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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Lane Petkovi¢, naslova

ANTIMIKROBNO DJELOVANJE | ANTIBIOTICKA REZISTENCIJA PERIBACILLUS SPP.
IZOLIRANIH 1Z KRSKE SPILJE

Rod Peribacillus spada u porodicu Bacillaceae i tek je nedavno taksonomski odvojen od
roda Bacillus. Buduci da vrste roda Bacillus imaju znacajnu ulogu u odrzavanju terestrijalnih
ekosustava i velik potencijal primjene u poljoprivredi, pretpostavka je da pripadnici roda
Peribacillus takoder imaju iste znacajke. Cilj ovog istrazivanja je ispitati potencijal vrsta roda
Peribacillus izoliranih iz krske spilje za inhibiciju rasta humanih i biljnih patogena te istraziti
ulogu ovih vrsta u Sirenju antibioticke rezistencije u prirodi. Uzorci sedimenta i vode
prikupljeni iz spilje u blizini naselja Konjevrate na podru¢ju Sibensko-kninske Zupanije koristeni
su za izolaciju bakterija. Gram pozitivni izolati porasli na R2 agaru identificirani su MALDI-TOF
uredajem. Nakon identifikacije testirana je njihova rezistencija na pet klasa antibiotika
(karbapenemi, glikopeptidi, fluorokinoloni, makrolidi/linkozamidi i oksazolidinoni) disk
difuzijskom metodom. Antimikrobno djelovanje ispitano je na osam potencijalno patogenih
bakterija (E. coli, B. cereus, S. aureus, L. innocua, A. tumefaciens, E. amylovora, P. syringae i S.
enterica) koje izazivaju bolesti ljudi i biljaka te na plijesan Botrytis cinerea. Od 75 izoliranih
Gram pozitivnih izolata, 11,3 % je identificirano kao Peribacillus spp. Od 17 testiranih
Peribacillus izolata, 35,3 % ih je rezistentno na makrolide/linkozamide, 5,9 % ih je rezistentno
na fluorokinolone i oksazolidinone, dok niti jedan izolat nije pokazao rezistentnost na
karbapeneme i glikopeptide. Peribacillus izolati nisu pokazali inhibitorno djelovanje prema
patogenim bakterijama ili je ono vrlo slabo izrazeno kod 5,9 % izolata. Jako inhibitorno
djelovanje prema plijesni B. cinerea pokazalo je 47,1 % izolata.

Kljucne rijeci: krska spilja, Peribacillus, antibioti¢ka rezistencija, antimikrobno djelovanje



Summary
Of the master’s thesis — student Lane Petkovi¢, entitled

ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND ANTIBIOTIC RESISTANCE OF PERIBACILLUS SPP. ISOLATED
FROM A KARST CAVE

The genus Peribacillus belongs to the family Bacillaceae and has recently been
taxonomically separated from the genus Bacillus. Since species from the genus Bacillus play a
significant role in maintaining terrestrial ecosystems and have great potential for agricultural
applications, it is assumed that members of the Peribacillus genus also possess similar
characteristics. The aim of this research is to investigate the potential of Peribacillus species
isolated from a karst cave to inhibit the growth of human and plant pathogens and explore
the role of these species in the spread of antibiotic resistance in nature. Sediment and water
samples were collected from a cave near the settlement of Konjevrate in the Sibenik-Knin
County and used for the isolation of bacteria. Gram-positive isolates that grew on R2 agar
were identified using MALDI-TOF method. After identification, their resistance to five classes
of antibiotics (carbapenems, glycopeptides, fluoroquinolones, macrolides/lincosamides and
oxazolidinones) was tested by disk diffusion method. Antimicrobial activity was assessed
against eight potentially pathogenic bacteria (E. coli, B. cereus, S. aureus, L. innocua, A.
tumefaciens, E. amylovora, P. syringae and S. enterica) that cause diseases in humans and
plants and on the phytopathogenic mold Botrytis cinerea. Out of 75 isolated Gram positive
isolates, 11.3% were identified as Peribacillus spp. Out of 17 tested Peribacillus isolates, 35.3%
were resistant to macrolides/lincosamides and 5.9% were resistant to fluoroquinolones and
oxazolidinones, while none of the isolates showed resistance to carbapenems and
glycopeptides. Peribacillus isolates showed no inhibitory activity against pathogenic bacteria
or it was very weak in 5.9% of isolates. 47.1% of the isolates showed strong inhibitory activity
against B. cinerea.

Keywords: karst cave, Peribacillus, antibiotic resistance, antimicrobial activity



1. Uvod

Do otkri¢a prvog antibiotika, penicilina, 1928. godine, bakterijske infekcije bile su jedan
od glavnih uzroka smrti kod ljudi. Otkriéem i komercijalnom upotrebom antibiotika, Zivotni
vijek ljudske populacije je produzen. No upravo je to dovelo do novog problema; rezistencije
bakterija na Sirok spektar antibiotika (Adedeji 2016.). Ta otpornost je s jedne strane rezultat
prirodne rezistentnosti nekih bakterija (koju su posjedovale i prije otkri¢éa antibiotika),
genetske mutacije i/ili prijenosa gena (Adedeji 2016.; Khameneh et al. 2016.; Pallasch 2003.)
Sto ukazuje da i okolisni mikroorganizmi mogu biti izvor gena odgovornih za rezistenciju na
antibiotike (Bhullar et al. 2012.). S druge strane i najvec¢im dijelom, rezistencija je rezultat
prekomjerne primjene antibiotika u poljoprivredi, veterini i medicini preko kojih dolazi i do
zagadenja okolisa antibioticima (Romo i Quirds 2019.). Uz rezistenciju bakterija na antibiotike,
veliki problem danasnjice je i zagadenje okolisa uzrokovano intenzivnom (konvencionalnom)
poljoprivredom. Zagadenja su nastala prekomjernom uporabom mineralnih gnojiva i
sredstava za zastitu bilja, sve u svrhu Sto veceg prinosa po jedinici povrsine (Kisi¢ 2012.).
Prekomjerna gnojidba i primjena agrokemikalija dovele su i do smanjenja humusa u tlu, tla su
postala kisela, nepovoljne strukture, te se stvorio nepropusni sloj tla. Sva ta osteéenja
onemogucila su usvajanje makro i mikro hranjiva zbog ¢ega dolazi do manjeg prinosa i sve
vece upotrebe gnojiva. Osim gnojiva, veliki problem za okoli$ predstavlja i prekomjerna i
nekontrolirana upotreba sredstava za zastitu bilja zbog njihovog dugog vijeka raspada (Juri¢
2017.). Osim navedenih problema za poljoprivredu, prekomjerna upotreba mineralnih gnojiva
i sredstava za zastitu bilja, dovela je do njihovog ispiranja i isparavanja, Sto negativno utjece
na tlo, vodu i atmosferu (Juri¢ 2017.). Prelaskom s konvencionalnog na odrzivi nacin
gospodarenja u poljoprivredi, istrazuju se nacini kako na ekoloski nacin zamijeniti mineralna
gnojiva i ostale agrokemikalije. Jedan od nacina je koriStenje bioloskih preparata odnosno
zivih mikroorganizama, koji se nakon detaljne identifikacije i selekcije mogu koristiti kao
sredstva za bolju opskrbu tla hranjivima, biostimulatori ili biopesticidi (Mohanty et al. 2021.;
Poonam Pandurang 2021.). Bakterije roda Bacillus imaju brojne vazne uloge u terestrijalnom
ekosustavu, poput kruZenja hranjiva i antagonistickog djelovanja prema drugim
mikroorganizmima, te su stoga sastavni dio mnogih bioloskih preparata. Buduci da ne postoje
literaturni navodi o njima srodnim bakterijama roda Peribacillus, narocito onima izloranim iz
spilja, ovo istrazivanje dati ¢e uvid u potencijal vrsta roda Peribacillus u inhibiciji rasta
humanih i biljnih patogena te ulozi u Sirenju antibiotic¢ke rezistencije u prirodi, a kako bi se
evaluirao njihov potencijal primjene kao mikrobnih kultura.



1.1. Hipotezai ciljevi istrazivanja

Hipoteze ovog istrazivanja su da u krskim spiljama:

1. nalazimo bakterije roda Peribacillus

2. Peribacillus spp. izolati imaju potencijal inhibicije patogene mikrobiote, medutim
djelovanje ée ovisiti o vrsti patogenog mikroorganizma

3. izolati Peribacillus spp. pokazuju rezistenciju na pojedine antibiotike, medutim, s obzirom
na izostanak selektivnog pritiska u okoliSu u kojem obitavaju, rezistencija ¢e biti sporadi¢na i
neée imati znacajnu ulogu u Sirenju antibioti¢ke rezistencije u prirodi.

Cilj ovog istrazivanja je identificirati vrste roda Peribacillus izolirane iz krske spilje, istraziti
njihovo inhibitorno djelovanje prema patogenim mikroorganizmima, te odrediti njihov
obrazac rezistencije na antibiotike. Ovim radom Zeli se poblize istraziti potencijal ovih vrsta u
Sirenju antibioticke rezistencije u prirodi, te odrediti njihov potencijal u inhibiciji patogene
mikrobiote.

Specifi¢ni ciljevi ovog istraZivanja su:

1. lzolirati i identificirati Gram pozitivne bacile prikupljene iz krske spilje MALDI-TOF
uredajem.

2. Odrediti obrazac rezistencije Peribacillus vrsta na pet klasa antibiotika (karbapenemi,
glikopeptidi, fluorokinoloni, makrolidi / linkozamidi, te oksazolidinoni).

3. Odrediti inhibicijsko djelovanje prema biljnim i humanim patogenim mikrorganizmima (E.
coli, B. cereus, S. aureus, L. innocua, A. tumefaciens, E. amylovora, P. syringae, S. enterica i B.
cinerea).



2. Pregled literature

2.1. Opce karakteristike roda Bacillus i Peribacillus

Bacili su bakterije koje nalazimo primarno u tlu (Cesticama prasine) i vodi (Rogers i Parrott-
Sheffer 2020.). Medutim, zbog sposobnosti stvaranja endospora, mogu prezivjeti u svim
ekosustavima, pa tako i onim ekstremnim. Ovom rodu pripadaju termofilni, acidofilni,
alkalofilni, halotolerantni i halofilni organizmi (Baron 1996.). Spore su rezistentne na visoke
temperature, hladnoc¢u, UV zraenja i razna kemijska sredstva za dezinfekciju (Baron 1996.;
Rogers i Parrott-Sheffer 2020.).

Vrste roda Bacillus su pokretne bakterije Stapicastog oblika, gram pozitivne (Slika 1.),
aerobne ili fakultativno anaerobne. Bacillus spp. jedan je od najraznovrsnijih rodova, a sastoji
se od 273 potvrdenih vrsta (Borriss 2020.). Najpoznatije vrste ovog roda su patogeni Bacillus
anthracis, uzro€nik antraksa, B. cereus, uzro¢nik kvarenja hrane, te B. thuringiensis, koji
proizvodi Bt toksin koji se koristi u suzbijanju insekata. lako su najpoznatije bakterije patogeni,
vedi je broj korisnih bakterija, saprofita (Baron 1996; Rogers i Parrott-Sheffer 2020.).

Oni su katalaza pozitivni, indol i ureaza negativni te oksidaza varijabilni, mnogi su
fermentativni mikroorganizmi koriSteni u proizvodnji hrane, te su prisutni i u probioticima
(Carter 1990.; Schultz et al. 2017.).

Bakterije ovog roda najbolje rastu pri temperaturi od 35°C, ali se mogu razmnozavati u
rasponu temperatura od 10 do 45°C te na pH od 4,35 do 9,30 (Marinculi¢ et al. 2009.).

Slika 1. Mikroskopski prikaz Bacillus subtilis bojanih po Gramu (lzvor:
https://id.pinterest.com/pin/316307573819947470/?amp _client id=CLIENT I1D%28 %29&mweb unauth id=%7B%7Bdefault.
session%7D%7D&amp url=https%3A%2F%2Fid.pinterest.com%2Famp%2Fpin%2F316307573819947470%2F&open_share=t -

pristup: 11.08.2023.)



https://id.pinterest.com/pin/316307573819947470/?amp_client_id=CLIENT_ID%28_%29&mweb_unauth_id=%7B%7Bdefault.session%7D%7D&amp_url=https%3A%2F%2Fid.pinterest.com%2Famp%2Fpin%2F316307573819947470%2F&open_share=t
https://id.pinterest.com/pin/316307573819947470/?amp_client_id=CLIENT_ID%28_%29&mweb_unauth_id=%7B%7Bdefault.session%7D%7D&amp_url=https%3A%2F%2Fid.pinterest.com%2Famp%2Fpin%2F316307573819947470%2F&open_share=t

Naziv Peribacillus spp. dolazi od grékog prefiksa “peri” Sto znaci “okolo, blizu” i latinske
imenice “bacillus” koja oznacava “mali Stap, Stapi¢”. Stoga “Peribacillus” oznacava
mikroorganizme koji su sli¢ni Stapicastim mikroorganizmima (Bacillus spp.). Prvotno su vrste
ovog roda pripadale rodu Bacillus dok nisu otkrivene karakteristike koje ih dijele od drugih
rodova porodice Bacillaceae. Bakterije roda Peribacillus posjeduju tri proteina (HAMP
domain-containing protein, fosfo-N-acetilmuramoil-pentapeptid-transferaza i protein
stupnja Il sporulacije E) koja Bacillus spp. nema (Patel i Gupta 2020.).

Clanovi roda Peribacillus su $tapiéaste, gram pozitivne, pokretne bakterije. Mogu se naci
u tlu i vodi (Bulgari et al. 2022.; Jiang et al. 2019.) te su aerobni ili fakultativho anaerobni
organizmi koji mogu prezivjeti temperature od 3 do 45 °C. lako su termofilni organizmi najvise
im za rast odgovara raspon temperature od 25 do 37 °C. Optimalni pH za njihov rast je 4,0, ali
rastu i urasponu od 3,0do 11,0 u prisutnosti NaCl-a u rasponu od 0 do 18 %, uz optimum od
10% (w/v) (Jiang et al. 2019.). U laboratoriju se uzgajaju na BHI (eng. Brain Heart infusion)
podlogama na kojima stvaraju sluzave bijele kolonije (Bulgari et al. 2022.; Patel i Gupta 2020.).

Prema Meier-Kolthoff et. al (2022), do 2022. otkrivena je 21 vrsta roda Peribacillus.
Najpoznatija vrsta ovog roda je P. simplex kojeg nalazimo ponajviSe u tlu, u zoni rizosfere
(Martinez-Hidalgo et al. 2021.; Patel i Gupta 2020.). Na Slici 2. prikazana je rasprostranjenost
vrste P. simplex u svijetu.
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Slika 2. Rasprostranjenost Peribacillus simplex u svijetu (Izvor: https://bacdive.dsmz.de/strain/790 - pristup
29.07.2023.)



https://bacdive.dsmz.de/strain/790

2.2. Uloga Bacillus spp. i Peribacillus spp. u tlu

Buducdi da je rod Peribacillus nedavno odvojen od roda Bacillus te ne postoje literaturni
podatci o ulozi Peribacillus vrsta u tlu, u ovom poglavlju fokus ¢e biti na Bacillus vrstama.

lako su najpoznatije vrste Bacillus spp. patogene bakterije, poput B. anthracis i B. cereus,
bakterije ovog roda i njihove srodnike roda Peribacillus mozemo pronaci ponajvise u
terestrickim ekosustavima gdje imaju znacajnu ulogu u kruzenju elemenata poput dusika,
ugljika, fosfora, kalija i metala, te kao biostimulatori (Baron 1996.; Duan et al. 2020.; Hayat et
al. 2010.; Kanizai Sari¢ 2023.; Saxena et al. 2020.).

Kada govorimo u ulozi Bacillus vrsta u tlu treba spomenuti njihovu ulogu u kruZenju dusika
(fiksatori). Za razliku od simbiotskih fiksatora dusika, vrste Bacillus spp. ne ulaze u simbiozu s
korijenovim sustavom visih biljaka ve¢ se nalaze slobodni u zoni rizosfere, gdje atmosferski
dusik fiksiraju i transformiraju u oblik pristupacan biljkama. Tu ulogu im omogucuju nifH geni.
Njih posjeduju brojne vrste ovog roda poput B. cereus, B. megaterium, B. oceanisediminis, B.
safensis, B. circulans i B. flexus (Yousuf et al. 2017.).

Vrste poput B. circulans, B. cereus, B. fusiformis, B. pumilus, B. megaterium, B. mycoides,
B. coagulans, B. chitinolyticus, B. subtilis imaju ulogu u kruzenju fosfora u prirodi (Sharma et
al. 2013.). Proizvodnjom organskih kiselina poput glukonske i limunske kiseline otapaju
fosfate u tlu i ¢ine ih pristupacnim biljkama (Mehta et al. 2013.). Uz proizvodnju organske
kiseline, Bacillus vrste poput B. flexus i B. megaterium posjeduju enzime fosfataze i fitaze
pomocu kojih pretvaraju organske fosfate u anorganske oblike (Farhat et al. 2008.; Ibarra-
Galeana et al. 2017.).

Osim u kruzenju dusika i fosfora, vrste Bacillus spp. imaju ulogu i u kruzenju kalija.
Bakterije poput B. velezensis, B. cereus, B. circulans, B. coagulans, B. edaphicus, B.
megaterium, B. subtilis, B. firmus, B. mycoides, B. decolorationis i B. horikoshii (Verma et al.
2015.) pokazale su sposobnost formiranja biljkama pristupacnog oblika kalija iz
nepristupacnog pomocu organskih kiselina. Osim proizvodnje organskih kiselina, navedene
bakterije proizvode izvanstani¢ne polisaharide pomo¢u kojih otapaju kalijeve minerale u tlu i
time stvaraju povoljan oblik kalija za biljke (Singh et al. 2015.).

Kada govorimo o njihovoj ulozi u kruZzenju elemenata u prirodi potrebno je jos spomenuti
i ulogu Bacillus spp. u kruzenju Zeljeza proizvodnjom siderofora. Njihova je proizvodnja
pronadena kod B. anthracis, B. thuringiensis, B. cereus, B. velezensis, B. atrophaeus, B.
mojavensis, B. licheniformis, B. pumilus, B. halodenitrificans i B. subtilis (Goswami et al. 2014.).
Siderofori su organske molekule velikog afiniteta prema Fe3* ionu s kojim tvore kelate te
povecavaju dostupnost Zeljeza biljci (Besi¢ 2017.).

Bakterije roda Bacillus takoder imaju ulogu i u kruzenju ugljika. One su u tlu razlagaci koji
organske tvari razlau do anorganskih. Clanovi ovog roda izlu¢uju enzime poput proteaza,
celulaze, amilaze i fitaze pomodéu kojih razlazu organske spojeve (Duan et al. 2020.).
Najpoznatiji razlaga¢ ovog roda je B. subtilis. Osim u tlu, Bacillus spp. nalazimo u probavnom
traktu gujavica gdje enzimima mogu razgraditi i pesticide (KaniZai Sari¢ 2023.).



Bakterije poput B. paramycoides, B. altitudinis, B. cereus, B. pumilus i Peribacillus
frigoritolerans proizvode fitohormon auksin (IAA, 3-indoleoctena kiselina) koji je zasluzan za
razvoj korijena i korijenovih dlacica kod biljaka (Ganesh et al. 2022.; Mghazli et al. 2022.; Sato
et al. 2023.). Osim S$to proizvode IAA kod bakterija poput B. subtilis, B. megaterium, B.
licheniformis i B. velezensis otkrivena je i proizvodnja citokinina koji pospjeSuju diobu i
diferencijaciju stanica biljaka (Asari et al. 2017.). Uz navedene hormone rasta dokazana je
proizvodnja i drugih hormona poput giberelina, apscizinske kiseline i etilena (Kanizai Sari¢
2023.).

Osim uloga u tlu kojima pospjeSuju rast biljaka, bakterije roda Bacillus imaju ulogu i u
otpornosti biljaka. Bacillus vrste proizvode kemijske spojeve poput salicilne kiseline kojom
kod biljaka induciraju otpornost na bioticki stres izazvan patogenima i nametnicima (Saxena
et al., 2020). Neke od vrsta s ovom ulogom su B. velezensis, B. cereus, B. simplex, B. subtilis i
B. thuringiensis (Burkhanova et al. 2017.; Miao et al. 2018.; Rahman et al. 2015.; Wang et al.
2014.).



2.3. Antibioticka rezistencija bakterija

Kad se govori o rezistentnosti bakterija na antibiotike misli se na sposobnost bakterije da
se odupre njihovom baktericidnom djelovanju. Mehanizme djelovanja antibiotika na
patogene moZemo podijeliti na cetiri mehanizma; inhibicija sinteze stani¢ne stijenke,
inhibicija sinteze proteina, inhibicija sinteze nukleinskih kiselina te inhibiciju enzima (Park et
al. 2016.). U posljednih nekoliko godina raste broj bakterija koje su viSestruko rezistentne
(eng. Multi-drug resistance, MDR), odnosno rezistentne na minimalno jedan antibiotik iz tri
razliCite klase antibiotika (Mulani et al. 2019.; Sweeney et al. 2018.). Pojava viSestruke
rezistencije prijeti globalnom zdravlju zbog toga Sto rezistentni mikroorganizmi ili zahtijevaju
jaCe doze antibiotika ili alternativna rjeSenja koja su ¢esto opasna po zdravlje. Vise od 23
tisuce ljudi godisnje umre od posljedica infekcije rezistentnim mikroorganizmima (Centers for
Diseases Control and Prevention, 2016). Stoga je Svjetska zdravstvena organizacija (WHO,
2015) osmislila program globalnog akcijskog plana za mikrobnu rezistenciju s primarnim
planom kontrole antibiotske rezistencije u pet faza: povecanje svijesti i razumijevanje
bakterijske rezistentnosti, pojacati nadzor i spoznaje, smanjiti ucestalost infekcija, optimizirati
upotrebu antibiotika i osigurati odrziva ulaganja u borbu protiv rezistencije.

U osnovi antibioticku rezistenciju dijelimo na dva tipa. To su intrinzi¢na (prenesSena s
roditelja na potomstvo) i steena rezistencija (Martinez 2014.). Za steenu rezistenciju
zasluzni su mutacija i horizontalni transfer gena (Adimpong et al. 2012.; Cox i Wright 2013.;
Kristich et al. 2014.; Yutin 2013.). Horizontalni prijenos gena Cesto je razlog pojave stecene
rezistencije kod bakterija. Taj nacin prijenosa definiran je kao proces u kojem su nukleinske
kiseline (DNA, RNA) prenesene iz jedne stanice u drugu bez potrebe dijeljenja stanice
domacdina. Mehanizmi horizontalnog prijenosa su konjugacija, transformacija i transdukcija, a
geneticki elementi koji prenose rezistentne gene su plazmidi, transpozoni i integroni. Od svih
navedenih mehanizama konjugacija se smatra najbitnijom za Sirenje gena za rezistenciju
(Peri¢ 2017.).

2.3.1. Antibioticka rezistencija Bacillus i Peribacillus vrsta

Bakterije Bacillus spp. pokazale su sposobnost rezistencije na B-laktamske antibiotike
poput penicillina, ampicilina ili cefalosporina, te trimetoprima (Baron 1996.). Osim na (-
laktamske antibiotike, Bacillus vrste pokazale su rezistentnost i na ostale antibiotike poput
vankomicina, amikacina, gentamicina, eritromicina, te norfloksacin i cefotaksim (Adamski et
al. 2023.). Upravo su za tu rezistentnost odgovorni geni koje posjeduju bakterije roda Bacillus,
te koje mogu prenijeti na druge bakterije. Gen za rezistentnost na eritromicin se kod Bacillus
vrsta nalazi na plazmidu pHT73, dok je gen za rezistentnost na tetraciklin (gen tet(M)) lociran
na Tn916 slicnom transpozonu. Geni blaA, blaCili blal koji kodiraju klase A B-laktamaze i gen
pbp28 koji kodira penicilin vezni protein daju sposobnost rezistencije na [B-laktamske



antibiotike. Gen dfrA kodira dihidrofolat reduktazu koja je razlog rezistencije na trimetoprim
kod vrsta Bacillus spp. (Gao et al. 2018.; Zhai et al. 2023.).

Osim gena za rezistenciju, bakterije Bacillus spp. posjeduju i efluks pumpe tj. RPP (eng.
Ribosomal Protection Proteins). Ti proteini sluZe za prepoznavanje i izlucivanje toksi¢nih tvari
iz unutrasnjosti stanice, te se Cesto pojavljuju kod bakterija koje imaju sposobnost visestruke
rezistencije (Peri¢ 2017.). Tako vrsta B. subtilis posjeduje RPP VmIR koji mu omogudava
rezistentnost na linkomicin i virginiamicin (Crowe-McAuliffe et al. 2018.).

Uz RPP proteine, usko su vezani i ARE-ABCF proteini (eng. Antibiotic resistance ATP-
binding cassette subclass F) koji omogucdavaju rezistenciju bakterija na antibiotike koji se vezu
na velike ribosomalne podjedinice. Njih moZzemo podijeliti na klase s obzirom na njihov profil
rezistencije. Vga/Lsa/Sal/Vml klasa omogucava bakterijama rezistentnost na streptogramin A
antibiotike i linkosamide, dok Msr klasa omogucava rezistenciju na Streptogramin B
antibiotike, makrolide i ketolide (Crowe-McAuliffe et al. 2018.).

Kod vrsta Peribacillus spp. takoder su pronadeni isti mehanizmi rezistencije bakterija,
ponajvise na B-laktamske antibiotike i vankomicin, te eflux pumpe koje uzrokuju MDR (Jiang
et al. 2021.).

2.4. Antimikrobno djelovanje bakterija Bacillus i Peribacillus spp.

Bakterije roda Bacillus imaju veliki potencijal u medicini, farmaciji, a ponajvise u
poljoprivredi i ribarstvu kao biopesticidi, te kao konzervansi upravo zbog svojih inhibitornih
uc¢inaka na patogenu mikrobiotu (Barbosa et al. 2015.; Baruzzi et al. 2011;
Domrongpokkaphan i Wanchaitanawong 2006.; Rogers i Parrott-Sheffer 2020.).

Razlog njihove Siroke primjene je njihova sposobnost direktnog i indirektnog suzbijanja
patogenih bakterija i gljiva. Direktni nacin je proizvodnja vise od 45 antimikrobnih molekula
poput lipopeptida i enzima (Barbosa et al. 2015.; Baruzzi et al. 2011.; Dimki¢ et al. 2022.;
Domrongpokkaphan i Wanchaitanawong 2006.) dok se pod indirektnim nainom smatra
njihova kompetitivnost s patogenima za Zivotne uvjete i nutrijente (Dimkic¢ et al. 2022.).

Antimikrobne molekule koje bakterije Bacillus spp. proizvode mogu se podijeliti na dvije
skupine s obzirom na njihov put biosinteze. Prvu skupinu predstavljaju ribosomalno
sintetizirani peptidi kojima pripadaju i baktericini, dok drugu skupinu predstavljaju mali
enzimski sintetizirani peptidi poput lipopeptida (Baruzzi et al. 2011.; Zhang et al. 2022.).

Prvoj skupini molekula pripadaju peptidi (antibiotici) poput makrolaktina, dificidina,
polimiksina, bacitracina, gramicidina S, tirotricidina, grmisidin, subtilin, sirkulin itd. (Baron
1996.; Kivanc et al. 2014.; Rogers i Parrott-Sheffer 2020.; Yilmaz et al. 2006.).

Uz peptide, bakterije roda Bacillus proizvode i enzime kojima negativno djeluju na
patogenu mikrobiotu. Neki od enzima su amilaze, galkaktanaze, izoamilaze, mananaze,
ksilanaze, metal proteaze, serin proteaze, alkalne fosfataze i deoksiribonukleaze i sl.
(Domrongpokkaphan i Wanchaitanawong 2006.).



Bacillus spp. najve¢im dijelom inhibira gram pozitivne patogene, no postoji i iznimka, B.
cereus je pokazao inhibitorno djelovanje prema gram negativnim, kao i prema gram
pozitivnim patogenima (Yilmaz et al. 2006.).

Vrste roda Bacillus koje su pokazale inhibitorno djelovanje prema humanoj i fitopatogenoj
mikrobioti direknim nadinom inhibicije, tj. proizvodnjom inhibitornih molekula su B. subtilis,
B. amyloliquefaciens, B. paramycoides, B. polymyxa, B. brevis, B. licheniformis, B. circulans, B.
cereus, B. atrophaeu te B. natto (Mghazli et al. 2022.; Rogers i Parrott-Sheffer, 2020.; Yilmaz
et al. 2006.; Zhang et al. 2022.).

Kod bakterija roda Peribacillus antimikrobno djelovanje se osim ve¢ na navedenim
mehanizmima temelji i na prekidanju quorum sensing sustava (Slika 3.) patogenih bakterija
koji sluzi za izvanstaniénu komunikaciju (Rodriguez et al. 2022.). Ovaj nacin djelovanja
bakterija na patogene se temelji na enzimatskog degradaciji AIP (eng. Autoinducing peptides)
signalnih molekula. Neki od enzima koji dijeluju na degradaciju tih molekula su acilaze,
laktonaze i oksidoreduktaze (Rodriguez et al. 2022.).
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Slika 3. Mehanizam djelovanja quorum sensing inhibitora kod gram pozitivnih bakterija (izvor:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.589640/full - pristupljeno 29.07.2023.)



https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.589640/full

3.

Materijali i metode

U ovom poglavlju ¢e biti navedeni i detaljno opisani materijali (kemikalije, puferii podloge)

te metode koristene u ovom ispitivanju.

3.1.

3.2.

3.3.

3.3

Kemikalije

Etanol (96%, Gram mol, Hrvatska)

Glukoza (CeH12Cs, Kemika, Hrvatska)

Mravlja kiselina (Carl Roth, Njemacka)

Natrij klorid (NaCl, VWR Chemicals, Belgija)

Izopropanol ( VWR Chemicals, Belgija)

a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina (HCCA) (Bruker Daltonics, Njemacka)
Acetonitril (50%, Bruker Daltonics, Njemacka)

Trifluoroctena kiselina (2,5%, Bruker Daltonics, Njemacka)

Tehnicki agar (Biolife, Italija)

Laboratorijski uredaji

Denzitometar, DEN-1 Densitometer (Biosan, Latvija)

Inkubator, Sanyo Incubator (Sanyo Elecronic CO. Ltd., Japan)

Laboratorijska vaga (Santarius AG, Njemacka)

Orbitalna treskalica/inkubator, Orbital shaker-incubator ES-20 (Biosan, Latvija)
MALDI-TOF maseni spektrometar (MALDI-TOF MS, Bruker Daltonics, Njemacka)
Vorteks mjesalica, Vorteks V-1-plus (Biosan, Latvija)

Sigurnosni bioloski kabinet klase 1l., BIO130, verzija A2 (Alpina, Poljska)

Puferi i hranjive podloge

.1. Fizioloska otopina (0,85% NaCl)

FizioloSka otopina pripremljena je otapanjem 8,5 g natrijevog klorida (NaCl, VWR

Chemicals, Belgija) u 1000 ml destilirane vode.

Koristena je za pripremu biomase za odredivanje osjetljivosti sojeva Peribacillus spp. na

antibiotike.
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3.3.2. Kruta TSA podloga (eng. Trypticsoy agar, Oxoid, Velika Britanija)

Kruta TSA podloga pripremljena je otapanjem 40 g dehidrirane podloge u 1000 ml
destilirane vode i sterilizirana autoklaviranjem pri 121 °C/15 min. Nakon sterilizacije podloga
je ohladena na 45-50 °C, te je izlivena u sterilne Petrijeve zdjelice (u svaku po 20 ml) i
ostavljena da polimerizira na sobnoj temperaturi.

Ovako pripremljena podloga je koristena za uzgoj preko noénih bakterijskih kultura za
identifikaciju MALDI-TOF masenom spektrometrijom.

3.3.3. Kruta BHI podloga (eng. Brain Heart Infusion, Biolife, Italija)

Kruta BHI podloga pripremljena je otapanjem 37 g dehidrirane podloge i 15 g agra (Biolife,
Italija) u 1000 ml destilirane vode i sterilizirana autoklaviranjem pri 121 °C/15 min. Nakon
sterilizacije podloga je izlivena u Petrijeve zdjelice (po 20 ml) i ostavljena da polimerizira na
sobnoj temperaturi.

KoriStena je za ispitivanje antibakterijske aktivnosti sojeva Peribacillus spp. prema
odabranim bakterijskim patogenima.

3.3.4. Tekuc¢a BHI podloga (eng. Brain Heart Infusion, Biolife, Italija)

Tekuéa BHI podloga pripremljena je otapanjem 37 g dehidrirane podloge u 1000 ml
destilirane vode i sterilizirana autoklaviranjem pri 121 °C /15 min.

Ova podloga koristena je za uzgoj preko noénih kultura Peribacillus spp. te potencijalnih
patogena (poglavlje 3.4.) koristenih za odredivanje antimikrobne aktivnosti sojeva Peribacillus

Spp.

3.3.5. Kruta R2A podloga (Merck, Njemacka)

Kruta R2A podloga pripremljena je otapanjem 15,2 g dehidrirane podloge u 1000 ml
destilirane vode, te je sterilizirana autoklaviranjem na 121 °C/15 min. Nakon sterilizacije
podloga je ohladena te izlivena (20 ml) u Petrijeve zdjelice i ostavljena da polimerizira na
sobnoj temperaturi.

Podloga je koristena za izolaciju i prociséavanje izolata iz uzoraka sedimenata i vode do
monokulture.
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3.3.6. Miiller-Hinton podloga (MH podloga, Biolife, Italija)

Midller-Hinton podloga pripremljena je otapanjem 38 g dehidrirane podloge i 3 g agra
(Biolife, Italija) u 1000 ml destilirane vode. Tako pripremljena otopina stavljena je na
sterilizaciju autoklaviranjem na 121 °C na 15 min. Nakon sterilizacije, podloga je izlivena (20
ml) u Petrijeve zdjelice te je ostavljena na sobnoj temperaturi da polimerizira.

MH podloga je koriStena pri ispitivanju osjetljivosti sojeva Peribacillus spp. na antibiotike.

3.3.7. Krumpir dekstrozni agar (eng. Potato Dextrose Agar, PDA)

PDA je pripremljena otapanjem 20 g glukoze (Kemika, Hrvatska) i 15 g tehnickog agara
(Biolife, Italija) u 1000 ml infuzije krumpira.

Infuzija krumpira je pripremljena kuhanjem 200 g starog krumpira s korom u 1000 ml
vode. Otopinu sterilizirati autoklaviranjem na 110 °C/ 15 min. Nakon sterilizacije podloga je
izlivena (20 ml) u Petrijeve zdjelice te je ostavljena na sobnoj temperaturi da polimerizira.

PDA koriStena je za ispitivanje antifungalne aktivnosti Peribacillus spp. prema patogenoj
gljivi (poglavlje 3.4.).

3.4. Mikrobne kulture

Mikrobne kulture koristene u ovom istrazivanju su komercijalno dostupne i kupljene od
DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, American Type Culture
Collection (ATCC) ili BCCM/LMG Bacteria Collection, a popis koristenih kultura je u nastavku:

e Escherichia coli (ATTC 25922)

e Bacillus cereus (DSM 6791)

e Staphylococcus aureus (DSM 20231)

e [Listeria innocua (ATCC 33090)

e Agrobacterium tumefaciens (DSM 30205)

e Erwinia amylovora (DSM 50901)

e Pseudomonas syringae (DSM 10604)

e Salmonella enterica subsp. enterica (DSM 14221)
e Botrytis cinerea (DSM 877)
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3.5. Antibiotici

U ovom istraZivanju ispitana je osjetljivost sojeva Peribacillus spp. na pet klasa antibiotika

(karbapenemi, glikopeptidi, fluorokinoloni, makrolidi/linkozamidi te oksazolidinoni).

Diskovi s antibioticima (BD BBL™ Sensi-Disc™) koristeni u ovom istrazivanju su kupljeni

od Becton, Dickinson and Company (BD, SAD). U Tablici 1. prikazani su predstavnici ispitanih

klasa antibiotika, koriStene doze i mehanizam djelovanja.

Tablica 1. Klase antibiotika, nazivi antibiotika, doze i mehanizmi djelovanja antibiotika koriStenih u

istrazivanju

Karbapenemi Imipenem IPM 10 Inhibicija sinteze
P Meropenem MEM 10 staniénie stijenke
Glikopeptidi Vankomicin VA 5 )
. . Ciprofloksacin Cip > Inhibicija sinteze
Fluorokinoloni e
Levofloksacin LVX 5 nukleinskih kiselina
Makrolidi i Eritromicin E 15 o
linkozamidi Klindamicin CC 2 Inhibicija sinteze
tei
Oksazolidinoni Linezolid LZD 10 proteina

3.6. Uzorkovanje i prikupljanje izolata

Uzorci sedimenta i vode su sterilno prikupljeni u spilji u blizini naselja Konjevrate u

Sibensko-kninskoj Zupaniji u travnju 2022. godine (n=8). Tijekom uzorkovanja prikupljeno je

Sest uzoraka sedimenta i jedan uzorak vode u spilji te jedan uzorak tla iznad spilje. Prikupljeni

uzorci su prikazani u Tablici 2.

Tablica 2. Uzorci sedimenta, vode i tla, vrijeme uzorkovanja i broj prikupljenih izolata

Travanj 2022 Sediment S1

Travanj 2022 Sediment SD2
Travanj 2022 Sediment SL2
Travanj 2022 Sediment SMS
Travanj 2022 Sediment SGE
Travanj 2022 Sediment SWS
Travanj 2022 Voda w1
Travanj 2022 Tlo NOD
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Uzorci su transportirani u Laboratorij za mikrobiologiju tla, Zavoda za mikrobiologiju,
Sveuciliste u Zagrebu Agronomski fakultet u sterilnim Falkon tubama volumena 50 mlna 4 °C.

Prvo, 10 g sedimenta ili 10 ml vode je homogenizirano u 90 ml sterilne fizioloske otopine
mijesanjem na orbitalnoj treskalici/inkubatoru pri 250 okretaja/min tijekom 30 min na sobnoj
temperaturi. Svi uzorci su serijski razrijedeni u sterilnoj fizioloSkoj otopini u omjeru 1:10 u
rasponu 10! do 10®. Po 0,1 ml svakog razrjedenja je nacijepljeno na krute R2A podloge. Plode
su inkubirane na 25 °C/24 - 72 h. Nakon inkubacije, nasumicno je prikupljeno 20 morfoloski
razlicitih kolonija iz uzoraka sedimenata i vode, te 10 morfoloski razli¢itih kolonija iz uzoraka
tla iznad spilje. Kolonije su sterilno precijepljene u 1,5 ml tekuce R2A podloge i inkubirane na
25 °C/24 — 72 h. Nakon inkubacije, izolati su iscrpljeni na krutim R2A podlogama i inkubirani
na 25 °C/24 -72 h.

Svaki izolat je procis¢en najmanje Cetiri puta. Nakon svakog procis¢avanja, Cistoc¢a svakog
izolata je provjerena bojanjem po Gramu. Cisti izolati spremljeni su u tekucoj R2A podlozi
pomijesanoj s glicerolom (25%) na -20 °C do daljnjih analiza.

Ukupno je prikupljeno 150 izolata. Od toga, u prvom oZivljavanju nije bilo moguce
ponovno uzgojiti 34 izolata (22,7 %).

3.7. Identifikacija prikupljenih bakterijskih izolata pomocu masene
spektrometrije MALDI-TOF

Bakterijske kulture izolirane iz spiljskih sedimenata i vode te tla iznad spilje identificirane
su pomoc¢u MALDI-TOF masenog spektrometra (engl. matrix-assited laser
desorption/ionization time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS, Bruker Daltonics,
Njemacka).

Uzorci su pripremljeni prema uputama proizvodaca, toénije prema protokolu , extended
direct transfer”. Ukratko, svaki izolat je iscrpljen do monokulture na krutim TSA podlogama
(Oxoid, Velika Britanija) i inkubiran preko no¢i na 30 °C. Pojedinacna kolonija svakog izolata je
sterilnom cackalicom naneSena na MSP96 plocicu za MALDI-TOF, prekrivena s 1 pl 70%
mravlje kiseline (Carl Roth, Njemacka) i ostavljena da se osusi na zraku. Uzorcima na plocici je
zatim dodan 1 ul MALDI matrice (10 mg/ml a-cijano-4-hidroksicimetne kiseline (HCCA) u 50%-
tnom acetonitrilu i 2,5%-tnoj trifluoroctenoj kiselini, Bruker Daltonics, Njemacka).

Nakon S$to je matrica osuSena na sobnoj temperaturi na zraku, plocica s uzorcima je
stavljena u komoru MALDI-TOF uredaja i snimljeni su spektri svakog uzorka, u rasponu masa
od 2000 — 20000 Da, pomocu Microflex LT spektrometra masa (Bruker Daltonics, Njemacka)
pod kontrolom ra¢unalnog programa FlexControl verzija 3.4 (Bruker Daltonics, Njemacka). Za
svaki izolat spektri su snimljeni u dva ponavljanja. Maseni spektri su obradeni pomodu
racunalnog programa Biotyper verzija 4.1 (Bruker Daltonics, Njemacka) i usporedeni s bazom
Biotyper koja sadrzi 8223 referentna MALDI-TOF MS spektra.

Identifikacija izolata se temelji na slicnosti masenog spektra izolata odredenom
referentnom spektru te je izrazena numeri¢kim kategorijama gdje vrijednosti variraju od 0,00

14



do 3,00. Vrijednost > 2,00 [zelena boja (+++)] ukazuje da je izolat to¢no identificiran na razini
vrste, vrijednost 21,70 i < 2,00 [Zuta boja (+)] da je izolat to¢no identificiran na razini roda, a
vrijednost < 1,70 [crvena boja (-)] da ne postoje slicnosti izmedu masenog spektra izolata i

referentnih spektara, odnosno da identifikacija nije moguca ni na razini vrste ni na razini roda
(Tablica 3.).

Tablica 3. Interpretacija pouzdanosti identifikacije izolata na temelju vrijednosti dodijeljenih
masenim spektarima snimljenim MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Njemacka) uredajem

Vrijednost Interpretacija Kategorija | Boja

2,00 -3,00 pouzdana identifikacija na razini vrste | (+++) zelena

1,70-1,99 pouzdana identifikacija na razini roda (+) Zuta
(0,00-1,69 | EERNRGCHSIICHNOEUCCI (- crvena

15



3.8. Ispitivanje osjetljivosti izolata Peribacillus spp. na antibiotike

Osjetljivost sojeva Peribacillus spp. na pet klasa antibiotika (karbapenemi, fluorokinoloni,
glikopeptidi, makrolidi/linkozamidi, te oksazolidinoni; poglavlje 3.5., Tablica 1.) ispitana je disk
difuzijskom metodom (Bauer 1959.; CLSI, 2015). Sve analize su izvedene u sigurnosnom
bioloskom kabinetu klase II, BIO130, verzija A2 (Alpina, Poljska).

Svi izolati koji su identificirani kao Peribacillus spp. su iscrpljeni do monokulture na krutim
BHI podlogama, te su inkubirani 24 h na 30 °C. Nakon inkubacije, za svaki izolat pripremljena
je biomasa dodavanjem pojedinacnih kolonija (jedna do tri kolonije) u 5 ml sterilne fizioloske
otopine (0,85 % NaCl) do postizanja turbiditeta koji odgovara turbiditetu McFarland
standarda 0,5. Turbiditet je izmjeren pomodu denzitometra DEN-1 (Biosan, Latvija).
Koncentracija ovako pripremljenih bakterijskih suspenzija iznosila je 1,5 x 108 CFU/ml.

Tako pripremljene bakterijske suspenzije su sterilnim vatenim Stapi¢ima inokulirane na
MH podloge. Svaki izolat je gusto nacijepljen tri puta na istu ploc¢u. lzmedu svakog razmaza
podloga je zarotirana za 60°. Nakon $to je MH podloga upila bakterijsku suspenziju (otprilike
5 minuta) na ploCe su naneseni diskovi s odgovarajuc¢im antibioticima (tablica 1, BD BBL™
Sensi-Disc™, SAD ). Djelovanje svakog antibiotika na svaki izolat Peribacillus spp. je ispitano u
dva ponavljanja. Ovako pripremljene MH podloge su inkubirane 24 h na 37 °C.

Nakon inkubacije izmjerene su zone inhibicije rasta pomocéu pomi¢nog mjerila. U zone
inhibicije rasta ukljucen je promjer diska s antibiotikom i izraZene su kao srednje vrijednosti s
pripadajuéim standardnim devijacijama u milimetrima (mm). Obzirom da trenutno ne postoje
smjernice za ¢lanove roda Peribacillus, izolati su okarakterizirani kao rezistentni (R) ili osjetljivi
(O) na temelju smjernica propisanih od strane European Commitee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST, 2022.) za vrste roda Bacillus s kojima pokazuju filogenetsku
sliénost. Nadalje, obzirom da granicne vrijednosti za fluorokinolone nisu jasno propisane
EUCAST smjernicama, odnosno da M45 CLSI smjernice (CLSI, 2015) propisuju samo granicne
vrijednosti za mikrodilucijsku metodu, rezultati disk difuzijske metode za fluorokinolone su
interpretirani na temelju M100 CLSI smjernica (CLSI, 2020) za sve vrste roda Staphylococcus
(Fiedler et al. 2019.; Frenzel et al. 2015.; Zhang et al. 2020.; Tablica 4.).
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Tablica 4. Interpretacija zona inhibicije rasta izolata Peribacillus spp. (EUCAST 2022; CLSI, 2020.).

Karbapenemi Imipenem 10 230 <30
Meropenem 10 225 <25

Glikopeptidi Vankomicin 5 210 <10
Fluorokinoloni Ciprofloksacin* 5 >23%* <23
Levofloksacin* 5 >23* <23

Makrolidi i Eritromicin 15 >24 <24
linkozamidi Klindamicin 2 >17 <17
Oksazolidinoni Linezolid 10 >22 <22

*granicne vrijednosti preuzete iz M100 CLSI smjernica za vrste roda Staphylococcus (CLSI, 2020.)
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3.9. Odredivanje antibakterijskog djelovanja izolata Peribacillus spp.

U ovom istraZzivanju ispitano je antibakterijsko djelovanje izolata Peribacillus spp. prema
potencijalnim patogenima, tj. indikatorskim bakterijama (E. coli (ATTC 25922), B. cereus (DSM
6791), S. aureus (DSM 20231), L. innocua (ATCC 33090), A. tumefaciens (DSM 30205), E.
amylovora (DSM 50901), P. syringae (DSM 10604), S. enterica subsp. enterica (DSM 14221),
B. cinerea (DSM 877)) kao $to su opisali Domig et al.. (2014.). Sve analize su izvedene u
sigurnosnom bioloskom kabinetu klase 1, BIO130, verzija A2 (Alpina, Poljska).

Svi izolati Peribacillus spp. su iscrpljeni do monokulture na krutim BHI podlogama.
Inokulirane podloge su inkubirane na 30 °C, 24 h.

Idudi dan, po jedna kolonije svakog izolata Peribacillus spp. je sterilno nacijepljena u 5 ml
tekuce BHI podloge te inkubirana na 30 °C, 24 h. Istog dana indikatorske bakterije su iscrpljene
na krutim BHI podlogama do monokulture te inkubirane 24 h u uvjetima optimalnim za njihov
rast. Bakterije E. coli i S. enterica subsp. enterica su inkubirane u anaerobnim uvjetima na 30
°C, S. aureus, B. cereus, L. innocua i P. syringae na 30 °C u aerobnim uvjetima, a E. amylovora
i A. tumefaciens na 25 °C u aerobnim uvjetima.

Nakon 24 h, svaki izolat Peribacillus spp. je sterilno nacijepljen na zasebne krute BHI
podloge na sljededi nacin: sterilni vateni Stapi¢ je umocen u tekuéu preko noénu kulturu i na
sredini krute BHI podloge povucene su dvije paralelne crte medusobno udaljene 2 cm. Svaki
izolat nacijepljen je u dva ponavljanja. Ovako pripremljene ploce su inkubirane na 30 °C, 24 h.
U istom danu, indikatorske bakterije sa krutih BHI podloga su sterilno nacijepljene u 1,5 ml
tekuce BHI podloge te inkubirane u uvjetima optimalnim za njihov rast.

Nakon inkubacije na krute BHI ploce inokulirano je po 5 pl indikatorskih bakterija izmedu
paralelnih crta (tretman) i uz rub ploce (kontrola). Na jednu plocu inokulirane su po dvije
indikatorske bakterije (Slika 4.).
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Slika 4. Shematski prikaz BHI plo¢a za odredivanje antibakterijskog djelovanja Peribacillus spp. : B/P-
soj Peribacillus spp.; I.B.1- indikatorska bakterija 1; I.B.2- indikatorska bakterija 2.

Ovako pripremljene plo€e su inkubirane u uvjetima optimalnim za rast potencijalnih
patogene.

Zadnji dan oditani su rezultati. Antibakterijsko djelovanje sojeva Peribacillus spp.
procijenjeno je na temelju razlika izmedu promjera kolonija indikatorskih bakterija izmedu
crta i promjera kontrolnih kolonija uz rub ploce. Razlike u promjeru prikazane su kao srednje
vrijednosti s pripadaju¢im standardnim devijacijama u milimetrima (mm). Takoder, kod
procjene antibakterijskog djelovanja u obzir su uzete i razlike u gusto¢i izmedu tretiranih i
kontrolnih kolonija. Kriteriji za procjenu antibakterijskog djelovanja prikazani su u Tablici 5.

Tablica 5. Kriterij za procjenu antibakterijskog djelovanja izolata Peribacillus spp prema indikatorskim
bakterijama

<1mm ++ do +++ Nema inhibicije (-)
1-2 mm ++ do +++ Slaba inhibicija (+)
2-4 mm +do ++ IzraZena inhibicija (++)
>4 mm +do ++ Vrlo jaka inhibicija (+++)
Nema rasta nema rasta Potpuna inhibicija (p.i.)
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3.10. Odredivanje antifungalnog djelovanja izolata Peribacillus spp.

Antifugalna aktivnost izolata Peribacillus spp. prema gljivi Botrytis cinerea (DSM 877)
ispitana je metodom dvojnih kultura (engl. dual culture assay)(Ali et al. 2020.; Tanapichatsakul
et al. 2020.). Prvo je uzgojena dostatna masa gljive B. cinerea za pripremu micelijskih diskova
na krutoj PDA podlozi. Nakon nacjepljivanja na krutu PDA podlogu gljiva je inkubirana na 25
°C, 5 dana.

Dan prije postavljanja pokusa, svi izolati Peribacillus spp. Sterilno su inokulirani u 1,5 ml
tekuce BHI podloge i inkubirani na 30 °C, 24 h.

Sljededi dan na zasebne krute PDA podloge su aplicirani izolati Peribacillus spp. Sterilnim
vatenim Stapic¢ima, povlacedi crte udaljene 1,5 cm od ruba petrijeve zdjelice. Svi izolati su
nacijepljeni u dva ponavljanja. Ovako pripremljene PDA ploce su inkubirane na 30 °C, 24 h.

Nakon 24 h, na krute PDA ploce, tri cm od apliciranog izolata Peribacillus spp. je naneSen
micelijski disk gljive B. cinerea promjera 8 mm i star 5 dana (Slika 5.).

B, cinerea

Slika 5. Shematski prikaz PDA ploca za odredivanje antifungalnog djelovanja izolata Peribacillus spp.
(B/P- izolat Peribacillus spp.; B. cinerea- gljiva Botrytis cinerea (DSM 877))

Istovremeno su pripremljene i kontrolne ploce gdje je na sredinu krute PDA podloge
naneSen samo micelijski disk gljive B. cinerea promjera 8 mm i star 5 dana. Sve ploce su
inkubirane na 25 °C/5 dana.

Nakon inkubacije izmjeren je radijalni rast gljive B. cinerea, te radijalni rast kontrole.
Inhibicija fungalnog rasta je izracunata pomocu formule:

Inhibicija rasta [%] = 100 x [1 - ( radijalni rast tretmana )]

radijalni rast kontrole

Inhibicija je izrazena kao srednja vrijednost s pripadajuéim standardnim devijacijama i
prikazana u postotcima (%).
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4. Rezultati

4.1. Zastupljenost Peribacillus spp. u spiljskim uzorcima

U ovom istrazivanju prikupljeno je ukupno 150 izolata iz sedimenata i vode te tla iznad
krske spilje, medutim, pri oZivljavanju nije bilo mogucée ponovno uzgojiti 34 (22,7 %) izolata.

Ostali izolati identificirani su pomoc¢u MALDI-TOF masene spektrometrije (Slika 6.).

Result overview table--continued from previous page
Sample : Organism (second-best | Score
s Sample ID Organism (best match) match) Value
(+%H) [S[_(I::E“m Peribacillus simplex B2 Peribacillus simplex 1.72
Cl0 008 Py . No Organism Identification
D - . ] 5 5 ¥, Al
) (B) (Stindard) Peribacillus simplex 5 Possible
o1 009 P . No Organism Identification
(+) (B) (Standard) —Pcrlbam]lus muralis 88 Possible
"12 010 LT 0 No Organism Identification
(+)(B) (Standard) Peribacillus muralis 1.83 Possible
DL 011 No Organism Identification No Organism Identification
(-) (C) (Standard) Possible Possible
D2 012 No Organism Identification No Organism Identification
(=) (C) (Standard) Possible Possible
D3 013 No Organism Identification No Organism Identification
(-) (C) (Standard) Possible Possible
D4 014 A . No Organism Identification
(+)(B) (Standard) Peribacillus simplex L70 Possible
D5 015 PRI, Tie No Organism Identification
{(+)(B) (Standard) Peribacillus muralis 79 Possible
D6 016 T A No Organism Identification
) (B) (Standard) Peribacillus muralis 1.75 Possible
¢ +%3) stntre) Peribacillus simplex 1.9 Peribacillus simplex 175
[+-|—L2_)S{A) [Stguldird) Peribacillus simplex Peribacillus muralis 1.81
(_'_%;B) f‘;t'gjld?n'd) Pseudomonas chlororaphis 1.94 Pseudomonas corrugata 186
(+ _E'_—])C; A) Nt.ﬂi&m Pseudomonas chlororaphis . Pseudomonas corrugata 1.95
D1l 021 Pseud hlororaphi 193 | Pseud brassi 1.89
{+) (H) [S[ur]dartl) sendomonas chilororapnis - SEUA0IMONAas brassicacearum P
D12 022 Pseud hlororaphi 9 Pseud fi i 1.89
) (B) (Standard) seudomonas chlororaphis . seudomonas fuscovaginae .
Result overview table--continued on next page

Slika 6. Primjer rezultata identifikacije MALDI-TOF MS (Brucker Daltonics, Njemacka). 007 — S1-20;
008 —SD2-7; 009 — SD2-10; 010 — SL2-1; 011 — SL2-3; 012 — SL2-7; 013 — SMS-1; 014 — SL2-4; 015 —
SL2-8; 016 — SMS-13; 017 — SGE-1; 018 — SL2-15; 019 — SL2-16; 020 — SL2-18; 021 — SD2-14; 022 —

SGE-8.




Pomocu MALDI-TOF masene spektrometrije (Brucker Daltonics, Njemacka) identificirano
je ukupno 75 (50,0 %) izolata. Od toga svi izolati su identificirati na razini roda, dok je
identifikacija na razini vrste bila mogucda za 32 (21,3 %) izolata. 41 (27,3 %) izolat uopce nije
bilo moguce identificirati pomo¢u MALDI-TOF masene spektrometrije (Graf 1.).

Identificirani su izolati svrstani u Cetiri razreda, medu kojima su najzastupljeniji Bacillota
(18,0 %) i Pseudomonadota (17,3 %) (graf 1.A) i 18 rodova medu kojima dominiraju rodovi
Pseudomonas (14,7 %) i Peribacillus (11,3 %). Relativna zastupljenost ostalih rodova je niza od
3,0 % (Graf 1.B).

A [l Actinomycetota

[l Bacillota
133% M Bacteroidota

22,7 % Pseudomonadota
g [ Neidentificirano (NI)
; [l Nema rasta (NR)

27,3%

B [l Agromyces
M Kocuria
B Micrococcus
M Paenarthrobacter
" Pseudarthrobacter
Rhodococcus
. Streptomyces
Tsukamurella
M Bacillus
50,0 % B Paenibacillus
Peribacillus
Staphylococcus
B Fiavobacterium
B Sphingobacterium
B Hafnia
[ Pseudomonas
Stenotrophomonas
Yersinia
B NI+NR

Graf 1. Relativna zastupljenost (%) pojedinih A) razreda i B) rodova u spiljskim sedimentima i vodi te
tlu iznad spilje.
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Izolati Peribacillus spp. su primarno izolirani iz uzoraka spiljskih sedimenata i tla iznad
spilje, dok u uzorku vode uopcée nisu prisutni (Graf 2.; Tablica 6.).

100,0 - W Agromyces

B Kocuria

B Micrococcus

W Paenarthrobacter

" Pseudarthrobacter
Rhodococcus
Streptomyces
Tsukamurella

M Bacillus

B Paenibacillus

¥/ Peribacillus
Staphylococcus

B Flavobacterium

B Sphingobacterium

B Hafnia

[ Pseudomonas
Stenotrophomonas
Yersinia

B NI+NR
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Relativna zastupljenost (%)
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Sediment Voda Tlo

Graf 2. Distribucija bakterija roda Peribacillus u spiljskim sedimentima i vodi te tlu iznad spilje. Rod
Peribacillus je istaknut kosim crtama u grafu i deblje otisnut u legendi.

Pripadnost rodu Peribacillus potvrdena je za 17 izolata, od toga samo jedan izolat (SL2-15)
je identificiran na razini vrste kao P. simplex (Tablica 6.).

Tablica 6. Izolati roda Peribacillus prikupljeni u ovom istraZivanju i vrijednosti dodijeljene masenim
spektarima snimljenim MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Njemacka) uredajem.

Porijeklo izolata Izolat Identifikacija MALDI vrijednosti
Sediment S1-2 Peribacillus spp. 1,78 (+) (B)
Sediment S1-3 Peribacillus spp. 1,79 (+) (B)
Sediment S1-20 Peribacillus spp. 1,82 (+) (B)
Sediment SD2-7 Peribacillus spp. 1,89 (+) (B)
Sediment SD2-10 Peribacillus spp. 1,85 (+) (B)
Sediment SD2-19 Peribacillus spp. 1,95 (+) (B)
Sediment SL2-1 Peribacillus spp. 1,92 (+) (B)
Sediment SL2-4 Peribacillus spp. 1,82 (+) (B)
Sediment SL2-8 Peribacillus spp. 1,91 (+) (B)
Sediment SL2-15 P. simplex 2,11 (+++) (A)
Sediment SMS-13 Peribacillus spp. 1,94 (+) (B)
Sediment SGE-1 Peribacillus spp. 1,92 (+) (B)
Sediment SWS-6 Peribacillus spp. 1,90 (+) (B)
Sediment SWS-9 Peribacillus spp. 1,82 (+) (B)
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Sediment SWS-10 Peribacillus spp. 1,73 (+) (B)
Sediment SWS-16 Peribacillus spp. 1,90 (+) (B)
Tlo iznad spilje NOD-5 Peribacillus spp. 1,88 (+) (B)

Izolati cija pripadnost rodu Peribacillus spp. je potvrdena MALDI-TOF masenom
spektrometrijom su koristeni u daljnjim analizama.

4.2. Osjetljivost izolata Peribacillus spp. na antibiotike

U ovom istrazivanju ispitana je osjetljivost izolata Peribacillus spp. na pet klasa antibiotika
(karbapenemi, glikopeptidi, fluorokinoloni, makrolidi/linkozamidi te oksazolidinoni) pomocu

disk difuzijske metode. Inhibitorno djelovanje antibiotika prema ispitanim izolatima ocituje se
kao zona oko diskova gdje izostaje bakterijski rast (Slika 7.).
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Slika 7. Utjecaj antibiotika na izolate Peribacillus spp. A. SWS-9 (1-klindamicin (CC 2 ug) ; 2-
vankomicin (VA 5 pg) ; 3-eritromicin (E 15 pg) ; 4-meropenem (MEM 10 pg)); B. SWS-16 (1-imipenem
(IPM 10 pg)); C. SL2-15 (1-ciprofloksacin (CIP 5 pg); 2- levofloksacin (LVX 5 ug); 3-linezolid (LZD 10

ug)).
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Od 17 izolata samo je jedan (5,9 %) izolat (S1-3) rezistentan na viSe klasa antibiotika
(fluorokinoloni, makrolidi/linkozamidi te oksazolidinoni), a pet (29,4 %) izolata (S1-2, S1-20,
SL2-4, SL2-15 i SWS-10) je rezistentno na jednu klasu antibiotika. Preostali izolati (64,7 %) su
osjetljivi na sve ispitane klase antibiotika (Graf 3.).

MO klasa

1 klasa
2 klase

Bl VDR

5,9%

29,4%

Graf 3. Rezistencija izolata Peribacillus spp. na razlicite klase antibiotika. MDR (eng.
multiple drug resistance) — visestruka rezistencija na antibiotike.

Sest izolata (35,3 %; S1-2, S1-3, S1-20, SL2-4, SL2-15 i SWS-10) Peribacillus spp. rezistentno
je na makrolide/linkozamide, inhibitore sinteze proteina, jedan izolat (5,9 %; S1-3) je
rezistentan na fluorokinolone, inhibitore sinteze nukleinskih kiselina i jedan (5,9 %; S1-3) je
rezistentan na oksazolidinone koji inhibiraju sintezu proteina. Konacno, svi izolati Peribacillus
spp. su osjetljivi na inhibitore sinteze stani¢ne stijenke (karbapenemi i glikopeptidi) (Graf 4.,
Graf 5., Tablica 7.).
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Graf 4. Distribucija rezistencije unutar izolata Peribacillus spp. na pojedine klase antibiotika
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Osjetljivost izolata Peribacillus spp. na pojedinacne antibiotike slijedi isti trend kao i
osjetljivost na pojedine klase antibiotika, pa su tako svi izolati osjetljivi na imipenem (IPM 10)
i meropenem (MEM 10) predstavnike karbapenema, kao i na antibiotik iz klase glikopeptida,
vankomicin (VA 5). Na oba antibiotika iz klase fluorokinoloni, ciprofoksacin (CIP 5) i
levofloksacin (LVX 5) rezistentan je samo jedan izolat (S1-3), dok su ostali izolati (94,1 %)
osjetljivi na njihovo djelovanje. Rezistentnost izolata Peribacillus spp. na pojedinaéne
antibiotike iz klase makrolida varira, pa su na eritromicin (E 15) rezistentna tri izolata (17,6 %),
a na klindamicin (CC 2) pet (29,4 %) izolata. Ostali izolati su osjetljivi na njihovo djelovanje. Na
antibiotik iz klase oksazolidinoni, linezolid (LZD 10) jedan (5,9 %) izolat je rezstentan, a
preostali izolati (94,1 %) su osjetljivi (Graf 5., Tablica 7.).
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Graf 5. Distribucija rezistentnosti na razlicite antibiotike Peribacillus spp. na razlicite antibiotike. Udio
osjetljivih i rezistentnih izolata izrazen je u postocima.
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Tablica 7. Pregled osjetljivosti izolata Peribacillus spp. na razli¢ite antibiotike. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti promjera zona inhibicije rasta
(n=2) s pripadaju¢im standardnim devijacijama u milimetrima (mm). Rezistentni izolati su deblje otisnuti.

lzolat Vrsta Karbapenemi* Glikopeptidi* Fluorokinoloni** Makrolidi i linkozamidi*** Oksazolidinoni***
IPM 10 (mm) | MEM 10 (mm) VA 5 (mm) CIP 5 (mm) LVX 5 (mm) E 15 (mm) CC2 (mm) LZD 10 (mm)
S1-2 Peribacillus spp. | 39,0+0,0(0) | 37,0+0,0(0) | 22,0£0,0(0) | 31,0+0,0(0) | 31,0+0,0(0) | 19,0+0,0(R) | 16,0+0,0 (R) 33,0+ 0,0 (0)
$1-3 Peribacillus spp. | 42,0+0,0(0) | 36,0+£0,0(0) | 22,0£0,0(0) | 16,0+0,0(R) | 16,0+0,0(R) | 20,0+0,0(R) | 17,0+0,0(0) 19,0+ 0,0 (R)
$1-20 Peribacillus spp. | 31,0£0,0(0) | 32,0+0,0(0) | 21,0£0,0(0) | 30,0+0,0(0) | 28,0+0,0(0) | 28,0+0,0(0) | 16,0+0,0 (R) 31,0+ 0,0 (0)
SD2-7 Peribacillus spp. | 40,0+0,0(0) | 35,0+0,0(0) | 20,0£0,0(0) | 31,0+0,0(0) | 27,0£0,0(0) | 30,0+0,0(0) | 26,0+0,0(0) 30,0+ 0,0 (0)
SD2-10 | Peribacillus spp. | 47,0+0,0(0) | 380+0,0(0) | 22,0+0,0(0) | 31,5+0,7(0) | 29,0+0,0(0) | 33,0+0,0(0) | 30,0+0,0(0) 32,0+£0,0(0)
SD2-19 | Peribacillus spp. | 44,0+0,0(0) | 39,0£0,0(0) | 23,0+0,0(0) | 31,0£0,0(0) | 30,0+0,0(0) | 32,0+0,0(0) | 30,0+0,0(0) 31,0+ 0,0 (0)
SL2-1 Peribacillus spp. | 46,0+0,0(0) | 46,5+0,7(0) | 23,0£0,0(0) | 350+0,0(0) | 340+£0,0(0) | 350+0,0(0) | 32,5+2,1(0) 30,0+ 0,0 (0)
SL2-4 Peribacillus spp. | 36,0+0,0(0) | 34,0+0,0(0) | 20,0£0,0(0) | 350+0,0(0) | 340+0,0(0) | 26,0+0,0(0) | 15,0+0,0(R) 27,0+ 0,0 (0)
SL2-8 Peribacillus spp. | 45,0+0,0(0) | 37,0+£0,0(0) | 180+0,0(0) | 34,0+0,0(0) | 33,0£0,0(0) | 27,0+0,0(0) | 20,0+0,0(0) 27,0+ 0,0 (0)
SL2-15 P.simplex 36,0£0,0(0) | 33,0+0,0(0) | 16,0£0,0(0) | 24,0+0,0(0) | 28,0+0,0(0) | 26,0+0,0(0) | 12,0+0,0(R) 29,0+ 0,0 (0)
SMS-13 | Peribacillus spp. | 46,0+0,0(0) | 36,0£0,0(0) | 20,0+0,0(0) | 31,0£0,0(0) | 30,0+0,0(0) | 34,0+0,0(0) | 28,0+0,0(0) 31,0+ 0,0 (0)
SGE-1 Peribacillus spp. | 39,0+0,0(0) | 33,0+£0,0(0) | 190+0,0(0) | 33,0+0,0(0) | 36,0£0,0(0) | 26,0+0,0(0) | 24,0+0,0(0) 30,5+0,7 (0O)
SWS-6 Peribacillus spp. | 45,0+0,0(0) | 40,0+0,0(0) | 23,0£0,0(0) | 32,0+0,0(0) | 340+£0,0(0) | 33,0+£0,0(0) | 30,0+£0,0(0) 30,5+0,7 (0)
SWS-9 Peribacillus spp. | 44,0+0,0(0) | 40,0+0,0(0) | 23,0£0,0(0) | 33,0+£0,0(0) | 340+£0,0(0) | 32,0+£0,0(0) | 30,0+0,0(0) 27,0+ 0,0 (0)
SWS-10 | Peribacillus spp. | 41,0+0,0(0) | 41,0£0,0(0) | 23,0+£0,0(0) | 31,0£0,0(0) | 29,0+0,0(0) | 13,0+£0,0(R) | 16,0£0,0(R) 32,0+ 0,0 (0)
SWS-16 | Peribacillus spp. | 39,0£0,0(0) | 36,0£0,0(0) | 19,0+0,0(0) | 31,5+2,1(0) | 31,0+£0,0(0) | 27,0£0,0(0) | 27,0+0,0(0) 34,0+ 0,0 (0)
NOD-5 Peribacillus spp. | 46,0+0,0(0) | 37,0+£0,0(0) | 180+0,0(0) | 34,0+0,0(0) | 33,0£0,0(0) | 26,0+£0,0(0) | 17,0£0,0(0) 29,0+ 0,0 (0)

*7***% mehanizam djelovanja: * inhibicija sinteze stanicne stijenke, ** inhibicija sinteze nukleinskih kiselina, ***inhibicija sinteze proteina

IPM 10 — imipenem (10 pg); MEM 10 — meropenem (10 pg); VA 5 — vankomicin (5 pg); CIP 5 — ciprofloksacin (5 pg); LVX 5 — levofloksacin (5 pg); E 15 — eritromicin (15 pg); CC 2 — klindamicin (2
pg); LZD 10 — linezolid (10 ug)

O - osjetljiv; R - rezistentan
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U ovom istrazZivanju izolat S1-3 se pokazao kao najrezistentniji (rezistentan na tri klase
antibiotika), te zajedno s izolatima rezistentnim na jednu klasu antibiotika (S1-2, S1-20, SL2-
4, SL2-15 i SWS-10) predstavlja potencijani izvor gena odgovornih za Sirenje antibioticke
rezistencije. S druge strane, 11 izolata (SD2-7, SD2-10, SD2-19, SL2-1, SL2-8, SMS-13, SGE-
1, SWS-6, SWS-9, SWS-16 i NOD-5) je osjetljivo na sve ispitane antibiotike te bi potencijalno
mogli biti primjenjeni u poljoprivredi.

4.3. Antimikrobno djelovanje Peribacillus spp.

Drugi dio ovog istrazivanja vezan je uz ispitivanje antimikrobnog djelovanja izolata
Peribacillus spp. na humane (E.coli, S. enteric, S. aureus, B. cereus, L. innocua) i biljne (P.
siringae, E. amylovora, A. tumefaciens, B. cinerea) patogene mikroorganizme.

Ispitivanje antimikrobnog ucinka izolata Peribacillus spp. sastojalo se od dva dijela,
utvrdivanja njihovog antibakterijskog i antifungalnog djelovanja.

Antibakterijski ucinak sojeva je vidljiv iz redukcije promjera i gustoce kolonija patogenih
bakterija (izmedu linijaizolata) u odnosu na kontrolne kolonije (uz rub petrijeve ploce) (Slika
8.).

Slika 8. Antibakterijsko djelovanje izolata S1-20 na indikatorske bakterije. 1) E. coli (ATTC 25922),
2) S. enterica subsp. enterica (DSM 14221), 3) S. aureus (DSM 20231), 4) B. cereus (DSM 6791), 5)
L. innocua (ATTC 33090), 6) P. syringae (DSM 10604), 7) E. amylovora (DSM 50901), 8.) A.
tumefaciens (DSM 30205).
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Antifungalno djelovanje izolata Peribacillus spp. na B. cinerea je vidljivo kao smanjenje

radijalnog rasta gljive u odnosu na kontrolu (Slika 9.).

’ Kontrola

Slika 9. Antifungalno djelovanje izolata SGE-1 i SGE-4 u odnosu na kontrolu gljive B.
cinerea (DSM 877)

U pravilu, izolati Peribacillus spp. slabo inhibiraju ili uopée ne inhibiraju rast patogenih

antibakterijsko djelovanje izolata Peribacillus spp. Suprotno tome, biljni patogen, P.
syringae Ciji rast je inhibirao samo jedan izolat (5,9 %; SL2-15) se pokazao kao najotporniji
na inhibitorno djelovanje izolata Peribacillus spp. Ostale humane i biljne patogene sli¢an
broj izolata (3-5) Peribacillus spp. je slabo inhibirao.

Izolat SL2-15 je slabo inhibirao rast svih bakterijskih patogena koristenih u ovom
istrazivanju i kao takav pokazao najsiri spektar inhibitornog djelovanja u usporedbi s ostalim
izolatima. Slijede ga izolati S1-20 i SD2-19 koji su slabo inhibirali po pet patogena (S1-20: E.
coli, S. enterica, B. cereus, L. innocua i E. amylovora; SD2-19: E. coli, S. enterica, B. cereus, L.
innocua i A. tumefaciens) te izolati SMS-13 i SWS-10 koji su slabo inhibirali po cetiri
patogena (SMS-13: E coli, B. cereus, L. innocua i E. amylovora; SWS-10: E. coli, S. enterica,
S. aureus i B. cereus). Suprotno njima, izolat SWS-9 nije inhibirao ni jednu patogenu
bakteriju (Tablica 8.).
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Tablica 8. Antibakterijsko djelovanje izolata Peribacillus spp. prema indikatorskim bakterijama.

lzolat Vrsta E. coli S. enterica S. aureus B. cereus L. innocua P. syringae E. amylovora | A. tumefaciens
(ATTC 25922) | (DSM 14221) (DSM 20231) | (DSM 6791) | (ATTC33090) | (DSM 10604) | (DSM 50901) (DSM 30205)
S1-2 Peribacillus spp. + - - - - - + _
S1-3 Peribacillus spp. + - - - - - - -
$1-20 Peribacillus spp. + + - + + - + i
SD2-7 Peribacillus spp. + - + + - - - -
SD2-10 Peribacillus spp. - - - + - - + i
SD2-19 Peribacillus spp. + + - + + - - +
SL2-1 Peribacillus spp. + - - - - _ i i
SL2-4 Peribacillus spp. + - - - - _ i i
SL2-8 Peribacillus spp. + - - - - _ i +
SL2-15 P. simplex + + + + + + + +
SMS-13 Peribacillus spp. + - - + + _ + i
SGE-1 Peribacillus spp. + - - - - _ i i
SWS-6 Peribacillus spp. + - - - - _ i B
SWS-9 Peribacillus spp. - - - - - - i B
SWS-10 Peribacillus spp. + + + + - - - -
SWS-16 Peribacillus spp. + + - - - - i +
NOD-5 Peribacillus spp. + - - - - _ i B

- =nema inhibicije; + = slaba inhibicija;
++ = izraZzena inhibicija;
+++ = vrlo jaka inhibicija; p.i.= potpuna inhibicija
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S druge strane, izolati Peribacillus spp. su se pokazali kao iznimno efikasni u suzbijanju
rasta gljive B. cinerea. Cak 8 izolata (47,1 %) je snazno inhibiralo njen rast, gdje se redukcija
radijalnog rasta kretala u rasponu od 73,3 % (SWS-10) do 93,0 % (SL2-1). Ostali izolati uopée

nisu utjecali na rast gljive B. cinerea (Tablica 9.).

Tablica 9. Antifungalno djelovanje izolata Peribacillus spp. prema gljivi B. cinerea (DSM 877).
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti inhibicije radijalnog rasta (n=2) s pripadajuc¢im

standardnim devijacijama u postocima (%).

Izolat Vrsta Inhibicija radijalnog Inhibicija
rasta (%)
S1-2 Peribacillus spp. 0,0+0,0 n.i.
S1-3 Peribacillus spp. 0,0+£0,0 n.i.
S1-20 Peribacillus spp. 0,0+£0,0 n.i.
SD2-7 Peribacillus spp. 0,0£0,0 n.i.
SD2-10 Peribacillus spp. 0,0£0,0 n.i.
SD2-19 Peribacillus spp. 0,0£0,0 n.i.
SL2-1 Peribacillus spp. 93,0+0,0 +++
SL2-4 Peribacillus spp. 88,4+0,0 +++
SL2-8 Peribacillus spp. 90,7+1,4 +++
SL2-15 P. simplex 0,0£0,0 n.i.
SMS-13 Peribacillus spp. 0,0+£0,0 n.i.
SGE-1 Peribacillus spp. 90,7+1,4 +++
SWS-6 Peribacillus spp. 90,7+0,0 +++
SWS-9 Peribacillus spp. 90,7+0,0 +++
SWS-10 Peribacillus spp. 73,3+16,3 +++
SWS-16 Peribacillus spp. 0,0+0,0 n.i.
NOD-5 Peribacillus spp. 88,4+0,0 +++

p.i. = potpuna inhibicija (100 %); +++ = vrlo jaka inhibicija (70 - < 100 %); ++ = izraZena inhibicija (40 — < 70 %);

+ = slaba inhibicija (> 0 - < 40 %); n.i. = nema inhibicije (0 %)
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5. Rasprava

U ovom radu identificirane vrste roda Peribacillus iz uzoraka sedimenta i vode
uzorkovanih iz krske spilje testirane su na pet klasa antibiotika, tj. na osam pojedinacnih
antibiotika. Od 17 testiranih izolata samo je jedan (S1-3, P. simplex) pokazao rezistentnost
na vise klasa antibiotika te spada u skupinu viSestruko rezistentnih bakterija (MDR). Za
usporedbu, Bacillus vrste u istrazivanjima Shammi i Ahmed (2013.), te Mbhele i Zishiri
(2016.) pokazuju visok postotak (oko 100%) rezistentnosti na tri i viSe klasa antibiotika
(MDR). Medutim, uzevsi u obzir mjesto uzorkovanja, dobivene razlike u rezultatima su
ocekivane buducdi da izolati u ovom radu nisu bili izloZeni selektivnom pritisku antibiotika
kao sto je bio slu¢aj u navedenim radovima.

Kad govorimo o sposobnosti rezistencije bakterija Peribacillus spp. na pojedinacne
antibiotike, vidimo da je najveci postotak ispitanih bakterija (29,4 %, pet izolata) sposobno
oduprijeti se mehanizmu djelovanja klindamicina s prosjekom promjera oko 15,0 mm £ 0,0.
Slicne rezultate dobili su i Beri¢ et al. (2018.) u svojem istraZivanju, izmedu ostalih i Bacillus
vrsta izoliranih iz okolisnih uzoraka na podrucju Republike Srbije. Zakljucili su kako je gen
koji posjeduju ispitane bakterije, gen za rezistenciju na eritromicin (erm), zasluzan za
rezistenciju na klindamicin. Otkrili su kako je ovaj gen distribuiran izmedu srodnih i
nesrodnih vrsta, tj. da su vrste Bacillus spp. iz okoline potencijalni izvor otpornosti na ovaj
antibiotik. Dublja analiza rezistencije na klindamicin koju su proveli Jeong et al. (2020.)
pokazala je da se radi o intrinzi¢noj otpornosti njihovih izolata Bacillus spp. Sto dovodi u
pitanje zaklju¢ak koji su donjeli Beri¢ et al. (2018.). S obzirom na dobivene rezultate njihovih
istrazivanja, za izolate Peribacillus spp. testirane u ovom istraZzivanju potrebno je provesti
dodatne analize kako bi se utvrdilo o kojem se tipu rezistencije radi.

Na djelovanje eritromicina sposobnost rezistencije ima 17,6 % (tri) izolata s promjerom
17,3 mm % 0,0. Na antibiotike ciprofloksacin i levofloksacin sposobnost rezistencije je imao
jedan izolat (5,9%) s promjerima u prosjeku 16,0 mm # 0,0, kao i na linezolid, ali s
prosje¢nom vrijednosti promjera 19,0 mm # 0,0. Na djelovanje imipenema, meropenema i
vankomicina svi su izolati pokazali osjetljivost.

Svi ispitani izolati Peribacillus spp. slabo su ili uopée nisu inhibirali humane i biljne
bakterijske patogene koriStene u ovom istrazZivanju. Jedino je izolat SL2-15 pokazao slabo
inhibitorno djelovanje na sve testirane patogene, te je time pokazao najsiri spektar
inhibitornog djelovanja. Ostali izolati pokazuju slabu inhibiciju prema nekolicini ili samo
jednoj od patogenih bakterija. Do sli¢nih saznanja dosli su i Beri¢ et al. (2011.) kada su
istrazivali djelovanje bakterija roda Bacillus na E. coli i fitopatogenu bakteriju A.
tumefaciens. Njihovo ispitivanje pokazalo je da analizirani izolati nemaju nikakvo djelovanje
na testirane patogene bakterije.

S druge strane u mnogobrojnim istraZzivanjima roda Bacillus (Amin et al. 2015.;
Domrongpokkaphan i Wanchaitanawong 2006.; Kivang et al. 2014.; Maela et al. 2022;
Singh et al. 2018.) dokazano je izrazito inhibitorno djelovanje pojedinih vrsta ovog roda na
patogene bakterije poput E. coli, B. cereus, S. aureus, L. monocytogenes, pa ¢ak i Vibrio spp.
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iz cega mozemo zakljuciti da postoje velike varijacije u antibakterijskom djelovanju Bacillus
i Peribacillus vrsta te da ispitani izolati Peribacillus spp. iz krske spilje nemaju potencijal za
antagonisticko djelovanje i inhibiciju patogenih bakterija.

Suprotno rezultatima prvog dijela istrazivanja, skoro 50 % (47,1 %) Peribacillus izolata
izoliranih u ovom istrazZivanju, inhibiralo je fitopatogenu gljivu B. cinerea. Djelovanje
Peribacillus spp. na patogene gljive nije do sada istrazeno, medutim postoje mnogobrojna
istraZzivanja o utjecaju vrsta roda Bacillus na fitopatogene gljive. Usporedimo li brojna
istrazivanja Bacillus vrsta (Balouiri et al. 2015.; Bjeli¢ et al. 2017.; Girardin et al. 2002.; Hou
et al. 2006.; Khan et al. 2018.; Matic¢ i Siber 2019.; Mghazli et al. 2022.; Strafella et al. 2021.)
koja su pokazala Siroko inhibitorno djelovanje prema biljnim patogenim gljivama poput B.
cinerea, Fusarium graminearum, Fusarium proliferatum, Fusarium oxysporum f. sp. Cepae,
Alternaria padwickii, S. sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Alternaria brassicae i
Leptosphaeria maculans te potencijalno humanoj patogenoj gljivi Candida albicana, s
dobivenim rezultatima ovog istrazivanja, mozemo zakljuciti da rod Peribacillus ima
potencijalnu primjenu kao biofungicid u poljoprivredi te da je potrebno detaljno istraziti
djelovanje Peribacillus spp. izoliranih iz krske spilje i na ostale fitopatogene gljive, ali i one
koje izazivaju bolesti kod ljudi.
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6. Zakljucci

Od 75 izoliranih izolata, 11,3 % (17) ih je identificirano kao Peribacillus spp., od toga
je samo jedan izolat identificiran do razine vrste (P. simplex).

35,3 % izolata je rezistentno na makrolide/linkozamide, 5,9 % ih je rezistentno na
fluorokinolone i oksazolidinone, dok niti jedan izolat nije pokazao rezistentnost na
karbapeneme i glikopeptide.

Ovisno o izolatima, vrste Peribacillus izolirane iz krske spilje, ne pokazuju potencijal
u Sirenju rezistentnosti na testirane antibiotike u prirodi, ali su potrebne dodatne
analize vezane uz njihovu rezistentnost na djelovanje klindamicina.

Peribacillus vrste pokazale su slabo ili nikakvo inhibitorno djelovanje prema
testiranim biljnim i humanim patogenim bakterijama (E.coli, S. enteric, S. aureus, B.
cereus, L. innocua, P. siringae, E. amylovora i A. tumefaciens).

Vrste Peribacillus spp. pokazale su zadovoljavajuée inhibitorno djelovanje prema
fitopatogenoj gljivi B. cinerea. 47 % izolata uspjesno ihnibira rast ove plijesni.
Velika osjetljivost Peribacillus spp. izoliranih iz krske spilje na razli¢ite klase
antibiotika kao i njihov potencijal u inhibiciji rasta plijesni, predstavljaju dobru
pocetnu tocku za daljnja istrazivanja ovih izolata kao potencijalnih biofungicida.
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