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1. UVOD

Rezervoari za patogene mikroorganizme u vodenom okoliSu mogu biti ljudski 1
zivotinjski otpad te sam okoli§ (Fayer 1 dr. 1998., Hurst 1 Murphy, 1996.). Bakterija
Acinetobacter baumannii je emergentni humani patogen. Podaci o prisutnosti A4.
baumannii, gram-negativne bakterije koja uzrokuje bolnicke i izvanbolni¢ke infekcije u
ljudi 1 zivotinja u prirodnom okoliSu koji se nalazi pod utjecajem otpada ljudskog
podrijetla vrlo su rijetki, a uloga okolisnih izolata u pojavljivanju ljudskih infekcija nije
razja$njena. Ovaj neutrofilni patogen je izoliran iz kiselog paleotla u Istri 1 smatra se da je
izvor zagadanja bolnicki otpad ilegalno odloZen u napuStenom kamenolomu Tri Jezerca
(Hrenovi€ 1dr., 2014). Tri izolata ove bakterije povezana s klini¢kim izolatima utvrdena su
1 u tehnosolu na ilegalnom odlagaliStu otpada Sovjak u Istri (Hrenovi¢ 1 dr., 2017).
Razvidno je da prisutnost klini¢ki znacajne bakterije 4. baumannii u tlu moze predstavljati
javno zdravstveni rizik za ljudsko zdravlje pa je interesantno utvrditi kakvi su uvjeti za
njezino prezivljavanjeu tlu. U ovom radu ispitano je prezivljavanje multiplorezistentne
bakterije 4. baumannii, u kiselom krednom paleotlu Istre te u dvijema crvenicama
(lokacije Savudrija 1 Monte Coronichi) i to kroz period od 50 dana. Navedene crvenice
odabrane su zato S§to je iz prijasnjih istrazivanja (Tomasi¢, 2013; Banicek, 2016; BeloSa,
2017) poznato da se radi o crvenicama razli¢ite pH vrijednosti. Ideja istrazivanja bila je
ispitati prezivljavanje bakterije 4. baumannii u uzorcima tala razlicite pH vrijednosti. Za
potrebe izrade ovog diplomskog rada nisu provedena terenska istrazivanja ve¢ su koristeni
uzorci tala iz prijaSnjih istrazivanja (Tomasi¢, 2013; Horvat, 2014; Banicek, 2016; Belosa,
2017) koja su provedena u sklopu izrade Cetiri diplomska rada mineralosko-geokemijsko-

mikromorfoloske tematike.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Geomorfolo$ka grada Istre

Za opis geomorfoloske grade Istre koriSteni su materijali s web stranice:
http://istrapedia.hr. Istra je najve¢i hrvatski poluotok, povrsine 3746 km”. Nalazi se na
sjevernom dijelu Jadrana. Najve¢i dio povriine Istre se nalazi unutar Hrvatske (3130 km?),
a grani¢i sa Slovenijom (346 km?) i sa Italijom (Milje i Dolina). Najveéi dio hrvatskog
dijela poluotoka se nalazi u Istarskoj Zupaniji, a manji dio u Primorsko-goranskoj Zupaniji.
Kopnena granica Istre je Tr$¢anski zaljev na zapadu te Preluka na istoku. Sjeverna granica

je sjeverni rub Cicarije.

Tri su temeljne reljefne cjeline geoloskog sastava i tala Istre (Slika 1.):

1. Brdoviti sjeverni rub (Bijela Istra)
2. Nize fliSno pobrde (Siva Istra) 1

3. Niske vapnenacke zaravni (Crvena Istra)

Brdoviti sjeverni rub je smjeSten u sjevernom i sjeveroistocnom dijelu poluotoka.
To je izdignuto, okrSeno kamenito podrucje koje je gradeno od okrSenih krednih 1

paleogenskih vapnenaca.

,Bijela Istra®, obuhvaca podrucje gorskog hrbata Ucke (Vojak, 1401 m) te gorsku
skupinu Cicarije (Planik, 1272 m). Ta podrudja ¢ine krajnji sjeverozapadni i sjeveroistoéni
dio istarskog poluotoka. Struktura je navlatna - borana te blokovska. Razlikuju se tri
cjeline gorskoga hrpta Ucke: sjeverni, srednji i juzni hrbat U¢ke. Ciéarija ima slozenu
strukturu koja je obiljeZzena nizom hrptova, a odvaja se od gorskoga hrpta linijom Opatija—
Vranja i prijevoj (922 m). Gorska skupina Cicarije ima dinarski smjer pruzanja

sjeverozapad—jugoistok. (Vlahovi¢ i dr., 2008).

Istarsko pobrde (Siva Istra) je smjesteno na sjeverozapadnom i zapadnom dijelu. To
podrucje predstavlja depresiju zapunjenu fliSnim materijalom, a s obzirom na veliku

zastupljenost gline 1 njezine sive boje, srediSnja Istra naziva se ,,Siva Istra®.

»Siva Istra® je odvojena od ,,Bijele Istre* rasjednim odsjekom visokim 1 do 100 m.

Prostor je snizen zbog djelovanja erozije zbog vodonepropusnosti fliSnih naslaga. Takoder,



za to podrucje Istre, vazne su slozene doline rijeka Mirne 1 RaSe s pritocima, a njihovo je

oblikovanje uvjetovano sastavom stijena (Vlahovic¢ i dr., 2008).

,Crvena Istra® je smjeStena na zapadnom 1 jugozapadnom dijelu Istarskog
poluotoka. Dobila je taj naziv zbog velike koli¢ine zemlje crvenice koja prekriva zaravan
izgraden od jurskih i1 krednih karbonatnih stijena. To je zaravnjeno primorsko podrucje
koje se proteze od Piranskoga zaljeva do Plomina. Prostor se podudara sa
zapadnoistarskom antiklinalom, gdje su najbolje razvijene zaravni. Nastaju mnogobrojne

pukotine, $pilje, jame, Skrape zbog vapnenacke podloge te zbog kemijskog trosenja.
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Slika 1. Geomorfoloska podjela Istre
[zvor: http://istra.lzmk.hr/clanak.aspx?1d=957



2.2. Geolo$ka grada Istre

Istra ¢ini sjeverozapadni dio nekadasnje Jadranske karbonatne platforme, na kojoj
su se u plitkome 1 toplome moru tijekom jure i krede talozile karbonatne naslage bez
terigenog donosa (Vlahovi¢ i dr., 2005.). Razli¢ita su trajanja emerzije na granici gornje
krede 1 paleogena, a to odrazava razli¢it slijed talozenja naslaga. Transgresijom je doslo do
talozenja foraminiferskih vapnenaca, a produbljavanjem okoliSa, stvaraju se klasti¢ne
paleogenske naslage (lapor i fli§). Rezultat navedenog je Siroki stratigrafski raspon, te

pojava razlicitih stijenskih litotipova.

Paleogenske naslage ukljucuju: foraminiferske vapnence, prijelazne naslage,
liburnijske naslage (slatkovodne 1 braki¢ne sedimente taloZene u najnizim dijelovima
paleoreljefa), 1 flis (Veli¢ i dr., 1995; Durn, 1996). Tijekom emerzija doSlo je do uvjeta
nastajanja boksita u paleoreljefnim oblicima. Prijelaz plitkomorske u dubokovodnu
sedimentaciju dogodio se za vrijeme eocena, te je obiljezen fliSnim naslagama 1
turbiditima. Pocetkom oligocena zapocela je emerzijska faza u Istri koja traje i danas. U
kvartaru izdvajaju se crvenice, les, Spiljske naslage te aluvijalni sedimenti (Durn, 1996;

Hec¢imovi¢, 2009).

Na Istarskom poluotoku se izdvajaju slijedece jedinice (Veli¢ 1 dr., 1995a 1 1995b;
Veli¢ idr., 1995):

> jursko — kredni paleogenski karbonati na jugu 1 zapadu Istre,
> kredno — paleogenski karbonatno — klastiéni pojas u istonoj 1
sjeveroistocnoj Istri,

> paleogenski flisni bazen sredi$nje Istre.

Karbonatni 1 fliSni sedimenti Istre mogu se podijeliti u Cetiri megasekvencije u

stratigrafskim rasponima (Veli¢ 1 dr., 1995):

1. megasekvencija bat — donji kimeridz,

2 megasekvencija gornji titon — gornji apt,

3. megasekvencija gornji alb — donji kampan i
4 megasekvencija paleocen — eocen.



Megasekvencija (bat — donji kimeridz)

Za megasekvenciju bat—donji kimeridz, temeljne su znacajke opli¢avanje 1
pokrupnjavanje. U vr$Snom dijelu znacajna je pojava Rovinj bre¢a (Veli¢ 1 Tisljar, 1988).
Ova megasekvencija je predstavljena razli¢itim tipovima platformnih vapnenaca, a
otkrivena je u zapadnoj Istri, izmedu Poreca i Rovinja. Predvladavaju okoliSi izoliranih
plicaka u plitkom subtajdalu 1 lagunama (bat — kalovij) gdje se taloze deblji slojevi
madstona 1 fosilifernih vekstona. Taj slijed se naziva Monsena jedinica (Veli¢ 1 Tisljar,
1988). Takvi uvjeti se nastavljaju 1 poCetkom oksforda gdje se taloZe peloidni pekstoni 1
vekstoni (Lim jedinica — Veli¢ 1 Tisljar, 1988). Muca jedinica je karakterizirana pli¢acima 1
lagunama sa visokom energijom vode (Veli¢ 1 TiSljar, 1988). Vrsar 1 Rovinj brece

obiljezavaju zavrSetak ove megasekvencije (kraj oksforda — pocetak kimeridza).

Megasekvencija (gornji titon — gornji apt)

Predvladavaju razli¢iti tipovi peritajdalnih, peletnih i LLH- stromatolitnih
vapnenaca, uz pojave breca te ranodijagenetskih 1 kasnodijagenetskih dolomita. Ova
megasekvencija je transgresivno-regresivna te su naslage ove megasekvencije otkrivene od
Poreca do Punte Furlan. U mladem titonu zapocinje ova megasekvencija, a obiljezena je
osciliraju¢om transgresijom. Znacajni su vapnenci Pietra d'lstria ili Kirmenjak. Tijekom
berijasa i starijeg valendisa u subtajdalnim 1 intertajdalnim okoli§ima se taloZze vapnenci
koji su kasnije velikim dijelom kasnodijagenetski dolomitizirani-Fantazija dolomiti (Veli¢
1 Ti8ljar, 1988). Mladi valendis je obiljezen parasekvencijama opli¢avanja. Razdoblje otriv
— barem, znaCajno je po oplicavanju s LLH stromatolitima. Kraj barema je obiljezen
pojavom grejnstona. Za apt je znaCajna regionalna promjena rezima i okoliSa kojom je

zahvacena cijela Istra.

Megasekvencija (gornji alb — donji kampan)

Megasekvencija ima veliku debljinu, vise od 1000 m. Po¢etkom mladeg alba krece
prvo postupna pa potpuna ingresija. Potkraj alba doSlo je do razli¢itih uvjeta 1 okolisa
talozenja, odnosno, sinsedimentacijska tektonska aktivnost dovela je do znatne morfoloSke
promjene na istarskom dijelu Jadranske karbonatne platforme (Veli¢ i dr., 1995). Iz tih
razloga u sjevernoj Istri su nastali vrlo razli¢iti okolisi, od kontinuirano plitkovodnoga

prijelaza u cenoman (podrucje Savudrije), plitkovodnih vapnenackih pjesc¢anih prudova do
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razvedenih okoliSa u kojima su taloZzeni bogati tamni rudistni vapnenci (okolica Sv. Lucije)
(Vlahovi¢ i dr., 2008). U podrugju srednje Istre i Cicarije znacajne su pojave natplimnih
ranodijagenetskih dolomita, koji su naknadnim tektogeno-dijagenetskim procesima
pretvoreni u razmjerno debeli sloj kasnodijagenetskih dolomita i1 tektogeno-dijagenetskih

breca.

U novije doba u zapadnom dijelu Istre izmedu Rovinja i Pore€a su pronadene i
manje pojave eocenskih vapnenaca na naslagama donje krede. Te pojave svjedoce da je
kopnena faza u tome dijelu Istre trajala znatno duze (¢ak 1 do 80 mil. godina). Upravo je to
jedan od klju¢nih dokaza da je zap. dio Istre bio u to doba izdignut, tvore¢i prostrani otok

na kojem su tijekom dugoga razdoblja krede prebivali dinosauri (Vlahovi¢ i dr., 2008).

Megasekvencija (paleocen-eocen)

Megasekvencija paleocen—eocen sadrzava naslage paleogenske starosti. Talozenje
je zapocelo preplavljivanjem tektonski deformiranoga, okrSenoga 1 reljefno raznolikoga
kopna. Dizanje morske razine uzrokovalo je izdizanje velikih nakupina podzemne slatke
vode, pa su najnizi dijelovi reljefa postupno pretvarani u mocvare (u karbonatnim
sedimentima se nalaze debele naslage ugljena). Nastavkom dizanja morske razine
preplavljen je sve ve¢i dio dotadasnjega kopna. Plitkomorske prostore talozenja
karakteriziraju velike koli¢ine foraminifera (miliolida, alveolina, numulita 1 dr.) te se slijed
tih naslaga zove foraminiferski vapnenci (Vlahovi¢ 1 dr., 2008). Tektonskim
deformacijama nekada$nje jadranske karbonatne platforme zbog sazimanja prostora
povezanoga s regionalnim dogadajima u Alpama 1 Karpatima stvaraju se duboka korita
obiljezena talozenjem klasticnih naslaga. Te naslage su poznate pod nazivom f7is. FliSna
sedimentacija je karakterizirana debelim slojevima vapnenackih breca i1 pjeS€enjaka te je

zbog otpornosti na eroziju izgraden npr. Hum, Buzet, Motovun 1 dr.

Nakon talozenja flisa, cijelo je podrucje danasnje Istre okopnjelo (Vlahovi¢ 1 dr.,

2008).



2.3. Pedoloska grada Istre

Za opis pedoloske grade tala Istre koristena je klasifikacija po Skori¢u i dr. (1985)
te podaci s web stranice http://istrapedia.hr. Podaci o povrsini za svako pojedino tlo u Istri
preuzeti su iz Skori¢ (1987). Zastupljenost tala karakterizirana je crvenicom, rendzinom,
koluvijalnim tlom, smedim tlom, vapnenacko-dolomitnom crnicom, lesiviranim tlom,

mocvarno glejnim te ostalim tlima prikazanim na slici 2.

I Crvenica

Rendzina na laporu
= (fli$u) ili mekim vapnencima

Antropogena flisnih i *
. krskih sinklinala i koluviga -
[I] Smede na vapnencu g “Z

— Crnica vapnenacko
dolomitna

I Eutricno smede

Il Hidromeliorirano
[ Koluvij s prevagom sitnice

[ ] Lesivirano
[ ] Modévarno glejna

Slika 2. Pedoloska karta Istarske Zupanije
Izvor: Prekalj, 2012.



. lerra rosa® ili zemlja crvenica

Prema klasifikaciji Skori¢a i dr. (1985) terra rosa (dalje u tekstu ée biti koristen hrv.
naziv crvenica) spada u odjel automorfnih tala 1 klasu kambicnih tala (A-(B)-C ili R).
Prema WRB (World Reference Base for Soil Resources) (2006) crvenice spadaju samo u

luvisole.

Crvenica je rezultat intenzivnog kemijskog troSenja karbonatnih stijena, vapnenaca
(kemijsko troSenje) te dolomita (fizi€ko 1 kemijsko troSenje) pod utjecajem oborinske vode.
Prema autorima Boero 1 Schwertmann (1989), generalni uvjeti pedookolisa pogodni za
nastanak crvenice, primjerice dobar protok vode karakteristican za krSke terene te neutralni
pH nije od bitnijih karakteristika za proces rubifikacije, odnosno ocrveni¢avanja (nastanak
karakteristicne crvene boje) ako je izvor zeljeza autohton ili alohton. OcrveniCavanje je
proces peptizacije amorfnih Zeljeznih oksida 1 hidroksida, koji je omogucen

dehidratizacijom Zeljezovih oksida te nastajanja hematita (Kubiena, 1970).

Na podrucju istarske krske zaravni 1 Bujske antiklinale diskontinuirano se prostiru
crvenice te prekrivaju karbonate (vapnence i1 dolomite) jurske, kredne i1 paleogenske
starosti. Nadalje, crvenice ispunjavaju pukotine, dzepove i udubljenja okrSenih karbonata.
Debljina naslaga crvenice je varijabilna te je uglavnom rije¢ o debljini koja iznosi 0.5-1m
(www.istra-istria.hr). S porastom nadmorske visine u smjeru istoka i sjeveroistoka opadaju
debljine naslaga crvenica. Primjerice, u krSkom reljefu, u udolinama njena debljina prelazi
1 10 m (npr. lokalitet SjenokoSa kod Rovinja). Te naslage nastale su ispiranjem crvenice sa
vapnenjackih platoa. Najdeblje naslage crvenice se nalaze u jurskim naslagama izmedu
Poreca 1 Rovinja te krednim naslagama izmedu Umaga i1 Dalja, no utvrdene su i na
zaravnjenom podrucju na jugu Istre, oko Valture i pulskog aerodroma (isto¢no od Pule), u
dolini Budava te na podrucju zapadne obale Rase. Na podrucju Istre, crvenica predstavlja
najrasprostranjenije tlo, prekriva 78940 ha, a nalazi se na nadmorskim visinama 1 do 900 m

(Skorié, 1987).

Razli¢ita su misljenja o postanku crvenica pa tako pojedini autori smatraju da su se
crvenice razvile 1z netopivog ostatka karbonata (vapnenca ili dolomita), na ¢ije stvaranje je
utjecao ishodi$ni materijal, a ne klima. Skori¢ (1979) smatra da je za vrijeme otapanja
karbonatne stijene, netopivi ostatak bio podvrgnut procesima troSenja. Pojedini autori
smatraju da je crvenica nastala iz materijala nanoSenog na vapnenacko—dolomitnu podlogu

procesima ispiranja (Olson 1 dr., 1980; Rapp, 1984). Danas, ve¢ina smatra da su crvenice
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poligenetske prirode (Sinkovec, 1974; Durn 1dr., 1992; Durn 1 Aljinovi¢, 1995; Durn 1 dr.,
1999).

Rendzina na laporu ili mekim vapnencima

Prema klasifikaciji Skori¢a i dr. (1985) rendzina spada u odjel automorfnih tala i
humusno-akumulativnu klasu tala (A-C ili R). Rendzina je mlado tlo koje je podlozno
troSenju. Uglavnom je rije¢ o plitkim poroznim tlima prekrivenim vegetacijom
(http://istrapedia.hr.). Takav tip tla najceS¢e sadrzi moli¢ni horizont ispod kojeg je
rastroSeni matiéni supstrat (Skori¢, 1986). Rendzina je najvise zastupljena na podrudju

fliSa, a prekriva 26500 ha Istre.

Smede tlo na vapnencu

Prema klasifikaciji Skori¢a i dr. (1985) smede tlo spada u odjel automorfnih tala i
klasu kambi¢nih tala (A-(B)-C ili R). Smede tlo na vapnencu nastaje na blazim oblicima
reljefa, odnosno gdje je erozija slabije izraZzena (http://istrapedia.hr). Dubina smedeg tla ide
od 30-60 cm. Na blazim oblicima reljefa istarske ploce, smeda tla se izmjenjuju s
crvenicama, dok se u planinskim predjelima izmjenjuju s crnicama. Nadalje, u prijelaznoj
zoni smeda tla se izmjenjuju iz fli§ne Istre prema krednom dijelu Istre (Skori¢, 1987).
Smede tlo je nekarbonatno staro tlo s humusnim horizontom moli¢énog (Amo) ili ohri¢nog
(Aoh) tipa koji lezi neposredno na kambi¢nom horizontu B(rz) tipa (Skori¢, 1986). Smede
tlo na vapnencu 1 dolomitu (kalkokambisol) je najzastupljenije tlo nakon crvenice, zauzima
56300 ha Istre (Skori¢, 1987). Takvi tipovi tala se uglavnom razvijaju na mezozojskim

vapnencima, ali 1 numulitnim 1 alveolinskim vapnencima.

Vapnenacko-dolomitna crnica (kalkomelanosol)

Vapnenacko-dolomitna crnica je mlado plitko tlo, dubine do 30 cm. Prema
klasifikaciji Skori¢a i dr. (1985) kalkomelanosol spada u odjel automorfnih tala i humusno-
akumulativnu klasu (A-C ili R). Kalkomelanosol nastaje utjecajem klime 1 vegetacije na
ogoljene karbonate (vapnence i dolomite) koji se sporo troSe. Nadalje, vapnenacko-
dolomitna crvenica sadrZzi moli¢ni (Amo) ili organi¢ni (Ao) horizont koji leZi na ¢vrstim
karbonatima (Skori¢, 1986). Sumska vegetacija je zasluzna za akumulaciju humusa (visi

predjeli Istre). Kalkomelanosoli prekrivaju 11048 ha Istre.



Regosol

Prema klasifikaciji Skori¢a i dr. (1985) rendzina spada u odjel automorfnih tla i
nerazvijenu klasu tala (A-C ili R). Prekriva 16959 ha Istre. Javlja se u fliSnoj zoni te u

prijelaznoj zoni flisa 1 krSa.

Koluvijalno tlo

Prema klasifikaciji Skori¢a i dr. (1985) koluvijalno tlo spada u automorfna tla i
nerazvijenu klasu tala (A-C ili R). Koluvijalno tlo koje se naziva jo$ 1 ,.koluvij* je tlo s (A)
ili Ap horizontom. Nastaje ispiranjem tla i supstrata s visih terena, bilo da je rije¢ o
bujicama ili povrSinskim vodama ili recentnom sedimentacijom erodiranog materijala u
podnoZju tih terena (Skori¢, 1986). Koluvij je vezan za flisno podrugje Istre, odnosno
podrucje koje je gradeno od lapora, mekih vapnenaca te pjes¢enjaka. U manjem omjeru
koluvij se javlja 1 u rubnim vapnenackim predjelima. Ovaj tip tla zauzima povrSinu od

11332 ha Istre.

Eutri¢no smede tlo

Prema klasifikaciji Skori¢a i dr. (1985) euteriéno smede tlo (euteriéni kambisol)
spada u odjel automortfnih tala 1 klasu kambic¢nih tala (A-(B)-C ili R). To je tlo s moli¢nim
(Amo) ili ohricnim (Aoh) humusnim horizontom te leZi malo iznad kambi¢nog (B)v
horizonta (Skori¢, 1986). Eutriéni kambisol na podruéju Istre prekriva preko 5000 ha, a
javlja se na koluviju, lesolikim sedimentima 1 fliSnim, preteZzno laporovitim naslagama.
Najrasprostranjeniji je na koluviju koji prekriva vapnenacka podrucja, a veze se na

kompleks crvenica 1 kalkokambisola.

Distriéno smede tlo

Distriéna smeda tla (distriéni kambisol) prema klasifikaciji Skoriéa i dr. (1985)
spadaju u odjel automorfnih tala i klasu kambi¢nih tala (A-(B)-C ili R (Skorié i dr., 1985).
Ta tla imaju ohri¢ni (Aoh) ili umbri¢ni (Aum) humusni horizont ispod kojeg se nalazi
kambi¢ni B(v) horizont (Skori¢, 1986). Distri¢ni kambisol se naziva i kiselim smedim tlom

jer se formira na kiselim stijenama. NajviSe zauzima srediSnji dio Istre te prekriva 3763 ha.
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Lesivirano tlo

Lesivirano tlo (luvisol) ima ohri¢ni (Aoh) ili umbri¢ni(Aum) humusni horizont
ispod kojeg se nalazi eluvijalni horizont (E), a ispod kojeg slijedi iluvijalni argiluviéni Bt

horizont (Skori¢, 1986). Levisirano tlo prekriva 3420 ha Istre.

Pseudogle]

Prema klasifikaciji Skoriéa i dr. (1985) pseudoglej spada u odjel hidromofnih tala i
klasu glejna tla (A-G). Takav tip tla nema jasne podjele na redukcijski 1 oksidacijski
horizont pa je osnovni dijagnosticki znak pojava mramoriranog g-horizonta specificne
morfologije (Skorié i dr., 1985). Pseudoglejna tla prekrivaju povr§inu od 5014 ha Istre, a

javljaju se na podrucju fliSa te rubnim vapnenackim predjelima.

Moévarno-glejna tla

Prema klasifikaciji Skoriéa i dr. (1985) mod&varno-glejna tla spadaju u odjel
hidromofnih tala 1 klasu glejna tla (A-G). Moc¢varno-glejna tla prekrivaju 4968 ha Istre, a
razvijena su na fluvijalnim 1 koluvijalnim sedimentima vlaZznih istarskih dolina 1 polja
(duze ili kra¢e zadrzavanje vode). Takva tla sadrze humusni Aa horizont koji je > 50 cm
(pli¢i) sa znakovima hidromorfizma ispod kojeg slijedi glejni horizont s jasno definiranim

Gso i Gr pothorizontima (Skori¢, 1986).

Rigolano tlo (Rigosol)

Prema klasifikaciji Skoriéa i dr. (1985) rigolano tlo (euteri¢ni kambisol) spada u
odjel automorfnih tala 1 klasu antropogena tla (P-C ili R). Taj tip tla je rigolanjem
pomije$an s dva ili vise horizonata ili slojevima do dubine od 60 cm (Skori¢, 1986). U Istri

takvo tlo prekriva 45698 ha povrSine te se na njemu nalaze vinogradi, vo¢njaci i sl.

Osim gore navedenih tala, u manjoj mjeri, prisutna su tla s povr§Sinom manjom od
3000 ha: kamenjar (litosol), livadsko tlo, smonica (vertisol), tlo deponija (deposol),
aluvijalno ili fluvijativno tlo (fluvisol), livadsko tlo, hidromeliorirano tlo 1 solana, te

verti¢ni kambisol.
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2.4. Bakterije roda Acinetobacter

Povijest roda Acinetobacter veze se uz rani pocetak 20. stolje¢a (1911.god.) kad je
Beijerinck, nizozemski mikrobiolog, opisao organizam pod imenom Micrococcus
calcoaceticus (Peleg 1 dr., 2008). Organizam je bio izoliran iz tla obogacivanjem u
minimalnom mediju kalcij-acetatu. Tijekom sljede¢ih desetljeca, opisani su slicni
organizmi te im je dodijeljeno najmanje 15 razli¢itih vrsta, ukljucujuéi Diplococcus
mukcosus, Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha,
Moraxella Iwoffi, Herellea vaginicola, Bacterium anitratum, Neisseria winogradskyi,
Achromobacter anitratus 1 Achromobacter mucosus (Peleg 1 dr., 2008). Aktualni naziv
roda, Acinetobacter (od gré¢koga axkivetroo [akinetos], tj. nepokretan), predlozili su Brisou 1
Prévot 1954. godine kako bi odvojili nepokretne od pokretnih mikroorganizama unutar
roda Acinetobacter. U sveobuhvatnom istrazivanju Baumann i dr. (1968) su zakljucili da
prethodno gore navedene vrste pripadaju jednom rodu, za koju je predlozen naziv
Acinetobacter te da ih nije moguce klasificirati u razli¢ite vrste na temelju fenotipskih
karakteristika. Na temelju novih taksonomskih podataka, predlozeno je da se ¢lanovi roda
Acinetobacter  Kklasificiraju u  novu  obitel] Moraxellaceae  unutar  reda
Gammaproteobacteria, koja  ukljuCuje rodove Moraxella, Acinetobacter te
Psychrobacter.Bouvet 1 Grimont (1986) su na temelju DNA-DNA hibridizacijskih studija
odredili 12 DNA (hibridizacijskih) skupina ili genospecijalnih vrsta, od kojih su neki dobili
nazive vrsta, ukljucujuéi 4. baumannii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A. johnsonii, A.
Jjunii 1 A. Iwoffii. Bouvet 1 Jeanjean (1989), Tjernberg i1 Ursing (1989), te Nishimura 1 dr.
(1988) opisali su daljnje genomske vrsta roda Acinetobacter, uklju€ujuéi 1 imenovanu vrstu
A.radioresistens. Neke od nezavisno opisanih (genomskih) vrsta pokazale su se kao
sinonimi, npr. A.Iwoffii 1 Acinetobacter genomske vrste 9 ili Acinetobacter genomske vrste
14, opisanih od Bouvet i Jeanjean (14BJ) 1 Acinetobacter genomske vrste 13, koje su
opisali Tjernberg i1 Ursing (13TU). Nedavno je opisano 10 dodatnih vrsta Acinetobacter,
ukljucujuéi 3 vrste ljudskog podrijetla, 4. parvus, A. schindleri 1 A. ursingii, te 7 vrsta
izoliranih iz aktivnog mulja: A. bayvii, A. bouvetii, A. grimontii, A. tjernbergiae, A.
towneri, A. tandoii 1 A. gerneri, povecavajuci stvarni broj valjano opisanih (genomskih)
vrsta na 31, od cega 17 su dobile valjane nazive vrsta. A. calcoaceticus, A. baumannii,
genomska vrsta Acinetobacter 3 1 genomskih vrsta Acinetobacter 13TU, usko su povezane

te se teSko medusobno razlikuju fenotipskim svojstvima. Stoga je predlozeno da ove vrste
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upucuju na A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks. U ovoj skupini je 80% klinickih
infekcija uzrokovanih Acinetobacter spp. (Manchanda 1 dr., 2010). Od 1954. godine do

danas se mogu razlikovati 57 imenovanih vrsta 1 5 neimenovanih vrsta (Peleg i dr., 2008).

Rod Acinetobacter, obuhva¢a Gram-negativne, strogo aerobne, nefermentirane,
nesporogene, nepokretne, katalaza-pozitivne, oksidaza-negativne bakterije, sa sadrzajem
DNA G + C od 39-47% (Manchanda 1 dr., 2010). Bakterije roda Acinetobacter se prirodno
pojavljuju u tlu 1 vodi (Baumann, 1968) te su prisutni 1 u kanalizaciji (Warskow 1 Juni,
1972). Procjenjuje se da je najmanje 0,001% ukupnog broja kultiviranih, heterotrofnih,
aerobnih populacija u tlu 1 vodi Acinetobacter spp. (Baumann, 1968). Javljaju se u
sirovom, opranom 1 zamrznutom povréu (Gennari 1 Stegagno, 1986), u svjezim, smrznutim
1 pohranjenim ribljim proizvodima (Gennari 1 Stegagno, 1985) te u pokvarenom mesu,
mlijeku 1 siru (Gennari 1 dr., 1992). Takoder, neke vrste roda Acinetobacter se pojavlju u
fizioloskoj flori koze 1 diSnog sustava (Bergogne-Bitirezin 1 Towner, 1996). U ljudi
Acinetobacter moze biti dio bakterijske flore koze, narocito u vlaznim podru¢jima kao Sto
su aksile, prepone 1 nozni prsti, do 43% zdravih odraslih osoba moze imati kolonizaciju
kozZe 1 sluznice. NajceSce izolirane vrste ukljucuju 4. Iwoffii (58%), A. johnsonii (20%), A.

Jjunii (10%) te Acinetobacter 3 (6%) (Manchanda 1 dr., 2010).

Vrsta A. calcoaceticus pronadena je u vodi i tlu te na povréu. Vrsta Acinetobacter 3
nadena je u vodi 1 tlu, na povréu i na ljudskoj koZi. 4. johnsonii pronadena je u vodi 1 tlu,
na ljudskoj kozi te u ljudskom izmetu. 4. Iwoffii 1 A. radioresistens nadeni su na ljudskoj
kozi. Genomski tipovi Acinetobacterll nadeni su u vodi i tlu, na povréu, te u ljudskom

crijevnom traktu.

Bakterije roda Acinetobacter uzrokuju Sirok spektar infekcija te ukljucuju upalu
plu¢a, meningitis, infekcije mokra¢nog trakta i infekcije rana (Manchanda 1 dr, 2010).
Unutar roda najpoznatija je vrsta 4. baumannii, mikroorganizam koji je prepoznat kao
znacajni uzro¢nik bolnickih infekcija u svim zemljama svijeta. Smatra se da je infekcija 4.
baumannii izazvana isklju¢ivo onec¢iS¢enjem 1 prijenosom u bolni¢kom okruzenju (Goic-
Barisi¢, 2012). Glavna karakteristika bakterije A. baumannii je sposobnost prezivljavanja u
vlaznom i suhom okruZenju pri ¢emu stvaranje biofilma ima znacajnu ulogu (Hrenovi¢ 1
dr., 2014). Biofilm predstavlja zajednicu dobro strukturiranih mikrokolonija koja ima

sposobnost dugotrajnog prezivljavanja i izmjene genskog materijala (Goi¢-Barisi¢, 2012).
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2.4.1. Stanicne strukture bakterija roda Acinetobacter

Stanice u logaritamskoj fazi rasta imaju tendenciju da budu oblika §tapica, dok
stanice u stacionarnoj fazi rasta su sferne te imaju neSto manji promjer od Stapic¢a
(Baumann 1 dr., 1968b). Stanice se obi¢no javljaju u parovima, a ponekad i1 u lancima.
Kolonije uglavnom nisu pigmentirane. Elektronska mikroskopija tanjeg dijela stanice
otkrila je stani¢nu stijenku tipicnu za Gram-negativne bakterije (Breuil i dr., 1975; Scott 1
dr., 1976). Peptidoglikan sadrzi muraminsku kiselinu, glukozamin, alanin te D-
glutaminsku kiselinu (Martin 1 dr., 1973, Horisberger, 1977). Jedan soj roda Acinetobacter
pokazao je lipopolisaharide koji sadrze D-glukozu, glukozamin, galaktozamin, lipid A,
etanolamin, masne kiseline, fosfate 1 protein (eng. PBP — penicillin-binding protein)
(Adams i dr., 1970). Sastav polisaharida nije isti u svim prou¢avanim sojevima (Borneleit 1
Kleber, 1991). Brojna istrazivanja razjasnila su strukturu lipopolisaharida O-antigena iz
raznih Acinetobacter sojeva (Vinogradov 1dr., 1997; Haseley 1 Wilkinson, 1997; Haseley 1
dr., 1997, 1998). Zbog prisutnosti deoksi-Sec¢era, aminokiselina i razgranatih polimera,
pokazano je da O-antigeni roda Acinetobacter imaju izrazitu hidrofobnost, koja je u skladu
sa sposobnos¢u da Acinetobacter raste na hidrofobnim supstratima (Haseley 1 dr., 1997).
Evolucija roda Acinetobacter rezultirala je velikom raznolikoS¢u povrSinskih antigena,
mnogi od njih su kapsularni. Vanjske membrane 4. calcoaceticus 1 A. radioresistens sadrze
nekoliko jedinstvenih proteina u rasponu molekulske mase od 12.000 do 50.000 daltona
(Fischer 1 dr., 1984; Nishimura 1 dr., 1986a). Glavna vanjska membrana proteina A.
calcoaceticus ima molekulsku masu od 38.000 daltona, za razliku od A. radioresistens,
koji ima dva glavna proteina vanjske membrane molekularne teZine od 39.000 1 42.000
daltona (Nishimura i dr., 1986a). Dvije studije koje su ispitivale veci broj sojeva pokazale
su da je dobra korelacija izmedu proteina vanjske membrane i DNA-DNA hibridizacijske
skupine (Ino i1 Nishimura, 1989; Dijkshoorn i dr., 1990). Vanjska membrana 4. baumannii
djeluje kao prirodna prepreka mnogim antibioticima (Delcour, 2009). Bakterije roda
Acinetobacter ne tvore spore, 1 ne posjeduju strukture za aktivno pokretanje, iako se moze

javljati pokretanje u obliku trzanja 1 klizenja (Towner, 2006).
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2.4.2. Rast i metabolizam bakterija roda Acinetobacter

Vecina sojeva Acinetobacter moze rasti u jednostavnom mineralnom mediju koji
sadrzi jedan izvor ugljika 1 izvor energije kao Sto su etanol, acetat, laktat, piruvat, malat, ili
ketoglutarat. Rijetki sojevi roda Acinetobacter imaju zahtjevne faktore rasta te se takvi
sojevi Cesto spontano vracaju na prototrofiju (mutiranje bakterije) kada se uzgajaju u
laboratoriju (Warskow 1 Juni, 1972). Amonijeve 1 nitratne soli sluze kao izvori dusika
(Jyssum 1 Joner, 1965). Vecina bakterija roda Acinetobacter nisu u moguénosti reducirati
nitrat u nitrit u uobiCajenom testu redukcije nitrata te je to moguce u nekoliko sojeva

(Riley 1 Weaver, 1974).

Budu¢i da je rod Acinetobacter oksidaza-negativan, nedostaje citokrom ¢ (Baumann
1 dr., 1968a). Odsutnost NAD-izocijanat dehidrogenaze te relativno spor rast s acetatom
kao jedinim izvorom ugljika, ukazuje da za rod Acinetobacter, ciklus trikarboksilne
kiseline vazniji je u sintezi aminokiselina (posebno aspartat, glutamat i prolin) 1 porfirina

nego $to je opcenito stani¢no disanje.

Acinetobacter sp. ne moze rasti na glukozi jer sadrzi aldoza-dehidrogenazu te
sposobnost brzog zakiseljavanja glukoznog medija (glukonsko formiranje kiseline), kao 1
medija koji sadrze druge Secere d-ksilozu, l-arabinozu, d-galaktozu, d-manoza, maltozu,
laktozu 1 celobiozu (Hauge, 1960). Takvi sojevi roda Acinetobacter proizvode dvije
glukozne dehidrogenaze, topljive 1 membranske vezane enzime (Matsushita 1 dr., 1989;
Duine 1 dr., 1982). Dvije glukozne dehidrogenaze su razli€iti enzimi (Duine, 1991). Oba

enzima koriste pirolokinolin kinon (PQQ, metoksatin) kao koenzim (Duine, 1991).

S obzirom da rod Acinetobacter nije pokretljiv, rast u teku¢im medijima zahtijeva
aeraciju ili mijeSanje. Rast se moze odvijati od pH 5.0 do 8.0, s optimalnim pH za rast je

od priblizno 6.5 (Baumann, 1968; Juni, 1982).

Budu¢i da su aromatski spojevi dostupni putem raspadnutih mrtvih biljnih 1
zivotinjskih tkiva, nije iznenadujuce otkrice da Acinetobacter sp. moze degradirati
organske spojeve poput benzonata, p-hidroksibenzonata, mandelata, kinata 1 triptofana
(Fewson, 1991). Organske hranjive tvari ukljucuju Secere, masne kiseline, alifatske
alkohole, nerazgranate ugljikovodike, dikarboksilne kiseline, aminokiseline 1 mnoge

aromatske 1 aliciklicke spojeve (Baumann 1 dr., 1968b). Aromatski spojevi su toksi¢ni za
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vecinu mikroorganizama (Schirmeret 1 dr, 1997). Rano istraZivanje razgradnje aromatskih
spojeva roda Acinetobacter pokazalo je da se ovi spojevi pretvaraju u b-ketoadipate, te da
su sukcinati 1 acetil CoA produkti degradacije b-ketoadipata (Stanier i Ornston, 1973).
Odredene znacajke aromatske biosinteze aminokiselina su jedinstvene 1 karakteristicne za

sve Acinetobacter sp. (Byng 1dr., 1985).

Koriste¢i plazmide, moguce je mobilizirati kromosome Acinetobacter sp. 1
konjugirati prijenos kromosomskih gena na soj primatelja (Towner i1 Vivian, 1976b).
Acinetobacter kromosomi kodiraju gene za sintezu nekoliko restrikcijskih endonukleaza 1
vjerojatno, njihovih odgovaraju¢ih modifikacijskih enzima. To ukljucuje Accl 1 Accll
(Roberts, 1985), Acclll (Kita 1 dr., 1985), AIWNI (Morgan i dr., 1987), Acll (Degtyarev 1
dr., 1992), Ajol (Nowak 1 sur., 1994), AspM (Zelinskaia i1 dr., 1996), i AccBSI
(Abdurashitov i dr., 1997). Odredeni Acinetobacter sp. razgraduju i izlucuju polimere koji
emulgiraju ugljikovodike, kao Sto su ulja, dajuci te tvari raspolozive za degradaciju u
vodenoj otopini (Gutnick 1 dr., 1991; Navon-Venezia 1 dr., 1995). Acinetobacter sp. koji
posjeduje sposobnost razgradnje alkana ukljucuje rubredoksin, rubredoksin reduktazu 1
citokrom P-450 (Asperger i Kleber, 1991; Geissdorfer i dr., 1995). Sojevi koji pokazuju

hemolizu na krvnim agar plocama luce fosfolipazu (Lehmann, 1971, 1973).

Polifosfati se nakupljaju u otpadnim vodama nekih Acinetobacter sp. (Gutnick 1dr.,
1991; Kortstee i dr., 1994). Cini se da su ti organizmi odgovorni za uklanjanje
anorganskog fosfata iz kanalizacije kroz njihovu povezanost s aktivnim muljem (Fuhs 1
Chen, 1975; Buchan, 1983); prisutnost K &ini se neophodnim za unos fosfata (Van
Groenestijn 1 dr., 1988). Soj iz aktivnog mulja koji akumulira velike koli¢ine anorganskih
polifosfata (3,7-5,7 mg P / 100 mg suhe teZine stanica), identificiran je kao A. johnsonii
(Bonting 1 dr., 1992). Anorganski polifosfati mogu posluZziti kao rezerva energije, kao 1
poli-g-hidroksibutirati 1 jednostavni esteri od voska, koji se akumuliraju u mnogim

sojevima roda Acinetobacter (Fixter 1 Sherwani, 1991).
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2.4.3. Rezistencija A. baumannii na antibiotike

A. baumannii je jedan od organizama koji prijete trenutnom antibiotskom dobu.
interes za Acinetobacter, 1 od strane znanstvene 1 javne zajednice, naglo je porastao
posljednjih godina. (Peleg i dr., 2008). Medu pacijentima u bolnicama klinicki izolati 4.

baumannii Cesto su otporni na uobicajeno koristene antibiotike (Keen 1dr., 2011), slika 3.

Rezistentnost na antibiotike moze se oc¢itovati kroz nekoliko mehanizama:

(1) mutacijom u genima koji kodiraju antibiotike,.
(2) prevencijom antibiotskog prodiranja u stanicu,
(3) aktivnim efluksom antibiotika iz stani¢ne sredine,
(4) zaobilaskom antibiotika,

(5) neenzimskom zaStitom

(6) enzimskom modifikacijom, ili

(7) enzimskom posredovanom antibiotskom modifikacijom ili destrukcijom.

(Hooper, 2009)

Antibiotici iz razli¢itih izvora se ispustaju u okoli$ kroz neadekvatno gospodarenje
otpadom (Keen i dr., 2011). Sukladno tome, okoli§ predstavlja ogroman rezervoar
antibiotske rezistencije gena. Mobilizacija gena mikrorganizama Siri se horizontalnim
prijenosom kroz populacije te to predstavlja razlog postojanja veze izmedu ekoloSne
rezistencije 1 bolnice. Geni se brzo krecu kroz bakterijsku populaciju vertikalnom 1
horizontalnom transformacijom, posredovanom transdukcijom faga 1 konjugacijom (Keen 1

dr., 2011).

A. baumannii uglavnom razvija rezistenciju na karbapeneme zbog produkcije
karbapenemaza iz skupine B (VIM; IMP, SIM) ili D (OXA), a razlog je gubitak porina
vanjske membrane (CarO) ili pojacana aktivnost efluks pumpi. Izolati 4. baumannii koji
proizvode oksacilinazu, pokazuju najeS¢e multiplu rezistenciju na vecinu antibiotika
ukljucujuéi sve B-laktame, aminoglikozide 1 fluorokinolone pa je najceSce kolistin lijek

izbora (Bedeni¢ 1dr., 2015).
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Stecene oksacilinaze grupe OXA-23, OXA-24/40, OXA-58 1 OXA-143 uzrokuju
visok stupanj rezistencije na karbapeneme. Po cijelom svijetu proSirena je skupina OXA-
23. U Grckoj te Francuskoj je opisana skupina OXA-58, dok je skupina OXA-24/40
opisana u Spanjolskoj, Portugalu, SAD-u, Tajvanu itd. Skupina OXA-143 je opisana do
sada samo u Njemackoj (Bedeni¢ 1dr., 2015). Ste€ene oksacilinaze su uglavnom smjestene

na plazmidima te su prenosive s jedne bakterijske stanice na drugu.

U filogenetskoj skupini oksacilinaza OXA-51/69 nalaze se urodeni enzimi vrste A.
baumannii. Rezistencije na karbapeneme nema ukoliko ne postoji pojacana ekspresija gena

blaOXA-51 zbog insercijske sekvence smjestene ispred gena (Bedeni¢ 1dr, 2015).

Vrste roda Acinetobacter imaju razli¢itu rezistenciju na lijekove (Tablica 1), jer se
odnose na Siroku lepezu genotipova 1 fenotipa. Razliiti pojmovi poput "viSestruka
otpornost na lijekove* (MDR), "intenzivno otporan na lijekove* (XDR), 1 ,,panrezistentan
(PDR) koriSteni su kako bi se opisala antimikrobna rezistencija Acinetobacter spp.
(Manchanda 1 dr., 2010). '"MDR Acinetobacter spp.' moze se definirati kao izolat otporan
na najmanje tri klase antimikrobnih sredstava - svi penicilini 1 cefalosporini (ukljucujuci
kombinacije inhibitora), flurokvinoloni i aminoglikozidi. 'XDR Acinetobacter spp.' izolat
rezistentan je na tri razreda gore opisanih antimikrobnih sredstava (MDR) te je rezistentan
1 na karbapeneme. "PDR Acinetobacter spp." izolat mora biti XDR Acinetobacter spp. koji
je rezistentan na polimiksine 1 tigeciklin. Gore navedene definicije su opisane u vidu
razli¢itih mehanizama otpornosti 1 antimikrobnih lijekova koji se koriste za lijeCenje
razli¢itih Acinetobacter spp. infekcija. Ove definicije pomaZu jasno definirati rezistentnost

1 racionalnu antimikrobnu terapiju (Manchanda i dr., 2010).
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Tablica 1. Prikaz rezistencije A. baumannii na antibiotike

[zvor: Akademija medicinskih znanosti Hrvatske, 2014.

ANTIBIOTIK | Broj izolata % rezistentnih Raspon lokalnih
ANTIBIOTIC | No. of isolates | (% iﬂtf;?:fﬂrii::;i}timlm rezultata*
(%0 of intermediate) isolates R:lnge of local results*

Ampicillin + 1532 349 2(20)-80(2)
sulbactam
Meropenem 1677 82 (1) 37(0)-96 ()
Imipenem 1678 81(1) 35(0)-96 (0O
Ciprofloxacin 1677 90 (0 46 (0) - 100 (0
Gentamicin 1678 85( 35(0)- 100 (0
Netilmicin 1407 75( 35(2)-100 (M
Amilkacin 13582 77 (1) 33(6)-96 ()
Co-trimaxazole 1573 74(5) 36(6)- 100 (M
Colistin 1381 0 0-1(m

* rezultati centara s malim brojem izolata (<30) nisu vzet v obzir
results from the centers with small number of 1zolates (<30 were not taken into consideration

Acinetobacter baumannii. (1.10. - 31,12. 2014.) - osjetljivost na antibiotike u RH
- sensitivity to antibiotics in Croatia

100% -
90% -
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70% ~
60% -
50% -
40% -
30% -
20% ~

10% A

0%
SAM

MER IMP

O sensitive

1P GM NT

W intermediate
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M resistant

Slika 3. Profil antibiotske rezistencije 4. Baumannii

[zvor: Akademija medicinskih znanosti Hrvatske, 2014.
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Problemi uzrokovani bakterijom A4. baumannii u bolnickim okruzenjima
pogorsavaju se zbog povecanja otpornosti na uobicajeno koriStene antimikrobne lijekove,
njihovu sposobnost stvaranja biofilmova na abiotskim povr§inama i njihov visok stupanj
otpornosti na suSenje 1 dezinfekciju, §to dovodi do dugoro¢nih problema u bolnickom

okruzenju.

Kontaminacija u bolnickom okruZenju, uz prenoSenje infekcije unutar bolnice,
opcenito se prepoznaje kao glavni izvor za pojavu epidemije u bolnici. Probavni trakt
koloniziranih pacijenata moZe biti vazan epidemioloSki rezervoar visestruko rezistnetne
bakterije A. baumannii i1z kog bi bakterije mogle migrirati kroz otpadne vode u okoli§

(Akademija medicinskih znanosti Hrvatske, 2014.)
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Terenska istraZivanja

Za potrebe izrade ovog diplomskog rada nisu provedena terenska istrazivanja veé
su koriSteni uzorci tala iz prijasnjih istrazivanja (Tomasi¢, 2013; Horvat, 2014; Banicek,
2016; Belosa, 2017), lokacije su oznacene na slici 4 brojevima (crvena boja). Na slici 4.

lokalitet Tri Jezerca je oznacen brojem 1, lokalitet Monte Coronichi brojem 2 te lokalitet

Savudrija brojem 3.

=+ Eala fuskaih | navingnih strukturs, | <"
 reversni rajedi - "
B evartar opéanito i haloesn . £
[Ean sepeini - geen|i aocen )
[PRE palsocan - nocen N { -
A

[KE] gomya krecia (seran)

[KE gomfa kreda (buran) 2 Y
I:} GO kreda (cenoman r“‘i T
donja kreda (el y —~% 1%

. Preuzstn iz Grakawis, B, ]
FRFE donja kreda (param-apl) aolcdka orad s o \‘\
v Se L

IK¥™ donja kreda (valendis—atridg
[ gomga jurn (kimeridE-ssan) L

Slika 4. Geoloska karta Istre s ozna¢enim lokalitetima
Izvor: http://istra.lzmk.hr

Prijasnja istrazivanja su izvrSena na tri lokacije: Tri Jezerca, Monte Coronichi te
Savudriji (Tablica 2) i provodena su u sklopu izrade Cetiri diplomska rada mineralosko-

geokemijsko-mikromorfoloske tematike. U tablici 2. prikazani su uzorci koji su uzeti za

ovaj rad, dubina profila s kojeg su uzeti uzorci te tipovi tala.
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Tablica 2. Popis uzoraka izuzetih sa lokacija Tri Jezerca (Horvat, 2014), Monte Coronichi

(Tomasi¢, 2013) i (Belosa, 2017) te Savudrija (Banicek, 2016)

Lokacija Laboratorijski broj Dubina profila (cm) Tip tla

Tri Jezerca 4616 0-40 paleotlo
Monte Coronichi 5410 0-30 crvenica
Savudrija 4908 730-750 crvenica

Lokalitet Tri Jezerca

Lokalitet Tri Jezerca se nalazi blizu Sv. Lovreca (Slika 4). U okviru terenskih

radova za potrebe izrade diplomskog rada Viktora Horvata profil zeleno-sivkastih glina sa

lokaliteta Tri Jezerca paZljivo je ociS€en 1 pripremljen za uzorkovanje (Slika 5). Debljina

zeleno-sivkastih glina na lokaciji istrazivanja iznosi 93 cm (Horvat, 2014). One su

povezane s regionalnom pojavom donjeg apta-donjeg alba te pokazuju jasan dokaz o

subaerskoj ekspoziciji 1 smatraju se paleotlima. U kamenolomu Tri Jezerca te gline se

nalaze u paleokrSkim udubljenjima razvijenim u vapnencima donjeg apta, odnosno

athitektonsko-gradevnog kamena, poznatog kao ,,Istarski zuti* (Hrenovi¢ i dr., 2014).

HIstarski zuti® eksploatira se iz nekoliko kamenoloma u sredi$njoj Istri. Medutim,

napusteni dio kamenoloma Tri Jezerca trenutno se koristi kao ilegalno odlagaliste otpada.

22




Slika 5. Profil paleotla na lokaciji Tri Jezerca

Izvor: Horvat, 2014

Slika 6. 1zuzeti uzorak paleotla

Poremeceni uzorak paleotla izuzet je iz gornjeg dijela profila (0 do 40 cm) odmah

ispod vapnenca donjealbske starosti (Slika 6, Tablica 2).
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Lokalitet Monte Coronichi

Lokalitet Monte Coronichi se nalazi blizu Umaga (Slika 4). U okviru terenskih
radova za potrebe izrade diplomskog rada Elizabete Tomasi¢ profil crvenice debljine 300
cm pazljivo je ocCiS¢en i pripremljen za uzorkovanje (Slika 7). Na lokaciji je ukupno
izuzeto 12 uzoraka (Tomasi¢, 2013; Belosa 2017). Za potrebe izrade ovog diplomskog rada

izuzet je povrsinski uzorak s dubine 0 do 30 cm (Tablica 2, Slika 8).

Slika 7. Pedoloski profil Monte Coronichi

Izvor: Tomasi¢, 2013.
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Slika 8. Priprema za izuzimanje povrsSinskog uzorka na lokaciji Monte Coronichi
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Lokalitet Savudrija

Lokalitet Savudrija nalazi se na Rtu Savudrija (Slika 4). U okviru terenskih radova
za potrebe izrade diplomskog rada Ivone Banicek otvoren je cjeloviti profil pedo-
sedimentnog komplesa do kontakta s gornjekrednim rudistnim vapnencima debljine 750
cm (Slika 9). Na lokaciji je ukupno izuzeto 4 uzorka (Banicek, 2013). Za potrebe izrade
ovog diplomskog rada izuzet je najdonji uzorak s dubine 730 do 750 cm (Tablica 2, Slika
9).

Slika 9. Pedo-sedimentni kompleks Savudrija s pozicijama izuzetih uzoraka.

Izvor: Banicek, 2016.
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3.2. Laboratorijska istraZivanja

MineralosSka, granulometrijska i geokemijska ispitivanja uzoraka tla provedena su u
okviru istrazivanja Tomasi¢ (2013), Horvat (2014), Banic¢ek (2016) 1 BeloSa (2017) pa ¢e
se u poglavlju 4 (Rezultati) prikazati rezultati analiza preuzeti od navedenih autora.
Laboratorijska istrazivanja za potrebe izrade ovog diplomskog rada provedena su na

Zavodu za mikrobiologiju Prirodoslovno matematickog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu.

3.2.1. Izolacija i karakterizacija A. baumannii iz okoliSa

U istrazivanju je koriSten okolis$ni izolat A. baumannii iz paleotla (Hrenovi¢ 1 dr.,
2014). A. baumannii izoliran je 1z aerobno kultiviranih plofa hranjivog agara.
Karakteriziran je rutinskim bakterioloSkim tehnikama: bojanjem po Gramu, sposobno$¢u
rasta na 42°C, reakcijama katalaze 1 oksidaze te biokemijskim svojstvima u komercijalnom

sustavu Vitek 2 (bioMérieux) (Hrenovi¢ idr., 2014).

Profil antibiotske rezistencije odreden je na osnovu osjetljivosti na karbapeneme
(imipenem, meropenem), kombinaciji penicilina 1 inhibitora [B-laktamaza (ampicilin-
sulbaktam), trimetoprim-sulfametoksazoli, aminoglikozidima (amikacin, gentamicin,

tobramicin) 1 fluorokinolonima (ciprofloksacin, levocfloksacin).

Osjetljivost je prvo odredena difuzijskim testovima te potvrdena vrijednostima
minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) koristenjem AST-XNO5 1 AST-N233 kartica
za sustav Vitek 2 ili za kolistin 1 ampicilin-sulbaktam putem E-testova (AB Biodisk)
(Hrenovi¢ 1 dr.,2014). Rezultati su interpretirani prema Europskom odboru za kriterije za

ispitivanje antimikrobne osjetljivosti klinickih izolata Acinetobacter sp. (EUCAST, 2017).
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3.2.2. Postava pokusa

3.2.2.1. Sterilizacija uzoraka tla i vode

Za uzorke tala (paleotla te crvenice) koji su uzeti iz LAGEM-a laboratorija
Rudarsko-geolosko-naftnog fakulteta, koriStena je sterilizacija vodenom parom pri
povecanom tlaku u autoklavu (Antolovi¢ 1 dr., 2016). U tlacni aparat, stavljeni su uzorci te
se hermeticki zatvorili. Zagrijavanjem vode nastala je vodena para koja je potiskivala zrak
iz autoklava. Osnovni ¢imbenici koji su bili potrebni za ovu vrstu sterilizacije su: tlak
vodene pare, temperatura i vrijeme. U autoklavu sterilizacija uzoraka tala se vrSila pri

temperaturi od 121°C i tlaku od 2 atm ( 2*10° Pa) ukupnog trajanja 20 min.

Autoklav se koristio zbog sterilizacije (ubijanja vegetativnih 1 sporogenih
mikroorganizama) u tlima (Antolovi¢ 1 dr., 2016). Na isti je nacin sterilizirana prirodna
izvorska voda (komercijalno dostupna Jana) koja se koristila kao pozitivna kontrola 1 medij

za suspenziju tala.

Suspenzije tala (paleotlo, crvenice 5410 1 4908) pripremljene su u Falcon
epruvetama (15ml). U epruvete se redom dodavalo po 1 g uzorka tla, ukupno 3 uzorka.
Nakon §to je odvagano po 1 g tla za svaki uzorak, otpipetirano je po 10 ml suspenzije 4.
baumannii u prirodnoj izvorskoj vodi te su na taj na€in pripremljene suspenzije sva tri

uzorka tla.
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3.2.2.2. Bojenje po Gramu

Tijekom provodenja pokusa uzorci su bojani po Gramu kako bi vizualizirali
bakterije. Hans Christian Gram 1884. godine je postao zasluzan za metodu slozenog
bojanja bakterijskih stanica. To je ujedno jedna od najpoznatijih 1 najvaznijih metoda
sloZzenih bojanja. Bakterijske stanice se s obzirom na reakcije bojenja dijele na Gram

pozitivne 1 Gram negativne.

Razlikuju se 4 tipa bakterijskih stanica:

a) Gram negativne

b) Gram pozitivne

C) Gram neosjetljive ( ne mogu se obojiti ili vrlo slabo) te

d) Gram varijabilne (ne mogu se odrediti kojoj skupini pripadaju)

(Antolovi€ 1dr., 2016).
Bojenje po Gramu objasnjava se debljinom mureinskog sloja u Gram-pozitivnih
bakterija. Kod Gram-pozitivnih bakterija zbog debljine mureina stani¢ne stijenke stvoreni
kompleks kristal violeta i1 lugola teze ¢e se isprati 96%-tnim alkoholom, a u Gram-

negativnih relativno ¢e se lako isprati iz stanice zbog tankog peptidoglikanskog sloja.

Bojenje po Gramu je vazno u ovom radu kako bi se se utvrdilo kako A.Baumannii
reagira na pojedine antibiotike. Primjerice, na osnovi bojenja po Gramu moze se s
odredenom sigurno$¢u odmah zapoceti s antibiotskom terapijom (Stilinovi¢ 1 Hrenovié,

2009.).

Postupak bojanja:

Bakterije se prvo bojaju kristal violet ili gencijana violet bojom po cijelom
preparatu te tako stoje jednu minutu. Nakon toga boja se ocijedi i1 ispere vodom. Potom se
na preparat nanosi Lugolova otopina, otopina joda u kalijevu jodidu koja stoji 1 min,
nakon Cega se bakterije oboje ljubiCasto-plavo. Predmetnica se ukosi 1 preparat ispere
96%-tnim etanolom. Neke bakterije se tijekom ispiranja alkoholom odboje, te se
naknadnim bojenjem safraninom oboje crveno. Kontrastno bojilo (safranin) se ostavi da
reagira na preparatu 3 minute. Nakon zadnjeg ispiranja vodom preparat se posusi filter
papirom. One bakterije koje su zadrzale ljubicasto-plavu boju i nakon ispiranja alkoholom,

ostaju jednake i nakon bojenja safraninom- gram pozitivne stanice (Antolovi¢ 1dr., 2016).

29



U vanjskim slojevima stani¢ne stijenke gram negativnih stanica stvoreni kompleks
kristal violeta i lugola (Stilinovi¢ 1 Hrenovi¢, 2009) lako se ispire pa stanice ostaju

neobojene.

Mikroskopirati se moze imerzijskim objektivom uz pomo¢ imerzijskog ulja, slika

10 (Antolovié i dr., 2016).

Slika 10. Gram negativne stanice A. baumannii u obliku kokobacila, povecanje

1000x

Izvor: PMF, Zavod za mikrobiologiju, Zagreb
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3.2.2.3. Odredivanje broja A. baumannii u tlima

Hranjive podloge su otopine tvari koje bakterijama omogucuju rast i razmnoZzavanje
bakterija u odredenim laboratorijskim uvjetima. Za odredivanje broja bakterija u radu je

koriSten hranjivi agar (Nutrient agar, Biolife):

— pepton 5¢g
— mesni ekstrakt 3 g
— agar 15 gdestilirana voda 1000 ml
— pH7,0£0,2
Nakon pripreme hranjivog agara, napravljena su decimalna razrjedenja na hranjivu
podlogu, ploc¢e su inkubirane te su brojane bakterije.U mikrobioloskom laboratoriju

odreden je broj bakterija u uzorcima tala te u kontroli.

Broj bakterija u uzorku je uglavnom velik, pa se prije nacjepljivanja na hranjivu
podlogu uzorak treba razrijediti kako bi se porasle kolonije mogle izbrojati. U ovom radu
koristi se neizravna metoda za odredivanje broja mikroba, a to je priprava deseterostrukih
serijskih razrjedenja iz osnovne bakterijske suspenzije koja se nacjepljuje na hranjive
podloge (Stilinovi¢ 1 Hrenovi¢, 2009), slika 13. Prilikom razrjedivanja bili su potrebni

sterilni uvjeti rada kako bi se sprijecila kontaminacija uzoraka.

Tijekom razdoblja pokusa (tijekom 50 dana) periodicki se uzimalo 0,ImL uzorka
koji je sluzio za pracenje broja prezivjelih bakterija. Uzorci su se uzimali iz inkubator-
tresilice, koja sluzi za istovremeni uzgoj veceg broja bakterija (stalna treSnja uzoraka).
Nakon $to su uzeti uzorci iz tresilice, pojedina¢no su protreseni na Vortexu 3 minute kako
je prikazano na slici 11 te se serijski razrjedivali nacjepljivanjem desetorustrukih
razrjedenja u sterilnoj fizioloskoj otopini, koja je homogenizirana i1 nacijepljena na hranjivi
agar u Petrijevoj zdjelici u volumenu od 0,1 mL na povrSinu agara Drigalskim Stapi¢em

koji je prethodno flambiran.
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Postupak desetorostrukih razrjedenja

Postupak se vr$i na nacin da se u niz epruveta pipetom stavlja 9 mL fizioloske
otopine. Zatim se 1 mL suspenzije bakterijske kulture pipetom prenosi u prvu epruvetu.
Nakon homogeniziranja suspenzije 1mL iz prve epruvete prenosi se u drugu epruvetu s
9mL fizioloSke otopine. Postupak se na taj naCin ponavlja do zadnje epruvete niza (Slika
12).

Nakon toga slijedi nacjepljivanje po 100 puL na ¢vrstu hranjivu podlogu. To je jedan od
mogucih nacina nacjepljivanja te se isti koristio u ovom radu.

Prednost izrade desetrostukih serijskih razrjedenja bakterijske suspenzije je njegova
osjetljivost, a nedostatak je Sto je sporiji od izravnih metoda brojanja (Antolovi¢ i dr.

2016).

Slika 11. Vortex (treSnja uzoraka)

Fotografirala: Kristina Corak
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Slika 12. Postupak odredivanja broja kolonija

Izvor: Stilinovi¢ i Hrenovi¢ (2009)
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Slika 13. Serijska razrjedenja bakterijske suspenzije

Fotografirala: Kristina Corak

Uzorci su inkubirani pri 42°C kroz 24 h te je odredivan broj poraslih kolonija
(Slika 14). Broj kolonija racunat je:

CFU/mL =brr:.|j kelonija = faktor rasrjedenja (3_1)

rolumen uzorka

Broj bakterija izrazen je kao log;p CFU/ mL. CFU (engl. colony forming unit)
predstavlja svaku poraslu koloniju (Antolovi¢ i dr., 2016). Statisticki valjan uzorak je onaj
koji na hranjivoj podlozi ima izmedu 10 1 300 kolonija (Antolovi¢ i dr. 2016).

Broja¢ kolonija je olakSao brojanje oznacavanjem kolonija pomo¢u markera na Petrijevoj
zdjelici. Broja¢ ima zvucni signal te senzor za pritisak markera te ugradenu svjetiljku za

bolju vidljivost (Antolovi¢ i dr., 2016).
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Slika 14. Brojac kolonija 1 kolonije A. baumannii porasle na hranjivom agaru

Izvor: fotografirala Kristina Corak
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3.2.2.4. Odredivanje pH tla

pH vrijednost tla u ovom istraZzivanju utvrdena je primjenom pH-metra WTW s
pripadaju¢om elektrodom. Izmjerene su pH vrijednosti za svaki uzorak tala te za kontrolu 1

to na pocetku 1 kraju pokusa.

3.2.2.5. Izracun prezivljavanja bakterije A.baummannii u razli¢itim uzorcima

IzraCun prezivljavanja bakterije 4. baumannii u razli¢itim uzorcima tala (paleotlo,
crvenica 5410 1 crvenica 4908) te kontrole se vr$io tijekom trajanja pokusa, odnosno 50
dana. Stope prezivljavanja bakterije 4. baumannii izraCunate su prema jednadzbi (1) u
kojoj log CFU/ml(t) oznaCava broj bakterija na dan mjerenja, dok log CFU/mL (t o)

oznacava broj bakterija na pocetku eksperimenta.

logCFU /miit)

log CFIT fml {rl}})* 100 (3'2)

Stopa prezivljavanja = (

Aritmeticka sredina se dobila na naCin da se zbroj vrijednosti prezivljavanja

podijelio s njihovim brojem.
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4. REZULTATI

4.1. Kemijski sastav uzoraka tla

Rezultati kemijske analize uzoraka prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Kemijski sastav analiziranih uzoraka tla. Rezultati su preuzeti iz radova pod 1

(Hrenovi¢ 1dr., 2014), 2 (Belosa, 2017) 13 (Banicek, 2016).

Oksid Si02 | ALO; | Fe;0; | MgO | CaO | Na,0 | K;0 | TiO, | P,Os | MnO | Cr;0; | LOI | Suma
Jedinica % % % % % % % | % % % % % %
Dubina
Uzorak
(cm)
4616' 0-40 |42 ] 2430 | 559 | 2,69 | 1,09 | 023 | 514 | 126 | 0,02 | na. na 7,65 | 99,39
5410? 0-30 | 9252 | 1655 | 659 | 055 | 032 | 051 | 1,33 | 121 | 0,14 | 020 | 0032 | 980 | 99,77
4908° | 730-750 | 2633 | 1561 | 604 | 152 | 449 | 067 | 1,70 | 085 | 007 | 0,12 | 0,031 | 1220 | 99,82

Paleotlo (uzorak 4616) je u odnosu na crvenice obogaceno s ALO;, MgO 1 K,O.

Navedeno upucuje da su glavne mineralne faze u uzorku filosilikati, poglavito illiticni

materijal. U odnosu na crvenicu s lokacije Monte Coronichi (5410), crvenica iz Savudrije

(uzorak 4908) znatno je obogacena na CaO. Navedeno moze uputiti da kao mineralnu fazu

sadrzi kalcit.
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4.2. Granulometrijski sastav uzoraka tla

Rezultati granulometrijske analize prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Granulometrijski sastav analiziranih uzoraka tla. Rezultati su preuzeti iz radova

pod 1 (Horvat, 2014), 2 (Tomasi¢, 2013) 1 3 (Banicek, 2016).

Oksid pijesak silt glina

Jedinica % % %

Uzorak Dubina (cm)

4616’ 0-40 0,3 16,8 82,9
2

5410 0-30 27 41 56,3

4908° 730 - 750 12,5 45 425

Paleotlo (uzorak 4616) je u odnosu na crvenice bitno obogacen frakcijom Cestica
glina koja predstavlja predominantnu frakciju u tom uzorku (Tablica 4). Crvenica s
lokacije Monte Coronichi (5410), u odnosu na crvenicu iz Savudrije (uzorak 4908) sadrzi
viSe glinovite frakcije 1 bitno manje frakcije dimenzije pijeska. Bitno visi udjel frakcije
pijeska u uzorku 4908 moze biti posljedica povecanog udjela kalcita na Sto upucuje 1

kemijski sastav (Tablica 3).
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4.3. Mineralni sastav uzoraka tla

Rezultati mineralnog sastava uzoraka prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Semikvantitativni mineralni sastav analiziranih uzoraka tla. Rezultati su uzeti iz
radova 1 (Horvat 2014), 2 (Tomasi¢, 2013) 1 3 (Banicek,2016). + oznacava relativni udio
minerala u uzorcima (+ je mali udio, ++ je znatan udio, a +++ je dominantan udio), -
mineral nije utvrden u uzorku, ? — mineralna faza nije pouzdano utvrdena, T — tinj¢asti
minerali, 14 A — klorit/vermikulit i/ili smektit, MM — mijeSanoslojni minerali, AC —

amorfna komponenta.

g e 2
N > €2 Q | S
S| 3| 7| & B gl B E ~ a
Sl 3zl = 3| g I| £ & 4| © = ol 5| 7
§ gl = S > N = i % 2 )
5l O 4 s = =1 Z =
7 < > > = = o —
5 (@] — =
4616'
- + + - + - + | 4+ - - - ++ +
54107
- ++ + + - + - ++ ++ + ? + +
4908°
+ + -
8 24 8 1 ++ + ? + +H+ |+

Glavne mineralne faze u paleotlu (uzorak 4616) su tinjasti minerali (iliti¢ni
materijal) 1 mjeSanoslojni minerali glina (Tablica 5). Za razliku od crvenica, uzorak
paleotla sadrzi pirit, jarozit i gips. Getit, jarozit 1 gips u paleotlu su produkti troSenja pirita 1
vapnenaca unutar kojih se paleotlo nalazi (Horvat, 2014). Glavne mineralne faze u
crvenicama su filosilikati. U crvenici s lokacije Monte Coronichi (5410) dominantne faze
su kaolinit 1 iliti¢ni materijal dok su u uzorku crvenice iz Savudrije (uzorak 4908) glavne
mineralne faze filosilikata mjeSanoslojni minerali glina 1 ilitiéni materijal (Tablica §). U
uzorku 4908 utvrdene su karbonatne mineralne faze (kalcit 1 dolomit) Sto je u skladu s

rezultatima kemijske 1 granulometrijske analize (Tablice 3 1 4).
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4.4. pH u tlu na pocetku i kraju pokusa

[zmjerene su pH vrijednosti za svaki uzorak tla te za kontrolu 1 to na pocetku 1 kraju

pokusa (Tablica 6).

Tablica 6. pH vrijednosti na pocetku i kraju pokusa

Uzorci tla pH vrijednost na | pH vrijednost na
pocetku pokusa kraju pokusa
kontrola 6,92 7,83
paleotlo 2,99 2,72
crvenica (5410) 5,79 5,63
crvenica (4908) 7,56 7,82

pH vrijednost na pocetku pokusa je kisela za paleotlo (koncentracija vodikovih
atoma <10"mol/dm?), neutralna za kontrolu (prirodna izvorska voda), srednje kisela za

crvenicu 5410, te luznata za crvenicu 4908.

Nakon zavrSetka pokusa (50 dana), pH se povisio u kontroli i crvenici (4908), dok

se smanjio u crvenici (5410) 1 paleotlu (Tablica 6).
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4.5. Rezultati odredivanja broja A. baumannii

Rezultati odredivanja broja 4. baumannii pokazali su da se sitne kolonije pojavljuju
pri uvjetima ugibanja stanica (Slika 15). Na slici 15 prikazane su sitne 1 krupne kolonije
nakon 24h inkubacije pri 42°C na hranjivom agaru. Vidljivo je da se razvijaju okrugle,

lagano konveksne, glatke kolonije.

Slika 15. Krupne i sitne kolonije 4. baumannii porasle na hranjivom agaru

Izvor: PMF, Zavod za mikrobiologiju, Zagreb
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4.6. Rezultati prezivljavanja A. Baumannii

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da A. baumannii moze uspjeSno prezivjeti
kroz 50 dana u kontroli (prirodnoj izvorskoj vodi) te u crvenicama 5410 14908 (Slika 16).
Bakterije su se uspjeSno umnazale u crvenicama zbog pH koji je visi od 5 dok je u paleotlu

doslo do ugibanja bakterija zbog kiselog pH (Slika 16).

4.6.1. Rezultati prezivljavanja A. baumannii u kontroli

Rezultati iz tablice 7. pokazuju da izolat ima sposobnost preZivljavanja u danim
uvjetima svih 50 dana. PreZivljavanje 4. baumannii od 91% u kontroli na temelju zadnjeg

dana pokusa, pokazuje da bi se prezivljavanje vjerojatno nastavilo duzi period vremena.

Tablica 7. Rezultati prezivljavanja A. baumannii u kontroli (sterilizirana prirodna izvorska

voda)
start 1 dan 2 dan 7 dan l4dan | 21dan | 28dan | 35dan | 42dan | 50 dan
Kontrola
CFUmL | 4,5%107 | 6,7%10" | 8,5%10" | 7,2*10" | 5,5%10" | 1,1*10° | 2,4*10" | 2,0*10” | 2,2*10" | 8,3*10°
log CFU/mL 7,6 7,8 7,9 7,9 7,7 8,0 7.4 7,3 7,3 6,9
Prezivljavanje 102 104 103 101 105 97 95 96 91
(%)
4.6.2. Rezultati prefivljavanja A. baumannii u paleotlu
Iz rezultata prezivljavanja A. baumanni u paleotlu (Tablica 8), vidljivo je da je
prezivljavanje bilo samo jedan dan, Sto je rezultat kiselog pH. U kiselom tlu nije moguc¢
daljnji rast 1 prezivljavanje bakterije.Tablica 8. Rezultati prezivljavanja A.baumannii u
paleotlu
start 1 dan 2 dan 7 dan l4dan | 21dan | 28dan | 35dan | 42dan | 50 dan
Paleotlo
CFUmL | 4,5%10" | 3,3*10° | 1*10° | 1*10° | 1*10° | 1*¥10° | 1*10° | 1*10° | 1*10° | 1*10°
log CFU/mL 7,6 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0
Prezivljavanje 6 0 0 0 0 0 0 0 0
(%)
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4.6.3. Rezultati preZivljavanja A. baumannii u crvenici 5410

Iz rezultata prezivljavanja A. baumanni u crvenici 5410 (Tablica 9), vidljivo je da
mikroorganizmu odgovaraju pH uvjeti crvenice (5410). A. baumannii ima sposobnost
prezivljavanja svih 50 dana pokusa. S obzirom na postotak zadnjeg dana pokusa,

prezivljavanja od 86%, vrlo vjerojatno ovo prezivljavanje bi moglo potrajati duze vremena.

Tablica 9. Rezultati prezivljavanja 4.baumannii u crvenici 5410

Cl‘veniga start 1 dan 2 dan 7 dan l4dan | 21dan | 28dan | 35dan | 42dan | 50 dan
L 4,5%10" | 6*107 | 8,5%10" | 8,4*107 | 4,5%10" | 2,1*10” | 4,3*10° | 7,4*10° | 4,2*10° | 3,7*10°
log CFU/mL 7,6 7,8 7,9 7,9 7,6 7,3 6,6 6,9 6,6 6,6
Prezivljavanje 102 104 104 100 96 87 90 87 86
(%)
4.6.4 Rezultati prezivljavanja A. baumannii u crvenici 4908
Rezultati prezivljavanja A. baumannii u crvenici 4908 (Tablica 10) ukazuju da je
prezivljavanje A. baumannii vrlo sli¢no kao 1 kod crvenice (5410). Razlike su minimalne,
kao npr. 14 dan prezivljavanje u crvenici (5410) je 100%, dok je kod crvenice (4908)
prezivljavanje 103% pa je taj postotak gotovo zanemariv.
Tablica 10. Rezultati prezivljavanja A.baumannii u crvenici 4908
Cl‘veniga start 1 dan 2 dan 7 dan l4dan | 21dan | 28dan | 35dan | 42dan | 50 dan
L 4,5%10" | 6,9%107 | 7,4*10" | 8,2%10" | 6,9*10" | 6,6¥10" | 3,4*10" | 3,3*10" | 2,5*10" | 1,0¥10’
log CFU/mL 7,6 7,8 7,9 7,9 7,8 7,8 7,5 7,5 7.4 7,0
Prezivljavanje 103 103 103 103 102 98 98 97 92
(%)
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Slika 16. Graficki Prikaz prezivljavanja 4. baumannii u tri tipa tla te u pozitivnoj kontroli kroz 50

dana pokusa

Iz grafickog prikaza (Slika 16) je vidljivo da je prezivljavanje u paleotlu zavrsilo
odmah nakon prvog dana, dok je prezivljavanje u kontroli te crvenicama 5410 i 4908
trajalo svih 50 dana, a moglo bi trajati i duze vrijeme. S kiselo§S¢u pH dolazi do smanjenog
prezivljavanja bakterija. Nadalje, iz navedenog grafickog prikaza vidi se da su minimalne

razlike u prezivljavanju kontrole te crvenica 5410 1 4908.
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S. RASPRAVA

5.1. Tri Jezerca

Tiekom prijaSnjih istrazivanja glinovitih sedimenata u kamenolomu Tri Jezerca,
utvrdeno je da je glinoviti sediment (paleotlo) erozijski ostatak tala i1 sedimenata
akumuliranih u paleokrSko udubljenje djelovanjem osciliraju¢e morske transgresije. Time
je zavrsila emerzijska faza (Durn 1 dr., 2003, 2006). Emerzija je u Istri trajala duZe nego na
ostalim dijelovima Jadranske karbonatne platforme (Veli¢ 1 dr., 1989). Na temelju
mineraloskih te geokemijskih istrazivanja utvrdilo se da je glinoviti sediment bio

podvrgnut procesima pedogeneze i dijageneze.

Glavne mineralne faza u paleotlu su ilitiéni materijal te pravilno i nepravilno
interstratificirani  illiti/smektiti  (tablica 5). Udjel nepravilno interstratificiranog
illita/smektita vec¢i je od udjela pravilno interstratificiranog illit/smektita (Hrenovi¢ 1 dr.,
2014). Pretpostavlja se da je taj sastav posljedica illitizacije smektita. U uzorku su kao
sporedne mineralne faze utvrdeni pirit, gips, jarozit i goethit. Zbog troSenja pirita
istrazivano paleotlo ima izrazito kiseli pH (Tablica 6). Reakcija otapanja pirita stvara
vodenu otopinu s Fe®’, SO,~ i H' ionima. Kristali gipsa recentno nastaju unutar
istrazivanog paleotla zbog troSenja pirita koji se nalaze u oksidacijskim uvjetima. Sulfatni
joni (SO4”) reagiraju s ionima Ca®" iz metorskih voda procjedenih kroz krovinske
vapnence, te tako dolazi do kristalizacije gipsa (Horvat, 2014). Posljedicno nastaje 1
goethit. Unutar istraZivanog paleotla, sulfatna kiselina nastala oksidacijom pirita otapa 1
illitiéni materijal, oslobadajuci kalij koji se veZe sa zeljezom 1 sulfatnim ionom formirajuci

jarosit (Horvat, 2014).

Izvijes¢a o pojavi odrzivog klinicki vaznog patogena A. baumannii u prirodi su
rijetka. Klini¢ki znaCajan izolat A. baumannii pronaden je u paleotlu kamenoloma Tri
Jezerca (Hrenovic 1 dr., 2014.). U uzorku paleotla koji je osusen na 50°C tijekom 72 sata,
otkriveno je 60 do 100 CFU/g aerobno uzgojenih heterotrofnih neutrofilnih bakterija
(Hrenovi¢ 1 dr., 2014). Populacija je predstavljala samo jedan morfoloski tip kolonije.
Karakterizacija kolonije pokazala je da je izolirana bakterija A. baumannii. Ocigledno,
isuSivanje 1 visoke temperature nisu imale znacajno negativan utjecaj na opstanak

populacije 4. baumannii u svjezem paleotlu (Hrenovi¢ 1 dr., 2014). Ispitivani okoli§ni

44



izolat A. baumannii pokazao je slicnost s klini¢kim izolatom s kojim je usporeden.
Najblize medicinske ustanove udaljene su od kamenoloma Tri Jezerca 10-ak km. Zbog
toga je teSko vjerovati da izolirana vrsta A. baumannii iz paleotla potjece iz bolnickih
otpadnih voda (Hrenovi¢ 1 dr.,2014). Obzirom da se u neposrednoj blizini pedoloskog
profila Tri Jezerca nalazi otpad, Hrenovi€ 1 dr. (2014) pretpostavljaju da je izvor zagadanja
bolnicki otpad ilegalno odloZen u napustenom kamenolomu. Iz rezultata preZivljavanja 4.
baumanni u paleotlu (Tablice 6 1 8; Slika 16), vidljivo je da je prezivljavanje bilo samo
jedan dan, Sto je rezultat kiselog pH. Provedeno istrazivanje pokazalo je da u kiselom tlu
nije mogu¢ daljnji rast 1 prezivljavanje bakterije. Niski pH je bio glavni razlog smanjenja
broja A. baumannii u kontaktu s paleotlom. Vrlo visok sadrZaj potencijalno toksi¢nih
teskih metala u paleotlu (Hrenovi¢ 1 dr., 2014) nije bitno utjecao za preZivljavanje A.

baumannii.

5.2. Monte Coronichi

Crvenica je silozna glina koja kao glavne mineralne faze sadrzi kaolinit 1 illiti¢ni
materijal (Tablice 4 i1 5). Relativno nizak pH, neuobiCajen za crvenicu (Tablica 6)
posljedica je odsustva karbonatnih mineralnih faza. Crvenica 5410 u interakciji s
bakterijom A. baumannii je pokazala prezivljavanje svih 50 dana. Iz grafickog prikaza
(Slika 16) vidljivo je da bakterija A.baumannii moze prezivjeti 1 duzi period od 50 dana u

crvenici 5410, §to znaci da ima dovoljno nutrijenata za rast i razmnozavanje bakterija.

5.3. Savudrija

Crvenica je glinoviti silt koji kao glavne mineralne faze sadrzi mjeSanoslojne
minerale glina 1 illiticni materijal (Tablice 4 i1 5). Relativno povisen pH, neuobiCajen za
crvenicu (Tablica 6) posljedica je prisutnih karbonatnih mineralnih faza (Tablica 5).
Prezivljavanje bakterije A. baumannii u uzorku crvenice 4908 je gotovo jednaka
prezivljavanju u uzorku crvenice 5410 (Slika 16). Pretpostavlja se da je blago luznat pH
kod 4908 odgovoran za rast i prezivljavanje bakterije. 1z tablice 10 vidljivo je da je

prezivljavanje moguce 1 dulji period od 50 dana.
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6. ZAKLJUCAK

U okviru ovog rada koriSteni su uzorci tala koji su izuzeti tijekom prijasSnjih
istrazivanja na lokalitetima Tri Jezerca, Monte Coronichi te Savudrije kako bi se moglo na
istima izvrSiti laboratorijsko istrazivanje prezivljavanja bakterije 4. baumanni. Zaklju¢eno
je da 4. baumannii uspjes$no prezivljava u uzorcima crvenica (4908 te 5410) kroz 50 dana,
te u kontroli (prirodna izvorska voda), dok u paleotlu (4616) prezivljava samo jedan dan.
Prezivljavanje u kontroli i crvenicama 4908 te 5410 vjerojatno bi potrajalo 1 duzi period
vremena od 50 dana zbog toga jer raspon pH od 5 do 8 omogucuje prezivljavanje ove
bakterije. Neznatne razlike prezivljavanja u crvenici 4908 u usporedbi s kontrolom ukazuju
da crvenica nije sadrzavala organske tvari koje bi pogodovale razmnoZavanju bakterija
tijekom 50 dana. Zbog niskog pH paleotla, izolat A. baumannii ne moze prezivjeti duze od
jednog dana. Za sada ne postoje literaturni podaci o tome koji ekoloski ¢imbenici i u kojoj

mjeri utjecu na prezivljavanje A. baumannii u okoliSu.

Iz rada se moze zakljuciti da je A. baumannii otporna bakterija koja moze prezivjeti
duze vrijeme u razli¢itim tlima. Prisutnost klini¢ki znacajne bakterije A. baumannii u tlu

moze predstavljati javno zdravstveni rizik za ljudsko zdravlje.
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