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Sazetak

Diplomskog rada studentice Marte Sobota, naslova

POTENCIJAL VRSTA RODA PSEUDOMONAS IZOLIRANIH 1Z SPILJE U
INHIBICIJI PATOGENE MIKROBIOTE

Cilj ovog rada je bio ispitati unutarvrsnu raznolikost, osjetljivost na antibiotike te
antimikrobno djelovanje izolata Pseudomonas spp. (n=40) izoliranih iz krSke spilje.
Svi izolati genotipizirani su pomocu rep-PCR metode. NajveCa unutarvrsna
raznolikost je uoCena kod vrste P. chlororaphis, gdje sli¢nost varira od 50,5 do 100,0
%. Rezistencija na antibiotike utvrdena je disk difuzijskom metodom na Sest klasa
antibiotika te je dokazana kod 30 ispitanih sojeva. Najveéi broj sojeva (75 %) je
rezistentan na monobaktame, a jedan izolat P. chlororaphis SL2-18 rezistentan na tri
klase antibiotika te spada u viSestruko rezistentne sojeve. Uzimajuéi u obzir sve
stupnjeve djelovanja, od slabe do potpune, sojevi Pseudomonas spp. pokazali su
znacajnije antimikrobno djelovanje prema Gram negativnim bakterijama (89,0 %) u
odnosu na Gram pozitivne bakterije (84,0 %). Opcenito, sojevi Pseudomonas spp.
pokazali su se najdjelotvornijima u suzbijanju rasta fitopatogenih bakterija E.
amylovora i A. tumefaciens te najmanje efikasnim u kontroli rasta humanih patogena
S. aureus i S. enterica. Kao najdjelotvorniji pokazao se soj Pseudomonas spp. W2-4
koji u potpunosti suzbija rast tri patogena (L. innocua, E. amylovora i A. tumefaciens),
te snazno inhibira rast bakterija P. syringae i E. coli. Antifungalno djelovanje utvrdeno
je kod 13 sojeva (32,5 %) od kojih Sest (15,0 %) vrlo jako inhibira rast gljive B.
cinerea s rasponom smanjenja radijalnog rasta od 84,1+1,7 % od 93,9152 %.
Najjate antifungalno djelovanje utvrdeno je kod soja Pseudomonas spp.S1-8 koji
smanjuje radijalni rast B. cinerea za 93,9+5,2 %, te kod soja P. chlororaphis SL2-11
koji smanjuje radijalni fungalni rast za 90,2+0,0 %.

Kljuéne rijeci: krSka spilja, Pseudomonas spp., rep-PCR, osjetljivost na antibiotike,
antimikrobno djelovanje



Summary

Of the master’s thesis — student Marta Sobota, entitled

THE POTENTIAL OF SPECIES OF THE GENUS PSEUDOMONAS ISOLATED
FROM THE CAVE IN INHIBITION OF PATHOGENIC MICROBIOTA

The aim of this work was to examine the intraspecific diversity, sensitivity to
antibiotics and antimicrobial activity of isolates of Pseudomonas spp. (n=40) isolated
from a karst cave. All isolates were genotyped using the rep-PCR method. The
highest intraspecific diversity was observed in the species P. chlororaphis, where the
similarity varies from 50,5 to 100,0 %. Resistance to antibiotics was determined by
the disk diffusion method for six classes of antibiotics and was proven in 30 tested
strains. The largest number of strains (75 %) is resistant to monobactams, and one
isolate (P. chlororaphis SL2-18) was resistant to three classes of antibiotics and
belongs to multidrug resistant strains. Taking into account all degrees of activity, from
weak to complete, strains of Pseudomonas spp. showed more pronounced
antimicrobial activity against Gram-negative bacteria (89,0 %) compared to Gram-
positive ones (84,0 %). In general, strains of Pseudomonas spp. proved to be the
most effective in suppressing the growth of phytopathogenic bacteria E. amylovora
and A. tumefaciens and the least effective in controlling the growth of human
pathogens S. aureus and S. enterica. The strain of Pseudomonas spp. W2-4 proved
to be the most effective, completely suppressed the growth of three pathogens (L.
innocua, E. amylovora and A. tumefaciens), and strongly inhibited the growth of the
bacteria P. syringae and E. coli. Antifungal activity was determined in 13 strains (32,5
%) of which six (15,0 %) inhibited the growth of the fungus B. cinerea very strongly
with a range of radial growth reduction of 84,1+1,7 % from 93,9£5,2 %. The strongest
antifungal activity was found in Pseudomonas spp. S1-8 strain, which reduced the
radial growth of B. cinerea by 93,9+5,2 %, and in the P. chlororaphis SL2-11 strain,
which reduced the radial fungal growth by 90,2+0,0 %.

Keywords: cave, Pseudomonas spp., rep-PCR, antibiotic susceptibility, antimicrobial
activity



1. Uvod

Zbog specificnih obiljezja, poput nedostatka svjetlosti te relativno male koli€ine
hranjivih tvari, smatralo se da spiljska stanista nisu bogata zivotom. Medutim, brojna
istraZzivanja su pokazala da spiljska stanista obiluju razli€itim organizmima, pa tako i
razli¢itim mikrobnim zajednicama. Pseudomonas je rod Gram negativnih sveprisutnih
bakterija koje su sastavni dio mnogih ekosustava, ukljuujuéi i spiljski.

Pripadnici roda Pseudomonas izvrstan su izvor enzima i Sirokog spektra
bioaktivnih spojeva antimikrobnog djelovanja prema velikom spektru patogenih
bakterija i mikroskopskih gljiva, zbog €ega se vrlo Cesto koriste u poljoprivredi u
biokontroli patogena. Mnoge vrste, primjerice P. chlororaphis, pokazale su se vrlo
ucinkovite u suzbijanju biljnih i humanih patogena. Neki od mehanizama kojima
Pseudomonas spp. djeluje inhibitorno na patogenu mikrobiotu su produkcija
cijanovodine kiseline, siderofora, pirolnitrina te produkcija antibiotika (Mehmood i
sur., 2023).

S druge strane, poznato je da su vrste roda Pseudomonas uklju€ene u Sirenje
rezistencije na antibiotike u prirodi. Povecanje rezistencije patogena na antibiotike je
globalni problem koji se javlja uslijed prekomjerne upotrebe antibiotika u poljoprivredi
i medicini. Mnogi patogeni su razvili razliCite mehanizme kojima odolijevaju djelovaniju
antibiotika. Horizontalnim prijenosom gena se geni za rezistenciju prenose na
nesrodne bakterije koje izvorno nisu bile rezistentne, §to moze rezultirati Sirenjem
rezistencije u okoliSu i pojavom viSestruko rezistentnih (engl. Multi-Drug Resistant,
MDR) mikroorganizama. ViSestruko rezistentne bakterije su one koje pokazuju
rezistenciju na barem jedan antibiotik iz tri ili viSe razli¢itih klase (Gill i sur., 2010).
Unutar roda Pseudomonas, vrsta koja je najviSse ukljuena u pojavu viSestruke
rezistentnosti na antibiotike je P. aeruginosa. Medutim, novija istraZivanja pokazala
su da se viSestruka rezistencija prisutna i kod drugih vrsta unutar roda
Pseudomonas, primjerice: P. fluorescens i P. putida (Kittinger i sur., 2016).

Buduci da spilje predstavljaju nedovoljno istrazen ekosustav s obzirom na
mikrobne zajednice te mogu biti potencijalan izvor korisnih mikroorganizama, od
velikog je znacCaja istraziti podzemne ekosustave i istraziti potencijal vrsta roda
Pseudomonas izoliranih iz spilje, u inhibiciji rasta biljnih i humanih patogena, te
procijeniti njihovu ulogu u Sirenju antibiotiCke rezistencije u prirodi.



1.1. Hipoteze i ciljevi istrazivanja

Hipoteze ovog istrazivanja su:

1.) pojedini sojevi Pseudomonas spp. pokazat Ce rezistenciju na viSe klasa
antibiotika, te ¢e kao takvi predstavljati potencijalnu opasnost za Sirenje
antibiotiCke rezistencije u okoliSu.

2.) vecCina sojeva Pseudomonas spp. djelovat ¢e inhibitorno na biljne i humane
patogene, te ¢e kao takvi predstavljati alternativno rieSenje za kontrolu
rasta patogenih bakterija i gljiva.

Op¢i cilj ovog istrazivanja je utvrditi unutarvrsnu raznolikost Pseudomonas spp.
izoliranih iz krke spilie u blizini naselja Konjevrate u Sibensko-kninskoj Zupaniji, te
ispitati osjetljivost sojeva na Sest klasa antibiotika te njihovo djelovanje prema
najznacajnijim biljnim i humanim patogenima.

Specificni ciljevi istrazivanja su:

1.) Odrediti unutarvrsnu raznolikost Pseudomonas spp. rep-PCR metodom
nakon izolacije DNA.

2.) Ustanoviti djelovanje Sest klasa antibiotika (penicilini, cefalosporini,
karbapenemi, monobaktami, aminoglikozidi i fluorokinoloni) na sojeve
Pseudomonas spp. disk difuzijskom metodom.

3.) Ustanoviti djelovanje Pseudomonas spp. na rast biljnih i humanih
patogenih bakterija (Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella enterica
subsp. enterica (DSM 14221), Staphylococcus aureus (DSM 20231),
Bacillus cereus (DSM 6791), Listeria innocua (ATCC 33090),
Pseudomonas syringae (DSM 10604), Erwinia amylovora (DSM 50901) i
Agrobacterium tumefaciens (DSM 30205).

4.) Ustanoviti djelovanje Pseudomonas spp. prema patogenoj gljivi Botrytis
cinerea (DSM 877).



2. Pregled literature

2.1. Spilje kao staniSte za razvoj mikrobnih zajednica

Podzemna stani$ta su jedna od mnogih prirodnih posebnosti Hrvatske. ObiljezZja
podzemnih staniSta (u odnosu na nadzemna) su: nedostatak svjetlosti, vrlo visoka i
stabilna relativha vlaga zraka, relativno stabilna temperatura zraka, relativno niska i
stabilna temperatura vode, te relativno mala koli¢ina hranjivih tvari koja u potpunosti
dolaze iz nadzemnih stanista (HAOP, 2017).

Podzemna stanista (podzemlje) se prema Nacionalnoj klasifikaciji stanista (NKS)
dijele na: kraske spilje i jame, nekraske Spilje i jame, intersticijska podzemna stanista
i antropogena podzemna stanisSta (Narodne novine, 2021).

Na Zemlji se nalazi veliki broj spilja. Globalno govoreci, samo je oko 10 % svih
spilja otkriveno. Bez obzira na brojne spiljske aktivnosti u svijetu procjenjuje se da je i
u vrlo istrazenim podrucjima, kao $to su Europa i Sjeverna Amerika, istrazeno samo
50 % svih postojecih spilja (Ghosh i sur., 2017).

Zemljino kontinentalno podzemlje sadrzi obilnu i aktivhu mikrobnu biomasu.
Spiljski mikroorganizmi prevladavaju u sedimentima i vodi. Kontaktne povrSine
izmedu zraka, vode i stijena nudi pogodna stanista za mikrobnu aktivnost, ukljuCujudi
i one u spiljskom i krSkom krajoliku. Kao takva, spiljska i krSka staniSta sluze kao
rezervoari razlicitih mikroorganizama (White i Culver, 2012).

Metabolizam spiljskih mikroorganizama vrlo je raznolik. Mikrobni metabolizam
podrazumijeva nacin na koji neki mikroorganizam dobiva ugljik (zajedno s drugim
nutrijentima) i energiju. Prema tome, mikroorganizmi se dijele u 2 osnovne grupe:
autotrofi i heterotrofi. Autotrofi pretvaraju anorganski ugljik (npr. CO2) u organske
spojeve koje koriste za dobivanje energije, dok heterotrofi koriste postojeée organske
spojeve u svojoj okolini (White i Culver, 2012.)

Prema ljudskoj upotrebi, spilje se Klasificiraju na dva glavna tipa: 1.) spilje
otvorene za javnost (obi¢no za rekreaciju), 2.) prirodni spiljski sustavi. Spilje otvorene
za javnost pokazuju raznolik sastav mikrobnih zajednica, zbog uvodenja umjetnog
osvjetljenja. U prirodnim spiljskim sistemima nema ljudskog utjecaja, te se tamo jos
uvijek mogu pronaci i prou€avati autohtoni mikroorganizmi (Ghosh i sur., 2017).

Obzirom na koli€¢inu svjetlosti koja ulazi, prirodni spiljski unutarnji okoli§ se
generalno moze podijeliti na Cetiri glavne zone: 1.) ulazna zona (gdje se susrec¢u
povrsina i podzemni okoli§), 2.) zona sumraka (gdje svjetlost postepeno slabi do
razine kada viSe nema svjetla; nakon ove zone nema rasta biljaka), 3.) prijelazna
zona (gdje nema svjetlosti, ali se jo$ uvijek osjec¢a utjecaj povrSinskog okoliSa poput
temperature i vlage) i 4.) dubinska zona (gdje je kompletni mrak, visoka vlaZznost
zraka i konstantna temperatura) (Ghosh i sur., 2017).

U radu Lavoie i sur. (2017), istraZzena je i usporedena raznolikost bakterijskih
zajednica u spiljama i sloju tla iznad njih. Rezultati istraZzivanja pokazuju da
aktinobakterije dominiraju u svim spilljskim uzorcima, sa udjelom od 39 % u uzorcima
iz spilja i 21 % u tlima s povrSine. Proteobakterije ¢ine do 30 % uzorka iz spilja i 36 %
iz povrsinskog tla. Uzorci tla s povrSine imaju viSe operativnih taksonomskih jedinica
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nego spiljski uzorci. lako mikroorganizmi povrsinskog tla imigriraju u spilje ispod njih,
okoli$ selektira mikroorganizme koji mogu Zivjeti u spiljskim staniStima, Sto rezultira
vrlo razli¢itim spiljskim zajednicama (Lavoie i sur., 2017).

2.2. Opce karakteristike Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp. je grupa Stapicastih, Gram negativnih, pokretnih, aerobnih i
kemoheterotrofnih bakterija. Veoma je raznovrsna skupina bakterija, koja je u
velikom broju i Siroko rasprostranjena u prirodi (ubikvisti). Zbog jednostavnih zahtjeva
za hranjivim tvarima vrlo su dobro prilagodeni razli€itim ekoloskim niSama (Mercado-
Blanco i Bakker, 2007).

Neke bakterije ovog roda su poznate kao ljudski, zivotinjski i biljni patogeni, te
uzroc€nici kvarenja namirnica, dok su druge korisne biljkama. Baterije koje su korisne
biljkama na nacin da promoviraju rast biljaka ili suzbijaju biljne bolesti, nazivaju se
PGPR (engl. Plant growth promoting rhizobacteria) bakterije. Neke od Pseudomonas
vrsta koje su prepoznate kao PGPR bakterije su Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida i neki sojevi P. aeruginosa (Mercado-Blanco i Bakker, 2007).

Pseudomonas spp. imaju direktne i indirektne mehanizme kojima promoviraju rast
biljaka. Direktni mehanizmi ukljuCuju: fiksaciju atmosferskog duSika (N2),
solubilizaciju fosfora, produkcija HCN-ova (hlapljivih tvari koje imaju antibakterijsko i
antifungalno djelovanje), produkcija sidreofora, fitohormona i antibiotika. Indirektni
mehanizmi ukljuuju: antifungalnu aktivnost, induciranu sistemi¢nu rezistenciju,
rizoremedijaciju i kontrolu stresa i upravljanje biljnim bolestima (Mehmood i sur.,
2023).

2.2.1. AntibiotiCka rezistencija Pseudomonas spp.

Antibiotici ubijaju mikrobne stanice ili zaustavljaju mikrobni rast. Pet glavnih
mehanizama djelovanja antibiotika su djelovanje na: bakterijsku staniénu stijenku,
stani¢énu membranu, sintezu proteina, sintezu DNA i RNA te na metabolizam folne
kiseline (vitamin B9) (Wright, 2010).

Rezistencija na antibiotike je prirodna pojava. Poznato je da su mehanizmi
otpornosti, koji su se pojavili u klinickim patogenima, paralelni s onima
karakteristicnim za bakterije koje proizvode antibiotike. Otpornost na antibiotike javlja
se kroz Cetiri opéa mehanizma: izmjena cilja djelovanja, izbacivanje efluks pumpom,
imunitet i zaobilaZenje djelovanja, te uniStenje antibiotika katalizirano enzimima
(Wright, 2010).

Horizontalni prijenos gena za rezistenciju na antibiotike u izvorno neotporne
bakterijske vrste i rodove, kao i odrZzavanje otpornosti vertikalno kroz populacije, su
rezultat suvremene upotrebe antibiotika u klinikama i na farmama (evolucijski
odgovor na shazan selektivni pritisak koji je rezultat izlaganja antibioticima). Postoje
dvije vrste rezistencije na antibiotike: primarna (intrinzicna) i sekundarna (stecena).
Intrinzi€na rezistencija je rezultat nepostojanja ciljnog mjesta za antibiotik u bakteriji,
a steCena rezistencija je rezultat mutacije bakterijskog genoma ili horizontalnog
prijenosa gena (Hancock, 1998; Josi¢, 2020; Wright, 2010).



Medu Pseudomonas spp. intrizicnu rezistenciju daju mehanizmi koji se
istovremeno javljaju, kao Sto su: niska permeabilnost vanjske membrane, sinteza
beta-laktamaza i efluks sustav (Luczkiewicz i sur., 2015).

Vrlo vaznu ulogu u horizontalnom prijenosu gena za antibiotiCku rezistenciju imaju
plazmidi i transpozoni. Plazmidi su male, kruzne, dvolanCane DNA molekule,
pronadene u mnogim tipovima bakterija. Njihova veli€ina i funkcija variraju. Plazmidi
egzistiraju neovisno o kromosomalnoj DNA, te se repliciraju autonomno. Plazmidi ne
sluze za osnovne stani¢ne funkcije, kao $to su rast stanice i razmnozavanje, nego
nose geneticke elemente koji pomaZzu bakteriji da prezivi nepovoljne okolisne uvjete
kao Sto je prisustvo letalnih antibiotika. Plazmidi kodiraju enzime koji su zasluzni za
rezistenciju na razliCite antimikrobne tvari poput antibiotika, dezinficijensa, teskih
metala, pa ¢ak i za rezistenciju na UV radijaciju (Subedi i sur., 2018).

Transpozoni su geneticki elementi koji su takoder vazni u horizontalnom prijenosu
gena za rezistenciju, te su Cesto prisutni u klinickim sojevima Pseudomonas
aeruginosa. Transpozoni se joS nazivaju i skakacki geni (eng. jumping genes), jer se
mogu podvrgnuti transpoziciji kako bi se premjestili s jednog na drugo mjesto unutar
iste ili razli€¢itih DNA molekula (primjerice plazmidi ili kromosomi). Sastoje se od
insercijske sekvence i od barem jednog otvorenog okvira za Citanje. Insercijska
sekvenca kodira kretanje transpozona, a okvir za Citanje sadrzZi jedan ili vise gena za
antibioti¢ku rezistenciju (Subedi i sur., 2018).

Osim plazmida i transpozona, pri horizontalnom prijenosu gena jo$ su vazni i
integroni. Integroni su sustavi za hvatanje gena, koji hvataju genske kasete. To
ukljucuje, ali nije ograni¢eno na gene koji nose rezistenciju na antibiotike, te pomazu
njihovoj ekspresiji. Integroni se mogu nalazititi na plazmidu ili na transpozonu (Subedi
i sur., 2018).

Unutar roda Pseudomonas najproblematic¢nija vrsta je P. aeruginosa, koja je
vodedi uzrocCnik bolnickih infekcija. BolniCke infekcije izazvane P. aeruginosa je vrlo
teSko lijeCiti zbog intrizi€ne rezistencije vrste i sposobnosti stjecanja dodatnih
mehanizama rezistencije na viSe grupa antimikrobnih sredstava, ukljuCujuci beta
laktame, aminoglikozide i fluorokinolone. P. aeruginosa predstavlja fenomen
bakterijske rezistencije jer su kod ove vrste zabiljezeni skoro svi poznati mehanizmi
rezistencije na antibiotike. Zabrinjavaju¢a Cinjenica je da su mehanizmi rezistencije
Cesto prisutni istovremeno, Cime nastaju viSestruko rezistentni (MDR) fenotipovi
(Strateva i Yordanov, 2009).

Da bi se bakterija smatrala viSestruko rezistentnom (engl. Multi-drug resistant,
MDR), mora biti rezistentna na barem jedan antibiotik iz tri razliCite klase
(antimikrobne grupe) (Ghogale i Pathak, 2023).

Osim P. aeruginosa, rezistencija na antibiotike je zabiljezena i kod drugih vrsta
roda Pseudomonas. Autori Kittinger i sur. (2016) istrazivali su prisutnost rezistencije
kod Pseudomonas spp. u gornjem i donjem toku Dunava. U istrazivanju je
prikupljeno 520 izolata Pseudomonas spp., od ¢ega je 334 (66,0 %) identificirano kao
Pseudomonas putida, 141 (27,1 %) kao Pseudomonas fluorescens, te dva izolata
kao P. aeruginosa. Naj¢eS¢éu rezistenciju Pseudomonas spp. su pokazali na
meropenem, piperacilin-tazobaktam i ceftazidim. Takoder, pronadeno je 16
multirezistentnih izolata. Otkriveni viSestruko rezistentni izolati pripadaju vrstama P.
putida i P. fluorescens. Rezultati istrazivanja Kittinger i sur. (2016) ukazuju na to da
antibioticka rezistencija moZze biti steCena i perzistirati medu Pseudomonas vrstama
koje nisu u izravhom kontaktu s ljudima, te da ove bakterije pruzaju rezervoar gena
za rezistenciju na antibiotike koji se mogu prenijeti srodnim ljudskim patogenima
putem horizontalnog prijenosa gena.



2.2.2. Antimikrobno djelovanje Pseudomonas spp.

Potencijal za biokontrolu kod Pseudomonas spp. vrlo je dobro dokumentiran. Ove
bakterije su u kompeticiji sa ostalim mikroorganizmima tla, posebno sa
fitopatogenima, te je poznato da proizvode Citav niz antagonistiCkih sekundarnih
metabolita. Produciranjem bioaktivnih metabolita, Pseudomonas spp. imaju vrlo
vaznu ulogu u stimulaciji biljnog rasta, te kontroli zdravlja tla i biljike (Shahid i sur.,
2021).

Antimikrobna aktivhost Pseudomonas spp. uglavhom se pripisuje proizvodnji
fenazina. Fenazini su velika skupina spojeva gradeni od heterociklickih prstenova
dusSika, koji su uc€inkoviti protiv razli€itih gljivicnih i bakterijskih fitopatogena (Shahid i
sur., 2021).

Jos jedan biofungicid Sirokog spektra €esto koristen u poljoprivrednoj praksi, kojeg
proizvode Pseudomonas spp., je pirolnitrin. Ovaj metabolit na bazi pirola prvi je put
uoCen kod P. aureofaciens i P. fluorescens, te je utvrdeno da djeluje protiv Citavog
niza patogenih gljiva, ukljuuju¢i Deuteromycota, Ascomycota i Basidiomycota.
Takoder, proizvodnja pirolnitrina je zabiljezena i kod P. aurantiaca i P. chlororaphis,
no o tome je dostupno vrlo malo literature (Shahid i sur., 2021).

Poznato je da Pseudomonas spp. sintetiziraju siderofore, Zeljezne helate male
molekulske mase, kako bi namirili svoje potrebe za Zeljezom. Mikrobni siderofori
sekvestriraju dostupno Zeljezo u rizosferi, €ine¢i ga nedostupnim za biljne patogene,
Cime se suspreze njihov rast (Shahid i sur., 2021).

U istrazivanju autora Vollenweider i sur. (2023), istrazen je inhibitorni utjecaj
siderofora pioverdina, produciranih od strane Pseudomonas spp. iz okolisa, na
ljudske oportunisticke patogene (Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus). Svi analizirani pioverdini
pokazuju visoku ucinkovitost u suzbijanju A. baumanii i S. aureus, dok samo jedan
suzbija K. pneumoniae.

2.3. Opéce karakteristike humanih patogena
2.3.1.0pce karakteristike Escherichia coli

Escherichia coli (dalje u tekstu E. coli) pripada porodici Enterobacteriaceae. E. coli
je Gram negativna, Stapicasta, fakultativho anaerobna bakterija koje ne stvara spore
(Slika 2.3.1.1). Optimalna temperatura rasta pri kojoj stanice zadrzavaju pokretljivost
je izmedu 25 i 30 °C, a optimalna pH vrijednost je izmedu 6 i 7,5. Medutim, neki
sojevi E. coli mogu rasti i pri niskom pH (Adler i Templeton, 1967; Makvana i Krilov,
2015; Van Elsas i sur., 2011).



Slika 2.3.1.1. I1zgled stanica E. coli pod elektronskim mikroskopom.
Izvor: https://www.offset.com/photos/magnification-of-e-coli-escherichia-coli-bacteria-under-a-color-58000

E. coli bakterije kao komenzali zive u gastrointestinalnom traktu ljudi i Zivotinja, no
odredeni sojevi mogu biti patogeni. Prema tipu prisutnog faktora virulencije i klinickih
simptoma domacina, patogeni sojevi E. coli se klasificiraju u patogene tipove
(patotipove). Patotip je skupina sojeva iste vrste, koja uzrokuje istu bolest (Allocati i
sur., 2013).

Od znacajnih patotipova izdvajaju se oni koji uzrokuju crijevne infekcije. To su:
enterotoksigena E. coli (ETEC) koja uzrokuje putni¢ku dijareju, enteropatogena E.
coli (EPEC) koja uzrokuje dijareju kod djece, enteroivazivha E. coli (EIEC) koja
izaziva dizenteriju, enterohemoragi¢na E. coli (EHEC) uzrokuje hemoragic¢ni kolitis ili
hemoliticko-uremicki sindrom (HUS), enteroagregativna E. coli (EaggEC) koja Cesto
izaziva dijareje kod djece u zemljama u razvoju, dok je enteroadherentna E. coli
(EAEC) uzrok dijareje kod djece te putniCke dijareje. Kao najopasniji se izvajaju
EHEC sojevi jer posjeduju jedan ili viSe toksina nazvanih Shiga toksini, koji svojim
djelovanjem uzrokuju vrlo teSku infekciju (Makvana i Krilov, 2015; MeStrovi¢, 2015).

2.3.2. Opce karakteristike Salmonella enterica

Salmonella enterica (dalje u tekstu S. enterica) je vrsta roda Salmonella koji
pripada porodici Enterobacteriaceae. Bakterije roda Salmonella su Gram negativne,
Stapi¢aste, mobilne (peritrinne flagele) i ne formiraju spore (Slika 2.3.2.1). Fakultativni
su anaerobi koji mogu rasti u temperaturnom rasponu 5 — 45 °C, s optimumom od 35
— 37 °C. Optimalna pH vrijednost za rast je 6 — 7, s time da mogu rasti i pri nizem pH
od 4,1. U nekim proizvodima, primjerice majoneza i salatni dresinzi, zabiljeZen je rast
ove bakterije pri pH 3,5 — 3,8. Sto se ti¢e osjetljivosti na soli, bakterije roda
Salmonella su osjetljive na povecanje koncentracije soli (0,5 — 5 %). Takoder,
zabiljezeno je da bakterije roda Salmonella formiraju duge filamentozne lance kada
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budu izloZene temperaturnim ekstremima (4 — 8 °C ili 45 °C), te kada rastu pri niskim
(4,4) ili visokim (9,4) pH vrijednostima (Andino i Hanning 2015; Bhunia, 2018).
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Slika 2.3.2.1. Prikaz stanica S. enterica pod elektronskim mikroskopom.
Izvor: https://www.rki.de/EN/Content/infections/Diagnostics/NatRefCentresConsultantLab/CONSULAB/EM-

images/EM_Tab_ Salmonellose en.html

S. enterica obuhvaca Sest podvrsta (enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae i indica) i 2443 serotipa. Ove bakterije se mogu pronaci u intestinalnom
traktu ptica, reptila, kornjaca, insekata, domacih zivotinja i ljudi. Bolesti koje izazivaju
bakterije roda Salmonella nazivaju se salmoneloze. Ljudi se najCeS¢e zaraze
konzumacijom kontaminirane hrane Zivotinjskog podrijetla kao $to je meso, mlijeko,
perad, riba (tuna) i jaja. Mlijeéni proizvodi, ukljuCujuéi sir i sladoled, takoder su izvor
epidemije salmoneloze. Osim Zivotinjskih proizvoda, Salmonella je pronadena i u
vocu, povréu, te oraSastim plodovima, kao Sto su: salata, rajCica, kikiriki, bademi,
mango i dinja. Utvrdeno je da izvor zaraze takoder mogu biti i bradno, tijesto za
kolaCe i zacCini. Bolest se moze prenijeti sa zivotinje na Covjeka ili sa Covjeka na
Covjeka. Bolesti kod ljudi uzrokuju Cetiri serotipa: Typhi, Paratyphi, Typhimurium i
Enteritidis. Salmonella enterica serotip Typhi je najinvazivniji serotip, uzrokuje tifoidnu
vru€icu kod ljudi, ali ne inficira druge sisavce. S. enterica serotip Paratyphi kod ljudi
uzrokuje vrucicu nalik tifoidnoj. Netifoidne salmonele (eng. non-typhoidal Salmonella,
NTS), kao Sto su S. enterica serotip Typhimurium i serotip Enteritidis, uzrokuju
gastroenteritis ili enterokolitis. Serotipovi Typhimurium i Enteritidis su naj¢eséi
serotipovi, te su odgovorni za 60 % svih epidemija povezanih sa salmonelom
globalno. Takoder, NTS serotipovi mogu uzrokovati sistemiCne infekcije kod
imunokompromitiranih domacina (Andino i Hanning 2015; Bhunia, 2018).
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2.3.3. Opce karakteristike Staphylococcus aureus

Staphlococcus aureus (dalje u tekstu S. aureus) pripada rodu Staphylococcus koji
je klasificiran je u porodicu Staphylococceae (Gherardi i sur., 2018).

S. aureus je Gram pozitivha bakterija, okruglog oblika stanica koje se grupiraju u
grozdove (slika 2.3.3.1). S. aureus nije pokretljiv niti formira spore, ali pokazuje brz i
obilan rast u aerobnim uvjetima. Takoder, utvrdeno je da moze rasti pri visokim
koncentracijama soli (20 % NaCl) i smatra se jednom od najosmotolerantnijih vrsta
bakterija (Foster, 2002).

Slika 2.3.3.1. Prikaz stanica S. aureus pod elektronskim mikroskopom.
Izvor: https://lucbourne.scienceblog.com/87/clyf-a-novel-chimeolysin-with-a-grudge-against-mrsa/

S. aureus se kod ljudi prirodno kao komenzal nalazi na kozZi i u nazofarinksu.
Moze uzrokovati Sirok raspon bolesti kao $to su bakteremija i infektivni endokarditis,
te osteoartikularne infekcije, infekcije koze i mekog tkiva, pleuropulmonalne infekcije i
sl. (Foster, 2002.; Tong i sur., 2015).

S. aureus producira velik broj toksina od kojih su najznacajniji enterotoksini (SE
toksini). Zna€ajke ovih toksina su te da su termostabilni i termorezistentni, te ostaju
perzistentni pri smrzavanju i suSenju. Takoder, ne razgraduju se niti pri niskom pH,
Sto znadi da ostaju funkcionalni u gastrointestinalnom traktu i nakon probavljanja. Do
trovanja naj¢esc¢e dolazi konzumacijom unaprijed pripremlijene hrane kojom se nije
pravilno rukovalo (Kadariya i sur, 2014).

Primjerice, u istrazivanju autora Lues i Van Tonder (2007), S. aureus je pronaden
na rukavicama radnika koji su rukovali hranom, a pritom nisu odrZavali higijenu ruku.

Praksa noSenja rukavica bez pranja ruku kontaminira unutrasnjost i vanjski dio
rukavice, ¢ime dolazi do kontaminacije hrane kojom se manipulira. Pranje ruku je
jednostavna metoda prevencije mnogih bakterijskih kontaminacija, ukljuCujuéi i S.
aureus, ali se Cesto zaboravlja primjenjivati (Kadariya i sur, 2014).


https://lucbourne.scienceblog.com/87/clyf-a-novel-chimeolysin-with-a-grudge-against-mrsa/

Takoder, zabrinjavaju¢a Cinjenica je pojava rezistentnih sojeva vrste S. aureus.
Rezistencija je utvrdena na antibiotike Sirokog spektra djelovanja (fluorokinoloni),
meticilin (MRSA sojevi), vankomicin (VRSA sojevi) i dr. (Foster, 2002).

2.3.4. Opce karakteristike Bacillus cereus

Bacillus cereus (dalje u tekstu B. cereus) je Gram pozitivna, Stapi¢asta,
sporuliraju¢a bakterija koja ima sposobnost proizvodnje toksina (Slika 2.3.4.1). B.
cereus je mezofilan organizam koji raste u rasponu temperature 10 — 50 °C, s
optimumom pri 35 — 40 °C. Zbog otpornosti spora na toplinu i kiselost, B. cereus se
ne moze odstraniti iz hrane pomocu pasterizacije ili normalnim sanitarnim
postupcima, Sto predstavlja veliki problem u industriji hrane (Ehling-Schulz i sur.,
2010; Kotiranta i sur., 2000; Stenfors Arnesen i sur., 2008).

Slika 2.3.4.1. Prikaz stanica B. cereus po elektronskim mikroskopom.
Izvor: https://stepl.medbullets.com/microbiology/104191/bacillus-cereus

B. cereus je Siroko rasprostranjen u prirodi i moze ga se pronaci u razli€itim tlima,
sedimentima, prasini, vodi, billkkama, ¢ak i u gastrointestinalnom traktu pojedinih
organizama tla (€lankonos&ci) i zdravih ljudi (Bottone, 2010; Stenfors Arnesen i sur.,
2008).

B. cereus je pronaden u razli¢itim tipovima namirnica, primjerice riza, mlije¢ni
proizvodi, povrce, suSena hrana i zaCini. Kros-kontaminacijom spore B. cereus mogu
kontaminirati i meso te mesne proizvode (Stenfors Arnesen i sur., 2008).

Dospije¢em u ljudski organizam, B. cereus izaziva dva tipa bolesti: emeticni i
dijarejni sindrom (Stenfors Arnesen i sur., 2008).

Emeticni sindrom je bolest uzrokovana intoksikacijom emeticnog toksina
cereulida, koji je prisutan u hrani prije ingestije. Simptomi se pojavljuju nekoliko sati
nakon unosa kontaminirane hrane, a javljaju se u vidu mucnine i povra¢anja. Bolest
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obi¢no traje 6 — 24 h, ali su zabiljezeni i mnogo tezi slu¢ajevi (Ehling-Schulz i sur.,
2010; Jovanovic i sur., 2021; Mahler i sur., 1997; Stenfors Arnesen i sur., 2008).

Dijarejni sindrom je bolest uzrokovana toksikoinfekcijom, odnosno unosom
vegetativnih stanica B. cereus koje u tankom crijevu produciraju enterotoksine.
Simptomi se javljaju nakon 8 — 12 h, a javljaju se kao bolovi u abdomenu, vodenasta
dijareja, a povremeno i kao mucnina i povrac¢anje. Bolest obicno traje 12 — 24 h, ali
zabiljeZeni su i sluCajevi gdje bolest moze imati smrtni ishod (Ehling-Schulz i sur.,
2010; Jovanovic i sur., 2021; Lund i sur., 2000; Dierick i sur., 2005; Stenfors Arnesen
i sur., 2008).

2.3.5. Opce karakteristike Listeria innocua

Listeria innocua (dalje u tekstu L. innocua) pripada rodu Listeria. Bakterije roda
Listeria su male, Stapicaste, Gram pozitivhe, pokretne, fakultativni anaerobi, te ne
stvaraju spore (Slika 2.3.5.1). Takoder, bakterije ovog roda su psihrotrofne i mogu
rasti pri Sirokom rasponu temperature (-0,1 — 45 °C). Sto se ti¢e odgovarajuée pH
vrijednosti za rast ovih bakterija, mogu rasti pri Sirokom rasponu pH koji se kre¢e od
4,4 do 9,6, te mogu tolerirati volumni udio soli (NaCl) do 10 % (Milillo i sur., 2012).

Slika 2.3.5.1. Stanice L. innocua pod elektronskim mikroskopom
Izvor: Rocha i sur., 2019.

L. innocua se koristi kao organizam surogat pri istrazivanjima patogena L.
monocytogenes, jer se ne smatra patogenim organizmom. Medutim, zabiljezen je
sluCajevi bakteremije izazvan bakterijom L. innocua, koji su rezultirali smrtnim
ishodom (Fernandes i sur., 2013; Milillo i sur., 2012; Orsi i Wiedmann, 2016; Perrin i
sur., 2003).

L. monocytogenes predstavlja veliku opasnost za ljudsko zdravlje zbog svoje
patogenosti i perzistencije u prirodnoj okolini (tlo, more i kopnene vode) i lancu
prehrambene industrije (stvaranje biofilmova). L. monocytogenes je izolirana iz
razliCitih namirnica, primjerice: nepasterizirano mlijeko, mlijeCni proizvodi, gotova
hrana, meso i riba. Osim u namirnicama, pronadena je i u okruZenju pogona koji se
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bave preradom hrane (zidovi, podovi, police i oprema) (Milillo i sur., 2012;
Swaminathan i Gerner-Smidt, 2007).

Takoder, L. monocytogenes je treCi vodeci uzrok smrti uslijed bolesti koje se
prenose hranom u SAD-u. Bolesti izazvane bakterijom L. monocytogenes se nazivaju
listerioze. Najopasnije bolesti koje mogu imati smrtni ishod su: neonatalna
(maternofetalna) listerioza, infekcija krvozilnog sustava (sepsa) i meningoencefalitis.
Prosje€na stopa smrtnosti od ovih bolesti kre¢e se u rasponu od 20 do 30 % unato¢
odgovarajucem lijeCenju. Takoder, zabrinjavaju¢a je Cinjenica da je zabiljezena
pojava rezistencije L. monocytogenes na neke klase antibiotika, ¢ime je dodatno
oteZano lije€enje bolesti uzrokovane ovim patogenom. Osim smrtonosnih, zabiljezeni
su i blazi oblici bolesti, a to su febrilni gastroenteritis i koZna listerioza (Milillo i sur.,
2012; Orsi i Wiedmann, 2016; Swaminathan i Gerner-Smidt, 2007).

2.4. Opce karakteristike biljnih patogena

2.4.1.0pcCe karakteristike Pseudomonas syringae

Pseudomonas syringae (dalje u tekstu P. syringae) pripada rodu Psudomonas.
Ove bakterije su Gram negativni Stapici, obligatni aerobi i imaju polarne flagele (Slika
2.4.1.1). P. syringae jedan je od najucestalijih biljnih patogena, te je jedan od najbolje
proucenih biljnih patogena (Xin i sur., 2018; Hirano i Upper, 1990).

Slika 2.4.1.1. Stanice P. syringae pod elektronskim mikroskopom
Izvor: https://fineartamerica.com/featured/pseudomonas-syringae-dennis-kunkel-microscopyscience-photo-
library.html

P. syringae ima dvije medusobno povezane faze rasta: epifitna i endofitna. U
epifitnoj fazi bakterije Zive na povrSini biljnih tkiva, obi€no na nadzemnim dijelovima
(stabljika, lis¢e, cvjetovi i plodovi), dok u endofitnoj fazi bakterije ulaze u biljna tkiva i
koloniziraju medustanicni apoplasni prostor. Bolest se pojavljuje kada P. syringae
ude u biljku i tamo se krene razmnozavati tijekom endofitne faze (Xin i sur., 2018).
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2.4.2. Opce karakteristike Erwinia amylovora

Erwinia amylovora (dalje u tekstu E. amylovora) je biljni patogen iz porodice
Enterobacteriaceae. E. amylovora je S$tapi¢asta, Gram negativna, fakultativho
anaerobna, pokretljiva bakterija (Slika 2.4.2.1). Raste pri temperaturi od 5 do 30 °C s
optimumom pri 27 °C (Piqué i sur., 2015; lvanovi¢ i sur., 2022).

Slika 2.4.2.1. I1zgled stanica E. amylovora pod elektronskim mikroskopom
Izvor: https://fineartamerica.com/featured/erwinia-bacteria-tem-dr-kari-lounatmaa.html

E. amylovora izaziva biljnu bolest koja se naziva plamenjaca, jer oboljeli dijelovi
biljke izgledaju kao da su zahvaceni plamenom (lvanovi¢ i sur., 2022; Piqué i sur.,
2015).

E. amylovora ima velik raspon domacina, te ugrozava globalnu komercijalnu
proizvodnju vaznih voénih kultura kao Sto su kruSke i jabuke. E. amylovora je
uvrdtena na popis karantenskih organizama u Europskoj uniji, te je ukljuCena u top
10 svjetskih patogenih bakterija $to je objavljeno u ¢lanku ¢asopisa Molecular Plant
Pathology (Donat i sur., 2005; Halupecki i sur., 2006; Ivanovi¢ i sur., 2022; Piqueé i
sur., 2015).

2.4.3. Opce karakteristike Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je bakterija koja je Siroko rasprostranjena u tlima, te je
tipska vrsta roda Agrobacterium (Bergey, 1994; Escobar i Dandekar, 2003). Bakterije
roda Agrobacterium su aerobni, Gram negativni, mobilni Stapici, koji ne produciraju
spore (Slika 2.4.3.1). Optimalna temperatura za rast i razvoj ovih bakterija je 25 — 28
°C. Neki sojevi mogu vrsiti anaerobnu respiraciju u prisutnosti nitrata, a veéina sojeva
moze rasti u uvjetima niske koncentracije kisika u tkivima bilike (Bergey, 1994;
Bourras i sur., 2015; Pacurar i sur., 2011).
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Slika 2.4.3.1. Stanice A. tumefaciens u i oko stome lista duhana.
Izvor: https://www.sciencephoto.com/media/79553/view

A. tumefaciens je jedan od najznacajnijih biljnih patogena, a izaziva bolest tumor
vrata korijena na Sirokom broju domacina. Bolest uglavnom nije smrtonosna, osim
ako se ne pojavi kod mladih biljaka (Escobar i Dandekar, 2003; Pacurar i sur., 2011).

Biljke zarazene ovom boleSc¢u obi¢no imaju maniji rast, Sto je rezultat nedostatka
vode i hranjivih tvari. Razlozi nedostatka vode i hraniva su sljedeci: 1.) ostecenje ili
suzenje zila na mjestu nastanka tumora, 2.) alokacija vode i hraniva u stanice tumora
(Escobar i Dandekar, 2003; Ko¢mar, 2021).

Tumorogena DNA (T-DNA), koja se nalazi na tumor-induciraju¢éem (Ti) plazmidu,
odgovorna je za stvaranje tumora. Kada A. tumefaciens inficira biljku, integrira svoju
T-DNA u jezgru biljne stanice (transformacija). T-DNA nosi dva seta gena (primarni i
sekundarni onkogeni geni) koji kodiraju enzime u biljnoj odgovorne za sintezu
fitohormona auksina i citokonina. Modificiranom aktivhoséu ovih hormona u biljnoj
stanici dolazi do stvaranja tumora (tumorogeneza) (Pacurar i sur., 2011).

2.4.4. Opce karakteristike Botrytis cinerea

Botrytis cinerea (dalje u tekstu B. cinerea) je filamentna mikroskopska gljiva (slika
2.4.4.1.) koja pripada porodici Sclerotiniaceae (Bi i sur., 2022; Espino i sur., 2010).
Jedan je od ekonomski najznacajnijih biljnih patogena, prenosi se zrakom, te je
nekrotrof (Williamson i sur., 2007). Nekrotrofski nacin Zivota podrazumijeva ubijanje
stanica domacina u podrucju infekcije, a zatim usvajanje nutrijenata iz mrtvog tkiva
domacina (Espino i sur., 2010).
najznacajnijih poljoprivrednih kultura, primjerice: vinova loza i rajCica (Espino i sur.,
2010; Williamson i sur., 2007).
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Slika 2.4.4.1. B. cinerea pod mikroskopom.
Izvor: https://fungi.myspecies.info/file-colorboxed/433

Do pojave bolesti uzrokovane B. cinerea mozZe doci prije zetve (u polju,
plastenicima i staklenicima), te nakon Zetve $to obi¢no zapoc¢ne latentnom infekcijom
na mjestu uzgoja koja se kasnije razvija tijekom zetve, transporta i skladiStenja
(Espino i sur., 2010).

Bolest ima niz simptoma, kao $to su siva trulez, meka trulez, lezije i dr. Infekciju
obicno zapocinju konidije koje se prihvacaju i klijaju na povrSini biljnih tkiva.
(Williamson i sur., 2007).

Nakon inicijalnog kontakta sa biljkom domacéinom, opisane su dvije faze bolesti:
rana faza koju karakterizira stvaranje lokaliziranih Zarista infekcije, te kasna faza za
koju karakterizira produkcija obilne gljivicne biomase i Sirenje lezija (Bi i sur., 2022).

Tokom infekcije, utvrdeno je da B. cinerea proizvodi niz proteina koji razgraduju
stani¢ne stijenke stanica domacina, zatim toksine i druge spojeve male molekulske
mase (primjerice, oksalna kiselina). Takoder je ustanovljeno da B. cinerea ima
mehanizme koji poti€u biljku domacina da izazove programiranu smrt vlastitih stanica
(Williamson i sur., 2007).

B. cinerea je teSko suzbiti jer ima razliCite naCine napada, raznolike domacine kao
izvor inokuluma, te moze prezivjeti u Zetvenim ostacima kao micelij (i/ili konidija) ili
dulje vrijeme u obliku sklerocija. 1z tih razloga malo je vjerojatno da ¢e uporaba bilo
koje pojedinaCne kontrolne mjere biti uspjeSna. Detaljnije razumijevanje interakcije
biljke domacina i patogena, kao i mikrookruzenja u kojem patogen djeluje, te
njegovih mikrobnih konkurenata je neophodno za razvijanje novih strategija
suzbijanja bolesti izazvane gljivom B. cinerea. Trenutno se bolest suzbija kemijski,
uporabom razli¢itih fungicida, ili bioloSkom kontrolom gljivicnim (primjerice,
Trichoderma harzianum) i bakterijskim (primjerice, Bacillus subtilis i Pseudomonas
syringae) formulacijama (Williamson i sur., 2007).
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2.5. Metode genotipizacije

2.5.1. Rep-PCR

Rep-PCR metoda se temelji na PCR (engl. Polymerase Chain Reaction) metodi.
PCR tehnika se sastoji od tri glavna koraka: denaturacija, vezanje pocetnica
(primera) i produljenje lanaca (Hiett i Seal, 2009; Joshi i Deshpande, 2011). U koraku
denaturacije, pri visokoj temperaturi (90 — 97 °C) dvolan¢ana molekula DNA se
razdvaja na dvije jednolanCane DNA. Nakon denaturacije slijedi vezanje pocCetnica.
Ovaj korak se odvija na niZoj temperaturi od denaturacije (50 — 60 °C). U ovom
koraku pocetnice se vezu za komplementarni lanac DNA (predlozak). Nakon
prianjanja pocCetnica na komplementarni lanac DNA, zapoc€inje produljenje lanaca.
Tag polimeraza dodaje dostupne nukleotide na krajeve vezanih pocetnica. Ovaj
korak se odvija pri 72 °C, u trajanju od dvije do pet minuta. Nakon 25 — 30 ciklusa,
stvori se dovoljan broj kopija DNA za daljnje analize. Krajnji rezultat je
eksponencijalno povecéanje broja DNA fragmenata (sekvence izmedu pocetnica), a
racuna se kao 2" (n = broj ciklusa). Nakon zadnjeg ciklusa, uzorci se inkubiraju pri 72
°C, 5 min, kako bi se popunili strSeci krajevi novosintetiziranih PCR produkata.
Nakon provodenja PCR reakcije, uzorci se analiziraju i vizualiziraju agaroznom gel
elektroforezom (Joshi i Deshpande, 2009).

Mikrobni genomi sadrze razliCite ponavljajute DNA sekvence, koje Cine do 5%
genoma. Te ponavljaju¢e sekvence obi¢no se sastoje od dupliciranih gena, kao Sto
su oni koji kodiraju rRNA i tRNA, elementi insercijske sekvence, transpozoni, kratka
polinukleotidna ponavljanja (3 — 7 mera), mozaicki ponavljaju¢i elementi i druge
ponavljajuc¢e ili palindromske sekvence (Ishii i Sadowsky, 2009). KoriStenje
ponavljajucih elemenata za analizu bakterijskih genoma pokazalo se moénim alatom
za studije mikrobne ekologije, mikrobiologije okolisa, molekularne dijagnostike,
medicinske mikrobiologije i epidemioloskih analiza (Ishii i Sadowsky, 2009).

Dok su neki ponavljajuci elementi (npr. HRS1 i RLEP) specifi¢ni samo odredenu
skupinu bakterija, za druge, poput ponavljajuéih ekstragenskih palindromskih (REP)
sekvenci DNA, utvrdeno je da su Siroko rasprostranjeni medu mnogim clanovima
filogenetski razliCitih bakterija. Buducéi da svaki mikrobni soj ili izolat ima ponavljajuce
sekvence smjesStene u razli€itim regijama njihovog genoma, PCR tehnika, koja se
izvodi koridtenjem sekvenci ovih ponavljajucih elemenata kao pocetnica i ukupne
genomske DNA kao predlo$ka, stvara viSestruke PCR produkte koji se razlikuju po
veli€ini, odnosno izravno proporcionalnoj genomskoj udaljenosti izmedu veznih
mjesta susjednih ponavljajucih elemenata (Ishii i Sadowsky, 2009).
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2.6. Metode odredivanja osjetljivosti na antibiotike

2.6.1. Metoda disk difuzije u agaru

Osjetljivosti bakterija na antibiotike Cesto se istrazuje metodom disk difuzije u
agaru. Metoda se provodi na nacin da se prvo pripremi biomasa analiziranih
bakterijskih kultura izradom McFarland standarda. Nakon pripreme biomase,
bakterijske kulture se inokuliraju na Mueller-Hinton (MH) agar, apliciraju se
antibioticki diskovi, a zatim se ploCe stave na inkubaciju na 37 °C/24 h (Slika 2.6.1.1.)
(CLSI, 2020).

Prema Bauer i sur. (1959), odredivanje stupnja osjetljivosti bakterijskin kultura
temelji se na veliCini zone inhibicije bakterijskog rasta oko diska natopljenog
antibiotikom odredene koncentracije.

Tijekom inkubacije, antimikrobna tvar iz antibiotiCkog diska difundira u hranjivu
podlogu. Ako je bakterija osjetljiva na djelovanje antibiotika, pojavljuje se zona gdje
izostaje bakterijski rast (zona inhibicije). Promjer nastale zone oko antibioti¢kog diska
mijeri se i izrazava u milimetrima (mm). Ovisno o veli€ini promjera zone inhibicije,
bakterije mogu biti klasificirane kao osjetljive (O), umjereno osjetljive (U) i rezistentne
(R), a rezultati se interpretiraju prema kriterijima koje odreduje CLSI (engl. Clinical
and Laboratory Standard Institute) (CLSI, 2020.)

PRIJE INKUBACIJE NAKON INKUBACIKE

Vrijeme
inkubacije
_—
~24 sata
(&
\
P

Zona inhibicije
Antibioticki Hranj_i.va p_odlc_':g.a u (Nema bakterijskog rasta)
Petrijevoj zdjelici

diskovi Bakterijski rast

Slika 2.6.1.1. Shematski prikaz disk difuzijske metode

Izvor: https://www.scientistcindy.com/ex-19---antibiotic-sensitivity—kirby-bauer-method.html
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2.7. Metode odredivanja antimikrobne aktivnosti

Jedna od metoda odredivanja antimikrobne aktivnosti je ona prema Domig i sur.
(2014). Metoda se izvodi na nacin da se u sredinu Petrijeve zdjelice na BHI podlogu
inokuliraju dvije paralelne linije soja Cije antimikrobno djelovanje ispitujemo, te se
stavi na inkubaciju. Nakon 24h, uz rub Petrijeve zdjelice i izmedu crta na oznaCena
mjesta se nanesu kolonije patogena u duplikatima. Kolonije patogena uz rub
Petrijeve zdjelice su kontrolne kolonije, a kolonije izmedu linija su tretirane kolonije.
Ispitivani soj i patogeni se na BHI plo€e nanose prema shemi na Slici 2.7.1. Nakon
24 h, ocitavaju se promjeri kontrolnih i tretiranih kolonija. Antimikrobno djelovanje
oCituje se kao smanjenje promjera tretiranih kolonija, u odnosu na kontrolne kolonije.
Razlika u promjerima tretiranih i kontrolnih kolonija mijere se i izrazavaju u
centimetrima (cm). Na temelju razlike promjera tretiranih i kontrolnih kolonija, stupanj
antimikrobnog djelovanja moze biti: nema inhibicije (-), vrlo slaba inhibicija (+),
srednja inhibicija (++), jaka inhibicija (+++) i potpuna inhibicija (p.i.) (Domig i sur.,
2014).

Tretirane kolonije
patogena 1

patogena 2

e —
* Kontrolne kolonije

2cm

Kontrolne kolonije
patogena 1

Tretirane kolonije
patogena 2

—
@-
o

antimikrobnu
aktivnost ispitujemo

Slika 2.7.1. Shema ispitivanja antibakterijskog djelovanja

Za ispitivanje antifuglanog djelovanja naj¢eS¢e se koristi metoda dualnih kultura
(engl. Dual Culture Assay) prema autorima Ali i sur. (2020) i Tanapichatsakul i sur.
(2020).

Ova metoda izvodi se na nacin da se micelijski disk patogene gljive postavi u
sredinu Petrijeve ploCe s hranjivom podlogom, a bakterijska biomasa se nanese na
udaljenosti od 3,0 cm od micelijskog diska. Antifungalno djelovanje se odreduje na
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temelju razlike u rastu fungalnog micelija u prisustvu i odsustvu bakterije koja se
mjeri u milimetrima (mm), izrazava se kao postotak inhibicije (%) koji se raCuna
prema formuli navedenoj u poglavlju 3.12 (Ali i sur., 2020).
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3. Materijali I metode

3.1. Kemikalije

Agaroza, Biozym LE Agarose (Biozym Scientific GmbH, Njemacka)
Glukoza (CsH1206, Kemika, Hrvatska)

Natrij klorid (NaCl, VWR Chemicals, Belgija)

Voda, reagens za molekularnu biologiju (Sigma-Aldrich Co., SAD)

3.2. Laboratorijski uredaji

Centrifuga 5417R (Eppendorf AG, Njemacka)

Denzitometar, DEN-1 Densitometer (Biosan, Latvija)

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

Laboratorijska vaga (Sartorius AG, Njemacka)

Magnetska mjesalica, IKA® big squid (IKA-Werke, Njemacka)

Orbitalna treskalica/inkubator, Orbital shaker-Incubator ES-20 (Biosan, Latvija)
Sustav za horizontalnu elektroforezu, SEA 2000® (Elchrom Scientific AG,
Svicarska)

Termoblok, ThermoMixer C (Eppendorf AG, Njemacka)

Uredaj za hladenje sustava za horizontalnu elektroforezu, Julabo F12 (Julabo
Labortechnik GmbH, Njemacka)

Uredaj za kvantifikaciju DNA, Qubit™ 2.0 Fluorometer (Life Technologies,
SAD)

Uredaj za PCR, Mastercycler Nexus SX1 (Eppendorf AG, Njemacka)

Uredaj za vizualizaciju agaroznih gelova, Molecular Imager® Gel Doc® XR+
with Image Lab Software (Bio-Rad Laboratories Inc., SAD)

Vorteks mijeSalica, Vorteks V-1-plus (Biosan, Latvija)

3.3. Otopinei hranjive podloge

FizioloSka otopina (0,85 % NaCl)

Za pripremu fizioloSke otopine koristen je natrij klorid (NaCl, VWR Chemicals,
Belgija). FizioloSka otopina je pripremljena otapanjem 8,5 g natrij klorida u
1000 ml destilirane vode i sterilizirana na temperaturi od 121 °C u trajanju od
15 min. Sterilna fizioloSka otopina koristena je za pripremu biomase prilikom
ispitivanja osjetljivosti sojeva Pseudomonas spp. na antibiotike.

Kruta TSA podloga

Za pripremu ove hranjive podloge koristena je komercijalno dostupna,
dehidrirana hranjiva podloga (Tryptone Soya Agar, Oxoid, Velika Britanija).
Podloga je pripremljena otapanjem 40 g dehidrirane hranjive podloge u 1000
ml destilirane vode i sterilizirana na 121 °C/15 min. Potom je ohladena na 45 —
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50 °C, izlivena u Petrijeve zdjelice i ostavljena da polimerizira na sobnoj
temperaturi. Ova podloga koristena je za iscrpljenje izolata Pseudomonas spp.
do monokulture, prvog koraka u pripremi bakterijske biomase za izolaciju
genomske DNA.

Tekuca TSB podloga

Za pripremu ove tekuce hranjive podloge korisStena je komercijalno dostupna,
dehidrirana hranjiva podloga (Difco, BBL™ Bacto™ Tryptonic Soy Broth, BD,
Francuska). Podloga je pripremljena otapanjem 30 g dehidrirane podloge u
1000 ml destilirane vode i sterilizirana pri 120 °C/15 min. Tekuc¢a TSB podloga
koriStena je za uzgoj prekonoc¢nih kultura Pseudomonas spp., odnosno
pripremu biomase dostatne za izolaciju genomske DNA.

Mueller-Hinton (MH) agar

Za pripremu ove krute hranjive podloge koristena je komercijalno dostupna,
dehidrirana hranjiva podloga (Mueller-Hinton Agar, Biolife, Italija). Podloga je
pripremljena otapanjem 38 g dehidrirane podloge u 1000 ml destilirane vode i
sterilizirana na 121 °C/15 min. Nakon $to je podloga ohladena na 45 — 50 °C,
u Petrijeve zdjelice otpipetirano je to¢no po 20 ml podloge. Nakon pipetiranja,
podloge su ostavljene da polimeriziraju na sobnoj temperaturi. Ova podloga je
koriStena za ispitivanje osjetljivosti sojeva Pseudomonas spp. na odabrane
antibiotike.

Tekuca BHI podloga

Za pripremu ove podloge koristena je komercijalno dostupna dehidrirana
hranjiva podloga (Brain Hearth Infusion Broth, Biolife, Italijja). Podloga je
pripremljena otapanjem 37 g dehidrirane podloge u 1000 ml destilirane vode
te je sterilizirana na 121 °C/15 min. Ova podloga je koristena za uzgoj
prekonocnih kultura Pseudomonas spp. i odabranih indikatorskih bakterijskih
kultura, koje su koriStene za odredivanje antibakterijske aktivnosti sojeva
Pseudomonas spp.

Kruta BHI podloga

Za pripremu ove podloge koristeni su komercijalno dostupna, dehidrirana
hranjiva podloga (Brain Hearth Infusion Broth, Biolife, Italija) i tehnicki agar
(Agar Technical, Biolife, Italija). Podloga je pripremljena otapanjem 37 g
dehidrirane podloge i 15 g tehnickog agara u 1000 ml destilirane vode.
Podloga je zatim sterilizirana na 121 °C/15 min i ohladena na 45 — 50 °C.
Nakon hladenja, u Petrijeve zdjelice otpipetirano je po 20 ml podloge. Podloge
su zatim ostavljene na sobnoj temperaturi da polimeriziraju. Ova podloga
koriStena je za odredivanje antibakterijske aktivnosti sojeva Pseudomonas
spp. prema odabranim indikatorskim bakterijama.
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Kruta PDA podloga

Za pripremu krumpir dekstroznog agara (eng. Potatoe Dextrose Agar) prvo je
pripremljena infuzija krumpira. Infuzija je pripremljena kuhanjem 200 g
narezanog, starijeg krumpira s korom u 1000 ml destilirane vode 1 h, a zatim
je procijedena kroz sito. U 1000 ml procijedene infuzije krumpira otopljeno je
20 g glukoze (CsH120s, Kemika, Hrvatska) i 15 g tehnickog agara (Agar
Technical, Biolife, Italija). Podloga je zatim sterilizirana na 110 °C/15 min te
ohladena na 45 — 50 °C. Nakon hladenja, otpipetirano je to€no po 20 ml
podloge u Petrijeve zdjelice promjera 9 cm te su ploCe ostavljene da
polimeriziraju na sobnoj temperaturi. Ova podloga je koriStena za odredivanje
antifungalne aktivnosti sojeva Pseudomonas spp.

Kruta PCA podloga

Za pripremu ove podloge koriStena je komercijalno dostupna, dehidrirana
hranjiva podloga (Difco™ Plate Count Agar, BD, Francuska). Podloga je
pripremljena otapanjem 23,5 g dehidrirane hranjive podloge u 1000 ml
destilirane vode te je sterilizirana na 121 °C/15 min. Nakon sterilizacije,
podloga je ohladena na 45 — 50 °C te je otpipetirano po 20 ml podloge u
Petrijeve zdjelice promjera 9 cm. Nakon pipetiranja, podloge su ostavljene da
polimeriziraju na sobnoj temperaturi. Ova hranjiva podloga koristena je
iscrpljivanje sojeva Pseudomonas spp. u ispitivanju njihove osjetljivosti na
antibiotike.

3.4. Molekularni reagensi, kompleti, markeri i po€etnice

AccuStartTM Il PCR SuperMix (2x; Quanta Bioscience, SAD)

Boja za elektroforezu, 6x LD (Thermo Scientific, SAD)

Komplet za DNA kvantifikaciju, Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Life
Technologies, SAD)

Chelex® 100 Resin (Bio-Rad Laboratories Inc., SAD)

Liofilizirana pocCetnica GTGS (Metabion, International AG, Njemacka)
Molekularni biljieg, 100 bp-DNA-Ladder extended (Carl Roth GmbH,
Njemacka)

TAE pufer (50x) za molekularnu biologiju (AppliChem GmbH, Njemacka)

3.5. 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:

Agrobacterium tumefaciens (DSM 30205)
Bacillus cereus (DSM 6791)
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e Botrytis cinerea (DSM 877)

e Erwinia amylovora (DSM 50901)

e Escherichia coli (ATCC 25922)

e Listeria innocua (ATCC 33090)

e Pseudomonas syringae (DSM 10604)

e Salmonella enterica subsp. enterica (DSM 14221)
e Staphylococcus aureus (DSM 20231)

3.6. Antibiotici

Osjetljivost sojeva Pseudomonas spp. ispitana je na Sest klasa antibiotika:
penicilini, cefalosporini, karbapenemi, monobaktami, aminoglikozidi i fluorokinoloni. U
ovom istrazivanju koristeni su komercijalno dostupni antibiotski diskovi BD BBL™
Sensi-Disc™ (Becton, Dickinson and Company, BD, Francuska). U Tablici 3.6.1.
prikazani su koriSteni antibiotici po klasama, njihove koncentracije (doze) i
mehanizam djelovanja.

Tablica 3.6.1. Klase antibiotika i antibiotici koriSteni u ovom istrazivanju.

Klasa antibiotika Antibiotik Koncentracija Mehanizam djelovanja
Penicilini Piperacilin- 30/6 pg Inhibicija sinteze
tazobaktam (TZP36) stani¢ne stijenke

Cefalosporini 30 pg Inhibicija sinteze

Cefepim (FEP30) stanicne stijenke

Karbapenemi Imipenem (IPM10) 10 g Inhibicija sinteze

stani¢ne stijenke
Meropenem (MEM10) 10 ug

Monobaktami Aztreonam (ATM30) 30 ug Inhlt?lvcua S|.r.1teze
stani¢ne stijenke

Aminoglikozidi Gentamicin (GM10) 10 pg Inhibicija sinteze
. proteina
Tobramicin (NN10) 10 pg
Amikacin (AN30) 30 ug
Fluorokinoloni Ciprofloksacin (CIP5) 5 ug Inhibicija sinteze

nukleinskih kiselina
Levofloksacin (LVX5) 5 ug

3.7. Uzorkovanje

Uzorci su steriino prikuplieni u spilji u blizini naselja Konjevrate u Sibensko-
kninskoj zupaniji u rujnu 2020. i travnju 2022. godine te transportirani u Zavod za
mikrobiologiju SveudiliSta u Zagrebu Agronomski fakultet pri temperaturi od 4 °C.
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Uzorci su analizirani odmah po zaprimanju. U Tablici 3.7.1. prikazani su podaci o
vremenu uzorkovanja, broju uzoraka i izolata.

Tablica 3.7.1. Podaci o vremenu uzorkovanja, broju uzoraka i izolata.

Vrijeme uzorkovanja Broj uzoraka Broj izolata

Rujan, 2020. N=6 62
sedimenti (n=4)
voda (n=2)

Travanj, 2022. N=7 120
sedimenti (n=6)
voda (n=1)

U prijaSnjim istrazivanjima iz prikupljenih uzoraka izolirana su i prociS¢ena do
monokulture ukupno 182 bakterijska izolata. Nadalje, pomo¢u MALDI-TOF masenog
spektrometra utvrdeno je da 40 izolata pripada rodu Pseudomonas (neobjavljeni
rezultati).

3.8. lzolacija genomske DNA Pseudomonas spp.

Genomska DNA izolirana je iz izolata Pseudomonas spp. (n=40) pomoc¢u 10,0 %
(m/V) otopine Chelex® 100 Resin (Bio-Rad Laboratories Inc., SAD) koja je
pripremljena na nacCin da je steriino odvagano 2 g Chelex® 100 Resin i
resuspendirano u 20 ml vode za molekularnu biologiju (Sigma-Aldrich Co., SAD).
Zbog brzog odvajanja faza, Chelex® 100 Resin otopinu je stalno mijeSana na
magnetskoj mijesalici (IKA® big squid, IKA-Werke, Njemacka).

Prvo je pripremljena bakterijska biomasa za izolaciju genomske DNA na nacin da
su svi izolati iscrpljeni do monokulture na krutoj TSA podlozi. Pojedinaéna kolonija
svakog izolata je sterilno inokulirana u 1,5 ml teku¢e TSB podloge i inkubirana pri 30
°C preko noéi.

Nakon inkubacije, bakterijske stanice su od tekuée TSB podloge odvojene
centrifugiranjem u centrifugi (5417R, Eppendorf AG, Njemacka) na 16 000 xg/3 min.
Nakon centrifugiranja, suviSak podloge je paZljivo odliven. Zaostali pelet je
resuspendiran u 200 pL 10,0 % (m/V) otopine Chelex® 100 Resin. Dobivena
suspenzija je dobro homogenizirana vorteksiranjem i inkubirana u termobloku
(ThermoMixer C, Eppendorf AG, Njemacka) pri 56 °C/20 min/300 rpm. Nakon
inkubacije, uzorci su ponovo vorteksirani i inkubirani u termobloku pri 100 °C/80
min/100 rpm.

Nakon druge inkubacije, Chelex smola je odvojena centrifugiranjem na 14 000
Xg/2 min. Zatim je u nove, sterilne mikrotubice paZljivo otpipetirano 100 pl
supernatanta koji sadrzi DNA pazeci pri tom da se ne prenese Chelex smola.

Genomska DNA je kvantificirana pomoc¢u uredaja Qubit™ 2.0 Fluorometer (Life
Technologies, SAD) i kompleta za kvantifikaciju genomske DNA Qubit™ dsDNA HS
Assay Kit (Life Technologies, SAD). S obzirom da je Qubit™ dsDNA HS Reagent
osjetljiv na svjetlost, koncentrirana i radna otopina Qubit™ zasticene su od svjetlosti.
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Svi reagensi (Qubit™ dsDNA HS Reagent 200x, Qubit™ dsDNA HS standard #1
(0 ng/ul), Qubit™ dsDNA HS standard #2 (10 ng/ul), Qubit™ dsDNA HS buffer)
ostavljeni su da se temperiraju na sobnoj temperaturi. Zatim je pripremljena radna
otopina Qubit™ dsDNA HS Reagent razriedenjem koncentriranog reagensa Qubit™
dsDNA HS Reagent 200x u puferu Qubit™ dsDNA HS buffer u omjeru 1:200.

Standardi i genomska DNA su zatim pomije$ani s radnom otopinom Qubit™
dsDNA HS Reagent u ukupnom volumenu od 200 pl. KoriSteni volumeni standarda,
uzoraka DNA i radne otopine prikazani su u Tablici 3.8.1.

Tablica 3.8.1. Priprema standarda i uzoraka za DNA kvantifikaciju.

Standardi Uzorci DNA

V (radna otopina Qubit™ dsDNA HS Reagent) 190 pl 198 pl
V (standard ili uzorak) 10 pl 2 ul
Ukupan volumen 200 pl 200 pl

Svi su uzorci zatim dobro vorteksirani i inkubirani na sobnoj temperaturi 2 min.
Neposredno prije mjerenja, uredaja Qubit™ 2.0 Fluorometer (Life Technologies,
SAD) je kalibriran mjerenjem koncentracije standarda #1 i #2. Nakon kalibracije
izmjerena je koncentracija izolirane DNA i izrazena u ng/pl. Zatim je za
genotipizaciju, prema potrebi, DNA razrijedena na koncentraciju od 20 ng/ ul u vodi
za molekularnu biologiju (Sigma-Aldrich Co., SAD).

3.9. Genotipizacija izolata Pseudomonas spp.

Izolati su genotipizirani pomocu rep-PCR metode (Domig i sur., 2014) pri c¢emu je
koritena poé&etnica GTG5 (5' GTG GTG GTG GTG GTG 3" Svec i sur., 2005).
Ukupan volumen reakcijske smjese iznosio je 25 pl. Sastav reakcijske smjese je
prikazan u Tablici 3.9.1., a temperaturni profili u Tablici 3.9.2. Rep-PCR reakcija je
provedena u PCR uredaju (Mastercycler Nexus SX1, Eppendorf AG, Njemacka).

Tablica 3.9.1. Sastav reakcijske smjese za rep-PCR.

Reagens Pocetna Zavrsna V [ul]
koncentracija koncentracija
AccuStart™ Il PCR SuperMix 2X 1x 12,5
GTG5 50 pmol/pul 2 pmol/ul 1,0
Voda za molekularnu biologiju 10,5
DNA 20 ng/pul 0,8 ng/ul 1
Ukupan volumen 25
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Tablica 3.9.2. Temperaturni profili i trajanje pojedinih koraka rep-PCR reakcije.

Rep-PCR korak Temperatura/ vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 94 °C/5min x1
Denaturacija 94 °C/1 min

Vezanje pocetnica 52 °C/1min x30
ProduZivanje lanca 72 °C/3min

Zavrsno produzivanje lanca 72 °C/10 min x1

Rep-PCR produkti su vizualizirani u 2,0 % agaroznom gelu koji je pripremljen
mijeSanjem 1,4 g agaroze (Biozym LE Agarose, Biozym Scientific GmbH, Njemacka)
i 70 ml 0,75x TAE pufera (AppliChem GmbH, Njemacka). Zatim je agaroza u
potpunosti otopliena u mikrovalnoj pecnici, izlivena u kadicu za izradu gela i
ostavljena na sobnoj temperaturi da polimerizira.

Prije nanoSenja u gel svakom rep-PCR produktu (5 pl) dodano je 1,5 pl 6x LD
boje (Thermo Scientific, SAD) te su dobro promijeSani pipetiranjem. Uz rep-PCR
produkte, u agarozni gel je dodano i 5 pul molekularnog biljega (100 bp-DNA-Ladder
extended, Carl Roth GmbH, Njemacka). Uzorci su razdvojeni horizontalnom gel
elektroforezom (SEA 2000®, Elchrom Scientific AG, Svicarska) na 80 V, 2000 mA,
300 W kroz 1 h i 50 min pri stalnoj temperaturi od 19 °C(Julabo F12, Julabo
Labortechnik GmbH, Njemacka.

Nakon zavrSetka elektroforeze, gel je bojan 30 min u 0,028 % otopini GelRed®
Nucleic Acid Stain (Biotium, SAD). SuviSna boja je uklonjena odbojavanjem u 0,75x
TAE puferu (AppliChem GmbH, Njemacka) 10 min. Nakon odbojavanja gel je
vizualiziran i fotografiran pomodu uredaja za vizualizaciju agaroznih gelova
(Molecular Imager® Gel Doc® XR+ with Image Lab Software, Bio-Rad Laboratories
Inc., SAD).

Rep-PCR obrasci su analizirani pomoc¢u programa BioNumerics verzija 7.6.1
(Applied Maths, Belgija). Sli¢nost izmedu obrazaca je izraCunata na temelju Dice
koeficijenta, a izolati Pseudomonas spp. su grupirani pomoc¢u UPGMA (engl.
Unweight Paired Group Arithmetic Average) algoritma. Pri konstrukciji dendrograma
koriStena je razina tolerancije od 1,0 % i optimizacija od 0,5 %.

3.10. Ispitivanje osjetljivosti sojeva Pseudomonas spp. na
antibiotike

Osjetljivost sojeva Pseudomonas spp. na antibiotike je ispitana disk difuzijskom
metodom (Bauer i sur., 1959; CLSI, 2020). Ispitivanje je provedeno na Sest klasa
antibiotika: penicilini, cefalosporini, karbapenemi, monobaktami, aminoglikozidi i
fluorokinoloni. Koristeni antibiotici po klasama i njihove koncentracije navedene su u
Tablici 3.6.1. (poglavije 3.6).

Sojevi Pseudomonas spp. su prvo iscrpljeni do monokulture na krutim PCA
podlogama te inkubirani na 25 °C preko noci. Nakon inkubacije je za svaki ispitani soj
pripremljena to¢no odredena biomasa dodavanjem jedne po jedne kolonije u 3 ml
sterilne fizioloSke otopine do postizanja turbiditeta McFarland standarda 0,5 Sto
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odgovara bakterijskoj koncentraciji 1,5 x 108 CFU/ml. Nakon dodavanja kolonije
suspenzija je dobro homogenizirana vorteksiranjem na vorteks mijesalici (Vorteks V-
1-plus, Biosan, Latvija). Turbiditet je izmjeren denzitrometrom (DEN-1 Densitometer,
Biosan, Latvija).

Pripremljene bakterijske suspenzije nacijepljene su na krute MH podloge sterilnim
vatenim Stapi¢ima, gusto razmazane u tri ponavljanja, a izmedu svakog razmaza
plo¢a je zakrenuta za 60°. Diskovi s odabranim antibioticima naneseni su na MH
ploCe. Svaki antibiotik je ispitan u duplikatima. PloCe su zatim stavljene na inkubaciju
pri 37 °C/24 h.

Nakon inkubacije su izmjereni promjeri zone inhibicije bakterijskog rasta
ukljuCujuci i promjer antibiotickog diska te su prikazani su kao srednje vrijednosti s
pripadaju¢im standardnim devijacijama. Sojevi Pseudomonas spp. su identificirani
kao rezistentni (R), umjereno osjetljivi (U) ili osjetljivi (O) na ispitane antibiotike na
temelju smjernica propisanih od strane Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2020).

3.11. Odredivanje antibakterijskog djelovanja sojeva
Pseudomonas spp.

Antibakterijsko djelovanje sojeva Pseudomonas spp. ispitano je prema Domig i
sur. (2014). Ispitivanje je izvrSeno prema sljede¢im patogenim tzv. indikatorskim
bakterijama: Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella enterica subsp. enterica
(DSM 14221), Staphylococcus aureus (DSM 20231), Bacillus cereus (DSM 6791),
Listeria innocua (ATCC 33090), Pseudomonas syringae (DSM 10604), Erwinia
amylovora (DSM 50901) i Agrobacterium tumefaciens (DSM 30205).

Za odredivanje antibakterijskog djelovanja, sojevi Pseudomonas spp. prvo su
uzgojeni u 10 ml tekuc¢e BHI podloge i stavljeni na inkubiranje u orbitalnu
treskalicu/inkubator (Orbital shaker-Incubator ES-20, Biosan, Latvija) na 25 °C/250
rom/24 h. Nakon inkubacije, u tekucu kulturu soja Pseudomonas spp. umocen je
sterilni vateni Stapi¢ te su u sredini BHI ploCe povucene dvije paralelne crte na
medusobnoj udaljenosti od 2 cm. Svaki je soj nanesen na zasebnu BHI ploc€u, te su
ovako pripremlijene ploCe stavljene na inkubaciju na 25 °C/24 h. Istovremeno,
indikatorske bakterije su nacijepljene u 1 ml teku¢e BHI podloge i stavljene na
inkubaciju preko noci pri uvjetima rasta optimalnim za njihov rast (Tablica 3.11.1).
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Tablica 3.11.1. Optimalni uvjeti rasta indikatorskih bakterija.

Vrsta bakterije Temperatura (°C) Odnos prema kisiku
E. coli (ATCC 25922) 30 anaerobno

S. enterica subsp. enterica (DSM 14221) 30 anaerobno

S. aureus (DSM 20231) 30 aerobno

B. cereus (DSM 6791) 30 aerobno

L. innocua (ATCC 33090) 30 aerobno

P. syringae (DSM 10604) 30 aerobno

E. amylovora (DSM 50901) 25 aerobno

A. tumefaciens (DSM 30205) 25 aerobno

Nakon inkubacije, po 5 pul indikatorske bakterije nacijeplieno je izmedu crta
(tretman) i uz rub ploCe (kontrola). Nakon nacjepljivanja patogena, ploCe su
inkubirane pri optimalnim uvjetima za rast indikatorskih bakterija (Tablica 3.11.1.)
tjekom 24 h. Antibakterijsko djelovanje svih sojeva Pseudomonas spp. ha
indikatorske bakterije je ispitano u dva ponavljanja.

Antibakterijsko djelovanje sojeva Pseudomonas spp. procijenjeno je temeljem
razlika u promjeru kolonija indikatorskih bakterija izmedu crta i promjera kontrolnih
kolonija uz rub ploce, a kriteriji su navedeni u Tablici 3.11.2.

Tablica 3.11.2. Kriteriji za odredivanje antibakterijskog djelovanja Pseudomonas spp.

Razlika promjera kolonije indikatorske Interpretacija antimikrobnog djelovanja
bakterije i promjera kontrolne kolonije [mm] [mm]

<1 nema inhibicije (-)

1-2 slaba inhibicija (+)

2-4 izraZena inhibicija (++)

>4 vrlo jaka inhibicija (+++)

potpuni izostanak rasta potpuna inhibicija (p.i.)

3.12. Odredivanje antifungalnog djelovanja sojeva Pseudomonas
spp.

Antifungalna aktivnost sojeva Pseudomonas spp. prema patogenoj gljivi Botrytis
cinerea (DSM 877) je odredena metodom dvojnih kultura (engl. Dual Culture Assay;
Ali i sur., 2020; Tanapichatsakul i sur., 2020).

Za odredivanje antifungalnog djelovanja Pseudomonas sojeva, pripremljeni su
micelijski diskovi na naCina da je B. cinerea nacijepljena na PDA podlogu, a zatim su
ploCe inkubirane na 25 °C/7 dana. Svaki soj Pseudomonas spp. je nacijeplijen na
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zasebnu PDA plocu 1,5 cm od ruba Petrijeve zdjelice. Micelijski disk promjera 8 mm i
starosti 7 dana je postavljen 3 cm od mjesta gdje je nacijeplien soj Pseudomonas
spp. Istovremeno, pripremljene su i kontrolne ploCe nanoSenjem samo micelijskog
diska na sredinu podloge. Ovako pripremljene ploCe inkubirane su na 25°C/7 dana.
Nakon inkubacije, izmjeren je radijalni rast gljive B. cinerea na ploCama s
nacijepljenim sojem Pseudomonas spp. i njen rast na kontrolnim plo¢ama. Inhibicija
fungalnog rasta izraZena je u postocima (%), a izraCunata je prema sljedec¢oj formuli:

radijalni rast tretmana (mm)

e 0L — _
Inhibicija fungalnog rasta (%) = 100 * (1 radijalni rast kontrole (mm)

Antifungalno djelovanje svih sojeva Pseudomonas spp. je ispitano u dva

ponavljanja i rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢im standardnim
devijacijama.
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4. Rezultati

4.1. Genotipizacijaizolata Pseudomonas spp.

U prijasnjim istrazivanjima pomoc¢u MALDI-TOF masenog spektrometra utvrdeno
je da 40 izolata pripada rodu Pseudomonas. Od toga, 18 izolata je identificirano na
razini vrste, a 22 na razini roda. Nadalje, svi izolati Pseudomonas spp. su
genotipizirani pomocu rep-PCR metode. Na temelju rep-PCR obrazaca dobivenih
amplifikacijom pomocéu GTGS5 pocetnice konstruirani su dendrogrami za svaku
pojedinaCnu vrstu (Slika 4.1.1. A-C) i dodatni dendrogram za izolate koji su
identificirani samo do razine roda (Slika 4.1.1. D). Dendrogrami za vrste koje su
detektirane samo jednom P. putida (W1-8, rujan, 2020.), P. thivervalensis (S1-19,
travanj, 2022.), P. corrugata (SL2-17, travanj, 2022.) nisu prikazani.
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Slika 4.1.1. Dendrogrami za sojeve Pseudomonas spp. (A - P. brenneri; B - P.
chlororaphis; C - P. jessenii; D - Pseudomonas spp.) konstruirani na temelju rep-PCR
obrazaca dobivenih amplifikacijom s po¢etnicom GTG5. Rimskim brojevima
oznacene su grupe unutar vrste ili roda koje pokazuju 80,0 % sli¢nosti rep-PCR
obrazaca izraCunate na temelju Dice koeficijenta.

Pseudomonas sojevi su, u pravilu, vrlo raznoliki. Najveca unutarvrsna raznolikost
je uoCena kod P. chlororaphis, gdje sli¢nost varira od 50,5 % do 100,0 %. Na temelju
80,0 % sli¢nosti rep-PCR obrazaca sojevi P. chlororaphis su grupirani u 5 grupa.

P. brenneri (75,7 % do 100,0 %) i P. jessenii pokazuju sli¢nu raznolikost (76,3 %
do 100,0 %) i sojevi ovih vrsta su grupirani u dvije grupe (Slika 4.1.1. A-C).

Sojevi identificirani na razini roda su takoder vrlo raznoliki (58,9 % do 100,0 %) i
razlikujemo 10 grupa. Vecina grupa je mala tj. Cine ih jedan do tri ¢lana. Iznimka su
grupe IX. (4 soja) i X. (7 soja) (Slika 4.1.1. D).

4.2. Osjetljivost sojeva Pseudomonas spp. na antibiotike

Osjetljivost sojeva Pseudomonas spp. ispitana je na Sest klasa antibiotika
(penicilini, cefalosporini, monobaktami, karbapenemi, aminoglikozidi i fluorokinoloni)
disk difuzijskom metodom. Po zavrSetku inkubacije, izmjereni su promjeri zone
inhibicije rasta za svaki analizirani antibiotik i za svaki ispitani soj Pseudomonas spp.
Djelovanje antibiotika oCituje se kao prozirna zona oko diska gdje izostaje bakterijski
rast, kao sto je vidljivo na Slici 4.2.1. gdje je ispitana osjetljivost soja S2-8 izoliranog u
rujnu 2020. godine iz sedimenata na odabrane antibiotike. Sto je zona inhibicije
manija, to je soj otporniji na djelovanje antibiotika.

o 223080

L

Slika 4.2.1. Osijetljivost soja S2-8 (Pseudomonas spp.) na odabrane antibiotike: 1. -
ATM30, 2. - FEP30, 3. - IPM10 i 4. - TZP36.
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Medu ispitanim sojevima samo jedan (2,5 %; SL2-18, travanj, 2022., P.
chlororaphis) je rezistentan tri razliCite klase antibiotika, $to ga svrstava u viSestruko
rezistentne (engl. multi-drug resistant, MDR) bakterije. Sedam sojeva (17,5 %) je
rezistentno na dvije klase, a 22 (55,0 %) na jednu klasu antibiotika. Preostali sojevi
(25,0 %) su osjetljivi na sve ispitane klase antibiotika (Graf 4.2.1.; Tablica 4.2.1).

2,5%

25,0%

0 klasa antibiotika

1 klasa antibiotika
M 2 klase antibiotika
B MDR

55,0%

Graf 4.2.1 Udio sojeva Pseudomonas spp. rezistentnih na razli€ite klasa antibiotika.

U pravilu, Pseudomonas sojevi ispitani u ovom istrazivanju, su rezistentni na
inhibitore sinteze staniCne stijenke (monobaktami, karbapenemi, cefalosporini i
penicilini). Najveci udio sojeva (75,0 %) pokazuje rezistentnost na monobaktame.
Zatim slijede Pseudomonas sojevi rezistentni na karbapeneme (12,5 %),
cefalosporine (7,5 %) i peniciline (2,5 %). Konac¢no, svi sojevi su osjetljivi ili umjereno
osjetljivi na antibiotike koji inhibiraju sintezu proteina (aminoglikozidi) odnosno
sintezu nukleinskih kiselina (fluorokinoloni) (Graf 4.2.2., Tablica 4.2.1).
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Graf 4.2.2. Udio sojeva Pseudomonas spp. rezistentnih na pojedine klase antibiotika.

Sli¢no rezistenciji na pojedine klase antibiotika, kod 30 sojeva (75,0 %) utvrdena
je rezistencija na aztreonam (ATM30) predstavnika monobaktama. Dva soja (5,0 %)
su umjereno osjetljiva, dok su preostali sojevi osjetljivi (20,0 %) na prije navedeni
antibiotik. Samo jedan soj (2,5 %, W2-1, rujan, 2020., P. jessenii) je rezistentan na
oba predstavnika karbapenema, imipenem (IMP10) i meropenem (MEM210). Kod
Cetiri soja (10,0 %) utvrdena je rezistencija na meropenem (MEM10) i kod jednog
soja (2,5 %) umjerena osjetljivost na imipenem (IMP10). Nadalje, detektirana su tri
soja (7,5 %) rezistentna na cefepim (FEP30, predstavnik cefalosporina) te jedan (2,5
%) rezistentan i pet (12,5 %) umjereno osjetljiva na piperacilin-tazobaktam (TZP36,
predstavnik penicilina). Svi ispitani sojevi Pseudomonas spp. su osjetljivi na dva
predstavnika aminoglikozida (gentamicin, GM10 i tobramicin, NN10), dok je kod
jednog soja (2,5 %) utvrdena umjerena osjetljivost na treeg predstavnika
aminoglikozida, amikacin (AN30). Konacno, jedan soj (2,5 %; SL2-18, travanj, 2022.,
P. chlororaphis) je umjereno osjetliv na oba predstavnika fluorokinolona
(ciprofloksacin, CIP5 i levofloksacin, LVX5), dok su dva soja (5,0 %) umjereno
osjetliiva samo na ciprofloksacin (CIP5) odnosno jedan (2,5 %) na levofloksacin
(LVX5). Konaéno, ukupno deset sojeva (25,0 %) je osjetlivo na sve ispitane
antibiotike.

Soj SL2-18 (travanj, 2022., P. chlororaphis) se pokazao kao najotporniji
(rezistentan je na tri antibiotika). Slijede ga sojevi S2-8, S2-10, S3-1 i W2-4 (rujan,
2020., Pseudomonas spp.), W2-1 (rujan, 2020., P. jessenii) te SMS-16 i SMS-17
(travanj, 2022., P. chlororaphis) koji su rezistentni na dva antibiotika. Medutim, nema
indikacije da kod ispitanih sojeva ucCestalost rezistencije na klase odnosno
pojedinacne antibiotike ovisi o Pseudomonas vrsti (Tablica 4.2.1.).
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Tablica 4.2.1. Osjetljivost sojeva Pseudomonas spp. ha odabrane antibiotike.

Vrijeme . Soj Rod/vrsta TZP362 FEP30P ATM30° IPM10d MEM10¢ GM10¢ NN10¢ AN30¢ CIP5f LVX5f

uzorkovanja

Rujan, 2020. S1-3 P. jessenii 23,0£0,0© 32,040,009  30,0+0,0©  27,0+0,0©  38,0+0,0 28,0+0,0©  30,0+0,0©0 29,0+0,0  29,0+0,00  27,0+0,0©)
S2-6 Pseudomonas spp.  21,5+0,7®)  32,5+0,7®)  12,5+0,7®  26,5+0,7@  29,0£0,0) 33,0+0,00 41,5+2,1©  37,0£2,8©)  26,5+0,7©  22,0+0,0©
S2-8 Pseudomonas spp.  20,0+0,0V 6,0+0,0® 0,0+0,0R 27,0£0,00  250+0,09 20,0£0,0©  19,0+0,00 22,0+0,0© 23,0+0,0Y  23,0+0,0©)
S2-10 Pseudomonas spp.  0,0+0,0R 31,0£0,0©  10,5+0,7®  33,0+0,0© 33,5+0,7©  28,0+0,0 29,0+0,0© 295+0,7© 26,0+0,09  25,0+0,0©
S3-1 Pseudomonas spp.  25,0+0,090  0,0+0,0)) 0,0+0,0®  30,5+0,7©®  32,0+0,0©@  27,0£0,0  26,0£0,0© 255+0,7©@ 24,5+0,7Y) 22,0+0,0©
S3-4 Pseudomonas spp.  31,0+0,0©)  31,5+0,7®)  0,0+0,0R  41,0+0,0  39,0+0,0) 30,0+0,0©  31,0+0,0  32,0+0,0)  30,0+0,00  28,0+0,00
S3-6 Pseudomonas spp.  24,0+0,09  32,0£0,0)  35,0+0,0©  30,0+0,0  33,0£0,0) 23,0+0,00 21,5+0,7©  24,0£0,0) 27,0+0,0©  25,0+0,0©
S3-8 Pseudomonas spp.  31,0+0,0©  31,0£0,0  0,0+0,0R  44,0+0,0®  37,0£0,0) 27,0+0,0© 31,5+0,7©  26,5+0,7©) 32,0+0,0©  31,0+0,0©
S4-10 Pseudomonas spp  28,0+0,0©)  33,0+0,0  0,0+0,0R  45,0+0,0  38,0+1,4©)  30,0+0,0©  30,0+0,0  28,0+0,0)  30,0+0,0©  30,0+0,0©
W1-8 P. putida 25,0+0,0©  33,0£0,0  33,0+0,0©0 29,0+0,0©  31,0£0,0° 24,5+0,7©) 24,0+0,0©  26,0£0,0° 27,0+1,4©  26,5+0,7©
W1-9 P. chlororaphis 20,0+0,0  23,5+0,7®  11,0+0,08  27,0+0,0©  20,0+0,0 27,0£0,00) 27,0+0,0©  29,0+1,4©  26,0+0,00  21,0+0,0V
W1-10 P. jessenii 21,0+0,0©  22,0+0,0  10,0+0,0R  19,0+0,0©  36,0+0,0®  30,0+0,0©  30,0+0,0  29,0+0,0©)  39,0+0,00  27,0+0,00©
w2-1 P. jessenii 24,0+0,0©  29,0+0,0  7,0+0,0R  14,0+0,0R  9,0+0,0”  285+0,7©  30,0+0,0  30,0+0,0  28,0+0,0©0  26,0+0,0©
w2-3 P. jessenii 19,0+0,00)  24,0+0,0  11,0+0,0”  26,0+0,00  23,5+0,7  31,0£0,0®  33,5+0,7©  31,0+1,4©  28,0+0,0©) 22,0+0,0©
W2-4 Pseudomonas spp.  21,0+0,09  23,5+0,7©  10,0+0,0®  20,0+0,0  12,0+0,0”R  250+0,0©0 26,0+0,0 27,0+0,0)  30,0+0,0©  25,0+0,0©
W2-5 Pseudomonas spp.  22,0+0,09  33,5+0,7©)  33,0+0,0©  29,0+0,0  32,5+0,7©) 255+0,7© 250+1,4©  26,5+0,7©) 26,0+0,00  28,0+0,0©
W2-8 Pseudomonas spp.  22,0+0,0©)  36,5+2,1©)  6,0+0,0R  16,0+0,0)  32,0+0,0) 39,5+0,7©)  41,0+1,4©  36,0+0,0°)  34,0+0,00  27,0+0,0©
W2-10 Pseudomonas spp.  21,0+0,09  22,0+0,0©  15,0+0,0®  30,0+0,0  28,0+1,4©  38,0+0,00 41,5+0,7© 37,5+2,1©) 285+0,7©  245+0,7©

Travanj, 2022. S1-8 Pseudomonas spp.  40,0+0,0©)  37,0£0,0)  39,5+0,7®  30,5+0,7(®  48,0+0,0) 33,0+0,00  24,0+0,0  32,0+0,0  31,0+0,00  29,5+0,7©
S1-15 Pseudomonas spp.  30,5+0,7®  32,0+0,0©  21,0+0,0  38,0+0,0  39,0+0,0 29,5+0,7©  31,0+0,0  30,0+0,0 29,5+0,7©  26,5+0,7©
S1-16 Pseudomonas spp.  29,0+0,0©)  32,0+0,0©) 0,0+0,0® 46,0+0,0©@  37,0+0,00 26,0+0,0©  28,0+0,0©  29,0+0,0©  31,0+0,0  32,0+0,0©
S1-17 Pseudomonas spp.  28,0+0,0°)  36,0+0,0  17,0+0,00)  30,0+0,0  43,5+0,7®) 20,0+0,00 225+0,7®  22,5+0,7©) 29,0+0,00  35,0+0,0
S1-18 Pseudomonas spp.  31,0+0,0©)  32,0+0,0©) 0,0+0,0® 42,5+0,7@  37,0£0,00 29,0+0,0  30,5+0,7@  31,0+0,0© 29,0+0,0  28,0+1,4©
S1-19 P. thivervalensis 24,0+0,0©  34,5+0,7©  0,0+0,0R  455+0,7©  39,0+0,000 25,0+0,0) 29,0+0,00  24,0+0,0 31,0+0,0  30%1,4©
SD2-2 P. chlororaphis 27,5+0,7@  30,0+0,0  0,0+0,0R  26,5+0,7®  38,0+0,0) 28,0+0,0) 28,0+0,00 27,5+0,7®  37,5+0,7©)  39+1,40)
SD2-14 Pseudomonas spp.  27,0+0,0©)  33,0+0,0©) 0,0+0,0R 46,0+0,0©@  38,5+0,7©  26,0+0,0°  24,0+0,0©  26,0+0,0© 35,040,000  32,5+0,7©
SD2-18  P. chlororaphis 28,0+0,0@  29,0+0,0  0,0+0,0R  50,0+0,0©  38,0+0,0  29,0+0,0©  30,0+0,0©  29,0+0,0©  39,0+0,0©  38,0+0,0©
SL2-11 P. chlororaphis 28,0+0,0©  31,0+0,0© 0,0+0,0R 41,0+0,0©@  36,0+0,00 250+0,0 250+0,00  26,0+0,0© 31,0+0,0  30,0+0,0©
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Tablica 4.2.1. Osjetljivost sojeva Pseudomonas spp. ha odabrane antibiotike — nastavak.

Vrijeme . Soj Rod/vrsta TZP362 FEP30P ATM30° IPM10d MEM10¢ GM10¢ NN10¢ AN30¢ CIP5f LVX5f

uzorkovanja

Travanj, 2022. SL2-17 P. corrugata 26,5+0,7©  33,0+0,0©) 0,0+0,0R 45,040,000  37,5+0,7© 295+0,7©  30,5+0,7@  29,0+0,0© 29,0+0,0  29,0+0,0
SL2-18  P. chlororaphis 25,0+0,0  0,0+0,0R 0,0+0,0R)  24,5+0,7©)  14,0+0,0  19,5+0,7©  17,0+0,0©  16,0+0,0 23,0+0,0  20,5+0,7V)
SL2-19 Pseudomonas spp.  28,0+0,0)  31,0+0,0©) 0,0+0,0R 50,0£0,0@  39,0+0,0©  31,0+0,0  32,0£0,0©  32,0+0,0©0 35,040,009 37,0+0,0©
SL2-20 P. chlororaphis 31,0+0,0©  33,0+0,0©) 0,0+0,0R 43,0£1,4©  36,0£0,00 29,040,009  30,0£0,0©@  30,0+0,0© 30,0+1,4©  29,0+0,0
SMS-16  P. chlororaphis 19,5+0,7Y)  24,0+0,0  0,0+0,08  26,0£0,0©  0,0£0,0”  255+0,7© 250+0,00 28,0+0,0  42,0£0,0  31,0+0,0©
SMS-17  P. chlororaphis 20,0+0,0  22,0+0,0  0,0+0,0R  26,0+0,0©  0,0+0,0R8  24,0+0,00)  24,0+0,0  26,0+0,0°) 42,0+0,00  31,0+0,0©
SGE-8 Pseudomonas spp.  23,5+0,7®  33,5+0,7©)  31,0+0,00 27,5+0,7©@  33,5+0,7©) 24,0+0,00 250+0,0 23,5+0,7©) 32,5+0,7© 325+0,7©
wWi-4 P. brenneri 25,0+0,0©  35,5+0,7©  33,0+0,00 29,0+0,0©  30,0£1,4© 245+0,7©) 245+0,7©  26,0£0,0  37,0+0,0©0  36,0+0,0©
wW1-8 P. brenneri 31,0+0,0©  30,0+£0,0  0,0+0,0R  48,0+0,0©  38,0+0,0 255+0,7©) 27,0+0,0  27,0+0,0  37,0+0,00  36,0+0,0©
wW1-9 Pseudomonas spp.  30,5+0,7®  31,5+0,7©)  0,0£0,0R  45,0+0,0  39,0+0,0) 29,0+0,0©  30,0+0,0  30,5+0,7©) 34,5+0,7©  34,0+0,0©
W1-10 P. brenneri 31,0+0,0©  31,0+0,0  0,0+0,0R  51,0+0,0©  39,0+0,0©  29,0+0,0©  30,0+0,0  31,0+0,0  35,0+0,00  36,0+0,00

W1-15 Pseudomonas spp.  29,0+0,0)  31,0+0,0)  23,0+0,0©  36,0+0,0©  37,0+0,0© 27,0+0,0©  27,0£0,0©® 27,0£0,0®  25,0£0,09  25,0+0,0

apenicilini; Pcefalosporini; ‘monobaktami; %karbapenemi; €aminoglikozidi; fluorokinoloni

TZP36 — piperacilin-tazobaktam (30/6 mg); FEP30 — cefepim (30 mg); ATM30 — aztreonam (30 mg); IPM10 — imipenem (10 mg); MEM10 — meropenem (10 mg); GM10 —
gentamicin (10 mg); NN10 — tobramicin (10 mg); AN30 — amikacin (30 mg); CIP5 — ciprofloksacin, (5 mg); LVX5 — levofloksacin, (5 mg).

O — osjetljiv, U — umjereno osjetljiv, R — rezistentan
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4.3. Antibakterijsko djelovanje sojeva Pseudomonas spp.

Antibakterijsko djelovanje sojeva Pseudomonas spp. prema potencijalnim
humanim (E. coli, S. enterica, S. aureus, B. cereus, L. innocua) i biljnim patogenima
(P. syringae, E. amylovora, A. tumefaciens) ispitano je prema Domig i sur. (2014).
Antimikrobno djelovanje o Cituje se kao razlika izmedu promjera kontrolne kolonije
patogena i promjera kolonije patogena koja se nalazi izmedu crta na koje je nanesen
ispitivani soj (Slika 4.3.1). Sto je promjer kolonije patogena izmedu crta manji od
promjera kontrolne kolonije, to je antibakterijsko djelovanje snaznije.

Slika 4.3.1. Antibakterijsko djelovanje soja SL2-19 izoliranog 2022. iz sedimenta na
odabrane biljne patogene: 7 - E. amylovora; 8 - A. tumefaciens.

Uzimajuci u obzir sve stupnjeve inhibicije, od slabe do potpune, vidljivo je da su
Gram negativni patogeni (E. coli, S. enterica, P. syringae, E. amylovora i A.
patogena (S. aureus, B. cereus i L. innocua), pa tako 89,0 % Pseudomonas sojeva
inhibira Gram negativne u usporedbi s 84,2 % sojeva koji inhibiraju Gram pozitivhe
patogene (Graf 4.3.1.).
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Graf 4.3.1. Udio sojeva Pseudomonas spp. koji pokazuje antibakterijsko djelovanje
prema Gram pozitivnhim i Gram negativnim patogenim bakterijama.

Sto se ti¢e utjecaja prema biljnim (P. syringae, E. amylovora i A. tumefaciens) i
humanim (E. coli, S. enterica, S. aureus, B. cereus i L. innocua) patogenim
bakterijama, veci udio sojeva djeluje inhibitorno na biljne patogene. lako sveukupno
prevladava slaba inhibicija (66,7 % sojeva slabo inhibira fitopatogene i 60,0 %
humane patogene), kod Pseudomonas sojeva je uofen nezanemariv umjereni
inhibitorni u€inak na humane patogene (22,0 % sojeva) te potpuni inhibitorni u€inak
na fitopatogene (13,3 %) (Graf 4.3.2A).

Pseudomonas sojevi su naroc€ito efikasni u suzbijanju rasta biljnih patogena, gdje
32,5 % sojeva u potpunosti inhibira rast bakterije E. amylovora i 7,5 % u potpunosti
inhibira rast A. tumefaciens. Nadalje, pokazano je da Pseudomonas sojevi umjereno
inhibiraju fitopatogene E. amylovora (17,5 % sojeva), A. tumefaciens (7,5 %) i P.
syringae (5,0 %).

Antibakterijsko djelovanje Pseudomonas sojeva na humane patogene pokazuje
nesto drugaciji obrazac. Kod njih prevladava umjerena inhibicija rasta, narocito
bakterija E. coli (62,5 % sojeva), L. innocua (27,5 % sojeva) i S. aureus (12,5 %
sojeva), dok su Pseudomonas sojevi u potpunosti suzbili rast samo bakterije L.
innocua (12,5 % sojeva) (Graf 4.3.2B).
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Graf 4.3.2. Udio sojeva Pseudomonas spp. koji pokazuje antibakterijsko djelovanje
prema biljnim i humanim patogenim bakterijama (%)

Utvrdeno je da svi Pseudomonas sojevi suzbijaju rast barem jednog od
istrazivanih patogena. Opcenito, sojevi Pseudomonas spp. pokazali su se
najdjelotvornijima u suzbijanju rasta fitopatogena E. amylovora i A. tumefaciens te
najmanje efikasnim u kontroli rasta humanih patogena S. aureus i S. enterica (Graf
4.3.2B, Tablica 4.3.1).
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Kao najdjelotvorniji pokazao se soj W2-4 (rujan, 2020., Pseudomonas spp.). Osim
Sto u potpunosti suzbija rast triju patogena (L. innocua, E. amylovora i A.
tumefaciens), soj W2-4 (rujan, 2020.) snazno inhibira i rast bakterija P. syringae i E.
coli. Uz njega se istiCu i sojevi W2-1 (rujan, 2020., P. jessenii) koji potpuno inhibira
bakterije L. innocua i E. amylovora te snazno inhibira patogene A. tumefaciens i E.
coli, zatim, soj SMS-16 (travanj, 2022., P. chlororaphis) koji potpuno inhibira rast
bakterija L. innocua, E. amylovora i A. tumefaciens i konacno, SMS-17 (travan;,
2022., P. chlororaphis) koji potpuno suzbija rast bakterija L. innocua i A. tumefaciens
te snazno inhibira patogene E. coli, S. aureus i E. amylovora.

Najslabije antibakterijsko djelovanje pokazuje soj S1-8 (travanj, 2022.,
Pseudomonas spp.) koji uopce ne utjeCe na rast pet patogena (E. coli, S. aureus, B.
cereus, L. innocua i E. amylovora) te vrlo slabo inhibira rast tri patogena (S. enterica,
P. syringae i A. tumefaciens). Slijedi ga soj SD2-14 (travanj, 2022.) koji takoder ne
utjeCe na rast pet patogena (E. coli, S. aureus, B. cereus, L. innocua i P. syringae) i
slabo suzbija rast dva patogena (S. enterica i A. tumefaciens) (Tablica 4.3.1).
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Tablica 4.3.1. Antibakterijsko djelovanja sojeva Pseudomonas spp. (n=40) prema istraZivanim patogenim bakterijama (n=8).

Vrijeme _ Soj Rod/vrsta E. coli S. enterica S. aureus B. cereus L.innocua P. syringae E. amylovora A. tumefaciens
uzorkovanja (ATCC 25922)  (DSM 14221) (DSM 20231) (DSM 6791) (ATCC 33090) (DSM 10604) (DSM 50901) (DSM 30205)
Rujan, 2020. S1-3 P. jessenii ++ - + + ++ + p.i. +
S2-6 Pseudomonas spp. ++ + + + + + p.i. +
S2-8 Pseudomonas spp. ++ + + ++ + +
S2-10 Pseudomonas spp. + - + - + + + +
S3-1 Pseudomonas spp. ++ + p.i. ++ + + +
S3-4 Pseudomonas spp. ++ + + + + + p.i. -
S3-6 Pseudomonas spp. ++ - + p.i. ++ + + +
S3-8 Pseudomonas spp. ++ + + + ++ + ++ +
S4-10 Pseudomonas spp. + + ++ + + + +
W1-8 P. putida + - + + ++ + + +
W1-9 P. chlororaphis ++ - + + + p.i. +
W1-10 P. jessenii + + + + + + + +
Ww2-1 P. jessenii ++ + - + p.i. + p.i. ++
W2-3 P. jessenii ++ + + + + + + +
W2-4 Pseudomonas spp. ++ + + p.i. ++ p.i. p.i.
W2-5 Pseudomonas spp. ++ + ++ + + + p.i. +
W2-8 Pseudomonas spp. ++ + - + ++ + p.i. ++
W2-10 Pseudomonas spp. ++ + + + + + + -
Travanj, 2022. S1-8 Pseudomonas spp. - + - - - + -
S1-15 Pseudomonas spp. + - - + + - -
S1-16 Pseudomonas spp. ++ ++ + + ++ + ++
S1-17 Pseudomonas spp. + + - + - + - -
S1-18 Pseudomonas spp. + + + + + p.i. +
S1-19 P. thivervalensis + - + - + + -
SD2-2 P. chlororaphis - + + + + + - +
SD2-14 Pseudomonas spp. - + - - - - ++ +
SD2-18 P. chlororaphis + + - - - - + +
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Tablica 4.3.1. Antibakterijsko djelovanja sojeva Pseudomonas spp. (n=40) prema istrazivanim patogenim bakterijama (n=8) —

nastavak.

Vrijeme _ Soj Rod/vrsta E. coli S. enterica S. aureus B. cereus L. innocua P. syringae E. amylovora A. tumefaciens

uzorkovanja (ATCC 25922) (DSM 14221) (DSM 20231) (DSM 6791) (ATCC 33090) (DSM 10604) (DSM 50901) (DSM 30205)

Travanj, 2022. g 2-11 P. chlororaphis ++ + ++ + p.i. + ++ +
SL2-17 P. corrugata ++ + - + ++ + ++ ++
SL2-18 P. chlororaphis + + + - + - p.i. +
SL2-19 Pseudomonas spp. - + + + + - + +
SL2-20 P. chlororaphis ++ + + + ++ + p.i. +
SMS-16 P. chlororaphis + + + + p.i. + p.i. p.i.
SMS-17 P. chlororaphis ++ + ++ + p.i. + ++ p.i.
SGE-8 Pseudomonas spp. ++ + + + + + +
W1-4 P. brenneri + + + + + + +
W1-8 P. brenneri ++ + + + + + +
W1-9 Pseudomonas spp. ++ ++ - + + + ++ +
W1-10 P. brenneri + + - ++ + + + +
W1-15 Pseudomonas spp. ++ + - + + + p.i. +

- = nema inhibicije, + = slaba inhibicija, ++ = umjerena inhibicija, +++ = vrlo jaka inhibicija, p.i. = potpuna inhibicija
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4.4. Antifungalno djelovanje sojeva Pseudomonas spp.

Antifungalno djelovanje sojeva Pseudomonas spp. prema gljivi B. cinerea ispitano
je metodom dvojnih kultura. Antifungalno djelovanje ocituje se kao smanjenje
radijalnog rasta odnosno izostanak rasta gljive u smjeru ispitivanog soja (Slika 4.4.1).
Sto je smanjenje radijalnog rasta vecée, to je jade antifungalno djelovanije.

Slika 4.4.1. Antifungalno djelovanje odabranih sojeva Pseudomonas spp. na B.
cinerea. A — Pseudomonas spp. SD2 (vidljiva inhibicija); B — Pseudomonas spp. W1
(izostanak inhibicije); C - kontrola.

Od 40 ispitanih sojeva, utvrdeno je da 13 sojeva (32,5 %) inhibira rast B. cinerea,
dok preostali (67,5 %) uopce ne utje€u na njezin rast.

Opcéenito, Sest soja (15,0 %) su vrlo jako inhibirali gljivu B. cinerea gdje se raspon
smanjenja radijalnog rasta kretao od 84,1+1,7 % od 93,915,2 %. Medu njima, najjace
antifungalno djelovanje utvrdeno je kod soja S1-8 (travanj, 2022.) koji smanjuje
radijalni rast B. cinerea za 93,945,2 %, te kod soja SL2-11 (travanj, 2022.) koji
smanijuje radijalni fungalni rast za 90,2+0,0 %. Dodatno, pet sojeva (12,5 %) izrazeno
inhibiraju gljivu B. cinerea (raspon smanjenja radijalnog rasta od 52,0+0,9 % do
59,9+0,9 %.

Od sojeva koji pokazuju slabo antifungalno djelovanje, najslabije djelovanje
utvrdeno je kod sojeva SMS-16 (travanj, 2022.) Ciji postotak inhibicije iznosi 32,9+1,7
%, te SMS-17 (travanj, 2022.) Ciji postotak inhibicije iznosi 36,6+£0,0 % (Tablica
4.4.1).
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Tablica 4.4.1. Antifungalno djelovanje sojeva Pseudomonas spp. prema gljivi B.
cinerea. Za svaki soj (n=40) prikazana je srednja vrijednost postotka inhibicije
radijalnog fungalnog rasta (%) s pripadaju¢im standardnim devijacijama.

Vrijeme uzorkovanja Soj Rod/vrsta Inhibicija rasta (%)
Rujan, 2020. S1-3 P. jessenii 0,0£0,0 (n.i.)
S2-6 Pseudomonas spp. 0,0£0,0 (n.i.)
S2-8 Pseudomonas spp. 0,0£0,0 (n.i.)
S2-10 Pseudomonas spp. 0,0£0,0 (n.i.)
S3-1 Pseudomonas spp. 0,0£0,0 (n.i.)
S3-4 Pseudomonas spp. 0,0£0,0 (n.i.)
S3-6 Pseudomonas spp. 0,0£0,0 (n.i.)
S3-8 Pseudomonas spp. 0,0£0,0 (n.i.)
S4-10 Pseudomonas spp. 0,0£0,0 (n.i.)
W1-8 P. putida 0,0+0,0 (n.i.)
W1-9 P. chlororaphis 53,3+0,9 (++)
W1-10 P. jessenii 0,0+0,0 (n.i.)
wW2-1 P. jessenii 52,0£0,9 (++)
wW2-3 P. jessenii 0,0+0,0 (n.i.)
w2-4 Pseudomonas spp. 57,2+0,9 (++)
W2-5 Pseudomonas spp. 59,9+0,9 (++)
W2-8 Pseudomonas spp. 53,3+0,9 (++)
W2-10 Pseudomonas spp. 0,0£0,0 (n.i.)
Travanj, 2022. S1-8 Pseudomonas spp. 93,915,2 (+++)
S1-15 Pseudomonas spp. 0,0+0,0 (n.i.)
S1-16 Pseudomonas spp. 0,0+0,0 (n.i.)
S1-17 Pseudomonas spp. 0,0+0,0 (n.i.)
S1-18 Pseudomonas spp. 0,0+0,0 (n.i.)
S1-19 P. thivervalensis 87,8+0,0 (+++)
SD2-2 P. chlororaphis 85,4+0,0 (+++)
SD2-14 Pseudomonas spp. 87,8+0,0 (+++)
SD2-18 P. chlororaphis 0,0+0,0 (n.i.)
SL2-11 P. chlororaphis 90,2+0,0 (+++)
SL2-17 P. corrugata 84,1+1,7 (+++)
SL2-18 P. chlororaphis 0,0£0,0 (n.i.)
SL2-19 Pseudomonas spp. 0,0£0,0 (n.i.)
SL2-20 P. chlororaphis 0,0+0,0 (n.i.)
SMS-16 P. chlororaphis 32,9417 (+)
SMS-17 P. chlororaphis 36,6+0,0 (+)
SGE-8 Pseudomonas spp. 0,0+0,0 (n.i.)
W1-4 P. brenneri 0,0£0,0 (n.i.)
W1-8 P. brenneri 0,0£0,0 (n.i.)
W1-9 Pseudomonas spp. 0,0£0,0 (n.i.)
W1-10 P. brenneri 0,0£0,0 (n.i.)
W1-15 Pseudomonas spp. 0,0£0,0 (n.i.)

p.i. = potpuna inhibicija (100%); +++ = vrlo jaka inhibicija (70 do < 100%); ++ = izrazena inhibicija (40 do < 70%);
+ = slaba inhibicija (> 0 do < 40%); n.i. = nema inhibicije (0%)

43



5. Rasprava

U ovom radu ispitana je osjetljivost sojeva Pseudomonas spp. (n=40) na Sest
klasa antibiotika, te antimikrobno djelovanje prema biljnim i humanim patogenima.
Rezistencija na antibiotike je utvrdena kod 30 (75 %) ispitanih sojeva. Od Sest klasa
antibiotika, najveci broj sojeva (75 %) pokazuje rezistentnost na monobaktame, dok
niti jedan soj nije rezistentan na aminoglikozide i fluorokinolone. Takoder, vazno je
napomenuti da soj P. chlororaphis SL2-18 pokazuje rezistenciju na barem po jedan
antibiotik iz tri razliCite klase, §to ga svrstava u viSestruko rezistentne (engl. Multi-
Drug Resistant, MDR) bakterije.

lako su brojna istrazivanja usredotoCena na proucCavanje antibiotiCke rezistencije
kod vrste P. aeruginosa (Hancock, 1998), dokazano je da i druge vrste roda
Pseudomonas (P. putida i P. fluorescens) mogu biti vazni izvori rezistencije na
antibiotike (Kittinger i sur., 2016). Kittinger i sur. (2016) su u istrazivanju uzoraka
sakupljenih iz Dunava, potvrdili pojavu rezistentnih i viSestruko rezistentnih izolata
unutar roda Pseudomonas. Naj¢eS¢a kombinacija rezistencije utvrdena je na
meropenem (monobaktami) i piperacilin/tazobaktam (penicilini), te je pronadeno
osam izolata koji su viSestruko rezistentni. ViSestruko rezistentni izolati pripadaju
vrstama P. fluorescens i P. putida. Takoder, ustanovljeno je da se najmanje
rezistentnih sojeva javlja u klasi aminoglikozida. Rezultati istrazivanja Kittinger i sur.
(2016.) podudaraju se sa rezultatima dobivenim ovim istraZivanjem, te je potvrdeno
da se rezistencija i viSestruka rezistencija javljaju i kod drugih vrsta unutar roda
Pseudomonas.

Antimikrobno djelovanje Pseudomonas spp. procijenjeno je na dva na¢ina u ovom
radu, kao antibakterijsko i antifungalno djelovanje. Antibakterijsko djelovanje
odredeno je prema Gram pozitivnim i Gram negativnim bakterijama koje izazivaju
bolesti kod ljudi i biljaka. U ovom istrazivanju sojevi Pseudomonas spp. pokazali su
intenzivnije djelovanje prema Gram negativnim bakterijama u odnosu na Gram
pozitivne te su se pokazali djelotvorniji prema biljnim patogenima u odnosu na
humane patogene bakterije. Sojevi Pseudomonas spp. pokazali su se najdjelotvorniji
u suzbijanju E. amylovora, pri ¢emu je 32,5 % sojeva pokazalo potpunu inhibiciju
ovog fitopatogena. Najslabije antibakterijsko djelovanje sojevi Pseudomonas spp.
pokazuju prema patogenu S. aureus, pri ¢emu 12 sojeva uopce ne inhibira rast ove
bakterije. Najdjelotvorniji sojevi opcenito pokazali su se W2-4 i SMS-16 koji su
potpuno inhibirali tri patogena (L. innocua, E. amylovora i A. tumefaciens). NajloSije
antibakterijsko djelovanje ustanovljeno je kod soja S1-8 koji ne djeluje na pet
patogena (E. coli, S. aureus, B. cereus, L. innocua i E. amylovora), te pokazuje vrlo
slabo djelovanje prema tri patogena (S. enterica, P. syringae i A. tumefaciens).

Antimikrobno djelovanje Pseudomonas spp. na ljudske patogene dokumentirano
je u radu Vollenweider i sur. (2023). Naime, iz nepatogenih fluorescentnih
Pseudomonas spp. (npr. P. fluorescens, P. putida, P. syringae i P. chlororaphis)
izolirali su siderofor pioverdin, te su ispitali njegov antimikrobni ucinak na sljedece
patogene: Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae, Psudomonas aeruginosa
i Staphylococcus aureus. Pioverdin se pokazao ucinkovit za suzbijanje A. baumanii i
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S. aureus. Mohan i sur. (2020) su istrazivali antimikrobno djelovanje sojeva
Pseudomonas fluorescens na vrste Listeria spp. (L. monocytogenes, L. seelgeri i L.
innocua). Tri izolirana soja P. fluorescens (PFR46H07, PFR46H08 i PFR46H09)
inhibirali su rast svih analiziranih listerija.

U radu autora Li i sur. (2020) ispitano je in vitro i in vivo antimikrobno djelovanje
soja Pseudomonas mosselli LWB10 na sojeve Agrobacterium tumefaciens. Soj
LWB10 pokazao je in vitro vrlo snazno antagonisti¢ko djelovanje prema sojevima A.
tumefaciens. Rezultati in vivo analize pokazuju da soj LWB10 snazno inhibira
stvaranje tumora na stabljici rajCice. Autori Ligon i sur. (2000) smatraju da je za
antagonisticko i baktericidno djelovanje Pseudomonas spp. na A. tumefaciens
odgovoran metabolit agrocin 84.

U ovom istrazivanju, utvrdeno je da 13 sojeva (32,5 %) Pseudomonas spp.
inhibira rast B. cinerea, s time da je najjae antifungalno djelovanje utvrdeno kod soja
S1-8 koji smanjuje radijalni rast B. cinerea za 93,9+5,2 % i SL2-11 soja koji smanjuje
radijalni fungalni rast za 90,2+0,0 %.

Pseudomonas spp. pokazuju antifungalno djelovanje prema razliCitim
fitopatogenim gljivama, ukljucujuéi i B. cinerea. U radu Maurya i sur. (2014), ispitano
je antifungalno djelovanje P. fluorescens na fitopatogene gljive Fusarium moniliforme,
Rhizoctonia solani i Alternaria alternata. Rezultati istrazivanja pokazali su da su tri
izolata identificiranih kao P. fluorescens znacajno inhibirali sve tri patogene gljive.
Najdjelotvornije antifungalno djelovanje pokazao je soj P. fluorescens 07, prema
patogenu R. solani. Autori Ligon i sur. (2000), u svom radu antifungalno djelovanje
Pseudomonas spp. na B. cinerea pripisuju djelovanju metabolita pirolnitrina.

Obzirom da su Pseudomonas spp. bakterije tla, autori Shahid i sur. (2021)
smatraju da je Siroka paleta antagonistickih metabolita prisutnih kod Pseudomonas
spp. vezana uz njihovu kompeticiju s ostalim mikroorganizmima tla, posebno
fitopatogenim mikroorganizmima.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na moguénost koristenja sojeva Pseudomonas
spp. izoliranih iz spilje u kontroli biljnih i humanih patogena buduéi da su se sojevi
Pseudomonas spp. koristeni u ovom istrazivanju pokazali ne samo vrlo u€inkoviti u
suzbijanju biljnih i pojedinin humanih patogenih bakterija nego i u suzbijanju
fitopatogene gljive B. cinerea.
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6.

1.

Zakljucéci

Rep-PCR je odgovaraju¢a metoda za odredivanje unutarvrsne varijabilnosti
Pseudomonas spp. (n=40) izoliranih iz krSke spilje. Najvecu unutarvrsnu
varijabilnost pokazuje P. chlororaphis, gdje sli¢nost varira od 50,5 do 100,0 %.

Najveci broj sojeva (75 %) je rezistentan na monobaktame, a jedan je izolat P.
chlororaphis SL2-18 rezistentan na tri klase antibiotika te spada u viSestruko
rezistentne sojeve.

Analizirani sojevi Pseudomonas spp. (n=40) pokazuju antibakterijsko
djelovanje prema barem jednom biljnom (n=4) ili humanom (n=5) patogenu.

Analizirani sojevi Pseudomonas spp. uspjesnije inhibiraju Gram negativne u
odnosu na Gram pozitivne bakterije, te biljne u odnosu na humane patogene.

Najdjelotvornije  antibakterijsko djelovanje opcéenito pokazuju sojevi
Pseudomonas spp. W2-4 i SMS-16, koji u potpunosti inhibiraju tri patogena (L.
innocua, E. amylovora i A. tumefaciens).

Najdjelotvornije antifungalno djelovanje pokazuju sojevi Pseudomonas

spp.S1-8 i P. chlororaphis SL2-11 koji smanjuju radijalni rast B. cinerea za
93,945,2 % i 90,2+0,0 %.
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