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1. uvOoD

Dinarski kr§ je jedinstveno i specificno podruCje koje se proteze duz
jugozapadne Slovenije, zapadne i juzne Hrvatske, zapadne Bosne, Hercegovine,
cielokupne Crne Gore i sjevernog dijela Albanije (Slika 1.). Cak 46% povrsine
Hrvatske je krSko podrucje (Gottstein, 2010). Dinarski kr§ ima veliku vrijednost u
svjetskim razmjerima jer predstavija klasi¢ni tip krSa (lat. locus tipicus). Prvi je
istrazeni sustav tog tipa u svijetu i idealan primjer krSa jer se odlikuje Citavim
rasponom unutradnjih i vanjskih krskih reljefnih oblika. Ujedno je i prostor gdje su
razvijene prve teorije o cirkulaciji vode u kr§kim prostorima. Zanimljivo je da naziv
karst (engl.) ima slavensko porijeklo odnosno potjeCe upravo iz podrucja Dinarskog
kréa. Cak se i pojmovi koji predstavljaju kréke reljefne oblike poput polja i ponora

prevode poljas i ponors (engl.) (Ford i Williams, 2007).

Slika 1. Podrucje rasprostiranja Dinarskog kr$a (sivo) s oznaCenom lokacijom
Markovog ponora, Lipovo polje. Karta je preuzeta iz rada Bilandzija i sur. (2013) i

prilagodena.

Osim toga, ovo se podrucje odlikuje velikom bioloSkom raznolikoSc¢u te je
prepoznato kao vruc¢a toCka (engl. hot spot) europske bioraznolikosti. Osobito je
bogato endemicnim i tercijarnim reliktinim vrstama, Sto pokazuju i brojni noviji
znanstveni radovi (Gaston i David, 1994; Sket, 1999; Culver i Sket, 2000; Bilandzija i
sur., 2013; Andersen i sur., 2016; Voros i sur., 2017).



1.1. Geoloske znacajke Dinarskog kr§a s naglaskom na podzemlje

Krs je jedinstveni tip reljefa prozet opseznim podzemnim sustavima kojeg
najvec¢im dijelom grade sedimentne biogene stijene vapnenac i dolomit. Jedno od
znacajnih obiljezja Dinarskog krSa je velika poroznost, odnosno visok postotak
Supljina u ukupnom volumenu stijenske mase. lzrazena osobina vapnenca je topivost
pa je krski reljef, uz tektonske pomake, znacajno oblikovan djelovanjem vode. Voda
obogacena ugljicnim dioksidom otapa karbonate (krski ili disolucijski tip poroznosti) i
tako proSiruje ranije nastale tektonske deformacije i pukotine u stijenama. Za ovo
podruCje znacCajni su endokrSki oblici koji nastaju mehaniCkim djelovanjem
podzemnih tekucica i uruSavanjem. Oblici sa strmim vertikalnim kanalima uskog
otvora nazivaju se jamama, a jame u kojima se gube povrSinske tekucice su ponori
koji su &esti oblik u dubokom krsu. Spilje su endokrski oblici koji imaju horizontalne ili
blago nagnute kanale (<45°). Kaverne su, poput Spilja i jama, podzemne Supljine u

krSu, ali za razliku od njih one nemaju ulaz (Ford i Williams, 2007).

Upravo zahvaljujuéi tako nastalim endokrskim reljefnim oblicima, tj. oblicima
koji nastaju ispod povrSine poniranjem i prolaskom vode, u Dinarskom je krSu vrlo
dobro razvijena podzemna cirkulacija vode. Voda protiCe velikom brzinom kroz
provodnike vecih dimenzija, a polako kroz sithe pukotine i pore. Podzemni krski
vodonosnici dio su kompleksnog krSkog sustava te je vrlo teSko predvidjeti smjer i
vrijeme putovanja podzemne vode u njima, a s njom i transport zagadenja. Ovo je
vrlo bitno jer 20-25% svjetske populacije u velikoj mjeri ili u potpunosti ovisi upravo o
podzemnim vodama koje se crpe iz tih sustava. Voda kao resurs je pod pritiskom koji
se svakim danom povelava stoga postoji ogromna potreba za rehabilitacijom i

kvalitetnim odrzivim upravljanjem vodnim resursima (Ford i Williams, 2007).

Kako je ve¢ navedeno, iznimno velika povrSina Hrvatske je pod krSem pa
obiluje podzemnim kr8kim objektima koji su vecinom neistraZzeni. Krski vodonosnici
jedan su od najvaznijih prirodnih resursa Hrvatske (Biondi¢ i Biondi¢, 2014). Kako bi
se zastitili krSki izvori pitke vode neophodna su daljnja i sustavna istrazivanja krSkog

podzemlja.



1.2. Uyvjeti zZivota u krSkom podzemlju

Spilie i jame su stani$ta u kojima pretezito vladaju stabilni ekolo$ki uvijeti.
Prvenstveno se radi o potpunom nedostatku svjetla (Slika 2.), Sto ima znacajne
posljedice na Zivi svijet. Podzemne Zivotinje nemaju oci ili su im one vrlo reducirane
te su vecinom svijetlo obojene (redukcija pigmentacije). Nasuprot tome, osjet mirisa i
dodira im je izuzetno razvijen, sto se Cesto oCituje u vidu jako produZenih ticala i
nogu koje nose dodatne osjetiine dlacice. Osim toga, nedostatak svjetla ima za
posljedicu i nepostojanje fotosinteze i opcenito primarnih proizvodaca (biljaka, algi i
fotoautotrofnih bakterija). Stoga podzemni organizmi ovise o dotoku hrane s povrSine
procjednom vodom i podzemnim tekucicama koje potjeCu od povrSinskih i sezonski
plave podzemne prostore. Opcenito, koli€ina dostupnih hranjivih tvari u podzemlju je
vrlo niska, ali se moze naglo povecati za vrijeme proljetnog poplavljivanja (Culver i
Pipan, 2009). Kao prilagodbu na oligotrofno staniste, podzemne Zivotinje ¢esto imaju
vrlo usporen metabolizam, odnosno mogu prezivjeti dugo vrijeme bez hrane (Sket,
2005).

U podzemnim stanistima okoliSni Cimbenici variraju puno manje nego na
povrsini, a to se posebno odnosi na temperaturu (Culver i Pipan, 2009). Primjerice,
mikroklimatska analiza Markovog i Dankovog ponora, dinarskih krskih podzemnih
ekosustava na podrucju Lipovog polja i ponorne zone rijeke Like, pokazala je niske i
relativno stabilne temperature u dubljim dijelovima ponora. Temperatura zraka u ovim
Spiljskim stanisStima iznosi izmedu 6,2 i 9,9° C (raspon 3,7° C), supstrata od 5,9 do
8,4° C (raspon 2,5° C) te vode od 7,8 do 9,1° C (raspon 1,3° C). U usporedbi s tim,
prosje€ne nadzemne temperature zraka u Gospic¢u (meteoroloSka postaja najbliza
Kosinjskom i Lipovom polju) za razdoblje 1971.-2000. godine iznosile su -0,8° C u
sijeCnju, a 18,5° C u srpnju. NajviSa zabiljezena temperatura u istom razdoblju
iznosila je 37,0° C u srpnju, a najniza je bila -27,3° C u sijeCnju (OIKON i
Elektroprojekt, 2016).



Slika 2. Potpuni nedostatak svjetla u jami Markov ponor. (Foto: Basara D.)

Osim temperature, ostali parametri vazni za zivi svijet krSkog podzemlja
uklju€uju zracne struje, razinu vode i relativhu vlaznost zraka. Zrak je u potpunosti
zasi¢en vlagom (relativna vlaZnost zraka kontinuirano blizu 100%). U nekim
podzemnim prostorima, poput Markovog i Dankovog ponora, povremeno dolazi do

strujanja zraka na ulaznim dijelovima ponora (OIKON i Elektroprojekt, 2016).

Jedini ekoloski parametar koji znacajno varira u krSkom podzemlju jest razina
vode. Podzemne tekucice tijekom razdoblja niskih razina vode imaju tendenciju
poprimiti znaCajke podzemne stajacice. Fluktuacije razine vode mogu se ilustrirati na
primjeru jame Markov ponor koja se nalazi u Lipovom polju (Slika 1.). Voda se u
sifone tog ponora puni poniranjem rijeke Like te infiltracijom oborina na krSkom
planinskom podrucju smjesStenom izmedu doline Kosinjskog Bakovca i Lipovog polja.
Razina podzemne vode u Markovom ponoru kroz godinu moZze varirati i za vise od 50
m, a u odredenim dijelovima godine kada je najveci dotok rijeCne vode, ponor postaje
velikim dijelom ispunjen vodom i stoga potpuno neprohodan (OIKON i Elektroprojekt,
2016).



1.3.  Zivotne zajednice Dinarskog krskog podzemlja

Kako je ranije spomenuto, podzemna stanista uglavnom su trofi¢ki ovisna o
povrSinskim ekosustavima pa stoga spadaju u ekstremna staniSta. Konstantnost

svijetu (Wilkens, Culver i Humphreys, 2001).

Faunu Dinarskog krsa, ukljuéujuéi Hrvatsku, odlikuje najveca Spiljska
bioraznolikost na svijetu, uz mnostvo endemicnih i reliktnih svojti (Culver i Sket, 2000;
Ozimec i sur., 2009). U Hrvatskoj je do danas utvrdeno preko 500 pravih $piljskih
svojti (Ozimec i sur., 2009), medu kojima dominiraju redom kukci, pau¢njaci, rakovi,
puzevi i stonoge. Vecina vrsta su endemicne za Dinaride, a ¢ak 80% za Hrvatsku.
Spiliska fauna Hrvatske jo$ je uvijek relativno slabo istrazena, kontinuirano se
otkrivaju nove $pilje i jame s jedinstvenom faunom te se oCekuje opisivanje vecéeg
broja za znanost novih vrsta. Osim toga, mnoge vrste Spiljske faune su ugrozene pa
Crveni popis Spiljske faune Hrvatske obuhvaéa 186 svojti, od kojih je ¢ak 35%
kriticho ugroZeno (Bedek i sur., 2006). Posebnost i vrijednost S$piljske faune
Dinarskog krsa moze se ilustrirati na primjeru Markovog i Dankovog ponora, u kojima
su zabillezene mnoge rijetke i ugrozene vrste beskraljeZnjaka, poput ogulinske
Spiliske spuzvice (Eunapius subterraneus Sket & Velikonja, 1984) i dinarskog
Spiliskog cjevasa (Marifugia cavatica Absolon & Hrabe 1930). Medu njima se
posebno istiCe rod Congeria — jedini rod podzemnih Skoljkasa na svijetu Cije sve tri do
sada opisane vrste zive upravo na podrucju Dinarskog krsa. Sjeverni dinarski Spiljski
Skoljkas (Congeria jalzici Morton & Bilandzija, 2013) (Slike 3. i 6.) nedavno je
opisana vrsta koja je do sada pronadena jedino u ovom podrucju (Bilandzija i sur.,
2013) i zbog koje je ono uvrsteno u ekoloSku mrezu Europske unije Natura 2000
(OIKON i Elektroprojekt, 2016).

Najveci dio istrazivanja podzemlja Dinarskog krSa fokusiran je na njegov
geoloSki aspekt te s bioloSkog pretezito na podzemne beskraljeznjake (BiondiC i
Biondi¢, 2014; Andersen i sur., 2016; Jovanovi¢ Glava$, JalzZi¢ i BilandZija, 2017).
Nasuprot tome, mikrobne zajednice mnogo su slabije istrazene iako mikrobi Cine
osnovu svih hranidbenih mreza u podzemlju. Mikrobi koji se hrane detritusom i
najve¢im dijelom tvore biofilmove na povrsini stijena uz fini sediment predstavljaju

najvazniji izvor hrane za podzemne Zivotinje, dok organska tvar koja dolazi s
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povrSine u otopljenom ili CestiChom obliku (komadiéi listova, drva i guano SiSmisa)
ima manji znacaj (Simon, 2008). Stoga je poznavanje sastava i raznolikosti mikrobnih
biofilmova klju€no za razumijevanje i analizu sastava podzemnih zivotnih zajednica u

krsu.

Slika 3. Nanosi ljustura dinarskih Spiljskih Skoljkasa u Markovom ponoru. (Foto:
Radi¢ I.)

1.3.1. Mikrobne zajednice Dinarskog krskog podzemlja

U podzemlju se u razli€itim tipovima staniSta (voda, povrsina stijena, sediment,
guano itd.) mogu naci razli€iti mikrobi: bakterije, gljive, alge i prazivotinje (Mulec,
2008). Obrastajne mikrobne zajednice predstavljaju izvor energije za viSe oblike
Zivota, pogotovo u stanistima bez svjetlosti/fotosinteze (Barton, 2006). Postojece
studije Spiljskin mikrobnih zajednica Dinarskog krSa vecinom su se bavile
istraZivanjem sastava uzgojivih bakterija s povrSine stijena i vezane su za podrucje
Slovenije (Velikonja, Tkavc i Pasi¢, 2014; Mulec i sur., 2015).



Medu razli€itim mikrobnim zajednicama u podzemlju posebno su zanimljive i
neistrazene epibiontske mikrobne zajednice na S$piljskim beskraljeznjacima koje
mogu biti korisne za domacina osiguravaju¢i mu dodatni izvor hrane. Primjerice, u
karbonatnim Spillama Frasassi u Italiji pronaden je simbiontski odnos izmedu
kemolitotrofne  epibiontske  bakterije iz roda  Thiothrix i endemskog
makrobeskraljeznjaka Niphargus ictus (Dattagupta i sur., 2009). Ne postoje sli¢na

istraZivanja za podrucje Dinarskog krsa.

1.4. Razlozi ugrozenosti Dinarskog krsa

Antropogeni utjecaj predstavija glavnu prijetnju jedinstvenom ekosustavu
Dinarskog krSa. Endokrski i egzokrski reljefni oblici uniStavaju se prvenstveno
fizickom devastacijom stanista odnosno izgradnjom prometnica, kamenoloma, tunela
i sl. Dodatni problem predstavlja oneciS¢enje otpadnim vodama, raznim kemikalijama
i teSkim metalima te neadekvatno odlaganje otpada (Slika 4.). Osim toga, Spilje
Dinarskog kr8a ugrozava i neprikladno turistiCko koristenje kao i globalna promjena
klime (Ozimec i sur., 2009; Bilandzija, Cukovi¢ i Puljas, 2014).

Zbog gore opisane geolosSke, hidroloSke i bioloSke vrijednosti krskog
podzemlja, speleoloski objekti su od posebnog interesa za Republiku Hrvatsku i
uzivaju njenu osobnu zastitu (Zakon o zastiti prirode, NN 80/13). Isto tako, Spiljska
staniSta i podzemna fauna strogo su zasticeni. Stoga je neophodno provoditi
sustavna istraZivanja i kontinuirani monitoring netaknutih krskih stanista kako bi se

Sto ranije mogle uociti promjene koje ukazuju na negativne antropogene utjecaje.



Slika 4. Neadekvatno odlaganje otpada (preuzeto s http://cistopodzemlje.info). (Foto:
Rnjak G.)

1.4.1. Rezistencija na antibiotike kao potencijalni marker antropogenog

oneciS¢enja podzemnih ekosustava

Poznato je da se sastav i funkcija mikrobnih zajednica brzo mijenja u
okoliSima koji su izloZzeni negativnim antropogenim utjecajima poput zagadenja
(Bissett i sur., 2013; Patel i sur., 2014; Poulain i sur., 2015). Primjerice, u slu€aju
zagadenja okolisa antibioticima, posebice u niskim koncentracijama, javlja se
selektivni pritisak koji aktivira horizontalni prijenos gena medu bakterijama te dolazi
do Sirenja gena za rezistenciju medu njima. Bakterije sa ste€enom rezistencijom na
antibiotike pokazuju bolju kondiciju (tj. bolju sposobnost preZivljavanja i dijeljenja u
usporedbi s bakterijama bez ste€ene rezistencije) te tako postaju dominantnije u
zajednici (Martinez, 2009; Andersson i Hughes, 2014). Razvoj i Sirenje antibiotiCke
rezistencije medu okoliSnim i patogenim bakterijama smatra se univerzalnom
prijetnjom za zdravlje ljudi i okolisa (Vaz-Moreira, Nunes i Manaia, 2014). Upotreba
antibiotika je u moderno doba vrlo raSirena, kako u terapijske svrhe, tako i u uzgoju
Zivotinja i poljoprivredi, pa je i zagadenje okolisa niskim koncentracijama antibiotika u
porastu (Martinez, 2009; Andersson i Hughes, 2014).


http://cistopodzemlje.info/

Neke novije studije su ukazale na povezanost izmedu gena odgovornih za
rezistenciju na antibiotike i antropogenih promjena u stanistu, €ineci ih potencijalnim
markerom antropogenog zagadenja (Knapp i sur., 2010; Woegerbauer i sur., 2015;
Gillings i sur., 2015). Primjerice, kod suvremenog tla je zabiljezen znacajno vecéi broj
gena za rezistenciju na neke antibiotike (B-laktami, tetraciklini i makrolidi) nego kod
tla koje potjeCe iz doba prije masovne produkcije antibiotika (Knapp i sur., 2010). S
druge strane, antibiotiCka rezistencija je prirodna osobina bakterija pa se javlja i u
okoliSima koji nisu izloZzeni antropogenom utjecaju, poput tla na Aljasci ili izolirane
Spilie u Novom Meksiku (Allen i sur., 2009; Bhullar i sur., 2012). Stoga zagadenje
antibioticima odnosno antropogeni utjecaj najvjerojatnije nije jedini uzrok pojave
rezistencije na njih u mikrobnim zajednicama. Primjerice, okoli§ moZe sadrzavati
prirodne izvore antibiotika, poput raznih sojeva gljiva i bakterija koje se normalno

javljaju u svim ekosustavima (Martin i Liras, 1989).

IstraZivanje rezistencije u okoliSnim mikrobnim zajednicama relativho
izoliranim od antropogenog utjecaja, poput podzemnih ekosustava, neophodna je
kako kako bi se donijeli zaklju€ci o nivou prirodne rezistencije u okoliSu odnosno kako
bi se razluCilo koji udio rezistencije je normalan, a koji povisen (odnosno da li su
odredeni izolirani kr§ki podzemni ekosustavi pod antropogenim pritiskom, tj. izloZeni

indirektnom ili direktnom zagadenju putem povrSinskih voda).



2. OPCI | SPECIFICNI CILJEVI RADA

S obzirom na opisanu izuzetno vaznost Dinarskog krSa te slabu istrazenost i
poznavanje sastava zajednica mikrobnih biofilmova kao osnove svih hranidbenih
mreza u podzemlju, cilj ovoga rada bio je po prvi put karakterizirati bakterijske
obrastajne zajednice Markovog ponora. Lokalitet Markov ponor je primjer oCuvanog i
nezagadenog podzemnog staniSta u Dinarskom krSu te dio ekoloSke mreze
HR2001012 Li¢ko polje (OIKON i Elektroprojekt, 2016). Takoder, cilj rada je bio po
prvi puta u Dinarskom krSu utvrditi antibiotiCku rezistenciju mikrobnih zajednica u
sustavu koji je izoliran od antropogenog utjecaja. Ovakvo istraZivanje izuzetno je
vazno kako bi se utvrdila prirodna rezistencija u podzemnom okoliSu i kako bi se
mogli donijeti zakljuCci koji udio rezistencije je normalan, a koji poviSen (odnosno
rezultat antropogenog utjecaja).

Specifi¢ni ciljevi bili su:

1. izraditi prvu banku bakterijskih izolata Markovog ponora,

2. taksonomski identificirati izolate MALDI-TOF MS-om (MALDI-TOF MS,
engl. matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass
spectrometry) i odredivanjem slijeda nukleotida gena za 16S rRNA te
usporediti koriStene determinacijske metode,

3. istraziti ovisnost sastava bakterijskih zajednica o koli€ini vode, kao jedinog
varijabilnog ekoloskog ¢imbenika, u stanistu

4. ispitati rezistenciju izolata na osam razliitih klasa antibiotika.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Markov ponor

Markov ponor (Slika 5.), Lipovo polje, najznacajniji je ponor rijeke Like
pogodan za speleoloSka istrazivanja. Lipovo polje se nalazi na podrucju dubokog
krSa Vanjskih Dinarida, a rijeka Lika je jedini stalan vodotok na ovom podrucju.
Njezino ponorno podrucje je izvanredno povoljno za razvoj speleoloskih objekata radi

koncentrirane infiltracije velikih koliina vode.

Markov ponor je izrazito razveden i u njemu je istrazeno viSe od 2000 metara
Spiljskih kanala (OIKON i Elektroprojekt, 2016). Markov ponor uz jo$ 5 speleoloskih
objekata nalazi se unutar ekoloSke mreze (HR2001012 Licko polje) koja predstavlja
dio sustava zastite prirode Europske unije i koju €ine podrucja oCuvanja znacajna za
ptice i podrugja oduvanja znagajna za vrste i stanidne tipove. Stani$ni tip 8310 Spilje i
jame zatvorene za javnost je jedan od razloga proglasavanja i zastite ovog podrucja
ekoloske mreze (OIKON i Elektroprojekt, 2016).

//"\»—
= ~ -
Y S W
~ ‘/ ‘\ \\“
\\\ NS
) AN
O \_ N
4 \ O\ X
'\ \ e,
\ \,\7‘ »»»»»»»
R - L
B
S e
Bk -‘\\,—\\
BN
MARKOV PONOR R\
\Shoa
Lipovo polje, Lika, Hrvatska \Y R
duljina: 1725 m
dubina: -69 m
vertikalna razlika: 84 m
topografski snimili: Darko Baksi¢, Damir Lackovi¢, Dalibor Paar, Andrej Stroj, Ana Katarina Sansevi¢ >
mijerili: Ana Baksi¢, Tanja Bizjak, Ronald Zeleznjak, Ivica Radi¢, Josip Petri¢evié, & e A
Sasa lli¢, Sunéica Hraséanec, Ana Katarina Sansevi¢ <& /'
nacrt k irao i za tisak prip io: Darko Baksi¢ 2

istrazili: Speleolosko drustvo Hrvatske, SO Velebit, SO Zeljeznéar

Slika 5. Tlocrt Markovog ponora s istaknutom lokacijom uzorkovanja (preuzeto s

http://speleologija.eu/markovponor/). Crvena strelica ozna¢ava mjesto uzorkovanja.

3.2.  Uzorkovanje

Uzorkovanje obrastajnih mikrobnih zajednica Markovog ponora provedeno je

1. listopada 2016. godine na lokaciji ozna¢enoj na Slici 5. Uzorkovanje je provedeno
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na nacin da se dobije Sto veci broj razli€itih bakterijskih izolata, odnosno $to veca
bioraznolikost. Stoga su sa povrSine ljustura sjevernih dinarskih Spiljskih Skoljkasa,
Congeria jalzici (Slika 6.), sterilnim Stapi¢ima za uzimanje briseva (Hospitalija) uzeti
obrisci obrastajnih bakterija. Kolonije Spiljskih Skoljkasa iz roda Congeria
predstavljaju mikrostanista s povisenom koli¢inom hranijivih tvari u inace oligotrofnom
podzemnom staniStu pa je pretpostavljeno da se na ljusturama Skoljkasa nalaze
raznolikije obrastajne bakterijske zajednice nego na okolnim stijenama (Gillan i De
Ridder, 1997). Spiljski $koljkasi iz roda Congeria vrlo su dugovjeéne Zivotinje koje
Zive pri¢vrscene bisusnim nitima za stijene te se hrane filtriracijom sitnih organskih
Cestica u vodi (Morton, Velkovrh i Sket, 1998). Povecan protok vode zbog filtracije,
izmet Skoljkasa kao i uginule Zivotinje izvor su organske tvari koji omogucuje rast

heterotrofnih bakterija.

Slika 6. Congeria jalzici Morton & BilandZija, 2013. (Foto: Roman Ozimec)
12



Nadalje, uzorkovanje je provedeno na tri razliita mikrostaniSta koja su se
razlikovala prema koli€ini vode: (1) kongerije na zraku, (2) kongerije na Spiljskom
higropetriku, posebnom staniStu na kojemu preko zidova bez prestanka teCe tanak
sloj vode (Gottstein Matocec i sur., 2002), (3) kongerije koje su izvadene iz vode.
Razlog tome su oscilacije razine vode koje predstavljaju dominantni ekoloski
Cimbenik za podzemne mikrobne zajednice, obzirom da su ostali okoliSni ¢imbenici
ve¢im dijelom konstantni, pa obuhvacanje navedena tri mikrostaniSta pruza

mogucnost pronalaska vece raznolikosti mikrobnih zajednica.

Za svako mikrostaniste je uzorkovan obrisak s 10 jedinki kongerija. Uzorkovani
brisevi su na ledu i u mraku odmah transportirani do laboratorija, gdje su nasadeni na

krute hranjive podloge.

3.3. Uzgoj mikroorganizama

Za uzgoj mikroorganizama koriStena je neselektivnha kruta hranjiva podloga
Tryptic Soy Agar (TSA, Biolife). Hranjiva podloga sterilizirana je u autoklavu pri

temperaturi od 121° C i tlaku od 2 atm u trajanju od 25 minuta.

Obrisci su nasadeni na krute hranjive podloge i inkubirani pri 21 °C. Nakon 7
dana iz izraslih mjeSovitih kultura sa svake ploCe izabrano je do 10 morfoloski
razliitih pojedinaénih kolonija te su zasebno presadene i uzgojene pri 21 °C kroz 3
dana. Svaki izolat je detaljno morfoloSki opisan prema kriterijima navedenim u
Tablici 1., dodijeljena mu je oznaka te je pohranjen u 1 mL 20% glicerola (GRAM-
MOL) pri -20° C.
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Tablica 1. MorfoloSki kriteriji za opis bakterijskih izolata (preuzeto i prilagodeno s

http://ttktamop.elte.hu/online-tananyagok/practical microbiology/ch06s04.html).

0
bod L]
Oblik: Sk A
toCkasti Kruzni nepravilni | vlaknasti rizoidni | vretenasti
Profil: [ ] [ ) /_\ m /_A\ //_U—'\
ravan poviSen | konveksan | jastuCast | ispupcCen | udubljen
Tlocrt: Q Q &? %
cjelovit valovit latiCast vlaknast
Povrsina: glatka svjetlucava hrapava mat naborana
Konzistencija: | poput maslaca ljepljiva krta mukozna

3.4. Determinacija izolata MALDI-TOF masenom spektrometrijom

MALDI-TOF masena spektrometrija je vrlo brza i pouzdana metoda za
taksonomsku determinaciju pojedinacnih bakterijskih kolonija (Topi¢ Popovic i sur.,
2016). Opcenito, masenom se spektrometrijom ioni razdvajaju na osnovi specifi¢nih
omjera mase i naboja te se tako mogu identificirati razli¢ite tvari. MALDI-TOF MS
detektira signale ribosomskih proteina bakterija koji su specifi¢ni za odredenu vrstu ili
rod (Lay, 2001). Komercijalni maseni spektrometri opremljeni su bazama prikupljenih
spektara sadrzavajuci i do 2000 vrsta s preko 3000 snimljenih spektara (Lavigne i
sur., 2013). Dobiveni spektri nepoznatih izolata (Slika 7.) usporeduju se sa spektrima
poznatih bakterijskih vrsta iz baze i ukoliko dode do podudaranja spektara moze se

utvrditi da se radi o odredenoj bakterijskoj vrsti ili rodu.
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Slika 7. Primjeri masenih spektara mikrobnih izolata iz ovog rada.

Uzorci za MALDI TOF MS analizu pripremljeni su ekstrakcijom etanolom i
mravljom kiselinom, prema ranije opisanom protokolu (Topi¢ Popovi¢ i sur., 2015).
Ukratko, pojedinaéna svjeza bakterijska kolonija je steriinom ¢acCkalicom
resuspendirana u 100 puL 75% etanola (GRAM-MOL) i centrifugirana pri 13000 x g
kroz 2 min (Centrifuga Centric 200R, Domel). Nakon uklanjanja supernatanta, talog
je resuspendiran u 5 uL 70% mravlje kiseline (Fisher Chemical), zatim je dodan
jednaki volumen acetonitrila (Fisher Chemical). Nakon centrifugiranja pri 13000 x g
kroz 2 min, 1 uL supernatanta je nanesen na ploCicu za MALDI TOF MS i ostavljen
da se osuSi na zraku pri sobnoj temperaturi. Na svaki uzorak je dodan 1 uL MALDI
matrice (10 mg/mL alfa-cijano-4-hidroksicimetne kiseline u 50% acetonitrilu i 2,5%
trifluoroctenoj kiselini, Bruker Daltonik GmbH). Nakon jo$ jednog suSenja ploCice na

zraku, Microflex LT MALDI TOF spektrometrom masa (Bruker Daltonics) Instituta
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Ruder BoSkovi¢ snimljeni su spektri svakog uzorka. Uredaj je koristen prema
uputama proizvodaca, u rasponu masa od 2000—20000 Da. Snimljeni maseni spektri
obradeni su MALDI Biotyper 3.0 softverom (Bruker Daltonics) te je maseni spektar
svakog izolata usporeden s referentnim spektrima iz baze. Ovisno o tome koliko je
spektar izolata sliCan odredenom referentnom spektru, svakom paru spektara
dodijeljena je vrijednost u rasponu od 0,000 do 2,300 temeljem koje se moze

procijeniti vjerojatnost tocne identifikacije izolata (Tablica 2.).

Tablica 2. Tumacenje dodijeljenih vrijednosti u svrhu determinacije izolata.

Vrijednost Znacenje vrijednosti Oznaka
2,300-3,000 | visoka vjerojatnost determinacije vrste (+++)
2,000-2,299 | determinacija roda, vjerojatna determinacija vrste (++)
1,700-1,999 | vjerojatna determinacija roda (+)
- nepouzdana determinacija )

Konacni rezultat i procjena pouzdanosti MALDI TOF MS determinacije
dobiven je na temelju podudaranja i odnosa najbolje rangiranih rezultata. Svakom je
izolatu dodijeljena kategorija pouzdanosti rezultata A, B ili C. Kategorija A upucuje da
je izolat to¢no odreden do razine vrste. Dodjeljuje se u sluCaju kada najbolje
rangirana vrsta ima rezultat izmedu 2,000 i 3,000 (++ ili +++, ,zelena“ vrijednost).
Daljnje ,zelene” vrijednosti moraju biti ista vrsta ili ako su ,zute“, onda moraju biti
barem isti rod (Slika 8., primjer (++) A). Kategorija B upucuje da je izolat to¢no
odreden do razine roda. Dodjeljuje se u slu€aju kada najbolje rangirana vrsta ima
rezultat ,zelene® vrijednosti, a uvjeti za kategoriju A nisu zadovoljeni. Primjerice, za
prva dva "zelena" rezultata se ne podudara vrsta pa se izolat ne moze odrediti do
vrste ve¢ samo do roda (Slika 8., primjer (++) B). Kategorija C upucuje na
nepouzdan rezultat, jer se uzastopni rezultati ne podudaraju ni prema vrsti ni prema

rodu.
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(++)A

Rank(Quality) Matched Pattern ScoreValue
1(++) [Pseudomonas gessardii]ClP 105469T HAM | f _ il
2(+) Pscudomonas]libanensis CIP 105460T HAM 1.954
3(+) Pseudomonas mandelii CIP 105273T HAM 1.946
4(+) Pseudomonas brenneri CIP 106646T HAM 1.896
5(+) Pseudomonas rhodesiae DSM 14020T HAM 1.875

(++)B

Rank(Quality) Matched Pattern ScoreValue
1(++) ’Bacillus altitudinis|CS 809 1 BRB SR
2(++) Bacillus pumilus DSM 13835 DSM o\ 4
3(+) Bacillus pumilus DSM 27T DSM 1.975
4(+) Bacillus altitudinis CS 542 4 BRB 1.914

5(-) Bacillus pumilus DSM 1794 DSM -

Slika 8. Primjeri rezultata MALDI TOF MS determinacije. U gornjoj tablici rezultati

upucuju da se radi o vrsti Pseudomonas gessardii (kategorija pouzdanosti A), a u

donjoj tablici rezultat je pouzdan do roda Bacillus sp. (kategorija pouzdanosti B).

3.5. Determinacija izolata sekvenciranjem 16S rRNA gena

Determinacija izolata sekvenciranjem 16S rRNA gena provodi se tako da se
lananom reakcijom polimerazom (engl. polymerase chain reaction — PCR) umnoZi
fragment gena koji kodira za 16S rRNA, dobivenom DNA fragmentu se
sekvenciranjem odredi slijed nukleotida te se dobiveni nukleotidni slijed usporedi sa
nukleotidnim slijedovima poznatih mikroorganizama u javno-dostupnim bazama

podataka.

3.5.1. Priprema genomske DNA — kalupa za lananu reakciju polimerazom

Genomska DNA najvecéeg dijela bakterijskih izolata pripremljena je tako da je
vrlo mala koli€ina pojedinacne kolonije sterilnom Cackalicom prebacena u 200 uL
deionizirane vode (Lonza) te termicki tretirana pri 95° C kroz 15 minuta kako bi doSlo

do razaranja stanica i izlaska DNA u otopinu. Ovakva “necista” otopina DNA je u

17



vecini sluajeva bila dovoljno dobar kalup za PCR reakciju, a vrijeme trajanja i troSak
pokusa su puno manji nego kada se DNA kalup iz bakterijske biomase izolira
klasi¢nim kompletima (Dashti i sur., 2009).

U nekoliko sluCajeva gore navedeni nacin pripreme genomske DNA nije bio
zadovoljavaju¢, odnosno naknadno PCR-umnazanje fragmenta gena koji kodira za
16S rRNA nije bilo uspjesno, vjerojatno zbog prisustva inhibitora u otopini. U tim je
sluCajevima genomska DNA izolirana kompletom NucleoSpin® Microbial DNA
(Macherey Nagel) prema uputama proizvodaca. U navedenim slu¢ajevima. DNA iz
stanica je ,oslobodena“ mehani¢kom disrupcijom bakterijskih stanica na uredaju

TissueLyser (Qiagen) 12 min pri 30 Hz.

3.5.2. Lancana reakcija polimerazom

Umnazanje 16S-rDNA sekvence (duzine 1465 bp) provedeno je lanCanom
reakcijom polimerazom (engl. polymerase chain reaction —-PCR). PCR je metoda in
vitro umnazanja odredenog DNA fragmenta u nekoliko ciklusa koji ukljuuju
denaturaciju kalupa DNA, specificno vezanje oligonukleotidnih pocetnica na

jednolancane DNA i sintezu komplementarnih lanaca DNA.

Sastav reakcijske smjese za PCR naveden je u Tablici 4. PCR reakcija
provedena je u uredaju Alpha Cycler 1 (PCRmax) prema programu navedenom u
Tablici 5. Koristene oligonukleotidne pocetnice (Tablica 3.) bile su uzvodna 27F i
nizvodna 1492R (Lane, 1991).

Tablica 3. Nukleotidni slijedovi koriStenih pocetnica.

Pocetnica Nukleotidni slijed 5'-3'
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT
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Tablica 4. Sastav reakcijske smjese za PCR.

DNA kalup 1-4pL
EmeraldAmp® PCR 2X Master Mix (TAKARA) 12,5 uL
10 yM uzvodna pocetnica 27F* 0,5 uL
10 uM nizvodna pocetnica 1492R* 0,5 uL
dH20 do ukupnog volumena 25 uL

* Konacna koncentracija pocCetnica u reakcijskoj smjesi bila je 0.2 pM.

Tablica 5. Dijelovi lan€ane reakcije polimerazom.

Vrijeme Temperatura
Pocetna denaturacija 5 min 95°C
o8 Denaturacija lanaca 1 min 94° C
_ Vezanje pocetnica za kalup 1 min 55° C
ciklusa : _ .
Sinteza komplementarnih lanaca 1,5 min 72°C
Zavrsno produzivanje lanaca 10 min 72°C

Za negativnu kontrolu u reakcijsku smjesu dodan je 1 uL dH20 umjesto DNA

kalupa.

3.5.3. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

Elektroforeza u agaroznom gelu je metoda razdvajanja fragmenata nukleinskih
kiselina prema veli€ini pod utjecajem istosmjernog elektricnog polja, pri Eemu se kradi
DNA fragmenti kreCu brze od duZzih (Lee i sur., 2012). U ovom je radu elektroforeza u
1%-tnom agaroznom gelu koriStena za provjeru uspjesnosti PCR reakcije, odnosno
amplifikacije fragmenta gena za 16S rRNA. Agaroza (Sigma-Aldrich) otopljena je u
TAE puferu (40 mM Tris; 20 mM octena kiselina; 1mM EDTA) te joj je dodana boja
GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain (Lonza) za vizualizaciju DNA fragmenata, prema
uputama proizvodaca. DNA molekule razdvojene su u elektrichom polju napona 100
V u TAE puferu kroz 45 minuta te nakon toga vizualizirane pod UV-svjetlom

(UVIpure, UVITEC Cambridge) i fotografirane. Za provjeru veli¢ine dobivenog
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fragmenta koristen je molekularni bilieg DirectLoad™ 50 bp DNA Step Ladder
(Sigma-Aldrich). Vizualizirani PCR fragmenti s molekularnim billegom nakon
elektroforeze prikazani su na Slici 9.

Slika 9. Primjer agarozne gel elektroforeze nakon uspjeSne amplifikacije fragmenta
16S rRNA gena (1465 pb). Molekularni biljeg je DirectLoad™ 50 bp DNA Step

Ladder. Posljednja jazica predstavlja negativnu kontrolu.

3.5.4. Sekvenciranje i obrada 16S nukleotidnih sekvenci

ProCiS¢avanje PCR produkata i odredivanje njihove primarne strukture
sekvenciranjem Sangerovom dideoksi metodom provedeno je u komercijalnom
servisu (Macrogen, Inc.). Svaki PCR produkt je sekvenciran s dvije strane,
oligonukleotidnim pocetnicama 27F i 1492R. Pregledavanje i obrada sekvenci uz
pomo¢ programa GeneStudio (GeneStudio, Inc.) uklju€ivala je preklapanje uzvodnog
i nizvodnog nukleotidnog slijeda te izrezivanje manje kvalitetnin dijelova
kromatograma (Slika 10.). Nakon toga, pomoc¢u programa BLAST (engl. Basic Local

Alignment Tool; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) eksperimentalno dobivene

16S rRNA sekvence usporedene su s 16S rRNA sekvencama koje su dostupne u
bazi NCBI (16S ribosomal RNA sequences, Bacteria and Archaea, National Center
for Biotechnology Information — NCBI), uz koriStenje zadanih postavki programa. Na
taj je nacin za svaki bakterijski izolat utvrdena najsrodnija bakterijska vrsta prisutna u
bazama podataka te se u rezultatima kao rezultat identifikacije izolata koristi
bakterijska vrsta iz NCBI baze €ija 16S sekvenca ima najveci postotak sliCnosti sa
16S sekvencom izolata. Ukoliko ima vise od jedne sekvence u NCBI bazi s jednako

visokim postotkom sli¢nosti, navodi se viSe jednakovrijednih rezultata identifikacije.
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750 ' 760 . 710 . 780
Consensus: T CGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCT

+A9_27F

#+A9_1492R «+

il l“ml“l thh “ t‘u

TCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGARAGTCGCCT

Slika 10. Primjer preklapanja dva kromatograma izolata 3.2 u programu GeneStudio.

3.5.5. Filogenetska analiza

ViSestruko sravnjenje dobivenih nukleotidnih sljedova izvrSeno je uz pomoc¢
programa MAFFT, http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/ (Katoh i Standley, 2013).
Nakon toga, viSestruko sravnjeni nukleotidni sljedovi uredeni su u programima
SeaView (Gouy, Guindon i Gascuel, 2010) i BioEdit (Hall, Biosciences i Carlsbad,
2011). Konac¢no sravnjenje sadrzavalo je 90 nukleotidnih slijedova bakterijskih gena
za 16S rRNA i bilo je dugacko 1020 nukleotida. Devet nukleotidnih slijedova (izolati
1.2, 1.19, 1.22, 1.26, 1.36, 2.4, 2.29, 3.16 i 3.27) nisu uklju€eni u sravnjenje zbog
nedovoljne duZine kvalitethog kromatograma nakon sekvenciranja. Koristeci
viSestruko sravnjenje nukleotidnih slijedova kao ulazne podatke, provedena je
filogenetska analiza metodom Bayesian-ovog zaklju€ivanja, upotrebom programa Mr.
Bayes (Ronquist i Huelsenbeck, 2003) s 1 000 000 iteracija. PodrSka grananjima u
BA analizi izrazena je putem vrijednosti posteriornih vjerojatnosti (engl. Bayesian
posterior probabilities). Dobiveno filogenetsko stablo grafi¢ki je uredeno uz pomoé
programa iTOL (Letunic i Bork, 2016).
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3.6. Odredivanje rezistencije izolata na razliite klase antibiotika

Svi prikupljeni okolisni izolati su steriinom mikrobioloSkom uSicom precijepljeni
na TSA krute hranjive podloge koje su sadrzavale razliCite antibiotike (Sigma-Aldrich)
kako bi se ispitala njihova sposobnost rasta u prisutnosti antibiotika koji pripadaju
razliCitim skupinama antimikrobnih spojeva i imaju razliCite mehanizme djelovanja
(Tablica 6.). Za ampicilin, tetraciklin, kanamicin i kloramfenikol odabrane su konacne
koncentracije koje su u skladu s koncentracijama najceSc¢e koriStenim u laboratorijske
kod selekcije DNA
reference/antibiotics/) (EUCAST, 2003).

koncentracije (EUCAST, 2003), za preostala Cetiri antibiotika uzete su nekoliko puta

svrhe plazmidne (https://www.addgene.org/mol-bio-

U odnosu na utvrdene inhibitorne

vece konacne koncentracije: cefotaksim (8x), eritromicin (2x), ciprofloksacin (10x) i
trimetoprim (2x). lzolati su u prisutnosti antibiotika uzgojeni 3 dana pri sobnoj

temperaturi te je zabiljezeno da li je doslo do porasta bakterijskih kolonija.

Tablica 6. KoriSteni antibiotici.

. . Koncentracija Konaéna
Skupina A Kratica iy - y
S Antibiotik Otapalo mati¢ne otopine | koncentracija
antibiotika u radu
(mg/mL) (ng/mL)
Penicilini Ampicilin AMP dH,0O 50 100
B-laktami Cefotaksim CEF dH,O 100 32
CHsOH:dH,0=
Fluorokvinoloni | Ciprofloksacin CIP 10 5
=1:1+HCI (0,2%)
Makrolidi Eritromicin ERI CHsOH 30 50
Aminoglikozidi | Kanamicin KAN dH,0 50 64
Kloramfenikoli | Kloramfenikol KLF C2HeO (70%) 30 32
Tetraciklini Tetraciklin TET dH,0 10 16
Diaminopiridini | Trimetoprim TMP DMSO 50 20
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Za determinaciju

4. REZULTATI

4.1. Usporedba molekularnih metoda za taksonomsku determinaciju

izolata

taksonomske pripadnosti

izolata koriStene su dvije

molekularne metode: MALDI-TOF MS i sekvenciranje 16S rRNA gena (Tablici 7).

MALDI-TOF MS se najCesSce koristi u determinaciji klinickih izolata, a sekvenciranje

16S rRNA gena je univerzalna metoda za pouzdanu determinaciju mikrobnih izolata

do razine rodal/vrste (Topi¢ Popovi¢ i sur., 2016). Rezultati prikupljeni tijekom ovog

istraZzivanja su pokazali vrlo dobro podudaranje rezultata dvaju metoda. Za Cak

85,9% izolata zabiljeZzeno je podudaranje rezultata: za 32,3% izolata determinacija se

podudarala na razini vrste, a za 53,5% na razini roda. Samo za 14,1% izolata nije

bilo podudaranja. Cak su i rezultati kategorije C, iako se smatraju nepouzdanima

prema MALDI-TOF MS Klasifikaciji, u velikom broju slu¢ajeva bili to¢ni na razini roda

(12 od ukupno 35 rezultata kategorije C — 34,3%) ili vrste (9 od ukupno 35 rezultata
kategorije C — 25,7%).

Tablica 7. Usporedba rezultata MALDI-TOF MS-a i sekvenciranja 16S rRNA gena.

MALDI-TOF MS

Sekvenciranje 16S rRNA gena

1.1 | Bacillus altitudinis (+) (B) B. aerius/stratosphericus/altitudinis (100%) | v
1.2 | Bacillus simplex (+) (B) [Brevibacterium] frigoritolerans (99%) v
1.3 | Bacillus cereus (+) (B) Bacillus thuringiensis (100%) v
1.4 | Lysinibacillus sphaericus (-) (C) Lysinibacillus parviboronicapiens (99%) v
1.5 | Lysinibacillus sphaericus (-) (C) Lysinibacillus parviboronicapiens (99%) v
1.6 | Bacillus megaterium (++) (A) Bacillus aryabhattai (100%) v
1.7 | Pseudomonas proteolytica (+) (B) Pseudomonas helmanticensis (99%) v
1.8 | Pseudomonas chlororaphis (+) (B) Pseudomonas helmanticensis (99%) v
1.9 | nepouzdana determinacija (-) (C) Sporosarcina ureae (100%) -
1.10 | Exiguobacterium sp. (+) (B) Exiguobacterium undae (100%) v
1.11 | Bacillus mycoides (+) (B) Bacillus toyonensis (99%) v
1.12 | Bacillus thuringiensis (+) (B) Bacillus aryabhattai (100%) v
1.13 | Bacillus subtilis (-) (C) Bacillus mojavensis (100%) v
1.14 | Lysinibacillus fusiformis (-) (C) Lysinibacillus fusiformis (100%) v
1.15 | Bacillus megaterium (++) (A) Bacillus aryabhattai (100%) v
1.16 | Bacillus cereus (+) (B) Bacillus thuringiensis (100%) v
1.17 | Bacillus marisflavi (+) (B) Bacillus marisflavi (100%) v
1.18 | Bacillus altitudinis (+) (B) B. aerius/stratosphericus/altitudinis (100%) | v
1.19 | Bacillus thuringiensis (++) (A) B. toyonensis/cereus/thuringiensis (100%) v
1.20 | nepouzdana determinacija (-) (C) B. aerius/stratosphericus/altitudinis (99%) -
1.21 | Bacillus altitudinis (+) (B) B. aerius/stratosphericus/altitudinis (100%) | v
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MALDI-TOF MS Sekvenciranje 16S rRNA gena
1.22 | Bacillus mycoides (+) (B) Bacillus cereus (99%) v
1.23 | Lysinibacillus fusiformis (++) (B) Lysinibacillus sphaericus/fusiformis (100%) | v
1.24 | Bacillus altitudinis (+) (B) B. aerius/stratosphericus/altitudinis (100%) | v
1.25 | Bacillus simplex (+) (B) Lysinibacillus fusiformis (100%) -
1.26 | Lysinibacillus fusiformis (++) (A) Lysinibacillus fusiformis (99%) v
1.27 | Bacillus mycoides (+) (B) Bacillus cereus (99%) v
1.28 | Exiguobacterium sp. (-) (C) Exiguobacterium sibiricum (99%) v
1.29 | Sporosarcina psychrophila (-) (C) Sporosarcina psychrophila (99%) v
1.30 | Bacillus mycoides (+) (B) B. mycoides/weihenstephanensis (100%) v
1.31 | Bacillus megaterium (++) (A) Bacillus aryabhattai (99%) v
1.32 | Bacillus simplex (-) (C) Bacillus toyonensis/thuringiensis (100%) v
1.33 | Rhodococcus erythropolis (++) (A) R. jialingiae/gingshengii/degradans (100%) | v
1.34 | Bacillus thuringiensis (+) (B) Bacillus toyonensis/thuringiensis (100%) v
1.35 | Paenibacillus amylolyticus (-) (C) Paenibacillus xylanexedens (99%) v
1.36 | nepouzdana determinacija (-) (C) Lysinibacillus parviboronicapiens (99%) -
1.37 | Lysinibacillus fusiformis (-) (C) Lysinibacillus parviboronicapiens (100%) v
1.38 | Sporosarcina globispora (-) (C) Sporosarcina globispora (99%) v
1.39 | Bacillus thuringiensis (+) (B) B. toyonensis/cereus/thuringiensis (100%) v
2.1 | Pseudomonas brenneri (++) (A) Pseudomonas gessardii (99%) v
2.2 | Pseudomonas gessardii (++) (A) Pseudomonas gessardii (99%) v
2.3 | Paenibacillus amylolyticus (++) (A) Paenibacillus amylolyticus (99%) v
2.4 | Pseudomonas mandelii (+) (B) Pseudomonas baetica (99%) v
2.5 | Pseudomonas mandelii (++) (A) Pseudomonas helmanticensis (99%) v
2.6 | Pseudomonas putida (+) (B) Pseudomonas plecoglossicida (99%) v
2.7 | Pseudomonas koreensis (+) (B) Pseudomonas helmanticensis (99%) v
2.8 | Bacillus thuringiensis (+) (B) Bacillus thuringiensis (99%) v
2.9 | nepouzdana determinacija (-) (C) Bacillus marisflavi (99%) -
2.10 | Pseudomonas chlororaphis (+) (B) Pseudomonas baetica (99%) v
2.11 | Pseudomonas chlororaphis (+) (B) Bacillus thuringiensis (99%) -
2.12 | Bacillus weihenstephanensis (+) (B) B. mycoides/weihenstephanensis (100%) v
2.13 | Pseudomonas brassicacearum (+) (B) Pseudomonas helmanticensis (99%) v
2.14 | Bacillus megaterium (+) (B) Bacillus aryabhattai (100%) v
2.15 | Bacillus simplex (-) (C) [Brevibacterium] frigoritolerans (100%) v
2.16 | Pseudomonas frederiksbergensis (+) (B) | Pseudomonas jessenii (99%) v
2.17 | Pseudomonas jessenii (+) (B) Pseudomonas baetica (99%) v
2.18 | Pseudomonas frederiksbergensis (+) (B) | Pseudomonas jessenii (99%) v
2.19 | Lysinibacillus fusiformis (-) (C) Lysinibacillus fusiformis (100%) v
2.20 | Pseudomonas chlororaphis (+) (B) Pseudomonas helmanticensis (99%) v
2.21 | Chryseobacterium indologenes (-) (C) Chryseobacterium oleae (99%) v
2.22 | Bacillus simplex (+) (B) [Brevibacterium] frigoritolerans (100%) v
2.23 | nepouzdana determinacija (-) (C) Arthrobacter agilis (99%) -
2.24 | Bacillus thuringiensis (+) (B) Bacillus cereus (99%) v
2.25 | Bacillus mycoides (++) (A) B. mycoides/weihenstephanensis (99%) v
2.26 | Bacillus cereus (+) (B) Bacillus toyonensis (99%) v
2.27 | nepouzdana determinacija (-) (C) Sporosarcina luteola (99%) -
2.28 | Bacillus cereus (+) (B) Bacillus toyonensis/thuringiensis (99%) v
2.29 | Bacillus simplex (++) (A) Bacillus simplex (100%) v
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MALDI-TOF MS Sekvenciranje 16S rRNA gena
2.30 | Agromyces cerinus (-) (C) Agromyces terreus (99%) v
2.31 | Bacillus pumilus (+) (B) Bacillus pumilus (99%) v
2.32 | Paenibacillus amylolyticus (+) (B) Rhodococcus agglutinans (99%) v
2.33 | Paenibacillus amylolyticus (+) (B) Paenibacillus xylanexedens (99%) v
3.1 | Bacillus cereus (+) (B) Bacillus cereus (99%) v
3.2 | Bacillus mycoides (+) (B) Bacillus toyonensis/thuringiensis (100%) v
3.3 | Bacillus mycoides (+) (B) Bacillus toyonensis (100%) v
3.4 | Paenibacillus polymyxa (+) (B) Paenibacillus peoriae (99%) v
3.5 | Paenibacillus polymyxa (+) (B) Paenibacillus polymyxa (99%) v
3.6 | nepouzdana determinacija (-) (C) Bacillus nealsonii (99%) -
3.7 | Bacillus thuringiensis (-) (C) Bacillus toyonensis/thuringiensis (100%) v
3.8 | Streptomyces griseus (-) (C) Streptomyces sanglieri (100%) v
3.9 | Bacillus cereus (-) (C) B. toyonensis/cereus/thuringiensis (100%) v
3.10 | Curtobacterium luteum (-) (C) Curtobacterium oceanosedimentum (99%) v
3.11 | Staphylococcus epidermidis (+) (B) Bacillus nealsonii (99%) -
3.12 | Curtobacterium albidum (-) (C) Curtobacterium herbarum (99%) v
3.13 | Bacillus muralis (-) (C) [Brevibacterium] frigoritolerans (100%) v
3.14 | Bacillus simplex (+) (B) [Brevibacterium] frigoritolerans (100%) v
3.15 | Bacillus simplex (-) (C) [Brevibacterium] frigoritolerans (100%) v
3.16 | Micrococcus terreus (++) (A) Micrococcus terreus (99%) v
3.17 | Staphylococcus warneri (++) (A) Staphylococcus warneri (100%) v
3.18 | nepouzdana determinacija (-) (C) Bacillus nealsonii (99%) -
3.19 | Micrococcus luteus (++) (A) Micrococcus yunnanensis (99%) v
3.20 | Rhodococcus erythropolis (++) (A) Rhodococcus erythropolis (100%) v
3.21 | Bacillus simplex (-) (C) Bacillus simplex (99%) v
3.22 | nepouzdana determinacija (-) (C) Phycicola gilvus (99%) -
3.23 | nepouzdana determinacija (-) (C) Bacillus subterraneus (99%) -
3.24 | nepouzdana determinacija (-) (C) Bacillus nealsonii (99%) -
3.25 | Bacillus simplex (-) (C) Bacillus simplex (100%) v
3.26 | Acinetobacter schindleri (+) (B) Acinetobacter schindleri (100%) v
3.27 | Micrococcus luteus (++) (A) Micrococcus yunnanensis (98%) v

Pouzdanost determinacije MALDI-TOF MS-om: (++) (A) pouzdana do vrste, (++) (B) i (+) (B) pouzdana do roda te
(-) (C) nepouzdana determinacija. U slu€ajevima kada je MALDI-TOF MS determinacija bila nepouzdana, ipak su
navedeni rezultati determinacije ako su se podudarali sa determinacijom sekvenciranjem prema rodu ili vrsti.

Pouzdanost determinacije sekvenciranjem 16S rRNA gena: u zagradi se nalazi postotak sli¢nosti s najsrodnijom
sekvencom iz NCBI baze.

Podudaranje rezultata dvaju metoda: ¥ podudaranje na razini vrste, v' podudaranje razini roda, - bez
podudaranja.

4.2. Banka bakterijskih izolata Markovog ponora

Ukupno je izolirano i determinirano 99 izolata koji su u najve¢em broju
pripadali (71,1%),
Gammaproteobacteria) (15,1%), Actinobacteria (12,1%) i Bacteroidetes (1,01%).

koljenima  Firmicutes zatim  Proteobacteria  (razred

Banka izolata osim Sto se odlikuje taksonomskom raznolikoS¢u, takoder pokazuje
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zaista znacajnu i interesantnu morfolosku raznolikost koja je prikazana na Slici 11.
Ukupno, banka sadrzi 45 razli€itih vrsta iz 17 rodova. U Tablici 8. su navedene i
morfoloSki opisane sve pronadene vrste, kao i njihova brzina rasta i podatak o

mikrostaniStu s kojeg potjecu.

Bacillus serius/stratosphericus/aktudinis  Pseudomonas helmanticensis

Arthrobacter agilis Bacillus mycoidesiveihenstephanensis Agromyces terreus

Slika 11. Prikaz izrazite morfoloSke raznolikosti izabranih izolata. (Foto: Vuk M.)
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opis i procijenjenu brzinu rasta.

Tablica 8. Popis izoliranih vrsta prema mjestu uzorkovanja uz navedeni morfoloski

Broj izolata
prema -
mikrostanistu BOJ.a I
brzina
Vrsta 1. 2. 3. rasta Oblik Profil Tlocrt Povrsina Konzistencija
Agromyces terreus 0 1 0 + g Cc’)Og- Q Q svjetlucava konzistencija
gromy o ® ! maslaca
- N . konzistencija
Arthrobacter agilis 0 1 0 - °:9=; y v Q svjetlucava maslaca
. $8° I
Curtobacterium herbarum 0 0 1 + ‘:;9 : — Q glatka liepljiva
Curtobacterium $8° konzistencija
. 0 0 1 + %0 3 mat
oceanosedimentum oQ AR Q maslaca
Qoe
. 0 28°
_g Micrococcus terreus 0 0 1 + '39‘,' Q Q naborana krta
g ™.
@© . . o ® 8 —_
_g Micrococcus yunnanensis 0 0 2 + ,;9". A Q mat liepljiva
=
3] _ . S8e . -
< | Phycicola gilvus 0 0 1 + ‘j;gog o Q svjetlucava liepljiva
Rhodococcus $8°
o . . 1 0 0 + °Q 3 latka mukozna
jialingiae/gingshengii/degradans "ogo [ — Q 9
Rhodococcus agglutinans 0 1 0 +++ O A Q svjetlucava mukozna
) 28° ) konzistencija
Rhodococcus erythropolis 0 0 1 + ‘::9“; A Q svjetlucava maslaca
Ooe
. 0 28°
Streptomyces sanglieri 0 0 1 + _:9‘1., Q Q mat krta
(%]
2
5]
3 Chryseobacterium oleae o110 + O Q mat konzistencija
E) [ — maslaca
Q
o]
m
Bacillus $8° konzistencija
. ) o 5 0 0 +++ %Q 3 mat
aerius/stratosphericus/altitudinis :,Q D\ Q maslaca
Bacillus -

. . . 1 2 0 +++ mat liepljiva
mycoides/weihenstephanensis O A Q 1ePY
Bacillus

. N 2 0 1 +++ mat krta
«» | toyonensis/cereus/thuringiensis O = Q
Q
= . . konzistencija
© | Bacillus aryabhattai 4 1 0 +++ mat
E Y O Q Q maslaca
[
Bacillus cereus 2 1 1 +++ O — & mat krta
Bacillus marisflavi 1 1 0 +++ O A Q svjetlucava liepljiva
Bacillus mojavensis 1 0 0 +++ O Q & naborana mukozna
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Broj izolata
prema

mikrostanistu Bojla !
brzina
Vrsta 1 2. 3 rasta Oblik Profil Tlocrt Povrsina Konzistencija
Bacillus nealsonii 0 0 4 ++ O — & svjetlucava liepljiva
Qoo
Bacillus pumilus 0 1 0 + ‘:;: $ Q & svjetlucava liepljiva
Bacillus simplex 0 1 2 ++ O Q Q svjetlucava mukozna
Bacillus subterraneus 0 0 1 ++ O A Q svjetlucava krta
Bacillus thuringiensis 2 2 0 +++ O = Q mat krta
Bacillus toyonensis 1 1 1 4 O P Q mat krta
Bacillus toyonensis/thuringiensis | 2 1 2 4 O o Q mat krta
[Brevibacterium] frigoritolerans 1| 2|3 ot O Q Q svjetlucava mukozna
Qoo
. . P 0 20 .
Exiguobacterium sibiricum 1 0 0 +++ ‘39.,' Y Q svjetlucava krta
coe . N
. . 028° . konzistencija
Exiguobacterium undae 1 0 0 ++ :Q A Q svjetlucava maslaca
(%]
9 | Lysinibacillus fusiformis 3 1 0 +++ O & glatka liepljiva
S | —]
L
S o . . konzistencija
= | Lysinibacillus parviboronicapiens | 4 0 0 S glatka
i o= maslaca
Lysinibacillus konzistencija
+++
sphaericus/fusiformis 1 0 0 O — Q glatka maslaca
Qoo
I ) 0 28° .
Paenibacillus amylolyticus 0 1 0 + “:’9‘,' A Q svjetlucava mukozna
Paenibacillus peoriae 0 0 1 ++ % A Q glatka krta
Paenibacillus polymyxa 0 0 1 ++ % A Q glatka krta
. S8° I
Paenibacillus xylanexedens 1 1 0 + ':9.,3 % & mat liepljiva
Sporosarcina globispora 1 0 0 ++ O Q svjetlucava krta
. . konzistencij
Sporosarcina luteola 0 1 0 ++ O Q Q svjetlucava Ongzcz”a
. . g8° . konzistencija
Sporosarcina psychrophila 1 0 0 + ‘:g ,:‘ — Q svjetlucava maslaca
Sporosarcina ureae 1 0 0 ++ O Y Q svjetlucava liepljiva
Staphylococcus warneri 0 0 1 + O o Q svjetlucava liepljiva
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Broj izolata
prema -
mikrostanistu BOJ,a :
brzina
rasta . . . . e
Vrsta 1. 2. 3. Oblik Profil Tlocrt Povrsina Konzistencija
g3
. . . ma 050, Q L
Acinetobacter schindleri 0 0 1 Q¢ — mat liepljiva
© 28°
) & .
= | Pseudomonas baetica 0 3 0 + Qs O Q svjetlucava mukozna
2 °
8
-8 Pseudomonas gessardii 0 2 0 ++ O Q Q mat liepljiva
2
°
5 . . .
& | Pseudomonas helmanticensis 2 4 0 atat O A Q svjetlucava mukozna
IS
& 28
@ | Pseudomonas jessenii 0 2 0 + ‘:ZQ; Q Q svjetlucava mukozna
28°
- ¢
Pseudomonas plecoglossicida 0 1 0 ++ Qs y v Q hrapava mukozna

Brzina rasta je procijenjena dvjema varijablama, broj potrebnih dana za uzgoj i promjer pojedinacne kolonije u
mm. Oznaka ,+++“ je dodijeljena izolatima kojima je jedan dan bio dovoljan da postignu promjer veci ili jednak 1
mm, zatim ,++“ onima koji su za jedan ili dva dana bili ve¢i od 0,5 mm. Preostala kategorija ,+“ je dodijeljena
najsporijima kojima je trebalo do 3 dana da narastu do znacajnije biomase.

Oznake mikrostabista ,1.“, ,2.“ i ,3.“ predstavljaju koli¢inu vode koja je u dodiru s obrastajnim mikrobnim
zajednicama. ,1.“ — kongerija koje su na zraku te jedini izvor vode predstavlja vlaga u zraku. ,2.“ — kongerija na
Spiljskom higropetriku. ,3.“ kongerija u vodi, odnosno izvadena iz vode radi uzorkovanja.

Medu izoliranim vrstama (45 vrsta) prevladavaju brzorastuce bakterije (17
vrsta odnosno 37.8% ukupnog broja vrsta), onaene oznakom +++ u Tablici 8.
Vecéina brzorastuéih vrsta pripada koljenu Firmicutes (15/17 +++ vrsta). lzolati
brzorastuéih vrsta naj¢eS¢ée su izolirani s kongerija na zraku (1. mikrostaniste).
Koljeno Firmicutes takoder prevladava i medu vrstama srednje brzine rasta (oznaka
++; 9/12 ++ vrsta). Izolati ovih vrsta su najéeSce pronadeni na kongerijama iz vode
(3. mikrostaniste). Kategorija spororastuéih vrsta (oznaka +) jedina obuhvaéa sva
Cetiri pronadena koljena, medu kojima prevladava koljeno Actinobacteria (10/18 +
vrsta). Medu njima su bili podjednako zastupljeni izolati s 2. i 3. mikrostanista,

odnosno izolati s kongerija na Spiljskom higropetriku i izolati s kongerija u vodi.

Filogenetsko stablo (Slika 12.) saZima rezultate sekvenciranja 16S rRNA gena
te pokazuje filogenetske odnose izolata.
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Slika 12. Filogenetsko stablo bakterijskih izolata iz Markovog ponora. Podrska

grananjima prikazana je kao posteriorne vjerojatnosti, a na ograncima bez prikazane
vrijednosti posteriorna vjerojatnost iznosila je 1,00.

4.3. Ovisnost sastava bakterijskih zajednica o koli€ini vode

Koli¢ina vode, kao jedini varijabilni ekolo$ki ¢imbenik kr§kog podzemlja, utjeCe
na bioraznolikost i rasprostranjenost rodova obrastajnih mikrobnih zajednica. Iz Slike

13. vidljivo je kako su neki rodovi prisutni u banci izolata ubikvitarni, odnosno
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pronadeni su na svim staniStima bez obzira na koli€¢inu vode: Bacillus, Paenibacillus i
Rhodococcus. Nasuprot tome, neki rodovi su pronadeni samo na kongerijama na
zraku (Exiguobacterium), na higropetriku (Agromyces, Arthrobacter,
Chryseobacterium) ili u vodi (Acinetobacter, Curtobacterium, Micrococcus, Phycicola,

Staphylococcus, Streptomyces).

1. mikrostaniste
kongerije na zraku

Exiguobacterium
Lysinibacillus
Pseudomonas
Sporosarcina
P [Brevibacterium]
Bacillus Acinetobacter
Paenibacillus Curtobacterium
Rhodococcus Micrococcus
Sin s Phycicola
4 r?hrob}; ol Staphylococcus
Chryseobacterium Streptomyces
2. mikrostaniste 3. mikrostaniste
kongerije na Spiljskom kongerije izvadene
higropetriku iz vode

Slika 13. Raspodijela izoliranih rodova prema mikrostanistu.

4.4. Rezistencija na antibiotike u krSkom podzemlju

U Tablici 9. prikazani su rezultati testiranja banke izolata iz Markovog ponora
na rezistenciju prema osam antibiotika iz razli€itih kemijskih skupina. Op¢éenito, medu
izolatima je bio najveci udio rezistentnih na CEF (51%), zatim AMP i TMP (49%) te
CIP (37%), dok je na ostale anbiotike bio rezistentan manji udio izolata. Najmanje
izolata bilo je rezistentno na KAN — 5%. Kada se izolati podijele na podskupine
prema tome kako se boje po Gramu, Gram negativni izolati pokazuju znatno veci
udio antibiotiCke rezistencije na AMP, CEF, ERI, KLF, TET i TMP od Gram pozitivnih.
Nasuprot tome, kod Gram pozitivnih bakterija je pokazan veci udio rezistencije na

31



CIP. Medutim, ovdje valja naglasiti da Gram negativnih izolata u banci ima znatno

manje u odnosu na Gram pozitivne (samo 16,1%) i to uglavnhom iz roda

Pseudomonas.

Cak 80,9% izolata pokazalo je rezistenciju barem na jedan antibiotik, a dva

izolata su bila rezistentna na svih 8 testiranih antibiotika: 2.11 (Bacillus thuringiensis
99%) i 2.13 (Pseudomonas helmanticensis 99%). Od svih izolata, 19,1% nije bilo

rezistentno niti na jedan antibiotik (Tablica 10.).

Tablica 9. Rezistencija istrazenih izolata iz Markovog ponora prema razli¢itim

klasama antibiotika.

Gram | Izolat | AMP | CEF | CIP | ERI | KAN | KLF | TET | TMP
Agromyces terreus (99%) poz. | 2.30 - - + - - - R R
Arthrobacter agilis (99%) poz. | 2.23 - - + - - - - +
Curtobacterium herbarum (99%) poz. | 3.12 - - - - - - - R
© | Curtobacterium oceanosedimentum (99%) poz. | 3.10 - - + - - - B R
E Micrococcus terreus (99%) poz. | 3.16 - - + - - R R R
§ Micrococcus yunnanensis (98%) poz. | 3.27 - - - - - - - R
o | Micrococcus yunnanensis (99%) poz. 3.19 - + + - - - + +
= Phycicola gilvus (99%) poz. | 3.22 + - + - + - R R
<"() Rhodococcus agglutinans (99%) poz. | 2.32 + + + - - - + +
Rhodococcus erythropolis (100%) poz. | 3.20 - - + - - - + +
R. jialingiae/gingshengii/degradans (100%) poz. 1.33 - - + - - - - +
Streptomyces sanglieri (100%) poz. 3.8 - - + - - - R
g
)
=
© | Chryseobacterium oleae (99%) neg. 2.21 + + + - + + + -
g
@
B. aerius/stratosphericus/altitudinis (100%) poz. 1.1 - + - - - - R R
B. aerius/stratosphericus/altitudinis (100%) poz. | 1.18 - + - - - - R R
B. aerius/stratosphericus/altitudinis (100%) poz. | 1.21 - + - - - - R R
B. aerius/stratosphericus/altitudinis (100%) poz. | 1.24 - + - - - - R R
B. aerius/stratosphericus/altitudinis (99%) poz. | 1.20 - - - - - - - R
Bacillus aryabhattai (100%) poz. | 1.12 + + - - - - - +
Bacillus aryabhattai (100%) poz. | 1.15 - - - - - - R
Bacillus aryabhattai (100%) poz. 1.6 + + + - - - - +
«» | Bacillus aryabhattai (100%) poz. | 2.14 - - + - - - R R
% Bacillus aryabhattai (99%) poz. 1.31 + - - - - R R R
.© | Bacillus cereus (99%) poz. 1.22 + + - - R R +
£ | Bacillus cereus (99%) poz. 1.27 + + - - - - +
L [Bacillus cereus (99%) poz. | 2.24 + + + - - - + +
Bacillus cereus (99%) poz. 3.1 + + - - - - + +
Bacillus marisflavi (100%) poz. | 1.17 + - - - - - - -
Bacillus marisflavi (99%) poz. 2.9 - + - - - - R
Bacillus mojavensis (100%) poz. | 1.13 - - - - - - - R
B. mycoides/weihenstephanensis (100%) poz. 1.30 + + - - - - - +
B. mycoides/weihenstephanensis (100%) poz. | 2.12 + + - - - - + +
B. mycoides/weihenstephanensis (99%) poz. 2.25 + + - - - - - +
Bacillus nealsonii (99%) poz. | 3.11 - - + - - - - R




Gram | Izolat | AMP | CEF | CIP | ERI | KAN | KLF | TET | TMP
Bacillus nealsonii (99%) poz. | 3.18 - - - - - - - -
Bacillus nealsonii (99%) poz. | 3.24 - + + - - - + +
Bacillus nealsonii (99%) poz. 3.6 - - - - - - - R
Bacillus pumilus (99%) poz. | 2.31 - - + - - - R R
Bacillus simplex (100%) poz. | 2.29 + - + - - - R R
Bacillus simplex (100%) poz. 3.25 - - - - - - - -
Bacillus simplex (99%) poz. 3.21 - + + - - - N B
Bacillus subterraneus (99%) poz. | 3.23 - - - - - - - R
Bacillus thuringiensis (100%) poz. 1.16 + + + - - - - +
Bacillus thuringiensis (100%) poz. 1.3 - + - - - - - +
Bacillus thuringiensis (99%) poz. 2.11 + + + + + + + +
Bacillus thuringiensis (99%) poz. 2.8 + + - - - - - +
Bacillus toyonensis (100%) poz. 3.3 + + - - - - + +
Bacillus toyonensis (99%) poz. 1.11 + + - - - - - +
Bacillus toyonensis (99%) poz. 2.26 + + - - - - + +
B. toyonensis/cereus/thuringiensis (100%) poz. | 1.19 + + - - - - R R
B. toyonensis/cereus/thuringiensis (100%) poz. | 1.39 + + - - - - - +
B. toyonensis/cereus/thuringiensis (100%) poz. 3.9 + + - - - - - +
Bacillus toyonensis/thuringiensis (100%) poz. | 1.32 + + + + - + + +
Bacillus toyonensis/thuringiensis (100%) poz. | 1.34 + + - - - - - +
Bacillus toyonensis/thuringiensis (100%) poz. 3.2 + + - - - - + +
Bacillus toyonensis/thuringiensis (100%) poz. 3.7 + + - - - - + +
Bacillus toyonensis/thuringiensis (99%) poz. | 2.28 + + + - - - + +
& | [Brevibacterium] frigoritolerans (100%) poz. | 2.15 + - - - - - - +
§ [Brevibacterium] frigoritolerans (100%) poz. | 2.22 + - - - - R
‘€ | [Brevibacterium] frigoritolerans (100%) poz. | 3.13 + + + - - - - +
-E [Brevibacterium] frigoritolerans (100%) poz. 3.14 + - + - - - - +
[Brevibacterium] frigoritolerans (100%) poz. | 3.15 - - + - - - - +
[Brevibacterium] frigoritolerans (99%) poz. 12 - - - - - - R R
Exiguobacterium sibiricum (99%) poz. | 1.28 - - - - - - R
Exiguobacterium undae (100%) poz. 1.10 - - - - - - - _
Lysinibacillus fusiformis (100%) poz. 1.14 - - - - - - _ -
Lysinibacillus fusiformis (100%) poz. | 1.25 - - + - - - - R
Lysinibacillus fusiformis (100%) poz. | 2.19 - - + - - - R R
Lysinibacillus fusiformis (99%) poz. | 1.26 - - + - - - R R
Lysinibacillus parviboronicapiens (100%) poz. | 1.37 - - + - - - R R
Lysinibacillus parviboronicapiens (99%) poz. | 1.36 - - + - - - R R
Lysinibacillus parviboronicapiens (99%) poz. 14 - - - - - - R R
Lysinibacillus parviboronicapiens (99%) poz. 15 - - + - - - - R
L. sphaericus/fusiformis (100%) poz. | 1.23 - - + - - - R R
Paenibacillus amylolyticus (99%) poz. 2.3 - - - - - - - R
Paenibacillus peoriae (99%) poz. 34 - - - - - - R
Paenibacillus polymyxa (99%) poz. 35 - - + - - - R R
Paenibacillus xylanexedens (99%) poz. | 1.35 - - - - - - - R
Paenibacillus xylanexedens (99%) poz. | 2.33 - - - - - - - +
Sporosarcina globispora (99%) poz. | 1.38 + + - - - - - +
Sporosarcina luteola (99%) poz. | 2.27 - - + - - - R R
Sporosarcina psychrophila (99%) poz. | 1.29 + - + - - - - R
Sporosarcina ureae (100%) poz. 1.9 - - - - - - - R
Staphylococcus warneri (100%) poz. 3.17 - - - - - - -
Acinetobacter schindleri (100%) neg. | 3.26 + + - - - - - +
® | Pseudomonas baetica (99%) neg. | 2.10 + + - + - + + +
E) Pseudomonas baetica (99%) neg. | 2.17 + + - + - + + +
& | Pseudomonas baetica (99%) neg. 2.4 + + - + - + + +
8 Pseudomonas gessardii (99%) neg. 2.1 + + - + - + - +
% Pseudomonas gessardii (99%) neg. 2.2 + + - + - + - +
o | Pseudomonas helmanticensis (99%) neg. 1.7 + + - + - + + +
g Pseudomonas helmanticensis (99%) neg. 1.8 + + - + - + + -
% Pseudomonas helmanticensis (99%) neg. | 2.13 + + + + + + + +
O | Pseudomonas helmanticensis (99%) neg. | 2.20 + + - + + + + +
Pseudomonas helmanticensis (99%) neg. 25 + + - + - + - +




Gram | Izolat | AMP | CEF | CIP ERI | KAN | KLF | TET | TMP
Pseudomonas helmanticensis (99%) neg. 2.7 + + - + - + - +
Pseudomonas jessenii (99%) neg. | 2.16 + + - + + + +
Pseudomonas jessenii (99%) neg. | 2.18 - + - - - - +
Pseudomonas plecoglossicida (99%) neg. 2.6 + - - + - + + +
Postotak izolata rezistentnih na odredeni antibiotik: | 49% | 51% | 37% | 15% | 5% | 16% | 24% | 49%

AMP (ampicilin iz skupine penicilina), CEF (cefotaksim iz skupine B-laktama), CIP (ciprofloksacin iz skupine
fluorokvinolona), ERI (eritromicin iz skupine makrolida), KAN (kanamicin iz skupine aminoglikozida), KLF
(kloramfenikol iz skupine kloramfenikola), TET (tetraciklin iz skupine tetraciklina) i TMP (trimetoprim iz skupine

diaminopiridina).

Tablica 10. Izolati koji nisu rezistentni niti na jedan od ispitanih antibiotika.

Vrsta Izolat
&
E) Curtobacterium herbarum (99%) 3.12
g
o
E Micrococcus yunnanensis (98%) 3.27
B. aerius/stratosphericus/altitudinis (99%) 1.20
Bacillus aryabhattai (100%) 1.15
Bacillus mojavensis (100%) 1.13
Bacillus nealsonii (99%) 3.18
Bacillus nealsonii (99%) 3.6
Bacillus simplex (100%) 3.25
Bacillus subterraneus (99%) 3.23
§ [Brevibacterium] frigoritolerans (99%) 1.2
g Exiguobacterium sibiricum (99%) 1.28
L% Exiguobacterium undae (100%) 1.10
Lysinibacillus fusiformis (100%) 1.14
Lysinibacillus parviboronicapiens (99%) 1.4
Paenibacillus amylolyticus (99%) 2.3
Paenibacillus peoriae (99%) 34
Paenibacillus xylanexedens (99%) 1.35
Sporosarcina ureae (100%) 1.9
Staphylococcus warneri (100%) 3.17
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5. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je utvrditi raznolikost obrastajnih mikrobnih zajednica i
odrediti prisutnu antibiotiCku rezistenciju u Markovom ponoru kao primjeru o€uvanog i
nezagadenog podzemnog stanista Dinarskog kr$a. Opcenito, mikrobne zajednice
¢ine osnovu hranidbenih mreza u podzemlju i stoga su od neizmjerne vaznosti za

podzemne ekosustave (Simon, 2008).

5.1. Primjena MALDI-TOF MS u okoliSnoj mikrobiologiji

MALDI-TOF MS je metoda determinacije mikroorganizama prvenstveno
razvijena radi brze determinacije klini¢ki vaznih izolata. Medutim, u posljednje se
vrijeme zbog brzine i prihvatljive cijene sve viSe primjenjuje u okoliSnoj mikrobiologiji.
Ukoliko ispitani izolat postoji u MALDI-TOF MS bazi spektara, moguce je to€no
odrediti njegovu vrstu, pa €ak i soj (Angelakis i sur., 2014; Lee i sur., 2014; Topic
Popovic i sur., 2016; Santos, Hildenbrand i Schug, 2016). Glavha mana ove metode
je Cinjenica da MALDI-TOF MS baza jo$S uvijek nije dovoljno velika i ne ukljuCuje
dovoljno velik broj okoliSnih izolata $to rezultira nepouzdanom determinacijom (Topi¢
Popovic i sur., 2016). Osim toga, kako baza nije ,teorijska“ vec¢ se sastoji od velikog
broja unesenih spektara, nije neobi¢no da za odredene klini¢ke vrste postoji velik broj
unosa, dok za neke okoliSne samo jedan. Zbog toga je determinacija oteZana Cak i
kad se wvrsta nalazi u bazi. Nadalje, moguce tehniCke potesSkoée prilikom
taksonomske determinacije MALDI-TOF MS-om uklju€uju koristenje nedovoljno ili

previSe biomase, kao i mogucnost kontaminacije.

S druge strane, sekvenciranje gena za 16S rRNA smatra se zlatnim
standardom u kontekstu procjene filogenetske raznolikosti u mikrobnim zajednicama
(Vos i sur., 2012). Glavni razlozi zbog kojih se slijed nukleotida gena koji kodira za
16S rRNA male podjedinice ribosoma koristi kao marker u istrazivanjima bakterijske
filogenije i taksonomije su: (i) prisutan je u gotovo svim bakterijama; (ii) sadrzi regije
koju su visoko oCuvane i stoga mogu posluziti kao ciline sekvence za vezanje
univerzalnih oligonukleotidnih pocetnica; (iii) sadrzi varijabilne regije prema kojima se
mikrobni izolati mogu klasificirati do roda (Janda i Abbott, 2007; Vos i sur., 2012).
Medutim, mana ove metode je duze trajanje analiza i veci troSak (Justesen i sur.,
2010; Lavigne i sur., 2013) te Cinjenica da u velikom broju slu€ajeva ovaj marker gen
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ne pruza informaciju o vrsti i soju, ve¢ samo o rodu (Vos i sur., 2012). Ponekad se
obje metode koriste istovremeno, kako bi rezultati jedne metode potvrdili rezultate
druge (Lee i sur., 2014).

Stoga su ovom radu pri taksonomskoj determinaciji izolata usporedene obje
metode te je pokazano vrlo dobro podudaranje rezultata (na razini roda ili vrste) kod
Sak 85,9% izolata. Cak su i rezultati kategorije C, iako se smatraju nepouzdanima
prema MALDI-TOF MS klasifikaciji, u velikom broju slu€ajeva bili to€ni. Sli¢ni rezultati
dobiveni su i u drugim studijama. Primjerice, Bohme i sur. (2013), uzorkovanjem s
razliCitih morskih organizama, su pokazali da je za rodove Pseudomonas i Bacillus
MALDI-TOF MS determinacija bila to¢nija i od fenotipskog i od genotipskog pristupa:
prema 16S rRNA samo je 50% sojeva izolirano do razine vrste, dok je MALDI-TOF
MS bio uspjeSan u 76% slu€ajeva. Predstavnici spomenutih rodova su u velikom
broju obuhvaceni i u ovom istraZivanju, ukupno ih je 64 (rod Bacillus s 50 izolata i rod

Pseudomonas s 14 izolata).

Zaklju¢no, ukljuCivanjem sve vecCeg broja okoliSnih mikroba u MALDI-TOF
bazu, ova ¢e metoda postati sve primjenijivija u mikrobiologiji okolisa (Topi¢ Popovic i

sur., 2016), Sto je pokazano i u ovom radu.

5.2. Uzgojive bakterije Markovog ponora

Banka izolata Markovog ponora sakupliena u ovom radu predstavija prvu
kolekciju podzemnih krskih bakterija za podrucje Hrvatske. Dosadasnja istraZivanja
uzgojivih bakterija Dinarskog krskog podzemlja su malobrojna i uglavhom vezana za
podrucje Slovenije. Ovim je istrazivanjem, koriStenjem neselektivnhog hranjivog
medija TSA za rast Sirokog raspona heterotrofnih mikroorganizama, potvrdena
prisutnost mnogih izolata zabiljezenih za podrucje Slovenije (Velikonja i sur., 2014;
Mulec i sur., 2015) i na podru€ju Hrvatske. Primjerice, kao i u ranijim studijama
pronadeni su brojni izolati iz rodova Bacillus (Firmicutes) i Pseudomonas
(Gammaproteobacteria) (MeguSar i Sket, 1977; Mulec i sur., 2015). Velikonja i sur.
(2014) su koristili razliCite hranjive medije kako bi uzgojili bakterijske izolate iz
Pajsarjeve jame te su pronasli pripadnike rodova Streptomyces (25%), Micrococcus
(16%), Rhodococcus (10%), Pseudomonas (9%), Agrobacterium (8%), Lysobacter
(6%), Paenibacillus (5%) i nekih drugih manje zastupljenih rodova. U ovom
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istraZzivanju su takoder pronadeni predstavnici veéine navedenih rodova, ali su bili
zastupljeni s manjim udjelom izolata u banci. Stoga bi se u nastavku istrazivanja, s
cilem determinacije joS veceg broja izolata iz veCeg broja skupina, trebao Koristiti
veci broj razliCitih hranjivih podloga. Takoder, prilikom uzgoja u buducnosti treba
izbjeCi pregusto nasadivanje bakterija na krute hranjive podloge. S obzirom na
prevladavanje brzorastuéih bakterija iz koljena Firmicutes u banci izolata Markovog
ponora, moze se pretpostaviti da su prilikom inicijalnog uzgoja one prerasle sporije
rastu¢e sojeve i da su oni posljedicno izgubljeni iz kolekcije. Zaklju¢no, znac€ajno
podudaranje pronadenih izolata iz Slovenije s onima iz Markovog ponora nije
iznenadujuée, s obzirom da je u oba slucaja rije¢ o ekosustavu dinarskog krskog
podzemlja. Moguci razlozi postojecih razlika su razlike u mikroklimatskim uvjetima
svakog istrazivanog speleoloskog objekta, kao i razlike u tehnikama uzorkovanja i

obrade samih uzoraka.

Nadalje, u ovom su istrazivanju nadeni bliski srodnici mnogih zanimljivih
bakterijskih vrsta koje do sada nisu zabiljezene u Dinarskom krSkom podzemlju ve¢ u
drugim ekstremnim stanistima. Jedan od njih je izolat 3.23 koji je na razini 16S
sekvence pokazao 99%-tnu homologiju s vrstom Bacillus subterraneus, izoliranom iz
dubokog termalnog bunara u Australiji (Kanso, Greene i Patel, 2002). Slijedeci
interesantan predstavnik roda Bacillus €iji su srodnici pronadeni u Markovom ponoru
je B. mojavensis (Roberts, Nakamura i Cohan, 1994), originalno pronaden u
pustinjskom tlu, a u ovom radu na mikrostaniStu s najmanjom koli¢inom vode (1.
mikrostanisSte). Po pet izolata je bilo homologno s bacilima originalno izoliranim s
kriogenih tuba pri sakupljanju uzoraka zraka s visine do 41 km - B.
aerius/stratosphericus/altitudinis (Shivaji i sur., 2006) i B. aryabhattai (Shivaji i sur.,
2009). Zanimljivi su i predstavnici roda Exiguobacterium — E. sibiricum (Rodrigues i
sur., 2006) originalno pronaden u sibirskom permafrostu i E. undae izoliran iz
slatkovodnog biofilma u jezeru na Antarktici (Frihling i sur., 2002). Ovakvi nalazi
potvrduju da je krSko podzemlje ekstremno staniSte, kao i izvor velike mikrobne

bioraznolikosti koju treba nastaviti istrazivati.

Valja napomenuti da se tek 1% mikroba iz okoliSa moze uzgojiti u kulturi, dok
se informacije o ostalih 99% mogu dobiti posredno — analizom njihovih
makromolekula (Kellenberger, 2001). Stoga je u nekim novijim istraZivanjima

mikrobne raznolikosti krSkog podzemlja koriSten metagenomski pristup, odnosno
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autori nisu uzgajali prisutne mikrobe ve¢ su izolirali ukupnu DNA iz mikrobne
biomase i sekvencirali prisutne gene za 16S rRNA (Pasi¢ i sur., 2010; PleSe i sur.,
2016) i gene koji kodiraju za proteine (fusA, rpIB, leuS, recG i pyrG) (PleSe i sur.,
2016). Temeljem tako dobivenih rezultata PleSe i sur. (2016) pokazali su da su na
istrazivanim lokalitetima (pet Dinarskih krdkih Spiljia na podrucju Hrvatske)
prevladavale bakterije iz skupina Nitrospirae, Alphaproteobacteria i Firmicutes, dok
su u istrazivanju PasSi¢ i sur. (2010) prevladavale bakterije iz skupina
Gammaproteobacteria, Actinobacteria i Nitrospirae (podrucje Slovenije). Osim toga, u
oba su istrazivanja pronadene sekvence koje spadaju u nove, do sada nekultivirane
skupine bakterija, ¢ime su ukazali na raznolikost i jedinstvenost mikrobnih zajednica
kr8kih podzemnih ekosustava. Slicna bi se istraZivanja (metagenomski pristup) u
buduénosti trebala provesti na vecem broju uzoraka s razliCitih lokacija krskog
podzemlja. Na taj bi se na¢in dobio uvid u ukupnu bioraznolikost mikrobnih zajednica
na podrucju Dinarskog krSa. Medutim, podaci o rezistenciji i druge laboratorijske
analize mogu se provesti jedino uzgojem mikroorganizama na hranjivim podlogama,
tako da je pristup koristen u ovom radu nezamjenjiv u modernim mikrobioloskim

istrazivanjima.

5.3.  Voda kao dominantni ekolo$ki faktor u Dinarskom kr§kom podzemlju

Mikrobne zajednice podzemlja odlikuju se raznolikoS¢u te su iznimno
heterogene. Njihova raznolikost ovisi o uvjetima na mikrostaniStu. Primjerice,
istrazivanja su dokazala znac€ajne razlike u sastavu mikrobnih zajednica unutar istog
Spiljskog sustava koje mogu biti posljedica sastava stijene, unosa i protoka organske
tvari, razlika u strujanju i vlaznosti zraka te i procjedivanju vode (Barton i Northup,
2007; Shabarova, Widmer i Pernthaler, 2013).

Ovim je istrazivanjem pokazano da koli¢ina vode u stanistu zna¢ajno utjeCe na
sastav obrastajnih bakterija: neki su rodovi pronadeni samo na kongerijama
izvadenim iz vode (uglavnom predstavnici Actinobacteria), dok su drugi pronadeni
samo na Spiljskom higropetriku (Agromyces, Agrobacter, Chryseobacterium) ili na
zraku (Exiguobacterium). Tri analizirana tipa mikrostaniSta nisu pokazivala velike
razlike u broju zabiljezenih vrsta (od 19 na 3. mikrostanistu — voda do 23 na 2.

mikrostaniStu — higropetrik), niti u broju zabiljezenih rodova (10 na 2. i 3.
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mikrostaniStu te 8 na 1. mikrostanistu — zrak). No, zabiljeZzena je poprilicna
razdvojenost 3. tipa mikrostanista od ostalih staniSnih tipova: osim 4 roda ,ubikvista®,
niti jedan rod se nije preklapao s onima zabiljezenim na 1. i 2. mikrostaniStu. Razlog
tome vjerojatno je znacajna razlika fizikalo-kemijskih i ostalih parametara u vodenom
okoliSu naspram mikrostaniSta na zraku (1. mikrostaniste) ili vlaznoj stijeni
(higropetrik, 2. mikrostaniSte koje je ujedno i prijelazni oblik). Voda koja prihranjuje
sifonska jezera u Markovom ponoru u razdoblju bez plavljenja vodama iz Like
znacajno je razliCite temperature (uglavnom hladnija) te su vjerojatno prisutne i
razlike u drugim fizikalno-kemijskim i bioloSkim parametrima vode, uklju€ujuci i sam
sastav mikrobnih zajednica (OIKON i Elektroprojekt, 2016). Uzorkovanje u ovom
istraZivanju provedeno je u listopadu 2016. godine, Cetiri mjeseca nakon zadnjeg
plavljenja ponora vodama iz rijeke Like (OIKON i Elektroprojekt, 2016) te bi za
dobivanje detaljnijeg uvida u sastava i promjene mikrobnih zajednica na svim
tipovima analiziranih mikrostanista bilo potrebno uzeti uzorke u nekoliko vremenskih
toCaka nakon plavljenja (neposredno nakon plavljenja i svaki mjesec nakon

plavljenja).

5.4. Rezistencija na antibiotike prisutna je u podzemnom stanistu bez

znacajnog antropogenog utjecaja

U mnogim istrazivanjima je pokazano da je rezervoar gena za antibiotiCku
rezistenciju prisutan i u mikroorganizmima koji zive na staniStima s minimalnim
antropogenim utjecajem, poput Markovog ponora. Primjerice, bakterije izolirane iz
nezagadenog tla na Aljasci sadrzavale su gene za rezistenciju na 3-laktamaze (Allen
i sur., 2009). Nadalje, uzgojeni mikrobni izolati iz Spilje Lechuguilla (Novi Meksiko)
(Bhullar i sur., 2012) ili sedimenta na dubini ve¢oj od 150 m (Brown i Balkwill, 2009)
bili su rezistentni na razne klase antibiotika. Stoga banka izolata Markovog ponora
testirana na osam antibiotika koji pripadaju razliCitim skupinama antimikrobnih
spojeva i imaju razliCite mehanizme djelovanja. Ampicilin i cefotaksim inhibiraju
sintezu stani¢nog zida, tetraciklin, eritromicin, kanamicin i kloramfenikol imaju
negativan ucinak na sintezu proteina, dok ciprofloksacin i trimetoprim djeluju na razini

sinteze nukleinskih kiselina (Bedeni¢, 2009).
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Gram negativne bakterije su u banci izolata Markovog ponora uglavnom bile iz
roda Pseudomonas za koje je poznato da su intrinzicno rezistentne na mnoge
antibiotike, ali i imaju vrlo plastiCan genom te lako primaju dodatne gene za
rezistenciju horizontalnim transferom (Livermore, 2002). Tako je i u drugim studijama
pronadeno da su okolisSni izolati iz roda Pseudomonas gotovo uvijek rezistentni na
AMP, CEF i ERI (lliev i sur., 2015).

Sto se tite Gram pozitivnih izolata, ovdje predstavljeni rezulati uglavnom su u
skladu s podacima Bhullara i sur. (2012) za Gram pozitivne izolate iz Spilje koja je 4
milijuna godina bila izolirana od utjecaja Covjeka. Jedino znacCajno odstupanje je
primijeCeno kod rezistencija na CIP — u ovoj studiji je pronadeno C¢ak 42%
rezistentnih izolata, dok u studiji Bhullara i sur. (2012) nije naden niti jedan. Medutim,
ovo se neslaganje moze objasniti time $to su u toj studiji za testiranje rezistencije na

CIP koristili 4 puta ve¢u koncentraciju antibiotika nego Sto je koristena u ovom radu.

U studiji Browna i Balkwilla (2009) istraZena je rezistencija izolata iz dubokog
sedimenta, koji nikad nisu izlozeni antropogenom utjecaju, na 13 razli€itih antibiotika.
Identificirani izolati pripadali su istim skupinama koje su obradene i u ovom radu,
Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria i Bacteroidetes, i 90% ih je bilo rezistentno
na barem jedan testirani antibiotik Sto se takoder podudara s rezultatima ovog
istrazivanja.

Zaklju¢no, ovaj rad donosi prva saznanja o antibiotickoj rezistenciji u
Dinarskom kr§kom podzemlju. Dobiveni rezultati su usporedivi s drugim sli¢nim
studijama antibiotske rezistencije u Cistim stanistima, relativno izoliranim od
antropogenog utjecaja. Ukoliko u buduénosti dode do porasta rezistencije na
antibiotike to ¢e biti indikacija negativhog antropogenog utjecaja odnosno zagadenja

antibioticima procjednim vodama.
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6. ZAKLJUCCI

U ovom je radu po prvi puta istrazen sastav uzgojivih obrasStajnih mikrobnih

zajednica krSkog podzemlja s minimalnim antropogenim utjecajem (Lokalitet Markov

ponor), s naglaskom na prisutnost rezistencije na antibiotike u prikupljenih 99

bakterijskih izolata. Glavni zaklju€ci ovog istrazivanja su:

v

MALDI-TOF MS je brza i jeftina metoda Ciji su se rezultati determinacije izolata
iz Markovog ponora velikim dijelom podudarali s rezulatima sekvencioniranja
16S-rDNA amplikona i filogenetske analize, kao "zlatnog standarda"
taksonomske klasifikacije bakterija.

Dodatak masenih spektara izolata iz Markovog ponora u MALDI-TOF MS
bazu Instituta Ruder Boskovi¢ olakSati ¢ce naknadna istrazivanja mikrobnih
zajednica Dinarskog krSa, odnosno omoguciti ¢e brzo razlikovanje ranije
pronadenih od novih izolata.

Sastav izolata pokazao je preklapanja sa izolatima sa podrucja Slovenije Sto je
i oCekivano s obzirom da svi pripadaju ekosustavu dinarskog krskog
podzemlja.

Pronadene su mnoge zanimljive bakterijske vrste koje do sada nisu
zabiljezene u Dinarskom krSkom podzemlju i karakteristicne su za ekstremna
stanista, poput Bacillus subterraneus, B. mojavensis, B.
aerius/stratosphericus/altitudinis i B. aryabhattai te Exiguobacterium sibiricum i
E. undae.

Koli¢ina vode je imala znacajan utjecaj na sastav obrastajnih bakterija: neki su
rodovi pronadeni samo na kongerijama izvadenim iz vode (uglavhom
predstavnici aktinobakterija), dok su drugi pronadeni na Spiljskom higropetriku
(Agromyces, Agrobacter, Chryseobacterium) ili na zraku (Exiguobacterium).
Prema prisutnim rodovima, izolati iz vode pokazali su izrazenu razdvojenost
od ostalih stanidnih tipova: osim 4 roda ,ubikvista“, niti jedan rod se nije
preklapao s onima zabiljezenim na ostalim mikrostanistima (zrak i higropetrik),
najvjerojatnije zbog znacajne razlike u fizikalno-kemijskim parametrima i
temperaturi na ovom mikrostanistu naspram ostalih.

Udio izolata rezistentnih na razliCite klase antibiotika odgovarao je drugim

relativno izoliranim stanistima. Stoga se moze pretpostaviti da u ovom stanistu
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do sada nije bilo znaCajnog zagadenja vodama antropogenog porijekla koje

sadrze antibiotike.

Zaklju¢no, opisano istrazivanje daje osnovu za buduca istrazivanja mikrobnih
zajednica dinarskog krskog podzemlja. Standardizirano uzorkovanje i analiza sastava
mikrobnih zajednica uz izradu baze referentnih stanja, trebala bi postati osnova
monitoringa stanja podzemnih ekosustava u dinarskom krSu te osnova za pracenje
utjecaja antropogenih promjena poput hidrotehni¢kih zahvata, zagadenja i klimatskih

promjena.
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9. SAZETAK

U ovom je radu po prvi puta istrazen sastav obrastajnih mikrobnih zajednica krSkog
podzemlja s minimalnim antropogenim utjecajem, s naglaskom na prisutnost
rezistencije na antibiotike u prikupljenim bakterijskim izolatima. UnatoC tome Sto
Dinarski krski podzemni ekosustavi predstavljaju veliku prirodnu vrijednost za
Hrvatsku, njihove mikrobne zajednice, koje C€ine osnovu hranidbenih mreza u
oligotrofnim podzemnim ekosustavima, vecinom su neistraZzene. Stoga je u ovom
radu za mjesto uzorkovanja odabran podzemni lokalitet u Dinarskom krSu, Markov
ponor (Lipovo polje, Hrvatska), za kojeg je u ranijim istrazivanjima pokazano da nije
zagaden i koji stoga moze posluziti za opis antropogeno-netaknute mikrobne
zajednice iz kr8kog podzemlja. Kako bi se sakupio Sto veci broj razliitin bakterijskih
izolata, uzeti su obrisci biofilmova sa kolonija Spiljskih Skoljkasa Congeria jalzici, kao
mikrolokacija s pove¢anom koli¢inom hranijivih tvari. Prva banka bakterijskih izolata
Markovog ponora sadrzi 99 izolata koji su taksonomski determinirani dvama
molekularnim metodama: MALDI-TOF masenom spektrometrijom [
sekvencioniranjem 16S-rDNA amplikona s filogenetskom analizom. Medu izolatima
su prevladavale bakterije iz koljena Firmicutes (71,1%), zatim Proteobacteria (razred
Gammaproteobacteria) (15,1%), Actinobacteria (12,1%) i Bacteroidetes (1,01%).
Utvrdeno je da koli¢ina vode u staniStu znaCajno utjeCe na sastav obrastajnih
bakterija: neki su rodovi pronadeni samo na kongerijama izvadenim iz vode
(uglavhom predstavnici aktinobakterija), dok su drugi pronadeni na S$piljskom
higropetriku  (Agromyces, Agrobacter, Chryseobacterium) ili  na zraku
(Exiguobacterium). Naposlijetku, vecina bakterijskih izolata (81,8%) bila je
rezistentna barem na jedan od osam ispitanih antibiotika, a dva izolata srodna
vrstama Bacillus thuringiensis i Pseudomonas helmanticensis bila su rezistentna na
sve ispitane antibiotike. Time je pokazano da je rezervoar gena za antibiotiCku
rezistenciju prisutan i u staniStima s minimalnim antropogenim utjecajem. Zaklju¢no,
dobiveni rezultati daju prva saznanja o0 uzgojivim mikrobnim zajednicama u
Markovom ponoru i postavljaju temelje za zastitu krSkog podzemlja od antropogenog
utjecaja — ukoliko u buduénosti dode do porasta rezistencije na antibiotike to Ce biti
indikacija negativnog antropogenog utjecaja.
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10. SUMMARY

We have explored the composition of biofilm microbial communities of Dinaric karst
subterranean habitat with minimal anthropogenic influence, focusing on antibiotic
resistance of collected bacterial isolates. Even though the Dinaric karst underground
ecosystems are a significant part of Croatian natural heritage, their microbial
communities, which constitute the basis of food chain in oligotrophic subterranean
ecosystems, are mostly unexplored. Therefore, Markov ponor (Lipovo polje, Croatia)
was chosen as the sampling location, as previous research of this locality showed
that it was not polluted and can thus serve to describe anthropogenically-undisturbed
microbial community of karst underground. In order to collect the largest variety of
bacterial isolates, swabs were collected from Congeria jalzici shells, as a
microhabitat with increased nutrient availability. First bank of bacterial isolates from
Markov ponor contains 99 isolates which were taxonomically determined by two
molecular methods: MALDI-TOF mass spectrometry and sequencing of 16S-rDNA
amplicons coupled with phylogenetic analysis. Bacteria from phylum Firmicutes
(71,1%) dominated among the isolates, followed by Proteobacteria (class
Gammaproteobacteria) (15,1%), Actinobacteria (12,1%) and Bacteroidetes (1,01%).
It was found that the amount of water within the habitat greatly affects the
composition of biofilm bacteria: some genuses have been found only on C. jalzici that
has been taken out of the water (mostly representatives of Actinobacteria), while
others were found only on hygropetric (Agromyces, Agrobacter, Chryseobacterium)
or on air (Exiguobacterium). Finally, the majority of bacterial isolates (81,8%) were
found to be resistant to at least one out of eight tested antibiotics, and two of the
isolates related to Bacillus thuringiensis and Pseudomonas helmanticensis were
resistant to all of the tested antibiotics. It has thus been shown that the antibiotic
resistance-related gene pool exists even in habitats with minimal anthropogenic
influence. To conclude, obtained results give the first insights into culturable microbial
communities in Markov ponor and can serve as a basis for protecting the karst
subterranean habitats from anthropogenic influences — if the increase in antibiotic
resistance occurs in the future that will serve as an indication of negative

anthropogenic influence.
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