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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Marte Bacani, naslova

POTENCIJAL RIZOSFERNOG MIKROBIOMA EKOLOSKI UZGOJENE ZELENE
SALATE U SIRENJU ANTIBIOTICKI REZISTENTNIH ENTEROBAKTERIJA

Cilj ovog rada bio je odrediti zastupljenost enterobakterija u rizosferi ekoloski
uzgojene zelene salate (Lactuca sativa L.) te istraziti osjetljivost sojeva reda Enterobacteriales
prema klini¢ki zna€ajnim antibioticima. Ukupno je sakupljeno 18 uzoraka rizosfernog tla tri
sorti zelene salate (kristalka, puterica i hrastov list) s podru¢ja Varazdinske (OPG1) i Istarske
zupanije (OPG2). Prosje¢ne vrijednosti ukupnog broja mikroorganizama iznosile su 6,92 +
0,12 log CFU/g za OPG1 te 7,09 + 0,16 log CFU/g za OPG2, dok je ukupni broj
enterobakterija bio 5,68 + 0,26 log CFU/g za OPG1, te 5,23 + 0,42 log CFU/g za OPG2. S
obzirom da su statistiCki znaCajne razlike zamijeéene samo u ukupnom broju
mikroorganizama i enterobakterija izmedu razli¢itih gospodarstava, ali ne i izmedu sorata,
MALDI-TOF masenim spektrometrom identificirani su samo izolati izolirani iz rizosfernog
tla sorte kristalke (n=120). Ukupno je identificirano $est rodova i 24 razlicite vrste bakterija,
medu kojima su tri roda i 12 vrsta pripadali redu Enterobacteriales, a po zastupljenosti se
isticala vrsta Enterobacter ludwigi (41,2%). Svi izolati enterobakterija (n=85) genotipizirani
su rep-PCR metodom te je selektirano njih 68 kojima je odredena antibioticka rezistencija na
10 klasa antibiotika disk difuzijskom metodom. Medu ispitivanim sojevima, jedan soj
pokazao je ekstrinzi¢no uvjetovanu rezistenciju na dvije klase antibiotika (1,5%), dva soja
bila su rezistentna na jednu klasu (2,9%), jedan soj bio je rezistentan na jednu klasu
antibiotika (1,5%), a umjereno osjetljiv na drugu, dok su tri soja bila umjereno osjetljiva na
jednu Kklasu antibiotika (4,4%). Kod ostalih sojeva (n=55) rezistentnost ili umjerena
osjetljivost bila je intrinzi¢no uvjetovana za ispitivane klase antibiotika, dok je Sest sojeva bilo
osjetljivo na sve ispitivane antibiotike. Rezultati ovog rada pokazuju da enterobakterije ¢ine
znacajan udio ukupne mikrobiote rizosfere zelene salate (1,3 do 8,8%), ali da ni jedan soj ne
pripada skupini multirezistentnih bakterija.

Kljuéne rije¢i: ekoloski proizvedena zelena salata, rizosfera, ukupan broj mikroorganizama,
Enterobacteriaceae, antibioticka rezistencija



Summary

Of the master’s thesis — student Marta Badani, entitled

THE POTENTIAL OF THE RHIZOSPHERIC MICROBIOME OF ORGANICLY
GROWN LETTUCE IN THE SPREAD OF ANTIBIOTIC-RESISTANT
ENTEROBACTERIA

The aim of this study was to determine the presence of enterobacteria in the
rhizosphere of organically grown lettuce (Lactuca sativa L.) and to investigate the sensitivity
of Enterobacteriales strains to clinically relevant antibiotics. A total of 18 rhizosphere soil
samples of three varieties of lettuce (Iceberg, Butterhead and Oak leaf) were collected from
Varazdin (OPG1) and Istria (OPG2) Counties. The average values of the total number of
microorganisms were 6,92 + 0,12 log CFU/g for OPGL1 te 7,09 + 0,16 log CFU/g for OPG2,
while the total number of enterobacteria was 5,68 + 0,26 log CFU/g for OPG1 and 5,23 + 0,42
log CFU/g for OPG2. Although statistically significant differences were observed only in the
total number of microorganisms and enterobacteria between the two farms, but not between
cultivars, only isolates isolated from the rhizosphere soil of the Iceberg variety were identified
by MALDI-TOF (n=120). In total, six genera and 24 different types of bacteria were
identified, among which three genera and 12 species belonged to the order Enterobacteriales
and species Enterobacter ludwigi was the most abundant (41,2%). All isolates of
enterobacteria (n=85) were genotyped using the rep-PCR method, and 68 of them were
selected for which antibiotic resistance to 10 different classes of antibiotics was determined
using the disk diffusion method. Among the tested isolates, one showed extrinsically
conditioned resistance to two classes of antibiotics (1.5%), two isolates were resistant to one
class of antibiotics (2.9%), one isolate was resistant to one class of antibiotics (1.5%) and
moderately sensitive to another, while three isolates were moderately sensitive to one class of
antibiotics (4.4%). In the other strains (n=55), resistance or moderate sensitivity was
intrinsically determined for the tested classes of antibiotics, while six strains were sensitive to
all tested antibiotics. The results of this work show that enterobacteria make up a significant
proportion of the total microbiota of the lettuce rhizosphere (1.3 to 8.8%), but that not a single
strain belongs to the group of multiresistant bacteria.

Keywords: organically produced lettuce, rhizosphere, total number of microorganisms,
Enterobacteriaceae, antibiotic resistance



1. Uvod

Rizosferni mikrobiom ¢ine razliCiti mikroorganizmi, korisni i patogeni, koji
naseljavaju podrudje tla koje je pod direktnim utjecajem korijena biljke. Brojnost obje skupine
mikroorganizama vrlo je velika u zoni rizosfere zahvaljuju¢i prisutnosti razlicitih biljnih
izlucevina koji poticu rast i razvoj mikroorganizama (Sun i sur., 2023). Osim toga, brojnost
mikroorganizama u rizosferi ovisi i 0 vrsti mikroorganizma i biljke, tipu tla, klimatskim i
antropogenim utjecajima (Berg i Smalla,, 2009; Redzepovi¢ i sur., 2012; Ktape¢ i sur., 2016;
Yu i sur., 2018). Korisni mikroorganizmi rizosfere imaju vaznu ulogu u kruzenju elemenata,
poticanju rasta biljaka, razgradnji organske tvari te u obrani biljaka od Stetnika (Pantigoso i
sur., 2022). S druge strane fitopatogeni mikroorganizmi djeluju Stetno na rast i zdravlje
biljaka te mogu dovesti do gubitka prinosa. Narociti problem predstavljaju patogeni
mikroorganizmi koji mogu uzrokovati ozbiljne posljedice po zdravlje u slucaju kontaminacije
biljnih proizvoda namijenjenih prehrani ljudi (Mendes i sur., 2013).

Urbanizacija i globalno zatopljenje kontinuirano dovode do nedostatka kvalitetne vode
za navodnjavanje, zbog ¢ega se u poljoprivrednoj proizvodnji, zbog nedostataka resursa, za
navodnjavanje koristi otpadna voda koja moze sadrzavati lijekove, fekalije te ljudske
patogene. Takoder, netretirana otpadna voda oslobada organske spojeve ugljika 1 druge
hranjive tvari koji mogu stimulirati rast bakterija, kako Kkorisnih, tako i patogenih.
Sekvenciranjem bakterijskih 16S rRNA gena iz DNA zajednice tla navodnjavanog otpadnom
vodom u usporedbi s tlom navodnjavanim kiSnicom, utvrdena je veca relativna brojnost
bakterija porodice Enterobacteriaceae (Broszat i sur., 2014; Bottichio i sur., 2020). Posebno
zabrinjava ¢injenica proizasla iz istrazivanja obradenih otpadnih voda u Republici Hrvatskoj
kojom je dokazana prisutnost multirezistentnih  patogenih  bakterija porodice
Enterobacteriaceae i u proc¢iséenoj otpadnoj vodi (Puljko i sur., 2022). Ova porodica ¢esto je
normalan stanovnik probavnog trakta ljudi 1 Zivotinja, no predstavljaju i uzro¢nika brojnih
bolnickih i izvanbolnic¢kih infekcija. Zbog Cinjenice da nekoliko vrsta unutar ove porodice
pripada ESKAPE grupi patogena (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp.), koji
su multirezistentni na antibiotike, enterobakterije postaju zabrinjavajuéi problem na globalnoj
razini (Jeli¢, 2018; Taggar i sur., 2020).

Opsezna uporaba antibiotika u stocarskoj proizvodnji i primjena Stajnjaka smatra se
znacajnim putem ulaska ostatka lijekova i gena otpornosti na antibiotike u poljoprivredna tla.
Stajnjak je veliki rezervoar plazmida, transpozona i integrona, koji utje¢u na horizontalni
prijenos gena rezistencije na antibiotike, ¢ime se ubrzava razvoj otpornosti na antibiotike
medu autohtonim bakterijskim zajednicama u tlu (Zhang i sur., 2020).

Povrée poput zelene salate, Spinata i klica koje se uobicajeno konzumira bez termicke
obrade predstavlja poseban rizik za ljudsko zdravlje zbog potencijalnog unosa antibioticki
rezistentnih sojeva tijekom konzumacije (Remuzgo-Martinez i sur., 2015; Turner i sur., 2019;
Ziarovska i sur., 2022). Potencijalno patogene bakterije mogu uéi u lanac proizvodnje hrane
ne samo nakon Zetve, vec¢ i tijekom proizvodnje usjeva kroz mjesta bo¢nog izbijanja korijena
ili kroz razlicita oStecenja te se potom mogu prenositi u jestivi dio krvozilnim sustavom biljke
(Mendes 1 sur., 2013; Thomas i sur., 2024). Dokazano je da E. coli i Salmonella enterica
serevor Typhimurium, koje i u niskim koncentracijama predstavljaju znacajan rizik za ljudsko
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zdravlje, prezivljavaju na zelenoj salati tijekom cijele vegetacije i do nekoliko dana nakon
branja (Brandl i sur., 2023). Ulaskom rezistentnih bakterija u jestive dijelove komercijalnih
usjeva i njihovom konzumacijom moze do¢i do infekcija sojevima koje je zbog njihove
rezistentnosti na klinicki znacajne antibiotike nemoguce lijeciti, zbog Cega se povecavaju
troskovi i raste mortalitet (Huang i sur., 2021). Enterobakterije otporne na antibiotike prisutne
su u velikom broju u rizosferi zelene salate (Erlacher i sur., 2015; Maffei isur., 2016; Zhang i
sur., 2019; Guron i sur., 2019; Thomas i sur., 2024), medutim o enterobakterijama i njihovom
obrascu antibiotiCke rezistencije u ekoloski uzgojenoj zelenoj salati nema dovoljno podataka,
a oni potpuno nedostaju za podrucje RH. Stoga ovaj rad daje uvid u antibioticku rezistenciju
enterobakterija prisutnih u riziosferi ekoloski uzgojene zelene salate u RH i potencijal
rizosferenog tla u Sirenju takvih bakterija na svjeze lisnato povrée.

1.1. Ciljrada

S obzirom na rizik unosa multirezistentnih patogenih bakterija hranom te sve veci
interes za ekoloski uzgojeno povrce, cilj ovog rada je bio odrediti brojnost te identificirati
vrste 1 sojeve reda Enterobacteriales izolirane iz rizosfere ekoloski proizvedene zelene salate
te istraziti osjetljivost sojeva prema klinicki znacajnim antibioticima, a kako bi se evaluirao
potencijal rizosferenog mikrobioma zelene salate u Sirenju patogenih bakterija u lancu
opskrbe hranom.

Hipoteze ovog istrazivanja su:

1. Bakterije reda Enterobacteiales biti ¢e prisutne u ispitivanim uzorcima tla te ¢e
¢initi znaajan udio ukupne mikrobiote tla. Osim enterobakterija sa Stetnim
utjecajem na zdravlje Covjeka, biti ¢e identificirane i vrste s potencijalnim
korisnim djelovanjem na tlo i biljku.

2. Enterobakterije izolirane iz rizosfere ckoloSki uzgojene zelene salate ¢e biti
znacajan izvor rezistencije na antibiotike u okoliSu.

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja:
1. Odredivanje ukupnog broja bakterija i ukupnog broja bakterija reda Enterobacteriales
u rizosferi ekoloski uzgojene =zelene salate na dva obiteljska poljoprivredna
gospodarstva

2. ldentifikacija izolata poraslih na VRBG podlozi selektivnoj za enterobakterije
MALDI-TOF masenim spektrometrom do razine roda i vrste

3. Selekcija sojeva Enterobacteriales nakon izolacije DNA te odredivanja unutarvrsne
raznolikosti rep-PCR metodom

4. Ispitati djelovanje 10 klasa antibiotika (penicilini, p-laktami, cefalosporini 1. i 2.
generacije, cefalosporini 3. i 4. generacije, karbapenemi, aminoglikozidi, tetraciklini,
fluorokinoloni, antagonisti folne Kkiseline i nitrofurani) na sojeve vrsta reda
Enterobacteriales disk difuzijskom metodom



2. Razrada literature

2.1. Sirenje antibioti¢ke rezistencije u okolifu

Pri lije¢enju bakterijskih infekcija upotrebljavaju se antimikrobni lijekovi, odnosno
antibiotici, koji na razli¢ite naCine ometaju Zivotni ciklus mikroorganizma. Mehanizam
djelovanja antibiotika podrazumijeva inhibiciju sinteze 1 ometanje funkcije stani¢ne stijenke,
inhibiciju sinteze proteina i nukleinskih kiselina te inhibiciju enzima klju¢nih za djelovanje
mikroorganizama (Park i sur., 2016). Zbog prekomjerne i neadekvatne primjene antibiotika
sve se viSe razvija rezistencija na ovu skupinu lijekova. Infekcije rezistentnim sojevima
rezultiraju pove¢anim morbiditetom, smrtnosc¢u 1 povecanim troSkovima lijecenja, a sve veéu
zabrinutost uzrokuje upravo pojava multirezistentnih enterobakterija (eng, multiple drug
resistant, MDR) koje predstavljaju prijetnju globalnom zdravlju (Jeli¢, 2018).
Multirezistentnost podrazumijeva neosjetljivost na najmanje jedan agens u tri ili vise
antimikrobnih kategorija, odnosno klasa antibiotika, medu kojima su aminoglikozidi, beta-
laktami, glikopeptidi, lipopeptidi, makrolidi, oksazolidinoni, kinoloni i tetraciklini, pri ¢emu
se u obzir uzima samo ekstrinzi¢na, odnosno steCena antibioti¢ka rezistencija, dok se
intrinzi¢na otpornost ne uzima u obzir pri svrstavanju organizama u MDR (Magiorakos i sur,
2012; Sweeney i sur., 2018; CLSI, 2020). Naj¢es¢i mehanizmi rezistencije na antibiotike su:
proizvodnja enzima koji ometaju mehanizam djelovanja antibiotika, smanjenje propusnosti
stanicne membrane, aktivno izbacivanje antibiotika iz stanice efluks pumpom, formacija
biofilmova te ciljana izmjena i zaobilazenje antibiotika (Park i sur. 2016).

Dva su osnovna tipa antibioticke rezistencije: intrinzi¢na i stecena rezistencija. Pod
intrinzi€nom se rezistencijom podrazumijeva prijenos gena s roditelja na potomstvo, odnosno
vertikalan prijenos gena (Remuzgo-Martinez, 2015). Stecena rezistencija, podrazumijeva
mutacije i horizontalan transfer gena (Kristich i sur., 2014). Nacini horizontalnog transfera
gena su konjugacija, transdukcija i transformacija (Yutin, 2013). Konjugacija je prijenos
genetskih elemenata dviju susjednih stanica preko pili struktura, transdukciju provode
bakteriofazi unosenjem strane DNA u bakterijsku stanicu, a transformacija je ulazak slobodne
DNA u bakterijsku stanicu iz okoline. Osim ova dva tipa postoji i adaptivna, odnosno
fenotipska antimikrobna rezistencija koja je povezana s ekspeditivnom prilagodbom
transkriptoma kao odgovor na uvjete stresa ili podrazaje iz okoline. Suprotno intrinzi¢noj ili
stecenoj otpornosti, adaptivna otpornost je nenasljedni fenotip koji se opcenito vra¢a nakon
uklanjanja signala okidaca (Tavares-Carreon i sur., 2023). Zbog navedenih mehanizama, cesta
uporaba antibiotika, dovodi do povecanja broja multirezistentnih bakterija koji koriste vise
mehanizama rezistentnosti istovremeno (Park i sur., 2016; Bush, 2012). Sirenje i razvoj
rezistencije na antibiotike kod patogenih bakterija ozbiljno je ugrozilo u¢inkovitost sada$njih
antibiotika, a otkrivanje novih antibiotika je izuzetno sporo (Zhang i sur., 2019). U brojnim
istrazivanjima dokazano je da okoli§ takoder predstavlja znacajan izvor antibioticki
rezistentnih bakterija te da su tlo, voda i sediment rezervoari antibioticke rezistencije.
(McKinney i sur., 2018; Zhang i sur., 2019; Zhang i sur., 2020; Huang i sur., 2021; Zalewska
i sur., 2021).



Sirenje patogenih mikroorganizama i gena rezistencije na antibiotike u tlu uglavnom
se pripisuje intenzivnom stocarstvu, poljoprivrednim praksama, primjeni stajskog gnojiva i
otpadnih voda za navodnjavanje (Zhang i sur., 2019). U istrazivanju Zhanga i sur. (2017) i
Martia i sur. (2014) ispitivao se u¢inak primjene stajnjaka na Sirenje antibioticke rezistencije u
tlu. Tako su Zhang i sur. (2017) koristili razli¢ite vrste stajnjaka (gnoj peradi, goveda i svinja),
razliito tretirane prije primjene (anaerobno digestirano, kompostirano, mehanicki
odvodnjeno gnojivo) i u razli¢itim koli¢inama te dokazali da stajnjak mijenja sastav
mikrobiote u tlu i znacajno povecava razinu gena Koji kodiraju za rezistenciju na antibiotike.
Voda za navodnjavanje najeSée potjeCe iz bunara, rijeka, rezervoara i jezera, koja su
podlozna kontaminaciji ljudskim patogenima putem fecesa zivotinja (Maffei i sur., 2016).
Tijekom 2018. i 2019. godine izbila je epidemija povezana s rimskom salatom
kontaminiranom patogenim sojem E. coli O157:H7 u Sjedinjenim Americkim Drzavama.
lako konacan put kontaminacije nije bio utvrden, smatra se da je izvor oneciS¢enja bio
spremnik oneciS¢ene vode koriStene za zalijevanje prilikom uzgoja zelene salate 2018. godine
te kontaminacija fecesom stoke koja je pasla na susjednom gospodarstvu 2019. godine
(Waltenburg i sur., 2021). Otpadna voda koja se koristi za navodnjavanje moze 0Sim
patogenih mikroorganizama sadrzavati i lijekove, ponajvise antibiotike, bakterije otporne na
takve lijekove te gene rezistencije na antibiotike (Larsson i Flach, 2022). Koegzistencija
antibiotika, patogena i gena rezistencije na antibiotike u otpadnoj vodi izaziva zabrinutost
zbog mogucnosti mobiliziranja, Sirenja i prijenosa gena rezistencije na antibiotike i na
bakterije koje su potencijalno patogene za ljude (Broszat i sur., 2014). U istrazivanju koje je
provedeno u dolini Mezquital 2014. godine otkrivena je veca prevalencija
gamaproteobakterija u tlu navodnjavanom otpadnom vodom. To je razred medicinski,
ekoloski i znanstveno vaznih grupa bakterija, kao §to su Enterobacteriaceae, Vibrionaceae,
Pseudomonadaceae i Xanthomonadaceae. Osim toga detektirano je i obilje gena otpornosti na
sulfonamidim i nakupljanje antibiotika tijekom dugotrajnog navodnjavanja takvom vodom
(Broszat i sur., 2014).

Posljednjih godina otpadna voda prije primjene podvrgava se pro¢is¢avanju, no unato¢
tome, poznata je C¢injenica da SU postrojenja za proc¢iS¢avanje rezervoari antibiotika, ali i gena
rezistencije na antibiotike koji se ispustaju iz farmi, bolnica i farmaceutske industrije (Han i
sur. 2022). Kako postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda primaju otpadnu vodu iz
razli¢itih izvora, bakterije iz okoliSa i patogene bakterije iz gastrointestinalnog (GI) trakta
ljudi koji dospijevaju u kanalizacijski sustav (od kojih neke nose steCene gene rezistencije na
antibiotike) mogu komunicirati i horizontalno razmjenjivati gene. Ovaj horizontalni prijenos
gena rezistencije na antibiotike glavni je uzrok Sirenja rezistencije kod vecine Gram-
negativnih bakterija, a u uredajima za procis¢avanje otpadnih voda olakSan je upravo zbog
velike gustoce bakterija, velikog opterec¢enja hranjivim tvarima i raznim vrstama zagadivaca,
ukljucujuéi antibiotike. Stoga se uredaji za prociSéavanje otpadnih voda, ali i sama voda
ispustena iz takvih uredaja, smatra potencijalnim rezervoarima gena rezistencije na
antibiotike, ali i rezervoarom oportunistickih patogena te se smatraju zariSnom tockom za
horizontalni transfer antibioticki rezistentnih gena (Puljko i sur., 2022). U istrazivanju Hana i
sur. (2022) otkrivena je visoka koncentracija sulfametoksazola u tlu u blizini uredaja za
proc¢is¢avanje otpadnih voda, dok sulfametoksazol nije primijeCen na drugim mjestima
uzorkovanja tla koja su udaljena od uredaja za prociS¢avanje otpadnih voda, ¢ime je
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potvrdeno da uredaji za procis¢avanje otpadnih voda djeluju kao izvor oneciscenja te sadrze
mnostvo gena otpornosti na antibiotike (Han i sur. 2022).

Jo§ jedan potencijalan izvor patogenih mikroorganizama i gena rezistencije na
antibiotike u tlu je i stajnjak zivotinja koji se takoder nasiroko koristi u poljoprivredi. Ostaci
veterinarskih antibiotika i geni rezistencije na antibiotike prisutni u stajnjaku mogu uéi u
hranidbeni lanac kroz sustav tlo-biljka, $to isto tako rezultira Sirenjem gena rezistencije na
antibiotike medu Zivotinjama, okoliSem i ljudima (Huang i sur., 2021). Stajnjak predstavlja
glavni put za ulazak gena rezistencije na antibiotike u tlo, ¢ak i ako Zivotinje koje ga
proizvode nikada nisu bile lijeCene antibioticima (Zhang i sur., 2019). lako proces
kompostiranja moze znacajno smanjiti razinu otpornosti na antibiotike u stajnjaku, rizik od
prijenosa rezistoma iz njega na poljoprivredna tla ne moze se u potpunosti eliminirati (Zhang i
sur., 2019; Huang i sur., 2021). Rezistencija na antibiotike moze se prenijeti iz tla u biljke na
nekoliko naéina. Na primjer, bakterije koje nose gene rezistencije na antibiotike mogu se
pri¢vrstiti na povrsinu lis¢a povrca, prezivjeti kao filosfernii mikroorganizmi, kolonizirati se u
lis¢u tkiva kao endofiti lista, ili prenositi u korijenje povréa kao endofiti korijena (Zhang i
sur., 2019).

2.2. Opce karakteristike reda Enterobacteriales

Bakterije reda Enterobacteriales pripadaju razredu Gammaproteobacteria. To je velika
i raznolika skupina Gram-negativnih, fakultativno anaerobnih, Stapicastih bakterija koje ne
stvaraju spore. Clanovi reda su ubikvisti te nastanjuju niz razli¢itih ekologkih nisa od tla i
vode do zivih organizama ukljucujuéi i ljude (Adeolu i sur., 2016). Red Enterobacteriales
sastoji se od sedam obitelji ukljucujuci Enterobacteriaceae, Erwiniaceae, Pectobacteriaceae,
Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae i Budviciaceae te 60 rodova koji obuhvacaju
preko 250 vrsta (Taggar i sur., 2020). Obitelj Enterobacteriaceae obuhvaca vise od 30 rodova
i 120 vrsta bakterija, no oni klini¢ki znacajne uglavnom obuhvacaju 10 rodova i manje od 25
vrsta. Gotovo svi su fakultativni anaerobi, koji fermentiraju glukozu, reduciraju nitrate u
nitrite i negativni su na oksidazu. Uz iznimku rodova Shigella i Klebsiella koje su nepomicne,
ove bakterije su pokretne i imaju flagele (Rock i Donnenberg, 2014).

Enterobacteriaceae predstavljaju mali dio gastrointestinalne (GI) mikrobiote ljudi u
zdravim uvjetima. Iako njihova uloga jo§ nije u potpunosti razja$njena, poznato je da
enterobakterije odrzavaju anaerobno okruzenje u Gl traktu jer kao fakultativni anaerobi trose
kisik koji difundira s povrSine sluznice i1 stoga sudjeluju u uspostavljanju savrSenog okruzenja
za obligatne anaerobe koji Cine vecinu crijevne mikrobiote. Osim toga klju¢ne su za
proizvodnju vitamina, poput vitamina K i B12, ali i za zastitu od crijevnih patogenih infekcija.
Ove bakterije onemogucuju kolonizaciju egzogenih patogena kroz razlicite mehanizme poput
izlu¢ivanja antimikrobnih spojeva, kompeticije za hranjive tvari i imunoloske aktivacije
(Moreira de Gouveia 1 sur.,, 2024). Neke vrste karakterizira i mogucnost fiksacije
atmosferskog dusika, inhibitorno djelovanje prema fitopatogenim mikroorgnizmima, dok neki
sojevi doprinose fermentaciji hrane te imaju probioti¢ka svojstva (Ramos-Vivas i sur., 2022).

Unato¢ korisnom djelovanju, mnoge enterobakterije znacajni su biljni, zivotinjski, ali i
ljudski patogeni. Enterobakterije su uzroc¢nici bolnic¢kih i izvanbolnic¢kih infekcija. Najcesce
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su to infekcije mokra¢nog sustava, bakterijemije i niz infekcija probavnog sustava, a uzroc¢nici
su 1 meningitisa i koznih infekcija, posebno rana zbog ¢ega se smatraju izuzetno Stetnim za
ljudsko zdravlje (Taggar i sur., 2020). Pojedine su vrste, poput Salmonella spp., Shigella spp.
I Yersinia pestis obligatni patogeni, dok su Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i Proteus
mirabillis oportunisti¢ki patogeni koji Cine tipicnu mikrobiotu Gl trakta, usne Supljine i
spolnog sustava (Adeolu i sur., 2016; Jeli¢, 2018) zbog cega se smatraju i indikatorima
onecis¢enja otpadnih voda (Britannica, 2022). Kao fitopatogeni mikroorganizmi, medu
kojima se posebno isti¢e porodica Erwiniaceae, mogu biti Stetni za rast i zdravlje biljaka te
dovesti do gubitka prinosa (Mendes i sur., 2013).

Neke od wvrsta porodice Enterobacteriaceae pripadaju ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp.) grupi patogena koje su multirezistentne na
ve¢inu klinicki znacajnih antibiotika, prilagodene su za prezivljavanje u modernom
zdravstvenom okruzenju i imaju sposobnost Sirenja diljem svijeta te se iz tog razloga nalaze
na listi prioriteta Svjetske zdrastvene organizacije za razvoj novih antibiotika (Jeli¢, 2018;
Taggar i sur., 2020; Miller i sur., 2024).

2.3. Antibioti¢ka rezistencija reda Enterobacteriales

Enterobakterije su vazni uzro¢nici mnogih infektivnih bolesti, a postale su i sve
znacajniji uzrocnici infekcija povezanih sa zdravstvenom skrbi. Pojedine vrste bakterija ovog
reda posjeduju intrinzicnu otpornost na odredene grupe antibiotika, S$to je urodena
karakteristika ove skupine, no puno ve¢i klinicki problem predstavlja steCena otpornost na
antibiotike, koja se javlja u bakterija koje bi prirodno trebale biti osjetljive na taj antibiotik.
Mehanizmi ste¢ene otpornosti ¢esto su nepredvidivi te stalno evoluiraju, kao posljedica velike
uporabe antibiotika. NestaSica novih antibiotika koji bi nadvladavali mehanizme otpornosti na
postojecée antibiotike je posebno izraZzena upravo kod Gram-negativnih bakterija (Andrasevi¢ i
sur., 2009, Jeli¢, 2018).

Zbog niske toksicnosti, a visoke baktericidnosti 1 Sirokog spektra djelovanja, B-
laktamski antibiotici su najceS¢e koriSteni antibiotici u klini¢koj praksi te najviSe zabrinjava
stjecanje otpornosti enterobakterija na ovu grupu antibiotika. Nadalje, pri lije¢enju infekcija
mokra¢nog sustava i infekcija probavnog sustava visoko mjesto zauzimaju trimetoprim-
sulfametoksazol i kinoloni s obzirom da su ovi antibiotici ucinkovitije unistavaju
mikroorganizme iz mokraénog sustava negoli ostale grupe antibiotika. Velika uporaba
trimetoprim-sulfametoksazola dovela je, medutim, do Siroko rasprostranjene otpornosti na
ovaj antibiotik u vecine enterobakterija. S toga se kao posljednja linija obrane u lijecenju
infekcija uzrokovanih multirezostentnim Gram-negativnim bakterijama koriste karbapenemi
(Andrasevi¢ i sur., 2009; Tambi¢ Andrasevi¢ i sur., 2012). No zbog razvoja mehanizama
kojima bakterije deaktiviraju 1 ovu skupinu antibiotike, namjenjenu lijeCenju teskih
bakterijskuh infekcija, dolazi do pojave rezistencije na karbapeneme, zbog ¢ega se naglasava
vaznost razvoja novih antibiotika i u€inkovitog upravljanja antibioticima koji se trenutno
koriste (Smith i sur., 2024).



Primjeri mehanizama kojima enterobakterije razvijaju otpornost na antibiotike su
promjene ciljnog mjesta penicilin vezuc¢ih proteina kod beta-laktamskih antibiotika ili
promjene DNAgiraze kod kinolona. Mehanizam izbacivanja antibiotika iz stanice
posredstvom pumpe bitan je nacin stjecanja otpornosti na tetracikline i kinolone. Do smanjene
propusnosti stanicne stijenke dolazi zbog gubitka porinskih proteina i ovako posredovana
otpornost je obi¢no nizeg stupnja, jer se radi 0 smanjenom, a ne potpuno prekinutom unosu
antibiotika u stanicu. Proizvodnja enzima koji razaraju antibiotik najbitniji je mehanizam
otpornosti na B-laktamske antibiotike i aminoglikozide (Jeli¢, 2018).

2.3.1. Rezistencija na beta laktamske antibiotike

Najces¢i mehanizam otpornosti enterobakterija na beta-laktamske antibiotike je
proizvodnja enzima beta-laktamaza. Prvi beta-laktamski antibiotik s djelotvornos¢u na Gram-
negativne bakterije je bio ampicilin. Neke vrste enterobakterija pokazuju urodenu otpornost
na ampicilin zbog prirodene proizvodnje malih koli¢ina beta-laktamaza koje su dovoljne za
razaranje labilnih supstrata kao $to su ampicilin i1 cefalosporini I. generacije, no ne i
cefalosporine 11. i Ill. generacije te karbapeneme. Kod Klebsiella spp., Proteus vulgaris,
Citrobacter diversus urodena rezistencija na ampicilin je posredovana beta-laktamazama, §to
podrazumijeva da su podlozne inhibiciji klavulanskom kiselinom. U Enterobacer spp.,
Citrobacter freundii, Serratia spp., Morganella morganii, Providencia stuartii, Proteus
rettgeri otpornost na ampicilin i cefalosporine prve generacije je posredovana inducibilnim
AmpC beta-laktamazama (AndraSevi¢ i sur., 2009).

Ampicilin i cefalosporini I. generacije su jaki induktori i labilni supstrati AmpC beta-
laktamaza, $to je osnova njihove neucinkovitosti u bakterijskih vrsta koje prirodno posjeduju
inducibilne AmpC beta-laktamaze. Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella spp. i
Shigella spp. su prirodno osjetljive na ampicilin, no ubrzo nakon uvodenja ampicilina u
klinicku praksu opisan je u soju E. coli mehanizam otpornosti na ampicilin posredstvom
proizvodnje steCene beta-laktamaze nazvane TEM-1. TEM-1 se nalazi na plazmidu i brzo se
prosirila medu Gram-negativnim bakterijama (Andrasevié i sur., 2009).

Prisutnost urodenih beta-laktamaza i pojava ste¢enih beta-laktamaza bila je poticaj za
otkrivanje spojeva otpornih na aktivnost bakterijskih beta-laktamaza te su tako nastali
cefalosporini II., III. i IV. generacije. Ubrzo nakon uvodenja cefalosporina III. generacije,
odnosno cefalosporina prosirenog spektra, pojavili su se izolati otporni na te antibiotike za Sto
su najviSe odgovorne enterobakterija koje prirodno lu¢e male koli¢ine kromosomske AmpC
B-laktamaze (Enterobacter spp., Citrobacter freundii i Serratia spp.). U sljedecoj fazi Sirenja
rezistencije geni za AmpC B-laktamaze prelaze na plazmide 1 na taj se nacin Sire u bakterijske
vrste koje prirodno ne posjeduju kromosmske AmpC (npr. E. coli i K. pneumoniae)
(Andrasevi¢ i sur. ,2012). Paralelno s evolucijom AmpC beta-laktamaza poceo se Siriti i drugi
mehanizam otpornosti na cefalosporine I1l. generacije, proizvodnja beta-laktamaza prosirenog
spektra (eng. extended spectrum beta-laktamaze, ESBL). ESBL hidroliziraju cefalosporine
Sirokog 1 prosSirenog spektra djelovanja, monobaktame i peniciline. Ve¢ina ESBL nastala je
mutacijom gena koji kodiraju beta-laktamaze Sirokog spektra TEM-1, TEM-2 i SHV-1.
Kasnije se pocinje Siriti novi tip ESBL koje pokazuju vec¢i afinitet za cefotaksim te su nazvane
cefotaksimaze M (CTX-M). CTX-M nisu nastale mutacijom beta-laktamaza Sirokog spektra,
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ve¢ su kodirane plazmidskim genima koji potjeCu od kromosomskih gena klinic¢ki slabo
znacajne bakterijske vrste Kluyvera spp. ESBL se prenose plazmidima te se lako Sire i
izazivaju epidemije u bolnic¢koj i u izvanbolnickoj sredini (Andrasevi¢ i sur., 2009). Geni za
ESBL enzime se nalaze na plazmidima na kojima se takoder nalaze i geni koji kodiraju
determinante ukljuCene u rezistenciju na fluorokinolone, aminoglikozide i trimetoprim-
sulfametoksazol (Tambi¢ Andrasevi¢ i sur., 2012).

2.3.2. Rezistencija na karbapeneme

Ucestale infekcija koje uzrokuju sojevi enterobakterija koji proizvode ESBL dovele su
do povecane uporabe karbapenema (imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem) kao
lijekova posljednje linije obrane. Karbapenemi, zbog strukture i veli¢ine lako ispoljavaju
svoja antibakterijska svojstva, dok su u isto vrijeme otporni na hidrolizu vecinom B-
laktamaza. Enterobakterije postaju rezistentne na karbapeneme zbog produkcije
karbapenemaza ili smanjenja propusnost bakerijske stjenke koja u kombinaciji s -
laktamazama minimalne sposobnost hidrolize karbapenema (ESBL, AmpC) dovodi do
rezistencije. U sojeva koji ne posjeduju gen za karbapenemaze, rezistencija na karbapeneme
je uglavnom nestabilna te moze nestati zbog negativnog utjecaja smanjene propusnosti stjenke
na prezivljenje mutanata i zbog nemogucénosti Sirenja horizontalnim transferom gena. Ovakav
mehanizam naj¢es$¢e dovodi do rezistencije na ertapenem, ali ne i na druge karbapeneme.
Pojava karbapenemaza u enterobakterija predstavlja problem u klini¢koj praksi, zbog velike
raznolikosti enzima i moguénosti Sirenja rezistencije karbapenemazama horizontalnim
prijenosom gena. Geni za karbapenemaze nalaze se ¢esto na plazmidima zajedno s genima
koji kodiraju determinante rezistencije na ostale klase antibiotika. (Tambi¢ AndraSevic i sur.,
2012).

2.3.3. Rezistencija na trimetoprim-sulfametoksazol

Trimetoprim-sulfametoksazol (kotrimoksazol) je, zbog odli¢nih suzbijanja uzro¢nika
1z urogenitalnog podrucja, Cesto bio prvi lijek izbora u lijecenju infekcija mokra¢nog sustava.
Siroka uporaba ovog antibiotika dovela je do visoke otpornosti E. coli na ovaj antibiotik u
mnogim zemljama Europe i SAD-u. Veéina kotrimoksazol rezistentnih E. coli pripada
klonalnoj grupi A (engl. clonal group A, CGA). Ovaj klon pokazuje virulentni profil
karakteristi¢an za sojeve koji uzrokuju ekstraintestinalne infekcije i1 posjeduje konzervirani
multiplorezistentni fenotip kodiran konjugabilnim plazmidom (Andrasevi¢ i sur., 2009).

2.3.4. Rezistencija na kinolone

Kinoloni su Sirokospektralni antibiotici, koji se naj¢eS¢e upotrebljavaju u lijecenju
infekcija mokra¢nog sustava uzrokovanih bakterijama E. coli, ali i infekcija uzrokovanih
drugim enterobakterijama. Rezistencija na kinolone je posljedica promjena u enzimima koji
su primarna ciljna mjesta djelovanja antibiotika (DNAgiraza i topoizomeraza 1V) ili
smanjenja koncentracije antibiotika u bakterijskoj stanici zbog promjena u propusnosti



bakterijske stjenke. Oba mehanizma rezistencije su posljedica mutacija gena koji se nalaze na
bakterijskom kromosomu (Tambié¢ Andrasevic i sur., 2012).

Prva determinanta plazmidne rezistencije na kinolone nazvana je Qnr i kodirana je
genom na plazmidu pMG252. Qnr geni kodiraju proteine s pentapeptidnim ponavljajuéim
sljedovima koji se vezu za DNA girazu, no to¢an mehanizam na koji qnr proteini §tite DNA
girazu jo$ nije otkriven. Prisutnost gnr gena, smanjuje maksimalnu ucinkovitost kinolona
pruzajuc¢i bakterijama produzeni vremenski okvir u kojem dolazi do mutacija i razvoja
efikasnijih mehanizama rezistencije na kinolone. Trenutno je poznato 5 skupina gnr gena
(gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS) i svi dijele isti mehanizam djelovanja. Nedugo nakon otkric¢a
gnr gena, otkriveno je jo$ nekoliko determinanti plazmidne rezistencije na kinolone od kojih
se istice enzim AAC(6")-Ib-cr, koji je mutirana verzija aminoglikozid acetil transferaze.
Pojava plazmidnih determinanti rezistencije na kinolone upucuje na brzo §irenje kinolonske
rezistencije medu enterobakterijama, horizontalnim prijenosom gena (Tambi¢ Andrasevi¢ i
sur., 2012).

Osim za kinolone, medu enterobakterijama pronadene su i nove determinante
rezistencije za aminoglikozide. Rije¢ je o enzimima, nazvanim 16S rRNA metilaze. Sojevi
koji posjeduju rRNA metilaze, izrazito su rezistentni na sve trenutno dostupne
aminoglikozide. Do sada je otkriveno Sest razli¢itih gena za rRNA metilaze: rmtA, rmtB,
rmtC, rmtD, armA i npmA. Geni ovih enzima se nalaze na plazmidima koji imaju izrazito
velik potencijal horizontalnog prijenosa. Svi enzimi metiliraju aminoacilno mjesto na 16S
rRNA ¢ime onemogucuju ispoljavanje baktericidnog uc¢inka aminoglikozida te predstavljaju
potencijalnu opasnost u budué¢nosti (Tambi¢ Andrasevié i sur., 2012).

2.4. ldentifikacija bakterija matricno potpomognutom laserskom
desorpcijsko ionizacijskom spektrometrijom masa u vremenu leta
(MALDI-TOF)

Matri¢no potpomognuta laserska desorpcijsko ionizacijska spektrometrija masa u
vremenu leta (engl. Matrix Assisted LASER Desorption/lonization Time Of Flight Mass
Spectrometry) je kemotaksonomska metoda koja se koristi za identifikaciju
mikroorganizama. Masena spektrometrija je analiticka tehnika u kojoj se kemijski spojevi
ioniziraju u nabijene molekule i mjeri se njihov omjer mase i naboja (Singhal i sur., 2015;
Tsuchida i sur., 2020). Razvojem ionizacije laserske desorpcije uz pomo¢ matrice (MALDI)
povecala se primjenjivost MS na velike bioloSke molekule poput proteina, a povecala se i
koli¢ina mikrobnih vrsta koje se mogu identificirati ovom metodom (Oviafio 1 sur. 2020). U
procesu dolazi do pretvaranja peptida u ione dodavanjem ili gubitkom jednog ili vise od
jednog protona, no stvaranje iona ne dovodi do znaCajnog gubitka integriteta uzorka, Sto
nazivamo ,,meka ionizacija“ (Singhal i sur., 2015; Tsuchida i sur., 2020).

Proces zapocinje tako da se uzorak za analizu pomoéu MALDI MS priprema
mijesanjem ili oblaganjem otopinom organskog spoja koji apsorbira energiju i naziva se
matrica. Otopina matrice sastoji se od vode i mjeSavine organskih otapala koja sadrze
etanol/metanol ili acetonitril i jaku kiselinu poput trifluoroctene kiseline (TFA), koja otapa
matricu. Otapala prodiru kroz stani¢nu stijenku mikroorganizama i ekstrahiraju unutarstani¢ne



proteine. Kada otapalo ispari, dolazi do 'ko-kristalizacije' proteinskih molekula i drugih
stani¢nih spojeva zarobljenih unutar otopine matrice. Proces pripreme uzorka za identifikaciju
mikroorganizama pomo¢u MALDI-TOF MS zapocinje biranjem kolonije mikroorganizama
koja se nanosi na plo¢u za analizu. Pripremna ekstrakcija proteina nastavlja se dodatkom
mravlje kiseline koja je povecala sposobnost MALDI-TOF MS u identificiranju bakterijskih
vrsta. Nadalje, uzorak unutar matrice ionizira se automatizirano laserskim zrakama.
Desorpcija i ionizacija laserskom zrakom stvara jednostruko protonirane ione iz analita u
uzorku. Protonirani ioni se zatim ubrzavaju pri fiksnom potencijalu, gdje se odvajaju jedan od
drugog na temelju omjera mase i naboja. Nabijeni analiti se detektiraju 1 mjere pomocu
razlicitih vrsta analizatora mase, a za mikrobioloske primjene koriste se uglavnom analizatori
vremena leta (TOF). Tijekom MALDI-TOF analize, omjer mase i naboja iona mjeri se
vremenom potrebnim da ion prijede duzinu cijevi. Nekoliko TOF analizatora ukljucuje ionsko
zrcalo na straznjem kraju letjelice, koje sluzi za refleksiju povratnih iona kroz letjelicu do
detektora. Stoga ionsko zrcalo ne samo da povecava duljinu cijevi, ve¢ 1 ispravlja male razlike
u energiji medu ionima. Na temelju informacija o TOF-u, generira se karakteristi¢an spektar
koji se naziva otisak prsta peptidne mase (PMF) za analite u uzorku. ldentifikacija
mikroorganizama pomoéu MALDI-TOF MS vrsi se ili usporedbom PMF-a nepoznatog
mikroorganizma s PMF-ovi sadrzanim u bazi podataka ili uskladivanjem masa biomarkera
nepoznatog organizma s bazom podataka proteoma. U PMF uskladivanju, MS spektar
nepoznatih mikrobnih izolata usporeduje se s MS spektrima poznatih mikrobnih izolata
sadrzanih u bazi podataka. Za identifikaciju mikroorganizama na razini vrste koristi se tipi¢ni
raspon mase od 2-20 kDa, koji predstavlja uglavnom ribosomske proteine. Za identifikaciju
odredenog mikroorganizma usporeduje se njegov PMF s PMF-ovima ribosomskih proteina
koji se nalaze u opseznoj otvorenoj bazi podataka. Dakle, identitet mikroorganizma moZze se
utvrditi sve do razine vrste i soja (Singhal i sur., 2015).

Unato¢ tome $to je MALDI-TOF proces brz, osjetljiv, visoko specifi¢an, pouzdan i
ekonomican, ogranicenje tehnologije je u tome da je identifikacija novih izolata moguc¢a samo
ako spektralna baza podataka sadrzi otiske peptidne mase tipskih sojeva specifi¢nih
rodova/vrsta/podvrsta/sojeva, odnosno potrebno je poznavanje kompletne sekvence genoma
organizma prije nego Sto se moze stvoriti baza podataka njegovih predvidenih molekularnih
masa proteina (Oviafo i sur. 2020, Tsuchida i sur., 2020).

2.5. Genotipizacija rep- PCR metodom

Rep-PCR temelji se na PCR (eng. Polymerase Chain Reaction) metodi, odnosno
lanc¢anoj reakciji polimeraze u kojoj se umnaza zeljeni odsjecak DNA in vitro. Za umnazanje
segmenta DNA pomocu PCR-a potreban je predlozak DNA koji je potrebno umnoziti,
podetnica, DNA nukleotidi, enzim Taq polimeraza, pufer i ioni Mg?". Cijeli cikli¢ki proces
PCR-a je automatiziran i odvija se nekoliko sati. Njime upravlja uredaj, koji je programiran
da mijenja temperaturu reakcije svakih nekoliko minuta kako bi se omogucila denaturacija 1
sinteza DNA (Joshi i Deshpande, 2011).

PCR tehnika se sastoji od tri glavna koraka: denaturacija, vezanje pocetnica i
produljenje lanaca. U prvom koraku uzorak se prvo zagrijava pri temperaturi 90 — 97 °C
uslijed ¢ega dolazi do denaturacije, odnosno dvolan¢ana molekula DNA se razdvaja na dvije
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jednolancane DNA. U sljede¢em koraku pri temperaturi 50 — 60 °C pocetnice se vezu za
komplementarni lanac DNA te u posljednjem koraku zapocinje produljenje lanaca. Taq
polimeraza dodaje dostupne nukleotide na krajeve vezanih pocetnica. Ovaj korak se odvija pri
72 °C, u trajanju od dvije do pet minuta. Provedeni proces rezultira udvostru¢enjem izvorne
DNA, pri ¢emu svaka od novih molekula sadrzi jedan stari i jedan novi lanac DNA. Ciklus
denaturacije i sintetiziranja nove DNA ponavlja se 25-30 puta, ¢ime se stvara velik broj kopije
originalnog fragmenta DNA koji se mogu Koristiti za daljnju analizu. Broj DNA fragmenata
se eksponencijalno povecava, a ratuna se kao 2n (n = broj ciklusa). Po zavrSetku PCR
reakcije, uzorci se analiziraju i vizualiziraju agaroznom gel elektroforezom (Joshi i
Deshpande, 2011; Khehra i sur., 2023).

Rep-PCR metoda umnaza fragmente DNA koriste¢i pocetnice usmjerene na
nekodirajuée ponavljaju¢e sekvence DNA razbacane unutar bakterijskog genoma, Sto
omogucava identifikaciju sojeva bakterija (Healy i sur., 2005; Hussain i sur., 2021).
Ponavljaju¢e ekstragene palindromske (REP) sekvence DNA obi¢no se sastoje od
dupliciranih gena, a prvo put su identificirane kod E. coli i Salmonella typhimurium. REP
sekvenca duga je oko 40 parova baza i postoji otprilike 500-1000 kopija REP sekvenci
umetnutih u DNA kromosoma, S§to ¢ini oko 5% genoma. Ove sekvence su kasnije
identificirane i karakterizirane u mnogim bakterijskim vrstama. (Wang i sur. 2015). Svaki
mikrobni soj ili izolat ima ponavljajuce sekvence smjeStene u razli¢itim regijama njihovog
genoma. Umnazanjem DNA izmedu susjednih ponavljaju¢ih elemenata pomoéu PCR-a
nastaju amplikoni, viSestruki PCR produkti koji se razlikuju po wveli¢ini, odnosno
proporcionalnoj genomskoj udaljenosti izmedu veznih mjesta susjednih ponavljajuéih
elemenata. Amplikoni se zatim vizualiziraju elektroforezom te se usporeduju uzorci
povezivanja kako bi se odredila genetska povezanost izmedu analiziranih bakterijskih izolata
(Figueroa i sur., 2015; Hussain i sur., 2021).

2.6. Odredivanje osjetljivosti na antibiotike disk difuzijskom metodom

Metoda disk difuzije upotrebljava se od 1940. godine za rutinsko testiranje osjetljivosti
bakterija na antimikrobne tvari (Prusty i sur., 2020). Postupak zapoc¢inje pripremom biomasa
analiziranih bakterijskih kultura izradom McFarland standarda, bakterijska kultura se potom
inokulira na Mueller-Hinton (MH) agar. U sljede¢em koraku celulozni diskovi filter papira
(promjera oko 6 mm), koji sadrze poznatu koncentraciju ispitivane antimikrobne tvari, stave
se na povrsinu agara. Petrijeve zdjelice se inkubiraju pod odgovaraju¢im uvjetima (37 °C/24
h) te antimikrobno sredstvo difundira u agar i inhibira rast ispitivanog mikroorganizma. Ako
je bakterija osjetljiva na djelovanje antibiotika, pojavljuje se zona gdje izostaje bakterijski rast
(zona inhibicije). Stupanj osjetljivosti bakterijskih kultura temelji se na veli¢ini, odnosno
promjeru zone inhibicije bakterijskog rasta oko diska koji se izrazava u milimetrima (mm)
(CLSI, 2020).

Antibiogram daje kvalitativne rezultate kategoriziraju¢i bakterije kao osjetljive (O),
umjereno osjetljive (UO) ili rezistentne na antimikrobno sredstvo (R), prema kriterijima koje
odreduje CLSI (eng. Clinical and Laboratory Standard Institute). Metoda disk difuzije smatra
se alatom za tipizaciju koji se temelji na fenotipu otpornosti testiranog mikrobnog soja.
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Medutim, budu¢i da inhibicija rasta bakterija ne znaci i njihovu smrt, ova metoda ne moze
razlikovati baktericidne i bakteriostatske uc¢inke (Balouiri i sur., 2016; CLSI, 2020)

1. Priprema diskova s poznatom koncentracijom 2. Priprema bakterijske kulture

antimikrobne tvari

3. Postavljanje diskova na bakterijsku 4. Mijerenje zone inhibicije (mm)
kulturu

Slika 2.6.1. Shematski prikaz provedbe metode disk difuzije. Izvor:
https://superbloov.life/product_details/51709227.html - prestupljeno 5.4.2024.
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Materijali i metode
Kemikalije

Agaroza, Biozym LE Agarose (Biozym Scientific GmbH, Njemacka)
Natrij klorid (NaCl; VWR Chemicals, Belgija)

Voda, reagens za molekularnu biologiju (Sigma-Aldrich Co., SAD)
Mravlja kiselina (CH202, 70%, Carl Roth, Njemacka)

HCCA Matrix otopina (a-cijano-4-hidroksicimetna Kkiselina, Bruker Daltonics,
Njemacka)

Acetonitril (50%)

Laboratorijski uredaji

Orbitalna treskalica ,,Orbital Shaker-Incubator ES-20* (BioSan, Latvia)
Broja¢ kolonija ,,Colony star* (Funke Gerber, Njemacka)

Inkubator, Sanyo Incubator (Sanyo Electronic CO. Ltd., Japan)
Laboratorijska vaga, TE3102S (Santarius AG, Njemacka)

Vorteks uredaj ,,Vorteks V-1-plus* (Biosan, Latvija)

Termoblok, ThermoMixer C (Eppendorf AG, Njemacka)

Magnetska mjesalica, IKA® big squid (IKA-Werke, Njemacka)
Centrifuga 5417R (Eppendorf AG, Njemacka)

Vorteks mijesalica, Vorteks V-1-plus (Biosan, Latvija)

. Uredaj za kvantifikaciju DNA, QubitTM 2.0 Fluorometer (Life Technologies, SAD)

. Uredaj za PCR, Mastercycler Nexus SX1 (Eppendorf AG, Njemacka)

. Kadica za izradu gela (Thermo Scientific, SAD)

. Sustav za horizontalnu elektroforezu, SEA 2000® (Elchrom Scientific AG, Svicarska)

. Uredaj za hladenje sustava za horizontalnu elektroforezu, Julabo F12 (Julabo

Labortechnik GmbH, Njemacka)

Uredaj za vizualizaciju agaroznih gelova, Molecular Imager® Gel Doc® XR+ with
Image Lab Software (Bio-Rad Laboratories Inc., SAD)

Denzitometar, DEN-1 Densitometer (Biosan, Latvija)

MAVLDI-TOF instrument (Bruker Daltonik, Bremen, Njemacka)
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3.3. Otopine i hranjive podloge

3.3.1 Fizioloska otopina (0,85 % NaCl)

Za pripremu fizioloske otopine koristen je natrij klorid (NaCl, VWR Chemicals,
Belgija). Fizioloska otopina je pripremljena otapanjem 8,5 g natrij klorida u 1000 ml
destilirane vode 1 sterilizirana na temperaturi od 121 °C u trajanju od 15 min. Sterilna
fizioloska otopina koriStena je za pripremu serije razrjedenja za odredivanje ukupnog broja
mikroorganizama i ukupnog broja bakterija reda Enterobacteriales u rizosfernom tlu te za
pripremu biomase za odredivanje osjetljivosti sojeva na antibiotike.

3.3.2. Kruta TSA podloga
Za pripremu TSA (eng. Tryptic soy agar, Biolife, Italija) hranjive podloge koriStena je
komercijalno dostupna, dehidrirana hranjiva podloga. Podloga je pripremljena otapanjem 40 g
dehidrirane hranjive podloge u 1000 ml destilirane vode 1 sterilizirana na 121 °C/15 min.
Potom je ohladena na 45 — 50 °C, izlivena u Petrijeve zdjelice i1 ostavljena da polimerizira na
sobnoj temperaturi. Ova podloga koriStena je za odredivanje ukupnog broja mikroorganizama
u ispitivanom uzorku tla.

3.3.3. VRBG podloga

VRBG (eng. Violet red bile glucose agar, Biolife, Italija) podloga pripremljena je
suspendiranjem 41,5 g dehidrirane hranjive podlogeu 1000 ml hladne destilirane vode. Smjesa
je zagrijana do vrenja uz mijeSanje do potpunog otapanja dehidrirane hranjive podloge. Agar
je do analiza odrzan u teku¢em stanju temperiranjem na 47 — 50 °C u vodenoj kupelji. Ova
podloga koriStena je za odredivanje ukupnog broja bakterija reda Enterobacteriales u
rizosfernom tlu.

3.3.4. Teku¢a TSB podloga

Za pripremu TSB (eng. Tryptic Soy Broth, Difco, BBLTM BactoTM Tryptonic Soy
Broth, BD, Francuska) tekuce hranjive podloge koriStena je komercijalno dostupna,
dehidrirana hranjiva podloga. Podloga je pripremljena otapanjem 30 g dehidrirane podloge u
1000 ml destilirane vode i sterilizirana pri 120 °C/15 min. Tekuc¢a TSB podloga koriStena je
za uzgoj prekono¢nih kultura bakterija reda Enterobacteriales, odnos uzgoj biomase za
izolaciju genomske DNA.

3.3.5. Mueller-Hinton (MH) agar

Za pripremu Mueller-Hinton krute hranjive podloge (Biolife, Italija) koristene su
komercijalno dostupna, dehidrirana hranjiva podloga i tehni¢ki agar (eng. Agar Technical,
Biolife, Italija). Podloga je pripremljena otapanjem 22 g dehidrirane podloge i 15 g agara u
1000 ml destilirane vode i sterilizirana na 121 °C/15 min. Nakon $to je podloga ohladena na
45 — 50 °C, u Petrijeve zdjelice otpipetirano je tocno po 15 ml podloge. Nakon pipetiranja,
podloge su ostavljene da polimeriziraju na sobnoj temperaturi. Ova podloga je koriStena za
ispitivanje osjetljivosti sojeva reda Enterobacteriales na odabrane antibiotike.
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3.3.6. Kruta BHI podloga

Za pripremu BHI krute podloge (eng. Brain Hearth Infusion Broth, Biolife, Italija)
koriSteni su komercijalno dostupna, dehidrirana hranjiva podloga i tehnicki agar (eng. Agar
Technical, Biolife, Italija). Podloga je pripremljena otapanjem 37 g dehidrirane podloge i 15 g
agara u 1000 ml destilirane vode. Podloga je zatim sterilizirana na 121 °C/15 min i ohladena
na 45 — 50 °C. Ova podloga koristena je za uzgoj biomase izolata iz reda Enterobacteriales
potrebne za ispitivanje antibioticke rezistencije.

3.4. Molekularni reagensi, markeri i poCetnice

1. AccuStartTM Il PCR SuperMix (2x; Quanta Bioscience, SAD)
2. Boja za elektroforezu, GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Thermo Scientific, SAD)

w

Komplet za DNA kvantifikaciju, QubitTM dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies,
SAD)

Chelex® 100 Resin (Bio-Rad Laboratories Inc., SAD)
Liofilizirana pocetnica GTGS (Metabion, International AG, Njemacka)

Molekularni biljeg, 100 bp-DNA-Ladder extended (Carl Roth GmbH, Njemacka)

N oo g &

TAE pufer (50x) za molekularnu biologiju (AppliChem GmbH, Njemacka)

3.5. Antibiotici

Osjetljivost sojeva iz reda Enterobacteriales ispitana je na 12 razlic¢itih antibiotika koji
pripadaju slijede¢im klasama: penicilini, PB-laktami, cefalosporini 1. i 2. generacije,
cefalosporini 3. i 4. generacije, karbapenemi, aminoglikozidi, tetraciklini, fluorokinoloni,
antagonisti folne kiseline 1 nitrofurani. U ovom istraZivanju koriSteni su komercijalno
dostupni antibiotski diskovi BD BBLTM Sensi-DiscTM (Becton, Dickinson and Company,
BD, Francuska). U Tablici 3.5.1. prikazani su koriSteni antibiotici po klasama, njihove
koncentracije i mehanizam djelovanja.

Tablica 3.5.1. Klase antibiotika, koncentracije i mehanizam djelovanja

Mehanizam

Klasa Antibiotik Koncentracija djelovanja
PENICILINI I Inhibicija sinteze
Ampicilin (AM) 10pg staniCne stjenke
Amoksicilin-clavulanat Inhibicija sinteze
B-LAKTAMI (AMC) 20/10 pg stani¢ne stjenke
CEFALOSPORINI 1. . Inhibicija sinteze
| 2. GENERACIJE Cefazolin (CZ) 30 g stanicne stjenke
CEFALOSPORINI 3. Ceftriaksone (CRO) 30 ug Inhibicija sinteze
I 4. GENERACIE Ceftazidime (CAZ) 30 ug staniCne stjenke
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Inhibicija sinteze

KARBAPENEMI Imipenem (IPM) 10 pg stanicne stienke
AMINOGLIKOZIDI Tobramicin (NN) 10 ug Inhll;)l;:(;{zizlgteze
TETRACIKLINI Tetracikline (TE) 30 ug '”h";)'f(;‘tzi‘:’]';teze
Ciprofloksacin (CIP) 5ug Inhibicija sinteze

FLUOROKINOLONI Norfloksacin (NOR) 10 pg nukleinskih kiselina
ANTAGONISTI Trimetoprim- 1.25/23.75 Inhibicija sinteze

FOLNE KISELINE sulfametoksazol (SXT) ) 1o HE folne kiseline
Inhibicija

NITROFURANI Nitrofurantoin (F/M) 300 ug
Izvor: Magiorakos i sur, 2012: CLSI, 2020.

enzimskih sustava

3.6. Uzorkovanje tla

Uzorci tla koriSteni za primarnu izolaciju bakterija su sakupljeni na dva obiteljska
poljoprivredna gospodarstva (OPG1 1 OPG2) koja se bave ekoloSkim uzgojem zelene salate
(Lactuca sativa L.), OPG1 je na podru¢ju Varazdinske zupanije u blizini grada Varazdina, a
OPG2 je na podrudju Istarske zupanije, u blizini grada Pule. Prikupljeni su uzorci rizosfere tla
na kojem su uzgajane tri sorte salate, kristalka (K), puterica (P) i hrastov list (H). Uzorkovanje
tla je provedeno u ljeto 2023. godine te su sakupljena tri uzorka za svaku sortu salate (n=18).
Uzorci su transportirani u Zavod za mikrobiologiju SveuciliS§ta u Zagrebu Agronomski
fakultet pri temperaturi od 4 °C te analizirani pri zaprimanju.

3.7. Odredivanje ukupnog broja mikroorganizama i enterobakterija

Za potrebe odredivanja ukupnog broja mikroorganizama i ukupnog broja bakterija
reda Enterobacteriales, prikupljeni su uzorci tla (n=18) razrijedeni u fizioloskoj otopini (0,85
% NaCl, VWR, Belgium) u omjeru 1:10. Ukratko, 10 g rizosfernog tla je pomijesano s 90 ml
fizioloske otopine u Erlenmeyerovoj tikvici u koju su prethodno stavljene kvarcne kuglice za
razbijanje agregata tla. Usitnjavanje fragmenata i homogenizacija tla je provedena na
orbitalnoj treskalici (Orbital Shaker-Incubator ES-20, BioSan, Latvia) u trajanju od 20
minuta, a potom je napravljena serija razrijedena u rasponu od 10 do 10°®.

Ukupni broj mikroorganizama u rizosfernom tlu je odreden na TSA podlozi (eng.
Tryptic soy agar, Biolife, Italija), unaprijed pripremljenoj prema uputama proizvodaca.
Ukratko, iz serije razrjedenja je na pojedinacne polimerizirane TSA podloge inokulirano po
100 pl od 102 do 10°® razrjedenja u duplikatima. Podloge su potom inkubirane aerobno na 30
°C u trajanju od 24h.

Ukupan broj bakterija reda Enterobacteriales je odreden na VRBG agaru (eng. Violet
red bile glucose agar, Biolofe, Italija) prethodno pripremljenom prema uputama proizvodaca.
Ukratko, po 1 ml odgovarajuéeg razrjedenja (10 do 107°) je sterilno otpipetiran u sterilne,
prazne Petrijeve zdjelice. Razrjedenja su prelivena s 10 ml VRBG agara temperiranog na 47 —
50 °C. Nakon polimerizacije, sve plo¢e prelivene su s dodatnih 5 ml VRBG podloge te
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inkubirane anaerobno na 30 °C u trajanju od 24 h. Ukupan broj bakterija reda
Enterobacteriales u svim uzorcima rizosfernog tla je odreden u duplikatima.

Po zavrsetku inkubacije, porasle su kolonije izbrojene pomocéu brojaca kolonija
(ColonyStar, Funk Gerber, Berlin) te je izracunat CFU (eng. Colony forming units) prema
formuli (1) i izraZzen kao log CFU po gramu tla (log CFU/qg).

Formula 1.
broj kolonija

CFU = ( ) x reciprocna vrijednost decimalnog razrjedenje

volumen koriStenog uzorka

Ukupan broj mikroorganizama i ukupan broj bakterija reda Enterobacteriales su
prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢im standardnim devijacijama (log CFU/g + sd).

3.8. ldentifikacija izolata iz rizosfernog tla kristalke

Po 10 nasumi¢no odbranih kolonija poraslih na VRBG podlozi iz svakog uzorka
rizosfernog tla salate sorte kristalka prikupljenih na OPG1 i OPG2 procis¢eno je metodom
iscrpljenja. Ukratko, s VRBG agara sterilnom ezom uzet je mali dio jedne kolonije i iscrpljen
na Cistoj, sterilnoj VRBG podlozi te je inkubiran na 30 °C kroz 24 h. Svaki izolat je prociséen
tri puta do dobivanja morfoloski jednakih, Gistih kolonija, odnosno do monokulture. Cisti
izolati su spremljeni u teku¢oj TSB podlozi pomijesanoj s glicerolom (25%) 1 ¢uvani na -20
°C do daljnjih analiza. Prikupljeno je ukupno 120 izolata.

Za potrebe identifikacije proc¢isceni izolati iz glicerola nacijepljeni su na krutu TSA
podlogu i inkubirani na 30 °C kroz 24 h. Identifikacija do razine vrste ili roda provedena je
MALDI-TOF masenim spektrometrom (Bruker Daltonics, Njemacka) prema uputama
proizvodaca, odnosno prema protokolu ,.extended direct transfer<. Pojedinacna bakterijska
kolonija razmazana je sterilnom ¢ackalicom u tankom sloju na oznaéene pozicije na MSP96
plo¢ici za MALDI-TOF. Nakon nanoSenja izolata, isti su prekriveni s 1 ul 70% mravlje
kiseline (Carl Roth, Njemacka) i ostavljeni da se osuSe na sobnoj temperaturi na zraku. Nakon
susenja, uzorcima na plocici dodan je jo§ 1 pul unaprijed pripremljene MALDI matrice (10
mg/ml a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina (HCCA) u 50%-tnom acetonitrilu i 2,5%-tnoj
trifluorooctenoj kiselini, Bruker Daltonics, Njemacka) te je plo¢ica ponovno ostavljena na
suSenje na sobnoj temperaturi. Pripremljena plocica stavljena je u MALDI-TOF uredaj gdje
su snimljeni spektri svakog uzorka, u rasponu masa od 2000 — 20000 Da, pomo¢u Microflex
LT spektrometra masa (Bruker Daltonics, Njemacka) pod kontrolom raunalnog programa
FlexControl verzija 3.4 (Bruker Daltonics, Njemacka). Maseni spektri su obradeni pomocu
racunalnog programa Biotyper verzija 4.1 (Bruker Daltonics, Njemacka) 1 usporedeni s bazom
Biotyper koja sadrzi 8223 referentna MALDI-TOF MS spektra. Identifikacija izolata se
temelji na slicnosti masenog spektra izolata odredenom referentnom spektru te je izraZena
numerickim kategorijama gdje vrijednosti variraju od 0,00 do 3,00. Vrijednost > 2,00 ukazuje
da je izolat to¢no identificiran na razini vrste, vrijednost >1,70 i < 2,00 da je izolat to¢no
identificiran na razini roda, a vrijednost < 1,70 da ne postoje slicnosti izmedu masenog
spektra izolata 1 referentnih spektara, odnosno da identifikacija nije moguca ni na razini vrste
ni na razini roda (Tablica 3.8.1.).
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Tablica 3.8.1. Interpretacija pouzdanosti identifikacije izolata snimljenih MALDI-TOF
uredajem

Vrijednosti Interpretacija Kategorija Boja
2,00-3,00 pouzdana identifikacija na razini vrste  (+++) Zelena
1,70-1,99 pouzdana identifikacija na razini roda  (+) Zuta

0.00-1,69 ) Crvena

U daljnje analize ukljuceni su samo izolati ¢ija pripadnost redu Enterobacteriales je
dokazana pomo¢u MALDI-TOF masenog spektrometra.

Nakon identifikacije izolata raznolikost mikroorganizama izmedu gospodarstava
odredena je Shannon-Waever indeksom raznolikosti prema formuli (2). Vece vrijednosti
Shannon-Waever indeksa ukazuju na vecu raznolikost jedinki unutar nekog sustava.

Fromula 2.

s
H' = —Zpilnpi
i=1

Gdje je: pi — udio jedinki vrste i u ukupnom broju svih jedinki (pi = n/N).

3.9. Genotipizacija izolata reda Enterobacteriales
3.9.1. DNA ekstrakcija

Genomska DNA izolirana je iz izolata Enterobacteriales (n=85) pomocu 10,0 % (m/V)
otopine Chelex® 100 Resin (Bio-Rad Laboratories Inc., SAD) koja je pripremljena na nacin
da je sterilno odvagano 2 g Chelex® 100 Resin i resuspendirano u 20 ml vode za molekularnu
biologiju (Sigma-Aldrich Co., SAD). Chelex® 100 Resin otopinu potrebno je stalno mijesati
na magnetskoj mijesalici (IKA® big squid, IKA-Werke, Njemacka) zbog brzog odvajanja
faza.

Pojedinacni izolati reda Enterobacteriales iscrpljeni su do monokulture na krutoj TSA
podlozi, zatim pojedinacna kolonija svakog izolata je sterilno inokulirana u 1,5 ml tekuce
TSB podloge 1 inkubirana pri 30 °C preko no¢i. Nakon inkubacije, bakterijske stanice su od
teku¢e TSB podloge odvojene centrifugiranjem u centrifugi (5417R, Eppendorf AG,
Njemacka) na 16 000 xg/3 min te je potom suvisna tekuca podloge paZzljivo odlivena. Zaostali
pelet je resuspendiran u 200 pl 10,0 % (m/V) otopine Chelex® 100 Resin. Dobivena
suspenzija je homogenizirana vorteksiranjem i inkubirana u termobloku (ThermoMixer C,
Eppendorf AG, Njemacka) pri 56 °C/20 min/300 rpm. Nakon inkubacije, uzorci su ponovo
vorteksirani 1 inkubirani u termobloku pri 100 °C/80 min/100 rpm. Nakon druge inkubacije,
Chelex smola je odvojena centrifugiranjem na 14 000 xg/2 min. Zatim je u nove, sterilne
mikrotubice pazljivo otpipetirano 100 pl supernatanta koji sadrzi DNA.

Genomska DNA je kvantificirana pomocu uredaja QubitTM 2.0 Fluorometer (Life
Technologies, SAD) i kompleta za kvantifikaciju genomske DNA QubitTM dsDNA HS
Assay Kit (Life Technologies, SAD). S obzirom da je QubitTM dsDNA HS Reagent osjetljiv
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na svjetlost, koncentrirana i1 radna otopina QubitTM zaSti¢ene su od svjetlosti. Svi reagensi
(Qubit™ dsDNA HS Reagent 200x, Qubit™ dsDNA HS standard #1 (0 ng/pl), Qubit™
dsDNA HS standard #2 (10 ng/ul), Qubit™ dsDNA HS buffer) ostavljeni su da se
temperiraju na sobnoj temperaturi. Zatim je pripremljena radna otopina Qubit™ dsDNA HS
Reagent razrjedenjem koncentriranog reagensa Qubit™ dsDNA HS Reagent 200x u puferu
Qubit™ dsDNA HS buffer u omjeru 1:200. Standardi i genomska DNA su zatim pomijesani s
radnom otopinom Qubit™ dsDNA HS Reagent u ukupnom volumenu od 200 pl. Koristeni
volumeni standarda, uzoraka DNA i radne otopine prikazani su u Tablici 3.9.1.1.

Tablica 3.9.1.1. KoriSteni volumeni standarda, uzoraka DNA i radne otopine

Standard Uzorci DNA
V (radna otopina Qubit™ dsDNA HS Reagent) 190 pl 198 ul
V (standard ili uzorak) 10 pl 2 ul
Ukupan volumen 200 pl 200 pl

Svi su uzorci zatim dobro izmijeSani na vorteks mjesalici i inkubirani na sobnoj
temperaturi 2 min. Neposredno prije mjerenja, uredaj Qubit™ 2.0 Fluorometer (Life
Technologies, SAD) je kalibriran mjerenjem koncentracije standarda #1 i #2. Nakon
kalibracije izmjerena koncentracija izolirane DNA i izrazena u ng/pl. Zatim je za
genotipizaciju, prema potrebi, DNA razrijedena na koncentraciju od 20 ng/ul u vodi za
molekularnu biologiju (Sigma-Aldrich Co., SAD).

3.9.2. Genotipizacija izolata rep-PCR metodom

Izolati su genotipizirani pomoc¢u rep-PCR metode, pri ¢emu je koriStena pocetnica
GTG5 (5 GTG GTG GTG GTG GTG 3). Sastav reakcijske smjese, ukupnog volumena 25 ul
za jednu reakciju, prikazan je u Tablici 3.9.2.1., a temperaturni profili provodenja Rep-PCA-a
u Tablici 3.9.2.2. Rep-PCR reakcija je provedena u PCR uredaju (Mastercycler Nexus SX1,
Eppendorf AG, Njemacka).

Tablica 3.9.2.1. Rep-PCR reakcijska smjesa

Reagens Pocetna - ZavrSna - Volumen (ul)
koncentracija  koncentracija

AccuStart TM Il PCR SuperMix 2X 1x 12,5

GTGS5 pocetnica 50 pmol/ pl 2 pmol/ pul 1,0

Ultra ¢ista voda 10,5

DNA 20 ng/ ul 0,8 ng(ul 1

Ukupan volumen 25

Tablica 3.9.2.2. Temperaturni profili rep-PCR reakcije

Rep-PCR korak Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
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Pocetna denaturacija 94 °C 5 min 1

Denaturacija 94 °C 1 min
Vezanje pocetnice 52°C 1 min 30
Produzenja lanca 72 °C 3 min
Zavrsno produzivanje lanca 72 °C 10 min 1

Vizualizacija rep-PCR produkata provedena je u 2,0% agaroznom gelu koji je
pripremljen mijeSanjem 1,4 g agaroze (Biozym LE Agarose, Biozym Scientific GmbH,
Njemacka) i 70 ml 0,75x TAE pufera (AppliChem GmbH, Njemacka). Agaroza je u
potpunosti otopljena u mikrovalnoj pec¢nici te potom izlivena u kadicu za izradu gela i
ostavljena na sobnoj temperaturi da polimerizira. Prije nanoSenja u gel svakom rep-PCR
produktu (5 ul) dodano je 1,5 ul 6x LD boje (Thermo Scientific, SAD) koja je dobro
pomijeSana s produktom pipetiranjem. Uz rep-PCR produkte, u agarozni gel je dodano i 5 ul
molekularnog biljega (100 bp-DNA-Ladder extended, Carl Roth GmbH, Njemacka). Uzorci
su razdvojeni horizontalnom gel elektroforezom (SEA 2000®, Elchrom Scientific AG,
Svicarska) na 80 V, 2000 mA, 300 W kroz 1 h i 50 min pri 19 °C (Julabo F12, Julabo
Labortechnik GmbH, Njemacka. Nakon zavrSetka elektroforeze, gel je bojan 30 min u 0,028
% otopini GelRed® Nucleic Acid Stain (Biotium, SAD). Visak boje uklonjen je
odbojavanjem u 0,75x TAE puferu (AppliChem GmbH, Njemacka) 10 min. Nakon
odbojavanja provedena je vizualizacija i fotografiranje gelova pomocu uredaja za
vizualizaciju agaroznih gelova (Molecular Imager® Gel Doc® XR+ with Image Lab
Software, Bio-Rad Laboratories Inc., SAD).

Rep-PCR obrasci su analizirani pomoc¢u programa BioNumerics verzija 7.6.1 (Applied
Maths, Belgija). Pri konstrukciji dendrograma je koriStena razina tolerancije od 1% i
optimizacija od 0,5%. Na temelju sli¢nosti manje od 95% (poglavlje 8., slika 8.1.) izabrano je
68 reprezentativnih izolata koji su koristeni za ispitivanje antibioticke rezistencije, dok je
grupiranje izolata i opis grupa provedeno na temelju sli¢nosti 70% radi lakSe preglednosti
(poglavlje 4, slika 4.3.1.).

3.10. Odredivanje antibioticke rezistencije

Osijetljivost sojeva iz reda Enterobacteriales na antibiotike je ispitana disk difuzijskom
metodom (CLSI, 2020). Ispitivanje je provedeno na 12 razli¢itih antibiotika koji pripadaju
klasama: penicilini, B-laktami, cefalosporini, karbapenemi, aminoglikozidi, tetraciklini,
fluorokinoloni, antagonisti folne kiseline i1 nitrofurani. KoriSteni antibiotici po klasama 1
njihove koncentracije navedene su u Tablici 3.5.1. (poglavlje 3.5). Sojevi reda
Enterobacteriales su prvo iscrpljeni do monokulture na krutim BHI podlogama te inkubirani
na 25 °C preko no¢i. Nakon inkubacije je za svaki ispitani soj pripremljena to¢no odredena
biomasa dodavanjem jedne po jedne kolonije u 5 ml sterilne fizioloSke otopine do postizanja
turbiditeta McFarland standarda 0,5 $to odgovara bakterijskoj koncentraciji 1,5 x 108 CFU/ml.
Nakon dodavanja kolonije suspenzija je dobro homogenizirana vorteksiranjem na vorteks
mijesalici (Vorteks V1-plus, Biosan, Latvija). Turbiditet je izmjeren denzitrometrom (DEN-1
Densitometer, Biosan, Latvija). Pripremljene bakterijske suspenzije nacijepljene su na krute
MH podloge sterilnim vatenim Stapi¢ima, gusto razmazane, a izmedu svakog razmaza ploca
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je zakrenuta za 60°. Diskovi s odabranim antibioticima naneseni su na MH ploce. Ploce su
zatim stavljene na inkubaciju pri 37 °C/24 h. Nakon inkubacije izmjereni SU promjeri zone
inhibicije bakterijskog rasta ukljucuju¢i 1 promjer antibiotickog diska te su izrazeni U
milimetrima (mm). Sojevi Enterobacteriales su identificirani kao osjetljiv (O), umjereno
osjetljiv (UO) ili rezistentan (R), na ispitane antibiotike na temelju smjernica propisanih od
strane Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020).

3.11. Statisticka obrada rezultata

Rezultati ovog istrazivanja su prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢im
standardnim devijacijama. Prije statisticke obrade podataka provjereno je da li ukupan broj
mikroorganizama i ukupan broj bakterija reda Enterobacteriales pokazuju normalnu
distribuciju Shapiro-Wilk testom, dok je homogenost provjerena Levene testom. S obzirom da
navedeni podaci nisu normalno distribuirani, statisticki znacajne razlike u brojnosti odredene
su Kruskal-Wallis testom. Statisticki znac¢ajnima se smatraju one razlike kod kojih je p < 0,05.
Za analizu korelacije izmedu ukupnog broja mikroorganizama i enterobakterija korisSten je
Spearmanov koeficijent. Raznolikost mikroorganizama izmedu gospodarstava odredena je
Shannon-Weaver indeksom raznolikosti. Sve statisticke analize rezultata su provedene u
racunalnom programu Microsoft Excel 2016 pomocéu dodatka Analiza podataka (eng.
Analysis ToolPak) te R okolisu (Verzija 4.3.3., R Core team 2023).
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4. Rezultati
4.1. Brojnost mikroorganizama i enterobakterija u rizosferi salate

Na temelju izracunatih CFU vrijednosti za ukupan broj mikroorganizama i broj
enterobakterija, za svaki je uzorak izraCunat prosjeCan log CFU/g tla s pripadaju¢om
standardnom devijacijom te su takoder izracunati i prosjeci za oba OPG-a, a na temelju sorte
salate. Rezultati su objedinjeni i prikazani u tablici 4.1.1.

Tablica 4.1.1. Ukupan broj mikroorganizama i broj enterobakterija s pripadajuc¢im
standardnim devijacijama (log CFU/g + sd) za OPG1 i OPG2

OPG1 OPG2
s\;ﬁi Uzorak k;Jr l;;’ﬁg Enterobacteriaceae Uk'\ljlrglr[llggroj Enterobacteriac
[log CFU/g] [log CFU/g] CFUI/g] eae [log CFU/g]
Kristalka K1 7,07 +£0,03 6,10+ 0,03 7,12+ 0,00 5,18 £0,05
K2 6,92 + 0,02 5,85+ 0,02 6,85+ 0,02 4,45 £ 0,05
K3 6,87 +£0,02 5,64 +0,03 7,13 +£0,03 5,41 +£0,02
Kristalka X + sd 6,95+ 0,10 5,87 +£0,23 7,03 + 0,16 5,01 + 0,50
Putarica P1 7,03 +£0,02 5,85 +0,02 6,96+ 0,01 497 +£0,04
P2 6,74 + 0,01 5,73 £ 0,02 7,17 +£0,04 5,19+ 0,04
P3 6,81 £0,01 5,84 £ 0,02 7,01 £0,03 5,32+ 0,01
Putarica X +sd 6,86 + 0,15 5,81 £ 0,07 7,04 £ 0,11 5,16 + 0,18
Hrﬁziov H1 7,00+ 0,03 5.43 + 0,02 6,97+ 0,01 5,18 + 0,00
H2 7,03 +0,03 5,41+ 0,01 7,40 £ 0,01 6,06 = 0,06
H3 6,82+ 0,03 5,29 £ 0,02 7,17 +0,02 5,34 +£ 0,04
Hrastov list x+sd 6,95+ 0,12 5,38 +£ 0,08 7,18 £0,22 5,53 £ 0,47
X +sd 6,92 + 0,12 5,68 + 0,26 7,09 £0,16 5,23 +0,42

@b CFU vrijednosti unutar istog reda oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike (Kruskal-Wallis test, p < 0,05)

Statistickom su analizom utvrdene znacajne razlike (Kruskal-Wallis test, p < 0,05)
izmedu CFU vrijednosti ukupnog broja mikroorganizama na OPG1 (6,92 + 0,12 log CFU/Q) i
OPG2 (7,09 + 0,16 log CFU/Qg), a isti trend je zabiljezen i za enterobakterije (OPG1 5,68 +
0,26 log CFU/g; OPG2 5,23 + 0,42 log CFU/g). Zbog navedenih razlika u prosje¢nim
vrijednostima CFU ukupnog broja bakterija i ukupnog broja bakterija reda Enterobacteriales,
provedena je 1 analiza korelacije te je utvrdeno da je korelacija neznatna i1 pozitivna
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(Spearmanov koeficijent; 0,06), odnosno porast ukupnog broja bakterija zna¢i i porast
ukupnog broja enterobakterija.

Iz tablice 4.1.1. je vidljivo da je najveci prosjecni CFU na OPG1 u rizosferi tla na
kojem je uzgajana sorta kristalka s prosje¢nim CFU od 6,95 + 0,10 log CFU/g, dok je
najmanji prosjecni CFU ukupnih mikroorganizama na rizosfernom tlu na kojem se uzgaja
sorta puterica te iznosi 6,86 + 0,15 log CFU/g. Prosje¢na CFU vrijednost za enterobakterije
prati prosjecni CFU ukupnog broja mikroorganizama i najveci je u rizosferi sorte kristalke
(5,87 = 0,23 log CFU/g), no za razliku od ukupnog broja mikroorganizama, ukupan broj
enterobakterija je najmanji u rizosferi sorte hrastov list (5,38 + 0,08 log CFU/g). Najveci
prosjecni CFU ukupnih mikroorganizama izoliranih iz rizosfere OPG2 se nalazi u rizosferi tla
na kojem je uzgajana sorta hrastov list i iznosi 7,18 + 0,22 log CFU/g, dok je najnizi prosjecni
CFU zabiljezen kod rizosfere sorte kristalke (7,03 = 0,16 log CFU/g). Prosjecna CFU
vrijednost bakterija reda Enterobacteriales je takoder najveca kod tla na kojem je uzgajana
sorta hrastov list (5,53 + 0,47 log CFU/g), a najniza kod sorte kristalke i iznosi 5,01 + 0,50 log
CFU/g sto prati prosjeni CFU ukupnog broja mikroorganizama. Unato¢ navedenim
razlikama u prosje¢nim CFU vrijednostima obje skupine mikroorganizama u rizosferi
razli¢itih sorti na OPGI 1 OPG2, statistickom analizom nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike u CFU vrijednostima izmedu sorti (Kruskal-Wallis, p > 0,05), odnosno sorta uzgajane
salate nije utjecala na ukupan broj mikroorganizama i na ukupan broj enterobakterija.

Iz rezultata je vidljivo da bakterije reda Enterobacteriales ¢ine znacajan udio ukupne
mikrobiote rizosfere zelene salate sa zastupljenos¢u od 1,3 do 8,8% (Graf 4.1.1; Graf 4.1.2).

OPG1

100%
98%
96%
94%
92%
90%
88%
86%

Kristalka Puterica Hrastov list

W ukupan br. MO Enterobacteriaceae

Graf 4.1.1. Prikaz udjela enterobakterija u ukupnom broju mikroorganizama na OPG1
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Graf 4.1.2. Prikaz udjela entrobakterija u ukupnom broju mikroorganizama na OPG2

S obzirom da su rezultati odredivanja brojnosti ukupnih mikroorganizama i
enterobakterija pokazali da nema statisti¢ki znacajnih razlika izmedu sorata te da je najveca
prosjecna CFU vrijednost za ukupan broj mikroorganizama i bakterija reda Enterobacteriales
dobivena za rizosferno tlo na kojem je uzgajana sorta kristalka, daljnja izolacija i
identifikacija enterobakterija provedena je samo na uzorcima rizosfernog tla sorte kristalka.

4.2. Mikrobna raznolikost u rizosferi zelene salate sorte kristalka

Izolati izolirani iz rizosfere zelene salate sorte kristalka (n=120) na VRBG podlozi,
podvrgnuti su identifikaciji pomo¢u MALDI-TOF masenog spektrometra. Ukupno je 89
(74,2%) izolata identificirano do razine vrste, 26 (21,7%) do razine roda, dok pet izolata
(4,2%) nije bilo moguce identificirati. Na OPGL1 najbrojnija vrsta je Enterobacter ludwigi
(51,7%), a slijede ju vrste Lelliottia amnigena (13,3%) i Hafnia alvei (6,7%). Ostale vrste su
zastupljene s <5,0%. Na OPG2 16,7% izolata identificirano je do razine roda Enterobacter
spp., a isti udio izolata (16,7%) identificiran je kao vrsta Enterobacter bugandensis. Slijede ih
vrste roda Pseudomonas spp. (8,3%) i vrsta Enterobacter ludwigi (8,3%). Aeromonas spp.,
Enterobacter hormaechei i Priestia megaterium zastupljeni su s 5%, dok su ostale vrste
zastupljene s <5,0%. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 4.2.1.

Kako bismo utvrdili na kojem OPG-u je prisutna veca raznolikost vrsta, izracunat je
Shannon-Waever indeks raznolikosti, koji je za OPGL1 iznosio 1,79, a za OPG2 2,62, sto
ukazuje na vecéu raznolikost vrsta na OPG2.

Od 120 izolata, njih 85 (70,8%) pripadalo je redu Enterobacteriales. Najve¢i broj, njih
52 (43,3%) identificirano je u uzorcima s OPG1, dok je njih 33 (27,5%) podrijetlom s OPG2.
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Tablica 4.2.1. Identificirane vrste izolirane iz rizosfere ekoloski uzgojene zelene salate sorte
kristalka na VRBG podlozi (n=120) s dva obiteljsko-poljoprivredna gospodarstva (OPGL1 i

OPG2)

Vrsta

OPG1

OPG2

Acinetobacter calcoaceticus

1

0

Acinetobacter johnsonii

Aeromonas media

Aeromonas spp.

Aeromonas veronii

Bacillus velezensis

Chryseobacterium spp.

Rk RrlwiN o

Enterobacter bugandensis

[EY
o

Enterobacter hormaechei

OR,r|IO|OCjOOC|IO N

w

Enterobacter ludwigi

w
s

o1

Enterobacter roggenkampii

o

Enterobacter spp.

[EY
o

Erwinia spp.

Hafnia alvei

Raoultella spp. or Klebsiella spp.

Klebsiella oxytoca

Lelliottia amnigena

Pantiea agglomerans

Priestia megaterium

Pseudarthrobacter oxydans

Pseudomonas mendocina

Pseudomonas putida

Pseudomonas spp.

Rahnella aquatilis

Raoiltella ornithinolytica

Rossellomorea marsiflavi

Serratia fonticola

Serratia liquefaciens

Serratia marcescens

Stenotrophomonas maltophilia

Neidentificirano

O|IOIFPININIOIOIFRPINIOIONO|IO|0|OIOI~|O|IN|F

RO 0CO|IFRPIFPIOOINIFPIOW|IFL|IOFINO|F

Ukupno

4.3. Genotipizacija enterobakterija

D
o

(2]
o

Svi izolati reda Enterobacteriales (n=85) genotipizirani su pomoc¢u rep-PCR metode. Na
temelju rep-PCR obrazaca dobivenih amplifikacijom pomoé¢u GTG5 pocetnice konstruiran je
dendrogram pomocu programa BioNumerics verzija 7.6.1 (Applied Maths, Belgija) na osnovu
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70% (slika 4.3.1.) i 95% (slika 8.1) sli¢nosti medu izolatima. Zbog velike unutarvrsne
raznolikosti medu izolatima (relativna sli¢nost 44%) te zbog preglednosti podataka, opisan je
dendrogram dobiven na temelju 70% sli¢nosti na kojem razlikujemo 14 razli¢itih grupa. U
sedam grupa su svrstana od dva do 38 sojeva, dok je u ostale pridruzen po jedan soj. Grupa s
najveéim brojem sojeva su grupa jedan i pet. U grupi jedan istice se E. bugandensis (40%), a
u istu grupu svrstani su i pripadnici S. liquefaciens, R. aquatilis i Enterobacter spp. Grupu pet
uglavnom ¢ini vrsta E. ludwigi (92%), a prisutne su i P. agglomerans, E. roggenkampii i
Enterobacter spp. Grupu dva ¢ine Raoultella spp./Klebsiella spp., grupa tri ima Sest ¢lanova i
to iskljuc¢ivo L. amnigena, u grupi cetiri to su isklju¢ivo E. hormaechei, dok je u grupi sedam
to S. fonticola.

Izolati obiljezeni plavom bojom i deblje otisnuti (n=68) predstavljaju reprezentativne
sojeve pojedinih grupa. Kako bi bio ukljucen $to veci broj izolata, probir izolata za analize
antibioticke rezistencije je izvrSen na temelju 95% sli¢nosti obrazaca dobivenih rep-PCR
metodom (Slika 8.1).
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A

VO01_K2-10  Enterobacter bugandensis
V02_K3-06 Enterobacter bugandensis
V02 _K3-04  Enterobacter sp.
V02 _K3-09  Enterobacter sp.
V02_K3-10  Enterobacter sp.
V02_KI1-05 Enterobacter bugandensis
V02_K1-10  Enterobacter sp.
VO02_K1-04  Enterobacter sp.
VO02_K1-07  Enterobacter sp.
K02_K1-07 Enterobacter bugandensis
K02_K1-08 Enterobacter bugandensis
V02_K2-01  Enterobacter bugandensis
VO02_K2-04  Enterobacter bugandensis
V02_K2-05 Enterobacter bugandensis

Erwinia sp.

VO01_K3-05  Enterobacter bugandensis
VO01_K3-09 Enterobacter sp.
VO1_K2-05 Serratia liquefaciens
VO01_K2-09 Serratia liquefaciens
VO02_K1-06 Enterobacter bugandensis
VO1_K3-01  Rahnella aquatilis
V02_K1-02  Enterobacter bugandensis
V02_K1-01  Enterobacter bugandensis
V02 _K3-05  Enterobacter sp.
V02_K3-07  Enterobacter sp.
VO02_K3-08 Enterobacter sp.

K02 _K2-09 Enterobacter sp.

V02 K2-09  Raoultella sp. ili Klebsiella sp.
V02_K2-10  Raoultella sp. ili Klebsiella sp.
K01 _K1-09  Lelliottia amnigena
KO01_KI1-10  Lelliottia amnigena
KO01_K1-07  Lelliottia amnigena
KO01_K3-10 Lelliottia amnigena
VO1_K2-01  Lelliottia amnigena
KO01_K3-03  Lelliottia amnigena
K02_K1-10  Enterobacter hormaechei
K02_K3-08 Enterobacter hormaechei
K02 K3-10 Enterobacter hormaechei
KO01_K2-02  Enterobacter ludwigii
K01_K2-03  Enterobacter ludwigii
KO01_K2-04 Enterobacter ludwigii
KO01_K1-08 Enterobacter ludwigii
KO01_K2-01 Enterobacter ludwigii
KO01_K2-07  Enterobacter ludwigii
K01_K2-09  Enterobacter ludwigii
KO01_K3-06 Enterobacter ludwigii
VO02_K1-08 Enterobacter ludwigii
V02_K2-02  Enterobacter ludwigii
KO01_K1-05 Enterobacter sp.
V02_K2-08 Enterobacter ludwigii
VO1_K1-02  Enterobacter ludwigii
VO01_K1-04  Enterobacter ludwigii
VO1_K1-05  Enterobacter ludwigii
VO01_K1-09  Enterobacter ludwigii
VO01_K2-04  Enterobacter ludwigii
VO01_K2-06 Enterobacter ludwigii
V01 _K3-03  Enterobacter ludwigii
VO01_K3-10  Enterobacter ludwigii
VO01_K3-06 Enterobacter ludwigii
V02_K2-03 Enterobacter ludwigii
KO01_K3-02  Enterobacter ludwigii
KO01_K3-04  Enterobacter ludwigii

KO01_K1-04  Enterobacter ludwigii
KO01_K3-05 Enterobacter ludwigii
VO02_K3-01 Enterobacter ludwigii
KO01_K1-03  Enterobacter ludwigii
KO01_K1-06 Enterobacter ludwigii
VO01_K3-07  Enterobacter roggenkampii
VO01_KI1-03  Enterobacter ludwigii
VO1_K1-07  Enterobacter ludwigii
VO01_K1-01  Enterobacter ludwigii
VO1_K1-08  Enterobacter ludwigii
VOI1_K1-10  Enterobacter ludwigii
VO01_K3-08  Enterobacter ludwigii
VO02_K1-09  Pantoea agglomerans
KO01_K3-08 Enterobacter ludwigii
VO01_K2-07 Hafnia alvei
VO01_K1-06 Serratia marcescens
V02_K2-06 Klebsiella oxytoca
VO01_K2-02 Hapfnia alvei
KO01_K2-08  Serratia fonticola
KO01_K3-07  Serratia fonticola

VO1_K2-03
VO1_K3-02

V01_K3-04

Enterobacter sp.
Lelliottia amnigena

Lelliottia amnigena

Grupa 1
n=25

Grupa 5
n=38

Slika 4.3.1. Dendrogram za sojeve reda Enterobacteriales konstruiran na temelju rep-PCR
obrazaca dobivenih amplifikacijom s pocetnicom GTGS5 s 0znacenim grupama unutar vrste ili
roda koje pokazuju 70,0 % sli¢nosti
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4.4. Osjetljivost sojeva reda Enterobacteriales na antibiotike

Osjetljivost sojeva Enterobacteriales ispitana je na 12 razli¢itih antibiotika koji su
svrstani u 10 Kklasa antibiotika (penicilini, B-laktami, cefalosporini 1. i 2. generacije,
cefalosporini 3. i 4. generacije, karbapenemi, aminoglikozidi, tetraciklini, fluorokinoloni,
antagonisti folne kiseline i nitrofurani) disk difuzijskom metodom. Po zavrSetku inkubacije,
izmjereni su promjeri zone inhibicije rasta za svaki analizirani antibiotik i za svaki ispitani
s0j. Djelovanje antibiotika o¢ituje se kao zona oko diska gdje izostaje bakterijski rast.

Na Slici 4.4.1. ispitana je osjetljivost sojeva na Sest razli¢itih antibiotika. Sto je zona
inhibicije manja, to je soj otporniji na djelovanje antibiotika, kao §to je slucaj za ampicilin i
amoksicilin na slici A kod soja K3-8. Ostali antibiotici imaju $iroku zonu inhibicije koja je
izmjerena u milimetrima. Drugi soj, K1-1, na slici B, pokazao je osjetljivost na sve ispitivane
antibiotike.

Enterobacter bugandensis, K1-1
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Tablica 4.4.1. Antibioticka rezistencija ispitivanih sojeva (n=68)

CEFALOSPORINI CEFALOSPORINI ANTAGONISTI
Vrsta Soj PENICILINI | B-LAKTAMI 1.12. GEN. 3.14. GENERACLE KARBAPENEMI | AMINOGLIKOZIDI | TETRACIKLINI KINOLONI FOL. KIS. NITROFURANTOIN
AM10pg | AMC30 ug CZ30 g CRO30pug | CAZ30pg IPM 10 pg NN 10 pg TE 30 pug CIP5pug | NOR10pg SXT 25 g F/M 300 pg
Enterobacter bugandensis | V01 _K2-10 0 0 0 0 0 0 0 0 | R
Enterobacter bugandensis V01_K3-5 (0] (0] 0 (0] (0] [0} [0} (0] [0}
Enterobacter bugandensis V02_K1-1 0 0 () 0 0 0 0 0 uo*
Enterobacter bugandensis V02_K1-2 (0] (0] 0 (0] (0] [0} (0] 0 _
Enterobacter bugandensis V02_K1-5 (0] (0] 0 [0} [0} [0} [0} 0 uo*
Enterobacter bugandensis V02_K1-6 (0] (0] 0 [0} [0} [0} [0} 0 [0}
Enterobacter bugandensis V02_K2-1 (0] (0] 0 [0} [0} [0} [0} 0 uo*
Enterobacter bugandensis V02_K2-4 (0] (0] 0 [0} [0} [0} [0} 0 [0}
Enterobacter bugandensis V02_K2-5 [0} [0} 0 (0] [0} [0} [0} 0 uo*
Enterobacter bugandensis V02_K3-6 (0] (0] 0 (0] (0] (0] (0] 0 (0]
Enterobacter bugandensis KB02_K1-7 (0] (0] 0 (0] (0] [0} [0} ()
Enterobacter bugandensis KB02_K1-8 0 0 UO** [0} [0} [0} [0} ()
Enterobacter hormaechei KB02_K1-10 [0} [0} 0 [0} [0} [0} [0} 0 uo*
Enterobacter hormaechei KB02_K3_8 (0] (0] 0 (0] (0] (0] (0] 0 uo*
Enterobacter hormaechei KB02_K3_10 (0] (0] 0 (0} (0} [0} [0} 0 uo*
Enterobacter ludwigii V01_K1-1 (0] (0] 0 [0} [0} [0} [0} () [0}
Enterobacter ludwigii V01_K1-3 (0] (0] 0 [0} [0} [0} [0} () [0}
Enterobacter ludwigii V01_K1-7 (0] (0] 0 (0] (0] (0] (0] 0 (0]
Enterobacter ludwigii V01_K1-8 (0] (0] ‘ (0] (0] [0} [0} 0 (0]
Enterobacter ludwigii V01_K1-9 0 0 | o | 0 0 0 0 0 0
Enterobacter ludwigii V01_K1-10 0 0 [ o ] 0 0 0 [ r
Enterobacter ludwigii V01_K2-4 (0] (0] 0 (0] (0] [0} [0} 0 (0]
Enterobacter ludwigii V01_K2-6 (0] (0] 0 (0] (0] [0} [0} 0 (0]
Enterobacter ludwigii V01_K3-6 0 0 0 0 0 ) ) o I
Enterobacter ludwigii V01_K3-8 (0] (0] 0 [0} [0} UO** [0} 0 [0}
Enterobacter ludwigii V01_K3-10 (0] (0] 0 (0] (0] [0} [0} 0 (0]
Enterobacter ludwigii V02_K1-8 (0] (0] 0 (0] (0] [0} [0} 0 (0]
Enterobacter ludwigii V02_K2-2 ) ) 0 ) ) ) ) 0 | e
Enterobacter ludwigii V02_K2-3 (0] (0] 0 [0} [0} (0] (0] 0 [0}
Enterobacter ludwigii V02_K2-8 (0] (0] 0 [0} [0} (0] [0} 0 uo*
Enterobacter ludwigii V02_K3-1 [0} [0} () [0} [0} [0} [0} () [0}
Enterobacter ludwigii KBO1_K1-6 (0] (0] 0 [0} (o) [0} [0} 0 [0}
Enterobacter ludwigii KBO1_K1-8 (0] (0] 0 (0] [0} (0] (0] 0 uo*
Enterobacter ludwigii KBO1_K2-1 (0] (0] 0 (0] (0] (0] (0] 0
Enterobacter ludwigii KBO1_K2-3 [0} [0} () [0} [0} [0} [0} ()
Enterobacter ludwigii KBO1_K2-4 (0] (0] 0 [0} [0} [0} [0} 0
Enterobacter ludwigii KBO1_K2-7 (0] (0] 0 (0] [0} (0] (0] 0
Enterobacter ludwigii KB0O1_K3-2 (0] (0] 0 (0] (0] (0] (0] 0 uo*




Enterobacter ludwigii KBO1_K3-4
Enterobacter ludwigii KB01_K3-5
Enterobacter ludwigii KBO1_K3-6
Enterobacter ludwigii KBO1_K3-8
Enterobacter

roggenkampii V01_K3-7
Enterobacter sp. VO1_K2-3
Enterobacter sp. VO1_K3-9
Enterobacter sp. V02_K1-4
Enterobacter sp. V02_K1-7
Enterobacter sp. V02_K1-10
Enterobacter sp. V02_K3-8
Enterobacter sp. V02_K3-10
Enterobacter sp. KBO1_K1-5
Enterobacter sp. KB02_K2_9
Erwinia sp. V02_K2-7
Hafnia alvei V01_K2-2
Hafnia alvei V01_K2-7
Klebsiella oxytoca V02_K2-6
fg.oultella sp. ili Klebsiella V02_K2-10
Lelliottia amnigena V01_K3-2
Lelliottia amnigena V01_K3-4
Lelliottia amnigena KBO1_K1-10
Lelliottia amnigena KBO1_K3-3
Lelliottia amnigena KBO1_K3-10
Pantoea agglomerans V02_K1-9
Rahnella aquatilis V01_K3-1
Serratia fonticola KBO1_K3-7
Serratia liquefaciens V01_K2-5
Serratia liquefaciens V01_K2-9
Serratia marcescens V01_K1-6

O-osjetljiv, UO-umjereno osjetljiv, R-rezistenta

*intrinzicna rezistencija, **ekstrinzi¢na rezistencija

AM- Ampicilin 10pg, AMC- Amokscillin 30pg, CZ- Cefazolin 30pg, CRO- Ceftriaksone 30ug, CAZ- Ceftazidim 30ug, [IPM-Imipenem 10ug, NN- Tobramicine 10ug, TE-
Tetraciklin 30pg, CIP- Ciprofloksacin Spg, NOR- Norfloksacin 10pg, SXT- Sulfametoksazole 25ug, F/M- Nitrofurantoin 300pug
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Najbolje djelovanje pokazali su antibiotici sulfametoksazole (25 ug), norfloksacin (10
ug) 1 tobramicine (10 pg) na koje je osjetljivo 100% sojeva. Navedeni antibiotici pripadaju
klasama antagonisti folne kiseline, fluorokinoloni te aminiglikozidi ¢iji mehanizmi djelovanja
su inhibicija sinteze folne kiseline, inhibicija sinteze nukleinskih kiselina i inhibicija sinteze
proteina. Osim toga, 97,1% sojeva osjetljivo je i na ceftriaksone (30 pg), 44,1% na
nitrofurantoin (300 ng), 95,6% na tetraciklin (30 pg), 98,5% na ciprofloksacin (5 ug), 94,1%
na imipenem (10 pg) i 97,1% na ceftazidim (30 pg). Najveca rezistencija zabiljezena je na
antibiotik ampicilin (10 pg), na koji je rezistentno 82,4% sojeva, na amokscillin (30 ug) njih
77,9%, dok je 82,4% sojeva rezistentno na cefazolin (30 pg) (Tablica 4.4.1.). Mehanizam
djelovanja ovih antibiotika je inhibicija sinteze stani¢ne stjenke.

Medu 68 ispitana soja, ekstrinzi¢na rezistentnost utvrdena je kod njih sedam. Jedan soj
pokazao je ekstrinzi¢nu rezistenciju na dvije klase antibiotika (1,5%), dva soja bila su
rezistentna na jednu klasu (2,9%), jedan soj bio je rezistentan na jednu klasu antibiotika
(1,5%), a umjereno osjetljiv na drugu, dok su tri soja bila umjereno osjetljiva na jednu klasu
antibiotika (4,4%). Ni jedan soj nije svrstan u MDR bakterije. Sest sojeva (8,8%) bilo je
osjetljivo na sve ispitivane antibiotike. Kod ostalih sojeva (n=55) rezistentnost ili umjerena
osjetljivost intrinzi¢no je uvjetovana na ispitivane klase antibiotika. Kod 10 sojeva (14,7%)
utvrdena je intrinzi¢na rezistentnost na Cetiri klase antibiotika, 20 sojeva (29,4%) pokazalo je
rezistenciju na tri razlicite klase antibiotika, jedan soj (1,5%) bio je rezistentan na tri klase, a
umjereno osjetljiv na dvije, 16 sojeva (23,5%) bilo je rezistentno na tri klase, a umjereno
osjetljivo na jednu, dva soja (2,9%) bila su rezistentna na dvije klase, a umjereno osjetljiva na
jednu, jedan soj (1, 5%) bio je rezistentan na dvije klase antibiotika i umjereno osjetljiv na
druge dvije, dva soja (2,9%) bila su rezistentna na dvije klase antibiotika, dva soja (2,9%) bila
su rezistentna na jednu klasu i posljednja dva soja (2,9%) bila su umjereno osjetljiva na jednu
od ispitivanih klasa antibiotika (Graf 4.4.2.).

Rezistentnost ispitivanih sojeva na antibiotike

1,5% 2,9% 1,5% 4.4%

89,70%

M Rezistentno na 2 klase antibiotika

M Rezistentno na 1 klase antibiotika

W Rezistentno na 1 klasu AB + umjereno osjetljivo na 1 klasu AB
B Umjereno osljetljivo na 1 klasu AB

M Intrinzi¢na rezistentnost i/ili umjerena osjetljivost

Graf 4.4.2. Udio intrinzi¢no i ekstrinzi¢no rezistentnih sojeva enterobakterija
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5. Rasprava

U ovom radu odreden je ukupan broj mikroorganizama i ukupan broj enterobakterija u
rizosferi ekoloSki uzgojene zelene salate. ProsjeCne vrijednosti ukupnog broja
mikroorganizama iznosile su 6,92 + 0,12 log CFU/g za OPGL1 te 7,09 + 0,16 log CFU/g za
OPG2, dok je ukupni broj enterobakterija bio 5,68 + 0,26 log CFU/g za OPG1, te 5,23 + 0,42
log CFU/g za OPG2. Na OPG1 je udio bakterija reda Enterobacteriales u ukupnom broju
mikroorganizama veci iako je prosje¢ni ukupni broj mikroorganizama manji u odnosu na
OPG2. Upravo zbog velikog udjela enterobakterija u ukupnom broju mikroorganizama na oba
gospodarstva, moze se pretpostaviti da problem s mikrobioloSkom ispravnos$¢u vode za
navodnjavanje koji je potvrden za OPG2 u razgovoru s proizvodac¢em, postoji i na OPG1 ili
da entrobakterije dospijevaju u tlo i stajnjakom koji se koristi na oba gospodarstva.

Statistickom su analizom utvrdene znacajne razlike (Kruskal-Wallis test, p < 0,05)
izmedu CFU vrijednosti ukupnog broja mikroorganizama na OPG1 i OPG2, a isti trend je
zabiljezen i za enterobakterije. Buduc¢i da se lokaliteti s kojih su uzeti uzorci rizosfere nalaze
na geografski udaljenim podrucjima, te da OPGI1 pripada nizinskoj Hrvatskoj, a OPG2
primorskoj Hrvatskoj, moze se pretpostaviti da ih odlikuju razli¢iti klimatski uvjeti, ali 1
razli¢iti tipovi i svojstva tla te da je upravo korelacija navedenih ¢imbenika razlog
detektiranih znacajnih razlika u mikrobioti rizosfere (Ktape¢ i sur., 2016).

lako postoji znaCajan broj istrazivanja Kojima je analizirana ukupna i patogena
mikrobiota svjeZze ubranog zelenog lisnatog povréa (Guron i sur., 2019, Bigott i sur., 2022,
Berg i sur. 2009, Ibekwe i sur. 2020), mali je udio istrazivanja u kojima se prati brojnost
ukupnog broja mikroorganizama i broja enterobakterija u rizosfernom tlu. Tako se broj
enterobakterija u zelenoj salati proizvedenoj konvencionalnim uzgojem na podrucju Poljske
(Ktapec¢ i sur. 2016) kretao se od 3,48-5,48 log CFU/g, dok je u rizosferi ekoloski proizvedene
zelene salate zabiljezena vrijednost od 2,92-4,39 log CFU/g za enterobakterije i 4,92-5,41 log
CFU/g za ukupan broj mikroorganizama. Ove vrijednosti nize su za 0,24-0,5 log CFU/g za
ukupan broj mikroorganizama i 1,74-3,64 log CFU/g za ukupan broj enterobakterija u odnosu
na vrijednosti dobivene u naSem istrazivanju. Medutim, poznato je iz istraZivanja Oliveira 1
sur. (2010) i Maffeia i sur. (2016) kako postoje znacajne razlike u prevalenciji patogena u
ekoloski i konvencionalno proizvedenoj svjezoj zelenoj salati. U zelenoj salati proizvedenoj
na podru¢ju Spanjolske detektiran je zna¢ajno veéi broj enterobakterija u ekoloskoj (5,16 log
CFU/qg) u odnosu na konvencionalnu (3,80 log CFU/qg) proizvodnju (Oliveira i sur., 2010).

S obzirom da su rezultati odredivanja brojnosti ukupnih mikroorganizama 1
enterobakterija pokazali da nema statisti¢ki znacajnih razlika izmedu sorata zelene salate, za
daljnju analizu koristeno je samo rizisferno tlo sorte kristalka. 1z rizosfere kristalke izolirano
je 120 izolata na VRBG podlozi selektivnoj za enterobakterije koju su podvrgnuti MALDI-
TOF masenoj spektrometriji na temelju koje je identificirano 85 izolata reda
Enterobacteriales. Najzastupljenija vrsta bila je Enterobacter ludwigii (41,2%), potom
Enterobacter spp. (15,3%), E. bugandensis (14,1%) i Lelliottia amnigena (9,4%), dok su vrste
E. hormaechei, E. roggenkapii, Serratia liquefaciens, S. marcescens, S. fanticola, Rahnella
aquatilis, Pantoea agglomerans, Hafnia alvei, Klebsiella oxytoca i Erwinia spp., zastupljene
S <5,0%. Na temelju sli¢nosti 95% izabrano je 68 reprezentativnih izolata kojima je ispitana
osjetljivost na antibiotike. S obzirom na rezultate ispitivanja antibioticke rezistencije prema
kojima ni jedan soj nije ekstrinzi¢no rezistentan na viSe od dije klase antibiotika, u ispitivanim
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uzorcima nije bilo prisutnin MDR bakterija, nego je rezistencija na veéinu antibiotika bila
intrinzi¢no uvjetovana.

Za vecinu izoliranih i identificiranih sojeva reda Enterobacteriales unutar ovog rada
poznato je patogeno djelovanje na Covjeka, no prisutni su i fitopatogeni, ali i sojevi s
potencijalnim korisnim djelovanjem na tlo i biljku.

Enterobacter vrste kao $to su Enterobacter bugadensis (n=12), Enterobacter ludwigii
(n=35), Enterobacter hormaechei (n=3) i Enterobacter roggenkampii (n=1), identificirane u
ovom radu, uzrocniCi su brojnih infekcija zahvaljuju¢i ¢imbenicima virulencije koje
posjeduju, a to su pili, flagele, proteini vanjske membrane, kapsule, egzo i endotoksini,
sustavi za preuzimanje Zeljeza i metabolicki putovi specifi¢ni za nisu (Pati i sur., 2018). S
obzirom da su Enterobacter vrste ¢lanovi ESKAPE grupe, poznata je njhova rezistentnost na
antibiotike (Jean i Hsueh, 2017) te je za ampicilin, amoksicilin, cefalosporine 1. generacije i
cefoksitin, ona intrinzui¢no uvjetovana zahvaljuju¢i AmpC B-laktamazi (Intra i sur., 2023). S
toga je u naSem ispitivanju ekstrinziéna rezistentnost bila prisutna kod jednog soja E.
bugandensis koji je pokazao umjerenu osjetljivost na karbapeneme, dok je jedan soj E.
ludwigii pokazao umjerenu osjetljivost na kinolone. Jedan soj Enterobacter sp. bio je
umjereno osjetljiv na karbapeneme, a rezistentan na tetracikline. Jedan soj E. ludwigii bio je
rezistentan na karbapeneme, dok je drugi bio rezistentan na karbapeneme i tetracikline. Kod
ostalih sojeva bila je prisutna samo intrinzi¢na rezistentnost na ispitivane antibiotike. Pati i
sur. (2018), zakljucili su da je upravo E. bugandensis najpatogenija vrsta unutar roda
Enterobacter zbog rezistencije na cefalosporine 3. generacije, peniciline i kinolone te zbog
mogucnosti prenoSenja gena rezistencije na antibiotike putem plazmida (Pati i sur., 2018). E.
ludwigii i E. hormaechei su vrste koje pripadaju kompleksu Enterobacter cloacae koji se
sastoji od Sest vrsta (E. asburiae, E. cloacae, E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigii i E.
nimipressuralis) (Shafeeq i sur., 2020). Kompleks E.cloacae nozokomijalni su patogeni
odgovorni za infekcije povezane sa zdravstvenom skrbi (Ting-Kuang i sur., 2022; Baek i sur.,
2024). Za potencijalno patogenu vrstu E. roggenkampii, u istrazivanju Guo i sur. (2020)
utvrdeno je da pojedini sojevi mogu povecavati otpornost biljke na stres, fiksiraju dusik te
pokazuju i antagonisticku aktivnost prema patogenim mikroorganizmima poput Fusarium
moniliforme, F. cubense, Botrytis cinerea, Cyanophora paradoxa i Sporisorium scitamineum
(Guo i sur., 2020).

U ovom istrazivanju izolirane su tri vrste koje pripadaju rodu Serratia i to S.
liquefaciens, S. fonticola i S. marcescens. Za sve tri vrste poznata je intrinzi¢na rezistencija na
peniciline, B-laktame, cafalosporine 1. i 2. generacije te nitrofurantoine (Kunjalwar i sur.,
2024), no ekstrinzi¢na rezistentnost nije bila odredena ni za jedan od ispitivanih sojeva. S.
liquefaciens nije uobi¢ajena komponenta ljudske fekalne mikrobiote stoga se veéina infekcija
kod ljudi dobiva egzogeno. Ona uzrokuje osteomijelitis, infektivni artritis, endoftalmitis i
meningitis, sepsu, tromboflebitis i ulkus roznice (Donnenberg, 2015). S. fonticola se povezuje
s infekcijama mokra¢nog sustava, endokarditisa, infekcije koze dijabeti¢kog stopala, infekcije
bilijjarnog trakta i krvotoka, cerebelarnog apscesa i septickog artritisa (Kunjalwar i sur., 2024).
S. marcescens uzrokuje brojne oportunisticke i nozokomijalne infekcije (upale pluca, sepsu,
meningitis, peritonitis, endokarditis, artritis, osteomijelitis, keratitis te infekcije mokra¢nog
sustava i koze) (Zivkovic Zaric i sur., 2023; Tavares-Carreon i sur., 2023).
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Lelliottia amnigena izaziva infekcije kod ljudi s oslabljenim imunitetom. lako se
smatra da je postotak virulencije nizak, zabiljezeno je nekoliko slucajeva infekcija kod ljudi,
kao $to su endoftalmitis, infekcija mokra¢nog sustava, pionefroza i sepsa (Birlutiu i sur.
2023). L. amnigena se smatra prirodno rezistentnom na cefalosporine 1. i 2. generacije, ali i
na peniciline, cefalosporine 3. i 4. generacije te nitrofurantoine (Birlutiu i sur., 2023; Parashar
i sur., 2023). | u nasem ispitivanju L. amnigana (n=8) pokazala je intrinzi¢nu rezistenciju na
navedene antibiotike, dok ekstrinzi¢na rezistentnost nije bila dokazana ni za jedan od
ispitivanih antibiotika.

U uzorku s OPGL identificirana je i vrsta Rahnella aquatilis (n=1) koja je poznata kao
oprotunisticki patogen koji uzrokuje ¢itav niz infekcija kod imunokompromitiranih bolesnika
(Bellais i sur., 2001; Lee i sur., 2019), a u ovom istrazivanju potvrdena je samo njezina
intrinzi¢na rezistentnost na  penicilin, nitrofurane i cefalosporine 1. i 2. generacije, te
umjerena osjetljivost na cefalosporine 3. i 4. generacije, ekstrinzi¢na rezistentnost nije
ustanovljena. U uzorku s OPG2 izolirena su dva izolata Klebsiella spp., od kojih je jedna
identificirana kao Klebsiella oxytoca, koja se zapravo smatra kompleksom od najmanje 6
vrsta (K. grimontii, K. huaxiensis, K. michiganensis, K. oxytoca, K. pasteurii i K.
spallanzanii). Klebsiella vrste inace su sastavni dio mikrobiote Gl trakta zivotinja te putem
stajnjaka dolaze u tlo preko kojeg se $ire u biljke $to su dokazali Yu i sur. (2018) detektirajuci
K. pneumoniae u zelenoj salati sugeriraju¢i na koriStenje gnojiva na bazi izmeta tijekom
uzgoja povréa (Yu i sur., 2018). K. oxytoca vazan je ljudski patogen koji uzrokuje brojne
infekcije u rasponu od blagog proljeva do po zivot opasne bakterijemije i meningitisa (Yang i
sur., 2022). Kod Klebsiella spp., urodena je rezistencija na ampicilin posredovana [-
laktamazama (AndraSevi¢ i sur., 2009) §to je potvrdeno i u ovom radu, dok je K. oxytoca
pokazala ekstrinzi¢no uvjetovanu umjerenu osjetljivost na cefalosporine 1. i 2. generacije.
Unato¢ patogenom djelovanju na Covjeka, Klebsiella spp. pripadaju PGPR (eng., Plant
growthpromoting rhizobacteria) koje djeluju kao asocijativni fiksatori dusika kod biljaka kao
Sto su kukuruz, pSenica, krumpir, Se¢erna repa 1 suncokret (Spaseni¢, 2018).

Nasuprot Klebsiella spp. koje mogu imati korisno djelovanje na rast biljaka, u nasem
ispitivanju identificirana je i Erwinia spp. (n=1) koja se smatra se biljnim patogenom za vrste
biljaka iz porodica Rosaceae, Myrtaceae i Cucurbitaceae. Erwinia spp. koje se smatraju
naj¢es¢im biljnim patogenima su E. pyrifoliae, E. tracheiphila i E. psidii (Morgan i sur.,
2022). Ispitivanjem antibioticke rezistencije Erwinia spp., utvrdena je njezina osjetljivost na
sve ispitivane antibiotike.

Jo$ jedna identificirana vrsta u ovom istrazivanju je Hafnia alvei (n=2) koja obi¢no
obitava u rijekama i ribogojilistima, ali i u zagadenim vodama i kanalizaciji. Podaci 0
rezistenciji na antibiotike pokazuju da je ova bakterija prirodno rezistentna na vecinu klinicki
vaznih antibiotika, ali i na Kolistin, antibiotik posljednjeg izbora u tretiranju infekcija
izazivanih enterobakterijama (Ramos-Vivas i sur., 2022). U naSem ispitivanju 0Sim
intrinzi¢ne rezistencije H. alvei na peniciline, B-laktame, nitrofurane, cefalosporine 1. i 2.
generacije, dokazana je 1 rezistentnost na tetracikline koja se smatra ekstrinzi¢no
uvjetovanom. Osim patogenog djelovanja na covjeka (gastroenteritis, meningitis,
bakterijemija, upala plu¢a, nozokomijalna infekcija rana, endoftalmitis) (Joshua i sur., 2018;
lonescu i sur., 2022), postoje i potencijalno korisni sojevi, uglavnom za kontrolu proliferacije
drugih mikroorganizama kao sto su Salmonella spp., Bacillus spp., ili neki serotipovi E. coli,
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uklju¢ujuéi enterotoksigene sojeve. H. alvei je takoder uklju¢en u popis mikroorganizama s
pozeljnim doprinosom fermentaciji hrane, a smatra se da neki sojevi imaju i probioticka
svojstva (Ramos-Vivas i sur., 2022).

Pantoea agglomerans, izolirana iz nasih uzoraka (n=1), koja se nalazi u tlu, kukcima,
hrani te u klinickim uzorcima ljudi, moze uzrokovati po zivot opasne infekcije kod
imunosuprimiranih pojedinaca, starijih osoba, novorodencadi i dojencadi ukljucujuéi
septikemiju, upalu pluca, septicki artritis, infekcije rana i zglobova te meningitis, a odgovoran
je i za profesionalne respiratorne bolesti. Istrazivanje Guevarra i sur. (2021) pokazalo je da je
P. agglomerans intrinzi¢no otporna na klini¢ki vazne antibiotike kao $to su penicilin G,
bacitracin, rifampicin, vankomicin i1 fosfomicin, no u naSem istrazivanju, ispitivani soj
pokazao je intrinzi¢nu rezistenciju samo na nitrofurane. Unato¢ patogenosti, razliciti sojevi P.
agglomerans pokazuju inhibitorno djelovanje prema fitopatogenima mikroorgnizmima, sto ih
¢ini pozeljnim sredstvom za biokontrolu.
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. Zakljucak

Ukupni broj bakterija u uzorcima rizosfernog tla ekoloski uzgojene zelene salate sorti
kristalka, puterica i hrastov list sakupljenim s dva obiteljsko poljoprivredna
gospodarstva (OPG1 i OPG2) iznosio je 6,92 + 0,12 log CFU/g za OPGI te 7,09 +
0,16 log CFU/g za OPG2, dok je ukupni broj enterobakterija bio 5,68 + 0,26 log
CFU/g za OPGl1, te 5,23 + 0,42 log CFU/g za OPG2. Statistickom analizom utvrdene
su statisticki znacajne razlike za ukupan broj mikroorganizama i ukupan broj
enterobakterija izmedu OPG1 i OPG2 (Kruskal-Wallis, p < 0,05), ali statisti¢ki
Znacajne razlike nisu bile prisutne izmedu sorata (> 0,05).

Enterobakterije ¢ine znacajan udio ukupne mikrobiote rizosfere zelene salate s
prevalencijom od 1,3 do 8,8%.

Iz rizosfere zelene salate sorte kristalka s dva OPG-a izolirano je 120 izolata na VRBG
podlozi selektivnoj za enterobakterije. Nakon analize izolata MALDI-TOF masenim
spektrometrom identificirana su tri roda i 12 vrsta enterobakterija medu kojima je
najzastupljenija bila Enterobacter ludwigi (n=35).

Rep-PCR metodom detektirana je znacajna unutarvrsna raznolikost enterobakterija te
se ova metoda pokazala korisnom za probir sojeva (n=68) na temelju njihove sli¢nosti
od >95%.

Ispitivanjem antibioticke rezistencije, jedan soj pokazao je ekstrinzi¢no uvjetovanu
rezistenciju na dvije klase antibiotika (1,5%), dva soja bila su rezistentna na jednu
klasu (2,9%), jedan soj bio je rezistentan na jednu klasu antibiotika (1,5%), a umjereno
osjetljiv na drugu, dok su tri soja bila umjereno osjetljiva na jednu klasu antibiotika
(4,4%). Sest sojeva bilo je osjetljivo na sve ispitivane antibiotike, dok je kod ostalih
sojeva (n=55) rezistentnost ili umjerena osjetljivost intrinzi¢no uvjetovana.

Kao najdjelotvorniji antibiotici pokazali su se sulfametoksazol (25 ng), sorfloksacin
(10 png) i sobramicin (10 ug), dok je najslabija djelotvornost zabiljeZzena za ampicilin
(10 pg), amokscilin (30 pg) te cefazolin (30 pg).

. Medu izoliranim bakterijama identificirane su vrste s korisnim djelovanjem na rast
biljaka i zdravlja ljudi, ali i brojni potencijalni patogeni sojevi multirezistentni na
antibiotike.
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8. Prilozi

Relativna sli¢nost (%)

=3
2 g & 2 2 = 8 g
55,6 VO01_K2-10  Enterobacter bugandensis
1 V02_K3-06 Enterobacter bugandensis
VO02_K3-04  Enterobacter sp.
V02_K3-09  Enterobacter sp.
V02_K3-10 Enterobacter sp.
V02_K1-05  Enterobacter bugandensis
V02_K1-10  Enterobacter sp.
VO02_K1-04  Enterobacter sp.
V02_K1-07  Enterobacter sp.
K02_K1-07  Enterobacter bugandensis
K02_K1-08 Enterobacter bugandensis
V02_K2-01  Enterobacter bugandensis
V02_K2-04  Enterobacter bugander
V02_K2-05 Enterobacter bugandensis
V02_K2-07 Erwinia sp.
VO01_K3-05  Enterobacter bugandensis
VO01_K3-09 Enterobacter sp.
VO01_K2-05  Serratia liquefaciens
VO01_K2-09  Serratia liquefaciens
V02_K1-06  Enterobacter bugandensis
VO01_K3-01 Rahnella aquatilis
V02_K1-02  Enterobacter bugandensis
V02_K1-01  Enterobacter bugandensis
V02_K3-05  Enterobacter sp.
V02_K3-07  Enterobacter sp.
V02_K3-08 Enterobacter sp.
KO02_K2-09 Enterobacter sp.
VO02_K2-09  Raoultella sp. ili Klebsiella sp.
V02_K2-10  Raoultella sp. ili Klebsiella sp.
KOI_K1-09  Lelliottia amnigena
KO01_K1-10  Lelliottia amnigena
KO01_KI1-07  Lelliottia amnigena
KO01_K3-10 Lelliottia amnigena
VO1_K2-01  Lelliottia amnigena
KO01_K3-03  Lelliottia amnigena
K02_K1-10  Enterobacter hormaechei
484 K02 _K3-08 Enterobacter hormaechei
K02_K3-10  Enterobacter hormaechei
KO1_K2-02  Enterobacter ludwigii
KO01_K2-03  Enterobacter ludwigii
K01_K2-04  Enterobacter ludwigii
K01_K1-08 Enterobacter ludwigii
K01_K2-01  Enterobacter ludwigii
KO01_K2-07  Enterobacter ludwigii
KO1_K2-09  Enterobacter ludwigii
K01_K3-06 Enterobacter ludwigii
V02_K1-08  Enterobacter ludwigii
V02_K2-02  Enterobacter ludwigii
K01_K1-05  Enterobacter sp.
V02_K2-08 Enterobacter ludwigii
VOI_K1-02  Enterobacter ludwigii
VO1_KI1-04  Enterobacter ludwigii
VO01_K1-05  Enterobacter ludwigii
VO01_K1-09  Enterobacter ludwigii
VO01_K2-04  Enterobacter ludwigii
VO01_K2-06  Enterobacter ludwigii
VO01_K3-03  Enterobacter ludwigii
VO01_K3-10  Enterobacter ludwigii
VO01_K3-06  Enterobacter ludwigii
V02_K2-03 Enterobacter ludwigii
444 KO01_K3-02  Enterobacter ludwigii
KO01_K3-04  Enterobacter ludwigii
KO01_K1-04  Enterobacter ludwigii
KO01_K3-05 Enterobacter ludwigii
58.9 V02_K3-01  Enterobacter ludwigii
KO01_KI1-03  Enterobacter ludwigii
KO01_K1-06 Enterobacter ludwigii
VO01_K3-07 Enterobacter roggenkampii
VO01_K1-03  Enterobacter ludwigii
VO01_K1-07  Enterobacter ludwigii
VO01_K1-01  Enterobacter ludwigii
VO01_K1-08  Enterobacter ludwigii
587 VO01_K1-10  Enterobacter ludwigii
. VO01_K3-08  Enterobacter ludwigii

V02_K1-09  Pantoea agglomerans
K01_K3-08 Enterobacter ludwigii
V01_K2-07 Hafnia alvei

83,3 VO01_K1-06  Serratia marcescens
65,4 VO02_K2-06 Klebsiella oxytoca
V01_K2-02  Hafnia alvei
83,9 KO01_K2-08  Serratia fonticola
66,7 KO01_K3-07 Serratia fonticola

VO01_K2-03  Enterobacter sp.
61, VO01_K3-02  Lelliottia amnigena
VO01_K3-04  Lelliottia amnigena
Slika 8.1. Dendrogram za sojeve reda Enterobacteriales konstruiran na temelju rep-PCR
obrazaca dobivenih amplifikacijom s pocetnicom GTGS5, namijenjen selekciju sojeva

temeljem 95% sli¢nosti
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