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1. UvOD

Bakterijske vrste roda Bacillus imaju velik zna¢aj za danasnje industrijske procese, bilo da
se radi o prehrambenoj ili farmaceutskoj industriji (Schallmey i sur., 2004). Taj rod bakterija
ukljuCuje velik broj metaboli¢ki i fizioloSki razliCitih mikroorganizama, koje karakterizira
otpornost na nepovoljne uvjete, brzi rast, velika gustoéa stanica te proizvodnja Sirokog spektra
metabolita (Harirchi i sur., 2022). Kako su bakterije ovog roda vecinom izolirane iz zemlje,
sinteza razli€itih antimikrobnih i antifungalnih supstanci jedan je od nacina na koji te vrste
prirodno osiguravaju svoje mjesto u bioloskoj nisi te konkuriraju ostatku mikrobne populacije
u borbi za resurse. Osim enzima, aminokiselina, vitamina i povrsinski aktivnih tvari, bakterije
toga roda karakterizira proizvodnja bioaktivnih komponenti, poput malih antimikrobnih peptida
(AMP) te bakteriocina, a neke vrste mogu proizvoditi antibiotike (Harirchi i sur., 2022). Mali
antimikrobni peptidi, osim antibakterijskog, pokazuju jo§ i antitumorno i antifungalno
djelovanje. Izolacija novih Bacillus sojeva iz razli€itih okoliSa te identificiranje antimikrobnih
komponenti koje oni sintetiziraju otvara mnogo moguénosti za tretiranje patogenih biofilmova,
odnosno suzbijanje antibiotiCke rezistencije, koja trenutno predstavlja velik problem u

zdravstvenim ustanovama diljem svijeta.

Bakterijski biofilmovi kompleksne su tvorbe, koje nastaju povezivanjem bakterijskih stanica
i izvanstanicnih polimernih tvari (eng. EPS — Extracellular Polymeric Substances) i njihovim
vezanjem za neku Zivu ili nezivu povrS§inu (Muhammad i sur., 2020). Kod patogenih
bakterijskih vrsta ustanovljeno je da je tvorba biofilma povezana s razvojem bolesti te da moze
dovesti do kroni¢nih infekcija (Vestby i sur., 2020). Stvaranje biofilmova velik je problem u
zdravstvu, s obzirom na to da su bakterijske stanice unutar biofilma otpornije na nepovoljne
uvjete i Stite se od djelovanja antibiotika, antimikrobnih agenasa te sredstava za dezinfekciju.
Neki od najées¢ih ljudskih patogena takoder tvore biofilmove (Muhammad i sur., 2020).
Bakterija Escherichia coli, inaCe dio crijevnog mikrobioma u ljudi, dolaskom u urinarni trakt
uzrokuje infekcije koje mogu imati ozbiljne posljedice (Mestrovi¢, 2013). Stvaranje biofilma E.
coli pridonosi nastanku tezih infekcija, a povrSinska kolonizacija na medicinskoj opremi i
uredajima otezava lijeCenje (Sharma i sur., 2016). Staphylococcus aureus je bakterija koja je
odgovorna za izazivanje razli€itih oboljenja, od koznih infekcija i infekcija mekog tkiva pa sve
do po Zivot opasne septikemije (Idrees i sur., 2021). Tvorba biofilma tom patogenu omogucava
ekspresiju virulencije te otpornost na antibiotike i druge antimikrobne lijekove. Osobito su
opasne infekcije izazvane meticilin-rezistentnim sojevima (MRSA). Listeria monocytogenes i

Salmonella Typhimurium patogeni su koji se prenose hranom (Muhammad i sur., 2020).
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S. Typhimurium smatra se naj¢eS¢im uzro€nikom trovanja hranom u zapadnim zemljama
(Jargensen i sur., 2013), dok je L. monocytogenes odgovorna za izazivanje listerioze, bolesti
koja moze uzrokovati upalu mozdane ovojnice i druge ozbiljne infekcije ovisno o zahvacenom
podrucju (Mestrovi¢, 2011). Njihova prisutnost u pogonima za proizvodnju prehrambenih
proizvoda veliko je optereéenje za prehrambenu industriju i izazov za odrzavanje sigurnosti
hrane. Rast biofilmova u takvim postrojenjima smatra se jednim od glavnih izvora opetovanih
bakterijskih kontaminacija hrane (Lee i sur., 2019). Obzirom na navedeno, cilj ovog rada bio
je ispitati inhibiciju patogenih biofiilmova pomoc¢u metabolita divljih sojeva bakterija roda

Bacillus.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 Bakterije roda Bacillus

Bakterije su poznate joS od 17. stoljeca, kada ih je prvi puta promatrao i opisao nizozemski
prirodoslovac Antonie van Leeuwenhoek. Tek u 19. stoljeéu Ferdinand Cohn zapocinje s
detaljnijim istrazivanjima bakterijskin vrsta i klasificira bakterije u nekoliko kategorija:
Sphaerobacteria (okrugle) s rodom Micrococcus, Microbacteria (Stapi¢aste) s rodom
Bacterium, Desmobacteria (flamentozne) s rodovima Bacillus i Vibrio te Spirobacteria
(uvijene) s rodovima Spirillum i Spirochaeta (Drews, 2000). Smatra se da je Cohn, predloZivSi
temelje taksonomije bakterija, osnovao i Bacillus kao jedan od rodova.

Bakterije roda Bacillus morfoloSki se moze opisati kao Stapicaste, ravne ili blago
zakrivljene, koje se u okoliSu nalaze kao samostalne stanice ili zdruzene u parove, tvoreci
lance ili duze filamente (Logan i De Vos, 2009). Taj rod bakterija obuhvaéa Gram-pozitivne i
Gram-negativne vrste. KarakteristiCno je za rod Bacillus to da u neodgovaraju¢im uvjetima —
bilo da se radi o nestasici hranjivih tvari u okoliSu, nepovoljnom pH ili temperaturi — imaju
sposobnost stvaranja spora (endospora). Spore su metabolicki neaktivna tjeleSca koja u svojoj
srzi sadrze DNA i RNA molekule, enzime, dipikolinsku kiselinu i kalcijeve katione, a okruzene
su s nekoliko zastitnih slojeva (Harirchi i sur., 2022). Spora bakterijske stanice ostaje zasticena
od vanjskih uvjeta, poput degradacije enzimima, zraenja (UV), kemijskih agenasa, isusivanja,
termickih Sokova i sl. Kada uvjeti u okoliSu postanu povoljni, dolazi do germinacije spore i
razvoja nove vegetativne bakterijske stanice. Svaka vegetativha stanica moze formirati jednu
sporu te ona moze biti smjeStena u sredidnjem, paracentralnom, subterminalnom ili
terminalnom dijelu stanice, a prema tome gdje se nalazi moguce je odrediti vrstu bakterije
(Harirchi i sur., 2022).

lako vecinom izolirane iz zemlje, bakterije roda Bacillus zbog velike raznolikosti fizioloSkih
svojstava moguce je pronaci i u zraku, vruéim izvorima (termofili), morskoj vodi (halofili),
slatkovodnim jezerima, mocévarnim podrudjima, na kamenim povrS§inama, u pustinjama i
probavnim sustavima zivotinja te su izolirani i neki klini¢ki primjerci (Logan i De Vos, 2009;
Harirchi i sur., 2022). Mogu rasti na neutralnim, alkalnim i kiselim podrucjima, a vecina vrsta
mezofili su koji preferiraju temperature od priblizno 30 °C. Medutim, zabiljeZzeno je da podnose
Sirok raspon temperatura, od -2 °C do 20 "C (psihrofili), pa sve do temperatura preko 50 °C
(termofili) (Harirchi i sur., 2022). U prirodi ve¢inom vrSe ulogu saprofita i rijetko su povezane s
izazivanjem bolesti u ljudi i Zivotinja (Harirchi i sur., 2022). Nekoliko iznimaka ukljuCuje vrste

kao Sto su Bacillus anthracis, uzroCnik antraksa, zatim Bacillus cereus, koji se smatra
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odgovornim za bolesti povezane s trovanjem hranom, te Bacillus thuringiensis, patogen
insekata koji se koristi kao bioloSki pesticid (Harirchi i sur., 2022). Medutim, danas se mnogo
vrsta bakterija roda Bacillus koristi u raznim industrijskim procesima te su odredeni sojevi

dobili GRAS status (eng. GRAS — generally regarded as safe).

2.2.  Funkcionalna svojstva roda Bacillus

Bacillus subtilis i srodni Bacillus sojevi smatraju se dominatnim mikroorganizmima za
proizvodnju razli€itih enzima (Schallmey i sur., 2004). Varijabilnost vrsta, odnosno njihova
sposobnost da rastu i provode reakcije u Sirokom rasponu pH vrijednosti, u kombinaciji s
prisutnoS¢u termofilnih bakterija u rodu, omoguéava raznovrsnu primjenu i niz specifi¢nih
aplikacija. Enzimi porijeklom iz tih mikroorganizama zauzimaju otprilike 50 % svjetskog trzista
komercijalnih enzima (Hrirachi i sur., 2022), a ve¢inom se radi 0 ekstracelularnim enzimima
poput proteaza i amilaza za industrijsku upotrebu (Schallmey i sur., 2004). Alkalne proteaze,
specificno serinske proteaze (suptilizin), nasle su svoju primjenu u deterdzentima koji se
koriste u ku¢anstvu, dok se neutralne proteaze koriste u industriji mlijeka i mlije¢nih proizvoda,
pivskoj industriji te u pripremi stoéne hrane (Schallmey i sur., 2004). Amilaze proizvedene
pomocu Bacillus vrsta imaju najvecu primjenu u prehrambenoj industriji za likvefakciju Skroba

te saharifikaciju, ali koriste se i u industriji papira te tekstilnoj industriji.

Buduc¢i da su bakterije roda Bacillus sporogene, povoljni su kandidati za istrazivanje
probiotiCke aktivnosti jer dobro podnose procese prerade i skladiStenja, ali i prolazak kroz
gastrointestinalni trakt (Lu i sur., 2024). Probiotici koji sadrze odredene Bacillus sojeve
potencijalno bi se mogli koristiti za suzbijanje crijevne i nazalne infekcije kod ljudi, uzrokovane
patogenom S. aureus, a takav probioticki pristup u lijeCenju infekcija imao bi znacajne
prednosti nad trenutnim terapijskim merodama koje su bazirane na upotrebi antibiotika
(Lu i sur., 2024).

Vec¢ je od ranije poznat i potencijal roda Bacillus u proizvodnji antimikrobnih spojeva, a
procjenjuje se da sojevima unutar vrste B. subtilis najmanje 4-5 % od ukupnog genoma
zauzimaju geni koji kodiraju njihovu sintezu (Saxena i sur., 2019). Medu antimikrobnim
spojevima pronalazimo uglavnom peptidne molekule, koje mogu biti sintetizirane na
ribosomima (ribosomski peptidi) ili na enzimskom kompleksu neribosomske peptid sintetaze
(neribosomski peptidi), a tu spadaju i poliketidni spojevi, hlapljive komponente, surfaktanti itd.
(Caulier i sur., 2019).



2.3. Antimikrobni mehanizmi bakterija roda Bacillus

2.3.1. Djelovanje na stani¢nu stijenku

Buduci da stanice ljudi i zivotinja nemaju stanic¢nu stijenku, stani¢na stijenka patogena
potencijalno je cilino mjesto djelovanja antimikrobnih metabolita. Pokazalo se da nekoliko
Bacillus sojeva cilja upravo na tu strukturu otpustanjem raznih enzima poput amilaza,
glukanaza, proteaza itd. (Tran i sur., 2022). Glukozamin-6-fosfat sintetaza (G6PS) je enzim
koji je odgovoran za sintezu prekursora peptidoglikana bakterijske stijenke. Metaboliti poput
bacilizina i njegovih Kloriranih derivata, izolirani iz odredenih sojeva B. subtilis i B.
amyloliquefaciens, pokazali su se uspjeSnima u suzbijanju Sirokog spektra bakterija, ulaskom
u stanicu putem transmembranskih proteina te inhibiraju¢i enzim GG6PS i sintezu
peptidoglikana (Tran i sur., 2022). Sli€an mehanizam djelovanja ima i kanozamin, metabolit

izoliran iz B. cereus, koji inhibira rast gljivice Candide albicans (Tran i sur., 2022).

2.3.2. Djelovanje na stanicnu membranu

Stanicna membrana je struktura gradena od fosfolipidnog dvosloja i proteina. Fosfolipidni
dvosloj kontrolira propusnost i strukturu membrane. Membrana je polarizirana, tako da s
unutarnje strane prevladava negativni, a vanjske strane pozitivni naboj te ukoliko dode do
promjena u njezinom lipidnom sastavu ili naruSavanja elektricnog potencijala, do¢i ¢e do
oslobadanja esencijalnih iona iz stanice te povecanja permeabilnosti, $to na kraju moze
rezultirati smréu stanice (Casares i sur., 2019). Mehanizam djelovanja metabolita poput
homopolimera ¢-poli-L-lizina (B. cereus) ukljuéuje elektrostatsko vezanje na fosfolipidni
dvosloj i ometanje permeabilnosti, dovodec¢i tako do stanine smrti (Tran i sur., 2022).
Metaboliti kao $to su to neki aurantinini, produkti odredenih sojeva B. subtilis, pokazali su se
u€inkovitima u suzbijanju rasta metilicin-rezistentnog Staphylococcus aureus, uzrokujuci lizu

stanicne membrane i istjecanje stani¢nog sadrzaja (Tran i sur., 2022).

2.3.3. Djelovanje na vitalne stani¢ne procese

Neki metaboliti mogu biti uneseni u bakterijsku stanicu, gdje se zatim veZu za ciljno mjesto
koje je esencijalno stanici za njezino prezivljavanje. Procesi na koje djeluju takve molekule
uklju€uju transkripciju DNA, translaciju te metabolizam proteina. Primjer takve molekule je
zwittermicin A, pronaden u jednom soju B. cereus, koji djeluje kao inhibitor enzima giraze i

topoizomeraze, koji su nuzni za pravilno odvijanje transkripcije (Tran i sur., 2022).

2.3.4. Utjecaj na quorum sensing sustav
Pokazano je i da odredeni metaboliti roda Bacillus djeluju na quorum sensing sustave (QS)

komunikacije medu stanicama, odnosno regulaciju ekspresije gena ovisno o gustoéi kulture
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stanica i uvjetima u okoliSu (Tran i sur., 2022). Za takav sustav komunikacije medu stanicama
potrebne su male signalne molekule, a utvrdeno je da taj sustav ima znacajnu ulogu u
virulenciji kod patogenih vrsta bakterija te u stvaranju biofilmova (Rutherford i Bassler, 2012).
Metaboliti koje proizvode neke vrste Bacillus bakterija ometaju lu€enje signalnih molekula te
tako djelujuci na quorum sensing sustav inhibiraju stvaranje biofilmova i ekspresiju virulencije
(Tran i sur., 2022).

2.4. Bakterijski biofilmovi

2.4.1. Biofilmovi — proces nastanka i njihov sastav

Stvaranje bakterijskih biofilmova proces je koji se odvija u nekoliko faza (slika 1.). PoCetna
faza obuhvaca prihvacanje i reverzibilno vezanje bakterijskih stanica na povrsinu. Nakon toga
slijedi ireverzibilno vezanje i tvorba mikrokolonija (viSe slojeva bakterijskih stanica), koje
pocinju sintetizirati komponente izvanstani¢énog matriksa. Zatim slijedi sazrijevanje u kojem
biofilm poprima tipi€nu 3D strukturu (zreli biofilm). Zadnji korak obuhvaca disperziju, tj.

dezintegraciju biofilma (Srinivasan i sur., 2021).

Ovisno o vrsti mikroorganizama koji tvore biofilm, ali i o uvjetima u okoliSu (temperatura,
pH, razina kisika) razlikuje se i sastav izvanstaniénog matriksa. Generalno, sastav matriksa
obuhvaca proteine (<1 — 2 %), polisaharide (1 — 2 %), DNA (<1 %) i RNA (<1 %) te vodu (do
97 %), koja €ini vec¢inu matriksa jer djeluje kao medij za prijenos nutrijenata, signalnih molekula
i sl. unutar biofilma. Bakterijske stanice unutar biofilma takoder mogu reagirati na promjene u
okoliSu tako da modificiraju sastav i kompoziciju izvanstani¢nog matriksa kako bi se bolje

prilagodile (Srinivasan i sur., 2021).
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Slika 1. Proces formiranja bakterijskog biofilma (preuzeto i prilagodeno prema Srinivasan
i sur., 2021)

2.4.2. Dosadasnje strategije inhibicije bakterijskih biofilmova

Degradacija biofilmova elektrokemijskim metodama pokazala se obecavaju¢om metodom
za inhibiciju bakterijskih biofilmova. Takav pristup obuhvaéa kombinaciju nize doze antibiotika
i slabog elektricnog polja, koji djelujuci sinergijski postizu veéu permeabilnost bakterijskog

biofilma i ulazak biocidnih iona u stanice (Srinivasan i sur., 2021).

Nadalje, kako izvanstani¢ni matriks sadrzi polisaharide kao jednu od osnovnih komponenti,
uCinkovitom se pokazala i metoda disperzije bakterijskg biofilma tretmanom enzimima.
Postoje odredeni enzimi poput polisaharid-liaza i DNAza, koji su u mogucnosti narusiti
strukturu biofilmova. DNAza | i disperzin B funkcioniraju kao dobri anti-biofilm agensi. DNAza
| ima sposobnost razgradnje ekstracelularne DNA (eDNA), koja je prisutna u strukturi
izvanstanicnog matriksa, dok disperzin B djeluje tako da cijepa gradivhe polimere
ekstracelularnih polisaharida, koji imaju ulogu u povezivanju bakterija unutar biofilma. Jace
djelovanje protiv biofilmova postize se kombiniranjem antimikrobnih sredstava i enzima
(Roy i sur., 2017).

Velik su problem u zdravstvu biofilmovi koji se mogu razviti na medicinskim alatima i
uredajima. U prehrambenoj industriji problem su biofilmovi nastali na dijelovima postrojenja
(cjevovodi). lako postoje baktericidna sredstva kojima je moguce obloziti povrSine kako bi se

sprijecila formacija biofilmova, veéina ih je toksi¢na i nepogodna za takvu upotrebu. Medutim,
7



u slu€aju prehrambene industrije, u€inkovitim se pokazalo prekrivanje izlozenih povrSina
komponentama poput silikona ili derivata fluoropolimera, koji omoguéavaju glatke, neporozne,
hidrofobne povrSine za koje je dokazana smanjena adhezija bakterijskih stanica. Takoder,
komponente koje u svome sastavu sadrzavaju srebro pokazale su se uspjeSnima prilikom
inhibicije adhezije bakterijskih stanica na povrSinu te disrupcije zrelih biofiimova, zbog ¢ega
se takvi spojevi mogu potencijalno koristiti za dezinfekciju medicinskih uredaja, implantata,
katetera i sl. (Roy i sur., 2017).

Obecéavajuci pristup u kontroli rasta biofimova nude prirodni metaboliti odredenih vrsta
bakterija koji imaju antagonisti¢ki ucinak. Stoga je cilj ovog rada bio izolirati bakterije roda
Bacillus iz zemlje prikupliene na razli€itim lokacijama u Zagrebu te ispitati hoce li njihovi
supernatanti prekono¢nih kultura imati utjecaj na formaciju biofilmova nekih od najces¢ih
ljudskih patogena: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, S. Typhimurium i
L. monocytogenes. Osim utjecaja na tvorbu biofilmova, odredivana je i antimikrobna aktivnost

izoliranih sojeva Bacillus vrsta prema patogenima.



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1

Materijali

3.1.1. Prikupljanje uzoraka

Prikupljanje uzoraka provedeno je na razliitim lokacijama u gradu Zagrebu. Za izuzimanje
su odabrane tri nasumiéne lokacije: Cugerje, park Ribnjak te park Travno (Novi Zagreb).
Uzorci zemlje uzeti su s dubine od otprilike 10 cm i prikupljeni su tijekom veljace 2024. godine.
Uzorci mase 20 g prikupljeni su u kivete volumena 50 mL te dopremljeni u Laboratorij za opéu
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu. Odmah po dopremanju uzoraka u Laboratorij provedena je izolacija.

3.1.2. Mikroorganizmi

Iz komercijalnih zbirki mikroorganizama (The Leibniz Institute DSMZ German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH i American Type Culture Collection) pribavljeni su

standardni sojevi test-mikroorganizama koriSteni za odredivanje antimikrobne aktivnosti i

inhibiciju biofilmova:

Escherichia coli ATCC®25922™
Staphylococcus aureus ATCC®25923™
Salmonella Typhimurium ATCC®29631™
Listeria monocytogenes ATCC®23074™

3.1.3. Hranjive podloge

Za odrzavanje i uzgoj bakterija roda Bacillus i test-mikroorganizama koristene su sljedece

hranjive podloge:

HA (hranjivi agar) (Biolife, Milano, Italija) sastava:

pepton 150¢glL?
mesni ekstrakt 3,0gL?
NacCl 50gL?
KsPOy4 0,3gL*
agar 18,0gL?

destilirana voda

pH podloge je 7,3; sterilizacija pri 121 °C/ 15 min

HB (hranjivi bujon) (Biolife, Milano, Italija) — istog sastava kao i hranjivi agar, ali bez

dodanog agara



3.1.4. Kemikalije

e etanol, 96 %-tni (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e (glicerol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

o kristal-violet 1 %-tna otopina (Biognost, Zagreb, Hrvatska)

o metanol (Merck, Darmstadt, Njemacka)

e octena kiselina (J.T. Baker, Phillipsburg, NY, SAD)

e deionizirana voda

e |ugolova otopina (Merck, Darmstadt, Njemacka)

¢ safranin (Biognost, Zagreb, Hrvatska)

¢ vodikov peroksid, 3 %-tna otopina (T.T.T., Zagreb, Hrvatska)

e imerzno sredstvo (Roth, Karlsruhe, Njemacka)

3.1.5. Aparaturai pribor

e automatske pipete (Eppendorf, SAD)

e centrifuga Z 206 A (Hermle Labortechnik GmbH, Njemacka)

e spektrofotometar, Helios B UV-Vis (Unicam, Cambridge, UK)

o Cita€ mikrotitarskih plocgica, Sunrise (Tecan, Grodig, Austrija)

o Eppendorf tubice (2mL)

o Erlenmeyerove tikvice

o filteri za Sprice ,Minisart®, PTFE, 0,22 um (Sartorius, Goéttingen, Njemacka)
e laboratorijske ¢aSe

e menzura (100 mL)

e Petrijeve zdjelice (& 10 cm)

o Stapiéi po Drigalskom

o tehniCka vaga, Extend (Sartorius, Gottingen, Njemacka)

e vibromjeSa¢ EV-102 (Tehtnica, Slovenija)

¢ hladnjak sa zamrzivaCem, CUef 3311 (Liebherr, Kirchdorf, Njemacka)
e kivete (15 mL i 50 mL)

e mikrobioloska uSica

e mikrobioloske epruvete (16x160 mm, 18x180 mm)

o mikrotitarske plo€ice s 96, 24 i 12 jazica (Falcon, SAD)

e predmetna stakalca (Isolab, Wertheim, Njemacka)

o kapalka
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3.2. Metode

3.2.1. lzolacija

Odvagan je po 1 gram zemlje iz svakog uzorka i stavljen u epruvetu s 9 mL deionizirane
vode. Zatim su tako pripremljene originalne suspenzije razrijedene 10 i 100 puta. Epruvete su
stavljene u vodenu kupelj na 80 °C/ 15 min. Svi uzorci su zatim nacijepljeni na krute hranjive
podloge i stavljeni u inkubator na 37 “C. Nakon 48 sati, odabrane pojedina¢ne kolonije
precijepljene su na svjeze krute hranjive podloge i stavljene u inkubator na 37 °C. Nakon 24

sata, porasle izolirane kolonije precijepljene su u tekuc¢u hranjivu podlogu (slika 2.).

Slika 2. Izolirana kolonija iz uzorka zemlje (vlastita fotografija).

3.2.2. Katalaza test

Katalaza test provodi se na predmetnici tako $to se dodaje jedna kap 3 %-tne otopine
vodikova peroksida, a zatim se pomocu sterilne mikrobioloSke uSice uzorak prekonoéne
bakterijske kulture prenese s krute hranjive podloge na predmetnicu. Pojava Suma i mjehuri¢a

plina uslijed enzimskog cijepanja vodikova peroksida (pjenjenje) potvrda je pozitivhog testa.

3.2.3. Slozeno (diferencijalno) bojanje po Gram-u

Predmetnicu je prvo potrebno odmastiti provlacedi ju par puta sa svake strane kroz plamen.
Zatim se na predmetnicu dodaje kap deionizirane vode te se na to sterilnom mikrobioloskom
uSicom nanese malo prekonoéne bakterijske kulture porasle na hranjivom agaru. USicom je
potrebno razvuéi kapljicu po predmetnici u §to tanjem sloju te ostaviti na zraku da se osusi.
Pripravak je potrebno fiksirati drzeci predmetnicu par sekundi iznad plamena. Na ohladeni

pripravak je onda potrebno nanijeti prvo bojilo — 1 %-tnu otopinu kristal violeta i pustiti da
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odstoji 1 minutu. Na preparat se zatim nanosi lugolova otopina te ostavlja da stoji 1 minutu.
Predmetnica se potom ispire 96 %-tnim etanolom te se preparat jo$ jednom ispire pod mlazom
vodovodne vode. Na tako vlazni pripravak dodaje se kontrastno bojilo — safranin i ostavlja da
reagira 3-5 minuta. Pripravak se opet ispire pod mlazom vodovodne vode, a viSak vode se
ukloni staniCevinom. Na tako pripremljeni preparat stavlja se kap imerzijskog ulja, a

mikroskopiranje se provodi na imerzijskom objektivu pri povec¢anju 1000x.

3.2.4. Priprema radnih otopina bakterija roda Bacillus

Nakon prekono¢nog uzgoja u hranjivom bujonu, bakterijske stanice odvojene su od
hranjive podloge centrifugiranjem pri 6000 okretaja min® u trajanju od 15 min. Nakon
centrifugiranja, supernatant je odvojen od taloga (bakterijskih stanica) i steriliziran preko filtera

pomocu Sprice.

3.2.5. Antimikrobna aktivnost dobivenih izolata bakterija roda Bacillus prema test-
mikroorganizmima
Antimikrobna aktivnost supernatanta odredena je na polistirenskim mikrotitarskim
ploCicama s 96 jazica prilagodenim postupkom prema Frece i sur. (2011) i Ratsep (2014).
Odredena je antimikrobna aktivhost prema test-mikroorganizmima: Escherichia coli
ATCC®25922™ Staphylococcus aureus ATCC®25923™, Salmonella Typhimurium
ATCC®29631™ j Listeria monocytogenes ATCC®23074™.

U jaZice mikrotitarske plo€ice dodano je 190 pL ispitivanog supernatanta bakterija roda
Bacillus, 80 yuL medija za patogene (hranjivi bujon) te su inokulirane s 10 L prethodno
uzgojenog ispitivanog test-mikroorganizma. Provedena je inkubacija na 37 °C tijekom 24 sata
te je u intervalima mjerena apsorbancija na 620 nm pomocu cCitaca mikrotitarskih plocica.
Pracen je rast u navedenom razdoblju te je izraCunata inhibicija pomocu izraza:

Inhibicija (%) = (1 - A/Ac ) x 100 [1]
gdje je:

A: = apsorbancija u vremenu t

Ao = apsorbancija u vremenu 0

Kontrolni uzorci sadrzavali su 270 pL hranjivog bujona i 10 pL kulture test-mikroorganizama.

3.2.6. Inhibicija formiranja biofilmova patogena
Sposobnost inhibicije formiranja biofilmova patogena odredena je prema metodi opisanogj
u Kostelac i sur. (2021). Ispitivani supernatanti bakterija roda Bacillus klasificirani su prema
jacini inhibicije biofilmova patogena formiranih nakon inkubacije 24 sata.
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Sposobnost inhibicije ispitivana je u polistirenskim mikrotitarskim plo¢icama s 12 jazica
dodano je 1900 uL hranjvog bujona i 100 yL supernatanta za 5 %-tnu koncentraciju te 1600
ML hranjivog bujona i 400 pL supernatanta za 20 %-tnu koncentraciju. Uzorci su nacjepljeni
sa 100 pL suspenzije prethodno uzgojenih test-mikroorganizama. PloCice su inkubirane na 37
°C tijekom 24 sata. Nakon inkubacije, sadrzaj jazica je ispraznjen pazljivim pipetiranjem kako
bi se izbjeglo grebanje dna jazica. Nastali talog bakterijskih stanica ispran je s 2 mL sterilne
vode uz lagano mijeSanje. Preostale stanice (adhezirane u biofilm) fiksirane su dodatkom 2
mL metanola te inkubacijom tijekom 15 min. Nakon fiksiranja, metanol je uklonjen i plo€ice su
osudene na zraku. Adhezirane stanice obojane su dodatkom 1 %-tnog kristal violeta tijekom
5 min, te je viSak boje uklonjen temeljitim ispiranjem deioniziranom vodom (slika 3). Dodatkom
2 mL 33 % octene kiseline otpustena je vezana boja te je mjerena opticka gustoca (OD) pri
620 nm pomocu spektrofotometra. Uzorci bez dodanog supernatanta uzgojnog medija

koristeni su kao negativna kontrola.

Slika 3. Mikrotitarska plo€ica prilikom kvantifikacije biofilma test-mikroorganizama u
prisutnosti supernatanta kulture odabranih izolata bakterija roda Bacillus, nakon tretiranja
kristal violetom i ispiranja (vlastita fotografija).

Dobivene vrijednosti opti¢ke gustoce (OD) usporedene su s optickom gustocom negativne
kontrole (ODC). KoriSteni sojevi potom su klasificirani prema Borges i sur. (2012), a

klasifikacije su prikazane u tablici 1.
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Tablica 1. Klasifikacija formacije biofilmova usporedbom opticke gustoce uzorka i negativne

kontrole (prema Borges i sur. 2012)

Usporedba OD i ODC vrijednosti Klasifikacija proizvodnje biofilma
OD <ODC nema formacije biofilma

ODC < 0D < 2x0ODC slaba formacija biofilma

2x0ODC < OD =4x0ODC umjerena formacija biofilma
4xODC < OD jaka formacija biofilma

3.2.7. StatistiCka obrada podataka

Rezultati eksperimenata izrazeni su kao srednje vrijednosti ponovljenih eksperimenata *
standardna devijacija. StatistiCke razlike medu ponavljanjima te usporedbe medu uzorcima
odredene su t-testom, a statisticka znaCajnost postavljena je na p< 0,05. Za statistiCku obradu
podataka koristen je program Excel i MedCalc statisti¢ki kalkulator (MedCalc Software Ltd,

Ostend, Belgija).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu odreden je potencijal izolata bakterija roda Bacillus u inhibiciji patogenih test-
mikroorganizama te je kvalitativno i kvantitativno odredeno koliko su metaboliti izolata
proizvedeni tijekom rasta uspjesni u inhibiciji formacije patogenih biofilmova. Otkri¢e i primjena
novih sojeva te njihovih metabolita uvelike bi pomogla u suzbijanju kontaminacije u
prehrambenoj industriji i sprjeCavanju formacije biofiimova patogena na medicinskim

uredajima i povrS§inama u zdravstvenim ustanovama.

4.1. Aktivhost enzima katalaze kod izolata bakterija roda Bacillus

Katalaza testom odredeno je prisustvo enzima katalaze procjenom aktivhosti na vodikovom
peroksidu kao primarnom supstratu. Od tri izolata, samo je soj BCS-01 pokazao kataliti¢ku
aktivnost, odnosno posjeduje enzim katalazu, dok izolati BCS-02 i BCS-03 nisu pokazali
pozitivni katalaza test. Katalaza test svrstava se medu najces¢ée koristene biokemijske testove
koji se provode pri identifikaciji bakterijskih vrsta, s obzirom na jednostavnost izvedbe i nisku
cijenu (Aslanzadeh, 2006). lako vecina Bacillus bakterija sintetizira katalazu, neki sojevi ipak
ne posjeduju tu sposobnost (Logan i De Vos, 2009).

4.2. MorfolosSke karakteristike izolata bakterija roda Bacillus

Bojanjem po Gram-u utvrdeno je da su svi izolirani sojevi Gram-pozitivni (G*). Stanice
gram-pozitivnih bakterijskih vrsta, gledane pod mikroskopskim uvec¢anjem (1000x), poprimaju
ljubiCasto-plavo obojenje (slika 4). Rezultati upuéuju na stani¢nu stijenku gradenu od

viSeslojnog peptidoglikana, na koji su u bakterija roda Bacillus ¢esto kovalentno vezani

anionski polimeri kao Sto je teihoiCna kiselina (Angeles i Scheffer, 2021).

Slika 4. S lijeva ha desno pod mikroskopskim uveéanjem od 1000x, rezultati bojanja po Gram-
u pokazuju da sojevi BCS-01, BCS-02 i BCS-03 pripadaju Gram-pozitivnim Bacillus vrstama
(vlastita fotografija).

15



4.3. Antimikrobna aktivnost dobivenih izolata bakterija roda Bacillus

Kako bi se odredio potencijal dobivenih izolata i ispitala moguénost primjene istih u inhibiciji
patogenih bakterija, odredena je antimikrobna aktivnost supernatanta uzgojnog medija na E.
coli, S aureus, S. Typhimurium te L. monocytogenes. Rezultati antimikrobne aktivnosti
prikazani su na slikama 5 — 8. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost apsorbancija

kontrolnog i ispitivanog uzorka pri 620 nm + standardna devijacija.

p = 0,001
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Slika 5. Antimikrobna aktivnost izoliranih sojeva bakterija roda Bacillus prema
E. coli ATCC®25922™ tijekom 24 sata uzgoja na 37 °C.

*statistiCki zna€ajno razli¢ito od kontrolnog uzorka (p< 0,05).
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Slika 6. Antimikrobna aktivnost izoliranih sojeva bakterija roda Bacillus prema
S. aureus ATCC®25923™ tijekom 24 sata uzgoja na 37 °C.

*statisti¢ki znacajno razli€ito od kontrolnog uzorka (p< 0,05).
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Slika 7. Antimikrobna aktivnost izoliranih sojeva bakterija roda Bacillus prema

S. Typhimurium ATCC®29631™ tijekom 24 sata uzgoja na 37 °C.

*statistiCki zna€ajno razli¢ito od kontrolnog uzorka (p< 0,05).
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Slika 8. Antimikrobna aktivnost izoliranih sojeva bakterija roda Bacillus prema

L. monocytogenes ATCC®23074™ tijekom 24 sata uzgoja na 37 °C.
*statistiCki znac€ajno razli€ito od kontrolnog uzorka (p< 0,05).

Iz rezultata je vidljivo da je u slu€aju E. coli postignuta statisticki zna¢ajna inhibicija rasta u
odnosu na kontrolu za sva tri ispitivana izolata (slika 5). Takoder, postoji statisti¢ki znacajna
razlika medu sojevima BCS-01 i BCS-02 te sojevima BCS-01 i BCS-03 (p< 0,05). Ipak,

najvecu razinu inhibicije rasta od ¢ak 39,1 % kod E.coli uzrokuje soj BCS-01.

U slu€aju patogena S. aureus, rezultati pokazuju da je statistiCki znacajna inhibicija
primije¢ena za sva tri ispitivana uzorka Bacillus sojeva u odnosu na kontrolu (slika 6), dok je
statistiCki zna€ajna razlika primijecena izmedu sojeva BCS-01 i BCS-02 te sojeva BCS-01 i
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BCS-03 (p< 0,05). Kod S. aureus primijecen je i najveéi stupanj inhibicije u odnosu na ostale

ispitivane test- mikroorganizme, a iznosi ¢ak 43 % te je postignut u prisutnosti BCS-01.

U skladu s tim rezultatima, u istrazivanju koje su proveli Avci i sur. (2017) ispitujuci
antimikrobnu aktivnost izolata bakterija roda Bacillus disk difuzijskom metodom, dokazano je
antimikrobno djelovanje metabolita bakterija roda Bacillus prema patogenoj bakterijskoj vrsti
S. aureus, a poznato je i da metaboliti nekih Bacillus sojeva imaju izrazito antimikrobno

djelovanje prema metilicin-rezistentnim sojevima (Baharudin i sur., 2021).

Rezultati inhibicije rasta S. Typhimurium pokazuju da se sva tri ispitivana Bacillus soja
statisticki zna€ajno razlikuju od kontrolnog uzorka (slika 7) te postoji statistiCki znacajna razlika
medu sojevima BCS-01 i BCS-02 te BCS-01 i BCS-03 (p<0,05). Soj koji je pokazao najvece
antimikrobno djelovanje je BCS-01, inhibirajuéi rast stanica patogena za 34 %. Usporedno
tomu, u istraZivanju koje su proveli Gao i sur. (2011) takoder je dokazano antimikrobno
djelovanje odredenog soja B. subtilis prema nekoliko patogena, medu kojima je najveéa razina

inhibicije rasta postignuta u slu¢aju S. Typhimurium.

Iz rezultata antimikrobne aktivnosti izolata prema L. monocytogenes uoceno je da se sva
tri uzorka statisticki znacajno razlikuju od kontrole (slika 8). Medutim nema statisti¢ki znacajne
razlike medu sojevima medusobno (p< 0,05). Najveca inhibicija rasta bakterijskih stanica L.
monocytogenes postignuta je u prisutnosti soja BCS-03, a iznosi 24, 5 %. Sli¢an stupanj
inhibicije imaju i ostala dva soja. Usporedivi rezultati dobiveni su u istrazivanju koje su proveli
Avciisur. (2017), gdje je ispitano 13 sojeva bakterija roda Bacillus izoliranih iz zemlje (Turska)
i krumpira te je utvrdeno da njihovi metaboliti imaju antimikrobni u€inak na Gram — pozitivne i
Gram — negativne patogene vrste, medu kojima se posebno istiCu L. moncytogenes te E. coli
kod kojih je zabiljeZena najveca inhibicija rasta. U istom istraZivanju doslo se do zaklju¢ka da
sastav hranjive podloge (smanjena koncentracija glukoze) te temperatura i pH podloge uvelike

utjeCu na produkciju antimikrobnih metabolita.
4.4. Sposobnost inhibicije formiranja biofilmova patogena uz pomo¢
supernatanata uzgojnog medija bakterijskih izolata roda Bacillus

Rezultati inhibicije biofilmova patogena uz pomo¢ supernatanta uzgojnog medija izolata
bakterija roda Bacillus prikazani su na slikama 9. — 12. Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost apsorbancija uzoraka pri 620 nm + standardna devijacija.
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Inhibicija (AAg,p)

KONTROLA BCS-01 BCS-02 BCS-03

Slika 9. Djelovanje 5 %-tnog i 20 %-tnog supernatanta uzgojnog medija na tvorbu biofilma E.
coli ATCC®25922™ tijekom 24 sata.

*statistiCki zna€ajno razli€ito od kontrolnog uzorka (p< 0,05).
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Slika 10. Djelovanje 5 %-tnog i 20 %-tnog supernatanta uzgojnog medija na tvorbu biofilma
S. aureus ATCC®25923™ tijekom 24 sata.

*statistiCki znac€ajno razli¢ito od kontrolnog uzorka (p< 0,05).
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Slika 11. Djelovanje 5 %-tnog i 20 %-tnog supernatanta uzgojnog medija na tvorbu biofilma
S. Typhimurium ATCC®29631™ tijekom 24 sata.

*statistiCki znac€ajno razli€ito od kontrolnog uzorka (p< 0,05).
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Slika 12. Djelovanje 5 %-tnog i 20 %-tnog supernatanta uzgojnog medija na tvorbu biofilma
L. monocytogenes ATCC®23074™ tijekom 24 sata.

*statistiCki znac€ajno razli¢ito od kontrolnog uzorka (p< 0,05).

Rezultati za E. coli pokazuju da sva tri uzorka znac€ajno inhibiraju formaciju biofilma i to u
obje ispitane koncentracije (slika 9). Rezultati takoder ukazuju da nema statisticki znacajne
razlike izmedu ispitanih koncentracija unutar istog uzorka (p< 0,05). Najvisi stupanj inhibicije
postignut je u prisutnosti soja BCS-03, to¢nije koridtenjem 5 %-tnog supernatanta uzgojnog
medija tog soja, a inhibicija formacije biofilma patogena iznosila je ¢ak 66,6 %. Medutim, u
slu€aju uzoraka BCS-02 i BCS-02 postignut je otprilike jednak stupanj inhibicije neovisno o

koncentraciji koristenog supernatanta uzgojnog medija. U skladu s dobivenim rezultatima
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inhibicije biofilma za E. coli, u istrazivanju koje su proveli Cordisco i sur. (2023) takoder se
pokazalo kako odredeni metaboliti divljih sojeva bakterija roda Bacillus, izoliranih iz zemlje,
inhibiraju formaciju biofilma. Spomenuti metaboliti interferiraju s mehanizmom sinteze
amiloidnih vlakana, najbitnije komponente ekstracelularnog matriksa biofilmova E. coli,
uzrokujuéi tako gubitak kompleksne morfoloske strukture i ,zastitnog sloja“ oko svake stanice
unutar biofilma. Na taj nacin stanice postaju izlozene djelovanju dezinfekcijskih agenasa ili

lijiekova.

Iz rezultata vezanih uz inhibiciju tvorbe biofilma bakterijske vrste S. aureus vidljivo je da se
svi uzorci statistiCki znacajno razlikuju u odnosu na kontrolu (slika 10), a u slu¢ajevima uzoraka
BCS-01 te BCS-02 postoji i statistiCki znacajna razlika izmedu koriStenih koncentracija
supernatanta uzgojnog medija (p< 0,05). NajviSa inhibicija iznosi 82,2 %, a postignuta je s
5 %-tnim supernatantom uzgojnog medija soja BCS-03. U slu€ajevima gdje su koristeni
metaboliti uzgojnog medija sojeva BCS-01 i BCS-02, uspjesnijim se pokazala visa, fj.
20 %-tna koncentracija. Sli¢ni rezultati dobiveni su i u istrazivanju koje su proveli Ray i sur.
(2023) koriste¢i supernatante uzgojnog medija bakterija roda Bacillus na biofilmovima
patogene vrsta S. aureus. Najucinkovitijima su se pokazali metaboliti vrste B. thuringiensis,
kod kojih je zabiljezena inhibicija biofilma S. aureus za ¢ak 90 %, bez utjecaja na planktonski
rast stanica. U jednakoj mjeri, metaboliti uzgojnog medija vrste B. thuringiensis utjecali su i na
dispergiranje biofilma patogena. U istom istraZivanju, ispitivana je i korelacija izmedu stupnja
inhibicije formacije biofilma i koncentracije supernatatnta uzgojnog medija te je ustanovljeno
da je pri vi§im koncentracijama razina inhibicija viSa, dok je pri nizim koncentracijama slabija

ili je gotovo nema.

Kod ispitivanja inhibicije patogenih biofilmova u vrste S. Typhimurium (slika 11), kod samo
dva uzorka zabiljezena je statistiCki znaCajna razlika u odnosu na kontrolu, a radi se o
5 %-tnim supernatantima uzgojnog medija sojeva BCS-01 i BCS-02. Kod soja BCS-01
zabiljeZena je takoder znacajna statistiCka razlika medu razli€itim koncentracijama (p< 0,05).
Najuspjesnija inhibicija postignuta je s 5 %-tnim supernatantom uzgojnog medija soja BCS-
02 i ona iznosi 35, 6 %. U slu€ajevima kada je koriStena viSa koncentracija uzgojnog medija,
kod sojeva BCS-02 i BCS-03 zabiljezena je jako niska razina inhibicije, a kod soja BCS-01
nema inhibicije. Usporedivi rezultati dobiveni su u istrazivanju koje su proveli Podnar i sur.
(2022) gdje je odredeni soj vrste B. subtilis uspjesno inhibirao biofilm S. Typhimurium te je
zakljueno da do najvece inhibicije rasta bakterijskih stanica kao i do najvece inhbicije tvorbe
biofilma dolazi u uvjetima kada medij obiluje hranjivim tvarima. Takvi rezultati sugeriraju da B.
subtilis antagonisticki djeluje na druge bakterijske vrste u okoliSu, sintetizirajuéi antimikorobne
metabolite u natjecanju za resurse. Medutim, u uvjetima kada medij nije bogat hranjivim
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tvarima ili postoji limitacija istim, B. subtilis nije inhibirao tvorbu biofilma i rast S. Typhimurium.
Dakle, moze se zakljuciti da stupanj inhibicije ovisi i o uvjetima u okoliSu, odnosno o

dostupnosti hranjivih tvari.

Najmanje uspjedan ucinak inhibicije zabiljeZzen je prema L. monocytogenes (slika 12), gdje
rezultati pokazuju da je do inhibicije doSlo samo u slu€aju kada je koristena niZza koncentracija
uzgojnog medija soja BCS-03 i ona iznosi 39 %. Prilikom ispitivanja supernatanata uzgojnih
medija sojeva BCS-02 i BCS-03 u obje koncentracije, nije zabiljezena inhibicija nego znacajni
porast u formaciji biofilma. U istraZivanju koje su proveli Lee i sur. (2021) ispitivan je inhibitorni
uCinak koji metabolit e-polilizina ima na formaciju biofilma patogenih bakterijskih vrsta koje se
prenose hranom, uklju€ujuéi i L. moncytogenes. U radu je istaknuto kako je u tekuéem TSB
mediju (TSB — triptoza sojin bujon) inhibicija fomacije biofilma L. monocytogenes pri ¥2 MIK
(MIK — minimalna inhibicijska koncentracija) ¢-polilizina, iznosila 65 %. Pri viSim
koncentracijama takoder nije zabiljezena inhibicija. Za taj metabolit, otkriveno je da ga osim
plijesni, proizvodi i bakterijska vrsta Bacillus cereus, a svoju primjenu kao prirodni konzervans
u prehrambenoj industriji ve¢ je pronasao u SAD-u, Juznoj Koreji i Japanu (Chheda i sur.,
2014). Medutim, bitno je istaknuti kako L. monocytogenes i danas ostaje velik problem u
postrojenjima prehrambene industrije zbog mehanizama rezistencije na postojeée
antimikrobne agense i metode dezinfekcije. Zabiljezeno je da bakterijske stanice L.
monocytogenes imaju sposobnost izmjene genetskog materijala horizontalnim transferom
gena medusobno i s drugim bakterijskim vrstama, Sto uvelike pridonosi rezisteniciji na Cesto
koriStene antimikrobne agense. Takoder, joS jedan mehanizam ukljuuje postojanje efluks
pumpi unutar bakterijskih stanica, posebnih membranskih proteina, uz pomoé kojih se
antimikrobne molekule unesene u stanicu izbacuju natrag u okoli$ i na taj nacin ne dolaze do

cilinog mjesta djelovanja (Chheda i sur., 2014).

4.5, Klasifikacija biofilmova

Sposobnost ispitivanih sojeva izoliranih iz zemlje da inhibiraju formaciju patogenih
biofilmova obradena je i klasificirana prema Borges i sur. (2012). Rezultati su prikazani u tablici
3, gdie je kvantifikacija i klasifikacija biofimova odredena za svaki ispitani
test — mikroorganizam, koriStenjem 5 %-tnog i 20 %-tnog koncentriranog supernatanta
uzgojnog medija svakog soja, tijekom 24 sata na temperaturi od 37 “C. Rezultati su prikazani

kao srednje vrijednosti apsorbancije pri 620 nm za svaki uzorak + standardna devijacija.
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Tablica 2. Rezultati mjerenja negativne kontrole, odnosno hranjive podloge. Klasifikacija

biofilmova odredena je usporedivanjem rezultata mjerenja opti¢ke gusto¢e uzorka i negativne

kontrole.
OoDC? 0,089 + 0,04
2x0ODC: 0,178 £ 0,04
4x0ODC: 0,356 + 0,04

ayrijednost negativne kontrole (samo podloga)

Tablica 3. Klasifikacija biofilmova test — mikroorganizama poraslih u prisutnosti pri 5 %-tnog i
20 %-tnog supernatanta uzgojnog medija izoliranih Bacillus sojeva.

Patogen Ispitivani Koncentracija Rezultat Klasifikacija®
bakterijski uzgojnog (ODP)
SOj medija (%)
E.coli BCS-01 5 0,238 + 0,003 umjerena
formacija
biofilma
BCS-02 5 0,197 £ 0,014 umjerena
formacija
biofilma
BCS-03 5 0,149 £ 0,022 | slaba formacija
biofilma
BCS-01 20 0,242 + 0,026 umjerena
formacija
biofilma
BCS-02 20 0,207 £ 0,011 umjerena
fomacija biofilma
BCS-03 20 0,173 £ 0,003 | slaba fomacija
biofilma
ODKY: 0,4447 £ 0,045 jaka formacija biofilma
S. aureus BCS-01 5 0,124 +£ 0,005 | slaba formacija
biofilma
BCS-02 5 0,197 £ 0,011 umjerena
formacija
biofilma
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BCS-03 5 0,079 £ 0,002 | nema formacije
biofilma
BCS-01 20 0,091 £ 0,08 slaba formacija
biofilma
BCS-02 20 0,113 £ 0,009 | slaba formacija
biofilma
BCS-03 20 0,106 £ 0,031 | slaba formacija
biofilma
ODK¢: 0,444 + 0,041 jaka formacija biofilma
S. Typhimurium BCS-01 5 0,339 £ 0,022 umjerena
formacija
biofilma
BCS-02 5 0,286 + 0,042 umjerena
formacija
biofilma
BCS-03 5 0,387 £ 0,012 | jaka formacija
biofilma
BCS-01 20 0,470 + 0,002 jaka formacija
biofilma
BCS-02 20 0,412 + 0,044 jaka formacija
biofilma
BCS-03 20 0,443 £ 0,019 | jaka formacija
biofilma
ODK¢: 0,444 + 0,040 jaka formacija biofilma
L. monocytogenes BCS-01 5 0,449 + 0,192 | jaka formacija
biofilma
BCS-02 5 0,549 + 0,034 jaka formacija
biofilma
BCS-03 5 0,257 £ 0,010 umjerena
formacija
biofilma
BCS-01 20 0,677 £ 0,040 | jaka formacija
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biofilma
BCS-02 20 0,820 + 0,050 jaka formacija
biofilma
BCS-03 20 0,513+ 0,122 jaka formacija
biofilma
ODK¢: 0,421 + 0,128 jaka formacija biofilma

b vrijednost ODs2 za svaki uzorak; © klasifikacija biofilmova prema Borges i sur. (2012); ¢
vrijednost pozitivhe kontrole (samo kultura patogena)

Rezultati iz tablice 2 ukazuju da je svaki ispitivani test-mikroorganizam klasificiran kao jaki
producent biofilmova. Medutim, u prisutnosti supernatanata uzgojnih medija izoliranih Bacillus
sojeva, primijec¢eno je slabije formiranje biofilmova kod nekih patogena. U bakterije E. coli,
klasifikacija biofilma bila je Kklasificirana kao slaba formacija biofilma u prisutnosti
5 %-tnog supernatanta uzgojnog medija soja BCS-03. Komplikacije vezane uz infekcije
uzrokovane s E. coli povezane su sa sposobno&¢éu tog patogena da tvori biofilmove. Metaboliti
koji ometaju njihovu formaciju, odnosno djeluju na procese kojima se bakterijske stanice vezu
na povrsinu u inicijalnoj fazi pri€vrS¢ivanja za podlogu, moguce je sprije€iti formaciju jakih
biofilmova i olak8ati lijeCenje (Sharma i sur., 2016). Kod bakterijske vrste S. aureus u
prisutnosti 5 %-tnog supernatanta uzgojnog medija soja BCS-01 potpuno se izgubila formacija
biofilma, Sto znadi da je potrebno provesti daljna ispitivanja u svrhu identifikacije metabolita s
takvim djelovanjem. Lijekovi koji se danas koriste za tretiranje infekcija izazvanih patogenom
S. aureus postaju djelomi¢no ili ¢ak potpuno neucinkoviti, s obzirom na to da ne mogu
prodrijeti do ciljnog mjesta djelovanja zbog strukture biofilma unutar kojeg se nalaze stanice
(Idrees i sur., 2021). Za formaciju biofilma S. aureus kodira 12 gena i njihova ekspresija ovisi
o zrelosti biofilma, gustoéi stanica i uvjetima u okoliSu (Idrees i sur., 2021), zbog Cega je
svakako potrebno ispitivati kombinacije novih anti-biofilm metabolita razli¢itih mehanizama
djelovanja te njihove sinergijske ucinke s postoje¢im lijekovima u svrhu otkrivanja novih
metoda lijeCenja. Slabiji rezultati vidljivi su kod bakterijskih vrsta S. Typhimurium i
L. monocytogenes, gdje gotovo da i nije bilo razlike u klasifikaciji biofilmova u prisutnosti

supernatanta uzgojnog medija i bez koristenja istih.
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5. ZAKLJUCCI

1. Utvrdeno je da sva tri izolirana soja bakterija roda Bacillus pokazuju odredeni stupanj
antimikrobne aktivnosti prema svim test-mikroorganizmima. Najvecéa inhibicija rasta
postignuta je koriStenjem soja BCS-01 na Staphylococcus aureus ATCC®25923™ j
ona iznosi 43 %. Najmanji stupanj inhibicije rasta iznosio je 24,5 % i postignut je
koristenjem soja BCS-03 na patogenu Listeria monocytogenes ATCC®23074™.,

2. Odredena je sposobnost inhibicije formacije patogenih biofilmova s pomocu
supernatanata uzgojnih medija izoliranih Bacillus sojeva, u 5 %-tnoj i 20 %-tnoj
koncentraciji. UspjeSnijima su se pokazali supernatanti uzgojnih medija u nizoj
koncentraciji, specificno 5 %-tni supernatant uzgojnog medija kulture soja BCS-03
prema Staphylococcus aureus ATCC®25923™, inhibirajuéi formaciju biofilma za
82,2 %. Supernatanti uzgojnih medija sojeva BCS-02 i BCS-03 u koncentraciji od
20 % potaknuli su formaciju biofilma u slu€aju patogena Listeria monocytogenes
ATCC®23074™,

3. UspjeSno je kvantificirana i klasificirana formacija biofilmova za svaki test-
mikroorganizam, u prisutnosti 5 % i 20 % koncentriranog supernatanta uzgojnog
medija sva tri izolirana soja bakterija roda Bacillus. Svi test-mikroorganizmi klasificirani
su kao jaki producenti biofilmova. Medutim, u prisutnosti 5 %-tnog supernatanta
uzgojnog medija soja BCS-03, biofilm bakterije Escherichia coli ATCC®25922™
klasificiran je kao slabi biofilm. Takoder, najbolji rezultat postignut je u prisutnosti
5 %-tnog supernatanta uzgojnog medija soja BCS-01 na patogenu Staphylococcus
aureus ATCC®25923™, gdje se potpuno izgubila formacija biofilma. U slucaju
patogena Salmonella Typhimurium ATCC®29631™ | Listeria monocytogenes
ATCC®23074™ nije zamije¢ena promjena u formaciji biofilmova u prisutnosti

supernatanata Bacillus sojeva.
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