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Uvod

Jedna od najviSe istrazivanih skupina mikroorganizama su danas pri-
padnici reda Actinomycetales, narocito vrste roda Streptomyces, Koje
imaju veliki znacaj zbog svoje sposobnosti da lue antibiotske supstan-
cije. Ove mikroorganizme istrazuju s raznih aspekata i nastoji se detaljno
upoznati ne samo njihova fiziologija vec¢ i ekologija.

Spomenuta istraZivanja strepomiceta odnose se, medutim, uglavnom
na one vrste i sojeve koji Zive u tlu, njihovoj najpovoljnijoj Zivotnoj
sredini, gdje se i javljaju u najveéoj mnozini. U ostalim sredinama koje
nisu za njih toliko tipicne, kao npr. zrak, voda i neki drugi supstrati,
strepomiceti su manje istrazivani, naroc€ito njihov odnos prema tim Zi-
votnim sredinama.

Medu raznim supstratima, u kojima se mogu razvijati streptomiceti,
od posebnog interesa je mulj koji se taloZzi u mnogim termalnim vrelima.
0 streptomicetima iz termalnog mulja nismo u literaturi mogli naéi nika-
kovih podataka iako postoje podaci o njihovoj prisutnosti u mulju jezera
lrijeka (Price-Jones 1900, Thaysen 1936, Putilina 1940, Ego-
rova i lsafenko 1942—1944, Frolova 1965, i dr.), kao i mora
(Zo Bell, Grant i Haas 1943, Siebert i Schwartz 1956,
Piljac 1964. i dr.).



U toku naSih ekolodkih istraZivanja streiptomiceta u razli¢itim sup-
stratima, imali smo prilike ispitivati i njihovu prisutnost u termalnom
mulju nekih toplica u Hrvatskom zagorju. Posebnu smo paZnju obratili
mulju iz sumpornog termalnog vrela Tuheljske toplice, gdje su prelimi-
narna ispitivanja pokazala prisustvo veéeg broja tih mikroorganizama.

Istrazivanja smo vrSili u proljeCe 1965. god., a laboratorijska obrada
sakupljenog materijala izvrSena je u laboratoriju za mikrobiologiju Odjela
za nize biljke Instituta za botaniku Sveucilista u Zagrebu.

BioloSke karakteristike Tuheljskih toplica

Za Tuheljske toplice je karakteristitcho da sadrzavaju znatne Kkoli-
¢ine sumporovodika, pa se stoga ubrajaju medu tzv. sumporna vrela. Zbog
neugodnog zadaha koji stvara sumporovodik, nazivaju ove toplice joS i
Smrdece toplice.

Postoji nekoliko izvora termalne vode koja se skuplja u omanju baru,
Sto predstavlja tip limnokrenog vrela. Gornji dio bare je ograden, tako da
tamo postoje prirodni uvjeti. 1z tog dijela voda protjeCe kroz sistem ba-
sena, koji sluZze u balneoloSke i rekreacione svrhe.

Temperatura vode iznosi u podrulju izvora 32—33 °C, a najvisa iz-
mjerena temperatura iznosi 36,4 °C.

Po svom bioloSkom sastavu ova terma predstavlja cijanoficejski tip
terme u kojoj prevladavaju modrozelene alge. Pored nekih predstavnika
sumpornih begijatoaceja, prevladavaju rodovi Oscillatoria, Lyngbya i Spi-
rulina. Pored toga javljaju se i neke druge alge, a narocito predstavnici
haraceja od kojih u velikim koli¢inama dominira Nitella. Ustanovljeni su
takoder i neki predstavnici konjugata, kloroficeja i rodoficeja.

Zanimljivo je da su prilikom analize mulja utvrdene uglavnom leuko-
bakterijaceje i od ostalih bakterija neki spirili, a o prisustvu strepto-
miceta nema podataka (V ouk 1916). Spominje se i prisustvo prevlaka
koje salinjava Zeljezna bakterija Leptothrix ochracea.

Od Zivotinja zastupljeni su neki praZivi, te virnjaci, puZevi, Zabe i
druge neke Zivotinje (Matonic¢kin 1957).

Svi navedeni organizmi zadrZavaju se uglavnom na dnu ili plivaju
po povrsini, ali planktonski organizmi u termalnim vodama ne postoje.

Bakterije kao stanovnici termalnih voda

O bakterijama kao stanovnicima terma izvrSena su do danas mnogo-
brojna istrazivanja, jer su one u termalnim vodama jedni od najkarakte-
visokim temperaturama.

Najvedi broj tih istrazivanja odnosi se samo na pojedine grupe bakte-
rija, a to su uglavhom sumporne i njima srodne bakterije o kojima postoji
u literaturi najviSe podataka. Samo vrlo malo radova obraduje neke druge
bakterije, tako da moZzemo reéi da su termalne vode u tom pogledu rela-
tivno slabo istrazene.
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Od poznatih istraZzivata obradivali su sumporne bakterije Cohn
(1874), Vinogradski (1887), Beijerinck (1895, Emoto (1933)
i drugi.

Isto tako o istraZivanjima bakterija u termalnim vodama Jugoslavije
nema mnogo podataka. Prva istraZzivanja u tom smislu izvrSili su Kar-
linski (1895) na IlidZi kraj Sarajeva, gdje je izolirao i opisao dvije nove
termofilne bakterije, te Dordevi¢ (1910) koji je radio u Vranjskoj
banji i takoder izolirao nekoliko termofilnih bakterija.

OpseZnija proutavanja termalnih bakterija u naSim toplicama proveo
je poznati istraZival biologije termalnih voda V. V ouk sa svojim surad-
nicima u vremenu od 1916—1960. Tako je Klas (1936, 1938) obradivala
sumporne bakterije iz nekih sumpornih termalnih voda u naSem Primorju.
Dévidé (1952, 1954, 1957) obraduje sumporne bakterije iz raznih ter-
malnih vrela u naSoj zemlji, a posebnu paznju posveéuje citoloSkim
osobinama.

U posljednje vrijeme istrazivali su termalno vrelo llidza u Bosni
TeSi¢, Todorovi¢ i Ristanovi¢ (1963). Oni su istrazivali u tim
vodama aerobne bakterije termofilnog karaktera koje stvaraju spore.

Treba napomenuti da se u veéini ljekovitih terma vrSe stalna rutinska
ispitivanja prisutnosti bakterija koje predstavljaju indikatore oneciSéenja
vode, kao Sto su to koliformne bakterije, a odreduje se i broj svih bakte-
rija u jedinici volumena vode.

Upotrebljeni materijal i metodika rada

Prilikom naSih istrazivanja uzimali smo uzorke mulja iz podrudja
gdje se termalna voda akumulira neposredno nakon izviranja. Kao Sto
je ve¢ naprijed receno, ovo podrucje je zaSticeno tako da na tom staniStu
vladaju viSe-manje prirodni uvjeti. Pri uzimanju uzoraka birali smo mje-
sta gdje je mulj bio bez vegetacije alga. Uzorke mulja sabirali smo po-
mocu sterilnih epruveta koje smo otCepili ispod povrSine vode i nakon
toga ih zaronili u mulj. Osim toga grabili smo mulj pomoc¢u lopatica i pre-
nosili ga u sterilne bocCice.

Sakupljeni uzorci ispitivani su u laboratoriju pomocu standardnih
metoda za izolaciju strepomiceta. Najprije se izvrSilo razrijedivanje ispi-
tivanog supstrata u odgovarajué¢im koli¢inama fizioloSke otopine, a zatim
je po 1 ml suspenzije mulja zasijavan na hranjive podloge.

Kao hranjiva podloga za izolaciju i brojanje streptomiceta posluzio je
modificirani Czapekov agar ovog sastava:

NaNO, 20 g
K2HPO4 10 g
MgSOi 7THD 0549
KCL 05 g
FeSO« 0,01 g
topljivi Skrob 250 g
agar 150 g
dest. voda 1000 ml
PH 7,2
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Da bi bila olak3ana izolacija i brojanje streptomiceta, zasijavana je
navedena podloga razrijedenjem ispitivane suspenzije mulja u odnosu
1. 10000.

Inokulirane podloge bile su inkubirane u termostatu kod tempera-
ture od 32°C kroz 8 dana. Nakon tog vremena razvile su se kolonije
streptomiceta, koje smo zatim presadivali na kosi agar radi dobivanja
Cistih kultura. Kao podloga za kosi agar posluzio je takoder opisani modi-
ficirani Czapekov agar.

Nakon razvitka Cistih kultura pristupili smo ispitivanju antagonisti-
¢kih svojstava pomoéu metode unakrsnog pruganja (agar cross-streak
method). Na taj nacin smo izdvojili antagonisti¢ke sojeve i istrazili njihov
antimikrobni spektar.

Kod ispitivanja antagonisti¢kih svojstava izoliranih sojeva, kao testni
organizmi posluzile su gram-pozitivne bakterije Bacillus subtilis, Staphy-
lococcus aureus, Sarcina lutea, gram-negativne bakterije Escherichia coli,
Proteus mirabilis i Shigella flexneri te od gljivica Candida albicans.

Kao hranjiva podloga na kojoj su ispitivana antagonistitka svojstva
streptomiceta posluzio je glukoza-pepton agar ovog sastava:

glukoza 20,0 g
pepton 5049
NacCl 5049
agar 159
vodovodna voda 1000 ml

Testne bakterije uzgajane su prije ispitivanja na podlozi ovog sastava:

hranjivi bujon (Eskulap) 150 g
agar 20,0 g
dest. voda 1000 ml

Za uzgoj gljivica dodavali smo ovoj podlozi jo§ 2°/0 glukoze.

Morfolodke karakteristike ispitivanih sojeva odredivali smo metodom
koju je postavio Nomi (1960). Ta se metoda sastoji u tome da se u
skrutnutoj podlozi izreZzu Zljebovi i nakon toga se povrSina podloge zasije
suspenzijom spora istraZivanog soja streptomiceta. Nakon zasijavanja
Zljebovi se s jedne strane prekriju pokrovnim stakalcima koja su pret-
hodno sterilizirana. Poslije inkubacije od oko 8 dana streptomiceti izrastu
uz rub Zljeba ispod samog pokrovnog stakalca, pa se na taj natin mozZe
lako istraZiti morfologija sporofora.

Analiza antagonisti¢kih sojeva streptomiceta
iz termalnog mulja

Na osnovu ispitivanja termalnog mulja iz Tuheljskih toplica, ustano-
vili smo da u 1 gramu uzorka broj svih streptomiceta iznosi 43.000—45.000.
Zanimljivo je da u vecini uzoraka prevladavaju sojevi sa sivom bojom
zratnog micelija sekcije »Spira«, dok je vegetativni micelij Zute boje.
Naprijed opisanom metodom unakrsnog pruganja izolirali smo 8 sojeva
koji su pokazali antagonisticko djelovanje na spomenute testne organizme.
Aktivne sojeve oznatili smo oznakama TI, T2, T3, T6, 1T5, 3T6, 1T1 i 1T2
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SI. 1. Neki oblici zracnog micelija izoliranih aktivnih sojeva streptomiceta
iz termalnog mulja Tuheljskih toplica



i determinirali ih iprema sistemima Gauze-a i Pridham-a. Pripad-
nost aktivnih sojeva serijama i sekciji prikazana je u tabeli 1

Tabela 1

Pripadnost izoliranih antagonisti¢kih sojeva streptomiceta serijama
po Gauze-u i Pridham-u i sekcijama po Pridham-u

(@) ki j Serija Sekcija
zhaka soja Gauze Pridham 1
TI Aureus siva RF
T2 Aureus siva S
T3 Chromogenes siva S
T6 Albus bijela S
1T5 Fradiae crvena RF
3T6 Albus bijela RF
1Tl Roseoviolaceus crvena RF
1T2 Aureus siva RF

Kao Sto se iz tabele vidi, prevladavaju sojevi sa sivom bojom zracnog
mieelija. Isto tako medu antagonistiCkim sojevima prevladavaju sojevi
s ravnim sporoforima iako veéina izoliranih sojeva (zajedno s neaktivnim
oblicima) pokazuje spiralno savijene sporofore. Na slici 1 (a, b, ¢, d) prika-
zani su oblici zratnog mieelija izoliranih aktivnih sojeva streptomiceta iz
termalnog mulja Tuheljskih toplica. Nakon determinacije antagonistic¢kih
sojeva, detaljnije smo ispitali njihov antimikrobni spektar (tabela 2).

Tabela 2

Antimikrobni spektar sojeva streptomiceta iz termalnog mulja Tu-
heljskih toplica (zone inhibicije u mm)

Testni organizmi

Oznaka soja

1 2 3 4 5 6 7

TI 14 19 15 — — — —
T2 10 15 14 - - - -
T3 14 14 20 - - - -
T6 15 12 13 - - - -

1T5 24 19 23 12 ii 13 16
3T6 17 14 14 - - - -
1T1 10 9 10 - - - -
1T2 11 10 15 10 9 9 -

Na tabeli su testni organizmi oznaceni ovim brojevima: 1 — Bacillus
subtilis, 2 — Staphylococcus aureus, 3 — Sarcina lutea, 4 — Escherichia
coli, 5 — Proteus mirabilis, 6 — Shigella flexneri, 7 — Candida albicans.

Kao Sto se iz tabele vidi, najveci broj sojeva djeluje antagonisticki
na gram-pozitivne bakterije. NajSiri antimikrobni spektar pokazali su
sojevi 1T5 i 1T2, koji djeluju i na gram-negativne bakterije, dok soj 1T5
pokazuje i antifungalno djelovanje. Soj 1T5 pokazuje takoder i najSire
zone inhibicije.
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Kako je najjatu aktivnost pokazao soj 1T5, posebno smo ispitali nje-
gove biokemijske i sistematske karakteristike.

Prema spomenutim karakteristikama soj 1T5 odgovarao bi prema si-
stemu Waksman-a i Lechevalie r-a (1953) vrsti Streptomyces
jradiae za koju je znacajan vrlo Siroki antimikrobni spektar.

Diskusija

IstraZivanja su pokazala da u termalnom mulju Tuheljskih toplica
postoji brojna populacija streptomiceta medu kojima nalazimo i mnoge
antagonisticke sojeve. Veéina aktivnih sojeva pokazuje sli¢nosti s antago-
nistima iz drugih sredina, tj. prevladavaju sojevi koji djeluju na gram-po-
zitivne bakterije. Ipak u znatnoj koli€¢ini smo uspjeli izolirati i sojeve koji
pokazuju vrlo Siroki antimikrobni spektar. Ovi sojevi su pokazali antago-
nisticku djelatnost protiv gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija,
ali i antifugalnu aktivnost na patogenu gljivicu Candida albicans.

Sve to ukazuje na veliku vaznost streptomiceta u mulju raznih terma
i na potrebu intenzivnijeg izutavanja njihovih ekoloskih i fizioloSkih svoj-
stava. To je i tim potrebnije jer naSa zemlja obiluje mnogim termalnim
vodama, pa takva istrazivanja mogu pridonijeti daljnjem poznavanju nji-
hovih balneobioloSkih svojstava.

Zakljutak

U radu su obradeni antagonisticki sojevi streptomiceta iz termalnog
mulja Tuheljskih toplica u Hrvatskom zagorju. Ustanovljeno je da u
1 gramu mulja ima 43.000—45.000 svih streptomiceta. Metodom unakrsnog
pruganja izolirano je 8 antagonisti¢kih sojeva koji su determinirani po
sistemima Gauze-a i Pridham-a.

Prevladavali su sojevi sa sivom bojom zratnog micelija. Medu anta-
gonistickim sojevima dominiraju oblici s ravnim sporoforima. Najvedi
broj aktivnih sojeva djeluje antagonistiCki na gram-pozitivne bakterije.

Najsiri antimikrobni spektar pokazuje soj koji prema sistemu W ak s-
man-a i Lechevalie r-a pripada vrsti Streptomyces jradiae. Ovaj
soj djeluje antagonisticki na gram-pozitivne i gram-negativne bakterije,
a osim toga pokazuje znatno antifungalno djelovanje na patogenu gljivicu
Candida albicans.

Izolirani antagonisti¢ki sojevi pripadaju prema sistemu Gauze-a u
serije Aureus (3 soja), Albus (2 soja), Chromogenes (1 soj), Roseoviolaceus
(1 so0j) i Fradiae (1 soj).

Prema sistemu P ridham-a 4 soja pripadaju sivoj seriji, i po 2 soja
crvenoj i bijeloj seriji.

U diskusiji je istaknuta vaZnost prisustva antagonistickih streptomi-
ceta u mulju termalnih voda, koja ukazuje na potrebu intenzivnijeg izu-
Cavanja njihovih ekoloskih i fizioloSkih svojstava. To bi pored ostalog
moglo pridonijeti i boljem poznavanju balneobioloSkih svojstava termal-
nih voda.
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ZUSAMMENFASSUNG

ANTAGONISTISCHE STREPTOMYCETEN-STAMME AUS DEM THERMALSCHLAMM
VON TUHELJSKE TOPLICE IN HRVATSKO ZAGORJE

Zlatko Pavleti¢ und BoZidar Stilinovi¢

(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Zagreb)

In dieser Arbeit wurden antagonistische Streptomyceten-Stdmme aus
dem Thermalschlamm von Tuheljske toplice (Hrvatsko zagorje) unter-
sucht. Es wurde festgestellt, dal dieser Schlamm 43 000—45 000 Strepto-
myceten pro Gramm enthalt. Mit Hilfe der »agar cross-streak method«
wurden 8 antagonistische Stdmme isoliert und nach Gauze- und
P ridham-Systemen determiniert.

Es waren dies Uberwiegend Stdmme mit graufarbigem Luftmyzel.
Unter den antagonistischen Stdmmen dominierten Formen mit geraden
Sporoforen. Die meisten antagonistischen Stdmme hatten eine Wirkung
auf Gram-positive Bakterien.

Das breiteste antimikrobe Spektrum zeigt der Stamm Streptomyces
fradiae (Waksman und Lechevalier 1953). Dieser Stamm wirkt
antagonistisch auf Gram-positive und Gram-negative Bakterien und hat
aullerdem eine betrachtliche antifungale Wirkung gegen den pathogenen
Pilz Candida albicans.

Die antagonistischen Stamme, die bei diesen Untersuchungen isoliert
wurden, gehéren nach G auze zu den Serien Aureus (3 Stdmme), Albus
(2 Sstamme), Chromogenes (1 Stamm), Roseoviolaceus (1 Stamm) und
Fradiae (1 Stamm). Nach dem P ridham-System gehérten 4 Stdmme
der grauen und je 2 der roten und der weillen Serien an.

In der Diskusion wurde hervorgehoben, dal} die Streptomyceten. die
im Thermalschlamm leben, von groRer Bedeutung sind. Weitere For-
schungen auf diesem Gebiete kénnten uns einen besseren Uberblick tber
die baineobiologischen Eigenschaften der Thermalgewdasser ermitteln.
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