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Ljudski je otpad opće poznat izvor različitih patogena koji se mogu širiti
u prirodnom okolišu, predstavljajući javnozdravstveni rizik.
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Rod Acinetobacter broji 53 imenovane vrste:

http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf

emergentni bolnički 
patogen 21. stoljeća
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Akutne sporadične infekcije ukazuju na mogući izvor Acinetobacter
baumannii izvan bolničkog okruženja.

Nakon 2010. javljaju se nalazi ovog patogena izvan bolničkog
okruženja:
• voda rijeke Seine (2010)
• sirove bolničke vode u Brazilu (2011)
• sirove i klorirane bolničke vode u Kini (2013)
• sirove i pročišćene urbane vode u Zagrebu (2016).
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Prisutnost bakterije A. baumannii u prirodnom okolišu je od
posebnog značaja, budući da nije razjašnjena veza između okolišnih
izolata i pojave humanih infekcija.

Za A. baumannii nisu razriješeni:
• način ulaska u bolničko okruženje,
• širenje iz bolničkog okruženja u prirodni okoliš,
• prirodno stanište.
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Cilj:
U ovom radu dan je pregled prisutnosti multiplo-rezistentnih (MDR) A.
baumannii u prirodnom okolišu pod utjecajem krutog i tekućeg otpada
u Hrvatskoj.

Lokacije na kojima su izolairani A. baumannii. 
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Prirodni ekosustavi sadrže 105 -106 CFU/mL vijabilnih bakterija.

Ne postoji jednostavan protokol za izolaciju vijabilnih A. baumannii iz
okolišnih uzoraka.
Bakterijsku vrstu A. baumannii obično preraste popratna flora čak i na
selektivnim i diferencijalnim podlogama.
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Izolacija A. baumannii provedena je na komercijalnom CHROMagar
Acinetobacter oplemenjenom s 15 mg/L cefsulodina nakon inkubacije
na 42C/48h.
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Identifikacija okolišnih izolata I
Čiste kulture suspektnih A. baumannii porasle na 42°C na hranjivom 
agaru se najprije karakteriziraju rutinskim bakteriološkim tehnikama: 
Gram negativni kokobacili, oksidaza negativni, katalaza pozitivni, 
tipične reakcije na Kliglerovom željeznom agaru. 
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Identifikacija okolišnih izolata II
Potvrda identifikacije:
 matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom
spektrometrom masa s vremenom proleta - MALDI-TOF MS (Microflex
LT, Bruker Daltonics) na staničnim ekstraktima

AnalyteNam

e 

AnalyteI

D 

Organism(bes

t match) 

ScoreValu

e 

Organism(secon

d best match) 

ScoreValu

e 

B1( ++ ) ( A ) Š 2/6 
Acinetobacter 

baumannii 
2.232 

Acinetobacter 

baumannii 
2.195 

B2( ++ ) ( A ) Š 2/5 
Acinetobacter 

baumannii 
2.067 

Acinetobacter 

baumannii 
2.046 

B3( ++ ) ( A ) OB 3929 
Acinetobacter 

baumannii 
2 

Acinetobacter 

baumannii 
1.978 

B4( ++ ) ( A ) Š 2/7 
Acinetobacter 

baumannii 
2.102 

Acinetobacter 

baumannii 
2.048 

B5( ++ ) ( A ) Š 2/10 
Acinetobacter 

baumannii 
2.231 

Acinetobacter 

baumannii 
2.191 

 Range Description Symbols Color 

2.300 ... 3.000 highly probable species identification ( +++ ) green 

2.000 ... 2.299 secure genus identification, probable species identification ( ++ ) green 

1.700 ... 1.999 probable genus identification ( + ) yellow 

0.000 ... 1.699 not reliable identification ( - ) red 
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Identifikacija okolišnih izolata III
Potvrda identifikacije:
 amplifikacija i sekvenciranje gena za β-podjedinicu RNA-polimeraze
(rpoB)
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Genetička srodnost okolišnih i kliničkih izolata A. baumannii
 gel-elektroforeza u pulsirajućem polju (PFGE)
 MLST (multilocus sequence typing) analiza sedam konstitutivnih
gena (cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rplB, and rpoB), Oxford shema

 

Isolate 

Gene locus/allele Sequence 

type 

Clonal 

complex 

IC 

type 
gltA gyrB gdhB recA cpn60 gpi rpoD 

OB 3831 1 3 3 2 2 96 119 a 1421 a 92 2 

OB 3929 1 3 3 2 2 96 3 195 92 2 

OB 3930 1 3 3 2 2 100 3 425 92 2 

OB 4027 1 3 3 2 2 96 119 a 1421 a 92 2 

OB 4138 1 3 3 2 2 96 3 195 92 2 

S2/1 1 3 3 2 2 96 3 195 92 2 

S2/2 1 3 3 2 2 96 3 195 92 2 

IN32 1 3 3 2 2 96 3 195 92 2 
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Profili antibiotske rezistencije I
 Vitek 2 sistem te E-test, razrjeđenje u bujonu
 tumačenje prema EUCAST i CLSI kriterijima za kliničke izolate

Isolate

MIC values of antibiotics (mg/L)

MEM IPM CIP LVX TOB GEN AMK MIN SAM TIM SXT CST

OB 3831 >16R >16R >4R 8R >16R >16R >64R 8I 16I 128R >320R <0.5

OB 3929 >16R >16R >4R 4R >16R >16R >64R 2 16I 128R >320R <0.5

OB 3930 >16R >16R >4R 4R <1 <1 16I 2 16I 128R >320R <0.5

OB 4027 >16R >16R >4R 8R >16R >16R >64R 8I 4 >128R >320R <0.5

OB 4138 >16R >16R >4R 8R >16R >16R >64R >16R 16I 128R <20 <0.5

S2/1 >16R >16R >4R 8R >16R >16R >64R 4 8 128R >320R <0.5

S2/2 >16R 8I >4R >8R >16R 8R >64R 2 <2 128R >320R >16R

S2/3 >16R >16R >4R 8R >16R >16R >64R 4 8 >128R >320R <0.5

S2/4 8I >16R >4R >8R 8R >16R >64R 4 4 64I >320R >16R

S1/1 >16R >16R >4R 8R >16R >16R >64R 8I <2 >128R >320R <0.5

S2/5 >16R >16R >4R 8R >16R >16R 8 8I >32R >128R <20 <0.5

S2/6 >16R >16R >4R 8R >16R >16R 8 >16R >32R >128R <20 <0.5

S2/7 >16R >16R >4R 8R >16R >16R 8 8I >32R >128R <20 <0.5

S2/8 >16R >16R >4R 8R >16R >16R 8 8I >32R >128R <20 <0.5

S2/9 >16R >16R >4R >8R >16R >16R 8 8I 16I >128R 160R <0.5

S2/10 8I >16R >4R 4R 4 8R >64R 2 4 64I >320R >16R

IN32 >16R >16R >4R 8R >16R >16R >64R 8I 16I 128R >320R <0.5
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Profili antibiotske rezistencije II 
 U karbapenem rezistentnih izolata utvrđuje se prisutnost gena
blaOXA-51-like, blaOXA-23-like, blaOXA-58-like, blaOXA-40-like i blaOXA-143-like metodom
višestruke lančane reakcije polimerazom (multiplex PCR)
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Jedan izolat A. baumannii je slučajno izoliran iz 0.1g kiselog (pH=2.55)
paleotla u napuštenom kamenolomu, Sveti Lovreć pokraj Pule.

Zeleno-sivo paleotlo u kamenolomu Tri Jezerca pokraj Svetog Lovreća, Pula. 

A. baumannii u tlu
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MALDI-TOF MS analizom dobivena je pouzdana vrijednost od 2.354,
identificirajući izolat kao A. baumannii.

A. baumannii u tlu
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Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) testiranih antibiotikaa prema okolišnom

izolatu A. baumannii. R – rezistentni prema EUCAST i CLSI kriterijima; n.m. - nije

mjereno.
a karbapenemi (MEM-meropenem, IMI-imipenem), fluorokinoloni (CIP-ciprofloxacin,

LVX-levofloxacin), aminoglikozidi (TOB-tobramycin, GEN-gentamicin, AMK-

amikacin), tetraciklini (MIN-minocycline), penicilin/β-laktamazni inhibitori (SAM-

ampicillin/sulbactam, TIM-ticarcillin/clavulanic acid), inhibitori folatnog puta (SXT-

trimethoprim/sulfamethoxazole), polimiksini (CST-colistin).

Multiplo rezistentan (MDR) prema 
fluorokinilonima, gentamicinu i 
trimetoprim-sulfametoksazolu

Isolat MIC vrijednosti antibiotika (mg/L)

MEM IPM CIP LVX TOB GEN AMK MIN SAM TIM SXT CST

Paleosol ≤0.5 ≤0.5 ≥4R 4R ≤1 >16R 2 n.m. 4 n.m. 160R ≤0.5

A. baumannii u tlu
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MDR A. baumannii iz paleotla je srodan kliničkom izolatu iz bolnice u
Puli.
Može preživjeti kiseli pH tla tijekom 2 dana, sušenje i visoku
temperaturu od 50°C.
Vjerojatan izvor A. baumannii u paleotlu je ilegalno odbačen bolnički
kruti otpad u okolici napuštenog kamenoloma.

A. baumannii u tlu



20

Tri izolata A. baumannii izdvojena su iz 0.01-1g tla na odlagalištu
otpada Sovjak iznad Rijeke.

A. baumannii u smetlištu

Smetlište Sovjak smješteno u vrtači kraj sela Marinići iznad Rijeke.
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Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) testiranih antibiotikaa prema okolišnim

izolatima A. baumannii. R - resistentni, I – intermedijarni prema EUCAST i CLSI

kriterijima.
a karbapenemi (MEM-meropenem, IMI-imipenem), fluorokinoloni (CIP-ciprofloxacin,

LVX-levofloxacin), aminoglikozidi (TOB-tobramycin, GEN-gentamicin, AMK-

amikacin), tetraciklini (MIN-minocycline), penicilin/β-laktamazni inhibitori (SAM-

ampicillin/sulbactam, TIM-ticarcillin/clavulanic acid), inhibitori folatnog puta (SXT-

trimethoprim/sulfamethoxazole), polimiksini (CST-colistin).

MALDI-TOF MS vrijednosti iznad 2.000 identificirala su izolate kao A. baumannii. 
Sva tri izolata bila su MDR i dijelila kompletnu ili intermedijarnu rezistenciju na 

karbapeneme,fluorokinolone, amikacin i penicilin/β-laktamazne inhibitore. 

Isolat MALDI 

TOF

MIC vrijednosti antibiotika (mg/L)

MEM IPM CIP LVX TOB GEN AMK MIN SAM TIM SXT CST

Sovjak1 2.036 ≥16R ≥16R ≥4R 4R ≤1 ≤1 32R ≤1 16I ≥128R ≤20 ≤0.5

Sovjak2 2.086 ≥16R ≥16R ≥4R 4R ≤1 ≤1 16I ≤1 16I ≥128R ≤20 ≤0.5

Sovjak3 2.000 ≥16R ≥16R ≥4R 4R ≤1 ≤1 >64R 8I 16I ≥128R ≥320R ≤0.5

A. baumannii u smetlištu
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Izolati A. baumannii iz tla na Sovjaku dijele mnoge osobine opisane za
kliničke izolate:
• pripadnost IC1 i 2 (u Hrvatskoj opisani od 2002. i 2009.)
• MDR profil antibiotske rezistencije
• rezistenciju na karbapeneme posredovanu genima blaOXA72 i 

blaOXA23-like

A. baumannii u smetlištu

Izolat Sequence

type

Clonal

complex

IC 

type

blaOXA

Sovjak 1 231 109 1 OXA-72

Sovjak 2 231 109 1 OXA-72

Sovjak 3 195 92 2 OXA-23

Vjerojatan izvor 
A. baumannii je 

ilegalno odbačen 
bolnički kruti 

otpad. 
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Tlo u vrtači na odlagalištu otpada Sovjak sadržavalo je 76 wt% naftnih
ugljikovodika: zasićeni ugljikovodici 33; aromatski ugljikovodici 14;
smole 8; asfalteni 46.

A. baumannii u smetlištu

Plinski kromatogram alkanske frakcije: gubitak laganih ugljikovodika do 
n-C23 te nerazlučena grba u višem molekularnom rangu.

karakteristično za 
uzorke podvrgnute 
atmosferilijama i 

biodegradaciji
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Simulacija daljnje bioremedijacije in vitro kroz 58 dana nije rezultirala
smanjenjem ukupne koncentracije naftnih ugljikovodika u tlu (76 wt%).
Razlog: rezistencija viših naftnih ugljikovodika na proces
biodegradacije.

A. baumannii u smetlištu

Iako naftno zagađenje pokazuje znakove prirodne bioremedijacije,
daljnja bioremedijacija starog zagađenja bi vjerojatno bila vrlo slabo
učinkovita.
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Četiri izolata A. baumannii izdvojena su iz 10mL vode rijeke Save ispod
Zagreba nakon ulijevanja urbanih otpadnih voda u rijeku kao prirodni
prijemnik.

A. baumannii u rijeci
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MALDI-TOF MS vrijednosti iznosile su 2.052 - 2.149 za A. baumannii. 
Sva četiri izolata bila su MDR i dijelila rezistenciju na karbapeneme, 

fluorokinolone, aminoglikozide i tikarcilin-klavulansku kiselinu.

Isolat MALDI 

TOF

MIC vrijednosti antibiotika (mg/L)

MEM IPM CIP LVX TOB GEN AMK MIN SAM TIM SXT CST

Sava3 2.075 >16R >16R >4R >8R >16R >16R >64R 4 16I >128R >320R <0.5

Sava4 2.081 >16R >16R >4R >8R <1 8R 16I 8I 8 >128R >320R <0.5

Sava5 2.149 >16R >16R >4R >8R >16R >16R >64R 8I 8 >128R <20 <0.5

Sava6 2.052 >16R >16R >4R >8R >16R >16R >64R 4 16I >128R >320R <0.5

Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) testiranih antibiotikaa prema okolišnim

izolatima A. baumannii. R - resistentni, I – intermedijarni prema EUCAST i CLSI

kriterijima.
a karbapenemi (MEM-meropenem, IMI-imipenem), fluorokinoloni (CIP-ciprofloxacin,

LVX-levofloxacin), aminoglikozidi (TOB-tobramycin, GEN-gentamicin, AMK-amikacin),

tetraciklini (MIN-minocycline), penicilin/β-laktamazni inhibitori (SAM-

ampicillin/sulbactam, TIM-ticarcillin/clavulanic acid), inhibitori folatnog puta (SXT-

trimethoprim/sulfamethoxazole), polimiksini (CST-colistin).

A. baumannii u rijeci
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Izolati su pokazali visoku 
srodnost s kliničkim 

izolatima iz jedne 
zagrebačke bolnice i 
izolatima iz bolničke 

otpadne vode. 

A. baumannii u rijeci
Izolat Porijeklo Sequence 

type

Clonal 

complex

IC type

OB 3831

Klinički

izolati

1421 a 92 2

OB 3929 195 92 2

OB 4027 1421 a 92 2

OB 4138 195 92 2

S2/1

Bolnička 

otpadna 

voda

195 92 2

S2/2 195 92 2

S2/3 195 92 2

S2/4 195 92 2

S1/1 195 92 2

S2/5 195 92 2

S2/6 195 92 2

S2/7 195 92 2

S2/8 195 92 2

S2/9 195 92 2

Sava3

Sava

1421 a 92 2

Sava4 195 92 2

Sava5 1421 a 92 2

Sava6 1421 a 92 2
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Bolničke vode u Zagrebu se bez pred-tretmana ispuštaju u zajednički
kanalizacijski sustav.
Otpadne vode iz skupnog kanalizacijskog sustava se s ili bez
pročišćavanja ispuštaju u prirodni prijemnik, rijeku Savu.
Najvjerojatniji izvor A. baumannii u Savi su bolničke i posljedično
urbane otpadne vode.

A. baumannii u rijeci
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Zaključci:

 MDR A. baumannii prisutni su u prirodnom okolišu pod utjecajem
ljudskog krutog i tekućeg otpada u Hrvatskoj.

 Nužno je potrebno pravilno zbrinjavanje ljudskog otpada kako bi se
spriječilo širenje MDR A. baumannii u prirodu.
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Ovaj je rad financirala-sufinancirala Hrvatska zaklada za znanost
projektom IP-2014-09-5656 „Prirodno stanište klinički značajnih
Acinetobacter baumannii”.

https://www.pmf.unizg.hr/naturaci



31Hvala na pažnji!


