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Sazetak

F. tularensis je gram negativni kokobacil veli¢ine 0,2-0,7 pum, asporogen, nepokretan i ne
posjeduje pile. Vrsta Francisella tularensis obuhvaca Cetiri podvrste (tularensis, holarctica,
mediasiatica i novicida) od kojih je Francisella tularensis subsp. tularensis (tip A)
najvirulentnija i najpatogenija te uzrokuje tularemiju, bolest divljih zivotinja koja se moze
prenijeti na Covjeka. Ozbiljnost infekcije varira ovisno o mjestu ulaska bakterije,
imunoloskom stanju Covjeka i virulenciji uzro¢nika. Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi
sposobnost prezivljavanja bakterije Francisella novicida u vodama iz jezera Gorskog kotra.
Jezero Lokve, jezero Lepenica i jezero Bajer posluzili su kao izvor za uzimanje uzoraka voda
za ispitivanje u prakticnom radu. Sva su tri jezera nastala umjetnim putem, odnosno
izgradnjom brane koja zadrzava vodu na odgovarajuéem podru¢ju u svrhu iskoristavanja
energije vodotoka. U prakti¢nom radu je koristen bakterijski soj F. novicida U112, dok se za
kultivaciju koristio BCYE agar. U radu su primijenjene i ostale hranjive podloge ovisno o
bakteriji stalne mikroflore vode koja se proucavala. Uzorci su obradeni metodom
membranske filtracije. U vodama iz jezera Lokve, Lepenica i Bajer proucavale Su Se promjene
broja bakterije F. novicida u sterilnim i nesterilnim uzorcima za svako jezero pojedina¢no.
Provedena je i usporedba svih uzoraka sterilnih voda iz sva tri jezera te svih uzoraka
nesterilnih voda iz sva tri jezera. Takoder je pra¢ena promjena broja bakterija stalne
mikroflore u uzorcima voda navedenih jezera prije i nakon unosa F. novicida. Obradom
rezultata uoceno je da F. novicida prezivljava u ispitivanim vodama iz jezera Lokve, Lepenica
1 Bajer te da se bolje razmnoZzava u sterilnim, a loSije u nesterilnim uzorcima. Takoder,
unosom F. novicida u uzorke s prirodnom mikroflorom dolazi do povecanja broja ostalih
bakterija iz razloga $to u ,natjecanju za hranjive tvari uzimaju ve¢i dio u odnosu na F.

novicida pa joj time sprjecavaju rast i razmnoZzavanje.



Kljuéne rijeci: Francisella, tularemija, jezero Lokve, jezero Lepenica, jezero Bajer



Summary

F. tularensis is a gram negative cocobacillus 0.2-0.7 um in size, asporogenic, immobile and
does not possess fimbriae. The species Francisella tularensis comprises four subspecies
(tularensis, holarctica, mediasiatica and novicida) of which Francisella tularensis subsp.
tularensis (type A) is the most virulent and most pathogenic. It is causative agent of tularemia,
a wildlife disease that can be transmitted to humans. The severity of the infection varies
depending on the site of entry of the bacterium, the human immune status and the virulence of
the agent. The aim of this study was to determine the viability of Francisella novicida in the
water from lakes of Gorski Kotar. Lake Lokve, Lake Lepenica and Lake Bajer served as
sources for sampling water for practical work. All three lakes were created artificially, that is,
by constructing a dam that holds water in the appropriate area for the purpose of harnessing
the water flow. In the practical work, the bacterial strain F. novicida U112 was used, while
BCYE agar was used for cultivation. Other nutrient media were also applied in the study,
depending on the bacterium of the permanent microflora of the water under study. Samples
were processed by membrane filtration. Changes in F. novicida number in sterile and non-
sterile samples were studied in the waters of Lake Lokve, Lepenica and Bayer for each lake
individually. A comparison of all sterile water samples from all three lakes and all non-sterile
water samples from all three lakes was also performed. Changes in the number of bacteria in
the permanent microflora in the water samples of these lakes before and after the introduction
of F. novicida were also monitored. Based on the results obtained, it was observed that F.
novicida survives in the tested waters of Lokve, Lepenica and Bajer lakes and that it
reproduces better in sterile and worse in non-sterile samples. Also, the introduction of F.
novicida into specimens with natural microflora results in an increase in the number of other
bacteria due to the fact that in the "competition™ for nutrients they take up a greater proportion

than F. novicida and thus prevent its growth and reproduction.
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1. UVOD I PREGLED PODRUCIJA ISTRAZIVANJA

1.1. Francisella spp.

Bakterija roda Francisella ime je dobila u ¢ast Edwardu Francisu, americkom
mikrobiologu koji je 1922. godine otkrio uzro¢nika tularemije, odnosno bakteriju koja je
potom nazvana Francisella tularensis. Spomenuti mikroorganizam je prvi put izoliran 1911.

godine iz malih sisavaca u okrugu Tulare u Kaliforniji (9,10).

1.1.1. Taksonomska podjela

Rod Francisella se sastoji od dviju vrsta. Vrsta Francisella tularensis obuhvaca ¢etiri
podvrste (tularensis, holarctica, mediasiatica i novicida) od kojih je Francisella tularensis
subsp. tularensis (tip A) najvirulentnija i najpatogenija te uzrokuje tularemiju, bolest divljih
zivotinja koja se moze prenijeti na ¢ovjeka. Druga vrsta roda Francisella jest Francisella
philomiragia (9). Neke od ostalih otkrivenih vrsta bakterija roda Francisella su: F.
halioticida, F. hispaniensis, F. noatunensis, F. salina, F. frigiditurris, F. guangzhouensis, F.

marina, F. ulginis i F. endociliophora (13).



1.1.2. Fiziologija

F. tularensis je gram negativni kokobacil veli¢ine 0,2-0,7 um, asporogen, nepokretan i
ne posjeduje pile. Obavijen je tankom kapsulom, prezivljava isklju¢ivo u uvjetima bogatim

kisikom i zahtjeva 3 dana kultivacije (9).

1.1.3. Francisella tularensis subsp. tularensis

U prirodi F. tularensis tularensis i F. tularensis novicida zauzimaju razli¢ite ekoloske
nise. F. tularensis je klasi¢ni vektorski zoonotski patogen, dok F. novicida nije. Kao
unutarstani¢ni patogen, F. tularensis (i subsp. tularensis i subsp. holarctica) inficira, uzrokuje
bolest i smrtnost u velikom broju zivotinja domacina. Odrzavanje F. tularensis u prirodi
ukljucuje ciklus u kojem sisavci sluze kao domacini za pojacanje, a vektori artropoda hrane se

tim domacinima kako bi se bakterija prenijela na druge Zivotinje (1).

1.1.4. Tularemija

Tularemija je zoonoza ¢iji je uzrocnik Francisella tularensis, a karakteriziraju ju kozne
lezije na mjestu ulaza bakterije uz upalu limfnih ¢vorova, pneumoniju ili stanje poviSene
temperature. Prvenstveno je bolest divljih Zivotinja, a Covjek se moze zaraziti susretom sa
zarazenom zivotinjom ili insektom prijenosnikom. Prvi put je prepoznata kao bolest
glodavaca nalik na kugu, a nazvana je po okrugu Tulare u Kaliforniji gdje je bolest bila
endemska medu glodavcima. Nakon 1940. godine F. tularensis je koristena i kao potencijalno

biolosko oruzje u sukobima izmedu SAD-a i SSSR-a u Hladnom ratu (1,8,10).



1.1.5. Geografska rasprostranjenost i epidemiologija

Francisella tularensis subsp. tularensis (tip A) se pojavljuje isklju¢ivo u Sjevernoj
Americi, a podvrsta holarctica (tip B) je endemicna u pojedinim dijelovima Europe, Azije i
Sjeverne Amerike. U Hrvatskoj se bolest javlja povremeno. Tularemija je sezonska bolest te
do ucestalije pojavnosti dolazi u ljetnim mjesecima zbog cCeS¢eg kontakta sa zarazenim
zeCevima 1 ¢lankono$cima, 1 u vrijeme ratnih sukoba zbog boravka u prirodi. Posebno su
ugrozeni ljudi koji su u stalnom kontaktu sa zivotinjama (lovci, mesari, krznari). Bolest se

najcesce pojavljuje u ruralnim predjelima, dok je u urbanoj sredini ucestalost niska (2,8,9).

1.1.6. Epidemije tularemije u vodenim podrucjima

Epidemiologija bakterije roda Francisella slozena je i varira ovisno o ekosustavu i
geografskom podrucju. Postoje odredeni nedostatci u poznavanju uloge ¢lankonozaca, divljih
zivotinja i okoli$a u odrzavanju infekcije u prirodnim staniStima ali je poznato da spomenuti
mikroorganizam preZivljava u vodi, larvama komaraca, amebama i u biofilmu. Covjek moze
biti zaraZzen konzumiranjem kontaminirane vode, ubodom komarca i tijekom plivanja ili

ribolova (12,13).



‘,/"/.ﬁ_\» N
(%8 ) 75 N \
/ pitka voda W

\Jarva komarca K Abokoe //
Predivijavanie 7
R .
T

slobodne
bakteryye

Izvori

tularemijs u [ P
vodi

Slika 1. Prezivljavanje F. tularensis u vodi te putovi prijenosa na ¢ovjeka. F. tularensis u
vodi prezivljava u amebama, larvama komaraca, u obliku biofilma te se moze naci i kao
slobodno Zivuéa bakterija. Covjek se zarazi ugrizom komarca ili ingestijom mikroorganizma
prilikom ribolova, plivanja i konzumiranja kontaminirane vode. Tekst je prilagoden prema

¢lanku broj 13.

DNA iz bakterije F. tularensis pronadena je u vodi i sedimentu, Sto nam govori da
sigurno opstaje u okolisu. Visoko endemiéna podrudja ili prirodna ZariSta tularemije poznata
su ve¢ nekoliko desetljeca. U tim se podrué¢jima sluéajevi tularemije javljaju svake godine i to
u veéem broju nego u manje pogodenim podru¢jima. Na primjer, podrucja visoke
endemicnosti identificirana su u Njemackoj i Svedskoj. U Svedskoj je izbijanje tularemije
otkriveno teorijom fokalne infekcije Sto znaci da su slucajevi tularemije kod ljudi poticali iz
razli¢itih lokalnih izvora infekcije 1 da je na tim mjestima moglo do¢i do prezimljavanja
bolesti. Prema laboratorijskim eksperimentima F. holarctica prezivljava u vodi nekoliko
mjeseci, pa je s obzirom na njenu snaznu povezanost s vodom, moguce da komarci igraju
ulogu u prenosenju tularemije iz vodenih izvora na ljude. lako ne postoje eksperimentalni
podaci koji bi podrzali ovu tvrdnju, sezona epidemija tularemije kod ljudi ima tendenciju da
se javlja u ljeto i jesen, kada je broj komaraca najveci. Prijenos F. tularensis sa zarazenih
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komaraca nije eksperimentalno potvrden, no pretpostavlja se da se takav prijenos odvija u

vrlo niskom postotku pa je time bilo teze potvrditi pretpostavku (12).

Glodavci su takoder ukljuceni u Sirenje tularemije kontaminiranom hranom i vodom. U
Norveskoj se epidemije tularemije kod ljudi pripisuju pitkoj vodi iz bunara koje su zagadene
mrtvim lemingom ili njegovim izlu¢evinama. Slicno tome, na Kosovu je izbijanje
orofaringealne tularemije kod ljudi pripisano kontaminaciji hrane i vode fekalijama
glodavaca. 1z dosad provedenih istrazivanja nije jasno djeluju li male vrste glodavaca kao
pojacivaci infekcije tularemije ili su mozda rezervoari ili se njihova uloga razlikuje u
razli¢itim podru¢jima. Crvena lisica, divlja svinja i rakunski pas mogu se zaraziti bakterijom
F. tularensis kada jedu zaraZen plijen, poput zeCeva i malih glodavaca, te potom razviju
antitijela. Medutim, ne smatraju se da su ove vrste osobito osjetljive na razvoj bolesti.
Njihova potencijalna uloga asimptomatskih nositelja ili Sirenja infekcije u prirodi nije
istrazena. U proteklih 20 godina, slucajevi tularemije koji su povezani s kontaminiranom
pitkom vodom prijavljeni su u mnogim drzavama u Europi medu kojima su Turska, Kosovo,

Bugarska, Gruzija, Makedonija, Norveska, Svedska, Italija i Njemacka (12,13).

F. novicida je u rijetkim sluc¢ajevima ljudski patogen. Dosad je objavljeno tek nekoliko
sluc¢ajeva gdje je pronadena F. novicida kod ¢ovjeka. Kod svih slu¢ajeva izvor zaraze su bila
vodena podru¢ja. U SAD-u se dogodio slucaj bakterijemije F. novicida nakon nesrece
utapanja Covjeka u Atlantskom oceanu i jo$ nekoliko slucajeva koji su se dogodili nakon
izlaganja vrucoj izvorskoj vodi u blizini slanog jezera te nakon izlaganja vodi iz privatnog
bunara za vodu. U Australiji je prijavljen slucaj gdje je pacijent razvio ulceroglandularni oblik
infekcije F. novicida nakon §to se porezao u bocatoj vodi. Treba napomenuti da je veéina
pacijenata oboljelih od infekcije F. novicida imunokompromitirana. Identifikacija F. novicida

nikada nije zabiljezena kod sisavaca ili ¢lankonoZzaca. Jedini poznati rezervoar ove bakterije je



vodeni okoli§ o ¢emu svjedoci viSestruko ponovljena izolacija F. novicida iz uzoraka vode

(13).

1.1.7. Rezervoari i putovi prijenosa

Klini¢ki izraz tularemije kod ljudi ovisi prvenstveno o putu prijenosa. Ljudi se inficiraju
izravnim kontaktom sa zarazenim zivotinjama, gutanjem zarazene vode ili hrane i udisanjem

infektivnih aerosola.

Domacini F. tularensis su brojne divlje i domace Zzivotinje (sisavci, kuéni ljubimci,
ptice) od kojih su najces¢i glodavci i zeCevi. Bolest se prenosi vektorski, odnosno
&lankonoscima kao $to su krpelji, usi, muhe i komarci. Covjek se moze zaraziti kontaktom sa
zarazenim zivotinjama, a moguca je i laboratorijska infekcija. Jednim od naj¢es¢ih nacina
prijenosa bakterije na ¢ovjeka se smatra ubod krpelja na ze¢ju kozu. Ze€evi roda Sylvilagus i
Lepus se smatraju najvaznijim rezervoarima te je iz tog razloga tularemija poznata i pod
nazivom ,,zeCja groznica“. F. tularensis je izrazito infektivni patogen pa je stoga dovoljno
unijeti (inhalacijom ili inokulacijom) 10 do 50 mikroorganizama da bi doslo do pojave
bolesti. Osim udisanjem, uzro¢nik moze u¢i u organizam covjeka kroz oste¢enu kozu ili
sluznicu konjunktiva, usne Supljine ili zdrijela. Do sada nije zabiljeZen prijenos bakterije s

covjeka na Covjeka (8,9,10).

1.1.8. Unutarstani¢ni zivot i virulencija

F. tularensis je fakultativni unutarstani¢ni patogen kojem su makrofagi glavno staniste, a
pored njih moZe preZivjeti 1 u stanicama retikuloendotelnog sustava. Virulentni sojevi imaju
antifagocitnu, polisaharidnu kapsulu koja smanjuje patogenost bakterije ukoliko ju izgubi.

Uzro¢nik posjeduje endotoksin. Za kontrolu umnazanja bakterije u makroorganizmu nuzan je
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jak imunoloski odgovor s proizvodnjom gama interferona kao i ¢imbenik tumorske nekroze

(eng. TNF, tumor necrosis factor) (9,10).

1.1.9. Klini¢ka slika

Klini¢ka slika infekcije varira ovisno o mjestu ulaska bakterije, imunoloskom stanju
¢ovjeka i virulenciji uzroc¢nika. Iz tog razloga bolest moze pro¢i asimptomatski, biti blagog
oblika bez posljedica ili se razviti u akutnu sepsu s brzim smrtnim ishodom. Nakon razdoblja
inkubacije od 3 do 5 dana, bolest ¢esto pocinje prilicno naglim simptomima nalik gripi kao
§to su groznica, zimica, slabost, bol u grlu i glavobolja. Hepatosplenomegalija (kod 20%
bolesnika) i osip (kod 35% bolesnika) su Cesti simptomi dok su druge klini¢ke manifestacije
ovisne o0 mjestu ulaza infekta. Obzirom na mjesto ulaza bakterije, razlikujemo vanjske i
unutarnje  oblike tularemije. Vanjski oblici su ulceroglandularni, glandularni,
okuloglandularni i tonziloglandularni (anginozni), a unutarnji su plu¢ni, tifoidni (septicki) i
abdominalni oblik. Plu¢ni oblik odgovara atipi¢noj pneumoniji, zahvaca starije bolesnike te je
najtezi oblik tularemije uz najvisi letalitet. Od ostalih poremecaja moze do¢i do pojave

meningitisa, hepatitisa i zatajivanja bubrega (2,8,9,10).

1.1.10. Dijagnoza

Uzroc¢nik tularemije se moZe izolirati iz koZnih ogrebotina, sputuma, limfnih ¢vorova i
krvi. Na uzorcima koji idu na laboratorijsku analizu je potrebno oznaliti da se sumnja na
tularemiju kako bi se zastitilo laboratorijsko osoblje. Proces kultivacije F. tularensis je tezak i
dugotrajan pa se tularemija stoga dokazuje seroloskim testovima (ELISA, western blot,
aglutinacija). Uz titar protutijela, u dijagnostici se takoder primjenjuje i PCR test (9,10).
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1.1.11. LijeCenje i prevencija

F. tularensis je otporna na sve beta laktamske antibiotike pa je najbolji izbor uzimanje
gentamicina ili streptomicina kroz 10 dana. Za lijeCenje tularemije se jo§ mogu koristiti
fluorokinoloni i doksiciklin. Najvaznija mjera prevencije tularemije je izbjegavanje susreta sa
bolesnim ili uginulim zivotinjama (gdje francisella prezivljava mjesecima) i pijenje izvorske
vode koje mogu biti kontaminirane. NoSenje odje¢e s dugim rukavima i nogavicama je
potrebno kako bi se izbjegao ugriz zarazenog vektora. Osobama s visokom izloZenosti
infekciji se preporucuje atenuirano cjepivo (8,9,10). Preporucuje se pojacani aktivni nadzor
tularemije, sto ukljucuje istodobno ispitivanje ljudi, divljih zivotinja, domaéih zivotinja i
vektora. To ¢e pridonijeti boljem razumijevanju uloge razli¢itih zivotinjskih vrsta i vektora u
razvoju, prenoSenju i odrzavanju bolesti. Razvoj jednostavnih terenskih dijagnostickih

metoda, primjenjivih na razne zivotinjske vrste, olakSao bi terenska ispitivanja (12).

1.1.12. Francisella novicida

U usporedbi s F. tularensis, infekcija F. novicida nije povezana sa zdravim osobama.
Infekcija F. novicida kod ljudi je iznimno rijetka i stoga ju je Cesto teSko dijagnosticirati.
Dokumentirano je samo 12 slu¢ajeva. U australskom bolesniku zabiljeZena je infekcija nalik
koju uzrokuje F. novicida ne podsjeca na tularemiju. Klinicke informacije dostupne za 11
prijavljenih slu¢ajeva ukazuju na to da se 9 slucajeva F. novicida dogodilo u bolesnika koji su

imunokompromitirani ili imaju temeljne zdravstvene probleme. Vruéica i akutna bolest,
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obiljezja tularemije kod zdravih osoba, su kod infekcije s F. novicida uocene isklju¢ivo kod
imunokompromitiranih  bolesnika. Kod dvije zdrave osobe s infekcijom F. novicida
prijavljena je regionalna limfadenopatija, bez vruéice ili drugih simptoma. S obzirom na
rijetkost infekcije bakterijom F. novicida kod ljudi, malo se zna o tome kako se uzro¢nik
prenosi. Prijavljene ljudske infekcije povezane su s nerazjasnjenim putevima izlaganja. Za
one slucajeve u kojima je utvrden nacin infekcije, dva slucaja su bila posljedica gotovo
utapanja u slanoj vodi, a tri slucaja su bila povezana s oneciS¢enjem okolisa. Nema dokaza
koji bi upucivali na to da se F. novicida moZe prenositi putem zaraZzenih zivotinja ili
vektorima ¢lankonoScima. Za razliku od F. tularensis, identifikacija F. novicida nikada nije
prijavljena kod divljih Zivotinja (zdravih ili umiruéih), §to ukazuje da u prirodi F. novicida
nije zoonotska bakterija. F. novicida takoder nikada nije identificirana u artropodima u
prirodi. Stovise, u sludaju artropoda, ¢ini se da nedostatak identifikacije F. novicida nije
rezultat neodgovaraju¢ih metoda ispitivanja jer su brojne bakterije slicne rodu Francisella
identificirane u krpeljima putem PCR-a i sekvenciranja. Budu¢i da artropodni vektori
karakteristicno stjecu infekciju od zarazenih zivotinja, nedostatak identifikacije F. novicida u
¢lankonoscima u skladu je s pretpostavljenom nesposobnoséu F. novicida da uzrokuje
bakterijemiju kod divljih Zivotinja. Vrlo je vjerojatno da se F. novicida nalazi u ekoloskoj nisi
1 da se razmnozava u prirodi putem mehanizma koji ne ukljuuje domacine sisavce ili
¢lankonoSce. Jedini izvor bakterije F. novicida do danas su slane vode. To ukljucuje soj vrste
F. novicida U112 kao i 9 drugih izolata F. novicida. Ostali okolisni izvori F. novicida,

ukljucujuéi bocatu vodu i tlo, otkriveni su na temelju PCR detekcije i analize sekvenci (1).

1.2.  Vode

Izvor ispitivanih voda koje se koriste u ovom radu su tri akumulacijska jezera s podrucja

Gorskoga kotara: jezero Lokve, jezero Lepenica i jezero Bajer. Sva su tri jezera nastala
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umjetnim putem, odnosno izgradnjom brane koja zadrzava vodu na odgovaraju¢em podrucju
koje podrazumijeva duboke i uske rijecne doline gdje bocne strane ¢ine prirodne zidove.
Svrha izgradnje brane je hidroelektrana, dakle iskoriStavanje energije vodotoka kako bi se
proizvela elektricna energija. Voda koja se zadrzava na brani moze se takoder koristiti za

vodoopskrbu i navodnjavanje (4,5,6).

1.2.1. Jezero Lokve

1.2.1.1.  Geografski polozaj

Jezero Lokve je udaljeno oko 10 km od Delnica prema jugozapadu te tri km od mjesta
Lokve prema zapadu. Okolicu jezera ¢ini Sumovito podrucje obraslo crnogoricom te svojim
izduzenim 1 viSekrakim oblikom podsjeca na nacin njegova postanka (potapanje okolnog
podru¢ja). Proteze se od sjeverozapada prema jugoistoku. U blizini Lokvarskog jezera se

nalazi $pilja Lokvarka koja je zbog svojih ljepota proglasena spomenikom prirode (4,5,7).

1.2.1.2. Karakteristike

Nastalo je 1995. godine podizanjem brane visoke 51 m, odnosno zaustavljanjem toka
rijeke Lokvarke koja je 1 jedina pritoka jezera. Jezero je duboko 40 metara, povrSine 2,1 km?,
nalazi se na 767 m nadmorske visine te se ulijeva u potok Kriz. Prema postanku i smjeStaju

vrlo je sli¢no jezeru Bajer te zajedno s njim spada medu najvisa jezera u Hrvatskoj (4,7).

1.2.1.3.  Nacin koristenja

Jezero predstavlja turisticku atrakciju, omiljeno je medu rekreativeima (Setaci, biciklisti,
planinari) te je bogato raznim vrstama riba koje privlace velik broj ribi¢a. Najkarakteristicnije
vrste su pastrva, klen, Saran 1 karas, od kojih se istiCe pastrva zbog svoje veli¢ine. 1973.

godine je ondje ulovljena pastrva koja je bila duga 124 cm i tezila 25,4 kg, Sto predstavlja
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svjetski rekord u ribolovu u kontekstu jezerskih pastrvi. Osim ribolova, na jezeru se
organiziraju veslacke regate i natjecanja u podvodnoj orijentaciji. Dio je hidroenergetskog

sustava Vinodol (4,5,7).

1.2.2. Jezero Lepenica

1.2.2.1.  Geografski polozaj

FuzZinarski kraj je izuzetno bogat vodom, dok su Fuzine hrvatsko naselje koje godisnje
primi najveéu koli¢inu oborina (do 4000 mm/m?). Kako bi se ta velika koli¢ina vode
iskoristila, u tom su kraju napravljena tri akumulacijska jezera: Lepenica, Bajer i Potkos.
Jezero Lepenica je smjesteno zapadno od jezera Bajer kod naselja Fuzine u Gorskom kotaru i
povr§inom je najvece u fuzinarskom kraju. Pruza se u smjeru od istoka prema zapadu u duljini

od 2 km (5,6,7).

1.2.2.2. Karakteristike

Nastalo je 1988. godine izgradnjom brane u Lepenic¢koj dolini, odnosno zaustavljanjem
toka rijeke Li¢anke koja je i jedina pritoka jezera. Jezero je duboko 18 m, povrsine 0,45 km?,
nalazi se na 730 m nadmorske visine te se ulijeva u rijeku Li¢anku. Osim rijeke LiCanke,

jezero dobiva vodu i iz Sumskih potoka koji se spustaju s okolnih brda (6,7).

1.2.2.3.  Nacin koriStenja

Zbog visoke temperature vode koja ljeti moze dosegnuti 23 °C, jezero je pogodno za
kupanje te se na njemu svake godine odrzavaju prvenstva u orijentacijskom ronjenju i

natjecanja u ribolovu. Dio je hidroenergetskog sustava Vinodol (6,7).
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1.2.3. Jezero Bajer

1.2.3.1.  Geografski polozaj

Jezero Bajer drugo je po veli¢ini u fuzinarskom kraju, a rije¢ bajer u nekim dijelovima
Hrvatske ima znacenje ,,umjetno jezero®, Sto odgovara njegovom postanku. Pruza se u smjeru

od sjevera prema jugu (5,6,7).

1.2.3.2. Karakteristike

Nastalo je u periodu od 1947. do 1950. godine gradnjom brane, odnosno zaustavljanjem
toka rijeke Licanke koja je i jedina pritoka jezera. Jezero je vrlo plitko (najveca dubina je 7

m), povrSine 0,36 km?, nalazi se na 730 m nadmorske visine te se ulijeva u rijeku Li¢anku

(6,7).

1.2.3.3.  Nacin koriStenja

Turisticki je najatraktivnije jezero gorske Hrvatske te je privlacno izletnicima i
vikendaSima zbog izgradene Setnice uz rub jezera i posjeta Spilji Vrelo, otkrivenoj za vrijeme
izgradnje brane. Mala udaljenost od mora (oko 30 km) omoguc¢ava mu da bude turisticko
odrediSte 1 u ljetnim mjesecima kada posjetitelji mijenjaju kupanje u moru Sumovitom
okolicom jezera. Najvaznija aktivnost koja se deSava na jezeru je Sportski ribolov, dok
rekreativci mogu uZivati u pogledu Setaju¢i po uredenim Setnicama ili ploviti mirnom vodom

u iznajmljenom ¢amcu. Dio je hidroenergetskog sustava Vinodol (5,6,7).

12



2. CILJISTRAZIVANJA

Cilj ovog zavrsnog rada bio je ispitati prezivljavanje bakterije F. novicida u vodama iz
jezera Lokve, Lepenica i Bajer na naéin da su se proucavale promjene broja spomenute
bakterije u sterilnim i nesterilnim uzorcima za svako jezero pojedina¢no. Provedena je i
usporedba svih uzoraka sterilnih voda iz sva tri jezera te svih uzoraka nesterilnih voda iz sva
tri jezera. Takoder je pracena promjena broja bakterija stalne mikroflore u uzorcima voda

navedenih jezera prije i nakon unosa F. novicida.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1.  Bakterijski soj

U prakti¢nom je radu koristen bakterijski soj F. novicida U112 koji raste na BCYE agaru
tvore¢i bijelo-sive kolonije. Spomenuti soj je izabran iz razloga $to su kod njega primije¢ena
¢esca oboljenja preko zarazene vode kod ljudi nego $to je to slucaj kod ostalih sojeva roda

Francisella.

3.2.  Hranjive podloge

Hranjiva podloga koja je koriStena u eksperimentalnom radu za kultivaciju bakterije F.

novicida jest BCYE agar.

Sastav BCYE agara u jednoj litri deionizirane vode:

e 10 g kvascevog ekstrakta

e 10 g ACES pufera

e 2 g aktivnog ugljena

e 2,8 g kalijevog hidroksida

e 1 g alfa ketoglutarata

e 0.4 gL-Cisteina

e (.25 g Zeljezovog pirofosfata

e 12gagara
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Kultivacija F. novicida zahtijeva posebne uvjete $to se tice medija za rast. Ekstrakt kvasca
pruza izvore dusika, ugljika i vitamina u BCYE agaru. Aktivni ugljen se raspada na vodikov
peroksid 1 druge toksi¢ne produkte. ACES pufer je dodan u formulaciju da se dobije stabilan
pH za optimalan rast. Alfa ketoglutarat stimulira rast mikroorganizma. L-cistein je esencijalna
aminokiselina i vazan izvor energije, dok zeljezov pirofosfat sluzi kao izvor zeljeza. Agar je

sredstvo za stvrdnjavanje (11).

Osim BCYE agara, u prakticnom radu su koriStene i druge hranjive podloge u svrhu
ispitivanja mikrobiologije vode iz jezera (Lokve, Lepenica i Bajer) prije i nakon unosa F.

novicida.

Ostale koristene hranjive podloge su:

e SBagar
o KEA agar
e TTC agar

e m-FC agar

e lesendo agar

e TSN agar

e Pseudomonas agar

Porast na navedenim agarima je proveden postupkom membranske filtracije (opisanom u
odlomku 3.4.). Nakon filtracije, filteri su s mrezicom prema gore stavljeni na odgovarajucu

hranjivu podlogu.
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Dokazivanje prisutnosti i odredivanje broja enterokoka provedeno je filtracijom odredene
kolic¢ine uzorka preko membranskog filtra (veli¢ine pora 0,45 mikrometara) kroz koji ne
mogu proc¢i bakterije. Filtar je polozen na selektivnu podlogu koja sadrzi natrij azid koji
inhibira rast gram negativnih bakterija i 2,3,5-trifeniltetrazolium koji se reducira u crveno
obojeni formazan u prisutnosti enterokoka. Nakon filtracije 100 mililitara uzorka kroz
membranu od 0,45 mikrometara, membrana je sterilnom pincetom premjeStena na gotovu
podlogu, slanetz-bartley agar, uz izbjegavanje formiranja zraka izmedu podloge i filtar-papira.
Podloga je preokrenuta (poklopac Petrijeve zdjelice okrenut prema dolje) i inkubirana na 37
°C tijekom 48 sati. Zbog razvoja tipi¢nih crveno obojenih kolonija, membrana je premjeStena
na eskulin (KEA) agar i inkubirana 2 sata na 44 °C. lIzbrojane su sve kolonije s tamnim
prstenom i rezultat je izrazen kao broj bakterija u 100 mililitara. Kao potvrdni test koristio se

pozitivan porast na KEA agaru (3).

Dokazivanje prisutnosti i odredivanje broja E. coli provedeno je filtracijom odredene
koli¢ine uzorka preko membranskog filtra (veli¢ine pora 0,45 mikrometara) kroz koji ne
mogu pro¢i bakterije. Filtar je poloZen na selektivhu podlogu, TTC agar, koja sadrzi natrij-
heptadecil sulfat (inhibira rast gram pozitivnih bakterija). Laktoza pozitivna Escherichia coli i
koliformne bakterije daju Zzuto-narancastu boju kolonija na agaru reduciraju¢i TTC. Nakon
filtracije 100 mililitara uzorka kroz membranu od 0,45 mikrometara, membrana je sterilnom
pincetom premjeStena na gotovu podlogu, TTC agar, uz izbjegavanje formiranja zraka izmedu
podloge i filtar-papira. Podloga je preokrenuta (poklopac Petrijeve zdjelice okrenut prema
dolje) 1 inkubirana na 37 °C tijekom 24 sata. Izbrojane su sve kolonije Zuto-narancaste boje 1

rezultat je izraZen kao broj bakterija u 100 mililitara. Potvrdni testovi su oksidaza test i indol

(3).
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Dokazivanje prisutnosti 1 odredivanje broja fekalnih koliforma provedeno je
filtracijom odredene koli¢ine uzorka preko membranskog filtra (velicine pora 0,45
mikrometara) kroz koji ne mogu pro¢i bakterije. Filtar je poloZen na selektivnu podlogu, m-
FC agar, koja sadrzi pepton i ekstrakt kvasca koji tvore izvor nutrijenata za rast bakterija, te
Zuéne soli (inhibiraju rast gram pozitivnih bakterija). Na temperaturi od 44 celzijeva stupnja
fekalni koliformi fermentiraju laktozu i pritom formiraju kolonije plave boje dok ostale
bakterije tvore sive kolonije. Nakon filtracije 100 mililitara uzorka kroz membranu od 0,45
mikrometara, membrana je sterilnom pincetom premjestena na gotovu podlogu, m-FC agar,
uz izbjegavanje formiranja zraka izmedu podloge i filtar papira. Podloga je preokrenuta
(poklopac Petrijeve zdjelice okrenut prema dolje) i1 inkubirana na 44 °C tijekom 24 sata.
Izbrojane su sve kolonije plave boje i rezultat je izrazen kao broj bakterija u 100 mililitara.

Potvrdni test je oksidaza test (3).

Dokazivanje prisutnosti 1 odredivanje broja ukupnih koliforma provedeno je
filtracijom odredene koli¢ine uzorka preko membranskog filtra (veli¢ine pora 0,45
mikrometara) kroz koji ne mogu pro¢i bakterije. Filtar je polozen na selektivnu podlogu, Les
endo agar, koja sadrzi ekstrakt kvasca, peptone, dusik, vitamine i minerale. Ekstrakt kvasca
sluzi kao izvor vitamina B-kompleksa koji potice rast bakterija, a peptoni su izvor ugljika.
Podloga od ugljikohidrata sadrZava laktozu. Bakterije koje fermentiraju laktozu tvore kolonije
crvene boje, a razvoj metalnog sjaja dolazi kada bakterije proizvode aldehid koji vrlo brzo
fermentira laktozu. Bakterije koje ne fermentiraju laktozu tvore Ciste, bezbojne kolonije.
Nakon filtracije 100 mililitara uzorka kroz membranu od 0,45 mikrometara, membrana je
sterilnom pincetom premjeStena na gotovu podlogu, Les endo agar, uz izbjegavanje
formiranja zraka izmedu podloge i filtar papira. Podloga je preokrenuta (poklopac Petrijeve

zdjelice okrenut prema dolje) i inkubirana na 37 °C tijekom 24 sata. Izbrojane su sve crveno
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obojane kolonije sa karakteristicnim metalnim sjajem i rezultat je izraZzen kao broj bakterija u

100 mililitara. Potvrdni test je oksidaza test (3).

Dokazivanje prisutnosti i odredivanje broja Clostridium perfringens provedeno je
filtracijom odredene koli¢ine uzorka preko membranskog filtra (veli¢ine pora 0,45um) kroz
koji ne mogu proci bakterije. Filtar se polaze na selektivnu podlogu, TSN agar, i inkubira u
anaerobnim uvjetima. TSN agar sadrzava triptozu, ekstrakt kvasca i pepton koji ¢ine osnovu
za rast bakterija (duSik, vitamine, minerale i aminokiseline). U prisutnosti zeljezo amonij
citrata formiraju se crne kolonije kao posljedica redukcije sulfita u sufid zbog prisutnosti
bakterija koje proizvode sumporovodik. Cikloserin u podlozi ima ulogu inhibicije rasta
konkurentne mikrobne flore. Nakon filtracije 100 mililitara uzorka kroz membranu od
0,45um, membrana je sterilnom pincetom premjeStena na gotovu podlogu, TSN agar, uz
izbjegavanje formiranja zraka izmedu podloge i filtar papira. Podloga je stavljena u Gas-Pack
sustav 1 prije zatvaranja je ubaCen reagens za stvaranje plina (anaerobnih uvjeta). Zatvoren
sustav je inkubiran na 37 °C tijekom 20 sati. Izbrojane su sve crne kolonije i rezultat je

izraZen kao broj bakterija u 100 mililitara. Potvrdni test je bojanje po Gramu (3).

Pseudomonas Agar je hranjiva podloga koja je osmisljena tako da dodavanjem
odgovarajuc¢eg dodatka (SR0102 ili SR0103) medij postane selektivan za Pseudomonas
aeruginosa ili Pseudomonas spp. opéenito. Osnovni medij je modifikacija King's A Medium1
u kojoj su prisutni magnezijev klorid i kalijev sulfat za bolju produkciju pigmenta. Pozitivan
porast na Pseudomonas agaru uo¢avamo u obliku plavo zelenih kolonija, a inkubacija se vrsi

na 25 do 30 °C tijekom 48 sati.
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3.3.  Uzimanje uzoraka vode

Oznaka (EN) ISO 5667 predstavlja medunarodne norme za uzorkovanje prema kojima se
provodi uzorkovanje voda. Kod uzorkovanja vode prirodnih i umjetnih jezera Kkoristili smo
normu HRN ISO 5667-4. Uzorak vode uzet je u sterilnu bocu u dovoljnoj kolic¢ini koja je
potrebna za izvrSavanje analize pri ¢emu se obracala paznja na pravilno uzorkovanje kako bi
uzorak kojim se ispituju pokazatelji kvalitete bio §to reprezentativniji. U ovom slucaju voda je
uzeta iz aseptickih izvora jezera Lokve, Lepenica i Bajer s podruc¢ja uz obalu na dubini do
jednog metra, a uzorci su sakupljeni u prethodno isprane boce volumena dvije litre. Za svako
jezero su uzete po dvije boce s uzorkom vode koje su potom ¢uvane u hladnjaku do pocetka

provodenja analize (3).

3.4. Metoda membranske filtracije

Metoda membranske filtracije je kvalitativna i kvantitativna te se njome dokazuje
prisutnost i odreduje broj mikroorganizama u 100 mililitara uzorka. Na slici 1. je prikazan
uredaj za membransku filtraciju. Prije upotrebe su sterilne hranjive podloge poredane u red u
podruc¢ju dohvata ruke zajedno sa paketima sa sterilnim membranskim filterima. Potom je
potrebno sterilizirati uredaj pomocu plamenika. Pokretanjem plamena spiralno, rucno je
plamenikom spaljeno unutarnje podrucje od vrha do dna lijevka, poklopac lijevka te podloga
namijenjena za filtar papir. Nakon sterilizacije uredaja uklanjamo lijevke te sa prethodno
steriliziranom (kratkim provlacenjem kroz plamen) pincetom stavljamo filtar papir, s
mrezastom stranom okrenutom prema gore, na drzac¢ lijevka (metalni frit). Potom se lijevak
vrati na uredaj za membransku filtraciju te ucvrsti drzacem. Postupak se ponavlja s ostalim

lijevcima. Nakon postavljanja filtera i lijevka, u lijevak ulijevamo 100 mililitara uzorka vode
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koju ispitujemo, okre¢emo ruckice na otvoreni polozaj te uklju¢ujemo uredaj. Nakon zavrSene
filtracije, ruckice se zatvore, lijevak se skloni sa podloge za filtar papir te se ponovno
plamenikom sterilizira pinceta kojom uzimamo filter papir i stavljamo ga, s mrezicom prema
gore, na odgovarajucu selektivnu podlogu u Petrijevoj zdjelici. Ukoliko zaostanu mjehurici

zraka ispod filtra potrebno ga je podici te ponovno staviti na agar (3).

Slika 2. Uredaj za membransku filtraciju
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Slika 3. Vakuumska pumpa

3.5.  Inokulacija F. novicida

Cilj istrazivanja je bio usporediti razmnozavanje bakterije Francisella novicida u
steriliziranoj vodi u odnosu na njeno razmnozavanje u nesteriliziranoj vodi (vodi gdje su
prisutne sve ostale bakterije). U malu bocu gdje je pripremljena sterilizirana voda (100 mL) i
u veliku bocu gdje je pripremljena nesterilizirana voda (600 mL) dodan je odreden volumen
suspenzije koja je sadinjena od fizioloske otopine (slijepa proba) i bakterije (F. novicida)
umucene Stapi¢em. UvrStavanjem u formulu za razrjedenje (c1xV1=c2xV2) dobiven je
volumen suspenzije (V1) koji je dodan u pojedinu bocu pri ¢emu je koncentracija bakterije
koju Zelimo dobiti u svim uzorcima 1x10° cfu/mL (c2), vrijednost apsorbancije koja je
standard za Francisellu iznosi 1x10° cfu/mL (c1), a volumeni vode u pojedinoj boci (V2) su

100, odnosno 600 mL:
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Cq XV1 =C» XVZ

¢, =1x10° cfu/mL
c, =1x10° cfu/mL

V2 =600 mL

V, =?

1x10% cfu/mL x V; =1x10° cfu/mL x 600 mL

V1 (600 ml) = 60 pL. — volumen suspenzije koja je dodana u uzorak nesterilne vode (600
mL)

¢, =1x10° cfu/mL
c, =1x10° cfu/mL

V, =100 mL

V1 =?

1x10° cfu/mL x V; =1x10° cfu/mL x 100 mL

Vi (100 mL) = 10 pL. — volumen suspenzije koja je dodana u uzorak sterilne vode (100
mL)

Apsorbancija u ovom sluéaju odgovara zamuéenju (OD, optical density). Sto je
zamucenje vece, to je veci broj bakterija, odnosno ve¢i iznos OD. Apsorbancija, odnosno
opticka gustoca odredena je uz pomo¢ spektrofotometra pri valnoj duljini od 600 nm.
Suspenzija koja sadrzi fizioloSku otopinu u kojoj je umuéena F. novicida je homogenizirana
na tresilici i zatim prelivena u kivetu. Nakon izmjerene apsorbancije za slijepu probu
(fizioloska otopina), u spektrofotometar je stavljena pripremljena suspenzija. Vrijednost
opticke gustoce je iznosila priblizno 1, §to znaci da broj bakterija u toj suspenziji iznosi

1x10° cfu/mL, $to nam je bio cilj. Veza izmedu navedenih vrijednosti apsorbancije i broja
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bakterija je standard za bakteriju F. novicida dobiven laboratorijskom praksom te ne vrijedi za
ostale vrste bakterija. Iz dobivene suspenzije koncentracije 1x10° cfu/mL, potrebno je
pripremiti suspenziju koncentracije 1x10°> cfu/mL. Preraunavanjem prema gore napisanom
izraCunu su dobiveni volumeni koje dodajemo u pojedinu bocu s vodom kako bi u svim
uzorcima koncentracija bakterijske suspenzije bila 1x10° cfu/mL. U malu bocu gdje je
sterilizirana voda dodano je 10 pL, a u veliku bocu gdje je nesterilizirana voda dodano je 60

uL suspenzije.

3.6.  Odredivanje broja bakterija

Deseterostruka razrjedenja su napravljena u mikrotitar plo¢icama od 96 jazica. Na vrhu
ploce s jazicama je dodano po 200 pL svakog uzorka. U redove ispod je dodano po 180 pL
fizioloske otopine u 5 sljedecih jazica. Deseterostruko razrjedenje je napravljeno pipetiranjem
20 pL suspenzije u svaku od jazica (iz jedne u drugu) s fizioloSkom otopinom pomocu
multikanalne pipete. Nakapavanjem je iz svake jazice dodano 10 pL. na BCYE agar s lijeva na
desno (od najmanje do najvece gustoce, odnosno od najveceg do najmanjeg razrjedenja).
Nakon inkubacije, rezultati porasta bakterije na agaru kroz pet dana su ocitani i prikazani

grafovima.

3.7.  Statisticka obrada podataka

Dobiveni rezultati prikazani su graficki obradom podataka u programu Microsoft Office
Excel. Vrijednosti broja kolonija (cfu/mL) su prikazani kao logaritam po bazi 10 (log; o

cfu/mL). IzraCunata je aritmeticka sredina i1 standardna devijacija rezultata.
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4. REZULTATI

4.1.  Kinetika rasta F. novicida u vodi iz jezera Lokve

U trenutku unosa F. novicida u uzorke vode iz jezera Lokve broj bakterija je iznosio
1x10° cfu/mL. Prezivljavanje bakterije u uzorcima sterilizirane i nesterilizirane vode pra¢eno

je kroz period od 5 dana. Rezultati promjene broja bakterija prikazani su graficki.

Nakon jednog dana rasta broj bakterija u steriliziranoj vodi je iznosio 1,3x10* cfu/mL
,a u nesteriliziranoj 2,7x10* cfu/mL. Nakon dva dana rasta broj bakterija u steriliziranoj vodi
je iznosio 2x10* cfu/mL, a u nesteriliziranoj 1,2x10* cfu/mL. Nakon tri dana rasta broj
bakterija u steriliziranoj vodi je iznosio 1,35x10* cfu/mL, a u nesteriliziranoj 3x10% cfu/mL.
Nakon cetiri dana rasta broj bakterija u steriliziranoj vodi je iznosio 15x10% cfu/mL, a u
nesteriliziranoj 6x10° cfu/mL. Nakon pet dana rasta broj bakterija u steriliziranoj vodi je

iznosio 10x10° cfu/mL, a u nesteriliziranoj 15x10° cfu/mL.

Lokve

2 nesterilna

logy, cfu/mL

sterilna

1 2 3 4 5
vrijeme (dani)

Slika 4. Kinetika rasta F. novicida u vodi iz jezera Lokve. Nakon inkubacije na temperaturi
od 37 °C na BCYE agaru, praceno je prezivljavanje bakterije u uzorcima sterilizirane i
nesterilizirane vode iz jezera Lokve. Promjena broja bakterija prikazana je kroz razdoblje od 5
dana. Uzorci vode su tijekom odvijanja pokusa ¢uvani u hladnjaku na 4 °C.
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Iz prikazanih rezultata (Slika 3.) moze se uociti da je broj bakterija F. novicida u oba
uzorka vode nakon 5. dana rasta neSto manji nego nakon 1. dana. Nesterilizirana voda je
imala vece oscilacije u broju bakterija nego sterilizirana. Broj bakterija u nesteriliziranoj vodi
je padao do 3. dana, pa se zatim dizao do 5. dana da bi u konacnici bio gotovo jednak kao 1 na
pocetku. U uzorku sterilizirane vode vidimo porast broja bakterija u dva navrata (2. 1 4. dan),
da bi se nakon 5. dana vratio na priblizno jednaku vrijednost kao i na pocetku. Zbog
izrazenog pada broja bakterija nakon 3. dana rasta u uzorku nesterilizirane vode, moze se reci

da bakterija bolje raste u steriliziranoj vodi.

4.2. Kinetika rasta F. novicida u vodi iz jezera Lepenica

U trenutku unosa F. novicida u uzorke vode iz jezera Lepenica broj bakterija je iznosio
1x10° cfu/mL. Prezivljavanje bakterije u uzorcima sterilizirane i nesterilizirane vode praéeno

je kroz period od 5 dana. Rezultati promjene broja bakterija prikazani su graficki.

Nakon jednog dana rasta broj bakterija u steriliziranoj vodi je iznosio 1,85x10*
cfu/mL ,a u nesteriliziranoj 1,5x10* cfu/mL. Nakon dva dana rasta broj bakterija u
steriliziranoj vodi je iznosio 2,05x10* cfu/mL, a u nesteriliziranoj 1,25x10* cfu/mL. Nakon
tri dana rasta broj bakterija u steriliziranoj vodi je iznosio 5x10% cfu/mL, a u nesteriliziranoj
1x10* cfu/mL. Nakon &etiri dana rasta broj bakterija u steriliziranoj vodi je iznosio 9x10°
cfu/mL, a u nesteriliziranoj 7x10% cfu/mL. Nakon pet dana rasta broj bakterija u steriliziranoj

vodi je iznosio 9x10° cfu/mL, a u nesteriliziranoj 6x10° cfu/mL.
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Lepenica

2 nesterilna

logy, cfu/mL

sterilna

1 2 3 4 5
vrijeme (dani)

Slika 5. Kinetika rasta F. novicida u vodi iz jezera Lepenica. Nakon inkubacije na
temperaturi od 37 °C na BCYE agaru, pradeno je prezivljavanje bakterije u uzorcima
sterilizirane i nesterilizirane vode iz jezera Lepenica. Promjena broja bakterija prikazana je

kroz razdoblje od 5 dana. Uzorci vode su tijekom odvijanja pokusa ¢uvani u hladnjaku na 4
°C.

Iz prikazanih rezultata (Slika 4.) mozZe se uociti da je broj bakterija F. novicida u oba
uzorka vode nakon 5. dana rasta manji nego nakon 1. dana. Kod uzorka nesterilizirane vode
vidimo jednoli¢an pad broja bakterija dok se u uzorku sterilizirane vode javlja nagli pad (3.
dan) pa zatim nagli porast broja bakterija (4.dan). Izuzevsi broj bakterija nakon 3. dana rasta,

mozZe se reci da bakterija bolje prezivljava u sterilnoj vodi.

4.3. Kinetika rasta F. novicida u vodi iz jezera Bajer

U trenutku unosa F. novicida u uzorke vode iz jezera Bajer broj bakterija je iznosio
1x10° cfu/mL. Prezivljavanje bakterije u uzorcima sterilizirane i nesterilizirane vode praéeno

je kroz period od 5 dana. Rezultati promjene broja bakterija prikazani su graficki.
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Nakon jednog dana rasta broj bakterija u steriliziranoj vodi je iznosio 1,7x10* cfu/mL
,a u nesteriliziranoj 4x10* cfu/mL. Nakon dva dana rasta broj bakterija u steriliziranoj vodi je
iznosio 1,3x10* cfu/mL, a u nesteriliziranoj 1,9x10* cfu/mL. Nakon tri dana rasta broj
bakterija u steriliziranoj vodi je iznosio 9x10° cfu/mL, a u nesteriliziranoj 1,5x10* cfu/mL.
Nakon cCetiri dana rasta broj bakterija u steriliziranoj vodi je iznosio 7x10° cfu/mL, a u
nesteriliziranoj 5x10° cfu/mL. Nakon pet dana rasta broj bakterija u steriliziranoj vodi je

iznosio 7,5x10° cfu/mL, a u nesteriliziranoj 4x 10° cfu/mL.

Bajer

2 nesterilna

log,, cfu/mL

sterilna

1 2 3 4 5
vrijeme (dani)

Slika 6. Kinetika rasta F.novicida u vodi iz jezera Bajer. Nakon inkubacije na temperaturi
od 37 °C na BCYE agaru, praceno je prezivljavanje bakterije u uzorcima sterilizirane i
nesterilizirane vode iz jezera Bajer. Promjena broja bakterija prikazana je kroz razdoblje od 5
dana. Uzorci vode su tijekom odvijanja pokusa ¢uvani u hladnjaku na 4 °C.

Iz prikazanih rezultata (Slika 5.) moze se uociti da je broj bakterija F. novicida u oba
uzorka vode nakon 5. dana rasta manji nego nakon 1. dana. Broj bakterija u steriliziranoj vodi
se postepeno smanjivao do 4. dana da bi se u konacnici (5.dan) neznatno povecao, dok je u
uzorku nesterilizirane vode vidljiv nagli pad broja bakterija nakon 4. dana rasta. U prva tri
dana rasta bakterija je bolje prezivljavala u nesteriliziranoj vodi, dok je u zadnja dva dana

bolje rasla u steriliziranoj vodi.
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4.4, Kinetika rasta F. novicida u sterilnim vodama iz jezera Lokve, Lepenica i Bajer

U trenutku unosa F. novicida u uzorke sterilizirane vode iz jezera Lokve, Lepenica i Bajer
broj bakterija je iznosio 1x10° cfu/mL. Usporedba preZivljavanja bakterije u uzorcima
steriliziranih voda praceno je kroz period od 5 dana. Rezultati promjene broja bakterija

prikazani su graficki.

Nakon jednog dana rasta broj bakterija u jezeru Lokve je iznosio 1,3x10* cfu/mL, u
jezeru Lepenica 1,85x10* cfu/mL, a u jezeru Bajer 1,7x10* cfu/mL. Nakon dva dana rasta
broj bakterija u jezeru Lokve je iznosio 2x10* cfu/mL, u jezeru Lepenica 2,05x10* cfu/mL,
a u jezeru Bajer 1,3x10* cfu/mL. Nakon tri dana rasta broj bakterija u jezeru Lokve je
iznosio 1,35x10* cfu/mL, u jezeru Lepenica 5x10° cfu/mL, a u jezeru Bajer 9x10° cfu/mL.
Nakon &etiri dana rasta broj bakterija u jezeru Lokve je iznosio 15x10% cfu/mL, u jezeru
Lepenica 9x10% cfu/mL, a u jezeru Bajer 7x10° cfu/mL. Nakon pet dana rasta broj bakterija u
jezeru Lokve je iznosio 10x10% cfu/mL, u jezeru Lepenica 9x10% cfu/mL, a u jezeru Bajer

7,5%10° cfu/mL.
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Slika 7. Usporedba kinetike rasta F.novicida u sterilnim vodama. Nakon inkubacije na
temperaturi od 37 °C na BCYE agaru, usporeden je rast bakterije u uzorcima sterilizirane
vode iz jezera Lokve, Lepenica i Bajer. Promjena broja bakterija prikazana je kroz razdoblje
od 5 dana. Uzorci vode su tijekom odvijanja pokusa cuvani u hladnjaku na 4 °C.

Usporedujuci uzorke sterilnih voda, vidimo kako F. novicida najbolje raste u vodi iz
jezera Lokve, a najslabije u vodi iz jezera Bajer. Najvece odstupanje predstavlja broj bakterija

u vodi iz jezera Lepenica nakon 3. dana rasta.

4.5. Kinetika rasta F. novicida u nesterilnim vodama iz jezera Lokve, Lepenica i Bajer

U trenutku unosa F. novicida u uzorke nesterilizirane vode iz jezera Lokve, Lepenica i
Bajer broj bakterija je iznosio 1x10° cfu/mL. Usporedba preZivljavanja bakterije u uzorcima
nesteriliziranih voda prac¢eno je kroz period od 5 dana. Rezultati promjene broja bakterija

prikazani su graficki.

Nakon jednog dana rasta broj bakterija u jezeru Lokve je iznosio 2,7x10* cfu/mL, u jezeru
Lepenica 1,5x10* cfu/mL, a u jezeru Bajer 4x10* cfu/mL. Nakon dva dana rasta broj
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bakterija u jezeru Lokve je iznosio 1,2x10* cfu/mL, u jezeru Lepenica 1,25x10* cfu/mL, au
jezeru Bajer 1,9x10* cfu/mL. Nakon tri dana rasta broj bakterija u jezeru Lokve je iznosio
3x10° cfu/mL, u jezeru Lepenica 1x10* cfu/mL, a u jezeru Bajer 1,5x10* cfu/mL. Nakon
Setiri dana rasta broj bakterija u jezeru Lokve je iznosio 6x10° cfu/mL, u jezeru Lepenica
7x10° cfu/mL, a u jezeru Bajer 5x10% cfu/mL. Nakon pet dana rasta broj bakterija u jezeru
Lokve je iznosio 15x10° cfu/mL, u jezeru Lepenica 6x10° cfu/mL, a u jezeru Bajer 4x10°

cfu/mL.

Nesterilne vode
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Slika 8. Usporedba kinetike rasta F.novicida u nesterilnim vodama. Nakon inkubacije na
temperaturi od 37 °C na BCYE agaru, usporeden je rast bakterije u uzorcima nesterilizirane
vode iz jezera Lokve, Lepenica i Bajer. Promjena broja bakterija prikazana je kroz razdoblje
od 5 dana. Uzorci vode su tijekom odvijanja pokusa ¢uvani u hladnjaku na 4 °C.

Usporedujuci uzorke nesterilnih voda, vidimo kako F. novicida najbolje raste u vodi iz jezera
Lokve, a najslabije u vodi iz jezera Bajer. Najvece odstupanje predstavlja broj bakterija u vodi

iz jezera Lokve nakon 3. dana rasta.

30



4.6. Mikrobiologija jezera Lokve, Lepenica i Bajer prije i nakon unosa F. novicida

Na pocetku pokusa su uzorci analizirani metodom membranske filtracije kada jo$ nije bila
dodana F. novicida, a nakon unosa spomenute bakterije uzorci su pohranjeni u hladnjaku
tijekom 48 sati. Uzorci s inokuliranom F. novicida ponovno su analizirani metodom
membranske filtracije nakon 48 sati. Dobiveni rezultati su izrazeni kao broj kolonija u 100
mL vode (cfu/mL). Tablice 1., 2. i 3. prikazuju broj poraslih bakterija na pojedinoj hranjivoj

podlozi, prije i nakon unosa Francisella novicida.

Tablica 1. Mikrobiologija jezera Lokve prije i nakon unosa bakterije F. novicida

Lokve

Broj kolonija/100 mL vode

Prije unosa bakterije

Nakon unosa bakterije

SB—KEA

3

14

TTC Bez porasta 192
m-FC Bez porasta Bez porasta
Les endo 400 800
TSN 1 Bez porasta

Pseudomonas agar

Bez porasta

Bez porasta

Iz tablice 1. i8¢itavamo da je na KEA agaru prije unosa F. novicida poraslo 3, a nakon unosa
14 kolonija enterokoka. Na TTC agaru prije unosa F. novicida nije bilo porasta, a nakon
unosa porasle su 192 kolonije E. coli. Na m-FC agaru nije bilo porasta ni prije ni nakon unosa
F. novicida. Na Les endo agaru je prije unosa F. novicida poraslo 400, a nakon unosa 800
kolonija ukupnih koliforma. Na TSN agaru je prije unosa F. novicida porasla 1 kolonija C.
perfringens, a nakon unosa nije bilo porasta. Na Pseudomonas agaru nije bilo porasta ni prije

ni nakon unosa F. novicida.

Tablica 2. Mikrobiologija jezera Lepenica prije i nakon unosa bakterije F. novicida

Lepenica

Broj kolonija/100 mL vode

| Prije unosa bakterije

| Nakon unosa bakterije
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SB—KEA 9 1

TTC Bez porasta 10

m-FC Bez porasta 20

Les endo 29 232

TSN Bez porasta 1
Pseudomonas agar 2 Bez porasta

Iz tablice 2. i8¢itavamo da je na KEA agaru prije unosa F. novicida poraslo 9, a nakon unosa
1 kolonija enterokoka. Na TTC agaru prije unosa F. novicida nije bilo porasta, a nakon unosa
poraslo je 10 kolonija E. coli. Na m-FC agaru prije unosa F. novicida nije bilo porasta, a
nakon unosa poraslo je 20 kolonija fekalnih koliforma. Na Les endo agaru je prije unosa F.
novicida poraslo 29, a nakon unosa 232 kolonije ukupnih koliforma. Na TSN agaru prije
unosa F. novicida nije bilo porasta, a nakon unosa je porasla 1 kolonija C. perfringens. Na
Pseudomonas agaru su prije unosa F. novicida porasle 2 kolonije Pseudomonasa, a nakon

unosa nije bilo porasta.

Tablica 3. Mikrobiologija jezera Bajer prije i nakon unosa bakterije F. novicida

Bajer

Broj kolonija/100 mL vode

Prije unosa bakterije

Nakon unosa bakterije

SB—KEA

Bez porasta

Bez porasta

TTC 1 2

m-FC Bez porasta 75

Les endo 47 15

TSN 4 Bez porasta

Pseudomonas agar

Bez porasta

Bez porasta

Iz tablice 3. i$¢itavamo da na KEA agaru ni prije ni nakon unosa F. novicida nije bilo porasta.
Na TTC agaru je prije unosa F. novicida porasla 1 kolonija, a nakon unosa porasle su 2
kolonije E. coli. Na m-FC agaru prije unosa F. novicida nije bilo porasta, a nakon unosa
poraslo je 75 kolonija fekalnih koliforma. Na Les endo agaru je prije unosa F. novicida
poraslo 47, a nakon unosa 15 kolonija ukupnih koliforma. Na TSN agaru su prije unosa F.
novicida porasle 4 kolonije C. perfringens, a nakon unosa nije bilo porasta. Na Pseudomonas

agaru ni prije ni nakon unosa F. novicida nije bilo porasta.
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Iz prikazanih rezultata u tablicama 1.,2. i 3. uocavamo da se nakon unosa F. novicida
mikrobiologija uzoraka jezera promijenila te mozemo reci da se broj bakterija povecao kod
vecine hranjivih podloga uz odreden broj iznimki (smanjenje broja bakterija na KEA agaru

(Tablica 2.) te smanjenje broja bakterija na Les endo agaru (Tablica 3.)).

4.7.  Odredivanje ukupnog broja bakterija u vodi

Ukupni broj bakterija u vodi je odreden tako §to je sterilnom pipetom otpipetirano po 1
mL uzorka od svakog jezera i nacijepljeno na dvije ploCe (petrijeve zdjelice) s kvas¢evim
agarom. Nakon §to je nasad s podlogom dobro promijesan, podloge su preokrenute te je jedna
inkubirana na 22 °C tijekom 68 sati a druga na 37 °C tijekom 44 sata. Izbrojane su sve narasle
kolonije i1 rezultat je izraZzen kao broj bakterija u 1 mL. Tablica 4. prikazuje broj poraslih

kolonija na 22, odnosno 37 °C.

Tablica 4. Ukupni broj bakterija u vodi

Broj kolonija/l mL vode 22 °C 37 °C
Lokve 240 296
Lepenica 29 57
Bajer 30 16

Iz rezultata iz tablice 4. moZemo uociti da bakterije iz jezera Bajer bolje rastu na
temperaturi od 22 °C, dok bakterije iz jezera Lokve 1 Lepenica bolje rastu na temperaturi od

37 °C.
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5. RASPRAVA

F. novicida U112 je bakterijski soj koji ne predstavlja opasnost za ljudsku populaciju
te ne zahtjeva visok stupanj zastite pri laboratorijskom radu. F. tularensis, mikroorganizam
koji uzrokuje tularemiju, vrlo je slican bakteriji F. novicida te je stoga pogodno istraziti
nerazjaSnjene karakteristike ove bolesti putem uzgoja F. novicida. U nedostatku informacija o
prezivljavanju F. novicida u vodama iz jezera Lokve, Lepenica i Bajer, u ovom se radu
povodom toga proucavao rast spomenutog mikroorganizma u sterilnoj, odnosno nesterilnoj
vodi, te promjena broja bakterija koje su prirodno prisutne u navedenim jezerima Gorskoga
kotara prije i nakon unosa F. novicida. Prirodno stani$te F. novicida su vodeni ekosustavi koji
ukljucuju slatke, slane 1 bocate vode gdje bakterija ima svoje domacine koji najcesce

podrazumijevaju komarce i amebe te zajednicko prezivljavanje u obliku biofilma.

Dobiveni rezultati ovog istrazivanja pokazuju da se broj bakterija u ispitivanim
jezerskim vodama postepeno smanjuje kroz period od 5 dana rasta. 1znimku predstavlja nagli
pad pa potom nagli porast u broju bakterija nakon treCeg dana rasta u jezerima Lokve i
Lepenica, medutim u konacnici nakon petog dana ne dolazi do veéih odstupanja. Usporedbom
prezivljavanja bakterije u sterilnoj 1 nesterilnoj vodi, moze se re¢i kako bakterija bolje
prezivljava u sterilnoj vodi uz iznimku kod uzorka nesterilizirane vode iz jezera Bajer gdje je
F. novicida bila u veéem broju kroz prva tri dana rasta. F. novicida slabije prezivljava u
uzorcima nesterilne vode iz razloga Sto su u njoj prisutne sve ostale bakterije koje su dio
prirodne mikroflore ispitivanih jezera te samim time ostaje manje hranjivih tvari potrebnih za
rast i prezivljavanje F. novicida u toj vodi, dok u sterilnoj vodi moze normalno rasti bez

utjecaja ostalih bakterija koje su prethodno uklonjene.

Istrazivanje provedeno na amebama (Acanthamoeba castellanii i Hartmannella
vermiformis) gdje je usporedeno prezivljavanje F. novicida u njihovim vakuolama pokazuje
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da se bakterija moze razmnozavati u tim uvjetima. Rezultati pokazuju da je F. novicida u
odredenom trenutku izlozenosti u vakuolama dostigla dvostruko veci porast u odnosu na
uzorke jezera Lokve, Lepenica i Bajer. Razlog tome vjerojatno je neprisutnost prirodnih
neprijatelja koji bi mogli narusiti razmnozavanje bakterije dok u isto vrijeme u stanici amebe

ima sve $to je potrebno za rast i razmnozavanje (14).

Istrazivanje provedeno na deioniziranoj vodi, koja sluzi kao otopina za lizu u
testovima unutarstani¢nog rasta F. tularensis dalo je odredene rezultate. U deioniziranoj vodi
je zabiljeZeno prezivljavanje bakterije od samo 3%. Razlog tome vjerojatno je Sto otopina za
lizu onemogucava bakteriji da dode do hranjivih tvari i nastavi svoj rast i razmnozavanje u

unutarstani¢cnom prostoru (15).
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6. ZAKLJUCAK

Zakljucci doneseni obradom rezultata ovog zavrSnog rada su:

e Bakterija F. novicida prezivljava u ispitivanim vodama iz jezera Lokve,

Lepenica i Bajer

e Broj bakterija se postepeno smanjuje kroz ispitivani period od pet dana

e F. novicida bolje prezivljava u steriliziranim, a loSije u nesteriliziranim

uzorcima voda

e Uzmemo li u obzir sve ispitivane uzorke, F. novicida najbolje raste u uzorku
sterilne vode iz jezera Lokve, a najloSije raste u nesterilnom uzorku vode iz

jezera Bajer

e Bakterije stalne mikroflore u ispitivanim uzorcima jezera Gorskog kotra
sprjeavaju rast i razmnozavanje F. novicida uzimaju¢i im dio potrebnih

hranjivih tvari

e Dodatkom F. novicida u uzorke s prirodnom mikroflorom dolazi do povecanja
broja ostalih bakterija. Razlog tome je ,,natjecanje* za hranjive tvari izmedu F.
novicida i ostalih bakterija gdje ostale bakterije uzimaju veci dio hranjivih tvari

koje im omogucuju razmnoZavanje
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