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1. UvOD

Rod Streptomyces obuhvaéa veliku skupinu bakterija koje su kljuéne za mnoge bioloske
procese, ukljucujuéi razgradnju organskih tvari, fiksaciju dusika i proizvodnju vaznih kemijskih
spojeva. Ove bakterije su poznate po svojoj izuzetnoj raznolikosti gena i metabolita, §to ih Cini
izuzetno korisnima u medicini, industriji i poljoprivredi (EI-Naggar, 2021).

Jedna od najznacajnijih karakteristika Streptomyces bakterija je njihov ogroman antimikrobni
potencijal. Proizvodedi razliCite antibiotike poput streptomicina, eritromicina i tetraciklina, ove
bakterije su klju¢ne u borbi protiv mnogih bolesti uzrokovanih patogenima. Medutim, zbog
prekomjerne upotrebe antibiotika, dolazi do razvoja otpornosti patogena, $to postavlja pitanje
potrebe za otkrivanjem novih sojeva Streptomycesa ili razvojem alternativnih terapija.
Njihova prisutnost u zemljiStu je izuzetno raSirena, buduci da su ove bakterije tipi€ni stanovnici
tla. Upravo ta prisutnost u tlu doprinosi samom zdravlju tla i ciklusima hranjivih tvari, &to ih &ini
kljuénim elementom u odrzavanju ekosustava. Unato€ njihovoj korisnosti, postoje i problemi
povezani s ovim bakterijama. Na primjer, neki sojevi mogu biti patogeni za biljke ili zivotinje,
uzrokujuci Stete u poljoprivredi. Takoder, rezistencija na antibiotike postaje sve veci problem s
obzirom na prekomjernu upotrebu ovih lijekova (Di Martino, 2022).

Osim toga, Streptomyces bakterije Eesto formiraju biofilme, slojeve bakterija koje se mogu
razviti na povrdinama kao $to su medicinski uredaiji ili oprema u prehrambenoj industriji. Ti
biofilmovi mogu biti izuzetno teski za uklanjanje i predstavljaju ozbiljan izazov u medicini i
industriji (Wu i sur., 2015).

Obzirom na navedeno cilj ovog rada bio je izolirani divlje sojeve bakterija roda Streptomyces,
morfoloSki ih okarakterizirati, ispitati antimikrobna i koagregativha svojstva proizvedenih
metabolita, ali i samih stanica bakterija prema Cestim patogenima uzrocnicima oboljenja.
Nadalje, ispitana je sposobnost inhibicije biofiimova patogena pomoéu izvanstanicnih

metabolita bakterijskih izolata.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BAKTERIJE RODA STREPTOMYCES

Streptomyces je rod nitastih gram pozitivnih bakterija iz obitelji Streptomycetaceae, red
Actinomycetota, koje su se razvile prije otprilike 450 milijuna godina (Chater, 2006). Pojavljuju
u vodenim i kopnenim ekosustavima te uklju€uju vise od 500 vrsta bakterija. Streptomyces su
vrste vazne u razgradniji organskih tvari u tlu, djelomiéno doprinoseci zemljanom mirisu tla te
plodnosti tla (Britannica, 2022).

Poznato je da bakterije iz reda Actinomycetota obuhvacéaju razliCite oblike od kojih su neke
jednostani¢ne kuglice i $tapi¢i, dok su druge filamentozne. Clanovi roda Streptomyces imaju
najslozeniju strukturu. Njihov oblik podsje¢a na nitaste gljive te rastu tvoreéi kon€astu mrezu
zvanu micelij s razgranatim hifnim filamentima. Razmnozavaju se na nacin sli¢an plijesni tako
8to Salju specijalizirane zraéne grane koje se preoblikuju u lance spora, §to je njihov mirujuci
oblik s jednim kromosomom (Chater, 2006). Kada se povoljni uvjeti ponovno pojave, spore
mogu Klijati, formirajuci vegetativni ili supstratni micelij, koji dalje razvija koloniju. Nedostatak
hranjivih tvari poti€¢e morfoloSke i fizioloSke promjene u koloniji, poti€uéi formiranje zracnog
micelija koji koristi vegetativni micelij kao izvor hrane. Zra¢ni micelij prvo ima neseptirane niti
s mnogo kromosoma. Nakon uvijanja niti i spiralizacije, dolazi do odvajanja pojedinacnih
kromosoma prilikom septiranja vrhova niti. Ovi septirani dijelovi niti stvaraju spore koje se
mogu rasprsiti. U ponovno povoljnim uvjetima, spore mogu zapoceti novi zZivotni ciklus (Maric,
2009).

‘ il
Slika 1. Kolonije Streptomyces Slika 2. Mikroskopska snimka
(vlastita fotogafija) bakterija roda Streptomyces

(vlastita fotogafija)



Clanovi roda Streptomyces od komercijalnog su interesa zbog svoje sposobnosti proizvodnje
velikog broja biomolekula i bioaktivnih sekundarnih metabolita kao Sto su antifungici,
antivirusni i antitumorski lijekovi, imunosupresivi, insekticidi, antiparazitski lijekovi te posebice
antibiotici koji imaju Siroku primjenu ne samo u farmaceutske svrhe, nego i primjenu u
medicini, poljoprivredi i veterini (EI-Naggar, 2021).

Antibiotici su izuzetno vazni metaboliti tih bakterija jer osiguravaju bakterijama neku vrstu
zastite tijekom interakcije s razli¢itim mikroorganizmima, $to im omogucéuje da opstanu.
Takoder, antibiotici igraju klju¢nu ulogu u simbiozi izmedu Streptomyces bakterija i biljaka. Oni
djeluju kao zastita za biljku od razli¢itih patogena, dok istovremeno biljka pruza okruzenje
pogodno za razvoj same bakterije. Ova simbioza omogucéuje obostrano korisnu interakciju
izmedu bakterija i biljaka (Procopio i sur., 2012).

Pojedine vrste Streptomyces proizvode niz enzima koji su medicinski vazni, uklju€ujuéi L-
asparaginazu, urikazu i kolesterol oksidazu, dok pojedine imaju veliku sposobnost proizvodnje
aktivnih povrSinskih biomolekula uklju€ujuéi bioemulgatore i biosurfaktante (EI-Naggar, 2021).
Streptomicin, antibiotik kojeg sintetizira organizam iz tla Streptomyces griseus, pokazao se
izuzetno ucinkovitim u lije¢enju tuberkuloze, jedne od najstrasnijih ljudskih bolesti uzrokovane
bacilom tuberkuloze. (Hopwood, 2007). Streptomicin se ne apsorbira u probavnom sustavu te
za lijeCenje gastrointestinalnih infekcija mora se primjenjivati redovitim intramuskularnim
injekcijama. Djeluje tako Sto =zaustavlja rast bakterija inhibicijom sinteze proteina.
Ototoksi¢nost je glavni Stetni u€inak streptomicina koji mozZe dovesti do trajnog gubitka sluha.
Mnoge bakterije pokazale su otpornost na streptomicin, a njihova rezistencija moze biti
rezultat enzimske inaktivacije molekule streptomicina ili strukturne modifikacije same molekule
(Grosset i Singer, 2013).

2.2. ANTIMIKROBNA SVOJSTVA

Antimikrobici su klju¢ne terapeutske tvari koje se primjenjuju radi prevencije ili tretiranja
infekcija. Ovaj spektar ukljuCuje antiseptike, antibiotike, antivirusne, antifungalne i
antiparazitske agense. Dezinficijensi, s druge strane, su antimikrobna sredstva koja se koriste
na nezivim povrSinama. Njihov mehanizam djelovanja moze ukljucivati unistavanje
mikroorganizama i/ili inhibiciju njihovog rasta, ciljajuéi kljuéne procese u stani€nom
metabolizmu kao $to su sinteza bioloskih makromolekula, aktivnost enzima ili integritet

stani¢nih struktura poput stani¢nih stijenki i membrana (Di Martino, 2022).



Otpornost antimikrobnog agensa ovisi o0 osjetljivosti mikroorganizma, temperaturi,
koncentraciji upotrijebljene doze, vremenu izloZzenosti (djelovanju), broju mikroorganizama i
okolisnim uvjetima (Frece, 2021).

Utjecaj antimikrobnih agensa na ekosustave, bilo prirodnim ili umjetnim putem, uvijek ima
ekoloske posljedice. Svake godine, tisu¢e tona antimikrobnih tvari i njihovih nusprodukata
ispusta se u okoli$, posebice u vodene sustave. Kontinuirana izloZzenost mikrobnih populacija
ne samo visokim, ve¢ i malim inhibicijskim koncentracijama antibiotika kljuéna je za razvoj
antibiotiCke rezistencije u vodenom okoliSu i tlu. Ovo dovodi do pojave bakterija otpornih na
antibiotike i Sirenja genetskih ¢imbenika rezistencije (Di Martino, 2022). Bakterije koje su
otporne na vise lijekova, medu kojima su patogeni (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i
Enterobacter), predstavljaju globalnu prijetnju zdravlju ljudi, mogu uzrokovati teSke infekcije
koje su izazovne za lijeCenje, $to rezultira produZenim razdobljem bolesti i pove¢anim rizikom
od smrtnosti. Neravnoteza izmedu sinteze i nakupljanja reaktivnih kisikovih vrsta u stanicama
i tkivima dokazano dovodi do oksidativnog stresa, $to mozZe rezultirati razvojem raka,
kardiovaskularnih, bubreznih i neuroloskih bolesti (Rammali i sur., 2022).

Razvoj nanocestica s antibakterijskim svojstvima predstavlja jedno od rjeSenja za suzbijanje
bakterija koje su postale otporne na viSe antibiotika. Istrazivanje interakcija izmedu razli€itin
mikroorganizama, bilo da su prokariotski ili eukariotski organizmi, predstavlja vazan izvor
novih otkrica u podru¢ju antimikrobnih sredstava. Buduénost antimikrobnih lijekova lezi u
razvoju molekula iz bioloskih izvora ili inspiriranih bioloSkim sustavima (Di Martino, 2022).
Prirodne molekule mikrobnog podrijetla postale su glavni izvori za proizvodnju antibiotika koji
se kontinuirano koriste. Trenutno se antibiotici smatraju neprocjenjivim alatom u suzbijanju
zaraznih bolesti. No, pojava antimikrobne rezistencije, uz nedostatak novih antimikrobnih
lijekova, predstavlja zna€ajnu prijetnju za zdravlje ljudi i Zivotinja. Klju¢ni pristupi u borbi protiv
antimikrobne rezistencije ukljuCuju racionalnu uporabu antibiotika. UcZinkovitost terapije
antibioticima ovisi o0 mnogim faktorima, ukljuéujuéi sam antibiotik, ciljni patogen i stanje
tjelesnog sustava pacijenta. (Li i sur., 2017).

Antibiotici djeluju tako $to inhibiraju sintezu stanicne stijenke, povecavaju propusnost stanic¢ne
membrane, inhibiraju aktivnost bakterijskih ribosoma te inhibiraju sinteze nukleinskih kiselina
(Frece, 2021). Procijenjeno je da ¢ak 70% sekundarnih metabolita potje€e iz mikrobnih izvora.
Tlo, s obiliem ekoloskih niSa, dom je mnogih mikroba koji proizvode raznolike biomolekule s
bioloSkom aktivnoSéu protiv razli€itih patogena. Bakterije iz roda Streptomyces su prepoznate

kao potencijalni proizvodaci sekundarnih metabolita, ukljuCuju¢i antibiotike, lijekove protiv



raka, antioksidanse, antimikrobne i imunosupresivne agense. Antibiotici dobiveni iz roda
Streptomyces igraju kljuénu ulogu u medicinskom sektoru, s obzirom na to da ovaj rod

proizvodi oko 50% terapeutski korisnih antibiotika (Rammali i sur., 2022).

2.3. BIOFILMOVI

Bakterije se prione na povrSinu i stvaraju organizirane zajednice unutar vlastitog stvorenog
matriksa, koji se sastoji od izvanstani€nih polimernih tvari (EPS), poznatijeg kao biofilm
(Carrascosa i sur., 2021). Proces stvaranja biofilma uklju€uje slozenu prostornu i vr.emensku
reorganizaciju bakterijskih stanica. Ovaj proces sastoji se od reverzibilnih i ireverzibilnih faza,
koje mogu biti konzervirane ili specificne za odredenu vrstu (Kostakioti i sur., 2013). Ciklus
razvoja biofilma moze se podijeliti u 5 faza (slika 3). U poCetku planktonske bakterije su
pricvr§¢ene na razliite povrsine te se u bilo kojem trenutku mogu vratiti u stanje planktona.
Ova faza se naziva reverzno pri¢vrééivanje. U sljedecoj fazi, ireverzibilno pri¢vrscivanje,
bakterije tvore visoko organiziranu viSestani¢nu zajednicu putem izvanstani¢nih polimernih
tvari i ekstracelularnog matriksa. U ovoj fazi bakterije se ¢vrsto vezu za povrsinu i nemoguc je
povratak u plutajuée stanje. Bakterije se okupljaju, rastu i razmnozavaju $to predstavlja
sljedec¢u fazu, odnosno pocetni razvoj arhitekture biofilma. Mikrobna zajednica nastavlja rasti
i stapa se u mikrokolonije s trodimenzionalnim strukturama koje obi¢no izgledaju poput gljive,
ali svoj oblik mogu prilagoditi kako bi se bolje stopile s okolnim okoliS§em. Ovom fazom nastaje
potpuno zreli biofilm. U posljednoj fazi, dolazi do povecavanja volumena samog biofiima te
zbog nedostatka hranjivih tvari dolazi do rekonturiranja istog kako bi poboljsali Zivotni okolis.
Na kraju, vrh biofima se otvara i dolazi do disperzije bakterijskih stanica iz zrelog biofilma
kako bi slobodne bakterije pokrenule nove biofilmove. U poc¢etnoj fazi, bakterije se oslanjaju
na dodatke kao Sto su flagellum, pili i fimbrije kako bi plivale na povr$inu i smjestile se. Zatim
izluCuju egzopolisaharide, izvanstani¢nu DNA i proteine da se vezu s okolnim bakterijama
(Kang i sur., 2023).



Slika 3. Shematski prikaz stvaranja biofilma. 1: Reverzno pri¢vrs€ivanje stanica na povrsinu.
2: Ireverzibilno pri¢vrécivanje bakterijskih stanica na povrsinu. 3: Po€etni razvoj arhitekture
biofilma 4: Sazrijevanje arhitekture biofilma. 5: Disperzija bakterijskih stanica iz zrelog

biofilma (preuzeto i prilagodeno prema Stoodley i sur. 2002).

Matriks biofilma uklju€uje polisaharide, proteine, izvanstaniénu DNA i RNA, lipide te druge
biomolekule koje zajedno formiraju zastitni i ljepljivi sloj oko zajednice. Biofilmovi pokazuju
odredena svojstva koja proizlaze iz interakcija unutar zajednice i s okolinom te se formiraju na
razli¢itim povrSinama, stvarajuci stabilne spojeve koji otezavaju uklanjanje i povecavaju
prezivljavanje. Zreli biofilmovi su 3D strukture koji se prilagodavaju dostupnosti hranjivih tvari,
koncentraciji kisika i pH vrijednosti. Unutar matrice biofiima omoguceno je kruzenje i
recikliranje hranjivih tvari, potiCuéi time rast i opstanak mikroorganizama. Enzimi koje
proizvode mikroorganizmi u biofilmu, kao i fizicke i kemijske interakcije, olakSavaju ovaj ciklus
hranjivih tvari. Razli€iti mikrookoliSi unutar biofilma mogu dovesti do pojavljivanja razlicitih
podpopulacija mikroorganizama s istim genetskim materijalom, ali razli¢itim ponaSanjem i
metabolizmom, $to omogucuje zajednici da podijeli zadatke za optimalnu ucinkovitost.
Razmjena genetskog materijala unutar biofilma te kemijska signalizacija mogu dovesti do
brzog stjecanja novih svojstava koja omogucuju prilagodbu zajednice promjenjivim uvjetima
okolisa (Bamford, 2023).

Biofilmovi u tlu igraju klju¢nu ulogu u razgradnji organske tvari i oslobadanju hranjivih tvari
poput dusika, fosfora i kalija, koji su bitni za biljni rast. Mikroorganizmi poput bakterija i
mikoriznih gljiva stvaraju biofilme oko korijena biljaka, poznate kao rizosfera, uspostavljajuci
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korisne interakcije. Ovi biofilmovi poboljSavaju strukturu tla i zadrzavanje vode, $to olakSava
pristup billkkama vodi i hranjivim tvarima. Biljke, zauzvrat, pruzaju ugljikohidrate
mikroorganizmima putem fotosinteze. Raznolikost bioloskih funkcija biofilmova trenutno se
istraZzuje u kontekstu detoksikacije ljudskih otpadnih proizvoda, uklanjanja pesticida i
mikroplastike (Bamford, 2023).

Medutim, unato€ koristima, biofilmovi mogu donijeti i ozbiljine probleme u morskim
ekosustavima gdje, posebno putem brodova koji prenose organizme iz jednog u drugo
okruzenje, uzrokuju rast invazivnih vrsta. To moze imati negativhe ekoloSke i ekonomske
posljedice. Takoder, biofilmovi mogu izazvati probleme u oralnom zdravlju stvarajuéi zubni
plak koji je glavni uzrok karijesa i bolesti desni. Osim toga, mogu pridonijeti kroni¢nim
infekcijama povecavajuéi otpornost na antibiotike. Matriks biofilma pruza fizi€ku barijeru koja
otezava prodor antibiotika do bakterijskih stanica unutar biofilma, dok bakterije unutar biofilma
mogu razviti otpornost na antibiotike aktiviranjem gena koji pruzaju otpornost na te lijekove
(Bamford, 2023).

Primjerice, posljedica velikog Sirenja E. coli u prirodnom okoliSu je njezina sposobnost da raste
kao biofilm koji bakateriji daje znatno vecu otpornost na dezificiiens. Trenutno ne postoji
ucinkovito sredstvo za sprjeCavanje stvaranja biofilma niti tretman za njegove infekcije, a
lijeCenje antibioticima €esto povecéava rizik od komplikacija poput zatajenja bubrega.

Takoder patogeni poput Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus i Salmonella spp.
mogu stvarati biofilme ¢ime predstavljaju ozbiljnu prijetnju zdravstvu buduéi da su bakterije u
biofilmu otpornije na antibiotike i imunoloSki sustav domadina, Sto rezultira kroni¢nim
infekcijama i postepenim pogorSanjem zdravstvenog stanja samog domacina (Carrascosa i
sur., 2021).

2.3.1. STRATEGIJE U SUZBIJANJU BIOFILMOVA

S obzirom na karakteristike razvoja biofilma, zreli biofilmovi pokazuju visoku otpornost na
antibiotske kemoterapije i ponekad ¢e osloboditi bakterijske stanice u okolis. Stoga su infekcije
uzrokovane biofilmom €esto kroni¢ne. LijeCenje antibioticima moze pomodi u kontroli, ali je
teSko potpuno iskorijeniti infekciju. U podru¢ju medicine ¢esto dolazi do infekcija uzrokovanih
biofilmovima nakon ugradnje implatata ili odredenih medicinskih pomagala i uredaja (Wui sur.,
2015). Takve se infekcije najceS¢e lijeCe antibioticima kako bi se sprijeCio ponovni rast
biofilma, medutim ukoliko nije moguce djelovati antibioticima zarazeno strano tijelo se uklanja
te zarazeni uredaj zamjenjuje novim.

Inhibicija rasta biofilmova postaje znacajan izazov kada bakterije udu u drugu fazu i uspostave
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ireverzibilno pri¢vrscivanje. Stoga je inhibicija pocetne bakterijske adhezije kljuéni nacin za
kontrolu biofilmova i izbjegavanje vece krize. Jedna od Siroko rasprostranjenih strategija za
suzbijanje biofilmova su i povrSinski premazi koji sluze za prevenciju infekcija nastalih na
implantatima (Kang i sur., 2023).

VazZnu ulogu u Zivotnim ciklusima bakterija i gljivica, koordinirajuci ekspresiju gena i regulirajuci
virulentne ¢imbenike i infekcije, igra kvorumska signalizacija (QS). QS predstavlja klju¢ni
proces interakcije izmedu stanica, omogucéujuéi bakterijama da uskladuju svoje aktivnosti i
djeluju kao koherentan tim. Ovaj mehanizam omoguc¢ava poveéanje preZivljavanja ukupne
populacije u sloZzenim okruzenjima. Blokiranje QS-a kao strategija za spreavanje formiranja
biofilmova pokazuje se kao sigurna i odrZiva praksa (Kang i sur., 2023).

Takoder, nukleidna signalizacija, koja uklju€uje nukleotide kao sekundarne glasnike, kontrolira
kljuéne procese u bakterijskoj prilagodbi i moze utjecati na patogenost kao QS (Wu i sur.,
2015). Regulatorno nacelo koje upravlja c-di-GMP u vecini bakterija je da pri niskim
koncentracijama c-di-GMP pojaCava pokretljivost bakterija i ekspresiju toksina dok visoka
koncentracija c-di-GMP potiée ekspresiju faktora prianjanja i stvaranje biofiima. Stovige,
koncentracija c-di-GMP unutar bakterija igra kljuénu ulogu u odredivanju hoce li bakterijske
stanice zapoceti stvaranje biofilma ili ostati u planktonskom nacinu rada kao pojedinaéne
stanice (Kang i sur., 2023). Modifikacija ciklickog diguanozim monofosfata (c-di-GMP) klju¢ni
je cilj istrazivanja uz kontrolu QS-a za razvoj novih lijekova protiv biofilma (Wu i sur., 2015).
Osim QS i c-di-GMP-a, bakterijski amiloidi postaju zanimljiva tema istrazivanja. Amiloidi su
identificirani u bakterijama i gljivicama te omogucéuju lijepljenje jedan na drugoga ili na povrsine
domacina, sto potic¢e formiranje biofilma. OSte¢enje amiloidnih struktura moglo bi pruziti novi
pristup kontroli bakterijskih biofilmova (Wu i sur., 2015).

Uz amiloide, lektin takoder igra klju€nu ulogu u stvaranju biofima. On omogucéava
ugljikohidratima da se veZzu na viSe mjesta Sto olakS8ava proces prepoznavanja medu
bakterijama i samu adheziju bakterija. Stoga, poremecaj funkcije ovog proteina moze
potencijalno sprijeciti razvoj bakterija otpornih na lijekove i sprije€iti proces sazrijevanja
biofilma (Kang i sur., 2023).

S obzirom na rastucu otpornost na antibiotike, istrazivanje bakteriofaga koji mogu ubiti
antibiotik rezistentne bakterije dobiva sve vecu paznju kao potencijalna metoda prevencije

samog biofilma (Wu i sur., 2015).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Prikupljanje uzoraka tla s razli¢ih lokacija na Sirem zagrebackom podrucju

Uzorci zemlje s dubine od 10-20 cm prikupljeni su tijekom 11. mjeseca 2023. godine. Za
izuzimanje su odabrane tri nasumicne lokacije sa otvorenog nenaseljenog podrucja. Uzorci
mase 20 g prikupljeni su u sterilne kivete volumena 50 mL te su dopremljeni u Laboratorij za
op¢u mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu. Odmah po dolasku uzoraka provredena je izolacija.

Slika 4. Prikupljanje uzoraka zemlje

(Vlastita fotografija)



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 koji su koristeni za odredivanje antimikrobne

aktivnosti, autoagregacije, koagregacije i inhibiciju biofilmova:

Candida albicans ATCC®10231™
Escherichia coli ATCC®25922™

Listera monocytogenes ATCC®23074™
Salmonella typhimurium ATCC®29631™
Staphylococcus aureus ATCC®25923™

3.1.3. Hranjive podloge

HB (hranjivi bujon) (Biolife, Italija) - istog sastava kao i hranjivi agar, ali bez dodanog

agara.
Sladni bujon sastava: sladni ekstrakt (praskasti) 20 g L'l; pepton 6 g L'l; glukoza 20
gL 1; pH 5,5; sterilizacija pri 121 °C tijekom 15 min.

TCA sastava: pepton 10,0 g L; govedi ekstrakt 10,0 g L!; ekstrakt kvasca 5,0 g L;
glukoza 20,0 g L?; dinatrijev hidrogenfosfat 2,0 g L; natrijev acetat 5,0 g L**; amonijev
citrat 2,0 g L'*; magnezijev sulfat 0,2 g L**; manganov sulfat 0,05 g L; agar 15,0 g L?;
Tween 80 1,0 g L; pH vrijednost podloge je 6.5; sterilizacija pri 121 °C, 15 min.
Navedeni sadrZaj je otopljen u destiliranoj vodi dobro promjeSan i nakon sterilizacije

razliven u petrijeve zdjelice.

HA (hranjivi agar) (Biolife, Italija) sastava: pepton 15,0 gL; mesni ekstrakt 3,0 gL?;
NaCl 5,0 gL?; KsPO4 0,3 gLt; agar 18,0 gL*; u destiliranoj vodi; pH podloge je 7,3;
sterilizacija pri 121 °C/ 15min.

3.1.4. Aparatura i pribor

analiticka vaga, Entris (Sartorius, Géttingen, Njemacka)

automatske pipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

centrifuga, Z 206 A (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka)
Cita€ mikrotitarskih plo€ica, Sunrise (Tecan, Grodig, Austrija)

Eppendorf tubice (2mL)

filteri za Sprice ,Minisart®, PTFE, 0,22 um (Sartorius, Géttingen, Njemacka)

hladnjak sa zamrzivaem, CUef 3311 (Liebherr, Kirchdorf, Njemacka)
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kivete (50 mL)

laboratorijske ¢ase

laboratorijski stalci

mikrobioloSka uSica

mikrobioloSke epruvete (16x160 mm, 18x180 mm)
mikrotitarske plo€ice s 96 i 12 jaZica (Falcon, SAD)
Olympus BX-41 (Tokyo, Japan)

Petrijeve zdjelice (@ 10 cm)

plasti¢na posuda za odlaganje otpadnog materijala
spektrofotometar, Helios  UV-Vis (Unicam, Cambridge, UK)
susionik (Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

Stapici po Drigalskom

tehniCka vaga, Extend (Sartorius, Goéttingen, Njemacka)
termostat (Memmert GmbH+Co.KG, Blichenbach, Njemacka)

vibracijska mijeSalica, V-1 plus (Biosan, Riga, Latvija)

3.1.5. Kemikalije

3 %-tna otopina KOH

3 %-tni H2O2

deionizirana sterilizirana voda

fosfatna puferska otopina pH 7,2

kristal-violet 1% otopina (Biognost, Zagreb, Hrvatska)
metanol (Merck, Darmstadt, Njemacka)

octena kiselina 33% (J.T. Baker, Phillipsburg, NY, SAD)

3.2. METODE

3.2.1. Izolacija bakterija iz uzoraka tla

Nakon prikupljanja uzorka tla, provedena je izolacija bakterija. Odvagan je 1 g zemlje te
prebaten u epruvetu broj 1 koja je napunjena vodom do oznake. Neposredno poslije
homogeniziranja epruvete, napravljena su 4 razredenja. Prvo razrjedenje pripremljeno je
dodavanjem 1 mL iz epruvete broj 1 sterlinom pipetom u epruvetu broj 2 koja je dopunjena

vodom do oznake. Preostala su 3 razjedenja dobivena su istim postupkom. Sterilnom pipetom

nacjepljen je 0,1 mL iz 3 i 4 razrjedenja na TCA.
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3.2.2. Katalaza test

Katalaza test proveden je na predmetnici tako $to su dodane dvije kapi 3 % vodikovog
peroksida na prekonoc¢nu kulturu bakterija Streptomyces poraslih na HR agaru. Katalaza test
se smatra pozitivnim ukoliko dode po pojave mjehuric¢a kisika koji su rezultat enzimskog

cijepanja peroksida.

3.2.3. KOH test

Na predmetnicu su stavljene 2 kapi 3%-tne otopine KOH. Koriste¢i sterilnu i ohladenu
mikrobiolo$ku usicu, uzet je mali uzorak Cistih izolata bakterijske kulture Streptomyces s Evrste
podloge te dodan u nanesenu kap KOH i mijeSan uSicom 30-60 sekundi. Za vrijeme mijeSanja,
lagano se podize mikrobioloSka uSica 1 do 2 cm iznad povrSine mikrobne kulture kako bi se
mogla vidjeti pojava vlakana u materijalu koji visi na usici. Ako je bakterija gram-negativna,

formirat ¢e se vlakna, dok do pojave vlakana nece doci ako je bakterija gram-pozitivna.

3.2.4. Antimikrobna aktivhost prema odredenim patogenima

Stanice bakterijskih izolata bakterija Streptomyces, nakon prekonoc¢nog uzgoja na TCA,
odvojene su od medija centrifugiranjem na 6000 okretaja u minuti tijekom 15 minuta.
Supernatanti su zatim odvojeni i filtrirani kroz 0,22 um filtere radi sterilizacije. Odredena je
antimikrobna aktivnost na polistirenskim mikrotitarskim plo€icama s 96 jazica prilagodenim
postupkom prema Frece i sur. (2011) i Ratsep (2014). Testirana je antimikrobna aktivnost
prema sljedeéim test-mikroorganizmima: Escherichia coli ATCC®25922™ [jsteria
monocytogenes ATCC®23074™, Staphylococcus aureus ATCC®25923™ i Salmonella
typhimurium ATCC®29631™. U svaku pojedinu jazicu mikrotitarske plogice dodano je 100 pL
supernatanta izolata bakterija roda Streptomyces, zatim 170 yL medija za patogene (hranjivi
bujon) te su inokulirane s 10 pL ranije uzgojenog test-mikroorganizma. Inkubacija je
provedena na 37 °C tijekom 24 sata, pri ¢emu je apsorbancija mjerena na 620 nm u redovitim
intervalima pomocu citac¢a mikrotitarskih plo€ica. Pratio se rast u navedenom razdoblju te je

inhibicija izraCunata koriStenjem sljedec¢eg izraza:

Inhibicija (%) = (1 - AtA0 ) x 100 [1]

gdje je:

At = apsorbancija u vremenu t

AOQ = apsorbancija u vremenu 0

Uzorci bez dodatka patogenih mikroorgnizama su bile slijepe probe, a kontrolni uzorci su,
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umjesto supernatanta, sadrzavali neinokulirani TCA tretiran isto kao i ostali uzorci.

3.2.5. Sposobnost formiranja biofilmova bakterijskih izolata

Prema metodi opisanoj u Kostelac i sur. (2021) odredena je sposobnost formiranja biofilmova.
Prema jacCini biofilmova formiranih nakon inkubacije klasificirani su ispitivani izolati bakterija
Streptomyces.

Dodano je 2 mL TCA u polistirenske mikrotitarske plo€ice s 12 jazica. Sa 100 pL suspenzije
prethodno uzgojenih bakterijskih kultura uzorci su nacjepljeni te su plocice inkubirane na 37
°C tijekom 48 h. Nakon inkubacije, sadrzaj jazica je pazljivo ispraznjen pipetiranjem kako bi
se izbjeglo oste¢enje dna jazica. S 2 mL sterilne vode ispran je nastali talog bakterijskih
stanica uz lagano mijeSanje. Preostale stanice koje su adhezirane u biofilm, fiksirane su
dodatkom 2 mL metanola i inkubacijom tijekom 15 min. Nakon fiksiranja, ploCice su osusene
na zraku te je metanol pazljivo uklonjen. Adhezirane stanice su obojane dodatkom 1%-tne
otopine kristal violeta tijekom 5 minuta, nakon €ega je viSak boje temeljito uklonjen ispiranjem
deioniziranom vodom (slika 5.). Vezana boja otpustena je dodatkom 2 mL 33 % octene
kiseline poslije Cega je mjerena opticka gusto¢a (OD) pri 620 nm pomocu spektrofotometra.

Kao negativna kontrola koriSteni su neinokulirani uzorci.

Dobivene vrijednosti opticke gustoce su usporedene s optickom gustoéom negativne kontrole
(ODC).

Slika 5. Mikrotitarska plocica nakon tretiranja kristal violetom i ispiranja

(vlastita fotografija)
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3.2.6. Odredivanje autoagregacijske sposobnosti dobivenih izolata

Izolati bakterijskih stanica Streptomyces su nakon prekonoénog uzgoja na TCA izdvojeni
centrifugiranjem i pripremljena je suspenzija stanica u fosfathom puferu pH 7,2 volumena 5
mL. Stupanj autoagregacije odreden je prilagodenom metodomprema Kostelac (2022). U
mirujuéem uzorku tijekom 24 h u odabranim intervalima oprezno se uklanjao gornji sloj
suspenzije te se mijerila apsorbancija pri 600 nm pomoc¢u spektofotometra. Apsorbancija
uzoraka mijerila se intervalima od 30 minuta unutar 60 minuta. Stopa autoagregacije je

izraCunata prema izrazu:

Autoagregacija (%) = (1 - AYA0) x 100 [2]
gdje je:

At — apsorbancija u vremenu t

A0 — apsorbancija u vr.emenu 0

3.2.7. Odredivanje sposobnosti koagregacije izolata

Za odredivanje stupnja koagregacije pomjeSani su jednaki volumeni suspenzija test-
mikroorganizama i suspenzija izolata bakterija Streptomyces. Test-mikrorganizmi su isti kao i
u poglavlju 3.2.4. Uzorkovanje i odredivanje stupnja koagregacije navedenih suspenzija

provedeno je jednako autoagregacijskom postupku opisanom u poglavlju 3.2.6.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu uspjesno je provedena izolacija bakterija roda Streptomyces iz uzoraka zemlje
sa Sireg nenaseljenog Zagrebackog podrudja. Provedenom izolacijom izdvojene su Ciste
kulture dva soja bakterija roda Streptomyces, pridodane su im oznake IM1 i IM2 te su
pohranjene u Zbirci mikroorganizama Laboratorija za op¢u mikrobiologiju i mikrobiologiju
namirnica na Prehrambeno-biotehnoloSkom fakultetu Sveucilista u Zagrebu.

Kao dio izolacije i karakerizacije izolati su podvrgnuti katalaza testu i KOH testu. Rezultati su

prikazani u tablici 1.

Tablica 1. Rezultati KOH i katalaza testa za dva odabrana izolata bakterija roda Streptomyces

Oznaka izolata KOH test Katalaza test
IM1 - +
IM2 - +

Iz rezultata je vidljivo da su oba izolata, IM1 i IM2, KOH negativni i katalaza pozitivni. Navedeni
rezultati su oCekivani jer su pripadnici navedenog roda pokazali ista svojstva u navedenim
testovima (Hasani i sur., 2014; Ismail i sur., 2020). 1z navedenog se potvrduje kako su bakterije
ovog roda gram-pozitivne. Naime KOH test se temelji na razlikama u kemijskom sastavu
bakterijske stani¢ne stijenke. Stani¢na stijenka gram-negativnih bakterija lako se poremeti
kada je izloZzena razrijedenoj luZini. Kada se stani€na stijenka gram negativnih bakterija lizira
u prisutnosti luzine, dolazi do otpustanja relativno nefragmentiranih niti deoksiribonukleinske
kiseline koji smjesu Cine viskoznom, dok staniCne stijenke gram pozitivnih bakterija nisu
naruSene (Halebian i sur., 1981). Takoder iz navedenih pozitivnih rezultata mozemo zakljuciti
da bakterije roda Streptomyces posjeduju enzim katalazu. Katalaza je enzim koji katalizira
reakciju kojom se vodikov peroksid razgraduje na vodu i kisik. Katalaza sprje¢ava nakupljanje
i Stiti staniCne organele i tkiva od oste¢enja peroksidom, koji kontinuirano nastaje brojnim

metaboli¢kim reakcijama (Britannica, 2024).

Streptomyces je jedan od najucinkovitijin rodova mikroorganizama koji proizvode bioloski
aktivne spojeve. Ranije je potvrdeno da su pojedini pripadnici ovoga roda ucinkoviti protiv
brojnih multi rezistentnih patogena (Alahadeb, 2022). Kako je antimikrobna aktivnost bakterija
roda Streptomyces jedno od najvaznijih svojstava te kako bi se odredio potencijal dobivenih
izolata, u ovom radu odredena je inhibitorna aktivnost bakterija roda Streptomyces prema

Cestim patogenima uzroénicima bolesti: Escherichia coli ATCC®25922™  [ijsteria
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monocytogenes ATCC®23074™, Staphylococcus aureus ATCC®25923™ i Salmonella

Typhimurium ATCC®29631™. Rezultati antimikrobne aktivnosti prikazani su na slici 6.
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E. coli S. aureus L. monocytogenes  Salmonella
Test mikroorganizam =M1~ IM2

Slika 6. Inhibicija rasta patogenih test mikroorganizama u prisutnosti supernatanta uzgojnog

medija izolata bakterija roda Streptomyces prikazano kao postotak inhibicije £ SD

Iz rezultata mozemo vidjeti kako sojevi bakterija roda Streptomyces imaju antimikrobni utjecaj
na odredene patogene. |z prikazanih rezultata (slika 6) soj IM2 pokazao je snazniju inhibicijsku
aktivnost na ispitane patogene stoga je navedeni soj IM2 odabran za daljnja ispitivanja.

Iz rezultata je takoder vidljivo da je najveci stupanj inhibicije odabranog soja ostvaren prema
Escherichia coli (31,5%).

U slu€aju patogena S. aureus, postignuta je inhibicija od 11,2%. Shodno rezultatima, ispitujuci
antimikrobnu aktivnost izolata bakterija roda Streptomyces disk difuzijskom metodom u
istraZivanju koje su proveli lli¢ i sur. (2005), ustanovljeno je antimikrobno djelovanje metabolita
bakterija roda Streptomyces prema patogenim bakterijama Staphylococcus aureus i
Escherichia coli.

Iz rezultata antimikrobne aktivnosti prema L. monocytogenes postignuta je inhibicija od 24,8%.
Prema istrazivanju Evangelista-Martinez i sur. (2022) takoder je dokazano disk difuzijskom
metodom antimikrobno djelovanje metabolita bakterija roda Streptomyces prema L.
monocytogenes. Osim toga u ovom istraZzivanju potvrdeno je kako razli€it sastav hranjive
podloge utjee na proizvodnju antimikrobnih metabolita. Naime dodatkom organskih dusikovih
spojeva uofena je smanjena proizvodnja antimikrobnih metabolita, $to je u konacnici

rezultiralo smanjenim brojem inhibiranih bakterija.
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Vidljivo je iz rezultata da je u slu€aju patogena Salmonella, postignut inhibicijski u€inak od
18,3%. Prema Turpin i sur. (1992), prezivljavanje Salmonella u tlu moze se povecati ili smanijiti

ovisno o prisutnosti bakterija roda Streptomyces i dostupnosti hranjivih tvari.

Autoagregacija, prianjanje izmedu identi¢nih bakterijskih stanica, kljuéna je za kolonizaciju,
prepoznavanje i prezivljavanje bakterija (Nwoko i Okeke, 2021). Budu¢i da autoagregacija
opcenito §titi od vanjskog stresa, moze biti korisna i za okoliSne i za patogene bakterije,
osobito u uvjetima kao Sto su nedostatak hranjivih tvari ili oksidativni stres. Autoagregacija i
stvaranje mikrokolonija takoder mogu igrati ulogu u zastiti od imunoloSkog sustava domacina
(Trunk i sur., 2018). S obzirom na to u ovom radu odredena je i sposobnost autoagregacije
odabranih patogena te su rezultati prikazani kao opti¢ka gustoéa autoagregiranih stanica u

rasponu od 1 do 24 sata inkubacije (slika 7).
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E. coli S. aureus L. Salmonella C. albicans
monocytogenes

Test mikroorganizam
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Slika 7. Sposobnost autoagregacije patogenih test mikroorganizama u vremenskim

intervalima tijekom 24 h inkubacije prikazana kao opti¢ka gusto¢a (OD) pri 600 nm + SD

Iz rezultata je vidlivo da je autoagregacija ovisna o vremenu. Najvise vrijednosti
autoagregacije (najnize vrijednosti optiCke gustoce) detektirane su 24. satu inkubacije. Najvisi
stupnjevi autoagregacije zabiljeZzeni su kod svih ispitanih patogena u 24. satu inkubacije.

Autoagregacijska sposobnost ispitivanih patogena primje¢ena je i u ranijim studijama.
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Primjerice, usporedivi rezultati dobiveni su i u studiji Sherlock i sur. (2004) gdje su zapazeni
najvidi stupnjevi autoagregacije u po¢etnom vremenu za izolate bakterije E. coli.

Iz rezultata mozemo takoder vidjeti da i S. aureus i Salmonella imaju najvisi stupanj
autoagregacije u po¢etnom vremenu. Trunk i sur. (2018) su u svom istraZivanju objavili tablicu
autoagregirajucih bakterija i njihovih autoaglutinina medu kojima se takoder nalaze S. aureus,
E. coli te Salmonella. U skladu s rezultatima, prema istrazivanju Chantanawilas i sur. (2024),
Candida albicans ima visoku sposobnost autoagregacije.

Iznimno je vaZzno napomenuti kako su autoagregacijska svojstva specifi¢na za pojedini soj sto
je potvrdeno u istrazivanju koje su proveli Nyenje i sur. (2012) gdje su izolati iste vrste pokazali

varijacije u svojim sposobnostima autoagregacije.

Koagregacija je vrlo specificno prepoznavanje i prianjanje genetski razliitih bakterija.
SpecifiCnost je posredovana komplementarnim proteinskim adhezinima i polisaharidnim
receptorima na stani¢noj povrsini koagregirajucih stanica. Kao i autoagregacija, koagregacija
moze potaknuti razvoj biofilma, promjene u arhitekturi biofilma i promijeniti sastav samog
biofilma (Vornhagen i sur., 2013). Zbog navedenog u ovom radu odredena je i sposobnost
koagregacije patogena s odabranim izolatom IM2 te su rezultati prikazani kao postotak

povecanja ili smanjenja koagregacije patogena (slika 8).
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Slika 8. Sposobnost koagregacije patogenih test mikroorganizama u prisutnosti supernatanta
uzgojnog medija izolata IM2 u vremenskim intervalima tijekom 24 h inkubacije prikazana kao

postotak poveéanja koagregacije patogena (%) + SD
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Iz rezultata je vidljivo da je sposobnost koagregacije varijabilna medu sojevima. Prema nasim
saznanjima ovo je prvo istrazivanje koagregacije bakterija roda Streptomyces i koristenih
patogena.

Kod bakterija E. coli i Salmonella najveéi postotak povecanja koagregacije zamijeéen je
tijekom 1. sata te za E. coli iznosi 85,5%, a za Salmonella 87,1%.

Dobivena razina koagregacije usporediva je s rezultatom istrazivanja koje su proveli Ekmekci
i sur. (2009) gdje su pojedini sojevi probioti¢kih bakterija roda Lactobacillus spp. pokazali
stupanj koagregacije od 71% u vremenu od 4 sata inkubacije.

L. monocytogenes ima najmanji postotak poveéanja koagregacije u odnosu na ostale
patogene te taj postotak iznosi 42,6%. Sli¢an rezultat svom istrazivanju dobili su Goémez i sur.
(2016) izmedu bakterija Weisella viridescens i L. monocytogenes gdje je postotak
koagregacije iznosio 53,4% u vremenskom intervalu od 48 sati.

S obzirom na ostale patogene S. aureus ima najveci postotak povecanja koagregacije tijekom
0.5 h te iznosi 96,2%. Nadalje rezultate mozemo usporediti s istraZivanje koje su proveli
Amenu i Bacha (2023) gdje je visok postotak koagregacije medu bakterijama mlijeCne kiseline
i S. aureus.

Kod C. albicans tijekom vremena primjecujemo pad postotka koagregacije dok je najveéi bio
uO0hiiznosio je 68,7%. Bunetel i sur. (2019) proveli su istraZivanje i dokazali koagregaciju C.
albicans s vise razli€itih bakterija i gljivica $to ukazuje na njenu blisku povezanost s drugim

mikrobima u njenom okruzenju.

U ovom radu odredena je i sposobnost inhibicije formiranja biofilmova patogenih bakterija i
kvasca. Biofilmovi se mogu definirati kao zajednice mikroorganizama koji su pri¢vr§¢eni na
povrSinu. Bakterije pokrecu razvoj biofilma kao odgovor na specificne okoliSne znakove, kao
Sto je dostupnost hranjivih tvari. Prelazak iz planktonskog oblika u kompleksnu zajednicu
rezultira ispoljavanjem novih fenotipskih svojstava. (Toole i sur., 2000). Test mikroorganzimi
inkubirani su u prisutnosti supernatanta kulture izolata Streptomyces te su rezultati prikazani
kao postotak inhibicije formacije biofilma (slika 9).

U tablici 2. prikazani su postotci inhibicije optimalnog soja IM2 bakterija roda Streptomyces na

odredene patogene.
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Tablica 2. Inhibitorna aktivnost izolata IM2 prema patogenim test mikroorganizmima

E. coli S. aureus L. monocytogenes | Salmonella | C. albicans
Kontrola 1,203+0,08 | 0,1655+0,06 0,451+0,07 0,7751+0,05 | 0,46%0,04
IM2 0,14+0,06 0,12+0,06 0,53+0,08 0,5410,075 0,2+0,071
Inhibicija (%) 88,57 29,61 2,44 30,40 55,65

Inhibicija formacije biofilma (%)

T

E. coli

S. aureus

Listeria

Test mikroorganizam

Salmonella

Candida

Slika 9. Prikaz postotka inhibicije formacije biofilma patogenih mikroorganizama u prisutnosti

supernatanta uzgojnog medija izolata IM2. Rezultati su prikazani kao postotak inhibicije + SD

Iz rezultata je vidljivo da je ispitani soj bakterije roda Streptomyces postigao najveci postotak

inhibicije formacije biofilma kod E. coli te je iznosio 88,5%, a najmaniji kod L. monocytogenes
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i to samo 2,4%. Oko 55% inhibicije formacije biofilma postignuto je za C. albicans, dok
pribliznu inhibiciju od 30% kod bakterijskih patogena S. aureus i Salmonella.

Takoder, izolati roda Salmonella su u istrazivanju Dai i sur. (2021) pokazali visok stupanj
otpornosti na streptomicin, antibiotik koji je inhibirao njihov rast te formaciju biofilma, a produkt
je bakterijskog roda Streptomyces. U usporedbi sa slinim istrazivanjima koje su proveli
Neamah i sur. (2019), dobiveni rezultati ukazuju kako bakterije roda Streptomyces imaju jaku
aktivnost unistavanja patogena E. coli.

Shodno rezultatima, Suzuki i sur. (2015) izolirali su streptorubin B koji je imao inhibirajuci
ucinak formacije biofilma patogene bakterije S. aureus.

Sliéne rezultate u svom istrazivanju dobili su Srivastava i Dubey (2016) gdje je ekstrakt
metabolita bakterijskog soja roda Streptomyces imao snazan inhibitorni u€inak na adheziju
stanica Candide i njihovu pretvorbu u stanje hifa. Takoder, u€inkovito je ubijao stanice u dobro
oblikovanom zrelom biofilmu.

Wang i sur. (2023) su u svom istraZzivanju do8li do otkrica kako setomimicin moze smanijiti
stvaranje biofilma L. monocytogenes kada se kombinira s kanamicinom ili amikacinom.
Setomicin su izolirali iz Streptomyces cyaneochromogenes. Setomimicin ima potencijal da se
razvije kao antibakterijski kandidat za inhibiciju stvaranja biofilma L. monocytogenes,

proizvodnju faktora virulencije i drugih infekcija.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuditi:

1. Uspjedno su izolirani izolati bakterija iz uzoraka zemlje te su izolati nakon osnhovne
karakterizacije identificirani kao pripadnici roda Streptomyces.

2. Ustanovljeno je da soj bakterije roda Streptomyces pokazuje odredeni stupanj
antimikrobne aktivnosti prema svim testiranim mikroorganizmima. Najveca inhibicija
rasta, od 31,5%, postignuta je za soj IM2 prema Escherichia coli ATCC®25922™,

3. Odredena je sposobnost autoagregacije i koagregacije patogena u prisutnosti
metabolita izolata IM2. Najveci postotak povecanja koagregacije zapazZen je kod
bakterija Salmonella typhimurium ATCC®29631™ u iznosu od 87,1% i Staphylococcus
aureus ATCC®25923™ u iznosu od 96,2%.

4. Kvantificirna je sposobnost inhibicije formacije patogenih biofilmova u prisutnosti
supernatanta uzgojnog medija izolata IM2. IM2 najuspjesnije je inhibirao biofilm
bakterije Escherichia coli ATCC®25922™ (88,5 %), dok je biofilm Listera
monocytogenes ATCC®23074™ inhibiran za 2,44%.
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