razli¢itih sekvenci pohranjenih
u GenBank-u, ukljucuju¢i dva plazmida (CP084855.1 i OW848780.1), jednog bakteriofaga
(MK416022.1) te bakterijske sojeve K. michiganensis i K. grimontii. Druga razmaknica
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(5'-CCGGTTAGCAGGCCGGTGATTGCATTGGAGGC-3'), koja je pronadena u lokusima
CRISPR2 sojeva 8, 12, 15, 28,46 1 71, je takoder podudarna s vise od 100 sekvenci, ukljucujuci
dva plazmida (CP079158.1 i CP079675.1), tri bakteriofaga Caudoviricetes sp. (BK047705.1,
BK024839 i BK021869) te bakterijske sojeve K. variicola i K. grimontii. Ove dvije sekvence

razmaknica su pronadene diljem svijeta, uklju¢ujuéi Norvesku, Spanjolsku, ali i Juznu Koreju.

Ukupno je 35.6 % (39/110) razli¢itih razmaknica pokazalo podudarnost sa sekvencama
bakteriofaga i/ili plazmida (Tablica 18.). lako je u tablici 18. naveden pristupni broj GenBank-
a samo jednog bakteriofaga 1/ili plazmida, Cesto je jedna razmaknica lokusa CRISPRI1 ili
CRISPR3 pronadena u vise razli¢itih bakteriofaga i/ili plazmida. Tako je razmaknica 5'-
CCTGCAGCTGGCCGTCGAGCTGACGGATGCCGG-3, iz lokusa CRISPR1, identificirana
kod viSe od 24 razlicita plazmida; razmaknica lokusa CRISPR2 5'-
CCGGCATCCGTCAGCTCGACGGCCAGCTGCAG-3' pronadena je u vise od 14 plazmida;
dok je razmaknica lokusa CRISPR3 5'-TGCCGGATATCATCACCGCGATTAAACGGCGG-

3' otkrivena kod vise od 94 razlicita plazmida.

Podaci iz GenBanka-a takoder pokazuju da su obje proksimalne razmaknice (5'-
TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA-3 i 5'-
AGAACGAATGCCCGCGCTGGTACGGCGCGTCGTGGATTCC-3'), koje su Cesto prisutne
u lokusima CRISPR3 izolata ovog istrazivanja, ujedno Cesto prisutne i visoko konzervirane u
sojevima K. pneumoniae. Uz to su obje razmaknice pronadene i na plazmidima (Tablica 18.), a
prva razmaknica je pronadena i u lokusu CRISPR soja K. pneumoniae iz Rusije. Osim toga,
sekvence homolognih razmaknica pronadene su diljem svijeta, a podaci sekvenciranja najcesce
potjecu iz Norveske, Australije (Melbourne), Sjedinjenih Americkih Drzava, Kine, Rusije,
Ujedinjenog Kraljevstva, Spanjolske, Njemacke i Svicarske. Pojedine sekvence razmaknica
sojeva CSKp 48, 52 i 63 su podudarne s jako malim brojem izolata K. pneumoniae u svijetu.
Tako je razmaknica 5-TGACGATGGCTCTACCGGCCCGGCGGGTTCCGG-3' lokusa
CRISPR1 soja 52 (ST879) pronadena kod samo tri soja u Australiji, Norveskoj i Njemackoj;
razmaknica 5-TCTTAATCTTTTTATTAATAGCGTTGGTGAAG-3' lokusa CRISPR2 soja
48 (ST151) kod dva soja K. pneumoniae sekvencirana u Norveskoj i Spanjolskoj; dok je veé
spomenuta razmaknica 5-TGTCCCGGATACGCTTTCCGCCATTGATGCGC-3' lokusa
CRISPR3, soja 63 (ST306), podudarna samo s jednim bakteriofagom sekvenciranim u

Ujedinjenom Kraljevstvu.
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Tablica 18. Sekvence razmaknica CRISPR-Cas koje odgovaraju sekvencama plazmida i/ili faga

oznacenih pristupnim brojem.

Lokus ) - BakFeriofa_g Plgzmid'
CRISPR Sekvenca razmaknice (5'-3") Broj izolata (prgstqpnl (pristupni
roj) broj)
TGCCTCCAATGCAATCACCGGCCTGCTAACCGG 8, 40, 49, 71, 46, 28 BK047705.1 /
CGTCATCAGCGCCTTGTTCCAGCGGCGACCACC 8,40, 49, 54, 71, 46, 28 NC_071011.1 /
CCTGCAGCTGGCCGTCGAGCTGACGGATGCCGG 8,49, 53, 54, 71, 46, 28 / AP024174.1
TGTAGCGCGGCTGGTTGATGCACTGAGGCACTA 52 MK422452.1 /
CAAATGGGAGAAGCTAATCGTTGGGGTGCTGAA 52 MKA416022.1 0W848780.1
CRISPR1 TGGTCATCGCGCCCCTTGGCCTGCTCTGCGCTG 53 MNO013086.1 /
TCCTTCATTAAGTGAGCAATTGCTTCCTTTTTT 53 PP934564.1 /
CGGCTCTTTTTTATCTCCTTCATCCTTCGCTAT 54 BK055976.1 /
TGATCGGCGTGCCGTTTGTTGGACCCGAAATAG 54 BK031684.1 /
CGAGCTCATCGCCTCCCTGGAGACGGCGGGCGA 63, 65 BK031364.1 /
CAAGACACCTGCAAACGGTATATCTTTGGAGTG 63, 65 OP617741.1 /
AGGATAGAGCCAAATCCGCTCACACGTGATGA 15,48, 8, 12, 71, 41, 28, 46 / CP079158.1
CCGGCATCCGTCAGCTCGACGGCCAGCTGCAG 15,48, 8, 12, 71, 41, 28, 46 / CP081815.1
ACGTGATCGCCCTGGCGCGGACGCCGGGAGGT 15,48, 8,12, 71,41, 28,46 | NC_071011.1 CP079158.1
ATGGTGCGACTGTAGAATCCTCACCATGCACG 15,48, 8,12, 71,41, 28,46 | NC_071011.1 CP079158.1
GATAATCCCGTCAGGTTGTGACTCTGCACGAT 15,48, 8, 12, 71,41, 28,46 | NC_071011.1 CP079158.1
TCGAGGACATTACCGAGGACTACGACGACTGG 15,48,8, 12, 71,41, 28,46 | BKO019580.1 /
CRISPR2 GGTGGTCGCCGCTGGAACAAGGCGCTGATGAC 15,48,8, 12, 71, 41, 28,46 | NC_071011.1 CP0O79158.1
GACTGGCTCGGCTACGAGGTGCGCTTCGACAC 15,8, 12, 71, 28, 46 / CP079158.1
CCGGTTAGCAGGCCGGTGATTGCATTGGAGGC 15,8, 12, 71, 28, 46 BK047705.1 CP079158.1
CTATTTCGGGTCCAACAAACGGCACGCCGATC 41 BK031684.1 CP093490.1
ATAGCGAAGGATGAAGGAGATAAAAAAGAGCC 41 BK055976.1 /
CCACTCCAAAGATATACCGTTTGCAGGTGTCTTG 56, 65, 63 OP617741.1 /
TCGCCCGCCGTCTCCAGGGAGGCGATGAGCTCG 56, 65, 63 BK031364.1 /
TCCAGTACGCCAATGCTGGTAGACCCCTCACA 8,10, 1§élgé2$647li42’ 46, / CP183011.1
AGAACGAATGCCCGCGCTGGTACGGCGCGTCGTG | 8,10, 12, 13, 28, 46, 63, 70, ; CPOTOLSBA
GATTCC 71
ATTCAGCTGAAAACTGCCAGTATCGCGGCGGT 8,10 / CPO79675.1
TCGCCGTCGAAGTGCTGCGCGATAGGGATGAT 8,10 / CPO79675.1
TGCCGGATATCATCACCGCGATTAAACGGCGG 12, 70, 13, 28, 46 / CP067552.1
GCTAACCAGTGGATAGAGCACTATGTGACGAC 12, 70, 13, 28, 46, 71 BK049466.1 /
CRISPR3 GCTACTGCATCCACGGCGTACATGCTCAGTGT 12,70, 13, 28, 46, 71 BK052889.1 /
CTTCGACACCAACCCAAACAGATCTGGCCTGGA 41 BK049466.1 /
TGGAATTTTCGCGTCTCCAAAAACTGCGCATC 42 BK052641.1 /
GCGGACGCGCTCCATGAAGTAGTCCCGCAGGT 42 BK056588.1 /
CCGCAGCCGCGGCGGCTTTTGCCGGTGCTGAC 63 MNO013086.1 /
TGCCTGCTGATCTGCGGCGTTATCTGGACAGCAG 63 OR532892.1 /
TGTCCCGGATACGCTTTCCGCCATTGATGCGC 63 0U500537.1 /
GCTAACCAGTGGATAGAGCACTATGTGACGAC 71 BK049466.1 /
GCTACTGCATCCACGGCGTACATGCTCAGTGT 71 BK049466.1 /
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Glavni cilj ovog doktorskog rada je bio istraziti rasprostranjenost kromosomskog
imunosnog sustava CRISPR-Cas u klini¢kih sojeva K. pneumoniae izoliranih iz razli¢itih
uzoraka bolesnika hospitaliziranin u KBC-u Zagreb pri ¢emu su uzorci prikupljeni s ukupno
89 razlicitih odjela. Uz to, nastojali smo ispitati korelaciju izmedu prisutnosti sustava CRISPR-
Cas u izolatima K. pneumoniae s obzirom na bolni¢ke odjele, vrstu uzoraka, klinicke
karakteristike bolesnika iz ¢ijih uzoraka su sojevi K. pneumoniae izolirani, profil antimikrobne
osjetljivosti na karbapeneme i ostale antimikrobne lijekove, tipove gena bla koji kodiraju za
karbapenemaze te s obzirom na grupe PFGE i ST kojima izolati pripadaju. Sustavi CRISPR-
Cas, kao adaptivni imunosni mehanizmi prokariota, predmetom su brojnih istrazivanja zbog
svoje uloge u obrani od invazivnih genetickih elemenata poput bakteriofaga i plazmida te
potencijalne povezanosti s virulencijom i otpornosti na antimikrobne lijekove. Stoga ovo
istrazivanje prema naSim saznanjima predstavlja prvi nalaz o dinamici sustava CRISPR-Cas
tipa | u lokalnoj populaciji izolata K. pneumoniae u Hrvatskoj i doprinosi $irem razumijevanju

uloge sustava CRISPR-Cas u evoluciji i prilagodbi ovog znacajnog patogena.

O vaznosti patogenih sojeva K. pneumoniae govore i podaci iz 2017. godine, prema
kojima je u Europi zabiljeZeno preko 30 000 invazivnih izolata CRKp, dok je do 2019. ¢ak 43.0
% europskih zemalja izvijestilo o regionalnom ili meduregionalnom S$irenju sojeva CRE
(Coppola i sur., 2022.). Posebno je zabrinjavajuca situacija na podruc¢ju Balkana gdje je
zabiljezena endemska cirkulacija sojeva CRKp koji proizvode karbapenemaze, s naglaskom na
klonalno Sirenje sojeva ST11 koji su vremenom zamijenili sojeve ST258 (Chatzidimitriou i
sur., 2024.). Takvi trendovi izravno se preslikavaju i na Hrvatsku, a istrazivanje provedeno jos
2012. godine je opisalo pojavnost prvih izolata koji su proizvodili NDM-1 i KPC-2 u hrvatskim
bolnicama (Zuji¢ Atali¢ i sur., 2014.). Novija istrazivanja pokazuju da je problem danas
endemski, s dominacijom sojeva CRKp koji proizvode karbapenemazu OXA-48. Klini¢ki je
znacajno da su gotovo svi analizirani sojevi CRKp klasificirani kao ekstenzivno otporni sojevi
(XDR), sto onemogucuje jasnu razliku izmedu bolni¢kih i izvanbolnic¢kih patogenih sojeva K.

pneumoniae (Car i sur., 2024.).

Sojevi CRE se definiraju kao sojevi otporni na barem jedan karbapenem, pri cemu je
proizvodnja karbapenemaza naj¢e$¢i mehanizam otpornosti identificiran kod oko 85 % sojeva
CRE globalno (Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023.; Coppola i sur., 2022.). U ovom
istrazivanju, zbirka sojeva K. pneumoniae obuhvacala je ukupno 400 jedinstvenih izolata (eng.

non-copy), pri ¢emu je svaki pojedinacni izolat poticao od drugog bolesnika. Od toga je 200
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sojeva CRKp Klasificirano kao izolati K. pneumoniae otporni na ertapenem Kkoji proizvode
barem jednu vrstu karbapenemaza. Budu¢i da je prethodna studija postavila hipotezu da je niska
prevalencija sustava CRISPR-Cas povezana s visokom prisutno$¢u gena otpornosti na
antimikrobne lijekove u analiziranim sojevima (Kadkhoda i sur., 2024.), ukljucili smo
kontrolnu skupinu od 200 izolata K. pneumoniae osjetljivih na sve promatrane karbapeneme

(CSKp) i vec¢inu drugih ispitivanih antimikrobnih lijekova.

Stope otpornosti na ertapenem, meropenem i imipenem iznosile su 50.0 %, 37.0 %, i
26.3 %, redom, a od ukupno 200 izolata CRKp 48.5 % sojeva je bilo otporno na sva tri
karbapenema. Otpornost na ertapenem je zabiljezena kod svih izolata CRKp, dok je otpornost
na meropenem i imipenem uoc¢ena u znac¢ajno manjem udjelu izolata. Za poveéanu otpornost
izolata CRKp na ertapenem su vjerojatno zasluzni i drugi mehanizmi otpornosti, uz proizvodnju
karbapenemaza, koji dodatno oslabljuju u¢inkovitost ertapenema, dok meropenem te u vecoj
mjeri imipenem ostaju djelotvorni (Grundmann i sur., 2010.; Martinez-Martinez 2008.). Veca
molekulska masa i negativni naboj ertapenema otezavaju njegov prolaz kroz pore vanjske
membrane sojeva K. pneumoniae, §to dovodi do znatno nize koncentracije lijeka unutar
bakterijske stanice. Pri tako smanjenim koncentracijama, ¢ak i umjereno aktivni enzimi poput
beta-laktamaza AmpC i ESBL mogu hidrolizirati preostalu koli¢inu ertapenema, uc¢inkovito ga
inaktivirajuci (Jeli¢, 2018.; Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023.; Rabaan i sur., 2022). Uz to,
izmjene u strukturi 1 funkciji porina, kao Sto je gubitak ili inaktivacija porina OmpK35 i1
OmpK36, znacajno umanjuju permeabilnost vanjske stanicne membrane za antimikrobne
lijekove. Ovi defekti u porinima, posebno kada su udruzeni s proizvodnjom karbapenemaza,
dovode do sinergijskog pojacanja otpornosti na karbapeneme. Konkretno, u slu¢aju produkcije
beta-laktamaze OXA-48, integritet porina kljucan je preduvjet za postizanje klinicki znacajne
razine otpornosti (Wyres i sur., 2020.). Znacajan faktor u razvoju otpornosti predstavlja i
stjecanje plazmida koji nose gene za ve¢ spomenute enzime AmpC i ESBL. PoviSena ekspresija
tih enzima, zajedno s disfunkcijom porina vanjske membrane, takoder moze sinergijski povisiti

otpornost na karbapeneme, §to je osobito relevantno za ertapenem (Grundmann i sur., 2010.;

Martin i Bachman, 2018.).

Svi izolati CRKp u ovom istrazivanju iskazali su fenotip viSestruke otpornosti, odnosno
pokazali su otpornost na barem jedan antimikrobni lijek iz tri ili vise razli¢itih klasa, za razliku
od izolata CSKp koji su bili osjetljivi na gotovo sve ispitivane antimikrobne lijekove. Izuzetak
¢ini 9.0 % (13/145) sojeva CSKp otpornih na kombinaciju trimetoprim + sulfametoksazol te

3.5 % sojeva CSKp koji su otporni na oba ispitivana fluorokinolona (ciprofloksacin i
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levofloksacin). Uz varijabilnu razinu otpornosti sojeva CRKp na karbapeneme, zamijecena je
visoka ucestalost otpornosti na gotovo sve ispitivane skupine beta-laktamskih antibiotika,
cefalosporina (izuzev novog siderofornog cefalosporina cefiderokola), kombinacije
cefalosporina 3. generacije i inhibitora beta-laktamaza (ceftazidim + avibaktam), kombinaciju
imipenem + relebaktam, fluorokinolone i kombinaciju trimetoprim + sulfametoksazol.
Otpornost na aminoglikozide je zabiljezena kod prilicno malog broja izolata, pri ¢emu je
otpornost na gentamicin utvrdena kod 31.8 % izolata, dok je na amikacin bilo otporno samo

14.4 % sojeva.

Na temelju pregleda relevantne literature, zapaza se konzistentan profil otpornosti kod
izolata CRKp. Taj je profil primarno obiljezen iznimno visokom stopom otpornosti na skupine
antibiotika iz klase beta-laktama, ukljucujuéi peniciline, kombinacije penicilina s inhibitorima
beta-laktamaza, cefalosporine prve i druge generacije te cefalosporine prosSirenog spektra
djelovanja (Martinez-Martinez 2008.; Jeli¢, 2018.; Sheu i sur., 2019.). Literatura takoder biljezi
prisutnost otpornosti na ciprofloksacin, kao i kombinaciju trimetoprima i sulfonamida. Nadalje,
otpornost na aminoglikozide pokazuje varijabilnu prirodu. U tom kontekstu, literatura
potvrduje, jednako kao i rezultati ovog istrazivanja, ¢eS¢u pojavnost otpornosti na gentamicin
u usporedbi s amikacinom (Almaghrabi i sur., 2014.; Zavascki i sur., 2017.; Jeli¢, 2018.). Stoga
se moze re¢i da je visok postotak sojeva CRKp 1 dalje osjetljiv na amikacin koji moze
predstavljati vaznu terapijsku opciju za infekcije uzrokovane ovim sojevima (Rodrigues i sur.,

2021.).

Uz amikacin, sojevi su najvecu osjetljivost pokazali na cefiderokol (11.8 %) i kolistin
(22.0 %). Kombinirana terapija koja ukljucuje amikacin i kolistin je u nedavnoj studiji pokazala
vecu ucestalost nefrotoksicnih uc¢inaka u usporedbi s kombiniranom terapijom koja ukljucuje
polimiksin B, zbog ¢ega je pri njezinoj primjeni potreban poseban oprez (Rodrigues i sur.,
2021.). Osim toga, sojevi CRE su i u drugim istrazivanjima pokazivali smanjenu otpornost na
kolistin koji se se dugo smatrao lijekom izbora za infekcije izazvane sojevima CRE. Primjena
visokih doza kolistina povezana je s boljim klinickim ishodima, a moguca je i strategija
istovremenog koriStenje karbepenema 1 kolistina u borbi protiv ovih sojeva. lako veca
opservacijska istrazivanja ukazuju na potencijalnu korist kombinirane terapije kod pacijenata s
teskim infekcijama izazvanim sojevima CRE, nedavno randomizirano klini¢ko ispitivanje nije
pokazalo prednost kombinacije kolistina i meropenema u usporedbi s monoterapijom
kolistinom (Sheu i sur., 2019.).

95



Najveca osjetljivost sojeva CRE K. pneumoniae je zabiljezena za cefiderokol (11.8 %)
iako je ispitivanje ukljuc¢ivalo samo 17 sojeva. Ovi rezultati se podudaraju sa rezultatima studije
gdje je 97 % izolata CRE pokazalo osjetljivost na cefiderokol in vitro (Hackel i sur., 2018.;
Sheu i sur., 2019.). Cefiderokol je inovativni sideroforni cefalosporin koji pokazuje snaznu
aktivnost protiv Gram-negativnih bakterija in vitro i in vivo, uklju¢ujuci sojeve CRKp (Saisho
i sur., 2018.; Sheu i sur., 2019.). Njegova kateholna bo¢na skupina veze trovalentno zeljezo i
omogucuje mu ulazak u bakterijsku stanicu putem Zzeljeznih transportera, a istovremeno je
visoko stabilan na hidrolizu karbapenemazama (lIto i sur., 2016.; Wright i sur., 2017.; Sheu i
sur., 2019.). Visoka razina osjetljivosti na cefiderokol u ovoj studiji moze sugerirati da bi se
ovaj novi antimikrobni lijek mogao koristiti kao obecavajuca alternativa kolistinu i
karbapenemima, osobito u tretmanu MDR i XDR fenotipova koji su tipi¢ni za patogene sojeva
K. pneumoniae na globalnoj razini (Alkompoz i sur., 2023.). Iako je istraZivanje iz 2025. godine
prvo takvo koje je zabiljeZilo pojavu sojeva CRKp otpornih na cefiderokol u Hrvatskoj, ovaj
antimikrobni lijek je jako vaZan jer je jedan od rijetkih antimikrobnih lijekova djelotvornih

protiv metalo-beta-laktamaza (Bedenic i sur., 2025.).

Sinergija beta-laktama s inhibitorima beta-laktamaza omoguc¢ava smanjenu primjenu
karbapenema kao terapije protiv sojeva MDR te doprinosi suzbijanju Sirenja sojeva koji
proizvode karbapenemaze (Bush i Bradford, 2016.; Ceylan i sur., 2025.). Preciznije, primarna
1 klju¢na uloga ove kombinacije lijekova, izuzev ceftolozan + tazobaktama, je suzbijanje sojeva
otpornih na karbapeneme (Paul i sur. 2022.). Stoga su se u ovoj studiji pratile i stope otpornosti
izolata CRKp na tri kombinacije beta-laktama i inhibitora beta-laktamaza. Stope otpornosti su
iznosile 90.8 % za kombinaciju ceftolozan + tazobaktam, 63.6 % za imipenem + relebaktam i
24.9 % za ceftazidim + avibaktam. Ovakve razlike u postotcima odrazavaju distribuciju
razli¢itih karbapenemaznih gena bla medu analiziranim izolatima, ali i potencijalnu prisutnosti
ostalih gena koji kodiraju za beta-laktamaze. Novi inhibitori beta-laktamaza koji su ispitani u
ovoj studiji (avibaktam i relebaktam) ciljaju razlicite vrste karbapenemaza. Tako avibaktam
uc¢inkovito blokira enzime KPC i OXA-48, a relebaktam djeluje samo na karbapenemazu KPC
(Sheu i sur.,, 2019.). S obzirom na to da vecina testiranih izolata CRKp proizvodi
karbapenemazu OXA-48, povecana osjetljivost sojeva na kombinaciju ceftazidim + avibaktam
je ocekivana, dok je samo jedan soj koji producira karbapenemazu KPC bio otporan na
kombinaciju imipenem + relebaktam, to¢nije svi ostali testirani sojevi koji proizvode KPC su
bili osjetljivi. U nedavnoj studiji iz 2025. godine je takoder zabiljezeno kako ceftazidim +

avibaktam pokazuju visoku uc¢inkovitost protiv izolata CRKp koji proizvode OXA-48, §to ga
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¢ini odrzivom opcijom lijeCenja u okruzenjima gdje prevladava ova karbapenemaza (Ceylan i
sur., 2025.). Kombinacija ceftolozan + tazobaktam inhibira serinske beta-laktamaze klase A i
enzime ESBL. Osim toga pokazuje aktivnost i protiv oksacilinaza klase D, ali ne pokazuje
djelotvornost prema karbapenemazama (Cho i sur., 2015.; Lopez i sur., 2021.). Navedene
tvrdnje su u skladu s rezultatima ovog rada gdje su sojevi CRKp koji proizvode karbapenemaze
pokazali otpornost na ceftolozan + tazobaktam u ¢ak 90.8 % slucajeva. Sli¢no je zabiljezeno i
u radu iz Turske gdje su svi izolati CRKp bili otporni na kombinaciju ceftolozan + tazobaktam
(Ceylaniisur., 2025.). Treba naglasiti i da je od 2025. godine u Hrvatskoj dostupna kombinacija
aztreonam + avibaktam koja djeluje na sve vrste karbapenemaza pa je osobito korisna kod
sojeva koji proizvode metalo-beta-laktamaze te kombinacije vise vrsta karbapenemaza

istovremeno (Majdandzi¢ i sur., 2025.).

Ovakva saznanja isticu selektivnu aktivnost antimikrobnih lijekova protiv sojeva CRKp,
a visoka otpornost izolata CRKp na veéinu ispitivanih antimikrobnih lijekova dodatno
naglaSava trenutne izazove u upravljanju bolni¢kim infekcijama (Sheu i sur., 2019.; Russo i
sur., 2023.). Profili osjetljivosti na antimikrobne lijekove, s naglaskom na karbapeneme, su u
skladu sa istrazivanjem iz 2023. godine koja istie brzu evoluciju i Sirenje determinanti
otpornosti kod patogenih sojeva CRKp putem selektivnog pritiska antimikrobnih lijekova koji
poti¢e pojavu otpornih sojeva zasluznih za razne infekcije. Toc¢nije, prekomjerna uporaba
karbapenema inducira proizvodnju karbapenemaza, ¢esta upotreba jedne klase antimikrobnih
lijekova povecava rizik otpornosti na drugu klasu, dok kombinirana i produljena terapija
dodatno pojacava selektivni pritisak §to omogucéuje sojevima CRKp razvoj vise razlicitih

mehanizama otpornosti (Lin i sur., 2023.).

Kod 200 sojeva K. pneumoniae je detektirana proizvodnja barem jedne od tri klini¢ki
najznacajnije karbapenemaze (KPC-2, NDM-1 i OXA-48) iz tri razlicite klase beta-laktamaza
prema Amblerovoj klasifikaciji, §to je u skladu s prethodnim literaturnim navodima istrazivanja
iz 2019., 2023. i 2025. godine (Sheu i sur., 2019.; Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023.; Ceylan
i sur., 2025.). Najces¢a karbapenemaza koju proizvode izolati u nasem istraZivanju bila je
OXA-48 koja je detektirana kod 61.5 % izolata, $to je u skladu s prethodnim istrazivanjem koje
je karbapenemazu OXA-48 proglasilo najdominantnijom karbapenemazom kod enterobakterija
u Hrvatskoj, s naglaskom na sojeve K. pneumoniae (Bedenic i sur., 2018.). Prema zastupljenosti
slijede NDM-1 (26.5 %), kombinacija NDM-1 i OXA-48 (7.0 %) te karbapenemaza KPC-2
(5.0 %). Najucestalija pojavnost sojeva koji proizvode karbapenemazu NDM-1 je u nasem

istrazivanju zapazena u 2022. godini. Ovakvi rezultati nisu neobi¢ni S obzirom na to da se
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Balkan jos od ranije smatra sekundarnim rezervoarom enterobakterija koje proizvode NDM-1.
Osim toga, poznato je i da je cijelo mediteransko podrué¢je zahvaéeno epidemijom sojeva koji
proizvode OXA-48 ¢iji se geni blaoxa-as Nalaze na konjugativnim plazmidima IncL/M koji su
prvobitno bili endemicni za Sredozemlje, a postali su klju¢ni za globalno Sirenje gena otpornosti
medu enterobakterijama (Voulgari i sur., 2014.; Acman i sur., 2022.; Berger i sur., 2013.; Poirel
i sur., 2012.; Potron i sur., 2013.; Jeli¢, 2018.). Za razliku od gena blaoxa-ss, koji se najéesce
vezu za samo jedan plazmid, gen blanpm-1 je povezan s najmanje 20 razlicitih tipova plazmida,
pretezno IncFIB, IncFII, IncA/C (IncC), IncX3, IncH i1 IncL/M, ukljucujuci i netipizirane
plazmide (Acman i sur., 2022.).

Sojevi K. pneumoniae koji prozvode karbapenemazu OXA-48 su bili najdominantniji u
2023.12024. godini gdje je vecina izolata proizvodila upravo ovu vrstu karbapenemaze. Osim
karbapenemaze OXA-48, uz sojeve K. pneumoniae se ¢esto veze i proizvodnja karbapenemaze
KPC-2 koja je u ovom istrazivanju bila detektirana kod samo 10 sojeva iz 2021. godine. Veza
izmedu bakterije K. pneumoniae i karbapenemaze KPC je poznata jo$ od otkri¢a enzima KPC
u SAD-u 1996. godine (Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023.). Nakon toga slijedi klonska
ekspanzija soja K. pneumoniae ST258 koji nosi plazmid pKpQIL s identificiranim markerom
FIBK i genom blakec (Wyres i sur., 2020.). Problem kod sojeva koji proizvode karbapenemaze
jest nekonzistentno ispoljavanje karbapenemske otpornosti. To znacajno otezava njihovo
otkrivanje 1 Cesto dovodi do "tihog" Sirenja ovih otpornih sojeva unutar bolnickih ustanova

(Jeli¢, 2018.).

Pojava klinickih izolata bakterija koji istovremeno proizvode dvije vrste
karbapenemaza, kao §to su NDM-1 i OXA-48 u nasem istraZivanju, jasan je pokazatelj sve vece
sloZenosti mehanizama otpornosti na karbapenemske antibiotike. Vazno je naglasiti da fenotip
visestruke otpornosti ¢esto nije rezultat prisutnosti samo jednog plazmida unutar bakterijske
stanice. Ovo je posebno izrazeno kod izolata koji proizvode karbapenemazu OXA-48, s
obzirom na to da se gen blaoxa-as povezuje isklju¢ivo s konjugativnim plazmidima IncL/M
(Poirel isur., 2012.; Potron i sur., 2013.) koji rijetko sadrze dodatne gene otpornosti, Sto upucuje
na to da su za viSestruku otpornost odgovorni i drugi mehanizmi te prisutnost vise razlicitih
plazmida koji nose gene otpornosti. Tako je 2024. godine po prvi put u Hrvatskoj opisana
istovremena prisutnost gena blavim-2, blanom-1 i blaoxa-4s kod dvaju sojeva Enterobacter
hormaechei (ST200) (Bosnjak i sur., 2025.). Na nasem zavodu opazeni su i sporadi¢ni sojevi
K. pneumoniae s istovremenom prisutnoséu gena blakpc-2, blanom-1 1 blaoxa-4s (neobjavljeni

podaci). Sli¢no je opisano i u druga dva istrazivanja kod soja K. oxytoca koji proizvodi KPC-2,
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NDM-1 i IMP-4 i soja C. freundii koji kodira za karbapenemaze VIM-1, NDM-1 i OXA-48
(Wang i sur., 2017.; Biez i sur. 2022.).

Sojevi CRKp u ovom istrazivanju Su, ovisno o vrsti karbapenemaze koju proizvode,
ispoljavali varijabilan profil otpornosti na karbapeneme. Preciznije, postoji visoko znacajna
razlika u profilu osjetljivosti na imipenem 1i/ili meropenem izmedu sve Cetiri grupe izolata,
ovisno o vrsti karbapenemaze/a koju sojevi proizvode. Tako je statisticki znac¢ajno da niti jedan
soj K. pneumoniae osjetljiv na imipenem i/ili meropenem ne nosi gen blakec (p = 0.0002), za
razliku od gena blaoxa-ss koji je znacajno ¢eSce prisutan u takvim sojevima (p <0.0001). Ovom
zapazanju ide u prilog i analiza 97 izolata otpornih na sve testirane karbapeneme koja je otkrila
sljede¢u distribuciju karbapenemaza u tim izolatima: 100 % KPC-2, 39.2 % NDM-1, 39.2 %
OXA-48 i 11.3 % NDM-1 + OXA-48. S druge strane, 103 izolata CRKp (51.5 %) su bila
osjetljiva na meropenem i/ili imipenem, a kod 82.5 % tih izolata je detektiran gen blaoxa-ss.
Ovakvi rezultati potencijalno ukazuje na smanjenju proizvodnju ili slabiju hidroliticku
aktivnost karbapenemaze OXA-48 u usporedbi s karbapenemazom KPC. Sli¢no je primijec¢eno
I u studiji iz 2016. godine gdje su izolati koji proizvode karbapenemazu OXA-48 pokazivali
niZu razinu otpornosti na karbapeneme u usporedbi s izolatima koji proizvode karbapenemazu

KPC (Narayanan i sur., 2016.).

Iz dijagnosticke perspektive je vazno re¢i da su rezultati molekularne analize gena
blakpc-2, blanom-1 1 blaoxa-4s pokazali uskladenost s ispitivanjem osjetljivosti izolata na
karbapeneme metodama disk difuzije i mikrodilucije u bujonu, kao i s rezultatima
imunokromatografskog testa kojim je primarno detektirana prisutnost karbapenemaza KPC,
NDM i/ili OXA-48. Ovakva konzistentnost naglasava kljuénu ulogu gena bla kao indikatora u
odredivanju fenotipa viSestruke otpornosti sojeva K. pneumoniae, dok sama prisutnost ovih
otpornosti, a da je proizvodnja beta-laktamaza generalno najznacéajniji mehanizam otpornosti

na beta-laktame u enterobakterija (Caliskan-Aydogan i Alocilja, 2023; Coppola i sur., 2022).

Nakon S§ta se utvrdio profil osjetljivosti sojeva na karbapeneme, analiza klinickih
karakteristika je pokazala da je ucestalost hipertenzije bila statisticki znacajno veéa kod
bolesnika kod kojih su detektirani izolati CRKp (131/200, 65.5 %) u usporedbi s bolesnicima
kod kojih su izolirani sojevi CSKp (60/200, 30.0 %) (p < 0.0001). U istrazivanju Li i sur. je
ranije pokazano da je K. pneumoniae potencijalno povezana s razvojem hipertenzije, tocnije

metagenomskom analizom je utvrdeno da se K. pneumoniae nalazi u velikom broju u
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probavnom sustavu bolesnika s hipertenzijom. Takoder, inokulacijom K. pneumoniae u
pokusne miSeve pokazano je da se kod njih razvija visoki krvni tlak, suzenje arterija i oSte¢enje
crijeva (Li 1 sur., 2022.). Do danas nema dokaza koji bi ukazivali na klinicku povezanost
otpornosti na karbapeneme i razvoja hipertenzije. Veca ucestalost hipertenzije kod bolesnika
kod kojih su detektirani izolati CRKp moze se protumaciti s razli¢itim indirektnim ¢imbenicima
- bolesnici s hipertenzijom, osobito ako je neadekvatno kontrolirana ili povezana s ostalim
komorbiditetima (dijabetes, bolesti srca), ¢esto borave u zdravstvenim ustanovama te su
izloZeni razliitim postupcima i hospitalizaciji. Ovo povecava rizik za infekcije povezane sa
zdravstvenom skrbi, ukljucujuci i mikroorganizme otporne na karbapeneme. Prema oc¢ekivanju,
iz sli¢nih razloga su dijabetes i 30-dnevna smrtnost bili statisti¢ki znacajno rjedi kod bolesnika

s detektiranim izolatima CSKp.

S obzirom na to da se bakterija K. pneumoniae lako $iri u bolnickoj sredini i ima velike
konjugativne plazmide koji joj pruzaju ekolosSke prednosti za prilagodbu razli¢itim niSama
(Ostria-Hernandez i sur., 2015.), zanimalo nas je posjeduje li ova bakterija sustav CRISPR-Cas.
S jedne strane prethodna istrazivanja pokazuju da se prisutnost sustava CRISPR-Cas smanjuje
kako raste otpornost na antimikrobne lijekove, od MDR preko XDR pa do PDR sojeva
(Alkompoz i sur., 2023.; Owaid i Al-Ougaili, 2024.), §to korelira s ranijim istrazivanjima koja
povezuju sustave CRISPR-Cas s nizom prevalencijom dominantnih gena otpornosti (Li i sur.,
2018.; Liao i sur., 2020.; Wang i sur., 2020.; Montazeri i sur., 2024.). S druge strane, studije
takoder povezuju ove sustave s hipervirulentnim CRKp klonovima koji su povezani sa znac¢ajno
viSim stopama mortaliteta u Kini ili pronalaze varijabilne i Cesto statisticki neznacajne razlike
pri usporedbi antimikrobne otpornosti izmedu CRISPR-Cas pozitivnih i negativnih izolata u
Egiptu (Liao i sur., 2020.; Alkompoz i sur., 2023.). Upravo su nas ovakva opre¢na saznanja
potaknula da istrazimo dinamiku ovog odnosa unutar lokalne populacije klinickih izolata K.
pneumoniae u KBC-u Zagreb. Stoga smo analizirali 200 izolata CRKp otpornih na barem jedan
karbapenem s prisutno$¢u > 1 karbapenemaznih gena bla i 200 izolata CSKp osjetljivih na sve

karbapeneme, kod kojih nije detektirana prozvodnja karbapenemaza.

Prisutnost domacinskog gena rpoB je bio preduvjet za daljnje analiziranje izolata jer se
isti koristio kao marker koji specificno definira soj K. pneumoniae, a koji je tijekom kasnije
analize jo§ jednom potvrden i analizom MLST. Gen casl je indikator prisutnosti sustava
CRISPR-Cas zbog svoje esencijalne uloge u integraciji razmaknica tijekom faze adaptacije.

Ako ovaj gen nedostaje, to moze ukazivati na smanjenu sposobnost izolata za stjecanje
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imuniteta protiv faga ili plazmida (Kadkhoda i sur., 2024.). S obzirom na to saznanje i na
¢injenicu da su u ostalim istrazivanjima sojevi koji nose gen casl takoder posjedovali i gen
cas3, probir smo napravili samo za gen casl. Stoga se na osnovi prisutnosti gena casl kod 15.8
% klinickih izolata K. pneumoniae u nasem istrazivanju moze re¢i da sustav CRISPR-Cas nije
Siroko rasprostranjen u ovoj bakterijskoj vrsti. Najsli¢niji rezultati nasima su opisani u Kini
gdje je zabiljezena prevalencije sustava CRISPR-Cas u 14.9 % klini¢kih izolata CRKp (Liao i
sur., 2020.;). Dosadasnja istrazivanja su pokazala da prisutnost sustava CRISPR-Cas u bakteriji
K. pneumoniae varira, ali da najc¢esce nije Siroko rasprostranjen. U jednom od istrazivanja je
bioinformatickom analizom sustav CRISPR-Cas otkriven u samo 6 od 52 genoma K.
pneumoniae (Ostria-Hernandez i sur., 2015.), dok su druga istraZivanja zabiljeZila prevalenciju
ovog sustava od oko 14.9 % do 44.3 % (Liao i sur., 2020.; Owaid i Al-Ouqaili, 2024.; Kadkhoda
i sur., 2024.; Alkompoza i sur., 2023.; Hu i sur., 2023.; Wang i sur., 2020.; Li i sur., 2018.).
Ogranicena distribucija moze biti posljedica snaznog selektivnog pritiska za stjecanje gena
otpornosti ili virulencije, $sto moze dovesti do gubitka sustava CRISPR-Cas (Kadkhoda i sur.,
2024.). Takoder, sam sustav CRISPR-Cas moze biti "pokretni genetski element" Ccija
distribucija ovisi o pripadnoj grupi ST i nije slu¢ajna (Liao i sur., 2020.; Kadkhoda i sur., 2024.),

kako je i dokazano u ovom istrazivanju, pogotovo u slucaju izolata CRKp.

Sustavi CRISPR-Cas identificirani u ovom radu dosljedno su integrirani na specifi¢cnim
genomskim lokusima. Dokaz tome je da su se pocetnice specifi¢ne za pojedine lokuse vezale
za to¢no odredeno podrucje u genomu u slucaju da soj ima neki od lokusa CRISPR, §to se
naknadno potvrdilo i sekvenciranjem lokusa. PCR produkti sva 3 lokusa CRISPR su nerijetko
bili varijabilnih veli€ina, kako je zabiljezeno 1 u ranijim istraZzivanjima (Wang 1 sur., 2020.). Na
primjer, sojevi CRKp 8 i 10 su pokazivali razli¢ite veli¢ine parova baza (pb) na agaroznom gelu
(18001 1200 bp, redom), ali su dijelili identi¢ne sekvence razmaknica unutar lokusa CRISPR3.
Ovo upucuje na to da razlicite duljine u parovima baza inherentno ne ukazuju na divergenciju
sadrzaja razmaknica, dok identicne veliCine Cesto sugeriraju sli¢nost razmaknica.
Bioinformati¢ka analiza Ostria-Hernandez 1 sur. je medu prvima otkrila prisutnost sustava
CRISPR-Cas u malom broju genoma K. pneumoniae, a kod genoma gdje je sustav pronaden,
on se takoder nalazio na istom mjestu u svim genomima, kao §to pokazuju i rezultati naSeg
istrazivanja. Na temelju rezultata prethodno opisanih studija, moze se rec¢i da se polozaj sustava
CRISPR-Cas razlikuje ovisno o bakterijskoj vrsti, tocnije da se sustav nalazi na istom mjestu u

genomu medu sojevima iste vrste (Ostria-Herndndez i sur., 2015.).
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Nedugo nakon, Shen i sur. su identificirali tri razli¢ita sustava CRISPR-Cas kod roda
Klebsiella, ukljuc¢ujuéi novootkriveni podtip I-E* koji se od "starog™ podtipa I-E razlikuje u
rasporedu gena cas, proteinima Cas, strukturi tracrRNA te sekvencama PAM (Shen i sur.,
2017.). Potom su Li i sur. 2018. godine potvrdili postojanje tipova I-E i I-E* kod klini¢kih
sojeva K. pneumoniae koji se mogu razlikovati na temelju sekvenci aminokiselina u proteinima
Casl i Cas3 te razlicitih lokacija gena casl i cas3 na kromosomu (Li i sur., 2018.). U naSem
istrazivanju, iako nismo eksplicitno tipizirali proteine Cas, prisutnost barem jednog od tri
razli¢ita lokusa CRISPR (CRISPR1, CRISPR2, CRISPR3) sugerira slozenost ovih sustava. S
obzirom na to da su kod vecine sojeva detektirana sva tri lokusa, samim tim su detektirana i oba
podtipa sustava CRISPR-Cas (I-E i I-E*). To¢nije, sojevi s CRISPR-Cas podtipom I-E su imali
lokus CRISPR1, dok su sustavi podtipa I-E* imali lokuse CRISPR 2 i/ili 3, §to se podudara i s
nizom ostalih istrazivanja koja su pokazala da sustav CRISPR-Cas podtipa I-E ima razlicite
lokuse CRISPR od sustava CRISPR-Cas podtipa I-E* (Shen i sur., 2017.; Li i sur., 2018.; Liao
i sur., 2020.; Wang i sur., 2020.). Gotovo su svi CRISPR-Cas pozitivni izolati (93.3 %) u ovom
radu imali prisutna oba podtipa. Sli¢no je zabiljezeno i u rezultatima istrazivanja u Kini, gdje
su Hu i sur. takoder uocili koegzistenciju podtipova I-E i I-E* §to je rijetko zabiljezeno u ostaloj
relevantnoj literaturi (Hu i sur., 2023.). U nekoliko studija je zabiljezena veca prevalenciju
podtipa I-E medu analiziranim izolatima K. pneumoniae, dok je podtip I-E* bio ¢e$¢i u svim
ostalim istraZivanjima, pogotovo onima iz Kine (Alkompoza i sur., 2023.; Kadkhoda 1 sur.,
2024.; Li i sur., 2018.; Liao i sur., 2020.; Hu i sur., 2023.). Ove razlike mogu odrazavati
geografsku varijabilnost ili specifi¢nosti analiziranih izolata (Kannadasan i sur., 2023.;
Kadkhoda i sur., 2024.).

Izuzev 56 izolata K. pneumoniae kod kojih su pronadena oba podtipa, kod tri izolata
CSKp je pronaden samo lokus CRISPR1 (podtip I-E), dok je kod samo jednog izolata CRKp
utvrdeno prisustvo lokusa CRISPR3 (podtip I-E*). Sustav CRISPR-Cas je pronaden kod 27
sojeva CSKp i 36 sojeva CRKp, pri ¢emu nije bilo statisticki znacajne razlike u prevalenciji
sustava CRISPR-Cas izmedu izolata CSKp i CRKp. Niska zastupljenost ovog sustava kod
izolata CRKp (14.9 %) je zabiljezena i u ve¢ spomenutom istrazivanju u Kini (Liao i sur.,
2020.). Zanimljivo je da je zabiljeZena pojavnost tri izolata CSKp kod kojih je pronaden samo
gen casl bez pripadnih lokusa. Ovo moze ukazivati na gubitak lokusa zbog delecije ili
samociljajuc¢ih razmaknica (eng. self-targeting spacers) te na prisutnost alternativnog sustava
CRISPR-Cas, poput tipa IV na plazmidima, za koji se smatra da nema gene koji kodiraju za

proteine Casl i Cas2 pa ih onda "posuduje" (Shen i sur., 2017.; Newire i sur., 2020.; Makarova
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i sur., 2013.; Rath i sur., 2015.). Suprotno naSem istrazivanju, Alkompoz i sur. su kod 3 %
sojeva identificirali samo lokus CRISPR, bez Kklastera gena cas sugerirajuc¢i da bi ova pojava
takoder mogla biti posljedica gubitka gena zbog prisutnosti samociljaju¢ih razmaknica
(Alkompoz i sur., 2023.; Shen i sur., 2017.). U prilog ovoj hipotezi ide 1 istrazivanje koje je
pokazalo da je viSe od polovice samociljaju¢ih razmaknica povezano s gubitkom endogene

aktivnosti CRISPR (Stern i sur., 2010.; Alkompoz i sur., 2023.).

Odnos izmedu sustava CRISPR-Cas i otpornosti na antimikrobne lijekove je
kompleksan i Cesto kontradiktoran u znanstvenoj literaturi. Usporedba antimikrobne otpornosti
kod CRISPR-Cas pozitivnih i negativnih izolata u ovom istrazivanju je otkrila razlike koje
uglavnom nisu bile statisticki znacajne, iako je opéenito veca stopa antimikrobne otpornosti
uocena kod izolata sa sustavom CRISPR-Cas. Ovaj atipican trend je bio vidljiv kod vise
antibiotika ukljuujué¢i kolistin, ceftazidim + avibaktan, imipenem, trimetoprim +
sulfametoksazol i meropenem (Tablica 14.). Jedina statisticki znacajna razlika uo¢ena je kod
kombinacije imipenema i relebaktama, gdje su CRISPR-Cas negativni izolati pokazali znacajno
vecu otpornost (73.3 %) u usporedbi s pozitivnima (42.9 %). Zanimljivo je da je istraZivanje
Alkompoza i sur. prilikom usporedbe osjetljivosti na razli¢ite antimikrobne lijekove izmedu
CRISPR-Cas pozitivnih i negativnih izolata dala varijabilne rezultate, pri ¢emu razlike
uglavnom nisu bile statisticki znacajne. Tako su CRISPR-Cas negativni izolati imali iste ili viSe
stope otpornosti za beta-laktame, amikacin, ciprofloksacin, nitrofurantoin, trimetoprim +
sulfametoksazol, dok su CRISPR-Cas pozitivni izolati pokazali niZe postotke za gentamicin,
tetraciklin, kloramfenikol, tigeciklin, kolistin. Dodatan odmak od naSeg istrazivanja, ali i
istrazivanja Alkompoza 1 sur., je studija iz Kine koja je utvrdila potpunu osjetljivost na
karbapeneme i ciprofloksacin medu izolatima pozitivnima na sustav CRISPR-Cas (Wang i sur.,
2020.). Sli¢no tome, studija provedena u SAD-u izvijestila je da su svi testirani sojevi K.
pneumoniae s prisutnim sustavom CRISPR-Cas bili osjetljivi na karbapeneme i sve ostale
ispitivane antimikrobne lijekove (Mackow i sur., 2019.; Alkompoz i sur., 2023.).

Ono $to je neobi¢no je ucestalija, iako i dalje rijetka pojavnost sustava CRISPR-Cas kod
izolata CRKp koji su nosili barem jedan gen bla, u usporedbi s izolatima CSKp kod kojih isti
geni nisu detektirani. Naime, ocekivalo se da ¢e s veCom pojavnosti gena otpornosti na
antimikrobne lijekove, pojavnost sustava CRISPR-Cas biti manja zbog selektivnog pritiska koji
omogucava da bakterije koje nose gene otpornosti postaju dominantnije pri ¢emu bi im sustav

CRISPR-Cas potencijalno bio "smetnja". Preciznije, prisutnost sustava CRISPR-Cas trebala bi
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biti u vecoj korelaciji s osjetljivim sojevima kojima je zapravo takav tip imunoloskog
potencijalno potrebniji kako bi se bakterije "obranile” od invazivnih stranih genetskih
elemenata (u prvom redu bakteriofaga), ali i kako bi regulirale konstantni "protok™ stranog
genetskog materijala na plazmidima. Stoga bi se dalo pretpostaviti da osjetljivi sojevi zbog
slabije izloZenosti MGE-u vjerojatno ne koriste u tolikoj mjeri sustav CRISPR-Cas pa je samim
time evolucijski eliminiran, ili u vecoj mjeri koriste neki drugi obrambeni mehanizam poput
sustava R-M tipa | za koji se pretpostavlja da je u korelaciji sa sustavom CRISPR-Cas kod

sojeva K. pneumoniae (Li i sur. 2025.).

Sustav CRISPR-Cas kod izolata CRKp s visestruko otpornim fenotipom moze do¢i i
kao "smetnja" u rasprostranjivanju gena otpornosti putem plazmida te je mozda i iz toga,
izolirano gledano, slabo rasprostranjen kod izolata CRKp u ovom istrazivanju. Stoga su i
bolesnici iz ¢ijih uzoraka su izolirani sojevi s podtipovima sustava CRISPR-Cas pokazali
paradoksalno vecéu ucestalost hipertenzije, malignih bolesti i dijabetesa s obzirom na to da je
sustav ¢eS¢e naden kod izolata koji su otporni na karbapeneme. Sli¢no je zapazeno i u studiji
Liao i sur. gdje je kod bolesnika iz ¢ijih uzoraka su izolirani sojevi K. pneumoniae sa sustavom
tipa I-E* zabiljezena znaCajno viSa stopa mortaliteta i boravka na JIL-u u usporedbi s
bolesnicima koji nisu imali sustav CRISPR-Cas. Daljnjom analizom je utvrdeno da su ovi
izolati K. pneumoniae rasprostranjeni klonalno te da posjeduju plazmide virulencije pLVPK za
razliku od izolata s podtipom I-E ili izolata koji ne posjeduju sustav CRISPR-Cas te su stoga

svrstani u manju skupinu hipervirulentnih klonova s podtipom I-E* (Liao i sur., 2020.).

Molekularne analize u ovoj studiji ukazuju na to da je medu izolatima CRKp s
detektiranim genima za karbapenemaze, gen blaoxa-4s bio znacajno ¢es¢i kod CRISPR-Cas
negativnih sojeva. Gen blaoxa-sg iskljucivo je povezan s konjugativnim plazmidima IncL/M (~
60 kb), koji rijetko sadrze dodatne gene otpornosti (Berger i sur., 2013.), Sto sugerira da
odsutnost sustava CRISPR-Cas tipa | potencijalno ima negativan utjecaj na stjecanje gena
otpornosti koji se nalaze na plazmidima IncL/M, Sto rezultira povecanim stjecanjem gena
blaoxa-ag U usporedbi sa sojevima koji imaju sustav CRISPR-Cas. Istrazivanje u Kini takoder
je otkrilo da je dominantni gen blakpc-2 bio najces¢i kod CRISPR-Cas negativnih sojeva u
usporedbi s onima s podtipom I-E ili I-E* (Liao i sur., 2020.). Nasuprot tome, geni blanpm-1 i
blakpc-2 u nasoj studiji su znacajno (p < 0.0001) cesc¢e detektirani u CRISPR-Cas pozitivnim

izolatima s oba podtipa (I-E i I-E*) nego u izolatima koji nemaju sustav CRISPR-Cas. Isto je
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opazeno i u drugoj znanstvenoj literaturi €iji su rezultati pokazali da je znacajno veca ucestalost

gena blanpwm-1 U izolatima CRKp koji nose podtip I-E (Kadkhoda i sur., 2025.).

U nasem je istrazivanju zanimljiv bio slucaj izolata CSKp 46 (ST15) koji je imao oba
podtipa (I-E i I-E*), ali je, unato¢ tome §to je bio osjetljiv na karbapeneme i nije nosio
plazmidno posredovane gene bla, imao CRISPR profil sli¢an izolatima CRKp grupe ST15. Ovo
bi moglo ukazivati nato da je sustav CRISPR-Cas u izolatu CSKp46 potencijalno aktivan protiv
drugih MGE-ova, ali da do stjecanja plazmida s genima otpornosti na karbapeneme (jos) nije
doslo, ili da su ti plazmidi eliminirani. Takoder, ve¢ina je izolata CRKp grupe ST14, ST15 i
ST101 imala homogene profile lokusa CRISPR, $to sugerira da prisutnost razmaknica ovih
lokusa nije sprijeéilo stjecanje gena blakpc-2 i blanowm-1, ali je zato uspjes$no sprijeceno stjecanje
gena blaoxa-ss. Potencijalni razlog zasto sustav CRISPR-Cas ne sprjecava stjecanje pojedinih
gena bla kod sojeva CRKp moze biti povezan s mehanizmom regulacije sustava CRISPR-Cas
koji je posredovan imipenemom. Pri visokim koncentracijama, imipenem aktivira protein H-
NS (eng. Histone-like Nucleoid Structuring) koji se veze na promotor operona CRISPR-Cas,
inhibirajuéi njegovu aktivnost i suprimirajuéi ekspresiju gena cas3 (Lin i sur., 2016.). S obzirom
na to da je najc¢escée upotrebljavani karbapenem u KBC-u Zagreb meropenem, dok se imipenem
rjede daje bolesnicima kao terapija, ne moze se sa sigurnoscu reci da je mehanizam aktiviranja

H-NS-a posrijedi kod izolata CRKp analiziranih u ovom istrazivanju.

Na temelju dobivenih rezultata, nije pronadena znacajna razlika izmedu prisutnosti
sustava CRISPR-Cas u izolata otpornih i osjetljivih na karbapeneme S§to je u suprotnosti s
predlozenom prvom hipotezom. U slucaju gena bla, hipoteza H1 se potvrduje jer je gen blaoxa-
4g bio statisticki znacajno ¢es¢i u CRISPR-Cas negativnim izolatima CRKp, a geni blanpm-1 i
blakec2 U CRISPR-Cas pozitivnim izolatima CRKp. Odsutnost dominantnih gena bla u
CRISPR-Cas pozitivnim sojevima je primije¢ena i ovom istrazivanju, ali i vecini ostalih
istrazivanja koja su takoder proucavala klinicke izolate K. pneumoniae (Alkompoza i sur.,
2023.). Stoga se moze re¢i da je koegzistencija sustava CRISPR-Cas i brojnih gena otpornosti
na antibiotike u sojeva K. pneumoniae slozenija od jednostavnog inverznog odnosa. Tako su
Alkompoz i sur. otkrili da su specifi¢ni karbapenemazni geni, kao $to su blaviv i blanpm,
prevalentniji u CRISPR-Cas pozitivnim sojevima, dok su drugi (npr. blakpec) ¢es¢i u CRISPR-
Cas negativnim genomima (Alkompoza i sur., 2023.). Ovi nalazi ukazuju na to da CRISPR-Cas
posredovana "supresija” karbapenemaznih gena vjerojatno ovisi o samom lokusu CRISPR i

znacajkama plazmida, gdje nepotpuni lokusi ili specificne sekvence PAM mogu poremetiti
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adaptivnu interferenciju (Lin i sur., 2016.). Takoder, pojavljuju se 1 kontrastni obrasci specificni
za vrstu. Tako primjerice CRISPR-Cas korelira sa smanjenom antimikrobnom otpornoséu u
bakterija P. aeruginosa i E. faecalis, ali povisenom antimikrobnom otpornosti u bakterije
Campylobacter jejuni (Shen i sur., 2017.; Wang i sur., 2020.; Kadkhoda i sur., 2024.).

U ovoj je studiji istrazena i hipermukoviskoznost (HMV) sojeva koji su imali sustav
CRISPR-Cas. String testom je HMV fenotip utvrden kod malog broja CRISPR-Cas pozitivnih
izolata pri ¢emu se izolati CRKp i CSKp nisu statisti¢ki zna¢ajno razlikovali. Razlog tomu je
vjerojatno to Sto su izolati pohranjeni u hranjivom mediju na - 80 °C kroz duzi vremenski period
te svaka ponovna subkultivacija potencijalno moze utjecati na HMV fenotip. Osim toga, HMV
je Cesta karakteristika hipervirulentnih sojeva K. pneumoniae (Chang i Ong, 2022.). Istrazivanje
provedeno 2024. godine u Hrvatskoj je takoder zabiljezilo nisku pojavnost HMV fenotipa kod
9.5 % (19/200) analiziranih izolata CRKp, od €ega su samo cetiri izolata CRKp imala HMV
genetske determinante (Pristas i sur., 2024.). Svakako bi bilo zanimljivo usporediti pojavnost
sustava CRISPR-Cas s genima virulencije te HMV fenotipom buduc¢i da je istrazivanje iz 2025.
godine zabiljeZilo da su izolati CRKp koji sadrze sustav CRISPR-Cas imali vecu ucestalost
gena virulencije te da su bili umjereni ili jaki proizvodaci biofilma (Kadkhoda 1 sur. 2025.).

Ono $to je svakako bilo neophodno u ovom istrazivanju jest provjeriti je li doslo do
klonalne ekspanzije sojeva i pripadaju li sojevi koji imaju sustav CRISPR-Cas istoj grupe ST.
Stoga je genomska povezanost izolata istrazena metodama PFGE, MLST i analizom
razmaknica lokusa CRISPR1-3. Analizama molekularne epidemiologije izolata K. pneumoniae
sa sustavom CRISPR-Cas, utvrden je veci broj PFGE i MLST grupa, ponajvise kod izolata
CSKp, $to ukazuje na filogenetski nepovezane sojeve ili na poliklonsko Sirenje sojeva CSKp.
Ipak, unato¢ primije¢enom poliklonskom $irenju sojeva osjetljivih na karbapeneme, jasno je da
je za Sirenje otpornosti na karbapeneme odgovorna proliferacija specifi¢nih klonova CRKp koji
proizvode karbapenemaze. Takvim se sojevima nerijetko pripisuje izrazito monoklonski
karakter, kao $to je potvrdeno i u ovoj studiji, prvenstveno kod sojeva ST101 iz 2021. godine i
ST15 iz 2022. godine. Stoga u ovom istrazivanju nismo mogli donijeti generalan zakljucak za
sve sojeve K. pneumoniae jer smo promatrali samo 63 soja koja su imala sustav CRISPR-Cas

(27 CSKp 1 36 CRKp sojeva), a kod kojih je uoceno 1 poliklonsko i monoklonsko Sirenje.

Analize PFGE i MLST provedene na CRISPR-Cas pozitivhim izolatima CRKp
pokazale su smanjenu genomsku raznolikost u odnosu na CSKp izolate. Ve¢ina CRKp izolata

grupirana je u dva glavna PFGE klastera (001 1 003) Sto odgovara dvjema glavnim grupama ST
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(ST101 i ST15). Specifi¢no, klonski tip ST15 bio je usko povezan s prisutno$¢u gena blanpm-1,
dok je klonski tip ST101 bio povezan s prisutnoscu gena blakpc-2. Stoga se moze reci da su
specificno ovi izolati dokaz monoklonskog Sirenja. U radu iz 2018. godine su takoder
analizirani klini¢ki sojevi, izolirani iz razlicitih uzoraka diljem Hrvatske tijekom 2011.12012.
godine, koji su bili indikatori nadolaze¢e monoklonske bolnicke epidemije karbapenemaze
KPC-2 u Hrvatskoj, a pripadali su isklju¢ivo visoko rizicnom klonalnom tipu ST258 (Jelic,
2018.). Iako se klonalni kompleks 258 smatrao glavnim pokretatem epidemije KPC-
produciraju¢ih sojeva, najnoviji podaci mijenjaju tu sliku, osobito u Europi (Wyres 1 sur.,
2020.). Preciznije, nedavno istrazivanje je pokazalo da je mali broj visokorizi¢nih klonova bio
zasluzan za Sirenje gena bla gdje je gotovo 70 % svih analiziranih izolata K. pneumoniae bilo
koncentrirano u samo cetiri klonalne linije: ST11, ST15, ST101 te ST258/512 (David i sur.,
2019.). Ovo saznanje se podudara s naSim istrazivanjem budu¢i da su sojevi koji proizvode
KPC-2 svrstani u grupu ST101. Dakle postoji mogucénost da je u nekom trenutku od 2011. do
2021. godine doslo do poliklonskog Sirenja veé prisutnog soja te je, barem u KBC-u Zagreb,
soj ST101 postao dominantan proizvoda¢ karbapenemaze KPC-2. ST101 je u nedavom
istrazivanju u Hrvatskoj opisan kao najzastupljeniji klon kod kojeg je potvrdena istovremena
prisutnost gena otpornosti na karbapeneme i gena virulencije (Pristas i sur., 2024.). Stoga
pronalazak KPC-produciraju¢ih klonova ST101 u KBC-u Zagreb nije samo lokalna

specificnost, ve¢ je odraz Sire europske epidemioloske slike.

U skladu s prethodnim studijama, niti jedan od CRISPR-Cas pozitivnih izolata u nasoj
studiji ne pripada visokorizi¢nom klonalnom kompleksu 258 koji je bio odgovoran za gotovo
dvije tre¢ine globalnih epidemija K. pneumoniae kod ljudi (Li i sur., 2018.; Alkompoza i sur.,
2023.; Hu i sur., 2023.). Stoga se mozZe re¢i da se sustav CRISPR-Cas u sojevima ovog
klonalnog kompleksa evolucijski nije odrzao ili da nije niti bio prisutan. Osim toga, u naSem
istrazivanju je kod sojeva CRKp izoliranih 2022. godine tijekom pandemije COVID-19, koji
su producirali metalo-beta-laktamazu NDM-1, zabiljezena ucestala pripadnost grupi ST15.
Znacajno je da su sojevi ST15 CRKp uglavnom izolirani iz pacijenata s COVID-19 odjela i
COVID-19 JIL-a (34.8 %), sto naglasava epidemioloski znacaj ove linije. Ovaj nalaz se slaze
sa studijom iz 2016. godine, provedenoj u Hrvatskoj, koja je ve¢ tada specifi¢no opisala dva
ST15 izolata koji proizvode NDM-1 (Kocsis i sur., 2016.). Zanimljivo je da su karbapenemazu
OXA-48 proizvodila samo tri CRISPR-Cas pozitivna izolata CRKp koja su pripadala grupi
ST14, ST151 ST392, odnosno pulsotipovima 016, 012 i 013. Osim toga je soj CRKp 14, koji
proizvodi dvije vrste karbapenemaza (NDM-1 i OXA-48), svrstan u grupu ST15 kao i soj CRKp
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71, koji proizvodi samo karbapenemazu OXA-48, ali razlika je ipak vidljiva u pulsotipovima
te je soj 14 svrstan u PFGE grupu 013, a soj 71 u PFGE grupu 012. Dakle ovo je samo jedan
od primjera gdje se metoda PFGE ipak pokazala specifi¢nijom od metode MLST S$to je i razlog

zaSto se za primarni probir sojeva odabrala metoda PFGE.

Promatraju¢i CRISPR-Cas pozitivne izolate CSKp uoceni su razliiti obrasci geneticke
varijabilnosti §to sugerira da se izolati, koji ne produciraju karbapenemaze i nisu otporni na
karbapeneme, moraju razmatrati na razini pojedina¢nog bakterijskog soja. Stoga nije moguce
donositi generalne zakljucke o klonalnom $irenju na razini pojedina¢nih izolata K. pneumoniae.
Detaljna analiza izolata CSKp pokazala je poliklonsku sliku koja se sastoji od ¢ak 14 klonskih
tipova: ST35, ST23, ST15, ST13, ST111, ST151, ST866, ST879, ST1391, ST1414, ST381,
ST306, ST2515 i ST3661. Zanimljivo je da se pet izolata iz grupe ST35 (51, 55, 58, 59, 68)
povezuje s tri razli¢ita makrorestrikcijska pulsotipa (0001, 0008 i 0011) $to je joS jedan dokaz
epidemioloske vaznosti analize sojeva metodom PFGE. Osim toga, izolati CRKp 11 (ST347),
20 (ST147)139 (ST392) su, unatoc¢ proizvodnji karbapenemaza, pokazali PFGE i MLST profile
najsli¢nije osjetljivim sojevima CSKp 49 (NT), 53 (ST111) 1 52 (ST879). Dakle, moze se
pretpostaviti da su sojevi CRKp 11, 20 i 39 stekli gene bla nedavno. Generalno je najvise
CRISPR-Cas pozitivnih izolata vezano uz internisticke odjele, kirurske jedinice intenzivnog

lijecenja 1 vanjske pacijente s dominantnim grupama ST15, ST101 1 ST35, redom.

Kada je rije¢ o lokusima CRISPR, moze se rec¢i da razmaknice istih pruzaju "povijesni"
pregled o prethodnim "invazijama" bakteriofaga ili plazmida, odnosno o izloZenosti bakterije
specifi¢nim stranim genetskim elementima (Marraffini, 2010.; Ostria-Hernandez i sur., 2015.).
U nasSoj studiji je identificirano 110 razli¢itih razmaknica unutar 40 sekvenciranih lokusa, s
varijabilnim brojem (3-10) razmaknica po lokusu i umjerenom raznoliko$¢u sekvenci. Duljina
direktnih ponavljanja u naSim izolatima bila je 28 pb za lokuse CRISPR1 i CRISPR2 te 29 pb
za lokus CRISPRS, a sekvence direktnih ponavljanja su bile specifi¢ne za vrstu K. pneumoniae
1 jedinstvene za svaki lokus, bez preklapanja razmaknica ili direktnih ponavljanja izmedu
razli¢itih lokusa. Ostria-Hernandez i sur. su takoder zabiljezili duljinu sekvenci direktnih
ponavljanja od 29 do 30 pb kod sojeva K. pneumoniae, $to je takoder u skladu s ostatkom
relevantne literature koja je zabiljezila raspon duzine direktnih ponavljanja od 21 do 48 pb za
bakterije. Veli¢ina razmaknica u nasoj studiji je varirala, ali je prosjecna veli¢ina bila kao i u
istrazivanju Ostria-Hernandez i sur., odnosno 33 pb $to je unutar raspona veli¢ine od 26 do 72

pb, kako je zabiljeZeno i u prethodnim istrazivanjima (Ostria-Hernandez i sur., 2015.). Nakon
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detaljne analize svake pojedinacne razmaknice lokusa CRISPRI, 2 1 3, moze se re¢i da
odsutnost identi¢nih razmaknica izmedu podtipova I-E i I-E* u ovom istrazivanju dodatno
upucuje na razlike u specifi¢nosti adaptacije, dok o¢uvanost oba podtipa, I-E i I-E*, medu
udaljenim sojevima K. pneumoniae, u smislu pripadnosti udaljenim grupama ST, ukazuje i na

potencijalno stjecanje ovog sustava putem HGT-a.

Nasa analiza pokazala je da 84.5 % (97/110) homolognih razmaknica odgovara
prvenstveno kromosomskim regijama K. pneumoniae (99.0 %), a samo jedna homologna
razmaknica je pronadena isklju¢ivo kod bakteriofaga (1.9 %). Manji udio homolognih
razmaknica je ujedno pronaden i na plazmidima (18.3 %), drugim bakterijskim vrstama (26.9
%) te fagima (29.0 %), $to pokazuje odredena odstupanja u odnosu na prethodne studije.
Primjerice, studija iz 2016. godine je zabiljezila da je priblizno tre¢ina analiziranih razmaknica
bila homologna plazmidima, fagima ili drugim bakterijskim genomima (Lin i sur., 2016.). S
druge strane, Shen i sur. su izvijestili da je ¢ak 90 % razmaknica pokazalo podudarnost s MGE-
ovima poput faga, profaga i plazmida. Osim toga, sekvence veceg broja razmaknica u nasoj
studiji su podudarane sa sekvencama razli¢itih plazmida §to ukazuje na ulogu lokusa CRISPR
u obrani od Sirokog spektra plazmida. Posebno je zanimljiva identifikacija 17 (15.5 %)
nehomolognih/nepoznatih razmaknica za koje nije pronadena podudarnost u bazama podataka
GenBank-a. Ove nehomologne razmaknice mogle bi predstavljati nedavne interakcije s jos

nekarakteriziranim MGE-ovima ili imati druge, jo§ nepoznate funkcije.

Dvije razmaknice u nasoj studiji su pokazale Cetverostruku homologiju s genomom
raznih sojeva K. pneumoniae, genomima drugih enterobakterija te sekvencama faga i plazmida.
Ovo saznanje predstavlja ekstreman primjer na kojem se moze objasniti §to sve moze stajati U
pozadini homolognih razmaknica. Postoji mogucnost da ove dvije razmakice predstavljaju
este mete ili kljune regije ukljudene u horizontalni prijenos gena. Cinjenica da su ove
sekvence ugradene kao razmaknice u lokuse CRISPR1 i 2 u izolatima K. pneumoniae sugerira
da su sojevi u nekom trenutku bili izlozeni ovim Siroko rasprostranjenim MGE-ovima ili
bakterijama koje ih nose te su razvili imunosnu memoriju protiv njih. Globalna distribucija ovih
dviju razmaknica dodatno potvrduje da se radi o sekvencama koje su znafajne na
medukontinentalnoj razini. To implicira da su MGE-ovi koji nose ove sekvence, ili bakterijski
sojevi koji ih sadrze, globalno rasprostranjeni (moguce i poliklonalno) i da sustavi CRISPR-
Cas u razli¢itim geografskim podruc¢jima neovisno stje€u razmaknice protiv njih. Osim ove

dvije razmaknice, 1 mnoge druge razmaknice svih triju lokusa su pronadene u geografski
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udaljenim izolatima K. pneumoniae, kao i u drugim vrstama enterobakterija Sto naglasava
potrebu za pracenjem ovog sustava i njegovog utjecaja na pojavu viSestruke otpornosti
(Kannadasan i sur., 2023.). Postavlja se pitanje funkcionalnog znacaja ovih sekvenci na fagima
i plazmidima. Moguée je da se radi o esencijalnim regijama za replikaciju, prijenos ili
virulenciju tih pokretnih elemenata, $to ih ¢ini dobrim kandidatima za ciljanje od strane sustava
CRISPR-Cas. Cinjenica da se ove razmaknice nalaze i na kromosomima raznih sojeva K.

pneumoniae, i drugih enterobakterija, moze ukazivati na:

1) Integrirane pokretne elemente: Moguce je da su dijelovi faga ili plazmida koji sadrze
ove sekvence integrirani u kromosome tih bakterija (kao profagi ili druge integrirane
regije), a sustav CRISPR-Cas je stekao razmaknice protiv tih integriranih elemenata.

2) Dijeljene homologne regije: Alternativno, ove sekvence mogu predstavljati homologne
regije koje su evolucijski oCuvane ili horizontalno prenesene i integrirane neovisno o

cjelovitim MGE-ovima, a koje su kasnije postale mete lokusa CRISPR.

lako stjecanje razmaknice ukazuje na aktivnu obranu, pojavnost ovih sekvenci u
bakterijskim kromosomima, fagima i plazmidima sugerira da sustav CRISPR-Cas mozda nije
uspjesan u eliminaciji svih elemenata koji nose protorazmaknice. Veé je spomenuto i da
plazmidi IncFIl koji nose blakec-2 mogu koegzistirati sa sustavima CRISPR-Cas podtipa I-E*
kod soja ST15 K. pneumoniae unato¢ tome §to neke od tih razmaknice u lokusu podtipa I-E*
ciljaju te plazmide, ukazujuéi na smanjenu ucinkovitost ili potpunu neaktivnost sustava
CRISPR-Cas u odredenim situacijama (Hu i sur., 2023.). Stoga se moze re¢i da ovakve
"viSestruke" zajednicke razmaknice mogu sluziti kao markeri za pracenje protoka specifi¢nih,

pokretnih genetskih informacija kroz bakterijske populacije i ekosustave.

Nasi rezultati sugeriraju razli¢itu dinamiku i aktivnost analiziranih lokusa CRISPR.
Naime, lokus CRISPR1 pokazao je Cestu pojavu istih razmaknica medu razli¢itim izolatima,
dok su svi izolati CRKp imali identi¢ne razmaknice u ovom lokusu, §to bi moglo ukazivati na
klonalno $irenje izolata ili na utjecaj istog selektivnog pritisaka. Sli¢no, lokus CRISPR2 bio je
visoko konzerviran, ali je pokazivao razli¢ite obrasce: jedan set razmaknica bio je specifi¢an za
sojeve CRKp, dok je drugi bio prisutan kod sojeva CSKp. Izuzetak su bila tri izolata CSKp koja
su dijelila proksimalne razmaknice s izolatima CRKp i imali "nove" distalne razmaknice, §to
ukazuje na moguce dogadaje HGT-a ili nedavne adaptacije. Slicno se uocilo s lokusom
CRISPR3. Dvije proksimalne razmaknice lokusa CRISPR3 su bile Siroko rasprostranjene medu

izolatima CSKp i CRKp razli¢itih grupa ST $to ukazuje na potencijalno aktivan sustav u
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stjecanju novih razmaknica. S druge strane, visoko konzervirani profili lokusa CRISPR3 unutar
dominantnih CRKp grupa ST (ST14, ST15, ST101) upucéuju na to da se ovi sustavi vjerojatno
nasljeduju klonalno, uz ograni¢eno stjecanje novih razmaknica. Potrebna su dodatna
istrazivanja kako bi se razluc¢ilo koji je odgovorni mehanizam u stjecanju razmaknica. Aktivnost
sustava CRISPR-Cas mogla bi se dokazati odredivanjem ekspresije gena casl ili cas3 pomoc¢u

metode kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu.

Sli¢no nas$im rezultatima, Shen i sur. su kod sojeva K. pneumoniae primijetili varijacije
izmedu lokusa CRISPR2 i 3 istog podtipa I-E*. Specifi¢no, lokus CRISPR3 je bio aktivniji od
lokusa CRISPR2, uzimajuéi u obzir stjecanje novih razmaknica koje su detektirane u lokusu
CRISPR3, dok je u lokusu CRISPR2 uocena delecija razmaknica unutar odredenih grupa ST
(Shen i sur., 2017.). Razlicita aktivnost lokusa CRISPR2 i 3 mozda je posljedica razli¢itih
vodecih sekvenci. Vodeca sekvenca lokusa CRISPR2 kod roda Klebsiella ima relativno nizak
AT sadrzaj, dok druge vodece sekvence imaju visok AT sadrzaj, $to je vazno jer vodeca
sekvenca funkcionira kao promotor i mjesto za umetanje novih razmaknica (Shen i sur., 2017.).
Osim toga, Shen i sur. su uocili korelaciju izmedu lokusa CRISPR i grupa ST, gdje su svi sojevi
s identi¢nim lokusima CRISPR pripadali istoj grupi ST, pri ¢emu nemaju svi pripadnici iste
grupe ST iste lokuse CRISPR (Shen i sur., 2017.). Mi smo definirali dva "klonalna kompleksa"
temeljena na razmaknicama lokusa CRISPR. Prvi klonalni kompleks obuhvaca sojeve CRKp
grupe ST14, ST15i ST101 (Slika 23.), a drugi sojeve CSKp grupe ST35 (Slika 25.). Stoga nasi
rezultati potvrduju drugu hipotezu prema kojoj su sekvence lokusa CRISPR razlicite u izolata
K. pneumoniae osjetljivih i otpornih na karbapeneme. Osim toga, razmaknice svih sojeva CRKp
su visoko konzervirane i vezane uz specificnu grupu ST. Ovo je u skladu sa istrazivanjima gdje
su genomi sojeva koji sadrze iste razmaknice lokuse CRISPR uglavnom koncentrirani u grupe
ST147, ST14, ST15 te posebno u hipervirulentnu klonalnu grupu ST23 koja znacajno uzrokuje
infekcije povezane s otpornosc¢u na karbapeneme (Alkompoza i sur., 2023.; Hu i sur., 2023.).
Takoder, ovi rezultati potvrduju trecu hipotezu prema kojoj kod izolata bakterije K. pneumoniae

postoji povezanost izmedu pripadnosti pojedinim grupama ST i sastava lokusa CRISPR.

CRISPR-Cas negativni izolati bili su CeS¢e izolirani iz uzorka stolice pacijenata
hospitaliziranih na pedijatrijskom JIL-u u usporedbi s CRISPR-Cas pozitivnim izolatima
(Tablica 11., Tablica 12.). Vjerojatno su sojevi K. pneumoniae nadeni kod novorodencadi bili
izlozeni manjem selektivnom pritisku stranih genetskih elemenata, poput plazmida 1

bakteriofaga, u usporedbi sa sojevima izoliranima iz odraslih pacijenata. Ova varijacija u
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prisustvu sustava CRISPR-Cas sugerira da je sustav CRISPR-Cas povezan i sa specifi¢énim
klini¢kim okruzenjima i populacijama pacijenata, zbog ¢ega su odrasli pacijenti "prikladnija”
ciljna skupina za ova istrazivanja. Izolati kod kojih je pronaden sustav CRISPR-Cas bili su
znacajno ucestaliji medu pacijentima primljenima na COVID-19 odjele i COVID-19 JIL
(Tablica 11.). Razlog tome je vjerojatno taj Sto su pacijenti, kod kojih je detektiran SARS-CoV-
2, s raznih drugih odjela bili smjesteni na iste COVID-19 odjele i JIL-ove, pa je kod takvih
sojeva moglo lakse do¢i do klonalnog Sirenja. Sukladno tome, primijecena je i povezanost
godine uzimanja uzorka, prisutnosti sustava CRISPR-Cas, vrste karbapenemaze te pripadnosti
grupi ST15 (Slika 20.). Stoga se moze rec¢i da su se CRISPR-Cas pozitivni izolati ST15 K.
pneumoniae, koji proizvode NDM-1, vrlo vjerojatno monoklonski prosirili medu pacijenatima
na COVID-19 odjelima i JIL-ovima. Medutim, primije¢eno je i suprotno, izolati CSKp grupe
ST35 su imali varijabilne lokuse CRISPR3 (Slika 24.) $to sugerira da ovi sojevi nisu
monoklonski rasprostranjeni, ali postoji mogucnost da su potekli od iste bakterije pretka $to
pokazuju sli¢ni ili isti lokusi CRISPR1 i 2 sojeva CSKp grupe ST35 s istih i razli¢itih odjela
(Slika 25.). Otezana korelacija CRISPR-Cas pozitivnih izolata s bolnickim odjelima moze biti
zbog malog broja sekvenciranih lokusa CRISPR izolata kod kojih je pronaden sustav CRISPR-
Cas i razli¢itih godina prikupljanja uzoraka. Sumirano, ovi rezultati potvrduju ¢etvrtu hipotezu
prema kojoj se prisutnost sustava CRISPR-Cas razlikuje ovisno o klini¢kim karakteristikama
bolesnika i vrsti uzorka iz kojeg izolat K. pneumoniae potjece jer su dvije klinicke karakteristike
(hipertenzija i dijabetes) statisticki znacajno ¢es¢e kod CRISPR-Cas pozitivnih izolata nego
kod izolata koji nisu imali ovaj imunosni sustav (Slika 16. i Tablica 11.). Sto se ti¢e vrste
uzorka, treba imati na umu da visoka zastupljenost CRISPR-Cas negativnih sojeva, najcesce
izoliranih iz uzoraka stolice, uzetih na pedijatrijskom JIL-u (Tablica 11., Slika 17., Tablica 12.),
nije nuzno odraz specifi¢ne dinamike unutar te bolnicke jedinice, ve¢ je vjerojatnije posljedica
bioloskih karakteristika dominantno zastupljene neonatalne populacije od koje potjece vise od
tre¢ine uzoraka stolice, kako je u tekstu iznad ve¢ objasnjeno.

Izuzev malog broja sekvenciranih lokusa CRISPR i razli¢itih godina prikupljanja
uzoraka, na funkcionalnost, aktivnost i ucinkovitost sustava CRISPR-Cas moze utjecati
mnostvo ¢imbenika koji mogu dovesti do ovako varijabilnih rezultata (posebno istovremene

pojavnosti sustava CRISPR-Cas i gena koji kodiraju za karbapenemaze):

1) Mutacije i gubitak funkcionalnosti CRISPR-Cas sustava
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Tockaste mutacije, kao i vece genetske promjene poput insercija ili delecija unutar cas gena,

mogu onemoguditi stjecanje novih razmaknica. Tako su primjerice mutacije posredovane

insercijskim sekvencama u genima casl i cas2 korelirale sa Sirenjem sojeva MDR kod vrsta
roda Shigella (Alkompoz i sur., 2023.; Kadkhoda i sur., 2024.). Osim toga, kod izolata K.

pneumoniae je zabiljezeno da protein Casl moze biti odsutan, $to onemogucuje formiranje

kompleksa Cas1-Cas2 koji igra klju¢nu ulogu u stjecanju novih razmaknica (Li i sur., 2018.;
Killelea i sur., 2023.).

2)

3)

Regulacija ekspresije i aktivnosti sustava CRISPR-Cas

Aktivnost sustava CRISPR-Cas nije uvijek konstantna, ve¢ moze biti podlozna slozZenoj
genetskoj regulaciji. Primjer je ve¢ spomenuti protein H-NS za kojeg je dokazano da
potiskuje sustav CRISPR-Cas kod sojeva K. pneumoniae i E. coli izravnim vezanjem
na promotor operona cas (Lin i sur., 2016.).

Anti-CRISPR (Acr) proteini i samociljaju¢e razmaknice (autoimunost)

Jedan od najznacajnijih na¢ina na koje MGE-ovi izbjegavaju CRISPR-Cas obranu jest
putem proteina Acr koje kodiraju fagi i plazmidi (Liao i sur., 2020.; Alkompoz i sur.,
2023.; Kadkhoda 1 sur., 2024.). Prisutnost proteina Acr se objasnjava tako da sojevi K.
pneumoniae pomocu njih uspijevaju zadrzati plazmide koji nose gene otpornosti, ¢ak i
kada ti plazmidi sadrze protorazmaknice koje bi sustav CRISPR-Cas domacina trebao
prepoznati i ciljati. Inaktivacija ovog sustava fagom koji kodira anti-CRISPR proteine
mogla bi biti jedno od objasnjenja za postojanje samociljajucih razmaknica (Shen i sur.,
2017.) koje teoretski mogu dovesti do autoimunog odgovora, odnosno inaktivacije
sustava CRISPR-Cas (Ostria-Hernandez i sur., 2015.; Alkompoz i sur., 2023.;
Kadkhoda i sur., 2024.). Medutim, pronadeno je da se kod sojeva K. pneumoniae moze
tolerirati visoka ucestalost komplementarnih samociljaju¢ih razmaknica bez dokaza o
mutacijama u sekvencama PAM ili vode¢im sekvencama koje bi umanjile njihovu
aktivnost (Shen i sur., 2017.). Ovo sugerira da bakterije mogu imati mehanizme za
razlikovanje "korisnih™ integriranih elemenata od invazivnih ili da samociljajuce
razmaknice mogu imati alternativne uloge u regulaciji gena, a ne isklju¢ivo u imunosnoj
obrani (Shen 1 sur., 2017.). Mogu¢nost je i da ugradnja razmaknica sli¢nih vlastitom

genomu moze biti posljedica pogresaka proteina Cas (Ostria-Hernandez i sur., 2015.).
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4) Mutacije u protorazmaknicama i regijama PAM

Promjene poput tockastih mutacija unutar protorazmaknice ili sekvence PAM mogu
znaajno smanjiti sposobnost sustava CRISPR-Cas da posreduje u cijepanju strane
DNA i/ili RNA (Alkompoz i sur.,, 2023.; Kadkhoda i sur., 2024.). Dodatno,
karakteristike same razmaknice, poput njenog GC sadrzaja i blizine vodecoj sekvenci

(eng. leader sequence), mogu utjecati na ué¢inkovitost sustava (Kadkhoda i sur., 2024.).
5) Snazan selektivni pritisak i adaptivni tro$ak odrzavanja sustava

U okruzenjima gdje postoji konstantan selektivni pritisak, koji favorizira brzo stjecanje
gena otpornosti u bolni¢kim uvjetima, odrzavanje funkcionalnog sustava CRISPR-Cas
moze predstavljati adaptivni trosak (Liao i1 sur., 2020.; Alkompoz i sur., 2023.;
Kadkhoda i sur., 2024.). Ako sustav sprjecava stjecanje korisnih gena (npr. onih koji
omoguéuju prezivljavanje u prisutnosti antibiotika), bakterije koje izgube ili imaju
oslabljen sustav CRISPR-Cas mogu imati selektivnu prednost (Pursey i sur., 2022.). To
potencijalno moze dovesti do postepenog gubitka cijelog sustava ili njegovih klju¢nih

dijelova.

lako je primarna funkcija sustava CRISPR-Cas u prokariota obrambeni mehanizam
protiv invazivnih genetickih elemenata, njihova preciznost 1 specifi€nost u ciljanju DNA 1/ili
RNA molekula ucinile su ih revolucionarnim alatom u biotehnologiji, ukljucujuéi uredivanje
genoma i razvoj novih antimikrobnih strategija (Wang i sur., 2018; Sun i sur., 2019.). Tako je
tehnologija CRISPR-Cas9 ve¢ uspjesno primijenjena kao alat za uredivanje genoma i razvoj
novih pristupa u borbi protiv viSestruko otpornih bakterija, ukljucujuéi i K. pneumoniae (Wang
1 sur., 2018.; Sun 1 sur., 2019.). Jedan od obecavajucih pristupa je koristenje sustava CRISPR-
Cas za specifi¢no ciljanje 1 uklanjanje gena otpornosti na plazmidima ili u kromosomu bakterija.
Na primjer, Wang i sur. su razvili u¢inkovit sustav CRISPR-Cas9 s dva plazmida (pCasKP-
pSGKP) za precizno uredivanje genoma bakterije K. pneumoniae. Primjenom ovog sustava

.....

sojevi koji su nosili ovaj gen bili otporni na sva tri testirana karbapenema (Wang i sur., 2018.).

Sli¢no tome, Sun i sur. su primijenili tehnologiju CRISPR-Cas9 te uredivanjem genoma
uspjesno inaktivirali gene poput tetA, ramR i mgrB koji su povezani s otpornoséu na tigeciklin

i kolistin. Inaktivacija gena mgrB rezultirala je znac¢ajnim smanjenjem otpornosti na kolistin,
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dok je inaktivacija gena tetA ili ramR utjecala na osjetljivost na tigeciklin (Sun i sur., 2019.).
Ovi rezultati potvrduju da se CRISPR-Cas9 moze ucinkovito koristiti za funkcionalnu
karakterizaciju gena otpornosti i manipulaciju genotipa bakterija kako bi se ponovo uspostavila
osjetljivost bakterijske stanice na antimikrobne lijekove. S obzirom na prethodno navedene
prepreke, koje su razlog smanjene aktivnosti ili nefunkcionalnosti endogenog sustava CRISPR-
Cas, buduca istrazivanja trebala bi se usmjeriti na optimizaciju dostave ovog sustava u
bakterijsku stanicu, razvoj pametnih strategija za izbjegavanje mehanizama anti-CRISPR te
kombiniranje terapije CRISPR-Cas s drugim antimikrobnim agensima. Razumijevanje
dinamike endogenih sustava CRISPR-Cas moglo bi dodatno doprinijeti dizajnu uéinkovitijih,

ciljanih antimikrobnih strategija.

Koliko nam je poznato, ovo je prvo istrazivanje u Hrvatskoj koje opisuje ucestalost i
karakteristike sustava CRISPR-Cas kod klini¢kih izolata K. pneumoniae. Nasa analiza ukazuje
na postojanje dvaju podtipova sustava CRISPR-Cas tipa | u sojeva K. pneumoniae koji se
razlikuju prema gradi i varijabilnosti sekvenci razmaknica. lako se ¢ini da sustavi CRISPR-Cas
tipa I-E i I-E* ograniCavaju stjecanje odredenih gena za karbapenemaze, poput blaoxa-4s, ¢ini
se da oba tipa istodobno mogu koegzistirati s genima blanpm-1 i blakec-2. Nadalje, uocene razlike
u mogucoj aktivnosti lokusa CRISPR izmedu izolata CRKp i CSKp, kao i korelacija sadrzaja
razmaknica s klonalnim Sirenjem, naglasavaju moguci potencijal analize razmaknica lokusa
CRISPR kao komplementarnog alata za subtipizaciju izolata uz PFGE i MLST. Buduca
istrazivanja trebala bi se usmjeriti na istraZivanje aktivnosti razlicitih lokusa CRISPR,
ukljucujuéi detaljnu analizu svih razmaknica i ekspresiju gena cas. Daljnje studije koje
kombiniraju analizu lokusa CRISPR s potpunim sekvenciranjem bakterijskog genoma
omogucit ¢e bolje razumijevanje interakcije izmedu sustava CRISPR-Cas i MGE-ova koji nose
gene otpornosti i virulencije. Takoder, istrazivanje prevalencije proteina Acr u lokalnim
izolatima K. pneumoniae moglo bi pomoci u objasnjenju slucajeva gdje sustavi CRISPR-Cas
ne uspijevaju sprijeciti stjecanje novih plazmida c¢ije protorazmaknice su ugradili kao
razmaknice. Razumijevanje ovih kompleksnih interakcija klju¢no je za procjenu potencijala
sustava CRISPR-Cas kao dijagnostickog ili terapijskog alata u borbi protiv infekcija

uzrokovanih MDR sojevima K. pneumoniae.
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6. ZAKLJUCAK
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Sustav CRISPR-Cas tipa I nije Siroko rasprostranjen u klinickim sojevima K. pneumoniae
izoliranima iz uzoraka bolesnika Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb, s ukupnom ucestalosti
od 15.8 % (63/400) utvrdenom na temelju prisutnosti gena casl.

. Nije uocena statisticki znacajna razlika u ucestalosti sustava CRISPR-Cas izmedu izolata
K. pneumoniae osjetljivih i otpornih na karbapeneme.

U analiziranim izolatima K. pneumoniae detektirana su oba poznata podtipa CRISPR-Cas
sustava tipa I: podtip I-E (definiran prisutnosc¢u lokusa CRISPR1) i podtip I-E* (definiran
prisutno$¢u lokusa CRISPR2 i/ili CRISPR3). Veé¢ina CRISPR-Cas pozitivnih izolata
posjedovala je oba navedena podtipa. Ipak, lokus CRISPR3 je bio statisti¢ki znacajno ¢esce
prisutan kod sojeva CRKp, dok se ucestalost CRISPR1 i CRISPR2 lokusa nije znac¢ajno
razlikovala izmedu izolata CRKp i CSKp.

CRISPR-Cas pozitivni i negativni izolati K. pneumoniae nisu se razlikovali s obzirom na
stopu otpornosti na antimikrobne lijekove osim kod kombinacije imipenem + relebaktam
za koju je stopa otpornosti kod CRISPR-Cas pozitivnih izolata bila statisticki znacajno niza
u usporedbi s CRISPR-Cas negativnim izolatima.

. Postoji povezanost izmedu prisutnosti odredenih gena bla koji kodiraju za karbapenemaze
i prisutnosti sustava CRISPR-Cas. Ucestalost gena blaoxa-4s bila je statisticki znacajno veca
kod CRISPR-Cas negativnih sojeva, dok su geni blanpom-1 i blakpc-2 bili statisti¢ki znacajno
¢es¢i kod CRISPR-Cas pozitivnih izolata.

. Na temelju analize razmaknica lokusa CRISPR, moguce je definirati dva uvjetna "klonalna
kompleksa": jedan koji obuhvaca sojeve CRKp grupa ST14, ST15 i ST101 te drugi koji
ukljucuje sojeve CSKp dominantne grupe ST35. Ipak, uoCeno je i dijeljenje pojedinih
razmaknica izmedu nekih izolata CRKp 1 CSKp, Sto ukazuje na sloZzenu dinamiku i moguci
horizontalni prijenos lokusa CRISPR.

. Analiza sekvenci razmaknica lokusa CRISPR u izolatima CRKp ukazuje na visoku
konzerviranost razmaknica 1 snaznu korelaciju s pripadno$¢u dominantnim grupama ST
(ST14, ST15, ST101) unutar odredenog vremenskog perioda uzorkovanja, sugerirajuci
monoklonsko ili poliklonsko Sirenje ovih sojeva CRKp. Nasuprot tome, izolati CSKp su
pokazali znatno vecu raznolikost razmaknica i grupa ST.

. Analiza podrijetla razmaknica triju lokusa CRISPR pokazala je da je vecina razmaknica
homologna s poznatim sekvencama, pri cemu je najveca podudarnost bila s kromosomskim
regijama K. pneumoniae. Znacajan udio razmaknica takoder je pokazao homologiju s
plazmidima, drugim bakterijskim vrstama i bakteriofagima. Identificirano je i 17

nehomolognih/nepoznatih razmaknica.
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10.

11.

12.

13.

14.

Uocena je razli¢ita dinamika izmedu tri analizirana lokusa CRISPR, pri ¢emu je lokus
CRISPR3 pokazivao najvecu raznolikost i varijabilnost razmaknica, dok su lokusi
CRISPR1 i CRISPR2 bili konzerviraniji.

Analizom klinickih karakteristika bolesnika utvrdeno je da su hipertenzija i dijabetes
statistiCki znacajno CeSc¢e prisutni kod bolesnika s CRISPR-Cas pozitivhim izolatima u
usporedbi s bolesnicima s CRISPR-Cas negativnim izolatima.

Izolati K. pneumoniae sa sustavom CRISPR-Cas bili su statisticki znacajno ¢es¢i kod
bolesnika hospitaliziranih u jedinicama intenzivnog lijeCenja COVID-19, pri ¢emu su ti
izolati dominantno pripadali grupi ST15 i nosili gen blanpm-1, ukazuju¢i na moguce
monoklonsko Sirenje specifi¢ne linije sojeva CRKp kod kojih je detektiran sustav CRISPR-
Cas.

CRISPR-Cas negativni izolati bili su statisti¢ki znacajno ceSce prisutni kod bolesnika u
pedijatrijskim jedinicama intenzivnog lijecenja, a kako veliki broj uzoraka stolice potjece
upravo od novoredencadi, uzorak stolice je bio statisticki znacajno ¢es$¢i uzorak kod
bolesnika s CRISPR-Cas negativnim izolatima.

Hipermukoviskozni (HMV) fenotip utvrden je kod malog broja CRISPR-Cas pozitivnih
izolata pri ¢emu se izolati CRKp 1 CSKp nisu statisti¢ki znacajno razlikovali.

Ova studija pruza prvi uvid u dinamiku i karakteristike sustava CRISPR-Cas u klini¢koj
populaciji izolata K. pneumoniae u Hrvatskoj te istice potencijal analize razmaknica
CRISPR kao komplementarnog alata za subtipizaciju i molekularno-epidemioloska

istraZivanja.
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ZIVOTOPIS

Ivana Juri¢ rodena je 4. listopada 1995. godine u Zagrebu. Odrasla je u Kninu, gdje je 2014.
godine zavrSila opéu gimnaziju u Srednjoj $koli "Lovre Monti". Na Prirodoslovno-
matematickom fakultetu Sveucilista u Zagrebu stekla je zvanje magistre molekularne biologije
2019. godine, a tijekom studiranja razvila je veliki interes za mikrobiologiju, molekularnu
dijagnostiku i medicinsku genetiku te je odradila laboratorijsku praksu u Laboratoriju za
geneticko inzenjerstvo 1 bila demonstratorica na kolegiju Mikrobiologija. Volontirala je na
znanstveno-popularizacijskom dogadaju No¢ Biologije (2016. i 2017.) i sudjelovala na
simpoziju "Power of Microbes in Industry and Environment" 2016. godine. Bila je ¢lanica
Udruge studenata biologije (BIUS), unutar Sekcije za mikrobiologiju i Sekcije za genetiku. U
Udruzi eSTUDENT (2017.-2018.) bila je jedna od organizatorica i voditeljica konferencije
"Mozak voli zdravo" te je sudjelovala u organizaciji projekata "Znanost za sve™ i "Znanstveni
piknik",

Nakon studentskih poslova u farmaceutskoj industriji 1 kraceg zaposlenja u firmi Shimadzu
d.o.o. tijekom 2020. godine, od sije¢nja 2021. godine zaposlena je kao molekularni biolog u
Klini¢kom bolni¢kom centru Zagreb na Odjelu za molekularnu mikrobiologiju. Iste godine je
upisala Sveucilisni poslijediplomski studij Biologije na Prirodoslovno-matematickom
fakultetu. Kao molekularni biolog s gotovo petogodisnjim iskustvom rada u klinickom
okruzenju, stekla je stru¢nost u tehnikama molekularne mikrobiologije, validaciji metoda te
analizi 1 interpretaciji rezultata iz klinickih uzoraka. Kroz doktorsko istrazivanje aktivno
doprinosi znanstvenoj zajednici, a podru¢je njezinog znanstvenog interesa obuhvacaju
molekularne metode u dijagnostici mikroba, mehanizmi antimikrobne otpornosti i sustav
CRISPR-Cas. Poseban fokus njezinog rada je istrazivanje sustava CRISPR-Cas kod viSestruko
otpornih sojeva Klebsiella pneumoniae. Sudjelovala je na deset kongresa i simpozija, gdje je

na jednom odrzala predavanje te je objavila dva znanstvena rada i jedan kratki izvjesta;.
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