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1. UVOD

1.1 Op¢a obiljezja bakterije Bacillus subtilis

Bacillus subtilis, poznat i kao bacil sijena ili bacil trave, je Gram-pozitivna bakterija koja
se nalazi u tlu i gastrointestinalnom traktu prezivaca, ljudi i morskih spuzvi. Vrste roda Bacillus
su prepoznatljivog Stapic¢astog oblika te se pokrecu peritrihijalnim bi¢evima (smjeSteni su na
cijeloj povrsini stanice). Ove bakterije imaju mogucnost stvaranja spora, nepatogene su i katalaza

pozitivne.

B. subtilis je najbolje proucavana Gram-pozitivna bakterija. Otkrio ju je Christian
Gottfried Eherenberg 1835. godine pod imenom Vibrio subtilis dok ju je Ferdinand Cohn 1872.
godine preimenovao u Bacillus subtilis (Kovacs 2019). Fakultativni je anaerob koji moze
koristiti nitrat kao terminalni akceptor elektrona ili izvrSiti mjeSovitu kiselu fermentaciju s
laktatom, acetatom i acetoinom kao glavnim krajnjim produktima. B. subtilis je mikrob c¢ije se
spore vrlo lako mogu ekstrahirati iz razli¢itih vrsta tla. Cesto se nalazi u svom vegetativnom

stanju prilikom suzivota s raspadaju¢om materijom ili u bliskoj povezanosti s korijenjem biljaka.

Genom bakterije B. subtilis je u potpunosti sekvenciran 1997. godine i uspjesno je
identificirano 4100 gena (Ara i sur. 2007). To je ujedno bio prvi u cijelosti sekvencirani genom
Gram-pozitivne bakterije. Kompletan slijed genomske DNA sastoji se od 4.2 milijuna baznih

parova te udjelom gvanina i citozina od 43% (Kovécs 2019).

Koristi se kao modelni organizam zahvaljujuci svojoj prirodnoj sposobnosti da unese
izvanstaniénu DNA koja omogucuje jednostavnu genetsku modifikaciju. Bakterija B. subtilis je
predmet proucavanje stani¢ne diobe, izludivanja proteina, povrSinske pokretljivosti razvoja
biofilma, pri¢vr§¢ivanja na korijen biljke ili hife gljivica, proizvodnje sekundarnog metabolita i

oslobadanje izvanstani¢nih vezikula (Kovacs 2019).



Takoder se koristi i kao modelni organizam za sintezu proteina zbog svoje sposobnosti
proizvodnje i lucenja raznih enzima izvan stanice i visoke sigurnosti (Ara i sur. 2007). Naime,
bakterija B. subtilis s drugim vrstama roda Bacillus pripada GRAS skupini (eng. Generally
Regarded As Safe) sigurnih organizama za rad u grani biotehnologije jer se ne smatra ljudskim
patogenom. Procjenjuje se da vrste Bacillus sp., ukljuc¢ujué¢i B. subtilis, proizvode 60%
komercijalno dostupnih enzima. Ovi se enzimi koriste u mljekarstvu, pekarstvu, stoCarstvu

industriji sto¢ne hrane i tekstilu (Ara i sur. 2007).

Mikrobni enzimi se mogu izravno Koristiti kao lijekovi. Proteini poput streptokinaze i
stafilokinaze koje izluCuju bakterije Streptococcus haemolyticus i Staphylococcus aureus $iroko
se koriste kao fibrinolitici u lijeGenju tromboze. Bakterija B. subtilis takoder proizvodi enzime
koji imaju terapeutsku primjenu. Tako lipaze hidroliziraju masti kod kroni¢nih gastrointestinalnih
bolesti, dok alkalne proteaze djeluju kao transdermalni lijekovi ¢iji je cilj dostava terapijski
ucéinkovite doze lijeka kroz kozu bolesnika. Nadalje, amilaze hidroliziraju $krob koji se koristi za

insuficijenciju gusterace (Danilova i Sharipova 2020).

1.1.1 Sporulacija

Bakterija B. subtilis je privukla interes znanstvenika i kao model stani¢ne diferencijacije
jer ima ciklus koji se sastoji od vegetativnog rasta stanice kao i procesa sporulacije — prvog
proucavanog procesa diferencijacije (Ara i sur. 2007). Temperaturni optimum ove vrste bakterije
je 25-35 °C. Uslijed nepovoljnih Zivotnih uvjeta poput visokih temperatura, isuSivanja,
gladovanja, povecanog UV i y - zraCenja Gam-pozitivni bacili pokreéu proces sporulacije te
stvaraju dormantne stanice - endospore. Takve stanice u nepovoljnim uvjetima mogu sacuvati
geneticki materijal i do 100 000 godina (Willey i sur. 2017). Proces traje 7 h pri temperaturi od
37 °C i zapocinje aktivacijom proteina SpoOA procesom fosforilacije. Tako aktivirana molekula
pokre¢e asimetricnu sporulacijsku diobu i transkripciju gena spollA, spollE i spollG koji
kodiraju kljucne razvojne regulatore. Sporulacijskom diobom se stapicasti B. subtilis podijeli na
dva geneticki istovjetna, ali morfoloski razli¢ita dijela - manju spora stanicu ili presporu i
roditeljsku stanicu (Piggot i Hilbert 2004). Oba odjeljka nakratko ostaju jedan pored drugoga
drze¢i se za stani¢nu stijenku. Za proces je potrebna povecana razina proteina FtsZ koji je
bakterijski homolog tubulina. On tvori protofilamente te na mjestu dijeljenja stanice nastaje Z —

prsten. Uz visoku koncentraciju proteina SpollE, prsten se udvostrucuje te se pomice iz medijalne
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ravnine prema polovima stanice. Nastaje septum koji dovodi do podijele stanice na presporu i
roditeljsku stanicu (Slika 1) (Errington 2003).

prespora—f.__\
FtsZ
_— _— _—
SpollE roditeljska
stanica
razmjestaj Z - prstena polarna podjela

Slika 1. Podjela stanice tijekom sporulacije.

Preuzeto i prilagodeno prema: Willey i sur. (2017)

S obzirom na to da se kromosom ne nalazi polarno, u stanici dolazi do zanimljive
segregacije kako bi se mogao smjestiti u stanicu presporu. Proces zapocinje tvorbom kompleksa
kromosoma koji se nalazi u blizini oriC regije i Spo0J proteina te se priblizi polovima stanice.
Kombiniranim djelovanjem proteina Soj i Rac A oriC regija veze se za protein DivIVA preko
kojega se usidri na polu stanice. Formiranjem sporulacijskog septuma tre¢ina se kromosoma
zarobi u regiji prespore. Drugi dio kromosoma koji je udaljen od oriC regije se uz pomo¢ DNA
transportera spOIIIE preonsi kroz septum. SpolllE je visoko konzervirani protein kojeg koristi
vecina bakterija za zaStitu od Stete koja bi nastala ako bi dio kromosoma ostao zarobljen u

septumu prilikom zatvaranja (Errington 2003).

Asimetricna podjela stanice se nastavlja razgradnjom stani¢ne stijenke unutar septuma.
Zatim stani¢na membrana obavija presporu 1 ona postaje slobodni protoplast obavijen s dvije
obrnute membrane. Proteini niske molekularne tezine sintetiziraju se u velikim koli¢inama unutar
prespore i vezu se za DNA kako bi je zastitili od oSteCenja. Nadalje, dolazi do smanjenja
volumena prespore 1 koli¢ine vode te snizavanja pH vrijednosti unutar protoplasta sto dovodi do
sinteze peptidoglikanskog korteksa izmedu unutarnje 1 vanjske membrane. Velika koli¢ina
piridin-2,6-dikarboksilne kiseline (dipicolinic acid, DPA) sintetizira se u roditeljskoj stanici te se
prenosi u presporu s dvovalentnim kationima (najée$ée Ca?"), §to dovodi do dehidracije i

mineralizacije spore. Takoder, dolazi 1 do formiranja modificirane stani¢ne stijenke izvan



unutarnje stani¢ne membrane prespore. U posljednjem koraku procesa sporulacije oko korteksa
se formira proteinski omota¢ nastao uz pomo¢ proteina sintetiziranih unutar roditeljske stanice.

Dolazi do lize roditeljske stanice i endospora se otpusta u okoli§ (Errington 2003). Proces
nastanka spore je slikovito opisan na Slici 2.

/ . <\ Omotat

Rast stanice I
Liza roditeljske stanice
/_\ Germinacija
Korteks
Vegetativni ‘
staniéni ciklus Stani¢na stijenka
Stanitna membrana
Asimetri¢na dioba
Simetriéna
dioba
Prespora

Septum

Rod:teljska stanica

Slika 2. Proces nastanka spora vrste Bacillus subtilis.

Preuzeto i prilagodeno prema: Errington (2003)



1.1.2 Struktura i otpornost endospore

Elektronska mikroskopija je dokazala da se endospora morfoloski sastoji od sredista
stanice s kromosomskom DNA obavijenom proteinima slicnim kromatinu poznatim kao SASP
(mali proteini topivi u kiselini), koji Stite DNA spore od UV zracenja i topline. Takoder, sadrzi
normalne stani¢ne strukture, poput ribosoma i drugih enzima, ali nije metabolicki aktivna.
Nadalje, srediSte endospore je obavijeno S nekoliko slojeva koji se bitno razlikuju po sastavu

(Slika 3).

Srediste
Unutarnja membrana

Zametna stanic¢na stijenka
Korteks
Vanjska stani¢na membrana

Proteinski omotac
Egzosporium

/

Slika 3. Shematski prikaz slojeva endospore.

Preuzeto i prilagodeno prema: Willey i sur. (2017)

Niski sadrzaj vode kao i pH vrijednost, visoka razina DPA (eng. dipicolinic acid) i iona
Ca?* te vezanje malih, u kiselini topljivih, o/ proteina (eng. small, acid-soluble spore proteins,
SASP) na molekulu DNA najvise doprinose otpornim svojstvima spore. Srediste endospore je
okruzenO unutarnjom stani¢nom membranom na koju nalijeze zametna stani¢na Stijenka koja ima
sli¢nu fosfolipidnu strukturu kao i membrana rastu¢e bakterijske stanice, ali s vrlo niskom
propusno$¢u za male molekule. To sprjecava ulazak molekula koje bi mogle ostetiti molekulu

DNA. Zametna stani¢na stijenka okruZuje unutarnju stanicnu membranu i u procesu germinacije

5



¢e postati stani¢na stijenka rastuée bakterijske stanice. Na zametnu stani¢nu stijenku nalijeze sloj
peptidoglikana nazvan korteks. Vazan je zbog oCuvanja integriteta stanice. Korteks je okruzen
vanjskom stani¢nom membranom. Proteinski omota¢ koji obavija vanjsku stani¢nu membranu je
izgraden od viSe od 40 proteina, od kojih su gotovo svi specificni za sporu. Omotac¢ zasti¢uje
sporu od predatorskih eukariotskih mikroorganizama te od razliitih reaktivnih spojeva poput
lizozima. Posljednji sloj imaju sve bakterije koje stvaraju endospore i naziva se egzosporium.

Sastoji se od proteina i ugljikohidrata (Willey i sur. 2017).

1.1.3 Germinacija bakterijskih spora

Ako je bakterijska stanica izlozena duzem razdoblju povoljnih uvjeta ona prolazi kroz
fazu germinacije. Za Kklijanje spora potrebna je ponajprije prisutnost vode i Kkisika, a
karakterizirano je brzim bubrenjem kao rezultatom hidratacije. Tvari koje poti¢u sporu na
germinaciju jednim imenom nazivaju se germinanti, a to su najces¢e L-aminokiseline, D-Seceri i
purinski nukleotidi. Takoder, germinanti mogu biti i ioni Ca?*, soli ili visok tlak u stanici (Setlow
2003)

Transformacija endospora u aktivne vegetativne stanice jednako je slozen proces kao i
sporulacija. Odvija se u tri faze; aktivacija, germinacija (klijanje) i izrastanje. Aktivacija je proces
koji priprema stanicu za klijanje. Zapocinje kada proteini germinantnih receptora, smjesteni u
unutarnjoj membrani i korteksu, otkriju male molekule poput Secera i aminokiselina. Aktivirani
receptor poti¢u otpustanje kompleksa Ca-DPA, razgradnju peptidoglikana u korteksu i unos
vode. Razina vode unutar endospore dosegne onu kao i kod vegetativne stanice §to dovodi do
aktivacije enzima (Willey i sur. 2017).



1.2 Opc¢a obiljezja bakterije Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii je Gram-negativna, oportunistiCko-patogena bakterija. Pripada
tipu kokobacila (Slika 4) i nepokretna je. Za razliku od prethodno opisane bakterije B. subtilis, A.
baumannii ne proizvodi spore. Bakterija je katalaza pozitivna dok je udio gvanina i citozina u
molekuli DNA 39-47%. Zahvaljuju¢i brzom stjecanju rezistencije na antibiotike, A. baumannii je
jedna od vodecih uzroénika bolnic¢kih epidemija u svijetu kod imunokompromitiranih bolesnika.
U Hrvatskoj se prvi put pojavila 2002. godine. Za razliku od drugih vrsta roda Acinetobacter koje
su najcesce izolirane iz tla, vode i zivotinja i §iroko rasprostranjene, A. baumannii se nalazi
gotovo isklju¢ivo u bolnickom okruzenju, posebno u jedinicama intenzivne njege (Antunes i sur.
2014). Rod Acinetobacter je tijekom godina dozivio mnoge taksonomske promjene. Prvi put ga
je izolirao nizozemski znanstvenik Beijerinck na mediju oboga¢enom kalcijevim acetatom, ali su
vrstu sluzbeno imenovali Brisou i Prevot tek 1986. godine. Pripada porodici Moraxellaceae koja
se sastoji od osam rodova ukljucujuéi vrstu Acinetobacter. Danasnji naziv je dobila po grckoj
rije¢i 'akinetos' $to znaci nepokretan (Antunes i sur. 2014). Bakterija A. baumannii se uspje$no
umnaza na Cvrstim podlogama kao $to su krvni i MacConkey agar nakon inkubacije na
37 °C/48 h. Formiraju glatke, ponekad mukozne, sivo-bijele kolonije (Slika 4) (Peleg i sur.
2008).

Slika 4. Na slici lijevo su prikazane porasle kolonije bakterije A. baumannii na krvnom agaru.
Desno je prikazana kolonija bakterija A. baumannii fotografirana elektronskim skeniraju¢im

mikroskopom.

Izvor: https://phil.cdc.gov/



Bakterija A. baumannii je jedna od Sest patogena s najve¢om virulencijom i viSestrukom
rezistencijom na antibiotike. Pripada grupi ESKAPE uklju¢ujuci bakterije Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp.
Mehanizmi koji bakteriji A. baumannii omogucuju rezistenciju su (1) posjedovanje B-laktamaze
koje inaktiviraju razliCite antibiotike, (2) stvaranje promjena u proteinima koji vezu penicilin i
sprjecavaju njegovo djelovanje i (3) razvijanje promjena u broju i strukturi proteina porina koje
rezultiraju smanjenom propusnosti za antibiotike kroz vanjsku membranu bakterijske stanice
(Perez i sur. 2007).

1.2.1 Prisutnost Acinetobacter baumannii u prirodnom okolisu

Bakterija A. baumannii se opéenito smatra dijelom normalne flore koze i sluznice zdrijela,
ljudskih respiratornih sekreta, urina, rektuma i drugih klini¢kih uzoraka. Pripada jedinoj skupini
Gram-negativnih bakterija koje mogu biti prirodni stanovnici ljudske koZe pronadene kod 42,5 %
zdravih pojedinaca i ¢ak 75 % hospitaliziranih pacijenata. Asimptomatska kolonizacija joj

omogucuje rasprostranjivanje unutar i izmedu bolnica (Gallego 2016).

U bolni¢kom okruZenju izolirana je iz ventilacijskih cijevi, uredaja za pracenje arterijskog
tlaka, ovlazivaca zraka, umivaonika, kao i s koZe zdravstvenog osoblja, madraca, jastuka,

ventilatora i sa svih vlaznih podruéja poput umivaonika i vode iz slavine.

Uspjeh prezivljavanja bakterije A. baumannii kao ljudskog patogena moze se objasniti

kroz nekoliko ¢injenica:

e Uspjesna prilagodba nepovoljnim uvjetima okoline
e Duga postojanost na suhim povrSinama

e Otpornost na antibiotike, isusivanje i dezinfekciju
¢ Plasti¢nost genoma

e Porast broja imunokompromitiranih pacijenata.



Pojava bolnickih infekcija uzrokovanih bakterijom A. baumannii uglavnom je rezultat
visoke prilagodljivosti nepovoljnim uvjetima iz okoline kao i sposobnosti opstanka u suhim i
surovim okruzenjima. Bakterije mogu prezivjeti i izloZenost ¢esto koriStenim dezinficijensima

kao $to su klorheksidin, glukonat i fenoli.

.....

uredajima kao i1 osobljem. Suhe sredine karakteriziraju niske aktivnosti vode, Sto se takoder moze
posti¢i dodatkom osmotski aktivnih tvari kao S$to su soli ili Seceri. S obzirom na to da su
bakterijske membrane propusne za vodu, u takvim podru¢jima ¢e voda izlaziti iz stanice, osusiti
se 1 nastupit ¢e stani¢na smrt. Bakterija A. baumannii kako bi nadoknadila gubitak vode, iz

okolisa uzima kompatibilne otopljene tvari (Zeidler i sur. 2017).

Iako se vecina istrazivanja fokusira na umnazanje bakterije u optimalnim laboratorijskim
uvjetima, podru¢ja u kojima se nalazi bakterija A. baumannii mogu oskudijevati osnovnim
zahtjevima organizma za umnazanje. U nastavku su opisane glavne strategije uz pomo¢ kojih ¢e

bakterija uspjesno premostiti takva stanja okolisa:

e ,,Bust and boom* strategija gdje se manji broj prezivjelih stanica nastavlja umnaZzati na
racun uginulih.

e Stani¢no mirovanje odnosi se na sposobnost mase bakterijske populacije da uspori ili
zaustavi umnazanje. Bakterija tim procesom i dalje odrzava metabolicke funkcije i
membranski potencijal no bez morfoloske diferencijacije.

e Pravo mirovanje u obliku dormantnih stanica koje je vrlo sli¢no procesu sporulacije, no

jo$ uvijek nije dovoljno istrazeno (Larsson i Flach 2022).



Na Slici 5. je prikazana fotografija bakterijskih stanica A. baumannii dobivena analizom uz
pomo¢ transmisijskog elektronskog mikroskopa (TEM). Nakon izlaganja aerobnim uvjetima
utvrdena je normalna struktura bakterijske stanice (Slika 5A), dok se na Slici 5B nakon izlaganja
stanica anaerobnim uvjetima uocavaju osStecene stanice kao i sferoplast (stanica bez stani¢ne
stijenke). Takoder, medu stanicama se lako raspoznaju stanice s debelom ovojnicom (Slika 5C i
D). To su dormantne stanice bakterije A. baumannii. One nisu znacajno veée od normalnih,
neoSte¢enih stanica no ustanovljena je razlika u debljini vanjske ovojnice. Naime, dormantne
stanice imaju ¢ak do 3,3x deblje vanjske ovojnice i smatra se da je razlog zadebljanje
peptidoglikanskog sloja u stani¢noj stijenci (Deki¢ i sur. 2019).
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Slika 5. TEM analiza bakterijskih stanica A. baumannii.

Izvor: Deki¢ i sur. 2019
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Formiranje biofilma na abiotickim povrSinama povecava Sanse bakteriji A. baumannii za
prezivljavanjem u okoliSu (na vrScima prstiju i nezivim predmetima kao $to su staklo, plastika i
druge povrsine iz okoliSa) ¢ak i nakon izlaganja suhim uvjetima i nedostatku hranjivih tvari

tijekom duljeg vremenskog razdoblja (Espinal i sur. 2012).

Takoder, A. baumannii posjeduje sustav o€itavanja kvoruma (engl. quorum sensing, QS)
nazvan AbaR-Abal povezan sa stvaranjem biofilma za koji je poznato da je jedan od glavnih
¢imbenika koji daje sposobnost ovoj vrsti da prezivi na biotickim i abiotickim povr§inama u
bolnickom okruzenju. QS je bakterijska komunikacijska metoda za prepoznavanje gustoce
stani¢ne populacije sa signalnim molekulama. Kada koncentracija signalnih molekula kvoruma
dosegne prag, fizioloska svojstva i ekspresija razli¢itih gena se mijenjaju, Sto Cesto rezultira
visestani¢nim fenotipom jednostani¢nih vrsta. QS regulira virulenciju, pokretljivost, proizvodnju
antibiotika, biofilm i ekspresiju mnogih drugih gena kao §to su tip IV pilus sustav, obrana od

oksidativnog stresa i efluks rezistencije na vise lijekova (Upmanyu i sur. 2022).

Istrazivanja su pokazala da bakterija A. baumannii koegzistira s bakterijom Pseudomonas
aeruginosa. Dokazane su meduvrsne interakcije koje mogu utjecati na virulenciju i osjetljivost na
antibiotike kod oba patogena. Nekoliko procesa pokazuje jedinstvenu izvanstani¢nu signalizaciju
izmedu bakterija A. baumannii i P. aeruginosa koji vjerojatno sluze za kontrolu mikrobnog
sastava u niSama Koji sadrze oba organizma i modulaciju virulencije zajednice mjeSovitih vrsta.
Takve antagonisticke interakcije takoder sugeriraju potencijal novih terapeutskih sredstava za

borbu protiv bolesti koje je tesko lijeciti zbog otpornosti na antibiotike (Bhargava i sur. 2014).

Putem bolni¢kih otpadnih voda A. baumannii dolazi do uredaja za procisc¢avanje istih gdje
prezivljava tretman te dolazi u prirodne vode. U prirodnim vodama moze dugo prezivjeti i

umnazati se u sluc¢aju postojanja lako razgradive organske tvari (Deki¢ i sur. 2018).

Takoder, bakterija A. baumannii je pronadena i u paleotlu kamenoloma Tri jezerca u Istri.
Taj izolat je pokazao 87% stli¢nosti s klini¢kim izolatom iz bolnice u Puli. Pretpostavlja se da je
u tlo dospio s ilegalno odbacenim otpadom i protokom oborina dospio u tlo (Hrenovi¢ i sur.
2014)
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1.3 Krivulje rasta bakterija

Rast bakterijske kulture definira se kao porast u broju bakterija, a ne rast u veli¢ini

pojedinac¢nih stanica. Porast se dogada eksponencijalno, odnosno od jedne bakterije nastaju dvije,

zatim Cetiri, osam itd. Kada se bakterijske stanice nalaze u zatvorenom sustavu bez dodavanja

hranjivih tvari i uklanjanja otpadnih produkata, u povoljnim uvjetima, populacija pokazuje Cetiri

faze rasta koje predstavljaju karakteristicnu krivulju rasta bakterija. U laboratoriju se bakterije

mogu uzgojiti u Cistoj kulturi §to podrazumijeva da se u nekoj tekucoj ili ¢vrstoj podlozi nalaze

samo jedinke iste vrste. Kada istrazujemo rast i umnazanje bakterija, istrazujemo populaciju u

¢istoj kulturi (Kaleni€ i sur. 2019)

Na krivulji (Slika 6) razlikujemo:

Lag faza (eng. lag - zaostajanje) predstavlja adaptacijski period za inokuliran
mikroorganizam u kojem se on prilagodava novim zivotnim uvjetima.
Duljina lag faze moze znacajno varirati, ovisno o tome koliko se novonastali razlikuju od
uvjeta iz kojih su bakterije dosle, kao i 0 stanju samih bakterijskih stanica. Aktivno
rastuce stanice prebaene iz jedne vrste podloge u istu vrstu podloge, s istim uvjetima
okoliSa, imat ¢e najkracu lag fazu.

Log faza ili eksponencijalna upucuje na intenzivno umnazanje stanica kao i ubrzanje
rasta. Stanice se dijele geometrijskom progresijom. Ovdje puno veci broj stanica nastaje
nego nestaje.

Stacionarna faza oznaCava fazu tijekom koje nastaje i ugiba jednak broj stanica. S
obzirom na veliki porast bakterijskih stanica u log fazi, potrosena je velika koli¢ina
hranjivih tvari koja dovodi do nakupljanja produkata metabolizma i smanjene brzine
umnazanja mikroorganizama. Dolazi do sinteze sekundarnih metabolita poput enzima i
antibiotika.

Logaritamska faza odumiranja je posljednja faza u kojoj dolazi do ugibanja
mikroorganizama. Povecava se koncentracija toksi¢nih produkata i sada se broj stanica

geometrijski smanjuje. U ovoj fazi sporogene bakterije razvijaju spore (Durakovi¢ 2002).
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Stacionarna faza

Faza odumiranja

Log faza

Broj bakterijskih stanica

Lag faza Vrijeme

Slika 6. Faze krivulje rasta bakterija.

Izvor: Durakovi¢ (2002)

Drugi, kontinuirani sustav uzgoja bakterijskih stanica je sustav s konstantnim stanjem
okoliSa koji se odrzava kontinuiranom opskrbom hranjivim tvarima i uklanjanjem otpada.
Volumen i koncentracija stanica se odrzavaju dodavanjem svjezeg, sterilnog medija. Posuda koja
se koristi kao spremnik za umnazanje bakterijskih stanica u kontinuiranoj kulturi naziva se
bioreaktor ili kemostat. U kemostatu se moZe kontrolirati protok i1 odrzavati konstantnu
koncentraciju supstrata, kao i kontinuiranu kontrolu pH, temperature i razine kisika. To
omogucuje kontrolu stope umnaZanja koja pomazZe pri optimizaciji proizvodnje specificnih
mikrobnih proizvoda. Brzina kojom se proizvode nove stanice u posudi za kulturu uravnotezena

je brzinom kojom se stanice uklanjaju (Maier i Pepper 2015).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi krivulje rasta, prezivljavanje i eventualno umnaZzanje
bakterija B. subtilis i A. baumannii, kao i koncentraciju spora B. subtilis u ovisnosti o razli¢itim
temperaturama inkubacije. Tijekom vremena inkubacije mjerena je koncentracija bakterija kao
opticka gustoca uzorka stani¢ne kulture na valnoj duljini od 600 nm kako bi se utvrdile krivulje
rasta svake bakterije na razliitim temperaturama. Koncentracija spora bakterije B. subtilis
odredena je kao broj kolonija u pasteriziranom (80 °C/15 min) i nepasteriziranom uzorku. Na
osnovu ovih podataka cilj je predvidjeti ponasanje navedenih bakterija u razli¢itim okoliSnim

uvjetima, $to je vazno za okoli$nu bakteriju B. subtilis, kao i za patogenu bakteriju A. baumannii.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Koristene bakterije

U svrhu istrazivanja koristila sam dvije vrste bakterijskih kultura — B. subtilis i A.
baumannii. lzolat bakterije B. subtilis subsp. subtilis DSMZ br. 10 kupljen je iz banke
mikroorganizama Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Obhodas i
sur. 2021). Izolat A. baumannii pod nazivom IN-31 izdvojen je iz sirove neobradene komunalne
otpadne vode u Zagrebu. Osjetljiv je na sve antibiotike i nije klonski povezan s patogenim

izolatima ove vrste (Higgins i sur. 2018).

3.2 Priprema tekudéeg i ¢vrstog medija

Za uzgoj bakterija koristila sam tekuc¢i medij Nutrient Broth talijanskog proizvodaca

Biolife sljedeceg sastava po 1 L medija (pH 6,8 £ 0,2):

e Pepton5g
e Mesni ekstrakt 3 g

Mesni ekstrakt (eng. beef extract) i pepton (eng. peptone) su izvori svih biogenih
elemenata potrebnih za umnazanje heterotrofnih bakterija. Medij sam pripremlila suspendirajuci
8 g dehidrata Nutrient Broth u 1 L hladne destilirane vode te potom autoklavirala 20 minuta pri
121 °C.

Za nasadivanje i ispitivanje stope prezivjelih spora bakterija vrste B. subtilis koristila sam
¢vrstu hranjivu podlogu Nutrient agar (Biolife, Italija) sljedeceg sastava po 1 L medija (pH 7,0 £
0,2):

e Pepton5g
e Mesni ekstrakt 3 g
e Agarldg
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Cvrsti medij sam pripremila suspendirajuéi 23 g dehidrata Nutrient agar u 1 L destilirane
vode. Suspenziju sam zagrijavala do vrenja te potom autoklavirala 20 minuta pri 121 °C. Nakon
hladenja na 80 °C medij sam izlila u sterilne Petrijeve zdjelice i ostavila da se ohlade na sobnu

temperaturu.

3.3 Aparatura i pribor

e Stalci za epruvete

e Staklene epruvete s cepom

o Kivete

e Petrijeve zdjelice

e Cetiri inkubatora podesena na razli¢ite temperature (22, 35, 44, 50 °C)
e Spektrofotometar Hach DR/2500

e Vodena kupelj

e Mikropipeta (100 i 1000 pL)

e Hladnjak podesen na temperaturu od 4 °C
e Mikrobioloska uSica

o (asa s 96%-tnim etanolom

e Plamenik i upaljac

e Brojac bakterijskih kolonija

3.4 Izvodenje eksperimenta

Obje bakterijske kulture, B. subtilis i A. baumannii, su prvo uzgojene na hranjivom agaru
(16 h/35 °C). Zatim sam biomasu (po jednu bakteriolosku usicu od 10 pL) svake bakterijske
kulture zasebno suspendirala u 10 mL tekuce hranjive podloge Nutrient broth te vorteksirala na
45 Hz /3 min. 1z svake suspenzije sam uzela po 1 mL i prenijela u 100 mL nove tekuce hranjive
podloge Nutrient broth. Suspenzije sam potom razdijelila po 15 mL poduzorka u pet kiveta i
inkubirala na temperaturama od 4, 22, 35, 44 te 50 °C tijekom 52 h. Obje suspenzije sam mjerila

u principu tehni¢kog duplikata odnosno ponovljenih analiza na istom uzorku. Svaki uzorak

16



predstavlja neovisnu mjeru i moze pomo¢i u otkrivanju pogreske u protokolu ili aparatu. Tijekom
inkubacije kao i na kraju, uz pomo¢ spektrofotometra (Slika 7), mjerila sam opticku gusto¢a oba
uzorka stani¢nih kultura na valnoj duljini od 600 nm (OD 600) u odnosu na slijepu probu (sterilni

Nutrient broth) na temelju ¢ega sam izradila krivulje rasta stanica.

Slika 7. Prikaz mjerenja opti¢ke gustoce bakterijske suspenzije.

Izvor: Branimira Celi¢

Bakterija B. subtilis stvara spore u nepovoljnim okoli§nim uvjetima kao §to je poviSena
temperatura. Zato sam odredila broj vegetativnih stanica i spora u kulturi koja je inkubirana na
50 °C. Suspenziju B. subtilis u podlozi Nutrient broth potom sam razdijelila u Cetiri epruvete po
10 mL te inkubirala razli¢itom duljinom trajanja (0, 3, 5 i 24 h) na temperaturi od 50 °C.

Nakon perioda inkubacije napravila sam seriju decimalnog razrjedenja uzorka tako da
sam 1 mL suspenzije B. subtilis prenijela u epruvetu s 9 mL sterilne fizioloSke otopine. Uzorak u
prvoj epruveti je razrijeden 10 puta, a U svakoj sljedecoj za 10 puta vise (1:10 ili 10 u drugoj
1:100 ili 102 itd.). Uzorke iz serije decimalnog razrjedenja sam inokulirala na hranjivi agar
mikropipetom po 0,1 mL i inkubirala na 35 °C/24 h. Na ukupno 18 ploca porasle su bakterijske
kolonije koje su bile u vegetativnom obliku kao i spora stanice. Seriju decimalnih razrjedenja
potom sam pasterizirala na 80 °C /15 min u vodenoj kupelji (Slika 8).
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Slika 8. Pasterizacija serije decimalnih razrjedenja na 80 °C.
Izvor: Branimira Celi¢
Nakon toga sam napravila ponovnu inokulaciju na hranjivi agar kako je gore opisano. Na
ukupno 15 ploca su porasle samo bakterijske kolonije koje su bile u obliku spora, dok su
vegetativni oblici uniSteni visokom temperaturom. Broj bakterijskih kolonija je izbrojen pomocéu
brojaca kolonija bakterija. Broja¢ ima zvucni signal koji se aktivira prilikom pritiska markera i

oznacava bakterijsku koloniju.

Za izratun sam Koristila samo brojive plo¢e tj. one koje imaju izmedu 10 i 300
bakterijskih kolonija. Udio spora bakterija u kulturi u promilima je izracunat prema formuli
((CFUs / CFUt) x 1000), gdje CFUs predstavlja koncentraciju spora u mjerenom vremenu, a CFUx
ukupnu koncentraciju bakterija. Rezultate srednje vrijednosti broja ukupnih stanica i spora

stanica sam logaritmirala i izrazila kao log CFU/mL.
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3.5 Bojanje po Gramu

Bojenje po Gramu (Hans Christian Gram 1883.) najée$¢e je upotrebljavana metoda
slozenih bojenja bakterija u svim granama bakteriologije. Mehanizam bojenja po Gramu
objasnjava se gradom stanine stijenke, prije svega debljinom mureinskog sloja u Gram-
pozitivnih bakterija. Gram-pozitivne bakterije sadrze deblje stani¢ne stijenke s mureinom i teze
se ispire kompleks kristal violet i lugola, dok Gram-negativhe bakterije imaju tanki
peptidoglikanski sloj i kompleks se lako ispire 96%-tnim alkoholom (Stilinovi¢ i Hrenovi¢ 2009).
Na kraju provodenja pokusa uzorke sam obojala po Gramu kako bi vizualizirala bakterije.
Bakterijski razmaz na predmetnom stakalcu sam oprezno nekoliko puta provukla kroz plamen
Bunsenova plamenika kako bi se bakterije fiksirale. Preko razmaza sam prolila kristal violet boju
te nakon 3 min odlila. Zatim sam na Kristal violet boju dodala Lugolovu otopina. Lugol sluzi kao
sredstvo koje ¢e s kristal violetom stvoriti netopljivi kompleks. Taj ¢e se kompleks vezati s
komponentom magnezij-ribonukleinska kiselina u stani¢noj stijenci. Nakon 1 min odlila sam i
Lugol i preparat isprala vodovodnom vodom. Predmetno stakalce sam uronila u 96%-tni alkohol i
tako isprala ljubicastu boju. Preparat sam potom isprala pod mlazom vodovodne vode i tretirala
safraninom 30 sec. Ponovno sam ga isprala te osusila na zraku. Na preparat sam dodala kap
imerzionog ulja i uspjesno mikroskopirala stanice pod imerzijskim objektivom svjetlosnog
mikroskopa. Metodom bojenja po Gramu Gram-pozitivne bakterije oboje se plavo, a Gram-

negativne bakterije crveno (Slika 9).
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Slika 9. Gram-pozitivne bakterije B. subtilis obojene u plavo (lijevo), Gram-negativne bakterije

A. baumannii obojene u crveno (desno).

Izvori: https://phil.cdc.gov/, https://www.tgw1916.net/
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4. REZULTATI

4.1 Opticka gustoca bakterijske suspenzije B. subtilis pri razli¢itim temperaturama
Svi grafovi su napravljeni na temelju mjerenja dvaju uzorka iste bakterijske vrste odnosno

po principu tehni¢kog duplikata.
Krivulja rasta pri 4 °C

Pri temperaturi inkubacije od 4 °C bakterija B. subtilis pokazuje neznatno umnazanje

tijekom 52 h $to je vidljivo iz mjerenja absorbancije (Slika 10).
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Slika 10. Krivulja rasta bakterije B. subtilis dobivena spektrofotometrijskim mjerenjem
absorbancije na 600 nm (Asoo). Graf prikazuje srednju vrijednost i standardnu devijaciju

umnazanja bakterijskih stanica pri temperaturi od 4 °C tijekom 52 h.

Krivulja rasta pri 22 °C

Spektrofotometrijsko mjerenje je pokazalo da se bakterija B. subtilis umnaza prilikom
inkubacije pri 22 °C (Slika 11). U pocetku nisu zabiljeZene promjene i prvih 5 h inkubacije je
trajala lag faza, no u 5 h mjerenja je zapocela eksponencijalna faza rasta i trajala je sve do 52 h.

Najvece zabiljeZeno umnazanje bakterije pri 22 °C je zabiljezeno na kraju mjerenja pri 52 h.
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Slika 11. Krivulja rasta bakterije B. subtilis dobivena spektrofotometrijskim mjerenjem
absorbancije na 600 nm (A600). Graf prikazuje srednju vrijednost i standardnu devijaciju

umnazanja bakterijskih stanica pri temperaturi od 22 °C tijekom 52 h.

Krivulja rasta pri 35 °C
Najvece umnazanje bakterije B. subtilis bilo je pri 35 °C i to u trenutku inkubacije od 46 h
(Slika 12). Vec¢ protekom 3 h inkubacije zapocela je logaritamska faza eksponencijalnog rasta
koja je trajala sve do 46 h inkubacije. Uslijedila je faza odumiranja nakon 46 h mjerenja. Pri kraju
mjerenja kada je inkubacija trajala 46 h odnosno 52 h ustanovljen je veéi broj bakterijskih stanica
nego prilikom inkubacije pri 44 °C ili 50 °C (Slike 13 i 14).
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Slika 12. Krivulja rasta bakterije B. subtilis dobivena spektrofotometrijskim mjerenjem
absorbancije na 600 nm (A600). Graf prikazuje srednju vrijednost i standardnu devijaciju
umnazanja bakterijskih stanica pri temperaturi od 35 °C tijekom 52 h.
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Krivulja rasta pri 44 °C

Prilikom inkubacije od 44 °C zabiljeZeno je najbrze umnazanje odnosno najbrza promjena
iz lag faze u fazu eksponencijalnog rasta (Slika 13). Ve¢ nakon 1 h inkubacije zapocelo je
bakterijsko umnazanje te je doseglo najvecu vrijednost na 44 °C nakon 22 h inkubacije. Zatim je

uslijedila faza odumiranja stanica te im se broj smanjio pri mjerenju od 24, 28, 46 i 52 h.
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Slika 13. Krivulja rasta bakterije B. subtilis dobivena spektrofotometrijskim mjerenjem
absorbancije na 600 nm (A600). Graf prikazuje srednju vrijednost i standardnu devijaciju

umnazanja bakterijskih stanica pri temperaturi od 44 °C tijekom 52 h.
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Krivulja rasta pri 50 °C
UmnaZzanje bakterije bilo je manje nego prilikom inkubacije na 35 °C i zapaZeno je
smanjenje broja bakterijskih stanica (Slika 14). U 22 h mjerenja doslo je do prijelaza iz faze

eksponencijalnog rasta u fazu odumiranja stanica.
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Slika 14. Krivulja rasta bakterije B. subtilis dobivena spektrofotometrijskim mjerenjem

absorbancije na 600 nm (A600). Graf prikazuje srednju vrijednost i standardnu devijaciju

umnazanja bakterijskih stanica pri temperaturi od 50 °C tijekom 52 h.
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4.2 Opticka gusto¢a bakterijske suspenzije A. baumannii pri razli¢itim
temperaturama
Svi grafovi su napravljeni na temelju merenja dva uzorka iste bakterijske vrste odnosno

po principu tehni¢kog duplikata.

Krivulja rasta pri 4 °C
Pri temperaturi od 4 °C uoceno je neznatno povecanje broja bakterijskih stanica A.
baumannii (Slika 15).
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Slika 15. Krivulja rasta bakterije A. baumannii dobivena spektrofotometrijskim mjerenjem
absorbancije na 600 nm (A600). Graf prikazuje srednju vrijednost i standardnu devijaciju

umnazanja bakterijskih stanica pri temperaturi od 4 °C tijekom 52 h.

Krivulja rasta pri 22 °C

Umnazanje bakterijskih stanica pri 22 °C bilo je gotovo linearano te u toku mjerenja nije
uoceno odumiranje stanica. Lag faza je trajala izrazito kratko te ju je ve¢ u 1 h mjerenja

zamijenila faza eksponencijalnog rasta koja je trajala sve do kraja mjerenja do 52 h (Slika 16).
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Slika 16. Krivulja rasta bakterije A. baumannii dobivena spektrofotometrijskim

mjerenjem absorbancije na 600 nm (A600). Graf prikazuje srednju vrijednost i standardnu

devijaciju umnazanja bakterijskih stanica pri temperaturi od 22 °C tijekom 52 h.

Krivulja rasta pri 35 °C
Bakterija A. baumannii je pokazala najvece umnazanje pri temperaturi inkubacije od
35 °C (Slika 17). Graficki prikaz umnaZzanja broja stanica prilikom inkubacije od 35 °C je slican
kao i pri 22 °C (Slika 16). Brza i ustaljena eksponencijalna faza rasta je zapocela ve¢ pri 1 h
inkubacije no pri kraju mjerenja od 46 h je doslo do odumiranja stanica.
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Slika 17. Krivulja rasta bakterije A. baumannii dobivena spektrofotometrijskim

mjerenjem absorbancije na 600 nm (A600). Graf prikazuje srednju vrijednost i standardnu

devijaciju umnaZzanja bakterijskih stanica pri temperaturi od 35 °C tijekom 52 h.
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Krivulja rasta pri 44 °C

Inkubacija bakterije A. baumannii pri 44 °C prikazuje blago, ali ujedna¢eno umnazanje
broja stanica (Slika 18). Umnazanje stanica i izmjena faze u eksponencijalnu je zapocela ve¢ pri
1 h mjerenja te traje do posljednjeg, 52 h mjerenja u kojem je opaZen najveci zabiljeZen broj

stanica.
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Slika 18. Krivulja rasta bakterije A. baumannii dobivena spektrofotometrijskim
mjerenjem absorbancije na 600 nm (A600). Graf prikazuje srednju vrijednost i standardnu

devijaciju umnaZzanja bakterijskih stanica pri temperaturi od 44 °C tijekom 52 h.
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Krivulja rasta pri 50 °C

S obzirom na izrazito visoku temperaturu, bakterijske stanice A. baumannii su se dobro
umnazale kroz period od 46 h u kojem je izmjerena najveca koncentracija bakterijskih stanica, a
nakon Cega je uslijedila faza odumiranja (Slika 19).
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Slika 19. Krivulja rasta bakterije A. baumannii dobivena spektrofotometrijskim
mjerenjem absorbancije na 600 nm (A600). Graf prikazuje srednju vrijednost i standardnu

devijaciju umnazanja bakterijskih stanica pri temperaturi od 50 °C tijekom 52 h.
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4.2 Udio spora bakterije B. subtilis

Drugi dio eksperimentalnog istrazivanja bio je odrediti broj vegetativnih stanica i spora
stanica bakterije B. subtilis nakon inkubacije pri temperaturi od 50 °C. Mjerenja sam izvrsila
nakon 0, 3, 51 24 h inkubacije.

Protokom vremena inkubacije pri nepovoljnoj temperaturi od 50 °C doslo je do povecanja
udjela spora u ukupnom broju stanica. U 5 h mjerenja ustanovljen je nagli rast udjela spora,
nakon ¢ega opada do 24 h pracenja (Slika 20). Postotak spora u ukupnoj populaciji iznosio je 0,1-
33%, ovisno o vremenu izlaganja visokoj temperaturi. Na grafickom prikazu se vidi da je broj
spora kroz cijelo vrijeme mjerenja bio relativno konstantan. Broj ukupnih stanica nakon 5 h
inkubacije je bio u padu, $to sugerira da je temperatura najviSe oStetila vegetativne stanice upravo

nakon 5 h izlaganja.
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Slika 20. Broj vegetativnih stanica i bakterijskih spora, te udio spora u ukupnoj populaciji
bakterije B. subtilis uzgajanoj na 50 °C. Prikazane su srednje vrijednosti i standardna devijacija
mjerenja. Graf je napravljen na temelju 33 bakterijska razmaza.
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5. RASPRAVA

5.1 Prezivljavanje i formiranje spora bakterije Bacillus subtilis pri razli¢itim

temperaturama

Prethodna istrazivanja su pokazala da je optimalna temperatura umnazanja bakterije B.
subtilis u rasponu od 30-37 °C (Korsten i Cook 1996). Tu ¢injenicu potvrduje i ovo istrazivanje S
obzirom na to da je bakterija B. subtilis pokazala najvecu upravo pri temperaturi inkubacije od 35
°C.

Vecéina Zemljine biosfere je hladna i veliki broj bakterija je trebao prilagoditi nacin
funkcioniranja, genetiski aparat kao i cjelokupnu fiziologiju za zivot u takvim uvjetima. S
obzirom na to da bakteriju B. subtilis svrstavamo u mezofilne bakterije koje se mogu umnozavati
samo pri umjerenim temperaturama, umnazanje pri 4 °C nije bilo o¢ekivano. Najniza temperatura
koja bakteriji omogucava uspje$no umnazanje je pri 18 °C (Korsten i Cook 1996). Jedna od
prilagodbi bakterije B. subtilis na niske temperature je nakupljane kompatibilnih osmolita poput
glicin betaina. To su organski spojevi koji se nakupljaju u stanici, ali ne ometaju funkciju
proteina i drugih stani¢nih aktivnosti. Bakterije ih mogu sintetizirati de novo ili nakupiti osmotski
reguliranim unosom. U dosadasnjim istrazivanjima, dodatkom glicin betaina u bakterijske kulture
koje su uzgajane pri temperaturi od 15 °C se udvostrucila kroz period mjerenja. Takoder, pri
temperaturi inkubacije od 13 °C i ODs7s koncentracija bakterija je iznosila 0.5, no dodatkom 1

mM glicin betaina pri ODs7g i period mjerenja od 32 h iznosila je 5 (Hoffmann i Bremer 2011).

Optimalna temperatura inkubacije za dugorocno umnazanje i ¢uvanje bakterije B. subtilis
je 22 °C (Korsten i Cook 1996). To smo potvrdili i ovim pokusom s obzirom na to da jedino pri
toj temperaturi nema odumiranja stanica u grafickom prikazu. Istrazivanje je temeljeno kroz 52 h

mjerenja.

Prepoznatljivo svojstvo bakterijskih spora je njihova otpornost na visoke temperature
vlaznih okruzenja (eng. wet heat). Setlow (2006) je dokazao da su spora stanice otpornije na
otprilike 35 °C vise temperature od vegetativnih stanica istog bakterijskog soja. To se objasnjava

izrazito niskim sadrzajem vode od 25-55% u stanici koja je u obliku spore. Cinjenica je
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potvrdena i ovim istrazivanjem S obzirom na to da su spore uspje$no opstale na temperaturi od
50 °C/24 h, a vegetativne su odumirale. Takoder, srodna istrazivanja su potvrdila da vise

temperature inkubacije dovode do proizvodnje viSe spora stanica (Melly i sur. 2002).

5.2 Prezivljavanje bakterije A. baumannii pri razli¢itim temperaturama

Unato¢ velikom porastu ucestalosti infekcija uzrokovanih patogenom bakterijom A.
baumannii, jo§ uvijek postoji nedostatak svijesti o vaznosti kontrole ovih mikroorganizama. U
ovom istrazivanju proucavali smo prezivljavanje A. baumannii pri razli¢itim temperaturama kako
bi lakSe mogli predvidjeti njeno ponasanje i opstanak u razli¢itim bolnickim i okoliSnim

uvjetima.

Proucavanjem podataka ustanovljena je optimalna temperatura za najveci bakterije A.
baumannii od 37 °C (Antunes i sur. 2011), sto je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja s
obzirom na to da je bakterija imala najvecu stopu pri temperaturi od 35 °C. U srodnom
istrazivanju (Antunes i sur. 2011) je stacionarna faza nastupila nakon 10-12 h inkubacije Sto se
ipak razlikuje od podataka dobivenih u ovom pokusu. Naime, stacionarna faza bakterije A.
baumannii pri temperaturi inkubacije od 35 °C nastupila je oko 46h mjerenja. Medutim, ovo
istrazivanje je pokazalo da je optimalna temperatura za uspjesno i dugotrajno prezivljavanje ove
bakterije upravo temperatura inkubacije od 22 °C jer u nijednom trenutku mjerenja u trajanju od

52 h nije primije¢eno odumiranje stanica.

Premda je ovo istrazivanje provedeno na temperaturama od 4, 22, 35, 44 i1 50 °C, Deki¢ i
sur. (2018) su utvrdili da bakterija A. baumannii moze prezivjeti raspone temperatura -20, 4, 22,
351 44 °C kroz period od 5 mjeseci. Takoder, isto istrazivanje je ustanovilo da pri koncentraciji
od 10° CFU/mL bakterija moze preZivjeti i puno vise temperature - 50, 63, 72 i 80 °C ¢ak i vise
od 5 dana.

PovecCanjem temperature molekule se kre¢u brze, enzimi ubrzavaju metabolizam 1
povecava se broj bakterijskih stanica (Schulte 2015). Samim time, znatno umnazanje kulture A.
baumannii pri temperaturi od 4 °C nije bio o¢ekivano. Rezultati ovog istrazivanja su potvrdili tu

hipotezu.
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lako je to¢no da se bakterija A. baumannii moze izolirati s tijela pacijenata (Bayuga i sur.
2002) i bolnic¢kih okolisa, ova vrsta nema poznato prirodno staniste izvan bolnice (Peleg i sur.
2008). S obzirom na to, ¢injenica da dugi period moze preZivjeti na sobnoj temperaturi od 22 °C

nam dodatno govori o opasnosti koju predstavlja za zdravlje imunokompromitiranih pacijenata.

Bakterija A. baumannii spada u mezofilne bakterije koje se najbolje umnazaju pri
umjerenim temperaturama. Umnazanje bakterije pri visokim temperaturama iznad 37 °C nije bio
oc¢ekivan. Ovi rezultati pokazuju otpornost bakterije kao i moguénost prilagodavanja $to svakako
predstavlja opasnost za zdravlje ¢ovjeCanstva pogotovo u slucaju kada je izolat rezistentan na

veéinu poznatih antibiotika.

Razli¢ite povrsine se ¢esto opisuju kao izvor bolnickih infekcija. Matesi¢ i sur. (2013) su
istrazili da bakterija A. baumannii moze prezivjeti 3-5 mjeseci na razliCitim bolni¢kim
povrSinama, dok na uniformama zaposlenika ¢ak i do 11 dana. Takva bakterija predstavlja
kontinuirani izvor zaraze ako se ne provodi redovita preventivna dezinfekcija. Ivankovi¢ i sur.
(2017) dokazali su da bakterija A. baumannii tvori biofilm kao mjeru zastite od dezinfekcije.
Sposobnost bakterije da proizvodi i mijenja razli¢ite fenotipove pove¢ava moguénost prilagodbe
razli¢itim uvjetima okoli$a. Jedna od potvrdenih hipoteza je da su bakterije u obliku biofilma na
keramici viSe oporne na dezinficijens od onih u vodenom mediju. To predstavlja odredenu

zabrinutost s obzirom na to da je keramika ¢est materijal u bolni¢kim okruzenjima.
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6. ZAKLJUCAK

S obzirom na to da bakterije B. subtilis i A. baumannii mogu prezivjeti u nepovoljnim
okolisSnim uvjetima ovim radom ispitana je njihova prilagodljivost 1 moguéi opstanak pri

temperaturama razli¢itim od optimalne.
Na osnovi dobivenih rezultata, zakljuceno je sljedece:

e Oba ispitana izolata su prezivjela inkubaciju u rasponu temperature od 4-50 °C.

e Temperatura inkubacije od 4 °C je preniska da bi se bakterije B. subtilis i A. baumannii
mogle znacajno umnazati.

e Oba bakterijska izolata su se najbolje umnazala pri temperaturi od 35 °C.

e Dokazano je da bakterija B. subtilis ima mogucnost sporulacije pri temperaturi od 50 °C.
Smanjio se broj vegetativnih stanica, dok se udio spora u populaciji povec¢ao.

e Udio spora u ukupnoj populaciji iznosio je 0,1-33% ovisno o vremenu izlaganja visokoj
temperaturi. Najveci udio spora bio je u 5 h mjerenja, $to je povezano s odumiranjem
vegetativnih stanica.

e A. baumannii je vrlo otporna bakterija te pokazuje vele umnazanje pri viSim

temperaturama od bakterije B. subtilis.

32



7. LITERATURA

Antunes, L.C.S., Imperi, F., Carattoli, A., Visca, P. (2011): Deciphering the multifactorial

nature of Acinetobacter baumannii pathogenicity. PloS one. 6(8): 1-10.

Antunes, L.C.S., Visca, P., Towner, K.J. (2014): Acinetobacter baumannii: evolution of a
global pathogen. Pathogens and disease. 71(3): 292—-301.

Ara, K., Ozaki, K., Nakamura, K., Yamane, K. Sekiguchi, J., Ogasawara, N. (2007): Bacillus
minimum genome factory: effective utilization of microbial genome information.
Biotechnology and applied biochemistry. 46(3): 169-178.

Bayuga, S., Zeana, C., Sahni, J., Della-Latta, P., EI-Sadr, W., Larson, E. (2002): Prevalence
and antimicrobial patterns of Acinetobacter baumannii on hands and nares of hospital
personnel and patients: The iceberg phenomenon again. Heart & lung: the journal of critical
care. 31(5): 382-390.

Bhargava, N., Sharma, P., Capalash, N. (2014): Pyocyanin stimulates quorum sensing-
mediated tolerance to oxidative stress and increases persister cell populations in

Acinetobacter baumannii. Infection and immunity. 82(8): 3417-3425.

Danilova, 1., Sharipova, M. (2020): The practical potential of bacilli and their enzymes for

industrial production. Frontiers in microbiology. 11: 1-7.

Dekié, S., Hrenovi¢, J., Ivankovié, T., van Wilpe, E. (2018). Survival of ESKAPE pathogen
Acinetobacter baumannii in water of different temperatures and pH. Water science and
technology. 78(6): 1370-1376.

Deki¢, S., Hrenovi¢, J., van Wilpe, E., Venter, C., Goi¢-Barisi¢, I. (2019): Survival of
emerging pathogen Acinetobacter baumannii in water environment exposed to different
oxygen conditions. Water science and technology: a journal of the international association
on water pollution research. 80(8): 1581-1590.

Durakovi¢ S. i Redzepovic¢ S. (2002): Uvod u opéu mikrobiologiju. Kugler, Zagreb.

33



Errington, J. (2003): Regulation of endospore formation in Bacillus subtilis. Nature reviews
microbiology. 1(2): 117-126.

Espinal, P., Marti, S., Vila, J. (2012): Effect of biofilm formation on the survival of

Acinetobacter baumannii on dry surfaces. Journal of hospital infection. 80(1): 56—60.

Gallego, L. (2016): Acinetobacter Baumannii: Factors involved in its high adaptability to

adverse environmental conditions. Journal of microbiology & experimentation. 3(2): 1-5.

Higgins, P.G., Hrenovic, J., Seifert, H., Dekic, S. (2018): Characterization of Acinetobacter
baumannii from water and sludge line of secondary wastewater treatment plant. Water
research. 140: 261-267.

Hoffmann, T., Bremer, E. (2011): Protection of Bacillus subtilis against cold stress via

compatible-solute acquisition. Journal of bacteriology. 193(7): 1552-1562.

Hrenovi¢ J., Durn G., Goi¢-Barini¢ 1., Kovaci¢ A. (2014). Occurrence of an environmental
Acinetobacter baumannii strain similar to a clinical isolate in paleosol from Croatia. Applied

and environmental microbiology. 80: 2860-2866.

Ivankovi¢, T., Goi¢-Barisi¢, 1., Hrenovié, J. (2017): Reduced susceptibility to disinfectants of
Acinetobacter baumannii biofilms on glass and ceramic. Arhiv za higijenu rada i
toksikologiju. 68(2): 99-107.

Kaleni¢, S., Abram, M., Batini¢, D., Beader, N., Bedeni¢, B., Bosnjak, Z., Budimir, A.,
Drenjancevié, D., Katalini¢-Jankovi¢, V., Luki¢-Grli¢, A., Ljubin Sternak, S., Marekovi¢, 1.,
Mlinari¢- Galinovi¢, G., Mlinari¢- Missoni, E., Orlovi¢, M., Plecko, V., Presecki, A.,
Presecki, V., Punda-Poli¢, V., Rukavina, T., Sviben, M., Tabain, 1., Tambi¢ Andrasevi¢, A.,
Ti¢ac, B., Vilibi¢ Cavlek, T., Vrane$, J., Vuckovi¢, D., Zmak, L. (2019): Medicinska
mikrobiologija, drugo izmjenjeno i obnovljeno izdanje. UdZbenici SveuciliSta u Zagrebu,

Udzbenici Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. 97: 1-79.

Korsten, L., Cook, N. (1996): Optimizing culturing conditions for Bacillus subtilis. Journal
of biological control. 19: 54-58.

Kovécs, A.T. (2019): Bacillus subtilis. Trends in microbiology. 27(8): 724-725.

34



Larsson, D.G.J., Flach, C.F. (2022): Antibiotic resistance in the environment. Nature reviews.
Microbiology. 20(5): 257-2609.

Maier, R.M., Pepper, I.L. (2015): Bacterial growth. Environmental microbiology: Third
edition. 3: 37-56.

Matesi¢, M., Vuckovi¢, D., Gobin, 1. (2013): Prezivljavanje bakterija na suhim povrSinama u

bolnickoj sredini. Medicina fluminensis. 50(1): 39-46

Melly, E., Genest, P.C., Gilmore, M.E., Little, S., Popham, D.L., Driks, A., Setlow, P. (2002):
Analysis of the properties of spores of Bacillus subtilis prepared at different temperatures.
Journal of applied microbiology. 92(6): 1105-1115.

Obhodas, D., Signas, J., Valkovi¢, V., Kollar, R., Hrenovi¢, J., Nacrossed D Sign, K.,
Vinkovi¢, A., Orli¢, A. (2021): The growth and sporulation of Bacillus subtilis in nanotesla
magnetic fields. Astrobiology. 21(3): 323-331.

Peleg, A. Y., Seifert, H., Paterson, D. L. (2008). Acinetobacter baumannii: emergence of a
successful pathogen. Clinical microbiology reviews, 21(3): 538-582. Perez, F., Hujer, A.M.,
Hujer, K.M., Decker, B.K., Rather, P.N. and Bonomo, R.A. (2007). Global challenge of
multidrug-resistant Acinetobacter baumanni. Antimicrobial agents and chemotherapy.
51(10): 3471-3484.

Piggot, P.J., Hilbert, D.W. (2004): Sporulation of Bacillus subtilis. Current opinion in
microbiology. 7(6): 579-586.

Schulte, P.M. (2015): The effects of temperature on aerobic metabolism: towards a
mechanistic understanding of the responses of ectotherms to a changing environment. 218:
1856-1866.

Setlow, P. (2003): Spore germination. Current opinion in microbiology. 6(6): 550-556.

Setlow, P. (2006): Spores of Bacillus subtilis: their resistance to and killing by radiation, heat

and chemicals. Journal of applied microbiology. 101(3): 514-525.

Stilinovi¢ B., Hrenovi¢ J. (2009): Praktikum iz bakteriologije. Kugler, Zagreb. 199.

35



Upmanyu, K., Hagq, Q.M.R., Singh, R. (2022): Factors mediating Acinetobacter baumannii
biofilm formation. Opportunities for developing therapeutics. Current research in microbial

sciences. 3: 1-14.

Willey, J., Sherwood, L., Woolverton, C. (2013): Prescott's Microbiology. Mcgraw Hill
higher education, London. 1104.

Zeidler, S., Hubloher, J., Schabacker, K., Lamosa, P., Santos, H. i Mdller, V. (2017):
Trehalose, a temperature- and salt-induced solute with implications in pathobiology of

Acinetobacter baumannii. Environmental microbiology. 19(12): 5088-5099.

36



8. ZIVOTOPIS

Rodena sam 30.05.1996 godine u Splitu. Nakon zavrSene Osnovne S$kole Kman-Kocunar,
upisujem I1. gimnaziju u Splitu. Godine 2016. nastavljam Skolovanje na preddiplomskom studiju
Biologije na Fakultetu prirodoslovno-matematic¢kih i odgojnih znanosti SveuciliSta u Mostaru.
Nakon zavrSetka preddiplomskog studija, 2020. godine upisujem diplomski SveucilisSni program
Eksprimentalne biologije, modul Fiziologija i imunobiologija na Prirodoslovno - matematickom
fakultetu u Zagrebu. Tijekom studiranja sudjelovala sam u Festivalu znanosti kao i u Danima
biologije koji za svrhu imaju promicanje znanosti medu mladom populacijom i studentima sli¢nih

usmjerenja.

37



