Slika 1.] Ulazni kanal $pilje Bagva. | Foto: Petar Cucek
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daljnji monitoring mikrobiologije speleoloskih objekata.

Cilj ovog rada bio je provesti preliminarna istrazivanja brojnosti heterotrofnih mikroorganizama u zraku i na povrsi-
nama stijena u speleoloskim objektima. Istrazivanje je provedeno na pet objekata na podrucja Istre i Kvarnerskog
zaleda koristeéi klasicne mikrobioloske tehnike (kultivaciju). Rezultati pokazuju trend smanjenja broja bakterija u
zraku i na povrsinama speleoloskih objekata s odmicanjem od ulaza, uz odstupanja koja se mogu objasniti poja-
vama sismisa, otjecanjima vode, zracnim strujama ili antropogenim utjecajem. Rezultati istrazivanja ce omoguciti
optimizaciju metoda uzorkovanja, uzgoja i odredivanja brojnosti bakterija u speleoloskim objektima te osnovu za

Klju€ne rijeci: krS, podzemna stanista, mikrobiologija speleoloskih objekata, kultivacija, monitoring
Keywords: karst, caves, microbiology of speleological objects, culture-based enumaeration

Uvod koji otvaraju prostor brojnim znan-

stvenim istrazivanjima. Zbog toga
Podrucje krSa u Hrvatskoj karakteri-  je dinarsko podru¢je pogodno mje-
zira veliki broj speleoloskih objekata  sto za istraZivanja biologije stanista

podzemlja. U Hrvatskoj vet se dugi
niz godina provode biospeleoloska
istrazivanja, no nema dovoljno istra-
Zivanja s podru¢ja mikrobiologije
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speleoloskih objekata (Vuk 2017).
Istrazivanja s tog podrugja biospele-
ologije zanimljiva su i korisna upravo
zbog specificnih ekoloskih obiljezja,
izoliranosti staniSta i neistrazeno-
sti. U Dinarskom krskom podzemlju,
poglavito Sloveniji, do sada je ra-
deno svega par istrazivanja koje se
odnose na speleolosku mikrobiolo-
giju - analize diverziteta biofilmova
(Pasic i sur. 2010; Mulec i sur. 2015)
te je nacinjena jedna inventarizacija
bakterijskog obraStaja Skoljkasa u
Markovom ponoru (Vuk 2017).

Buduci da danja svjetlost u Spilju
ulazi samo na ulazu, fotoautotro-
fni (mikro)organizmi ne mogu biti
primarni proizvodaci u ekosustavu
unutrasnjosti  Spilije. Smanjenjem
svjetlosti tako dolazi do smanjenja
proizvodnje hranjivih tvari fotosin-
tezom, a mala biomasa faune i pot-
puno odsustvo flore u objektima
svrstava ih u oligotrofna stanista.
Vecina mikrobnih zajednica speleo-
loSkih objekata oslanja se na dotok
organskog materijala vodom ili Sis-
misima, dok je manji dio ovisan o ke-
moautotrofnim mikroorganizmima
(Candiroglu, B., & Dogruoz Gungor,
N., 2017). Ostali ekoloski parame-
tri (temperatura i vlaga zraka) su u
speleoloskim objektima manje vise
konstantni, izuzev razine podzemnih
tekucica. Ekstremni uvjeti poveta-
vaju vaznost mikrobioloskih istrazi-
vanja unutar speleoloskih objekata
jer nam oni daju priliku za proucava-
nje potencijalno novih genofondova,
razlicitih vrsta prilagodbi na okolis te
moguénost pronalaska novih vrsta

mikroorganizama ili novih antimi-
krobnih tvari.

PovrsSinska zagadenja takoder mogu
utjecati na bioraznolikost mikroor-
ganizama u speleoloskim objektima
(Vuk, 2017). U eksploatiranim spe-
leoloSkim objektima moZze doi i do
zagadenja zbog ¢ovjekove aktivno-
sti (Tomczyk—Zaka & Zielenkiewicza,
2015).

Cilj ovog istrazivatkog rada je istra-
Ziti mikrobiolosSke karakteristike pet
speleoloskih objekata (Bacva, Vela
Pe¢, Sparozna petina, Vela $pilja u
krugu te Mala Spilja u krugu) te ih
medusobno usporediti.

Na osnovi dosadasnjih istrazivanja
iz podru¢ja mikrobiologije speleo-
loskih objekata, postavljene su po-
Cetne hipoteze. Zbog razlicitih uvje-
ta u unutrasnjosti Spilje, a samim
time i prilagodba samih bakterija
do kojih mora doci kako bi opsta-
le u takvom okoliSu, pretpostavka
je da ce izvan objekta biti broj¢ano
vise mikroorganizama nego u nje-
mu. Tako €e se i udaljavanjem od
ulaza, odnosno smanjenjem vanj-
skog utjecaja njihov broj smanjivati.
Ulaskom u mracnije dijelove Spilje,
dolazi i do smanjivanja danje svje-
tlosti, stoga je pretpostavljeno da ce
broj organizama kojima je potrebna
svjetlost opadati, dok e se poveta-
vati brojnost onih koji prezivljavaju
u mraku. Proucavajuci karakteri-
stike svake Spilje koja je istrazena,
dolazi se do hipoteze da ce u Spilji
Bacva zbog blizine naselja i aktivne

poljoprivrede biti nadeni indikatori
oneciscenja, odnosno fekalni kolifor-
mi. Osim Spilje Bacva pojava fekalnih
koliforma ocekuje se i u objektima u
kojima boravi veci broj SiSmisa, te u
Sparoznoj petini koju posjetuju pla-
ninari.

Opis lokaliteta

Speleoloski objekti u kojima je pro-
vedeno istrazivanje nalaze se na
podrugju Istre i Kvarnerskog zaleda
(Karta 1).

Bacva

Bacva, originalnog naziva Spilja is-
pod ceste, nalazi se u naselju Bacva,
Opéina Vignjan u Istri. Spilja je od ra-
nije poznata zbog svoje blizine nase-
lju te je sluZila kao ilegalno odlagali-
Ste otpada i u viSe navrata je Ciscena.
Speleoloski nacrt su izradili ¢lanovi
Speleoloskog drustva ,Buje” 2013.
godine, osnovni podatci — duljina:
17 m, dubina: 12 m. Ulaz u objekt
se nalazi na rubu poljoprivredne
povrsine uz cestu ViSnjan - Bacva.
Ulaz karakterizira urusni dio ljevka-
stog oblika koji se niz kosinu spusta
prema ulazu u objekt dimenzija 1 x
3 m (Slika 1). Ulazna kosina vodi u
prostranu dvoranu koja zavrSava s
dva manja kanala u smjeru Sl i JZ koji
zavrsavaju suzenjem. Objekt je mor-
foloski jednostavan nastao u hori-
zontalno uslojenim donjokrednim
vapnencima (PolSak & Siki¢, 1963)
sa zanimljivim pojavama sedimenta
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Karta 1.| Dio topografske karte Hrvatske 1:25000 s oznacenim lokalitetima speleoloskih objekata.
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Slika 2.| Kanal $pilje Vela pec. | Foto: Petar Cugek, uredio: Gregor Kervina

Slika 3.| Ponor u sedimentu fliSnog porijekla na kraju Spilje Vela pec s jezerom koje nastaje za
vrijeme visokog vodnog rezima. | Foto: Petar Cucek, uredio: Gregor Kervina

v

Slika 4. Ulaz u Sparoznu peéinu. | Foto: Nina Trinajstic

od kojih su najimpresivniji kemoge-
ni sedimenti u obliku siga zastupljeni
duz cijelog objekta (stalaktiti, helik-
titi, Spilisko mlijeko, Spiljski biseri,
kamenice, kaskade, saljevi i koraloi-
di). U objektu je tijekom istrazivanja
zamijecen SiSmisS i guano, od ostalih
organizama nisu zamijeceni troglo-
bionti ali je u cijelom objektu veliki
broj skakavaca.

Vela pec

Vela pec se nalazi u blizini nase-
lia Brest pod Utkom u Istri. Spilju
je istrazivala Speleoloska udruga
Spelunka, 2003. godine. Osnovni
podatci — duljina: 156 m, dubina:
55 m. Ulaz u objekt se nalazi na str-
mim JZ padinama prema vrhu Sebrn
te ga karakterizira veliki ulaz = 5 x
8 m. Morfoloski je objekt jednosta-
van te se sastoji od jednog kanala
koji se pruza u smjeru S| duz jasno
vidljive rasjedne linije. Kanal je ve-
likih dimenzija s visinom od 10 m
i Sirinom do 20 m a zavrSava sita-
stim ponorom u sitnozrnatom sedi-
mentu uz koji se vide nasipi i kanjon
nastao vodenim tokom (Slika 2,
Slika 3). Nakon pregleda sedimen-
ta s dna, temeljem sedimentoloskih
analiza (kalcimetrija, pregled teske i
lake frakcije), jasno je vidljivo da su
to fliSolike naslage koje predstavlja
nepropusnu barijeru na dnu objekta
gdje se voda sporo procjeduje kroz
sitne pukotine dalje u podzemlje.
Ove pojave zabiljezene u objektu od-
govaraju geologiji podrudja. Prostor
Sebrna nalazi se na kontaktu gor-
njokrednih vapnenaca (sam vrh)
i eocenskih naslaga foraminifer-
skog vapnenca i fliSa (padine) (Sikie
& Plenicar, 1967; Sikié & Polsak,
1963). U objektu je zamijecena pri-
sutnost manjeg broja SiSmisa te se
na nekoliko mjesta u rubnim niSama
moze pronaci guano. U objektu su u
blizini kamenica i na rubnim dijelovi-
ma kanala zamijeceni troglobionti, a
osim Zivih organizama pronadene su
i kosti brojnih zZivotinja (koza/ovca,
konj, mali sisavci).
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Slika 5.| Ulazni dio Sparozne petine s uredenim stepenistem i pod utjecajem vanjskog svjetla.

Foto: Nina Trinajstic

Sparozna pecina

Sparozna peéina se nalazi u
Kvarnerskom zaledu na podrudju iz-
medu grada Kastva i naselja Breza.
Ulaz se nalazi uz Setnicu koju po-
sjecuje veliki broj ljudi. IstraZivanje
Spilie vodila je SpeleoloSka udruga
JEstavela” tijekom viSe godina te
ju i danas redovito obilazi i koristi
za speleolosku edukaciju. Objekt se
moze opisati kao razgranatu Spilju
koja se sastoji od glavnog kanala
duljine 317 m koji se pruza u smje-
ru sjevera te se od njega odvaja

nekoliko kracih kanala razvijenih u
donjokrednim plo¢astim vapnen-
cima. Slojevi vapnenaca se jasno
vide u pojedinim dijelovima objekta
gdje je jasno vidljivo i boranje sloje-
va. Osnovni podatci — duljina: 607
m, dubina: 112 m. Prvi dio Spilje je
jednostavan za prolaz te je zbog
toga bio turisticki ureden za vrije-
me Austro-ugarske a kroz njega su u
kosinama uklesane stepenice (Slika
3, Slika 4). Ulazni dio bio je koristen
i od strane talijanske vojske koja je
u njemu postavila skladiste municije
te se u tom periodu Spilja znacajno

Slika 6.] Uzorkovanje u Sparoznoj peéini na tocki 11. | Foto: Ozren Milakovi¢

devastirala (ResS, 2010). U objektu
se za vrijeme kisnih razdoblja mogu
stvoriti nakupine vode u kamenica-
ma u kojima se mogu pronaci i tro-
globionti. Osim troglobionata Spilju
koriste i SiSmiSi te ih se moZe pro-
naci u ulaznim dijelovima za vrijeme
hibernacije. Spilja je danas sluzbe-
no zatvorene za posjete javnosti ali
zbog blizine puta i neadekvatno za-
tvorenog ulaza veliki broj posjetitelja
posjecuje objekt.

Vela spilja u krugu

Vela Spilja u krugu nalazi se u za-
ledu izvora Rjecine u blizini naselja
Studena u opcini Klana. Objekt je
udaljen od vecine planinarskih pute-
va i jedini posjetioci su speleolozi koji
koriste taj teren za speleolosku edu-
kaciju nekoliko puta godisnje. Spilja
je istrazena u tijekom hidrogeolos-
kog kartiranja zaleda izvora RjeCine
koje je provodio Institut za geoloska
istraZivanja zajedno sa Speleoloskim
odsjekom HPD ,Zeljeznicar” tijekom
ruina 1996. godine (Kuhta, 2001).
Osnovni podatci — duzina: 77 m,
dubina: 36 m. Ulaz se nalazi na pa-
dinama te je malih dimenzija 1x1
m (Slika 7). Morfoloski je to jedno-
stavna Spilja s jednim kanalom vi-
sine izmedu 2 i 4 m, osim na dijelu
gdje mijenja smjer tu se naglo spu-
Sta na visinu od 0,5 m te se izlazi u
dvoranu iz koje se nastavlja vertikala

Slika 7.] Ulaz u Velu Spilju u krugu i priprema
za uzorkovanje brisa povrsine stijena
Foto: Ozren Milakovié
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u zavrsni dio objekta. VVoda je prisut-
na samo u kamenicama ali je ima i u
susnim razdobljima. U objektu nisu
primijeceni Zivi organizmi.

Mala spilja u krugu

Mala Spilja u krugu se nalazi 100 m
od Vele Spilje u krugu i isto je istra-
zena tijekom hidrogeoloskog karti-
ranja zaleda izvora Rjec¢ine (Kuhta,
2001). Osnovni podatci- duzina: 50
m, dubina: 14 m. Dimenzije ulaza 2 x
4 m ali je ulaz urusen te zatrpan fra-
gmentima stijena pa je zapravo ulaz
jako uzak nakon cega slijedi skok i
nastavak kanala (Slika 9). Spilja je
jednostavne morfologije i sastoji se
od jednog kanala visine 1 do 2 m.
Dno je prekriveno sitnozrnatim sedi-
mentom osim zavrsnog dijela gdje je
veti dio prekriven sigama. U objek-
tu nije primijecena cirkulacija zraka i
nema vode. DuZ cijelog objekta na-
lazi se veliki broj SiSmisa koji objekt
koriste za hibernaciju. Zbog prisut-
nosti sismisa na vecem dijelu Spilje
moze se pronaci guano.

Metodologija

Uzorkovanje zraka i obrisaka
stijena

Uzorkovanje zraka provedeno je
metodom pasivne (gravitacijske)
sedimentacije mikroorganizama na

Slika 10.| Primjeri uzorkovanja zraka na ulazu u speleoloske objekte i u objektima | Foto: Nina Trinajstic
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otvorene Petrijeve zdjelice s hranji-
vom podlogom u trajanju od 30 mi-
nuta (Pasquarella i sur. 2000) (Slika
10). Uzorkovanje povrsinskih mikro-
organizama stijena napravljeno je sa
sterilnim vatenim Stapicem (brisom,
Copan) koji je umocen u sterilnu fi-
zioloSku otopinu. Uzorkovana po-
vriina je ogranicena sterilnom me-
talnom Sablonom (5 x 5 cm) (Slika
11). Oznaceni uzorci su u najkraéem
mogucem roku dalje obradeni (vidi
Obrada uzoraka).

Mjesto uzorkovanja

Mjesta uzorkovanja za mikrobiolos-
ku analizu pratila su pruzanje Spi-
lie te su tocke odabrana uzimaju-
€i u obzir cirkulaciju zraka, moguce
zagadenje i mjesta prolaza ljudi te
postojanje guana. Na nacrtima Spi-
lja oznacena su mjesta uzorkovanja
zraka i brisa stijena. U svim objekti-
ma uziman je i uzorak ulaznog dijela
pod potpunim utjecajem vanjskim
ekoloskih uvjeta — dobra cirkulacija
zraka, prisutnost svjetlosti, manja
vlaznost zraka i veci donos organ-

i e - ske tvari. Na svakoj tocci odredena je
Slika 11.| Metalna $ablona i sterilni vateni Stapic koristeni za uzorkovanje povrsine stijena. temperatura zraka prijenosnim ter-
Foto: Klara Pauleti¢ mometrom.

Spilja ispod ceste - Bagva, Vi$njan
SD Buje

@ lokacije uzorkovanja
povrsine stijena

° lokacije uzorkovanja
zraka

SD BUIE
Topografski snimio: Deklié, A.
Mijerili: Krt, D., Deklié,A.

Ekipa: Zavrénik, L, Krt, ., Deklié,A.
Godlina: 2013.

10m 10m

Topografski nacrt Bacve. | Topografski snimio: Andrea Dekli€
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Naziv objekta: Vela pe¢
Lokalitet: Brest pod U¢kom, Istarska Zupanija
Datum izrade nacrta: 28.07.2018.

Crtala: Iva Markovié Poligonska duljina: 156 m Tlocrt @z
Mijerile: Sara Anti¢, Nina Trinajsti¢ Dubina: 55 m
Digitalizirala: Ma$a Bogojevi¢
o s 20
Istrazivanje proveo: Znanstveno edukacijski centar Visnjan ULAZ
Originalan nacrt: SU Spelunka, 2003., autor nacrta: lvan
Glavas)
Profil

@ lokacije uzorkovanja
povrsine stijena

° lokacije uzorkovanja
zraka

Sparozna pecina, Kastavtina, Primorje

istrazili: Club Alpino Fh}mano, HAZU, SS Hrvatskog Geografskog Drutva,
SU Estavela, SO HPD Zeljeznicar, SD Pauk, SK Had, SO HPD Dubovac i SU Spelunka

topografski snimili: Dalibor Re, Martina Borovec i Tina Valenci¢ F &

mjerili: Danijel Veljkovi¢, Alen KapidZi¢, Tina Valenci¢,
Letricija Linardi¢, Martina Borovec i Dalibor Re

duzina: 607 m
dubina: 112 m

T L)

@ lokacije uzorkovanja
povrsine stijena

° lokacije uzorkovanja
zraka

SiLzoufa
ESTAVELA vektorizacija: Dalibor Re$ J

Topografski nacrt Sparozne petine. | Topografski snimili: Dalibor Re, Martina Borovec, Tina Valencié
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VELA SPILJA U KRUGU |5-10)

Topo: M. Kuhla
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Topografski nacrt Vele Spilje u krugu. | Topografski snimio: Mladen Kuhta
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Topografski nacrt Male Spilje u krugu. | Topografski snimio: Mladen Kuhta
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Metode

Odredivanje ukupnog broja hete-
rotrofnih aerobnih bakterija prove-
deno je na neselektivnim Cvrstim
hranjivim podlogama LB-Lennox
(LB) (Zimbro i sur. 2009) i Nutrient
Agar (NA) (Biolife). Ove hranjive
podloge omogucuju rast velikom
broju mikroorganizama koji nema-
ju zahtjevne nutritivne prohtjeve.
Reasoner’s 2A Agar (R2A) je oligo-
trofna hranjiva podloga, namijenjena
uzgoju heterotrofnih, spororastucih
mikroorganizama iz oskudnih stani-
Sta, koji bi bili nadrasteni od bakteri-
ja koje brzo rastu (Reasoner, 1985).
Ista hranjiva podloga koristena je za
provjeru hipoteze o smanjenju broja
fototrofnih mikroorganizama s du-
binom u speleoloskom objektu (vidi
Obrada uzoraka). Dokazivanje pri-
sutnosti koliformnih bakterija pro-
vedeno je na selektivno diferencijal-
noj podlozi EC X-GLUC agar (Biolife).
Koliformne bakterije su normalni
simbionti debelog crijeva toplokrv-
nih Zivotinja. U okolis dospijevaju
fecesom. Fekalni koliformi su doka-
zani na istoj podlozi pri temperaturi
uzgoja od 44.5°C (Deki¢ & Hrenovig,
2017).

Koristene komercijalno dostupne
podloge, kao i sastavnice "bioloskog”
podrijetla su proizvodaca Biolife,
soli VWR Chemicals, piruvat BDH
Prolabo i skrob Gram Mol. Podloge
su pripremljene prema standardnim
metodama i sterilizirane autoklavi-
ranjem na 121°C, 2 atm, 20 minu-
ta, nakon ¢ega su izlivene u Petrijeve
zdjelice (Zimbro i sur. 2009). Za ra-
zrjedivanja koristena je sterilna 0.3%
otopina natrijeva klorida. Inkubacija
svih uzoraka vrsena je u inkubato-
ru s aktivnom ventilacijom pri 30°C
odnosno 44.5°C kroz 24 odnosno
48 sati.

Obrada uzoraka

Nacijepljene hranjive podloge su in-
kubirane u termostatu odmah po
dolasku u laboratorij, dok su osta-
li uzorci inkubirani odmah nakon
obrade. Ako nije drugacije navedeno,
svi su uzorci inkubirani na 30°C kroz
24 ili 48 sati u mraku.
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Slika 13.| Kolonije bakterija na podlozi LB uzorka zraka iz Sparozne peine | Foto: Petar Cucek

Brisevi su obradeni kako slijedi:

1. Inokulacija netom uzetog brisa
na hranjivu podlogu u speleo-
loskom objektu metodom Sire-
nja razmaza po cijeloj povrsini,
nakon cega su zatvorene samo-
ljepivim filmom.

2. Inokulacija brisa na hranjivu

podlogu u laboratoriju Sto je
uklju¢ivalo potpune asepticke
mjere.

3. Suspendiranje sadrzaja brisa u

sterilnoj fizioloskoj otopini (1.5
mL) vorteksiranjem u najma-
njem trajanju od 30 sekundi,
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nakon Cega je uslijedila inoku-
lacija 0.05 mL suspenzije me-
todom Sirenja razmaza (Slika
12). Na ovaj nacin su nacijeplje-
ni uzorci na R2A, LB, NA i EX-X-
GLUC hranjive podloge u tripli-
katu. EC-X-GLUC je inkubirana
na 44.5°C. Uzorci na R2A su
inkubirani na 30°C - jedna se-
rija uzoraka s LED rasvjetom u
inkubatoru, a druga u standar-
dnim (mrak) uvjetima.

Po inkubaciji, vidljive kolonije bakte-
rija su pobrojane i vrijednosti obra-
dene (Slika 13). Obrada se sastojala
od ratunanja Colony Forming Units

(CFU), izrade grafickih prikaza i us-
poredbe statisticke znacajnosti. Za
briseve su brojevi bakterija izrazeni
kao CFU/25cm? a za zrak CFU/m?3
(Pasquarella i sur. 2000. i Sitkowska,
J. i sur. 2015). Za potrebe statisticke
obrade rezultatima je utvrdena dis-
tribucija Shapiro Wilkovim testom
normalnosti, te su provedeni nepa-
rametrijski testovi, Kruskal-Wallis za
procjenu znacajnosti izbora hranjivih
podloga i predtretmana uzroka, te
Mann-Whitneyov U test i Wilcoxov
test rangova zavisnih uzoraka za
procjenu znacajnosti razlike medija-
na CFU-a.

Rezultati
Brojnost bakterija u zraku

Uz poneka odstupanja koja se mogu
objasniti prisutnoscu SisSmisa, kapa-
njima vode, jac¢im strujanjima zraka,
postoji generalni trend smanjena
brojnosti bakterija u zraku istraziva-
nih objekata s udaljenoscu od ulaza.
Zamijecen je porast broja bakterija u
prvih par metara objekta, Sto bi se
moglo pripisati povoljnim ekolos-
kim uvjetima - smanjena koli¢ina UV
zraCenja, ali ocuvan dotok tvari i pro-
tok zivotinja (Graf 1, 2).

Brojnost bakterija u zraku speleoloskih objekata
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Tablica 1.| Rezultati brojnosti bakterija u zraku po speleoloskim objektima

Bacva

Vela pec

Sparozna pecina

Vela spilja u krugu

Mala Spilja u krugu

Brojnost bakterija na povrsini
stijena

Uz poneka odstupanja koja se mogu
objasniti prisutnoscu SiSmisa, otje-
canjima vode ili antropogenim ucin-
kom, postoji generalni trend sma-
njena brojnosti bakterija na povrsi-
nama stijena istrazivanih objekata s
udaljenoScu od ulaza (Graf 3, 4).

Broj heterotrofnih bakterija u zraku
razlicitih speleoloskih objekata (i lo-
kacija ispred ulaza u objekt) uspore-
dene je Kruskal-Wallisovim testom
te po potrebi Dunnovom multiplom
usporedbom. Utvrdene su znacajne
razlike izmedu ukupnog broja bak-
terija u zraku razliCitih speleolos-
kih objekata (H=10.47, p=0.015), i
to izmedu Vele peéi i Sparozne pe-
¢ine (p=0.040) i Vele Spilje u kru-
gu (p=0.017). Kod broja bakterija
uzorkovanih na povrsinama stijena
nije pronadena statisticki znacajna
razlika Kruskal-Wallisovim testom
(H=5.812, p=0.231) izmedu razli¢itih
objekata. Uzorci iz Sparozne peéi su
inokulirani na sve hranjive podloge,

Brojnost bakterija u zraku vecine uzoraka u ovom objektu je nebrojiva, petrijevke su
ostavljene u objektu 24 sata i vidljivo su bile nagrizene od strane drugih organizama.

Zanimljive su tocke 3, 4 i 5 uzorkovanja zraka koje su karakterizirali specifi¢ni uvjeti.
Tocka broj 3 se nalazi na mjestu snazne cirkulacije zraka na izlozenoj tocki, lokacija
tocke broj 4 je posebna jer je Petrijeva zdjelica postavljena u blizini kamenice u koju
je kapala voda iz sige, a tocka oznacena s brojem 5 se nalazi na izdvojenoj nisi u kojoj
je nadena veca koli¢ina guana i kostur SiSmisa. Na ovim mjestima je zabiljeZen veci
broj bakterija. Broj bakterija na lokaciji najudaljenijoj od ulaza je veci nego na ulaznim

dijelovima, ali manje nego na tockama 4 i 5.

Brojnost bakterija u zraku ispred ovog objekta je manja nego u ulaznom dijelu (tocka
2) gdje jos uvijek dopire sunceva svjetlost te prevladavaju drugaciji uvjeti od onih u
udaljenijih od ulaza. Brojnost bakterija u sljedecim tockama ne odstupa znacajno, osim
u tocci 5, gdje nije detektirana niti jedna bakterija. Tocka 9 ima nesto veti broj bakterija
(1100 CFU/m?3) Sto je uzrokovano duljom ekspozicijom jer se prilikom postavljanja
Petrijeve zdjelice nakon otvaranja zadrzalo duze vrijeme u njenoj blizini.

Brojnost bakterija u zraku ispred ulaza u ovaj objekt iznosi 177 CFU/m?, a u sljedecoj
tocci, uzem ulaznom djelu, povecava se na 824 CFU/m?. U nastavku objekta zabiljezen
je trend pada koli¢ine bakterija, dok je na zadnjoj tocci (prije vertikale) broj porastao sa 6

na 118 CFU/m3.

Brojnost bakterija u zraku ispred ulaza iznosi 59 CFU/m?3, dok je u uskom ulaznom
kanalu povecan na 6000 CFU/m?3. U tocci na kojoj je primjecen guano i SiSmisi u
hibernaciji, zabiljeZeno je povecanje broja bakterija na 294 CFU/m?, nakon lokacije sa
SisSmisima, broj bakterija u zraku konstantno raste te doseze 471 CFU/m?na kraju

objekta.

te su obradeni podaci u vezi s izbo-
rom hranjivih podloga za kultivaciju
mikroorganizama. Usporedbom bro-
ja heterotrofnih bakterija iz uzoraka
brisa povrsine na LB i NA podloga-
ma Wilcoxonovim testom rangova
zavisnih uzoraka (W), pokazano je
kako nema znacajne razlike (W=10,
p=0,1250). Kako je broj poraslih ko-
lonija malen, LB bi se mogla progla-
siti boljom podlogom za enumera-
ciju ukupnih heterotrofa iz uzoraka
uzetih brisom povrsina. Rezultati
iste usporedbe na broju heterotro-
fnih bakterija iz zraka Wilcoxonovim
testom rangova zavisnih uzoraka
pokazano je kako pri inkubaciji od
24 h nema znacajne razlike (W=24,
p=3105), dok je pri inkubaciji od 48
h na LBu naraslo znacajno vise bak-
terija (W=54, p=0.0137). Uzevsi u
obzir relativno mali broj kolonija koji
je porastao, preporucujemo 48-h
inkubaciju. Usporedbom broja he-
terotrofnih bakterija iz uzoraka bri-
sa povrsine, Wilcoxonovim testom
rangova zavisnih uzoraka je poka-
zano kako se postize veci CFU ako
se bris prvo suspendira u fizioloSkoj

otopini u odnosu na direktno nacje-
pljivanje na hranjivu podlogu (W=60,
p=0.0024). Na uzorku Male i Velike
Spilje u krugu obradeni su podaci o
utjecaju pohrane briseva od uzor-
kovanja do nacjepljivanja na hra-
njive podloge. Brisevi su: 1) odmah
u objektu nacijepljeni na hranjive
podloge; 2) pohranjeni na +4°C; 3)
pohranjeni na -20°C. Kako se radi
o malom broju uzorka po skupini,
taj dio istrazivanja bi trebalo pono-
viti. Kruskal Wallis test nije poka-
zao statisticki znacajne razlike broja
bakterija po jedinici povrsine s obzi-
rom na nacinu ¢uvanja brisa ili dulji-
nu inkubacije. Za ocekivati je da ce se
s Cuvanjem uzoraka u hladnjaku doci
do promijene broja vijablinih stanica,
a zamrzavanjem bi se trebalo ocuvati
broj stanica, u ovom slucaju dogodio
se obrat, te je broj stanica inokuliran
direktno u objektu nesto manji nego
broj stanica koje su zamrzavane.
Korelacija udaljenosti od ulaza u
objekt (uziman je u obzir i uzorak
uzorkovan ispred ulaza u speleolos-
ki objekt) i broja heterotrofnih bak-
terija na uzorkovanim povrsinama
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Brojnost bakterija s brisa stijene po udaljenosti
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Graf 3.| Brojnost bakterija s brisa poursine stijena po udaljenosti od ulaza speleoloskih objekata
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Graf 4.| Broj bakterijskih kolonija s brisa povrsine stijena po udaljenosti od ulaza speleoloskih objekata

Tablica 2.| Rezultati brojnosti bakterija na povrsini stijena po speleoloskim objektima

Brojnost bakterija na uzorkovanoj plohi na ulazu u objekt je veca nego u samom
Bacva objektu. Povecanje broja bakterija u objektu se primjecuje kod lokacija u manjim
kanalima (3 i 4), a pogotovo na tocki 3 gdje je zamijecen i guano.

Broj bakterija na povrsini/ulazu u objekt najveci je od svih uzorkovanih briseva (1,6
Vela pec 10* CFU/25 cm?), te pada s udaljenoscu od ulaza (do 120 CFU/25 cm?). U usporedbi s
kolicinom bakterija iz zraka, nisu zamijeceni trendovi.

Sparozna petina je zanimljiva jer se zna da je posjecuju ljudi te se izabrala lokacija 7 u
cilju provjere utjecaja posjetitelja.

Broj bakterija na povrsini stijena ispred ulaza iznosi 420 CFU/25 cm?, a na tocci 2,
ulaznom, osun¢anom dijelu objekta brojnost bakterija na povrsini raste na 1590
Sparozna pecina CFU/25 cm? (€emu je vjerojatno zbog vece vlage, zasticenosti donekle, ali i dalje
dotoku organske tvari). Broj bakterija na povrsinama stijena u sljedecih par tocaka ne
varira previse, osim u tocci 4, gdje nisu zabiljezene. U tocci 7, koja je izabrana jer se
nalazi na suzenju i gdje se stijene doticu posjetitelji broj bakterija iznosi 480 CFU/25
cm?. U sljedecih par toc¢aka se moZe zamijetiti pad broja bakterija.

Broj bakterija na povrsini stijena, ispred ulaza u objekt iznosi 89 CFU/25 cm?, na
Vela Spilja u krugu sljedece dvije tocke brojnost pada, te na posljednje dvije tocke nije detektirano
bakterija.

Najveca brojnost bakterija zabiljeZzena je u uskom kanalu ulaza te je iznosila 1140
Mala spilja u krugu CFU/25 cm?, dok su na ostalim lokacijama u objektu vrijednosti manje od 120 CFU/25
cm-.




Tablica 3.| Koeficijent korelacije (r) broja hetorotrofa s uzorkovanih povrsina i udaljenosti od ulaza

Bacva

Vela pec
Sparozna petina
Vela spilja u krugu

Mala Spilja u krugu

stijena ukazuje na smanjenje broja
bakterija (Tablica 3).

Za Sparoznu peinu: udaljenost od
ulaza vs. oligotrofne (R2A) u mrakuy,
CFU/25cm? je -0.5790 (p=0.0260);
dok udaljenost od ulaza vs. oligotro-
fne (R2A) na svjetly, nisu znacajno
povezane -0.4456 (p=0.0737), no
vidljivo je kako je korelacija manja.
Rezultati upucuju kako se broj mi-
kroorganizama uzgojenih u mraku
i uzgojenih na svjetlu (kontrolirano
s brojem heterotrofa) ne razlikuju
znacajno (Kruskal-Wallis H=0.2386,
p=0,887). Korelacija izmedu bro-
ja oligotrofa uzgojenih na svjetlosti
vs. u mraku je 0.604 (p=0.020), te
je vrlo slicna za skupine oligotrofa
uzgojenih u mracnim uvjetima vs.
heterotrofne bakterija. Medutim ko-
relacija oligotrofa uzgojenih sa svje-
tlom i heterotrofa je visoka (r=0.928,
p=0.00005), Sto nas upucuje na to
da smo mozda samo na R2A uzgojili
frakciju ukupnih bakterija koja ne bi
bila uzgojena na LB, jer bi bila nadra-
Stena ili im ne pogoduje visoka razi-
na nutrijenata.

Zakljucak

Razli¢iti uvjeti u Spiliama poput ra-
zlicite morfologije, cirkulacije zraka,
zastupljenosti vode, prisutnosti Sis-
misa te razli¢it utjecaj ¢ovjeka u po-
jedinim Spiljama utjeu na zastuplje-
nost i brojnost bakterija u Spilji. U
objektima Sparozna pecina, Velika
Spiljia u krugu i Mala Spilja u krugu
brojnost bakterija u uzorku zraka
bila je ve€a na ulaznom dijelu nego

-0.4000 0.375 (NS)
-1.0000 0.0083 (Sig)
-0.5368 0.0374 (Sig)
-0.9487 0.0833 (NS)
-0.7590 0.0503 (Sig)

ispred speleoloskog objekta Sto bi
se moglo povezati sa znacajnim
utjecajem svjetlosti na ulaznim dije-
lovima, znacajnijim donosom organ-
skih tvari a ujedno ve¢im postokom
vlaznosti zraka i boljom zasticeno-
Scu prostora. U Veloj peci brojnost
bakterija u uzorku zraka povecava
se s dubinom zbog toga Sto su mje-
sta uzorkovanja bila na mjestu vece
cirkulacije zraka, u blizini vode koja
kapa u kamenicu ili neposredno po-
red guana i kostura Sismisa. Uzorci
briseva stijena u istrazivanim Spilja-
ma pokazali su da se udaljavanjem
od ulaza smanjuje brojnost bakteri-
ja. Na mjestima s manjim izoliranim
i uzim kanalima unutar Spilje veca
je brojnost bakterija, isto kao i na
mjestima neposredno blizu guana.
Dokazano je da se, opcenito, udalja-
vanjem od ulaza te smanjivanjem
vanjskih utjecaja brojnost bakterija
smanjuje, izuzevsi mjesta uzorkova-
nja s posebnim uvjetima poput veli-
ke cirkulacije zraka, tragovi guana ili
vanjski utjecaj posjetitelja.

Nastavak istrazivanja bi se trebao
odnositi na prosirenja uzorkovanja
na vise speleoloskih objekata s razli-
¢itim obiljezjima, uzrokovanje u ra-
zlic¢itim godisnjim dobima i uzorko-
vanje viSe uzoraka u samim objek-
tima. Jedna od zanimljivih usporedbi
bi bilo i uzorkovanje vode iz kame-
nica, siga ili sedimenta te uspored-
ba brojnosti bakterija u ispitivanim
uzorcima.
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Microbiology of caves from the areas of Istria and Kvarner

The goal of this work was to conduct preliminary research in the enumeration of heterotrophic bacteria in the air
and on surfaces of speleological objects using traditional, culture-based enumeration. Research sites, speleological
objects are situated in Istria and Kvarner. Results are indicating a trend of decrease in a number of bacteria in the air
and on surfaces, with some discrepancies which can be explained with bats, dripping water or airflow, or anthropo-
genic impact. The results will enable optimization of the methods of sample collection, selection of the cultivation
media, and bacterial enumeration in speleological objects. This data will be used as a base for future microbiological
monitoring of caves.




