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Magnetotaksiène bakterije (MTB) su Gram ne-
gativne, pokretne bakterije koje su ubikvisti
akvatiènih sistema. Naseljavaju zonu prelaza
oksièno/anoksièno i anoksiènu zonu. MTB sin-
tetišu intracelularne kristale gvo�ðe-oksida i/ili
gvo�ðe-sulfida koji èine magnetozome, strukture
koje slu�e za orijentisanje u geomagnetnom
polju Zemlje. MTB se mogu izolovati iz prirode,
ali se teško odr�avaju u kulturi, s obzirom na
mikroaerofilni/anaerobni naèin �ivota, te su
zbog toga nedovoljno istra�ene. Imaju veliki po-
tencijal za primenu u biotehnologiji i drugim
primenjenim naukama. Cilj ovog istra�ivanja je
izolacija i identifikacija magnetotaksiènih bak-
terija iz morskih i slatkovodnih ekosistema.
Uzorkovanje je vršeno na marinskim lokalite-
tima: laguna Amagerstrand i kanal Stadsgaven
(Kopenhagen, Danska) i slatkovodnim: Duna-
vac kod Opova, moèvare u Barandi i Carska ba-
ra (Srbija). Nakon izolacije, uzorci su zasejani
na hranljive podloge, a izrasle kulture su mikro-
skopirane metodom viseæe kapi uz proveru
usmerenog kretanja bakterija ka polovima mag-
neta. Prisustvo bakterija koje se usmereno kreæu
u magnetnom polju je konstatovano u uzorcima
sa lokaliteta Carska bara (severno- i ju�no-pli-
vajuæe), laguna Amagerstrand i kanal Stad-
sgaven u Kopenhagenu (severno-plivajuæe). Iz
uzoraka kod kojih je konstatovano usmereno
kretanje bakterija, izolovana je DNK i poslata
na analizu sekvence 16S rRNK (Macrogen Inc.
Holandija) radi identifikacije. Identifikovane
vrste nisu magnetotaksiène, ali su dominantne
vrste u vodenim staništima, pa je pretpostavka
da su maskirale prisustvo MTB.

Uvod
Magnetotaksiène bakterije (MTB) su Gram

negativne pokretne bakterije koje sintetišu unu-
taræelijske kristale gvo�ðe-oksida i/ili gvo�ðe-
-sulfida. Kristali gvo�ðe-oksida i gvo�ðe-sulfida
formiraju nizove koji su oznaèeni kao magne-
tozomi. Velièina magnetozoma varira u opsegu
od 35 do 120 nm (Dworkin et al. 2006). Organi-
zacija magnetozoma i kristalne strukture u okvi-
ru njih se jasno uoèavaju pomoæu transmisionog
i skenirajuæeg elektronskog mikroskopa. Zbog
prisustva magnetozoma, magnetotaksiène bakte-
rije se orijentišu pomoæu geomagnetnog polja
Zemlje. MTB �ive u sedimentu akvatiènih eko-
sistema na dubini od nekoliko centimetara, kao
mikroaerofili ili fakultativni anaerobi (Dworkin
et al. 2006). Prisustvo redukovanog gvo�ða u
sedimentu je od znaèaja za ove bakterije (Stolz
1993), kao i prisustvo sumpora, ukoliko su u pi-
tanju sumpor-redukujuæe vrste.

Pojava orijentisanja i usmerenog kretanja
ovih bakterija u odnosu na magnetno polje naz-
vana je magnetotaksija. Pored magnetotaksije,
MTB pokazuju i razlièite oblike hemotaksije,
kao što je aerotaksija, pa je njihovo kretanje naz-
vano magneto-aerotaksija. Postoje dva naèina na
koji se razlièite MTB kreæu kroz oksièno-ano-
ksiènu zonu stratifikovanih akvatiènih sredina i
to su polarni i aksijalni. Razlika izmeðu ova dva
naèina kretanja je da se polarne MTB pri prome-
ni smera magnetnog polja ne okreæu oko svoje
ose veæ nastavljaju kretanje u drugu stranu, dok
se aksijalne okrenu za 180° i nastave kretanje
uvek istom stranom tela (Dworkin et al. 2006).

MTB je moguæe izolovati, ali se teško odr-
�avaju u kulturi, s obzirom na naèin �ivota, koji
najèešæe zahteva specifièan kiseonièni gradijent,
te su zbog toga nedovoljno istra�ene. Sve opi-
sane vrste MTB su ili mikroaerofili ili anaerobi,
ili fakultativni anaerobi. Vrste koje spadaju u
klase Alfa- i Gama-proteobakterija su uglavnom
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mikroaerofili koji se hrane hemolitoautotrofno,
koristeæi jedinjenja redukovanog sumpora, ili
hemoorganoheterotrofno, koristeæi organske ki-
seline. Vrste koje spadaju u klasu Delta-proteo-
bakterija su najèešæe anaerobi koji redukuju
sulfate i hrane se hemoorganoheterotrofno. Ta-
koðe, skoro sve poznate vrste MTB pokazuju
sposobnost fiksacije azota, a mnoge i sposobnost
denitrifikacije. Iz navedenog se mo�e zakljuèiti
da MTB potencijalno imaju veliku ulogu u bio-
geohemijskim ciklusima gvo�ða, azota, sumpora
i ugljenika (Lefevre i Bazylinski 2013).

Filogenetski gledano, ove bakterije pripadaju
delta- i alfa-proteo bakterijama, a utvrðeno je i da
su neke vrste srodne grupi Nitrospira (Dworkin
et al. 2006).

MTB su morfološki raznovrsne, mogu biti
koke, spirili, ovalnog oblika, štapiæaste, a opi-
sane su èak i višeæelijske forme loptastog oblika
(Yan et al. 2012).

Opisano je nekoliko metoda za izolaciju
MTB, a sve se baziraju na magnetotaksiji ovih
bakterija. Najèešæe korišæena metoda je metoda
kapilarnog trkališta (engl. capillary racetrack), a
koristi se i tzv. MTB-zamka (MTB-trap) (Jogler
et al. 2009).

Nekoliko hranljivih podloga se koristi za ga-
jenje MTB. Meðutim, ni jedna od njih nije dife-
rencijalna ili selektivna podloga za MTB, veæ su
definisane tako da sadr�e optimalne kolièine
gvo�ða, a pored toga i druge mineralne soli i vita-
mine koji su potrebni za rast i veæine drugih ba-
kterija.Va�no je da se u hranljivim podlogama za
MTB simuliraju uslovi oksièno-anoksiène tran-
zicione zone, koja je tipièna �ivotna sredina ovih
bakterija. Taj efekat se posti�e poluèvrstim po-
dlogama u koje se dodaju redukujuæa jedinjenja
kako bi se obezbedili mikroaerofilni uslovi, od-
nosno da bi se dobila podloga sa koncentraci-
onim gradijentom kiseonika.

Iako su još uvek nedovoljno istra�ene, mag-
netotaksiène bakterije imaju veliki potencijal za
primenu u nauci. MTB se mogu koristiti u ispiti-
vanju magnetnih osobina meteorita i stena, kao i
u detekciji magnetno oznaèenih æelija i nanoèe-
stica. Ove bakterije mogle bi biti znaèajne kao
indikatori koncentracije kiseonika u sedimentu i
vodi, kao i preèišæivaèi otpadnih voda magnet-
nom separacijom, odnosno odstranjivanjem teš-
kih metala i radionuklida. MTB se mogu koristiti
kao svojevrsni nanoroboti, odnosno mogu se po-
merati prema zadatom magnetnom polju i time se

mo�e vršiti usmereni transport nanoèestica, što
bi moglo imati primenu i u ciljanom leèenju bo-
lesti poput solidnih karcinoma, pri èemu bi imale
ulogu nosioca lekova. Poseban znaèaj mogu
imati magnetozomi koje je moguæe inkorporirati
u eukariotske æelije, a zatim na njih delovati spo-
ljašnjim magnetnim poljem. Takoðe, magneto-
zomi su korišæeni kao kontrastno sredstvo za
MRI, a od velikog znaèaja su za istra�ivanja na
poljima geologije, paleontologije i astrobiologije
(Yan et al. 2012). Cilj ovog istra�ivanja bila je
izolacija magnetotaksiènih bakterija iz marin-
skih i slatkovodnih ekosistema i njihova identi-
fikacija.

Materijal i metode
Uzorkovanje vode i sedimenta. Na osnovu

literaturnih opisa staništa MTB odabrani su loka-
liteti za uzorkovanje vode i sedimenta. Uzorko-
vano je sa lokaliteta laguna Amagerstrand i kanal
Stadsgaven u Kristijaniji u Kopenhagenu u Dan-
skoj i iz slatkovodnih ekosistema Dunavac kod
Opova, moèvara u Barandi i Carska bara u Srbiji.
Glavne karakteristike lokaliteta date su u tabeli 1.

Uzorkovanje je vršeno sterilno tako što su
sterilne boce za uzorkovanje prvo zaronjene u
vodu a potom otvorene i napunjene pomoæu ste-
rilne kašike.

Izolacija MT bakterija iz uzoraka. Uzorci
su èuvani nekoliko dana u mraènoj prostoriji na
temperaturi 20–23°C kako bi se uspostavila ok-
sièno-anoksièna zona koja je narušena prilikom
uzorkovanja i transporta.

Primarno obogaæivanje je izvršeno postavlja-
njem feritnih magneta oko boèica sa uzorcima,
na visini prelaza izmeðu natalo�enog sedimenta i
vode, kao što je prikazano na slici 1. Nakon 24 h
obogaæivanja, uzorak koji se nalazio oko magne-
ta je pipetom prenet na sekundarno obogaæi-
vanje.

Slika 1. Shematski prikaz metode primarnog
obogaæivanja

Figure 1. Schematic representation of the methods of
primary enrichment



Sekundarno obogaæivanje u trajanju od 24 h,
vršeno je na sobnoj temperaturi metodom MTB-
-zamke, opisane od strane Jogler i sar. (2009)
(slika 2). Kao rezervoar za primarno obogaæen
uzorak korišæeni su normalni sudovi od 10 mL,
sa probušenim rupama na naspramnim stranama
suda, u koje su postavljeni nastavci za auto-
matsku pipetu od 1 mL. Na sterilisanu aparaturu
su dodate tube za prikupljanje ispod kojih su
postavljeni magneti. Tako razdvojeni obogaæeni
uzorci su zasejani na hranljive podloge èije re-
cepture su date u prilogu. U hranljive podloge u
koje su inokulisani uzorci sa marinskih lokaliteta
dodata je i odgovarajuæa kolièina NaCl kako bi
se postigao optimalni salinitet

Svaki uzorak je zasejan u triplikatu. Svi me-
dijumi su pravljeni kao poluèvrsti. U MSGM i
Blejkmor podlogama je umesto uobièajenog
gvo�ðe-hinata korišæen gvo�ðe-galat kao izvor

jona gvo�ða. Medijum se sastoji iz dve faze,
sulfidnog dela i hranljivog dela podloge.

Vizuelizacija MTB. Nakon što je uoèen rast
bakterija u hranljivom medijumu u koji su inoku-
lisani uzorci, pravljeni su mikroskopski preparati
metodom viseæe kapi. Preparati su posmatrani
pod svetlosnim mikroskopom, korišæenjem
objektiva 100�, uz prinošenje magneta u blizinu
ploèice.

Izolacija DNK. Iz uzoraka kod kojih je kon-
statovano usmereno kretanje bakterija izolovana
je DNK radi identifikacije. Izolacija je izvršena
pomoæu peqGOLDkita za izolaciju bakterijske
DNK (Peqlab, VWR company, Danska), prema
protokolu koji preporuèuje proizvoðaè. Uzorci
DNK su poslati na analizu sekvence gena za 16S
rRNK, radi identifikacije bakterija koje su poka-
zale magnetotaksiju.
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Tabela 1. Prikaz glavnih karakteristika lokaliteta

Danska Srbija

Naziv
lokaliteta

Laguna
Amagerstrand

Stadsgaven,
Kristijanija

Dunavac,
Opovo

Baranda Carska bara

Opšti tip vode laguna kanal reka moèvara moèvara
Tip prema
salinitetu

marinski marinski slatkovodni slatkovodni slatkovodni

Proseène tem-
perature vode
u julu

17.6°C 17.6°C 20.5°C 20.5°C 20.5°C

Nadmorska
visina

0.6 m 0.9 m 68 m 72 m 72 m

Slika 2. Prikaz aparature za
MTB-zamke, odnosno
sekundarno obogaæivanje
uzoraka

Figure 2. MTB-trap
apparatus, that is secondary
enrichment of samples
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Rezultati i diskusija

Hranljive podloge koje su korišæene su razli-
èite, ali je intenzivan rast bakterijskih kolonija na
svakoj bio primeæen veæ nakon 24 h od inokula-
cije sekundarno obogaæenih uzoraka. U epruve-
tama sa M2 medijumom bile su karakteristiène
bele kolonije vlaknastog oblika, dok su u druga
dva medijuma bile vidljive kolonije koje su for-
mirale mre�astu strukturu. U svim kulturama je
pri mikroskopiranju primeæen veliki broj razli-
èitih bakterija za koje je potvrðeno da se ne kreæu
ka magnetnim polovima što se mo�e objasniti
neselektivnošæu korišæenih podloga ili nedo-
voljnim obogaæivanjem uzoraka.

Blejkmor podloga je u sterilnom obliku imala
ru�ièastu boju, a sa rastom bakterija na toj pod-
lozi, ta boja se postepeno menjala u belièastu i
postale su uoèljive bakterijske kolonije. S ob-
zirom na sastav podloge koji omoguæava da se
napravi gradijent kiseonika u epruvetama i time
simuliraju uslovi oksièno-anoksiène prelazne
zone, najviše bakterija koje su pokazale usme-
reno kretanje ka polovima magneta izraslo je na
ovoj podlozi (tabela 2).

M2 medijum ne sadr�i vitaminski rastvor i
pun spektar minerala, pa se moglo pretpostaviti
da æe rast bakterija na ovom medijumu biti ogra-
nièen. Broj kolonija u tom medijumu je bio manji
u odnosu na druge medijume za isti vremenski
period, ali su MTB primeæene u uzorcima sa svih

Slika 3. Prikaz kretanja
potencijalnih MTB, svetlosna
mikroskopija 1000�poveæanje

Figure 3. Movement of
potential MTB, light
microscopy with a 1000�

enlargement



lokaliteta (tabela 3) što se mo�e pripisati tome što
je ova podloga redukovana tioglikolatnim jedi-
njenjem.

Tabela 2. Prisustvo potencijalnih MTB u
uzorcima koji su rasli na Blejkmor medijumu
po lokalitetima

Lokalitet Primeæeno usmereno
kretanje prema:

severnom
polu

ju�nom
polu

Carska bara + +
Dunavac kod Opova + +
Moèvare u Barandi +
Laguna Amagerstrand +
Kanal Stadsgaven +

Tabela 3. Prisustvo potencijalnih MTB u
uzorcima koji su rasli na M2 medijumu po
lokalitetima

Lokalitet Primeæeno usmereno
kretanje prema:

severnom
polu

ju�nom
polu

Carska bara + +
Dunavac kod Opova + +
Moèvare u Barandi +
Laguna Amagerstrand +
Kanal Stadsgaven +

MSGM je podloga koja je najmanje reduko-
vana i u u kojoj se ne uspostavlja gradijent kiseo-
nika, ali sadr�i širok spektar vitamina i minerala,
što umanjuje njenu selektivnost. Na ovoj podlozi
je rast bio najintenzivniji i pri mikroskopiranju je
bilo teško primetiti usmereno kretanje ka mag-
netu, s obzirom na veliki broj bakterija prisutnih
u svakom vidnom polju. Ipak, u uzorcima sa ve-
æine lokaliteta (svi osim Barande i Opova) je pri-
meæeno usmereno kretanje ka magnetnim
polovima (tabela 4).

Tabela 4. Prisustvo potencijalnih MTB u
uzorcima koji su rasli na MSGM po
lokalitetima

Lokalitet Primeæeno usmereno
kretanje prema:

severnom
polu

ju�nom
polu

Carska bara + +
Dunavac kod Opova
Moèvare u Barandi
Laguna Amagerstrand +
Kanal Stadsgaven +

Uzorci sa lokaliteta Carska bara pokazali su
prisustvo bakterija sa usmerenim kretanjem ka
magnetnim polovima u svim podlogama. Pri mi-
kroskopiranju, zabele�eno je prisustvo veæeg
broja potencijalnih MTB spiralnog morfotipa i u
uzorcima koji su pri obogaæivanju privlaèeni
severnim polom i u uzorcima koji su bili okrenuti
ka ju�nom polu. Karakteristièno kretanje ovih
bakterija je aksijalna magneto-aerotaksija. Ovaj
rezultat je u skladu sa literaturnim podacima, koji
taj model kretanja opisuju kod slatkovodnih
vrsta MTB.

Sa lokaliteta Baranda takoðe je izolovan mali
broj potencijalno magnetotaksiènih bakterija, a
moguæi razlog su nepovoljni uslovi staništa u
trenutku uzorkovanja.

U uzorcima sa marinskih lokaliteta primeæen
je veliki broj potencijalnih MTB koje su seve-
rno-plivajuæe, što je oèekivano za MTB na sever-
noj Zemljinoj hemisferi. Dominantne bakterije u
ispitivanim uzorcima bile su spiralnog oblika, sa
kretanjem nalik na aksijalnu magneto-aero-
taksiju, iako je za marinske vrste oèekivano da se
kreæu polarno.

Primeæene MTB u uzorcima su bile domina-
ntno severno-plivajuæe, mada su se u uzorcima sa
lokaliteta u Srbiji nalazile i ju�no-plivajuæe ba-
kterije, što je u skladu sa oèekivanim. Za MTB je
svojstveno da se u ekvatorijalnim podruèjima
kreæu i ka severnom i ka ju�nom magnetnom po-
lu, kao i da se broj ju�no-plivajuæih smanjuje
iduæi ka severu i obrnuto. Jaèina magnetnog po-
lja na istra�ivanim lokalitetima iznosi 50252 nT
u Kopenhagenu, odnosno 47866 nT na loka-
litetima u Srbiji (preuzeto sa stranice za kalku-
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laciju geomagnetog polja organizacije National
Centers for Environmental Information).

Analizom sekvence gena za 16S rRNK iz
odabranih uzoraka u kojima je primeæeno mag-
netom usmereno kretanje identifikovane su
bakterije (tabela 5). Meðutim, za identifikovane
vrste je poznato da nisu magnetotaksiène, a sa
druge strane su dominantne vrste u vodenim
staništima. Kulture iz kojih je izolovana DNK za
analizu nisu bile èiste kulture, pa mo�emo pret-
postaviti da je prisustvo magnetotaksiènih bakte-
rija bilo maskirano dominantnijim vrstama.

Zakljuèak

Pošto je vizuelno utvrðeno magnetom us-
mereno kretanje u ispitivanim uzorcima, a za
identifikovane vrste je poznato da nisu magneto-
taksiène, istra�ivanje je potrebno ponoviti, uz
modifikacije. Potrebno je produ�iti vreme, ili
poveæati broj magnetnih obogaæivanja, kao i
izolovati èiste kulture pre identifikacije.
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Silvija Milosavljeviæ

Isolation and Identification of
Magnetotactic Bacteria from
Aquatic Ecosystem Sediment

Magnetotactic bacteria (MTB) are Gram neg-
ative, motile bacteria ubiquitous in aquatic eco-
systems. They inhabit the oxic-anoxic transition
zone and the anoxic regions. MTB synthesize
intracellular crystals of ferric oxide and/or ferric
sulphide which form magnetosomes, structures
used for orienting in the Earth’s geomagnetic
field. MTB can be isolated from their habitat but
their growth in culture is difficult due to their
microaerophillic/anaerobic way of life and there-
fore these bacteria are not sufficiently explored.
They have great potential for application in bio-
technology and other applied science. The objec-
tive of this research is the isolation and
identification of MTB from marine and freshwa-
ter ecosystems. Sampling was conducted from
the following marine sites: Amagerstrand lagoon

and Stadsgaven channel (Copenhagen, Den-
mark) and freshwater sites: Dunavac in Opovo,
bogs in Baranda and Carska bara (Serbia). En-
riched samples were inoculated on growth media
and media with observable bacterial growth were
checked for directed movement of bacteria to-
wards magnetic poles with the hanging drop
method. Presence of bacteria moving in one di-
rection within the magnetic field was observed in
the samples from Carska bara (North and South-
-seeking), Amagerstrand lagoon and Stadsgaven
channel in Copenhagen (North-seeking). DNA
was isolated from samples in which the bacteria
was directly moving in the presence of the mag-
net and it was sent for 16S rRNA sequence analy-
sis (Macrogen Inc. The Netherlands) for
identification. The found species are not mag-
netotactic, but they are commonly found in
aquatic ecosystems, leading to the conclusion
that those bacteria could have masked and hid the
presence of MTB.
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Prilog

Recepture za korišæene hranljive podloge za
magnetotaksiène bakterije

Magnetospirillum 2 medijum (Atlas 2009):

Natrijum-acetat 1 g
Dikalijum-hidrogenfosfat 0.5 g
Natrijum-tioglikolat 0.5 g
Amonijum-hlorid 0.1 g
Ekstrakt kvasca 0.1 g
Amonijum-gvo�ðe(III)-citrat 0.2 mg
Agar 1.3 g
Destilovana voda 1 L

2. Medijum po Blejkmoru
(Dworkin et al. 2006):

Sulfidni agar
Destilovana voda 100 mL
Na2S 0.03g
Agar 1.5g

Slush agar:
Voda 1 L
Vitaminski rastvor 1 mL
Mineralni rastvor 2 mL
Natrijum-sukcinat 0.05 g
Ekstrakt kvasca 0.05 g
NH4Cl 0.05 g
MgSO4 0.05 g
0.5 mM kalijum fosfatni pufer pH 7.0
Resazurin 2 mg
Agar 2 mg
Gvo�ðe(III)-galat 2 mL

3. Modifikovani MSGM medijum (pH 6.75)
(Atlas 2009):

Destilovana voda 1 L
Wolfe-ov vitaminski rastvor 10 mL
Wolfe-ov mineralni rastvor 5 mL
0.01 M Gvo�ðe-galat 2 mL
0.1% Resazurin 0.45 mL
KH2PO4 0.68 g
KNO3 0.14 g
Askorbinska kiselina 0.035 g
Vinska kiselina 0.37 g
Æilibarna kiselina 0.37 g
Natrijum-acetat 0.05 g
Agar 1.3 g

*Wolfe-ov vitaminski rastvor:
Biotin 2 mg
Folna kiselina 2 mg
Piridoksin-hidrohlorid 10 mg
Tiamin-hidrohlorid 5 mg
Riboflavin 5 mg
Nikotinska kiselina 5 mg
Vitamin B12 0.1 mg
p-Aminobenzoeva kiselina 5 mg
Lipoinska kiselina 5 mg
Destilovana voda 1 L

*Wolfe-ov mineralni rastvor:
Nitrilotrisiræetna kiselina 1.5 g
MgSO4 ×7H2O 3 g
MnSO4 ×H2O 0.5 g
NaCl 1 g
FeSO4 ×7H2O 0.1 g
CoCl2×6H2O 0.1 g
CaCl2 0.1 g
ZnSO4×7H2O 0.1 g
CuSO4×5H2O 0.01 g
AlK(SO4)2×12H2O 0.01 g
H3BO3 0.01 g
Na2MoO4×2H2O 0.01 g
Destilovana voda 1 L

*Rastvor gvo�ðe(III)-galata:
FeCl3×6H2O 0.27 g
Galna kiselina 0.168 g
Destilovana voda 100 mL


