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1. UvOoD

Uporaba kemikalija u prehrambenim proizvodima moze dovesti do promjene sastava,
nutritivnih i organoleptickih svojstava te takvi proizvodi mogu biti toksi¢ni za ljudsku
uporabu. Zbog toga, sve je veca potraznja potroSaca za hranom koja ne sadrzi kemikalije.
Uporaba prirodno proizvedenih spojeva kao Sto su biokonzervansi, odnosno molekula koje
posjeduju antimikrobnu aktivnost ima velik znacaj u prehrambenoj industriji (Vandana i sur.,
2016).

Mnogi mikroorganizmi proizvode vazne metabolite kao Sto su kiseline, alkoholi, ali i
razli¢iti antimikrobni peptidi koji se nazivaju bakteriocini. Bakteriocini su ribosomski
sintetizirani antimikrobni peptidi ili sloZeni proteini koje izluuju razli¢ite Gram-pozitivne i
Gram-negativne bakterije. Brojni bakteriocini koriste se u borbi protiv ljudskih i Zivotinjskih
patogena te kao konzervansi u hrani zbog moguénosti smanjenja mikrobioloskih kvarenja i

ocuvanja hrane bez ometanja rasta ostalih bakterijskih populacija (Varish i sur., 2016).

U ovom zavrsnom radu izolirani su sojevi bakterija mlijecne kiseline (BMK) iz maj¢inog
mlijeka. Sojevi koji imaju potencijalno bakteriocidno djelovanje detektirani su pomocu PCR
reakcije sa specificnim pocetnicama. PaZzljivo odabrani sojevi, koji pokazuju bakteriocidno
djelovanje, imaju potencijalno antimikrobno djelovanje u borbi protiv humanih patogena, Sto
doprinosi ograniavanju upotrebe antibiotika, a bakteriocini koje proizvode imaju potencijal

primjene kao biokonzervansi u svrhu zastite hrane.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 Opcenito o bakterijama mlijecne kiseline

BMK pripadaju skupini Gram-pozitivnih bakterija koje ne sporuliraju. Najéesée su
okruglastog (koki) ili Stapicastog (bacili) oblika i katalaza-negativne te se ubrajaju u
anaerobne ili fakultativho anaerobne organizme (Kaban i Kaya, 2008). BMK su stabilne pri
niskim pH vrijednostima, a njihova kultivacija je slozena jer zahtjeva prisutnost posebnih
nutritivnih sastojaka i specificne uvjete. Optimalan rast BMK postize se pri pH 5,5 - 5,8, a
hranjiva podloga mora sadrzavati specificne aminokiseline, peptide, nukleotidne baze,
vitamine, minerale, masne kiseline i ugljikohidrate (Khalid, 2011). Za identificiranje pojedinog
soja BMK koriste se fenotipske metode, a u novije vrijeme sve viSe se koristi molekularna
tehnika 16 rDNA sekvencioniranja i djelomi¢no sekvencioniranje gena rDNA pomocu lancanih
reakcija polimerizacije (Khalid, 2011). BMK sadrze nizak udio G + C baza, nepokretne su i
stani¢na dioba se javlja u jednoj ravnini (Konig i Frohlich, 2009).

BMK karakterizira proizvodnja mlijeCne kiseline kao glavnog produkta fermentacije,
dok pojedine vrste uz mlije¢nu kiselinu sintetetiziraju i bakteriocine, vodikov peroksid i
diacetile, koji se mogu upotrijebiti kao inhibitori rasta nepoZzeljnih mikroorganizama (Alakomi
i sur., 2000). Prema produktima koji nastaju fermentacijom ugljikohidrata, BMK dijelimo na
homofermentativne i heterofermentativne. Homofermentativne BMK iz SeCera proizvode
samo mlije¢nu kiselinu, dok heterofermentativne uz glavni produkt fermentacije Secera,
mlijeCnu kiselinu, proizvode i octenu kiselinu, alkohole, ugljikov dioksid te bakteriocine
(Mokoena i sur., 2016).

BMK se nalaze u raspadnom biljnom materijalu, vocu, mlijeCnim proizvodima,
fermentiranom mesu i ribi, Zitaricama, repi, kiselom povréu, krumpiru, kiselom tijestu, silazi,
fermentiranim pi¢ima, sokovima te u tijelu ljudi i Zivotinja. Kod ljudi nastanjuju oralnu
Supljinu, ileum, debelo crijevo i dominantni su organizmi u vagini (Todorov, 2009; Djadouni i
Kihal, 2012).

Klasifikacija BMK vrSi se na temelju stani¢ne morfologije, nacin fermentacije glukoze,
raspona temperature rasta i fermentacije Secera (Quinto i sur., 2014). BMK pripadaju koljenu
Firmicutes, razredu Bacilli i redu Lactobacillales (Quinto i sur., 2014). Rodovi BMK ukljucuju
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus,
Aloiococcus, Carnobacteriub, Dolosigranulum, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus,

Vagococcus i Weissella (Khalid, 2011).



BMK se koriste u fermentaciji hrane jer poboljSavaju okus i teksturu fermentiranim
prehrambenim proizvodima (Hati i sur., 2013). Neki izolati roda Lactobacillus s
bakteriocinskom aktivnoS¢u, koriste se za ocuvanje hrane i suzbijanje patogenih
mikroorganizama kod ljudi (Parada i sur., 2007). Takoder, neki autori navode da neke vrste
BMK imaju sposobnost inhibicije rasta patogenih mikroorganizama, sposobnost razgradnje
mikotoksina te probiotic¢ku i antimikrobnu aktivnost (Todorov, 2009).

Neke BMK koriste se kao probiotici jer poboljSavaju zdravlje ljudi i Zivotinje, a Cesto se
koriste u proizvodnji fermentirane hrane ili kao nutritivni dodaci koji sadrze zive bakterije koji
pomazu u ocuvanju i izgradniji crijevne mikroflore (Hati i sur., 2013). Da bi se neki organizam
mogao smatrati probiotikom, on mora biti nepatogen, smatrati se sigurnim, biti tolerantan na
nizak pH i visoku koncentraciju konjugiranih i nekonjugiranih Zucnih soli, te ga imunosni
sustav ne smije prepoznati kao strano tijelo, odnosno, njegova prisutnost ne smije rezultirati
proizvodnjom antitijela (Hoffman i sur. 2008). Takoder, probioti¢ki organizmi ne smiju
sadrzavati gene za rezistenciju na antibiotike. FDA je osnovala regulatorno tijelo za
proizvodnju probiotika te njihovo oznacavanje i sigurnost. Probiotici se mogu koristiti kao
lijekovi ili bioloski proizvodi, dijetalni dodaci, hrana ili prehrambeni sastojci i medicinska
hrana (Hoffman i sur. 2008). U Europi, prisutnost probiotika u hrani nije regulirana, ali se
reguliraju mikrobni dodaci za hranu procjenom njihove sigurnosti na ljudima i Zivotinjama
(EFSA, 2007). FAO i WHO suraduju u uspostavljanju smjernica za probiotike u hrani (Pineiro i
Stanton, 2007).

2.2 Opcenito o bakteriocinima

Bakteriocini su ribosomski sintetizirani antimikrobni peptidi ili slozeni peptidi koje
sintetiziraju neki mikroorganizmi, ukljucujuci BMK, a nastaju kao primarni metaboliti (Parada
i sur., 2007; Zacharof i Lovitt, 2012). Bakteriocini se razlikuju prema spektru aktivnosti,
nacinu rada, djelovanju, molekulskoj masi, genetickom podrijetlu i biokemijskim svojstvima
(Parada i sur., 2007). Mjesto djelovanja bakteriocina je bakterijska citoplazmatska
membrana. Bakteriocini ciljano napadaju membranske vezikule mijenjajuéi im naboj.
Bakteriocini inhibiraju rast organizama koji se nalaze u njihovoj neposrednoj blizini, Sto
ponekad ukljucuje i druge pozeljne starter kulture, a moze dodi i do gubitka njihove
aktivnosti prilikom inhibicije Gram-negativnih patogena. Istrazivanja su potvrdila da uporaba
heterofermetabilnih Lactobacillus vrsta u proizvodnji sira smanjuje udio tehnoloski Stetnih
mikroorganizama koji negativno utjeCu na kvalitetu, sigurnost i rok trajanja proizvoda
(Aljewicz i Cichosz, 2017). BMK i bakteriocini koje proizvode, mogu se Koristiti kao

biokonzervansi u raznim prehrambenim proizvodima i mogu biti ucikoviti u borbi protiv
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ljudskih patogena (Parada i sur., 2007). FDA odobrila je upotrebu samo dva bakteriocina;
nisina i pediocina (Parada i sur., 2007).

2.3 Klasifikacija bakteriocina

Bakteriocini se klasificiraju na temelju njihove primarne strukture, molekulske tezine,
posttranslacijskih modifikacija i genetskih karakteristika. Ne postoji univerzalno usvojena
klasifikacija, ali izvorno su priznata Cetiri razreda (Abee i sur., 1994). Ovaj sustav klasifikacije
omogucuje razvrstavanje nerazvrstanih bakteroicina na temelju prisutnosti specifi¢nih
aminokiselinskih motiva, a do danas na temelju ovog sustava razvrstano je visSe od 70%

poznatih bakteriocina (Zouhir i sur., 2010)

2.3.1.1 Bakteriocini klase I

Bakteriocini klase I su mali peptidi koje nazivamo joS i lantibiotici. Njihova
molekularna masa je manja od 5 kDa i sadrze 19 — 37 aminokiselina u peptidnom lancu.
Naziv lantibiotici dolazi zbog prisutnosti neuobicajenih aminokiselina lantionina i metil -
lantionina koji se nalaze u primarnoj strukturi peptidnog lanca (Bierbaum i Sahl, 2009). Gen
/anC kodira sintezu enzima LanC ciklaze koja katalizira formiranje lantionina i metil lantionina
ciklizacijom cisteina u 2,3-dehidnoalanin i (Z)-2,3-dehidrobutirin (McAuliffe i sur., 2001). Ovi
bakteriocini su posttranslacijski modificirani, toplinski stabilni i djeluju na kostur stani¢ne
stijenke peptidoglikana (Gonzalez-Martinez i sur., 2003). Poznato je oko 60 lantibiotika, a
30% je izolirano iz BMK (Bierbaum i Sahl, 2009). Bakteriocine klase I dijelimo u dvije
podklase:

Bakteriocini podklase Ia su pozitivno nabijeni i djeluju antimikrobno tako Sto stvaraju
pore u stani¢noj membrani. Najpoznatiji bakteriocin ove skupine je nisin (McAuliffe i sur.,
2001; Deegan i sur., 2006).

Bakteriocinima podklase Ib pripadaju laktocin 481, citolizin i slinaricin. Globularnog su
oblika te nisu nabijeni ili je neto naboj negativan. Njihovo djelovanje se ocituje inhibicijom

enzima koji sudjeluju u osnovnim Zivotnim procesima bakterija (Deegan i sur., 2006).

2.3.1.2 Bakteriocini klase 11

Bakteriocini klase II su toplinski stabilni peptidi, molekularne mase manje od 10 kDa.
Njihova izoelektri¢na tocka varira izmedu 8,3 — 10,0 i karakterizira ih prisutnost hidrofilne N —
terminalne skupine koja sadrzi to¢no odreden redoslijed aminokiselina TyrGly-Asn-Gly-Val-
Xaa-Cys (Drider i sur., 2006). Bakteriocini klase II se dijele u tri podklase:



Bakteriocini podklase IIa su antilisterijski, @ u njih se ubrajaju leukocin A, acidocin A
(Ennahar i sur., 2000), mezentracin, pediocin PA-1 i sakacin P (Venema i sur. 1997). Oko 50
vrsta bakteriocina klase IIa izolirano je iz mesa, fermentiranog povréa, mlijecnih proizvoda,

dimljenog lososa i ljudskog gastointestinalnog trakta (Zacharof i Lovitt, 2012)

Bakteriocini podklase IIb zahtijevaju sinergisticku aktivnost dva razli¢ita peptida kako
bi pokazali antimikrobno djelovanje. Primjer bakteriocina koji djeluju na ovaj nacin su
plantaricin A i enterocin X (Zacharof i Lovitt, 2012). Ovi peptidi imaju malu ili nikakvu
aktivnost testirani pojedinacno, a dodavanjem komplementarnog peptida njihova aktivnost
se pojacava (Gong i sur., 2009). Pojedinacni peptidi sadrze amfifilne i hidrofobne regije i
veéinom su pozitivno nabijeni. Geni koji kodiraju dva razli¢ita peptida nalaze se pod

kontrolom istog operona (Diep i sur., 2009).

Bakteriocini koji pripadaju skupini IIc su mali, toplinski stabilni peptidi koji se dijele u
dvije skupine: tiobiotike i cistibiotike. Tiobiotici su bakteriocini s dva cisteinska ostatka, dok
su cistiobiotici bakteriocini s jednim cisteinskim ostatkom. Reprezentativni primjeri ove

skupine bakteriocina su laktokokcin A, divergicin A i acidocin B.

2.3.1.3 Bakteriocini klase III

Bakteriocini klase III su veliki peptidi Cija molekularna masa iznosi vise od 30 kDa i
toplinski su nestabilni. Ovoj skupini pripadaju bakteriocini poput zoocina A, lizostafina,
helveticina J i helveticina V. Bakteriocine ove skupine dijelimo na liticke i neliticke (Joerger i
Klaenhammer, 1986). LitiCki bakteriocini su endoplazmatski peptidi koji enzimski liziraju
stanicnu stijenku bakterija. Osim litickih, otkriveni su i neliticki bakteriocini kao Sto su
helveticin J izoliran iz Lactobacillus helveticus 481, disgalakticin izoliran iz Streptococcus
dysgalactiae subsp. Equisimilis W2580 i streptokokcin A-M57 (Joerger i Klaenhammer,
1986). Istrazen je nacin djelovanja disgalakticina i zakljuceno je da ovaj bakteriocin ometa
transport ili metabolizam glukoze tako Sto se veze na fosfoenolpiruvat o kojem ovisi

fosfotransferazni transportni put glukoze i manoze (Joerger i Klaenhammer, 1986).

2.3.1.4 Bakteriocini klase 1V ili slozeni bakteriocini ili ciklicki bakteriocini

Bakteriocini klase IV su sloZeni bakteriocini koji u svojoj strukturi sadrze lipidne ili
ugljikohidratne dijelove te su zbog toga osjetljivi na djelovanje glikolitickih ili lipolitickih
enzima. Ovoj skupini pripadaju bakteriocini kao Sto su plantaricin S i leukonocin S (Lewus i
Montville, 1991). Takoder, iz Streptococcus uberis, izolirana je nova ciklicka supstanca slicna

bakteriocinu; uberolizin (Wirawan i sur., 2007).



2.3.2 Mehanizam djelovanja

Bakteriocini razlicitih klasa imaju razliCite mehanizme djelovanja protiv Gram-
pozitivnih i Gram-negativnih bakterija. NajceS¢e mijenjaju integritet stanicne stijenke,
inhibiraju sintezu proteina ili nukleinskih kiselina (Cascales i sur., 2007). Bakteriocini se vezu
na komponente stanic¢ne stijenke kao Sto su lipidi specificnim ili nespecificnim vezanjem na
receptor. Vezanje bakteriocina omogucuje stvaranje pora ili direktnu lizu stanica Sto rezultira
stanicnom smréu uslijed gubitka proton motorne sile bakterijskog sustava (Clardy i sur.,
2006).

Bakteriocini klase I se vezu na specificne molekule, najéesce lipid II, koji je glavni
transporter peptidoglikanskih podjedinica od citoplazme do stani¢ne stijenke i na taj nacin
sprjeCavaju preciznu sintezu stanicne stijenke. Ugradnjom bakteriocina u stani¢nu stijenku
dolazi do nastajanja pora nakon Cega slijedi smrt stanice (Hsu i sur., 2004). Bakteriocin klase
I nisin napada citoplazmatsku membranu Gram-negativnih bakterija, a ucinkovitost mu
pojacava dodatak etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) zbog svojstva vezanja metalnih
iona u stanicnoj stijenki. Bakteriocini podklase Ib razlikuju se po svojoj rigidnoj, globularnoj
strukturi pa se njihov mehanizam djelovanja temelji na inhibiciji sinteze DNA/RNA/proteina ili
stanicne stijenke elektrostatskim vezanjem na membranu i/ili membranske komponente kao

Sto je manoza fosfatazni sustav (Abee i sur., 1994; Deegan i sur., 2006).

Bakteriocini klase II zahvaljuju¢i amfipatskoj spiralnoj strukturi, umetnuti u
membranu ciljne molekule, permeabiliziraju i depolariziraju membranu uslijed propustanja
iona i/ili smanjenja koncentracije unutarstanicnog ATP-a (Bendali i sur., 2008). Mersacidin
ubija i Gram-pozitivne bakterije inhibiraju¢i sintezu stanicne stijenke, a njegova in vivo
aktivnost povecava se prisutnoscu kalcijevih iona (Bottiger i sur., 2009). Bakteriocini klase
III, bakteriolizini, hidroliziraju stani¢nu stijenku ciljne stanice (Johnsen et al., 2004). Tako
npr. peticin ubija Gram-negativhe bakterije Yesinia spp. i Escherichia coli razgradnjom
stanicne stijenke, dok lakticin 3147 ubija bakteriju Listeria monocytogenes inhibicijom sinteze
stanicne stijenke i formiranjem pora (Cascales i sur., 2007). Ovi primjeri pokazuju da svaka
klasa bakteriocina ubija Gram-pozitivne i -negativne bakterije na razlicite nacine (Cascales i
sur., 2007).

2.3.3 Sinergisticko djelovanje bakteriocina

U posliednje vrijeme, sinergisticko djelovanje bakteriocina opisali su mnogi istrazivaci.
Ettayebi i sur. (2000) istraZili su sinergisticko antibakterijsko djelovanje nisina Z i timola

protiv Listeria monocytogenes i Bacillus subtilis. Nadalje, opisan je primjer sinergistickog



djelovanja laktina 3147 s polimiksinom B i polimiksinom E protiv Cronobacter i E. coli
(Ramakrishnan i sur., 2012). Lebel i sur. (2013) opisali su sinergiju nisina i antibiotika
(penicilin, amoksicilin, tetraciklin, streptomicin) u borbi protiv svinjskog patogena
Streptococcus suis serotype 29, kao i nisina i cefriaksona, nisina i cefotaksima, nisina i
ampicilina te nisina i EDTA protiv Salmonella enterica serovar Typhimurium (Singh i sur.,
2013). Sinergisticko djelovanje nisina i B — laktamskih antibiotika povecava permeabilizaciju i
inhibiciju sinteze DNA/RNA/proteina (Naghmouchi i sur., 2013).

2.3.4 Biosinteza bakteriocina

Bakteriocini se sintetiziraju u inaktivnom obliku. Inaktivni bakteriocinski prekursori
(probakteriocini) imaju C — terminalnu propeptidnu domenu i N — terminalnu ekstenziju (Nes
i sur.,, 1996) koja se prepoznaje po glicinskim ostacima (Cintas i sur., 1997).
Odcjepljivanjem N — terminalne skupine, bakteriocin postaje bioloski aktivan peptid (Martin i
sur., 2007). Bakteriocine karakterizira prisutnost samozastitnog motiva u obliku dvostrukog
glicina na C — terminalnom kraju koji pomaZze peptidu da se transportira izvan stanice
pomocu ABC transportnog sustava. Bakteriocinu 31 i enterocinu P nedostaje motiv
dvostrukog glicina pa se oni transportiraju opéim sekretornim putem (Ennahar i sur., 2000).
Tijekom sinteze bakteriocina Gram-negativnih bakterija, promotor SOS sustava ukljucuje
inducibilni recA gen. U promotorskoj regiji osim SOS sustava nalazi se i P kutija (Matsui i
sur., 1993; Cascales i sur., 2007). Transkripcijski aktivator PrtN veze se na P kutiju i inducira
ekspresiju gena (Matsui i sur., 1993). Gram-pozitivhe bakterije sintetiziraju bakteriocine
specificnim biosintetskim putevima kao Sto je regulacija biosinteze nisina stani¢nom

gusto¢om (Moreno i sur. 1999).

2.3.5 Antimikrobni spektar

Zbog prisutnosti propusne barijere na stanicnoj membrani, Gram-negativne bakterije
osjetljive su i na antibiotike i na bakteriocine. Bakteriocini poput nisina izoliranog iz
Lactococcus lactis subsp. lactis i pediocina izoliranog iz Pediococcus pentosaceus, aktivni su
protiv Gram-negativnih bakterija. Termofilin izoliran iz Streptococcus thermophilus inhibira
rast £ colj, Yersinia pseudotuberculosis i Y. enterocolitica (Torodov i Dicks, 2005).
Bakteriocini koje proizvode bakterije Bacillus spp. inhibiraju Gram-pozitivne bakterije kao Sto
je Listeria monocytogenes i Salmonella enterica serovar Typhimurium (Torodov i Dicks,
2005). Bakteriocini ST28MS i ST26MS izolirani iz Lactobacillus plantarum osim E. coli i

Acinetobacter baumannii , inhibiraju i neke Gram-pozitivhe bakterije.



2.3.6 Toksicnost i nuspojave

Vedina istrazivanja navodi korisne ucinke bakteriocina bez ikakvih nuspojava. Cotter i
sur. (2013) ispitivali su terapeutski ucinak bakteriocina na zZivotinjskim modelima. Istrazivanje
karcinoma glave i vrata pokazali su kako nisin inducira preferencijalnu apoptozu i zaustavlja

stanicni ciklus bez toksi¢nog ucinka.

2.3.7 Potencijalna primjena bakteriocina

Inhibicijski ucinak, specificno djelovanje, nerezistentnost i netoksi¢ni ucinak
bakteriocina zainteresirali su mnoge znanstvenike koji provode istrazivanja s ciljem uvodenja
bakteriocinskih lijekova (Cotter i sur., 2013).

2.3.7.1 Lijecenje bolnickih infekcija

Glavni uzro¢nici bolnickih infekcija su Staphylococcus aureus, enterokoki,
pneumokoki, A. baumannii, Citrobacter freundii, E. colj, Klebsiella pneumoniae i Proteus spp.
(Ghodhbane i sur., 2015). Infekcije uzrokovane sa S. aureus, enterokokima i pneumokokima
je tesko lijeciti jer su navedeni patogeni razvili rezistenciju na 6 i viSe antibiotika. Bakteriocini
nisin i lakticin 3147 inhibiraju razliite patogene u jetri, slezeni i bubrezima. Takoder, nisin A i
lakticin 3147 efikasno djeluju protiv MRSA i VSE. Aunpad i Na-Bangchang (2007) izolirali su
B. pumilus u Tajlandu te je opazeno da ova bakterija stvara bakteriocin koja znacajno
inhibira MRSA i VRE. Planosporicin iz Planomonospora sp. DSM14920 djeluje antimikrobno
protiv S. aureus, Streptococcus pneumoniae i Streptococcus pyogenes (Aunpad i Na-
Bangchang, 2007). Istrazuje se upotreba bakteriocina NAI — 107, mikrosporicina i mutacina
B-Ny26 u borbi protiv patogena otpornih na lijekove (Jabés i sur., 2011).

2.3.7.2 Lijecenje infekcija respiratornog trakta

Mikroorganizmi kao Sto su Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pyogenes, Neisseria meningitidis, Pasteurella multocida i Mycobacterium tuberculosis su
uzrocnici bolesti respiratornog trakta poput upale pluca, otitisa, rinitisa i tuberkuloze (Pascual
i sur., 2008; Ghobrial i sur., 2009). Bakteriocin nisin F potencijalno inhibira S. aureus prilikom
¢ega ne pokazuje toksi¢nost za pluca, bronhije, traheju i krvotvorni sustav ispitane Zivotinje
(De Kwaadsteniet i sur., 2009). Carroll i sur. (2010) istrazili su potencijalnu inhibiciju M.
tuberculosis H37Rv pomocu bakteriocina /in vitro i in vivo i zakljucili da bakteriocin lakticin
3147 potencijalno inhibira M. kansasiii M. tuberculosis H37Ra.



2.3.7.3 Lijecenje koznih bolesti

Nisin i neki drugi bakteriocini ucinkoviti su za lijeenje koznih bolesti (Kang i sur.,
2009; Manosroi i sur., 2010). Bakteriocini hiracin JM79 izoliran iz Enterococcus hirae DCHS5 i
laktociklin Q izoliran iz Lactococcus subsp. QU12 pokazali su inhibicijsko djelovanje protiv

stafilokoka, enterokoka, laktobacila i L. monocytogenes (Sawa i sur., 2009).

2.3.7.4 Lijecenje oralnih infekcija

Bakteriocin subtilozin A inhibira rast bakterije Porphyromonas gingivalis (Shelburne i
sur., 2007). Laktocin 3147, Bilis K12 i bakteriocin soja Lactobacillus paracasei HL32
iznhibiraju rast Porphyromonas gingivalis te mnogih patogenih uzrocnika oralnih infekcija.

2.3.7.5 Uspostavljanje crijevne ravnoteze

U posljednje vrijeme, koriste se mnogi bakteriocini i BMK koje ih sintetiziraju u svrhu
zastite crijeva i/ili kao nadopuna prirodne crijevne mikrobiote tijekom kemoterapija.
Bakteriocin lakticin 3147 potencijalno inhibira Clostridium difficile (Lazzarini i sur., 2008).
Turicin CD, bakteriocin izoliran iz B. thuringiensis DPC 6431 i ruminokokin izoliran iz
Ruminococcus gnavus E1 inhibiraju rast klinickih bakterija Clostridium spp. poput C. difficile,
C. histolyticum NCIMB 503, C indolis NCIMB 9731, C. lituseburense NCIMB 10637, C
perfringens LMG 10468, C. perfringens LMG 11264 i C. tyrobutyricum NCIMB 8243 (Lazzarini
i sur., 2008; Miyauchi i sur., 2013).

2.3.7.6 Lijecenje vaginalnih infekcija

Milijuni Zena reproduktivne dobi pate od infekcije bakterijama Gardnerella vaginalis,
Mycoplasma hominis, Prevotella bivia i Mobiluncus curtisi. Konvencionalno se u njihovom
lijeenju koriste antibiotici poput klindamicina i metronidazola koji narusavaju korisnu
mikrobiotu vagine. Bakateriocin laktocin 160 i subtilin A djeluju antibakterijski protiv G.
vaginalis (Sutyak i sur., 2008). Bakteriocin izoliran iz Lactobacillus fermentum inhibira E. coli'i
G. vaginalis (Kaewnopparat i sur., 2013).

2.3.7.7 Kontracepcija

Osim antimikrobne aktivnosti, bakteriocini imaju i spermicidno djelovanje. Opisana je
spermicidna aktivnost nisina, Cija komericjalna uporaba nije dozvoljena zbog negativnog
ucinka na korisnu vaginalnu floru. Kao sigurni bakteriocini za uporabu kod ljudi i Zivotinja
pokazali su se subtilin i lakticin 3147 izolirani iz B. subtilis, a subtilin je pokazao velik
potencijal za koristenje u komercijalne svrhe (Kaewnopparat i sur., 2013). Fermenticin HV6b
izoliran iz L. fermentum HV6b (MTCC 10770) inhibira rast patogena Bacteroides, G. vaginalis,
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Mobiluncus, te stafilokoka i streptokoka povezanih s bakterijskim vaginozama. Stovige,
fermenticin je pokazao mogucnost imobilizacije sperme i spermicidnu aktivnost Sto ga Cini
potencijalnim kandidatom za formulaciju antibakterijskih vaginaleta i kontracepcijskih
proizvoda (Kaur i sur., 2013).

2.3.7.8 Antivirusno djelovanje

Istrazen je antivirusni potencijal mnogih bakteriocina protiv virusa misjeg norovirusa
S99 (MNV), virusa gripe A/WSN/33 (H1N1), virusa Newcastleove bolesti, montana virusa i
virusa macjeg herpesa KS 285 (Lange-Starke i sur., 2014). Testirali su supernatant stanica
soja Lactobacillus curvatus protiv virusa MNV i HIN1 i dokazano je antivirusno djelovanje
protiv MNV (Lange-Starke i sur., 2014).

2.3.7.9 Primjena bakteriocina u prehrambenoj industriji

Bakteriocini se mogu koristiti kao konzervansi pojedinacno ili u kombinaciji s drugim
metodama poput toplinske obrade, visokog tlaka ili modificiranog ambalaznog pakiranja
(Abriouel i sur., 2010). Ciste ili mijeane kulture BMK i bakteriocina koje proizvode koriste se
protiv bakterija i patogena koji uzrokuju kvarenje hrane. Koristenje ovih kultura poboljSava
kvalitetu i senzorska svojstva hrane. Kulture koje proizvode nisin koriste se za ocuvanje i
stabilizaciju fermentiranih mlijecnih proizvoda, majoneze, namaza, vrhnja, proizvoda od sira,

mesnih ili povrtnih pripravaka i sirutke (Nauth i sur., 2000)

Bakteriocini imaju Siroku primjenu u mlije¢noj industriji tijekom fermentacije
proizvoda. Hrana koja sadrzi starter kulture koje proizvode bakteriocine je bolje zasti¢ena od
patogenih mikroorganizama od hrane koja sadrzi starter kulture koje ne proizvode
bakteriocine. Sekundarne kulture koje proizvode bakteriocine pomazu u brzem sazrijevanju
mlijenih proizvoda ubijanjem mikroba u primarnoj kulturi. Propionin PLG-1 izoliran iz A.
thoenii P127 djeluje antimikrobno protiv propionskih bakterija, kao i mnogih Gram-pozitivnih
i Gram-negativnih bakterija ukljuCujuéi L. monocytogenes, Pseudomonas fluorescens, Vibrio
parahaemolyticus, Yersinia enterocoliticai Corynebacterium sp. (Lyon i sur., 1993). PoZeljno
je koristenje prociscenih i koncentriranih bakteriocina koji se dodaju hrani zbog njihove vecée
efikasnosti u usporedbi s izvornim kulturama koje imaju sposobnost biosinteze bakteriocina.
Kulture koje mogu proizvoditi bakteriocine nisu poZeljne tijekom proizvodnje zbog sporog
rasta kulture ili proizvodnje bakteriocina u kasnijim fazama rasta (Faye i sur., 2000). Jogurt
koji se proizvodi od sirovog mlijeka dodavanjem soja Lactococcus lactis subsp. lactis koji
proizvodi nisin i tradicionalnih kultura jogurta poput Streptococcus salivarius subsp.

thermophilus i Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, rezultira produljenim rokom
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skladistenja, sprjeCavanjem rasta bakterija koje uzrokuju kvarenje i kontrolom kiselosti
(Yamauchi i sur., 1996). Nisin se dodaje i u sirni namaz kako bi sprijecio nastajanje toksi¢nog
produkta koji proizvodi Clostridium botulinum (Taylor, 1986). Za prevenciju rasta patogena u
fermentiranim proizvodima koriste se i acidicin CH5 (Chumchalova, 2004), acidocin 1B
(Kyoung-Sick i sur., 2007) i acidocin AAl1l (Abo-Amer, 2007). Acidocin B izoliran iz
bifidobakterija djeluje antimikrobno protiv Colostridium sp. i koristi se u fermentiranim
proizvodima kao Sto je sir ili silaza (Brink i sur., 1994).

PSeniCna tijesta koja se koriste za proizvodnju pekarskih proizvoda mogu biti
kontaminirana bakterijama Sto uzrokuje osteéenje kruha, Zilavost i proizvodnju enterotoksina
(Smith i sur., 2004). Bakteriocini nize koncentracije efikasni su protiv vegetativnih stanica
sojeva B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus, i B. pumilus, dok je veca koncentracija
bakteriocina potrebna za ubijanje endospora (Martinez-Viedma i sur., 2011). Bakteriocini
djeluju antibakterijski protiv S. aureus, B. cereus, i L. monocytogenes u kremama za

pecenje, desertima na bazi soje i zelatinastim pudinzima (Martinez-Viedma i sur., 2009).

Rast nepozeljnih mikroorganizama rezultira pogorSanjem karakteristika alkoholnih
pi¢a. Bakteriocini koje proizvode prehrambene BMK sprje¢avaju pojavu bakterijskog kvarenja
hrane, a kod vina omogucéuju smanjenje sumpornog anhidrida. Nisin u kombinaciji s
metabisulfitom utje¢e na smanjenje mikrobne populacije u crnom vinu i ¢uva vino tijekom
starenja i skladistenja (Ruiz-Larrea i sur., 2010). Smjesa slada s nutritivnim suplementima i
bakterijskom kulturom koja proizvodi nisin dovela je do produljenja roka trajanja bez utjecaja

na aromu i okus piva (Nauth, 2007).

Bakteriocini razliCitih BMK pokazali su inhibicijski ucinak na rast L. monocytogenes u
mesu i mesnim proizvodima. Kouakou i sur. (2010) uspjesno su odgodili ponovni razvitak
stanica L. monocytogenes u umjetno kontaminiranom svinjskom mesu dodatkom dva soja L.

curvatus (sakacin P) i P. acidilactici (pediocin AcH).

Provedeno je istrazivanje u kojem se ispitala ucinkovitost zastite od patogenih
bakterija i mogucnost produljenja roka trajanja slanih Skamoa uporabom tri bakteriocina
(nisin Z, karnocin UI49 i bavaricin A) koje proizvode BMK. Dodatkom bavaricina rok trajanja
se produljio s 10 na 16 dana, dok se dodatkom nisina Z rok trajanja produljujio na 31 dan
(Einarsson i Lauzon, 1995).

Svjeze narezano povrce, voce (Doyle i Erickson, 2008) i sjemenke (Pao i sur., 2005)

mogu biti oneciS¢eni patogenim bakterijama. Primjena bakteriocina ili bakteriocina u
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kombinaciji s kemijskim konzervansima pomaze u sprjecavanju Sirenja patogenih mikroba.
Pranje voca bakteriocinom AS-48 sprjeCava Sirenje L. monocytogenes inokulirane na povrsini
svjezeg voca ili povrsini narezanog voca (Molinos i sur., 2008). Termostabilan bovicin HC5
izoliran iz S. bovis HC5 moze smanijiti toplinsku rezistenciju spora Alicyclobacillus
acidoterrestris, glavne bakterije kvarenja u kiselim sokovima (de Carvalho i sur., 2008).
Takoder, sam bakteriocin AS-48 ili u kombinaciji s razliCitim esencijalnim uljima ili njihovim
bioaktivnim komponentama, biljnim ekstraktima, prirodnim ili sintetickim antimikrobnim
lijekovima inhibira L. monocytogenesi Salmonella zbog Cega se produljuje rok trajanja ruske
salate (Molinos i sur., 2009). Umaci od svjezeg povréa mogu biti kontaminirani razli¢itim
patogenim mikroorganizmima Sto moZze uzrokovati trovanje hranom. Bakteriocin AS-48
inaktivira Geobacillus stearothermophilus u kokosovom mlijeku i kokosovoj vodi te Bacillus
licheniformis LMG 19409 u svjezem soku jabuka i komercijalnim jabucnim ciderima (Grande i
sur., 2006).

Suhi prah lakticina 3147 djeluje antimikrobno i lagano se primjenjuje kao sastojak hrane
u prehrambenim proizvodima kao Sto je mlijeko za dojencad, juha u prahu i skuta (Ross i
Hill, 2004).
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3. MATERIJALI I METODE
3.1 MATERIJALI
3.1.1 Mikroorganizmi

U eksperimentima je koriSteno 25 sojeva prikazanih u Tablici 1, koji su izolirani iz
majcinog mlijeka, identificirani 16S rDNA sekvenciranjem (Macrogen, Nizozemska) i
pohranjeni u Zbirci mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju antibiotika, enzima,

probiotika i starter kultura Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog

fakulteta SveuciliSta u Zagrebu..

Tablica 1. Bakterijski sojevi koriSteni u ovom radu

Oznaka bakterijskog soja 16S identifikacija

KR19 Lactobacillus plantarum
KR20 Enterococcus faecium

MC1 Lactobacillus fermentum
MC2 Enterococcus faecalis

MC5 Staphylococcus epidermis
MC13 Enterococcus faecium
MC19 Lactobacillus plantarum
AF2 Staphylococcus epidermidis
AF4 Staphylococcus epidermidis
AF5 Staphylococcus epidermis
AF12 Enterococcus durans

AF16 Enterococcus faecium

MB5 Streptococcus oralis subsp. dentisani
MB6 Staphylococcus epidermis
MB7 Lactobacillus plantarum
MB9 Streptococcus sp.

MB10 Streptococcus salivarius
MB11 Streptococcus oralis

MB12 Staphylococcus epidermidis
MB15 Lactobacillus plantarum
RS4 Streptococcus oralis

RS8 Staphylococcus epidermis

RS10 Lactobacillus plantarum
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3.1.2

RS17 Staphylococcus epidermidis

RS19 Streptococcus mitis

Hranjive podloge

U radu su koristene slijede¢e podloge:

Hranjive podloga za uzgoj BMK

MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/l destilirane vode): pepton 10,0;
mesni ekstrakt 10,0; kvascev ekstrakt 5,0; glukoza 20,0; Tween 80 1,0; MgSO4 x
7H>0 0,1; MnSO4 x 7H.0 0,05; natrijev-acetat 5,0; agar 20,0. pH vrijednost podloge

iznosi 6,5, a sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15 min.

MRS bujon: istog sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara.

Kemikalije

etanol, ,Kemika", Hrvatska

Nuclease Free Water, ,Takara", Japan

glicerol, ,Alkaloid", Makedonija

standard za elektroforezu proteina ProSieve QuadColor (molekulske mase 4,6-315
kDa), ,Lonza", SAD

pocetnice , Invitrogen®, SAD

etidijev bromid, ,,Boehringer Manheim GmbH", Mainheim
agaroza, ,Appligane®, Francuska

A DNA HindIII standard, ,Fermentas", Kanada

100 bp DNA Ladder standard, , Invitrogen®™, SAD
Nuclease Free Water, ,Takara", Japan

EmeraldAmp, Max HS PCR Master Mix (2x Premix), , Takara®, Japan

Aparatura i pribor

epruvete
automatske pipete, ,Eppendorf", SAD

ependorfice
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e Kkivete za centrifugiranje; 15 ml, 50 mi

e stalci za ependorfice

e stalci za epruvete

e pinceta

e autoklav, ,Sutjeska®, Jugoslavija

e termostat, ,Instrumentarija", Hrvatska

e vibro-mjesac EV-100, ,Kartell", Italija

e vaga, ,Tehtnica", Slovenija

e hladnjak, ,,Gorenje", Slovenija

e zamrzivac (-80°C), ,New Brunswick Scientific*, SAD
e Sonopuls mini20 sonifikator, ,Bandelin®, Njemacka
o elektroforetske kadice, ,Cleaver, Scientific Ltd", Velika Britanija
e DNA-termoblok, ,Eppendorf", SAD

e transiluminator MiniBIS Pro, DNT

e Petrijeve zdjelice

3.2 METODE RADA

3.2.1 Cuvanje i odrzavanje bakterijskih sojeva

Sojevi BMK su pohranjeni na -80°C u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak 15 %
(v/v) glicerola. Dan prije koriStenja, sojevi se inokuliraju u svjezu hranjivu podlogu te

inkubiraju anaerobno pri 37 °C

3.2.2 Detekcija gena za bakteriocine polimeraznom lancanom reakcijom (engl.
Polymerase chain reaction, PCR)

DNA ekstrahirana iz bakterija izoliranih iz majcinog mlijeka sluzi kao kalup za PCR
reakciju Cija je svrha detekcija gena za biosintezu bakteriocina pomocu specifi¢nih pocetnica
navednih u Tablici 2. Sastav reakcijske smjese volumena 20 pL prikazan je u Tablici 3. PCR
reakcija se odvija prema uvjetima navedenim u Tablicama 3, 4 i 5. Nakon zavrSetka PCR
reakcije, 18 pl PCR produkta se nanosi 2 % agarozni gel i elektroforeza se provodi u kadici
za elektroforezu pri naponu od 100 V. Standard se sastoji od 0,25 pL A DNA HindIII i 0,5 uL
100 bp DNA Ladder. Nakon zavrSetka elektroforeze, gel se boji u etidijevom bromidu
koncentracije 0,5 pg/mL i vizualizira ultraljubicastim svjetlom na transiluminatoru pri valnoj

duljini od 254 nm upotrebom programa Gel Capture.

15



Tablica 2. Specificne pocetnice za gene ukljucene u biosintezu bakteriocina i pripadajuéi

uvjeti PCR reakcije

Ciljani . Velicina PCR
Pocetnice (5'-3") Referenca
gen produkta (pb)
i TAACGACGGATTGCTCTG 475 Diep i  sur.
P AATCAAGGAATTATCACATTAGTC (1996)
Die i sur.
pInA GTACAGTACTAATGGGAG 450 P
CTTACGCCAATCTATACG (1996)
Holo i sur.
% TCACACGAAATATTCCA 165
GGCAAGCGTAAGAAATAAATGAG (2001)
Die i sur.
pineF | GGCATAGTTAAAATTCCCCCC 478 P
CAGGTTGCCGCAAAAAAAG (1996)
ins GCCTTACCAGCGTAATGCCC 320 Stephens i sur.
CTGGTGATGCAATCGTTAGTTT (1998)
s | GGTCTGCGTATAAGCATCGC 507 Maldonado i sur.
AAATTGAACATATGGGTGCTTTAAATTCC (2004)
ot GGTACCACTCATAGTGGAAA 138 Ozdemir i sur.
CCCTGGAATTGCTCCACCTAA (2011)
cnts | CAAAATGTAAAAGAATTAAAGTACG - De Vuyst 1 sur.
AGAGTATACATTTGCTAACCC (2003)
Tablica 3. Sastav reakcijske smjese za provodenje RAPD-PCR reakcije
Sastojci reakcijske smjese Volumen
EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix (2x Premix) 10 pL
Kalup (DNA) 1L
Pocetnica 1 0,04 uL
Pocetnica 2 0,04 uL
dH0 8,92 uL
Ukupno 20 pL

Tablica 4. Uvjeti provodenja PCR reakcije s poCetnicama za pinA, pinJ, pinW'i pinNC8

broj ponavljanja T [°C] vrijeme
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1 95 3 min

95 30s
30 55 1 min

72 1 min
1 72 5 min

Tablica 5. Uvjeti provodenja PCR reakcije s poCetnicama za pinSi pinE

broj ponavljanja T [°C] vrijeme

1 95 3 min
95 30s

30 55 30s
72 1 min

1 72 5 min

Tablica 6. Uvjeti provodenja PCR reakcije s poCetnicama za entAi entB

broj ponavljanja T [°C] vrijeme

1 95 3 min
95 30s

30 56 30s
72 30s

1 72 5 min

4. REZULTATI I RASPRAVA

Biosinteza bakteriocina pozeljna je karakteristika BMK jer inhibiraju rast patogena i
nepozeljnih mikroorganizama u fermentiranim namirnicama, kao i u gastrointestinalnom
okruzenju. Dodatno, moze ih se smatrati alternativnom antimikrobnom strategijom u borbi
protiv rastuce antibioticke rezistencije (Sugkovi¢ i sur., 2010; Butorac i sur. 2020). BMK Zive
u razlicitim kompetitivnim stanistima te su stoga morale prilagoditi svoj metabolizam
razli¢itim promjenjivim i stresnim uvjetima okoliSa (Rizello i sur., 2014). Lactobacillus
plantarum je jedna od najbolije opisanih BMK, najcesée prisutna u prehrambenim
proizvodima nastalim spontanom fermetacijom te kao komensalna bakterija crijevnog

mikrobioma Covjeka. Vedina regulatornih sustava vrste L. plantarum je usmjerena na
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kompeticiju s drugim bakterijama i prezivljavanje u razlicitim okoliSnim uvjetima Sto
podrazumijeva detekciju Sirokog spektra okoliSnih signala i odgovor na njih kontrolom
ekspresije razli¢itih gena (Sturme i sur., 2007) i proizvodnjom razlicitih antimikrobnih spojeva
poput vodikovog peroksida, organskih kiselina (posebno mlijene i octene), antiaflatoksigenih
metabolita i bakteriocina (Guimaraes i sur., 2018).

Bakteriocinski p/n lokus sadrzi 5 operona: p/nEFI i pinJKLR, koji kodiraju bakteriocine i
imunosne proteine; pinGHSTUV, koji kodira ABC transportni sustav za izluCivanje peptida;
pInABCD, koji kodira peptide za put transdukcije signala, te p/nMNOP, koji sadrzi gene
nepoznatih funkcija. Peptid PInA inducira transkripciju svih 5 navedenih p/n operona koji su
reprimirani pod normalnim uvjetima (Diep i sur., 2003; Diep i sur., 2009). Prema Fuqua i sur.
(2001), na nakupljanje bakteriocina utjeCu okolisni uvjeti poput kemijskih spojeva, uvjeta
skladistenja i prisutnosti guste mikrobne populacije (engl. Quorum). Medu vrstama roda
Lactobacillus, izoliranima iz majcinog mlijeka, viSestruki pozitivni signali (za gene pinJ, pinA i
pInEF) uoceni su kod sojeva L. plantarum KR19, MC19, MB7, MB15 i RS10, dok prisutnost
gena pInS, pInW i pInNC8 koji takoder kodiraju za plantaricine, nije uocena kod niti jednog
L. plantarum soja. Geni koji kodiraju za plantaricin S i W su vrlo rijetki medu sojevima vrste
L. plantarum (Holo i sur., 2001; Sdenz i sur., 2009). L. plantarum ima jedan od najvecih
genoma medu BMK jer sadrzi veliki broj gena dobivenih horizontalnim transferom gena
vecinom kroz pokretne elemente (profage, plazmide, transpozone i integrone) (Chevallier i
sur., 1994; Kleerebezem i sur., 2003). L. plantarum Cesto sadrzi plazmide koji mogu
sadrzavati gene za rezistenciju na antibiotike, katabolizam laktoze, proizvodnju proteolitickih

enzima ali i bakteriocina (Van Kranenburg ., 2005).

Obi¢no BMK proizvode samo jedan bakteriocin ali neke proizvode i viSe te oni Cesto
pripadaju razli¢itim klasama bakteriocina (Dimov i sur., 2005). Proizvodnja 3 i viSe
bakteriocina je vrlo Cesta kod vrsta roda Enterococcus i Streptococcus (Park i sur., 2003).
Enterokoki Cine jedne od najzastupljenijih BMK crijevnog mikrobioma sisavaca. Najcesci
producenti bakteriocina medu enterokokima su vrste E£. faecium i E. faecalis a navedeni
bakteriocini, poput EntA i EntB, gotovo iskljuivo pripadaju drugoj skupini termostabilnih
nelantibiotickih bakteriocina (Nes i sur., 2007). Iako se vecina bakteriocinskih operona nalazi
na plazmidima, Sto omogucuje filogenetsko Sirenje bakteriocina unutar i izmedu vrsta BMK,
geni entA i entB, su kodirani na kromosomu (Dimov i sur., 2005). Medu 5 sojeva roda
Enterococcus izoliranih iz maj¢inog mlijeka, niti jedan ne sadrzi gene za bakteriocine.
Streptokoki su cCesti sudionici oralnog mikrobioma sisavaca koji najceSce proizvode
lantibiotike. Jedan od najéeséih producenata bakteriocina medu vrstama roda Streptococcus
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je S. oralis subsp. dentisani koji djeluje kao probiotik protiv kariogenih bakterija
kolonizacijom zubi, neutralizacijom kiselog pH arginolitickim putem (Velsko i sur., 2018) i
inhibicijom patogenih bakterija proizvodnjom bakteriocina (Lépez-Lépez i sur., 2017). Kod
sojeva Streptococcus oralis subsp. dentisani MB5 te S. oralis RS4 uoena je prisutnost gena
pInA, pinJi pinE, dok su kod S. oralis MB11 uocene slabe vrpce kao potvrda prisutnosti gena
pinJi pinA. Soj Streptococcus mitis RS19 sadrzi samo p/nJ gen.

Iz majéinog mlijeka izolirano je 8 sojeva pripadnika vrste Staphylococcus epidermis,
najceSée komensalne bakterije ljudske koze koji se razmatra kao potencijalni probioticki soj u
lije¢enju akni (Claudel i sur., 2019). Medu njima, soj MB12 je pokazao prisutnost ¢ak 3 gena
koji kodiraju za bakteriocine (pinJ, pinAi p/nEF) dok su sojevi RS8 i RS17 pokazali prisutnost
gena pinJi pinA. Rezultati PCR analize podrzavaju teoriju o horizontalnoj razmjeni gena koji

kodiraju za bakteriocine medu bakterijama u istom stanistu.

Dobiveni rezultati ukazuju na potencijal pojedinih ispitivanih sojeva BMK da proizvedu
bakteriocine. Obzirom na mehanizam djelovanja bakteriocina koji obuhvaca antibakterijsku
aktivnost i prema patogenim bakterijama i nepozeljnim bakterijama onecis¢ivacima razlicitih
prehrambenih proizvoda, daljnja istrazivanja bilo bi dobro usmijeriti u poticanje proizvodnje
bakteriocina njihovom kokultivacijom s drugim sojevima BMK (Kos i sur. 2011.). Svakako su
potrebna dodatna istrazivanja kojima bi se utvrdio spektar djelovanja detektiranih

bakteriocina te koje su moguénosti njihove primjene.
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S KR191KR20'MC1'MC2! MC5'MC13*MC19' AF2! AF4' AF5! AF12! AF16! MB5' MB6' MB7:MB9' MB10'MB11'MB12

B15! RS4! RS8! RS10! RS17'RS19! K! KR192 KR20? MC12 MC22MC52 MC132MC19? AF22AF4? AF5% AF122AF16?

- .“-- = =

S MB52 MB62MB72 MB9? MB10? MB112MB122MB152RS42? RS82 RS102RS172RS192 K? KR19% KR20® MC13 MC23 MC5?

Slika 1. Agarozna gel elektroforeza amplifikacijskih produkata PCR metode s pocetnicama za
pinJ (*), pInA () i pinW (%)
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S MC133 MC193AF23AF43 AF5° AF123AF16° MB5° MB6°> MB7°MB9* MB10°MB11°MB123 MB15° RS4® RS8% RS10° RS173

3

-

S RS19® K3 KR19* KR20* MC1* MC2*MC5*MC13* MC19*AF2%AF4* AF5* AF12°AF16*MB5* MB6* MB7¢ MB9*MB10*

S MB11*“MB12°*MB15*RS4* RS8* RS10*RS174RS19* K* KR19°KR20°MC1°MC2°> MC5°MC13°MC19° AF2°AF4° AF5°

A S O

r:
|

Slika 2. Agarozna gel elektroforeza amplifikacijskih produkata PCR metode s pocetnicama za
pInW (3), pInNC8 (%) i pInE (°)
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S AF12° AF16° MB5° MB6°> MB7°> MB9° MB10°MB11°MB12°MB15°RS4° RS8> RS10° RS17°RS19° K> KR19° KR20°MC1°

S MC2°MC5°MC13° MC19° AF2° AF4° AF5° AF12°AF16° MB5° MB6° MB7° MB9¢° MB10°MB11° MB12° MB15°RS4° RS8

S RS10°RS17°RS19° K& KR197KR207 MC17MC27 MC57 MC137 MC197 AF27 AF4’ AF5’ AF127 AF16’ MB5’ MB6’ MB7’

Slika 3. Agarozna gel elektroforeza amplifikacijskih produkata PCR metode s pocetnicama za
pInE (®), pInS (®) i entA (7)
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S MB97 MB10’MB11’ MB127 MB15’ RS47 RS87 RS107 RS177RS197 K’ KR192 KR208 MC18MC28MC58 MC13® MC198AF28

'-

S AF4® AF5% AF128AF168 MB5% MB62 MB72 MB9% MB10® MB118 MB122 MB158RS4® RS82RS10® RS172RS198 K®

Slika 4. Agarozna gel elektroforeza amplifikacijskih produkata PCR metode s pocetnicama za
entA (7) i entB (8)
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5. ZAKLJUCCI

1. Prema dobivenim rezultatima agarozne gel elektroforeze PCR-produkata, pozitivan
signal za prisutnost gena p/nJ pokazuju sojevi KR19, MC19, MB5, MB7, MB11, MB12,
MB5, RS4, RS8, RS10, RS19. Kod sojeva KR19, MC19, MB5, MB7, MB11, MB12,
MB15, RS4, RS8, RS10, RS17 uocena je prisutnost gena p/nA, dok je prisutnost gena
pInE potvrdena kod sojeva KR19, MC19, MB5, MB7, MB12, MB15, RS4 i RS10. Niti
jedan soj ne pokazuje pozitivan signal na prisutnost gena p/nW, pinNCS8, pinS, entA i
entB .

2. Medu bakterijskim sojevima roda Lactobacillus, izoliranima iz maj¢inog mlijeka,
viSestruki pozitivni signali (za gene p/inJ, pinAi pInEF) kod sojeva L. plantarum KR19,
MC19, MB7, MB15 i RS10 ukazuju na njihovo potencijalno bakteriocinsko djelovanije,
dok prisutnost gena p/nS, pinW i pinNC8 nije potvrdena kod niti jednog ispitivanog L.

plantarum soja.

3. Od 5 ispitanih sojeva roda Enterococcus izoliranih iz majc¢inog mlijeka, niti jedan ne
sadrzi gene za bakteriocine, odnosno niti jedan ne daje pozitivan signal na prisutnost

gena entA i entB.

4. Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se utvrdio spektar djelovanja detektiranih

bakteriocina te koje su moguénosti njihove primjene.
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