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U v o d
Jedna od najviše istraživanih skupina mikroorganizama su danas pri

padnici reda Actinomycetales, naročito vrste roda Streptom yces, koje 
imaju veliki značaj zbog svoje sposobnosti da luče antibiotske supstan
cije. Ove mikroorganizme istražuju s raznih aspekata i nastoji se detaljno 
upoznati ne samo njihova fiziologija već i ekologija.

Spomenuta istraživanja strepomiceta odnose se, međutim, uglavnom 
na one vrste i sojeve koji žive u tlu, njihovoj najpovoljnijoj životnoj 
sredini, gdje se i javljaju u najvećoj množini. U ostalim sredinama koje 
nisu za njih toliko tipične, kao npr. zrak, voda i neki drugi supstrati, 
strepomiceti su manje istraživani, naročito njihov odnos prema tim ži
votnim sredinama.

Među raznim supstratima, u kojima se mogu razvijati streptomiceti, 
od posebnog interesa je mulj koji se taloži u mnogim termalnim vrelima.
0  streptomicetima iz termalnog mulja nismo u literaturi mogli naći nika- 
kovih podataka iako postoje podaci o njihovoj prisutnosti u mulju jezera
1 rijeka ( P r i c e - J o n e s  1900, T h a y s e n  1936, P u t i l i n a  1940, E g o 
r o v a  i I s a č e n k o  1942—1944, F r o l o v a  1965, i dr.), kao i mora 
(Z o  Be l l ,  G r a n t  i H a a s  1943, S i e b e r t  i S c h w a r t z  1956, 
P i 1 j a c 1964. i dr.).
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U toku naših ekoloških istraživanja streiptomiceta u različitim sup
stratima, imali smo prilike ispitivati i njihovu prisutnost u termalnom 
mulju nekih toplica u Hrvatskom zagorju. Posebnu smo pažnju obratili 
mulju iz sumpornog termalnog vrela Tuheljske toplice, gdje su prelimi
narna ispitivanja pokazala prisustvo većeg broja tih mikroorganizama.

Istraživanja smo vršili u proljeće 1965. god., a laboratorijska obrada 
sakupljenog materijala izvršena je u laboratoriju za mikrobiologiju Odjela 
za niže biljke Instituta za botaniku Sveučilišta u Zagrebu.

B i o l o š k e  k a r a k t e r i s t i k e  T u h e l j s k i h  t o p l i c a

Za Tuheljske toplice je karakteristično da sadržavaju znatne koli
čine sumporovodika, pa se stoga ubrajaju među tzv. sumporna vrela. Zbog 
neugodnog zadaha koji stvara sumporovodik, nazivaju ove toplice još i 
Smrdeće toplice.

Postoji nekoliko izvora termalne vode koja se skuplja u omanju baru, 
što predstavlja tip limnokrenog vrela. Gornji dio bare je ograđen, tako da 
tamo postoje prirodni uvjeti. Iz tog dijela voda protječe kroz sistem ba- 
sena, koji služe u balneološke i rekreacione svrhe.

Temperatura vode iznosi u području izvora 32 — 33 °C, a najviša iz
mjerena temperatura iznosi 36,4 °C.

Po svom biološkom 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 naročito predstavnici 
haraceja od kojih u velikim količinama dominira Nitella. Ustanovljeni su 
također i neki predstavnici konjugata, kloroficeja i rodoficeja.

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

Od životinja zastupljeni su neki praživi, te virnjaci, puževi, žabe i 
druge neke životinje ( M a t o n i č k i n  1957).

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

B a k t e r i j e  k a o  s t a n o v n i c i  t e r m a l n i h  v o d a

O bakterijama kao stanovnicima terma izvršena su do danas mnogo
brojna istraživanja, jer su one u termalnim vodama jedni od najkarakte- 
rističnijih organizama. Bakterije u tim biotopima mogu živjeti i pri vrlo 
visokim temperaturama.

Najveći broj tih istraživanja odnosi se samo na pojedine grupe bakte
rija, a to su uglavnom sumporne i njima srodne bakterije o kojima postoji 
u literaturi najviše podataka. Samo vrlo malo radova obrađuje neke druge 
bakterije, tako da možemo reći da su termalne vode u tom pogledu rela
tivno slabo istražene.
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Od poznatih istraživača obrađivali su sumporne bakterije C o h n 
(1874), V i n o g r a d s k i  (1887), B e i j e r i n c k  (1895), E m o t o  (1933) 
i drugi.

Isto tako o istraživanjima bakterija u termalnim vodama Jugoslavije 
nema mnogo podataka. Prva istraživanja u tom smislu izvršili su K a r- 
1 i n s k i (1895) na Ilidži kraj Sarajeva, gdje je izolirao i opisao dvije nove 
termofilne bakterije, te Đ o r đ e v i ć  (1910) koji je radio u Vranjskoj 
banji i također izolirao nekoliko termofilnih bakterija.

Opsežnija proučavanja termalnih bakterija u našim toplicama proveo 
je poznati istraživač biologije termalnih voda V. V o u k  sa svojim surad
nicima u vremenu od 1916 — 1960. Tako je K l a s  (1936, 1938) obrađivala 
sumporne bakterije iz nekih sumpornih termalnih voda u našem Primorju. 
D é v i d é  (1952, 1954, 1957) obrađuje sumporne bakterije iz raznih ter
malnih vrela u našoj zemlji, a posebnu pažnju posvećuje citološkim 
osobinama.

U posljednje vrijeme istraživali su termalno vrelo Ilidža u Bosni 
T e š i ć ,  T o d o r o v i ć  i R i s t a n o v i ć  (1963). Oni su istraživali u tim 
vodama aerobne bakterije termofilnog karaktera koje stvaraju spore.

Treba napomenuti da se u većini ljekovitih terma vrše stalna rutinska 
ispitivanja prisutnosti bakterija koje predstavljaju indikatore onečišćenja 
vode, kao što su to koliformne bakterije, a određuje se i broj svih bakte
rija u jedinici volumena vode.

U p o t r e b l j e n i  m a t e r i j a l  i m e t o d i k a  r a d a

Prilikom naših istraživanja uzimali smo uzorke mulja iz područja 
gdje se termalna voda akumulira neposredno nakon izviranja. Kao što 
je već naprijed rečeno, ovo područje je  zaštićeno tako da na tom staništu 
vladaju više-manje prirodni uvjeti. Pri uzimanju uzoraka birali smo mje
sta gdje je mulj bio bez vegetacije alga. Uzorke mulja sabirali smo po
moću sterilnih epruveta koje smo otčepili ispod površine vode i nakon 
toga ih zaronili u mulj. Osim toga grabili smo mulj pomoću lopatica i pre
nosili ga u sterilne bočice.

Sakupljeni uzorci ispitivani su u laboratoriju pomoću standardnih 
metoda za izolaciju strepomiceta. Najprije se izvršilo razrijeđivanje ispi
tivanog supstrata u odgovarajućim količinama fiziološke otopine, a zatim 
je po 1 ml suspenzije mulja zasijavan na hranjive podloge.

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

NaNO, 
K2HPO4 
MgSOi 7H20  
KCL 
FeSO«
topljivi škrob 
agar
dest. voda 
PH

1000 ml
7,2

2.0 g
1.0 g 
0,5 g 
0,5 g

0,01 g
25.0 g
15.0 g
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Da bi bila olakšana izolacija i brojanje streptomiceta, zasijavana je 
navedena podloga razrijeđenjem 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 presađivali na kosi agar radi dobivanja 
čistih kultura. Kao podloga za kosi agar poslužio je također opisani modi
ficirani Czapekov agar.

Nakon razvitka čistih kultura pristupili smo ispitivanju antagonisti
čkih svojstava pomoću metode unakrsnog pruganja (agar cross-streak 
method). Na taj način smo izdvojili antagonističke sojeve i istražili njihov 
antimikrobni spektar.

Kod ispitivanja antagonističkih svojstava izoliranih sojeva, kao testni 
organizmi poslužile 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 antagonistička svojstva 
streptomiceta poslužio je glukoza-pepton agar ovog sastava:

glukoza 20,0 g
pepton 5,0 g
NaCl 5,0 g
agar 15 g
vodovodna voda 1000 ml

Testne bakterije uzgajane su prije ispitivanja na podlozi ovog sastava:
hranjivi bujon (Eskulap) 15,0 g 
agar 20,0 g
dest. voda 1000 ml

Za uzgoj gljivica dodavali smo ovoj podlozi još 2°/o glukoze.
Morfološke karakteristike ispitivanih sojeva određivali smo metodom 

koju je postavio N o m i (1960). Ta se metoda sastoji u tome da se u 
skrutnutoj podlozi izrežu žljebovi i nakon toga se površina podloge zasije 
suspenzijom spora istraživanog soja streptomiceta. Nakon zasijavanja 
žljebovi se s jedne strane prekriju pokrovnim stakalcima koja su pret
hodno sterilizirana. Poslije inkubacije od oko 8 dana streptomiceti izrastu 
uz rub žljeba ispod samog pokrovnog stakalca, pa se na taj način može 
lako istražiti morfologija sporofora.

A n a l i z a  a n t a g o n i s t i č k i h  s o j e v a  s t r e p t o m i c e t a  
i z  t e r m a l n o g  m u l j a

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 većini uzoraka prevladavaju sojevi sa sivom bojom 
zračnog micelija sekcije »Spira«, dok je vegetativni micelij žute boje. 
Naprijed opisanom metodom unakrsnog pruganja izolirali smo 8 sojeva 
koji su pokazali antagonističko djelovanje na spomenute testne organizme. 
Aktivne sojeve označili smo oznakama TI, T2, T3, T6, 1T5, 3T6, 1T1 i 1T2
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SI. 1. Neki oblici zračnog micelija izoliranih aktivnih sojeva streptomiceta 
iz termalnog mulja Tuheljskih toplica



i determinirali ih iprema sistemima G a u z e-a i P r i d h a m-a. Pripad
nost aktivnih sojeva serijama i sekciji prikazana je u tabeli 1.

T a b e l a  1
Pripadnost izoliranih antagonističkih sojeva streptomiceta serijama 

po Gauze-u i Pridham-u i sekcijama po Pridham-u

Oznaka soja
S e r i j a Sekcija

Gauze Pridham

TI Aureus siva RF
T2 Aureus siva S
T3 Chromogenes siva S
T6 Albus bijela S

1T5 Fradiae crvena RF
3T6 Albus bijela RF
1T1 R oseoviolaceus crvena RF
1T2 Aureus siva RF

Kao što se iz tabele vidi, prevladavaju sojevi sa sivom bojom zračnog 
mieelija. Isto tako među antagonističkim sojevima prevladavaju sojevi 
s ravnim sporoforima iako većina izoliranih sojeva (zajedno s neaktivnim 
oblicima) pokazuje spiralno savijene sporofore. Na slici 1 (a, b, c, d) prika
zani su oblici zračnog mieelija izoliranih aktivnih sojeva streptomiceta iz 
termalnog mulja Tuheljskih toplica. Nakon determinacije antagonističkih 
sojeva, detaljnije smo ispitali njihov antimikrobni spektar (tabela 2).

T a b e l a  2

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

T e s t n i  o r g a n i z m i  
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 označeni ovim brojevima: 1 — Bacillus 
subtilis, 2 — Staphylococcus aureus, 3 — Sarcina lutea, 4 — Escherichia 
coli, 5 — Proteus mirabilis, 6 — Shigella flexneri, 7 — Candida albicans.

Kao što se iz tabele vidi, najveći broj sojeva djeluje antagonistički 
na gram-pozitivne bakterije. Najširi 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 također i najšire 
zone inhibicije.
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Kako je najjaču aktivnost pokazao soj 1T5, posebno smo ispitali nje
gove biokemijske i sistematske karakteristike.

Prema spomenutim karakteristikama soj 1T5 odgovarao bi prema si
stemu W a k s m a n-a i L e c h e v a l i e  r-a (1953) vrsti Streptomyces 
jradiae za koju je značajan vrlo široki antimikrobni spektar.

D i s k u s i j a

Istraživanja su pokazala da u termalnom mulju Tuheljskih toplica 
postoji brojna populacija streptomiceta među kojima nalazimo i mnoge 
antagonističke sojeve. Većina aktivnih sojeva pokazuje sličnosti s antago
nistima iz drugih sredina, tj. prevladavaju sojevi koji djeluju na gram-po- 
zitivne bakterije. Ipak u znatnoj količini smo uspjeli izolirati i sojeve koji 
pokazuju vrlo široki antimikrobni spektar. Ovi sojevi su pokazali antago
nističku djelatnost protiv gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija, 
ali i antifugalnu aktivnost na patogenu gljivicu Candida albicans.

Sve to ukazuje na veliku važnost streptomiceta u mulju raznih terma 
i na potrebu intenzivnijeg izučavanja njihovih ekoloških i fizioloških svoj
stava. To je i tim potrebnije jer naša zemlja obiluje mnogim termalnim 
vodama, pa takva istraživanja mogu pridonijeti daljnjem poznavanju nji
hovih balneobioloških svojstava.

Z a k l j u č a k

U radu su obrađeni antagonistički 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 
p ruganja izolirano je 8 antagonističkih sojeva koji su determinirani po 
sistemima G a u z e-a i P r i d h a m-a.

Prevladavali su sojevi sa sivom bojom zračnog micelija. Među anta
gonističkim sojevima dominiraju oblici s ravnim sporoforima. Najveći 
broj aktivnih sojeva djeluje antagonistički na gram-pozitivne bakterije.

Najširi antimikrobni spektar pokazuje soj koji prema sistemu W a k s- 
m a n-a i L e c h e v a l i e  r-a pripada vrsti Streptomyces jradiae. Ovaj 
soj djeluje antagonistički na gram-pozitivne i gram-negativne bakterije, 
a osim toga pokazuje znatno antifungalno djelovanje na patogenu gljivicu 
Candida albicans.

Izolirani antagonistički sojevi pripadaju prema sistemu G a u z e-a u 
serije Aureus (3 soja), Albus (2 soja), Chromogenes (1 soj), Roseoviolaceus 
(1 soj) i Fradiae (1 soj).

Prema sistemu P r i d h a m-a 4 soja pripadaju sivoj seriji, i po 2 soja 
crvenoj i bijeloj seriji.

U diskusiji je istaknuta važnost prisustva antagonističkih streptomi
ceta u mulju termalnih voda, koja ukazuje na potrebu intenzivnijeg izu
čavanja njihovih ekoloških i fizioloških svojstava. To bi pored ostalog 
moglo pridonijeti i boljem poznavanju balneobioloških svojstava termal
nih voda.
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Z U S A M M E N F A S S U N G

A N T A G O N IS T I S C H E  S T R E P T O M Y C E T E N -S T Ä M M E  A U S  D E M  T H E R M A L S C H L A M M  
V O N  T U H E L J S K E  T O P L IC E  IN  H R V A T S K O  Z A G O R J E

Zlatko Pavletić und Božidar Stilinović
(Aus dem  B otanischen Institut der Universität Zagreb)

In dieser Arbeit wurden antagonistische Streptomyceten-Stämme aus 
dem Thermalschlamm von Tuheljske toplice (Hrvatsko zagorje) unter
sucht. Es wurde festgestellt, daß dieser Schlamm 43 000 — 45 000 Strepto- 
myceten pro Gramm enthält. Mit Hilfe der »agar cross-streak method« 
wurden 8 antagonistische Stämme isoliert und nach G a u z e- und 
P r i d h a m-Systemen determiniert.

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

Das breiteste antimikrobe Spektrum zeigt der Stamm Streptomyces 
fradiae ( W a k s m a n  und L e c h e v a l i e r  1953). Dieser Stamm wirkt 
antagonistisch auf Gram-positive und Gram-negative Bakterien und hat 
außerdem eine beträchtliche antifungale Wirkung gegen den pathogenen 
Pilz Candida albicans.

Die antagonistischen Stämme, die bei diesen Untersuchungen isoliert 
wurden, gehören nach G a u z e zu den Serien Aureus (3 Stämme), Albus 
(2 Stämme), Chromogenes (1 Stamm), Roseoviolaceus (1 Stamm) und 
Fradiae (1 Stamm). Nach dem P r i d h a m-System gehörten 4 Stämme 
der grauen und je 2 der roten und der weißen Serien an.

In der Diskusion wurde hervorgehoben, daß die Streptomyceten. die 
im Thermal schlämm leben, von großer Bedeutung sind. Weitere For
schungen auf diesem Gebiete könnten uns einen besseren Überblick über 
die baineobiologischen Eigenschaften der Thermalgewässer ermitteln.
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