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labrax), sea breamSparus auratg mussels Nlytilus galloprovinciali3 and oysters@strea
edulig. The presence of fiveAB strains was determinedlactobacillus plantarun©O1, L.
plantarumO9, Leuconostoc mesenteroide4A, L. plantarumK4 andL. plantarumD1. The
characterization of each individual isolated pufd3 culture was then performed according to
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SDaHWDN

Kao alternatra kemoterapeuticima i cijepljenju, a s ciljem kontrole bolesti, u akvakulturi se u
SRVOMHGQMH YULMHPH VYH YLa&H S EIDNWHQMNDX PSU RIBEH RN
(BMK) LIROLUDQLK L] PRUVNRJ RNROL&AD RVLIXXPLONRH IQOVMR KV
Kao X p L Q Ngrobibtiti,LBMK moraju zadovoljavati nekoliko osnovnih kriterija kako bi
SUHALYMHOH X XYMHWLPD VWDQLAWD X NRMHP VH SULP
NDUDNWHULVWLNH SRAHOMQH SULNatddj&r RakbdrieRd Poja/& UV N L K
QRYLK DNYDW LDhKNWKM YLV \S RMOMR, pbrpdhofD sigurnom hranom bez

primjene kemijskih konzervansstavili su naglasak ndternativre metode. Ovakve strategije
XNOMXNDYRKMLAWHQMH SULURGQLK rzé&vwaweaH koji Msi sigkini ERRO R &N
konzumaciju jer predstavljaju dio prirodne, korisne mikroflore u ljudskoj ish&toga je cilj

ovograda X] SROD]QR OMHWQR L JLPVNR XWYUVyLYDQMH SULVX\
]JGUDYVWYHQX LVSU DaYiirvoMtautbhterid niikraftdiR @rvbBvDd sustava te
VOX]L NRAaH L &N UJDzoliratE iderttifidraliR QakakeddiZmtiprisutne BMK te

odabrati RQX V QDMYHULP NRQJHUY UUnkiX autdhtoserikteflQé LMD ORF
pripremljerom od komercijalno najzastupljenijihvrsta u hrvatskoj marikulturlubina
(Dicentrarchus labray orade $parus auraty dagnji (Mytilus galloprovincialig i kamenica

(Ostrea edulis uUWYUYHQD MH SULVXW Q R \La¢toBadils planmani®U LMV N LK L
plantarumQ9, Leuconostoc mesenteroide4A, L. plantarumK4 i L. plantarum® 6OMHGHUL
NRUDN LVWidwjpHRNDYAMDODpQD hkdathDoNikyY BYKLKUF4 suKkadno
selekcijskim kriterijima za odabir BMEKa primjenw akvakulturi. Kako bissKX VSMHAaAQR NRULV
kod morskih proizvodaizolati moraju zadovoljavativ O M kigek:iiHsitu SUHALYOMDYDQM
gagdrointestinalnom traktu u morskoj vodi,imati antimikrooru DNWLYQRVW SUHPD QTC
morskim patogenim mikroganizmima idobro adherith QD SRYUAaALQX RUJDQL]PL
navedenih karakteristikenikrorganizmine smijuimati sposobnost proizvodnje biogenih amina

NDR QLWL KHPROLWLPpNX DNWLYQRVW 2VLP QBIYRGRENKJI N L
konzerviranjaP RUV NLK S U R L |ivdReubiti \MphiRnastresneambijentalneuvjete

popu YLVRNLK WHPSHUDWXUD L QLVNLK S+ YULMHGQRVWL 6Y
sve kriterije ali se tijekom testiranjangboljim sojem pokazad. plantarumO1. Na osnovu

svega naveQRJ PR&H VH ]DNOMXpLWL NDNR %0. PRUVNRJ SR
SULPMHQH X DNYDNXOWXUL ELOR GD MH ULMHp RiDaAWLWQ

ciliem dobivanja inovativnih, zdravih proizvoda prirodno produljenog roka trajnos



Abstract

As an alternative to chemotherapeutics and vaccination, and with the aim of controlling the
disease, probiotics have been increasingly used in aquaculture lately. The use of lactic acid
bacteria LAB) isolated from the marine environment enesitheir better adaptation and greater
efficiency. As effective probioticd,AB must meet several basic criteria in order to survive in

the habitat conditions in which they are applied and to be able to manifest the characteristics
desirable in the cultation of marine organisms. Furthermore, the daily emergence of new
aguatic species and consumer demands for healthy, natural and safe food without use of
chemical preservatives have placed emphasis on alternative methods. Such strategies include
use of natral bacterial biological preservatives that are safe to consume because they are part
of the natural, beneficial microflora in the human diet. Therefore, the aim of this work, in
addition to the initial summer and winter determination of the presencecodarganisms
responsible for the health of fish and shellfisias toisolate, identify and characterize present

LAB from isolates of autochthonous microflora of the digestive system and mucus skin and
gills of fish and shellfishand choose one with bepteservativepotential. In isolates of
autochthonous microflora prepared from the most commercially represented species in Croatian
mariculture- sea bassOicentrarchus labray sea breamSparus auratg mussels Nlytilus
galloprovincialig and oysters@strea eduliy the presence of five bacterial isolates was found:
Lactobacillus plantarun®1, L. plantarumO9, Leuconostoc mesenteroide$A, L. plantarum

K4 andL. plantarumD1. The next step of the research was the individual characterization of
isolates of pureLAB cultures according to the selection criteria for the selectidoA&f for
application in aquaculture. To be used successfully in marine products, isolates must meet the
following conditions:in situ survival in gastrointestinal tract and ieasvater, antimicrobial
activity against the most common marine pathogenic microorganismgoad@ddheraceto

the surface of the organism. In addition to the above characteristics, microorganisms must not
have the ability to produce biogenic amines or bigtic activity. In addition to the above
criteria, strains used in the biological preservation of marine products must also be resistant to
stressful environmental conditions such as high temperatures and low pH values. All bacterial
isolates successfullyet all the criteria, but. plantarumO1 proved to be the best strain during
testing. Based on all the above, it can be concludednifuane originLAB have great potential

for application in aquaculture, whetheith protectiverole as probiotics or dsopreservatives

in order to obtain innovative, healthy products with naturally extended shelf life.
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5DVW LQWHUHVD SRWURA&DpD ]D JGUDYRP KUDQRP L SDUDO
KUDQH GRSULQMHOD MH SRYHUDQRM SRWUR&QML ULEH L UL
se visoko hranjvomL pHVWR SUHSRUXPpOMLYRP RG VWUDQH QXWULF
ULED L PRUVNL SURL]JYRGL RVMHWOMLYL QD NYDUHQMH XV
'DOJDDUG L VXU OHMOKROP L VXU 8 ahAlODGX V
SUHUDGH ]D SURGXOMHQMH URND WUDMDQMD VYMHALK UL
SRWURA&ADpPL VYH YLAH WUD&H YLVRNRNYDOLWHWQH DOL PL
VXU 8 WRP NRQWHNVWX QLA&KHHUDLQHOLRIRWBRYR/ IL ON
uklanjanje kemijskih aditiva postali su presudni. Posljednjih godina tradicionalni postupci
poput soljenja, dimljenja i konzerviranja koji se primjenjuju na proizvodima akvakulture
smanjili su se u korist takozvanih blaghV HKQRORJLMD NRMH XNOMXpXM
NRQFHQWUDFLMD VROL QLaH WHPSHUDWXUH JULMDQMD L ¢
DWPRVIHURP 'DOJDDUGL VXU OHYyXWLP QHGRVWDWDN
L VLIXUQRVW astRidl ivrésta andja®®e¥ti povezanih s hranom (Cortesi i sur., 2009).
6WRJD MH X SRVOMHGQMH YULMHPH VYH YHUL QDJODVDN QD
hrane i produljenje roka trajanja. Do sada su se pristupi za smanjenije rizika ogaiztnjeanja
KUDQRP RVODQMDOL QD GRGDYDQMH XpLQNRYLWLK NHPLM
WUHWPDQD SRSXW JULMDQMD KODYyHQMD SULPMHQH YLVRI
RIRQD XOWUD]YXpQH WHKQR OR JprétirbstivdaGakd @eimariRima@ HNLP F
QHNROLNR QHGRVWDWDND L RJUDQLpHQMD NDGD VH SULPI
SRWUHEQR MH LVWDNQXWL WRNVLPQRVW QHNLK QDMpHauUH
(Cleveland i sur., 2001) i promjene gerskih i hranjivih svojstava plodova mora. Zbog

osjetljive prirode proizvoda akvakulture, fizikalni tretmani mogu prouzrokovati znatne gubitke

X NYDOLWHWL SRSXW RaAWHUHQMD XVOLMHG VPU]IDYDQMD L
tlakaiionizirggXtHJ JUDpHQMD =KRX L VXU

OHyX DOWHUQDWLYQLP VWUDWHJILMDPD RpXYDQMD KUDQH
ELRORANRJ RpXYDQMD NRMH SURGXaxXMX URN WUDMDQNM
PLQLPL]JLUDMXuUL SULWRP itvhaliBahZzomM® o). Bidke iz stvirije X W U
odnosi na upotrebu prirodne ili kontrolirane mikroflore i/ili njezinih antimikrobnih metabolita
1LOVVRQ L VXU *DUFLD L VXU %DNWHULMH PO
kandidati kojisenrRJX NRULVWLWL ]D RYDM SULVWXS yHVWR VX SUI
i kompetitivnom inhibicjom moglNRQNXULUDWL SDWRJHQLP PLNURRUJDQ

spektar antimikrobnih metabolita poput organskih kiselina, diacetila, acetoina, vodikovog



peroksida, antifungalnih peptida i bakteriocinaVLP &aWR MH SRWUHEQR VSUL
SURL]YRGD DNYDNXOWXUH NDR SUHKUDPEHQLK SURL]JYRGEL
QMLKRYH |]DA&WLWH SULOLNRP X]JRMD 1RYLMKristiMUDWHILM
PRUVNLP SURL]YRGLPD NDNR EL VH RVLIJXUDR QMLKRY GRE
SURL]YRGD DNYDNXOWXUH WLMHNRP QMLKRYD X]JRMD NDF
bakterija izoliranih iz gastrointestinalnog trakta motsdk RUJDQL]DPD 7DNYL VRMH
SRND]DOL XVSMHaAQLMLPD RG RQLK L]J]ROLUDQLK L] GUXJLK
QMLKRYH SULPMHQH NDR((BdRIBLSMOPNLK SULSUDYDND

6WRJD MH FLOM RYRJ UDGD X] SROD]JQR OMHWQR L JLPVNF
RGIJRYRUQLK ]D |JGUDYVWYHQX LVSUDYQRVW ULEH L &NRON
proboDYQRJ VXVWDYD WH VOX]L NRaH L A4NUJD ULEH L a&NROMN
SULVXWQH %0. WH RGDEUDWL RQX V QD M4himéhuNRQ]JHUY

akvakulturi i konzerviranju proizvoda akvakulture.
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2.1. Biokonzerviranje

OLNUREQD VLIJXUQRVW L VWDELOQRVW KUDQH WHPHOMH
NRQJHUYDQVD 9HULQD WHKQRORJLMD ]D GHNRQWDPLQDFLN
QRYLMLK E@RDAMKDO VMRE®RWOYLVRNRJ WODND R]JRQD L XOWUD]
LOL NRPSDWLELOQH V QMHAQRP WHNVWXURP L RNXVRP PRU
QLVX SULKYDWOMLYL RE]JLURP QD VYH YHUH J]DKWMHYH
AlternDWLYQR UMHAHQMH NRMH GRELYD VYH YLaAH SDaQMH MH'
Ova tehnologija se sastoji od inokulacije hrane mikroorganizmima i/ili njihovim metabolitima
RGDEUDQLP UDGL QMLKRYLK DOQWLEDNWWMHOM@NL R ¥.Y HRNbVI W (
su dobri kandidati jer neke od njih imaju sposobnost inhibiranja rasta mikroorganizama,
prirodno su prisutne u mnogim prehrambenim proizvodima i ljudi ih godinama konzumiraju

EH] LNDNYRJ VLIXUQRVQRJ UL]LN De péttebeli P& M Xe potiglaAHQH C
njihova dobra implementacija, uglavhom se za biokonzerviranje koriste bakterije izolirane iz
KUDQH NRMRM VH SURGXOMXMH WUDMQRVW 3LOHW L /HU
proizvoda, proizvodi od morskih plodovaglavnom nisu fermentirani. Stoga je dodavanje
EDNWHULMVNLK NXOWXUD pDN L VD |DAWLWQLP XpLQFLPD
RG VWUDQH SURL]YRYyDpD pLML MH JODYQL FLOM L]J]EMHID
dobre higijenske ppNVH OHYyXWLP NRG EODJR NRQJHUYLUDQLK ULE
NXOWXUH VPDWUD VH DOWHUQDWLYRP NRULAWHQMX DGL\
LQGXVWULMH 3LOHW L /HUR\ .DNR EL SRVW®D®LD RGUa
NRPELQLUDWL V KODYyHQMHP QD Nadalie, lodsbipbteaQiaNdD PD Y D
]DAWLWQLK EDNWHULMD X PRUVNLP SURL]JYRGLPD MRa XYI
SULODJRGLWL PDWULFL PRUVNLK SORBRDY [ H\R BB RWH pWN.J BN
QH EL VPMHOD SURPLMHQLWL SRpHWQH NDUDNWHULVWLNH
L NYDUHQMH (O %DVVL L VXU 7DNRYyHU MH YDaQD V¢
DNWLYQLK DQWDJR QL WWALPNR KRR HWSIHENRAOULDV D HSOJHRYWDIQ W Q LK S
KUDQRP 8] WR VSRVREQRVW SUHALYOMDYDQMD QHSRYRO|I
RGUADYDQMH LQKLELFLMVNLK DNWLYQRVWL WLMHNRP VNOL
2013).

TrenutlQR SRVWRMH WUL JODYQD L]DJRYD NRMD R]JELOMQR R.
morskih plodova: pitanja vezana za sigurnost mikroba, regulatorni aspekti i formulacija

PLNURRUJDQL]PD 2SUHQLWR SRVWRMH VWURJL BHJXODW
NXOWXUD L VXSVWDQFLMD NRMH VH MDYOMDMX X SULURGL

3



RG NOMXpQLK UHJXODWRUQLK DVSHNDWD NRG RGDELUD
kvarljivih proizvoda mora se uzeti u obzir njihov utjecajna b PEHQH L RVMHWLOQH
OMHURMDWQR MH WR MHGDQ RG JODYQLK UD]JORJD ]J]ERJ NF
drugih prehrambenih sektora, informacije o primjeni BMK ili bakteriocina u morskoj hrani
RIJUDQLpHQH 8 VOXpDM A raDriiitisw@nosheNaspekie XnprDprolaioddj&
histamina) bioprotektivnih kultura. 1zravnhom primjenom bakteriocina u morskoj hrani, isto
WDNR PRUDMX VH LVSXQLWL UHJXODWRUQL DVSHNWL %DI
osjetinasvojstva DQH PRUDMX ELWL VWDELOQL WLMHNRP VNODGI
WLMHNRP FLMHORJ URND WUDMDQMD KUDQH $PHULpPpND DJI
1988. godine nizin za upotrebu u pasteriziranim sirnim namazima, i to je trejeaino
SURpLAUHQL EDNWHULRFLQ RGREWXHMN RM IX YRIWNJRHUEELXY W LK U Dj ¢
WUDMQRVWL PRUVNLK SURL]JYRGD X REOLNX REORAQLK LOL
,DNR VX SRVWLJQXWL ]QDpD MQronddioig¢r@SNMRW LIV NQUWR RDAV
kultura BMK ili/i njihovih bakteriocina u morskim plodovima, do danas ti potencijalni
ELRSURWHNWLYQL EDNWHULMVNL SULSUDYFL QLVX XNOM)
ocijenjeno da su prikladni za QP&n(l. qualified presumption ofafety) status. Potrebna su
RSVHAaQD LVWUDALYDQMD R DQWDJRQLVWLpPpNLP XpLQFLPD

u pogledu sigurnosti za dobivanje ovog statusa.

Posljednjih godina tradicionalni postupci poput soljenja, dimljenja i éxmzanja morskih
SORGRYD VPDQMLOL VX VH X NRULVW WDNR]YDQLK EODALK
NRQFHQWUDFLMD VROL QL&aLK WHPSHUDWXUD ]DJULMDQWN
PRGLILFLUDQRM DWPRVIHUL 0$3 Odgijaxsinos|BbljeRilsiGuRbswi D W D N
DVSHNWL XVOLMHG NRMLK PRaH GRUL GR SRYHUDQMD ERO

6WRJD MH ELRNRQJHUYLUDQMH PRUDQ L SULURGDQ C
SRYHUDQMH VLIXUQRVWL EnizBrgatnjhioylhPrigtabglira Ao septitdtifoU J
MDYOMDMX X RGUHYHQLP QDPLUQLFDPD



211 'RVDGD&E&QMD LVWUDALYDQMD X SRGUXpMX ELRNRQJHUYI

8 JRWRYLP PRUVNLP SURL]J]YRGLPD NXKDQMH NRQ}HUYDQV
QHIJDWLYQH EDNWHULMH &WR UH]XOWLUD GXaLP WUDMDQN

patogena poput bakterija iz rodsteria RPRJIJXUXMXuL LP GD QDUDVWX GR R
JUDQFLV L 27 %Hhodd@yibgenedt H X VW D Q Masti Sspod L& M HORE

2YD VSRVREQRVW UDVWD QD WHPSHUDWXUDPD VNODGL&WH

u ovoj vrsti proizvoda. Neke zemlje imaju propisanu "nultu toleranciju” za bakterije roda

Listeria, tj. u 25 g ispitivane namirniceva bakterija ne smije biti prisutha. BMK mogu rasti

SRG LVWLP XYMHW L RBteNaNV\OIBG LBAWRHIQMDX MHR PPQRJD LVWUDaAL

na izolaciju ovih grampozitivnih bakterija i njihovih metabolita (bakteriocina) s ciljem

dobivanja konkugntne flore protiv patogenih organizama ili antimikrobnih spojeva (Pilet i
/IHURL OHULQD GRVDGDaAQMLK LVWUDALYDQMD MH XVU
VRMHYD %0. UD]OLpLWRJ LS Rahbdytotsn@ddk Je hapjK haglagak Ma

primjeni autohtonih morskih izolata BMK u produljenju roka trajnosti proizvoda akvakulture.
6LIXUQRVW ]D SRWUR&ADpH MHGDQ MH RG ]QDpDMQLK DVSH

koji se ne kuhaju prije konzumacije. Kim i Hearnsberger (1994) su tretindiigga soma s 0.5

% natrijevog acetata i 0.2% kalijevog sorbata uz dodatak 2.90 kulture BMK postigli

potpunu inhibiranost granfQ HIJDWLYQLK EDNWHULMD X] SREROM&DQMH

GDQD pXYDQMD (LQDUVVRQ LN/DX$RQUD]OL VXWWR HWW NWH]

%0. L |]DELOMHALOL SURGXaHQMH URND WUDMDQMD RVLP N

. 000D L hQO+W+UN SURXpDYDOL VX PLNURELRORANX L
otopinom Lactococcus lactisubsplactis NCFB 497, L]LQD L POLMHPQH NLVHOLC
]DSD]LOL GD XUDQMDQMH ILOHWD SDVWUYH X POLMHpPpQX N
UDJLQH LQRNXOXPD L YUVWH NRULAWHQH POLMHpPQH NXOW
inhibiciju mikrobne flore sard@ primjenom nisina i laktoperoksidaznog sustava (LP), i
]JDELOMHALOL XpLQNR Y-LRMRAhWICciiNrRiledE dr& i drénja be) U \driugdm

LV W U D & LLY £2keivbX06/KejMbroizvodi sakacin A, inhibirao je rakt monocytogenes
prvatridDQD VNODGLAWHQMOFA&LOQIHWRGSDPMWL YH GDRM RYH EDN
10’ CFU/g (Hisar i sur., 2005). Altieri i sur. (2005) su dodatkBifidobacterium bifidum

XV SMH aQ RP&eQdomanaspR PLphosphoreunX VYMHALP | L QRtbWht®y® LYHUN
flesus VNODGLAWHQRJ QD QLVNLP WHPSHUDWXUDPD X PRGLIL

SULPMHQD GYLMXLabiéhatilwe SakdCER K 4398 X ILcDrvatusCECT 904T na
vakuum pakiranu kalifornijsku pastrv@corhynchus mykissezultirala je prodijenjem roka
5



WUDMQRVWL |D SHW GDQD ]QDpDMQR SREROMAaDY&aL EURM
(Enterobacteriaceae Pseudomonasspp., kvasci i plijesni i bB-bakterije), ispitivanih

kemijskih parametara i smanjenje neugodnih mirksatikou i sur., 2007) Anti-listerijska
DNWLYQRVW WUL %0. VRMD NRULAWHQLK SRMHGLQDpPQR 1
dimljenom lososu, umjetno kontaminiranormh.snnocual SRKUDQMHQRP X YDNXXP:
$XWRUL VX |IDNOMXpLOL GD Nabil®ID va&eMHiQ RENaRIhQE2M D NRP |
(9HVFRYR L VXU 8 UDGX DXWRUD 6KLUD]JLQHMDG L V
NRPELQDFLML V QL]JLQRP SRND]DOD Rteudonmivaspp.GiHBSY PD Q MH C
EDNWHULMD WLMHNRRZKODGQRJ VNODGLaAaWHQMD

Inokulacija fileta tilapije Qreochromis niloticus s Lactobacillus caseiDSM 120011 i
Lactobacillus acidophiludM u koncentraciji od 2 % smanijila je vrijednosti ukupno hlapljive

ED]H G XaL-N)Dtrinte@lggmina (TMAN) i tiobarbituratne kiselQH 7%$ L SREROMSZ
ELRNHPLMVNH NULWHULMH VYMHALQH PLNUREQX NYDOLWEF
VNODGLAWHQMD RG L GDQD ,EUDKLP L 6DOKD

Budu-Amoako i sur. (1999) testirali su nizin u kombinaciji s toplinom kao-lastarijski
WUHWPDQ X KODGQR SDNLUDQRP MDVWRJX XVSIMHaAQR V
monocytogenes ,VWX VX EDNWHULMX X KODGQR GLPOMHQRP ORVI

sur. (2003) dodatkom bakteriocinogenog bjanaltaromaticun€S526 izolianog iz surimija.

6XGDOD\DQGL XVSMHAQR MH VD [Réstrallger\kindddds. Q X L QC
VX]JELMDQMHP UDVWD EDNWHULMD NRMH XJURNXMX NYDUHQ
LQRNXODFLMRP UD ] ®bhdcudduk avidildicH F. PestoBaceoyStreptococcus
thermophilus Lactococcus lactisLactobacillus plantarumL. acidophilusi L. helveticus

$QDFDUVR L VXU VX XRpLOL GD VX SUL WpeR&HSUDW X UL
L QMH]LQ EDNW HiddanRiFdrapA.] yarpabiM iQLR monocytogenesdok su
+ZDQKOHP L VXU XV SMH aQ RkuBadiR YoguehinE ioRizNFf&@JHU Y LU

tropskih bijelih kozica Penaeus vannameiprimjenom Lactococcus lactissubsp. lactis
.7 | L]ROLUD QeRnangioaX P

%0. |IDAWLWQH NXOWXUH QLVX SULPLMHQMHQH X UD]JQROLN
NRULVWH ]D ELRRpXYDQMH KODGQR GLPOMHQRJ ORVRVD

L. monocytogendsod hladno dimljenog lososa u vakuumu, potvi@ R MH QHNROLNR LV\
SBWYUYHQR MH GD MH VD NDRInQryBgéne® MR8 DRQOMFURG/ QD MY L at
EDNWHULRFLQD %ORP L VXU (LMVLQN L VXU *| Q



Katla i sur., 2001). Nadalje, mnogiMiSMHAQL UH]XOWDWL GRELYHQL VX X
SULPMHQD X PRUVNRM LQGXVWULML L GDOMH MH RJUDQLpH

,] ODYHGHQLK LVWUDALYDQMD YLGOMLYR MH GD XSRWUHED
NDR ELRNRQJHUYD@QVY.DVERABQFRRMHILDSURGXALWL YLMHN VNO
OHYyXWLP |]DELOMHAHQR MH GD QHNL VRMHYL %0. XWMHpPpX Q
i /ili trimetilamin oksida (TMAQO) u morskim proizvodima/HU R L .OH\ L VXU

Stogaje GDELU RGIJRYDUDMXUHJ VRMD %0. NRML UH VH NRULV\
RG QDMYDAaQLMLK SDUDPHWDUD NRML VH WUHEDMX X]JHWL X

akvakulture.

2.2. Fermentirani proizvodi akvakulture

=D UD]JOLNX RGWVOUKMHPpBRBLBAMPHK SURL]JYRGD %0. VH QH NRL
PRUVNLK SURL]J]YRGD 3RVWRMH QHNL WUDGLFLRQDOQL IHU
ribljih umaka vrlo popularnih u azijskim zemljama. Nedavno se u Japanu proizvodnja ribljeg
umaND GUDVWLpPpQR SRYHUDOD MHU ULEDUVND LQGXVWULM
LVNRULAWDYDMXiuL VDY ULEOML P DWStdghyMdocussppD © RILOQH
Tetragenococcuspp. izolirane su kao dominantne bakterije tijekom fermentacije (Tsina, i

2007), ali njihova je stvarna uloga i dalje upitna. Veliki dio razgradnje je uglavnom posljedica
SULVXWQRVWL HQGRJHQLK HQ]JLPD X ULEL OHYyXWLP MDVQF
Tetragenococcus halophilisT. muriaticus GR S U L Q R/ahiti pHQutijédnosti i smanjuju

ULILN RG WUXOMHQMD IHUPHQWLUDMXuUHJ ULEOMHJ XPDN
ugljikohidrata, poput sojinog umaka (Uchida i sur., 2005).

Tradicionalni, blago slani fermentirani riblji proizvodi rasprostranjeni s dXJRLVWRPQRM $]
2ELPpQR VH SUDYH RG VODWNRYRGOPLRKUDUXWOMUNEKL Z/RODW C
dHUHU LOL YRUH L ]DpLQD pHAQMDN YXPELU pLOL SDSDU
SODVWLpPpQH YUHULFH LGRDODWIDR'GMY GD QBUP@BI QWLLUBULMH QF
NDR JODYQR MHOR LOL XaLQD 8 -Wi@POWUVWBRD SURL]YRQGD
%0. SUL pHPX MH GRRLULBQVSQAACHY RMLOIRRMH L SRNX&aADMD UL
fermentiranih m&JVNLK SURL]YRGD SRSXW |]DVODYHQLK ILOHWD
NRPHUFLMDOQLP VWDUWHULPD ODNWREDFLOD ORU]JHO L V.

laboratorijskoj fazi.



5LED MH L]YRU YLVRNRNYDOLWHWQ LK YEMHXCPD.@|PH Y LSTROO LK\HH
PDVQLK NLVHOLQD 6WRJD VH QRYLMD LVWUDALYDQMD ED
WUHEDMX |DGUaDWL VYD KUDQMLYD VYRMVWYD ULEH DOL ¢
Gelman i sur. (2001) inokulirali stAtdperajnutunu s visokom razinoni. plantarum
Pediococcus pentosaceild.. mesenteroides dokazali su da sof.. mesenteroidesP R & H
XVSMHaAaQR ITHUPHQWLUDWL PHVR WXQH X] UD]JYRM QRYLK PL
Najbolji rezultati dobiveQL VX QDNRQ SHW WMHGDQD IHUPHQWDFLMH ¢S

5LEOMD VLODAaD LVWUDALYDOD VH RG SHGHVHWLK JRGLQD ¢
DOWHUQDWLYX QHNLP QXVSURL]JYRGLPDL. plag®uhHL. LQG XV W
acidophilus Pediococcs halophilus P. acidilactci WHVWLUDQL VX V RGUHYHQLP
QMLKRYH VSRVREQRVWL EUAHJ VQLADYDQMD S+ YULMHGQR\
X PDWULFL |IDKWLMHYD GRGDYDQMH XJOMLNRKLGUDWD SR
DQDHUREQLP XYMHWLPD NRML SRIJRGXMX IHUPHQWDFLML
Bacillusi Clostridium VH QH PRAaH L]JEMHUL 3URPMHQH X NXOLQDUV
SUHKUDPEHQX LQGXVWULML QD SURL]YRGQM »prgroiexa pLWH Y
MHOR SRSXW EODJR NRQJHUYLUDQLK ULEOMLK SURL]JYRGI
SURL]YRGH *DYULORYLUO L VXU ODULQLUDQMH MH MH
Europi. Tijekom procesa zrenja pravilan prodor soli, kisBlinL GUXJLK VDVWRMDND
WHNVWXUX L RVMHWLOQX NYDOLWHWX PDULQLUDQLK SURL]
sigurnost i trajnost ovako tretiranih plodova mora ovisi o tipu i koncentraciji organske kiseline,
koncentraciji NaClifintDQRM S+ YULMHGQRVWL ,QKLELWRUQL XpLQD
HQJLPD SRYHUDYD V HAYdiReGOR HUQ VEAD) BIRMURIFG WRJ XpLQND W
SRWUHEQR SURPLMHQLWL WHNVWXUX L VWUXN€WebddgD VYRM
RNXVD L SURGXAHQRJ URND YDOMDQRVWL 6 RE]JLURP QD Y&+
i zanimanje industrije za BMK kao prirodnim konzervansima (Leroi, 2010). Poznato je da BMK
SURL]YRGH DQWLPLNUREQH WYDUL X hiduat prxsMnelddlikcde D N W H L
patogenih bakterija rodovRacillus EnterococcusListeriai StaphylococcugNoonpakdee i

sur., 2009).

6WRJD VX LVWUDALYDQMD RYDNYLK IHUPHQWLUDQLK SURL]
sojevima pogodnim za brzu fermeaiju ribe i inhibiciju patogenih mikroorganizama. Mnogi

od mikroorganizama koji su prirodno prisutni u fermentiranim morskim proizvodima mogu se
koristiti kao starteri u tradicionalnim ili komercijalnim proizvodima. Ti mikroorganizmi
SREROMADYDMMULX RYUWLKSMDRLDY RGD LVSXQMDYDMXUL RGUHYH
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SURL]YRGQMH ELRJHQLK DPLQD 2G RVWDOLK SRAHOMQLK V
i /ili imati antimikrobnu aktivnost protiv nekih ciljnih patogenih mikroorganizama (Frsae,

2019, u postupku objave). Raznolikost i raznovrsnost tradicionalnih i komercijalnih ribljih
fermentiranih proizvoda uzrokuje i raznolikost mikroorganizama povezanih s tim proizvodima.
OQRJL RG QMLK SULSDGDMX V haktSdaciius 00D arlWERRN RAVPWIRVD R B
DNWLYQR&UX L VSRVREQR&UX NRORQL]J]DFLMH QHNROLNR V!
BMK prirodno prisutnih u morskim proizvodima, kako bi se osigurao njihov dobar rast u

morskoj matrici pohranjenoj na niskim temperatuaam

OLNUREQD SRSXODFLMD VYMHAH ULEH L ANROMNDAD

OLNURELRWD PRUVNH ULEH L] XPMHU H-@g#tiviMRgSiDr&fit. p QR V|
EDNWHULMD pLML MH UDVW PRJX0O SUL f& L RSWLPDODQ R
PseudomonasSkewanella Acinetobacter Aeromonas Vibrio, Moraxella, Psychrobacter
Photobacteriumtd., te u manjoj mjeri CFB skupinCytophagad-lavobacteri Bacteroides
GramSR]LWLY QH E DN Wittddobttts CorynebaatevidnBaxillus Lactobacillusi

Clostridium WDNRYyHU PRJX ELWL SULVXWQH X UD]JOLpLWLP RPNM
VXU , VWL EDNWHULMVNL URGRYL PRJX VH QDuL X WUR
Enterobacteriaceae Vibrionacea pHVWR GRPLQDQWQL /LVW RoQiota $ X\
JDVWURLQWHVWLQDOQRJ WUDNWD SURXpHQLMD MH RG RQF
SUHKUDQL L EROHVWLPD X DNYDNXOWXUL 6SDQJJDDUG L V
DQDHUREQR YHOLNL EURM LV ¥kerbbaih Ydxiela prisutXiRupdk&n@G UH Y O L
vodi. To bi mogla biti posljedica tehnika prikupljanja, koje nisu uvijek prikladne za striktne
anaerobdBurr i sur., 2005). Ipak, Huber i sur. (2004) su molekularnim metodama dokazali

kako je aerobna mikrobiota ki@rnijske pastrve predstavljala 50 do 90 % ukupne mikrobiote.

2 S U HQ L Wikregatiivu® BakterijeMibrio, Acinetobacteli Enterobacteriacegedominiraju
PLNURELRWRP VYMHAH ULEH 5LQJj L %LUNEHFN 7R V>
razvijaju u gastrointestinalnom traktu zbog niskog pH, nedostatka kisika i obilja hranijivih
VDVWRMDND OLNURIORUD PHNXAaDFDW®VISED BVMHR IR Q RWIL ULL E
GRPLQLUD PLNURIORURP a@aNROMNDaD .DNR MH X]JJRM &N
SRGUXpMHP QMLKRYD PLNURIORUD PR&aH RGUDADYDWL NR

prisutnost rodov&nterobacteriaceaeStreptococcacadCMSF, 2005).



23. % DNWHULMH POLMHpPQH NLVHOLQH

%DNWHULMH P OLM Hpaitivndl héspiothhepétkiafipe kbje Eabtu u obliku koka,
kokobacila ili bacila s DNK baznim sastavom manjim od 55 mol% G + C. Uglavhom su
anaerobi i nemaju enzim katalazu (Makarova i sur. 2006; Slover i Danziger 2008). Fermentiraju
JOXNR]X SUYHQVWYHQR G R MPHHLQMH INQ Matetdp$@el BYI rastil. P O
DQDHUREQR DOL ]J]D UD]JOLNX RG YHULQ kHkdo CabrétddeRaBtDl P R J X
anaerobi”. lako im nedostaje katalaza, posjeduju superoksid dismutazu i imaju alternativha
sredstva za detoksikacijperoksidnih radikala, uglavnhom putem enzima peroksidaze
(Hwanhlem i Aran, 2015). BMK se prirodno pojavljuju u velikom broju sirovina poput mlijeka,
PHVD L EUDAaQD NRMH VH NRULVWH X SURL]JYRGQML KUDQ
prehrambenoj indudt LML ]D SURL]JYRGQMX IHUPHQWLUDQH KUDQH
MRJXUW VLU PHVR NREDVLFH ULEX ALWDULFH NUXK
IHUPHQWDFLMD X SURL]JYRGQML YLQRanitasadary ilsur] 200 VHOL N
=DawLWD KUDQH RG NYDUHQMD L SDWRJHQLK PLNURRUJDQC
kiselina, vodikovog peroksida, diacetila, antifungalnih spojeva i / ili bakterioditvaarihlem
L $UDQ 2VLP QMLKRYH SULPMHQH hewbdBpribsRMKRGIHUYD Q
RUIJDQROHSWLPNLP VYRMVWMEFRCSIBR.LIMNEGD aXaNRYLO

231 6LVWHPDWLND EDNWHULMD POLMHPQH NLVHOLQH

2SUHQLWR MH SR]QD ¢hrez6mO MM bRV REQHROMQOH L] XJOMLNRK
koju dijelH VNXSLQH JUDP SR]JLWLYQLK EDNWHULMD L QHPD ILC
ILORJHQHWVND VWDEOD pLQH RNRVQLFX VXYUHPHQH EDN
JOHGDQR EDNWHULMH NRMH VWYDUDMX P @drdddthcgae NLVHOL
CarnobacteriaceaeEnterococcaceagé actobacillaceagl euconostocacea&treptococcaceae

(Slika 1). Tijekom posljednjih nekoliko godina, kontinuirani opis novih vr§t® D p DeM Q R
izmijenio filogenetsku strukturu, a posebno obit€&jarnobacteriacae i Enterococcaceae

(Felis i sur., 2015).
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7{ Lactobacillaceae

‘ Leuconostocaceae

80 g rod Alkalibacterium

rod Marinilactibacillus
Atopostipes suicloacalis

99

Allofustis seminis

Allooiococcus otitis ostale

Dolosigrarulum pigrum Carnobacteriaceae
Lacticigenium naphtae
Atopococcus tabaci e
L | rod Streptococcus
Streptococcaceae
9
ﬂ rod Lactococcus
84 Lactovum miscens
Pilibacter termitis

Aerococcaceae
— 9 e rod Tetragenococcus

Granulicaella balaenopterae

% Carnobacteriaceae

Enterccoccaceae

57

Bifidobacteriales

Slikal. )LORJHQHWVNR VWDEOR EDNWHULMD POLMHPQH NLVHO
(Felis i sur., 2015)
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232 $QWLPLNUREQH WYDUL EDNWHULMD POLMHpPQH NLVHOLC
2.3.2.1. Orgarie kiseline

9DAQD XORJD %0. MH L EU]D SURL]JYRGQMD RUJDQVNLK NL
PLNURIORUH L SRYHUDYDMX VLIXUQRVW SURL]JYRGD L URN
dobivenih tijekom procesa fermentacije ovise o prisutnim B#tievima, sastavu kulture i
XYMHWLPD UDVWD *KDPEDUL L VXU / POLMHpPQD NI
u odnosu na svoj D-) stereoizomer@uwehand i Vesterlund, 2004) $QWLPLNUREQL Xbp
organskih kiselina posljedica je smanjenjd pdjelovanja nedisociranih molekula kiseline

(Podolak i sur., 1996). BMK proizvodnjom kiselinaQ L & P \Dijetdostna razinupri kojoj
LQKLELUDMX UDVW EDNW H U Cissbidiut] UPRdudpmbings @dogeémirH ID N F L N
(Salmonella Listeria spp.)i toksikogenih bakterijaStaphylococcus aureuBacillus cereus

Clostridium botulinum (*iOYH] L V X Wadalje, nedisocirana kiselina, zbog svoje
WRSOMLYRVWL X PDVQRUDPD GLIXQGLUD X EDNWHULMVNX \
pHi XVSRUDYDMXiL PHWDEROLPNH DNWLYQRVWL

2.3.2.2. Bakteriocini

Bakteriocini su ribosomski sintetizirani peptidi koji posjeduju antimikrobno djelovanje prema
VRMHYLPD LVWH LCaripbs UsDr],QQ12) 3WHR FIUWAMHMHQR MH GD L]PHY
svih bDNWHULMD L DUKHMD SURL]J]YRGL EDNWHULRFLQH D C
producentima zbog njihove potencijalne primjene u prehrambenim proizvo@oiia$ i sur.,

2000 3ULPLMHUHQR MH GD MH DNWLYQRVW EDMNakéjdsuRFLQD
YUVWRP EOLVNH VRMX NRML SURL]YRGL EDNWHULRFLQ LOL
RNUXaHQMX 'ULGHU L VXU 7TDNRYyHU MH XRpPpHQR Gl
signalizaciji stanica. Klasificiraju se prema vrsti producentalekulskoj masi, slijedu
aminokiselina i organizaciji genskog klastera (Nes i sur., 2007). Bakteriocini koje proizvode

%0. UD]J]YUVWDQL VX X WUL JODYQH VNXSLQH EDNWHULRFL
termostabilni peptidi i veliki termolalni peptidi (Drider i sur.2006).

2.3.2.3. Ostali antimikrobni spojevi

Vodikov peroksid (HO2) nastaje iz laktata u prisutnosti kisika kao rezultat djelovanja
flavoprotein oksidaze ili NADH peroksidazé&rimor i Mayo, 2007) $QWLPLNUREQL Xbp
H-O2 proizOD]JL L] RNVLGDFLMH VXOIKLGULOQLK VNXSLQD awRr
HQ]J]LPD L SHURNVLGDFLMX OLSLGQLK PHPEUDQDIzapfePH VH S|
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isur., 1995) 9HGLQD QHSRAHO MEsUdomanBsppH Sl BMdDSSEGIHvEna
H20s.

8JO ML p QL(CEA. Bglavio@ proizvode heterofermentativne BMK. £Ci@ra ulogu u

VWYDUDQMX DQDHUREQRJ RNUX&HQMD NRMH LQKLELUD
PHPEUDQVNRP OLSLGQRP GYRVORMX PRaHHjdapRINSIN,DWL GL
1995). CQ PRAH XpLQNRYLWR LQKLELUDWL UDVW  juk@daredjieK PLNU I

hrane, posebno granmegativnih psirotrofnih bakterija (Devlieghere i Debevre, 2000).

Diacetil, aromatsku komponentu, proizvode vrste svih rodov& Bitatnom fermentacijom.

Proizvode ga heterofermentativne BMK kao nusproizvod zajedno s laktatom kao glavnim
SURGXNWRP +RO]JDSIHO L VXU 'LDFHWLO MH SURL]YR
POLMHPQRM LQGXVWULML NDR HIRLEMH OWDONR WS R NMPRNRQW L P
2WNULYHQR MH GD MH »pdafvNilRbaktsvija Miassdd RoWesiv nagbpidtiv
grampozitivnih bakterija. Smatra se da diacetil reagira s proteinom koji vezuje arginin kod

granmnegativnih bakteja i time ometa upotrebu ove aminokiseline (Lanciotti i sur., 2003).
%DNWHULMH POLMHpPQH NLVHOLQH L]JROLUDQH L] PRUV

,DNR VH X SURAORVWL SUHWSRVWDYOMDOR GD %0. QLVX S
PRUWHP S+ QLVNRUDSRVWRMNRIAMDKEUADMD GXAaLpQLK PR
SULKYDUHQR GD VX %0. SULURGQR SULVXWQH X FULMHYQR
QDGDOMH <DQJ L VXU 5LQJj LactobacllDNmarR&EDFLOL R
izolirani su iz atlantskog losov D NROMH M H] Hilbdkdldra.] dpridbakyepije - H

XN O M XP@andbacierium maltaromaticum C. divergensC. gallinarumi C. inhibens
LIROLUDQH VX L] VYLK RYLK YUVWD XNOMXpXMXUuL L aDUDQ
naYRGH NDR GRPLQDQWQL URG X JDVWURLQWHVWLQDOQRP V
1997.) i bakalara (Seppola i sur., 2006).

2VWDOL DXWRUL ]DE LIbhadtd@ Lmegexte®igdsatdoadc@ur \piscium
Vagococcus salmoninarynhactobacilus fuchuensis Streptococcusspp., Weissellaspp. i
Aerococcuspp. u proizvodima akvakulture (Liu i sur. 2009; Matamoros i sur. 2009a, Ghanbari
i sur. 2013). Neke vrste rodaactobacillusizolirane iz kamenica pokazale SipLQNRY LW X
inhibiciju rastaVibrio alginolyticusi V. proteolyticus /HH L VXU aAaWwR VH WLDpF
ANROMNDAD RSUH MHmisutds#ombankh@ Bljéad gasikointestinalnog trakta

5LQJ; L VXU 'RPLOQDQWQL UWéisReld PediBcGecuilsN R O M N D ¢
Lactobacillus X N O M X p XWVpkaiitaruml Vadiddphilus L. bulgaricus L. sporogened..
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casej L. brevis L. helveticus P. acidilactici lakoje rodBifidobacteriumR E L pi@Ranu
SUREDYQRP VXVWDYX VLVDYDFD L WRGXOWDNQ YN R® RBRURWLIK
(Merrifield i sur., 2014).

SRMDYQRVW %0. W D N RnjrtdgimNrstaiia Enar€kM préizvQi® spremnih za jelo,
SRSXW aAaNDPSL X VDODPXUL KODGQR GLPOMHQH ULEH IHU
kao i morske alate.Dalgaard i sur. (2003) su izolirali BMK iz kuhanih i salamurenih kozica
SRKUDQMHQLK X PRGLILFLUDQRM DWPRVIHU Entefdtetgos f& L
faecalis Carnobacterium divergens Lactobacillus curvatus Nadalje, enterokokis
DQWLWLOLVWHULMVNRP DNWLY GéahitalmusRi@xirdEzQizgdjpX V. NR &
&DPSRV L VXU L L] KODGQR GLPOMHQRJ ORVRVD 7R
GLPOMHQRM ULEL UD]JQROLNRVW %0. MH X SIREWSEXQ®RX/W. L G®L
YLAH GRPLQLUDMX ODN@BhRB®DiIFiLDL, 2013¢ha&hhadR N suN 1(2012)
identificirali su i okarakterizirali 84 BMK soja iz lubin®icentrarchus labraxi orade Sparus
aurata L SRWYUGLOL QMLKRY X X \rsl&avahinQriR patvgeninkoakerijpmadIH SUH

koje mogu biti prisutne u komercijalnim proizvodima.

6WDQLaAWH L PLNURRNROLAQL XYMHWL NDR aWR VX VDOLQL
ULED L ANROMNDA&AD pHPX X SULORJ94 kbjilsuldvkazbliDaje rBiQMH 5
bakterija iz rodd_actobacillusmaniji kod lososa uzgojenom u slanoj vodi u odnosu na onog
uzgojenog u kopnenim vodama. Karakteristika sojeva BMK da proizvode antimikrobne agense
bLQL LK L]X]JHWQR NRPSHWHMHQSDOUGE@DFSRB P NGURBILRWH WH
svojstvu, BMK izolirane iz proizvoda akvakulture pronalaze potencijalnu primjenu kod tehnika
ELRNRQJHUYLUDQMD KUDQH WH NDR SURELRWLpPpNL SULSL
bakteriocinogenih BMK morskog pgekla.
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Tablica 1. Bakteriocinogeni sojevi BMK morskog porijekla (Bindiya i Bhat, 2016)

Bakteriocin Soj producent Izvor izolacije
BLIS Lactobacillus fileti lososa
pentosus39
Karnocin U149 Carnobacteriunsp. VYMHAD L
Divergicin M35 Carnobactelum smrznute dimljene
divergendvi35 dagnje
Divercin V41 Carnobacterium riblja utroba
divergensv41l
Karnobakteriocin B2  Carnobacterium hladno dimljeni
pisciocolaA9b losos
Piscikocin CS526 Carnobacterium smrznuti surimi
pisciocolaCS526
BLIS Enterococcs ANROMNH E
faeciumCHG 21
BLIS Lactobacillus lactis sediment

*BLIS-engl.bacteriocin like inhibitory supstance

2.4. Patogene bakterije u morskim proizvodima

Ribe i ANRIDAMNX ]|D UD]JOLNX RG VLVDYDFD KODGQRNUYQH ALYR
SURFHVH XNOMXpXMXuL L VSRVREQRVW XVSRVWDYOMDAQ
PLNURRUJDQL]PH XYHOLNH XWMHpH WHPSHUDWXUD YRGH
morskimprol] YRGLPD WDNRYyHU XWMHpPpH WHPSHWRW X N DKY RIGH WM
L HSLGHPLMH pHVWR VH]RQVNH SUL pHPX VH QHNH SRMDY
GUXJH SUHWHAQR WLMHN RRorighRSQAR 3 CONRIW Q Rl J EIDHIEW. IR GLDM H
morskim proixodima nalaze u niskim koncentracijama. Kontaminacija morske vode i

sedimenta nastaje zboRQHpLAUHQMD SDWRJHQLPD KXPDQRJ LOL D
bakterija rodaSalmonella Campylobacterili Escherichia(Yin i sur., 2007) OQH[EH&A M D

RNROL&AD PRJX UH]XOWLUDWL SORGRYLPD PRUD QHVLJXUQ
PRUVNLK SORGRYD L QMLKRYLK SURL]JYRGD PR&H VH GRJRC
SUHUDGH WUDQVSRUWD L VNODGLAWHQRQWBRUROGFNRHDL P

navedenih operacija (Lee i sur., 2008). Patogeni mikroorganizmi su podjeljeni na one manjeg
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LOL YHUHJ XWMHFDMD QD VLIXUQRVW KUDQH 9HOLNH SURE
Vibrio i Salmonella dok manju zabrinutost izazaw Shigellg Listeria monocytogenes
Clostridium botulinumi mikrobni toksini poput stafilokoknog enterotoksina C (SEC) i
stafilokoknog enterotoksina A (SEAEIpashir i sur., 2018 Huss(2004) je patogene bakterije

koje se prenose proizvodima akvakudtysodijelio utri skupine NRMH XNOMXpXMX DX
(Vibrio sp., Aeromonassp.) i alohtone bakterijkao posljedica fekalne kontaminacije
(Salmonellasp., E. coli, Shigellasp., Staphylococcus aureudi bakterijske kontaminacije
WLMHNRP RE U D @Hmbnatiayenedli@sindii@ pebiringensBacillus cereus

$XWRKWRQH EDNWHULMH NRMH VX SULURG@iQriB v8ItificdsX WQH X
V. parahaemolyticysV. choleraei Aeromonas hydrophilaPrisutnost autohtonih bakterija
RELPQR QH L]D]LY Bu pbshthelLuQméaivhRahdéntybkijbrbakterijskih stanicaa

EL L]ID]YDOH EROHVWL aWRYLA&H RGJRYDUDMXULP NXKDQMtF
6WRJD VH RSDVQRVW RGQRVL QD SURL]JYRGH X NRMLPD MH L
D MHGX VH VLURYL LOL QHGRYROMQR NXKDQ Vibrbm@HW L /H
VLURYRM ULEL LOL X SUVYiBrid HiPheAMih® ISaktdrilekkofe N® Fatape u
tropskim ili u umjerenim vodama. Njihov rast je vrlo brz ako se prBitvyL pXYDMX QHNROL
QD VREQRM WHPIS HIWNIRW XNDNEDE BXMNKE SV XURP VX XJODYQRP P
XQDNUVQRM NRQWDPLQDFLML RG RVWDOLK PRUVNLK SORGF
L] UD]JOLPpLWLK SRGUXpMD XRBQNRIR R RXGRPWLDGSE UMHPPU RIJ VWV I
GHSXUDFLMH PR&H GRUL GR XQDNUVQH NRQWDPLQDFLMH /

Alohtone bakterije nastale uslijed kontaminacije tijekom prerade ribe su iste kao i one koje se
PRJX QDiUL X GUXJLP SUHKUD FEmphbadeccBsURielBan®hdldd W M
Shigella  Clostridium  perfringens Bacillus cereus Yersinia enterocolitica ili
HQWHUR K HEséheribhld ¢gw@ DUXJL L]YRU NRQWDPLQDFLMH MH IHND
RNROLAD OR&H QDVWDWL RH) HpRRDHDR MHPUR]GNRY @D Q@ HINDHF LEND N
SRMDYLWL L XVOLMHG RQHpPLEAUHQMD P RIAMbNBIATWNROLAEAD al
Vibrio cholerae X JODYQRP VX SRYH]DQH V RQHPpLAUHQMHP OMXGVNI
vrste rodoveéSalmonella Campyobactermogu pojaviti iz bilo kojeg izvora (Lee i sur., 2008).

L. monocytogengwedstavlja problem u slabo konzerviranim ribljim proizvodima (LfeRBI.

lightly preservedish product$, poput hladno dimljene, lagano marinirane ribe ili nedovoljno
kuhanePRUVNH KUDQH NRMD VH pXYD SRG YDNXXPRP LOL X
SURGXAaHQRJ URND W UDribbaQytb@ends K MRIR IX]WIRNGHDN PRAaH UD]Y

neprihvatljivu koncentraciju (Pilet i Leroi, 2011). Nedovoljno zasoljena morskaatkaja se
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bXYD X DQDHUREQRP VWDQMX LOL WUDGLFLRQDOQD IHUPHQ
za rast Cbotulinumi proizvodnju botulinskog toksindgcAO, 2012)

%DNWHULMH POLMHpQH NLVHOLQH NDR SURELRWLFL X N

6SHFLILMHUEBMNNL SDWRJHQL PRJX ELWL YDabDQ X]JURN VPU
X]JRMD pHVWR UH]XOWLUD L SDGRP SULURGQRJ LPXQLWEF
NRPHUFLMDOQD PULMHVWLOLaAWD SRNXabDOL VX S¥HYODGD
SRWLFDQMHP RWSRUQRVWL GRPDULQD SURILODNWLpPpNRP
OHYyXWLP QHVHOHNWLYQD XSRUDED DQWLELRWLND X NRQ
industrije dovela je do otpornosti patogena na antibiotike, svojstva kojdNse P RaH SUHQL M|
na druge bakterije (Diep i Nes, 2002). Alternativni pristup kojim se mogu smanijiti
RSRUWXQLVWLpNH LQIHNFLMH ULEOMLP SDWRJHQLPD MH P
DQWDJRQLVWLpPpNLK EDNWHULMD X Sisnhkobkz@axu MikrdflBri EL VH ¢
FULMHYD 5LQJj L VXU SUHGQRVW RYH PHWRGH MH a
UD]YRMD NDG MH FLMHSOMHQMH QHSUDNWLPpQR L QHPD VPI
tom je pogledu postojanost antimikrobBeENWLYQRVWL YUOR YDAQD RVRELQD ¢
8 QHGDYQRM VWXGLML %RJXW L E.Xaddciuma crija/iu SikrébiotuM HQ L O L
soma Silurus glanis 5LEH VX ELOHELf@ROKQYD MRIMY DQMHP RYH EL
prehranu. Nakon pLEOLA&QR PMHVHFD KUDQMHQMD XRpHQH VX QtF
mikrobioti. PrimjenaE. faeciumsmanijila je razinu populacij&. aureusE. coli i drugih

bakterija iz porodic&nterobacteriaceaeuz potpunu eliminacijlostridiumspp.

Jedno odSUYLK LVWUDALYDQMD NRPHUFLMDOQLK SULSUDYDNI
XVPMHUHQR QD SULPMHQX %LRVWDUWD BadlittI/DOriaiyeD NRML
]JIDNOMXpLR GD MH XSRWUHED NRBaEilus VgD O @ RK HUUDROE
NYDOLWHWX L RGUALYRVW ANDPSD X]JDMDQLK X ULEQMDNX
NDR GRSXQH X KUDQMHQMX WLODSLMH GRELYHQR MH
(El-Haroun i sur., 2006). Humani probiotikactobacillus rhamnosuATC& NRUL&AWHQ MH
ishrani pastrve tijekom 51 dana s ciljem smanjenja smrtnosti balderpenonas salmoniciga
XJURPQLND IXUXQLNXOR]H 6PUWQRVW SDVWUYH VPDQMHQL
$EDVDOL L ORKDPDG VX XDENX®RWRHAILNVOWUDSER YD
JRQDGRVRPDWVNRJ LQGHNVD L VWYDUDQMH PODYyL NRG &aH
SULPDODF P L MHaEnDaphlublX v faecium B. thermophilum ,VWUDALYDQN
koje je napravljeno s bijelim kozicama pokaRalIMH GD MH NRULaAWHQMH PLMH&D
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SRYHUDOR SUHALYOMDYDQMH UD]JJUDGQMX KUDQH L SURL]
Taoka i sur. (2006) su primjenom komercijalnih preparata Alchem Poseidon, Alchem Korea

CO i Wonju Korea CO, kML VDGUA&H PLMH aD @atillNsxsaowi UddideddiNisv H U L M D
i Clostridium butyricurp i kvasca $accharomyces cerevisiie SREROMAaDOL QHVSE
LPXQROR&ANH SDUDPHWUH L RWSRUQ REdwdrdgidliotirda. MH SUHPD

Neki komerFLMDOQL SURL]JYRGL DNYDNXOWXUH XNOMXpLOL VX
PDQDQD JOXNDQD L HNVWUDNWD MXNH NRML GRGDWQR S
(ElI-Dakar i sur., 2007). Trenutno su komercijalni pripravci probiotika dostupni tkuobli

WHNXUOULQH LOL SUDKD 8 QRYLMH YULMHPH UD]JYLMHQL VX
SRPRUX PLNURNDSVXODFLMH OLNUREQH VWDQLFH YLVRNH ¢
NRULVWHUOL DOJLQDW NLWR]DQ NDUJERNXL P HNHRILAHONO RI]
TUHQXWQR OLRILOLJLUDQL NRPHUFLMDOQL SULSUDYFL LF
WUDQVSRUWD OHYyXWLP XYMHWL ]D UHNRQVWLWXFLMX R
hidratacije i osmolarnosti otopine od vitalnog sQppDMD |]D RVLIXUDYDQMH RGU
OXOOHU L VXU SUHGQRVWL NRULAWHQMD SURELRWI

navedeni su daljnjem tekstu.

251 3URPRWRUL UDVWD

SURELRWLFL VH NRULVWH X DNYDNXOYWXWM.D]D-B&R YXHLDMHNNH
SRWSXQVWL UDIMDaQMHQR GD OL WDNYL SURL]JYRGL SRYH
(ODUWE&MHK]] L VXU ,VKUDQD QLOVNH WLODSLMH G
Streptococcus ]QDWQR MH SRYHUDQ@B L\GDGNBBM. SNHRMERISQUL EHO /D
SREROMADQMH UDVWD L SUHALYOMD Y DXphbphosl YDUL M
helleri) i gupija Poecilia reticulat¢, postignuto je ishranom nadopunjenonB.ssubtilisi
StreptomycegGhosh i sur., 'KDUPDUDM L 'KHYHQGDUDQ 3UR
UVSMHEQR WHVWLU.5@pa tas@ abhNZOOnN 2efikilP(@7 mm) Petrovih uha
MH SREROMAaDQD ]D RGQRVQR WLMHNRP RVDP PMHV
nadopunjena srpbioticima je pokazala giaLYOMDYDQMH RG ]]DUDRBQANRD M
patogenom bakterijonVibrio anguillarum u usporedih. V NRG QHOLMHpPHQLK
(Macey i Coyne, 2005).
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252 3UREDYD KUDQMLYLK WYDUL

% D O H igub. (2006) navode da probioti@ ODJRWYRUQR XWMHpX QD SUREDY
ALYRWLQMD MHU SURELRWLpPpNL VRMHYL VLQWHWL]LUDMX L
lipaza, kao i faktore rasta, poput vitamina, masnih kiselina i aminokiselina. Stoga se nutrijenti
XpLQNRY trirdjiMkddd <2 \Vhrana nadopunjuje probioticimaH&toun i sur., 2006).
+LGDOJR L VXU VX X VYRP LVWUDaAL YDereM den®8R WY UG L
nadopunjena sojenB. cereus XWMHpH QD SRYHUDYDQMH UDVWD Ul
LV N R UhjadweameYHKod larvi lubina hranjenih dodatkd@®n cerevisiae; XRpHQR MH
SRYHUDQMH UDVWD L SURL]JYRGQMH DQWLRNVLGDWLYQLK
glutation peroksidaza (Tovd6 DPtUH] L VXU .RG ELMHOH NR]JLFH
&ampa Fenneropenaeus indicus GRGDWDN SURELRWLND SRYHUDR MH Sl
WYDUL EMHODQpPHYLQD L IRVIRUD /LQ L VXU B.subtiis*KRVK L
X LVKUDQX JXSLMD L 4YHUWD ]DELOiM Hk&éarigkih 8daYKdeiDQMH G
VSHFLILPQX DNWLYQRVW SURWHD]D L DPLOD]D X SUREDYQR

253 .YDOLWHWD PRUVNH YRGH

2GUAaDYDQMHP YLVRNH UD]JLQH SURELRWLND X ULEQMDFLPD
otoplijenog organskog ugljika tijekom sezoneVW® 3 URELRWLFL WDNRYHU PR
proizvodnju fitoplanktona % D O FHigup.lU2006). Lalloo i sur. (2007) su izolirali nekoliko

Bacillus YUV W D LCyarinus&dd) i proveli ispitivanje kvalitete vode prilikom uzgoja
akvarijskih riba te ispéli utjecaj na rasf\. hydrophilauz dodatak devet sojeva. Bacillus

izolata pokazala su visoku sposobnost inhibicije patogena uz smanjenje koncentracije
amonijaka, nitrata, i fosfata. Wang i sur. (2005) su dokazali da je komercijalni preparat
sastavlj@ odBacillus sp.,S. cerevisiaeNitrosomonassp. i Nitrobactersp. imao sposobnost
SRYHUDQMD NRULVQH PLNURELRWH ELMHOH NR]JLFH X] VPD

fosfata.
254 7TROHUDQFLMD QD VWUHYV

-HGQR RG SUYLK LVWUDALYDQMX QD RYX WEcRDadludN X EDYL
delbrueckiissp.delbrueckiiu prehranu europskog brancina u vremenskom intervalu od 25 do
GDQD 5D]JLQH NRUWL]JROD ]JDELOMHAHQH NRG ULEH KUDQ
QLAH RG NRQWUROQH VNXSLQH &DUQHYDOL L VXhh -
XNOMXpXMH SRGYUJDYDQMH LVWLK W RsaithihyshoRece8iR N X ND
uzgajanog u recirkulacijskom sustavu (Taoka i sur., 2006). Skupina tretirana probiofcima (
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cerevisiaeL. acidophilusC. butyricumB. subtili§ pokazalaH YHUX WROHUDQFLMX QD
RG NRQWUROQH VNXSLQH 5D]LQH ODNWDWD L JOXNRI]H
SRNDIDWHOMLPD VWUHVD MHU VH QMLKRYD NRQFHQWUDFL
UDJ]GREOMD VWUHVD UD G kené&r§ijblkoju Yabt{ewjD ovakive dithadijeNVa@lap L Q H
L VXU VX SURYHOL LVWUDALYDQMH QD RUDGL L XVWDC
MHWUL NRQWUROQH VNXSLQH ]QDpDMQR VPDQMHQH X RGQF
ribe bila naopunjena probiotikomlteromonasp. Pdp 11.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1.Materijali
3.1.1.8]RUFL

=D PLNURELRORAGNX DQDOL]X ]JGUDYXWD HRIFI X VISLNINYRER\RW E
mikrobiologiju namirnicaPrenrambeneELRWHKQRORANRJ IDNXOWHWD 6YHX
ljethom i zimskom razdoblju 21 godinedostavljenisuuzorcilubina (Dicentrarchus labrak

i orade(Sparus auraty svaki put pdd komadasvake vrste S U RV M H [pfibki&B po4B0
g)izribogojLOLAWD 5LED 0O M HIgtovrénizni, WsRstdd sOrBavih Hswddstavljani

i uzorci kamenica@strea edulisi dagnji Mytilus galloprovincialig, 5 komada svake vrste,
LIORYOMHQL Q®HNRIOMNDOVWWER PXaxXOoD VP NMdj@WMah) RJ X XY
Ston.

Za izolaciju, identifikaciju i karakterizacijuzolata EDNWHULMD P OBMKMNH [z@add NLVHO'L
DXWRKWRQH PLNURIORUH SUREDYQRJ VXVWBYDL UMk HQAX | L
sikladnorazviegnomSURWRNROX X ODERUDWRBYMKXPDOLAWWDDA L' XE PR
i dostavljeni neposredno nak LJUDGH X WHUHQVNRP KODGQMDNX X
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnicalzolirani bakterijski izolatisu nakon identifikacije
karakteriziran sukladno selekcijskim kriterijima za odabir BMK za primjenu u akvakulturi i
konzerviranjuSURL]YRGD DNYDNXOWXUH SUL pHBPBXNXLREMDODBYE
RGUHyYyHQ®&RB tdimparsure i pHispitivanje antimikrobne aktivnostijspitivanje

osjetljivosti na antibiotike, sposobnost proizvodnje biogenih amina a ispitan je i utjecaj
OLRILOL]DFLMH QD SUHALYOMDYDQMH

UzorcisDGUA&DM aXpQRJ PMH Kilith2lovanhiO nakdd peridt@ Hlddovanja od

vVDWD X X]JDMDOLaAawx WYUWNH &URPDULY VPMHAWHQRP
N R UL &WaHlizu\pX H& L Yj@irRtyBMBE X &XpQLP VRIOBADXPICEHERP VRN X
situu WH ]D S U RWRrg keQelMatthezije izolataBMK QD VOX] VYWkbtéidu ULEH
prikupljeni odmah po izlovu tpohranjeni na f& GR NRUL&AWHQMD

ZD DQDOL]X SUHALY OM D Ydr@) wdbinlsite @ @akrioréké vode @rikuplien

je na otoku Silbi u zadarskom arhipelagu.
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31220LNURRUJDQL]PL

6RMHYL EDNWHULMD POLMHPQH NLVHGLXY HDNERWIDAWRHOQLMX RY
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnia Prehramber&ELRWHKQROR&NRJ IDNXOWH
VRMHYL SDWRJHQLK PLNURRUJDQL]DPD NRUL&AWHQL ]D RGL
JELUNH PLNURRUJDQL]DPD /DERUDWRULMD ]D RSUX PLNUR
PrehrambenoE LR W H K Q RNOXROAMHRWY DD 6 YHXpLOL&AWD X =DJUHEX

3.13.+UDQMLYH SRGORJH

aQ) 3BRGORJH |D RGUADYDQMH pXYDQMH L X]JRM EDNWHULMD
x 056 DJDU 'H ODQ 5RJRVD L 6KDUSH VDVWDYD SHSWRQ
ekstrakt kvasca 5,0 g/lI; glukoza 20,0 dihatrijev hidrogenfosfat 2,0 g/l; natrijev acetat
5,0 g/l; amonijev citrat 2,0 g/l; magnezijev sulfat 0,2 g/l; manganov sulfat 0,05 g/l; agar
J O 7ZHHQ J O S+ YULMHGQRVW SRGORJH MH
6DGUADM MPMEHRBWRLSWKR]OLYHQ X 3HWULMHYH J]JGMHOLF
X MRS bujon istog sastava kao MRS agar, samo bez dodanog agara. Sterilizacija pri 121
f& PEQGUADM MH GREUR SURPMH&EDQ L UD]JOLYHQ SR
X M17 agar sastava: pepton iz kazeina 2,5¢/l; pepton2,0 VRMLQ SHSWRQ J
HNVWUDNW J O JRYHYL HNVWUDNW J O QDWULMHY J
g/l; askorbinska kiselina 0,5 g/l; laktoza 5 g/I; agar 13 g/l. pH vrijednost podloge je 7.1;
VWHULOL]DFLMD SWDOGUIEBM MHIEGREUR SURPMHA&EDQ L
zdjelice.
X M17 bujon istog sastava kao M17 agar, samo bez dodanog agara. Sterilizacija pri 121
f& PEQGUADM MH GREUR SURPXUNDQ L UD]JOLYHQ SR

b) 3BRGORJH ]D R G UjaDu¥Xdgoj@est khikrpoXgéamzama
x HA (hranjivi agar) sastava: pepton 15,0 g/l; mesni ekstrakt 3,0 g/l; Na CI 5,80 K
0,3 g¢/l; agar 18,0 g/l; u destiliranoj vodi; pH podloge je 7,3; sterilizacija pri
f& PAMGUADM MH GREURnGPeRiRMEGN®. L UD]JOLYH
x HB (hranjivi bujon) - istog sastava kao i hranjivi agar, samo bez dodanog agara.
6WHULOL]DFLMD SWDGUFBM MRL®OREUR SURPMHAEDQ L |
HSUXYHWH V pHSRP
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c) Podloga za.isteria monocytogenes

x Fraser bu@@ VDVWDYD SURWHR]D SHSWRQ J O WULSWR
ekstrakt kvasca 5,0 g/l; natkjorid 20,0 g/l; dinatrijhidrogenfosfat anhidrid 9,5 gll;
kalij-dihidrogenfosfat 1,35 g/l; eskulin 1,0 g/l; l#jorid 3,0 g/l; akriflavin HCI0,025
J O QDOLGLNVLPQD NLVHOLQD J O S+ SRGORJH MH
IDNRQ KODYHQMD X SULSUHPOMHQX SRGORJX VWHULO!
citrat) prethodno sterilno rekonstituiran u 5 ml sterilne destilirane vod®d GUaADM MH GR
SURPMH&EDQ L UD]JOLYHQ SR PO X HSUXYHWH V pHSRP

x PALCAM agar sastava: peptompleks 10,0 g/l; triptoza 10,0 g/l; pepton 3,0 g/l;
HNVWUDNW NYDVFD J O N XRNoxid)Xq @l gkkokaROB g/l; J O Q
manitol 10,0 g/ HVYNXOLQ J O AaHOMH]R DR&ROQISMIEY FLWUD
fenolno crvenilo 0,08 g/l; agar 12,0 g/l; polimiksin B 10,0 mg/l; ceftazidim 20,0 mg/l;
DNULIODYLQ +&O PJ O S+ SRGORJH MH 6WHULOL
KO Dyl @idipemljenu podlogu sterilno je dodan suplement (Listeria PALCAM
$QWLPLNUREQL SUHWKRGQR VWHULOQR UHNRQVWLWXL
MH GREUR SURPMH&DQ L UD]J]OLYHQ X 3BHWULMHYH J]GMH!

d) Podloga z&ibrio sp.

X TCBS (Thiosulfate @rate Bilesalt SucrosgKobayashi agar sastava: pepton 10,0 g/l;
NYDapHY HNVWUDNW J O QDWULM WLRVXOIDW J O
JRYHYD axp J O VDKDUR]D J O AaHOMH]JR FLWUDW
plavo 0 J O DJDU J O S+ SRGORJH MH 6WHULOL]DI
MH GREUR SURPMHAaDQ L UDJOLYHQ X SBHWULMHYH JGMH

e) Podloga z&almonellasp.

x RVS (RappaporVassiliadisSoya) bujon sastava: sojin pepton 4,5 g/l; natrijev klorid
7,2 g/l; kalijev dihidrogenfosfat 1,26 g/l; dalij hidrogen fosfat 0,18 g/I; magnezijev
klorid 13,4 g/l; malahitno zelenilo oksalat 0,036 g/l. pH vrijednost podloge je 5,2;
VWHULOL]DFLMD MH SURYHGHQD X DXWRNODYX SUL
UD]JOLYHQ SR PO X HSUXYHWH V pHSRP

x XLD (Xylose Lysine Deoxycholate) agar sastaviesiloza 3,75 g/l; Lizin 5 gl/l;
ODNRWR]D J O VDKDUR]D J O QDWULMHY NORULC
deoksikolat 1 g/l; natrijev tiosulfat6,8 O DPRQLM aHOMH]R ,,, FLWUDW
0,08 g/l; agar 14,5 g/I. pH vrijednost podloge je 4,7; podloga se sterilizira na plameniku
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GR YUHQMD X] SRYUHPGHWQFD ALMH &aOREVWHHR SURPMHADQ L

zdjelice.

f) Podloga z&?Pseudomonas aeruginosa
x Cetrimid agar sastavsB HSWRQ L] aHODWLQH J O PDJQH]JLMHY N
10 g/l; cetrimid 0,3 g/l; agar 14 g/l; pH vrijednost podloge je 7,2; sterilizacija je
SURYHGHQD X DXWRNODYX SUL URf&URPMHKAEDED G UADIN

Petrijeve zdjelice.

g) Podloga zd&scherichia coli
x 5$3,'T( FROL DJDU VDVWDYD SHSWRQ J O QDWUL!I
g/l, selektivni kromogeni mix 6 g/l, agar 13 giH vrijednost podloge je “
steriOL]DFLMD MH SURYHGHQD X DXWRNODYX SUL f
SULSUHPOMHQX SRGORJX VWHULOQR MH GRGDQ VXSOH
GREUR SURPMHADQ L UD]JOLYHQ X BHWULMHYH JGMHOLF

h) Podloga zd&nterobacteriaceae
X VRBG (Violet Red%LOH *OXFRVH DJDU VDVWDYD SHSWRQ .
QDWULMHY NORULG J O aXpQH VROL J O JOXNR]D
YLROHW J O DJDU J O S+ YULMHGQRVW SRGORJH
paPHQLNX GR YUHQMD X] SRYUHPHQR PLMHADQMH 6DGL
Petrijeve zdjelice.

i) Podloga za koliformne bakterije
X %*/% %ULOOLDQW *UHHQ /DFWRVH %LOH EXMRQ VDVW
pepton 10 g/l; briljant zeleno0, J O S+ YULMHGQRVW SRGORJH MH
MH SURYHGHQD X DXWRNODYX SUL fé& PLQ 6DGUA
UDJ]OLYHQ SR PO X HSUXYHWH V pHSRP L 'XUKDPRYRP

j) Podloga za sulitot HGXFLUDMXUH NORVWULGLMH
x sulLWQL DJDU vVDVWDYD ND]JHLQ KLGUROL]DW J O QD
g/l; agar 15 g/I; pH vrijednost podloge je 7,2; sterilizacija je provedena u autoklavu pri
f& PLQ 6DGUabM MH GREUR SURPMH®BIGRPUD]OLY
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kfy SBRGORJD |D RGUHYyLYDQMH KHPROLWLpPNH DNWLYQRVWL

X

Columbia krvni agar sastava: pegdompleks 10 g/l; triptoza 10 g/I; pepton 3 g/l;
NXNXUX]QL &NURE J O QDWULMHY NORULG J O DJD
DXWRNODYX SULQ S+ YULMHGQRVW SRGORJH MH
pripremljenu podlogu sterilno je dodana 5SGHILEULUDQD RYpMD NUY VD
SURPMH&DQ L UD]JOLYHQ X SBHWULMHYH J]JGMHOLFH

3.14.8UHYyDML

X

X

X

X

centrifuga, Z 206 A (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Ni2mN D

FHQWULIXJD &HQWULF THKWQLFD &HOH]QLNL 6O0ORY
LOQNXEDWRU 0(00(57 %( OHPPHUW *PE+ &R .* G6FKZI
VXEaLRQLN ,QVWUXPHQWDULD =DJUHE +UYDWVND
WHKQLpPND YBDUWRVUH®RG *|WWLQJHQ 1MHPDpND
DQDOLWLpPND 6YCODUWR UQWY LY WWLQJIJHQ 1MHPDpPND

pH-PHWDU 03 OHWWOHU 7ROHGR *UHLIHQVHH A&aYLFDI
YLEUDFLM YV N D1 plusMBidganORigaPLatgija)
KODGQMDN VD ]DPUJLYDpHP &8HI ILHEKHUU .LUFKC

VSHNWURIRWR P H-WdJUhicanjCamBridge, 8I)

pbLWDp PLNURWLWDUVNLK SORpPpLFD 6XQULVH 7HFDQ *LU
GHQJLPDW %LROPJEMMRLOBURIDQFEXVND

PDIJQHWVND PLMHADOLFD /DE 6WLU *LOVRQ OLGGOHW
DNA-termoblok, Mastercycler personal (EppendasffD PEXUJ 1MHPDpPpND
horizontalna elektroforeza, MSMIDI (Cleaver Scientific Ltd, Rugby, UK)

vertikalna elektroforeza (Cleaver Scientific Ltd, Rugby, UK)

transiluminator, MacroVue UVi20 (Hoefer, Inc., Holliston, MA, SAD)

MALDI TOF/TOF 4800 Plus analyzer (Applied Biosystemg,, GAD)

LC-MS ESI Waters, Milford, MA, SAD)
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3.15.3ULERU

3.1.6.

DXWRPDWVNH SLSHWH (SSHQGRUI +DPEXUJ 1MHPDPpNLEL
SODVWLpPpQD SRVXGD |D RGODJDQMH RWSDGQRJ PDWHUL
PLNURWLWDUVNH SORpPLFH

awDSLUL SR 'ULJDOVNRP

Erlenmeyerove tikvice

PLNURELROR&NH HSUXYHWH [ PP [ PP
PLNURELROR&GND XaLFD

Petrijeve zdjelice * cm)

ODERUDWRULMVNH pDa&aH

laboratorijski stalci

kivete (50 ml)

kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

Eppendorf tubice (2ml)

ILOWHUL |]D A&SULFH AOLRAIDADMRWILRBY)(*| WWLQJIJHQ 1MHPI

.HPLNDOLMH

6YH NRULAWHQH NHRNNDIDQMAHLBLGNH XSYRLV pLVWRIUH

X

natrijev klorid (J.T. Baker, Phillipsburg, NY, SAD)

limunska kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

natrijev citrat dihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

kristalviolet 1% otopina (Biognost, Zagreb, Hrvatska)

standardna puferskaapina pH 4 (MettlertWROHGR *UHLIHQVHH AYLFDUV
standardna puferska otopina pH 7 (Mett &t ROHGR *UHLIHQVHH AYLFDUYV
glicerol (Grammol, Zagreb, Hrvatska)

etanol (Grarrmol, Zagreb, Hrvatska)

kalijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

dinatrijev hidogenfosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

kalijev dihidrogenfosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

natrijev acetat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

octena kiselina (J.T. Baker, Phillipsburg, NY, SAD)

natrijev hidroksid (Granmol, Zagreb, Hrvatska)

etanol, 96% (Grarmol, Zagreb, Hrvatska)
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1XFOHR6SLQS OLFUREDO IDIHNAW - OBGKHMHPDpND
+RW6WDU7DT 30XV PDVWHU OL[ 4LDJHQ +LOGHQ 1MHP
OLGRUL *UHHQ $GYDQFH '1. ERMD 1LSSRQ *HQHWLFV ")
DJDUR]D OHUFN 'DUPVWDGW 1MHPDpND
TAE-pufer (Merck,' DUPVWDGW 1MHPDpPpND

BenchTop 100 pb DNK standardi (Promega, Madison, WI, USA)

standardi za proteinsku elektroforeztR 2 kDa (BioLabs, Engleska)

amonijev persulfat (Sigm& OGULFK %LRFKHPLH *PE+ 7DXINLUFKHQ
1 1-metilenbisakrilamid (Fluka, BE KV aYLFDUVND

DNULODPLG )OXND %XFKV AYLFDUVND
-PHUNDSWRHWDQRO OHUFN 'DUPVWDGW 1MHPDpPND
natrijev dodecilsulfat (Sigm& OGULFK %LRFKHPLH *PE+ 7DXINLUFKH
1 1 1-WHWUDPHWLO HWLOHQGLDPLQ 6HUYD +HLGHOE
glicin (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Coomassie Brilliant Blue @50 (SigmaAldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen,
IMHPDpPpND
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3.2.Metode rada
32.. ,]RODFLMD L LGHQWLILNDFLMD PLNURRUJDQL]DPD X]JURD

Izolacija i identifikacijabakterija koje uzrokuju zdravstvenu neispravnost hianeoraka ribe
L ANRGWRYABHQD MH SULPMHQRP NODVLpQLKtaBicddy RELROR

3211. OLNURELROR&NH PHWRGH

OLNURELRORANH PHKkM&EaRHzaMERE X K Y BuHiD@ddenizaciju, pripremu

VHULMH GHFLPDOQLK UDJULMHYHQMD L QDFMHSOMDYQMH QI
MH SUHQHVHQR X WLNYLFX V PO ILILRORANH RWRSLQH 1
RG UDJUMHYHQMD WD ]MMHYyHRMY YODDNIRUUIMHSOMHQR QD VHO
XJRUFL LQNXELUDQL VDWL SUL f& 3RNXV MH SURYHGH(
XYMHWLPD 1DNRQ VDWL SRPRUX PLNURELRORANH XAaLF
VYMHAaHYQHOSRGORJIH L RSHW LQNXELUDQH VDWL SUL f&
X PO VWHULOQH WHNXUH L QD NRVH SRGORJH L LQNXELUL

3.2.1.2Fenotipske metode
API 20E

Ispitivana bakterijska kultura uzgojena je na VRBG agarblikwkolonija anaerobno kroz 24

VDWD SUL f& 1HNROLNR LGHQWLPQLK NRORQLMD V 95%:
GRGDQR X NLYHWX NRMD VDGUAL $3, ( PHGLM 7DNR SUL:!
epruvetice APl 20E stripa koji je zatim inkulrQ VDWL SUL f& QDNRQ pH
UH]XOWDWL %LRNHPLMVNL SURILO VH LGHQWLILFLUDR SR/
podataka (V 4.1).

API Listeria

$3, /LVWHULD VLVWHP VH VDVWRML RG VO MHIi@nddid iK WHYV
L. monocytogenesemeljenog na prisutnosti ili odsutnosti arilamidaze (DIM test), hidrolize
HVNXOLQD Snhhdzia¥YE) B \pWikvodnje kiseline odaiabitola, Dksiloze, L-

U D P Q Rindtil-D-glukozida, Driboze, glukozdl-fosfata i Dtagatoe. Nekoliko kolonija

X]JHWR MH X&aLFRP V 3%$/&%0 DJDUD L VXVSHQGLUDQR X PO

Bakterijska suspenzija je nakapana u 10 epruvetica (100 ml za DIM test i 50 ml za druge
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I1DNRQ WRJD VH VW bh1$dd 23 NaxaE Ndkadn ikSdadije, jegn& W L M |
GRELYHQD RG SURL]JYRYyDpD GRGDQD MH QD ',0
SHDN!

SDURYH
NDS =<0 %

PLQ WH VX QDNRQ WRJD RpLWDQH VYH UHDNFLMH
VXNODGQR XSXWDPD SURL]JYRyYDpPD

Tablica 2. .ODVLPQH PLNURELROR&NH L ELRNHPLMVNH PHWR(
mikroorganizamaX JURpPQLND JGUDYVWYHQH QHLVSUDYQRVWL KUDQ

Mikroorganizmi Metoda Hranijivi medij Uvjeti uzgoja API test
(aerobno i
anaerobno)
Aerobne mezofilne| HRN EN ISO 4833 Hranijivi agar 37 f & )
bakterije 2:2013 (Biolife)
24-48h
Enterobacteriaceae| HRN ISO 21528 | VRBG (Biolife) 37 f&
22017 AP| 20E
' 24-48h
Escherichia coli ISO166492:2001 | RAPIDE. coli 37 f&
- API 20E
(Biolife) 24-48h
_ bstena | 1S0112061:2017 | Fraser, Palcam 3" & | apiListeria
yiog (Biolife) 4872 h
6 XOILWRUH| HRN EN ISO 26464 | Sulfitni agar, 37f& )
klostridiji 2:2008 (Biolife) 24481
Psudomonas NF EN ISO 6887, Cetrimid agar 37 f&
aeruginosa 2004 (Biolife) API 20E
g 4842 h
Salmonellasp. IS0 65791:2017 Xf\és(é:‘éllﬂg) Z & AP 20E
24-48 h
37 f&
Vibrio sp. ISO 218721:2017 | TCBS agar
P (Biolife) 48492 h API 20E
24-48h
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322 ,]JRODFLMD L LGHQWLILNDFLMD %0. L] LIRODWD DXWRKW
NRAaH L &NUJD &R EH L A4NROMND

lzolacja L LGHQWLILNDFLMD EDNWHULMD POLMHpPQH NLVHOLQ!
(poglavlje 3.2.1.1.) i fenotipskim metodama (tablica@%im fenotipskimetodaizolatiBMK

su GRGDWQRi $BkomerijohQ masa MALDI TOF/TQFJok je ®] s najboljim
karakteristikama.. plantarum2 GRND]DQ QD UD]JLQL JHQD SULPMHQRP $
te proteomikom primjenonkromatografije spregnute sa spektrometrijom masa uz ionizaciju
HOHNWURUDYWNSESHQMHP

Tablica3. .ODVLpPpQH P LeN hidgké&nijsk® mRedidde za izolaciju i identifikachakterija
POLMHpPpQH NLVHOLQH

Uvjeti uzgoja
Mikroorganizmi Metoda Hranjivi medij (aerobno i APl test
anaerobno)
WONWHULM 55 13721:1905 I\,\/,Illif oo 307& | API50 CHL
kiseline ' agar APl STAPH
(Biolife)

3.22.1. Fenotipskanetode

API150 CH

Ispitivana bakterijska kultura uzgojena je na MRS agaru u obliku kolonija anaerobno kroz 24
VDWD SUL f& 3RPRUX PLNURELRORAGNH XaLFH VH X NLYHW
QHNROLNR MNBREBRWLMDLWK 056 DIJDUD *XVWRUD LQRNXOXPD P
ELWL OF) 3BULSUHPOMHQD VXVSHQ]LMD VH QDNDSDOD X HS

UD]JOLpPpLWLK XJOMLNRKLGUDWD 8 VYH HSUXYHjualiFH QDNELC
DQDHUREQL XYMHWL WH MH SURYRGHQD LQNXEDFLMD SUL
UH]XOWDWL 3R]JLWLYQL WHVWRYL VX RQ NRG NRMLK MH GR
i prisutnosti bromkrezol purpurnog indikatora. BiokemNjg SURILO MH LGHQWLILF!
SURJUDPD QD UDpXQDOX NRML VDGUAL ED]X SRGDWDND 9
LlYUVQD - YHRPD GREUD - GREUD - S|
neprihvatljiva identifikacija (< 80%).
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AP| STREP

Ispitivana bakterijska kultura uzgojena je na M17 agaru u obliku kolonija anaerobno kroz 24
VDWD SUL f& 1HNROLNR LGHQWLPQLK NRORQLMD V O DJI
X NLYHWX NRMD VDGUAL $3, 675(3 PHGL M dezixstwiRnoa L QRN X
iznositi 4 McF. Tako pripremljenom suspenzijom napunjene su epruvetice APl STREP stripa
NRML VDGUAL UD]J]OLPpLWLK XJOMLNRKLGUDWD OLQHUDOQ
provode testovi koji zahtijevaju anaerobne uvijete. BPREP strip je inkubiran 48 sati pri 37

f& QDNRQ pHJD VX RpLWDQL UH]XOWDWL %LRNHPLMVNL S
UDpXQDOX NRML VDGUAL ED]X SRGDWDND 9

3.22.1.1. Elektroforeza na SDgoliakrilamidnom gelu (SDHAGE)

UzorciukupnihnL SRYUAaLQ V NddaBMKRWEHhréreni tako da je volumenima od

O 6'6 HNVWUDNDWD SURWHLQD GRGDQR O SXd@wD ]D X]I
mM Tris-HCI pH 6,8; 2 mM EDTA lll; 2 % SDS; 10 % glicerol; 0,001 % bromfenol plavo i 5
% -merkaptoetanol). Uzorci su prokuhari 2PLQ WH QDQH&aAHQL QD SROLDNU
HOHNWURIRUH]X 3ROLDNULODPLGQH SORpPpH ]D HOHNWURIR
donjeg gela za razdvajanje. Sastav gela za sabijanje je: 4,5 %madkaila0,12 % N, N-
metilenbisakrilamida, 0,1 % SB& 0,075 % N, N, N', Ntetrametiletiliendiamina (TEMED) i
7.5 % amonijevog persulfata (APS) u 0,5 M THEI puferu pH 6,8. Sastav 10 % gela za
razdvajanje je: 10 % akrilamida, 0,3 % N, Nnetilenbis&rilamida, 0,1 % SD%, 0,05 %
TEMED i 5 % APS u 1,5 M Tri¢dClI puferu pH 8,8. Elektroforeza je provedena u puferu za
elektroforezu (25mM TRIS)licin) a zaustavljena je kada je boja do§€e¥ O D U XBojad®j© R p H
gela na proteine provedeno je u 0,4%6j Coomassie Brilliant Blue @50 s 50 % etanola i 7
% octene kiseline kroz najmanje 3 sata. Nakon bojenja, gel je inkubiran-tn@j %ctenoj
kiselini do obezbojenja pozadine.

3.2212.1zRODFLMD SRYU&GLQVNLK SURWHLQD V EDNWHULMVNLK

SUHNRQRUQH EDNWHULMVNH NXOWXUH NRQFHQWULUDQH FI
GYD SXWD LVSUDQH VWHULOQRP GHVWLO Ltddo@prie SOSGRP UF
a. Tako resuspemdne stanice, prokuhane su 10 min. te ponovno centrifugirane pri 9 000 rpm

kroz 5 min, a supernatant je podvrgnut Sjafiakrilamidnoj gelelektroforezi (SDSPAGE).
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3.2213. ,]RODFLMD XNXSQLK VWDQLPpQLK SURWHLQD

SUHNRQRUQH EDNWH U dirsing NHprNaXCDOMphiJthieké&ni I5ehin L$tdnice su
isprane sterilnom otopinom natrijeva klorida (0,9 %), ponovno centrifugirane i resuspendirane

X O VWHULOQH RWRSLQH QDWULMHYD NORULGD NRMRM
SuspenzijajeizmMHADQD QD YLEURPMHAaDpX MUR/] KO@®LRPHQ M\D XL M H €
zatim tretirana s 1 ml 10 % otopine S5 8]RUFL VX SURNXKDQL -PLQ RKC
PLQ L FHQWULIXJLUDQL SUL USP WLMHNRP PLQ 1C

proteina u supernatantu, provedena je fkakrilamidna gel elektroforeza (SEFRAGE).

3.222. *HQHWLPpNH PHWRGH
3.22.2.1.AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphist@ROLPRUIL]DP GXAaLQH XP

fragmenata

,]JRODFLMD |DMKPIQID@Edn@rihiD1 provedeno jAFLP metodom (BCCM/LMG
identifikacijskom servisu (ént, Belgija).

3.22.3. 3UR W H RetadeN H
3.22.3.1. MALDI TOF/TOF

Analiza izolata BMK je provedena na spektrometru masa MALDI TOF/TOF 4800 Plus
analyzer u Centru za proteomiku i spel@el WULMX PDVD ,QVWLWXWD 5XyHU %

Priprema lizata stanica i izolacija proteina

Bakteriiske SWDQLFH VX VH RGYRMLOH RG WHNXUH KUDQMLYH SR
rom. Na talog stanica se dodao 25 mM natrijev hidrogen karbosailHU NRML X VHEL
0,1 % Triton %100 te je uslijedio korak lize stanica staklenim kuglicama. Nakon lize stanica
XVOLMHGLR MH NRUDN LQNXEDFLMH X]J]RUDND PLQ SUL
Zatim je uzorak stavljen na centrifugirane 2 L Q QD USP SUL f& NDNR EL R
OL]DW RG QHWRSLYLK VWDQLpPpQLK GLMHORYD 1DNRQ FHQW
mu je koncentracija proteina po metodi Bradford.

1D —O RWRSLQH SURWHLQD GREBE® QW\DHI F REMXR R Q DV Q L SA/IL
WULSVLQD L SURWHLQD X X]JRUNX EXGH ‘'LIHVWLMD SUR
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Derivatizacija uzoraka

IDNRQ GLJHVWLMH X]RUFL VX SRVX&8MEH MHYQDNXRB WX@wWQMu
korak obL O M H & D Ykij@ MpBptida s 5-formil-1,3EHQ]JHQHGLVXOIRQLpPpQRP |
dinatrijevom soli hidrat 4ulfofenitizotiocijanta (CAF &%) UHDJHQVRP 1D SRV
X]JRUNH MH GRGD QR -/CAF+@eagahda*3d_sp peplid yesuspendirani u reagensu.

Tako pripremljena smjesa je podvrgnuta mikrovalovima jakosti od 180 W u mikrovalnoj
SHUQLFL WLMHNRP PLOQXWD 1DNRQ GHULYDWL]DFLMH SH:«
YDNXXP FHQWULIXJL SUL f&

*CAF- &%) UHDJHQV MH ]DAWLUHQ SMWHQWRP 3&7 +5

6HSDUDFLMD SHSWLGD NDSLODUQRP WHNXULQVNRP NURPDYV
1D SRVXaHQH X]J]RUNH M HneGREvie Ristline, peidi su resuspendirani u
RWRSLQL L SUHQHVHQL X PLNURYLDOH =D VHSDUDFLMX St
detektorom kji je povezan s Temp¥ LC MALDI sustavom za frakcioniranje direktno na

0%$/', SORpLFX 6HSDUDFLMD SHSWLGD SURYRGILWID VH & D
SURWRNX RG YROXPH@QRX LQMHNWLUDQMD RG —O @GRELOQH
faza A koja se sastojala od 2 % acetonit@ld/ % tne mravlje kiseline i mobilna faza B koja

se sastojala 98 % acetonitri@l % WQH PUDYOMH NLVHOLQH .RULAWHQD N
PLQ VJUDGLMHQWDOQRP HOXFLM Rz BtastelbdDrbd BDWRGe PLQ
]JDWLP XYMHWL QD NRORQL YUDUDMX QD SRpHWQR VWDQI!
DEVRUEDQLFLML RG QP )UDNFLRQLUDQMH ijghbMHaADQMH
hidroksicimetna kiselina, 3 mg/ml u 50-80j vodenoj otopini acetonitrila) provodilo se
NRULAWHQMHP DXWRZ DWNNRIVWMPSR SUL SURPaRINSII RG —

analize prikazani su u tablidi

Tablica 4. Parametri analize MALDI TOF/TOF

Tip analize MS- MS/MS- MS/MS+
Detekcija iona Negativha Negativha Pozitivha
Zrcalo Reflektron Reflektron Reflektron
Broj
1000 2000 2000
snimaka/spektru
Raspon masa/Da 10034000 9-3833 9-3833
Vrijeme odziva/ns 200 200 200
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Identifikacija proteina

=D LGHQWLILNDFLMX GHULWBYW L3UB WRILK SHBGH. G 5 WHHWNRW L
de novosekvenciranje peptidnih sekvenci iz MSIMBIS/IMST VSHNWDUD .RULVWHUL
DODW ]D VUDYQDYDQMH VHNYHQFL SUHWUD&HQD MH QU1&%
UD]YLMHQ QD ,QRWNRXMIX A5XyHU %

3.22.3.2. LC-MS ESI (Liquid ChromatographivlassSpectometry Electrospray lonisation)
WHNXULQVND NURPDWRJUDILMD VSUHJQXWD VD VSHNWURPH

S cillem dodatne potvrde identifikacije izolata, priprestani@ L. plantarumO1i digestija
QDSUDYOMHQD MH VOMBRBGRAHIL DOSNRMH ALUJB8RWAQMHOMKORUDN
NRQFHQWUDWRUX (SSHQGRUI +DPEXUJ-tné MravijekisbliDe. L RW R ¢
Uzorak je analiziran na spektrometru masaoke rezolucije ESQ-TOF Synapt GZSi

:DWHUV OLOIRUG 0% 6% NRML MH ELR YH]DQ V WHNXUULQ\
83/& :DWHUV OLOIRUG 0$ 6%$' ,QVWUXPHQWDOQL SDUD
softwarea MassLynx verzije 4.1. SCN902 (Watersilfbtd, MA, SAD). Peptidi su radvojeni

QD DQDOLWLPNRM NRORQL QDQR$ETXLWAP8B/& PP—PDWHUYV
OLOIRUG 0% 6% X] NRULAWHQ-MH SWHWNROR @MNRBIIRK UY &
—P 1 PP :DWHUV OLOIRUG O$3MH6$'—QOMRN WINUWEBPR HW L
JUDGLMHQWQRJ LVSLUDQMD SULPLMHQMHQRJ |JD RSWLF
kromatografijom obrnutih faza opisani su u tabliciPokretna faza A bila je vodena otopina
PUDYOMH NLVHOLQH va@ienalotPRANAIHNNPDjd Kiddlings 95 %
DFHWRQLWULOD 3 SURWRWHRB HUIRVXBD NRORIKQM ELOD Ml

Tablica5. 8YMHWL JUDGLMHQWD ]D UD]JGYDMDQMH WULSWLpPpNLK

vrijeme (min) % A % B
SRpHWC( 99,0 1,0
0,10 99,0 1,0
25,0 60,0 40,0
40,0 40,0 60,0
50,0 1,0 99,0
55,0 99,0 1,0
65,0 99,0 1,0
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Peptidni uzorci prikupljani su pri niskoj i visokoj energiji M@ristupom. U uvjetima niske

energije podaci su prikupljani kod konstantne kolizijske energije od 4 eV, dok je u uvjetima
visoke energije kolizijska energija linearno podizana od 20 do 45 eV. Padackspljani

VYDNH VHNXQGH X $ROXDPIMKHNRWDDQDOL]JH X]JRUDND NRULA
leucin HQNHIDOLADSURWRO 7, [M+E]"REI566,2771 Da) s ciliem korigiranja
WRDpQRYV Wretrdg@V e dobiveno 51.415 MS2 spekta proteinskoj bazi podataka
*HQ%WDQN QU IDMEROMLK 06 VSHNWDUD MH NRULaAWHQ
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32.. DUDNWHUL]DFLMD LIRODWD EDNWHULMD POLMHpPQH NLV
Priprema suspenzije bakterijskih stanica

Za karakterizacijuzolata BMK, p U H N R Q@&kte@dhe kulture centrifugirane su pri 10 000
rpm. Stanice su isprane sterilnom otopinom natrijevog klorida (0,5 %), ponovno centrifugirane
I resuspendirane u sterilngitopini natrijevog klorida (0,%%6). S pripljenom suspenzijo
obavljene su analizEUHALYOMDYDQMD X UD]OLpLWLP UDVSRQLPD \
antimikrobne aktivnosti.
Zainsitu SRNXVH SUHALYOMDYDQMD X PRUVNR MteYaBheZijelnaJDVW U F
sluzribe, QDNR Q S UHNR Q Ruiv@riRtadlog sfaRidgeDspras 1 ml puferirane otopine
fosfatnih soli (Phosphate Buffer SaiRBS; pH 7,2), ponovno centrifugiran i resuspendiran u
O LVWH RWRSLQH

3.231. 3UHALYOMDYDQMH EDNWHULMD POLMHPQH NLVHOLQH S

IZROLUDQL VRMHYL EDNWHULMD POLMHPQH NLVHOLQH QDFLN
WHPSHUDWXUDPD  f& fé& f& fé& fé& f& WLMHN
RGUHYyHQ MH LQGLUHNWQRP PHWRGRP

3.232.3UHALYOMDY PCOML W HEDQ\W N UV MOLQH SUL UD]OLpLWLP S+

6 XVSHQ]LMD VWDQLFD SULSU i pPaysivLGBR2.3VithatlibbkuliesndaR MH RS
MRS buopnNRMHP MH SUHWKRGQR £RAG6) tel@Qu20rSi inkdhirarnvigreeoQ R V W
QRUL QD M &RYDROLK NRORQLMD RGUHYHQ MH LQGLUHNWAC

3233. 2GUHYyLYDQMH EURMD ALYLK PLNURRUJDQL]DPD LQGLUF

, ] X]RUDND NRML VX VDGUADYDOL EDNWHULMVNH VWDQLF
sterilnoj vodi i nacijepljena na Petrijevejelice s MRS agarom. Nakon 48 h inkubacije pri
f& LJEURMDQH VX SRUDVOH NRORQLMH L SURUDpPXQDW E!

3234 2GUHYLYDQMH DQWLPLNUREQH DNWLYQRVWL EDNWHULT

SQWLPLNUREQD DNWLYQRVW Kistih® Bpitdna BeDibirkidirgdttijském PO L M
metodom na test mikroorganizmimgscherichia coli3014, Staphylococcus aureu3048,

Proteus mirabilis3008,Pseudomonas aerugino8824 Listeria monocytogenasTCC 23074,

Vibrio sp. iAeromonas hydrophildCM 1027.
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3.2341.3ULSUDYD EDNWHULMD POLMHpPQH NLVHOLQH ]D LVSLW

XOWXUH EDNWHULMD POLMHPQH NLVHOLQH X]JRMHQH VX S

minuta pri 6 000 rpm. Dobiveni supernatant se koristio za ispitivanje antibakterijskeoak.

3.2.3.4.2. Turbidimetrijska metoda

8 MDALFH PLNURWLWDUVNH SORpLFH GRGDQR MH —O VXS
— O WHVW PLNURRUJDQL]PD SUHWKRGQR X]JJRMHQRJ X K
prethodno neutralizirans IMN2+ NDNR EL VH LIEMHJQXR LQKLELWRUQL
Antibakterijsko djelovanje supernatanata bakterijskih izolata na test mikroorganizme, tijekom
VDWD X]JRMD L K SUL f& RGUHYLYDQR MF
prLYLGQH DSVRUEDQFLMH SUL YDOQRM GXOMLQL QP SRPI
Austrija). Razlika u prividnoj apsorbanciji kontrole (nacijepljen hranjivi bujon s test
mikroorganizmom bez dodanog supernatanata bakterijskog izolata) i uzoraka@asina
supernatantom bakterijskog izolata mjera je inhibicije rasta test mikroorganizma. Slijepe probe
su bili uzorci pripremljeni bez dodatka mikroorganizama (Frece i sur., 2010a). Stupanj
LQKLELFLMH RGUHYHQ MH SUHPD LHAYARTX 6WIXSHHOM \LXQWKLELF

3.23.5. Ispitivanje prisutnosti bakteriocina

3.235.1. Izolacija deoksiribonukleinske kiseline (DNK)JD RGUHYLYDQMH SUL\
bakteriocina

Ukupna genomska DNK. plantarumO1 izolirana je iz bakterijske kulture s Nuckpin,
Microbial DNA kit (MachereylDJHO '«UHQ 1MHPDpPpND VOLMHGHUL SUF

3.2.3.5.2. Oligonukleotidi

=D SRWUHEH RGUHyLYDQMD SULVXWQRVWL EDNWHULRFLQD
koji su prikazani u tablice .RULAWK QDR SRPHWQLFH X ODQpPDQRM UHE
3URL]YRYDp QDYHGHQLK ROLJRQXNOHRWLGD MH 30HWDELRGQ
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Tablica6. SRpHWQLFeH INRDQHW @ U H D N F L MaxarSpRiRecifi g @Kol 3 & 5

su odgovorni za biosintezu plantana

SRpHW Sekvenca Temperatura
sparivanja/f &

PInA-for 5-ATGAAAATTCAAATTAAAGGTATGAAGC -3

PInA-rev S5-TTACCATCCCCATTTTTTAAACAGTTTC-3' >3
PInERfor 5-GGCATAGTTAAAATTCCCCCG3

PInEFrev 5-CAGGTTGCCGCAAAAAAA G-3 232
PInNC8+for 5-GGTCTGCGTATAAGCATCGG3'
PINNC8rev | 5-AAATTGAACATATGGGTGCTTTAAATTCC-3' 60

PInW-for 5-TCACACGAAATATTCCA-3

PInW-rev 5-GGCAAGCGTAAGAAATAAATGAG-3 >

32353 '"HWHNFLMD JHQD ]D VLQWH]X EDNWHULRFLQD ODQpPDQ

=D VLQWH]X A8HOMHQRHLOMDMWHGRWUHEQH GYLMH ROLJRQ
NRPSOHPHOQWDWMHYL®D '1. NRMD V-khlu)P qeekaifberidkleokid
WULIRVIDWL $73 &73 *73 L 773 VYD pHWLUL X MHGQDNLP
'l. SROLPHUD]D V nRpaférany. B&bMMKNIDO XS NRULAWHQD IMH FMHO
plantarumO1 L]ROLUDQD NDR a@&WR MBI295. RedkclskRaZRjeXa SoRihénB Y O M X
O ELOD MH VOLMHGHUHJ VDVWDYD O +RW6WDU7DT 3
(rev), 2 O OLGRUL *UHHQ $GYDQFH '1. ERMKED. AmglifikdcijaL O V\
DNK PCR metodom provedena je u DN&mobloku, Mastercycler personal (Eppendorf,
+DPEXUJ 1MHPDpPND 3RVWXSDN MH ELR VOMHGHUL GHQD'
pHINDH VOLMHGLOR FLNOXVD GHQDWXUDFLMH QD f& WL
SRpHWQLFD QD VSHFLILPQRM WHPSHUDWXUL WLMHNRP PL(

uzorci fragmenta analizirani su elektroforezom u gelu agaroze (podaipeb.4).
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3.23.5.4. Elektroforeza u gelu agaroze

Elektroforeza DNKL. plantarumO1 provedena je u 1 % agaroznom gelu pripremljenom s
TAE-puferom (40 mmol/L TRISHAc pH 8,0; 1 mmol/l EDTA). Elektroforeza je provedena

pri naponu 5 V/cm gela, a po njeno YUAHWNX JHO MH XURoaghMdat@ 1X RWRSL
PLQXWD QDNRQ pHJD VX YUSFH '1l. YL]XDOL]JLUDQH SRPRI
(Hoefer, Macrovue UVi0).

3.23.5.5. LC-MS ESI (Liquid ChromatographWass Spectrometry Electrospray lonisation)
WHNXULQVND NURPDWRJUDILMD VSUHJQXWD VSHNWURPHWU

Potvrda prisutnosti bakteriocikadL. plantarumO1 QD SUDY OMH Q DM&/ESSKRKOR U1 X /&
je opisano u poglavlj3.22.3.2. Peptidi su identificirani vezanim sugtan naneW HN X UL QV N H
kromatografije i spektrometrije masa te pretragorretinantne baze podataka proteinskih
VHNYHQFL DN&idnidlbdpNdrtdlazaE LRWHKQROR&MNEBBLQIRUPDFLMH

3.23.6. Ispitivanje osjetljivosti bakterijskih izolata na antiblaimetodom difuzije na krutim

hranjivim podlogama

SUHNRQRUQD EDNWHYOMVNIMBEXOHVRKVYDHWOMLYRVW LVSLWX
NRMD VDGUAL PO 056 DJDU KUDQMLYH SRGORJH NRMD MH
Inokulirana pdloga izlivena je u Petrijeve zdjelice. Kada se hranjiva podloga skrutnula,

VWHULOQRP SLQFHWRP QDQHAHQL VXKVSLOWAD GHYVDRYLLE
UH]LVWHQFLMD LJRODWD QD UD]J]OLPpLWLK DQWLIBLLRWLND
tobramicin, ampicilin, streptomicin, gentamicin, kloramfenikol, rifampicin, vankomicin i

tetracikin. SHWULMHYH SORpH VX LQNXELUDQH SUL f& SUHNR
SURPMHUD J]RQD LQKLELFLMH XNOMXpXMXUuL L SURPMHU GL

3.237. 2GUHYLYDQMH ELRJHQLK DPLQD SRPRUX VHOHNWLYQLK

Kako bi se provijerilo da li bakterijski izolati proizvode histidin dekarboksilazu odnosno tirozin
dekarboksilazu, sojevi su prethodno uzgojeni na MRS agaru a zatim inokulirani-kaiDA

DA-7 S O R ptitlinégnkij. tirozinom. Mediji su napravljeni prema Joosten i Northolt (1989).
,QNXEDFLMD MH SURYHGHQD DQDHUREQR QD f& WLMHNRP

prozirne zone oko poraslih kolonija.
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3.238. +HPROLWLpPpND DNWLYQRVW

BakterijskiLJ]RODWL QDFLMHSOMHQL VX QD SORpPH V NUYQLP DJIL
K 3URJLUQH JRQH RNR SRUDVOLK NRORQLMD ]JQDN VX GD

3.239. 3UHALYOMDYDQMH SURELRWLPNLK VRMHYD WLMHNRP O
Bakterijske kulture uzgojee na MRS hranjivoj podlozi su centifugirane (4000 rpm/ 10 min),

isprane sterilnom destiliranom vodom i resuspendirane u obranom mlijeku (10 %). Tako
SULUHYHQH VXVSHQ]J]LMH VWIFFQLSEDH]DP WJRXWHD VOWIDP VX C
liofilizatoru (modelAlpha 1+ /' 30XV &KULVW 2VWHURGML M P N:PRJ ]Q RO
SUHALYOMDYDQMH VWDQLFD QDNRQ SURFHVD OLRILOL]DFLM
3.23.3)).

3.2310 3UHALYOMDYDQMHuBBiNWijetiha MVNLK LIRODWD
3.23101. 3UHALYOMDYDQMH EDNWHULMY NLK LIRODWD X aXpQLF

=D GRELYDQMH aXpL ]JGUDYL OXELQL aUWYRYDQL VX K C
UH]JRP MH RWNULYHQD SHULWRQHDOQD &4XSOMLQD L &XpQ!
DV HSWLpl¢ha pudKciidi Snjehura. Bakterijska suspenzija je pripremljena kako je
opisano u poglavlju 3.2. Jedan mililitar bakterijske suspenzije {ITFU/ml) inokuliran je u
PO VWHULOQRJ 3%6 S+ NRQWUROD LOL X \wieiULOQL -
aXpL 1LNRVNHODLQHQ HW DO -HGDQ PLOLOLWDU VYD
K QD f& %URM ALYLK EDNWHULMD RGUHVYHH). MH LQGLU]I

3.23102. 3UHALYOMDYDQMH EDNWH WkMWeNLK LJIRODWD X &HOXp
3ULUHYHQD VXVSHQ]LMD EDNWHULMYSI PO VW DRMILCPD) QIR NHD
GRELYHQ SXQNFLMRP 8HOXFD OXELQD LOL X ILILROR&NX RW

f& WLMHNRP K EURM SRUDVO Inkm NBtGdBn® (pbyRvIiR G U H § H
3.23.3).
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3.23103. 3UHALYOMDYDQMH EDNWHULMVNLK L]JRODWD X PRUVN

Bakterijske kulture uzgojene su u MRS bujonu tijekom 16 h te su centrifugirane 5 min na 6 000
USP SUL f& 7DORJ VWDQLFD L\BS pufefy (M, M&uspémilian X VW H
X PDQMHP YROXPHQX LVWRJ SXIHUD @) %0. l
(10 &)8 PO X ILOWULUDQX P L DXWRNODYLUDQX f&
LQNXELUDQL QD f& WLMHNRP (@makoDOI§Qh 6 ,R4MN.48hiIPO VX
GDQ WH MH EURM SRUDVOLK NRORQLMD R3BYHYHQ LQGLUF

3.23104.THVW DGKH]LMH EDNWHULMVNLK LIRODWD QD VOX] VY

8]RUFL VOX]L VX GRELYHQL L] pHW Lneg makeHIGOLd) hepos@dnB L QD S
QDNRQ AaUWYRYDQMD SUHPD SRVWXSNX &RKHQ L /DX]
SRYUALQH ULEH JXPHQRP pHWNLFRP L VWDYOMHQD X PDOX
NRaH MH VDNXSOMHQD V BluNpd@djgnvel walik@obmb adELhnl 20 X R U F L
f& GR XSRWUHEH
6SRVREQRVW EDNWHULMVNLK LIRODWD GD DGKHULUDMX Q
PLNURWLWDUVNH SORpPLFH V MDALFD NRMD MH SUHWKR(
SUHVYXPHQD O X]JRUND VOX]L L LQNXELUDQD SUHNR QRUL QT
sPBSRP UDGL XNODQMDQMD QHYH]DQH VOX]L 6YDNRM MDALF
a 78 CFU/ml). Nakon 1 h, ispiranjem s PR®n uklonjene su nevezane baikjte a
SULpYU&AUHQH EDNWHULMH VX ILNVLUDQH WLMHNRP PLQ (
PLQ -DaLFH VX SRWRP LVSUDQH V 3%6 SXIHURP NDNR EL
RVWDOD YH]DQD QD EDNWHULMVNLP Y'WDQQFDPD RWHW &W/ID
SXIHUD S+ 8NXSQR EDNWHULMVNR YH]IDQMH RGUHYHQF
YDOQRM GXOMLQL RG QP QD pLWDpX PLNURWLWDUVNLK
Austrija) a postotak bakterijskih stanica vezaninngsluyUDpXQDW MH GROMH QDYHCGC
(Geraylou et al., 2014).

1052% rvix

#% ;L Hsrr Q)

gdje je:

AC: kapacitet adhezije (%)

Acti: absorbancija kontrolnog ud@ (obojana sluz)

Ao YULMHGQRVW DEVRUEDQFE®RI/MRULEAWHQRJI %0. VRMD

Al: vrijednost absorbancije BMK soja vezanog na sluz
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32.. 6WDWLVWLpPpND REUDGD SRGDWDND

6YL SRNXVL SURYHGHQL VX X WULSOLNDWX =D VWDWLVW
STATISTICA v.7.1. za Windows 10 (St8 RIW 7XOVD 2. 6%’ SULMH VWD\
UH]XOWDWL GRELYHQL X LVWUDALYDQMLPD VX SULSUHPOMH
2013.
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4. REZULTATI



4.1.1zolacija te fenotipska i genotipska identifikacija mikrobne populacije

7TLMHNRP OMHWQRJ L JLPVNRJ SHULRGD SULNXSOMHQL VX X
L] NRMLK MH SRWRP NODVLpPpQLP PL NreftBdpRsOtRadMNKrdbn® HW R G D
populacija(tablice 7-14). 8 X]RUFLPD X NRMLPD MH ]JDELOMHAHQD SUL
kiseline identifisraQ R M Hautbhtdhl izolataBiokemijskim API testovima dobiveni su
fermentacijski profili izoliranih bakterijskih izolata s vrlo visokom razinom idéicije
(identifikacija vrste s ID u rangu od 98 do 99,9 %ap(ice 15, 16).

Fenotipska identifikacija ispitivanih izolata provedena PQDOL]RP SRYUALQVNLK |
proteinanatrij dodecil sulfat poliakrilamid gellektroforezom (SDEAGE) (slike2-3) koja je
GRGDWQR SRWYUYHQD NMABINWRNRPHWULMRP PDVD
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Tablica7. OLNURELRORAND DQDOL]D X]RUDND OXELQD WLMHNRP

kiseline

CFU/g
uzorci uzorak 1 uzorak 2 uzorak 3 uzorak 4 uzorak 5
mikroorganizni
L. monocytogenes n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Salmonellasp. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Enterobacteriaceae “ Pl “ Pt “ Pt “©oqt “ it
6XOILWRUHG n.d. “« 71 n.d. n.d. n.d.
klostridiji
Vibrio sp. “ (s n.d. n.d. n.d. n.d.
Aerobne mezofilne 73 72 73 73 i3
bakterije
P. aeruginosa n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
%»DNWHULMH n.d. T2 n.d. n.d. n.d.

n.d-nije dokazano

Tablica8. OLNURELRORAND DQDOL]D X]JRUDND OXELQD WLMHNRP

CFU/g
UZOrCi uzorak 1 uzorak 2 uzorak 3 uzorak 4 uzorak 5
mikroorganizmi
L. monocytogenes n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Salmonetlh sp. n.d. n.d. “ 72 n.d. “ooqs
Enterobacteriaceae 73 74 74 75 s
6XOILWRUHG n.d. n.d. 15 75 n.d.
klostridiji
Vibrio sp. (I P2 P4 n.d. P2
Aerobne mezofilne u 75 « 75 « 16 p T4 “ 75
bakterije
P. aeruginosa n.d. “ 73 “ T4 n.d. n.d.
%DNWHULMH « 15 “ 72 “ 74 n.d. “ 15
kiseline

n.d-nije dokazano
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Tablica9. OLNURELROR&ND D Q Dijpkohxinigkadoprioda (REUNE H

kiseline

CFU/g
uzorci uzorak 1 uzorak 2 uzorak 3 uzorak 4 uzorak 5
mikroorganizmi
L. monocytogenes n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Salmonellasp. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Enterobacteriaceae “© 91 “ Pt “ Pt “ it “© It
6XOILWRUHG n.d. n.d. n.d. Pt n.d.
klostridiji
Vibrio sp. n.d. n.d. “ it n.d. n.d.
Aerobne mezofilne 7t 73 72 i1 73
bakterije
P. aeruginosa n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
BakteriMH POLM n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d-nije dokazano

Tablical0. OLNURELROR&GND DQDOL]D X]JRUDND RUDGH WLMHNRP

kiseline

CFU/g
uzorci uzorak 1 uzorak 2 uzorak 3 uzorak 4 uzorak 5
mikroorganizmi
L. monocytogenes n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Salmonellasp. n.d. “oq2 n.d. n.d. “ 72
Enterobacteriaceae i3 7® 75 74 76
6 XOILWRUHG n.d. “ 74 n.d. n.d n.d.
klostridiji
Vibrio sp. P2 n.d. P4 n.d. i3
Aerobne mezofilne 74 [ 75 76 75
bakterije
P. aeruginosa n.d. “ 73 n.d. “ 73 n.d.
%DNWHULMH ©f0° n.d. S n.d. o

n.d-nije dokazano
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Tablicall. OLNURELRORAND DQDOL]D X]JRUDND GDJQML WLMHNRI

kiseline

CFU/g
uzorci uzorak 1 uzorak 2 uzoak 3 uzorak 4 uzorak 5
mikroorganizmi
L. monocytogenes n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Salmonellasp. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
E. coli n.d. 25 i 19 12 n.d. n.d.
(/100 g mesa)
6XOILWRUHG n.d. “ P2 ! P2 n.d. n.d.
klostridiji
Vibrio sp. n.d. 7 (- n.d. n.d.
Aerobne mezofilne | o g« 3« 2|27 §3[33“ {3|31% 3
bakterije
P. aeruginosa 3,6" i 4,4 i 2,4 T3 |48 T2 | 41" [
%DNWHULMH n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d-nije dokazano

Tablical2. OLNURELROR&GND DQDOL]D X]JRUDND GDJQML WLMHNRI

kiseline

CFU/g
UZOrCi uzorak 1 uzorak 2 uzorak 3 uzorak 4 uzorak 5
mikroorganizmi
L. monocytogenes n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Salmonellasp. n.d. n.d. 7 n.d. 73
E. coli 27 1 1,8« i 1,9« i n.d. 73« 1 ¢
(/100 g mesa)
6XOILWRUHG “ 7 “ i “ i “ i n.d.
klostridiji
Vibrio sp. 7 i 7 7 [
Aerobne mezofilne | 5 ;. 5 20 i 63 1 48 3,6 ‘0,831 °
bakterije
P. aeruginosa 25" | 3,5 7 6,3" 7 5,6“ 7 3,9¢ s
%DNWHULMH n.d. n.d. “q n.d. n.d.

n.d-nije dokazano
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Tablical3. OLNURELRORAGND DQDOL]D X]JRUDND NORJWYRLFD WLMH?!

CFU/g
UZorci uzorak 1 uzorak 2 uzorak 3 uzorak 4 uzorak 5
mikroorganizmi
L. monocytogenes n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Salmonellasp. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
E. coli 21 7 2 n.d. n.d. n.d. 35 1 2
(/200 g mesa)
6XOILWRUHG S n.d. « 73 n.d. n.d.
klostridiji
Vibrio sp. “©o7 2 n.d. n.d. S n.d.
Aerobne mezofilne p ~ 3 « ~ 3 « ~ 3 P A 2 P ~ 3
bakterije 3.5 ! 2,9 ' 31 l 3,8 i 3,5 |
P. aeruginosa 2,6 T3 4,2 T 2 5,4 T3 3,7¢ T2 4,5 T3
%DNWHULMH n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
kiseline

n.d-nije dokazano

Tablicald. OLNURELRORAND DQDOL]D X]JRUDND NDPHQLFD WLMH?

CFU/g
uzorci uzorak 1 uzorak 2 uzorak 3 uzorak 4 uzorak 5
mikroorganizmi
L. monocytogenes n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Salmonellasp. 2,9¢ [ n.d. n.d. 53" T4 38" [
E. COI| 6’3 o ’I‘ 4 5'3 “ ’I‘ 5 1'3 6 ’I‘ 2 7'911 ’77’[ 4 4,6 “ ’I‘ 3
(/100 g mesa)
GXOILWRUHG “ ’|‘2 “ ’|‘3 nd “ '|\4 “ TS
klostridiji
Vibrio Sp. “ T 4 “ T 3 “ T 5 “ T 6 « 7 5
Aerobne mezofilne “ < 5 « -2 . -6 . . . .
bakterije 2,9 | 4,7 ' 8,2 i 5,6 ] 47 i
P. aeruginosa 49" 75 6,7" P4 36" i3 | 65" T3] 55" P4
%DNWHULMH n.d. “ P4 n.d. n.d. n.d.
kiseline

n.d-nije dokazano
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Tablica 15. Rezultati identifikacije autohtonih izolapLVW LK NWAHWKXKMD BEDNMHpPpQH |

Oznaka | Uzorak BMK API ID | MALDI -TOF
(%) Score
01 2UDGD \ Lactobacillus 99,9 Lactobacillus plantarum
AHOXFD plantarum (2,555)
09 2UDGD \ Lactobacillus 98,7 Lactobacillus helveticus
AHOXFD helveticus (2,443)
L4A Orada (sluz sg Leuconostoc 99,1 Leuconostoc mesenteroid
aNuJD mesenteroides (2,238)
K4 .DPHQLFH | Lactobacillus 98,5 Lactobacillus plantarum
AHOXFD plantarum (2,059)
D1 Dagnje Lactobacillus 99,0 Lactobacillus pantarum
PHYyXOMXa)] plantarum (2,108)
WHNXUOLQD
L2 IXELQ aHO| Lactobacillus 64,2 Enterococcus mundtii
delbrueckii (2,336)

Tablica 16. Fermentacijski profil izoliranih izolatd L V W L K BENDNOMHXAUULIMD POLMHPQH

Ugljikohidrati Izolati Ugljikohidrati Izolati
Ol1 | 09| L4A | K4 | D1 O1| 09| L4A | K4 | D1

Kontrola + - - - |- Arbutin + - + + -
Glicerol - - - - |- Eskulin + - + + -
Eritriol - - - - |- Salicin + - + + -
D-arabinoza - - - - |- Celobioza + - + + -
L-arabinoza + - + - |- Maltoza + - + + +
Riboza + - - + |+ Laktoza + + - + +
D-ksiloza - - + - |- Melibioza + - + + -
L-ksiloza - - - - |- Saharoza + - + + -
Adonitol - - - - |- Trehaloza - - + + -

-metil-ksilozid - - - - |- Inulin + - - - -
Galaktoza + + + + |+ Melezitoza + - - + -
D-glukoza + + + + |+ D-rafinoza - - - - -
D-fruktoza + - + + |+ Amidon - - - - -
D-manoza + + + + |+ | Glikogen - - - - -
L-sorboza - - - - |- Ksilitol r - - - -
Ramnoza r - - - |- -gentobioza + - + + |+
Dulcitol - - - - |- D-turanoza - - + - -
Inozitol - - - - |- D-liksoza - - - - -
Manitol + - - + |+ D-tagatoza - - - - -
Sorbitol + - - + |- D-fukoza - - - - -
-metil-D-manozid| - - - - |- L-fukoza - - - - -
-metil-D-glukozid | - - + - - D-arabitol - - - - -
N-acetil + + + + |+ L-arabitol r - - - -
glukozamin
Amigdalin + - + + |+ | Glukonat - - - - -
2-keto-glukonat + 5-keto-glukonat | - -

Kratice: - QHJDWLYQD UHDNFLMD QLMH GR&OR GR SURPMHQH E
X aXWX Xr SUDRPMHQD ERMH L]PHYyX JHOHQH L aXWH
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Slika 2. SDS3%$*( SRYUALQVQILK SWODWHPQOD L]JROLUDQLK VRMHY
kiseline. Stupci: 1standard proteinpoznatih molekulskih mas&: Lactobacillus plantarum

0O1; 3: Lactobacillus plantarumD1; 4: Lactobacillus plantarumK4; 5: Leuconostoc
mesenteroidek4A; 6: Lactobacilus helveticu9
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Slika 3. SDS3%$*( XNXSQLK VWDQLPpQLK SURWHLQD LJROLUDQLK \
Stupci: 1:standard proteina poznatih molekulskih ma&alactobacillus plantarunmO1; 3:
Lactobacillus plantarunD1; 4: Lactobacillus plantarunkK4; 5: Leuconostoc mesenteroides

L4A; 6: Lactobacillus helveticu®9
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4.2.Karakterizacija bakterijskih izolata

5H]XOWDWL postlnofradtayiinigtdhD VWV LIKritdb P& f & f& f& f&
f& f& WH X S+ UDyr&k&ahKuktéblicama Ti 18.

Tablical7. 3UHALYOMDYDQMH EDNWHULMVNLK LJRODWD SUL UD]

CFU/mI
temperatura f &
SRpH 4 13 28 37 45 60

izolati broj

L. plantarumO1 1,17 °|25% 5321 7| 27 8 57 ° | 67 4

L. plantarumD1 T 9687 4|757 8| 1,1F | 37 9 |1971 °

L. plantarumK4 T 9827 4|137 7| 5% ° | 47 ° |53 5

L. helveticug09 T 9347 5| 11 ¢ 47 9 47 9 | 271 5

L. megnteroided 4A T 90547 4497 5 27 9 47 ° (187 5

Tablica18. 3BUHALYOMDYDQMH EDNWHULMVNLK LIRODWD SUL UD]

CFU/ml
izolati i Sbi)jb i ? ¢ °
L. plantarumO1 1,17 °| 47 ¢ | 87 7 [ 127 7
L. plantarumD1 T 9147 5/237 7151 8
L. plantarumK4 T 9 27 6 71 7 | 581 7
L. helveticusO9 T 9| 57 6127 8|47] 8
L. mesenteroidels4A 79 16,21 41147 7|281 7

51



421 $QWLEINURNWLYQRVW LIROLUDQLK EDNWHULMVNLK L]R(

,QKLELWRUQR GMHORYDQMH EDNWHULMVNLK L]JRODWD Q
turbidimetrijskom metodom, a rezultati koji ukazuju Kgp L Q NaRtfrikfddhu aktivnost svih

sojeva prikazani su na slikardedl0 .DR VRM V QDMEROMRP DQWLPLNUREQ
selL. plantarumOL1. Kako bi se ispitao uzrok jakog antimikrobnog djelovanja proveden je
dodatni test na pristunogena koji kodira zdakteriocie ODQpPDQRP UHDNFLMRP SK
Dobiveni rezultatikoji ukazuju na prisutnosiena za plantariciA prikazani su na slicil i
GRGDWQR VX SRWYUyYyHQL /& 06 (6, VSHNWURPHWULMRP PD\

povezanih sa sintezom bakteriocina (tabli®aslika 12).
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Agao (NM)

Agoo(NM)

2| o.z?
O 1 1 1 1 1 J 0 1 1 1 1 1 J

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
t (h) t (h)

—A—S. aureus—#—S. aureus + O1—e—L. plantarum O1 —A—S. aureus—a—S. aureus+D1-@—L. plantarum D]

=
N
1
=

Agzo (M)

O 1 1 1 1 1 J
0 5 10 15 20 25 30

t ()

—4&—S. aureus—i—S. aureus+O9—e—L. helveticus O9

t(h)

—A—S. aureus ——S.aureus+K4 —e—L. plantarum K4

0.8

Agyo (NM)

0 1 1 1 1 1 )

0 5 10 15 20 25 30
t(h)

—A— S, aureus——S. aureus+L4A—e—L. mesenteroides L4/

Slika 4. Krivulja rasta baterije S. aureu8048(tijekom 24 sata uzgoja) u prisutnosti izoliranih

sojeva BMK: L. plantarumO1, L. plantarumD1, L. plantarumK4, L. helveticusO9, L.
mesenteroides4A
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15 20 25
t (h)
—i—P. mirabilis+O1

—A— P. mirabilis
®— L. plantarum O1

1.2 ¢

0 1 1 1 1 1 J
15 20 25 30
t(h)

—— P. mirabilis—8—P. mirabilis+K4—e—L. plantarum K

L
N
1

0 1 1 1 1 1 J
15 20 25 30
t(h)

—&—P. mirabilis+L4A

—&—P. mirabilis
®— L. mesenteroides L4A

30

=
N
1

0 1 1 1 1 1 )
15 20 25 30
t(h)

—4&— P. mirabilis —#—P. mirabilis+D1 —@—L. plantarum D1

0.8 |

Agoo (NM)

30

t(h)

—&—P. mirabilis—#—P. mirabilis+O9—e—L. helveticus O

Slika 5. Krivulja rasta bakterijeP. mirabilis 3008 (tijekom 24 sata uzgoja) prisutnosti

izoliranih sojeva BMKL. plantarumO1,L. plantarumD1, L. plantarumK4, L. helveticug9,

L. mesenteroidek4A
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Agyo (NM)

Agzo (NM)

.

15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
_ t (h) _ t(h)
—A—P. aeruginosa —&—P. aeruginosa+01 —a—P. aeruginosa —&—P. aeruginosa+D1
®—L. plantarum O1 ®—L. plantarum D1

14
12 ¢
1
0.8
c
506
<04 |
0.2
1 J 0 L 1 1 ]
0 5 100 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
t [h] _ t (h) _
—A—P. aeruginosa —&—P. aeruginosa+K4 —A—P. aeruginosa —&—P. aeruginosa+09
®—L. plantarum K4 ®—L. helveticus 09
0 5 10 15 20 25 30
t(h)
——P. aeruginosa —8—P. aeruginosa+L4A

®—L. mesenteroides L4A
Slika 6. Krivulja rasta bakterijeP. aeruginosa3024 (tjekom 24 sata uzgoja) u prisutnosti

izoliranih sojeva BMKL. plantarumO1,L. plantarumD1, L. plantarumK4, L. helveticug9,
L. mesenteroides4A
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®—L. plantarum O1
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£038 | §
<06 |
<04 |

e
O 1 1 1 1 1 J
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t(h)

—4&—E. coli —@—E. coli+L4A —e—L. mesenteroides L4

Agoo (M)
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t (h)
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®—L. plantarum D1
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1.2

1 -
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<06 |

<04 | ‘+
s Pi’
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0 5 10 15 20 25 30

t (h)

—a—E. coli —m—E. coli+0O9 —e—L. helveticus O9

Slika 7. Krivulja rasta bakterij&. coli3014(tijekom 24 sata uzgoja) u prisutnosti izoliranih sojeva

BMK: L. plantarumO1, L. plantarumD1, L. plantarumK4, L. helveticu09, L. mesenteroides

L4A
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Slika 8. Krivulja rasta bakterijd.. monocytogeneATCC 23074 (tijekom 24 sata uzgoja) u
prisutnosti izoliranih sojeva BMKL. plantarumO1, L. plantarumD1, L. plantarumK4, L.

helveticug09, L. mesenteroidek4A
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Slika 9. Krivulja rasta bakterij&/ibrio sp. (tijekom 24 sata uzgoja) u prisutnosti izoliranih sojeva
BMK: L. plantarum O1, L. plantarum D1, L. plantarum K4, L. helveticus O9,

L. mesenteroidec4A
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Slika 10. Krivulja rasta bakterij@eronmonas hydrophila)CM 1027(tjekom 24 sata uzgoja) u
prisutnosti izoliranih sojeva BMKL. plantarumO1, L. plantarumD1, L. plantarumK4, L.

helveticug09, L. mesenteroides4A
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Slika 11. PCR analizglnA genasojaL. plantarumO1. Stupad = DNK markeri (BenchTop
100 pb DNK standardi, Promega, Madison, 8AD), stupac 2 tEactobacillus plantarun€11
(pozitivna kontrola)stupac 3 Eactococcus lactissp cremorisMG 1363 (negativna kontrola)

stupacd=Lactobacillus plantarun®©1

Tablica 19. SURWHLQL VOLpQL EDNWHULRFLQLPD MGHHNWILIQWMNH L
NURPDWRJUDILMH L VSHNWUR RJHVGEXIONDK) W Q VDE W HH SSURHG/D WD
VHNYHQFL DPHULpPpNRJ &HQWUD ]D ELRWHKQRORJLMX 1&%,

Identificirani proteini MS2 fragment peptida

PHY43767.1 bacteriocin immunity AIPELQQALAK
protein Lactobacillus plantarur

EMP43595.putative bacteriocin  EYAGLSDTSGTLDSQFMAALLNMSAFTLVADGYEKIR
activator Lactobacillus plantarurn
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Slika 12. Peptidi dobiveni pretragom MS2 spetdal proteinskoj bazi podataka GenBank "nr".
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42. 3URFMHQD VLIXUQRVWL EDNWHULMVNLK LJRODWD

8 RYRP UDGX LVSLWDQD MH DQWLELRWLpPND USVzZMWHQFLMD
su bili osjetljivi na sve testirane antibiotik&blica 20). Sposobnost proizvodnje biogeninih

amina ispitana je uzgojem izolata na {Podnosno DA7 SORpDPD 6XGHUL SUHPD
RGVXWQRVWL OMXELpDVWLK NRORQLMD V RNUXJOLP OMXEL
ne proizvodi histamirtj. tiramin. Kao dodatni faktor sigurnosti ispitana je i sposobnost

KHPROL]H VWDQLEVMHGRPDUDQWD LIRODWD QD &ROXPELD NI
SRMDYH SURJLUQLK J]RQD RNR SRUDVOLK NRORQLMD L] pH
sposobnosUD]JUDGQMH FUYHQLK NUYQLK VWDQLFD WM KHPRO

Tablica 20. Osjetljivostizoliranih bakterijskih izolataQ D UD]J]OLpLWH DQWLELRWLNH

Izolati BMK

Antibiotici | | | L. L. L. Leuconostoc
plantarum | plantarum| plantarum | helveticus | mesentesides
o1 D1 K4 09 L4A

Kanamicin - - - - -

Meticilin - - - - -

Neomicin - - - - -

Eritromicin - - - - -

Tobramicin - - - - -

Ampicilin - - - - -

Steptomicin - - - - -

Gentamicin - - - - -

Kloramfenikol - - - - .

Rifampicin - - - - -

Vankomicin - - - - -

Tetraciklin - - - - -

Kratice:+: rezistentan; osjetljiv
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424 3UHALYOMDYDQMH EDNWHULMVNLK LIRODWD WLMHNRP ¢

SUHALYOMDYDQMH EDNWHULMVNLK LJRODWD RGUHYyHQR MH

nakon liofilizacije a rezultati sprikazani u tablici 21.

Tablica2l. B WMHFDM SURFHVD OLRILOL]DFLMH QD SUHALYOMDYI

. log (CFU/mL) log (CFU/mL) .
Izolati BMK prije ||Of||lzaC|je poslije 3UHaLYOMDY
liofilizacije
L. plantarumO1 9,4 9,25 98,4
L. plan