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1. UVOD

1.1. Rod Bacillus

Bakterija Bacillus cereus spada u rod Bacillus, red Firmicutes. Naziv bacillus dolazi
zbog Stapicastog, ovalnog oblika bakterija unutar ovog roda. Vrste roda Bacillus su
sveprisutne u okoliSu, te su aerobne ili fakultativno anaerobne, Gram-pozitivne ili Gram-
varijabilne Stapicaste bakterije koje stvaraju spore. Veli¢ina vegetativnih stanica ovog roda
varira od 2,5 um do 10 um, a u promjeru od 0,5 um do 1,2 um. Optimalna temperatura rasta
se krece od 25 °C do 37 °C (Drobniewski 1993). Endospore koje proizvode nisu samo otporne
na nepovoljne fizikalne i kemijske uvjete, ve¢ neke vrste imaju neobicna fizioloska svojstva
koja im omogucavaju da prezivljavaju ili napreduju u nepovoljnom okoliSu, od pustinjskog
pijeska 1 vruc¢ih izvora do Arkti¢kog tla i od slatkih voda do morskog sedimenta. Rod
ukljucuje termofilne, psihrofilne, acidofilne, alkalofilne, halotolerantne i halofilne
predstavnike koji su sposobni rasti na temperaturama, pH vrijednostima i koncentracijama
soli  na kojima bi moglo prezivjeti jo§ samo nekoliko  organizama

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7699/). Ekstremna heterogenost ovog roda

odrazava se u Sirokom rasponu ekoloskih nisa koje mnoge vrste zauzimaju. Vecina sojeva je
katalaza pozitivna, posjeduju flagele po Citavoj povrsini tijela 1 sporuliraju u zraku
(Drobniewski 1993).

Ogranicenost hranjivih tvari zajednicki je okida¢ sporulacije u rodu Bacillus. Mnogi
mikroorganizmi, i prokarioti i eukarioti, reagiraju na nepovoljne uvjete pretvaranjem rastu¢ih
stanica, zvanih vegetativnim stanicama, u spore, tj. strukture koje ne rastu, toplinski su
otporne i odbijaju svjetlost. Stanice ne sporuliraju kad aktivno rastu ve¢ samo kada rast
prestane zbog iscrpljenja esencijalnog nutrijenta. Stoga, vrste roda Bacillus, tipi¢nog roda
bakterija koje stvaraju endospore, prekidaju vegetativni rast i zapoc€inju sporuliranje kada, na
primjer, kljuéni nutrijent kao Sto je ugljik ili dusik postane ograni¢en. Endospora moze
godinama ostati u stanju dormancije, ali nakon Sto se opet pojave povoljni uvjeti, spora brzo
klija i mikroorganizam se vraca u svoj normalni stil zivota. Ovaj proces ukljucuje tri koraka:
aktivaciju, germinaciju (klijanje) i rast (engl. outgrow). Aktivacija nastaje kada se endospore
zagrijavaju nekoliko minuta na poviSenoj, ali subletalnoj temperaturi. Zatim aktivirane
endospore Klijaju, ali tek kada imaju dovoljnu koli¢inu odredenih hranjivih tvari, kao $to su

neke aminokiseline. Germinacija, koja je obi¢no brz proces (trajanje u minutama), ukljucuje
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gubitak refrakcije endospora, poveéanje sposobnosti bojenja i gubitak otpornosti na toplinu i
kemikalije. Posljednja faza, rast, ukljucuje vidljivo bubrenje stanice uslijed unosa vode i
sinteze RNA, proteina i DNA. Vegetativna stanica izlazi iz puknute endospore i pocinje rasti,
ostaju¢i u vegetativnom obliku sve dok okolisni signali ponovno ne potaknu sporulaciju. Kod
bakterija, rod Bacillus je poznat po formiranju endospora, tj. spora formiranih unutar stanice
majke. Prije nastanka endospore stanica se dijeli asimetricno. Manja stanica se razvija u
endosporu, koju okruzuje veca stanica majka. Jednom kad je razvoj zavrSen, stanica majka se

rasprsne, otpustajuci endosporu (Slika 1.) (Madigan i sur. 2015).
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Slika 1. Zivotni ciklus endospore (Madigan i sur. 2015).

Vecina vrsta koje spadaju u rod Bacillus su saprofiti
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7699/). Sve bakterije koje stvaraju endospore su

ekologki povezane jer se u prirodi nalaze prvenstveno u tlu. Cak i one vrste koje su patogene
za ljude ili druge Zivotinje prvenstveno su saprofitski organizmi tla i inficiraju Zivotinje samo
slu¢ajno. Sposobnost proizvodnje endospora bi trebala biti korisna za mikroorganizme tla jer
je tlo vrlo promjenjivo okruzenje s obzirom na razinu hranjivih tvari, temperaturu i vodene

aktivnosti (Madigan i sur. 2015).

Dvije vrste iz roda Bacillus smatraju se medicinski znacajnima: B. anthracis koji
uzrokuje antraks i B. cereus koji uzrokuje trovanje hranom. B. thuringiensis je patogen za
kukce te se ponekad koristi kao insekticid, a B. subtilis je vazan modelni organizam
(Drobniewski 1993). Bacillus cereus ima bliske fenotipske i genetske (16S rRNA) odnose s

nekoliko drugih vrsta roda Bacillus, posebno s B. anthracis (Bottone 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7699/

1.2. Vrsta Bacillus cereus

Bakterija Bacillus cereus je Gram-pozitivna, pokretljiva, mezofilna, Stapicasta
bakterija koja moze biti obligatno aerobna ili fakultativno anaerobna, te proizvodi centralne
endospore koje mogu biti ovalne ili cilindricne (Madigan i sur. 2015). B. cereus je tipi¢ni
saprofit tla i lako se $iri na razli¢ite tipove hrane, pogotovo biljnog podrijetla, ali se ¢esto
pronalazi i u mesu, jajima i mlije¢nim proizvodima (Granum i Lund 1997). S obzirom na to
da je sveprisutna u prirodi lako se $iri kroz sustave proizvodnje hrane i kontaminacija s njom
je gotovo neizbjezna. Spore su jako hidrofobne i izuzetno otporne na velik broj stresora zbog
Cega lako prianjaju na opremu u proizvodnji hrane. Uzrokuje probleme i zbog svoje
sposobnosti stvaranja biofilma na razli¢itim supstratima (Wijman i sur. 2007). Neki sojevi B.
cereus su patogeni za ljude, dok se drugi koriste kao probiotici za zivotinje (Kamar i sur.
2013).

B. cereus tipi¢no ne proizvodi kapsulu za razliku od B. anthracis, ali postoje odredeni
sojevi koji izlu¢uju kapsulu (Slika 2.) (Sue i sur. 2006). Kapsula je sluzava opna koju stvaraju
samo kapsulogene bakterije na citoplazmatskoj membrani, a izlucuju je na povrsinu stani¢ne
stijenke 1 sluzi im za kolonizaciju i zastitu od nepovoljnih okolisnih uvjeta (Madigan i sur.,
2015).

Slika 2. Prikaz kapsule oko B. cereus (Izvor: Bakterioloski laboratorij, PMF, Zagreb)

B. cereus moze izazvati trovanje hranom te proizvodi dva toksina koji uzrokuju dva
razli¢ita tipa trovanja hranom, emeticni i dijarealni tip (Madigan i sur. 2015). U emeti¢nom
obliku, simptomi su prvenstveno mucnina i povracanje | te toksine stvaraju vegetativne
stanice u hrani. U dijarealnom obliku simptomi su proljev i gastrointestinalna bol, a uzrokuje

ga kompleksan enterotoksin kojeg stvara B. cereus tijekom vegetativnog rasta u tankom
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crijevu (Granum i Lund 1997). B. cereus raste u hrani kao $to je riza, tjestenina, meso ili
umaci koji se kuhaju i ostavljaju na sobnoj temperaturi da se polako ohlade. Zbog toplinskog
tretmana endospore ove bakterije klijaju, te nastaje toksin. Ponovno zagrijavanje moze ubiti
vegetativne stanice B. cereus, ali toksin je toplinski stabilan i moZe ostati aktivan (Madigan i
sur. 2015). Povezan je i s prehrambenim proizvodima poput povréa, juha, mlijeka i drugih
mlije¢nih proizvoda. Izmedu 1 i 20% od ukupnog broja izbijanja zaraza hranom u svijetu
uzrokovano je s B. cereus. Rast vegetativnih stanica obi¢no se dogada unutar temperaturnog
raspona od 10 do 50 °C, s optimalnim razvojem izmedu 28 i 35 °C. Medutim, pronadene su i
psihrofilne varijante B. cereus, koje su sposobne rasti na temperaturama nizim od 5 °C. lako
se vegetativne stanice B. cereus lako mogu inaktivirati zagrijavanjem, spore su znatno
otpornije i mogu uzrokovati kvarenje hrane i nakon naknadnog klijanja (Ultee i sur. 1999).
B. cereus se lako kultivira i moze se preliminarno identificirati kombinacijom mikroskopije i

njenih tipi¢no velikih, zrnatih i raSirenih kolonija (Madigan i sur. 2015).

U zaraZenoj hrani poslije trovanja hranom zabiljeZeno je 200 do 10° B. cereus po
jednom gramu (ili mililitru) $to daje totalnu infektivnu dozu od 5x10* do 10!!. Djelomicno
zbog velikih razlika u koli¢ini proizvedenih enterotoksina u razli¢itim sojevima infektivna
doza varira od 10° do 102 vegetativnih stanica ili spora po jednom gramu uzorka. Zbog toga
sva hrana koja ima vise od 10® vegetativnih stanica ili spora B. cereus po gramu se ne moze

smatrati potpuno sigurna za konzumaciju (Granum i Lund 1997).

U prirodi bakterija postoji kao spora i kao vegetativna stanica, a kada kolonizira
ljudsko tijelo samo kao vegetativna stanica. Dok je liSena metabolicke aktivnosti, spora B.
cereus je otporna na ekstremne okoliSne uvjete ukljucujuci toplinu, zamrzavanje, susenje i
zraCenje te se moze smatrati infektivnim sredstvom za ovu bakteriju (Bottone 2010). U
prehrambenoj industriji spore B. cereus su 0sobito problemati¢ne jer mogu biti otporne na
pasterizaciju i gama zracenje (dok je kompeticija drugih vegetativnih bakterija eliminirana), a
njihova hidrofobna priroda omoguéuje im da prianjaju na razliite povrsine gdje se mogu
razmnozavati i sporulirati. U mlije¢noj industriji je nemoguce u potpunosti izbjec¢i prisutnost
B. cereus u svim uzorcima mlijeka te je to rastuci problem za industriju (Andersson i sur.
1995).

Izuzevsi trovanja hranom postoji jos pet grupa klinickih infekcija koje uzrokuje
Bacillus cereus: 1) lokalne infekcije, posebno opekotine, traumatske ili poslijeoperacijske

rane i infekcije oka; 2) bakterijemija i septikemija; 3) infekcije centralnog zivéanog sustava



koje ukljucuju meningitis, apscese i infekcije povezane sa Santom; 4) respiratorne infekcije; 5)
endokarditis i perikarditis (Drobniewski 1993).

Ucestalost infekcija koje nisu povezane s trovanjem hranom vjerojatno ¢e se
povecati zbog veceg prepoznavanja B. cereus kao patogena i izvan crijeva te zbog vece
vjerojatnosti infekcija u novorodencadi, intravenoznih korisnika droga, imunolo$ki
kompromitiranih osoba, ukljucujuéi pacijente s AIDS-om i malignim bolestima te pacijente s
umjetnim protezama, ukljucujué¢i ortopedske implantate i cerebrospinalne Santove.
Intravenozni korisnici droga su u opasnosti od pribora za ubrizgavanje kao i od samog heroina

koji sadrzi viSe kontaminirajucih organizama uklju¢ujuci B. cereus (Drobniewski 1993).

Prirodni okolisni rezervoar za B. cereus su raspadajuca organska tvar, svjeza i morska
voda, povrée i kontaminirani predmeti i probavni trakt beskraljeznjaka, od kojih tlo i
prehrambeni proizvodi mogu postati kontaminirani $§to dovodi do prolazne kolonizacije
ljudskog crijeva. Spore Kklijaju kada dodu u kontakt s organskim tvarima ili unutar insektskog
ili Zivotinjskog domacina. Uz to B. cereus ima saprofitski zivotni ciklus u kojem spore klijaju
u tlu, uz proizvodnju vegetativnog bacila, koji bi potom mogao sporulirati, odrzavajuéi zivotni
ciklus. Defekacijom ili smréu domacina stanice i spore se otpustaju u tlo, gdje vegetativne
stanice mogu sporulirati i prezivjeti sve do njihovog preuzimanja od strane drugog domacina.
Nadalje, kada B. cereus raste u tlu, prolazi prebacivanje iz jednostani¢nog u viSestani¢ni
fenotip, Sto mu omogucuje da se translocira kroz tlo. Ova morfogena faza je analogna rojenju
spora u mnogim vrstama tla i sedimenata, praSini i biljkama. B. cereus je takoder Cesto
prisutna u sustavima za proizvodnju hrane zbog adhezivne prirode svojih endospora. Ova
karakteristika omogucuje bakteriji da se §iri na sve vrste hrane. Zbog sveprisutne distribucije
B. cereus u prehrambenim proizvodima bakterija se unosi u malom broju i postaje dio

prolazne humane crijevne flore (Bottone 2010).

1.3. Biofilm

Bakterijski biofilm je viSestani¢ni kompleks formiran od sesilnih zajednica
mikroorganizama pri¢vr§¢enih na podlogu i1 uronjenih u matriks koji se sastoji od
izvanstani¢nih polimernih tvari (engl. extracellular polymeric substance, EPS) poput proteina,

lipida i nukleinskih kiselina koji potjeu od bakterija. Uloga matriksa je viSestruka: osigurava



mehanicku stabilnost biofilma i §titi mikroorganizme od isusenja; djeluje kao prepreka protiv
nepovoljnih kemijskih i bioloskih utjecaja (kao $to su osmotski stres, promjene pH, promjene
koncentracije kisika, antibiotici i antiseptici, imunoloska obrana domacina ili napadi protozoa
koji se hrane bakterijama); pridonosi apsorpciji i skladiStenju hranjivih tvari i elemenata u
tragovima, te je mjesto brojnih izvanstani¢nih enzimatskih reakcija i jo§ k tomu omogucava
mikroorganizmima da su u bliskom kontaktu $to olakSava genetsku izmjenu i bakterijsku
komunikaciju. Moglo bi se re¢i ako je biofilm mikrobioloski grad onda je matriks njegova
infrastruktura (Schlafer i Meyer 2016). Bakterijska zajednica unutar biofilma mozZe biti
sastavljena od jedne vrste bakterija ili viSe njih, te se biofilm moze razviti na razliitim
abiotickim 1 biotiCkim povrSinama. lako biofilmovi mjeSovitih bakterijskih zajednica
dominiraju u veéini okolina, biofilmovi s jednom vrstom bakterija postoje u razli¢itim
infekcijama i na povrSinama medicinskih implantata (O'Toole i sur. 2000). Bakterije koje se
pri¢vrste na ugradene medicinske uredaje ili na oStecena tkiva mogu postati uzrok trajne
infekcije. Ove se bakterije okruze hidratiziranim matriksom stvarajuci sluzavi sloj poznat kao
biofilm. Stvaranje biofilma je bitno jer je ovaj nacin rasta povezan s kroni¢nom prirodom
naknadnih infekcija i s njihovom inherentnom rezistencijom na antibiotsku terapiju (Stewart i
Costerton 2001).

Jedan od najplodonosnijih pristupa povijesti mikrobiologije vjerojatno je bilo
proucavanje bakterija u uvjetima tako umjetnim da se nitko ne bi usudio kvalificirati ih kao
"prirodne". Medutim, uklanjanje bakterija iz njihovih slozenih ekosustava kako bi ih se
smjestilo u ¢iste, slobodno pokretne kulture bila je mala cijena za platiti za generiranje
bogatstva informacija prikupljenih u stoljecu bakterijskih fizioloskih studija. lako je ta
pristranost bila poznata, ali ponekad zaboravljena Cinjenica, proteklih desetlje¢a svjedocili
smo probojima u mikrobiologiji koji su otkrili sofisticirane percepcije, regulacije i

komunikacijske sustave izmedu bakterija kao odgovor na njihovu okolinu (Ghigo 2003).

U samo dva desetljeca saznali smo da se biofilmovi sastoje od visoko strukturiranih
matriksom ogradenih zajednica Cije stanice ekspresiraju gene u uzorku koji se veoma
razlikuje od ekspresije gena njihovih planktonskih (slobodno pokretnih) srodnika. Budu¢i da
izravna promatranja pokazuju da vecina bakterija u prirodnim i patogenim ekosustavima tvore
biofilm, ne ¢ini se mudro nastaviti istraZivati ove sustave pomocu planktonskih kultura. Novi
na¢in razmi$ljanja je oCito potreban jer izravna opazanja strukturalne slozenosti i
nedvosmislene demonstracije jednog ili vise razlicitih fenotipova biofilma nagovjestava novi

koncept u kojem su biofilmovi slozene diferencirane zajednice. Promatranja biofilmova
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formiranih u distim kulturama bakterija 1 biofilmova mijeSanih vrsta u prirodnim
ekosustavima pokazuju osnovnu organizaciju u kojoj stanice rastu u mikrokolonijama
okruzenim matriksom te su odvojene mrezom otvorenih kanala. Vaznost ovih sloZenih
struktura, koje su videne u neposrednim promatranjima zivog biofilma pomoc¢u konfokalne
laserske pretrazne mikroskopije, je u tome da one pokazuju razinu diferencijacije koja
zahtijeva sofisticirani sustav medustani¢nih signala i stupanj stani¢ne specijalizacije. Jedva je
zapoceto desifriranje sustava ekoloskih znakova i fenotipskih odgovora koji oblikuju
mikrobioloske zajednice s viSe vrsta koje prevladavaju u veéini ekosustava i ve¢ su i same
zajednice pocele svjedociti izuzetno sloZenom razvojnom procesu. Ovaj razvojni proces je
jedinstven u biologiji po tome $to ukljucuje koordiniranu aktivnost nekoliko relativno malih
prokariotskih genoma, umjesto jednog ili vise velikih i koordiniranih eukariotskih genoma,
kako bi se proizvela funkcionalna viSestani¢na zajednica. Ovaj pojam mijenja percepciju
polozaja bakterija u hijerarhiji zivih bi¢a jer su pojedinaéne stanice koje smo proucavali u
planktonskim kulturama zapravo c¢lanovi koordiniranih viSestani¢nih zajednica Cija se

kompleksnost i sofisticiranost tek sada pocinje cijeniti (Stoodley i sur. 2002).

Kao i u mnogim procesima diferencijacije u razli¢itim bioloskim sustavima, proces
diferencijacije koji pretvara malu skupinu adherentnih bakterija u gustu zajednicu biofilma
zatvorenu u matriksu na koloniziranoj podlozi najprije se percipira kao niz morfoloskih
promjena. Pojedinane adherentne stanice koje pokre¢u formiranje biofilma na povrSini
okruzuju samo male koli¢ine izvanstani¢ne polimerne tvari i mnoge su sposobne samostalno
se kretati pomocu trzanja ili klizanja posredovanih pilusom. Ove pri¢vrs¢ene stanice jo$ nisu
"predane” procesu diferencijacije koji dovodi do formiranja biofilma i mnoge bi zapravo
mogle napustiti podlogu da bi nastavile s planktonskim na¢inom zivota. Tijekom ove faze
reverzibilne adhezije, bakterije pokazuju nekoliko specifi¢nih ponasanja ovisno o vrsti, koje
ukljucuju valjanje, puzanje, formiranje agregata i formaciju u redovima, prije nego $to pocnu
izlu¢ivati EPS i nepovratno se pri¢vrste (Stoodley i sur. 2002). Davies i Geesey (1995) su
pokazali da je u bakteriji Pseudomonas aeruginosa klaster gena odgovoran za proizvodnju
alginata reguliran u roku od 15 minuta od pocetnog kontakta stanica s koloniziranom
povrsinom i da taj geneticki dogadaj inicira proces formiranja biofilma. Genska regulacija
tijekom stvaranja biofilma kontrolira prebacivanje s planktonskog nacina rasta na rast
biofilma. Kako biofilmovi sazrijevaju, oni razvijaju osnovnu arhitekturu mikrokolonija i
vodenih kanala koja je sada dobro prepoznata u prirodnim i in vitro biofilmovima te mnoge

stanice mijenjaju fizioloSke procese (npr. rastu anaerobno) kao odgovor na uvjete u svojim



niSama. Pojedina¢ne mikrokolonije mogu se odvojiti od povrSine ili mogu dovesti do
planktonskih revertanata koji plivaju ili plutaju dalje od ovih zatvorenih matriksnih struktura,
ostavljaju¢i Suplje ostatke mikrokolonija ili prazne prostore koji postaju dijelovi vodenih
kanala. Osim toga, cijele mikrokolonije se mogu prirodno odvojiti od biofilma (bez o¢itih
smetnji u sustavu) iako su mehanizmi koji stoje iza tog fenomena jo$ nejasni. Pretpostavlja se
da gladovanje moze dovesti do odstranjivanja pomocu nepoznatog mehanizma Kkoji
omogucuje bakterijama da traze staniSta bogatija hranjivim tvarima. Odvojene stanice iz
biofilma vracaju se planktonskom nacinu rasta s ¢ime zatvaraju puni krug zivotnog ciklusa
razvoja biofilma. Ovi procesi nisu nuzno sinkronizirani u cijelom biofilmu, ali su Cesto
lokalizirani tako da u bilo kojem trenutku mali prostor na povrsSini moze sadrzavati biofilm u

svakoj razvojnoj fazi (Stoodley i sur. 2002).

Kao $to mozemo vidjeti na slici 3., formacija biofilma se dogada u vise stadija, prvo
stanice dodu u kontakt s povrS§inom (1) na koju se onda ireverzibilno vezu (2), zatim
prilijepljene stanice stvaraju matriks i razmnozavaju se, te stvaraju takozvanu mikrokoloniju
(3) iz koje ¢e se razviti biofilm (4). Unutar biofilma stanice mogu biti fizioloski diferencirane
zbog razlicitih uvjeta u kojima se nalaze zbog ogranicene difuzije nutrijenata i kisika unutar
biofilma (Stoodley i sur. 2002). U zadnjem stadiju stanice se mogu odvojiti iz biofilma
pasivnim nacinom (struganjem, erozijom, promjenama U dostupnosti nutrijenata) il

mehanizmima za koje su odgovorne stanice biofilma (5) (Wijman i sur. 2007).
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Slika 3. Model razvoja bakterijskog biofilma (Ghigo 2003).



Postoje barem tri mehanizma pomocu kojih moze do¢i do formacije biofilma. Jedan
od njih je preraspodjela prilijepljenih stanica povrSinskom pokretljivo§¢u. Drugi mehanizam
je pomocu binarne diobe prilijepljenih stanica. Kako se stanice dijele, stanice kéeri se raSire
prema van i1 prema gore od povrSine vezanja kako bi oblikovale stani¢ne nakupine, na slican
natin kao formacija kolonija na agarnim podlogama. Tre¢i mehanizam agregacije je
regrutacija stanica iz rasutog fluida u biofilm u razvoju. Relativni doprinos svakog od ovih
mehanizama ovisi o ukljuéenim organizmima, prirodi povrsine koja se kolonizira te fizickim i
kemijskim uvjetima okoline. U oligotrofnim okruzenjima zreli biofilmovi mogu se sastojati
od male gustoce stanica s relativno malom strukturalnom slozeno$¢u. Biofilmu moze trebati i
do deset dana do strukturalne zrelosti, na temelju mikroskopski izmjerenih fizickih dimenzija
i vizualne usporedbe. Iz tog razloga moramo biti pazljivi da ne pogrijeSimo interpretaciju
retardacije biofilma u pocetnim dogadajima vezanja, Sto je uzrokovano odredenim genskim
nokautom, uz potpuno suzbijanje razvoja biofilma. U bakterijama Pseudomonas putida i
Escherichia coli pokazano je da se aktivnost stanica u srediStima stani¢nih klastera (engl. cell
clusters) smanjila kad su klasteri narasli, ali njihova aktivnost moze biti obnovljena dodatkom
lak$e iskoristivog izvora ugljika, $to ukazuje na to da se stani¢na aktivnost u unutra$njosti
klastera moze kontrolirati dostupno$¢u hranjivih tvari (Stoodley i sur. 2002). De Beer i sur.
(1994) pokazali su da kanali koji okruZzuju stani¢ne klastere mogu povecati opskrbu kisikom (i
ostalim hranjivim tvarima) bakterijama unutar biofilma, tako povezuju¢i strukturu s
funkcijom. Cini se da je struktura biofilma u velikoj mjeri odredena proizvodnjom matriksa
(koji se sastoji od EPS-a) te joj on pruza strukturalnu podrsku za biofilm. Neke studije su
pokazale da prekidom proizvodnje EPS-a dolazi do manje strukturne kompleksnosti i do vece
osjetljivosti na antimikrobna sredstva, dok je inducirana pretjerana proizvodnja EPS-a imala

suprotan u¢inak (Stoodley i sur. 2002).

U posebnim uvjetima pokretljivost poti¢e stvaranje biofilma. Pokretljivost je
neophodna za bakterije da dodu do povrSina pogodnih za formiranje biofilma. U stati¢nim
uvjetima dosezanje granice voda-zrak, gdje se stvara biofilm, je veliki zahtjev, dok u
proto¢nom sustavu bakterija moze imati pristup dnu staklenog predmetnog stakalca pomocu
sedimentacije. Stoga, pokretljivost je vazna za formiranje biofilma u staklenim cijevima i
mikrotitarskim plo¢ama (stacionarnim sustavima), ali ne i u proto¢nom sustavu. Pokretljivost
takoder promice regrutaciju planktonskih stanica unutar biofilma dopustaju¢i pokretljivim
bakterijama da udu u cijeli biofilm. Konac¢no, pokretljivost je ukljucena i u Sirenje biofilma na

staklene povrSine (Houry i sur. 2010).



Stanice unutar biofilma su okruzene matriksom i stanicama u vanjskom sloju biofilma,
koji ih Stite od grubih utjecaja iz okoliSa ¢ime ih ¢ine otpornijima na sredstva za ¢iS¢enje i
druge antimikrobne tvari. Osim uloge matriksa, niska stopa rasta stanica i obrasci ekspresije
gena specifi¢ni za biofilm mogu takoder povecati otpornost stanica biofilma. Stoga, formacija
biofilma moze uzrokovati velike ekonomske gubitke zbog kvara opreme i skradivanja
vremena izmedu sterilizacije opreme. Kontaminacija proizvoda putem stanica biofilma moze
uzrokovati naknadno ogranicenje roka trajanja i povecati sigurnosne mjere (Wijman i sur.

2007).

Osim ekonomskih problema u industriji biofilmovi su postali i znacajan problem za
zdravstvene ustanove, budu¢i da su mikroorganizmi povezani s biofilmom manje osjetljivi na
antimikrobne lijekove i tretmane. Bakterije u biofilmu mogu biti do 1000 puta otpornije na
antibakterijska sredstva od istih organizama koji su uzgojeni planktonski. Takva otpornost
nije pokazana samo prema antibioticima i antisepticima veé¢ i prema Visoko reaktivnim
kemikalijama. Predlozeno je nekoliko ¢imbenika koji bi se mogli uzeti u obzir za otpornost
biofilma: a) spor rast, b) prisutnost matriksa koji moze usporiti difuziju kemikalija ili
inaktivirati antibakterijska sredstava i c) fenotipske promjene bakterija koje rezultiraju
otporno$¢u te se pojavljuju u biofilmskom okruzenju. lako je svako od ovih objasnjenja
podrzano dokazima, jedan mehanizam se ne moZe uzeti u obzir pri promatranju opce

otpornosti (Scher i sur. 2005).

Pri¢vri¢enje na podlogu je prva faza u formiranju biofilma, a kasniji rast ¢esto krene
uz proizvodnju opsezne mreze izvanstani¢nih polimernih tvari koje olakSavaju gusto
prianjanje bakterija na stanice kéeri i na podlogu. Bliska fizi¢ka povezanost stanica unutar
matriksa rezultira strukturom koja ima znacajna fizikalna svojstva i koja dovodi do razvoja
novih bakterijskih fenotipova (Scher i sur. 2005). Sadrzaj i arhitektura biofilmova su vrlo
varijabilni i heterogeni te variraju od otvorenih sustava s kanalima i stupovima bakterija do
struktura bez ocitih pora 1 gusto nabijenim stanicama, §to sugerira da su bakterijski fenotipovi
i fiziologija takoder varijabilni (Constantin 2009). Oni ne ovise samo 0 bakterijskim sojevima
koji ¢ine biofilm, ve¢ i 0 materijalu podloge te rastu i okolisnim uvjetima. Na primjer sadrzaj
biofilma Salmonella spp. varira ovisno o podlozi. Kod biofilmova stvorenih na staklu
pokazalo se da je celuloza primarni egzopolisaharid, dok celuloza nije bila glavna
komponenta u proizvodnji biofilma na Zu¢nom kamenu. Otpornost salmonele na sredstva za
dezinfekciju takoder varira ovisno o podlozi. Stanice biofilma na nehrdaju¢em ¢eliku su bile

znacajno osjetljivije od onih na plasti¢noj podlozi. Vecina pozornosti je uglavnom usmjerena
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na biofilmove koji se stvaraju na granici ¢vrste tvari i tekucine ili ¢vrste tvari i zraka, ali i
nekoliko drugih vrsta povrsina takoder pruzaju ekoloske moguénosti za bakterije. Jedna od

njih je i granica izmedu tekucine i zraka koja se rijetko proucavala (Scher i sur. 2005).

U ovom radu fokus ¢e biti na razvoju biofilma upravo na granici voda-zrak jer
stvaranje biofilma na toj granici moze predstavljati veliki problem industrijskim vodenim
sustavima. Granica voda-zrak selektivno pogoduje aerobnim i fakultativno anaerobnim
bakterijama jer kada ju koloniziraju pruza im pristup plinovitoj fazi (kisik) i tekucoj fazi
(hranjive tvari i voda) (Constantin 2009).

Cilj ovoga rada je istraziti nacin stvaranja biofilma bakterije Bacillus cereus na granici
voda-zrak kroz vrijeme i s obzirom na uvjete uzgoja (uz kontinuirano dodavanje svjezeg
hranjivog medija ili bez dodavanja istog). Te uz pomo¢ dobivenih rezultata predloZziti model

stvaranja biofilma bakterije Bacillus cereus na granici voda-zrak.
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2. MATERIJALI | METODE:

Za eksperimentalni dio rada bakterija Bacillus cereus 4080 LBK je nasadena na krutu
hranjivu podlogu Luria-Bertani, sastava (po 1 L destilirane vode): 10 g tripton, 5 g kvascevog
ekstrakta, 5 g soli i 20 g agara. Zatim su u autoklavu sterilizirana dvadeset i dva predmetna
stakalca te je pripremljen tekuci Luria-Bertani medij (LB-medij). Potom je pipetom (LLG
Labware, Njemacka) otpipetirano po 20 mL tekuceg LB-medija u velike plasti¢ne epruvete
(50 mL) koje su zatim sterilizirane u autoklavu. Pripremljena je i sterilna voda sastava: 3 g
NaCl po 1 L destilirane vode, s kojom je napunjena bocica sa Strcaljkom, koja je sluzila za
ispiranje viska bakterijske biomase s predmetnih stakalaca, te je otpipetirano i po 9 mL

sterilne vode u staklene epruvete i sve takoder sterilizirano u autoklavu.

Nakon 24 sata rasta bakterije Bacillus cereus na krutoj LB hranjivoj podlozi
napravljena je bakterijska suspenzija tako Sto je sterilnom ezom uzeta bakterijska biomasa s
hranjive podloge koja je potom dva puta uronjena u epruvetu sa sterilnom vodom. Potom je
bakterijska suspenzija vorteksirana (Vortex technoKartell TK3S, Italija) sve dok nije
postignuta homogena suspenzija. Postupak je ponovljen u jo$ dvije epruvete. Zatim je
otpipetiran po 1 mL bakterijske suspenzije u dvadeset i dvije velike plastine epruvete s
teku¢im LB-medijem. Epruvete su potom lagano promijesane te su uronjena predmetna
stakalca koja su prethodno zagrijana na Biinsenovom plameniku (da bi se uklonile eventualne
masne naslage s predmetnog stakalca) i sterilizirana u autoklavu. Predmetna stakalca su
sluzila kao podloga za rast biofilma te su do pola uronjena u teku¢i medij $to je omogucéilo
promatranje tri faze, dio stakalca koji je u teku¢em mediju (vodena faza), interfazu, tj. granicu
voda-zrak te dio stakalca koji se nalazi u zraku (plinovita faza). Zatim su sve epruvete s
predmetnim stakalcima stavljene u mijesalicu (Orbital Shaker, Biosan OS-10, Latvija) koja je
prethodno namjestena na lagano mijesanje na 50 RPM (engl. revolutions per minute) te u
inkubator (Memmert IPP 400, GmbH + Co. KG, Njemacka) na 30 °C te su ¢epovi na svim

epruvetama ostavljeni labavo zatvorenima (zbog protoka kisika).

Eksperiment je proveden u dva dijela, u prvom dijelu je promatran razvoj biofilma
nakon jednog, treceg, Sestog, devetog, petnaestog, dvadeset i prvog te cetrdeset i drugog dana
s mijenjanjem medija svaki tre¢i dan. Mijenjanje medija je provodeno uranjanjem predmetnog
stakalca u novo pripremljenu veliku plasti¢nu epruvetu s teku¢im LB-medijem. U drugom

dijelu eksperimenta medij nije mijenjan te je promatran razvoj biofilma nakon Sestog,
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devetog, petnaestog te dvadeset i prvog dana. Uz to, u oba dijela eksperimenta, promatran je i
razvoj endospora na predmetnim stakalcima. Zbog toga su uzete po dvije epruvete s LB-
medijem i uronjenim predmetnim stakalcem za sve navedene vremenske periode, jedna za
promatranje razvoja matriksa, a druga za promatranje endospora. Prije promatranja
predmetnih stakalaca s unaprijed odredenim vremenom inkubacije pogledan je i ,,nulti* dan
pod mikroskopom tako da je kapljica bakterijske suspenzije stavljena na dva stakalca (jedno

za matriks, a drugo za endospore) koja su zatim ostavljena da se suSe na zraku.

Nakon isteka unaprijed odredenog vremena inkubacije predmetna stakalca su izvadena
iz epruveta pomocu sterilizirane pincete te su zatim isprana sterilnom vodom i ostavljena da
se osuSe. Prije bojanja predmetna stakalca su fiksirana. Preparati su bojani pomoc¢u dvije
metode, Schaeffer-Fulton metoda za bojanje endospora (ES) i Alcian blue za bojanje matriksa
(EPS). Za bojanje ES-a prvo je nakapano malahitno zelenilo (Kemika, Hrvatska) na preparat
koji smo potom zagrijavali tri puta da bi boja bolje prodrla u spore te se pri tome pazilo da
boja ne prokljuca. Potom se preparat isprao vodovodnom vodom te je zatim uronjen u boju
karbol fuksin (Kemika, Hrvatska) na jednu minutu. Ponovno je ispran vodovodnom vodom te
je visak boje pokupljen papirom. Za bojanje EPS-a predmetno stakalce je uronjeno u boju
Alcian blue (Kemika, Hrvatska) na tri minute, potom ispran vodovodnom vodom. Zatim je
uronjen u karbol fuksin na jednu minutu te ponovno ispran vodovodnom vodom i visak boje
je takoder pokupljen. Istim nacinom je obojen i ,nulti“ dan. Pripremljeni preparati su
promatrani na mikroskopu (Olympus CX21, Japan) uz pomo¢ imerzijskog ulja na poveéanju
x1000. Svi dobiveni rezultati su fotografski dokumentirani te su isti upotrijebljeni u ovom

radu.
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3. REZULTATI

3.1. ,Nulti®, prvi i treéi dan

U ovom istrazivanju proucavan je razvoj biofilma, tj. nastanak matriksa i razvitak
endospora nakon unaprijed odredenog vremenskog perioda te je prije pocCetka eksperimenta
promatran i ,,nulti“ dan poslije bojanja EPS-a i ES-a. Nije doslo do obojenja matriksa u EPS
uzorku (Slika 4.) te je pronaden mali broj pojedina¢nih vegetativnih stanica (crveno obojenje)

u oba uzorka s tim da je u ES uzorku pronaden mali broj endospora (Slika 5).

Slika 4. EPS ,,nulti“ dan Slika 5. ES ,,nulti* dan

Nakon jednog dana na interfazi (granica voda-zrak) EPS preparata pronaden je veci
broj vegetativnih stanica (Slika 6.). Izvan interfaze su pronadene samo pojedinacne

vegetativne stanice u malom broju (Slika 7.).

Prvog dana na ES preparatu u podrucju interfaze je takoder pronaden veliki broj
vegetativnih stanica, kao i endospora koje su se zelenkasto obojile (Slika 8.). lzvan interfaze
je pronaden puno manji broj endospora 1 vegetativnih stanica, ve¢inom pojedinaénih, ali

pronadeno je 1 nekoliko mikrokolonija (Slika 9.).
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Slika 7. EPS prvi dan - izvan interfaze
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Slika 8. ES prvi dan - interfaza Slika 9. ES prvi dan - izvan interfaze

Nakon tre¢eg dana makroskopski je primije¢eno da bakterijska biomasa tone, tj. da ne
stvara pelikule na povr$ini. Na EPS preparatu na donjem dijelu stakalca koje je bilo u vodi
pronaden je mali broj pojedina¢nih vegetativnih stanica. Pomicanjem prema interfazi doslo je
do razvitka mikrokolonija i znafajno se povecao broj vegetativnih stanica. U interfazi su
pronadene nakupine vegetativnih stanica (Slika 10.), a pomicanjem prema dijelu stakalca koji
se nalazi u zraku pronadene su mikrokolonije i pojedinacne vegetativne stanice i veliki broj
endospora (Slika 11.). Daljnjim udaljavanjem od interfaze su ve¢inom pronadene endospore

uz koju pojedinacnu vegetativnu stanicu.
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Slika 10. EPS tre¢i dan - interfaza Slika 11. EPS treéi dan - zrak

Tre¢i dan na ES predmetnom stakalcu koje je bilo na dnu vodenog medija pronaden je
manji broj pojedinaénih vegetativnih stanica, a priblizavanjem interfazi nadene su
mikrokolonije vegetativnih stanica i endospore. U interfazi je pronaden veliki broj endospora
kao 1 veliki broj vegetativnih stanica (Slika 12.). Udaljavanjem od interfaze prema dijelu
stakalca koji se nalazi u zraku pronaden je veéi broj endospora s malo pojedinacnih
vegetativnih stanica (Slika 13.), s tim da su endospore pronadene i relativno visoko na

predmetnom stakalcu.

Slika 12. ES tre¢i dan - interfaza Slika 13. ES tre¢i dan - zrak

3.2. Uzorci s mijenjanjem medija (6., 9., 15., 21. i 42. dan)

Nakon Sestog dana na EPS preparatu na dnu vodenog medija primijeene su samo

pojedinacne vegetativne stanice. Priblizavanjem interfazi uz pojedinacne stanice pronadene su
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i mikrokolonije vegetativnih stanica. U interfazi su pronadene nakupine vegetativnih stanica s
malom koli¢inom matriksa (plavo obojenje) (Slika 14.), a odmicanjem od interfaze prema
dijelu stakalca koji se nalazi na zraku pronadene su endospore i pojedinacne vegetativne
stanice s mikrokolonijama (Slika 15.). Daljnjim udaljavanjem pronaden je mali broj

vegetativnih stanica i endospora.

Slika 14. EPS 3esti dan - interfaza Slika 15. EPS $esti dan - zrak

Sesti dan na ES predmetnom stakalcu u vodenom mediju pronadene su pojedina¢ne
vegetativne stanice s nekoliko endospora, a priblizavanjem interfazi su primijeCene vece
koli¢ine mikrokolonija (Slika 16.) u odnosu na pojedina¢ne vegetativne stanice i uz njih su
pronadene i endospore. Na interfazi su pronadene velike nakupine vegetativnih stanica.
Odmicanjem prema dijelu stakalca u zraku primije¢ene su velike koli¢ine endospora s
pojedina¢nim vegetativnim stanicama, te nekoliko mikrokolonija. Daljnjim udaljavanjem

nadene su velike koli¢ine endospora s malim brojem vegetativnih stanica (Slika 17.).

8 I3
an

Slika 16. ES sesti dan - vodeni medij Slika 17. ES sesti dan - zrak
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Devetog dana na EPS stakalcu u vodenom mediju pronadene su samo pojedina¢ne
vegetativne stanice. Priblizavanjem interfazi primijeen je manji broj pojedinacnih
vegetativnih stanica, a vise mikrokolonija. U interfazi su pronadene velike nakupine
vegetativnih stanica s malo endospora, te je primijeCen i nastanak matriksa (Slika 18.).
Udaljavanjem prema dijelu stakalca u zraku nadene su mikrokolonije, pojedina¢ne
vegetativne stanice i velike koli¢ine endospora (Slika 19.), a nastavkom udaljavanja
pronadene su Vvelike koli¢ine endospora, ¢ak i jako visoko na predmetnom stakalcu, s malim

brojem vegetativnih stanica.

Slika 18. EPS deveti dan - interfaza Slika 19. EPS deveti dan - zrak, sa mjerilom

Nakon devetog dana na ES preparatu u vodenom mediju pronadene su pojedinacne
vegetativne stanice i mala koli¢ina endospora u zavr$nom stadiju razvoja (Citave obojene
zeleno). Priblizavanjem interfazi primijecena je veca koli¢ina mikrokolonija s malim brojem
endospora u zavrsnom stadiju. U interfazi su pronadene velike nakupine vegetativnih stanica s
endosporama u zavr§nom stadiju (Slika 20.). Udaljavanjem od interfaze u dijelu stakalca u

zraku prevladavaju endospore u zavr$nom stadiju s mikrokolonijama (Slika 21.).

Petnaestog dana na EPS preparatu u vodenom mediju pronadene su samo pojedinacne
vegetativne stanice, dok je pribliZavanjem interfazi pronadena manja koli¢ina pojedinacnih
vegetativnih stanica, a viSe mikrokolonjja. U interfazi je pronadena velika nakupina
vegetativnih stanica s malo endospora, te mala koli¢ina matriksa (Slika 22.). Udaljavanjem
prema dijelu stakalca u zraku naden je mali broj mikrokolonija i pojedinacnih vegetativnih
stanice te vece koli¢ine endospora (Slika 23.). Nastavkom udaljavanja pronasli smo ve¢inom

endospore, ¢ak 1 jako visoko na stakalcu.
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Slika 21. ES deveti dan - zrak

Slika 22. EPS 15. dan - interfaza Slika 23. EPS 15. dan - zrak

Nakon dvadeset i jednog dana na EPS preparatu u vodenom mediju pronaden je mali
broj endospora s malom koli¢inom pojedina¢nih vegetativnih stanica. Pomicanjem prema
interfazi pronaden je veliki broj endospora, pojedina¢nih vegetativnih stanica te mikrokolonija
i mala koli¢ina matriksa (Slika 24). U interfazi su pronadene endospore, matriks i velike
nakupine vegetativnih stanica (Slika 25.). Na drugom kraju interfaze na granici sa zrakom su
pronadene velike nakupine endospora S pojedinaénim vegetativnim stanicama i
mikrokolonijama. Udaljavanjem se broj endospora i pojedinac¢nih vegetativnih stanica

smanjio te endospore opet pronalazimo relativno visoko na stakalcu.
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Slika 24. EPS 21. dan - voda/interfaza Slika 25. EPS 21. dan - interfaza

Dvadeset i prvi dan na ES predmetnom stakalcu u vodenom mediju pronadene su male
koli¢ine pojedina¢nih vegetativnih stanica i endospora, ali se taj broj veoma povecéao
priblizavanjem interfazi (Slika 26.). U interfazi su uocene velike nakupine vegetativnih
stanica i endospora (Slika 27.). Udaljavanjem od interfaze smanjila se koli¢ina vegetativnih
stanica i endospora te su endospore opet pronadene relativno visoko u uzorku s nekoliko

mikrokolonija vegetativnih stanica.

Slika 26. ES dan - granica voda/interfaza Slika 27. ES 21. dan - interfaza

Nakon cetrdeset i drugog dana na EPS predmetnom stakalcu u vodenom mediju
pronadena je mala koli¢ina pojedinacnih vegetativnih stanica, dok se priblizavanjem interfazi
taj broj sve viSe povecavao uz nastanak mikrokolonija. U interfazi su uocene velike nakupine
vegetativnih stanica, te velika koli¢ina matriksa (Slika 28.) dok je u dijelu interfaze blize
zraku pronadena velika koli¢ina endospora. Odmicanjem od interfaze pronadene su

pojedinac¢ne vegetativne stanice, mikrokolonije i veliki broj endospora te je uofena mala
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koli¢ina matriksa oko njih (Slika 29.). Daljnjim odmicanjem od interfaze pronadene su velike

nakupine endospora visoko na preparatu uz nekoliko pojedina¢nih vegetativnih stanica.

Slika 28. EPS 42. dan - interfaza Slika 29. EPS 42. dan - zrak

Cetrdeset i drugog dana na ES preparatu u vodenom mediju pronadena je mala
koli¢ina pojedinac¢nih vegetativnih stanica i endospora. Priblizavanjem interfazi taj se broj
povecao te su pronadene i mikrokolonije vegetativnih stanica. U interfazi su uocene
endospore i velike nakupine vegetativnih stanica (Slika 30.) te se koli¢ina endospora znacajno
povecéala na dijelu interfaze blize zraku. Daljnjim udaljavanjem od interfaze pronadene su
endospore i pojedinaéne vegetativne stanice S nekoliko mikrokolonija (Slika 31.) te su

endospore opet pronadene relativno visoko na predmetnom stakalcu.

Slika 30. ES 42. dan - interfaza Slika 31. ES 42. dan - zrak
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3.3. Uzorci bez mijenjanja medija (6., 9., 15. i 21. dan)

Nakon Sestog dana na EPS preparatu na dnu vodenog medija pronadene su endospore,
pojedinacne vegetativne stanice i mikrokolonije. Priblizavanjem interfazi uocena je velika
koli¢ina endospora i vegetativnih stanica. U interfazi su pronadene nakupine vegetativnih
stanica s endosporama i s malom koli¢inom matriksa (Slika 32.). Odmicanjem od interfaze
prema dijelu stakalca koji se nalazi na zraku pronadeno je puno viSe endospora nego
pojedinac¢nih vegetativnih stanica i mikrokolonija (Slika 33.). Daljnjim udaljavanjem

pronadena je manja koli¢ina endospora i pojedina¢nih vegetativnih stanica.

Slika 32. EPS $esti dan - interfaza Slika 33. EPS Sesti dan - zrak

Sesti dan na ES predmetnom stakalcu u vodenom mediju pronadene su endospore,
mikrokolonije i pojedinacne vegetativne stanice. Priblizavanjem interfazi je pronadena veca
koli¢ina endospora s vegetativnim stanicama. Na interfazi su uocene velike koli¢ine
vegetativnih stanica i endospora (Slika 34.), a odmicanjem prema dijelu stakalca u zraku
primijeCene su vec¢inom endospore s malom koli¢inom mikrokolonija i pojedinacnih
vegetativnih stanica (Slika 35.). Daljnjim udaljavanjem pronadene su endospore i nekoliko

pojedinacnih vegetativnih stanica relativno visoko na stakalcu.
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Slika 34. ES Sesti dan - interfaza Slika 35. ES Sesti dan - zrak

Nakon devetog dana u obje epruvete (EPS i ES) makroskopski je doslo do promjene
boje medija, tj. medij je potamnio te je koli¢ina bakterijske biomase na interfazi bila zna¢ajno
manja u usporedbi s uzorcima s mijenjanjem medija. Na dijelu EPS stakalca koji je bio u
vodenom mediju pronadena je manja koli¢ina pojedina¢nih vegetativnih stanica i endospora.
U interfazi su pronadene nakupine vegetativnih stanica s endosporama te je uocena mala
koli¢ina matriksa (Slika 36.). Udaljavanjem prema dijelu stakalca u zraku veéinom su

pronadene endospore s malom koli¢inom mikrokolonija i pojedina¢nih vegetativnih stanica

(Slika 37.).

s 4
-
-l

Slika 36. EPS deveti dan - interfaza Slika 37. EPS deveti dan - zrak

Devetog dana na ES preparatu u vodenom mediju pronadeno je manje endospora i
pojedinacnih vegetativnih stanica u odnosu na deveti dan s mijenjanjem medija. U interfazi su

pronadene nakupine vegetativnih stanica i endospora, ali znacajno manje koli¢ine nego U
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uzorcima s mijenjanjem medija (Slika 38.). Udaljavanjem od interfaze u dijelu stakalca koje
se nalazi u zraku pronadene su mikrokolonije, pojedina¢ne vegetativne stanice i velika
koli¢ina endospora (Slika 39.).

Slika 38. ES deveti dan - interfaza Slika 39. ES deveti dan - zrak

Poslije petnaest dana bez mijenjanja medija na EPS uzorku u vodenom mediju
pronadena je mala koli¢ina endospora S pojedina¢nim vegetativnim stanicama, dok su
priblizavanjem interfazi pronadene i mikrokolonije. U interfazi je pronadena veca koli¢ina
vegetativnih stanica i endospora s obzirom na ostali dio predmetnog stakalca (Slika 40.).
Odmicanjem od interfaze pronadene su velike nakupine endospora s malom Kkoli¢inom

pojedina¢nih vegetativnih stanica (Slika 41.), a daljnjim odmicanjem pronadeno je samo
nekoliko endospora.

Slika 40. EPS 15. dan - interfaza Slika 41. EPS 15. dan - zrak
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Petnaestog dana na ES preparatu u vodenom mediju pronadena je mala koli¢ina
endospora i pojedinacénih vegetativnih stanica, dok se priblizavanjem interfazi taj broj
povecao te su pronadene i mikrokolonije. U interfazi su uoc¢ene velike nakupine endospora i
vegetativnih stanica, s tim da su endospore bile u zna¢ajno vecem broju (Slika 42.). Na
prijelazu prema zraku pronadene su velike koli¢ine endospora i malo pojedina¢nih
vegetativnih stanica (Slika 43.). Daljnjim udaljavanjem su prevladavale spore s malim brojem

pojedina¢nih vegetativnih stanica.

Slika 42. ES 15. dan - interfaza Slika 43. ES 15. dan - zrak

Poslije dvadeset i prvog dana na EPS preparatu u vodenom mediju pronadena je
izuzetno mala koli¢ina endospora (Slika 44.). U interfazi su uoceni samo ostatci prijasnje
bakterijske biomase (Slika 45.). Odmicanjem od interfaze su takoder pronadeni samo ostatci

prijasnjih vegetativnih stanica.

Slika 44. EPS 21. dan - voda Slika 45. EPS 21. dan - interfaza
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Nakon dvadeset i prvog dana na ES preparatu u vodenom mediju pronaden je mali
broj endospora i pojedina¢nih vegetativnih stanica. Na interfazi je pronaden veéi broj
vegetativnih stanica i endospora u odnosu na ostatak uzorka (Slika 46.). Udaljavanjem od
interfaze pronadeno je vise endospora U odnosu na vegetativne stanice te smo opet pronasli

endospore jako visoko na stakalcu (Slika 47.).

- ,;.‘i,v

Slika 46. ES 21. dan - interfaza Slika 47. ES 21. dan - zrak
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4. RASPRAVA

4.1. ,Nulti, prvii treéi dan

Prije pocetka eksperimenta promatran je ,,nulti dan poslije bojanja EPS-a i ES-a radi
referentne vrijednosti. Kao $to je bilo i oc¢ekivano nije doSlo do obojenja matriksa u EPS
uzorku, jer se biofilm nije ni mogao razviti s obzirom na to da je samo stavljena kapljica
bakterijske suspenzije na predmetno stakalce koje je zatim obojeno. Pronaden je mali broj
pojedina¢nih vegetativnih stanica u oba uzorka te je u ES uzorku pronaden mali broj obojenih

endospora koje su vjerojatno postojale i u EPS uzorku, ali se nisu mogle uociti.

Nakon jednog dana primjecuje se velika razlika u usporedbi s ,,nultim“ danom. Na
interfazi (granica voda-zrak) oba uzorka (EPS i ES) pronaden je veci broj vegetativnih
stanica, s tim da su u ES uzorku pronadene i endospore na interfazi kojih je vjerojatno i bilo u
EPS uzorku, ali nisu bile toliko uoc¢ljive. Dok je izvan interfaze u vodenom i plinovitom
mediju oba uzorka pronaden samo mali broj pojedinac¢nih vegetativnih stanica s malom

koli¢inom endospora u ES uzorku.

Nakon trec¢eg dana makroskopski je primije¢eno da bakterijska biomasa tone, tj. da ne
stvara pelikule na povrSini. Ali na oba uzorka na donjem dijelu stakalca, koje je bilo u
tekucem mediju, najéesc¢e nije pronadeno nista ili jako mali broj pojedinacnih vegetativnih
stanica. Stoga bez obzira na to §to se na dnu uzorka nalazila velika koli¢ina bakterijske
biomase to podruc¢je nije pogodovalo pocetku stvaranja biofilma na predmetnom stakalcu
(vjerojatno zbog nedostatka kisika). Nakon tri dana inkubacije u oba uzorka i u vodenom i
plinovitom mediju bliZze interfazi je primije¢ena veca brojnost vegetativnih stanica i
endospora. U interfazi je doSlo do razvitka mikrokolonija i znafajno se povecao broj
vegetativnih stanica i endospora, ali jo§ uvijek nije doslo do razvoja matriksa. U usporedbi s
radovima Wijman i sur. (2007) i Lindsay i sur. (2006), koji su se takoder bavili razvojem
biofilma bakterije B. cereus, u kojima je do razvitka biofilma doslo nakon 24 h ili 48 h ovi
rezultati su bili iznenadujuéi. Uz to su pronadene endospore relativno visoko na predmetnom
stakalcu u plinovitom mediju Sto je potvrda da B. cereus sporulira u zraku kao §to je veé

uoceno istrazivanjem Drobniewski (1993).
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4.2. Uzorci s mijenjanjem medija (6., 9., 15., 21. i 42. dan)

Nakon Sestog dana inkubacije s mijenjanjem medija u oba uzorka na dnu vodenog
medija primije¢ene su samo pojedinacne vegetativne stanice s malim brojem endospora u ES
uzorku. U vodenom mediju priblizavanjem interfazi uz pojedinacne stanice pronadene su i
vece koli¢ine mikrokolonija vegetativnih stanica u usporedbi s pojedina¢nim vegetativnim
stanicama te je pronaden manji broj endospora u ES uzorku. U interfazi su pronadene
nakupine vegetativnih stanica u oba uzorka s malom koli¢inom matriksa u EPS uzorku.
Odmicanjem od interfaze prema plinovitom mediju pronadene su endospore i pojedinacne
vegetativne stanice s mikrokolonijama. Daljnjim udaljavanjem pronaden je mali broj

pojedinacnih vegetativnih stanica i endospora ¢ija je koli¢ina bila znatno ve¢a u ES uzorku.

Poslije devet dana inkubacije u vodenom mediju pronadene su samo pojedinacne
vegetativne stanice, s tim da su u ES uzorku pronadene i endospore u zavr§nom stadiju
razvoja. Priblizavanjem interfazi primije¢eno je manje pojedinac¢nih vegetativnih stanica, a
viSe mikrokolonija te su u ES uzorku takoder uo€ene endospore u zavrsnom stadiju razvoja. U
interfazi su pronadene velike nakupine vegetativnih stanica s malim brojem endospora u
zavrsnom stadiju te su primijeene i vece koli¢ine matriksa u EPS uzorku. Udaljavanjem od
interfaze prema dijelu stakalca u plinovitom mediju pronadene su mikrokolonije, pojedinacne
vegetativne stanice i velike koli¢ine endospora u zavr$nom stadiju, a nastavkom udaljavanja
pronadene su velike koli¢ine endospora u zavr$nom stadiju, ¢ak i jako visoko na stakalcu, s

malim brojem pojedinacnih vegetativnih stanica.

Petnaestog dana na EPS preparatu u vodenom mediju pronadene su samo pojedinacne
vegetativne stanice, dok je pribliZavanjem interfazi pronadena manja koli¢ina pojedina¢nih
vegetativnih stanica u usporedbi s mikrokolonijama. U interfazi su pronadene velike nakupine
vegetativnih stanica s malim brojem endospora, te mala koli¢ina matriksa. Udaljavanjem
prema dijelu stakalca u plinovitom mediju uocen je mali broj mikrokolonija i pojedina¢nih
vegetativnih stanice te vece koli¢ine endospora. Nastavkom udaljavanja pronasli smo
ve¢inom endospore, ¢ak i jako visoko na stakalcu. Nazalost nemamo podatke o ES uzorku
poslije petnaest dana inkubacije, ali bi podatci vjerojatno bili jako slicni EPS uzorku jer se ve¢
sad primjecuje odredeni model razvoja biofilma bakterije B. cereus o ¢emu ¢e vise biti receno

u nastavku rasprave.
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Nakon dvadeset i jednog dana na oba uzorka u vodenom mediju pronaden je mali broj
pojedinacnih vegetativnih stanica i endospora, €iji se broj znacajno povecavao priblizavanjem
interfazi te je uz njih pronaden veliki broj mikrokolonija i mala koli¢ina matriksa u EPS
uzorku. U interfazi su pronadene velike nakupine vegetativnih stanica i endospora s
matriksom u EPS uzorku. Na drugom kraju interfaze u plinovitom mediju su pronadene velike
nakupine endospora s pojedinatnim vegetativnim stanicama 1 mikrokolonijama.
Udaljavanjem od interfaze broj endospora i pojedinacnih vegetativnih stanica se smanjio te

endospore opet pronalazimo relativno visoko na stakalcu.

Nakon cetrdeset 1 drugog dana u oba uzorka u vodenom mediju pronadena je mala
koli¢ina pojedinacnih vegetativnih stanica s endosporama u ES uzorku, dok se pribliZavanjem
interfazi taj broj sve viSe povecavao uz nastanak mikrokolonija. U interfazi su uocene
endospore i velike nakupine vegetativnih stanica te velika koli¢ina matriksa u EPS uzorku,
dok je u dijelu interfaze blize zraku pronadena velika koli¢ina endospora u oba uzorka.
Odmicanjem od interfaze pronadene su pojedinacne vegetativne stanice, mikrokolonije i
veliki broj endospora, te je uoCena mala koli¢ina matriksa u EPS uzorku. Daljnjim
odmicanjem od interfaze u oba uzorka su pronadene velike nakupine endospora visoko na

preparatu uz nekoliko pojedina¢nih vegetativnih stanica.

Kao i u radu Constantin (2009) iz svega navedenog bi se moglo pretpostaviti da je
interfaza pogodno podruéje za razvoj i razmnozavanje aerobne ili fakultativno anaerobne
bakterije poput B. cereus jer joj pruza pristup kisiku u plinovitom mediju i hranjivim tvarima
u vodenom mediju. Uz to se moze pretpostaviti da interfaza nije samo pogodno podrucje za
razvitak vegetativnih stanica ve¢ 1 za sporulaciju bakterije B. cereus te su do slicnih

pretpostavki dosli 1 Wijman 1 sur. (2007).

4.3. Usporedba razvoja bakterije B. cereus u svim fazama od 1. do 42. dana s
mijenjanjem medija

Radi bolje usporedbe razvoja bakterije B. cereus u vodenoj fazi, interfazi i plinovitoj
fazi napravljen je slikoviti prikaz EPS uzoraka za svaku fazu kronoloski poredan od prvog do
Cetrdeset i drugog dana. U vodenoj fazi kao $to se moze primijetiti na slici 48. prevladavaju
uglavnom mikrokolonije vegetativnih stanica u usporedbi s pojedina¢nim vegetativnim

stanicama i endosporama, s tim da se njihov broj povecava s duljim vremenom inkubacije.

29



Prvi dan Treéi dan

.

S o

Sesti dan Deveti dan

’ ’ /
Sy . ALY

Slika 48. Kronoloski poredan razvoj bakterije B. cereus u vodenom mediju u EPS uzorcima s
mijenjanjem medija.

30



Petnaestog i1 ¢etrdeset 1 drugog dana u vodenoj fazi nije toliko vidljivo proporcionalno
povecavanje u usporedbi s danima prije njih, ali do toga je doSlo zbog greske u

fotodokumentaciji, tj. nije slikano isto podrucje na predmetnom stakalcu.

U kronoloski poredanim rezultatima na interfazi u EPS uzorku moze se lijepo vidjeti
povecéavanje koli¢ine matriksa od Sestog dana do Cetrdeset i drugog dana (Slika 49.). Te se
isto tako moZe zamijetiti povecanje broja vegetativnih stanica 1 endospora od prvog do

Cetrdeset 1 drugog dana.

Na slici 50. vidi se povecanje broja mikrokolonija i endospora s povecavanjem
vremena inkubacije s tim da koli¢ina endospora dominira u dvadeset i prvom i Cetrdeset i
drugom danu u usporedbi sa mikrokolonijama. Moguci razlog za to je poveéanje kompeticije

zbog povecanja bakterijske biomase u uzorcima.
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Slika 49. Kronoloski poredan razvoj bakterije B. cereus u interfazi u EPS uzorcima s
mijenjanjem medija.
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Slika 50. Kronoloski poredan razvoj bakterije B. cereus u plinovitoj fazi u EPS uzorcima s

mijenjanjem medija.
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4.4. Model razvoja biofilma bakterije B. cereus

Pomoc¢u podataka dobivenih iz eksperimenta s mijenjanjem medija razvijen je model
stvaranja biofilma bakterije B. cereus na predmetnom stakalcu kao §to je prikazano na slici
51. Tijekom ¢itavog eksperimenta na dnu predmetnog stakalca u vodenom mediju su
uglavnom uocene samo pojedinacne vegetativne stanice, dok je priblizavanjem interfazi doslo
do nastanka mikrokolonija vegetativnih stanica. Na granici voda-zrak je doslo do razvitka
velikih nakupina vegetativnih stanica s endosporama (¢iji se broj znacajno povecavao s duzim
vremenom inkubacije) te je Sestog dana doslo do razvitka matriksa ¢ija se koli¢ina takoder
povecavala s duljim vremenom inkubacije. Udaljavanjem od interfaze prema plinovitom
mediju su uglavnom pronadene mikrokolonije s ve¢om koli¢inom endospora, dok su daljnjim

udaljavanjem od interfaze uglavnom pronadene samo endospore i to ¢esto u velikom broju.

|

1

|

|
Nakupine

Pojedinacne
vegetativne
stanice

Mikrokolonije
vegetativnih
stanica

vegetativnih
stanica s

endosporama

i matriksom

Mikrokolonije

vegetativnih
stanica s

endosporama

Endospore

Vodeni medij Granica voda/zrak Plinoviti medij

Slika 51. Model razvoja biofilma bakterije B. cereus na predmetnom stakalcu

4.5. Usporedba uzoraka bez mijenjanja medija (6., 9., 15. i 21. dan) s uzorcima s
mijenjanjem medija

Nakon Sestog i devetog dana inkubacije bez mijenjanja medija makroskopski je
primije¢eno da nije doslo do taloZenja bakterijske biomase kao S§to je bio sluc¢aj u svim
uzorcima s mijenjanjem medija ve¢ se stvorila pelikula na granici voda-zrak. Iz toga bi se
moglo zakljuciti da se bakterijski biofilm ne razvija dodatno iz postojecih stanica pri¢vrS¢enih
za podlogu ve¢ da podlogu koloniziraju i slobodno pokretne stanice iz uzorka. U oba uzorka
poslije Sest dana inkubacije bez mijenjanja medija pronadeni su slicni podatci u usporedbi s

uzorcima s mijenjanjem medija, uz jednu iznimku, a to je veca koli¢ina endospora u sve tri
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faze (vodenoj fazi, interfazi i plinovitoj fazi). Dok je poslije devet dana inkubacije
primije¢ena znacajno manja koli¢ina vegetativnih stanica i endospora u svim fazama u
usporedbi s devetim danom s mijenjanjem medija te je i makroskopski doslo do zamucenja

medija.

Poslije petnaestog i dvadeset i prvog dana inkubacije bez mijenjanja medija
makroskopski je primije¢eno da bakterijska biomasa tone, tj. da vise nema pelikulu na granici
voda-zrak te se makroskopska koli¢ina bakterijske biomase na predmetnom stakalcu dodatno
smanjila u usporedbi s devetim danom bez mijenjanja medija. U oba uzorka poslije petnaest
dana inkubacije primije¢ena je jo§ manja koli¢ina vegetativnih stanica i endospora u svim
fazama u usporedbi s devetim danom bez mijenjanja medija te je takoder koli¢ina endospora
bila ve¢a u usporedbi s vegetativnim stanicama. Dok su poslije dvadeset i jednog dana
inkubacije pronadeni ve¢inom ostatci prijaSnje bakterijske biomase u svim fazama s malim

brojem endospora.

Iz svega navedenog bi se moglo pretpostaviti da ne mijenjanje medija jako loSe utjece
na bakteriju B. cereus $to se najbolje vidi iz uzoraka poslije dvadeset i jednog dana inkubacije
gdje je skoro doslo do kompletnog nestanka vegetativnih stanica i endospora bakterije B.
cereus na predmetnom stakalcu. Razlog tomu je vjerojatno nedostatak hranjivih tvari u
teku¢em mediju. Ali isto tako mozemo primijetiti povecanje sporulacije Sestog, devetog i
petnaestog dana kao odgovor bakterije B. cereus na nepovoljne uvjete. Zanemarivanjem
smanjivanja koli¢ine vegetativnih stanica i endospora u usporedbi s uzorcima s mijenjanjem
medija primjecujemo da je model razvoja biofilma sli¢an kao i onaj pretpostavljen za uzorke s
mijenjanjem medija uz iznimku da su endospore dominirale u usporedbi s vegetativnim

stanicama te da su pronadene u svim fazama.
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5. ZAKLJUCAK

Ovim istrazivanjem razvijen je model stvaranja biofilma bakterije B. cereus na granici
voda-zrak u kojem je dokazano da u vodenom mediju ne dolazi do razvitka biofilma veé
prevladavaju samo pojedinacne stanice. Formacija biofilma se dogada samo u interfazi dok u

plinovitom mediju prevladavaju endospore kao dokaz da bakterija B. cereus sporulira u zraku.

Takoder, rezultatima ovog istrazivanja dokazano je da postoje¢i model razvoja
bakterijskog biofilma nije primjenjiv u stacionarnim sustavima poput onog upotrijebljenog u
ovom eksperimentu jer bi po tom modelu u ovom eksperimentu trebalo do¢i do razvitka
biofilma i u vodenom i plinovitom mediju. Stoga bi u buducnosti trebalo odvojiti model
razvoja biofilma u stacionarnom sustavu od modela razvoja biofilma u proto¢nom sustavu jer

se jedan model ne moZe primijeniti u oba sustava.

Uz to, uz pomo¢ uzoraka s ne mijenjanjem medija moZe se pretpostaviti da se bakterije
ne $ire samo iz postojeceg biofilma, ve¢ da biofilm koloniziraju i slobodno pokretne bakterije.
Te se isto tako dobiveni model razvoja biofilma bakterije B. cereus moze primijeniti i na
uzorke s ne mijenjanjem medija uz iznimku $§to endospore dominiraju poslije devet dana
inkubacije u svim uzorcima kao odgovor na nepovoljne uvjete te da poslije dvadeset i prvog

dana inkubacije dolazi do odumiranja bakterijske biomase.

Ovim radom dokazano je da biofilm bakterije B. cereus sluzi kao mjesto iz kojeg se
moze Siriti velika koli¢ina vegetativnih stanica i endospora te da je granica voda-zrak
pogodno podrucje za razvoj i razmnozavanje aerobnih ili fakultativno anaerobnih bakterija
poput B. cereus jer im pruza pristup kisiku u plinovitom mediju i hranjivim tvarima u

vodenom mediju.
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