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SAZETAK

PROCJENA UCINKOVITOSTI KEMIJSKIH DEZINFICIJENSA U
SMANJENJU RASTA FRANCISELLA NOVICIDA

Francisella tularensis vrlo je infektivna, fakultativna gram-negativna unutarstani¢na bakterija
koja moze uzorkovati smrtonosnu bolest, tularemiju, opisanu u ljudi 1 Zivotinja. Bakterija je
sposobna prezivjeti u razli¢itim uvijetima te, pritom, zadrzati svoju virulentnost. Kao
unutarstaniéni organizam, ima sloZen Zivotni ciklus koji joj osigurava proliferaciju 1
prezivljavanje u razli¢itim tipovima stanica sisavaca. Rod Francisella sadrzi pet vrsta: F.
tularensis, F. philomiragia, F. hispaniensis, F. noatunesis i F. novicida. U ovom istrazivanju,
pratili smo uéinkovitost tri dezinficijensa (5%-tni Asepsol eko, 0,2%-tni Bigvasan i 1%-tni
Descocid) na smanjenje rasta F. novicida nakon izlaganja razli¢itim vremenskim periodima (
10 sekundi, 1 minuta, 5, 10 i 15 minuta). Nasi rezultati pokazuju da 5%-tni Asepsol potpuno
inhibira rast bakterija, bez obzira na vrijeme izloZenosti. Nasuprot tome, broj bakterija F.
novicida ostao je isti nakon djelovanja 0,2%-tnog Bigvasana i 1%-tnog Descocida u vremenu
od 10 sekundi. Medutim, nizi bakterijski porast zabiljezen je u produzenom vremenu djelovanja
(1 minuta, 5, 10 i 15 minuta). Mozemo zakljuciti kako 5%-tni Asepsol pokazuje baktericidnu
aktivnost prema F. novicida, dok 0,2%-tni Bigvasan i 1%-tni Descocid samo smanjuju broj
bakterijskih kolonija nakon izloZenosti od 1 minute, 5, 10 1 15 minuta.

Kljuéne rijeci: Francisella novicida; dezinficijensi; kinetika rasta



SUMMARY

EVAULATION OF EFFECTIVENESS OF CHEMICAL
DISINFECTANTS ON REDUCING THE GROWTH OF FRANCISELLA
NOVICIDA

Francisella tularensis is a highly infectious, facultative gram-negative intracellular bacterium
that can cause a deadly disease, tularemia, described in humans and animals. The bacterium is
able to survive in different temperature and environmental conditions, while retaining its
virulence. As intracellular organism with a complex intracellular lifecycle that ensures its
proliferation and survival in variety of mammalian cell types. Five species of the genus
Francisella has been recognized: F. tularensis, F. philomiragia, F. hispaniensis, F. noatunensis
and F. novicida. In this study, we investigated the effectiveness of three disinfectants (5%
Asepsol eko, 0,2% Bigvasan and 1% Descocid) on reducing the growth of F. novicida after
exposure to different times (10 seconds, 1 minute, 5, 10 and 15 minutes). Our results showed
that 5% of Asepsol completley inhibit bacterial growth regardless the time of exposure. In
contrast, when suspension of F. novicida was exposed to 0,2% Bigvasan and 1% Descocid,
bacteria survived (10 seconds). However, bacterial growth was determined when bacterial
suspension was exposed after 1 minute, 5,10 and 15 minutes. We can conclude that 5% Asepsol
shows the bactericide activity to F. novicida, while 0,2% Bigvasan and 1% Descocid only
reduce the number of bacterial colonies.

Key words: Francisella novicida; disinfectants; growth kinetics
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1. UvOD

1.1. Francisella spp.

Kao jedina od obitelji Francisellaceae, unutar roda Francisella prepoznato je nekoliko vrsta:
Francisella tularensis, Francisella hispaniensis, Francisella noatunensis, Francisella

philomiragia i Francisella novicida [1].

1.1.1. Francisella tularensis
Francisella tularensis je virulentna, fakultativna gram-negativna bakterija te unutarstani¢ni
parazit koji uzrokuje bolest tularemiju kod glodavaca, zeceva 1 kunica, te ljudi [2,3]. Bakterija

je Siroko rasprostranjena u prirodi te je dosad izolirana iz 250 vrsta divljih zivotinja [4].

Gotovo sva znanja o rodu Francisella proizasla su iz dugogodiS$njeg proucavanja F. tularensis,
jos$ otkako je po prvi puta izolirana 1911. godine iz vjeverica uginulih od kuge-nalik bolesti u
drzavi Tulare, Kalifornija, Sjedinjene Americke Drzave [5]. U to vrijeme bakteriju su nazvali
Bacterium tularense po pokrajni iz koje je izolirana, no ve¢ 1920. godine [6], prema Dr. Edward
Francisu, zbog proucavanja tularemije tijekom cijele svoje karijere i otkrica na kojima su

nastavljena sva dosadas$nja istraZivanja, ime bakterije je preimenovano u Francisella tularensis

[7]1.

Unutar F. tularensis trenutno su prepoznate tri podvrste: F. tularensis subsp. tularensis (tip A),
F. tularensis subsp. holarctica (tip B) i F. tularensis subsp. mediaasiatica. Podvrste se

medusobno razlikuju po virulentnosti i geografskoj rasprostranjenosti.



1.1.2. Francisella novicida
F. novicida je gram-negativna patogena bakterija ¢ije kolonije na hranjivim podlogama rastu
pleomorfno, u obliku koko i/ili kokobacila. Kao i za ostale vrste roda Francisella, i za nju je
tipian unutarstani¢ni nacin rasta i razmnozavanja.
Suprotno od F. tularensis, F. novicida nikada nije bila izolirana iz divljih zivotinja $to upucuje
na to da po svojoj prirodi nije zoonoza. U slu¢aju vektora ¢lankonozaca poput komaraca i
krpelja koji se inficiraju siSuc¢i zarazenu krv Zivotinje koja je domacin francizeli, zbog
nedovoljne istrazenosti i izoliranosti F. novicida iz vektorskih organizama, ne moZe ju se
povezati s uzro¢nikom bakterijemije u divljih zivotinja, a samim time i zoonozom. Vjerojatno
je da F. novicida svoje prebivaliste nalazi u okoliSu te da se ondje $iri mehanizmima koji ne
ukljucuju sisavce ili ¢lankonosce za domacine. Zabiljezeni sluc¢ajevi F. novicida u okolisu
ukljucivali su vodene ekosustave ,slanu i boc¢atu vodu, led, te tlo [8-10].
F. novicida manje je izbirljiv organizam u svom rastu za razliku od F. tularensis. Pri porastu
na CGBA agaru (cysteine-glucose-blood agar, CGBA) na 37 °C kolonije F. tularensis vidljive
su tek nakon 3 do 7 dana, dok se kolonije F. novicida uoce ve¢ nakon 24 sata, a tijekom 48 do
72 sata dovoljno su velike da bi ih se moglo izbrojiti [11].
Genom F. novicida (soj U112) ukljucuje 84 gena koji su inaktivirani kod F. tularensis subsp.
tularensis Schu S4 i F. tularensis subsp. holarctica LVS [12]. Oni su ukljuceni u ciklus
stvaranja energije, metabolizam ugljikohidrata, prijenos metabolita, biosintezu aminokiselina
te prijenos 1 modifikaciju DNA. Smatraju se vrlo vaznima u preZivljavanju i odrzavanju F.

novicida u okolisu, izvan zivotinjskog domacina [13].



1.1.3. Geografska rasprostranjenost i epidemiologija
F. tularensis pronadena je u podrué¢jima Sjeverne polutke, ali neki slucajevi Francisella spp.

izolirani su i juznije, poput F. novicida u Australiji [14].

F. tularensis subsp. tularensis (tip A) izolirana je jedino u Sjevernoj Americi [15] te je ondje
gotovo endemska, dok su vrlo rijetki slucajevi zabiljezeni u Europi [16]. Tip A je u Sjevernoj
Americi naj¢eS¢e povezan s tularemijom uzrokovanom kontaktom s inficiranim sisavcima,
zeCevima, primatima te putem krpeljnih vektora [17,18]. Prije primjene antibiotika, smrtnost

od tularemije tipa A kod ljudi je bila izmedu 5% i 30% [19,20].

F. tularensis subsp. holarctica izolirana je u Japanu, Sjevernoj Americi i Europi. Znacajan broj
oboljelih od tularemije uzorkovan F. tularensis tip B zabiljezen je u Svedskoj, gdje se uzro¢nik
prenosi preko vektora komaraca [21-23]. U Turskoj je podvrsta holarctica izolirana i povezana

s zagadenom vodom i njenom upotrebom u svrhu pi¢a, osobito u seoskim krajevima[24].

F. tularensis subsp. mediaasiatica umjereno je virulentna za ze¢eve i ljude, te je izolirana jedino
u Sredi$njoj Aziji [25].

Francisella novicida prvi je puta izolirana 1950. godine u americkoj drzavi Utah [26,27].

Zajedno s F. philomiragia i F. hispaniensis povezana je s vodenim okolisem.

Francisella moze prezivjeti dugi period u okoliSu pa se tako bakterije mogu pronaci jo$
tjednima 1 mjesecima u inficiranom tkivu Zzivotinja ili pak, saCuvane u vodi, zemlji, prasini i

slami [28].



1.1.4. Tularemija
Ovisno o ulaznom mjestu Francisella u ljudski organizam, razli¢ite su i klini¢ke slike bolesti
no, sedam je tipicnih: ulceroglandularni, okuloglandularni, glandularni, angiozni, pluéni,
abdominalni te tifoidni [29,30]. Poslije inkubacije od 3 do 10 dana tularemija nastupa naglo s
poveéanom tjelesnom temperaturom, vruc¢icom i op¢im algickim sindromom, uz istovremenu
pojavu i lokalnih simptoma, opet ovisno o pocetnom mjestu infekcije. Ukoliko se ne lijeci,

temperatura ostaje povisena i do 10-ak dana, uz dnevne oscilacije.

Ulceroglandularni oblik javlja se kod kontakta sa zarazenom Zzivotinjom te se na ruci stvara
primarni afekt u obliku bezbolne papule koja se potom i nekrotizira (Slika 1), dok se na podrucju

pazuha ili lakta javlja povecanje limfnih ¢vorova, limfadenitis.

Slika 1. Primarni afekt na prstu u obliku papule s nekrotizacijom.

Izvor: http://medicinabih.info/medicina/infektologija/tularemija/ ;
Pristupljeno 10.08.2016.

Kod glandularnog oblika (Slika 2) zapazen je samo limfadenitis, dok je kod okuloglandularnog
prisutan jednostran konjuktivitis (Slika 3) uz otok limfnih ¢vorova ispred uske i susjednih

vratnih.


http://medicinabih.info/medicina/infektologija/tularemija/

is kod g|andu|arnog Sllka 3 KO”JUkthltlS pI‘ISUtan kOd
okuloglandularnog oblika tularemije.

a.info/vesti/25- Izvor: F. Mihaljevi¢, J. FaliSevac, B.

da/196-tularemija : Bezjak, B. Mravunac: “Specijalna klinicka

016. infektologija” 8. izd.. Medicinska naklada,
Zagreb.

Angiozni oblik ima jednostrani ili obostrani primarni afekt u obliku ulceromembranozne ili pak

nekroti¢ne angine.

Za pluéni je oblik karakteristi¢na atipi¢na pneumonija (Slika 4) s afekcijom traheobronhalnih

limfnih ¢évorova.

Slika 4. Rendgenska snimka atipi¢ne pneumonije kod plu¢nog oblika
tularemije.

Izvor: http://path.upmc.edu/cases/case186/images/gross2.jpg ;

Pristupljeno 10.08.2016.
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U abdominalnom obliku, zapazene su ulceracije unutar crijeva te povecanje mezenterijalnih
limfnih ¢vorova, dok je tifoidni oblik bez limfadenitisa i primarnog afekta, ve¢ po klini¢koj

slici nalikuje sepsi ili trbusnom tifusu.

Usporeduju¢i s F. tularensis, infekcije uzorkovane F. novicida nisu povezane sa zdravim
covjekom te su iznimno rijetke, zbog ¢ega je vrlo tesko postaviti to¢nu dijagnozu [31]. Dosad
je zabiljezeno 12 slucajeva bolesti kod ljudi koje su prouzrocene F. novicida [32,33]. Bolest
koja se kod vecine njih razvila nije nalikovala tipi¢noj tularemiji. Od 11 pacijenata, €iji su
klinicki podaci bili dostupni, devetero je bilo imunokompromitirano ili oslabljenog zdravlja.
Pokazivali su akutne simptome i1 povecanu tjelesnu temperaturu. Kod dvojice zdravih
pojedinaca infekcija s F. novicida ocitovala se kao lokalno poveéanje limfnih ¢vorova i bez
znaCajnog porasta temperature te prisustva opc¢ih simptoma. Klasi¢ani oblici tularemije:
ulceroglandularni, pluéni, orofaringealni i1 okuloglandularni; nisu uoceni kod zdravih osoba

prilikom zaraze s F. novicida.



1.1.5. Unutarstani¢ni Zivot i virulencija Francisella
Kada unutarstani¢ni bakterijski patogen prodire u stanicu domaéina, on mora iskoristiti
dostupne izvore energije i anabolicke supstrate iz nutritivno limitiranog unutarstani¢nog
okolisa. Najve¢i dio potencijalnih nutrijenata uskladisteni su u kompleksnim strukturama poput
glikogena, proteina i lipidnih kapljica, koji nisu odmah dostupni patogenu [34]. Za svoju
proliferaciju u stanicu, bakterija mora degradirati ove kompleksne strukture na manje
komponente kao Sto su masne kiseline, ugljikohidrati 1 aminokiseline ili pak, povecati uvoz

hranjivih tvari [35,36].

F. tularensis kao unutarstani¢ni patogen inficira preko 200 razli¢itih vrsta, od ameba do ¢ovjeka
[37]. Visoko virulentni soj F. tularensis subsp. tularensis Schu S4 ima infektivnu dozu od
nekoliko do 25 bakterija te stopu smrtnosti, za netretirani plu¢ni oblik, od 30% do 60% [38,39].
Takoder, u studijima je dokazano kako rod Francisella inficira razlicite tipove stanica, od
makrofaga [40-43] koji su vazni za njihovu intracelularnu replikaciju (Slika 5) do epitelnih i

endotelnih stanica [44,45].
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Slika 5. Model unutarstani¢énog zivotnog ciklusa F. tularensis prilagoden prema
makrofagima.

Izvor: Chong, A., Celli, J. The Francisella intracellular life cycle: toward molecular
mechanisms of intracellular survival and proliferation. Frontiers in Microbiol. 2010.
(1) 138.

Bakterija ulazi u stanicu domacina koriste¢i proces fagocitoze. Nakon ulaska u stanicu boravi
u fagosomu svega 2 sata. 1zlaskom iz fagosoma, brzo se replicira u citoplazmi te kod inficirane
stanice domacina uzrokuje apoptozu zbog velikog broja namnozenih bakterija koje se potom

dalje $ire na druge, neinficirane stanice, i tako zapoc€inje s novim krugom infekcije (Slika 5).

Unutarstani¢ni je zivotni ciklus F. tularensis kompleksan i nije dovoljno istrazena uloga

pojedinih gena u tom procesu.

Stvaranje FCV
(Francisella-
containing vacuoles,



Kada je slucajnom transpozicijskom mutagenezom doslo do defekta u unutarstanicnom
razmnoZavanju bakterije, identificiran je Francisella patogeni otok (engl. Francisella
pathogenicity island, FPI). FPI sadrzi 19 gena, ukljucujuc¢i iglABCD i pdpABCD, koji su se
pokazali esencijalnima za virulentnost Francisella [46]. Dok F. novicida sadrzi samo jednu

kopiju FPI, podvrste tularensis i holarctica posjeduju dvije kopije FPI.

Lucenje FPI proteina razlikuje se izmedu F.tularensis i F. novicida. Nakon infekcije makrofaga,
8 FPI proteina (IglE, 1gIC, Igll, IglJ, IglF, VgrF, PdpE i PdpA) je izlu¢eno od F. tularensis
subsp holarctica LVS soja, dok su nakon infekcije s F. novicida izlu¢ena samo 4 (IglE, 1gIC,

PdpE i PdpA) [47].

FP1 sadrzi gene homologne genima koji kodiraju tip 6 sekrecijske sustave (eng. type 6 secretion
systems, T6SS) u drugim bakterijama[48]. Homolozi iglA, pdpB, dotU i vrgG vecinom su
pronadeni unutar T6SS. DotU i PdpB komponente su unutarnje membrane i homolozi T6SS
proteinima DotU i IcmF [49]. Mutacije u IglA i IgIB prisutne su kod bakterija koje nisu

sposobne pobjec¢i fagosomu i razmnozavati se unutar stanice [50].

F. tularensis MglA regulator zaduzen je za aktivaciju transkripcije gena kodiranih od FPI, kao
i 90 drugih gena. MglA i FPI doprinose virulenciji F. tularensis u misevima, repliciranju u

stanicama sisavaca i ameba [51], te fagosomalnom bijegu [52].



1.1.6. Francisella u stvaranju biofilma
Biofilm je definiran kao prirodno formirana adherentna zajednica bakterija unutar

ekstracelularnog polimernog matriksa [53,54].

Formiranje zajednice unutar biofilma omoguc¢ava bakterijama bolju medusobnu komunikaciju,
quorum sensing, radi lakSeg pronalaska nutrijenata, razmnoZavanja i izbjegavanja opasnosti.
Bakterije unutar sigurnosti biofilma razvijaju 1 vecu osjetljivost na vanjske agente, poput

dezinficijensa.

U in vitro uvijetima rod Francisella pokazuje sposobnost formirnja biofilma na razli¢itim

povrsinama [55].

1.1.7. Prevencija
Ovaj gram-negativni kokobacil klasificiran je u A kategoriju potencijalnih bioloskih oruzja od

strane CDC agencije (Centers for Disease Control and Prevention).

lako je potreba za efikasnim cjepivom protiv uzro¢nika tularemije velika, niti jedno jo$ nije
odobreno za humanu upotrebu. Cjepiva s zivim oslabljenim uzro¢nikom pokazala su se

djelotvornim protiv pluénog oblika tularemije.

Najuspjesnije cjepivo s Zivim oslabljenim uzro¢nikom bilo je LVS, soj zivog cjepiva (engl.
Live Vaccine Strain, LVS) razvijen 1952. godine od tadasnjeg Sovjetskog Saveza, iz F.
tularensis subsp. holarctica. Medutim, zbog upitne genske pozadine, stabilnosti i virulencije u

imunokompromitiranih osoba, jos uvijek nije odobren za ljude [56].

U novijim istraZivanjima sve je viSe proucavana F. novicida u svrhu izrade cijepiva protiv

tularemije [57,58].
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1.1.8. Osjetljivost Francisella na antibiotike i dezinficijense

Standardna antimikrobna terapija u lijeCenju tularemije odobrena je od americke Uprave za
hranu i lijekove (engl. United States Food and Drug Administration; U.S. FDA) te ukljucuje

aminoglikozide, tetracikline i kloramfenikol. lako su ciprofloksacin i drugi fluorokinoloni
antibiotici trenutacno neodobreni od FDA za tretiranje tularemije, oni pokazuju vrlo dobar

ucinak protiv F. tularensis u in vitro uvijetima, kod zivotinja i u ljudi [59,60].

Od svih antibiotika koji su trenutacno u upotrebi protiv tularemije, streptomicin iz skupine
aminoglikozida pokazuje najbolju terapijsku u¢inkovitost [61]. Maurin, M., i sur. prikazali su
kako aktivnost aminoglikozida prema F. tularensis raste s viemenom izlaganja, te dostize svoj
maksimum nakon 72 sata inkubacije bakterijske kulture [62]. Mehanizmom pinocitoze
aminoglikozidi prodiru u eukariotske stanice gdje, ve¢ nakon 48 do 72 sata kontakta antibiotika
sa stanicama, dosezu visoku unutarstani¢nu aktivnost [63]. Prema Ikaheimou i sur., klinicki
sojevi F. tularensis tip A i tip B pokazali su visoku otpornost prema [-laktamskim
antibioticima, ali i osjetljivost na aminoglikozide (streptomicin i gentamicin), kinolone,

tetracikline, rifampicin i kloramfenikol [64].

F. tularensis moguce je inaktivirati putem klora ili monokloramina u vodi, iako u¢inak ovisi o
pH i temperaturi vode. Koncentracija klora od 1,5 mg/L ubija F. tularensis [65]. Tretman s
paraformaldehidom, tijekom 1 sata pri sobnoj temperaturi, potpuno inaktivira F. tularensis LVS

soj [66].

Francisella ne stvara otporne strukture te je relativno osjetljiva na sve standardne procedure
inaktivacije. Dobru osjetljivost pokazuje prema hipokloritu i slicnim kemijskim spojevima koji

se 1 inace koriste u postupcima dezinfekcije [67].
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1.1.9. Dezinficijensi

Dezinfekcija je postupak kojim se uklanjaju, inaktiviraju ili uniStavaju vegetativni oblici
mikroorganizama, ne nuzno i bakterijske spore. Provodi se u vodi, na tijelu, predmetima,
namirnicama ili u prostorijama. Moze biti mehanicka, fizikalna ili kemijska, pomocu primjene

dezinficijensa [68].

Dezinficijensi su kemijski aktivne ¢ija ucinkovitost ¢esto ovisi 0 mnogim ¢imbenicima poput
temperature, perioda izlaganja, pH, vrsti mikroorganizama na koje trebaju djelovati ili o

koncentraciji u kojoj se pripremaju.

Da bi dezinficijens bio dobar on treba imati Siroki spektar primjene, biti aktivan pri niskim
koncentracijama i uz prisustvo organskih tvari, brzo djelovati pri sobnoj temperaturi te
temperaturi tijela. Zatim mora biti §to manje toksi¢an za ¢ovjeka 1 ne smije stvarati otpornost
mikroorganizama na kemijske tvari. Treba biti jednostavan, siguran za primjenu i topiv u vodi,
bez stvaranja pjene. Ne smije biti eksplozivan niti zapaljiv, te njegovo djelovanje treba biti

aktivirano i tijekom duljeg perioda nakon nanosenja na povrsinu Koja se tretirala.

Prema mehanizmu djelovanja, dezinficijensi imaju za cilj denaturirati bjelanCevine, oStetiti
citoplazmatsku membranu, onemogucavati stvaranje stani¢ne stijenke ili pak, ometati izmijenu

tvari zbog djelovanja na enzimatske procese u mikroorganizmima.

Prema vrsti aktivne tvari koje sadrze, postoje nekoliko skupina dezinficijensa, a to su luzine,
kiseline, alkoholi, fenoli 1 njegovi derivati, aldehidi, halogeni spojevi, tenezidi (medu kojima

su kvaterne amonijeve soli), bigvanidi i oksidacijska sredstva.

Bigvanidi su dezinficijensi s bakteriostatskim djelovanjem, kao 1 tenezidi ¢iji kvaterni

amonijevi spojevi uzrokuju inaktivaciju stvaranja enzima te denaturaciju bjelan¢evina.
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Dezinficijensi se mogu podijeliti i prema stupnju djelotvornosti. Tako postoje dezinficijensi
visokog stupnja djelotvornosti koji djeluju baktericidno i sporocidno. Zatim dizinficijensi
srednjeg stupnja djelotvornosti koji ne djeluju sporocidno, ali inaktiviraju bakterije iz roda
Mycobacterium, te dezinficijensi niskog stupnja djelotvornosti u koje se ubrajaju i kvaterni
amonijevi spojevi, a njihov uc¢inak je u vidu uniStavanja vegetativnih oblika bakterija i nekih

virusa [68].
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1.2. Kvaterne amonijeve soli

Kvaterni amonijevi spojevi su kationske povrsinski aktivne tvari koje sadrze tetra-amonijeve
soli 1 karakterizirani su pozitivnim nabojem kvaternog dusikovog atoma, odnosno imaju Cetri

funkcionalne skupine kovalentno vezane za centralno smjesten dusikov atom pozitivnog naboja

(Slika 6).

Slika 6. Opcenita molekulska struktura kvaternih amonijevih soli (R predstavlja
funkcionalnu skupinu; X predstavlja negativan ion poput CI-, Br™ ili NO3")

Izvor: https://www.google.com/patents/US6306805 ; Pristupljeno 12.08.2016.

Funkcionalne grupe, R, ukljucuju barem jedan dugacak lanac alkilne skupine, dok preostale

¢ine metilne ili benzilne skupine [69].

Kao kationske povrSinski aktivne tvari djeluju na smanjenje povrSinske napetosti medija u
kojem se nalaze, te se zato Cesto koriste u dezinfekcijskim sredstvima, gdje u korisnom vremenu
inaktiviraju ili ubijaju vegetativne oblike svih vrsta bakterija, kao i vecih ovijenih virusa, dok

na gljive i Mycobacterium tuberculosis ne djeluju [70].

Zbog njihovog pozitivhog naboja svi spojevi snazno adsorbiraju negativno nabijene tvari poput
povrSine mulja, tla i sedimenata pa se koriste 1 u industrijama. Isto tako zabiljeZeno je da imaju
sposobnost vezivanja na masne kiseline u stani¢noj membrani organizama, §to ih pak ¢ini

korisnim u svrhu biocida [71,72].
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Akutno toksi¢no djelovanje kvaternih amonijevih spojeva detaljno je ispitivano na glodavcima

I raznim vodenim organizmima [73], dok potencijalna genotoksi¢nost jo$ treba biti istrazena.

Za djelovanje benzalkonijevog klorida (engl. benzalconium chloride, BAC) (Slika 7) u studiji
izvedenoj na ljudskim stanicama pokazano je kako BAC uzrokuje relevantne DNA promjene u
vedini respiratornih epitelnih stanica, u in vitro uvijetima, i to u koncentracijama koje se koriste

u komercijalno dostupnim preparatima za nos [74].

ﬁ/CnHZnH

/ \ ©
HsC CHs Cl

n=28, 10, 12, 14, 16, 18
Slika 7. Struktura benzalkonijevog klorida (BAC)
(n predstavlja broj ugljikovih i vodikovih atoma u spoju)

Izvor: https://en.wikipedia.org/wiki/Benzalkonium_chloride ; Pristupljeno 12.08.2016.

Istrazivanja provedena na genotoksi¢nom ucinku didecildimetilamonijevog klorida, (engl.
didecyldimethylammonium chloride, DDAC) (Slika 8) koji je aktivan sastojak u antisepticima
i dezinificijensima, pokazuju negativne rezultate na gonotoksi¢nost za stanice glodavaca, dok

dulje izlaganje za covjeka moZe rezultirati kroz slabije iritacije koZe, ociju ili probavnog sustava

[75].
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CH,
H4C 1. CH,
8 3

CHs -

Slika 8. Struktura didecidimetilamonijevog klorida (DDAC)

Izvor: http://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Didecyldimethylammonium-
chloride, MDA_CHEM-814364?ReferrerURL=https://www.google.hr/ ; Pristupljeno
12.08.2016.
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1.3. Poliheksametilen bigvanid, PHMB

Poliheksametilen bigvanid (polyhexamethylene biguanide, PHMB) (Slika 9) koristi se u svrhu
antiseptika, zara$¢ivanja rana, konzervansa u kozmetici, proizvodima osobne higijene i u svrhu

dezinficijensa Sirokog spektra djelovanja.

I
—(CH2)3—1\|I—C—ITT—C—ITT—(Cﬂz)r; HCI

H H H

Slika 9. Struktura poliheksametilen bigvanida (PHMB)
(n moze biti od 4 do 19, a predstavlja duljinu alkilne skupine)

Izvor: http://www.google.com.ar/patents/\W0O2005040323A1?hl=hr&cl=en ;
Pristupljeno 12.08.2016.

Laboratorijska ispitivanja pokazala su kako je u¢inkovit protiv nekoliko bakterijskih vrsta za
koje je poznato da koloniziraju rane, ukljucujuéi Staphylococcus aureus (meticilin-osjetljiv i
MRSA s0j) [76]. Baktericidno djelovanje zabiljezeno je i protiv E. coli u koncentraciji vecoj

od 10 mg/L [77].

Ovaj biocid Sirokog spektra pri niskim koncentracijama efikasno djeluje na uniStavanje gram-
pozitivnih i gram-negativnih bakterija, ali i virucidno. Stabilan je u pH rasponu od 1 do 11, ne

sadrzi formaldehid te se ne pjeni.
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Koncentracije koje se uobicajno koriste i preporucene su od strane proizvodaca su 0,2%, 0,4%,

0,8% 11,0%, za dezinficiranje povrSina, predmeta i opreme u humanoj medicini.

PHMB djeluje na vanjsku i unutarnju citoplazmatsku membranu bakterijske stanice.
Adheriranjem oStecuje njihove membrane, §to uzrokuje da komponente stanic¢ne citoplazme,

poput iona Kalija, izlaze iz njih. Tako dolazi do smrti zahvacéene stanice [78].

0,2%-tni PHMB Koristi se u otopinama za higijenu usne Supljine gdje se pokazao uspjesnim u
sprje¢avanju nastanka zubnog plaka, bez da ostecuje sluznicu [79], te se u tim koncentracijama

predlaze i za povrSinske tretmane teskih infekcija zbog svog netoksi¢nog djelovanja.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj dezinficijensa Asepsol eko, Bigvasan i Descocid na rast i

razmnozavanje F. novicida.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Bakterija
Za uzgoj F. novicida koristen je BCYE agar (eng. Buffered charcoal yeast extract, BCYE) na

35+2 °C tijekom 24 sata.

Nakon inkubacije na plo¢i su porasli sivo-bijele kolonije F. novicida (Slika 10).

Slika 10. Porasle sivo-bijele kolonije F. novicida na BCYE agaru nakon
inkubacije na 35+2 °C/24 h.

3.1.1.1. BCYE agar
BCYE agar razvio je Freely sa sur., a zatim modificirao Edelstein s dodatkom a-ketoglutarata

radi stimulacije rasta mikroorganizama i veée osjetljivosti medija.
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U podlozi se takoder nalazi ekstrakt kvasca koji osigurava potrebu za vitaminima te duSikom i
ugljikom; aktivni ugljen razgraduje toksi¢ni produkt, vodikov peroksid, i veze CO2; ACES
pufer odrzava normalni pH za rast (6,9+0,2; 25 °C); Zeljezo (III) pirofosfat izvor je Zeljeza, te

esencijalna aminokiselina L-cistein.
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3.1.2. Dezinficijensi
U provedenom istrazivanju koristili smo tri kemijska dezinficijensa, Asepsol eko, Bigvasan i
Descocid, u razli¢itim koncentracijama (Asepsol eko, 5%; Bigvasan, 0,2%; Descocid, 1%), ¢ije

su aktivne tvari i mehanizam djelovanja na bakterijsku stanicu prethodno opisani.

Podaci o sastavu i namjeni dezinfekcijskih sredstava preuzeti su iz Sigurnosno-tehnickih listi
za kemikalije, sukladbima Uredbi 1907/2006, koje su dostupne na web stranicama Hrvatskog

Zavoda za toksikologiju i antidoping.
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema bakterijske suspenzije
Sa sterilnom ezom pokupi se odredena koli¢ina kolonija F. novicida poraslih na BCYE ploci te
suspendira u 10 mL fizioloske otopine kako bi, nakon izmjerene apsorbancije, dobili bakterijsku

suspenziju s otprilike 10° CFU/mL.

3.2.1.1. Spektrofotometrijsko odredivanje broja bakterija po mililitru suspenzije
Automatskom pipetom potrebno je uzeti 450 pL pripremljene bakterijske suspenzije i staviti u
kivetu za uzorak. Apsorbancija se mjeri na spektrofotometru, uz obaveznu negativnu kontrolu

za koju smo koristili 450 pL fizioloske otopine.

Izmjerena vrijednost iznosila je 1,010 $to odgovara broju od 10° CFU/mL. Ukoliko je

apsorbancija prevelika, suspenziju je potrebno razrijediti s fizioloSkom otopinom.

3.2.2. Priprema otopina dezinficijensa
Otopine dezinficijensa pripremale su se razrijedivanjem odredenog volumena koncentrirane
otopine s odredenim volumenim vodovodne vode kako bi se dobila dezinfekcijska sredstva u

koncentracijama: Asepsol eko, 5%; Bigvasan, 0,2%; Descocid, 1%.
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3.2.3.  Proces ispitivanja odabranih kemijskih dezinficijensa na smanjenje rasta F.
novicida u ovisnosti o0 vremenu

Volumen od 0,5 mL, od pripremljenih otopina 5%-tnog Asepsola, 0,2%-tnog Bigvasana i 1%-

tnog Descocida, dodali smo u 15 epruveta, po 5 za svaki dezinficijens, gdje svaka epruveta

predstavlja vremenski period (10 sekundi, 1 minuta, 5, 10 i 15 minuta) izlaganja dezinficijensa

bakterijskoj suspenziji.

Prije no Sto se pomijesa s bakterijom, u mikrotitar plo¢icama potrebno je u duplikatima
pripremiti deseterostruka razrijedenja na nacin da se, pocevsi od drugog reda nadalje, dodaje

po 180 uL fizioloske otopine.

Potom se u epruvetu s 0,5 mL dezinficijensa pomijesa 0,5 mL bakterijske suspenzije te se u
tom trenutku starta vrijeme na 10 sekundi, koliko iznosi prvi period izlaganja bakterije
djelovanju dezinficijensa. Prije inokulacije, sadrzaj suspenzije potrebno je promijesati, a potom
200 pL prenijeti u prvi red mikrotitar plocice. Time dobivamo nulto razrijedenje. Zatim se iz
prvog reda, pomoc¢u multikanalne pipete, istodobno prebacuje po 20 pL suspenzije iz reda u

red, kako je to pokazano na Slici 11.

Slika 11. Postupak deseterostrukog razrijedivanja bakterijske
suspenzije u duplikatima mikrotitar jazica
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Prilikom svakog prijenosa potrebno je uvijek dobro resuspendirati sadrzaj te mijenjati nastavke.
Na cetvrtastim BCYE plo¢ama pravilno se ispiSu svi podaci te nakapava suspenzija iz
mikrotitar jazica na BCYE agar. Po 10 puL suspenzije iz svake jazice na agar se prenosi pomocu
pipete, bez zamjene nastavaka, na na¢in da se krene od najnizih koncentracija (zadnji red jazica)

ka viSima.

Isti postupak ponavlja se i za preostale vremenske periode izlaganja (1 minuta, 5, 10 i 15

minuta) te za svaki dezinficijens.

Nasadene ploce inkubiraju se na 35+2 °C kroz 24 sata.
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4. REZULTATI

4.1.0dredivanje broja kolonija F. novicida nakon djelovanja 5%-tnog Asepsola
Nakon zavr$ene inkubacije slijedi o¢itavanje BCYE ploc¢a. Za svaki od koristenih dezinficijensa
odredili smo broj poraslih bakterija po mililitru, u ovisnosti o izlozenom vremenu djelovanja
(10 sekundi, 1 minuta, 5, 10 i 15 minuta).
Nasi rezultati pokazuju kao je 5%-tna otopina Asepsola vrlo ucinkovita u suzbijanju rasta i
razmnozavanja F. novicida. Tako ni poslije 10 sekundi izlaganja ovom dezinficijensu, na

BCYE agaru ne biljezimo nikakav bakterijski porast (Slika 12).

Slika 12. 5%-tni Asepsol; nema porasta F.novicida na BCYE ploci
nakon 10", 1"i 5".

Isti u¢inak vidljiv je u svim razrijedivanjima i nakon izlaganja bakterije periodu od 1 minute,

5, 10 i 15 minuta.
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4.2. Odredivanje broja kolonija F. novicida nakon djelovanja 0,2%-tnog Bigvasana
Nakon perioda od 10 sekundi bakterije su prisutne u broju od 1-10° CFU/mL, a poslije 1 minute
djelovanja 0,2%-tnog Bigvasana na bakteriju, broj se smanjuje na 1,5-10° CFU/mL. U periodu
od 5 minuta broj je smanjen na 3,5-108 CFU/mL. Nakon 10 minuta iznosio je 3-108 CFU/mL
te se nastavio polako kontinuirano smanjivati, te je nakon izlozenosti od 15 minuta broj

bakterija bio 1-108 CFU/mL (Slika 13).
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Slika 13. Kinetika rasta F. novicida nakon djelovanja 0,2%-tnog Bigvasana u ovisnosti
0 vremenu. 24-satna bakterijska kultura F. novicida s prethodno odredenim brojem bakterija
(10° CFU/mL), u omjeru 1:1, izloZena je djelovanju 0,2%-tnog Bigvasana tijekom razli¢itih
vremenskih perioda (10",1',5',10" i 15"). U mikrotitar plo¢icama izradena su deseterostruka
razrjedenja suspenzije, pojedina¢no za svako vrijeme izloZenosti, koja su potom pipetom
prenesena na oznac¢ene BCYE ploce i inkubirane 24h/35+2 °C.
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4.3. Odredivanje broja kolonija F.novicida nakon djelovanja 1%-tnog Descocida
Poslije 10 sekundi djelovanja dezinficijensa na bakterijsku suspenziju, broj bakterija iznosio je
3,5-10” CFU/mL. Nakon 1 minute bio je 3-10° CFU/mL, a poslije izloZenosti od 5 minuta broj
je pao na 8-10° CFU/mL. Dalje, u produljenom vremenu djelovanja, broj bakterija smanjio se
za dvije potencije, na 1-10® CFU/mL tijekom 10 minuta, dok je nakon 15-minutnog djelovanja

broj F. novicida iznosio 4,5-10? CFU/mL, za prvi i 4,00*10? CFU/mL za drugi slijed.

Dobiveni rezultati prikazani su i graficki (Slika 14).
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| Slika 14. Kinetika rasta F. novicida nakon djelovanja 1%-tnog Descocida u
ovisnosti 0 vremenu. 24-satna bakterijska kultura F. novicida s prethodno odredenim
brojem bakterija (10° CFU/mL), u omjeru 1:1, izloZzena je djelovanju 1%-tnog Descocida
tijekom razli¢itih vremenskih perioda (10",1',5',10' 1 15"). U mikrotitar plo¢icama
izradena su deseterostruka razrijedenja suspenzije, pojedinacno za svako vrijeme

izloZenosti, koja su potom pipetom prenesena na oznacene BCYE ploce i1 inkubirane
24h/35+2 °C.
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5. RASPRAVA

Avirulentna za zdravog Covjeka, a visoko virulentna za miseve [80], F. novicida pogodna je za
proucavanje eksperimentalne tularemije zbog uzrokovanja istih simptoma kod miSeva kao F.
tularensis u ljudi. Ova vrsta ne zahtijeva rad u laboratorijima visokog stupnja zastite. Iz
navedenog razloga u posljednje je vrijeme sve ¢eS¢a njena upotreba u razli¢itim znanstvenim

proucavanjima.

U naSem istrazivanju izvrgnuli smo 24-satnu bakterijsku kulturu F. novicida djelovanju trima
dezinficijensa u otopinama razli¢itih koncentracija. Na taj smo nacin pratili ucinak 5%-tnog
Asepsola, 0,2%-tnog Bigvasana te 1%-tnog Descocida na smanjenje bakterijskog porasta kroz

vrijeme izlaganja od 10 sekundi, 1 minute, 5, 10 i 15 minuta.

Rezultati koje smo ocitali nakon inkubacijskog vremena, potvrdili su hipotezu da ¢e svi ispitani
dezinficijensi upravo djelovati u smislu reduciranja broja bakterija, zbog njihovih kemijskih
supstanci koje su se u dosada$njim istrazivanjima na razliitim organizmima pokazale
ucinkovitima, poput utjecaja PHBM na smanjenje incidencije fagocitoze kod ameba i u
uspjes$noj primjeni u terapiji Acanthamoeba keratitisa [81], te u smanjenju patogenih bakterija

koje se koloniziraju i uzrokuju akutne i kroni¢ne infekcije rana [82].

Od triju dezinficijensa, otopina Asepsola pokazala je najbolje rezultate, odnosno djelovala je
potpuno biocidno na rast i razmnozavanje F. novicida. Svoj biocidni u¢inak Asepsolu daju

njegove aktivne tvari — didecildimetilamonijev klorid (DDAC) i izopropilni alkohol.

DDAC pripada kemijskoj skupini kvaternih amonijevih soli V. generacije koje se Cesto koriste
u dezinfekcijskim sredstvima. Njihova baktericidna aktivnost zabiljeZzena je kod E. coli, L.

pneumophilla, L. monocytogenes i S. aureus [83] — uklju¢ujuci i MRSA soj.
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Za 1%-tnu otopinu Descocida broj bakterija nakon inkubacije za 10 sekundi iznosio je =10’
CFU/mL, te se u svakom sljede¢em vremenu izlaganja (1 minuta, 5 i 10 minuta) on reducira, te
nakon 15 minuta iznosi priblizno 10> CFU/mL. Aktivne tvariu Descocidu takoder ¢ine kvaterne
amonijeve soli. Zbog njihove prisutnosti broj pocetnih kolonija relativno se brzo smanjuje s
=10’CFU/mL na niskih 10> CFU/mL, kroz 15 minuta. Prema proizvodacevoj preporuci, za 1%-
tnu radnu otopinu baktericidnog djelovanja, na 1 L vode potrebno je dodati 10 mL koncentrata,
tj. 1 mL za 100 mL otopine, a vrijeme izlozenosti trebalo bi iznositi 30 minuta. Stoga, ukoliko
bi vrijeme izlaganja produljili za jo§ 10 do 15 minuta, pretpostavljamo da bi broj F. novicida

iznosio 0 CFU/mL.

U rezultatima za 0,25%-tni Bigvasan oCitavamo sporiji baktericidni u¢inak na F. novicida u
odnosu na preostala dva dezinficijensa. Broj bakterija za 10 sekundi izlaganja iznosio je =10
CFU/mL, a zatim je tijekom naredne 1 minute bio ~10° CFU/mL te kontinuirano nastavio padati
na =10 CFU/mL nakon 5 minuta. Nadalje, u vremenu djelovanja od 10 i 15 minuta broj
bakterija se ne mijenja zna¢ajno te i dalje iznosi 108 CFU/mL. Obja$njenje ovakvog ponasanja
lezi u klju¢noj komponenti Bigvasana, poliheksametilen bigvanidu (PHMB). Pri nizim
koncentracijama, obi¢no u rangu od 1 do 10 mgL?, gdje ulazi i koncentracija i naseg
dezinficijensa, u¢inak PHMB-a je bakteriostatski, dok je u ve¢im koncentracijama baktericidni.
Ipak, baktericidna aktivnost i inhibicija rasta bakterija moze biti povecana uslijed povecanja

polimeriziranosti molekule PHMB [84,85] koja je zapravo polimer.

Mnoga su istrazivanja provedena ispitivaju¢i PHMB na razli¢itim organizmima. Primjerice,
tijekom proucavanj biofilmova u zajednici s E. coli i S. epidermidis primjec¢eno je kako su
spojevi koji imaju visoku aktivnost protiv planktonskih, slobodnozivuéih, bakterija [86],
ukljucujuci i PHMB, najefektivniji u suzbijanju sesilnih bakterija adheriranih unutar biofilmova

[87].
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Antimikrobni u¢inak PHMB demonstriran je i kod slobodnozivué¢ih ameba, Acanthamoeba
hatchetti, A. polyphaga te kod A. castellanii [88-90] koja je ujedno i rezervoar F. tularensis u

okolisu.

Dodatna ué¢inkovitost PHMB Barker i sur. [91] prikazali su u tretmanu procis¢avanja otpadnih
voda gdje su testirali djelovanje PHMB na smanjenje rasta L. pneumophila u A. polyphaga.
Ovaj uzrocnik legionarske bolesti moze biti pronaden u vodenim sustavima, klimatskim
uredajima 1 rashladnim tornjevima. Njihovi podaci pokazali su odlicne rezultate u inhibiranju

rasta bakterije, ali i A. polyphaga kao domacina[91].

Takoder, rezultati utjecaja 0,2%PHMB na E. faecalis, P. aeruginosa i C. albicans pokazali su

baktericidan uc¢inak kod vecine ispitanih uzoraka korijenskog kanala zuba [92].

Rezultati dobiveni nasim istrazivanjem ukazuju na razlike u dinamici i intenzitetu djelovanja
izmedu troje ispitanih dezinficijensa, odnosno izmedu njihovih aktivnih komponenti, kvaternih
amonijevih soli i poliheksametilen bigvanida. F. novicida pokazuje povecanu osjetljivost na
njihovo djelovanje kroz kratko vremensko razdoblje izlaganja, i to izrazito prema kvaternim

amonijevim solima.
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6. ZAKLJUCAK

Francisella tularensis fakultativni je intracelularni patogen koji izaziva bolest tularemiju. Zbog
svoje niske infektivne doze, visoke stope smrtnosti i sposobnosti rasprSivanja aerosolom, i
danas se smatra potencijalnim bioteroristickim oruzjem. Nasim istrazivanjem u¢inka kemijskih
dezinficijensa na smanjenje rasta F. novicida, dosli smo do zakljucka kako najbolju
baktericidnu funkciju ima 5%-tni Asepsol eko nakon ¢ijeg djelovanja nema nikakvog porasta
kolonija. Zatim ga slijede 1%-tni Descocid koji porasle kolonije vrlo brzo reducira, te 0,2%-tni
Bigvasan ¢iji se bakteriostatski u¢inak pri ovoj koncentraciji pokazao slabijim, ali ipak efektnim

u smislu da je pocetni broj izraslih kolonija reduciran.

Glavne komponente nasih dezinficijensa, kvaterne amonijeve soli i poliheksametilen bigvanid,
dosad nisu ispitani na rodu Francisella te bi podaci dobiveni ovim istrazivanjem mogli posluziti

za buduca istrazivanja mehanizama njihovog djelovanja na ovu bakteriju 1 njen okolis.
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