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Sazetak

Diplomskog rada studentice Doris Repinec, naslova

Utjecaj ozona na vrste Klebsiella pneumoniae rezistentne na karbapenem i kolistin

Rastuéa prevalencija multirezistentnih sojeva Klebsiella pneumoniae otpornih na
karbapeneme i kolistin, antibiotike posljednje linije obrane u lijeCenju infekcija izazvanih
enterobakterijama, predstavlja alarmantan problem na globalnoj razini. Stoga je nuzno
pronadi alternativne nacine kako kontrolirati Sirenje ovakvih bakterija u otpadnim vodama i
bolnickom okruzenju. Ozon, kao jaki antimikrobni agens, predstavlja jedan od potencijalnih
nacina kontrole. Stoga je cilj ovog istrazivanja ispitati baktericidan uc¢inak ozona otopljenog u
vodi, apliciranog s dvije koncentracije (2 i 4 ppm) te u obliku kapljica ili maglice, na
reprezentativne multirezistentne sojeve K. pneumoniae (n=12). Utvrdeno je da ozon otopljen
u vodi pokazuje znac¢ajan antimikrobni ucinak. Efikasnost djelovanja, u pravilu, znacajno ovisi
o koncentraciji ozona, a samo kod Cetiri soja K. pneumoniae i o nacinu aplikacije. lako su svi
ispitivani sojevi K. pneumoniae osjetljivi na obje koncentracije i naine aplikacije, postotak
prezivljavanja ovisi o kombinaciji tretmana. Ozon koncentracije 4 ppm, apliciran u obliku
kapljica, pokazao se kao najefikasniji u suzbijanju rasta sojeva K. pneumoniae. Stopa
prezivljavanja reprezentativnih sojeva tretiranih koncentracijom ozona od 4 ppm u obliku
kapljica iznosila je 0,19 do 1,85%. Koncentracija ozona 2 ppm apliciranog u obliku maglice,
pokazala se najmanje efikasnom sa stopom prezivljavanja testnih izolata od 1,30 do 86,98%.

Kljucne rijeci: ozon, kapljica, maglica, Klebsiella pneumoniae, multirezistentni sojevi



Summary

Of the master’s thesis — student Doris Repinec, entitled

The effect of ozone on carbapenem and colistin resistant Klebsiella pneumoniae species

The growing prevalence of multidrug-resistant strains of Klebsiella pneumoniae resistant to
carbapenems and colistin, a last-line antibiotic defense in the treatment of enterobacterial
infections, is an alarming and global problem. It is, therefore, necessary to find alternative
ways to control the spread of such bacteria in wastewater and the hospital environment.
Ozone, as a strong antimicrobial agent, is one such potential way of control. This study aims
to examine the bactericidal effect of ozone dissolved in water. The effect of two
concentrations of agqueous ozone, 2 and 4 ppm, applied in the form of droplets or fog, on
representative multiresistant strains of K. pneumoniae (n=12) was examined. Ozone dissolved
in water showed a significant antimicorbial effect. Ozone efficiency, in general, depends
significantly on concentration, whereas ozone efficiency towards four strains of K.
pneumoniae depended on both concentration and application method. Although all tested K.
pneumoniae strains are sensitive to both concentrations and type of application, the survival
rate depends on the combination of treatments. The concentration of ozone of 4 ppm applied
as droplets proved to be most effective in controlling the growth of K. pneumoniae strains
(0.19 to 1.85%). Ozone concentration of 2 ppm in the form of fog was the least effective as
the survival rate of tested bacteria varies from 1.30 up to 86.98%.

Keywords: ozone, droplets, fog, Klebsiella pneumoniae, multiresistant strains



1. Uvod

Klebsiella pneumoniae je sveprisutna bakterija koja uzrokuje velik broj humanih, ali i
Zivotinjskih infekcija. MozZe se naci u gastrointestinalnom traktu (Gl) pacijenata koji su primili
mnogo antibiotika tijekom Zivota ili su dugo boravili u bolnici te prosli invazivno lijecenje.
Uzrokuje mnoge infekcije vezane uz intenzivhu skrb i dugotrajno lije¢enje poput sepse,
infekciju kirurskih rana, upalu pluéa vezanu uz primjenu respiratora te infekcije mokraé¢nog
sustava.

Ozon (03) je bezbojni plin Ciji se miris najceSc¢e opisuje kao miris zraka nakon proljetne
oluje. Izuzetno je postojan te se smatra jednim od najjacih oksidansa. Nastaje visokim unosom
energije koja dijeli molekulu kisika (O2), a isto tako se vrlo brzo kombinira s dostupnim kisikom
kako bi stvorio reaktivni O3 (Baysan i Beghton, 2007). Povisene koncentracije troposferskog
(prizemnog) ozona mogu nastetiti zdravlju ljudi, Zivotinja i biljaka, a uzrokuju Stete i na
razli¢itim materijalima. Zbog toga je pracenje koncentracije prizemnog ozona sastavni dio
pracenja kvalitete zraka.

Ozon ima Siroku primjenu te se stvara iz kisika Sto eliminira potrebu za koristenjem
kemikalija ili drugih opasnih proizvoda. Puno je sigurniji za upotrebu od jakih nagrizajucih
kemikalija te ima izvrsnu ucinkovitost. Njegova primjena danas je Siroko rasprostranjena u
razne svrhe, medicinske, prehrambene, poljoprivredne i dr. Stetan u¢inak ozona na patogene
mikroorganizme koristi se u postrojenjima za odvodenje otpadnih voda, konzerviranje mesa i
dr.

Ozon je snazan oksidirajuci agens kojeg karakterizira sposobnost uniStavanja velikog
broja mikroorganizama, ali njegova terapijska primjena kao i oblik primjene je kontroverzna
(Benoit i sur., 1995). ZabiljeZzeno je kako ozon znacdajno smanjuje broj bakterija u zarazenom
dentinu (Baysan i Beighton, 2007). Prilikom ozoniranja patogenih bakterija poput K.
pneumoniae dolazi do znatnog smanjenja broja stanica. Prabakaran i sur. (2012) smatraju da
lije¢enje ozonom u trajanju od samo nekoliko minuta ima snaZan utjecaj na inaktivaciju
patogenih mikroorganizama. On inhibira njihov rast uniStavajuci njihovu stani¢nu stijenku i
membranu zbog cega mikroorganizam ne moZze preZivjeti. Koncentracija ozona koja moZze ubiti
bakterije iznosi 0,04 do 0,1 ppm. Toksi¢an je za male Zivotinje u rasponu od 3 do 12 ppm
(Stockinger, 1959), a ljudi osjec¢aju miris ve¢ pri 0,02 do 0,04 ppm te se pritom moZe pojaviti
glavobolja.

Danas sve vedi problem u svijetu postaju infekcije uzrokovane Klebsiellom pneumoniae
koja je rezistentna na vise klase antibiotika (multirezistentna). ZabiljeZen je sve vedi broj sojeva
K. pneumoniae otpornih na beta-laktamske antibiotike koji se najcesée koriste u lijecenju
infekcija uzrokovanih bakterijama iz reda Enterobacterales. Medutim, narocito velik problem
predstavljaju karbapenem producirajuéi sojevi K. pneumoniae (KPC; engl. carbapenem-
producing) koji su otporni na karbapeneme i kolistin kao antibiotike posljednje linije obrane u
lijeCenju infekcija izazvanih ESBL-produciraju¢im enterobakterijama. Takvi sojevi K.
pneumoniae vrlo se lako mogu proSiriti u bolni¢koj sredini i izazvati infekcije, osobito kod ljudi



s oslabljenim imunoloskim sustavom. Time K. pneumoniae, otporna na ova dva antibiotika,
postaje sve veli problem na globalnoj razini. Zbog toga je od izuzetne vaznosti kontrolirati
njeno daljnje Sirenje u bolnickom okruZenju i otpadnim vodama u kojima cini znadajan udio
populacija mikroorganizama.

Bududi da je ozon izuzetno snazno antimikrobno sredstvo, smatra se da ¢e efikasno
inhibirati rast viSestruko rezistentnih bakterija K. pneumoniae. Medutim, efekt ¢e ovisiti o
koncentraciji i na¢inu na koji je ozon apliciran.

1.1. Hipoteze i ciljevi rada

Opdi cilj ovog rada je odrediti utjecaj razli¢itih koncentracija ozona (4 ppm i 2 ppm)
apliciranog u obliku kapljica ili u obliku maglice na karbapenem i kolistin rezistentne sojeve
Klebsiella pneumoniae izolirane iz komunalnih i bolnickih otpadnih voda.

Hipoteza ovog istraZivanja je da ¢e ozon pri koncentracijama od 2 i 4 ppm pokazati
baktericidno djelovanje prema odabranim multirezistentnim sojevima K. pneumoniae, da ¢ée
nacin aplikacije utjecati na njegovu efikasnost i da ¢e se pokazati kao korisno sredstvo za
kontrolu Sirenja ovih bakterija.

Specifi¢ni ciljevi rada:

1. Genotipizirati multirezistentne sojeve K. pneumoniae izolirane iz komunalnih i
bolni¢kih otpadnih voda.

2. Odrediti i usporediti baktericidan ucinak dviju koncentracija ozona otopljenog u
vodovodnoj vodi (2 i 4 ppm).

3. Odrediti i usporediti baktericidan ucinak ozona apliciranog u obliku kapljica i
maglice.



2. Pregled literature
2.1. Ozon

2.1.1. Karakteristike

Ozon je plin blijedo plave boje i karakteristicnog jakog mirisa koji podsje¢a na svjezi
zrak. Sastavljen je od tri atoma kisika, a prisutan je na zemlji i sudjeluje u prirodnom ciklusu.
Prvi ga je otkrio Christian Friedrich Schonbein 1840. godine. Postoji nekoliko metoda za
stvaranje ozona u industriji: pomocu ultraljubicastog i termalnog zracenja te kemijskom,
elektrolitickom i kemijsko nuklearnom metodom. Ozon se moZe proizvesti u generatorima
upotrebom UV zracenja ili ionizatorom plazma polja, takozvanim korona efektom. Takvi
generatori sadrze reaktore koji isuseni zrak ili kisik koriste kao izvorni plin i pretvaraju ga u
ozon. Dodavanjem visokog napona molekula kisika se dijeli na dva atoma kisika. Atomi se
potom mogu kombinirati s drugim molekulama kisika koje ¢ine molekulu s tri atoma kisika
odnosno ozon. Ozon se stvara i u prirodi prilikom grmljavine kada elektri¢ni izboj stvara
ugodan miris Cistog i svjeZzeg zraka.

NajceSc¢e se nalazi u plinovitom obliku, iako mozZe biti prisutan u sva tri agregatna
stanja. PoluZivot (engl. half-life) ozona je puno kraci u vodi nego u zraku. PoviSena temperatura
mu smanjuje postojanost, neovisno u kojem otapalu se nalazi. Objavljeno istrazivanje
McClurkina i Maiera (2010) pokazuje poluzZivot ozona od 20 minuta za ozon otopljen u vodi na
20 °C, a 25 sati za ozon na suhom zraku pri 24 °C. U mnogim situacijama, uz kretanje zraka,
vise temperature i normalnu relativnu vlaznost, poluzivot ozona u zraku je oko 30 minuta do
jednog sata ili ¢ak i manje. U zatvorenom prostoru ventilacija ée rasprsiti ozon, Sto znadi da se
razina koncentracije vrlo brzo moze smanijiti.

O3 veoma je nestabilna molekula, $to znaci da ¢im naide na drugu molekulu, sudara se
s njom i time se razgraduje. Pri tom oslobodeni atomi ponovno formiraju kisik zajedno sa
slobodnim atomima druge molekule. Ozon je vrlo reaktivna molekula koja ima izuzetno jaka
oksidacijska svojstva (Varga i Szigeti, 2016). Sposobnost oksidacije ¢ini ga moénim
dezinficijensom jer moZe unistiti vec¢inu bakterija u vodi i zraku. U razli¢itim uvjetima moze
ulaziti u interakcije s gotovo svim tvarima i kemijskim elementima i tako smanjiti njihovu
toksi¢nost pretvarajuci ih u manje opasne. Na primjer, cijanidi prelaze u cijanite koji su puno
sigurniji za Zive organizme. Takoder, snazan oksidacijski potencijal ozona omoguéuje mu da
lako reagira s drugim molekulama te ih rastvara odnosno transformira. Ozon u potpunosti
dezinficira vodu, inaktivira viruse, oksidira i razgraduje organske tvari u vodi te oksidira
mangan i Zeljezo. Brzog je baktericidnog ucinka ve¢ pri koncentracijama od 2 do 4 mg/L uz
vrijeme kontakta od 4 do 10 minuta. Njegovi nedostaci ocituju se u velikim pogonskim ili
investicijskim troSkovima (tri puta je skuplji od primjene elementarnog klora) te velika
korozivnost i opasnost pri rukovanju.

Na sobnoj temperaturi gotovo je bezbojan plin. Pri niskim temperaturama (-112 °C)
kondenzira se u tamnoplavu tekucinu, a pri atmosferskom tlaku i temperaturi 0 °C gustoca



ozona je nesto veéa od gustoce zraka. Kod nagle promjene temperature ili tlaka moze doci do
eksplozije ozona s elektri¢nim iskrama.

Ozon je vazan sastavni dio atmosfere koja ga sadrzi u koli¢ini od 0.01 ppm —0.04 ppm
i tako regulira razinu bakterija i plijesni u prirodi. Koli¢ina ozona u zraku iznosi svega 0.001%,
$to je relativno malo s obzirom na njegovu ulogu u Zemljinoj atmosferi. Ozon se nalazi u dva
sloja zemljine atmosfere, stratosferi i troposferi. Veéi dio ozona (oko 90%) nalazi se u
stratosferskom sloju ili takozvanoj ozonosferi na 20 do 50 kilometara nadmorske visine, a
poznat je i pod nazivom ,0zonski omotac”. Ozonski omota¢ omogucava Zivot na Zemlji. Drugi,
manji dio ozona (oko 10%) nalazi se u troposferi, nizem dijelu atmosfere do otprilike 10
kilometara od Zemljine povrsine. U zadnjih 50 godina udvostrudila se koli¢ina ozona u
stratosferi kao posljedica oneciséenja izazvanih prometom i industrijom. Tako ozon dolazi u
kontakt sa Zivim organizmima te u ve¢im koncentracijama moze biti visoko toksican i ostetiti
povrsinsko tkivo biljaka i Zivotinja. Takoder, Stetno djeluje i na prinos usjeva, rast Suma, pa i
ljudsko zdravlje. Stratosferski sloj ozona upija veci dio (oko 77%) Stetnog bioloski aktivnog
djelovanja suncevih ultraljubicastih UV-B zraka Sto moZe loSe djelovati na Zive organizme na
Zemlji i sva materijalna dobra. IzloZzenost UV-B zrakama za ljude predstavlja opasnost od raka
koZe, oStecenja oka te oslabljenja imunoloSkog sustava (Longstreth i sur., 1998). Problem s
koli¢inom ozona utjece i na globalno zagrijavanje. Ozonski omotac je podruéje u atmosferi koje
se naziva i ,Zemljin prirodni zastitni filter od Sunca“ jer ima sposobnost eliminirati
ultraljubicaste zrake prije nego one dodu do povrsine Zemlje. Smanjenjem koncentracije
ozona u ozonskom omotacu dolazi do formiranja ozonskih rupa. One predstavljaju podrucja
izrazito prorijedenog stratosferskog ozona, a kroz njih dio ultraljubicastog zrac¢enja prodire do
Zemljine povrsSine i stvara velike probleme za okolis i zdravlje ljudi.

2.1.2. Utjecaj ozona na mikroorganizme

Oksidacijska sposobnost ozona, alotropnog oblika kisika, odavno je poznato da je
ucinkovita u inaktivaciji patogenih mikroorganizama (Ohlmuller, 1892). Osim antimikrobnog
svojstva, ozon je adekvatan za primjenu zbog svoje izuzetne nestabilnosti uslijed koje se brzo
raspada na bezopasni molekularni kisik (O02). Ozon ima razarajuce djelovanje na bakterije Sto
rezultira oSte¢enjem membrane stanica, citoplazmatske membrane i DNA te time bakterije
gube sposobnost odupiranja ozonskom napadu.

Poznata su dva moguca mehanizma inaktivacije mikroorganizama. Prvi je oksidacija
sulfhidrilnih skupina i aminokiselinskih ostataka enzima, peptida i proteina. Drugi mehanizam
ukljucuje oksidaciju polinezasi¢enih masnih kiselina do peroksida. Tijekom faze inicijacije zbog
aktivnosti ozona, molekula vodika (H2) oslobada se od ostatka molekule nezasi¢ene masne
kiseline. Time slobodni radikali s nesparenim elektronom u atomu ugljika ostaju bez vodika.
Sljedeca faza obuhvacda preuredenje dvostrukih veza Sto dovodi do stvaranja konjugiranih
veza. Nakon faze inicijacije koja je praéena nizom kemijskih reakcija, lipidi su potpuno
peroksidirani. Produkti peroksidacije mijenjaju fizicka svojstva stani¢énih membrana izazivajuci
njihovu depolarizaciju i inhibiranje aktivnosti enzima i transportnih proteina. Reakcija s jakim
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oksidacijskim sredstvom kao $to je ozon moZe dovesti do oksidacije aminokiselina, proteina i
nukleinskih kiselina (Greene i sur., 2012). Smatra se da je uniStavanje stanicne membrane
glavni uzrok koji dovodi do sekundarnog oste¢enja DNA i na kraju smrti stanice (Antoszewski i
Madej, 1997; Antoszewski i sur., 2004).

Brojna istrazivanja potvrdila su bakteriocidno djelovanje ozona na razliCite
mikroorganizme ukljucujuéi Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije (Brodowska i sur.
2014). Poznato je da su Gram-pozitivne bakterije, koje imaju veci sadrzaj peptidoglikana u
stani¢noj stjenci, osjetljivije na djelovanje ozona u vodenoj fazi od Gram-negativnih. Isto tako,
bakterijske spore znatno su otpornije na u¢inak ozona od vegetativnih stanica (Greene i sur.,
2012). Glavni razlog inaktivacije bakterijskih spora je gubitak sposobnosti klijanja, a ne
osStecenje DNA.

Rickloff (1987) je proveo istrazivanje kako bi se utvrdila izvedivost sterilizacije povrsina
vodom zasi¢enom ozonom. U istrazivanje su bile uklju¢ene spore Bacillus subtilis i Clostridium
sporogenes koje nisu pokazivale znacajne razlike u otpornosti na ozon. Obje vrste su
deaktivirane 10-minutnim izlaganjem tretmanu ozonom na sobnoj temperaturi.

Bakterije, ukljucujuci Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus
megaterium, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri i Vibrio kolere osjetljive su na
ozoniranu vodu pod raznim uvjetima (Broadwater i sur., 1973). Povedeni tim informacijama
Restaino i sur. (1995) utvrdili su antimikrobni u¢inak ozonirane vode na Cetiri Gram-negativne
i Cetiri Gram-pozitivne bakterije te dva kvasca i spore Aspergillus niger. Antimikrobni ucinak
nastojali su utvrditi na dva nacina, ozoniranom vodom s i bez dodatka organskog materijala.
Time je utvrdeno da su Salmonella typhimurium i Escherichia coli trenutno inaktivirane pri
doticaju s ozoniranom vodom, neovisno o dodatku organskog materijala. Stopa smrtnosti
medu Gram-negativnim bakterijama nije bila znacajno razli¢ita (p>0,05). Gram-pozitivhe
bakterije bile su znacajno vise osjetljivije na utjecaj ozonirane vode. Ispitivani kvasci, Candida
albicans i Zygosaccharomyces bailii inaktivirani su trenutno u ozoniranoj vodi, dok su spore
Aspergillus niger inaktivirane tek nakon 5-minutne izloZenosti ozoniranoj vodi. Stanice
komenzalne gljive Candida albicans nakon izlaganja ozoniranoj vodi tijekom jedne minute
gotovo da nisu postojale (Arita i sur., 2005). Elektronsko mikroskopskom analizom ipak je
utvrdena mala koli¢ina C. albicans na ploci nakon izlaganja ozoniranoj vodi.

Fungicidno djelovanje ozona slicno je baktericidnom zbog mehanizma oSteéenja
stanicne membrane (Freitas-Silva i Venacio, 2010). Utjecaj ozona na kvasce i plijesni razlicit je
ovisno o kojoj se vrsti radi. Uc¢inkovitost plinovitog ozona na inaktivaciju mikroorganizama
pokazala je jednake rezultate kao i u€inak ozonirane vode. Jedina razlika je vrijeme tretiranja
mikroorganizama kako bi se postigao Zeljeni ucinak, to jest njihova inaktivacija. Tretman
plinovitim ozonom pokazao je manji vremenski period za potpuno uniStenje patogenih
bakterija, npr. E. coli u potpunosti je uniStena za 7,5 minuta, isto kao i kvasci. Drugi tretman,
ozoniranom vodom, trajao je nesto duZe, 15 minuta, kako bi se postigao identi¢an ucinak s
istim mikroorganizmima (Zorgulenc i sur., 2008). Istoimeno istrazivanje dokazalo je vecu
osjetljivost kvasaca na ozon od plijesni.



Ozon se smatra ucinkovitim sredstvom za inaktivaciju virusa jer virusi mogu reagirati
direktno s ozonom ili indirektno putem njihovih radikala nakon raspada ozona. Ozon reagira s
aminokiselinama, proteinima i nukleinskim kiselinama $to dovodi do inaktivacije virusa. Virusi
povezani sa stanicama puno su otporniji na djelovanje ozona od slobodnih virusa (Emerson i
sur.,1982). Dovoljna je mala koncentracija ozona (1 mg/L) tijekom 1 minute kako bi se smanjio
broj virusnih cestica. Ozon unisStava viruse difuzijom kroz proteinski omota¢ u jezgru
nukleinske kiseline Sto rezultira oSte¢enjem virusne RNA. U viSim koncentracijama, ozon
oksidacijom unistava vanjsku proteinsku ovojnicu.

Postoje saznanja kako ozon djeluje na protozoe, jednostani¢ne eukariotske organizme.
Protozoe mogu biti u potpunosti bezopasne, ali mogu i uzrokovati razli¢ite bolesti te ih kao
takve karakteriziramo kao parazite. Djelovanje ozona na protozoe nije smrtonosno veé samo
onemogucuje njihovo razmnoZzavanje te tako ne mogu nanijeti Stetu ljudskom organizmu.
Inade, one u ljudsko tijelo ulaze konzumacijom zarazene hrane ili vode i uzrokuju razlicite
bolestiitegobe te ih je potrebno ukloniti. Djelovanjem ozona moze se unistiti oko 90% parazita
u hrani (Korich i sur., 1990).

2.1.3. Primjena ozona

Ozon je snazno antimikrobno sredstvo s brojnim potencijalnim primjenama u Sirokom
spektru djelatnosti u plinovitom ili teku¢em agregatnom stanju. Visoka reaktivnost,
probojnost i spontano razlaganje na netoksicni proizvod (O3) ¢ine ga odrzivim dezinficijensom
za osiguravanje mikrobioloske sigurnosti. Postupci dezinfekcije poput naprednih tehnologija
oksidacije i mikrobnog tretmana UV zrakama redovito se koriste u kombinaciji s ozonom za
postizanje ucinkovite dezinfekcije. Ozon se desetlje¢ima koristi u mnogim zemljama, a
nedavno je u SAD-u dobio status sigurnog plina. U plinovitoj ili vodenoj fazi ucinkovit je protiv
veéine mikroorganizama. Relativno niske koncentracije ozona i kratko vrijeme kontakta
dovoljni su za inaktivaciju bakterija, plijesni, kvasaca, parazita i virusa. Osjetljivost
mikroorganizama na ozon razlikuje se ovisno o fizioloSkom stanju kulture, pH, temperaturi,
vlaznosti i prisutnosti aditiva (kiselina, Seéera).

Primjena ozona u prehrambenoj industriji uglavhom se odnosi na dekontaminaciju
povrSine proizvoda i obradu vode. MoZe se koristiti za inaktivaciju mikrobiote na
prehrambenim namirnicama poput mesa, povréa, peradi, jaja, ribe, vocéa i suhe hrane. Ozon
snazno i izravno oksidira citoplazmatsku membranu i stani¢nu stijenku bakterija te smanjuje
broj mikroorganizama i patogena ¢ime produljuje rok trajanja prehrambenih proizvoda.
KoriStenje ozona u prehrambenoj industriji smatra se ekoloski prihvatljivom metodom obrade
hrane jer ne ostavlja opasne spojeve u njoj s obziromna to da brzo reagira i raspada se na
molekulu kisika. Takoder, koristan je u detoksikaciji te uklanjanju mikotoksina i ostataka
pesticida iz nekih poljoprivrednih proizvoda. Medutim, pretjerana upotreba ozona moze
uzrokovati oksidaciju nekih sastojaka na povrsini hrane. To obi¢no rezultira promjenom boje i
pogorSanjem ukusa odredenog proizvoda (Kim i sur., 1999). Voda tretirana ozonom je



ucinkovito sredstvo za uklanjanje Enterococcus faecalis, E.coli te drugih patogena koji se
prenose hranom (Khadre i sur., 2001).

Ozonirana voda je ucinkovito baktericidno sredstvo i moZe poboljsati kvalitetu i
sigurnost oc¢iséenog mesa Skampa. Rok trajanja Skampa pohranjenih u ledu malo je produzen
poslije namakanja u 3 ppm O3 nakon 60 sekundi (Chawla, 2006). Nije utvrdeno da se
tretmanom smanjuje proizvodnja bioamina, ali potrosacki senzorni rezultati ukazali su na vecu
prihvatljivost Skampa tretiranih ozoniranom vodom. Komercijalni postupci obrade hrane
pridonose vecoj brojnosti bakterija na Skampima. Time se dokazuje ucinkovitost tretmana
ozoniranom vodom jer uzrokuje veliko poéetno smanjenje broja bakterija.

Moguénost koriStenja ozona otkrivena je i u medicini. Prvi zubar koji je u svojoj
ordinaciji koristio ozoniranu vodu je E. A. Fisch, a potom ju je predstavio njemackom kirurgu
dr. Erwinu Payru koji ju je od tada koristio u kirurgiji (Azarpazhooh i Limeback, 2007).
Ordinacije dentalne medicine danas ozon navode kao jednu od najboljih tehnologija za
bezbolno lije¢enje zuba bez busenja, sto uvelike smanjuje strah od zubara kod male djece.
Primjenjuje se za lijeCenje osjetljivosti zuba, upale desni, oboljelih zuba i lije¢enja korijena
zuba. Ozon je najmocniji oksidirajuci agens i uniStava 99% bakterija u zubnom Kkarijesu, a
tretirana povrsina postaje otpornija na ponovni nastanak karijesa.

Posljednjih godina ozonirana voda postala je inovativan, ekoloski prihvatljiv alat za
kontrolu razvoja gljivicnih bolesti u vinogradu ili tijekom postupka konzerviranja grozda.
Campayoisur. (2021) dokazali su da je odgovor na ozon ovisan o organima vinove loze i njenoj
razvojnoj fazi. Ozon je imao najveci utjecaj na proteine toplinskog Soka i proteinske molekule
Saperone. Medutim, geni povezani s razvojem stani¢ne stijenke i sekunardnih metabolita
pokazali su slabiju reakciju nakon tretmana ozonom, uglavnom u ranoj fazi sazrijevanja ploda.

Siroka primjena ozona omogudéila je njegovo koristenje i u poljoprivredne svrhe.
Istrazivanje Flores i sur. (2019) procijenilo je utjecaj primjene ozonirane vode na izboje,
korijenje te kombiniranu primjenu na oba djela istovremeno kako bi se procijenilo hoée li
utjecati na vizualnu i hranjivu kvalitetu brokule. Niti jedan od tretmana nije prouzrocio
vizualna oStecenja niti utjecao na fizicku kvalitetu brokule. Primjena tretmana na izboju
smanijila je ucestalost pojave alternarije s 18% na 2-3%. Uz to, smanjen je sadrzaj glukorafanina
i povecan sadrzaj glukobrasicina, bez promjene ukupne koncentracije glukozinolata ili
vitamina C i fenolnih spojeva. Primjena na korijenje povedala je sadrZaj svih glukozinolata i
glavnih fenolnih spojeva. Kombinirana primjena na oba biljna dijela imala je istu reakciju na
kvalitetu izboja kao i tretman samo s korijenjem. Rezultati daju velik potencijal koriStenja
ozonirane vode za poboljSanje komercijalne i prehrambene kvalitete brokule.

Svjeze rezano povrce postalo je sve popularnije zbog zdravih prehrambenih navika, uz
glavni problem mikrobioloske sigurnosti proizvoda u vidu moguénosti kvarenja, kao i zbog
promjene vizualne i prehrambene kvalitete proizvoda. Ozon mozZe djelovati kao sredstvo za
dezinfekciju, medutim, zbog njegove jake oksidacijske aktivnosti potrebna je paznja jer se u
nekim slucajevima, odnosno pri koristenju previsokih doza ozona, kvaliteta proizvoda moze
smanijiti (Papachristodoulou i sur., 2017). Primjena ozonirane vode (0,8 mg/L tijekom 30 s)



prije pakiranja smanjuje Zutljivost i zadrzava karakteristike sastava svjeZe rezanog liséa
$pinata, osiguravajuéi produljenje roka trajanja do 3 dana. Stovise, tijekom prvih 5 dana
skladiStenja zabiljezen je pozitivan ucinak na kontrolu populacije mikroorganizama
(Papachristodoulou i sur., 2017).

U poljoprivredi vrlo je poznato suzbijanje Stetnika insekticidima kako kod ratarskih
biljaka tako i kod ostalih biljnih vrsta. Obi¢no se koriste insekticidi Sirokog spektra, a problem
su velike koncentracije zaostalih pesticida na povréu nakon berbe. Cetiri vrste pesticida (metil-
paration, paration, diazinon i cipermetrin) koristene su kako bi se dokazala udinkovitost
oksidacije pesticida u vodenoj otopini s niskom koncentracijom otopljenog ozona koristenjem
mikro-ekstrakcije u ¢vrstoj fazi (SPME) i GC-MS. Otopljeni ozon (1,4 mg/L) bio je ucinkovit za
oksidaciju 60—99% metil-parationa, cipermetrina, parationa i diazinona u vodenoj otopini za
30 minuta, a razgradnja je uglavnom zavrsena u prvih 5 minuta (Wu i sur., 2007). Testirana je
i mogucnost koriStenja niske koncentracije otopljenog ozona (1,4-2,0 mg/L) za uklanjanje
ostatka istoimenih pesticida s povrsine povréa (Brassica rapa). Ozon je uglavnom bio ucinkovit
u uklanjanju cipermetrina (> 60%), a ucinkovitost uklanjanja uvelike je ovisila o razini
otopljenog ozona i temperaturi. Istrazivanje je potvrdilo da je ozoniranje siguran i
perspektivan postupak uklanjanja ispitivanih pesticida iz vodene otopine i s povrsine povréa u
domacim uvjetima (Wu i sur. 2007).

Ozonirana voda dokazano je ucinkovita u smanjenju brojnosti bakterija. Kako se ozon
moze koristiti u vodenoj i plinovitoj fazi, tako je i plinoviti ozon ucinkovit za istu namjenu.
Ozonizacija je metoda Cesto koriStena za obradu otpadnih voda i vode za pi¢e zbog
sposobnosti ozona da oksidira slozene molekule, fenole i kemikalije (Kim i Tanaka, 2010). U
kombinaciji s mikrobioloskom dezinfekcijom, ozoniranje se smatra atraktivnom metodom za
napredno procis¢avanje otpadnih voda (Wert i sur., 2009). Organske tvari podlijezu
transformaciji u biorazgradive organske tvari koje se lako mogu ukloniti postupkom
biorazgradnje. Primjena ozonizacije za prociS¢avanje otpadnih voda je prihvatljivija metoda od
ostalih metoda procis¢avanja poput kloriranja zato Sto ne dolazi do proizvodnje nusprodukata
dezinfekcije, trihalometana (THMS) ili drugih kloriranih nusproizvoda DBPS i sli¢nih (Wei i sur.,
2010).

Kemijski spoj bisfenol A (BPA) upotrebljava se u plasti¢noj industriji i sve je viSe prisutan
u vodenom okoliSu te tako predstavlja zabrinutost za zastitu okolisa i zdravlje organizama.
Pokazalo se da razni napredni procesi oksidacije, ukljucujuci ozoniranje ucinkovito razgraduju
BPA u vodi (Umar i sur., 2012).

2.2. Opce karakteristike vrste Klebsiella pneumoniae

Klebsiella spp. je rod bakterija sveprisutan u prirodi. Obitava u okoliSu, tocnije u
povrsinskim vodama, kanalizaciji i tlu te na vegetaciji (Bagley i sur., 1978), a moze se nadi i na
sluznim povrSinama sisavaca kao $to su ljudi, konji ili svinje. To su Stapiéaste, Gram-negativne
bakterije iz reda Enterobacterales. Dobro prezivljavaju u nepovoljnim okoliSnim uvjetima iako
ne stvaraju endospore i mikrociste jer su obavijene kapsulom, sluzavom opnom koja im
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omogucuje kolonizaciju abiotskih i biotskih povrSina (Brenner i sur., 2015). Nepokretne su i
fakultativno anaerobne $to znaci da mogu rasti u uvjetima s kisikom, a i bez njega. Oko 30%
sojeva moze fiksirati dusik u anaerobnim uvjetima. Kemoorganotrofi su, a energiju dobivaju
oksidacijsko-redukcijskim reakcijama. Posjeduju sposobnost fermentacije laktoze uz
proizvodniju kiseline i plina, ali postoje i sojevi koji uopce ne stvaraju plinove ili ih proizvode u
vrlo malim koncentracijama.

K. pneumoniae izolirana je 1882. godine od strane njemackog patologa i mikrobiologa
Carla Friedlandera koji je sudjelovao u otkri¢u bakterijskog uzro€nika upale plu¢a. Medutim,
ime je dobila po Edwinu Klebsu koji je prvi uocio prisutnost bakterija u diSnim putovima osoba
umrlih od upale pluca. U laboratoriju se provodi inkubacija kulture bakterija K. pneumoniae u
temperaturnom rasponu od 35 do 45 °C. Svi sojevi rastu na svim vrstama medija koji se koriste
za izolaciju i uzgoj enterobakterija poput hranjivog agara, Mac Conkey agar, BTB agar i dr.
(Brennerisur., 2015).

Bakterija K. pneumoniae se rutinski nalazi na sluznici nosa, u ustima,
gastrointestinalnom traktu, ali se moze ponasati kao oportunisticki ljudski patogen. Stoga se
moze nadi u urinu, grlu, na kozi, oku i dr. Oportunisti¢ke infekcije su bolesti koje se javljaju
kada je znacajno oslabljen imunitet, a uzrokuju ih uzro¢nici poput bakterija, virusa, parazita
koji kod osoba sa zdravim imunoloSkim sustavom vec¢inom ne uzrokuju bolesti.

U ljudi je K. pneumoniae prisutna i kao saprofit u nazofarinksu i crijevnom traktu. U
uzorcima stolice detektirana je u rasponu od 5 do 38%, dok je u nazofarinksu raspon od 1 do
6 % (Davis i Matsen, 1974). Uzrocnik je raznih infekcija poput upale pluca, infekcije krvotoka,
rana ili mjesta kirurSkog zahvata. Bakterije mogu biti ste¢ene, endogene (iz vlastite crijevne
mikrobiote pacijenta) ili egzogene, iz bolni¢kog okruzenja.

Visok postotak ovih bakterija, narocito porijeklom iz bolnicke sredine nosi plazmide za
rezistentnost (otpornost) na brojne antibiotike zbog Cega je potrebno ispitati osjetljivost
svakog uzorka u cilju odabiranja najefikasnije terapije. Svi sojevi posjeduju kromosomski ili
plazmidski uvjetovanu rezistenciju na ampicilin, karbenicilin i tikarcilin. S obzirom na Siroku
rasprostranjenost ove bakterije u prirodi i nepostojanje specificne profilakse, vrlo je vazno
sprijeCiti prenoSenje uzrocnika pranjem ruku te primjenom dezinfekcije i sterilizacije u
bolni¢kom okruzenju.

K. pneumoniae ima debelu polisaharidnu kapsulu $to joj omogucuje zastitu od procesa
fagocitoze odnosno od obrambenih mehanizama domadina. Lipopolisaharidi koji oblazu
vanjsku povrsinu bakterije, fimbrije, siderofori koje uzimaju Zeljezo od domacina te omogucuju
Sirenje upale smatraju se znacajnim ¢imbenicima zastite (Duvanci¢, 2019).

2.2.1. Antibioticka rezistencija

Klebsiella pneumoniae jedna je od klinicki najvaznijih vrsta, kod imuno
kompromitiranih osoba, odgovornih za steéene bolni¢ke infekcije , ukljucujuci upalu pluéa,
infekcije mokra¢nog sustava, bakterijemije i apscese jetre. Antibiotici su lijekovi koji
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sprjeCavaju rast bakterija i primjenjuju se za lije€enje bakterijskih infekcija. Antibiotic¢ka
rezistencija je globalni javnozdravstveni problem. Rezistencija se smatra prirodnim
fenomenom odnosno evolucijskom prilagodbom bakterije. MoZe se pojaviti kao posljedica
interakcija izmedu lijeka, mikroorganizama i okolisa. Infekcije mogu biti uzrokovane
konvencionalnim bakterijama ili multirezistentnim bakterijama (MDR) koje pokazuju visu
stopu smrtnosti i zahtijevaju dulje bolni¢ko lijeCenje. Vise od 70% bakterija rezistentno je na
najmanje jedan antibiotik. U Europskoj uniji viSe od 25 000 pacijenata godisSnje umire od
infekcija uzrokovanih s nekoliko tipova rezistentnih bakterija. Takve infekcije uzrokuju
povecanje troSkova u zdravstvu te gubitke od oko 1,5 milijardi eura godisSnje (Hogberg i sur.,
2010).

Gram-negativne bakterije vrlo su ucinkovite u izbjegavaju antibiotika. Vanjska
membrana im predstavlja barijeru za amfipatske molekule, a vecina lijekova je amfipatska jer
moraju biti topivi i sposobni proc¢i vanjsku membranu. Unutarnja membrana sprije¢ava ulazak
hidrofilnih molekula, $to ju ¢ini odlicnom preprekom. Porini u vanjskoj membranii transporteri
u unutarnjoj omogucuju unos hranjivih tvari (Lewis, 2013).

Rezistencija moze biti posredovana samim mikroorganizmom te se kao takva dijeli na
urodenu (primarnu) i stecenu (sekundarnu). Urodena potjece od normalnog genetickog stanja
organizma, a steCena nastaje kao posljedica mutacija u njihovim genima i ne moze se
predvidjeti. K. pnemoniae posjeduje sposobnost stjecanja i prenosenja gena za rezistenciju,
odnosno pokazuje steenu rezistenciju nastalu kao posljedica prirodnog odabira. Njeni
okolisni izolati predstavljaju rezervoar gena koji se mogu prenijeti i na druge bakterijske vrste.

Pojam "superbugs" odnosi se na mikrobe s povec¢anim morbiditetom i smrtnos¢u zbog
visestrukih mutacija koje daju visoku razinu otpornosti na klase antibiotika posebno
preporucene za njihovo lijeCenje. Terapijske mogucnosti za ove mikrobe se smanjuju, a
razdoblja bolnic¢ke njege produzuju i poskupljuju. U nekim su slucajevima super otporni sojevi
takoder stekli povecanu virulenciju i poja¢anu prenosivost. Realno, rezistencija na antibiotike
moze se smatrati ¢imbenikom virulencije.

Molekularni mehanizmi rezistencije na antibiotike opsezno su proucavani i ukljucuju
istraZzivanja genetike i biokemije mnogih razli¢itih aspekata bakterijske stani¢ne funkcije
(Alekshun i Levy, 2007). Cinjenica je da je istraZivanje djelovanja i rezistencije na antibiotike
znacajno pridonijelo znanju o strukturi i funkciji stanica. Procesi otpornosti su Siroko
rasprostranjeni u mikrobnom svijetu i dobro su opisani za razne komenzale i patogene
(Marshall i sur., 2009). Vecina se gena za antibioticku rezistenciju moze diseminirati jednim ili
vise razlicitih mehanizama prijenosa gena. Najpoznatiji su geni enzima-laktamaze koji su
detektirani i distribuirani po cijelom svijetu. Slu¢ajne mutacije gena koji kodiraju enzime
dovele su do formiranja modificiranih katalizatora sa sve veéim spektrom otpornosti. Sve se
¢eScée susre¢u mutanti ciljanih gena bakterijske giraze i efekti fluorokinolona (FQ) iz stanice
(Piddock, 2006). Jos neocekivanije pojavio se transmisivni mehanizam inaktivacije FQ-a. Ovaj
mehanizam nastaje jer jedna od mnogih aminoglikozidnih N-acetiltransferaza ima sposobnost
modificiranja sekundarnog amina na FQ-ima, Sto dovodi do smanjene aktivnosti (Depardieu i
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sur., 2007). Drugi nepredvideni mehanizam rezistencije na FQ- ima poznat je kao Qnr, rasirena
porodica proteina koji vezu DNA.

Unutarnja (intrizi€na) rezistencija odnosi se na postojanje gena u bakterijskim
genomima koji bi mogli generirati fenotipske rezistencije, tj. proto- ili kvazi rezistenciju. Od
pocetka ovog tisuéljeéa, dostupnost tehnika mutageneze i brzog bakterijskog sekvenciranja
genoma otkrile su mnoge potencijalne funkcije gena u bakterijama koje u klini¢kim situacijama
mogu dovesti do ve¢ spomenute, fenotipske rezistencije. Fenotipske analize djelomic¢nih ili
»Cjelovitih” biblioteka gena, zasicenom mutagenezom genoma bakterija, omogucuju
identifikaciju specificnih mutanata koji izraZzavaju preosjetljivost kao odgovor na antibiotike.
Pretpostavljeno je da ¢e ekspresija odgovarajuceg gena divljeg tipa generirati fenotipsku
rezistenciju. Mnogi identificirani pretpostavljeni geni "osjetljivosti", poput gena koji su
genetski recesivni, mozda nece dovesti do fenotip rezistencije. Unato¢ tome, takvi pristupi
identificiraju potencijalne R gene i pruzaju informacije o sistemskoj biologiji rezistencije
(Davies i Davies, 2010). Unutarnji regulator RamA K. pneumoniae igra znacajnu ulogu u
ukupnom odgovoru na antimikrobna sredstva tako Sto regulira gene koji su povezani s
barijerama propusnosti i stoga mogu biti ukljuéeni u smanjenu osjetljivost na antibiotike.
Nedavno je dokazano da su povecane razine ovog regulatora uzrokovale promjene
lipopolisaharida i posljedi¢no smanijile osjetljivost na polimiksine (De Majumdar i sur., 2015).

Dok stecenu (ekstrizicnu) rezistenciju karakteriziraju steceni genetski elementi
(plazmidi, sekvence umetanja, transpozoni) koji mobiliziraju gene za antimikrobnu rezistenciju
i mogu pruZiti rezistenciju na antimikrobna sredstva medu razli¢itim vrstama bakterija.
Otpornost na stresore iz okoline pokrece se kontaktom izmedu sustava za osjetljivost bakterije
i neposrednog vanjskog okruZenja. Interakcija izmedu osjetnih sustava unutar bakterija i
vanjskog okruzenja dovodi do prilagodljivih fizioloSkih promjena te time dolazi do modulacije
ekspresija gena (Bhagirath i sur., 2019). Stecena rezistencija na polimiksine identificirana je u
nekoliko rodova enterobakterija poput Klebsiella, Escherichia, Enterobacter i Salmonella.
Mehanizmi rezistencije na kolistin ostaju nepoznati za neke bakterijske vrste, ali opcenito je
identificirano nekoliko molekularnih mehanizama. Najées¢a je modifikacija lipopolisaharida
putem kationske supstancije, slicna onoj uocenoj kod bakterija s unutarnjom rezistencijom na
polimiksine. Do sada je identificiran jedan prenosivi mehanizam rezistencije, pri ¢emu je
veéina mehanizama kodirana kromosomski. Dodavanje kationskih skupina u lipopolisaharide
odgovorno je za stjecanje rezistencije na kolistin kod Enterobacteriacea. Veliki panel gena i
operona ukljucen je u kvalitativnu modifikaciju lipopolisaharida, ukljuéujuci gene i operone
koji kodiraju enzime koji su izravno uklju¢eni u modifikacije lipopolisaharida (geni odgovorni
za sintezu kationskih skupina i/ili njihovo dodavanje u lipopolisahride) tj. gen pmrC, pmrE i
operon pmrHFIJKLM; regulatorni geni poput onih koji kodiraju proteine koju su ukljuéeni u
dvokomponentni sustav PmrAB i PhoPQ; i regulatori tih dvokomponetnih sustava odnosno
gen mgrB koji negativno regulira sustav PhoPQ i novoopisani CrrAB dvokomponentni
regulatorni sustav koji regulira sustav PmrAB (Poirel i sur. 2017).

Dugo se pretpostavljalo da stjecanje rezistencije uzrokuje ozbiljne energetske troSkove
za mikroorganizam i zaista, mnogi rezistentni mutanti mogu biti ograni¢eni rastom u
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laboratorijskim uvjetima. Kao rezultat, smatralo se da ¢e sojevi otporni na vise lijekova biti
nestabilni i kratkotrajni u nedostatku selekcije (Andersson, 2006). Medutim, kako se Cesto
pokazuje, laboratorijski uvjeti (posebno mediji za kulturu) ne mogu u potpunosti simulirati
prirodni okolis. Dostupni dokazi sugeriraju da patogeni s viSestrukim mutacijama i
kombinacijama r gena evoluiraju i uspjesno opstaju in vivo (Davis i Davis, 2010).

Postoje sli¢nosti, ali i jasne razlike izmedu Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija;
unato¢ tome, plazmidno posredovani prijenos je daleko najc¢e$éi mehanizam horizontalnog
prijenosa gena (Norman i sur.,2009). Iznenadujuce je da su bakteriofagi koji nose gene za
antibiotike rijetko otkriveni u okolisu ili u bolni¢kim izolatima rezistentnih bakterija. Medutim,
ne dolazi u pitanje povezanost faga s ugradenim mehanizmima potrebnim za stvaranje
pokretnih otpornih elemenata i s funkcijama kromosomski povezanih r gena. Cesto ih se
smatra genima koji animiraju fagove "otiske prstiju"”, a koji kodiraju rezistenciju ili virulenciju
na razlic¢itim vektorima. Prijenos gena konjugacijom opsezno je proucavan u laboratoriju i u
mikrokozmosima koji se pribliZzavaju uvjetima okoli$a. Kod streptokoka, meningokoka i srodnih
rodova, razmjena gena virulencije i patogenosti vrlo je promiskuitetna. Kao glavni mehanizam
prijenosa gena navodi se transformacija (Gillings, 2009).

Laboratorijske studije karakterizirale su brojne genetske mehanizme uklju¢ene u
evoluciju populacija otpornih na antibiotike. Uloge plazmida, faga i transformacije dobro su
utvrdene, ali mogu postojati i drugi procesi. Na primjer, spajanje bakterijskih stanica moze se
preferirati u slozenim mijeSanim mikrobnim zajednicama, poput onih koje se nalaze u
biofilmovima (Gillings, 2009). Biofilmovi se sastoje od matrice egzopolisaharida koja okruzuje
bakterijske zajednice s dobro uspostavljenim kanalima za dotok hranjivih tvari i vode, kao i
odljev otpada (O’Toole, 2000). Matriks egzopolisaharida ograniava prodor antibiotika, dok
blizina omogucuje horizontalni prijenos gena iz postojanih stanica (Stewart, 2002). Postojane
stanice su one podskupine koje su prezivijele antimikrobnu izloZzenost i mogu stvoriti
rezistentne kolonije (Mah i O’Toole,2001). Stanice unutar biofilmova rastu relativno sporo i
imaju nisku metabolicku aktivnost koja je Stetna za aktivnost vecdine trenutno dostupnih
antibiotika. Membranski podrZani biofilmovi privlaéni su kao in vitro sustavi za ispitivanje
otpornosti jer se mnostvo uzoraka moze uzgajati istovremeno. Posebna prednost ovog sustava
je moguénost fizickog pristupa objema stranama biofima Sto je omogudilo izravno mjerenje
prodiranja otopljenih tvari kroz model biofilma (Anderl i sur., 2000). lako nisu namijenjeni
simulaciji odredene bolesti, biofilmovi u koloniji mogu se smatrati primitivnim modelima nekih
infekcija. Takav jednostavan modelni sustav, iako zasigurno nesavrsen prikaz stvarnog
biofilma, biljeZi karakteristi¢nu otpornost biofilmskih bakterija na antibiotike.

Klebsiella pneumoniae, kao poznati bolnicki patogen, posljednjih godina biljezi veliki
porast otpornosti na sve vedéi broj antibiotika u svijetu. Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Clostridium difficile, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i vrste iz
porodice Enterobacteriaceae, osobito Klebsiella pneumoniae, zajedno Cine skupinu ESKAPE
patogena Cija je kratica izvedena iz njihove sposobnosti da ,pobjegnu” od antimikrobne
terapije. To su mikroorganizmi koji su izbjegli postupcima lije¢enja te su odgovorni za veéinu
teskih nozokomijalnih infekcija Sirom svijeta.
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Primarno, K. pneumoniae, otporna je na ampicilin, antibiotik iz skupine
aminopenicilina te karbenicilin, antibiotik koji pripada karboksipenicilinskoj skupini, dok u
bolnicama stjece rezistentnost na veci broj antibiotika koji se primjenjuju u svrhu lijecenja
pacijenata (Andrasevic¢ i sur., 2009). Posljednjih desetak godina javlja se sve veci broj sojeva K.
pneumoniae rezistentnih na sve beta-laktamske antibiotike koji se najéesée koriste u lije€enju
bakterijskih upala zbog svoje niske toksi¢nosti, Sirokog spektra djelovanja te visoke
baktericidnosti. U tu skupinu spadaju antibiotici penicilini, cefalosporini, monobaktami,
karbapenemi te inhibitori beta-laktamaze.

Rezistencija K. pneumoniae na trecu generaciju cefalosporina postaje veliki globalni
problem. Rezistencija nastala stvaranjem beta-laktamaza prosirenog spektra (ESBL) javlja se u
bolnickim izolatima i ima znacajan utjecaj na mortalitet i duljinu oporavka (Giske i sur., 2008).
Geni koji kodiraju ESBL nalaze se na plazmidima koji sadrie gene za otpornost na
aminoglikozide, tetracikline, kloramfenikol i sulfametoksazol te trimetoprim. Zaklju¢no tome,
ESBL-pozitivni sojevi su multirezistentni (Volar, 2017).

Karakteristike MDR fenotipova odredenih sojeva K. pneumoniae koji proizvode ESBL
dovele su do znacdajnog povecanja upotrebe karbapenema, koji je postao posljednje sredstvo
za lijecenje K. pneumoniae koja proizvodi ESBL (Livermore i Woodford, 2006). Devedesetih
godina proslog stolje¢a opisane su prve bakterije iz porodice Enterobacteriaceae koje su
steéeno rezistentne na karbapeneme, a njihova otpornost posredovana je kromosomski
kodiranim beta-laktamazama nazvanim karbapenemazama koje se dijele u ¢etiri Amblerova
molekularna razreda: A, B, Ci D (Bubonja-Sonje i sur., 2014). OpseZna upotreba karbapenema
rezultirala je razvojem plazmida posredovanih karbapenemazama, tj. enzimima koji
hidroliziraju sve B-laktame, uklju€ujuci karbapeneme posljednje linije obrane (Queenan i Bush,
2007). Njihova pojava u enterobakterijama dovela je do pojave karbapenem rezistentnih
enterobakterija (CRE).

Prema Amblerovoj podjeli na molekularne razrede, skupina A smatra se veoma
rijetkom, a u nju spadaju karbapenemaze inhibirane klavulanskom kiselinom i tazobaktamom.
Medu njima najznacajnija je KPC beta-laktamaza prisutna u K. pneumoniae. Nakon prve
izolacije KPC producirajuéeg soja K. pneumoniae, doslo je opasnog Sirenja KPC sojeva svih
enterobakterija. Takvi sojevi uglavnom uzrokuju sustavne bolesti, posebice bolnicke infekcije.
Enzim KPC-a nosi smanjenu otpornost na sve beta-laktamske antibiotike. B skupina sastoji se
od metalo-beta-laktamaza koje sadrze cink u aktivnom mjestu enzima. Kao takve, prisutne su
u fermentirajuéim i nefermentiraju¢éim Gram-negativnim bakterijama. U Hrvatskoj je
rezistencija na karbapeneme u K. pneumoniae uzrokovana proizvodnjom KPC-2 beta-
laktamazama (Bubonja-Sonje i sur., 2014). U D skupinu ubrajaju se klasi¢ne oksacilinaze (OXA-
1, OXA-2, OXA-10) koje posjeduju rezistenciju na karboksipenicilin te ureidopeniciline. Isto kao
i karbapenemaze iz skupine A, oksicilinaze s aktivnoséu karbapenemazama uzrokuju otpornost
na kabapeneme tek u kombinaciji s drugim mehanizmima rezistencije.

Zbog velike raznolikosti karbapenemaza i velikog potencijala Sirenja sojeva koji ih
proizvode, vazna je brza i to¢na dijagnoza koja bi mogla omoguciti odgovarajuc¢u primjenu
antimikrobne terapije i epidemioloski nadzor nad Sirenjem sojeva. Gram-negativni
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karbapenemaza producirajudi bacili uzrokuju visoku stopu mortaliteta, pa se ¢esto nazivaju
»superbakterijama“. Rezistencija na beta-laktamske antibiotike ima ¢etiri mogu¢a mehanizma
djelovanja, inaktivacija antibiotika beta-laktamazama, modifikacija ciljanog PBP-a, smanjeni
prodor lijeka do ciljanog PBP-a te izbacivanje lijeka iz stanice. Naj¢eS¢i mehanizam rezistencije
na beta-laktamske antibiotike je stvaranje beta-laktamaza (Katzung i sur., 2011).

Kolistin ili polimiksin E, polipeptidni je baktericidni antibiotik Sirokog spektra djelovanja
protiv Gram-negativnih bakterija, ukljucujucii K. pneumoniae. 1947. godine kolistin je prvi put
izoliran iz bakterije tla Paenibacilus polymyxa. Mehanizam antimikrobne aktivnosti kolistina
predstavlja njegovo vezanje na lipopolisaharide i fosfolipide u vanjskoj stani¢noj membrani
Gram-negativnih bakterija. Time kationski polipeptidi dolaze u interakcije s anionskim
lipopolisahardima koji se nalaze u vanjskoj membrani bakterije. Oni tada kompetitivno
istiskuju dvovalentne katione magnezija i kalcija iz fosfatnih skupina membranskih lipida te
njihovim gubitkom dolazi do poremedaja u vanjskoj membrani odnosno propustanja
unutarstanic¢nih sadrzaja i u konacnici do smrtnog ishoda bakterije (Bili¢, 2015). Kolistin se za
lijecenje upala uzrokovanih Gram-negativnim bakterijama poceo upotrebljavati 1959. godine.
Nepredvidljive su nuspojave lije€enja ovim antibiotikom. Sve veéi problem predstavljaju
bakterije rezistentne na kolistin jer se on koristi kao krajnji antibiotik za lije€enje kriticnih
infekcija uzrokovanih multirezistentnim patogenim Gram-negativnim bakterijama. Soj K.
pneumoniae definira se kao rezistentan na kolistin ako je minimalna inhibitorna koncentracija
kolistina veca od 2 mg/L (EUCAST 2019). Rezistencija na kolistin najcesc¢e je posredovana
kromosomskim genima, no sve ¢esce javlja se i ona posredovana plazmidnim genima koja je
od vedeg klinickog znacaja. Od molekularnih mehanizama rezistencije na kolistin najéesce je
rije¢ o modifikaciji lipopolisaharida vanjske membrane bakterije. Istoimena rezistencija moze
biti posredovana plazmidnim mcr genima. Proteini kodirani tim genima pripadaju obitelji
fosfoetanolamin transferaza koje kataliziraju adiciju fosfoetanolamina lipidu A bakterijske
membrane ¢ime se mijenja njen ukupan naboj (Poirel i sur., 2017).

Studija je pokazala da polisaharidna kapsula (CPS) djeluje kao zastitna barijera protiv
polimiksina kod K. pneumoniae (Campos i sur., 2004). Povecana regulacija kapsularnih gena
za biosintezu doista smanjuje interakcije polimiksina s povrSinom bakterija, Sto dovodi do
rezistencije na polimiksin. K. pneumoniae sposobna je osloboditi anionske kapsularne
polisaharide sa svoje povrsine Sto dovodi do hvatanja kationih antimikrobnih peptida, poput
polimiksina, smanjujudi tako koli¢inu antibiotika koji dolazi do povrsine bakterija (Llobet i
sur.,2008). CPS je povezan s povrsinom bakterija putem ionske interakcije s LPS-om, a
interakcija je stabilizirana dvovalentnim kationima (Fresno i sur.2006). Kao posljedica toga
dolazi do oslobadanja CPS-a u prisutnosti polimiksina zbog poremecaja mostova ovisnih o
kationu izmedu molekula LPS-a.

Od sredine 1980-ih, hipervirulentna K. pneumoniae, opcenito povezana s fenotipom
hiperviskoznosti, pojavila se kao klinicki znacajan patogen odgovoran za ozbiljno Sirenje
infekcija u mladoj i zdravijoj populaciji. Hipervirulentne infekcije K. pneumoniae (hvKP)
primarno su pronadene u istonoj Aziji i sada se sve ¢eSce pojavljuju diljem svijeta. lako je
vecina hipervirulentnih izolata K. pneumoniae osjetljiva na antibiotike, sve se viSe otkrivaju

14



izolati s kombiniranom virulencijom i rezistencijom, poput hipervirulentnih izolata K.
pneumoniae rezistentnih na karbapenem (Chang-Ro i sur., 2017). Kombinacija rezistencije na
vise lijekova i pojacane virulencije potencijalno moZe uzrokovatiizuzetnu klinicku opasnost.

Osim unutarnje rezistencije na ampicilin, vecina sojeva hvKP rijetko je otporna na
antibiotike i opéenito je osjetljiva na Cesto koristene antimikrobne lijekove (Paczosa i Mecsas,
2016.). Medutim, posljednjih nekoliko godina poceli su se pojavljivati otporni izolati hvKP,
ukljuéujuci karbapenemaznu K. pneumoniae (KPC) i oksacilinaze-48 (OXA-48) (Lee i sur., 2016).

Izvjesce iz Kine pokazalo je da je 17% sojeva hvKP pokazalo ESBL, a nekoliko ih je
pokazalo rezistenciju na sve testirane antimikrobne lijekove, osim karbapenema i amikacina
(Li i sur., 2014b). Antimikrobna rezistencija sojeva hvKP povedavala se s vremenom (Li i sur.,
2014b). Zabiljezeno je nekoliko slu¢ajeva hvKP rezistentnih na antibiotike u Europi i Americi
(Surgers i sur., 2016). HvKP sojevi koji pripadaju klonskom kompleksu 23 stekli su veliki
virulentni plazmid koji kodira razli¢ite ¢imbenike virulencije, ukljucujuci siderofore (Struve i
sur., 2015). Prikupljanje Zeljeza putem siderofora presudno je za rast i virulenciju kod
domacdina. Delecija gena koji kodira sideroforni aerobaktin smanjio je rast u serumu i
virulenciju u modelu pluénih infekcija (Russo i sur., 2015). Kako bi kolonizirala domacina, K.
pneumoniae koristi pilije tipa | za prianjanje na razli¢ite povrsine (Murphy i sur., 2013.; Rosen
i sur., 2015). Delecije gena ukljucenih u sintezu i regulaciju pila tipa | smanjuju virulenciju kod
miSeva. Nakon kolonizacije, K. pneumoniae mozZe preZivjeti, na primjer u alveolarnim
makrofazima, izbjegavajudi ubijanje u fagosomu (Cano i sur., 2015).

Poput mnogih drugih oportunistic¢kih patogena, K. pneumoniae ima razlicite cimbenike
virulencije koji pomazu bakteriji da prezivi unutar domacina (Podschun i Ullmann, 1998). Kao
jedna od najocitijih zastitnih struktura smatra se kapsula koja je dobro proucena kod K.
pneumoniae (March i sur., 2013). Kapsula Stiti od fagocitoze, antimikrobnih peptida i lize
posredovane komplementom. Ona cini glavnu fizicku barijeru za membranski napadni
kompleks, ali vanjska membrana K. pneumoniae Cini glavnu metu za MAC (Mycrobacterium
avium kompleks). Kao glavha komponenta stani¢ne stijenke Gram-negativne bakterije,
lipopolisaharid (LPS), igra vaznu ulogu u stabilnosti vanjske membrane i zastiti od vanjskih
utjecaja. Za Gram-negativne bakterije lipopolisaharid je presudan za vitalnost, ali njegove
modifikacije su uobicajene i potrebne za prilagodbu u razli¢itim okruzenjima (Needhami Trent,
2013). K. pneumoniae je razvila nekoliko mehanizama pomocu kojih moze modificirati svoj
lipid A tijekom kolonizacije i infekcije, sto ukazuje da su modifikacije lipida A klju¢ne za
osiguravanje prezivljavanja unutar domadina (Llobet i sur., 2015). K. pneumoniae i druge
Gram-negativne bakterije izlu¢uju vezikule vanjske membrane koji sadrze LPS koji mogu
apsorbirati proteine komplementa ¢ime inhibiraju talozenje komplementa na bakterijskoj
povrsini. Inace, sustav komplemenata pripada prvoj liniji imunoloSke obrane i sastoji se od
mreze plazma proteina koji pokreéu proteoliticku kaskadu nakon prepoznavanja nekoliko
mikrobnih obrazaca (Ricklin i sur., 2010.; Walport, 2001).

Osim modifikacije kapsularnih polisaharida i LPS struktura, K. pneumoniae takoder
koristi proteine vanjske membrane kako bi izbjegla otkrivanje sustavom komplementa.
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Gubitak proteina vanjske membrane OmpK36 pridonosi povecanoj rezistenciji na antibiotike i
redovito se primjecuje u izolatima rezistentnim na antibiotike (Xuan i sur., 2009).

2.2.2. Antibioticki rezistentne K. pneumoniae u okolisu i bolnickom okruzenju

Bakterije roda Klebsiella znacajni su uzrocnici bolnickih i izvanbolni¢kih infekcija ljudi.
Smatra se oportunistickim patogenom, Sto znaci da napada imuno kompromitirane osobe.
Glavni uzro¢nik bolnickih infekcija uzrokuje vrsta K. pneumoniae. Procjenjuje se da rod
Klebsiella uzrokuje oko 8% svih bolnickih infekcija u Europi i SAD-u (Podschun i Ullmann, 1998).

K. pneumoniae vaina je multirezistentna bakterija (MDR) koja utjece na ljude i glavni
je izvor bolnickih infekcija povezanih s visokim morbiditetom i smrtnoS¢u zbog ogranicenih
mogucénosti lijeCenja. Rezistencija na antibiotike, posebice na cefalosporine i karbapeneme
predstavlja veliku prijetnju zdravstvenom sustavu u cijelom svijetu. Donedavno je otpornost
smatrana samo klinickim problemom, ali su prirodni ekosustavi sve viSe prepoznati kao vazan
izvor gena za rezistenciju na antibiotike (Caltagirone i sur., 2017).

Pojava rezistencije na karbapenem u K. pneumoniae predstavlja znacajan klinicki
problem koji se najceSée pripisuje proizvodnji karbapenemaza Klebsiella pneumoniae (KPC)
(Nordmann i sur., 2009). Navedeni soj KPC uzrokuje znacajne klini¢ke probleme jer je otporan
na vise lijekova, nema osjetljivost na B —laktamske antibiotike, fluorokinolone i aminoglikozide
(Bratu i sur., 2005) Sto znacajno otezava lijeCenje. Do 2011. godine enterobakterije koje
proizvode karbapenemaze bile su jako rijetke u Hrvatskoj. 1996. godine pojavila se u Sjevernoj
Karolini, a kasnije je doslo do Sirenja diljem Sjedinjenih Americkih Drzava (Bratu i sur., 2005).
U veljaci 2011. godine pojavio se prvi soj KPC K. pneumoniae, koji je iste godine izoliran u
Klinickom bolnickom centru Zagreb (Bedeni¢ i sur., 2012), dok je 2012. godine otkriveno 19
novih. Najnoviji podaci, iz 2019. godine, biljeze loSiju situaciju rezistentnosti K. pneumoniae na
3. generaciju cefalosporina i karbapeneme. Vise od polovice prijavljenih izolata rezistentno je
na 3. generaciju cefalosporina, to¢nije 51%. Takoder, znacajan porast zabiljeZzen je i kod
rezistencije na karbapeneme u iznosu od 12% (Tambi¢ Andrasevic i sur., 2020).

U Europi se udio izolata K. pneumoniae s ESBL (engl. extended spectrum
betalactamases) pojavljuje izmedu <5% i >50%. Hrvatska biljezi udio od 56% u invazivnim
(nebolnickim) izolatima i 34% u bolnickim izolatima (Tambi¢ AndrasSevic i sur., 2012).

Tijekom posljednjeg desetlje¢a zabiljezen je najveéi broj infekcija karbapenem
rezistentnom K. pneumoniae u svijetu. Brzo i globalno Sirenje takve vrste infekcije vrlo je
zabrinjavajuce u zdravstvenim ustanovama. Vrlo lako se moZe prosiriti u bolnic¢koj sredini te
izazvati razlicite vrste infekcija, osobito kod imunoloski oslabljenih ljudi. Medu ces¢im
infekcijama su primarna bakterijemija, infekcija mokra¢nog sustava, abdominalne infekcije i
infekcije rana. Problem predstavljaju i pacijenti koji mogu postati asimptomatski kliconose, sto
moze trajati dulje vrijeme. Stopa smrtnosti krece se od 30 do 44%. U slucaju bakterijemije,
prisutnosti bakterija u krvi, smrtnost se znatno poveéava na 71,9% (Akturk i sur., 2016).
Slucajevi infekcija karbapenem rezistentnom K. pneumoniae zahtijevaju brzu reakciju,
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koristenje odgovarajuée antibiotske terapije koja je presudna za preZivljavanje pacijenata.
Moguca je kolonizacija navedenih bakterija Sto zahtijeva boravak pacijenta na odjelu
intenzivne njege i dugotrajnu hospitalizaciju. Vece stope kolonizacije zabiljezene su kod
kroni¢nih alkoholi¢ara, hospitaliziranih bolesnika, osoba s oslabljenim imunoloskim sustavom
i ljudi koji dolaze iz Kine. Velik problem s ovim tipom infekcije javlja se u pedijatriji zbog
ogranicenih odgovarajucih skupina antibiotika koji se smiju koristiti. Stoga su najvece Stete
nanesene djeci do prve godine Zivota, ali i ljudima nakon pedesete godine Zivota jer se tada
¢esce javljaju problemi s urinarnim traktom.

Jedno od istrazivanja provedeno je na 100 ispitanika kako bi se utvrdila postojanost
bakterijskog soja K. pneumoniae u uzorcima urina. Pokazalo se da je u 65% uzoraka urina,
Klebsiella pneumoniae uzrocnik infekcije mokra¢nog sustava. Takoder, utvrdena je rezistencija
na cefoksitin u iznosu od 76% (76/100). Od toga kod 86% sojeva radilo se o bolnickim
pacijentima, a 66% o izvanbolnickim pacijentima (Dujmic Ili¢, 2015).

Vrlo je vaino pridrzavati se mjera za sprecavanje Sirenja KPC-a u zdravstvenim
ustanovama (Siegel i sur., 2006). S obzirom na to da se K. pneumoniae KPC prenosi direktnim
kontaktom, bilo izravno ili neizravno, vazno je odrzavati higijenu ruku, osoblje je obavezno
nositi zastitne pregace, rukavice i maske, okolinu bolesnika potrebno je odrzavati Cistom i
suhom te je bolesnika potrebno izolirati u sobu sa zasebnim sanitarnim ¢vorom. Potrebna je
velika odgovornost svih djelatnika u zdravstvenim ustanovama jer je mogu¢ prijenos bakterija
dodirom kontaminiranog podrucja (stol, krevet, vrata), ali i putem bolnicke hrane Sto su
dokazali Casewell i Phillips (1978).

Najveci problem Klebsiella stvara u bolnickom okruzenju, medutim ni prirodni
ekosustavi nisu izostavljeni. Stimac i sur. (2009) prikazuju preZivljavanje i razmnozavanje K.
pneumoniae Caroli (01:K2) u razli¢itim vodama; morskoj, destiliranoj, izvorskoj vodi i vodi iz
slavine. Dokazana je sposobnost bakterije da dugo preZivi u vecini uzoraka voda pri
temperaturi od 24 °C. Dobiveni su iznenadujudi rezultati s prirodnom izvorskom vodom koja
se pokazala najnepovoljnija za ovu bakteriju bududi da se broj bakterija postepeno smanjivao,
a nakon 142 dana nisu ni bile prisutne u zraku. S druge strane, morska voda je veoma povoljno
staniSte za K. pneumoniae s obzirom na to da iznimno dugo prezZivljava u njoj uz neznatno
smanjenje broja bakterija. Najvedi broj bakterija prezivljava u destiliranoj vodi, dok je u vodi iz
slavine uocen pad njihove brojnosti (Stimac i sur., 2009).

U vodenom okruZenju rasprostranjenost bakterija otpornih na antibiotike i onih koje
potjecu iz bolni¢kih i komunalnih otpadnih voda neprestano raste. Geni enzima beta-
laktamaze identificirani su u bakterijama koje su izolirane iz povrsinskih voda i postrojenja za
obradu otpadnih voda (Caltagirone i sur., 2017). Visoke koncentracije antibiotika ili njihovih
metabolita ispustenih zajedno s urinom i fekalijama u otpadne vode povedavaju selektivni
pritisak u populacijama bakterija i tako omogucuju stvaranje generacija mikroorganizama
otpornih na antibiotike.
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3.
3.1.

3.1.1

3.1.2.

Materijali i metode
Materijali
. Instrumenti, laboratorijsko posude i pribor

Laboratorijska vaga TE3102S (Sartorius AG, Njemacka)

Boca s pumpicom

Centrifuga 54145R (Eppendorf AG, Njemacka)

Denzitometar DEN-1 (Biosan, Latvija)

Staklene epruvete

Foger (3 bar, Gloria, Njemacka)

Inkubator MIR-153 (Sanyo, Japan)

Kadica za izradu gela (Thermo Scientific, SAD)

Laboratorijske ¢ase, 400 mL (llmabor, Njemacka)

Menzura, 250 mL (Normax, Portugal)

Petrijeve zdjelice (Anicrin, Italija)

Uredaj za PCR ProFlex PCR System (Applied Biosystem, Life Technologies, SAD)
ClearLine® seroloske pipete, 1 ml (Biosigma, Italija)

Sustav za horizontalnu elektroforezu Owl A1 (Thermo Scientific, SAD)

Uredaj za generiranje i otapanje ozona u vodi, 8 g/L (SIHON, Hrvatska)

Uredaj za vizualizaciju agaroznih gelova UVIDOC HD6 (Uvitec, Velika Britanija)
Vodena kupelj NB9 (Nive, Turska)

Vodena kupelj WB7 (Memmert, Njemacka)

Zlicica

Osnovne kemikalije

Agar (Biolife, Italija)

SeaKem® agaroza (Lonza, SAD)

Natrijev klorid, NaCl (VWR Chemicals, Belgija)

Propan-2-ol (VWR Chemicals, Belgija)
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3.1.3. Otopine

Etanol (70%)

70% otopina etanola pripremljena je mijeSanjem 729,2 mL 96% etanola (Gram-Mol, Hrvatska)
i 270,8 mL sterilne destilirane vode.

Fizioloska otopina (0,85%)

FizioloSka otopina (0,85%) pripremljena je otapanjem 0,85 g natrijevog klorida (VWR
Chemicals, Belgija) u 1 L destilirane vode i sterilizirana pri 121 °C kroz 15 min.

Ozonirana voda (2 i 4 ppm)

Priprema ozonirane vode opisana je u poglavlju 3.2.3.1.

3.1.4. Hranjive podloge
Luria-Bertani (LB) kruta hranjiva podloga

LB kruta hranjiva podloga pripremljena je otapanjem 10 g triptona (Biolife, Italija), 5 g
ekstrakta kvasca (Biolife, Italija), 10 g NaCl (VWR Chemicals, Belgija) i 15 g agara (Biolife, Italija)
u 1 L destilirane vode. Ovako pripremljena otopina je sterilizana pri 121 °C kroz 15 min.

Luria-Bertani (LB) tekuc¢a hranjiva podloga

LB tekuca hranjiva podloga pripremljena je otapanjem 10 g triptona (Biolife, Italija), 5 g
ekstrakta kvasca (Biolife, Italija) i 10 g NaCl (VWR Chemicals, Belgija) u 1 L destilirane vode te
je sterilizirana pri 121 °C kroz 15 min.

3.1.5. Komplet za DNA izolaciju

e Wizard® Genomic DNA Purification Kit Promega, SAD

3.1.6. Molekularni reagensi, enzimi, markeri i pocetnice

e Boja za gel elektroforezu 6x LD (Thermo Scientific, SAD)

e dNTP, 10 mM (Thermo Scientific, SAD)
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e DreamTaq polimeraza, 5 U/ul (Thermo Scientific, SAD)

e Pufer za DreamTaq polimerazu s 20 mM MgCl, (Thermo Scientific, SAD)
e Etidij bromid otopina (Promega, SAD)

e Gene Ruler 1 kb (Thermo Scientific, SAD)

e GTGs, liofiliziran (Metabion, International AG, Njemacka)

3.1.7. Bakterijske kulture

Bakterijski izolati K. pneumoniae koristeni u ovom istrazivanju, a prikupljeni iz komunalnih i
bolnic¢kih otpadnih voda na podrucju grada Zagreba (n=48) prikazani su u tablici 3.1.

Tablica 3.1. I1zolati K. pneumoniae koriSteni u ovom istraZivanju.

Izolat Vrsta Rezistencija na klase antibiotika
SE_SC _COL_46 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin
SE_SC_COL_47 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin
SE_SC_COL_54 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin
SE_SC_COL_67 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin
SE_SC_COL_82 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin
SE_SC COL_84 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin
SE_SC_COL_86 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin
SE_SC _COL_87 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin
SE_SC_COL 95 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin
SE_SC_COL 96 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin
SE_SC_COL 97 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin
SE_SC_COL_99 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin

SE_SC_COL_101
SE_SC_COL_102
SE_SC_COL_182
SE_SC_COL_204

K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae

karbapenemi i kolistin
karbapenemi i kolistin
karbapenemi i kolistin
karbapenemi i kolistin

H2_SC_COL 60 K. pneumoniae karbapenemi i kolistin
SE_SC_COL_21 K. pneumoniae Karbapenemi
SE_SC COL 30 K. pneumoniae Karbapenemi
SE_SC _COL 51 K. pneumoniae Karbapenemi
SE_SC_COL_52 K. pneumoniae Karbapenemi
SE_SC_COL_59 K. pneumoniae Karbapenemi
SE_SC_COL_61 K. pneumoniae Karbapenemi
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Nastavak tablice 3.1. Izolati K. pneumoniae koristeni u ovom istrazivanju.

Izolat Vrsta Rezistencija na klase antibiotika
SE_SC_COL_68 K. pneumoniae Karbapenemi

SE_SC COL_69 K. pneumoniae Karbapenemi

SE SC_COL 71 K. pneumoniae Karbapenemi

SE_SC _COL_72 K. pneumoniae Karbapenemi
SE_SC_COL_78 K. pneumoniae Karbapenemi
SE_SC_COL_118 K. pneumoniae Karbapenemi
SE_SC_COL_137 K. pneumoniae Karbapenemi
SE_SC_COL_148 K. pneumoniae Karbapenemi

SE_SC COL_152 K. pneumoniae Karbapenemi
SE_SC_COL_164 K. pneumoniae Karbapenemi
SE_SC_COL_173 K. pneumoniae Karbapenemi

SE_SC COL_189 K. pneumoniae Karbapenemi
SE_SC_COL_190 K. pneumoniae Karbapenemi

H1 SC_COL 35 K. pneumoniae Karbapenemi
H1_SC_COL_44 K. pneumoniae Karbapenemi
H1_SC_COL_63 K. pneumoniae Karbapenemi

H1 SC COL_65 K. pneumoniae Karbapenemi

H2 SC _COL_47 K. pneumoniae Karbapenemi

H2 SC COL 48 K. pneumoniae karbapenemi i vankomicin
H2 SC _COL 49 K. pneumoniae karbapenemi i vankomicin
H2_SC_COL_57 K. pneumoniae karbapenemi i vankomicin
H2_SC_COL_59 K. pneumoniae karbapenemi i vankomicin
H2 SC COL 64 K. pneumoniae karbapenemi i vankomicin
H2_COL_79 K. pneumoniae karbapenemi i vankomicin

H2_SC_COL_118

K. pneumoniae

karbapenemi i vankomicin

3.2. Metode

3.2.1. I1zolacija genomske DNA Gram-negativnih bakterija Klebsiella
pheumoniae

Genomska DNA je ekstrahirana iz izolata K. pneumoniae prikupljenih iz komunalnih i
bolni¢kih otpadnih voda (n=48) na podrucju grada Zagreba. Izolati su ¢uvani u glicerolu (25%)
pri -20 °C do analiza.

U svrhu izolacije genomske DNA izolati su prvo prociséeni do monokulture na krutim
LB podlogama. Pojedinaéna kolonija svakog izolata sterilno je precijepljena u 1,5 ml tekuée LB
podloge i inkubirana na 37 °C tijekom 24 h. Nakon inkubacije stanice su odvojene od hranjivog
medija centrifugiranjem u trajanju od 3 min pri 16000 xg i genomska DNA je izolirana iz
staniénog peleta pomocu kompleta Wizard® Genomic DNA Purification Kit Promega, SAD
prema uputama proizvodaca. S iznimkom izopropanola i 70% etanola, sve ostale koristene
otopine sastavni su dio kompleta za izolaciju genomske DNA.

Stani¢énom peletu je dodano 600 ul pufera za lizu (engl. Nuclei Lysis Solution) i u
potpunosti je resuspendiran laganim pipetiranjem. Stani¢na suspenzija je zatim inkubirana na
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80 °C/5 min u vodenoj kupelji ¢ime je postignuta potpuna liza bakterijskih stanica. Uzorak je
zatim ohladen na sobnu temperaturu, dodano mu je 3 ul RNase otopine, pazljivo promijesan
preokretanjem tubice 2-5 puta i inkubiran na 37 °C/45 min. U ovom koraku uklonjena je RNA.
Nakon inkubacije uzorak je ohladen na sobnu temperaturu i dodano mu je 200 ul otopine za
precipitaciju proteina (engl. Protein Precipitation Solution). Smjesa je homogenizirana kratkim
vorteksiranjem i inkubirana na ledu 5 min kako bi se istaloZili stani¢ni proteini. Stani¢ni detritus
odvojen je od DNA centrifugiranjem na 16000 xg tijekom 3 min. Supernatant s genomskom
DNA je prebacen u novu sterilnu tubicu s 600 ul izopropanola sobne temperature. Uzorak je
lagano promijeSan preokretanjem tubica do stvaranja vidljivih niti DNA. lIzopropanol je
uklonjen centrifugiranjem na 16000 xg tijekom 2 min. Preostali talog ispran je sa 600 ul
etanola (70%) sobne temperature i odvojen od genomske DNA centrifugiranjem na 16000 xg
tijekom 2 min. Etanol je paZljivo otpipetiran i visak je uklonjen filter papirom. Zaostali etanol
je otparen susenjem na zraku 10-15 min. Dobivena genomska DNA je rehidrirana u 50 ul
rehidracijske otopine (engl. DNA Rehydration solution) preko no¢i na sobnoj temperaturi.

Koncentracija i Cistoca izolirane DNA izmjerena je spektrofotometrijski na uredaju
NanoPhotometer P300 (Implen, Njemacka) u Zavodu za opcée stocarstvo Agronomskog
Fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Kako bi se dobila radna koncentracija DNA od 20 ng/ul
potrebno razrjedenje je izracunato pomocu formule:

ciVi=cV2

gdje je:

c1 — koncentracija izolirane genomske DNA

V1 —volumen genomske DNA koncentracije c¢1
c2 — radna koncentracija DNA (20 ng/ul)

V; — volumen DNA koncentracije ¢

Izolirana DNA je razrijedena na koncentraciju od 20 ng/ul u rehidracijskoj otopini (engl.
DNA Rehydration solution, Wizard Genomic DNA Purification Kit, Promega, Madison, WI, USA).

3.2.2. Genotipizacija vrsta K. pneumoniae rep-PCR metodom

Kako bi se smanjio broj izolata za daljnje analize prikupljeni izolati K. pneumoniae
grupirani su pomocu rep-PCR metode (Domig i sur., 2014) i oligonukleotidne pocetnice GTGs
(Svec i sur., 2005). Nukleotidni slijed koristene GTGs pocetnice je 5' GTG GTG GTG GTG GTG
3'. Za grupiranje bakterijskih kultura K. pneumoniae rep-PCR metodom pripremljena je
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reakcijska smjesa ukupnog volumena 25 pl (24 pl reakcijske smjese + 1 ul DNA). U tablici 3.2.
prikazani su koristeni reagense, njihove pocetne i zavrsne koncentracije i volumeni u
reakcijskoj smjesi.

Tablica 3.2. Reagenski koriSteni za pripremanje reakcijske smjese za rep-PCR

Reagens Pocetna koncentracija Zavrsna koncentracija V [ul]
DreamTaq Buffer s MgCl, 10x pufer/20 mM MgCl,  1x pufer/2mM MgCl, 2,5
dNTP 10 mM 0,4 mM 1
GTGs 100 pmol/ul 2 pmol/ul 0,5
DreamTaq polimeraza 5U/ul 0,08 U/l 0,4
DNA 20 ng/pl 0,8 ng/ul 1
H,O 19,6
Ukupan volumen 25

Reakcija je provedena u PCR uredaju ProFlex PCR System (Applied biosystems, SAD) pri
uvjetima navedenim u tablici 3.3.

Tablica 3.3. Temperaturni profili rep-PCR reakcije.

Dijelovi PCR reakcije Temperatura/vrijeme Ciklusi
Pocetna denaturacija 95°C/7 min x1
Denaturacija 90°C/30s

Sparivanje pocetnica 40°C/1 min x30
Sinteza komplementarnih lanaca DNA 65°C/8 min

Zavrsno produljivanje lanca 65°C/16 min x1

Agaroznom gelu (2%) je dodano 5 ul rep-PCR produkta pomijesanih s 2 ul 6x LD boje i
5 ul molekularnog markera Gene Ruler 1 kb (Thermo Scientific, SAD). Rep-PCR produkti su
razdvojeni horizontalnom elektroforezom (Owl A1, Thermo Scientific, SAD) na 90V kroz 1 sat
i 50 min. Nakon horizontalne elektroforeze gel je bojan u otopini etidij bromida koncentracije
0,5 ul/ml kroz 30 minuta i snimljen pomoc¢u uredaja UVIDOC HD6 (Uvitec, Velika Britanija).

Dobiveni rep-PCR obrasci analizirani su uz pomo¢ programa BioNumerics 7.6.1.
(Applied Maths, Belgija). Dice koeficijent korisSten je za racunanje sli¢nosti izolata K.
pneumoniae, a UPGMA algoritam (engl. Unweight Paired Group Arithmetic Average) za
grupiranje izolata. U konstrukciji dendrograma su koristeni sljedeéi parametri: razina
tolerancija od 1,0% i optimizacija od 0,5%. lzolati su grupirani na temelju 90% sli¢nosti. Za
daljnje analize odabrani su reprezentativni predstavnici odabranih grupa (n=12).
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3.2.3. Odredivanje utjecaja ozona na odabrane izolate Klebsiella spp.

U ovom istraZzivanju odreden je utjecaj dvije razli¢ite koncentracije (2 i 4 ppm) ozona
otopljenog u vodi i dva nacina primjene (u obliku kapljica i maglice) na odabrane izolate K.
pneumoniae rezistentne na karbapenem i kolistin (n=12).

3.2.3.1. Otapanje ozona u vodovodnoj vodi

Ozon je otopljen u vodovodnoj vodi pomocu uredaja za otapanje ozona (SIHON, 8 g/L)
pri 22 °C. Koncentracija ozona u vodi od 2 ppm, u pravilu je, postignuta unutar 10 min, a4 ppm
unutar 20 min pri 22 °C. Nakon otapanja, postignuta koncentracija ozona u vodi je izmjerena
pomocu uredaja DOZ-30 Portable Dissolved Ozone Analyzer (Guangzhou Qili Environmental
Equipment Co., Kina).

3.2.3.2. Priprema biomase izolata K. pneumoniae

Svi ispitivani izolati iscrpljeni su na krutim LB podlogama do monokulture i inkubirani
na 37 °C preko noci. Nakon inkubacije, pripremljena je biomasa svakog pojedinog izolata koja
odgovara koncentraciji bakterija od 1,5 x 108 CFU/mL tako da je pojedina¢na kolonija dodana
u 5 ml sterilne fizioloSke otopine do postizanja turbiditeta koji odgovara turbiditetu 0,5
McFarland standarda. Turbiditet je izmjeren pomocu aparata DEN-1 Densitometar (Biosan,
Latvija). Nakon toga, pripremljene su radne bakterijske suspenzije koncentracije 1,5 x 108
CFU/mLdo 1,5 x 103 CFU/mL, razrijedivanjem u sterilnoj fiziolo§koj otopini u omjeru 1:10 (Slika
3.1.).
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1,5x10% CFU/mL  1,5x10” CFU/mL  1,5x10° CFU/mL  1,5x10° CFU/mL  1,5x10° CFU/mL  1,5x10% CFU/mL

/
{

v W VWV V VvV ¥

McFarland 0,5 101 102 103 10* 10°

5 mL fizioloSke otopine

SERIJA RAZRIJEDENJA
+ bakterijske kolonije

Slika 3.1. Priprema radnih bakterijskih suspenzija koncentracija 1,5 x 10°do 1,5 x 10® CFU/mL.

Ukratko, epruvete koritene za serijska razrjedenja (oznagene na slici 3.1. 101, 1072, 10°
3,101 10°) prethodno su napunjene sa 9 mL sterilne fizioloske otopine. U epruvetu 10" dodan
je 1 mL McFarland standarda 0,5 nakon cega je sadrzaj epruvete dobro homogeniziran
vorteksiranjem. Zatim je 1 ml bakterijske suspenzije u epruveti 10! sterilno prebacéen u
epruvetu 102 i homogeniziran vorteksiranjem. Postupak je ponovljen do razrjedenja 107.

Za odredivanje utjecaja ozonirane vode dviju razliCitih koncentracija, 2 ppm i 4 ppm te
razlicitih nacina aplikacije, u obliku maglice i kapljica na izolate K. pneumoniae koristen je
raspon biomasa 1,5 x 106 CFU/mL do 1,5 x 103 CFU/mL.

3.2.3.3. Eksperimentalni dizajn

U ovom istrazivanju ispitane su sljedeée kombinacije koncentracija i nacina aplikacije:
2 ppm/maglica, 4 ppm/maglica, 2 ppm/kapljice i 4 ppm/kapljice.

Na odabranim reprezentativnim izolatima K. pneumoniae (n=12, biomasa 1,5 x 10°
CFU/mL do 1,5 x 10° CFU/mL) ispitana je svaka kombinacija koncentracije i nadina aplikacije
otopljenog ozona u duplikatima.
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U sterilne, prethodno oznacene i prazne Petrijeve zdjelice pipetira se po 1 mL
odgovarajuce biomase. Ovako pripremljene bakterijske suspenzije tretirane su ozoniranom
vodom (2 ili 4 ppm) pomodu boce s pumpicom (ozon u kapljicama) ili pomoc¢u fogera (ozon u
maglici). Kontrole su pripremljene na isti nacin, ali umjesto ozonirane vode na izolate K.
pneumoniae aplicirana je sterilna vodovodna voda u obliku kapljica i maglice (Slika 3.2.).

0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000
0000 0000

Slika 3.2. Shematski prikaz eksperimentalnog dizajna za ispitivanje utjecaja razlicitih koncentracija
ozona i nacina aplikacije na odabrane izolate K. pneumoniae. 10° do 10® oznadava koncentraciju
bakterijskih suspenzija u CFU/mL.

Ozonirana i sterilna vodovodna voda su ostavljene da djeluju na izolate K. pneumoniae
kroz 5 min, nakon ¢ega su preliveni s 12 mL otopljenog LB agara. Podloge su ostavljene da
polimeriziraju na sobnoj temperaturi, te su inkubirane pri 37 °C tijekom 24 h.
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Nakon inkubacije izbrojene su narasle kolonije i izracunat je broj prezivjelih bakterija

po formuli:

broj kolonija x faktor razrjedenja

Broj prezivljelih bakterija [CFU/mL] =
volumen uzorka [mL]

Ucinkovitost ozona je izrazena kao postotak ubijenih bakterija, a izraCunata je po
formuli:

broj prezivjelih kolonija nakon tretmana [CFU/mL]
broj kolonija u kontroli [CFU/mL]

)

Ucinkovitost ozona [%] = 100 x (1-

3.2.4. Statisticka analiza

Signifikantne razlike izmedu razli¢itih koncentracija ozona i nacina aplikacije odredene
su dvofaktorskom analizom varijance ANOVA, a srednje vrijednosti viSestruko su usporedene
post hoc Tukey HSD testom. Razlike su smatrane statisticki znacajnima ako je p<0,01. Svi
podaci su analizirani u racunalnom programu Microsoft Excel pomoéu dodatka Analysis
Toolpak.
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4. Rezultati

4.1. Grupiranje sojeva K. pneumoniae rep-PCR metodom

U ovom istrazivanju koriSteni su sojevi K. pneumoniae koji su grupirani na temelju rep-
PCR profila dobivenih amplifikacijom s GTGs pocetnicom. Na temelju 90% sli¢nosti ispitivani
sojevi grupirani su u 25 grupa. Od toga, samo 10 grupa sadrzi viSe od jednog predstavnika, a u
15 grupa je svrstan samo jedan soj Sto pokazuje veliku varijabilnost sojeva unutar vrste K.
pneumoniae.

Po 2 soja K. pneumoniae svrstana su u 5 grupa: grupa 2 (96,6% sli¢nosti), grupe 3i 9
(100% sli¢nosti), grupa 5 (92,9% slicnosti) i grupa 10 (90,3% slicnosti). Dvije grupe sadrze 3
soja. Dvije grupe Cine 3 soja: grupa 4 (100% sli¢nosti) i grupa 7 (96,3% sli¢nosti). Konacno, vise
od 3 soja sadrze grupa 1 (4 soja 96,3% sli¢nosti), grupa 8 (5 soja 95,2% sli¢nosti) i grupa 6 (8
soja 92,8% sli¢nosti).

Preostale grupe ne prikazuju visoku medusobnu sli¢nost, vec slicnost varira od 22,3 do
89,7% (Slika 4.1.).
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Slika 4.1. Dendrogram sojeva K. pneumoniae grupiranih na temelju rep-PCR profila dobivenih

amplifikacijom s GTGs pocetnicom. Sojevi su grupirani na temelju 90% sli¢nosti. Velike grupe su

uokvirene i ozna¢ene 1-10, a reprezentativni sojevi su otisnuti deblje i plavo.

Na temelju ovih podataka, za daljnje analize odabran je po jedan reprezentativan soj

za 10 najvedih grupai 2 grupe s jednim sojem (n=12; slika 4.1.).
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4.2. Utjecaj razlicitih nacina aplikacije i razlicitih koncentracija ozona na
izolate Klebsiella pneumoniae

U ovom istrazivanju ispitan je uc¢inak dviju koncentracija ozona otopljenog u vodi (2i 4
ppm) i 2 nacina aplikacije (u obliku kapljica i maglice). Tretmani su izvedeni 5-minutnim
vremenom kontakta izmedu ozonirane vode i bakterija.

U pravilu, na ucinkovitost ozona otopljenog u vodi znadajno utje¢e koncentracija
(p<0,01), ali ne i nacin primjene (p>0,05) (Slika 4.2.). Samo kod 4 reprezentativna soja K.
pneumoniae (SE_SC_COL_87, SE_SC_COL_102, SE_SC_COL_182, H2_SC_COL_118) je na
ucinkovitost, uz koncentraciju (p<0,01), znacajno utjecao i nacin primjene (p<0,01).
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Slika 4.2. Utjecaj razli¢itih koncentracija ozona i razlicitih nacina aplikacije na primjeru soja K.
pneumoniae H1_SC_COL_44. A — kontrola/kapljica, B — kontrola/maglica, C — 4 ppm/kapljica, D — 4
ppm/maglica, E — 2 ppm/kapljica; F — 2 ppm/maglica.

Ozonirana voda je pokazala znacajnu imhibitornu aktivnost i efikasno reducirala
brojnost sojeva K. pneumoniage SE_SC COL 46, SE_SC COL 61, SE_SC COL 86 i
SE_SC_COL_96 (>90%; tablice P1, P3, P5iP7). Obje koncentracije ozona i oba nacina primjene
znacajno su reducirale brojnost prije navedenih sojeva u odnosu na kontrole, ali nije uocena
znacajna razlika u redukciji brojnosti bakterija s obzirom na koncentraciju ozona i nacin
aplikacije (grafovi 4.1. — 4.4.).
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Kod soja SE_SC_COL_46 tretiranje kapljicama pokazalo je neznaéajno vecu redukciju u
brojnosti, neovisno o koncentraciji ozona, u usporedbi s tretmanom maglicom. Koncentracija
ozona 4 ppm u obliku kapljica reducirala je brojnost bakterija za visokih 98,42%, a 2 ppm
94,19%. U obliku maglice redukcija je neSto manja, ali ne znacajno, 4 ppm 91,75% te 2 ppm
92,15% (graf 4.1.; tablica P1).
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Graf 4.1. PreZivljavanje soja K. pneumoniae SE_SC_COL_46 nakon tretmana ozonom otopljenim u
vodi (4 i 2 ppm) u obliku kapljice i maglice.

Velika redukcija u brojnosti postignuta je kod soja SE_SC_COL_61, takoder u svim
kombinacijama aplikacije i koncentracije ozona. Koncentracija ozona 4 ppm u obliku kapljica
reducirala je brojnost ovog soja za c¢ak 99,28%, dok je manja koncentracija od 2 ppm
reducirala, neznacajno, maniji broj bakterija, 98,48%. Ozonirana voda u obliku maglice u veéoj
koncentraciji (4 ppm) reducirala je 1,26% manje bakterija u odnosu na manju koncentraciju (2

ppm). Kod 4 ppm postignuta je redukcija od 95,86%, a kod 2 ppm 97,12% (graf 4.2.; tablica
P3).
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Graf 4.2. Prezivljavanje soja K. pneumoniae SE_SC_COL_61 nakon tretmana ozonom
otopljenim u vodi (4 i 2 ppm) u obliku kapljice i maglice.

SE_SC_COL_86 u tri od cetiri kombinacije aplikacije i koncentracije pokazuje redukciju
vecu od 99%. Kao i kod prethodnih sojeva nije uocena signifikantna razlika u redukciji brojnosti
bakterija izmedu svih mogucih kombinacija koncentracije ozona i njihove aplikacije ukljucujuci
usporedbu kontrola. Ozon u kapljicama koncentracije 4 ppm reducirale su brojnost
SE_SC_COL_86 za 99,97%, a koncentracije 2 ppm za 99,86%. Ozonom koncentracije 4 ppm u
obliku maglice postignuta je redukcija od 99,27%, dok je manja koncentracija ozona rezultirala
redukcijom brojnosti od 91,41% (graf 4.3.; tablica P5).
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Graf 4.3. Prezivljavanje soja K. pneumoniae SE_SC_COL_86 nakon tretmana ozonom
otopljenim u vodi (4 i 2 ppm) u obliku kapljice i maglice.
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Znacajno inhibitorno djelovanje ozona, u odnosu na kontrolu, uoéeno je i kod soja K.
pneumoniae SE_SC_COL_96. Veéa redukcija brojnosti uocena je kod tretmana maglicom u
usporedbi s tretmanom kapljicama. Sto se ti¢e koncentracija ozona, pokazalo se da je ozon u
koncentraciji od 4 ppm bio djelotvorniji. Tretman kapljicama u koncentraciji od 4 ppm
reducirao je broj bakterija za 99,41%, a tretman manjom koncentracijom 93,70%. Drugi
koristeni tretman, maglicom, reducirao je 98,86% bakterija pod utjecajem vece koncentracije
ozona te 98,71% pod utjecajem koncentracije ozona od 2 ppm (graf 4.4.; tablica P7).
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Graf 4.4. Preiivljavanje soja K. pneumoniae SE_SC_COL_96 nakon tretmana ozonom otopljenim u
vodi (4 i 2 ppm) u obliku kapljice i maglice.

Inhibitoran ucinak na soj K. pneumoniae SE_SC_COL_173 znacajno ovisi o koncentraciji
ozona, a ne o nacinu primjene. Redukcija broja bakterija koja je postignuta pri tretmanu
kapljicama s 4 ppm ozona iznosi 99,69%, dok je ista koncentracija ozona u obliku maglice
reducirala brojnost za 98,93%. Koncentracija ozona od 2 ppm u obliku kapljica djelovala je
inhibitorno na 76,16% bakterija te na 73,08% bakterija tretmanom maglice iste koncentracije
(graf 4.5.; tablica P9).
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Graf 4.5. PreZivljavanje soja K. pneumoniae SE_SC_COL_173 nakon tretmana ozonom otopljenim u
vodi (4 i 2 ppm) u obliku kapljice i maglice.

Identi¢an sluc¢aj kao kod soja K. pneumoniae SE_SC_COL_173 utvrden je kod soja K.
pneumoniae H1_SC_COL_44, tj. inhibitoran ucinak znacajno ovisi o koncentraciji ozona, a ne
o nacinu primjene. Tretmanom kapljicama ozoniranih na 4 ppm postignuta je redukcija
brojnosti od 98,15%, a maglicom iste koncentracije 95,00% redukcija broja bakterija. Druga
koriStena koncentracija (2 ppm) bakteriocidno je djelovala na 86,34% bakterija tretiranih
kapljicama te 80,20% bakterija tretiranih maglicom (graf 4.6.; tablica P12).
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Graf 4.6. PreZivljavanje soja K. pneumoniae H1_SC_COL_44 nakon tretmana ozonom otopljenim u
vodi (4 i 2 ppm) u obliku kapljice i maglice.
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Kod soja K. pneumoniae SE_SC_COL_87 baktericidan ucinak pri viSoj koncentraciji (4
ppm) ne ovisi o nacinu primjene, dok pri nizoj koncentraciji (2 ppm) bakteriocidnom ucinku
znacajno pridonosi i nacin aplikacije. Ozon u obliku kapljica koncentracije 4 ppm bakteriocidno
je djelovalo na 76,38% bakterija, a u koncentraciji 2 ppm na 94,12% bakterija. Tretman
maglicom ozoniranom na 4 ppm pokazao je redukciju brojnosti od 75,00%, a isti tretman
manjom koncentracijom (2 ppm) neznacajno vise (82,67%) (graf 4.7.; tablica P6).
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Graf 4.7. PreZivljavanje soja K. pneumoniae SE_SC_COL_87 nakon tretmana ozonom otopljenim u
vodi (4 i 2 ppm) u obliku kapljice i maglice.

Tretiranje soja K. pneumoniae H2_SC COL 118 ozoniranom vodom razlicitih
koncentracija i nacina primjene pokazao je isti trend kao i soj SE_SC_COL_87 tj. baktericidan
ucinak pri viSoj koncentraciji (4 ppm) ne ovisi o nacinu primjene, a pri nizoj koncentraciji (2
ppm), uz koncentraciju, ovisi i o nacinu aplikacije. Tretiranje kapljicama koncentracije ozona 4
ppm djelovalo je bakteriocidno na 99,28% bakterija, a tretman maglicom iste koncentracije na
95,37%. Tretman kapljicama koncentracije ozona 2 ppm djelovao je znadajno manje
bakteriocidno od svih ostalih ispitanih tretmana i rezultirao redukcijom brojnosti od 90,97%,
dok je istom koncentracijom ozona u obliku maglice postignuta redukcija broja bakterija od
96,58% (graf 4.8.; tablica P11).
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Graf 4.8. PreZivljavanje soja K. pneumoniae H2_SC_COL_118 nakon tretmana ozonom otopljenim u
vodi (4 i 2 ppm) u obliku kapljice i maglice.

Brojnost soja K. pneumoniae SE_SC_COL_54 je znacajno reducirana svim
kombinacijama tretmana ozonom u usporedbi s kontrolama. Znacajna redukcija brojnosti soja
SE_SC_COL_54 tretiranog koncentracijom ozona od 4 ppm ne ovisi o nacinu aplikacije.
Tretmana ozonom koncentracije 2 ppm u obliku maglice pokazuje znacajno manje
bakteriocidno djelovanje u odnosu na ostale tretmane. Tretman kapljicama ozoniranih na 4
ppm reducirao je brojnost bakterija za 99,23%, a pri koncentraciji od 2 ppm za 99,52%. Maglica
ozonirana na 4 ppm je djelovala bakteriocidno na 94,04% bakterija, a ozonirana na 2 ppm
79,07% bakterija (graf 4.9.; tablica P2).
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Graf 4.9. PreZivljavanje soja K. pneumoniae SE_SC_COL_54 nakon tretmana ozonom otopljenim u
vodi (4 i 2 ppm) u obliku kapljice i maglice.

Signifikantna redukcija brojnosti soja K. pneumoniae SE_SC_COL_68 u usporedbi s
kontrolama uocena je kod svih tretmana. S iznimkom tretmana ozonom koncentracije 2 ppm
u obliku maglice koji pokazuje znac¢ajno manje bakteriocidno djelovanje, ostali tretmanima
pokazuju isto djelovanje. Svi tretmani, osim 2 ppm u obliku maglice (88,86%), postignuli su
redukciju brojnosti ve¢u od 99%. Shodno tome, tretman maglicom ozoniranom na 4 ppm
reducirao brojnost bakterija za 99,13%, a tretmani kapljicama za 99,81% (4 ppm) i 99,52% (2
ppm) (graf 4.10.; tablica P4).
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Graf 4.10. PreZivljavanje soja K. pneumoniae SE_SC_COL_68 nakon tretmana ozonom otopljenim u
vodi (4 i 2 ppm) u obliku kapljice i maglice.
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U pravilu, soj K. pneumoniae SE_SC_COL_102 je osjetljiv na djelovanje ozona. Tretmani
ozonom koncentracije 4 ppm u obliku kapljice i maglice te 2 ppm u obliku kapljice pokazali su
znacajno bakteriocidno djelovanje. Iznimno, tretman ozonom koncentracije 2 ppm u obliku
maglice je najmanje smanjio brojnosti ispitivanog soja, svega za 17,02%, Sto nije znacajno
razli¢ito od samih kontrola. lzmedu preostalih tretmana nije uo€ena znacajna razlika te je
tretman kapljicama djelovao bakteriocidno na 98,29% (4 ppm) te 78,19% (2 ppm) bakterija.
Preostali tretman maglicom u koncentraciji od 4 ppm je djelovao bakteriocidno na 85,47%
bakterija (graf 4.11.; tablica P8).
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Graf 4.11. PreZivljavanje soja K. pneumoniae SE_SC_COL_102 nakon tretmana ozonom otopljenim u
vodi (4 i 2 ppm) u obliku kapljice i maglice.

Graf 4.12. prikazuje redukciju brojnosti soja K. pneumoniae SE_SC_COL_182. Redukcija
brojnosti soja SE_SC COL 182 ovisi o koncentraciji i nacinu aplikacije ozona. Pa tako,
bakteriocidan ucinak znacajno ovisi o nacinu aplikacije samo kod koncentracije ozona od 2
ppm. Ozon koncentracije 4 ppm u obliku kapljice reducira brojnost soja SE_SC_COL 182 za
98,94%, a u obliku maglice za 95,44%. Ozon koncentracije 2 ppm, bez obzira na nacin
aplikacije, pokazuje nesto slabije bakteriocidno djelovanje u odnosu na 4 ppm. U obliku
kapljice ubija 95,44% bakterija, dok u obliku maglice pokazuje najslabije djelovanje i reducira
tek 84,67% bakterija (tablica P10).
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Graf 4.12. Prezivljavanje soja K. pneumoniae SE_SC_COL_182 nakon tretmana ozonom otopljenim u

vodi (4 i 2 ppm) u obliku kapljice i maglice.
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5. Rasprava

Eksperimentalne studije dokazale su djelotvornost ozonirane vode kao antimikrobnog
sredstva. Ova znacajka povezana je s njegovim snaznim oksidacijskim djelovanjem koje
proizlazi iz procesa razgradnje s oslobadanjem slobodnih radikala sposobnih za inaktivaciju
bakterija, gljivica, virusa i prazivotinja (Wood i sur., 2020; Akbar i sur., 2020; Porto i sur., 2019;
Jiang i sur., 2019; Megahed i sur., 2018; Fontes i sur., 2012). S obzirom na potrebu za novim
strategijama za kontrolu patogenih mikroorganizama, narocito multirezistentnih bakterija ili
koronavirusa, upotreba sredstava za dezinfekciju, kao $to je ozonirana voda, moze se smatrati
pozeljnom i opce prihvaéenom strategijom (Wood i sur., 2020).

U ovom istraZivanju antimikrobna djelotvornost ozonirane vode, generirane u obliku
kapljica i maglice u koncentracijama od 2 ppm i 4 ppm, procijenjena je na 12 karabapenem i
kolistin rezistentnih izolata Klebsiella pneumoniae podrijetlom iz otpadnih voda. Rezultati su
pokazali izuzetno visoku djelotvornost ozonirane vode kao antimikrobnog sredstva na izolate
Klebsiella pneumoniae. Apsolutni broj bakterija K. pneumoniae statisticki je smanjen u odnosu
na kontrolu i iznosi 98,15-99,81% za ozon apliciran u obliku kapljica u koncentraciji od 4 ppm
te od 13,02-98,70% za 2 ppm ozona primijenjenog u obliku maglice. Najbolja djelotvornost
ozonirane vode bila je vidljiva kod izolata SE_SC_COL_61. Redukcija brojnosti ovog izolata
prilikom svakog od 4 tretmana iznosila je vise od 95%. Prema tome, neovisno o obliku
ozonirane vode i koncentraciji ozona postize se izuzetno visoko antimikrobno djelovanje
prema pojedinim izolatima Klebsiella pneumoniae. Sli¢ni rezultati zamijeéeni su i kod ostalih
izolata ukljucujuci sojeve SE_SC_COL 61, SE_SC_COL_46, SE_SC_COL_86iSE_SC_COL_96. Kod
nekih sojeva K. pneumoniae prezivio je znatno veci broj bakterija, ovisno o primjenjivanom
tretmanu. Najvecée odskakanje od prosjecnih rezultata detektirano je zaizolat SE_SC_COL_102
s obzirom na to da je ozonirana voda koncentracije 2 ppm u obliku maglice, reducirala samo
17,02% ovih bakterija Sto znaci da je velik postotak ovih sojeva preZivjelo tretman ozonom u
navedenoj koncentraciji. U ovom istrazivanju ucinkovitost inaktivacije mikroorganizama
primjenom vece (4 ppm) i manje (2 ppm) koncentracije ozona bila je izuzetno velika u oba
slucaja. Medutim, prosje¢no bolje rezultate pokazala je voda zasi¢ena ve¢om koncentracijom
ozona prilikom aplikacije iste u obliku maglice i kapljica. Nacini aplikacije vode zasiéene
ozonom takoder su utjecali na udio reduciranih bakterija. Tako je prema prosjec¢nim
rezultatima bolju redukciju pokazao tretman aplikacije ozonirane vode u obliku kapljica.

Ozonirana voda moze se primijeniti tijekom operativnog lije€enja kako bi se zastitilo
tkivo od infekcija uzrokovanih patogenim bakterijama (Bialoszewski i sur., 2010). Osim za
redukciju broja multirezisitenih K. pneumoniae dokazanog u ovom istraZivanju, ozon je
znacajno smanjio brojnost i drugih patogenih bakterija poput Enterococcus faecalis i
Streptococcus mutans (Nagayoshi i sur., 2004). Nagayoshi i sur. (2004) su takoder dokazali da
ozonirana voda ima istu antimikrobnu aktivnost u kombinaciji s ultrazvukom, kao i tretman s
2,5% NaOCl. Medutim, Hems i sur. (2005) su zakljucili da je sposobnost ozona da inaktivira soj
E. faecalis puno slabija u usporedbi s ucinkovitoséu NaOCl-a.

U preliminarnom istrazivanju Doroszkiewicz i sur. (1994) istrazeno je djelovanje ozona
na sojeve Acinetobacter anitratus i Pseudomonas aeruginosa. Rezultati su pokazali smanjenje
broja bakterija kao odgovor na povecanu izloZenost sojeva ozonu, no postojale su razlike u
osjetljivosti bakterija na ozon Sto je dokazano i kod K. pneumoniae. Optimalno vrijeme
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ozoniranja kako bi se postigao ucinak inaktivacije 90% bakterija kod A. anitratus iznosi 10
minuta te kod P. aeruginosa 7 minuta. Za postizanje istog u¢inka u ovom istraZivanju, K.
pneumoniae je bila izlozena ozonu u trajanju od 5 minuta Sto dokazuje vecu osjetljivost K.
pneumoniae u odnosu na Gram-negativne bakterije koriStene u istrazivanju Doroszkiewicz i
sur. (1994).

Nadalje, Yaflez i sur. (2016) potvrduju antimikrobnu aktivnost ozona na primjeru
Helicobacter pylori. Usporedbom tretmana ozonom i tretmana klorom u vodenoj otopini, ozon
je ucinkovitije reducirao ove bakterije $to bi moglo pomoci u smanjenju visoke stope infekcija
uzrokovanih H. pylori. Rezultati Yaflez i sur. (2016) posebno su primjenjivi u zemljama u razvoju
gdje je vise od 80% odrasle populacije inficirano ispitivanom bakterijom.

Ozon pokazuje izuzetno snaino antimikrobno djelovanje protiv veéine bakterija,
gljivica i virusa te stoga ima izuzetan potencijal primjene u razli¢itim granama industrije. Velik
potencijal pokazuje u prehrambenoj industriji gdje velik problem predstavlja bakterija
Salmonella enteritidis. Niske koncentracije ozona (1,51 ppm) ucinkovite su za inaktivaciju S.
enteritidis u stacionarnoj fazi rasta (Dave i sur., 1998). Stoga se ozon potencijalno moze
koristiti u preradi hrane s ciljem inaktivacije S. enteritidis.
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6. Zakljucak

e Multirezistentni sojevi Klebsiella pneumoniae, narocito oni otporni na karbapeneme i
kolistin, koji se koriste kao antibiotici posljednje linije obrane u lijeCenju infekcija
izazvanih ovim bakterijama, predstavljaju veliki javno-zdravstveni problem svuda u
svijetu.

e Na temelju analize obrazaca dobivenih rep-PCR-om utvrdena je znacajna unutar vrsna
varijabilnost izolata K. pneumoniae izoliranih iz otpadnih voda te su selektirani
reprezentativni sojevi (n=12) za daljnju analizu.

e Ozon otopljen u vodi apliciran je u dvije koncentracije (4 i 2 ppm) te u obliku kapljica i
maglice, a u svrhu redukcije broja multirezistentnih sojeva K. pneumoniae otpornih na
karbapeneme i kolistin.

e Ozonirana voda pokazala je znacajnu antimikrobnu aktivnost. Kod sojeva K.
pneumoniae SE_SC_COL_46, SE_SC_COL 61, SE_SC _COL_86 i SE_SC_COL 96
postignuta je redukcija u brojnosti ve¢a od 90%.

e Obje koncentracije ozona i oba nacina primjene znacajno su reducirale brojnost
multirezistentnih sojeva K. pneumoniae. Kod 4 soja K. pneumoniae, SE_SC_COL_87,
SE_SC _COL_102, SE_SC COL_182 i H1 _SC COL 44, na ucinkovitost je znacajno
utjecala koncentracija apliciranog ozona zajedno s nacinom primjene (kapljice ili
maglica).

e Ucinkovitost inaktivacije mikroorganizama primjenom veée i manje koncentracije
ozona bila je izuzetno velika u oba sluéaja. Prosje¢no bolje rezultate pokazala je voda
zasi¢ena ve¢om koncentracijom (4 ppm) ozona bez obzira na nacin primjene (maglica
ili kapljice).

e Bolju redukciju pokazao je nacin primjene vode zasiéene ozonom aplicirane u obliku
kapljica.

e Ozon u koncentraciji od 4 ppm apliciran u obliku kapljica se pokazao kao najefikasniji
u suzbijanju rasta sojeva K. pneumoniae. Stopa prezivljavanja reprezentativnih sojeva
tretiranih koncentracijom ozona od 4 ppm u obliku kapljica iznosila je 0,19 do 1,85%.

e Manja koncentracija ozona (2 ppm) apliciranog u obliku maglice pokazala se najmanje
efikasnom i vrlo varijabilnom, sa stopom prezivljavanja testnih sojeva od 1,30 do
86,98%.
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8. Prilog

8.1. Popis kratica

°C stupanj celzijus

pL mikrolitar

ug mikrogram

BPA Bisfenol A

CPS polisaharidna kapsula

DBPS engl. Dulbecco's phosphate-buffered saline
ESBL engl. extended spectrum beta lactamases
g gram

GC-MS plinska kromatografija-masena spektrometrija
hvkP hipervirulentna Klebsiella pneumoniae

Kb kilobajt

KPC engl. carbapenem-producing Klebsiella pneumoniae
LPS lipopolisaharidi

MDR engl. Multidrug-Resistantance

mg/L gram po litri

min minuta

mL mililitar

mM milimol

ng nanogram

ng/uL nanogram po mikrolitru

PBP engl. penicillin-binding protein

pmol/uL pikomola po mikrolitru

ppm engl. parts per milion
S sekunda
SPME mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi

U/uL jedinica po mikrolitru



8.2. Tablice

Tablica P1. Utjecaj ozona razli¢itih koncentracija i nacina aplikacije na izolat Klebsiella
pneumoniae SE_SC_COL_46.

Izolat

SE_SC_COL_46
SE_SC_COL_46
SE_SC_COL_46
SE_SC_COL_46
SE_SC_COL_46
SE_SC_COL_46

Izolat

SE_SC_COL_54
SE_SC_COL_54
SE_SC_COL_54
SE_SC_COL_54
SE_SC_COL_54
SE_SC_COL_54

Izolat

SE_SC_COL_61
SE_SC_COL_61
SE_SC_COL_61
SE_SC_COL_61
SE_SC_COL_61
SE_SC_COL_61

Izolat

SE_SC_COL_68
SE_SC_COL_68
SE_SC_COL_68
SE_SC_COL_68
SE_SC_COL_68
SE_SC_COL_68

Tretman

Kontrola D
4 ppm D
2ppmD

Kontrola F
4 ppm F
2 ppm F

Tretman

Kontrola D
4 ppmD
2ppmD

Kontrola F
4 ppm F
2 ppm F

Tretman

Kontrola D
4 ppmD
2ppmD

Kontrola F
4 ppm F
2 ppm F

Tretman

Kontrola D
4 ppmD
2 ppm D

Kontrola F
4 ppm F
2ppmF

X [CFU/ml]

7,70x106
1,21x105
4,48x105
7,93x106
6,54x105
6,22x105

X [CFU/ml]

1,74x10°
1,34x10*
8,30x10°
1,59x108
9,46x10*
3,32x10°

X [CFU/mlI]

1,88x10’
1,36x10°
2,85x10°
1,86x10’
7,68x10°
5,35x10°

X [CFU/mlI]

6,03x10°
1,16x10*
2,91x10*
5,81x10°6
5,08x10*
6,48x10°

stDev
[CFU/mI]
8,29x105
2,15x104
1,79x104
6,50x105
1,93x104
4,26x104

stDev
[CFU/mI]
2,29x10°
3,06x103
8,95x10?
1,18x10°
1,86x10*
2,87x10*

stDev
[CFU/mI]
1,83x10°
2,60x10*
1,48x10*
1,01x10°
5,86x10*
4,35x10*

stDev
[CFU/mI]
3,69x10°
1,46x10°
4,21x10°
2,59x10°
1,16x10*
5,61x10*

Redukcija u brojnosti
[%]

98.42
94.19

91.75
92,15

Tablica P2. Utjecaj ozona razli¢itih koncentracija i nacina aplikacije na izolat Klebsiella
pneumoniae SE_SC_COL_54.

Redukcija u brojnosti
[%]

99,23
99,52

94,04
79,07

Tablica P3. Utjecaj ozona razli¢itih koncentracija i nacina aplikacije na izolat Klebsiella
pneumoniae SE_SC _COL 61.

Redukcija u brojnosti
[%]

99,28
98,48

95,86
97,12

Tablica P4. Utjecaj ozona razli¢itih koncentracija i nacina aplikacije na izolat Klebsiella
pneumoniae SE_SC_COL_68.

Redukcija u brojnosti
[%]

99,81
99,52

99,13
88,86
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Tablica P5. Utjecaj ozona razli¢itih koncentracija i nacina aplikacije na izolat Klebsiella
pneumoniae SE_SC_COL_86.

Izolat Tretman X [CFU/mI] stDev Redukcija u brojnosti
[CFU/mI] [%]

SE_SC_COL_86 Kontrola D 1,45x107 1,79x10°
SE_SC_COL_86 4 ppm D 3,29x10* 3,28x103 99,77
SE_SC_COL_86 2 ppmD 2,04x10* 4,15x103 99,86

SE_SC_COL_86 Kontrola F 1,44x107 1,31x10°
SE_SC_COL_86 4 ppm F 1,06x10° 1,34x10* 99,27
SE_SC_COL_86 2 ppm F 1,24x10° 1,61x10° 91,41

Tablica P6. Utjecaj ozona razli¢itih koncentracija i nacina aplikacije na izolat Klebsiella
pneumoniae SE_SC_COL_87.

Izolat Tretman X [CFU/mI] stDev Redukcija u brojnosti
[CFU/m] [%]

SE_SC_COL_87 Kontrola D 1,33x10°8 8,85x10*
SE_SC_COL_87 4 ppm D 3,15x10° 2,43x10* 76,38
SE_SC_COL_87 2 ppm D 7,83x10* 1,59x10* 94,12

SE_SC_COL_87 Kontrola F 1,33x10°8 8,00x10*
SE_SC_COL_87 4ppmF 3,33x10° 1,97x10* 75,00
SE_SC_COL_87 2ppmF 2,31x10° 2,96x10* 82,67

Tablica P7. Utjecaj ozona razli¢itih koncentracija i nacina aplikacije na izolat Klebsiella
pneumoniae SE_SC_COL_96.

Izolat Tretman X [CFU/ml] stDev Redukcija u brojnosti
[CFU/mI] [%]

SE_SC_COL_96 Kontrola D 1,51x107 2,18x10°
SE_SC_COL_96 4 ppmD 8,90x10* 1,97x10* 99,41
SE_SC_COL_96 2 ppm D 9,48x10° 8,42x10* 93,70

SE_SC_COL_96 Kontrola F 1,52x107 1,75x10°
SE_SC_COL_96 4 ppm F 1,72x10° 8,81x10° 98,86
SE_SC_COL_96 2ppmF 1,95x10° 1,48x10* 98,71

Tablica P8. Utjecaj ozona razli¢itih koncentracija i nacina aplikacije na izolat Klebsiella
pneumoniae SE_SC _COL_102.

Izolat Tretman X [CFU/mI] stDev Redukcija u brojnosti
[CFU/m] [%]

SE_SC_COL_102 Kontrola D 1,35x107 1,70x10°
SE_SC_COL_102 4 ppm D 2,31x10° 2,59x10* 98,29
SE_SC_COL_102 2 ppm D 2,95x10° 1,88x10° 78,19

SE_SC_COL_102 Kontrola F 1,38x107 8,78x10°
SE_SC_COL_102 4ppmF 2,00x10° 1,24x10° 85,47
SE_SC_COL_102 2 ppmF 1,14x10’ 1,80x10° 17,02
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Tablica P9. Utjecaj ozona razliCitih koncentracija i nacina aplikacije na izolat Klebsiella
pneumoniae SE_SC_COL_173.

Izolat Tretman X [CFU/mI] stDev Redukcija u brojnosti
[CFU/mI] [%]

SE_SC_COL_173 Kontrola D 3,55x10’ 1,09x10°
SE_SC_COL_173 4 ppm D 1,11x10° 4,77x10* 99,69
SE_SC_COL_173 2 ppm D 8,47x10° 5,86x10° 76,16

SE_SC_COL_173 Kontrola F 3,55x10’ 6,85x10°
SE_SC_COL_173 4 ppm F 3,79x10° 6,69x10% 98,93
SE_SC_COL_173 2 ppm F 9,56x10° 4,05x10° 73,08

Tablica P10. Utjecaj ozona razli¢itih koncentracija i nacina aplikacije na izolat Klebsiella
pneumoniae SE_SC_COL_182.

Izolat Tretman X [CFU/mI] stDev Redukcija u brojnosti
[CFU/m] [%]

SE_SC_COL_182 Kontrola D 1,19x108 3,55x10°
SE_SC_COL_182 4 ppm D 1,26x106 2,66x10° 98,94
SE_SC_COL_182 2 ppm D 1,03x107 4,81x10° 91,33

SE_SC_COL_182 Kontrola F 1,19x108 3,41x10°
SE_SC_COL_182 4 ppm F 5,42x10° 7,78x10° 95,44
SE_SC_COL_182 2ppmF 1,82x107 2,90x106 84,67

Tablica P11. Utjecaj ozona razli¢itih koncentracija i nacina aplikacije na izolat Klebsiella
pneumoniae H2_SC COL_118.

Izolat Tretman X [CFU/ml] stDev Redukcija u brojnosti
[CFU/mI] [%]

H2_SC_COL_118 Kontrola D 6,97x10’ 2,06x10°
H2_SC_COL_118 4 ppmD 5,00x10° 6,00x10* 99,28
H2_SC_coL_118 2 ppm D 6,29x10° 1,02x10° 90,97

H2_SC_cOoL_118 Kontrola F 6,94x107 9,60x10°
H2_SC_COL_118 4ppmF 3,21x10° 2,78x10° 95,37
H2_SC_coL_118 2 ppmF 2,37x10° 1,25x10° 96,58

Tablica P12. Utjecaj ozona razli¢itih koncentracija i nacina aplikacije na izolat Klebsiella
pneumoniae H1_SC_COL_44.

Izolat Tretman X [CFU/mI] stDev Redukcija u brojnosti
[CFU/m] [%]

H1_SC_COL_44 Kontrola D 1,39x108 6,41x10°
H1_SC_coL_44 4 ppm D 2,57x10° 2,64x10° 98,15
H1_SC_coL_44 2 ppm D 1,90x107 1,43x10° 86,34

H1_SC_COL_44 Kontrola F 1,39x10% 3,43x108
H1_SC_coL_44 4ppmF 6,97x10° 2,80x10° 95,00
H1_SC_cOoL_44 2ppm F 2,76x107 2,43x10° 80,20
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