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PONASANJE BAKTERIJA Burkholderia
cepacia KOMPLEKSA U VODAMA
RAZLICITE KONCENTRACIJE HRANJIVA

Skupina od 20-ak vrsta bakterija zvanih Burkholderia cepacia kompleks
(BCC) rasprostranjene su u okolidu, ali su i uzroénici tedkih infekcija
kod ljudi. Na podrucju Republike Hrvatske provedeno je relativho malo
istrazivanja o prisutnosti ovih bakterija u razliCitim staniStima i utjecaju
ovih bakterija na ljude. U ovom radu ispitano je dugoro¢no ponasanje
pet klini¢ki znacajnih BCC-ova u vodama razli€ite koncentracije hranjiva.
Klinicki izolat i Cetiri izolata izdvojena iz okolisa utjecanim ljudskim
tekucim ili krutim otpadom dugoro¢no su preZivjela i ¢ak se umnazala
u vodi siromasnoj ili bogatoj hranjivima. Nakon 50 dana pracenja,
koncentracija Cetiri od pet ispitanih izolata u vodi bila je visa od poCetne
koncentracije. S obzirom na potencijal dugoro¢nog zadrzavanja klinicki
znacajnih BCC-ova u vodenim ekosustavima, prisutnost BCC-ova u vodi
treba smatrati izvorom sporadicnih infekcija ljudi. Kako bi se izbjegao ovaj
javnozdravstveni rizik, potrebno je ukloniti BCC-ove iz ljudskog krutog i
tekuceg otpada prije odlaganja u okoliS. U svrhu pracenja epidemiologije
BCC-ova potrebno je posvetiti paznju izolaciji i karakterizaciji BCC-ova u
klinici i okoliSu.
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1. UvoD

Bakterije Burkholderia cepacia kompleksa (BCC)
predstavljaju skupinu od 20-ak vrsta nesporogenih,
nefermentativnih gram-negativnih bakterija (EUCAST,
2021). Siroko su rasprostranjene u tlu, rizosferi biljaka i
vodenom okoliSu (Bevivino i dr., 2002; Miller i dr., 2002).
0d 80-ih godina 20.stolje¢a BCC-ovi s predominantnim
vrstama B. multivorans i B. cenocepacia, Cesto se diljem
svijeta nalaze kao patogeni u imonukompromitiranih
bolesnika. Uzrokuju teSke infekcije s razlicitim klinickim
slikama u hospitaliziranih pacijenata, ali i sporadi¢ne
vanbolnicke infekcije (Isels i dr., 1984; Mahenthiralingam
i dr., 2005). BCC-ovi posjeduju urodenu rezistenciju na
Sirok spektar antimikrobnih lijekova i stoga je lije¢enje
infekcija uzrokovanih BCC-ima zahtjevno (EUCAST,
2021;: Martina i dr., 2020).

Klonovi istog soja BCC-ova identificirani su u okoliSu
i inficiranim bolesnicima (Baldwin i dr., 2007). Bududi
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da BCC-ovi nisu dio normalne fizioloske flore ¢ovjeka,
zaklju€uje se da je okoliS primarni izvor infekcija ljudi
i prirodno staniSte BCC-ova. Nekontrolirano ispustanje
ljudskog krutog i tekuceg otpada u okolis nadalje
moze obogatiti okoliS klinicki znacajnim BCC-ima
(Hrenovic¢ i dr., 2021). Klini¢ki znac¢ajni BCC-ovi u okolisu
predstavljaju potencijalni izvor sporadicnih infekcija
ljudi i javnozdravstveni rizik. Stoga je bitno poznavati
potencijal preZivljavanja klini¢ki znaéajnih BCC-ova u
razlicitim okoliSima.

U ovom radu ispitano je dugorono ponaSanje pet
klinicki znacajnih BCC-ova u dva sustava, vodi siroma3noj
i vodi bogatoj hranjivima.

2. MATERIJAL | METODE
2.1 Izbor bakterijskih izolata

Za pokuse je odabrano pet prethodno karakteriziranih
izlolata BCC-ova (Hrenovi¢ i dr., 2021). Cetiri izolata
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Tablica 1: Karakteristike BCC-ova izolata koristenih u pokusu (prilagodeno iz Hrenovi¢ i dr., 2021).

Izolat Porijeklo uzorka Vrsta Sekvencijski tip
2/3 tlo na smetlistu B. multivorans 19

9/5 sediment potoka B. cenocepacia 1878

9/6 rije¢na voda B. cenocepacia 1879

44 poljoprivredno tlo gnojeno gnojem od peradi B. ambifaria 927

5964 bris rane B. cenocepacia 1876

izdvojena su iz okolisa pod utjecajem krutog ili tekuceg
otpada, a jedan izolat je bio klinicki izolat iz brisa
rane hospitaliziranog pacijenta. lzolati su bili vrste B.
multivorans, B. ambifaria i B. cenocepacia. Tri vrste B.
cenocepacia medusobno su se genetski razlikovale i
pripadale razli¢itim sekvencijskim tipovima (Tablica 1).

2.2 Izvedba pokusa

Za pokus su pripremljene serije 250 mL Schott boca
sa po 100 mL autoklavirane vode siromasne ili bogate
hranjivima, prema protokolu (Deki¢ i dr., 2018; Tablica 2).
Kao voda siromasna hranjivima koriStena je komercijalna
izvorska voda. Voda bogata hranjivima dobivena je
obogacivanjem 99 mL komercijalne izvorske vode s 1 mL
tekuce hranjive podloge Nutrient Broth (Biolife, Italija)
sljedec¢eqg sastava po 1 L destilirane vode: mesni ekstrakt
3 g, pepton 5 g te pH vrijednosti 6.8 + 0.2.

Tablica 2: Kemijski parametri vode siromasne i bogate hranjivima
(prilagodeno iz Deki¢ i dr., 2018).

Parametar Voda Voda bogata
(mg/L) siromasna hranjivima
hranjivima
Kemijska 3 99
potrosnja
kisika
Ukupni <1 44
organski ugljik
Ukupni dusik 0.7 13.2
Ukupni fosfor 0.1 1.1

Ciste kulture svakog izolata BCC-ova prekono¢no su
uzgojene na Tryptic Soy Agar (Biolife, Italija) sljedeceg
sastava po 1 L destilirane vode: kazein 15 g, pepton iz
soje 5 g, NaCl 5 g, agar 15 g te pH vrijednosti 7.3 + 0.2.
Nacinjene su mati¢ne suspenzije svakog izolata (po jedna
10 pL uSica biomase u 9 mL sterilne fizioloke otopine),
a potom je po 1 mL svake bakterijske suspenzije dodano
u boce s vodom siromasnom i bogatom hranjivima. Boce
su inkubirane na 22 °C bez mijeSanja tijekom 50 dana.

Na pocetku pokusa i u odredeno vrijeme pracenja,
boce su promuckane te su uzeti poduzorci od 1 mL koji
su potom decimalno razrijedeni u sterilnoj fizioloskoj
otopini i inokulirani na Tryptic Soy Agar. Bakterijske

kolonije su prebrojavane nakon inkubacije od 48 h na
37 °C

Broj vijabilnih bakterija odreden je u tehni¢kom
triplikatu kao broj bakterijskih kolonija (CFU - Colony
Forming Units) te je izrazen kao log CFU po 1 mL vode.
Postotak prezZivljavanja pojedinog izolata je izracunat iz
omjera broja bakterija u vremenu mjerenja i pocetnog
broja bakterija prema formuli:

PreZivljavanje (%) = (log CFU/mL (t) / log CFU/mL (t,))
x 100.

Za statisticku obradu podataka koristen je program
Statistica, verzija 14.0.0.15. Logaritmirane vrijednosti
koncentracije bakterija usporedene su t-testom za
nezavisne varijable uz p<0.05.

3. REZULTATI | RASPRAVA

Svih pet ispitivanih izolata BCC-ova uspjelo je
prezivjeti u vodi siromasnoj hranjivima tijekom 50 dana
pracenja (Slika 1). Trend povecanja broja bakterija (do 12
% pocetne vrijednosti) vidljiv je u prvih pet dana kod svih
izolata izuzev izolata 2/3, nakon ¢ega se uocavaju lagane
varijacije pada i rasta broja bakterija do kraja praéenja.
Poveéanje broja bakterija u izvorskoj vodi siromasnoj
hranjivima objaSnjava se lizom dijela starih iscrpljenih
stanica, koje populacija vijabilnih stanica nadalje koristi
kao izvor hranjiva za svoje umnazanje. Ova strategija
umnazanja bakterija u okoliSu siromaSnom hranjivima
poznata je kao engl." bust and boom" strategija (Bravo
i dr., 2016). Kod B. multivorans (izolat 2/3) vidljiv je
kontinuirani trend pada broja bakterija nakon sedam
dana pokusa. Na kraju pokusa okolisni izolati 9/5,
9/6, 4[4 te klinicki izolat 5964 pokazali su statisticki
znacajno bolje prezZivljavanje (97 - 107 %) u odnosu na
izlolat 2/3 s kona¢no najlosijim prezivljavanjem od 85 %%b.
Ova statisti¢ki znacajna razlika na kraju perioda pracenja
i dalje je rezultirala visokom koncentracijom izolata
2/3 (5.8 log CFU/mL) u odnosu na ostale izolate s viSim
postotkom preZivljavanja (7.0 log CFU/mL).

Dugoro¢no prezivljavanje izolata BCC-ova u
vodi siromaSnoj hranjivima u skladu je s opaZenim
16-godiSnjim prezivljavanjem vrste istog roda, B.
pseudomallei u destiliranoj vodi (Pumpuang i dr., 2011).
Ponasanje izolata BCC-ova u vodi siromasnoj hranjivima
vrlo je slicno ponaSanju srodne vrste bakterija,
Pseudomonas aeruginosa, u destiliranoj vodi (Kovagic¢ i
dr., 2018).
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Slika 1: Ponasanje izolata BCC-ova u vodi siromas$noj hranjivima tijekom 50 dana pracenja. Prikazane su srednje vrijednosti i standardne
devijacije za svaki izolat. Po¢etna koncentracija bakterija iznosila je 6.8 + 0.1 log CFU/mL.

U vodi bogatoj hranjivima (Slika 2) svih pet
ispitivanih izolata BCC-ova pokazalo je logaritamsku
fazu umnazanja u prvih pet dna prac¢enja, nakon cega
je slijedila stacionarna faza odrzavanja broja bakterija
do kraja perioda pracenja, osim za izolat 2/3. Za izolat
B. multivorans 2[3 uocen je pad broja bakterija ispod
pocetnih vrijednosti nakon 42 dana pracenja. Na kraju
pokusa okolisni izolati 9/5, 9/6, 4/4 te klinicki izolat 5964
pokazali su statisticki znacajno bolje prezivijavanje (105
- 118 %) u odnosu na izlolat 2/3 s kona¢no najlo3ijim
prezivljavanjem od 72 %. Ovdje valja napomenuti da
prezivljavanje B. multivorans od 72 % podrazumijeva
smanjenje pocetnog broja bakterija za dva reda velicine,
pri ¢emu nakon 50 dana pracenja u vodi i dalje nalazimo
visoku koncentraciju bakterija od 5.1 log CFU/mL.

U vodi siromasnoj i bogatoj hranjivima izolat
B. multivorans (2/3) pokazala je loSije dugoro¢no
prezivljavanje u odnosu na ostale izolate koji su pripadali

vrstama B. ambifaria i B. cenocepacia, bez obzira
na porijeklo uzorka iz kog su izolirani ili medusobne
genetske razlike (Tablica 1). Ova su opazanja u skladu s
prethodno opisanim loSijim dugoro¢nim prezivljavanjem
B. multivorans u odnosu na B. cenocepacia u rije¢noj
vodi (Hrenovi¢ i dr., 2021). Unato¢ loSijem preZivljavanju
B. multivorans, koncentracije izolata BCC-ova u vodi
siromasnoj i bogatoj hranjivima nakon 50 dana pracenja
bile su visoke, a za ostala Cetiri izolata viSe od pocetne
koncentracije.

Rezultati ukazuju na visok potencijal prezivljavanja,
pa ¢ak i umnazanja klini¢ki zna¢ajnih BCC-ova u razlic¢itim
tipovima voda. Ukoliko klini¢ki znacajni BCC-ovi budu
uneseni u vodene ekosustave putem neprociSéenih
otpadnih voda ili ispiranjem iz krutog ilegalno odbacenog
otpada (Hrenovi¢ i dr., 2021), dugoro¢no ce se zadrZati
u ekosustavu. Osim toga, putem voda, osobito tekucica,

130

FPreEivljavanje (%)

75 ==lzolat 23 ==Trala 9/5

L e e L
I 4 65 & 10

12

14 16 18 I0

=] bt 96

Izalst 41 =le=]zalu 5964

o B B e e e
6 28 30 32 34 36 35 40 42 44 46 48

24 50

Vrijeme (dami}

Slika 2: Ponasanje izolata BCC-ova u vodi bogatoj hranjivima tijekom 50 dana pracenja. Prikazane su srednje vrijednosti i standardne

devijacije za svaki izolat. Pocetna koncentracija bakterija iznosila je 6.9 + 0.2 log CFU/mL.
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mogu biti rasprSene mnogo dalje od primarnog mjesta
unosa u ekosustav.

U Hrvatskoj su bakterije BCC-ova zapostavljene
u istrazivanju. Unato¢ postojanju centara za cisti¢nu
fibrozu u tri bolnice, ne postoje izvjes¢a o klinickim
izolatima u Hrvatskoj, osim opisa ovdje ispitanog izolata
5964. 0d okolidnih izolata u Hrvatskoj, identificirana su
dva izolata iz mediteranske dagnje (Maravi¢ i dr., 2012)
te sedam izolata iz okoliSa utjecanim ljudskim otpadom
(Hrenovic¢idr., 2021). U buducim istrazivanjima potrebno
je obratiti paznju na izolaciju i karakterizaciju BCC-ova
u klinici i okoli3u, te sprijeciti mogu¢nost Sirenja klinicki
znacajnih BCC-ova putem vodnih tijela.

4 ZAKLJUCAK

Klini¢ki znadajni BCC-ovi mogu dugoroéno prezivjeti
i umnaZzati se u vodi bogatoj hranjivima, ali ¢ak i u vodi
siromasnoj hranjivima. Navedenim rezultatima potvrduje
se ¢injenica da je voda prirodno staniste BCC-ova, pa ¢ak
i izolata koji su od klinickog zna€enja. Stoga se prisutnost
BCC-ova u vodi treba smatrati izvorom sporadi¢nih
infekcija ljudi. Jedna od moguc¢nosti izbjegavanja ovog
javnozdravstvenog rizika je uklanjanje BCC-ova iz
ljudskog krutog i teku¢eg otpada prije odlaganja u okolis.
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BEHAVIOR OF THE BURKHOLDERIA CEPACIA COMPLEX IN WATERS WITH DIFFERENT

NUTRIENT CONCENTRATIONS

Abstract. A group of about 20 bacteria species called the Burkholderia cepacia complex (BCC) are widespread
in the environment, but they are also the cause of severe infections in humans. In the Republic of Croatia, relatively
little research has been conducted on the presence of these bacteria in different habitats and the impact these
bacteria have on humans. The paper examines the long-term behaviour of five clinically significant BCC bacteria
species in waters with different nutrient concentrations. The clinical isolate and four isolates extracted from the
environment impacted by human liquid or solid waste survived in the long term and even multiplied in nutrient-poor
or nutrient-rich water. After a 50-day monitoring, the concentration of four out of the five tested isolates in water
was higher than the initial concentration. Considering the potential for a long-term retention of clinically significant
BCC bacteria species in aquatic ecosystems, the presence of the BCC in water should be considered as a source of
sporadic human infections. In order to avoid this public health risk, the BCC should be removed from human solid and
liquid waste before its disposal in the environment. For monitoring of the BCC epidemiology, it is necessary to pay
attention to the isolation and characterization of the BCC both in the clinics and the environment.

Key words: bacteria, Burkholderia sp., environment, pathogens, water.

VERHALTEN VOM BURKHOLDERIA CEPACIA-KOMPLEX IN GEWASSERN BEI

UNTERSCHIEDLICHEN NAHRSTOFFKONZENTRATIONEN

Zusammenfassung. Etwa zwanzig Spezies vom Burkholderia cepacia-Komplex (BCC) kommen in der Umgebung
vor und sind Erreger von schweren Infektionen bei Menschen. Auf dem Gebiet Kroatiens sind relativ wenige
Untersuchungen zur Anwesenheit dieser Bakterien in verschiedenen Lebensrdumen oder zu den Auswirkungen
dieser Bakterien auf Menschen durchgefiihrt worden. In diesem Artikel wird langfristiges Verhalten von fiinf klinisch
relevanten Bakterien Burkholderia cepacia in Gewassern mit unterschiedlichen Nahrstoffkonzentrationen untersucht.
Das klinische Isolat und vier andere, aus der von menschlichen fliissigen oder festen Abféllen beeinflussten Umwelt
isolierten Isolate, liberlebten und sogar vermehrten sich im nahrstoffreichen aber auch im nahrstoffarmen Wasser.
Nach 50 Tagen Uberwachung war die Konzentration der vier Isolate (von insgesamt fiinf untersuchten Isolaten) im
Wasser hoher als die Anfangskonzentration. Unter Berlicksichtigung des Potenzials einer langfristigen Retention
vom klinisch relevanten Burkholderia cepacia-Komplex in aquatischen Okosystemen soll die Anwesenheit des
Burkholderia cepacia-Komplexes im Wasser als Infektionsquelle bei Menschen angesehen werden. Um diese Gefahr
fiir die o6ffentliche Gesundheit zu vermeiden, soll der Burkholderia cepacia-Komplex aus dem menschlichen festen
und fliissigen Abfall vor der Entsorgung entfernt werden. Zum Zwecke der Uberwachung der Epidemiologie des
Burkholderia cepacia-Komplexes ist es notwendig, auf Isolierung und Charakterisierung des Burkholderia cepacia-
Komplexes sowohl in Klinik als auch in Umwelt zu achten.

Schliisselworter: Bakterien, Burkholderia cepacia, Umwelt, Krankheiterreger, Wasser
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