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SAZETAK

Otpadne vode su koristene vode, oneciS¢ene tvarima koje im mijenjaju fizikalna, kemijska i
bioloska svojstva. Nastaju uporabom vode iz kucanstava i industrije ili se mogu onecistiti
uslijed oborinskih padalina. Cesto se u otpadnim vodama nalaze i manje koncentracije
farmaceutika. Farmaceutici su kemijski spojevi koji imaju vaznu ulogu u lijecenju ljudi i
zivotinja, a koriste se i kao promotori rasta. Farmaceutici u otpadne vode dospijevaju ve¢inom
ispustanjem iz farmaceutskih industrijskih postrojenja, bolnica, postrojenja za obradu otpadne
vode te nepropisnim odlaganjem lijekova iz kucanstava. Osim Stetnih utjecaja na okoli$ 1
ljudsko zdravlje, farmaceutici u otpadnim vodama mogu pridonijeti stvaranju rezistentnosti
bakterija. Uslijed prekomjernog koristenja antibiotika, bakterije su stvorile mehanizme
rezistencije kojima se odupiru djelovanju antibiotika. U ovom zavr§nom radu spominju se
najcesce bakterije koje uzrokuju bolesti kod ljudi i Zivotinja, a koje su stvorile rezistenciju na
antibiotike za lijecenje istih. Porastom rezistentnosti bakterija na farmaceutike, potrebno je
pronaci alternativne lijekove koji ¢e biti ucinkovitiji, poput antimikrobnih peptida i

bakteriofaga.

Kljucne rijeci: otpadne vode, farmaceutici, rezistencija, bakterije, antimikrobni peptidi,

bakteriofagi



ABSTRACT

Wastewater is used water contaminated with substances that change its physical, chemical and
biological properties. It arises from households and industry or become polluted due to
precipitation. Smaller concentrations of pharmaceuticals are often found in wastewater.
Pharmaceuticals are chemical compounds that play an important role in treating humans and
animals, and they are also used as growth promoters. Pharmaceuticals enter wastewater mostly
through discharge from pharmaceutical industrial plants, hospitals, wastewater treatment plants
and improper disposal of household medications. This creates an increasing problem of harmful
effects on the environment, human health, and bacterial resistance. Due to the excessive use of
antibiotics, bacteria have developed resistance mechanisms to antibiotics used for their
treatment. This final paper mentions the most common bacteria that cause diseases in humans
and animals, and which have developed resistance to antibiotics used for their treatment. With
the increase in bacterial resistance to pharmaceuticals, it is necessary to find alternative

medicines that will be more effective, such as antimicrobial peptides and bacteriophages.

Keywords: wastewater, pharmaceuticals, resistance, bacteria, antimicrobial peptides,

bacteriophages
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1. UVOD

Onecis¢enju voda doprinose intenzivan razvoj poljoprivrede i1 industrije, porast stanovnistva i
urbanizacija te ispustanje otpadnih voda u okolis$ bez njihovog prethodnog pro¢is¢avanja. Voda
se smatra oneciS¢enom ako je koli¢ina otpadnih tvari u njoj veca od koliine propisane
standardima o kvaliteti vode ili ako se zbog vrste prisutnih otpadnih tvari ne moze Koristiti za
odredenu namjenu.! Sastav otpadnih voda ovisi o vrsti ljudske djelatnosti za koju je voda
koristena, stupnju razvoja drustva, kulturi i navikama ljudi te brojnim drugim ¢imbenicima.?
U otpadnim vodama, osim kemikalija, hranjivih 1 organskih tvari, teSkih metala, otopljenih
plinova, ¢vrstih Cestica te patogenih organizama, mogu se naci i farmaceutici. Farmaceutici su
spojevi koji se upotrebljavaju za lijeCenje bolesti ljudi i Zivotinja. lako su koncentracije
farmaceutika koji dospijevaju u otpadne vode uglavnom niske (u pgdm ili manje), raste
zabrinutost zbog moguéeg dugoro¢nog utjecaja na zdravlje ljudi te kopnene i vodene
ekosustave uslijed trajne izloZenosti ovim spojevima.® Jedan od znadajnijih primjera utjecaja
farmaceutika na ekosustav je pojava sve ucestalije bakterijske rezistencije na antibiotike, koja
nastupa uslijed njihove prisutnosti u vodenom okolisu.* Najées¢e koristeni farmaceutici su
antibiotici, analgetici, regulatori masti, beta blokatori, terapijski lijekovi i steroidi. Antibiotike
koristimo za lije¢nje infekcija uzrokovanih bakterijama. Ucinkovitost novih i postojecih
antibiotika stalno se kompromitira prijenosom postoje¢ih mehanizama i izranjanjem novih
mehanizama rezistencije.® Procjenjuje se da godisnje najmanje 700 000 ljudi u svijetu umre od
infekcija uzrokovanih rezistentnim bakterijama, a ako se trend nastavi procijenjeno je da bi do
2050. godine taj broj mogao narasti i na 10 milijuna godisnje.® Poveéanje broja rezistentnih
bakterija povezano je s prekomjernom upotrebom antibiotika u medicini, veterini, proizvodnji
hrane i poljoprivredi, ali i s troskovima za ulaganje i razvoj novih antibiotika. Posljednje otkrice
nove klase antibiotika koje je stiglo na trziste bilo je davne 1987. godine.’ Potrebno je ulagati
u istrazivanja i razvoj novih farmaceutika. Antimikrobni peptidi i bakteriofagi se spominju u
radu kao alternativna zamjena antibioticima za uspjesnu borbu protiv rezistentnih bakterija.

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Legionella spp., Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis te podi¢i svijest 0 vaznosti odgovornog koriStenja i zbrinjavanja

farmaceutika u svrhu ocuvanja okolisa, zdravlja ljudi i smanjenja rezistentnosti bakterija.



2. OPCIDIO

2.1. Otpadne vode

Otpadne vode su koristene vode ¢ija je kakvoca izmijenjena unoSenjem onecisS¢ujucih tvari.
Nastaju uporabom vode iz vodoopskrbnih sustava pri ¢emu se mijenjaju njena fizikalna,
kemijska i bioloska svojstva. Dijele se na komunalne, industrijske i oborinske otpadne vode.
IskoriStena voda postaje oneciS¢ena razli¢itim tvarima, ukljuujuc¢i organske tvari, hranjive
tvari, patogene mikroorganizme, kemikalije i druge Sto doprinosi onecis¢enju vodene flore i
faune, a uz to su izvor uzro¢nika bolesti. U Republici Hrvatskoj na sustav javne vodoopskrbe
prikljuceno je oko 76 % stanovniStva, na sustave kanalizacije manje od 50 %, a proc¢is¢ava se
samo 35 % otpadnih voda, od &ega na zadovoljavajuéi nadin tek nesto vise od 10 %.8 U
komunalne otpadne vode ubrajaju se vode iskoriStene iz kucanstva i sanitarnih ¢vorova, smjesa
voda od pranja ulica, otpadne vode iz usluznih djelatnosti i obrtni¢kih radionica. Industrija
koristi velike koli¢ine vode u razli¢itim procesima i industrijskim pogonima. Otpadne vode iz
industrija mogu sadrzavati teske metale ili druge onecis¢ujuce tvari nastale kao rezultat
industrijskog procesa. Obzirom da poljoprivreda za navodnjavanje koristi velike koli¢ine vode,
otpadna voda koja nastaje moze sadrzavati nerazgradene pesticide, herbicide i druge
poljoprivredne kemikalije. U cijelom svijetu poljoprivreda ¢ini 70 % ukupne potrosnje vode u
usporedbi s 20 % za industriju i 10 % za kuénu upotrebu.® Oborinske vode se oneéiséuju u
kontaktu s krovovima, asfaltiranim povrsinama te povrsinama tla. Opasnost predstavljaju kada
dospiju u tlo gdje mogu onecistiti podzemne vode koje su osnovna zaliha pitke vode naselja i
gradova. Pokazatelji kakvoce mogu biti fizikalni (primjerice boja, miris, temperatura,
suspendirane tvari), kemijski (najcesce se odreduje bioloska potrosnja Kisika i kemijska
potrosnja kisika te ukupni organski ugljik ) 1 bioloski ( primjer patogeni mikroorganizmi ). U
Tablici 1. prikazani su podaci o vrstama 1 koli¢inama (kg/god) ispustanja onecis¢ujucih tvari
otpadnim vodama iz sustava javne odvodnje na razini Hrvatske za 2022. godinu. Prema
podacima iz Tablice 1. mozemo zakljuciti da je otpadna voda najvise oneciS¢ena organskim
spojevima. Biokemijska potrosnja kisika (BPK) predstavlja mjeru koli¢ine kisika koju
mikroorganizmi koriste za razgradnju organskih tvari u vodi, a kemijska potrosnja kisika
(KPK) je mjera koli¢ine kisika potrebna za kemijsku oksidaciju organskih i anorganskih tvari
prisutnih u vodi pri kontroliranim uvjetima.’® Prema Pravilniku o grani¢nim vrijednostima
emisija otpadnih voda (NN 26/20) grani¢ne vrijednosti emisija za BPKs i KPK koje se ispustaju

u prirodni recipijent iznose 25 mg O2/L odnosno 125 mg O/L.1°



Prije ispustanja u prirodu ili koriStenja u druge svrhe otpadne vode se moraju obraditi
tehnoloskim procesima proc¢iS¢avanja. Razlikujemo tri stupnja proc¢iS¢avanja koji ukljucuju
mehanicku, fizikalnu, kemijsku i biolosku obradu. Prethodnim stupnjem procis¢avanja
uklanjaju se vece Cestice koje se nalaze u vodi poput pijeska, sljunka, drva, papira te ukljucuje
postupke resetanja. U prvom stupnju procis¢ivanja odvajaju se rasprsene krute cestice otpada
iz otpadne vode taloZenjem. U drugom stupnju pro¢iS¢avanja uklanjaju se biorazgradive tvari
Sto ukljucuje prozradivanje ¢ime se oksidiraju otopljene tvari ili se na njih djeluje kemikalijama
(npr. neutralizacija kiselina ili luzina, kloriranje). Trec¢i stupanj procis¢avanja ukljucuje
uklanjanje dusika i fosfora, postojane organske tvari te uklanjanje teSkih metala i otopljene
anorganske tvari iz otpadne vode. U Europi se obraduje 71 % otpadnih voda zahvaljujuci
djelomi¢no visokoj javnoj svijesti o zastiti okolisa 1 ljudskog zdravlja, tehnoloskom napretku
metoda procis¢avanja otpadnih voda te ulaganjima nacionalnih vlada u sustave za

pro¢idéavanje otpadnih voda.™

Tablica 1. Podaci o vrstama 1 koli¢inama (kg/god) ispustanja oneciS¢ujucih tvari otpadnim

vodama iz sustava javne odvodnije prikazani na razini RH za 2022. godinu.*2

POKAZATELJ ONECISCUJUCA TVAR UKUPNA VRIJEDNOST (kg/god)
Ukupna suspendirana tvar 14.601.059,17
Biokemijska potrosnja kisika nakon pet dana (BPKs) 18.746.517,41
Kemijska potrosnja Kisika- dikromatom (KPKcr) 43.303.670,59
Ukupni organski ugljik (TOC) 4.207.046,19
Nitriti 55.234,43
Nitrati 2.082.667,75
Sulfati 10.007.687,39
Detergenti, neionski 205.008,95
Halogenirani organski spojevi 9.431,54
Ziva i spojevi 2,72
Zeljezo 87.787,81
Ukupni fosfor 803.008,49

2.2. Farmaceutici i farmaceutska industrija
Farmaceutici su grupa spojeva koja ima vaznu ulogu u lijeCenju ljudi i zivotinja, a koriste se i
kao promotori rasta u veterinarskoj medicini. Slika 1. prikazuje shematski prikaz podjele

farmaceutika. Posljednja dva desetlje¢a izlozenost farmaceutika u okolisu nije se smatrala



velikom brigom jer se mislilo da su sigurni.!® Strategija sprje¢avanja oneéiséenja voda
ukljucuje popis od 45 prioritetnih tvari koje predstavljaju znatan rizik za vodeni okoli$, a medu
njima su i farmaceutici. Sastav otpadnih voda farmaceutske industrije ovisi 0 polaznoj sirovini,
tehnoloskim postupcima i procesima te otpadnim produktima, a specifi¢na onec¢is¢enja koja
mogu dospjeti u otpadne vode iz farmaceutske proizvodnje su organska otapala, katalizatori,

aditivi, neizreagirani reaktanti, meduprodukti te ostaci aktivnih farmaceutskih tvari (API).**

Protuupalni lijekovi/analgetici h
Acetilsalicilna kiselina
Diklofenak
Ibuprofen
Antibiotici Acetaminofen (Paracetamol)
Eritromicin Metamizol
Ofloksacin Kodein
Klortetraciklin Indometacin
Oksitetraciklin Naproksen ] ]
Streptomicin Fenazon Regulatori masti
Flumekvin » / Bezafibrat '
Ciprofloksacin Gemﬁb‘l;ozﬂ s
Trimetoprim Klofibri¢na kiselina
Sulfametoksazol Fenofibrat
Linkomicin Najcesci
Penicilin farmaceutici u
Amoksicilin okolisu
Spiramicin
/ .
v Beta-blokatori
Steroidi i srodni hormoni [ Eeeapijakllljekoviza kaxcisony ) Metoprolol
17-f-estradiol Ciklofosfamid Propranolol
Estron (E1) Ifosfamid Nadolol
17-g-etinil estradiol R Atenolol
Dietilstilbestrol Diuretici Sotalol
Dietilstilbestrol acetat Furosemid Betaksolol
7
Antiepileptici
Karbamazepin
Antidepresivi
Mianserin
Sredstva za smirenje
Diazepam

A

Slika 1. Shematski prikaz podjele farmaceutika.?°

Farmaceutska industrija pri proizvodnji upotrebljava razliite neizreagirane reaktante,
katalizatore i organska otapala. Procjenjuje se da gotovo 80% materijala koriStenog u
farmaceutskoj industriji otpada na otapala &ija iskoristivost nakon recikliranja iznosi 50-80%.°
To su primjerice kardiovaskularni agensi, agensi koji djeluju na srediSnji Ziv€ani sustav,
vitamini, kemoterapeutici, antibiotici, antihistaminici i mnogi drugi.®® Uz njih mogu nastati
kiseline, baze, halidi, nitrati, sulfati, cijanidi te razliciti metali. U takvom sustavu za

proizvodnju vazna ulazna sirovina je i voda koja se rabi prilikom obrade i proizvodnje lijekova,



pri ¢emu dolazi do nastanka otpadnih voda. Farmaceutici su u okoliSu prvi put identificirani
60-ih godina u povrsinskim i otpadnim vodama u SAD-u i Europi. Njihova prisutnost u vodi,
posebice antibiotika, izazivala je niz ekoloskih i zdravstvenih problema koji ukljucuju
poremecaje fizioloskih procesa i reprodukcije organizma kao i razvoj rezistentnih bakterija.
Prva znanstvena upozorenja o farmaceutskom onecis¢enju voda objavljena su pocetkom
devedesetih godina proslog stolje¢a kad su znanstvenici otkrili masovnu pojavu

»feminiziranih« riba muzjaka i to u podrucjima rijeka koje se nalaze nizvodno od postrojenja
za obradu otpadnih voda.'® Procjenjuje se da se otprilike 70% primijenjenih lijekova oslobada
u okoli$ u nepromijenjenom obliku.!” Na trziste dolaze u obliku tableta ili tekuéina, a nakon
konzumacije aktivne se tvari iz lijekova izluCuju putem urina i fecesa te zavrSavaju u
kanalizacijskom sustavu. Upotrebom stajskog gnojiva antibiotici se mogu prenijeti na

poljoprivredno zemljiste, a ispiranjem zemljista i u podzemne vode.?

vvvvv

vvvvv

1 proizvodi koje koristimo u u svakodnevnom zivotu, primjerice sredstva za osobnu higijenu,
humani i veterinarski farmaceutici, elektronika, mikroplastika i dr. Farmaceutici su topljivi u
vodi i slabo razgradivi. Bakterije koje su izloZzene malim koncentracijama antibiotika postaju
rezistentne ¢ime se ugrozava zdravlje ljudi i zivotinja obzirom da se infekcije ne mogu lijeciti
postojec¢im antibioticima. Smatra se da je najvise rezistentnosti stvoreno prema penicilinima,
posebice ampicilinu, a zatim tetraciklinima i makrolidima kao $to je eritromicin.®!® Osim
pojave rezistentosti bakterija problem predstavljaju kemijske reakcije antibiotika sa sredstvima
za obradu voda, najces¢e s klorom. Zbog reakcija s klorom antibiotici se u vodi pregraduju u
druge kemijske tvorbe koje mogu biti mnogo toksi¢nije od pocetnoga farmaceutskoga spoja.?:
Za obradu otpadnih voda farmaceutske industrije koriste se bioloski procesi. U postrojenjima
za obradu voda farmaceutici se djelomi¢no adsorbiraju na mulj gdje se koncentriraju. Mulj se
odlaze na deponije ili poljoprivredne povrsine u svrhu recikliranja organske tvari. Problem
nastaje ukoliko mulj sadrZi oneciS¢ujucu tvar jer njegovim odlaganjem direktno unosimo tvar
u tlo sto moze dovesti do onecis¢enja povrsinske i podzemne vode. Koncentracije pojedina¢nih
farmaceutskih spojeva u ispustima postrojenja za obradu otpadnih voda su uobi¢ajeno nize od
1 ng/L, iako su vise koncentracije u iznosu od nekoliko mg/L izmjerene u ispustima postrojenja
za obradu otpadnih voda farmaceutske industrije.?? Neki od najpopularnijih spojeva za koje se
provode studije i koji su rasprostranjeni u vodenom okoliSu su karbamazepin, diklofenak,
ibuprofen, gemfibrozil, atenolol, propranolol, eritromicin, ciprofloksacin, ofloksacin,
sulfametoksazol i amoksicilin.?® Antibiotici poput sulfametoksazola, ciprofloksacina,



eritromicina, tetraciklina su povezani s razvojem antimikrobne rezistencije. Tablica 2.

prikazuje najcesce farmaceutike prisutne u otpadnim vodama te njihove koncentracije.

Tablica 2. Farmaceutici prisutni u otpadnim vodama te njihove koncentracije.?*

FARMACEUTIK VRSTA FARMACEUTIKA KONCENTRACIJA

Sulfonamidi: sulfametoksazol 0,02-0,58 pg/L

Fluorokinoloni: ofloksacin 6-52 ng/L
Antibiotici ciprofloksacin 6-60 ng/L
Bakteriostatski: trimetoprim 0,11-0,37 pg/L

Penicilini: penicillin G 0,025 pg/L

Acetaminofen

10-23,33 pg/L

Diklofenak 0,01-510 pg/L
- S Naproksen 0,5-7,84 pg/L
Analgetici/Antipiretici Ibuprofen 0,49-990 pg/L
Ketoprofen 0,13-3 ug/L
Karbamazepin 0,1- 1,68 pg/LL
CNS stimulansi Kofein 3,2-11,44 pg/L
Propranolol 0,05 pg/L
Atenolol 10-730 ng/L
. I : Metoprolol 10-390 ng/L
Kardiovaskulami lijekovi Klofibrinska kiselina 0,47-170 pg / L
Gemfibrozil 0,3-3 ng/L
Fezafibrat 0,1-7,60 pg/L
Hormoni 17a-etinilestradiol 1 pg/L
17B-estradiol 10 pg/L
Kontrastna sredstva Jopromid 0,026-7,5 ng/L
lomepro 1,6 pg/L

3. Ekotoksi¢nost

Ekotoksi¢nost je Stetan kemijski, bioloski ili fizikalni utjecaj na ekosustav. Istrazuje posljedice
toksi¢nih tvari na mikroorganizme, biljni 1 zivotinjski svijet te ostale dijelove ekosustava.
Razlikujemo akutnu i kroni¢nu toksi¢nost. Akutna toksi¢nost je sposobnost tvari da prilikom
kratkoro¢nog izlaganja testnog organizma ispitivanoj tvari izazove stetan utjecaj na njih unutar
24 do 96 sati. Izrazava se dozom otrova koja izaziva smrtnost kod 50% organizama koji su
izlozeni ispitivanoj tvari tijekom odredenog vremenskog razdoblja, tzv. LDso (,,Lethal
Concentration 50%). Najes¢e se izrazava u mg/kg tjelesne tezine. Cesto se koristi i ECso
(,,Effective Concentration 50°), predstavlja koncentraciju tvari koja uzrokuje negativan u¢inak

kod 50% populacije, na primjer inhibicija rasta i promjene u reprodukciji.



Kroni¢na toksi¢nost nastupa nakon duljeg izlaganja testnog organizma ispitivanoj tvari,
provodi se najmanje 7 dana. Kod kroni¢ne toksi¢nosti naj¢esce se odreduje smrtnost. Testovi
ekotoksic¢nosti provode se s ciljem utvrdivanja koncentracije onecis¢ujucih tvari koje mogu
uzrokovati Stetne ucinke kod testiranih organizama. Razlikujemo in vivo i in vitro testove
ekotoksi¢nosti. In vivo testovi toksi¢nosti provode se na zivim organizmima. Primjer su testovi
na ribama, pticama i sisavcima te biljkama. Prate se utjecaji toksi¢nih tvari na njihove bioloske,
fizioloSke 1 reproduktivne funkcije, a provode se u skladu pravima zastite Zivotinja, kako bi se
patnja organizama svela na minimum. In vitro testovi se provode u laboratorijskim uvjetima,
koriste izolirana tkiva ili stanice koji simuliraju bioloske procese i reakcije koje se dogadaju u
Zivim organizmima. Primjer su testovi na mikroorganizmima. In vitro testovi ne pruzaju uvid
u stvarne ucinke toksi¢nih tvari na organizam i ekosustav. Provodenjem istraZivanja in vivo

mogu se bolje predvidjeti bioloski odgovori organizma.?®

3.1.  Testni organizmi

Testovi ekotoksi¢nosti najce$¢e se provode na sljede¢im organizmima: Vibrio fischeri,
Pseudomonas putida, alge, Daphnia magna, Danio rerio. U nastavku ¢e ukratko biti opisan
svaki testni organizam. Vibrio fischeri (slika 2.) su Gram-negativne, Stapicaste bakterije
prisutne u morskom ekosustavu. Pripadaju rodu Vibrio, heterotrofne su i pokrec¢u se pomocu
flagella. Imaju bioluminiscentna svojstva §to znaci da imaju sposobnost proizvodnje i
emitiranja svjetlosti. Akutna toksi¢nost vode na Vibrio fischeri odreduje se Microtox testom.
Mjerenjem intenziteta emitirane svjetlosti moguée je utvrditi svako oStecenje bakterijskog
metabolizma koje je nastalo kao posljedica djelovanja toksina.?® Prednosti metode su
osjetljivost bakterija na veliki raspon koncentracija onec¢iscujucih tvari i brzina jer test traje 30
minuta. Nedostatci su slaba osjetljivost na teske metale 1 kratko trajanje jer je test manje

ucinkovit za odredivanje onecis¢ujucih tvari poput antibiotika.

Slika 1. Lignja Euprymna scolopes u simbiozi s bakterijom Vibrio fischeri.?’



Pseudomonas putida (slika 3.) je Gram-negativna nefermentirajuca bakterija. Saprofitski je
pokretljivi bacil prirodno prisutan u tlu i vodi.?® Podnosi ekstremne uvjete poput niske
temperature 1 nedostatak hranjivih tvari pa ima moguénost enzimske aktivnosti i na Arktiku.
Siroku primjenu ima u bioremedijaciji jer moze razgraditi razne onecis¢ujuée tvari, a
primjenjuje se za ispitivanje toksi¢nosti otpadnih voda. Jedna od najéesc¢ih metoda odredivanja
ekotoksic¢nosti P. putida je test inhibicije rasta. Test traje 16 sati, a nije primjenjiv za vode koje

sadrze suspendirane tvari.

Slika 2. Pseudomonas putida pod elektronskim mikroskopom.?®

Alge (slika 4.) imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju ravnoteZze ekosustava jer proizvode kisik 1
hranu drugim organizmima. Opcenito se moze re¢i da su testovi s algama vrlo osjetljivi,
relativno brzi 1 jeftini pa se danas sve viSe koriste u razliitim vrstama istrazivanja 1 studijama
utjecaja na okolis.*® Najéesce se testovi provode na slatkovodnim planktonskim algama poput
vrste Pseudokirchneriella subcapitata. Test traje 72 sata, a prati se utjecaj onecisc¢ujuce tvari

na rast i reprodukciju alge.

Slika 3. Pseudokirchneriella subcapitata.®

Daphnia magna (slika 5.), poznata kao vodenbuha, je vrsta slatkovodnih raci¢a koja zivi u
slatkovodnim i slanim stanistima poput jezera, ribnjaka i moc¢vara. Njihova primarna hrana su
zooplankton 1 fitoplankton, a konzumiraju bakterije te gljivicne spore. D. magna se moze

razmnozavati partenogenetski i spolno, ovisno o uvjetima okolisa, a u oba slucaja jajasca



proizvode mati¢ne stanice u ovariju.? Osjetljive su na promjene u kvaliteti vode pa njihovo
prisustvo moze ukazivati na stanje i oneciS¢enje ekosustava te prilagodbu uvjetima u okoliSu.
Na D. magna se provodi test akutne toksi¢nosti pri ¢emu se prati utjecaj kemikalija na
reprodukciju. Prednosti provodenja testa na D. magna su brojnost, uloga u prehrambenom
lancu i kratko generacijsko vrijeme. Tablica 3. prikazuje ECso vrijednosti odredenih

farmaceutika na V. fischeri i D. magna.

Slika 4. Daphnia magna s jajascima.*

Tablica 3. ECso vrijednosti odredenih farmaceutika na V. fischeri i D. magna.®’

PROSJECNA ECso (mg/L)
FARMACEUTIK V. fischeri D. magna
Diklofenak 11,62 59,09
Ibuprofen 14,97 50,07
Sulfometoksazol 51,77 42,74
Naproksen 25,17 74,39

Zebrice (Danio rerio) (slika 6.) su slatkovodne ribice koje pripadaju porodici Cyprinidae.
Zebrice konzumiraju irok spektar bentoskih i planktonskih rakova te crve i li¢inke insekata.*
RazmnoZavanje im ovisi o svjetlosnim ciklusima, mrijeste se u malim skupinama i imaju
prozirne embrije.®® Par zebrica moze po mrijestu dati izmedu 100 i 200 embrija.*® Pogodne su
za ispitivanje ekotoksi¢nosti zbog lakog 1 jeftinog odrzavanja u laboratoriju, brzog razvoja i
rasta te visoke plodnosti. Embrij zebrice nije zakonski zasti¢en stadij Sto ga Cini idealnom

zamjenom za in vivo ispitivanja na glodavcima.

Slika 5. Danio rerio.36



U skladu s Europskom direktivom kemikalije su razvrstane na temelju svojih ECso vrijednosti.
Kemikalije sa vrijednostima ECso<1 mgL™ smatraju se visoko toksi¢nim za vodene
organizme, 1-10 mgL™? su srednje toksi¢ne za vodene organizme, 10-100 mgL™ su slabo
toksiéne za vodene organizme te one > 100 mgL™ nisu klasificirane kao toksiéne za vodene
organizme. Na temelju ove direktive, farmaceutici koji su prikazani u Tablici 3. za koje je

uocen toksi¢ni uc¢inak mogu se Kklasificirati kao slabo toksi¢nim za vodeni okolis.
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4. PREGLEDNI DIO

4.1. Antibiotici

Antibiotici su specifi¢ni proizvodi mikrobnog metabolizma koji imaju visoku fizioloSku
aktivnost prema odredenim grupama mikroorganizama (bakterije, plijesni, protozoe, virusi) ili
zloéudnih tumora, sprjecavajuéi im rast ili uniStavajuéi ih.®® Krajem 19. stoljeca razvila se
teorija 0 mikroorganizmima kao wuzro¢nicima bolesti. Alexander Fleming, britanski
mikrobiolog, zasluzan je za otkrice penicilina kada je proucavao kulturu stafilokoknih
bakterija. Godine 1940. otkriveno je da je penicilin odgovoran za izlijeCenje streptokokne
infekcije pa je usao u Siroku uporabu. Razdoblje izmedu pedesetih 1 sedamdesetih godina bilo
je zlatno doba otkriéa novih vrsta antibiotika, a od tada nije otkrivena nijedna nova vrsta.*
Danas se primjenjuje oko 200 razli¢itih vrsta antibiotika. Njihovo glavno obiljezje je selektivna
toksi¢nost: toksi¢ni su za bakterije, a netoksié¢ni (ili slabo toksi¢ni) za ¢ovjekov organizam.*°
Antibiotike dijelimo prema podrijetlu, obzirom na rast 1 preZivljavanje bakterija, na osnovi
antimikrobnog spektra te prema mehanizmu djelovanja kojim utjecu na procese u stanicama
mikroorganizama. Prema podrijetlu dijele se na prirodne, polusintetike i sinteticke antibiotike.
Prirodni spojevi nastaju kao proizvod metabolizma bakterija, gljivica, plijesni i sl., a danas se
sve vise modificiraju u laboratoriju i proizvodnim pogonima#* Obzirom na rast i prezivljavanje
bakterija dijelimo ih na baktericide i bakteriostatike. Baktericidi ubijaju bakterije, a
bakteriostatici inhibiraju rast bakterija. Prema osnovi antimikrobnog spektra razlikujemo
antibiotike koji djeluju na jednu bakterijsku vrstu (npr. izoniazid) ili na nekoliko bakterijskih
vrsta (npr. penicilin). Siroki antibakterijski spektar imaju antibiotici koji djeluju na veéinu
gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija (npr. tetraciklini).*! Prema mehanizmu djelovanja
antimikrobnih lijekova svrstavamo ih u Cetiri skupine odnosno one: koji inhibiraju sintezu
staniCne stijenke (B-laktami ibacitracin), koji oSte¢uju citoplazmatsku membranu (polimiksini
i polienski antimikrobni lijekovi), koji inhibiraju sintezu proteina (aminoglikozidi, tetraciklini,
kloramfenikol, makrolidi, linkozamidi, streptogramini, oksasolidinoni i glicilicini) i koji
inhibiraju sintezu nukleinskih kiselina (sulfonamidi i kinoloni).*? Antibiotici ¢iji je mehanizam
inhibicija sinteze stani¢ne stijenke aktiviraju enzime koji prekidaju veze peptidoglikanskog

sloja patogene bakterije i na taj na¢in izazivaju njenu degradaciju.
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Antibiotici ¢iji je mehanizam inhibicija sinteze proteina onemogucavaju funkciju ribosoma.
Antibiotici inhibitori sinteze nukleinske kiseline sprjecavaju procese sinteze i replikacije DNA.
Slika 7. prikazuje podjelu antibiotika otkrivenih u otpadnim vodama. Neki od antibiotika koji
se mogu pronaci U otpadnim vodama Kkoriste se za lije¢enje infekcija u humanoj i veterinarskoj
medicini poput tetraciklina, sulfonamida, fluorokinolona, beta-laktama koji ukljucuju

peniciline i cefalosporine, makrolidi, karbapenemi te glikopeptidi.

o Amoksicilin
. B
§ o |
| i M
- Tetraciklin
Doksiciklin
. . Ciprofloksacin
| Fluorokinoloni
. o Gentamicin
.
m  Sulfonamidi g Sulfametoksazol/Trimetoprim
. Meropenem
-

Slika 7. Shematski prikaz podjele antibiotika otkrivenih u otpadnim vodama.

m  Tetraciklini

ANTIBIOTICI

4.2. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC)

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) je laboratorijski test kojim se odreduje najniza
koncentracija odredenog antibiotika potrebna da bi se zaustavio ili inhibirao rast bakterija,
nakon inkubacije pri 37 °C u trajanju od 24 sata. Ova metoda koristi se u dijagnostickim
laboratorijima u svrhu potvrdivanja rezistencije, ali i kao metoda za odredivanje minimalne
inhibitorne koncentracije u proucavanju in vitro aktivnosti novih spojeva ili ekstrakata.*?
Provodi se na razli¢itim organizmima kao $to su bakterije, gljivice i paraziti.**

Specifi¢ne tehnike za odredivanje MIC vrijednosti su mikrodilucijska i makrodilucijska
metoda. Metode koriste tekucu podlogu, Muelle-Hinton podlogu, s dodatkom antibiotika u
to¢no odredenoj koncentraciji za odredivanje prisustva rezistencije. Razlikuju se po volumenu
koristenog medija. Mikrodilucijska metoda za odredivanje MIC vrijednosti podrazumijeva
upotrebu mikrotitracijskih plo€ica, pri ¢emu ukupna zapremina u jaZici plocice ne prelazi
zapreminu od 500 pL.*“ Metoda makrodilucije se izvodi u epruvetama, a ispitujuci

mikroorganizam i antibiotik se dodaju u zapremninu bujona koja treba biti ve¢a od 2 mL.
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Rezultat kod mikrodilucijske i makorodilucijske metode je zamucenje bujona. Najmanja
koncentracija antibiotika pri kojoj nema vidljivog zamucenja, predstavlja MIC vrijednost za
ispitivani izolat.*® Slika 8. prikazuje mikrotitracijske plocice koje se koriste u metodi
mikrodilucijskog bujona. Prema rezultatima MIC testa mikroorganizmi se mogu svrstati u
jednu od tri skupine: osjetljivi, srednje osjetljivi ili rezistentni na odredeni antibiotik. Pomocu

te informacije izabire se odgovarajuéi antibiotik za lijecenje infekcija.

Slika 6. Metoda mikrodilucijskog bujona.*’

4.3. Rezistencija na antibiotike

Uslijed neracionalne upotrebe i prekomjernog koristenja antibiotika, bakterije su stvorile
mehanizme rezistencije s§to predstavlja jedan od vodec¢ih problema javnog zdravstva.
Rezistentnost bakterija na antibiotike znaci da koncentracije antibiotika koje se unesu u ljudski
organizam nisu dovoljne da bi djelovale na bakterije. Prema Centru za kontrolu i prevenciju
bolesti (CDC) oko 70% bakterijskih infekcija u bolnickom okruzenju je rezistentno barem na
jedan antibiotik.*® U zemljama s niskim i srednjim dohotkom poput Indije i Tajlanda, AMR je
odgovorna za smrt 58 000 djece i 38 000 odraslih.*® Neki od mehanizama rezistencije koje su
bakterije stvorile prema antibioticima su stvaranje enzima koji mogu inaktivirati antibiotik,
smanjenje propusnosti staniéne membrane te koristenje efluksne pumpe kojom izbacuju
antibiotik iz stanice. Razlikujemo primarnu i sekundarnu rezistenciju.

Primarna rezistencija odreduje spektar djelovanja antibiotika, koji znaci skupinu, odnosno
skupine bakterija na koje neki antibiotik djeluje.*’ Postoje antibiotici uzeg i Sireg spektra
djelovanja. Antibiotici uzeg spektra se propisuju kada je bakterija koja je uzro¢nik poznata.

Takvi antibiotici su djelotvorni protiv specifi¢nih vrsta bakterija, na primjer metronidazol koji
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djeluje samo na protozoe i anaerobne bakterije. Antibiotici Sireg spektra djeluju na vise vrsta
bakterija. Propisuju se ukoliko nije poznato koja je bakterija uzrokovala bolest, na primjer
tetraciklini djeluju na skoro sve vrste bakterija. Sekundarna rezistencija nastaje kada bakterija
stekne rezistenciju na neki odredeni antibiotik. Javlja se kao proces sluajnog nastanka gena
rezistencije ili prirodnih promjena u genomu bakterija. Bakterije su najvecu rezistenciju
stvorile prema beta laktamima, fluorokinolonima, aminoglikozidima, sulfonamidima i

makrolidima. Tablica 4. prikazuje rezistentnost bakterija na odredene antibiotike.

4.3.1. Beta laktami

Beta laktami su antibiotici koji inaktiviraju enzime potrebne pri sintezi bakterijske stanicne
stijenke. Dijele se na peniciline, cefalosporine, monobaktame i karbapeneme. Cesto se koriste
u lijeCenju laksih i tezih infekcija, pridonose 50% globalne potrosnje antibiotika, $to je
omogucilo stvaranje rezistencije. Postoje tri glavna mehanizma nastanka rezistencije:
modifikacija PBP-molekula (proteini koji vezu penicilin), smanjena permeabilnost zbog
promjena u proteinima vanjske membrane ili produkcija B-laktamaza.>® Naj¢esée dolazi do
inaktivacije antibiotika putem bakterijskih enzima beta-laktamaza koje cijepaju beta-laktamski
prsten §to dovodi do brze hidrolize ¢ime se gubi struktura molekule antibiotika. Modifikacije
PBP-molekula rezultiraju nemoguénoscu vezanja -laktamskog antibiotika na ciljne molekule

ili dolazi do vezanja, ali nema ucinka, tj. ne dolazi do inhibicije sinteze peptidoglikana.>*

4.3.2. Fluorokinoloni

Fluorokinoloni su skupina sintetskih antibiotika baktericidnog djelovanja. Inhibiraju DNK
unutar bakterija, a dijele se na dvije skupine. Pod stariju skupinu spadaju ciprofloksacin,
norfloksacin i ofloksacin, a noviju skupinu delafloksacin, gemifloksacin, levofloksacin i
moksifloksacin. Koriste se u humanoj i veterinarskoj medicini pri lije¢enju infekcija koze,
mokra¢nog sustava, disnih puteva i dr. Antibakterijska djelotvornost tih lijekova temelji se na
inhibiciji sinteze bakterijske DNA, posredstvom inhibicije enzima iz skupine topoizomeraza
tipa Il vaznih za replikaciju, transkripciju, rekombinaciju i popravljanje bakterijske DNA.>®
Osnovni mehanizmi stvaranja rezistencije bakterija na fluorokinolone su modifikacija ciljane
molekule mutacijom i promjena mjesta djelovanja enzima. Promijenjeni enzimi imaju smanjen

afinitet prema molekuli fluorokinolona, koja se ne moze vezati za njih i time gubi djelovanje.>®
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4.3.3. Aminoglikozidi

Aminoglikozidi su baktericidni antibiotici koji inhibiraju sintezu proteina vezanjem na
ribosome bakterije. Vezani ribosomi su sprijeCeni obavljati translaciju mRNA $to dovodi do
smrti bakterijske stanice. Uklju¢uju amikacin, gentamicin, kanamicin, neomicin, plazomicin,
streptomicin, tobramicin. Osim za terapiju bolesti koriste se i kao prehrambeni aditivi ili
sintetski promotori rasta Zivotinja kako bi se poboljSala iskoristivost hrane te poticao rast
zivotinja. Posljedice koriStenja antibiotika u ishrani zivotinja obuhvaca kompleksni sustav
medusobno povezanih procesa: razvitak rezistentnih bakterija, prijenos ostataka antibiotika,
rezistentnih bakterija i gena za rezistenciju s proizvoda Zivotinjskog podrijetla na potrosace.®’
Bakterijska otpornost na aminoglikozide je rezultat enzimske modifikacije antibiotika
djelovanjem fosfotransferaza, acetiltransferaza i adeniltransferaza. Ustanovljeno je da
subterapijske doze aminoglikozidnih antibiotika mogu inducirati formiranje biofilma kod

patogenih sojeva Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli.®®

4.3.4. Sulfonamidi

Sulfonamidi su sinteticki bakteriostatski antibiotici Sirokog spektra djelovanja koji ukljucuju
mafenide, sulfacetamide, sulfadiazine, sulfametizole, sulfasalazine i sulfisoksazole. Inhibiraju
sintezu folne kiseline te djeluju kao antifolati kod gram-negativnih i gram-pozitivnih bakterija.
Na sulfonamide su osjetljive samo bakterije koje same sintetiziraju folnu kiselinu te je sprijecen
njihov rast i razvoj.>° Rezistentnost bakterija moguéa je i zbog smanjenog prolaska lijekova

kroz bakterijsku stani¢nu membranu.>®

4.3.5. Makrolidi

Makrolidni antibiotici imaju vaznu ulogu u lije¢enju zaraznih bolesti jer su relativno Sirokog
spektra antimikrobnog djelovanja. Najéesce se koriste za lijecenje bakterijskih infekcija disnih
puteva, gastrointestinalnog sustava, infekcija koze i infekcija spolnog sustava.®’ Pod makrolide
ubrajamo azitromicin, klaritromicin i eritromicin. Djeluju tako Sto se vezu na bakterijske
ribosome pri ¢emu inhibiraju sintezu proteina. Nekoliko je mehanizama kojima bakterije
pokazuju otpornost na makrolidne antibiotike od kojih su najces¢i preinaka 50S ribosomske

podjedinice i izbacivanje antibiotika iz stanice.®
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Tablica 4. Rezistentne bakterije na antibiotike.>% 52

BAKTERIJA VRSTA ANTIBIOTIKA KLASA ANTIBIOTIKA
Trimetoprim inhibitor sinteze folne kiseline
. . Tetraciklin Tetraciklini
Escherichia coli Ampicilin Beta laktami
Ciprofloksacin Fluorokinoloni
Piperacilin Beta laktami
. Ceftazidim Cefalosporini
Pseudomonas aeruginosa .
Meropenem Karbapenemi
Ciprofloksacin Fluorokinoloni
Ampicillin
Klebisella pneumoniae (_Zefalosporir_1 Beta Ia_ktami .
Ciprofloksacin Fluorokinoloni
Amikacin Aminoglikozidi
: C|pr_oflok_sa}cm Fluorokinoloni
Legionella spp. Eritromicin .
) - Makrolidi
Klaritromicin
Eritromicin -
Staphylococcus aureus Azitromicin Makrolidi
Ampicillin Beta laktami
Enterococcus faecalis Gentamicin Aminoglikozidi
Vankomicin Glikopeptidi

U Hrvatskoj su aktivnosti pracenja rezistencije na antibiotike zapocCele 1996. godine kada je
osnovan Odbor za praéenje rezistencije bakterija na antibiotike na Akademiji medicinskih
znanosti Hrvatske. Interdisciplinarna sekcija za kontrolu rezistencije na antibiotike (ISKRA),
Ministarstva zdravstva i socijalne skrbi RH, bavi se prikupljanjem podataka i analizom
rezultata u svrhu smanjenja uporabe antibiotika i kontrole Sirenja rezistencije. Procjenjuje se
da godiSnje najmanje 700 000 ljudi u svijetu umre od infekcija uzrokovanih rezistentnim
bakterijama, a ako se trend nastavi procijenjeno je da bi do 2050. godine taj broj mogao narasti
i na 10 milijuna godisnje.®? Slika 9. prikazuje predvidenu smrtnost u svijetu zbog antimikrobne
rezistencije do 2050. godine. Hrvatska pripada skupini zemalja s potroSnjom ve¢om od EU
prosjeka. Otprilike 10% od ukupne potro$nje antibiotika se trosi u bolnicama, dok se 90%

antibiotika potrosi u izvanbolni¢kom lije¢enju.®®
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Slika 7. Predvidena smrtnost u svijetu zbog antimikrobne rezistencije do 2050.54

4.4. Bakterije

Bakterije su jednostani¢ni organizmi koji imaju prokariotsku gradu stanice. Veli¢ine su od 0,2
do 10 pm. Prokariotsku stanicu €ini prstenasta dvolan¢ana molekula DNK koja je pakirana u
nukleoid, ribosomi, stani¢na membrana, stani¢na stijenka gradena od peptidoglikana te kod
nekih bakterija polisaharidna kapsula, pili i bi¢evi za pokretanje. Rast bakterija podrazumijeva
stvaranje kolonija, dijele se svakih 30 do 40 minuta. Prema obliku stanice bakterije dijelimo na
koke (kuglaste bakterije), bacile (Stapicaste bakterije) i spirile (spiralne bakterije). Ovisno o
izvoru energije razlikujemo autotrofne i heterotrofne bakterije. Autotrofne bakterije imaju
sposobnost same proizvoditi hranu koristec¢i anorganske izvore ugljika, a dusik iz anorganskih
spojeva amonijaka, nitrita i nitrata. Energiju dobivaju fotosintezom ili kemosintezom.
Heterotrofne bakterije su organizmi koji se koriste gotovom organskom tvari iz okoline. Imaju
klju¢nu ulogu u ekosustavima jer su glavni razlagaci organskih tvari. Dijele se na saprofitske,
parazitske i simbiotske bakterije. Saprofitske bakterije imaju bitnu ulogu u kruzenju tvari u
prirodi jer razgraduju mrtvu organsku tvar ¢ime proc¢iséavaju onecis¢ene vode i stvaraju humus.
Simbiotske bakterije Zive u zajednici s drugim organizmima, primjerice u korijenju biljaka,
ljudskom crijevu, morskim organizmima (Vibrio fischeri). Parazitske bakterije nazivamo i
patogene bakterije jer uzimaju hranu od Zivih stanica organizama na kojima parazitiraju te
mogu inficirati ljude, Zivotinje 1 biljke, uzrokujuéi Sirok spektar bolesti. Nadalje, bakterije
mozemo razlikovati po boji. Bojanje po Gramu metoda je razlikovanja bakterija po boji, koju
je 1884. razvio danski mikrobiolog Hans Christian Gram. Gram-negativne i Gram-pozitivne

bakterije imaju razli¢ito obojenje na temelju njihove stani¢ne stijenke. Gram-negativne
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bakterije imaju veci sadrzaj lipida, dok Gram-pozitivne bakterije imaju veci sadrZaj

peptidoglikana.

4.4.1. Gram-negativne bakterije

Gram-negativne bakterije su skupina bakterija koje se oboje crvenom, kontrastnom bojom u
bojanju po Gramu. Uzroc¢nici su infekcija 1 bolesti zivotinja, biljaka 1 ljudi kao Sto su upala
pluca, upala trbusne maramice, infekcije mokra¢nog sustava, krvotoka, rana ili meningitisa 1
dr., a protiv njih su ucinkoviti antibiotici. Gram-negativne bakterije obavijene su zaStitnom
kapsulom koja se sastoji od vanjske membrane i tanke mreze peptidoglikana. Tanka mreza
peptidoglikana daje bakterijskoj stanici oblik dok vanjska membrana stiti bakterije od
odredenih antibiotika. Kada se osteti, membrana ispusta endotoksin lipopolisaharid koji
doprinosi jacanju simptoma tijekom infekcija uzrokovanih gram-negativnim bakterijama.
Vanjski sloj kapsule ¢ini gram-negativne bakterije otpornijima na odredene antibiotike. Gram-
negativne bakterije zbog sloZenije stani¢ne stijenke, u usporedbi s gram-pozitivnim
bakterijama, sve viSe postaju otporne na antibiotike. Otpornost im raste zbog prirodne
otpornosti na odredene antibiotike, mutacije gena ili stjecanjem gena od bakterija koje su
postale otporne. Primjeri gram-negativnih bakterija, o ¢ijoj ¢e rezistentnosti na farmaceutike

biti re¢eno u nastavku, su Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Klebsiella pneumonia.

4.4.2. Gram-pozitivne bakterije

Gram-pozitivne bakterije su skupina bakterija koje zadrzavaju primarnu boju pri tehnici
bojanja po Gramu i pod optickim mikroskopom imaju ljubi¢asto obojenje. Mogu biti koki ili
bacili. Za razliku od Gram-negativnih bakterija nemaju vanjsku membranu pa su manje otporne
na antibotike. Stani¢na stijenka Gram-pozitivnih bakterija sastoji se od debljeg sloja
peptidoglikana koji osigurava ¢vrstocu stanice. U usporedbi sa gram-negativnim bakterijama
imaju tanak sloj citoplazmatske lipidne membrane. Sloj peptidoglikana sadrzi znatnu koli¢inu
teihoi¢ne kiseline koja ima klju¢nu ulogu u prianjanju bakterija na povrsinu. Uloga Gram-
pozitivnih bakterija je doprinos probavi, apsorpciji hranjivih tvari i regulaciji imunoloSkog
sustava. Koriste se i u proizvodnji antibiotika kao sto su streptomicin, tetraciklin, eritromicin i
vankomicin, a ukljuéene su i u proizvodnju fermentirane hrane i pica, raznih enzima i
biogoriva. Imaju sposobnost razgradnje razlicitih onec¢is¢ujucih tvari iz okolisa pa se koriste u
procesima bioremedijacije. S druge strane neke bakterije su patogeni te mogu uzrokovati

infekcije u ustima, plu¢ima, urinarnog trakta, krvi, sepse i dr. Primjeri Gram-pozitivnih
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bakterija, o ¢ijoj Ce rezistentnosti na farmaceutike biti re¢eno u nastavku, su Staphyloccocus

aureus i Enterococcus faecalis.

4.5. Bakterije i njihova rezistentnost
4.5.1. Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) je Gram-negativna, fakultativno-anaerobna Stapicasta bakterija koja
pripada porodici Enterobacteriaceae. Slika 10. prikazuje E. coli pod mikroskopom. Ima oblik
bacila, stvara okrugle, konveksne i glatke kolonije. Prirodni je stanovnik crijevne flore ljudi i
zivotinja, a Koristi se i kao indikator fekalnog oneciscenja pri procjeni kakvocée hrane i vode.
E. coli je prepoznata kao glavni bakterijski indikator fekalne kontaminacije za pracenje
higijensko-sanitarne kakvoée obalne morske vode za rekreacijsku uporabu.®® U vecini
slucajeva, E. coli je bezopasni mikroorganizam koji kod ljudi ne uzrokuje bolest, medutim neki
sojevi ove bakterije dovode do bolesti gastrointestinalnog, mokra¢nog ili srediSnjeg Zivcanog
sustava.®® Ima sposobnost ucestalog nastajanja de novo mutacija i prilagobne razli¢itim
uvjetima u okoliSu. Najcesce raste u okolisu pri temperaturama nizim od 30°C. Rezistencija E.
coli odnosi se na tetraciklin (27,5%), amplicilin (18,9%), streptomicin (18,5%),
sulfametoksazol — trimetoprim ( 11,3% ), cefotaksim (4,5 %), kanamicin (4,1% ), ceftazidim
(3,6 %), kloramfenikol ( 2,3% ), nalidiksinska kiselina (1,8% ) te ciprofloksacin (1,4% ). Zbog
Siroke uporabe kinolona u izvanbolni¢koj populaciji doslo je do ocitog porasta rezistencije E.
coli na kinolone u mnogim zemljama Europe.®’ Tablica 5. prikazuje MIC vrijednosti koje
pokazuju rezistentnost E. coli na antibiotike. Najvec¢u rezistentnost pokazuje prema ampicilinu
koji spada u skupinu aminopenicilina. Prema Tablici 5. MIC vrijednost E.coli na ampicilin
iznosi vise od 32 pg/mL. Slika 11. prikazuje rezistentnost E. coli na antibiotike u Hrvatskoj i

svijetu.

Slika 8. Escherichia coli® pod mikroskopom (1000x).
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Tablica 5. MIC vrijednosti koje pokazuju rezistentnost E. coli na antibiotike.®®

ANTIBIOTIK MIC (ug/mL)
Trimetoprim >16
Tetraciklin >16
Ampicilin >32
Ciprofloksacin > 4
100
THE | | i Il
k:::;j;:zlmm (2] (::f:rl(:s”:(:i”rln (3. gen)
[ Aminoglikozidi Trimetoprim-sulfametoksazol

[ ] Piperacilin-tazobaktam

Slika 11. Rezistentnost E. coli na antibiotike u Hrvatskoj i svijetu.”

4.5.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je Gram-negativna, aerobna bakterija koja pripada porodici
Pseudomonadaceae (slika 12.). Pokretni je bacil. Cesto je prisutan u prirodi, vlaznom okruZenju
i bolnickom okolisu.”* Bakterija moZe biti dio normalne crijevne flore, ali je zbog svoje
prilagodljivosti postala patogena. Uzrokuje infekcije mokra¢nog mjehura, pluca, koze i
opeklina , sepsu. Moze prezivjeti u vodi dezinficiranoj klorom, u destiliranoj vodi, i pokazuje
veliku otpornost na procese mehani¢kog ¢iséenja.’?> Na povrsini razvodnog sustava formira
biofilm koji je povezan je s korozijom cijevi te prisutno$c¢u razli¢itih elemenata u vodi. Multipla
rezistencija na antibiotike kod P. aeruginosa diljem svijeta je u stalnom porastu i predstavlja
veliku prijetnju jer u mnogim slu€ajevima ne ostavlja prostor za ucinkovitu antimikrobnu
terapiju.”® Tablica 6. prikazuje MIC vrijednosti koje pokazuju rezistentnost P. aeruginosa na
antibiotike. MIC vrijednost na piperacilin iznosi viSe od 128 pg/mL. Slika 13. prikazuje
rezistentnost P. aeruginosa na antibiotike u Hrvatskoj i svijetu. P. aeruginosa pokazuje najvecu

otpornost na beta laktame (karbapeneme i piperacilin).
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Slika 12. Pseudomonas aeruginosa’ pod mikroskopom (1000x).

Tablica 6. MIC vrijednosti koje pokazuju rezistentnost P. aeruginosa na antibiotike.”

ANTIBIOTIK MIC (ng/mL)
Piperacilin > 128
Ceftazidim >32
Meropenem > 8

Ciprofloksacin >4
100

7.5

50

I it B
25 | | I I| |
A | i [ Ill

% otpornosti (invazivni izolati)

Australija Hrvatska Indija Juzna Afrika Ujedinjeno Kraljevstvo  Ujedinjene drzave
ceftazidim Aminoglikozidi
Cefalosporini (3. gen) @ Fluorokinoloni
® Amikacin Piperacilin-tazobaktam

@ karbapenemi

Centar za dinamiku, ekonomiju i politiku bolesti (cddep.org)

Slika 13. Rezistentnost P. aeruginosa na antibiotike u Hrvatskoj i svijetu.”®

4.5.3. Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae je Gram-negativna, nepokretna bakterija koja pripada porodici

Enterobacteriaceae ( slika 14.). Stvara velike sluzave kolonije bijele ili sivkaste boje. Stanista
su joj slane i slatke vode, sediment, tlo te vegetacija. Ne pripada skupini halofilnih bakterija,
stoga ne moze obitavati u podru¢jima s visokom koncentracijom soli.”® Posjeduje kapsulu -
sluzavu opnu koja $titi stanicu od nepovoljnih okolisnih uvjeta te joj omogucuje kolonizaciju.
Prisutna je u fecesu zdravih osoba kao dio normalne crijevne flore, ali bakterijski sojevi mogu
postati patogeni 1 izazvati infekcije poput upale pluc¢a, infekcije mokra¢nog sustava, infekcije

na kozi i sepse. Primarno je otporna na ampicilin, antibiotik iz skupine aminopenicilina te
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karbenicilin, antibiotik koji pripada karboksipenicilinskoj skupini, dok u bolnicama vrlo lako
stjete rezistentnost na velik broj antibiotika koji se primjenjuju u lije¢enju raznih bolesti.”’
Tablica 7. prikazuje MIC vrijednosti koje pokazuju rezistentnost K. pneumoniae na antibiotike.
MIC vrijednost na amikacin je najveca te iznosi vise od 64 pg/mL. Slika 15. prikazuje
rezistentnost K. pneumoniae na antibiotike u Hrvatskoj i svijetu. Najvecu rezistentnost ima

prema fluorokinolonima.
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Slika 14. Klebsiella pneumoniae® pod mikroskopom (1000x).

Tablica 7. MIC vrijednosti koje pokazuju rezistentnost K. pneumonia na antibiotike ™

ANTIBIOTIK MIC (ug/mL)
Ampicilin >32
Cefalosporin >16
Ciprofloksacin >4
Amikacin > 64
100
i 50
W it | ‘ ‘ i I I
2 Ind Juzna Afrika Jjed K i i
®  Aminoglikozidi Amoksicilin-klavulanat
karbapenemi Cefalosporini (3. gen)
Fluorokinoloni ® Piperacilin-tazobaktam
@ Trimetoprim-sulfametoksazol

k

Slika 15. Rezistentnost K. pneumoniae na antibiotike u Hrvatskoj i svijetu. ©
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4.5.4. Legionella spp.

Legionella spp. je fakultativna Gram-negativna bakterija koja pripada porodici Legionellaceae
(slika 16.). Bakterijska kultura je sivo-bijele boje te raste na mediju uz prisutnost cisteina i
topljivog zeljeza. Infekcija Legionellom spp. $iri se inhalacijom sitnih kapljica vode koje sadrze
bakterije, kao Sto je slucaj sa klimatizacijom, tuSevima, fontanama ili sistemima za prskanje.
Legionella spp. moze prezivjeti velik raspon temperature od 0°C do 63°C. Bolest legionelozom
se prenosi isklju¢ivo udisanjem infektivnog aerosola. Ona se manifestira upalom pluca, a
uzrokovana je bakterijom Legionella spp., najéesée Legionella pneumophila seroskupine 01.8°
Mikroorganizmi u instalacijama koje se koriste za distribuciju pitke vode, pa tako i Legionella
spp., prianjaju na povriine/stijenke sustava u vodenom okolisu formirajué¢i biofilmove.®
Tablica 8. prikazuje MIC vrijednosti koje pokazuju rezistentnost Legionella spp. na antibiotike.
MIC vrijednost prema ciprofloksacinu 1 klaritromicinu iznosi manje od 1 pg/mL. Slika 17.

prikazuje pregled zemalja sa rizikom oboljenja legionelozom u Europi.

Slika 16. Legionella spp.®? pod mikroskopom.

Tablica 8. MIC vrijednosti koje pokazuju rezistentnost Legionella spp. na antibiotike.?

ANTIBIOTIK MIC (ng/mL)

Ciprofloksacin <1
Eritromicin <0,5

Klaritromicin <1
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Broj oboljelih od legionarske bolesti na 100.000 stanovnika
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Slika 17. Pregled zemalja sa rizikom oboljenja legionelozom u Europi.®

4.5.5. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je Gram-pozitivna, kuglasta bakterija koja pripada rodu
Staphylococcus.® (slika 18.). Stvara okrugle, glatke kolonije zute boje. Fakultativni je anaerob,
jedan od vodecih uzro¢nika smrti povezanih s rezistencijom na antibiotike. Stafilokoki brzo
razvijaju rezistenciju na antimikrobne lijekove 3to je stalan terapijski problem.®® Dio je
normalne mikrobioloske flore ljudi i1 Zivotinja, nalazi se na koZi, u nosu, gastrointerstinalnom
traktu, a moze urokovati infekcija kao §to su pneumonija, meningitis, sepsa. MRSA je soj S.
aureus koji nosi gen mec na bakterijskom kromosomu $to za posljedicu ima otpornost na
mnoge vrste antibiotika kao Sto su meticilin, nafcilin, oksacilin i cefalosporine, odnosno sve
beta-laktamske antibiotike. Tablica 9. prikazuje MIC vrijednosti koje pokazuju rezistentnost
S. aureus na antibiotike. MIC vrijednosti na eritromicin i azitromicin iznose 8 pg/mL. Slika
19. prikazuje rezistentnost S. aureus na antibiotike u Hrvatskoj i svijetu, najvecu rezistentnost

pokazuje prema oksacilinu.
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Slika 18. Staphylococcus aureus®” pod mikroskopom (1000x).

Tablica 9. MIC vrijednosti koje pokazuju rezistentnost S. aureus na antibiotike.®

ANTIBIOTIK MIC (ng/mL)
Eritromicin >8
Azitromicin >8

100

2 Afrika

@ Aminoglikozidi linezolid
& Makrolid oksacilin (MRSA)
Rifampicin @ Trimetoprim-sulfametoksazol

Vankomicin

Slika 19. Rezistentnost S. aureus na antibiotike u Hrvatskoj i svijetu.™

4.5.6. Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis je Gram-pozitivna, nepokretna, fakultativno-anaerobna bakterija koja
pripada porodici Enterococcaceae (slika 20.). Bakterije iz roda Enterococcus nastanjuju
razli¢ita stani$ta kao $to su tlo, povrsinske vode, kanalizacija, biljke i gastrointestinalni trakt.®
Dio je normalne crijevne flore ljudi i Zivotinja, ali moze postati patogen i1 uzrokovati razlicite
infekcije. Enterokoki, kao skupina, su indikatori kontaminacije vode patogenim
mikroorganizmima, obi¢no u zajednici s fekalnim koliformima.®® Enterokoki su urodeno
rezistentni na cefalosporine, klindamicin i kombinaciju trimetoprima i sulfametoksazola, a

smanjene su osjetljivosti (nizak stupanj rezistencije) na penicilin i ampicilin te
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aminoglikozide.®® Tablica 10. MIC vrijednosti koje pokazuju rezistentnost E. faecalis na
antibiotike. Najvecu MIC vrijednost od 1000 pg/mL pokazuje prema gentamicinu. Slika 21.
prikazuje rezistentnost E. faecalis na antibiotike u Hrvatskoj i svijetu. E. faecalis ima visok

stupanj rezistencije na aminoglikozide.

Slika 20. Enterococcus faecalis® pod mikroskopom (1000x).

Tablica 10. MIC vrijednosti koje pokazuju rezistentnost E. faecalis na antibiotike.®®

ANTIBIOTIK MIC (ug/mL)

Ampicilin > 16

Gentamicin > 1000
Vankomicin >32

100
g
[=}
5 7E
S
3
=
= 50
3
£
g
S 25

n
Australija Hrvatska Indija Juzna Afrika Ujedinjeno Kraljevstvo  Ujedinjene drzave
@®  Aminoglikozidi Aminoglikozidi (visoke razine)
Aminopenicilini Fluorokinoloni
®  inezolid Vankomicin

Centar za dinamiku, ekonomiju i politiku bolesti (cddep.org)

Slika 21. Rezistentnost E. faecalis na antibiotike u Hrvatskoj i svijetu.”
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5. RAZVOJ NOVIH FARMACEUTIKA

U javnom zdravstvu sve veca zabrinutost je rezistencija na antibiotike i spori napredak u
proizvodnji modernih antibiotika koji bi se suprotstavili razvoju rezistencije na antibiotike.*
Porastom rezistentnosti bakterija na farmaceutike, potrebno je razviti nove koji ¢e biti
ucinkovitiji. Upravljanje antimikrobnom terapijom predstavlja skup mjera i intervencija koje
se provode s ciljem smanjenja pojave rezistencije, poboljsanja sigurnosti bolesnika i ishoda uz
istodobno smanjenje troskova lije¢enja.** Proizvodnja novih antibiotika nije profitabilna jer
lijeenje pacijenata traje kratko vremensko razdoblje stoga se danas koriste isti antibiotici
posljednjih 30 godina. Uz smanjenu stopu otkrivanja novih lijekova, glavni pristup razvoju
novih lijekova u borbi protiv nastanka i ponovnog pojavljivanja otpornosti patogena na
antibiotike, bila je modifikacija postoje¢ih lijekova.®® Predvidanje velike stope smrtnosti
stanovni$tva zbog rezistencije bakterija koje uzrokuju zdravstvene probleme, znanstvenici rade

na otkrivanju novih ué¢inkovitijih farmaceutika, kao sto su antimikrobni peptidi i bakteriofagi.

5.1. Antimikrobni peptidi (AMP)

Jedna od novih skupina lijekova koji se istrazuju su antimikrobni peptidi (AMP). To su peptidni
antibiotici koje karakterizira amfipatska priroda izvedena iz njihovih pozitivnih naboja i
hidrofobnih aminokiselinskih ostataka.®® Gradeni su od 20 do 60 aminokiselinskih ostataka.
Prvi prijavljeni AMP Zivotinjskog podrijetla je defenzin, koji je izoliran iz leukocita kuni¢a
1956. godine.®” U nasem organizmu su pohranjeni u epitalnim stanicama koZe i u stanicama
sluznice. Osim antimikrobne aktivnosti, takvi peptidi imaju veliku ulogu u stvaranju i
odrzavanju imuniteta, u sprje¢avanju upalnih procesa te u zacjeljivanju rana.®® Prednosti
koristenja antimikrobnih peptida kao lijekova su brzo djelovanje i u¢inkovitost, djeluju protiv
Gram-pozitivnih i Gram-negativnih patogenih bakterija, mogu biti sintetizirani u inaktivnom
obliku. Medutim, postoje i brojni nedostatci vezani uz same antimikrobne peptide koji djeluju
solisticki: skupa sinteza, skupa visoka proizvodnja, moguc¢nost toksi¢nosti, reducirana
aktivnost zbog krvnog seruma, odredenih soli i pH vrijednosti, osjetljivost na proteaze,
osjetljivost i alergije organizma nakon brojnog unosenja, otpornost bakterija, remecenje nekih

bioloskih funkcija, farmakokineticki i farmakodinamic¢ki problemi.%
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5.2. Bakteriofagi

Bakteriofagi (slika 22.) su virusi koji uniStavaju bakterijske stanice, vezu se na njih i potom
ubrizgavaju svoj genom u stanicu. Genetski promijenjeni bakteriofag moze povecati smrtnost
bakterije otporne na antibiotike. Nakon ulaska nukleinske kiseline u stanicu bakterijska
proizvodnja virusnog genoma ometa njenu sposobnost funkcioniranja te se ne moze vise
razmnoZzavati. Prednosti takve alternativne terapije je selektivnost prema sojevima bakterija,
jeftiniji i brzi razvoj od antibiotika, potrebna mala doza zbog porasta koncentracije bakteriofaga
na mjestu infekcije. Druge prednosti terapije bakteriofaga ukljucuju bolju podnosljivost jer se
repliciraju samo u ciljnoj bakteriji, ali ne mogu zaraziti stanice sisavaca.®® Neki nedostatci su
potencijalan ucinak na imunoloski sustav i moguénost pojave bakterija otpornih na
bakteriofage. Bakterije mogu razviti niz obrambenih mehanizama protiv bakteriofaga kao $to
su promjena ili gubitak receptora, lucenje tvari koje sprjecavaju adheziju faga na membranu

bakterija i s1.1%

Slika 22. Bakteriofag pod mikroskopom (1000x).%0*
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6. ZAKLJUCAK

Razvoj antimikrobne rezistencije u neprestanom je porastu. Poduzimanjem odredenih mjera u
mogucnosti SM0 smanjiti stvaranje rezistentnosti bakterija. Klju¢no je unaprijedenje
postrojenja za obradu otpadnih voda te koristenje napredne tehnologije. Shodno tomu,
potrebno je uvesti stroze propise o ispusStanju farmaceutskih spojeva u okoliS. Za razvoj novih
antibiotika i alternativnih terapija vazno je poticati i ulagati u istrazivanja novih farmaceutskih
spojeva koji su bioloski razgradivi i manje Stetni za okoliS. Takoder je bitna prevencija
bakterijskih infekcija cjepivom, brigom o higijeni i sanitarnim mjerama. Neophodno je
educirati stanovniStvo kako odgovorno uzimati i pravilno odlagati farmaceutike te provesti

stroze propise za upotrebu antibiotika u humanoj medicini, veterini i poljoprivredi.
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